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Antimikrobialni latky produkované bakteriemi rodu
Bacillus

Souhrn

Bakterie rodu Bacillus jsou producenty Siroké Skaly antimikrobialnich latek
S potencialem pro vyuziti v 1€karstvi, zeméd€lstvi a potravinaiském sektoru. Proto byla cilem
diplomové prace charakterizace ¢tyt produkcénich kmend Bacillus sp. izolovanych z riznych
prostiedi, testovani jejich antimikrobidlni aktivity a uréeni povahy antagonisticky plsobicich
latek. Identifikace kment byla provedena metodami MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie a
sekvenovanim 16S rDNA. U kmenu skupiny B. cereus byl metodou PCR a fenotypovymi testy
stanoven patogenni potencial. Antimikrobidlni aktivita byla testovana agarovou diftizni
metodou proti potencidlné patogennim bakteriim, bakteriim zptisobujicim kazeni potravin a
probiotickym bakteriim. Povaha aktivni latky byla studovéna vystavenim supernatantii riznym
enzymum, teplotam a hodnotam pH. U kmene 1 byla také stanovena faze iniciace exprese a
faze maximalni produkce antimikrobidlni latky. Dale byl studovan vliv kultivacni teploty na
expresi inhibi¢ni latky a stimulovana exprese prostiednictvim nisinu, mitomycinu C a
supernatantu  z lecitinaza-pozitivnich ~ bakterii. Detailnéji byla zjiStovdna povaha
antimikrobidlni latky, a to U¢inkem surfaktantii a riznych podminek skladovani. Také byl
zkouman jeji vliv na bunky. Pro citlivé kmeny byla stanovena minimalni inhibi¢ni a
baktericidni koncentrace supernatantu mikrodiluéni metodou. Vsechny kmeny byly
identifikovany jako Bacillus, kmen 1 jako B. weihenstephanensis, kmen 2 jako B. proteolyticus,
kmeny 3 a 4 jako B. tequilensis. U kmene 1 byla zjisténa pfitomnost genti pro 2 virulentni
faktory, lecitindzu C a nehemolyticky enterotoxin, projevil se slabou lecitindzovou aktivitou. U
kmene 2 byl zjistén vyrazné vyssi patogenni potencial, projevil se silnou lecitinazovou aktivitou
a je hemolyticky. VSechny kmeny vykazaly antimikrobialni aktivitu, shodn¢ inhibovaly vysoce
patogenni bakterie Bacillus cereus, Clostridium perfringens a Listeria monocytogenes. B.
tequilensis 3 a 4 u¢inkovali také vici Bacillus fusiformis, Clostridium butyricum a Cl. dificille,
a kmen 4 navic vuci Micrococcus luteus. U vSech kment byla zjisténa proteinova povaha
aktivnich latek. Zatimco u kmend B. cereus (kmeny 1 a 2) byla aktivita inhibovana pouze
proteinazou K, u kmeni skupiny B. subtilis (kmeny 3 a 4) i pepsinem po 24h pisobeni. Vsechny
latky byly vysoce odolné vuci vysokym teplotam (az 100 °C po dobu 1h) a aktivni v Sirokém
rozmezi hodnot pH. U B. weihenstephanenis 1 byla exprese antimikrobialni latky zahajena na

konci exponencialni faze a maximalnich hodnot bylo dosazeno pii prechodu do faze



stacionarni. Optimalni teplota kultivace pro dosazeni maximalni produkce byla stanovena na
30 °C, pticemz na expresi neméla vliv zadna z antimikrobialnich latek ani supernatant
Z lecitinaza-pozitivnich bakterii. Antimikrobialni latka si zachovala stabilitu i b&hem
dlouhodobém skladovani (1 mésic) za vysokych teplot 30 a 37 °C. Bylo zjisténo, Ze aktivni
latka ucinkuje baktericidné, ackoliv se zdd, Ze nepusobi bakteriolyticky. Pii nizSich
koncentracich ptsobi bakteriostaticky. U citlivych kment byla stanovena minimélni inhibi¢ni
cereus CCM 2010 (titr 32). S ohledem na zminéné vlastnosti, je antimikrobialni latkou
pravdépodobné cyklicky bakteriocin. Takova latka by mohla nalézt uplatnéni v potravinaiském
primyslu pii konzervaci potravin nebo jako l1éCivo. Stejné tak antimikrobialni latky ostatnich
kmenti budou pro sviij velky potencial dale studovany. Také bude pozornost zaméfena na
nepatogenni kmeny, které by mohly byt vyuzity napiiklad jako probiotika k modulaci
mikrobioty traviciho traktu a jako prevence proti stfevnim infekcim nebo jako silazni

inokulanty.

Kli¢ova slova: Bacillus, antimikrobialni aktivita, sekundarni metabolismus, bakteriociny,

antibiotika, patogenni potencial



Antimicrobial substances of the genus Bacillus

Summary

Some Bacillus spp. produce a variety of antimicrobials with potential for use in medicine,
agriculture and food industry. Therefore, the aim of the diploma thesis was to characterize four
strains of Bacillus sp. isolated from various environments, testing their antimicrobial activity
and determination of the nature of antagonistic compounds. Identification of the strains was
performed by MALDI-TOF mass spectrometry and 16S rDNA sequencing. Pathogenic
potential of B. cereus strains was studied by PCR and phenotypic assays. Antimicrobial activity
was tested by agar well diffusion method against potentially pathogenic bacteria, food spoilage
bacteria and probiotic bacteria. The nature of the active substance was studied by exposing
supernatants to various enzymes, temperatures and pH values. The growth phase of strain 1
when active agent begins to be expressed and phase of maximum production were determined.
Effect of cultivation temperature on the expression of the inhibitory substance, and stimulation
of expression by nisin, mitomycin C and supernatants from lecithinase-positive bacteria were
also studied for this strain. The nature of antimicrobial compound was investigated in more
detail by effects of surfactants and different storage conditions. Its effect on cells was also
investigated. For sensitive strains, the minimum inhibitory and bactericidal concentrations of
the supernatant were determined by the microdilution method. All strains were identified as
Bacillus, strain 1 as B. weihenstephanensis, strain 2 as B. proteolyticus, strains 3 and 4 as B.
tequilensis. Strain 1 showed the presence of genes coding 2 virulence factors, lecithinase C and
non-hemolytic enterotoxin, with weak lecithinase activity. Strain 2 had significantly higher
pathogenic potential, it showed strong lecithinase and hemolytic activity. All strains inhibited
the highly pathogenic bacteria Bacillus cereus, Clostridium perfringens and Listeria
monocytogenes, B. tequilensis 3 and 4 also acted against Bacillus fusiformis, Clostridium
butyricum and CI. dificille and strain 4 in addition Micrococcus luteus. It was found that active
substances of all strains tested were of proteinaceous nature. Whereas activity of B. cereus
strains (strains 1 and 2) was inhibited only by proteinase K, activity of B. subtilis strains (strains
3 and 4) also by pepsin after 24 h of treatment. All antimicrobial compounds were highly
resistant to high temperatures (up to 100 ° C for 1 hour) and active in a wide range of pH values.
In B. weihenstephanenis 1, antimicrobial agent began to be expressed at the end of exponential
phase and the maximum values were reached during the transition to the stationary phase. The

optimal culture temperature for maximal production was determined at 30 °C. No



antimicrobials or supernatants from lecithinase-positive bacteria affected expression. The
antimicrobial substance retained its stability even during long-term storage (1 month) at high
temperatures of 30 and 37 °C. The active substance was found to have bactericidal, at lower
concentrations bacteriostatic effect, and it did not appeared to be bacteriolytic. Minimum
inhibitory and bactericidal concentrations were determined for sensitive strains. The lowest
MIC and MBC were observed in anaerobically cultured B. cereus CCM 2010 (titer 32). It can
be assumesd that antimicrobial agent of B. weihenstephanensis 1 is a cyclic bacteriocin. Such
substance could be used in the food industry as a preservative, for pharmaceutical purposes or
as a medicine. Likewise, antimicrobials of other strains will be further studied for their great
potential. Attention will also be focused on non-pathogenic strains which could be used, as
probiotics modulation of the gastrointestinal microbiota, as a prevention against infections or

as silage inoculants.

Keywords: Bacillus, antimicrobial activity, secondary metabolism, bacteriocins, antibiotics,

pathogenic potential
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1 Uvod

Rozsahly vyskyt bakterialnich kment rezistentnich na konvenéni antibiotika a zpomaleni
objevu novych skupin antibiotickych latek jsou povazovany za zavazné problémy veiejného
dlouhodobym nadmérnym uzivanim antibiotik, coz umoznilo infekénim organismim
ptizpuisobit se témto latkdm a snizit tak jejich Gc¢innost. Dal§im vyznamnym faktorem je
nasledné¢ Sifeni téchto kmenii mezi lidmi a Vneposledni fadé¢ pifenos na cloveka
z hospodaiskych zvitat, kterd jsou urCena pro produkci potravin, a byla 1éc¢ena antibiotiky
patficimi do stejnych chemickych skupin jako antibiotika pouzivand v huménni medicing
(Ansari, 2015; CDC, b.r.). Kvuli ztraté¢ a¢innosti mnoha antibiotik jsou védci pod tlakem, aby
identifikovali nové typy terapeutickych latek a strategii, jak s nimi zachazet. Z hlediska kvality
a bezpecénosti potravin jsou celosvétovym problémem nové stravovaci navyky spotiebitelt. Ti
se stale vice rozhoduji pro tzv. potraviny urcené k ptimé spotiebé a minimalné zpracované
potraviny. Potravinaisky primysl tak ¢eli vyzve poskytovat potraviny, které obsahuji minimum
syntetickych chemickych piisad a soli / cukru, jsou nutricné prospésné, a soucasné stabilni a
bezpetné z mikrobialniho hlediska po co nejdelsi dobu (Egan et al., 2016). K zajisténi kvality
a bezpeCnosti potravinaiskych vyrobkll je tak nutné hledat ucinné alternativy
s antimikrobialnimi vlastnostmi, jakymi jsou napiiklad bakteriociny (O’Connor et al., 2020). V
neposledni tadé roste poptavka po probiotickych bakteriich pro humdanni pouziti se
schopnosti inhibice stfevnich patogent jako jsou Clostridium perfringens, C. difficile a dalsi.
Také vyrazné vzrostl zajem, zejména po zékazu zkrmovani antibiotickych stimulatort ristu, 0
vyuziti probiotik u hospodaiskych zvitat ke zlepSeni zdravi a tedy jejich uzitkovosti (Abriouel
etal., 2011; Mingmongkolchai et Panbangred, 2018). Ackoliv v poptedi vyzkumu jsou zejména
bakterie mlécného kvaseni, které jsou vSeobecné povazovany za bezpecné, na zdjmu vedcil
ziskava také rod Bacillus. Bacillus spp. jsou prakticky vSudyptitomné grampozitivni sporulujici
bakterie ve tvaru ty¢inek (Logan et Vos, 2015). Jejich potencial pro produkci riznorodych
sekundarnich metaboliti s antimikrobidlnimi G¢inky je zndm jiz vice nez 50 let, avSak diky
spojitosti nékterych druhti nebo kmenti s kazenim potravin ¢i alimentarnimi otravami, byl jejich

vyznam po dlouhou dobu piehlizen (Abriouel et al., 2011).
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2 Védecka hypotéza a cile prace
Hypotéza: Nékteré kmeny bakterii rodu Bacillus izolované z zivotniho prostiedi budou

mit schopnost produkovat antimikrobialné ptisobici latky.

Cilem diplomové prace je proto shrnuti dosavadnich poznatkli o antimikrobidlné
pusobicich latkach produkovanych rodem Bacillus, testovani antimikrobialni aktivity izolatt
tohoto rodu a detailni charakterizace produkcénich kmenti i aktivnich latek. U produkénich

kmeni bude také studovana jejich bezpecnost a vhodnost pro uplatnéni v praxi.
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3 Literarni reSerse
3.1 Rod Bacillus

Jednou z prvnich popsanych bakterii viibec bylo ,,Vibrio subtilis®, a to némeckym védcem
Ehrenbergem roku 1835. V roce 1872 byl tento organismus piejmenovan Ferdinandem Cohnem
na Bacillus subtilis (Obr. 1) a stal se typovym druhem rozsahlého a diverzifikovaného rodu
Bacillus. Pro bakterie rodu Bacillus je charakteristicka tvorba jedné spory uvniti bakterialni
bunky, tzv. endospora. Sporulace byla poprvé popsana Cohnem u B. subtilis, pozdé&ji také
zakladatelem bakteriologie Robertem Kochem u patogenniho druhu B. anthracis. Z divodu
nezvyklé odolnosti spor viaci chemickym a fyzikdlnim ¢initelim, vyvojovému cyklu,
vSudypftitomnosti zastupcti a znacné patogenité B. anthracis ziskal rod Bacillus na zajmu védcu,

ktery setrvava i v soucasnosti (Slepecky et Hemphill, 2006).

Obrazek 1: Bacillus subtilis
(zdroj obrazku: https://www.indiamart.com/proddetail/bacillus-subtilis-16805520862.html).

3.1.1 Taxonomie

Podle Taxonomic Outline of the Prokaryotes (Garrity et al., 2004) se rod Bacillus
taxonomicky tadi do kmene Firmicutes, tidy Bacilli, fadu Bacillales a ¢eledi Bacillaceae.

Metody klasifikace a identifikace bakterii doznaly za poslednich sto let zna¢né promény.
Pies metabolickou a fenotypovou charakterizaci, numerickou analyzu fenotypovych dat,
DNA-DNA hybridizaci (DDH) a stanoveni obsahu G+C, po sekvenovani genu pro 16S rRNA
a multilokusovou sekvenéni analyzu (MLSA), az k zavedeni sekvenovani kompletnich genomi

(Thompson et al., 2015). To vede k neustalym zménam v taxonomickém zatazeni Bacillus spp.,
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kdy byly ptivodn¢ do rodu Bacillus fazeny veskeré aerobni sporulujici bakterie. OvSem na
zakladé zavedeni sofistikovanéjSich analytickych metod a neustdly pfiliv nové popsanych
druht Zeigler et Perkins (2015) uvadéji, Ze rod Bacillus nyni tvofi jen malou ¢ast rozsahlé
skupiny Bacillus sensu lato. Tato skupina zahrnuje vSechny rody celedi Bacillaceae,
Paenibacillaceae a Alicyclobacillaceae a spolu s dal§imi ,,ne-bacilovymi® celedémi
(Listeriaceae, Staphylococcaceae) se spojuji v fad Bacillales. Mnoho ptvodnich Bacillus spp.
tito autofi definuji jako Bacillus sensu stricto, kam fadi dvé vyznamné skupiny sdruzujici blizce
ptibuzné druhy, a to skupinu Bacillus cereus (B. cereus, B. anthracis, B. cytotoxicus, B.
mycoides, B. pseudomycoides, B. thuringiensis a dalsi) a skupinu Bacillus subtilis (B. subtilis,
B. amyloliquefaciensis, B. pumilus, B. atropheus, B. licheniformis, B. aerophilus a dalsi).
Bhandari et al. (2013) dokonce navrhli, aby byl rod Bacillus vyhrazen pouze pro druhy, které
nalezi do téchto dvou skupin. VSechny ostatni druhy by mély byt dle autort ptevedeny do jinych
rodi. Shodny nazor podlozeny rozsdhlymi fylogenetickymi a molekularnimi analyzami
zastavaji také Gupta et al. (2020).

Rod Bacillus piedstavuje velmi heterogenni skupinu mikroorganismi, ktera zahrnuje
druhy svelkymi rozdily ve fenotypu, nutri¢nich pozadavcich a dalSich fyziologickych
vlastnostech (Drobniewski, 1993; Jensen et al., 2003). O tom svéd¢i rozsahlé druhové
zastoupenti, kdy v kvétnu 2004 ¢ital rod 90 druhd, v roce 2009 jiz kolem 140 druhii a na pocatku
roku 2017 uz dokonce 318 druhu (Fan et al., 2017; Logan et VVos, 2015; Thompson et al., 2015).
Aktualné je v databazi LPSN ,,List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature*
vedeno pouze 93 druhti s validné publikovanym a spravnym nazvem (,,Genus Bacillus", b.r.).
Naptiklad hojné prumyslové vyuzivany druh Bacillus megaterium byl na konci roku 2020
reklasifikovan do rodu Priestia (Gupta et al., 2020) a je v soucasnosti veden v databazi jako
homotypické synonymum druhu Priestia megaterium (,,Species: Bacillus megaterium”, b.r.).

Je tedy ziejmé, Ze taxonomické premény rodu jesté zdaleka nejsou u konce.

3.1.2 Obecna charakteristika

Bakterie rodu Bacillus jsou ptevazné aerobni nebo fakultativné anaerobni, rovné nebo
mirné zaktivené ty¢inky, vyskytujici se v parech, v fetizcich, a n€kdy také ve forme dlouhych
vlaken. Jednd se o organismy grampozitivni, grampozitivni pouze v ranych fazich ristu
(gramvariabilni) nebo gramnegativni. Typicky znak ptedstavuje tvorba jedné endospory uvnitt
bakteridlni buiiky, vysoce odolné vici riznym nepiiznivym podminkdm — teplota, zafeni,
desinfekéni prostiedky a vysuSeni. Velikost bun¢k je velice variabilni. Délka se pohybuje od

0,9 do 10,0 um a pramér od 0,4 do 1,8 um. Buiky stejného druhu maji ale pomérné pravidelné
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rozméry. Naptiklad buiky B. pumilus méii obvykle 2,0-3,0 x 0,6-0,7 um, zatimco buiky B.
megaterium dosahuji az 2,0-5,0 x 1,2-1,5 um. Velikost a morfologie kolonii jsou také velice
variabilni. Lis$i se nejen mezi druhy, ale také mezi jednotlivymi kmeny téhoZ druhu. Pohyb
mnoha Bacillus spp. zajist'uji fidce rozptylené peritrichni bi¢iky. Piitomnost ¢i absence biciki
neni povazovana za uziteCny taxonomicky znak rodu, ale pfi identifikaci druhti ma urcitou
vypovidajici hodnotu. Napiiklad B. anthracis a B. mycoides jsou nepohyblivi, zatimco vétSina
kmenii B. cereus je pohybliva. Az na vyjimky vyuzivaji bacily glukozu a/nebo jiné
fermentovatelné cukry jako jediny zdroj uhliku a energie. PovétSinou je koncovym piijemcem
elektronu kyslik. Dale mohou vyuzivat anorganické i organické zdroje dusiku. Mnoho druht
utilizuje jako jediny zdroj dusiku amonnou siil, Siroce jsou vyuzivany aminokyseliny a n¢které
kmeny mohou utilizovat moc¢ovinu. Bylo zji$téno, Ze leucin, threonin a valin jsou nezbytné pro
rust a produkci emetického toxinu u B. cereus. Navzdory velké diverzité rodu, vétSina Bacillus
spp. nema problémy s riistem na béznych kultiva¢nich mediich, jako jsou zivny agar a trypton
sojovy agar. Velka cast roste také na krevnim agaru. Pfevazna vétSina druhti je mezofilni S
teplotnim optimem rastu mezi 25 °C a 40 °C, typicky kolem 30 °C. Ackoliv hodnota pH 7,0 je
vhodna pro rist vétSiny druhu, existuji vyjimky. Napt. B. alcalophilus vyzaduje pH 9,0-10,0,
tedy zasadité, naopak B. acidocaldarius potiebuje pro optimalni rist kyselé pH 3,0-4,0 (Logan
et Vos, 2015).

Bacily jsou prakticky vSudypfitomné. Obecné se jedna o ptidni mikroorganismy, ale ve
vysokych poétech se vyskytuji i ve vodé, na vegetaci, v potravinach a krmivech (Logan et \VVos,
2015). Rada z nich, véetn& druhu B. subtilis, byla také izolovana ze zazivaciho traktu hmyzu,
zvitat a lidi (Nicholson, 2002). V této souvislosti sili nazor, ze B. subtilis a pravdépodobné¢ i
jiné druhy se pfizplsobily Zivotu v travicim traktu, véetné schopnosti tvofit zde biofilm,
anaerobné sporulovat a produkovat antimikrobialni latky (Hong et al., 2009).

Vétsina druhtt rodu Bacillus je povazovana za bakterie s nizkym patogennim
potencialem, ¢i za zcela nepatogenni a jen zfidka byvaji spojovany s onemocnénim lidi nebo
zvitat (Logan & Vos 2015). Vyjimku tvoti nékteti zastupci skupiny Bacillus cereus. Vseobecné
je znamo, ze druhy B. cereus, B. anthracis a B. thuringiensis produkuji rizné toxiny. Pfitomnost
nékterych Bacillus spp. byva tedy u vétSiny typl potravin povazovana za nezadouci.
Pomineme-li riziko alimentarnich otrav, produkci proteolytickych a lipolytickych enzymi
zpusobuji senzoricky nezadouci zmény. V nékterych ptipadech je naopak tento proces Zadouci.
Napiiklad B. subtilis je vyuzivan k fermentaci sdjovych bobd pii vyrobé tradi¢niho
vychodoasijského pokrmu natto (Abriouel et al., 2011). Netoxinogenni B. cereus var toyoi s

probiotickymi vlastnostmi se pro zménu vyuziva jako krmné aditivum (Lodemann et al., 2008).
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3.1.3 Zivotni cyklus

Védci Cohn (1876), Koch (1876) a Tyndall (1877) nezavisle na sob¢ objevili, Ze urcité
bakterie mohou ¢ast svého zivota stravit jako dormantni bunécné struktury, dnes znamé pod
pojmem endospory. Schopnost vytvaret endospory za aerobnich podminek se stala od roku
1920 uréujicim znakem rodu Bacillus (Logan et VVos, 2015).

Zivotni cyklus sporotvornych bacilti se sklada ze tif raznych po sob& nasledujicich
fyziologickych procesii, a to vegetativniho rlstu, sporulace a kli¢eni. Piechod mezi
jednotlivymi fazemi cyklu je fizen dostupnosti zivin (Sella et al., 2014). Zminéné procesy jsou

schematicky zobrazeny na Obrazku 2 a jejich vlastni pribéh je popsan dale.
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Obrazek 2: Bacillus subtilis — zivotni cyklus. Sporulace za¢ind rozdélenim sporangia na
matefskou buiiku a pfedsporu. Déle matefskd buiika pohlti pfedsporu a za¢ne se tvofit plast
budouci spory. BEhem pozdni sporulace se formuje mezi vnitini a vn€j$i membranou piedspory
ktira. V poslednim kroku matetskd bunka lyzuje za uvolnéni zralé spory do prostiedi. Spory
maji schopnost v reakci na dostupnost zivin rychle vyklicit a obnovit vegetativni rtst. Upraveno
podle Mckenney et al., (2013).
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3.1.3.1 Vegetativni rist

Tento proces je charakterizovan binarnim symetrickym délenim rostoucich buné€k, ke
kterému dochazi za eutrofnich podminek (Sella et al., 2014). V prubéhu vegetativniho ristu
bakterie prochazi n¢kolika fazemi. Lag faze je adaptacnim obdobim, béhem néhoz se
bakterialni buniky pfizpisobuji novému prostiedi (Swinnen et al., 2004). V exponencialni fazi
se bunky zacinaji délit, dochazi k logaritmickému zvysSeni jejich poctu a generacni ¢as dosahuje
konstantniho minima. Bakterie jsou metabolicky maximalné aktivni, syntetizuji DNA, RNA,
slozky bunécnych stén a dalsi latky nezbytné pro rast de€licich se bunck, tedy primarni
metabolity. Postupné dochazi k vycCerpavani zivin kulturou a zacinaji se hromadit odpadni
produkty, populacni rust se zastavuje. Bakterialni kultura ptechéazi do stacionarni rastové faze,
kdy se pocet délicich bun€k rovna poc¢tu umirajicich. Zvysuje se konkurence o ziviny, bakterie
jsou metabolicky mén¢ aktivni a zacinaji produkovat sekundarni metabolity, které¢ poskytuji
specifické vyhody pro pteziti. Sporotvorné bakterie v této fazi vytvaii endospory. Pokud pocet
umirajicich pferoste délici se bunky, kultura se dostane do faze odumirani (Madigan et al.,
2010). Ackoliv je vétsina antimikrobialné pisobicich latek produkovana ve stacionarni fazi, v
pripad¢ ribozomalné syntetizovanych antimikrobialnich peptidii se mohou rtstové faze, kdy je
jejich produkce zahajena, lisit. Kleerebezem et Quadri (2001) uvadgji, ze produkce téchto latek
zavisi na hustot¢ bakterialni populace. Obvykle se spousti na konci exponencialni fize a zvySuje
se na maximalni produkéni Groven v rané stacionarni fazi. To potvrzuji Bizani et Brandelli
(2002) u kmene B. cereus 8 A, kdy je bakteriocin cerein 8 A detekovan jiz v exponencialni fazi,

ale maximalni aktivity je dosaZzeno ve stacionarni fazi rustu.

