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ABSTRAKT

s w2z

V teoretické Casti diplomové price byla charakterizovana bakterie Escherichia coli, produ-
cent antibakteridlnich proteind — bakteriocint. Byly popsany zakladni vlastnosti kolicint a
mikrocint, jejich klasifikace a detekce pomoci metody PCR, kterd je vénovana Cast teore-
tické priace. Cilem praktické ¢asti bylo nejdfive ovéfit metodou PCR identifikaci Escheri-
chia coli u daného souboru kmentl izolovanych z potravin a ovéfit specificitu primert pro
detekci E. coli na souboru kmentl E. coli a na souboru kmend jinych nez E. coli a dile op-
timalizovat multiplex PCR pro detekci bakteriocint. Byl tedy sestaven systém pro detekci
bakteriocinli. PouZitim tohoto postupu bylo moZno detekovat pii jedné reakci dva rtizné
bakteriociny. Tento systém byl aplikovan na kolicinogenni kmeny E. coli izolované

z chlazené driibeze. Tyto kmeny produkuji osm typti kolicintl a jeden typ mikrocinu. Nej-

Castéji byly zastoupeny koliciny E7, Ia a Ib.

Klicova slova: polymerdzova fet€ézova reakce (PCR), Escherichia coli, bakteriocin, opti-

malizace

ABSTRACT

Escherichia coli, producer of antibacterial proteins — bacteriocins, were characterized in
the theoretical part. The basic properties, detection by PCR method and classification of
colicins and microcins were described. The aim of this work was at first verified identifica-
tion of Escherichia coli by PCR in a given set of strains isolated from food. Next part of
the work was subjected to verify the specificity of primers for detection of E. coli on a set
of E. coli strains and a set of strains other than E. coli. The main aim was to optimize mul-
tiplex PCR for the detection of bacteriocins. The system for the detection of bacteriocins
was established. It was possible to detect two different bacteriocins in one reaction. This
system was applied on colicinogenic E. coli strains isolated from chilled poultry. These
strains produced eight types of colicins and one type of microcin. The most frequently

were represented in the colicins E7, 1a and Ib.

Keywords: polymerase chain reaction, Escherichia coli, bacteriocion, optimization
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UvVOoD

Vv,

Escherichia coli, pattici do Celedi Enterobacteriaceae, je nejprozkoumanéjSim bakteridl-
nim druhem. Pfitomnost bakterie E. coli v potravinidch povazujeme za ukazatele fekdlniho

znecisténi. Ne vSechny kmeny rodu Escherichia jsou patogenni, napt. E. coli Nissle 1917

je vyuZzivan jako probiotikum pfi stfevnich onemocnéni.

Bakteriociny jsou bohatou a rozmanitou skupinou antimikrobidlnich latek bakteridlniho
ptivodu, kterymi bakterie mezi sebou soupefi. Pfinasi producentiim urcité vyhody oproti
konkuren¢nim druhtim. Tyto latky jsou znamy jiZ nékolik desetileti. Nejvice probadanymi
bakteriociny jsou bezpochyby koliciny, proto se jimi v této praci budeme zabyvat. Jsou
produkovany mnoha kmeny Escherichia coli a ptibuznymi druhy Celedi Enterobacteriace-

ae.

Bakteriociny tvorené bakterii Escherichia coli se nazyvaji koliciny a mikrociny. Identifi-
kace prvniho kolicinu V byla provedena v roce 1925. Baquero a kol, v roce 1978 oddélil

mikrociny od kolicinil na zdkladé molekulové hmotnosti.

Bakteriociny reaguji s citlivymi bakteriemi pomoci receptord v plazmatické membrané.
Jejich tvorba je vétSinou kédovana extrachromozomdlné - na plazmidech. Bakteriociny

mohou byt diky svym vlastnostem vyuzivany v riznych oborech.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli, pattici do Celedi Enterobacteriaceae, je nejprozkoumanéjSim bakteridl-
nim druhem [1]. E. coli byla objevena v roce 1885 némeckym pediatrem a bakteriologem
Theodorem Escherichem [2]. E. coli zkvaSuje cukry za intenzivni tvorby kyselin a plynu.
Z téchto cukrl tvoii hlavné kyselinu mlécnou, pyrohroznovou, octovou a mravenci, pfi-

¢emz Cast kyseliny mravenci rozklada na oxid uhlicity a vodik [3].

Nekteré kmeny, tzv. enteropatogenni Escherichia coli, mohou zptsobovat rtiznd onemoc-
néni: stievni infekce, infekce mocovych cest, meningitidy, zadnéty pobfiSnice, mastitidy,
infekce krve a selhdni ledvin. Rizikovou skupinou jsou malé déti, starsi 1idé a lidé s osla-
benou imunitou [4]. Zv1asté nebezpecny je kmen Escherichia coli O157:H7. Tento kmen
navic produkuje toxiny a zpusobuje kazeni potravin (nejcastéji dochdzi ke kazeni syru a
masa). MiiZe tak dochazet k otravam z potravin [2]. Na druhou stranu kmen E. coli Nissle

1917 (0O6:K5:H1) se pouZziva jako 1€k pii stfevnim onemocnéni [1].

Escherichia coli produkuje dva typy bakteriocini: koliciny a mikrociny [5]. Baquero a kol.
(1978) v roce 1978 oddélil mikrociny od kolicin na zdkladé molekulové hmotnosti [6].
Vznikly dvé skupiny bakteriocinii — koliciny s molekulovou hmotnosti nad 10 kDa a mik-
rociny s molekulovou hmotnosti pod 10 kDa. Mikrociny nejsou doposud tolik probddané

jako koliciny [7], [8].

Rod Escherichia ma kromé druhu E. coli jesté dalsi druhy a to E. blattae, E. hermanii, E.

vulneris, E. fergusonii [9].

1.1 Escherichia coli Nissle 1917

V roce 1917 informoval profesor Alfred Nissle o objevu nového kmene E. coli, ktery ne-
vykazuje patogenni vlastnosti a ma inhibi¢ni vliv na rist jinych mikrobt. Tento bakteridlni
kmen byl oznaden jménem svého objevitele a rokem, kdy byly popsdny jeho vlastnosti

[10].

Nepatogenni kmen E. coli Nissle 1917 (O6:K5:H1) se vyuziva jako probiotikum, hlavné
pfi stfevnich onemocnénich. Komer¢né prodavany probioticky preparat z tohoto kmene se
nazyvd Mutaflor [11]. Tento kmen byl piivodné izolovan ze stievni mikrofléry jedinych
dvou zdravych pfislusnikti vojenské roty postizené dysenterii v prib&hu prvni svétové val-
ky. Byla definovana sérologickd typizace (O6:K5:H1), uskute¢néna mikrobiologickd cha-

rakteristika s 21 kmenové typickymi metabolickymi charakteristikami, biochemicka typi-
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zace membranovych lipida a lipopolysacharidi a bylo stanoveno spektrum bunécnych bil-

kovin [12].

Na zédkladé uvedenych charakteristik jde o jedno z nejlépe typizovanych a provéienych
probiotik, které lze pouzit v terapii zanétlivych chorob stfev, infek¢énich prijma a prijmi

spojenych s poddvanim antibiotik [10].

1.2 Escherichia coli O157:H7

Na pocatku osmdesatych let zacala byt evidovana onemocnéni zpisobend kmenem E. coli
O157:H7. Tato bakterie byla pfedtim povaZzovana za zcela neSkodného obyvatele zaZivaci-
ho traktu lidi i zvitat. Tento kmen se vyskytuje zejména na syrovém mase, predev§im ho-
vézim, dale v neoSetfeném mléce a vod€. V roce 1987 byla provedena studie, kterd zjisto-
vala, pfitomnost E. coli v masnych vyrobcich proddvanych v supermarketech. V testova-
nych vzorcich byla bakterie nalezena v hovézim mase (3,7 %), vepfovém mase (1,5 %),

driibezim a krtim mase (1,5 %) a jehnéciho masa (2 %) [13].

E. coli (EHEC) 0157:H7 zptsobuje hemoragicky zanét tlustého stieva, ktery je charakteri-
zovan hemolytickou anémii, tromb6zou a poruchami centrdlni nervové soustavy, které
mohou vyrist aZ do selhani ledvin (hemolyticko-uremicky-syndrom) a zptsobit ohroZeni
na zivoté [14]. Zatim vSak stdle neexistuje mechanizmus dohleddvani zdrojii ndkaz a ani
testovani na pfitomnost E. coli na jatkach a u zpracovatelli masa neni zatim bézn¢ prova-

déno [13].
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2 BAKTERIOCINY

Bakteriociny jsou bohatou a rozmanitou skupinou antimikrobidlnich latek bakteridlniho
pavodu, kterymi bakterie mezi sebou soupefi. Rodina bakteriocinli zahrnuje proteiny rizné
velikosti a mikrobidlniho tc¢inku. Bakteriociny jsou produkovény grampozitivnimi i gram-

negativnimi bakteriemi [15].

Bakteriociny jsou bilkoviny usmrcujici citlivé kmeny téhoz nebo piibuzného bakteridlniho
druhu ¢i rodu. Nékteré bakteriociny ptisobi na plazmatickou membranu bakterialni buriky,
jiné nepftiznivé ovliviiuji funkci ribozomi. Nejlépe jsou prostudovany bakteriociny tvorené
kmeny Escherichia coli nazyvané koliciny a mikrociny [1].

vvvvv

alnim druhdm. Baktericidni d¢inek je obvykle zacilen na blizce pfibuzné kmeny stejného
druhu [16]. Prvni objev na toto téma je z roku 1925, kdy Gratia publikoval svoje poznatky
o antibakteridlnich substancich, pozdéji zndmych jako koliciny [17]. OvSem bakteriociny
prokazateln€ ptsobi nejen na burniky prokaryotické, ale i na eukaryotické, a to zejména

na buriky nddorové transformované [18].

Vétsina bunék populace E. coli produkuje nejméné jeden bakteriocin. MiZe se jednat
o jeden a vice kolicinti, nebo soucasné o koliciny a mikrociny. MoZnost produkce vice bak-
teriocini najednou dava buiice selekéni vyhodu, protoze miize likvidovat nejen senzitivni
buriku, ale kazdou buiku v populaci, kterd je citlivdi k jednomu z bakteriocini [19].
Je znamo, Ze kolicin Ia a mikrocin V jsou obvykle kédoviny na velkych konjugativnich
plazmidech, avSak nevi se, zda jsou tyto bakteriociny na jednom, nebo na dvou plazmi-
dech. Nejcast&ji nalezenymi typy kolicinii ¢i mikrocinti u kment izolovanych od osob Ziji-
cich v Australii dle procentuédlniho vyskytu byly: mikrocin H47, mikrocin M, kolicin Ia,
kolicin E1, mikrocin V, kolicin M a kolicin E7. Dalsi sledované bakteriociny se vyskytova-

ly jiZ v mnoZstvi menSim nez 2 % [20].

2.1 Koliciny

Koliciny jsou intenzivné studovanou podskupinou bakteriocintl. Tyto cytotoxické exopro-
teiny jsou produkovény bakteridlni burikou v prib&hu rastu kultury. Bakteriemi schopnymi
produkce kolicinil jsou zejména Escherichia coli a nékteré dalsi bakterie pfibuznych roda
z Celedi Enterobacteriaceae (tfida y-proteobacteria) [22]. Smarda a Obdrzalek (2001) uva-

di, Ze 41 % humannich izolatl E. coli je kolicinogennich [21]. Citlivé bakterie jsou nejcas-
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t&ji stejného druhu jako produkéni, protoZe na svém povrchu obsahuji podobné struktury

dalezité pro vstup kolicinu do buriky.

