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ABSTRAKT

Tato prace je za#ena na koliciny a mikrociny, antimikrobialni latkyodukované bakte-
riemi Escherichia colia giibuznymi druhyi rody ¢eledi EnterobacteriaceaeBylo pojed-
nano o jejich klasifikaci, vlastnostech a mechaniziginku. Cilem této prace bylo sledo-
vat inhibiéni vliv bakteriociri na vybrané bakterie izolované z potravin a sbiékkmeny
Salmonellasp., ke kterému byla pouZzita metoda vpichu. Dalilem bylo testovani vy-
skytu bakteriocinogenie u gramnegativnich bakteitdl izolatt z potravin jinych nez
Escherichia coli Ke studiu vyskytu bakteriocinogenie bylo pouz#® gramnegativnich
bakterialnich kmein izolovanych pevazié z €l chlazenych kiat, dale pak ze syrového
masa k vyrob fermentovanych klobéas a jedlého hmyzu. Ze vSestovanych 15 roidbyla
potvrzena produkce bakteriocinu pouze u jednohorknmizuhuPseudomonas fulviaolo-

vaného z jedlého hmyzu.

Kli¢ova slova: bakteriocinogeniEscherichia coliinhibice, koliciny, mikrociny

ABSTRACT

This work is focused on colicins and microcins,jrantrobial substances produced by bac-
teria Escherichia coliand related species or genera of the faraiiyerobacteriaceaelt
dealt with the classification, properties and meera of action. The aim of this study was
to investigate the inhibitory activity of bacterins on selected bacteria isolated from food
and collection strains ddalmonellasp. by stab method. The other aim was to determine
the incidence of bacteriocinogeny in gram-negabaeteria other thaischerichia coli
isolated from foods. Forty-eight gram-negative beat strains isolated mostly from
chilled chicken carcasses, raw meat for the praoliaf fermented sausages and edible
insect were used to study the incidence of baaiegeny. Only one strain of the species
Pseudomonas fulvigolated from edible insects from all 15 testedega produced bacteri-

ocin.

Keywords: bacteriocinogeny, colicirigscherichia coliinhibition, microcins
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UvoD

Podle udaj WHO (World Health Organization) umira kazdém® v Evropské unii,
na Islandu a v Norsku 25 000 pacieatdivodi zavazné infekce Zigobené rezistentnimi
bakteriemi. Zvysujici se rezistence regstavuje hrozbu jen pro vysledkyhg bakterial-

nich onemoceni, ale také vazné ohrozeni aSposti kkterych chirurgickych zakrak

Vzhledem k celosstové vzristajicimu vyskytu patogérrezistentnich &i antibiotikim se
stal velky p@et infelkcnich onemocni obtizre 1&Citelny. Divodem pro vznik rezistence je
piedevSim nezodpédné nebo nevhodné uzivani antibiotik, jejich nadiZi a rezidua
antibiotik v potravinach, situace se vSak zhorsike diky omezenému pokroktingnému

ve vyvoji novych a silnych antibiotik v poslednilgtech.

Z tohoto divodu je ¥novana pozornost skugrantimikrobialnich latek, tzv. bakterioci-
nam, které maji v této oblasti velky potencial. Baldeiny jsou malé antimikrobialni pep-
tidy, produkovan&adou bakterii, kterégsobi vici drunim blizce gibuznym s producen-

tem ve velmi nizkych koncentracich (az pikomoly).

Bakteriociny pedstavuji velky potencial ve zdravotnictvi jako lmadika a v klinické praxi

jako terapeutika.
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1 BAKTERIOCINY

1.1 Definice

Bakteriociny jsou antimikrobialni peptidové latkyodukované bakteriemi. Produkce an-
timikrobialnich peptid (AMP) je roz&feny jev u vSech forem Zivota, od mnoho&inych
organiznti po bakterialni biiky. Ve vysSich organizmech AMRigpivaji k girozené imu-
nit¢ a jsou sodasti zakladniho obranného systému proti Skodlivyikregorganizniim.
Pomoci &chto latek mezi sebou jednotlivé bakterie sdupg]. Bakteriociny hraji vy-
znamnou roli v konkuremim boji, kde poskytuji producentovi vyhodu oprostatnim
bakteriim [2].

Produkce bakteriocinje u bakterii velmi roz&na a to také diky tomu, Ze genetické de-
terminanty zodpoddné za produkci bakteriodinsecasto nachazeji na mobilnich genetic-

kych elementech, jako jsou plazmidy nebo transpp#8h

1.2 Rozdleni bakteriocina

RozliSujemectyii tiidy klasifikace bakteriociin (Tab. 1). Bakteriociny grampozitivnich
bakterii jsou rozéleny do dvou skupin: lantibiotikai{tla 1) a nelantibiotika {tda II). Lan-
tibiotika jsou malé peptidy slozené z 19 — 38 arkyiselin, obsahujici posttrangtd modi-
fikaci zahrnujici thioether (zaloZeny na kruhowéilstuie — znamy jako lanthionin nebo 13-
methyllanthionin). Veifd¢ Il jsou malé (25 — 60 aminokyselin) kationick&ege stabilni

a nemodifikované antimikrobialni peptidy [1]. Bakteiny tvarené grampozitivnimi bak-
teriemi se podobaji mnoha antimikrobialnim pejtidtvorenych eukaryoty, jako jsou
nag. defenziny [4]. Obeahjsou to kationtové, amfifilni, membranopropustné peptidy o
priblizné velikosti 2 — 6 kDa [5].

Bakteriociny gramnegativnich bakterii jsoélahy na mikrociny, coz jsou kratké peptidy
o molekulové hmotnosti do 10 kDa [6] a koliciny,Zzcfsou proteiny, polypeptidy, nebo
v malé mie oligopeptidy [7], jejichz molekulova hmotnostrjeximalré 80 kDa [8]. Mi-
krociny jsou rozdleny na d¢ podskupiny: ida | obsahuje mikrociny o malé velikosti
(do 5 kDa), které jsou posttran&t modifikované; tida 1l obsahuje mikrociny&si (5 —
20 kDa), které nejsou posttransia modifikované [1].
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Tab. 1. Klasifikace bakteriocinpodle Garcia a kol. [9].

Produkovano bakteriemi mlé&ného

Trida Obecné vlastnosti . .
kvaseni
| — Lantibiotika Modifikovano, stabilni, <15 kDa
la — Linearni Vytvéiejici pory, kationtové Nisin, Lacticin 481, Plantaricin C

Ib — Globularni

Ic — Multi-komponentni

Inhibitory enzyniti, ne kationto-
vé

Dva peptidy

Zadny
Lct3147, Plantaricin W

Il — Neupravené peptidy
lla — Pediocin
Ilb — SmiSené

lic - Multi-komponentni

Tepelr® stabilni, <15 kDa
Anti-Listeria, shoda YGNGV
Ne Pediocin

Dva peptidy

Pediocin PA1/AcH, Enterocin A, Sak
cin A
Enterocin B, L50, Carnobactericoin A

Lactococcin G, Plantaricin S, Lactacin

F

Il - Velké proteiny
Illa — Bakteriolytické
llIb — Nelytické

Tepelrg labilni, >30 kDa
Degradace buftné stny

Cytosolové cile

Enterolysin A, Lcn972
Koliciny® E2-E9

IV — Kruhové peptidy

Tepelnstabilni, peptidové vazby

AS-48, Gassericin A,dacin B

2 Lcn972 se vaze na bémé stny prekurzot lipidi Il a blokuje biosyntézu butiné stny, 15kDa
® Koliciny jsou syntetizovan. coli
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2 BAKTERIOCINY GRAMNEGATIVNICH BAKTERIi

Bakteriociny tvai velmi heterogenni skupinu $anymi morfologickymi a biochemickymi
vlastnostmi [10]. Nkteré znaky maji podobné étg€inou jsou kédované na plazmidech a
vétSinou se jednd o vysokomolekuléarni latky s antibkym inkem [11]. Na rozdil
od antibiotik disponuji bakteriociny uzkym spektra@ginku [12]. Nejlépe prostudované
bakteriociny jsou koliciny a mikrociny, tvené gramnegativnimi bakteriemi zejména

Escherichia colia piibuznymi druhy zelediEnterobacteriaceagl3].

2.1 Vlastnosti

Koliciny i mikrociny mohou byt biikou produkovany zarovie nebo niZze buika produ-
kovat hned &kolik kolicinu najednou [14]. Tyto dva typy bakteriogifsou klasifikovany
podle jejich molekulové hmotnosti: koliciny 25 - &Da, mikrociny mensi nez 10 kDa.
Koliciny a mikrociny jsou podobné v mnoha ohledeale, narozdil od gkterych kolicin
neni syntéza mikrocinletalni a nehrozi poskozeni DNA. Déle, &&mSechny koliciny
jsou plazmidow kddované, zatimco geny pro mikrociny jstasto uloZzeny na chromozo-
mu. Koliciny pisobi bul’ depolarizaci membrany, jako nukleaza nebo degrgokpti-
doglykan [15]. Kolicin se nejiive vaze na specificky receptor naj& membraa citlivé

buiky a poté se translokujg¢gs membranu (Tol nebo TonB mechanizmus) [16].

Na druhé stranbyly mikrociny klasifikovany podle #itomnosti, charakteru a lokalizace
posttranslanich modifikaci, organizaci genovych klasta vedouci peptidové sekvence.
Mikrociny ttidy | jsou peptidy s molekulovou hmotnosti pod Sak®jsou podrobeny roz-
sahlym posttranstmim modifikacim (B17, C7 a J25). Mikrociny Ilfidy jsou peptidy
s vySSi molekulovou hmotnosti (5-10 kDa) a jsowléeny do dvou podid: téida Ila mi-
krociny, které mohou obsahovat disulfidické vazalg, Zadné dalSi posttrangid modifi-
kace (L, ColV a 24), afida llb linearni mikrociny, které maji C-terminalpdsttransléni
modifikace (siderofory) (E492, H47, 147 a M) [16].

Koliciny E1, E4, E7, E8, K a S4 spolu s mikrocir®sJa 24 jsou nefiinngjSi inhibitory
rastu patogenni baktertescherichia coli0O157:H7 [4].
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2.2 Kaoliciny

Koliciny jsou toxické exoproteiny produkované kalicgennimi kmeny bakterie
Escherichia colia rekterymi gribuznymi druhy bakterii Zeledi Enterobacteriacead7].
Inhibuji citlivé bakterie blizceifbuzné a psobi fes specifické receptory v beimé séné
[17].

Prvni kolicin objevil v roce 1925 Gratia jako antkmobialni protein produkovang. coli

[4], ovSem v sotasné dob je fazen mezi mikrociny. V roce 1946 vyioGratia a Frede-
ricqg nazev kolicin, v té dabbyla prokazana bilkovinna povaha kolitia jejich specificky
zpiasob &inku [15]. V sokasné dob je znamo 34 kolicifi, z nichz bylo blize zkoumano
a popsano pouze 26 [18]. VSechny koliciny jsou i&gény doif oblasti: N-koncova do-
ména se podili na translokadiep membranu, centralni domeéna je zapojena do Vazby

receptoru a C-koncova doména obsahuje aktiasti s letalnim dinkem [19].

Klasifikace a nazvoslovi kolicin jsou odvozeny podle zakladniho principtspbeni
na cilovou biiku. Dle své receptorové specifity se dneelkymi pismeny. V fipad, Ze
dochéazi k sotasnému navazani vice koligéima jeden receptorfidavaji se i oznaova-

ni za pismenédisla [7].

Koliciny délime do dvou skupin (A a B), na zak&atypu translok&niho mechanizmu, kte-
ry je vyuzit @i transportu pes bugcény obal (Obr. 1). Do skupiny A jsouizazeny koliciny
vyuZivajici systém Tol, dale sloZzeny z proteifolA, TolB, TolQ a TolR [20]. K této sku-
piné seradi koliciny E1 az E9, K, L, N, S4, U a Y [15]. S$kau B tvdi koliciny vyuziva-
jici systém Ton, ktery se sklada z proteironB, ExbB a ExbD. Do skupiny B jsouiaa
zeny koliciny B, D, la, Ib, M, 5 a 10 [7].

Pro spravné Zazeni kolicinu jeieba znat:

a) receptorovou specifitu;
b) typ translok&niho mechanizmu;
c) piitomnost nebo absenciitkené imunity producentaiwi kolicinum, které vyuZzi-

vaji stejny receptor [7].
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Obr. 1. Schematické shrnutfijmu, translokace a zgsob pisobeni nejvice studovanych

koliciniz [13, upraveno].
Podle letalniho &inku mizeme koliciny rozdit do ¢tyi skupin:

1. Koliciny depolarizujici plazmatickou membranu (A, B1, la, Ib, K, N, S4, U, Y,
5 a 10) [15]. Molekularni hmotnostdhto kolicini se pohybuje v rozmezi 40-70
kDa. Baktericidni ginek sp@iva v tvorl® iontovych kanal ve vnitni membras
cilovych burk [21].

2. Koliciny s DNA endonukleazovou aktivitou (E2, E78 & E9).

3. Kaoliciny blokujici proteosyntézu (D, E3, E4, E5 G)E

4. Koliciny degradujici peptidoglykan (pouze kolicin) J15].

Zpusob usmrceni hiky tedy zavisi na typu kolicinu [11].

V roce 1965 De Witt a Hesinski prokazali, Ze gestetideterminanty kédujici syntézu ko-
licinti jsou umistny prevazrié na plazmidech [22]. Jejich syntéza je kdodovany gentzv.
Col-plazmidech [23]. Podle velikosti, schopnosplileace, pdtu kopii v buice a schop-

nosti samostatnéhdagnosu konjugaci je mozno Col-plazmidy rél#ddo tii skupin [24]:
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a) Skupina la — malé plazmidy (3-6 kb), vyskytujicivsennoha kopiich (spontaan
bez indukce 15-30 na bku), schopné replikace i bez syntézy praidinstitelskou
buikou, ale neschopné&gnosu konjugaci.

b) Skupina Ib — malé v mnoha kopiich se vyskytujicizphidy, neschopné replikace
ani prenosu konjugaci.

c) Skupina Il — velké (70-90 kb), v malo kopiich seskytujici plazmidy neschopné
amplifikace,casto vSak schopné&gnosu konjugaci [17].

Kolicinovy operon, nesen na Col-plazmidu, se ob&g#lada zert geni, jsou to geny:

a) gen pro kolicin — toxin;

b) gen pro imunitni protein;

c) gen pro lyticky protein [15].

Imunitni protein chrani proddki kmen proti letalnimu dinku svého kolicinu. Lyticky
protein usnaiuje export ¥tSiny kolicind z produknich burk a zpisobuje rozpad bux-

ného obalu a smrt bakterie [7].

Interakce mezi vokrozpustnym kolicinem a membrartovazanym imunitnim proteinem
je vhodnym modelem pro studium protein-proteinovyieterakci [25]. Imunitni protein
kolicinu, které vytvéi iontové kanaly, je umi&h v plazmatické membrérburgk produke-
niho kmene a chrani je takepl (Einkem exogenniho kolicinu. Aktivitu endogennihoikol
cinu tlumi ,obraceny® membranovy potencial. Nukleaz koliciny, msobici
v cytoplazng, jsou ihned po syntéze asociovany s imunitnimgimein, ktery chrani biky

produkujiciho kmene jakipd exogennim, tak ifpd endogennim kolicinem [7].

