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ABSTRAKT

Escherichia coli se taxonomicky fadi do ¢eledi Enterobacteriaceae, jedna se o fakultativné
anaerobni, gramnegativni ty¢inky. E. coli slouzi jako modelovy mikroorganismus pro bio-
chemické, genetické a fyziologické studie, je také dulezitym indexovym a indikatorovym
mikroorganismem. Hraje velmi dilezitou roli v molekularni biologii, byly na ni objasnény
zakladni aspekty regulace genové exprese. Cilem praktické ¢asti prace bylo izolovat bakte-
rialni kmeny z potravin a u kmenti urcenych jako E. coli stanovit citlivost na antibiotika,
produkci kolicind a provést roziazeni do fylogenetickych skupin (A, B1, B2, D). Z celkem
78 zkoumanych vzorkt potravin bylo izolovano celkem 21 kment E. coli. Vysledky fyloge-
netické analyzy ukézaly, Ze 50 % kment patiilo do fylogenetické skupiny A, 45 % do sku-
piny B1, 5% do skupiny B2 a do skupiny D nebyl zatazen zadny kmen. Pti vySetfeni citli-
vosti na antibiotika bylo zjisténo, ze vSechny kmeny byly odolné alespon viéi jednomu anti-
biotiku, v 84 % ptipadi se dokonce jednalo o multirezistenci. Produkce kolicinii byla pro-

kazana u dvou kmena.

Klicova slova: Escherichia coli, fylogenetické skupiny, PCR, antibioticka rezistence, kolici-

ny

ABSTRACT

Escherichia coli taxonomically belongs to the family Enterobacteriaceae, it is an anaerobe
facultative, Gram-negative, rod-shaped bacterium. E. coli is a model organism for bioche-
mical, genetic and physiological studies, and it is also an important index and indicator
microorganism. It plays a very important role in molecular biology - the basic aspects of
gene regulation have been elucidated on E. coli. The aim this work was to isolate bacterial
strains from food. Among determined E. coli strains assess the sensitivity to antibiotics,
colicin production and classiry them into phylogenetic groups (A, B1, B2, D). From a total
of 78 food samples examined were gained a total of 21 E. coli. Results of phylogenetic ana-
lysis showed that 50% of strains belonged to phylogenetic group A, 45% to group B1, 5%
to group B2, and none to group D. Antibiotic susceptibility testing revealed that all strains
were resistant to at least one antibiotic, while 84.2% of all cases were multi-drug resistant.

Production of colicin was demonstrated in two strains.

Keywords: Escherichia coli, phylogenetic groups, PCR, antibiotic resistance, colicins
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UvVOD

Bakterie Escherichia coli patii do ¢eledi Enterobacteriaceae, jedna se o gramnegativni rov-
né tyCinky, je oxidasa negativni, katalasa pozitivni a metyl¢even pozitivni. Tato bakterie byla
poprvé popsana koncem 19. stoleti Theodorem Escherichem. Bakterie se ptirozené vysky-
tuje v travicim traktu ¢loveka a dalSich teplokrevnych zivocicht, rozdéluje se na apatogenni

a patogenni kmeny, které mohou byt bud’ intestinalni nebo extraintestinalni.

U E. coli je popsano nekolik fylogenetickych skupin, rozfazeni do skupin lze provadét jak
pomoci multilokusové enzymové elektroforézy a ribotypizace, tak pomoci PCR. V roce
2000 byla popsana rychla PRC metoda zalozena na detekci genti chuA, yjaA a TspE4.C2.
Tato metoda rozd€luje kmeny do 4 zakladnich fylogenetickych skupin A, B1, B2 a D.

Antibiotika jsou latky, které zabraniuji rastu bakterii a hub a nebo je upln€ ni¢i. Antibiotika,
ktera zabranuji rustu bakterii se oznacuji jako bakteriostaticka a antibiotika ktera bakterie
ni¢i se oznacuji jako baktericidni. U E. coli je velmi ¢asto zkoumana rezistence na antibioti-
ka. Rezistence se d¢li na rezistenci pfirozenou a ziskanou, rezistence jednotlivych bakterii
muze byt vyuzita pii jejich identifikaci. Hlavni pfi¢inou nevnimavosti gramnegativnich bak-
terii je nepropustnost bunééné membrany. VySetieni citlivosti na antibiotika ukazuji, zdali
jsou bakterie k jednotlivym antibiotikim citlivé nebo vykazuji na toto antibiotikum rezisten-

ci. Kvantitativné se hodnoti pomoci zjistovani MIC nebo pomoci diskové difiizni metody.

Bakteriociny piedstavuji skupinu toxint, hraji dilezitou roli ve zprostfedkovani mikrobialni
interakce a udrzuji mikrobialni rozmanitost. Bakteriociny jsou velmi atraktivni pro pouziti
jako 1€k, v poslednich letech jsou pouzivany ve veterinarni medicin€ a pii skladovani potra-

vin. Prvni bakteriocin byl izolovan v roce 1925 z bakterie E. coli.

E. coli je dilezitym modelovym mikroorganismem, jelikoz na této bakterii bylo prokazana
bakterialni konjugace, replikace DNA a dalSi bunééné procesy. Do jejiho genomu byly vne-
seny geny pro produkci nejriznéjSich latek. Dale se tato bakterie uplatiiuje jako indikatoro-
vy a indexovy mikroorganismus, jedna se o vytypovany mikroorganismus, na ktery se pro-
vadi vySetfeni potravin a pfedmétl bézného uzivani. E. coli slouzi jako ukazatel fekalniho
znecisténi, jednd se o nejbeZznéjsi indikator fekalni kontaminace pitné vody.

Bakterie se také uplatiiuje jako patogen, je schopna zplsobit intestindlni i extraintestinalni

onemocnéni. Prvni informace o tom, Ze by se mohla uplatnit jako patogen se objevily jiz
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v roce 1930, prvni definovana skupina byla nazvana jako EPEC (enteropatogenni E. coli) a
byla izolovana od déti s prijmy. Mezi nejCastéjsi patogenni kmeny této bakterie dale patii
ETEC, EHEC, EIEC, EAEC, DAEAC a UPEC. Nicméné bylo prokazano, ze apatogenni

kmeny E. coli se mohou uplatnit jako probiotika.

Bakterie se vyskytuje jak ve vodé, pud¢, na rostlinach, u lidi a zvirat, tak v potravinach a
dalsich komoditach, do kterych se dostava pomoci sekundarni kontaminace. U lidi a zvitat
se bakterie muze vyskytovat jak u zdravych jedincd, tak u nemocnych. Ke kontaminaci su-
rovin rostlinného ptivodu dochazi zejména pii styku odpadnich vod s urodou, E. coli se
muze Vyskytovat v Siroké Skéle potravin jako je naptiklad ovoce, zelenina, kofeni, mosty a
dal$i napoje vyrabéné z ovoce a zeleniny. U potravin Zivoc¢isného piivodu je vyskyt také
velmi rozmanity, ptikladem mohou byt syry, fermentované mlé¢né vyrobky, studené omac-
Ky, tepeln¢ nedostate¢né opracovana masa, hojné se E. coli vyskytuje v drubezich vyrob-

cich.

Diagnostikovat tuto bakterie je mozné jak z hlediska mikrobiologického, tak z hlediska mo-
lekularné biologického. Mikrobiologické stanoveni se provadi zejména na selektivné dia-
gnostickych ptidach, principem je vétSinou schopnost tolerance zluci, mezi tyto pidy patii
MacConkey agar a Endo agar. Dalsi moznosti stanoveni E. coli jsou mikrotesty (entero-
test). Molekularné biologickd diagnostika je zalozena na priikazu bakteridlnich nukleovych
kyselin, nejvétsi uplatnéni nasla metoda PCR (Polymerazova fetézova reakce), tato metoda

byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem.
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA BAKTERIE ESCHERICHIA COLI

Bakterie Escherichia coli se taxonomicky fadi do domény Bacteria, kmenu Proteobacteria,

ttidy Gammaproteobacteria, fadu Enterobacteriales a ¢eledi Enterobacteriaceae [1].

1.1 Celed Enterobacteriaceae

Jedna se o gramnegativni rovné ty€inky, které jsou bud’ nepohyblivé nebo se pohybuji po-
moci peritrichalnich bi¢iki. Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae netvoii ani endospory ani
cysty. Jedna se o fakultativné anaerobni a chemoorganotrofni bakterie, maji respiratorni 1
fermentatorni typ metabolismu. VétSina druhii roste dobie pii 37 °C [1]. Velikost bakterii
z této Celedi je v priméru 0,5 az 1,5 mikrometrti a délky 2 az 4 mikrometry. Tyto bakterie

redukuji dusi¢nany na dusitany [2].

1.2 Rod Escherichia

Jedna se o gramnegativni rovné ty¢inky, vyskytujici se jednotlivé nebo ve dvojicich. Nékteré
bakterie, které pochazeji z klinického materidlu, jsou schopny tvofit pouzdra. Bakterie ros-
tou na béznych ptidach a jejich aktivita je znacna. Glukosu a jiné sacharidy okyselu;ji
za tvorby plynu. Jsou oxidasa negativni a katalasa pozitivni, metylCerven pozitivni, citraty
vétsinou negativni [1]. Do rodu Escherichia patii kromé druhu Escherichia coli také
Escherichia vulneris, Escherichia hermanii, Escherichia albertii, Escherichia fergusoni a
Escherichia blattae [3] [4].

1.3 Escherichia coli

Bakterie Escherichia coli (Obr. 1) byla poprvé popsana koncem 19. stoleti (1885) bavor-
skym pediatrem Theodorem Escherichem, tento rok 1885 byvd mnohdy povazovén za po-
¢atek studii o fyziologii traviciho traktu [6]. Jednalo se o prikopnickou studii détské stievni
mikroflory. Doktor Escherich zkoumal normalni stievni floru zdravych jedincd a popsal ji
jako Bacterium coli. Jednalo se o 19 izolatl, které ziskal. Bacterium coli byla poté na jeho
pocest piejmenovana na Escherichia coli [7] [8]. Jedna se o nejprozkoumané;si druh, slouzi
totiz jako modelovy mikroorganismus pro biochemické, genetické a fyziologické studie.
Jedna se o prvni bakterialni druh, u né¢hoz byla prostudovana konjugace a vyména genetic-

kého materialu [9]. Escherichia coli hraje velmi dalezitou roli ve vyvoji v oblasti moleku-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

larni biologie, jedna se o mikroorganismus ve kterém byly objasnény zakladni aspekty regu-
lace genové exprese. Dnes je tato bakterie bézn€ pouzivana jako hostitelsky mikroorganis-

mus pro molekularni klonovani a expresi proteini [7].

Obr. 1. Bakterie Escherichia coli [5].

Escherichia coli zkvaSuje pentosy, glukosu a laktosu za intenzivni tvorby kyselin a plynu.
Tvofti se zejména kyseliny pyrohroznova, mlé¢na, octova a mravenci, ktera se dale rozklada
na oxid uhli¢ity a vodik [9]. Bakterie Escherichia coli je kultiva¢n¢ nenaro¢na. Za urc¢itych
podminek pfijima plasmidy, které nesou geny metabolické, geny rezistence nebo geny
pro produkci toxint [10]. Jedna se o typicky mezofilni mikroorganismus, ktery roste
pii teplotach od 7-10 °C do 50 °C. Optimalni teplota rtstu je 37 °C, nicmén¢ existuji kmeny
(ETEC), které jsou schopny riistu pii teplotach nizsich nez 4 °C. Pro rist této bakterie je
nejvhodnéjsi neutralni pH, nicméné dokaze rust i pii pH niZ8im neZ je 4,4. Minimalni aktivi-
ta vody pro rast je 0,95 [11]. Pti tepelném oSetieni mléka (pasteraci - obecné teplota do 100
°C) jsou tyto bakterie devitalizované. Jedna se o saprofyticky organismus a v potravinai'stvi
a vodarenstvi slouzi jako dilezity indikatorovy mikroorganismus, ktery svou piitomnosti
poukazuje na nedostate¢nou sanitaci, nedostateéné hygienické a technologické pozadavky
na ziskani, opracovani, skladovani, distribuci a spotfebu potravin. Zvysené pocty E. coli
Vv potravinach zpisobuji jejich kazeni. E. coli patii mezi bakterie, které dokézou produkovat
proteolytické a lipolytické enzymy, které jsou velmi rezistentni. Proteolytické enzymy této
bakterie jsou schopné $tépit nizsi §t€pné produkty bilkovin [2]. Fyziologické kmeny E. coli,

vyskytujici se v travicim traktu teplokrevnych zivocichd, jsou schopny podilet se na tvorbé
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vitamintt B1, K1 a K2. Dale bylo prokazano, ze apatogenni E. coli se velmi vyznamné podili
na tvorb¢ imunitniho systému. Travici trakt se osidluje apatogennimi kmeny E. coli jiz néko-
lik hodin po porodu a osidleni zde probiha nejcastéji prostiednictvim matéinych bakterii

oralnim pienosem [6].
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2 ROZDELENI BAKTERIE ESCHERICHIA COLI

2.1 Apatogenni Escherichia coli

Apatogenni E. coli jsou velmi vyznamnou slozkou fyziologické mikroflory a maji velky an-
tagonisticky G¢inek viéi invazi patogend. Jednim z nich je vliv na Salmonella enterica sub-
sp. enterica serovar Typhimurium. Podstata antiinvazivniho efektu je pfipisovana produkci
mikrocini kmenem E. coli DSM 6601, ovSem antiinvazivni efekt byl prokazan také u E.
coli, které mikrociny neprodukuji (H5445). U apatogenniho kmene E. coli DSM 6601 je
také znama produkce lipopolysacharidl, které ptisobi jako endotoxiny, ale organismu ne-
Skodi, realizuji fyziologické imunoregula¢ni pochody. Implementaci tohoto kmene
do prostiedi stieva dochazi k rychlému nartistu koncentrace imunoglobulinii IgA a IgM

ve stolici i v séru [6].

2.2 Patogenni Escherichia coli

Patogenni E. coli vyvolava dva typy onemocnéni, a to intestinalni, které jsou provazené
prijmy a extraintestindlni, které se nejcastéji tykaji moCovych cest, infekci ran a hnisavych

procesu [3].

2.2.1 Intestinalni kmeny
Patogenni E. coli vyskytujici se ve stievech ¢lovéka se dé€li na neinvazivni a invazivni [6].
Déleni patogennich intestinalnich kment E. coli dle jiného autora je nasledujici:

1. EPEC- enteropatogenni,

2. ETEC- enterotoxigenni;

3. EIEC- enteroinvasivni;

4. STEC- shiga-toxigenni;

5. EHEC- enterohemoragicka;

6. EAEC- enteroagregativni,

7. DAEC- difazné-adherentni [7].
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Nasledujici tabulka (Tab. 1) uvadi ptehled patogennich kmend E. coli zpisobujicich rizna

onemocneénti:

Tab. 1. Prehled patogennich kmenui E. coli [6].

Patogenni typ Sérotyp Hlavni klinické projevy
EPEC 055,0111,0127 | Enteritidy novorozenct a kojencii
ETEC 025,078,0128 Cestovatelské prijmy
EHEC 0157,0111,022 Krvavé prijmy
EIEC 028,024 Hemoragicko-ulcerdzni kolitida

2.2.2 Extraintestinalni kmeny
D¢leni extraintestinalnich kment E. coli je nasledujici:
1. UPEC- uropatogenni;
2. MNEC- kmeny spojené meningitidou a sepst;
3. APEC- kmeny zpiisobujici infekce respiratorniho traktu u ptactva,
4. NTEC- kmeny produkujici nekrotizujici faktory;
5. AIEC- kmeny spojené s Crohnovou chorobou [7].

Bakterie Escherichia coli je z 80 % pivodcem uroinfekci, virulence je vazana predevsim
na O sérotypy, a to zejména O1, 02, 04, 06, 07, 016, 018, O75. Tyto kmeny jsou z 80 %
puvodci pyelonefritidy, z 60 % pivodci cystitid a z 30 % asymptomatickych bakteriurii.
Adhesiny na povrchovych fimbriich E. coli jsou vétsinou lektiny, hlavnimi adherentnimi sys-
témy jsou papG na P-fimbriich, sfa na S-fimbriich a afa (nejsou spojeny s fimbriemi).
K identifikaci pfitomnosti pap, sfa a afa operonii jsou doporu¢ovany molekularni metody

[6].

2.3 Rozdéleni E. coli do fylogenetickych skupin

U E. coli je popsano nekolik fylogenetickych skupin (jedna se o ptibuzné kmeny na zakladé
pfitomnosti genil), kmeny patiici do jedné skupiny maji stejné vlastnosti, pokud se podari

kmen zatadit, mohou se u né&j predpokladat dané spolecné vlastnosti celé skupiny [13].
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Roztazeni E. coli do fylogenetickych skupin Ize provadét multilokusovou enzymovou elek-
troforézou nebo ribotypizaci. Nicménég, obé tyto metody jsou velmi slozité a casoveé narocné
a dale vyzaduji velkou databazi kmenti pro vyhodnoceni vysledkii. V roce 2000 byla popsa-
na rychla metoda, kterd je zalozena na detekci genti chuA, yjaA a fragmentu TSPE4.C2
pomoci PCR. Tuto metodu lze provadét v usporadani triplex PCR tzn. amplifikovat vsechny

tfi geny soucasné [12].

Metoda triplex PCR rozdéluje E. coli do skupin podle dichotomického klice (Obr. 2), zalo-
zeného na pfitomnosti nebo neptitomnosti genti chuA a yjaA a TSPE4.C2 [13]. Fylogene-
ticka analyza ukazala, Ze 1ze kmeny E. coli rozdélit do 4 zakladnich fylogenetickych skupin
A, B1, B2, D [12]. Do roku 2008 byla tato metoda pouzita k charakterizaci E. coli ve vice
nez 150 studiich [13].

chuA

N\

® ©
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yiaA TspE4.C2

N N\

® © 6 ©
v v
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Obr. 2. Strom pro rozdéleni E. coli do fylogenetickych skupin [14].