Bakterie celedi Enterobacteriaceae produkuji nejen koliciny, ale také jiné bakteriociny,
které byly pojmenovéiny podle rodového nebo druhového jména producenta [15]. Maji
pouze zdkladni vlastnosti a tato skupina patfi do nadfazené skupiny bakteriocini. Zatimco
bakteriociny roda Shigella a Serratia byly od poc¢atku klasifikace bakteriocini oznacovany
jako koliciny, bakteriociny rod Enterobacter a Yersinia a novéji Serratia se oznacuji ji-
nak, napf. u Enterobacter cloacae kloaciny, u Yersinia pestis pesticiny a u Serratia mar-

cescens marcesciny.

Klasifikace kolicind souvisi se zplisobem jejich interakce s citlivou buiikou. Koliciny se
oznacuji velkymi pismeny podle receptoru citlivé burky, se kterym interaguji. Protoze
nékteré koliciny vyuzivaji stejny receptor, na zakladé absence zkiiZené imunity se déli
do subtypii oznacovanych ¢isly. Koliciny jsou zarazovany a oznacovany na zdkladé své
receptorové specifity. Zndme 34 kolicinti, ale pouze 21 z nich je popsanych do detailu a to

A,B,D,El -E9, Ia, Ib,Js, K, M, N, U, 5, 10 [22]

Jako dopliikové kritérium klasifikace se vyuziva typ transportniho mechanizmu kolicindg,
ktery koliciny déli do dvou skupin — A a B. Skupina A vyuZziva systém Tol-Pal zahrnujici
proteiny TolA, TolB, TolQ, TolR, Pal a patii do né&j koliciny — A, EI1-E9, K, L, N, S4, U a
Y. Skupina B vyuziva systém TonB zahrnujici proteiny TonB, ExbB, ExbD a obsahuje
koliciny B, D, H, Ia, Ib, M, 5 a 10 [23].

Vyjimecny v tomto ohledu je kolicin Js, ktery nevyuZziva ani jeden z téchto translokac¢nich
mechanizmi a vyZaduje i odliSny typ receptoru na bakteridlnim povrchu. I pfes malou ve-
likost (94 AMK) neni fazen mezi mikrociny z diivodu odli§ného mechanizmu uvolfiovani

z buniky [24].

TonB a ExbD, stejné jako TolA a TolR, jsou proteiny zakotvené N-koncem v plazmatické
membriné, TolQ a ExbB jsou integralni membranové proteiny a TolB, ktery nema analogii
v Ton-systému, je lokalizovan pfedevS§im v periplazmé. Protein TolA je analogicky protei-
nu TonB, nejsou vSak vzdjemné zastupitelné. Homologie mezi nimi je omezena jen na
transmembranovy usek, ktery je dulezity pro interakci s proteinem TolQ resp. ExbB.
ExbB, ExbD a TolQ, TolR proteiny maji 75% homologii a vzajemné funkéni zastupitel-

nost. Protein TolC, ktery pro svou translokaci vyZaduji koliciny E1, 5 a 10, neni soucasti
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transkripéni skupiny f0/QRAB a také svym umisténim v zevni membriné odpovida spiSe

receptoru, nicméné jeho receptorova funkce dosud nebyla prokazana.

Schéma proteinti translokacnich systémil Tol a TonB je zndzornéno na Obr. 1. Translokac-
ni systém Tol se skladd z proteind PAL, TolA, TolB, TolQ a TolR. Transloka¢ni systém
TonB se sklada z proteini TonB, ExbB a ExbD [25].

o —,
vné&jsi membrana ﬂ‘ ( R )

periplasmaticky DAL
prostor E ‘)
-

vnitini
]

TonB

Obr. 1. Tol a Ton-B translokacni systémy [25].

Dalsi studie rozdé€luje koliciny podle sekvencnich podobnosti v letdlni doméné kolicinu
do dvou skupin: A-typ a El-typ. Typ A obsahuje koliciny A, B, N a U. Typ El zahrnuje
koliciny El, 5, K, 10, Ia, Ib [26].

Podle typu letdlniho t¢inku kolicinové molekuly miiZeme rozliSovat do skupin:

¢ koliciny depolarizujici plazmatickou membréanu (A, E1, B, Ia, Ib, K, N, S4, U, Y, 5, 10);
¢ koliciny s endonukledzovou aktivitou (E2, E7, E8, E9);

¢ koliciny blokujici proteosyntézu (D, E3, E4, ES, E6);

¢ koliciny degradujici ¢i inhibujici syntézu peptidoglykanu (M) [23].

Kolicinovy operon je nesen na kolicinovém plazmidu (Col-plazmid). Skldda se obvykle ze
tif genti: gen pro kolicin, gen pro imunitni protein, gen pro lyticky protein. Struktura kolic-
nu je zndzornéna na Obr. 2. Kolicinovy operon je fizen promotorem, ktery je SOS-
inducibilni napf. UV-zdfenim ¢i mitomycinem C [23]. Proti letdlnimu efektu syntetizova-
ného kolicinu se produk¢éni kmen brani produkci tzv. imunitniho proteinu. Interakce mezi
volné rozpustnym kolicinem a membranové vdzanym imunitnim proteinem je vhodnym

modelem pro studium protein-proteinovych interakci [27].
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Obr. 2. Struktura kolicinu E3 [28].

2.1.1 Kolicin E1

Kolicin El1, stejné€ jako vSechny koliciny depolarizujici plazmatickou membréinu se skldda
ze tii funkCnich domén, které souhrnné pisobi tvorbou pért na citlivé bakterie. Vazebné a
translokacni domény kolicinu E1 jsou vysoce specifické na rozdil od letdlni domény, na-
znacujici, Ze kolicin E1 by mohly byt v zdsadé Siroce efektivni. Ve studii Patton a kol.
(2007) byla vyhodnocovéna dcinnost kolicinu E1 proti Listeria monocytogenes v bujénu a
na povrchu potravin uréenych k piimé spotfebé [29]. Vysledky naznacuji, Ze kolicin E1 je

vysoce Uéinny proti bakterii Listeria monocytogenes.

2.1.2 Kolicin D

Kolicin D je sloZen vyhradné z aminokyselin, a proto je jednoducha bilkovina, kterd nevy-
tvafi komplexy s lipidy nebo lipopolysacharidy. Jedna molekula obsahuje Sest zbytkovych
molekul cysteinu. Chovédni kolicinu D v roztoku dodecylsulfatusodného a 2-
merkaptoetanolu signalizuje, Ze se neskldda z dil¢ich jednotek a existuje jako jednotlivy
polypeptidovy fetézec. Vysokd molekuldrni hmotnost a pfitomnost Sesti cysteinovych
zbytkli v molekule rozliSuje kolicin D od vsech diive popsanych kolicind. Ackoliv koliciny
D a E3 maji podobné mechanizmy pisobeni, jejich molekuldrni vlastnosti jsou zcela roz-

dilné [30].
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2.2 Mikrociny

Escherichia coli produkuje kromé& kolicint také dalsi skupinu bakteriocinii - mikrociny
[20]. Mikrociny maji zpravidla menSi velikost molekuly nez koliciny. Sdili nékteré podob-
nosti s bakteriociny grampozitivnich bakterii: jsou termostabilni, relativné hydrofobni a

rezistentni k vy$Simu pH [31].

Mikrociny se 1isi od kolicind nékterymi fyzikalnimi vlastnostmi a nejsou tak dobfe pro-
zkoumany jako koliciny. Na rozdil od kolicinti vznikaji mikrociny jako prekurzory, které
Casto podléhaji Cetnym posttranslacnim modifikacim a genetickd informace o syntéze mik-
rocinu muze byt primarné nesena na chromozomu [32] nebo plazmidech [33]. Jejich pro-

dukce je indukovana za stresovych podminek, zeyména pii nedostatku Zivin [32].

Uvolnéni mikrocint z buriky neni zélezitosti lyze, ale jsou z buriky aktivné exportovany.
Export mikrocint také zahrnuje mikrocin-specifické proteiny. Mechanizmus, kterym mik-
rociny zabfijeji buriku, neni dostateCné dobfe zndm, ale je zndmo, Ze nékteré mikrociny

naruSuji membranovy potencidl [34].

Syntéza mikrocint je rychle aktivovana, kdyZ buriky dosahnou staciondrni faze rdstu nebo
pfi nedostatku fosfore¢nanu, uhliku a dusiku (MccB17), nedostatku uhliku a fosfore¢nanu
(MccJ25), nebo nedostatku uhliku (MccC51) v prostiedi. Produkce mikrocinii buiikou ma
pravdépodobné za nédsledek to, Ze burika produkujici mikrocin inhibuje ostatni mikroorga-
nizmy citlivé na u¢inky mikrocinil a tim ziskava pro sebe vice Zivin. Mikrociny by mohly

také pusobit jako signaliza¢ni molekuly [33].

Mikrociny mohou byt rozdéleny dle biochemickych vlastnosti a mechanizmu tc¢inku na 2
tridy:

e Trida 1 - zahrnuje peptidy s molekulovou hmotnosti pod 5 kDa (mikrociny B17, C7,
D93, J25). Tyto mikrociny byvaji ¢asto siln¢ posttranslacné modifikovany a maji rizny
mechanizmus uc¢inku; napt. mikrocin B17 tuc¢inkuje jako inhibitor DNA-gyrdzy, mikrocin
C7 inhibuje proteosyntézu [32].

e Trida2 - zahrnuje mikrociny E492, H47, V, L, 24 s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 7-10 kDa [32]. Sdileji mnoho spole¢nych vlastnosti s koliciny, ale na rozdil
od kolicinii mohou byt kédovany nejen plazmidem, ale i chromozomalné - napt. mikrociny

H47 a E492 [35].
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2.2.1 Mikrocin E492

Mikrocin E492 je bakteriocin produkovany druhem Klebsiella pneumoniae, aktivni proti
riznym druhtim z celedi Enterobacteriaceae. Baktericidni ucinky spocivaji zejména

v tvorbé iontovych kanalkili v buné¢né membrané [36].

Mikrocin E492 m4 také cytotoxicky ucinek na lidské nadorové buiiky. Cytotoxicky me-
chanizmus je pres apoptézu, pozadovanym mechanizmem pro 1é¢bu rakoviny. Zivé buiiky
bakterie mohou byt pfipadné vyuZivany jako nepfetrzity zdroj produkce mikrocini E492
ve specifickych nddorech [37]. Pti nizké (5 pl/ml) a stfedni (10 pl/ml) koncentraci indukuje
mikrocin E492 biochemické a morfologické zmény typické pro apoptdzu, a potencidlni
ztraty mitochondridlni membrany. Ve vySSich koncentracich (>20ul/ml) bylo pozorovano
odumfeni bunék. Indukce apoptdzy byla spojovédna s vydanim vapniku z vnitrobunéénych
prostor, pravdépodobné poté, co mikrocin spustil kandlovou formaci iontu. Apoptdza
je geneticky uréend forma bunécné smrti, ktera hraje dileZitou roli pfi rozvoji a bunécéné
rovnovaze vicebunéénych organizmi. Nekrotickd builka je obvykle disledek fyzického
zranéni a bez aktivni Ucasti buriky. Apoptdza muzZe byt odliSovana od nekr6ézy na zakladé
nékolika morfologickych a stejné tak biochemickych znak, jako jsou jaderna kondenzace,

ztrata bunécného objemu a fragmentace DNA [36].
2.3 Vyuziti bakteriocini

2.3.1 Potravinarstvi

Ve studii Patton a kol. (2007) byla studovana tc¢innost kolicinu E1 proti Listeria monocyto-
genes v bujonu a na povrchu potravin urcenych k pitimé spotiebé [29]. Vysledky naznacuji,
Ze kolicin E1 ma vyrazny inhibi¢ni G¢inek vici patogenni bakterii Listeria monocytogenes.

Tato studie prokazala potencial vyuZiti kolicint pfi zvySovani bezpecnosti potravin.

