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Antimikrobialni aktivita bakterii rodu Bacillus

Souhrn

Bacillus spp. jsou povazovany za vyznamné producenty biologicky aktivnich latek,
zejména s antimikrobidlnimi u¢inky. Tyto latky je mozné vyuzit jako 1éCiva ve farmaceutickém
nebo jako aditiva v potravinaiském primyslu. Proto byla cilem bakalafské prace charakterizace
kmene Bacillus mycoides PT89, testovani jeho antagonistické aktivity a zjisténi povahy latky
zodpovédné za inhibi¢ni ucinky. Kmen B. mycoides byl identifikovan pomoci MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie a jeho biochemicky profil byl stanoven pomoci soupravy API 50
CHB. Antimikrobidlni aktivita kmene byla testovdana agarovou difizni metodou proti
potencidlné patogennim bakteriim a bakteriim zpisobujicim kaZeni potravin. Do agarové
plotny s indikatorovym kmenem byly vytvofeny jamky a do nich byl aplikovan supernatant
z PT89. Testovany byly supernatanty z aerobné i anaerobné narostlé kultury. Po kultivaci se
citlivost projevila inhibiéni zénou a jeji primér byl méfen v milimetrech. Povaha
antimikrobialné aktivni latky byla zkouména prostednictvim plisobeni riznych enzymii, teplot,
hodnot pH a surfaktantd. Zmény v antimikrobialni aktivité byly poté opét sledovany agarovou
difizni metodou. Biochemickou analyzou byla urCena schopnost B. mycoides PT89
fermentovat Siroké spektrum substrati za produkce organickych kyselin. Antimikrobidlni
aktivita byla prokazana proti vysoce patogennim bakteriim Bacillus cereus, Clostridium
perfringens a Listeria monocytogenes, pro které je spolecna lecitinazova aktivita. Také byl
zjistén vliv anaerobni kultivace na zvyseni inhibi¢ni aktivity bacilu PT89. Antimikrobialni latka
byla inaktivovana pouze plisobenim enzymu proteinazy K, az po 24 h inkubace, ¢imzZ byla
prokdzana jeji proteinova povaha. Také byla zjisténa aktivita v Sirokém rozmezi hodnot pH a
vysoka odolnost viiéi teplotam. Césteéna aktivita byla zachovana i pfi ptisobeni teploty 100 °C
po dobu 10 minut. S ohledem na zminéné vlastnosti, se pravdépodobné jedna o cirkularni
bakteriocin. Takova latka by mohla nalézt uplatnéni v potravinaiském primyslu pii konzervaci
potravin nebo jako lé¢ivo. Kmen B. mycoides PT89 by mohl byt vyuzit naptiklad jako
probiotikum k modulaci mikrobioty traviciho traktu a jako prevence proti stfevnim infekcim

nebo jako silazniho inokulant.

Kli¢ova slova: Bacillus, antimikrobialni aktivita, agarova difizni metoda, bakteriociny,

antibiotika



Antimicrobial activity of Bacillus spp.

Summary

Some Bacillus spp. are considered as important bacteria producing a variety of
biologically active substances, especially with antimicrobial effects. These agents could serve
as antibiotics or food preservation. Therefore, the aim of the bachelor thesis was to characterize
the strain Bacillus mycoides PT89 to test its antagonistic activity and to explore the nature of
substance responsible for the inhibitory effects. MALDI-TOF mass spectrometry was used to
confirm correct strain identification. The biochemical profile of this strain was determined
using the AP1 50 CHB kit. Antimicrobial activity of cell free supernatants from aerobically and
anaerobically grown culture of B. mycoides PT89 was tested by agar well diffusion method
against potential pathogenic and food-spoilage bacteria. After cultivation, the sensitivity of
indicator strains manifested itself with inhibition zone around the well and its diameter was
measured in millimetres. The nature of the antimicrobial compound was examined using
supernatants from anaerobically grown B. mycoides PT89. The supernatants were exposed to
variety of enzymes, temperatures, pH and surfactants. Changes in antimicrobial activity were
then monitored by agar diffusion method. Biochemical analysis showed the ability of B.
mycoides PT89 to ferment a wide range of substrates with the production of organic acids.
Antimicrobial activity was demonstrated against the highly pathogenic bacteria Bacillus cereus,
Clostridium perfringens and Listeria monocytogenes, that share lecithinase activity. It was
found that anaerobic conditions (low redox potential) increase the antimicrobial activity of B.
mycoides PT89. The inhibitory activity was totally lost by the treatment with proteinase K after
24h incubation, that suggest the proteinaceous nature of antimicrobial compound. It was also
active in wide range of pH and stand treatments up to 100 °C for 10 min. Regarding these
properties, it may be classified as a circular bacteriocin. This substance could be used in the
food industry as food preservation. The strain B. mycoides PT89 could be also used as probiotic

to modulate the gut microbiota or as a silage inoculum.

Keywords: Bacillus, antimicrobial activity, agar diffusion method, bacteriocins, antibiotics
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1 Uvod

Bakterialni infekce se stavaji velmi narocnym globalnim problémem, ktery ohrozuje
lidské zdravi. Béhem poslednich let vyvinuli védci mnoho usili v boji proti témto infekcim.
Ovsem pomalé tempo vyvoje novych antibiotik bohuzel neodpovida rychle rostoucimu
problému rezistenci na klasicka antibiotika. Pocet multirezistentnich patogend, zejména
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae a Enterobacter
spp., se neustale zvySuje. Navic rezistentni kmeny rychle ziskévaji odolnost vii¢i novym
syntetickym derivatim. Podstatné je tedy hledani alternativ ke kontrole rezistentnich
patogent, tedy novych antimikrobidlnich latek pro lécebné tucely, jako naptiklad
bakteriocinti. Kromé toho existuje poptavka po antimikrobialnich latkach a antagonisticky
pusobicich bakteriich pro pouziti v potravinafském a krmivarském priimyslu, kde mohou
slouzit jako pfirodni konzervaéni latky, ¢i startovaci kultury. V neposledni fadé jsou
bakteriocin produkujici organismy velice atraktivni pro pouziti jako probiotika, kterd
napomahaji k zajisténi optimalniho slozeni stfevni mikrobioty a piedchdzeni vzniku
sttevnich infekci. Vyznamnym rodem bakterii, u kterého byla popsana produkce
nejrizngjsich biologicky aktivnich latek, véetné bézné vyuzivanych antibiotik, je Bacillus.
Bacillus spp. jsou grampozitivni sporulujici bakterie ve tvaru ty¢inek. Jsou prakticky
vSudyptitomné, ale ve vysokych poctech se nalézaji predevsim v pid¢. Potencial druht
Bacillus vylucovat riizné sekundarni metabolity s antimikrobialnimi u¢inky je znam jiz
vice nez 50 let. Mnohé z téchto sloucenin jsou stdle vyznamnéjSi pro ridzné
biotechnologické aplikace v lékaistvi, potravinaistvi a zemédélstvi. Siroka $kala
antimikrobialnich latek, o kterych je znamo, Ze jsou produkovany kmeny Bacillus spp.,

zahrnuje ribozomaln¢é a neribozomalné syntetizované peptidy, a také polyketidy.



2 Védecka hypotéza a cil prace

2.1 Védecka hypotéza

U mnoha zastupci rodu Bacillus byla popsana produkce farmakologicky
vyznamnych biologicky aktivnich metabolitl, pfedevsim s antimikrobidlni aktivitou. Lze
tedy predpokladat, ze i kmen B. mycoides PT89, izolovany z vody rybniku Kanclif (jizni

Cechy), bude mit téZ schopnost produkovat nékteré antimikrobialné ptisobici latky.

2.2 Cil prace

Cilem teoretické Casti prace bylo shrnuti dosavadnich poznatkid o antimikrobidlné
pusobicich latkach produkovanych zastupci rodu Bacillus. Cilem experimentalni ¢asti
prace byla charakterizace B. mycoides PT89, testovani antimikrobialni aktivity tohoto

kmene a ur¢eni povahy slouceniny zodpovédné za antagonisticky Gcinek.



3 Literarni reSerse

3.1 Bacillus spp.

Jednou z prvnich popsanych bakterii vibec bylo ,,Vibrio subtilis®, a to némeckym
védcem Ehrenbergem roku 1835. Vroce 1872 byl tento organismus piejmenovan
Ferdinandem Cohnem na Bacillus subtilis a stal se vyznamnym zastupcem (typovym
druhem) rozsahlého a diverzifikovaného rodu Bacillus. Pro bakterie rodu Bacillus je
charakteristickd tvorba endospor uvnitf bakteridlni butiky. Sporulace byla poprvé popsana
Cohnem u B. subtilis, pozdégji také zakladatelem bakteriologie Robertem Kochem u
patogenniho druhu B. anthracis. Z divodt nezvyklé odolnosti spor vuci chemickym a
fyzikalnim cCinitelim, vyvojovému cyklu, vSudypfitomnosti zastupcii a patogenité B.
anthracis ziskal rod Bacillus na zajmu védcu, ktery setrvava i v soucasnosti (Slepecky &
Hemphill 2006).

Taxonomické zafazeni rodu Bacillus:
kmen Firmicutes
tiida Bacilli
fad Bacillales
¢eled’ Bacillaceae (Ludwig et al. 2009).

Metody klasifikace a identifikace bakterii doznaly za poslednich 100 let znacné
promény. Pfes metabolickou a fenotypovou charakterizaci, numerickou analyzu
fenotypovych dat, DNA-DNA hybridizaci (DDH) a stanoveni % G+C, po sekvenovani
genu pro 16S rRNA a multilokusovou sekvenéni analyzu (MLSA), az k zavedeni
sekvenovani kompletnich genomt. To vede K neustalym zménam v taxonomickém
zatazeni Bacillus spp., kdy v kvétnu 2004 ¢ital rod 90 druht, v roce 2009 jiz kolem 140
druhd a na pocatku roku 2017 uz dokonce 318 druhi. Je tedy ziejmé, Zze taxonomické
premény rodu jesté zdaleka nejsou u konce (Logan & De Vos 2015; Thompson et al. 2015;
Fan et al. 2017). Na zaklad¢ zavedeni sofistikovangjSich analytickych metoda neustaly
ptiliv nové popsanych druht Zeigler et Perkins (2015) uvadéji, Zze rod Bacillus nyni
predstavuje 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‘ ¢eledémi se spojuji v fad Bacillales. Mnoho ptiivodnich Bacillus spp. tito
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autoti definuji jako Bacillus sensu stricto, kam tfadi 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. amyloliquefaciens, B. aerophilus, B. pumilis, B. atrophaeus, B. licheniformis a
dalsi). Bhandari et al. (2013) dokonce navrhuji, aby byl rod Bacillus vyhrazen pouze pro
druhy, které nalezi do téchto dvou skupin. VSechny ostatni by mély byt dle autord

pievedeny do jinych rodi.

3.1.1 Charakteristika

Bacillus spp. jsou pravidelné nebo mirn¢ zakiivené ty¢inky, vyskytujici se jednotlive,
V parech, V fetizcich, a nekdy také ve formé dlouhych vldken. Jedna se o organismy
grampozitivni, grampozitivni pouze v ranych stadiich rdstu (gramvariabilni) nebo
gramnegativni. VétSina druhi je aerobni nebo fakultativné anaerobni, ale byly popsany i
druhy striktné anaerobni. Az na vyjimKy, je koncovym piijemcem elektronu kyslik.
Typicky znak ptedstavuje tvorba jedné endospory uvniti buiiky, vysoce odolné vuci
riznym nepiiznivym podminkdm — teplota, zafeni, desinfekéni prostfedky a vysuSeni.
Velikost a morfologie kolonii jsou velice variabilni. Lisi se nejen mezi druhy, ale také mezi
jednotlivymi kmeny téhoz druhu (Logan & De Vos 2015). Kromé nékterych, produkuji
Bacillus spp. enzym katalazu. Ackoliv hodnota pH 7,0 je vhodna pro rist vétSiny druhd,
existuji vyjimky. Napt. B. alcalophilus vyzaduje pH 9,0-10,0, tedy zasadité, naopak B.
acidocaldarius potiebuje pro optimalni rust kyselé pH 3,0-4,0. Zna¢né rozdily bacily
vykazuji i v optimalnich teplotnich podminkéach pro rist, termofilnim vyhovuji teploty
vV rozmezi od 45 °C do 70 °C nebo 1 vyssi, psychrofilni bakterie rostou v teplotach od -5
°C do 25 °C (Goldman & Green 2015). Prevazna vétsina druhl je mezofilni s teplotnim
optimem mezi 25 °C a 40 °C, typicky kolem 30 °C, s minimem 5-20 °C a maximem 35-55
°C (Logan & De Vos 2015).

Povrchové struktury Bacillus spp. tvofi S-vrstva, kapsula, bi¢iky, buné¢na sténa a
cytoplazmatickd membrana. S-vrstva se skladd z proteinovych nebo glykoproteinovych
podjednotek a v ramci kment se lis$i molekulovou hmotnosti (40-200 kDa), stupném
glykosylace podjednotek a geometrii miizky (Slepecky & Hemphill 2006). Kapsula chrani
mikrobidlni buiiky pfed rozpoznanim imunitnim systémem a fagocytézou. U vétSiny druhi
jsou tvoreny polysacharidy, vyjimkou je poly-y-D-glutamova (PGA) kapsula B. anthracis
(Wen & Zhang 2015). Pohyb mnoha Bacillus spp. zajistuji fidce rozptylené peritrichni
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biciky. Pfitomnost ¢i absence bicikli neni povazovéana za uZite¢ny taxonomicky znak rodu,
ale pfi identifikaci druhit ma uréitou vypovidajici hodnotu. Naptiklad B. anthracis a B.
mycoides jsou nepohyblivi, zatimco vétSina kment B. cereus je pohybliva (Logan & De
Vos 2015). Nezbytnou a specifickou slozku bunééné stény témeét viech bakterii predstavuje
peptidoglykan (murein), jehoz hlavni funkci je chranit integritu bunky, dale piispiva
K udrzovani definovaného tvaru bunky a slouzi jako leSeni pro ukotveni dalSich slozek
bunééné stény, coz jsou proteiny a kyselina teichova. Glykanové fetézce v peptidoglykanu
bacila (B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus) maji primérnou délku fetézce mezi 50 a 250
disacharidovymi jednotkami, naproti tomu glykanové fetézce Staphylococcus aureus jsou
mnohem kratsi, S primérnou délkou fetézce 18 disacharidovych jednotek (Vollmer et al.
2008).

