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ABSTRAKT

Doktorska prace pojednava o bakterii Escherichia coli v potravinach. Prace se
zabyva jeji charakterizaci pomoci fenotypiza¢nich a genotypizac¢nich metod.

Bakterie Escherichia coli se mohou vyskytovat v riiznych druzich potravin,
zejména zivocisného pivodu. Rezistence Kk antimikrobidlnim latkdm je
V soucasnosti celosvétovym problémem, jelikoZ je zaznamenan vysoky naruast
rezistentnich bakterii Clovéka a zvifat. Ke zjiSténi prevalence rezistentnich
kmend E. coli v potravinach bylo provedeno testovani na citlivost k vybranym
antibiotikim diskovou difazni metodou. Kromé& toho byla také zjistovana
pfitomnost gend rezistence pomoci polymerazové ftetézové reakce (PCR),
zejména na beta-laktamova antibiotika. Jelikoz se E. coli fadi mezi podminéné
patogenni mikroorganizmy, bylo dal§im cilem zjiStovani pfitomnosti vybranych
faktori virulence pomoci klasické a multiplex PCR. Pro ureni patogenniho
potencidlu izolovanych kment ptispélo take zatazeni kmena do fylogenetickych
skupin metodou triplex PCR. Soucasti charakterizace bylo taktéz stanoveni
schopnosti produkce bakteriocind s naslednou genotypizaci pro urceni presného
typu kolicinu nebo mikrocinu. V neposledni fadé byla zjistovana schopnost
kmeni E. coli tvofit biofilm spektrofotometrickym métenim absorbance
v mikrotitracnich destickach.

Ziskané vysledky piinasi nové poznatky o antibiotické rezistenci a virulenci
kment E. coli izolovanych z potravin a pfispivaji k hlubsimu poznani vlastnosti
této bakterie. Na zékladé ziskanych wvysledkli byl zhodnocen vyznam
a potencionalni nebezpeci pritomnosti E. coli v potravinach a prostiedi.



ABSTRACT

The doctoral thesis focuses on bacterium Escherichia coli in food. The PhD
thesis deals with the characterization using phenotypic and genotypic methods.

Escherichia coli is found in various kinds of food, especially in food
of animal origin. Currently, resistance to antimicrobial agents is a worldwide
problem because of a large increasing of resistant bacteria of humans
and animals. To determine the prevalence of resistant E. coli strains from
foodstuffs, antibiotics sensitivity testing to selected antibiotics by discs diffusion
method has been carried out. Furthermore, it has been tested the presence
of resistance genes by the PCR method, especially to beta-lactam antibiotics.
Since E. coli belongs among potentially pathogenic microorganisms, another
objective of characterization was to determined selected virulence factors using
classical and multiplex PCR. Classification of strains into phylogenetic groups
by triplex PCR also contributed to determine the pathogenic potential of isolates.
Another part of characterization was to found out the production of bacteriocins
with subsequent genotyping by PCR to determine the exact type of colicin
or microcin. Finally, it was determined biofilm formation ability
by spectrofotometrically measuring of absorbance in microtiter plates.

All these results bring new insights about virulence and antibiotic resistance
in E. coli strains isolated from food and contribute to a deeper understanding
about physiological characteristics of this bacterium. Based on the obtained
results was evaluated importance and potential dangers of the occurrence
of E. coli in food and environment.
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UvVOD

Bakterie Escherichia coli je hojné rozsifenou bakterii v prostiedi véetné
potravin. Bézné¢ se vyskytuje v intestinadlnim traktu clovéka a teplokrevnych
zivoc¢ichi, kde pfispiva k celkové rovnovaze mikroorganizmi stievni
mikroflory. Avsak ne vSechny kmeny jsou pro ¢loveéka prospésné. Escherichia
coli patfi mezi podminéné-patogenni mikroorganizmy, které pokud jsou
vybaveny specifickymi faktory virulence, mohou za urcitych podminek vyvolat
intestinalni nebo extraintestinalni infekce. Onemocnéni zptisobena patogennimi
kmeny E. coli se sifi fekalné oralni cestou, kontaminovanymi potravinami nebo
vodou.