Bakteriociny, zejména produkované grampozitivnimi bakteriemi, maji velky potencidl jako
ptirodni konzervanty v potravinaiském prumyslu. Aplikace bakteriocinl v procesu konzer-
varenstvi pfina$i mnoho vyhod, jako piiklad Ize uvést lepsi zachovani vitamint a vyzivnych
latek v potravindch, prodlouzeni trvanlivosti potravin, snizovani piidavkid chemickych latek
atd. Kromé dnes jiZ dostupnych komer¢nich preparati nisinu a pediocinu PA-1/AcH, lze
chemické konzervanty v mlécnych produktech nahrazovat napt. enterocinem 1146, ktery ma

antilisteridlni vlastnosti, ale neptisobi negativné na startovaci kultury [38].
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2.3.2 Medicina a farmakologie

Od objevu penicilinu v roce 1928 bylo nalezeno a vyvinuto pfes 100 antibiotik d¢innych
proti Sirokému spektru lidskych patogenii. Je vSak nesporné, Ze rezistence bakterii proti
antibiotikim dramaticky nartistd. Védci se zaméfuji na bakteriociny, které jsou velkym
piislibem dalsi generaci antimikrobidlnich latek. VétSina bakteriocint se 1isi od tradi¢nich
antibiotik jednim zdsadnim zplisobem: maji relativné izké spektrum ptisobeni, a jsou tedy
toxické pouze pro bakterie. Bakteriociny pravdépodobné nikdy plné€ nenahradi antibiotika,
zejména pii 1é¢bé septickych stavi. Nicméné maji 1é¢ebny potencial pii mikrobiologickém
onemocnéni zazivaciho traktu, hnisavych infekcich kiiZe a spojivky [31].

Probiotické bakterie poméhaji hostitelskému organizmu udrZovat a obnovovat jeho pfiroze-
nou mikrofléru. Schopnost téchto bakterii eliminovat nezddouci druhy je Casto zplisobena
produkci dcinnych antimikrobidlnich toxint, a to nejéastéji bakteriocini. Mnoho studii se
zabyva vyuZzitim téchto bakteridlnich rodl v probiotickych terapiich pro lidsky organizmus
(gastrointestindlni trakt, dstni dutina, dychaci trakt, vagina), dobytek a vodni kultury [39].
Ve studii Trautnera a kol. (2005) bylo in vitro prokazano, Ze kolicin E2 produkovany kme-
nem E. coli K-12 inhibuje rdst uropatogennich kmeni E. coli a tim pfedchazi vzniku infekci

mocového traktu pii pouzivani katetra [40].
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3 METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

Molekuldrni biologie je v soucasnosti snad nejprogresivnéji se rozvijejici oblast védy, kterd
se vyuziva témér ve vSech ohledech chemického i biologického zkoumani. Z historického
hlediska patfi molekuldrni, resp. molekuldrné-genetické a biotechnologické metody
v oblasti pfirodnich véd k nejmladSim [41]. AZ do poloviny 60. let 20. stoleti, kdy zacaly
byt rutinné aplikovany postupy tzv. ,,biochemické genetiky*, nebylo az na vyjimky mozno
studovat zivé organizmy hloubéji nezZ na drovni bunék, pripadné vétSich organel. Za zakla-
datele genetiky, predchidkyné biomolekuldrnich véd, je povazovan Johann Gregor Men-
del, ktery polozil zdklady modernich genetickych zdkond [42]. Prelomovy okamZik
v genetice 1 velkém mnoZzstvi jinych védnich disciplin nastal v roce 1952, kdy J. Watson
spolecné s F. H. C. Crickem objasnili strukturu molekuly DNA jako pravotocivé Sroubovi-

ce. Za tento objev obdrzZeli roku 1962 Nobelovu cenu [43].

Metody molekulédrni biologie umoZiiuji analyzu biologicky vyznamnych molekul, zejména
téch, které nesou a nésledné uskuteciiuji genetickou informaci — nukleovych kyselin a bil-
kovin. Rozvoj téchto metod v poslednich dvaceti letech umoznil detailni analyzu genetické
informace a od ni odvozenych vlastnosti u ptivodcti nemoci - patogend i u jejich hostitelt —

pacientt [44].

Molekularné biologické metody lze velmi obecné rozdélit do dvou skupin, a to na klasické
metody, bez amplifikace cilové sekvence, a metody amplifikaéni - z polymerazové fetézo-
vé reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction) jako hlavni metodou. Non-
amplifika¢ni metody (Northern blot, Southern blot apod.) vyZaduji velké mnoZstvi nukleo-
vych kyselin z ¢asto heterogennich bunék nebo tkéni, klasickd PCR m4 oproti jinym meto-

dam mnoho vyhod, jako je napf. vysoka specificita a citlivost [45].

Dnes nejuzivanéjsi metody v diagnostice jsou zaloZeny na PCR. Jejich vyhody spocivaji
predevS§im ve vysoké specificité, citlivosti, moZnosti standardizovaného pfistrojového pro-
vedeni s minimdlnim mnoZstvim biologického materidlu potiebného k vySetfeni. Ve svych
disledcich se tyto vyhody projevi v€asnou a piesnou diagnostikou pfi respektovani kom-
fortu pacienta. Zisadni nedostatek: na konci reakce nekoreluje mnozstvi PCR produktu
s poctem cilovych sekvenci ve vzorku [44]. Tento problém je vyfeSen u real - time PCR
umoznujici pfesnou kvantifikaci hledané cDNA sekvence vzorku. Principem je pfimd de-
tekce a kvantifikace PCR produktl v kazdém jednotlivém cyklu PCR. Béhem amplifikace

je stanovena zména intenzity fluorescen¢niho zéfeni [46].
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3.1 PCR

Polymerizova fetézova reakce byla popsana roku 1983 Kary Mullisem jako in vitro meto-
da pro enzymatickou syntézu definované sekvence DNA [47] a vynesla jejimu objeviteli
v roce 1993 Nobelovu cenu [48]. PCR je nejcastéji pouzivanou molekuldrné — biologickou
amplifikacni technikou v diagnostice. Cilovd DNA byvé Casto ve vzorcich analyzovanych
vétsinou pro ucely genotypizace nebo detekce mikroorganizmii piitomna v tak nizkych
koncentracich, Ze ji neni mozno po izolaci pfimo detekovat. Proto je nezbytné zvysit analy-

tickou senzitivitu jeji mnohondsobnou replikaci [49].

Pomoci této metody 1ze na zdkladé komplementarity bazi obsaZzenych v molekule nukleové
kyseliny namnozit cilovou nukleovou kyselinu. Pfitomnost cilové nukleové kyseliny
ve vySetfovaném vzorku je dile prokazovana riznymi postupy (elektroforéza s naslednou
vizualizaci v UV svétle nebo hybridizace se specifickymi sondami nukleové kyseliny
s ndslednou imunoenzymatickou vizualizaci) [50]. Zékladem uspéSné reakce je pouZiti
neporusené¢ho tdseku DNA, ktery ma byt amplifikovan. Velmi ddleZitym piredpokladem pro
uspésnou reakci je navrzeni vhodnych primert tak, aby byla zajisténa specificita reakce.
Jak navrh oligonukleotidovych primert, tak programovéani reakénich krokli vychazi
z obecné znalosti struktury DNA a ze znalosti sekvence, k niZ jsou pfislu$né oligonukleoti-
dy komplementarni. Je tedy nutné zdaraznit, Ze pro PCR je nutno znat sekvence alesporni

hrani¢nich udsekl fragmentu, ktery ma byt amplifikovan [51].

3.1.1 Jednotlivé komponenty PCR

e DNA templat
DNA je tvofena dvéma komplementdrnimi fetézci spojenymi interakcemi dusikatych bazi
nukleotidll (A, G, C, T). Linedrni sekvence téchto bazi poskytuje informaci genetického
kodu, kde tf1 po sobé nésledujici baze urcuji jednu aminokyselinu. Komplementarita paro-

vani bazi mezi dvéma fetézcije AsTaGs C.

Stabilita dvousroubovice DNA, a tim i teplota, pfi niZ dochédzi k denaturaci, zavisi na néko-
lika faktorech [51]. Dvoufetézcova struktura DNA ovSem neni stabilizovédna pouze vodi-
kovymi mustky, ale i sendvicovym usporadanim bazi a dalSimi interakcemi. Dochazi pfi-
tom k dplnému rozdé€leni na dvé vldkna. Tento proces se nazyva denaturace DNA, protoze
molekula ztraci své prirozené usporadani [52]. PfedevSim se na tepelné stabilité podili ob-

sah guaninu a cytozinu. S jejich molarnim pomérem roste teplota nutna k denaturaci. Tep-
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lota, pfi niZ k denaturaci dochdzi, se nazyva teplota tini a je oznacovana jako Tm (melting

temperature) [51].

e JNTP
Smés volnych nukleotidovych zbytkli deoxyadenozintrifosfat (dATP), deoxyguanozintri-
fosfat (dGTP), deoxytymidintrifosfat (dTTP), deoxycytidintrifosfat (dCTP), které jsou za-
fazoviny DNA-polymerdzou do nové vznikajiciho retézce [53].

e MgCl,
Vyssi koncentrace hotfecnatych iontl stabilizuje dvousroubovici DNA. Pfili§ vysoka kon-
centrace brani Gplné denaturaci. SniZuje se tim specifi¢nost nasedani primerd, jelikoZ pri-
mery v prostiedi s nizkou stringenci se mlizou navazat na jakékoliv jen ¢astecné komple-
mentarni misto. Je-li koncentrace téchto iontli niz§i nez 0,5 mmol/l, netvoii se komplex
primer-templat nebo se cely komplex kratce po zacdtku prodluzovani rozpadd. Nékteré
z hote¢natych iontl jsou vychytavany dNTP [54].

e Taq DNA-polymeraza
DNA-polymeraza je izolovana z termofilnich bakterii, Zijicich v pramenech horkych az
100 °C, ktera vykazuje dostatenou enzymovou aktivitu po celou dobu syntézy. NejpouZi-
vanéjsi termostabilni polymeraza je Taq, kterd pochazi z eubakterie Thermus aquaticus
[55]. Pouziti termostabilni DNA-polymerdzy zajiSfuje dostateCnou aktivitu enzymu
po celou dobu amplifikace. Tag DNA-polymerdza m4 teplotni optimum pii 75 °C a polo-
Cas inaktivace je piiblizné 40 minut pi1 95 °C. Jedna se o enzym, ktery ma pouze 5°—3"
polymerazou aktivitu a postrddd 3°— 5” exonukledzovou aktivitu, coZ znamend, Ze tento
enzym neni schopen opravovat chyby vzniklé pfi replikaci [51]. V soucasné dobé uz vSak
Tag DNA-polymeraza neni ziskdvéana izolaci z bakterii, ale jeji produkce se stala predmé-
tem genetického inZenyrstvi. Cinnost enzymu je zavisld na mnoha faktorech: kvalité a
koncentraci templatové DNA, primerech, pfitomnosti stimuldtorii nebo inhibitort jeji akti-
vity [56].
Kromé Tag DNA-polymerazy jsou pouzZiviny také Pwo a Pfu DNA polymerazy (zdroj-
Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus). Tento enzym ma kromé polymerazové aktivity
také 3"—5 exonukledzovou aktivitu umoziujici opravu chybné inkorporovanych deoxy-
nukleotidii. Produkty tohoto enzymu jsou syntetizovany s desetindsobné vysSsi prednosti
ve srovnani s Tag polymerdzou. Proto je tento enzym vhodnéjsi pro piipravu produkti
pro klonovani a pro pfipravu znacenych sond. Syntetizuje pouze fragmenty do délky cca

3 kb [51].
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e pufr
KaZzd4 firma, kterd vyrdbi chemikélie pro PCR reakce, doddva k DNA polymeréze i pufr,
jehoz sloZeni odpovida optimélnimu prostiedi pro aktivitu polymerazy.

e oligonukleotid - primery
Primery jsou kratké oligonukleotidové DNA sekvence nejcastéji v rozmezi 18-30 bézi.
Jedna se o fetézce komplementarni vzdy k 3” konci oblasti vybrané ¢asti templatové DNA.
Existuje nékolik pravidel vybéru primert, potazmo oblasti templatové DNA. V pfitomnosti
velice nizké koncentrace templatu se kratké sekvence primerd na sebe specificky ,,lepi” a
jejich 3”-konec tvofi pozici pro nasednuti DNA polymerazy [57].

