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ABSTRAKT

Bakteriociny jsou antimikrobialni proteiny ¢i peptidy rtiznych velikosti zaméiené proti
citlivym kmentim stejného nebo blizce piibuznych druhii. AvSak v piipadé¢ kombinace
ucinku riiznych bakteriocinl je mozné pozorovat rozsifeni inhibi¢niho spektra. Multibakte-
riocinogenni kmen Escherichia coli 225 izolovany z bazantti ve svém genomu koduje koli-
ciny E1, B, M, la/lb a mikrocin B17. Tento kmen byl v piedchozi praci vytipovan pro dalsi
studium inhibice bakterii patogennich ¢i zpusobujicich kazeni potravin. Antibakteridlni
vlastnosti tohoto kmene byly testovany na vybranych gramnegativnich bakteriich izolova-
nych z potravin a na sbirkovych kmenech (Salmonella, Shigella, Escherichia). Na zaklad¢
vysledkii je mozno potvrdit, ze inhibi¢ni aktivita produkéniho kmene E. coli 225 proti
kmeni Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 je niz§i ve srovnani
se tfemi neprodukénimi kmeny Escherichia coli a s kmenem Shigella sonnei. Zjistény
inhibi¢ni U¢inek vpichovou metodou byl potvrzen dal§imi mikrobiologickymi metodami
pouze u bakterii blizce pfibuznych s E. coli (neprodukéni kmeny E. coli a S. sonnei). Inhi-
bice gramnegativnich bakterii dal$ich rodd (Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, Kleb-
siella, Salmonella, Yersinia) izolovanou smési bakteriocini kmene E. coli 225 nebyla pro-

kazana.

Klic¢ova slova: kolicin, Escherichia coli, inhibice, gramnegativni bakterie

ABSTRACT

Bacteriocins are antimicrobial proteins or peptides of various sizes active against sensitive
strains of the same species or closely related species. However, an extended inhibitory
spectrum can be seen in the case of multiple bacteriocin activity. Multiple bacteriocin pro-
duction Escherichia coli strain 225, isolated from pheasants encodes colicins E1, B, M,
la/Ib and microcin B17 in its genome. In the previous work this strain was selected for the
further study of the inhibition of pathogenic bacteria or bacteria causing the food spoilage.
The antibacterial properties of this strain were tested on selected Gram-negative bacteria
isolated from food and on collection strains (Salmonella, Shigella, Escherichia). Results
confirmed that the inhibitory activity of the producer strain E. coli 225 against Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 is lower in comparison with three non-

producing Escherichia coli strains, and Shigella sonnei strain. The inhibitory activity ob-



served by pin method was confirmed by other microbiological methods only for bacteria
closely related to the E. coli (non-producing E. coli and S. sonnei). Inhibition of other gen-
era of Gram-negative bacteria (Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Salmo-
nella, and Yersinia) by mixture of bacteriocins isolated from E. coli strain 225 was not

proved.

Keywords: colicin, Escherichia coli, inhibition, gramnegative bacteria
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UvVOD

Alimentarni onemocnéni jsou zpravidla infekéni povahy a ¢asto je zpusobuji gramnega-
tivni bakterie zejména z Celedi Enterobacteriaceae. Tato infekéni onemocnéni znamenaji
velké nebezpeCi pro vetejné zdravi lidi a zvifat po celém svéte. Mezi jedny
rok onemocnéni desitek miliont lidi na celém svété, patii bakterie rodu Salmonella a pato-
genni Escherichia coli. V poslednich letech ma v Ceské republice vyskyt infekénich one-
mocnéni vyvolanych mikrobialnimi patogeny mirné stoupajici trend. U vétSiny téchto ne-
moci je vyuzivana antibioticka 1é¢ba. Pti pouziti antibiotik jsou bakterie ve snaze o svoje

pteziti schopny vyvijet vlastni obranné¢ mechanismy, které snizuji G€inky antibiotik.

Jelikoz v dne$ni dobé¢ je ucinnost antibiotik v dusledku rostouci rezistence vyrazné nizsi
nez na pocatku jejich uzivani, je potieba hledat nové moznosti ochrany proti patogeniim

zpusobujicim alimentarni onemocnéni.

Jednou z moznosti zvySeni bezpecnosti potravin vici patogenim je uplatnéni antimikrobi-
alnich latek (bakteriocinil) nejen grampozitivnich, ale také gramnegativnich bakterii. Bak-
teriociny slouzi bakteriim v prostiedi jako ekologicka vyhoda. Nejvice bakteriocini bylo
popsano z nepatogenni bakterie Escherichia coli. Vzajemné interakce kolicint s citlivymi
buitkami tidi vnitrodruhovou konkurenci a podili se na podpote biologické rozmanitosti.
Moudré vyuzivani téchto pfirozenych obrannych mechanizmi bakterii skytd nové moznos-
ti pro kontrolu patogent, zvySeni bezpec¢nosti a kvality potravin a s tim ruku v ruce zdravi

lidi a zvifat.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
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1 BAKTERIOCINY

1.1 Definice a charakteristika bakteriocinu

Bakteriociny jsou bohata a riznoroda skupina ribozomaln¢ syntetizovanych antimikrobial-
nich peptidii produkovanych mnohymi bakteriemi, které jsou schopny usmrtit konkuren¢ni
bakterialni druhy a zaroven nepisobi skodlivé na produkéni buriku diky specifickym imu-

nitnim proteinam [1].

Cetnost a rozmanitost produkce bakteriocinil je mezi bakterialnimi populacemi znacné
odli$nd. Za tuto rozmanitost jsou pravdépodobné do zna¢né miry zodpovédné dynamické
interakce, které se vyskytuji mezi bunikami. Rovnéz produkce bakteriocinti je ur¢ena i mis-
tem, kde se populace bakterii vyskytuje a genomickym pozadim produkujicich kment
[2, 3].

Vice nez 99 % veskerych bakterii je schopno produkovat alesponi jeden bakteriocin. VéEtsi-
na z nich vsak doposud nebyla identifikovana. Je proto ziejmé, ze bakterie investuji zna¢né
mnozstvi energie do vyroby a zpracovani téchto antimikrobialnich mechanizmu pro zacho-
vani své vlastni ochrany. Bakteriociny mohou rovnéz fungovat jako signalni peptidy. Tyto
peptidy se podileji na bakterialni komunikaci buriky, pfi¢emz funguji prostfednictvim ex-
tracelularnich diftznich signalnich molekul tzv. quorum sensing, umoziujici v populaci
bakteriim synchronizovat chovani skupiny a usnadnit tak koordinované mnohobunécéné
funkce [1, 3]. Schopnost bakteriocinti zabijet je z téchto diivodl povazovana za GspéSnou
strategii bakterii pro udrzeni vlastni populace a snizeni po¢tu konkurentd v boji 0 dostatec-

né mnozstvi Zivin a zivotniho prostiedi [4].

Bakteriociny jsou tvofeny kratkymi ribozomalné syntetizovanymi proteiny. Ty jsou sloze-
né z C-koncového jadra a N-terminalni vedouci sekvence, ktera je rozpoznavana a Stépena
peptidazou. Na peptidovém jadie mohou probéhnout posttranslacni modifikace napt. de-

hydratace, makro a heterocyklizace [5].
Genetické systémy se skladaji z gent kodujicich toxin a imunitniho imm genu kédujiciho
protein umoznujici bakteriim branit se vi¢i vyprodukovanému bakteriocinu a zajistit Si tak

ochranu produk¢ni buniky [6].
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1.2 Klasifikace bakteriocinu

Na zakladé rozdilti ve stavbach buné¢nych stén mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi
bakteriemi je také odlisna konstrukce jejich bakteriocind nejen z hlediska velikosti, ale
také specifi¢nosti. Vnéj§i membrana gramnegativnich bakterii obsahuje receptory zodpo-
védné za antigenni vlastnosti O — antigenu a specifické proteiny nutné pro vazbu bakterio-
cinu. Naproti tomu grampozitivni bakterie maji vicevrstvou sténu tvofenou peptidoglyka-
nem bez vnéj$i membrany. To zvyhodnuje malé peptidy, které pronikaji do mureinové sité
bez vazby na specificky translokacni receptor [7]. Jednou z moznosti déleni bakteriocind je

podle typu produkéniho kmene [4].

1.2.1 Grampozitivni bakterie

Grampozitivni bakterie, zejména bakterie mlé€ného kvaSeni (LAB), jsou typické bakterie
produkujici bakteriociny riznych velikosti, stavby, fyzikalné-chemickych vlastnosti a inhi-
bi¢niho spektra. Tyto genové kddované bakteriociny jsou fazeny mezi nizkomolekularni

antimikrobialni peptidy s méné nez 60 aminokyselinami [4].

Bakteriociny grampozitivnich bakterii jsou obecné rozdéleny do t¥idy I (modifikované pep-
tidy, lantibiotika), tfidy II (nemodifikované peptidy, non-lanthionin) a tiidy III (velké bil-

koviny, tepelné vSak nestabilni) [4].

1.2.2 Gram-negativni bakterie

Gram-negativni bakterie produkuji celou fadu bakteriocinti, které jsou konkrétné pojmeno-
vany podle rodu (napt. klebiciny od Klebsiella pneumoniae) nebo podle druhu (napt. koli-
ciny od E. coli, marcesciny od Serratia marcencens, alveiciny od Hafnia alvei, kloaciny
od Enterobacter cloacae) produk¢ni bakterie. Bakteriociny produkované bakteriemi rodu

Pseudomonas jsou obecné nazyvany jako pyociny [8].
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2 ESCHERICHIA COLI JAKO PRODUCENT BAKTERIOCINU

2.1 Charakteristika Escherichia coli

Escherichia coli jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni, nesporulujici ty¢inky. V anae-
robnim prostfedi vyuzivaji riznych mechanizmii anaerobni fermentace za vzniku smési
produktt, zejména laktatu, sukcinatu, acetatu, etanolu a oxidu uhli¢itého. U E. coli je vy-
znamnd schopnost pfenosu DNA bakteridlni konjugaci, transdukci a transformaci, coz
umoziuje horizontdlni ptenos genetického materialu a informaci uvniti existujicich popu-

laci [9].

V ramci druhu E. coli se rozlisuje mnoho kment s velmi rozlicnymi vlastnostmi. Nékteré
z téchto odlisnosti mohou byt detekovany pouze na molekularni Grovni. Nekteré kmeny
mohou mit patogenni vlastnosti, SChopnost vyuzivat neobvyklé zdroje uhliku
a V neposledni fadé i rezistenci vici antibiotikiim [9].

v

E. coli je fazena do ¢eledi Enterobacteriaceae. Tato ¢eled” se vyznacuje nejrozmanitéjSim
a velmi propracovanym bakterialnim obrannym systémem. Jedna se zejména 0 produkci
riznych obrannych latek: antibiotik, lytickych agens (bakteriofagy), nejriznéjSich typt
exotoxinll a bakteriocinll. Vice nez 30 bakteriocini jiZ bylo identifikovano a neni pochyb,

Ze jich bude v prub¢hu let objeveno jesté mnohem vice [8, 10].

Zhruba polovina ptirodnich izolatt Escherichia coli jsou bakteriocinogenni, pusobici inhi-
bi¢né na dalsi E. coli nebo tzce ptibuzné bakterialni druhy a rody. Hostitelskou specifitu
urcuji vnéj$i membranoveé proteiny, které jsou gramnegativnimi bakteriemi syntetizovany

jako povrchové receptory [12, 13].

Produkce bakteriocint E. coli zavisi na prostfedi z n€hoz byl hostitel izolovan, na genetic-
kém pozadi kmene a na typu hostitele. Pficemz mnozZstvi a rozmanitost kolicinil izolova-
nych z bylozravcl a vSezravcu je vyrazné vyssi nez u masozravych savcl. Hlavni pfi¢inou

tohoto rozdilti je doba traveni potraviny gastrointestinalnim traktem [14].

Samotna Escherichia coli je producentem dvou typl bakteriocinti rozdélujicich se podle
molekulovych hmotnosti na koliciny a mikrociny.
Mikrociny maji velikost 1 az 10 kDa a jejich minimalni inhibi¢ni koncentrace jsou

V nanomolarnim rozsahu. NaruSuji Sirokou Skalu funkci Vv cilové buiice véetné ATP syn-
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tetazy a DNA gyrazy. Koliciny maji velikost v rozmezi 30-80 kDa a patii k velmi u¢innym

toxiniim. K inhibici cilové bunky dostacuje pouze jedna molekula [15].

Koliciny a mikrociny jsou si v mnoha ohledech podobné, ale syntéza mikrocini neni letal-
ni pro produk¢ni kmen a nedochazi k poskozeni DNA, na rozdil od kolicini. Téméf vSech-
ny koliciny jsou kédované vyhradné na plazmidovych replikonech, kdezto geny pro mi-

krociny mohou byt neseny na plazmidech nebo na chromozomu [1,16].

Koliciny 1 mikrociny mohou byt buiikou produkovany soucasné nebo je buiika schopna

produkovat hned nékolik kolicint najednou [17].

2.2 Koliciny

Koliciny patii do heterogenni skupiny SOS-indukovanych vysokomolekularnich bakterio-
cinti, které jsou produkovany k aktivni inhibici rustu pfibuznych prokaryotickych bunék.
Tyto toxiny jsou produkovany ve velkém mnozstvi a zpravidla jsou uvolnovany

do extracelularniho média [12].

Prvni kolicin (kolicin V) byl poprvé identifikovan v roce 1925 belgickym biologem André
Gratiou jako tepeln¢ labilni produkt ptitomny v kulturach E. coli. Nazev ,,colicin® byl vy-
tvofen Gratiou a Fredericgem v roce 1946 po prokazani proteinové povahy a specifi¢nosti
jejich spektra ucinku. V roce 1953 Jacob et al. poprvé pouzili termin ,,bacteriocin“
k oznaceni kolicint a jinych podobnych toxickych latek. Dnes je znamo 34 druht kolicint,

ale pouze 26 z nich je podrobné popsanych [8, 10].

