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ABSTRAKT

Koliciny a mikrociny jsou antibakterialni toxiny gaukované bakterienttscherichia coli

a piibuznymi druhyi rody ¢eledi EnterobacteriaceaelTato prace popisuje jejich zakladni
vlastnosti a snazi se je klasifikovat. MoZnosticjejstanoveni jsou nejen mikrobiologické,
ale zejména pomoci metod molekularni biologie -bd#egji metodou PCR. Cilem této
prace bylo aplikovat systém typizace 21 kolican3 mikrocirii na soubor kolicinogennich
kmeni Escherichia colizolovanych z dibeziho masa a bazanBylo nalezeno 13 kolici-
nogennich produceintu kterych byla zji$na produkce 8 tyjpkolicini a 2 tygi mikroci-
nia. Dva kmeny produkovaly pouze jeden bakteriociryl&tkmeny nejmé# dva a vice

bakteriociri. Neastji byly zastoupeny koliciny B, M, la a Ib, z mikroé pak B17 a V.

Kli¢ova slova: koliciny, mikrociny=scherichiacoli, PCR

ABSTRACT

Colicins and microcins are antibacterial toxinsdueed byEscherichia coliand related
species or genera dnterobacteriaceaeThe basic characteristics and classification of
colicins were described. Possibilities of deterrmoraare not only microbiological but also
by methods of molecular biology - the most comn®RCR. The aim of this study was to
apply the system of colicin determination (21 dokcand 3 microcins) on the collection of
colicinogenicEscherichia colistrains isolated from poultry and pheasants. It fwaad 13
colicinogenic producers, which were found to prad@ctypes of colicins and 2 types of
microcins. Two strains produced only one bactenipttie remaining strains at least two or
more bacteriocins. Colicins B, M, la and Ib, ana¢rmcins B17 and V were found the most

frequently.

Keywords: colicins, microcins, Escherichia coli,RC
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UvoD

Bakteriociny jsou latky bilkovinné povahy, produlkmé grampozitivnimi i gramnegativ-
nimi bakteriemi, usmrcuijici citlivé kmeny stejnétiopiibuzného bakterialnino druhii
rodu. K nejlépe prostudovanym bakteriagim pati koliciny a mikrociny, produkované

bakteriemiEscherichia colia gibuznymi druhy zZelediEnterobacteriaceae.

Koliciny jsou antibakterialni toxiny produkovanéitkou ve stresu. Tvorba kolidine ve
vétsSing pripadech kédovana extrachromozongaima plazmidech, acinek je zprostedko-
van specifickymi receptory ve ¥3i membras burgéné sény. Podle letalnihodinku jsou
déleny na koliciny depolarizujici plazmatickou memiwa koliciny s endonukleazovou

aktivitou, koliciny blokujici proteosyntézu a kahy degradujici peptidoglykan.

Druhou skupinu tvid mikrociny, jejichZz produkce je indukovana za spekych podmi-
nek, zejménaip nedostatku Zivin. Mikrociny jsouétkeny do dvou skupin, na nemodifiko-
vané a modifikované peptidy. Podle velikosti mologti navic rozdleny na malé peptidy
s nizkou molekulovou hmotnosti (pod 3,5 kDa) a egtiply s vys$Si molekulovou hmotnos-
ti (do 10 kDa).

V souwasnosti jsou bakteriocinyg@dmétem zvySené pozornosti jako potencialni nahrada za
antibiotika, sodast probiotickych fipravki nebo jako firodni konzerveéni latky. Byl také

prokézan jejich &inek v boji proti rakovinovym bitkéam.
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.  TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIOCINY

Bakteriociny jsou latky bilkovinné povahy, produlkmé grampozitivnimi i gramnegativ-
nimi bakteriemi, pomoci kterych bakterie mezi seboupéi [1]. Tyto bilkoviny usmrcuji
citivé kmeny stejného nebdipuzného druhudi rodu [2]. Bakteriociny tvéi rozmanitou
skupinu s odliSnymi morfologickymi a biochemickymiastnostmi [3]. Naproti tomu maji
nekteré znaky spolmé. Jedna se zpravidla o vysokomolekularni protamtipiotické po-
vahy, tSinou kodovanych na plazmidech [4]. Od téadch antibiotik se liSi f@devSim
tim, Ze maji porrné Uzké spektrumisobnosti [1]. Mezi nejlépe prostudované bakterio-
ciny pati koliciny a mikrociny, tvéené gramnegativni bakteEischerichia coli2]. Bunky
mohou produkovat koliciny i mikrociny séasré nebo mohou zarovieprodukovat vice

kolicint, cozZ je pro danou liaku selekni vyhodou [5].

1.1 Koliciny

Koliciny jsou toxické exoproteiny produkované baldmi kolicinogennich kmenhEsche-
richia coli a rekterych gibuznych drufi v rdmcic¢eledi Enterobacteriaceaea to khem
rastu jejich kultur. Rsobi inhibéné na citlivé bakterie téz&eledi a jejich dinky jsou zpro-

stredkovany specifickymi receptory v bitmé séné [6].

Prvni kolicin byl popsan jiz v roce 1925 (Gratidgdnalo se o kolicin V, ktery je nyfd-
zen k mikrociim. Nazev kolicin byl vytveéen v roce 1946 (Gratia, Fredericq), kdy byla
prokazana jejich bilkovinna povaha a speéoifist¢innosti [7]. Dnes je znamo 34 kolidin

ale pouze 26 z nich je podrabpopsanych [8].

Klasifikace a nomenklatura kolidinsouvisi s podstatou interakce kolitia citlivou bui-
kou. Oznauji se velkymi pismeny dle své receptorové spegcifitpripadt, Zze se vaze vice

typa kolicini na jeden receptor, jsoti pznaovani gidavany k pismeim cisla [9].

DalSim kriteriem klasifikace kolicihje typ translok&niho mechanizmu, ktery vyuzZivaji
k transportu pes buicény obal [9] (Obrazek 1). To umbdje fazeni koliciri do dvou sku-
pin A a B. Skupina A zahrnuje koliciny, které vyudji systém Tol, ktery se sklada
Z proteiri TolA, TolB, TolQ, TolR [10] a p&t sem koliciny E1 az E9, K,L, N, S4,UaY
[7]. Koliciny skupiny B vyuZivaji systém Ton, ktege sklada z proteinTonB, ExbB a
ExbD [10] a pati sem koliciny B, D, la, Ib, M, 5 a 10 [7].
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Pro spravnou Klasifikaci kolicinu tedy musime zméteptorovou specifitu, dale typ
translok&niho mechanizmu, ktery vyuzZiva &itpmnost nebo absenci itkené imunity

producenta i kolicinum, které vyuZzivaji stejny receptor [9].

Obr. 1. TonB a Tol translokai systém: OM- \#Si
membrana, P- periplazmaticky prostor, IM- vnit
membrana, R- receptor pro TonB, C-C-terminalni

cast, N- N-terminélnfast [11].

Na zaklad sekvewnich podobnosti v letalni dom&mohou byt koliciny rozéleny
do dvou skupin, a to na typ A, kam jstazeny koliciny A, B, N a U, a typ E1, kam fiat
koliciny E1, 5, K, 10, laa lb [12].

Podle letalniho &inku jsou koliciny rozdleny doctyi skupin:

1. Koliciny depolarizujici plazmatickou membranu (A, B1, la, Ib, K, N, S4, U, Y,
5 a 10) [7]. Jsou to koliciny s molekularni hmotiiadkolo 40-70 kDa, jejichz bak-
tericidni (Einek spa@iva ve schopnosti t¥i iontové kanaly ve vnihi membrag
cilovych burgk [13].

2. Koliciny s DNA endonukleazovou aktivitou (E2, E78 & E9).
3. Koliciny blokujici proteosyntézu (D, E3, E4, E5,)E6

4. Kaoliciny degradujici peptidoglykan (M) [7].
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Jakmile tedy vstoupi kolicin do cilovéitky, bude zaviset na typu kolicinu, jakymizo-
bem butku usmrti: tvorbou iontovych kanal plazmatické membré&n degradaci DNA

nebo tim, Ze inhibuje syntézu proteei].

Koliciny jsou kédovéany pevazrie na plazmidech. Syntéza koli¢ije k6dovana geny na

tzv. Col — plazmidech [9]. Jsou rozliSovany dvayt@ol plazmidi:

* Typ | —jednd se o malé plazmidy o velikosti 6-1) kiZze byt genasen v -

tomnosti konjugativniho plazmidu, kédujigvazri koliciny skupiny A.

* Typ Il — jde o velké plazmidy o velikosti kolem 4B, kdduji zpravidla koliciny
skupiny B; mohou nést i dva operony pro diwane koliciny, nafiklad B a M

nebo la a mikrocin V [7].

Kolicinovy operon, nesen na Col — plazmidu, se élergklada zett geni. Jsou to gen pro
kolicin - toxin, gen pro imunitni protein a gen piggicky protein [7]. Lyticky protein
usnaduje export ¥tsiny kolicind z produkinich burgk a zpisobuje rozvolani burééného
obalu a smrt produki bakterie. Imunitni protein chrani proauk kmen proti letdlnimu
efektu kolicinu [9]. Interakce mezi vaimrozpustnym kolicinem a membrarovazanym
imunitnim proteinem je vhodnym modelem pro studipratein — proteinovych interakci
[14]. Imunitni protein kolicif, které tvdi iontové kanaly, je umi&h do plazmatické mem-
brany bugk produkiniho kmene a chrani je takgal &inkem exogenniho kolicinu. Aktivi-
tu endogenniho kolicinu tlumi ,obraceny* membrangatencial. Nukleazové koliciny,
pusobici v cytoplazé jsou ihned po syntéze asociovany s imunitnimeimem, ktery

chrani buiky produkéniho kmene jakigd exogennim, takied endogennim kolicinem [9].