Koliciny jsou buikou produkovany ib stresu, tzv. SOS reakci [26]. Stres je inapzka
hladina Zivin v prosedi [4]. SOS reakci vyvolavajiizné latky, v laboratornich podmin-

kach je nejpouzivassi latkou mitomycin C [15].
Interakce kolicinu s citlivou bakterialni tkiou probiha verech krocich:

1. vazba na specificky receptor vegjgi membran bakterie;

2. translokace fes bugcény obal;

3. vlastni letalni ginek.
Vazbu na receptor ve ¥8i membran zprostedkovava centralni domeéna, prostup kolici-
nu pres bureny obal zajiguje N-terminalni sekvence a C- terminalni sekve@iar. 2) je

odpowdna za letalni &inky [20] a za interakci kolicinu s imunitnim pratem [17].
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Obr. 2. Funkni domény kolicinu. T (transloka

ni), R (receptorova), C (cytotoxicka) [58].

Koliciny jsou obvykle uloZeny na jednom ze dvouttywlicinogennich plazmid Plazmi-
dy typu A jsou malé (6 — 10 kb) d&fmmné v mnoha buinych kopiich. Plazmidy typu B

maiji asi 40 kb, nesatetné geny a jsou schopny konjugace [5].

2.2.1 Kaoliciny skupiny A

Do této skupiny pat koliciny E1 — E9, K, N, S4, U a Y. Koliciny E2,7EE8 a E9 vykazuji
DNA endonukleazovou aktivitu, koliciny E3, E4, EX@ blokuji proteosyntézu. Pro zbylé
koliciny této skupiny je mechanizmendidku tvorba iontovych kanalve vnitni membra-
n¢ cilovych burk [26].

Kolicin E1 pafi do skupiny koliciri tvorici iontové kanaly, 8imZ je spojena depolarizace
plazmatické membrany. Struktura kolicinu E1 bylgaskEna pomoci rentgenoveé krystalo-
grafie. Kolicin E1 je vysocedinny i proti bakteriiListeria monocytogene¥ jiné studii
byl prokadzan zvyseny vyskyt kolicinu E1 u kmehecoli, izolovanych od paciefits infek-
ci maiovych cest. Vysledky ukazaly, Ze kolicin E1 se hy& potencionalé vyznamny
faktor virulence uropatogennich knieik. coli (UPEC), které tvii podskupinu extra-
strevni patogennk. coli, zpisobujici infekci méovych cest [26]. Kolicin E1, stejnjako
vSechny koliciny depolarizujici plazmatickou memtrde sklada zéitfunkénich domeén,

které souhrn& pasobi tvorbou pdr na citlivé bakterie. Vazebné a translakiadomény
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kolicinu E1 jsou vysoce specifické na rozdil odlet domény, nazriajici, Zze kolicin E1

by mohl byt v zasagSiroce efektivni [27].
Kolicin E3 pati mezi koliciny blokujici proteosyntézu [26].

Kolicin A pati mezi nefastjSi skupinu bakteriocin (E1, K, la, Ib, B, N). Je zajimavé, Ze
koliciny sdili 60-80% homologii v C-termalni dontgrale maji ezné imunitni proteiny,
z nichz kazdy je specificky pro jeden kolicin. Cralni ¢4st kolicinu N vykazuje vy-
znamnou homologii s C-termaltasti kolicinu A. Molekulova hmotnost kolicinu A layl
stanovenaiblizné na 63 kDa. Pro kolicin N je taiplizné 42 kDa [26].

Kolicin U vykazuje vysokou sekvéni homologii s kolicinem Y. iestozZe je mezi koliciny
U a Y 87% totoZnost na urovni aminokyselinové sekee nejsou jejich producenti navza-

jem zkizere imunni [26].

Kolicin K je péry tvdici kolicin, u kterého byla prokdzanairinost proti kmetim E. coli
zpasobujicich zagty mocovych cest (UPEC). Studie byla pro¥ad na humannich izola-
tech v roce 2001 a 2002 ve Slovinsku. N-terminktmiec kolicinu K sdili velkou homolo-
gii s N-termalnim koncem kolicinu S4. C-termalnnke kolicinu S4 sdili ¢itou homolo-
gii s kolicinem A. Kolicin S4 je zajimavy tim, Ze §loZen z&tyi ¢asti: N-konec, dvcen-
tralni domény a C-konec. Je to jediny kolicin, ttend téndt totozné centralni domény,

odpowdné za vazbu na receptor [26].

2.2.2 Kaoliciny skupiny B
Do této skupiny pét koliciny B, M, la, Ib, D, 5 a 10.

Kolicin M je nejmensi ze znamych koliéinieho molekulova hmotnost je 29 453 Da. Ko-
licin M blokuje syntézu peptidoglykanu, na zaklaghoZ nastane jako druhotny efekt au-
tolyza. Je to jediny kolicin, u kterého je znamkaay mechanizmusdinku. Geny pro ko-
licin a imunitni protein se nachazi vedle sebeyadpané orientaci, na ColM plazmidech.
Odolnost wci tomuto kolicinu je zprogedkovana pomoami genu. Protein Cmi négobi
katalyticky, ale vaze kolicin M do plazmatické meawdnhy, coz vede k inaktivaci kolicinu
[26].

Kolicin B je cytotoxicky protein s molekulovou hmotnosti liBa. Jako receptor vyuziva
vngjSi membranovy transporter FepA a systém Ton pmastokaci. Poistupu do plazma-

tické membrény citlivych busk E. coli tvoii pory, dochazi k Werpavani elektrochemic-
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kého potencidlu membrany, coz nakonec vyusti v buoiiity. Celkova struktura kolicinu B

je ve tvarwinky [26].

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

le¢né u jednoho izolatu, neligejich geny jsowkasto kdédovany na stejném plazmidu [26].

Koliciny la a Ib jsou iontové kanaly tuici a ve vod rozpustné bakterialni toxiny. Koli-
ciny la a Ib vykazuji velkou sekveémi homologii a maji velmi podobnou molekulovou
hmotnost 69 457,7 Da pro kolicin la a 69 952,45dpa Ib. Tyto dva koliciny adsorbuji
na stejné specifické b&né receptory a maji také spédy mechanizmus dinku.

| pies vSechny spateé rysy nejsou producenti vzajednrkiizers imunni. Buiky schopné
produkovat kolicin la jsou imunni k nizkym koncexaim kolicinu la, ale ne k Ib a naopak
[26].

Kolicin D se od ostatnich kolicinliSi vysokou molekularni hmotnosti. Tento kolicivd
obdobné mechanizmyapobeni jako kolicin E3, ale jejich molekularni vfassti jsou zcela
odlisné [26]. Kolicin D je sloZen vyhradrz aminokyselin a nevytvekomplexy s lipidy

nebo lipopolysacharidy. Jedna molekula obsahujezégtkovych molekul cysteinu [27].

Koliciny 5 a 10 zabiji citlivé buiky permeabilizaci jejich buinych membran. Kolicin 5
je zkouman pro velmi vhodné vlastnosti jako potélméi nové antibiotikum, zejména

pro I&bu infekci lidi a zviat zmisobené patogennimi kmeRy coli [26].

2.3 Mikrociny

Mikrociny jsou ribozomal& syntetizované peptidy [8] produkované enterobadater kte-
ré pisobi na kmeny gramnegativnich bakterii [4]. Mikrocitvaii velmi omezenou, ale

vysoce heterogenniidu bakteriocif [8].

Mikrociny se liSi od kolicii nekterymi fyzikalnimi vlastnostmi a nejsou tak debpro-
zkoumany jako koliciny [27]. Mnoho Z¢hto peptid je podrobeno nasledné posttransia
modifikaci, diky niz jsou sbaleny do fuftk biomakromolekuly [28]. Geneticka informace

0 syntéze mikrocinu fZe byt primard nesena na chromozomu nebo plazmidech. Jejich
produkce je indukovana za stresovych podminek, eegn@i nedostatku zZivin [27]. Rozli-
Sujeme d¥ podskupiny: jedna obsahuje modifikované malé pgpdimolekulovou hmot-
nosti nizsi nez 3,5 kDa (mikrociny B17, C7 a J2%yuha obsahujici mikrociny s vyssi

molekulovou hmotnosti (5 az 9 kDa) [28].
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Dle nasledujicich faktdarjsou mikrociny klasifikovany do dvodiitl, faktory jsou:
» pritomnost, povaha a lokalizace posttratisianodifikace;
e organizace koédujici genové skupiny;

* piitomnosti nepiitomnost zavagti peptidové sekvence [29].

2.3.1 Mikrociny I. t Fidy

Mikrociny |. tfidy jsou posttranstmé upravené, plazmid@v kédované peptidy
s molekulovou hmotnosti do 5 kDa [8]. Tyto mikrocisou kédovany skupinou génkde
gen pro imunitni faktor neni uloZen blizko strukiigh geri. Dva aZ i geny umo#ujici
posttranslani modifikaci aminokyselinové kostry jsou naopakadny blizko strukturniho

genu [29].

Mikrocin B17 je 3,1 kDa posttransia¢ modifikovany hydrofobni peptid produkovaiy
coli, obsahujici operon plazmidu MccB17. Studie n&ajiaze primarnim cilem pro tento
mikrocin je DNA gyraza [30]. Tento mikrocin inhiluDNA replikaci bakterialniho chro-
mozomu inhibici¢innosti DNA gyrazy a spousti tak vidtach SOS odpad’. Mikrocin
pusobi baktericidéh zejména na rodyscherichia, Citrobacter, Klebsiella, Salmonella,
Shigellai na rodPseudomonasktery nepai do ¢eledi Enterobacteriaceaeleho aminoky-
selinova kostra, bohata na glycin, obsahity# oxazolové &tyii thiazolové heterocykly.
Tyto heterocykly vznikaji &hem maturace promikrocinu Upravou dipeptialy-Ser a Gly-
Cys na molekuly oxazolu a thiazolu. Oblast tripgply-Ser-Cys a Gly-Cys-Ser je upra-

vena na dvojici heterocykloxazol-thiazol, resp. thiazol-oxazol [31].

Mikrocin C7/C51 je zatim nejmensi znamy mikrocin. Je sloZzen pagzeedmi aminoky-
selinovych zbytlk, pricemz na C-konci obsahuje N-acylovou vazbou kovatentizany
AMP. Jako promikrocin také neobsahuje zasgadpeptidovou sekvenci. Strukturni gen
mikrocinu C7/C51mccA (21 bp) je dokonce jednim z nejmenSich zndmychi gibec.
Jeho antimikrobialni funkce spioa v blokaci syntézy proteinkonkrétrg v inhibici aspar-
tyl-tRNA syntetazy vytvéenim strukturniho analogu meziproduktu tohoto engyrakin-

ny je zejména proti gramnegativnim enterobakteriyiogeneticky pibuznym rodu
Escherichia(rody Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shiggllasi¢i rodu Proteus Ge-
neticka informace mikrocinu C7/C51 je nesena jedpakvym konjugativnim plazmidem

pMccC7 o velikosti 43 kb a sklada se ze SestiigemccABCDEF kdemccAjako struk-
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turni gen koduje samotny mikrocin, produkty genccB, mccGa mccDtvori proteinovy
komplex zajigujici transport mikrocinu z lilky a upravuji (vyjmamccQ prekurzor mi-
krocinu. GenymccEamccFmaji imunitni funkci, i kdyZ funkcenccEgenu neni zcela jas-
n& a produkt tohoto genu ma pdtwice funkci. K ochrat buiky pied viastnimi toxiny
navic gispiva i jiz zmigny genmccCexportniho systému. Mikrocin C7/C51 poprvé izo-
lovala a popsala v osmdesatych letech skupinaéiageh wdci, ktefi tento peptid izolo-
vali z bakteriiEscherichia colia pojmenovali jej mikrocin C7 po plazmidu pRYChé¢d
pMccC7), ktery tyto biiky nesly. Pozé#i skupina ruskych mikrobiolagizolovala peptid
podobnych vlastnosti a nazvala jej mikrocin C51¢tgmodle plazmidu nesoucim geny,
plazmidu pC51 (dnes pMccC51). Nésledujici srovrgamii obou izolovanych mikrocin
ukazalo, Ze jejich sekvéni podobnost je 100 %mccAgen a 98 % u geinmccB mccC,

mccDamccE Proto bylo dale navrhnuto pouZivat sgokého nazvu C7/C51 [31].

Mikrocin J25 je archetyp laso pepfigdkteré tvdi rostoucirada bioaktivnich peptid které
syntetizuji bakterie ze skupfroteobacteriaa Actinobacteria[8]. Mikrocin J25 je antimi-
krobialni peptid sloZzeny z 21 aminokyselin. Tenti&nwocin vykazuje silnou antibakterialni
aktivitu vac¢i riznym sérotypm roduSalmonellaa rekterym kmerim E. coli [32]. Peptid
vykazuje cyklickou strukturu vyplyvajici ze vzajeéimo spojeni obou kofigprekurzoru
(,head-tail). Cilem tohoto peptidu je 3" podjedketRNA polymerazy, jejiZinnost inhi-
buje.Ctyti geny mikrocinu J25micjABCD) jsou uloZeny na plazmidu pTUC100 o velikosti
60 kb. Produkt genu, tedy promikrocin, je posttlafr& upravovan genyncjB a mcjC,
produkt genumcjD plni ot imunitni a zarove exportni funkci [31]. Vzhledem ke své

struktue je MccJ25 vysoce odolny proti proteaze, s vyjimkgrmolysinu [19].

2.3.2 Mikrociny II. t Fidy

Do této skupiny pdt mikrociny V, L, E492 a H47 [26]. Ilftda zahrnuje mikrociny s vySSi
molekulovou hmotnosti (5 — 10 kDa) [29] a je daledtlena na d¥ podtidy podle jejich
struktury a genového usf@mani [33]. Jejich aminokyselinova kostra nepodi&tizgdahlym
Gpravam. Jsou vSak u nicliitpmny Upravy v podabdisulfidickych mistki eventuelg

navazani molekuly sideroforu, jeZ je rozpoznava&epeorem citlivé biky [31].

Mikrociny Il. tridy jsou identifikovany jako prekurzory obsahuji¢iterminalni vedouci

sekvenci, kterd je odstré&ma po externalizaci zralého mikrocinu [34].
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U geni mikrocind druhé tidy maji vzdy nejméhdva geny exportni funkci. Tyto skupiny
exportnich gei, které jsou homologni v celé druh@dé¢ mikrocind vyzaduji funkni

chromozomal#é ulozeny geriolC [31].

Mikrocin V byl popsan v roce 1925 jako prvni kolicin — telkayicin V. V nowjSich stu-
diich je jiz kolicin Viazen k mikrocidm, vzhledem k malé velikosti své molekuly i@p
devsim proto, Ze na rozdil od koliéimeni jeho produkce inducibilni na zakdagOS re-

akce a neni z liky vylucovan na zaklatllyze [26].

Mikrocin H47 je baktericidni antibiotikum produkovar€ coli [35], patici do skupiny
mikrocina s vysSi molekulovou hmotnosti, které maji 60 -a@tinokyselinovych zbyik
Jetazen mezi modifikované peptidy (katechol mikrocjragtupujici do buk pres rektery

ze ¥ katechol receptdr (Cir, Fiu, FepA). Sotasrt je tento mikrocin podle jiné studie
fazen ik nemodifikovanym pepfich [26]. Geneticka informace je sloZzena nejinén
ze sedmi geh Ctyii z nich jsou ¥novany biosyntéze mikrocinu, dva geny jsou nezbytné
pro sekreci do extracelularniho média. Produkt sgangenuroichl) dava biice vlastni

“imunitu” [35].

Tab. 2. Efekt mikrocinu E492 n&z-
né typy lidskych buik [36].

