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ANOTACE

Prvni ¢ast prace je vénovana bakteriociniim, tj. antimikrobialn¢ pusobicim peptidim, a to
ptevazné jejich déleni a charakteristice jednotlivych skupin. Druha cast bakalarské prace je
zamé&fena jiz konkrétnéji na enterociny — bakteriociny produkované enterokoky. V této Casti

se text zabyva hlavné vlastnostmi a vyuzitim nové objevenych enterocinti.
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Antimicrobial properties of new enterocines
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The first part of the thesis is devoted to bacteriocins, ie antimicrobial-acting peptides, mainly

their division and the characteristics of individual groups. The second part of the bachelor

thesis is focused more specifically on enterocines - bacteriocins produced by enterococci. In

this part it deals mainly with properties and utilization of newly discovered enterokines.
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UVOD

V posledni 50 letech doslo k dramatickému zvySeni rezistence bakterii k antibiotiktim.
Vyzkum a vyvoj novych antibiotik vSak bohuzel neni schopny produkovat nova antibiotika
stejnym tempem, a proto nam tyto bakterialni infekce s odolnosti proti antibiotikiim vyrazné
komplikuji 1é¢bu. Obzvlasté znepokojivé se pak staly vankomycin-rezistentni enterokoky
(VRE). Vroce 2013 centra pro kontrolu a prevenci oznamila, ze 30 % nosokomialnich
enterokokovych infekci je vankomycin resistentnich. Nejéastéji zpusobuji enterokokové
nosokomialni infekce druhy Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium. Oba tyto druhy
vykazuji ptirozenou rezistenci k nékolika druhtim antibiotik jako napt. k betalaktamasam
nebo aminoglykosidim. Navic maji schopnost pfenaset rezistenci k jinym druhtim jako je
Staphylococcus aureus. Proto je nutné vyvinout nové metody ochrany proti témto infekcim.

Antimikrobidlni peptidy, které oznacujeme jako bakteriociny jsou produkty bakterii,
které vykazuji ucinky proti blizce piibuznym druhim. Bakteriociny je také mozné pouZit
k ochrané potravin pfed patogeny. Diky své rozmanitosti poskytuji i potencialni vyuziti

v Iékaistvi (McClintock et al., 2016; Riley, 2009).
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1 Zakladni charakteristika bakteriocinu

Bakteriociny jsou charakterizované jako ribozomaln¢ syntetizované antimikrobidlni
peptidy nebo proteinové komplexy, které produkuji hlavné Gram-pozitivni, ale i Gram-
negativni bakterie. Na zakladé této skute¢nosti je muzeme dé¢lit do dvou velkych podskupin.
Bakteriociny Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii se li§i po¢tem geni zapojenych
do biosyntézy, kdy k produkci bakteriocinii pochézejicich z Gram-pozitivnich bakterii je
nutné do biosyntézy zapojit daleko vice téchto gent.

Bakteriociny produkuje cela fada mikroorganismi (tabulka ¢&. 1), protoze
mechanismus vzniku je pomérn¢ jednoduchy. Geny pro biosyntézu bakteriocinli jsou ulozeny
na plazmidech, chromozomech nebo transpozonech. Obvykle jsou bakteriociny syntetizovany
jako inaktivni prepeptidy (Soliman et al., 2011; Nes et al., 1996). Bakteriociny vykazuji zké
spektrum G¢inku, ptisobi tedy jen na blizce piibuzné druhy bakterii, ¢imz se 1isi od antibiotik,
které vétsinou piisobi na mnohem S§irsi skupinu riznych bakterii (Riley, 2009).

Gratia (1925) poprvé identifikoval antimikrobidlni protein izolovany z bakterie
Escherichia coli. Tento bakteriocin byl pojmenovan kolicin. Nisin byl pak prvni bakteriocin,
ktery se pouzival pro komer¢ni icely, a to jiz od roku 1969.

Pouzivani bakteriocini jako bio-konzerva¢nich latek pro potraviny zacal pred
necelymi 40 lety. V téchto letech se studie zaméfovaly na inhibici kaZeni potravin a lidskych
patogent spojenych s potravinami (napf. zeleninou) pomoci bakteriocind a jejich aplikaci,
jakozto nahradu za chemické slozky a antibiotika (Collins et al., 2010). Protoze mnoZzstvi
chemickych prostiedki, které se pouzivaji na ochranu potravin proti bakteriim, zpusobuje
znehodnoceni potravin (kazeni) a ma fadu vedlejSich ucinkti pro konzumenty. Z tohoto
divodu vyrazné vzrostl v nékolika poslednich desetiletich zajem o ptirodni latky, které by
zpusobily inhibici pravé téchto bakterii, bez vyraznych vedlejsich uéinki. Bakteriociny tuto
podminku spliuji. V gastrointestinalnim traktu jsou inaktivovany pomoci enzymd, jako je
trypsin a pepsin, takZze neméni mikrofloru zazivaciho traktu. Znacna cast bakterii mlééného
kvaSeni a jejich produkty (bakteriociny) jsou tedy zdravotné nezavadné a staly se tak vhodné

pro uziti v potravinarstvi (Gaaloul et al., 2015; Cleveland et al., 2001).
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Tabulka ¢. 1 Vybrané kmeny bakterii, které produkuji bakteriociny (upraveno dle McAuliffe et al., 2001,

Settanni and Corsetti, 2008, Hammami et al., 2013, Bilkova et al., 2011)

Kmen produkujici bakteriocin

Bakteriociny

Bacillus subtilis

Subtilin, Subpeptin

Carnobacterium maltaromaticum

Piscicolin 126

Carnobacterium maltoromaticum

Carnocyclin A

Enterococcus faecalis

Cytolysin

Escherichia coli

Colicin, Microcin

Lactobacillus acidophilus

Acidophilucin A

Lactobacillus bavaricus Bavaricin A

Lactobacillus plantarum Plantaricin
Lactococcus lactis Lacticin 481
Lactococcus lactis Nisin A, Nisin Z

Pediococcus acidilactici Pediocin PA-1

Ruminococcus gnavus

Ruminococcin C

Staphylococcus epidermidis

Epidermin, Epicidin, Epilancin

Staphylococcus gallirarum

Gallidarmin

Staphylococcus hominis

Hominicin

Streptococcus mutans

Mutacin 1140

Streptococcus salivarius

Salivaricin A

Streptomyces cinnamomeus

Duramycin
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2 Historie a soucasnost v déleni bakteriocinu

Prvni déleni bakteriocinii bylo publikovano jiz v roce 1993 Todd R. Klaenhammerem,
ktery délil bakteriociny do nasledujicich skupin. V prvni skupiné (skupina lantibiotik) se
objevuji malé bakteriociny S molekulovou hmotnosti do 5 kDa, které obsahuji ve své struktuie
neobvyklé aminokyseliny lanthionin a B-methyl lanthionin. Mezi zastupce této skupiny je
mozno fadit nisin nebo lacticin 481.

Do II. skupiny Klaennhammer fadil mensi bakteriociny, jejichz molekulova hmotnost
neptesahuje 10 kDa, které jsou tepeln¢ stabilni a neobsahuji lanthionin ve své struktufe. Tuto

skupinu déle délil do 3 podskupin, jejichz kratkou charakteristiku popisuje tabulka €. 2.

Tabulka ¢. 2 Délent II skupiny dle Klaenhammera (1993)

Il skupina U¢inky a vlastnosti Zastupci

antimikrobialnimi G¢inky, ) ]
HE} ) sakacin P, curvacin A
konstantni N-koncova ¢ast

b dvoupeptidové lactococcin Ga M

thiolem aktivované peptidy vyzadujici redukci )
lic ) o lactococcin B
cysteinovych zbytkl pro svoji aktivitu

Bakteriociny Il1. skupiny jsou charakterizovany jako termolabilni proteiny s velikosti
do 30 KDa. Jako zastupce této skupiny je uveden helveticin J.

Do IV. skupiny byly fazeny bakteriocinové komplexy (protein s n¢kolik chemickymi
strukturami napft. lipidy nebo karbohydraty). Charakteristickym zastupcem IV. skupiny je
plantaricin S nebo lactocin 27. Jiz v roce 2001 byla tato skupiny povazovana za artefakty,
nikoliv za dalsi skupinu bakteriocint (Cleveland et al., 2001).

Bakteriociny produkované Gram-negativnimi bakteriemi jsou rozdélené do dvou
skupin. Do prvni skupiny fadime koliciny, tedy bakteriociny v rozmezi 25-80 kDa. Druhou
skupinu nazyvame mikrociny, jejichz molekulova hmotnost neni vétsi nez 10 kDa. Mikrociny

14




mohou byt dale rozdéleny do dvou tfid. | tfida mikrocintt ma molekulovou hmotnosti <5 kDa
a bakteriociny v této skupiné jsou post-translaéné¢ modifikovany. Pro své antimikrobialni
pusobeni vyuzivaji specifické intracelularni cile. Naproti tomu mikrociny Il tfidy nejsou
modifikovany a jejich molekulova hmotnost je v rozmezi 7-10 kDa. Jejich antimikrobidlni

pusobeni je zptisobeno interakci s bakterialnimi membranami (Pons et al., 2002).
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2.1 Trida | — lantibiotika

Do I. tfidy fadime malé bakteriociny s molekulovou hmotnosti <5 kDa, které ve své
struktufe obsahuji 19-37 AMK. Mezi aminokyselinami nalézame i méné obvyklé jako je
lanthionin a methyllathionin, jejichz struktura je vyobrazena na obrazku ¢. 1

(Bilkova et al., 2011).

0. _OH
0 0 NH, X
M~ Ho_ _i_ s
HO ; s OH W NH,
NHQ NHQ 0O H3C
1 2

Obrazek ¢. 1 Struktura lanthioninu (1), struktura methyllantioninu (2) (Bilkova et al.,2011)

Prvni tfidu bakteriocint dale délime do dvou podtfid.

2.1.1 la podtrida

Prvnim objevenym bakteriocinem z této skupiny byl nisin. Nisin je produkovany
ur¢itymi kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis. V praxi ho pak miZzeme hledat pod oznacenim
E234, jako aditivni latku v potravinatstvi. Pouziti nisinu, jako konzervaéniho prostiedku, je
povoleno pro zrajici a tavené syry, ale pouze v mnozstvi do 12,5 mg/kg. U nékterych syru
muze byt pfitomen také v disledku pfirodnich fermentacnich procest.