Jsou sledovény tfi hlavni markery:

a) chuA- jedna se o gen, ktery je potiebny pro krevni transport v enterohemoragické E.
coli O157:H7;

b) yjaA- jedna se o gen, ktery byl nedavno poprvé identifikovan v sekvenci kompletni-

ho genomu E. coli K12;

c) vyyy (TSPE4.C2)- jedna se o anonymni fragment DNA [12].
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Nicméné bylo prokazano, ze metoda podle Clermonta neni pfili§ pfesna. Analyzy ukazaly,
ze 85-90 % kmenti mize byt piifazeno k nékteré ze skupin (A, B1, B2, D), a ze 80-85 %
skupin pfifazenych metodou podle Clermonta je spravnych. Pokud se jedna o skupiny B1 a
B2, je zde procento spravného piifazeni vyssi, dokonce 95 %. Pokud se jedna o kmeny pfi-
fazené do skupiny A na zéklad¢ toho, ze zde nebyly zadné pozitivni produkty, ziidkakdy se

opravdu jedna o tuto skupinu [13].

Kmeny téchto riznych skupin se navzdjem lisi ve fenotypu, vcetné utilizace cukrti, rezisten-
ce na antibiotika a rtstovych teplot. Skupina A a B1 maji mensi genomy nez skupiny B2 a
D. Kmeny skupin B2 a D jsou méné Casto izolovany u ryb, Zab a plazii neZ kmeny A nebo
B1, u savct jsou nejcastéji izolovany kmeny skupiny B2. U takovych hostitelti, ktefi maji
V zadni ¢asti traviciho traktu fermentujici mikroorganismy jsou mnohem castéji izolovany
kmeny B2 nez kmeny skupin A, B1 a D. U malych déti kmeny skupiny B2 ptetrvavaji mno-
hem déle neZ ostatni kmeny, extraintestinalni izolaty patii ve vétSin€ ptipadt do skupin B2

nebo D [13].

Nejpravdépodobnéji je problémem této metody skuteCnost, Ze validace byla provedena
na relativné¢ malo kmenech, které byly ziskany pievazné od lidi a zvitat. Ve studii provedené
v roce 2008 byla u 662 kmenti kontrolovana spravnost zafazeni do skupin. Podle této studie

byly kmeny piifazeny do skupin dle pfitomnosti jednotlivych gent nasledovné (Tab. 2) [13].

Tab. 2. Frekvence vyskytu fylogenetickych skupin [13].

Fylogeneticka chuA yjaA TspE4.C2 Frekvence vy-
skupina skytu (%)
A - - - 7,5
A - + - 14,4
Bl - - + 28,9
B2 + + - 3,0
B2 + + + 27,7
D + - - 13,6
D + - + 49

Pouze v 11 % piipadi nebylo mozno kmen jednoznaéné piifadit. Pokud se jednalo o skupi-

nu B1 s charakteristikou --+ (chuA, yjaA, TspE4.C2) nebo skupinu B2 +++ (chuA, yjaA,
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TspE4.C2) nebo ++- (chuA, yjaA, TspE4.C2), byly vSechny kmeny spravné piifazeny.
Ve skupingé A -+- (chuA, yjaA, TspE4.C2) bylo $patn¢ klasifikovano 9 % kment a kmeny A
--- (chuA, yjaA, TspE4.C2) nebyly ke skupiné piifazeny. U D +-+ (chuA, yjaA, TspE4.C2)
nebo +-- (chuA, yjaA, TspE4.C2) bylo 76 % spravné piifazeno jako D, ostatni kmeny bud’
ptifazeny nebyly a nebo patfily do skupiny E. Nakonec bylo uznano 5 fylogenetickych sku-
pin A, B1, B2, D a E. Tedy pomoci metody triplex PCR bylo ke 4 skupindm pfitazeno 90 %
kment, kdeZto pomoci kontrolni metody MLST (Multi Locus Sequence Typing) bylo piira-
zeno ke 4 skupinam 84 % kmenti. Analyza BAPS (Bayesian Analysis of Population Structu-
re) dokonce rozdélila kmeny do 7 skupin, 3 skupiny zustaly stejné, skupina B2 byla rozdé-
lena na B2-1 a B2-2 a skupina D na skupinu D-1 a D-2 [13].
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3 VLASTNOSTI BAKTERIE ESCHERICHIA COLI

3.1 Faktory patogenity a virulence E. coli

Patogenni infekce lze rozdélit podle typu piivodce na primarné (striktn€) patogenni kmeny,
které zplisobuji onemocnéni u zdravého jedince a oportunni patogeny, které zptisobuji one-
mocnéni u imunokompromitovanych jedincti. Zdrojem infekce podminénymi patogeny muize
byt zevni prostfedi, ale i autochtonni flora. Pfitomnost podminénych patogenti zejména
V prostiedi nemocnic souvisi s problematikou nozokomidlnich infekci komplikujicich za-

kladni onemocnéni [3] [6].

V ramci patogenniho druhu mohou byt jednotlivé kmeny vysoce virulentni, virulentni nebo
avirulentni [3]. Tfemi nejdilezitéj$imi soucastmi patogenity a virulence mikroorganismi
jsou prenosnost, invazivita a toxicita [15]. Jednotlivé kroky infek¢niho procesu souviseji
s produkci faktori patogenity, jejich tvorba je geneticky kdédovana bud’ chromozomalné
nebo extrachromozomalné na plasmidech, dale mohou byt vazany na lyzogenni konverzi.
Faktory patogenity se d€li na faktory invazivity, které bakteriim umoziuji kolonizaci, pranik
a mnozeni a na toxické produkty, které jsou uvolilovany bakterii do prostiedi nebo jsou jeji

soucasti a uvolni se po jejim rozpadu [3].

3.1.1 Prenosnost a invazivita jako soucast virulence a patogenity

Uspésnost prenosu mikroba do organismu zavisi na po¢tu mikrobii vylucovanych z orga-

nismu, na rezistenci vii¢i prostiedi, na infek¢éni ddvce a na chovani hostitele [15].

Invazivitou se rozumi schopnost mikroba vstoupit do hostitele, dale se zde fadi schopnost
prilnuti (adherence), schopnost proniknuti (penetrace), a schopnost se mnozit a $ifit [15].
Invaze mikroorganismti do organismu piedstavuje sloZzity proces, tento proces se u ruznych
mikroorganismu li$i a neni vlastnosti vSech. U bakterie E. coli jsou jasné eneteroinvazivni
pouze sérotypy 028 a 0124, u jinych sérotypi je tato charakteristika vyjadiena pouze mi-
nimaln€. Primarni branou vstupu jsou M bunky, coz jsou epitelové builky umisténé
od pyloru k ileocekalni chlopni opatiené povrchovymi mikroenzymy, které slouzi k transe-

pitelidlnimu pfenosu tél mikroorganismi z lumen traviciho traktu do lymfatické tkang [6].

Adheze je zprostfedkovana fimbriemi, coz jsou duté tyCinkovité utvary tvorené bilkovinami

zvanymi pilin. Fimbrie jsou schopny specificky reagovat s povrchem epitelie [6]. Adheziny
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na povrchu buiiky reaguji S receptory na jejich povrchu. Na sliznici soupeti patogenni bakte-
rie s pfitomnou kolonizujici mikroflérou o receptory. Jako adheziny puisobi rtizné fimbrie,
zejména fimbrie typu 1 a typu 4, dale existuji P-fimbrie, které se vaZzou na buiiky mocového
epitelu a jsou specifické pro kmeny gramnegativnich bakterii, zejména E. coli, ktera vyvola-
va mocové infekce, zvlasté pyelonefritidu. Adheziny maji zavitnicovou strukturu, po adhezi
funguji jako spiralova pruzina a rozvinou se do sedminasobné délky. Dle specifity fimbrio-
vého adhezinu vyvolavaji ur¢ité kmeny E. coli bud’ stievni nebo moc¢ovou infekci. Adheziny
se nevazou na jakoukoliv buiiku, jsou specifické pro urcitou tkéan nebo Zivocisny druh. U E.
coli je patrna specifita pro tkan, nékteré adheruji jen k prasecim nebo telecim buikam, ale
nikoliv k lidskym, jiné vyhradné k nim [16].

U bakterie E. coli je funkce fimbrii velmi dobfe prozkoumana. U enteropatogennich kment
byly popsany kolonizac¢ni faktory CFA | a CFA Il dal§imi adheziny vyskytujicimi se u E.
coli jsou P-fimbrie a faktor K88 [15]. U patogennich E. coli je znamo, Ze stejny sérotyp
patogenniho kmene mikroorganismit (ETEC 025, O78, O128) miize ptsobit u ¢loveéka a
zvitat prostfednictvim rozdilnych adhezinti (CFA I, CFA 11, K88, K99) [6].

Obsazené adheziny u riznych sérotypu patogennich E. coli jsou znazornény v tabulce (Tab.

3) [6]:

Tab. 3. Adheziny u patogennich E. coli [6].

Patogenni E. coli Sérotyp Adhezivni faktor- adhezin
EPEC 055,0111,0127 EHAF-EPEC faktor
ETEC 025,078,0128 CFA L I
EHEC 0157,0111,022 EHAF-EHEC faktor
EIEC 028,0124 Neni zndm

U E. coli je také zmapovana povaha receptord, v piipadé EPEC sérotypu O55, O111 a
0127 je znamo, Ze adheze je lokalizovana na Hep-2 bunky. Pokud je adheze vlastnosti pa-
togennich mikroorganismil 1 symbiotickych mikroorganismi dochazi k vzdjemnému souté-
Zeni o vazebna mista na receptorech (antagonismus fyziologické mikroflory), vyskytuje-li se
u jedince kvantitativni porucha fyziologické mikroflory, je zde zvySena moznost adherence

patogent, jejich mnozeni, invaze a produkce toxint [6].
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3.1.2 T¥i zakladni typy antigeni

Mezi tfi zékladni typy antigenti u enterobakterii patii O, H a K. O-antigeny jsou specifické
¢asti polysacharidového fetézce, jsou termostabilni, jejich antigenni vlastnosti jsou pii vaieni
zachovany. H-antigeny jsou bicikovité antigeny tvofené polymerizovanou bilkovinou flage-
linem, vyskytuji se pouze u pohyblivych bakterii s bi¢iky. K-antigeny se déli na polysachari-
dové a polypeptidové. Polysacharidové jsou kapsularni antigeny pouzdra, uplatiuji se jako
faktory virulence. Polypeptidické se i€astni na kolonizaci sliznic, vyskytuji se u urcitych

kment E. coli [4].

3.1.3 Toxicita jako soucast virulence a patogenity

Jedna se o schopnost mikroba poskozovat svého hostitele, pficemz k poskozeni miize dojit
bud’ piimym ucinkem dan¢ho agens a nebo reakci organismu na toto agens. Pfimou cestou
dochazi nejcastéji k poskozovani vlivem mikrobidlnich toxinti. Produkované toxiny se deli
na exotoxiny (produkované Zivymi mikroorganismy) a endotoxiny (produkované po zaniku
mikroorganismu) [6] [15]. Mezi exotoxiny produkované E. coli patii farmakologicky ucin-
ny termolabilni enterotoxin. Geny pro mnohé exotoxiny jsou ptitomny na plasmidech, coz
znamena, ze tvorba toxinu neni pro rist a mnozeni mikroorganismu nezbytna, je ovSem
vyhodna pro jeho mnozeni a Sifeni. Enterotoxické kmeny E. coli vyvolavaji prijem pomoci
farmakologicky u¢innych toxind, které bunku piimo nezabijeji, ale narusuji jeji funkce. Zvy-
Suji hladinu cAMP uvniti bunky, coz vede k masivnimu tniku vody, mineralti a dalSich

esencialnich latek z bunky [15].

3.1.4 Mechanismus translokace u Escherichia coli

U patogennich kmend E. coli s invazivni slozkou je zndm mechanismus translokace, ktery
probihé v nékolika fazich:
a) v prvni fazi dojde k neintimnimu kontaktu, ktery je zprostiedkovan filamentarnimi

organelami s obsahem sekre¢niho proteinu EpsA;

b) v dalsi fazi dojde k signalu transdukce do cytoskeletu hostitelskych epitelialnich bu-

nék, ten je zprostiedkovan dal§imi sekre¢nimi proteiny EpsB a EpsD;
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c) ve finalni fazi dojde k adhezi a poté k invazi enteropatogennich kment, toto je zaha-
jeno pomoci membranového proteinu intiminu, ktery je vazan na specificky receptor

Tir [17].

Geny pro EpsA, EpsB a EpsD, intimin a Tir jsou lokalizovany na chromozomalnich ostro-

vech patogenity a jsou oznacovany jako LEE (Locus for Enterocyte Effacement) [6] [17].

3.1.5 Hemolysiny, intimin, Shiga-like toxiny, ostrovy patogenity, extracelularni seri-

nové proteasy
a) Hemolysiny

U kment STEC byly popsany dva rozlisné hemolysiny, které jsou kodovany na plasmidech.
Alfa-hemolysin je kddovan genem hlyA, druhy hemolysin je kddovan genem elyA a je pro-
dukovan zejména lidskymi kmeny STEC [18].

b) Intimin

Jedna se o latku zprosttfedkovavajici adherenci ke stievnim buitkam, je kodovan eaeA ge-
nem. Genovy locus eae je sestaven z eaeA, eaeB a sep, je nazyvan LEE a chybi u komen-
zalnich kment E. coli [18].

c) Shiga-like toxiny

E. coli O157:H7 produkuje faktory virulence oznacované SLTs (verotoxiny), které jsou
kodovany bakteriofagy. VT1 a VT2 jsou synonymy pro SLT-I a SLT-1I a nakonec byly
piejmenovany na Stx1 a Stx2 [18].

d) Ostrovy patogenity

Jednim z mechanismii pro toxicitu E. coli O157:H7 je schopnost adherence na enterocyty.

Mista, kterymi je tato toxicita kodovana jsou oznacovana jako LEE [18].
e) Extraceluldrni serinovad proteasa

V roce 1997 byla identifikovana nova proteasa ESpP kodovana plasmidem o velikosti 90 kb,
ktera $tépi lidsky koagulacni V faktor, zabezpecujici srazeni krve. Proteasa EspP byla pro-

kazana u pacienti s EHEC infekcemi [18].
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3.2 Antibioticka rezistence E. coli

Antibioticka rezistence se déli na rezistenci pfirozenou a ziskanou. Pfi¢inou piirozené re-
zistence je bud’ nepropustnost zevni membrany, produkce inaktivujicich enzymi nebo necit-
livost cilovych struktur. Znalost pfirozené rezistence je velmi dilezita, je totiz velmi piisné
vazanym znakem, ktery miize byt vyuzit v identifikaci bakterii [3]. A¢koli mechanismu, ja-
kym dokazou bakterie odolat ptisobeni antimikrobialnich latek, je vénovana zvySena pozor-
nost, stale se zde vyskytuje mnoho nejasnosti. Pro ptisobeni antimikrobialnich latek je ne-
zbytny jejich vstup do buriky [19]. Kmeny, které jsou rezistentni k vice nez dvéma antibioti-

kim se oznacuji jako multirezistentni.

E. coli je citliva pfirozené na fadu antibiotik s vyjimkou benzylpenicilinu, zejména nemoc-
nicni kmeny maji sekundarni rezistenci ptenosového typu [3]. Citlivost bakterie E. coli
na kvarterni amoniové soli, hexachlorofen a diaminy se u jednotlivych kment li8i, citlivost
na chlorhexidin je u vSech kment témet stejnd. Hlavni pfi¢inou nevnimavosti na antimikro-
bialni latky je u gramnegativnich bakterii nepropustnost bunééné membrany. Dalsim pied-
métem studia je eflux, ktery miize byt u bakterie E. coli pfi¢inou nevnimavosti na antibioti-
ka. Jedna se o mechanismus, ktery dokaze pomoci pump vycerpat nezadouci toxické latky
z buiiky [19]. Uéinnost cefalosporint, chranénych penicilind, fluorovanych chinolont a ko-

trimoxazolu je dobra. U mocovych infekci se dobte uplatiiuji chinolony a nitrofurantoin [4].

Tabulka 4 ilustruje, jak se vyvijela antibioticka rezistence na pifislu$na antibiotika.

Tab. 4. Data objeveni antibiotické rezistence u jednotlivych antibiotik [20].

Nazev antibiotika Rok nasazeni antibiotika Rok objeveni rezistence
Sulfonamidy 1930 1940
Penicilin 1943 1946
Streptomycin 1943 1959
Chloramfenikol 1947 1959
Tetracyklin 1948 1953
Erytromycin 1952 1988
Vankomycin 1956 1988
Methicilin 1960 1961
Ampicilin 1961 1973
Cefalosporiny 1960 1960
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3.2.1 Struéna charakteristika antimikrobialnich litek
Antibiotika jsou latky, které zabranuji ristu bakterii a hub, nebo je Gplné ni¢i. Antibiotika,
ktera zabranuji ristu maji bakteriostaticky u¢inek a antibiotika, kterd bakterie Uplné€ ni¢i
maji t¢inek baktericidni [20]. Déleni antibiotik dle Géinku je nasledujici:

1. antibiotika pisobici na biosyntézu bunécné stény;

2. antibiotika blokujici bakterialni syntézu proteinti;

3. antibiotika blokujici replikaci a opravu DNA,;

4. antibiotika s jinym mechanismem u¢inku [20].

K antibiotikiim ptsobicim na biosyntézu bunééné stény se fadi B-laktamova antibiotika, tuto
skupiny reprezentuji peniciliny, monobaktamy, karbapenemy a cefalosporiny, dale zde patii

glykopeptidy a fosfomyciny [21].

K inhibitoriim syntézy proteinti patii aminoglykosidy, MLSK (makrolidy, linkosamidy, stre-
programiny, ketolidy), tetracykliny, glycylcykliny, fenikoly, oxazolidinony a ansamyciny
[21].

K inhibitortim nukleovych kyselin patti chinolony a furany. Do skupiny antimetabolitti patii

sulfonamidy a trimetoprim/sulfametoxazol. Mezi inhibitory membranovych funkci patii li-

popeptidy, polymyxiny a cyklické lipopeptidy [21].

3.2.2 Mechanismy ziskané rezistence

Prvni moZnosti je mutaéni rezistence, kde jsou divodem bakteridlni rezistence k antibioti-
kiim mutacnimi zmény v buiice. Dojde k pozménéni cilového mista, které je odolné vici
antimikrobialni latce a je stale schopno vykonavat svoji fyziologickou funkci. Takto dochazi
napiiklad k rezistenci na B-laktamova antibiotika, aminoglykosidy, chinolony, tetracyklinova
antibiotika a glykopeptidy. Rezistence na alkohol u bunék bakterie E. coli, u které se zvysi
nevnimavost, je zpusobena poklesem v poméru vnitromembranového fosfatidyletanolaminu

k aniontiim fosfolipidd, fosfatidylglycerolu a fosfatidyldiglycerolu [19].