Koliciny ptedstavuji modularni proteiny s tfemi linearné organizovanymi funk¢énimi do-
ménami pusobicimi spole¢né. Funkéni domény tvofi: doména podilejici se na rozpoznani
specifického receptoru citlivé buiiky, doména podilejici se na translokaci kolicinu do citli-
vé bunky a doména zodpovédna za jejich toxicky ucinek. Tyto domény pusobi na citlivé
bakterie tfemi riznymi kroky. Prvnim krokem je vazba na receptor zprostfedkovana R do-
ménou, kterd se nachazi ve stfedni ¢asti primarni sekvence. N-terminalni doména T zpro-
sttedkovava druhy krok, pfesun kolicini z vnéj§tho membranového receptoru k danému
cili v bunice. Za inhibi¢ni ucinek je zodpovédna karboxy-terminalni C doména [18]. U riz-
nych typt kolicinl se 1i§i v zavislosti na struktuie a funkci, pficemz vyménou jin¢ho typu

C — koncové domény Ize zaménit toxickou aktivitu kolicinu [15].
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Obr. 1. Grafické znazornéni struktury kolicinu, sloZeného ze tri

domén: T-translokacni (zelend barva), R-receptorova (Cervena

barva), C-cytotoxicka (modra barva)[50].

2.2.1 Klasifikace kolicinu

Klasifikace a nomenklatura je dana na zaklad¢ interakci kolicint s citlivou bakterialni bun-
kou. Podle receptorové specifity se znaci velkymi pismeny. Pii sou¢asném navazani vice
kolicinll na jeden receptor se pfipojuji za pismena Cislice. Navazanim na povrch specific-
kych receptort cilovych buné€k se koliciny pfemist'uji pies vnéj$i membranu na cytotoxické
misto pusobeni. Receptorova doména interaguje s B-soudkovym proteinem ve vnéjsi mem-
brang, ktery se za normalnich okolnosti podili na importu Zivin a iontl, a to zejména Vvita-

ming, sacharida a Fe** [19].

N-termindlni translokacni doména prochéazi pies vnéj$i membranu ve vétSiné piipada pro-
stfednictvim interakce S dalSim membranovym proteinem. Ten pusobi jako translokator
a napomaha prestupu kolicinu pifes zevni a vnitini membranu cilové buiiky a transportu
kolicinu periplazmou prostfednictvim interakci s proteiny oznacovanych jako Tol nebo

Ton systém v hostitelské periplazmé [10, 19].
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Pfi samotné inhibici cilové bunky musi v8ak koliciny ptekonat obrovskou fyzickou barié-
ru: vnéj$i membranu tvorenou dvojvrstvou lipopolysacharidi situovanou na vnéjsi strané

jeji dvojvrstvy s jejimi malymi pory (10 az 20 A v pruméru) [20].

Podle mechanizmu translokace pies vnéjsi membranu cilové bunky (napt. OmpF nebo

OmpC) jsou nasledné koliciny klasifikovany do dvou skupin - A nebo B.

Skupina kolicinu A

K transportu pies vnéj§i membranu je vyuzivan Tol-dependentni translokaéni systém tvo-
feny tfemi proteiny vnitini membrany TolQ, TolR, TolA, jednim periplazmatickym protei-
nem TolB a Pal-lipoproteinem vnéj$i membrany. Do této skupiny fadime kolicin A, E1-E9,
K, L, N, $4, U, Y a kloacin DF 13. Skupina je kodovana malymi plazmidy (6-10 kb)

a uvolinovana do média [10, 21].

Skupina kolicinu B

U této skupiny je k translokaci vyuzivan Ton-systém slozeny ze tfi proteind vnitini mem-
brany TonB, ExbB a ExbD. Do této skupiny kolicini kdédovanou velkymi plazmidy
(40 kb) tadime kolicin B, D, H, la, Ib, M, V a X [10].

Samotna translokace kolicind pfes vnéjSi membranu ovSem stale neni dostate¢né objasné-
na. Piedpokladd se vSak, Ze mechanizmus pifenosu pies vn€j§i membranu pomoci
Tol- dependentniho systému je pravdépodobné odlisny od Ton-dependentniho systému
[22].

Vsechny koliciny A a koliciny E (s vyjimkou kolicinu E1 a N) vyzaduji pro vstup do bun-
Ky vnéjsi membranové proteiny Omp (outer membrane proteins). Po vazbé kolicinu
na buné¢ny povrchovy receptor BtuB (receptor pro vit.B12) R-doménou dochazi k trans-
portu N-konce zevni membranou, kde pomoci OmpF (trimerni porinovy kanal slozeny
ze tii B-soudkil) a Tol systému proteintt vstupuji do periplazmy. Vznikla vazba BtuB-
OmpF-kolicin vytvari transportni systém umoziujici transport do buiky. Zde dochazi
k interakci s TolB proteinem, jenz je pomoci Pal-lipoproteinu ukotveny blizko porinu.

C-terminalni doména nasledné vytvati pory v cytoplazmatické membrané [23].

Dulezitost Tol membranovych proteind spociva v udrzeni kolicinu v rozlozené konforma-
ci, ktera mu napomaha prekonat periplazmu a dostat se ke koneénému cili

Vv cytoplazmatické membrané nebo cytoplazmé [23].
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Kolicin N jako jediny pouziva soucasné K vazb¢ a k translokaci OmpF protein. Kolicin E1

pro translokaci nevyuziva OmpF, ale spiSe kanal TolC [22].

—_— ey W Wil vwnéjsi membrana
| i’

periplazma

cytoplazmaticka
membrana

Obr. 2. Grafické zndzorneni umisténi proteinit Tol systému
V bunécném povrchu. V cytoplazmatické membrané jsou ukot-
veny proteiny TolA, TolQ a TolR. Protein TolB je pritomen
v periplazmé. Soucdsti vnejsi membrany je lipoprotein Pal,

ktery vsak na obrazku neni zndazornén [51].

V porovnani s translokaci kolicind skupiny A je v soucasnosti velmi malo informaci
o transportu kolicini skupiny B. Koliciny skupiny B jsou riiznorodou skupinou proteind,
at’ uz se jedna o velikost, receptorovou specifitu a zplisob plisobeni. Jejich spoleénym jme-
novatelem je ,,TonB box*, ktery piedstavuje pentapeptid v N-proximalni poloze. Vlastni
funkce TonB systému spoc¢iva v transdukci energie z vnitini membrany na specifické re-
ceptory vnéjSi membrany, které se podili na importu sideroforu (latky schopné vazat zele-

zo) nebo vitamint B [4].

Na rozdil od Tol-systému neni v TonB-systému vazba kolicinu na receptor energeticky
zavisly proces. Zdrojem energie jsou zde oxidoredukéni déje na plazmatické membrang.
Pro translokaci periplazmou je nutny komplex proteint TonB, ExbB a ExbD. Samotna
translokace za¢ina rovnéz navazdnim R-domény na receptory, jenz zptisobi konformacni
zmény ve struktufe receptorti a umozni tak vstoupit N-konci molekuly kolicinu do kanalu
receptoru. N-konec kolicinu se nasledn¢ navaze na TonB protein ukotveny v cytoplazma-

tické membrang. Tato interakce umozni transport C-domény kolicinu k bunéénému cili.
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Obr. 3. Grafické zndzornéni umisténi proteinit TonB systému
V bunécném povrchu. V cytoplazmatické membrané jsou ukot-
veny proteiny TonB, ExbB a ExbD. Ton B je oblast bohata
na prolin (X-Pro) pomdhajici spojit cytoplazmatickou mem-

branu S vnéjsi membranou [51].

Zbyvajici krok je samotny letalni u¢inek na cilovou bunku a podle néj se koliciny zafazuji

do tfi kategorii:

1. koliciny depolarizujici plazmatickou membranu (A, E1, K, N, U, B, la, Ib, 5, 10,
S1,S4,Y,Js, L);

2. koliciny pusobici jako DNAazy ( E2, E7, E8, E9) nebo RNA4azy (E3, E4, ES, E6,
kloace DF13, D) [24];

3. koliciny degradujici peptidoglykan (pouze kolicin M) [10].

Koliciny depolarizujici plazmatickou membranu

Jedna se o kompaktni ve vodé rozpustné proteiny 0 velikosti 449-629 aminokyselin, jejichz
baktericidni u€inek spoc¢iva ve vytvotfeni iontovych kanalti ve vnitini membrané k tniku
cytoplazmy, destrukci elektrochemického gradientu, ztraté iontd a nasledné bunééné smrti
[1]. Mezi nejvice prostudované koliciny patii koliciny A, E1, Ia, N a B sloZzenych z pevné
sbalenych deseti a-Sroubovic (H1-H10). Jejich hydrofobni N-konec je tvofen spiralovou
vlasenkou (H8-H9) oddélenou od vodni faze dal§imi osmi vétSinou amfipatickymi Sroubo-

vicemi (H1-H8) [22].
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Pocatecni vazba kolicinu na membranu je zpravidla za ur¢itych podminek nevratna. Pomo-
ci unikatniho hydrofobniho segmentu se Sroubovicemi H8-H9 dochazi k vazbé kolicinu
na membranu, kde interaguje s hydrofobnim jadrem. Mezitim se osm ostatnich hydrofil-
nich Sroubovic H1-H8, z nichZ mnohé jsou pfi zachovani sekundarni struktury amfipatické,
roztahne na povrch dvojvrstvy. Pti interakci C-domény s fosfolipidy dochazi ke konfor-
macnim zménam. Dojde k rozpadnuti globularni tercialni struktury, pfi¢emz sekundarni
struktura se zachova [22]. Timto zpisobem Se Sroubovice kolicinu spolu s membranovymi
lipidy podili na tvorbé membranovych kanalt.. Otevieny kanal umoznuje pruchod jedno-
mocnych ionti, coz vede k odvodu zejména kationtovych iontd (H+, K*, Na*) a naruseni
elektrochemického gradientu cilové bunky zpusobujici depolarizaci cytoplazmatické
membrany [20]. Iontové kanaly jsou regulovany transmembranovym napé&tim, pfi¢emz se
otviraji pii pozitivnim a zaviraji se pfi negativnim ndboji na cytoplazmatické strané¢ mem-

brany. Velikost kolicinového poru se priblizné pohybuje okolo 10 A [10, 22].

Koliciny s nukledzovou aktivitou

Jedna se o koliciny s vétsim rozsahem velikosti, ktera se pohybuje mezi 178-777 aminoky-
selinami [1]. Vétsina téchto enzymatickych kolicini s nukledzovou aktivitou vyvolava
bunécnou smrt prosttednictvim hydrolaz nebo transferaz, které plisobi na fosfodiesterové
vazby v bakterialni cytoplazmé [24]. Jedna se o riznorodou skupinu cilovych enzymu ge-

nomové DNA (DNazy), 16S rRNA (rRNézy) nebo tRNA (tRNazy) [22].

Translokace pfes vnéjsi membranu a periplazmaticky prostor je velmi podobny s koliciny
tvoticimi pory, avsak rozdily jsou v piipadé plazmatické membrany [20]. U pérotvornych
kolicind v pfipad¢é navazani C-domény na cytoplazmatickou membranu dojde k znaénym
konformaénim zméndm, které¢ nasledné umozni cytotoxické doméné tvorbu porii. Nukled-
zové koliciny vSak vyzaduji transport C-domény az do cytoplazmy bakterii, kde mohou
interagovat s fosfodiesterovymi vazbami pfitomnych v DNA, 16S rRNA nebo tRNA. Sa-
motny mechanizmus transportu kolicinu s nukleazovou aktivitou ptes plazmatickou mem-
branu bunky je zatim malo prozkoumany. Jednou z moznosti translokace pies vnitini
membranu piedstavuje spojeni nukledzovych kolicinli S aniontovymi fosfolipidy. Toto spo-
jeni vyvolava konformacni zmény nukleazovych domén. Konformacni pieskupeni usnad-
nuje dalsi specifické hydrofobni interakce, které fidi hloubku zanofeni a destabilizaci
membrany [22, 25]. Nukleazové koliciny v této fazi jsou strukturné podobné kolicinim

tvoricich pory, kdy dochazi k rozruseni tercialni struktury a sekundarni struktura je zacho-
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vana. Nukleazové toxiny jsou umistény v C-terminalni doméné o velikosti 90-130 amino-
kyselin [22].

DNazové koliciny patii k enzymim zavislych na kovech, které degraduji DNA nahodné.
V soucasné dobé jsou do této skupiny zatazovany koliciny E2, E7, E8, E9. Enzymy jsou
tvofeny z centralniho 3-vlaknitého antiparalelniho B-listu obklopeného helixy s konkdvnim
aktivnim mistem pro vazbu DNA. Jadro aktivniho mista DNé4zovych kolicintl je tzv. HNH
motiv. Predpoklada se, Ze Kkolicinové DNazy vyvolavaji bunéénou smrt prostifednictvim
ndhodného zniCeni bakteridlntho genomu. Nejpravdépodobnéji tato smrt nastava

v disledku zlomt na dvojsroubovici po opakovaném déleni DNA [22].

Vsechny RNazové koliciny (E3, E4, E5, E6 a D) jsou schopny vyvolat buné¢nou smrt
inhibici syntézy protein $t€penim specifickych fosfodiesterovych vazeb na RNA. Tyto
enzymy vsak nevyzaduji ionty kovl jako kofaktory. Kolicinové RNézy jsou rozdéleny
do dvou riznych skupin: koliciny $tépici 16STRNA (koliciny E3, E4 a E6) a koliciny §tépi-
ci jednotlivé antikodonové smycky tRNA (kolicin E5, D) [22].