Zdasadni pravidla pro navrhovani primeri:

nesmi byt k sobé komplementarni
- jejich délka by se méla pohybovat mezi 18-30 bp a rozdil v poctu bazi jejich délek
by nemél byt vétsi nez 3
- disociacni teplota Tm by méla byt priblizné stejnd
Tm = 4G+C) + 2(A+T)
Tm = 69,3 + (0,41 x (% G+C)) — 650/délka
Tm = 81,5 + 16,6(log10[K+]**) + 0,41(% G+C) — 600/délka
* Tm byva béZné uréovana vyrobcem primerd
** [K+] koncentrace monovalentnich kationtd v reak¢éni smési
- obsah GC by mél byt v rozmezi 40-60 % [58]
- teplota Tm primeru alesponi 50 °C
- podobn4 teplota Tm u obou primert
- specifi¢nost primerd na matricové DNA nesmi byt nespecificka vazebnd mista
Pro navrh primerti v analyzovanych oblastech sekvence DNA existuje fada pocitacovych
program, které umoziuji zohlednit vySe zminéna pravidla., napf. Primer3, ktery je volné

pfistupny na internetu (http://frodo.wi.mit.edu/) [59].

3.2 Princip PCR

Vlastnim principem polymerdzové fetézové reakce je in vitro amplifikace specifického
tseku nukleové kyseliny DNA. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymov4 syntéza
novych fetézci vybranych tusekl dvoufetézcové DNA ve sméru 5°—3” prostiednictvim
DNA-polymerazy, pfi niZ se v zéavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stiidaji tf1i

kroky, béhem nichZ probihaji tfi odlisné déje s odliSnymi niroky na teplotu (Obr. 3.) [54].
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1. faze (denaturace) — dochdzi k zahtati roztoku na teplotu 94 - 95 °C, coZ zpisobi dena-
turaci dvojitého fetézce DNA, rozpadnou se vodikové miistky mezi vldkny DNA a vznikaji
dvé jednoretézcové DNA (ssDNA). V bunikédch rozplétaji dvousroubovice specidlni enzy-
my (helikdzy, topoizmerazy) [61].
2. faze (annealing) — annealingova teplota se pohybuje v dosti Sirokém intervalu (55 —
75 °C). Studovany dsek nukleotidové sekvence je vymezen pfipojenim dvou primerd, které
se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3°-konce sméfuji proti sobé. Takto se
ur¢i, od kterého mista a kterym smérem (od 3'-konce primeru) md DNA-polymeraza zacit
syntetizovat komplementarni vldkno. To je v PCR zajiSté€no pouZitim dvou primerd, které
nasedaji na komplementarni sekvence ve dvou templatovych vldknech. Templatova vldkna
vznikaji denaturaci ptivodné dvouvldknové DNA [60]. Pokud jsou ve smési v nadbytku
specifické oligonukleotidy, budou hybridizovat se svou komplementarni sekvenci rychleji,
neZ dlouhé jednotetézcové molekuly, jejichZ koncentrace je mnohem niZ8i. Teplota, pii niZ
hybridizace probih4, je pro vysledek PCR kritickd a musi byt vhodné nastavena pro pouZi-
ty par primert. Pfi pfili§ nizké teploté mohou primery nasedat i na sekvence, které jsou
komplementarni jen z ¢asti, a vytvofi se nespecificky produkt. Pfi pfili§ vysoké teploté
zase budou primery malo hybridizovat a produktu se nevytvofi dostate¢né mnozstvi [61].
Podminky pro hybridizaci primerti zavisi na zastoupeni bazi, délce oligonukleotid a hodno-
té T, produktu. Teplota pro pripojeni (hybridizaci) primert (T,) se stanovuje podle vztahu:
Ta = 0,3xTw™ + 0,7x TP 25
AvSak obecné uzivanym pravidlem pro stanoveni T, je sniZeni teploty Ty, o 5°C. Teplota
T, se obvykle pohybuje v rozmezi 55 azZ 68°C po dobu 30-60 s, doporucuje se v§ak provést
jeji optimalizaci [59].
3. faze (elongace) - teplota se zvySuje na 72 °C, kdy je aktivita Tag — polymerazy optimal-
ni. Oligonukleotidy, které dosedly na jednofetézcovou DNA (templét) v predchozim kro-
ku, slouZi v tomto kroku jako primery pro DNA-polymerdzu. Od jejich 3"-konce zacina

syntéza nového fetézce komplementarniho s templatem [61].

Po prvnim cyklu se pocet fet€zci DNA ve smési zdvojndsobi. V dal$im cyklu mohou jako
templat pro polymerazu slouzit i nové vytvorené fetézce, takze se syntetizuje dvojndsobné
mnozstvi produktu. Pfi opakujicich se cyklech bude mnoZstvi vytvorenych fetézci priby-
vat exponencidln&. Po 30 cyklech PCR se teoreticky vytvoii asi 10°x vice specifického
produktu neZ ostatnich dseki DNA, jejichZ podil je tak ve vysledné smési prakticky zane-

dbatelny. Skute¢ny vytézek PCR byva podstatné nizsi, neZ zminénych 10° kopii na jednu
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molekulu DNA po 30 cyklech. To je ddno postupnym vycerpavanim slozek reakce v pri-
béhu amplifikace. Po urcitém poctu cykli dosdhne koncentrace produktu platé a déle se jiz

prakticky nezvySuje [62].

Reakce PCR se provadéji v zafizeni nazyvaném termocykler, v némz se teplota méni au-
tomaticky v naprogramovanych casovych intervalech. Hlavnimi poZadavky jsou pfesnost

teploty a rychlost pfechodu mezi jednotlivymi teplotami [63].

Princip polymerdzové Fetézové reakce (ti fix

» 3 e 1. denaturace (95 "C

3. syntéza komplementimiho
| tetézce (72 °C)
*

Obr. 3. Princip polymerdzové retézové reakce [54].

3.3 Multiplex PCR

Mnohondsobna PCR je takova varianta PCR, kdy je do reakéni smési pfidano nékolik para
primerti rozpoznavajicich nékolik rozdilnych sekvenci, coz umoziiuje detekci nékolika
gend soucasné€ v jedné reakcni smési. Reakéni podminky pro soucasnou amplifikaci vSech
produktli je nutno empiricky, krok za krokem optimalizovat. Hlavni vyhodou této varianty
jsou niz$i cenové ndklady nez pii samotnych amplifikacich, a proto se pouZziva

pro vyhledavani zmén na dlouhych sekvencich DNA, testovdni vzdjemné nesouvisejicich

oblasti na DNA a zejména pro amplifikaci vnitinich kontrol soucasné se vzorky [59].

Soucasna amplifikace né€kolika cili najednou se provadi s nékolika zaméry:
- mohou byt sledovany zmény v rozsdhlych oblastech DNA;
- mohou byt sledovany rizné segmenty cilového genomu;

- mUze byt zahrnuta vnitini kontrola amplifikovatelnosti vzorku;
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- mohly by byt vyvinuty cenové efektivni panely testil pro detekci vice patogent v jediném
vzorku.

Nejslozitéjsi je faze pripravnd, kdy je nutno vypracovat takové reakéni podminky (sekven-
ce nukleotidu, koncentrace primeru, optimdlni teploty jednotlivych kroku cyklu atd.), aby
amplifikacni reakce pro kazdy testovany usek genomické DNA neprobihala pouze v ptipa-
dé, Ze se jednd o mutaci v pfisluSném misté. Pro kazdou reakci je zafazend pozitivni a ne-

gativni kontrola [64]. Tyto kroky pro optimalizaci jsou uvedeny na Obr. 4 [65].

Protokol Multiplex PCR

Krok 1: Vybér sekvence primeru Krok 3: Piiprava PCR programu pro
G-C = 30-60% '\> individualni lokusy nebo geny
20 bp nebo delsi amplifikace vsech jednotlivych gend, stejné

gelova separace amplifikovanych produkt podminky

brat 1x PCR puft, bez pomocné latky
|_——> nastaveni podminek cyklu

Krok 2: Ovéreni nasedani primeru
kazdy s kazdym
programem BLAST (repetitivni sekvence)

Krok 4: Multiplex PCR, ekvimolarni primer mix

0,1-0,4 uM kazdého primeru ¢

pouzit program z kroku 3

v

Krok 5:
A) Viechny produkty jsou slabé B) Kratké produkty jsou slabé
a) zvyseni Casu extenze a) zvysit koncentraci pufru z 1x na 1,4-2x
b) snizeni extenzni T 62-68 °C b) snizeni annealing nebo/a extenzni T
¢) snizeni annealing T po 2 °C ¢) zvysit mnozstvi primeru pro slaby lokus
d) ptizptsobit 7aq polymerazu d) kombinace vSech

e) kombinace vSech

D) Nespecifické produkty
a) dlouhé: zvysit koncentraci pufru 1,4-2x
b) kratky: snizit koncentraci pufru 0,7-0,9x
c) zvysit postupn¢ annealing T
d) snizit mnozstvi vzorku a enzymu
e) zvys§it MgCl 3, 6,9 a 12 mM,

ale koncentrace dNTP dodrzet 200 uM
f) kombinace vSech

C) Dlouhé produkty jsou slabé
a) zvyseni Casu extenze
b) zvy$eni annealing a/nebo extenzni T
¢) zvySeni mnozstvi primeru pro slaby lokus
d) snizeni koncentrace pufru 0,7-0,8x,

ale dodrzet koncentraci MgCl» 1,5-2 mM
¢) kombinace viech

E) Zadni z vySe uvedenych moZnosti

a) pouziti BSA (0,1-0,8 pg/ul)

b) pouzit 5% DMSO nebo glycerol

¢) zkontrolovat primery pro kazdou reakci zvlast’
e) zménit roztoky, pouzit Cerstvy ANTP

Obr. 4. Optimalizace multiplex PCR [65].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo ovérit identifikaci Escherichia coli u daného souboru
kment izolovanych z potravin. DalSim cilem bylo vytvofit systém rychlé detekce vSech
popsanych kolicinti a mikrocinti u kmenti Escherichia coli metodou PCR. Pro zpracovani

z ¥z

praktické ¢asti bylo nutné naplnit tyto dilci cile:

e ovéfit specificitu primert pro detekci Escherichia coli;

e otestovat sadu primert pro detekci jednotlivych kolicinti a mikrocini;

e optimalizovat multiplex PCR;

e detekovat koliciny a mikrociny u kolicinogennich kment Escherichia coli izolova-

nych z potravin.
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5 MATERIAL A METODY

s w2

Prakticka c¢ast zahrnovala dva experimenty. Experiment 1 navazoval na predchozi diplo-
movou praci [66] a cilem bylo ovéfit funkénost pouzitych primert (Tab. 4.) pro detekci
Escherichia coli. V Experimentu 2 byla u vybranych bakteridlnich kment E. coli zkouma-
na produkce kolicinii a mikrocinti. Déle byla navrZena a optimalizovdna multiplex PCR

Vv

pro jejich jednodussi a rychlejsi detekci.

5.1 Material

Tyto materidly byly pouzity v Experimentu 1 a 2.