Rezistence Kk antimikrobidlnim latkdm je v soucasné dob¢ celosvétovym
problémem. Se zvySenym pouzivanim antimikrobialnich latek ve veterindrni
a humanni medicin€é byl v poslednich letech zaznamenan vysoky narust
rezistentnich patogennich bakterii ¢loveéka a zvitat. Tyto rezistentni bakterie se
pak mohou ke ¢loveéku S§ifit prostiednictvim potravinového fetézce a stat se tak
zdrojem snadno Sifitelnych genti rezistence nesenych plazmidy nebo
transpozony a tim piedstavuji zavazny problém pii 1é€bé bakteridlnich infekci.
Prevalence antibiotické rezistence bakterii E. coli ve stievnim traktu ¢lovéka
1 zvitat miZe slouzit jako vhodny ukazatel selekéniho tlaku wvzniklého
v dasledku pouZivani antimikrobialnich latek.

E. coli je na zaklad¢ dlouhodobych studii rozdélena do fylogenetickych
skupin, které se lisi ve svych fenotypovych vlastnostech vcetné odolnosti vuci
antibiotikim ¢i  pfitomnosti faktori virulence. Na zakladé¢ zatazeni
do fylogenetickych skupin Ize usoudit, zda se jednd o kmeny komenzalni nebo
patogenni. Schopnost tvorby biofilmu je taktéZz vyznamnym faktorem, ktery
umoznuje bakteriim odolavat vné&j$im vliviim prostiedi. Z hlediska hygienického
se jedna o zévazny problém. Biofilmy v potravinarstvi mohou byt odolné vici
dezinfek¢nim pripravkim a byt tak zdrojem oportunné patogennich bakterii.

Zatazeni kmenli do fylogenetickych skupin, monitoring antibiotické
rezistence, detekce faktord virulence a dalsi kroky charakterizace mohou piispét
k dikladnéjsimu poznani vlastnosti E. coli v¢éetné uréeni patogenniho potencialu
a vlivu na zdravi ¢lovéka.



1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Charakteristika a vyznam bakterie Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni fakultativné anaerobni nesporulujici
bakterie tyCinkovitého tvaru o velikosti 1,1 — 1,5 um. Tato bakterie se fadi
do rodu Escherichia, patfici do ¢eledi Enterobacteriaceae. Na svém povrchu
muze mit dva typy fimbrii. Prvni typ je slozen z kyselého hydrofobniho
proteinu-fimbrinu, ktery umoznuje bakterii pfichytit se natkan hostitele
a kolonizovat jej. Fimbrie tohoto typu jsou vysoce antigenni (F antigeny).
Druhym typem fimbrii jsou sex pili, které jsou dilezité pfi konjugaci bakterii.
Bakterie se pohybuji pomoci bicikl, které jsou taktéZ vysoce antigenni
(H antigeny). Bakterie E. coli nevytvareji spory, takZze nejsou uzptisobeny
k dlouhodobému pfezivani ve volné pfirodé. Naproti tomu soucasti bunécné
stény je vn¢j$i membrana, ktera jim propljcuje pomérné znacnou odolnost
k chemickym i fyzikalnim vliviim vné&jSiho prostfedi. Roste na béznych pidach
Vv Sirokém rozmezi podminek a ma znacnou biochemickou aktivitu. Je katalaza
pozitivni, oxidaza negativni, zkvasuje laktozu na kyseliny (mlé¢nou, octovou)
s tvorbou plynu (CO,, Hy), zkvasuje také glukdzu a ostatni sacharidy. Optimalni
teplota pro rust na béznych zivnych padach je 37 °C. Kmeny E. coli izolované
z teplokrevnych Zivoc¢ichi jsou schopny ristu i pii teplotach 45-46 °C [1, 2].

vvvvvv

mikrobialni flory tlustého stieva u ¢lovEéka 1 ostatnich savcii. Tyto komenzalni
nepatogenni kmeny E. coli patfi do mnoha riznych sérotypli a mohou byt
izolovany z faeces zdravych jedinctu [3]. Svymi exoproteiny s antibakterialnim
u¢inkem (koliciny) asvou metabolickou aktivitou se vyznamné podili
na regulaci stfevniho ekosystému, jeji pfitomnost pomaha zajiStovat
bezproblémovy pribéh travicich pochodl. Je také povazovana za hlavniho
piirozeného producenta vitaminu K. Mimo stfevni trakt se bézné nachazi
VvV pudé, prachu, povrchovych a odpadnich vodach, Casto také v potravinach.
Patii mezi tzv. indexové mikroorganizmy, které informuji o mikrobialnim stavu
a procesech probihajicich ve vySetfovanych potravinach a surovinach. E. coli
slouzi také jako ukazatel pouziti spravnych technologickych postupli a jako
indikatorovy organizmus pii stanoveni kvality pitné vody. Z experimentédlniho
hlediska tato bakterie slouzi jako modelovy mikroorganizmus, na kterém byla
prokézana bakterialni konjugace a replikace DNA [2]. Do jejiho genomu byly
vneseny geny zodpovédné za produkci latek, jako je napiiklad lidsky inzulin
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¢i interferon, nebo také geny kodujici antigeny jinych bakterii, coz vedlo
ke vzniku rekombinantnich vakcin [2].

