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ABSTRAKT

vvvvvv

trakt teplokrevnych zivocicht, véetné ¢lovéka. Jednim z mechanismit, kterym si dobyva
pozici v ramci mikrobidlni populace je produkce antimikrobidlnich latek — bakteriocini.
V praktické Casti prace byla u 15 kmenl Escherichia coli izolovanych ze zvéfiny
provedena detekce bakteriocinogenie. U 14 z 15 kment byla zjiSténa schopnost produkce
bakteriocint, tyto produkcéni kmeny byly nasledné typizovany. Celkem 13 z testovanych
15 kmenti bylo multiprodukénich. Nejcastéji se vyskytujicimi bakteriociny byly koliciny
B, M, la/Ib a mikrocin B17. Byly vybrany ¢tyfi kmeny, u kterych byl pfipraven roztok
surové smési bakteriocinli, a jejich antimikrobidlni ucinnost byla testovdna také
kvantitativné. Kmen S7 s nejvyssim titrem byl vytipovan pro nésledny aplikacni vyzkum.
Ke studiu genotypovych vlastnosti byla dale pouzita zdkladni bioinformatickd analyza
bakteridlnich genomt u kmenta 225, S35 a 28. U multiprodukéniho kmene 225 se pomoci
online nastroje MUMmer potvrdila pfitomnost téch typa bakteriocint, které byly zjistény
PCR typizaci. Navic byl v genomu nalezen gen pro mikrocin V u kmenid 225 1 28.
Genomicka analyza tudiz odhalila nové vysledky, které dokazuji, Ze sekvenacni data jsou

nejpresnéjSim nastrojem analyzy genotypu.

Klicové slova: Escherichia coli, bakteriociny, multiprodukce, PCR, bioinformatika



ABSTRACT

Escherichia coli are one of the most important intestinal bacteria commonly found in the
gastrointestinal tract of warm-blooded animals, including humans. One of the mechanisms
by which conquers the position within the microbial population is the production of
antimicrobial substances - bacteriocins. In the practical part of the work, in 15 strains of
Escherichia coli isolated from venison were performed detection of bacteriocinogeny.
In 14 of 15 strains was found ability to production of bacteriocins and then these
production strains were identified. A total 13 of the 15 tested strains were multi-
productive. The most frequently produced bacteriocins were colicins B, M, Ia/Ib and
microcin B17. Four strains were selected for preparation of crude mixture of bacteriocins
and their antimicrobial activity was quantitatively determined. Strain S7 with the highest
titre was chosen for successive application research. Basic bioinformatic analysis of
bacterial genomes in strains 225, S35 and 28 was used to study the genotypic properties.
The MUMmer online tool confirmed presence of those bacteriocin types, which were
found by PCR in the multiproduction strain 225. In addition, a gene for microcin V was
found in the genome in strains 225 and 28. Genomic analysis thus revealed new results and

show that sequencing data are the most accurate tool for genotype analysis.

Keywords: Escherichia coli, bacteriocins, multiproduction, PCR, bioinformatics
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UvVOD

Bakterie Escherichia coli (E. coli) z celedi Enterobacteriaceae patii mezi nejdulezitejsi
sttevni bakterie, které bézné obyvaji travici trakt teplokrevnych zivocicht, véetné ¢loveka.
Z tohoto divodu je vyuzivana jako indikatorovy organismus fekalniho znecisténi

v prostiedi, v pitné vod¢ a potravinach.

E. coli je nejlépe prostudovanym bakteridlnim druhem a slouzi jako modelovy organismus
pro genové a klinické studie. V obecné bakteriologii byva pouzivana jako modelovy
organismus pro studii bunéénych struktur, ristu a metabolismu. Pozdé&ji se stala dilezitym
vehikulem pro klonovani geni z prokaryotnich a eukaryotnich bunék a pro expresi
genovych produkti. E. coli se fadi mezi podminéné patogeny a jeji pfitomnost u ¢lovéka je
fyziologickd pouze ve stfevech. Mimo stfevo muze byt tato bakterie piivodcem tady
onemocnéni, napf. prijmovych infekei, bakteriémii, a z divodu jejich vysoké rezistence

vici antibiotikiim jsou také povazovany za ¢asté ptivodce nozokomidlnich infekci.

Clovéku je E. coli jako souéast b&zné mikroflory prospésnd, nebot’ je schopna produkce
nékterych vitaminl, zejména vitamind B, K;, K, a také je schopna produkce latek

antimikrobialni povahy - bakteriocint, kterymi brani rozsifeni patogennich bakterii.

Bakteriociny jsou rozmanitou skupinou latek bilkovinné povahy, které produkuji rtizné
bakterialni druhy. Pfina8i svym producentiim jisté vyhody oproti konkurenénim druhtim a
jsou schopné usmrtit senzitivni buiiky stejného, nebo piibuzného kmenu. Tyto latky jsou
znamy uz nékolik desetileti a nejvice probadanymi bakteriociny jsou bezpochyby koliciny,
kter¢ jsou produkovany mnoha kmeny E. coli a ptibuznymi druhy celedi
Enterobacteriaceae. Dalsi skupinou antimikrobidlnich proteind, kterou produkuji bakterie

E. coli, jsou mikrociny.

V soucasné dobé jsou bakteriociny pfedmétem zvySené pozornosti v n€kolika oblastech,
napf. potenciadlni ndhrada za antibiotika, soucdst probiotickych piipravki nebo jako
pfirodni konzervacni latky. Bakteriociny reaguji s citlivymi kmeny bakterii, av§ak mohou
byt toxické i pro eukaryotické buniky. Urc¢itd podobnost s protinddorovymi antibiotiky
vedla k pokustim s jednotlivymi bunéénymi liniemi. Vysledkem bylo zjisténi, ze bunky
nadorové transformované reaguji na bakteriociny mnohem citlivéji a byl tak prokazan

jejich ucinek v boji proti rakovinotvornym bunkam.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE ESCHERICHIA COLI

1.1 Charakteristika

Escherichia coli je gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinkovita bakterie, patfici
do rodu Escherichia, klasifikovana do Celedi Enterobacteriaceae, fadu Enterobacteriales,
ttidy Gammaproteobacteria, kmene Proteobacteria a domény Bacteria (Sedlacek, 2007).
Poprvé ji v roce 1885 ze stolice novorozenct izoloval némecko-rakousky pediatr Theodor
von Escherich (Mainil, 2013). E. coli se fadi mezi nejznaméjs$i a nejvyznamngjsi
enterobakterie, které jsou vyuzivany jako modelovy organismus, jehoz zkoumani neslouzi
jen k poznani samotné bakterie, ale také k pochopeni obecnych jevii a odvozovani
vlastnosti a vztaht platicich i pro jiné organismy (Votava a kol., 2010). E. coli je béznou
soucasti stfevni mikroflory zdravych lidi i zvifat, a zaroven je dulezitym indikatorovym
organismem Vv oblasti potravinaiské hygieny, jelikoz jeji vyskyt ve vodé a v potravinach

znaéi fekalni zne&isténi (Silhankova, 1995).

1.2 Morfologie

Na zékladé¢ Gramova barveni fadime E. coli ke gramnegativnim bakteriim, které jsou
v mikroskopu pozorovatelné jako tyc€inky se zaoblenymi konci, a podle vztahu ke kysliku
se fadi do nejvétsi bakteridlni skupiny fakultativné anaerobnich bakterii. Spole¢nym
znakem této skupiny je zkvaSovani glukozy. E. coli dale zkvaSuje laktézu a nckteré
pentozy za vzniku kyselin, jako jsou napf. kyselina mlécna, kyselina pyrohroznova,
kyselina octova a kyselina mravenéi (Silhankova, 1995).

E. coli redukuje nitrat, je oxiddza negativni, katalaza pozitivni. U vétSiny kment
se vyznacuje produkci indolu, na druhou stranu neprodukuje sirovodik. Téchto vlastnosti
se vyuziva pro jeji identifikaci. M4 respiracni i1 fermenta¢ni metabolismus, jedna se tedy
o chemoorganotrofni bakterie (Sedlagek, 2007; Silhankova, 1995).

E. coli mohou dosahovat délky 2 — 3 um, $itky 0,6 um a na svém povrchu nesou dva typy
fimbrii. Prvni typ fimbrii obsahuje hydrofobni protein fimbrin, ktery umoZiiuje bakteriim
pfichytit se na epitel hostitele a nasledné dochazi ke kolonizaci. Tento prvni typ fimbrii je
vysoce antigenni, protoze obsahuje F antigeny. Sex pili jsou jinym typem fimbrii a hraji
velice dalezitou ulohu pti konjugaci (Votava a kol., 2010).

Bakterie E. coli netvofi cysty ani spory, pohyblivost je umoznéna pomoci biciki, nebo

mohou byt nepohyblivé. Podobné jako fimbrie jsou biciky vysoce antigenni, jelikoz
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obsahuji H antigeny (bic¢ikovité), které tvofi polymerizované bilkovina flagelin, bilkovina
bohata na lysin (Borriello a kol., 2005; Votava a kol., 2010).

E. coli se tadi mezi mezofilni mikroorganismy, jelikoz jeji optimalni teplota a Cas pro rast
je 37 °C/24 hod. Je vSak schopna rust 1 v teplotnich rozmezich od 8 — 48 °C. Bakterie E.
coli bez problému roste na béznych mikrobiologickych zivnych ptidach a je schopna vazat
molekularni kyslik. Bunééna membrana E. coli je tvotena tenkou vrstvou peptidoglykanu.
Vnéj$i membrana buiiky obsahuje lipopolysacharid slozeny z lipidové dvojvrstvy, ktera
obsahuje velké mnozstvi membranovych proteini a v zdvislosti na obsahu
lipopolysacharidi na vnéj§i membrané¢ bunky, rostou E. coli na pevnych pudach
v charakteristickych hladkych, lesklych, nebo suchych, vrascitych a hrubych koloniich
(Borriello a kol., 2005; Sedlacek, 2007). E. coli tvoii na Endové nebo McConkey agaru
kolonie purpurové barvy a na pidé¢ XLD Zluté kolonie. N&které kmeny je moZno rozpoznat
podle B — hemolyzy na krevnim agaru z divodu produkce hemolyzinii (Votava a kol.,
2010). V tekutych pudach E. coli tvoii zakal, ktery je homogenni a po 12 - 18 hodinach

spontann¢ aglutinuje a sedimentuje na dno zkumavky (Borriello a kol., 2005).

1.3 Vyznam a vyskyt

Bakterie E. coli je béznou soucasti normalni stievni flory v koncové stievni €asti u lidi a
teplokrevnych Zivo€ichil. Je vyluovana s exkrementy a mize ptezivat v prostredi mimo
lidské télo (Borriello a kol., 2005; Klaban, 2005).

E. coli vyskytujici se bézné v dolni Casti traviciho ustroji teplokrevnych zivocichl jsou
nepatogenni a piispivaji k fyziologickym pomérim udrZzovanim vyvazenych ekologickych
pomértt ve stievni flofe. Nékteré kmeny trvale osidluji travici soustavu, jiné kmeny
travicim ustrojim pouze prochdzeji. Dale makroorganismu pfispivaji tim, Ze odbouréavaji
nekteré nestravitelné zbytky potravy, tvoii vitamin K a ¢astené 1 komplex vitaminu B.
Diky své schopnosti produkovat bakteriociny si zvySuji svou Sanci na osidleni stieva.
Bakteriociny piisobi antimikrobidlné¢ vaci blizce piibuznym druhim ¢i rodim, k nimZz
mohou patfit také potencionidlné¢ patogenni ¢i patogenni bakterie (Votava, 2003;
Zahradnicky a kol, 1987; Zbotil a Moss, 2005).

Ve vnéj$im prostiedi je E. coli ve vétsiné piipadi podminéné patogenni a ma schopnost
vyvolavat rizné typy infekci, napf. stfevni infekce, jako jsou priijmova onemocnéni
u kojencti, déti a starSich osob, dile mohou zplsobovat i mocové infekce. K infekcim

dochézi fekalné ordlni cestou po poziti kontaminované vody, kontaminovaného syrového
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nebo nedostateCné tepelné upraveného masa, nepasterizovaného mléka a vyrobki
z nepasterizované¢ho mléka, dal§imi zdroji infekce mizou byt nedostate¢né omyta zelenina
a ovoce (Kaper a kol., 2004; Votava, 2003).

E. coli je vyznamnym indexovym a indikdtorovym mikroorganismem vyuZzivanym
v potravinafstvi. Jeji pfitomnost v potravinach a ve vod¢ je povazovana za ukazatel
fekalniho znecisténi a za dilezity parametr v hygiené potravin a vody. Bakterie indikuji
spolehlivost provedeni pasterace, urcuji primarni i sekundarni kontaminaci potravin a
spravn¢ provedenou sanitaci. V oblasti hygieny vody, slouzi jako indexové organismy
pro mozny vyskyt patogennich bakterii, napt. patogenniho rodu Salmonella (Borriello a
kol., 2005; Silhankova, 1995). E. coli mize zpasobovat nozokomialni infekce véetné
meningitid a septikémii a v poslednich letech se rovnéz pouziva jako indikator vyskytu
rezistence k antimikrobidlnim latkdm v rGznych typech prosttedi (Sedlacek, 2007; Serum a
Sunde, 2001).

Patogenita E. coli je urCovana schopnosti bakterie adherovat pomoci fimbrii na epitel
hostitele. Ne¢které kmeny mohou pronikat do epitelidlnich bunék a poskozovat je,
jinékmeny produkuji enterotoxiny, protedzy inaktivujici IgA, hemolyziny a siderofory
(Votava a kol., 2003; Votava, 2005). Kmeny E. coli patogenni pro teplokrevné zivocichy
zahrnuji kromé dal$ich c¢tyfi hlavni skupiny: enteropatogenni (EPEC), enteroinvazivni
(EIEC), enterotoxigenni (ETEC) a Shiga toxin produkujici (STEC) E. coli (Johnson, 1991;
Russo a Johnson, 2000; Silhankova, 1995).

1.4 Genom E. coli

Bakteridlnim genomem se rozumi veSkera genetickd informace uloZena vétSinou v
kruznicové molekule dvoufetézcové deoxyribonukleové kyseliny (DNA), ve které je
geneticka informace zapsana v poradi ¢ty nukleotidd. Nukleotid se sklada z cukru
deoxyribozy, fostatové skupiny a nukleotidovych bazi — adeninu (A), cytozinu (C),
thyminu (T) a guaninu (G). Jinak feceno, genom organismu je kompletni sekvence DNA.
Bakteridlni genom se sklada z bakteridlniho chromozomu a plazmida, které vSak nemusi
kazda bunka obsahovat. Chromozom neni uloZen v jadie a postrada histony pro navazani
DNA. Jednotka délky DNA na trovni jeji sekvence je bazovy par (bp), (Rosypal, 1998;
Volff a kol., 1997).

Stanovit sekvenci bakteridlniho genomu se podatilo poprvé v roce 1995 a od té doby bylo

dokonceno velké mnoZstvi kompletnich sekvenénich analyz genoml u rtiznych kment
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bakterii. Bakteridlni genom muze byt rozdélen na dvé slozky podle postradatelnosti genil
pro bunky na esencidlni a pfidatné geny. Esencidlni geny jsou nezbytné pro zékladni
zivotni funkce bunky. Koduji proteiny, které jsou klicové pro metabolismus — napf.
ATPazy, a dale jsou to geny pro syntézu a replikaci molekul DNA a RNA. Pridatné geny
jsou pro buiiku postradatelné, vétSinou ji vSak pomahaji ptezit a pfizpisobit se v obtiznych
podminkach. Ptidatné geny reprezentuji rozmanitost bakterialniho druhu, nebot” koduji
proteiny potifebné pro adaptaci bakterii v rtiznych prostiedich. Je pro né také typicky
odlisny obsah GC parti nez ve zbytku genomu, coz je Casto dano tim, ze maji ptvod

v jinych druzich bakterii (Lindsay a Holden, 2004; Volff a kol., 1997).