Koliciny degradujici peptidoglykan

Kolicin M je slozeny z 271 aminokyselinovych zbytkl a fadi se mezi jeden z nejmensich
ribozomalné tvofenych bakteriocind (28 kDa) produkovanych bakteriemi E. coli. Je ¢asto
kodovan na velkych plazmidech a zptisobuje lyzi cilovych bunék, pficemz sam produkéni
kmen je chranén proti vlastni lyzi buniky imunitnim proteinem [26]. Jeho vyjime¢nost mezi
ostatnimi toxiny spo¢iva v tom, ze pusobi piimo v periplazmé¢ a specificky inhibuje biosyn-
tézu peptidoglykanu. Hydrolyzou pyrofosfatu dochazi k rozstépeni vazby mezi prekurzo-
rem mureinu a lipidickym nosi¢em Css-polyisoprenolem podilejici se na pfemisténi pre-
kurzoru pies plazmatickou membranu do periplazmy. Po odstépeni Css-polyisoprenolu
od pyrofosfatu a zbytku vzniklého produktu (1-pyrophospho-MurNac-pentapetid-GIcNAC)
vstupuje do stavebniho cyklu peptidoglykanu, kdy dochazi k zastaveni biosyntézy a lyzi
bunék. Jelikoz Css-polyiosprenol je rovnéz nositelem O-antigenu pies plazmatickou mem-
branu, dochazi také pti rozstépeni k inhibici prenosu O-antigenu na jadro lipopolysachari-

du, coz vSak nemusi vést k nasledné bunécné smrti [12, 18].
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Tab. 1. Vyuziti ruznych receptoru proteinii a zpusoby translokace skupiny kolicini

A a B k proniknuti do bakterii [19].

Cytotoxicka aktivi-
Kolicin Receptor Transportni systém ta
Skupina A
El BtuB TolC, TolQ, R, A Vytvateji pory
E2, E7, E8, E9 BtuB OmpF, TolQ, R, A, B DNazy
E3, E4, E6 BtuB OmpF, TolQ,R, A, B 16s rRNéza
E5 BtuB OmpF, TolQ,R, A, B Antikodon rRNazy
N OmpF TolQ, R, A Vytvateji pory
K TSX OmpF, OmpA, TolQ, R, A, B Vytvateji pory
U, bakteriocin 28b OmpA OmpF, LPS, TolQ, R, A, B Vytvareji pory
Kloacin DF13 IutA TolQ, R, A 16s rRNaza
Skupina B
5, 10 TSX TolC, Ton B, EXB B, D Vytvaieji pory
la, Ib Cir TolC, Ton B, EXB B, D Vytvaieji pory
B FEPA TolC, Ton B, EXB B, D Vytvateji pory
D FEP TolC, Ton B, EXB B, D tRNéza
Inhibitor syntézy
M FHU TolC, Ton B, EXB B, D peptidoglykanu

2.2.2 Syntéza Kolicinii

Schopnost produkce kolicinu je ulozena na kolicinogennim plazmidu oznacovaném jako

pCol plazmid. Operon Col plazmidu je zpravidla tvofen tiemi dulezitymi geny kodujici

vlastni kolicin, imunitni protein a lyticky protein [22].

Za regulaci syntézy kolicint je zodpoveédny SOS — systém, podilejici se na kontrole expre-

se genil zodpovédnych za opravu poskozené DNA. Za normdlnich podminek je syntéza
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kolicinli vypnutd. Pouze velmi mald ¢ast bakterii syntetizuje kolicin jako disledek spon-
tanni reakce SOS systému. Jakmile vSak dojde k poskozeni bunééné DNA, aktivuje se pro-
tedza RecA a nastava transkripce kolicinovych geni. Zpétna vazba umoziuje zpocatku
vyraznou expresi gent proteinu RecA. Postupné vSak dochazi k jejimu utlumeni zvySenou
syntézou promotoru LexA. Pied geny pro syntézu kolicini se nachéazeji dva ¢astecné pie-
kryvajici se SOS boxy, které utlumuji expresi gent pro kolicin, imunitni protein a lyticky

protein [27].

2.2.3 Obranny systém produkéni bakterie

Ochrana kolicinogennich bakterii pted pisobenim molekuly vlastniho kolicinu je zajisténa
pomoci imm genu koédujici imunitni protein, jenz je soucasti vSech velkych Col plazmidi
a kil genu kodujici lyticky protein ptitomny pouze v malych Col plazmidech [27]. Imunit-
ni protein je maly polypeptid o velikosti 11-18 kDa, jenz je kodovan na stejném plazmidu
jako kolicin [22, 28]. Tento protein interaguje specificky s C-koncovou doménou kolicinu
ve vnitini membrané burky, ¢imz jej ¢ini neaktivni [22, 19]. Hlavnim ukolem lytického

proteinu je snadnéjsi uvoliiovani vytvoieného kolicinu z produkéni buriky do okoli [27].

Imunitni protein nukledzovych kolicinii chrani produkéni buiiku pfed plisobenim exogen-
nich i endogennich toxintl. Je tvofen pfimo v cytoplazmé, kde vazbou na C-terminalni do-
ménu daného kolicinu vytvafi heterodimerni komplex. Tento inaktivni komplex se vaze
na receptor cilové bunky. V ur¢itém okamziku po navazani dochéazi k uvolnéni a transportu
imunitniho proteinu do cytoplazmy, ¢imz se aktivuje toxickd doména. Ta nasledné inakti-

vuje nukleazovou doménu kolicinu [22, 19].

Obranny mechanizmus porotvornych kolicinti chrani buiiky pouze pied ptisobenim exo-
gennich kolicini produkovanych sousedni bunikou, kdy dokaze zabranit otevieni kanalu
nebo blokovat jiz otevieny kanal. Ochrana pted pisobenim vlastniho Kolicinu neni vSak
nutna, jelikoz polarita transmembranového potencialu je opacna, nez je potieba k otevieni

poérti [22].

2.3 Mikrociny

Mikrociny jsou ribozomaln¢ syntetizované antimikrobidlni peptidy s nizkou molekulovou
hmotnosti (<10 kDa). Ty mohou byt dale podrobeny komplexni posttransla¢ni modifikaci,
ktera souvisi s produkci enzymut kédovanych v genovych klastrech mikrocini a uprave-

nych proteolytickym $tépenim. Typické genové klastry, které jsSou umistény na plazmidech
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nebo na chromozomu, obsahuji dva geny kodujici sekre¢ni proteiny a imunitni proteiny

[29].

Syntéza mikrocint je siln¢ aktivovana, jestlize builky dosdhnou stacionarni faze rtstu
a dochazi k vycerpani zivin a hladovéni. Je ptedpoklad, ze produkci mikrocini buiika
inhibuje fylogeneticky pfibuzné bakteridlni druhy citlivé na G¢inky mikrocint. Tim ziska

bakterialni bunka vice zivin pro sebe [30, 31, 32].

Nedavné studie prokdzaly, Ze mnoho mikrocini vyuziva jako translokdtory homologni
ABC proteiny. Ty pouzivaji ATP hydrolyzu jako zdroj energie pro export. Tyto dopravni-
ky tvofi transmembranovy komplex se dvéma zakotvenymi proteiny v plazmatické mem-
brané a na vstupu do periplazmy. Tteti protein je ukotven na vné&jsi membrang, kde zajist'u-
je finalni export smérem k vngjsi strané bunky. Vnitini membranové proteiny zodpovédné
za zavadéni mikrocinu do periplazmy jsou kodovany dvéma geny patiicim do genetického
systému mikrocint. Vnéj$i membranovy protein zapojeny do exportu mikrocini je mem-
branovy protein TolC slozeny z 12- B-bareli pokryvajici vnéjsi membranu, spojeny s dlou-

hym o-helikalnim kanalem, ktery pronika daleko do periplazmy [33].

Vétsina mikrocinl je vazana na vnéjsi receptory cilovych bunék, které se podileji na ab-
sorpci zeleza. Samotné uvolnéni mikrocini neni disledkem bunééné lyzy, spise jsou mi-
krociny aktivné vyluCovany z buiiky. Sirokd $kala mikrocinovych struktur vede
k rozmanitosti mechanizmu u¢inki, napf. k inhibici vitalnich funkci nebo enzymatickému
poskozeni vnitini membrany. Avsak samotny zpusob inhibice cilové bunky mikrociny neni

doposud obecné znam [34, 35].

Mikrociny jsou klasifikovany do dvou kategorii v zavislosti na molekulové hmotnosti,
na ptitomnosti disulfidovych vazeb a post-transla¢nich modifikaci. Mikrociny 1. t¥idy za-
hrnuji plazmid-kédujici peptidy s nizsi molekulovou hmotnosti (>5 kDa), které podstupuji
rozsahlé posttranslacni modifikace. Ttida Il obsahuje peptidy o vyssi molekulové hmotnos-
ti (5-10 kDa), jenz se dale déli do dvou podtiid. Podtiida Ila zahrnuje mikrociny postrada-
jici posttransla¢ni modifikace, které mohou vlastnit v molekule az dvé disulfidové vazby.
Do ttidy IIb se fadi chromozomalné kddované linearni mikrociny S moznosti posttransla¢ni

upravy terminalniho C-konce svého fetézce [17].
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Tab. 2. Klasifikacni schéma mikrocinii produkovanych bakteriemi E. coli [4].

Ttida Mikrocin Molekulova hmotnost Charakteristika
| B17 3094 Nizkomolekulérni peptidy
C7/C51 1177 (<5 kDa), posttranslacné
modifikované
D93 <1000
J25 2107
] Vétsi peptidy (5-10 kDa),
S moznosti posttranslacni
modifikace
lla L 8884 Pro syntézu funkénich pep-
V; 8741 tidl je zapotiebi vice nez
jeden gen
N/24 7274
b M 7284 Linearni peptidy s post-
Ha7 1865 transla¢ni tpravou C-
konce

2.3.1 Mikrociny I. tiidy

Mikrociny 1. tfidy vykazuji spolecné vlastnosti: (1) nizkou molekulovou hmotnost, (i1) vy-
soce neobvyklé konstrukce diky rozsahlym posttranslacnim modifikacim a (iii) pusobeni
na zakladni molekularni nastroje v cytoplazmé citlivych buné¢k. Geny zodpovédné za pro-
dukci posttranslacné modifikovanych mikrocinii jsou tzce seskupeny a kodovany
na plazmidech. Krom¢ strukturniho genu kodujici prekurzor mikrocinu obsahuje kazda
skupina jesté geny, které jsou nezbytné pro posttranslacni modifikace a geny zodpovédné
za odvadéni vyprodukovanych mikrocinti z produkéni bunky ¢imz vytvareji odolnost bun-
Ky vuci pusobeni vlastnich toxini. Kazdy exportni protein nebo proteinovy komplex
je specificky pouze pro dany mikrocin. Z tohoto divodu buriky produkujici konkrétni mi-

krocin ztstavaji citlivé na pusobeni jinych mikrocint [32].
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2.3.2 Mikrociny II. tfidy

Do této tiidy jsou zatazovany mikrociny S vys$§i molekulovou hmotnosti, jejichz peptidové
fetézce podstupuji rozsahlé posttranslacni modifikace v podobé disulfidovych mustka, pii-
padné se vazou na molekuly sideroforu, kde jsou rozpoznavany receptorem citlivé buiky.
Vlastni struktura je slozena z genu kddujici prekurzor mikrocinu sousedniho imunitniho
genu a alespon ze dvou gend kdédujicich membranové proteiny: ABC pienase¢ (ATP va-
zebnou kazetu) a protein odpovédny za sekreci toxinu. ABC protein je vzdy slozen alespon
ze dvou domén: transmembranové domény (TMD) a domény vazajici se k nukleotidu

(NBD) [33].

2.3.3 Mechanizmus u¢inkd mikrocinua

Zpisob interakce mikrocind s citlivymi bunikami je v zasad€ zcela shodny s plisobenim
kolicint, které bylo uvedeno vyse. Mikrocin reaguje se specifickym receptorem. Na po-
vrchu vnéj$i membrany dojde k postupnému premisténi pies bunéénou sténu a plazmatic-

kou membranu, kde dochazi k reakci s cilovou strukturou ptislusné burnky [36].

Pocate¢ni rozpoznavaci drahy jsou spole¢né pro nékolik mikrocind. S vyjimkou MccB17,
vyuzivajici pro vstup do periplazmy vné&jsi membranové receptory porinu a OmpF, v§ech-
ny ostatni mikrociny jsou vazany na vnéjsi membranové receptory S zeleznymi siderofory.
Pomoci spojené energie transdukéniho systému TonB-ExbB-ExbD vytvaieji vnitini mem-
branovy komplex. Mikrociny jsou nasledn¢ aktivné pfevedeny do periplazmy prostiednic-
tvim Ton systému, ktery pouziva hybnou silu z protonové energie vnitini membrany.
Jakmile mikrociny dosahnou bunéénych cili, citlivé bakterie uplatiuji vlastni antibakteri-
alni aktivitu. U mikrocinl tfidy I jsou cilem intracelularni enzymy zodpovédné za DNA
nebo RNA syntézy. Z téchto divodi musi tyto peptidy proniknout pies vnitini membranu.
Mikrociny mensich rozméri MccB17, McclJ25 vyzaduji pro vstup do cytoplazmy vnitini
membranovy protein SbmA, kde pisobi na cilové DNA gyrazy a RNA polymerazy [31].
Ttida mikrocint II se zaméfuje na plazmatickou membranu. Studie prokazaly, ze MccE492
interaguje s vnitini membranou, ¢imz destabilizuje membranovy potencial tvorbou port.
MccV rovnéz narusuje membranovy potencial u E. coli, avsak v tomto ptipadé nebyla pro-

kazana tvorba poru [31].
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2.4 Mnohonasobna produkce bakteriocintu

V piipadé bakterie E. coli vétSina bakteriocinogennich kment koduje vice nez jeden typ
bakteriocinu. Rada bakteriocintl se vyskytuje spoleéné s dalsimi typy bakteriocin mno-
hem c¢astéji nez by se dalo ¢ekat. Z pohledu bakterie je mnohonasobna produkce bakterio-
cini vyhodnd. Jestlize spolecenstvi tvoii populace citlivych bunék a dvé populace pro-
duk¢nich bunék, z nichz kazda koduje jiny typ bakteriocint pak kazdy z téchto producent
je schopen zabit druhého producenta a stejné tak citlivé bunky. Pokud vSak jedna
Z produk¢nich bunék je schopna rekombinace genu pro dalsi typ kolicinu, pak tento vice-
nasobny producent kolicinu je schopen zabit nejen citlivé bunky, ale i buiiky kodujici pou-
ze jeden typ kolicinu. Neexistuji vSak zadné udaje, které by prokazaly, ze napi. kolicin la

a MccV vyfadi z konkurence kmen produkujici pouze jeden z téchto bakteriocint [8].

