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ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou obsazeny téméf ve vSech potravinach rostlinného, ale zejména Zivo-
¢iSného puvodu. Nejcastéji jsou produktem mikrobidlnich dekarboxyldz. Vyskyt biogen-
nich aminl v potravinach miize pfedstavovat zavazné zdravotni riziko pro citlivé konzu-
menty. Redukce mnozstvi biogennich aminii v potravinach je otazkou snizeni ¢i likvidace
dekarboxylaza pozitivni mikroflory. Cilem této prace bylo otestovat potencidl pouziti
gramnegativnich bakteriocinti (koliciny, mikrociny) k redukci biogennich amind v mase.
Koliciny a mikrociny jsou antimikrobialné plsobici proteiny na taxonomicky blizce pii-
buzné bakterie. Nejdiive byl sledovan antimikrobidlni ucinek bakteriocinti na dekar-
boxylaza pozitivni bakterie izolované z masa bazantl. Z tohoto testovani byly vybrany Ctyii
riociny. Bylo zjisténo, ze vzhledem k tomu, Ze gramnegativni bakteriociny neinhibuji do-
state¢né mnozstvi dekarboxyldza pozitivnich kmend a jsou nestabilni pii skladovani

v chladnicce, nejsou idealnim prostiedkem pro redukci biogennich amint v mase.

Klicova slova: biogenni aminy, Escherichia coli, koliciny, maso, redukce

ABSTRACT

Biogenic amines are found almost in all the food of plant, but especially of animal origin.
Most often, they are the product of microbial decarboxylases. The occurrence of biogenic
amines in food can represent a serious health risk to sensitive consumers. The quantity re-
duction of biogenic amines in food is a matter of reducing or eliminating the decarboxylase
and the positive microflora. The aim of this work was to test the potential of using gram-
negative bacteriocins (colicins, microcins) to reduce biogenic amines in meat. Colicins and
microcins are antimicrobially active proteins which affect taxonomically closely related
bacteria. The first thing being done was monitoring the antimicrobial effect of bacteriocins
on the decarboxylase and the positive bacteria from pheasant meat. From this testing, four
strains of E. coli with the widest spectrum of effect were selected, from which the crude
bacteriocins were isolated. It was found that since gram-negative bacteriocins do not inhibit
sufficient amount of decarboxylase positive strains and are unstable when stored in the

refrigerator, they do not serve as an ideal way of reducing biogenic amines in meat.

Keywords: biogenic amines, colicins, Escherichia coli, meat, reduction
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UvVOD

Biogenni aminy jsou organické dusikaté latky odvozené od aminokyselin. Vyskytuji
se v bunkach rostlin i Zivoc¢icht, kde zajist'uji fadu dilezitych funkci. Ve velkém mnozstvi
mohou pusobit az toxicky. Biogenni aminy jsou obsazeny prakticky ve vSech potravinach,
jelikoz jsou pfirozenou soucasti zivoc¢icht 1 rostlin. Vice se nachazeji v zivocisnych potra-
vinach, kde vznikaji z bilkovin piisobenim dekarboxyldz mikroorganismi. Ve vyssi mife
vznikaji pfi vyrobé a skladovani fermentovanych potravin. Pfi vyrobé téchto potravin se
totiz vyuzivd mikroorganismi s dekarboxyldzovou aktivitou. Vyskyt biogennich amint
v potravinach, zejména histaminu a tyraminu, mize piedstavovat zdvazny zdravotni pro-
blém pro citlivé osoby. Redukce mnozstvi biogennich amind v potravindch je otazkou sni-
zeni ¢i likvidace dekarboxyldza pozitivni mikroflory. Existuji rizné moznosti, jedna z nich
je aplikace bakteriocinii. Gramnegativni bakteriociny (koliciny, mikrociny) jsou antimikro-
bidlni proteiny produkované bakterii Escherichia coli. Koliciny zabijeji citlivé bakterialni
bunky kmenti taxonomicky blizce piibuznych bakterii Escherichia coli. Do této oblasti

patii také fada mikroorganizmi s dekarboxyldzovou aktivitou izolovanych z potravin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA KOLICINU

1.1 Bakteriociny

Bakteriociny jsou ribozomaln¢ syntetizované antimikrobialni peptidy bakterii, které mohou
zabijet nebo inhibovat bakterialni kmeny, které jsou blizce ptibuzné produkénimu kmenu.
Produk¢éni kmen sam sebe neposkozuje diky ochrané imunitnimi proteiny, které¢ si sam
produkuje. Bakteriociny se stavaji jednou ze zbrani proti mikroorganismim diky jejich
velké rozmanitosti struktury a funkce, a jejich schopnosti byt stabilni pti vysSich teplotach.
Mnoho nedévnych studii identifikovalo bakteriociny, které 1ze pouzivat pfi potravinadiskych
technologiich, jejichz cilem je prodlouzit dobu konzervace potravin, 1é¢it choroby zptso-
bené patogeny, 1éCit rakovinné onemocnéni a celkové udrzovat zdravi ¢lovéka. Proto
se bakteriociny mohou stat ndstupci antibiotik a vyfeSit problém s narlstajici rezistenci

¢lovéka na antibiotika (Yang a kol., 2014).

V soucasné dobé¢ jsou definovany tfi zakladni skupiny bakteriocintl, a to koliciny, mikroci-
ny a korpuskularni bakteriociny. Pouze dva typy bakteriocinti jsou produkovany E. coli

a to jsou koliciny a mikrociny (Gordon a kol., 2006).

1.2 Koliciny

Kolicinogenie je produkce specifickych baktericidnich proteini -kolicind- bakteriemi
Escherichia coli a ptibuznych druht z Celedi Enterobacteriaceae. Jsou kodovany Col
plazmidy. Koliciny zabijeji bakteridlni buiiky kment patficich do stejného ¢i ptibuzného
rodu a druhu. Diky této schopnosti maji koliciny uzké spektrum antimikrobialnich G¢inkt

(Smarda a Obdrzalek, 2001; Smarda a kol., 2007).

Prvni kolicin byl identifikovan v roce 1925 (Gratia) jako tepelné labilni produkt pfitomny
v kulturach E. coli. Dale byly charakterizovany dalsi fady kolicinli produkovanych riznymi
kmeny enterické skupiny bakterii (E. coli, Shigella a Citrobacter). V roce 1946 Gratia
a Fredericq prokézali proteinovou povahu a specificnost spektra t€inku kolicinti (Cascales

a kol., 2007).

Od té doby mnoho autorti zvetejnilo své vyzkumy o vyskytu kolicinogennich kment lid-
ského ptivodu a 1 dalSich kmeni z piibuznych druhti Enterobacteriaceae. Tato data se vel-

mi lisila. Siroka variace udajli o vyskytu kolicint byla zptisobena riznymi metodami a od-
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liSnymi indika¢nimi systémy, coz vedlo k riznorodym vysledkiim. Ekologicky vyznam
kolicinogenie je do urcité miry neznamy. Obecné se veéti tomu, ze koliciny se U€astni intra-
specifické nebo mezidruhové konkurence v mikrofléfe tlustého stfeva. AvSak obecnou
schopnost kolicinli plsobit na obsah tlustého stfeva nebyl doposud prokazan. Escherichia
coli byla popsana v moCovém traktu u potkanii. Proto se zda byt uzite¢né sledovat vyskyt
kolicinogenie u piipadd, u kterych se lisi tzv. patologické podminky. V tlustém stfevé paci-
entl trpicich kolorektalnim karcinomem je incidence kolicinogennich kment Escherichia
coli vyznamné snizena na 46,9 % ve srovnani s normalnim stavem tlustého stfeva
(63,8 %). Kromé toho byl pokles zaznamenan 1 u osob trpicich na nespecifické zanéty strev
a to napt. u Crohnovy nemoci na 58,7 %. Pfesto nebylo nalezeno zadné spojeni mezi kli-

nickym stavem pacienta a kolicinogenii (Smarda a Obdrzalek, 2001).