Komenzalni E. coli, pfitomnd ve stievni mikrofléfe, je za normalnich
okolnosti pro hostitele neskodna. Za urcitych podminek (napiiklad v pripadé
oslabené¢ imunity nebo pii poruseni piirozené bariéry mezi gastrointestindlnim
traktem a jinak sterilnimi misty v téle) se vSak tyto kmeny mohou dostat mimo
sttevni trakt a mohou U oslabeného jedince wvyvolat intestinalni nebo
extraintestinalni infekce. VSe se déje pomoci tzv. faktorti virulence, které jsou
specifické pro dany patotyp E. coli. Kromé traviciho traktu kmeny E. coli také
kolonizuji prostiedi a mohou sekundarné¢ kontaminovat potraviny zivocisného
a rostlinného ptivodu a také povrchové a podzemni vody. Obecné je vétSina
patogennich kmend E. coli biochemicky a ekologicky podobna ostatnim
nepatogennim Kmenlim, coz muze Ccinit problém pii jejich detekci mezi
komenzalnimi kmeny [4].

1.2 Patogenita

Patogenita je schopnost mikrobidlniho druhu vyvolat onemocnéni
konkrétniho druhu hostitele. Escherichia coli patii mezi oportunni (fakultativni)
patogeny, které vyZzaduji k vyvolani infekce ur¢it¢é podminky. Aby mohly
uplatnit svoji patogenitu, je zapotiebi sniZené¢ odolnosti hostitele. Jednotlivé
kroky infekéniho procesu souviseji s produkci tzv. faktorti virulence [3].
Bakterie mohou poskozovat hostitele riznymi mechanizmy jako napiiklad
adherenci a invazi do bunék (umoznujici bakterii kolonizaci, prinik a mnoZeni)
nebo produkeci toxinu [5].

1.3 Faktory virulence

Virulence znaci miru ¢i stupen patogenity mikrobialniho kmene. Ta zahrnuje
tfi sloZky: kontagiozitu, invazivitu a toxicitu. Kontagiozitou se rozumi
schopnost mikroba pienaSet se mezi jednotlivymi hostiteli. Invazivita zahrnuje
nékolik schopnosti bakterie, které jim umoznuji ptekonavat obranné
mechanizmy hostitele. Prvni je to schopnost vstoupit do hostitele pfilnutim na
jeho povrchy adherenci, dale je to schopnost proniknout do vnitiniho prostiedi
penetraci a schopnost mnozeni se a S$ifeni ve vnitinim prostiedi hostitele.
Toxicita je schopnost mikroba poskozovat hostitele produkci toxickych latek
uvolnovanych bakterii do prostiedi nebo vazanych na bakterialni buiku
a uvoliovanych az po jejim rozpadu [5].
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Vsechny tyto schopnosti jsou u bakterii zprostfedkovany faktory virulence,
coZ jsou proteiny, které jsou kdédovany na mobilnich genetickych tutvarech
(plazmidy, transpozony, bakteriofagy a ostruvky patogenity) [1]. Mezi zakladni
faktory virulence E. coli patii zejména adheziny, invaziny a toxiny vcetné
sekre¢niho systému typu III [1, 6, 7]. Pfehled faktord virulence u jednotlivych
patogennich kment E. coli je uveden v Tabulce 1.

1.3.1 Adheziny

U vétsiny znamych patogent se vyvinul uréity zptsob adherence (schopnosti
pfilnout na povrch hostitelské bunky). Déje se tak pomoci specialnich struktur
na povrchu bakterie (fimbrie, fimbrily, curli a nefimbrialni adheziny) nebo
pomoci specifickych proteinti (vnéj$i membranovy protein intimin) [8].