3.1.1.1 Zivotni cyklus

Cohn (1876), Koch (1876) a Tyndall (1877) nezavisle na sobé& objevili, ze urcité
bakterie mohou ¢ast svého Zivota stravit jako dormantni bunééné struktury, dnes znamé
pod pojmem endospory. Schopnost vytvaret endospory za aerobnich podminek se stala od
roku 1920 uréujicim znakem rodu Bacillus (Logan & De Vos 2015).

Zivotni cyklus sporotvornych bacilti se sklada ze tif riiznych po sobé nasledujicich
fyziologickych procesii, a to vegetativniho riistu, sporulace a kli¢eni. Vegetativni rist je
charakterizovan binarnim symetrickym délenim rostoucich bung¢k, ke kterému dochazi za
eutrofnich podminek (Sella et al. 2014). V pribéhu vegetativniho ristu bakterie prochazi
nékolika fazemi. Lag faze je adaptatnim obdobim, béhem n¢hoZ se bakteridlni bunky
ptizpsobuji novému prostiedi (Swinnen et al. 2004). V exponencialni fazi se buiky
zaCinaji délit, dochéazi k logaritmickému zvySeni jejich po¢tu a generacni Cas dosahuje
konstantniho minima. Bakterie jsou metabolicky maximalné aktivni, syntetizuji DNA,
RNA, slozky bunéénych stén a dalsi latky nezbytné pro rust délicich se bunék, tedy
primarni metabolity. Postupné dochazi k vycerpavani Zivin kulturou a za¢inaji se hromadit
odpadni produkty, popula¢ni rist se zastavuje. Bakterialni kultura piechazi do stacionarni
rustove faze, kdy se pocet délicich bun€k rovna poctu umirajicich. ZvysSuje se konkurence
o ziviny, bakterie jsou metabolicky méné aktivni a zacinaji produkovat sekundarni
metabolity, které poskytuji specifické vyhody pro preziti. Sporotvorné bakterie v této fazi

vytvaii endospory. Pokud pocet umirajicich pieroste délici se buiiky, kultura se dostane do
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faze odumirani (Madigan et al. 2010). Ackoliv je vétSina antimikrobialné pisobicich latek
produkovana ve stacionarni fazi, v ptipadé ribozomaln¢ syntetizovanych antimikrobialnich
peptidi (AMP) se mohou ristové faze, kdy je jejich produkce zahajena, lisit. Kleerebezem
et Quadri (2001) uvadeéji, ze produkce téchto latek zavisi na hustoté bakterialni populace.
Obvykle se spousti na konci exponencialni faze a zvySuje se na maximalni produkéni
uroven 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 dosazeno ve stacionarni fazi rustu.

Tvorba endospory (sporulace) je uzce spojena s bunéénym cyklem. Zacina na konci
exponencialni (logaritmické) riistové faze pficemz spoustéci procesu byvaji nejCastéji
faktory jako nedostatek zivin, zejména uhliku a dusiku, nebo rostouci hustota bakteridlni
populace (Logan & De Vos 2015). V pocatku sporulace dochazi ke zménam v buné¢ném
déleni a segregaci chromozomu. Déleni buné¢k je asymetrické, ¢imz vznikaji dva rizné typy
bun¢k — predspora (mensi oddil) a matetska buinika. Po asymetrickém déleni nasleduje
pohlceni pfedspory matefskou buiikou, tedy vznik protoplastu obklopeného vnéjsi a vnitini
membranou. Nakonec matetskd buiika lyzuje za uvolnéni zralé spory. Takto vytvotené
spory jsou povazovany za nejvice odolnou formu zivota na planeté (Levin & Grossman
1998; De Hoon et al. 2010). Spory mohou po dlouha 1éta piezivat ve stavu dormance, ale
pokud ptijde vhodny stimul, vraci se béhem par minut k aktivnimu rlistu vV procesu zvaném
kli¢eni (Setlow 2003). S procesem sporulace miize byt také spojena produkce biologicky
aktivnich latek. Pfikladem je B. thuringiensis, ktery béhem sporulace syntetizuje
insekticidn¢ pusobici proteiny, tzv. parasporalni krystaly. Tyto toxiny jsou vysoce
specifické a ucinkuji vzdy proti izkym skupinam hmyzu. Pro obratlovce a rostliny jsou
neskodné (Bravo et al. 2007).

3.1.1.2 Pozadavky na Ziviny

Navzdory velké diverzité rodu, vétSina Bacillus spp. nema problémy s ristem na
beéznych kultiva¢nich mediich, jako jsou zivny agar a trypton séjovy agar. VEtsi Cast roste
také na krevnim agaru. Nicméné, né€které izolaty, zejména ty z oligotrofnich prostiedi,
vyzaduji odlisné slozeni média. Napiiklad kmeny Bacillus thuringiensis izolované z pudy
v Antarktidé dobie rostou na Bacillus fumarioli agaru. Az na vyjimky vyuzivaji bacily

glukozu a/nebo jiné fermentovatelné cukry jako jediny zdroj uhliku a energie. B. fusiformis
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utilizuje acetat, citrat, formiat, laktat a sukcinat, namisto glukozy. Bacillus spp. mohou
vyuzivat anorganické i organické zdroje dusiku. Mnoho druhi utilizuje jako jediny zdroj
dusiku amonnou sul, Siroce jsou vyuzivany aminokyseliny a nékteré kmeny mohou
utilizovat mocovinu. Bylo zjisténo, Ze leucin, threonin a valin jsou nezbytné pro rust a

produkci emetického toxinu u B. cereus (Logan & De Vos 2015).

3.1.1.3 Vyskyt

Bacily jsou prakticky vsudypfitomné. Nejcastéji byvaji izolované z pudy nebo
Z prostiedi pfimo ¢i nepfimo kontaminovanych pidou. Ve vysokych poctech se ale také
vyskytuji ve vodé, potravinach a klinickych vzorcich. Vétsina druht rodu Bacillus je
povaZzovana za bakterie s malym patogenni potencialem, ¢i zcela nepatogenni a jen ziidka
byvaji spojovany s onemocnénim lidi nebo zvifat (Logan & De Vos 2015). Vyjimku tvofi
B. anthracis, ptivodce anthraxu a B. cereus, ktery je zodpovédny za dva typy alimentarniho
onemocnéni: emeticky a prijmovy syndrom. Do souvislosti s otravami jidlem a
oportunnimi infekcemi je davano i nékolik dal$ich druhG napt. B. coagulans, B.
licheniformis, B. pumilus, B. sphaericus a B. thuringiensis. Jedna se ovSem o ojedinglé
piipady (Logan & De Vos 2015). Ptitomnost Bacillus spp. byva u vétSiny typt potravin
povazovana za nezadouci. Pomineme-li riziko alimentarnich otrav, produkci
proteolytickych a lipolytickych enzymu zpusobuji senzoricky nezadouci zmény.
V nékterych piipadech je naopak tento proces zadouci. Napiiklad B. subtilis je vyuzivan k
fermentaci sdjovych bobi pii vyrobé tradi¢niho vychodoasijského pokrmu natto (Abriouel
et al. 2011). Netoxinogenni B. cereus ssp. toyoi s probiotickymi vlastnostmi se pro zménu

vyuziva jako krmné aditivum (Lodemann et al. 2008).

3.1.2 Bacillus mycoides

Druh Bacillus mycoides poprvé popsal Fliigge vroce 1886. Druhovy nazev
»,mycoides* byl odvozen od vzhledu kolonii pfipominajicich kolonie plisni (Di Franco et
al. 2002). B. mycoides se fadi mezi ptibuzné druhy skupiny Bacillus cereus. Jedna se o
fakultativné anaerobni, grampozitivni, nepohyblivy organismus, tvofici elipsoidni spory
ulozené paracentralné¢ ve sporangiu. Buiky velikosti 1,0-1,2 na 3,0-5,0 um se vyskytuji

jednotliveé i v fetizcich. Kolonie jsou bilé az krémové, neprihledné a od ostatnich ¢lent
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skupiny Bacillus cereus je odlisuje charakteristicky rhizoidni vzhled. Minimalni teplota
rustu je 10-15 °C, maximalni 35-40 °C, optimalni pH 6-7. Jsou katal4dza a oxidaza pozitivni
a vykazuji pozitivni lecitinazovou reakci. Maji variabilni schopnost redukovat dusi¢nany a
neumi utilizovat propionat. Hydrolyzuji kasein a $krob. Kmeny B. mycoides byly izolovany
z ruznych prostiedi, ale za hlavni misto vyskytu je povazovana puda (Logan & Vos 2015).

Vétsina zastupci tohoto druhu nevykazuje zadnou nebo jen mirnou cytotoxickou a
enterotoxickou aktivitu. Dokonce byl zjistén pozitivni efekt této bakterie na travici trakt
raka Kainova (Cherax cainii). Po dvoumési¢nim zkrmovani této bakterie doslo ke
zmnozeni a prodlouzeni mikroklki, zesileni stfevniho epitelu a rozsifeni stfevni

mikrobioty, ktera chrani stfevni sténu pred potencialnimi patogeny (Ambas et al. 2015).

3.1.3 Bacillus weihenstephanensis

Bacillus weihenstephanensis byl poprvé izolovan ze vzorku pasterovaného mléka
v roce 1998. Patii stejné jako B. mycoides do skupiny Bacillus cereus (Logan & De Vos
2015). Oba druhy jsou fylogeneticky velice blizce pfibuzné, zatimco od ostatnich zastupci
této skupiny se mirné lisi. Analyzou sekvence genu pro 16S rRNA je od sebe dokonce neni
mozné spolehlivé odlisit. B. weihenstephanensis je shodné s B. mycoides katalaza a oxidaza
pozitivni. Dale vykazuji témét identicky profil mastnych kyselin v bunice. Spory obou
druhtt maji elipsoidni tvar. OvSem B. weihenstephanensis je pohyblivy a nevytvari
rhizoidni kolonie. Dale oproti B. mycoides hydrolyzuje arginin a neutilizuje D-sachar6zu.
Roste v rozmezi teplot od 5 °C do 37 °C, optimaln€é mezi 25-35 °C, jedné se tedy o
psychrotolerantni bakterii. V roce 2018 bylo provedeno porovnani sekvenci kompletnich
genomi typového kmene druhu B. weihenstephanensis a typového kmene B. mycoides. Na
zékladé vysledkd analyzy byl B. weihenstephanensis reklasifikovan a sloucen s B.
mycoides do jednoho druhu. V soucasnosti je tedy povazovan za heterotypické

synonymum druhu B. mycoides (Liu et al. 2018).
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3.2 Antimikrobialni latky produkované Bacillus spp.

Latky s nepfiznivymi U€inky na mikroorganismy se nazyvaji antimikrobialni: bud’
pouze zastavuji rozmnozovani mikroorganismt (tzv. mikrobistatické latky) nebo je
usmrcuji (mikrobicidni latky). Jedna se o produkty priméarniho nebo sekundarniho
metabolismu. Metabolismus piedstavuje organizovany soubor biochemickych reakci, jez
jsou na sobé¢ funkéné zavislé. Tyto reakce zajist'uji buiikdm dostatecné mnozstvi energie a
stavebniho materidlu pro veskeré Zzivotni projevy. Dle druhu reakénich mechanismt
rozliSujeme procesy katabolické, ptfi kterych se vytvaii energie rozkladanim zivin, a
(obecného) metabolismu se obvykle zafazuje metabolismus sacharidu, lipidi, proteint a
metabolismus nukleovych kyselin a kofaktor. Antimikrobialni latky vznikajici
katabolickymi procesy jsou metabolity primarnimi a jsou produkovany neustale v celém
zivotnim cyklu. Naproti tomu sekundarni (specialni) metabolismus zprosttedkovava tvorbu
latek pouze za urcitych okolnosti nebo ve specifickém obdobi vyvoje mikroorganismu
(Silhankova 2002).

V soucasnosti je pfijimdn nazor, Ze primarni metabolity jsou chemické slozky zivych
organismu nezbytné pro jejich normalni fungovani. Zatimco sekundarni metabolity jsou
latky postradatelné a strukturalné velmi riznorodé. Kazda latka je specificky produkovana
jen malym poctem druhl a zejména zvySuje Sanci na pieziti producenta v konkurenci
s ostatnimi organismy (Sansinenea & Ortiz 2011).

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

(Raaijmakers et al. 2002).

3.2.1 Primarni metabolity s antimikrobialni aktivitou

Antimikrobidlné plisobici primarni metabolity vznikaji katabolickymi pochody
zejména za anaerobnich podminek (Silhdnkova 2002). Fakultativné anaerobni bakterie,
jako jsou B. subtilis a B. cereus, reaguji na nizky oxidoredukéni potencial zménou
metabolickych pochodl na anaerobni respiraci (fermentaci). Fermentacnim metabolismem
téchto bakterii se meziprodukty pyruvat a acetyl-CoA pfeménuji na konecné produkty.
Témi jsou laktat, acetat, mravencan, etanol, oxid uhli€ity, acetoin a z né¢ho vznikajici 2,3-

butanediol. Vsechny uvedené slouceniny vykazuji antimikrobialni ucinky. Z vysledku
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experimentll na kmenech druhu B. cereus je ziejmé, ze vyse uvedené produkty, kromé
mraven¢anu, vznikaji 1 béhem aerobni kultivace, ovSem v odlisSném mnozstvi. Dochazi
k vysoké produkci vyhradné acetatu, mnozstvi vyprodukovaného laktatu je podstatné nizsi
oproti anaerobnim podminkam a etanol se tvoii jen ve stopovém mnozstvi (Ramos et al.