Koliciny jsou syntetizovany v hice po stresu (SOS reakce) [4]. Existuji latky, &tgsou

schopny vyvolat SOS reakci, nejpouZzi¥jdn pri praci v laboratéich je antibiotikum mi-

tomycin C [7].

Interakce kolicinu s citlivou bakterialni tkiou probiha verech krocich. Jsou to vazba na
specificky receptor ve WBi membras bakterie (1), translokacergs bugény obal (2) a
vlastni letalni Ginek (3). Vazbu na receptor vedygi membran zprostedkovava centralni
doména, prostup kolicinui@s buicny obal zajisuje N-terminalni sekvence a C-
terminalni sekvence je odp&ina za letalni &inky [10] a za interakci kolicinu s imunitnim

proteinem [6] (Obrazek 2).
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Obr. 2. Struktura kolicinu a jeho jednotlivé
casti[15].

Vazba kolicinu na receptor je typickou protein-ginbvou interakci a nevyzZaduje energii
ze strany biky [9]. Ruzné koliciny vyuZivaji@izné receptory, ndjklad FepA (ColB a D),
FhuA (ColM), BtuB (ColE1 a E3), OmpF (ColA a N) [116

1.1.1 Koliciny skupiny A

Do této skupiny pat koliciny E1- E9, K, N, S4, U a Y. Koliciny E2, EE8 a E9 vykazuji
DNA endonukleazovou aktivitu, koliciny E3, E4, EX@ blokuji proteosyntézu. Pro zbylé
koliciny této skupiny je mechanismeniiriku tvorba iontovych kanalve vnitni membra-
n¢ cilovych burk [6] [7] [13].

Kolicin E1 pati do skupiny kolicii tvorici iontové kanaly, 8imz je spojena depolarizace
plazmatické membrany. Je slozen dehtavnich oblasti. Struktura kolicinu E1 byla abja
néna pomoci rentgenoveé krystalografie [17]. Patt&wolapotvrzuji, Ze kolicin E1 je vysoce
acinny proti Listeria monocytogendd8]. V jiné studii byl prokazan zvyseny vyskytliko
cinu E1 u kmen E. coli, izolovanych od pacietits infekci m@ovych cest. Vysledky uka-
zaly, Ze kolicin E1 se zda byt potencialryznamny faktor virulence uropatogennich kme-
na E. coli (UPEC), které tvid podskupinu extra-gtvni patogennk. coli, zpisobujici in-

fekci matovych cest [8].

Kolicin E3 pati mezi koliciny blokujici proteosyntézu. Na ObrédZkije znazorén model

vazby kolicinu E3 na receptor [27].
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Obr. 3.Model vazby kolicinu E3 na receptdolicin E3: translokani
doména- mogk, katalyticka doména- purpur@vimunitni doména-

Zlute. OM- vrejSi membrana, PG- peptidoglyk@ay/].

Kolicin A patii mezi nefastjSi skupinu bakteriociin( E1, K, la, Ib, B, N). Je zajimavé, Ze
koliciny sdili 60-80% homologii v C-terminalni doni ale maji ézné imunitni proteiny,
z nichZz kazdy je specificky pro jeden kolicin [19-terminélni¢ast kolicinu N vykazuje
vyznamnou homologii s C-terminalédsti kolicinu A [20]. Molekulova hmotnost kolicinu
A byla stanovenaifblizné na 63 kDa [21]. Pro kolicin N je tdiplizné 42 kDa [22].

Kolicin U vykazuje vysokou sekvéni homologii s kolicinem Y [14]. festoZe je mezi
koliciny U a Y 87 % totoZnost na Urovni aminokyselWé sekvence, nejsou jejich produ-

centi navzajem zikzere imunni [23].

Kolicin K je pory tvaici kolicin, u kterého byla prokazanairinost proti kmefim zpiso-
bujicim zawgty mocovych cest (UPEC). Studie byla pro¥ad na humannich izolatech
v roce 2001 a 2002 ve Slovinsku [24].

N-terminalni konec kolicinu K sdili velkou homolog N-terminalnim koncem kolicinu
S4. C-termindlni konec kolicinu S4 sdiléitou homologii s kolicinem A [25]. Kolicin S4

je zajimavy tim, Ze je sloZzen g ¢asti: N- konec, dvcentralni domény a C-konec. Je to
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jediny kolicin, ktery ma d¥& ténef totozné centralni domeény, odgowmeé za vazbu na re-

ceptor [26].

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

Kolicin M je nejmensi ze znamych kolic¢injeho molekulova hmotnost byla odhadnuta na
29 453 Da. Kolicin M blokuje syntézu peptidoglykama zaklad ¢ehoz nastane jako dru-
hotny efekt autolyza. Je to jediny kolicin, u kteos§e znamy takovy mechanizmu&nku.
Geny pro kolicin a imunitni protein se nachazi eesttbe, ale v opaé orientaci, na ColM
plazmidech [28]. Odolnostii tomuto kolicinu je zprogedkovana pomoami genu. Pro-
tein Cmi nefisobi katalyticky, ale vaze kolicin M do plazmatickéembrany, coz vede

k inaktivaci kolicinu [29].

Kolicin B je cytotoxicky protein s molekulovou hnmatsti 55 kDa. Jako receptor vyuzZiva
vngjSi membranovy transportér FepA a systém Ton mostokaci. Po istupu do cyto-
plazmatické membrany citlivych bék E. coli tvoii péry, dochazi k Wierpavani elektro-
chemického potencialu membrany, coZz nakonec vy@ssmrt buky. Celkova struktura

kolicinu B je ve tvariginky [30].

Koliciny B a M pati k negasgjSim kolicinim u kmeri E. coli a kEZné¢ se vyskytuji spo-

le¢né u jednoho izolatu, neligejich geny jsou kddovany na stejném plazmidu [31]

Kolicin la je iontové kanaly tvidci a ve vod rozpustny bakterialni toxin [32]. Kolicin la a
Ib vykazuji velkou sekvemi homologii a maji velmi podobnou molekulovou hrromt,
69 457,7 Da pro kolicin la a 69 952,45 Da pro 1B][Z'yto dva koliciny adsorbuji na stej-
né specifické buftné receptory a maji také spég mechanismusdinku. | pres vSechny
spol&né rysy nejsou producenti vzajetnmkiizere imunni. Buiky schopné produkovat
kolicin la jsou imunni k nizkym koncentracim kofiai la, ale ne k Ib a naopak [33]. Na

Obrazku 4 je znazo#na vazba kolicinu la na membranovy receptor.
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Obr. 4. Model vazby kolicinu la na Cir.
Kolicin la: R- doména- tmav zelena,
zbytek molekuly- gtle zelena. CIR- Zlu-
ta a purpurova. Modré palko oznauje
tlou&ku membranové dvojvrstvy (Cir je

v ni obsazen) [34].

Kolicin D se od ostatnich kolicinliSi vysokou molekularni hmotnosti a obsahem Sesti
cysteinovych zbytk ve své molekule. Kolicin D ma obdobné mechanizriisopeni jako
kolicin E3, ale jejich molekularni vlastnosti jsagela odliSné. Kolicin D je jednoducha

bilkovina sloZzena pouze z aminokyselin [35].
Koliciny 5 a 10 zabiji citlivé biiky permeabilizaci jejich bukinych membrén. Kolicin 5 je
zkouman pro velmi vhodné vlastnosti jako potengidavé antibiotikum, zejména pro

lécbu infekci lidi a zwviat zpisobené patogennimi kmeRy coli [36].

1.2 Mikrociny

Mikrociny predstavuji druhoufidu bakteriocif produkovanychEscherichia coli Geny
mohou byt kédované chromozoméimebo na plazmidech. Bky syntetizuji mikrociny za

specifickych podminek, jako je nidklad nedostatek Zeleza [4]. Oproti koliém neni pro-
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dukce mikrociii regulovana SOS systémem a jejich syntéza nenpgaukni buiku
letalni [37]. Zmisoby, jakymi mikrociny zabiji biku nejsou vSeobeé&rznamé, ale dkteré
narusuji membranovy potencial cilovénky [5]. Syntéza mikrocif je aktivovana p do-
sazeni stacionarni fazéstu burkk nebo pi nedostatku oxidu dusiku a fosféranu
(mccB17), pi nedostatku uhliku a fosfafeanu (mccJ25) neboiipnedostatku uhliku
v prostedi (mccC51). Lze ipdpokladat, Ze produkci mikrodirbuika inhibuje ostatni
bunky citlivé k i€inkam mikrocini, ¢imz ziska vice Zivin pro sebe. Mikrociny by mohly

pusobit také jako signalni molekuly [38].
Mikrociny Ize rozelit do dvou skupin na zaklgdejich molekulové hmotnosti:

1. skupina — malé peptidy s nizkou molekulovou hmdinesd 3,5 kDa, kam
pati mikrociny B17, C7, J25.

2. skupina — mikrociny s vysSi molekulovou hmotnokdm pati nagiklad
mikrocin H47, E492, V a L.

Dale mohou byt tyto mikrociny roztény na nemodifikované a modifikované peptidy.
Nemodifikované mikrociny jsou vytiovany pouze s cilemipobit na citlivé biiky a jejich
genetické skupiny nachézejici se v plazmidech ysboni jednoduché [39]. Do této skupi-
ny pati mikrociny E492, H47, 24, V a L [40]. Naproti tonmuodifikované mikrociny jsou
peptidy, které ped vylowenim podstoupi posttranstd modifikaci [39]. Pati sem mikro-
ciny B17, C7, J25 [40].