Nisin, jehoZ struktura je na obrdzku ¢. 2 a na obrazku ¢. 3, ma 34 aminokyselinovych
zbytkt. Nenasycené aminokyseliny dehydroalanin (Dha) a dehydrobutyrin (Dhb) se tvofi
post-translacni dehydrataci serinovych (v pfipadé Dha) a threoninovych (z ptipadé Dhb)
zbytkdl. Tyto nenasycené aminokyselinové zbytky mohou déale reagovat se sousednimi
nukleofilnimi skupinami. Atakem thiolové skupiny blizkého cysteinového zbytku vznika
thioetherovy mustek. Reakce dehydroalaninu a cysteinového zbytku vytvaii lanthionin.
Reakci s dehydrobutyrinem  vznika  methyllantionin ~ (Bilkova et al., 2011,
Schneider et al., 2011).
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Obrazek ¢. 3 Struktura nisinu (Jack et al., 1995)

Nisin je do zna¢né miry pouzivan v potravinaiském prumyslu jako antibotulinické
¢inidlo pfi vyrobé syrti, omacek a konzerv. Tento bakteriocin vykazuje Siroké spektrum
antimikrobialnich G¢inka proti L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus a
dal$im patogennim a podminén¢ patogennim bakteriim (Rilla et al., 2004).

Pokud je nisin podavam oralné, jeho LDsg se odhaduje na 950 mg/kg, coz
neptedstavuje toxicky efekt pro ¢lovéka (Jozala et al., 2007).

Nisin mize puasobit nékolika antimikrobidlnimi mechanismy. Ke vzniku tzv.
,hon-targeted pord dochazi v ptipadech, kdy se nisin vyskytuje v mikromolarnich
koncentracich. Vznikem téchto port dochéazi k naruseni fosfolipidové dvojvrstvy v disledku
interakce polarni ¢asti molekuly (C konce) bakteriocinu iontovymi silami S polarni hlavickou
fosfolipidi v membrané. Za této situace se muze N-konec (hydrofobni cast) bakteriocinu
zasunout dovniti membrany a nasledné se C-konec nisinu piemisti z vn&j$i do vnitini strany
membrany. Dochazi k tvorbé poru, tedy dochazi ke ztrat¢ membranoveého potencidlli a malé

molekuly jako ATP a AMK unikaji z molekuly.
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Pfi nanomolarni koncentraci nisinu je mechanismus jeho G¢inku obdobny. Dochdzi
opét k tvorbé poru, ale v disledku specifického navazani nisinu na prekurzor glykoproteinu
(lipidu II), ktery je vazan v membrané citlivé buiiky. Interakce N-konce nisinu s lipidem 11
umozni konforma¢ni zménu molekuly. V disledku této zmény se dostava C-konec nisinu do
bunky. Interakce nisinu s lipidem II stabilizuje transmembranovou orientaci nisinu a sou¢asné
se inhibuje syntéza peptidoglykanu. Tento zplisob antimikrobidlniho plsobeni je znazornén
na obrazku €. 4.

Do této bakterioct skupiny fadime napiiklad i salivaricin A, lakticin 481 a mutacin
(Bilkova et al., 2011).

Intracelularmi proster ¢

Obrazek ¢. 4 Vytvoreni poru piisobenim nisinu na cilovou buriku (Jun-ichi Nagao, 2009)

2.1.2 b potrida

Star$i literatura uvadi jako zpusob antimikrobialniho pusobeni Ib podtiidy
bakteriocinli inhibici enzymil, které¢ se podileji na tvorbé bunécéné stény. Dnes jiz vime, Ze
jejich ucinek je velice podobny ucinkim bakteriocinti podskupiny la. Do Ib podtiidy
lantibiotik zahrnujeme napt. mersacidin nebo lacticin 3147 (Bilkova et al., 2011).

Mersacidin, jehoZ struktura je zobrazena na obrazku €. 5, je produkovan nékterymi
kmeny Bacillus a je aktivni proti blizkym druhiim Gram-pozitivnich bakterii zahrnujici také
methicilin-resistentni S. aureus (MRSA) (Chatterjee et al., 1992).
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mersacidin

Obrazek ¢. 5 Struktura mersacidinu (Guder et al., 2000)

Baktericidni G¢inek mersacidinu je zpusoben inhibici syntézy peptidoglykenu
(viz obrazek ¢. 6). Peptiglykanova polymeracni sit’ umisténa na vn&jsi strané membrany
zajiStuje pevnost a tvar bakterie. Mersacidin zabrafiuje syntéze peptidoglykanu bcéhem
transglykosylacni  reakce. Pfi  této reakci dochazi k pfevedeni ~monomerniho
peptidoglykanového prekurozoru (lipidu Il) spojeného s bunéénou membranou, na polymerni
peptidoglykan. Dochazi tedy ke snizeni tloustky bunétné stény, pozdéji K zastaveni ristu
citlivé buniky a pomalé indukci lyzace. Ostatni makromolekularni procesy nejsou inhibovany

(Brotz H et al., 1995; Brotz H et al., 1998; de Kruijff et al., 2008).

mersacidin

-
.7 B = lipid 11

Obrazek ¢. 6 Ovlivneni syntézy petidoglykanu piisobenim mersacidinu (Guder et al., 2000)
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2.2 Trida 1l
Bakteriociny této skupiny maji molekulovou hmotnost <10 kDa, jsou tepelné stabilni a
nemodifikované (Chen et al., 2013).

Druhou tiidu bakteriocind mizeme dale délit do ti podtiid.

2.2.1 Podtrida lla — pediocinové

Podttida Ila bakterionii je nejobsahlejsi podtiidou druhé skupiny. Bakteriociny patiici
do této skupiny maji silné antilisteridlni uc¢inky. Studie zahrnujici nékolik stovek kment
Listeria monocytogenes prokazaly, ze témét 100 % kment bylo usmrceno bakteriociny nebo
bakteriemi mlé¢ného kvaseni, které tyto bakteriociny produkuji. Je vSak nutné podotknout, Ze
koncentrace bakteriocinii potfebna k usmrceni nejcitlivéjs§iho a nejméné citlivého kmene
Listeria monocytogenes se 1isi i vice nez stonasobné.

Pediocinové bakteriociny podtiidy Ila sdileji celkovou aminokyselinovou sekvenéni
podobnost ze 40-70 %. Vsichni zastupci této skupiny maji na svém N-konci jednotnou
aminokyselinou sekvenci Y-G-N-G-V/L, ktera je patrna z obrazku ¢. 7. Jmenovité se jedna o
aminokyseliny tyrosin, glycin, asparagin, glycin a valin popt. leucin.

Metodou nukledrni magnetické rezonance (NMR) bylo zjiSténo, Zze N-koncova ¢ast je
strukturné stabilizovana disulfidickym miistkem a zprostfedkovava vazbu na povrch cilovych
bunék elektrostatickou interakci. Zatimco C-terminalni konec pronika do hydrofobni ¢asti
membran cilovych bunék a zplisobuje naruseni membrany nasledné zplsobujici bunécnou

smrti.

Obrazek ¢. T Struktura leucocinu A se zvyraznénou strukturou Y-G-N-G-V (Upraveno dle Lohans and
Vederas, 2012)
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Mezi zastupce této skupiny fadime Enterocin P (blize popsan v kapitole 4.5), ktery
inhibuje 1 dal§i Gram-pozitivni patogeny jako je Clostridium perfringens, Clostridium
botulinum nebo Staphylococcus aureus, coz ¢aste¢né plati i pro dalsi zastupce z této skupiny.

Déle sem mtizeme tadit Enterocin T, bakteriocin produkovany kmenem Enterococcus
sp. 812, ktery je mozné izolovat z erstvé brokolice. Caste¢na sekvence N-koncové &asti,

kterou se povedlo analyzovat je nésledujici:

NH2-A-T-Y-Y-G-N-G-V-Y-X-D-K-K-K-X-W-V-E-W-G-Q-A.

Antimikrobialni aktivita enterocinu T byla prokdzana proti Listria monocytogenes,
Lactobacillus sakei ssp. sakei, Lactobacillus lactis ssp. cremoris nebo Streptococcus
thermophilus. Bakteriocin je zcela neucinny proti Escherichia coli, Vibrio vulnificus, Weisella
minor nebo Bacillus subtilis ssp. subtilis (Chen et al., 2013).

Dale do této skupiny mizeme také zaradit bakteriocin 31, bakteriocin T8, enterocin
SE-KA, enterocin T a n¢kter¢ dalsi (Nes and Holo, 2000; Ju et al., 2015).

2.2.2 Podtiida 11b — dvoupeptidové

Do této podtiidy druhé skupiny fadime bakteriociny, které jsou tzv. dvoupeptidové,
kde dva odlisné peptidy pusobi synergicky a zabezpeCuji tim antimikrobialni cinek
bakteriocinu proti jinym mikroorganismiim, a to jiz V pikomolarnich ¢i nanomolarnich
koncentracich. Pokud testujeme tyto peptidy samostatné¢, nemaji zadny nebo jen maly
antimikrobidlni G¢inek, Vtomto pfipadé musime jiz pouzit vyssi koncentrace
(Soliman et al, 2011).

Utinek dvoupeptidovych bakteriocinGi U senzitivnich bakterii vede ke zvyseni
propustnosti membrany pro malé molekuly v disledku vytvofeni porid. Dochazi ke kolapsu
transmembranového potencidlu, k rychlému vycerpani ATP v buiice a efluxu draselnych iontt
z bunky ven. Smrt buniky nastava zbytecnym cyklem absorpce drasliku v kombinaci se
zvySenou ATP hydrolyzou pomoci ATPasy, jak je mozno vidét na obrazku ¢&. 8

(Nes and Holo, 2000).
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KTATPasa

P x
por vytvoreny
bakteriocinem <TP AT
laktat -

P
‘ ’ charid

Obrazek ¢. 8 Vytvoreni poru bakteriocinem (Upraveno dle Garneau et al., 2002)

U dvoupeptidovych bakteriocini nalézame podobnost v sekvenci aminokyselin,
konkrétné se jedna o sekveci GXxxG, kde x piedstavuje jakékoliv aminokyseliny ohrani¢ené
glycinem, popi. sekvenci AxxxA, zde se v krajnich pozicich objevuje alanin. Tento motiv se
v sekvenci peptidu objevuje jednou nebo dvakrat a souzi k interakci mezi komplementarnimi
peptidy.