V roce 1997 byl Blattnerem a kol. piecten a nésledné publikovan kompletni genom kmene
K12. Velikost genomu jednotlivych kmenll E. coli se 1i$i a pohybuje se v fadu 4,6 — 5,2
Mb s ptiblizné 4000 - 5500 geny kodujicimi proteiny. Geny vyskytujici se u vétSiny kment
se nazyvaji perzistentni, tvofi necelé dve tfetiny genomu E. coli a vyznam vétSiny z nich je
znam. Zbytek pfipadd na tzv. nestalé geny. Vzhledem k pomérné velké rozmanitosti
escherichii je problematické zvolit kmen, ktery by byl vhodnym vzorovym reprezentantem
svého druhu. Zisk nebo ztrita genl hraje roli v rozdilu mezi komenzdly a patogeny

(Blattner a kol., 1997; Le Gall a kol., 2007; Touchon a kol., 2009).

1.5 Fylogenetické skupiny

U bakterie E. coli byly popula¢ni genomovou studii prokdzany c¢tyfi hlavni fylogenetické
skupiny: A, B1, které jsou povazovany za sesterské, B2, kterd podle nékterych publikaci
reprezentuje rodovou linii £. coli, a skupina D. V soucasnosti se objevuji 1 dalsi potencialni
skupiny. Fylogenetické skupiny byvaji spojeny s prostiedim, diagndzou, uritymi
vlastnosti, napf. s poctem faktort virulence nebo pfitomnosti urcitych p-laktamaz. Stievni
E. coli se vétSinou tadi do fylogenetické skupiny A nebo BI, zatimco vétSina
extraintestindlnich kment E. coli nélezi do skupiny B2 nebo D (Gordon a kol., 2008;
Le Gall a kol.,, 2007). KrozliSeni se velmi dobfe da pouzit systém multiplex PCR,

zavedeny Clermontem (Clermont a kol., 2000).
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2 BAKTERIOCINY

2.1 Charakteristika bakteriocinu

Bakteriociny jsou rozmanita skupina proteint/peptidt bakteridlniho piivodu, které vznikaji
syntézou na ribozomech. Produkce téchto latek ptindsi bakteriim selekéni vyhodu oproti
konkurencnim bakterialnim druhtim sdilejicim stejnou mikroekologickou niku. Jedna se
o latky antimikrobidlni povahy a jejich baktericidni je obvykle zacilen na blizce ptibuzné
kmeny stejného druhu nebo rodu (Cornut a kol., 2008; Riley a Wertz, 2002). Bakteriociny
jiz v roce 1925 poprvé popsal André Gratia, ktery pozoroval toxické piisobeni kmene E.
coli V na kmen E. coli ¢ (Gratia, 1925). V pribéhu dalsich let byly bakteriociny objeveny
u mnohych bakteridlnich druhti, dokonce u nékterych zastupcl Archaea. Dnes jsou
povazovany za nejrozmanitéj$i a prirozené nejpocetnéjsi skupinu antimikrobidlnich latek

(Kaur, 2015; Riley a Wertz 2002; Shand a Leyva, 2008).

Produkci bakteriocinli 1ze pozorovat v celé bakterialni isi a predpoklada se, ze vice nez
99 % mikroorganismtii méa schopnost produkovat alespon jeden bakteriocin (Cascales a
kol., 2007; Cotter a kol., 2005). Bakteriociny tvofi rozmanitou skupinu s odlisnymi
vlastnostmi. Bakteriociny grampozitivnich bakterii, gramnegativnich bakterii a archei se
1i81 zejména v chemické struktute, ve velikosti, a to od malych lantipeptidi produkovanych
bakteriemi mlééného kvaseni az po velké proteiny kolicini produkovanych
gramnegativnimi bakteriemi. Dale v jejich uvolnéni a transportu pies bunécnou sténu a
cytoplazmatickou membranu a ve zpuisobu usmrceni bunky (Riley, 1998; Riley a Wertz,
2002; Yang a kol., 2014). N&které znaky maji pfesto bakteriociny spolecné. Oproti vétSing
antibiotik, které vznikaji jako sekundarni produkty metabolismu, jsou vSechny
bakteriociny syntetizované na ribozomech. Zpravidla se jednd o vysokomolekularni
proteiny antibiotické povahy, vétSina z nich je kddovana na plazmidech. Dalsim neméné
dalezitym rysem je jejich relativné uzké spektrum pusobeni, které je dané piitomnosti
specifickych receptort na povrchu bunék citlivého kmene (Gordon a O'Brien, 2006; Riley
a Wertz, 2002; Yang a kol., 2014). Bakteriociny ovSem prokazateln€ plisobi nejen
na bunky prokaryotické, ale 1ieukaryotické, a to zejména na bunky nadorové

transformované (Smarda, 1978).

V soucasnosti jsou u gramnegativnich bakterii definovany tfi zdékladni skupiny
bakteriocinli: koliciny, mikrociny a korpuskularni bakteriociny. E. coli produkuje dva typy

bakteriocint, a to koliciny a mikrociny (Gordon a O'Brien, 2006; Lagos a kol., 2009).
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2.2 Koliciny

Koliciny jsou vysokomolekularni proteiny o velikosti 25-80 kDa, které jsou kédovany
plazmidem nebo na chromozomu a jsou nejintenzivnéji studovanou podskupinou
bakteriocintl (Lagos a kol., 2009; Riley a Wertz, 2002). Tyto cytotoxické exoproteiny jsou
produkovany bakteridlni bunikou v prubéhu ristu kultury. Produkénimi bakteriemi jsou
bakterie kmene Escherichia coli a bakterie nckterych piibuznych druht celedi
Enterobacteriaceae (ttida y-proteobacteria), (Riley a Wertz, 2002). Koliciny inhibuji
citlivé bakterie ze stejné cCeledi, nejen rodu Escherichia, ale také rodd Salmonella a
Shigella. Kolicinogenni kmeny tak ziskavaji selektivni vyhodu v boji o ziviny. (Cascales a

kol., 2007; Gillor a kol., 2005; Smarda a gmajs, 1998).

U izolath kmene E. coli z prostiedi bylo zjisténo, Ze jsou koliciny produkovény vice
nez polovinou izolati (Braun a kol., 2002), u izolati E. coli zlidského
intestindlné-urogenitalnim traktu bylo zjiSténo pfiblizn€¢ 54 % kolicinogennich izolath
(Micenkova a kol., 2014; Smajs a kol., 2010). Kromé bakterie E. coli byla produkce
bakteriocinli s podobnou strukturou jako u kolicini popsand u zastupci roda
Pseudomonas, Citrobacter, Shigella, Escherichia, Klebsiella, Yersinia a dalsich (Michel-

Briand a Baysse, 2002; gmajs akol., 2002; Smarda a gmajs, 1998).

Za béznych podminek je produkce kolicinit kolicinogennimi kmeny velmi mald, avSak
pfi stresovych situacich, jaké jsou napf. nedostatek Zivin, kysliku, nebo pii poskozeni
DNA, dojde ke zvySené tvorbé kolicint, jako SOS odpovéd’ na tyto neptiznivé podminky
(Gillor a kol., 2005). Lze tedy i uméle navodit syntézu kolicinii napf. plisobenim

mitomycinu C, nebo UV zafenim (Braun a kol., 1994; Spangler a kol., 1985).

2.2.1 Klasifikace kolicina

Klasifikace kolicinii souvisi s rozdilnym zplisobem interakce s citlivou buiikou. Koliciny
jsou oznaCovany velkymi pismeny podle vazebného mista citlivé buiiky, se kterym
interaguji. Jelikoz né€které koliciny vyuZzivaji stejny receptor, na zaklad¢é absence zkiizené
imunity se déli do subtyptl oznalovanych &isly (Gillor a kol., 2005; Smarda a Smajs,
1998). Na zdkladé¢ rGzného letdlniho plsobeni kolicini na buiiky vznikl jeden
z klasifikacnich systémt, kdy miZeme koliciny rozdélit do nékolika skupin. Neékteré
koliciny jsou schopné vytvofit pory v cytoplazmatické membrané buiky a tim

depolarizovat membranu z diivodu Gniku iontl, napt. koliciny A, B, Ia, Ib, K (Hilsenbeck a
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kol., 2004). Jiné koliciny plsobi enzymaticky a degraduji DNA v cytoplazmé, napft.
koliciny E2 a E7, nebo dochazi k inhibici proteosyntézy specifickym $tépenim 16S rRNA,
tRNA, napi. koliciny D a E3 (Gordon a O'Brien, 2006; Soelaiman a kol., 2001). Dalsi
skupina kolicini deaktivuje prekurzory peptidoglykanu v periplazmatickém prostoru a
inhibuji tak tvorbu bunééné stény, coz vede k lyzi bunky, napt. kolicin M (Gordon a

O'Brien, 2006).

Cytotoxickéd aktivita kolicinii je podminéna jejich vazbou na specifické vazebné misto
vnéjs$i membrany a translokaci pies bunécné obaly pomoci proteinovych mechanismut Tol,
nebo TonB. Translokacni systém Tol tvoii nékolik dulezitych bilkovin, jako jsou TolR,
TolQ a TolA ve vnitini membrang, a TolB v periplazmatickém prostoru, Pal je lipoprotein
vnéj§i membrany. Koliciny vyuzivajici transportni systém Tol patii do skupiny A, a ta
zahrnuje koliciny A, E1 az E9, K, L, N, S4, U a Y. Transloka¢ni systém Ton je tvofen
integralnimi bilkovinami vnitfni membrany ExbB, ExbD a TonB. Systém TonB pienasi
energii vnitfni membrany k specifickym receptoriim vnéj$i membrany a ta je dale vyuzita
na pfenos nejriznéjSich latek napt. vitaminu B12. Koliciny vyuzivajici transportni systém
TonB patii do skupiny B, a ta je tvofena koliciny D, Ia, Ib, 5 a 10 (Bouveret a kol., 2002;
Cascales a kol., 2007).

Schematické rozdéleni kolicinti je znazornéno na Obrazku 1. Prehled jednotlivych kolicind

skupin A a B, jejich receptory a mechanismy ucinku jsou uvedeny v Tabulce 1.

syntezn. proteinn DNazy

enzymaticka
aktivita

syntéra
peptidoglykanu

TonB - dependentni Tol - dependentni

Obr. 1. Schéma klasifikace kolicinii (prevzato a upraveno z: Cascales

a kol., 2007).
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* Koliciny klasifikujeme do skupin podle zpiisobu jejich interakce
s citlivou buiikou a jejich letdalni aktivity. Koliciny vyuzivaji povrchové
membranové receptory — primarni receptory (BtuB, FepA, FhuA, Cir,

Tsx, OmpF, OmpA, OmpW, BtuB),

sekundarni  receptory

pro translokaci (OmpF, TolC), (Cascales a kol., 2007).

Tab. 1. Typy kolicinii, receptory, translokacni systém, mechanismus ucinku a rozdeleni

do skupin kolicinit rozdélend podle translokacniho

z: Smarda a Smajs, 1998).

systému (upraveno a prevzato

Kolicin Receptor Transloka¢ni systém Mechanismus tGcinku | Skupina
A BtuB/OmpF TolA, B, Q, R tvorba pora A
B FepA TonB/ExbB, D tvorba pora
D FepA TonB/ExbB, D blokada translace B
E1 BtuB/TolC TolA, B, Q, R tvorba pora A
E2 BtuB/OmpF TolA, B, Q,R DNA endonukleaza A
E3 BtuB/OmpF TolA, B, Q,R rRNA endonukleaza A
E4 BtuB/OmpF TolA, B, Q, R rRNA endonukleaza A
E5 BtuB/OmpF TolA, B, Q,R blokada translace A
E6 BtuB/OmpF TolA, B, Q,R rRNA endonukleaza A
E7 BtuB/OmpF TolA, B, Q,R DNA endonukleaza A
E8 BtuB/OmpF TolA, B, Q,R DNA endonukleaza A
E9 BtuB/OmpF TolA, B, Q, R DNA endonukleaza A
Ia Cir TonB/ExbB, D tvorba port B
Ib Cir TonB/ExbB, D tvorba port B
K Tsx/OmpF, A TolA, B, Q, R tvorba port A
L ?7/0OmpA TolA, Q, ? tvorba port A
M FhuA TonB/ExbB, D inhibice syntézy murinu B
N OmpF/OmpC,Ph TolA, Q,R tvorba port A
S4 Srf?/OmpF TolA, B, Q, R tvorba porta A
U OmpA/OmpF, TolA, B, Q,R tvorba port A
Js CjrC CjrB - *
5 Tsx/TolC TonB/ExbB, D tvorba port B
10 Tsx/TolC TonB/ExbB, D tvorba port B

*kolicin Js je transportovin pomoci proteinu CjrB (Smajs a Wienstock, 2001).
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2.2.2 Struktura kolicinu

Koliciny jsou tvofeny tfemi hlavnimi doménami, z nichz kazda ma svou specifickou tlohu
v procesu usmrceni buiiky (Jakes a Cramer, 2012). Centralni ¢ast molekuly, oznaCovana
jako receptorovd R-doména, rozpoznavad a vaze se na specificky receptor na vnéjsi
membrané citlivé buiniky. N-termindlni doména, oznacovana jako translokacni nebo
T-doména, je zodpovédna za ptenos kolicinu ptes vnéj$i membranu do periplazmatického
prostoru. Cytotoxickd doména neboli C-terminalni doména zpisobuje samotny letalni efekt
kolicinu, jako je tvorba porii, nukledzova aktivita nebo inhibice syntézy peptidoglykanu.
Kazda z domén predstavuje samostatnou funkéni jednotku (Cascales a kol., 2007; Jakes a
Finkelstein, 2010; Kaur, 2015). Struktury kolicini jsou znazornény na nasledujicim
obrazku (Obr. 2).

HzN cood a) uspotridani domén kolicina

b) kolicin E3 c) kolicin Ia

e) kolicin N

d) kolicin M

Obr. 2. Struktury kolicinu.

*Pismeno ,,a“ znazornuje usporadani jednotlivych domén kolicinii: translokacni
(T-doména) modre, centralni receptorova doména (R-doména) zelene, cytotoxicka
doména (C-doména) cervené. Pismena ,,b*“ az ,.f* znazornuji struktury jednotlivych
kolicinii (prevzato a upraveno z: Jakes a Cramer, 2012).
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2.2.3 Syntéza Kkolicint

Schopnost produkce kolicinil je kodovéana geny na tzv. kolicinogennich plazmidech neboli

pCol plazmidech, coz jsou extrachromozomalni mobilni genetické elementy.
RozliSujeme dva typy pCol plazmidi:

e pCol typ I: malé plazmidy nizkomolekularni struktury o velikosti 6 az 10 kb
vyskytujici se v buiice v poctu okolo 20 kopii. Mlze byt pienaSen v pfitomnosti

konjugativniho plazmidu. Tento typ koduje zejména koliciny skupiny A.

e pCol typ II: velké nizkokopiové plazmidy s velikosti okolo 40 kb, které obvykle
koéduji koliciny skupiny B a jsou zaroven konjugativnimi plazmidy, které
zprosttfedkovavaji horizontalni pienos genetické informace mezi buitkami. Mohou
nést 1 dva operony pro dva rozdilné koliciny, napt. B a M, B a D nebo kolicin la a

mikrocin V (Cascales a kol., 2007).