1.2.1 Mikrociny 1. skupiny

Mikrociny J25, B17 a C7 p#tdo skupiny ribozomaksyntetizovanych peptids nizkou
molekulovou hmotnosti - pro mccJ25 to je 2 106 fra,mccB17 to je 3093 Da a pro mcc
C7 to je 1178 Da. Tytaitmikrociny maji spolénou nejen nizkou molekulovou hmotnost,

ale také velmi neobvyklé struktury isledku rozséhlych posttranstach modifikaci [38].

Neobvykla struktura mccJ25, podobna zavitému |I&lrdzek 5), je odp@dna za jeho
extrémr vysokou stabilitu. Mikrocin J25 je vysoce odolni¢ivproteolyze a dokonce odo-

lava autoklavovani bez ztraty aktivity [41].
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Obr. 5. Struktura mikrocinu J25 [42].

Mikrocin J25 inhibuje transkripci pomoci bakteriaRNA polymerazy. Ve studii Portrait a

kol.[43] byl uveden moZznydinek mikrocinu J25 proti patogennim kniem Salmonella

enteritidis potvrzeny pokusenm situ. Ve studii Lopez a kol. [44] byl potvrzen vliv midke

cinu J25 na snizovani gt bakterii v jatrech a sleziru mysi infikovanych salmonelou.

Studie Thompsona a kol. [45] byl&novana struktte mikrocinu B17. Je to posttranghé

modifikovany peptid, ktery ve své molekule obsahityé oxazolové atyii tiazolové kru-

hy a je znazorn na Obrazku 6.
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Obr. 6. Mikrocin B1745].

1.2.2 Mikrociny 2. skupiny

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

Kolicin V byl popsan Gratiou v roce 1925 jako prdlicin. V nowjSich studiich je jiz

kolicin V fazen k mikrociam, vzhledem k malé velikosti své molekulyi@gevsim proto,
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Ze narozdil od kolicin neni jeho produkce inducibilni na zakta8OS reakce a neni

z buiky vyluéovan na zaklaglyze [46].

Mikrocin E492 pati mezi bakteriociny tvidci ve vnitni membraa cilovych burk iontové
kanaly. Vyskytuje se ve dvou formach, jako posttamé modifikovany a jako nemodifi-
kovany peptid. Molekulova hmotnost tohoto baktenadoyla stanovena na 7,887 Da [47].
Srovnani aminokyselinovych sekvenci ukazujedit@réasti shodu s mikrocinem V. Mik-
rocin E492 je termorezistentni a odolnévkyselinam. Je aktivnitgi kmenim Escheri-
chia coli, Klebsiella, Salmonella, Citrobacter, Endbactera Erwinia [48]. Tento mikro-
cin je zajimavy tim, Zegsobi toxicky na zhoubné bkl prostednictvim apoptézy [49],
coz je pozadovany mechanismuslpcbé rakoviny a alternativhmohou byt Zivé bakterie

pouzity pro produkci mikrocinu uéiterych nadai [50].

Mikrocin H47 pati do skupiny mikrocif s vys$Si molekulovou hmotnosti, které maji 60-90
aminokyselinovych zbyik a je fazen mezi modifikované peptidy (katechol mikrociay)
vstupuje do bukk pies rektery ze fi katechol receptdr(Cir,Fiu, FepA) [39]. Zarove je

ale dle studie Pons (2004) mikrocin H&zen i k nemodifikovanym pepfich [40].

Mikrocin L je nemodifikovany peptid s molekulovounbtnosti 8,884 Da. Jeho C— termi-
nalni ¢ast vykazuje vysokou homologii s mikrocinem Viuké byt charakterizovan jako

termostabilni protein, odolava zélu az 100 °C po dobu 10 minut [40].

1.3 VyuZziti kolicin @ a mikrocini

V uplynulych letech si &které bakteriociny, obe&npovaZzované za bezped, ziskaly
zvlastni pozornost vzhledem Kk jejich potencialniikagi v konzervaci potravin. Yang a
kol. [36] se ve své studii zabyval moznym vyuZifolicinu 5 jako nahradydznych anti-
biotik a doSel k zaysru, Ze kolicin 5 je diky uzkému spektridgmbnosti vysoce efektivni
pro I&bu infekci u lidi i zviat zpisobenych patogennimi kmegy coli. Také James a kol.
[51] ve své studii potvrzuji mozné vyuziti kolidimpri vyvoji novych antibiotik a konzer-

vacénich prostedki.

Rostouci zajem oifrodni produkty naproti ughe vyrobenym chemikaliim by mohl vést
k dalSim moZnostem aplikace bakteridcinoblastech jako je kontrola chorob rostlin bak-
teridlniho mivodu, ale také na&fklad i kontrole zubniho kazu nebaigéché cysticke

fibrézy. Trautner a kol. ve své praci vyhodnotitilicin E2 jako vysoce dinny pri inhibici
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rastu uropatogennich kmerk. coli, ¢cimz je mozno fedchéazet vzniku infekci ndovych

cest pi pouzivani katetru [52].

V dalSi studii je uvedena moznost aplikace bakeamiov probiotickych pipravcich pou-
Zivanych k zabrami vzniku mikrobialnich gevnich patogei [53] nebo jako prevence

patogeri mimo stevni trakt, nafiklad Ustni dutina nebo dychaci cesty [54].

V praci Pattona a Dicksona [18] byl hodnoce&imék kolicinu E1 protiListeria monocyto-
genesv bujonu a na povrchu hotovych jidel. Uvedené egk) naznéuji, Ze kolicin E1 je

proti listeriim vysoce &inny.

Sable a kol. [55] hodnoti ve své praci inkidi aktivitu mikrocinu J25 protE. coli zpiso-
bujici piijmova onemoceni, zejména sérotypu O157:H7, ktery byicpmou rekolika vel-
kych epidemii v Evrofy Severni Americe a Japonskg{sdinou po poziti masa nebo riHé
nych vyrobkKi. Inhibi¢ni aktivita J25 protE. coliO157:H7 byla testovana vieth produk-
tech: sterilni odgedné mléko, vajény Zloutek a masovy extrakt. Vysledky prokazaly vy-

sokou inhib&ni aktivitu mikrocinu J25 &i tomuto patogenu.

Ve studiich [49] a [50] je uveden toxickgiaek mikrocinu E492 na zhoubnéitky a jeho

mozné vyuZiti pi 1é¢bé rakoviny.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 23

2 METODY VYUZIVANE V MOLEKULARNI BIOLOGI!

Metody molekularni biologie umdaji analyzu biologicky vyznamnych molekul, zejména
téch, které nesou a nasleédaskuténuji genetickou informaci, tedy nukleovych kyselin a
bilkovin. Rozvoj ¢chto metod v poslednich dvaceti letech umoznilitlétanalyzu gene-
tické informace. Dnes nejuzivgai metody v diagnostice jsou zalozeny na polynmréz
iettzové reakci (PCR). Jejich vyhody spmji predevsim ve vysoké specifiosti, citlivos-
ti @ moznosti standardizovanéhtigirojového provedeni s minimalnim mnozstvim biolo-

gického materialu pé¢bného k vySeéeni [56].

2.1 Hybridiza éni metody

Hybridizatni metody jsou zaloZeny na identifikacicitych ¢asti genomu pomoci uite
piipravenych Uusek DNA se znamou sekvenci, nazyvané jako sonilyemz kazda sonda

musi byt ozn&na.Principem hybridizace je denaturace a reasociaca [BN].

2.1.1 Southern blot

Southern blot pat k variantdm hybridizace na pevném gosTato metoda umdiije pe-
nos molekuly DNA z agarézového gelu, kde probiteéktroforéza, na nitrocelul6zovy
nebo nylonovy materiél. Nasletimtze byt vzorek zvyrazm pomoci radioaktivnich nebo
jinych prob [58].

2.1.2 Metoda FISH

Metodou FISH Ize lokalizovat cilové nukleotidovékgence pimo v buikach (n situ).
Metoda je zaloZzena na schopnosti jaéttzcové DNA sondy vazat komplementarni usek
cilové DNA fixované na mikroskopickém skle [59}i Eeto metod se pouZivaji specificka
barviva (fluorochromy), jez se vazi na konkrétr{v@mci DNA. Nasled# jsou preparaty
pozorovany pod fluorescémim mikroskopem [60]. Citlivost metody FISH je snawelna s

metodami zaloZenymi na amplifikaci [61].

2.2 Metoda PCR

Polymerazovaetzova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) jgnemza reakce,

ktera slouzi k rychlé syntéze velkého mnozstvidefaného Useku DNAn vitro [62].
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Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je mozné PQRZit pro zjis¢ni pritomnosti velmi
malého mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku. ZakladisgSné reakce je pouZziti nepo-
ruSeného Useku DNA, ktery ma byt amplifikovan arhami vhodnych primértak, aby
byla zajiStna specifita reakce. Pro PCR je nutno znat sekvalespa hrantnich Usek
fragmentu, ktery ma byt amplifikovaRetzova reakce poskytuje exponencialni amplifi-

kaci originalni DNA, kde peet cykii (n) uguje kolik kopii (2 je syntetizovano [62].