3.2.3 Mar operon E. coli

Escherichia coli obsahuje mar operon, jedna se o soubor genti chromosomu E. coli a dal-

Sich gramnegativnich bakterii zptsobujicich infekéni onemocnéni, tento operon zprostied-
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kovava rezistenci na Siroké spektrum antibiotik. Ptuisobeni antibiotika chloramfenikol indu-
kuje mar mutanty se zkiizenou rezistenci na ciprofloxacin a tetracyklinova antibiotika. Citli-
vost bakterie na antimikrobialni latky zavisi na jejich schopnosti produkovat ppGpp. U bak-
terie E. coli 1648, ktera je ppGpp pozitivni jsou buiiky odoIngj$i neZ u mutantii, které maji
zhorSenou schopnost produkovat ppGpp. E. coli RH90 (mutant kmene MC4100) nebyla

schopna tvofit ¢° a byla asi osmkrat citlivéj$i neZ ptivodni kmen [19].

3.2.4 Pripady rezistence na antimikrobialni latky u bakterie E. coli

Od roku 1998 do roku 2000 bylo ve Washingtonu DC v USA nasbirano 472 izolatli bakte-
rie E. coli. Tyto izolaty byly ziskany z masa, a to z kufeciho, hovéziho, veptfového a kruti-
ho. Bylo zde zjiSténo, Ze 59 % bylo rezistentnich vii¢i tetracyklinu, 45 % vici sulfametoxa-
zolu, 44 % vici streptomycinu, 38 % vici cefalotinu, 35 % vici ampicilinu. V mensi mife se
rezistence objevila i u dalsich antibiotik, 12 % bylo odolnych proti gentamicinu, 8 % proti
kyselin€ nalidixové, 6 % proti chloramfenikolu, 4 % proti ceftiofuru a 1 % proti ceftriaxonu
[22].

Ve Vietnamu byly vySetieny rizné druhy masa, a to kufeciho, vepfového a korysa. Bylo
zkoumano celkem 99 izolatt na 15 antimikrobialnich latek. Celkem 84 % izolata bylo re-
zistentnich k jednomu nebo vice antibiotik. U 75 % izolatd z vepfového masa a 89,5 % ku-

feciho masa byla prokazana multirezistence (rezistence na vice nez 3 riizné skupiny antibio-

tik) [23].

3.2.5 Vysetieni citlivosti na antibiotika

Toto vySetteni se provadi z diivodu zjiSténi, zdali je mikrob k antibiotiku citlivy. Kvantita-
tivné se hodnoti pomoci zjistovani MIC (minimélni inhibi¢ni koncentrace), nebo pomoci
diftizni diskové metody. Diskovy diftizni test se provadi na Muller-Hinton agaru, pH pidy
nesmi prekrocit 7,2-7,4. K testovani se pouZzivaji standardni disky od provétenych vyrobcii.
Po zméfteni zon, které se vytvoii okolo disku, se dle tabulek odecitaji hrani¢ni hodnoty
pro dané¢ho mikroba. Cilem vySetfeni citlivosti je navrh terapie a davkovani, vySetfuji se
b&zn€ pouzivana antibiotika. Vzhledem k mechanismu rezistence a rlstovym vlastnostem

druhu se pro kazdou skupinu bakterii ¢i druh vySetfuje specidlni sestava antibiotik [3].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

3.3 Produkce bakteriocina E. coli

Bakteriociny predstavuji velkou skupinu toxint, které se nachazeji ve vétsing linii bakterii a
archei. Studie ukazuji, ze bakteriociny hraji klicovou roli pfi zprostiedkovani mikrobidlni
interakce a dokonce mohou hrat zésadni roli pro udrzeni mikrobidlni rozmanitosti. Rozma-
nitost bakteriocinil je opravdu mimotadnd, u jednotlivych druhi se mohou vyskytovat i de-
sitky bakteriocinti. V poslednich letech jsou bakteriociny teréem pro pouziti ve veterinarni
medicing a pti skladovani potravin. Bakteriociny jsou velmi atraktivni pro pouziti jako 1€k,
jelikoz jsou aktivni proti vS§em zndmym lidskym, zvifecim a rostlinnym patogentim. Jsou to
pozoruhodné stabilni proteiny a nejsou toxické pro lidské bunky. Je znamo pouziti bakterio-
cinu nisinu a kolicinti E a B pro snizovani stfevnich patogend u hospodarskych zvitat. Prvni
bakteriocin byl izolovan v roce 1925 jako antimikrobialni protein z bakterie E. coli. Existuji
dva hlavni rysy, kterymi se bakteriociny déli od klasickych antibiotik, bakteriociny jsou syn-

tetizovany na ribozomech a maji relativné uzké spektrum ptisobeni [24].
Geny pro produkci bakteriocinti jsou kddovany chromozomalné nebo na plasmidu. Bakteri-
ociny se d¢li na dvé hlavni skupiny:
a) bakteriociny produkované grampozitivnimi bakteriemi- jsou to kationtové, amfifilni,
membranou propustné peptidy o velikosti pfiblizn¢ 2-6 kDa;
b) bakteriociny produkované gramnegativnimi bakteriemi- od piede$lé skupiny se lisi
hlavné tim, Ze jsou obvykle propoustény lyzi bunék a tim, ze jsou Casto zavislé
na regulaénich drahach hostitele [24].
E. coli je symbiontem, jelikoz svym plisobenim znemoziiuje pranik patogend, protoze pro-

dukuje toxické koliciny [4].
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4 VYZNAM BAKTERIE ESCHERICHIA COLI

4.1 Escherichia coli jako modelovy mikroorganismus

Tato bakterie je dalezitym modelovym mikroorganismem, byla na ni prokazana bakterialni
konjugace, replikace DNA a dalsi buné¢né procesy. Do genomu E. coli byly vneseny geny
pro produkci nejrozmanitéjsich latek, jako je lidsky inzulin nebo interferon, mimo jiné byly
vneseny geny kodujici antigeny jinych mikrobd, coz vede ke vzniku rekombinantnich vakcin.

Agar s masivné naockovanou E. coli se pouziva pro péstovani nékterych améb [4].

4.2 Escherichia coli jako indikatorovy a indexovy mikroorganismus

Pozivatiny a pfedméty bézné¢ho uzivani se museji mikrobiologicky vySetfovat. Mikroflora se
méni pii technologickych operacich kvantitativné 1 kvalitativné. Neni moZné vySetfovat po-
traviny a predméty bézného uzivani na vSechny mikroorganismy, proto byly vytipovany né-
které druhy, rody a mikrobidlni skupiny, které¢ se stanovuji, takové mikroorganismy jsou

nazyvany jako indikatorové [2].

Escherichia coli patii mezi indexové bakterie, které informuji 0 moznosti pfitomnosti cho-
roboplodnych zarodki, které jsou jinak nazyvany jako Escherichia coli fekalniho typu [2].
Fekalnim zne¢isténim se E. coli dostava do vody, kde mize piezit fadu tydnu, slouZzi jako

nejbéznéjsi indikator fekalni kontaminace pitné vody [3].
Mezi skupinu, ktera je oznacovana jako indikatorové a indexové koliformni bakterie patfi:
e Enterobacteriaceae (EBA);
e koliformni bakterie (KFB);
e koliformni termotolerantni bakterie (KFT);
e fekalni Escherichia coli (ECF) [2].

Plvodnim stanoviStém téchto bakterii je stievni trakt, vykaly se dostanou do vnéjSiho pro-
stiedi, kde se dokaZou pfizpisobit zménénym podminkdm a velmi dobie se rozmnoZuji
Vv potravinach, kde byli jejich pfirozeni antagonisté usmrceni. Indexovy vyznam KFT je ten,
ze bakterie Escherichia coli, které pochazeji bezprostifedné z lidskych fekalii velmi ochotné

rostou pfi teplotach 44,5 az 45,8 °C, naproti tomu bakterie, které pochazeji z vnéjsiho pro-
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stfedi tuto schopnost nemaji. Principem indexového vyznamu E. coli a ECF je fakt, ze jsou

indol pozitivni a metyl¢erven pozitivni [2].
Vyznamem téchto mikroorganismii je tedy:
e prokazatelnost spolehlivosti pasterace;
¢ indikatory primarni a sekundarni kontaminace potravin;
¢ indikatory sanitace naradi a zatizeni;
e index pfitomnosti choroboplodnych zarodku v pitné vodé [2].

Napiiklad v mléce piitomnost bakterie Escherichia coli neznamena pouze to, ze doslo
ke kontaminaci fekaliemi dojnic, ale mize dojit ke kontaminaci ploch, které poté zpétné
infikuji nekontaminované mléko. Poukazuji tedy na to, Ze plochy nebyly dostatecné ¢isténé

a dekontaminované [2].

4.2.1 Osidleni traviciho traktu

Osidleni traviciho traktu ¢lovéka koliformnimi bakteriemi (Tab. 5) se v rtznych ¢astech
méni. Nejméné koliformnich bakterii se vyskytuje v zaludku, smérem k vyusténi traviciho

traktu se pocCet zvySuje, nejvyssi pocet se nachazi v kolonu.

Tab. 5. Osidleni traviciho traktu [6].

Mnozstvi koliformnich bakterii v 1 ml
7aludek 0-10°
jejunum 0-10°
ileum 10*-10’
kolon 10*-10"

4.3 Escherichia coli jako patogen

Uz Theodor Escherich navrhl, ze by bakterie mohla zptisobovat intestinalni a uretické pro-
blémy. Prvni informace o tom, ze by E. coli mohla byt nebezpecna piisly v letech 1930.

V roce 1945 pediatr John Bray definoval podskupinu kmenti E. coli, které byly spojovany
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S prijmy déti. Tato skupina byla nakonec definovana pomoci sérotypizace jako EPEC (ente-
ropatogenni E. coli) [7]. Nejznaméjsi jsou antigenni typy O55, O111, O126, O86 [4]. Sym-
ptomy nakazy kmeny EPEC jsou nevolnost, zvraceni, prijem a objevuji se po 12ti az 36ti
hodinach po vniknuti do organismu. U déti se jedna o jedno z nejcetnéjSich onemocnéni, a
miize trvat déle nez dva tydny. Patogenita je zptisobena schopnosti adheze téchto kmeni
na membranu enterocytll a produkci tzv. pfipojovacich a skromnych 1ézi. Jedna se o0 fasci-
nujici proces, ktery koduji geny 35 kb ostruvky patogenity, které jsou nazyvany LEE (The
Locus of Enterocyte Effacement) [11].

Dalsi skupiny spojené s onemocnénim stiev byly popsany v roce 1960 a nazvany jako ETEC
(enterotoxigenni E. coli) a EIEC (enteroinvazivni E. coli). V soucasnosti existuje 6 dobie
charakterizovanych tfid patogennich typt E. coli, které mohou zpusobit stfevni potize
u lidi. Kmeny EPEC jsou pfedevSim spojovany s prijmy déti, Gizce souvisejici patotyp je
EHEC, ktery navic produkuje potencialni cytotoxin Shiga-toxin, ktery rozsifuje spektrum
nemoci o nekrvacejici prijmy, krvacejici priajmy, hemolyticko-uremicky syndrom a potenci-
alni fatalni ledvinové onemocnéni. EHEC jsou SirS§i podmnoZzinou kategorie nazyvané STEC

(shiga-toxin produkujici E. coli) [7].

Kmeny EHEC (jsou n¢kdy také oznacovany jako VTEC, protoZe produkuji verotoxin) byly
poprvé popsany v Kanadé. E. coli O157:H7 je nejcastéjsi sérotyp. DalSimi sérotypy jsou
O111 a O157, které jsou cCasté napiiklad v Australii. Kmeny EHEC jsou schopny zptisobit
Sirokou skalu onemocnéni, které zac¢inaji od nekrvavého priymu, pies krvacejici priajmy az
po hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) nebo trombocytopenickou purpuru (TTP). Pii-
znaky vétSinou trvaji 4 az 10 dni. Zejména se tyto infekce objevuji v teplych letnich dnech a
postihuji zdravé jedince, vétSinou dospélé [11].

Hlavni pficinou cestovatelskych prijmi jsou ETEC. Tyto prijmy nastdvaji zejména pii vy-
cestovani z rozvojovych zemi. Tyto kmeny produkuji toxiny, dale produkuji fadu intestinal-
nich koloniza¢nich faktoru [7].

Jsou produkovany dva typy toxinl:

a) termostabilni toxin ST- ktery dokéaze odolat teplotam 100 °C po dobu 15 minut, je
acidorezistentni; existuji dvé formy tohoto toxinu, jednou je ST toxin, ktery ma niz-

§i molekulovou hmotnost, druhou formou je STg;
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b) termolabilni toxin LT- ktery je inaktivovan pti zahifevu na 60 °C po dobu 30 minut

[11].

Nemoci zptisobené kmeny ETEC se projevuji po 12ti az 36ti hodinach po vniknuti do orga-

nismu. Problémy vétsinou trvaji 2-3 dny [11].

EIEC kmeny jsou velmi podobné bakterii Shigella. Escherichia coli a Shigella jsou taxo-
nomicky nerozeznatelné na trovni druhu. EAEC (enteroagregativni E. coli) byly zpocatku
objeveny na zaklad¢ jejich agregativni adherence, poté byla objevena produkce mnozstvi
toxinli. EAEC je stéle vice rozeznavana jako pfi€ina pfetrvavajicich prijma u déti a dospé-
Iych [7]. Hlavnimi ptiznaky této nemoci jsou horecka, rozsahlé bolesti bficha, vodnaty pri-

jem, nevolnost, dale sliz a leukocyty ve stolici [11].

Dalsim typem je DAEC (difuzné-adherentni E. coli). Vice adhezinti a toxinti bylo popsano
pro UPEC (uropatogenni E. coli), dalsim typem, ktery je spojovan s meningitidou déti je
MNEC jedna se o nejcastéjsi priCinu gramnegativni meningitidy u kojencti. MNEC se $ifi

z krve do CNS skrz invazivni proces [7].

Nekteré kmeny bakterie E. coli jsou schopny vyvolat potize u lidi i u zvitat, né¢které mohou
vyvolat potize pouze u zvitat a u lidi se neprojevuji. Napiiklad kmeny EHEC mohou zptiso-
bit problémy u zvitat, ale nejsou hlavnim zvifecim patogenem, naproti tomu APEC (ptaci
patogenni E. coli) zptisobuje dychaci potize infekce u driibeze, ale neni schopna se projevit
u cloveka [7]. Nékteré kmeny tedy produkuji enterotoxiny a jiné faktory virulence a zpliso-
buji priijmova onemocnéni. Jsou také pivodci infekci moCovych cest a nozokomialnich in-
fekei (septikémie, meningitidy). Epidemiologicky patogenni kmeny jsou charakterizovany a
identifikovany sérologicky na zaklad€ somatickych, kapsularnich a bi¢ikovych antigent. Jiné

druhy tohoto rodu se vyskytuji vétsinou ve spojitosti s infekcemi ran [1].

V Dansku na mlé¢nych farmach byl zkouman vliv véku zvitete a plemene na vyskyt E. coli,
ktera je schopna produkovat verotoxin. V celkem 3,6 % ptipadi se jednalo o kmeny VTEC
0O157. Nejvice pozitivni na piitomnost VTEC byly vzorky od 2-6 mési¢nich telat, naproti
tomu telata s vékem pod 2 mésice byla pozitivni na ptitomnost VTEC pouze v 0,7 % ptipa-
du. Vice VTEC se vyskytovalo u by¢ki nez krav [25].
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4.4 Escherichia coli a jeji probioticka aktivita

Vybrané apatogenni kmeny Escherichia coli se pouzivaji dokonce jako probiotika, jelikoz
jejich podanim Ize podstatné sniZit riziko vyskytu patogend v zazivacim traktu. Jejich pouZi-
ti mize byt bud’ kratkodobé po antibiotické lécbe nebo dlouhodobé u zadvaznéjSich onemoc-
néni. V humanni medicin€ jsou imunodeficientni stavy a zmény mikroflory digestivniho trak-
tu znamé predevsim u nemocnych AIDS a s nadory s doprovodnou neurotropenii, kde
z oportunitnich infekci prevazuji nejvice infekce kandidové. Antagonisticky efekt E. coli je

prokazan na kmeni Niessle 1917 proti rastu Candida albicans [6].
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5 VYSKYT BAKTERIE ESCHERICHIA COLI

Bakterie Escherichia coli se vyskytuje ve vodé, pudé€, na rostlinach, u lidi a zvitat [2] [8]
[12]. Gastrointestinalni trakt je osidleny asi 10'? bakterii na jeden gram slozky, z &ehoZ se
okolo 1 % jedna o Escherichia coli [26]. V dusledku toho, ze se bakterie vyskytuje piiro-
zen¢ ve stievni flofe, je velmi jednoduché, aby dosSlo k sekundarni kontaminaci [27].
Z hygienického hlediska slouzi ve vodach a potravinach jako ukazatel fekalniho znecisténi.

Vyskytuje se v potravinach, které byly v kontaktu s hnojenou pudou [9].

Potraviny, jsou ziidkakdy sterilni. Mikroorganismy jsou bud’ ptirozenou slozkou syrového
materidlu, a nebo se zde mohou dostat pomoci sekundarni kontaminace. Mikroorganismy
mohou pusobit kazeni potravin, mohou zde mit také prospé$nou funkci, pokud se ucastni

fermentace [11].

5.1 Vyskyt E. coli u zvirat

Bakterie Escherichia coli se muze vyskytovat u zvitat, které jsou zdravé, ale také u zvirat
nemocnych. Pii narozeni je mikroflora traviciho traktu prezvykavch stejna jako u zvitat s
jednoduchym Zaludkem, k vyvoji dochazi béhem 2 a 6 tydnu véku, kdy jsou zvirata krmena
objemovym krmivem. Z pocatku je zde vysoky pocet E. coli ve stievech a jsou prokazatelné
ve vykalech (10° CFU/g), ve véku okolo tiech mésicti pocet E. coli klesa na 10° CFU/qg.
V rozvinutém bachoru je vysoka koncentrace tékavych mastnych kyselin a je zde takové

pH, které zabranuje rozvoji infekce salmonelami a E. coli [28].