2000; Rosenfeld et al. 2005).

3.2.2 Sekundarni metabolity s antimikrobialni aktivitou

Mikrobialni sekundarni metabolity jsou nizkomolekularni produkty sekundarniho
metabolismu, které jsou obvykle produkovany na pocatku stacionarni faze (idiofaze) ristu
mikroorganismi. Maji rGznorodé struktury a jejich syntéza vychazi z intermediatt
(aminokyselin, cukrd, mastnych kyselin a dalich), které kondenzuji do komplexnich
struktur prostfednictvim definovanych biochemickych pochodi (Sanchez & Demain
2011). Produkce sekundarnich metabolitt je u bakterii ovlivnéna riznymi faktory, jako je
dostupnost a slozeni zivin, teplota, pH, vlhkost ¢i svétlo. Dale mize byt produkce vyvolana
oxida¢nim stresem, ¢i nizkym redoxnim potencidlem (Tyc et al. 2017). K tvorbé
antimikrobidlnich latek ¢asto dochazi pti deficitu uhliku, dusiku, fosfatu a jinych kli¢ovych
zdrojii zivin ZvySeni produkce antimikrobidlnich latek pti omezeni dostupnosti zivin bylo
prokazano také v publikaci Ays et al. (2017), ktefi 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 sekunddrnich metabolitii velmi odliSné povahy, vykazujici Siroké spektrum
uéinkd. V praméru 4-5 % genomu B. subtilis koduje syntézu vice nez dvou desitek
strukturn€ rdznorodych antimikrobidlnich latek. Tyto metabolity; vcetné antibiotik,
pigmentl, toxind, rastovych faktorti, feromonti a dalSich bioaktivnich slouenin; jsou
puvodné navrzeny tak, aby bakteriim usnadiovaly pfeziti ve svém pfirozeném prostiedi
(Stein 2005; Chaabouni et al. 2012).

Mezi sekundarni metabolity bacild s antimikrobialni aktivitou patii zejména
peptidova antibiotika, ribozomalné (bakteriociny) i neribozomaln¢ syntetizovana, ale také

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

Antimikrobidlni peptidy (AMP) jsou univerzalni slozkou obrannych systému
prakticky vSech forem zivota. Nalézaji se u bakterii, rostlin, hub, bezobratlych i obratlovci
véetné savci. AMP predstavuji prvni linii imunitni obrany téchto organismi a maji
inhibi¢ni nebo mikrobicidni u¢inek vic¢i grampozitivnim (G+) a gramnegativnim (G-)
bakteriim, houbam, nékterym parazitim a virim. Jeden z prvnich AMP byl popsan v roce
1940 (Srivastava et al. 2009) kolektivem Hotchkiss et Dubos. Z puadni bakterie Bacillus
brevis izolovali vysoce baktericidni latku gramicidin. Ta pisobi nejen viuci bakteriim, ale
je schopna destabilizovat cytoplazmatické membrany sav¢ich bunék.

V soucasnosti je znamo vice nez 5000 AMP. Bez ohledu na jejich biologicky ptavod
sdileji spole¢né rysy, a to pomérné malou velikost molekul a linearni nebo cyklickou
strukturu. Jde o peptidy obvykle slozené z mén¢ nez 100 aminokyselin (AMK), nejcastéji
mezi 12 az 50 AMK. Ve vétsing ptipadt se vyskytuji ve formé Sroubovic, tzv. a-helixa, B-
skladanych listi a smycek nebo jejich kombinaci. Pievazné se jedna o amfipatické
molekuly, kladné nabité, mohou byt i zdporné€ nabité nebo neutrdlni. Kladné nabité peptidy
jsou elektrostaticky ptitahovany k negativné nabitému povrchu mikrobialni membrany.
Hlavnim mechanismem ucinku AMP je poruseni struktury cytoplazmatické
membrany tvorbou port, coz vede k bunééné smrti. Mohou ale také narusovat funkci
nékterych enzymi a nukleovych kyselin (Sadredinamin et al. 2016; Ciumac et al. 2019).

AMP jsou rozdélovany na zakladé biosyntézy do dvou kategorii, a to na ribozomalné
a neribozomaln¢ syntetizované peptidy. Ribozomalni syntéza zahrnuje translaci mRNA do
polypeptidovych fetézcii na zdklad¢ genetického kddu. U mnoha takto syntetizovanych
peptidi dochazi dale k post-translaénim modifikacim (metylaci, glykosylaci, fosforylaci).
Neribozomalni syntézu zprostiedkovava 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 & Yousef 2018).
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3.2.2.1.1 Ribozomalné syntetizované antimikrobialni peptidy (bakteriociny)

Bakteriociny jsou malé, ribozomalné¢ syntetizované antimikrobialni peptidy
produkované bakteriemi. Jedna se o rozsdhlou skupinu latek proteinové povahy s fadou
biologickych aktivit, zejména vici dal§im bakteriim. Tyto peptidy vykazuji znacnou
rozmanitost s ohledem na velikost a strukturu molekul, mechanismus G¢inku a inhibi¢ni
spektrum. Mnoho bakteriocini ma uzké spektrum ucinku, ptisobi tedy jen véi druhtim
blizce ptibuznym produkénimu organismu, zatimco jiné vykazuji antimikrobidlni aktivitu
vazbu na specificky receptor cilového organismu, nebo skrze elektrostatickou interakci
mezi AMP a bunéénou sténou. (Snyder & Worobo 2014; Hegarty et al. 2016). Produk¢ni
organismy se samoziejm¢ musi chranit pfed pisobenim vlastnich bakteriocinti. Toho je
dosazeno produkeci specifickych imunitnich proteini (Deegan et al. 2006).

Cilem produk¢nich kment je ziskat vyhodu v konkurenénim prostiedi a odhaduje se,
ze az 99 % bakterii ma schopnost produkovat alespon jeden bakteriocin (Perez et al. 2018).
Environmentalni vyznam bakteriocini se ale zda byt daleko Sir$i nez jen v obrané proti
jinym bakteriim. Plni velmi vyznamnou roli v mezibunééné komunikaci a také v usnadnéni
horizontalniho pfenosu gent. V laboratotich byvaji podminky kultivace optimalizovany
tak, aby bylo dosazeno co mozna nejvyssi produkce. Takové koncentrace pak plisobi na
testované organismy baktericidné. V pfirozenych podminkach v§ak mohou byt Grovné
exprese prili§ nizké, nez aby mély na konkurenty baktericidni G¢inek, nebo bakteriocin
samotny pusobi spiSe bakteriostaticky (Snyder & Worobo 2014). Chikindas et al. (2018)
dokonce uvazuji, ze regulace ruznych procesti v ramci mezibunééné komunikace je
primarni funkci bakteriocini spise nez pfimé usmrceni konkurentti. Pro bakterie se zda byt
produkce nizkych koncentraci bakteriocint vyhodné&jsi. Pti nizSich koncentracich byva
ucinné potlacovana tvorba biofilmu narusiteli (napf. inhibici quorum sensig) a zaroven
nejsou produkéni organismy energeticky a nutriéné 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
ocekava, ze objevovani téchto latek bude dale zrychlovat. Jejich Siroké skéla a nartistajici
zajem veédcu vedly k urc¢itému zmatku v klasifikacnich schématech. Od prvni klasifikace,
kterou navrhl Klaenhammer (1993), bylo pfedstaveno mnoho dal§ich schémat, ta se ale
vénuji zejména bakteriocinim produkovanym bakteriemi mlécného kvaseni (BMK, Perez
et al., 2018). Proto Zhao et Kuipers (2016) navrhuji pro ribozomalné syntetizované AMP

bacilti upravené klasifikac¢ni schéma, ve kterém je dé€li do tii hlavnich tfid (viz Tabulka 1).
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Tabulka 1. Navrh klasifika¢niho schéma bakteriocinii Bacillus spp. Upraveno podle Zhao
et Kuipers (2016).

Navrh klasifikace

Piiklady

Ttida 1. Posttransla¢né modifikované peptidy
Podtrida I.1. Lanthipeptidy

Podtrida 1.2. Cirkularni peptidy

Podtrida 1.3. Saktipeptidy

Podtrida 1.4. Linearni azol-obsahujici peptidy
Podtrida I.5. Thiopeptidy

Podtrida 1.6. Glykociny

Podtrida 1.7. Laso peptidy

Ttida II. Nemodifikované peptidy

Podtrida I1.1. Pediocin-like peptidy

Podtrida I1.2. Ostatni nemodifikované peptidy
Ttida III. Velké proteiny

Subtilin, mersacidin, cerecidin,
amylolicin, lichenicidin

Pumilarin, amylocyklicin

Subtilosin A, thuricin H, thuricin CD
Plantazolicin A

Thiociliny

Sublacin 168

Makrocin J25

Koagulin
Lichenin, cerein, cereucin V
Megaciny, Koliciny

3.22.1.1.1 T¥ida I: Ribozomailné syntetizované a posttranslaéné modifikované
peptidy (RiPP)

Tato tfida se skladd z AMP o velikosti mensi nez 10 kDa, které jsou ribozomalné
syntetizovany a postupuji posttranslaéni modifikace (PTM) prekurzorového peptidu. Na
zakladé rozdilt v upravach a strukture lze tiidu rozdélit do sedmi podtiid (Zhao & Kuipers
2016). Piesto sdileji nekolik jednotnych krokd v biosyntéze. Ta vzdy zacina produkci
prekurzorového peptidu, ktery je tvofen vedoucim peptidem s N-koncem a C-terminalni
hlavni oblasti nesouci mista ur¢ena k PTM. Poté biosynteticky aparat rozpozna vedouci
peptid a provede PTM v hlavni oblasti. Nakonec je vedouci peptid odstranén jednou nebo
vice peptiddzami, nékdy soucasn¢ s cyklizaci peptidu, za vzniku maturované aktivni
slouceniny. Ve vyjime¢nych piipadech mohou nasledovat dalsi PTM 1 po odstranéni

vedouciho peptidu (Ortega & van der Donk 2016).

3.2.2.1.1.1.1 Podtrida I.1. Lanthipeptidy

Lanthipeptidy jsou ribozomalné syntetizované, polycyklické ptirodni produkty, které
jsou hojné¢ produkovany G+ bakteriemi, véetn¢ mnoha druhd skupiny Bacillus. Po
ribozomalni biosyntéze jsou seriny a threoniny lanthipeptidi dehydratovany za vzniku
didehydroalanini (Dha) a didehydrobutyrinii (Dhb). Nasledné se prostfednictvim SH-
skupin cysteind a dvojnych vazeb dehydroaminokyselin tvofi thioetherové vazby

lanthioninu a methyllanthioninu (viz Obrazek 1). Mohou nasledovat dalsi strukturni
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modifikace, jako napfiklad hydroxylace asparaginu, ¢i prolinu nebo epimeriza¢ni reakce

(Dischinger et al. 2014).

H O H O H O H O
/Nf\m/N dehydratace Y\ \A cykhzace N f /rj/\
S
R OH SH R
hydroxy-aa cystein didehydro-aa cystein {methyl-)lanthionin

R=H (Ser; Dha; Lan)
R = CH; (Thr; Dhb; Melan)

Obrazek 1. Tvorba thioetherové vazby (methyl-)lanthioninu. Upraveno podle Dischinger
etal. (2014).

Vzhledem ke specifickému zpisobu biosyntézy a antibakterialnim G¢inkim, byla
tato skupina bioaktivnich peptidl nejprve ozna¢ovana jako lantibiotika. V soucasnosti jsou
diky zna¢nym rozdilim v biologické aktivité oznaCovany jako lanthipeptidy (Legala &
Neubauer 2016). Pfevazna vétsina lanthipeptidi vykazuje antimikrobialni aktivitu proti G+
bakteriim, zejména taxonim piibuznym produkénimu kmenu. Pfi plsobeni proti G-
bakteriim je potifeba antibioticky ucinek podpofit destabilizacnim ¢inidlem vnéjsi
membrany, ktera je pro antibiotické peptidy neprostupna (Dischinger et al. 2014).

Lanthipeptidy lze rozdé€lit do ¢tyf skupin, kde hlavni rozdil mezi skupinami I, 11, III
a IV prestavuji PTM enzymy. U lanthipeptid skupiny | jsou za proces PTM odpovédné
dva odlisné enzymy: dehydrataiza LanB a cyklaza LanC, zatimco skupina II je
modifikovana bifunkénim enzymem LanM. Existuji také dvoukomponentni lanthipeptidy
Sestavajici ze dvou peptidl patticich do skupiny II, jelikoZ jsou zpracovany jednim
modifikujicim enzymem LanM. U jinych lanthipeptidii (skupina Il a IV) jsou dehydratacni
a cykliza¢ni reakce katalyzovany multifunkénimi enzymy: RamC / LabKC nebo LanL
(Zhao & Kuipers 2016).

Subtilin, vyznamny lanthipeptid skupiny I, produkuje bakterie B. subtilis. Je slozeny
z32 AMK a linearni strukturou je velmi podobny lantibiotiku nisinu, ktery je hojné
vyuzivany V potravinafstvi jako konzervant (E 234). Subtilin pusobi baktericidné proti
Sirokému spektru G+ bakterii. Mechanismus ué¢inku je dudlni. Bud’ inhibuje syntézu
bunééné stény prostiednictvi vazby mna lipid II, latku slouZici jako nosi¢
peptidoglykanovych monomeri,, nebo muze vyuzit lipid II jako kotvici molekulu v

cytoplazmatické membrané, coz vede k tvorbé pora (Stein 2005; Caulier et al. 2019). Jeho
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tvorba je adaptivni reakci na zmény v zivotnim prostfedi. Pfedpoklada se, ze tlohou
subtilinu je zvysit ptisun zivin produkéni bakterii odstranénim konkurenénich druht a /
nebo jinych kment téhoz druhu (Abriouel et al. 2011).