Fimbrialni a afimbridlni adheziny E. coli byly poprvé popsany
u enterotoxigenni E. coli (ETEC) izolované z prasat, telat a clovéka [6, 9].
Pozdé&ji byly také popsany u uropatogenni E. coli (UPEC), septikemické E. coli
(SePEC), aviarné patogenni E. coli (APEC) a nekrotoxigenni E. coli (NTEC)
[7, 10, 11]. Fimbrie typu I (fim) vlastni vétSina patogennich i komenzalnich
kmenti E. coli, v€etné laboratorniho kmene E. coli K-12. P fimbrie (pap),
F1C fimbrie (foc) a S fimbrie (sfa) jsou typické u kmentt UPEC. S fimbrie jsou
také Casto pritomné u kmend E. coli zpasobujicich meningitidu (NMEC).
Antigeny koloniza¢niho faktoru CFA/I a CFA/II jsou typické adheziny kment
ETEC [9], které umoznuji bakteriim adherenci na stfevni mukoézu tenkého
stteva. Pro ETEC jsou také charakteristické fimbridlni adheziny F2, F3, F4, F5,
F6, F18, F41l. U enteropatogenni E. coli (EPEC) jsou typické tzv. bundle
forming pili (fimbrie 4, BFP). Kmeny enteroagregativni E. coli (EAEC)
obsahuji jiny typ BFP, nazyvané fimbrie agregativni adherence (aaf/l), které
zpusobuji typické 1éze u infekei zptisobenych EAEC [3]. Pro UPEC, SePEC,
APEC, NTEC jsou charakteristické F7-F16 fimbrie. Fimbridlni adheziny F17
jsou produkovany ETEC, SePEC, UPEC, APEC, a NTEC [6, 7, 9, 12]. Geny
kodujici fimbrialni adheziny jsou lokalizovany na plazmidech (piedevs§im
u ETEC) nebo chromozomalné na ostrovech patogenity (napiiklad u UPEC) [8].

Afimbridlni rodina adhezini (Afa) sestavd =z pravych afimbridlnich
adhezint (Afa, Dr, M), jiné tvoii malé fimbrie (F1845) nebo maji kapsule
chranici buné¢ny povrch (Nfa). Vnéjsi membranovy protein intimin (kodovan
genem eae) je zodpovédny za tésné ulpéni bakterii na stievni bunky a podili se
na vymizeni mikroklkt stieva pii vzniku tzv. attaching/effacing 1ézi (A/E 1ézi)
u EPEC a enterohemoragické E. coli (EHEC) [7, 9]. A/E 1éze jsou u EPEC
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a ETEC vyvolany také ptitomnosti sekre¢niho systému typu III (T3SS). Intimin
a T3SS je u EPEC a EHEC lokalizovdn na ostrové patogenity, tj. Usek
chromozomu kédujici tvorbu faktori virulence [6, 9].

1.3.2 Toxiny

Mezi dalsi faktory virulence kmend E. coli patfi produkce toxint. Bakterie
aktivné transportuji do svého okoli nebo pii svém rozpadu uvoliluji toxické
latky, které poSkozuji hostitele. Plisobi na bunéény skelet (systém sekrece typu
[11) nebo na metabolizmus bunky (intracelularni AB toxiny s enzymatickou
aktivitou, oligopeptidové toxiny aktivujici metabolickou kaskadu po fixaci na
bunéénou cytoplazmatickou membranu) nebo na bunécnou cytoplazmatickou
membranu (enzymatické a pory tvofici cytolyziny) [8]. Systém sekrece typu III
je multimolekularni systém, ktery je vyuzivan G- bakteriemi k sekreci molekul
ovliviiyjicich hostitelské buniky tak, aby vytvately prostiedi vhodné k preziti
intracelularniho bakteridlniho patogena. Nici cytoskeleton a blokuje fagocytozu,
zabranuje uvolnéni cytokinii a indukuje apoptdzu. Systém se aktivuje kontaktem
S cytoplazmatickou membranou eukaryotické buniky a umoZzinuje bakteriim
injikovat své proteiny do napadené bunky [13].

