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ABSTRAKT 

Tato práce je zaměřena na koliciny a mikrociny, antimikrobiální látky produkované bakte-

riemi Escherichia coli a příbuznými druhy či rody čeledi Enterobacteriaceae. Bylo pojed-

náno o jejich klasifikaci, vlastnostech a mechanizmu účinku. Cílem této práce bylo sledo-

vat inhibiční vliv bakteriocinů na vybrané bakterie izolované z potravin a sbírkové kmeny 

Salmonella sp., ke kterému byla použita metoda vpichu. Dalším cílem bylo testování vý-

skytu bakteriocinogenie u gramnegativních bakteriálních izolátů z potravin jiných než 

Escherichia coli. Ke studiu výskytu bakteriocinogenie bylo použito 48 gramnegativních 

bakteriálních kmenů izolovaných převážně z těl chlazených kuřat, dále pak ze syrového 

masa k výrobě fermentovaných klobás a jedlého hmyzu. Ze všech testovaných 15 rodů byla 

potvrzena produkce bakteriocinu pouze u jednoho kmenu druhu Pseudomonas fulva izolo-

vaného z jedlého hmyzu. 
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ABSTRACT 

This work is focused on colicins and microcins, antimicrobial substances produced by bac-

teria Escherichia coli and related species or genera of the family Enterobacteriaceae. It 

dealt with the classification, properties and mechanism of action. The aim of this study was 

to investigate the inhibitory activity of bacteriocins on selected bacteria isolated from food 

and collection strains of Salmonella sp. by stab method. The other aim was to determine 

the incidence of bacteriocinogeny in gram-negative bacteria other than Escherichia coli 

isolated from foods. Forty-eight gram-negative bacterial strains isolated mostly from 

chilled chicken carcasses, raw meat for the production of fermented sausages and edible 

insect were used to study the incidence of bacteriocinogeny. Only one strain of the species 

Pseudomonas fulva isolated from edible insects from all 15 tested genera produced bacteri-

ocin. 
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ÚVOD 

Podle údajů WHO (World Health Organization) umírá každoročně v Evropské unii, 

na Islandu a v Norsku 25 000 pacientů z důvodů závažné infekce způsobené rezistentními 

bakteriemi. Zvyšující se rezistence nepředstavuje hrozbu jen pro výsledky léčby bakteriál-

ních onemocnění, ale také vážné ohrožení úspěšnosti některých chirurgických zákroků. 

Vzhledem k celosvětově vzrůstajícímu výskytu patogenů rezistentních vůči antibiotikům se 

stal velký počet infekčních onemocnění obtížně léčitelný. Důvodem pro vznik rezistence je 

především nezodpovědné nebo nevhodné užívání antibiotik, jejich nadužívání a rezidua 

antibiotik v potravinách, situace se však zhoršila také díky omezenému pokroku učiněnému 

ve vývoji nových a silných antibiotik v posledních letech.  

Z tohoto důvodu je věnována pozornost skupině antimikrobiálních látek, tzv. bakterioci-

nům, které mají v této oblasti velký potenciál. Bakteriociny jsou malé antimikrobiální pep-

tidy, produkované řadou bakterií, které působí vůči druhům blízce příbuzným s producen-

tem ve velmi nízkých koncentracích (až pikomoly).  

Bakteriociny představují velký potenciál ve zdravotnictví jako probiotika a v klinické praxi 

jako terapeutika.  
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I.   TEORETICKÁ ČÁST 
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1 BAKTERIOCINY  

1.1 Definice 

Bakteriociny jsou antimikrobiální peptidové látky produkované bakteriemi. Produkce an-

timikrobiálních peptidů (AMP) je rozšířený jev u všech forem života, od mnohobuněčných 

organizmů po bakteriální buňky. Ve vyšších organizmech AMP přispívají k přirozené imu-

nitě a jsou součástí základního obranného systému proti škodlivým mikroorganizmům. 

Pomocí těchto látek mezi sebou jednotlivé bakterie soupeří [1]. Bakteriociny hrají vý-

znamnou roli v konkurenčním boji, kde poskytují producentovi výhodu oproti ostatním 

bakteriím [2].  

Produkce bakteriocinů je u bakterií velmi rozšířená a to také díky tomu, že genetické de-

terminanty zodpovědné za produkci bakteriocinů se často nacházejí na mobilních genetic-

kých elementech, jako jsou plazmidy nebo transpozony [3].  

1.2 Rozdělení bakteriocinů 

Rozlišujeme čtyři třídy klasifikace bakteriocinů (Tab. 1). Bakteriociny grampozitivních 

bakterií jsou rozděleny do dvou skupin: lantibiotika (třída I) a nelantibiotika (třída II). Lan-

tibiotika jsou malé peptidy složené z 19 – 38 aminokyselin, obsahující posttranslační modi-

fikaci zahrnující thioether (založený na kruhové struktuře – známý jako lanthionin nebo ß-

methyllanthionin). Ve třídě II jsou malé (25 – 60 aminokyselin) kationické, tepelně stabilní 

a nemodifikované antimikrobiální peptidy [1]. Bakteriociny tvořené grampozitivními bak-

teriemi se podobají mnoha antimikrobiálním peptidům tvořených eukaryoty, jako jsou 

např. defenziny [4]. Obecně jsou to kationtové, amfifilní, membránově propustné peptidy o 

přibližné velikosti 2 – 6 kDa [5]. 

Bakteriociny gramnegativních bakterií jsou děleny na mikrociny, což jsou krátké peptidy 

o molekulové hmotnosti do 10 kDa [6] a koliciny, což jsou proteiny, polypeptidy, nebo 

v malé míře oligopeptidy [7], jejichž molekulová hmotnost je maximálně 80 kDa [8]. Mi-

krociny jsou rozděleny na dvě podskupiny: třída I obsahuje mikrociny o malé velikosti 

(do 5 kDa), které jsou posttranslačně modifikované; třída II obsahuje mikrociny větší (5 – 

20 kDa), které nejsou posttranslačně modifikované [1]. 
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Tab. 1. Klasifikace bakteriocinů podle García a kol. [9]. 

Třída Obecné vlastnosti 
Produkováno bakteriemi mléčného 

kvašení 
I – Lantibiotika  

Ia – Lineární 

Ib – Globulární 

Ic – Multi-komponentní 

Modifikováno, stabilní, <15 kDa 

Vytvářející póry, kationtové 

Inhibitory enzymů, ne kationto-

vé 

Dva peptidy 

 

Nisin, Lacticin 481, Plantaricin C 

Žádný 

Lct3147, Plantaricin W 

II – Neupravené peptidy 

IIa – Pediocin 

IIb – Smíšené 

IIc - Multi-komponentní 

Tepelně stabilní, <15 kDa 

Anti-Listeria, shoda YGNGV 

Ne Pediocin 

Dva peptidy 

 

Pediocin PA1/AcH, Enterocin A, Saka-

cin A 

Enterocin B, L50, Carnobactericoin A 

Lactococcin G, Plantaricin S, Lactacin F 

III – Velké proteiny 

IIIa – Bakteriolytické 

IIIb – Nelytické  

Tepelně labilní, >30 kDa 

Degradace buněčné stěny 

Cytosolové cíle 

 

Enterolysin A, Lcn972a 

Kolicinyb E2-E9 

IV – Kruhové peptidy Tepelně stabilní, peptidové vazby AS-48, Gassericin A, Acidocin B 

a Lcn972 se váže na buněčné stěny prekurzorů lipidů II a blokuje biosyntézu buněčné stěny, 15kDa 
b Koliciny jsou syntetizovány E. coli 
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2 BAKTERIOCINY GRAMNEGATIVNÍCH BAKTERIÍ 

Bakteriociny tvoří velmi heterogenní skupinu s různými morfologickými a biochemickými 

vlastnostmi [10]. Některé znaky mají podobné - většinou jsou kódované na plazmidech a 

většinou se jedná o vysokomolekulární látky s antibiotickým účinkem [11]. Na rozdíl 

od antibiotik disponují bakteriociny úzkým spektrem účinku [12]. Nejlépe prostudované 

bakteriociny jsou koliciny a mikrociny, tvořené gramnegativními bakteriemi zejména 

Escherichia coli a příbuznými druhy z čeledi Enterobacteriaceae [13]. 

2.1 Vlastnosti 

Koliciny i mikrociny mohou být buňkou produkovány zároveň, nebo může buňka produ-

kovat hned několik kolicinů najednou [14]. Tyto dva typy bakteriocinů jsou klasifikovány 

podle jejich molekulové hmotnosti: koliciny 25 - 80 kDa, mikrociny menší než 10 kDa. 

Koliciny a mikrociny jsou podobné v mnoha ohledech, ale narozdíl od některých kolicinů 

není syntéza mikrocinů letální a nehrozí poškození DNA. Dále, téměř všechny koliciny 

jsou plazmidově kódované, zatímco geny pro mikrociny jsou často uloženy na chromozo-

mu. Koliciny působí buď depolarizaci membrány, jako nukleáza nebo degradují pepti-

doglykan [15]. Kolicin se nejdříve váže na specifický receptor na vnější membráně citlivé 

buňky a poté se translokuje přes membránu (Tol nebo TonB mechanizmus) [16].  

Na druhé straně byly mikrociny klasifikovány podle přítomnosti, charakteru a lokalizace 

posttranslačních modifikací, organizací genových klastrů a vedoucí peptidové sekvence. 

Mikrociny třídy I jsou peptidy s molekulovou hmotností pod 5 kDa a jsou podrobeny roz-

sáhlým posttranslačním modifikacím (B17, C7 a J25). Mikrociny II třídy jsou peptidy 

s vyšší molekulovou hmotností (5-10 kDa) a jsou rozděleny do dvou podtříd: třída IIa mi-

krociny, které mohou obsahovat disulfidické vazby, ale žádné další posttranslační modifi-

kace (L, ColV a 24), a třída IIb lineární mikrociny, které mají C-terminální posttranslační 

modifikace (siderofory) (E492, H47, 147 a M) [16]. 

Koliciny E1, E4, E7, E8, K a S4 spolu s mikrociny J25 a 24 jsou nejúčinnější inhibitory 

růstu patogenní bakterie Escherichia coli O157:H7 [4]. 
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2.2 Koliciny 

Koliciny jsou toxické exoproteiny produkované kolicinogenními kmeny bakterie 

Escherichia coli a některými příbuznými druhy bakterií z čeledi Enterobacteriaceae [7]. 

Inhibují citlivé bakterie blízce příbuzné a působí přes specifické receptory v buněčné stěně 

[17]. 

První kolicin objevil v roce 1925 Gratia jako antimikrobiální protein produkovaný E. coli 

[4], ovšem v současné době je řazen mezi mikrociny. V roce 1946 vytvořili Gratia a Frede-

ricq název kolicin, v té době byla prokázána bílkovinná povaha kolicinů a jejich specifický 

způsob účinku [15]. V současné době je známo 34 kolicinů, z nichž bylo blíže zkoumáno 

a popsáno pouze 26 [18]. Všechny koliciny jsou uspořádány do tří oblastí: N-koncová do-

ména se podílí na translokaci přes membránu, centrální doména je zapojena do vazby k 

receptoru a C-koncová doména obsahuje aktivní část s letálním účinkem [19]. 

Klasifikace a názvosloví kolicinů jsou odvozeny podle základního principu působení 

na cílovou buňku. Dle své receptorové specifity se značí velkými písmeny. V případě, že 

dochází k současnému navázání více kolicinů na jeden receptor, přidávají se při označová-

ní za písmena čísla [7]. 

Koliciny dělíme do dvou skupin (A a B), na základě typu translokačního mechanizmu, kte-

rý je využit při transportu přes buněčný obal (Obr. 1). Do skupiny A jsou zařazeny koliciny 

využívající systém Tol, dále složený z proteinů TolA, TolB, TolQ a TolR [20]. K této sku-

pině se řadí koliciny E1 až E9, K, L, N, S4, U a Y [15]. Skupinu B tvoří koliciny využíva-

jící systém Ton, který se skládá z proteinů TonB, ExbB a ExbD. Do skupiny B jsou zařa-

zeny koliciny B, D, Ia, Ib, M, 5 a 10 [7].  

Pro správné zařazení kolicinu je třeba znát: 

a) receptorovou specifitu; 

b) typ translokačního mechanizmu; 

c) přítomnost nebo absenci zkřížené imunity producenta vůči kolicinům, které využí-

vají stejný receptor [7]. 
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Obr. 1. Schematické shrnutí příjmu, translokace a způsob působení nejvíce studovaných 

kolicinů [13, upraveno]. 

Podle letálního účinku můžeme koliciny rozdělit do čtyř skupin: 

1. Koliciny depolarizující plazmatickou membránu (A, B, E1, Ia, Ib, K, N, S4, U, Y, 

5 a 10) [15]. Molekulární hmotnost těchto kolicinů se pohybuje v rozmezí 40-70 

kDa. Baktericidní účinek spočívá v tvorbě iontových kanálů ve vnitřní membráně 

cílových buněk [21]. 