PCR byla zavedena Kary B. Mullisem v roce 1985.\3gjodou je zejmeéna to, Ze uniioi

je ziskat poZzadovanou a specifickou sekvenci genériNA bez jejiho fedchoziho klo-
novani ve vektorech [63]. Jedna se o enzymatickuopliikaci DNA in vitro syntézou
mnoha kopii vybrané sekvence DNA v cyklické reakrcitrech teplotnich fazich.
Dvouvldknova DNA je nejprve denaturovana n& ¢pdnovliaknové templatové (matrico-
vé) molekuly DNA. Nukleotidova sekvence cilové DM@musi byt znama, ale musi byt
znamé alesposekvence kratkych Uséka obou koncich cilové amplifikované DNA. Oli-
gonukleotidové sondy (primery), které hybridizugi abou stranach cilové DNAdi syn-
tézu novych vlaken. Jejich syntézu katalyzuje testaoiini DNA polymeraza (napTag
od 5'konce ke 3’konci vzdy &aajici od primek. Bechem prvniho cyklu syntéza nového
vlakna pokréuje dale az za sledovanou sekvenci, ale nasleddg & amplifikuji pre-

vazre pouze Usek mezi dna vybranymi sondami (primery) [64].

Reakce se provadi viiaeni zvaném termocykler, ¥mz se teplota #ni automaticky
v naprogramovanychbasovych intervalech [63]. Re&ak objem je obvykle mezi 20 — 100
ul [64].

2.2.1 Jednotlivé sloZzky PCR reakce
Templatova DNA

MnoZzstvi templatové DNA pi¢bné pro PCR je 1,0 — 500,0 ng [64]. Na vychozickoi:
raci templatové DNA je zavisly optimalni @t cykk, ktery se ¥tSinou pohybuje
vrozmezi 25 — 35 cyikl Pro PCR je dlezitd Uplnd p&ateni denaturace templatu,
k cemuz postéuje zaliati snesi na 94 — 97°C. P pouze cast€éné denaturaci dochazi
k nespecifické vazbprimef (self-priming) a faleSnym vysledkn [63]. Templatova DNA
by m¢la byt neporuSena v amplifikovaném Useku atjeté, aby vzorek s DNA neobsa-

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

Oligonukleotidové primery jsou syntetizovany takyahybridizovaly s komplementarni
sekvenci na obou vlaknech dubletu DNA [64]. Optmhd@lélka je 18 -25 nukleotid[63].
Jejich optimalni koncentrace v reakci je mezi 0@ 41mol/l.Koncentrace priméma své
optimum v zavislosti na jejich sekvenci a sloZzeoklaotidi cilové DNA [65]. Pondr
GC:AT by ntl byt vyvazeny [62]. Primery by nefly obsahovat oblasti bohaté na AT a
GC a nenily by byt mezi sebou komplementarni, zejména n& kanci, kde pekryti dvou
nebo ti bazi niize zpisobit vznik dimeru primér, zejména i nadbytku primeru. Nize
tak vzniknout nezadouci produkt PCR, fhiap2 * 20 bp primer vznika 40 bp fragment
[64].

dNTP mix

Deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTP mix) se pouzivajoptimélni koncentraci 200pumol/l
kazdého [33]. Jedna se o vodny roztok obsahujfciidtou snés kazdého zétyi ANTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) o pH 7,5 [66].

Tagq DNA polymeraza

Tag DNA polymeréaza, izolovna z termofilni baktefibermus aquaticyge termostabilni
DNA polymeraza. Podminka termostability je nutrtédlzo divodu, Ze jednim krokem opa-
kovanych cykii je denaturace DNA za vysoké teploty.¥pac, ze by byla DNA polyme-
raza kkhem tohoto kroku inaktivovana, bylo by zafedi ji pii kazdém cyklu po denaturaci
pridat [62], zatimco tato DNA polymerazaiie byt opakovahvystavena vyssi tepkot
(cca 95°C). Kroms Taqg polymerazy jsou pouzivany i jiné teplétrezistentni polymerazy,

napiklad Pwd, TthneboTbr, které vykazuji niz8i procento tvorby chyb [65].
PCR pufr

PCR pufr obsahuje Tris-HCI , KCI a Zelatinu. Dopuje se pouZivat pufr dodavany vy-

robcem polymerazy [65].

2.2.2 Teplotni faze reakéniho cyklu

Vlastni PCR probihaiptiech teplotach, které odpovidajemn krokim v amplifikatnim
cyklu — denaturaci, annealingu a elongaci [65].6é8ah ptibchu PCR reakce je znazeéno
na Obrazku 7.
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a) denaturace optimadnprobiha pi 95°C, pro fragmenty do 1 kb 15 sekund, pési
fragmenty 0,5-1,0 minutu [64].
b) teplota, pi které dochazi kifpojovani primed, je zavisla na tepldttani primed a
vétSinou se pohybuje mezi 50-65 °C [65].
C) v této fazi jsou fipojovany jednotlivé deoxyribonukleotidy ve 8m 5'— 3‘. Teplo-

ta je zvySena na 75 °C, coz je teplotni optimumTaqpolymerazu [62].

DS
DhA -

Obr. 7. Puibeh PCR reakc¢67].

Patet cykli se obvykle pohybuje v rozmezi 15-30 [64], fippd az 35 [63]. Vyslednym
produktem PCR jsou amplikony, coz jsou Useky DNAmbané délky o velikosti obvyk-
le desitky aZ tisice bp, analogické restnikn fragmenim [63].

PCR je vyznamnym nastrojem pro detekci odchyleklwencich nukleovych kyselin. Po-
uziva se nagklad pro monitorovani terapie rakoviny, k detekeikterialnich a virovych

infekci, také nafiklad viru HIV a je hoj® vyuzivana takeé v prenatalni diagnostice [63].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 27

2.3 Modifikace PCR reakce

2.3.1 Multiplex PCR

Multiplexova reakcge velmi vykonna metoda PCR k testovani mnoha deldmdovych
mutaci v jedné amplifikani reakci, v jednom elektroforetickéngleni v agar6ze a obvykle

s detekci zngenim etidiumbromidem. Do re&ki snesi je @idavano ®kolik pari primeit
rozpoznavajicich gkolik cilovych sekvenci, coZz umnije detekci Bkolika geri sowasré

v jedné reaéni sntsi [63]. Nejslozi¥jSi je faze pipravna, kdy je nutno vypracovat takove
reakni podminky (sekvence nukleofidkoncentrace primér optimalni teploty jednotli-
vych kroki cyklu), aby amplifikéni reakce pro kazdy testovany usek genomické DNA
neprobihala pouze vipac, Ze se jedna o mutaci v tom kterétfisuSném mist [64].
Hlavni vyhodou multiplex PCR jsou niZsi cenoveé adil Pouziva se k vyhledavani &@m

na dlouhych Usecich DNA nebo testovani vzagmesouvisejicich oblasti na DNAfiP

kladem vyuZziti této metody je diagn6za Duchennowgkalarni dystrofie [63].

2.3.2 Kvantitativni PCR (QPCR)

Principem je amplifikace stejného mnozstvi kompatiho templatu spolu se stejnym
mnoZstvim cilové DNA. Kompetitivni templat obsahsjejné sekvence pro vazbu prifner
jako cilova DNA, ale ma rozdilnou velikost. Okamaile kterém jsou intenzity PCR pro-
dukti odvozenych z cilové DNA a kompetitivni DNA ekviealni, je potom pouZit na

stanoveni mnozstvi cilové sekvenceivqunim vzorku [63].

2.3.3 Real -time PCR (RT-PCR)

Real-time PCR je zaloZzena na sledovaribgnu PCR pimo bthem reakce pomoci fluo-
rescefinich sond nebo barviv, které detekuji mnozstvi p@Rluktu Ehem reakce zvyse-
nim sveé fluorescemi aktivity. Jeji vyhodou je moznostgsného stanoveni vychoziho po-
¢tu kopii cilové templatové sekvence DNA, to znamscetdopnost kvantifikace. Je prova-
déna pomoci fistroja, které umot#uji jak provadni teplotniho cyklovani, tak detekci fluo-

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

PCR, ktera vyuZziva vritich a vijSich primet, je vysoce citlivd metoda, kterd uniiofe
detekovat i jedinou molekulu templatové DNA.Amdce je provatha ve dvou krocich.
Prvni zahrnuje 15- 30 cykls jednim parem tzv. ¥j$ich primed. Vznikly produkt je pe-
veden do nové zkumavky pro druhy krok s tzv. b parem primer, které jsou speci-
fické pro vnitni ¢ast sekvence amplifikované s parengjsich primefi. Po dokoteni na-

sleduje detekce elektroforézou [63].

2.3.5 Inverzni PCR

Obracena PCR je varianta, ktera umge amplifikovat iseky DNA o neznamé sekvenci

ohrantené na obou stranach DNA se znamou sekvenci [63].

2.4 Elektroforéza

K detekci, separaci a purifikaci fragm&rdNA, které byly ziskany v PCR reakci, je pou-
Zivana elektroforéza v agar6zovém nebo polyakrndareém gelu [62]. Jedna se o fyzikal-
né-chemickou metodu progteni latek v elektrickém poli [65]. Fragmenty DNsou dle-
ny podle své relativni molekulové hmotnosti a vetikk ndboje. Sacharido-fosfatova rate
nukleovych kyselin je ffi¢inou rovnongrného rozloZeni negativnich naboj molekulach
DNA. Pohyb &chto vysoce elektronegativnich molekul v elektritk@oli vede k jejich
separaci podle jejich molekulové hmotnosti. Koncaee agardzy se voli podle velikosti
fragment a pohybuje se od 0,8 do 3% (Tabulka 1) [64].

Tab. 1. Koncentrace agardzy v zavislosti na velikos
fragment.