3.1.3.2 Sporulace

Za iniciaci sporulace se povazuje deplece zivin, zejména uhliku a dusiku, souvisejici
s rostouci hustotou bakteridlni populace a akumulaci odpadnich metaboliti. To vede k celé
kaskad¢ udalosti, ktera trva nékolik hodin (Sella et al., 2014). V pocatku sporulace dochazi
ke zméndm v bunécném déleni a segregaci chromozomi. Déleni bunck je asymetrické, ¢imz
vznikaji dva rizné typy bunck — piedspora (mensi oddil) a matetska burnika. Po asymetrickém
déleni nasleduje pohlceni pfedspory matetskou buiikou V procesu pfipominajicim fagocytozu.
Nakonec matefska burika lyzuje za uvolnéni zralé endospory. Ta je povazovana za nejvice
odolnou formu zivota na planet¢ (de Hoon et al., 2010; Levin et Grossman, 1998).

Mechanismus perzistence spor v prostiedi neni zcela objasnén. Je ovSsem znamo, Ze se na ni
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podili metabolicka inaktivita spory a jeji ¢astecnd dehydratace spole¢né se strukturou zevniho
plasté a vnitini kiry, které chrani jadro spory s genetickym materialem (Mckenney et al., 2013).

Stoji za zminku, Zze pudni organismy, které ¢ast svého zivota piezivaji jako dormantni
spory (napf. bacily, aktinomycety, houby), patii mezi nejplodnéjsi producenty
antimikrobidlnich latek. To Caste¢né odrazi aspekty samotného procesu sporulace, pii kterém
je spotfebovana notna davka energie i zivin (Tocheva et al., 2016). V populaci podstupujici
sporulaci je proto vyznamna ¢ast jedincii doslova obétovana, aby poskytla Ziviny a energetické
zdroje pro vyznamné mensi podil sporulujicich bung¢k, tzv. kanibalismus (Gonzalez-Pastor,
2011). V piipadé bacilt tvoti spory maximalné 10 % bunék a vétsi ¢ast bunek je lyzovana.
Ziviny uvolnéné z intracelularniho obsahu nejsou dostupné pouze pro sporulujici organismus,
ale také pro potencialné konkurenéni organismy zijici ve stejné nice. Z tohoto diivodu si n¢které

bakterie vytvofily obrannou strategii a proces sporulace je doprovazen syntézou metabolitl

s inhibi¢ni aktivitou, kterymi se sporulujici organismus pied konkurenty bréani.

3.1.3.3 Kliéeni

Navzdory tomu, ze spory mohou po dlouha l1éta prezivat ve stavu dormance a metabolické
inaktivity, neustale vnimaji zmény ve svém okoli a pokud piijde vhodny stimul, vraci se béhem
par minut k aktivnimu ristu v procesu zvaném kli¢eni (Setlow, 2003). Podobné¢ jako sporulace
se tento proces sklada z riznych stadii, ktera se vyznacuji klicovymi morfologickymi zménami.
Kliceni je zahajeno, pokud receptory ve vnitini membrané spory zaznamenaji tzv. spoustéci
molekuly ve formé specifickych zivin nebo fragmenti peptidoglykanu z okolnich kli¢icich
bunék (Ramirez-Peralta et al., 2012). Nasledné je signal k ukonceni dormance pienesen do jadra
spory. Za nékolik minut se z jadra uvolni zdsoby CADPA (kalcium dipikolinat) a po
depolymerizaci kury zac¢ne aktivovana spora piijimat vodu. Metabolicka aktivita je obnovena a

burika se dostava do vegetativniho stavu (Paredes-Sabja et al., 2011).
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3.1.4 Skupina Bacillus cereus

Bacillus cereus sensu lato (s.1.), nebo také skupina Bacillus cereus, je fenotypoveé velmi
riznoroda bakterialni skupina a v soucasné dobé zahrnuje 21 fylogeneticky tuzce piibuznych
druhii, z nichz mnohé jsou z medicinského, primyslového a zemédélského hlediska velmi
vyznamné (Ehling-Schulz et al., 2019; Y. Liu et al., 2018). Mezi nejstudovanéjsi zastupce této
skupiny patii Bacillus cereus sensu stricto (s.s.), ¢asty pivodce onemocnéni z potravin. Dale
B. anthracis, obligatni patogen, zpusobujici smrtelné onemocnéni zejména bylozravych, ale i
jinych zvifat a ¢lovéka zvané anthrax, a také insekticidné pisobici Bacillus thuringiensis, jeden
z nejpouzivangjSich biologickych pesticidii. Dal§imi zastupci ustanovenymi jiz b&hem 20.
stoleti jsou B. mycoides a B. pseudomycoides tvofici typické rhizoidni kolonie a
psychrotolerantni Bacillus weihenstephanensis (Broderick et al., 2006; Miller et al., 2018).
Pomémé nedavno byly ustanoveny druhy B. toynensis (pivodné B. cereus var toyoi),
charakteristicky svymi probiotickymi vlastnostmi (Jiménez et al., 2013), termotolerantni druh
B. cytotoxicus (Guinebretiére et al., 2013) a psychrotolerantni B. wiedmannii, ktefi pusobi
cytotoxicky (Miller et al., 2016). Dale jsou do skupiny fazeny tfi druhy: B. gaemokensis, B.
manliponensis a B. bingmayongensis, které ovsem nebyly doposud validné popsany (Y. Liu et
al., 2015). V roce 2017 se skupina rozsitila o dalsich 9 druhti izolovanych z motského prostiedi,
véetné moiské vody a sedimentd, a to B. paranthracis, B. pacificus, B. tropicus, B. albus, B.

mobilis, B. luti, B. proteolyticus, B. nitratireducens a B. paramycoides (Y. Liu et al., 2017).

3.1.4.1 Bacillus mycoides

Bakterii Bacillus mycoides poprvé popsal Fliigge v roce 1886. Druhovy nazev ,,mycoides*
byl odvozen od vzhledu kolonii pfipominajicich kolonie plisni (Di Franco et al., 2002). Jedna
se o fakultativné anaerobni, grampozitivni, nepohyblivy organismus, tvofici elipsoidni spory
ulozené paracentralné ve sporangiu. Bunky velikosti 1,0-1,2 na 3,0-5,0 um se vyskytuji
jednotlivé 1 v fetizcich. Kolonie jsou bilé az krémové, neprihledné a od ostatnich ¢lenti skupiny
Bacillus cereus je odliSuje charakteristicky rhizoidni vzhled. Minimalni teplota rdstu je
10-15 °C, maximalni 35-40 °C, optimalni pH 6-7. Jsou katalaza a oxidaza pozitivni a vykazuji
pozitivni lecitinazovou reakci. Maji variabilni schopnost redukovat dusi¢nany a neumi
utilizovat propionat. Hydrolyzuji kasein a skrob. Kmeny B. mycoides byly izolovany z riiznych
prostiedi, ale za hlavni misto vyskytu je povazovana pida (Logan et Vos, 2015).

VétSina zéastupcli tohoto druhu nevykazuje Zadnou nebo jen mirnou cytotoxickou a

enterotoxickou aktivitu. Dokonce byl zjistén pozitivni efekt této bakterie na travici trakt raka
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Kainova (Cherax cainii). Po dvoumési¢nim zkrmovani této bakteric doSlo ke zmnoZeni a
prodlouzeni mikroklkd, zesileni stfevniho epitelu a rozsifeni stfevni mikrobioty, kterd chrani
stievni sténu pred potencialnimi patogeny (Ambas, 2015). Dale Guerrero-Barajas et al. (2020)
prokazali antifungalni aktivitu izolatu identifikovaného jako B. mycoides (Al) vuéi patogenni
houbé Colletotrichum gloeosporioides zptisobujici antrakézu avokada a navrhuji ho jako

potencidlni biologickou kontrolu této choroby.

3.1.4.2 Bacillus weihenstephanensis

Druh Bacillus weihenstephanensis byl poprvé izolovan ze vzorkl pasterovaného mléka v
roce 1998 (Lechner et al., 1998). Patii stejné jako B. mycoides do skupiny Bacillus cereus. Oba
druhy jsou fylogeneticky velice blizce ptibuzné, zatimco od ostatnich zastupct této skupiny se
mirné 1isi. Analyzou sekvence genu pro 16S rRNA je od sebe dokonce neni mozné spolehlivé
odlisit. B. weihenstephanensis je shodn¢ s B. mycoides katalaza a oxidaza pozitivni. Dale
vykazuji témét identicky profil mastnych kyselin v buiice. Spory obou druht maji elipsoidni
tvar. OvSem B. weihenstephanensis je pohyblivy a nevytvafi rhizoidni kolonie. Déle oproti B.
mycoides hydrolyzuje arginin a neutilizuje D-sachar6zu. Roste v rozmezi teplot od 5 °C do 37
°C, optimalné mezi 25-35 °C, jedna se tedy o psychrotolerantni bakterii (Logan et VVos, 2015).
V roce 2018 bylo provedeno porovnani sekvenci kompletnich genomt typového kmene druhu
B. weihenstephanensis a typového kmene druhu B. mycoides. Na zakladé vysledkd analyz DDH
a prumérné nukleotidové identity (v angl. average nucleotide identity, ANI) byl B.
weihenstephanensis reklasifikovan a sloucen s B. mycoides do jednoho druhu. V soucasnosti je

tedy povazovan za heterotypické synonymum druhu B. mycoides (Y. Liu et al., 2018).

3.1.4.3 Bacillus proteolyticus

Jak je zminéno vysSe, tento druh byl popsan teprve v nedavné dobé¢, spolecné s dalSimi 8
zastupci skupiny B. cereus (Liu et al., 2017). Typovy kmen, TD42" byl izolovan ze sedimentu
v Tichém oceanu a dal$i kmen, B. proteolyticus 4D, z povrchu kofenti Sachorovité rostliny
Scirpus grossus jako tzv. rhizobakterie se schopnosti podpory ristu rostliny (Kamaruzzaman et
al., 2020). Lze tedy ptredpokladat, Ze se jedna o bézny environmentalni druh. Obecné se jedna
o grampozitivni, fakultativné anaerobni, nepohyblivé, ty€inkovité bakterie Sitky 1,6-1,8 um a
délky 2,8-3,6 um. Jsou katalaza a oxidaza pozitivni. Rostou v rozmezi teplot 10-39 °C
(optimaln¢ 30 °C) a pii pH 5-10 (optimaln¢ pH 8). Hydrolyzuji Skrob, odstfedéné mléko a
kasein. Test API SOCHB prokazal schopnost utilizace D-ribézy, D-glukozy, D-fruktdzy, N-
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acetylglukosaminu, arbutinu, eskulinu s citratem Zzelezitym, salicinu, celobiézy, maltdzy,

trehalozy, Skrobu a glykogenu za produkce kyselin (Y. Liu et al., 2017).

3.1.5 Skupina Bacillus subtilis

Skupina Bacillus subtilis spojuje v ramci rodu Bacillus fylogeneticky blizce pfibuzné
druhy. Bakterie této skupiny tvoii malé vegetativni bunky (Siroké <1 pum) (Caulier et al., 2019)
a hojn¢ se nachazeji v pudé, kde napomahaji recyklaci uhliku a dusiku produkci hydrolaz, jako
jsou proteazy, amylazy a celulazy (Harwood et al., 2018). Tti ptavodni druhy; Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis a Bacillus pumilus; byly objeveny pied vice nez 40-ti lety (Gordon et
al., 1973). B. subtilis se stal nejvice studovanym a komer¢né vyuzivanym druhem rodu Bacillus.
Vyuzivan je naptiiklad k produkci enzymi, fermentaci potravin nebo k biologické ochrané
rostlin. Také predstavuje modelovy organismus pro studium bunééného d¢leni, sekrece
proteinti, vyvoje biofilmu, produkce sekundarnich metabolitli a dalSich biologickych jevt
(Kovacs, 2019). Stejné tak B. licheniformis a o nékolik let pozdé€ji identifikovany Bacillus
amyloliquefaciens (Priest et al., 1987) jsou hojné pouZzivanymi bakteriemi K produkci fady
metabolitd (vitaminy, aminokyseliny a antibiotika) a primyslovych enzymu (Harwood et al.,
2018). V poslednich desetiletich bylo popsano mnoho dal§ich druhd patficich do skupiny B.
subtilis, a to B. atrophaeus (Nakamura, 1989), B. mojavensis (Roberts et al., 1994), B.
vallismortis (Roberts et al., 1996), B. sonorensis (Palmisano et al., 2001), B. velezensis (Ruiz-
Garcia et al., 2005), B. tequilensis (Gatson et al., 2006), B. aerius, B. aerophilus, B.
stratosphericus, B. altitudinis (Shivaji et al., 2006), B. safensis (Satomi et al., 2006), B.
siamensis (Sumpavapol et al., 2010), B. xiamenensis (Lai et al., 2014), B. paralicheniformis
(Dunlap et al., 2015), B. gobiensis (B. Liu et al., 2016) a B. nakamurai (Dunlap et al., 2016).

O zéstupcich této skupiny je zndmo, Ze se jedna o producenty celé fady sekundarnich
metabolitl, a to vcetné ribozomalné a neribozomalné syntetizovanych peptidd, terpent a

polyketida (Harwood et al., 2018).

3.1.5.1 Bacillus tequilensis

Tento druh byl prvné izolovan ze vzorku odebrané¢ho z ptiblizn€ 2000 let staré Sachty
v mexickém staté Jalisco pobliz mésta Tequila a piivodn¢ identifikovan jako B. subtilis (Ramos
De La Vega et Lopez Mestas Camberos, 1996). Pozd¢ji byl reklasifikovan a ustanoven jako
novy druh B. tequilensis. Morfologicky se jedna o ty¢inkovitou bakterii velikosti 0,9 x 4,0 mm
vyskytujici se primarné jednotlive, piipadné jako fetizky dvou az ¢ty bunék. Je pohyblivy,

striktné aerobni, katalaza a oxidaza pozitivni. B. tequilensis roste pfi teplotach od 25 do 50 °C
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a vrozmezi hodnot pH 5,5-8,0. Na agaru s5 % ov¢i krve nevykazuje B. tequilensis
hemolytickou aktivitu. Hydrolyzuje kasein, Skrob a Zelatinu. Biochemicky je velmi podobny
druhu B. subtilis, od kterého lze odlisit pfitomnosti arginin-hydrolazy, lysin-dekarboxylazy,
ornithin-dekarboxylazy a produkci kyseliny z ramnézy (Gatson et al., 2006).

Stejné jako vétSina zastupcu skupiny B. subtilis je i B. tequilensis povazovan za
nepatogenni druh. Je znam produkci fady enzymu, naptiklad vysoce stabilni lakazy, ktera
nachazi uplatnéni v biotechnologickych a primyslovych aplikacich (Sondhi et al., 2014) a
keratinazy S potencidlem pro uplatnéni v kozedélném pramyslu (Zarai Jaouadi et al., 2015).
Nékteré kmeny maji schopnost podporovat rist rostlin prosttednictvim produkce fytohormonti,

¢i inhibovat plisen Magnaporthe oryzae parazitujici na ryzi (Kang et al., 2019; Li et al., 2018).

3.1.6 Patogenni potencial Bacillus spp. a pozadavky dle EFSA

Jak jiz bylo zminéno vySe, velka ¢ast Bacillus spp. ma nizky nebo prakticky zadny
patogenni potencial. Nékteré druhy jsou vSak diky produkci toxinti a pfitomnosti dalSich faktort
virulence povazovany za nebezpec¢né patogeny (Ehling-Schulz et al., 2019; Logan et Vos,
2015). Dle Evropského uiadu pro bezpe¢nost potravin (European food safety authority, EFSA),
predstavuje pravé produkce toxickych metabolitl zasadni problém v bezpec¢nosti pouziti téchto
bakterii jako probiotik ¢i aditiv ve vyzive lidi a zvitat (EFSA, 2014).

Do souvislosti s alimentarnim onemocnénim jsou kromé zastupcti skupiny B. cereus
davany i jiné Bacillus spp. U n€kolika druhti byla zjisténa produkce latek toxickych pro burnky
savcu. Piikladem je tepelné stabilni toxin amylosin produkovany nékterymi kmeny B. subtilis,
B. amyloliquefaeiens a B. mojavensis (Apetroaie-Constantin et al., 2009; Mikkola et al., 2007)
nebo lichenysin A a pumilacidin syntetizované B. licheniformis a B. pumilus (From et al., 2007;
Mikkola et al., 2007). N¢které kmeny B. megaterium, B. simplex a B. firmus produkuji tepelné
stabilni toxin, ktery vykazuje podobné fyzikalni vlastnosti jako emeticky toxin B. cereus,
cereulid (Taylor et al., 2005). Z téchto duvodt doporucuje EFSA (2014) u kmenti jinych druhti
nez B. cereus s.l. provést in vitro test cytotoxicity na Vero bunkach nebo jinych epitelialnich
bunéénych liniich. P¥imé pouziti kment, které vykazuji cytotoxickou aktivitu, pak neni
doporucovano.

B. cereus sensu stricto je castou prfi¢inou alimentarnich otrav, projevujicich se
prujmovym ¢i emetickym syndromem. Za emeticky typ nemoci je odpovédny cereulid (ces),
tepelné stabilni toxin neribozomalné syntetizovany pomoci cereulid syntetazy (Ces) (Ehling-
Schulz et al., 2006). Prajmovy typ onemocnéni je disledkem cytotoxické aktivity nékolika

hemolytickych toxint. Nejvyznamnéjsimi jsou hemolyzin BL (Hbl, tfislozkovy toxin kodovany
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hbICDA), nehemolyticky enterotoxin (Nhe, téislozkovy toxin kodovany nheABC) a cytotoxin
K (CytK, jednoslozkovy toxin kodovany genem cytK), zpusobujici tvorbu pori
v cytoplazmatické membrané s naslednou lyzou buiiky. Na patogenezi se dale podili nékolik
dalsich cytotoxinu, hemolyzini a degradacnich enzymdi, které pfispivaji K enterotoxické
aktivité. Jedna se o cereololyzin O (Clo), hemolyzin 11 (Hly I1) a hemolyzin I (Hly 1),
sfingomyelinazu (cereolyzin B, sph) a dv¢ fosfolipazy: fosfatidylinositol specifickou (lecitinaza
C, piplc) a fosfatidylcholin preferujici (cereolyzin A, pcpl) (Kim et al., 2015; Mingmongkolchai
et Panbangred, 2018). Mezi faktory virulence patii také proteaza immune inhibitor A (inhA),
jejiz aktivita spociva v inhibici humoralnich slozek imunitniho systému. InhA byva spojovan
zejména S druhem B. anthracis, jeho analogy jsou ale pfitomné i u B. cereus a B. thuringiensis
(Arolas et al., 2016).

Distribuce vyse zminénych faktori virulence neni druhové specificka. Geny kodujici
jednotlivé faktory mohou byt rozsifeny mezi riznymi zastupci celé skupiny B. cereus (EFSA,
2018). V zasadg¢ jsou proto vSechny kmeny patfici do této taxonomické skupiny povazovany za
nevhodné pro piimé pouziti v zivo¢isné vyrob€. Pokud vSak jsou navrzeny k pouziti, mél by
byt osekvenovan a analyzovan cely jejich genom, aby byla potvrzena absence genl
zodpovédnych za produkci toxinta. Pokud jsou takové geny u daného kmene pfitomny, méla by
byt prokazana jejich nefunk¢nost (napt. mutace nebo delece) (EFSA, 2014).

22



3.2 Antimikrobialni latky produkované Bacillus spp.

Latky s nepfiznivymi u¢inky na mikroorganismy se nazyvaji antimikrobialni: bud’ pouze
zastavuji rist a rozmnozovani mikroorganismu (tzv. mikrobistatické latky) nebo je usmrcuji
(mikrobicidni latky). Jedna se o produkty primarniho nebo sekundarniho metabolismu. Do
primarniho (obecného) metabolismu se obvykle zafazuje metabolismus sacharidii, lipida,
proteinti a metabolismus nukleovych kyselin a kofaktorii. Antimikrobialni latky vznikajici
katabolickymi procesy jsou metabolity primarnimi a jsou produkovany Vv celém zivotnim cyklu.
Naproti tomu sekundarni (specialni) metabolismus zprostiedkovava tvorbu latek pouze za
uritych okolnosti nebo ve specifickém obdobi vyvoje mikroorganismu (Silhdnkova, 2002).

V soucasnosti je pfijiman nazor, ze primarni metabolity jsou chemické slozky zivych
organismil nezbytné pro jejich normdlni fungovani, zatimco sekundarni metabolity jsou latky
postradatelné a strukturaln€ velmi riiznorodé. Kazda latka je specificky produkovana jen malym
poétem druhti a zejména zvySuje Sanci na pieziti producenta v konkurenci s ostatnimi
organismy (Sansinenea et Ortiz, 2011).

Bacillus spp. produkuji Sirokou $kalu antimikrobialnich latek, z tohoto duvodu jsou
intenzivné studovany a vyuzivany v lékafstvi, zemédélstvi a potravinaiském sektoru

(Raaijmakers et al., 2002).

3.2.1 Primarni metabolity pisobici antimikrobialné

Antimikrobidlné plsobici primarni metabolity vznikaji katabolickymi pochody zejména
za anaerobnich podminek (Silhankova 2002). Fakultativné anaerobni bakterie, jako jsou B.
subtilis a B. cereus, reaguji na nizky oxidoredukéni potencial zménou metabolickych pochodu
na anaerobni respiraci nebo fermentaci. Fermentanim metabolismem téchto bakterii se
meziprodukty pyruvat a acetyl-CoA pfeménuji na kone¢né produkty. Témi jsou laktat, acetat,
mravencan, etanol, oxid uhli¢ity, acetoin a z n¢ho vznikajici 2,3-butanediol. VSechny uvedené
organické kyseliny vykazuji antimikrobialni Gi¢inky, at’ uz pfimym baktericidnim ptisobenim
na bunécnou sténu G- bakterii nebo nepfimym efektem redukce bakterialni populace diky
snizeni pH prostiedi. Z vysledki experimentll na kmenech druhu B. cereus je zfejmé, ze vyse
uvedené produkty, krom¢ mravencanu, vznikaji i béhem aerobni kultivace, ovSem v odliSném
mnozstvi. Za aerobnich podminek dochézi k vyhradni produkci acetatu, mnozstvi laktatu je
podstatné nizsi oproti anaerobnim podminkam a etanol se tvofi jen ve stopovém mnozstvi (Cruz

Ramos et al., 2000; Rosenfeld et al., 2005; Zigha et al., 2006).
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3.2.2 Sekundarni metabolity pusobici antimikrobiilné

Sekundarni metabolity jsou nizkomolekularni latky, které obvykle nejsou nezbytné pro
rust a vyvoj produkéniho organismu. Poskytuji organismu selekéni vyhody a piispivaji k jeho
,»kondici“ v evolu¢nim métitku (Baltz, 2008). V mnoha piipadech je jejich syntéza vysledkem
evoluc¢nich tlakil spojenych se zvySenim konkurenceschopnosti organismu pii ziskavani zivin
a prostoru (Perry et Wright, 2013). Obecné maji sekundarni metabolity riznorodé struktury a
jejich syntéza vychdzi z intermediati (aminokyselin, cukrti, mastnych kyselin a dalSich), které
kondenzuji do komplexnich struktur prostfednictvim definovanych biochemickych pochodu.
Obvykle jsou tvofeny na pocatku stacionarni faze (idiofaze) ristu mikroorganismu (Sanchez et
Demain, 2011). Produkce sekundarnich metabolitd je u bakterii ovlivnéna riznymi faktory,
jako je dostupnost a sloZeni zivin, teplota, pH, vlhkost ¢i svétlo. Dale mize byt produkce
vyvolana oxidaénim stresem, ¢i nizkym redoxnim potencialem (Tyc et al., 2017). K tvorbé
antimikrobidlnich latek ¢asto dochdzi pti deficitu uhliku, dusiku, fosfatu a jinych klicovych
zdrojl Zivin. ZvySeni produkce antimikrobidlnich latek pfi omezeni dostupnosti Zivin bylo
prokazano také v publikaci Ays, et al., (2017), kteti se zabyvali touto problematikou u druhu
B. subtilis. Autofi dale uvedli, ze biosyntéza vétSiny antibiotik je regulovana stejnymi
mechanismy jako dalsi ochranné aktivity indukované hladovénim napf. sporulace.