Typ buiiky | % preZivSich burék
Jurkat 4+3
HelLa 56 +6
RJ2.2.5 57+11
Ramos 79+19
KG-1 91+1
AMG-3 99 +1

Pozn.Jurkat — nesmrtelna bufna linie lid-
skych T-lymfocyit které jsou pouzivany ke
studiu akutni leukémie T-beky HeLa — ne-
smrtelnd bugcnd linie lidskych epitelidlnich
nadorovych buek; RJ2.2.5- mutant odvo-
zeny z lidské B-lymfotické ihy; Ramos—
bureéna linie B-lymfoblastoidnich béhk od-
vozenych z Burkittova lymfomKG-1 — lid-
ska myeloidni buf#na linie, AMG-3 — bispe-
cificka T-buika).

Mikrocin E492 byl pavodre popsan jako 84 zbytkovy nemodifikovany peptid (E8462),
vyplyvajici z prekurzoru (MceA) [33]. Baktericidaéinky spaivaji zejména v tvorbion-
tovych kanalk v buré¢né membra# Tento mikrocin mé také cytotoxickyginek na lidské

nadoroveé bilkky (Tab. 2) [27], m& schopnost vyvolavat apoptdzlidgkych burénych
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liniich [36], coz je pozadovany mechanizmus|pcbé rakoviny a alternativhmohou byt
Zivé bakterie pouzity pro produkci mikrocinu @kterych nadakr [26]. Vyskytuje se
ve dvou formach, jako posttran&teé modifikovany a jako nemodifikovany peptid [26].
Mikrocin E492 ma stanovenou molekulovou hmotno887,Da [36]. Srovnani aminoky-
selinovych sekvenci ukazuje \ité ¢asti shodu s mikrocinem V. Mikrocin E492 je termo-
rezistentni a odolnyi¢i kyselinam. Je aktivni & kmenim bakterii Escherichia coli,

Klebsiella, Salmonella, Citrobacter, Enterobactdtrwinia [26].

Mikrocin L je nemodifikovany peptid s molekulovou hmotnos888 Da. Jeho C-
terminalni¢ast vykazuje vysokou homologii s mikrocinem Viuké byt charakterizovan
jako termostabilni protein, odolava ¥étu az 100 °C po dobu 10 minut [26]. Tento mi-
krocin je produkt kmené&. coli LRO5, ktery vykazuje silnou antibakterialni aktiviproti
piibuznym bakteriinteledi Enterobacteriaceaevcetre Salmonella entericaubsp.enteri-
ca serovary Typhimurium a Enteritidis [34]. Klastr krocinu L se sklada zétyi geni:
jeden strukturni gemmclC, jeden imunitni genmcll, dvou exportnich geén mclAamclB,

se silnou pibuznosti k ABC transportnim protém a gislusSnym faktoim podilejicich se
na sekreci MccE492, H47 a V. Strukturni gen mikmadL je kédovan 105 prekurzorovymi
aminokyselin s 15 aminokyselinami N-terminalnihamé&e, které jsou zakdany Gly-Ala
motivem v protismru od Sépného mista. Mikrocin L je peptid slozeny z 90 amkiyselin.
Jedna se o aniontovy a hydrofobni peptid s viced®e% nepolarnich aminokyselin a bez

posttranslanich modifikaci. Obsahuje vysoky obsah glycinu §1%) [37].

2.3.2.1 Mikrociny podtfidy lla

V podtidé lla jsou mikrociny, které mohou obsahovat disutfid mistky [29], ale jinak
zustavaji bez posttrangiai modifikace [33]. Organizace jejich genovych skuge sklada
pouze ze&tyt gemi uloZzenych na plazmidech [31]. MccV, znamy jakoidial V, byl ozna-
¢en jako prvni antibiotikum produkovare coli. MccV je vylwovan fiznymi kmenyE.
coli. Zraly MccV je sloZzen z 88 aminokyselin, pochazeji ze 103 aminovych prekurzior

(CvaC). Ma jednu disulfidovou vazbu, ktera se natha C-terminalni sekvenci [33].

MccL je produkovark. coli LRO5, izolované ze &tv diibeze, zatimco Mcc24 je vyla-
van uropatogennie. coli 2424. MccL, ktery je tvien ze 105 aminovych prekurzorse

sklada z 90 nemodifikovanych aminokyselin. Mcclajgontovy a vysoce hydrofobni pep-
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tid charakterizovany ddma disulfidovymi vazbami. MccL a MccV sdileji 12ptych ami-

nokyselin C-termalni sekvence, ktera obsahuje jetisuifidovou vazbu [33].

2.3.2.2 Mikrociny podtfidy b

Linearni mikrociny této podidy mohou projit Upravou C-konce svétiettzce [33].
Do podtidy llb pati mikrociny: MccE492, MccH47 a MccM. Na rozdil otepeslé skupi-
ny mikrocini, jejichZ geny jsou neseny na plazmidech, jsou gaikyocini podtidy lib
uloZzeny chromozoméaéna vykazuji komplexni transkdpi organizaci. Dale postradaji
disulfidické nustky a vSechny maji oblast C-konce bohatou na awygadinu serin. Mze
byt pifitomna posttranstai Uprava jejich polypeptidu formou navazani molglaiderofo-

ru [31]. Tyto mikrociny se vyzraji vysoce konzervativnimi 10 aminokyselinami na C-

terminalni sekvenci, kterd je povazovana za jgjatipis [33].

Nejlépe charakterizovanym mikrocinem skupiny lllMecE492, ktery vylduje Klebsiella
pneumoniadRYC492. Cely mikrocin je obsaZzen v 13 kb fragmeDNA, ktery byl klono-
van VE. coli. Deset gel organizovanych v minimadnpeti transkrignich jednotkach jsou

nezbytné pro biosyntézu tohoto mikrocinu [33].

2.4 Bakteriociny produkované jinymi gramnegativnimi bakteriemi

nezEscherichia coli

Nejlépe prostudovanymi bakteriociny produkovanymangnegativnimi bakteriemi jsou
bakteriociny bakteriE. coli, jenZ nyni slouzi jako modelovy systém pro zkounmaecha-
nizma struktury/funkce bakteriocin genetické organizace, ekologie a evoluce [15p®b
né Ize tici, Ze produkce bakteriodinje stimulovana nefznivymi podminkami pro ust
bakterii [38]. AvSak vyzkumySalmonella entericaHafnia alvej Citrobacter freundij
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniaeEnterobacter cloacagrokézaly incidenci
bakteriocinogenie v rozmezi 3-26 %. Jednalo selaty z prostedi [39]. Incidence bakte-
riocinogenie u humannich izotéE. colije 30 az 50 % a produkované bakteriociny mohou
byt ozn&eny za faktory virulence [40]. Mnohem vySSi inciderprodukce bakterioain
byly zjiSttny u rekterych gramnegativnich bakterii, jako je hdpseudomonas aerugingsa
u kterych produkuje bakteriociny vice nez 90 % kineolovanych z prosedi a klinic-
kych izolati [41].
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Byly popsany 3 typy pyocin F-typ, R-typ a S-typ. F a R typy jsou produkovanyice jak
90 % kmeri a S-typ u vice jak 70 % zkoumanych kradh aeruginosg39]. Diky tak
vysoké frekvenci &hto ti pyocini, rod Pseudomonagasto produkuje vice nez jeden
pyocin. F- a R- typy jsou fagy podobné bakteridain odolné proti nukleazam a protea-
zam, pyociny S-typu jsou na proteéazy citlivé bakigny podobné koliciim [39]. Pyociny
jsou chromozomath kédované a jejich produkce je indukovatelnd mutagei ¢inidly
jako je mitomycin C [42].

popsany [43], avSak detailni charakteristika chiydi]. Bakteriociny roduShigella hraji
duleZitou roli @i aspesSné kolonizaci sliznice tlustéhoreta timto patogenem a patiani
puvodni stevni mikroflory [45]. Byly provedeny studie s cilemhledat bakteriociny pro-
dukovanéShigella sonnea zhodnotit vliv kultivénich podminek na bakteriociny. Dgv

kmeni vykazovalo zkizenou imunitu u¢i S. flexneriaE. coli[7].

Tti ze 17 druki rodu Yersinia(¢eled Enterobacteriacegegisou znadmé jako vyznamné lid-
ské patogenyY. pestisY. enterocoliticay. pseudotuberculogiszatimco jiné druhyied-
stavuji nepatogenni kmeny nebo oportunni patogé6jy Produkce bakteriodinbyla jiz
popsana u dvou patogennich drutersinia(Y. pestis,Y. pseudotuberculogi® u dvou
nepatogennich drdh(Y. intermediay. kristensen)i[47]. AvSak pouze pesticin | byl cha-
rakterizovan na molekularni drovni jako aktivni fpkanemim Y. pestisY. pseudotubercu-
losisa E. coli C6 [48]. Bosak a kol. [49] popsal novy typ coligifF), véetné kompletni
sekvence plazmidu pYF27601, ktery byl izolovany nzeke Yersinia frederiksenii
(Obr. 3).
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pYF27601
5574 bp

Obr. 3.Mapa plazmidu pYF27601 (5,574 bp). Jsou zobrazeany |

kalizace a polarita pedpokladanych gen pozice ékolika re-

strikénich cilovych mist, kddovani inc a pozicgedpokladaného

pocatku replikace (ori) [49].

Tab. 3. Inhibéni spektrum kolicinu f-na rizné druhy rodu

Yersinia.
kolicin Fy-citlivé/testovano (%)
Y. frederiksenii 3/13 (23,08)
Y. intermedia 2/9 (22,22)
Y. kristensenii 5/15 (33,33)
Y. aldovae 4/6 (66,67)
Y. enterocolitica 30/31 (96,77)
Y. pseudotuberculosig 0/15 (0,00)
Y. rohdei 0/4 (0,00)
Y. ruckeri 0/6 (0,00)
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Colicin Ry, produkovany kmenenY. frederikseniiY27601, inhiboval st kmeni péti

z osmi drufi rodu Yersinia(Tab. 3), které byly na citlivost testovany. frederiksenii(3
citivé kmeny z 13 testovanychy,. intermedia2 citlivé kmeny z 9 testovanychy, kris-
tensenii(5 citlivych kmeni z 15 testovanych)Y. aldovae(4 citlivé kmeny z 6 testova-
nych), aY. enterocolitica30 citlivych kmeii z 31 testovanych). Nebyla nalezena citlivost
u Ctyt testovanych bakterialnich kmetY. rohdej Sesti kmefi Y. ruckerj a 15 kmef Y.

pseudotuberculosigl9].
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3 MECHANIZMUS U CINKU MIKROCIN U

VétSina bakteriocih naruSuje plazmatickou membranu citlivé bakteriekrbtiny jsou
tedy bakteriociny fisobici na gramnegativni bakterie [19].Ga8pb interakce mikrocin
s citlivymi buikami je zcela shodny u mikrodin kolicind, pro réz byl popsan nasledujici
postup a ktery izeme pouZzit i pro popis interakce mikraciMikrocin reaguje se speci-
fickym receptorem na povrchu &8 membrany, femisti se g@s buwcnou sénu
a plazmatickou membranu @pza &asti membranay vazanych fenasSéu) a v buice

vyhleda a reaguje s cilovou strukturou [7].

3.1 Ton systém

Ton-systém je @lezity transportni systém gramnegativnich baktétiérym je do biiky
aktivreé transportovano mnohdaznych latek, jako napvitamin B, nebo molekuly sidero-

ford, v¢etnd nekterych mikrocird, kolicind i bakteriofag [31].

Ton-systém se sklada zé vnititnich membranovych protginTonB, ExbB a ExbD [15].
TonB je periplazmaticky protein z&igjici prenos latek mezi plazmatickou membranou
a vrejSi membranou, ExbB a ExbD jsou proteiny plazmatiokembrany zajifijici stabi-
lizaci a upravujici konformaci TonB proteinu. Typooteiny jsou sice iezité, nicmén
nejsou nepostradatelné. Yipadt poSkozenti mutace jejich geinje mohou 2asti nahra-
dit produkty gef tolC atolQ, tedy Tol-systému. Mezi Ton-dependentni mikrogiafi
MccJ25, MccV, MccE492, MccH74, Mcc24 a MccM. VSeghgto mikrociny jsou do
popedi secerovany sekmm systémem typu I, ktery se sklada #ekbmponent: ABC
transportéru v plazmatické memb&akonektorového periplazmatického proteinu, ktery |
ukotven do vnini membrany, a TolC proteinu zaliiciho p@enos mikrocinu

z periplazmatického prostoru do&giho prostedi ges vigjSi membranu. Koliciny obsa-
huji na N-konci oblast zvanou ,, TonB box“, kterarggeznavana TonB proteinem. Pokud
je tato oblast zasaZzena bodovou mutaci, TonB praoteni schopen transportovat kolicin

do buiky. Mikrociny vSak takto rozeznavanou oblast nerf&ii.

3.2 Mechanizmus &inku mikrocin 1 I. t¥idy

Na druhé strahmikrociny I. #idy jsou posttranstaé¢ modifikované peptidy, kteréigobi

na intracelularni drovni interakci se specifickynili. Mikrocin J25 misobi ve vnitni
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membrag indukci produkce peroxidovych radik&h vazby na RNA polymerazu a inhibu-
je rast transkripce poigkraieni vnitni membrany. Mikrocin C blokuje translaci inhibici
aspartyl-tRNA syntetazy. Tento mikrocin je heptamepukleotid. Jakmile je intracelularni
protedzou uvnit cilové buiky Stpen, uvolni se aspartyl-adenylat, ktery blokujekfiin
aspartyl-tRNA syntetazy. Mikrocin B17 inhibuje régalci DNA tim, Ze blokuje DNA gy-
razu [19].

Mikrocin B17 inhibuje replikace DNA a indikuje v lidach SOS odpad’, konkrétré
poskozenim DNA gyrazy. K tomuto objevu vedlo poZnae: (i) rychlost replikace DNA
se po pijeti mikrocinu napadenou kkou dramaticky snizi, zatimco masivni degradace
DNA se objevuje az po vice jakideti minutach, (ii) RecBC-zavislou SOS odpdvindi-
kuji latky poSkozujici elongaci bakterialniho chimaomu a nikoliv latky poskozujiciip
mo strukturu DNA, a Ze (iii) mikrocin B17 nevyvol&BOS odposd’ v bunkédch, kde neni
piitomna replikani vidlice. Jako konkrétnitdod inhibice replikace 22 DNA se nasledn
ukazalo byt zablokovaginnosti podjednotky B DNA gyrazy, kdy mikrocin sp® tyrosi-
nove zbytky této podjednotky s DN#etzci do komplexu za naslednych zlonDNA.
DNA gyrdza paf mezi DNA topoizomerazy Il, sklada se ze dvou pddptek tvéicich
tetrametr AB,, a jeji funkce sp&iva v konforménich Upravach DNA dvousSroubovice.
Pokusy zar&ené na import mikrocinu do blly ukazaly, Ze mutanty se snizenou citlivosti
k mikrocinu B17 (ale také ke koliaim a bakteriofa@gm) nesou mutace v genedmpFa
ompR tedy v genech k'dujicich protein ompF,#ed porin vrEjSi membrany, Zehoz Ize
usuzovat o jeho vyznamhem transportuiies vi¢jSi membranu. #naséem plazmatic-
ké membrany se ukazal byt receptor SbmA, ktery mréstedkovava transport bleomy-
cinu — antibiotika obsahujiciho ve své striktthiazolové heterocykly. To naznge, ze

thiazolovy kruh by mohl byt strukturnim znakem rozpavanym SbmA receptorem [31].