Velikost fragmenti Koncentrace agarozy

1-20 kb 0,4-0,8%
500-1000 kb 2%
100-500 kb 3%

10-100 kb 5%
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Mnoho amplifikaci pouziva horizontalni elektrofouéd) = 80-200V, 1=20-60 mA) a gel je
uloZzen ve svémikku ponden do pufru (TE, TBE, TAE). NandSeni vzorku natdiarja-
mek p@edchazi smiSeni s nanaSecim pufrem, ktery obsdaneu viditelného spektra
(nag. bromfenolova mad0,5 g/l, 4009/l sachardza, 20mmol/l EDTA). Jakdibkacni

Skaly molekulové hmotnosti se pouziva krokovyizak po 50 nebo 100 bstep ladder
nebo jiné PCR markery [64].

Gel je barven etidiumbromidem, coz je interkalacinidlo, které se vaze mezi vlakna
DNA a ¢erveno-oranzay fluoreskuje po oz&ni UV z&enim o vinové délce 260-360nm.
Komplex DNA s etidiumbromidem je nasledvizualizovan osstlenim pomoci zdroje UV

z&eni (transluminatoru) [62].
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1. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cilem prace bylo provést bakteriocinotypizaci kifneBscherichia coliizolovanych

Z potravin v &chto krocich:

identifikovat bakterialni izolaty z potravin bioah&kymi metodami,

s kmeny identifikovanymi jak&scherichia coliproveést vpichovy pokus na zgsi

produkce bakteriocii

u produknich kmeri E. coli aplikovat systém duplex PCR detekce bakteridcin

dle diplomové prace Janakové [69],

vysledky vyhodnotit a diskutovat s nejrigsi literaturou.
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4 MATERIAL

4.1 Pristrojova technika

Autoklav -135 S, H+P Varioklav - H+P LabortechniksANéemecko
Termostat - BT 120 - Laboratornfigtroje Praha( eska republika
Laboratorni chlazena centrifuga 2300K - Hermle ledahnik, Nmecko
Termoblok BIO TDB-100 - Dry Block Heating Thermastaitva
Digitalni vaha - Kern&Sohn GmbH, d&hecko

Automatické mikropipety - Nichiryo, Japonsko

Termocycler - Bio-Rad , USA

Elektroforéza — SCIE PLAS, Anglie

UV transluminator - Ultra Lum Inc., USA

Bé&zné laboratorni sklo

4.2 Kultiva éni média

masopeptonovy bujon (MPB)

NacCl 5¢g
Masovy vytazek 10g
Pepton 1049

Destilovana voda 1000 ml

Pro pevné zivnéyay bylo gidano 15 g/l agaru.

Soft agar (1,05%)

NacCl 5¢g
Masovy vytazek 349
Pepton 59
Agar 10,549

Destilovana voda 1000 ml
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4.3 Chemikalie
e primery - Invitrogen, USA (Tabulka 4)

» TaqDNA polymeraza -TagDNA polymerase with ThermoPol Buffer, BioLabs,
USA

e dNTP Mix — snés dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Jena Biosciencanbcko
* agarO0za — Sea Kem LE Agarose, Lonza, USA
* etidiumbromid — Sigma Aldrich, &necko

» nanaseci pufr — TopBig,eskéa republika

» TAE pufr (50x koncentrovany)
1. TRIZMA — Sigma Aldrich, Nmecko
2. EDTA (0,5M roztok EDTA, pH 8,0) — Lachem@eska republika

3. Kyselina octova — Ing. Petr LukeSeska republika

* 100 bp DNA marker — New England Biolabs, USA
1. 180 ul vody
2. 50 ul nanaSeciho pufru

3. 20 ul DNA ladder

4.4 Pouzité bakterialni kmeny

Vzorky dribeziho masa byly ziskany od J. Rozumkoveé [73]. dledse o 37 izolat po-
chazejicich z chlazené ireze zakoupené v trzni siti, a to u protleRACIOLA-
JEHLICKA s.r.o., ve zlinské podnikové prodajrReznictvi a uzeriatvi Josef Filak v
podnikovych prodejnach ve Zbna Uherském Hradisti. Tyto vzorky byly zamrazeny
9.7.2010 a az do pouziti v této praci byly uchovamamrazeném stavu (-80 °C). Jednotli-
vé vzorky byly znéeny R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R10, R12, 3!, R15, R16,
R17, R18, R19, R20, R21, R22, R24, R25, R26, RZg, R31, R33, R35, R37, R38,
R39, R40, R41, R45, R47, R50, R51.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

34

Vzorky bazantiho masa byly ziskany od Ing. Rob&®#a, Ph.D. Jednalo se o bazanty,

kteri byli z ¢asti vychovani ve voliérach v baZantnici Svatiob® - Mistin (Jihomoravsky

kraj) a nasledt vypuseni do girody, kde byli odloveni. Dale byli zahrnuti baZahifici

ve volné pirodk ve stejném regionu (Svatatice — Mistin) a v €chto mistech byli nasled-

n¢ odloveni. Bazanti byli odloveni dne 6. 11. 2016kéadovani ve visu venkuippramer-

né teplot 6,3 °C pro Jihomoravsky kraj [74]. Prvni vzorky sagbyly odebrany dne 9. 11.
2010. Z dalSich kusponechanych za stejnych podminek byly odebranykyzmasa dne

18. 11. 2010. Celkem bylo izolovano 8 knmiemSechny z Endova agaru, cozZ je selektivn

diagnosticka fida pro koliformni bakterie. Charakteristika kmge uvedena v Tabulce 2.

Tab. 2. Charakteristika bakterialnich kmiemolovanych z bazaidt

54

Oznafeni| Pavod ba- Datum Datum odbéru Vzorek masa
izolatu Zanta odlovu vzorkd masa
/1 chov 6. 11. 2010 9.11. 2010 prsni svalovina
112 chov 6. 11. 2010 9. 11. 2010 | stehenni svalovin:
I/3 9.11. 2010
2 chov | 6.11.201( jatra
I/3b 9. 11. 2010
I/4b 9.11. 2010
I/6a 9. 11. 2010
volna g@iroda | 6. 11. 201( jatra
I/6b 9.11. 2010
/1 chov 6. 11. 2010 18. 11. 2010 prsni svalovina
/3 chov 6. 11. 2010 18. 11. 2010 jatra
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5 METODY

5.1 Enterotest

U vzorka pochazejicich z bazantbyly pro identifikaci bakterialnich kménprovedeny
biochemické mikrotesty. PouZity byly Enterotestyd@#ifirmy Lachema, které jsoudemy
pro identifikaci bakterii Zeledi Enterobacteriacegesphujici podminku gramnegativnich

fermentujicich tyinek

Suspenze zkoumaného kmene s fyziologickym roztokgia napipetovana do vSech ja-
mek. Ozn&ené jamky (indol, sirovodik, lysin, ornitin, ureazaginin) byly zakapany para-
finovym olejem pro vytvéeni anaerobniho prdetli. VSe bylo inkubovano v termostatii p
37°C do druhého dne. Po inkubaci bylo dtsiusSnych jamek fiidano ¢inidlo (do jamky
pro test indolwinidlo pro indol, do jamky pro test acetoidinidla VPT | a Il, do jamky
pro test fenylalanindinidlo pro fenylalanin). U fenylalaninu byla barévneakce odgena
ihned, neb® pozitivni reakce mizi do 2 minut pdiganicinidla, indol a VPT bylo pone-
chano 30 minut ustat pro vyvoj barevné reakce. adlgl byly vyhodnoceny dle barevné
srovnavaci stupnice a zaznamenany do forfiydéo Enterotest 24. Identifikace byla pro-

vedena identifikénim programem TNW Lite, Lachema.

5.2 Kuvalitativni stanoveni produkce bakteriocini

Biologicka aktivita kolicii byla stanovena kvalitatignvpichovym pokusem. Bakterie
byly vpichem nadkovany do misky s MPA a kultivovany v termostatutttlin i 37 °C.
Poté byly usmrceny parami chloroformu (30 min)eliy 3 ml 1,05% agaru s 0,1 ml kul-
tury ¢erstw narosteného indikatorového kmene pro testovamykae koliciri. Jako indi-
katorové kmeny pro testovani produkce kolicbyly pouZzity kmenyE. coli K12 Row, E.
coli P40Q E. coli B1, E. coli ¢, E. coli Sabina 40a S. sonneil7 [75]. Po kultivaci

v termostatu H 37 °C byla druhy den zjfvana pitomnost inhibinich zon.

5.3 PCR reakce

Metoda PCR reakce byla v praci pouzita préeaf konkrétniho typu kolicingi mikrocinu

u produknich kmeri. JelikoZ prace navazuje na diplomovou praci Javék69], byly i
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v této praci pouzity stejné primery pro detekciigoli a mikrociri (Tabulka 3 a 4) aip-

vzaty optimalizované podminky proth reakce.

5.3.1 Priprava vzorka DNA

Vzorek byl rozpu&n ve 100 pl 1xedného PCR pufru a tato suspenze byla inkubovana
v termobloku po dobu 20 minuti@®5 °C. Poté byla provedena centrifugace 10 00@ ot
minuty. Ziskany supernatant, ktery obsahuje DNA,digveden do eppendorfky a slouzil

jako templéat do PCR reakce.

5.3.2 Slozeni amplifikaéni smési pro detekci kolicina a mikrocina

Jednotlivé komponenty re&ki smési byly michany ve for master mixugimz dochazi
ke zkracenicasu pro pipravu vzork a také k eliminaci chyb #gobenych pipetovanim
velmi malych mnoZzstvi komponent. Celkovy objem @deakni sne€si byl 25 ul. Pouzité
kolicinové a mikrocinové primery jsou uvedeny v Thte 3 a 4. Mnozstvi jednotlivych

sloZzek smisi pro PCR je uvedeno v Tabulce 5 a 6.