2. Koliciny s DNA endonukleázovou aktivitou (E2, E7, E8 a E9). 

3. Koliciny blokující proteosyntézu (D, E3, E4, E5 a E6). 

4. Koliciny degradující peptidoglykan (pouze kolicin M) [15]. 

Způsob usmrcení buňky tedy závisí na typu kolicinu [11]. 

V roce 1965 De Witt a Hesinski prokázali, že genetické determinanty kódující syntézu ko-

licinů jsou umístěny převážně na plazmidech [22]. Jejich syntéza je kódována geny na tzv. 

Col–plazmidech [23]. Podle velikosti, schopnosti replikace, počtu kopií v buňce a schop-

nosti samostatného přenosu konjugací je možno Col-plazmidy rozdělit do tří skupin [24]: 
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a) Skupina Ia – malé plazmidy (3-6 kb), vyskytující se v mnoha kopiích (spontánně, 

bez indukce 15-30 na buňku), schopné replikace i bez syntézy proteinů hostitelskou 

buňkou, ale neschopné přenosu konjugací. 

b) Skupina Ib – malé v mnoha kopiích se vyskytující plazmidy, neschopné replikace 

ani přenosu konjugací. 

c) Skupina II – velké (70-90 kb), v málo kopiích se vyskytující plazmidy neschopné 

amplifikace, často však schopné přenosu konjugací [17]. 

Kolicinový operon, nesen na Col-plazmidu, se obvykle skládá ze tří genů, jsou to geny: 

a) gen pro kolicin – toxin; 

b) gen pro imunitní protein; 

c) gen pro lytický protein [15]. 

Imunitní protein chrání produkční kmen proti letálnímu účinku svého kolicinu. Lytický 

protein usnadňuje export většiny kolicinů z produkčních buněk a způsobuje rozpad buněč-

ného obalu a smrt bakterie [7]. 

Interakce mezi volně rozpustným kolicinem a membránově vázaným imunitním proteinem 

je vhodným modelem pro studium protein-proteinových interakcí [25]. Imunitní protein 

kolicinů, které vytváří iontové kanály, je umístěn v plazmatické membráně buněk produkč-

ního kmene a chrání je tak před účinkem exogenního kolicinu. Aktivitu endogenního koli-

cinu tlumí „obrácený“ membránový potenciál. Nukleázové koliciny, působící 

v cytoplazmě, jsou ihned po syntéze asociovány s imunitním proteinem, který chrání buňky 

produkujícího kmene jak před exogenním, tak i před endogenním kolicinem [7]. 

Koliciny jsou buňkou produkovány při stresu, tzv. SOS reakcí [26]. Stres je např. nízká 

hladina živin v prostředí [4]. SOS reakci vyvolávají různé látky, v laboratorních podmín-

kách je nejpoužívanější látkou mitomycin C [15]. 

Interakce kolicinu s citlivou bakteriální buňkou probíhá ve třech krocích: 

1. vazba na specifický receptor ve vnější membráně bakterie; 

2. translokace přes buněčný obal;  

3. vlastní letální účinek. 

Vazbu na receptor ve vnější membráně zprostředkovává centrální doména, prostup kolici-

nu přes buněčný obal zajišťuje N-terminální sekvence a C- terminální sekvence (Obr. 2) je 

odpovědná za letální účinky [20] a za interakci kolicinu s imunitním proteinem [17]. 
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Obr. 2. Funkční domény kolicinu. T (translokač-

ní), R (receptorová), C (cytotoxická) [58].  

Koliciny jsou obvykle uloženy na jednom ze dvou typů kolicinogenních plazmidů. Plazmi-

dy typu A jsou malé (6 – 10 kb) a přítomné v mnoha buněčných kopiích. Plazmidy typu B 

mají asi 40 kb, nesou četné geny a jsou schopny konjugace [5]. 

2.2.1 Koliciny skupiny A 

Do této skupiny patří koliciny E1 – E9, K, N, S4, U a Y. Koliciny E2, E7, E8 a E9 vykazují 

DNA endonukleázovou aktivitu, koliciny E3, E4, E5 a E6 blokují proteosyntézu. Pro zbylé 

koliciny této skupiny je mechanizmem účinku tvorba iontových kanálů ve vnitřní membrá-

ně cílových buněk [26]. 

Kolicin E1 patří do skupiny kolicinů tvořící iontové kanály, s čímž je spojena depolarizace 

plazmatické membrány. Struktura kolicinu E1 byla objasněna pomocí rentgenové krystalo-

grafie. Kolicin E1 je vysoce účinný i proti bakterii Listeria monocytogenes. V jiné studii 

byl prokázán zvýšený výskyt kolicinu E1 u kmene E. coli, izolovaných od pacientů s infek-

cí močových cest. Výsledky ukázaly, že kolicin E1 se zdá být potencionálně významný 

faktor virulence uropatogenních kmenů E. coli (UPEC), které tvoří podskupinu extra-

střevní patogenní E. coli, způsobující infekci močových cest [26]. Kolicin E1, stejně jako 

všechny koliciny depolarizující plazmatickou membránu se skládá ze tří funkčních domén, 

které souhrnně působí tvorbou pórů na citlivé bakterie. Vazebné a translokační domény 
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kolicinu E1 jsou vysoce specifické na rozdíl od letální domény, naznačující, že kolicin E1 

by mohl být v zásadě široce efektivní [27]. 

Kolicin E3 patří mezi koliciny blokující proteosyntézu [26]. 

Kolicin A  patří mezi nejčastější skupinu bakteriocinů (E1, K, Ia, Ib, B, N). Je zajímavé, že 

koliciny sdílí 60-80% homologii v C-termální doméně, ale mají různé imunitní proteiny, 

z nichž každý je specifický pro jeden kolicin. C-termální část kolicinu N vykazuje vý-

znamnou homologii s C-termální části kolicinu A. Molekulová hmotnost kolicinu A byla 

stanovena přibližně na 63 kDa. Pro kolicin N je to přibližně 42 kDa [26]. 

Kolicin U  vykazuje vysokou sekvenční homologii s kolicinem Y. Přestože je mezi koliciny 

U a Y 87% totožnost na úrovni aminokyselinové sekvence, nejsou jejich producenti navzá-

jem zkříženě imunní [26]. 

Kolicin K  je póry tvořící kolicin, u kterého byla prokázána účinnost proti kmenům E. coli 

způsobujících záněty močových cest (UPEC). Studie byla prováděna na humánních izolá-

tech v roce 2001 a 2002 ve Slovinsku. N-terminální konec kolicinu K sdílí velkou homolo-

gii s N-termálním koncem kolicinu S4. C-termální konec kolicinu S4 sdílí určitou homolo-

gii s kolicinem A. Kolicin S4 je zajímavý tím, že je složen ze čtyř částí: N-konec, dvě cen-

trální domény a C-konec. Je to jediný kolicin, který má téměř totožné centrální domény, 

odpovědné za vazbu na receptor [26]. 

2.2.2 Koliciny skupiny B 

Do této skupiny patří koliciny B, M, Ia, Ib, D, 5 a 10. 

Kolicin M  je nejmenší ze známých kolicinů, jeho molekulová hmotnost je 29 453 Da. Ko-

licin M blokuje syntézu peptidoglykanu, na základě čehož nastane jako druhotný efekt au-

tolýza. Je to jediný kolicin, u kterého je známý takový mechanizmus účinku. Geny pro ko-

licin a imunitní protein se nachází vedle sebe, ale v opačné orientaci, na ColM plazmidech. 

Odolnost vůči tomuto kolicinu je zprostředkována pomocí cmi genu. Protein Cmi nepůsobí 

katalyticky, ale váže kolicin M do plazmatické membrány, což vede k inaktivaci kolicinu 

[26]. 

Kolicin B  je cytotoxický protein s molekulovou hmotností 55 kDa. Jako receptor využívá 

vnější membránový transporter FepA a systém Ton pro translokaci. Po přístupu do plazma-

tické membrány citlivých buněk E. coli tvoří póry, dochází k vyčerpávání elektrochemic-
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kého potenciálu membrány, což nakonec vyústí v smrt buňky. Celková struktura kolicinu B 

je ve tvaru činky [26]. 

Koliciny B a M patří k nejčastějším kolicinům u kmenů E. coli a běžně se vyskytují spo-

lečně u jednoho izolátu, neboť jejich geny jsou často kódovány na stejném plazmidu [26]. 

Koliciny Ia  a Ib jsou iontové kanály tvořící a ve vodě rozpustné bakteriální toxiny. Koli-

ciny Ia a Ib vykazují velkou sekvenční homologii a mají velmi podobnou molekulovou 

hmotnost 69 457,7 Da pro kolicin Ia a 69 952,45 Da pro Ib. Tyto dva koliciny adsorbují 

na stejné specifické buněčné receptory a mají také společný mechanizmus účinku. 

I přes všechny společné rysy nejsou producenti vzájemně zkříženě imunní. Buňky schopné 

produkovat kolicin Ia jsou imunní k nízkým koncentracím kolicinu Ia, ale ne k Ib a naopak 

[26]. 

Kolicin D  se od ostatních kolicinů liší vysokou molekulární hmotností. Tento kolicin má 

obdobné mechanizmy působení jako kolicin E3, ale jejich molekulární vlastnosti jsou zcela 

odlišné [26]. Kolicin D je složen výhradně z aminokyselin a nevytváří komplexy s lipidy 

nebo lipopolysacharidy. Jedna molekula obsahuje šest zbytkových molekul cysteinu [27]. 

Koliciny 5 a 10 zabíjí citlivé buňky permeabilizací jejich buněčných membrán. Kolicin 5 

je zkoumán pro velmi vhodné vlastnosti jako potenciální nové antibiotikum, zejména 

pro léčbu infekcí lidí a zvířat způsobené patogenními kmeny E. coli [26]. 

2.3 Mikrociny  

Mikrociny jsou ribozomálně syntetizované peptidy [8] produkované enterobakteriemi, kte-

ré působí na kmeny gramnegativních bakterií [4]. Mikrociny tvoří velmi omezenou, ale 

vysoce heterogenní třídu bakteriocinů [8]. 

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

zkoumány jako koliciny [27]. Mnoho z těchto peptidů je podrobeno následné posttranslační 

modifikaci, díky níž jsou sbaleny do funkční biomakromolekuly [28]. Genetická informace 

o syntéze mikrocinu může být primárně nesena na chromozomu nebo plazmidech. Jejich 

produkce je indukována za stresových podmínek, zejména při nedostatku živin [27]. Rozli-

šujeme dvě podskupiny: jedna obsahuje modifikované malé peptidy s molekulovou hmot-

ností nižší než 3,5 kDa (mikrociny B17, C7 a J25) a druhá obsahující mikrociny s vyšší 

molekulovou hmotností (5 až 9 kDa) [28]. 
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Dle následujících faktorů jsou mikrociny klasifikovány do dvou tříd, faktory jsou: 

• přítomnost, povaha a lokalizace posttranslační modifikace; 

• organizace kódující genové skupiny; 

• přítomnost či nepřítomnost zaváděcí peptidové sekvence [29]. 

2.3.1 Mikrociny I. t řídy 

Mikrociny I. třídy jsou posttranslačně upravené, plazmidově kódované peptidy 

s molekulovou hmotností do 5 kDa [8]. Tyto mikrociny jsou kódovány skupinou genů, kde 

gen pro imunitní faktor není uložen blízko strukturních genů. Dva až tři geny umožňující 

posttranslační modifikaci aminokyselinové kostry jsou naopak uloženy blízko strukturního 

genu [29]. 

Mikrocin B17  je 3,1 kDa posttranslačně modifikovaný hydrofobní peptid produkovaný E. 

coli, obsahující operon plazmidu MccB17. Studie naznačují, že primárním cílem pro tento 

mikrocin je DNA gyráza [30]. Tento mikrocin inhibuje DNA replikaci bakteriálního chro-

mozomu inhibicí činnosti DNA gyrázy a spouští tak v buňkách SOS odpověď. Mikrocin 

působí baktericidně zejména na rody Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Salmonella, 

Shigella i na rod Pseudomonas, který nepatří do čeledi Enterobacteriaceae. Jeho aminoky-

selinová kostra, bohatá na glycin, obsahuje čtyři oxazolové a čtyři thiazolové heterocykly. 

Tyto heterocykly vznikají během maturace promikrocinu úpravou dipeptidů Gly-Ser a Gly-

Cys na molekuly oxazolu a thiazolu. Oblast tripeptidů Gly-Ser-Cys a Gly-Cys-Ser je upra-

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

Mikrocin C7/C51 je zatím nejmenší známý mikrocin. Je složen pouze ze sedmi aminoky-

selinových zbytků, přičemž na C-konci obsahuje N-acylovou vazbou kovalentně vázaný 

AMP. Jako promikrocin také neobsahuje zaváděcí peptidovou sekvenci. Strukturní gen 

mikrocinu C7/C51 mccA (21 bp) je dokonce jedním z nejmenších známých genů vůbec. 