Obrovska rozmanitost Bacillus spp. na taxonomické urovni je stejné tak patrna z hlediska
jejich metabolickych vlastnosti. Bacily jsou schopny produkce velkého mnozstvi sekundarnich
metabolitt velmi odlisné povahy, vykazujici Siroké spektrum ucinkti. V priimeéru 4-5 % genomu
B. subtilis koduje syntézu vice nez dvou desitek strukturné rtznorodych antimikrobidlnich
latek. Tyto metabolity; vCetné antibiotik, pigmentd, toxind, ristovych faktorii, feromontli a
dalSich bioaktivnich sloucenin; jsou navrZeny tak, aby bakteriim usnadnovaly pieZiti ve svém
ptirozeném prostiedi (Chaabouni et al., 2012; Stein, 2005).

Mezi sekundarni metabolity bacilti s antimikrobidlni aktivitou patii zejména peptidové
antimikrobialni latky, ribozomaln¢ (bakteriociny) 1 neribozomdalné syntetizované, ale takeé

nebilkovinné metabolity jako polyketidy, terpenoidy nebo isokumariny (Stein, 2005).

3.2.2.1 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobidlni peptidy (AMP) pfedstavuji univerzalni slozku obrannych systémi
prakticky vSech forem Zivota. Nalézaji se u bakterii, rostlin, hub, bezobratlych i obratlovcil
vcetné savel. AMP predstavuji prvni linii imunitni obrany téchto organismii a maji (inhibi¢ni)

mikrobistaticky nebo mikrobicidni Gi¢inek vié¢i grampozitivnim (G+) a gramnegativnim (G-)
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bakteriim, houbam, nékterym parazitim a virim (Huan et al., 2020). Jeden z prvnich AMP byl
popsan v roce 1940 kolektivem Hotchkiss et Dubos. Z ptdni bakterie B. brevis izolovali vysoce
baktericidni latku gramicidin. Ta plisobi nejen vuci bakteriim, ale je schopna destabilizovat
cytoplazmatické membrany sav¢ich bunék (Srivastava et al., 2009).

V soucasnosti je znamo vice nez 5000 AMP. Bez ohledu na jejich biologicky ptvod
sdileji spolecné rysy, a to pomérné malou velikost molekul a linedrni nebo cyklickou strukturu.
Jde o peptidy obvykle sloZzené z mén¢ nez 100 aminokyselin (AMK), nejcastéji mezi 12 az 50.
Ve vétsiné€ ptipadu se vyskytuji ve formé Sroubovic, tzv. a-helixi, B-skladanych listi nebo
jejich kombinaci. Pfevazné se jedna o kladné nabité (kationické) molekuly, mohou ale byt i
zaporn¢ nabité (anionické) nebo neutralni. Celkovy naboj pak zavisi na zastoupeni
aminokyselin v primarni struktufe peptidu. Vyznamnou antimikrobialni aktivitu vykazuji
zejména kladné€ nabité molekuly, které jsou elektrostaticky ptitahovany k negativné nabitému
povrchu komponent mikrobialni membrany. Témito komponenty jsou napf. fosfatové skupiny
lipopolysacharidi (LPS) G- bakterii nebo kyseliny teichova a lipoteichova u G+ bakterii. AMP
tedy plisobi selektivné. Uginkuji vii¢i bakterialnim buiikdm, jejichz membrany maji zaporny
naboj, zatimco eukaryotické bunky jsou diky celkovému neutrdlnimu ndboji membran
rezistentni. Hlavnim mechanismem ucinku AMP je pak naruseni struktury cytoplazmatické
membrany tvorbou pérd, coz vede k uniku intracelularniho obsahu a bunééné smrti (Ciumac et
al., 2019; Jenssen et al., 2006; Sadredinamin et al., 2016). AMP ale také mohou pronikat do
buriky a narusit rizné bun&éné pochody, coz vede bud pfimému usmrceni butiky nebo k inhibici
déleni. Cilovou strukturou je pak napiiklad DNA, RNA, proteiny, enzymy nebo jiné
komponenty (Cho et Kim, 2010; Jenssen et al., 2006).

AMP jsou rozdélovany na zakladé biosyntézy do dvou kategorii, a to na ribozomalné a
neribozomalné syntetizované peptidy. Ribozomalni syntéza zahrnuje translaci mRNA do
polypeptidovych fetézcl na zaklad¢ genetického kddu. U mnoha takto syntetizovanych peptidi
dochazi dale k post-translaénim modifikacim (metylaci, glykosylaci, fosforylaci).
Neribozomalni syntézu zprosttedkovava tzv. neribozomalni peptidova syntetaza (NRPS), coz
je multienzymovy komplex, ktery funguje jako montazni linka, kdy jeden enzymaticky modul

integruje jednu aminokyselinu do polypeptidového fetézce (Yang et Yousef, 2018).

3.2.2.1.1 Ribozomalné syntetizované antimikrobialni peptidy (bakteriociny)

Ribozomalné syntetizované antimikrobidlni peptidy produkované bakteriemi jsou
oznacovany jako bakteriociny. Jedna se o rozsahlou skupinu termostabilnich latek proteinové

povahy s antimikrobialni aktivitou zejména vici dal$im bakteriim. Tyto peptidy vykazuji
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zna¢nou rozmanitost s ohledem na velikost a strukturu molekul, mechanismus uc¢inku a
inhibi¢ni spektrum. Mnoho bakteriocini ma uzké spektrum ucinku, plsobi tedy jen vici
druhtim blizce pfibuznym produk¢énimu organismu, zatimco nékteré vykazuji antimikrobialni
skrze vazbu na specificky receptor cilového organismu, nebo skrze elektrostatickou interakci
mezi AMP a buné¢nou sténou (Hegarty et al., 2016; Snyder et Worobo, 2014). Vzhledem
k tomu, Ze produkéni bakterie se musi chranit pfed vlastnimi bakteriociny, které jsou pro né
toxické, exprimuji spolecn¢ s bakteriociny i tzv. imunitni proteiny. Molekuldrni mechanismy,
kterymi je imunita zprostfedkovana, nejsou ov§em dosud zcela objasnény (Hassan et al., 2012;
Rios Colombo et al., 2018).

Cilem produk¢nich kment je ziskat vyhodu v konkurenénim prostfedi a odhaduje se, Ze
30 az 99 % bakterii a archei ma schopnost produkovat alespon jeden bakteriocin (Perez et al.,
2018). Environmentalni vyznam bakteriocint se ale zda byt daleko $ir§i neZ jen v obrané proti
jinym bakteriim. Plni velmi vyznamnou roli v mezibunééné komunikaci a také v usnadnéni
horizontalniho pfenosu genti. Chikindas et al. (2018) dokonce uvazuji, Ze regulace ruznych
procest v ramci mezibuné¢né komunikace bakterii (tzv. quorum sensing) je primarni funkci
bakteriocinti spiSe nez pifimé usmrceni konkurentd. Pro bakterie se zd4 byt produkce nizkych
koncentraci bakteriocinit vyhodnéjsi. Pii nizsich koncentracich byva uc¢inné€ potlacovéana tvorba
biofilmu naruSiteli (napf. pravé inhibici quorum sensing) a zaroven nejsou produkéni
organismy energeticky a nutri¢né vycerpavany.

Nyni v dobé genomiky, kdy jsou k dispozici databaze a on-line platformy s nastroji pro
automatizovanou charakterizaci a screening genovych klastri pro bakteriociny, se o¢ekava, ze
objevovani téchto latek bude dale zrychlovat. Jejich Siroka skala a nartstajici zajem védci vedly
Kur¢itému zmatku v klasifikaénich schématech. Od prvni klasifikace, kterou navrhl
Klaenhammer (1993), bylo ptedstaveno mnoho dalsich schémat rozdélujicich bakteriociny na
zaklade¢ jejich aktivity, mechanismu u¢inku nebo zptisobu exkrece. Podle klasifikace navrzené
autory Cotterem, Rossem a Hillem (2013), ktera ma vyhodu v jednoduchosti, jasnosti a aplikuje
se na bakteriociny G+ i G- bakterii, se bakteriociny kategorizuji do dvou tfid na zakladé
ptitomnosti (Ttida I), ¢i absence (Ttida II) post-translacnich modifikaci. Navic tato klasifikace
zahrnuje pouze antimikrobialni peptidy a vétSi antimikrobialni proteiny, jako koliciny a
megaciny, jsou z kategorie bakteriocinli odebrany. V Tabulce 1 je uvedeno upravené

klasifikacni schéma bakteriocint pro bakterie rodu Bacillus.
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Tabulka 1: Navrh klasifika¢niho schéma bakteriocint Bacillus spp. Upraveno podle Cotter et

al. (2013).
Skupina Charakteristika Priklady
Trida I. post-transla¢né modifikované bakteriociny
Obsahuji dehydroaminokyseliny (lanthionin a 3-
methyl-lanthionin) vznikajici dehydrataci Subtilin
serinovych a threoninovych zbytki, které vytvareji Mersacidin
Lantibiotika thioetherové B-uhlikové vazby s cysteiny Cerecidin
Lichenicidin
Nekteré vyzaduji pro funkénost dva lantibiotické peptidy Haloduracin
(dvou-peptidova lantibiotika)
Subtilosin A
Saktibiotika Obsahuji siru vazanou na a-uhlik Thuricin H
Thuricin CD

Linearni azol-obsahujici

peptidy (LAP)

Thiopeptidy

Glykociny

Laso peptidy

Linearni peptidy obsahujici kombinace thiazolovych a
oxazolovych heterocykll v disledku dehydrata¢nich /
cyklizaénich reakci zbytkti Cys a Ser / Thr

Makrocyklické peptidy obsahujici Sesti¢etny dusikovy
heterocyklus

Obsahuji S-glykosylovany cystein a disulfidické vazby

Obsahuji pouze nemodifikované aminokyseliny,
jsou charakteristické tzv. laso strukturou

T¥ida II. nemodifikované a cyklické bakteriociny

Il1a Bakteriociny podobné

pediocinu

11b Dvou-peptidové
bakteriociny

IIc Cyklické peptidy

IId Nemodifikované,
linearni bakteriociny

Vzdy obsahuji sekvenci YGNGYV, tzv. ,,pediocin box*

Pro funkénost vyzaduji dva nebo vice nemodifikovanych
peptidd

Obsahuji kovalentni vazbu mezi C- a N- terminalni ¢asti
peptidu

Nemodifikované linearni jednoslozkové peptidy,
neobsahuji sekvenci YGNGV
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Plantazolicin A

Thiociliny

Sublacin 168

Makrocin J25

Koagulin

Lactacin F

Pumilarin
Amylocyklicin

Lichenin
Cerein
Cereucin V



3.2.2.1.1.1 Ttida I: Ribozomalné syntetizované a post-transla¢né modifikované peptidy
(RIPP)

Tato tfida se sklada z AMP o velikosti mensi nez 10 kDa, které jsou ribozomalné
syntetizovany a postupuji post-translacni modifikace (PTM) prekurzorového peptidu, coz ma
za nasledek ruzné struktury a vlastnosti téchto peptidi. Na zakladé rozdila v upravach a
struktufe 1ze tfidu rozd¢€lit do nékolika podskupin (Soltani et al., 2021; Zhao et Kuipers, 2016).
Ptesto sdileji nékolik jednotnych krokl v biosyntéze. Ta vzdy za¢ina produkci prekurzorového
peptidu, ktery je tvofen vedoucim peptidem s N-koncem (tzv. leader peptid) a C-terminalni
hlavni oblasti (tzv. core peptid) nesouci mista ur¢end k PTM. Poté biosynteticky aparat
rozpozna vedouci peptid a provede PTM v hlavni oblasti. Nakonec je vedouci peptid odstranén
jednou nebo vice peptidazami, nékdy soucasné s cyklizaci peptidu, za vzniku maturované
aktivni slouCeniny. Ve vyjimecnych ptipadech mohou nasledovat dalsi PTM 1 po odstranéni
vedouciho peptidu (Ortega et van der Donk, 2016).

Ttida 1 se dale rozdé€luje dle struktury na lantibiotika (lantipeptidy), saktibiotika
(saktipeptidy), linearni azol-obsahujici peptidy (LAP), thiopeptidy, glykociny a laso peptidy
(Cotter et al., 2013).

3.2.2.1.1.1.1 Lantibiotika

Lantibiotika, nékdy také oznacované jako lantipeptidy S antimikrobialni aktivitou, jsou
ribozomalné syntetizované, polycyklické ptirodni produkty, které jsou hojné produkovany G+
bakteriemi, v€etné mnoha druhti skupiny Bacillus. Po ribozomalni biosyntéze jsou seriny a
threoniny lantibiotik dehydratovany za vzniku didehydroalanini (Dha) a didehydrobutyrint
(Dhb). Nasledn¢ se prostiednictvim  SH-skupin cysteinh a dvojnych vazeb
dehydroaminokyselin tvofi thioetherové vazby lanthioninu a 3-methyl-lanthioninu. Mohou
nasledovat dalsi strukturni modifikace, jako naptiklad hydroxylace asparaginu, ¢i prolinu nebo
epimeriza¢ni reakce (Barbosa et al., 2015; Dischinger et al., 2014).

Prevazna vétSina lantibiotik vykazuje antimikrobialni aktivitu proti G+ bakteriim,
zejména taxonum piibuznym produkénimu kmenu. Pro ptisobeni proti G- bakteriim je potieba
antibioticky ucinek podpofit destabilizatnim cinidlem vné&j§i membrany, ktera je pro
antibiotické peptidy neprostupna (Dischinger et al., 2014).

Lantibiotika 1ze rozdélit do ¢tyt skupin, kde hlavni rozdil mezi skupinami I, 11, III a IV
piestavuji PTM enzymy. U lantibiotik skupiny I jsou za proces PTM odpovédné dva odlisné
enzymy: dehydratdza LanB a cykldaza LanC, zatimco skupina II je modifikovéna bifunkénim

enzymem LanM, jak je znazornéno na Obrazku 3. Existuji také dvoukomponentni lantibiotika
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sestavajici ze dvou peptidd patficich do skupiny II, jelikoz jsou zpracovany jednim
modifikujicim enzymem LanM. U ostatnich lantibiotik (skupina Ill a V) jsou dehydratac¢ni a
cyklizaéni reakce katalyzovany multifunkénimi enzymy: RamC / LabKC nebo LanL (Zhao et
Kuipers, 2016).

Skupinal Skupina II
Leader peptid Core peptid Leader peptid Core peptid

OO0 OeEe O

Dehydrata ) L
e y ratace 24,0 @ M

Obrazek 3: Obecny piehled krokli dehydratace, cyklizace a odstraniovani vedouciho peptidu
(leader peptid) zahrnutych v biosyntéze lantibiotik skupiny I a II. Upraveno podle Barbosa et
al. (2015).

Subtilin, vyznamny lanthipeptid skupiny I, produkuje bakterie B. subtilis. Je slozeny z 32
AMK a linearni strukturou je velmi podobny lantibiotiku nisinu, ktery je hojné vyuZivany
V potravinafistvi jako konzervant (E 234). Subtilin ptisobi baktericidné proti Sirokému spektru
G+ bakterii. Mechanismus ucinku je dudlni. Bud inhibuje syntézu bunécné stény
prostfednictvim vazby na lipid II, latku slouzici jako nosi¢ peptidoglykanovych monomerd,
nebo mize vyuzit lipid II jako kotvici molekulu v cytoplazmatické membrané, coz vede k
tvorbé poru (Caulier et al., 2019; Stein, 2005). Jeho tvorba je adaptivni reakci na zmény
Vv zivotnim prostfedi. Pfedpoklada se, Ze Ulohou subtilinu je zvysit pfisun Zivin produkéni
bakterii odstranénim konkuren¢nich druhti a / nebo jinych kment téhoz druhu (Abriouel et al.,
2011).

Lantibiotika skupiny II maji globularni strukturu. Zahrnuji mersacidin produkovany

n¢kolika kmeny B. amyloliquefaciens v pozdni exponencialni a ve stacionarni fazi. Tvoii jej 20
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AMK a stejné jako subtilin se vaze na lipid II. Mechanismus ucinku spo¢iva v inhibici syntézy
bunééné stény (viz Obrazek 4). Mersacidin ucinkuje proti G+ patogentim a in vivo studie
prokazaly vyznamny u¢inek proti meticilin-rezistentnimu Staphylococcus aureus (MRSA),
srovnatelny s antibiotikem vankomycinem (Appleyard et al., 2009; Zhao et Kuipers, 2016).
Dalsimi popsanymi antimikrobialn¢ ptsobicimi lanthipeptidy skupiny II jsou cerecidiny Al a
A7. Produkénim organismem je B. cereus As 1.1846. Cerecidiny vykazuji Sirokospektralni
ucinnost vuci G+ bakteriim, véetné MRSA a vankomycin-rezistentimu Enterococcus faecalis
(VRE). Zvlasté cerecidin A7 je vyznamnym kandidatem pro klinické a potravinaiské tucely,
jelikoZ puisobi inhibi¢né i proti patogenu brambor Streptomyces scabiei. Dale do této skupiny
patii amylolysin produkovany B. amyloliquefaciens GAl a dvoupeptidové bakteriociny
haloduracin, produkovany alkalofilni bakterii B. halodurans C-125 a lichenicidin z B.
licheniformis DSM 13 (J. Wang et al., 2014). Pro skupiny III a IV zatim nebyly popsany zadné
lanthipeptidy pochazejici z Bacillus spp. ani objeveny genové klastry v genomech, které by
kodovali jejich syntézu (Dischinger et al., 2014).

rostouci peptidoglykanovy
fetézec

Obrazek 4: Lantibiotikum mersacidin se vaze na disacharid-pyrofosfatovou skupinu lipidu II,

¢imz blokuje polymerizaci peptidoglykanu. Upraveno podle Hoffmann et al. (2002).

3.2.2.1.1.1.2 Saktibiotika

Saktibiotika, nebo téz saktipeptidy, jsou skupinou cyklickych antimikrobialnich peptidi
a vykazuji rizné biologické ucinky. Jejich spole¢nym znakem je intramolekularni thioetherova
vazba nezbytna pro antimikrobialni aktivitu. Tato vazba spojuje atom siry cysteinového zbytku
s a-uhlikem akceptorové aminokyseliny, ¢imz se 1isi od lantibiotik, kde vazba probiha pies B-
uhlik. Prvni nalezeny saktipeptid byl subtilosin A ziskany z B. subtilis 168 v roce 1985. Dlouha

léta byl fazen mezi cirkularni bakteriociny a jeho neobvykla struktura, obsahujici tfi
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thioetherové vazby, byla rozlusténa pomoci NMR spektroskopie az po 18 letech (Fliihe et
Marahiel, 2013). Subtilosin A je produkovan i dal§imi kmeny B. subtilis a také nékterymi
kmeny B. amyloliquefaciens a B. atropheus. Je vysoce stabilni i pfi extrémnich teplotach (1 h
pii 100 °C) a pH v rozmezi 2 az 10 (Abriouel et al., 2011). Dosud jsou znamy minimalné ¢tyfi
dalsi zastupci této podttidy: sporulation killing faktor (SKF) také produkovany B. subtilis 168,
thuricin CD z B. thuringiensis DPC 6431 a thuricin H z B. thuringiensis SF361. U saktipeptida
byla popsdna antibakteridlni a antimykoticka aktivita. Nékteré formy subtilosinu A také
vykazuji spermicidni a hemolytické G¢inky (Wieckowski et al., 2015). SKF, tzv. kanibaliza¢ni
toxin, je latka schopna lyzovat citlivé buiiky produkéniho kmene. Piedpoklada se, ze lyzované
bunky poskytuji pro kanibaly ziviny, ¢imz se zpomali nebo zabrani jejich vstupu do energeticky
naro¢ného procesu sporulace (Hofler et al., 2016). Diky uzkému spektru G¢inku jsou nékteré
bakteriociny této skupiny, zejména thuricin CD navrhovany jako potencialni terapeutika.
Thuricin CD t¢inkuje vyhradné proti sporulujicim bakteriim, zejména proti Clostridium
difficile, bakterii zodpovédné za rizné formy stfevnich onemocnéni a prijmy spojené
Suzivanim antibiotik. Na rozdil od mnoha antibiotik neovliviluje negativné ptirozenou
mikrobiotu a neposkozuje eukaryotické burniky (Rea et al., 2010). Nedavno také védci prokazali
u kmene B. tequilensis FR9 produkci bakteriocinu subtilosinu A s inhibi¢nim efektem zejména
vaci Castému patogenu z potravin Listeria monocytogenes. A poukazali na schopnost B.
tequilensis FR9 adherovat na epitel zazivaciho traktu. Navrhuji proto tento kmen jako vhodny

probioticky doplnék k ochrané zdravi zvitat i ¢lovéka (Parveen Rani et al., 2016).

3.2.2.1.1.1.3 Linearni azol-obsahujici peptidy

Linearni azol-obsahujici peptidy (LAP) jsou tvofeny linearnim fetézcem aminokyselin,
do kterého se v riznych kombinacich zabudovavaji péticetné heteroaromatické slouc¢eniny
thiazoly a (methyl)oxazoly. Ty pochéazeji z cysteini a serint/threoninii ribozomalné
syntetizované¢ho prekurzorového peptidu (Arnison et al. 2013). Modelovymi zastupci této
skupiny jsou pfirodni latky mikrocin B17 produkovany Escherichia coli a streptolysin
S produkovany BMK (Davagnino et al., 1986; Nizet et al., 2000). Plantazolicin A, linearni
dekacyklicky ptirodni produkt a jeho biosynteticky prekurzor plantazolicin B izolovany z pidni
ptibuznym G+ bakteriim, pfedevsim proti ptvodci antraxu, B. anthracis. U plantazolicinu B

antimikrobidlni G€¢inky potvrzeny nebyly (Wilson et al. 2015).
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3.2.2.1.1.1.4 Thiopeptidy

Thiopeptidy obsahuji charakteristické makrocyklické jadro sestavajici z né¢kolika
thiazolti, dehydroaminokyselin a Sesticetného dusikového heterocyklu (Liao et al. 2009).
Makrocyklus umoznuje thiopeptidim inhibovat rist bakteridlnich bun¢k pomoci blokovani
syntézy ribozomalnich proteinti. Jejich velky potencial spociva v inhibici multirezistentnich G+
patogenu véetné MRSA, VRE a penicilin-rezistentnimu Streptococcus pneumoniae (PRSP).
Maly tcinek vici G- bakteriim je pficitan neschopnosti thiopeptidl proniknout do jejich vné;jsi
membrany. Koncem ctyficatych let byl izolovan mikrokocin a od té doby bylo objeveno dalSich
zhruba 150 thiopeptidi. Vétsina je produkovana aktinobakteriemi, ale nékteré byly ziskany od
zastupci kmene Firmicutes, véetné bacild, jako napiiklad thiocilliny izolované z B. cereus

ATCC 14579 (Arnison et al. 2013; Akasapu et al. 2019).

3.2.2.1.1.1.5 Glykociny

Glykociny (glykosylované¢ bakteriociny) jsou bakteridlni toxiny, které byly
charakterizovany az v roce 2011. Jednim z nich je sublancin bakterie B. subtilis 168, ptivodné
fazeny mezi lantibiotika. Jeho struktura se skldda z 37 aminokyselinovych zbytkl, z nichz je
cystein zastoupen 5 molekulami. Ctyii cysteiny vytvaieji dva disulfidické mistky v pozicich
Cys’-Cys® a Cys'*-Cys?®. Na posledni Cys?? je B-S-vazbou navazana molekula glukozy (Obr.
5). Nedavna studie ukazala, ze S-glykosylovana cast sublacinu je zasadni pro antimikrobialni
aktivitu. Dale poukazala na to, Ze sacharid mtize peptidovému skeletu poskytnout ,,ochranny
destnik™ a slouzit napiiklad jako ochrana proti proteolytickym enzymtm. (Katayama et al.,
2011; G. E. Norris et Patchett, 2016). Spektrum antimikrobialni aktivity sublacinu je podobné
spektru lantibiotik, tedy inhibuje pouze G+ bakterie potlaéenim kliceni spor a rdstu
vegetativnich bunék (Zhao et Kuipers, 2016).

Obrazek 5: Chemicka struktura bakteriocinu sublacinu (Katayama et al., 2011).
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3.2.2.1.1.1.6 Laso peptidy

Laso peptidy byly poprvé popsany vroce 1991. Definuje je N-terminalni
makrolaktamovy prstenec, kterym je provléknut C-terminalni konec. Vznika tak jedine¢na laso
struktura, tzv. lariatovy uzel (Obr. 6). Ke studiu laso peptidi poslouzil mikrocin J25
produkovany E. coli AY25. V genomu nékolika Bacillus spp. byly nalezeny genové klastry,
které pravdépodobné koduji laso peptidy, ale toto tvrzeni je potfeba experimentalné potvrdit
(Zhao et Kuipers, 2016). Laso peptidy jsou obvykle inhibitory enzymi nebo antagonisty
receptord. Tyto vlastnosti jim pfipisuji antibakteridlni aktivitu, omezenou na bakterie

fylogeneticky pfibuzné produkénim kmentum (Arnison et al., 2013).