Vsechny typy kolicinovych genetickych elementi — operonii maji navzdory odliSnému
letdlnimu efektu téméf stejnou genetickou strukturu. Operon Col plazmidu obsahuje
obycejné tfi dilezité geny kodujici vlastni kolicin, imunitni protein a lyticky protein.
Imunitni protein zabezpe€uje buniku pied u¢inkem vlastniho kolicinu tak, Ze interaguje
s C-doménou produkovaného kolicinu (Riley, 1998; Smarda a Smajs, 1998). Je kédovany
genem cxi (kde x je pismeno produkovaného kolicinu). U kolicint s nukledzovou aktivitou
je umistén za strukturdlnim genem ve stejném sméru a regulovan promotorem LexA
(zodpovidajici za SOS odpovéd). U kolicind tvoficich pory v membrané je gen
pro imunitni protein orientovan naopak oproti strukturdlnimu genu kodujici kolicin a je
fizen svym vlastnim promotorem, ktery zajiStuje stalou produkci tohoto proteinu (Cascales

a kol., 2007; Cursino a kol., 2002; Kim a kol., 2014).

Hlavnim poslanim lytického proteinu je napomahani uvolnéni kolicinu do prostredi.
Je kdédovan genem cx/ a vyskytuje se zejména u skupiny A a u nékterych kolicinl skupiny
B (5, 10 a D). Pro produkéni buiiku je tato udalost letalni (Cascales a kol., 2007).
U plazmidd, které lyticky gen neobsahuji, jsou koliciny uvoliovany z produkéni buiiky

do okoli v mnohem niz§i mife (Gordon a O'Brien, 2006).

Na nasledujicim obrazku (Obr. 3) je schematicky zndzornéna struktura kolicinového

operonu.
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Obr. 3. Struktura kolicinového operonu.

* Jednotlivé geny jsou vyobrazeny tlustymi Sipkami: cxa — gen kodujici viastni kolicin, cxl
— gen kodujici lyticky protein, cxi — gen kodujici imunitni protein, SOS promotory LexA
(Psos), promotory imunitnich proteinii (P,,), terminatory transkripce (T) jsou vyobrazeny
tenkymi Sipkami (prevzato a upraveno z: Cascales a kol., 2007).

2.3 Mikrociny

E. coli produkuje krom¢ kolicind také dalsi skupinu bakteriocini — mikrociny,
nizkomolekularni peptidy antimikrobialniho charakteru, které jsou stejné jako koliciny
namifeny proti stejnym ¢i blizce pfibuznym druhlim bakterii. Spektrum inhibi¢ni aktivity
je vsak o néco Sirsi nez u kolicint, jsou schopny inhibovat napt. bakterie rodi Proteus,
Pseudomonas, Yersinia a dal§i. Mikrociny jsou tvofeny jako prekurzorové peptidy a
obsahuji N-termindlni signalni sekvenci a zakladni peptidy. Mikrocinové prekurzory

mohou a nemusi projit posttranslacni modifikaci na aktivni mikrociny (Rebuffat, 2012).
Mikrociny se od kolicin odliSuji nékterymi fyzikdlnimi vlastnostmi a nejsou
prozkoumany tak rozsahle jako koliciny. Mikrociny maji zpravidla mensi molekuly nez

koliciny, velikost se pohybuje pod 10 kDa a sdili nékteré podobnosti s bakteriociny



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

grampozitivnich bakterii — jsou termostabilni, relativné hydrofobni a rezistentni k vyS$§imu
pH (Gillor a kol., 2005; Gordon a O'Brien, 2006; Kaur, 2015). Vyznamnym rozdilem
oproti kolicinim je, ze bakterie, ktera produkuje mikrocin a nema poskozenou funkci
imunitnich gent, neni pfi produkci mikrocinu usmrcena. V piipad¢ kolicinii produkcni
buiika pii uvoliiovani kolicinu umira. Produkce kolicini je indukovdna SOS systémem,
zatimco tvorba mikrocinll je na SOS systému nezavisld (Duquesne, 2007; Gillor a kol.

2005).

V soucasné dob¢ bylo identifikovano vice nez 16 mikrocinli, z nichz 8 bylo popsano a
izolovano (Kaur, 2015; Zhao, 2017). Struktura a baktericidni uc¢inky jednotlivych
mikrocinti se li§i. Podobn¢ jako koliciny se mikrociny navazi na receptory citlivé bunky a
buiiky usmrcuji né€kolika zptsoby. N&které tvoii v membranach citlivych bunék pory, dalsi
jsou nukleazového typu a interaguji s DNA nebo RNA, piipadné funguji jako inhibitory
proteosyntézy nebo replikace DNA (Duquesne a kol., 2007).

Mikrociny jsou produkovany za specifickych okolnosti, jejich sekrece je podminéna
zpravidla stresovymi podminkami jako jsou napt. vyCerpani zivin, nebo nedostatek Zeleza.
Uvolnéni mikrocinl neni zalezitosti lyze, ale jsou z buniky aktivné exportovany. Export

mikrocind zahrnuje mikrocin-specifické proteiny (Gordon a O'Brien, 2006; Kaur, 2015).

Mikrociny mohou byt kddovany na plazmidech nebo na chromozomu, obvykle s nékolika
geny. Tyto geny koduji prekurzor mikrocinu, proteiny potiebné pro sekreci — sekrecni
faktor, imunitni protein a v nékterych situacich také enzymy, které jsou potiebné
pro posttranslaéni modifikace mikrocinii. Zadny z mikrocinii nema lyticky gen a mikrociny
jsou do prostiedi uvolilovany pies transportér ABC typu I (Duquesne a kol., 2007; Zhao,
2017).

Prvni klasifika¢ni schéma vzniklo na zdkladé¢ rozdilnych molekulovych hmotnosti a
pfitomnosti posttransla¢nich Gprav (Pons a kol., 2002). V dne$ni dob& jsou mikrociny

rozdé€leny do tfid I. a II. s ohledem na:

= pfitomnost, povahu a lokalizaci posttranslacni modifikace;
= organizaci kodujici genové skupiny;

= piitomnost ¢i nepfitomnost zavadéci peptidové sekvence.

Mikrociny 1. tfidy zahrnuji peptidy s niz8i molekulovou hmotnosti do 5 kDa, tyto peptidy

jsou koédovany na plazmidech a podstupuji rozsadhlé posttranslaéni modifikace, jedna se

napf. o mikrociny B17, C7/C51, J25. Mikrociny tfidy II. zahrnuji peptidy s vyssi
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molekulovou hmotnosti 5-10 kDa, a dale se déli do dvou podtiid. Podttida Ila zahrnuje

mikrociny, které postradaji posttranslaéni modifikace a mohou vlastnit v molekule az dvé

disulfidické vazby, napt. mikrociny V, L, N, PDI, S. Podtfid¢ IIb nélezi chromozomalné

kodované linearni mikrociny s moznosti posttransla¢ni tipravy terminalniho C-konce svého

fetézce, napt. mikrociny E429, H47, 147, M (Duquesne a kol., 2007; Rebuffat, 2012).

Klasifikace mikrocini je znazornéna v nésledujici tabulce (Tab. 2).

Tab. 2. Klasifikacni schema mikrocinu E. coli (prevzato a upraveno z: Yang a kol., 2014).

Trida | Mikrocin | Molekulova hmotnost [Da] Charakteristika
B17 3094 Nizkomolekularni peptidy s
velikosti pod 5 kDa
C7/C51 1177 .
L Posttranslacné¢ modifikované
D93 <1000
J25 2107
Peptidy s velikosti 5-10 kDa
II. MozZnost posttranslacni
modifikace
L 8884 Pro  syntézu  funk¢nich
peptidii  zapottebi vice nez
ITa \% 8741 _
jeden gen
N/24 7274
M 7284 Linearni  peptidy s post-
ITo transla¢ni Upravou C-konce
H47 4865

Spolecnymi vlastnostmi mikrocini 1. tfidy jsou: nizkéd molekulovd hmotnost (pod 5 kDA),

rozséhlé posttranslaéni modifikace, plazmidové kdédované peptidy, pisobeni na zékladni

molekularni néstroje v cytoplazmé senzitivnich bunék. Tyto peptidy jsou kodovany

skupinou genti, kde gen pro imunitni faktor neni uloZen blizko strukturnich gent. Dva

az tf1i geny, umoziujici posttranslaéni modifikaci aminokyselinové kostry, jsou naopak

ulozeny blizko strukturniho genu. Alesponl jeden gen hraje roli pfi exportu mikrocinu i

v syntéze imunitniho faktoru (Duquesne a kol., 2007; Severinov, 2007).
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Mikrociny II. tfidy se vyznacuji vys$i molekulovou hmotnosti (5-10 kDa) a jejich
aminokyselinova kostra nepodléhd rozsdhlym upravam. Jsou zde vSak pfitomny Upravy
v podobé disulfidickych mitstki eventuelné navazani molekuly sideroforu, jenz je
rozpoznavan receptorem senzitivni builky (Duquesne a kol., 2007). Vlastni struktura
se skladd z genu kédujici prekurzor mikrocinu sousedniho imunitniho genu a alespon
ze dvou gent kédujicich membranové proteiny: ABC pienase¢ (ATP vazebnou kazetu) a
protein zodpoveédny za sekreci toxinu. ABC protein je vzdy slozen alespon ze dvou domén:
transmembranové domény (TMD) a domény vazajici se k nukleotidu (NBD). Mikrociny
IL. tfidy jsou dale rozdéleny do dvou podtiid podle zpisobu ulozeni svych geni a
pritomnosti resp. nepfitomnosti posttranslaénich tprav (Destoumieux-Garzén a kol., 2002;

Duquesne a kol., 2007).

2.4 Vyznam bakteriocini E. coli

V uplynulych letech si n¢které z bakteriocint ziskaly zvlastni pozornost, vzhledem k jejich
potenciondlnimu vyuZziti v potravinaistvi, zejména v konzervaci potravin z divodu
zvySovani bezpecnosti potravin. Byla provedena studie na otestovani ucinnosti kolicinu E1
proti patogenni bakterii Listeria monocytogenes v bujonu a na povrchu potravin urc¢enych

k ptimé spotiebé a vysledkem byl vyznamny inhibi¢ni G€inek (Patton a Lonergan, 2007).

V oblasti mediciny a farmakologie se védci stale vice zamétuji na bakteriociny, které jsou
velkym pfislibem dalsi generace antimikrobidlnich latek. Byla provedena studie na mozné
vyuZiti kolicinu 5 jako ndhrady béZnych antibiotik a zjistilo se, Ze diky Uzkému spektru
pusobnosti je kolicin 5 vysoce efektivni v 1écbé infekei lidi i1 zvifat zpisobenymi

patogennimi kmeny E. coli (Yang a kol., 2007).

Rychly pocatek a rozsifeni multirezistence bakteridlnich patogeni vede ke hledani dalSich
alternativ  pro boj snimi. Bakteriociny poskytuji uréitou moZnost v boji
s multirezistentnimi kmeny, jelikoZ maji uzké spektrum letalniho Uc¢inku, mohou byt
povazovany za piirozené ,,vytvorena“ léCiva, které plisobi specificky na bakteridlni
patogeny. Je relativné jednoduché najit bakteriociny aktivni proti humannim patogentim
vzhledem k jejich rozsahlému vyskytu v pfirodnim prostiedi. Nevyhodou vsak je, Ze
pouziti bakteriocinil proti multirezistentni kmeniim mize vést k zabiti 1 nepatogennich
komenzalnich kment, coz mlze vést k navySeni poctu nozokomidlnich infekci (Gillor a

kol., 2005; Riley a Wertz, 2002).
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Probiotické bakterie pomahaji hostitelskému organismu udrzovat a obnovovat jeho
pfirozenou stfevni mikrofloru. Schopnost téchto bakterii eliminovat nezadouci druhy je
Casto zpusobena produkci bakteriocini. Mnoho studii se zabyva vyuzitim téchto
bakteriocinogennich kmenii v probiotickych terapiich pro lidsky organismus
(gastrointestindlni trakt, Gstni dutina, dychaci trakt, vagina), dobytek a vodni kultury

(Gillor a kol., 2008).

V dalsi studii bylo in vitro prokdzéno, Ze kolicin E2 produkovany kmenem E. coli K12
inhibuje rtst uropatogennich kmena E. coli a tim ptfedchazi vzniku infekci mocového

traktu pfi pouzivani katétri (Trautner a kol., 2005).

Neékteré experimentalni studie uvadéji vysoky 1écebny potencial bakteriocinti u riiznych
typtt nddorovych onemocnéni, napt. u mikrocinu E492, kde byl prokdzén jeho toxicky
ucinek na zhoubné bunky (Kaur, 2015; Lagos a kol., 2009). U nékterych kolicinli byla
prokazana protinadorova aktivita v celé fadé lidskych onemocnéni, jako je rakovina prsu,

rakovina tlustého stieva, rakovina kosti, a dalSich (Chumchalova a Smarda, 2003).

2.5 Multibakteriocinogenni kmeny E. coli

VétSina bakteriocinogennich kment E. coli je schopna produkce vice nez jen jednoho
bakteriocinu. Rada bakteriocinti se vyskytuje v kombinaci sjinymi mnohem ¢&astgji,
nez by se dalo ¢ekat. MiiZze se jednat o produkci vice kolicinii najednou, nebo produkci
kolicind a mikrocinli soucasné. Byla provedena studie, kdy se zkoumaly kmeny E. coli
z fekalnich vzorkl na produkci bakteriocinti. Produkce mikrocint v téchto izolatech byla
stejné Castd jako produkce kolicinii. Nejméné polovina bakteriocinogennich kmenii E. coli

produkovala vice nez jeden bakteriocin (Gordon a O'brien, 2006; Riley a Chavan, 2007).

Multibakteriocinogenni kmeny, diky své vlastnosti produkovat vice nez jeden bakteriocin,
maji ve spolecenstvi oproti ostatnim bakteriim selekéni vyhodu. Pokud se ve spolecenstvi
nachazi populace senzitivnich bunék a dvé populace bakteriocinogennich bunék, z nichz
kazda koduje jiny typ bakteriocinu, tak kazdy z téchto producentli je schopny usmrtit
senzitivni buniky a zaroven zabit druhého producenta. Pokud vSak jeden z producentii ma
schopnost vicendsobné¢ produkce bakteriocind, je mu umoZznéno usmrtit nejen senzitivni
buniky, ale bunky kodujici pouze jeden typ bakteriocinu (Riley a Chavan, 2007).
Dalsi vyhoda mnohonasobné produkce bakteriocini existuje v populaci pfirozeného

prosttedi E. coli, kde je rezistence béznym fenoménem a mnoho bunck se tak stava
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rezistentni ke koliciniim, se kterymi se spole¢né¢ vyskytuji (Gordon a kol., 1998). Mnoho
kmeni, u kterych se vyskytuje mnohonasobnd produkce bakteriocinti, vyuziva vice
soucasny vyskyt dvou mutaci ve dvou odliSnych receptorech. Mnohonasobné produkce a
vyuziti vice odliSnych receptorti, mize vést ke zpomaleni vyvoje rezistence v populacich,
kde dominantni bakteriocinogenni kmen produkuje vice druhti bakteriocinii v porovnani
s populacemi, kde produk¢éni kmen produkuje pouze jeden typ bakteriocinu (Gordon a

O'brien, 2006).

Pravdépodobnost, ze kmen bude schopen produkovat vice typa bakteriocint je ovlivnéna
zafazenim kmene ve fylogenetické skupiné. Kmeny E. coli jsou rozdéleny do Ctyr
fylogenetickych skupin: A, B1l, B2 a D, které se od sebe lisi vyskytem v ekologickych
nikdch a ve schopnosti vyvolavat onemocnéni (Clermont a kol., 2000). V pfipadé
humannich izolatd je velkd pravdépodobnost, ze kmeny skupiny B2 maji schopnost
produkovat vice bakteriocini v porovnani s kmeny skupiny A nebo Bl. U izolatd
ziskanych ze zvirat vSak s nejvetsi pravdépodobnosti vice typlt bakteriocinli produkuji

kmeny skupiny A (Riley a Chavan, 2007).