Lanthipeptidy skupiny II maji globuldrni strukturu. Zahrnuji mersacidin
produkovany nékolika kmeny B. amyloliquefaciens v pozdni exponencidlni a ve
stacionarni fazi. Tvofi jej 20 AMK a stejné jako subtilin se vaze na lipid Il. Mechanismus
ucinku spociva v inhibici syntézy bun&éné stény (viz Obrazek 2). Mersacidin G¢inkuje proti
G+ patogentim a in vivo studie prokazaly vyznamny ucinek proti meticilin-rezistentnimu
Staphylococcus aureus (MRSA), srovnatelny s antibiotikem vankomycinem (Appleyard et
al. 2009; Zhao & Kuipers 2016). Dalsimi popsanymi antimikrobialn¢ puasobicimi
lanthipeptidy skupiny Il jsou cerecidiny Al a A7. Produkénim organismem je B. cereus As
1.1846. Cerecidiny vykazuji Sirokospektralni uc¢innost viici G+ bakteriim, véetné MRSA a
vankomycin-rezistentimu Enterococcus faecalis (VRE). Zvlast¢ cerecidin A7 je
vyznamnym kandidatem pro klinické a potravinaiské ucely, jelikoz ptisobi inhibi¢né i proti
patogenu brambor Streptomyces scabiei. Dale do této skupiny patii amylolysin
produkovany B. amyloliquefaciens GA1 a dvoupeptidové bakteriociny haloduracin,
produkovany alkalofilni bakterii B. halodurans C-125 a lichenicidin z B. licheniformis
DSM 13 (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
Tetézec

franglykosylace

lipid 11

Obrazek 2. Lantibiotikum mersacidin se vaze na disacharid-pyrofosfatovou skupinu lipidu

I1, ¢imz blokuje polymerizaci peptidoglykanu. Upraveno podle Hoffmann et al. (2002).
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3.2.2.1.1.1.2 Podtrida 1.2. Cirkularni (kruhové) peptidy

Cirkularni bakteriociny tvofi rodinu RiPP, ktera je seskupena na zakladé jejich
kruhového peptidového fetézce vzniklého kovalentni vazbou mezi N- a C-terminalni ¢asti
peptidu. Tim se 1isi od ostatnich AMP, u nichz jsou cirkularni struktury disledkem vzniku
disulfidickych mustkt. Cirkularni bakteriociny vznikaji jako linearni prekurzory a az
pozdéji dochazi k cirkularizaci (viz Obrazek 3). Kompaktni kruhova struktura vede
K ultrastabilité téchto peptidi a je kliCova pro antimikrobialni 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 dalsim konzerva¢nim
procesum (Perez et al. 2018). Velikost zralych kruhovych peptid se pohybuje v rozmezi
od 58 do 70 AMK. Zatim byly izolovany z bakterii kmene Firmicutes, zejména bakterii
mlécného kvaseni (BMK), nékolik také z bacilti a klostridii (Gabrielsen et al. 2014).
Prvnim identifikovanym cirkularnim bakteriocinem byl enterocin AS-48, produkovany
fadou enterokokii. Od té doby bylo popsano nékolik dalsich latek stejné povahy, mezi nimi
I pumilarin bakterie B. pumilus (Van Heel et al. 2017) a amylocyklicin kmene B.
amyloliquefaciens (Scholz et al. 2014).

3. export

L maturovaného
peptidu
z bunky

Obrazek 3. Ilustrace tii krokll biosyntézy cirkularniho bakteriocinu. 1. Tri-
aminokyselinovy vedouci peptid (fialovy) prekurzorového peptidu je enzymaticky
odstépen (pierusovana ¢ara). 2. Proces cirkularizace linearniho peptidu kondenzaci N- a C-
terminalnich Casti, ¢imz vznika nova peptidova vazba a vysledkem je zraly kruhovy peptid.
3. Export maturovaného peptidu z buinky pomoci specializovaného transportniho

komplexu. Upraveno podle Gabrielsen et al. (2014).
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Na zékladé rozdilnych biochemickych vlastnosti jsou cirkularni peptidy rozdéleny
do dvou skupin. Skupina I zahrnuje vétsi silné kationické peptidy s vysokym
izoelektrickym bodem (pI > 9), kam spada pumilarin i amylocyklicin. Peptidy skupiny Il
maji niz8§i hodnotu pl (pI < 7) a jsou vysoce hydrofobni, diky vysSimu obsahu rezidui
kyselych aminokyselin (Perez et al. 2018). Kruhové bakteriociny vykazuji Siroké spektrum
ucinku predevs§im proti G+ bakteriim. Nejvice citlivé jsou BMK a bacily. Pasobi ale také
proti patogeniim zpisobujicim alimentarni onemocnéni, jako jsou zastupci rodu Listeria ¢i
Clostridium. V né¢kolika pfipadech byly uU¢inné viaci nozokomidlnim patogeniim
(enterokoktm, stafylokoktim) a Escherichia coli. E. coli byla inhibovana jen ve vysokych
koncentracich bakteriocinu (Gabrielsen et al. 2014).

3.2.2.1.1.1.3 Podtrida 1.3. Saktipeptidy

Saktipeptidy piedstavuji nové vznikajici tiidu RiPP a vykazuji rizné biologické
aktivity. Jejich spoleénym znakem je intramolekuldrni thioetherovd vazba nezbytna pro
antimikrobialni aktivitu. Tato vazba spojuje atom siry cysteinového zbytku s a-uhlikem
akceptorové aminokyseliny, ¢imz se 1i8i od lanthipeptidt, kde vazba probiha ptes p-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 tii
thioetherové vazby, byla rozlusténa pomoci NMR spektroskopie az po 18 letech (Flithe &
Marahiel 2013). Subtilosin A je produkovan i dalsimi kmeny B. subtilis a také nékterymi
kmeny B. amyloliquefaciens a B. atropheus. Je vysoce stabilni i pfi extrémnich teplotach
(1 h pti 100 °C) a pH Vv rozmezi 2 az 10 (Abriouel et al. 2011). Dosud jsou znamy
minimalné Ctyfi dal$i zastupci této podtiidy: sporulation killing faktor (SKF) také
produkovany B. subtilis 168, thuricin CD z B. thuringiensis DPC 6431 a thuricin H z B.
thuringiensis SF361. U saktipeptidi byla popsana antibakterialni a antimykoticka aktivita.
Nékteré formy subtilosinu A také vykazuji spermicidni a hemolytické ucinky (Wieckowski
et al. 2015). SKF, tzv. kanibaliza¢ni toxin, je latka schopna lyzovat citlivé buiky
produkéniho kmene. Predpoklada 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 ucinku jsou nékteré bakteriociny této skupiny,
zejména thuricin CD navrhovany jako potencidlni terapeutika. Thuricin CD uc¢inkuje
vyhradné proti sporulujicim bakteriim, zejména proti Clostridium difficile, bakterii

zodpovédné za riizné formy stfevnich onemocnéni a prijjmy spojené S uzivanim antibiotik.

24



Na rozdil od mnoha antibiotik neovlivituje negativné ptfirozenou mikrobiotu a neposkozuje

eukaryotické bunky (Rea et al., 2010).

3.2.2.1.1.1.4 Podtiida 1.4. Linearni azol-obsahujici peptidy (LAP)

LAP jsou tvofeny linearnim fetézcem aminokyselin, do kterého se V riiznych
kombinacich  zabudovavaji  péti¢etné heteroaromatické slouceniny thiazoly a
(methyl)oxazoly. Ty pochazeji z cysteind a serinid/threoninii ribozomalné syntetizovaného
prekurzorového peptidu (Arnison et al. 2013). Plantazolicin A, linearni dekacyklicky
ptirodni produkt a jeho biosynteticky prekurzor plantazolicin B izolovany z ptidni bakterie
B. amylolyquefaciens FZB42 zastupuji novou tfidu LAP. Plantazolicin A je aktivni proti
ptibuznym G+ bakteriim, pfedevsim proti pivodci antraxu, B. anthracis. U plantazolicin

B antimikrobialni u¢inky potvrzeny nebyly (Wilson et al. 2015).

3.2.2.1.1.1.5 Podtiida 1.5. Thiopeptidy

Thiopeptidy obsahuji charakteristické makrocyklické jadro sestavajici z nékolika
thiazoll, dehydroaminokyselin a Sesticetného dusikového heterocyklu (Liao et al. 2009).
Makrocyklus umoziiuje thiopeptidiim inhibovat riist bakterialnich bunék pomoci blokovani
syntézy ribozomalnich proteint. Jejich velky potencial spociva v inhibici
multirezistentnich G+ patogeni véetné MRSA, VRE a penicilin-rezistentnimu
Streptococcus pneumoniae (PRSP). Maly uc¢inek vic¢i G- bakteriim je pri¢itan neschopnosti
thiopeptidii proniknout do jejich vnéjsi membrany. Koncem cCtyficatych let byl izolovan
mikrokocin a od t¢ doby bylo objeveno dalSich zhruba 150 thiopeptidi. VétSina je
produkovana aktinobakteriemi, ale nékteré byly ziskany od zastupcti kmene Firmicutes,
véetné bacilu, jako naptiklad thiocilliny izolované z B. cereus ATCC 14579 (Arnison et al.
2013; Akasapu et al. 2019).

3.2.2.1.1.1.6 Podtrida 1.6. Glykociny

Glykociny (glykosylované bakteriociny) jsou bakteridlni toxiny, které byly
charakterizovany az v roce 2011. Jednim z nich je sublancin bakterie B. subtilis 168,
pivodné fazeny mezi lantibiotika. Jeho struktura se sklada z 37 aminokyselinovych zbytki,
z nichz je cystein zastoupen 5 molekulami. Ctyfi cysteiny vytvéaieji dva disulfidické
mistky v pozicich Cys’-Cys® a Cys'*-Cys?®. Na posledni Cys? je p-S-vazbou navazana
molekula glukézy (viz Obrazek 4). Nedavna studie ukazala, ze S-glykosylovana cast

sublacinu je zasadni pro antimikrobialni aktivitu. Dale poukazala na to, ze sacharid mtze
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peptidovému skeletu poskytnout ,,ochranny destnik* a slouzit naptiklad jako ochrana proti
proteolytickym enzymum. (Katayama et al. 2011; Norris & Patchett 2016). Spektrum
antimikrobialni aktivity sublacinu je podobné spektru lantibiotik, tedy inhibuje pouze G+

bakterie potlacenim kliceni spor a ristu vegetativnich bunék (Zhao & Kuipers 2016).

Obrazek 4. Chemicka struktura bakteriocinu sublacinu (Katayama et al. 2011).

3.2.2.1.1.1.7 Podtiida 1.7. Laso peptidy

Laso peptidy byly poprvé popsany vroce 1991. Definuje je N-terminalni
makrolaktamovy prstenec, kterym je provléknut C-terminélni konec. Vznika tak jedine¢na
laso struktura, tzv. lariatovy uzel (viz Obrazek 5). 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 & Kuipers 2016). Laso peptidy jsou obvykle inhibitory
enzymul nebo antagonisty receptorl. Tyto vlastnosti jim pfipisuji antibakteridlni aktivitu,

omezenou na bakterie fylogeneticky ptibuzné produkénim kmentim (Arnison et al. 2013).

N-terminalni
prstenec

C-terminalni

: «— konec
KRk = - N A e

Obrazek 5. llustrace struktury laso peptidd. Linearni segment, tvofeny klickou (zelend) a
C-termindlnim koncem (oranzovy), prochdzi N-termindlnim prstencem (Cerveny), ¢imz

vznik tzv. lariatovy uzel. Upraveno podle Maksimov et al. (2012).
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3.2.2.1.1.2 Ttida II: Nemodifikované bakteriociny

Bakteriociny tfidy II zahrnuji malé (méné nez 10 kDa), ribozomaln¢ syntetizované,
termostabilni a membranové aktivni linedrni peptidy. Déli se do dvou podtiid na pediocin-

like peptidy a ostatni nemodifikované peptidy (Zhao & Kuipers 2016).

3.2.2.1.1.2.1 Podtiida 11.1. Pediocin-like peptidy

Vsechny bakteriociny této podtfidy obsahuji stejnou N-termindlni sekvenci —
YGNGV, tzv. ,pediocin box“ a jednu nebo dv¢ disulfidové vazby uvnitt fetézce
(Ovchinnikov et al. 2016). Koagulin je pediocin-like peptid s antilisterialni aktivitou
produkovany bakterii B. coagulans 14. Je termostabilni a citlivy k proteazam. Vykazuje
baktericidni a bakteriostatickou aktivitu vii¢i pfibuznym i nepfibuznym G+ bakteriim, jako
jsou Leuconostoc, Oeonococcus, Listeria, Pediococcus a Enteroccoccus (Abriouel et al.
2011).

3.2.2.1.1.2.2 Podtrida IL.2. Ostatni nemodifikované peptidy
Do této podtiidy spada napt. lichenin produkovany bakterii B. licheniformis 26L-

10/3RA, izolovany z buvoliho bachoru. Bylo prokazano, Ze produkce a biologicka aktivita
licheninu je striktné z4visla na anaerobnich podminkéch. Nejvyssi produkce je dosahovéano
pfi kultivaci v pH 6,8 a teploté 39 °C, coz nejlépe vystihuje prostiedi bachoru. K G¢inkim
licheninu jsou citlivé zejména bachorové bakterie, napiiklad Streptococcus bovis
a Ruminococcus albus. Jedna se tedy o latku s velkym potencidlem, vyuzitelnou
k modulaci bachorové mikrobioty u prezvykavct (Pattnaik et al. 2005). Vyznamnym
producentem nemodifikovanych peptida je B. cereus, ktery produkuje skupinu
bakteriocinii zvanou cereiny. Cerein 8 A z B. cereus 8 A izolovany z pidy lesu jizni
Brazilie je citlivy k protedzam, stabilni v rozmezi pH 2 aZ 11 a relativné termostabilni.
Inhibuje nékteré patogeny jako napt. L. monocytogenes a B. cereus tim, ze naruSuje funkci
buné¢né membrany (Abriouel et al. 2011).