Bylo prokazano, ze kmeny VTEC jsou velmi ¢asto piitomny ve vykalech telat, skotu, buvo-
14, ovei a koz. Tyto kmeny VTEC patii mezi rizné sérotypy, n&které, jako je naptiklad
O5:NM, 0O8:H9, 026:H11, O111:NM, mohou zpiisobit prijem nebo uplavice u telat. E.
coli O157 se nachazi ve vykalech skotu, ovci a vodniho buvola, byla izolovana od zdravého
dobytka, chovaného na maso 1 na mléko. Voda, kterou je dobytek napdjen mize byt zdro-
jem nebezpecného sérotypu O157:H7. Novéjsi vyzkumy potvrdily, Ze gastrointestindlni
trakt pfezvykavct je hlavni zadsobarnou E. coli O157:H7. Vyskyt E. coli O157:H7 v ruz-
nych zemich a komoditach je uveden v tabulce (Tab. 6) [28].
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Tab. 6. Vyskyt E. coli O157:H7 [28].

Typ dobytka Zemé Pocet vzorki Procento pozitiv-
Mladi byé&ci CR 163 5,5
Byci 100-200 kg CR 47 59,6
Byci 200-400 kg CR 36 44,4
Byci 400-600 kg CR 71 22,5
Ostavené jalovice USA 3483 1,7
Hovézi dobytek UK 1840 13,4
Jalovice Australie 106 2,8
Dospély dobytek Nizozemi 540 10,6
Dobytek na vykrm Italie 223 16,6

Operaci pfi zpracovani masa, ktera pfinasi riziko kontaminace, je stahovani z kuze, jelikoz
na kizi je obsazena pfirozena flora a dalsi mikroorganismy véetné bakterie E. coli [28].
V roce 2000 byla provedena studie na vyskyt mikroorganismii na kizi pied evisceraci,
PO evisceraci a po vloZeni jate¢nich tél do chladnicek. Pied evisceraci bylo na EHEC O157
pozitivnich 87 % vzorkt, 57 % vzorkd bylo pozitivnich po evisceraci a 17 % vzorkt bylo
pozitivnich po ukonéeni vSech procest a vloZeni tél do chladnicek [29]. Bylo prokazano, ze

na E. coli pasobi také sprejovani masa kyselinami, napiiklad octovou nebo mlé¢nou [28].

Diilezitym rezervoarem sérotypu O157:H7 se zda byt dobytek, jelikoz byl tento sérotyp
izolovan v 0,9-8,2 % ze zdravého dobytka ve Velké Britanii [11]. V Ugand¢ bylo vysetieno
159 kust zdravého dobytka na piitomnost E. coli O157 a dalSich typa E. coli, které produ-
kuji shiga-toxin. Z celkovych 159 vzorku se v 45 piipadech jednalo o STEC. Bylo prokéaza-
no, ze dobytek je vyznamnym rezervoarem téchto mikroorganismil ve srovnani s vyskytem
u ugandskych déti [30]. Dalsi vyzkum na pfitomnost STEC kment byl proveden v Rio de
Janeiru, kde bylo odebrano celkem 197 vzorku vykali dobytka z rtiznych deseti farem,
vzorky byly vySetfovany pomoci metody PCR na pfitomnost genovych sekvenci pro pro-
dukci shiga-toxinu. Ze vSech vzorku se v 71 % piipadi jednalo o patogenni kmen STEC,
v 60 % ptipadl byly pfitomny sekvence genu stx1 a stx2. Ve tfech pfipadech byl izolovan
nebezpeény kmen O157:H7 [31].
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5.2 Vyskyt E. coli u ¢lovéka

Tato bakterie se bézn¢ vyskytuje ve stievnim traktu ¢lovéka, kde je pro svého hostitele uzi-
te¢na. Dokéaze syntetizovat vitaminy a pfispiva k celkové rovnovaze mikroorganismil
ve stievech, jelikoz zde inhibuje rust Skodlivych bakterii tim, Ze s nimi soutézi o kyslik a

ziviny [32].

V ugandské Campale bylo odebrano 237 vzorkt od déti s prijmem. Tyto vzorky byly vyset-
fovany na pritomnost E. coli O157 a na dal$i kmeny produkujici shiga-toxin. VVzorky byly
kultivovany na MacConkey agaru obsahujicim sorbitol, bylo testovano celkem 150 vzorkt
stolice a ani u jednoho vzorku nebyla prokazana ptitomnost E. coli O157. U dalSich 87
vzorkl byla pfitomnost jakychkoliv jinych kment E. coli produkujicich shiga-toxin také

negativni. Naproti tomu kmeny EPEC se vyskytovali u celkem 14,3 % vzorku [30].

5.3 Vyskyt E. coli v surovinach a potravinach rostlinného ptavodu

Zelenina je soucasti jedlych rostlin véetné lista, stopek, kotfent, hliz, cibuli, kvéti a semen.
Hlavnimi komponentami zeleniny a ovoce jsou voda, vlaknina, Skrob, vitaminy, mineraly a
nekteré tuky. Obecné plati, ze hodnota pH rostlinnych oleji a tkdné se pohybuje okolo 5-7.
Vzhledem k tomu, celkové slozeni a pH jsou velmi ptiznivé, mize zde rist cetné mnozstvi
mikrobialnich druhti. Prakticky je vSechna zelenina v pfirozeném stavu nachylna ke znehod-
noceni mikroorganismy, rychlost zavisi na raznych faktorech. Aby se zabrénilo zkdze pou-
7iva se suSeni, soleni, chlazeni, mrazeni, fermentace, konzervovani, ozareni, vakuové baleni

a baleni do modifikované atmosféry [28].

Ke kontaminaci ovoce a zeleniny velmi ¢asto dochazi v piipadé, ze se dostanou odpadni
vody do trody, takto k tomu doslo naptiklad v roce 2001, kdy se do urody zeli dostala po-
moci zavlazovaci vody voda odpadni a bylo zde nalezeno nejméné 6 rtiznych sérotypt bak-
terie Escherichia coli [33]. V posledni dob¢, kdy dochazi k stale vétsi mechanizaci sklizné
ledového salatu, se zvySuje moznost kontaminace bakterii E. coli v prib&hu terénnich po-
stupil, bylo zjisténo, ze se musi dodrzovat prevence kontaminace nozli a dale se Cerstvy
salat musi rychle vychladit, aby se zajistila bezpec¢nost [34]. V roce 1999 bylo infikovano 72
zakaznikd restaurace bakterii E. coli O157:H7, zdrojem této kontaminace byl strouhany
ledovy salat. Byla provedena studie, aby se zjistilo, jak dochazi ke kiizové kontaminaci této

komodity. Nastrouhany ledovy salat byl nasledn¢ skladovan pii pokojové teploté a ve vodé
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v lednici, za jeden den bylo zkoumano pomnozeni bakterii. Zatimco salat skladovany pti
pokojové teploté obsahoval velmi vysoky pocet bakterii, salat ulozeny pii teploté 4 °C ob-
sahoval pouze nékolik desitek bakterii. Dale bylo zjisténo, Ze prani salatu ve vod¢ nijak zie-
telné nesnizilo pocet danych bakterii, zatimco myti chlornanem vapenatym vyrazné snizilo
pocet kontaminovanych kust. Tato studie dokazala, ze skladovéani nakrajeného salatu je
velmi nevhodné, a ze se musi vénovat velkd pozornost fizeni teploty pfi jeho skladovani

[35].

Dalsi komoditou, ktera muze byt kontaminovana E. coli je ovoce. E. coli O157:H7 je ¢asto
nalezena na jablcich, jeji pfitomnost zvySuje poruseni plodu rostlinnymi patogeny, dale me-
chanickym poranénim a v neposledni fad¢ poskozeni skidci. Je tedy velmi dilezité zabranit
po sklizni poSkozeni jablek, aby se sniZilo riziko kontaminace sérotypem O157:H7. U suse-
ného ovoce se vétSinou mnoho patogenti neobjevuje, jelikoz dlouhé skladovani pied prode-
jem minimalizuje riziko, nicméné byla E. coli O157:non-H7 izolovana z konvencéné pésto-

vanych rozinek a dale se vyskytla u ekologicky péstovanych dovezenych merunék [28].

Dalsimi komoditami, které jsou potencialnimi zdroji patogent, je koteni, such¢ omacky a
orientalni latky ur¢ené k aromatizaci. U kofeni se nachazi Sirokd skéala mezofilnich nesporu-
lujicich bakterii, je zde i ¢etné mnozstvi koliformnich bakterii, ale E. coli zde neni piilis
frekventovana. Nicméné 30 % Eerného a bilého pepie je kontaminovano E. coli, v Némecku
bylo zjisténo, Ze pii prodeji petrzele z uzitkové zahrady byla obsazena u 30 z 64 vzorka E.
coli. V dalsim vyzkumu (Velka Britanie) zjistili, ze 42 % z 100 vzorkt deseti riiznych koie-
ni a bylin obsahovalo E. coli na vyssi tirovni nez 10 CFU/g. E. coli se také mtze vyskytnout
na cerealiich a cerealnich produktech. Pokud je s obilovinami spravné zachazeno, jsou nato-
lik suché, Ze na nich bakterie nemohou riist. Cestou zaneseni bakterii miize byt ¢lovek nebo
kontaminace od zvitat jako je hmyz, hlodavci a ptaci. Dalsi smiSenou komoditou, kde hrozi
kontaminace mikroorganismy jsou tortily, které jsou velmi Casto pfipravovany v primitiv-
nich venkovskych podminkéch Stfedni Ameriky. Tepelna uprava sice ni¢i bakteridlni pato-
geny, ale tortily jsou vétsinou okamzité rekontaminovany, jelikoz obsahuji velké mnozstvi
vlhkosti, coz podporuje rist E. coli. Také z ofechd byly izolovany patogenni kmeny E. coli,

mnozstvi téchto bakterii klesa béhem skladovani [28].

Fekalni kontaminace vodnich zdroji a potravin miZe Casto vyustit V rozsahlou nakazu zpi-

sobenou naptiklad kmeny EPEC, EIEC a ETEC. V roce 1961 doslo k rozséhlé infekci
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v institutu pro kavu v Rumunsku, dale doslo k infekci ze zeleniny, bramborového salatu a
sushi [11]. Jako ¢asty zdroj kmenii EHEC se jevi listy hlavkového salatu, coz bylo dokaza-
no v mnoha pfipadech, dale se bakterie vyskytuje v nepasterovaném jable¢ném dzusu a dzu-
sech vibec [2]. V dzusech se Casto vyskytuje Escherichia coli O157:H7, jelikoZ je acidoto-
lerantni. V roce 1940 v Torontu v Kanad¢ se 14 déti nakazilo po vypiti ¢erstvého jablecné-
ho dzusu, jedno dit¢ dokonce zemielo. Zdroj ndkazy neni znam, je pravdépodobné, ze doslo
ke kontaminaci jablek z fekalii. V roce 2000 v USA onemocnélo 14 lidi po vypiti jablecného
cideru, do kterého byly zjevné pouzity jablka kontaminovana fekaliemi. Studii, ktera byla
provedena v roce 1993 bylo prokazano, Ze E. coli dokaze piezit 21 dni v nepasterovaném
jable¢ném cideru pii pH 3,3-3,5 a teploté 4 az 10 °C. Sérotyp O157:H7 byl dokonce nale-

zen i v kokosovém nepasterovaném mléce [28].

Obavanym rezervoarem pro E. coli jsou naklicena semena, jedna se o sazenice ziskané kli-
¢enim semen, jsou urceny k piimé spotfebé. Klicky mohou byt kontaminovéany pfi sklizni,
vyrobe, skladovani nebo preprave. U kliceni jsou velmi vhodné teploty a vlhkost pro rozvoj
mikroorganismu [36]. Velmi nebezpe¢né onemocnéni pochazelo z klicku fedkve, doslo
Kk nému ve mésté Sakai a onemocnélo zde 5700 lidi. K dalsimu zdroji téchto bakterii patii
klicky vojtésky. Mezi potraviny rostlinného ptivodu, ve kterych byla tato bakterie prokazana

patii také vafena kukutice a rizi¢kova kapusta [2].

Bylo dokazano, ze se E. coli vyskytuje u kyselych chlazenych potravin, jako jsou rajcata
nebo vyrobky z nich. Dokonce byl prokazan vyskyt u kyselych potravin, které mély pH 4,2
az 4,8 a nékteré obsahovaly i konzervac¢ni ¢inidlo. Preziti E. coli bylo prodlouzeno sklado-

vanim pfi snizené teploté [37].

5.4 Vyskyt E. coli v surovinach a potravinach zivo¢isného ptvodu

V roce 1971 doslo k velkému rozsiteni bakterie Escherichia coli ve zrajicich syrech ve Vel-
ké Britanii. Jednalo se 0 kmeny EIEC, bylo zde nakazeno vice nez 387 osob. V roce 1983
vypukla ndkaza kmeny ETEC. Neptedpoklada se, Ze by se méla bakterie vyskytovat ve fer-
mentovanych mléénych vyrobcich s pH pod 5, nicméné pokud dojde k rozvinuti plisni a ke
zvySeni pH, dojde k umoznéni ristu i bakterii véetné E. coli. Vyskyt nebezpecného sérotypu
O157:H7 je nejcastéji v nedostatecné tepelné opracovanych mléénych vyrobcich a dale

Vv syrovém mléce, ale také v obloZenych chlebiccich [11].
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Mezi dal$i zdroje tohoto sérotypu patii Cerstvé hovézi maso, dale veptové, kuteci a jehnéci
maso. K rozsahlé ndkaze doslo v roce 1993 v Americe, kdy se nakazilo 600 lidi. Zemftely 4
déti po nakaze z nedostatecné tepelné opracovanych hamburgerd [11]. Studie, ktera byla
provedena v USA ukazuje, ze velmi vyznamnym zdrojem E. coli je mleté maso v maloob-
chodnich prodejnach, a tyto bakterie jsou Casto velmi rezistentni na antimikrobialni latky

[22].

V roce 2000 byla provedena studie, zdali u tepeln¢ neopracovaného masa muize zabranit
vyskytu E. coli dekontaminace. Bylo zjisténo, ze dekontaminace masa vede ke snizeni poc¢tu
patogenil. U dekontaminovan¢ho masa je problémem, ze pii opétovné kontaminaci pii feza-
ni nebo baleni dojde k vysSimu riistu patogennich mikroorganismi, nez u masa nedekonta-
minovaného, jelikoZ je zde nedostatek apatogennich konkuren¢nich mikroorganismt. Maso
bylo v této studii dekontaminovano parami v kombinaci s postiikem 0,2 M kyselinou mlé¢-
nou. Podle zasad HACCP ma zachazeni s dekontaminovanym masem velice pfisna kritéria a

mél by se pouzivat postiik ochrannych bakterii mléného kvaseni [38].

V Italii byla v roce 2003 zkoumana pfitomnost E. coli ve vyrobcich z masa skotu. Vzorky
byly odebrany ndhodné v maloobchodni siti, jednalo se o vzorky mletého hovéziho masa,
které bylo bud’ samostatné nebo bylo smichano se zeleninou v podobé karbanatkti. Pomoci
PCR byla zjistovana ptitomnost genil virulence izolatt. U 30,2 % vzorki byla zjisténa pii-
tomnost E. coli, a to zejména ze vzorkli mletého masa smichaného se zeleninou.
Ve 3 ze 149 vzorki byla nalezen kmen O157, tfi kmeny byly pozitivni na produkci veroto-
xinu. Idealni je pro detekci E. coli pouziti chromogenniho agaru, je totiz vice selektivni a

eliminuje fale$né pozitivni kolonie [39].

E. coli se velmi hojné vyskytuje v drubezich vyrobcich, a dale také u ryb a vyrobcich z nich.
Dalsi komoditou zivo¢i§no-rostlinného ptvodu, ve kterém je mozno nalézt E. coli jsou kr-
miva pro zvifata a strava pro domaci mazlicky. Kmen O157 a dalsi kmeny E. coli, které
byly zapojeny v mnoha piipadech hemolytické enteritidy nebo HUS u lidi, mohou byt trans-
portovany pfes travu a jiné nezpracované nebo rekontaminované krmiva. Bylo zde prokaza-
no preziti po celé mésice a dokonce i mnozeni téchto kmeni ve vihkém krmivu a napajecich

Zlabech [28].

Escherichia coli se bezn¢ vyskytuje také ve fermentovanych parcich a majonézach [11].

V majonézach je problémem, ze pH vyrobku je vétSinou vyssi nez 4, coz predstavuje jisté
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riziko otrav E. coli O157:H7, tyto kmeny mohou byt ¢asto mirn¢ acido-tolerantni nebo neni
kyselost vyrobku dostate¢na. V Oregonu se v roce 1993 nakazilo 62 lidi touto bakterii

Z majonézy a nivovych dresinkll kontaminovanych sérotypem O157:H7 [28].

U syri zptsobuje tato bakterie tzv. ¢asné dufeni, dochazi zde k fermentaci laktosy za vzni-
ku oxidu uhli¢itého a vodiku. Mimotadnou pozornost vzbudil obsah této bakterie v syrech
kamembertského typu, ¢ili v syrech, jejichz plisen tvoti P. camemberti. Koliformni bakterie

patii mezi plynotvorné a zptsobuji Skody pii vyrobé syru s nizkodohtivanou syieninou [2].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

6 DIAGNOSTIKABAKTERIE ESCHERICHIA COLI

Bakterie Escherichia coli mize byt odliSena od ostatnich bakterii z ¢eledi Enterobacteria-
ceae na zaklad¢ zkvaSovani cukri a dalSich biochemickych testl. Zakladni moznosti jsou

testy IMVIiC, které se skladaji z nasledujicich reakct:
e indol z tryptofanu,
e dostatecna kyselost, ktera méni pH pidy pod 4,4 a bodem indikace je metylcerven;
e acetoin;
e schopnost utilizovat citrat.

Bakterie Escherichia coli by méla byt indol pozitivni, metylCerven pozitivni, citrat negativni.
Program sérotypizace této bakterie je zaloZen na somatickém lipopolysacharidu O a bi¢iko-
vych lipopolysacharidech H. Kapsularni antigen K byl objeven v roce 1940 Kauffmanem
[11].