1.3 Mikrociny

Mikrociny jsou nizkomolekuldrni ribozomélné syntetizované hydrofobni antimikrobidlni
peptidy (<10 kDa) a jsou velikostné¢ mensi od kolicini. Mikrociny jsou produkovany jako
prekurzorové peptidy. Mikrocinové prekurzory mohou, ale nemusi, podstoupit post-
translacni modifika¢ni proces v pribéhu zrani na aktivni mikrocin. Mikrociny jsou pie-
vazné produkovany bakteriemi z Celedi Enterobacteriaceae, které vykazuji vysokou tole-
ranci vuci teplu, extrémnimu pH a protedzam (Rebuffat, 2012). Baktericidni mechanismy
mikrocinil jsou rizné, vcetné typu tvoriciho pory, nukledzového typu, jako jsou funkce
DNazy a RNazy, a inhibitory syntézy proteini nebo replikace DNA (Cascales a kol., 2007;
Yang a kol., 2014).

Mikrociny jsou klasifikovany jako dvé kategorie (Tab. 1) podle molekulovych hmotnosti,
disulfidovych vazeb ve struktufe a posttranslacnich modifikaci. Mikrociny tfidy I jsou mi-
krociny, které maji nizkou molekulovou hmotnost (<5 kDa) a jsou to posttranslaéné¢ modi-
fikované peptidy s nizkou molekulovou hmotnosti (<5 kDa). Molekulovd hmotnost mikro-
castic tfidy II je vétsi (5-10 kDa) neZz u mikrocind tfidy I. Mikrociny tfidy Il 1ze dale rozdé-
lit do dvou podtiid, vcetné tfid Ila a IIb. Mikrociny tiidy Ila vyzaduji tfi riizné geny
pro syntézu a sestaveni funkc¢nich peptidi. Mikrociny tfidy IIb jsou linedrni peptidy
s posttranslacnimi modifikacemi nebo bez nich na C-konci (Cascales a kol., 2007; Yang

a kol., 2014).
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Tab. 1. Klasifikacni schéma pro gramnegativni mikrociny (upraveno a prevzato z: Yang

a kol., 2014).

) ] B17 3094 E. coli
Peptidy s nlz'kou molekulovou C7/C51 1177 E coli
hmotnosti (<5 kDa), post- -
Y i X D93 <1000 E. coli
translaéné modifikované
J25 2107 E. coli
Vétsi (5-10 kDa) peptidy, s post-
transla¢ni modifikacemi nebo
bez nich
VyZaduji vice ne? jeden gen pro L 3884 E. coli
syntézu a sestaveni funkcnich Vv 8741 E. coli
peptidd N/24 7274 E. coli
Klebsiella
inearni i - E492 7886
Lllnevar’nl p‘;‘_’;fy s pot::t b pneumoniae
trans acnl'mo ifikaci .ne o bez M 7284 E coli
ni na C-konci -
H47 4865 E. coli
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2 STRUKTURA A FUNKCE KOLICINU

Vsechny koliciny maji stejny typ organizace, ktery je v souladu s jejich u¢inkem. Standard-
ni sekvence funk¢énich domén vSech molekul je od N’'(amino) az do C’(karboxy) konce.
Koliciny jsou usporadany do tii specifickych domén: N-koncova translokacni doména (T),
ktera se podili na pienosu kolicinu pfes vnéjsi membranu transloka¢nim proteinem, cen-
tralni receptorovou doménou (R), kterd se vdze na receptor bakteridlni vnéj$i membrany,
a C-koncova cytotoxickd doména (C), kterd ma antibakterialni G€innost. Pro vykonani je-
jich ptsobeni musi koliciny pifekrocit fyzickou bariéru, vnéjSi membranu
s lipopolysacharidovymi molekulami na vnéjS$im povrchu jeji dvojvrstvy a jejimi malymi
pory, a musi byt prevzata citlivymi buitkami. Koliciny tedy vyvinuly mechanismus parazi-
tismu multiproteinového systému pouzivaného citlivymi bunkami pro dulezité biologické
funkce. Byly popsany dva odlisné, ale homologni translokac¢ni systémy, systémy Ton a Tol

(Cursino a kol., 2002; Cascales a kol., 2007).

Tyto dva systémy jsou také parazitovany fagy k infikovani bakterii. Pro injektovani jedno-
vlaknové DNA skrze obal gramnegativnich bakterii pouZzivaji vlaknité bakteriofagy protein
g3p, ktery interaguje s koncem konjugacniho pilu a vyZaduje systém Tol k dalsi translokaci
jednovldknové DNA skrze bunéény obal. Stejné jako kolicin, g3p nasleduje dvoustupiiovy
proces importu, ktery zahrnuje vazbu receptoru a translokaci v membrang. Na druhou stra-
nu fagy T1 a 80 pouzivaji vnéj$i membranovy ferrichromreceptor Fhu a Ton systém vné&jsi
membrany. Nicméné fagové proteiny interagujici se systtmem Ton jsou Spatné popsany.
Zatimco fagové bunky interaguji s bakteriemi pro injekci jejich genomu a pro mnoZeni,
kolicin zabijeji vnimavé bakterie béhem tietiho kroku plisobenim bud’ nukledzovou aktivi-
tou nebo tvorbou porti v cytoplazmatické membrané€. Systém Ton (Obr. 1) je tvofen tfemi
vnitfnimi membranovymi proteiny TonB, ExbB a ExbD, zatimco systém Tol obsahuje
stejné topologie a lokalizace TolA, TolQ a TolR plus periplazmaticky protein TolB. Zahr-
nuje také Pal, vn&j$i lipoprotein zakotveny v membrané, ktery se zda byt nepotiebny

pro pienos kolicinil a fagh (Cascales a kol., 2007).
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Obr. 1. Tol a Ton- B translokacni systémy (Upraveno a prevzato z: Bene-

detti a Geli, 1996).

Koliciny jsou rozdéleny do 2 skupin: skupiny A a B (Tab. 2). Skupiny A kolicinil pouZivaji
Tol systém a koliciny skupiny B pouZivaji Ton systém k proniknuti pfes vnéj$i membranu
citlivych bakterii. Obecné plati, Ze koliciny skupiny A jsou kdédovany na malych plazmi-
dech s lytickym genem a mohou byt uvoliiovany z bakterii, zatimco koliciny skupiny B

jsou kédovany na velkych plazmidech bez lytického genu (Yang a kol., 2014).
Podle letalniho tc¢inku se koliciny rozdéluji:

¢ na koliciny tvofici pory: tvorba porii nebo kanald ve vnitini membrané zptisobuje
unik cytoplazmatickych sloucenin, destruktivni elektrochemicky gradient, ztraty
iontll a bunécné smrti.

¢ na koliciny typu nukledzy: koliciny obsahujici DN4zu, 16S rRNéazu a tRNazu k ne-
specifické digesci DNA a RNA bakterii.

e na peptidoglykanazovy typ kolicini: tyto proteiny mohou $tépit peptidoglykanovy

prekurzor, coz vede k neschopnosti syntetizovat peptidoglykan a bakterialni smrt

(Cascales a kol., 2007; Yang a kol., 2014).
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Tab. 2. Klasifikace kolicinii ruznych translokacnich systémii: Tol- a Ton- v E. coli (uprave-

no a prevzato z: Smarda a Smajs, 1998).

Molekulova
Antibakterialni hmotnost
Koliciny | aktivita Receptor | Translokator (Da) Produkéni kmen
A tvorba pord BtuB OmpF, TolABQR | 62989 Citrobacter freudii
E1l tvorba pord BtuB TolC, TolAQ 57279 Escherichia coli
OmpAF,
K tvorba pord Tsx TolABQR 59611 Escherichia coli
N tvorba pord OmpF OmpF, TolAQR 41696 Escherichia coli
S4 tvorba pora OmpW OmpF, TolABQR | 54085 Escherichia coli
U tvorba pora OmpA OmpF, TolABQR | 66289 Shigella boydii
Serratia
28b tvorba pora OmpA OmpF, TolABQR | 47505 marcescens
. Escherichia coli
E2 Dnaza BtuB OmpF, TolABQR | 61561 ] )
Shigella sonnei
E7 Dnaza BtuB OmpF, TolABQR | 61349 Escherichia coli
E8 Dnaza BtuB OmpF, TolABQR | 70000 Escherichia coli
E9 Dnaza BtuB OmpF, TolABQR | 61587 Escherichia coli
E3 16S rRNaza BtuB OmpF, TolABQR | 57960 Escherichia coli
E4 16S rRNaza BtuB OmpF, TolABQR | ND Escherichia coli
E6 16S rRNaza BtuB OmpF, TolABQR | 58011 Escherichia coli
DF13 16S rRNaza IutA OmpF, TolAQR 59293 Escherichia coli
. Escherichia coli
E5 tRNaza BtuB OmpF, TolABQR | 58254 ] )
Shigella sonnei
Molekulova
Antibakterialni hmotnost
Koliciny | aktivita Receptor | Translokator (Da) Produkéni kmen
B tvorba porl FepA TonB-ExbBD 54742 Escherichia coli
la tvorba pord Cir TonB-ExbBD 69429 Escherichia coli
Ib tvorba pérd Cir TonB-ExbBD 69923 Escherichia coll
Shigella sonnei
TolC, TonB-
5 tvorba pord Tsx ExbBD 53137 Escherichia coli
TolC, TonB-
10 tvorba pord Tsx ExbBD 53342 Escherichia coli
D tRNaza FepA TonB-ExbBD 74683 Escherichia coli
Peptidoglykana-
M za FhuA TonB-ExbBD 29453 Escherichia coli
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2.1 Produkce kolicinu

Za béznych podminek je produkce kolicinll velmi mald, coz neplati pfi stresovych situacich
jako je napf. nedostatek Zivin, kysliku, nebo pii poskozeni DNA, kdy se produkce kolicinu

podstatné zvysi a dojde k tzv. SOS odpovédi (Gillor a kol., 2005; Braun a kol., 1994).