Mikrocin C7/C51 - cesta heptapeptidu-mikrocinu C donky zistava zatim stale nezna-
ma. Pokusy s mutovanymi geny pro ,klasické trangpaystémy”, jako je ndfklad Tol-
systém, k navozeni rezistence nevedly. MikrocinG5%/ zabrauje translaci inhibici syn-
tézy aminoacylové tRN&EP, k cemuz vyuziva tzv. ,strategie trojského ktnMikrocin je
rozeznan aifjat do buiky jako neznama latka a naslédoroteolyticky S¢pen za vzniku
latky strukturg analogické aspartyl-adenylatu, ktery je mezipraeirkreakce katalyzova-
né aspartyl-tRNA syntetdzou. To vede k p@la syntézy aminoacylové tRNR a

v koneg&ném vysledku k inhibici translace [31].
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Transportmikrocinu J25 do buiky zprostedkovava receptor FhuA — multifukid recep-
tor vrgjSi membrany, ktery (krotntransportu tohoto mikrocinu) zaji§e i transport anti-
biotika albomycinu, kolicinu M a bakteriofag’s, T1 a®80 i F€* kationi. Za ffenos mi-
krocinu @es vnitni membranu je zodpégny Ton-systém a protein SbmA, ktery znadme

Z transportni cesty mikrocinu B17 [31].

3.3 Mechanizmus &inku mikrocin a Il. t Fidy

Mechanizmus &inkia mikrocina je vice komplexni. Mikrociny jsou bakteriocinyigobici
na gram-negativni bakterie. Vzhledem ke s&ubsti, Ze jejich vi§Si membrana je nép-
konatelnou pekazkou pro peptidy a proteiny, jelba mikrociny Il tidy dopravit do peri-
plazmatického prostoru pomoci proteinu¢jh membrany. Transportni protein &&i
membrany je prvni receptor, ktery musi byt mikreomrozpoznany. Poté co je v peri-
plazme, musi byt ukotven na viiiti membraa receptoru s cilem proniknout do &iné
membrany. Proto je také vyZzadovartégnnost specifickych proteinve vniitni membra-
n¢é, které by mohly fisobit podobs jako membranovy receptor nutny pro bakteriociny.
SdaC je proteinovy receptor pto kolicin V, znamiétgako mikrocin V. Pro mikrocin
E492 je receptor mandzy permeéza a pro mikrocin jd4d K proton ze syntetazového
komplexu ATP [19].

Mikrocin E492, produkovany bakterKlebsiella pneumonigeryuziva roviz jako mikro-
cin B17 strategii ,trojského ka&f. Membranovymi receptory jsou katecholatové reagpt
FepA, Cir a Fiu, proteiny, které doiiky za normalnich okolnosti transportuji siderofory
(nizkomolekularni slateniny, které obsahuji chelatovazané Zelezo),figemz mikrocin
E492 vykazuje nejvySSi afinitu k receptoru FepAcemtory Cir a Fiu jsou vyuZivany
v menSi mie. Tyto proteiny slouzi jako receptory i pro ostatikrociny Il. tidy, u kterych
zname jejich mechanizmus transportu dodsumon-systém zajifije prenos mikrocif

z periplazmy do cytoplazmy a je &@pryuzivan i ostatnimi mikrociny Ilfidy [31]. Mikro-
cin E492 byl izolovan v neupravené i v upravenémtor Uprava mikrocinu spidva

Vv pripojeni trimetru N-(2,3-dihydroxybenzoyl)-L-serimglykosidickou vazbou igs 3-D-
glukézovy zbytek na serin C-konce mikrocinu. Takifmraveny C-konec potom doslova
.prelsti katecholatové receptory, protoze Uprava vdag® pripojeni 2,3-
dihydroxybenzoylserinu je strukturnim znakem siftemo enterochelinu, ktery tyto recep-

tory bézn¢ rozeznavaji a transportuji. N-konec je naopaktatesn specificity Ginku. Jako
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esencialni struktury vriitti membrany se ukazaly byt ManY a ManZ slozky manéz
permeazy, ktera spojuje transport tototo sachasipino fosforylaci. Samotny letalnéiti

nek mikrocinu spéiva v jeho inzerci do vnibi membrany, v jejimz igledku dochazi

k nekontrolovatelnému toku protbpres membranu a naslednému poklesu membranového

potencialu [31].

Ostatni mikrociny Il. #idy sdili s mikrocinem E492 mnoho zialMikrociny V, H47 a M

s nim sdili stejny transportni systém (jak skupieceptod, tak translokaci pomoci Ton-
systému), a tedy pravdodobr i Gpravu v podod navazani sideroférna C-konce svych
aminokyselinovychiettzci. Aminokyselinova sekvence mikrocinu vykazuje 50B@odu

s mikrocinem E492, u mikrocinu M byla identifiko\edd3% shoda v C-terminalni sekven-
ci s mikrocinem V a 65 — 70% homologie s mikroci/7 a E492 [31].

Cilem mikrocinu V je patrh také plazmaticka membréna, jak bylo pozorovanmea
schopnosti aktivniho transportu a poklesu membrénopotencialu u poSkozenych Bkn
[31].

Mechanizmus ¢&inku tfidy lla je prostudovan ménnez mechanismugidy Ilb. MccV
(ColV) je &Einny proti gram-negativnim bakteriim, které ifpato roduEscherichia, Kleb-
siella, Salmonella Shigella Aktivita tohoto mikrocinu zavisi na viiitim membranovém

proteinu [33].

Spektrum aktivity mikrocinu L zahrnuje velké mnoZsgramnegativnich druh vcetrg E.
coli, Salmonella enterica, Klebsiella oxytoca, @@y sonnei, Shigella flexneri, Pseudo-
monas aeruginosa Providencia stuartii Mechanizmus &inku tohoto mikrocinu nebyl
zcela popsan. Vzhledem ke skirtesti, Ze 32 zbytk C-terminalni sekvence je velmi po-
dobné jako u MccV (identita 87,5 %), mohl by temdkrocin mit také zavislost na mem-

branové propustnosti [33].

Mcc24 je aktivni protE. coliaS. entericasubsp.entericaser. Typhimurium, ale ne proti

Listeria monocytogen&s Campylobacter jejuni33].
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4 PRAKTICKE APLIKACE BAKTERIOCIN U

V uplynulych letech si &které bakteriociny, obeé&npovaZzované za bezped, ziskaly
zvlastni pozornost, vzhledem k jejich potencialplikaci v konzervaci potravin. Dr. Yang
se ve své studii zabyval moznym vyuzitim kolicinjako nahrady &nych antibiotik a
doSel k z&v¥ru, Ze kolicin 5 je diky uzkému spektriagmbnosti vysoce efektivni procléu

infekci u lidi i zviat zpisobenych patogennimi kmegy coli [26].

Rostouci zajem oifrodni produkty naproti ugte vyrobenym chemikaliim by mohl vést
k dalSim moZnostem aplikace bakteridcinoblastech jako je kontrola chorob rostlin bak-
teridlniho mivodu, ale také na&fklad @i kontrole zubniho kazu nebaigéché cysticke
fibrozy [26]. V dalSi studii je uvedena moznostikgte bakteriocith v probiotickych pi-
pravcich pouzivanych k zabgém vzniku mikrobialnich gevnich patogennebo jako pre-

vence patogenmimo stevni trakt, nafiklad astni dutina nebo dychaci cesty [26].

Sable a kol. hodnoti ve své praci inkiifdi aktivitu mikrocinu J25 prott. coli zpasobujici
zavazna onemoéni, zejména sérotyp O157:H7, ktery bylgmou rekolika velkych epi-
demii v Evrog, Severni Americe a Japonskisinou po poziti masa nebo réméch vy-
robka. Inhibi¢ni aktivita J25 protE. coliO157:H7 byla testovana vieth produktech (ste-
rilni odstedtné mléko, vajeny Zloutek, masovy extrakt). Vysledky prokazaly aksu

inhibi¢ni aktivitu mikrocinu J25 &i tomuto patogenu [26].

V dalSich studiich je uveden toxickgigek mikrocinu E492 na zhoubnéiiky a jeho

mozné vyuziti fi 1écbé rakoviny [26].

4.1 Potravinarstvi

Patton a kol. studoval ¢innost kolicinu E1 protiListeria monocytogenes bujonu
a na povrchu potravin ¢enych k pimé spoteks. Vysledky naznéuji, ze kolicin E1 méa
vyrazny inhibéni inek vi¢i patogenni bakteriListeria monocytogenedato studie pro-

kazala potencial vyuziti kolictnpti zvySovani bezpmosti potravin [27].

Bakteriociny, zejména produkované grampozitivniaktieriemi, maji velky potenciél jako
piirodni konzervanty v potravibgkém ptimyslu. Aplikace bakteriocinv procesu konzer-
varenstvi pinasi mnoho vyhod, jako fixlad lze uvést lepSi zachovani vitariin
a vyzivnych latek v potravinach, prodlouzeni tnmamdti potravin, sniZzovani ifdavki

chemickych latek atd. Kroéndnes jiz dostupnych komarich prepardit nisinu a pediocinu
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PA-1/AcH, Ize chemické konzervanty v rah§ich produktech nahrazovat rapnteroci-
nem 1146, ktery ma antilisterialni vlastnosti, aggisobi negativé na startovaci kultury
[27].

4.2 Medicina a farmakologie

Od objevu penicilinu v roce 1928 bylo vyvinutéep 100 antibiotik &innych proti Siroke-
mu spektru lidskych patogénNa druhou stranu je v séasnosti stale neftSim
Tab. 4. Bakteriociny jako antibiotika [4].

Bakteriocin | Producent | Potencialni vyuziti
Lantibiotika
Ancovenin Streptomycespp. Léba vysokého krevniho tlaku
Cinnamycin Streptoverticillium, Strep-| Lécba zagtu a alergii
tomycesspp.
Duramycin Streptoverticillium, Strep-| Lécba zatu a alergii
tomycesspp.
Epidermin Staphylococcus epidermiiécba koznich infekci
dis
Gallidermin Staphylococcus  galling-Lécba koznich infekci
rum
Lacticin 3147 Lactococcus lactis Lécba mastitidy
Lanthiopeptin Streptoverticillium cinnat Lécba viru Herpes simplex
moneum
Mersacidin Bacillus subtilis Lécba rezistentnich kménvanko-
mycinu
Mutacin Streptococcus mutans Dentélni I€ba
Nisin Lactococcus lactis Lécba peptidickych kedi, antimi-
krobialni inhibice multirezistent-
nich patogein
Koliciny
la Escherichia coli Slozka druho¥ specifickych anti
biotik
El, E4, E7, E8, K a S4| Escherichia coli Lécba hemoragické kolitidy
Mikrociny
24 Escherichia coli Lécba salmoneldzy u kat
B17 Escherichia coli Antibakterialni progedek u skotu
E294 Klebsiella pneumoniae | Ovladani proliferace bwk
J25 Escherichia coli Lécba salmonel6zy u kat
L Escherichia coli Lécba salmonelozy
Pyociny
S-35 | Pseudomonas aeruginosa Lécba plicni infekce
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problémem vznik a nést rezistence Wi antibiotikim. Vyzkum novych alternativ je za-
meien také na bakteriociny, které jsou velkyiisfibem dalSi generace antimikrobialnich
latek. \EtSina bakteriocif se liSi od tradinich antibiotik jednim zasadnimigombem: maji
relativne Uzké spectrum gsobeni, a jsou tedy toxické pouze pro bakterie.t@aciny
vSak Zejm¢ nemizou plre nahradit antibiotika. Nicmé&maji I&ebny potencial  mikro-
biologickém onemocmi zaZivaciho traktu, hnisavych infekciZe a spojivky (Tab. 4)
[27].

DalSi moznosti je vyuziti bakteriocinogennich bekjeko probiotik. Probiotické bakterie
pomahaji hostitelskému organizmu udrZzovat a obnatvgeho pirozenou mikrofiéru.
Schopnost&hto bakterii eliminovat nezadouci druhycgsto zfisobena prav produkci
bakteriociri. Mnoho studii se zabyva vyuzitim proauakch bakterii v probiotickych tera-
piich pro lidsky organizmus (gastrointestinalniktraistni dutina, dychaci trakt, vagina),
dobytek a vodni kultury. Ve studii Trautnera a Km}lo in vitro prokadzano, Ze kolicin E2
produkovany kmenerg. coli K-12 inhibuje fist uropatogennich kmark. colia tim ged-

chazi vzniku infekci m@mvého traktu fi pouzivani katetr [27].

E. coli kmen H22 se ukazuje byt velmi slibnym kandidatenm probiotické pouZiti jak
pro hospodi&ska zviata, tak i pratlovéka. Ri prevenci a 1&b¢ sttevnich infekci vykazuje
Siroké spektrum inhibni aktivity proti patogennim enterobakteriim, néoilije striktré
anaerobni mikroorganizmy zazivaciho traktu a digpgoielektivni vyhodou oproti ostat-

nim kmeri E. coli produkci gkolika dalSich antimikrobialnich sléenin [50].
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. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cile této diplomové prace zahrnuiji:

» provedeni experimeftpro studium inhikiniho vlivu bakteriocifi na vybrané bak-

terie izolované z potravin a sbirkové kme&gimonellasp.;

» testovani vyskytu bakteriocinogenie u gramnegativnhbakterialnich izolat

Z potravin jinych neEscherichia coli
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Pouzité pristroje a pomicky
» Biologicky termostat BT 120 (Laboratorniigtroje, Praha)
« Vortex Reax top (Heildolph, &necko)
« Laboratorniitepatka LT2 (Kavalierglass;R)
+ Denzitometr DENZI-LA-METER (Erba - Lachem@Rr)
» Laboratorni centrifuga JOUAN MR23i (Jouan, USA)
e Biohazard box EUROFLOX (Clean Air, Holandsko)
* Automatické mikropipety (Nichiryo, Japonsko)

*« Bg&zné laboratorni sklo

6.2 Kultiva éni média

SlozZeni pouzitych kultivanich médii — masopeptonovy bujén, masopeptonov§ @gha

¢. 2 a soft agar je uvedeno v nasledujicich tabtl&eb. 5, Tab. 6, Tab. 7).

Tab. 5. SloZeni masopeptonového bujonu.

NacCl 39
Masovy extrakt 39
Pepton 59
Destilovana voda 1000 ml

Tab. 6. SloZeni masopeptonového agarli

NaCl 39
Masovy extrakt 39
Pepton 59
Agar 159
Destilovana voda 1000 ml
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Tab. 7. SloZeni masopeptonového agal

NacCl 59
Masovy extrakt 10g
Pepton 10g
Agar 159
Destilovana voda 1000 ml
Tab. 8. SloZeni soft agaru.

NacCl 59
Masovy extrakt 39
Pepton 59
Agar 10,59
Destilovana voda 1000 ml

6.3 Pouzité bakterialni kmeny

V praci byly pouzity sbirkové bakterialni kmeny kaini (Tab. 9), kmeny indikatorové
(Tab. 10) a ostatni sbirkové kmeny (Tab. 11), kbstg ziskany z Biologického Ustavu LF

MU v Brné nebo zCeské shirky mikroorganizim

VSechny kmeny byly vygkovany ze zamraZzenych zkumavek na masopeptonovytaga

kiizovym roz€rem a pro dalSi praci bylyfgatkovavany a uchovavany na masopeptono-

vém agari. 1.