Analyzou 266 humannich kmenti E. coli izolovanych z australské populace bylo zjisténo,
ze 38 % kment produkovalo alespon jeden typ bakteriocinu, 24 % kmend produkovalo
jeden nebo vice kolicint a 20 % kmend produkovalo jeden nebo vice mikrocind. Vyskyt
mitomycinem indukovatelnych bakteriofagh byl zjisttn u 7 % kmenl. Ze 102
bakteriocinogennich kmenti 42 % produkovalo pouze jeden druh bakteriocinu, 41 %
produkovalo dva typy, 16 % produkovalo tii a jeden kmen produkoval ¢tyfi bakteriociny

(Gordon a O'brien, 2006).

Mezi statisticky vyznamné soucasné se vyskytujici bakteriociny v jednom produkénim
kmeni se fadi koliciny B a M, mikrociny H47 a M a také kolicin Ia a mikrocin V. Kolicin
E1 se vyskytuje spolené s kolicinem M avSak pouze v piipadé, ze kmen nekoduje také
kolicin B. Podobna situace nastava 1 v pfipadé kolicinu E1 a Ia. Tyto dva koliciny
se objevuji spolecné pouze za nepiitomnosti mikrocinu V. Rovnéz byly zjistény dvé
vyznamné kombinace tfi bakteriocinii. Mikrocin J25 se vyskytoval spole¢né s kolicinem Ia
a mikrocinem V, ale nikdy samostatné. Slabsi seskupeni pak bylo pozorovdno mezi
mikrociny C7, H47 a M. Oproti tomu je mnohem méné¢ pravdépodobné, Ze se spolu
vyskytnou mikrociny H47 a V (Gordon a O'brien, 2006; Riley a Chavan, 2007). U kment s

témito nendhodnymi kombinacemi bylo zjiSténo, ze vzdy alespon jeden z bakteriocintl je z
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produkéni bunky vyluCovan s vétsi pravdépodobnosti, nez aby byl uvolnén rozpadem
buiiky. Samotna lyze buiky ptfedstavuje znacné naroky na populaci bun¢k produkujicich

kolicin v souvislosti s pfenosem plazmidu a syntézou kolicint (Riley a Chavan, 2007).
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3 METODY ANALYZY BAKTERIALNIHO GENOMU

Struktura DNA a jeji funkce jakozto nositelky dédicné informace jsou znamy jiz
od padesatych let dvacatého stoleti (Watson a Crick, 1953). Brzy po objevu struktury DNA
nasledovaly prvni experimentdlni metody pro zjisténi informacni sekvence (plus-minus
metoda, Barnesova metoda), avSak tyto metody byly schopné zjistit pouze ptiblizné potadi

bazi u kratkych fragmenti DNA (Sanger a Coulson, 1975; Barnes, 1978).

Prvni sekvencovani kratké sekvence DNA provedl v roce 1970 Ray Wu z Cornellské
univerzity a tato sekvence se skladdala z pouhych dvanacti nukleotidi. Prilom nastal v roce
1974, kdy angli¢ti védci Frederick Sanger a A. R. Coulson vyvinuli svou sekvenacni
metodu a nezavisle na nich v témze roce vyvinuli ameri¢ti védci Allan Maxam a Walter
Gilbert dalsi, pomé&mé rychlou metodu sekvencovani molekuly DNA s podobnym
postupem a oba védecké tymy se za svou védeckou cinnost podélily v roce 1980
o Nobelovu cenu. Pro svou prakti¢nost se vSak standardem stala jen Sangerova metoda

(King a kol., 2006).

Nové sekvenacni technologie byly zpocatku schopny piecist béhem jednoho béhu pouze
100 bazi, avsak jejich postupnym zdokonalovanim, jakym je napf. automatizace detekce
fluorescen¢n¢ zna¢enych molekul nebo zavedeni kapilarnich sekvenatord, je v soucasnosti
standardn¢ dosahovano piecteni az 1000 bazi béhem jednoho béhu. Tyto zdokonalené
techniky daly moZnost rutinné vyuzivat sekvenovani pro analyzu fragmenti DNA,
napt. PCR produktt, a staly se tak béznou diagnostickou metodou v medicinské praxi

(Pospisilova, 2009).

Vysledkem sekvenovani je obrovské mnoZstvi dat, které se musi nasledné zpracovat a
vyhodnotit, a to by nebylo mozné bez soucasné¢ho rozvoje a zdokonalovani informacnich
technologii a vzniku riznych bioinformatickych nastroji k analyze téchto ziskanych dat.
Data, ktera jsou ziskana procesem sekvenace se nachdzi v podob¢ fragmentd sekvence a
tyto fragmenty je pro dal§i zpracovani nutné zkompletovat do souvislé sekvence
ptvodniho genomu. V odborné literatufe je tento proces skladani oznacen anglickym

terminem ,,assembling*.
K analyze, zpracovdni, vyhodnocovani a piipadné 1 k organizovani a naslednému

uchovavani dat slouzi rGzné bioinformatické nastroje, které jsou nezbytnou soucasti

dnesniho vyzkumu (Nagarajan a Pop, 2009).
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V nasledujicim textu budou stru¢né popsany metody sekvenovani, naslednd kompletace

genomu a vyuziti bioinformatiky pro analyzu dat pomoci databazi.

3.1 Sekvenovani

Sekvenovani DNA patii fadu let k béznym metoddm molekularné-genetickych analyz
biologického materialu. Pomoci sekvenovani DNA je mozné stanovit pofadi jednotlivych
nukleotidli v fetézci DNA a analyzou nalezené sekvence ziskat informace relevantni
napft. k pivodu geneticky podminénych onemocnéni. V mediciné nachéazi sekvenovani
DNA siroké uplatnéni, a to zejména v oblasti diagnostiky dédi¢nych chorob a nddorovych

onemocnéni (Pospisilova a kol., 2009).

3.1.1 Klasické sekvenovani

Existuji dvé klasické metody sekvenovani, které jsou zalozeny na odliSnych principech:
enzymova metoda (Sangerovo sekvenovani) a chemickd metoda (Maxamovo-Gilbertovo
sekvenovani). Obé metody byly nezavisle na sobé zvefejnény v roce 1977. Pozadavkem
pro ob¢ klasické metody sekvenovani je ptiprava DNA s pfesné definovanymi konci (misto
pro vazbu primeru a s koncovou =znackou), dale pfiprava souboru fragmentil
jednotetézcové DNA, jejichz délka se lisi o jeden nukleotid. Tyto fragmenty jsou pak
elektroforeticky rozdéleny podle své délky. (Maxam a Gilbert, 1977; Sanger a kol., 1977).

Podstatou Maxam-Gilbertovy chemické metody sekvenovani je specifické Stépeni fetézce
molekuly DNA po modifikaci jednotlivych bézi plisobenim chemickych Ccinidel,
napft. kyselina mravenci, hydrazin, dimetylsulfat a hydroxid sodny. Pfi hydrolyze dochazi
nejdiive k odstépeni jedné ze Ctyf bazi od sacharidu, a poté se DNA $tépi v abazickém
misté v alkalickém roztoku. V kazdém roztoku tedy vSechny fragmenty kon¢i definovanou
bazi. Chemicka ¢inidla $tépi DNA na misté, které je tvofeno purinem, pyrimidinem nebo
kombinaci G/A, T/C a C. Poté nasleduje separace fragmentl podle velikosti s vyuzitim
gelové elektroforézy a z potradi prouzkii a jejich kombinaci je urCena sekvence DNA.
Pro v&t§i rozliSeni se pouZiva autoradiografické znaGeni konct fragmentt izotopem *P.
Pro spravné provedeni chemické metody je klicova koncentrace chemickych cinidel, aby
doslo k reakci jen v asi 1 % bazi. Chemickd metoda se jiz béZné nepouziva, a to hned
z n€kolika diivodi. Reaktivita chemickych cinidel je ovlivilovana pfitomnosti riznych

24

u enzymoveé metody (Maxam a Gilbert, 1977; King a kol., 2006).
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Sangerova enzymova metoda sekvenovani byla publikovdna jen 7 mésici pozdéji
nez piredchozi metoda, a je v praxi vyuzivana nejbéznéji. Stejné jako chemickd metoda je
zaloZzena na tvorbé fragmentd DNA se znamym terminalnim nukleotidem a jejich
naslednou separaci pomoci elektroforézy. Tato metoda vyuziva specifickou inhibici
enzymové syntézy fetézci DNA. Do syntetizovaného fet¢zce DNA je misto normalniho
deoxyribonukleosidtrifosfatu (dNTP) zafazen jeho analog, dideoxynukleosidtrifosfat
(ddNTP), ktery ptsobi jako inhibitor syntézy DNA a vznikaji tak fragmenty riizné délky
zakonCené piislusnym ddNTP. V soucCasnosti se pouziva automatické sekvenovani,
varianta enzymové metody se zavedenymi automatizovanymi aparaturami. Délka
stanovené sekvence je 500 — 1000 bazi a pro detekci produktl se pouzivaji Ctyfi rizné
fluorescencni znacky. Kazdd pro detekci produkti zakoncenych specifickou bazi a
sekvenovani pak miize probihat v jediné reakci (Sanger a kol., 1977). V praxi se zacala
pouzivat vyhradn¢ Sangerova metoda, protoze nevyzadovala toxické chemikalie, a

v riznych modifikacich se pouzivala pres tficet let (Mardis, 2013).

3.1.2 Sekvenovani nové generace

Metody nové generace sekvenovani (NGS) se zacaly objevovat koncem 90. let 20. stoleti
jako alternativa k jiz existujicim technikam s cilem minimalizace nevyhod klasickych
metod, a co nejvétsiho zrychleni a zlevnéni celkového procesu sekvenovani pomoci
automatizace postupi. Metody jsou zaloZeny na spoleCném principu, kterym je masivni
paralelni syntéza pomoci DNA polymerazy s cyklickym zaclenovanim bazi. Lisi se oproti
klasickym metoddm pfipravou knihoven fragmentii a zplsobem detekce, kdy vystup je
detekovan piimo bez pouziti elektroforézy. Nevyhoda oproti Sangerové enzymatickeé
metod¢€ je tvorba kratSich fragmentl, které nasledné snizuji pfesnost a je nutné pouziti
pokrocilejSich algoritml pro kompletaci piivodni sekvence. V soucasnosti se mezi metody
NGS fadi Sest komeréné dostupnych sekvenatord. V druhé generaci jsou zahrnuty: 454,
[llumina, SOLiD, Ion Torrent. Do tfeti generace patii sekvenatory PacBio a Helicos (van

Dijk a kol., 2014; Mardis a kol., 2008; Wheeler a kol., 2008).

[Nlumina sekvenovani, piivodné sekvenacni technologie firmy Solexa, kterou v roce 2006
odkoupila firma Illumina, je v soucasnosti nejrozsifenéjsi platformou v genomickych
studiich. Princip metody je zalozen na sekvenaci syntézou. Illumina Genome Analazer
dokaze cist velice kratké useky DNA, vétSinou jsou useky dlouhé 36 bp, a byla plivodné

uréena pro resekvencovani genomu (Farrer a kol., 2009; Pagani a kol., 2012).
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Ptiprava knihovny za¢ind hydrodynamickou fragmentaci v nebulizéru, kdy je fetézec DNA
pusobenim stlateného vzduchu rozdélen na mens$i fragmenty, které maji délku
od 0 do 1200 bp. Nasledné dojde k enzymatickému otupeni konct a ligaci adaptérti na oba
konce. Fragmenty jsou naneseny na sklenénou desticku v pritokové komurce a vazbou
obou adaptert se vytvofti typické mustky. Pfed samotnym sekvenovanim probéhne nékolik
cykli PCR pro amplifikaci fragmenti DNA a diky tomu, Ze jsou fragmenty vazany vzdy
jednim koncem na desticku, vzniknou malé shluky fragmenti obsahujici tutéz sekvenci
vasi tisici kopiich. Vlastni sekvenovani se provadi za piitomnosti reverzibilnich
termindtori a témi jsou modifikované nukleotidy nesouci fluorescen¢ni znacku. Znacéeni je
Ctyibarevné a pro kazdou bazi jiné. V kazdém cyklu je modifikovana polymeraza schopna
zatadit pravé jen jeden termindtor. Fluorescencni signdl je detekovan CDC kamerou a
po zafazeni se odstépi blokujici fluorescenéni znacka. Diky tomu je v dal§im cyklu mozné
zatradit novy nukleotid. Tato metoda umozinuje i parové uspotadani, kdy se vyuzije primer
na druhém adaptéru na opacném konci (Bentley a kol., 2008; Croucher a kol., 2009).
Chybovost je do 1 % a kvalita fragmentl klesa s nartistem poctu bazi. Illumina dava presné
vysledky v homopolymernich usecich, ale je méné spolehlivd v usecich s vysokym

obsahem C+G. Nejc¢astéjsi chybou je zaména bazi (Mardis, 2013).

3.2 Kompletace sekvenci genomu (genome assembly)

V soucasnosti existuji dv€ varianty sestavovani sekvenci genomu. Prvni variantou je
referencni skladani, které vyuziva jiz existujici referencéni sekvenci (referencni genom),
ke které jsou fragmenty piikladany, jsou kompletovany a zhotovi sekvenci podobnou nebo
shodnou s referen¢ni. Druhym zptsobem je kompletace de novo (od po€atku, nove), kdy
se nepouziva referencni sekvence, nebo neni k dispozici. Fragmenty sekvence jsou tak bez
jakéhokoliv vzoru sestavovany a vytvoii celou novou sekvenci. S kompletaci genomové
sekvence souvisi druhy zakladni krok v analyze sekvenacnich dat, tzv. sekvenc¢ni ptifazeni,
z anglictiny ,,alignment”. Jedna se o uspotradani dvou sekvenci DNA tak, aby identické
nukleotidové zbytky leZzely pod sebou. Slouzi k identifikaci stejnych, piekryvajicich
se usekli osekvenovanych fragmentd a na zdkladé odhalenych ptekryvii se zjisti, které
fragmenty spolu sousedi a mohou tak byt sestavovany do vétSich celkl, tzv. kontigl.
Vysledna sekvence genomil je zhotovena spojovanim téchto kontigh a vytvofenim
tzv. ,,scaffolds®. Scaffolds jsou tvofeny piekryvajicimi se kontigy oddélenymi mezerami

o znamé délce (Nagarajan a Pop, 2009).
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Zasadnim problémem vSech technik NGS jsou chyby, které¢ vznikaji béhem sekvenovani
nebo dokonce pii kontaminaci pfi ptipravé vzorku, ¢i pii amplifikaci PCR. Zdroje téchto
chyb mohou byt riznorod¢, zavisi na pouzitém postupu, metod¢ sekvenovani a tyto chyby
mohou nasledn¢ ovlivnit skladani kontigt, jejich ptiloZzeni a analyzu. Je tedy nutné, aby
ziskana data pred dal$Sim zpracovanim byla procisténa od chybnych sekvenci, a proto byly
vyvinuty rdzné metody, jak odstranit chyby nebo je alespoii minimalizovat (Becker a kol.,
2012; Kunin a kol., 2010). Jednou z metod je pouziti vysoce specializovanych softwart,
jako jsou assemblery, které se neustale vyviji v zavislosti na pokroku sekvenacnich
technologii. Prvni assemblery vyuzivaly ptfedev§im OLC (overlap-layout-consensus)
algoritmus, ale s nastupem metod NGS byly OLC assemblery upraveny ke zvladnuti
velkého mnozstvi kratSich ¢teni (readll). Tento algoritmus pfitom nejprve vyhledava
sekvenéni piekryvy cCteni, na zdklad¢ jejich navaznosti je sefadi a vytvoii komenzalni
sekvenci (Salzberg a kol., 2012). S nastupem NGS metod se v§ak mnohem vice uplatnil
jiny algoritmus zalozeny na De Bruijnovych grafech. Tento algoritmus nejprve umisti ¢teni
do pomyslného grafu a na zékladé¢ jejich sekvence se snazi najit nejkratsi cestu grafem, tak

aby bylo pouZito co nejvice ¢teni, kazdé z nich vSak pouze jednou (Liu a kol., 2011).