Pravdépodobnost, ze kmen bude produkovat vice bakteriocinli je ovlivnéna c¢lenstvim
kmene ve fylogenetické skupiné [8]. Kmeny E. coli jsou zafazovany do ¢tyf fylogenetic-
kych skupin A, Bl, B2 a D lisicich se od sebe vyskytem v ekologickych nikach
a Ve schopnosti vyvolat onemocnéni [37]. V ptipadé humannich izolata je velmi pravde-
podobné, ze kmeny skupiny B2 produkuji vice bakteriocini v porovnani s kmeny skupiny
A nebo B1. Avsak v piipadé€ izolatu ziskanych ze zvitat s nejvétsi pravdépodobnosti vice

bakteriocint produkuji kmeny skupiny A [8].

Analyzou 266 humannich kmeni E. coli izolovanych z australské populace bylo zjisténo,
7e 38 % kmentu produkovalo alespon jeden bakteriocin, 24 % kment produkovalo jeden
nebo vice kolicinii a 20 % kmenti produkovalo jeden nebo vice mikrocin. Vyskyt mi-
tomycinem indukovatelnych bakteriofagl byl zjistén u 7 % kment. Ze 102 bakteriocino-
gennich kment 42 % produkovalo pouze jeden druh bakteriocinu, 41 % produkovalo dva

typy, 16 % produkovalo tfi a jeden kmen produkoval ¢tyii bakteriociny [38].

K bakteriociniim, které se statisticky vyznamné Casto vyskytuji soucasné v jednom pro-
dukénim kmeni, patii koliciny B a M, mikrociny H47 a M a rovnéZ kolicin Ia a MccV.
Kolicin E1 se vyskytuje spole¢né s kolicinem M pouze v ptipad¢, Ze kmen nekdduje rov-
néz kolicin B. Podobna situace je i v ptipad¢ kolicinu E1 a Ia. Tyto dva koliciny se objevu-
ji spole¢né pouze za predpokladu neptitomnosti MccV. Rovnéz byly zjistény dveé vyznam-
né kombinace tii bakteriocinti. MccJ25 se vyskytoval spole¢né s kolicinem la a MccV,

avsak nikdy samostatn¢ pouze s kolicinem la nebo Mcc V. Slabsi asociace pak byla pozo-
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rovana mezi mikrocinem C7 a mikrociny H47 a M [38]. Naproti tomu je mnohem malo

pravdépodobné, Ze se spolu vyskytnou mikrociny H47 a MccV [8].

U kment s témito nendahodnymi kombinacemi bylo zjisténo, ze vzdy alesponn jeden
Z bakteriocinl je z produkcéni bunky vylucovan radéji nez ze by byl uvolnén rozpadem
bunky. Samotna lyze buiky pfedstavuje zna¢né naroky na populaci bun¢k produkujicich

kolicin v souvislosti s pfenosem plazmidu a syntézou kolicint [8].
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3 INTERAKCE BAKTERIOCINU S CITLIVOU BUNKOU

3.1 Vliv prostiedi na produkci kolicini

Bakteriociny jsou schopny pusobit na konkurenty a umoznit tak invazi vlastniho kmene
do zavedené mikrobialni komunity. Zaroven vSak mohou také zabranit invazi jinych kme-
nu nebo druht do jiz obsazené niky. Invaze a nasledné ptisobeni kolicinii na konkurencni
kmeny ve strukturovaném prostiedi (pevné médium) je mnohem Sir$i, nez
Vv nestrukturovaném prostredi (tekuté médium). V nestrukturovaném prostedi produkéni
bakterie existuji jako nahodné rozmisténi jednotlivci, kteti se mohou prosadit pouze
Vv piipad¢ vyssiho poctu. Mala populace producentl toxint pak zpravidla nenapadd zave-
denou populaci bunék. Diivodem je ziejmé vysoka dan, kterou producent toxinu musi za-
platit (energetické naroky na udrzeni plazmidu a tvorbu inhibi¢nich proteinti) vV porovnani
s nizkym pfinosem, kdy toxicky u¢inek vuéi citlivym bunkam je minimalni a ristova rych-
lost je vlivem neseni Col plazmidu snizena. Naopak ve vhodném prostiedi napt. agar
namisce kmeny rostou jako jednotlivé kolonie, ptfi¢emz produkovany toxin se Sifi
Z kolonie producenta a piisobi inhibi¢né na citlivé konkurencni buiky. Pfistupy ke zdrojim
Zivin jsou nasledné pouze pro producenta toxint, ktery mize zvysit frekvenci rozmnozo-

vani a zcela vytlacit konkuren¢ni druhy a kmeny [39].

Soucasné poznatky naznacuji, ze produkce a uvoliiovani kolicinu je fizena regulatory, kte-
ré jsou schopny reagovat na slozeni zivin daného prostfedi. Tim je ur€en rust a rozmanitost
bakterialniho spolecenstvi. Faktory typu a mnozstvi zZivin v Zivotnim prostfedi tak mizou
mit zna¢ny dopad na dynamiku ristu kolicinogennich bakterii a zachovani biologické roz-

manitosti [40].

Pro zjisténi rozdili dynamiky rust bakterie E. coli v zavislosti na rustovych podminkach
byly zkouméany kmeny produkujici kolicin E2, odolné neprodukcéni kmeny a citlivé kmeny
na kolicin E2. VSechny tfi kmeny byly naockovany do tfech tekutych rustovych médii
0 rizném slozeni (LB agar, M9 agar obohaceny o 1 % aminokyselin a M9 agar obohaceny
0 4 % glukozy). Pomoci video-mikroskopie s ¢asovou prodlevou byla né€kolik dni sledova-
na dynamika ristu U fluorescenéné znacenych kmenil. Behem pozorovani byly zazname-
nany znacné rozdily v ristu bunék. Produkénim a rezistentnim bunkam se datilo ve vSech
ttech médiich na rozdil od citlivych bunék. V LB agaru a M9 agaru obohacené¢ho o amino-
kyseliny vykazovaly citlivé bunky slaby vétSinou vlaknity rust nebo u nich prob¢hla lyze

bunky. Znamena to, ze se staly obé&ti kolicinu. Avsak v agaru M9 obohaceném o glukézu
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dochazelo u citlivych bunék k exponencialnimu rustu i v tésné blizkosti produkénich bu-
nék, pticemz si Citlivé buiky udrzely ristovou fazi i poté, co produkéni i rezistentni kmeny
jiz prestaly rust. Z pozorovani vyplyva, ze nedochazelo k uvoliiovani kolicinu produkcni
buiikou v prostfedi obohaceném o glukézu. Zjisténé vysledky tudiz naznacuji, ze dostupné
ziviny mohou rozhodnout o Gspéchu kolonizovat urcité prostredi a miizou mit hluboky vliv

na biologickou rozmanitost [40].

3.2 Bakteriostatické ucinky kolicint

Mezi riznymi typy ribozomalné syntetizovanych antimikrobidlnich molekul maji pravé
koliciny nejvétsi specificitu tykajici se daného kmene v ramci t¢hoz druhu. Extrémné vy-
soka specificita kolicinii je zvlast¢ vyhodna v piipadé zaméteni jednoho bakterialniho
kmene na inhibici ur¢itého druhu patogenu bez toho, aby doslo k naruseni jiného mikrobi-
alniho spolecenstvi. Tyto kolicinogenni kmeny schopny inhibice patogend kolonizujici
gastrointestinalni trakt dribeze, skotu a prasat, maji v§ak nizky ucinek na vétsSinu prospes-
nych stievnich bakterii. Z tohoto diivodu je snahou vyuzivat koliciny pro kontrolu vyskytu
salmonel u drtibeze. Pficemz u 13 riznych kolicint, k nimz patii kolicin E2, E8, E7 byla
zjisténa schopnost inhibice 11 patogennich kmend. Kolicinogenni E. coli byly rovnéz ak-
tivné zkoumany k inhibici enterohemoragického kmene E. coli O157:H7. Vysledek studie
prokazal, Ze kolicin E1 je schopen inhibice E. coli O157:H7 izolovaného z jate¢né uprave-

ného hovéziho masa [41].

Mikrocin J25 (MccJ25) produkovany bakteriemi E. coli fadime k peptidovym antibiotikiim
jehoz piijem do buiky je zprostfedkovavan pomoci vnéjsich membranovych receptori
FhuA a vnitinich membranovych receptord TonB, ExbB, ExbD a SbmA. Vyzkum zamére-
ny na citlivost nékterych sérovar Salmonella enterica ukazal, ze MccJ25 je vysoce ucinny
pouze proti nékterym sérovarim, zatimco S. typhimurium, S. derby a nékteré kmeny
S. enteritidis jsou zcela rezistentni. Rezistentni kmeny se staly citlivé na Mccl25 jestlize
do jejich genu byl zaclenén gen pro protein FhuA z E. coli. Z vyzkumu vyplynulo, ze re-
zistence urcitych sérotyptl je dana neschopnosti proteinu FhuA zprostfedkovat pronikani
MccJ25 do bunky a inhibovat tak nejen RNA polymerazu, ale taktéz bunécné dychani.
Rovnéz byl u MccJ25 zjistén dlouhotrvajici ucinek na salmonely. Bunky, které byly vysta-
veny U€inklim mikrocinli zlstavaji Zivotaschopné, avSak nejsou schopné riist a vytvaret
kolonie. Je pozoruhodné, ze bakteriostatické uc¢inky vyvolané mikrociny se li$i od béznych

antibiotik v tom, ze buiikky nejsou schopny obnovit rist ani po odstranéni mikrocini
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z prostiedi. Tato trvala inhibice ristu je ziejmé zpusobena v disledku tésné asociace mi-
krocinti s buiikou. Na rozdil od béznych antibiotik, ktera voln¢ difunduji do nebo z burky,

jsou mikrociny trvale zachyceny v cytoplazmé [42].

Pfi hledani moznych novych probiotickych latek byly vyzkumy zaméteny také na gram-
negativni bakterie. Z této skupiny bakterii stoji za zminku zejména kmen E. coli H22. Ten-
to kmen produkuje nékolik bakteriocinti véetné mikrocinu C7 a kolicinu Ib a E1. U mikro-
cinu C bylo prokazano, Ze je schopen inhibice in vitro na fad¢ patogennich enterobakterii
v¢etné Klebsiella pneumoniae a Salmonella sp. [3]. Nasledné provadéné ex vivo testy po-
daly dtkaz o tom, ze kmen E. coli H22 podavany laboratornim mysim dokazal béhem Sesti
dnt snizit fekalni populaci Shigella flexneri na nedetekovatelnou hranici. Pficemz tato
inhibice trvala jesté nejméné 15 dni po inokulaci. Navic inhibiéni testy in vitro potvrdily,
ze E. coli H22 postradaly inhibi¢ni ucinek vaci anaerobnim bakteriim rodi Bacteroides
a Bifidobacterium piedstavujici zdravou stievni mikrofloru ¢lovéka. Tyto vlastnosti kme-
ne E. coli H22 naznacuji jeho potencionadlni vyuziti jako nad&jny probioticky kmen

Vv prevenci stievnich infekci lidi a zvitat [3, 43].

