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ABSTRAKT 

V teoretické části diplomové práce byla charakterizována bakterie Escherichia coli, produ-

cent antibakteriálních proteinů – bakteriocinů. Byly popsány základní vlastnosti kolicinů a 

mikrocinů, jejich klasifikace a detekce pomocí metody PCR, která je věnována část teore-

tické práce. Cílem praktické části bylo nejdříve ověřit metodou PCR identifikaci Escheri-

chia coli u daného souboru kmenů izolovaných z potravin a ověřit specificitu primerů pro 

detekci E. coli na souboru kmenů E. coli a na souboru kmenů jiných než E. coli a dále op-

timalizovat multiplex PCR pro detekci bakteriocinů. Byl tedy sestaven systém pro detekci 

bakteriocinů. Použitím tohoto postupu bylo možno detekovat při jedné reakci dva různé 

bakteriociny. Tento systém byl aplikován na kolicinogenní kmeny E. coli izolované 

z chlazené drůbeže. Tyto kmeny produkují osm typů kolicinů a jeden typ mikrocinu. Nej-

častěji byly zastoupeny koliciny E7, Ia a Ib. 

 

Klíčová slova: polymerázová řetězová 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, Ia and Ib. 
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ÚVOD 

Escherichia coli, patřící do čeledi Enterobacteriaceae, je nejprozkoumanějším bakteriál-

ním druhem. Přítomnost bakterie E. coli v potravinách považujeme za ukazatele fekálního 

znečištění. Ne všechny kmeny rodu Escherichia jsou patogenní, např. E. coli Nissle 1917 

je využíván jako probiotikum při střevních onemocnění. 

Bakteriociny jsou bohatou a rozmanitou skupinou antimikrobiálních látek bakteriálního 

původu, kterými bakterie mezi sebou soupeří. Přináší producentům určité výhody oproti 

konkurenčním druhům. Tyto látky jsou známy již několik desetiletí. Nejvíce probádanými 

bakteriociny jsou bezpochyby koliciny, proto se jimi v této práci budeme zabývat. Jsou 

produkovány mnoha kmeny Escherichia coli a příbuznými druhy čeledi Enterobacteriace-

ae.  

Bakteriociny tvořené bakterií Escherichia coli se nazývají koliciny a mikrociny. Identifi-

kace prvního kolicinu V byla provedena v roce 1925. Baquero a kol, v roce 1978 oddělil 

mikrociny od kolicinů na základě molekulové hmotnosti.  

Bakteriociny reagují s citlivými bakteriemi pomocí receptorů v plazmatické membráně. 

Jejich tvorba je většinou kódována extrachromozomálně - na plazmidech. Bakteriociny 

mohou být díky svým vlastnostem využívány v různých oborech. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 ESCHERICHIA COLI 

Escherichia coli, patřící do čeledi Enterobacteriaceae, je nejprozkoumanějším bakteriál-

ním druhem [1]. E. coli byla objevena v roce 1885 německým pediatrem a bakteriologem 

Theodorem Escherichem [2]. E. coli zkvašuje cukry za intenzivní tvorby kyselin a plynu. 

Z těchto cukrů tvoří hlavně kyselinu mléčnou, pyrohroznovou, octovou a mravenčí, při-

čemž část kyseliny mravenčí rozkládá na oxid uhličitý a vodík [3].  

Některé kmeny, tzv. enteropatogenní Escherichia coli, mohou způsobovat různá onemoc-

nění: střevní infekce, infekce močových cest, meningitidy, záněty pobřišnice, mastitidy, 

infekce krve a selhání ledvin. Rizikovou skupinou jsou malé děti, starší lidé a lidé s osla-

benou imunitou [4]. Zvláště nebezpečný je kmen Escherichia coli O157:H7. Tento kmen 

navíc produkuje toxiny a způsobuje kažení potravin (nejčastěji dochází ke kažení sýru a 

masa). Může tak docházet k otravám z potravin [2]. Na druhou stranu kmen E. coli Nissle 

1917 (O6:K5:H1) se používá jako lék při střevním onemocnění [1].  

Escherichia coli produkuje dva typy bakteriocinů: koliciny a mikrociny [5]. Baquero a kol. 

(1978) v roce 1978 oddělil mikrociny od kolicinů na základě molekulové hmotnosti [6]. 

Vznikly dvě skupiny bakteriocinů – koliciny s molekulovou hmotností nad 10 kDa a mik-

rociny s molekulovou hmotností pod 10 kDa. Mikrociny nejsou doposud tolik probádané 

jako koliciny [7], [8]. 

Rod Escherichia má kromě druhu E. coli ještě další 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, který ne-

vykazuje patogenní vlastnosti a má inhibiční vliv na růst jiných mikrobů. Tento bakteriální 

kmen byl označen jménem svého objevitele a rokem, kdy byly popsány jeho vlastnosti 

[10]. 

Nepatogenní kmen E. coli Nissle 1917 (O6:K5:H1) se využívá jako probiotikum, hlavně 

při střevních onemocněních. Komerčně prodávaný probiotický preparát z tohoto kmene se 

nazývá Mutaflor [11]. Tento kmen byl původně izolován ze střevní mikroflóry jediných 

dvou zdravých příslušníků vojenské roty postižené dysenterií v průběhu první světové vál-

ky. Byla definována sérologická typizace (O6:K5:H1), uskutečněna mikrobiologická cha-

rakteristika s 21 kmenově typickými metabolickými charakteristikami, biochemická typi-
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zace membránových lipidů a lipopolysacharidů a bylo stanoveno spektrum buněčných bíl-

kovin [12].  

Na základě uvedených charakteristik jde o jedno z nejlépe typizovaných a prověřených 

probiotik, které lze použít v terapii zánětlivých chorob střev, infekčních průjmů a průjmů 

spojených s podáváním antibiotik [10].  

1.2 Escherichia coli O157:H7 

Na počátku osmdesátých let začala být evidována onemocnění způsobená kmenem E. coli 

O157:H7. Tato bakterie byla předtím považována za zcela neškodného obyvatele zažívací-

ho traktu lidí i zvířat. Tento kmen se vyskytuje zejména na syrovém mase, především ho-

vězím, dále v neošetřeném mléce a vodě. V roce 1987 byla provedena studie, která zjišť o-

vala, přítomnost E. coli v masných výrobcích prodávaných v supermarketech. V testova-

ných vzorcích byla bakterie nalezena v hovězím mase (3,7 %), vepřovém mase (1,5 %), 

drůbežím a krůtím mase (1,5 %) a jehněčího masa (2 %) [13].  

E. coli (EHEC) 0157:H7 způsobuje hemoragický zánět tlustého střeva, který je charakteri-

zován hemolytickou anémií, trombózou a poruchami centrální nervové soustavy, které 

mohou vyrůst až do selhání ledvin (hemolyticko-uremický-syndrom) a způsobit ohrožení 

na životě [14]. Zatím však stále neexistuje mechanizmus dohledávání zdrojů nákaz a ani 

testování na přítomnost E. coli na jatkách a u zpracovatelů masa není zatím běžně prová-

děno [13]. 
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2 BAKTERIOCINY   

Bakteriociny jsou bohatou a rozmanitou skupinou antimikrobiálních látek bakteriálního 

původu, kterými bakterie mezi sebou soupeří. Rodina bakteriocinů zahrnuje proteiny různé 

velikosti a mikrobiálního účinku. Bakteriociny jsou produkovány grampozitivními i gram-

negativními bakteriemi [15]. 

Bakteriociny jsou bílkoviny usmrcující citlivé kmeny téhož nebo příbuzného bakteriálního 

druhu či rodu. Některé bakteriociny působí na plazmatickou membránu bakteriální buňky, 

jiné nepříznivě ovlivňují funkci ribozomů. Nejlépe jsou prostudovány bakteriociny tvořené 

kmeny Escherichia coli nazývané koliciny a mikrociny [1].  

Exprese bakteriocinů přináší producentům selekční výhodu oproti konkurenčním bakteri-

álním druhům. Baktericidní účinek je obvykle zacílen na blízce příbuzné kmeny stejného 

druhu [16]. První objev na toto téma je z roku 1925, kdy Gratia publikoval svoje poznatky 

o antibakteriálních substancích, později známých jako koliciny [17]. Ovšem bakteriociny 

prokazatelně působí nejen na buňky prokaryotické, ale i na eukaryotické, a to zejména 

na buňky nádorově transformované [18].  

Většina buněk populace E. coli produkuje nejméně jeden bakteriocin. Může se jednat 

o jeden a více kolicinů, nebo současně o koliciny a mikrociny. Možnost produkce více bak-

teriocinů najednou dává buňce selekční výhodu, protože může likvidovat nejen senzitivní 

buňku, ale každou buňku v populaci, která je citlivá k jednomu z bakteriocinů [19]. 

Je známo, že kolicin Ia a mikrocin V jsou obvykle kódovány na velkých konjugativních 

plazmidech, avšak neví se, zda jsou tyto bakteriociny na jednom, nebo na dvou plazmi-

dech. Nejčastěji nalezenými typy kolicinů či mikrocinů u kmenů izolovaných od osob žijí-

cích v Austrálii dle procentuálního výskytu byly: mikrocin H47, mikrocin M, kolicin Ia, 

kolicin E1, mikrocin V, kolicin M a kolicin E7. Další sledované bakteriociny se vyskytova-

ly již v množství menším než 2 % [20]. 

2.1 Koliciny 

Koliciny jsou intenzivně studovanou podskupinou bakteriocinů. Tyto cytotoxické exopro-

teiny jsou produkovány bakteriální buňkou v průběhu růstu kultury. Bakteriemi schopnými 

produkce kolicinů jsou zejména Escherichia coli a některé další bakterie příbuzných rodů 

z čeledi Enterobacteriaceae (třída γ-proteobacteria) [22]. Šmarda a Obdržálek (2001) uvá-

dí, že 41 % humánních izolátů E. coli je kolicinogenních [21]. Citlivé bakterie jsou nejčas-
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těji stejného druhu jako produkční, protože na svém povrchu obsahují podobné struktury 

důležité pro vstup kolicinu do buňky.  

Bakterie čeledi Enterobacteriaceae produkují nejen koliciny, ale také jiné bakteriociny, 

které byly pojmenovány podle rodového nebo druhového jména producenta [15]. Mají 

pouze základní vlastnosti a tato skupina patří do nadřazené skupiny bakteriocinů. Zatímco 

bakteriociny rodů Shigella a Serratia byly od počátku klasifikace bakteriocinů označovány 

jako koliciny, bakteriociny rodů Enterobacter a Yersinia a nověji Serratia se označují ji-

nak, např. u Enterobacter cloacae kloaciny, u Yersinia pestis pesticiny a u Serratia mar-

cescens marcesciny. 

