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ABSTRAKT

Koliciny jsou antimikrobni proteiny s baktericidniédinkem proti blizce fibuznym dru-
ham ¢i rodam. Prace pedklada informace o zékladnich vlastnostech kalicrabyva se
klasifikaci a moznostmi detekce kolicinogeniéscherichia colije bZné izolovana

Z raiznych druli potravin. Tato prace se zafila na dibezi mikrofléru a moznosti izolace
kmen E. coli. Sbirka kmei izolovanych z potravin byla testovana na prodiddicint ¢i
mikrocina. U vybranych produlnich kmeri byla provedena typizace metodou PCR. Nej-

castji nalezené typy byly koliciny la a 'Y a mikrocin V.

Kli¢ova slova: kolicin, mikrociniEscherichia colidribezi mikrofléra

ABSTRACT

Colicins are antimicrobial proteins with bacterali@ctivity against closely relative species
and genera. Thesis deals with basic charactensataassification and detection
of colicins.E. colistrains are commonly isolated from different typé$ood. This work is
also focused on poultry microflora. Collection ©f coli strains isolated from food was
tested for colicinogenyColicinogenic strains were then analyzed by PCRzgtpon. The

most frequently found bacteriocins were coliciraiel U and microcin V.

Keywords: colicin, microcinEscherichia colipoultry microflora
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UvoD

Koliciny jsou toxické proteiny produkované bakteniekolicinogennich kmein Escheri-

chia coli. Identifikace prvniho kolicinu V byla provedenaoce 1925. Ne vSechny kmeny
rodu Escherichigisou patogenni, napkmenE. coliNissle 1917, ktery produkuje dva typy
mikrocind H47 a M, je vyuZzivan jako probiotikunfisttevnich onemocmich. Ritomnost
bakterieE. coliv potravinach povazujeme za ukazatele fekalnihgiZwai. Byla izolova-

na nejen z haiziho, vepového a dibeziho masa, ale také nepasterovaného miéka a vody.
Pomoci genotypovych analyz (fapFLP) se niZe vysledovat zdroj kmerte. coliizolo-
vaného nap z diibezich jatek a vody. Tato prace se &ala na vyskyte. colina povrchu
dribeZiho masa a incidenci kolicinogeniecéhi typu kolicinu¢i mikrocinu produknich

kmeni pomoci metody PCR bylo pouzito pro hledani soosi$lmezi izolovanymi kmeny.
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1 CHARAKTERISTIKA MIKROORGANIZM U NAKUZI
DRUBEZE

Drabezi maso ma vhodnou skladbu Zivin pro mikrobigilist. S prodluzujicim skladova-
nim stoupa pH az na 7,2¢@mé pH je v rozmezi 5,7 — 6,7)tKe, ktera je kontaminovana

mikroorganizmy, chrani i po porazce svalovirfagkontaminaci.

Prabéh chovu a zpracovaniireze niZze byt zdrojem mnohych nakazi Rtecnim zpra-
covani je dlezitym zdrojem kontaminace fieFi pafeni je teplota vody 60 — 63 °C, ve
které zastupdenterobacteriaceagétSinou nepezivaji. Bhem Skubani dochazi na strojich
ke zKiZzenému fenosu mikroorganiziy hlavré salmonel. Nejriziko®jSi pro genos pato-

gennich mikroorganizinje eviscerace [6].

Kazeni diéibeze se projevuje zapachem, pH stoupa s obsapawku. Zejména se mnozi
psychrotrofni pseudomonady, to se projevuje ostinmumaso je bez chuti [22] i&dchla-
zeni a chlazeni masa owvliyje jeho mikrofléru [6]. Fed chlazenim vodou, kteraie byt
kontaminovana, se dav&egnost chlazeni vzduchem [22]. Mrazeni a skladowdnaize-
nych vyrobki sniZuje spolehli& pacet mikroorganizm. Teplota pod -10 °C té#h znicené

mikroorganizmy usmrti, ale zvySenim teploty seétaivi [7].

1.1 Mikroorganizmy vyskytujici se na kazi dribeze

Na diibezi Kizi se Bzn¢ vyskytuji zastupci ZelediCampylobacteraceae, Enterobacteria-
ceaea Pseudomonadaceaedale grampozitivni rodglostridium, Staphylococcus, Listeria

a dalsi.

1.1.1 Campylobacteraceae

Organizmy paici do tétoceledi jsou zakvené gramnegativni &nky. Typicky zastupce
tétoceledi je rodCampylobacterJde o bakterie, které bylyigle znamy pod pojmem mik-
roaerofilni vibria. Kampylobaktery vyZaduji speciéfivné mdy a mikroaerofilni proge-

di. Buiky netvai spéry. Jejich optimalniistova teplota se pohybuje v rozmezi 42-43 °C.
Bakterie produkuji enterotoxiny, které jsou podobhélerovému toxinu [8]. Kampylobak-
tery jsou obsazeny nadrezim mase 18 10° CFU/g [7]. Do skupiny jsoiazenyCampy-
lobacter coli, C. upsaliensis, C. jejyrktery je patogenni prélovéka [9]. C. jejuni zpiso-

buje infekci, ktera je ignosna ze ziéte natloveéka. K prenosu dochazi hiupiimym kon-
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taktem nebo po konzumaci nedostatetepel® oSeteného mléka nebo masa, zejména
dribeziho. V poslednich letech se u nas toto onetmbalostalo na druhé misto mezi ali-
mentarnimi nakazami hned po salmonelédze. Inénibdoba je 2-7 dni [10]. Kampylobak-

ter6za se nejvice vyskytuje v letnicisicich [8].