Primery byly podle velikosti specifického PCR pratiusé¢azeny do pdr pro metodu du-
plex PCR [69]. Poslednityii pouzivané primery byly jdavany jednotli¥. U kazdého
vzorku DNA bylo tedy provasho 14 reakci pro detekci bakteriotin

1) colE9 (418 bp) + colU (485 bp)
2) colla (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) collb (464 bp) + colE3 (413 bp)
9) colE6 (399 bp) + colE7 (431 bp)
10) mccH47 (227 bp) + mecB17 (135 bp)
11) colEl (649 bp)

12) colS4 (456 bp)

13) mccV (680 bp)

14) colE8 (449 bp)
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Tab. 3. Pouzité kolicinové primef§]

Typ NAzev Velikost
Oznateni o ) Sekvence primeru 5°-3° produktu
kolicinu primeru (bp)

1 A ColA-F CGTGGGGAAAAGTCATCATC 475
ColA-R GCTTTGCTCTTTCCTGATGC

) 5 ColB-F AAGAAAATGACGAGAAGACG 492
ColB-R | GAAAGACCAAAGGCTATAAGG

3 5 ColD-F CTGGACTGCTGCTGGTGATA 420
ColD-R GAAGGTGCGCTTACTACTGC

4 £1 ColE1-F TGTGGCATCGGGCGAGAATA 649
ColE1-R | CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTTT

. Eo ColE2-F GATGCTGCTGCAAAAGAG 409
ColE2-R TTCAAAGCGTTCCCTACCAC

5 £3 ColE3-F TAAGCACGCTGCATTTGATG 413
ColE3-R TCGGATTCGGACCTTTCAAC

. £4 ColE4-F GAAGGCTGCATTTGATGCT 409
ColE4-R CGGATCCGGACCTTTAATTT

8 - ColES3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 430
ColE5-R TTGAATTCTCGAATCGTCCA

9 £6 ColE6-F ACCGAACGTCCAGGTGTT 399
ColE6-R TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT

ColE7-F GCATTCTGCCATCTGAAAT
10 E7 431
ColE7-R CTTCTGCCCACTTTCTTTCG

ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG
11 ES8 449
ColE8-R GACTGATTGGCTTGTCGTGA

ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG
12 E9 418
ColE9-R GACTTTTCTCCCTCCGACCT

13 I Colla-F GCATGCAAATGACGCTCTTA 473
a
Colla-R GAGGACGCCAGTTCTCTGTC

14 b Collb-F AACGAGTGGGTCGATGATTC 464
Collb-R CCTTTTCTGCGCTCGTATTC
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Pokracovani Tab. 3.
T i Velikost
Oznateni .y|-o Nazev Sekvence primeru 5°-3° produktu
kolicinu primeru (bp)
ColM-F GCTACCACTTCGCAAAACC
15 M 429
ColM-R GAGCGACTCTCCGATAATGC
ColU-F TGATTGCTGCGAGAAAAATG
16 U 485
ColU-R TCTGACAGCCTCTCCCTGTT
ColY-F GCAGGCAGAAAAGAACAAGG
17 Y a77
ColY-R CGGACGTTATTTGCCTTCAT
ColJs-F TCAAAATGTTTGGGCTCCTC
18 Js 254
ColJs-R TAATCTGCCCTGTCCCACTG
Col5-F CATTGGCAAAAGCGAAATTC
19 S 443
Col5-R TGCAACTCTGGAAACAATCG
Col10-F GGTTACCGGATTTCCTGGAT
20 10 448
Col10-R TTCTGAATGCTTGGCCCACT
ColS4-F TATATGGCCCAACTGCTGGT
21 S4 456
ColS4-R CGTAAGGACGGACACCTGTT
Tab. 4. Pouzité mikrocinové primery.
] Typ Nazev _ Velikost
Oznateni _ ) _ Sekvence primeru 5'-3° produktu
mikrocinu primeru (bp)
TCACGCCAGTCTCCATTAGG
MeeBL7F | reTTGGCATT
1 B17 135
MccB17-R TTCCGCCGCTGCCACCGTTT
CCACCACTAC
MccHAT-F gACTTTCATCCCTTCGGATT
? Har AGCTGAAGTCGCTGGCGCAC 22!
MccH47-R cTCC
CACACACAAAACGGGAGCT
MccV-F
GTT
3 V 680
CTTCCCGCAGCATAGTTCCA
MccV-R

T




UTB ve Zling, Fakulta technologicka

39

Tab. 5. SloZzeni amplifikai sn#¥si pro duplex PCR.

Slozka PCR snési Objem v pl
Voda 20,4
PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5
Temlatova DNA 0,5
TagDNA polymeraza 0,1
Primer R/R 0,25/0,25
Primer R/F; 0,25/0,25

Tab. 6. SloZzeni amplifikai sn@si pro jednoduchou PCR.

Slozka PCR snési Objem v pl

Voda 20,9

PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5
Temlatova DNA 0,5
TagDNA polymeraza 0,1
Primer R 0,25
Primer R 0,25

5.3.3 Podminky PCR reakce pro detekci kolicimi a mikrocint

Amplifikace byla provadsna v termocykleru za podminek uvedenych v Tabulce 7
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Tab. 7. Podminky PCR reakce:

Uvodni denaturace 95 °C/ 10 minut
Opakovani cyklu 35x
Denaturace 95 °C/1 minuta
Annealing 55 °C/ 1 minuta
Extenze 72 °C/ 1 minuta
Zawrecna extenze 72 °C/3 minuty
Chlazeni 4 °Ch

5.3.4 Detekce amplikoni

Pro detekci produktziskanych PCR reakci byla pouzita elektroforéia396 agar6zovéem

gelu. Rychlost migrace jednotlivych molekul v gblga zavisla na jejich velikosti.

Pro gipravu gelu bylo navazeno 1,3 g agarézy a roZposte 100 ml 1x koncentrovaného
TAE pufru (gipraveny ze zasobniku 50x koncentrovaného TAE puffo rozpu&ni

v mikrovinné trouk bylo pridano 6 pl etidiumbromidu a gel byl nalit do eleloreticke
vanikky s Hrebinkem. Bhem tuhnuti gelu bylo ke vSem vzéark DNA priddno 5 pl nana-
Seciho pufru. Po zatuhnuti byl gegfit 1kratiedcnym TAE pufrem a do jamek byly nana-
Seny vzorky DNA v objemu 15 pl. Do prvni a poslegarhky byl nanaSen marker (100
bp). Nagti bylo nastaveno na 90 Vcas separace 50 minut. Po ukeni separace byl vy-
sledek elektroforézy vyhodnocen v UVée a zdokumentovan pomoci programu Gene-
Snap od SyneGene.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

41

6 VYSLEDKY A DISKUZE

Bakteriociny jsou latky s baktericidningigdkem [53]. Jedna se zpravidla o vysokomoleku-

larni proteiny, kodovanérevazrit na plazmidech [4]JEscherichia coliprodukuje dva typy

bakteriociri, koliciny a mikrociny. Biiky mohou produkovat koliciny i mikrociny stas-

né¢ nebo mohou zarovieprodukovat vice kolicit, cozZ je pro danou liku selekni vyho-

dou [5]. V této praci byl pro detekci kolicinogenietestovanych kmenpouZzit vpichovy

pokus. Z produénich kmeri byla nasled& ziskana DNA metodou varu v PCR pufru a

provedena PCR typizace. Detekce PCR pradukila provedena elektroforézou

v agarézovém gelu a vysledky zdokumentovany ponpsogramu SynGene Ingenius.

Nejdrive vSak byla provedena identifikace kmariskanych z baZzantiho masa.

6.1

Identifikace kmenu

V této préaci byl pouzit soubor kménzolovanych z bazantich kiusZ Endova agaru byly

izolovany lakt6za pozitivni (tmavialove) kolonie, ¥tSinou s kovovym leskem. Pro rych-

lou identifikaci €chto kmeii byly provedeny Enterotesty 24. Vysledky byly zmnaény do

Tabulky 8.

Tab. 8. Vysledky identifikaci bakterialnich izdl@omoci Enterotest24:

Cislo Identifika ¢ni | T-index Identifikovany taxon Kvalita identifikace
kmene | skore
I/1 91,95 0,878 Escherichia coli Dobra identifikace
/2 52,76 0,924 Escherichia coli Druhova identifikace
I/3a 52,76 0,924 Escherichia coli Druhova identifikace
1/3b 86,3 0,924 Escherichia coli Druhova identifikace
I/4a 52,76 0,924 Escherichia coli Druhova identifikace
I/4b 72,7 0,852 | Escherichia colinactive | Intermediarni kmen
I/6a Neni odliSen
I/6b 52,76 0,924 Escherichia coli Druhova identifikace
/1 52,76 0,924 Escherichia coli Druhova identifikace
/3 99,83 1,0 Escherichia coli Vyborna identifikace




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 42

Z 10 zkoumanych kmenizolovanych z bazatit byl vyfazen pouze 1 kmen (I/6a), u které-
ho bylo prokdzano, Ze se nejednkstherichia coli Zbylych 9 kmei bylo dale z&azeno

do souboru kmeh které byly podrobeny detekci kolicinogenie.

Vyborna identifikace vySla u kmene 11/3, kde bykgau jediného pozitivni test na ornitin,

coZ je proEscherichia colitypické (Obrazek 8).

W = ———

ENTEROtest 24 621 33 Bemo, CZ

)3

Obr. 8. Zaznamovy formulgpro Enterotest 24. U kmene 11/3 vySel jako u

jediného pozitivni test na ornitin, coz je pro Esdthia coli typické.