N-terminalni
prstenec

C-terminalni
konec

\

Micka —

Obrazek 6: Ilustrace struktury laso peptidii. Linearni segment, tvotfeny kli¢kou (zelend) a C-
termindlnim koncem (oranzovy), prochazi N-terminalnim prstencem (Cerveny), ¢imz vzniké

tzv. lariatovy uzel. Upraveno podle Maksimov et al. (2012).

3.2.2.1.1.2 T¥ida II: Nemodifikované nebo cyklické bakteriociny

Ttfida II zahrnuje malé (<10 kDa) tepelné stabilni peptidy, ale na rozdil od tfidy I
nepodstupuji post-translacni modifikace nebo podstupuji jen tzv. mirné modifikace (viz
cyklické peptidy). Lze je rozdé€lit na Ctyfi podskupiny, a to Ila (bakteriociny podobné
pediocinu), Ilb (dvou-peptidové bakteriociny), Ilc (cyklické peptidy) a Il1d (ne-modifikované,
linearni, bakteriociny nepodobné pediocinu) (Cotter et al., 2013; Drider et al., 2006; Oppegérd
et al., 2007). Vétsina bakteriocinu téidy II pisobi prostiednictvim permeabilizace membrany

cilovych bakterii S naslednym unikem intracelularniho obsahu (Cotter et al., 2005).

3.2.2.1.1.2.1 lla Bakteriociny podobné pediocinu

Vsechny bakteriociny této podskupiny obsahuji stejnou N-terminalni sekvenci —
YGNGV, tzv. ,,pediocin box* a jednu nebo dv¢ disulfidové vazby uvniti fetézce (Ovchinnikov

etal., 2016). Koagulin je bakteriocin podobny pediocinu s antilisterialni aktivitou produkovany
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bakterii B. coagulans I4. Je termostabilni a citlivy k protedazam. Vykazuje baktericidni a
bakteriostatickou aktivitu vici pfibuznym i neptibuznym G+ bakteriim, jako jsou Leuconostoc,

Oeonococcus, Listeria, Pediococcus a Enteroccoccus (Abriouel et al., 2011).

3.2.2.1.1.2.2 11b Dvou-peptidové bakteriociny

Dvou-peptidové bakteriociny tiidy II sestavaji ze dvou ruznych nemodifikovanych
peptidi, pficemz oba musi byt pfitomny v pfiblizné stejném mnozstvi, aby doslo k jejich
synergickému ucinku a vykazali tak optimalni antimikrobialni aktivitu. Samostatné jsou
peptidy nefunkéni i pti vysokych koncentracich (Oppegard et al., 2007). Od prvni izolace dvou-
peptidového bakteriocinu laktokokcinu G, v roce 1992, bylo izolovano a charakterizovano
nejméné dalSich 15 bakteriocint této skupiny (Nissen-Meyer et al., 2010). Doposud ovsem

nebyl charakterizovan zadny bakteriocin této skupiny pro rod Bacillus.

3.2.2.1.1.2.3 Ilc Cyklické peptidy

Cyklické bakteriociny, také oznacované jako cirkularni a nékterymi autory tazené do
samostatné tiidy IV (Snyder et Worobo, 2014), tvoti skupinu, ktera je seskupena na zakladé
jejich kruhového peptidového fetézce vzniklého kovalentni vazbou mezi N- a C-termindlni ¢asti
peptidu. Tim se 1i8i od ostatnich AMP, u nichz jsou cirkularni struktury disledkem vzniku
disulfidickych mustkt. Cyklické bakteriociny vznikaji jako linearni prekurzory a az pozdéji
dochazi k cyklizaci (Obr. 7). Kompaktni kruhova struktura vede k ultrastabilité téchto peptidt
a je klicova pro antimikrobidlni aktivitu. Chrani je proti tepelnému stresu, zménam pH a
degradaci mnoha proteolytickymi enzymy, coz v praxi znamena, ze tyto bakteriociny jsou
schopny odolat i pasteraci a dal§im konzerva¢nim procesum (Perez et al., 2018). Velikost
zralych kruhovych peptidi se pohybuje v rozmezi od 58 do 70 AMK. Zatim byly izolovany z
bakterii kmene Firmicutes, zejména bakterii mlééného kvaSeni (BMK), nékolik také z bacilt a
klostridii (Gabrielsen et al., 2014). Prvnim identifikovanym cirkularnim bakteriocinem byl
enterocin AS-48, produkovany fadou enterokoktl. Od té doby bylo popsano n¢kolik dalSich
latek stejné povahy, mezi nimi i pumilarin bakterie B. pumilus (Van Heel et al., 2017) a
amylocyklicin z B. amyloliquefaciens (Scholz et al., 2014).
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Obrazek 7: Ilustrace tfi krokt biosyntézy cyklického bakteriocinu. 1. Tri-aminokyselinovy
vedouci peptid (fialovy) prekurzorového peptidu je enzymaticky odStépen (pferusovana cara).
2. Proces cyklizace linearniho peptidu kondenzaci N- a C-terminalnich ¢asti, ¢imZ vznika nova
peptidova vazba a vysledkem je zraly kruhovy peptid. 3. Export maturovaného peptidu z bunky
pomoci specializovaného transportniho komplexu. Upraveno podle Gabrielsen et al., (2014).

Na zékladé rozdilnych biochemickych vlastnosti jsou cyklické peptidy rozdéleny do dvou
skupin. Skupina I zahrnuje vétsi silné€ kationické peptidy s Vysokym izoelektrickym bodem (pl
> 9), kam spad4 pumilarin 1 amylocyklicin. Peptidy skupiny II maji nizsi hodnotu pI (pI <7) a
jsou vysoce hydrofobni, diky vys$s§imu obsahu rezidui kyselych aminokyselin (Perez et al.,
2018). Kruhové bakteriociny vykazuji Siroké spektrum téinku piedev§im proti G+ bakteriim.
Nejvice citlivé jsou BMK a bacily. Plsobi ale také proti patogeniim zptsobujicim alimentarni
onemocnéni, jako jsou zastupci rodi Listeria ¢i Clostridium. V nékolika ptipadech byly u¢inné
vic¢i nozokomidlnim patogentim (enterokoktim, stafylokokiim) a Escherichia coli. E. coli byla

inhibovana jen ve vysokych koncentracich bakteriocinu (Gabrielsen et al., 2014).

3.2.2.1.1.2.4 11d Ne-modifikované, linearni bakteriociny

Zbyvajici bakteriociny, které nemaji vyznamnou sekvenéni podobnost s ostatnimi
bakteriociny ttidy II, jsou kategorizovany jako bakteriociny tfidy IId. Tato skupina zahrnuje
jedno-peptidové linearni antimikrobialni latky, nepodobné pediocinu (Nishie et al., 2012).
Spada sem napf. lichenin produkovany bakterii B. licheniformis 26L-10/3RA, izolovany
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Z buvoliho bachoru. Bylo prokazano, ze produkce a biologické aktivita licheninu je striktné
z4&visla na anaerobnich podminkach. Nejvyssi produkce je dosahovéno pfi kultivaci v pH 6,8 a
teploté 39 °C, coz nejlépe vystihuje prostiedi bachoru. K u¢inkiim licheninu jsou citlivé
zejména bachorové bakterie, napiiklad Streptococcus bovis a Ruminococcus albus. Jedna se
tedy o latku svelkym potencidlem, vyuzitelnou k modulaci bachorové mikrobioty u
piezvykavci (Pattnaik et al., 2005). Vyznamnym producentem nemodifikovanych peptidi je
B. cereus, ktery produkuje skupinu bakteriocinii zvanou cereiny. Cerein 8 A z B. cereus 8 A
izolovany z pudy lest jizni Brazilie je citlivy k proteazam, stabilni v rozmezi pH 2 az 11 a
relativné termostabilni. Inhibuje n€které patogeny jako napft. L. monocytogenes a B. cereus tim,
ze naruSuje funkci bunééné membrany (Abriouel et al., 2011).

Zvlastni kategorii této podskupiny jsou tzv. leaderless bakteriociny neboli bakteriociny
postradajici vedouci fetézec. Nepodléhaji zadné posttranslacni modifikaci a za¢inaji byt aktivni
brzy po translaci. Mechanismus, kterym se produkéni buiika chrani proti G¢inku vlastniho
bakteriocinu, nez je z bunky vyloucen, je zatim nevyjasnén. Leaderless bakteriociny maji
kladny naboj a hodnoty pl srovnatelné s cirkularnimi bakteriociny, jsou ale vyrazné méné
hydrofobni. Déli se na jedno-peptidové, dvou-peptidové a multi-peptidové (Perez et al., 2018).
Ovchinnikov et al. (2016) nedavno popsali novou podskupinu multi-peptidovych (3-4 peptidy)
bakteriocinti produkovanych kmeny B. cereus. Jedna se o cereucin V, cereucin H a cereucin X.

Zaroven védci potvrdili jejich Sirokospektralni antibakteridlni G¢inky.

3.2.2.1.2 Ribozomalné syntetizované antimikrobialni proteiny

Tato skupina zahrnuje velké (vétsi nez 10 kDa), termolabilni proteiny s antimikrobialni
aktivitou, jako jsou megaciny a koliciny. Genové klastry kolicinli byly detekovany v genomech
B. thuringiensis, B. cereus a Bacillus sp. BH072 (Zhao & Kuipers 2016). Tyto proteiny se vazi
na citlivé buiiky, prostupuji vnéjsi membranou a translokuji do mista pisobeni. Cilem kolicinti
muze byt rozklad hostitelskych nukleaz, tvorba poért v cytoplazmatické membrané, ¢i inhibice
syntézy peptidoglykanu (Kim et al. 2014). Megaciny jsou produkovany ur¢itymi kmeny B.
megaterium. Poprvé byly popsany v roce 1954, kdy bylo zjisténo, Ze nékteré burniky v rostouci
kultufe B. megaterium 216 lyzuji buriky jinych kment této bakterie, ale neovliviiyji vétsinu
ostatnich bakteridlnich druhii (Kiss et al. 2008).
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3.2.2.1.3 Neribozomalné syntetizované antimikrobialni peptidy

Neribozomalné syntetizované peptidy vznikaji, na rozdil od ribozomaln¢€ syntetizovanych
peptidd, cCinnosti velkych multienzymovych komplexti oznacovanych jako NRPS (ne-
ribosomalni peptidické syntetdzy). NRPS katalyzuji vSechny kroky v biosyntéze peptida, tedy
vybér a postupnou kondenzaci aminokyselinovych zbytkll. Ve vétsing ptipadu je neribozomalni
biosyntéza peptidii ukoncena uzavienim cyklu linearniho peptidového fetézce, jehoz koncové
Casti jsou navzajem kovalentné vazany (Reimer et al., 2018). Neribozomalné syntetizované
peptidy tvoii extrémné heterogenni skupinu bioaktivnich sekundarnich metabolitd
produkovanych bakteriemi a houbami. Zahrnuji linearni, cyklické i rozvétvené struktury.
Mimotadna rozmanitost prameni z Siroké Skaly substratl, jako jsou AMK, hydroxylové a
karboxylové slou€eniny, které jsou zacleiovany do peptidového fetézce. Zaclenéné funkéni
skupiny mohou byt dale modifikované epimerizaci, N-metylaci, acylaci, glykosylaci nebo
heterocyklizaci (Eppelmann et al., 2001). Mnohé z téchto latek jsou farmakologicky
vyznamnymi 1é¢ivy napf. antibiotika penicilin, vankomycin a bacitracin.

Lipopeptidy jsou nejvyznamnéjSimi zastupci této skupiny antibiotik. Jedna se o linearni
nebo cyklické peptidy s antimikrobidlni aktivitou. Pro vyuziti v humanni a veterinarni medicing
byly historicky piehlizeny, predevsim kvuli systémové toxicité. Az v poslednich letech bylo
n¢kolik lipopeptidovych antibiotik schvéaleno pro pouziti pfi 1é¢bé bakterialnich infekci, véetné
polymyxinu B produkovaného kmeny Paenibacillus (Bacillus) polymyxa. Bacily piedstavuji
vyznamné producenty téchto latek, jejichZ mechanismus G¢inku zahrnuje primarné naruSeni

bunééné membrany.

Zakladni rozdéleni lipopeptidi je nasledujici (Cochrane et Vederas, 2016):
l. cyklické kationické lipopeptidy

1. cyklické nekationické lipopeptidy

I1. linearni kationické lipopeptidy

Pro Bacillus spp. je charakteristickd biosyntéza zejména cyklickych nekationickych
lipopeptidli, zahrnujicich rodinu iturind, surfaktini, fengycind a kurstakinti. Kazda rodina ma
stejné strukturni rysy, ale liSi se v povaze a usporadani kruhové peptidové casti nebo délce
koncové mastné kyseliny (Caulier et al., 2019). Latky patfici do iturinové rodiny produkuji
kmeny blizce pfibuzné druhtim B. subtilis a B. amyloliquefaciens. Jsou znama c¢tyfi iturinova

antibiotika (ituriny A, C, D, E), pét bacilomycini a mykosubtilin. VSechny se skladaji z
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konzervativni LDDLLDL cyklické aminokyselinové sekvence a proménného hydrofobniho
konce tvofené¢ho B-amino mastnou kyselinou o 14ti az 17ti uhlicich. Jejich aktivita roste se
zvysujicim se poc¢tem uhlikii mastné kyseliny. Inhibi¢né plisobi zejména proti rostlinnym a
lidskym patogennim houbam (kvasinkam), méné pak proti bakteriim (T. Wang et al., 2015) a
vykazuji silnou hemolytickou aktivitu. Fengyciny oproti tomu vykazuji niz§i hemolytickou
aktivitu. Pasobi silné fungicidné a specificky vii¢i vldknitym houbam. Nejvice studovanou
rodinou lipopeptidii jsou surfaktiny. Jedna se o cyklické heptapeptidy s chiralni konfiguraci
LLDLLDL sekvence, ktera vytvaii laktonovy kruh spojeny s B-hydroxy mastnou kyselinou o
13ti az 15ti uhlicich. Surfaktiny maji amfifilni vlastnosti, slouzi tedy jako biosurfaktanty
snizujici povrchové napéti. Oproti chemickym surfaktantim jsou u¢innéjsi, a to i pti extrémnich
teplotach a hodnotach pH. Jsou biologicky odbouratelné a méné toxické. Maji antivirotické a
antimykotické Uc€inky. Surfaktin syntetizovany B. subtilis C4 pusobi inhibi¢né i vuéi G+
patogenni bakterii L. monocytogenes (Falardeau et al., 2013). Produkce surfaktint je Siroce
rozSifena mezi kmeny B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis a B. amyloliquefaciens
(Sansinenea et Ortiz, 2011).

3.2.2.2 Nebilkovinné antimikrobialni latky

Bacily maji schopnost produkce strukturné riiznorodych bioaktivnich sloucenin. Ackoliv
vétSinu sekundéarnich metabolitd predstavuji latky peptidové povahy, nékolik druhl syntetizuje
antibiotika patfici do jinych chemickych tfid. Mezi né se tadi polyketidy, terpenoidy,
izokumariny a dalsi riznorodé metabolity (Hamdache et al., 2011).

Polyketidy piedstavuji vysoce diverzifikovanou skupinu piirodnich produkti. Jsou
tvofeny uhlikovymi skelety, které mohou obsahovat polyfenoly, makrolidy, polyeny, en-
diethyny a polyethery. Bacilleane, polyenové antibiotikum, bylo objeveno jako slozka
fermentacniho bujonu nékolika kment B. subtilis a B. amyloliquefaciens. Pasobi
antimikrobialn¢ viaci Sirokému spektru bakterii, vcetné patogeni cloveka (Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens a S. aureus). U¢inek je dan inhibici proteosyntézy. Dalsi
polyenova antibiotika difficidin a oxydifficidin, produkované bakteriemi skupiny B. subtilis
pusobi také Sirokospektralné¢ (Hamdache et al., 2011). Vyznamnymi polyketidy jsou téz
makrolaktiny a jejich derivaty. Ty vykazuji antibakteridlni a antifungalni €¢inky. Makrolaktin
A dokonce plsobi antiviroticky, napiiklad proti viram Herpes simplex (Caulier et al., 2019).

Terpenoidy (terpeny a jejich derivaty), nejvice zndmé jako metabolity rostlin, syntetizuji
vSechny Zivé organismy pro zajiSténi zakladnich fyziologickych funkci (pfenos elektrond,

propustnost membrany a signalizace). Terpeny maji schopnost inhibovat bakterie, houby,
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hlistice nebo hmyz. Dé€li se do tii kategorii: izopren, monoterpeny (C1o) a seskviterpeny (Czs).
Zpusob ucinku je spojovan s jejich lipofilni povahou, kterd umoznuje destabilizovat integritu
bunééné membrany (Caulier et al., 2019). Izopren je nejmensim zastupcem skupiny piirodnich
terpenoidii a v nejvEétsim mnozstvi je emitovan druhem B. subtilis (Julsing et al., 2007). Pumilin
je seskviterpenové antibiotikum izolované z B. pumilis aktivni pouze proti G+ bakteriim
(Hamdache et al., 2011).

Mezi dalsi vyznamné metabolity patii zwittermicin A, poprvé identifikovany u B. cereus
UWS85. Jedna se o linearni hybridni slouCeninu, tvofenou spojenim polyketidu a
neribozomalniho peptidu. Je schopen inhibovat nékteré grampozitivni, gramnegativni a

eukaryotické organismy (Hamdache et al., 2011).
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4 Metodika

Prakticka ¢ast diplomové prace se zabyva charakterizaci ¢tyt kment bakterii rodu Bacillus
vybranych na zaklad¢ pfedbéznych laboratornich testil, dale testovanim jejich antimikrobidlni
aktivity a studiem povahy antimikrobidln¢ aktivnich latek. Kmen 1 byl izolovéan z vody rybniku
Kanclif (jizni Cechy), kmen 2 z pasterovaného medu, a kmeny 3 a 4 byly izolovany ze skeble
asijské (Sinanodonta woodiana).

Prace je slozena z n¢kolika na sebe navazujicich experimentt. V prvni ¢asti byla provedena
identifikace produkénich organismi a u kment nalezicich do skupiny Bacillus cereus byl
stanoven patogenni potencial. V druhé ¢asti prace byla testovana antimikrobialni aktivita proti
potencidlné patogennim a probiotickym bakteriim, a proti bakteriim zplsobujicim kazeni
potravin. Dale byla zjistovana povaha latek zodpovédnych za antimikrobialni ucinky
pisobenim rtznych enzymd, teplot a hodnot pH. U kmene 1 byla provedena detailni
charakterizace antimikrobialni aktivity. Nejprve byla zjistovana faze iniciace exprese a faze
maximalni produkce antimikrobidlni latky, dale byl studovan vliv kultiva¢ni teploty na expresi
inhibi¢ni latky a stimulovana exprese prostfednictvim vybranych antimikrobidlnich latek a
faktoru virulence. Detailnéji byla zjistovana povaha antimikrobialni latky, a to G¢inkem
surfaktantii a riznych podminek skladovani. Také byl zkouman jeji vliv na buriky. Pro citlivé
kmeny byla stanovena minimalni inhibicni a baktericidni koncentrace supernatantu
mikrodilué¢ni metodou.

Veskeré niZze popsané experimenty byly provadény s maximalnim dirazem na aseptické
podminky prostiedi, aby nedoslo ke kontaminaci ¢istych testovanych kultur, a tedy ovlivnéni

vysledki prace.
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4.1 Charakterizace produkénich kmeni

Identifikace byla provedena polyfazickym pfistupem.

4.1.1 Identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za
ucasti matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS)

Prvotni identifikace produkénich kment byla provedena pomoci MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie, ktera je zalozena na analyze ribozomalnich proteinti.

K analyze byly pouzity kultury narostlé v trypton s6jovém bujonu (Oxoid) pii teplote 30
°C po dobu 24 hodin. Cistota byla ovéfena pomoci mikroskopu (Nikon Instruments Europe B.
V.) s fazovym kontrastem. Jeden mililitr kultury byl pfeveden do 1,5ml mikrocentrifugacni
zkumavky a odsttedén pii 14 500 ot/min po dobu 3 minut. Nasledné byl odstranén supernatant
a pelet resuspendovan v 70% ethanolu. Tento krok byl opakovan dvakrat, aby bylo zajisténo
dostate¢né vymyti kultivacniho media. Pelet byl nékolik minut ponechan pfi laboratorni teploté
vyschnout. Poté k nému bylo ptidano 15 ul 70% kyseliny mravenci, dikladné promichano a
ptidano 15 pl 100% acetonitrilu. Vzorek byl centrifugovan pti maximalnich otackach po dobu
2 minut. Jeden mikrolitr supernatantu byl nanesen na MTP 384 MALDI desticku (Bruker
Daltonik GmbH) a okamzit¢ po zaschnuti ptekryt 1 ul HCCA matrice (nasyceny roztok
kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoticové v 50% acetonitrilu s 2,5% kyselinou trifluoroctovou,
Bruker Daltonik GmbH). Spektra byla méfena automaticky pomoci softwaru FlexControl.
Identifikace a analyza mikroorganismi byla provedena na zdkladé¢ porovnani hmotnostnich
spekter v softwaru BioTyper verze 2.0 (Bruker Daltonik GmbH). Mé&feni kazdého kmene bylo

provedeno ve dvou opakovéanich.

4.1.2 Sekvenovani genu pro 16S rRNA

Kmeny byly dale identifikovany sekvenovanim genu 16S rDNA. Tato metoda je zaloZena
na stanoveni vysoce konzervované nukleotidové sekvence malé ribozomalni podjednotky, ktera
slouzi jako biomarker pfi identifikaci organismd.

Priprava bunécného lyzatu pro PCR

Jeden mililitr Cisté Cerstvé narostlé kultury byl pieveden do 1,5ml mikrocentrifugacni
zkumavky a odstiedén pii 14,5 tis. ot./min po dobu 2 minut. Supernatant byl slit a pelet
resuspendovan ve 100 pl PrepMan© Ultra Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems)
s naslednou inkubaci v termobloku pii 100 °C po dobu 10 minut. Po vychladnuti byl vzorek

znovu odstiedén (14,5 tis. ot./min po dobu 2 minut) a 60 pl supernatantu bylo odebrano do nové

41



mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Takto pfipraveny bunéény lyzat byl uchovén pti -18 °C a pouZzit
pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR).

Amplifikace, vizualizace a purifikace

Pro amplifikaci 16S rDNA byly pouzity primery fD1 (5" AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG3")arP2 (5 ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT 3’) navrzené ve studii Weisburg
et al. (1991). Celkovy objem reakéni smési €inil 25 pl a obsahoval: 12,5 ul DreamTaq Green
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 8,5 ul PCR voda (Thermo Fisher Scientific), 1 ul
od kazdého primeru (10uM) a 2 ul templatova DNA. Amplifikace byla uskute¢néna
v automatickém termocykleru T100 (Bio-Rad). Podminky procesu PCR se sestavaly z
pocatecni denaturace 92 °C po dobu 5 minut, ndsledované 35 cykly denaturace (92 °C, 1 min),
hybridizace (52,5 °C, 90 s) a elongace (72 °C, 2 min), a finalni elongace pii 72 °C po dobu 5
minut.

Vznik PCR produktii o pozadované délce byl ovéten gelovou elektroforézou v 1%
agardzovém gelu o sloZeni: 1 g agardzy a 100 ml 0,75 x TAE pufru (40 mM Tris, 20 mM kys.
octova, 1 mM EDTA, Fermentas). Pro vizualizaci PCR produkti bylo do gelu ptidano 5 pl
barviva GelRedTM (Biotium). Separace probihala pfi konstantnim napéti 130 V po dobu 60
min. Po uplynuti doby byly fragmenty DNA vizualizovany pomoci UV transiluminatoru (Bio-
Rad) a pofizeny digitalni snimky. Jako standard pro ur¢eni velikosti PCR produktii byl pouzit
Mass Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific).

PCR produkty byly purifikovany pomoci komer¢niho E.Z.N.A. Cycle Pure kitu
(OMEGA bio-tek) dle instrukci vyrobee. Poté bylo smichano 5 pl.

Sekvenovani a vyhodnoceni sekvenci

Pét mikrolitra precisténého PCR produktu bylo smichano s 5 pl jednoho z primera (SuM).
Kazdy vzorek byl sekvenovan dvakrat, jednou sfD1 a podruhé srP2 primerem. Vlastni
sekvenovani bylo uskute¢néno Sangerovou metodou servisem GATC spolecnosti Eurofins
Genomics. Ziskana data byla zpracovana prostiednictvi programi Chromas Lite a BioEdit.
Nakonec byly sekvence porovnany se sekvencemi publikovanymi v databazich GenBank

(National Center for Biotechnology Information, NCBI) a EzBioCloud.