Tab. 9. Seznam pouzitych sbirkovych kinekmeny kontrolni.

produkce

kontrolni kmeny |oznafeni |bakteriocind | zdroj

Escherichia coli | 73W E7 Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli | 76W la Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli | 77W Ib Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli |82W mB17 Biologicky Ustav LF MU, Brno
Escherichia coli |83W mC7 Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli | 84W mH47 Biologicky ustav LF MU, Brng
Escherichia coli |85W B475 | E1, mJ25 Biologicky ustav LF MU, Brnjo
Escherichia coli | 86W mV Biologicky ustav LF MU, Brno
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Tab. 10. Seznam pouzitych sbirkovych Kimekmeny indikatorové.

indikatorové kmeny | ozn&eni zdroj
Escherichia coli K12 Row Biologicky Ustav LF MU, Brno; [54]
Escherichia coli Bl Biologicky ustav LF MU, Brno; [54]

Escherichia coli [0

Biologicky ustav LF MU, Brno; [54]

Escherichia coli P400 Biologicky ustav LF MU, Brno; [54
Escherichia coli Sabina40 Biologicky ustav LF MU, Brno; [54]
Shigella sonnei 17 Biologicky Ustav LF MU, Brno; [54]

Tab. 11. Seznam ostatnich sbirkovych Kmen

OO0 O 0O

ostatni shirkové kmeny oznéeni zdroj

Shigella boydii 23W U8 Biologicky ustav LF MU, Brno
Shigella flexneri 25W Biologicky ustav LF MU, Brno
Salmonella entericaubspenterica 5

ser. Enteritidis CCM 4420 | Ceska sbirka mikroorganizim
Salmonella entericaubspenterica 5

ser. Typhimurium CCM 7205 | Ceska shirka mikroorganizin
Salmonella entericaubspenterica

ser. Typhimurium 10W Biologicky ustav LF MU, Brn
Salmonellasp. 20W 311/96| Biologicky ustav LF MU, Brn
Salmonellasp. 21W 569/99| Biologicky ustav LF MU, Brn
Salmonellasp. 22W 79/05 | Biologicky ustav LF MU, Brn
Enterobacter aerogenes 31W 1832 Biologicky ustav LF MU, Brna

Dale byly vtéto diplomové praci zkoumany bakteridkmeny, které byly izolovany
z potravin v pitbéhu let 2006-2013 (Tab. 12, Tab. 13, Tab. 14, T&bh. Tyto kmeny byly

identifikovany a ulozeny v glycerolu na -80 °C nat&u inzenyrstvi ochrany zivotniho

prostedi FT UTB ve ZIig.

Tab. 12. Seznam a charakteristika izéléstatnich gramnegativnich bakterii

Z potravin - ze syrového masa na vyrobu fermentmrakliobas.

as

oznaeni | pivod
Ewingellasp. 324 syrové maso na vyrobu ferm. kloh
Raoultella ornithinolytica | 323 syrové maso na vyrobu ferm. kloba
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Tab. 13. Seznam a charakteristika izél&scherichia coli z potravin.

oznaeni | pivod produkce bakteriocini
Escherichia coli |93W kiZze chlazené dbeZe | E8
Escherichia coli | 94W kize chlazené dbeze | E7, mC7
Escherichia coli | 96W kiZe chlazené dbeze | la
Escherichia coli |97W kiZze chlazené dbeze | mC7
Escherichia coli | 98W kiZze chlazené dbeZze | E7,E8
Escherichia coli |101W kKize chlazené dbeze | E5,mC7
Escherichia coli | 103W Kize chlazené dbeze | mV
Escherichia coli | 105W Kize chlazené dbeze | la
Escherichia coli |107W kize chlazené dbeze | E5, E9, B, M, Y
Escherichia coli | 119W Kize chlazené dbeze | neprodukuje
Escherichia coli | 122W Kize chlazené dbeze | neprodukuje
Escherichia coli | 123W Kize chlazené dbeze | neprodukuje
Escherichia coli | 125W Kize chlazené dbeZze | neprodukuje
Escherichia coli |17 kize chlazené dbeze | la, mL
Escherichia coli |59 kiZze chlazené dbeze | mV
Escherichia coli |93 kize chlazené dbeze | E1, E2, E6, E7, E8, mV, mN
Escherichia coli |94 kize chlazené dbeze | la
Escherichia coli | 222 baZzanti maso B, M, la/lb, mB17, mV
Escherichia coli | 224 bazanti maso B, M, la/lb, mB17, mV
Escherichia coli | 225 bazanti maso El, B, M, la/lb, mB17
Escherichia coli | 229 baZanti maso B, M, la/lb, mB17
Escherichia coli | 230 baZzanti maso B, M, mB17
Escherichia coli | 232 R2 Kize chlazené dbeze | neprodukuje
Escherichia coli | 245 R17 | Kize chlazené dbeZe | neprodukuje
Escherichia coli | 248 R20 | Kze chlazené dbeze | neprodukuje
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Tab. 14. Seznam a charakteristika izélastatnich gramnega-

tivnich bakterii z potravin - zike chlazené dbeze.

oznaeni | pivod
Aeromonas hydrophila |28 kize chlazené dbeze
Aeromonasp. 32 kiZze chlazené dbezZe
Aeromonas caviae 55 kize chlazené dbeze
Citrobacter freundii 217 kize chlazené dbezZe
Enterobacteisp. 118W kize chlazené dbeze
Enterobacteisp. 124W kize chlazené dbezZe
Enterobacteisp. 212 kize chlazené dbeze
Enterobacteisp. 213 kize chlazené dbezZe
Enterobacteisp. 214 kize chlazené dbeze
Klebsiella oxytoca 2 kiZe chlazené dbeze
Klebsiellasp. 69 kize chlazené dbeZe
Klebsiellasp. 98 kiZze chlazené dbeze
Klebsiella oxytoca 210 kize chlazené dbeze
Klebsiella oxytoca 215 kize chlazené dbezZe
Klebsiellasp. 216 kize chlazené dbeze
Klebsiella oxytoca 218 kize chlazené dbezZe
Leclercia adecarboxylata 40 kize chlazené dbeze
Moraxella 78 kize chlazené dbeze
Pantoea agglomerans |21 kize chlazené dbeze
Proteussp. 100 kize chlazené dbezZe
Pseudomonas fragi 19 kize chlazené dbeze
Pseudomonas fragi 74 kize chlazené dbeZe
Pseudomonas putida 23 kize chlazené dbeZe
Serratia marcescens 3 kize chlazené dbeze
Serratia liqguefaciens 24 kize chlazené dbeZe
Serratia liquefaciens 48 kiZze chlazené dbeze
Yersinia enterocolitica |88 kize chlazené dbeze
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Tab. 15. Seznam a charakteristika izolé@statnich gramnegativ-

nich bakterii z potravin - z jedlého hmyzu.

oznaeni | pivod
Citrobacter freundii 331 jedly hmyz
Citrobacter freundii 349 jedly hmyz
Citrobacter freundii 351 jedly hmyz
Citrobacter freundii 354 jedly hmyz
Enterobacter cloaceae 346 jedly hmyz
Enterobacter cancerogenus 347 jedly hmyz
Enterobacter cancerogenus 348 jedly hmyz
Enterobacter asburiae 374 jedly hmyz
Hafnia alvei 352 jedly hmyz
Hafnia alvei 355 jedly hmyz
Hafnia alvei 356 jedly hmyz
Hafnia alvei 363 jedly hmyz
Klebsiella pneumoniagsp.pneumoniae| 332 jedly hmyz
Klebsiella pneumoniassp.ozaenae 336 jedly hmyz
Leclercia adecarboxylata 342 jedly hmyz
Morganella morganii 340 jedly hmyz
Providencia rettgeri 344 jedly hmyz
Pseudomonas fulva 345 jedly hmyz
Pseudomonas putida 364 jedly hmyz
Pseudomonas fulva 365 jedly hmyz
Pseudomonas fulva 373 jedly hmyz

6.4 Mikrobiologické metody

6.4.1 Stanoveni biologické aktivity kolicini kvalitativn & - vpichovy pokus

Bakterie produ&niho kmene byly vpichem né&kovany do misky s masopeptonovym aga-
rem¢. 1 a kultivovany 48 hodinipteplog 37 °C pro enterobakterie & peplo€ 30 °C
pro bakterie rodiPseudomonag?0 usmrceni parami chloroformu (po dobu 30 minyly b
misky prelity 3 ml 1,05% agaru s 0,1 migs noc narostlé kultury indikatoroveého kmene
[54]. Po 24h kultivaci dle optimalni teplotyistu indikatorového kmene (viz. vySe) byla
zjistovana pitomnost inhibénich zén okolo ndistu produknich kolonii a hodnocena ve-

likost zOn (-/+, +, ++, +++, ++++) |

V rdmci experimerit pro naplgni prvniho cile praktickéasti této diplomové prace byly

jako indikatorové kmeny pro detekci koliéim mikrocimi pouzity sbirkové kmeng. coli
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(Tab. 10). Dale byl testovan inhdii vliv produkénich kmer (Tab. 9, 13) na sbirkové
kmeny rodi Salmonella Shigella Enterobacter(Tab. 11) a zejménaivi gramnegativnim
izolatim z potravin (Tab. 12, 13, 14).

V ramci druhého cile diplomové prace byl testovdmskyt produkce inhildnich latek

u gramnegativnich bakterii jinych n&z coliizolovanych z potravin. \&thto experimen-
tech byly jako produkni pouzity kmeny uvedené v Tabulkdch 12, 14 a ako Jndikato-
rové kmeny byly pouZzity typové indikatory (Tab. I®)YalSi vybrané kmeny (Tab. 11, 13,
14).

6.4.2 Priprava suroveho bakteriocinu
Prvni izolace

Pfes noc narostly proddki kmen v bujonu byl raedén 1:50 sterilnim bujonem &ejpan 6
hodin @i 37 °C. Pak byly bitky centrifugovany (2000 g/15 min) a 2x promyty stervo-
dou [16]. Takto fipraveny surovy kolicin byl rozilen na poloviny, jedna polovina objemu
byla uchovavana na kapce chloroformiéi g °C, druh& polovina byla fgfiltrovana

pies bakteriologicky filtr a taktéz uchovavana4°C.

Pro zvySeni vyiznosti této metody bylo v planu dle literatury [3&adit mezikrok - tep-
lotni oSeteni. Pro vyvraceni nezadouciho vlivu teploty daék bakteriocinu byl Zazen
test, kdy se surovy kolicin uchovavany na kapcerctfibrm podrobil jednotlivému oSeini
70 °C a 100 °C po dobu 10 minut.

Druha izolace

Dva dny narostené kultury (100 ml MPB bylo Zzkavano 1 micerstw narostlé kultury
kmeni E. coli 83W, 85W a 225; 25 ml MPB bylo z&@mvano 0,25 mkerstw narostlé
kultury kmeni E. coli 97W a 107W) byly centrifugovany (4000 g/ 20 min)pernatanty
byly odebrany a ulozenyip4 °C jako bezbustny extrakt (1 BE) pro dalSi testovani. Pelety
burgk byly dale 2x promyty sterilni destilovanou vodoBoté byla polovina bk

z kazdého vzorku doptna 500 ul sterilni destilované vody. Prvni polovinda oSetena
95 °C/20 min, poté centrifugovana (5000 g/15 mirgupernatant byl ozgan a ulozen
pii 4 °C jako var (2 VAR). Druha polovina bElnbyla rozbita ultrazvukem (30 s intervaly
po dobu 3 min) a poté centrifugovana (5000 g/ 1B)rai supernatant oz¢en a uloZzen

pii 4 °C jako ultrazvuk (3 UZzZV). Vzorek ozéeny 4 UZV je paralelni zkumavka
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s pipravou vzorkw. 3, avSak s mensi hustotou BkinVSechny takto fipravené vzorky

bakteriocirii byly uchovavany na kapce chloroformiti 4 °C.

6.4.3 Stanoveni biologické aktivity kolicina kvantitativn € — kapkova metoda

Nejdiive byly pipraveny MPA plotny, které bylyiplity 3 ml soft agaru s 0,1 nderstw
narostené kultury indikatorového kmene. Na tutanharstvu pak byly nanaseny 3 pl kap-
ky neredéného a v fipad titrace ifed¢ného bakteriocinu. Po inkubaci v 37 °&g noc byl
odeitan vznik inhibénich zon.Titr kolicint je poté udavan v dohodnutych jednotkach AU
(AU je prevracena hodnota nejvySSitaakni, které jedt vyvolava zetelnou inhibici éistu

indikatorového kmene).
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7 VYSLEDKY PRACE A DISKUZE

7.1 Inhibi éni vliv bakteriocinti na gramnegativni bakterie z potravin a

dalSi sbirkové bakterie

V této préaci byl sledovan inhiéni vliv vpichovym pokusem (Obr. 4) vybranych balder
cint — kontrolnich (Tab. 9) a zejména bakteridgcprodukovanych kmenk. coliizolova-

nymi z potravin (celkem 18 kméhna indikatorové kmeny shirkovyé&h coli, Salmonella
Shigella Enterobactera zejména na 27 gramnegativnich bakteridlnichaizd potravin.
V rdmci €chto izolati bylo testovano 6 kmérkE. coli, 3 kmeny rodiEnterobacter1 kmen
rodu Citrobacter, 1 kmen rodu.eclercia 6 kmeri roduKlebsiella 1 kmen roduProteus 2

kmeny rodySerratia 1 kmen roduyersinig 2 kmeny roduPseudomonas?2 kmeny rodu

Aeromonasa 1 kmen rodiMoraxella(Priloha I).

Obr. 4. Vpichovy pokus: inhidni efekt bakteriocif se projevuje jako

inhibi¢ni zona fistu indikatorového kmene kolem vpichu.

Kmen 82W inhiboval ze sbirkovych kmeB8 kmenyE. coli, S. sonnell7 aShigella flex-
neri a z izolath 6 kmeri E. coli, 3 kmenyEnterobactera kmenAeromonas hydrophila
Nejsilngji ze vSech produtnich kmeri inhiboval kmenProteus spaleclercia adecarbo-

xylata

Kmen 85W ze shirkovych kmérinhiboval 5 kmen E. coli, Shigella flexneria nejsiliji
ze vSech se projevila inhibice kme8almonella enteritidisZ izolati pak dale inhibioval 2

kmenyE. coli
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Kmen 93 inhiboval stefnsilné vSech 5 sbirkovych kmérk. coli, S. sonnell7 aShigella

flexneria z izolat pak dale 3 kmenig. col..

NejvétSi pozornost si zaslouzi vysledky oté u kmene 225. Vyjma kmeBSalmonella
sp. 569/99 inhiboval vSechny sbirkové kmeny, tzknteni E. coli, S. sonnei 17jako je-
den z mala kmerhigella boydiiU8, kmen Shigella flexneti Salmonella enteritidis
aSalmonellasp. 79/05. Jako jediny inhiboval 2 kme8y typhimuriumaSalmonellasp.
311/96. Z izolai z potravin byla pozorovana inhibice u 5 ki coli (z toho u kmen
119W, 122W a 123Wbyly zaznamenany nejtdi inhibiéni zény), 1 kmerEnterobacter
Citrobacter freundii(opst nej\&tsi tinek), 1 kmerLeclercia adecarboxylatekmenKleb-
siella oxytoca dale pak kmerProteussp. a fisobil jako nejsilgjSi inhibitor dle projev

acinku i u kmeneAeromonas hydrophilaMoraxella

Kmeny 93W, 96W, 97W a 105W inhibovaly pouze sbigkdumeny, inhibice izolét
Z potravin se nepotvrdila. Je zajimave, Zeol kmeny 96W a 97W produkuji jiny bakte-
riocin, v inhibiénim spektru se objevila naprosta shoda. Inhibidae pyokazana u kmén

E. coli, S. sonnel7, Shigella boydilU8 aShigella flexneri

Izolat E. coli 125W je zajimavy tim, Ze citlivost na testovanétbagciny je velmi podob-
na sbirkovym indikatorovym kmém a dal by se tento kmen dale pouZzivat jako indikat

rovy kmen pro detekci bakteriodire. coli.