Mezi zastupce Fadime napf. lactococcin G a plantaricin S (Soliman et al., 2011).

2.2.3 Podtrida llc

V roce 1986 se do Ilc skupiny fadily malé a tepelné stabilni peptidy, které se dale déli
do dvou skupin na thiolbiotika a cystibiotika. Thiolbiotika obsahuji dva cystinové zbytky,
naproti tomu cystibiotika obsahuji tento zbytek jen jeden. Do této skupiny se dale fadil napf.
lactococcin A, divergicin A a acidocin B.

Od roku 2002 se do této skupiny zatazovaly ostatni bakteriociny, které ,,nezapadaly*
do Zadné z predeslych podtiid druhé tfidy. Tato skupina tedy neméla Zadné specidlni znaky,
které by byly shodné pro celou skupinu (Joerger and Klaenhammert, 1986,
Héchard nad Sahl, 2002; Klaenhammer, 1993).
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2.3 DalSi specialni tridy bakteriocini

2.3.1 Bakteriociny bez vedouciho peptidu

Bakteriociny patiici do této skupiny jsou produkovany Gram-pozitivnimi bakteriemi.
Zvlastnosti u zastupcu skupiny je, ze jsou syntetizovany bez N-terminalniho useku, ktery je
oznacovan jako vedouci. Bez pfitomnosti N-koncové sekvence neprobihaji zadné
post-transla¢ni modifikace, které u ostatnich bakteriocint standardné probihaji.

Vétsina bakteriocini  patiicich do této skupiny je zpocatku produkovana
S N-terminalem, ktery je bé&hem dozravani bakteriocinu proteolyticky Stépen uréitymi
proteasami. Vedouci peptid hraje dtlezitou roli pii produkci a exportu bakteriocinu, ochrané
organismu producentti, atd. Export bakteriocinti bez N-koncové sekvence je pravdépodobné
zprostiedkovan specializovanymi transportéry ABC.

Mezi pozitivni vlastnosti bakteriocinii bez vedouciho peptidu patii silnd inhibice
mnoha bakterii, v¢etné potravinovych patogent, jako je Listeria nebo Clostridium ssp.
Bakteriociny této skupiny jsou také U¢inné proti enterokoklim rezistentnim k
vankomycinu (VRE) a methicilin rezistentnim Staphylococcus aureus (MRSA). VRE i
MRSA jsou bakterie, které spojujeme s tzv. nosokomidlnimi infekcemi, tedy infekcemi

pochazejicimi z nemocniéniho prostiedi (Lohans et al., 2013).

2.3.2 Kruhové (cirkularni) bakteriociny

Obecné maji kruhové bakteriociny ve své sekvenci 35-70 aminokyselin. Tyto
bakteriociny vznikaji jako linearni prekurzory a az pozdé¢ji dochazi k cyklizaci. Touto
cyklizaci dochazi ke zvySovani stability pfi ptisobeni pH, tepla, ale i proteolytického traveni
ve srovnani s linearnimi bakteriociny, coZ v praxi znamena, Ze tyto bakteriociny jsou schopné
prezit 1 pasterizaci a dalsSi procesy konzervovani potravin. Pfedpoklada se, Ze 1 jejich Sirsi
antimikrobidlni aktivita vzhledem k linedrnim bakteriociniim je zplsobena cyklickymi
strukturami. Kvilli témto vlastnostem jsou cirkularni bakteriociny zdrojem antimikrobialni
aktivity, kterou je mozno pouzit pro bezpecnost potravin a zdravi lidi (Hemu et al., 2016;
Samyn et al., 1994).

Prvni kruhovy bakteriocin byl objeven jiz vroce 1994, konkrétné se jednalo o
enterocin AS-48. Tento enterocin je zajimavy tim, Zze dokaze naruSit endospory. Tato
schopnost byla ovéfena na bakterii Alicyclobacillus acidoterrestris, bakterii ktera je

zodpovédna za kaZzeni ovocnych §t'av. Na obrazku ¢. 9/A mlzeme vidét bakteridlni buiiku
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s endosporou bez oSetieni bakteriocinem. Na obrazku 9/B stejna bunka, jako v ptredchozim
ptipad¢, avsak po inkubaci 24 hodin. Na obrazku 9/C vidime Sipkou oznacenou degradaci
bakterialni bunky po oSetfeni bakteriocinem po 15 minutach plisobeni, na dalSich obrazcich
(9/D, E) vidime bakterialni buniku po 8 hodinovém oS$etfeni a obrazek 9/F ukazuje, jak vypada

bunka po 24 hodinach ptisobeni enterocinu (Grande et al., 2005).

Obrazek ¢. 9 Zmény na bakterialni burice Alicyclobacillus acidoterrestris vlivem enterocinu NKR-5-3B
(Grande et al., 2005)

Mezi dalsi zastupce této skupiny mizeme fadit enterocin NKR-5-3B. Tento enterocin
je jeden zpéti peptidi (NKR-5-3A, Z, B a C), které jsou produkované kmenem
Enterococcus faecium a které jsou klasifikovany jako bakteriociny. Enterocin NKR-5-3B
obsahuje 64 aminokyselinovych zbytkli a jeho molekulovd hmotnost ¢ini 6,313 kDa. Tento
bakteriocin vykazuje pomérn¢ Siroké spektrum antimikrobidlni aktivity. Zvlasté Géinny je
proti bakterialnim kmentim rodu Bacillus a Enterococcus. Zadnou antimikrobialni aktivitu
naopak nevykazuje proti Gram-negativnim bakteriim jako Escherichia coli nebo Salmonella
(Himeno et al., 2015).
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3 Enterokoky — producenti enterocini

Enterokoky jsou Gram-pozitivni vSudypfitomné bakterie, které jsou spolecné
s laktobacily a bifidobakteriemi povazovany za tzv. probiotické bakterie. Enterokoky jsou
nedilnou soucasti potravy a jsou ve velkém mnozstvi pfitomné v gastrointestinalnim traktu
lidi i zvitat. Jejich pfitomnost neni neobvykla ani v environmentalnim prostiedi (puda,
povrchové vody nebo rostliny). Enterokoky jsou také zodpoveédné za charakteristickou viini a
chut’ tradi¢né vyrabénych syra, kde jsou ve vysokém zastoupeni soucasti mlécné mikroflory.
Dle nékterych nazoru se enterokoky v minulosti dostaly do syri kontaminaci organického
odpadu, vody nebo zpracovatelského zafizeni.

Rada enterokokii je vSak spojena i s nosokomialnimi infekcemi. Tyto infekce se
obtizn¢ 1é¢i v dusledku znaéné rezistence k nékterym antibiotikim. V nékterych piipadech
dochazi k rezistenci ke vSem dostupnym a pouzitelnym antibiotikim (Shankar et al., 2004;
Mojsova et al.,, 2015; Gupta and Tiwari, 2015). Naproti tomu VétSina enterokokt
produkujicich bakteriociny patii do skupiny, kterou muzeme oznacovat jako GRAS
(,,generally recognazed as safe“). Tyto kmeny jsou bezpe¢né pro pouziti v potravinarstvi,
nekdy jsou dokonce soucésti piirozené mikroflory napt. u mléénych vyrobkii.

Pojem enterociny je souhrnné oznaceni pro bakteridlni peptidy (bakteriociny), které
jsou produkované bakteriemi z rodu Enterococcus. Enterociny mizeme délit do nékolika tiid.
V prvni tfidé jsou fazeny enterociny, které jsou post-translané modifikovany, tzv.
lantibiotické peptidy. V tfidé druhé pak linearni, nemodifikované enterociny, jejichz
molekulova hmotnosti je mensi nez 10 kDa. Do ttidy Ill. zahrnujeme cyklické peptidy.
Neékteré z enterocinii jsou jedineéné a nelze je zafadit do Zzadné ztéchto skupin
(Gaaloul et al., 2015).

Stejn¢ jako tradicni antibiotika, spousta antimikrobidlnich peptidi vykazuje
antimikrobialni aktivitu proti bakteriim a plisnim. Hlavnim mechanismem antimikrobialniho
plisobeni bakteriocinli, které pochézeji z bakterii mléného kvasSeni je pravdépodobné
produkce organickych kyselin. Enterokoky vSak neprodukuji tolik organickych kyselin jako
ostatni zdstupci této skupiny, presto jsou schopné timto zplisobem atakovat konkuren¢ni
bakterie. Antimikrobialni ptisobeni peptidii je zpisobeno hlavné napadanim bakterialni stény,
ve které vznikaji pory nebo dochazi k inhibici jeji syntézy (viz obrazek ¢. 10). Nékteré
bakteriociny mohou dokonce vyuzivat i vice mechanismi (Mojsova et al., 2015; Wiley and
van der Donk, 2007).
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Obrazek ¢. 10 Antimikrobialni aktivita konvencnich antibiotik a antimikrobialnich peptidii (Upraveno dle
Sang and Blecha, 2008)

26



3.1 Testovani produkce a antimikrobialnich u¢inki enterocini

Povaha a struktura enterocinii

Proteinova povaha a bakteriocinu je ovéfovana pomoci trypsinu, ktery je nandSen na
Petriho misky s agarem. Na kultivaéni médium je naoc¢kovan indikatorovy kmen a také jedna
kolonie enterokoka. Po probé&hlé inkubaci je hodnocen vznik inhibi¢ni zény v blizkosti
naockovaného enterokoka. Pokud je enterocin proteinové povahy, ztrati svoji aktivitu
pusobenim trypsinu. Pokud tedy bakteriocin za normélni okolnosti zptisobil zénu inhibice
Vv dtsledku antimikrobialniho plisobeni na citlivy kmen a po oSetieni trypsinem nikoliv, je tim
potvrzena proteinova povaha bakteriocinu (Mojsova et al., 2015).