4.1.3 Stanoveni metabolického profilu

Metabolicky profil kmene 1 a typovych kmend B. mycoides DSMZ 2048 a B. mycoides
(weihenstephanensis) DSMZ 11821 byl stanoven pomoci komeréné dostupné biochemické
soupravy API 50 CHB (bioM¢érieux). Jedna se o standardizovany systém urceny ke studiu

metabolického potencialu a identifikaci bacild a pfibuznych rodd na zakladé sacharidového
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metabolismu. Béhem inkubace jsou substraty pfeménovany na organické kyseliny, které
zpusobuji pokles pH. Na pokles pH reaguje indikator fenolova Cerven a pozitivni reakce se
projevi barevnou zménou (Zluté zbarveni).

Pro experiment byly pouzity kultury narostlé za stejnych podminek, jako pro MALDI-
TOF hmotnostni spektrometrii a taktéz byla mikroskopicky ovétena jejich Cistota. Nejprve byly
do sterilni mikrozkumavky odebrany 2 ml kultury a odstfedény pii 4 500 ot/min po dobu 5
minut. Nasledné byl odstranén supernatant a pelet resuspendovan v 1 ml fyziologického
roztoku. Tento krok byl opakovan dvakrat, aby bylo zajisténo dostatecné odstranéni
kultiva¢niho média. Suspenze pro piipravu inokula byla koncentrovana do objemu 0,5 ml. Ve
zkumavce s 5 ml sterilniho fyziologického roztoku byla piipravena suspenze bunék o optické
denzité odpovidajici stupni 2 McFarlandovi zakalové stupnice, pomoci standardu (bioMérieux).
V priibéhu bylo odpocitdno mnozstvi kapek, nezbytnych pro vytvofeni optimalni hustoty.
Dvojnasobné mnozstvi pak bylo ptevedeno do API 50 CHB/E suspenzniho média (bioMérieux)
a dikladn¢ homogenizovano. Médium bylo pomoci sterilni injekéni stiikacky rovnomérné
davkovano do jednotlivych jamek tak, aby nedoSlo ke styku s dehydratovanymi substraty a
vzniku vzduchovych kapsli. Kultivace probihala aerobné pti 30 °C po dobu 48 hodin. Vysledky
byly odecitany po 24 a 48 hodinach.

4.1.4 Stanoveni patogenniho potencialu

Patogenni potencial byl stanoven u kment 1 a 2, nalezicich do skupiny B. cereus.
Testovana byla hemolyticka a lecitinazova aktivita, a detekovany geny kodujici vyznamné

faktory virulence a enzym inhibujici bakterialni buné¢nou komunikaci.

4.1.4.1 Zkouska hemolytické a lecitinazové aktivity

Hemolyticka aktivita byla stanovena rozetfenim Cerstvé narostlé kultury na plotny s
Columbia blood agarem (Oxoid) s pfidavkem 5 % ov¢i krve (v/v). Hemolyza byla hodnocena
po 24 a 48 h inkubace pfi teploté 30 °C. Kmeny projevujici se transparentni zénou kolem
kolonii jsou povaZzovany za kmeny s B-hemolytickou aktivitou a ty, které vykazuji zelenou z6nu
v okoli kolonii, jsou hodnoceny jako kmeny s a-hemolytickou aktivitou. Pokud nevznika zadna
zOna, je kmen povaZovan za nehemolyticky.

Pro posouzeni lecitindzové aktivity byly Cerstvé narostlé kultury rozetfeny na plotny
s tuhym médiem Egg Yolk Agar Base (Himedia) obohacené 0 sterilni zloutkovou emulzi (100

ml/l, Oxoid) a kultivovany pii teploté 30 °C. Aktivita byla opét hodnocena po 24 a 48 h
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inkubace. Kmeny projevujici se zonou precipitace v okoli kolonii jsou povazovany za lecitinaza
pozitivni.
4.1.4.2 Detekce genti kodujicich faktory virulence a enzym inhibujici bakterialni
bunéénou komunikaci

Pro tento experiment byl pouzit stejny bunéény lyzat, jako v kapitole 4.1.2. Metodou PCR
byly detekovany geny kodujici cereulid (ces), hemolyzin BL (hbl), nehemolyticky enterotoxin
(nhe), cytotoxin K (cytK), cereolyzin O (clo), hemolyzin Il (hlyll), hemolyzin Il (hlylil),
fosfolipazu c - fosfatidylinositol-specifickou (phosC), fosfolipazu - fosfatidylcholin-preferujici
(cerA), sfingomyelinazu (cerB), immune inhibitor A (inhA2) a AHL laktonazu (aiiA). Piehled
testovanych gend, pouzitych primert véetné sekvenci, predpokladana velikost PCR produkti a
pouzité PCR programy jsou uvedeny v Tabulce 2. PCR reakce byly provedeny v celkovém
objemu reakéni smési 25 pl, obsahujici 12,5 pl DreamTaq Green PCR Master Mixu (Thermo
Fisher Scientific), 8,5 ul PCR vody (Thermo Fisher Scientific), 1 pl od kazdého primeru
(10uM) a 2 pl templatové DNA. PCR byla uskuteénéna v automatickém termocykleru T100
(Bio-Rad). Podminky amplifikace pro jednotlivé programy jsou uvedeny v Tabulce 3. Separace
a vizualizace PCR produkti rovnéz probihala dle protokolu uvedeného v kapitole 4.1.2. Jako
velikostni standard byly pouzity GeneRuler Low Range DNA Ladder nebo GeneRuler DNA

Ladder Mix (Thermo Fisher), v zavislosti na ocekavané velikosti amplikond.
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Tabulka 2: Sekvence primeri pouzitych k detekci geni kodujicich faktory virulence, vysledna
velikost produktu a zvoleny PCR program.

Velikost PCR
Faktor virulence Gen Primer Sekvence (5°- 3") produktu
program
(bp)
CesF1 GGTGACACATTATCATATAAGGTG
Cereulid ces 1271 la
CesR2 GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA
HD2F GTA AAT TAI GAT GAICAATTTC
Hemolyzin BL hbl 1091 1
HA4R AGA ATA GGC ATT CAT AGATT
NA2F AAGCIGCTCTTCGIATTC
Nehemolytl_cky nhe 766 1
enterotoxin
NB1R ITIGTT GAA ATAAGC TGT GG
CKF2 ACAGATATCGGICAAAATGC
Cytotoxin K cytk 421 1
CKR5 CAAGTIACTTGACCIGTTGC
CerOf GTATCTACTTGGAATSAAAAG
Cereolyzin O clo 659 6a
CerOr TAATCTGTATTGTTATGAAC
BcHIyll-S AGAAGGAGTGGCTGTCTGTA
Hemolyzin 11 hlyll 535 3
BcHIyll-A TTCTTTCCAAGCAAAGCTAC
BCHEM 1 AATGACACGAATGACACAAT
Hemolyzin 111 hiylll 444 3
BCHEM 3 ACGATTATGAGCCATCCCAT
Fosfolipaza ¢ - hosC1 CGCTATCAAATGGACCATGG
fosfatidylinositol- phos
specificka phosC 569 3a
(Lec‘;‘i‘;ga ) phosC2 GGACTATTCCATGCTGTACC
Fosfolipaza -
fosfatidylcholin- CERA1 ACTGAGTTAGAGAACGGTAT
preferujici cerA 536 3a
(Cer;‘é'gls)'” A CERA?2 CGCTTACCTGTCATTGGTGT
CERB 1 TCGTAGTAGTGGAAGCGAAT
Sfingomyelindza
(Cereolysin B, Sph) cerd 457 3a
CERB 2 AGTCGCTGTATGTCCAGTAT
o inhA2.1 CGCGGATCCCACCGATTTATCTG
Immunepl\nhlbltor inhA2 3087 6b
inhA2.2 CCGGAATTCCTTTCCCCACATAATTTG
AIF TAAATGTAAAGGTGGATACATAATGACAGT
AHL laktonaza aiiA 750 6C
AIR AGCTCATGACTTTTTGCACTATATATA
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Tabulka 3: Podminky PCR (teplota, ¢as, pocet cyklir) pro jednotlivé PCR programy.

Program PCR podminky Reference

°C Cas Cykly
95 15 min
95 30s

1 49 30s 30 Ehling-Schulz et al. (2006)
72 1 min
72 2 min
95 3 min
95 30s

la 49 30s 30 Ehling-Schulz et al. (2006)
72 90s
72 7 min
95 3 min
94 15s

3 55 45s 30 Hendriksen et al. (2006)
72 2 min
72 2 min
95 3 min
94 30s

3a 55 30s 30 Hendriksen et al. (2006)
72 45s
72 2 min
95 3 min
94 30s

6a 52 30s 30 Raddadi et al. (2009)
72 45s
72 5 min
95 3 min
94 30s

6b 52 455 30 Raddadi et al. (2009)
72 1 min
72 5 min
95 3 min
94 30s

6c 50 30s 30 Raddadi et al. (2009)
72 2 min
72 7 min
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4.2 Testovani antimikrobialni aktivity produk¢énich kment

4.2.1 Indikatorové kmeny

Antimikrobidlni aktivita produkénich kmenti byla testovana proti potencialné patogennim
mikroorganismim a bakteriim zptsobujicim kazeni potravin a krmiv, a proti probiotickym
bakteriim.

Pro testovani byly pouZity sbirkové kmeny ze sbirky CCM (Ceska sbirka
mikroorganismui), a to Aeromonas hydrophila CCM 7232, Bacillus cereus CCM 2010, B.
fusiformis CCM 4609, Bifidobacterium adolescentis CCM 4987, Clostridium dificille CCM
3593, Enterobacter aerogenes CCM 7797, Lactobacillus fermentum CCM 91, Moraxella canis
CCM 4590, Pseudomonas aeruginosa CCM 1960 a P. fluorescens CCM 2115. Dale kmeny ze
sbirky DSMZ (Némecka sbirka pro mikroorganismy a bunééné kultury), Bacillus mycoides
DSM 2048, B. mycoides (weihenstephanensis) DSMZ 11821, Bifidobacterium animalis ssp.
lactis DSM 10140, Bifidobacterium longum ssp. infantis DSM 20090, Clostridium butyricum
DSM 10702, Cl. clostridioforme DSM 933, CI. perfringens DSMZ 11778, Cl. tertium DSM
2485, Lactobacillus acidophilus DSMZ 20079, Propionibacterium acnes DSMZ 1897 a
Serratia marcescens DSMZ 30121. Také byly testovany kmeny ze sbirky ATCC (Americka
sbirka typovych kultur), Bifidobacterium breve ATCC 15700, Escherichia coli ATCC 25922,
Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454, Micrococcus luteus ATCC 10240, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 25923
a 2 kmeny ze sbirky CCDM (Sbirka cistych mlékaiskych kultur LAKTOFLORA®),
Lactobacillus plantarum MILCOM 195 a Lactococcus lactis ssp. lactis MILCOM 612. Byly
pouzity i kmeny ze sbirky KMVD (Sbirka Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky), a to E.
coli C7050 KMVD, E. coli 2163 KMVD, Enterococcus faecalis KMVD a Salmonella KMVD.
Taxonomické zafazeni a pivod sbirkovych kment jsou uvedeny v piiloze v Tabulce 1.

Pro testovani byly také pouzity izolaty bakterii z riznych prostfedi. Celkem bylo
testovano 74 kmeni bakterii skupiny B. cereus, jejichZ taxonomické zatazeni, oznaceni a piivod
jsou uvedeny v piiloze v Tabulce 2a. Dale bylo pouzito 8 kmenu Clostridium perfringens
izolovanych z traviciho traktu psa a medu, 2 kmeny Listeria monocytogenes izolované z
potravin, 1 kmen B. aerophilus izolovany z vody rybniku Kanclif a 1 kmen B. subtilis izolovany
z vody rybniku Hejtman. Také byly testovany 2 kmeny Lactococcus garviae z traviciho traktu
v¢ely medonosné a 1 kmen Paenibacillus polymyxa z ¢isticiho ¢aje s cervenou fepou. Téz byla
testovana citlivost G- bakterii, a to 1 kmene Acinetobacter johnsonii izolatu ze skeble asijské,

1 kmene E. coli z traviciho traktu ¢lovéka, 1 kmene Chromobacterium sp. izolatu z bochnatky
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americké (Pectinatella magnifica) a 1 kmene Salmonella sp. izolovaného z masa. Taxonomické

zatazeni, oznaCeni kment a jejich ptivod jsou uvedeny v piiloze v Tabulce 2b.

4.2.2 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni aktivita vSech kment byla testovana agarovou difuzni metodou. Jedna
se o kvalitativni metodu pro stanoveni citlivosti €i rezistence organismii k antimikrobidlni latce.
Citlivost indikatorového kmene se projevi tvorbou inhibicni zony.

Pro tento experiment byly vSechny kmeny kultivovany v trypton s6jovém bujonu (TSB,
Oxoid) pfi teplot¢ 30 °C po dobu 48 hodin. Kmeny 1 a 2 byly kultivovany v anaerobnich
podminkach, kmeny 3 a 4 v aerobnich podminkéach. Pro anaerobni kultivaci bylo médium
ptipraveno metodou podle Hungate (1969). Po uplynuti inkubacni doby byla kultura odstfedéna
pti 14 500 ot/min po dobu 5 minut a supernatant pouZit pro testovani antagonistické aktivity.

Agar vhodny pro dany indikatorovy kmen (Tab. 4) byl sterilovan v tlakovém hrnci po
dobu 45 min a nasledné¢ vytemperovan na teplotu 50 °C ve vodni lazni. Poté byl do Petriho
misky preveden 1 ml Cerstvé narostlého mikroskopicky ovéteného indikatorového kmene a
pomoci sklopné pipety zalit 20 ml ptipraveného agaru. Pro dosazeni rovhomérného nértstu byl
agar jemnym krouzivym pohybem promichan se zao¢kovanou kulturou. Po zatuhnuti v ném
byly sterilnim korkovrtem vytvofeny po obvodu jamky, ze kterych byl sterilni jehlou odstranén
pfebytecny agar. Do jamek bylo pomoci pipety davkovano 60 pl supernatantu. Anaerobni
mikroorganismy byly urychlené¢ umistény do anaerostati (Oxoid) s vyvijeCem anaerobni
atmosféry (AnaeroGen, Oxoid). Takto pfipravené Petriho misky byly ponechany 4 hodiny
V lednici, aby byla umoznéna plna difuze supernatantu do média. Po uplynuti doby byly
organismy kultivovany pfi teploté optimalni pro dany druh (Tab. 4). Antimikrobialni aktivita
byla testovana ve 3 opakovanich a citlivost daného kmene byla hodnocena jako primér

inhibi¢nich zon po 24-48 h inkubace, v zavislosti na indikatorovém organismu.
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Tabulka 4: Kultiva¢ni podminky pro testované skupiny mikroorganismul.

Médium Teplota 02 Délka Mikroorganismus
kultivace
24 h E. coli, Salmonella, Serratia

Wilkins-Chalgren agar (Oxoid) e Tt
g i ifidobacterium, Clostridium,
s;?)?zl;agzgfoﬂ ((:!}3/ Sg;ﬁ)na(?\;\fegﬁ)éo 37°C anaerobné Enterobacter, Enterococcus,
(2 mln) 48 h Lactobacillus, Lactococcus,
Propionibacterium,
Staphylococcus

anaerobné skupina Bacillus cereus
24 h :
30 °C acrobné ostatni druhy rodu Bacillus,
Aeromonas, Pseudomonas
Trypton s6jovy agar (Oxoid)
y Acinetobacter, Moraxella,
anacrobné .
Micrococcus
48 h
24 °C aerobné Chromobacterium
Brain-heart infusion agar (Merck) 37°C anaerobné 48 h Listeria
Nutrient agar (Oxoid) 30 °C aerobné 24 h Paenibacillus

4.3 Charakterizace antimikrobialné pusobicich latek

Pro vSechny nasledujici experimenty byly pouZzity supernatanty, ptipravené dle vyse
zminéného protokolu.

Supernatanty byly vystaveny ptisobeni riznych enzymti, hodnot pH a teplot. Rezidualni
aktivita byla hodnocena pomoci agarové difazni metody. Z divodu vysoké citlivosti byl jako
indikéatorovy organismus zvolen kmen B. cereus CCM 2010. Priméry inhibi¢nich zon byly
méfeny po 24 hodinach anaerobni kultivace na Wilkins-Chalgren agaru (Oxoid) pii teploté 30

°C.

43.1 VIiv enzymi

Za tUcelem stanoveni fyzikalné-chemické povahy antimikrobialnich substanci byly
supernatanty produkénich kmenti vystaveny putsobeni proteolytickych enzymil pepsinu,
proteindzy K, a-chymotrypsinu a trypsinu (vSe Sigma-Aldrich) a také enzymu lysozymu
(Sigma-Aldrich), ktery stépi glykoproteiny.

Do pomérného mnozstvi supernatantu byly asepticky pfidany enzymy v takovém

mnozstvi, aby bylo dosazeno vysledné koncentrace 1 mg/ml. Pro optimalni aktivitu pepsinu,
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bylo upraveno pH supernatantu pomoci 35% kyseliny chlorovodikové na hodnotu 2. Nasledné
byly vzorky inkubovany po dobu 24 hodin v termostatu. Teplota inkubace byla zvolena tak,
aby indukovala maximalni aktivitu enzymi, pro proteinazu K se jednalo o teplotu 42 °C, pro
ostatni enzymy 37 °C. Rezidudlni aktivita byla hodnocena po 1 a 24 hodinach inkubace.
Hodnota pH supernatantu s pepsinem byla po inkubaci vzdy upravena 2M roztokem hydroxidu
sodného na hodnotu ptvodni. Jako kontrola poslouzily samotné supernatanty inkubované za
stejnych teplotnich podminek, jako varianty s enzymy, aby byla vylou¢ena piipadna degradace
danymi teplotami. Dale byla testovdna inhibi¢ni aktivita samotnych enzymu (I mg/ml

destilované vody).

432 VlivpH

Pro stanoveni vlivu pH na antimikrobialni aktivitu byly supernatanty upraveny na
hodnoty v rozmezi 2 az 9. Pozadovanych hodnot pH bylo dosazeno piidavkem 2M roztoku
hydroxidu sodného a 35% kyseliny chlorovodikové. Soucasné¢ byla testovana antimikrobialni
aktivita neupravenych supernatanta (kmen 1 - pH 6,1; kmeny 2, 3 a 4 — pH 6,4). Pro ovéfenti,
zda samotné pH nepulsobi inhibi¢né vuci indikatorovému kmenu, byly otestovany vzorky

destilované vody, upravené na obdobné hodnoty pH jako supernatanty.

4.3.3 Vliv teplot

Pro analyzu termostability antimikrobialné aktivnich latek byly supernatanty vystaveny
riznym teplotam po definovanou dobu, jak je uvedeno v Tabulce 5. Nasledné u nich byl
agarovym difiznim testem zjiStovan rozsah rezidualni inhibi¢ni aktivity vici indikétorovému

kmeni.

Tabulka 5: Pouzité teploty a doby ptisobeni pro inkubaci supernatantu.
Teplota (°C) -80 -18 65 72 85 100 121
Doba piisobeni (min) 60 60 10 10 10 10 15
30 30 30 30
60 60 60 60

4.4 Detailni charakterizace antimikrobialni aktivity kmene 1

Nasledujici experimenty se vztahuji pouze k B. weihenstephanensis 1. Pokud neni

uvedeno jinak, byly pro testovani pouzity supernatanty, piipravené dle vySe zminéného
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protokolu, z kultury narostlé anaerobné¢ v TSB (Oxoid) pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin.
Antimikrobidlni aktivita pak byla zjiStovana opét agarovou difizni metodou vzdy ve tfech
opakovanich. Z diuvodu vysoké citlivosti byl jako indikatorovy organismus zvolen kmen B.
cereus CCM 2010. Praméry inhibi¢nich zon byly méfeny po 24 hodinach anaerobni kultivace

na Wilkins-Chalgren agaru (Oxoid) pii teploté 30 °C.

4.4.1 Rustova krivka ve vztahu k produkci antimikrobialni latky

Pro stanoveni dynamiky produkce antimikrobialni latky béhem bunécéného cyklu byl B.
weihenstephanensis 1 kultivovan ve zkumavkach s 10 ml TSB (Oxoid) za anaerobnich
podminek pfi teploté¢ 30 °C po dobu 40 hodin, ve dvou opakovanich. Jako inokulum bylo
pouzito 0,4 ml kultury optimalizované na optickou denzitu (OD) odpovidajici stupni 5
McFarlandovi zakalové stupnice, pomoci standardu (bioMérieux). Kazdou pil hodinu kultivace
byla méfena optickd denzita (ODsesnm+-15nm) kultury pomoci denzitometru McFarland typ
DEN-1B (Biosan). Kazdou hodinu byl asepticky odebiran vzorek a zné€ho pfipraven
supernatant. Nasledn¢ byla testovana antimikrobialni aktivita ziskanych supernatantti. Na
zaklad¢ ziskanych dat, byla sestavena ristova kiivka a urcena ristova faze, pti niz dochazi

K iniciaci exprese antimikrobialni latky a faze, kdy produkce dosahuje nejvyssich hodnot.

4.4.2 Vv kultivaéni teploty na expresi antimikrobialni latky

Pro tento experiment byla Cerstvé narostla kultura zaockovana do vialek s TSB (Oxoid)
a kultivovana pfti teplotach 4, 20, 30, 37 a 42 °C po dobu 48 hodin v anaerobnich podminkach.
Po uplynuti inkubaéni doby byl ze vSech kultivacnich variant pfipraven supernatant a nafedén
dvojkovym fedénim ve sterilnim fyziologickém roztoku. Mira produkce byla opét hodnocena

na zékladé¢ velikosti inhibi¢nich z6n, stanovenych agarovou difizni metodou.

4.4.3 Stimulace exprese antimikrobialni latky

Za ucelem zvySeni exprese inhibicné aktivni latky byl kmen 1 vystaven pusobeni
bakteriocinu nisinu (Sigma-Aldrich) a antibiotika mitomycinu C (PanReac AppliChem) o
koncentracich 0,5; 0,75 a 1 pg/ml. Do zkumavek s 10 ml TSB (Oxoid) byly nadavkovany latky
nisin a mytomycin C o vysledné koncentraci. Nasledn¢ byly inokulovany 0,3 ml cCerstvé
narostlé kultury B. weihenstephanensis 1 standardizované na optickou denzitu (O.D.)
odpovidajici stupni 5 McFarlandovi zékalové stupnice, pomoci standardu (bioMérieux). Takto
ptipravené vzorky byly kultivovany pfi teplot€ 30 °C po dobu 48 hodin pii anaerobnich

podminkach. Jako kontrola byl pouzit kmen, kultivovany v médiu bez antimikrobiélni latky. Po
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48 hodinach byly ze vSech variant pfipraveny supernatanty a testovana jejich antimikrobialni
aktivita. Testovdna byla také inhibi¢ni aktivita samotnych latek, nisinu a mitomycinu C o
koncentraci 1 pg/ml.

Studovan byl také potencialni vliv enzymu lecitindzy a metaboliti produkovanych
citlivymi indikatorovymi kmeny a samotnym produkénim kmenem Bacillus sp. 1. Pro testovani
byl pouzit supernatant kultur produkujicich extracelularni lecitinazu: Bacillus sp. 1, B. cereus
3CP a Cl. perfringens DSMZ 11778, kultivovanych v bujonu a teploté vhodné pro dany druh
po dobu 48 hodin. Do zkumavek s TSB byly pfidany supernatanty sterilované membranovym
filtrem (0,22 pum) ve vysledné koncentraci 1 a 10 %. Zkumavky pak byly zaockovany 0,3 ml
cerstvé narostlé kultury kmene 1 a kultivovany pfi teplot¢ 30 °C po dobu 48 hodin
V anaerobnich podminkach. Po uplynuti doby kultivace byly opét z kultur pfipraveny
supernatanty a testovana mira jejich antimikrobidlni aktivity. Jako kontrola slouzil kmen
narostly v médiu bez supernatantu z vyse uvedenych kultur.

Statisticka analyza ziskanych dat byla provedena pomoci Studentova t-testu v programu
Statistica 12 (StatSoft).

4.4.4 Vliv surfaktantd na aktivitu antimikrobialni latky

Supernatant kmene 1 byl také vystaven u¢inkim povrchové aktivnich latek. Pro testovani
byly pouzity surfaktanty Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich) a Tween 80 (Sigma-Aldrich).
Vysledna koncentrace téchto slouc¢enin v médiu Cinila 1 %. Pred testovanim byly oba vzorky
dikladné homogenizovany na vortexu a nékolik minut ponechany pti pokojové teploté. U takto
upravenych supernatantii byla opét testovana antimikrobialni aktivita. Testovana byla také

inhibi¢ni aktivita samotnych surfaktanti (1% koncentrace v dH20).