Nejpodobwjsi inhibiéni spektrum jako kontrolni kmen produkujici mikmo&€7 (83W) ma
kmen 101W produkujici krognmikrocinu C7 je&t kolicin E5, co do rozsahu a také inten-

Zity.

Nejzajima¥jSim vysledkem pro mikrocin V je kmen 103W, kterpk béZnych indikato-
ra inhibuje také jeden kmen rodtnterobactera bakteriiYersinia enterocoliticaOstatni

kmeny produkujici mikrocin V vSak tuto vlastnosprakazaly.

Mikrocin C7 by n&l mit inhibi¢cni (¢inky na rodProteus[31], cozZ se v této pracifptestu
na jeden izolat rodB®roteusnepotvrdilo. Naopak byl izolat tohoto rodu (a taledSichétyi
testovanych kmenz rodi Leclercia, Citrobacter, Enterobactenejvice citlivy na kontrol-
ni produkni kmen produkujici mikrocin B17 (82W) a multibakéeinogenni kmen 225,
ktery ve svém genomu krandalSich taktéz koduje mikrocin B17. Toto zjist podporuje
myslenku, Ze mikrocin B17 je jednim z bakteridgcintohoto kmene, ktery velmi ro#sje

jeho inhibeni spektrum. Zasadrse vSak liSi v &innosti vici bakteriim roduSalmonella
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kdy kmen 225 inhibuje 5 ze 6 testovanych kihenkmen 82W pouze jeden (Tab. 16).
Na druhou stranu kmen 85W, produkujici kolicin Eltgké mikrocin J25, ktery bydn
pusobit vici bakteriim roduSalmonella[32]), také inhibuje pouze jeden kmen ze Sesti tes
tovanych. Tato fakta podpiraji dogmku, Ze dinek producenta 225 na r&hlmonellge
zpiusoben nejprawvipodobrji synergickym @dinkem vSech bakteriocin

Tab. 16. Peet citlivych kmeifia rodu Salmonella ze 6 testovanych na 7 bakteriggnaich

producent.
producent bakteriocin pavod pocet citlivych/testovanych kmeni
rodu Salmonella
225 El, B,M,la/lb,mB17 izolat 5/6
229 B,M,la/lb,mB17 izolat 2/6
224 B, M, la/lb,mB17,mV izolat 2/6
222 B, M, la/lb,mB17,mV izolat 2/6
82w mB17 kontrola 1/6
85W E1,J25 kontrola 1/6
230 B,M,mB17 izolat 1/6

Salmonella entericasubsp.enterica ser. Enteritidis je spolehkvinhibovana kombinaci
kolicini B, M s mikrocinem B17. Druha a posledni kombinad@bujici tuto bakterii je
kolicin E1 s mikrocinem J25. Podle dostupné litenat[32], [51], [52] je rozhod&a

Z &chto dvou bakteriociinpri¢inou inhibice bakterii rodSalmonellamikrocin J25

urcité¢ zajimavym vysledkem, kteryygmé nema podporu vV literate, je pozorovani inhi-
bicniho &inku na gramnegativni bakterietadici se daieledi EnterobacteriaceaeByl
prokazan tento vliv na baktedieromonas hydrophileg to ogt zejména multibakterioci-
nogennimi kmeny (222, 224, 225, 229, 93) a dalenameprodukujicim pouze mikrocin
B17 (82W) a kmenem produkujicim kolicin E7 (73W)téghto vysledk vyplyva jedno-
znan¢ vyrazny inhibéni &&inek mikrocinu B17. Bakterie rodMoraxellabyla inhibovana
pouze kmeny 224, 225 a 229, avSak ne kmenem 82%\yyucuje vliv mikrocinu B17.
V tomto gipad miaZze byt @innost gipsana #ejmé jen kombinaci kolicid B, M, la/lb

s mikrocinem B17.

Celkow se da shrnout, Ze néjgi inhibini efekt na gramnegativni bakterie izolované
Z potravin maji multibakteriocinogenni kmeBycoli. V této praci to byl konkrétnzejmé-
na kmenk. coli 225, ktery byl izolovan z baZzantiho masa. Poterioidto kmene jeréba

dale prostudovat. Dale je mozno vyvodit obecnyrake &inngjSi na tuto skupinu bakte-
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rii jsou mikrociny, z nichz nejefekti¥si se jevi mikrocin B17 a dale pak mikrocin J25.

Inhibi¢ni vliv se oproti tvrzeni v literate [37] neprojevil u mikrocib L a H47.

Bakteriocinogenie je evidenirjev, ktery dava svym producént zna&nou ekologickou
vyhodu, a to zejména wipad® produkce kombinace ¢kolika kolicint a mikrocini.
Ve studii Smardy a kol. [53] bylo shrom&hd 53 kmen E. coli z trasniku 53 zdravych
dobrovolniki a testovano na spontanni a indukované produkdbidniich exoprodukt.

Z testovanych kmen37,7 % produkovalo bakteriofagy, 41,5 % produkovad jednoho
po rekolik LMW kolicind, 11,3 % tvéilo HMW koliciny a 15,1 % produkovalo exocelu-
larni siderofory odliSné od enterochelinu. Z tolealra kmei tvorilo aerobaktin a jeden
kmen tvdil netypové siderofory. Kmenig. coli se velmi liSi ve vyskytu kolicinogenie a
lyzogenie od svych nejblizSich systémovyctibpznych roduEscherichia a proto by

v tomto ohledu ne# byt povaZzovan za modelovou bakterii.

Ve studii Smardy a Obdrzéalka [54] bylo vipehu let 1993 - 1999 nashrom&hd 1043
huménnich izoldit U izolati pochazejicich ze zdravéhdesta bylo nalezeno 41,4 % pro-
dukénich kmerii. U paciend trpicich salmonelézou byla incidence kolicinogesiejna
jako u zdravych. Vyznamny rozdil nebyl shledan mazipatogennimi nehemolytickymi
kmenyE. coli, kdy incidence kolicinogenie byla stejna jako ol&ti ze zdraveho teaiku,
avSak u hemolytickych kménbyl vyskyt kolicinogenie nizSi, a to pouze 22,4[%].

V ramci roduEscherichiabyla kron® E. coli produkce kolicid prokazana pouze u druhu
E. fergusonii Smarda a kol. [53] izolovali 30 kmerE. hermaniiz lidskych orgaf, dale
30 kmert E. vulneris(26 humannich a 4d&sticky odpadnich vod) a 50 kméik. ferguso-
nii (48 humannich, 1 z vép a 1 zCisticky vod). Bakteriociny produkovala poufe fer-
gusonij kde bylo nalezeno 6 bakteriocinogennich kingdstatni kmeny neprodukovaly

ani jeden bakteriocin.

7.2 lzolace bakteriocini

Za telem zji§ovani inhibtniho vlivu izolovanych bakteriocinna gramnegativni bakterie
izolované z potravin jinou,ipsrEjSi metodou nez pouze vpichovou, byly zahajeny pgku

0 izolaci co nejsilgjSich bakteriocifi z vybranych produtnich kmeti.

Prvni izolaci bakteriociinz producent 17, 59, 73W, 76W, 77W, 82W, 83W, 84W, 85W,
86W, 93W, 94W, 96W, 97W, 98W, 103W, 105W, 106W,WQ222, 224, 225, 229 a 230
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byla zjiS&na &innost na indikatorové kmergy. coliRow a B1 pouze u kmérv3w, 77W,
83W, 86W, 98W, 103W a 230 a to pouze u bakteriocichovavanych na kapce chloro-
formu. Bakteriociny, které bylyigfiltrovany, svou Ginnost ztratily ve vSechifpadech.

Proto byly dalSi ipravované bakteriociny jiz uchovavany pouze nawibrmu.

U 4 bakterioci (83W, 86W, 103W, 230), které prokazaly inkitii (¢inky kapkovou me-
todou, byl za telem upraveni metodiky izolace dle literatury [®lle proveden experi-
ment, zda teplotni zé&bv (70 a 100 °C po dobu 10 minfiae ovlivnit jejich &innost. Vy-
sledky nebyly jednozriaé (Tab. 17) a protoZze wkterych bakteriocih byla (Einnost

ovlivnéna, nebyl tento krok do dalSi izolac&azen.

Tab. 17. Zréna innosti mikrocir a kolicin: po tepelném zéahkvu.

indik. kmeny Row Bl

producent 70°C/10 min 100°C/10 min 70°C/10 min 1A min
83W - - n N

86W + + + +
103W + - - -

230 - - + +

Dalsi izolace bakteriocinbyla jiz provedena pouze u 5 vybranych producé®3w, 85w,
225, 97W, 107W) zaemné vybranych i z&ch, které se jiz naizolovat povedlo il

u kterych prvni pokus izolace byl nedéSpy. JelikoZ skteré experimenty probihaly para-
leIng, je sowasti druhé izolace jeSoSeteni tepelnym z&evem. Bi druhé izolaci byly
ziskany 4 vzorky bakterioadinod kazdeho producenta (viz. Kapitola 6.4.2) alejtin-
nost byla testovana na indikatorovych kmenécholi P400 a B1 (Obr. 5).

Obr. 5. Testovanidinnosti pipravenych supernataiit produkce ko-

licinzz se projevila jako inhiliini zona fistu.
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Na zaklad ziskanych vysledk byl vyhodnocen jako prokazatélmejsilrgjSi vzorek 3
UZV. Toto ovSem neplati pro producenta 97W, kderotin C7 Zejm¢ nebyl produkovan
a tudiz ani naizolovan. U vzorku 4 UZV vyrobenéhmensiho mnoZstvi baéné suspen-
ze nez vzorek UZV, byla potvrzenaeppokladana slabSicianost. Pro dalSi testovani
inhibi¢niho vlivu bakteriocii na gramnegativni bakterie izolované z potravin teyy

vybran vzorek 3 UZV.

7.3 Stanoveni inhibiéniho vlivu bakteriocina kvantitativn &

Inhibi¢ni vliv bakteriociri izolovanych pomoci ultrazvuku byl kvantitaté/igkoliciny fe-
dénymi desitkovouradou) testovan kapkovou metodou na tyto indika@rslvirkové kme-
ny: 125W E. coli), 10W Salmonella typhimuriumn 25W (Shigella flexned, 31W Ente-
robacter aerogenesk tyto izolaty z potravin: 2K(ebsiella oxytocg 19 Pseudomonas
fragi), 24 Serratia liquefaciens@45 E. coli) (Obr. 6).

Pozitivni vysledek byl zaznamenan pouze u kmen&\1gBab. 18). VSechny ostatni indi-
katory byly wi¢i takto pripravenym bakteriociiim odolné, &koli se inhibéni &inek
pii kvalitativni meto@ vpichem prokazal. N&pbakteriociny kmene 225 jednozim& pro-
kazaly inhibéni vliv na Salmonella typhimuriunflOW) vpichovou metodou {foha ),
avSak pi kapkové metod nentl zadny &inek ani néediny bakteriocin, jehoz jednoz&ra
ny (&inek byl prokazan deedsni 10" (10? se vytvdila je$& matna zéna) na kmeh coli
125W.

Tab. 18. Stanoveniciinnosti (titru) izolovanych bakteriocinkvantitativre (de-

sitkovéredeni) v AU.

izolovany bakteriocin
indikator 83w+ 85W 225 97W 107W
125W 0(1) 0(2) 1(2) - 0(1)

*nejvy3sicira zéna u niedsného vzorku nebo tedsni 10* (10x), v zavorce je
uvedena nejvyssi matna zéna
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Obr. 6. Kapkova metoda — stanoveni titru kolicinu.

Porovnéni citlivosti metody kvalitativni a kvantitani vychazi citliwjSi metoda vpichu,
jelikoz prokazané vysledky u této metody se nepraképo izolaci bakteriocinu a testova-

ni kapkovou metodou.

v s

Pro dalSi testovani by bylo nutnégravit silngjSi bakteriociny modifikovanou metodou

izolace, coz jiz Zasovych dvoda nebylo v ramci této diplomové prace mozné.

7.4 Vyskyt bakteriocinogenie u gramnegativnich bakteriijinych nezZ E.

coli izolovanych z potravin

Celkem bylo na vyskyt produkce bakteriocitestovano 48 gramnegativnich bakterialnich
kmeni izolovanych z potravin. Z nichz 3 pato roduAeromonas5 do roduCitrobacter,

9 do roduEnterobactey 1 do roduEwingellg 4 do roduHafnia, 9 do roduKlebsiella 1

do rodulLeclercia Moraxella, Morganella Pantoeaa Providencia, 6 do roduPseudomo-

nas 1 do roduRaoutella 3 do roduSerratia 1 do roduYersinia

Jako indikatorové kmeny byly pouzity nejenom sbik&menyk. coli (Tab. 10), ale také

dalSi kmeny z roilstejnych nebo blizceipuznych testovanym kmém.

Rody Citrobacter, Enterobacter Ewingellg Hafnia, Klebsiellg Leclercia Morganella

Pantoea Providencia, RaoutellaSerratia a Yersiniapati do ¢eledi Enterobacteriaceae
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Jedna se o izolaty¢t8inou z ¢l chlazenych kiat, dale pak ze syrového masa k vyrob

fermentovanych klobas a jedlého hmyzu.

Ze vSech testovanych rbdrykazoval pozitivni vysledek pouze rdtseudomonasZ rgj
byly testovany druhyPseudomonas fulvé345, 365 a 373) a druRseudomonas putida
(364). Ze zmiovanych prokazal pozitivni reakci pouze kmen 8s&@udomonas fulviao-

lovany z jedlého hmyzu.

Pseudomonas fulvayl poprvé izolovan z japonskych ryZovych polioce 1963 [56]. Do-
sud byl od lidi izolovan pouze jako infak agens a spojeni s infekci z jiného pohledu do-
sud nebyl znam. Nyni vSak uz byl izolovan i ze ¥&drdské krve [57]Pseudomonas fulva
sdili fenotypové charakteristiky steny fluorescetni skupinyPseudomonaszejménaP.
putida ale ma #které unikatni vlastnosti. Nejvice pozoruhodnopredukce Zlutych pig-
menti, vzhledem k tomu, Ze neprodukuje fluorescerpigment, na rozdil o@. putidaa

neni také schopna asimilovat malonat a m-hydroxgth&n57].

Urcité bude velmi zajimaveé dalSi studium tohoto objevenigakteriocinu, klasifikace do
stavajiciho systéemugkoli se jedna o netypicky druh rodRseudomonascoz by mohlo
nazn&ovat i Uplré novy bakteriocin. Zcela jistse nabizi blizSi srovnani s nejvice studova-
nou Pseudomonas aeruginggaz je vyznamnym lidskym patogenem a u které pkage

bakteriociny vice nez 90 % kmieizolovanych z prosédi a klinickych izolat [3].
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ZAVER

Bakteriociny jsou antimikrobialni peptidové latkyodukované bakteriemi. Ve vySSich
organizmech AMP fispivaji k girozené imuni a jsou sotasti zakladniho obranného
systému proti Skodlivym mikroorganiZmm. Bakteriociny gramnegativnich bakterii jsou
déleny na mensSi mikrociny &i8i koliciny. Koliciny i mikrociny mohou byt hikou pro-

dukovany zarouvenebo niize buika produkovat hnedékolik kolicini najednou.

Cilem této prace bylo sledovani intibiho vlivu bakteriocif na vybrané bakterie izolo-
vané z potravin a sbirkové kme®almonellasp. a testovani vyskytu bakteriocinogenie

u gramnegativnich bakterialnich izala potravin jinych neEscherichia coli

Pro sledovani inhibhiho vlivu bakteriocifi byla zvolena vpichova metodaii fkteré se
pozitivni reakce projevila vytwenim inhibéni zony kolem mista vpichu narosteného pro-

dukéniho kmene.

Ze ziskanych vysledkbylo zjiS€no, Ze nejutSi inhibini efekt na gramnegativni bakterie
izolované z potravin maji multibakteriocinogenni éamg E. coli. Dale je mozno vyvodit
obecny zadr, ze €inngjSi na tuto skupinu bakterii jsou mikrociny, z riamejefektivigjsi
se jevi mikrocin B17 a dale pak mikrocin J25. Inéild viiv se neprojevil u mikrocinL a

H47. Multiprodukce je eviden#rekologicka vyhoda pro kmeny izolované z potravin.

Pri pokusech o izolaci bakteriodinbylo zjiS€no, Ze pouZzité metody nejsou ddsiiici
k ziskani tak silného bakteriocinu, ktery by prdjestejny &inek jako g testovani vpi-

chovou metodou.

V ramci druhého cile bylo podrobeno testovani viiskakteriocinogenie 48 gramnegativ-
nich bakterialnich kmenjinych neZE. coliizolovanych z potravin Zazenych do 15 rdd
Jako indikatorové kmeny byly pouzity jak sbirkovédnyE. coli,tak i dalSi kmeny z rad
stejnych¢i blizce gibuznych testovanym kmém. Jednalo se o izolatgtinou z ¥l chla-
zenych kiat, dale pak ze syrového masa k vyréermentovanych klobas a jedlého hmy-
zu. Ze vSech testovanych fodykazoval pozitivni vysledek pouze réeudomonas to
jeden kmen druht?seudomonas fulviolovany z jedlého hmyzu. Vzhledem k tomu, ze
bakteriociny u rodlPseudomonagou z literatury znadmy zejménaPu aeruginosapak je
tu moznost, Ze se jedna o zcela novy bakterioch,wSak musi byt potvrzeno dalSim vy-

zkumem.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 55

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] HASSAN, M., M. KJOS, I.LF. NES, D.B. DIEP a FOTFIPOUR. Natural antimicrobi-
al peptides from bacteria: characteristics andrgizeapplications to fight against antibio-
tic resistanceJournal of Applied Microbiology2012, vol. 113, issue 4, s. 723-736. DOI:
10.1111/1.1365-2672.2012.05338.x. Dostupné z: Mip:wiley.com/10.1111/j.1365-
2672.2012.05338.x

[2] COTTER, Paul, Colin HILL a R. ROSS. Bacteriaritibiotics: Strategies to Improve
Therapeutic Potential.Current Protein 2005, vol. 6, issue 1, s. 61-75. DOI:
10.2174/1389203053027584. Dostupné z:

http://www.eurekaselect.com/openurl/content.phpfgyearticle

[3] JACK, W Ralph., John R. TAGG, Bibek RAY. Badtarins of gram-positive bacteria.
Microbiological Reviews1995, vol. 59, issue 2, s. 171-200.

[4] GILLOR, Osnat, Lisa NIGRO a Margaret RILEY. Gaically Engineered Bacteriocins
and their Potential as the Next Generation of Amiobials.Current Pharmaceutical De-
sign 2005, vol. 11, issue 8, s. 1067-1075. DOI: 10421381612053381666. Dostupné z:

http://www.eurekaselect.com/openurl/content.phpfeyearticle

[5] GILLOR, O., A. ETZION and M. A. RILEY. The duable of bacteriocins as anti- and
probiotics. Applied Microbiology and Biotechnolog008, vol. 81, issue 4, s. 591-606.
DOI: 10.1007/s00253-008-1726-5. Dostupné z: htipk/springer.com/10.1007/s00253-
008-1726-5

[6] DESTOUMIEUX-GARZON, Delphine, Jean PEDUZZI al@g REBUFFAT. Focus
on modified microcins: structural features and na@i$ms of actionBiochimie 2002, vol.
84, 5-6, s. 511-519. DOI: 10.1016/S0300-9084(02)01@  Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S030@a402014116

[7] SMARDA, J. and D. SMAJS. Colicins—Exocellulathal proteins ofEscherichia coli.
Folia Microbiologica 1998, vol. 43, issue 6, s. 563-582. DOI: 10.1B602816372. Do-
stupné z: http://link.springer.com/10.1007/BF0281%3

[8] REBUFFAT, Sylvie. Microcins in action: amazinigfence strategies of Enterobacteria.
Biochemical Society Transaction®2012, vol. 40, issue 6, s. 1456-1462. DOI:



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 56

10.1042/BST20120183. Dostupné z:
http://www.biochemsoctrans.org/bst/040/bst04014t6%.h

[9] GARCIA, Pilar, Lorena RODRIGUEZ, Ana RODRIGUE#hd Beatriz MARTINEZ.
Food biopreservation: promising strategies usingdvacins, bacteriophages and endoly-
sins. Trends in Food Science?2010, vol. 21, issue 8, s. 373-382. DOI:
10.1016/j.tifs.2010.04.010. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S092424.0001275

[10] DAW, Mohamed A. and Fredrick R. FALKINER. Baciocins: nature, function and
structure Micron. 1996, vol. 27, issue 6, s. 467-479. DOI: 10.180668-4328(96)00028-
5. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/mtg/pii/S0968432896000285

[11] GORDON, D. M. and C. L. O'BRIEN. Bacteriociivdrsity and the frequency of mul-
tiple bacteriocin production in Escherichia cadfiicrobiology. 2006-11-01, vol. 152, issue
11, S. 3239-3244. DOl: 10.1099/mic.0.28690-0. Doséu Z:
http://mic.sgmjournals.org/cgi/doi/10.1099/mic.0528-0

[12] RILEY, Margaret A. and John E. WERTZ. B ACTERTINS: Evolution, Ecology,
and Application Annual Review of Microbiology002, vol. 56, issue 1, s. 117-137. DOI:
10.1146/annurev.micro.56.012302.161024. Dostupné Z:
http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/anaumécro.56.012302.161024

[13] SILHANKOVA, Ludmila. Mikrobiologie pro potravinde a biotechnologyl. vyd.
Praha: VICTORIA PUBLISHING, 1995, 361 s. ISBN 80688571-6.

[14] RILEY, Margaret A. and David M. GORDON. Theatagical role of bacteriocins in
bacterial competitionTrends in Microbiology 1999, vol. 7, issue 3, s. 129-133. DOI:
10.1016/S0966-842X(99)01459-6. Dostupné Z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S096@3®9014596

[15] CASCALES, E., S. K. BUCHANAN, D. DUCHE, C. KIANTHOUS, R.
LLOUBES, K. POSTLE, M. RILEY, S. SLATIN and D. CAMRD. Colicin Biology.
Microbiology and Molecular Biology Review2007, vol. 71, issue 1, s. 158-229. DOI:
10.1128/MMBR.00036-06. Dostupné z: http://mmbr.asgicgi/doi/10.1128

[16] BUDIC, Maruska, Matija RIJAVEC, Ziva PETKOVSEK, Darja P®-BERTOK and

Mark Alexander WEBBER. Escherichia coli Bacteriacidntimicrobial Efficacy and Pre-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 57

valence among Isolates from Patients with BactelmdPhoS ONE 2011, vol. 6, issue 12,
e28769-. DOl: 10.1371/journal.pone.0028769. Dostupn z:
http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0028769

[17] SMAJS, David a Jan SMARDA. Koliciny- letainfqieiny zéeledi Entobacteriaceae.
Biologické listy, Praha: Ustav molekularni genetiky CR, 1997, ré. 62, ¢. 2, s. 135-
158. ISSN 0366-486.

[18] SMAJS, David, Lenka MICENKOVA, Jan SMARDA, Mar VRBA, Alena
SEVCIKOVA, Zuzana VALISOVA and Viadana WOZNICOVA. Bagtecin synthesis in
uropathogenic and commensal Escherichia coli: icokd is a potential virulence factor.
BMC Microbiology 2010, vol. 10, issue 1, s. 288-. DOI: 10.11861t2780-10-288. Do-
stupné z: http://www.biomedcentral.com/1471-218(2&86

[19] CHALON, Miriam C., Leonardo ACUNA, Roberto DMORERO, Carlos J.
MINAHK and Augusto BELLOMIO. Membrane-active bagtains to control Salmonella
in foods. Food Research International2012, vol. 45, issue 2, s. 735-744. DOI:
10.1016/j.foodres.2011.08.024. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S096 8391005187

[20] SMAJS, David, Holger PILSL, Volkmar BRAUN. Qoin U, a novel colicin produ-
ced byShigella boydiiJournal of Bacteriologyl997, vol. 179, s. 4919-4928.

[21] LAZDUNSKI, Claude J. Colicin import and porermation: a system for studying
protein transport across membrandg®lecular Microbiology 1995, vol. 16, issue 6, s.
1059-1066. DOl: 10.1111/j.1365-2958.1995.tb02331.x. Dostupné Z:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2958.1995.th82X

[22] DEWITT, William and Donald R. HELINSKI. Chartarization of colicinogenic
factor E1 from a non-induced and a mitomycin C-retli Proteus straidournal of Mo-
lecular Biology 1965, vol. 13, issue 3, s. 692-703. DOI: 10.180622-2836(65)80136-X.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrigi#S002228366580136X

[23] BRADLEY, D.E. Colicins G and H and their hostrains.Canadian Journal of
Microbiology.1991, vol. 37, s. 751-757

[24] PUGSLEY, A.P., The ins and outs of colicingrt?: Production, and Franskocation

across membraneilicrobiological Sciencesl984, vol. 1, s. 168-175.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 58

[25] SMAJS, David, Magda DOLEZALOVA, Pavel MACEK dnLukas ZIDEK. Inactiva-
tion of colicin Y by intramembrane helix-helix imgetion with its immunity protein.
FEBS Journal 2008, vol. 275, issue 21, s. 5325-5331. DOI. 1011j.1742-
4658.2008.06662.x. Dostupné z: http://doi.wiley.¢bdn1111/j.1742-4658.2008.06662.x

[26] MIKOVA Kristyna. Bakteriocinotypizace kmén Escherichia coli izolovanych
z potravin Zlin, 2011. Diplomova prace. Univerzita Tomaséi Ba Zlin¢, Fakulta techno-

logicka, Ustav technologie potravin. Vedouci diptoré prace Magda Dolezalova.

[27] JANAKOVA, L. Optimalizace multiplex PCR pro séasnou detekci kolicina mi-
krocini. Diplomova prace. 2010, Technologick& fakulta U&BZlirg. Vedouci diplomoveé

prace Magda DoleZalova.

[28] AZPIROZ, M. F. and M. LAVINA. Modular Structerof Microcin H47 and Colicin
V. Antimicrobial Agents and Chemotheraf®007, vol. 51, issue 7, s. 2412-2419. DOI:
10.1128/AAC.01606-06. Dostupné z: http://aac.asphcgi/doi/10.1128/AAC.01606-06

[29] DUQUESNE, Sophie, Vanessa PETIT, Jean PEDUZZd Sylvie REBUFFAT.
Structural and Functional Diversity of Microcinsei@-Encoded Antibacterial Peptides
from Enterobacterialournal of Molecular Microbiology and Biotechnolo@007, vol. 13,
issue 4, S. 200-209. DOI: 10.1159/000104748. Dostup z:
http://www.karger.com/doi/10.1159/000104748

[30] HEDDLE, Jonathan G, Stephen J BLANCE, Debo®hZAMBLE, Florian
HOLLFELDER, Deborah A MILLER, Lois M WENTZELL, Chstopher T WALSH and
Anthony MAXWELL. The antibiotic microcin B17 is aNDA gyrase poison: characteri-
sation of the mode of inhibitiodournal of Molecular Biology2001, vol. 307, issue 5, s.
1223-1234. DOl: 10.1006/jmbi.2001.4562. Dostupné zZ:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0023881945620

[31] SOUCEK, O. Mikrociny celedi Enterobacteriaceae: typy, syntéza, regulageort a
letalni rinek. Brno, 2010. Bakalgka prace. Masarykova univerzitajrBdowdecka fa-

kulta, Ustav experimentalni biologie. Vedouci bakskté prace David Smajs.

[32] DUPUY, Fernando and Roberto MORERO. Microcb Jnembrane interaction: Se-
lectivity toward gel phaseBiochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembrarixl 1,
vol. 1808, issue 6, s. 1764-1771. DOI: 10.10164rbbm.2011.02.018. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/SO000=3541000514



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 59

[33] DRIDER, Djamel and Sylvie REBUFFARrokaryotic antimicrobial peptides: from
genes to applicationdNew York: Springer Verlag, c2011, xiii, 451 pBIS 14-419-7692-
2.

[34] PONS, A.-M., F. DELALANDE, M. DUARTE, S. BENGQI, I. LANNELUC, S.
SABLE, A. VAN DORSSELAER and G. COTTENCEAU. Genefinalysis and Comple-
te Primary Structure of Microcin LAntimicrobial Agents and Chemothera@004, vol.
48, issue 2, s. 505-513. DOl 10.1128/AAC.48.2.503-:2004. Dostupné z:
http://aac.asm.org/cgi/doi/10.1128/AAC.48.2.505-2084

[35] RODRIGUEZ, Eliana and Magela LAVINA. Genetimalysis of microcin H47
immunity. Canadian Journal of Microbiologyl1998, vol. 44, issue 7, s. 692-697. DOI:
10.1139/w98-044. Dostupné z: http://www.nrcresearess.com/doi/abs/10.1139/w98-044
[36] HETZ, C., M. R. BONO, L. F. BARROS and R. LAGOMicrocin E492, a channel-
forming bacteriocin from Klebsiella pneumoniae, unds apoptosis in some human cell
lines. Proceedings of the National Academy of Scieng882, vol. 99, issue 5, s. 2696-
2701. DOI: 10.1073/pnas.052709699. Dostupné z:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.052709699

[37] MORIN, N., I. LANNELUC, N. CONNIL, M. COTTENCEAU, A. M. PONS and S.
SABLE. Mechanism of Bactericidal Activity of Micrat L in Escherichia coli and Sal-
monella entericaAntimicrobial Agents and Chemothera@p11, vol. 55, issue 3, s. 997-
1007. DOl: 10.1128/AAC.01217-10. Dostupné Z:
http://aac.asm.org/cgi/doi/10.1128/AAC.01217-10

[38] DE VUYST, L., R. CALLEWAERT a K. CRABBE. Printg metabolite kinetics of
bacteriocin biosynthesis by Lactobacillus amylowoand evidence for stimulation of bac-
teriocin production under unfavourable growth cainds. Microbiology. 1996, vol. 142,
issue 4, s. 817-827. DOI: 10.1099/00221287-142-A-81 Dostupné  z:
http://mic.sgmjournals.org/cgi/doi/10.1099/00221282-4-817

[39] RILEY, M a M CHAVAN. Bacteriocins: ecology and evolutioNew York: Springer,
c2007, x, 150 p. ISBN 978-354-0366-034

[40] RILEY, M. A. a D. M. GORDON. A survey of Collgsmids in natural isolates of
Escherichia coli and an investigation into the #itgitof Col-plasmid lineagesJournal of
General Microbiology 1992, vol. 138, issue 7, s. 1345-1352. DOI: 199100221287-
138-7-1345. Dostupné z: http://mic.sgmjournalsagigdoi/10.1099/00221287-138-7-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 60

1345

[41] MICHEL-BRIAND, Yvon a Christine BAYSSE. The pgins of Pseudomonas aeru-
ginosa.Biochimie 2002, vol. 84, 5-6, s. 499-510. DOI: 10.1016/31B9084(02)01422-0.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrigigS0300908402014220

[42] DUPORT, Catherine, Christine BAYSSE, and YWdiCHEL-BRIAND. Molecular
characterization of pyocin S3, a novel S-type pydoom Pseudomonas aeruginodauir-
nal of Biological Chemistryl995, vol. 270, s. 8920-8927.