Moderni metody, které vyuzivaji OLC i De Brujintv graf, jsou teoreticky schopné vytvorit
kvalitni a Gplnou sekvenci. Problémem jsou vSak chyby a neuplnost fragmentti. VétSina
sekvenci tak pokryva jen ¢ast genomu a obsahuje mezery o neznamé délce. Jejich doplnéni
je naro¢né a byva proto vynechavano a to je dlivodem, pro¢ je vétSina genomil

v rozpracovaném stavu (Pagani a kol., 2012).

3.3 Bioinformaticka analyza pomoci databazi

Bioinformatika je v&dni disciplina vyuzivajici informacéni technologie a pomoci
matematickych, statistickych a vypocetnich metod dochdzi nasledné¢ k ziskavani,
uchovavani, analyze a vizualizaci biologickych dat, kterd jsou nasledné¢ vyuzivana
k ziskani novych poznatkl tykajicich se nukleovych kyselin a proteini. Bioinformatika je
uzce spojena i s dalSimi biomedicinskymi obory, jako jsou molekularni biologie, genetika,
genomika a proteomika, matematika, systémova a systematicka biologie. V oblasti
sekvenovani DNA jsou bioinformatické nastroje nenahraditelné a jsou podstatnou soucasti

jak samotného procesu stanoveni sekvenci, tak i jejich nasledné analyzy.

V dnesni dobé existuje cela fada programi a aplikaci urenych ke zpracovani sekvencnich

dat, které jsou vétSinou poskytovany dvéma nejznaméjSimi bioinformatickymi institucemi,
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které jsou: NCBI (National Center for Biotechnology Information) a EMBL-EBI
(European Molecular Biology Laboratory — European Bioinformatics Institute), (Nagarajan

a Pop, 2009).

3.3.1 NCBI

Toto centrum bylo zalozeno v roce 1988 a jeho hlavnim cilem je vyvijet nové informacni
technologie, které by mohly pomoci k pochopeni zakladnich molekularnich a genetickych
procesi. NCBI vytvari automatizované systémy pro uklddani a analyzovani znalosti
z obor( jako jsou napf. biochemie a genetika, molekularni biologie, a usnadiuje pouzivani
souvisejicich softwarti a databazi, koordinuje usili ve sbirani biotechnologickych informaci
a provadi vyzkum pokrocilych pocitacovych metod na zpracovani informaci pro analyzu
struktury a funkce dileZitych biomolekul. NCBI spravuje velké mnozstvi databazi, jako
jsou napi. plvodni databaze GenBank, databdze nukleotidovych sekvenci, nebo také

databaze PubMed, ktera obsahuje biomedicinskou literaturu (www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.3.2 EMBL-EBI

Centrum EMBL-EBI bylo zaloZeno v roce 1980 a z hlediska rozsahu a cile je srovnatelné
s NCBI. Spravuje volné dostupnd data, bioinformatické nastroje a koordinuje poskytovani
biologickych dat vramci Evropy. Hlavni databazi, kterou EMBL-EBI spravuje, je
EMBL-Bank, coz je tlozist¢ DNA a RNA sekvenci a je srovnatelna s databazi GenBank

(www.ebi.ac.uk).

3.4 Alingment

Alignment (sekvenacni pfifazeni) je zékladni bioinformatickd metoda, pii které se
srovnavaji dvé a vice sekvenci aminokyselin nebo nukleovych kyselin a je uZite¢na pfi
zjistovani informaci o struktufe, funkci, evoluci sekvence, ale také k ur€eni ptibuznosti
sekvenci a nalezeni homologii neboli sekvenci se spolenym predkem. Vysledkem
alignmentu jsou sekvence zapsané nad sebou, kde identické aminokyseliny nebo

nukleotidy jsou umisténé ve stejném sloupci (Mount, 2004).

Alignment je zakladni bioinformaticka metoda pro vyhleddvani v databazich a prvnim
krokem fylogenetickych analyz a metod pro predikci struktury proteinu. Alignmentem
muzeme identifikovat konzervované proteinové useky (domény, motivy), ale 1 mista, kde
béhem evoluce vznikly rizné mutace, inzerce nebo delece. Alignment mize byt proteinovy

a nukleotidovy, kdy proteinovy poskytuje vice informaci, protoze dokéze zohlednit
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zaménu piibuznych aminokyselin. Dale muze byt alignment globalni, kdy nas zajima
porovnani celé délky sekvenci, nebo lokdlni, kdy hledame jen podobné casti. Lokalni je
vhodnéjsi pfi raznych délkach sekvenci a je vhodnéjsi pii hledani v databazich (Mount,

2004; Pevsner, 2009).

BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) je program vyuzivajici alignment pro
prohleddvani databazi a srovnavani nukleotidovych nebo proteinovych sekvenci se
sekvencemi z riznych NCBI databdzi. Tento program ma velké mnozstvi vyuziti, napf.
zjisténi identity DNA a proteinové sekvence, také v hledani homolognich sekvenci,
v hledani proteini a gent v konkrétnich organismech a v hledani novych gend nebo
popsanych variant konkrétniho genu. V ptipad€, ze porovnava nukleotidovou sekvenci
s databazi proteinovych sekvenci, tak si nukleotidovou sekvenci pielozi. BLAST je
dostupny na webu, kde je propojen s ostatnimi zdroji z NCBI, nebo funguje jako

samostatnd aplikace (Altschul a kol., 1997; Boratyn a kol., 2013).

BLAST pouziva heuristicky algoritmus a nékolik parametri, které mohou byt upravovany.
Jednim je prahovy parametr T. Nejdiive program ze zadané sekvence vytvoii knihovnu
slov, kdy slova jsou useky sekvence,které maji ur¢itou délku (u proteinli o délce 3). Tato
slova se mohou piekryvat. K t€émto sloviim jsou vytvofeny vSechny varianty ¢asti sekvenci,
ke kterym by mohly byt bez mezer zarovnany s ur¢enym minimalnich skéorem T, pomoci
nich se nasledn¢ prohleda databdze. Z databaze jsou vybrany sekvence, které obsahuji

minimalné dveé nepiekryvajici se slova do ur€ité vzdalenosti.

Ve vystupu z BLASTu muizeme najit tabulku shrnujici nalezené sekvence, podrobny
alignment nalezenych sekvenci s odkazy na plny zaznam databaze a odkazy pro zobrazeni
taxonomie, dale zobrazeni sekvenci pomoci stromu vzdalenosti. BLAST také muze
naznacit funkéni a evoluéni vztah mezi sekvencemi, pomoci identifikace clenii genovych

rodin a umozZziuje zobecnit vyhledavani (Altschul a kol., 1997).

3.5 RAST

RAST (Rapid Anotace using Subsystem Technology) je online néstroj, ktery byl vyvinut
v roce 2008 a slouzi k rychlé, plné automatizované anotaci Uplnych nebo témét uplnych
genomu archei a bakterii. Tento systém se snazi rychle vytvafet vysoce kvalitni
charakteristiku funkci genli a pocate¢nich metabolickych rekonstrukei. Zpocatku bylo

pouziti tohoto systému pldnovdno pro Narodni institut pro alergie a nemoci (National
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Institute of Allergy and Infections Disease), ale brzy se zjistilo, Ze systém jako je tento,
muze byt velmi uziteny v mnoha ohledech. UZivateliim tohoto systému se tak naskytla
moznost nahrat bakteridlni genom ve form¢ kontigh ve FASTA formatu a dostali tak
pristup k popsanym genomim v prostiedi, které podporuje porovnani se stovkami
stavajicich genomii. Kompletni anotace je obvykle vytvofena béhem 12-24 hodin, a je
dilezité si uvédomit, ze rychlost neni hlavnim pozadavkem toho systému (Aziz a kol.,

2008).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem této diplomové prace byla detekce bakteriocini u 15 kment Escherichia coli
izolovanych ze zvéfiny s naslednou bakteriocinotypizaci jednotlivych typt kolicini a

mikrocini pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).

Na zaklad¢ vysledkti byly u vybranych kment E. coli ptipraveny roztoky surového
kolicinu a byl vytipovan nejvhodn€j$i kmen pro dals$i vyzkumnou praci. Pomoci
bioinformatickych programit BLAST a RAST byla provedena zakladni genomicka analyza

bakteriadlnich genomi kment E. coli s oznacenim 225, S35 a 28.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Material

5.1.1 Kultiva¢ni média a roztoky

Z kultivaénich médii byl vtéto praci pouzivan masopeptonovy bujon (MPB),
masopeptonovy agar (MPA), soft agar a bujon z mozkosrdcové infuze (BHI), jejichz

sloZeni je znazornéno v nasledujici tabulce (Tab. 3).

Tab. 3. Slozeni jednotlivych kultivacnich médii.

Kultivaéni médium SloZeni MnozZstvi
NaCl 3g
Masopeptonovy bujon Masovy extrakt 38
Pepton S5g
Destilovana voda 1000 ml
NaCl 3g
Masovy extrakt 3g
Masopeptonovy agar Pepton 5g
Bakteriologicky agar 15g
Destilovana voda 1000 ml
NaCl S5g
Masovy extrakt 3g
Soft agar Pepton 5g
Bakteriologicky agar 10,5g
Destilovana voda 1000 ml
Bujon z mozkosrdcové infuze 17,5¢g
Proteozovy pepton 10g
BHI bujon NaCl 5g
dextréza 2¢g
hydrogenfosfore¢nan disodny 25¢g

V této préaci byly pouzity nasledujici roztoky: fyziologicky roztok, Tris-acetatovy pufr
(TAE) pufr 1x, TAE pufr 50x, 1,5% agardézovy gel, jejichz sloZeni je znazornéno
v nésledujici tabulce (Tab. 4).
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Tab. 4. Slozeni jednotlivych roztokii.
Roztok/gel SloZeni MnoZzstvi
Fyziologicky roztok NaCl 8,58
Destilovana voda 1000 ml
TRIS 242 ¢
TAE pufr 50x koncentrovany 0,> M EDTA 100 ml
Kyselina octova 57,1 ml
Destilovana voda 800 ml
TAE pufr 1x koncentrovany TAE pufr 50x 20 ml
Destilovana voda 980 ml
TAE pufr 1x 250 ml
Agaroézovy gel Agardza 375g
Ethidium bromid 13 ul
5.1.2 Chemikalie
V této praci byly pouzity nasledujici chemické latky:
B AGATOZAuuccciiieeiieeeiee et Sea Kem LE Agarose Lonza, USA
* DNA marker — Gene ruler 100 bp Plus........c..ccceeuneee. Thermo Fisher Scietific, USA
=  Master Mix —red Taq 2x MM, 1,5 mM........cccevvviieiiiiiiiiecien, Ampligon, Dansko
= dANTP Mix-12,5mM...cccooviiiiiiiiiiieeieeeee Roche Diagnostics GmbH, Némecko
= EDTA (0,5M roztok EDTA) ....ccovviiiiiiiiieiieeeeee, Lachema a.s., Ceska republika
*  Ethanol 98 %......c.coceeviriiniiiiiiiicncee Lach-Ner s.r.0., Ceska republika
»  Ethidium bromid...........ccoviiiiiiiiiieeee Sigma Aldrich, Némecko
B ChlorofOrm....cccvieeiieceiieeee e e Penta,Cesk4 Republika
B MItOMYCIN Cooeviieiieeieeeee et Sigma-Aldrich, USA
* Primery (uvedeny v Piiloze 1.)
* PCR voda
= PCR pufr

=  Destilovana voda
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5.1.3 Laboratorni pristroje

AURA PCR pracovni DOX ........ccceeevieriieeiienieiiieneenee e BioAir Instruments, Italie
Automatick€ MIKIOPIPELY ..c..eevevieiieeiieiieeieeiieeite ettt e ere e eneens Nichiryo, Japonsko
Automatick€ miKropipety ......cccceceveeevieeeiiieeiieeeiee e Eppendorf Research, Némecko
BoX 1aminami.........ccccoovveveiiveeiiieeiieeeeiiieeeeee e Telstar Bio II - A KRD, Velka Britanie
Biohazard BOX.......oooveeouieiiiiiiieieeeeieeee e Schoeller EUROFLOW, Holandsko
Bi0 VOIteX V1ot e Biotech, Ceska republika
Centrifuga — MiniSpin plus.........ccceeveveerienciienieeieeieeveeenn Eppendorf Research, Némecko
Centrifuga —Hermle Z300 K.......c.cccceeviieiieniiiiieieeeene Hermle Labor Technik, Némecko
Digitalni vaha.......cccoooiiiiiiiiiie Kern&Sohn GmbH, Némecko
DIIEESTOT. ...ttt ettt ettt et et e et e et e st e e bt e eabeenbeesate e bt e e nbeeneeennean Merci s.r.0
Elektroforetické zatizeni MP-300N...........ccceviieiiiiniiieiieeieeteeste et Tajwan
MIiKIOVINNA trOUDA.......cotiiiiiiieiieieeiieeee ettt Elektrolux EMS2
TEIMODIOK....cueeieiieeeee et BIO TDB Litva
Termocykler PTC 100MJ......ccciiiiiiiiiiieieee e Research Bio-Rad, USA
TermocyKler C1000........ccooiiieiiiriieiieeie e Touch Bio-Rad, Singapur
Termostat BT 120 ....ccouiiiiiiieeieeeie ettt s Ceska republika
Vodni 1AZen WB.......oooiiiiiiieeeece e Memmert, Némecko
Ultrazvuk — ultrasonic cell disruptor X2........ccccoceeienvenenienennnenne Microson Misonix, USA
UV transluminator In Genius .........cccceeevveeecveenieeenieeennne SynGene Imaging, Velka Britanie
VOTEEX V1ot e Biotech, Ceska republika

Bézné laboratorni sklo a pomtcky

5.1.4 Bakterialni kmeny

Pro detekci bakteriocinil se v této praci pracovalo s vybranou skupinou 15 izolath E. coli
ze zveétiny, které byly ziskany z vytéra volné Zijici zvéte pochdzejici z honiteb na Gzemi
Moravy v obdobi let 2010 — 2014. Tyto kmeny jsou souéasti sbirky na Ustavu inZenyrstvi
ochrany Zivotniho prostfedi FT UTB ve Zliné. Jednalo se o izolaty s oznacenim: S1, S2,
S3, S7, S8, S13, S20, S22, S31, S32, S33, S34, S35, 222, 225. Pro genomickou analyzu byl

navic pouzit izolat z kufeciho masa s oznacenim 28, ktery je ulozen ve stejné sbirce.
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Pro stanoveni biologické aktivity byly pro tuto praci vyuzity indikdtorové kmeny
Escherichia coli, konkrétné: K12 Row, Bl1, ¢, P 400, které byly ziskdny z Biologického
ustavu Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity. Pro analyzu genomu pomoci

bioinformatickych metod byly vyuzity kmeny E. coli 225, S35 a 28.
5.2 Metody

5.2.1 Stanoveni produkce bakteriocini

Zamrazené kmeny E. coli byly vyoCkovany kiizovym roztérem na MPA a kultivovany
v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin. Pro dalsi praci byly misky nadéale uchovavany
ve 4 °C.

Nejprve byly izolaty otestovdny na produkci bakteriocini kvalitativné — vpichovym
pokusem. Bakteridlni kultura testovanych kment byla vpichem naockovana do misek
s MPA agarem a kultivovana v termostatu 48 hodin pti 37 °C. Poté byly bakterie usmrceny
parami chloroformu (30 minut). Po odvétrani byly misky pfevrstveny 3 ml Soft agaru s 0,1
ml Cerstvé narostené kultury indikatorovych kment (P 400, B1, K 12 Row, ¢). Po ztuhnuti
agaru byly misky kultivovany pies noc v termostatu pii 37 °C a druhy den byla zji§tovana
ptitomnost a velikost inhibi¢nich zén okolo nartstti kolonii produkénich kmenti. Velikost
byla hodnocena jako -, +, ++, +++, ++++. Indikdtorovy kmen byl oznacen jako citlivy

v piipad¢, Ze byla vytvorena inhibi¢ni zona kolem produkéniho kmene.