Testovani struktury bakteriocinu se provadi po piedchozi purifikaci bakteriocinu
(naptf. pomoci chromatografic) a poté je bakteriocin podroben hmotnosti spektrometrii
(MALDI-TOF MS) pro zjisténi molekulové hmotnosti. K ur¢eni aminokyselinové sekvence je
mozno pouzit Edmanovu degradaci. Na zdklad¢€ téchto udaji je mozné ovéfit, zda se jednd o

jiz znamy bakteriocin, ¢i nikoliv (Chen et al., 2013).

Antimikrobialni aktivita

Detekce antimikrobialni aktivity se provadi pomoci agarové difizni metody na Petriho
miskéch s pfisluSnym agarem a naoCkovanym testovanym kmenem. Do agaru jsou vytvoieny
jamky, do kterych se nanese buné¢na suspenze enterokoka nebo purifikovaného enterocinu
(popt. se pouziji napusténé disky). Po vhodné inkubacni dob¢ se hodnoti vznik a nasledné i
primér inhibi¢nich z6n (zony, kde doSlo k omezeni riistu testovaného kmene
antimikrobialnim ptisobenim enterocinu) (Khan et al., 2013).

Jak je patrné z obrazku ¢. 11 v blizkosti jamky s enterocinem vznika inhibi¢ni zona.
Enterocin tedy svym antimikrobidlnim U¢inem zastavuje rist citlivého kmene (v tomto
ptipadé je citlivym kmenem Staphylococcus aureus). Jako negativni kontrola je pouzit roztok,
ve kterém je bakteriocin rozpustén (v tomto piipadé dimethylsulfoxid). Jako pozitivni
kontrola je pouzit disk napustény ampicilinem (Hassan et al., 2017).

Antimikrobidlni Uc¢innost, resp. potfebné mnozstvi pro U¢innost bakteriocinu Ize
hodnotit také na zdkladé testovani v mikrotitra¢ni desticce. Do kazdé jamky se vnasi potiebné
mnozstvi média. Do prvnich jamek se prida piislusné mnozstvi bakterialni suspenze
enterokoka. V dalsim kroku se provadi fedéni dvojkovou fadou. Poté se do jamek piida urcité

mnozstvi indikatorového kmene. Desticka je nasledné inkubovéna za podminek vhodnych pro
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nariist indikatorového kmene v jamkach. Antimikrobidlni aktivita je hodnocena pravé dle
narustu ¢i inhibice daného citlivého (indikatorového) kmene. Tento narust je zaznamenavan

méfenim optické hustoty (Sanchez et al., 2008).

Obrazek ¢. 11 Testovani antimikrobidlni aktivity enterocinu (Hassan et al., 2017)

Testovani stability enterocinu a produkce bakteriocinu za riznych podminek

Odolnost vuc¢i enzymim, pH i teploté je hodnocena pomoci agarové difizni metody.
Tepelnd stabilita je charakteristicky rys mnoha bakteriocinli. Vznika v disledku stabilnich
vazeb, pfitomnosti silnych hydrofobnich oblasti a také vlivem velkého obsahu glycinu. Praveé
ztohoto divod je tepelna stabilita hodnocena. Na Petriho misku s inokulovanym
indikatorovym kmenem se nanese jeden kmen enterokoka (popi. purifikovaného
bakteriocinu). Enterokok je podroben pusobeni ur¢itého enzymu, pH nebo teploty a necha se
inkubovat pifi vhodné teplot¢ pro testovany kmen. Dle vzniku inhibi¢nich zoén, které
porovnavame s kontrolou (bakteriocinem bez oSetieni), mizeme usoudit, zda nebyl enterocin
vnéj§imi podminkami degradovan, popt. nedoslo ke snizeni jeho antimikrobidlni aktivity
(Hassan et al., 2015).

Tabulka ¢. 3 ukazuje zbytkovou antimikrobialni aktivitu hirancinu, ktery je
produkovany kmenem Enterococcus hirae. V pfitomnosti proteinasy K a trypsinu ztratil
hirancin svoji aktivitu. Po plisobeni katalasy vSak zlstala jeho aktivita nezménéna.

Bakteriocin je pomérné odolny vic¢i pH. Antimikrobidlni aktivita se zacina snizovat aZ pfi

28



pH 8 po dobu 1 hodiny. Dramatické snizeni nastava pfi piisobeni pH 8 a 9 po dobu 6 hodin.
Antimikrobidlni aktivita bakteriocinu nebyla ovlivnéna ani jednou z testovanych teplot (60 °C

po dobu 30 minut a 100 °C po dobu 10 minut) (Sanchéz et al., 2008).

Tabulka ¢. 3 Vysledna antimikrobidlni aktivita hirancinu po pusobeni teploty, enzymii a pH u hirancinu
(Sanchez et al., 2008)

Zbytkova aktivita
HS8 H09 H087 H091
2 1lh + + + +
) 2 6h + + + +
2
§ 4 1lh + + + +
\g 4 6 h + + + +
2
£ 6 1h + + n T
= 6 6h T T n ;
> B
[=3
E 8 1h + | | n
E 8 6n | W | W | W | U
o=
= 10 1h + ) ! T
T £
Q 10 6h H " " H
— 60 °C 30 min + + + +
3 g
S g =
e 8 3 100 °C 10 min + + + +
 © =
N Katalasa + + + +
\g E
£ 5 R Trypsin _ - - _
Proteinasa K - - _ _

Legenda: — ztrata antimikrobialni aktivity, || vyrazné snizeni aktivity, |snizeni aktivity,

+ aktivita zachovana

Také enterocin T byl vystaven riznym teplotam pii inkubaci (25 °C, 37 °C a 45 °C),
oSetfen enzymy, konkrétné proteasou K, trypsinem a katalasou a podroben vysokym teplotam
(80 °C, 90 °C a 121 °C). Jako kontroly byly pouzity agary bez ptidanych enzymu, popt. bez

pouziti nestandardnich teplot pii inkubaci nebo bez ndasledného =zvySeni teploty.
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V tabulce ¢. 4 jsou vypsany velikosti inhibi¢nich zon (priméry), které vznikaly pisobenim
enterocinu T za riznych podminek.

Vlivem proteasy K byla antimikrobialni aktivita bakteriocinu zcela inhibovana, coz je
dikazem proteinové povahy bakteriocinu. Naopak trypsin a katalasa ovliviiovali aktivitu jen
velmi malo. Bakteriocin lze rovnéz oznacit za tepeln¢ stabilni, vzhledem ke skutecnosti, ze si

svoji aktivitu zachovava i pii pasobeni 121 °C po dobu 15 minut (Chen et al., 2013).

Tabulka ¢. 4 Velikosti inhibicnich zon vzniklé piisobenim ruznych vnéjsich podminek (Chen et al., 2013)

Pramér inhibiéni
z6ny (mm)
25°C 12
-1
2
= 30 °C 13
s
‘o
>
S 37°C 12,5
o=
&
45 °C nevznika
kontrola 12
E proteasa nevzniké
>
N
c .
L trypsin 10
katalasa 11
8 kontrola 11
=
(=9
2
= 30 min /80 °C 10
2
2 . o
2 30 min /90 °C 9
]
S
a 15 min /121 °C 9
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Testovani interakce s membranami

U bakteriocintl je také mozné hodnotit, jakym zpusobem interaguji s membranami
bakterii, na které ptsobi svoji antimikrobidlni aktivitou. Tyto vlastnosti je mozné zjistit
pomoci SRP (povrchové plasmonové rezonance).

Pii testovani interakce enterocinu NKR-5-3B s membranami byly pouzity 3 typy
smési, které napodobuji vlastnosti membran, konkrétné tedy membranu cervenych krvinek,
membranu Gram-negativnich bakterii a membranu bakterii Gram-pozitivnich. Dale byla také
testovana smés extrahovanych lipidu z bakterie Escherichia coli. Timto testovani bylo
ovéteno, ze nejvetsi schopnost vazat se na membranu ma enterocin NKR-5-3B vzhledem ke
Gram-pozitivnim bakteriim. Tato schopnost je dokonce 24x vétSi nez pro membrany
cervenych krvinek a také 5x véEtSi nez pro membranu Gram-negativnich bakterii a extraktu
z lipida Esherichia coli. Tyto vysledky potvrzuji fakt, ze Gram-pozitivni bakterie, resp. jejich
bakteriociny plsobi pievazné na blizce piibuzné durhy, tedy na Gram-pozitivni bakterie

(Himeno et al., 2015).
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4 ,,Nové“ enterociny

4.1 Durancin

Durancin je bakteriocin lla tridy, ktery je produkovany druhem Enterococcus durans.
Jeho struktura obsahuje 43 aminokyselinovych zbytkt. Durancin nema zadné geny pro
faktory virulence, proto je vhodné producenta tohoto enterocinu pouzit jako probiotickou
kulturu (Du et al., 2012, Ju et al., 2015).

Antimikrobialni a antifungalni aktivita

Z testovani durancinu vyplyva, Ze nema pfili$ Siroké antimikrobialni spektrum U¢inku.
Bylo zjisténo, ze Enterococcus durans ma antimikrobialni aktivitu (vytvofil inhibi¢ni zonu)
proti Lactobacillus sakei, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, Enterococcus faecium,
Weisella minor, Listeria monocytogenes, Listeria innocua nebo Enterococcus faecalis a
dal§im, které jsou vypsany v tabulce ¢. 5. Durancin je naopak neucinny napi. proti
Escheria coli nebo proti nékterym laktobacilim, coz vyrazné ptispiva k budoucimu vyuZziti
tohoto bakteriocinu pro potravinaiské ucely, kdy by nedochazelo k poskozeni prospésné
sttevni mikroflory (Yanagida et al., 2005; Du et al., 2012; Ju et al., 2015).