Zvlastni skupinou této podtiidy jsou tzv. leaderless bakteriociny neboli bakteriociny
postradajici vedouci fetézec. Nepodléhaji zadné posttranslacni modifikaci a zacinaji byt
aktivni brzy po translaci. Mechanismus, kterym se produkéni butika chrani proti u€inku
vlastniho bakteriocinu, nez je z buiky vyloucen, je zatim zahadou. Leaderless bakteriociny
maji kladny naboj a hodnoty pl srovnatelné s cirkularnimi bakteriociny, jsou ale vyrazné
mén¢ hydrofobni. DéEli se na jedno-peptidové, dvou-peptidové a multi-peptidové (Perez et

al. 2018). Ovchinnikov et al. (2016) nedavno popsali novou podskupinu multi-peptidovych
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(3-4 peptidy) bakteriocinii produkovanych kmeny B. cereus. Jedna se o cereucin V,
cereucin H a cereucin X. Zarovenl védci potvrdili jejich Sirokospektralni antibakterialni

ucinky.

3.2.2.1.1.3 Trida III: Velké antimikrobialni proteiny

Ttida III zahrnuje velké (vEtsi nez 10 kDa), termolabilni proteiny s antimikrobialni
aktivitou, jako jsou megaciny a koliciny. Genové Kklastry kolicini byli detekovany
v genomech B. thuringiensis, B. cereus a Bacillus sp. BH072 (Zhao & Kuipers 2016). Tyto
proteiny se vazi na citlivé buiiky, prostupuji vnéj$i membranou a translokuji do mista
pusobeni. Cilem kolicinh muze byt rozklad hostitelskych nukledz, tvorba pora
Vv 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 bunky v rostouci kultufe B. megaterium 216 lyzuji
buiiky jinych kmeni této bakterie, ale neovliviiuji vétSinu ostatnich bakteridlnich druht

(Kiss et al. 2008).

3.2.2.1.2 Neribozomalné syntetizované antimikrobialni peptidy

Neribozomaln¢ syntetizované peptidy vznikaji, na rozdil od ribozomalné
syntetizovanych peptida, Cinnosti velkych multienzymovych komplexi oznacovanych
jako NRPS (neribosomalni peptidické syntetdzy). NRPS katalyzuji vSechny kroky v
biosyntéze peptidi, tedy vybér a postupnou kondenzaci aminokyselinovych zbytku. Ve
vetsing piipadi je neribozomadlni biosyntéza peptidi ukoncena uzavienim cyklu linedrniho
peptidového fetézce, jehoz koncové Casti jsou navzajem kovalentné vazany (Reimer et al.
2018). Neribozomaln¢ syntetizované peptidy tvoii extrémné heterogenni skupinu
bioaktivnich sekundarnich metabolitli produkovanych bakteriemi a houbami. Zahrnuji
linedrni, cyklické i rozvétvené struktury. Mimofadna rozmanitost prameni z Siroké Skaly
substratl, jako jsou AMK, hydroxylové a karboxylové slouceniny, které jsou za¢lefiovany
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 1éCivy napf. antibiotika
penicilin, vankomycin a bacitracin.

Lipopeptidy jsou nejvyznamnéj$imi zastupci této skupiny antibiotik. Jedna se o

linearni nebo cyklické peptidy s antimikrobidlni aktivitou. Pro vyuziti v humanni a
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veterinarni medicing byly historicky prehlizeny, predevsim kvuli systémové toxicité. Az
Vv poslednich letech bylo nékolik lipopeptidovych antibiotik schvaleno pro pouziti pti 16¢bé
bakterialnich infekci, vcetné polymyxinu B produkovaného kmeny Paenibacillus
(Bacillus) polymyxa. Bacily pfedstavuji vyznamné producenty téchto latek, jejichz

mechanismus ucinku zahrnuje primarné naruseni bunééné membrany.

Zakladni rozdé€leni lipopeptidu je nasledujici (Cochrane & Vederas 2016):
l. cyklické kationické lipopeptidy
Il. cyklické nekationické lipopeptidy

1. linearni kationické lipopeptidy

Pro Bacillus spp. je charakteristicka biosyntéza zejména cyklickych nekationickych
lipopeptid, zahrnujicich rodinu ituring, surfakting, fengycint a kurstakind. Kazda rodina
ma stejné strukturni rysy, ale 1isi se v povaze a uspotadani kruhové peptidové Casti nebo
délce koncové mastné kyseliny (Caulier et al. 2019). Latky patiici do iturinové rodiny
produkuji kmeny blizce piibuzné druhtim B. subtilis a B. amyloliquefaciens. Jsou znama
Ctyfi iturinova antibiotika (ituriny A, C, D, E), pét bacilomycinli a mykosubtilin. VSechny
se skladaji z 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 poctem uhlikli mastné kyseliny. Inhibi¢né€ plsobi zejména
proti rostlinnym a lidskym patogennim houbam (kvasinkam), méné pak proti bakteriim
(Wang et al., 2015) a vykazuji silnou hemolytickou aktivitu. Fengyciny oproti tomu
vykazuji niz§i hemolyticku aktivitu. Plsobi siln¢ fungicidné a specificky vici vlaknitym
houbam. Nejvice studovanou rodinou lipopeptidi 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 ucinnéjsi, a to 1 pii extrémnich teplotach a hodnotach pH. Jsou
biologicky odbouratelné a méné toxické. Maji antivirotické a antimykotické ucinky.
Surfaktin syntetizovany B. subtilis C4 ptsobi inhibi¢né i vac¢i G+ patogenni bakterii
Listeria monocytogenes (Falardeau et al. 2013). Produkce surfaktint je Siroce rozsifena
mezi kmeny B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis a B. amyloliquefaciens (Sansinenea &
Ortiz 2011).
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3.2.2.2 Antimikrobialni nebilkovinné metabolity

Bacily maji schopnost produkce strukturn¢ riznorodych bioaktivnich Slou¢enin.
Ackoliv vétSinu sekundarnich metabolitii predstavuji latky peptidové povahy, nékolik
druhti syntetizuje antibiotika patiici do jinych chemickych tiid. Mezi n€ se fadi polyketidy,
terpenoidy, izokumariny a dal$i riznorodé metabolity (Hamdache et al. 2011).

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

Terpenoidy (terpeny a jejich derivaty), nejvice znamé jako metabolity rostlin,
syntetizuji vS§echny zivé organismy pro zaji$téni zakladnich fyziologickych funkci (pfenos
elektronti, propustnost membrany a signalizace). Terpeny maji schopnost inhibovat
bakterie, houby, hlistice nebo hmyz. Déli se do tii kategorii: izopren, monoterpeny (C1o) a
seskviterpeny (Cis). Zptisob ucinku je spojovan s jejich lipofilni povahou, ktera umoziuje
destabilizovat integritu bunééné membrany (Caulier et al. 2019). Izopren je nejmensim
zastupcem skupiny pfirodnich terpenoidil a v nejvétsim 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 UWB85. Jedna se 0 linearni hybridni slouéeninu, 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 bakalaiské prace se zabyva charakterizaci Bacillus mycoides PT89,
testovanim jeho antimikrobidlni aktivity a studiem povahy antimikrobidlné aktivni latky,
ktera je timto kmenem produkovana.

Kmen PT89 byl izolovan z rybniku Kanclif (jizni Cechy) v ramci studie Salmonova
et al. (2018) a identifikovan srovnéavaci analyzou sekvence genu pro 16S rRNA. Pro dalsi
studium byl tento kmen vybran na zaklad¢ vysledkt diplomové prace Karoliny Holeckové
(2018), ktera se zabyvala testovanim antimikrobialni aktivity bakterii izolovanych
Z bochnatky americké (Pectinatella magnifica) a okolni vody.

Prace je slozena z n¢kolika na sebe navazujicich experimentl. V prvni ¢asti byla u
B. mycoides PT89 analyzovana hmotnostni spektra ribozomalnich proteini metodou
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie a stanoven metabolicky potencial pomoci
biochemické soupravy APl 50 CHB. V druh¢ ¢asti prace byla testovana antimikrobidlni
aktivita tohoto kmene agarovou difuzni metodou a v posledni etapé byla studovana povaha
latky zodpovédné za antimikrobidlni ucinky, pisobenim rtiznych enzymd, surfaktantu,
teplot a hodnot pH.

Veskeré nize popsané experimenty byly provadény s maximdlnim dirazem na
aseptické podminky prostiedi, aby nedoslo ke kontaminaci ¢istych testovanych kultur, a

tedy ovlivnéni vysledki prace.

4.1 Charakterizace B. mycoides PT89

4.1.1 Identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Bacillus PT89 byl jiz dfive identifikovan jako druh B. mycoides. Pro potvrzeni byla
také pouzita metoda MALDI-TOF MS (Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a
ionizaci za ucCasti matrice s praletovym analyzatorem), ktera je zaloZena na analyze
ribozomalnich proteint.

Pro analyzu byla pouzita kultura narostld v Trypton soéjovém bujonu (Oxoid) pii
teploté 30 °C po dobu 24 hodin. Cistota byla ovéfena pomoci mikroskopu (Nikon
Instruments Europe B. V.) s fdzovym kontrastem. Jeden mililitr axenické kultury byl
pteveden do 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky a odstfedén pii 14 500 ot/min po dobu

3 minut. Nésledné byl odstranén supernatant a pelet resuspendovan v 70% ethanolu. Tento
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krok byl opakovan dvakrat, aby bylo zajisténo dostatecné vymyti kultivaéniho media. Pelet
byl n¢kolik minut ponechan pii laboratorni teploté vyschnout. Poté k nému bylo pfidano
15 pl 70% kyseliny mravenci, dikladné promichéno a ptidano 15 pl 100% acetonitrilu a
vzorek byl centrifugovan pii maximalnich otackach po dobu 2 minut. Jeden mikrolitr
supernatantu byl pomoci pipety pieveden na Cistou MTP 384 MALDI desticku (Bruker
Daltonik GmbH). Po zaschnuti byl kazdy vzorek piekryt 1 ul HCCA matrice (nasyceny
roztok kyseliny a-kyano-4-hydroxycinnamové v 50% acetonitrilu s 2,5% kyselinou
trifluoroctovou, Bruker Daltonik GmbH). Spektra byla méfena automaticky pomoci
softwaru FlexControl. Identifikace a analyza mikroorganismii byla provedena na zakladé
porovnani hmotnostnich spekter v softwaru BioTyper verze 2.0 (Bruker Daltonik GmbH).

Me¢fteni kazdého kmene bylo provedeno ve dvou opakovénich.

4.1.2 Stanoveni metabolického profilu

Metabolicky profil kmene B. mycoides PT89 a typovych kmenti B. mycoides DSMZ
2048 a B. mycoides (weihenstephanensis) DSMZ 11821 byl stanoven pomoci komeréné
dostupné biochemické soupravy APl 50 CHB (bioMérieux). Jedna se o standardizovany
systém obsahujici 49 biochemickych testil, urcenych ke studiu metabolického potencialu
a identifikaci bacilti a pfibuznych rodi na zdkladé sacharidového metabolismu. Béhem
inkubace jsou substraty pfeménovany na organické kyseliny, které zpasobuji 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 ovéfena jejich Cistota.
Do sterilni mikrozkumavky byly odebrany 2 ml kultury a odstfedény pii 4 500
ot/min po dobu 5 minut. Nasledn¢ byl odstranén supernatant a pelet resuspendovan v 1 ml
fyziologického roztoku. Tento krok byl opakovan dvakrat, aby bylo zaji§téno dostatecné
odstranéni kultivacniho média. Suspenze pro ptipravu inokula byla koncentrovana do
objemu 0,5 ml. Ve zkumavce s 5 ml sterilniho fyziologického roztoku byla pfipravena
suspenze bun¢k o optické denzité odpovidajici stupni 2 McFarlandovi zakalové stupnice,
pomoci standardu (bioMérieux). V pribéhu bylo odpocitano mnozstvi kapek, nezbytnych
pro vytvoieni optimalni hustoty. Dvojnasobné mnozstvi pak bylo pfevedeno do API 50

CHB/E suspenzniho média (bioMérieux) a dikladné homogenizovano. Médium bylo

32



pomoci sterilni injekéni stiikacky rovnomérné davkovano do jednotlivych jamek tak, aby
nedoslo ke styku s dehydratovanymi substraty a vzniku vzduchovych kapsli. Kultivace
probihala aerobné¢ pii 30 °C po dobu 48 hodin. Vysledky byly odecitany po 24 a 48
hodinach

4.2 Testovani antimikrobialni aktivity B. mycoides PT89

4.2.1 Pouzité kmeny

Antimikrobialni aktivita kmene B. mycoides PT89 byla testovana proti potencialné
patogennim mikroorganismiim a bakteriim zplsobujicim kazeni potravin a krmiv.

Pro testovani bylo pouzito 15 kment bakterii skupiny B. cereus, izolovanych
z krmiva pro psy, 1 kmen B. mycoides ze senaze a 1 kmen Clostridium perfringens,
izolovany z medu. Dale byl pro testovani pouzit 1 kmen B. aerophilus a 1 kmen B.
thuringiensis, oba izolované z vody rybniku Kanclit odkud pochazi i B. mycoides PT89.
Testovan byl dale 1 kmen B. mycoides a 1 kmen B. subtilis, izolované z vody okolnich
rybnikt (Veseli, Hejtman). Téz byly testovany G- bakterie Escherichia coli z traviciho
traktu ¢loveka a Salmonella sp. izolovana z masa. Taxonomické zatrazeni, ozna¢eni kment
a jejich ptivod jsou uvedeny v piiloze v Tabulce 1.