3.3 Metody studia bakteriocini

Hlavnim problémem vyzkumu a aplikace bakteriocint je jejich piesna kvantifikace. Nej-
vyuzivangj$i techniky stanoveni jsou biologické zkousky zalozené na kvantifikaci inhibice
citlivych bakterii. Ackoli byla testovana fada dal§ich metod pro kvantitativni stanoveni
bakteriocint jako napi. ELISA, PCR, RT-qPCR, ATP-bioluminometrie, radiometrie, mé-
feni vodivosti a sofistikované zkousky na zaklad¢ vlastni indukce nis promotoru a biolu-
miniscence, nejsou tyto techniky pfili§ vyuzivany z dvodt vysokych narokt na laborator-
ni vybaveni, dovednosti a znalosti. Pro bézné studie interakce bakteriocint S citlivou bakte-
riadlni bunkou se vice vyuZzivaji testy provadéné na selektivnich a diagnostickych tuhych
pudéach nebo v kapalném médiu. K nejbéznéjsim patii difuzni test v agarovém médiu. Za-
kladem je kultivace mikroorganismu a nasledné vyhodnocovani plsobeni inhibicni latky,
ktera byla na agar nanesena. Antimikrobialni latka difunduje do agaru a inhibuje rust testo-
vanych mikroorganismli, coZ se projevi tvorbou inhibi¢nich zén bez narasti bakterii.
V kapalném médiu je vyuzivana aplikace turbidimetrickych zkouSek na urovani celkové-
ho mikrobiologického materialu. Uspé$né pouziti riistovych inhibi¢nich technik zavisi na
citlivosti zvoleného indikatorového mikroorganismu k bakteriocinu, ktery na né¢j ma piso-

bit [44].
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Kmen E. coli oznaceny jako LRO5 vykazujici pomérné velky antagonisticky ucinek viici
Salmonella enterica byl izolovan ze stievniho traktu dribeze. U tohoto kmene byla proka-
zana produkce minimalné dvou mikrocind. K jejich identifikaci byla provedena izolace
dvoustupfiovou metodou. Ziskany supernatant kmene E. coli LRO5 byl aplikovan na ko-
lonku Sep Pak C18. Nasledn¢ byla provedena eluce s 50% metanolem a s 30% a 45% ace-
tonitrilem ve vod¢. Frakce ziskané po eluci v 50% metanolu vykazovaly silny inhibi¢ni
ucinek pouze proti S. enterica a vysledky testi potvrdily, Zze se jedna o mikrocin J25.
Za Ucelem zjisteéni, zda frakce ziskanad eluci ze 45% acetonitrilu obsahovala néktery znamy
mikrocin, byly provedeny testy odolnosti u rekombinantnich kmenti E. coli nesouci geny
koédujici sekrecni a imunitni proteiny a geny pro transport. Aktivita mikrocind a zkousky
odolnosti byly provadény pomoci modifikovaného agar-difuzniho testu [45]. U vSech takto
testovanych rekombinantnich kment doslo k inhibici. Ziskany nezndmy vzorek byl na-
sledné¢ analyzovan metodou HPLC. Slozenim aminokyselin a N-terminalni sekvence Se
tento hydrofobni peptid odliSoval od vSech znamych mikrocini. Pomoci SDS-PAGE byl
vy¢istény mikrocin identifikovan a oznacen jako mikrocin L s molekulovou hmotnosti
6 kDa. Zjisténa inhibi¢ni aktivita MccL je vSak zaméfena na velmi Gzké spektrum. Jeho
pusobeni na gramnegativni bakterie je vymezeno pouze proti Shigella sonnei a nékterym

enteropatogennim kmendm E. coli [46].

Za ucelem stanoveni vlivu kolicinogennich kmenut E. coli produkujici kolicin E7 pfidava-
nych ke krmeni bylo 16 telat nao¢kovano sérotypem enterohemoragické E. coli O157:H7.
Experiment byl rozdélen na tfi faze. Prvni faze trvala 24 dnii, pfi¢emz prvni skupina se
6 telaty byla pouzita jako kontrolni a byla krmena pouze béznym krmivem. Druha skupina
s osmi telaty dostavala krmivo obohacené o kolicinogenni kmeny E. coli (10" CFU/g krmi-
va). V druhé fazi experimentu doslo k zaméné, kdy telata prvni skupiny dostavala oboha-
cené krmivo o kolicinogenni E. coli a to v rozsahu 108 CFU/g krmiva, zatimco druha sku-
pina jiz byla krmena pouze béznym krmivem. Tato druha faze trvala 15 dni. V tieti fazi
doslo k opétovnému naockovani E. coli O157:H7 u vSech telat a po 24 dnech byla telata
usmrcena. Béhem kazdého obdobi byly odebirany a pribézné¢ vyhodnocovany pomoci
CT- SMAC agaru jednotlivé vzorky. Agar byl inkubovan pfi teploté 37 °C po dobu 24 ho-
din. Pfitomnost E. coli O157:H7 na kazdém agaru byla potvrzena pomoci imunologického
specifického testu pro O157. RovnéZ po usmrceni zvifat byly ihned odebrany vzorky tkani
gastrointestinalniho traktu a podrobeny mikrobiologickému a molekularnimu rozboru

pro vyhodnoceni kolonizace O157:H7 a kolicinogennich kmenti. Ziskané izolaty byly po-
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drobeny analyze pomoci metody rep-PCR [47]. Tato metoda je zaloZena na identifikaci
celého genomu vyuzivajiciho pfitomnosti repetitivnich elementi v bakterialnim genomu.
Specifické primery jsou navrhovany tak, aby se pfipojovaly pfimo ke koncovym konzerva-
tivnim oblastem repetici a 3'- konce primeru smefovaly smérem ven z repetitivniho ele-
mentu tak, aby se neamplifikovala samotna repetice. Rep-PCR tak umoziuje amplifikaci
fragmentd (amplikon®) riznych velikosti predstavujici DNA v nekodujici repetitivni sek-
venci genomu. K amplifikaci vsak dojde pouze v ptipad¢, ze sekvence se nachazeji v ge-
nomu Vv opaéné orientaci a amplifikovatelné vzdalenosti. Detekce rep-PCR amplikoni se
provadi pomoci agarézové gelové elektroforézy [43]. Pokud primery nasedaji jen na vy-
brané sekvence, vznikaji jako pfevazujici produkt reakce molekuly stejné sekvence a dél-
ky. Pti déleni v gelu vSechny tyto molekuly putuji stejnou rychlosti a po obarveni je vizua-
lizovén jen jeden specificky fragment, jehoZ molekulovd hmotnost odpovida pfi srovnani
se standardem piedpokladané délce detekované sekvence DNA [48]. Zjisténé vysledky
z jednotlivych analyz byly statisticky zpracovany. Z nich vyplyva, ze 44 % zivocisnych
tkani z prvni skupiny bylo pozitivni na sérotyp O157:H7 v porovnani se 64 % tkani z druhé
skupiny. Vyznamné rozdily mezi celkovym poétem piitomné E. coli O157:H7 ve vzorcich
tkani z kontrolni a experimentalni skupiny naznacuji, ze na sniZzeni mnozstvi E. coli

0O157:H7 mély vliv vyssi davky kolicintt E7 v krmivu, ale rovnéz také potadi 1é¢by [47].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem této diplomové prace bylo provést experimenty pro studium inhibi¢niho vlivu bakte-
riocind E1, B, M, la/lb a mikrocin B17 produkéniho kmene Escherichia coli 225 na sbir-
kové kmeny (Salmonella sp. a dalsi) a nezadouci gramnegativni bakterie izolované

z potravin.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pristroje

> Denzitometr DENZI-LA-METER (Erba — Lachema, CR)

» Vortex Reax top (Heildolph, Némecko)

> Laboratorni tiepacka LT2 (Kavalierglass, CR)

» Biohazard box EUROFLOX (Clean Air, Holandsko)

» Laboratorni centrifuga JUAN MR23i (Jouan, USA)

> Biologicky termostat BT 120 (Laboratorni piistroje Praha, CR)

» Automatické mikropipety (Nichiryo, Japonsko)

» MicrosonTM XL 2000 — ultrasonic liquid procesor (Q SONICA, USA)
> Infinite M200PRO (TECAN, Svycarsko)

5.2 Kultivaéni média

Slozeni kultiva¢nich médii pouzitych v této praci je uvedeno Vv nasledujicich tabulkach
(Tab. 3, 4, 5, 6). Vsechny slozky kromé chloridu sodného (Penta, CR) byly dodany firmou

Himedia Laboratories (Indie).

Tab. 3. Slozeni masopeptonového bujonu.

NaCl 39
Masovy extrakt 30
Pepton 59
Destilovana voda 1000 ml
Tab. 4. Slozeni masopeptonového agaru.
NaCl 39
Masovy extrakt 39
Pepton 59
Bakteriologicky agar 159
Destilovana voda 1000 ml
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Tab. 5. Slozeni soft agaru.

NaCl 39
Masovy extrakt 39
Pepton 59
Bakteriologicky agar 10,59
Destilovana voda 1000 ml

Tab. 6. Slozeni Xyloza-Lyzin-Deoxycholat agaru (XLD, Himedia Laboratories, Indie).

Kvasni¢ny extrakt 39
L-Lyzin HCI 59
Xyloza 3509
NaCl 59
Laktoza 7,59
Sacharo6za 7159
Deoxycholat sodny 259
Thiosulfat sodny 6,89
Citrat zelezito-amonny 0849
Fenolova cerven 0,89
Bakteriologicky agar 359
Destilovana voda 1000 ml
Tab. 7. Slozeni fyziologického roztoku.
NaCl 859
1000 ml

Destilovana voda

5.3 Chemikalie

> Chloroform (Penta, CR)
» Mitomycin C (Sigma-Aldrich, USA)
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5.4 Bakterialni kmeny

Pro tuto praci byly vyuzity indikatorové a sbirkové bakterialni kmeny, které byly ziskany
z Biologického ustavu LF MU v Brné nebo z Ceské sbirky mikroorganismi (Tab. 8). Dale
byly pouzity bakterialni kmeny, které byly izolovany z potravin v prabéhu let 2006-2013,
pficemz tyto kmeny byly identifikovany, charakterizovany a uchovavany v glycerolu

pfi 80 °C na Ustavu inZenyrstvi a ochrany Zivotniho prostfedi FT UTB ve Zling (Tab. 9).

Vsechny bakterialni kmeny byly pieockovavany na MPA a kultivovany pii 37 °C
(ev. 30 °C pro Aeromonas hydrophila) po dobu 24 hodin. Misky byly uchovavany pti 4 °C

pro dalsi praci.

Tab. 8. Seznam pouzitych sbirkovych kmenii.

Nazev Oznaceni Zdroj

Indikatorové kmeny

Escherichia coli K12 Row

Escherichia coli Bl

Escherichia coli (0] Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli Sabina 40

Shigella sonnei 17

Ostatni sbirkové kmeny

Shigella boydii 23W U8

Salmonella sp. 21W 311/96

Salmonella sp. 22\W 79/05 Biologicky tstav LF MU, Brno
Salmonella enterica subsp. enterica | 10W

ser. Typhimurium

Salmonella enterica subsp. enterica | CCM 7205

ser. Typhimurium 5

Salmonella enterica subsp. enterica | CCM 4420 Ceské sbirka mikroorganisims
ser. Enteritidis
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Tab. 9. Seznam gramnegativnich bakterii — izolatii z potravin [52, 53].

Nazev Oznaceni Bakteriociny | Pivod
Escherichia coli 119W -
Escherichia coli 122W -
Escherichia coli 125W -
Escherichia coli 232 R2 - Kitve chlazené driibese
Aeromonas hydrophila 28 X
Enterobacter sp. 213 X
Klebsiella oxytoca 2 X
Yersinia enterocolitica 88 X
El, B, M, la/lb, o
bazanti maso
Escherichia coli 225 (1/3b) mB17

Citrobacter freundii 331 X jedly hmyz

X —nebylo testovano na produkci inhibi¢nich latek
5.5 Metody

5.5.1 Studium inhibice — sou¢asna kultivace produkéniho a citlivého kmene v tekutém
médiu

Pro studium vlivu pisobeni bakteriocinii produkéniho kmene E. coli 225 na bakterie Sal-

monella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 (zkracen¢ Salmonella CCM

4420) byl proveden experiment soucasné kultivace produkéniho a citlivého kmene

Vv tekutém MPB médiu. Z ¢erstvé narostlych kultur byly pfipraveny suspenze odpovidajici

hodnoté¢ 0,4 McFarlandovy stupnice. Inokulum v objemu 4 ml z kazdé bakterialni suspenze

bylo zaockovano paralelné do dvou sterilnich 1ahvi (A, B) s 200 ml MPB.

Bakterie byly kultivovany za stalého tfepani pii 37 °C v aerobnich podminkach
na termostatové trepacce. V pribehu kultivace bylo v hodinovych intervalech odebirano
0,5 ml vzorku a provadéno desitkové fedéni. K fedéni byl pouzit fyziologicky roztok.
Z kazdého tfedéni bylo soubézné do dvou sterilnich misek s XLD agarem pteneseno 0,1 ml

vzorku a rozetieno sterilni kli¢kou a inkubovano v termostatu pii 37 °C.

Soubézné bylo odebirano 4,5 ml vzorku k méteni optické hustoty.
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5.5.2 Stanoveni biologické aktivity kolicini — kvalitativné

Vpichovy pokus

Bakterialni kultura produkéniho kmene E. coli 225 byla vpichem naockovana na misky
S MPA agarem. Kultivace probihala 48 hodin v termostatu pii 37 °C. Poté doslo
k usmrceni bakterii parami chloroformu (po dobu 30 minut). Pro odstranéni zbytkt par
chloroformu byly misky odvétrany a nasledné ptevrstveny 3 ml 1,05% soft agarem obsa-
hujicim 0,1 ml Cerstvé narostené kultury indikatorového kmene. Po ztuhnuti agaru byly
misky kultivovany v termostatu s ohledem na optimdlni teplotu rastu indikatorovych kme-
nl. Druhy den byla zjistovana pfitomnost a velikost inhibi¢nich zon. Indikatorovy kmen
byl oznacen jako citlivy v pfipadé vytvoreni inhibi¢ni zony kolem produkcéniho kmene

[55].

5.5.3 Stanoveni biologické aktivity kolicini - kvantitativné

Pfiprava surového kolicinu

V MPB médiu pfes noc narostly produkéni kmen E. coli 225 byl zao¢kovan do sterilniho
MPB média v poméru 1:50. Kultivace probihala aerobné pti 37 °C po dobu 6 hodin. Poté
byla provedena centrifugace (4000 g/15 min). Po centrifugaci odebrany supernatant byl
oznacen jako bezbunéc¢ny extrakt a uchovavan pii 4 °C. Ziskané pelety bunék byly nasled-
né 2X promyty sterilni destilovanou vodou. Bunky byly dikladné resuspendovany v 500 ul
destilované vody a podrobeny dezintegraci bunéénych obalii pomoci ultrazvukového dez-
integratoru (Microson™ XL 2000). Dezintegrace za stalého chlazeni trvala tak dlouho,
dokud se suspenze bakterii zcela nevycefila (30 s intervaly). Nasledovala centrifugace
pii 2000 g/15 min pro odstranéni buné¢nych zbytku. Ziskany supernatant byl uchovavan

na kapce chloroformu.