445 Vliv délky skladovani na aktivitu antimikrobialni latky

Alikvoty supernatantu byly rozdavkovany do mikrozkumavek a uchovany pii riznych
skladovacich teplotach (-80, -18, 4, 30, 37, 42 °C a pokojova teplota). Zmény v antimikrobialni
aktivité byly sledovany v intervalech 1, 2, a 4 tydny, a ', 1 a 1'2 roku. Rezidualni aktivita byla
hodnocena v porovnani s aktivitou Cerstvé pfipraveného supernatantu, testovaného v den

zapoceti skladovaciho experimentu.

4.4.6 Testovani synergického efektu s laktoferinem

Vzhledem k tomu, ze samotny supernatant B. weihenstephanensis 1 nem¢l schopnost

inhibovat rast G- bakterii, byl testovan synergicky ucinek supernatantu v kombinaci
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s laktoferinem. Laktoferin je ptirodni antimikrobialni glykoprotein se schopnosti vazat zelezo.
Pro experiment byl pouzit laktoferin z kravského mléka (Sigma-Aldrich). Synergicky ucinek
byl testovan proti nékolika vybranym kmenum G- bakterii, a to E. coli 045, Pseudomonas
aeruginosa CCM 1960, Pseudomonas fluorescens CCM 2115, Salmonella Enteritidis ATCC
13076 a Salmonella sp. Nejprve byl pfipraven supernatant kmene 1 a k nému byl nadavkovan
laktoferin ve vysledné koncentraci 10 mg/ml. Synergicky efekt antimikrobidlni aktivity byl
nasledné testovan agarovou difizni metodou viéi indikatorovym kmenum a citlivost byla
hodnocena jako vznik inhibi¢nich zon po 24h inkubace. Jako kontrola poslouzil supernatant

bez pridavku laktoferinu. Také byl testovan samotny inhibi¢ni uc¢inek laktoferinu.

4.4.7 Vliv antimikrobialni latky na buiiku

Za ucelem studia vlivu inhibi¢ni latky na bunku, a tedy i mozného mechanismu
antimikrobialniho t¢inku, byly soub&zné provedeny dva experimenty. Pro obé testovani byl
pouzit jako indikator opét B. cereus CCM 2010 kultivovany 16 hodin (ve stfedni logaritmické
fazi) za aerobnich podminek. Kultivace probihala ve zkumavkach s 10 ml TSB (Oxoid). Dale
byl pro experimenty pouzit supernatant z kultury B. weihenstephanensis 1, piipraveny dle
postupu uvedeného vyse a sterilovan membranovym filtrem s velikosti pora 0,22 um.

Pro prvni experiment byly kultury indikatorového kmene odstfedény pii 4 000 ot/min po
dobu 5 minut, aby byla zachovana zivotnost bunék a neprodlené byl asepticky odstranén
supernatant. Poté byl do jednotlivych zkumavek k bunéénému peletu aplikovan supernatant
z B. weihenstephanensis 1 o vysledné koncentraci 100, 50 a 25 %. U variant s50 a 25%
koncentraci byl objem doplnén supernatantem z B. cereus CCM 2010, kultivovanym za
stejnych podminek a stejnou dobu, jako produkéni Bacillus sp. 1. Divodem bylo sjednoceni
koncentrace zivin a metabolitli u vSech variant. Takto pfipravené zkumavky byly pfemistény
do termostatu a kultivovany pii 30 °C. V pravidelnych intervalech po dobu 30 hodin byla
méfena opticka denzita (ODsgsnm+/-15nm) pomoci denzitometru McFarland typ DEN-1B (Biosan)
a odebirany vzorky kultury pro mikroskopické (Nikon Instruments Europe B. V. s fazovym
kontrastem) sledovani integrity bunék. Jako kontrola ristu indikatorového kmene poslouzila
kultura bez supernatantu z kmene 1. Na zavér byly varianty z experimentu 1 pfeockovany do
TSB (Oxoid) a kultivovany za aerobnich a anaerobnich podminek ve 30 °C po dobu 1 tydne a
na zaklad¢ pritomnosti / absence zakalu byla ur€ena viabilita indikatorového kmene. Vysledné
hodnoty OD jednotlivych koncentraci supernatantu byly vyhodnoceny analyzou rozptylu

ANOVA s pouzitim Scheffého metody v programu Statistica 12 (StatSoft).

53



Pro druhy experiment byly pfipraveny zkumavky se supernatantem z B.
weihenstephanensis 1, opét o vysledné koncentraci 100, 50 a 25 %. Ty byly inokulovany 0,3
ml Cerstvé narostlého indikatorového kmene a pfemistény do termostatu ke kultivaci pii 30 °C
po dobu 30 hodin. V pravidelnych intervalech byla méfena OD a sledovana schopnost bunék
B. cereus CCM 2010 pomnozit se V pfitomnosti aktivni latky. Na zavér experimentu byl
kultivaéné stanoven pocet Zzivotaschopnych bakterii pomoci deskové kultivaéni metody.
Jednotlivé varianty byly sériové desitkové nafedény do koncentrace 10°. Jeden ml z kazdého
fedéni byl nanesen na Petriho misky s MYP agarem (Mannitol Egg Yolk Polymyxin B), na
kterém se kolonie druhu B. cereus charakteristicky barvi do riizova a projevuji lecitinazovou
aktivitou. Kultivace probihala 48 hodin za aerobnich podminek pti 30 °C, poté byly spocitany

kolonie a urcen celkovy pocet zivotaschopnych bakterii.

4.4.8 Mikrodilu¢ni metoda testovani antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni aktivita supernatantu kmene 1 byla testovana také mikrodilu¢ni metodou
v 96-jamkové mikrotitra¢ni destic¢ce vici B. cereus CCM 2010, dvou kmentam Cl. perfringens
- DSMZ 11778 aN12/3D, a tfem kmentim L. monocytogenes - ATCC 11778, 7 a 72. Stanovena
byla minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC = minimum inhibitory concentration) a minimalni
baktericidni koncentrace (MBC = minimum bactericidal concentration) supernatantu. Cerstvé
narostlé kultury indikatorovych bakterii, kultivovanych v podminkach popsanych vyse
v Tabulce 2, byly standardizovany na hustotu 1 x 10° KTJ/ml. Do mikrotitraéni desticky byl
pipetovan supernatant z produkéniho kmene a dvojkové sérioveé nafedén do hodnoty 0,015625
pomoci kultivaéniho média, vhodného pro dany organismus. Vysledny objem média v kazdé
jamce Cinil 90 pl. Jamky byly nésledné inokulovany 10 pl ptislusné kultury o definované
hustoté. Jako kontroly bylo testovany: médium vhodné pro dany indikator bez ptidavku
supernatantu inokulované bakterialni kulturou, médium vhodné pro dany kmen nafedéné TSB
a inokulované bakterialni kulturou, a médium se supernatantem bez bakterialni kultury.
Vysledny objem ve vSech jamkach ¢inil vzdy 100 ul. VSechny experimenty byly uskute¢nény
ve 3 opakovanich. Takto pfipravené desticky inokulované kmeny CI. perfringens byly
kultivované anaerobné v saccich s vyvijeci anaerobni atmosféry (AnaeroGen, Oxoid). Ostatni
kmeny byly kultivovany za aerobnich podminek. Pro ovéteni, zda ma pfitomnost kysliku vliv
na citlivost vi¢i antimikrobialni latce, byl B. cereus kultivovan za aerobnich i anaerobnich
podminek. Desticky byly inkubovany po dobu 48 hodin pfi teplot¢ vhodné pro dany kmen.
Narust bakterii v médiu byl stanoven spektrofotometricky méfenim zakalu v jednotlivych

jamkach pomoci spektrometru Infinite 200 PRO Microplate Reader (Tecan, Svycarsko) pfi
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vlnové délce 610 nm. M¢éfeni bylo provedeno po 24 a 48 hodinach inkubace. MIC byly

Cvwr

% ve srovnani s kontrolou. MBC byla stanovena subkultivaci 10 ul vzorku z kazdé jamky bez
viditelného bakteridlniho narGstu do média bez antimikrobidlni latky. Za MBC byla

povazovana nejniz$i koncentrace, kterd inhibovala rtst 99,9 % bakterii.
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5 Vysledky

5.1 Charakterizace produkénich kment

5.1.1 Identifikace kmenu

Vysledky identifikace MALDI-TOF MS a sekvenovani 16S rDNA jsou uvedeny
v Tabulce 6. Prostfednictvim MALDI-TOF MS byl kmen 2 identifikovan s hodnotou skore >
2,300, tedy na uroven vysoce pravdépodobné identifikace druhu, kmeny 1 a 3 byly
identifikovany s hodnotami skore 2,000 — 2,299 znacici bezpecnou identifikaci rodu a
pravdépodobnou identifikaci druhu, a kmen 4 se skore mezi 1,700 — 1,999, tedy
s pravdépodobnou identifikaci rodu. Na zaklad¢ analyzy sekvence genu pro 16S rRNA byla u
vSech kmenti potvrzena pfislusnost k rodu Bacillus. Tento vysledek byl shodny s vystupem
MALDI-TOF MS. Kmen 1 byl na zdklad¢ MALDI-TOF MS zatazen do podskupiny druhu B.
mycoides a shodné byl identifikovan i sekvenovanim (shoda 100 % s B. mycoides i B.
weihenstephanensis). Kmen 2, ,,spolehlivé® identifikovany jako B. cereus, byl na zakladé
komparativni analyzy sekvence 16S rDNA piitazen do druhu B. proteolyticus se shodou 100
%. Pro kmeny 3 a 4 byl analyzou sekvence uren jako neblizsi ptibuzny druh B. tequilensis
(shoda 99,9 %). Ackoliv metoda MALDI-TOF MS neméla dostatecnou diskriminaéni
schopnost urcit bacily na uroven druhu, vSechny kmeny byly spolehlivé zafazeny do

odpovidajici skupiny B. cereus ¢i B. subtilis.

Tabulka 6: Vysledky druhové identifikace kmenti analyzou MALDI-TOF MS a sekvenovani
genu pro 16S rRNA.

Kmen Identifikace na zakladé % shody Délka Identifikace na Hodnota skore
16S rRNA* (podobnosti) analyzovaného zakladé MALDI (spolehlivost)
fragmentu MALDI-TOF MS
(bp)
1 Bacillus mycoides 100 % 1335 Bacillus mycoides 2,284 (++)
Bacillus weihenstephanensis 100 % Bacillus weihenstephanensis 2,148 (++)
2 Bacillus proteolyticus 100 % 1401 Bacillus cereus 2,361 (+++)
3 Bacillus tequilensis 99,9 % 1366 Bacillus subtilis 2,220 (++)
4 Bacillus tequilensis 99,9 % 1375 Bacillus subtilis 1,870 (+)

Zkratky: (+++) - vysoce pravdépodobna identifikace druhu; (++) — bezpe¢na identifikace rodu, pravdépodobna
identifikace druhu; (+) - pravdépodobna identifikace rodu.
*Fylogeneticky nejblize ptibuzny stanoveny analyzou BLAST; shoda vys$si nez 99,9 %.
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5.1.2 Metabolicky profil

Metodou API 50 CHB byl porovnan biochemicky profil kmene 1 s kmeny ze sbirkovych
kultur B. mycoides DSMZ 2048 a B. mycoides (weihenstephanensis) DSMZ 11821. Z vysledku
testu (Obr. 8) je patrné, Ze kmen 1 odpovida svym biochemickym profilem kmenu B. mycoides
(weihenstephanensis) DSMZ 11821. Oba fermentuji D-glukézu, D-fruktézu, N-
acetylglukosamin, arbutin, eskulin s citratem Zelezitym, salicin, D-maltézu, D-trehal6zu, Skrob
a glykogen. B. mycoides DSMZ 2048 umi navic utilizovat jako jediny zdroj uhliku D-sacharézu
(mikrozkumavka ¢islo 31). Rozdily fermenta¢niho profilu v Case, tedy po 24 a 48 hodindch

kultivace, pozorovany nebyly.

Obrazek 8: Biochemické profily — kmen 1, B. mycoides (weihenstephanensis) DSMZ 11821 a

B. mycoides DSMZ 2048, ktery navic fermentuje D-sacharozu.
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5.1.3 Patogenni potencial kmentu skupiny B. cereus

Vysledky hemolytické a lecitindzové aktivity, a pfitomnost ¢i absence gent kodujici
faktory virulence B. weihenstephanensis 1 a B. proteolyticus 2 jsou uvedeny v Tabulce 7. Je
ziejmé, ze kmen 1 ma ve srovnani s kmenem 2 vyrazné nizsi patogenni potencial. Projevil se
jen slabou lecitinazovou aktivitou a je nehemolyticky. S timto koreluje i skute¢nost, ze v jeho
genomu byly detekovany jen geny pro fosfolipazu ¢ a nehemolyticky enterotoxin. B.
proteolyticus 2 vykazoval jak lecitinazovou, tak i hemolytickou aktivitu. V jeho genomu byly
zjistény geny pro nehemolyticky enterotoxin, cytotoxin K, cereolyzin O, hemolyzin IlI,
fosfatidylinositol-specifickou fosfolipazu c a fosfatidylcholin-preferujici fosfolipazu.

Také byla detekovana piitomnost genu pro acylhomoserin laktondzu, u obou kment
s pozitivnim vysledkem. Bacillus sp. 1 a 2 maji tedy pravdépodobné schopnost inhibice quorum

sensing (QS), tzv. mezibunééné komunikace bakterii.

Tabulka 7: Hemolyticka, lecitinazova aktivita a geny virulence kment B. weihenstephanensis

1 a B. proteolyticus 2.

Hemolytickda  Lecitindazova Geny virulence

Kmen aktivita aktivita
ces  hbl nhe cytKk clo  hiyll hiylll phosC cerA cerB inhA2  aiiA
1 NH +2 — — + — — — — + - - - +
2 P +b - = + + + — + + + + - +

Zkratky: NH - nehemolyticky; (+) - pozitivni; (—) - negativni.
aSlaba lecitinazova aktivita.
bStiedni hemolytickd / lecitinazova aktivita.

5.2 Antimikrobialni aktivita produkénich kmenit

Vysledky antimikrobialni aktivity jsou uvedeny v Tabulce 8. U vSech testovanych kmenti
byla zjisténa inhibi¢ni aktivita proti zastupcim skupiny B. cereus, také vac¢i vyznamnym
patogennim bakteriim Cl. perfringens a L. monocytogenes. B. tequilensis 3 a B. tequilensis 4
vykazaly §irsi spektrum Géinku. Oba navic inhibovaly rast B. fusiformis, CI. butyricum a CI.
dificille. Kmen 4 pusobil také vtci druhu M. luteus. Rust zadné z indikatorovych probiotickych
bakterii ani BMK inhibovan B. weihenstephanensis 1 nebyl, aktivita ostatnich produkénich
kmeni doposud testovana nebyla. Také vSechny indikatorové G- bakterie byly K a¢inkiim
testovanych supernatantti rezistentni.

Vsechny indikatorové kmeny skupiny B. cereus byly vice citlivé k produkénim kmentim
ze stejné skupiny, tedy k B. weihenstephanensis 1 a B. proteolyticus 2. Oba tyto produk¢ni
kmeny se projevily prakticky shodnym spektrem inhibi¢niho G¢inku.
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Tabulka 8: Inhibi¢ni spektrum produkénich kment stanovené agarovou difizni metodou.

Pocet citlivych kmenti*/pocet testovanych kmentu

Indikatorovy organismus

Kmen 1 Kmen 2 Kmen 3 Kmen 4

Gram-pozitivni

Skupina Bacillus cereus 76/76 72[72 2/2 2/2
Bacillus aerophillus 0/1 NT NT NT
Bacillus fusiformis 0/1 0/1 11 1/1
Bacillus subtilis 0/1 NT NT NT
Bifidobacterium spp. 0/4 NT NT NT
Clostridium butyricum 0/1 0/1 11 1/1
Clostridium clostridioforme 0/1 NT NT NT
Clostridium dificille 0/1 0/1 11 1/1
Clostridium perfringens 9/9 6/6 6/6 6/6
Clostridium tertium 0/1 NT NT NT
Enterococcus faecalis 0/1 NT NT NT
Lactobacillus spp. 0/2 NT NT NT
Lactococcus spp. 0/4 NT NT NT
Listeria monocytogenes 1/3 1/1 1/1 1/1
Micrococcus luteus 0/1 0/1 0/1 1/1
Paenibacillus polymyxa 0/1 0/1 0/1 0/1
Propionibacterium acnes 0/1 NT NT NT
Staphylococcus aureus 0/1 0/1 0/1 0/1
Gram-negativni

Acinetobacter johnsonii NT 0/1 0/1 0/1
Aeromonas hydrophila NT 0/1 0/1 0/1
Enterobacter aerogenes 0/1 0/1 0/1 0/1
Escherichia coli 0/2 0/2 0/2 0/2
Chromobacterium sp. 0/1 NT NT NT
Moraxella canis 0/1 NT NT NT
Pseudomonas aeruginosa 0/1 0/1 0/1 0/1
Pseudomonas fluorescens 0/1 NT NT NT
Salmonella spp. 0/2 0/1 0/1 0/1
Serratia marcescens 0/1 NT NT NT

Zkratky: NT — netestovano.
*Citlivy kmen se projevil vznikem inhibi¢ni zoény okolo jamky s testovanym supernatantem; stanoveni bylo
provedeno vzdy ve tfech opakovanich.

59



5.3 Charakterizace antimikrobialné aktivnich latek — vliv enzymi, pH,
teplot

Vysledky rezidualni antimikrobialni aktivity supernatanti po vystaveni enzymuim,
riznym teplotam a pH jsou uvedeny v Tabulce 9.

Aktivita antimikrobialni latky vSech kmenti byla prokazateln¢ narusena plisobenim
proteindzy K, coz znac¢i proteinovou povahu aktivnich latek. Zatimco aktivita supernatant
kmeni 3 a 4 nebyla pozorovana jiz po 1 hodin¢ inkubace, v ptipad¢ supernatantti z kment 1 a
2 doslo k uplné inaktivaci az po 24 hodinach inkubace. Aktivni latky kmenta 3 a 4 byly navic
kompletné degradovany pisobenim pepsinu po 24h inkubaci.

Antimikrobialni aktivita vSech produk¢énich kmeni byla prokazana v Sirokém spektru
hodnot pH od 2 do 9. U kmenti 2, 3 a 4 prakticky nedoslo ke zméné aktivity. U supernatantu B.
weihenstephanenis 1 pii hodnoté pH 5 vSak doslo ke snizeni aktivity zhruba o 30 %. Naopak
pti pH 3 a 2 se aktivita vyznamné zvysila (o 60 %). Negativni kontrolou bylo prokazano, ze k
hodnoté¢ pH 3 je indikdtorovy kmen rezistentni. Pfi pH 2 byl ovSem indikatorovy kmen
inhibovan i samotnou hodnotou pH.

Také byla u vSech ¢tyf kmenil zjisténa vysoka termostabilita latek zodpoveédnych za
inhibi¢ni ucinky. Mraznickové teploty (-80 a -18 °C) nemély na antimikrobidlni aktivitu zadny
vliv. Aktivita byla také zachovana nebo jen zanedbatelné snizena (mén¢€ nez 10 %) pii teploté
a dobé pusobeni 65 °C 30 min, u B. weihenstephanensis 1 a B. tequilensis 3 az do teploty 85 °C
po dobu 10 min. B. tequilensis 3 se projevil nejvyssi tepelnou stabilitou, kdy k uplné inaktivaci
inhibi¢ni latky doslo az pfti pusobeni teploty 121 °C po dobu 15 min. Antimikrobialni latka
kmene 4 vykazala jen mirn€ niz8i odolnost. Aktivni latka byla zcela degradovana az pii teploté
100 °C po dobu 60 min. Kmeny 1 a 2 se projevily prakticky shodnou termostabilitou inhibi¢ni
latky, ackoliv supernatant z B. weihenstephanensis 1 si zachoval vyssi aktivitu v pfipadée

dlouhodobého piisobeni pasteracnich teplot 65, 72 a 85 °C.
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Tabulka 9: Rezidualni aktivita (%) antimikrobialné aktivnich latek po vystaveni supernatantt

vlivu enzymti, pH a teplot.

Rezidualni aktivita (%)*
Kmen 1 2 3 4
Enzymy
Trypsin 100 100 100 100
a-Chymotrypsin 100 100 100 100
Proteinaza K 0 0 0 0
Pepsin 100 100 0 0
Lysozym 100 100 100 100
pH
2 >158 98 92 96
3 158 100 96 100
4 95 100 100 100
5 68 100 100 100
7 100 100 100 100
8 100 94 92 96
9 89 92 88 92
Teplota (°C) c¢as (min)
-80 60 100 100 100 100
-18 60 100 100 100 100
65 10 100 100 100 100
30 98 94 100 90
60 96 90 98 85
72 10 100 100 98 83
30 96 89 94 83
60 86 83 90 83
85 10 93 89 95 83
30 70 63 87 82
60 0 0 79 74
100 10 51 63 87 82
30 0 0 76 69
60 0 0 71 0
121 15 0 0 0 0

Pozn.: Zelena — rezistentni (rezidualni aktivita 100 — 90 %); zluta — aste¢na inaktivace;
bila — Gplna inaktivace; Cervena — zvySeni aktivity.
“Aktivita neoSetfeného supernatantu byla definovéna jako 100 %.
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5.4 Vysledky detailni charakterizace antimikrobialni aktivity kmene 1

5.4.1 Rustova kiivka ve vztahu k produkci antimikrobialni latky

Ristova kiivka B. weihenstephanensis 1 znazoriuje, ze kultura se dostala do ¢asné
exponencialni faze 6 hodin po inokulaci, do stacionarni faze po 20 hodinach kultivace a setrvala
vni az do konce experimentu. Exprese antimikrobidlni latky byla zahajena jiz na konci
exponencialni faze, tedy po 13 hodinach kultivace. Maximalni urovné produkce pak bylo
dosazeno po 19 hodinach, kdy kultura pfechézela do rané stacionarni faze. Od tohoto okamziku

se rozsah inhibi¢ni aktivity prakticky neménil.
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Obrazek 9: Rist a dynamika produkce antimikrobidlni latky kmene 1. ,,— “ predstavuje

rustovou kiivku; ,, F “ predstavuje inhibi¢ni aktivitu vici B. cereus CCM 2010.

5.4.2 Vliv kultiva¢ni teploty na expresi antimikrobialni latky

Vysledky testovani vlivu teploty kultivace B. weihenstephanensis 1 na miru produkce
antimikrobialni latky jsou uvedeny v Tabulce 10. Za anaerobnich podminek byl kmen 1
schopny rustu v rozmezi teplot od 4 do 37 °C, pfi kultivaci ve 42 °C byl rist potlacen, a to |
pokud byl kmen kultivovan v aerobnich podminkach. OvSem po ptemisténi kultur ze 42 °C do
pokojové teploty, byla varianta kultivovana za pfitomnosti kysliku schopna ristu.

K expresi inhibi¢ni latky doslo pfi teplotach 20, 30 a 37 °C. Nejvyssi aktivita byla
zaznamenana u kultury inkubované pii 30 °C. Tato teplota se tedy jevi jako optimalni z hlediska
maximalni produkce antimikrobialni latky. U kultur kultivovanych pii 20 a 37 °C, nebyl téméf

zadny rozdil ve velikosti inhibi¢nich zon. Pti snizeni koncentrace supernatantu vsak byla
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aktivita pozorovana pouze u varianty kultivované pii 20 °C. Pii této teploté tedy ziejme dochazi

Kk vyssi expresi antimikrobialni latky.

Tabulka 10: Mira exprese antimikrobialni latky v zavislosti na teploté kultivace B.
weihenstephanensis 1 (vyjadieno jako aritmeticky primér inhibiénich zén v mm + smérodatna odchylka dané

koncentrace supernatantu).

Koncentrace Primér £ SD inhibi¢ni zény (mm) p¥i riznych teplotach kultivace
supernatantu

(VIv) 4°C 20°C 30°C 37°C 42 °C
1:1 R 13,00+ 0,00 18,33+0,58 12,67 +0,58 N
1:2 R 11,00+ 0,00 14,83+0,29 R N
1:4 R 10,00+ 0,00 11,00+ 0,00 R N

Zkratky: R — rezistentni; N — kultura pti dané teploté nenarostla.

5.4.3 Stimulace exprese antimikrobialni latky a synergicky efekt s laktoferinem

Na zaklad¢ vysledki testovani navySeni exprese antimikrobidlni latky nebyl zjistén zadny
statisticky vyznamny rozdil (P <0,05) mezi kontrolnim kmenem B. weihenstephanensis 1
kultivovanym bez ptidavku antimikrobialni latky a variantami s nisinem a mitomycinem C o
danych koncentracich. Primérné velikosti inhibi¢nich zon se prakticky neliSily. Stejné tak
nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil (P <0,05) v antimikrobialni aktivité mezi
kmenem 1 kultivovanym za pifidavku 1 a 10% koncentrace supernatantu z bakterii
produkujicich extracelularni lecitinazu a aktivité samotného Bacillus sp. 1.