Tato reakce vede k aktivaci proteazy RecA, ktera degraduje protein LexA. LexA je tran-
skripéni represor, ktery potlacuje gen odpoveédi SOS kodujici primérné DNA polymerazy.
DNA poskozujici ¢inidla vedou k velmi vysokym hladindm syntézy kolicinil a naslednému

usmrceni bunék (Spangler a kol., 1985).

Produkéni buiiky produkuji na ochranu pted vlastnimi koliciny specifické imunitni protei-
ny, které jsou schopny koliciny inaktivovat (Kleanthous, 2010). Citlivy kmen je takovy,
ktery mé protein pro rozpoznavani kolicini a proteinovy systém translokatori, kterymi jsou
koliciny transportovany do bakterie a zpusobuji jeji smrt. U konkrétniho kolicinu jsou ne-
receptorové proteinové bakterie klasifikovany jako rezistentni kmeny. Bakterie s deficienci
translokac¢niho proteinového systému jsou klasifikovany jako tolerantni kmeny, a ty, které
produkuji imunitni proteiny, jsou klasifikovany jako imunni kmeny. Rezistentni, tolerantni

a imunni kmeny bakterii nejsou zabity odpovidajicimi koliciny (Yang a kol., 2014).

2.2 Mechanismus piuisobeni

Nejcéast¢jsim mechanismem je tvorba iontovych kanalti v plazmové membrané (tvorba po-
ri), coz vede k depolarizaci membrany. Otevirani pori také vyvolava fosfat a nckdy
K+eflux, coz vede k vyCerpani cytoplazmatického ATP. Mén¢ Castd je aktivita nukledzy
kolicind, kterd mize byt zamétena proti chromozomalni DNA (pisobici jako nespecificka
DNA endonukledza) nebo specifickou endonukledzu proti 16S-rRNA. Nejméné se vysky-
tuje rozklad, ktery katalyzuje hydrolyzu vazby B-1,4 mezi N-acetylglukosaminem a N-
acetylmuramovou kyselinou v glykanové kostfe stény bakteridlni buniky nebo inhibici syn-
tézy peptidoglykanu nebo mureinu na sténé€, coz vyvolava tvorbu sféroplastli a nasledné

bunécnou lyzi (Cursino a kol., 2002).
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3 VYUZITI KOLICINU

Koliciny jsou pouzivany ve farmaceutickém primyslu. V soucasné dobé¢ se koliciny zac¢ina-

ji pouzivat k 1€¢katrskym uceliim (Yang a kol., 2014).

3.1 Probiotika

Termin "probiotikum" je odvozen z feckého slova pro bios, coz znamena "pro Zivot" nebo
"na podporu zivota". Probiotikum je obecné povazovano za podporu rovnovahy stifevni
mikroflory a zvySeni zdravotnich pfinost. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) definu-
je probiotka jako "Zivé mikroorganismy, které se pti podavani vhodnych mnozstvi, ptinase-
ji hostiteli zdravotni pfinos". Mnoho antibakterialnich latek, jako jsou bakteriociny, mastné
kyseliny s kratkym fetézcem a peroxid vodiku jsou produkované probiotiky pro inhibici
gastrointestinalnich mikroorganismil nebo patogeni. V soucasné dob€ se mnoho probiotik
pouziva v kazdodennim zivoté, véetné BMK, nepatogenni Escherichia coli, bacill a kvasi-
nek. Cisténé bakteriociny nebo probiotika produkujici bakteriocin mohou sniZit poéet pa-
togenti nebo zménit slozeni stfevni mikroflory u zvifecich jedincti jako jsou mysi, kufata
a prasata. Kolicin Ib, E1 a mikrocin C7 z kmene Escherichia coli H22, maji schopnost
inhibovat rist patogennich nebo nepatogennich bakterii Enterobacter, Escherichia, Kleb-
siella, Morganella, Salmonella, Shigella a Yersinia. Kmen Escherichia coli H22 ukézal
schopnost redukce populace Shigella flexneri 4 na nezjisténé urovné ve stolici mysi po 6ti
dennim peroralnim ockovani. Vysledky ukézaly, Ze bakteriocinogenni kmen E. coli H22
ma potencidl byt pouzit jako probiotikum pro hospodaiska zvitata a lidi (Yang a kol., 2014;
Cursino a kol., 2006).

V jedné ze studii bylo izolovano Sest riznych plazmida kédujicich bakteriociny, vcetné
kolicinii A, E1, E2, E7, K a N za uéelem transformace do E. coli. Ctyfi tydny staré mysi
byly naoCkovany kontrolnim kmenem E. coli, nebo jednim ze Sesti kolicinogennich kmenti
E. coli. Po dobu 112 dnti bylo sledovdno mnozZstvi fekalni bakterii v mySich vykalech. Ko-
licinogenni G€inek E. coli byl po 112 dnech vyznamné vyS$i neZ u kontrolni E. coli. Vy-
sledky ukazuji, Ze vyroba bakteriocini miize hrat roli pifi kolonizaci E. coli

v gastrointestinalnim traktu (Gillor a kol., 2009).
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3.2 Lécba onemocnéni zplisobené patogennim mikroorganismem

Od prvniho objevu antibiotika penicilinu v roce 1928 Alexandrem Flemingem, bylo mnoho
antibiotik aplikovano na 1é¢bu onemocnéni zplisobeného patogennim mikroorganismem.
Antibiotika byla nejprve schvalena Utadem pro potraviny a 1é&iva v roce 1951 a poté pou-
zivana v krmeni zvitat, coz vyznamné snizilo poc¢et umrti na bakterialni infekce. Nicmén¢,
po Case nastal problém s rezistenci na urcité léky. Bakteriociny jsou schopny eliminovat
vyznamné patogeny zvifat a rostlin, jako je napt. E. coli produkujici Shiga toxiny (STEC),
enterotoxigenni E. coli (ETEC), methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA),
VRE, Agrobacterium a Brenneria spp. Bylo zjisténo, ze 20 druhi E. coli mize produkovat
kolicin, ktery je schopen inhibovat pét druhid E. coli produkujicich Shiga toxin (026,
0111, 0128, 0145 a O157). Tyto kmeny E. coli mohou zplisobovat prijjem a hemolyticko-
uremicky syndrom u lidi. V simulovaném prostiedi hovéziho dobytka, koliciny E1, E4, E8-
J, K a S4 produkované E. coli, mohou vyrazn¢ inhibovat rist STEC (Yang a kol., 2014).
Profylaktické pouziti antibiotik v zivocisném zeméd¢lstvi je v soucasné dobé podrobné
zkoumano kvili obavam ohledné jeho role v pfispivani k rezistenci vii¢i antibiotikiim. Ta-
to kontrola vedla k vétsi regulaci uzivani antibiotik u zvitat. Proto je dulezité zkoumat al-
ternativy na konven¢ni antibiotika ke zlepSeni zdravi zvitat. Byl vyuZit purifikovany koli-
cin E1 a kolicin N pro ucinnou inaktivaci kmenii ETEC F4 (K88) a F18 in vitro, které zpti-
sobovaly prijem selat po odstaveni. Kromé toho byly purifikované proteiny kolicinu E1
smichany s dietnim pfijmem mladych prasat. Vysledky ukazaly snizeni vyskytu prijmu

po odstavu. Rist prasat se tak zlepsil (Stahl a kol., 2004).