5.1.1 Pristrojova technika

e autoklav 135 S, H+P Varioklav - H+P Labortechnik AG, Némecko

e digitdlni vdha KB 800-2 - Kern&Sohn GmbH, Némecko

e biologicky termostat BT 120 - Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika
e automatické mikropipety — Nichiryo, Japonsko

e laboratorni chlazend centrifuga 2300K - Hermle Labortechnik, Némecko

e termoblok BIO TDB-100 - Dry Block Heating Thermostat, Litva

e termocykler DNA Engine PTC-200 - Bio-Rad Thermal Cycler, USA

e clektroforéza - Owl Separation Systems, USA

e UV-transluminator UC-4100 - Ultra Lum Inc., USA

e fotoaparat Power Shot G6 s UV filtrem — Canon, Japonsko

YV _ s

e béZzné laboratorni sklo a plast

5.1.2 Kultivaéni média

e MPA?2 - agar
o masovy vytazek 10g
o pepton 10g
o chlorid sodny NaCl 5S¢
o agar I5¢
o destilovand voda 1000 ml
o pH 6,8 -7

e MPB?2 - bujon

o masovy vytazek 10g
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o pepton 10g

o chlorid sodny NaCl S5¢g

o destilovana voda 1000 ml
o pH 6,8 -7

5.1.3 Chemikilie

100 bp DNA standard pro elektroforézu — New England BioLabs Inc., USA

dNTP mix/12,5 mM (mixture of dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — Jena Bioscience
GmbH, Némecko

Tag DNA-polymeraza (Taq DNA Polymerase with ThermoPol Buffer) + pufr (10x
ThermoPol Reaction Buffer) — New England BioLabs Inc., USA

primery — Invitrogen, USA (Tab. 1)

etidium bromid (zdsobni roztok 10 mg/ml) — SERVA Electrophoresis GmbH,
Némecko

LE agarose - Cambrex Bio Science Rockland, Inc., USA

5.1.4 Priiprava roztoku

100bp DNA ladder
o 20ul DNA ladder

o 50ul nanéSeciho pufru

o 180ul H,O
TAE pufr 50x

o Trizma 242 g

o 0,5MEDTA 100 ml

o kyselina octova 57,1 ml

o destilovana voda doplnit do 1000 ml
TAE pufr 1x

o TAE pufr 50x 20 ml

o destilovand voda 980 ml

nandSeci pufr LB (6x koncentrovany)
o bromfenolovd modf 10 mg
o 0,5SM EDTA 1,2 ml
o 10% SDS 600ul
o glycerol 1,2 ml
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o destilovand voda doplnit do 10 ml

5.1.5 Pouzité bakterialni kmeny

Kmeny Escherichia coli byly ziskany ze sbirky Ustavu technologie a mikrobiologie potra-
vin (UTMP), Fakulty technologické, Univerzity Tomdase Bati ve Zling, ddle z Biologického
tstavu, Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity v Brné a Ceské sbirky mikroorganismi
v Brné (CCM).

Kmeny ze sbirky UTMP byly izolovéany z kiize chlazenych kufat, krom& Salmonella Ty-
phimurium. Pfehled pouzitych kment je uveden v Tab. 1. a Tab. 2. Kmeny v Tab. 2. byly
ziskany z potravin zakoupenych v mistnich prodejniach, voda byla ziskdna ze soukromé

studny na pitnou vodu.

Tab. 1. Seznam pouZitych bakteridlnich kmenii.

CCM Sbirka BU LF MU Sbirka UTMP FT UTB
Escherichia coli CCM 3954 Escherichia hermanii 941 E. coli 17
Bacillus cereus CCM 2010 Escherichia fergusonii 873 | E. coli 59
Bacillus subtilis CCM 2216 Shigella boydii U8 E. coli 62
Micrococcus luteus CCM 732 | Shigella sonnei 17 E. coli 64
Pseudomonas fluorescens Shigella flexneri E. coli 66
CCM 2798

Enterobacter aerogenes E. coli 92

Kluyvera ascorbata 1606 E. coli 93

Yersinia frederiksenii Y26 E. coli 94

Yersinia intermedia Y418 E. coli 99

Yersinia kristensenii Y281 E. coli 104

E.coli DH10B E. coli F’

E.coli UIK1 E. coli B’

E.coli XLL10-Gold E. coli E”

E.coli Row E. coli D’

E.coli ¢ Pseudomonas fragi

E.coli B1 Pseudomonas putida

Moraxella

Acinobacter sp.

Aeromonas sp.

Klebsiella oxytoca

Serratia marcescens

Pantoea agglomerans

Serratia liquefaciens

Leclercia adecarboxylata

Enteric Group 69

Yersinia enterocolitica

Proteus vulgaris

Staphyloccocus sp.
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Pokracovdni Tab. 1.

CCM Shirka BU LF MU Sbirka UTMP FT UTB
Staphyloccocus aureus sub-
Sp. aureus
Enterococcus sp.
Salmonella Typhimurium
UTMP 10
E. coliEY1
E. coli EU1
Tab. 2. Seznam kmenii izolovanych z potravin a vody

1 | kufeci kize, 1. 12. 2009

2 voda ze studny, 3. 11. 2009

3 | ovéisyr, 19. 10. 2009

4 | kravsky syr, 19. 10. 2009

5 Eidam vnitfni vrstva, 1. 12. 2009, vzorek 1

6 Eidam vnitini vrstva, 1. 12. 2009, vzorek 2

7 Eidam vnitfni vrstva, 1. 12. 2009, vzorek 3

8 kureci kiidlo chlazené, 4. 2. 2010, 14

9 kufeci kiidlo chlazené, 4. 2. 2010, 19

10 | kufeci kiidlo chlazené, 4. 2. 2010, 20

11 | krtti biskup chlazeny, 4. 2. 2010

5.2 Metody

5.2.1 Priprava vzorku pro PCR

DNA byla z bakteridlnich buné€k uvolnéna lyzi metodou povareni. Narostlé buiiky z bujonu

byly pfevedeny do eppendorfky (500 pul) a centrifugovany pii 4000 ot./5S min. Supernatant

byl odlit a zbytek resuspendovan ve 100 ul 1x fedéného PCR pufru. Suspenze byla inku-

bovana v termobloku 20 minut pii 95 °C. Po povaieni byla provedena centrifugace pii

10000 tis. ot./4 min. Supernatant byl pfeveden do Cisté eppendorfky a pouZit jako templat

do PCR reakce. DNA se nachazi v supernatantu a skladuje se pti 20 °C nékolik mé&sicu.

Pro ovéteni pfitomnosti DNA byla pouZita metoda PCR pro detekci ¢4sti genu 16S rRNA
za pouZiti primerd 27F a 1492R (30 cykld, 94 °C/45 s, annealing 54 °C/45 s, 72 °C/90 s)

uvedeny Tab. 4. Washio a kol. (2005) pouzili ve své préci také tyto primery pro zjiSténi

spravné extrakce DNA ze ¢ty vzorki bakteriich izolovanych z dstni dutiny ¢lovéka [67].
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5.2.2 Amplifikace PCR

PCR reakce byly provedeny v termocykleru v celkovém objemu amplifikacni smési 25 pl.

Jednotlivé komponenty pro provadéné reakce byly pfipravovany ve formé master mixu

(Tab. 3).

Amplifikacni reakce pro detekci E. coli byla provedena za téchto podminek:

Uvodni denaturace
Opakovani cyklu
Denaturace
Annealing
Extenze
ZavéreCna extenze

Chlazeni

95 °C/ 5 minut

35x

95 °C/1 minuta

56,6 °C nebo 56,9 °C/ 1 minuta
72 °C/ 1 minuta

72 °C/3 minuty

4 °C/o

Tab. 3. SloZeni amplifikacni smési PCR pro de-

tekci E. coli.

Slozka PCR smési Objem (ul)
PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5

Taq DNA polymeraza 0,1
primer-F 0,25
primer-R 0,25
templatovd DNA 0,5
H,O 21

Tab. 4. PouZité primery

1492R2

TACGGTTACCTTGTTACGACTT

Nazev primeru Sekvence primeru 5°- 3° Vehkos(tbl:) ;oduktu
1L.Z1.-389 ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC 264
LZR-653 GGTTTATGCAGCAACGAGACGTCA

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG L5
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5.2.3 Amplifikace PCR bakteriocinu

Jedna reakce byla provddéna v celkovém objemu 25 pl. Jednotlivé komponenty pro reakci

byly michany ve formé master mixu (Tab. 5.).
Amplifikacni reakce byla provddéna za jinych podminek neZ v Experimentu 1.

Podminky reakce pro detekci kolicinl a mikrocinti:

Uvodni denaturace 95 °C/ 5 minut

Opakovani cyklu 35x

Denaturace 95 °C/1 minuta
Annealing 55 °C/ 1 minuta
Extenze 72 °C/ 1 minuta
ZavéreCna extenze 72 °C/3 minuty
Chlazeni 4 °C/o

Tab. 5. SloZeni amplifikacni smési pro bakterio-

ciny.

Slozka PCR smési Objem (ul)
PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5

Taq DNA polymeraza 0,1
primer-F, 0,25
primer-R; 0,25
templatovd DNA 0,5
H,O 21

Gordon a O“Brien (2006) pouZili ve své praci specifické primery pro PCR detekci vybra-
nych druhl kolicinti (Tab. 6.). Stejné sekvence primert byly pouZity i v této praci a to
u kolicind B a E1, ostatni primery byly ziskdny z Biologického ustavu Lékarské fakulty

MU v Bmé. Velikosti vzniklych PCR produkti jsou uvedeny v Tab. 6. [20].
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Tab. 6. PouZité kolicinové primery.

Oznaceni Typ Nazev Sekvence primeru 5°-3° Velikost
kolicinu | primeru produktu
(bp)

1 A ColA-F | CGTGGGGAAAAGTCATCATC 475
ColA-R | GCTTTGCTCTTTCCTGATGC

> B ColB-F | AAGAAAATGACGAGAAGACG 492
ColB-R | GAAAGACCAAAGGCTATAAGG

3 D ColD-F | CTGGACTGCTGCTGGTGATA 420
ColD-R | GAAGGTGCGCTTACTACTGC

4 Bl ColEl-F | TGTGGCATCGGGCGAGAATA 649
ColE1-R | CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTT

5 B ColE2-R | TGATGCTGCTGCAAAAGAG 409
ColE2-R | TTCAAAGCGTTCCCTACCAC

6 B3 ColE3-F | TAAGCAGGCTGCATTTGATG 413
ColE3-R | TCGGATTCGGACCTTTCAAC

7 B4 ColE4-F | GAAGGCTGCATTTGATGCT 409
ColE4-R | CGGATCCGGACCTTTAATTT

3 BS ColE3-F | TAAGCAGGCTGCATTTGATG 430
ColE5-R | TTGAATTCTCGAATCGTCCA

9 B6 ColE6-F | ACCGAACGTCCAGGTGTT 399
ColE6-R | TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT

10 B7 ColE7-F | GCATTCTGCCATCTGAAAT 431
ColE7-R | CTTCTGCCCACTTTCTTTCG

1 B8 ColE3-F | TAAGCAGGCTGCATTTGATG 449
ColE8-R | GACTGATTGGCTTGTCGTGA

12 E9 ColE3-F | TAAGCAGGCTGCATTTGATG 418
ColE9-R | GACTTTTCTCCCTCCGACCT

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

14 Ib Collb-F | AACGAGTGGGTCGATGATTC 464
Collb-R | CCTTTTCTGCGCTCGTATTC

15 K ColK-F | CAGAGGTCGCTGAACATGAA 469
ColK-R | TCCGCTAAATCCTGAGCAAT

16 L Col28b-F | TGCATATTGAAAGCGTCAGC 449
Col28b-R | CAGGTTATCCCCTCTCACCA

ColM-F | GCTACCACTTCGCAAAACC

17 i ColM-R | GAGCGACTCTCCGATAATGC 429

) N ColNF | AGCTTGGCGAGTATCTTGGA o1
ColN-R | CAACACAGCCCCGAATAAAC

" U ColUF | TGATTGCTGCGAGAAAAATG 155

ColU-R | TCTGACAGCCTCTCCCTGTT

20 % ColY-F | GCAGGCAGAAAAGAACAAGG 477
ColY-R | CGGACGTTATTTGCCTTCAT

71 I ColJs-F | TCAAAATGTTTGGGCTCCTC 254
i ColJs-R | TAATCTGCCCTGTCCCACTG
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Pokracovani Tab. 6.
Oznaceni Typ Nazev Sekvence primeru 5°-3" Velikost
kolicinu | primeru produktu
(bp)
2 5 Col5-F CATTGGCAAAAGCGAAATTC 443
Col5-R | TGCAACTCTGGAAACAATCG
73 10 Col10-F | GGTTACCGGATTTCCTGGAT 448
Col10-R | TTCTGAATGCTTGGCCCACT
24 4 ColS4-F | TATATGGCCCAACTGCTGGT 456
ColS4-R | CGTAAGGACGGACACCTGTT

Dile také Gordon a O“Brien (2006) ve své praci pouZili specifické primery pro PCR detek-

ci vybranych druhi mikrocinid (Tab. 7.). V této praci byla stejnd sekvence primerti pouZita

u mikrocini mccB17, mccH47, mcc]25, mecL a mccM, ostatni primery byly ziskany

z Biologického tustavu Lékaiské fakulty MU v Brné Velikost vzniklych PCR produkti je

uvedena v Tab. 7. [20]Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..