Hlavni potencionalni vyuziti je mozné hlavné kvuli antimikrobidlnimi u¢inku proti
listeriim, proti kterym se v Soucasnosti pouziva bakteriocin nisin, na ktery mohou byt listerie
rezistentni. Z tohoto divodu byla dale zkoumana citlivost Listeria monocytogenes na
durancin. Vysledky tohoto testovani poukazuji na 86 % pokles Zivotaschopnych bakterii.
Opticka hustota zustala totozna ve vzorku s pouzitim bakteriocinu i kontrole, tedy vzorku
s inaktivovanym bakteriocinem. Na zakladé tohoto vysledku bylo vyhodnoceno, Ze durancin
ma sice baktericidni Gi¢inky proti bakterii Listeria monocytogenes, ale nedochazi k bunécné
lyze bakterii (Du et al., 2012)

Belguesmia et al. (2013) provedli vyzkum, ve kterém testuji Gc¢inky durancinu na

plisné a kvasinky (viz tabulka €. 6).
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Tabulka ¢. 5 Inhibicni ucinek durancinu na testované kmeny (Yanagida et al., 2005)

Testovany kmen Inhdibiéni ltléinek
urancinu
Lactobacillus sakei ssp. sakei +
Lactobacillus sanfranciscensis +
Lacrobacillus plantarium +
Lactobacillus gasseri +
Lactobacillus hleveticus +
Lactobacillus rhamnosus -
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesentreroides slaby
Leunocnostoc lactis +
Lactococcus lactis ssp. lactis +
Bacillus subtilis -
Bacillus cereus -
Styphylococccus aureus -
Enterococcud faecium +
Enterococcus durans +
Escherichia coli —
Carnobacterium devergens +
Weisella paramesenteroides +
Weisella kandleri +
Weisella minor +
Saccharomyces cerevisiae -

Legenda: + kmen byl inhibibovéan u¢inky durancinu, — riist kmene nebyl ovlivnén pisobenim

durancinu, slaby — Gi¢inek durancinu byl slaby
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Tabulka ¢. 6 Fungicidni ucinek durancinu (Belguesmia et al., 2013)

Testované plisné a kvasinky Uéinek durancinu
Debaryomyces hansenii ++
Penicilium expansum ++
Fusarium culmorum ++
Candida krusei +
Penicilium roqueforti +
Mucor plumbeus +/—-
Yarrowia lipolytica -
Cladosporium sp. -

Legenda: — rust testovaného kmene nebyl ovlivnén durancinem, +/— mirné opozdény rist testovaného

kmenem, + opozdény rist testovaného kmene, ++ inhibice testovaného kmene

Biochemické vlastnosti

Durancin si svoji aktivitu zachovava i po autoklavovani pfi 121 °C po dobu 15 minut,
po pusobeni stejné teploty po dobu 17 min bakteriocin svoji antimikrobidlni aktivitu zcela
ztraci.

Testovani citlivosti na enzymy (pepsin, proteinasu K, trypsin) bylo provedeno pomoci
agaru s naockovanou bakterii Listeria innocua. Na agar byl pifidan kmen produkuji
bakteriocin spolecné s enzymem. Po pulsobeni proteinasy Ka trypsinu bakteriocin svoji
antibakterialni aktivitu Gpln¢ ztratil, cozZ potvrzuje proteinovou povahu bakteriocinu. Aktivita
pusobenim pepsinu nebyla ovlivnéna (Du et al., 2012).

Antimikrobialni aktivita bakteriocinu byla stabilngjsi v kyselych pufrech nez v pufrech
alkalickych. V kyselém prosttedi odolava Iépe 1 tepelnym podminkam. Po oSetieni 80 °C po
dobu 15 minut pii hodnotach pH 2-6 byla pozorovana 50% zbytkova antimikrobialni aktivita.
Pouze 25 % zbytkové aktivity zlstalo pfi plisobeni stejné teploty pii pH 8. Pii pH 10 pak
antimikrobialni aktivita klesla na pouhych 12 % ptvodni aktivity (viz obrazek ¢. 12)
(Hu et al., 2008).
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Obrazek ¢. 12 Zbytkova antimikrobialni aktivita durancinu po piisobeni riizného pH a riznych teplot
(Hu et al., 2008)

Konkrétni vyzkumy

Yanagida et al. (2005) izolovali z 87 vzorku pidy, které byly odebrany v Japonsku
v rhizosféte stromt v hloubce 5-10 cm, 34 bakterii produkujicich kyseliny. U téchto bakterii
byl zjiStovan antibakterialni ucinek. Kmen, ktery produkoval bakteriocin a vykazoval
antimikrobialni aktivitu proti Gram-pozitivnim bakteriim byl identifikovan pomoci sekvenéni
analyzy jako Enterococcus durans L28-1.

Hu et al. (2008) izolovali kmen Enterococcus durans QU 49 z mrkve z néj nasledné
durancin TW-49M. Touto studii byla zjisténa sekvence durancinu, kterd ma vyrazné
homologie s bakteriocinem 31 a carnobacteriocinem A. Konkrétné se jedna o cast
aminokyselinové sekvence: L-S-K-G-G-A-K-C. Tento usek nalézdme ve stiedni casti
sekvence, kterd spojuje hydrofilni N-konec a hydrofobni C-konec. Dalsi zajimavosti, ktera
byla zjisténa pfi této studii je, Ze disulfidicka vazby Vv struktufe durancinu neni rozhodujici pro
antimikrobialni aktivitu, ale pouze pro stabilitu aktivity.

Dalsi testovani durancinu provedli Du et al. (2012) konkrétné byl identifikovan kmen
Enterococcus durans 41D, ktery byl izolovan ze syru. Dale se zabyvali genetickymi
determinantami odpovédnymi za produkci durancinu GL. Bylo zjisténo, Ze durancin je tvofen

na pDGL1, plasmidu o velikosti 8 kb.
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4.2 Hirancin

Hirancin je bakteriocin produkovany Enterococcus hirae nebo Enterococcus faecium.
V minulosti byl tento bakteriocin izolovan z obsahu stfev divokych kachen. Hirancinovy
prepeptid obsahuje 74 aminokyselinovych zbytki, zraly bakteriocin obsahuje
aminokyselinovych zbytki pouze 44. Jeho molekulova hmotnost ¢ini 5,1 kDa. Dle jeho
velikosti a stability jej mizeme fadit do Ila skupiny bakteriocini. Dfive byl hirancin oznaéen
jako enterocin T8 (Sanchez et al., 2008; Hassan et al., 2015).

Antimikrobialni aktivita

Izolované kmeny Enterococcus byly testovany na produkci bakteriocinu a jeho
antimikrobialni aktivity napf. proti Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, Lactobacillus sakei ale i proti mikroorganismtm z rodu Enterococcus (Enterococcus
faecium a Enterococcus hirae). Stejné jako zastupci lla skupiny bakteriocind vykazuje
hirancin antimikrobialni aktivitu proti Listeria monocytogenes, E. faecalis a E. hirae
(Hassan et al., 2015; De Kwaadsteniet et al., 2006)

Biochemické vlastnosti

Bakteriocin je inaktivovan proteolytickymi enzymy (pepsinem, proteasou K), nikoliv
amylasou. To naznaCuje, ze peptid neni glykosylovan nebo jeho aktivita neni ovlivnéna
glykosylaci. Stabilni zistava bakteriocin i pfi pasobeni 100 °C, ale pouze po dobu 10 minut.
Po delsim putisobeni teploty 100 °C antimikrobialni aktivitu ztraci, tuto aktivitu ztraci také pii
pH 2 a 12 (viz tabulka ¢. 7) (De Kwaadsteniet et al., 2006).
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Tabulka ¢. T Aktivita hirancinu po piisobeni vnéjsich podminek (De Kwaadsteniet et al., 2006)

Antimikrobialni
aktivita
. amylasa +
S .
& pepsin -
c
L
proteasa K -
2 _
4 +
6 +
T
o
8 +
10 +
12 -
< 30 °C /90 min +
QO
O e
T g 60 °C /90 min +
=2
g3
o o :
g_ 2 100 °C /10 min +
|_
100 °C /90 min -

Legenda: + antimikrobialni aktivita zachovana, — antimikrobialni aktivita ztracena

Konkrétni vyzkumy

Kwaadstenie et al. (2006) izolovali kmen Enterococcus faecium T8 a zngj
bakteriocin T8 (hirancin) z vaginalnich sekretd déti nakazenych HIV.

Hassan et al. (2015) testovali 170 vzorku krve, které byly odebrané v ramci
pravidelnych diagnostickych a lécebnych postupli u hospitalizovanych pacientli a byly
fenotypové klasifikovany jako Enterococcus ssp. Ztéchto kmend byl nasledné hirancin

izolovan.
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4.3 Enterolysin A

Enterolysin A je termolabilni bakteriocin, ktery byl poprvé popsan jako produkt
kmene Enterococcus faecalis LMG2333 izolovaného zislanskych ryb vroce 2003.
Bakteriocin byl dale objeven i u kmenu E. faecalis DPC5280 (izolat z mléka), E. faecalis 11/1,
Streptococcus bovis (izolat z hovéziho), E. faecalis B9510 (izolat ze silaze) a dalSich.

Enterolysin A je protein o molekulové hmotnosti 34,5 kDa, patfici do skupiny
endopeptidas. Endopeptidasy fadime do skupiny bakteriocinti, které oznaCujeme jako
bakteriolysiny. Enterolysin A obsahuje ve své sekvenci 316 aminokyselinovych zbytki
(Khan et al., 2013; Nilsen et al., 2003).

Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni G¢innost bakteriocinu tohoto byla testovana na fadu mikroorganismu.
Mimo ty bakterie, které jsou uvedené v tabulce ¢. 8, byly na bakteriocin citlivé Enterococcus
durans, Streptococcus bovis, Lactobacillus sakei a dalsi (Nigutova et al., 2007). Také byla
ovéfena antibakterialni G¢innost bakteriocinu proti kmenim Staphylococcus aureus nebo
Listeria monocytogenes, ale tato aktivita byla niZ$i nez u ostatnich bakteriocinti bakterii
mlééného kvaseni (Khan et al., 2013).