[43] HORAK, Vladimir a Christine BAYSSE. Seventylioin types of shigella sonnei and
an indicator system for their determinatidentralblatt flir Bakteriologie1994, vol. 281,
issue 1, s. 24-29. DOIl: 10.1016/S0934-8840(11)80633 Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S093484.180633X.

[44] SMAJS D, PILSL H, BRAUN V. Colicin U, a novelolicin produced by Shigella
boydii. J Bacteriol 1997;179:4919-28.

[45] SOUSA, MIREILLE ANGELA BERNARDES, EDILBERTO NGUEIRA
MENDES, ANA CAROLINA MORAIS APOLONIO, LUIZ DE MACEDD FARIAS a
PAULA PRAZERES MAGALHAES. Bacteriocin production 8higella sonnei isolated
from faeces of children with acute diarrho@®MIS 2010, vol. 118, issue 2, s. 125-135.
DOl: 10.1111/;.1600-0463.2009.02570.x. Dostupné Z:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1600-0463.2009.02%70

[46] SULAKVELIDZE A., 2000, Yersiniae other than ¥nterocolitica, Y. pseudotubercu-
losis, and Y. pestis: the ignored specMgrobes Infect2:497-513.

[47] BOTTONE, E.J., SANDHU, K.K., PISANO, M.A., 197 Yersinia intermedia: tempe-
rature-dependent bacteriocin productidnClin. Microbiol 10: 433— 436.

[48] RAKIN, A., E. BOOLGAKOWA a J. HEESEMANN. Stragral and functional orga-
nization of the Yersinia pestis bacteriocin pestigéne clusteMicrobiology. 1996-12-01,
vol. 142, issue 12, s. 3415-3424. DOI: 10.1099/085@-142-12-3415. Dostupné z:
http://mic.sgmjournals.org/cgi/doi/10.1099/135008742-12-3415

[49] BOSAK, J, LAIBLOVA, P., SMARDA, J., DEDICOVAD., SMAJSA, D., 2012,
Novel Colicin FY of Yersinia frederiksenii Inhibif8athogenic Yersinia Strains via YiuR-

Mediated Reception, TonB Import, and Cell MembrBoee FormationJournal of Bakte-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 61

riology, vol. 194(8):s.1950-1959 DOI: 10.1128/JB.05885-11

[50] CURSINO, L., D. SMAJS, J. SMARDA, R.M.D. NARDIJ.R. NICOLI, E.
CHARTONE-SOUZA a A.M.A. NASCIMENTO. Exoproducts dhe Escherichia coli
strain H22 inhibiting some enteric pathogens bathkiiro and in vivoJournal of Applied
Microbiology. 2006, vol. 100, issue 4, s. 821-829. DOIl. 10.1j11365-
2672.2006.02834.x. Dostupné z: http://doi.wiley.¢bdn1111/j.1365-2672.2006.02834.x

[51] PORTRAIT, V, S GENDRON-GAILLARD, G COTTENCEA@ A M PONS. Inhi-
bition of pathogenic Salmonella enteritidis growtiediated by Escherichia coli microcin
J25 producing strain€anadian Journal of Microbiologyl999, vol. 45, issue 12, s. 988-
994, DOI: 10.1139/w99-106. Dostupné
z:http://lwww.nrcresearchpress.com/doi/abs/10.1189/M06

[52] VINCENT, P. Inhibition of Salmonella entericgerovars by microcin J26EMS
Microbiology Letters 2004, vol. 236, issue 1, s. 103-107. Dostupné
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S@E09704003659

[53] SMARDA, J., D. SMAJS a S. HORYNOVA. Incidenoé lysogenic, colicinogenic
and siderophore-producing strains among human atmgenicEscherichia colFolia
Microbiologica 2006, vol. 51, issue 5, s. 387-391. DOI: 10.1B602931581. Dostupné
z: http://link.springer.com/10.1007/BF02931581

[54] SMARDA, J., OBDRZALEK, V. Incidence of colicogenic strains among human
Escherichia coli. Journal of Basic Microbiology.02Q vol. 41, s. 367-374

[55] GAILLARD-GENDRON, Sandrine, David VIGNON, Gds COTTENCEAU, Mari-
anne GRABER, Nathalie ZORN, Alain DORSSELAER a Aditarie PONS. Isolation,
purification and partial amino acid sequence ofghlly hydrophobic new named microcin
L produced byEscherichia coli FEMS Microbiology Letters2001, vol. 199, issue 1, s.
151-151. DOl: 10.1111/5.1574-6968.2001.tb10666.x.  ostDpné Z:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1574-6968.2001.tb&66«

[56] Uchino, M., O. Shida, T. Uchimura, and K. Koga#éa 2001 Recharacterization of
Pseudomonas fulva lizuka and Komagata 1963, angopats of Pseudomonas parafulva

sp. nov. and Pseudomonas cremoricolorata sp.Ja@en. Appl. Microbiol47:247-261.

[57] SEOK, Y., H. SHIN, Y. LEE, I. CHO, S. NA, D.QNG, S. H. JEONG a K. LEE.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 62

First Report of Bloodstream Infection Caused byudsenonas fulvalournal of Clinical
Microbiology. 2010, vol. 48, issue 7, s. 2656-2657. DOI: 108112M.01609-09. Dostup-
né z: http://jcm.asm.org/cgi/doi/10.1128/JCM.01&E0-

[58] STROUD LAB - Structure gallery/colicin. [onk). [cit.02-04-2014]. Dostupné
z WWW:http://www.msg.ucsf.edu/stroud/structure/cmlintm



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

63

SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

kDa
AMPs
TonB
ColVv
TolA
TolB
TolQ
TolR
ExbB
ExbD
kB
UPEC
FepA
DNA
Mcc
Gly
Ser
Cys
tRNA
pMcc

Ala

kilodalton

antimikrobialni peptid

protein plazmatické membrany
kolicin V

membranovy protein
membranovy protein
membranovy protein
membranovy protein

proteinovy komplex

proteinovy komplex

kilobajt

uropatogenniescherichia coli
bakterialni protein ¥8i membrany
deoxyribonukleova kyselina
mikrocin

glycin

serin

cystein

transferova ribonukleova kyselina
plazmid mikrocinu

allantoin
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vanych kolicirii [13, upraveno].

Obr. 2. Funkni domény kolicinu. T (translokai), R (receptorova), C (cytotoxicka)
[58].
Obr. 3. Mapa plazmidu pYF27601 (5,574 bp). Jsouazdny lokalizace a polarita
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z6na fistu indikatorového kmene kolem vpichu

Obr. 5. Testovani dinnosti @ipravenych supernatantprodukce kolicii se proje-
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Obr. 6. Kapkova metoda — stanoveni titru kolicinu.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 65

SEZNAM TABULEK

Tab. 1. Klasifikace bakteriodinpodle Garcia a kol. [9].

Tab. 2. Efekt mikrocinu E492 nézné typy lidskych bék [36]

Tab. 3. InhibEni spektrum kolicinu ¥ na tizné druhy rodu Yersinia.
Tab. 4. Bakteriociny jako antibiotika [4].

Tab. 5. SloZeni masopeptonového bujonu

Tab. 6. SloZeni masopeptonového agatu

Tab. 7. SloZeni masopeptonového agaku

Tab. 8. SlozZeni soft agaru

Tab. 9. Seznam pouZitych sbirkovych kiinerkmeny kontrolni
Tab. 10. Seznam pouzitych sbirkovych kiinerkmeny indikatorové
Tab. 11. Seznam ostatnich sbirkovych kimen

Tab. 12. Seznam a charakteristika iziblabstatnich gramnegativnich bakte-

rii z potravin - ze syrového masa na vyrobu fermesumtych klobas
Tab. 13. Seznam a charakteristika izbB&scherichia coli z potravin

Tab. 14. Seznam a charakteristika izblabstatnich gramnegativnich bakte-

rii z potravin - z kZze chlazené dbeze

Tab. 15. Seznam a charakteristika izblabstatnich gramnegativnich bakte-

rii z potravin - z jedlého hmyzu

Tab. 16. Peet citlivych kmeri rodu Salmonella ze 6 testovanych na 7 bakteriecino

gennich produceiit
Tab. 17. Znmdna &innosti mikrocini a kolicini po tepelném z&bvu

Tab. 18. Stanovenkiinnosti (titru) izolovanych bakteriocinkvantitativreé (desitkove
fedéni) v AU.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 66

SEZNAM PRILOH
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PRILOHA P I: VYSLEDKY VPICHOVEHO POKUSU — TESTOVANI
INHIBI CNIHO VLIVU BAKTERIOCIN U NA GRAMNEGATIVNI
BAKTERIALNI IZOLATY Z POTRAVIN.



indikatorovy kmen

oot Row | B1 @ | Paoo Sa;')"a S's‘;';“e' 23W | 25W ;::32 ::x) 10w | 20w | 21w | 22w
73W kontrola E7 ++ + ++ ++ + ++ - ++ - - - - - —
76W kontrola la - + ++ + - - - - - - - - - _
77W kontrola Ib + + + + + + - + - - - - - -
82W kontrola mB17 - ++ ++ ++ - + - ++ - - - - - +
83w kontrola mC7 +++ +++ +++ +++ +++ ++ - +++ - - - - - -
84W kontrola mH47 ++ +++ + ++ -+ - - - - - - - - -
85W kontrola E1,J25 + +++ + + + -/+ - + - + - - - -
86W kontrola mV +++ +++ +++ +++ +++ +++ + 4+ - - - - - -
93W izolat ES + + ++ + + - - - - - - - - -
94W izolat E7, mC7 -/+ + + + -/+ + - + - - - — — -
96W izolat la +++ +++ +++ - +++ +++ + +++ - - - - - -
97W izolat mC7 +++ +++ +++ - +++ +++ ++ +++ - - - - - -
98W izolat E7,E8 + + + ++ + + - + - - - - - -
101W izolat ES5,mC7 ++ ++ +++ ++ ++ + - +4+ - - - - - -
103w izolat mV -/+ -/+ ++ -/+ ++ - - ++ - - - - - -
105W izolat la -[+ +++ ++ - ++ ++ - +++ - - - - - -
107W izoldt E5,E9,B,M,Y ++ ++ ++ ++ ++ ++ - +++ - + - - - -
17 izolat la, mL +++ +++ +++ + +++ +++ - - - - - - - -
59 izoldt mV +++ +++ +++ - +++ +++ - +++ - - - - - -
93 izolat E1,E2,E6,E7,E8,mV,mM +++ +++ +++ +++ +++ +++ - +++ - - - - - -
94 izolat la + + + ++ -/+ + - ++ - - - - - —
222 izolat B, M, la/lb,mB17,mV +++ +++ +++ ++ +++ +++ - +++ - + - - - [+
224 izoldt B, M, la/lb,mB17,mV +++ +++ +++ ++ +++ +++ - +++ - ++ - - - -/+
225 izolat E1, B,M,la/lb,mB17 + +++ +++ ++ + +++ + +++ ++ ++ ++ + - +
229 izolat B,M,la/lb,mB17 ++ +++ +++ ++ +++ +++ - +++ - ++ - - - -/+
230 izolat B,M,mB17 + +++ +++ ++ ++ - - + - + - - - -
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indikatorovy kmen

producent 232 248 | 119W | 122W | 123W | 125W | 212 213 | 118W | 217 40 2 69 98
73W kontrola E7 + + - + - +++ - - - - - - - -
76W kontrola la + - - + - 4+ - - - - - — - _
77W kontrola Ib + - - + - +++ - - - - - - - -
82w kontrola mB17 ++ ++ ++ + ++ ++ -/+ -/+ - -/+ ++ - - -
83w kontrola mC7 - - - - - +++ - - - - - - - -
84w kontrola mH47 - - - - - ++ - - - - - - - -
85w kontrola E1,)25 - ++ - -/+ - + - - - -/+ - - - -
86W kontrola mV - + - - - +4++ - - - - - - - _
93w izolat E8 - - - - - -+ - - - - - - - -
94W izolat E7, mC7 - - - - - + - - - - - - - -
96W izolat la - - - - - - - - - - - - - -
97W izolat mC7 - - - - - - - - - - - _ _ _
98W izolat E7,E8 - - - -/+ - ++ - - — - - — _ _
101W izolat E5,mC7 - - - - - + - - - - - _ _ _
103w izolat mv - - - - - + - - -+ _ _ _ _ _
105w izolat la - - - - - - - - - - - — - _
107W izolat ES,E9,B,M,Y - - - - - ++ - - - - _ _ _ _

17 izolat la, mL - - - - - - - - - - - _ _ _
59 izolat mV ++ ++ - - - - - - - - - — _ _
93 izolat E1,E2,E6,E7,E8,mV,mM ++ ++ - - - +++ - - - - - - - -
94 izolat la - - -/+ -/+ — + - - — - - — _ _
222 izolat B, M, la/lb,mB17,mV ++ ++ ++ + + ++ - - - - - — - _
224 izolat B, M, la/lb,mB17,mV ++ ++ ++ + + + - - - - - - - -
225 izolat E1, B,M,la/lb,mB17 + - +++ +++ +++ ++ -/+ + - ++ + ++ - -
229 izolat B,M,la/lb,mB17 +++ ++ ++ ++ + + - - - - - -/+ - -
230 izolat B,M,mB17 - - + -/+ - ++ - - - - - - - -
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indikatorovy kmen

producent 215 218 100 24 88 19 23 28 32 55 78
73W kontrola E7 - - - - - - - -/+ - _ _
76W kontrola la - - - - - - - - - - -
77W kontrola Ib - - - - - - - - - - -
82w kontrola mB17 - - +++ - - - - ++ - - -
83w kontrola mC7 - - - - - - - - - - -
84w kontrola mH47 - - - - - - - - - - -
85W kontrola E1,)25 - - - - - - - - - - -
86W kontrola ColV-mV - - - - - - - - - - -
93W izolat E8 - - - - - - - - - - -
94W izolat E7, mC7 - - - - - - - - - — _
96W izolat la - - - - - - - - - - -
97W izolat mC7 - - - - - - - - - - -
98W izolat E7,E8 - - - - - - - - - - -

101W izolat E5,mC7 - - - - - - - - _ _ _
103W izolat mv - - - - -+ - - - - - -
105w izolat la - - - - - - - - - - -
107W izolat ES,E9,B,M,Y - - - - - - - _ _ _ _
17 izolat la, mL - - - - - - - - - — _
59 izolat mV - - - - - - - - - - -
93 izolat | E1,E2,E6,E7,E8,mV,mM - - - - - - - -+ _ _ _
94 izolat la - - - - - - - - - - -
222 izolat B, M, la/Ib,mB17,mV - - - - - - - -+ _ _ _
224 izolat B, M, la/Ib,mB17,mV - - - - - - - + - - -+
225 izolat E1, B,M,la/lb,mB17 - - + - J+ - - ++ - - +
229 izolat B,M,la/Ib,mB17 - - - - -+ - - + _ _ +
230 izolat B,M,mB17 - - - - - - - - - — _
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