U vzorki I/3a, I/4a, I/6b, 1/2 a Il/1 byly vysledky Enteesiti naprosto shodné. VVzorky I/4a
a l/6b pochazi ze stejného kusu (bazant z voitivégqy) a vzorky I/2, a I1/3a pochazi taktéz
Z jednoho kusu (baZant z chovu).ddhto vzork (I/4a a 1/6b; 1/3a a I/2) se da spekulovat
o tom, Ze se jedna o stejny kmen, kterym byly kamt@vany vzorky masarpmanipulaci.
U vzorku /1 je tato moZnost ménpravdpodobna, neltb odkery byly provadny

v odliSném terminu z odliSného kusu, avSak ze &telgupiny bazant

6.2 Kvalitativni stanoveni produkce kolicini vpichovym pokusem

Pro zjiséni produkce bakteriocinbyl u 46 kmefi Escherichia coliziskanych z chlazené
dribeze a bazamtproveden vpichovy pokus. Na zakéadyhodnoceni inhiiinich &inka
na 6 indikatorovych kmenech (Obrazek 9) bylo &iét ze 13 kmei ze 46 zkoumanych

produkuje bakteriociny. Vysledky vpichového pokisou zaznamenany v Tabulce 9.
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Tab. 9. Vyhodnoceni vpichového pokusu.

Indik.kmeny

Oznadeni
kmene

Sab 40

B1

P 400

Row

S.sonnel
17

E.coli @

R1

R?2

R3

R4

+ 1

+ 1

R5

R 6

+

+

R7

R8

R 10

R12

R 13

R 14

R 15

R 16

R17

R 18

R 19

R 20

R 21

R 22

R 24

R 25

R 26

R 27

R 28

R 31

R 33

R 35

R 37

R 38

R 39

R 40

R41

R 45

R 47

R 50

R51

1/1

1/2

I/3a

1/3b

I/4a
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Pokracovani Tab. 9.

Indik.kmeny | Sab 40 B1 P 400 Row | S.sonnel E.coli ¢
Oznateni 17

kmene

1/4b - - - - - -
1/6b + + + + N N
11/1 + + + + N N
11/3 + + + + N N

+ vytvoreni inhibEni zény
- nevytvdeni inhibeni zony (dany kmen neprodukuje bakteriociny)
N nebylo provedeno

Obr. 9. Vpichovy pokus - producenty bakteridgcjsou kme-
ny, u kterych je viditelna kruhova inhdbi zéna okolo vpi-

chu.

U bazantich izoldit bylo produknich 8 kmef z 9 a u kiecich izolal pouze 5 z 37 posu-
zovanych. Je s podivem, Ze u kmemnolovanych z kiat byla incidence kolicinogenie tak
nizka ve srovnani s literaturou, kdecpbproduknich kmeri presahuje hranici 37 %.Ve
studii Janalikové a Smajse [70] byl# testovani izolét z vegového a dibeziho masa
zjisténa 39% incidence kolicinogenie a v praci DolezalpRH je uvedeno jako proddRi

37,5 % z 56 zkoumanych kmiek. coliizolovanych z povrchu chlazenéibeze.

Vpichovy pokus byl pro detekci kolicinogennich krigrouZit i ve studii Smajse a Micen-
kové (2010). Bylo testovano 361 kmieR. coli izolovanych od paciefits infekci m@o-
vych cest (UTI) a 411 kontrolnich kmeizolovanych ze stolice paciénbez bakterialni
infekce. U kmen UTI bylo vyhodnoceno 195 kménako produknich, to znamena 54 %,
u kontrolnich kmet 226 produkovalo bakteriocin, to znamena 55 %. Myeiem kolici-
nogennich kmeah u kmeriit UTI v porovnani s kmeny kontrolnimi nebyl shled&dny
statisticky vyznamny rozdil, coZ the odrdzet skudmost, Ze ¥tSina kmefi zpisobujici

infekce m@ovych cest pochazi z lidskéhdesta [8].
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Ve studii O’Brien a Chambers (1996) bylo vy®etino 568 izoldt E. coli zpisobujici

infekce ma@ovych cest u paciemtZijicich na Novém Zélandu. Jako bakteriociny piadu

jici bylo vyhodnoceno 42,6 % z testovanych kingi2].

V préaci Smardy a ObdrZalka (2001) bylo vilpthu let 1993 - 1999 nashromé&hd 1043
humannich izoldit U izolati pochazejicich ze zdravéhdesta bylo nalezeno 41,37 % pro-
dukenich kmeri. U pacient trpicich salmonelou byla incidence kolicinogerteir&a jako
u zdravych. Vyznamny rozdil nebyl shledan mezi atogennimi nehemolytickymi kmeny
E. coli, kdy incidence kolicinogenie byla stejna jako al&t ze zdravého temiku, avSak
u hemolytickych kmein byl vyskyt kolicinogenie nizSi, a to pouze 22,37 P2]. V rdmci
rodu Escherichiabyla kron& E. coli produkce kolicifi prokdzana pouze u drulit fer-
gusonii Smarda a kol. [77] izolovali 30 kme&rE. hermaniiz lidskych orgah, dale 30
kmeni E. vulneris(26 humannich a 4dsticky vod) a 50 kmei E. fergusonii(48 human-
nich, 1 z vefe a 1 Zisti¢cky vod). Bakteriociny produkovala pouke fergusonij kde bylo

nalezeno 6 bakteriocinogennich kme@statni neprodukovali ani jeden bakteriocin.

6.3 Typizace kolicinii a mikrocind pomoci PCR

13 kmerii, vyhodnocenych pomoci vpichového pokusu jako kodigenni, bylo podrobeno
PCR typizaci k rozliSeni produkujiciho typu koligimebo mikrocinu. U kazdého kmene
bylo provedeno 14 reakci (10 metodou duplex PCRjeddoduchou PCR), celkem tedy
bylo provedeno 182 reakci. Nejprve byla ziskanatdsakni DNA metodou poveni

v PCR pufru, ktera byla nasledipouZzita jako DNA templat pro PCR reakci. Jednétliv
komponenty reakni snesi byly michany ve forth master mixug¢imz dochazi ke zkraceni
¢asu pro pipravu vzorki a také k eliminaci chyb #igobenych pipetovanim velmi malych

mnoZstvi komponent.

Pro amplifikaci bylo pouZito 24 pamprimeri. Na zaklad optimalizace PCRipvzaté od
Janakove [69], bylo 20 pasegazeno podle velikosti specifickych PCR produéd dvojic
pro metodu duplex PCR, 4 zbyvajici byly do schénzatazeny samostatnJednalo se o
primery pro detekci kolicinu E1, E8, S4 a mikrocuTyto bakteriociny byly detekovany
zvla¥, neba pii duplex PCR nebyly vytv@ny specifické PCR produkty.

Reakce s primery pro detekci koligita a Ib nebyly jednoziaé, nebylo mozné s jistotou

urcit, o ktery kolicin se jedna, nebageny pro tyto dva koliciny vykazuji vysokou sekien
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ni homologii [76]. Potvrdit, zda se jedna o koli¢gnnebo Ib je mozné sekvenaci, tato vSak
jiz nebyla souvasti této prace. Také ve studii Smajse a kol. |8 prokdzana #kzena
reakce u dkterych sekvetné podobnych kolicinovych geéin kdy pomoci Ib primer byl
detekovan také kolicin la, E6 primery detekovaljidiny E2, E3, E5, E8 a E9, E7 primery
detekovaly i kolicin E4 a E8 primery detekovalyéakolicin E7. Produkceithto jednotli-

vych kolicind byla potvrzena sekvenaci.

6.4 Detekce produkti ziskanych PCR reakci

Ziskané amplikony byly detekovany elektroforézol, 3% agarézovém gelu (Obrazek 10).
Metodou PCR bylo identifikovano 8 t§kolicinia a 2 typy mikrocinu. Vysledky jsou shr-
nuty v Tabulce 10. VSechny reakce, u kterych bgl@lektroforetickém gelu vizualizovana
produkce bakteriocinu, byly provedeny dvakrat potvpzeni produkce daného kolicigu
mikrocinu. U bakteriocifi, kde byla k dispozici pozitivni kontrola, byladatontrola pou-

Zita. Kontrolnim kmenem se rozumi typicky producgamiého kolicin&i mikrocinu.

Obr. 10. Agarozovy gel s PCR produkty. Vzorek zlgva: jamka
2. - Colla (473bp), 3.- ColM (429bp), 7.- ColB (493, 8.- Collb
(464bp), 10.- mccB17 (135bp).

U vzorki I/1, 1/2, 1/3a, 1/3b, I/4a, 1/6b, 1I/1, 1I/3 neslp jistotou ukit, zda se jedna opravdu
o mikrocin B17 (Obrazek 10 - jamka 10). Mohlo byjsénat také o mikrocin H47 nebo
nespecificky produkt. Pro ékeni byly provedeny kontrolni reakce spwiei s kontrolnim
kmenem (Obrazek 11).
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Obr. 11. PCR s primery pro mikrocin B17. Zleva: tkcomi kmen (135
bp), kmeny R4, R6, R26, I/1, 1/2, 1/3a, 1/3b, 1/4é&b, 11/, 1I/3.

U vzorki R4, R6 a R26, kde vysledek nebyl zcela patrnya byt provedena PCR reakce
(spolené i s kontrolnim kmenem) se zvySenim annealingoptdte o 5 °C,¢imz by nely
nejasné bandy zesilit nebo naopak vymizet. Po uyboehi elektroforézy se prokazalo, ze

tyto 3 kmeny nemaji gen pro mikrocin B17.