Pro testovani byly pouzity také sbirkové kmeny ze sbirky CCM (Ceska sbirka
mikroorganismi), a to B. cereus CCM 2010, B. fusiformis CCM 4609, Cl. dificille CCM
3593, CI. perfringens CCM 4435, Enterobacter aerogenes CCM 7797 a Moraxella canis
CCM 4590. Déle kmeny ze sbirky DSMZ (Némecka sbirka pro mikroorganismy a buné¢né
kultury), a to B. mycoides DSM 2048, B. weihenstephanensis DSM 11821, CI. butyricum
DSM 10702, CI. clostridioforme DSM 933, ClI. perfringens DSMZ 11778, CI. tertium
DSM 2485, Propionibacterium acnes DSMZ 1897 a Serratia marcescens DSMZ 30121.
Také byly testovany 3 kmeny ze sbirky ATCC (Americkd sbirka typovych kultur),
Micrococcus luteus ATCC 10240, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis
ATCC 13076 a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Byly pouzity i kmeny ze sbirky
KMVD (Sbirka Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky), a to E. coli C7050 KMVD a
Enterococcus faecalis KMVD. Taxonomické zafazeni a pivod sbirkovych kment jsou

uvedeny v piiloze v Tabulce 2.
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4.2.2 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni aktivita B. mycoides PT89 byla testovana agarovou difuzni
metodou. Jedna se o kvalitativni metodu pro stanoveni citlivosti ¢i rezistence organismu
k antimikrobidlni latce. Citlivost indikatorového kmene se projevi tvorbou inhibi¢ni zony.

Pro tento experiment byl B. mycoides PT89 kultivovan v Trypton s6jovém bujonu
(Oxoid) pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin v aerobnich i anaerobnich podminkach. Pro
anaerobni kultivaci bylo kultivatni médium pfipraveno metodou dle Hungate et Macy
(1973). Po uplynuti inkuba¢ni doby byla kultura odstiedéna pii 14 500 ot/min po dobu 5
minut a supernatant pouzit pro testovani antagonistické aktivity. Agar vhodny pro dany
kmen (viz Tabulka 2) byl sterilovan v tlakovém hrnci po dobu 45 min a nasledné
vytemperovan na teplotu 50 °C ve vodni lazni. Poté byl do Petriho misky pfeveden 1 ml
indikatorového kmene a pomoci sklopné pipety zalit 20 ml pfipraveného agaru. Pro
dosazeni rovnomérného nartistu byl agar jemnym krouzivym pohybem promichén se
zaoCkovanou kulturou. Po zatuhnuti v ném byly sterilnim korkovrtem vytvofeny po
obvodu jamky, ze kterych byl sterilni jehlou odstranén piebyte¢ny agar. Do jamek bylo
pomoci pipety davkovano 60 pl supernatantu. Anaerobni mikroorganismy byly urychlené
umistény do anaerostatti (Oxoid) s vyvijeCem anaerobni atmosféry (AnaeroGen, Oxoid).
Takto pripravené Petriho misky byly ponechany 4 hodiny v lednici, aby byla umoznéna
plnd difuze supernatantu do média. Po uplynuti doby byly organismy kultivovany pfi
teploté optimalni pro dany druh (viz Tabulka 2). Antimikrobialni aktivita byla testovana
ve 3 opakovanich a hodnocena jako priumér inhibi¢nich zén v mm po 24-48 h inkubace,

v zavislosti na indikatorovém organismu.

Tabulka 2. Kultivaéni podminky pro testované skupiny mikroorganismu.

Médium Teplota 02 ktﬁ;&ie Mikroorganismus
24 h Salmonell, E. coli, Serratia
Wilkins-Chalgren agar (Oxoid) Clostridium, Enterobacter,
obohaceny o cystein (0,5 g/1), sojovy | 37 °C | anaerobné Enterococcus,
pepton (5 g/l) a tween 80 (1 ml/l) 48h Propionibacterium,
Staphylococcus
anaerobné o4 h skupina Bacillus cereus
Trypton s6jovy bujon (Oxoid) 30°C | aerobné ostatni druhy rodu Bacillus
anaerobné 48 h Moraxella, Micrococcus
Brain-heart infusion agar (Merck) 37 °C |anaerobné 48 h Listeria
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4.3 Charakterizace antimikrobialni latky

Pro vSechny nasledujici experimenty byl pouzit supernatant, ptipraveny dle vyse
zminéného protokolu, z kultury narostl¢ anaerobné v Trypton s6jovém bujonu (Oxoid) pfi
teploté 30 °C po dobu 48 hodin

Supernatant byl nasledn¢ vystaven pisobeni riznych enzymu, surfaktantl, hodnot
pH a teplot. Zmény v antimikrobidlni aktivité¢ byly sledovany prostfednictvim agarové
diftzni metody. Z diivodu vysoké citlivosti byl jako indikatorovy organismus zvolen kmen
Bacillus cereus CCM 2010. Priméry inhibi¢nich zén byly méfeny po 24 hodinach

anaerobni kultivace na Wilkins-Chalgren agaru (Oxoid) pfi teploté 30 °C.

4.3.1 Vliv enzymu

Za ucelem stanoveni chemické povahy antimikrobiélni slou¢eniny produkované B.
mycoides PT89, byl supernatant vystaven puasobeni proteolytickych enzymi pepsinu,
proteinazy K, a-chymotrypsinu a trypsinu (v8e Sigma-Aldrich) a také enzymu lysozymu
(Sigma-Aldrich), ktery $tépi glykoproteiny.

Supernatant byl rozdavkovan do sterilnich mikrozkumavek a do kazdé byl piidan 1
zenzymu v takovém mnozstvi, aby bylo dosazeno vysledné koncentrace 1 mg/ml
supernatantu. Pro optimalni aktivitu pepsinu, bylo snizeno 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
enzymd, pro proteindzu K se jednalo o teplotu 42 °C, pro ostatni enzymy 37 °C. Vliv
enzymu na antimikrobialni aktivitu byl testovan po 1 hodin€ a 24 hodinach inkubace s tim,
ze pred testovanim byla hodnota pH supernatantu s pepsinem vzdy upravena 1M roztokem
hydroxidu sodného na hodnotu piivodni. Jako pozitivni kontrola poslouzil samotny
supernatant inkubovany za stejnych teplotnich podminek, jako varianty s enzymy, aby byla
vylouéena ptipadna degradace danymi teplotami. Dale byla testovana inhibi¢ni aktivita
samotnych enzymu (1 mg/ml destilované vody). Antimikrobidlni aktivita byla testovana

agarovou difuzni metodou ve ttech opakovanich.
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4.3.2 Vliv pH

Pro stanoveni vlivu pH na antimikrobialni aktivitu byl supernatant upraven na
hodnoty v rozmezi 2 az 9. Pozadovanych hodnot pH bylo dosazeno piidavkem 1M roztoku
hydroxidu sodného nebo ledové kyseliny octové. Soucasné byla testovana antimikrobialni
aktivita neupraveného supernatantu (pH 6,1), jako pozitivni kontrola. Pro ovéteni, zda
samotné pH nepiisobi inhibi¢n¢ vici indikdtorovému kmenu, byly otestovany vzorky

destilované vody, upravené na obdobné hodnoty pH jako supernatant (negativni kontrola).

4.3.3 Vliv teploty

Pro analyzu termostability antimikrobialné aktivni latky byly supernatanty
vystaveny riznym teplotam po definovanou dobu, jak je uvedeno v Tabulce 3. Nasledné u
nich byl agarovym difuznim testem zjisStovan rozsah rezidualni inhibiéni aktivity vuci

indikatorovému kmeni.

Tabulka 3. Pouzité teploty a doby puisobeni pro inkubaci supernatantu.

Teplota (°C) -80 -18 65 72 85 100 | 121
10 10 10 10
Doba ptisobeni (min) 60 60 30 30 30 30 15
60 60 60 60

4.3.4 Vliv surfaktanta

Supernatant byl také vystaven uCinktim povrchoveé aktivnich latek. Pro testovani byly
pouzity surfaktanty Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich) a Tween 80 (Sigma-Aldrich).
Vysledna koncentrace téchto sloucenin v médiu cCinila 1 %. Pfed testovanim byly oba
vzorky dikladné¢ homogenizovany na vortexu a n€kolik minut ponechany pii pokojové
teploté. U takto upravenych supernatanti byla opét testovana antimikrobialni aktivita.

Testovana byla také inhibi¢ni aktivita samotnych surfaktanti (1% koncentrace v dH20).
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5 Vysledky

5.1 Charakterizace B. mycoides PT89

511 MALDI-TOF MS

Analyza MALDI-TOF MS byla pouzita k potvrzeni druhové identifikace kmene
PT89. Mira spolehlivosti identifikace je hodnocena tzv. skore, kdy maximalni spolehlivosti
je dosazeno hodnotou skoére 3 a hodnota skore > 2,0 svéd¢i o spolehlivé identifikaci
mikroorganismu na Grovni druhu. V Tabulce 4 jsou uvedeny referen¢ni kmeny, které se
hmotnostnim spektrem ribozomalnich proteini nejvice shoduji s testovanym kmenem.
Vyslednd skore dosahuji hodnot nad 2, coz poukazuje na spolehlivou druhovou
identifikaci. Na zaklad¢ provedené analyzy je tedy mozné potvrdit, Ze kmen PT89 patii do
skupiny druhu Bacillus mycoides. Vysledné hmotnostni spektrum bude také v budoucnu

pouzito pro srovnani se spektry neproduk¢nich kmenti stejného druhu.

Tabulka 4. Vysledky druhové identifikace Bacillus PT89 analyzou MALDI-TOF MS.

Hodnota Hodnota

Vzorek Organismus . Organismus ,
skore skore

PT89 Bacillus mycoides Bacillus weihenstephanensis

5.1.2 API50CHB

Metodou API 50 CHB byl porovnan biochemicky profil B. mycoides PT89 s kmeny
ze sbirkovych kultur B. mycoides DSMZ 2048 a B. mycoides (weihenstephanensis) DSMZ
11821. Z vysledku testu (viz Obrazek 6) je patrné, Zze B. mycoides PT89 odpovida svym
biochemickym profilem kmenu B. mycoides (weihenstephanensis) DSMZ 11821. Oba
fermentuji D-glukdzu, D-fruktéozu, N-acetylglukosamin, arbutin, eskulin s citratem
Zelezitym, salicin, D-maltozu, D-trehalozu, Skrob a glykogen. B. mycoides DSMZ 2048
umi navic utilizovat jako jediny zdroj uhliku D-sacharézu (mikrozkumavka c¢islo 31).
Rozdily fermenta¢niho profilu v ¢ase, tedy po 24 a 48 hodinach kultivace, pozorovany

nebyly.
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Obrazek 6. Biochemické profily B. mycoides PT89, B. weihenstephanensis DSMZ 11821
a B. mycoides DSMZ 2048, ktery navic utilizuje D-sachardzu.

5.2 Testovani antimikrobialni aktivity B. mycoides PT89

Inhibi¢ni aktivita B. mycoides PT89 byla pozorovana proti nékolika G+ bakteriim,
véetné vyznamnych patogenti a mikroorganismi piisobicich kazeni potravin a krmiv, jako
jsou Bacillus cereus, Clostridium perfringens a Listeria monocytogenes. Vysledky
testovani jsou uvedeny v Tabulce 5. Nejvyssi citlivost vykazoval kmen L. monocytogenes
ATCC 7644 s primérem inhibi¢nich zoén 22,5 mm. Vysoce citlivi byli také zéstupci
skupiny B. cereus (B. cereus, B. mycoides a B. thuringiensis). Praméry inhibi¢nich zon
dosahovaly az 19 mm. V ramci této skupiny nebyl nalezen zadny rezistentni kmen. O néco
mens$i inhibi¢ni zony byly pozorovany u bakterie Cl. perfringens, pramérné 10,67 mm.
Citlivé byly vSechny divoké kmeny. Sbirkovy kmen Cl. perfringens DSMZ 11778 byl
inhibovan pouze supernatantem z anaerobné péstované kultury a kmen Cl. perfringens
CCM 4435 byl rezistentni. Vys$si inhibi¢ni aktivita byla pozorovana u supernatanta
Z kultury narostlé v anaerobnich podminkach. Rust zadné ztestovanych G- bakterii

inhibovan nebyl.
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Tabulka 5. Vysledky testovani antimikrobialni aktivity B. mycoides PT89 (vyjadieno jako

aritmeticky primér inhibi¢nich zé6n v mm + smérodatna odchylka, stanoveni bylo provedeno ve tfech

opakovanich).
Gram-pozitivni PT89 AE | PT89 ANAE | Gram-pozitivni PT89 AE PT89 ANAE
Bacillus cereus 1CP 02 11,00+ 0,00 | 11,67 £0,47 | Bacillus cereus CCM 2010 16,50 £ 0,50 | 18,50 + 0,50
Bacillus cereus 1CP 10,67 = 0,47 | 12,00 = 0,00 Eggg'“s fusiformis CCM R R
Bacillus cereus 2CP 02 | 10,67+ 0,47 | 11,67 + 0,47 23%'“5 mycoides DSM 11,00 40,00 | 12,33 + 0,47
. Bacillus weihenstephanensis
Bacillus cereus 3CP 02 9,67+0,47 | 11,00+0,00 DSM 11821 8,83+0,24 | 13,00+0,82
Bacillus cereus 3CP 11,00+ 1,41 | 12,00 +0,82 %‘;ﬁg'd'“m butyricum DSM R R
Bacillus cereus 4CP 02 | 11,00 % 0,00 | 11,33 = 0,47 | Slostridium clostridioforme R R
’ > > > DSM 933
Bacillus cereus 5CP 02 | 11,00+ 0,82 | 12,33 + 0,47 gégzt“d'“m dificille CCM R R
. Clostridium perfringens
Bacillus cereus 5CP 10,00 £ 0,82 | 13,00 + 1,41 DSMZ 11778 R 8,67 0,47
. Clostridium perfringens
Bacillus cereus 6CP 02 10,33+0,47 | 11,33 +0,47 CCM 4435 R R
Bacillus cereus 6CP 11,67+ 0,94 | 11,67 +0,94 gl'lgzt“d'“m tertium DSM R R
Bacillus thuringiensis Enterococcus faecalis
9CP 0; 11,00 £ 0,00 | 11,00 + 0,00 KMVD R R
. Listeria monocytogenes
Bacillus cereus 10CP 02 | 10,00 &+ 0,00 | 10,67 £ 0,47 ATCC 7644 21,00£0,00 | 22,5+2.5
Bacillus cereus 10CP 9,67+0,47 | 13,004 2,16 '}’gg;%coccus luteus ATCC R R
. Propionibacterium acnes
Bacillus cereus 12CP 02 | 10,67 £0,47 | 11,33 £0,47 DSMZ 1897 R R
Bacillus cereus 12CP 10,00 £ 1,41 | 14,00 + 2,83 | Gram-negativni PT89 AE | PT89 ANAE
g&‘z’sbtirf'd'“m perfringens | 16 504050 | 12,00 < 0,00 | E. coli C7050 KMVD R R
Bacillus mycoides seba Staphylococcus aureus
1-3 2. rozhor 2.67%3.78 | 10.67£047 | AtcC 25023 R R
Bacillus aerophilus R R Enterobacter aerogenes R R
2015010 CCM 7797
Bacillus mycoides .
2014004 15,50 £ 0,50 | 19,00+ 0,00 | Moraxella canis CCM 4590 R R
Bacillus thuringiensis Salmonella enterica subsp.
2014013 g R 15,50 + 0,50 | enterica serovar Enteritidis R R
ATCC 13076
Bacillus subtilis subsp. R R Serratia marcescens DSMZ R R
inaquosorum 2015001 30121
Gram-negativni PT89 AE | PT89 ANAE
E. coli R R
Salmonella sp. R R