Neékteré bakterialni toxiny se skladaji ze dvou samostatnych podjednotek;
Zjedn¢ kopie A podjednotky a jedné nebo vice kopii podjednotky B.
Podjednotka A je toxickd slozka a podjednotka B vaze celé toxiny
na membranové receptory eukaryotické bunky. Po aktivaci enzymatického
Stépeni muze podjednotka A uplatnit svou toxickou aktivitu pfi interferenci
s cytoskeletarni integritou, pii syntéze bilkovin, DNA metabolizmu nebo
ruznych zplsobl sekrece. Kmeny STEC jsou zndmé produkei tzv. shiga toxint
Stx1 a Stx2. Termolabilni toxiny (LTI a LTII) a tepelné stabilni toxiny (STa
a STb) jsou pritomné u kmentt ETEC. Pro UPEC je charakteristicka pfitomnost
a-hemolyzinu (hly), ktery navic byva také prokazovan u kment STEC,
zpusobujici edémovou chorobu prasat. Cytotoxicky nekrotizacni faktor (CNF1)
je dulezitym faktorem virulence UPEC kment. Tepelné stabilni enterotoxin
EAST1 neni produkovan konkrétnim patotypem E. coli, ale mize byt pfitomen
u kmentd EAEC, ETEC, EPEC a STEC ¢lovéka, skotu a prasat [6, 9].

1.4 Patogenni skupiny Escherichia coli

Patogenni kmeny E. coli jsou Siroce rozsifené v prostfedi a mohou
kontaminovat vodu, potraviny zivo¢iSného plivodu nebo 1 jiné potraviny jako
je zelenina, ovoce a jejich vyrobky [3]. Podle mista a G¢inku piasobeni
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vorganizmu jsou kmeny E. coli rozdéleny na enteropatogenni
a extraintestindlni, které zpusobuji tfi hlavni infekce: enteradlni a prajmové
onemocnéni, uropatogenni infekce, sepse a meningitidy [6]. Pfitomnost faktort
virulence spolu s klinickymi piiznaky slouzi jako kritéria pro jejich klasifikaci.

1.4.1 Intestinalni patogenni kmeny Escherichia coli

Mezi intestinalni patogenni kmeny E. coli patii enteropatogenni E. coli
(EPEC), enterotoxigenni E. coli (ETEC), shiga toxin-produkujici E. coli
(STEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC), enteroagregativni E. coli (EAEC),
nekrotoxigenni E. coli (NTEC) a difuzné adherentni E. coli (DAEC) [1,3].

Enteropatogenni kmeny E. coli se vyskytuji pfedev§im u déti a kojencd
ve véku do 2 let jako plivodce vodnatych priijmovych onemocnéni s horeckou
a zvracenim. [6, 14]. Tyto kmeny jsou na svém povrchu opatieny adheznimi
vlakny (fimbriemi) pro prvotni uchyceni na cilovou bunku. Pomoci sekre¢niho
systému typu Il pak témito vlakny vypousti signalni proteiny do epitelidlnich
bun¢k napadené bunky, které¢ se zabuduji do jeji bunééné membrany. Tento
cytoskeletonovy protein v dal$i fazi plisobi jako receptor pro dalsi adhezni
molekuly (intimin) na povrchu E. coli. Ta pfi své adhezi zni¢i mikroklky
na povrchu stievniho epitelu a tim zptisobuje A/E 1éze na enterocytech, ¢imz se
podstatné zhorsi podminky pro transport kapalin a elektrolytl ze stfeva [15].

Enterotoxigenni E. coli byva hlavni pfi¢inou prijmi u malych déti
Vv rozvojovych zemich a u dospélych miize pii cestovani do téchto zemi zpisobit
tzv. cestovatelsky prijem. Hlavni pfic¢inou infekce ETEC je fekalni kontaminace
potravin a pitné vody. Infekce zptsobené kmeny ETEC nejsou obvykle pti¢inou
zaddného lokdlniho zanétu nebo histologickych zmén. ETEC kolonizuje tenké
sttevo pomoci koloniza¢nich faktorti (proteinové fimbrie) napada jeho mukozu
a produkuje tepeln¢ labilni (LT) nebo tepelné stabilni (ST) enterotoxin. Kmeny
ETEC mohou produkovat jeden nebo zaroven oba toxiny. Toxin aktivuje
v bunkach stfevni sliznice sekrecni systém, ktery do stfeva vylucuje chloridové
a sodikové ionty; druhotn¢ tyto ionty doprovazeji i molekuly vody. To pak vede
k typickym piiznakim ETEC infekce (vodnaty prijem, Kkolisajici horecka,
zvraceni, kieCe a nauzea) [3].