1.1.2 Pseudomonas

Rod Pseudomonagou gramnegativni pohyblivédinky striktné aerobni, katalaza pozitiv-
ni, oxidaza pozitivni. Rt tchto psychrotraf na dfibeZzim mase je 1010° CFU/g. Jsou
to silné proteolytické mikroorganizmy. iRomnost &chto mikroorganizma se projevuje
zdpachem [6]. Rostou v teplotnim rozmezi 4 - 42Nékteré druhy tvéi pigmenty nap
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aerugiMys&ytuji se v pirodé, odpadnich

vodéach, sevnim traktu zviat i lidi [8].

1.1.3 Enterobacteriaceae

NazevEnterobacteriaceagko prvni navrhl v roce 1937 O. Rahn [11]. Ta&dted zahrnu-
je gramnegativni fakultatignanaerobni §inky (netvdi spory). V potravingstvi se jim
vénuje velka pozornost. Ratsem rodyEscherichia, Citrobacter, Salmonella, Shigella,
Yersinia, Enterobacter, ProteuRod Salmonellanetvai kyseliny a nezkvaSuje cukry, ale
zpiasobuje vazna stvni onemoceni [9]. Bakterie jsou roz&né po celém s, jsou pa-
togenni pro¢lovéka a zviata. Jsou schopnyist na fiznych midach. Rostou i teplot
37 °C, ale jsou schopnystu v rozmezi teplot 18 - 42 °C. Krémodu Salmonellatvori ze
sacharid kyseliny, tvdi kataldzu, oxidazu net¥io[8]. BakterieSalmonellge nicena teplo-
tou nad 70 °C, kyselym prdstim, dezinfeénimi prostedky. Zivaisny produkt
v syrovém stavu fize byt zdrojem nakazy. Zdrojem nakazy mohou bylodévci, ktei

svymi vykaly znéisti potraviny [10].

1.1.4 Clostridium

Tento rod je strikté anaerobni, rozséhly ailézity z hlediska potravirfakého. Nkteré
druhy roduClostridiumprodukuji nebez@mé toxiny. Z potravingkeho hlediska je nejd
zpasobujici ochrnuti nervoveé soustavyiZhaky otravy se projevi po 72 hodinach po pozi-

ti. Objevi se bolesti hlavy,nevolnost, zvracenghsuv Ustech. Ve 30 — 65 %ipadi korgi
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smrti. DalSi druh produkujici toxin f@lostridium perfringeng9]. Toxin vznika v tenkém
strevé a zpisobuje piijmové onemoceni. Nakaza vznika vigledku nedostateé hygieny

lidi ptipravujicich pokrmyi nedostatenym tepelnym zpracovanim pokarfiL0].

1.1.5 Listeriamonocytogens

Listeria monocytogeng patogenni mikroorganizmus. Bakterie rostouidata kultiva-
nich médiich v teplotnim rozmezi 4 - 39 °C. Lisggou rezistentni ke zZimam vrgjSiho
prostedi, dolbe se pomnozuji iip vysokych koncentracich soli napl0% NaCl. Tyto
vlastnosti jim umotuji dlouhodobé feZiti i mimo hostitelsky organizmus [8flasto se
vyskytuje na syrovém maseutbeze [7]. Tento mikroorganizmus je nebeagepro thotné
Zeny, u kterych zjsobuje potraty. U zvat zpisobuje nemoc ze silaze, v potravinovém

fetézci tak dochazi ke kontaminaci potravin. Pasterdéka je tato bakterie &&na [8].

1.1.6 Staphylococcus aureus

Druh Staphylococcus aureysou grampozitivni koky, jedna se halotolerantnktbae.
Rostou pi 37 °C, 10 °C i 45 °C a nesnasi kyselé pegit Staphylococcus aureusize
pienaset Ziva dbez. \ktSina rezidentnich stafyloka@kzijicich na diibezi je néena khem
pareni, ale Bhem dalSiho zpracovanitxe dojit k rekontaminaci na strojichii nizkych
teplotach nakaza stafylokoky roste a enterotoxiprgglukovan na syrovychilvezich vy-
robcich [7]. Zgisobuje hnisavé zéty clovéka i zvirat (nap. mastitida dojnic)Staphylo-

coccus aureusejlépe roste na krevnim agaru [12].
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2 ESCHERICHIA COLI

E. coli, patici docelediEnterobacteriaceage nejprozkoumatjSim bakterialnim druhem.
Slouzi jako modelovy mikroorganizmus pro genetiek®iochemické studie. Kmer.
coli se nachazi v dolriasti traviciho trakt#lovéka a teplokrevnych zdt. Vyskytuje se
ve vykalech. Htomnost v potravinach je tedy ukazatelem fekalniheisteni. Nekteré
kmeny jsou patogenni #pobujici nejen gijmova onemocni a na druhou stranu kmén
coli Nissle 1917 (0O6:K5:H1) se pouziva jako l&kgirevnim onemoani.

ZkvaSuje cukry za intenzivni tvorby kyselin a plyZucuki tvori kyselinu ml€nou, pyro-

hroznovou, mraveii [9].

E. coli je dolde znam4 tim, Ze produkuje 2 typy bakteridcanto koliciny a mikrociny.
Mikrociny jsou genow kédovany antimikrobialnimi peptidy o velikosti ni@mez 10 kDa
[16, 25]. Koliciny jsou ¥tSi nez mikrociny, jejich velikost je 90 kDa [28]likrociny zatim

nejsou tolik probadané jako koliciny [15].

Rod Escherichiamé& krong druhuE. coli jeS€ dalSi druhy a t&. blattae, E. hermanii, E.

vulneris, E. fergusonii, E. albertii, E. senegalsi30].