3.3 Lécba rakoviny

Béhem uplynulého pulstoleti se rakovina stala vadznym problémem lidského zdravi.
Pti rakovinové terapii nékteré vyzkumy potvrzuji aktivitu bakteriocin proti nadorovym
bunkam. Nékteré bakteriociny inhibovaly rist jedné lidské standardni fibroblastové linie
a 11 lidskych nadorovych bunéénych linii. Inhibi¢ni G€inky kolicinli na eukaryotické bu-
nécné linie (vEetné naddorovych) se 1i8i a jsou specifické, podobné jako jejich baktericidni
ucinky. Naopak, uc¢inek kolicinu U RNA4zy, ktera tvofi pory, nevykazovala tuto schopnost
inhibice rustu. Kolicin D, E2 a E3 a kolicin A tvofici pory by mohly inhibovat zivota-
schopnost mysich leukemickych bunék. Absence kolicinogenni E. coli mize byt jednim

z faktorii pfispivajici ke vzniku a vyvoji kolorektalniho karcinomu (Chumchalova a Smar-
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da, 2003). Byla izolovana E. coli z vykali u 77 pacient s kolorektalnim karcinomem,
kde 32 pacientli mélo E. coli produkujici bakteriociny. Ve vykalech 160 zdravych lidi mélo
102 lidi kmen E. coli, ktery produkoval bakteriociny. Koliciny mohou mit potencial mo-
derniho 1é¢iva proti rakoviné (Yang a kol., 2014; Bures a kol., 1986).
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4 BIOGENNI AMINY V POTRAVINACH

4.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou organické slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti produkované
v biologickych systémech enzymatickou dekarboxylaci ur¢itych aminokyselin (napf. his-
tamin). Biogenni aminy (BA) jsou pfirozenymi antinutricnimi faktory a jsou
z hygienického hlediska dilezité, nebot’ zpiisobuji otravy potravinami a jsou schopné vyvo-
lat rizné farmakologické reakce. Tryptamin, tyramin, spermin, spermidin, putrescin, ka-
se v potravinach. Analyza BA je dulezita kviili jejich toxicit€ a jejich pouziti jako indikéto-
i stupné Cerstvosti. Pro stanoveni biogennich aminii je vyvinuto nékolik metod (Alvarez

a kol., 2014).

Schopnost mikroorganismti dekarboxylovat aminokyseliny je vysoce proménna, Casto je
specificka pro kmen a proto detekce bakterii, které maji dekarboxyldzovou aktivitu, je di-
lezita pro odhad pravdépodobnosti, Ze potraviny obsahuji BA a pro zabranéni jejich aku-
mulaci v potravinafskych produktech. ZlepSeni znalosti o faktorech spojenych se syntézou

a akumulaci BA by navic mélo vést ke snizeni vyskytu v potravinach (Onal, 2006).

4.2 Vyskyt biogennich aminii

Nizké koncentrace biogennich aminli jsou pfirozenymi vlastnostmi fady potravin, jako je
ovoce a zelenina, kde jsou pfitomny jako pfirozené latky metabolickych drah.
V potravinach a napojich se tvoii enzymy surové nebo jsou generovany mikrobialni dekar-
boxylaci aminokyselin béhem starnuti a skladovani. Nejvic dulezitymi BA, které se vysky-
tuji v potravindch a napojich jsou histamin, tyramin, tryptamin, putrescin, kadaverin, sper-
midin, spermin a B-fenylethylamin. Mohou byt detekovany, jak v surovém, tak i ve zpraco-
vaném jidle. Velmi Casto souvisi jejich vyskyt s procesy kazeni a fermentace (Stadnik

a kol., 2009; Silla Santos, 1996).
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4.2.1 Biogenni aminy ve vinu

Ve viné bylo identifikovano vice nez 20 riznych amint a jejich celkova koncentrace byla
v rozmezi od nékolika malo mg/1 az ptiblizn¢ 50 mg/l v zavislosti na kvalité vina. Podobné
BA byly rovnéz popsany u ciderti. Proménlivost obsahu amint ve viné lze vysvétlit na za-
klad¢ rozdilu ve vinafskych procesech, ¢asu a podminkach skladovani, kvality suroviny
a moznosti mikrobialni kontaminace béhem vinai'skych operaci. BA ve vin¢ mohou mit
dva riizné zdroje: suroviny a fermentaCni procesy. Nekteré aminy se nachazeji jiz
v hroznech, jmenovité histamin a tyramin. V mensich mnozstvich jsou pfitomny i kadave-
rin a fenylethylamin. Putrescin a kadaverin jsou obvykle spojeny se §patnymi hygienickymi
podminkami u hrozni. MnoZzstvi amint je piisn€ spjato s mikroorganismy, ale také s ami-
nokyselinovym sloZzenim vina po alkoholovém kvaseni (Spanno a kol., 2010; Lonvaud-

Funel, 2001).

4.2.2 Biogenni aminy v pivu

Udaje o hladinach BA ve sladu, chmelu, nebo derivatech chmelu a také u kvasnic jsou
velmi omezené. Ve vodé by nemély byt pfitomny Zadné BA. Putrescin, agmatin, spermidin
a spermin jsou pfitomny ve sladu kvasnic a ve sladu na vysSich irovnich nez u chmele.
Vzhledem k nizké hladin€é chmele a kvasnic v pivu, je nejvétsim zdrojem BA slad (Kala¢

a kol., 2009).

4.2.3 Biogenni aminy v mléénych vyrobcich

Mlécné vyrobky jsou diilezitou slozkou stravy lidi po celém svéte. Jejich soucasna spotieba
je poméerné vysokd a ocekdva se, Ze béhem pitistich dvou desetileti se bude trvale zvySovat.
Proto se predpoklada, ze poskytovani zdravych a bezpe¢nych mléénych vyrobki spotiebite-
um pro rist prakticky vSech mikroorganismi, které produkuji toxické metabolity. Hlavnimi
aminy ve zralych syrech byly tyramin, kadaverin a putrescin. Nejvyssi koncentrace tyrami-
nu byla zjisténa u syrového mléka, zatimco modry syr mél nejvyssi hladinu kadaverinu.
Nezralé syry lze povazovat za dobfe snaSené produkty u jedinct citlivych na histamin

a tyramin (Benkerroum, 2016).
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4.2.4 Biogenni aminy v mase a masnych vyrobcich

Maso a masné vyrobky ¢asto obsahuji BA. Nejvice pfevladajici biogenni aminy jsou tyra-
min, kadaverin, putrescin a také histamin. Vysoky obsah sperminu je obvykly u masa tep-
lokrevnych zvitat obvykle v rozmezi 20 az 60 mg/kg. Nekteré aminy jako tyramin, pu-
trescin a kadaverin se mohou vytvorit béhem skladovani masa. Koncentrace tyraminu
u hovéziho masa byla nejvétsi na povrchu masa a miize se snizovat promytim. Fermento-
vané masné vyrobky predstavuji jednu z potravin, ve kterych jsou zna¢né¢ mnozstvi biogen-
nich amint jako disledek pouziti nekvalitnich surovin, kontaminace a nevhodnych podmi-

nek béhem zpracovani a skladovani (Stadnik a kol., 2010; Ruiz-Capillas a kol., 2005).

4.3 Moznosti redukce biogennich amintu v potravinach

Aditiva a konzervaéni latky mohou omezit tvorbu biogennich aminli ve vyrobcich, jako
je makrela, inhibici r@stu bakterii. Sorban sodny miize omezit tvorbu histaminu. Kyselina
citronovd, kyselina jantarovd, D-sorbitol a kyselina jablecnd inhibuji dekarboxyldazovou
aktivitu a vyslednou tvorbu histaminu u makrely skladované 10 dni pi1 25 °C. Kyselina
citronova pouzita béhem skladovani zeli snizuje obsah biogennich amind. Sorban draselny
prodluzuje zivotnost moiskych plodii a v kombinaci s kyselinou askorbovou vykazuje vy-
znamné snizeni produkce BA v klobadsach. Mezi dalsi latky sniZujici mnoZstvi histaminu
a putrescinu v mase patii dusitan sodny a dusicnan. Pfirozené se vyskytujici specifické
inhibi¢ni latky v kofeni mohou také snizovat BA v potravinach. Mezi takové latky patii
kurkumin (kurkuma), kapsaicin (€erveny pepi) a piperin (¢erny pepi). Nevyhodou téchto
latek je zna¢na ztrata ucinnosti, kterd nastdva béhem vareni. Dale se patii ¢esnek, Cervena

paprika, hiebicek, zelena cibule a skofice (Naila a kol., 2010).