Bylo zjiSttno, Ze dva ze 13 zkoumanych knmigarodukovaly pouze jeden bakteriocin (mc-
cV). U ostatnich kmehbyla zjiS&na produkce minimathdvou a vice bakteriocin coz
piredstavuje pro prodwki kmen uéitou vyhodu. Kmen produkujici pouze jeden typ bakte
riocinu miZe usmrtit pouze senzitivni fiky. Naproti tomu pokud ziska rekombinaci gen
pro jiny typ bakteriocinu a stane se tak multiproghtem, mze usmrtit nejen senzitivni
buiky, ale i buiky monoprodukniho kmene [4]. Mezi népstji detekované bakteriociny
pafily mikrociny B17 a V a koliciny B, M, Ib a la. Lefinoho kmene byl detekovan kolicin
E1 ozn&eny ve studii Smajse a kol. [8] za potencialni daktirulence uropatogennich
kmeni Escherichia coli Dalo by se tedyiedpokladat, Ze se jedné o potenaigiatogenni
kmen. Ve srovnani vysledkse studiemi zabyvajicimi se kmeny izolovanymi #ragan
[70, 71] je vyskyt mikrocinu V u izol&tz masa ejmeé ¢astym jevem. Ve studii Janalikové
a Smajse [70] bylo u izolétz vefového a dibeziho masa identifikovano 8 tyolicint

a 3 typy mikrocinu. Mezi néasgji zastoupenymi koliciny byly koliciny E (E1, E78EE2,
E6) a Y. V. menSi nie la, B a M. Z mikrocit byl negasgjSi pra¥ mikrocin V. V praci
Dolezalové a kol. [71], zabyvajici se izolaty z pw chlazené dbezZe, byla potvrzena
piitomnost 10 typ kolicina a 4 tygi mikrocini. Negasgji zastoupeny byly koliciny la, Y a

E1l, v mensi nfe B a M. Z mikrocii byl opet negasgjSi mikrocin V. Ve studii Blanco a
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kol. [79] byl shledan vyznamny rozdil u vyskytu mokinu V u zdravych a nemocnych
ptéki. Ze 458 kmet E. coliizolovanych z kiat trpicich sepsi produkovalo 101 kra€@2
%) mikrocin V, naproti tomu u zdravych produkovahikrocin V pouze 12 ze 167 kmién
(7 %). Dalo by se tedy naztif Ze mikrocin V se&astji vyskytuje u nemocné nez u zdravé

dribeze.

Gordon a O’Brien (2006) testovali na produkci bakteni 266 humannich izolate. coli
Jednalo se o humanni izolaty ziskané ¥sttnCanberra a jeho okoli. Bylo indikovano 102
produlkénich kmeti (38 %). Z toho 42 % produkovalo jeden typ baktgria, 41 % dva,
16 % ti a jeden kmen produkoval 4zné bakteriociny. Mezi n&stji detekovany mikro-
cin patil mikrocin H47. Nefastji detekovanymi koliciny pak byly koliciny la, EM a
mért pak E7 [4]. Smarda a kol. [77] ve své studii teatb50 kmer, z nichZ 48 bylo hu-
manniho fivodu, 1 pochazel z prasete a tisticky vod. Z €chto kmeii 3 produkovaly

kolicin E1, 2 produkovaly kolicin Ib a 1 produkowuadlicin la [77].

Pri vyskytu kolicinu M se sotasré vyskytoval i kolicin B, coZ bylo jiz dlve popséno i ve
studiich Gordon a O'Brien [4] a Braun a kol. [78owasny vyskyt kolicihi B a M byl
potvrzen také v praci Christenson [31]. Produkckicku B a M sowasre byla potvrzena
u 128 ze 1304 zkoumanych kniek. coli. 619 izolatt bylo humannich, 685 pochazelo
z ptéky, plazi a savé. Z téchto 128 kmet bylo 69 % bylo pozitivnich na oba koliciny, 3
% byly pozitivni pouze na kolicin M, ale u Zzadnéhtichto kmeti se nevyskytoval samo-

statré pouze kolicin B.

V literature byl také popsan seasny vyskyt kolicinu la a mikrocinu V [4, 53]. Tyttva
bakteriociny jsowasto kddovany na stejném plazmidu [53]. Neb@konomickych dvo-
du nebylo v této praci mozné provést sekvenaci prorpeni, zda se jedna o kolicin la
nebo Ib, bylo by mozné alesppolemizovat, Ze u vzoik kde byl prokazan sdéasré mik-

rocin V a kolicin la, by se mohlo jednat spiSe tidio la nez Ib.

Ve studii Gordona a O’'Briena (2006) byly nalezerhaiSi pozitivni asociace, a to u mikro-
cinu M a H47. Dale byl popsan s@sny vyskyt kolicinu E1 a M, ale pouze zZ&gpokla-

du, Ze se nevyskytoval kolicin B, a kolicin E1 spakud chybi mikrocin V [4].
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Tab. 10. Vysledky bakteriocinotypizace.

Oznaéeni R4 | R6 | R14| R15| R26 | 1/1 | I/2 | I/3a | I/3b | I/4a | I/6b | II/1 | 11/3
kmene

bakteriociny

A -] - - - - - - - - - - - -

B - - - - - + | + + + + + + +

D -] - - - - - - - - - - - -

El -1 -1 -1T-1T-17-1T-1+1-1-1-71 -

E2 -1 -1+«1-1-17-1T-1-1-1-1-71 -

E4

E6

E7 H I I i e e

ES - - + + + - - - - - - - -

E9

5 -] - - - - - - - - - - - -

10

S4

mccB17 - - - - - + | +| + + + + + +

mecHa7 | - | - | - [ - -1 -1-1 -1 -1 -1-1-7] -

mccV + | + - - + + | 4+ + - + + - -

+ piitomnost specifickych produkt
- negitomnost PCR produit

V porovnani s jinymi studiemi, kde byly testovanyntanni izolaty [4, 77] by se dalo na-
zn&it, Ze vicenasobna produkce kolitia mikrocirm je u dfibezich a bazantich izotat

ziejme rozSfenym jevem. Kolicin E1, povaZzovany za potencighatogenni kmen, patu
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humannich izoldt i izolath z potravin mezi népstji detekované bakteriociny [4, 70, 71,
77]. V této praci byl indikovan pouze u jednoho aspzovanych kmeén Mezi nefastji
detekované mikrociny patu humannich izolatmikrocin H47 [4], jehoZ fitomnost neby-
la v této praci zji&na ani u jednoho z posuzovanych kineNaproti tomu mikrocin B17,
ktery byl v této praci u bazantich izaladdetekovan népstji, byl u humannich izoldt[4]
nalezen pouze u 1 % produmch kmeri (oproti 13 % pro mikrocin H47).
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ZAVER

Escherichia coliprodukuje dva typy bakteriodin koliciny a mikrociny. Koliciny jsou an-
timikrobialni exoproteiny produkovaneé itkou v piibéhu ristu kultur. Jsou kédovany ex-
trachromozomakana plazmidech. Dle typu letalnihgidku jsou @leny na koliciny depo-
larizujici plazmatickou membranu, s endonukleazoaktivitou, blokujici proteosyntézu a
degraduijici peptidoglykan. Mikrociny jsou menSi etally vylwWované biitkou za streso-
vych podminek, zejménaimedostatku zivin. Vyltovani neni na rozdil od kolidinzale-
Zitosti lyze, ale jsou z liky aktivng exportovanyCasto vznikaji jako prekurzory, které
nasledg podléhaji posttranstaim modifikacim. Biiky mohou produkovat koliciny i mik-
rociny sodasré nebo mohou zarovieprodukovat vice kolicifn, coz je pro danou liku

selekni vyhodou.

Cilem této prace bylo provést bakteriocinotypizleieni Escherichia coliizolovanych
z potravin. Neznamé bakterialni kmeny byly idektifiany pomoci biochemickych mikro-
testi, na jejichz zaklatlbyl vytazen pouze 1 kmen, u kterého bylo prokazano, hejse-

na oEscherichia coli

Pro vyhodnoceni produkce bakteriacibyl u 46 kmefi Escherichia coliizolovanych

z dribeZe a baza@tproveden vpichovy pokus. Bylo zj$to, Zze ze 46 kménbylo 13 koli-
cinogennich. Velmi nizka incidence kolicinogenidabupodivu zji&na u dfibezich izo-
lati, kde ze 37 zkoumanych kmemouze 5 produkovalo bakteriociny. Naproti tomu u
baZantich izoldit vykazovalo kolicinogenii 8 kménz 9 posuzovanych, coZz mohlo bytizp

sobeno nizkym pidem testovanych kmén

U produknich kmeri byla provedena PCR typizace. Vyuzita byla metodplek PCR,
jelikoz je pro detekci kolicibh a mikrocini vyhodna z hledisk&asového i ekonomického,
pouzectyii reakce musely byt provedeny samostatietodou PCR bylo zji8ho, Ze stu-
dované izolaty produkuji 8 typkolicina (B, M, la, Ib, E1, E2, E7, E8) a 2 typy mikrocinu
(B17, V). Dva ze zkoumanych kmiemprodukovaly pouze 1 bakteriocin (mccV), u ostat-
nich kmertd byla zjiS€na produkce nejmérm ¢i vice bakteriocifi. Mezi nefastji deteko-
vané bakteriociny p#ty mikrociny B17 a V a koliciny B, M, la a Ib.iPvyskytu kolicinu

M se sodasré vyskytoval i kolicin B, coz bylo jiz tive popsano u humannich izaiat

DalSi pozitivni asociace se dajiepgpokladat také u kolicinu la a mikrocinu V. Na lzék
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zjistenych vysledk by se daldici, Ze vicenasobna produkce kolitia mikrociri je u dfi-

bezZich a baZantich izot@pravdpodobr castym jevem.
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