Tab. 7. PouZité mikrocinové primery.

T Nézev Velikost
Poradi o YP . Sekvence primeru 5°-3° produktu
mikrocinu primeru (bp)
TCACGCCAGTCTCCATTAGGTGTTGG
Mcc B17-F
25 B17 CATT 135
TTCCGCCGCTGCCACCGTTTCCACCA
Mcc B17-R
CTAC
26 C7 Mcc C7-F | CGTTCAACTGTTGCAATGCT 134
Mcc C7-R | AGTTGAGGGGCGTGTAATTG
TCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTA
Mcc J25-F
27 J25 CCAAT 175
TGATTAAGCATTTTCATTTTAATAAA
Mcc J25-R
GTGT
73 H47 Mcc H47-F | CACTTTCATCCCTTCGGATTG 227
Mcc H47-R | AGCTGAAGTCGCTGGCGCACCTCC
29 v Mcc V-F CACACACAAAACGGGAGCTGTT 680
Mcc V-R CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT
GGTAAATGATATATGAGAGAAATAA
Mcc L-F
30 L CGTIA 233
TTTCGCTGAGTTGGAATTTCCTGCTG
Mcc L-R
CATC
Mcc M-F CGTTTATTATTTTATGAATA
31 M AAACGGAAGAATGGATGATCTCGCA 456
Mcc M-R AA
1 E492 Mcc E492-F | GTCTCTCCTGCACCAAAAGC 291
Mcc E492-R | TTTTCAGTCATGGCGTTCTG
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5.2.4 Detekce PCR produktu

DNA fragmenty vzniklé PCR reakci byly detekovany pomoci elektroforézy v 1,5% agar6-
zovém gelu. Pro pfipravu gelu bylo navdzeno 0,75 g agardzy a zalito 50 ml 1x TAE pufru,
ktery byl nafedény ze zdsobniho 50x koncentrovaného roztoku TAE. Vznikld smés byla
za obCasného michéni rozpousténa v mikrovinné troubé. Takto pfipraveny roztok agardzy
byl samovolné zchlazen. Poté byly k roztoku pfidany 3ul etidiumbromidu (vyslednéd kon-
centrace etidiumbromidu v gelu byla 0,5 pg/ml) a roztok byl nalit do pfipravené elektrofo-

retické vanicky s hiebinkem.

Po ztuhnuti gelu byly nandseny vzorky DNA v objemu 12 ul roztoku, tvofeného 2 ul nana-
Seciho pufru a 10 ul PCR produktu. Jako standard byl pouZzit 100 bp marker, ktery byl na-

nasen v objemu 12 pl.

Elektroforetick4 separace probéhla za stalého napéti 75-90 V, cca 50 minut. Casovy tsek,
béhem kterého migrovala DNA, byl zavisly na velikosti separovanych fragmentli. Separace
probihala tak dlouho, dokud bromfenolova modi obsaZend v nandSecim pufru nedoputova-
la do 2/3 az 3/4 gelu. Po ukondeni elektroforézy byla DNA posouzena v UV svétle pomoci

UV translumindtoru. Vysledek byl zdokumentovan pomoci digitalniho fotoaparatu.

5.2.5 Stanoveni biologické aktivity kolicinu kvalitativné — vpichovy pokus

Testované kmeny Escherichia coli byly vpichem naockovany do misky s MPA agarem a
kultivovany 48 hod pfi 37 °C. Misky s makrokoloniemi byly nejdfive usmrceny parami
chloroformu po dobu 30 min a poté prelity 3 ml 1,05% agaru s 0,1 ml kultury indikétoro-

vého kmene narosteného pies noc. Jako indikatorové kmeny bylo pouzito 5 kment E. coli
(Row, BI, 0, P400, Sabina 40) a jeden kmen Shigella sonnei 17. Po kultivaci v 37 °C pfes

noc byla zjisfovana piitomnost inhibi¢nich zén okolo naristu produkénich kment a hod-

nocena velikost zon.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Pritomnost E. coli, patfici do Celedi Enterobacteriaceae, je ukazatelem fekdlniho znecisté-
ni nejen potravin [1]. Tradi¢ni metody identifikace patogent z potravin jsou ¢asoveé naroc-
né a pracné, tudiZ je nutny rozvoj inovacnich metod pro rychlou identifikaci potravinovych
patogenii [68]. V pifimé diagnostice mikrobiologickych patogenti je jednou z nejcastéji
pouzivanych metod PCR. Je povazovdna za standardni metodu detekce nékterych nekulti-

vovatelnych nebo obtizné kultivovatelnych patogenti [47].

E. coli je producentem dvou typl bakteriocint, a to kolicinii a mikrocint. Bakteriociny
jsou bohatou a rozmanitou skupinou antimikrobidlnich latek bakteridlniho pivodu, kterymi
bakterie mezi sebou soupeii [69]. Tyto bakteriociny Ize detekovat vpichovym pokusem za
pomoci indikatorovych kmenil nebo rychlejsi cestou, a to metodou PCR. Pfed provedenim
vlastni PCR reakce je dulezité spravné provést izolaci DNA. V této praci byla izolace pro-
vedena povarenim bakteridlnich bunék v PCR pufru 1x fedéného, coZ je metoda mélo Ca-

sove a finan¢né€ naroc¢na.
6.1 Detekce bakterie Escherichia coli

Detekce E. coli v potravindch a ve vodé molekularné-biologickymi metodami je zaméfena
na geny lacZ, lamB, uid [70] a malB [71]. V této préci byla bakterie E. coli detekovdna
metodou PCR. Bylo vyuzito paru primerta LZL 389 a LZR 653 [70], jimiZ je urcena oblast
genu lacZ (264 bp), ktery kéduje aktivitu B-galaktosidazy.

Gen pro B-galaktosiddzu (lacZ), je umistén na chromozomu ve shluku spolecné se tfemi
dalSimi geny; lacl kéduje regulacni bilkovinu, represor; lacY kdduje permeédzu potiebnou
pro aktivni transport lakt6zy do buriky; lacA kdéduje transacetylani enzym, jenZ sniZuje
toxicitu nékterych galaktozidi jejich acetylaci. VSechny tyto geny jsou soucasti obecného

regulac¢niho systému a tato regulacni jednotka se nazyva lakt6zovy (lac) operon [72].

Inkluzivita je vytvoreni specifického produktu u detekovaného druhu (zde E coli) a exklu-
zivita je nevytvoreni specifického PCR produktu u kmeni jinych nez detekovany druh.
Pfi PCR detekci E. coli byly testovany dvé rizné annealingové teploty.
Teplota annealingu 56,6 °C
e Testovani inkluzivity
PCR reakce se vS§emi kmeny E. coli byla provedena minimdlné ve ¢tyfech nezavis-

Iych opakovani. Byl ziskdn specificky PCR produkt (264 bp) u vSech 21 kmeni
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minimdlné ve dvou opakovéanich. PCR neprobéhla pouze u 4 kment (E. coli 104,
66, 59 a B") ve dvou opakovéni.

Testovani exkluzivity

Pro ovéfeni exkluzivity bylo pouZzito 31 kment jinych neZ E. coli. PCR byla prove-
dena minimdlné ve tfech nezavislych opakovanich. Specifické PCR produkty neby-
ly vytvofené minimalné ve dvou opakovanich u 26 kmeniti. U 5 kment byl ziskan
specificky produkt (Proteus vulgaris, Enteric Group 69, Leclercia adecarboxylata,

Klebsiella oxytoca, Acinetobacter sp.) ve dvou opakovani.

Teplota annealingu 56,9 °C

Testovani inkluzivity

Na PCR reakce byly pouzity stejné kmeny jako pii testovani annealingové teploty
56,6 °C. Opakovani bylo provedeno minimdlné dvakrat (Obr. 5). Ze vSech testova-
nych kment se nevytvorily specifické produkty u 3 kmenti ani jednou (D’, E. coli
92 a E. coli 66).

Testovani exkluzivity

Pfi ovéfovani exkluzivity byly pouzity stejné kmeny jako pii testovani annealingo-
vé teploty 56,6 °C. Opakovani bylo provedeno minimalné dvakrat (Obr. 5) a ze
vSech testovanych kment pouze u 3 kment byl vytvoren specificky PCR produkt

(Enteric Group 69, Klebsiella oxytoca a Proteus vulgaris).
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Obr. 5. Agarozovy gel PCR produktii pri detekci E. coli a jinych
kmenui pri teploté 56,9 °C: I-E. coli CCM3954, 2-E. coli 17, 3-
Escherichia hermanii 941, 4-Escherichia fergusonii 873, 5-E. coli
B’, 6-E. coli Row, 7-E. coli 99, 8-E. coli 104, 9-E. coli 59, 10-
E. coli 62, 11-E. coli 64, 12-E. coli 94.

o) 24

Z vyhodnocenych vysledkli bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsi annealingova teplota pro tyto
primery je 56,9 °C. Vzorky uréené jako Enteric Group 69, Klebsiella oxytoca a Proteus
vulgaris vykazovaly pozitivni reakci, kterd by méla byt pozitivni a specifickd pouze pro
E. coli. D4 se tedy spekulovat o tom, Ze tyto kmeny nebyly spravné identifikovany do da-
nych taxond, bylo by tedy vhodné opakovat identifikaci napf. pomoci biochemickych testl
¢i sekvenovat ¢ast DNA, napft. gen pro 16S rRNA. Pokud tomu tak neni a zvolené primery
detekuji nejen E. coli, ale také jiné rody z Celedi Enterobacteriaceae, je nutné stanovit,
Ze tyto primery nejsou pro E. coli specifické a tudiZ nespliiuji podminky 100% exkluzivity.
Tato prace vyvraci puvodni studii [70], na druhou stranu prace Ficker a kol.(1994) toto
tvrzeni doklad4 [75]. V této préci [75] byly pro detekci E. coli pouZzity stejné primery LZL-
389 a LZR-653. Bylo testovano 441 kmend, z nichZz 324 kmeni bylo uréeno jako koli-
formni bakterie a 117 kment jako E. coli. Sekvence byla také identifikovana v 5 kmenech
koliformnich bakterii (non-E. coli). Sada primert E. coli spravné identifikovala pfiblizné

70 % testovanych koliforma [75].
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Pro detekci koliformnich bakterii je vyuZivdna oblast lacZ genu. Pfi vybraném optimali-
zaénim cyklu a za pouziti primeri ZL-1675 a ZR-2548 byly vysledky pozitivni také
pti detekci Enterobacter cloacae, Shigella flexneri a Klebsiella pneumoniae. Pti detekci
bakterie Salmonella byl ziskdn negativni vysledek [73]. V dalsi studii byly pro detekci ko-
liformnich bakterii vyuzity primery LZL a LZR (876 bp). Pozitivné byly detekovany
vSechny koliformni kmeny, a to E. coli, K. pneumoniae, Citobacter freundii, Enterobacter
sp., a Shigella sp. [74]. Ve studii Kaclikové a kol. (2005) byly detekovany E. coli
s vyuzitim primerd Ert2F a Ert2R (619 bp). Specificita primerti byla provéfovéana inkluzi-
vitou, kde bylo pouzito 24 kmeni E. coli a exkluzivitou s 37 kmeny jinymi neZ E. coli.