Také bylo zjisténo, ze piidavek laktoferinu v koncentraci 1 mg/ml nepodpofil
antimikrobidlni wCinek supernatantu vuc¢i testovanym G- bakteriim, rust zaddného z
testovanych kmenti inhibovan nebyl. Bakterie byly téz rezistentni k Gc¢inkiim samotného

laktoferinu (Img/ml v dH0).

5.4.4 VIliv surfaktanti

Surfaktant Triton™ X-100 zvysil aktivitu supernatantu o 15 % oproti kontrole. Pfi¢emz
negativni kontrolou byla prokazana citlivost indikatorového kmene k samotnému pulsobeni
surfaktantu. Naproti tomu pii pouziti Tweenu 80 se inhibi¢ni aktivita ve srovnani s kontrolou o

15 % snizila.
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Obrazek 10: Antimikrobidlni aktivita supernatantu vystaveného plisobeni surfaktantt Triton™

X-100 a Tweenu 80 o 1% koncentraci.

5.4.5 VIiv podminek skladovani na aktivitu antimikrobialni latky

Vysledky vlivu délky skladovani pfi riznych teplotach na antimikrobialni aktivitu jsou

uvedeny v Tabulce 11. Je patrné, Ze uchovani supernatantu v mrazni¢kovych teplotach (-80 a

-18 °C) nema na aktivitu absolutn¢ zadny vliv. Také chladnickova teplota 4 °C zajistuje

vysokou stabilitu antimikrobidlni latky, a to po dobu 0,5 roku, ovSem po roce skladovani doSlo

K inaktivaci. Vyznamna je taktéz schopnost inhibi¢ni latky B. weihenstephanensis 1 zachovat

si aktivitu az do teploty 37 °C po dobu minimalné 4 tydnt. Naproti tomu skladovani pfi teploté

42 °C pusobi uplnou ztratu aktivity jiz po 1 tydnu.

Tabulka 11: Rezidualni aktivita (%) supernatantu v zavislosti na teploté a délce skladovani.

Teplota Rezidualni aktivita (%)*

skladovani (°C) ltyden  2tydny  4tydny 0,5 roku 1 rok 1,5 roku
-80 100 100 100 100 100 100
-18 100 100 100 100 100 100

4 100 100 85 75 0 0
Pokojova teplota 100 100 75 0 0 0

30 100 100 60 0 0 0

37 85 60 45 0 0 0

42 0 0 0 0 0 0

Pozn.: Zelena — rezistentni (rezidualni aktivita 100 — 90 %); Zluta — Caste¢na inaktivace; bild — Gplna inaktivace.
*Aktivita cerstvého supernatantu byla definovana jako 100 %.
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5.4.6 Vliv antimikrobialni latky na buiiku

Uginek inhibi¢ni latky produkované kmenem 1 na bunéény rast indikatorového kmene B.
cereus CCM 2010 byl sledovan po 30 hodin a je zndzornén na Obrazku 11. Je zfejmé, Ze pridani
supernatantu o koncentraci 100, 50 i 25 % z kmene 1 k bunéénému peletu kmene B. cereus ve
fazi exponencialniho rustu vedlo kK mirnému snizeni optické denzity (O.D.). Doslo tedy ke
snizeni poétu Zivotaschopnych bunék ve srovnani s kontrolou, kdy naopak O.D. vzrostla a byl
prokazan nartust bakterialni kultury. Mezi jednotlivymi koncentracemi supernatantu nebyl
z hlediska poklesu O.D. zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05). Na zakladé
subkultivace v TSB (Oxoid) byl zjistén baktericidni ucinek 100 a 50% koncentrace
supernatantu. Ani po tydnu subkultivace v aerobnich i anaerobnich podminkach, nebyl u zadné
z variant pozorovan narust indikédtoru. V piipad€é 25% koncentrace supernatantu doslo po
subkultivaci k nartstu kultury v aerobnich i anaerobnich podminkach, dana koncentrace tedy

pusobila bakteriostaticky.
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Obrizek 11: Utinek antimikrobiélni latky na riist indikatorového kmene B. cereus CCM 2010.
Kultura se 100, 50, 25 % a bez (x) supernatantu z kmene 1; supernatant byl aplikovan po 16

hodinach rastu indikatorového kmene.

Integrita bun¢k indikatorové kultury byla zjistovana mikroskopicky po 2, 20 a 30
hodinach kultivace (Obr. 12). Ackoliv doslo v ¢ase kK mirnému poklesu O.D. vlivem odumirani
buné¢k, mikroskopicky se buriky jevily neposkozené s hladkym povrchem, bunééna membrana
se zdala byt neporuSena a taktéz nebyly pozorovany fragmenty bunék. Lze tedy piedpokladat,

ze doslo k inhibici schopnosti bunééného de€leni.

65



V experimentu 2 byla zjistovana schopnost bunék indikatorového kmene pomnozit se. U
nultého fedéni, v téchto koncentracich u¢inkovala antimikrobialni latka baktericidné a zcela
zabranila schopnosti mnozeni B. cereus CCM 2010. U varianty s 25 % supernatantu doslo k
mirnému zvySeni optické density, pfiCemz celkovy pocet zivotaschopnych bakterii v této
varianté byl 2*10° KTJ/ml.

Obrazek 12: Mikroskopie bun¢k B. cereus CCM 2010 po ptisobeni supernatantu B.
weihenstephanensis 1 po dobu 2 h (A), 20 h (B) a 30 hodin (C); bunky B. cereus CCM 2010

z kontrolni varianty bez supernatantu (D); zvétSeni 400x.
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5.4.7 Mikrodilu¢ni metoda testovani antimikrobialni aktivity

Vysledky minimalnich inhibi¢nich a baktericidnich koncentraci supernatantu jsou
uvedeny v Tabulce 12. Citlivé byly vSechny indikatorové bakterie, a to véetné dvou izolata L.
monocytogenes 7 a 72, kter¢ se za pouziti agarové difuzni metody jevily jako rezistentni. Také
je ziejmé, ze MIC po 48 hodinach inkubace s vyjimkou kmene L. monocytogenes 7, odpovidaji
MBC. Nejcitlivéjsim kmenem byl B. cereus CCM 2010. V anaerobnich podminkach byl
inhibovan 4x niz§i koncentraci supernatantu (1:32), nez pii aerobni kultivaci (1:8). Pfitomnost
¢i absence kysliku tedy hraje vyznamnou roli ve schopnosti B. cereus CCM 2010 odolavat
antimikrobidlni latce. Velmi dobré vysledky byly také dosazeny pii plisobeni supernatantu na
vysoce patogennim izolatu Cl. perfringens N12/3D (MIC a MBC 1:4), kdeZto sbirkovy kmen

téhoz druhu byl citlivy jen k nefedénému supernatantu.

Tabulka 12: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) supernatantu B. weihenstephanensis 1 vyjadieny jako titr.

MIC MBC
Bakterialni kmen
24 h 48 h 48 h
Bacillus cereus CCM 2010%¢ 8 8 8
Bacillus cereus CCM 2010NAE 32 32 32
Clostridium perfringens DSMZ 11778 1 1 1
Clostridium perfringens N12/3D 4 4 4
Listeria monocytogenes ATCC 7644 2 1 1
Listeria monocytogenes 7 2 2 1
Listeria monocytogenes 72 2 1 1

AEB. cereus CCM 2010 kultivovany za aerobnich podminek.
ANAEB cereus CCM 2010 kultivovany za anaerobnich podminek.
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6 Diskuze

Bacillus spp. predstavuji velmi heterogenni skupinu aerobnich nebo fakultativné
anaerobnich grampozitivnich sporotvornych bakterii. Nachazeji se prakticky ve vSech
prostiedich a obecné jsou povazovani za vyznamné producenty strukturné rozmanitych
bioaktivnich latek, zejména s antimikrobialnimi G¢inky. Tyto latky maji velky potencial pro
vyuziti k 1ékatskym, potravinarskym a zeméd¢€lskym ucelim. V soucasné dob¢ se poptavka po
inhibi¢né plisobicich latkach ptirodniho charakteru v téchto odvétvich stale zvysuje a hledani
novych produkénich kmenii neni jen pfedmétem vyzkumu védeckych pracovist, ale i
komer¢niho sektoru (Sumi et al., 2015). Také nardsta zajem o vyuziti produkénich kment jako
probiotickych bakterii se schopnosti potlaceni nezadoucich patogena v travicim traktu lidi i
zvitat nebo jako startovacich kultur pro vyrobu fermentovanych potravin. Ovsem, jak bylo
uvedeno Vv literarni reSer$i, nékteré druhy nebo kmeny bacili se podileji na alimentarnich
otravach a kazeni potravin, jedna se zejména o zastupce skupiny B. cereus (Abriouel et al.,
2011). Z tohoto divodu je pro vybér a vyvoj vhodnych kandidati vyZzadovan piisny proces
selekce s ohledem na odlisné mezidruhové vlastnosti virulence (EFSA, 2014).

Prvnim cilem praktické ¢asti diplomové prace byla blizs$i charakterizace ¢ty kmenti
izolovanych z riznych prostiedi. U izolatd nalezicich do skupiny B. cereus byl vzhledem
k moznému praktickému vyuziti uréen také patogenni potencial. U vSech kment byla
pfedbéznym testovanim zjiSténa antimikrobialni aktivita a také schopnost si tuto vlastnost
zachovat i v laboratornich podminkach. Prvotni identifikace byla provedena analyzou MALDI-
TOF hmotnostni spektrometrie. Byla zjiSténa ptisluSnost kmenti 1 a 2 ke skupiné B. cereus,
kment 3 a 4 ke skupiné B. subtilis, ale na troven druhu byl spolehlivé identifikovan pouze
kmen 1. Vzhledem k tomu, Ze metoda identifikace pomoci MALDI-TOF MS je zaloZena na
komparativni analyze naméfenych spekter s referencnimi spektry, mize byt jednim z diivodu
nespolehlivé identifikace pravé kvalita ziskanych hmotnostnich spekter. V ptipadé
sporulujicich bakterii hraje pti identifikaci pomoci MALDI-TOF diilezitou roli ristova faze.
Proces sporulace ovliviiuje profily hmotnostnich spekter, a to zapficinuje méné spolehlivou
identifikaci. Hlavnim divodem neuspésné identifikace je pravdépodobné uzky piibuzensky
vztah mezi jednotlivymi druhy v ramci skupiny. Obecné panuje shoda, Ze sekvence genu pro
16S rRNA nema dostatecnou diferenciac¢ni schopnost odlisit bakterie této skupiny pro jeji
vysokou konzervovanost (Y. Liu et al., 2015). Stejny fenomén je patrny i v ptipadé MALDI-
TOF MS.
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V piipadé kmene 1, izolovaného z vody rybniku Kanclit (jizni Cechy), vysly vysledky
obou téchto metod shodné. V obou piipadech byl identifikovan s obdobnou shodou jako B.
mycoides nebo B. weihenstephanensis. Jak bylo zminéno v literarni reSerSi, B.
weihenstephanensis je na rozdil od B. mycoides schopen ristu jiz pti chladni¢kovych teplotach
a netvori rhizoidni kolonie, to je ve shodé s nami testovanym Bacillus sp. 1. Pies mirné
fenotypové rozdily, byly na zaklad¢ analyzy celych genomt tyto druhy slouceny do jednoho
druhu, B. mycoides (Y. Liu et al., 2018; Logan et VVos, 2015). To je opét v souladu s vysledky
identifikace obou metod, které nebyly schopny tyto dva druhy od sebe odlisit. Dale byl
zjistovan biochemicky potencial Bacillus sp. 1 pomoci soupravy API 50 CHB. Vysledny
biochemicky profil ukazal, ze kmen 1 je schopen fermentovat Siroké spektrum substratii za
produkce organickych kyselin. Shodné s B. weihenstephanensis v§ak neumi fermentovat D-
sachar6zu. Dané skuteCnosti miize byt vyuzito pii hledani vhodné aplikace tohoto kmene,
pomineme-li pouziti Cisté antimikrobialni latky. Uplatnén by mohl byt jako inokulant pii
konzervaci krmiv, napiiklad silazi. Obecné¢ se uvadi, ze druhy B. mycoides i B.
weihenstephanensis nevykazuji Zadnou nebo jen mirnou cytotoxickou ¢i enterotoxickou
aktivitu. Dle pokyni EFSA (2014) by ovSem u kmenu ze skupiny B. cereus s potencialem pro
vyuziti v praxi méla byt potvrzena absence toxinovych gend, piipadné jejich nefunkénost. V
genomu B. weihenstephanesis 1 byla detekovana pfitomnost genu pro lecitinazu C (piplc) a
nehemolyticky enterotoxin (Nhe). Funkénost genu pro piplc byla ovéfena i zkouSkou
lecitinazové aktivity za vzniku zoény precipitace v okoli kolonii vlivem hydrolyzy
fosfatidylinositolu obsazeného ve zloutkové emulzi. Jak uvadéji Visiello et al. (2016),
z hlediska cytotoxicity je problematicka zejména ptitomnost sfingomyelinazy v kombinaci s
fosfatidylcholin preferujici fosfolipazou pusobicich hemolyticky, které u kmene 1 detekovany
nebyly. Rovnéz nevykazoval hemolytickou aktivitu na krevnim agaru. Nhe je tfislozkovy
enterotoxin a geny kodujici jeho syntézu se nalézaji prakticky u vSech kmeni B. cereus, ale
byly zjistény i u dalsich zastupct B. cereus s.1., véetn¢ B. mycoides a B. weihenstephanensis.
Pro aktivitu Nhe je zasadni ptitomnost v§ech tii slozek (NheA, B, C) a to v optimalnim pomé&ru
(Lindbéck et al., 2004). Navic, jak ve své studii upozornuji Cai et al. (2017), ani piitomnost
Nhe v genomu bakterie neznamena, Ze je toxin exprimovan a ucastni se na rozvoji prijmového
onemocnéni. Cytotoxickou aktivitu kmene 1 bude tedy potifeba laboratorné ovéfit na
epitelialnich bunéénych liniich. Pokud bude tato aktivita potvrzena, vyuziti kmene bude
umoznéno jen za predpokladu vyjmuti gent kodujicich dané virulentni faktory.

Patogenni potencial byl také zjistovan u kmene 2, izolatu z pasterovaného medu.

Analyzou MALDI-TOF byl spolehlivé identifikovan jako druh B. cereus, ale sekvenovanim
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byl se 100% shodou ptifazen do druhu B. proteolyticus. B. proteolyticus byl jako druh
ustanoven teprve v nedavné dobé (Y. Liu et al., 2017) a na zaklad¢ dostupné literatury se jevi
jako bézny environmentalni druh (Kamaruzzaman et al., 2020). Detekci geni kodujicich
faktory virulence jsme u tohoto kmene zjistili pfitomnost nékolika toxinovych genu
zodpovédnych za rozvoj prijmového typu onemocnéni a dal§i toxiny pfispivajici
k enterotoxické aktivité. Vysoky patogenni potencial byl také potvrzen zkouskou hemolytické
a lecitinazové aktivity. Jakakoliv aplikace B. proteolyticus 2, at’ uz v podobé probiotika,
startovaci kultury v potravinarstvi, ¢i krmného aditiva neni vhodna, v tivahu tedy ptichazi
vyuziti izolované €isté antimikrobidlni latky.

U nékterych bakterii skupiny B. cereus byla zjisténa produkce AHL-laktondzy, enzymu,
ktery ma schopnost degradovat N-Acyl-homoserinové laktony (AHL) a tim inhibovat quorum
sensing (QS), tzv. mezibunétnou komunikaci bakterii (Dong et al., 2001; Huma et al., 2011).
Metodou PCR jsme tuto vlastnost prokazali u obou testovanych kmend. Vzhledem k tomu, ze
QS zprostiedkované AHL se zapojuje do tvorby biofilmu a exprese faktord virulence nékterych
G- bakterii, a to i medicinsky vyznamnych druhi Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia sp.
(Park et al., 2006), uvazuje se do budoucna o vyuziti této vlastnosti.

Zanad¢jné kandidaty z hlediska ziskavani novych antimikrobialnich latek jsou v§eobecné
povazovany kmeny skupiny B. subtilis. Jiz vice nez 50 let jsou znamy produkci Siroké skaly
inhibi¢nich latek zejména peptidové povahy (Stein, 2005). V ramci této prace se podafilo
identifikovat dva kmeny nalezici do této skupiny, izolované z téla sladkovodniho mlze $keble
asijské. U obou kment byly potvrzeny antimikrobidlni €inky a také jim byl shodné analyzou
sekvence genu 16S rDNA pfifazen jako nejblizsi druh B. tequilensis, tzce pfibuzny druhu B.
subtilis.

Dal$im cilem diplomové prace bylo testovani antimikrobialni aktivity produk¢nich
kmeni, vic¢i potencidlné patogennim bakteriim, bakteriim zpisobujicim kazeni potravin a
probiotickym bakteriim. Také byla provedena charakterizace antimikrobialné aktivnich latek.
Antagonisticka aktivita v§ech kmenti byla prokazana proti patogennim bakteriim skupiny B.
cereus, L. monocytogenes a Cl. perfringens. Ackoliv byly jiz diive v genomech nékolika kment
B. mycoides detekovany genové klastry kodujici antimikrobialni proteiny (Zhao et Kuipers,
2016), doposud byla popsana antibakterialni aktivita pouze jediného kmene B. mycoides,
izolovaného ze syrovatky. Sharma et Gautam (2008) zjistili inhibi¢ni aktivitu tohoto kmene
vici L. monocytogenes a Leuconostoc mesenteroides. Antagonisticky pulsobici latku autofi
identifikovali jako bakteriocin, na zakladé kompletni ztraty aktivity po 1 h inkubace s trypsinem
pii 37 °C. Antimikrobialni protein, produkovany B. weihenstephanensis 1, byl po 1 h inkubace
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rezistentni proti vSem testovanym proteolytickym enzymim. Degradovan byl az po 24
hodinach plsobeni proteindzy K, ¢imz byla odhalena jeho proteinova povaha. Autoii déle
uvadéji, ze bakteriocin piisobi v Sirokém rozmezi pH (4 az 11) a odolava teplotam do 100 °C.
To je ve shod¢ s nasimi vysledky, kdy uplna ztrata aktivity byla pozorovana az pii teploté 85
°C a dobé¢ ptsobeni 60 minut, a pii 100 °C po 30 minutach. Téz byla prokazana aktivita v
Sirokém spektru pH (2 az 9), nicméné byly pozorovany vykyvy. Pti hodnoté pH 5 doslo ke
snizeni aktivity 0 30 %, to mohlo byt zpisobeno dosazenim hodnoty izoelektrického bodu (pI)
bakteriocinu, test je ale tfeba zopakovat s Cistou ¢i ¢astecné purifikovanou latkou a se zcela
presnymi hodnotami pH. Zatimco pii pH 2 a 3 byla aktivita navysena o cca 60 %, to bylo
pravdépodobné dano synergickym ucinkem nizkého pH a antimikrobidlni latky wvici
indikatorovému kmeni. Této skute¢nosti by mohlo byt vyuzito naptiklad pii aplikaci latky jako
navaznosti na uvedené vlastnosti autofi navrhli uplatnéni dané latky v oblasti biologické
konzervace potravin. Jako vyhodu autofi také uvad¢ji, ze diky proteinové povaze, je bakteriocin
degradovén proteolytickymi enzymy v gastrointestindlnim traktu a neovliviluje tak sloZeni
ptirozené sttevni mikrobioty. Na stran¢ druhé, praveé odolnost viici proteolytickym enzymiim a
vysokym teplotam jsou v soucasnosti technologicky vysoce cenéné vlastnosti (Gabrielsen et
al., 2014). Supernatant kmene 1 vykazoval vysoky stupen inhibi¢ni aktivity, shodné s vyse
zminénym bakteriocinem, vac¢i grampozitivni bakterii L. monocytogenes. Velikost nami
naméfenych inhibi¢nich zon ovsem ¢inila v priméru 21,0 + 0,0 mm, zatimco v praci Sharma et
Gautam (2008) byly naméfeny inhibi¢ni zony u L. monocytogenes pouze 3 mm pii testovani
supernatantu a 10 mm pfi testovani ¢astecné purifikovaného bakteriocinu. Navic mikrodilucni
metodou jsme prokazali mikrobicidni G¢inek nefedéného supernatantu vici divokym kmeniim
L. monocytogenes izolovanym z mletého masa a feferonek se syrem naloZenych v oleji, ackoliv
za pouziti agarové difizni metody se kmeny jevily rezistentni. To mohlo byt zplsobeno
vysokou odolnosti danych kmenil, pfipadné nizkou koncentraci inhibiéni latky v médiu. Ross
et al. (2000) uvadgji, ze L. monocytogenes je organismus s kratkou genera¢ni dobou, je tedy
mozné, Ze rezistence souvisi pravé s koncentraci antimikrobialni latky v médiu. Cim rychleji
se bakteridlni buitky mnozi, tim rychleji je bakteriocin vy€erpavan. Po delsi dobé¢ kultivace se
tedy mize vysledek jevit jako rezistentni. Problematicky je zejména vyskyt L. monocytogenes
v tzv. potravinach uréenych k piimé spotiebé (v angl. ready to eat, RTE), a to i vRTE
potravinach s kyselym pH (<4,6), které vic¢i béZznym kontaminujicim mikroorganismiim plisobi
inhibi¢né (Paudyal et Karatzas, 2016). V roce 2018 bylo potvrzeno 2,5 tisic ptipadi listeriozy

u lidi v zemich Evropské unie, které byly pti¢inou zdaleka nejvysSiho poctu umrti spojenych s
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alimentarnim onemocnénim (EFSA, 2018). Antagonisticka aktivita vi¢i L. monocytogenes je
tedy vyznamnou vlastnosti testovaného kmene. Cisté antimikrobialni latky, sohledem na
odolnost k nizkému pH a minimalni pil ro¢ni stabilité¢ v chladni¢kovych teplotach, by mohlo
byt vyuzito pravé ke konzervaci RTE potravin, a tedy ochrané konzumentt. Nisin A je
Sirokospektralni lantibiotikum tfidy I produkovany druhem Lactococcus lactis, vyznacuje se
vysokou termostabilitou a odolnosti vii¢i proteazam. Jenda se o nejvice studovany bakteriocin
a doposud jediny komeréné vyrabény bakteriocin schvaleny regulaénimi agenturami, vcetné
Svétové zdravotnické organizace (WHO), Ufadu pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA)
aEvropského uradu pro bezpecnost potravin (EFSA). Jeho aplikace jsou kvili velmi nizké
aktivit¢ v neutrdlnim nebo alkalickém pH zna¢né omezeny (O’Connor et al., 2020). Hledani
novych alternativ je proto v poptedi z4jmu.

B. weihenstephanensis 1 pusobil inhibi¢né také proti patogenni bakterii Cl. perfringens.
Citlivy byl jak sbirkovy kmen, tak vSechny divoké kmeny, pficemz divoké kmeny vykazaly
vyssi citlivost. To bylo potvrzeno také mikrodiluéni metodou, kdy MIC i MBC supernatantu
vici patogennim izolatu Cl. perfringens N12/3D ¢inila titr 4, kdezto sbirkovy kmen téhoz druhu
byl citlivy jen k nefedénému supernatantu. Zadny z dal3ich testovanych druhti rodu Clostridium
ovlivnén nebyl. Rea et al. (2010) se zabyvali inhibi¢ni aktivitou bakteriocinu thuricinu CD,
ktery byl rovnéz izolovan z druhu naleziciho do skupiny B. cereus, z B. thuringiensis DPC
6431. Tento bakteriocin také pusobi proti Cl. perfringens, navic ale také proti né¢kolika dal$im
druhim klostridii v¢etné Cl. difficile. Vysoka G¢innost thuricinu CD je zde pravdépodobné
perfringens zptsobuje rtizné formy stfevnich onemocnéni lidi (Labbe et Juneja, 2017). Také se
jedna o vyznamného puvodce akutné nebo perakutné probihajicich enterotoxemii telat, jehnat
a klizlat na mlécné vyzivé a v obdobi odstavu, projevujici se vysokou mortalitou. To ma za
dusledek zna¢né ekonomické ztraty v chovech (Lebrun et al., 2010). Lécba je vzhledem
K rychlému pribéhu onemocnéni zpravidla neucinna, navic je snaha o omezeni pouZzivani
antibiotik, a to jak k 1éCebnym, tak zejména preventivnim ucelum (Fischer et al., 2019).
Resenim se nabizi vyuZiti pfirodnich alternativ, jako napfiklad bakteriocinti. Bakteriocin
produkovany B. weihenstephanensis 1 ma diky odolnosti k travicim enzymtim a nizkému pH
schopnost pruchodu travicim traktem, inhibuje jen uzkém spektrum patogennich bakterii,
pficemz b&Zné komenzalni, probiotické bakterie a BMK neovliviiuje. Jeho vyuZiti v tomto
sméru bude proto dale studovano.