Jeho antimikrobiální funkce spočívá v blokaci syntézy proteinů (konkrétně v inhibici aspar-

tyl-tRNA syntetázy vytvořením strukturního analogu meziproduktu tohoto enzymu). Účin-

ný je zejména proti gramnegativním enterobakteriím fylogeneticky příbuzným rodu 

Escherichia (rody Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella) i vůči rodu Proteus. Ge-

netická informace mikrocinu C7/C51 je nesena jednokopiovým konjugativním plazmidem 

pMccC7 o velikosti 43 kb a skládá se ze šesti genů – mccABCDEF, kde mccA jako struk-
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turní gen kóduje samotný mikrocin, produkty genů mccB, mccC a mccD tvoří proteinový 

komplex zajišťující transport mikrocinu z buňky a upravují (vyjma mccC) prekurzor mi-

krocinu. Geny mccE a mccF mají imunitní funkci, i když funkce mccE genu není zcela jas-

ná a produkt tohoto genu má patrně více funkcí. K ochraně buňky před vlastními toxiny 

navíc přispívá i již zmíněný gen mccC exportního systému. Mikrocin C7/C51 poprvé izo-

lovala a popsala v osmdesátých letech skupina španělských vědců, kteří tento peptid izolo-

vali z bakterií Escherichia coli a pojmenovali jej mikrocin C7 po plazmidu pRYC7 (dnes 

pMccC7), který tyto buňky nesly. Později skupina ruských mikrobiologů izolovala peptid 

podobných vlastností a nazvala jej mikrocin C51, opět podle plazmidu nesoucím geny, 

plazmidu pC51 (dnes pMccC51). Následující srovnání genů obou izolovaných mikrocinů 

ukázalo, že jejich sekvenční podobnost je 100 % u mccA genů a 98 % u genů mccB, mccC, 

mccD a mccE. Proto bylo dále navrhnuto používat společného názvu C7/C51 [31]. 

Mikrocin J25  je archetyp laso peptidů, které tvoří rostoucí řada bioaktivních peptidů, které 

syntetizují bakterie ze skupin Proteobacteria a Actinobacteria [8]. Mikrocin J25 je antimi-

krobiální peptid složený z 21 aminokyselin. Tento mikrocin vykazuje silnou antibakteriální 

aktivitu vůči různým sérotypům rodu Salmonella a některým kmenům E. coli [32]. Peptid 

vykazuje cyklickou strukturu vyplývající ze vzájemného spojení obou konců prekurzoru 

(„head-tail“). Cílem tohoto peptidu je ß´ podjednotka RNA polymerázy, jejíž činnost inhi-

buje. Čtyři geny mikrocinu J25 (mcjABCD) jsou uloženy na plazmidu pTUC100 o velikosti 

60 kb. Produkt genu, tedy promikrocin, je posttranslačně upravován geny mcjB a mcjC, 

produkt genu mcjD plní opět imunitní a zároveň exportní funkci [31]. Vzhledem ke své 

struktuře je MccJ25 vysoce odolný proti proteáze, s výjimkou termolysinu [19]. 

2.3.2 Mikrociny II. t řídy 

Do této skupiny patří mikrociny V, L, E492 a H47 [26]. II. třída zahrnuje mikrociny s vyšší 

molekulovou hmotností (5 – 10 kDa) [29] a je dále rozdělena na dvě podtřídy podle jejich 

struktury a genového uspořádání [33]. Jejich aminokyselinová kostra nepodléhá rozsáhlým 

úpravám. Jsou však u nich přítomny úpravy v podobě disulfidických můstků eventuelně 

navázání molekuly sideroforu, jež je rozpoznáván receptorem citlivé buňky [31]. 

Mikrociny II. třídy jsou identifikovány jako prekurzory obsahující N-terminální vedoucí 

sekvenci, která je odstraněna po externalizaci zralého mikrocinu [34]. 
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U genů mikrocinů druhé třídy mají vždy nejméně dva geny exportní funkci. Tyto skupiny 

exportních genů, které jsou homologní v celé druhé třídě mikrocinů vyžadují funkční 

chromozomálně uložený gen tolC [31]. 

Mikrocin V  byl popsán v roce 1925 jako první kolicin – tehdy kolicin V. V novějších stu-

diích je již kolicin V řazen k mikrocinům, vzhledem k malé velikosti své molekuly a pře-

devším proto, že na rozdíl od kolicinů není jeho produkce inducibilní na základě SOS re-

akce a není z buňky vylučován na základě lyze [26]. 

Mikrocin H47  je baktericidní antibiotikum produkované E. coli [35], patřící do skupiny 

mikrocinů s vyšší molekulovou hmotností, které mají 60 – 90 aminokyselinových zbytků. 

Je řazen mezi modifikované peptidy (katechol mikrociny), vstupující do buněk přes některý 

ze tří katechol receptorů (Cir, Fiu, FepA). Současně je tento mikrocin podle jiné studie 

řazen i k nemodifikovaným peptidům [26]. Genetická informace je složena nejméně 

ze sedmi genů. Čtyři z nich jsou věnovány biosyntéze mikrocinu, dva geny jsou nezbytné 

pro sekreci do extracelulárního média. Produkt sedmého genu (mchL) dává buňce vlastní 

“imunitu” [35]. 

Tab. 2. Efekt mikrocinu E492 na růz-

né typy lidských buněk [36].  

Pozn. Jurkat – nesmrtelná buněčná linie lid-
ských T-lymfocytů, které jsou používány ke 
studiu akutní leukémie T-buněk; HeLa – ne-
smrtelná buněčná linie lidských epiteliálních 
nádorových buněk; RJ2.2.5 – mutant odvo-
zený z lidské B-lymfotické buňky; Ramos – 
buněčná linie B-lymfoblastoidních buněk od-
vozených z Burkittova lymfomu; KG-1 – lid-
ská myeloidní buněčná linie, AMG-3 – bispe-
cifická T-buňka). 

Mikrocin E492 byl původně popsán jako 84 zbytkový nemodifikovaný peptid (MccE492), 

vyplývající z prekurzoru (MceA) [33]. Baktericidní účinky spočívají zejména v tvorbě ion-

tových kanálků v buněčné membráně. Tento mikrocin má také cytotoxický účinek na lidské 

nádorové buňky (Tab. 2) [27], má schopnost vyvolávat apoptózu v lidských buněčných 

Typ buňky % přeživších buněk 
Jurkat 4 ± 3 
HeLa 56 ± 6 

RJ2.2.5 57 ± 11 
Ramos 79 ± 19 
KG-1 91 ± 1 

AMG-3 99 ± 1 
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liniích [36], což je požadovaný mechanizmus při léčbě rakoviny a alternativně mohou být 

živé bakterie použity pro produkci mikrocinu u některých nádorů [26]. Vyskytuje se 

ve dvou formách, jako posttranslačně modifikovaný a jako nemodifikovaný peptid [26]. 

Mikrocin E492 má stanovenou molekulovou hmotnost 7,887 Da [36]. Srovnání aminoky-

selinových sekvencí ukazuje v určité části shodu s mikrocinem V. Mikrocin E492 je termo-

rezistentní a odolný vůči kyselinám. Je aktivní vůči kmenům bakterií Escherichia coli, 

Klebsiella, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter a Erwinia [26].  

Mikrocin L  je nemodifikovaný peptid s molekulovou hmotností 8,884 Da. Jeho C-

terminální část vykazuje vysokou homologii s mikrocinem V. Může být charakterizován 

jako termostabilní protein, odolává záhřevu až 100 °C po dobu 10 minut [26]. Tento mi-

krocin je produkt kmene E. coli LR05, který vykazuje silnou antibakteriální aktivitu proti 

příbuzným bakteriím čeledi Enterobacteriaceae, včetně Salmonella enterica subsp. enteri-

ca serovary Typhimurium a Enteritidis [34]. Klastr mikrocinu L se skládá ze čtyř genů: 

jeden strukturní gen: mclC, jeden imunitní gen: mclI, dvou exportních genů: mclA a mclB, 

se silnou příbuzností k ABC transportním proteinům a příslušným faktorům podílejících se 

na sekreci MccE492, H47 a V. Strukturní gen mikrocinu L je kódován 105 prekurzorovými 

aminokyselin s 15 aminokyselinami N-terminálního konce, které jsou zakončeny Gly-Ala 

motivem v protisměru od štěpného místa. Mikrocin L je peptid složený z 90 aminokyselin. 

Jedná se o aniontový a hydrofóbní peptid s více než 45 % nepolárních aminokyselin a bez 

posttranslačních modifikací. Obsahuje vysoký obsah glycinu (15,6 %) [37]. 

2.3.2.1 Mikrociny podtřídy IIa 

V podtřídě IIa jsou mikrociny, které mohou obsahovat disulfidické můstky [29], ale jinak 

zůstávají bez posttranslační modifikace [33]. Organizace jejich genových skupin se skládá 

pouze ze čtyř genů uložených na plazmidech [31]. MccV, známý jako kolicin V, byl ozna-

čen jako první antibiotikum produkované E. coli. MccV je vylučován různými kmeny E. 

coli. Zralý MccV je složen z 88 aminokyselin, pocházejících ze 103 aminových prekurzorů 

(CvaC). Má jednu disulfidovou vazbu, která se nachází na C-terminální sekvenci [33].  

MccL je produkován E. coli LR05, izolované ze střev drůbeže, zatímco Mcc24 je vylučo-

ván uropatogenní E. coli 2424. MccL, který je tvořen ze 105 aminových prekurzorů, se 

skládá z 90 nemodifikovaných aminokyselin. MccL je aniontový a vysoce hydrofóbní pep-
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tid charakterizovaný dvěma disulfidovými vazbami. MccL a MccV sdílejí 13 stejných ami-

nokyselin C-termální sekvence, která obsahuje jednu disulfidovou vazbu [33]. 

2.3.2.2 Mikrociny podtřídy IIb 

Lineární mikrociny této podtřídy mohou projít úpravou C-konce svého řetězce [33]. 

Do podtřídy IIb patří mikrociny: MccE492, MccH47 a MccM. Na rozdíl od předešlé skupi-

ny mikrocinů, jejichž geny jsou neseny na plazmidech, jsou geny mikrocinů podtřídy IIb 

uloženy chromozomálně a vykazují komplexní transkripční organizaci. Dále postrádají 

disulfidické můstky a všechny mají oblast C-konce bohatou na aminokyselinu serin. Může 

být přítomna posttranslační úprava jejich polypeptidu formou navázání molekuly siderofo-

ru [31]. Tyto mikrociny se vyznačuji vysoce konzervativními 10 aminokyselinami na C-

terminální sekvenci, která je považována za jejich podpis [33]. 

Nejlépe charakterizovaným mikrocinem skupiny IIb je MccE492, který vylučuje Klebsiella 

pneumoniae RYC492. Celý mikrocin je obsažen v 13 kb fragmentu DNA, který byl klono-

ván v E. coli. Deset genů organizovaných v minimálně pěti transkripčních jednotkách jsou 

nezbytné pro biosyntézu tohoto mikrocinu [33]. 

2.4 Bakteriociny produkované jinými gramnegativními bakteriemi 

než Escherichia coli 

Nejlépe prostudovanými bakteriociny produkovanými gramnegativními bakteriemi jsou 

bakteriociny bakterií E. coli, jenž nyní slouží jako modelový systém pro zkoumání mecha-

nizmů struktury/funkce bakteriocinů, genetické organizace, ekologie a evoluce [15]. Obec-

ně lze říci, že produkce bakteriocinů je stimulována nepříznivými podmínkami pro růst 

bakterií [38]. Avšak výzkumy Salmonella enterica, Hafnia alvei, Citrobacter freundii, 

Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae a Enterobacter cloacae prokázaly incidenci 

bakteriocinogenie v rozmezí 3-26 %. Jednalo se o izoláty z prostředí [39]. Incidence bakte-

riocinogenie u humánních izolátů E. coli je 30 až 50 % a produkované bakteriociny mohou 

být označeny za faktory virulence [40]. Mnohem vyšší incidence produkce bakteriocinů 

byly zjištěny u některých gramnegativních bakterií, jako je např. Pseudomonas aeruginosa, 

u kterých produkuje bakteriociny více než 90 % kmenů izolovaných z prostředí a klinic-

kých izolátů [41]. 
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Byly popsány 3 typy pyocinů: F-typ, R-typ a S-typ. F a R typy jsou produkovány u více jak 

90 % kmenů a S-typ u více jak 70 % zkoumaných kmenů P. aeruginosa [39]. Díky tak 

vysoké frekvenci těchto tří pyocinů, rod Pseudomonas často produkuje více než jeden 

pyocin. F- a R- typy jsou fágy podobné bakteriocinům, odolné proti nukleázám a proteá-

zám, pyociny S-typu jsou na proteázy citlivé bakteriociny podobné kolicinům [39]. Pyociny 

jsou chromozomálně kódované a jejich produkce je indukovatelná mutagenními činidly 

jako je mitomycin C [42].  

Bakteriociny produkované Shigella sonnei, Shigella flexneri a Shigella boydii již byly 

popsány [43], avšak detailní charakteristika chybí [44]. Bakteriociny rodu Shigella hrají 

důležitou roli při úspěšné kolonizaci sliznice tlustého střeva tímto patogenem a potlačení 

původní střevní mikroflóry [45]. Byly provedeny studie s cílem vyhledat bakteriociny pro-

dukované Shigella sonnei a zhodnotit vliv kultivačních podmínek na bakteriociny. Devět 

kmenů vykazovalo zkříženou imunitu vůči S. flexneri a E. coli [7]. 

Tři ze 17 druhů rodu Yersinia (čeleď Enterobacteriaceae) jsou známé jako významné lid-

ské patogeny (Y. pestis, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis), zatímco jiné druhy před-

stavují nepatogenní kmeny nebo oportunní patogeny [46]. Produkce bakteriocinů byla již 

popsána u dvou patogenních druhů Yersinia (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis) a u dvou 

nepatogenních druhů (Y. intermedia, Y. kristensenii) [47]. Avšak pouze pesticin I byl cha-

rakterizován na molekulární úrovni jako aktivní proti kmenům Y. pestis, Y. pseudotubercu-

losis a E. coli C6 [48]. Bosák a kol. [49] popsal nový typ colicinu (FY), včetně kompletní 

sekvence plazmidu pYF27601, který byl izolovaný z kmene Yersinia frederiksenii, 

(Obr. 3).  
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Obr. 3. Mapa plazmidu pYF27601 (5,574 bp). Jsou zobrazeny lo-

kalizace a polarita předpokládaných genů, pozice několika re-

strikčních cílových míst, kódování inc a pozice předpokládaného 

počátku replikace (ori) [49]. 

Tab. 3. Inhibiční spektrum kolicinu FY na různé druhy rodu 

Yersinia. 

  kolicin FY-citlivé/testováno (%) 

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. pseudotuberculosis 0/15 (0,00) 

Y. rohdei 0/4 (0,00) 

Y. ruckeri 0/6 (0,00) 
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Colicin FY, produkovaný kmenem Y. frederiksenii Y27601, inhiboval růst kmenů pěti 

z osmi druhů rodu Yersinia (Tab. 3), které byly na citlivost testovány. Y. frederiksenii (3 

citlivé kmeny z 13 testovaných), Y. intermedia (2 citlivé kmeny z 9 testovaných), Y. kris-

tensenii (5 citlivých kmenů z 15 testovaných), Y. aldovae (4 citlivé kmeny z 6 testova-

ných), a Y. enterocolitica (30 citlivých kmenů z 31 testovaných). Nebyla nalezena citlivost 

u čtyř testovaných bakteriálních kmenů Y. rohdei, šesti kmenů Y. ruckeri, a 15 kmenů Y. 

pseudotuberculosis [49]. 
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3 MECHANIZMUS Ú ČINKU MIKROCIN Ů 

Většina bakteriocinů narušuje plazmatickou membránu citlivé bakterie. Mikrociny jsou 

tedy bakteriociny působící na gramnegativní bakterie [19]. Způsob interakce mikrocinů 

s citlivými buňkami je zcela shodný u mikrocinů i kolicinů, pro něž byl popsán následující 

postup a který můžeme použít i pro popis interakce mikrocinů. Mikrocin reaguje se speci-

fickým receptorem na povrchu vnější membrány, přemístí se spřes buněčnou stěnu 

a plazmatickou membránu (opět za účasti membránově vázaných přenašečů) a v buňce 

vyhledá a reaguje s cílovou strukturou [7]. 

3.1 Ton systém 

Ton-systém je důležitý transportní systém gramnegativních bakterií, kterým je do buňky 

aktivně transportováno mnoho různých látek, jako např. vitamín B12 nebo molekuly sidero-

forů, včetně některých mikrocinů, kolicinů i bakteriofágů [31]. 

Ton-systém se skládá ze tří vnitřních membránových proteinů: TonB, ExbB a ExbD [15]. 

TonB je periplazmatický protein zajišťující přenos látek mezi plazmatickou membránou 

a vnější membránou, ExbB a ExbD jsou proteiny plazmatické membrány zajišťující stabi-

lizaci a upravující konformaci TonB proteinu. Tyto proteiny jsou sice důležité, nicméně 

nejsou nepostradatelné. V případě poškození či mutace jejich genů je mohou zčásti nahra-

dit produkty genů tolC a tolQ, tedy Tol-systému. Mezi Ton-dependentní mikrociny patří 

MccJ25, MccV, MccE492, MccH74, Mcc24 a MccM. Všechny tyto mikrociny jsou do 

popředí secerovány sekrečním systémem typu I, který se skládá ze tří komponent: ABC 

transportéru v plazmatické membráně, konektorového periplazmatického proteinu, který je 

ukotven do vnitřní membrány, a TolC proteinu zajišťujícího přenos mikrocinu 

z periplazmatického prostoru do vnějšího prostředí přes vnější membránu. Koliciny obsa-

hují na N-konci oblast zvanou „TonB box“, která je rozeznávána TonB proteinem. Pokud 

je tato oblast zasažena bodovou mutací, TonB protein není schopen transportovat kolicin 

do buňky. Mikrociny však takto rozeznávanou oblast nemají [31]. 

3.2 Mechanizmus účinku mikrocin ů I. třídy 

Na druhé straně mikrociny I. třídy jsou posttranslačně modifikované peptidy, které působí 

na intracelulární úrovni interakcí se specifickými cíli. Mikrocin J25 působí ve vnitřní 
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membráně indukcí produkce peroxidových radikálů a vazby na RNA polymerázu a inhibu-

je růst transkripce po překročení vnitřní membrány. Mikrocin C blokuje translaci inhibicí 

aspartyl-tRNA syntetázy. Tento mikrocin je heptapeptid nukleotid. Jakmile je intracelulární 

proteázou uvnitř cílové buňky štěpen, uvolní se aspartyl-adenylát, který blokuje funkci 

aspartyl-tRNA syntetázy. Mikrocin B17 inhibuje replikaci DNA tím, že blokuje DNA gy-

rázu [19]. 

Mikrocin B17  inhibuje replikace DNA a indikuje v buňkách SOS odpověď, konkrétně 

poškozením DNA gyrázy. K tomuto objevu vedlo poznání, že: (i) rychlost replikace DNA 

se po přijetí mikrocinu napadenou buňkou dramaticky sníží, zatímco masivní degradace 

DNA se objevuje až po více jak třiceti minutách, (ii) RecBC-závislou SOS odpověď indi-

kují látky poškozující elongaci bakteriálního chromozomu a nikoliv látky poškozující pří-

mo strukturu DNA, a že (iii) mikrocin B17 nevyvolává SOS odpověď v buňkách, kde není 

přítomna replikační vidlice. Jako konkrétní důvod inhibice replikace 22 DNA se následně 

ukázalo být zablokování činnosti podjednotky B DNA gyrázy, kdy mikrocin spojuje tyrosi-

nové zbytky této podjednotky s DNA řetězci do komplexu za následných zlomů DNA. 

DNA gyráza patří mezi DNA topoizomerázy II, skládá se ze dvou podjednotek tvořících 

tetrametr A2B2, a její funkce spočívá v konformačních úpravách DNA dvoušroubovice. 

Pokusy zaměřené na import mikrocinu do buňky ukázaly, že mutanty se sníženou citlivostí 

k mikrocinu B17 (ale také ke kolicinům a bakteriofágům) nesou mutace v genech: ompF a 

ompR, tedy v genech k´dujících protein ompF, tvořící porin vnější membrány, z čehož lze 

usuzovat o jeho významu během transportu přes vnější membránu. Přenašečem plazmatic-

ké membrány se ukázal být receptor SbmA, který také zprostředkovává transport bleomy-

cinu – antibiotika obsahujícího ve své struktuře thiazolové heterocykly. To naznačuje, že 

thiazolový kruh by mohl být strukturním znakem rozpoznávaným SbmA receptorem [31]. 

Mikrocin C7/C51 - cesta heptapeptidu-mikrocinu C do buňky zůstává zatím stále nezná-

má. Pokusy s mutovanými geny pro „klasické transportní systémy“, jako je například Tol-

systém, k navození rezistence nevedly. Mikrocin C7/C51 zabraňuje translaci inhibicí syn-

tézy aminoacylové tRNAasp, k čemuž využívá tzv. „strategie trojského koně“. Mikrocin je 

rozeznán a přijat do buňky jako neznámá látka a následně proteolyticky štěpen za vzniku 

látky strukturně analogické aspartyl-adenylátu, který je meziproduktem reakce katalyzova-

né aspartyl-tRNA syntetázou. To vede k potlačení syntézy aminoacylové tRNAasp a 

v konečném výsledku k inhibici translace [31]. 
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Transport mikrocinu J25 do buňky zprostředkovává receptor FhuA – multifunkční recep-

tor vnější membrány, který (kromě transportu tohoto mikrocinu) zajišťuje i transport anti-

biotika albomycinu, kolicinu M a bakteriofágů T5, T1 a Φ80 i Fe3+ kationů. Za přenos mi-

krocinu přes vnitřní membránu je zodpovědný Ton-systém a protein SbmA, který známe 

z transportní cesty mikrocinu B17 [31]. 

3.3 Mechanizmus účinku mikrocin ů II. t řídy 

Mechanizmus účinků mikrocinů je více komplexní. Mikrociny jsou bakteriociny působící 

na gram-negativní bakterie. Vzhledem ke skutečnosti, že jejich vnější membrána je nepře-

konatelnou překážkou pro peptidy a proteiny, je třeba mikrociny II třídy dopravit do peri-

plazmatického prostoru pomocí proteinu vnější membrány. Transportní protein vnější 

membrány je první receptor, který musí být mikrocinem rozpoznaný. Poté co je v peri-

plazmě, musí být ukotven na vnitřní membráně receptoru s cílem proniknout do buněčné 

membrány. Proto je také vyžadována přítomnost specifických proteinů ve vnitřní membrá-

ně, které by mohly působit podobně jako membránový receptor nutný pro bakteriociny. 

SdaC je proteinový receptor pto kolicin V, známý také jako mikrocin V. Pro mikrocin 

E492 je receptor manózy permeáza a pro mikrocin H47 je to F0 proton ze syntetázového 

komplexu ATP [19]. 

Mikrocin E492, produkovaný bakterií Klebsiella pneumoniae, využívá rovněž jako mikro-

cin B17 strategii „trojského koně“. Membránovými receptory jsou katecholátové receptory 

FepA, Cir a Fiu, proteiny, které do buňky za normálních okolností transportují siderofory 

(nízkomolekulární sloučeniny, které obsahují chelátově vázané železo), přičemž mikrocin 

E492 vykazuje nejvyšší afinitu k receptoru FepA, receptory Cir a Fiu jsou využívány 

v menší míře. Tyto proteiny slouží jako receptory i pro ostatní mikrociny II. třídy, u kterých 

známe jejich mechanizmus transportu do buněk. Ton-systém zajišťuje přenos mikrocinů 

z periplazmy do cytoplazmy a je opět využíván i ostatními mikrociny II. třídy [31]. Mikro-

cin E492 byl izolován v neupravené i v upravené formě. Úprava mikrocinu spočívá 

v připojení trimetru N-(2,3-dihydroxybenzoyl)-L-serinu glykosidickou vazbou přes ß-D-

glukózový zbytek na serin C-konce mikrocinu. Takto upravený C-konec potom doslova 

„přelstí“ katecholátové receptory, protože úprava v podobě připojení 2,3-

dihydroxybenzoylserinu je strukturním znakem sideroforu enterochelinu, který tyto recep-

tory běžně rozeznávají a transportují. N-konec je naopak nositelem specificity účinku. Jako 
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esenciální struktury vnitřní membrány se ukázaly být ManY a ManZ složky manózové 

permeázy, která spojuje transport tototo sacharidu s jeho fosforylací. Samotný letální úči-

nek mikrocinu spočívá v jeho inzerci do vnitřní membrány, v jejímž důsledku dochází 

k nekontrolovatelnému toku protonů přes membránu a následnému poklesu membránového 

potenciálu [31]. 

Ostatní mikrociny II. třídy sdílí s mikrocinem E492 mnoho znaků. Mikrociny V, H47 a M 

s ním sdílí stejný transportní systém (jak skupinu receptorů, tak translokaci pomocí Ton-

systému), a tedy pravděpodobně i úpravu v podobě navázání sideroforů na C-konce svých 

aminokyselinových řetězců. Aminokyselinová sekvence mikrocinu vykazuje 50% shodu 

s mikrocinem E492, u mikrocinu M byla identifikována 43% shoda v C-terminální sekven-

ci s mikrocinem V a 65 – 70% homologie s mikrociny H47 a E492 [31]. 

Cílem mikrocinu V je patrně také plazmatická membrána, jak bylo pozorováno na ne-

schopnosti aktivního transportu a poklesu membránového potenciálu u poškozených buněk 

[31]. 

Mechanizmus účinku třídy IIa je prostudován méně než mechanismus třídy IIb. MccV 

(ColV) je účinný proti gram-negativním bakteriím, které patří do rodu Escherichia, Kleb-

siella, Salmonella a Shigella. Aktivita tohoto mikrocinu závisí na vnitřním membránovém 

proteinu [33]. 

Spektrum aktivity mikrocinu L zahrnuje velké množství gramnegativních druhů, včetně E. 

coli, Salmonella enterica, Klebsiella oxytoca, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Pseudo-

monas aeruginosa a Providencia stuartii. Mechanizmus účinku tohoto mikrocinu nebyl 

zcela popsán. Vzhledem ke skutečnosti, že 32 zbytků C-terminální sekvence je velmi po-

dobné jako u MccV (identita 87,5 %), mohl by tento mikrocin mít také závislost na mem-

bránové propustnosti [33]. 

Mcc24 je aktivní proti E. coli a S. enterica subsp. enterica ser. Typhimurium, ale ne proti 

Listeria monocytogenes či Campylobacter jejuni [33]. 
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4 PRAKTICKÉ APLIKACE BAKTERIOCIN Ů 

V uplynulých letech si některé bakteriociny, obecně považované za bezpečné, získaly 

zvláštní pozornost, vzhledem k jejich potenciální aplikaci v konzervaci potravin. Dr. Yang 

se ve své studii zabýval možným využitím kolicinu 5 jako náhrady běžných antibiotik a 

došel k závěru, že kolicin 5 je díky úzkému spektru působnosti vysoce efektivní pro léčbu 

infekcí u lidí i zvířat způsobených patogenními kmeny E. coli [26]. 

Rostoucí zájem o přírodní produkty naproti uměle vyrobeným chemikáliím by mohl vést 

k dalším možnostem aplikace bakteriocinů v oblastech jako je kontrola chorob rostlin bak-

teriálního původu, ale také například při kontrole zubního kazu nebo při léčbě cystické 

fibrózy [26]. V další studii je uvedena možnost aplikace bakteriocinů v probiotických pří-

pravcích používaných k zabránění vzniku mikrobiálních střevních patogenů nebo jako pre-

vence patogenů mimo střevní trakt, například ústní dutina nebo dýchací cesty [26]. 

Sable a kol. hodnotí ve své práci inhibiční aktivitu mikrocinu J25 proti E. coli způsobující 

závažná onemocnění, zejména sérotyp O157:H7, který byl příčinou několika velkých epi-

demií v Evropě, Severní Americe a Japonsku, většinou po požití masa nebo mléčných vý-

robků. Inhibiční aktivita J25 proti E. coli O157:H7 byla testována ve třech produktech (ste-

rilní odstředěné mléko, vaječný žloutek, masový extrakt). Výsledky prokázaly vysokou 

inhibiční aktivitu mikrocinu J25 vůči tomuto patogenu [26]. 

V dalších studiích je uveden toxický účinek mikrocinu E492 na zhoubné buňky a jeho 

možné využití při léčbě rakoviny [26]. 

4.1 Potravinářství 

Patton a kol. studoval účinnost kolicinu E1 proti Listeria monocytogenes v bujónu 

a na povrchu potravin určených k přímé spotřebě. Výsledky naznačují, že kolicin E1 má 

výrazný inhibiční účinek vůči patogenní bakterii Listeria monocytogenes. Tato studie pro-

kázala potenciál využití kolicinů při zvyšování bezpečnosti potravin [27].  

Bakteriociny, zejména produkované grampozitivními bakteriemi, mají velký potenciál jako 

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

várenství přináší mnoho výhod, jako příklad lze uvést lepší zachování vitamínů 

a výživných látek v potravinách, prodloužení trvanlivosti potravin, snižování přídavků 

chemických látek atd. Kromě dnes již dostupných komerčních preparátů nisinu a pediocinu 
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PA-1/AcH, lze chemické konzervanty v mléčných produktech nahrazovat např. enteroci-

nem 1146, který má antilisteriální vlastnosti, ale nepůsobí negativně na startovací kultury 

[27]. 

4.2 Medicína a farmakologie 

Od objevu penicilinu v roce 1928 bylo vyvinuto přes 100 antibiotik účinných proti široké-

mu spektru lidských patogenů. Na druhou stranu je v současnosti stále největším  

Tab. 4. Bakteriociny jako antibiotika [4]. 

Bakteriocin  Producent  Potenciální využití 
Lantibiotika 
Ancovenin  Streptomyces spp.  Léčba vysokého krevního tlaku 
Cinnamycin  Streptoverticillium, Strep-

tomyces spp. 
Léčba zánětů a alergií 

Duramycin  Streptoverticillium, Strep-
tomyces spp. 

Léčba zánětů a alergií 

Epidermin Staphylococcus epidermi-
dis 

Léčba kožních infekcí  

Gallidermin  Staphylococcus gallina-
rum 

Léčba kožních infekcí 

Lacticin 3147 Lactococcus lactis  Léčba mastitidy 
Lanthiopeptin  Streptoverticillium cinna-

moneum 
Léčba viru Herpes simplex 

Mersacidin  Bacillus subtilis  Léčba rezistentních kmenů vanko-
mycinu 

Mutacin  Streptococcus mutans Dentální léčba  
Nisin  Lactococcus lactis Léčba peptidických vředů, antimi-

krobiální inhibice multirezistent-
ních patogenů 

Koliciny  
Ia Escherichia coli Složka druhově specifických anti-

biotik 
E1, E4, E7, E8, K a S4 Escherichia coli Léčba hemoragické kolitidy 
Mikrociny 
24 Escherichia coli Léčba salmonelózy u kuřat 
B17 Escherichia coli Antibakteriální prostředek u skotu 
E294 Klebsiella pneumoniae Ovládání proliferace buněk 
J25 Escherichia coli Léčba salmonelózy u kuřat 
L Escherichia coli Léčba salmonelózy  
Pyociny  
S-35 Pseudomonas aeruginosa Léčba plicní infekce 
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problémem vznik a nárůst rezistence vůči antibiotikům. Výzkum nových alternativ je za-

měřen také na bakteriociny, které jsou velkým příslibem další generace antimikrobiálních 

látek. Většina bakteriocinů se liší od tradičních antibiotik jedním zásadním způsobem: mají 

relativně úzké spectrum působení, a jsou tedy toxické pouze pro bakterie. Bakteriociny 

však zřejmě nemůžou plně nahradit antibiotika. Nicméně mají léčebný potenciál při mikro-

biologickém onemocnění zažívacího traktu, hnisavých infekcí kůže a spojivky (Tab. 4) 

[27]. 

Další možností je využití bakteriocinogenních bakterií jako probiotik. Probiotické bakterie 

pomáhají hostitelskému organizmu udržovat a obnovovat jeho přirozenou mikroflóru. 

Schopnost těchto bakterií eliminovat nežádoucí druhy je často způsobena právě produkcí 

bakteriocinů. Mnoho studií se zabývá využitím produkčních bakterií v probiotických tera-

piích pro lidský organizmus (gastrointestinální trakt, ústní dutina, dýchací trakt, vagína), 

dobytek a vodní kultury. Ve studii Trautnera a kol. bylo in vitro prokázáno, že kolicin E2 

produkovaný kmenem E. coli K-12 inhibuje růst uropatogenních kmenů E. coli a tím před-

chází vzniku infekcí močového traktu při používání katetrů [27].  

E. coli kmen H22 se ukazuje být velmi slibným kandidátem pro probiotické použití jak 

pro hospodářská zvířata, tak i pro člověka. Při prevenci a léčbě střevních infekcí vykazuje 

široké spektrum inhibiční aktivity proti patogenním enterobakteriím, neovlivňuje striktně 

anaerobní mikroorganizmy zažívacího traktu a disponuje selektivní výhodou oproti ostat-

ním kmenů E. coli produkcí několika dalších antimikrobiálních sloučenin [50]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

Cíle této diplomové práce zahrnují: 

• provedení experimentů pro studium inhibičního vlivu bakteriocinů na vybrané bak-

terie izolované z potravin a sbírkové kmeny Salmonella sp.; 

• testování výskytu bakteriocinogenie u gramnegativních bakteriálních izolátů 

z potravin jiných než Escherichia coli. 
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6 MATERIÁL A METODY 

6.1 Použité přístroje a pomůcky  

• Biologický termostat BT 120 (Laboratorní přístroje, Praha) 

• Vortex Reax top (Heildolph, Německo) 

• Laboratorní třepačka LT2 (Kavalierglass, ČR) 

• Denzitometr DENZI-LA-METER (Erba - Lachema, ČR)  

• Laboratorní centrifuga JOUAN MR23i (Jouan, USA) 

• Biohazard box EUROFLOX (Clean Air, Holandsko) 

• Automatické mikropipety (Nichiryo, Japonsko) 

• Běžné laboratorní sklo 

6.2 Kultiva ční média  

Složení použitých kultivačních médií – masopeptonový bujón, masopeptonový agar č. 1 a 

č. 2 a soft agar je uvedeno v následujících tabulkách (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7). 

Tab. 5. Složení masopeptonového bujonu. 

NaCl 3 g 

Masový extrakt 3 g 

Pepton 5 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

Tab. 6. Složení masopeptonového agaru č. 1. 

NaCl 3 g 

Masový extrakt 3 g 

Pepton 5 g 

Agar 15 g 

Destilovaná voda 1000 ml 
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Tab. 7. Složení masopeptonového agaru č. 2. 

NaCl 5 g 

Masový extrakt 10 g 

Pepton 10 g 

Agar 15 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

 

Tab. 8. Složení soft agaru. 

NaCl 5 g 

Masový extrakt 3 g 

Pepton 5 g 

Agar 10,5 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

6.3 Použité bakteriální kmeny  

V práci byly použity sbírkové bakteriální kmeny kontrolní (Tab. 9), kmeny indikátorové 

(Tab. 10) a ostatní sbírkové kmeny (Tab. 11), které byly získány z Biologického ústavu LF 

MU v Brně nebo z České sbírky mikroorganizmů. 

Všechny kmeny byly vyočkovány ze zamražených zkumavek na masopeptonový agar č. 2 

křížovým roztěrem a pro další práci byly přeočkovávány a uchovávány na masopeptono-

vém agaru č. 1. 

Tab. 9. Seznam použitých sbírkových kmenů – kmeny kontrolní. 

kontrolní kmeny označení 
produkce 
bakteriocinů zdroj 

Escherichia coli 73W E7 Biologický ústav LF MU, Brno 
Escherichia coli 76W Ia Biologický ústav LF MU, Brno 
Escherichia coli 77W Ib Biologický ústav LF MU, Brno 
Escherichia coli 82W mB17 Biologický ústav LF MU, Brno 
Escherichia coli 83W mC7 Biologický ústav LF MU, Brno 
Escherichia coli 84W mH47 Biologický ústav LF MU, Brno 
Escherichia coli 85W B475 E1, mJ25 Biologický ústav LF MU, Brno 
Escherichia coli 86W mV Biologický ústav LF MU, Brno 
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Tab. 10. Seznam použitých sbírkových kmenů – kmeny indikátorové. 

indikátorové kmeny označení zdroj 
Escherichia coli K12 Row Biologický ústav LF MU, Brno; [54] 
Escherichia coli B1 Biologický ústav LF MU, Brno; [54] 
Escherichia coli  ϕ Biologický ústav LF MU, Brno; [54] 
Escherichia coli P400 Biologický ústav LF MU, Brno; [54] 
Escherichia coli Sabina40 Biologický ústav LF MU, Brno; [54] 
Shigella sonnei 17 Biologický ústav LF MU, Brno; [54] 

 

Tab. 11. Seznam ostatních sbírkových kmenů. 

ostatní sbírkové kmeny označení zdroj 
Shigella boydii 23W U8 Biologický ústav LF MU, Brno 
Shigella flexneri 25W Biologický ústav LF MU, Brno 
Salmonella enterica subsp. enterica 
ser. Enteritidis  CCM 4420 Česká sbírka mikroorganizmů 
Salmonella enterica subsp. enterica 
ser. Typhimurium  CCM 7205 Česká sbírka mikroorganizmů 
Salmonella enterica subsp. enterica 
ser. Typhimurium  10W Biologický ústav LF MU, Brno 
Salmonella sp. 20W 311/96 Biologický ústav LF MU, Brno 
Salmonella sp. 21W 569/99 Biologický ústav LF MU, Brno 
Salmonella sp. 22W 79/05 Biologický ústav LF MU, Brno 
Enterobacter aerogenes 31W 1832 Biologický ústav LF MU, Brno 

 

Dále byly v této diplomové práci zkoumány bakteriální kmeny, které byly izolovány 

z potravin v průběhu let 2006-2013 (Tab. 12, Tab. 13, Tab. 14, Tab. 15). Tyto kmeny byly 

identifikovány a uloženy v glycerolu na -80 °C na Ústavu inženýrství ochrany životního 

prostředí FT UTB ve Zlíně. 

 

Tab. 12. Seznam a charakteristika izolátů ostatních gramnegativních bakterií 

z potravin - ze syrového masa na výrobu fermentovaných klobás. 

 označení původ 
Ewingella sp. 324 syrové maso na výrobu ferm. klobás 
Raoultella ornithinolytica 323 syrové maso na výrobu ferm. klobás 
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Tab. 13. Seznam a charakteristika izolátů Escherichia coli z potravin. 

 označení původ produkce bakteriocinů 

Escherichia coli 93W kůže chlazené drůbeže E8 

Escherichia coli 94W kůže chlazené drůbeže E7, mC7 

Escherichia coli 96W kůže chlazené drůbeže Ia 

Escherichia coli 97W kůže chlazené drůbeže mC7 

Escherichia coli 98W kůže chlazené drůbeže E7,E8 

Escherichia coli 101W kůže chlazené drůbeže E5,mC7 

Escherichia coli 103W kůže chlazené drůbeže mV 

Escherichia coli 105W kůže chlazené drůbeže Ia 

Escherichia coli 107W kůže chlazené drůbeže E5, E9, B, M, Y 

Escherichia coli 119W kůže chlazené drůbeže neprodukuje  

Escherichia coli 122W kůže chlazené drůbeže neprodukuje  

Escherichia coli 123W kůže chlazené drůbeže neprodukuje  

Escherichia coli 125W kůže chlazené drůbeže neprodukuje  

Escherichia coli 17 kůže chlazené drůbeže Ia, mL 

Escherichia coli 59 kůže chlazené drůbeže mV 
Escherichia coli 93 kůže chlazené drůbeže E1, E2, E6, E7, E8, mV, mM 
Escherichia coli 94 kůže chlazené drůbeže Ia 
Escherichia coli 222 bažantí maso B, M, Ia/Ib, mB17, mV 
Escherichia coli 224 bažantí maso B, M, Ia/Ib, mB17, mV 
Escherichia coli 225 bažantí maso E1, B, M, Ia/Ib, mB17 
Escherichia coli 229 bažantí maso B, M, Ia/Ib, mB17 
Escherichia coli 230 bažantí maso B, M, mB17 
Escherichia coli 232 R2 kůže chlazené drůbeže neprodukuje  
Escherichia coli 245 R17 kůže chlazené drůbeže neprodukuje  
Escherichia coli 248 R20 kůže chlazené drůbeže neprodukuje  
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Tab. 14. Seznam a charakteristika izolátů ostatních gramnega-

tivních bakterií z potravin - z kůže chlazené drůbeže. 

 označení původ 
Aeromonas hydrophila 28 kůže chlazené drůbeže 
Aeromonas sp. 32 kůže chlazené drůbeže 
Aeromonas caviae 55 kůže chlazené drůbeže 
Citrobacter freundii 217 kůže chlazené drůbeže 
Enterobacter sp. 118W kůže chlazené drůbeže 
Enterobacter sp. 124W kůže chlazené drůbeže 
Enterobacter sp. 212 kůže chlazené drůbeže 
Enterobacter sp. 213 kůže chlazené drůbeže 
Enterobacter sp. 214 kůže chlazené drůbeže 
Klebsiella oxytoca 2 kůže chlazené drůbeže 
Klebsiella sp. 69 kůže chlazené drůbeže 
Klebsiella sp. 98 kůže chlazené drůbeže 
Klebsiella oxytoca 210 kůže chlazené drůbeže 
Klebsiella oxytoca 215 kůže chlazené drůbeže 
Klebsiella sp. 216 kůže chlazené drůbeže 
Klebsiella oxytoca 218 kůže chlazené drůbeže 
Leclercia adecarboxylata 40 kůže chlazené drůbeže 
Moraxella 78 kůže chlazené drůbeže 
Pantoea agglomerans 21 kůže chlazené drůbeže 
Proteus sp. 100 kůže chlazené drůbeže 
Pseudomonas fragi 19 kůže chlazené drůbeže 
Pseudomonas fragi 74 kůže chlazené drůbeže 
Pseudomonas putida 23 kůže chlazené drůbeže 
Serratia marcescens 3 kůže chlazené drůbeže 
Serratia liquefaciens 24 kůže chlazené drůbeže 
Serratia liquefaciens 48 kůže chlazené drůbeže 
Yersinia enterocolitica 88 kůže chlazené drůbeže 
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Tab. 15. Seznam a charakteristika izolátů ostatních gramnegativ-

ních bakterií z potravin - z jedlého hmyzu. 

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

6.4 Mikrobiologické metody 

6.4.1 Stanovení biologické aktivity kolicinů kvalitativn ě - vpichový pokus 

Bakterie produkčního kmene byly vpichem naočkovány do misky s masopeptonovým aga-

rem č. 1 a kultivovány 48 hodin při teplotě 37 °C pro enterobakterie a při teplotě 30 °C 

pro bakterie rodu Pseudomonas. Po usmrcení parami chloroformu (po dobu 30 minut) byly 

misky přelity 3 ml 1,05% agaru s 0,1 ml přes noc narostlé kultury indikátorového kmene 

[54]. Po 24h kultivaci dle optimální teploty růstu indikátorového kmene (viz. výše) byla 

zjišťována přítomnost inhibičních zón okolo nárůstu produkčních kolonií a hodnocena ve-

likost zón (-/+, +, ++, +++, ++++) .  

V rámci experimentů pro naplnění prvního cíle praktické části této diplomové práce byly 

jako indikátorové kmeny pro detekci kolicinů a mikrocinů použity sbírkové kmeny E. coli 
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(Tab. 10). Dále byl testován inhibiční vliv produkčních kmenů (Tab. 9, 13) na sbírkové 

kmeny rodů Salmonella, Shigella, Enterobacter (Tab. 11) a zejména vůči gramnegativním 

izolátům z potravin (Tab. 12, 13, 14).  

V rámci druhého cíle diplomové práce byl testován výskyt produkce inhibičních látek 

u gramnegativních bakterií jiných než E. coli izolovaných z potravin. V těchto experimen-

tech byly jako produkční použity kmeny uvedené v Tabulkách 12, 14 a 15. Jako indikáto-

rové kmeny byly použity typové indikátory (Tab. 10) a další vybrané kmeny (Tab. 11, 13, 

14). 

6.4.2 Příprava surového bakteriocinu 

První izolace 

Přes noc narostlý produkční kmen v bujónu byl rozředěn 1:50 sterilním bujónem a třepán 6 

hodin při 37 ºC. Pak byly buňky centrifugovány (2000 g/15 min) a 2x promyty sterilní vo-

dou [16]. Takto připravený surový kolicin byl rozdělen na poloviny, jedna polovina objemu 

byla uchovávána na kapce chloroformu při 4 ºC, druhá polovina byla přefiltrována 

přes bakteriologický filtr a taktéž uchovávána při 4 ºC.  

Pro zvýšení výtěžnosti této metody bylo v plánu dle literatury [34] zařadit mezikrok - tep-

lotní ošetření. Pro vyvrácení nežádoucího vlivu teploty na účinek bakteriocinu byl zařazen 

test, kdy se surový kolicin uchovávaný na kapce chloroform podrobil jednotlivému ošetření 

70 °C a 100 °C po dobu 10 minut. 

Druhá izolace 

Dva dny narostené kultury (100 ml MPB bylo zaočkováno 1 ml čerstvě narostlé kultury 

kmenů E. coli 83W, 85W a 225; 25 ml MPB bylo zaočkováno 0,25 ml čerstvě narostlé 

kultury kmenů E. coli 97W a 107W) byly centrifugovány (4000 g/ 20 min), supernatanty 

byly odebrány a uloženy při 4 ºC jako bezbuněčný extrakt (1 BE) pro další testování. Pelety 

buněk byly dále 2x promyty sterilní destilovanou vodou. Poté byla polovina buněk 

z každého vzorku doplněna 500 ul sterilní destilované vody. První polovina byla ošetřena 

95 °C/20 min, poté centrifugována (5000 g/15 min) a supernatant byl označen a uložen 

při 4 ºC jako var (2 VAR). Druhá polovina buněk byla rozbita ultrazvukem (30 s intervaly 

po dobu 3 min) a poté centrifugována (5000 g/ 15 min) a supernatant označen a uložen 

při 4 ºC jako ultrazvuk (3 UZV). Vzorek označený 4 UZV je paralelní zkumavka 
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s přípravou vzorku č. 3, avšak s menší hustotou buněk. Všechny takto připravené vzorky 

bakteriocinů byly uchovávány na kapce chloroformu při 4 ºC. 

6.4.3 Stanovení biologické aktivity kolicinů kvantitativn ě – kapková metoda 

Nejdříve byly připraveny MPA plotny, které byly přelity 3 ml soft agaru s 0,1 ml čerstvě 

narostené kultury indikátorového kmene. Na tuto horní vrstvu pak byly nanášeny 3 µl kap-

ky neředěného a v případě titrace i ředěného bakteriocinu. Po inkubaci v 37 °C přes noc byl 

odečítán vznik inhibičních zón. Titr kolicinů je poté udáván v dohodnutých jednotkách AU 

(AU je převrácená hodnota nejvyššího ředění, které ještě vyvolává zřetelnou inhibici růstu 

indikátorového kmene). 
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7 VÝSLEDKY PRÁCE A DISKUZE 

7.1 Inhibi ční vliv bakteriocinů na gramnegativní bakterie z potravin a 

další sbírkové bakterie 

V této práci byl sledován inhibiční vliv vpichovým pokusem (Obr. 4) vybraných bakterio-

cinů – kontrolních (Tab. 9) a zejména bakteriocinů produkovaných kmeny E. coli izolova-

nými z potravin (celkem 18 kmenů) na indikátorové kmeny sbírkových E. coli, Salmonella, 

Shigella, Enterobacter a zejména na 27 gramnegativních bakteriálních izolátů z potravin. 

V rámci těchto izolátů bylo testováno 6 kmenů E. coli, 3 kmeny rodu Enterobacter, 1 kmen 

rodu Citrobacter, 1 kmen rodu Leclercia, 6 kmenů rodu Klebsiella, 1 kmen rodu Proteus, 2 

kmeny rody Serratia, 1 kmen rodu Yersinia, 2 kmeny rodu Pseudomonas, 2 kmeny rodu 

Aeromonas a 1 kmen rodu Moraxella (Příloha I). 

  

Obr. 4. Vpichový pokus: inhibiční efekt bakteriocinů se projevuje jako 

inhibiční zóna růstu indikátorového kmene kolem vpichu. 

Kmen 82W inhiboval ze sbírkových kmenů 3 kmeny E. coli, S. sonnei 17 a Shigella flex-

neri a z izolátů 6 kmenů E. coli, 3 kmeny Enterobacter a kmen Aeromonas hydrophila. 

Nejsilněji ze všech produkčních kmenů inhiboval kmen Proteus sp. a Leclercia adecarbo-

xylata. 

Kmen 85W ze sbírkových kmenů inhiboval 5 kmenů E. coli, Shigella flexneri a nejsilněji 

ze všech se projevila inhibice kmenu Salmonella enteritidis. Z izolátů pak dále inhibioval 2 

kmeny E. coli. 
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Kmen 93 inhiboval stejně silně všech 5 sbírkových kmenů E. coli, S. sonnei 17 a Shigella 

flexneri a z izolátů pak dále 3 kmeny E. coli.  

Největší pozornost si zaslouží výsledky odečtené u kmene 225. Vyjma kmene Salmonella 

sp. 569/99 inhiboval všechny sbírkové kmeny, tzn. 5 kmenů E. coli, S. sonnei 17, jako je-

den z mála kmen Shigella boydii U8, kmen Shigella flexneri, Salmonella enteritidis, 

a Salmonella sp. 79/05. Jako jediný inhiboval 2 kmeny S. typhimurium, a Salmonella sp. 

311/96. Z izolátů z potravin byla pozorována inhibice u 5 kmenů E. coli (z toho u kmenů 

119W, 122W a 123W byly zaznamenány největší inhibiční zóny), 1 kmen Enterobacter, 

Citrobacter freundii (opět největší účinek), 1 kmen Leclercia adecarboxylata, kmen Kleb-

siella oxytoca, dále pak kmen Proteus sp. a působil jako nejsilnější inhibitor dle projevů 

účinku i u kmene Aeromonas hydrophila a Moraxella. 

Kmeny 93W, 96W, 97W a 105W inhibovaly pouze sbírkové kmeny, inhibice izolátů 

z potravin se nepotvrdila. Je zajímavé, že ačkoli kmeny 96W a 97W produkují jiný bakte-

riocin, v inhibičním spektru se objevila naprostá shoda. Inhibice byla prokázána u kmenů 

E. coli, S. sonnei 17, Shigella boydii U8 a Shigella flexneri. 

Izolát E. coli 125W je zajímavý tím, že citlivost na testované bakteriociny je velmi podob-

ná sbírkovým indikátorovým kmenům a dal by se tento kmen dále používat jako indikáto-

rový kmen pro detekci bakteriocinů E. coli. 

Nejpodobnější inhibiční spektrum jako kontrolní kmen produkující mikrocin C7 (83W) má 

kmen 101W produkující kromě mikrocinu C7 ještě kolicin E5, co do rozsahu a také inten-

zity. 

Nejzajímavějším výsledkem pro mikrocin V je kmen 103W, který kromě běžných indikáto-

rů inhibuje také jeden kmen rodu Enterobacter a bakterii Yersinia enterocolitica. Ostatní 

kmeny produkující mikrocin V však tuto vlastnost neprokázaly. 

Mikrocin C7 by měl mít inhibiční účinky na rod Proteus [31], což se v této práci při testu 

na jeden izolát rodu Proteus nepotvrdilo. Naopak byl izolát tohoto rodu (a také dalších čtyř 

testovaných kmenů z rodů Leclercia, Citrobacter, Enterobacter) nejvíce citlivý na kontrol-

ní produkční kmen produkující mikrocin B17 (82W) a multibakteriocinogenní kmen 225, 

který ve svém genomu kromě dalších taktéž kóduje mikrocin B17. Toto zjištění podporuje 

myšlenku, že mikrocin B17 je jedním z bakteriocinů u tohoto kmene, který velmi rozšiřuje 

jeho inhibiční spektrum. Zásadně se však liší v účinnosti vůči bakteriím rodu Salmonella, 
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kdy kmen 225 inhibuje 5 ze 6 testovaných kmenů a kmen 82W pouze jeden (Tab. 16). 

Na druhou stranu kmen 85W, produkující kolicin E1 (a také mikrocin J25, který by měl 

působit vůči bakteriím rodu Salmonella [32]), také inhibuje pouze jeden kmen ze šesti tes-

tovaných. Tato fakta podpírají domněnku, že účinek producenta 225 na rod Salmonella je 

způsoben nejpravděpodobněji synergickým účinkem všech bakteriocinů. 

Tab. 16. Počet citlivých kmenů rodu Salmonella ze 6 testovaných na 7 bakteriocinogenních 

producentů. 

producent bakteriocin původ počet citlivých/testovaných kmenů 
rodu Salmonella 

225 E1, B,M,Ia/Ib,mB17 izolát 5/6 
229 B,M,Ia/Ib,mB17 izolát 2/6 
224 B, M, Ia/Ib,mB17,mV izolát  2/6 
222 B, M, Ia/Ib,mB17,mV izolát 2/6 
82w mB17 kontrola 1/6 
85W E1,J25 kontrola 1/6 
230 B,M,mB17 izolát 1/6 

 

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis je spolehlivě inhibována kombinací 

kolicinů B, M s mikrocinem B17. Druhá a poslední kombinace inhibující tuto bakterii je 

kolicin E1 s mikrocinem J25. Podle dostupné literatury [32], [51], [52] je rozhodně 

z těchto dvou bakteriocinů příčinou inhibice bakterií rodu Salmonella mikrocin J25. 

Určitě zajímavým výsledkem, který zřejmě nemá podporu v literatuře, je pozorování inhi-

bičního účinku na gramnegativní bakterie neřadící se do čeledi Enterobacteriaceae. Byl 

prokázán tento vliv na bakterii Aeromonas hydrophila, a to opět zejména multibakterioci-

nogenními kmeny (222, 224, 225, 229, 93) a dále kmenem produkujícím pouze mikrocin 

B17 (82W) a kmenem produkujícím kolicin E7 (73W). Z těchto výsledků vyplývá jedno-

značně výrazný inhibiční účinek mikrocinu B17. Bakterie rodu Moraxella byla inhibována 

pouze kmeny 224, 225 a 229, avšak ne kmenem 82W, což vylučuje vliv mikrocinu B17. 

V tomto případě může být účinnost připsána zřejmě jen kombinaci kolicinů B, M, Ia/Ib 

s mikrocinem B17. 

Celkově se dá shrnout, že největší inhibiční efekt na gramnegativní bakterie izolované 

z potravin mají multibakteriocinogenní kmeny E. coli. V této práci to byl konkrétně zejmé-

na kmen E. coli 225, který byl izolován z bažantího masa. Potenciál tohoto kmene je třeba 

dále prostudovat. Dále je možno vyvodit obecný závěr, že účinnější na tuto skupinu bakte-
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rií jsou mikrociny, z nichž nejefektivnější se jeví mikrocin B17 a dále pak mikrocin J25. 

Inhibiční vliv se oproti tvrzení v literatuře [37] neprojevil u mikrocinů L a H47.  

Bakteriocinogenie je evidentně jev, který dává svým producentům značnou ekologickou 

výhodu, a to zejména v případě produkce kombinace několika kolicinů a mikrocinů. 

Ve studii Šmardy a kol. [53] bylo shromážděno 53 kmenů E. coli z tračníku 53 zdravých 

dobrovolníků a testováno na spontánní a indukované produkce inhibičních exoproduktů. 

Z testovaných kmenů 37,7 % produkovalo bakteriofágy, 41,5 % produkovalo od jednoho 

po několik LMW kolicinů, 11,3 % tvořilo HMW koliciny a 15,1 % produkovalo exocelu-

lární siderofory odlišné od enterochelinu. Z toho sedm kmenů tvořilo aerobaktin a jeden 

kmen tvořil netypové siderofory. Kmeny E. coli se velmi liší ve výskytu kolicinogenie a 

lyzogenie od svých nejbližších systémových příbuzných rodu Escherichia, a proto by 

v tomto ohledu neměl být považován za modelovou bakterii. 

Ve studii Šmardy a Obdržálka [54] bylo v průběhu let 1993 - 1999 nashromážděno 1043 

humánních izolátů. U izolátů pocházejících ze zdravého střeva bylo nalezeno 41,4 % pro-

dukčních kmenů. U pacientů trpících salmonelózou byla incidence kolicinogenie stejná 

jako u zdravých. Významný rozdíl nebyl shledán mezi uropatogenními nehemolytickými 

kmeny E. coli, kdy incidence kolicinogenie byla stejná jako u izolátů ze zdravého tračníku, 

avšak u hemolytických kmenů byl výskyt kolicinogenie nižší, a to pouze 22,4 % [54]. 

V rámci rodu Escherichia byla kromě E. coli produkce kolicinů prokázána pouze u druhu 

E. fergusonii. Šmarda a kol. [53] izolovali 30 kmenů E. hermanii z lidských orgánů, dále 

30 kmenů E. vulneris (26 humánních a 4 z čističky odpadních vod) a 50 kmenů E. ferguso-

nii (48 humánních, 1 z vepře a 1 z čističky vod). Bakteriociny produkovala pouze E. fer-

gusonii, kde bylo nalezeno 6 bakteriocinogenních kmenů. Ostatní kmeny neprodukovaly 

ani jeden bakteriocin. 

7.2 Izolace bakteriocinů 

Za účelem zjišťování inhibičního vlivu izolovaných bakteriocinů na gramnegativní bakterie 

izolované z potravin jinou, přesnější metodou než pouze vpichovou, byly zahájeny pokusy 

o izolaci co nejsilnějších bakteriocinů z vybraných produkčních kmenů. 

První izolací bakteriocinů z producentů 17, 59, 73W, 76W, 77W, 82W, 83W, 84W, 85W, 

86W, 93W, 94W, 96W, 97W, 98W, 103W, 105W, 106W, 107W, 222, 224, 225, 229 a 230 
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byla zjištěna účinnost na indikátorové kmeny E. coli Row a B1 pouze u kmenů 73W, 77W, 

83W, 86W, 98W, 103W a 230 a to pouze u bakteriocinů uchovávaných na kapce chloro-

formu. Bakteriociny, které byly přefiltrovány, svou účinnost ztratily ve všech případech. 

Proto byly další připravované bakteriociny již uchovávány pouze na chloroformu. 

U 4 bakteriocinů (83W, 86W, 103W, 230), které prokázaly inhibiční účinky kapkovou me-

todou, byl za účelem upravení metodiky izolace dle literatury [55] dále proveden experi-

ment, zda teplotní záhřev (70 a 100 °C po dobu 10 min) může ovlivnit jejich účinnost. Vý-

sledky nebyly jednoznačné (Tab. 17) a protože u některých bakteriocinů byla účinnost 

ovlivněna, nebyl tento krok do další izolace zařazen. 

Tab. 17. Změna účinnosti mikrocinů a kolicinů po tepelném záhřevu. 

indik. kmeny Row B1 

producent 70°C/10 min 100°C/10 min 70°C/10 min 100°C/10 min 
83W - - + - 
86W + + + + 
103W + - - - 
230 - - + + 

 

Další izolace bakteriocinů byla již provedena pouze u 5 vybraných producentů (83W, 85W, 

225, 97W, 107W) záměrně vybraných i z těch, které se již naizolovat povedlo i z těch 

u kterých první pokus izolace byl neúspěšný. Jelikož některé experimenty probíhaly para-

lelně, je součástí druhé izolace ještě ošetření tepelným záhřevem. Při druhé izolaci byly 

získány 4 vzorky bakteriocinů od každého producenta (viz. Kapitola 6.4.2) a jejich účin-

nost byla testována na indikátorových kmenech E. coli P400 a B1 (Obr. 5). 

  

Obr. 5. Testování účinnosti připravených supernatantů: produkce ko-

licinů se projevila jako inhibiční zóna růstu. 
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Na základě získaných výsledků byl vyhodnocen jako prokazatelně nejsilnější vzorek 3 

UZV. Toto ovšem neplatí pro producenta 97W, kde mikrocin C7 zřejmě nebyl produkován 

a tudíž ani naizolován. U vzorku 4 UZV vyrobeného z menšího množství buněčné suspen-

ze než vzorek UZV, byla potvrzena předpokládaná slabší účinnost. Pro další testování 

inhibičního vlivu bakteriocinů na gramnegativní bakterie izolované z potravin byl tedy 

vybrán vzorek 3 UZV. 

7.3 Stanovení inhibičního vlivu bakteriocinů kvantitativn ě  

Inhibiční vliv bakteriocinů izolovaných pomocí ultrazvuku byl kvantitativně (koliciny ře-

děnými desítkovou řadou) testován kapkovou metodou na tyto indikátorové sbírkové kme-

ny: 125W (E. coli), 10W (Salmonella typhimurium), 25W (Shigella flexneri), 31W (Ente-

robacter aerogenes); a tyto izoláty z potravin: 2 (Klebsiella oxytoca), 19 (Pseudomonas 

fragi), 24 (Serratia liquefaciens), 245 (E. coli) (Obr. 6).  

Pozitivní výsledek byl zaznamenán pouze u kmene 125W (Tab. 18). Všechny ostatní indi-

kátory byly vůči takto připraveným bakteriocinům odolné, ačkoli se inhibiční účinek 

při kvalitativní metodě vpichem prokázal. Např. bakteriociny kmene 225 jednoznačně pro-

kázaly inhibiční vliv na Salmonella typhimurium (10W) vpichovou metodou (Příloha I), 

avšak při kapkové metodě neměl žádný účinek ani neředěný bakteriocin, jehož jednoznač-

ný účinek byl prokázán do ředění 10-1 (10-2 se vytvořila ještě matná zóna) na kmen E. coli 

125W. 

Tab. 18. Stanovení účinnosti (titru) izolovaných bakteriocinů kvantitativně (de-

sítkové ředění) v AU. 

 izolovaný bakteriocin 
indikátor 83W* 85W 225 97W 107W 

125W 0(1) 0(2) 1(2) - 0(1) 
*nejvyšší čirá zóna u neředěného vzorku nebo u ředění 10-1 (10x), v závorce je 
uvedena nejvyšší matná zóna 
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Obr. 6. Kapková metoda – stanovení titru kolicinu. 

Porovnání citlivosti metody kvalitativní a kvantitativní vychází citlivější metoda vpichu, 

jelikož prokázané výsledky u této metody se neprokázaly po izolaci bakteriocinu a testová-

ní kapkovou metodou. 

Pro další testování by bylo nutné připravit silnější bakteriociny modifikovanou metodou 

izolace, což již z časových důvodů nebylo v rámci této diplomové práce možné. 

7.4 Výskyt bakteriocinogenie u gramnegativních bakterií jiných než E. 

coli izolovaných z potravin 

Celkem bylo na výskyt produkce bakteriocinů testováno 48 gramnegativních bakteriálních 

kmenů izolovaných z potravin. Z nichž 3 patří do rodu Aeromonas, 5 do rodu Citrobacter, 

9 do rodu Enterobacter, 1 do rodu Ewingella, 4 do rodu Hafnia, 9 do rodu Klebsiella, 1 

do rodu Leclercia, Moraxella, Morganella, Pantoea a Providencia , 6 do rodu Pseudomo-

nas, 1 do rodu Raoutella, 3 do rodu Serratia, 1 do rodu Yersinia. 

Jako indikátorové kmeny byly použity nejenom sbírkové kmeny E. coli (Tab. 10), ale také 

další kmeny z rodů stejných nebo blízce příbuzných testovaným kmenům. 

Rody Citrobacter, Enterobacter, Ewingella, Hafnia, Klebsiella, Leclercia, Morganella, 

Pantoea, Providencia, Raoutella, Serratia a Yersinia patří do čeledi Enterobacteriaceae. 
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Jedná se o izoláty většinou z těl chlazených kuřat, dále pak ze syrového masa k výrobě 

fermentovaných klobás a jedlého hmyzu.  

Ze všech testovaných rodů vykazoval pozitivní výsledek pouze rod Pseudomonas. Z něj 

byly testovány druhy Pseudomonas fulva (345, 365 a 373) a druh Pseudomonas putida 

(364). Ze zmiňovaných prokázal pozitivní reakci pouze kmen 373 Pseudomonas fulva izo-

lovaný z jedlého hmyzu. 