Vysledky byly pozitivni na 100 % jak u inkluzivity tak exkluzivity [76].

Z vysledki nasi prace a jinych studif 1ze fici, Ze pouzité primery LZL-389 a LZR-653 jsou

vhodné pro detekci koliformnich bakterii, ale jiZ nejsou vhodné pouze pro detekci E. coli.

Primery LZI1.-389 a LZR-653 byly v dalsi ¢asti experimentd pouzity pro ovéfeni pfislus-
nosti izolatl z riznych potravin a vody urenych jako E. coli podle typické morfologie
kolonif s kovovym leskem na Endové agaru. U vSech 11 kmeni byla PCR reakce pozitivni

a vysledek je zndzornén na Obr. 6.
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Obr. 6. Agarozovy gel PCR produktit pri detekci laboratornich vzorkii

z potravin a vody: seznam vzorkii uveden v Tab. 2.
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6.2 Kolicinogenie kmenu Escherichia coli

Dalsim tkolem bylo zjistit incidenci kolicinogenie u daného souboru 11 izolatd E. coli.
Vpichovym pokusem byly sledovany inhibi¢ni d¢inky na indikatorové kmeny (Obr. 7).
Timto pokusem bylo zjisténo, Ze dva vzorky (izolované z kufeci ktize a krttiho biskupu)

jsou kolicinogenni a vytvéii inhibicni zény na vSech Sesti indikdtorovych kmenech. Tyto

dva vzorky budou déle pouZity v Experimentu 2.

Obr. 7. Test na produkci bakteriocinii na indikdtorovém kmeni S. sonnei 17:

seznam vzorku uveden v Tab. 2.

V mnoha studiich bylo timto pokusem zjiS§tovdno, zda jsou kmeny kolicinogenni, napf.
z 53 kment E. coli vytvartelo 43,4 % bakteriocini s nizkomolekuldrni hmotnosti LMW
(low-molecular-weight) a 5,7 % bakteriocint s vysokomolekularni hmotnosti HMW (high-
molecular-weight) [77]. Smarda a kol. (2006) ve své praci izoloval 53 kment E. coli ode-
branych z tra¢niku zdravych lidi [78]. U té€chto kment bylo zjisténo, Ze 22 z nich vytvari{
mikrociny, 6 koliciny a 2 produkovaly jiné specifické antibakteridlni faktory [78].
V priibéhu let 1993-1999 bylo izolovano 1043 kment E. coli z tracnikli zdravych lidi bez
zazivacich potizi a lidi s diagnostickou poruchou trdveni bez pfitomnosti patogennich nebo
podminéné patogennich mikrobt. Pro kontrolni sadu bylo vybrano 278 kmend, z nichZ
bylo 115 kolicinogennich. U pacientt trpicich salmonel6zou byl pomér kolicinogennich
kmeni stejny, jako u zdravych lidi a u pacientt s nespecifickym zanétem tra¢niku byl vy-

skyt kolicini mirné zvyseny [79].

Smarda a kol. (2002) v dalsi praci izoloval rGizné druhy Escherichia: E. hermanii, E. vulne-

ris a E. fergusonii. Bylo izolovano 30 kmend E. hermanii z lidskych orgéni, ani v jednom
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nebyl detekovan zZadny bakteriocin. Déle 30 kmend E. vulneris a to 26 z ¢lovéka a 4 z Cis-
ticky vod, u Zddného nebyl detekovan bakteriocin. Posledni E. fergusonii byl izolovan z 50
kment, z nichZ bylo 48 z ¢lovéka, 1 z vepte a 1 z Cisticky odpadnich vod. Z kmene E. fer-
gusonii bylo 6 bakteriocinogennich [80].

6.3 Detekce bakteriocinu metodou PCR

Bakteriociny byly detekovany metodou PCR. PouZity amplifikacni profil a sloZeni smési
jsou uvedeny v metodice pod kapitolou amplifikace PCR bakteriocind. U bakteriocinti, kde
byla k dispozici pozitivni kontrola pro ovéfeni funkce navrZzenych specifickych primerd,
byla tato kontrola pouZzita. Pozitivni kontrolou se rozumi DNA izolovana z typového bak-
teridlniho producenta daného bakteriocinu. Prostfednictvim specifickych primerG bylo
v naSich podminkach moZzno detekovat geny pro 20 z 24 typu kolicint a dva z osmi mikro-

cinti (Obr. 8 2 9).
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Obr. 8. Agardzovy gel PCR produktii kolicinii a mikrocinu: zleva Col A
(475 bp), D (420 bp), E1 (649 bp), E2 (409 bp), E3 (413 bp), §4 (490 bp), U
(485 bp), Col 5 (443 bp), Col 10 (448 bp), E4 (409 bp), E5 (430 bp), E6
(399 bp), E7 (431 bp), E9 (418 bp), M (429 bp), mcc H47 (227 bp).
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Obr. 9. Agarozovy gel PCR produktii kolicinit a mikrocinii
2.¢ast: zleva Col Y (477 bp), Js (254 bp), la (473 bp), 1b
(464 bp), mcc B17 (135 bp), B (492 bp).

6.4 Multiplex PCR

Metodou multiplex PCR dochdzi ke zkrdceni ¢asu pro piipravu PCR mixu a jsou také uSet-
feny ndklady na reak¢éni komponenty. Aplikaci metody mohou byt odhaleny negativni vy-
sledky [81]. Pro pouziti metody multiplex PCR je dileZité, aby annealingové teploty vSech
pouzitych primerd byly podobné a aby velikosti jednotlivych PCR produktd byly odli$né.
V nasem piipadé byly obé podminky splnény, a proto byla provedena optimalizace této

metody pro detekci bakteriocint E. coli.

Na zakladé ziskanych vysledkt (Kapitola 6.2) byly navrZzeny dvojice bakteriocini, které
mohou byt detekovany paralelné. Pary byly pfifazovany k sobé na zdkladé velikosti PCR
produktit Optimalizace annealingové teploty nemusela byt provadéna, jelikoZ je pro vSech-
ny koliciny a mikrociny stejnd a to 55 °C. Pfi optimalizaci bylo vyzkouSeno nékolik moz-
nosti, zména mnozstvi DNA templdtu, DNA Tag-polymerazy, dNTP a ptidavek MgCl,
(Tab. 8). V riznych pracich se mnoZstvi téchto komponent 1isi. V ramci svych praci autofi
uvadéji rizné koncentrace pouZzitych komponent, napt. DNA templat 2 pl nebo 10 ng, Tag-
polymerdza 1 U nebo 1,5 U, dANTP 0,2 mmol/l nebo 0,4 mmol/l, MgCl, bylo zkouSeno
ve vice koncentracich 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 a4 mmol/l [82] [83].
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Tab. 8. Protokol optimalizace.

Objem
Komponenty [ul] Koncentrace Vysledky
Tl
DNA templat 1 / -
DNA 0,2 1 -
Tag-polymeraza 0,3 1,5U -
dNTP 1 0,4 mmol/l -
1 2.4 mmol/l +
1,5 2,6 mmol/l +S
MgClz
2 2,8 mmol/l -
2,5 3 mmol/l -

+ pozitivni specificky produkt PCR
+S slabé pozitivni specificky produkt
- negativni specificky produkt

vvvvvv

pfi ptidavku 1 pl (koncentrace 2,4 mmol/l). Pfi kombinaci duplex PCR u vSech vybranych
parii bakteriocinli byly pozitivni specifické produkty. Pfi kombinaci triplex PCR vSak
nejdelsi ze specifickych produktii nebyl detekovan vibec nebo jen velmi slabé.
V nékterych piipadech u multiplex PCR dochazelo k tvorbé nespecifickych bandl o veli-
kosti pod 100 bp. Optimalizace multiplex PCR pro vice jak dva bakteriociny nebyla do-
koncena z diivodu ¢asové narocnosti. Bylo by vhodné v této praci pokracovat, protozZe tato

metoda usnadnuje detekci kolicinil a mikrocind z hlediska ¢asového a ekonomického.

6.4.1 Vytvoreni PCR systému detekce bakteriocini

Bakteriociny byly nejdiive detekovany samostatné a poté k sobé pfifazovany rizné dvojice
a trojice bakteriocint podle velikosti specifickych produktii. Amplifika¢ni profil PCR sys-
tému pro detekci bakteriocinti byl pro vSechny bakteriociny stejny (35 cykli, denaturace
95 °C/1 min., annealing 55 °C/ 1 min., extenze 72 °C/ 1 min.). Jedna reakce byla provad¢-
na v celkovém objemu 25 pl. Jednotlivé komponenty pro jednotlivou, duplex a triplex re-

akci jsou uvedeny v Tab. 9.
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Tab. 9. SloZeni PCR smési pro jednu reakci.

Slozka PCR Monoplex Duplex Triplex
PCRpufr 2,5 2.5 2.5
dNTP mix 0,5 0,5 0,5

Taq DNA polymeraza 0,1 0,1 0,1
primer F 0,25 0,25/0,25 0,25/0,25/0,25
primer R 0,25 0,25/0,25 0,25/0,25/0,25
templatovd DNA 0,5 0,5 0,5
MgCl, - 1 1

H,0 21 20 19

Z vysledkil bylo vyhodnoceno, Ze pro zjisténi produkovaného typu kolicinu ¢i mikrocinu
u produk¢éniho kmene je zapotfebi provést 22 reakci. Z toho metodou duplex PCR bylo
provedeno 10 reakci, ¢imZ jsme detekovali 20 rdznych bakteriocini. Tyto bakteriociny

byly pfifazeny do téchto part podle velikosti specifického PCR produktu (Obr. 10):

1) ColE9 (418 bp) + ColU (485 bp) 6) ColA (475 bp) + ColD (420 bp)
2) Colla (473 bp) + ColE2 (409 bp) 7) ColES5 (430 bp) + ColB(492 bp)
3) ColM (429 bp) + ColY (477 bp) 8) Collb (464 bp) + ColE3(413 bp)
4) ColE4 (409 bp) + ColS5 (443 bp) 9) ColE6 (399 bp) + ColE7(431 bp)

5) Colls (254 bp) + Col10 (448 bp) 10) mccH47(227 bp) + mccB17(135 bp)
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500

100

Obr. 10. Agarézovy gel PCR produktit metodou duplex:c&islovdni pdrii bakterio-

cinu viz.: text (Kapitola 6.3).