6.1 Mikrobiologicka diagnostika E. coli

Pidy Ize vSeobecné rozdélit na syntetické a ptirozené, vétSina pid pouzivanych v mikrobio-
logii se fadi mezi ptirozené, jejichz zédkladem je vétSinou zivny bujon, ktery neni presné
chemicky definovan. Velikost, vzhled a dalsSi znaky kolonii mohou byt charakteristické

pro uréité mikroby, coZz muze slouzit k jejich pfedbéznému stanoveni [15].

Selektivni techniky pro E. coli vétSinou vyuZzivaji schopnost tolerance zlu¢i a dalsich povr-
chové aktivnich sloucenin, které se nachazeji v jejich piirozenych stanovistich, jako je stie-
vo. Déle jsou pouzivany anilinové barvy a schopnost vétSiny kmentl rist pfi teplotach 44 °C

[11].

6.1.1 MacConkey agar

Prvni selektivni a rozliSovaci médium bylo vymysleno MacConkeyem v roce 1905 a pozd¢;ji
bylo toto médium riizng pozméiiovano. Zlucové soli zde hraji roli inhibitorti grampozitiv-
nich bakterii a n€kterych naro¢nych gramnegativnich. Je zde obsaZena laktosa, kterou je
mozno fermentovat s pH indikatorem, kterym je obvykle neutralni erven. Silni producenti

kyselin, jako je praveé Escherichia coli zde tvofi cervené kolonie. MacConkey agar neni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

ptili§ vhodny, jelikoz zde mohou rust dalsi bakterie, které nepatti do ¢eledi Enterobacteria-
ceae, naptiklad grampozitivni bakterie jako jsou enterokoky a stafylokoky. V Americe je
béznym médiem Eosin/methylene blue agar. Bakterie, které zkvasuji laktosu zde tvofi zele-
nocCerné kolonie s kovovym odleskem. Biochemickou vlastnosti, ktera je hojné¢ vyuzivana
u médii, je B-glukuronidasova aktivita, kterou vykazuje okolo 95 % z kment Escherichia
coli a pouze velmi malo jinych bakterii. Fluorogenni nebo chromogenni glukuronid je za-
komponovan do klasického média a enzymova aktivita je detekovana za produkce barvy
nebo fluorescence. Detekce kmenu O157:H7 je zaloZzeno na fenotypovém odliSeni od dal-
Sich sérotypt, jedna se o neschopnost fermentovat sorbitol na médiu MacConkey sorbitolo-

vém agaru, dale je zde absence B-glukuronidasové aktivity [11].

6.1.2 Endo agar

Tato plida je oznacovana jako selektivné diagnosticka, jelikoZ na ni rostou pouze nendroc¢né
gramnegativni bakterie, zejména enterobakterie. Na této ptid¢ se daji diagnostikovat mikro-
by, které¢ dokazou rychle stépit laktosu, indikatorem Stépeni laktosy je zde opét bazicky
fuchsin, ktery je odbarveny sifi¢itanem sodnym. Na Endo agaru (Obr. 3) roste E. coli
ve form¢ tmavorudych kolonii, mnohdy se zlatozluté kovovym odleskem, ptida kolem kolo-

nie se barvi ¢ervené [15].

Obr. 3. Endo agar [40].

6.1.3 Enterotest
Jedna se o komeréné vyrabéné mikrotesty firmy Pliva-Lachema, Brno. Jedna se o miniaturi-
zované desti¢ky s jamkami, v nichz jsou obsaZeny pfislu§né zivné roztoky a pomocné latky

k detekci bakterii z Celedi Enterobacteriaceae. Tyto soupravy nahradily diivéjsi testy
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ve zkumavkach. Jednotlivé jamky se inokuluji a poté se inkubuji predepsanou dobu,

po které se vyhodnocuji. V zahrani¢i se pouzivaji testy Enterotube [32].

6.1.4 Barveni dle Grama

Nejcastéji se k identifikaci pouziva diagnostické barveni, a to barveni dle Grama, toto bar-

vené je velmi vyhledavané z hlediska rychlosti vysledku. Poskytuje informaci o tom, zdali se

vvvvvv

informaci ovSem je, zdali se jedna o grampozitivni ¢i gramnegativni bakterie [15].

6.1.5 Sklickova aglutinace

Jednd se o vySetfeni na zdklad¢ antigenni struktury. Provadi se pomoci antisér proti riznym
antigenum vySetfovaného mikroba. Tato metoda se vyuziva u E. coli k identifikaci entero-

patogennich sérotypti 055, O111 a enterohemoragickych E. coli 0157:H7 [15].

6.1.6 Pokus na zvireti

Pokud je tfeba doplnit identifikaci o prikaz toxicity respektive virulence izolované¢ho kme-
ne, je mozné pouzit pokus na zvitreti. Tato metoda se pouzivala u prikazu enteroinvazivnich

sérotypu E. coli [15].

6.1.7 PYR-test

Jedna se o jednotlivy rychly test, ktery je pouzivan pro identifikaci mezi E. coli a klebsielou

[4].

6.1.8 Testy pro patogenni kmeny E. coli

Testem pro diagnostiku EIEC je Serényiho test, kde se invazivita mikroba prokazovala
na spojivkovém vaku morcete. Pokud neni pouzit MacConkey agar ke stanoveni STEC
kment, které se vyznacuji neschopnosti $tépit sorbitol, je moZno pouzit rychlej$i a méné

pracnou, bohuzel drazsi variantu pro ptimy prikaz antigenu metodou ELISA [15].
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6.2 Molekularné biologicka diagnostika E. coli

Identifikace kment E. coli, které zptsobuji prijmy je zalozena na detekci jejich asociativ-
nich virulentnich faktorti, a to ST a LT u ETEC kment a LTI a Stx geni u ETEC a EHEC
pomoci metody PCR [11].

6.2.1 Priikaz bakterialnich nukleovych kyselin

RozliSuje se, zdali se jedna o pritkaz DNA bez amplifikace nebo s amplifikaci, bez amplifi-
kace se DNA prokazuje tzv. genovou sondou (tsek jednovlaknové DNA komplementarni

k DNA hledaného mikroba), poté dochazi k hybridizaci [15].

Pokud se jednd o metodu s amplifikaci tak nejvétsi uplatnéni nasla metoda PCR (Polymera-
se Chain Reaction) [15]. PCR byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem [41]. Tato me-
toda je zalozena na opakovanych cyklech tii jednoduchych reakci, z nichz kazda probiha
za urcité teploty. Prvnim krokem je denaturace, kdy se vlakna DNA rozpletou (94 °C), dal-
$im krokem je ptipojeni dvou kratkych nukleotidi, které ohrani¢i hledany isek DNA (30-65
°C) poté dochazi k prodluzovani téchto nukleotidt (65-75 °C) pomoci Tag-Polymerasy,
ziskané z termofilni bakterie Thermus aquaticus [15] [41]. Je potieba, aby tyto polymerasy
odolavaly teploté, pti niz DNA denaturuje, to umoziluje, aby syntéza probihala opakované
formou cyklii. Primery jsou uméle ptipravované kratké oligonukleotidy o délce zhruba 18-
30 bazi, odvozené od koncovych sekvenci DNA urené k amplifikaci [42]. Cykly se auto-
maticky opakuji v zafizeni zvaném termocykler [15]. Vyslednym produktem reakce jsou
fragmenty DNA definované délky analogické restrikénim fragmentiim, jejichz pfitomnost
Vv reak¢ni smési se prokazuje bud’ elektroforeticky, southernovou hybridizaci se zna¢enou
sondou komplementarni k ¢asti sekvence amplifikovaného tiseku nebo stanovenim sekvence

DNA [42]. Metoda PCR je vyuZzivana u patogennich variant bakterie E. coli [15].
Existuji také jisté modifikace PCR:

e reverzni PCR (RT-PCR);

e inverzni PCR (IPCR);

e asymetrickd PCR,;

e In-situ PCR;
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e PCR pomoci vnitinich a vnéjsich primerti (nested PCR);
e PCR s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery (DOP-PCR);
e nahodna PCR (AP-PCR, RAPD-PCR);

e PCR sledovana v realném case (online PCR) [42].

6.2.2 Elektroforéza nukleovych kyselin

Principem je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli, hlavnim nositelem naboje NK jsou

zéporng nabité fosfatové skupiny. Pouzivané elektroforézy jsou nasledujici:
e gelova elektroforéza;
e pulzni gelova elektroforéza,
e gely pro sekvencovani nukleovych kyselin [42].

U gelové clektroforézy jsou gely nejastéji tvoreny polyakrylamidem nebo agaréozou, gely
vytvareji slozitou sit’ s pory. Polyakrylamidové gely se pouzivaji k separaci menSich molekul
nez gely agar6zové. Molekuly DNA se zviditeliuji barvivem, pouziva se nejcastéji etidium-
bromid. Pulzni gelova elektroforéza se pouziva k separaci vétsich molekul se stejnou pohy-
bovou rychlosti, zde je gel vystaven elektrickému poli pod urcitym thlem, jehoz smér se

periodicky méni v ¢asovych intervalech [42].

6.3 Ostatni diagnostika E. coli

Dalsi moznosti jak stanovit E. coli je fluorescen¢ni metoda. Stanoveni se provadi na agaro-
zovych gelech obsahujicich nizkou koncentraci etidiumbromidu, zde se vzorky bud’ nakapou
nebo probiha elektroforéza. Po ozéfeni gelu UV dochazi k fluorescenci komplexu DNA
S etidiumbromidem. Intenzita svétla se srovndva s intenzitou standardu bud’ vizualné nebo

pomoci fotografie [42].
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II. PRAKTICKA CAST
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7 CILPRACE

Tato diplomova prace byla v praktické ¢asti zamétena na:

izolaci kment bakterie Escherichia coli z potravin;

identifikaci ziskanych izolatd pomoci biochemickych mikrotesti;

stanoveni citlivosti izolatt E. coli k abtibiotikim pomoci diskové difiizni metody;
stanoveni produkce kolicinti u jednotlivych izolata E. coli;

roziazeni kment E. coli izolovanych z potravin do fylogenetickych skupin.
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8 MATERIAL

Prakticka ¢ast se skladala z izolace bakterii ze zakoupenych potravin, dale byla u izolova-
nych bakterii provedena identifikace. U kmeni, které byly urceny jako E. coli byla provede-
na difuzni diskova metoda ke stanoveni citlivosti na antibiotika, byla provedena kvantitativni
analyza produkce kolicini a v posledni fazi praktické c¢asti byly izolované kmeny a dalsi
kmeny ze sbirky UTMP FT UTB ve Zling [43] roziazeny pomoci PCR do fylogenetickych

skupin.

8.1 Pristrojova technika

e bézné laboratorni sklo a pomicky

e souprava mikrotestt ENTEROtest 24 (PLIVA - Lachema Diagnostika s.r.o. Brno,
CR)

e antibiotické disky (Oxoid Ltd., Velka Britdnie)

e parni sterilizator VARIOKLAYV 758, 135S (H+P Labortechnik, Némecko)

e biologicky inkubator (Memmert, Némecko)

e piedvazky KERN 440-47N (Kern, Némecko)

e termocykler PTC 100 MJ Research (Bio-Rad, USA)

e termoblok Bio TDB-100 (Biotech, CR)

e termostat BT120 (Laboratorni piistroje Praha, CR)

o clektroforetické zatizené model BIA (OWL Separation System, Inc., USA)

e UV- transluminator - dokumenta&ni systém pro elektroforézu (Biotech, CR)

o digitalni fotoaparat PowerShot G6 (Canon, Japonsko)

e Denzitometr DENZI-LA-METEREMO (Lachema, CR)

e Laboratorni chlazena cetrifuga 2300K (Hemle Labortechnik, Némecko)

e Automatické mikropipety (Nichiryo, Japonsko)
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8.2 Kultivaé¢ni média

Slozeni jednotlivych kultivaénich médii je uvedeno v tabulkach nize (Tab. 7, Tab. 8, Tab. 9,
Tab. 10, Tab. 11, Tab. 12).

Masopeptonovy agar (MPA)

Tab. 7. Slozeni MPA.

Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 15¢
Masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 109
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 109
NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod) 59
Destilovana voda 1000 ml

Masopeptonovy bujéon (MPB)

Tab. 8. Slozeni MPB.

Masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 30
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 59
NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod) 39
Destilovana voda 1000 ml
Soft agar (SA)

Tab. 9. Slozeni Soft agaru.

Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 1059
Masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 39
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 59
NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod) 59
Destilovana voda 1000 ml
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Endo agar (EA)

Tab. 10. Slozeni Endo agaru.

Zivna puda 41,59
Destilovana voda 1000 ml
Mueller Hinton agar

Tab. 11. Slozeni Mueller Hinton agaru.

Zivna pida 38¢
Destilovana voda 1000 ml
Fyziologicky roztok

Tab. 12. Slozeni fyziologického roztoku.

NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod) 850
Destilovana voda 1000 ml

Priprava kultivaénich médii:

Postupné byly navazeny jednotlivé slozky pudy, poté byly rozpustény v ptisluSném mnozstvi

destilované vody. Ptipravené pudy byly sterilovany v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu

15 minut. Poté byly pudy rozlévany do sterilnich Petriho misek nebo zkumavek.

8.3 Chemikalie
e destilovana voda
e chloroform

e parafinovy olej

e primery - IDT (Integrated DNA Technologies), USA

e Tag DNA polymeraza - Taqg DNA polymerase with ThermoPol Buffer, New En-

gland BioLabs, USA

e dNTP Mix- smés dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Jena Bioscience, Némecko
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agaréza — Sea Kem LE Agarose, Lonza, USA

etidiumbromid — Sigma Aldrich, Némecko

nanaseci pufr — TopBio, Ceska republika

TAE pufr (50x koncentrovany)

Trizma - Sigma Aldrich, Némecko

EDTA (O,5M roztok EDTA, pH 8,0) - Lachema, CR

Kyselina octova - Ing. Petr Lukes, CR

100 bp DNA marker- New England Biolabs, USA

180 ul vody

50 ul nandseciho pufru

. 20 ul DNA ladder

8.4 Pouzité bakterialni kmeny

Vzorky pouzité v této praci (Tab. 13) byly izolovany z nakoupenych potravin v obchodnich

sitich po Zlin¢ a blizkém okoli.

Tab. 13. Vzorky potravin pro izolaci E. coli.

Cislo Datum Nazev vzorku, firma E. coli
vzor- | zakoupeni

ku

1 3.10.2011 | Vepiova krkovice, Ing. Vladimir Slustik- Kasava 33, 763 -

19

2 3.10.2011 | Veptovy bok, Ing. Vladimir Slustik- KaSava 33, 763 19 -

3 3.11.2011 | Veptova kyta, Ing. Vladimir Slustik- KaSava 33, 763 19 -

4 3.11.2011 | Veptova plec, Ing. Vladimir Slustik- KaSava 33, 763 19 +
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Pokracovani Tab. 13.

5 3.11.2011 | Kufeci koraby, Raciola - Jehlicka s.r.o.

6 3.11.2011 | Kureci zaludky, Raciola - Jehli¢ka s.r.o.

7 10.11.2011 | Kufeci kiidla, Raciola - Jehli¢ka s.r.o.

8 10.11.2011 | Veptovy ofez, Sanytrak s.r.o.

9 10.11.2011 | Veptova plec, Sanytrak s.r.o.

10 18.11.2011 | Kufeci jatra, Maso a uzeniny u Cervinkil, Zlin
11 18.11.2011 | Kufeci srdce, Maso a uzeniny u Cervinki, Zlin
12 18.11.2011 | Kriti stehno, Maso a uzeniny u Cervink, Zlin
13 | 18.11.2011 | Cerstvy syr brusinka, Kromilk, a.s.

14 18.11.2011 | Kufeci kiidlo, Raciola - Jehli¢ka s.r.o.

15 18.11.2011 | Kufeci horni stehno, Raciola - Jehlicka s.r.o.

16 18.11.2011 | Kufteci jatra, Raciola - Jehlicka s.r.o.

17 8.11.2011 | Kravské mléko, Toko Agri a.s.

18 8.11.2011 | Vepiovy ofez, Raciola - Jehlicka s.r.0.

19 8.11.2011 | Kufeci zaludek, Raciola - Jehlicka s.r.o.

20 8.11.2011 | Kufeci jatra, Raciola - Jehlicka s.r.o.

21 8.11.2011 | Pafizsky salat, Sanytrék s.r.o.

22 16.11.2011 | Veprova kyta, Maso a uzeniny u Cervinkti, Zlin
23 16.11.2011 | Veptova krkovice, Maso a uzeniny u Cervink®, Zlin
24 16.11.2011 | Kufteci prsa, Maso a uzeniny u Cervinku, Zlin
25 16.11.2011 | Kufeci stehno, Maso a uzeniny u Cervinkii, Zlin
26 16.11.2011 | Kufteci hibet, Maso a uzeniny u Cervinkd, Zlin
27 16.11.2011 | Kufeci jatra, Maso a uzeniny u Cervinkii, Zlin
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Pokracovani Tab. 13.

28 16.11.2011 | Veprova kotleta, Maso a uzeniny u Cervinkii, Zlin

29 24.11.2011 | Zkazeny EIDAM, Kromilk, a.s.

30 24.11.2011 | Zkazené maso, Raciola - Jehli¢ka s.r.o.

31 2.8.2011 | Porubsky Mls, Farma Zdeiika, Hustopece n.B.

32 29.7.2011 | Cerstvy bily syr, Farma Zdefika, Hustopeée n.B.

33 23.8.2011 | Polotvrdy &erstvy syr, MDMn¢, Cabova 25, Moravsky
Beroun

34 24.8.2011 | Cerstvy tvarohovy syr, MDMn¢, Cabova 25, Moravsky
Beroun

35 26.8.2011 | Cerstvy syr z nepasterovaného ovéiho mléka, Michal
Hrdlicka, Na statko 32, 78975, Brnicko u Zabiehu na
Morave, CZ 18517

36 28.8.2011 | Uzeny syr z nepasterovaného ovéiho mléka, Michal Hr-
dlicka, Na statko 32, 78975, Brni¢ko u Zabiehu na Mo-
raveé, CZ 18517

37 2.9.2011 | Syrové nité paprikové, Rastislav Volek - Syrex, s.r.o.,
Réztoky 35, 02705 Zazriva, SK 4-7-24 ES

38 17.9.2011 | Cerstvy syr Béla, ZD Jesenik, Sumperské 118, 79001,
Jesenik

39 23.9.2011 | Kozi syr s grilovacim kotenim, Jifina Julinova, Paseky
390, Lukov u Zlina, 76317

40 19.11.2011 | Nakladany ov¢i syr, CZ 161 34 ES

41 7.10.2011 | Doral-kozi syr s ¢esnekem, Ing.Pavel Dobrovolny,
67551, Ratiboftice 1

42 7.10.2011 | Doral-kozi syr bily, Ing.Pavel Dobrovolny, 67551, Rati-

bofice 1
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Pokracovani Tab. 13.

43 29.11.2011 | Spicka, Potraviny Tempo, Zlin

44 6.12.2011 | Otfechovy rohli¢ek, Potraviny Tempo, Zlin

45 6.12.2011 | Laskonka, Potraviny Tempo, Zlin

46 6.12.2011 | Spitka, Cukrarna Zlitanka

47 5.1.2012 | Recky salat, Billa spol. s.r.o.

48 5.1.2012 | Baby mungo, Beskyd Frycovice, a.s.

49 5.1.2012 | Zeleninovy salat, Billa spol. s.r.o.

50 10.1.2012 | Solny nalev ze syrt balkanského typu, laboratorni vyroba
UTB

51 10.1.2012 | Solny nalev ze syru balkanského typu, laboratorni vyroba
UTB

52 10.1.2012 | Solny nalev ze syrt balkanského typu, laboratorni vyroba
UTB

53 10.1.2012 | Solny nalev ze syrt balkanského typu, laboratorni vyroba
UTB

54 10.1.2012 | Solny nalev ze syrt balkanského typu, laboratorni vyroba
UTB

55 10.1.2012 | Solny nalev ze syrt balkanského typu, laboratorni vyroba
UTB

56 18.1.2012 | Ov¢i syr, Billa spol. s.r.o.

57 18.1.2012 | Syr balkanského typu, laboratorni vyroba UTB

58 18.1.2012 | Syr balkanského typu, laboratorni vyroba UTB

59 18.1.2012 | Syr balkanského typu, laboratorni vyroba UTB

60 18.1.2012 | Pstruh, Billa spol. s.r.o.

61 26.1.2011 | Laskonka, Cukrarna Zlinanka
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Pokracovani Tab. 13.

62 26.1.2011 | Kufeci ktidla, Raciola - Jehli¢ka s.r.o.

63 26.1.2011 | Zeleninovy salat, Billa spol. s.r.o.

64 26.1.2011 | Syr z ov¢iho mléka, Billa spol. s.r.o.

65 8.2.2012 | Syr balkénského typu, Laboratorni vyroba UTB

66 8.2.2012 | Syr balkénského typu, Laboratorni vyroba UTB

67 10.2.2012 | Cekanka, Billa spol. s.r.o.

68 10.2.2012 | Spi¢ka, Cukrarna DINO, s.r.0.

69 15.2.2012 | Kufeci kiidla, Raciola - Jehlicka s.r.o.

70 15.2.2012 | Kuieci jatra, Raciola - Jehlicka s.r.o.

71 23.2.2012 | Uzeny Sprot, Billa spol. s.r.o.

72 23.2.2012 | Kozi syr, Biofarma DORA s.r.o.

73 23.2.2012 | Brokolice krajend, Billa spol. s.r.o.

74 23.2.2012 | Kufe celé, Raciola - Jehlicka s.r.o.

75 23.2.2012 | Kufeci smés na polévku, Maso a uzeniny u Cervinki,
Zlin

76 23.2.2012 | Parmazan Grana Padanno, Ambrosi s.p.a.

77 23.2.2012 | Bazalka, Bylinky, Beskyd Frycovice

78 23.2.2012 | Vepiova nozi¢ka, Maso a uzeniny u Cervinku, Zlin

Dale byla vyuzita sbirka kmeni E. coli z Ustavu technologie a mikrobiologie potravin, Fa-

kulty technologické UTB ve Zling. Jednalo se o 39 izolatl pochéazejicich z chlazené dribeze

u prodejctt RACIOLA - JEHLICKA s.r.o., nakupy byly provedeny ve zlinské podnikové

prodejné, Reznictvi a uzenaistvi Josef Filak v podnikovych prodejnach ve Zling a Uherskym

Hradisti. Tyto vzorky byly dne 9.7.2010 a do pouzité byly uchovany ve zmrazeném stavu
pii teploté -80 °C. Tyto vzorky byly oznaceny nésledovné R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, RS,
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R10, R12, R13, R14, R15, R16, R17, R18, R19, R20, R21, R22, R23, R24, R25, R26,
R27, R28, R29, R31, R33, R35, R37, R38, R39, R40, R41, R45, R47, R50, R51.
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9 METODY

9.1 Ilzolace kmenu E. coli

Z kazdého zakoupeného vzorku (Tab. 13) bylo sterilné pieneseno 5 g do mikroténového
sacku, dale bylo ptidano 45 g fyziologického roztoku, tento sacek byl ponechan homogeni-
zovat na homogenizatoru po dobu 10 minut. Z takto ptipravené suspenze bylo odpipetova-
no 100 ul na Petriho misky s Endo agarem. Po dobu 24 hodin byly tyto misky ponechany
ke kultivaci pfi teploté 37 °C.

9.2 Identifikace E. coli pomoci biochemickych mikrotesti

U vzorkil ze zakoupenych potravin byly pro identifikaci provedeny biochemické mikrotesty.
Byla pouzita souprava ENTEROtest 24, ktera je urena pro rutinni identifikaci vyznamnych
druht stfevnich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae. Souprava umoziuje identifikaci po-
moci 24 biochemickych testti, které jsou umistény do mikrotitraéni desti¢ky, vzdy v fadé

po Osmi.

Do sterilnich zkumavek byla piipravena suspenze kultury ve fyziologickém roztoku, byla
dikladné zhomogenizovana a ponechana inkubovat po dobu 24 hodin v termostatu. Po vy-
jmuti z termostatu byla pfipravena do plastovych sterilnich zkumavek suspenze o 1. stupni
McFarlandovy zakladni stupnice. Poté bylo do kazdé jamky pipetovano 100 pl této suspen-
ze, neékteré jamky byly zakapany nékolika kapkami parafinového oleje, aby inkubace pro-
béhla anaerobné. Poté byl ramecek vlozen do sacku a ponechan inkubovat po dobu 24 ho-
din pii teploté 37 °C. Po vyjmuti ramecku z termostatu byly k nékterym jamkam piikapany
¢inidla. Konkrétné bylo ptikapnuto €inidlo pro test INDOL, ACETOIN a FENYLALANIN.
Vysledky byly vyhodnoceny dle barevné srovnavaci stupnice doddvané vyrobcem. Vysledky
jednotlivych reakci byly zaznamenany do formulafi pro ENTEROtest 24, poté byla prove-

dena identifikace pomoci programu TNW Lite, Lachema.

9.3 Antibioticka rezistence

Cista bakterialni kultura byla pomoci klicky prenesena do 3ml sterilniho MPB a bylo pone-
chano inkubovat po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C. Po vyjmuti z termostatu byly do plas-

tovych sterilnich zkumavek pfipraveny suspenze odpovidajici zékalu 1. stupné¢ McFarlando-
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vy stupnice. Suspenze byla pipetovana na povrch agaru Mueller-Hinton, suspenze byla rov-
nomérné rozlita po povrchu pady a piebyvajici mnozstvi bylo odpipetovano, po zaschnuti
byly na povrch média kladeny antibiotické disky. Kultivace probihala opét pti teploté 37 °C
po dobu 24 hodin. Po vyjmuti z termostatu byly méfeny inhibi¢ni zony a vysledky byly
srovnavany s doporu¢enymi standardy.

Sady pouzitych antibiotickych disku:

Jednotlivé sady antibiotickych diskli jsou ptrehledné uvedeny nize (Tab. 14, Tab. 15, Tab.
16).

1) Sada G1

Tab. 14. Antibiotika v sadé G1.

Nazev antimikrobialni latky Koncentrace v pg Zkratka
Ampicilin 10 AMP
Cefalotin 30 KF
Doxycyklin 30 DO
Cefuroxim 30 CXM
Ciprofloxacin 5 CIP
Sulfamethoxazol/trimetoprim 25 SXT
Kyselina oxolinova 2 OA
2) Sada G2

Tab. 15. Antibiotika v sadé G2.

Nazev antimikrobialni latky Koncentrace v pg Zkratka
Gentamicin 10 CN
Cefotaxim 30 CTX
Ceftazidim 30 CAZ

Amoxicilin/klavulanat 30 AMC

Aztreonam 30 ATM
Chloramphenikol 30 C
Colistin 10 CT
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2) Sada G3:

Tab. 16. ATB v sadé G3.

Nazev antimikrobialni latky Koncentrace v pg Zkratka
Amikacin 30 AK
Cefoperazon/sulbactam 105 SCF
Piperacilin/tazobactam 110 TZP
Cefepim 30 FEP
Imipenem 10 IPM
Meronem 10 MEM
Tigecyklin 15 TGC

9.4 Kvantitativni stanoveni produkce bakteriocinii

Biologicka aktivita kolicini byla stanovena kvantitativné, a to pomoci vpichového pokusu.
Bakterie byly naockovany pomoci vpichu do misek s MPA a kultivovany v termostatu
po dobu 48 hodin a teploté 37 °C. Po vyjmuti z termostatu byly bakterie na miskach usmr-
ceny parami chloroformu, ktery ptisobil 30 minut. Poté byly piidy prelity suspenzi obsahujici
3 ml 1,05 % agaru (Soft agar) a 100 ul indikatorového kmene, ktery byl den pfedem zaoc-
kovan do MPB a ponechan inkubovat po dobu 24 hodin pfti teploté 37 °C. Jako indikatoro-
vé kmeny byly pouzity kmeny E. coli Row, E. coli P400, E. coli B1, E. coli ¢, E. coli Sabi-
na 40. Poté byly opét Petriho misky vlozeny do termostatu a ponechany k inkubaci po dobu
24 hodin pii teploté 37 °C, po vyjmuti byly odeéitany zony vytvotené okolo jednotlivych
kment bakterii [50].

9.5 PCR reakce

Metoda PCR byla pouzita pro roziazeni kment E. coli do fylogenetickych skupin. Tato
metoda byla provedena jak u vzorkl izolovanych z potravin v této praci, tak u sbirky

UTMP FT UTB ve Zling [43], ktera byla vyotkovéana ze zamraZeného stavu.
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9.5.1 Priprava bakterialniho lyzitu

Do predem pfipravenych a fadné¢ oznacenych eppendorfek bylo pripraveno 100 pl 1x fed¢-
ného PCR pufru, tato suspenze byla zhomogenizovana na homogenizatoru a dale byla po-
nechana v termobloku po dobu 20 minut pfi teploté 95 °C. Poté byl na centrifize oddélen
supernatant, ktery byl poté odpipetovan do dalSich eppendorfek, tento supernatant slouzil

jako templat do PCR reakce.

9.5.2 Slozeni amplifika¢ni smési pro detekci genu dle standardniho protokolu

Jednotlivé slozky reakéni smési pro PCR reakci (Tab. 18) byly namichany ve formé master
mixu, a to z divodu eliminace chyb, ke kterym by mohlo dojit v piipadé pipetovani velmi
malych mnozstvi jednotlivych latek. Celkovy objem jedné reakéni smési pro PCR byl 20 pl.
Primery, které byly pouZity do PCR smési jsou uvedeny niZe (Tab. 17). Dle standardniho

protokolu byla do kazdé reak¢ni smési pouzita jedna para primerq.

Tab. 17. Sekvence jednotlivych primerii.

Nazev primeru Sekvence primeru
ChuAl 5’- GAC GAA CCA ACG GTC AGG AT -3’
ChuA2 5’- TGC CGC CAG TAC CAA AGA CA -3’
YjaAl 5’- TGA AGT GTC AGG AGA CGC TG -3°
YjaA2 5’- ATG GAG ATT GCG TTC CTC ACC -3°
TspE4C2.1 5’- GAG TAATGT CGG GGC ATT CA -37
TspE4C2.2 5’- CGC GCC AAC AAAGTATTACG -3°

Tab. 18. Slozeni smési dle standardniho protokolu.

Slozka smési PCR Objem v pl
Voda 16,2
PCR pufr 2
dNTP mix 0,4
Templatova DNA 0,5
Taq DNA polymeraza 0,5
ChuA1/ChuA2 0,2/0,2
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9.5.3 SloZeni amplifika¢ni smési pro detekci genti podle metody Triplex PCR

Slozeni amplifika¢ni smési pro PCR provedenou dle metody Triplex PCR [12] je uvedeno
nize (Tab. 19). Stejné jako v predchozim piipad¢ byl prvni pfipraven master mix, aby se

zamezilo neptfesnostem pfi pipetovani malych mnozstvi.

Tab. 19. Slozeni smési pro Triplex PCR.

Slozka smési PCR Objem v ul
Voda 12,5
PCR pufr 2
dNTP mix 0,4
Templatova DNA 3
Taq DNA polymeraza 0,5
ChuAl/ChuA2 0,2/0,2
YjaAl/YjaA2 0,2/0,2
TSpE4C2.1/TspE4C2.2 0,2/0,2
MgCl, 0,4

9.54 Podminky PCR reakce dle standardniho protokolu

Podminky, za kterych probihala PCR dle standardniho protokolu jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 20).

Tab. 20. Podminky standardni PCR reakce.

Uvodni denaturace 94 °C/5 minut
Opakovani cyklu 30x
Denaturace 94 °C/30s
Annealing 55 °C/30s
Extenze 72 °C/30s
Zaverecna extenze 72 °C/7 minut
Chlazeni 4 °C/libovoln¢
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9.5.5 Podminky PCR reakce dle metody Triplex PCR

Podminky, za kterych probihala PCR pomoci metody Triplex [12] jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 21).

Tab. 21. Podminky Triplex PCR reakce.

Uvodni denaturace 94 °C/4 minut
Opakovani cyklu 30x
Denaturace 94 °C/5s
Annealing 59 °C/10s
Extenze 72 °C/5 minut
ZavereCna extenze 72 °C/7 minut
Chlazeni 4 °C/libovolné

9.5.6 Detekce produkti PCR reakce

Pro detekci amplikont ziskanych metodou PCR byla pouzita elektroforéza v 1,5 % agaro-
zovém gelu. Rychlost migrace jednotlivych molekul v gelu byla zavisla na jejich velikosti.
Pro piipravu gelu bylo navazeno 1,5 g agardzy a rozpusténo ve 100 ml 1x koncentrovaného
TAE pufru, ktery byl pfipraven zfedénim ze zasobniho 50x koncentrovaného TAE pufru.
Tato smés byla zahiivdna v mikrovlnné troub¢ a nékolikrat privedena k varu. Poté byla smes
ponechana lehce zchladnout a nasledné k ni byly ptidany 4 ul etidiumbromidu, gel byl nalit
do elektroforetické vani¢ky a byl vsunut hitebinek pro vytvofeni jamek. V prubéhu tuhnuti
gelu byly ke vSem vzorkim vyjmutym z termocykleru pfidany 4 pl nandseciho pufru.
Po ztuhnuti gelu byla vanicka az po rysku doplnéna 1x zfedénym TAE pufrem, do kazdé
jamky byl nanesen jeden vzorek v mnozstvi 15 pl, do prvni jamky byl vZdy nanesen marker
100 bp. Napéti na zdroji bylo nastaveno na 90 V a ¢as separace 60 minut. Po skonceni sepa-
race byl vysledek elektroforézy vyhodnocen v UV svétle a zdokumentovan pomoci progra-

mu Gene-Snap od SyneGene.
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10 VYSLEDKY A DISKUSE

10.1 Identifikace bakterialnich izolata

Vzorky byly zaockovany na Endo agar a ponechany inkubovat, pokud se po inkubaci obje-
vily tmavé fialové kolonie, jednalo se o laktdza pozitivni bakterie. S témito bakteriemi byla
dale provedena rychla identifikace. Nékteré kolonie jevily kovovy odlesk, nékteré nikoliv.
K rychlé identifikaci slouzil ENTEROtest 24 od firmy Pliva - Lachema, vysledky byly za-
znamenany do tabulky (Tab. 22).

Tab. 22. Vysledek identifikaci bakteridalnich izolatu.

Cislo kmene | Identifika¢ni skére | T-index Taxon identifikace
3 - - - intermediarni
4 99,36 0,926 Escherichia coli vyborna
7 99,94 0,512 Escherichia coli piijatelna
10 99,36 0,926 Escherichia coli vyborna
12 82,92 0,433 Kluyvera ascorbata rodova
22 97,90 0,772 Escherichia coli velmi dobra
29 89,19 0,971 Escherichia coli druhova
31 99,68 0,926 Escherichia coli velmi dobra
32 99,57 0,971 Escherichia coli vyborna
33 98,67 0,856 Escherichia coli velmi dobra
34 97,15 0,926 Escherichia coli velmi dobra
35 - - - neidentifikovano
36 - - - intermediarni
37 99,36 0,926 Escherichia coli vyborna
38 97,91 0,971 Escherichia coli velmi dobra
39 - - - intermediarni
40 - - - neidentifikovano
43 89,19 0,971 Escherichia coli druhova
44 89,19 0,971 Eshcerichia coli druhova
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Pokracovani Tab. 22.
49 69,24 0,357 Escherichia coli druhova
56 - - - neidentifikovano
57 - - - neidentifikovano
58 52,22 0,386 Klebsiella sp. rodova
59 - - - neidentifikovano
60 76,57 0,773 Klebsiella oxytoca rodova
61 99,58 0,971 Escherichia coli vyborna
62 99,36 0,926 Escherichia coli vyborna
63 89,19 0,971 Escherichia coli druhova
64 92,63 0,512 Escherichia coli pfijatelna
68 - - - neidentifikovano
69 - - - neidentifikovano
70 - - - neidentifikovano
74 84,09 0,449 Escherichia coli druhova
75 58,45 0,846 Escherichia coli druhova
78 67,43 0,757 Escherichia coli druhova

Z celkem 78 zkoumanych vzorki potravin zakoupenych v riznych obchodech ve Zlin¢ a

okoli bylo izolovano celkem 21 kmena E. coli (vzdy z jednoho vzorku maximalné jeden

izolat), coz bylo prokazano pomoci ENTEROtestu 24 firmy Pliva - Lachema.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

Na obréazku (Obr. 4) je zdznamovy arch pro ENTEROtest 24.
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Obr. 4. Zdaznamovy arch pro ENTEROtest 24.

10.2 Stanoveni citlivosti na antibiotika diskovou difuzni metodou

Existuji téi hlavni mechanismy vzniku rezistence u bakterii, inaktivace antibiotika, eflux anti-
biotika z bakterialni bufiky a modifikace vnimavého molekularniho cile. Antibioticka re-

zistence se neustale zvySuje, v disledku ruznych mutaci genomu [20].

V této praci byla pro zjisténi antibiotické rezistence u izolovanych kment pouzita difizni
diskova metoda. Tato metoda byla provedena u 19 kment z celkového poctu 21, jelikoz
zbylé 2 kmeny byly k dispozici pouze ve form¢ bakterialniho lyzatu, nikoli zivé kultury. To-
to stanoveni bylo provedeno na Mueller-Hinton agaru (Obr. 5) a na zakladé méfeni inhibi¢-

nich zon lze kmeny rozdé€lit na citlivé, rezistentni a intermediarni.
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Obr. 5. Mueller-Hinton agar s antibiotickymi disky, kmen 75.

Vysledky této metody byly vyhodnoceny podle tii standardq, jejichz kritéria pro jednotliva
antibiotika se mohou lisit. Prvni standard (MU) pochazi z Biologického tustavu Lékaiské
fakulty Masarykovy Univerzity v Brn¢, (aktualizace ze dne 31. 3. 2008). Druhy standard
EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) [46] je standar-
dem pouzivanym v evropskych zemich. Posledni standard BSAC (British Society for Anti-

microbial Chemotherapy) [47] je standard pouzivany ve Velké Britanii.

Srovnani veskerych vysledku ilustruje Tabulka 23. V prvnim sloupci jsou uvedena jednotli-
va antibiotika, poté nasleduji pocty citlivych, intermediarnich a rezistentnich kmenti, posled-
ni sloupec uvadi kolik bylo celkem kmenti na jednotlivé antibiotikum vySetieno. Je-li uvede-

no, ze zde neni definovan, pak dany standard toto antibiotikum neuvadi.

Ze tabulky (Tab. 23) je zfetelné, Ze kazdy standart ma jin4 kritéria, kazdy hodnoti velikost
z6n jinak. Evropsky (EUCAST) a britsky (BSAC) standard dokonce jiz néktera antibiotika
ani neuvadi a u nékterych antibiotik je pfimo odkazadno na stanoveni MIC. Standardy
EUCAST a BSAC déli n¢které kmeny na citlivé (C), intermediarni (I) a rezistentni (R), ale
nékteré kmeny déli pouze na citlivé a rezistentni. Pokud je v Tabulce 23 uveden za poétem
citlivych, intermediarnich a rezistentnich kmenti pocet celkovych kment niz$i nez 19 (coz je
celkovy pocet zkoumanych), je divodem nedostupnost dalsich antibiotickych diski na trhu,

tedy bylo pouzito dostupné mnozstvi alespont na nékterych kmenech.
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Tab. 23. Vyhodnoceni diskové difiizni metody dle tri standardii.
MU EUCAST BSAC
ATB | C I R |[suma| C I R |Suma| C | R |suma
CAZ | 12 5 2 19 9 10 0 19 0 14 5 19
ATM | 18 0 1 19 9 3 7 19 8 2 9 19
CT 18 1 0 19 Neni zde definovan Neni zde definovan
C 19 0 0 19 19 0 X 19 19 0 X 19
CN 18 0 1 19 14 1 4 19 1 5 13 19
CTX | 14 1 4 19 19 0 0 19 3 8 8 19
AMC | 0 11 8 19 19 0 X 19 0 19 X 19
CIP 18 0 1 19 18 1 0 19 18 0 1 19
SXT | 10 1 0 11 10 1 0 11 10 1 0 11
DO 3 2 14 19 Neni zde definovan Neni zde definovan
CXM 1 6 12 19 5 14 X 19 4 15 X 19
AMP | 0 19 0 19 0 19 X 19 0 19 X 19
KF 0 10 1 11 Neni zde definovan Neni zde definovan
OA 18 1 0 19 Neni zde definovan Neni zde definovan
TzP [ 15| 0 | 4|19 18] 0] 1| 19 |9 | 4] 6|19
SCF 18 0 1 19 Neni zde definovan Neni zde definovan
ME 16 2 1 19 Neni zde definovan Neni zde definovan
IPM 16 1 2 19 16 3 0 19 16 3 0 19
FEP | 14 2 3 19 0 19 0 19 0 19 0 19
AK 18 0 1 19 19 0 0 19 10 0 9 19

V Tabulce 24 je uveden piehled, kolik kmenti z celkového poctu bylo rezistentni na jednot-

liva antibiotika. V dalsi tabulce (Tab. 25) je navic uvedeno procentudlni vyjadieni mnozstvi

rezistentncich kmenti ze vSech testovanych kmenti. Procentualni vyjadieni bylo vyuzito i

ptesto, ze soubor kmenti je maly, je zde uvedeno pouze pro potieby srovnani rezistence s

dostupnou literaturou.
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Tab. 24. Pocet rezistentnich kmenii k celkovému poctu vysetrenych kmenii.

MU EUCAST BSAC
ATB Pocet rezistentnich | Pocet rezistentnich | Pocet rezistentnich
kmenu/ celkovy kmenu/ celkovy kment/ celkovy
pocet kmentu pocet kmenu pocet kmenit
CAZ 2/19 10/19 14/19
ATM 0/19 3/19 2/19
CT 1/19 X X
C 0/19 0/19 0/19
CN 0/19 1/19 5/19
CTX 1/19 0/19 8/19
AMC 11/19 19/19 19/19
CIP 0/19 1/19 0/19
SXT 1/11 1/11 1/11
DO 2/19 X X
CXM 6/19 14/19 15/19
AMP 19/19 19/19 19/19
KF 10/19 X X
OA 1/11 X X
TZP 0/19 0/19 4/19
SCF 0/19 X X
MEM 2/19 X X
IPM 1/19 3/19 3/19
FEP 2/19 19/19 19/19
AK 0/19 0/19 0/19
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Tab. 25. Procentudlni vyjadreni mnozstvi rezistentnich kmenui.

MU EUCAST BSAC
ATB Procentualni vyja- | Procentualni vyja- | Procentualni vyja-
dieni rezistentnich | dieni rezistentnich | dreni rezistentnich
kmenii (%0) kmenii (%0) kmenii (%0)
CIP 0 5 0
SXT 9 9 9
DO 11 X
CXM 32 74 79
AMP 100 100 100
KF 53 X X
OA 9 X X
CAZ 11 53 74
ATM 0 16 11
CT 5 X X
C 0 0 0
CN 0 5 26
CTX 5 0 42
AMC 58 100 100
TZP 0 0 21
SCF 0 X X
MEM 11 X X
IPM 5 16 16
FEP 11 100 100
AK 0 0 0

Jako vyborny zdroj informaci o antibiotické rezistenci u humannich izolata slouzi v CR a

ostatnich zemich databaze EARSS, ktera priib&zné zaznamenava tyto tidaje. CR je &lenem

databaze od roku 2000. Databaze EARSS v CR az do roku 2009 interpretovala vysledky

podle breakpointil bezné uzivanych v CR, od roku 2010 se tyto vysledky interpretuji podle
klinickych breakpointt EUCAST. Databaze EARSS uvadi, Ze v roce 2010 byla bakterie E.

coli v 59 % ptipadi rezistentni vii¢i ampicilinu, v 11 % pfipadi rezistentni vuci caftazidimu,

v 11 % wvici cefotaximu a v 8 % pfipadi vici gentamicinu [48]. Podle breakpointti

EUCAST byla rezistence u kmentt E. coli ziskanych v této praci k ampicilinu 100 %,
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k ceftazidimu bylo rezistentnich 53 % kmend, k cefotaximu byly citlivé vSechny izolované
tech). Dtivdem pro tyto rozpory mize byt zejména maly soubor testovanych kmeni v této
praci (procentudlni vyjadieni je pouze orientacni) a také jiny ptivod testovanych kmenti (po-
traviny). Naopak tomu bylo v pfipadé gentamicinu, kdy byla rezistence zjisténa v této praci

srovnatelna s Gdaji v EARSS, piestoze byla mirné nizsi (5 %) [48].

Ve srovnani rezistence 51 kmend E. coli izolovanych v roce 2010 ze vzorkli masa ze stejné
oblasti a ve stejncyh laboratornich podminkach [43] a kment ziskanych v této praci byla
celkova rezistence vyssi, jelikoZ bylo 100 % kment rezistentnich alespoii k jednomu antibio-
tiku, kdezto v roce 2010 to bylo 98 %. Pfi srovnani jednolivych antibiotik doslo k vyraznéj-
Simu poklesu rezistence u doxycyklinu, cefalotinu a colistinu. Vyrazné vyssi byla rezistence
u cefuroximu, meronemu a cefepimu. U ampicilinu, k. oxolinové, ceftazidimu, amoxici-
lin/klavulanatu, cefoperazon/sulbactamu a imipenemu se rezistence liSila pouze nepatrné.
Naptiklad u doxycyklinu bylo v roce 2010 rezistentnich 82 % kment, kdezto v této praci
bylo rezistentnich pouze 11 % kmeni. Naproti tomu napiiklad u cefuroximu bylo v roce

2010 rezistentnich 8 % kment a v roce 2011/2012 32 %.
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Tab. 26. Prehled antibiotik, na které byl dany kmen citlivy, rezistentni nebo se jevil jako

intermedidrni, zhodnoceno dle MU.

C. kmene ATB - citlivy ATB - rezistentni ATB - intermediarni
4 14 1 5
10 15 2 3
29 13 3 4
31 14 3 3
32 12 3 3
33 12 4 4
34 13 4 3
37 14 2 4
38 15 2 3
43 13 4 3
44 13 4 3
49 11 9 0
61 13 2 3
62 15 1 2
63 14 1 3
64 14 2 2
74 11 4 3
75 11 2 5
78 8 6 4

Z tabulky (Tab. 26) je jasné, Ze vSechny zkoumané kmeny E. coli byly rezistentni alespon
na jedno antibiotikum. Z celkového poc¢tu zkoumanych kmenii bylo na jedno antibiotikum
rezistentni 16 % a multirezistenci, ¢ili rezistenci ke dvéma a vice antibiotikiim, vykazovalo

84 %.

Rezistence bakterii na antibiotika je mezinarodnim dlouhodobym problémem. Pfi¢in re-
zistence muze byt vice, ale nejvyznamnéj$im z nich je zbytecné podavani antibiotik u infekci

virového piivodu a dale u banalnich, samotizdravnych bakterialnich infekci [48].

V letech 1997-1999 byla provedena studie antibiotické rezistence u E. coli ve vzorcich po-
chazejicich od zvitat, lidi, ale také potravin, a to zejména Zivoc¢isného ptivodu. Antibiotika
Jjsou bézné pouzivana k 1é€b&é onemocnéni lidi a zvifat, ale mohou byt také pouzita jako

ristové stimulatory. Antibiotika pouZivana ve veterinarni a humanni mediciné maji stejnou
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strukturu. Endogenni bakterialni mikroflora miize hrat dilezitou roli jako piijemce a darce

prenosnych gent, které nesou informaci o antibiotické rezistenci [49].

Potraviny Zivocisného ptiivodu jsou dilezitym zdrojem E. coli pochazejici z fekalni konta-
minace jate¢nych tél na jatkach, mozna informace o rezistenci u téchto mikroorganismt
muze byt pfenesena konzumaci na lidi. V této studii bylo zkoumano 69 potravin zivo¢isného
ptvodu, které pochazeli ze 14 riznych lokalnich supermarketti a obchodui s driibeZi ve Spa-
nélsku. Antimikrobidlni rezistence zde byla vySetiena pomoci diskové diftizni metody

na Mueller Hinton agaru, stejné jako v této praci [49].

Z 69 vzorku se u 47 podatilo izolovat E. coli, ¢ili v 68 %, bakterie v téchto vzorcich prav-
dépodobné pochazeli z fekalni kontaminace pfi evisceraci. Z téchto vzorka bylo 13 % re-
zistentnich na ciprofloxacin a 13 % na gentamicin, dle breakpointt EUCAST bylo v této
praci ke gentamicinu rezistentnich méné (5 %) vzorka a k ciprofloxacinu také 5 %, ¢ili re-
zistence zde byla niz§i. K ampicilinu bylo ve studii rezistentnich 47 % kment izolovanych
ci byly k ampicilinu rezistentni vSechny izolované kmeny, stejné tak bylo ve studii k amoxi-
cilin/klavulanatu rezistentnich pouze 13 % vzorkd, kdezto v této praci byly opét rezistentni
vSechny kmeny. Naproti tomu u sulfametoxazol/trimetoprimu byla rezistence v této praci

niz8i, pouze 9 % oproti 34 % ze studie [49].

V roce 2001 byla v USA provedena studie antibiotické rezistence u 220 vzorka E. coli po-
chazejicich od lidi, zvifat a z potravin, které byly izolovany od roku 1985 do roku 2000, i

této studii byla rezistence k ampicilinu vyrazné nizs$i nez v této praci (13 a 100 %) [22].

10.3 Kolicinogenie kmenu Escherichia coli

Bakteriociny jsou latky s baktericidnim u¢inkem, tyto latky je schopna produkovat také bak-
terie Escherichia coli [44] [45]. V této praci byla pro detekci produkce kolicinti pouzita

vpichova metoda.

Koliciny jsou toxické exoproteiny produkované kolicinogennimi kmeny E. coli a nékterymi
dalsimi kmeny z Celedi Enterobacteriaceae, tyto proteiny slouzi k zabijeni Gizce ptibuznych
druht, coz poskytuje producentovi lepsi piistup k omezenym zdrojim [50] [51]. E. coli
produkuje dva typy bakteriocint, koliciny a mikrociny [52]. Literatura uvadi, ze okolo 35 %

kmenti E. coli osidlujicich travici trakt je kolicinogennich. Nejvice kolicinti je produkovano
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v exponencidlni fazi riistu bakterii. Prvnim objevenym bakteriocinem byl kolicin V, nyni je
tento bakteriocin klasifikovan jako mikrocin V. Je charakterizovano okolo 34 kolicint,
z ¢ehoz 21 jsou velmi dobte popsany. Koliciny se 1i$i od mikrocinti zpisobem, jakym jsou
uvoliovany z produkujicich bun€k. Vétsina dostupnych zdroji uvadi, Ze se kolicinogenie
vyskytuje u 25 - 45 % kment E. coli, nékteré studie ovSem ukazaly pouze 12 % produkci

kolicinti a n€které naopak az 75 % [50].

Produkce bakteriocinti je dulezitou charakteristikou E. coli pochazejici od c¢loveka.
Do roku 2010 bylo analyzovano 26 kolicinti a 9 mikrocini na molekularni urovni umoznuji-

ci molekularni detekci korespondujicich genti [60].

U 19 z 21 kment bakterie E. coli izolovanych v této praci z potravin byla vpichovym poku-
sem zjistovana produkce bakteriocin, u zbylych 2 kmenti nebyl vpichovy pokus proveden,
jelikoz byly k dispozici pouze ve formé bakterialni lyzaty a né zivé kultury. Na zaklad¢ vy-
hodnoceni inhibi¢nich u€inkil na 5 indikatorovych kmenech bylo zjiSténo, Ze 2 kmeny pro-
dukuji bakteriociny. Vysledky jsou zaznamenany nize (Tab. 27) a ukazku agaru s vpicho-

vym pokusem zobrazuje Obrazek 6.
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Tab. 27. Vyhodnoceni vpichového pokusu.

C. kmene

Sab 40

Bl

P 400

Row

E. coli ¢

4

+

+

10

29

31

32

33

34

37

38

43

44

49

61

62

63

64

74

75

78




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

Obr. 6. Vpichovy pokus, kmen 55.

V roce 2011 byla ve stejnych laboratornich podminkéch a na kmenech z podobnych podmi-
nek zjistovana vpichovych pokusem produkce bakteriocind, bylo zjisténo, ze 13 ze 46 kme-
ni produkuje bakteriociny [53]. V této praci bylo zjisténo, Ze bakteriociny produkuji pouze
incidence je pravdépodobné to, Ze vzorky v roce 2011 pochézely z jinych typii potravin nez
vzorky pouzité v této praci, dals$im moznym diavodem je to, Ze soubor kmenti v této praci
byl ptili§ maly.

Studie, ktera byla provedena v letech 2005-2006 ukézala, Ze z celkového poctu 266 izolath
E. coli, 38 % produkovalo bakteriociny, 24 % produkovalo koliciny a 20 % mikrociny.
Ze 102 kment, které produkovaly bakteriociny, 42 % produkovalo jeden typ, 41 % produ-
kovalo 2 typy, 16 % produkovalo 3 typy a jeden kmen dokonce produkoval 4 typy bakteri-
ocini. Kmeny, které produkovaly vice nez jeden typ bakteriocini nejéastéji pattily do fylo-

genetické skupiny B2, méné ¢asto do skupiny A nebo D [13].

Ve studii na univerzité ve slovinské Lublani byla v roce 2011 provedena studie na produkci
bakteriocini u 105 kmeni E. coli pochazejicich ze vzorkt od pacientti s bakteriémii. Bylo
zjisténo, ze 66 % produkovalo alespont jeden bakteriocin, 43 % produkovalo jeden nebo
vice kolicinli a 54 % jeden nebo vice mikrocini. Bylo prokadzano, Ze mikrociny pfispivaji
k virulenci E. coli zptsobujici bakteriémie mocovych cest. Pokud by se vysledek kolicino-

genie v této praci vyjadiil pro potfeby srovnani na procenta, délala by tato produkce pouze
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10,5 %, coz je mnohem mén¢, nez v ostatnich studiich, nicméné takto nizky pocet vzorkl

nelze povazovat za statisticky soubor [52].

10.4 Fylogeneticka analyza dle standardniho protokolu a triplex PCR

Existuje nékolik variant déleni do fylogenetickych skupin, pii kontrole funk¢nosti metody
Triplex PCR popsané Clermontem bylo zjiSténo, ze se 4 zakladni fylogenetické skupiny A,
B1, B2 a D daji ¢lenit jesté na dalsi podskupiny [13]. V této praci byla pouzita metoda Tri-
plex PCR, rozd¢lujici kmeny do 4 zakladnich skupin, objevena v roce 2000 [12]. Z izolova-
nych kmenti potravin, u kterych bylo pomoci mikrotestt zjiSténo, ze se opravdu jedna o E.
coli, byly ziskany bakterialni lyzaty, se kteryma byla Triplex PCR provedena. Poté byla pro-
vedena detekce produktli elektroforézou v agarovém gelu a vysledky zdokumentovany po-

moci programu SynGene Ingenius.