Pozn.: PT89 AE — B. mycoides PT89 kultivovany aerobn¢, PT89 ANAE — B. mycoides
PT89 kultivovany anaerobné, R — rezistentni.
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5.3 Charakterizace antimikrobialni latky

5.3.1 Vliv enzymii

Zadny z enzymi nemél po 1 hoding inkubace na aktivitu antimikrobialni latky vliv.
Aktivita byla prokazateln¢ narusena az ptisobenim proteinazy K po 24 hodinach inkubace
(viz Tabulka 6). Rezidualni aktivita byla vypoétena, jako zbytkova aktivita supernatantu
vystaveného pasobeni enzymu a teploté oproti supernatantu vystaveného pouze danym

teplotam.

Tabulka 6. Efekt enzymi na aktivitu antimikrobialni latky po 24 h inkubace.

Upraveny supernatant Rezidualni aktivita (%)
Trypsin 100
a-Chymotrypsin 100

Proteinase K 0

Lysozyme 100

Pepsin 100

5.3.2 VlivpH

Antimikrobidlni aktivita byla prokazana v Sirokém spektru hodnot pH (viz Tabulka
7). Pti hodnoté pH 5 se vSak aktivita oproti kontrole snizila zhruba o 30 %. Naopak pii pH
3 a 2,2 se aktivita supernatantu vyznamné zvysila (0 60 %). Negativni kontrolou bylo
prokazano, Ze k hodnoté pH 3 je indikatorovy kmen rezistentni. Pfi pH 2,2 byl ovSem
indikatorovy kmen inhibovan i samotnou hodnotou pH, kdy byla namétena primérna

inhibi¢ni zo6na o velikosti 16,70 mm.
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Tabulka 7. Vliv pH na aktivitu produkované antimikrobialni latky ve srovnani s pozitivni

kontrolou (vyjadieno jako aritmeticky primér inhibi¢nich zén v mm + smérodatna odchylka).

pH aktivita (0 inh. zon + SD)
2,2 > 30,00 £ 0,00

3 30,00 + 0,00

4 18,00 + 0,00

5 13,00 + 0,00

7 19,00 + 0,00
8,1 19,00 + 0,00

9 18,00 £+ 0,00

zelend — narist aktivity, zluta — vyznamny pokles aktivity
5.3.3 Vliv teploty

Nizké teploty -80 a -18 °C nemély na antimikrobidlni aktivitu zadny vliv. Aktivita
byla také zachovéana nebo jen zanedbatelné sniZzena (méné nez 10 %) pfti teplotach a dobé
pasobeni 65 °C 60 min, 72 °C 30 min i pti 85°C po dobu 10 min (viz Obrazek 7). K tplné
inaktivaci doslo az pii pasobeni teplot 80 °C po dobu 60 min, 100 °C 30 min, v¢etné teploty
125 °C 15 min. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8. Rezidualni aktivita byla vypoc¢tena,
jako zbytkova aktivita supernatantu vystaveného ptisobeni danych teplot po urcitou dobu

oproti neupravenému supernatantu.

Tabulka 8. Termostabilita produkované antimikrobialni latky za riznych podminek.

Teplota (°C) Doba piisobeni (min) Rezidualni aktivita (%)
-80 60 100
-18 60 100
65 10 100

30 98
60 96
72 10 100
30 96
60 86
85 10 2
30 70
60 0
100 10 51
30 0
60 0
121 15 0

zelend — rezistentni, zIuta — castecna inaktivace, Seda — uplna inaktivace
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Obrézek 7. Antimikrobidlni aktivita supernatantu vystaveného tepelnému oSetteni 65 °C
po dobu 10 a 30 minut (vlevo) a aktivita po pusobeni teploty 85 a 100 °C po dobu 10 minut

(vpravo).

5.3.4 Vliv surfaktanta

Surfaktant Triton™ X-100 zvysil aktivitu supernatantu o 15 % oproti kontrole.
PficemZz negativni kontrolou byla prokazana citlivost indik4torového kmene
k samotnému pusobeni surfaktantu. Naproti tomu pii pouziti Tweenu 80 se inhibi¢ni

aktivita ve srovnani s kontrolou o 15 % snizila (viz Obrazek 8).

Obrazek 8. Antimikrobidlni aktivita supernatantu vystaveného pusobeni surfaktantl
Triton™ X-100 a Tweenu 80 0 1% koncentraci.
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6 Diskuze

Bacillus mycoides je grampozitivni, fakultativné anaerobni, sporulujici bakterie ve
tvaru ty¢inek. Radi se mezi druhy skupiny Bacillus cereus, ale na rozdil od ostatnich ¢lent
je povazovan za bakterii s velmi nizkym patogennim potencidlem. Vyskytuje se, stejné
jako dal8i zastupci rodu Bacillus, zejména v pudé, v prostiedi piimo ¢i nepfimo
kontaminovaném ptdou a v rhizosféte. Obecné jsou Bacillus spp. povazovani za vyznamné
producenty strukturné¢ rozmanitych bioaktivnich latek, zejména s antimikrobialnimi
ucinky. Tyto latky maji velky potencial pro vyuziti k Iékatskym, potravinarskym a
zemede€lskym ucelim. V soucasné dobé se poptavka po inhibi¢né piisobicich latkach
ptirodniho charakteru Vv téchto odvétvich stdle zvySuje a hleddni novych produkénich
kmeni neni jen pfedmétem vyzkumu védeckych pracovist, ale i komeréniho sektoru (Sumi
et al. 2015).

Prvnim cilem praktické ¢asti bakalatrské prace byla blizsi charakterizace B. mycoides
PT89. V ramci této prace byla analyzou MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie potvrzena
jeho druhova identifikace. Jiz diive byl PT89 identifikovan na zaklad¢ sekvenovani genu
pro 16S rRNA, tato molekula ov§em nemé vzdy dostate¢nou diskriminaéni schopnost pro
odliSeni né&kterych blizce ptibuznych druhGt a nizSich taxonomickych jednotek
(poddruhtt). To plati pravé pro né€které druhy skupiny B. cereus (Miller et al. 2018).
Vysledky obou téchto metod vysly shodné. V obou ptipadech byl PT89 identifikovan
s obdobnou shodou jako B. mycoides nebo B. weihenstephanensis. Jak jiz bylo zminéno
v literarni resersi, B. weihenstephanensis je na rozdil od B. mycoides schopen rtstu jiz pfi
chladnickovych teplotach, netvofi rhizoidni kolonie a neumi utilizovat D-sacharozu. Pres
mirné fenotypové rozdily, byly na zdklad¢ analyzy celych genomi tyto druhy slouc¢eny do
jednoho druhu, B. mycoides (Liu et al. 2018; Logan & De Vos 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 tohoto kmene pomoci soupravy APl 50 CHB.
Vysledny biochemicky profil ukazuje, ze B. mycoides PT89 je schopen fermentovat Siroké
spektrum substratti za produkce organickych kyselin. Shodné s B. weihenstephanensis v§ak
neumi fermentovat D-sachardru. Dané skute¢nosti mize byt vyuzito pti hledani vhodné
aplikace tohoto kmene, pomineme-li pouziti ¢isté antimikrobialni latky. Uplatnén by mohl
byt napiiklad jako inokulant pfi konzervaci krmiv.

Dalsim cilem bakalaiské prace bylo testovani antimikrobialni aktivity B. mycoides

PT89, vici potencialné patogennim bakteriim a bakteriim zplsobujicim kazeni potravin.
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Antagonistickd aktivita byla prokézana proti patogennim bakteriim skupiny B. cereus,
Listeria monocytogenes a Clostridium perfringens. Ackoliv byly jiz diive v genomech
nékolika kmend 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 va¢i L. monocytogenes a Leuconostoc mesenteroides.
Antagonisticky pusobici latku autofi identifikovali jako bakteriocin, na zakladé kompletni
ztraty aktivity po 1 h inkubace s trypsinem pii 37 °C. Antimikrobidlni protein,
produkovany B. mycoides PT89, byl po 1 h inkubace rezistentni proti v§em testovanym
proteolytickym enzymim. Degradovan byl az po 24 hodinach ptsobeni proteinazy K.
Autofi dale uvadéji, ze bakteriocin pusobi Vv Sirokém rozmezi pH (4 az 11) a odolava
teplotdm do 100 °C. To je ve shodé¢ s naSimi vysledky, kdy Uplné ztrata aktivity byla
pozorovana az pii teploté 85 °C a dob¢ piisobeni 60 minut, a pii 100 °C po 30 minutach.
Téz byla prokazana aktivita v Sirokém spektru pH, nicméné byly pozorovany vykyvy. Pti
hodnoté pH 5 doSlo ke sniZeni aktivity o 30 %, zatimco pii pH 3 byla aktivita navySena o
cca 60 %. V navaznosti na uvedené vlastnosti autoti navrhli jeho uplatnéni v oblasti
biologické konzervace potravin. Jako vyhodu autofi také uvadéji, ze diky proteinové
povaze, je bakteriocin degradovan proteolytickymi enzymy v gastrointestinalnim traktu a
neovliviiuje tak sloZeni pfirozené stfevni mikrobioty. Na stran¢ druhé, praveé odolnost vici
proteolytickym enzymim a vysokym teplotdm jsou v soucasnosti technologicky vysoce
cenéné vlastnosti (Gabrielsen et al. 2014). Supernatant PT89 vykazoval vysoky stupeni
inhibi¢ni aktivity, shodné¢ s vyse zminénym bakteriocinem, vici grampozitivni bakterii L.
monocytogenes. Velikost nami naméfenych inhibi¢nich zon ovSem ¢inila v praméru 21,0
+ 0,0 mm, v ptipadé acrobné kultivovaného B. mycoides PT89, zatimco v praci Sharma et
Gautam (2008) byly naméfeny inhibi¢ni zény u L. monocytogenes pouze 3 mm pfi
testovani supernatantu a 10 mm pii testovani Castecné purifikovaného bakteriocinu.
Vyssiho inhibi¢niho u¢inku bylo dosazeno pfi anaerobni kultivaci B. mycoides PT89, tento
pokus ovSem ve vySe zminé€né publikaci proveden nebyl. Antagonisticka aktivita vici L.
monocytogenes je vyznamnou vlastnosti testovaného kmene. V roce 2018 bylo potvrzeno
2,5 tisic ptipadua listeriézy u lidi v zemich Evropské Unie, které byly pfi¢inou zdaleka
nejvyssiho poétu umrti spojenych s alimentarnim onemocnénim (EFSA 2018).
Antagonisticky PT89 pusobil také proti patogenni bakterii Cl. perfringens, ktera je
zodpovédna za rizné formy stifevnich onemocnéni (Petit et al. 1999). Citlivé byly vSechny

divoké kmeny, sbirkovy kmen CI. perfringens DSMZ 11778 byl inhibovan pouze
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anaerobn¢ kultivovanym PT89 a kmen CI. perfringens CCM 4435 byl rezistentni. To
mohlo byt zpiisobeno vysokou odolnosti daného kmene, pfipadné nizkou koncentraci
inhibi¢ni latky v médiu. Labbe et Juneja (2017) uvadgji, ze Cl. perfringens je organismus
s kratkou generacni dobou, je tedy mozné, ze rezistence souvisi pravé s koncentraci
antimikrobialni latky v médiu. Cim rychleji se bakteridlni buiiky mnoZi, tim rychleji je
bakteriocin vycerpavan. Po delsi dobé kultivace se tedy muze vysledek jevit jako
rezistentni. Zadny z dal3ich testovanych druhii 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 nékolika dal$im druhtim
klostridii véetné Cl. difficile. Vysoka ucinnost thuricinu CD je zde pravdépodobné
Dalsim popsanym produk¢énim kmenem této skupiny je B. pseudomycoides DSM 12442.
Basi-chipalu et al. (2015) u tohoto kmene prokazali produkci inhibi¢ni latky, kterou
pojmenovali pseudomycoicidin a identifikovali ji, jako novy bakteriocin patiici mezi
lantibiotika. Pti testovani proti riznym indikatorovym kmentim autofi zjistili, ze je G¢inny
proti Sirokému spektru G+ bakterii, jako je Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus simulans, Bacillus spp., Enterococcus spp., Lactococcus spp.,
Streptococcus spp. a dalsi. Aktivita proti G- bakteriim prokazana nebyla. Oproti tomu
Ahern et al. (2003) izolovali z kmene B. thuringiensis B439 bakteriocin thuricin 439, latku
aktivni pouze proti B. cereus, B. thuringiensis (bakteriim skupiny B. cereus) a Listeria
innocua. Zadnou z dalsich indikatorovych G+ ani G- bakterii thuricin 439 nepotlaéil.