U zbylych 12 reakci bylo mozZzno detekovat pouze jeden bakteriocin (ColE1, ColES8, ColS4,
ColK, ColL, ColIN, mccC7, mcclJ25, mccV, mccL, mccE492, mccM). Tyto bakteriociny
byly detekovany zvlast z té€chto davodi:
¢ nebyla k dispozici pozitivni kontrola (mccL, mccM, mccE492);
¢ kontrola byla k dispozici, ale nebyly detekovéany specifické PCR produkty (ColES,
ColK, ColL, CoIN, mccC7, mccV, mecJ25);
¢ kontrola byla k dispozici, specifické PCR produkty byly detekovény, ale pti duplex
PCR tyto specifické produkty nebyly vytvoreny (ColE1, ColS4).

6.4.2 Vyuziti PCR sytému detekce bakteriocini u kolicinogennich izolatu

Metoda PCR systému detekce byla pouZita pro detekci kolicind a mikrocinti na ¢tyfech
kolicinogennich kmenech izolovanych z povrchu chlazené dribeze. Na Obr. 11 je znazor-

néna detekce osmi riiznych kolicinti a mikrocinti pomoci duplex PCR.
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Obr. 11. Agarozovy gel PCR produktii kolicinogennich kmenii: pozi-
tivni kontrola-1:ColE3 (413 bp), Ib (464 bp); 6:ColB (492 bp), E5
(430 bp); 11:mccBl17 (135 bp), mccH47 (227 bp);, 16:ColE6
(399 bp), E7 (431 bp). Vzorky: kure Raciola-2,7,12,17; kriti biskup-
3,8,13,18; EY1-4,9,14,19; EUI-5,10,15,20.

K rozliSeni produkujictho typu kolicinu ¢i mikrocinu byly kmeny podrobeny PCR-typizaci
na vSech 24 kolicint a 8 mikrocind, tzn. Ze byly navic zahrnuty i ty koliciny a mikrociny,
k nimZ nebyla detekovéna pozitivni kontrola. U dvou vzorkl (kufe Raciola a kriti biskup)
byla kolicinogenie zjiSténa v této praci. Dale byly pouZity dva kolicinogenni kmeny (EY1
a EU1) ze sbirky Ustavu technologie a mikrobiologie potravin Fakulty technologické UTB

ve Zliné.

Bylo zjisténo, Ze studované izolaty produkuji 8 typi kolicint a 1 typ mikrocinu. VSechny
produkuji vice nez 2 koliciny, av§ak pouze jeden kmen produkuje mikrocin. Uréené typy
kolicinti a mikrocint jsou uvedeny v Tab. 10. Autofi Gordon a O“Brien (2006) ve své stu-
dii testovali 266 humannich izolata E. coli, z nichz 102 kmend bylo produkénich (38 %).
Z téchto kment 42 % produkovalo aspon 1 kolicin, 41 % dva koliciny, 16 % tii koliciny

a jeden kmen produkoval 4 koliciny [20]. V jiné praci bylo testovano 50 kment, z nichz
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bylo 48 izolovdno z humanniho materidlu, 1 z prasete a 1 z Cisticky vod. Z toho 3 produ-

kovaly kolicin E1, dva kolicin Ib a jeden produkoval kolicin Ia [80].

Tab. 10. Vysledky PCR typizace kolicinogennich kmenui.

Koliciny a Kolicinogenni kmeny Koliciny a Kolicinogenni kmeny
mikrociny mikrociny
Kufe | Kruti Kufe | Kruti
Raciola | biskup EY1 | EUI Raciola | biskup EY1 | EUL
A + - - - M + - - -
B + - - - N - - - -
D - - - - U - - - -
El - - - - Y - - - -
E2 - - - - Js - - + +
E3 - - - - 5 - - - -
E4 - - - - 10 - - - -
ES5 - - - - S4 - - - -
E6 - - - - mccV - - - -
E7 - + + + mccH47 + - - -
ES8 - - - - mccL - - - -
E9 - - - - mcc]25 - - - -
Ia + + - - mccM - - - -
Ib + + + - mccB17 - - - -
K - - - - mccC7 - - - -
L - - - - mccE492 - - - -

+ pritomnost specifickych produkti
- nepiitomnost PCR produkta
Nejcastéji byly zastoupeny koliciny E7, Ia a Ib. Déle se vyskytovaly koliciny A, B, M a Js,

z mikrocintii H47. Z testované sady se zbytek kolicinil a mikrocind nevyskytoval viibec.

U sledovanych kmenti plati, Ze vSechny kmeny produkujici kolicin B produkuji i kolicin
M. Soucasny vyskyt kolicinu B a M byl jiz diive v literatufe popsdn u humannich izolata.
Déle bylo zaznamendno, Ze pii vyskytu kolicinu Ia se vyskytuje také kolicin Ib. RozliSent,
o ktery typ kolicinu se jednd, by bylo nutno provést sekvenovanim PCR produktu, jelikoz
geny pro tyto dva koliciny vykazuji vysokou sekvencni homologii [84]. S porovnanim ji-
nych studii [80], kde byly studovdny huménni izoléaty E. coli by se dalo naznacit, Ze vice-

N4

nasobnd produkce kolicinii a mikrocini je u dribezich izolatd rozsifenym jevem.
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ZAVER

Escherichia coli produkuje dva typy bakteriocinli nazyvané koliciny a mikrociny. Bakteri-
ociny jako antibakteridlni latky jsou znamy jiz nékolik desetileti a jsou zkoumdny
pro mnoho riiznych zptsobt vyuZiti. Sleduje se jejich uplatnéni v potravinarstvi jako na-
hrady chemickych konzervanti, pfi ochrané potravin vii¢i patogeniim, jako nové generace

antibiotik ve farmakologii, v mediciné jako probiotik a konecné i jako protinddorovych

latek.

Cilem préce bylo ovérit identifikaci Escherichia coli u souboru kmeni izolovanych z po-
travin. Bylo vyuzito pdru primerti LZL-389 a LZR-653. Témito primery je uréena oblast
genu lacZ (264 bp), ktery kéduje enzym B-galaktosiddzu. Pro ovéfeni specificity téchto
primert bylo pouZzito 21 kment E. coli a 31 kmend jinych nez E. coli. Z vyhodnocenych
vysledkil bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsi annealingova teplota pro tyto primery je 56,9 °C.
Ze vsech testovanych kmenl E. coli se nevytvorily specifické produkty u tfi kmend ani
jednou. Vzorky uréené jako Enteric Group 69, Klebsiella oxytoca a Proteus vulgaris vy-
tvotily specifické produkty, které by mély byt specifické pouze pro E. coli. Pti ovéfeni
specificity pouzitych primeri bylo prokdzano, Ze nejsou zcela vyhovujici pro detekci
E. coli, jelikoZ nespliiuji podminky 100 % inkluzivity a exkluzivity. Tyto vysledky byly
prezentovany na konferenci XIV. Setkani biochemikl a molekuldrnich biologi pofadané

Masarykovou univerzitou ve dnech 20. - 21. dubna 2010 v Brné (Pfiloha I, II).

Dal$im cilem bylo detekovat metodou PCR vSechny popsané koliciny a mikrociny u koli-
cinogennich kment E. coli. Nejdiive byly testovany sady primerti na kmenech, produkuji-
cich jednotlivé typy kolicinti a mikrocinti. Na zakladé velikosti specifickych PCR produktt
byly k sob¢ pfifazeny rizné pary bakteriocint a detekovany metodou multiplex PCR. Tato
metoda byla optimalizovédna a jeji vysledky jsou uvedeny v protokolu optimalizace. Para-
lelné bylo mozno detekovat pouze dva bakteriociny, nicméné pro vice bakteriocinll jiZ
uspésna nebyla. Optimalizace multiplex PCR pro soucasnou detekci tif a vice typi kolicint
by bylo vhodné v dalsi praci dokoncit, jelikoZ tato metoda usnadfiuje detekci kolicinti a
mikrocinli z hlediska ¢asového a ekonomického. Systém PCR je hojné vyuZivan,

v mediciné, archeologii, soudnictvi a kriminalistice.

Optimalizovana metoda byla pouzita pro detekci kolicinti a mikrocinti na ¢tyfech vzorcich
kolicinogennich kment izolovanych z dribeziho masa. Bylo zjisténo, Ze studované izolaty

produkuji 8 typt kolicint a 1 typ mikrocinu. VSechny produkuji vice neZ 2 koliciny, av§ak
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pouze jeden produkuje mikrocin. Nej€astéji byly zastoupeny koliciny E7, la a Ib. Déle se
vyskytovaly koliciny A, B, M a Js, z mikrocinli byl detekovdn mikrocin micH47. Bylo
zjisténo, Ze vicenasobna produkce kolicinii a mikrocind je u dribeZich izolatl zfejmé roz-

Sitfenym jevem.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

bp

DNA
dATP
dCTP
dGTP
dNTP

F primer
PCR

R primer

part bazi

Deoxyribonukleova kyselina
Deoxyadenizintrifosfat
Deoxycytidintrifosfat
Deoxyguanozintrifosfat
Deoxynukleozidtrifosfat
Forward primer
Polymerazova retézova reakce

Reverse primer
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DETEKCE ESCHERICHIA COLI A SALMONELLA SP. METODOU DUPLEX PCR
Lucie Jandkovd, Jana Koubskd, Magda DoleZalova

Ustav technologie a mikrobiologie potravin, Fakulta technologickd, Univerzita Tomdse Bati
ve Zliné, Namésti TGM 275, 762 72 Zlin

Cilem této prace bylo soucasné detekovat dvé potravindisky vyznamné bakterie Escherichia
coli a Salmonella sp. Pro rychlou detekei téchto bakterii byla vybrina metoda PCR, specifické
primery byly navrZeny dle literatury. Podminky PCR reakce byly optimalizoviny, teplota
56,9 °C byla uréena jako nejvhodngj8i pro naseddni zvolenych primerti (LZL-389 a LZR-653
pro E. coli; SAL-1F a SAL-2R pro Salmoneila sp.). Specificita primer( pro detekei E. coli
(inkluzivita a exkluzivita) byla provéfena na 21 kmenech E. coli a na 31 kmenech jinych nez
E. coli (soubor gramnegativnich a grampozitivnich bakterii). V dali fazi experimentu bylo
piistoupeno k detekei obou bakterii v jedné PCR reakci (duplex PCR). Po Uspéiné
optimalizaci byla tato duplex PCR aplikovana pfi detekei E. coli a Salmonella sp. na uméle
zaotkovanych vzorcich chlazené driibeZe. Touto melodou je moZno paralelné stanovit
pritomnost bakterie Escherichia coli a Salmonella sp. Na druhou stranu bylo zjidténo, Ze
zvolené primery pro E. coli nejsou zcela vyhovujici, jelikoZ nesplfiuji podminku 100%
inkluzivity a exkluzivity.

OPTIMALIZACE METODY PRO PRﬁKAZ BAKTERI RODU BIFIDOBACTERIUM
VTYRDYCH SYRECH TYPU EIDAM

Jureckové Nela, Spanova Alena, Rittich Bohuslav

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou soucisti bézné stfevni 1ry lidi i zvifat. Jsou znamé pro
svlij prospésny vliv na zdravi a prote je lze vyuZit v potravinich a farmaceutickych
produktech jako probiotika. DileZitym faktorem probiotickych potravin je, aby obsahovaly
Zivé mikroorganismy v dostateéném mnoZstvi a byly schopny pieZit jednotlivé kroky
produkcee potraviny a prostfedi gastrointestindlniho traktu (Gomez a kol. 2009).

Kmen Bifidobacterium longum ATTC 15707 byl kultivovan v anaerobnich podminkach
v MRS médiu s cysteinem a byl pfidan k tvrdému syru typu eidam. Celkova DNA v kvalité
vhodné pro PCR byla izolovana metodou fenolové extrakee a pouZitim magnetickych &astic
P(HEMA-co-GMA) v pritomnosti polyethylenglykolu (PEG 6000) a chloridu sodného.
Metoda PCR byla pouZita kidentiﬁkaci bakterii rodu Bifidobacterium s vyuZzitim rodové
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