V kiizovém pokusu bylo testovano 30 kmeB. hermanii, E. vulneris, E. fergusoma
produkci bakteriocifa a citlivosti navzajem. U kmé&nE. hermnaniia E. vulnerisnebyla
prokdzana zadné bakteriocinogenie. Pouze u krgefergusoniibylo 11 % bakteriocino-
gennich [14].

2.1 E. coli Nissle 1917

Nepatogenni kmei. coli Nissle 1917 (06:K5:H1) se vyuziva jako probiotikuinhavre
pii sttevnich onemoamich. Probioticky preparat z tohoto kmene se naduéaflor [17].
Kmen E. coli Nissle 1917 je jednim z nejlépe prozkoumanych Kmé&men byl poprvé
izolovan ze sevni flory dvou neonemoétych piislusniki vojenské roty v prbéhu prvni
swtove valky [18]. Produkuje dva typy mikrodirH47 a M [27]. Studie ukazaly, Ze kmen
Nissle 1917stimuluje humoralni i b&imou imunitni odpo¥d” u dti, které se narodily
pieccasré. Pripravek Mutaflor Ize pouZzit nejerrizaretlivych chorobach gev, ale i pi
infekénim piGijmu. Velmi nadjné se zd4 byt i pouZiti v neonatologii a do budause

piedpoklada dalSi roz&ini indik&niho spektra [18].
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DalSi probaticky kmert. coli H22 produkuje koliciny E1, Ib a mikrocin C7. Terkmen
inhibuje patogenni nebo potenci@lpatogenni kmeny nejmé&msedmi rod z ¢eledi Ente-
robacteriaceae Potencialni vyuziti kmene H22 jako probiotikum pitobytek vyzaduje
podrobrjSi charakteristiku daného kmene. Primarni roledradcinové syntézy probiotic-
kych bakterii zatim neni znam. Identifikace, chtegkace a terapie aplikace probatického
kmenu vzbuzuje velky z4jem, protoze jejich pouiifize redukovat mnoZzstvi podavani
antibiotik [27].

2.2 E.coli O157:H7

Teprve na poatku osmdesatych let &y byt evidovany onemo¢ni zpisobené bakterii
E. coliO157:H7. Tato bakterie se vyskytuje zejména nav&yromase, i@devsim hok
zim, dale v neupraveném mléce a &0d roce 1987 byla provedena studie, kter&’'ayga-
la, ve kterych vyrobcich je tento kmeftpmen. Onemoami se vyskytovalo néastji po

konzumaci nedogenych hamburgér[19].

Pripad onemoaii se stal i Bhem vyletu ve Francii v roce 2002. Zde byl jakoagidraka-

zy uveden dibezi parek a okurkovy salat. Analyzou vzodtolice pacierit se prokazala
piitomnost patogenniho kmergscherichia coliO157:H7. V pipac okurkového salatu
doSlo pravépodobr k fekalnimu zn&sténi vody [20].
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3 KOLICINY

Koliciny jsou toxické proteiny, které jsou produlémy bakteriemi kolicinogennich kmien
Escherichia colia rekterymi piibuznymi druhy¢i rody celedi Enterobacteriacegea to
béhem fistu jejich kultur. Do skupiny bakteriodirpati nejen ty koliciny, které jsou pro-
dukovanék. coli, ale i dalSi rody Zeledi EnterobacteriaceaeAvSak ne vSechny bakterio-
ciny

z celediEnterobacteriaceagsou ozn&ovany jako koliciny. Maji pouze zakladni vlastnosti
a tato skupina p#itdo nadazené skupiny bakteriodin Bakteriociny rod nag. Shigella,
Serratiabyly dfive ozngovany také jako koliciny. Dnes jsou ozpaany jinak nap bak-

teriociny proddnich kmeri Serratia marcescerjsou ozndovany jako marcesciny [1].

Prvni kolicin byl identifikovan v roce 1925 (Gratigako termolabilni kolicin V, nyni je
fazen k mikrociiim, ale stale se nazyva kolicin. Koliciny let&lpisobi na citlivé kmeny

E. colia pibuzné rodyshigellg Citrobacter[2].

3.1 Interakce kolicinu s burnikou

3.1.1 Interakce kolicinu s citlivou bakterialni bunikou

Tato interakce probiha véeth zakladnich krocich: vazba kolicinu na specyfickceptor
vngjSi bakterialni membrany, jeho translokad¢espbuény obal, letalni tinek molekuly

kolicinu na bugény tek.

Odpowdnost za vazbu kolicinu na receptor ma receptodovaéna, ktera two strednicast
kolicinu. Vazba kolicinu na receptor je vazbou tymotein - protein, ktera nevyzaduje
Zadnou energii ze stranyiiky. Specifické receptory ve ¥$i membraa citlivych burek
pavodre slouzi k genosu fyziologickych ligand (nag. nukleozidy). Koliciny typu E se
vazou na produkt gertub, ktery je esencialni slozkou vysoce afinitnihamgortniho sys-

tému pro vitamin B, v Escherichia coli[3]. Tyto receptory jsou pak sekundéraneuzi-

vany nejen koliciny, aler¢ba také bakteriofagy.iné typy kolicii mohou vyuZivat stej-

ny receptor [1].

Odpowdnost za translokacit@s bugcny obal nese translokai doména, ktera je tvena
N-koncovou oblasti kolicinu. Translokaceibe byt podle typu kolicinu asociovana s Tol

nebo TonB bu&nymi proteiny [26]
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Ton systém je tv@n temi membranovymi proteiny TonB, ExbB a ExbD. Zaitbniwol
systém obsahuje proteiny, které jsou stejlozeny TolA, TolQ, TolR plus periplazmaticky
protein TolB [2].

Za letalni @inek kolicinu je zodpo&dna letélni doména, ktera WdaC - koncovou oblast

molekuly kolicinu.

Podle letalniho &inku se koliciny dli na dw skupiny:
» koliciny tvorici iontové kanaly v cytoplazmatické membfan
» koliciny s nukledazovou aktivitou.

Tvorba iontovych kanél prvnim typem kolicid maze zmisobit depolarizaci membrany.
Ucinek nukleazovych koliciinje namfena proti DNA nebo rRNA. Mohou na citlivé bakte-
rie pasobit jako nespecifické DNA-endonukleazy (kolicig,EE7, E8, E9) nebo jako speci-
fické 16S — rRNA - endonukleazy (kolicin E3, E4,)EH).

3.1.2 Interakce kolicinu s necitlivou bakterialni bunikou

Necitlivost bakterialni btky miZe byt zgisobenaiemi faktory - rezistence, tolerance a

imunita. Tyto faktory Uzce souvisi se strukturduikci kolicinu.

Rezistence je podmina nepitomnosti funkniho receptoru na bgaéném povrchu. Tole-

rance je podmina nepitomnosti funkniho translok&niho systému.

Imunitni proteiny ochnguji produkni buiku pred svym a stejnym typem kolicinu
z okolniho prostdi. Nukleazové koliciny jsou po syntéze v cytopldzasociovany
s imunitnim proteinem, ten chraniiky produknich kmeii pred kolicinem. Imunitni
protein se odgpi od kolicinu az fi vazk® kolicinu na receptor s citlivé iy [1]. C-
koncova doména kolicinnepolarizujicich plazmatickou membranou se vazemaitni

protein, ktery je zarien v membratprodulknich burk [3].

3.2 Molekularni podstata kolicini

Koliciny jsou pevazre kodovany na plazmidechgkteré chromozomatn Syntéza kolici-
nu je regulovana zakladnim mechanizmem, ktery @espy pro vSechny koliciny, tzv.
SOS - systemem. Ten se podili na kontrole exprexge gteré jsou aktivovanyipreparaci

DNA poskozené napUV-z&enim nebo mytomycinem C.
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Kolicinovy operon na Col—-plazmidech zahrnujestrukturalni geny. Jsou to: gen pro koli-
cin — toxin €eg, lyticky protein kil), imunitni protein ifnm). Lyticky protein umo#uje

kolicinu jeho uvolgni z buiky, nemusi byt itomen u vSech typCol - plazmid [4].

3.3 Klasifikace kolicina

Klasifikace a nomenklatura je spjata s interakdickoi s citlivou bakterialni btkou. Ko-
liciny jsou z&azovanya ozng&ovany na zaklatisvé receptorové specifity. Zname 34 koli-
cinu, ale pouze 21 z nich je popsanych do detailuA, #®, D, E1 - E9, la, Ib, Js, K, M, N,
U, 5, 10 [1].

Koliciny se klasifikuji do dvou skupin A a B. Skuyai A obsahuje koliciny translo&aiho
Tol systému a to koliciny A, E1 - E9, K, L, N, S4,a Y. Skupina B obsahuje koliciny,
které vyuZivaji TonB systém a to koliciny B, D, K, Ib, M, 5 a 10. Kolicin E1 a
K inhibuji vS8echny makromolekularni syntézy bezazeni dychani, kolicin E2 #pobuje

rozklad DNA, kolicin E3 zastavuje proteinovou synig2].

DalSi studie rozéluje koliciny podle sekvamich podobnosti v letélni dom&kolicinu do
dvou skupin: A-typ a E1- typ. Typ A obsahuje katigiA, B, N a U. Typ E1 zahrnuje koli-
ciny E1, 5, K, 10, la, Ib [5].
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4 CILE BAKALA RSKE PRACE

Tato bakaléska prace byla v praktickésti zandiena na:
* izolaci kmer E. colize vzork dribeze, dalSich potravin a vody
» testovani izolovanych kméma produkci kolicid ¢i mikrocina

e zpracovani vysledkPCR-typizace
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1l PRAKTICKA CAST
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5 METODIKA

5.1 Pudy

* MPA-agar 1,5%

Pepton (HIMEDIA).......c.u e e e 0,59
NaCl (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)...................ceeevennentl..0,30
Agar (HIMEDIA) ... e e e 1,59
DesStiloVaNa VOOA. .. ......ovuie et et e 1000 mi

* MPA-agar 1%

Pepton (HIMEDIA).....c.oiiii i ie e en22.0,50
NaCl (Ing. Petr LukeS$, Uhersky Brod)........ccceeiieiniinnnen.......0,39
Agar (HIMEDIA). .. .. e e e e e e e e e eaeanns 19
DestilovVana@ VOOa. .. ......ccuvii it e 1000 ml
pH 6,8-7

* Endo agar (HIMEDIA)
p4) 4= Y0 110 - SO 415
DesStilovVan@ VOda. .. ......cuuvie i 1000ml
* Bio-Rad’s RAPIDE.coli 2

Selektivrie chromogenni jda pouZivana proifmé vytisleniE. coli a dalSich koli-
formnich bakterii v potravirtédkych vyrobcich pro spiwbu lidi, Ziv&icha a ve vo-
dé. Jedna se orfpdpipravenou jidu, ktera se rozébje a rozlije do misek. tla
obsahuje dva enzymy Beta-D-Glukuronidazu (GLUC) etaED-Galaktozidazu
(GAL). Typické proE. colije, Ze produkuje oba enzymy. Pak ri@dpvykazuje fia-
lové kolonie. Pokud produkuje jen enzym Beta-D-Gianidazu (GLUC), tak tvd
razové kolonie a pokud produkuje enzym Beta-D-Galakitaizu (GAL) tvdi zele-

nomodré kolonie.
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5.2 Pomicky a chemikalie
» Fyziologicky roztok
NaCl (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)...........c.ccooiiiimmneiieieneenn 8,50
DeStlOVANA VOUA. .. ....i ittt 1000ml

* Chloroform (CCl,)

» Automatické pipety

» B¢Zné laboratorni vybaveni

5.3 Pouzité bakterialni kmeny

5.3.1 Indikatorové kmeny
» Escherichia colK12-Row
» Shigella sonnei7
« Escherichia colC6(¢ )
» Escherichia colB1

+ Escherichia coliP400

VSechny tyto kmeny pochazeji z bakteriologické fabdsie Biologického Ustavu |ekské

fakulty Masarykovy univerzity v Bih VSechny kmeny byly kultivovanyip37 °C. [21]
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5.3.2 Izolované kmeny

Tabulka 1: Pehled testovanych kménzolovanych z dibeze, lafidek a vody

oznaeni | nakup/odbér vzorek vyrobce/misto odléru puda
1 9.8.2007 stehno Diema Medlov (Kaufland) End
Yodochody- Pavel Jired¢dznictvi u
2 9.8.2007 Kdlo Cervinki) Endo
Yodochody- Pavel Jired¢dznictvi u
3 9.8.2007 Kdlo Cervinki) Endo
4 9.8.2007 stehno Raciola- J&Rkd, s.r.o. Endo
5 9.8.2007 Kdlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
6 9.8.2007 kidlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
7 9.8.2007 Spalék Gastroma Krogfiz Endo
8 9.8.2007 Kdlo Gastroma Kroriiz Endo
9 9.8.2007 Spalék Gastroma Krogfiz Endo
10 13.8.2007 stehynko Raciola- J&kdi, s.r.o. Endo
13 13.8.2007 idlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
14 13.8.2007 idlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
15 13.8.2007 idlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
16 13.8.2007 idlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
17 13.8.2007 idlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
18 13.8.2007 idlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
19 13.8.2007 idlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
20 14.8.2007 idlo Raciola- Jehtika, s.r.o. Endo
T1 7.11.2007 potok Luktavice Endo
T3 5.11.2007 studanka Horni B& Endo
T4 7.11.2007 Gothaj Masna Kreiiy, a.s. Endo
T5 4.11.2007 potok Slatin Endo
T6 5.11.2007 studna iBzolupy Endo
T7 6.11.2007 kie Raciola- Jehika, s.r.0. Endo
T8 13.11.2007 VlaSsky salat| bufet nadrazi, Zlin d&n
T9 18.11.2007 feka Hana gisticka Marchanice Endo
T11 18.11.2007 feka Hana Bdice (Kozina) Endo
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Tabulka 2: Pehled zpracovanych kmeifizolovano na UPI FT UTB ve ZI&).

oznakeni nakup vzorek kurete vyrobce pida
A 20.8.2007 stehynko Raciola- Jekf, s.r.o. Endo
A 20.8.2007 stehynko Raciola -Jékh, s.r.o. Endo
B 20.8.2007 stehynko Raciola -J€kA, s.r.o. Endo
B’ 20.8.2007 stehynko Raciola -Jekh, s.r.o. Endo
C 20.8.2007 Kdlo Raciola- Jehtka, s.r.o. Rapid
D 20.8.2007 kdlo Raciola -Jehtika, s.r.o. Rapid
E 20.8.2007 Spaléek Raciola -Jehtka, s.r.o. Endo
F 20.8.2007 Spalék Raciola -Jehika, s.r.0. Endo
F 20.8.2007 Spaléek Raciola -Jehtka, s.r.o. Endo
G 22.8.2007 stehynko Raciola -Je&ké, s.r.o. Rapid
H 22.8.2007 stehynko Raciola -J€kA, s.r.o. Rapid
I 22.8.2007 kidlo Raciola -Jehtika, s.r.o. Rapid
J 22.8.2007 Hdlo Raciola -Jehtka, s.r.o. Rapid
K 22.8.2007 kidlo Raciola -Jehtika, s.r.o. Rapid
L 22.8.2007 Spaiek Raciola- Jehtka, s.r.o. Rapid
M 22.8.2007 Spalek Raciola J-ehlka, s.r.0. Rapid
N 22.8.2007 Spaléek Raciola -Jehtka, s.r.o. Rapid
(6] leden 2007 stehynko Vadnské kiee, Agrospol Food s.r.0 Endg
O’ leden 2007 stehynko Vidnské kiee, Agrospol Food s.r.o Endd
P leden 2007 stehynko Vianské kie, Agrospol Food s.r.o Endg
P’ leden 2007 stehynko Vinahské kise, Agrospol Food s.r.o Endd
S1 krezen 2007 Spaiek Raciola Jehika, a. s. Endo
S2 rezen 2007 Spakek Raciola Jehlka, a. s Endo
S3 kezen 2007 Hdlo Raciola Jehtka, a. s Endo
S4 lrezen 2007 Hdlo Raciola Jehtka, a. s Endo
S5 kezen 2007 Hdlo Raciola Jehtka, a. s. Endo
S6 lrezen 2007 Hdlo Raciola Jehtka, a. s Endo
17 leden 2006 celé ke Raciola Jehtka, a. s Endo
59 krezen 2006 celé ke Raciola Jehlka, a. s VRBA
64 krezen 2006 celé ke Raciola Jehika, a. s. VRBA
66 lrezen 2006 celé ke Raciola -Jehika, s.r.o. VRBA
93 cerven 2006 celé ka Raciola -Jehtka, s.r.o. VRBA
94 ¢erven 2006 celé ka Raciola -Jehika, s.r.o. VRBA
104 cerven 2006 celé ka Raciola -Jehtka, s.r.o. PCA
148 ¢erven 2006 balen#vrtky | MSDZ Promt PCA
152 cerven 2006 stehno Kostelecké uzeniny VRBA
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5.4 Metody

5.4.1 I|zolace vzorki

Testovano bylo celkem 63 vzdrkiribeze, lafidek a vody. Ze vzokkpotravin bylo ode-
brano 10 g a vloZzeno do 50 ml fyziologického roztogoté nasledovalo 15 minutové-t

pani. Vzorky byly kultivovany na Endo nebo Rapicdwmaga inkubovany 24 hodirti87 °C.

5.4.2 Vpichovy pokus na zjis€ni produkce kolicini

Cisté kultury izolovanych kmenE. coli byly kultivovany 48 h i 37 °C ve vpichu. Tes-
tované kmeny byly usmrceny parami chloroformu pbwd80 minut. Po 5 minutovém od-
vétrani byly misky pelity 24 hodinovou kulturou indikatorovych kme(0,1 ml bakterialni

suspenze ve 3 ml 1% agaru MPA). Nasledovala inlailpac24 h i 37 °C. Produkni

kmeny vytvdi kruhové inhibéni zény kolem vpichu.

5.4.3 Metoda PCR

Pii této metod dochazi ke zmnozeni molekuly DNA. Dochéazi k opakm/syntéze DNA.
Denaturaci DNA i 94 ° - 98 °C dochazi k roztrZzeni vodikovyclistiki na jedndetézco-
vé DNA. Nasleduje hybridizace cilové DNA s prim¢2g]. DNA primer Kizi konec cilo-
vé DNA, aby poskytl ptatek syntézy DNA vidkna pro DNA - polymerazu [2BRle [
72 °C nasleduje ffpojeni volnych deoxyribonukleotid DNA-polymerazou na zaklgd
komplementarity bazi. Cyklus se nechad plolout 30 - 40x, kde dochazi
k logaritmickému narstu p@&tu kopii cilové DNA [23]. Pomoci této metody je mozZcha-

rakterizovat a identifikovat bakterie [11].

PCR-typizace, zaloZzena na detekci genu pro ko#iammkrocin, byla u produnich kmeri
provedena na Biologickém Ustavu Léiee fakulty Masarykovy univerzity v Bén Byl
pouzit systém PCR-typizace pro 24 kolicifColA, ColB, ColD, ColE1-ColE9, Colla, Co-
llb, ColJs, ColK, ColL, ColM, ColN, ColS4, ColU, &4 Col5, Col10) a 7 mikrocit
(MccB17, MccC7, MccH47, MccJ25, MccL, MccM, MccV).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

KmenyE. coli byly izolovany ze vzonk zejména dibeze, dale laidek a vody z fady En-
do, RAPID, VRBA nebo PCA. Rty E. coli byly stanoveny na vybranych vzorcichible-
Ziho masa jako log CFU/g. NejvysSicpo vyskytu 5,84 log CFU/g byl izolovan z kmene 9
(kuieci Spakiek) z obdobi srpna 2007. NejmenSi hodnota 2,1Td/g se vyskytovala u
kmene K (kideci Kidlo) z obdobi také srpna 2007 (Tab. #)dha 1). Autdi Sexton a kol.
uvadji primerny vyskyt 1,55 log CFU/cAE. colina kiZi chlazené dibeZe, co? je niz&i
hodnota neZ pt zjiseny v této praci #ejme z divodu pata bakterii na crh[31]. Dalsi
prace autar Northcut a kol. uvadi vyskyt 5,9 log CFU/i&l colina kusech dibeze [32].

Z kazdého vzorku byla odebrana jedna kolonie. Bg$dovana citlivost vSech izotavuci
péti indikatorovym kmefm. Tato sada indikatarby méla odhalit produkci tégf vSech
typu kolicind ¢i mikrocina. Produkini kmeny vytvéeji inhibicni zony fistu indikatorovych
kmeni (Obr. 1). VSechny kmeny &h kovovy lesk na pdé Endo, coZ nezavisi na produkci

kolicinu.

Obrazek 1: Test na produkci kolidinu
kmeni T1-T11 na indikator®. sonnel?.

V souboru 27 kmeh které byly izolovany v gibéhu srpna 2007, byly nalezeny pouze dva
produkni kmeny — T7 a T9 (Obr. 1). Kmen T7 byl izolovakutete a kmen T9 #eky

Hana. U &chto dvou kmef zatim nebyla provedena PCR-typizace.

Celkem bylo testovano 6Bmen izolovanych z dibeze, potravin a vody, na produkci
kolicint. Ale bylo brano v tvahu pouze 61 kniguro incidenci kolicinogenie zidodu, ze

kmeny O, P” byly #&jm¢ zdvojené s kmeny O, P. Z celkovéha@{po63 kmerfi bylo testo-
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vano 54 kmei izolovanych z dibeze. Pouze 26 #lbezich kmeti bylo produknich (Obr.
2), coz @la 42,6 % incidenci kolicinogenie. AdicSmarda a Lhotova uvai vyskyt koli-
cinogenie LE.coliizolovanych z lidskych kmeénd1 % [14]. Na Vyzkumném Ustavu Vete-
rinarniho Iék#stvi Brno bylo izolovano v bazénovych vzorcich sytoo mléka 109 pro-
dukénich kmeri E. coli z celkového p&tu 502, coz da 21,7 % [29]. V této praci byla
zjisténa incidence kolicinogenie 42,6 % z celkovéhétpdestovanych kmein coz je hod-

nota, ktera je v souladu s ostatnimi publikovanyysiedky.

produkeni
kmeny

Obrazek 2: Grafické znazami produknich a nepro-
dukénich kmeri.

Déle byly zpracovavany vysledkyidéjSich pokud zjistovani kolicinogenie, které byly
zpracovavany na Ustavu potravisié&ho inzenyrstvi fakulty Technologické UTB ve Zlin
Tyto kmeny (24) byly dale podrobeny PCR-typizaaileZdoslo k rozliSeni produkujiciho
typu kolicinu¢i mikrocinu (Obr. 3).Z toho 1 typ kolicinu produkovalo 9 kméri37,5 %),
2 typy kolicinu produkoval 1 kmen (4,3 %), 3 typglicinu produkovaly 2 kmeny (8,3 %),
4 a vice tyf kolicinu produkovaly 2 kmeny (8, 3 %). Jeden tyjknocinu produkovaly 4
kmeny (16,7 %). Mikrocin a kolicin produkovalo 5 kni (20,8 %).

Urceni typr kolicin a mikrocini jsou uvedeny v Tab. 4. Vysledky podle procentunni
zastoupeni kolicith a mikrocini jsou uvedeny v Tab. Rutori Gordon, O Brien testovali
266 kmeri z fekalii z toho bylo 102 kmérprodulkénich (38 %). Z toho 42 % produkovalo
aspa 1 kolicin, 41 % 2 koliciny, 16 % 3 koliciny a jedlé&kmen produkoval 4 koliciny.

Nejcastji byl detekovan kolicin la a mikrocin H47.
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Produkce

kolicinti a

mikrocind Prodkce 1 typu
kolicinu

Produkce 1
typu mikrocinu

Pro}dukceil 3 Mprodukce3
vice typu
kolicinu

Produkce 2
typd kolicinu

Obréazek 3: Grafické znazami produkce kolicif a mikrociri.

Matné zony vykazovalo 7 kmén(17, 59, D, B, S, M, N). Nelzergsré urtit, Ze matnou
zbénu vykazuje jen jeden nebo dva typy indikatarebo Ze ji tvéi jen ukity typ kolicinu.
Matna zéna se vyskytuje u vSech indikétale nejvice se projevuje u indikatdhigella
sonneil7. Matna zéna se podili na produkci kolicie mikrocini, nejvice se vyskytuje u

kolicinu la a mikrocinu V.
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Tabulka 3: PRevzaté vysledky testovanych kniema produkci kolicig

indikatorové kmeny

oznateni Morfologie kolonii | log CFUE.coli/g kize | Row| B1 | P400| SS17 [0}
A kovovy lesk/Endo 4,30 - - - - -
A tmaw fialovd/Endo -*

B kovovy lesk/Endo 3,90 - - - - -
B’ tmaw fialova/Endo -* M M M M M
C fialovd/RAPID 3,60 - - - - -
D fialova/RAPID 3,57 +M| M | M M M
E kovovy lesk/Endo 3,80 + - - + +
F kovovy lesk/Endo 4,00 - - - - -
F kovovy lesk/Endo -* + - - + +
G fialova/RAPID 3,18 + - - + +
H fialovd/RAPID 3,48 ++ | ++ | ++ + +
| fialovd/RAPID 3,04 + ++ ++ + +++
J fialova/RAPID 2,85 + + + - +
K fialova/RAPID 2,11 - - - - -
L fialova/RAPID 3,46 + ++ |+ + +
M fialova/RAPID 3,54 - - M -
N fialova/RAPID 3,32 + M M ++ -
0 kovovy lesk/ENDO nt + - - + +
o} kovovy lesk/ENDO nt + - - + +
P kovovy lesk/ENDO nt + + - + +
P’ kovovy lesk/ENDO nt + - + + +
S1 kovovy lesk/ENDO nt - - - - -
S2 kovovy lesk/ENDO nt =+ |+ |+ ++ ++
S3 tmax fialova/Endo nt - - - - ;
S4 kovovy lesk/ENDO nt - - - . .
S5 tmax fialova/Endo nt - - - - ;
S6 tmax fialova/Endo nt - - - - B}
17 tmaw fialovd/Endo nt + + +M |-M i
59 tmaw rizova/VRBA nt ++ [+M | ++ + +
64 tmaw rizova/VRBA nt ++ [+ |+ + ;
66 tmaw rizova/VRBA nt - |- ; ] )
93 tmaw rizova/VRBA nt o e N
94 tmaw rizova/VRBA nt ++ |4+ |+ =+ ++
104 leskl&, okrouhla/PCA nt TR [ R I [
148 leskla, okrouhla/PCA nt + |+ |+ + ++
152 tmav rizova/VRBA nt [+ | 4+ + ;

*- kolonie jsou ziskany ze ste&jowzna&eného vzorku,

nt- netestovano, M - matné zéna
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Kmeny H, 59, 152 produkuji pouze mikrocin V. Tytmé&ny nepochazeji ze stejného ob-
dobi ani ze stejného mista zpracovani, coz alelm@yg, Ze ke kontaminaci mohlo dojit
na stejné far Mikrocin V se vyskytoval i spolu s produkci kohé ve vzorcich zakou-
penych od spolmosti Raciola Jehika, a. s. a nezalezi na tom, jestli pochazeji gaéo
obdobi.

Tabulka 4: Uéeni typu kolicinwi mikrocinu
u produknich kmeri

Kolicinogenni|

kmeny koliciny a mikrociny
B’ la

F E5,E9, B, M, Y
D la

E ?

G la, mC7, mV
H mV

I E5, mC7

J Y

L E5, E9, Y

M la

N mC7

©) Y

o} Y

P Y

P’ Y

S2 B,E1l, E7, M
17 la, mL

59 mV

64 la, Y

93 E1,E2,E6,E7,E8mV,mM
94 la

104 E1,E2,E6,E7,E8mV,mM
148 B, M, E1
152 mV

U kmene ozn&ného E nebyl detekovan Zadny z testované sadgirkolti mikrocing.
Tento kmen tedy ize byt producentem kolicinu, ktery nebyl testovébam zatim nebyl

popsan.

Ve dvou gipadech (93 a 104) se stalo, Zze kmeny produkowaiazstejny soubor kolicin

a mikrocinm. Zde existuje moznost, Ze byl izolovan stejny knjelikoz byly izolovany ve



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 30

stejném obdobi, kdy jeStnebylo dohlizeno na striktni o#tbjedné suspektni kolonie

z jednoho vzorku.

V piipadech vyskytu kolicinu Y u kmérO, O” se zjistilo, Ze se jedna o shodné izolay. J
to dale potvrzeno tim, Ze se jedna o kmeny zeéejobdobi a odi byl ztejmé provadn
ze stejného vzorku kete. V této dob nebyl kladen dostatay diraz na odér jednoho
kmene z jednoho vzorku potraviny. U knielR, P” se jedna o obdobniigmd. Coz mze
udavat, Ze ke kontaminaci doSlo na stejné &anebo them zpracovani. Z¢hto divoda

byly kmeny O" a P* wazeny z celkového hodnoceni.

Tabulka 5: Pehled typi kolicini a mikrocini dle zastoupeni
(z celkového p&tu 61 sesbiranych kmaik. coli).

typ kolicinu a mikro- | po¢et kmeri produ- | % zastoupen
cinu kujicich dany typ | daného typu
la I 11,5
B 3 4,9
E1l 3 4,9
E2 2 3,3
E5 3 4,9
E6 2 3,3
E7 3 4,9
ES8 2 3,3
E9 2 3,3
M 3 4,9
Y 6 9,8
mC7 3 4,9
mL 1 1,6
mV 6 9,8
mM 2 3,3

Nejcastji se vyskytoval kolicin la, Y a mikrocin V. s se vyskytovaly koliciny B, E1,
E2, E5, E6, E7, E8, E9, M. Z mikrodirse oldas vyskytovaly C7, L, M. Z testované sady
vSech koliciri a mikrociri se vibec nevyskytovali ColA, Col Ib, ColD, ColE3, ColE4,
ColK, ColL, ColIN, ColS4, ColU, ColJs, Col5, Col1B17, mH47, mJ25.

Bakteriociny grampozitivnich bakterii jsou vyuZiyake konzervaci potravin. N&gstji se
vyuZziva bakteriocin nizin. V s@asné dob je uvaZzovano o vyuziti gramnegativnich bakte-
rii v potravin&skych aplikacich. Uvazuje se o pouZiti koligimbjevuji se totiz vlivy koli-

cini na patogeny. Byla provedena studie stanovugainost kolicinu E1 wci Listeria
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monocytogenes ¢isté kultde a na povrchu potravin dgnych k gimé spatebs (platky
Sunky). Na platky Sunky skladovan# p0 °C bylo aplikovano 10 pg/ml kolicinu E1, ktery
vyznamr snizil istL. monocytogenedo i dni [33].
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ZAVER

E. coli produkuje dva typy bakteriodin Jednim typem jsou koliciny a druhym mikrociny.
Koliciny jsou toxické exoproteiny produkované baldmi celedi Enterobacteriaceae.
Klasifikuji a ozn&uji se na zaklatreceptorové specifity. PCR-typizace byla vyuzita n
uréeni daného typu kolicindi mikrocinu. Kmeny 93 a 104 produkovaly naprostejrst
typy kolicina a mikrocini, coZ je v potu sedmi iznych typ zcela vyjiméné a nelze to
povazovat za nahodui€jmg se jedna o shodny izolat. Dale se nejvice vyslafyokolici-

ny la a Y. Vyskyt mikrocifi nebyl takcasty, nejvice se vyskytovaly ve spojeni s koliciny,
coZ je v @ti pripadech. Pouze mikrocin produkovaly 4 kmeny. Ne\dgl detekovan mik-
rocin V. Celkem bylo testovano 63, prodnkch kmeri bylo 26. V Gvahu bylo brano pou-
ze 61 kmefi a to z dvodu, Ze u dvou kmén(O’, P’) se jednaloiejm¢ o shodné izolaty

s kmeny O, P. Incidence kolicinogenie byla Zji$t 42,6 %, coz udava hodnotu, ktera je

v souladu s ostatnimi publikovanymi vysledky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

SS17

CFU

PCR

DNA

rRNA

AFLP

Shigella sonnel?.

Kolonie tvdicich jednotek.
Vyznam teti zkratky.
Deoxyribonukleova kyselina
ribozomalni ribonukleova kyselina

Polymorfizmus v délce aplifikovanych fragmént
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SEZNAM PRILOH

Rehled testovanych kméma produkci kolicif



PRILOHA P I: P ¥ehled testovanych kmeii na produkci kolicini

indikatory
oznateni | kovovy lesk (Endo) | log CFUE. cali/g kiize [Row [B1 [ P400[{SS17 |o¢
1 + 5,60 - - - - -
2 + 4,70 - - - - -
3 + 4,70 - - - - -
4 + 5,47 - - - - -
5 + 5,18 - - - - -
6 + 4,67 - - - - -
7 + 5,30 - - - - -
8 + 5,33 - - - - -
9 + 5,84 - - - - -
11 - 491 - - - - -
13 - 4,70 - - - - -
14 - 4,97 - - - - -
15 - 4,70 - - - - -
16 - 4,80 - - - - -
17 - 4,82 - - - - -
18 - 4,86 - - - - -
19 - 4,77 - - - - -
20 - 4,81 - - - - -
T1 + nt - - - - -
T3 + nt - - - - -
T4 + nt - - - - -
T5 + nt - - - - -
T6 + nt - - - - -
T7 + nt ++ ++ ++ ++ ++
T8 + nt - - - - -
T9 + nt ++ ++ ++ ++ ++
T11 + nt - - - - -