Piiprava surového kolicinu s indukei mitomycinem C

Produkéni kmen se nechal nartst na MPB médiu ptes noc. Druhy den byl v poméru 1:50
ziedén do dvou sterilnich reagen¢nich lahvi s MPB médiem. Zifedéné suspenze bakterii
se ponechaly riist za neustalého tfepani pii 37 °C po dobu 4 hodin. Nasledn¢ byla prove-
dena indukce mitomycinem C. Do kultiva¢ni ldhve byl pfiddn mitomycin C v konecné
koncentraci 0,5 pl/ml v prvni lahvi a na kone¢nou koncentraci 0,75 pl/ml v druhé lahvi.
Za stalého tfepani bylo pokracovano v aerobni kultivaci pii 37 °C po dobu 3 hod. Centri-

fugaci (5000 g/5 min) ziskany sediment bun¢k byl 2x promyt sterilni destilovanou vodou.
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Vycisténé bunky byly za stalého chlazeni diskontinudlné rozruSovany ultrazvukovym dez-
integratorem a centrifugovany (5000 g/ 35 min) pro odstranéni zbytkii rozbitych bunck.

Ziskané supernatanty byly uchovany na kapce chloroformu.

Titrace kolicinti kapkovou metodou

MPA plotny piipraveny pro titraci kolicinii byly ptevrstveny 3 ml 1,05% soft agarem ob-
sahujici 0,1 ml Cerstvé kultury indikatorového kmene. Na povrch soft agaru byly na jednu
polovinu misky pipetovany 3 ul kapky ziskaného nefedéného a desitkovou fadou fedéného
kolicinu. Na druhou polovinu misky pak byl pipetovan ve stejném poméru ziskany bezbu-
néény extrakt. Nasledovala kultivace v termostatu do druhého dne pti 37 °C. Ptistiho dne
se odec¢ital vyskyt inhibi¢nich zon. Titr kolicinid byl posléze vyjadien jako prevracena hod-

nota posledniho fedéni tvofici viditelnou zonu v arbitrarnich jednotkach [47].

5.5.4 Dilu¢ni mikrometoda

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity kolicinu na indikatorové kmeny byla vyuzita dilu¢ni mi-
krometoda. Z vybranych indikatorovych kment byla ptipravena inokula v MPB médiu
odpovidajici zakalu 0,5 McFarlandovy stupnice. Jako testovana inhibiéni latka byla pouzita
pfedem pripravena smés bakteriocini kmene E. coli 225 indukovana mitomycinem C

(0 kone¢né koncentraci 0,75 pg/ml v kultivacnim médiu).

Do jamek sterilni mikrotitrani desticky bylo pipetovano 180 ul sterilniho MPB média,
dale 10 pl kolicinu (netedény a fedény desitkovou fadou) a 10 ul inokula indikatorového
kmene. Kontrola ristu testovanych bakterii byla ptipravena ze 190 ul tekutého média
(MPB) a 10 pl inokula daného kmene. Slepy vzorek obsahoval pouze tekuté médium
(MPB). Po naockovani celé desticky (12x8 jamek) byla desticka umisténa do spektrofoto-
metru (Infinite  M200PRO), kde byl v pravidelnych intervalech méfen zéakal pii vlnové
délce 600 nm po dobu 16 hodin. Namétené hodnoty byly graficky zpracovany v programu
Microsoft Office Excel.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci byl hodnocen vliv bakteriocinti produkéniho kmene bakterie E. coli 225
na vybrané gramnegativni bakterie. E. coli 225 je multibakteriocinogenni kmen izolovany

z bazantd, ktery ve svém genomu koduje koliciny E1, B, M, 1a/lb a mikrocin B17 [55].

6.1 Stanoveni inhibice difuznim testem v agaru

Celkem 16 vybranych kmenti gramnegativnich bakterii bylo testovano vpichovou metodou
na citlivost k bakteriocinim kmene E. coli 225. Antimikrobidlni G¢inek byl posuzovan
podle priméru inhibi¢ni zény kolem produkéni bakterie. Z vysledka (Tab. 10) vyplyva,
ze 14 z 16 izolati vykazovalo citlivost k bakteriocinim produkéniho kmene E. coli 225
(Obr. 4). Pficemz praméry inhibi¢nich zéon na MPA plotnach u sledovanych kment vysta-
venych stejné koncentraci bakteriocinu ukazaly velké odchylky (1 cm az 2,5 cm zo6ny inhi-
bice). Nejvétsi inhibicni zony byly pozorovany u kment Shigella sonnei, Aeromonas hyd-

rophila a Yersinia enterocolitica.

Obr. 4. Testovani produkce bakteriocinit — vpichovd metoda: inhibicni efekt kolicinit vyja-

druje inhibicni zona ruistu kolem vpichu produkcni bakterie.

Pozitivni vysledek byl rovnéz zaznamenan u kmenti Salmonella CCM 4420, Salmonella
typhimurium 10W, Salmonella sp. 21W, Salmonella sp. 22W. Inhibi¢ni G¢inek vSak nebyl
prokazan u kmene Salmonella typhimurium CCM 7205. Je piedpoklad, Ze na inhibici vét-
Siny testovanych izolatt salmonel je podle dostupné literatury [56, 57] s nejvétsi pravde-
podobnosti zodpovédny mikrocin B17, ktery pozastavuje replikaci DNA tim, ze blokuje
DNA gyrazy [41].
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Antibakterialni aktivita kmene E. coli 225 vsak zavisi na komplexnim mechanizmu G¢inkt
produkovanych bakteriocint [55], ¢imz mohou pisobit na $iroké spektrum bakterialnich
bunék. Multibakteriocinogenni kmen tak ziskava konkuren¢ni vyhodu ve formé rozsitené
ucinnosti inhibice na citlivé bunky [11]. Riley a Weetz pak ve své praci také dokladaji,
ze nékteré bakteriociny jsou jednozna¢né nejucinngjsi k inhibici kmeni téhoz druhu. Jiné

se zamé&fuji na izolaty riznych druht [1].

Tab. 10. Inhibicni spektrum ucinku kolicinii

Producent
Oznadeni Indikatorovy kmen Escherichia coli 225
119W Escherichia coli ++ (2 cm)
122W Escherichia coli ++ (2 cm)
125W Escherichia coli ++ (2 cm)
232 Escherichia coli ++ (2 cm)
23W Shigella boydii i
17 Shigella sonnei +++ (2,5 cm)
CCM 4420 | Salmonella enteritidis * (polomatnd zéna 1 cm)

CCM 7205 Salmonella typhimurium

+ (matna zoéna 1 cm)

10w Salmonella typhimurium

21W Salmonella sp. + (matnd zéna 1 cm)
22W Salmonella sp. +-

28 Aeromonas hydrophila +++ (2,5 cm)

213 Enterobacter sp. +(1,5cm)

2 Enterobacter sp. +(1cm)

88 Yersinia enterocolitica +++ (matna zona 2,5 cm)

217 Citrobacter freundii ++ (2 cm)




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

6.2 Stanoveni dynamiky ristu v tekutém médiu

Inhibi¢ni aktivita kolicint produkovanych bakterii E. coli 225 na bakterii Salmonella CCM
4420 byla testovana v tekutém zivném médiu. Rist byl sledovan po dobu 11 hodin méfe-

nim optické hustoty a stanovenim poctu bun¢k kultivacni metodou na XLD plotnéach.

Po dobu 11 hodin probihala inokulace bakteridlni suspenze paralelné¢ ve dvou ladhvich
(A, B) s 200 ml MPB. V lahvi A byla provadéna kultivace za béznych podminek tzv. ae-
robni kultivace pfi 37 °C. Lahev B byla v 5 hodin¢ kultivace vystavena po dobu 5 minut
indukci UV zafeni. pro zvySenou tvorbu kolicinu vyvolanim SOS reakce u bakterie E. coli
225. Ze ziskanych vysledku z obou metod byly sestaveny rastové ktivky, které jsou zna-
zornény v grafech (Obr. 5, Obr. 6).

-&-Salmonella enteritidis CCM 4420 E. coli 225

10,00 -

9,00 -

8,00 -

7,00 -

log CFU/ml
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Cas [h]

Obr. 5. Riistové krivky bakterii E. coli 225 a Salmonella CCM 4420 bez indukce UV zare-

nim.

Na vyslednych rastovych kiivkach (Obr. 5) jsou patrné jednotlivé faze rustu. Poc¢ate¢ni

lag-faze trvala zhruba 1 hodinu. Nasledna exponencialni faze, piesla po ¢tvrté hoding€ od



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

zacatku méteni do staciondrni faze setrvavajici v podstaté po celou dobu dal$iho stanoveni.
Na grafu zavislosti optické hustoty na Case je také vidét nastup exponencialni faze zhruba

po 1 hoding.
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Obr. 6. Riuistova kifivka bakterii E. coli 225 a Salmonella CCM 4420 bez indukce UV zdie-

nim (zavislost optické hustoty na case)
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Obr. 7. Rustové kiivky kmenit E. coli 225 a Salmonella CCM 4420 po indukci UV zarenim

Pro vyvolani SOS reakce u bakterie E. coli 225 byl vzorek (Iahev B) v paté hodiné od za-
&atku kultivace indukovan UV zafenim. Uginkem UV zafenim dochazi v bakterialni buiice
k aktivaci SOS systému. Tento systém ochrafiuje buiiku pied jejim poskozenim a zaroveil
po jeho spusténi dochazi u nekterych bakterialnich bunék ke zvySené tvorbé bakteriocinii
jako odezva bunky na ohrozeni [24].

Z rustové kiivky (Obr. 7) lze vypozorovat, Ze zhruba 1 hodinu trvala poc¢ate¢ni lag faze.
Po této dobé zapocala exponencidlni faze. Po indukci UV zafenim v paté hodiné kultivace
doslo k redukci mikrobialnich bunék zhruba o jeden tad. Salmonella CCM 4420 pak byla
daleko rychleji schopna adaptace a opétovného ristu na rozdil od E. coli 225. Po devaté
hodiné od zacatku méfeni nastala u bakterii E. coli 225 stacionarni faze. Rovnéz z grafu
zavislosti optické hustoty v Case (Obr. 8) je patrné zastaveni rustu bakteridlnich bunék

po indukci UV zéfenim.
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Obr. 8. Ruistové krivky kmenit E. coli 225 a Salmonella CCM 4420 béhem kultivace, po

indukci UV zarenim (zavislost absorbance na case)

Pocty jednotek tvofici kolonie (CFU) ziskané v riznych ¢asovych intervalech béhem toho-
to experimentu vSak neprokazaly inhibi¢ni G¢inek bakteriocinti na sledovany kmen Sal-
monella CCM 4420. Mozné piiciny tohoto vysledku jsou naznaceny v nedavné studii za-
byvajici se vyzkumem bakterialni dynamiky Vv zavislosti na podminkach daného prostiedi.
Experimentalni a teoretické studie kolicind ukézaly, ze podminky pro produkci a nasledné
plsobeni kolicinl na citlivé buniky se zcela lisi v zavislosti na prostiedi, v némz se buniky
nachazeji. V tekutém médiu jsou produkéni bakterie rozmistény nahodné a malé shluky
produkénich bunek zpravidla neprodukuji bakteriocin a tim netto¢i na pfitomné konku-
ren¢ni bunky. K tomuto selhani dochazi ziejmé z diivodi vysoké dané, kterou producenti
musi za produkei kolicinu zaplatit v porovnani S nizkym a¢inkem na konkuren¢ni buiky
[39].

Rovnéz Grieg a Travisano ve své studii [49] prokazali, ze dilezitym faktorem alelopatic-
kych interakci mezi produk¢énimi a citlivymi kmeny je hustota produkénich kment. Produ-

centi toxini nejsou schopny invaze, je-li jejich celkova mikrobidlni hustota nizka.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

V takovém ptipadé dochazi pouze k omezenym interakcim mezi vyrobcem toxinu a citli-
vou bunkou. Pfi¢inou je zfejmé nizka ucinnost toxini na citlivou bunku. V piipadé,
ze producent toxind piesto napadne citlivé kmeny, bude v nevyhodé kvuli metabolickym

a pleiotropnim nakladim na vyrobu bakteriocinu.

Vzhledem k vyse zminénym faktim bylo provedeno opakovani experimentu nao¢kovanim
indikatorového kmene Salmonella CCM 4420 a produkéniho kmene E. coli 225
ve vzajemném poméru 1:50 do tekutého média (MPB). Podminky kultivace ziistaly ne-

zménény. Rustové kiivky jsou znazornény v grafu (Obr. 9).

-&-Salmonella enteritidis CCM 4420 E. coli 225
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Obr. 9. Rustové kiivky kmenii E. coli 225 a Salmonella CCM 4420 pri inokulaci v zdjem-

ném pomeéru 1:50.