Shiga toxin-produkujici E. coli produkuje Shiga toxiny Stx1 a Stx2
a kolonizuje travici trakt zdravych domacich zvifat, predevsim piezvykavci,
které jsou hlavnim rezervoarem téchto patogent [9]. Hlavni sérotypy STEC
0157, 026, a O111 jsou oznacovany jako enterohemoragické E. coli a jsou
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zodpoveédné za vznik hemoragické kolitidy, hemolyticko-uremického syndromu
(HUS) a vyhlazeni stfevniho epitelu (A/E 1éze) [16, 17]. Kmeny STEC maji
podobny mechanizmus adherence jako EPEC, ale vazi se pfedevsim v tlustém
sttevé. Nejbéznéjsim sérotypem je O157:H7. Escherichia coli O157:H7
produkuji Shigella podobné toxiny Stx1 a Stx2, kolonizuji epitel tlustého stieva
a vyvolavaji akutni zanét traéniku. Povrchovy protein intimin (eae) zvysSuje
virulenci kmentt STEC schopnosti adherence k epitelidlnim intestinalnim
buitkdm a zptsobuje charakteristické A/E 1éze na apikdlni bunééné membrané
kolonocyti [17]. Nékteré kmeny STEC mohou navic vlastnit gen kodujici
enterohemolyzin (hlyA), ktery se synergicky podili na virulenci [18]. Tyto
potravinové patogeny se vyskytuji prevazn€ v nedostatecné tepelné upraveném
mase (pfedev§im hovézi, skopové, ale také 1 kufeci maso) [18]
a nepasterizovaném mléce [16]. Zdrojem muze také byt jogurt, brambory,
cerstvy jable¢ny dzus a jiné potraviny [19].

Enteroinvazivni E. coli vyvolavaji u ¢lovéka onemocnéni typu dyzenterie.
Biologicky i antigenné jsou EIEC blizce ptibuzné bakteriim rodu Shigella [2].
Obsahuji velky plazmid, ktery nese geny pro adhezi na bunky tlustého stfeva.
Kmeny EIEC zasahuji stfevni epitel, lyzuji fagozomy a déle v bunce prochazeji
jadrem aktinovych mikrofilamentti a vyvolavaji dyzentericky syndrom. Infekce
se projevuje krvavymi prujmy a hore¢kou [6, 9].

Enteroagregativni E. coli se zifejm¢ vyskytuji pfevazné Vv asijskych zemich
a podobné jako ETEC je také tento kmen pficinou tzv. cestovatelskych prijymi
[2]. Adheruji na epitel tenkého a tlustého stfeva v podobé tenkého biofilmu
a produkuji enterotoxiny (EAST 1) a cytotoxiny. EAEC muze kromé tvorby
slizni¢niho biofilmu vyvolat na stfevni sliznici cytotoxicky efekt nebo zkraceni
¢i hemoragickou nekréozu klki [9].

Nekrotoxigenni E. coli jsou charakterizovany produkci toxint- cytotoxickych
nekrotizacnich faktorti (CNF) [10]. Kmeny NTECI, které produkuji CNF1 byly
izolovany pifedev§im u lidi, prasat, psi a kocek trpici extraintestindlnimi
infekcemi, dale pri enteritidach u pfezvykavcu, prasat, psd, ko¢ek a koni [20].
Kmeny NTEC2 s produkci CNF2 byly izolovany z ptezvykavci trpicich prijmy
nebo septikémii [20].

Difuzné adherentni E. coli je pfedevsim u déti pfi¢inou infekce doprovazené
vodnatym prajmem [9]. Patogenni mechanizmy jsou z velké ¢asti stale neznamé
[1]. Bylo prokdzano, ze DAEC po adherenci na bunikdch HEp-2 vyvolava

15



signalni transdukci v enterocytech tenkého stfeva, coz se projevuje ristem
podlouhlych utvari z jejich povrchu [21].

1.4.2 Extraintestinalni patogenni kmeny Escherichia coli

Extraintestindlni patogenni kmeny E. coli zplsobuji systémové infekce
krevniho fecisté, dychaciho a mo€ového tstroji a meningitidu. Tyto kmeny maji
Siroké spektrum faktorti virulence (adheziny, toxiny), které oproti faktoriim
virulence enteropatogennich kment nemaji specificky faktor virulence
a nevyvolavaji charakteristické klinické piiznaky. Mezi tyto kmeny patii
uropatogenni E. coli (UPEC), E. coli zplsobujici neonatidlni meningitidu
(NMEC) a aviarn¢ patogenni E. coli (APEC) [1, 22].