V ramci této prace se prokazaly vysokou citlivosti k B. weihenstephanensis 1 vSechny

sbirkové i divoké kmeny druhu B. cereus. Jak je uvedeno vV literarni resersi, tento druh
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produkuje fadu toxini, diky nimz zptsobuje dva rizné typy alimentarnich otrav, emeticky a
prijmovy syndrom. Kromé toho, je také povazovan za vyznamného ptivodce kazeni potravin,
v prvni fadé mlé¢nych vyrobku (Kumari et Sarkar, 2016). Citlivé byly i dalsi druhy skupiny B.
cereus (B. cereus, B. mycoides a B. thuringiensis), sbirkové i divoké kmeny, u kterych
dosahovaly priméry inhibi¢nich zén az 19 mm.

Z4dna z testovanych G- bakterii nebyla k produkované antimikrobialni latce kmene 1
citliva. To je typické pro bakteriociny G+ bakterii. Ty obecné plisobi vyhradné proti jinym G+
bakteriim, protoZe vnéj$i membrana G- bakterii je pro n¢ neprostupna (van Belkum et al., 2011).
Vzhledem ktomu, Ze byla prokazana schopnost ptirodniho glykoproteinu laktoferinu
permeabilizovat membranu E. coli a dalsich bakterii (Chapple et al., 2004), pifedpokladali jsme
zesileni inhibi¢niho G¢inku supernatantu kmene 1 pii kombinaci s bovinnim laktoferinem vaci
vybranym G- bakteriim, to se ale nepotrvrdilo. Murdock et al. (2007) ve své studii prokazali
synergicky ucinek nisinu, ktery téz inhibuje jen G+ bakterie, a laktoferinu viaci E. coli a L.
monocytogenes. Autofi vSak poukazali na to, ze bézné pouzivana média, jako TSB nebo
Wilkins-Chalgren médium, ktera byla pouzita pfi naSem testovani, obsahuji vysoké hladiny
divalentnich kationtd (Fe?*, Mn?*, Zn?" a Cu?"). Ty se mohou vazat na oblast molekuly
laktoferinu souvisejici s antimikrobidlni aktivitou, a tim snizovat jeho ucinnost. Branen et
Davidson (2004) upozoriiuji na to, Ze vys$si saturace bovinniho laktoferinu zelezem (20-30 %)
ve srovnani s humannim laktoferinem (6-8%), snizuje jeho aktivitu, coz mohlo také piispét
K netspésnému prikazu synergického Géinku v naSem experimentu.

Doposud byl nalezen jediny bakteriocin druhu B. tequilensis. Parveen Rani et al. (2016)
izolovali a identifikovali kmen B. tequilensis FR9 z traviciho traktu kutat z volného chovu a
prokézali jeho Sirokospektralni antimikrobidlni aktivitu vici B. cereus, L. monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, ale také nékterym G- bakteriim a kvasinkam.
Inhibi¢ni latku purifikovali a na zakladé sekvenovani stanovili jako cyklicky bakteriocin
subtilosin A, nalezici do skupiny saktibiotik S vyraznou antilisterialni aktivitou. Nami izolované
kmeny, B. tequilensis 3 a 4, taktéz inhibovali Siroké spektrum bakterii, shodné s Bacillus sp.
FR9 vykazovali vyraznou antimikrobidlni aktivitu vaci B. cereus a L. monocytogenes. Oba
navic inhibovaly rust Bacillus fusiformis, Clostridium perfringens, Cl. butyricum a Cl. dificille,
ve studii vSak autofi neuvadi, zda jsou tyto druhy vici subtilosinu A rezistentni nebo zda nebyly
testovany. Kmen 4 tucinkoval také proti druhu Micrococcus luteus, to bylo prokazano i
Vv piipad¢ subtilosinu A kmene B. subtilis KKU213, uizce piibuznému B. tequilensis (Khochamit
et al., 2015). Ve shodé¢ s nasimi vysledky kmen KKU213 neinhiboval rtst zadné z G- bakterii.

Také neucinkoval proti kvasinkam. Zajimavé je, Ze v této studii prokazali rezistenci druhu B.
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subtilis k u¢inku subtilosinu A, ackoliv pro bakteriociny je typicka pravé antimikrobialni
aktivita vici blizkym druhiim. Tuto skute¢nost budeme v budoucnu také ovéfovat. V obou
studiich, v€etné této prace, byla stanovovana antimikrobidlni aktivita supernatanti, které vSak
mohou obsahovat krom¢ bakteriocinu i dalsi antimikrobialni latky napftiklad surfaktiny, jak
poukazali Khochamit et al. (2015). To je pravdépodobné divodem rozdilnych inhibi¢nich
spekter jednotlivych kmentd. Obecné se uvadi, ze subtilin A je vysoce stabilni i pfi extrémnich
teplotach (1 h pii 100 °C) a pH v rozmezi 2 az 10 (Abriouel et al., 2011), to je ve shodé s nasimi
vysledky. Bakteriocin B. tequilensis 3 si zachoval vysokou aktivitu pti ptisobeni teploty 100 °C
po dobu 1 hodiny, inhibi¢ni latka kmene 4 byla aktivni po 30 minutach ptsobeni této teploty.
Téz si zachovali prakticky nezménénou antagonistickou aktivitu v Sirokém rozmezi pH (2 az
9). Autoii Khochamit et al. (2015) zjistili pokles aktivity subtilosinu A po 2 hodinach inkubace
s proteinazou K, v pfipadé nami testovanych supernatanti doslo k Gplné ztraté aktivity jiz po 1
hodin¢ inkubace. Navic byly aktivni latky degradovany ptisobenim pepsinu po 24 hodinach
inkubace, to ovSem v této studii nezjistovali. Ve studiich Khochamit et al. (2015) i Parveen
Rani et al. (2016) urcovali probioticky potencial kment B. tequilensis FR9 a B. subtilis
KKU213. Vzhledem ke schopnosti obou kment adherovat na stfevni epitel, odolavat nizkému
pH Zzaludku, pfitomnosti zlu¢ovych kyselin ve stievech, dale konkurovat / antagonizovat
enterické patogeny a dal§im pfiznivym vlastnostem v¢. produkce bakteriocinti s vyse
uvedenymi vlastnostmi, navrhuji tyto kmeny jako vhodné probiotické dopliiky k ochrané zdravi
zvitat i ¢loveéka. Tyto vhodné probiotické vlastnosti budou v budoucnu posuzovany také u
kment B. tequilensis 3 a 4.

V posledni ¢asti prace byla detailnéji studovdna antimikrobialni aktivita B.
weihenstephanensis 1 a povaha inhibi¢né aktivni latky. Obecné se uvadi, ze bakterie tvofi
sekundarni metabolity aZ ve stacionarni fazi. V ptipadé bakteriocinli produkce za¢ina jiz béhem
exponencialni faze a vrcholi v pfechodu mezi exponencialni a stacionarni fazi (Willey et van
der Donk, 2007), jak potvrzuji i Bizani et Brandelli (2002) na piikladu bakteriocinu cereinu 8
A. Stejné tak vnaSi praci byla prokazana iniciace exprese inhibi¢ni latky na konci
exponencialni faze, nejvys$si antibakterialni aktivita, a tedy maximalni produkce byla
pozorovana po 19 hodinach kultivace v pfechodu kultury do rané stacionarni faze. Detekce
inhibi¢ni aktivity na konci stacionarni faze poukazala na stabilitu latky. Rist i antimikrobialni
aktivita bacilu 1 byly inhibovany pii teploté 42 °C, varianta kultivovana anaerobné nebyla
schopnd rastu ani po premisténi do pokojové teploty, kombinace tepelného stresu a nizkého
redoxniho potencialu tedy pusobi vici kmenu baktericidné. Pti teplotach 20, 30 a 37 °C

vykazoval podobny riist, ackoliv nejvyssi tirovné antibakteridlni aktivity bylo dosazeno pii 30
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°C, jedna se tedy o optimalni teplotu pro kultivaci B. weihenstephanensis 1. U kultury
kultivované ve 20 °C byla inhibi¢ni aktivita pozorovana i pfi snizeni koncentrace supernatantu,
oproti 37 °C, kdy byl aktivni jen supernatant nefedény. To je pravdépodobné dédno psychrofilni
povahou bacilu 1, kdy 1épe toleruje nizsi teploty. Pii 4 °C je kmen 1 schopen mirného ristu, ale
neni schopen produkovat bakteriocin, coz ukazuje, Ze pfi tepelném stresu zustavaji zachovany
pouze nezbytné fyziologické funkce.

B. weihenstephanenis 1 u¢inkuje antagonisticky vuci blizce ptibuznym bakteriim skupiny
B. cereus a také proti G+ patogenim L. monocytogenes a Cl. perfringens. VSechny tyto
organismy maji, krom¢ obdobné struktury bunécné stény, jako spolecnou vlastnost produkci
lecitindzy (fosfolipazy). Tento enzym je povazovan za jeden z faktorG virulence, ktery je
schopen narusit strukturu bunééné membrany eukaryotickych bunék, a tim zpuasobit jejich lyzu
(Actor, 2012). Proto byla snaha stimulovat expresi bakteriocinu za pouziti supernatantu z kultur
produkujicich extraceluldrni lecitinazu, ovSem neuspé$né. To mohlo byt dano nizkou
koncentraci lecitindzy Vv supernatantu. Spise se zda pravdépodobné, Ze vzhledem k produkci
lecitinazy samotnym kmenem, nema dtivod reagovat na jeji ptitomnost expresi antimikrobialni
latky. Stimulace exprese nebyla prokazana ani za pouziti antimikrobidlné pusobicich latek
nisinu a mitomycinu C.

Zajimavé je, ze aktivita bakteriocinu vzrostla v pfitomnosti neiontového surfaktantu
Triton™ X-100. Podobné vysledky byly zaznamenany v ptipad€ bakteriocinli sonorensinu
bakterie B. sonorensis MT93 (Chopra et al. 2014) a cereinu 7, produkovaného B. cereus Bc7
(Oscariz & Pisabarro 2000). Chopra et al. (2014) se domniva, Ze ke zvySeni antimikrobidlni
aktivity dochazi diky rozptyleni agregati bakteriocinu po pfidadni Triton™ X-100. Agregaty
vznikaji z divodu hydrofobni povahy peptidu. V tomto piipadég, bylo zvySeni inhibi¢ni aktivity
synergicky efekt spise nez o zvyseni antimikrobidlni aktivity bakteriocinu. Tween 80 je také
neiontovy surfaktant a i€¢inek naopak mirné snizil. To by mohlo byt zplisobeno znemoznénim
navazani bakteriocinu na povrch ¢i praniku do bunky.

Ukézalo se, ze dle klesajiciho poctu Zivotaschopnych bunék indikatorového kmene a
neschopnosti nasledné se po subkultivaci pomnozit, ptisobi bakteriocin B. weihenstephanensis
1 na buiky baktericidné. Obdobnych vysledkti dosahli i Cherif et al. (2001) v pifipadé
bakteriocinu thuricinu 7, ackoliv autofi na zakladé vyrazného poklesu O.D. zjistili, Ze pokud je
thuricin 7 aplikovan ve vyssi koncentraci, uc¢inkuje bakteriolyticky. Bakteriolyticky ucinek byl
prokézan také u subtilinu L-Q11, kdy opét po aplikaci bakteriocinu k indikatorové kultute doslo

k vyraznému poklesu O.D. vlivem lyzy bun¢k, coz bylo potvrzeno i prostiednictvim transmisni
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elektronové mikroskopie (Qin et al., 2019). Obecné jsou uvadény dva mechanismy ucinku
bakteriocintll, bud’to primarn¢ narusuji cytoplazmatické membrany nebo jsou primarné aktivni
Vv bunice a ovliviluji zde genové exprese a produkci proteint, pfipadné blokuji nékteré
metabolické pochody (Dobson et al., 2012). U mnoha doposud popsanych bakteriocini byl
prokazan ucinek na cytoplazmatickou membranu. V pfipadé¢ bakteriocinu  B.
weihenstephanensis 1 doslo i v ptipadé 100% koncentrace supernatantu jen k mirnému poklesu
0O.D. indikatorového kmene a mikroskopicky se bunky jevily neposkozené, ackoliv ztratily
schopnost pomnozit se. Zda se tedy, ze bakteriocin primarné uc¢inkuje na struktury uvnitt buriky,
napiiklad DNA, RNA ¢i proteiny. To by vysvétlovalo tizké spektrum inhibi¢niho G€inku, kdy
pro pienos bakteriocinu do buiiky jsou vyzadovany specifické receptory, jako je tomu naptiklad
u mikrocinu J25 (Vincent et Morero, 2009).

Z vysledki prace tedy vypliva, ze vSechny testované kmeny produkuji antimikrobialni
latky proteinové povahy. VSechny latky jsou taktéz odolné viic¢i vysokym teplotdm a aktivni
v Sirokém spektru hodnot pH. Zatimco zastupci skupiny B. subtilis vykazali §ir§i spektrum
antimikrobialni aktivity, inhi¢ni latky zastupca skupiny B. cereus vykazali vyssi odolnost vici
travicim enzymdm. S ohledem na vlastnosti antimikrobialni latky kmene B.
weihenstephanensis 1 a spektrum uc¢inku Ize dojit k zavéru, Ze antimikrobialni protein
pravdépodobné patii mezi nemodifikované peptidy ttidy II, piesnéji do skupiny Ilc ¢i tiidy
V cyklickych (kruhovych) peptida (Cotter et al., 2013). Obecné jsou cyklické bakteriociny
povazovany za latky s vysokou termostabilitou, odolnosti k plisobeni riznych pH a mnoha
proteolytickych enzymi. Tato vyjimecna stabilita je dana kompaktni kruhovou strukturou,
ktera vznika kovalentnim spojenim N- a C- konci peptidu, jak je uvedeno v literarni resersi
(Perez et al., 2018). Diky tomu je této skupiné pfisuzovan nezmérny potencial pro aplikaci v
potravinafském ¢i farmaceutickém primyslu. Z vyse uvedenych divoda budou vsechny kmeny
v budoucnu podrobeny dalsimu zkoumani, také budou izolovany ¢isté antimikrobialni proteiny.
Ty mohou byt vzhledem ke svym vlastnostem pouzity pro vyrobu konzervac¢nich latek nebo
1é¢iv, a to bud’ v nezménéné podobé, modifikaci stavajiciho proteinu nebo jako ptedloha pro

vyrobu novych syntetickych molekul.
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[ Zavér

U vSech Ctyt testovanych kmeni, identifikovanych jako B. weihenstephanensis 1, B.
proteolyticus 2 a B. tequilensis 3 a 4 byla prokazana antimikrobialni aktivita. Antagonisticky
pusobily viici blizce piibuznym druhtim skupiny B. cereus, a také vii¢i vysoce patogennim G+
bakteriim Clostridium perfringens a Listeria monocytogenes. Kmeny 3 a 4 ze skupiny B.
subtilis navic inhibovaly rist nékterych dalsich G+ bakterii. Dale bylo zjisténo, ze latky
zodpovédné za antimikrobidlni aktivitu jsou proteinové povahy, v piipadé kment skupiny B.
cereus vysoce odolné vuci travicim enzymiim. VSechny latky byly také vysoce termostabilni a
aktivni v Sirokém spektru hodnot pH. U obou kmeni skupiny B. cereus byl zjistén patogenni
potencial.

V piipadé B. weihenstephanensis 1 lze na zaklad¢ fyzikalné-chemickych charakteristik a
spektru Géinku predpokladat, ze se jedna cyklicky bakteriocin se znaénym potencialem k
praktickému vyuziti.

Diky svym vlastnostem budou antimikrobialni latky vS§ech kment v budoucnu izolovany
a podrobeny dal$imu testovani. Je ale zfejmé, Ze jiz na zaklad¢ doposud zjisténych vlastnosti,
se jednd o latky s velkym potencidlem. Mohly by nalézt uplatnéni v potravinarském primyslu
jako ptirodni konzerva¢ni latky, v humanni ¢i veterinarni mediciné jako 1é¢iva infekénich
onemocnéni Nebo jako piedloha pro vyrobu novych syntetickych molekul.

Pozornost bude v€novana i nepatogennim produkénim kmentm, u kterych bude
studovana jejich vhodnost pro vyuziti jako probiotickych dopliikti k ochrané zdravi ¢loveéka i
zvitat, ptipadné startovacich kultur v potravinafstvi nebo inokulanti ke konzervaci krmiv,

naptiklad silazi.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AMP
ATCC
AMK
BMK
CCM
DSMZ
G+

G-
KMVD
LAP
MBC
MIC
MRSA
O.D.
PTM
QS
RiPP
RTE
TSB
VRE

Antimikrobidlni peptidy

Americka sbirka typovych kultur

Aminokyseliny

Bakterie mlé¢ného kvaseni

Ceska sbirka mikroorganismii

Némecka sbirka pro mikroorganismy a bunééné kultury
Grampozitivni bakterie

Gramnegativni bakterie

Sbirka Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky
Lineéarni azol-obsahujici peptidy

Minimalni baktericidni koncentrace

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Opticka denzita

Posttranslacni modifikace

Quorum sensing

Ribozomaln¢ syntetizované a posttranslacné modifikované peptidy
,Ready to eat*

Trypton sojovy bujon

Vankomycin-rezistenti Enterococcus faecalis
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11 Samostatné prilohy

Tabulka 1: Testované sbirkové kmeny.

Taxonomické zarazeni Pivod
Aeromonas hydrophila CCM 7232 sbirkovy kmen
Bacillus cereus CCM 2010 sbirkovy kmen
Bacillus fusiformis CCM 4609 sbirkovy kmen
Bacillus mycoides DSM 2048 sbirkovy kmen
Bacillus mycoides (weihenstephanensis) DSMZ 11821 sbirkovy kmen
Bifidobacterium adolescentis CCM 4987 sbirkovy kmen
Bifidobacterium animalis ssp. lactis DSM 10140 sbirkovy kmen
Bifidobacterium breve ATCC 15700 sbirkovy kmen
Bifidobacterium longum ssp. infantis DSM 20090 sbirkovy kmen
Clostridium butyricum DSM 10702 sbirkovy kmen
Clostridium clostridioforme DSM 933 sbirkovy kmen
Clostridium dificille CCM 3593 sbirkovy kmen
Clostridium perfringens DSMZ 11778 sbirkovy kmen
Clostridium tertium DSM 2485 sbirkovy kmen
E. coli ATCC 25922 sbirkovy kmen
E. coli C7050 KMVD sbirkovy kmen
E. coli 2163 KMVD sbirkovy kmen
Enterobacter aerogenes CCM 7797 sbirkovy kmen
Enterococcus faecalis KMVD sbirkovy kmen
Lactobacillus acidophilus DSMZ 20079 sbirkovy kmen
Lactobacillus fermentum CCM 91 sbirkovy kmen
Lactobacillus plantarum MILCOM 195 sbirkovy kmen
Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 sbirkovy kmen
Lactococcus lactis ssp. lactis MILCOM 612 sbirkovy kmen
Listeria monocytogenes ATCC 7644 sbirkovy kmen
Micrococcus luteus ATCC 10240 sbirkovy kmen
Moraxella canis CCM 4590 sbirkovy kmen
Propionibacterium acnes DSMZ 1897 sbirkovy kmen
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960 sbirkovy kmen
Pseudomonas fluorescens CCM 2115 sbirkovy kmen
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis birkovy km
ATCC 13076 SPfrkovy kimen
Salmonella KMVD sbirkovy kmen
Serratia marcescens DSMZ 30121 sbirkovy kmen
Staphylococcus aureus ATCC 25923 sbirkovy kmen




Tabulka 2a: Testované kmeny skupiny Bacillus cereus.

Taxonomické zaiazeni Oznadeni kmene Pivod
Bacillus mycoides 2014004 2014004 voda (rybnik Veseli)
Bacillus thuringiensis 2014013 2014013 voda (rybnik Kanclif)
Bacillus cereus 1CP 0, psi granule
Bacillus cereus 1CP psi granule
Bacillus cereus 2CP o, psi granule
Bacillus cereus 3CP o, psi granule
Bacillus cereus 3CP psi granule
Bacillus cereus 4CP o, psi granule
Bacillus cereus 5CP o0, psi granule
Bacillus cereus 5CP psi granule
Bacillus cereus 6CP 0, psi granule
Bacillus cereus 6CP psi granule
Bacillus thuringiensis 9CP o, losos suseny
Bacillus cereus 10CP 0, losos suseny
Bacillus cereus 10CP losos suseny
Bacillus cereus 12CP 0, kufeci pafaty susené
Bacillus cereus 12CP kufeci paraty susené
Bacillus mycoides seba 1-3 2. rozbor senaz
Bacillus cereus 212D kakaové boby
Bacillus cereus lvz. M1 kakaové boby
Bacillus thuringiensis 1/3 Al travici trakt (véela medonosna)
Bacillus cereus 1/3 A2 travici trakt (véela medonosna)
Bacillus cereus 1/3B1 travici trakt (véela medonosnd)
Bacillus mycoides/thuringiensis RM1/1 ricotta
Bacillus mycoides/thuringiensis RM1/2 ricotta
Bacillus cereus AT72b HEM vzduch
Bacillus cereus A119K vzduch
Bacillus cereus 2-1 bac cvréek
Bacillus cereus 5-1 bac cvréek
Bacillus cereus 6-1 bac cvréek
Bacillus cereus 7-1 bac cvréek
Bacillus cereus 1-1bc cvréek
Bacillus cereus 1-2bc cvréek
Bacillus cereus/mycoides 4 he cvréek
Bacillus cereus 6 bc cvréek
Bacillus cereus 6-2 bc cvréek
Bacillus cereus 7-1bc cvréek
Bacillus cereus 7-2 bc cvréek
Bacillus cereus 8-1 bac crvéek - vafeny
Bacillus cereus 9-1 bac crvéek - vafeny
Bacillus cereus 14-1 bac crvéek - vafeny
Bacillus cereus 14-2 bac crvlek - vafeny
Bacillus cereus 8 bc crvéek - vafeny
Bacillus cereus 1lbc crvlek - vafeny
Bacillus cereus 12 bc crvlek - vafeny
Bacillus cereus 14 bc crvéek - vafeny
Bacillus cereus 8a crvlek - vafeny
Bacillus cereus 8b crvéek - vafeny
Bacillus cereus 10a crvéek - vafeny
Bacillus cereus 10b crvlek - vafeny
Bacillus cereus 10c crvéek - vafeny
Bacillus cereus 1la crvlek - vafeny
Bacillus cereus 11b crvlek - vafeny
Bacillus cereus 14a crvéek - vafeny
Bacillus cereus 14b crvlek - vafeny
Bacillus cereus 8a O, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 10a O, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 10b O, crvlek - vafeny
Bacillus cereus 10c O, crvéek - vafeny
Bacillus cereus/mycoides 11a 0, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 11b O, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 12a O, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 12b O, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 12c O, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 13a 0, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 13b O, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 14a O, crvéek - vafeny
Bacillus cereus 14c O, vzduch
Bacillus cereus D39 kontaminace Bif
Bacillus cereus S6 Skeble asijska




Tabulka 2b: Testované potencialné patogenni kmeny a kmeny skupiny Bacillus subtilis.

Taxonomické zarazeni Oznaceni kmene Piivod
Acinetobacter johnsonii TSB 6/9 Skeble asijska
Bacillus aerophilus 2015010 2015010 voda (rybnik Kanclif)
ﬁ]z‘;':j'gssosr‘lﬁf]' Izlf)fgggq 2015001 voda (rybnik Hejtman)
Clostridium perfringens N12/3D travici trakt (pes)
Clostridium perfringens N20/3D trévici trakt (pes)
Clostridium perfringens PesMup travici trakt (pes)
Clostridium perfringens MiaMup travici trakt (pes)
Clostridium perfringens M12/5E travici trakt (pes)
Clostridium perfringens M20/4A travici trakt (pes)
Clostridium perfringens M19/4A1 travici trakt (pes)
Clostridium perfringens pk2bif med

E. coli travici trakt (¢loveék)
Chromobacterium sp. PT 61 bochnatka americka
Lactococcus garviae BC 2/3C1 travici trakt (véela medonosna)
Lactococcus garviae BC 2/3 C4 travici trakt (véela medonosna)
Listeria monocytogenes 72 mleté maso

Listeria monocytogenes 7 feferonky se syrem nalozené v oleji
Paenibacillus polymyxa CC2/1 Gistici ¢aj s Gervenou fepou

Salmonella sp.

maso