Dale probé&hlo kvantitativni stanoveni biologické aktivity u kment 225, S1, S7, S33.
Prvnim krokem tohoto experimentu byla pfiprava surového bakteriocinu. V BHI bujénu
pres noc narostlé produkcéni kmeny E. coli byly zaoCkovany do sterilniho BHI bujonu
v Erlen. bafice v poméru 1:50 (tj. 3 ml bakterialni suspenze + 150 ml bujonu). Kultivace
pak probihala aerobn& na tfepacce v termostatu 3-6 hodin pii 37 °C. Daéle byl ptfidan
mitomycin C, aby vysledna koncentrace byla 1 ug/ml (tj. 150 pl o c= 1 mg/ml) a poté
pokracovala kultivace dal$i 3 — 4 hodiny. Po kultivaci byla suspenze zcentrifugovana (15
minut/ 2000 g) a ziskany sediment z bun¢k dvakrat promyt sterilni destilovanou vodou.
Poté byly vycisténé buiiky za stadlého chlazeni diskontinudln€ rozruSovéany ultrazvukovym
dezintegratorem a centrifugovany (15 minut/ 2000 g) pro odstranéni zbytkli rozbitych
bunck. Ziskané supernatanty byly nadale uchovdvany ve sterilnich zkumavkach

s ptidavkem 1 ml CHCI; v lednici pii 4 °C.
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Nasledovala titrace kapkovou metodou. Pfedem pfipravené Petriho misky s MPA
(rozdéleny na poloviny/tfetiny a oznaceny teCkami) byly ptevrstveny 3 ml Soft agaru s 0,1
ml kultury indikatorového kmene. Na povrch agaru byly pipetovany 3 ul kapky ziskaného
bakteriocinu natedéného desitkovou fadou (10°-107) a nasledovala kultivace v termostatu
do druhého dne pti 37 °C. Druhy den se odecitala ptitomnost inhibi¢nich zon. Titr kolicini
byl posléze vyjadien jako prevracend hodnota posledniho fedéni tvotici viditelnou zénu

v arbitrarnich jednotkéach (AU), (Schamberger a kol., 2004).

5.2.2 Bakteriocinotypizace

Prvnim krokem bakteriocinotypizace byla kultivace a izolace kmenii E. coli. Do pfedem
popsanych sterilnich zkumavek typu Eppendorf bylo napipetovano 100 ul 1x fedéného
PCR pufru. Pomoci klicky se z Petriho misek s narostlymi testovanymi kmeny odebraly
jednotlivé bakteridlni kolonie do ependorfek spufrem a suspenze se dikladné
zhomogenizovala na vortexu. Suspenze byla nasledné vlozena do termobloku, ktery se
nastavil na 95 °C, 20 minut. Po vyjmuti z termobloku se zkumavky vlozily do centrifugy
na 1 minutu pii 14500 otackach. Poté byl odpipetovan do novych pifedem oznacenych

ependorfek supernatant, ktery nasledné slouzil jako templatova DNA pro PCR reakce.

Po provedeni izolace DNA nasledovala PCR. Jednotlivé komponenty reakéni smési (Tab.
5), byly pfipraveny jako master mix, z divodu rychlejsi prace a také eliminace chyb, které

nastavaji pii pipetovani velmi malych mnozstvi.

Tab. 5. Slozeni smési pro simple a duplex PCR.

PCR SloZeni Objem [pl]

Red Taq 2x MasterMix 12,5

Simple PCR Primery F/R 0,25/0,25
PCR voda 11,5
templatova DNA 0,5
Red Taq 2x MasterMix 12,5

Primery F/R; 0,25/0,25

Duplex PCR Primery F»/R; 0,25/0,25
PCR voda 11,0
templatova DNA 0,5

Celkovy objem jedné reak¢ni smési byl 25 pl. Seznam primert pouzitych pro detekci

kolicinli a mikrocinti je uveden v Piiloze 1.
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Jelikoz se pfevazné jednalo o duplex PCR, kdy se detekuji dva geny pro bakteriociny
zaroven, byly primery podle velikosti svého specifického PCR produktu sefazeny do part
(Tab. 6).

Tab. 6. Rozdéleni primerii do paru pro duplex PCR.

Pary primeri (bp)

1. ColE2 (409) + Colla (473)

P ColD (420) + ColA (475)

3. ColE3 (413) + Collb (464)
4. ColE4 (409) + ColS4 (456)

S. ColE6 (399) + ColES (449)

6. ColE9 (418) + ColK (469)
7. ColM (429) + ColY (477)

8. ColN (401) + Col10 (448)

9 ColE1 (649) + Col5 (449)
10. ColE7 (431) + ColB (492)
11. Col28b (449) + ColJs (254)
12. ColES5 (430)*

13. ColE1-1 (399)*

14. MccB17 (135) + MccH47 (227)
15. MccC7 (134) + MccE492 (291)
16. MccJ25 (175) + MccM (456)
17. MccV (680) + MccL (233)

* U kolicinu E5 a E1-1 byla provedena simple PCR.

Jednotlivé komponenty se nechaly po vyjmuti z mrazni¢ky rozmrazit, a aZ na templatovou
DNA, byly v mnozstvi vynasobeném podle po¢tu vzorka (+ 2 vzorky rezerva, + pozitivni
kontrola, + negativni kontrola) napipetovany do zkumavky typu Eppendorf. Tato smés
byla promichdna na vortexu, a nasledné¢ rozpipetovana do piedem oznacenych
mikrozkumavek ur¢enych k PCR reakci po objemu 24,5 pl. K tomuto objemu byla
nasledn¢ piidana templatovda DNA v objemu 0,5 pl, a smés se opétovnym nasatim a
vysatim pipetou promichala. Amplifikace PCR byla provadéna v termocykleru

za podminek, které jsou uvedeny v Tabulce 7.
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Tab. 7. Podminky PCR reakce.

Pribéh amplifikace Teplota a ¢as
Uvodni denaturace 95 °C/10 minut
Opakovani cyklu 35x
Denaturace 95 °C/1 minuta
Annealing 55 °C/1 minuta
Extenze 72 °C/1 minuta
ZavéreCna extenze 72 °C/3 minuty
Chlazeni 4 °C/oo

Pro detekci ziskanych PCR produktii po amplifikaci byla pouzita gelova elektroforéza.
Pro dosaZeni 1,5% gelu bylo navazeno 3,75 g agar6zy do 250 ml 1x TAE pufru, ktery byl
piredem pfipraven ziedénim 50x koncentrovaného TAE pufru. Vznikla smés se nechala
rozpustit v mikrovinné troubé. Po mirném zchlazeni byl pfidan ethidium bromid v kone¢né
koncentraci 0,5 pl /ml gelu. Smés se promichala a nalila do pfedem pfipravené vanicky
s hiebinkem o dostatecném mnoZstvi jamek a nechala se 20 minut stat. Po zatuhnuti gelu
byl vyjmut hiebinek a pfipraveny gel se pfenesl do elektroforetické vany, kde se ptelil 1x
koncentrovanym TAE pufrem. Do prvni a posledni jamky byl nanesen DNA marker 100
bp jako standard. Do jednotlivych jamek pak byly napipetovany jednotlivé vzorky
v objemu 2 pl. Elektroforetickd separace poté probihala pfi 90 V/60 minut.

Po ukonceni elektroforézy bylo provedeno vyhodnoceni pomoci transiluminatoru a

vysledek byl vyfocen a ulozen pomoci programu GeneSnap od SyneGene.

5.2.3 Analyza genomu E. coli

Ve spolupraci s Lékafskou fakultou Masarykovy univerzity a Vyzkumnym ustavem
veterinarniho lékafstvi v Brné probéhla zakladni analyza bakteridlnich genomd.
K vytvoreni charakteristiky bakteridlnich genoml pomoci programt BLAST a RAST byly
k dispozici kmeny E. coli soznaCenim 225, S35 a 28. Aby mohla byt provedena
charakteristika téchto genomti, musely byt genomy nejprve osekvenovany. Knihovna
na sekvenaci byla pfipravena pomoci kitu Nextera ® XT DNA Sample Preparation Guide a

sekvenace probéhla na pfistroji Illumina MiSeq. Ze ziskanych dat ze sekvenovani byly
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dale seskladany jednotlivé fragmenty sekvence genomu a to metodou de novo pomoci
programu SeqMan NGEn 4, kdy se vytvofily tzv. kontigy. S témito kontigy bylo nadale
mozné pracovat v bioinformatickych databazich. Piiprava knihovny, sekvenace a tvorba

kontigli byly provedeny v minulosti a nejsou soucasti této prace.

V této praci se pracovalo s jiz vytvofenymi kontigy jednotlivych kmenti ve formé¢ FASTA
souboru. Nejprve se soubory s kontigy nahraly do BLASTu, coz je program vyuZzivajici
alignment pro prohledavani databazi a srovnavani nukleotidovych nebo proteinovych
sekvenci se sekvencemi zriznych NCBI databazi, a BLAST nasledné po porovnani
V programu RAST se opét nahral soubor s kontigy a po anotaci, ktera trvala do 24 hodin,

se dale vyhodnotila zakladni charakteristika bakteridlnich genomd.

Pro vyhledani zndmych sekvenci bakteriocinii, byl déle pouzit dal§i bioinformaticky
program MUMmer, s kterym se pracuje pres piikazovy fadek v opera¢nim systému Linux
a tento program je vhodny predevsim pro zpracovavani velkého objemu dat v kratkém

case.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Detekce bakteriocinogenie

Bakteriociny jsou latky bakterialniho ptivodu s antimikrobialnim pisobenim, které vznikaji
syntézou na ribozomech (Cornut a kol., 2008). Bakterie E. coli je schopna produkovat dva
typy bakteriocinll - koliciny a mikrociny, a vétSina bakteriocinogennich kmenid E. coli
muze produkovat vice nez jen jeden bakteriocin. Tato vlastnost jim dava ve spolecenstvi
oproti ostatnim bakteriim jistou selekéni vyhodu. Muze se jednat o produkei vice kolicinil
najednou, nebo produkci kolicinil a mikrocinli souc¢asné (Gordon a O'brien, 2006; Riley a
Chavan, 2007). Bakteriociny lze kvalitativn¢ detekovat pomoci vpichového pokusu a

typizovat metodou PCR.

Vpichovym pokusem bylo testovano 15 bakteridlnich kmend E. coli izolovanych
ze zveétiny na citlivost vici ¢tyfem indikatorovym kmeniim s oznafenim: ¢, K 12 Row,
P400, B1, a byl sledovén jejich inhibi¢ni vliv na tyto kmeny. Bylo zjisténo, ze 14 z 15
kment vykazuje inhibi¢ni uinek. U 13 kmend se projevila inhibice u vSech Ctyf
indikatorovych kmenti. Pouze kmen S1 nem¢l inhibi¢ni vliv na indikatorovy kmen o.

Tvorba inhibi¢nich zén (Obr. 4) znaci produkci bakteriocinti.

Obr. 4. Vpichovy pokus -inhibicni ucinek produkcnich kmenii
na indikatorovy kmen B1.

* Zleva doprava nahore: S1, S2, S3, S7, uprostied: S22, §20, S13, S8,
dole: §32, S31.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

Vysledky z testovani vpichovym pokusem jsou znazornény v Tabulce 8.

Tab. 8. Odecty inhibicnich zon podle velikosti.

Oznadeni kmene Indikatorovy kmen
(0} K12 Row P400 B1

S1 - +(¢) + () +(¢)
S2 ++(¢) + (m) + (m) +(¢)
S3 ++(C) +(m) +(m) +(©)
S7 +(¢) +(¢) +(¢) +(¢)
S8 ++(¢) ++(¢) ++ (&) +++(¢)
S13 ++(€) + (m) + (m) +(¢)
$20 ++(C) +(m) +(m) +(©)
S22 ++(C) ++ (m) ++ (m) +(©)
S31 ++ (€) ++(€) ++ (&) ++ (€)
S32 +++(¢) +++(¢) +++(¢) +++(¢)
S33 +++ () +++(¢) +++(©) +++(©)
S34 ++(€) ++ (m) ++ (m) ++ (m)
S35 - - - -
227304 ++(¢) + (m) + + (m) ++ (m)
225 ++(6) ++(¢) +(¢) +(©)

* - nepritomnost zony, (C) cird zona, (m) matnd zona, + mald zona, ++ stiedni zona,
+++ vérsi zona.
Bakteriocinogenie u kmenu bakterie E coli byla pomoci vpichového pokusu zjiStovana
v mnoha studiich. Ve studii O'Briena a kol. (1996) bylo testovano 568 izolatl E. coli, které
zpusobuji infekce mocovych cest u pacientl Zijicich na Novém Zélandu, a bylo zjiSténo, ze

42,6 % testovanych kmentl je bakteriocinogennich (O'Brien a kol., 1996).

V pribéhu let 1993 — 1999 bylo nashromdzdéno 1043 humannich izolatd, které byly
vpraci Smardy a Obdrzalka (2001) otestovany na produkci bakteriocini. U izolatd
puvodem ze zdravého stfeva bylo zjisténo 41,37 % produkcénich kmenti a u pacientl
postizenych salmonelovou infekci byl vyskyt bakteriocinogenie stejny jako u zdravych

(Smarda a Obdrzalek, 2001).

Dalsi studie, ktera vyuzila vpichovy pokus k detekci bakteriocinli, byla provedena

Smajsem a kol. (2010) a bylo v ni testovano 361 kmentl E. coli izolovanych od pacientii
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s infekci mocovych cest (UTI) a 411 kontrolnich kmenii izolovanych ze stolice pacientl
bez bakteridlni infekce. U kmenti UTI bylo vyhodnoceno 54 % kment jako produkénich,

u kontrolnich kmenti produkovalo bakteriocin 55 % (Smajs a kol., 2010).

Navysujici se procento detekce bakteriocinogenie muize mit pfiCinu v pouziti stale se
zdokonalujicich detekénich technik a moznostech testovani stale novych typt kolicinli a
mikrocinll objevenych a popsanych v priubéhu let. Predpoklada se, ze vice nez 99 %
mikroorganismii ma schopnost produkovat alespon jeden bakteriocin, a s nové popsanymi
bakteriociny tak bude nejspiS rust 1 procento detekované bakteriocinogenie (Cascales a

kol., 2007).

6.2 Bakteriocinotypizace pomoci PCR

Po provedeni vpichového pokusu bylo dale v této praci cilem detekovat jednotlivé koliciny
a mikrociny pomoci duplex PCR, kdy probihalo testovani piitomnosti dvou
kolicinti/mikrocinti zéaroven. Jednotlivé koliciny/mikrociny byly identifikovany pomoci
specifickych primert (viz. Pfiloha 1.), kdy se pomoci PCR namnozil gen pro dany
kolicin/mikrocin a tento PCR produkt byl dale vizualizovan pomoci gelové elektroforézy
(Obr. 5). Pro ovéteni funkce specifickych primert byly pouzity pozitivni kontroly, coz jsou

1zolované DNA z typového bakteridlniho producenta daného bakteriocinu.
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Obr. 5. Agarozovy gel s PCR produkty Duplex PCR reakce (Col M + Col Y).