Uropatogenni E. coli pfedstavuji nejcastéjsi pfi¢inu infekci mocovych cest
u Clovéka. UPEC adheruji k uroepitelidlnim buikam pomoci specifickych
adhezint (P fimbrie a S fimbrie) a pouzitim cytolytického toxinu (a-hemolyzin)
poSkozuji epitel. SouCasné se také chrani pfed systémem imunitni obrany
tvorbou kapsuli [1]. UPEC také casto zpusobuje infekce mocovych cest u pst
a kocek. U uropatogennich kmenli izolovanych ze zvifat byla prokazana
podobnost s UPEC humanniho pvodu. Infekce se mulze projevovat
asymptomatickou bakteriurii a nekomplikovanou cystitidou, ale pii vaznéjsi
infekci muze byt také pti¢inou pyelonefritidy [12].

NMEC zpuasobuji novorozeneckou meningitidu a sepse u déti. Mohou byt
taktéZ pri¢inou infekci mocového traktu [1]. NMEC s nejvétsi pravdépodobnosti
vstupuje do téla pres stfevni sliznici a nasledné zpisobuje sepsi nebo lokalni
zmény v centralnim nervovéem systému [1, 3]. NMEC jsou schopny tvorby
ochrannych kapsuli. Adheruji na epitelidlnich a endotelidlnich bunkdch pomoci
patogennich adhezinti (S-fimbrii) a jsou schopny pfes tyto bariéry proniknout

[1].

Aviarné patogenni Escherichia coli zpusobuje piedevsim extraintestinalni
infekce driibeze. Aviarni kolibaciléza se projevuje jako infekce hornich cest
dychacich a casto vede k celkové infekci vnitinich organti (perikarditida,
peritonitida). APEC adheruji na trachealni epitel, kde po ptekonani bariéry
(v podobé¢ trachealniho hlenu) kolonizuji. APEC kolonizuje také na plicich
a vzdusSnych vacich. Tento mechanizmus adherence je zprosttedkovany pomoci
proteinovych struktur (F1 fimbrie). Ve vnitinich organech adheruji APEC
pomoci P fimbrii [11]. Diky podobnosti s uropatogennimi kmeny a moznosti
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horizontalniho pfenosu genti mohou kmeny APEC slouzit jako rezervoar gent
virulence pro UPEC [11, 12].

Tab.1: Faktory virulence patogennich kmeni Escherichia coli [7].

kmen | faktory virulence kédovani genu onemocnéni
A/E léze, 4BFP ostrovy patogenity .-
EPEC | fimbrie (A/E léze), plazmid | PrIe™
fimbridlni adheziny cestovatelsky
(F2-F6, F17, F18, chromozomy, prajem, profuzni
ETEC | F41); tepeln¢ stabilni | plazmidy (adheziny), | neonatalni prijem
(ST) a tepeln¢ labilni | transpozony u déti, telat, selat
(LT) enterotoxiny a Sténat
invaze a pomnozeni : :
I
EIEC v enterocytech plazmid dyzenterie
malé fimbridlni
adheziny (AAF/Hda);
toxiny (Pet, EAST1, | plazmidy, ostrovy .
EAEC ShET1); transkripéni | patogenity (ShET1) prijem
genovy aktivator
(aggR)
shiga toxiny (Stx1 fagy (Stx), hemolyticka kolitida,
STEC | a Stx2), afimbrialni chromozomy nebo HUS, edémova
a fibrialni adheziny plazmidy choroba u prasat
hemoragicka
kolitida, HUS a
EHEC | Stx a A/E léze tagy (St?c), ostrovr tromboticka o
patogenity (A/E l1éze) | trombocytopenicka
purpura u lidi,
prijem u telat
afimbrialni adheziny | chromozomy prijem, infekce
. ’ cového trak
DAEC (AFA) olazmidy mocoveho traktu,

septikémie
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Tab. 1: pokracovani

kmen | faktory virulence kédovani genu onemocnéni

a-hemolyzin; cvstitida

fimbrialni (Pap/Prs, chromozomy vcetné yelone 1;ri tida
UPEC | Sfa/F1C anebo F17) | ostrovii patogenity, pyelonetrtida,

e, ) bakteriemie,
a nebo afimbrialni plazmidy o
. . septikémie

adheziny; siderofory

cytotoxicky

nekrotizujici faktor

(CNF1 nebo CNF2), . .. :

o chromozomy vcetné | prujem, infekce

NTEC | ¢HY: fimbridlni ostrovil patogenity, | mogového trakt

a nebo F17) a nebo P y pHiemic

afimbrialni adheziny;

siderofory

fimbridlni (Pap/Prs, chromozomy v¢etné | septikémi

Sfa/F1C a nebo F17) ozomy vt PHIKCTIE,
APEC . ostrovill patogenity, bakteriémie,

a nebo afimbrialni lazmid @ < infek

adheziny; siderofory P y SYSISMOVE fiiekee

1.5 Antimikrobialni latky

Jako antimikrobialni latky oznacujeme 1éCiva pouzivana Kk profylaxi
a K terapii infekénich onemocnéni. Mnohé z téchto latek jsou mikrobialniho
pivodu a nazyvame je antibiotika. Tyto latky jsou pro bakterie selektivné

toxicke s bakteriocidnim nebo bakteriostatickym tc¢inkem.