Ptestoze byl ptedpoklad, ze pomér vkladanych bunék do inokula na zdkladé méteni optic-
ké hustoty byl v pomérul:1, z rastovych kiivek (Obr. 5, 7) plyne, ze pocateéni mnozstvi
bakterialnich bunék se o tad lisi. Pfi zméné poméru na 1:50 se vSak pocatecni pocty bunck
obou bakterialnich kment témét shoduji (Obr. 9). Ziejmé to bylo zplisobeno nepiesnosti,
které v sob¢ skryva méteni optické denzity v porovnani s nepfimym stanovenim poctu bu-

nék kultiva¢ni metodou (Obr. 7).
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V pribéhu dynamiky ristu bakterii je pak jiz zfetelna vyssi rustova aktivita kmene E. coli
225 na rozdil od bakterie Salmonella CCM 4420 (Obr. 9). Ackoli rustova kiivka bakterie
Salmonella CCM 4420 kopiruje rastovou kiivku E. coli 225 a pocate¢ni pocty bunék obou
kment byly srovnatelné, jsou pocty salmonel zhruba desetkrat nizs$i. Ve srovnani s prvnim
pokusem (Obr. 5), kde pocatecni pocty bunék obou kmeni se liSily zhruba o fad (vice bylo
salmonely), v pribéhu ristu je mozno pozorovat mnozstvi E. coli pfiblizné jen o pil fadu
mensi. Z obou experimentil lze usuzovat na to, ze bakterie E. coli ma inhibi¢ni u¢inek
na rust bakteriec Salmonella CCM 4420 v tekutém médiu. Na druhou stranu, nejedna se o

zasadni redukeci, ani o zastaveni rastu.

P

Obr. ¢ 10. Kolonie bakterii na XLD agaru — Salmonella CCM4420 (Cerné kolonie),
Escherichia coli 225 (Zluté kolonie).

K faktorim, které rovnéz mohly ovlivnit tyto vysledky, patii také sloZeni rustového pro-
stiedi. Hol a kol. [40] se zabyvaji tim, do jaké miry podnéty Zivotniho prostfedi ovliviuji
regulaci kolicinového operonu. Ukazuji, Ze E. coli je schopna aktivné reagovat na informa-
ce o mnozstvi a slozeni zivin (glukoza, aminokyseliny, Zelezo) v médiu a nasledné regulo-

vat procesy vedouci k lyzi buiiky a uvolnéni kolicinu.

Na zakladé téchto argumentd by bylo urcité zajimavé sledovat inhibi¢ni aktivitu kolicind
Vv zavislosti na rastovych faktorech.

6.3 Stanoveni inhibice vybranych gramnegativnich bakterii

Geny bakteriocinti a imunitni geny jsou kodovany na stejném plazmidu nebo v piilehlych

oblastech chromozomu. Tyto geny mohou vstoupit pomoci konjugace do jinych bakterial-
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nich bunék. V disledku konjugace je schopna bakterie ziskat imunitni geny a tim byt
imunni vuci bakteriocinu. Pro zabranéni vzniku mutace mikroorganismua je proto vyhod-
néjsi pouziti Cisténého bakterialniho proteinu neZ pouziti bakterii produkujicich bakterio-

cin. Této skute¢nosti bylo vyuzito v dal§im experimentu [4].

6.3.1 Kapkova metoda (kvantitativné)

Titrace kolicinli kapkovou metodou byla provadéna bezbunéénym extraktem a ptipravenou
smé&si bakteriocini izolovaného z E. coli 225 na vybrané sbirkové indikatorové kmeny:
¢ (E. coli), K12 Row (E. coli), B1 (E. coli), SAB 40 (E. coli), 17 (Shigella sonnei), 10W
(Salmonella enterica subsp. enterica ser. Typhimurium).

Inhibiéni G¢inek byl zaznamenan na vSechny testované indikatorové kmeny E. coli
Vv piipadé pouziti izolovaného kolicinu (Tab. 11). AvSak pouze u indikatorového kmene
E. coli ¢ (Obr. 8) se prokazala inhibice v pfipadé nefedéného bezbunééného extraktu mat-
nou zénou. U ostatnich kmeni nebyl zaznamenan zadny inhibi¢ni efekt. Taktéz nebyl pro-
kazan inhibi¢ni ucinek izolované smési bakteriocinti na dalsi indikatorové kmeny (17,

10W).

Tab. 11. Kvantitativni stanoveni ucinku surové smési bakteriocinii a bezbunécného extrak-

tu (AU)

Indikatorovy kmen
(1) K12 Row Bl SAB 40 17 10W
Izolovany
kolicin 1(3)* 1(2) 1(2) 1(2) - -
Bunéény 0) - - - - -
extrakt

*prvni Cislo vyjadifuje Cirou zénu, Cislo v zavorce uvadi jesté viditelnou matnou zoénu u
daného fedéni
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Obr. 11. Kapkova metoda — titr kolicinu

Maximalni dosazena vyse U¢inku smési bakteriocinii byla 1(3) na indikatorovy kmen
E. coli @. To, ze je tento kmen nejcitlivéjsi potvrzuje i skutecnost, ze jako jediny byl citli-

vy | na bezbunécny extrakt.

Kromé¢ indikatorovych kmeni byla kapkovym testem rovnéz sledovana G¢innost bakterio-
cinii produkéniho kmene E. coli 225 na vybrané gramnegativni bakterie pochazejici

ze sbirkovych kmenti a izolati z potravin (Tab. 12).

Z literatury je znamo, Ze je mozné dosahnout mnohem vys$si G¢innosti izolovaného kolici-
nu, proto byla dalsi izolace provedena za indukce mitomycinem C. V bakterialni buiice
mitomycin C vyvolava reakce, jaké nastavaji rovnéz po indukci UV zafenim. V dusledku
jejich ptisobeni dochazi k aktivaci SOS systému a tim ke zvySené tvorbé bakteriocinu.
Pro porovnani inhibi¢niho u¢inku byl pouzit mitomycin C o koneénych koncentracich

0,5 pg/mla 0,75 pg/ml v kultivacnim médiu.
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Tab. 12. Kvantitativni stanoveni ucinku surového kolicinu indukovaného mitomycinem

C — kapkova metoda.

smés bakteriocint

0,5 pg/ml mit.C

0,75 pg/ml mit. C

Oznaceni Indikatorovy kmen

119W Escherichia coli (0) matna (0)1
122w Escherichia coli 13) 2(3)
125W Escherichia coli 2(4) 3(4)

232 Escherichia coli (0) matnd (0) matna
23W Shigella boydii ) l

17 Shigella sonnei 2(3) 2(4)
CCM 4420 | Salmonella enteritidis i i

CCM 7205 | Salmonella typhimurium |~ i

10W Salmonella typhimurium |~ i

21W Salmonella sp. ) i

22W Salmonella sp. (0) matnd (0) matna
28 Aeromonas hydrophila ) ©0)

213 Enterobacter sp. - i

2 Enterobacter sp. (0) matna (0) matnd
88 Yersinia enterolitica ) i

217 Citrobacter freundii ) i

*prvni Cislo vyjadiuje Cirou zonu, Cislo v zavorce uvadi jeSté viditelnou matnou

U vzorku v zavislosti na desitkovém fedéni

zonu
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Obr. 12. Testovani pusobeni bakteriocinii — kap-

kova metoda: ucinek se projevil jako inhibicni

zona u kmene Shigella sonnei

Inhibice byla zaznamenana u vSech testovanych izolatd Escherichia coli. Nicméné na
kmeny 119W a 232 pusobily bakteriociny po indukci niz§i koncentraci mitomycinu C
pouze V netedéné form¢ s tvorbou matnych inhibi¢nich zoén. Rovnéz byl zaznamenan inhi-
bi¢ni u¢inek u bakterie Shigella sonnei (Obr. 12) a to u obou bakteriocinti. Konkrétné
u smési bakteriocinti po indukeci vyssi koncentraci mitomycinu C byla jasna inhibi¢ni zoéna
do fedéni 102, v fedéni 10 pak byla zietelna jesté matna zona.

Negativni vysledek byl vSak zaznamenan u vSech kment Salmonella s vyjimkou Sal-
monella sp. 22W, kde doslo k vytvofeni matné inhibi¢ni zony v pfipadé nefedénych bakte-
riocintl.

PtestoZe byla produkce kolicinli podpofena indukci mitomycinem C, ziskané koliciny mély
jednoznaéné daleko mensi Gi¢innost v porovnani s vpichovou metodou. Na vpichovém testu
byl inhibi¢ni ucinek prokazan jasnymi zoénami inhibice taktéz u bakterii Yersinia enteroco-
litica, Citrobacter freundii a Enterobacter sp. 213. U téchto bakterii vSak nebyl v kvantita-
tivnim kapkovém testu prokézan zadny inhibi¢ni G¢inek.

Literatura uvadi dva zakladni mechanizmy vedouci k necitlivosti bunék na ptsobeni koli-
cinl: (i) necitlivost zpisobena mutaci bakterialni buniky nebo nepfitomnosti kolicinového
receptoru a (ii) tolerance vztahujici se k absenci funkéniho transloka¢niho systému kolici-

nu [28]. Snejvétsi pravdépodobnosti mlzeme tyto divody zamitnout, jelikoz
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Vv experimentu byl vyuzit ¢istény bakteriocin a u vpichového testu se inhibi¢ni G¢inky pro-
jevily. Je tudiz mozné, ze pfipraveny bakteriocin nebyl dostatecn¢ silny a nevykazoval

tak potiebnou inhibi¢ni aktivitu.

6.3.2 Dilu¢ni metoda — dynamika ristu citlivych bakterii se surovou smési bakterio-

cini kmene E. coli 225

Pro prokazéani inhibi¢niho uc¢inku na vybrané kmeny gramnegativnich bakterii byl na za-
kladé predeslych vysledkti pouzit bakteriocin piipraveny indukci mitomycinem C
(0,75 pg/ml). Rustové kiivky byly ziskany experimentem v mikrotitraéni desti¢ce méie-
nim absarbance ve spektrofotometru (Infinite M200 PRO). Z kazdé jamky byla automatic-
ky kazdou ptl hodinu po dobu 16 hodin métena optickd hustota (optical density, OD) pii
vinové délce 600 nm (ODgyp). Pied kazdym méfenim doslo K protiepani vzorku po dobu
15s.

Z rastovych kiivek jednotlivych kment bakterii E. coli na grafu zavislosti absorbance
na ¢ase (Obr. 13, 14, 15) je vidét, ze citlivé bakterialni bunky po kontaktu s bakteriociny
zastavuji ¢i zpomaluji sviij rlst a déleni.

Rustova kfivka - Escherichia coli 122W
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Obr. 13. Ristové krrivky E. coli 122W (priumérné hodnoty zdikalu(ODgoo)) v pritomnosti

bakteriocini v riizném redeni.
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Ztetelného inhibiéniho u&inku kolicinu dosahovalo fedéni 10™ a 10 u kmene E. coli
122W (Obr. 13), kdy ucinek kolicinu byl nejvétsi. Teprve po 7,5 hodinach od zacatku
méieni absorbance doslo k nartstu zékalu, a tudiz narastu bakterii. U vysSiho fedéni (10’3,
10 nebyl shledan zadny inhibicni vliv kolicinu na rtst bakterii, coZ je v souladu se zjisté-
nym titrem kolicinu kapkovou metodou. Ve tfinacté hodiné od zacatku méteni byl zazna-
menén u vzorkd obsahujici fedéni 10 kolicinu pokles optické denzity. Tento pokles viak
s urcitosti nebyl zpisobem inhibi¢nim piisobenim kolicint, ale zfejmé vysokou koncentra-
ci bun€k, kdy jiz nedochédzelo k dikladnému promichani a tudiz sprdvnému méfteni,

ptip. mohlo dojit k vyschnuti média v jamce.

Naméiené vysoké hodnoty absorbance u nefedéného kolicinu mohly byt zptisobeny nedo-
stateCnou dezintegraci produkénich bunék pii piipravé kolicinu (n€které buiiky mohly zii-
stat zivé). Po zaoCkovani desticky pak s nejvétsi pravdépodobnosti mohlo dojit k jejich
pomnozeni, coz celkové zvysilo zakal a neni mozné rozliSit, zda zékal tvofi produkéni
bunky (které jsou viici svému bakteriocinu odolné) ¢i bunky indikatorové. U fedéni tento

problém odpada, jelikoz Zivé produkéni buiiky byly vyfedény.

Rastova krivka - Escherichia coli 125W
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Obr. 14. Riustové krrivky E. coli 125W (prumérné hodnoty zdkalu (ODgwo))v pritomnosti

bakteriocinui v riuzném redeni.
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V piipadé kmene 125W (Obr. 14) inhibi¢ni G&inek kolicinu v fedéni 10™ trval po dobu
dvanacti a pul hodiny od zacatku inkubace. PO tomto ¢asovém obdobi bakterie obnovily
svij rast, ktery se projevil zvysenim absorbance. Opétovny rust bakterii by mohl byt prav-
dépodobné zpusoben mutaci citlivého kmene a tim rezistenci k bakteriocinim. Rovnéz
Riley a Gordon ve své studii [28, 54] dokladaji, ze vznik mutantnich rezistentnich buné¢k
na kolicin z citlivych kment je pomérné¢ Casty proces. Tyto rezistentni buniky zvysuji ener-
getickou naro¢nost produkéniho kmene na tvorbu kolicinu a postupné ovladaji zivotni pro-
stor. Rustové kiiky v grafu (Obr. 14) také vyznacuji zna¢né prodlouzeni lag-faze v fedéni

kolicinu 107, kdy exponenciélni fize nastala aZ po osmé hodiné od za&atku méfeni.
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Obr. 15. Ruistové krivky E. coli 119W (primérné hodnoty zakalu (ODggo)) v pritomnosti

bakteriocinu v riuzném redeni.

Z grafu (Obr. 15) je patrné, ze prechodna inhibice kmene 119 W trvala ptiblizné 1,5 hodi-
ny. JelikoZ bakteriostaticky u¢inek nebyl vysoky, doslo po této dobé k opetovnému riistu

bakterii, ktery byl zaznamenan jako zména optické hustoty bakterii.