Pseudomonas fulva byl poprvé izolován z japonských rýžových polí v roce 1963 [56]. Do-

sud byl od lidí izolován pouze jako infekční agens a spojení s infekcí z jiného pohledu do-

sud nebyl znám. Nyní však už byl izolován i ze vzorků lidské krve [57].Pseudomonas fulva 

sdílí fenotypové charakteristiky se členy fluorescenční skupiny Pseudomonas, zejména P. 

putida, ale má některé unikátní vlastnosti. Nejvíce pozoruhodnou je produkce žlutých pig-

mentů, vzhledem k tomu, že neprodukuje fluorescenční pigment, na rozdíl od P. putida a 

není také schopná asimilovat malonát a m-hydroxybenzoát [57].  

Určitě bude velmi zajímavé další studium tohoto objeveného bakteriocinu, klasifikace do 

stávajícího systému, ačkoli se jedná o netypický druh rodu Pseudomonas, což by mohlo 

naznačovat i úplně nový bakteriocin. Zcela jistě se nabízí bližší srovnání s nejvíce studova-

nou Pseudomonas aeruginosa, jež je významným lidským patogenem a u které produkuje 

bakteriociny více než 90 % kmenů izolovaných z prostředí a klinických izolátů [3]. 
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ZÁVĚR 

Bakteriociny jsou antimikrobiální peptidové látky produkované bakteriemi. Ve vyšších 

organizmech AMP přispívají k přirozené imunitě a jsou součástí základního obranného 

systému proti škodlivým mikroorganizmům. Bakteriociny gramnegativních bakterií jsou 

děleny na menší mikrociny a větší koliciny. Koliciny i mikrociny mohou být buňkou pro-

dukovány zároveň nebo může buňka produkovat hned několik kolicinů najednou. 

Cílem této práce bylo sledování inhibičního vlivu bakteriocinů na vybrané bakterie izolo-

vané z potravin a sbírkové kmeny Salmonella sp. a testování výskytu bakteriocinogenie 

u gramnegativních bakteriálních izolátů z potravin jiných než Escherichia coli. 

Pro sledování inhibičního vlivu bakteriocinů byla zvolena vpichová metoda, při které se 

pozitivní reakce projevila vytvořením inhibiční zóny kolem místa vpichu narosteného pro-

dukčního kmene. 

Ze získaných výsledků bylo zjištěno, že největší inhibiční efekt na gramnegativní bakterie 

izolované z potravin mají multibakteriocinogenní kmeny E. coli. Dále je možno vyvodit 

obecný závěr, že účinnější na tuto skupinu bakterií jsou mikrociny, z nichž nejefektivnější 

se jeví mikrocin B17 a dále pak mikrocin J25. Inhibiční vliv se neprojevil u mikrocinů L a 

H47. Multiprodukce je evidentně ekologická výhoda pro kmeny izolované z potravin. 

Při pokusech o izolaci bakteriocinů bylo zjištěno, že použité metody nejsou dostačující 

k získání tak silného bakteriocinu, který by projevil stejný účinek jako při testování vpi-

chovou metodou. 

V rámci druhého cíle bylo podrobeno testování výskytu bakteriocinogenie 48 gramnegativ-

ních bakteriálních kmenů jiných než E. coli izolovaných z potravin zařazených do 15 rodů. 

Jako indikátorové kmeny byly použity jak sbírkové kmeny E. coli, tak i další kmeny z rodů 

stejných či blízce příbuzných testovaným kmenům. Jednalo se o izoláty většinou z těl chla-

zených kuřat, dále pak ze syrového masa k výrobě fermentovaných klobás a jedlého hmy-

zu. Ze všech testovaných rodů vykazoval pozitivní výsledek pouze rod Pseudomonas, a to 

jeden kmen druhu Pseudomonas fulva izolovaný z jedlého hmyzu. Vzhledem k tomu, že 

bakteriociny u rodu Pseudomonas jsou z literatury známy zejména u P. aeruginosa, pak je 

tu možnost, že se jedná o zcela nový bakteriocin, což však musí být potvrzeno dalším vý-

zkumem. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOL Ů A ZKRATEK 

kDa  kilodalton 

AMPs   antimikrobiální peptid 

TonB  protein plazmatické membrány 

ColV  kolicin V 

TolA  membránový protein 

TolB  membránový protein 

TolQ  membránový protein 

TolR  membránový protein 

ExbB  proteinový komplex 

ExbD  proteinový komplex 

kB  kilobajt 

UPEC  uropatogenní Escherichia coli 

FepA  bakteriální protein vnější membrány 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

Mcc  mikrocin 

Gly  glycin 

Ser  serin 

Cys  cystein 

tRNA  transferová ribonukleová kyselina 

pMcc  plazmid mikrocinu 

Ala  allantoin 
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PŘÍLOHA P I: VÝSLEDKY VPICHOVÉHO POKUSU – TESTOVÁNÍ 

INHIBI ČNÍHO VLIVU BAKTERIOCIN Ů NA GRAMNEGATIVNÍ 

BAKTERIÁLNÍ IZOLÁTY Z POTRAVIN.  

 

 

 

 



 

 

 

 

   indikátorový kmen 

producent     

Row B1 ϕ P400 
Sabina 

40 

S.sonnei 

17 
23W 25W 

CCM 

7205 

CCM 

4420 
10 W 20W 21W 22W 

73W kontrola E7 ++ + ++ ++ + ++ − ++ − − − − − − 

76W kontrola Ia − + ++ + − − − − − − − − − − 

77W kontrola Ib + + + + + + − + − − − − − − 

82W kontrola mB17 − ++ ++ ++ − + − ++ − − − − − + 

83W kontrola mC7 +++ +++ +++ +++ +++ ++ − +++ − − − − − − 

84W kontrola mH47 ++ +++ + ++ -/+ − − − − − − − − − 

85W kontrola E1,J25 + +++ + + + -/+ − + − + − − − − 

86W kontrola mV +++ +++ +++ +++ +++ +++ + +++ − − − − − − 

93W izolát E8 + + ++ + + − − − − − − − − − 

94W izolát E7, mC7 -/+ + + + -/+ + − + − − − − − − 

96W izolát Ia +++ +++ +++ − +++ +++ + +++ − − − − − − 

97W izolát mC7 +++ +++ +++ − +++ +++ ++ +++ − − − − − − 

98W izolát E7,E8 + + + ++ + + − + − − − − − − 

101W izolát E5,mC7 ++ ++ +++ ++ ++ + − +++ − − − − − − 

103W izolát mV -/+ -/+ ++ -/+ ++ − − ++ − − − − − − 

105W izolát Ia -/+ +++ ++ − ++ ++ − +++ − − − − − − 

107W izolát E5,E9,B,M,Y ++ ++ ++ ++ ++ ++ − +++ − + − − − − 

17 izolát Ia, mL +++ +++ +++ + +++ +++ − − − − − − − − 

59 izolát mV +++ +++ +++ − +++ +++ − +++ − − − − − − 

93 izolát E1,E2,E6,E7,E8,mV,mM +++ +++ +++ +++ +++ +++ − +++ − − − − − − 

94 izolát Ia + + + ++ -/+ + − ++ − − − − − − 

222 izolát B, M, Ia/Ib,mB17,mV +++ +++ +++ ++ +++ +++ − +++ − + − − − -/+ 

224 izolát B, M, Ia/Ib,mB17,mV +++ +++ +++ ++ +++ +++ − +++ − ++ − − − -/+ 

225 izolát E1, B,M,Ia/Ib,mB17 + +++ +++ ++ + +++ + +++ ++ ++ ++ + − + 

229 izolát B,M,Ia/Ib,mB17 ++ +++ +++ ++ +++ +++ − +++ − ++ − − − -/+ 

230 izolát B,M,mB17 + +++ +++ ++ ++ − − + − + − − − − 
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97W izolát mC7 +++ +++ +++ − +++ +++ ++ +++ − − − − − − 

98W izolát E7,E8 + + + ++ + + − + − − − − − − 

101W izolát E5,mC7 ++ ++ +++ ++ ++ + − +++ − − − − − − 

103W izolát mV -/+ -/+ ++ -/+ ++ − − ++ − − − − − − 

105W izolát Ia -/+ +++ ++ − ++ ++ − +++ − − − − − − 

107W izolát E5,E9,B,M,Y ++ ++ ++ ++ ++ ++ − +++ − + − − − − 

17 izolát Ia, mL +++ +++ +++ + +++ +++ − − − − − − − − 

59 izolát mV +++ +++ +++ − +++ +++ − +++ − − − − − − 

93 izolát E1,E2,E6,E7,E8,mV,mM +++ +++ +++ +++ +++ +++ − +++ − − − − − − 

94 izolát Ia + + + ++ -/+ + − ++ − − − − − − 

222 izolát B, M, Ia/Ib,mB17,mV +++ +++ +++ ++ +++ +++ − +++ − + − − − -/+ 

224 izolát B, M, Ia/Ib,mB17,mV +++ +++ +++ ++ +++ +++ − +++ − ++ − − − -/+ 

225 izolát E1, B,M,Ia/Ib,mB17 + +++ +++ ++ + +++ + +++ ++ ++ ++ + − + 

229 izolát B,M,Ia/Ib,mB17 ++ +++ +++ ++ +++ +++ − +++ − ++ − − − -/+ 

230 izolát B,M,mB17 + +++ +++ ++ ++ − − + − + − − − − 
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   indikátorový kmen 

producent   232 248 119W 122W 123W 125W 212 213 118W 217 40 2 69 98 

73W kontrola E7 + + − + − +++ − − − − − − − − 

76W kontrola Ia + − − + − +++ − − − − − − − − 

77W kontrola Ib + − − + − +++ − − − − − − − − 

82W kontrola mB17 ++ ++ ++ + ++ ++ -/+ -/+ − -/+ ++ − − − 

83W kontrola mC7 − − − − − +++ − − − − − − − − 

84W kontrola mH47 − − − − − ++ − − − − − − − − 

85W kontrola E1,J25 − ++ − -/+ − + − − − -/+ − − − − 

86W kontrola mV − + − − − ++++ − − − − − − − − 

93W izolát E8 − − − − − -/+ − − − − − − − − 

94W izolát E7, mC7 − − − − − + − − − − − − − − 

96W izolát Ia − − − − − − − − − − − − − − 

97W izolát mC7 − − − − − − − − − − − − − − 

98W izolát E7,E8 − − − -/+ − ++ − − − − − − − − 

101W izolát E5,mC7 − − − − − ++ − − − − − − − − 

103W izolát mV − − − − − + − − -/+ − − − − − 

105W izolát Ia − − − − − − − − − − − − − − 

107W izolát E5,E9,B,M,Y − − − − − ++ − − − − − − − − 

17 izolát Ia, mL − − − − − − − − − − − − − − 

59 izolát mV ++ ++ − − − − − − − − − − − − 

93 izolát E1,E2,E6,E7,E8,mV,mM ++ ++ − − − +++ − − − − − − − − 

94 izolát Ia − − -/+ -/+ − + − − − − − − − − 

222 izolát B, M, Ia/Ib,mB17,mV ++ ++ ++ + + ++ − − − − − − − − 

224 izolát B, M, Ia/Ib,mB17,mV ++ ++ ++ + + + − − − − − − − − 

225 izolát E1, B,M,Ia/Ib,mB17 + − +++ +++ +++ ++ -/+ + − ++ + ++ − − 

229 izolát B,M,Ia/Ib,mB17 +++ ++ ++ ++ + + − − − − − -/+ − − 

230 izolát B,M,mB17 − − + -/+ − ++ − − − − − − − − 
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   indikátorový kmen 

producent     215 218 100 3 24 88 19 23 28 32 55 78 

73W kontrola E7 − − − − − − − − -/+ − − − 

76W kontrola Ia − − − − − − − − − − − − 

77W kontrola Ib − − − − − − − − − − − − 

82W kontrola mB17 − − +++ − − − − − ++ − − − 

83W kontrola mC7 − − − − − − − − − − − − 

84W kontrola mH47 − − − − − − − − − − − − 

85W kontrola E1,J25 − − − − − − − − − − − − 

86W kontrola ColV-mV − − − − − − − − − − − − 

93W izolát E8 − − − − − − − − − − − − 

94W izolát E7, mC7 − − − − − − − − − − − − 

96W izolát Ia − − − − − − − − − − − − 

97W izolát mC7 − − − − − − − − − − − − 

98W izolát E7,E8 − − − − − − − − − − − − 

101W izolát E5,mC7 − − − − − − − − − − − − 

103W izolát mV − − − − − -/+ − − − − − − 

105W izolát Ia − − − − − − − − − − − − 

107W izolát E5,E9,B,M,Y − − − − − − − − − − − − 

17 izolát Ia, mL − − − − − − − − − − − − 

59 izolát mV − − − − − − − − − − − − 

93 izolát E1,E2,E6,E7,E8,mV,mM − − − − − − − − -/+ − − − 

94 izolát Ia − − − − − − − − − − − − 

222 izolát B, M, Ia/Ib,mB17,mV − − − − − − − − -/+ − − − 

224 izolát B, M, Ia/Ib,mB17,mV − − − − − − − − + − − -/+ 

225 izolát E1, B,M,Ia/Ib,mB17 − − + − − -/+ − − ++ − − ++ 

229 izolát B,M,Ia/Ib,mB17 − − − − − -/+ − − + − − + 

230 izolát B,M,mB17 − − − − − − − − − − − − 
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