Tabulka ¢. 8 Antimikrobidlni iicinky Enterococcus faecalis a purifikovaného enterolysinu A
(Hickey et al., 2003)

Antimikrobialni ucinky
Testovany kmen Enterococcus faecalis p“riﬁkovanél}: enterolysinu
Enterococcus faecalis ++ +
Lactococcus lactis +++ 4+
Lactobacillus fermenticum ++ ++
Padiococcus pentasaceus ++ ++
Listeria innocua ++ ++
Micrococcus luteus ++ _

Legenda: — Zadna inhibi¢ni zéna, + pramér inhibiéni zony do 5 mm,

++ pramér inhibi¢ni zény do 5-10 mm, +++ prumér inhibi¢ni zony> 10 mm
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K méfeni lytické aktivity enterolysinu A byl pouzit Lactococcus lactis ssp cremoris,
ktery byl inokulovan do kultivaéniho média, do kterého byl piidan purifikovany
enterolysin A. Po probéhlé inkubaci takto piipraveného média pii 30 °C byla méfena
v pravidelnych intervalech opticka hustota. Po oSetfeni enterolysinem A nastal rychly pokles
zakaleni suspenze (roztoku testovaného kmene Lactococcus lactis a pufru). Soucasné nastal
rychly ubytek Zivotaschopnych bakterii. Pokles pod hladinu detekovatelnosti (<10 CFU/ml)
nastal béhem dvou hodin. Mnozstvi bakterii v kontrole, ktera nebyla oSetiena bakteriocinem,

zustal prakticky totozny jako na zacatku testu (viz obrazek €. 13).

log cfu/ml

D 1 1 1 1

L &
0 20 40 60 80 100 120 140
¢as (min)

Obrazek ¢ 13 Ucinek enterolysinu A na kmen Lactococcus lactis ssp. Cremoris
(Upraveno dle Khan et al., 2013)

Legenda: o kontrola (neoSetieny kmen enterolysinem A), « kmen oSetienych enterolysinem A

Kromé méfeni byly v pravidelnych intervalech také odebirany vzorky pro vizualizaci
poskozenych bunék po oSetfeni enterolysinem A, pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (TEM). Jak je patrné zobrazku ¢&. 14, ziskaného z TEM, plsobenim
enterolysinu A dochazi k destrukci bunééné stény citlivé buiiky (v tomto piipadé testovaného
kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris). Zpocatku pozorujeme jen roztrzeni bunééné stény
S tmavymi komponenty uvnitt, pozdéji dochéazi k vytlaCovani cytoplazmatické membrany a

vyliti obsahu bunky (Khan et al., 2013)
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Obrazek ¢. 14 Naruseni buniky Lactococcus lactis ssp. cremoris pusobenim Enterolysinu A
(Upraveno dle Khan et al., 2013)

Biochemické vlastnosti

Pro testovani tepelné stability byl bakteriocin vystaven teploté 50, 75 a 100 °C po
dobu 15 minut. Pfi teploté¢ 50 °C nebyla aktivita viibec ovlivnéna, ale pii teplotich 75 °C a
100 °C doslo ke snizeni aktivity na pouhé 2 % ptivodniho hodnoty (Nilsen et al., 2003).

Konkrétni vyzkumy

Z ptechozich studii bylo zndmo, Ze enterolysin A usmrcuje citlivé bunky tim, Ze
zpusobuje lyzu bunéénych stén. Bylo také popsano, ze endopeptidasy (skupina, do které
enterolysin A fadime) §tépi vazbu v peptidové ¢asti peptidoglykanové podjednotky bakterialni
stény. Pfesné misto Stépeni, ale nebylo znamo. Bylo pouze pfedpokladano, Ze po oSetieni
enterolysinem A dojde k uvolnéni N-koncovych a C-koncovych aminokyselin z mista, kde
dochazi ke $tépeni peptidoglykanové ¢asti bunééné stény. (Khan et al., 2013).

Khan et al. (2013) testovali pravé tuto schopnost S§tépéni bunécné stény
enterolysinem A.  Vycisténé bunééné stény tii citlivych kmend k enterolysinu A
(Lactococcus lactis ssp. cremoris, Pediococcus pentosaceus a
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) byly $tépeny pravé timto enterocinem. Uvolnéné
aminokyseliny z tohoto S§tépeni byly derivatizovany. Vedle vzorki byly také pouzity
aminokyseliny, pfitomné v buné¢né sténé bakterii mlééného kvaseni (lysin, alanin, glutamova
kyselina, threonin a glycin), pro derivatizaci N- a C-konce a nasledné byly pouZity jako
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referecni standarty. Vysledky téchto derivatizovanych N-koncovych vzorkti prokézaly
pfitomnost lysinu a kyseliny glutamové. Vysledky C-koncovych derivatt ukazaly pfitomnost
kyseliny asparagové a alaninu.

Po piisobeni bakteriocinu byly C- a N-konce uvolnény. Testovanim bylo prokazano,
ze enterolysin A S§tépi vazbu ve dvou mistech. Prvni $tépeni je mezi L-alaninem a
D-glutamovou kyselinou kmenového peptidu a druhé mezi L-lysinem kmenového peptidu a

D-asparagovou kyselinou mezipeptidového mustku, jak je patrné z obrazku ¢. 15.

A[NHGHNAM H NAG]f
‘ )
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_[NAG HNAM H NAG |

Obrazek ¢. 15 Schéma Stépeni bunécné steny piisobenim enterolysinu A (Khan et al., 2013)

Legenda: NAG — A-acetylglukosamin, NAM — N-acetylmuramova kyselina)
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4.4 Bakteriocin ST4SA

Bakteriocin ST4SA je bakteriocin Ila tridy produkovany kmenem Enterococcus
mundtii ST4SA, ktery lze izolovat se soOjovych bobu. Jeho sekvence obsahu 43
aminokyselinovych zbytkti a molekulova hmotnost je 3,950 kDa (Granger et al., 2008;
Knoetze et al., 2008).

Antibakterialni vlastnosti

Pti nizké koncentraci bakteriocinu dochazi k vytvoreni pora a uniku malych molekul
(enzymi) zbunky. Vy$§i koncentrace vedou kokamzitému uniku intracelularni
makromolekul. Osettenim kmene Enterococcus faecium bakteriocinem ST4SA po dobu
1 hodiny vede ke zméné bunécné struktury a dochazi zde k Gniku intracelularnich slozek, jak
je patrné na obrazku €. 16. Pfidanim bakteriocinu ST4SA k Streptococcus pneumonie, izolatu
ze stiedniho ucha, vedlo K rychlému poklesu mnozstvi bunék. Dalsi testované kmeny i
S praméry inhibi¢nich zon vzniklych pisobenim tohoto enterocinu jsou vypséany v tabulce €. 9

(Knoetze et al., 2008).

Obrazek ¢. 16 Enterococcus faecium bez osetieni bakteriocinem ST4SA (A), po 1 hodiné po oSetreni
bakteriocinem ST4SA (B) (Knoetze et al., 2008)
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Tabulka ¢. 9 Prumeéry inhibicnich zon vzniklé u testovanych kmenit viivem bakteriocinu ST4SA
(Upraveno dle Knoetze et al., 2008)

Testovany kmen Priumér inhibi¢ni zony

Acinetobacteri baumanni 16 +

Acinetobacteri baumanni 19 —

Entercoccus faecalis +++

Enterococcus faecium ++++

Haemophilus influenza —

Pseudomonas aeruginosa 8 -

Pseudomonas aeruginosa B +++

Staphylococcus aureus 13 -

Legenda: — bez inhibi¢ni zony, + pramér inhibi¢ni zony, 1-11mm,
+++ primér inhibi¢ni zony 17-21 mm, ++++ priamér inhibi¢ni zéony <22 mm

Biochemické vlastnosti

Kmen Enterococcus mundii  ST4SA byl testovan z hlediska stability
Vv gastrointestinalnim traktu. Kmen pieziva pruchod zaludkem, tedy je stabilni i pti pH 2,5 a
muze produkovat nizsi hladiny bakteriocinu (pti pH 2 dochazi k poklesu produkce
bakteriocinu 0 25%). Rust je stimulovan v tenkém stievé (pH 3,5) a i1 Vv tlustém stievé
(pH 5,5). Kmen, ktery se nachazi v tlustém stievé adheruje k epiteliarnim bunkam, dochazi
zde k rustu bunék a k produkci bakteriocinu.

Stabilita bakteriocinu ST4SA v travicim traktu zistava tedy téméf nezménéna a
bakteriocin je dale produkovan pfislusnych kmenem i Vv pfitomnosti pankreatické §tavy.
Pokud ale zvysime koncentraci této Stavy, dochazi k zastaveni tvorby prepeptidu bakteriocinu
a nasledné je ztracena i antibakterialni aktivita zralého bakteriocinu. Ztrata antimikrobialni
aktivity  naznaCuje, ze  bakteriocin ST4SA je degradovan  trypsinogenem,
chymotrypsinogenem nebo karboxypeptidasou nebo vysokou koncentraci
hydrogenuhli¢itanovych iontt. Rust Enterococcus mundtii ST4SA je potlacen i za ptitomnosti
zlu¢i po dobu prvnich 6 hodin. Po této dobé vSak dochazi opét k produkci bakteriocinu
(Granger et al., 2008; Dicks et al., 2010).
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Konkrétni vyzkumy

Studie Staden et al. (2011) popisuje piidani bakteriocinu ST4SA do kostniho cementu
na bazi ortofosfatu vapenatého. Uvadi také, jak rychle se bakteriocinu uvolnuje a dalsi
vlastnosti tohoto bakterocinu.

Zvysenim poctu bakterii, které jsou rezistentni na antibiotika, zejména MRSA kmeny,
vyrazné snizilo mnozstvi pouzitelnych antibiotik pro kraniofacidlni chirurgii, kde jsou
antibiotika uzivana piedevs§im pro prevenci pied poopera¢nimi infekcemi. Néktera antibiotika
podavana intraveno6zné nebo peroralné nejsou vzdy Géinna, protoze v oblastech implantatu
nedochézi k dostate¢nému prokrveni. V minulosti byla jiz snaha o zabudovani ATB ptimo do
kostniho cementu. Tento prizkum provedl kolektiv autord pred nékolika lety
(Thornes et al., 2002). Pozorovali pokles infekce zpisobené Streptococcus epidermis, pokud
byl do implantatu zaclenén gentamicin. To vSak zpusobilo, Ze vyrazn€ vzrostla rezistence na
gentamicin u streptokoku, a to z pouhych 19 % na 78 %. Z téchto diivodu je snaha omezit
pouziti antibiotik a nahradit je bakteriociny, které by zabranily infekcim.

Vzorky kostniho cementu, ktery se pouziva v kraniofacialni chirurgii, obsahujici
bakteriocin STASA a také vzorky bez tohoto bakteriocinu byly pozorovany ve skenovacim
elektronovém mikroskopu (SEM) a vykazovaly podobné struktury (viz obrazek ¢&. 17).

Ptidanim enterocinu tedy nedochazi k velké zméné¢ struktury ani vlastnosti kostniho cementu.