Ziskané hodnoty odpovidaji vysledktim, které¢ byly shledany v predeslém testu (kapkova
metoda), kdy nejvétsi inhibi¢ni ucinek bakteriocinu (0,75 pg/ml) byl zaznamenan rovnéz
u kmene Escherichia coli 125W. Z tohoto zjisténi vyplyva, ze kmen 125 W je citlivEjsi
ke kolicinim produkovanych E. coli 225 nez kmeny 122W a 119W.
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Ze vsech grafi je také patrné, ze ucinek kolicinti byl pouze bakteriostaticky, jelikoz kolicin
bakterie neusmrtil, pouze inhiboval jejich rust a zabranoval dalsimu mnozeni po dobu jeho

pusobeni.

U bakterie Salmonella byly na zakladé pozitivniho vysledku u vpichového testu vybrany
pro tento experiment kmeny CCM 4420, 10 W a 22W.

Rustova krivka - Salmonella enteritidis CCM 4420
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Obr. 16. Rustové krivky Salmonella CCM4420 (priimérné hodnoty zdkalu (ODgoo)) v pri-

tomnosti bakteriocinii v riizném redeéni.

Z rustové kiivky (Obr. 16) l1ze konstatovat, ze zhruba po jedné hodiné od zacatku kultivace
byl bakterialni kmen Salmonella CCM 4420 schopen obnovit svij rist projevujici se zvy-
Senou absorbanci, pfestoZe byl vystaven ucinkiim bakteriocinl. Znamena to, Ze pfipraveny
bakteriocin nebyl dostate¢né silny a tudiz nebyl schopen inhibice vici bakterialnimu kmeni
Salmonella CCM 4420. V pocatecni fazi tak ziejmé dochazelo k adaptaci bakterialnich

bunék na nové prostredi.
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Rastova kfivka - Salmonella typhimurium 10W
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Obr. 17. Rustové krivky Salmonella typhimurium 10W (primerné hodnoty zdkalu (ODggo))

V pritomnosti bakteriocinii v riizném redéni.
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Obr. 18. Rustove krivky Salmonella sp. 22W (priimérné hodnoty zakalu (ODeog)) v pritom-

nosti bakteriocinu v riizném redeéni.

Z grafu rustovych kiivek kment Salmonella typhimurium 10W a Salmonella sp. 22W

(Obr. 17, 18) je zfejmé, ze u kmenti vystavenych pusobeni kolicinu doslo po dobu jedné
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hodiny od zacatku inkubace pouze k adaptaci bakteridlnich kmend na nové prostiedi. Po

této dobé¢ zacala opticka absorbance jednotlivych vzorki nartstat.

Z vysledku experimentu lze konstatovat, ze pfipravené bakteriociny nedosahovaly takové-
ho efektu jako v piipadé vpichové metody. U vSech testovanych kment Salmonella (vyjma
Salmonella typhimurium CCM7205) byly u vpichového testu zaznamenany inhibi¢ni zony,

avsak inhibi¢ni ucinek ptipraveného bakteriocinu byl v desticce zanedbatelny.

Z dalsich gramnegativnich bakterii patficich do ¢eledi Enterobacteriaceae bylo provadéno
méfeni zakalu u kmeni -Klebsiella oxytoca , Yersinia enterocolitica, Citrobacter freundii,

Enterobacter sp.a Shigella sonnei.

Z jednotlivych rustovych kiivek bylo zjisténo, Ze u testovanych kment 88, 217, 213, 2
(Obr. 20,21, 22, 23) nebyla registrovana zadna mikrobialni aktivita. | ptes pfitomnost bak-
teriocint doslo u téchto kment k obnoveni ristu bakterii. Ten byl zaznamenan rovnéz zvy-

Senou optickou absorbanci, pficemz hodnoty optické hustoty byly srovnatelné.

Z rastové kiivky bakterie Shigella sonnei (Obr. 19) lze vypozorovat mirnou inhibiéni akti-
vitu bakteriocint u fedéni 10", projevujici se zpomalenym nartistem bakterialniho kmene
V porovnani s kontrolnim vzorkem. Inhibice u této bakterie byla potvrzena nejen metodou
vpichu, ale zaroven Vv kapkovém testu, kdy doslo k vytvofeni inhibi¢nich zén u obou pfi-

pravenych bakteriocind s koncentraci mitomycinu 0,5 a 0,75ug/ml.
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Obr. 19. Rustové krivky Shigella sonnei (priimeérné hodnoty zdakalu (ODey)) v pritomnosti

bakteriocinu v rizném redeni.

0,6

0,5

0,4

0,3

Absorbance 0D,

0,2

0,1

RuUstova kfivka - Yersinia enterocolitica

~—#—kontrola
——N
——-1
——2

-3

-4

5 7,5 10 12,5 15

Cas [h]

Obr. 20. Riistové krivky Yersinia enterolitica (priimérné hodnoty zdakalu (ODgy)) v pFitom-

nosti bakteriocinii v riizném redént
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Obr. 21. Rustové krivky Citrobacter freundii (primérné hodnoty zdkalu (ODgy)) v pritom-

nosti bakteriocinii v riizném redeéni
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Obr. 22. Ruistové krivky Enterobacter sp. (priumérné hodnoty zakalu (ODeyy)) v pFitomnosti

bakteriocinu V riuzném redeni
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Obr. 23. Rustové krivky Klebsiella oxytoca (priumérné hodnoty zdkalu (ODgyy)) v pritom-

nosti bakteriocinii v riizném redeni
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Vysledky experimentu ukazuji, ze bakteriostaticky ucinek nebyl na vSechny citlivé bakte-
rie stejny. Nejvétsi antimikrobialni Gc¢inek kolicinu byl zaznamendn u kmena bakterie
E. coli 122W a 125W. Mirné inhibice bylo, také dosazeno u bakterie Shigella sonnei. Tato
bakterie v pfitomnosti bakteriocinu vykazovala pomalejsi rist v porovnani s kontrolnim
vzorkem. U ostatnich testovanych bakterialnich kmenti byl vykazan rist i v pfitomnosti
bakteriocint, i kdyz zpoc¢atku testovani byla zaznamenana inhibice po dobu jedné hodiny.

Tato piechodna inhibice mohla byt zpisobena adaptaci na nové prostiedi, protoze po této

ey ee
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ZAVER

Koliciny jsou antimikrobialni latky produkované bakteriemi proti bakterialnim kmentim
Escherichia coli a blizce ptibuznym bakteriim. Koliciny jsou produkovany za stresovych
podminek, zejména v prostiedi vysoké hustoty bakterii. Produkéni kmeny E. coli tak zis-

kavaji konkuren¢ni vyhodu vi¢i ostatnim bakteriim. Multiprodukéni kmeny by tudiz moh-

ly mit extra vyhodu a pfipadné rozsifené spektrum inhibice.

Cilem této diplomové prace bylo zabyvat se inhibi¢nimi ucinky bakteriocinit E1, B, M,
la/Ib, mB17 kmene Escherichia coli 225 izolovaného z bazantiho masa vici v potravinach

nezadoucim ¢i patogennim gramnegativnim bakteriim.

V prvni fazi experimentu byly sledovany inhibiéni G¢inky produkéniho kmene E. coli 225
na vybrané gramnegativni bakterie vpichovym testem. Citlivost gramnegativnich bakterii
na ucinky kolicind se projevila vytvofenim inhibi¢ni zény kolem mista vpichu. Nejvétsi
inhibi¢ni zony byly zaznamenany u bakterii Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica

a u vSech testovanych neprodukénich kmenti Escherichia coli.

Na zéklad¢ pozitivniho vysledku vpichového testu u bakterie Salmonella enterica subsp.
enterica ser. Enteritidis CCM 4420 bylo provedeno stanoveni dynamiky rdstu v tekutém
médiu. Z experimentu vyplynulo, Ze pfi stejné optické hustoté bakterii na zac¢atku kultivace
nebylo dosazeno zadaného poméru bakterii 1:1 v kultivatnim médiu. Bakteriociny pro-
dukéniho kmene E. coli 225 v disledku nebyly schopny inhibice kmene Salmonela, ani
pii indukci UV zéafenim. Dalsi experiment byl proveden v poméru 1:50 ve prospéch pro-
dukéniho kmene. Ziskané vysledky ristovych kiivek vykazovaly vySsi nartist bakteridlnich

bunék u E. coli 225 nez u bakterie Salmonella CCM 4420.

V dalsi fazi experimentu byl kapkovou metodou sledovén inhibi¢ni u¢inek smési bakterio-
cinti kmene E. coli 225 izolovaného po indukci mitomycinem C ve dvou kone¢nych kon-
centracich (0,5 pg/ml a 0,75 pg/ml) v kultivacnim médiu. Nejvétsi inhibicni efekt byl pro-
kazan na neproduk¢ni kmeny E. coli a na bakterii Shigella sonnei. Pfi stanoveni dynamiky
inhibi¢niho U¢inku izolované smési bakteriocini na vybrané gramnegativni bakterie izolo-
vané z potravin v destickovém uspofadani byl pozorovan nejvétsi inhibic¢ni efekt podobné
jako u vpichového ¢i kapkového testu u neproduk¢nich kmend E. coli 122 W, 125 W a 119
W. Castedna rezistence byla zaznamenana u bakterie Shigella sonnei projevujici se zpo-

malenym rlstem.
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V tomto experimentu nebyl prokazan stejny ucinek produkéniho kmene E. coli 225 (vpi-
chova metoda) a izolované smési bakteriocinli (kapkova metoda) na testované gramnega-

tivni bakterie.
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Vyuziti riznych receptorii proteinti a zptisoby translokace skupiny kolicina

A a B Kk proniknuti do bakterii [19].

Klasifika¢ni schéma mikrocini produkovanych bakteriemi E. coli [4].

Slozeni masopeptonového bujonu.

SloZeni masopeptonového agaru.

Slozeni soft agaru.

Slozeni Xyloza-Lyzin-Deoxycholat agaru

Slozeni fyziologického roztoku.

Seznam pouzitych sbirkovych kmen.

Seznam gramnegativnich bakterii — izolatt z potravin [52, 53].

Inhibiéni spektrum tc¢inku kolicint — kvalitativné (desitkové fedéni) v AU.
Kvantitativni stanoveni t¢inku surové smési bakteriocinli a bezbunécného ex-
traktu (AU)

Kvantitativni stanoveni u¢inku surového kolicinu indukovaného mitomycinem

C — kapkova metoda.
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Grafické znazornéni struktury kolicinu, slozeného ze tfi domén: T-translokacni
(zelena barva), R-receptorova (Cervena barva), C-cytotoxickd (modra barva)
[50].

Grafické zndzornéni umisténi proteind Tol systému v bunééném povrchu.

[51].

Grafické znazornéni umisténi proteini TonB systému v bunécném povrchu.
[51].

Testovani produkce bakteriocini — vpichova metoda: inhibi¢ni efekt kolicint
vyjadfuje inhibicni zona ristu kolem vpichu produkéni bakterie

Rustové kiivky bakterii E. coli 225 a Salmonella CCM 4420 bez indukce UV
zéafenim.

Rustova kiivka bakterii E. coli 225 a Salmonella CCM 4420 bez indukce UV
zafenim

Rustové kiivky kment E. coli 225 a Salmonella CCM 4420b¢hem kultivace,
po indukci UV zafenim

Rustové kiivky kment E. coli 225 a Salmonella CCM 4420 béhem kultivace,
po indukci UV zéafenim

Rustové kiivky kment E. coli 225 a Salmonella CCM 4420 béhem kultivace
Kolonie bakterii na XLD agaru — Salmonella CCM4420 (Cerné kolonie),
Escherichia coli 225 (Zluté kolonie).

Kapkova metoda — titr kolicinu

Testovani plsobeni bakteriocinli — kapkova metoda: ucinnost se projevila jako
inhibi¢ni zona ristu kmene Shigella sonnei

Rustové kiivky E. coli 122W (primérné hodnoty zakalu(ODgg)) v piitomnosti
bakteriocinti v rizném fedéni.

Ristové kiivky E. coli 125W (primérné hodnoty zakalu (ODgg))v pritomnosti
bakteriocinll v rizném fedéni

Rustové kiivky E. coli 119W (primérné hodnoty zakalu (ODggo)) v piitomnosti
bakteriocinll v riizném fedéni

Ristové kiivky Salmonella CCM4420 (prumémé hodnoty zakalu (ODeggg)) V

pritomnosti bakteriocinti v rizném fedéni
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Ristové kiivky Salmonella Typhimurium 10W (primérné hodnoty zakalu
(ODggo))v piitomnosti bakteriocinii v rizném fedéni

Ristové kiivky Salmonella Sp. 22W (primérmé hodnoty zékalu (ODeog)) v pii-
tomnosti bakteriocinll v riizném fedéni

Ristové kiivky Shigella sonnei (primérné hodnoty zakalu (ODgyg)) v piitom-
nosti bakteriocind v rizném fedéni

Rustové kiivky Yersinia enterolitica (prumérné hodnoty zakalu (ODgg)) v pfi-
tomnosti bakteriocini v riizném fedéni

Ristové kiivky Citrobacter freundii (praimérné hodnoty zakalu (ODggg)) v pii-
tomnosti bakteriocinl v riizném fedéni

Rustové kiivky Enterobacter sp. (primérné hodnoty zakalu (ODggp)) v piitom-
nosti bakteriocinll v rizném fedéni

Rustové kiivky Klebsiella oxytoca (primérné hodnoty zakalu (ODegog)) v pii-

tomnosti bakteriocind v ruzném fedéni
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Lab
ATP
DNaza
RNaza
DNA
RNA
kDA
TonB
TolA
TolB
TolQ
TolR
ExbB
ExbD
EepA
TMD
Mcc

HPLC

bakterie mlé¢ného kvaSeni
adenosintrifosfat
deoxyribonukleaza
ribonukledza
deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina
kilodalton

protein plazmatické membrany
mebranovy protein
membranovy protein
membranovy protein
membranovy protein
proteinovy komplex
proteinovy komplex

vnés$i membranovy receptor
transmembranova doména
mikrocin

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie






