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ABSTRAKT

Escherichia colije prirozenou sotasti stevni mikrofléry teplokrevnych Ziacha, véetrg
¢loveka. Clovéku je prospsna nejenom produkci latekigobici antimikrob#é vaci pato-
gennim bakteriim, ale i¢asti na tvorb urcitych vitamini. Nékteré kmenyE. coli jsou
ovSem patogenni a mohoutigpbovatradu intestinalniclti extraintestinalnich onemoén
ni. Cilem praktick&asti bylo provést u izol&tE. coli z potravin ro¥azeni do fylogenetic-
kych skupin (A, B1, B2, D), detekovat faktory vieakceiss, papC, neuC, iucD, tsh, yat
u vybranych kmei E. colidaleVT1, VT2, CNF1, CNF2, ST1, ST2, LT1, eaeA, kiba-
gg a u kolicinogennich kméndetekovat typ bakteriocinu (24 koliéira 8 mikrociri),
to vS8e metodou PCR. Fylogenetickou analyzou bytetvavinach prokazanatippmnost
kmeni E. coli naleZejicich do virulentnich extraintestinalnighmn B2 a D. Genotypizaci
byl rovréz potvrzen vyskyt gehniss, papC, neuC, lucD, tsh, vataeA U kolicinogennich
kmeni E. coli byla prokdzanaiftomnost gef na produkci mikrocinu V a kolicinB, M,
U, VY, la, Ib, E1, E2, E7 a ES8.

Kli¢ova slovaEscherichia coli PCR, fylogenetické skupiny, faktory virulencektsioci-

ny
ABSTRACT

Escherichia coliis a natural part of the intestinal microflora warm-blooded animals,
including humans. Man is beneficial not only to gweduction of antimicrobial com-
pounds active against pathogenic bacteria, but@dstcipation in the creation of certain
vitamins. Some strains &. coli, however, are pathogenic and can cause a vafi@tyes-
tinal or extraintestinal diseases. The aim of thtsk was to classif§e. coli isolates from
food to the phylogenetic groups (A, B1, B2, D),adetvirulence factorsss, papC, neuC,
iucD, tsh, vat with selected strains &. coli furtherVT1, VT2, CNF1, CNF2, ST1, ST2,
LT1, eaeA, EimandEaggand detect the type of bacteriocin of colicinogestrains (24
colicins and 8 microcins), by PCR method. Phylogienanalysis showed the presence
of E. coli belonging to the virulent extraintestinal group &2d D in food. The presence
of iss, papC, neuC, lucD, tsh, vahdeaeAgenes was confirmed by genotyping. The pro-
duction of microcin V and colicins B, M, U, Y, I#), E1, E2, E7, and E8 was showed

in colicinogenickE. coli strains.

Keywords: Escherichia coli PCR, phylogenetic group, virulence factors, hamtens
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UvoD

Bakterii Escherichia colitadime doceledi Enterobacteriaceaa je jednim z nejdezitsj-
Sich zastup sttevni mikroflory. Poprvé byla popsana koncem 19lestorheodorem
Escherichem. itomnost bakterie v tlustémistg je dilezitda pro spravné fungovani travi-
cich proces. Nekteré kmeny jsou vSak patogenni a mohotisppovattadu onemoani.
Fekalnim zn&sténim se niZze dostavat do vody, kdeude gezivatiadu tydri a ¢asto se

proto vyuZziva jako indikator fekalniho zZng&eni pitné vody.

U E. coli bylo bkhem let vyzkun popséno &kolik fylogenetickych skupin. Rdazeni
do skupin se neégastji provadi pomoci multilokusové enzymové elektréoy ¢i nowvsji
pomoci PCR. Ta je zaloZena na detekcitgemuA, ajaAa fragmentul'spE4.C2.Pomoci
této metody je moznk. colitadit docétyr skupin — A, B1, B2 aD.

BakterieE. coli je podmigné patogenni mikroorganizmus a za&itjth podminek tak
dokaze vyvolavatizna onemoaini. Jeji patogenita je dangitomnosti specifickych fak-
tora virulence. Vyvolavat ize dva typy onemoeni. Prvnim je intestindlni onemasni,
které se tyka stvnich infekci a @jmu. Druhym je extraintestinalni a @gpobuje pede-

vSim infekci m@ovych cest, septické onemaa, infekci ranci hnisavé procesy.

E. colije rovrez vyznamnym producentemzanych bakterioci. Jedna se o rozmanitou
skupinu antimikrobnich latek bilkovinné povahy. Balociny, které produkuj&. coli, je
mozné rozdlit na dw skupiny — koliciny a mikrociny. Prvni bakteriodnyl z E. coliizo-

lovan jiz v roce 1925 a jednalo se o kolicin V.

Vyznamné jsou rowt i moznosti diagnostiki. coli, které je mozné provést po strance
mikrobiologické, nebo pomoci molekulé&rhiologickych metod. Mikrobiologick& diagnos-
tika je zaloZzenaiiedevSim na pouziti selekti&mliagnostickych fd, jako je TBX chromo-
genni agari MacConkey agar. Rowi je mozné pouZit i specialnich mikroteshag.
enterotesty. Molekulagnbiologické metody jsou zaloZeny naikazu nukleovych kyselin

ziskanych z bakterii a nejvyuzivg®i metodou je polymerdzou@tzova reakce, kterou

zaved| Kary B. Mullis.
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|. TEORETICKA CAST



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 12

1 OBECNA CHARAKTERISTIKA ESCHERICHIA COLI

Escherichia colibyla objevena ¢mecko-rakouskym pediatrem a bakteriologem Theodo-
rem Escherichem (Obr. 1) roku 1885. Tuto baktemiadil jako Bacterium colicommunea
prvré se o ni zminil ve svém dile z roku 188& Darmbakterien des Sauglings und ihre
Beziehungen zur Physiologie der Verdaulkug ji spojil stasnou kolonizaci #&va novo-
rozend [1]. O deset let pozji byla popsana jak®acillus coli[2], nasled& roku 1919
byla bakterie na navrh Castellaniho a Chalmersgema p@est fejmenovana n&scheri-

chia coli[1].

Obr. 1. Theodor Escheridi].

V sowasné dob je Escherichia colinejprozkoumagjSim mikrobialnim druhem¢asto
slouzi jako modelovy mikroorganizmus pro genovélinidké studie. Rové& se jedna
o prvni bakterialni druh, u kterého byla pozorovarm@pséana vysma genetického materi-

alu konjugaci. O tento objev se zaslouzil Joshwdetlzerg roku 1947 [3, 4].
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Taxonomicky sdescherichia colzaazuje nasledovwn

DoménaBacteria

Bakterie s bunéénou sttnou gramnegativniho typu

Kmen Proteobacteria
Ttrida Gammaproteobacteria
RA&dEnterobacteriales
Celed’ Enterobacteriaceae
RodEscherichia
Druh Escherichia coli

Rod Escherichiazahrnuje dohromady 8 blize specifikovanych druliescherichia al-
bertii, Escherichia blattagEscherichia coli Escherichia faecalisEscherichia fergusonii
Escherichia hermanniiEscherichia senegalensisEscherichia vulnerisNejvyznamujsi
je pra¥ E. coli, u které Bhem dlouhych let vyzkumu byly izolovany jiz stovkyznych
kmeni s fiznymi vlastnostmi [5].

Morfologické a fyziologické vlastnosti

Escherichia coli(Obr. 2) je kratka, rovna, gramnegativnditka. Jeji velikost se pohybuje
kolem 2-3um na délku a 0,@m na Sfku. Netvdi spory, ale je schopna se pohybovat po-
moci btikua [7, 8]. Ty jsou sloZeny z flagelinu a jsou vysa#igenni — diky H antigé&im

[9].

VnéjSi membrana bakterie je pokryta lipopolysacharidersklada se z lipidové dvoj-
vrstvy. Buré¢né sténa E. coli se sklada z tenké vrstvy peptidoklykanu. Pod miazhazi
cytoplazmaticka membrana, ktera je iema z proteit, fosfolipida a lipopolysacharidl
V cytoplazng se nachazi rozpu$té organické i anorganické latky a také velké mivdzs
ribozomi, diky ¢emuz je dleni bakterialnich buik velmi rychlé — pi optimalnich pod-
minkach¢ini doba generace cca 20 minut. R&évse zde nachazi molekula DNA. Jeji ve-
likost UE. coliK-12 je kolem 4700 kbp a kéduje asi 4400 praigBy 10, 11].
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Obr. 2. Escherichia coli (upraven{f].

E. coli je fakultativié anaerobni, je tedy schopna vyuZivat respira kvasny metabo-
lismus. Cukry zkvaSuje za tvorby plynu a kyselwoit se hlave kyselina mlénd, pyro-
hroznova, mraveh, octova a rov&¢ plyny — oxid uhlkity a vodik. Roste i teplotach
od 10 °C - 50 °C, optimalni teplotastu ¢ini 37 °C — jedn& se tedy o mezofilni mikroor-
ganizmus. Vhodné je neutralni pH, avSak dok&e irpri pH pod 4,4. Minimalni vodni
aktivita nutna protrst ¢ini 0,95. Po biochemické strance produkuje indf katalaza po-
zitivni. Naopak neprodukuje sirovodik, a je oxid&memativni. Tyto jeji vlastnosti se vyu-
Zivaji pro jeji identifikaci na Enterotestu [3, 1B coli se roviZ podili na tvorb nekte-
rych vitamiri (vitamin K, B1) a produkuje koliciny, které brawizSieni patogennich bak-
terii [13, 14].
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2 DIAGNOSTICKE METODY

Diagnostické metody prB. colimizeme rozdlit na mikrobiologické, kdéadime kultivaci
na zivnych jidach, Enterotest barveni dle Grama a na molekul&biologické s metodou

PCR a jejimi iznymi modifikacemi.

2.1 Mikrobiologicka diagnostika
m-FC agar

Zivna pida m-FC Agar (Obr. 3) se vyuziva ke stanoveni téstemantnich koliformnich
bakterii aEscherichia colidle protokolu TNV 75 7835. Jedn& segevsim o druhy, které
maji schopnost ve druhém stupni kultivace hydrolgtospecifickym enzymenf-D-
glukuronidazou v médiu obsazeny 4-methyl-umbelifgrD-glukuronid. Vznika tak 4-
methyl-umbelliferon, ktery v dlouhovinném UVighi vykazuje sstle modrou fluorescen-
ci [15].

Obr. 3. m-FC Agaf16].

U zkouSeného vzorku se provede filtradesopmembranovy filtr. Nasleduje primarni
kultivace, kdy se filtr klade na zivnouighu. Kultivuje se 18 h az 24 higeplog 44 °C +
2 °C. Po skoteni kultivace se pmtaji kolonie termotolerantnich koliformnich bakier
Pcitaji se laktdza pozitivni - moe zbarvené kolonie. Poté se provadi druhd kultivace
kdy se penese filtr na kultivéni médium nasycené MUG (kultidai pripravek obsahujici
4-methyl-umbelliferylp-D-glukuronidu). Kultivuje se f» 37 °C + 1 °C po dobu 2 hod.

Po skoieni kultivace se z misek sundajické a pozoruji se v zaterme mistnosti
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pod UV lampou, ktera emituje i&ni o vinové délce 360 nm. &taji se kolonie, které vy-

kazuji s¥tle modrou fluorescenci [15].
TTC laktézovy agar s tergitolem

Jednd se o komplexni médium, které obsahuje lakidepton, kvasgny a masovy ex-
trakt, Tergitol 7 (heptadecyl sulfonan sodny pralggeni plazivéhostu), bromthymolo-
vou mod (acidobazicky indikator ke zji&i produkce kyseliny) a TTC (triphenyl-
tetrazolium chlorid), ktery jsou schopnékteré kmeny redukovat ri@rveny formazan.iP
pH 7,2 ma médium tmavozelenou az tmavomodrozelamwub @ snizeni pH zeZloutne,
naopak p jeho zvySeni zmodra. Laktadzopozitivhi kmeny bakteostou jako Zluté

az oranzove kolonie (viz Obr. 4), laktdzonegatkmieny jako fialové kolonie [17].

Obr. 4. TTC agar s laktézou a Tergitol¢h®].

A,

Zivna pida se pouzivaipdevdim pro mikrobiologickou kontrolu pitné vodynpaci
membranové filtrace deného objemu vzorku. Kultivuje se poté aetolpii teplog

36 £ 2 °C po dobu 21 * 2 hodiny. Konfirmovat Izéégprovedenim indol testu [18].

TBX Chromogenni agar

Jednd se o selektivni médiumcemé k detekci a stanovenigho E. coli v potravinach.
Souasti pdy je kaseinovy pepton, X-glukuronid, Zl¢ové soli a agar.iP25 °Ccini vy-
sledné pH 7,2. Chromogenni latka x- R-D-glukurojgidutend pro detekciiftomnosti
enzymu glukuronidazy, ktera je pEo coli specificka.E. coliabsorbuje chromogenni latku
x- B-D-glukuronid a vnitrobuigna glukuronidazova aktivita rozgti vazbu mezi chromo-

forem a glukuronidem. Uvoémy chromofor se zabuduje do kikra zpisobi modro-zelené
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zabarveniE. coli (Obr. 5). ZIkové soli zde maji roli inhibitoru jinych grampoxitich
mikroorganizni a rovreéz potlauji koliformni bakterie. Kultivace média probih# teplo-
t¢ 37 a 44 °C po dobu 18-24 hodin [20].

Obr.5. TBX chromogenni ag§21].

MacConkey agar — se sorbitolem

MacConkey agar se sorbitolem je selektivni zividg ktera slouzi pro izolacigdevSim
E.coli O157:H7. Médium obsahuje D-sorbitol pro izolacraaliSeni enteropatogennich
serotyp E. coli, které nemaji schopnost fermentovat sorbitol. Dglti&?kou jsou peptony,
které slouzi jako zdroj dusiku. Zové soli a krystalova viotgjsou selektivni latky inhibu-
jici rast grampozitivnich mikroorganizin Déle se zde nachazi Nacl, agar a neutt@ni
vei jako indikator pH. Nagkované médium se kultivuje 18 az 24 hodii teplot 35
az 37 °CEscherichia coliO157:H7 (sorbitol negativni) se projevuje veliabo/m ristem
bezbarvych az bézovych kolonkscherichia coliATCC 25922 (sorbitol pozitivni) roste

za vzniku fizovych az sgtle rizovych kolonii [22].
Endo agar

Endo agar je selektivni médiuméané pro izolaci a diferenciaci skupiny mikroorgamiz
z ¢eledi EnterobacteriaceaeMédium se sklada z peptické natraveninyemii tkart, lakto-
zy, kterou koliformni bakterie fermentuji za vznitnaw rizovych azéervenych kolonii,
dale hydrogenfosfomanu draselného, agaru a selektivnich latékitsinu sodného a
z&kladniho fuchsinu, ktegg@st&né potl&i rist grampozitivnich mikroorganizinHodnota
pH zivné mdy pii 25 °C¢ini 7,5 + 2. Inkubace po n&kovani probiha i teplo& 35 az 37
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°C po dobu 18 az 24 hodina& E. coli se vyznauje vznikem #Zovych aztervenych ko-
lonii se zelenym kovovym leskemiigemz nize doji i ke Zervenani média. [23, 24].

EC bujon

Jednd se o selektivni médium pro detekci a stang@tu E. coli ve vod, mléku a potra-
vinaiskych vyrobcich. Sklada se z tryptonu, laktdézycawych soli, fosfatu draselného,
dihydrogenfosforénanu draselného a NaCl. Zavé soli inhibuji rozvoj sporulujicich bak-
terii a enterokok Rust E. coli se projevi vznikem zakalu spofe s produkci plyfa. Po-
stupuje se celkem ve dvou krocich: rtajd se okuje selektivni médium Lauryl-sulfat
tryptézovy bujon p normalni a dvojité koncentraci, nasl€édse provede igsun pozitiv-
nich kultur do druhého selektivhihno média EC bujénpro produkci indolu v peptonové
vodé. Oke média se inkubuji po dobu 24 hodif {@plo€ 44 °C [25].

Enterotest

Jedna se o kom@&® vyrakenou soupravu slouzici k identifikaci vyznamnychhdristev-
nich bakterii Zeledi EnterobacteriaceaeTestovaci soupravu tiiojamky s dehydratova-
nymi diagnostickymi médii. Jednotlivé jamky se inbki a nechaji se inkubovateque-

psanou dobu. Poté se jamky vyhodnoti a provedaestifikace bakterie [26].
Gramovo barveni

Barveni dle Grama je diagnostické barveni, kter@@€&iva pi pozorovani bakterii igs
mikroskop. Lze tak snadno zjistit, jaky tvar a jakeary bakterie vyti&ji a rovieZ posky-

tuje informace o tom, zda-li dan& bakterie je gramifpvni, ¢i gramnegativni [27].

2.2 Molekularn é biologicka diagnostika

V souwasné dobje jiz znama celdada fiznych metod vyuzZivanych pr@ély molekularni
diagnostiky. D¥ z nich Ize prohlasit za zcela zakladni a ostatnch vyplyvajici. Jedna se

0 Southern blotting a polymerazovimizovou reakci (PCR) [28].

2.2.1 Southern blotting

Jednd se o klasickou metodu analyzy DNA vyuZivapiau(tely molekularg genetické
diagnostiky ped zavedenim metody PCR [28]. Pojmenovana bylaepgdivarda M. Sou-
therna, ktery piSel s timto postupem na univetzit Edinburgu roku 1970 [29]. Principem
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je S€peni testované DNA resttikimi endonukleazami, separaci vzniklych fragnient
na gelu pi elektroforéze, naslednyrgnos fragmertit na membranu a hybridizaci radioak-
tivné znaené sondy s DNA, ktera je zakotvena na menthridaté se provede autoradio-
grafické vyhodnoceni membrany. V mistech kompleditnavazané sondy je mozné
detekovat radioaktivni #éni. Tato metoda je vSak slozitd a drahad a dnegysgiva

jiz ptevazr jen pro ¥decké dely [28, 30].

2.2.2 Polymerazovaretézova reakce

PCR (polymerazové&etizova reakce) je jednou z metod molekularni bioloditera

se pouziva k mnozeni specifického Useku DiNAitro [31]. S mySlenkou PCRiel po-
prvé Kary Mullis v roce 1983, kdy byl zasstnancem firmy Cetus Corporation [32]i-P
vodni DNA polymeraza pouzita pro PCR byla extramava bakteride. coli. OvSem uka-
zalo se, Ze neniiiiS vhodnd, zvlasts ohledem na jeji citlivostippouzivani vyssich tep-
lot pti PCR, kdy musel byt na zatku kazdého nového cyklu pouzit novy enzym. Tento
problém byl pozdi vyieSen pouzitim DNA-polymerazy z bakterfe aquaticuszijici

v horkych pramenech a tak vykazujici mnohem leg$nostabilitu [33, 34]. V roce 1993

dostal K. Mullis za tento objev Nobelovu cenu [35].
Komponenty pro PCR:

» Templatovd DNA —Jednd se otwodni DNA, ktera byla izolovana ze vzorkuZr
né mikroorganizmy, bioptické vzorky, ¢sy, z burgk z tkdiovych kultur aj.).
Nejdtive dochazi k pgateini denaturaci, kdy se ziskaji jedatdzcova vlakna, kte-
ra slouzi jako templat. Kopie Useku DNA jsou potatstizovany dle templatu po-

moci enzymu DNA-polymerazy na principu komplemeitydrazi [31].

e Smés nukleotida dNTP —Jde o vodny roztok obsahujici ultistou smés kazdého
ze&tyt dNTP — dATP, dCTP, dGTP, dTTR pH 7,5 [36].

* DNA polymeraza —Na za&atku kazdého cyklu je nutné proveést denaturaci @mp
tové DNA vysokou teplotou — ta ovSem¢innormalni DNA polymerazy. Proto
je nutné pi PCR vyuZivat termostabilni polymerazy. Tyto engymochazeji z bak-
terii, které obvykle Ziji v extrémnich podminkactakézi tak po witou dobu odo-
lavat i teplotam kolem 95 °C. Ngsgji pouzivanou polymerazou je TAQ-

polymeraza pojmenovana dle baktérleermus aquaticuf87].
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* Primery — Obvykle se jako primery pouzivaji dva &l pripravené kratké oligo-
nukleotidy, které dosahuji délky kolem 18-30 b&2dlvozuji se z koncovych sek-
venci DNA utené k amplifikaci. Jakmile seriga DNA-polymeraza a nukleotidy,
zane probihat syntéza novygbtzci na obou matricovycketzcich protismirng
[38].

« Pufr — PCR pufr vytvéi optimalni podminky pra@innost DNA-polymerazyCasto
obsahuje Tris-Hcl, KCL, #dy i MgCl,. Obvykle byvaji dodavany v 10x koncent-

raci a je doporéovano pouzivat pufr dodavany vyrobcem polymeragy.[3

* MgCI; — Chlorid hae¢naty slouzi v PCR jako kofaktotigeakenim procesu. Fun-
guje jako katalyzator, kdy sdipeakci sice nespigbovava, avSak samotna reakce
bez jeho pitomnosti nemze prolkhnout. Ridani wtsSiho mnozstvi higiku urychli
reakci, avSak pokud jej bude afili§ mnoho, bude DNA-polymeraza pracovéi- p
liS rychle a nize dochazet k chybantigrocesu kopirovani. Pokud naopak bude

hoi¢iku malo, reakce pojede jen velmi pomalu, nebloec [40].
Princip PCR

Principem PCR je opakujici se enzymova syntézaaioigiczch vybranych usek dvojie-
tézcové DNA. Dochazi k ni poripojeni dvou primat, které se vazi na protilehiézce
DNA tak, Ze jejich 3"OH-konce s#uji proti sok&. Cely proces, jak vyjddje obrazek:. 6,

Ize rozalit na ti zakladni kroky: 1. denaturace, 2. annealing x8ereze [38].

Patateini denaturace — dochézi k sepatatizca DNA, probih& obvykle za teplot ko-

lem 94 °C po dobu 2 az 5 minut.

1. Denaturace — red&ki roztok se nejprve zéia na denatutai teplotu, kdy dochazi
k rozvolreni dvojetzcové DNA. Probihaipteplotach 94 az 98 °C po dobu 20 az
45 sekund.

2. Annealing — dochazi ke snizeni teploty na 30 az°65 specifické primery
se z&nou vazat na segmenty cilovych DNA na principu kiemgntarity dusika-

tych bazi. Proces trv&iplizné 30 az 90 sekund.

3. Extenze — teplota se épzvySuje, syntetizuje se komplementaratzec DNA.
DNA-polymeraza nasedne na primery areaipojovat volné nukleotidy k viaknu
DNA. Proces probihéipteplotach kolem 65 az 75 °C po dobu 45 aZ 90 rsgku
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Zawrecna polymerani reakce — dochazi k dosyntetizovéeitzci, obvykle i teplotach

kolem 72 °C po dobu 5 minut [31, 38, 41].
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Obr. 6. Pribéh PCR[31].

PCR reakce se provadi vizenich zvanych termocyklery, ve kterych se tephogni
dle p'edem naprogramovany@asovych interval zcela automaticky.i®®sné hodnoty tep-
lot i ¢asi jednotlivych kroki je nutné optimalizovat dle délky amplifikovanéhseku DNA
a dané sekvence prinierPro samotné zahajeni reakceisteelmi malé mnozstvi templa-
tové DNA — teoreticky postéjen jedna molekula [38]. Kroky 1. — 3. se opakugyklech,
kdy v kazdém cyklu dochazi ke zdvojnasoberitpdopirovanych molekul DNA [41], jak
vyjadiuje obrazek. 7. Celkovy poet cykii obvykle dosahuje kolem 25 az 30. Vyslednym

produktem jsou poté fragmenty DNA, které se nasieghodnocuji, n&jastji gelovouci

polyakrylamidovou elektroforézou [38, 41].
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Obr. 7. Exponencialni amplifika¢é2].

2.2.3 Modifikace PCR reakce

* Reverzni PCR —Pro reverzni PCRRT-PCR) Ize jako templat pouzit RNA. Tato
metoda vyuziva reverzni transkriptdzu, ktef@ppsuje RNA do cDNA. Ta se poté
amplifikuje standartnim postupem. Jednda se o oiilimetodu k wovani aktivnich

geni v buice [38, 43].

* Inverzni PCR — Pomoci této metody je mozné amplifikovat Useky DblAezna-
mé sekvenci, ktera je ohrgeha znamymi sekvencemi. Cely proces lze ¢lizd
do dvou krok, kdy nejdive dochazi ke &peni DNA v mist neznamych sekvenci
a cirkularizace vzniklého fragmentu. Naslédse fipojuji protismérné primery
na DNA o znamé sekvenci a dochazi k amplifikacitimiho Useku, ktery vznikl

spojenim sekvenci neznamé DNA [38].

* Asymetricka PCR — Fi asymetrické PCR je v reakci pouzit vzdy jen jegeimer
(primy, ¢i zpétny) a dochazi k amplifikaci pouze jednoho ze dietzch — tzv. li-

nearni amplifikace. Metoda se vyuzivid gutomatickém sekvencovani [44].

* Multiplex PCR - Jedna se o nafoou metodu, kde se amplifikuj&kolik produk-
ta v jedné reakci. Tato metodmsto patebuje rozsahlou optimalizaci reaiich
podminek, protoZéasto dochazi ke vzniku primer-dimer formaci a jmyespeci-

fickych produkiti, které mohou interferovat s amplifikaci specifickyproduki.
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Toho se Ize vyvarovat pouzitim ridgad hot-start PCR a dalSimy igmby, jako
volba vhodného PCR pufiti vhodné koncentrace primef45]. V ramci Multiplex
PCR byla vytvéena nova metoda zvana Univerzalni Multiplex PCR (BER),
kterd slouZzi k zesileni vice cilovych fragmientgenomové DNA. Tato metodaim
Ze rychle odhalit genetickodistotu kukdi¢nych semen, rowZ ji lze vyuzit

k analyze polymorfisrin, ke kvantitativnimu stanoveni a identifikaci drJAe].

* Nested PCR -Velice citliva metoda, amplifikace probiha ve dvaocich. V prvni
fazi je kkhem 15 — 30 amplifikanich cykli pomoci jedné dvojice prim&mamno-
Zena delSi sekvence nukleové kyseliny. Poté doptereseni amplikando druhé
amplifika¢ni zkumavky, ve které je obsaZzena druha dvojicengati. Které jsou
specifické k vnitnimu Useku amplikan Nasled® nastava druha faze, kdghem
dalSich 15 — 30 cyklje amplifikovana kratSi vribi sekvence. Poté se jiz provadi
detekce, n€pstji gelovou elektroforézou. Vyhodou metody je vyso&znost a

specificita [47].

* Real time PCR —Vychazi z klasické PCR, pomoci specialnilitstpoje je mozné
kontinualre monitorovat piristky DNA bshem kaZzdého cyklu. Je zde nutnéd p
tomnost fluorescemiho substratu. Ten se vaze na syntetizovanou DNwoeei
detekované fluorescence poté vyjgd mnozstvi nesyntetizované nukleové kyseli-
ny [48].

2.2.4 Elektroforéza

Jedna se o n&gstji pouzivanou sepatai techniku pi izolaci a analyze nukleovych kyse-
lin a bilkovin. Principem je pohyb nabitych molekuélektrickém poli, kdy hlavnim nosi-
telem naboje u nukleovych kyselin jsou negatimabité fosfatové skupiny. V elektrickém

poli se nukleové kyseliny pohybuji gnem k anod [49].

Gelova elektroforéza se provadi ve vhodnémandsierym byva pra¥ gel. Ten je tvo-
fen polyakrylamidenti agar6zou a vytvd slozitou sfovou strukturu s poéry, kdy jejich
velikost se nejastji ovliviuje koncentraci polymeru. Polyakrylamidoveé gelypseZzivaji
pii separaci menSich molekul (10 — 1000 bp), aga®z@ly zase pro separa¢isich mo-

lekul od 100 bp az do 50 kb. Dle polohy gelu Izéopo rozliSovat elektroforézu na verti-
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kalni a horizontalni. Gel se nasleédvklada do elektroforetické vaiky (Obr. 8), ve které

probih& vlastni elektroforéza [49].

Obr.8. Elektroforeticka vanka [50].

Rychlost pohybu molekul DNA v gelu se oZoge jako elektroforeticka pohyblivost a je
ne@imo umérna logaritmu jejich velikosti. Velikost Molekuly A ¢i fragmentu lze sta-
novit srovnanim jejich elektroforetické pohybliviostelektroforetickou pohyblivosti mo-

lekul ¢i fragmenti DNA o jiz zndmé velikosti — standardy [49].

Po skowreni elektroforézy jeréba nasledhprovést detekci produkta jejich polohy.
Okem nejsou viditelné, je vS8ak mozné je zviditettirvenim. Neégstji se k tomuto Ge-
lu vyuziva etidiumbromid. Ten se dostane mezi stoispary bazi v DNA za vzniku kom-
plexu, po oz#eni UV s¢tlem nasleda fluoreskuje. Molekuly DNA jsou poté patrné jako

prouzky [49].

2.2.5 Biocipové technologie

Klasické metody molekularni biologie jsou obvyklengieny na studium malého o
geni a je pordrné obtizné charakterizovalizné vzajemné interakcétéiho p&tu genetic-
kych faktofi. Biocipové technologie vSak umidji simultanni testovani tisice gen

v ramci jednoho vzorku. Na zakkagoctu pracovnich jednotek a velikosti Ize &ijoy roz-
delit na makraipy (macroarrays) a mikegpy (microarrays), které mohou na svém povrchu
nést tisice az desetitisice jednotek. Pro vyroksichmse vyuZivaji nylonové membrany a
plastikovéc¢i sklerené materialy. Vyhodou plastikovyati sklergnych ¢ipa je efektivni
nanaseni sond — pet i jejich kvalita, snadf)Si manipulace a moznost automatizace. Ny-

lonové membrany je vSak mozné pouzivat opakéwasou tak finatné dostupijsi. Jsou
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znamy d¥ moznosti pro fipravu oligonukleotidovych sond. Prvni z nich jet®za oligo-
nukleotidi mimo nos§, na ktery jsou pozgi kovalentré pripojeny. Druhou moznosti je
vyuziti fotolitografické metody. Zde syntéza oligeotidi probiha pimo na nosii. Pod-
statoucipovych metod je hybridizace vzorku k sénth zaklad komplementarity. Poté se
provadi detekce navazanych molekulu&pb detekce zavisi natgobu znéeni — radioak-
tivni, fluorescetini ¢i chemické. Pro radioaktivni zéeni se pouzivaji radioizotopy fosforu
- 32P¢i 33P, v gipad: fluoresceriniho zngeni se vyuzivaji cyaniové barvy, tastji Cy3

a Cyb5. Bi@ipové techniky je mozné pouZzit pro genotypizacislaovani genové exprese,

pro detekci genetickych polymorfigndi pro sekvencovani [51, 52].
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3 ROZDELENI DO FYLOGENETICKYCH SKUPIN

U bakterieEscherichia colie jiz delSi dobu uznavana existence odliSnychgghetickych
skupin. V sodasnosti takto rozliSujeme celkettyii zakladni fylogenetické skupiny — A,
B1, B2 a D. Skupiny A a B1 jsou povaZzovany jakoteseskée, skupina B2 dleckterych
reprezentuje rodovou link. coli. Kmeny, nalezejici d@&thto ¢ty skupin, se liSi ve svych
fenotypovych vlastnostech, nmagchopnosti vyuzivatizné cukry, odolnosti¢i antibioti-
kam ¢i jejich tempo dstu. Rozdil Ize nalézt i ve velikosti genomu, kayday nalezejici do
skupiny A a B1 maji genomy mensi oproti krienve skupig B2 a D. DalSi rozdily Ize
nalézt také v oblasti jejich vyskytu a sklonuigpbovat onemoemi. Skupiny B2 a D jsou
mére casto izolovany z okolniho prdeti, ryb, Zab¢i plazi, nez skupiny A a B1.
U skupiny B2 zase bylo prokazano, Zetpvavaji delSi obdobi u kojeincnez ostatni kme-
ny E. coli [53]. UropatogennE. coli (UPEC) napiklad pati mezi hlavni patogeny, které
zpasobuji infekce méovych cest, obzvla8tu dti. Virulentni extraintestinalni kmeny
v tomto gipact pati hlavre do fylogenetické skupiny B2 a D, kdeZto maéirulentni ko-

menzalni kmeny nalezi k fylogenetické sk&@i ¢i A [54, 55].

Rozazeni kmef E. colido fylogenetickych skupin Ize provéstkolika zpisoby. Jedna
se o multilokusovou enzymovou elektroforézu (ML®E€po ribotypizaci. Obtyto metody
jsou vSak dost slozité a takasow nara@né a vyzaduji databazi popsanych kinevi roce
2000 vsak Clermont O. se svymi spolupracovnik$gb s novou metodou prodani fylo-
genetické skupinyE. coli na zaklad detekce PCR z génchuA, yjaA a fragmeni
TSPE4.C2 Tato metoda Ize provadyv rezimu triplex PCR, kdy se gerghuA, yjaA
a fragmentyT SPE4.C2amplifikuji sowasrg. E. colije poté rozdlovana do skupin dle di-
chotomického klie v zavislosti na ifitomnosti, ¢i negitomnosti daného genu (Obr. 9)
[56].

Pozdji vSak bylo zjis€no, Ze rozdlovani do skupin dle Clermonta, neni az ta&spé,
jak se mvodns myslelo. Uspsnost této metody dle jedné studi@j kolem 84%. U skupin
Bl a B2 byla us§snost spravného tazeni mnohem vyssi ve srovnani se skupinami D a A,

kde byla pravéipodobnost chybného izzeni nejvyssi [53].
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Obr.9. Dichotomicky rozhodovaci strom pro standven

fylogenetické skupiny u E. c§i6].

Nedavno byla provedena nova studie zalém zlepSit a Zgsnit z#iazovani kmein
E. colido fylogenetickych skupin. Byly navrzeny nové peipk amplifikaci a idan dalSi
par primeti specificky zansrenych na glutamat dekarboxylaza-alfa ggadd) pro vnitni
kontrolu (Tab. 1). Bylo to z tohoistodu, protoZe fedtim nebyly Zadné jiné viiti kontro-
ly pro piipady z#@azeni kmeth do skupiny A v pipact negitomnosti rtkterého zeif pi-
vodnich markat. Velikost produkii pro no¥ navrzené primery je srovnatelna s velikostmi

navrzenymi Clermontem [57].

Tab. 1. Sekvence primigpro modifikovany fylogeneticky test (upravefxy).

Primer Sekvence primeru 5°- 3’ Velikost produktp)(b

ChuAl ATGATCATCGCGGCGTGCTG 281

ChuA2 AAACGCGCTCGCGCCTAAT

YjaAl TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 216

YjaA2 ACCTGTGACAAACCGCCCTCA
TspE4C2.1 GCGGGTGAGACAGAAACGCG 152
TspE4C2.2 TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG

GadAl GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 373

GadA2 GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC
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Byla vytvarena smis pro amplifik&ni reakci, ve které se nachazelo vSech 8 pfimer
a byla provedena optimalizace. Reakce poté prabial30 cyki za nasledujicich podmi-

nek:

avodni denaturace 94°C 4 minuty
1. Denaturace — 94°C 30 sekund
2. Annealing — 65°C 30 sekund
3. Extension — 72°C 30 sekund

zawrecna extenze 72°C 5 minut

Celkem bylo testovano 185 vzdrk. coli, u kterych jiz bylo znamé gazeni do fylogene-
tické skupiny diky #véjSimu rozazeni (MLST aj.). D¥ tietiny vzorki (121) @inesly stej-
né vysledky a byly takiprazeny do stejnych fylogenetickych skupin. U 64 atioke jiz
vysledky liSily. U 54 z nich byly patrné produktyooT SPE4.CZ45 vzork), yjaA (9 vzor-
kt). Tyto izolaty setadily ke skupig D (3 vzorky), B2 (42 vzork) a A (9 vzorki). AvSak
tyto amplifikace nerély vliv na nové rotazeni échto 54 vzork. Modifikovany test zranil
fylogenetické skupiny celkem u 10 vzérk/e vSech fipadech nové primery amplifikova-
ly nové produkty, kterégwodni metodou nebyly zji&y. Fivodni a nové vysledky vyja-
diuji Tabulky 2 a 3. Navic pouzitim primiepro gadA se podélo zabranit nespravnému
zarazeni 6 vzork, kdy v prvnim pokusu vySlo vSe dlévmdniho z&azeni. Nebyl avSak
amplifikovan ani gergadA, coz naznéovalo nedostatemou kvalitu DNA. Pokus byl tedy

znovu zopakovan, tentokrat jiz s pozitivnimi vysteds7].

Tab. 2. Fivodni metoda dle Clermonta (upravef®y].

Izolat Piavod ChuA | YjaA |TSPEA4.C2| Zaiazeni
SFESBL-788 Clovek + - - D
SFEcoli-65 Clovek + - - D
SFESBL-245 Dobytek - - + Bl
SFESBL-244 Ditbez - - + Bl
EO41 Clovek - - - A
EO42 Clovek - - - A
EOQ72 Clovek - - - A
SFESBL-92 Clovek - - - A
SFESBL-196 Dobytek - - - A
SFESBL-351 Ditbez - - - A
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Tab. 3. Modifikovana metoda dle Doumitha (upraydba].

Izolat Pivod gadA | ChuA | YjaA |TSPE4.C2| Zarazeni
SFESBL-788 Clovek + + + - B2
SFEcoli-65 Clovek + + + + B2
SFESBL-245 Dobytek + + + + B2
SFESBL-244 Ditbez + + + + B2
EO41 Clovek + - - + B1
EO42 Clovek + - - + B1
EOQ72 Clovek + - - + B1
SFESBL-92 Clovek + + + + B2
SFESBL-196 Dobytek + + - + D
SFESBL-351 Ditbez + + - + D

Vyhodou této nové modifikované metody je zvySetlivisti a spolehlivosti H rozds-
lovani kmeri E. coli do fylogenetickych skupin a ro¥h dosaZeni lepSi shody s daty

MLST [57].
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4 VIRULENCE A PATOGENITA

Organizmy se schopnosti vyuzivat predi poskytujici hostitelem a které svym metabo-
lismem, jeho produkty a reakci, jezigpbuji u hostitele, jej mohou poskozovatyvola-

vat onemocé#ni, se nazyvaji patogeny. Patogenita je poté @arfma jako schopnostdir
tého druhu mikroorganizmu vyvolat onemeéchkonkrétniho druhu hostitele [10] a jedna
se o vlastnost kvalitativni. Virulence vyjaje stupé patogenity a jedna se o vlastnost
kvantitativni. Casto je dana mtem mikroorganizm, které mohou onemoéni zpisobit
[58].

Kmeny mikroorganizrh mohou byt: vysoce virulentni — ty usmrtit$inu citlivych hos-
titela, avSak ztraci tim moznost dalSihtesi; virulentni, které v populacig¥ivaji, mize
se mnozit a fenaset na dalSi jedince; a avirulentni [10], kie#yna schopnost vyvolavat
onemocgni [59]. Déle je mozné mikrobialni druhy ra#itl dle vnimavosti hostitelského
organizmu na primagnpatogenni a podméné patogenni. Za primarni patogeny lze pova-
Zovat pouze ty druhy, které maji schopnost vyvolemockni u zdravého hostitele vyba-
veného nastroji rezistence a reagujiciho specificgkaunitou. Podmiéné patogenni druhy
jsou schopny byt jvodci onemoceéni jen v gipadech, kdy jsou poSkozery naruSeny
piirozené obranné mechanizmy (pamainkiaze, sliznic, cizidlesa v tkani aj.) aipsnizené
imunité hostitele. Zdrojem infekce podnégmymi patogeny poté fize byt vigjSi prostedi,

ale rovrez i vlastni endogenni fléra [10].

4.1 Faktory patogenity

Velkou roli hraji faktory patogenity, které Ize défit do 3 oblasti: 1. fenosnost, 2. inva-

zivita, 3. toxicita [58].

Prenosnost —i@gnos mikroorganizmu do hostitele zavisi raalika faktorech: na cel-
kovém pd@tu mikroorganizn, infekéni dévce, rezistenci i¢i okolnimu prostedi

a na chovani hostitele [60].

Invazivita je dana schopnosti vstoupit do hosti{elégherence, pomnozeni, penetrace),
mnoZzit se a $it se ve vniknim prostedi hostitele. Bakterie pouZivajizné zfsoby, kte-
rymi se vazi na buigné povrchy. Adheruji na komplementarni strukturynpei adhezit
— struktur na povrchu bakterie. Ty se vazi na rexgpkteré jsou saiasti eukaryotické

bunky. E. colimiZe tvdit fimbrie, pomoci nichz se vaze v #avém traktu (tzv. P fimbrie)
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a rovrez v tenkem sew ¢loveéka (CFAI, CFAII, E8775) i zvat (K88, K99, 987P, F41).
Receptory mohou bytifiomny jen v utitém wkovém obdobi, kdy n&penteropatogenni
E. coli adheruje v tenkémigiv¢ novorozent, ale u dosglych jiz nikoliv. Rovrez vyvsta-
va moznost blokace recepioprislusnou specifickou chemickou strukturou Eu coli

manaozou) [10].

Bakterie setasto podili na produkctiznych toxickych latek. Tyto latky mohou aktiv/n
transportovat do svého okoli — hdirne o exotoxinech, nebo se uigi do svého okoli
az po rozpadu bakterie — poté se jedna o endot¢&D]yE. coli se podili na produkci ter-

molabilnich a termostabilnich enterotokifi0].

4.2 Faktory virulence

Patogenni kmenig. coli mohou vyvolavat dva druhy onemeait intestinalni — jedna se
0 raizné piijmoveé infekce a extraintestinalni — infekce doeych cest, pyogenni infekée

meningitidy u novorozernic[61].

4.2.1 Patogenni kmeny zfisobujici intestinalni onemocgini
Enteropatogenni kmerty. coli podle projev virulence niizeme rozdlit nasledovs:

1. ETEC - enterotoxick&. coli Je mivodcem piijmovych infekci cestovaté] pro-
dukuje dva toxiny — termolabilni LT a termostabi8il. Geneticka informace pro
tvorbu enterotoxit je vdzana na plazmidech. K adhezi dochazi pommtéipo-
vych fimbrii, které jsou druhavspecifické ¢lovek, sele, tele). Bsledkem jsou fir
jmy bez horéky [61, 62].

2. EPEC - enteropatogenii coli. Zpisobuje péijmy novorozeng, ¢asto s krvi, bez

horeky, neprodukuje toxiny, je miginvazni [62].

3. EIEC - enteroinvazrit. coli Na sliznici dokaze ffinout pravé&podobr diky bil-
koving vnejSi membrany. Nasledrpronikne do sliznice, kde se pomnozZi. Ve stolici

je velké mnozstvi krve a hlenu [62].

4. EAEC - enteroadherenttd. coli. Adheruje ke sliznici, naslednéd infekce je mirna,

neinvaduje [62].
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5. EHEC - enterohemoragicla colii Casto jsou také oztiavané jako shiga-like to-

xigenniE. coli (STEC)¢i verotoxigenniE. coli (VTEC). Zpisobuji krvavé pijmy

a hemolyticko-uremicky syndrom (HUS). STEC se df#lé na 5 séropatotyp(A-
E). Mezi nefastjSi séroskupiny p#t O4, 05, 016, 026, O58)111lab, 0113,
0117, 0157 a O172. Nejznéjdim sérotypem je O157:H7. Bakterie adheruji po-
moci fimbrii na mikrovili stevnich epitelialnich butk. Nasledg dochazi k aktiva-
ci polymerace aktinu,ipskupeni cytoskeletu uvhiburék a k vymizeni mikrovili.
NaruSi se permeabilita membranyeshich bugk. Vznik 1ézi vede k odlupovani
epitelii, k zawtu a pijmu. Hlavnim faktorem zde je produkce shigatoxineboli
verotoxinu. Bi postiZzeni ledvin doch&zi k poskozeni ledvinovighuli, mas ob-
sahuje krev a vyviji se HUS. Zdrojem je obvykle noggené maso, salaty, mosty
¢ivoda [62, 63].

4.2.2 Patogenni kmeny zjsobujici extraintestinalni onemocsni

Mezi extraintestinalni kmeng. colitadime:

UPEC - uropatogenrt. coli (sérotypy 01,02,03,04,06,07,075,0150)a&qbuje infekce

mocovych cest [64]. K vyznamnym fakiiom virulence zdé¢adime:

Fimbrialni adhesiny — obzvl&Stpiipadnou pitomnost manozo-rezistentnich
P fimbrii, kdy v gitomnosti mano6zy neni vazba P fimbrii nijak blokeg&dNachazi
se hlavi u pyelonefritogennich kl@nE. coli, u kmeri E. coli s urosepsi a kmén

perzistujicich v urotraktu i ve stolici [64].
V ptipact nefimbrialnich adhezinje mozné zminit:

0 Hemaglutininy, které je mozné daftji nalézt v ma@i gravidnich Zen

s IMC (infekce moéovych cest).
o0 Curli — maji vazebnou afinitu k sérovému proteiitmdnektinu.

o Kapsularni (K) polysacharid — pouzderny polysachgei amorfni nekon-
stantni povrchova struktura bakterii, jejiz tvoilbazéavisla na nut¢hich
podminkach. Krom adherence je i nositelem virulence a invazivitya M

hydrofilni viastnosti a tak unika imunitnim mechamim [64].
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» Lipopolysacharid (LPS komplex) — je tem lipidem A a polysacharidem somatic-
kého O antigenu. Lipid A je endotoxin, ktery se i v bugéné séné bakterii.
Jeho toxicky dinek se nize projevit pi vysoké koncentraci, jehoZipinou je lyze
velkého mnozZstvi bakterii. Ro¥h dokaze aktivovat makrofagy s produkci TNF-
IL 1 alL 6. Ritomnost O antigenu po delSi dobu vyvola tvorbu @nprotilatek.
Také se podili na sérum rezistenci UPEC kirtencoli [64].

* Toxiny — Hemolyzina - jedna se o exotoxin, ktery ma cytotoxicky éfe& renalni
buiky v tubulech, invazivni vlastnosti a rasininhibicni

vliv na fagocytozu.

- Aerobactin, siderofory — proteiny, které vyhledi F€* pro metaboli-
zmus bakterialni hiky za ®&elem tvorby
fimbrii. Produkce byla prokdzana u pyelonefri-
togennich kmeiE. coli[64].

NMEC — kmenyE. coli zpisobujici neonatalni meningitidg. colije v tomto pipad dru-

do fylogenetické skupiny B2 [65].

APEC - aviarni patogenid. coli— Zpisobuji kolibacilozu, coz je jedna z nejvyznaipn
Sich infeknich chorob, které postihujiidrez. Kolibacilézy maji mnoho forem atgmbuji
ro¢ni mnohamilionové ztraty vigledku umrtnosti i snizeni vyroby. igs dilezitost tohoto

onemocgni zatim Astavaji mechanismy virulence do Znéa miry stale neznamée [66].
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5 BAKTERIOCINY

Mikroorganizmy disponuji velkym mnoZstwiznych obrannych systémPati sem Siroko-
spektralni antibiotika, vedlejSi produkty metabwiiz (kyselina mléna), lyticka cinidla
(lysozym), velka Skala exotoxirbilkovinné povahy a v neposledd praw bakterioci-
ny. Bakteriociny byly objeveny té&tu kazdého bakterialniho druhujgemz v ramci jed-
notlivych druhi byla prokdzana produkce desitéikstovek tznych druli bakteriociri
[14]. Jedna se tedy o bohatouianmorodou skupinu ribozomalrsyntetizovanych antimik-
robidlnich peptid [67]. Na rozdil od tradnich antibiotik bakteriociny disponuji velice

Uzkym spektremsobnosti [14].

Produkce bakteriocinje rovréz vyznamnou charakteristikoukL coli a rekolika dal-
Sich gibuznych drubi v ¢eledi EnterobacteriaceaeV ramci roduEscherichiaje jejich
produkce téré vylu¢né spojena s kmenk. coli. Bakteriociny je mozné roztit do dvou
skupin — koliciny a mikrociny [68]. Bylo zji&ho, Ze ob skupinycasto produkuji kmenk.
coli ziskané z lidskych zdndj kdy z celkovych 411 testovanych kniebylo 55% z nich
pozitivnich na produkci bakteriodin Takto relativie vysoky vyskyt bakteriocinogennich
kmeni E. coliu lidi izolovanych z gastrointestinéalniho trakéugravépodobré dusledkem

jejich ekologickeé role v ramci mezidruhové siag bakterii ve seévnim traktu lidi [69].

V ramci této oblasti probihaji ro¥h vyzkumy ohled& probiotickych bakterii (kam
je mozné zedit i E. coli Nissle 1917) a jejich produkcézanych bakteriocif, které mo-
hou zlepSit jejich schopnost sékit s jinymi gastrointestinalnimi bakteriemi, inbiNmat tim
patogenni bakterie a v katmem disledku tak mit pozitivni vliv na zdravi hostitel@7|
70].

5.1 Kaoliciny

Koliciny jsou proteiny, které produkujickteré kmenyE. coli a jsou toxické pro jinéip
buzné kmenyE. coli. Prvni kolicin identifikoval belgicky &dec André Gratia jiZ v roce
1925 a byl ozngn jako kolicin V [71, 72]. Pozgi byl avSak getazen do skupiny mikro-
cina [73]. Po tomto objevu zaly byt identifikovany dalSi koliciny a v dneSniliojich
zname celkem 34, z nichZ podrébje popsano 26 [68]. Ozéani Kolicin zaved! Gratia
a Fredericq roku 1946, kdy prokazali jejich bilkmvou povahu a spedifiost jejich¢in-
nych spekter [71].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 35

Noveé objevené koliciny dostaly své oztmi velkymi pismeny z abecedy dle receptoro-
vé specifity. V pipac, Ze se na jeden receptor vaze vice kalicprovadi se ozrani
pismenem &islem, nap. kolicin E1 — E9. Koliciny je mozné roglit do dvou skupin dle
zpisobu, jakym se dostanoigs burcny obal do biiky, konkrétrgé skupina A a B. Skupi-
na A vyuZziva systému Tol, ktery obsahuje proteioyAT TolQ, TolR, TolB, Pal aadime
sem koliciny A, E1 — E9, K, L, N, S4, U a Y. SkuaiB vyuZiva systému TonB, obsahuijici
proteiny TonB, ExbB, ExbD a patsem koliciny B, D, H, la, Ib, M, 5 a 10. Obecplati,

Ze skupina A je kédovana malymi plazmidy, zatim&apsna B je kdédovana velkymi
plazmidy. Nekteré koliciny vSak pét do jedné skupiny, ale sdileji homologii s kolicin
skupiny druhé — tyka se to rfiapolicinu 5 a 10 [71, 73].

Koliciny jsou produkovany bakterient. coli, které v sob maji ukryt jeden kolicino-
genni plazmid — pCol. Existuji dutidy pCol — typ | a typ Il. Typ | jsou malé plazmidy
o velikosti 6 — 10 kb a koduji hlagrkoliciny ze skupiny A. Typ Il jsou velké plazmidy
o velikosti kolem 40 kb a kdduji koliciny ze skupiB, piicemZz mohou nést i dva operony
vedle sebe. Potom mohou produkovatiiidad koliciny Ba D, Ba M, laaV [71].

5.2 Mikrociny

Mikrociny jsou ribozomala syntetizované antimikrobialni peptidy s nizkou ekoilovou
hmotnosti. Jsou produkovany bakteriemieledi Enterobacteriaceaeobzvlast E. col..
Antibakterialré pisobi gedevSim na ifbuzné druhy. Syntézu mikrodinvyrazré zvysuji
stresové podminky pro bakterii, fapedostatek Zivin. Je znamo 14 mikrdcji4], z toho
9 na molekularni arovni, coz umiae molekularni detekci odpovidajicich g§68]. Vét-
Sina z ¥chto 14 mikrocif je kédovana plazmidem, byly vSak popsany i kédévehro-
mozomal®. Jednotlivé kmen¥g. coli mohou produkovat i vice mikrodirsowtasre, nag.
kmenE. coliNissle 1917 produkuje mikrociny M a H47 [74].

Mikrociny mohou byt rozéleny na 2 ttidy:

» Trida | —tadi se sem peptidy, jejichz molekulovd hmotnostisi nez 5 kDa.
Jedna se o mikrociny B17, C7-C51, J25 a D93

» Ttida Il — zde se jedné& o peptidy, jejichz molekulbwdotnostini kolem 4,9 az
8,9 kDa. Pai sem mikrociny E492, H47, V, L a 24 [75, 76].
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. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Cilem prace bylo u vybraného souboru kihé&rscherichia coliprovést pomoci metody
PCR nésledujici analyzy:

» rozadit kmenyE. colido zékladnich fylogenetickych skupin (A, B1, B2; D

» stanovit faktory virulence za pomodi skupin primeit (1. skupina {iss,iucD, ne-
uC, papC, tsh vat, 2. skupina €nfl, cnf2, ST, ST, VT1, VT2, LTI; 3. skupinaEa-
ea, Einv, Eagp

» provést bakteriocinotypizaci u kolicinogennich kriaéh coli (mikrociny, koliciny).
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7 MATERIAL

V prakticke ¢asti byly provedeny u km@énE. coli jednotlivé reakce PCR pro radeni
do fylogenetickych skupin, stanoveni fakKtorirulence a bakteriocinotypizaci. U vybra-

nych kmeri byla analyza provedena i metodami triplex, mudtiph duplex PCR.

7.1 Pristrojova technika
e parni sterilizator VARIOKLAYV 758, 135S (H+P Labartenik, Némecko)
» digitalni vaha - Kern&Sohn GmbH @hecko)
e termocycler PTC-200, MJ Research (Bio-Rad, USA)
« termocycler PTC-100, MJ Research (Bio-Rad, USA)
» termostat BT 120 (Laboratornfiptroje,Ceskéa republika)

» elektroforetické zézeni — model D4 (OWL Separation Systém,Inc., Pootgh,
NH USA)

e UV-transiluminator s dokumentaim zd&izenim, model In Genius (Syngene, UK)
+ termoblok BIO, TDB-100 (Biotecl(R)

» centrifuga - Minispin plus, eppendorf ¢Mecko)

» automatické mikropipety (Nichiryo, Japonsko)

« Bio VORTEX V1 (BiotechCR)

* AEG-Electrolux — mikrovinna trouba, model EMM 2005

* b&zZné laboratorni sklo
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7.2 Kultiva ¢éni média
SloZeni kultivénich médii je uvedeno v Tabulkach 4 a 5.
Masopeptonovy agar (MPA)

Tab. 4. Slozeni MPA.

Surovina MnoZstvi
Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 159
Masovy vytaZzek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., iE)d 10g
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 10g
NacCl (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod) 59
Destilovana voda 1000 ml
Masopeptonovy bujon (MPB)

Tab. 5. SloZzeni MPB.

Surovina MnoZstvi
Masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., ie)d 39
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 59
NaCl (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod) 39
Destilovana voda 1000 ml

7.3 Chemikalie

* TAQ DNA polymeraza - ThermoPol Buffer, New EnglaBipLabs, USA

- Dyyme F — 501L, Finnzymes

* PCR pufr - 10x ThermoPol Reaction Buffer, New EnglaBioLabs, USA

- DyNAzyme F — 501, 10xftew, Finnzymes

e 100 bp DNA Ladder, New England, BioLabs, USA

o dNTP Mix/12,5mM (mixture of dATP, dCTP, dGTP, dTT¥na Bioscience, &N

mecko)
° MgC|2

« Nana3eci pufr Lb 6x, TopBig,R
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« Etidium bromid, Sigma Aldrich, 8imecko

* Primery (jednotlivé primery jsou uvedeny v tabulkddze)
* TAE pufr (50x koncentrovany)

* LE Agarose, SeaKem, Lonza, USA

+ Sterilni destilovana voda

7.4 Pouzité primery

Byly pouzity celkem it typy primefi — pro stanoveni fylogenetickych skupin, préesmi

faktoni virulence ( 1., 2. a 3. skupina) a pro bakteriotypizaci (koliciny a mikrociny).

7.4.1 Primery pro stanoveni fylogenetickych skupin

Tab. 6. Sekvence primigpro fylogenetickou analyzu (upravenay].

Primer Sekvence primeru 5°- 3’ Velikost produktp)(b
ChuAl GACGAACCAACGGTCAGGAT 279
ChuA2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaAl TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211
YjaA2 ATGGAGATTGCGTTCCTCACC
TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG

7.4.2 Primery pro stanoveni faktori virulence

Tab. 7. Primery 1. skupiny (upraverj@g].

Primer Sekvence primeru 5°- 3’ Velikost produktp)(b
iss fp ATCACATAGGATTCTGCCG 309

iss bp CAGCGGAGTATAGATGCCA

papC fp GACGAACCAACGGTCAGGAT 501

papC bp TGCCGCCAGTACCAAAGACA

neuC fp GGTGGTACATTCCGGGATGTC 670

neuC bp AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG

iucD fp ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC 714

iucD bp CCTGATCCAGATGATGCTC




UTB ve Zling, Fakulta technologicka

41

Pokratovani Tab. 7.

tsh fp ACTATTCTCTGCAGGAAGTC 824
tsh bp CTTCCGATGTTCTGAACGT
vat fp TCCTGGGACATAATGGCTAG 981
vat bp GTGTCAGAACGGAATTGTC

Tab. 8. Primery 2. skupiny (upraverj@g].

Velikost produktu

Primer Sekvence primeru 5°- 3’ (bp)
VTL1 fp ACGTTACAGCGTGTTGCRGGGATC 121
VT1 bp TTGCCACAGACTGCGTCAGTRAGG

VT2 fp TGTGGCTGGTTCGTTAATACGGC 102
VT2 bp TCCGTTGTCATGGAAACCGTTGTC

ST Ifp TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 160
ST 1lbp GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG

STl fp CCCCCTCTCTTTTGCACTTCTTTCC 423
STllbp | TGCTCCAGCAGTACCATCTCTAACCC
CNF 1fp GGCGACAAATGCAGTTTGCTTGG 552
CNF 1 bp GACGTTGGTTGCGGTAATTTTGGG
CNF 2 fp | GTGAGGCTCAACGAGATTATGCACTG 839
CNF2bp | CCACGCTTCTTCTTCAGTTGTTCCTC

LT I fp TGGTTCATCATGCACCACAAGG 360
LT I bp CCATTTCTCTTTTGCCTGCCATC

Tab. 9. Primery 3. skupiny (upravena®, 80].

Velikost produktu

Primer Sekvence primeru 5°- 3’ (bp)
eaeA fp TGAGCGGCTGGCATGAGTCATAC 241
eaeA bp TCGATCCCCATCGTCACCAGAGG
Einv fp TGGAAAAACTCAGTGCCTCTGCGG 140
Einv bp TTCTGATGCCTGATGGACCAGGAG
Eagg fp AGACTCTGGCGAAAGACTGTATC 194

Eagg bp

ATGGCTGTCTGTAATAGATGAGAAC
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7.4.3 Primery pro bakteriocinotypizaci

Tab. 10. Kolicinové primery (upraven@u].

Kolicin Primer Sekvence primeru 5°- 3’ Vellko?tt)g)roduktu
A ColA-F CGTGGGGAAAAGTCATCATC 475
ColA-R GCTTTGCTCTTTCCTGATGC
B ColB-F AAGAAAATGACGAGAAGACG 497
ColB-R GAAAGACCAAAGGCTATAAGG
D ColD-F CTGGACTGCTGCTGGTGATA 420
ColD-R GAAGGTGCGCTTACTACTGC
K ColK-F CAGAGGTCGCTGAACATGAA 469
ColK-R TCCGCTAAATCCTGAGCAAT
L Col28b-F TGCATATTGAAAGCGTCAGC 449
Col28b-R CAGGTTATCCCCTCTCACCA
M ColM-F GCTACCACTTCGCAAAACC 429
ColM-R GAGCGACTCTCCGATAATGC
N CoIN-F AGCTTGGCGAGTATCTTGGA 401
CoIN-R CAACACAGCCCCGAATAAAC
U ColU-F TGATTGCTGCGAGAAAAATG 485
ColU-R TCTGACAGCCTCTCCCTGTT
£1 ColEl1-F TGTGGCATCGGGCGAGAATA 649
ColE1-R CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTT
E2 ColE2-R TGATGCTGCTGCAAAAGAG 409
ColE2-R TTCAAAGCGTTCCCTACCAC
E3 ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 413
ColE3-R TCGGATTCGGACCTTTCAAC
E4 ColE4-F GAAGGCTGCATTTGATGCT 409
ColE4-R CGGATCCGGACCTTTAATTT
E5 ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 430
ColE5-R TTGAATTCTCGAATCGTCCA
E6 ColE6-F ACCGAACGTCCAGGTGTT 399
ColE6-R TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT
£7 ColE7-F GCATTCTGCCATCTGAAAT 431
ColE7-R CTTCTGCCCACTTTCTTTCG
ES ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 449
ColE8-R GACTGATTGGCTTGTCGTGA
E9 ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 418
ColE9-R GACTTTTCTCCCTCCGACCT
la Colla-F GCATGCAAATGACGCTCTTA 473
Colla-R GAGGACGCCAGTTCTCTGTC
b Collb-F AACGAGTGGGTCGATGATTC 464
Collb-R CCTTTTCTGCGCTCGTATTC
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Pokracovani Tab. 10.
v ColY-F GCAGGCAGAAAAGAACAAGG 477
ColY-R CGGACGTTATTTGCCTTCAT
Js ColJs-F TCAAAATGTTTGGGCTCCTC 54
ColJs-R TAATCTGCCCTGTCCCACTG
10 Col10-F GGTTACCGGATTTCCTGGAT 448
Col10-R TTCTGAATGCTTGGCCCACT
sS4 ColS4-F TATATGGCCCAACTGCTGGT 456
ColS4-R CGTAAGGACGGACACCTGTT
5 Col5-F CATTGGCAAAAGCGAAATTC 443
Col5-R TGCAACTCTGGAAACAATCG
Tab. 11. Mikrocinoveé primery (upraveri8)].
Velikost
Mikrocin Primer Sekvence primeru 5°- 3’ produktu
(bp)
325 Mcc J25-F | TCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTACCAAT 175
Mcc J25-R | TGATTAAGCATTTTCATTTTAATAAAGTGT
B17 Mcc B17-F | TCACGCCAGTCTCCATTAGGTGTTGGCATT 135
Mcc B17-R | TTCCGCCGCTGCCACCGTTTCCACCACTAC
447 Mcc H47-F CACTTTCATCCCTTCGGATTG 297
Mcc H47-R AGCTGAAGTCGCTGGCGCACCTCC
Vv Mcc V-F CACACACAAAACGGGAGCTGTT 680
Mcc V-R CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT
c7 Mcc C7-F CGTTCAACTGTTGCAATGCT 134
Mcc C7-R AGTTGAGGGGCGTGTAATTG
L Mcc L-F | GGTAAATGATATATGAGAGAAATAACGTTA 233
Mcc L-R TTTCGCTGAGTTGGAATTTCCTGCTGCATC
M Mcc M-F CGTTTATTATTTTATGAATA 456
Mcc M-R AAACGGAAGAATGGATGATCTCGCAAA
E492 Mcc E492-F GTCTCTCCTGCACCAAAAGC 291
Mcc E492-R TTTTCAGTCATGGCGTTCTG
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7.5 Priprava roztoki
100 bp DNA Ladder
« 180ul H,0
* 50ul nanaSeciho pufru
e 20ul DNA Ladder

TAE pufr 50x

e 20 Trizma 242 ¢
« 0,5MEDTA 100 ml
* Kyselina octova 57,1 ml

» Destilovana voda doplnit do 1000 mi

TAE pufr 1x
* TAE pufr 50x 20 ml
+ Destilovana voda 980 ml

Nandaseci pufr LB 6x

* Bromfenolova motl 10 mg

* 0,5M EDTA 1,2 ml

* 10% SDS 600

e Glycerol 1,2 ml

* Destilovana voda doplnit do 10 ml

7.6 Pouzité bakterialni kmeny

VSechny kmenyEscherichia coli,pouzité v této praci (Tab. 12ppchazely ze sbirky
mikroorganizni Fakulty technologické UTB ve Zlén Byly uchovavany zamrazenéip
teplotach -20 °C a -80 °C a ozeay kodem: 017, 059, 062, 064, 066, 087W - 099W,
101W - 107W, 109W — 127W, 222 — 230, 240, 241, 247, 252, 255, 256, 257, 259,
260, 265, 266, 268, 271, 272, 273, 285.
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Tab. 12. Seznam pouzitych kaé&n coli[77, 82, 83, 84, 85]

Kmen Datumnzl,akoupe- Nazev vzorku, firma
017 2006 Kuze chlazeného IiecihoSirtrilz;T;arl], zakoupeno v maloobchagdni
059 2006 Kuze chlazeného IiecihoSirtrilz;T;arl], zakoupeno v maloobchagdni
062 2006 Kuze chlazeného IiecihoSirtrilz;T;arl], zakoupeno v maloobchagdni
064 2006 Kuze chlazeného IiecihoSirtrilz;T;arl], zakoupeno v maloobchagdni
066 2006 KuZe chlazeného keciho masa, zakoupeno v maloobchagdni

siti Zlin

087W 2006 Vepovy separat, Hamé Babice

088w 2006 Vepovy separat, Hamé Babice

089w 2006 Vefovy separat, Hamé Babice

090W 2006 Kuze chlazeného kaciho rznlﬁ]sa, zakoupeno v obchodni siti

091W 2006 Kuze chlazeného kaciho rznlﬁ]sa, zakoupeno v obchodni siti

092w 2006 Vepovy separat, Hamé Babice

093w 2006 Vefovy separat, Hamé Babice

094w 2006 Vepovy separat, Hamé Babice

095W 2006 Vepovy separat, Hamé Babice

096W Srpen 2007 Keci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

097W Srpen 2007 keci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

098w Srpen 2007 Keci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

099W 2007 Kieci kize, Raciola Jehika, Uhersky Brod

101w 2007 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

102w 2007 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

103W 2007 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

104W 2007 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

105w 2007 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

106W 2007 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

107w 2007 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

109W 2009 Kieci kize, Raciola Jehika, Uhersky Brod

110w 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

111w 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

112w 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

113W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

114W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

115w 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

116W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
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Pokracovani Tab. 12.

117w 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
118W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
119W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
120w 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
121W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
122W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
123W 2009 Kieci kize, Raciola Jehika, Uhersky Brod
124W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
125W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
126W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod
127W 2009 Kieci kize, Raciola Jehilka, Uhersky Brod

222 Listopad 2010

BaZant, prsa, &dB. den po odlovu, z chovu

223 Listopad 2010

Bazant, stehno, &d®. den po odlovu, z chovu

224 Listopad 2010

Bazant, jatra, ¢dB. den po odlovu, z chovu

225 Listopad 2010

Bazant, jatra, ¢dB. den po odlovu, z chovu

226 Listopad 2010

Bazant, prsa, &dB. den po odlovu, z volné&ipody

227 Listopad 2010

Bazant, jatra, ¢dB. den po odlovu, z voln&ipody

228 Listopad 2010

Bazant, jatra, ¢dB. den po odlovu, z voln&ipody

229 Listopad 2010

Bazant, prsa, odb 12. den po odlovu, uskla&mo venku
ve visu, z chovu

230 Listopad 2010

Bazant, jatra, odiv 12. den po odlovu, uskla&émo venku
ve visu, z chovu

240 2010 Maso, [85]
241 2010 Maso, [85]
242 2010 Maso, [85]
247 2010 Maso, [85]
252 2010 Maso, [85]
255 2010 Maso, [85]
256 2010 Maso, [85]
257 2010 Maso, [85]
259 2010 Maso, [85]
260 2010 Maso, [85]
265 2010 Maso, [85]
266 2010 Maso, [85]
268 2010 Maso, [85]
271 2010 Maso, [85]
272 2010 Maso, [85]

273 Listopad 2011

Vépva plec, Ing. Vladimir Slustik- KaSava 33, 763 19

285 Leden 2012

Kieci Kidla, Raciola - Jehika s.r.o.
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8 METODY

8.1 Priprava vzorkia DNA

Jednotlivé kmen¥e. coli byly vyotkovany na zivné fdy MPA kiizovym rozérem. Poté
byly kultivovany v termostatu ip teplo& 37 °C, 24 hodin. Do fiedem pipravenych
a ozngenych ependorfek bylofipraveno 10Qul 1x fectného PCR pufru. &ovaci klic-
kou byla kulturaE. coli, narostla na Petriho miscefepesena do ependorfky s pufrem
a suspenze byla homogenizovana na vortexu. SuspasyEndorfce byla nasletlmlozena
do termobloku, nastavenym na 95 °C, 20 minut. Bowii z termobloku byly vzorky vlo-
Zeny do centrifugy na 60 sekundéi f4.500 otékach. Supernatant byl poté odpipetovan

do novych ependorfek a slouzil jako templat pro RE&kce.

8.2 Priprava vzorki pro PCR

Jednotlivé komponenty re&ki smesi byly pipravovany ve forrd master mixu,
aby se pedeSlo nefesnostem i pipetovani a row¥ zkracenicasu i pripraw vzorka.
Celkovy objem jedné reaki snesi ¢inil 20 pl. Slozeni amplifikanich snési pro PCR je

uvedeno v fislusnych podkapitolach nize.

8.2.1 Amplifika ¢ni smési pro stanoveni fylogenetickych skupin

Stanoveni fylogenetickych skupin bylo proveden@nda metodami. Prvni byla dle
standardniho protokolu, kdy do kazdé redksntsi byla pouzita jedna para prindelSlo-
Zeni této amplifikéni smési je uvedeno v Tabulce 13. Déle byla pouzita meetddplex
PCR, kdy do kazdé reaki sntsi bylo gidano MgC} a vSechnyit pary primeti. Slozeni

amplifika¢ni smési dle metody Triplex PCR je uvedeno v Tabulce 14.

Tab.13. SloZeni stsi dle standardniho protokolu (upraver@y].

SloZka snisi pro PCR Objemu)
Voda 16,2
PCR pufr 2,0
dNTP mix 0,4
TAQDNA polymeraza 0,5
ChuA1/ChuA2 0,2/0,2
Templatova DNA 0,5
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Tab.14. SloZeni smi dle metody Triplex PCR (upravena@y].

SloZka snisi pro PCR Objemyu()
Voda 12,5
PCR pufr 2,0
dNTP mix 0,4
MgCl, 0,4
ChuAl1/ChuA2 0,1/0,1
YjaAl/YjaA2 0,1/0,1
TspE4C2.1/TspE4C2.2 0,1/0,1
TAQDNA polymeraza 0,5

8.2.2 Amplifika éni smési pro stanoveni faktoti virulence

Pro stanoveni faktérvirulence bylo opt vyuzito dvou metod — jednoduchou reakci
PCR a pomoci multiplex reakci PCR. Jednotlivé kongoby byly smichany ve forn
master mixu za pouziti primerl. skupiny (Tabulka. 7), primefi 2. skupiny (Tabulka
¢. 8) a primel 3. skupiny (Tabulk&. 9). SloZeni amplifikéni snesi pro jednoduchou re-
akci @i pouziti primeti 1. skupiny je uvedeno v Tabulce 15, pouZziti primefi 2. skupiny
v Tabulce 16, p pouziti primefi 3. skupiny v Tabulce 17 a pro multiplex reakci PCR
v Tabulce 18.

Tab.15. Sw@s pro jednoduchou reakci PCR — primery 1. skupiny

(upraveno)78].
Slozka snisi pro PCR Objemu)
Voda 21,0
PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5
TAQ polymeraza 0,1
Primer F/R 0,25/0,25
Templatova DNA 0,5
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Tab.16. Sws pro jednoduchou reakci PCR — primery Rupsny

(upraveno)78].

Slozka snisi pro PCR Objemu)

Voda 14,2

PCR pufr 2,4

dNTP mix 2,0

TAQ polymeraza 0,2
Primer F/R 0,3/0,3

Templatova DNA 2,0

Tab.17. Sw@s pro jednoduchou reakci PCR — primery 3. skupidy

80].

Slozka snisi pro PCR Objemu)

Voda 16,0

PCR pufr 2,4

dNTP mix 1,0

TAQ polymeraza 0,2
Primer F/R 0,2/0,2

Templatova DNA 2,0

Tab.18. Sws pro multiplex reakci PCR — primery 1. a 2. skypin

(upraveno)78].

Slozka snisi pro PCR Objemu)

Voda 16,0

PCR pufr 2,5

dNTP mix 1,0

TAQ polymeraza 0,5
Primer F/R 0,1/0,1

MgCl, 2,0

Templatova DNA 2,0

8.2.3 Amplifika éni smési pro bakteriocinotypizaci

Jednotlivé komponenty byly épmichany ve form master mixu. Pouzité kolicinové
primery jsou uvedeny v Tabulce 10, mikrocinové pmmynjsou uvedeny v Tabulce 11.

Mnozstvi jednotlivych slozek, pouzitych pro jednodaou PCR reakci, jsou uvedena
v Tabulce 19.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

RovreZ byla provedena duplex PCR, kdy byly pary priine#azeny do pdtr, coz vedlo

opét k Uspde materialu icasu pro pipravu. PouZzité rdazeni do pdr je uvedeno

v Tabulce 20, slozeni amplifikai snesi pro duplex PCR v Tabulce 21.

Tab.19. SloZeni st pro jednoduchou PCR (upraveri8l].

Slozka snisi pro PCR Objemu)
Voda 21,0
PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5
TAQ polymeraza 0,1
Primer F/R 0,25/0,25
Templatova DNA 0,5
Tab.20. Romzeni primet do pat:.
Péary primei (bp)
1 ColE2 (409) + Colla (473)
2 ColD (420) + ColA (475)
3 ColE3 (413) + Collb (464)
4 ColE4 (409) + ColS4 (456)
5 ColE6 (399) + Col5 (443)
6 ColE9 (418) + ColK (469)
7 ColM (429) + ColY (477)
8 ColIN (401) + Col10 (448)
9 ColE5 (430) + ColU (485)
10 ColE7 (431) + ColB (492)
11 ColE8 (449) + ColE1 (649)
12 Col28b (449) + ColJs (254)
13 Mcc B17 (135) + Mcc H47 (227)
14 Mcc C7 (134) + Mcc E492 (291)
15 Mcc J25 (175) + Mcc M (456)
16 Mcc V (680) + Mcc L (233)




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 51

Tab.21. SloZeni smi pro duplex reakci PCR (upravern@y].

SloZka snisi pro PCR Objemy()
Voda 20,4
PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5
TAQ polymeraza 0,1
Primer R/R; 0,25/0,25
Primer F/R; 0,25/0,25
Templatova DNA 0,5

8.3 Amplifikace PCR

Amplifikace byla provasna v termocykleru za podminek, které uvadi TabuRa
Pro stanoveni faktérvirulence pi pouziti primeti 3. skupiny byla amplifikace provéada

za podminek, které uvadi Tabulka 23.

Tab.22. Podminky PCR reakce.

Uvodni denaturace

94 °C/3 minuty

Denaturace 94 °C/30 sekund
Annealing 58 °C/30 sekund
Extenze 68 °C/3 minuty

Opakovani cyklu 30 X
Zaver&na extenze 68 °C/3 minuty
Chlazeni 4°C fo

Tab.23. Podminky PCR reakce — faktory vi-

rulence, primery 3. skupif$0].

Uvodni denaturace

95 °C/5 minut

Opakovani cyklu 5 x

95 °C/30 sekund

72°C/1 minuta

Denaturace 95 °C/ 30 sekupd
Annealing 63 °C/30 sekund
Extenze 72 °C/30 sekund
Opakovani cyklu 20 X
Zaver&na extenze 72 °C/5 minut

Chlazeni

4°C ¢o
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8.4 Detekce PCR produkii

K detekci produkd, ziskanych metodou PCR, byla pouzita elektroforé1eb% agaro-
zovem gelu. Gel byl fpraven navazenim 1,5 gréamagardzy a jejim rozpudtim
ve 100 ml 1x koncentrovaného TAE pufru, ktery bigdiim gipraven edinim z 50x
koncentrovaného TAE pufru. Vznikla smbyla zakivana v mikrovinné troubza olgas-
ného promichavani, a nechala se projit 3x varensled& byl pridan etidiumbromid
v mnoZzstvi 3ul a mirnym zamichanim rozpgat Poté byl roztok nalit dofpdem pipra-
vené elektroforetické vatiy s hrebinky a nechal se zatuhnout. K celému objemwl20
PCR produki byl pridan nanaseci pufr v mnozstviid Po zatuhnuti byly vyjmutyiebin-
ky a gel byl gelit 1x koncentrovanym TAE pufrem. Do prvni jamkyl kZdy nanesen jako
standard 100 bp DNA marker, do nasledujicich pgipravené vzorky. Elektroforeticka
separace poté probihal& p0 V, 40 minut — dostate¢ dlouho, aby bromfenolova mid
obsazena v nanasecim pufru, doputovala asi doe(B Bo ukoteni elektroforézy bylo
provedeno vyhodnoceni v UV &le pomoci transiluminatoru a vysledek byl zdokutoen

van pomoci programu Gene-Snap od SyneGene.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Fylogeneticka analyza

V této préaci byla k fylogenetické analyze pouzitatada PCR dle standardniho protokolu a
metoda Triplex PCR. Metoda Triplex PCR byla popsésta 2000 Clermontem a spol.
a lze takto kmen¥e. coli rozctlit do ¢tyi fylogenetickych skupin — A, B1, B2 a D [56].
Analyza byla provedena u kmeEk. coliizolovanych z potravin a které byly jiZide ow-
feny pomoci mikrotest Ze se skuta¢ jedna oE. coli. Po ziskani bakterialnich lyzat

a provedeni PCR byla uskuteéna detekce produktpomoci elektroforézy v agarézovém

gelu a vysledky poté zdokumentovany pomoci progr&ynGene Ingenius.

VySeteno bylo celkem 55 kmén Fri provedeni PCR dle standardniho protokolu byly
u kazdého kmene uskdteny 3 reakce. V fipadt pouziti metody Triplex se proces zjed-
nodusil a stéla jedind reakce ke zji&i pfitomnych gefi. Paklize wktery z vysledk

u metody Triplex byl nejasny, byla pro@eni provedena PCR dle standardniho protokolu.

9.1.1 Detekce produkti PCR reakce

Detekce produkt byla provedena pomoci elektroforézy v 1,5 % agarém gelu a vy-
sledky byly vyhodnoceny v UV-transiluminatoru porhgrogramu SynGene Ingenius.
Jednalo se o metodu dle standardniho protokolukkdeazdé reakci byl pouzit pouze je-
den par primer (Obr. 10, 11) a metodu Triplex semi pary primei v jedné reakci. De-
tekovany byly 3 geny €huA (279 bp),yjaA (211 bp) a fragmenTSPE4.C2(152 bp).
Pro rozliSeni velikosti amplik@nbyl pouzit 100 bp DNA marker.
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500 bp

100 bp

Obr.10. Agar6zovy gel s PCR produkty. Zleva: 1.kam0OO bp DNA marker; 2.-8.
jamka kmeny:. 089W, 092W, 093W, 096W, 097W, 101W, 103W — megagny chuA,
nespecificky geny kolem 900-1000 bp; 9. a 10. jakmkanyc. 105W, 106W — pozitivni
geny chuA (279 bp); 12. jamka kmer©89W — pozitivni gen yjaA (211 bp); 13. a 14.am
ka kmeny. 092W, 093W — negativni geny yjaA; 15. a 16. jakrkanyc. 096W, 097W —
pozitivni geny yjaA (211 bp).

500bp ==

nd
100 bp

Obr.11. Agar6zovy gel s PCR produkty. Zleva: 1.karh00 bp DNA marker; 2. jamka
kmenc. 101W — pozitivni gen yjaA (211 bp); 3. jamka kmieb03W — negativni yjaA; 4.
jamka kmen'. 105W — pozitivni gen yjaA (211 bp); 5. jamka khetD6W — negativni gen
yjaA; 6. jamka — kontrola; 7.-12. jamka kmehy89W, 092W, 093W, 096w, 097W, 101W
— negativni geny TSPE4.C2; 13. jamka kriehO3W — pozitivni gen TSPE4.C2 (152 bp);
14. jamka kmed. 105W — negativni gen TSPE4.C2.; 15. jamka kind@6W — pozitivni
gen TSPE4.C2 (152 bp); 16. jamka — kontrola.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 55

9.1.2 Vyhodnoceni vysledk

Po provedeni detekce prodiikPCR reakce bylo provedeno rékhi do jednotlivych fy-
logenetickych skupin podle dichotomickéhockli(Obr. 9), ktery navrhnul Clermont [56].
Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 24.

Tab.24. Vysledky fylogenetické analyzy.

Kmen

chuA

yjaA

TspE4.C2

Skupina

017

059

062

064

066

087W

088W

089W

090W

091W

092W

093w

094W

095W

096W

097W

098W

099w

101W

102W

J>J>J>)>J>J>J>EJ>J>%J>J>J>J>UJ>J>J>J>

103W

B1

104W

105W

106W

107W

+ |+ |+

109W

110W

111W

112W

113W

114W

115W

116W

117/W

118W

< |>|> R[> >>>>> B o>
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Pokraovani Tab. 24.

119w + - -
120W - + -
121W - +
122W + - +
123W - - -
124W X X X
125W - - -
126W - - -
127W - + -
222 - - -
223 - - -
224 - - -
225 + - +
226 - - -
227 - - -
228 - - -
229 + - +
230 - - +
+
+

X o|>|> > 0> > > > > >« > o> >0

273 + +
285 + +

o
N

B2

Z celkovych 55 kmein které byly podrobeny fylogenetické analyze, hyddicna sku-
pina g@ifazena 53 z nich. Zbyvajici 2 kmeny vykazovaly negatreakce na vSechny &p
soby detekce, detne stanoveni faktdr virulence. Jednalo se o kmetiyl18 a 124. Z toho
duvodu tedy byly podrobeny jaStanalyze na detekci genu lacZ, kodujici enzym [3-
galaktozidazu, ktera katalyzujeégéni cukru laktozy. Pro jeho detekci bylo pouzitone-
ra LZL a LZR (264 bp) [86, 87]. Vysledky detekce bylggativni, proto by bylo vhodné

opct provest identifikaci obou kménzda-li se skutan¢ jedna o kmen¥. col..

Z ostatnich 53 kmenE. coli podrobenych fylogenetické analyze bylo 38 kineaaze-
no do skupiny A (72 %), 4 kmeny do skupiny B1 (8 %kmeri do skupiny B2 (9 %) a 6
kmeni do skupiny D (11 %). Ve fylogenetické skupiA a B1 se obvykle nachazi m€n
virulentni komenzalni kmeny, kdezto ve fylogenedidkupig B2 a D naopak virulentni
extraintestinalni kmeny [54, 55]. Celkem 6 kmemiskanych z vapvych separdt bylo
zarazeno do skupiny A a jeden kmen do skupiny B1. Kietv 3, ziskany z vépvé ple-
ce, byl zé#azen do skupiny B2 a jedna se tedy o virulentrdiekestinalni kmen. Obdobn

byl do skupiny B2 zazen i kmert. 285 ziskany z Kecich Kidel. DalSi testované kmeny
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pochazely z kieci kize. Celkem 26 kmeénzde bylo z&azeno do skupiny A a 2 kmeny
do skupiny B1. Mezi virulentni extraintestinalni &ny bylo zéazeno 7 kmely z toho 3
kmeny do skupiny B2 a 4 kmeny do skupiny D. Posleéestovanou skupinou byly kmeny
ziskané z bazaint Jednalo se o celkem 9 kniiez toho 7 kmei bylo zadazeno do skupiny
A a Bl — tedy mezi komenzalni kmeny. Dva kmeny ladiazeny do skupiny D mezi vi-
rulentni extraintestinalni kmeny, jednalo se o kyn&n225 a 229, oba ziskané z ba#ant
z chow.

RovreZz Tomasova [77] se ve své praci zabyvaladapenim gkterych kme@d E. coli
do pislusnych fylogenetickych skupin. Sp&heé s touto praci se tak jedna jiz o soubor 108
testovanych kmenE. coli nalezZejicich do sbirky mikroorganiamFakulty technologické
UTB ve Zlirg. Celkem 64 kmein (59 %) bylo zéazeno do skupiny A, 30 kmér{28 %)
do skupiny B1, 8 kman(7 %) do skupiny B2 a 6 kmér{6 %) do skupiny D [77].

Ze ziskanych vysledkje tedy #ejmé, Ze velk&ast kmei E. coli, nachazejicich se
v potravinich, sé¢adi pr&d¢ mezi nepatogenni komenzalni kmeny. Byl ovSem petvr
vyskyt rovreéz virulentnich extraintestinalnich kmeg. coli, i kdyZ v malém mnozZstvi a je

mozné, Ze jejichifitomnost zn& sekundarni kontaminaci fekalnihavedu.

Zuastava otazkou, jakipsna vSak metoda dle Clermonta je s ohledem nasmed#o-
vedenou studii, kterou uskdtél M. Doumith a spol. Bylo zji&no, ze se kmeny mnohdy
nespravi zarazuji na zaklagl negitomnosti vSechit geri do skupiny A [57]. Z toho it
vodu by tedy bylo vhodné vysledky jegivérit presrgjSi metodou, jakou je néilad mul-

tilokusova enzymova elektroforéza.

9.2 Detekce faktom virulence

BakterieE. coli jsou irozenou so&asti stevniho traktu teplo-krevnych zighu, vcetrg
lidi. Mnoho kmeri je komenzalniho typu, kdy hostiteli neSkodi, ndopwhou byt i pro-
spsné E. coli Nissle 1917 [70]. Je vSak znamo i velké mnoZstvi patogennickerkin
které mohou vyvolavatadu onemoaini — intestinalnickEi extraintestinalnich [61E. coli
je nositelem tznych tym faktori virulence, které maji vliv ip rozvoji onemocsni. Me-
zi tyto nejvyznamiySi faktory je mozné Zadit nagiklad adhesiny, invasinyi toxiny.
VSechny tyto faktory se poté zapojuji do slozitysbchanizn, které ovlivauji miru pato-

genity daného kmerte. coli[10, 60].
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9.2.1 Detekce produkti PCR reakce

Detekce produki PCR reakce byla provedena obd&bjako @i fylogenetické analyze.
Opet byly vyuzity dva zjisoby — jednoduchou reakci PCR (Obr. 12), kde bykgeden
pér primefi a metodou multiplex séemi pary primei (Obr. 13). Na Obrazku 14 poté byla

zachycena detekce prinde3. skupiny.

Obr.12. Agardzovy gel s PCR produkty. Zleva: 1.karh00 bp DNA marker; 2.-10.
jamka kmeny. 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230 ipozgeny iss (309 bp);
11. jamka kontrola; 12.-14. jamka kmetiy222, 223, 224 — negativni geny na tsh; 15.
jamka kmem'. 225 — pozitivni gen na tsh (824 bp); 16. jamkarek¢. 226 — negativni gen
tsh.
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Obr.13. Agarézovy gel s PCR produkty. Zleva: 1 karh00 bp DNA marker; 2.-6. jam-
ka kmenye. 087W, 084W, 095W, 096W, 097W — negativni genk, amespecifické geny
kolem 900-1000 bp; 7. a 8. jamka kmeén@87W a 094W — negativni geny yjaA; 9. jamka
kmen¢. 103W — pozitivni geny iss (309 bp) a papC (501 tggativni gen neuC;10. jamka
kmené. 105W — pozitivni gen papC (501 bp), negativniyges a neuC, nespecificky gen
kolem 950 bp; 11. jamka kmén106W — pozitivni geny iss (309 bp) a papC (507 g
gativni gen neuC; 12. jamka kmeénl103W — pozitivni geny tsh (824 bp) a vat (981, bp)
negativni gen iucD; 13. jamka kmeén105W — negativni geny iucD, tsh a vat; 14. jamka

kmenc¢. 106W - pozitivni geny tsh (824 bp) a vat (981 bpyativni gen iucD.

500 bp

100 bp

Obr.14. Agardzovy gel s PCR produkty. Zleva: 1.karh00 bp DNA marker; 2. jamka
kmem'. 017 — pozitivni gen eaeA (241 bp); 3.-8. jamkarkyd. 059, 062, 064, 066, 091W,
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103W — negativni geny na eaeA; 9. a 10. jamka krieb@4W,105W — pozitivni geny na
eaeA (241 bp); 11. jamka kmeénl06W — negativni gen eaeA; 12. jamka kaetD7W —
pozitivni gen eaeA (241 bp); 13.-16. jamka kme&ny19W, 122W, 225, 226 — negativni
geny eaeA.

9.2.2 Vyhodnoceni vysledk

Po provedeni detekce byly vysledky zahrnuty do le&by detekce genpro faktory vi-
rulence 1. skupiny iss, papc, neuC, iucD, tsh, v@liab. 25) a detekce germpro faktory
virulence 3. skupiny eaeA, Einv, Eag{Tab. 26). Vysledky detekce gepro faktory vi-
rulence 2. skupiny ¥T1, VT2, ST1, ST2. CNF1, CNF2, Ldi&,tabulky zpracovany neby-

ly s ohledem na néfjomnost pozitivniho vysledku.

Tab.25. Faktory virulence — primery 1. skupiny.

Kmen iss papC neuC iucD tsh vat

017 - - - - - -
059 + - - + + -
062 - - - - - -
064 - - - + - :
066 - - - + - -

087W - - - - - -
088W + ] - ] ] -
089W

090W

+ |+
1
1
1
1
1

091W

092W

093W

094W - - - - - -

095W - - - - - -

096W - - - + ] -

097W - - - - - -

098W + ] - ] - -

099W - - - - - -

101W - - - + ] ;

102W - - - + - -

103w + + - - + +

104W -

105W -

+ |+
1
1
1
1

106W +

107W -
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Pokracovani Tab. 25.

109W - -

110W - -

111W - -

112W - -

113W - -

114W - -

115W + -

116W - -

117/W - -

118W X X

X [+ |+ |+

119W - -

120W

+
121W + -
122W +

123W - -

124W X X

125W - -

126W

127W

222

223

224

225

226

227

228

229

4+ [+ |+
1

230

240

241 - -

242 - -

247 - -

252 - -

255 - -

256 - -

257 - -

259 - -

260 - -

265 - -

266 - -

268 - -

271 - -

272 - -
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Pokracovani Tab. 25.
273 - - - + + -
285 - - - + + -

Tab.26. Faktory virulence — primery 3. skupiny.

Kmen eaeA Einv Eagg
017 + - -
059 - - -
062 - - -
064 - - -
066 - - -

091W - - -

103W - - -

104W +

105W + - -

106W - - -

107W + - -
119W - - -
122W - - -
225 - - -
226 - - -
229 - - -
230 - - -
273 - - -
285 - - -

Celkem bylo analyze s primery 1. skupiny podrobé@dmeri E. coli. Vysledky byly
ziskany u 68 z nich, kdy kmerly 118 a 124, obdolsrjako u fylogenetické analyzy, nerea-
govaly a bylo by vhodné pomoci mikrotiesivetit, zda-li skuténé jde o kmenyE. coli
Ze 68 kmen bylo na genyss pozitivnich 20 (29 %)papC3 (4 %),neuCl (1 %),iucD 24
(35 %),tsh 17 (25 %) avat 2 (3 %).

« Geniss— jedna se o gen, ktery kéduje sérovou bilkovibezipi a zlepSuje tak
ochranu daného kmerte. coli. Vyskyt genu byl zaznamenan u UPEC i NMEC
kmeni. Ve velké mie se nachazi na plazmidu ColV, které $&nb vyskytuji
u APEC kmen [88]. Gen byl v této praci detekovan u 20 z 68 kinez toho 10
kmen bylo ziskano z kiecich Kizi a 9 kmen bylo izolovano z bazatt Ze ziska-
nych vysledk je Zejmé, Ze fitomnost geniss miZze poukazovat na aviarniyod

a napovidat o patogedit
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* GenpapC- gen je mozné tadit k faktofim virulence podilejicich se na adherenci
pomoci adhesinna hostitelskou hiku. GenpapC se nachaziipdevsim u UPEC
kmeni E. coli. Tyto kmeny jsou vybaveny tzv. P-fimbriemi, pomaahZz se usktu-
tecnuje adherence k hostitelskéroe [10, 89]. GemapCbyl detekovan pouze u 3
kmeni z 68, ve vSechifpadech byl izolovan z kacich Kizi. MizZe se tedy jednat o
UPEC kmenyE. coli, coZ nevylduje ani gitomnost gefi iss nachazejicich se

u dvou &chto kmeiri.

« GenneuC- genneuC je potebny pro syntézu kyseliny sialové a podili se tak
na tvorlg i transportu kapsle K1. Biosyntéza i transporujgakddovany v 17kb
klastru genu KPSCasto se tento gen vyskytuje u NMEC kridh coli[90]. V této
praci byl pozitivni pouze jeden kmen 123 izolovany z kieci kize a pravépo-
dobrg se miiZe jednat pr&vo NMEC kmerE. col..

* GeniucD — protein, ktery se nachazi na plazmidu ColV-KS0wtasti je hned 5
geni; iucA,B,C,D které se Eastni syntézy aerobaktinui@A, ktery koduje vejsi
membranovy receptor pro Zelezo - feri-aerobaktinkegnplex.lucD zastava d¥
hlavni funkce: katalyzuje unikatni typ reakcé&dkysliceni lyzinu a rovis? zpro-
stredkovava prvni krok biosyntézy aerobaktinu [91]tét6 praci bylo na ifitom-
nost genu detekovano celkem 24 kiinénh coli, z toho 15 kmein bylo izolovano

z kurecich Kizi a 7 kmefi z bazant.

 Gentsh — jednd se o gemadici se mezi autotransportni proteiny. Nachazi se
na plazmidu ColV a je citlivy na teploty hematogtiriu. Casto se nachazi u UPEC
a APEC kmen E. coli[92]. Podili se na adherenci i na produkci cytatéxio3].
Pozitivnich kmen na gentsh bylo 17, gicemz se jednalo o izolaty z #at, bazan-
ta, krit a veffovych nozéek. Je tedy pravghodobné, Ze &Sina kmeid se budea-

dit praw mezi aviarg patogenni kmenk. coli, pripadré kmeny UPEC.

» Genvat— koduje autotrasportni cytotoxin, kddovan je ntw&u patogenity PAL.
Casto se nachéazi u aviarnich patogennich Knercoli [94]. Pozitivni na gervat
byly pouze 2 kmeny — 103 a 106. Kmeny byly izolovarkurat, gicemz oba byly
pozitivni i nageny tsh, papC a iskferé secasto vyskytuji u kmeh APEC a lze
proto edpokladat, Ze tyto dva kmeny nalezi do této skupatogennich kmenE.

coli.
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Detekci faktodi virulence, pi pouziti primefi 2. skupiny, se ve své diplomové praci za-

byvala rovieZ Knechtlova M., ficemZ pro analyzu rowi pouzila gkteré kmenyE. coli

ze shirky mikroorganizin Fakulty technologické UTB ve ZIén Spole&n¢ s touto praci
tak jiz bylo otestovano celkem 108 knfie. coli. Na geniss bylo pozitivnich celkem 37
kmeni (34 %), na fitomnost genypapC 6 kmeri (6 %), pro gemeuC1l kmen, na gen
iucD 42 kmer (39%), pro gerish 27 kmeri (25 %) a na gewmat byly pozitivni 3 kmeny.

Z vysledki je patrn&asta spokéna gitomnost getiissaiucD [78]. Obzvlast je mozné si
této skuténosti povSimnout u kmeénizolovanych z bazaff kde vSech 9 kmébylo pozi-
tivnich na gerissa 7 z nich naiftomnost genuucD. Spol€&ny vyskyt €chto dvou get

byl zjisten rovrez u jinych kmek ziskanych z ktecich Kizi, z¢ehoz je mozné usoudit, Ze

piitomnost obou genv ramci jednoho kmene je pémé béznym jevem.

Pro gitomnost get pii pouZziti primeti 2. skupiny bylo analyze podrobeno celkem 44
kmeni E. coli. Ani u jednoho kmene vSak nebyla prokazaritmnost gkterého z &chto
geni. ETEC mohou produkovat dva typy toxintermolabilni LT [ T1) a termostabilni ST
(ST1, STR Geneticka informace pro tvorbéchto enterotoxif je vazana na plazmidech
[61, 62]. U kmei VTEC je znama produkce verotoxinV této praci byly stanovovany
verotoxinyVT1la VT2 [62, 63]. Kmeny UPEC naopalsto produkuji cytotoxické, nekro-
tizujici toxiny, oznaované jakdCNF1aCNF2[95, 96].

U celkem 19 kmein E. coli byla provedena analyza ngitpmnost gefi eaeA Einv
aEagg Pozitivni vysledky byly pouze pro geaeA kde z 19 kmein byl gen detekovan
u 4 z nich. Genginv a Eaggnebyly detekovany. GesaeAkdduje intimin - membranovy
protein, ktery je nutny profipojeni na epitelarni biky. Casto byva sotésti u kmef
EPEC i EHEC [97].Einv je gen zodposdny za kodovani enteroinvaznich mechariism

a genEaggza kédovani enteroagregativnich mechanifeg].
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9.3 Detekce produkce bakteriocini

Bekteriociny tvaéi riznorodou skupinu ribozomainsyntetizovanych antimikrobiélnich
peptidi [67]. Je mozné jedit na dw skupiny - koliciny a mikrociny [68]. V této praci
byly bakteriociny detekovany celkem u 18 kmdf. coli, pticemz bylo stanovovano cel-
kem 8 mikrociri a 24 koliciri.

9.3.1 Detekce produkti PCR reakce

Detekce proéhla ot obdobr, jako @i fylogenetické analyze. Byly pouzity 8\metody
detekce amplikoin— jednoduché reakce s pouzitim jednohadipéimett a metody duplex
PCR (Obr. 15), kdy jednotlivé pary prinieoyly s&¢azeny do pdit, coz vedlo k Uspe ma-

terialu icasu pro pipravu. Ro¥azeni do pdrje uvedeno v Tabulce 19.

1000 bp

500 bp

100 bp

Obr.15. Agarézovy gel s PCR produkty. Zleva: 1 k@00 bp DNA marker; 2.-4. jam-
ka kmenye. 117W, 120W, 121W — negativni geny E5 a U; S5amkp kmeny. 112W,
113W, 114W - pozitivni gen E7 (431 bp), negatieni §; 8. a 9. jamka kmemy 116W a
117W — negativni geny na E7 a B; 10. a 11. jamkarkma 120W a 121W — pozitivni geny
B (492 bp), negativni geny E7; 12.-14. jamka kmerdy.2W, 113W, 114W — pozitivni geny
E8 (449 bp), negativni geny E1; 15. a 16. jamkarknde116W a 117W- pozitivni geny E1
(649 bp), negativni geny ES8.
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9.3.2 Vyhodnoceni vysledk

Ziskané vysledky byly zpracovany ve farmivou tabulek. Tabulka 27 prdifpmnost geti
na produkci mikrocif J25, B17, H47, V, C7, L, M, E492 a Tabulka 28 prfdaomnost
geni na produkci kolicid A, B, D, K, L, M, N, U, Y, Ila, Ib, Js, 5, 10, SBE1 — E9

Tab.27. Vysledky bakteriocinotypizace — mikrociny.

Kmen J25 B17 H47 \% C7 L M E492

087W - - - - - - - -

088W - - - - - - - :

089W - - - - - - - -

092W - - - - - - - :

093W - - - - - - - -

098W - - - - - - - :

109W - - - - - - - -

110W - - - - - - - :

111W - - - - - - - -

112W - - - - - - - :

113W - - - - - - - -

114W - - - - - - - :

116W - - - - - - - -

117W - - - - - - - :

120W - - - - - - - -

121W - - - - - - - :

273 - - - + - - - -

285 - - - + - - - -

Tab.28. Vysledky bakteriocinotypizace — koliciny.

Kmen A B D K L M N U

087W - - . - : - - :

088W - - - - - - - -

089W - - - - - - - :

092W - - - - - - ) +

093W - - - - - - - :

098W - - - - - - - -

109W - - - - - - - :

110W - - - - - - - -

111W - - - - - - - :

112W - - - - - - - -

113W - - - - - - - :

114W - - - - - - - -
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Pokratovani Tab. 28.

116W

117/W

120W

121W

273

285

+ |+ |+ |+

+ |+ [+ |+

Kmen

087W

088W

089W

092W

093W

098W

109W

110W

111W

112W

113W

114W

116W

117/W

120W

121W

+ [+ [+ |+

273

285

Kmen

ES8

087W

088W

+

089W

092W

093W

098W

109W

110W

+

111W

112W

113W

114W

+ [+ |+

S N e S e e

116W

117/W
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Pokracovani Tab. 28.

120W - - - - - - - :

121W - - - - - - - -

273 - - - - : - - -

285 - - - - - - - -

Produkce mikrocif byla z 18 kmet E. coli, podrobenych analyze, prokazana pouze
u dvou z nich, konkrétnu kmerii ¢. 273 a 285. V obouifpadech se jednalo o mikrocin V.
Ten obsahuje jednu SS vazbu mezi Cys76 a Cys8iksa@bpna membrany bakterialnich
burek, kdy indukuje tvorbu iontovych kaniah to vede naruSeni proton-hybné sily a &gvn
produkce ATP [99].

RovnéZ byla provedena detekce na produkci celkemi@dah kolicini. Analyza byla
uskuté&néna ot u 18 kolicinogennich kmenE. coli, piicemz u kazdého kmene byla de-
tekovana produkce vzdy alespm@dnoho z kolicid. Z 18 kmeri bylo pozitivnich na pro-
dukci kolicind E2 - 1 kmen, U - 1 kmen, la - 1 kmen, Ib - 3 kmevi - 3 kmeny, B - 4
kmeny, M - 4 kmeny, E1 - 5 kménE7 - 8 kmen, E8 — 11 kmein. Naopak negativni byla
produkce kolicii A, D, K, L, N, Js, 5, 10, S4, E3, E4. E5, E6 a E9.

Produkce pouze jednoho bakteriocinu byla zaznanzemaB kmen, produkce dvou
bakteriociri u 8 kmeti, produkceiti bakteriociri u 5 kmerd, produkcectyi bakteriociri u
1 kmene a produkce fiznych bakteriocih u 1 kmene. Na produkci dvou a vice bakterio-
cina bylo pozitivnich celkem 15 kmérk. coli (83 %). Ze ziskanych vysletlkze vyvodit,
Ze vicenasobna produkce bakteridcinjednoho kmene, je zcel&imym jevem, coz po-
tvrzuji i jiné studie. Gordon a O"Brien analyzovedikem 102 kmehna produkci bakteri-
ocina, pricemz 42 % kmein produkovalo pouze 1 bakteriocin, 41 % krner2 bakterioci-
ny, 16 % kmef - 3 bakteriociny a 1 kmen produkoval celkemizné bakteriociny [100].
Vicenasobna produkce bakteriatidava danym kmem jistou vyhodu v SirSim spektru
pusobeni na jiné kmeny, nez kmeny, které produkujizegeden bakteriocin a tim se zvy-

Suji jejich Sance zwitit v konkuregnim boji, ktery mezi sebou jednotlivé bakterie viedo

Vyznamné je rovée vySSi zastoupeni kmeik. coli, které produkuji kolicin E1. V této
praci byl detekovan u 5 kménProdukce tohoto kolicinu byvéasto zaznamenavana
u uropatogennich kmeérk. coli, které zgisobuji infekci méovych cest [68]. Vysoké za-
stoupeni bylo detekovano i u koliéifc7 a E8. Oba kolicinygsobi primars vaci DNA,
kterou poskozuiji - jak plazmidovou, tak i chromozdmi [101]. Kolicin M je zodpo#dny
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za inhibici syntézy peptidoglykanu, a principetiinku kolicind E1, B, la, Ib a U je tvorba

pon v cytoplazmatické membrénl102].

V raznych studiich je mozné si rodh povSimnout satasného vyskytu dvouiznych
bakteriociri u jednoho kmene. Tyka se to ti&tad mikrocinu H47 a kolicinu M, kolicinu
la a mikrocinu V, kolicii E1 a M, koliciri E1 a la a row¥ kolicind B a M, ¢ehoz si lze
dolre povSimnout i v této praci u kmied. 120W, 121W, 273 a 275. Tyto dva koliciny se
fadi mezi jedny z néastji produkovanych LE. coli. Sowasného vyskytu dvou bakterioci-
na si lze povSimnout i u km&n087W, 088W, 098w, 109W, 110W, 112W, 113W a 114W,
kde vedle sebe byly detekovany bakteriociny E7 aStfttasny vyskyt dvou bakterioain

je casto dan jejich kédovanim pobli,vedle sebe na jednom plazmidu [100, 103].

Na bakteriocinotypizaci kolicinogennich kniek. coli ze sbirky mikroorganizin Fa-
kulty technologické UTB ve Zlin pracovaly i Mikova K. a Krejtikova T. Spoléné
s touto praci tak jiz byla provedena analyza nalykoi bakteriocid celkem u 51 kmei
Celkow bylo pozitivnich na produkci bakterioéirmccV — 16 kmet, mccL — 1 kmen,
mccC7 — 4 kmeny, mcc B17 — 4 kmeny, mccM — 2 km&wy, 14 kmefi, M — 15 kmea,
U-1kmen, Y —7kmenla— 16 kmed, Ib — 11 kmefi, E1 — 10 kmei, E2 — 4 kmeny,
E5 — 2 kmeny, E6 — 2 kmeny, E9 — 1 kmen, E7 — 1drkna E8 — 16 kmeh Na produkci
dvou a vice bakteriocinbylo pozitivnich celkem 38 kmérk. coli (75 %). Na tomto sou-
boru 51 kmef bylo skuténé¢ prokadzano, Ze je vicenasobna produkce baktefiamela
béZnym jevem. Rové je zde jedt|épe patrna s@asna produkce Ziznych bakteriocif,
konkrétre kolicinat B— M a E7 — E8 [84, 104].
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ZAVER

Bakterie Escherichi colije k&Zn¢ vyskytujicim se mikroorganizmem v zaZivacim traktu
zvirat i lidi. Je dlezita pro spavny fib¢h procesu traveni. Mnoho kmieje vSak patogen-
nich a niiZze vyvolavat za witych podminekiadu onemoatni. Z toho dvodu je casto
sttedem ¥deckych studii, které se snazi tuto bakterii cdépej charakterizovat a pro-
zkoumat co nejvice jejich vlastnosti. Vyznamnéejerpzdlovani do fylogenetickych sku-

pin, stanoveni faktarvirulence a rové& i moznosti bakteriocinotypizace.

Fylogeneticka analyza byla v této praci provedezikem u 55 kmeiE. coli, které po-
chazely zwiznych druli potravin. Vysledky byly ziskany u 53 kmerNejwtSi podil kme-
na byl zaazen do fylogenetické skupiny A — celkem 38 kihgi@2 %), 6 kmet
do skupiny D (11 %), 5 kmé&ndo skupiny B2 a 4 kmeny do fylogenetické skupiry B
(8 %). WetSinu tchto kmerli je tedy mozné zadit mezi mé# virulentni, komenzalni
kmeny E. coli. | pies tuto skuinost je vSak i&jmé, Ze uz samotny vysky. coli
Vv potraviré nazn&uje nedostataou hygienu fi manipulaci s potravinowi ne gilis efek-

tivni sanitaci prostor i ploch.

Na stanoveni faktdrvirulence bylo analyze podrobeno celkem 70 kinEncoli, pri-
cemz vysledky byly ziskany u 68 z nich. Pro 23 king@¥ %) nebyl detekovan zZadny fak-
tor virulence, u 26 kmen(38 %) byl stanoven jeden faktor virulence a ke (28 %)
byly detekovany 2 a viceiznych faktot virulence.Casto byla zaznamenana kombinace
geni iss a iucD, piipadré genutsh Tyto geny se&asto vyskytuji u aviagh patogennich

kmeni E. colia |ze tak usuzovat, Ze zmecast kmeid seradi pra¥ do této skupiny.

Bakteriocinotypizace byla provedena u 18 kfhéh coli. Stanoveni byla provedena
na produkci kolicid i mikrocini. Produkce pouze jednoho bakteriocinu byla zaznameen
u 3 kmeri (17 %), u zbylych 18 kmén(83 %) byla detekovana produkce 2 a vicegch
bakteriociri. Negastji byla detekovanaiftomnost get na produkci kolicig B, M, Y, Ib,
E1l a E7. Déle byla zaznamenanaitgmnost geti pro kolicin U, la a E2. Pro produkci

mikrocina byly pozitivni poze 2 kmenk. colia jednalo se o mccV.

Ze sbirky mikroorganiziin Fakulty technologické UTB ve Zlérbylo fylogenetické ana-
lyze podrobeno jiz celkem 108 kmiek. coli. Celkem 64 kmein (59 %) bylo zéazeno do
skupiny A, 30 kmet (28 %) do skupiny B1, 8 kmén(7 %) do skupiny B2 a 6 kmér(6

%) do skupiny D, ZehoZ vyplyva, Ze &tSina kme# E. coli vyskytujicich se v potravinach
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se fadi mezi nepatogenni komenzalni kmeny. Analyzeofékvirulence pro genyss,
papC, neuC, iucD, tsavat bylo uz podrobeno row 108 kmei E. coli. Na geniss bylo
pozitivnich 37 kmet (34 %), na gepapC6 kmer (6 %), gemeuC1 kmen, gerucD 42
kmeni (39 %), gertsh 27 kmeri (25 %) a na gemat byly pozitivni 3 kmeny. Z vysledk
je patrnacasta spoléna gitomnost get iss a iucD, obzvlas¢ u kmen izolovanych
z bazani a kuecich Kizi, a lze tak pedpokladat, Ze &Sina z nich se budiadit mezi
APEC kmeny. Bakteriocinotypizace byla provedenaoubsru 51 kmeih Na produkci
dvou a vice bakteriocinbylo pozitivnich hned 38 km@érk. coli (75 %), zéehoZ je tejmé,
Ze vicenasobna produkce bakteridge zcela bznym jevem a fnasi to danym kmeim

znanou vyhodu v konkuragmim boji mezi sebou.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

PCR

TBX

DNA

TTC

RT-PCR

UM-PCR

UPEC

MLST

ETEC

EPEC

EIEC

EAEC

EHEC

STEC

VTEC

HUS

IMC

NMEC

APEC

MPA

MPB

uTB

Polymerazovietzova reakce
Trypton bile X-glucuronid
Deoxyribonukleova kyselina
Triphenyl-tetrazolium chlorid
Reverzni PCR

Univerzalni Multiplex PCR
Uropatogenrit. coli
Multilokusova enzymovou elektroforéza
Enterotoxick&. coli
Enteropatogenki coli
Enteroinvazni. coli
Enteroadherenti. coli
Enterohemoragicka. coli
Shiga-like toxigenri. coli
VerotoxigennE. coli
Hemolyticko-uremicky syndrom
Infekce m@ovych cest

Neonatal Meningiti Escherichia coli
Aviarni patogenrit. coli
Masopeptonovy agar
Masopeptonovy bujén

Univerzita TomasSe Bati
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Agardzovy gel s PCR produkty. Zleva: inka 100 bp DNA marker; 2.
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pozitivni geny E8 (449 bp), negativni geny E1;a8l%56. jamka kmeng.
116W a 117W - pozitivni geny E1 (6dQ bnegativni geny
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