*Jamka ¢. 1: velikostni marker, ¢. jamka ¢. 2-15: jednotlivé izolaty, jamka ¢. 16
pozitivni kontrola v duplex reakci pro kolicin Y a M, jamka ¢. 16+17: pozitivni kontroly
v simple reakci, jamka ¢. 17: negativni kontrola, jamka ¢. 18: velikostni marker.
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Pomoci specifickych primert bylo v nasich podminkach mozné otestovat ptitomnost geni

pro 23 z 24 typt kolicinii (A, B, D, K, L, M, N, E1, E1-1, E2, E3, E4, ES, E6, E7, ES, E9,

Ia, Ib, Y, Js, 10, S4, 5) a 8 typt mikrocinti (J25, B17, H47, V, C7, E492, M, L), (Tab. 9).

Tab. 9. Produkce kolicinii a mikrocinii u 15 testovanych kmenii E. coli.

Kolicin

Oznaceni kmene

S8

S20

S22

S31

S32

Mikrocin

J25

B17

H47

\4

Cc7

L

M

E492

* + pritomnost specifickych PCR produktu, - nepritomnost specifickych PCR produktu.
Pro detekci sekvencné ruznorodych genu kodujici kolicin E1 byl pouzit dalsi par primerii

s oznacenim cea2-F/cea2-R.
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Z 15 otestovanych kment byla zjisténa pfitomnost genli nejméné jednoho bakteriocinu
u 14 kment. Pouze jeden kmen (S1) ma gen pro jeden bakteriocin, a to kolicin Y. U dvou
kmenii (S8, S22) byla zjisténa produkce 3 typt bakteriocinti, u Sesti kment (S2, S3, S7,
S32, S33, S34) byly stanoveny 4 typy bakteriocint. Produkce 5 bakteriocinii byla zjisténa
u jednoho z kment (S31) a az 6 bakteriocinti produkuji ¢tyfi kmeny (S13, S20, 222, 225).

Multiprodukce bakteriocinii, neboli produkce 2 a vice typl bakteriocinii zaroveini, byla
v této praci stanovena u vétSiny kmenti a z hlediska konkuren¢niho boje je vyznamnou
vlastnosti kmena. Pokud kmen produkuje pouze jeden typ bakteriocinu, tak mize usmrtit
jen senzitivni buiiky, pokud vSak kmen rekombinaci ziska gen pro jiny typ bakteriocinu a
stane se tak multiprodukénim, dostava se mu schopnost usmrtit nejen senzitivni burky, ale
1 buiiky monoprodukénich kmenti. Lze usoudit, ze vyskyt multibakteriocinogennich kmenti

je zcela bézny jev, coz potvrzuje nejedna provedena studie.

Ve studii Gordon a O'Briena (2006) bylo testovano 266 humadannich izolath E. coli a
produkce bakteriocinli byla prokazana u 38 % z téchto izolatd, kdy 42 % z produkcnich
kmeni produkovalo nejméné 1 kolicin, 41 % produkovalo 2 koliciny, 16 % tii koliciny a

jeden kmen produkoval 4 koliciny (Gordon a O'Brien, 2006).

Nejcastéji produkované bakteriociny v této praci byly koliciny B a M, které byly stanoveny
soucasné u 12 ze 14 produkénich kmend. Tyto koliciny byvaji ¢asto kmeny produkované
soucasné a jsou ulozeny na jednom plazmidu nazyvany ColBM. Kolicin M je zodpovédny
za inhibici syntézy peptidoglykanu a kolicin B zplisobuje tvorbu porii v cytoplazmatické
membran¢ (Abraham a kol., 2011; Braun a kol., 2002). Ve studii Christesona a Gordona
(2009) byly geny kolicinu B a M soucasné detekovany u 128 z 1304 zkoumanych kmenti
E. coli, z nichZ 619 izolati bylo humanniho pivodu a 685 izolath bylo animalnich (savci,
ptaci, plazi). Bylo zjisténo, Ze 69 % BM produkénich izolath produkuje oba koliciny, 3 %
byly pozitivni pouze na kolicin M, a u Zadného z téchto kment se nevyskytoval samostatné
pouze kolicin B. U 28 % izolati pak byly detekovany imunitni geny kolicinu B a M
(Christenson a Gordon, 2009). Asociace téchto dvou kolicinii byla potvrzena 1 v této praci

u kmenti izolovanych ze zvétiny.

Dal8im ¢astym kolicinem byl kolicin Ib, ktery byl detekovan u 9 ze 14 kmend, a kolicin Ia,
ktery byl detekovan u poloviny izolati. Tyto dva koliciny se ¢asto vyskytuji souc¢asné¢ diky
tomu, Ze jejich geny vykazuji vysokou sekvencéni homologii (Mankovich a kol., 1986).

V této praci byl zjistén soucasny vyskyt kolicinu Ia a Ib u 7 kmenti a u2 kmenii byl
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detekovan vyskyt jen kolicinu Ib. RozliSeni, zda se opravdu jedna o kolicin Ia nebo Ib lze
provést sekvenaci. Mechanismus letdlniho ucinku na buiiky u kolicinu Ia i Ib je tvorba
porit v cytoplazmatické membrané (Abraham a kol., 2011). V literatuie byl také popsan
soucasny vyskyt kolicinu Ia s mikrocinem V, nebot’ tyto dva bakteriociny jsou casto
kédovany na stejném plazmidu (Jeziorowski a Gordon, 2007). V této praci byla asociace

kolicinu Ia s mikrocinem V prokazéana jen u 3 kment.

U kolicinu E1 byly k detekci pouzity dvé sady primerti z diitvodu sekvencné rtiznorodych
gentl kddujicich kolicin E1. U dvou izolat byl kolicin E1 detekovan pii pouziti prvni sady
primert. Pfi pouziti druhé sady primert byl tento kolicin detekovan jen u jednoho kmene.
Kolicin E1 byl ve studii Smajse a kol. (2010) oznaden za potencialni virulentni faktor
uropatogennich kmentl E. coli a mlize se potencionalné jednat o patogenni kmen podilejici
se na vzniku infekci moGovych cest (Smajs a kol., 2010). Ve studii Gordona a O'Briena
(2006) byl také popsan soucasny vyskyt kolicinu E1 s kolicinem Ia, pokud chybi mikrocin
V (Gordon a O'Brien, 2006). Vysledky prace toto tvrzeni potvrdily u obou izolatd
produkujici kolicin E1.

Kolicin Y a N byly detekovany kazdy zvIast’ jen u jednoho z izolatli. Nebyl zjistén vyskyt
gent pro koliciny D, K, L, E2 — E9, Js, 10, S4, 5.

V ptipadé mikrocinl byla nejcastéjsi pfitomnost stanovena pro mikrocin B17, ktery byl
detekovan u 9 izolatl ze zvétiny. Tento mikrocin byl ve studii Gordona a O'Briena (2006)
detekovan pouze u 1 % izolath humanniho plvodu (Gordon a O'Brien, 2006).
Mechanismus letdlniho G¢inku mikrocinu B17 je zabranéni DNA replikace bakteridlniho

chromosomu inhibici ¢innosti DNA gyrazy (Abraham a kol., 2011).

Mikrocin V byl viibec prvnim objevenym bakteriocinem a byl nejprve fazen mezi koliciny.
Po objeveni mikrocinli byl pro svou nizkou molekulovou hmotnost zatazen mezi
mikrociny. Principem u¢inku mikrocinu V je pisobeni na membrany bakteridlnich bunék a
inhibice tvorby iontovych kanalii (Abraham a kol., 2011; Gratia, 1925). Ve studii Blanco a
kol. (1997) bylo testovano 458 kmenl E. coli izolovanych z driibeze trpici sepsi a 101
ztéchto kment (22 %) produkovalo mikrocin V. Naproti tomu u zdravé dribeze
produkovalo mikrocin V pouze 12 ze 167 kmeni (7 %), (Blanco a kol., 1997). V této praci

byl mikrocin V detekovan u 4 izolatl ze zvéfiny.

Dal$im detekovanym mikrocinem u dvou kment byl mikrocin H47, coZ je u huménnich

izolatl nejcastéji detekovany mikrocin a byla popsana i pozitivni asociace s kolicinem M
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(Gordon a O'Brien, 2006), ktera se také prokazala v této praci (Tab. 9). Vyskyt mikrocinu
H47 je Casty u extraintestinalnich kment E. coli, kde naptiklad kmeny zptisobujici mocové

infekce produkujici mikrocin H47 tvotily az 30,8 % izolati (Smajs a kol., 2010).

6.3 Kvantitativni stanoveni produkce bakteriocini

Biologicka aktivita bakteriocinii byla kvantitativn€¢ stanovovdna u Ctyf vytipovanych
kmeni s oznacenim S1, S7, S33 a 225. Tyto kmeny byly vybrany na zakladé detekce

ruznych typt bakteriocint.

Cilem bylo urcit nejsilnéjsi kmen pro pouziti v dalsSim vyzkumu. Nejprve byly izolovany
surové bakteriociny jednotlivych kmenti a dale byla jejich testovana inhibi¢ni ucinnost
titraci kapokovou metodou proti ¢tyfem indikatorovym kmeniim s oznacenim: ¢, K 12
Row, P400, B1 (Obr. 6). Titr kolicini byl poté udavan v dohodnutych jednotkach AU
(pfevracena hodnota nejvy$siho fedéni, které jest¢ vyvolava zietelnou inhibici ristu

indikatorového kmene).

Obr. 6. Kapkovd metoda — stanoveni titru bakteriocinu proti indikatorovym kmeniim P400

a Row.

*Redeni desitkovou Fadou: zleva doprava: 10°, 107, 107, 107, 107 107, nahore: kmen
S1, uprostred: kmen S7, dole: kmen 2235.

Vysledky stanoveni titru bakteriocinli jsou zndzornény v Tabulce 10.
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Tab. 10. Vysledky stanoveni titru bakteriocinii.

Oznaceni kmene Indikatorovy kmen
(0] K12 Row P400 B1
S1 23) 24) 2(3) 23)
S7 3(4) 2(3) 2(3) 34)
S33 1(3) 0(3) 0(2) 1(3)
225 2(4) 1(3) 1(3) 1(3)

* Ciselnd hodnota vyjadiuje nejvyssi redéni ciré zony, ciselnd hodnota v zavorce

vyjadiuje nejvyssi redeni, kde se vyskytuje matna zona.
Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze nejvyssi titr mél surovy bakteriocin izolovany z kmenu
S7, a proto je vhodné v nenasledném vyzkumu dale testovat potencial tohoto kmene. Kmen
S7 byl zvolen na zaklad¢ jeho produkce kolicinu E1, dale kmen S7 produkuje kolicin Ia a
Ib. Kmen S1 byl zvolen na zéklad€ produkce kolicinu Y a také prokazal pomérné vyrazny
inhibi¢ni vliv u kvalitativniho stanoveni bakteriocinli vpichovym pokusem. Je tedy mozné,
ze tento kmen produkuje doposud nepopsany typ bakteriocinu. Kmen S33 byl vybran
z diivodu tvorby velkych inhibi¢nich zon pii vpichovém pokusu a také z divodu produkce
4 typl bakteriocind, a to: kolicin B, M, Ib a mikrocin B17. Izolovany surovy kolicin
z tohoto kmenu nemél oproti ostatnim testovanym kmentim tak vysoky titr. Kmen 225 po-
dobné¢ jako kmen S7 produkuje kolicin E1, dale produkuje kolicin B, M, Ia, Ib a mikrocin
B17.

6.4 Zakladni charakteristika bakterialniho genomu

Bakterii E. coli poprvé v roce 1885 izoloval rakousko-némecky détsky lékai Theodor von
Escherich. Od té doby se tato bakterie t€§i mimofadnému védeckému zajmu a stala se
jednim z modelovych organismil. Osekvenovat genom této bakterie se poprvé podaftilo
vroce 1997 a diky ochoté pfijimat genetickou informaci a ziskavat tak nové vlastnosti
kolisa velikost genomu od 4,5 do 5,5 Mb (Bergthorsson a Ochman, 1998; Blattner a kol.,
1997). Pfidavnou genetickou informaci, ktera umoznuje kmenim E. coli se prosadit

v konkuren¢nim boji, jsou i geny kddujici produkei bakteriocint.

V této praci byla ziskana data z celogenomové sekvenace tii kment 225, S35 a 28
ve formé kontigti. Kmen E. coli 28 byl izolovéan z chlazené driibeze a do této analyzy byl

piibran pro komparaci genomd s izolaty E. coli ze zv&finy.
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Po nahrani souborii s kontigy genomii do online programu BLAST, coz je algoritmus,
ktery vyuziva alignment pro prohleddvani databazi a srovnavani nukleotidovych sekvenci
se sekvencemi zruznych NCBI databazi, byl nalezen mikroorganismus s nejvetsi
podobnosti. Tento algoritmus hledd v databazi homologni sekvence na zaklad¢ lokalni
podobnosti a vypocitava statistickou vyznamnost shod. BLAST je viceméné jediny nastroj,
kterym Ize podobné sekvence v databazich hledat (Koski a Golding, 2001). Na Obréazku 7
jsou graficky znazornéné nejidentictéj$i mikroorganismy po porovnani s databazemi.

Zékladni udaje jsou zobrazeny v Tabulce 11.

Color key for alignment scores Color key for alignment soores
W =40 W 40-50 W 50-80 W 50-300 W ==200 W =40 W 40-50 N 50-80 W 50-200 W -=200
1 1 1 | | 1 | | | 1 | | :
1 65000 120000 195000 260000 325000 1 80000 160000 240000 220000 400000
— —
— —_—
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— S —
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e F———————
—_— — —
— S —
——— —— —
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— —_—
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Color key for alignment scores
W <40 W 40-30 W 50-80 W s0-200 W >=200
| I | [N | |
i 20000 40000 60000 80000 100000

Obr. 7. Vystup z BLASTu po porovnani s databdzemi.

* Znazornéni pokryti (query) zajmovych sekvenci (225, 28, S35) s nalezenymi sekvencemi a
jejich parové skore alignmentu v oblastech, kde se sekvence prekryvaji. Cervena barva

vevr
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Tab. 11. Vystup z BLASTu, statistika pro parové porovnani nejpodobnejsi sekvence se
zdajmovymi sekvencemi (225, S35, 28).

Kmen 225 S35 28
Identifikace Escherichia coli: ’ Escherichia coli: Escherichia coli-
. kmen D10, kompletni kmen AZ155,
(Definiton) . kmen 881
genom kompletni genom
e 6,019 Mb 7,375 Mb 1,328 Mb
(Max score)
CELOUB UL 6,515 Mb 7,759 Mb 7,134 Mb
(Total score)
E-hodnota
(E-value) 0.0 0.0 0,0
Shoda (Ident) 99 % 99 % 99 %
Pokryti (Query 99 % 100 % 91 %

Pristup (Accession) | GenBank: CP010157.1 | GenBank: CP019005.1 | GenBank: CP019029.1

* Maximdlni skore: skore alignmentu jednoho z usekii nalezené sekvence, ktery se povedlo
zalignovat se zdajmovou sekvenci. V pripade, Ze nalezend sekvence je zalignovdna se
zdajmovou sekvenci v celé délce, hodnota maximalniho skore bude totozna celkovému skore.
Celkové skore: soucet skore vSech nekontinudlnich casti lokdlnich alignmenti mezi
zdjmovou a nalezenou sekvenci. E-hodnota: kolikrat je mozné v prohledavané databazi
ocekavat sekvenci se stejnym skore alignmentu jako ma nalezend sekvence viici zajmové
nahodou. E-hodnota by méla byt co nejmensi, idealné nula. Shoda: kolik procent stejnych
nukleotidovych bazi se nachazi v nalezené sekvenci. Pokryti: jaka cast zajmoveé sekvence je
porovnavana s nalezenou sekvenci. Pristup: odkaz na nalezenou sekvenci.

Genomy byly nésledné anotovany v programu RAST, a byla vyhodnocena zakladni

charakteristika téchto genomd, ktera je shrnuta v Tabulce 12.