Klasifikace kolicinů souvisí se způsobem jejich interakce s citlivou buňkou. Koliciny se 

označují velkými písmeny podle receptoru citlivé buňky, se kterým interagují. Protože 

některé koliciny využívají stejný receptor, na základě absence zkřížené imunity se dělí 

do subtypů označovaných čísly. Koliciny jsou zařazovány a označovány na základě své 

receptorové specifity. Známe 34 kolicinů, ale pouze 21 z nich je popsaných do detailu a to 

A, B, D, E1 - E9, Ia, Ib, Js, K, M, N, U, 5, 10 [22] 

Jako doplňkové kritérium klasifikace se využívá typ transportního mechanizmu kolicinů, 

který koliciny dělí do dvou skupin – A a B. Skupina A využívá systém Tol-Pal zahrnující 

proteiny TolA, TolB, TolQ, TolR, Pal a patří do něj koliciny – A, E1-E9, K, L, N, S4, U a 

Y. Skupina B využívá systém TonB zahrnující proteiny TonB, ExbB, ExbD a obsahuje 

koliciny B, D, H, Ia, Ib, M, 5 a 10 [23]. 

Výjimečný v tomto ohledu je kolicin Js, který nevyužívá ani jeden z těchto translokačních 

mechanizmů a vyžaduje i odlišný typ receptoru na bakteriálním povrchu. I přes malou ve-

likost (94 AMK) není řazen mezi mikrociny z důvodu odlišného mechanizmu uvolňování 

z buňky [24].  

TonB a ExbD, stejně jako TolA a TolR, jsou proteiny zakotvené N-koncem v plazmatické 

membráně, TolQ a ExbB jsou integrální membránové proteiny a TolB, který nemá analogii 

v Ton-systému, je lokalizován především v periplazmě. Protein TolA je analogický protei-

nu TonB, nejsou však vzájemně zastupitelné. Homologie mezi nimi je omezena jen na 

transmembránový úsek, který je důležitý pro interakci s proteinem TolQ resp. ExbB. 

ExbB, ExbD a TolQ, TolR proteiny mají 75% homologii a vzájemně funkční zastupitel-

nost. Protein TolC, který pro svou translokaci vyžadují koliciny E1, 5 a 10, není součástí 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 16 

 

transkripční skupiny tolQRAB a také svým umístěním v zevní membráně odpovídá spíše 

receptoru, nicméně jeho receptorová funkce dosud nebyla prokázána.  

Schéma proteinů translokačních systémů Tol a TonB je znázorněno na Obr. 1. Translokač-

ní systém Tol se skládá z proteinů PAL, TolA, TolB, TolQ a TolR. Translokační systém 

TonB se skládá z proteinů TonB, ExbB a ExbD [25]. 

 

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

Další studie rozděluje koliciny podle sekvenčních podobností v letální doméně kolicinu 

do dvou skupin: A-typ a E1-typ. Typ A obsahuje koliciny A, B, N a U. Typ E1 zahrnuje 

koliciny E1, 5, K, 10, Ia, Ib [26]. 

Podle typu letálního účinku kolicinové molekuly můžeme rozlišovat do skupin: 

• koliciny depolarizující plazmatickou membránu (A, E1, B, Ia, Ib, K, N, S4, U, Y, 5, 10); 

•  koliciny s endonukleázovou aktivitou (E2, E7, E8, E9); 

•  koliciny blokující proteosyntézu (D, E3, E4, E5, E6); 

•  koliciny degradující či inhibující syntézu peptidoglykanu (M) [23]. 

Kolicinový operon je nesen na kolicinovém plazmidu (Col-plazmid). Skládá se obvykle ze 

tří genů: gen pro kolicin, gen pro imunitní protein, gen pro lytický protein. Struktura kolic-

nu je znázorněna na Obr. 2. Kolicinový operon je řízen promotorem, který je SOS-

inducibilní např. UV-zářením či mitomycinem C [23]. Proti letálnímu efektu syntetizova-

ného kolicinu se produkční kmen brání produkcí tzv. imunitního proteinu. Interakce mezi 

volně rozpustným kolicinem a membránově vázaným imunitním proteinem je vhodným 

modelem pro studium protein-proteinových interakcí [27].  
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Obr. 2. Struktura kolicinu E3 [28]. 

2.1.1 Kolicin E1 

Kolicin E1, stejně jako všechny koliciny depolarizující plazmatickou membránu se skládá 

ze tří funkčních domén, které souhrnně působí tvorbou pórů na citlivé bakterie. Vazebné a 

translokační domény kolicinu E1 jsou vysoce specifické na rozdíl od letální domény, na-

značující, že kolicin E1 by mohly být v zásadě široce efektivní. Ve studii Patton a kol. 

(2007) byla vyhodnocována účinnost kolicinu E1 proti Listeria monocytogenes v bujónu a 

na povrchu potravin určených k přímé spotřebě [29]. Výsledky naznačují, že kolicin E1 je 

vysoce účinný proti bakterii Listeria monocytogenes. 

2.1.2 Kolicin D 

Kolicin D je složen výhradně z aminokyselin, a proto je jednoduchá bílkovina, která nevy-

tváří komplexy s lipidy nebo lipopolysacharidy. Jedna molekula obsahuje šest zbytkových 

molekul cysteinu. Chování kolicinu D v roztoku dodecylsulfátusodného a 2-

merkaptoetanolu signalizuje, že se neskládá z dílčích jednotek a existuje jako jednotlivý 

polypeptidový řetězec. Vysoká molekulární hmotnost a přítomnost šesti cysteinových 

zbytků v molekule rozlišuje kolicin D od všech dříve popsaných kolicinů. Ačkoliv koliciny 

D a E3 mají podobné mechanizmy působení, jejich molekulární vlastnosti jsou zcela roz-

dílné [30]. 
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2.2 Mikrociny 

Escherichia coli produkuje kromě kolicinů také další skupinu bakteriocinů - mikrociny 

[20]. Mikrociny mají zpravidla menší velikost molekuly než koliciny. Sdílí některé podob-

nosti s bakteriociny grampozitivních bakterií: jsou termostabilní, relativně hydrofobní a 

rezistentní k vyššímu pH [31]. 

Mikrociny se liší od kolicinů některými fyzikálními vlastnostmi a nejsou tak dobře pro-

zkoumány jako koliciny. Na rozdíl od kolicinů vznikají mikrociny jako prekurzory, které 

často podléhají četným posttranslačním modifikacím a genetická informace o syntéze mik-

rocinu může být primárně nesena na chromozomu [32] nebo plazmidech [33]. Jejich pro-

dukce je indukována za stresových podmínek, zejména při nedostatku živin [32]. 

Uvolnění mikrocinů z buňky není záležitostí lyze, ale jsou z buňky aktivně exportovány. 

Export mikrocinů také zahrnuje mikrocin-specifické proteiny. Mechanizmus, kterým mik-

rociny zabíjejí buňku, není dostatečně dobře znám, ale je známo, že některé mikrociny 

narušují membránový potenciál [34]. 

Syntéza mikrocinů je rychle aktivována, když buňky dosáhnou stacionární fáze růstu nebo 

při nedostatku fosforečnanu, uhlíku a dusíku (MccB17), nedostatku uhlíku a fosforečnanu 

(MccJ25), nebo nedostatku uhlíku (MccC51) v prostředí. Produkce mikrocinů buňkou má 

pravděpodobně za následek to, že buňka produkující mikrocin inhibuje ostatní mikroorga-

nizmy citlivé na účinky mikrocinů a tím získává pro sebe více živin. Mikrociny by mohly 

také působit jako signalizační molekuly [33]. 

Mikrociny mohou být rozděleny dle biochemických vlastností a mechanizmu účinku na 2 

třídy:  

• Třída 1 - zahrnuje peptidy s molekulovou hmotností pod 5 kDa (mikrociny B17, C7, 

D93, J25). Tyto mikrociny bývají často silně posttranslačně modifikovány a mají různý 

mechanizmus účinku; např. mikrocin B17 účinkuje jako inhibitor DNA-gyrázy, mikrocin 

C7 inhibuje proteosyntézu [32]. 

• Třída 2 - zahrnuje mikrociny E492, H47, V, L, 24 s molekulovou hmotností 

v rozmezí 7-10 kDa [32]. Sdílejí mnoho společných vlastností s koliciny, ale na rozdíl 

od kolicinů mohou být kódovány nejen plazmidem, ale i chromozomálně - např. mikrociny 

H47 a E492 [35]. 
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2.2.1 Mikrocin E492 

Mikrocin E492 je bakteriocin produkovaný druhem Klebsiella pneumoniae, aktivní proti 

různým druhům z čeledi Enterobacteriaceae. Baktericidní účinky spočívají zejména 

v tvorbě iontových kanálků v buněčné membráně [36]. 

Mikrocin E492 má také cytotoxický účinek na lidské nádorové buňky. Cytotoxický me-

chanizmus je přes apoptózu, požadovaným mechanizmem pro léčbu rakoviny. Živé buňky 

bakterie mohou být případně využívány jako nepřetržitý zdroj produkce mikrocinů E492 

ve specifických nádorech [37]. Při nízké (5 µl/ml) a střední (10 µl/ml) koncentraci indukuje 

mikrocin E492 biochemické a morfologické změny typické pro apoptózu, a potenciální 

ztráty mitochondriální membrány. Ve vyšších koncentracích (>20µl/ml) bylo pozorováno 

odumření buněk. Indukce apoptózy byla spojována s vydáním vápníku z vnitrobuněčných 

prostor, pravděpodobně poté, co mikrocin spustil kanálovou formaci iontu. Apoptóza 

je geneticky určená forma buněčné smrti, která hraje důležitou roli při rozvoji a buněčné 

rovnováze vícebuněčných organizmů. Nekrotická buňka je obvykle důsledek fyzického 

zranění a bez aktivní účasti buňky. Apoptóza může být odlišována od nekrózy na základě 

několika morfologických a stejně tak biochemických znaků, jako jsou jaderná kondenzace, 

ztráta buněčného objemu a fragmentace DNA [36]. 

2.3 Využití bakteriocinů 

2.3.1 Potravinářství 

Ve studii Patton a kol. (2007) byla studována účinnost kolicinu E1 proti Listeria monocyto-

genes v bujónu a na povrchu potravin určených k přímé spotřebě [29]. Výsledky naznačují, 

že kolicin E1 má výrazný inhibiční účinek vůči patogenní bakterii Listeria monocytogenes. 

Tato studie prokázala potenciál využití kolicinů při zvyšování bezpečnosti potravin. 

Bakteriociny, zejména produkované grampozitivními bakteriemi, mají velký potenciál jako 

přírodní konzervanty v potravinářském průmyslu. Aplikace bakteriocinů v procesu konzer-

várenství přináší mnoho výhod, jako příklad lze uvést lepší zachování vitaminů a výživných 

látek v potravinách, prodloužení trvanlivosti potravin, snižování přídavků chemických látek 

atd. Kromě dnes již dostupných komerčních preparátů nisinu a pediocinu PA-1/AcH, lze 

chemické konzervanty v mléčných produktech nahrazovat např. enterocinem 1146, který má 

antilisteriální vlastnosti, ale nepůsobí negativně na startovací kultury [38]. 
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2.3.2 Medicína a farmakologie 

Od objevu penicilinu v roce 1928 bylo nalezeno a vyvinuto přes 100 antibiotik účinných 

proti širokému spektru lidských patogenů. Je však nesporné, že rezistence bakterií proti 

antibiotikům dramaticky narůstá. Vědci se zaměřují na bakteriociny, které jsou velkým 

příslibem další generaci antimikrobiálních látek. Většina bakteriocinů se liší od tradičních 

antibiotik jedním zásadním způsobem: mají relativně úzké spektrum působení, a jsou tedy 

toxické pouze pro bakterie. Bakteriociny pravděpodobně nikdy plně nenahradí antibiotika, 

zejména při léčbě septických stavů. Nicméně mají léčebný potenciál při mikrobiologickém 

onemocnění zažívacího traktu, hnisavých infekcích kůže a spojivky [31].  

Probiotické bakterie pomáhají hostitelskému organizmu udržovat a obnovovat jeho přiroze-

nou mikroflóru. Schopnost těchto bakterií eliminovat nežádoucí druhy je často způsobena 

produkcí účinných antimikrobiálních toxinů, a to nejčastěji bakteriocinů. Mnoho studií se 

zabývá využitím těchto bakteriálních rodů v probiotických terapiích pro lidský organizmus 

(gastrointestinální trakt, ústní dutina, dýchací trakt, vagina), dobytek a vodní kultury [39]. 

Ve studii Trautnera a kol. (2005) bylo in vitro prokázáno, že kolicin E2 produkovaný kme-

nem E. coli K-12 inhibuje růst uropatogenních kmenů E. coli a tím předchází vzniku infekcí 

močového traktu při používání katetrů [40]. 
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3 METODY MOLEKULÁRNÍ BIOLOGIE 

Molekulární biologie je v současnosti snad nejprogresivněji se rozvíjející oblast vědy, která 

se využívá téměř ve všech ohledech chemického i biologického zkoumání. Z historického 

hlediska patří molekulární, resp. molekulárně-genetické a biotechnologické metody 

v oblasti přírodních věd k nejmladším [41]. Až do poloviny 60. let 20. století, kdy začaly 

být rutinně aplikovány postupy tzv. „biochemické genetiky“, nebylo až na výjimky možno 

studovat živé organizmy hlouběji než na úrovni buněk, případně větších organel. Za zakla-

datele genetiky, předchůdkyně biomolekulárních věd, je považován Johann Gregor Men-

del, který položil základy moderních genetických zákonů [42]. Přelomový okamžik 

v genetice i velkém množství jiných vědních disciplín nastal v roce 1952, kdy J. Watson 

společně s F. H. C. Crickem objasnili strukturu molekuly DNA jako pravotočivé šroubovi-

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

Metody molekulární biologie umožňují analýzu biologicky významných molekul, zejména 

těch, které nesou a následně uskutečňují genetickou informaci – nukleových kyselin a bíl-

kovin. Rozvoj těchto metod v posledních dvaceti letech umožnil detailní analýzu genetické 

informace a od ní odvozených vlastností u původců nemocí - patogenů i u jejich hostitelů – 

pacientů [44]. 

Molekulárně biologické metody lze velmi obecně rozdělit do dvou skupin, a to na klasické 

metody, bez amplifikace cílové sekvence, a metody amplifikační - z polymerázové řetězo-

vé reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction) jako hlavní metodou. Non-

amplifikační metody (Northern blot, Southern blot apod.) vyžadují velké množství nukleo-

vých kyselin z často heterogenních buněk nebo tkání, klasická PCR má oproti jiným meto-

dám mnoho výhod, jako je např. vysoká specificita a citlivost [45]. 

Dnes nejužívanější metody v diagnostice jsou založeny na PCR. Jejich výhody spočívají 

především ve vysoké specificitě, citlivosti, možnosti standardizovaného přístrojového pro-

vedení s minimálním množstvím biologického materiálu potřebného k vyšetření. Ve svých 

důsledcích se tyto výhody projeví včasnou a přesnou diagnostikou při respektování kom-

fortu pacienta. Zásadní nedostatek: na konci reakce nekoreluje množství PCR produktu 

s počtem cílových sekvencí ve vzorku [44]. Tento problém je vyřešen u real - time PCR 

umožňující přesnou kvantifikaci hledané cDNA sekvence vzorku. Principem je přímá de-

tekce a kvantifikace PCR produktů v každém jednotlivém cyklu PCR. Během amplifikace 

je stanovena změna intenzity fluorescenčního záření [46]. 
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3.1 PCR 

Polymerázová řetězová reakce byla popsána roku 1983 Kary Mullisem jako in vitro meto-

da pro enzymatickou syntézu definované sekvence DNA [47] a vynesla jejímu objeviteli 

v roce 1993 Nobelovu cenu [48]. PCR je nejčastěji používanou molekulárně – biologickou 

amplifikační technikou v diagnostice. Cílová DNA bývá často ve vzorcích analyzovaných 

většinou pro účely genotypizace nebo detekce mikroorganizmů přítomna v tak nízkých 

koncentracích, že jí není možno po izolaci přímo detekovat. Proto je nezbytné zvýšit analy-

tickou senzitivitu její mnohonásobnou replikací [49].  

Pomocí této metody lze na základě komplementarity bází obsažených v molekule nukleové 

kyseliny namnožit cílovou nukleovou kyselinu. Přítomnost cílové nukleové kyseliny 

ve vyšetřovaném vzorku je dále prokazována různými postupy (elektroforéza s následnou 

vizualizací v UV světle nebo hybridizace se specifickými sondami nukleové kyseliny 

s následnou imunoenzymatickou vizualizací) [50]. Základem úspěšné reakce je použití 

neporušeného úseku DNA, který má být amplifikován. Velmi důležitým předpokladem pro 

úspěšnou reakci je navržení vhodných primerů tak, aby byla zajištěna specificita reakce. 

Jak návrh oligonukleotidových primerů, tak programování reakčních kroků vychází 

z obecné znalosti struktury DNA a ze znalosti sekvence, k níž jsou příslušné oligonukleoti-

dy komplementární. Je tedy nutné zdůraznit, že pro PCR je nutno znát sekvence alespoň 

hraničních úseků fragmentu, který má být amplifikován [51].  

3.1.1 Jednotlivé komponenty PCR 

• DNA templát 

DNA je tvořena dvěma komplementárními řetězci spojenými interakcemi dusíkatých bází 

nukleotidů (A, G, C, T). Lineární sekvence těchto bází poskytuje informaci genetického 

kódu, kde tři po sobě následující báze určují jednu aminokyselinu. Komplementarita páro-

vání bází mezi dvěma řetězci je A s T a G s C.  

Stabilita dvoušroubovice DNA, a tím i teplota, při níž dochází k denaturaci, závisí na něko-

lika faktorech [51]. Dvouřetězcová struktura DNA ovšem není stabilizována pouze vodí-

kovými můstky, ale i sendvičovým uspořádáním bází a dalšími interakcemi. Dochází při-

tom k úplnému rozdělení na dvě vlákna. Tento proces se nazývá denaturace DNA, protože 

molekula ztrácí své přirozené uspořádání [52]. Především se na tepelné stabilitě podílí ob-

sah guaninu a cytozinu. S jejich molárním poměrem roste teplota nutná k denaturaci. Tep-
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lota, při níž k denaturaci dochází, se nazývá teplota tání a je označována jako Tm (melting 

temperature) [51]. 

• dNTP 

Směs volných nukleotidových zbytků deoxyadenozintrifosfát (dATP), deoxyguanozintri-

fosfát (dGTP), deoxytymidintrifosfát (dTTP), deoxycytidintrifosfát (dCTP), které jsou za-

řazovány DNA-polymerázou do nově vznikajícího řetězce [53]. 

• MgCl2 

Vyšší koncentrace hořečnatých iontů stabilizuje dvoušroubovici DNA. Příliš vysoká kon-

centrace brání úplné denaturaci. Snižuje se tím specifičnost nasedání primerů, jelikož pri-

mery v prostředí s nízkou stringencí se můžou navázat na jakékoliv jen částečně komple-

mentární místo. Je-li koncentrace těchto iontů nižší než 0,5 mmol/l, netvoří se komplex 

primer-templát nebo se celý komplex krátce po začátku prodlužování rozpadá. Některé 

z hořečnatých iontů jsou vychytávány dNTP [54]. 

• Taq DNA-polymeráza 

DNA-polymeráza je izolována z termofilních bakterií, žijících v pramenech horkých až 

100 °C, která vykazuje dostatečnou enzymovou aktivitu po celou dobu syntézy. Nejpouží-

vanější termostabilní polymeráza je Taq, která pochází z eubakterie Thermus aquaticus 

[55]. Použití termostabilní DNA-polymerázy zajišť uje dostatečnou aktivitu enzymu 

po celou dobu amplifikace. Taq DNA-polymeráza má teplotní optimum při 75 °C a polo-

čas inaktivace je přibližně 40 minut při 95 °C. Jedná se o enzym, který má pouze 5´→3´ 

polymerázou aktivitu a postrádá 3´→ 5´ exonukleázovou aktivitu, což znamená, že tento 

enzym není schopen opravovat chyby vzniklé při replikaci [51]. V současné době už však 

Taq DNA-polymeráza není získávána izolací z bakterií, ale její produkce se stala předmě-

tem genetického inženýrství. Činnost enzymu je závislá na mnoha faktorech: kvalitě a 

koncentraci templátové DNA, primerech, přítomnosti stimulátorů nebo inhibitorů její akti-

vity [56]. 

Kromě Taq DNA-polymerázy jsou používány také Pwo a Pfu DNA polymerázy (zdroj-

Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus). Tento enzym má kromě polymerázové aktivity 

také 3´→5´exonukleázovou aktivitu umožňující opravu chybně inkorporovaných deoxy-

nukleotidů. Produkty tohoto enzymu jsou syntetizovány s desetinásobně vyšší předností 

ve srovnání s Taq polymerázou. Proto je tento enzym vhodnější pro přípravu produktů 

pro klonování a pro přípravu značených sond. Syntetizuje pouze fragmenty do délky cca 

3 kb [51]. 
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• pufr 

Každá firma, která vyrábí chemikálie pro PCR reakce, dodává k DNA polymeráze i pufr, 

jehož složení odpovídá optimálnímu prostředí pro aktivitu polymerázy. 

• oligonukleotid - primery 

Primery jsou krátké oligonukleotidové DNA sekvence nejčastěji v rozmezí 18-30 bází. 

Jedná se o řetězce komplementární vždy k 3´ konci oblasti vybrané části templátové DNA. 

Existuje několik pravidel výběru primerů, potažmo oblastí templátové DNA. V přítomnosti 

velice nízké koncentrace templátu se krátké sekvence primerů na sebe specificky „lepí“ a 

jejich 3´-konec tvoří pozici pro nasednutí DNA polymerázy [57]. 

Zásadní pravidla pro navrhování primerů: 

- nesmí být k sobě komplementární 

- jejich délka by se měla pohybovat mezi 18-30 bp a rozdíl v počtu bází jejich délek 

by neměl být větší než 3 

- disociační teplota Tm by měla být přibližně stejná 

Tm = 4(G+C) + 2(A+T) 

Tm = 69,3 + (0,41 × (%G+C)) – 650/délka 

Tm = 81,5 + 16,6(log10[K+]**) + 0,41(%G+C) – 600/délka 

* Tm bývá běžně určována výrobcem primerů 

** [K+] koncentrace monovalentních kationtů v reakční směsi 

- obsah GC by měl být v rozmezí 40–60 % [58] 

- teplota Tm primeru alespoň 50 °C 

- podobná teplota Tm u obou primerů 

- specifičnost primerů na matricové DNA nesmí být nespecifická vazebná místa 

Pro návrh primerů v analyzovaných oblastech sekvence DNA existuje řada počítačových 

programů, které umožňují zohlednit výše zmíněná pravidla., např. Primer3, který je volně 

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

3.2 Princip PCR 

Vlastním principem polymerázové řetězové reakce je in vitro amplifikace specifického 

úseku nukleové kyseliny DNA. Podstatou PCR je cyklicky se opakující enzymová syntéza 

nových řetězců vybraných úseků dvouřetězcové DNA ve směru 5´→3´ prostřednictvím 

DNA-polymerázy, při níž se v závislosti na teplotě reakční směsi pravidelně střídají tři 

kroky, během nichž probíhají tři odlišné děje s odlišnými nároky na teplotu (Obr. 3.) [54]. 
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1. fáze (denaturace) – dochází k zahřátí roztoku na teplotu 94 - 95 °C, což způsobí dena-

turaci dvojitého řetězce DNA, rozpadnou se vodíkové můstky mezi vlákny DNA a vznikají 

dvě jednořetězcové DNA (ssDNA). V buňkách rozplétají dvoušroubovice speciální enzy-

my (helikázy, topoizmerázy) [61]. 

2. fáze (annealing) – annealingová teplota se pohybuje v dosti širokém intervalu (55 – 

75 °C). Studovaný úsek nukleotidové sekvence je vymezen připojením dvou primerů, které 

se vážou na protilehlé řetězce DNA tak, že jejich 3´-konce směřují proti sobě. Takto se 

určí, od kterého místa a kterým směrem (od 3'-konce primeru) má DNA-polymeráza začít 

syntetizovat komplementární vlákno. To je v PCR zajištěno použitím dvou primerů, které 

nasedají na komplementární sekvence ve dvou templátových vláknech. Templátová vlákna 

vznikají denaturací původně dvouvláknové DNA [60]. Pokud jsou ve směsi v nadbytku 

specifické oligonukleotidy, budou hybridizovat se svou komplementární sekvencí rychleji, 

než dlouhé jednořetězcové molekuly, jejichž koncentrace je mnohem nižší. Teplota, při níž 

hybridizace probíhá, je pro výsledek PCR kritická a musí být vhodně nastavena pro použi-

tý pár primerů. Při příliš nízké teplotě mohou primery nasedat i na sekvence, které jsou 

komplementární jen z části, a vytvoří se nespecifický produkt. Při příliš vysoké teplotě 

zase budou primery málo hybridizovat a produktu se nevytvoří dostatečné množství [61]. 

Podmínky pro hybridizaci primerů závisí na zastoupení bází, délce oligonukleotid a hodno-

tě Tm produktu. Teplota pro připojení (hybridizaci) primerů (Ta) se stanovuje podle vztahu: 

  Ta = 0,3xTm
primer + 0,7xTm

produkt-25 

Avšak obecně užívaným pravidlem pro stanovení Ta je snížení teploty Tm o 5°C. Teplota 

Ta se obvykle pohybuje v rozmezí 55 až 68°C po dobu 30-60 s, doporučuje se však provést 

její optimalizaci [59].  

3. fáze (elongace) - teplota se zvyšuje na 72 °C, kdy je aktivita Taq – polymerázy optimál-

ní. Oligonukleotidy, které dosedly na jednořetězcovou DNA (templát) v předchozím kro-

ku, slouží v tomto kroku jako primery pro DNA-polymerázu. Od jejich 3´-konce začíná 

syntéza nového řetězce komplementárního s templátem [61]. 

Po prvním cyklu se počet řetězců DNA ve směsi zdvojnásobí. V dalším cyklu mohou jako 

templát pro polymerázu sloužit i nově vytvořené řetězce, takže se syntetizuje dvojnásobné 

množství produktu. Při opakujících se cyklech bude množství vytvořených řetězců přibý-

vat exponenciálně. Po 30 cyklech PCR se teoreticky vytvoří asi 109× více specifického 

produktu než ostatních úseků DNA, jejichž podíl je tak ve výsledné směsi prakticky zane-

dbatelný. Skutečný výtěžek PCR bývá podstatně nižší, než zmíněných 109 kopií na jednu 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 26 

 

molekulu DNA po 30 cyklech. To je dáno postupným vyčerpáváním složek reakce v prů-

běhu amplifikace. Po určitém počtu cyklů dosáhne koncentrace produktu plató a dále se již 

prakticky nezvyšuje [62]. 

Reakce PCR se provádějí v zařízení nazývaném termocykler, v němž se teplota mění au-

tomaticky v naprogramovaných časových intervalech. Hlavními požadavky jsou přesnost 

teploty a rychlost přechodu mezi jednotlivými teplotami [63].  

 
Obr. 3. Princip polymerázové řetězové reakce [54]. 

3.3 Multiplex PCR 

Mnohonásobná PCR je taková varianta PCR, kdy je do reakční směsi přidáno několik párů 

primerů rozpoznávajících několik rozdílných sekvencí, což umožňuje detekci několika 

genů současně v jedné reakční směsi. Reakční podmínky pro současnou amplifikaci všech 

produktů je nutno empiricky, krok za krokem optimalizovat. Hlavní výhodou této varianty 

jsou nižší cenové náklady než při samotných amplifikacích, a proto se používá 

pro vyhledávání změn na dlouhých sekvencích DNA, testování vzájemně nesouvisejících 

oblastí na DNA a zejména pro amplifikaci vnitřních kontrol současně se vzorky [59].  

Současná amplifikace několika cílů najednou se provádí s několika záměry: 

- mohou být sledovány změny v rozsáhlých oblastech DNA; 

- mohou být sledovány různé segmenty cílového genomu; 

- může být zahrnuta vnitřní kontrola amplifikovatelnosti vzorku; 
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- mohly by být vyvinuty cenově efektivní panely testů pro detekci více patogenů v jediném 

vzorku. 

Nejsložitější je fáze přípravná, kdy je nutno vypracovat takové reakční podmínky (sekven-

ce nukleotidu, koncentrace primeru, optimální teploty jednotlivých kroku cyklu atd.), aby 

amplifikační reakce pro každý testovaný úsek genomické DNA neprobíhala pouze v přípa-

dě, že se jedná o mutaci v příslušném místě. Pro každou reakci je zařazená pozitivní a ne-

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

 

Obr. 4. Optimalizace multiplex PCR [65]. 
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II. PRAKTICKÁ ČÁST 
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4 CÍL PRÁCE 

Cílem této diplomové práce bylo ověřit identifikaci Escherichia coli u daného souboru 

kmenů izolovaných z potravin. Dalším cílem bylo vytvořit systém rychlé detekce všech 

popsaných kolicinů a mikrocinů u kmenů Escherichia coli metodou PCR. Pro zpracování 

praktické části bylo nutné naplnit tyto dílčí cíle: 

• ověřit specificitu primerů pro detekci Escherichia coli; 

• otestovat sadu primerů pro detekci jednotlivých kolicinů a mikrocinů; 

• optimalizovat multiplex PCR; 

• detekovat koliciny a mikrociny u kolicinogenních kmenů Escherichia coli izolova-

ných z potravin. 
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5 MATERIÁL A METODY 

Praktická část zahrnovala dva experimenty. Experiment 1 navazoval na předchozí diplo-

movou práci [66] a cílem bylo ověřit funkčnost použitých primerů (Tab. 4.) pro detekci 

Escherichia coli. V Experimentu 2 byla u vybraných bakteriálních kmenů E. coli zkoumá-

na produkce kolicinů a mikrocinů. Dále byla navržena a optimalizována multiplex PCR 

pro jejich jednodušší a rychlejší detekci. 

5.1 Materiál 

Tyto materiály byly použity v Experimentu 1 a 2. 

5.1.1 Přístrojová technika 

• autokláv 135 S, H+P Varioklav - H+P Labortechnik AG, Německo 

• digitální váha KB 800-2 - Kern&Sohn GmbH, Německo 

• biologický termostat BT 120 - Laboratorní přístroje Praha, Česká republika 

• automatické mikropipety – Nichiryo, Japonsko 

• laboratorní chlazená centrifuga 2300K - Hermle Labortechnik, Německo 

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

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

• elektroforéza - Owl Separation Systems, USA 

• UV-transluminátor UC-4100 - Ultra Lum Inc., USA 

• fotoaparát Power Shot G6 s UV filtrem – Canon, Japonsko 

• běžné laboratorní sklo a plast 

5.1.2 Kultivační média 

• MPA2 - agar 

o masový výtažek   10 g  

o pepton    10 g  

o chlorid sodný NaCl   5 g  

o agar     15 g 

o destilovaná voda  1000 ml  

o pH     6,8 - 7 

•    MPB2 - bujon 

o masový výtažek   10 g 
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o pepton    10 g 

o chlorid sodný NaCl  5 g 

o destilovaná voda  1000 ml 

o pH    6,8 – 7 

5.1.3 Chemikálie  

• 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, Německo 

• Taq DNA-polymeráza (Taq DNA Polymerase with ThermoPol Buffer) + pufr (10x 

ThermoPol Reaction Buffer) – New England BioLabs Inc., USA 

• primery – Invitrogen, USA (Tab. 1) 

• etidium bromid (zásobní roztok 10 mg/ml) – SERVA Electrophoresis GmbH, 

Německo 

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

5.1.4 Příprava roztoků 

• 100bp DNA ladder 

o 20µl DNA ladder 

o 50µl nanášecího pufru 

o 180µl H2O 

• TAE pufr 50x 

o Trizma    242 g 

o 0,5 M EDTA  100 ml 

o kyselina octová  57,1 ml 

o destilovaná voda doplnit do 1000 ml 

• TAE pufr 1x 

o TAE pufr 50x  20 ml 

o destilovaná voda 980 ml 

• nanášecí pufr LB (6x koncentrovaný) 

o bromfenolová modř 10 mg 

o 0,5M EDTA  1,2 ml 

o 10% SDS  600µl 

o glycerol   1,2 ml 
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o destilovaná voda doplnit do 10 ml 

5.1.5 Použité bakteriální kmeny 

Kmeny Escherichia coli byly získány ze sbírky Ústavu technologie a mikrobiologie potra-

vin (ÚTMP), Fakulty technologické, Univerzity Tomáše Bati ve Zlíně, dále z Biologického 

ústavu, Lékařské fakulty Masarykovy univerzity v Brně a České sbírky mikroorganismů 

v Brně (CCM).  

Kmeny ze sbírky ÚTMP byly izolovány z kůže chlazených kuřat, kromě Salmonella Ty-

phimurium. Přehled použitých kmenů je uveden v Tab. 1. a Tab. 2. Kmeny v Tab. 2. byly 

získány z potravin zakoupených v místních prodejnách, voda byla získána ze soukromé 

studny na pitnou vodu. 

Tab. 1. Seznam použitých bakteriálních kmenů. 

CCM Sbírka BÚ LF MU Sbírka ÚTMP 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 
CCM 2798 

Shigella flexneri E. coli 66 

 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 U1K1 E. coli B´ 
 E.coli XL10-Gold E. coli E´ 
 E.coli Row E. coli D´ 
 E.coli φ 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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Pokračování Tab. 1. 
CCM Sbírka BÚ LF MU Sbírka ÚTMP FT UTB  
  Staphyloccocus aureus sub-

sp. aureus 
  Enterococcus sp. 
  Salmonella Typhimurium 

ÚTMP 10 
  E. coli EY1 
  E. coli EU1 
 

Tab. 2. Seznam kmenů izolovaných z potravin a vody 

1 kuřecí kůže, 1. 12. 2009 
2 voda ze studny, 3. 11. 2009  
3 ovčí sýr, 19. 10. 2009 
4 kravský sýr, 19. 10. 2009 
5 Eidam vnitřní vrstva, 1. 12. 2009, vzorek 1 
6 Eidam vnitřní vrstva, 1. 12. 2009, vzorek 2 
7 Eidam vnitřní vrstva, 1. 12. 2009, vzorek 3 
8 kuřecí křídlo chlazené, 4. 2. 2010, 14 
9 kuřecí křídlo chlazené, 4. 2. 2010, 19 
10 kuřecí křídlo chlazené, 4. 2. 2010, 20 
11 krůtí biskup chlazený, 4. 2. 2010 

 

5.2 Metody 

5.2.1 Příprava vzorků pro PCR 

DNA byla z bakteriálních buněk uvolněna lyzí metodou povaření. Narostlé buňky z bujonu 

byly převedeny do eppendorfky (500 µl) a centrifugovány při 4000 ot./5 min. Supernatant 

byl odlit a zbytek resuspendován ve 100 µl 1x ředěného PCR pufru. Suspenze byla inku-

bována v termobloku 20 minut při 95 °C. Po povaření byla provedena centrifugace při 

10000 tis. ot./4 min. Supernatant byl převeden do čisté eppendorfky a použit jako templát 

do PCR reakce. DNA se nachází v supernatantu a skladuje se při 20 °C několik měsíců. 

Pro ověření přítomnosti DNA byla použita metoda PCR pro detekci části genu 16S rRNA 

za použití primerů 27F a 1492R (30 cyklů, 94 °C/45 s, annealing 54 °C/45 s, 72 °C/90 s) 

uvedeny Tab. 4. Washio a kol. (2005) použili ve své práci také tyto primery pro zjištění 

správné extrakce DNA ze čtyř vzorků bakteriích izolovaných z ústní dutiny člověka [67].  
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5.2.2 Amplifikace PCR 

PCR reakce byly provedeny v termocykleru v celkovém objemu amplifikační směsi 25 µl. 

Jednotlivé komponenty pro prováděné reakce byly připravovány ve formě master mixu 

(Tab. 3). 

Amplifikační reakce pro detekci E. coli byla provedena za těchto podmínek: 

Úvodní denaturace  95 °C/ 5 minut 

Opakování cyklu  35x  

Denaturace   95 °C/1 minuta 

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

Extenze   72 °C/ 1 minuta 

Závěrečná extenze  72 °C/3 minuty 

Chlazení    4 °C/∞ 

 

Tab. 3. Složení amplifikační směsi PCR pro de-

tekci E. coli. 

Složka PCR směsi Objem (µl)

PCR pufr 2,5 

dNTP mix 0,5 

Taq DNA polymeráza 0,1 

primer-F 0,25 

primer-R 0,25 

templátová DNA 0,5 

H2O 21 

 

Tab. 4. Použité primery 

Název primeru Sekvence primeru 5´- 3´ Velikost produktu 
(bp) 

LZL-389 ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC  
264 

LZR-653 GGTTTATGCAGCAACGAGACGTCA  
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

1,5 
1492R2 TACGGTTACCTTGTTACGACTT 
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5.2.3 Amplifikace PCR bakteriocinů 

Jedna reakce byla prováděna v celkovém objemu 25 µl. Jednotlivé komponenty pro reakci 

byly míchány ve formě master mixu (Tab. 5.). 

Amplifikační reakce byla prováděna za jiných podmínek než v Experimentu 1. 

Podmínky reakce pro detekci kolicinů a mikrocinů: 

Úvodní denaturace  95 °C/ 5 minut 

Opakování cyklu  35x  

Denaturace   95 °C/1 minuta 

Annealing   55 °C/ 1 minuta 

Extenze   72 °C/ 1 minuta 

Závěrečná extenze  72 °C/3 minuty 

Chlazení    4 °C/∞ 

 

Tab. 5. Složení amplifikační směsi pro bakterio-

ciny. 

Složka PCR směsi Objem (µl)

PCR pufr 2,5 

dNTP mix 0,5 

Taq DNA polymeráza 0,1 

primer-F1  0,25 

primer-R1  0,25 

templátová DNA 0,5 

H2O 21 

 

Gordon a O´Brien (2006) použili ve své práci specifické primery pro PCR detekci vybra-

ných druhů kolicinů (Tab. 6.). Stejné sekvence primerů byly použity i v této práci a to 

u kolicinů B a E1, ostatní primery byly získány z Biologického ústavu Lékařské fakulty 

MU v Brně. Velikosti vzniklých PCR produktů jsou uvedeny v Tab. 6. [20]. 
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Tab. 6. Použité kolicinové primery. 

Označení Typ      
kolicinu 

Název     
primeru 

Sekvence primeru 5´-3´ Velikost 
produktu 

(bp) 

1 A 
ColA-F CGTGGGGAAAAGTCATCATC 

475 
ColA-R GCTTTGCTCTTTCCTGATGC 

2 B 
ColB-F AAGAAAATGACGAGAAGACG 

492 
ColB-R GAAAGACCAAAGGCTATAAGG 

3 D 
ColD-F CTGGACTGCTGCTGGTGATA 

420 
ColD-R GAAGGTGCGCTTACTACTGC 

4 E1 
ColE1-F TGTGGCATCGGGCGAGAATA      

649 
ColE1-R CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTT     

5 E2 
ColE2-R TGATGCTGCTGCAAAAGAG         

409 
ColE2-R TTCAAAGCGTTCCCTACCAC        

6 E3 
ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG       

413 
ColE3-R TCGGATTCGGACCTTTCAAC        

7 E4 
ColE4-F GAAGGCTGCATTTGATGCT          

409 
ColE4-R CGGATCCGGACCTTTAATTT        

8 E5 
ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG       

430 
ColE5-R TTGAATTCTCGAATCGTCCA        

9 E6 
ColE6-F ACCGAACGTCCAGGTGTT       

399 
ColE6-R TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT       

10 E7 
ColE7-F GCATTCTGCCATCTGAAAT       

431 
ColE7-R CTTCTGCCCACTTTCTTTCG         

11 E8 
ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG       

449 
ColE8-R GACTGATTGGCTTGTCGTGA        

12 E9 
ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG       

418 
ColE9-R GACTTTTCTCCCTCCGACCT         

13 Ia 
ColIa-F GCATGCAAATGACGCTCTTA       

473 
ColIa-R GAGGACGCCAGTTCTCTGTC       

14 Ib 
ColIb-F AACGAGTGGGTCGATGATTC       

464 
ColIb-R CCTTTTCTGCGCTCGTATTC        

15 K 
ColK-F CAGAGGTCGCTGAACATGAA      

469 
ColK-R TCCGCTAAATCCTGAGCAAT       

16 L 
Col28b-F  TGCATATTGAAAGCGTCAGC      

449 
Col28b-R CAGGTTATCCCCTCTCACCA        

17 M 
ColM-F GCTACCACTTCGCAAAACC          

429 
ColM-R GAGCGACTCTCCGATAATGC       

18 N 
ColN-F AGCTTGGCGAGTATCTTGGA       

401 
ColN-R CAACACAGCCCCGAATAAAC      

19 U 
ColU-F TGATTGCTGCGAGAAAAATG      

485 
ColU-R TCTGACAGCCTCTCCCTGTT         

20 Y 
ColY-F GCAGGCAGAAAAGAACAAGG     

477 
ColY-R CGGACGTTATTTGCCTTCAT         

21 Js 
ColJs-F TCAAAATGTTTGGGCTCCTC        

254 
ColJs-R TAATCTGCCCTGTCCCACTG        
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Pokračování Tab. 6. 

Označení Typ      
kolicinu 

Název     
primeru 

Sekvence primeru 5´-3´ Velikost 
produktu 

(bp) 

22 5 
Col5-F CATTGGCAAAAGCGAAATTC        

443 
Col5-R TGCAACTCTGGAAACAATCG        

23 10 
Col10-F GGTTACCGGATTTCCTGGAT         

448 
Col10-R TTCTGAATGCTTGGCCCACT         

24 S4 
ColS4-F TATATGGCCCAACTGCTGGT         

456 
ColS4-R CGTAAGGACGGACACCTGTT        

 

Dále také Gordon a O´Brien (2006) ve své práci použili specifické primery pro PCR detek-

ci vybraných druhů mikrocinů (Tab. 7.). V této práci byla stejná sekvence primerů použita 

u mikrocinů mccB17, mccH47, mccJ25, mccL a mccM, ostatní primery byly získány 

z Biologického ústavu Lékařské fakulty MU v Brně Velikost vzniklých PCR produktů je 

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

Tab. 7. Použité mikrocinové primery. 

Pořadí Typ       
mikrocinu 

Název 
primeru Sekvence primeru 5´-3´ 

Velikost 
produktu 

(bp) 

25 B17 
Mcc B17-F 

TCACGCCAGTCTCCATTAGGTGTTGG
CATT 

135 
Mcc B17-R 

TTCCGCCGCTGCCACCGTTTCCACCA
CTAC 

26 C7 
Mcc C7-F CGTTCAACTGTTGCAATGCT 

134 
Mcc C7-R AGTTGAGGGGCGTGTAATTG 

27 J25 
Mcc J25-F 

TCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTA
CCAAT 

175 
Mcc J25-R 

TGATTAAGCATTTTCATTTTAATAAA
GTGT 

28 H47 
Mcc H47-F CACTTTCATCCCTTCGGATTG 

227 
Mcc H47-R AGCTGAAGTCGCTGGCGCACCTCC 

29 V 
Mcc V-F CACACACAAAACGGGAGCTGTT 

680 
Mcc V-R CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT 

30 L 
Mcc L-F 

GGTAAATGATATATGAGAGAAATAA
CGTTA 

233 
Mcc L-R 

TTTCGCTGAGTTGGAATTTCCTGCTG
CATC 

31 M 
Mcc M-F CGTTTATTATTTTATGAATA 

456 
Mcc M-R 

AAACGGAAGAATGGATGATCTCGCA
AA 

32 E492 
Mcc E492-F GTCTCTCCTGCACCAAAAGC 

291 
Mcc E492-R TTTTCAGTCATGGCGTTCTG 
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5.2.4 Detekce PCR produktů 

DNA fragmenty vzniklé PCR reakcí byly detekovány pomocí elektroforézy v 1,5% agaró-

zovém gelu. Pro přípravu gelu bylo naváženo 0,75 g agarózy a zalito 50 ml 1x TAE pufru, 

který byl naředěný ze zásobního 50x koncentrovaného roztoku TAE. Vzniklá směs byla 

za občasného míchání rozpouštěna v mikrovlnné troubě. Takto připravený roztok agarózy 

byl samovolně zchlazen. Poté byly k roztoku přidány 3µl etidiumbromidu (výsledná kon-

centrace etidiumbromidu v gelu byla 0,5 µg/ml) a roztok byl nalit do připravené elektrofo-

retické vaničky s hřebínkem. 

Po ztuhnutí gelu byly nanášeny vzorky DNA v objemu 12 µl roztoku, tvořeného 2 µl naná-

šecího pufru a 10 µl PCR produktu. Jako standard byl použit 100 bp marker, který byl na-

nášen v objemu 12 µl. 

Elektroforetická separace proběhla za stálého napětí 75-90 V, cca 50 minut. Časový úsek, 

během kterého migrovala DNA, byl závislý na velikosti separovaných fragmentů. Separace 

probíhala tak dlouho, dokud bromfenolová modř obsažená v nanášecím pufru nedoputova-

la do 2/3 až 3/4 gelu. Po ukončení elektroforézy byla DNA posouzena v UV světle pomocí 

UV transluminátoru. Výsledek byl zdokumentován pomocí digitálního fotoaparátu. 

5.2.5 Stanovení biologické aktivity kolicinů kvalitativně – vpichový pokus 

Testované kmeny Escherichia coli byly vpichem naočkovány do misky s MPA agarem a 

kultivovány 48 hod při 37 °C. Misky s makrokoloniemi byly nejdříve usmrceny parami 

chloroformu po dobu 30 min a poté přelity 3 ml 1,05% agaru s 0,1 ml kultury indikátoro-

vého kmene narosteného přes noc. Jako indikátorové kmeny bylo použito 5 kmenů E. coli 

(Row, B1, φ, P400, Sabina 40) a jeden kmen Shigella sonnei 17. Po kultivaci v 37 °C přes 

noc byla zjišť ována přítomnost inhibičních zón okolo nárůstu produkčních kmenů a hod-

nocena velikost zón. 
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Přítomnost E. coli, patřící do čeledi Enterobacteriaceae, je ukazatelem fekálního znečiště-

ní nejen potravin [1]. Tradiční metody identifikace patogenů z potravin jsou časově nároč-

né a pracné, tudíž je nutný rozvoj inovačních metod pro rychlou identifikaci potravinových 

patogenů [68]. V přímé diagnostice mikrobiologických patogenů je jednou z nejčastěji 

používaných metod PCR. Je považována za standardní metodu detekce některých nekulti-

vovatelných nebo obtížně kultivovatelných patogenů [47]. 

E. coli je producentem dvou typů bakteriocinů, a to kolicinů a mikrocinů. Bakteriociny 

jsou bohatou a rozmanitou skupinou antimikrobiálních látek bakteriálního původu, kterými 

bakterie mezi sebou soupeří [69]. Tyto bakteriociny lze detekovat vpichovým pokusem za 

pomoci indikátorových kmenů nebo rychlejší cestou, a to metodou PCR. Před provedením 

vlastní PCR reakce je důležité správně provést izolaci DNA. V této práci byla izolace pro-

vedena povařením bakteriálních buněk v PCR pufru 1x ředěného, což je metoda málo ča-

sově a finančně náročná. 

6.1 Detekce bakterie Escherichia coli 

Detekce E. coli v potravinách a ve vodě molekulárně-biologickými metodami je zaměřena 

na geny lacZ, lamB, uid [70] a malB [71]. V této práci byla bakterie E. coli detekována 

metodou PCR. Bylo využito páru primerů LZL 389 a LZR 653 [70], jimiž je určena oblast 

genu lacZ (264 bp), který kóduje aktivitu ß-galaktosidázy. 

Gen pro ß-galaktosidázu (lacZ), je umístěn na chromozomu ve shluku společně se třemi 

dalšími geny; lacI kóduje regulační bílkovinu, represor; lacY kóduje permeázu potřebnou 

pro aktivní transport laktózy do buňky; lacA kóduje transacetylační enzym, jenž snižuje 

toxicitu některých galaktozidů jejich acetylací. Všechny tyto geny jsou součástí obecného 

regulačního systému a tato regulační jednotka se nazývá laktózový (lac) operon [72].  

Inkluzivita je vytvoření specifického produktu u detekovaného druhu (zde E coli) a exklu-

zivita je nevytvoření specifického PCR produktu u kmenů jiných než detekovaný druh. 

Při PCR detekci E. coli byly testovány dvě různé annealingové teploty. 

Teplota annealingu 56,6 °C 

• Testování inkluzivity 

PCR reakce se všemi kmeny E. coli byla provedena minimálně ve čtyřech nezávis-

lých opakování. Byl získán specifický PCR produkt (264 bp) u všech 21 kmenů 
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minimálně ve dvou opakováních. PCR neproběhla pouze u 4 kmenů (E. coli 104, 

66, 59 a B´) ve dvou opakování. 

• Testování exkluzivity 

Pro ověření exkluzivity bylo použito 31 kmenů jiných než E. coli. PCR byla prove-

dena minimálně ve třech nezávislých opakováních. Specifické PCR produkty neby-

ly vytvořené minimálně ve dvou opakováních u 26 kmenů. U 5 kmenů byl získán 

specifický produkt (Proteus vulgaris, Enteric Group 69, Leclercia adecarboxylata, 

Klebsiella oxytoca, Acinetobacter sp.) ve dvou opakování. 

 

Teplota annealingu 56,9 °C 

• Testování inkluzivity 

Na PCR reakce byly použity stejné kmeny jako při testování annealingové teploty 

56,6 °C. Opakování bylo provedeno minimálně dvakrát (Obr. 5). Ze všech testova-

ných kmenů se nevytvořily specifické produkty u 3 kmenů ani jednou (D´, E. coli 

92 a E. coli 66). 

• Testování exkluzivity 

Při ověřování exkluzivity byly použity stejné kmeny jako při testování annealingo-

vé teploty 56,6 °C. Opakování bylo provedeno minimálně dvakrát (Obr. 5) a ze 

všech testovaných kmenů pouze u 3 kmenů byl vytvořen specifický PCR produkt 

(Enteric Group 69, Klebsiella oxytoca a Proteus vulgaris). 
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Obr. 5. Agarózový gel PCR produktů při detekci E. coli a jiných 

kmenů při teplotě 56,9 °C: 1-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. 

 

Z vyhodnocených výsledků bylo zjištěno, že nejvhodnější annealingová teplota pro tyto 

primery je 56,9 °C. Vzorky určené jako Enteric Group 69, Klebsiella oxytoca a Proteus 

vulgaris vykazovaly pozitivní reakci, která by měla být pozitivní a specifická pouze pro 

E. coli. Dá se tedy spekulovat o tom, že tyto kmeny nebyly správně identifikovány do da-

ných taxonů, bylo by tedy vhodné opakovat identifikaci např. pomocí biochemických testů 

či sekvenovat část DNA, např. gen pro 16S rRNA. Pokud tomu tak není a zvolené primery 

detekují nejen E. coli, ale také jiné rody z čeledi Enterobacteriaceae, je nutné stanovit, 

že tyto primery nejsou pro E. coli specifické a tudíž nesplňují podmínky 100% exkluzivity. 

Tato práce vyvrací původní studii [70], na druhou stranu práce Ficker a kol.(1994) toto 

tvrzení dokládá [75]. V této práci [75] byly pro detekci E. coli použity stejné primery LZL-

389 a LZR-653. Bylo testováno 441 kmenů, z nichž 324 kmenů bylo určeno jako koli-

formní bakterie a 117 kmenů jako E. coli. Sekvence byla také identifikována v 5 kmenech 

koliformních bakterií (non-E. coli). Sada primerů E. coli správně identifikovala přibližně 

70 % testovaných koliformů [75]. 
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Pro detekci koliformních bakterií je využívána oblast lacZ genu. Při vybraném optimali-

začním cyklu a za použití primerů ZL-1675 a ZR-2548 byly výsledky pozitivní také 

při detekci Enterobacter cloacae, Shigella flexneri a Klebsiella pneumoniae. Při detekci 

bakterie Salmonella byl získán negativní výsledek [73]. V další studii byly pro detekci ko-

liformních bakterií využity primery LZL a LZR (876 bp). Pozitivně byly detekovány 

všechny koliformní kmeny, a to E. coli, K. pneumoniae, Citobacter freundii, Enterobacter 

sp., a Shigella sp. [74]. Ve studii Kaclíkové a kol. (2005) byly detekovány E. coli 

s využitím primerů Ert2F a Ert2R (619 bp). Specificita primerů byla prověřována inkluzi-

vitou, kde bylo použito 24 kmenů E. coli a exkluzivitou s 37 kmeny jinými než E. coli. 

Výsledky byly pozitivní na 100 % jak u inkluzivity tak exkluzivity [76].  

Z výsledků naší práce a jiných studií lze říci, že použité primery LZL-389 a LZR-653 jsou 

vhodné pro detekci koliformních bakterií, ale již nejsou vhodné pouze pro detekci E. coli.  

Primery LZL-389 a LZR-653 byly v další části experimentů použity pro ověření přísluš-

nosti izolátů z různých potravin a vody určených jako E. coli podle typické morfologie 

kolonií s kovovým leskem na Endově agaru. U všech 11 kmenů byla PCR reakce pozitivní 

a výsledek je znázorněn na Obr. 6.  

 
Obr. 6. Agarózový gel PCR produktů při detekci laboratorních vzorků 

z potravin a vody: seznam vzorků uveden v Tab. 2. 
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6.2 Kolicinogenie kmenů Escherichia coli 

Dalším úkolem bylo zjistit incidenci kolicinogenie u daného souboru 11 izolátů E. coli. 

Vpichovým pokusem byly sledovány inhibiční účinky na indikátorové kmeny (Obr. 7). 

Tímto pokusem bylo zjištěno, že dva vzorky (izolované z kuřecí kůže a krůtího biskupu) 

jsou kolicinogenní a vytváří inhibiční zóny na všech šesti indikátorových kmenech. Tyto 

dva vzorky budou dále použity v Experimentu 2. 

 
Obr. 7. Test na produkci bakteriocinů na indikátorovém kmeni S. sonnei 17: 

seznam vzorků uveden v Tab. 2. 

V mnoha studiích bylo tímto pokusem zjišť ováno, zda jsou kmeny kolicinogenní, např. 

z 53 kmenů E. coli vytvářelo 43,4 % bakteriocinů s nízkomolekulární hmotností LMW 

(low-molecular-weight) a 5,7 % bakteriocinů s vysokomolekulární hmotností HMW (high-

molecular-weight) [77]. Šmarda a kol. (2006) ve své práci izoloval 53 kmenů E. coli ode-

braných z tračníku zdravých lidí [78]. U těchto kmenů bylo zjištěno, že 22 z nich vytváří 

mikrociny, 6 koliciny a 2 produkovaly jiné specifické antibakteriální faktory [78]. 

V průběhu let 1993-1999 bylo izolováno 1043 kmenů E. coli z tračníků zdravých lidí bez 

zažívacích potíží a lidí s diagnostickou poruchou trávení bez přítomnosti patogenních nebo 

podmíněně patogenních mikrobů. Pro kontrolní sadu bylo vybráno 278 kmenů, z nichž 

bylo 115 kolicinogenních. U pacientů trpících salmonelózou byl poměr kolicinogenních 

kmenů stejný, jako u zdravých lidí a u pacientů s nespecifickým zánětem tračníku byl vý-

skyt kolicinů mírně zvýšený [79].  

Šmarda a kol. (2002) v další práci izoloval různé druhy Escherichia: E. hermanii, E. vulne-

ris a E. fergusonii. Bylo izolováno 30 kmenů E. hermanii z lidských orgánů, ani v jednom 
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nebyl detekován žádný bakteriocin. Dále 30 kmenů E. vulneris a to 26 z člověka a 4 z čis-

tičky vod, u žádného nebyl detekován bakteriocin. Poslední E. fergusonii byl izolován z 50 

kmenů, z nichž bylo 48 z člověka, 1 z vepře a 1 z čističky odpadních vod. Z kmene E. fer-

gusonii bylo 6 bakteriocinogenních [80]. 

6.3 Detekce bakteriocinů metodou PCR 

Bakteriociny byly detekovány metodou PCR. Použitý amplifikační profil a složení směsi 

jsou uvedeny v metodice pod kapitolou amplifikace PCR bakteriocinů. U bakteriocinů, kde 

byla k dispozici pozitivní kontrola pro ověření funkce navržených specifických primerů, 

byla tato kontrola použita. Pozitivní kontrolou se rozumí DNA izolovaná z typového bak-

teriálního producenta daného bakteriocinu. Prostřednictvím specifických primerů bylo 

v našich podmínkách možno detekovat geny pro 20 z 24 typů kolicinů a dva z osmi mikro-

cinů (Obr. 8 a 9).  

 

Obr. 8. Agarózový gel PCR produktů kolicinů a mikrocinů: zleva Col A 

(475 bp), D (420 bp), E1 (649 bp), E2 (409 bp), E3 (413 bp), S4 (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. Agarózový gel PCR produktů kolicinů a mikrocinů 

2.část: zleva Col Y (477 bp), Js (254 bp), Ia (473 bp), Ib 

(464 bp), mcc B17 (135 bp), B (492 bp). 

 

6.4 Multiplex PCR 

Metodou multiplex PCR dochází ke zkrácení času pro přípravu PCR mixu a jsou také ušet-

řeny náklady na reakční komponenty. Aplikací metody mohou být odhaleny negativní vý-

sledky [81]. Pro použití metody multiplex PCR je důležité, aby annealingové teploty všech 

použitých primerů byly podobné a aby velikosti jednotlivých PCR produktů byly odlišné. 

V našem případě byly obě podmínky splněny, a proto byla provedena optimalizace této 

metody pro detekci bakteriocinů E. coli.  

Na základě získaných výsledků (Kapitola 6.2) byly navrženy dvojice bakteriocinů, které 

mohou být detekovány paralelně. Páry byly přiřazovány k sobě na základě velikosti PCR 

produktů Optimalizace annealingové teploty nemusela být prováděna, jelikož je pro všech-

ny koliciny a mikrociny stejná a to 55 °C. Při optimalizaci bylo vyzkoušeno několik mož-

ností, změna množství DNA templátu, DNA Taq-polymerázy, dNTP a přídavek MgCl2 

(Tab. 8). V různých pracích se množství těchto komponent liší. V rámci svých prací autoři 

uvádějí různé koncentrace použitých komponent, např. DNA templát 2 µl nebo 10 ng, Taq-

polymeráza 1 U nebo 1,5 U, dNTP 0,2 mmol/l nebo 0,4 mmol/l, MgCl2 bylo zkoušeno 

ve více koncentracích 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 a 4 mmol/l [82] [83].  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 46 

 

Tab. 8. Protokol optimalizace. 

Komponenty 
Objem 

[µl] 
Koncentrace Výsledky 

DNA templát 1 / - 

DNA 

Taq-polymeráza 

0,2 1U - 

0,3 1,5U - 

dNTP 1 0,4 mmol/l - 

MgCl2 

1 2,4 mmol/l + 

1,5 2,6 mmol/l +S 

2 2,8 mmol/l - 

2,5 3 mmol/l - 

+ pozitivní specifický produkt PCR 
+S slabě pozitivní specifický produkt 
- negativní specifický produkt 
 

Z výsledků je patrno, že pro optimalizaci multiplex PCR byl nejvhodnější přídavek MgCl2, 

při přídavku 1 µl (koncentrace 2,4 mmol/l). Při kombinaci duplex PCR u všech vybraných 

párů bakteriocinů byly pozitivní specifické produkty. Při kombinaci triplex PCR však 

nejdelší ze specifických produktů nebyl detekován vůbec nebo jen velmi slabě. 

V některých případech u multiplex PCR docházelo k tvorbě nespecifických bandů o veli-

kosti pod 100 bp. Optimalizace multiplex PCR pro více jak dva bakteriociny nebyla do-

končena z důvodů časové náročnosti. Bylo by vhodné v této práci pokračovat, protože tato 

metoda usnadňuje detekci kolicinů a mikrocinů z hlediska časového a ekonomického.  

6.4.1 Vytvoření PCR systému detekce bakteriocinů 

Bakteriociny byly nejdříve detekovány samostatně a poté k sobě přiřazovány různé dvojice 

a trojice bakteriocinů podle velikosti specifických produktů. Amplifikační profil PCR sys-

tému pro detekci bakteriocinů byl pro všechny bakteriociny stejný (35 cyklů, denaturace 

95 °C/1 min., annealing 55 °C/ 1 min., extenze 72 °C/ 1 min.). Jedna reakce byla provádě-

na v celkovém objemu 25 µl. Jednotlivé komponenty pro jednotlivou, duplex a triplex re-

akci jsou uvedeny v Tab. 9. 
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Tab. 9. Složení PCR směsi pro jednu reakci. 

Složka PCR Monoplex Duplex Triplex 

PCRpufr 2,5 2,5 2,5 

dNTP mix 0,5 0,5 0,5 

Taq DNA polymeráza 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 

templátová DNA 0,5 0,5 0,5 

MgCl2 - 1 1 

H2O 21 20 19 

 

Z výsledků bylo vyhodnoceno, že pro zjištění produkovaného typu kolicinu či mikrocinu 

u produkčního kmene je zapotřebí provést 22 reakcí. Z toho metodou duplex PCR bylo 

provedeno 10 reakcí, čímž jsme detekovali 20 různých bakteriocinů. Tyto bakteriociny 

byly přiřazeny do těchto párů podle velikosti specifického PCR produktu (Obr. 10):  

1) ColE9 (418 bp) + ColU (485 bp) 

2) ColIa (473 bp) + ColE2 (409 bp) 

3) ColM (429 bp) + ColY (477 bp) 

4) ColE4 (409 bp) + Col5 (443 bp) 

5) ColJs (254 bp) + Col10 (448 bp) 

6) ColA (475 bp) + ColD (420 bp) 

7) ColE5 (430 bp) + ColB(492 bp) 

8) ColIb (464 bp) + ColE3(413 bp) 

9) ColE6 (399 bp) + ColE7(431 bp) 

10) mccH47(227 bp) + mccB17(135 bp) 
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Obr. 10. Agarózový gel PCR produktů metodou duplex:číslování párů bakterio-

cinů viz.: text (Kapitola 6.3).  

U zbylých 12 reakcí bylo možno detekovat pouze jeden bakteriocin (ColE1, ColE8, ColS4, 

ColK, ColL, ColN, mccC7, mccJ25, mccV, mccL, mccE492, mccM). Tyto bakteriociny 

byly detekovány zvlášť  z těchto důvodů:  

• nebyla k dispozici pozitivní kontrola (mccL, mccM, mccE492);  

• kontrola byla k dispozici, ale nebyly detekovány specifické PCR produkty (ColE8, 

ColK, ColL, ColN, mccC7, mccV, mccJ25); 

• kontrola byla k dispozici, specifické PCR produkty byly detekovány, ale při duplex 

PCR tyto specifické produkty nebyly vytvořeny (ColE1, ColS4).     

 

6.4.2 Využití PCR sytému detekce bakteriocinů u kolicinogenních izolátů 

Metoda PCR systému detekce byla použita pro detekci kolicinů a mikrocinů na čtyřech 

kolicinogenních kmenech izolovaných z povrchu chlazené drůbeže. Na Obr. 11 je znázor-

něna detekce osmi různých kolicinů a mikrocinů pomocí duplex PCR. 
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Obr. 11. Agarózový gel PCR produktů kolicinogenních kmenů: pozi-

tivní kontrola-1:ColE3 (413 bp), Ib (464 bp); 6:ColB (492 bp), E5 

(430 bp); 11:mccB17 (135 bp), mccH47 (227 bp); 16:ColE6 

(399 bp), E7 (431 bp). Vzorky: kuře Raciola-2,7,12,17; krůtí biskup-

3,8,13,18; EY1-4,9,14,19; EU1-5,10,15,20. 

K rozlišení produkujícího typu kolicinu či mikrocinu byly kmeny podrobeny PCR-typizaci 

na všech 24 kolicinů a 8 mikrocinů, tzn. že byly navíc zahrnuty i ty koliciny a mikrociny, 

k nimž nebyla detekována pozitivní kontrola. U dvou vzorků (kuře Raciola a krůtí biskup) 

byla kolicinogenie zjištěna v této práci. Dále byly použity dva kolicinogenní kmeny (EY1 

a EU1) ze sbírky Ústavu technologie a mikrobiologie potravin Fakulty technologické UTB 

ve Zlíně. 

Bylo zjištěno, že studované izoláty produkují 8 typů kolicinů a 1 typ mikrocinu. Všechny 

produkují více než 2 koliciny, avšak pouze jeden kmen produkuje mikrocin. Určené typy 

kolicinů a mikrocinů jsou uvedeny v Tab. 10. Autoři Gordon a O´Brien (2006) ve své stu-

dii testovali 266 humánních izolátů E. coli, z nichž 102 kmenů bylo produkčních (38 %). 

Z těchto kmenů 42 % produkovalo aspoň 1 kolicin, 41 % dva koliciny, 16 % tři koliciny 

a jeden kmen produkoval 4 koliciny [20]. V jiné práci bylo testováno 50 kmenů, z nichž 
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bylo 48 izolováno z humánního materiálu, 1 z prasete a 1 z čističky vod. Z toho 3 produ-

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

Tab. 10. Výsledky PCR typizace kolicinogenních kmenů. 

Koliciny a 
mikrociny 

Kolicinogenní kmeny 
Koliciny a 
mikrociny 

Kolicinogenní kmeny 

Kuře 
Raciola 

Krůtí 
biskup 

EY1 EU1 
Kuře 

Raciola 
Krůtí 

biskup 
EY1 EU1 

A + - - - M + - - - 
B + - - - N - - - - 
D - - - - U - - - - 
E1 - - - - Y - - - - 
E2 - - - - Js - - + + 
E3 - - - - 5 - - - - 
E4 - - - - 10 - - - - 
E5 - - - - S4 - - - - 
E6 - - - - mccV - - - - 
E7 - + + + mccH47 + - - - 
E8 - - - - mccL - - - - 
E9 - - - - mccJ25 - - - - 
Ia + + - - mccM - - - - 
Ib + + + - mccB17 - - - - 
K - - - - mccC7 - - - - 
L - - - - mccE492 - - - - 

+ přítomnost specifických produktů 
- nepřítomnost PCR produktů 
 
Nejčastěji byly zastoupeny koliciny E7, Ia a Ib. Dále se vyskytovaly koliciny A, B, M a Js, 

z mikrocinů H47. Z testované sady se zbytek kolicinů a mikrocinů nevyskytoval vůbec. 

U sledovaných kmenů platí, že všechny kmeny produkující kolicin B produkují i kolicin 

M. Současný výskyt kolicinu B a M byl již dříve v literatuře popsán u humánních izolátů. 

Dále bylo zaznamenáno, že při výskytu kolicinu Ia se vyskytuje také kolicin Ib. Rozlišení, 

o který typ kolicinu se jedná, by bylo nutno provést sekvenováním PCR produktu, jelikož 

geny pro tyto dva koliciny vykazují vysokou sekvenční homologii [84]. S porovnáním ji-

ných studií [80], kde byly studovány humánní izoláty E. coli by se dalo naznačit, že více-

násobná produkce kolicinů a mikrocinů je u drůbežích izolátů rozšířeným jevem. 
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ZÁVĚR 

Escherichia coli produkuje dva typy bakteriocinů nazývané koliciny a mikrociny. Bakteri-

ociny jako antibakteriální látky jsou známy již několik desetiletí a jsou zkoumány 

pro mnoho různých způsobů využití. Sleduje se jejich uplatnění v potravinářství jako ná-

hrady chemických konzervantů, při ochraně potravin vůči patogenům, jako nové generace 

antibiotik ve farmakologii, v medicíně jako probiotik a konečně i jako protinádorových 

látek. 

Cílem práce bylo ověřit identifikaci Escherichia coli u souboru kmenů izolovaných z po-

travin. Bylo využito páru primerů LZL-389 a LZR-653. Těmito primery je určena oblast 

genu lacZ (264 bp), který kóduje enzym ß-galaktosidázu. Pro ověření specificity těchto 

primerů bylo použito 21 kmenů E. coli a 31 kmenů jiných než E. coli. Z vyhodnocených 

výsledků bylo zjištěno, že nejvhodnější annealingová teplota pro tyto primery je 56,9 °C. 

Ze všech testovaných kmenů E. coli se nevytvořily specifické produkty u tří kmenů ani 

jednou. Vzorky určené jako Enteric Group 69, Klebsiella oxytoca a Proteus vulgaris vy-

tvořily specifické produkty, které by měly být specifické pouze pro E. coli. Při ověření 

specificity použitých primerů bylo prokázáno, že nejsou zcela vyhovující pro detekci 

E. coli, jelikož nesplňují podmínky 100 % inkluzivity a exkluzivity. Tyto výsledky byly 

prezentovány na konferenci XIV. Setkání biochemiků a molekulárních biologů pořádané 

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

Dalším cílem bylo detekovat metodou PCR všechny popsané koliciny a mikrociny u koli-

cinogenních kmenů E. coli. Nejdříve byly testovány sady primerů na kmenech, produkují-

cích jednotlivé typy kolicinů a mikrocinů. Na základě velikosti specifických PCR produktů 

byly k sobě přiřazeny různé páry bakteriocinů a detekovány metodou multiplex PCR. Tato 

metoda byla optimalizována a její výsledky jsou uvedeny v protokolu optimalizace. Para-

lelně bylo možno detekovat pouze dva bakteriociny, nicméně pro více bakteriocinů již 

úspěšná nebyla. Optimalizace multiplex PCR pro současnou detekci tří a více typů kolicinů 

by bylo vhodné v další práci dokončit, jelikož tato metoda usnadňuje detekci kolicinů a 

mikrocinů z hlediska časového a ekonomického. Systém PCR je hojně využíván, 

v medicíně, archeologii, soudnictví a kriminalistice. 

Optimalizovaná metoda byla použita pro detekci kolicinů a mikrocinů na čtyřech vzorcích 

kolicinogenních kmenů izolovaných z drůbežího masa. Bylo zjištěno, že studované izoláty 

produkují 8 typů kolicinů a 1 typ mikrocinu. Všechny produkují více než 2 koliciny, avšak 
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pouze jeden produkuje mikrocin. Nejčastěji byly zastoupeny koliciny E7, Ia a Ib. Dále se 

vyskytovaly koliciny A, B, M a Js, z mikrocinů byl detekován mikrocin micH47. Bylo 

zjištěno, že vícenásobná produkce kolicinů a mikrocinů je u drůbežích izolátů zřejmě roz-

šířeným jevem. 
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dNTP Deoxynukleozidtrifosfát 
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PCR Polymerázová řetězová reakce 

R primer Reverse primer 

 

  

   

   

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 61 

 

SEZNAM OBRÁZKŮ 

Obr. 1. Tol a Ton-B translokační systémy ........................................................................... 16 

Obr. 2. Struktura kolicinu E3 ............................................................................................... 17 

Obr. 3. Princip polymerázové řetězové reakce .................................................................... 26 

Obr. 4. Optimalizace multiplex PCR ................................................................................... 27 

Obr. 5. Agarózový gel PCR produktů při detekci E. coli a jiných kmenů při teplotě 

56,9 °C ........................................................................................................................ 41 

Obr. 6. Agarózový gel PCR produktů při detekci laboratorních vzorků z potravin a 

vody ............................................................................................................................ 42 

Obr. 7. Test na produkci bakteriocinů na indikátorovém kmeni S. sonnei .......................... 43 

Obr. 8. Agarózový gel PCR produktů kolicinů a mikrocinů ............................................... 44 

Obr. 9. Agarózový gel PCR produktů kolicinů a mikrocinů 2.část ..................................... 45 

Obr. 10. Agarózový gel PCR produktů metodou duplex ..................................................... 48 

Obr. 11. Agarózový gel PCR produktů kolicinogenních kmenů ......................................... 49 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 62 

 

SEZNAM TABULEK 

Tab. 1. Seznam použitých bakteriálních kmenů. ................................................................. 32 

Tab. 2. Seznam kmenů izolovaných z potravin a vody ....................................................... 33 

Tab. 3. Složení amplifikační směsi PCR pro detekci E. coli. .............................................. 34 

Tab. 4. Použité primery ........................................................................................................ 34 

Tab. 5. Složení amplifikační směsi pro bakteriociny. .......................................................... 35 

Tab. 6. Použité kolicinové primery. ..................................................................................... 36 

Tab. 7. Použité mikrocinové primery. ................................................................................. 37 

Tab. 8. Protokol optimalizace. ............................................................................................. 46 

Tab. 9. Složení PCR směsi pro jednu reakci. ....................................................................... 47 

Tab. 10. Výsledky PCR typizace kolicinogenních kmenů. ................................................. 50 

  

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 63 

 

SEZNAM PŘÍLOH 

PŘÍLOHA I: Publikace výsledků diplomové práce na konferenci XIV. Setkání biochemiků 

a molekulárních biologů 

PŘÍLOHA II: Abstrakt publikované práce 

 



 

 

PŘÍLOHA I: PUBLIKACE VÝSLEDKŮ DIPLOMOVÉ PRÁCE NA 

KONFERENCI XIV. SETKÁNÍ BIOCHEMIKŮ A MOLEKULÁRNÍCH 

BIOLOGŮ  

 



 

 

PŘÍLOHA II: ABSTRAKT PUBLIKOVANÉ PRÁCE 

 