Obrazek ¢. 17 Kostni cement bez pridani bakteriocinu STASA (1), po pridani bakteriocinu STASA (2)
(Staden et al., 2011)

V separovaném testu byly casti kostniho cementu s bakteriocinem ST4SA vlozeny do
agaru na Petriho miskych s nao¢kovanou bakterii Listeria monocytogenes. Petriho misky byly
inkubovany po dobu 24 hodin pfi 37 °C. Vysledna aktivita bakteriocinu byla hodnocena dle
vzniku inhibi¢nich z6n v blizkosti cementovych ¢asti. Na zaklad€ tohoto testu bylo zjisténo,
7e bakteriocin ST4SA inhiboval rist indikatorového kmene Listeria monocytogens po dobu

az 13 dnt, jak je patrné z obrazku ¢. 18.
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Obrazek ¢. 18 Vznik inhibicnich zon v dusledku produkce bakteriocinu ST4SA den prvni (1.), den osmy (2),
den trinacty (3.) (Upraveno dle Staden et al., 2011)

Pro dalsi testovani byly pouzity ¢asti kostniho cementu smichaného s bakteriocinem
v pufru. Ve vybranych ¢asovych intervalech byl cely objem pufru odebran a centrifugovan,
kvuli odstranéni nerozpusténych castic. Pouzitim kolorimetrické metody byla stanovena
koncentrace bilkovin v pufru a diky tomu bylo mozné zjistit mnozstvi uvolnéného
bakteriocinu. Extrahovany pufr byl nahrazen Cerstvym pufrem a ¢asti kostniho cementu byly
inkubovany az do dal§iho méfeni. Timto testovanim bylo zjiSténo, ze vétSina bakteriocinu se
z kostniho cementu uvolfiuje v prvnich 12 hodinach. Po 120 hodinach vsak byl bakteriocin
stale aktivni, tedy potlac¢il rust Listeria monocytogenes. Uvoliovani proteinu z kostniho
cementu bylo vyjadieno jako procento piivodniho obsahu bilkovin pfitomného ve vzorku, coz
graficky zobrazuje obrazek ¢. 19.

Tato charakteristika potvrzuje moznost uziti bakteriocinu jako antimikrobidlniho

aditiva do kostniho cementu (Staden et al., 2011).

—
bt
—a—

Uvolnéni bakteriocinu (%o)

T T T

48 72 96 120
c¢as (hod)

Obrazek ¢. 19 Uvolnovani bakteriocinu z kostniho cementu vzhledem k piivodnimu mnozstvi proteinu
(Upraveno dle Staden et al., 2011)
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4.5 Enterocin P

Enterocin P je bakteriocin tfidy Ila. V minulosti byl jiz syntetizovan z kmene
Enterococcus faecium P13, z této studie vyplyva, ze jeho biosyntéza zacina u propeptidu,
jehoz struktura je tvofena 71 aminokyselinami. Po Stépeni obsahuje zraly enterocin pouze
44 aminokyselin. Optimalni podminky pro produkci bakteriocinu jsou pii 16-45 °C a
pH 2-11. Ziskani purifikovaného bakteriocinu podléha n€kolika slozitym krokiim Ccisténi,
proto je testovana moznost klonovani a exprese enterocinu P v bakterii Escherichia coli, ¢imz
dochazi Kk odstranéni nékolika krokti purifikace a k ziskani Cistého enterocinu staci pouze
jediny krok. Diky svym vlastnostem, by se Enterococcus faecium mohl stat potencionalnim
kandidatem jako protektivni pomocna kultura pti ochrané potravin, nebo by mohl byt pouzit

jako probioticka kultura (Gutiérre et al., 2006; Cuozzo et al., 2006; Braiek et al., 2017).

Antimikrobialni aktivita

Detekce antimikrobialni aktivity byla provedena pomoci agarového difuzniho testu.
Do jamek v agaru, ktery byl naockovan testovanym kmenem, byl vlozen bakteriocinovy
supernatant. Nasledovala inkubace pfi vhodné teploté pro mikroorganismus po dobu 24
hodin. Stejnym zplsobem byl testovan i antimykoticky ucinek. Bakteriocinovy supernatant
byl umistén do jamek vytvofenych v agaru naoCkovanym rliznymi plisnémi S naslednou
inkubaci, tentokrat ale po dobu 72 hodin pii 25 °C. Po inkubaci byla hodnocena pfitomnost
inhibi¢nich z6n kolem jamek. Pfitomnost inhibi¢nich z6n nejméné 2 mm naznacovala
pozitivni vysledek, tedy zastaveni rlstu citlivého mikroorganismu vlivem produkce
bakteriocinu.

Timto testovanim bylo zjiSténo, ze antimikrobidlni aktivita bakteriocinu plsobi
napft. proti  Bacillus subtillis, Brochothix thermosphacta, listeriim a dal§im bakteriim.
Enterocin P je naopak naprosto neucinny proti Bacillus cereus, Leuconostoc mesenterodes
nebo Staphylococcus aureus. Dalsi testované bakterie 1 plisné jsou vypsany v tabulce ¢. 10,
spole¢né s primérem inhibi¢nich zon vzniklych vlivem enterocin P.

Pii podrobné&j$im testovani antimikrobialnich vlastnosti tohoto enterocinu proti
Listeria monocytogenes a Lactococcus garvieae doslo pfidanim bakteriocinové suspenze
K vyraznému snizeni zivotaschopnych bunek. SniZzeni poc¢tu bunék bylo navic doprovazeno
sniZenim optické hustoty. Z toho tedy lze usuzovat, Ze béhem antimikrobidlniho ucinku

bakteriocinu dochazi také k lyze bunék (Braiek et al., 2017; Achemchem et al., 2012).
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Tabulka ¢. 10 Antimikrobialni aktivita enterocinu P (Braiek et al., 2017)

Kmen Primér inhibi¢nich zén
Enterococcus faecium +++
Enterococcus faecalis ++
Entercoccocus durans +
Lactococcus lactis ssp. cremoris ++
'g Lactococcus garvieae +++
E Lactobacillus brevis ++
E Lactobacillus bulgarius -
i Micrococcus luteus -
E Staphylococcus saprophiticus -
© Staphylococcus aureus -
Listeria ivanovii +
Listeria monocytogenes ++
Bacillus thuringiensis +++
Escherichia coli -
s ,
2 © Salmonella enterica -
S T —
q.é E Salmonella typhimurium -
% 3 Pseudomonas aeruginosa ++
© Klebsiella pneumoniae -
Aspergillus flavus Al ++
2 Aspergillus niger A79 ++
E?% Fusarium equiseti F6 ++
Fusarium verticillioides F99 ++

Legenda: — bez inhibi¢ni zony, + primér inhibi¢ni zony <6 mm,

++ pramér inhibi¢ni zény 6-12 mm, +++ primér inhibi¢ni zéony >12 mm
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Pro enterocin P byly také hodnoceny MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace). Jak je
patrné z tabulky ¢. 11 minimalni inhibi¢ni koncentrace tohoto bakteriocinu se 1isi v zavislosti

od pouzittho kmene. MIC se mohou pohybovat v Sirokém rozmezi od 1-559 ng/ml

(Cintas et al., 1997)

Tabulka ¢. 11 Minimdlni inhibicni koncentrace enterocinu P Vv zadvislosti na pouZitém indikatorovém kmeni
(Cintas et al., 1997)

Indikatorovy kmen MIC (ng/ml)
Clostridium botulinum 259
Clostridium perfringens 4
Clostridium sporogenes 4
Enterococcus faecalis 238
Clostridium tyrobutyricum 559
Enterococcus faecium 2
Lactobacillus fermentum 1
Listeria innocua 395
Staphylococcus carnosus 139
Lactobacillus sakei 144

Biochemické vlastnosti

Bakteriocinové supernatanty byly podrobeny ptlisobeni riznych podminek prostiedi a
zbytkova antimikrobialni aktivita bakteriocinu byla testovana agarovou difizni metodou
pomoci indikatorového kmene Lactococcus garvieae. Antibakterialni aktivita enterocinu P
nebyla zménéna zahfivanim na 60 °C po dobu 30 minut ani pfi pisobeni 100 °C po dobu
15 minut. Po autoklavovani pii 121 °C byl vSak antimikrobialni aktivita kompletné ztracena.
Enterocin P byl odolny v témét celém rozmezi pH 2-10. Antimikrobialni aktivita byla
Ztracena aZ pii hodnotach pH vysSSich neZ 10. Plsobenim dvou proteolytickych enzymi
(proteasy Ka trypsinu) doSlo k inaktivaci antimikrobidlnich ucinkd, coz potvrzuje

proteinovou povahu tohoto bakteriocinu (Braiek et al., 2017).
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Vyzkumy enterocinu

V roce 1997 byl izolovan kmen Enterococcus faecium P13 z fermentovanych klobas.
Z tohoto kmene byl enterocin P poprvé izolovan (Cintas et al., 1997).

Achemchem et al. (2012) izolovali enterokoka z marockého koziho mléka, kviili jeho
vysoké antagonistické aktivité proti listeriim. Pozdé€ji byl tento kmen klasifikovan jako
Enterococcus hirae.

Braiek et al. (2017) testovali pfitomnost bakterii mlé¢ného kvaseni ve vzorcich krevet,
které byly po 10 mésict shromazd’ovany z maloobchodnich trhi v regionech Tuniska. Tento
pruizkum vedl kizolaci a prostudovani kmene Enterococcus lactis a jeho bakteriocinu

enterocinu P.
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4.6 Enterocin LD3

Gupta and Tiwari (2015) ve svém vyzkumu objevili zcela novy bakteriocin, ktery je
produkovany Enterococcus hirae LD3, cozZ bylo potvrzeno i dal§im testovanim v roce 2016,
kdy byla testovana molekulova hmostnost a N-koncova sekvence. Urceni presné molekulové
hmotnosti nebylo mozné, bylo mozné pouze odhadnout, Ze se pohybuje
Vv rozmezi 3,4-87,6 kDa.

Dale bylo zjisténo, Ze enterocin zplisobuje tvorbu pori v membrané, protoze dochazi k
rozruseni membranového potencialu a efluxu ATP. Vlastnosti enterocinu LD3 umoziuji jeho
pouziti jako bio-konzervaéni prostiedek nebo jako alternativni produkt ke klinickym

antibiotikiim (Gupta et al., 2016).

Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita byla stanovena pomoci agarové difuzni metody. Jako
indikatorovy kmen byl pouzit Micrococcus luteus, kterym byl naockovan na agar. Do tohoto
agaru byly vytvofeny jamky, které byly naplnény testovanym bakteriocinem. Po inkubaci 24
hodin byly vytvofeny inkubac¢ni zony, které byly hodnoceny.

Antimikrobialni aktivita zabrafiuje ristu jak Gram-pozitivnich, tak i Gram-negativnich
bakterii. Konkrétné byl testovany kmeny jako Pseudomonas aeruginosa a Pseudomonoas
fluorescens, Shigella flexneri, Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, Vibrio sp., a
Escherichia coli. VSechny tyto uvedené bakterie byly na bakteriocin citlivé.

Vysledky sledovani antimikrobidlni ucinkii Cistého bakteriocinu pomoci kmene
Micrococcus luteus ukazuji, ze pfidanim bakteriocinu do roztoku indikatorového kmene
nastava vyrazné sniZzeni Zivotaschopnosti bunék. Usmrcovani buné€k nastdva po 1 hodiné pii
teploté 37 °C. Do 8 hodin byla zaznamenana 40% ztrata zivotaschopnych bunék ve srovnani

s kontrolou (Gupta et al., 2016; Gupta and Tiwari, 2015).

Biochemické vlastnosti
Pro testovani tepelné stability byl vzorek zahtivan na 80 a 100 °C po dobu 15 minut ve
vodni lazni a také byl autoklavovan pii teplot¢ 121 °C po dobu 15 minut. Zbytkova

antimikrobialni aktivita oSetfenych vzorkd teplotou byla srovnana s kontrolou kultivovanou
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pfi 37 °C. Zadna z inkubacnich teplot 80, 100 ani 121 °C pisobicich po dobu 15 minut
neovlivnila antimikrobidlni aktivitu bakteriocinu, tedy jednd se o velmi tepelné stabilni
bakteriocin.

Cisté bakteriocinové preparaty kmene Enterococcus hirae LD3 byly testovany na
antimikrobialni aktivitu bakteriocinu pfi riznych hodnotach pH. Bakteriocinové preparaty
kmene Enterococcus hirae LD3 byly aktivni pfi pH 2-6, ale svoji antimikrobialni aktivitu si
zachovali pouze v rozmezi pH 2-4. Pii pH 6 byla antimikrobialni aktivita sniZzena na 92 %.
Uplna ztrata aktivity nastala pii pH 7-10. Kontrola nevykazovala Zadnou inhibici ristu.

Bakteriocin byl dale oSetfen i enzymy pro ur¢eni chemické struktury. Jednalo se o
katalasu, amylasu a lipasu, pepsin, trypsin, proteasu K a papain. Antimikrobialni aktivita byla
snizena vSemi enzymy, krom¢& amylasy a lipazy, coz potvrzuje proteinovou povahu
bakteriocinu.

Stabilita byla ovétena také po oSetfeni riznymi organickymi rozpoustédly, povrchove
aktivnimi latkami a jinymi prostfedky (aceton, ethanol, mocovina). Antimikrobialni aktivita
po oSetieni témito ptipravky zustala stejna, jako u bakteriocinu, ktery pfipravky osetfen nebyl
(Gupta et al., 2016; Gupta and Tiwari, 2015).
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4.7 Enterocin TW21

Kmen produkujici enterocin TW21 je Enterococcus faecium D081821. Tento kmen
byl izolovany ztradi¢nich fermentovanych dochi (Cernych fazoli) kolektivem
Chen et al. (2007). V této studii byla ovéfena antimikrobialni aktivita proti bakteriim Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus hilgardii, Clostridium
perfringens, Sporolactobacillus kofuensis a dal§im. Dale bylo zjisténo, Ze bakteriocin je
kompletné inaktivovan pomoci proteinasy K, trypsinu i pepsinu. Chang et al. (2013) ziskaly
aminokyselinovou sekvenci N-koncové casti: Y-Y-G-N-G-V-x-C. Diky této sekvenci a
silnym antilisteridlni vlastnostem muizeme tento bakteriocin fadit do lla tfidy bakteriocint.
Enterocin TW21 je ve své sekvenci velmi podobny durancinu a hirancinu, jejichz struktury

jsou na obrazku €. 20. Totozné tseky s enterocinem TW21 jsou vyznaceny Sedou barvou.

e enterocin TW21
A-T-Y-Y-G-N-G-V-Y-C-N-T-Q-K-C-W-V-D-W-S-R-A-R-S-E- I V-D-R-G-V-K-A-Y-V-N-G-F-T-K-V-L-G-G-V-G-G-R

e hiracin JIM79
A-T-Y-Y-G-N-G-L-Y-C-N-K-E-K-C-W-V-D-W-N-Q-A-K-G-E-I-G-K-I-I-¥-N-G-W-¥-N-H-G-P-W-A-P-R-R

e durancin GL

A-T-Y-Y-G-N-G-V-Y-C-N-K-Q-E-C-W-V-D-W-N-K-A-S-K-E-I-G-K-I-I-¥-N-G-W-¥-Q-H-G-P-W-A-P-R

Obrazek ¢. 20 Podobnost v aminokyselinovych sekvencich enterocinu TW21, hiracinu JM79 a durancinu GL
(Upraveno dle Chen et al., 2013)

Prepeptid enterocinu TW21 ma 76 aminokyselinovych zbytki, ktery se post-translaéni
modifikaci méni na zraly bakteriocin o 46 aminokyselinovych zbytcich. Molekulova
hmostnost tohoto bakteriocinu je vypoctena piiblizné na 5,3 kDa, coz bylo potvrzeno i
pomoci MALTI-TOF MS.
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4.8 Mundticin

Mundticin KS je bakteriocin produkovany Enterococcus mundtii NFRI 7393, ktery byl
izolovany z travni sildze v Thajsku. Ve své sekvenci obsahuje 43 aminokyselinovych zbytki.
Bylo zjisténo, Ze mundticin vykazuje antimikrobialni aktivitu proti Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium, Lactobacillus lactis a dalsim. Mundticin KS
odoléava teplote 90 °C po dobu 1 hodiny. Pti teploté 100 °C ptisobici po dobu 1 hodiny ztraci
50 % své antimikrobialni aktivity (Kawamoto et al., 2002).

Mudticin CRL1656 je bakteriocin, ktery je produkovany Enterococcus mundtii CRL 1656.
Bakteriocin ma antimikrobialni ucinky proti Listerii monocytogenes i Steptococcus
dysgalactiae. Enterococcus mundtii CRL 1656 a jeho bakteriocin jsou kandidaty, které maji
byt zahrnuty do produktu, ktery brani vzniku bovinni mastitidy. Toto onemocnéni zpisobuji
zejména bakterie Staphylococcus aureus, koagulasa negativni strepkokoky, Escherichia coli,
Steptococcus dysgalactiae a dalsi. Klasické 1éky, které jsou uzivany (mnohdy v nadmérném
mnozstvi), se mohou dostavat do mléka, a navic na né vznika rezistence. Pro tuto skutecnost

je vyuziti bakteriocinli vhodnou alternativou pro konvenéni 1é¢iva (Espeche et al., 2014).
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4.9 Enterocin HF

Enterocin HF, jehoz struktura je na obrazku ¢. 21, je bakteriocin produkovany
Enterococcus faecium M3K31. Prepeptid toho bakteriocinu ma 58 aminokyselinovych
zbytkli, zraly bakteriocin obsahuje téchto zbytkii pouze 43. Predpoklddana molekulova
hmotnosti ¢ini 4,3 kDa. Stejné jako dalsi zastupci lla skupiny obsahuje enterocin HF ve své
aminokyselinové sekvenci ¢ast: Y-G-N-G-V. Z 91 % je sekvence enterocinu HF identickd se
sekvenci mundticidu KS (enterocinem CRL35), ktery je blize popsan v podkapitole 4.8.
Enterocin CRL35 je prostudovany enterocin, ktery je vhodnym kandidatem jako alternativni

¢inidlo pro prevenci infekci Listeria ssp. in vivo (Arbulu et al., 2015).

Gly26

Asn28

Obrazek ¢. 21 Stuktura enterocinu HF (Arbulu et al., 2015)
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ZAVER

Pro ochranu potravin se zadaly bakteriociny pouzivat jiz v roce 1969. Upln& prvnim
pouzitym bakteriocinem byl nisin, ktery se dodnes pouziva prevazné¢ kvili jeho
antimikrobidlnim vlastnostem proti listeriim. Vyzkum dalSich bakteriocinli pro toto pouziti
nam miize vyrazn¢ pomoct eliminovat mnozstvi uzitych syntetickych latek.

Velmi zajimavé se vSak stavaji vyzkumy, v kterych je testovana moznost uziti
bakteriocinti v 1ékafstvi. V n¢kolika poslednich letech vyrazné vzrostla resistence bakterii na
antibiotika. Jiz dnes se vyskytuji infekce, u kterych mizeme pouzit jen velmi malo vhodnych
a ucinnych antibiotik. V nedaleké budoucnosti mohou vznikat infekce, kter¢ nebudeme
schopni 1é¢it. Z tohoto divodu je cilem soucasného vyzkumu nahradit tyto komercni
antibiotika alternativnim produktem. Bakteriociny jsou na rozdil od antibiotik ve vétSing
pfipradii degradovany enzymy v lidském tcle, tzn. nejsou zdravotné zavadné pro clovéka.
Bakteriociny vétSinou ani neovliviiuji prospésnou stfevni mikrofloru, coz je jejich velkou
vyhodou.

Osobné si myslim, Ze bakteriociny kvili svému pomérné Sirokému spektrum pouziti,
antimikrobidlnim a biochemickym vlastnostem, se mohou v nedaleké budoucnosti stat velmi
uziteCnymi produkty hlavné v oblasti zdravotnictvi. BohuZel vime, Ze i na bakteriociny
mohou vznikat rezistence, stejné jako na antibiotika. Otazkou zlstava, zda béhem nékolika

let, nebudeme fesit podobnou situaci, jako feSime dnes s pouzivanim antibiotik.
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