Vsech 21 kmenti izolovanych z potravin v této praci a 39 kmenti ze sbirky UTMP FT UTB
ve Zlin¢ [43], celkem tedy 60 kmenti E. coli, bylo podrobeno PCR dle standardniho proto-
kolu nebo triplex PCR. Pokud byla provedena PCR dle standardniho protokolu byly u kaz-
dého kmene provedeny 3 reakce, pokud byla pouzita metoda Triplex, stacila pouze jedna

reakce ke zjisténi piitomnych gent.

Po provedeni PCR dle standardniho protokolu a zjisténi pfitomnych gent byla metoda tri-
plex standardizovana pro podminky laboratoie, jelikoz dle ndvodu Clermonta [12] v pod-
minkach nasi laboratofe nefungovala. Bylo pracovano s rtiznymi mnozstvimi dNTP staveb-
nich kameniit DNA, s rtiznym mnoZzstvim lyzatu a dale s hofecnatymi ionty. Poté, co byla
metoda Triplex zjiSténa jako fungujici byly dalsi kmeny stanoveny jiz pomoci této metody,
jestlize se nektery vysledek jevil jako nejasny, byla opét zpétné provedena PCR dle stan-
dardniho protokolu, pro ovéfeni, zdali je vysledek triplex PCR sprévny.

10.4.1 Detekce produktii PCR reakce

Ziskané amplikony byly detekovany eletroforézou v 1,5 % agar6zovém gelu, jednalo se bud’
o metodu, kde byl pouzit pouze jeden par primerti (Obr. 7) nebo metodu, kde byly pouzity
vSechny tfi pary primert - triplex (Obr. 8). Metodou PCR byly izolované kmeny E. coli
rozdéleny do jednotlivych fylogenetickych skupin. Rozdéleni do skupin probehlo podle di-

chotomického klice, ktery byl navrzen Clermontem [12].
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Obr. 7 Agarézovy gel s PCR produkty. Zleva: 1. jamka marker (100 bp), 2. jam-
ka- pozitivni gen chuA (279 bp), 3. jamka- pozitivni gen yjaA (211 bp), 4. jamka-
pozitivni gen TspE4C2 (152 bp), 5. jamka- negativni gen chuAd (279 bp), 6. jam-
ka- negativni gen yjad (211 bp), 7. jamka- pozitivni gen TspE4C2 (152 bp), 8.
jamka- negativni gen chuAd (279 bp), 9. jamka- negativni gen yjaA (211 bp), 10.
jamka- pozitivni gen TspE4C2 (152 bp). Jamka 2-4 vzorek 43, jamka 5-7 vzorek
33, jamka 8-10 vzorek 34.

Obr. 8 Agarézovy gel s PCR produkty. Zleva: 1. jamka marker (100 bp), 2-7, 10-
11 chuA (279 bp), yjaA (211 bp), TspE4C2 (152 bp) negativni kmeny 7, 10, 22,
32, 38, JR10, JR 27, JR 28. 8-9 pozitivni geny chuA (279 bp), yjaA (211 bp),
TSpE4C2 (152 bp) u kmenii 43, 74. 12 pozitivni chuA (279 bp) a yjaA (211 bp)
kmen JR33. 13-14, 16 negativni chuA (279 bp), yjaA (211 bp), TspE4C2 (152 bp)
vzorky JR2S, JR29, JR31. 14 pozitivni gen yjaA (211 bp) JR1.
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10.4.2 Vyhodnoceni vysledku fylogenetické analyzy

Tabulka 28 zobrazuje vysledky ziskané provedenim PCR fylogenetické analyzy. Vysledky
PCR ukazaly, ze 30 z 60 zkoumanych kment patiilo do skupiny A (50 %), 27 z 60 (45 %)
vzorki patfilo do skupiny Bl a zbylé 3 (5 %) kmeny pattily do skupiny B2. V této praci

nebyl do skupiny D zafazen ani jeden kmen E. coli.

Tab. 28 Vysledky fylogenetické analyzy.

C. kmene chuA yjaA TspE4C2 Skupina

4 - - + B1

7 - - -

10 : : :

22 - - -

29 - T +

31 i i

32 i i :

33 - - +
34 - - +

37 - - -

38 - - -

43 + + +

44 - - -

49 - - -

61 - - -

62 - - -

63 - -

64 - - -

74 -

75 -

78 -

JR1 -

JR?2 - - -

JR3 - - -

JR4 - - -

JR5 - - -

JR6 - - -

JR7 ] 3 "

JR 8 - - -

>>E>>>>>>REB>>>>> >8> RN > T > > >

JR 10 - - -
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Pokracovani Tab. 28.

JR 12 - - A
JR 13 - + Bl
JR 14 - + Bl
JR 15 - + Bl
JR 16 - + Bl
JR 17 - + Bl
JR 18 - + Bl
JR 19 - - A
JR 20 - + Bl
JR 21 - + Bl
JR 22 - + Bl
JR 23 - + Bl
JR 24 - - A
JR 25 - - A
JR 26 - + Bl
JR 27 - - A
JR 28 - - A
JR 29 - - A
JR 31 - - A
JR 33 - B2
JR 35 + Bl
JR 37 - - A
JR 38 - + Bl
JR 39 - + Bl
JR 40 - + Bl
JR 41 - + Bl
JR 45 + + Bl
JR 47 + + Bl
JR 50 + + Bl
JR 51 + + Bl

V jiné studii fylogeneticka analyza kment E. coli ukazala, Zze virulentni extraintestinalni

kmeny patii hlavné do skupiny B2 nebo D, bylo také prokazano, Ze vétSina komenzalnich

kment patii do skupiny A. Metodou dichotomického vétveni bylo ve studii Clermonta

spravné zatazeno 228 z 230 kment, ¢ili 99 %, pouze dva kmeny, které mély byt zarazeny

jako B1 byly zatazeny jako A. Do skupiny A patfilo 43 kment z 230, tedy 18,7 %. Do sku-

piny B1 patfilo 23 kmenti (10 %), do skupiny B2 patfilo 113 (49 %) kmenti a do skupiny D
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51 (22,2 %) [12]. Vzhledem k tomu, Ze v této praci nebyl zatazen ani jeden kmen do skupi-
ny D a do skupiny B2 byly zatazeny pouze 3 kmeny, je ziejmé, Ze extraintestinalni kmeny se
v potravinach vyskytuji ve velmi malé¢ mife. Pravdépodobné se tedy v pievazné vétsing jed-
na o intestinalni kmeny, je tedy mozné, ze je sekundarni kontaminace pravé fekalniho ptivo-

du.

V soucasném roce byla v Jizni Australii provedena studie, ktera také rozfazovala izolované
kmeny E. coli do fylogenetickych skupin, jednalo se o kmeny pochazejici z riznych druhd
kurat. Vzorky byly odebrany na farmach nebo na jatkdch z kufat chovanych na maso
ve volném vybehu, z kutat ve volném vybehu chovanych na produkci vajec a z komercnich
interiérovych kufat. E. coli zde byly také rozdélovany do skupin A, B1, B2 a D. Smés
na PCR reakci také obsahovala hotfecnaté ionty. Analyza ukézala, ze z celkovych 311 vzor-
ki vykalt kufat nasbiranych v letech 2008 az 2009 patiilo 39,4 % do skupiny A, 32,3 %
do skupiny B1, 11,2 % do skupiny B2 a 17,1 % do skupiny D [54]. Tyto vysledky jsou
velmi podobné vysledkiim z této préce, stejné jako v této praci byla nejvice zastoupena sku-
pina A, déale potom nasledovala skupina B1, stejné jako v této praci do skupiny B2 patiil
nejmensi pocet kmenti. Jedinym rozdilem ve vysledku je, ze v této praci skupina D zastou-

pena nebyla.

Zajimavé vysledky poskytuje studie tykajici se fylogenetickych skupin u kmend E. coli izo-
lovanych ze vzorku, které byly odebrany v Cistirnach odpadnich vod [55]. V dané studii
patiilo nejvice kment do skupiny D, naopak, coZ je zajimavé, v této praci do skupiny D
nebyl zatazen ani jeden kmen. Déle jiz nasledovalo zastoupeni ve skupinach ve stejném po-
fadi jako v této praci A, B1, B2. Bylo prokédzéano, ze voda, které se dostava do zivotniho
prosttedi je potencidlnim nebezpecim. Vzhledem k tomu, Ze skupina D je tvofena pfevazné
extraintestinalnimi kmeny, je mozné, ze v Cistirnach odpadnich vod pfevazuje kontaminace

pochazejici z urogenitalniho traktu nad fekélni kontaminaci.

Ze studie provedené v roce 2011 je zfejmé, Ze izolované kmeny z klinickych vzorkt patii do
riznych fylogenetickych skupin a neni mozné s jistotou fici, odkud pravdépodobné kmen
Vv potraviné pochazel. Tento vyzkum prokazal, Zze nejvice kment z klinickych izolatt pattilo
do skupiny A (44,4 %), coZ je totoZné jako v této praci, nicméng izolaty zatfazené do této
skupiny pochéazely z moci, stolice 1 ze vzorkl z vaginy. Dalsi nejvice zastoupenou skupinou

byla skupina B1, coZ také odpovida vysledkiim této prace, kmeny do této skupiny zatazené
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pochazely také ze vSech tii typu klinickych vzorkt. Zajimavé je, Ze kmeny zatazené do sku-
piny B2 (17,7 %) pochéazely z moci a vaginalnich vzorki, ani jeden vzorek v této skupiné
nepochazel ze stolice. V nejméné zastoupené skupiné D (15,5 %) byly také zastoupeny

vSechny typy klinickych izolatt [56].

Je ztejmé, ze u vétsiny provedenych studii patfi nejvice kmenti do skupiny A, jak tomu také
bylo v piipad¢ studie klinickych bovinnich mastitid, zde dokonce pattilo do této skupiny
82,6 % izolovanych kmenti, dilezité je, ze se ve vétsing piipadl jednalo o komensalni kme-
ny, tedy kmeny z GIT (gastrointestinalni trakt) [57]. Je tedy pravdépodobné, ze kmeny za-
fazené do skupiny A v této praci pochazeli z GIT bud’ zvifat, pokud se jednalo 0 vzorky
masa nebo z GIT ¢lovéka, pokud se jednalo o vzorky ostatnich potravin, zejména téch, kte-
ré prichdzeji do uzkého styku se zaméstnanci podnikl. Na zakladé téchto vysledkl je mozné
fici, ze v fetézcich, kde byly vzorky zakoupeny, by se méla zvysit hygienicka opatieni, mél
by byt kladen vyssi diiraz na hygienu, jak pracovnich a prodejnich prostor, tak samotnych
zaméstnancl. V neposledni fad¢ by méla byt zlepSena kvalita prodeje v prodejnach s cers-
tvym masem a masnymi vyrobky. Zamestnanci, kteti ptichazeji do styku s pénezi by neméli
prichazet do styku s komoditami nebo by méli fddné pouzivat ochrannych rukavic, které by

meély byt dostatecné Casto ménény.

Ptehled o tom, jaké skupiny jsou nejCastéji zastoupeny ve vzorcich fekalii od cloveka je
uveden nize (Tab. 29), z tohoto piehledu je vice nez ziejmé, Ze velmi zavisi na geografické

poloze zkoumané oblasti, a ze neni pravidlem, ze by skupiny A byla nejcastéji zastoupena

[58].

Tab. 29. Pritomnost 4 hlavnich fylogenetickych skupin [58].

Populace Pocet vzorki A (%) Bl (%) B2 (%) D (%)
Francie 56 61 12,5 10,5 16
Cina 325 43,7 23,4 16,0 16,9
Japonsko 61 28,0 0,0 44,0 28,0
Chorvatsko 57 35,1 31,6 19,3 14,0
Australie 266 19,5 12,4 45,1 22,9
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V roce 2010 byla provedena studie, jejimz cilem bylo zjistit, jak se mezi fylogenetické sku-
piny rozdeluji urcité kmeny E. coli pochazejici od lidi, kufat, skotu, koz, prasat a ovci, aby

bylo mozné podle fylogenetické skupiny rozlisit zdroj fekalni kontaminace [59].

Bylo prokazano, ze rozlozeni fylogenetickych skupin, podskupin (A0, Al, B1, B22, B23,
D1, D2) a genetickych markeri je u analyzovanych hostiteli nenahodné. Kmeny ze skupiny
B1 se nachazely u vSech hostiteli, nicméné pievazovaly u skotu, koz a ovci, naproti tomu
podskupina B2; se vyskytovala pouze v lidskych vzorcich. Byla vyzkousSena analyza, které
dokazala se 17 % Cetnosti chyb urcit, zdali se jedna o bylozravy nebo v§ezravy zdroj daného

kmene. Rozdéleni do skupin probéhlo nasledovné:
e Ay - CchuA-, yjaA-, TspE4.C2-;
e A - chuA-, yjaA+, TspE4.C2-;
e Bl - chuA-, yjaA-, TspE4.C2+;
e B2,- chuA+, yjaA+, TspE4.C2-;
e B2;- chuA+, yjaA+, TspE4.C2+;
e D;-chuA+, yjaA-, TspE4.C2-;
e D,- chuA+, yjaA-, TspE4.C2+ [59].

Vzhledem k tomu, ze v této studii se skupina B23 vyskytovala pouze v lidskych vzorcich, je
pravdépodobné, Ze dva kmeny vySetfované v této praci ve skute¢nosti pochazely z lidského
zdroje kontaminace, jednalo se o vzorky 74 a 43, tedy o cukraisky vyrobek Spic¢ka a kufe

celé z pultového prodeje.

Ve studii [13] provedené k ovéfeni funkénosti metody podle Clermonta bylo zjisténo, ze
kmeny, které jsou do fylogenetické skupiny A pfifazeny na zakladé nepfitomnosti vSech tii
gentl, ziidkakdy do této skupiny opravdu patii. Je tedy mozné, Ze 31 kmenl zatazenych
do skupiny A v této praci na stejném principu, ve skutecnosti patii do jiné fylogenetické
skupiny. Je pravdépodobné, ze metoda pouzita v této praci neni piesna a bylo by vhodné

vysledky ovéfit naptiklad multilokusovou enzymovou elektroforézou.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

ZAVER

Bakterie Escherichia coli se vyskytuje pfirozené v travicim traktu ¢lovéka a zvitat, dale se
vyskytuje v komoditach rostlinného i zivoc¢isného ptivodu a ve vodach, kde slouzi jako uka-
zatel sekundarni kontaminace. DéEli se na patogenni a apatogenni kmeny, které mohou byt
jak intestinalni tak extraintestinalni. U této bakterie byly charakterizovany jednotlivé fyloge-
netické skupiny z nichz nejzakladnéjsi jsou A, B1, B2 a D. Velmi vyznamnym pfedmétem
testovani je antibiotickd rezistence této bakterie, kterd mize byt pfirozena nebo ziskana,
u E. coli je velmi dobra vnimavost na cefalosporiny, flourované chinolony ko-trimoxazol,
piirozené necitliva je tato bakterie na benzylpenicilin. E. coli je schopna produkovat dva
typy bakteriocinli, koliciny a mikrociny. Koliciny jsou toxické exoproteiny, které slouZzi
Kk zabijeni uzce piibuznych druhd bakterii, prvnim objevenym kolicinem byl kolicin V, je

charakterizovano okolo 34 kolicinti z nichZ 21 je velmi dobie popsano.

Cilem této prace bylo izolovat bakterialni kmeny z potravin, provést jejich identifikaci po-
moci mikrotesti a u kmenti E. coli provést zjisténi citlivosti na jednotliva antibiotika pomoci
difuzni diskové metody, kolicinogenii vpichovym pokusem a rozdé€lit kmeny do jednotlivych
fylogenetickych skupin metodou PCR.

Z celkem 78 vzorkl potravin pochdzejicich s maloobchodnich prodejen na Zlinsku bylo
izolovano celkem 21 kmenu E. coli. U 19 kment byla vySetiena citlivost na antibiotika, bylo
zjisténo, ze vSechny kmeny jsou rezistentni alespon k jednomu antibiotiku (16 %) a zbylych
84 % prokazalo multirezistenci, tedy rezistenci na dvé a vice antibiotik. Hlavni pticinou
rezistence bakterii je zbyteéné podavani antibiotik u infekci virového puvodu a dale u banal-

nich samouzdravnych bakterialnich infekci.

U 19 kmenu bylo pomoci vpichového pokusu hodnocena kolicinogenie. Na zaklad¢ vyhod-
noceni inhibi¢nich G¢inkl na 5 indikdtorovych kmenech bylo zjisténo, Ze 2 kmeny produkuji

koliciny.

Celkem u 60 kmenu E. coli bylo provedeno roziazeni do fylogenetickych skupin pomoci
metody PCR. Bylo zji§téno, ze nejvétsi podil kment patii do fylogenetické skupiny A (50
%), 27 kment (45 %) bylo zatazeno do fylogenetické skupiny B1 a zbylé 3 kmeny (5 %)
patfily do skupiny B2. Do skupiny D nebyl v této praci zafazen zadny kmen. Z vysledku je
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ziejmé, ze se nejcastéji jednalo praveé o kmeny intestindlniho ptivodu, coz poukazuje na ne-

dostate¢nou hygienu a sanitaci vyrobnich, skladovacich a prodejnich prostor.
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EPEC

EIEC

EHEC
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EAEC

DAEC

UPEC

MNEC

APEC

NTEC

AIEC

PCR

DNA

LEE

MIC

HUS

HACCP

NK

MPA

MPB

EA

GIT

Enterotoxigenni E. coli

Enteropatogenni E. coli

Enteroinvazivni E. coli

Enterohemoragicka E. coli

Shiga - toxigenni E. coli

Enteroagregativni E. coli

Diftzné- adherentni E. coli

Uropatogenni E. coli

Kmeny E. coli spojené s meningitidou a sepsi
Kmeny E. coli zpuisobujici infekce respiratorniho traktu u ptactva
Kmeny E. coli produkujici nekrotizujici faktory
Kmeny E. coli spojené s Crohnovou chorobou
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Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Hemolyticko- uremicky syndrom
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Gastrointestinalni trakt
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