Tab. 12. Vystup z RASTu: Zdkladni charakteristika genomii

Kmen 225 S35 28
Doména (Domain) Bakterie Bakterie Bakterie
Taxonomie (Taxonomy) Escherichia coli | Escherichia coli | Escherichia coli
Velikost genomu (Size) 5343519 bp 7256342 bp 5315379 bp
Celkovy pocet kontigii (Number 456 3234 235
of Contigs)
Pocet kédujicich sekvenci 5156 6662 5156
(Number of Coding Sequences)
Obsah GC paru (GC Content) 50,8 % 50,3 % 50,4 %

*Pocet kodujicich sekvenci: sekvence DNA, ktera obsahuje informace pro vytvoreni
proteinu. Obsah GC pdru: podil guanino-cytosinovéhokomplementdarniho paru (GC),
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typicky v ramci urcité DNA. Obsah GC bazi je velmi variabilni nejen na urovni druhi, ale i
v ramci jediného genomu. Nektere oblasti maji vyssi obsah GC, nékteré nizsi. Geny casto
maji vyssi obsah GC bazi. Obsahu GC se casto vyuzZiva urovni kmenu pro definici
Jednotlivych skupin (Bernardi, 2000).

Procentualni identita proteinove sekvence
100 99.999.899.5 99 98 95 90 80 70 60 50 40 30 20 10
10099.999.2899.5 99 98 95 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Obr. 8. Vystup z RASTu: grafické znazornéni porovnani genomii

* Vnitrni kruh: kmen 225, prostredni kruh: kmen S35, vnéjsi kruh: kmen 28

Jednou z funkci online programu RAST je grafické porovnani zajmovych genomi (225,
S35, 28) oproti referen¢nimu (Obr. 8). Jako referen¢ni kmen byl zvolen kmen Escherichia
coli O157:H7. Podle barevné $kaly urcujici procentudlni identitu proteinové sekvence
srovnavanych genomil ve vztahu k referenci lze urcit odliSna mista v genomech. Bila mista
v kruzich znazoriiuji doposud neanotované geny. Modie az zelen¢ oznacené Casti genomu
jsou nejvice identické s referencnim genomem. Misto oznacené cervenou Sipkou bylo
vyhodnoceno jako nejvice rozdilné oproti referenénimu genomu. Z kruhové mapy genomt

je patrné, ze vSechny tfi genomy vykazuji vysokou ptibuznost k referenénimu kmeni.
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Pomoci piikazového tadku v operacnim systému Linux byly vyhledany programem
MUMmer znamé sekvence kolicind a mikrocini u kmenti 225 a 28. U kmenu 225 byly
nalezeny sekvence pro nasledujici bakteriociny: kolicin E1, B, M, Ia, mikrocin B17 a cVac
— coz je oficidlni oznaceni strukturniho genu nesouci informaci pro produkci mikrocinu V
(Azpiroz a Lavifia, 2007). Toto zjisténi potvrdilo vysledky ziskané z bakteriocinotypizace
pomoci PCR a to konkrétné u kolicinu El, B, M, la a mikrocinu B17, coz poukazuje
na spravnost provedeni PCR u téchto reakci. U PCR byl detekovan také kolicin Ib a tento
kolicin vykazuje vysokou sekvencni homologii s kolicinem Ia, tudiz se pomoci programu
MUMmer potvrdilo, ze se jedna jen o kolicin Ia (Mankovich a kol., 1986). Mikrocin V
(cVac) nebyl pomoci PCR detekovan. U kmenu 28 byla nalezena sekvence také pro
mikrocin V (cVac). Jelikoz tento kmen nebyl testovan kvalitativné na produkci

bakteriocint, je to novy vysledek, zjistény pomoci genomické analyzy.
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ZAVER

Bakteriociny jsou znamy jiz nékolik desetileti a je zkouman jejich potencial pro mnoho
riznych zptsobt vyuziti. Sleduje se jejich potencialni uplatnéni jako ndhrada chemickych
konzervanti v potravinaistvi, pii ochrané¢ potravin proti patogentim, jako nahrada
antibiotik ve farmakologii, v medicin¢ jako probiotika a také latky s protinddorovou
aktivitou. Bakterie Escherichia coli je charakteristickd produkci bakteriocini — kolicinti a
mikrocint. E. coli muze produkovat jeden typ bakteriocinu, mize produkovat vice kolicinli
najednou, nebo koliciny i mikrociny zaroven, coz je fadi mezi multibakteriocinogenni

kmeny, které maji schopnost usmrtit nejen senzitivni burky, ale i buitky monoprodukénich

kment.

V této praci bylo testovdno 15 kmenii E. coli izolovanych ze zvéfiny na produkci
bakteriocini kvalitativné pomoci vpichového pokusu. U 14 z 15 téchto kmenii byla
detekovana produkce nejméné jednoho typu bakteriocinu. Nasledné probéhla
bakteriocinotypizace pomoci PCR a byla zjiSténa produkce 7 typl kolicinil (B, M, El, Ia,
Ib, Y) a 3 mikrocind (B17, H47, V). Multiprodukce byla zjisténa u vétSiny kmend.
Nejcastéji se vyskytovaly koliciny B, M, Ib a Ia. Z mikrocinli se nejcastéji vyskytoval
mikrocin B17. Poté byly vybrany 4 kmeny na zaklad¢ dosazenych vysledki a pomoci
kapkové metody byl kvantitativné otestovan titr téchto kment na ¢tyfi indikatorové kmeny.
Nejsiln€jsi surovy bakteriocin byl pfipraven z kmenu S7 a stava se tak vhodnym

kandidatem pro dalsi vyzkum.

V dnesni dobé je k dispozici nespocet bioinformatickych nastroji slouzicich k analyzdm
bakteridlnich genomii. Pomoci online néstroji BLAST a RAST byla provedena
identifikace a vytvofena zékladni charakteristika u genomi Escherichia coli 225, S35 a 28.
Zakladni analyzou bakteridlnich genomt nebyl u kmenti 225 a S35 izolovanych ze zvétiny

zjistén zasadni rozdil v genomech oproti kmeni 28 izolovaného z kufeciho masa.

U kmenti 28 a 225 byly pomoci bioinformatického nastroje MUMmer na platformé Linux
vyhledany znamé sekvence bakteriocind. U kmene 28 byl objeven mikrocin V (cVac) a
jelikoz tento kmen nebyl doposud testovan kvalitativné na produkci bakteriocini, je to
novy vysledek, zjistény pomoci genomické analyzy. Dosazené vysledky u kmene 225 byly
porovnany s vysledky PCR. Byla zjiSténa shoda v zastoupeni jednotlivych typl
bakteriocinli u obou metod, az na mikrocin V (cVac), ktery se pomoci PCR nepovedl

identifikovat, a kolicin Ib. Kolicin Ib vykazuje podobnou sekvenacni homologii
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s kolicinem Ia, a pomoci PCR nelze piesné urcit, o ktery znich se jednd. Pomoci
genomické analyzy byla v piipadé¢ kmenu 225 vyloufena pfitomnost kolicinu Ib a
potvrzena pritomnost kolicinu Ia. Na zdklad¢ zjisSténych vysledkt Ize ptredpokladat, Ze
multiprodukce bakteriocinii u izolati ze zvéfiny je velmi Castym jevem. Genomicka
analyza odhalila nové vysledky, které dokazuji, Ze sekvenacni data jsou nejpiesnéjSim

nastrojem analyzy genotypu.
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ETEC
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F- primer
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ATP bindingcassette (transmembranovy transportér)
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The Basic Local Alignment Search Tool
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Cytotoxickda doména

kolicin
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Enteroinvazivni Escherichia coli

European Molecular Biology Laboratory — European Bioinformatics
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Proteinovy komplex
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Rapid Anotace using Subsystem Technology
Receptorovd doména

Ribonukleova kyselina

Shiga toxin produkujici Escherichia coli
Tris- acetatovy pufr

Transmembranova doména
Translokacéni systém

Membranovy protein

Membranovy protein

Membranovy protein

Membranovy protein

Translokacéni systém

Protein plazmatické membrany



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

74

tRNA

UTI

uv

XLD

Transferova ribonukleova kyselina
Infekce mocového Ustroji
Ultrafialové zareni

Xyloza, lyzin a deoxycholat



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 75

SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1. Schéma klasifikace kolicinii (Cascales a kol., 2007)........cccccveerciieencrieeniieeeiee e 19
Obr. 2. Struktury kolicint (Jakes a Cramer, 2012) .......ccccvveeiiieeiieeeieeeieeeeee e 21
Obr. 3. Struktura kolicinového operonu(Cascales a kol., 2007)........ccceevveevieniieniieniiennnns 23
Obr. 4. Vpichovy pokus - inhibi¢ni G¢inek produkénich kmentl na indikatorovy kmen B1
210170 ) TSP USPRUSPRRTR 48
Obr. 5. Agarozovy gel s PCR produkty Duplex PCR reakce (Col M + Col Y) (autor) ...... 50
Obr. 6. Kapkova metoda — stanoveni titru bakteriocinu proti indikatorovym kmenim P400
I RO 210110 ) ) R SR 54
Obr. 7. Vystup z BLASTu po porovnani s databdzemi (QUtOr) .........ccceeveeeiiienieeieenieeienns 56

Obr. 8. Vystup z RASTu: grafické zndzornéni porovnani genomul (autor)............cccceeeueen. 58



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

SEZNAM TABULEK

Tab. 1. Typy kolicinti, receptory, translokacni systém, mechanismus ucinku a rozdéleni

do skupin kolicini rozdélend podle transloka¢niho systému (upraveno a pievzato

72 SMArda a SMajs, 1998). ......o.vu oo ee e 20
Tab. 2. Klasifikaéni schéma mikrocini E. coli (pfevzato a upraveno z: Yang a kol.,
. TSRS PR S 25
Tab. 3. SloZeni jednotlivych kultivacnich médii. ...........cceevviiieiiiiniiieeeeee e, 40
Tab. 4. SloZeni jednotlivyCh TOZLOKTL. ......cocuiiiiieiiiiiieiie ettt 41
Tab. 5. Slozeni smési pro simple a duplex PCR.........cccooeviiiiiiiiiiiiciceeee e 44
Tab. 6. Rozde€leni primertt dO PATTL .......ccveeeiiieeiiieeiee et eeree et eeseve e e e e eaaeeeeneas 45
Tab. 7. Podminky PCR 1€aKCe. .......cocuiriiiiiriiniiiiiiicecee e 46
Tab. 8. Odecty inhibi¢nich zOon podle VEIIKOSLIL. ......c.cccveeeiiirieiiiiiieeiiecie e 49
Tab. 9. Produkce kolicini a mikrocind u 15 testovanych kment E. coli. ...............ccue.n.... 51
Tab. 10. Vysledky stanoveni titru bakKterioCing. .......eevveeeiiiiieiiieiie e 55

Tab. 11. Vystup z BLASTu, statistika pro parové porovnani nejidentictéjs$i sekvence se
zajmovymi sekvencemi (225, S35, 28)...uiiuii it 57
Tab. 12. Vystup z RASTu: Zakladni charakteristika genomul...........ccceeeveeviienreenieenveeneen. 57



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

77

SEZNAM PRILOH
Ptiloha €. 1: Seznam primera pro baktericinotypizaci
Ptiloha 1A: Kolicinové primery

Ptiloha 1B: Mikrocinové primery



PRILOHA 1: SEZNAM PRIMERU PRO BAKTERIOCINOTYPIZACI

Priloha 1A: Kolicinové primery

Velikost produktu

Kolicin Primer Sekvence primeru 5°- 3 (bp)
A ColA-F CGTGGGGAAAAGTCATCATC 475
ColA-R GCTTTGCTCTTTCCTGATGC
B ColB-F AAGAAAATGACGAGAAGACG 49
ColB-R GAAAGACCAAAGGCTATAAGG
D ColD-F CTGGACTGCTGCTGGTGATA 40
ColD-R GAAGGTGCGCTTACTACTGC
K ColK-F CAGAGGTCGCTGAACATGAA 469
ColK-R TCCGCTAAATCCTGAGCAAT
L Col28b-F TGCATATTGAAAGCGTCAGC 449
Col28b-R CAGGTTATCCCCTCTCACCA
M ColM-F GCTACCACTTCGCAAAACC 429
ColM-R GAGCGACTCTCCGATAATGC
N CoIN-F AGCTTGGCGAGTATCTTGGA 401
CoIN-R CAACACAGCCCCGAATAAAC
U ColU-F TGATTGCTGCGAGAAAAATG 485
ColU-R TCTGACAGCCTCTCCCTGTT
El ColE1-F TGTGGCATCGGGCGAGAATA 649
ColE1-R CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTT
Bl _ 1* Cea2-R GGTGGAACTGGAGGTAGCAA 399
Cea2-F ACGTCGTTGTTGTTCTGCTT
0 ColE2-R TGATGCTGCTGCAAAAGAG 409
ColE2-R TTCAAAGCGTTCCCTACCAC
B3 ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 413
ColE3-R TCGGATTCGGACCTTTCAAC
B4 ColE4-F GAAGGCTGCATTTGATGCT 409
ColE4-R CGGATCCGGACCTTTAATTT
s ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 430
ColE5-R TTGAATTCTCGAATCGTCCA
6 ColE6-F ACCGAACGTCCAGGTGTT 399
ColE6-R TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT
57 ColE7-F GCATTCTGCCATCTGAAAT 431
ColE7-R CTTCTGCCCACTTTCTTTCG
8 ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 449
ColE8-R GACTGATTGGCTTGTCGTGA
E9 ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 418
ColE9-R GACTTTTCTCCCTCCGACCT
Ia Colla-F GCATGCAAATGACGCTCTTA 473
Colla-R GAGGACGCCAGTTCTCTGTC




b Collb-F AACGAGTGGGTCGATGATTC 464
Collb-R CCTTTTCTGCGCTCGTATTC

v ColY-F GCAGGCAGAAAAGAACAAGG 477
ColY-R CGGACGTTATTTGCCTTCAT

Is ColJs-F TCAAAATGTTTGGGCTCCTC 254
ColJs-R TAATCTGCCCTGTCCCACTG

10 Coll10-F GGTTACCGGATTTCCTGGAT 443
Col10-R TTCTGAATGCTTGGCCCACT

4 ColS4-F TATATGGCCCAACTGCTGGT 456
ColS4-R CGTAAGGACGGACACCTGTT

5 Col5-F CATTGGCAAAAGCGAAATTC 443
Col5-R TGCAACTCTGGAAACAATCG

* Pro detekci sekvencné riiznorodych genii kodujici kolicin E1 byl pouzit dalsi par primeru
s oznacenim cea2-F/cea2-R

Piiloha 1B: Mikrocinové primery

Velikost

Mikrocin Primer Sekvence primeru 5°- 3” produktu
(bp)
125 Mcc J25-F TCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTACCAAT 175
Mcc J25-R TGATTAAGCATTTTCATTTTAATAAAGTGT
B17 Mcc B17-F TCACGCCAGTCTCCATTAGGTGTTGGCATT 135
Mcc B17-R TTCCGCCGCTGCCACCGTTTCCACCACTAC
a7 Mcc H47-F CACTTTCATCCCTTCGGATTG 7
Mcc H47-R AGCTGAAGTCGCTGGCGCACCTCC
v Mcc V-F CACACACAAAACGGGAGCTGTT 630
Mcc V-R CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT
7 Mcc C7-F CGTTCAACTGTTGCAATGCT 134
Mcc C7-R AGTTGAGGGGCGTGTAATTG
L Mcc L-F GGTAAATGATATATGAGAGAAATAACGTTA 13
Mcc L-R TTTCGCTGAGTTGGAATTTCCTGCTGCATC
M Mcc M-F CGTTTATTATTTTATGAATA 456
Mcc M-R AAACGGAAGAATGGATGATCTCGCAAA
£49) Mcc E492-F GTCTCTCCTGCACCAAAAGC 201
Mcc E492-R TTTTCAGTCATGGCGTTCTG
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