Produkce histaminu v syrech souvisi s faktory, jako je dostupnost substratu, pH, koncentra-
ce soli a teplota. Spravna skladovaci teplota je pravdépodobné nejdilezitéjSim zpisobem
prevence. Uroven pH je dilezitym faktorem ovliviiujici aktivitu aminodekarboxylazy

(Silla Santos, 1996).

Vysoky hydraulicky tlak (VHT) je metoda konzervace, ktera poskozuje bunky mikroorga-
nismi a zpiisobuje tak inaktivaci buniky. VHT prodluzuje trvanlivost pfi zachovani ptivod-
ni chuté a vlastnosti potraviny. Potraviny oSetiené VHT metodou jsou komercné dostupné

v USA (ustfice), Japonsku (ovocny dzem) a Spanélsku (vafend $unka). VHT byl pouzit
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na spoustu dalSich potravin jako syry, klobasy, ryby a kysané zeli. Pokud se VHT pouziva
na surovinu nebo na konecné vyrobky, mulze snizit pocet bakterii produkujici BA.
Pti aplikaci VHT na maso pro vyrobu klobas, se zpomalila tvorba putrescinu a kadaverinu.

Inhibice zavisi na trovni pouzitého tlaku (Naila a kol., 2010).

Mnohé kmeny BMK se pouzivaji jako vychozi kultury v nékolika fermentovanych potravi-
nach a napojich. Obecné plati, ze vybér startovacich kultur je zasadni pro zajisténi kvality
konec¢nych produktii. Z tohoto divodu by neschopnost tvotit BA méla byt dulezitym krité-
riem pii vybéru pocatecnich kultur pro vyrobu. Ockovani startovacimi kulturami, které
nejsou schopné produkovat BA, se tudiz daji povaZovat jako snaha redukovat BA

v potravinach (Spanno a kol., 2010).

V potravinafstvi se pouziva baleni vyrobkl do prostfedi plynné smési. To mize zpomalit
produkci BA v dasledku inhibice mikroorganismti nebo enzymt produkujicich BA. Ukaza-
lo se, ze histamin je vice u¢inny v nepfitomnosti kysliku, zatimco histamindza, ktera oxidu-
je histamin, je ucinné&jsi v pritomnosti kysliku. Toto zjisténi zpusobilo, ze se diky schop-
nosti obou bakterii tvofit BA, bude Spatn¢ hledat feSeni, které by zajistilo snizeni tvorby

BA (Naila a kol., 2010).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této prace bylo sledovat antimikrobidlni G€inky bakteriocinti na bakterie produkujici

vvvvv

ni na dekarboxyldza pozitivni kmeny, z nich byl pfipraven surovy kolicin a urcen jeho po-

tencial pro redukci bakterii produkujicich biogenni aminy v potravinach.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Material

6.1.1 Seznam bakterialnich kmenu

Celkem bylo pouzito 55 bakteridlnich kmenti zahrnujici Escherichia coli, Klebsiella oxy-
toca, Serratia marcescens, Aeromonas sp., Pantoea sp., Leclercia adecarboxylata, Acine-
tobacter Iwolffii, Pantoea agglomerans, Yersinia enterocolitica, Ewingella americana, Ser-
ratia liquefaciens a Moellerella wisconsensis. Z toho 25 kment byly izolaty z kufat, které
byly ziskany z kufeciho masa zakoupeného v maloobchodni siti v oblasti Zlinského kraje
v letech 2006-2014 a 8 kmenil bylo ziskéno z bazantiho masa z izemi Moravy v roce 2010
(Tab. 3). Zbylych 22 kmena byly izolaty z bazanti (Tab. 4) z Gzemi Moravy ziskané
v letech 2010-2014.

Dale byly pouzity indikatorové kmeny E. coli (Row, P400, B1, o) citlivé ke vSem typiim
kolicind a mikrocind, které byly ziskany ze sbirky Biologického ustavu, Lékarské fakulty

Masarykovy univerzity v Brng.

6.1.1.1 Kmeny produkujici a potencidlné produkujici bakteriociny

V této préci bylo pouzito 33 bakteridlnich kmenii izolovanych z kufat a bazantii. Tyto izo-
laty jsou producenty nebo potencidlnimi producenty bakteriocinli. Kmeny byly ziskany
ze sbirky Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi, Fakulty technologické UTB

ve Zliné.

Tab. 3. Seznam kmenii izolovanych z kurat (K) a bazanti.

Cislo kmene Identifikace Bakteriociny
K2 Klebsiella oxytoca ?
K3 Serratia marcescens ?
K4 Serratia marcescens ?
K13 Aeromonas sp. ?
K26 Pantoea sp. G21 ?
K30 Pseudomonas sp. ?
K31 Pantoea sp. G21 ?
K33 Enteric Group 69 ?
K34 Aeromonas sp. ?
K35 G-fak.anaerobni tycka fermentujici OXI- ?
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K40 Leclercia adecarboxylata ?

K59 Escherichia coli mV

K63 G-fak.anaerobni tyCka fermentujici OXI- ?

K64 Escherichia coli Ia, Y

K88 Yersinia enterocolitica ?

K89 Klebsiella sp. ?

K92 Escherichia coli U,Y, E8

K93 Escherichia coli ES8

K94 Escherichia coli E7, mC7

K95 Escherichia coli El,E7,M

K97 Serratia sp. ?

K98 Klebsiella sp. ?

K99 Escherichia coli E7, E8

K102 Escherichia coli Ia, mC7, mV

K104 Escherichia coli Ia

222 Escherichia coli B, M, Ia/Ib,mB17,mV
225 Escherichia coli E1l, B,M,la/Ib,mB17
229 Escherichia coli B,M,la/Ib,mB17
230 Escherichia coli B.M,mB17

273 Escherichia coli B,M, Y, Ib, mV
S7 Escherichia coli E1, cea2, Ia/lb

S31 Escherichia coli mB17,E1,Ib, M, Y
S32 Escherichia coli mB17,E1,B,M, Y

? — potencialni producent antimikrobidlnich latek

6.1.1.2 Dekarboxylaza pozitivni kmeny

V této praci bylo pouZito 22 bakteridlnich kment izolovanych z baZantl, které produkuji
biogenni aminy. Kmeny byly ziskany ze sbirky Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho pro-

stiedi, Fakulty technologické UTB ve Zling&.

Tab. 4. Seznam dekarboxylaza pozitivnich kmenii izolovanych z bazantu a jejich produkce

BA.

Cislo . Biogenni aminy (mg/l)
Identifikace
kmene HIS TYR PUT KAD
B1 Escherichia coli ND ND 31,43+0,47 | 43,02+1,05
B6 Escherichia coli ND ND 47,49+1,18 | 66,83+0,52
B7 Escherichia coli ND 5,49+0,24 ND ND
B9 Escherichia coli 1,36+0,01 ND 37,75+£1,48 | 63,35+0,93
B15 | Acinetobacter Iwoffii ND 12,73+0,33 ND ND
B27 Escherichia coli ND 719,81+16,50 ND ND
B28 Escherichia coli ND ND 35,69+1,17 | 60,58+2,92
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B35 Escherichia coli ND 677,20+26,24 ND ND
B36 Escherichia coli ND 533,64+13,67 ND ND
B37 Escherichia coli ND ND 91,60+1,43 | 77,30+£3,58
B52 Escherichia coli ND 27,56+0,97 ND ND
B53 Escherichia coli ND 608,98+7,12 ND ND
B55 Escherichia coli | 2,56+0,05 ND 219’635i8’6 109’7:i2’6
B56 Escherichia coli | 2,58+0,06 ND 183 ’l(fiz’S 107’06()i4’5
B72 Escherichia coli 0,99+0,03 | 47,44+1,20 3,73+0,12 2,74+0,15
B73 Escherichia coli ND 662,34+24,82 ND ND
g | © “”toe“aifglomer' 2,14+0,02 | 73,29+1,89 | 9,03+0,10 | 31,10+1,42
Bgs | Y¢sinia fc’Ze”"c"h" 1,0140,04 | 130005 | 30,12+1,17 | 51,99+0,82
B94 EW’”ge”’faame”C“’ ND ND 2429+0,68 | 42,16:£1,90
B1og | Yersinia fc’Ze”"c"h" ND | 713.57+32.35 ND ND
B108 | Serratia liquefaciens ND 55,15+1,47 ND ND
p111 | Moellerellawiscon-| (| gor 479769 | ND ND

Sensis

HIS - histamin; TYR - tyramin; PUT - putrescin; KAD - kadaverin

6.1.2 Laboratorni pristroje

Automatické mikropipety (Nichiryo — Japonsko, Eppendorf — Némecko)
AURA PCR pracovni box (BioAir Instruments — Italie)
Bio Vortex V1 (Biotech — Ceské republika)
Centrifuga — Hermle Z100M (Labnet Inc. — Korea)
Digitalni vaha — (Kern & Sohn GmbH - Némecko)
Box laminarni, Telstar Bio Il — A ( KRD — Velka Britanie)

Termostat BT 120 (LABO-MS spol. s.r.o. - Ceska republika)

Laboratorni sklo a pomtcky

6.1.3 Kultiva¢ni média

Masopeptonovy agar (MPA)

28 g zivné pudy (HiMedia Laboratories, Ltd.) + 1000 ml destilované vody
Slozeni (g/1):



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Agar 15
Masovy vytazek 10
Pepton 10
NaCl 5

Masopeptonovy bujon (MPB)

13 g zivné pidy (HiMedia Laboratories, Ltd.) + 1000 ml destilované vody
Slozeni (g/1):
Masovy vytazek 3

Pepton 5
NaCl 3
Soft agar

SloZeni (g/1):

Agar 10,5
Masovy vytazek 3
Pepton 5
NaCl 5

Destilovana voda 1000ml

BHI bujon

Slozeni (g/1):

Bujon z mozkosrdcové infuze 17,5
Proteozovy pepton 10
NaCl 5
Dextroza 2
Hydrogenfosfore¢nan disodny 2,5

6.1.4 Chemikalie

Chloroform (Sigma, St. Louis - USA)
Ethanol 98% (Lach-Ner s.r.0. — Ceska republika)
Mitomycin C (EMD Chemicals — USA)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

6.1.5 Pouzité roztoky

Fyziologicky roztok
NaCl 85¢g

Destilovana voda 1000 ml

6.2 Metody

6.2.1 Stanoveni biologické aktivity bakteriocini - vpichovy pokus

Biologicka aktivita bakteriocinli byla stanovena kvalitativné vpichovym pokusem. Bakterie
produkéniho kmene byly o€kovany pomoci vpichu na misky s MPA a kultivovany v termo-
statu pti teploté 37 °C/48 h. Poté byly bakterie na miskach usmrceny parami chloroformu,
které plisobily 30 minut. Nasledné byly ptdy pielity suspenzi obsahujici 3 ml 1,05 % agaru
(soft agar) a 100 pl indikatorového kmene, ktery byl den pfedem zaockovan do MPB a po-
nechan inkubovat po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C. Po kultivaci byl pozorovan vznik

inhibi¢nich z6n vytvotrenych okolo jednotlivych vpichti.

6.2.2 1Izolace surového bakteriocinu

Prvni den byl naockovan produkéni kmen E. coli (225, S7, S31, S32) z misky do zkumav-
ky s BHI bujonem a byl kultivovan v 37°C pies noc. Narostena kultura ve zkumavce byla
ziedéna v poméru 1:50 bujonem do Erlenmeyerovy banky (tj. 3ml suspenze + 150 ml
bujonu). Déle byl inkubovan pii 37°C v termostatu na tfepacce 4 hodiny, poté byl pfidan
mitomycin C, aby byla vysledna koncentrace 1 ug/ml (tj. 150 ul o c= 1 mg/ml). Déle se
kultivovalo 3-4 hodiny. Produkéni kmen z Erlenmeyerovy banky byl rozdélen do 4 centri-
fuga¢nich zkumavek (45ml) a provadé€la se separace bunék pomoci centrifugy v tomto re-
Zimu:

- centrifugace pii 5000g (5 min/4 °C)

- centrifugace pii 2000g (15 min/4 °C)

- centrifugace pii 2000g (15 min/4 °C)

Po kazdé centrifugaci byl odlit supernatant a pelet byl pomoci destilované vody resuspen-

dovan. Po posledni centrifugaci byl pelet ze 4 zkumavek preveden do jedné sklenéné zku-
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mavky. Bunky ve sklenéné zkumavce s 5 ml sterilni destilované vody se dezintegruji po-
moci sondy ultrazvuku. Zkumavku je tfeba chladit v kadince s ledovou tfisti. Sonda byla
ponoiena cca 0,5 cm pod hladinu a po 30 sekundovych intervalech po dobu 3 minut byl
ultrazvuk poustén. Poté byla provedena centrifugace pii 2000g (15 min/ 4 °C) pro odstra-
néni zbytki bunécnych stén. Supernatant byl uchovavan ve sklenéné sterilni zkumavce

s ptidavkem cca 1 ml CHCl; pti 4 °C.

6.2.3 Kapkova metoda

Den ptfedem byl naoc¢kovan citlivy indikatorovy kmen E. coli (Row, P400, B1, ¢) do teku-
tého média BHI. Na spodni stranu misky byly fixem zaznaceny tecky, kde se bude jaké
fedéni nanaset. Pripravené MPA plotny byly pfelity 3 ml soft agaru s 0,1 ml kultury indika-
torového kmene. Déle bylo pfipraveno desitkové fedéni 10" — 107 bakteriocinu. Na pfi-
praveny agar byly na znacky naneseny kapky ptislusného fedéni bakteriocinu a takto pfi-
pravené plotny byly dany do termostatu (37 °C) ptes noc. Druhy den byl vyhodnocen vznik

inhibi¢nich z6n a tim byla i zjisténa koncentrace jednotlivych smési bakteriocind (A.U.).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

V této préci byl hledan antimikrobiélni uc¢inek 33 kmeni, produkujicich ¢i potencialné pro-
dukujicich rizné koliciny a mikrociny (Tab. 3) na 22 dekarboxylaza pozitivni bakterie izo-
lované z potravin (Tab. 4). Byly vybrany kmeny, kter¢ inhibi¢né plisobily na nejvice kmenti
produkujicich biogenni aminy, a z nich byly izolovany surové smési bakteriocint, jejichz
koncentrace byla opét testovana na citlivych kmenech a byl vyhodnocen jejich potenciél

pro redukci biogennich aminti v potravinach.

7.1 Vybér kolicinogennich kmenii

Celkem byl sledovan antimikrobialni potencial u 33 bakteridlnich kmenti izolovanych
z chlazenych kurat a bazantiho masa. Z nich bylo 17 produk¢nich kment Escherichia coli
s jiz urCenym spektrem bakteriocinit a dalSich 16 kmend z Celedi Enterobacteriaceae
(Klebsiella, Leclercia, Pantoea, Serratia, Yersinia a rodové neurcen¢), Aeromonadaceae
(deromonas) a Pseudomonadaceae (Pseudomonas) s potencidlem produkce antimikrobial-

nich latek.

Ke stanoveni biologické aktivity bakteriocinli byla pouZzita metoda vpichového pokusu.
Vpichem do agarové plotny byly aplikovany kmeny izolované z kufat a bazantt (Tab. 3)
a plotna byla ptelita soft agarem s pfidanou indikatorovou kulturou, coZ byly dekarboxyla-
za pozitivni kmeny izolované z bazanti produkujici biogenni aminy (Tab. 4). Jedna se 0 22
kment z celedi Enterobacteriaceae (E. coli), Moraxellaceae (Acinetobacter Iwolffii),
Erwiniaceae (Pantoea agglomerans), Yersiniaceae (Yersinia enterocolitica, Serratia lique-

faciens, Ewingella americana) a Morganellaceae (Moellerella wisconsensis).

Vysledky vpichového pokusu, uvedené v Piiloze 1, ukazuji vznik inhibi¢nich zén,
tzn. schopnost kmenti produkujici bakteriociny inhibi¢né plisobit na dekarboxyldza pozi-
tivni kmeny. Kmeny odolné vii¢i pasobeni bakteriocinti jsou: Escherichia coli (B1, B7,
B35, B36, B37, B52, B53), Yersinia enterocolitica (B85, B100), Ewingella americana
B94, Serratia liquefaciens B108 a Moellerella wisconsensis B111. U téchto kmenl ne-
vznikaly zZadné inhibi¢ni zény. Kmeny, které neprokazaly produkci antimikrobnich latek
ani bakteriocini a tudiZz neinhibovaly riist indikatorovych kment, byly Aeromonas sp.
(K13, K34), Escherichia coli (K92, K94, K95, K99, K102, K104), Enterickd skupina 69
K33, G-fak.anaerobni tycka fermentujici OXI- K35, Klebsiella sp. (K89, K98), Leclercia
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adecarboxylata K40, Pantoea sp. G21 K26, Pseudomonas sp. K30, Serratia marcescens
(K3, K4), Serratia sp. K97. Jelikoz téchto 6 kment E. coli (K92, K94, K95, K99, K102,
K104) neinhibovalo ani jeden z dekarboxylaza pozitivnich kmenti, pak tyto kmeny produ-
kuji bakteriociny netucinné proti témto bakteriim. Tyto kmeny E. coli produkovaly koliciny

M, U, Y, El, E7, E8, Ia a mikrociny C7 a V.

Kmeny, které pasobily antimikrobialn¢ vici dekarboxyldza pozitivnim kmentm jsou Pan-
toea sp. K31, Escherichia coli (K59, K64, K93, 222, 225, 229, 273, S7, S31, S32), G-
fak.anaerobni tyCka fermentujici OXI- K63 a Yersinia enterocolitica K88. Z 33 kment
bylo 13 G¢innych vici kmentim produkujici BA. Pii studii z roku 2001 bylo nalezeno ze 41
kment E. coli 23 kolicinogennich kment (56,1 %), z nichz 17 inhibovalo rist indikatoro-

vého kmene Shigella sonnei (Smarda a Obdrzalek, 2001).

Kmen Yersinia enterocolitica K88 pisobil na kmen E. coli B72 a Pantoea agglomerans
B78. Neni potvrzeno, ze kmen produkuje néjaké bakteriociny, ale vzhledem k vysledkiim
by se to dalo ptredpokladat, Zze mize byt producentem nekterych bakteriocinti. Bylo by vel-
mi zajimavé identifikovat tyto bakteriociny a v této praci timto smérem pokracovat.
V jedné ze studii bylo izolovano 35 kment Yersinia enterocolitica z buvoliho mléka, které
byly testovany na produkci bakteriocini. Sedm izolatd (14 %) bylo oznaceno za producenty

bakteriocinli (Toora a kol., 1989).

Produkéni kmen Escherichia coli 225 plsobil na Siroké spektrum kment a to na kmeny
E. coli (B6, B9, B27, B28, B55, B56, B72), Acinetobacter Iwoffii B15 a Pantoea agglome-
rans B78. Schopnost plsobit na tak Siroké spektrum mulze byt zplisobeno velkym poctem
produkovanych bakteriocind. Jedna se o multiprodukéni kmen, jelikoz produkuje koliciny
E1l, B, M, Ia/Ib a mikrocin B17. Vyzkum v roce 2011 potvrdil, ze multiprodukce nékterych
bakteriocinli a jejich rizné kombinace, maji z4sadni vliv na inhibi¢ni plisobeni (Budi¢

akol., 2011).

Podobné¢ bakteriociny jako kmen E. coli 225 produkuji kmeny E. coli (222, 229, 230, 273),
které vSak nemaji tak silnou inhibi¢ni schopnost. To mlZe byt zpiisobeno absenci kolicinu
El, ktery se vyskytuje jen u kmenu E. coli 225. Pokud srovname kmeny E. coli 229
a E. coli 230, tak se liSi o koliciny Ia/Ib a jelikoz kmen E. coli 230 neinhibuje Zadny
z indikéatorovych kmenti a kmen E. coli 229 inhibuje kmeny E. coli (B55, B56), tak 1ze fici,

ze praveé koliciny la/Ib mohou na tyto kmeny inhibi¢né pusobit. Kolicin E1, ktery mohl
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zpusobit silnou inhibicni schopnost u kmenu E. coli 225, se vyskytuje také v dalSich tfech
kmenech, které taky vykazuji vyrazné inhibi¢ni vlastnosti. Jsou to kmeny E. coli (S7, S31,
S32). Tyto kmeny byly pouzity na piipravu surového kolicinu a zjisténi koncentrace bakte-
riocind, které produkuji. Samotny kolicin El se zd4 byt potencialné dilezitym faktorem

virulence nékterych uropatogennich kment E. coli (Smajs a kol., 2010).

7.2 Inhibice dekarboxylaza pozitivnich kmeni

Dal8im velmi zajimavym vysledkem (Obr. 2) byla vysoka citlivost indikatorového kmenu
B72, ktery byl citlivy ke kmenim Pantoea sp. K31, E. coli (K59, K63, K64, K93, 225, S7,
S31) a Yersinia enterocolitica K88. Tento kmen by se dal zaradit mezi citlivé indikatorové
kmeny jako E. coli (Row, P400, B1 a ¢). Tento kmen byl citlivy nejen viici producentim
E. coli, ale také, coz je velmi zajimavé, vici kmenlim K31 pod jehoz ¢islem se skryva bak-
teridlni kmen Pantoea sp a K88 (Yersinia enterocolitica). Tyto vysledky jsou prekvapivé
vzhledem k tomu, Ze koliciny zabijeji zejména bakteridlni buitky kment patiicich do stej-
ného druhu ¢i rodu. Dalsim velice piekvapivym vysledkem je, ze kmeny E. coli (225, 273,
S31, S32) inhibi¢né plisobi na kmen Pantoea agglomerans B78. Dale pak kmen E. coli 225
piekvapivé pisobil na izolat Acinetobacter Iwoffii B15, coz podporuje vysledky studie

o synergickém efektu u multiprodukénich kmenta (Budi¢ a kol., 2011). Pro vSechny ostatni

vysledky plati, Ze produkéni E. coli pasobila na izolaty E. coli z bazantt.

Obr. 2. Inhibicni zony u indikatorového kmene B72.

Kmen E. coli K59 produkuje pouze jeden mikrocin V a ten plisobi pouze na kmen E. coli
B72, ktery produkuje BA, jako jsou histamin, putrescin, kadaverin a tyramin v malém

mnozstvi (do 48 mg/l). Mikrocin V je tedy schopny inhibovat slabé producenty téchto BA.
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Mikrocin V pusobi na membrany bakterialnich bunék a inhibuje tvorbu iontovych kanala
(Abraham a kol., 2011). Stejné jako kmen E. coli K59, tak i kmen E. coli K93 produkuje
pouze jeden kolicin E8 a také plisobi jen na kmen E. coli B72. Kolicin E8 zptsobuje zie-
telné posSkozeni chromozomalni a plazmidové DNA v citlivych, avSak nikoli v imunnich

bakteriich (Smarda a kol., 1990).

E. coli B73 je silnym producentem biogenniho aminu tyraminu. Tyramin je produkovan
v mnozstvi 662,34 + 24,82 mg/l. Tato hodnota je vzhledem k ostatnim hodnotdm pomérné
vysoka. Kmen E. coli B73 byl inhibovan pouze jednim z kmenti produkujici bakteriociny
ato E. coli S7, ktery produkuje koliciny E1, cea2, Ia/Ib. Podobné mnoZstvi tyraminu pro-
dukuji i kmeny Yersinia enterocolitica B100 a Moellerella wisconsensis B111, ale ty neby-

ly inhibovany ani jednim kmenem.

Studie z roku 2014 objasnila n¢které aspekty tykajici se poméru mezi bakteriocinogennimi
kmeny a aminobiogennimi kmeny s ohledem na moznost akumulace BA a také ukazala,
ze ruzné bakteriociny mohou mit rizné GCinky na produkci BA u stejného kmene (Ta-

banelli a kol., 2014).

7.3 Izolace surovych bakteriocini

-----

spektrum indikatorovych kmenti. Jsou to kmeny Escherichia coli 225, S7, S31 a S32.

U ziskanych surovych bakteriocinill se provadélo desitkové fedéni a pomoci kapkové meto-
dy se zjistovala jejich koncentrace v jednotkach (A.U. — arbitrary unit). Toto testovani
se provadélo ihned po izolaci smési (Tab. 7) a dale po mésici skladovéani v lednici
pii teploté 4 °C (Tab. 8). Jako indikatorové kmeny (Obr. 3) byly pouzity sbirkové kmeny
E. coli (Row, P400, B1, o).

Tab. 5. Koncentrace surového bakteriocinu ihned po izolaci (A.U.).

A.U. ® Bl P400 Row
225 0(2) 12) 0 (2) 13)
S7 3 (4) 2 (4) 1 (4) 2 (4)
S31 2(3) 2 (3) 2(3) 2 (3)
S32 12) 2 (3) 0(2) 1(3)

rrrrr
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Tab. 6. Koncentrace surového bakteriocinu mésic po izolaci (4.U.).

AU. ® Bl P400 Row
225 0(2) 12) 0(2) 0(2)
S7 2 (3) 13) 1 (4) 13)
S31 12) 12) 12) 0(2)
$32 0(2) 12) 0(2) 0 (1)

¥ s s T r T -1 . T -2
A.U. —napf. 1(2) — bakteriocin vytvaii ¢irou zonu do fedéni 10~ a matnou zoénu do fedéni 10

Obr. 3. Testovani koncentrace surového bakteriocinu kapkovou metodou

po mesici skladovani v lednici pri 4 °C.

Byla zjisténa koncentrace bakteriocinovych smeési u Ctyt riiznych kmenti ihned po jejich
izolaci (Tab. 7) a po mésici skladovani pii 4 °C (Tab. 8). Je patrné, ze koncentrace smesi

kolicint se beéhem skladovani snizuje. U vétSiny produk¢nich kment se koncentrace bakte-
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riocinu snizila o jeden fad a u kmenu E. coli S32 na indikatorovém kmenu E. coli Row

az o dva rady. Je tedy zfejmé, ze z ¢asového hlediska se u¢innost bakteriocinu snizuje.

V nedavné studii bylo zjisténo, ze bakteriocin vykazoval maximalni hodnotu G¢innosti pro-

v

28 °C (Ohenhen a kol., 2015). Pro skladovani by tedy bylo vhodné&jsi pouzivat mrazeni

misto chlazeni.

Nejvyssi koncentrace byla zjisténa u kmene E. coli S7, ktery produkuje koliciny E1, cea2,

Cv v

7.4 Aplikace bakteriocini na citlivé dekarboxylaza pozitivni kmeny

V posledni ¢asti této prace byly izolované bakteriociny pouzity na citlivé dekarboxylaza

pozitivni kmeny, produkujici BA. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 9.

Tab. 7. Testovani koncentrace bakteriocinii na dekarboxylaza pozitivnich izolatech z ba-

zantii (A.U.).

A.U. | Bé6 B9 B15 B27 | B28 B55 B56 B72 B73 | B78

225 - - - - -(0) [ o(1) | 0(1) | 0(1) [0() | -(0
§7 - - - - - 0(1) | o) | 1(3) [0(0) | 0(1)
S31 - - - - - - - - - 1(2)
S32 - - - - - - - - - 1(2)

9 . . Ny e r ¥ 7 - r ¥ s -2
A.U. —napt. 1(2) — bakteriocin vytvafi ¢irou zonu do fedéni 10~ a matnou zonu do fedéni 10

Obr. 4. Testovani koncentrace bakteriocinii na citlivych izolatech z bazantii.

U kment E. coli (B6, B9, B27) a Acinetobacter Iwoffii B15 se neprojevil zadny inhibi¢ni

ucinek bakteriocinu, piestoze se pii vpichovém pokusu slaba inhibi¢ni zoéna objevila.
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To miize byt zpisobeno vlivem doby skladovani, jelikoz se toto testovani provadélo
az po meésici skladovani a koncentrace bakteriocinu se vlivem doby skladovani zmensila.
Pfi tomto testovani se ale objevily pfipady, kdy se inhibi¢ni u¢inek pti vpichovém pokusu
neprojevil, ale objevil se v tomto testovani u nékterych indikatorovych kment (Obr. 4),
atou kmenu E. coli (B55, B56), Pantoea agglomerans B78 pii pouziti surového bakterio-
cinu produk¢éniho kmene E. coli S7. Déle pti pouziti bakteriocinu produkéniho kmene
E. coli 225 na indikatorovy kmen E. coli B73. To miize byt zpiisobeno metodou testovani.
Pti vpichu byla o¢kovana ziva bakterie, kterd byla usmrcena chloroformem a tvorba bakte-
riocinll nebyla uméle vyvoléna, jako pii izolaci bakteriocinu, kdy bylo vytvofeno vétsi
mnozstvi bakteriocinll vlivem ptidaného mitomycinu C, ktery u bakterii vyvolal SOS od-

poved..
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ZAVER
Biogenni aminy, zejména histamin a tyramin, mohou v potravinach ptfedstavovat zdvazné
zdravotni riziko pro citlivé konzumenty. Dekarboxyldza pozitivni kmeny, které biogenni

aminy produkuji, se ¢asto vyskytuji v mase. V soucasnosti se upird pozornost na moznosti

redukce téchto kmenii v rizikovych potravinach.

Tato prace méla za cil otestovat potencial pouziti gramnegativnich bakteriocinti k redukci
biogennich amint v mase. Koliciny a mikrociny jsou skupiny pattici pod skupinu bakterio-
cintl a jsou schopny antimikrobialn¢ ptisobit na taxonomicky blizce piibuzné bakterie.

V této praci byl nejprve sledovan antimikrobidlni efekt bakteriocinl na dekarboxyléza po-
ato kmeny E. coli (225, S7, S31, S32). Z téchto ¢tyt kmenti pisobil kmen E. coli 225 na 9
izolatl, kmen E. coli S7 na 3 izolaty, kmen E. coli S31 na 4 izolaty a kmen E. coli S32 na 5
izolata.

V dalsi ¢asti byly z téchto ¢ty kmenti E. coli ptipraveny surové bakteriociny a byl zjisto-
van vliv doby skladovani na jejich redukéni G€inek pomoci citlivych kment E. coli (Row,
P400, B1 a ¢), ktery se po mésici snizil o jeden az dva tady. Nejsilngjsi antimikrobidlni

¢inek mél kmen S7, ktery puisobil i po mésici az do fedéni 107,

Déle byla sledovana redukéni schopnost surovych bakteriocinil na citlivych dekarboxylaza
pozitivnich izolatech z bazant. U nékterych z kmenil se zadny Gc¢inek neprojevil. Nejvice

aktivni byl opét bakteriocin izolovany z kmene E. coli S7.

Jako velmi zajimavy a vyznamny vysledek bylo zji§téno, Ze kmen Yersinia enterocolitica
K88, izolat z kutfeciho masa, s nejvetsi pravdépodobnosti produkuje jeden ¢i vice bakterio-
cinti. Bylo by velmi zajimavé identifikovat tyto bakteriociny a v této praci timto smérem

pokracovat.

Zaveérem lze konstatovat, Ze gramnegativni bakteriociny nejsou idedlnim prostiedkem
pro redukci biogennich amini v mase a to hned ze dvou divodi. Za prvé, nejucinné;si
kmen inhiboval pouze 9 izolatl z 22 a toto spektrum neni dostacujici pro efektivni inhibici
produkce biogennich amini. Za druhé Uc¢innost izolovanych bakteriocini skladovanim

pfi 4 °C simulujici podminky pii skladovani masa velmi rychle v ¢ase klesa.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BMK Bakterie mlécného kvaSeni

VRE Vankomycin-rezistentni Enterokoky

VHT  Vysoky hydraulicky tlak

BA Biogenni aminy
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PRILOHA 1: VYSLEDKY STANOVENI BIOLOGICKE AKTIVITY BAKTERIOCINU POMOCI VPICHOVEHO
POKUSU

Indikatorové kmeny
B1|B6|B7|B9|B15 | B27 | B28 | B35 | B36 | B37 | B52 | B53 | B55 | B56 | B72 | B73 | B78 | B85 | B94 | B100 | B108 | B111

K2

K3

K4

K13
K26
K30
K31
K33
K34
K35
K40
K59
K63
K64
K88
K89
K92

Produk¢ni kmeny




Indikatorové kmeny
B1|B6|B7|B9|B15 | B27 | B28 | B35 | B36 | B37 | B52 | B53 | B55 | B56 | B72 | B73 | B78 | B8 | B94 | B100 | B108 | B111

K93
K94
K95
K97
K98
K99
K102
K104
222
225
229
230
273
S7
S31
S32

Produk¢ni kmeny

Vysvétlivky:

Produkéni kmen neinhibuje indikatorovy kmen.
Produkéni kmen slabé inhibuje indikatorovy kmen.

Produkéni kmen silné inhibuje indikatorovy kmen.