V ramci této prace se prokazaly vysokou citlivosti k PT89 sbirkové i divoké kmeny
druhu B. cereus. Tento druh produkuje fadu toxind, diky nimz zptsobuje dva rizné typy
alimentarnich otrav, emeticky a prijmovy syndrom. Kromé toho, je také povazovan za
vyznamného puivodce kazeni potravin, v prvni fadé mlé¢nych vyrobka (Kumari & Sarkar
2016). Citlivé byly i dalsi duhy skupiny B. cereus (B. cereus, B. mycoides a B.
thuringiensis), sbirkové i divoké kmeny, u kterych dosahovaly priméry inhibi¢nich zon az
19 mm. Nejvice citlivy byl B. mycoides 2014004, izolovany z vody rybniku Veseli, coz je
prostiedi velmi blizké tomu, odkud pochézi testovany kmen. Mize se tedy jednat o Zivotni
strategii bacilu PT89, kdy se produkci antibakteridlni latky snazi o potlaceni
konkurenc¢nich bakterii. Inhibovan byl také B. thuringiensis z vody rybniku Kanclit, ovsem
pouze anaerobné kultivovanym B. mycoides PT89. B. subtilis i B. aerophilus, izolované

z vody rybniki Kanclit a Hejtman, byli rezistentni. Stejné¢ tak nebyl ovlivnén rist druhu B.
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fusiformis ani dalSich testovanych sbirkovych bakterii (Enterococcus faecalis,
Micrococcus luteus a Propionibacterium acnes). Také zadna z testovanych G- bakterii
nebyla k produkované antimikrobialni latce citliva. To je typické pro bakteriociny G+
bakterii. Ty obecné plisobi vyhradné proti jinym G+ bakteriim, protoze vnéjsi membrana
G- bakterii je pro né neprostupna (Van Belkum et al. 2011). B. mycoides PT89 tedy
ucinkuje antagonisticky vii€i blizce ptibuznym bakteriim skupiny B. cereus a také proti G+
patogenim L. monocytogenes a Cl. perfringens. Vsechny tyto organismy maji, kromé
obdobné struktury bunétné stény, jako spolecnou vlastnost produkci lecitindzy
(fosfolipazy). Tento enzym je povazovan za jeden z faktord virulence, ktery je schopen
narusit strukturu bunééné membrany eukaryotickych bunék, a tim zpusobit jejich lyzu.
Lecitinaza je také nazyvana a-toXin a je povazovana za hlavni pfi¢inu nekrézy bunék pfi
plynné snéti, onemocnéni zpisobené Cl. perfringens (Actor 2012). Z tohoto divodu budou
jako indikatorové organismy pro testovani antimikrobialni aktivity B. mycoides PT89
zvoleny i dalsi druhy s lecitindzovou aktivitou.

Jak jiz bylo zminéno vySe, absence ¢i pfitomnost kysliku v prib¢hu kultivace
produkéniho kmene méla vliv na miru antimikrobialni aktivity. Primérné hodnoty
inhibi¢nich z6n se pohybovaly pfi anaerobni kultivaci PT89 od 10,67 = 0,47 mm do 22,5
+ 2,5 mm, zatimco u kultury narostlé za aerobnich podminek byly neméfeny primérné
velikosti zon v rozmezi od 2,67 + 3,78 mm do 21,00 = 0,00 mm. Rosenfeld et al. (2005) ve
své studii porovnavali vegetativni rist fakultativné anaerobni bakterie B. cereus, blizce
ptibuzné druhu B. mycoides, za aerobnich a anaerobnich podminek. Prokazali, Ze
Vv zavislosti na dostupnosti kysliku dochdzi ke zméné koncentraci jednotlivych produkta
metabolismu, jak je uvedeno vySe v literarni reSerS$i v kapitole: primarni metabolity
s antimikrobialni aktivitou. Na to navazali Zigha et al. (2006), kteti se zabyvali proménou
metabolickych procest a zménou exprese enterotoxind, téz u bakterie B. cereus, pii snizeni
oxidoredukéniho potencidlu. Zjistili, Ze v anaerobnich podminkach dochazi k vyraznému
zvyseni exprese hemolyzinu BL (Hbl) a v mensi mife i nehemolytického enterotoxinu
(Nhe). Piesto, Ze se toxiny a bakteriociny lisi svymi ucinky, v obou ptipadech se jedna o
sekundarni metabolity, které jsou produkovany jen za ur¢itych podminek nebo zivotni fazi,
a produkénimu organismu poskytuji selekéni vyhody (Sansinenea & Ortiz 2011). Lze tedy
dojit k zavéru, ze pro bakterie skupiny B. cereus je nizky oxidoreduk¢ni potencial
podstatnym ne-li hlavnim faktorem ovliviiujicim produkci sekundérnich metaboliti
obecné. Této skutecnosti je opét mozné vyuzit pii hledani vhodné aplikace B. mycoides

PT89 v praxi. Pouzit by mohl byt napiiklad pro modulaci traviciho traktu, jako probiotikum
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za UCelem prevence proti alimentdrnim onemocnénim nebo jako sildzni inokulant.
Supernatant ¢i Cisty protein by pak mohl byt vyuzit napt. jako konzervant. Zigha et al.
(2006) také uvadéji, ze Nhe je produkovan v priabéhu exponencialni ristové faze a Hbl
pozdéji v Casné staciondrni fazi rtstu. Obecné se uvadi, ze bakterie tvoii sekundarni
metabolity az ve stacionarni fazi, ale jak potvrzuji i Bizani et Brandelli (2002) na piikladu
antimikrobialni aktivity bacilu PT89 a zptfesnéni vysledki bude tedy potifeba stanovit
rastovou fazi, kdy dochazi k iniciaci exprese a fazi, kdy je dosazeno maximalni produkce
inhibi¢ni latky.

DalSim cilem praktické casti bakalafské prace bylo urcit povahu slouceniny
zodpovédné za antagonistické Uc€inky. Supernatant byl tedy vystaven plsobeni riznych
enzymd, surfaktantl, hodnot pH a teplot. Inhibi¢ni aktivita testovaného supernatantu
nebyla ovlivnéna zadnym z proteolytickych enzymi ani lysozymem, pouze plusobenim
proteinazy K a to az po 24 hodinach inkubace, ¢imz byla odhalena proteinova povaha
antimikrobidlni latky. Protein také vykdzal vysokou termostabilitu, jak je jiZ uvedeno vyse,
a stabilitu v Sirokém rozmezi hodnot pH, od 2 do 9. Vyjimkou byla hodnota pH 5, kdy byla
aktivita snizena zhruba o 30 %. To mohlo byt zptusobeno dosazenim hodnoty
izoelektrického bodu (pl) bakteriocinu, test je ale tfeba zopakovat s Cistou ¢i Castecné
purifikovanou latkou a se zcela pfesnymi hodnotami pH. Tato extrémni odolnost,
pfedev§im vii¢i proteolytickym enzymm, je charakteristickym rysem cirkularnich
bakteriocinu (Gabrielsen et al. 2014).

Zajimavé je, Ze aktivita bakteriocinu vzrostla v pfitomnosti neiontového surfaktantu
Triton™ X-100. Podobné vysledky byly zaznamenany v pfipadé¢ bakteriocinii 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 agregatt bakteriocinu po ptfidani Triton™
X-100. Agregaty vznikaji z divodu hydrofobni povahy peptidu. V tomto ptipadé¢, bylo
samotného. Jedna se tedy o synergicky efekt spise, nez o zvySeni antimikrobidlni aktivity
bakteriocinu. Tween 80 je také neiontovy surfaktant a a¢inek naopak mirné snizil. To by
mohlo byt zptisobeno znemoznénim navazani bakteriocinu na povrch ¢i priniku do buriky.
Také je mozné, Ze byla ovlivnéna struktura proteinu ¢i jeho naboj (Kerwin 2006), to se ale

zd4a méné pravdépodobné.
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S ohledem na vlastnosti antimikrobialni latky a spektrum G¢inku lze dojit k zavéru,
ze antimikrobidlni protein PT89 pravdépodobné patii mezi posttranslacné modifikované
peptidy tiidy I, piesnéji do podtiidy 1.2 cirkularnich (kruhovych) bakteriocini (Zhao &
Kuipers 2016). V nékterych klasifikatnich schématech jsou cirkularni bakteriociny
oznacovany také jako podtiida Ilc ¢i tiida V (Cotter et al. 2005) a do roku 2018 bylo
popsano pouze 14 bakteriocinti, nalezicich této skupin€. Obecné jsou cirkularni
bakteriociny povazovany za latky s vysokou termostabilitou, odolnosti k ptisobeni riznych
pH a mnoha proteolytickych enzymi. Tato vyjime¢na 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 potravinaiském ¢i farmaceutickém primyslu. V soucasnosti je
jedinym bakteriocinem, schvalenym pro pouziti v potravinatstvi jako konzervant, nisin
(E234). Jeho aplikace je vsak omezena pouze na potraviny s kyselym pH (Abriouel et al.
2011).

Vzhledem k vysledkim této prace se B. mycoides PT89 jevi jako bakterie s velkym
potencidlem pro vyuziti v praxi. To je déno nejen produkci velmi stabilniho
antimikrobidlniho proteinu PT89, ktery je schopen ucinné potlacovat patogenni bakterie,
ale také pro schopnost samotného kmene produkovat tuto latku ve velkém mnozstvi za
anaerobnich podminek a fermentovat celou fadu substrat za vzniku organickych kyselin.

Z t&chto diivodli bude v budoucnu podroben dal§imu zkoumani.
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7 Zavér

Byla prokazana antimikrobialni aktivita kmene Bacillus mycoides PT89. Tento kmen
pusobi antagonisticky vii¢i blizce piibuznym druhiim skupiny B. cereus, a také vii¢i vysoce
patogennim G+ bakteriim Clostridium perfringens a Listeria monocytogenes. Jako
spole¢na vlastnost citlivych druhti byla zjisténa lecitindzova aktivita. Dalsi testovani
antimikrobialni aktivity bude proto zaméteno na lecitindza pozitivni bakterie.

Dale bylo zjisténo, Ze latka zodpovédna za antimikrobialni aktivitu je proteinové
povahy. Na zdkladé¢ fyzikalné-chemickych charakteristik a spektru ucinku Ize
pfedpokladat, ze se jednd cirkularni bakteriocin. Diky vyjime¢nym technologickym
vlastnostem by tato latka mohla nalézt uplatnéni v potravindiském pramyslu jako
bioprotektivum ke zvySeni udrznosti potravin a ochrané spotifebitelti. Samotny kmen B.
mycoides PT89 by mohl byt vyuzit, vzhledem ke schopnosti fermentovat fadu rtiznych
substratl a zvySené expresi bakteriocinu v anaerobnich podminkach, jako probiotikum, ¢i

jako inokulant pfi konzervaci krmiv, naptiklad silazi.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AMP
ATCC
AMK
BMK
CCM
DSMZ
G+

G-
KMVD
LAP
PTM
MALDI-TOF MS

MRSA
RiPP
VRE

Antimikrobidlni peptidy

Americka sbirka typovych kultur

Aminokyseliny

Bakterie mlé¢ného kvaseni

Ceska sbirka mikroorganismii

Némecka sbirka pro mikroorganismy a bunééné kultury
Gram-pozitivni bakterie

Gram-negativni bakterie

Sbirka Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky

Linearni azol-obsahujici peptidy

Posttranslacni modifikace

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem

Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Ribozomalné syntetizované a posttranslacné modifikované peptidy

Vankomycin-rezistenti Enterococcus faecalis
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10 Samostatné prilohy

Tabulka 1. Testované izolaty rizného puvodu

Taxonomické zarazeni

Oznaceni kmene

Pivod

Bacillus cereus 1CP o, psi granule
Bacillus cereus 1CP psi granule
Bacillus cereus 2CP 0 psi granule
Bacillus cereus 3CP 02 psi granule
Bacillus cereus 3CP psi granule
Bacillus cereus 4CP 0 psi granule
Bacillus cereus 5CP 02 psi granule
Bacillus cereus 5CP psi granule
Bacillus cereus 6CP 02 psi granule
Bacillus cereus 6CP psi granule
Bacillus thuringiensis 9CP 0z losos suseny
Bacillus cereus 10CP 0, losos suSeny
Bacillus cereus 10CP losos suSeny
Bacillus cereus 12CP 0, kufeci pafaty suSené
Bacillus cereus 12CP kufeci pafaty suSené
Bacillus mycoides seba 1-3 2. rozbor senaz
Clostridium perfringens pk2bif med
Bacillus aerophilus 2015010 2015010 voda (Kanclif)
Bacillus thuringiensis 2014013 2014013 voda (Kanclit)
Bacillus mycoides 2014004 2014004 voda (Veseli)
Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 2015001 2015001 voda (Hejtman)

E. coli

travici trakt (¢lovek)

Salmonella sp.

maso




Tabulka 2. Testované sbirkové kmeny

Taxonomické zarazeni

Piavod

Bacillus cereus CCM 2010

sbirkovy kmen

Bacillus fusiformis CCM 4609

sbirkovy kmen

Bacillus mycoides DSM 2048

sbirkovy kmen

Bacillus weihenstephanensis DSM 11821

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 perfringens CCM 4435

sbirkovy kmen

Clostridium tertium DSM 2485

sbirkovy kmen

E. coli C7050 KMVD

sbirkovy kmen

Enterobacter aerogenes CCM 7797

sbirkovy kmen

Enterococcus faecalis KMVD

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

13076

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC

sbirkovy kmen

Serratia marcescens DSMZ 30121

sbirkovy kmen

Staphylococcus aureus ATCC 25923

sbirkovy kmen