1.5.1 Mechanizmy u¢inku antimikrobialnich latek

Antimikrobialni latky jsou Casto rozdéleny do kategorii podle jejich hlavniho
mechanizmu ucinku. Mezi hlavni mechanizmy patfi inhibice syntézy bunécné
stény (napf. B-laktamy a glykopeptidy), inhibice syntézy proteini plisobenim
na bakteridlni ribozom (makrolidy, aminoglykosidy, tetracykliny), inhibice
syntézy nukleovych kyselin zdsahem do enzymatické aktivity DNA-gyrdzy
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(chinolony), nebo zasahem do mechanizmu transkripce nebo pifimé rozruSeni
molekuly DNA (fluorochinolony a rifampicin), naruSeni metabolické drahy
(napt. sulfonamidy, trimetoprim-sulfametoxazol) a naruSeni bakteridlni
membranové struktury (polymyxiny) [13].

1.5.2 Antibioticka rezistence

Rezistence bakterii k antimikrobidlni latce je schopnost bakteridlni populace
prezit u¢inek inhibicni koncentrace piislusného antibiotika [23]. Nékteré druhy
bakterii jsou pfirozené rezistentni na urCitou antimikrobidlni latku. Primarni
rezistence je dana druhem bakterie a je geneticky podminénd bez ohledu
na piedchozi kontakt s antibiotikem. Odolnost pfirozené rezistentnich bakterii je
dana tim, zZe nenesou pro dané antibiotikum zasahové misto. U bakterii zijicich
Vv prostiedi s jinymi mikroorganizmy, které ptirozené produkuji antimikrobialni
latky, se muze vyskytovat pfirozena vicenasobna rezistence [24].

Vetsi obavou je ale rezistence ziskana, kde se zpocatku vnimavé populace
bakterii stanou rezistentnimi a rozmnozuji se a Sifi za selektivniho tlaku
pouzivani téchto latek [25]. Sekundarné rezistentni bakterie mohou byt
rezistentni na vice nez jednu skupinu antimikrobidlnich latek. Bakterie mohou
ziskat rezistenci mutaci nebo také ziskanim gent rezistence z jinych organizmil.
Ziskani nového genetického materidlu citlivymi bakteriemi od rezistentnich
bakteridlnich kmenii dochéazi prostfednictvim konjugace, transformace,
transdukce nebo také transpozony, které casto usnadiuji zaclenéni cetnych gent
rezistence do genomu hostitele [26].

1.5.3 Mechanizmy bakterialni rezistence

VétSina antimikrobidlnich latek pouZivanych v humanni a veterindrni
koncentracich. Lécba bakteridlnich infekci je ale stdle komplikovana schopnosti
bakterii vytvafet rezistenci na antimikrobialni latky. V disledku piisobeni téchto
latek se u exponovanych bakterii projevuje vysoky nariist poctu genti rezistence,
coZ zdlraziiuje mimotfadnou schopnost bakterii rychle a efektivné reagovat na
selekéni tlak pouzité latky [13, 24, 26].

Existuje néckolik zpusobli, pii nichz bakterie ziskaji odolnost viici
antimikrobidlnim latkam. Jednim ze zpisobil je ziskdni genl rezistence od
producentd antimikrobialnich latek, které jsou nasledné upraveny s ohledem na
optimalizaci funkce v novém hostiteli. Napfiklad, bakterie mohou ziskat geny,
které jsou kodované B-laktamazou. Tyto geny rezistence umoznuji bakterii
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produkovat enzymy, které ni¢i antibakteridlni latku. Jsou lokalizovany
Vv chromozomalni DNA a jejich Sifeni do jinych bakterii je zprostfedkovéano
pomoci mobilnich genetickych elementt, jako jsou plazmidy a transpozony.
Druhym zptsobem vzniku rezistence je postupna mutace gent, jejichZ produkty
hraji roli ve fyziologickém bunéném metabolizmu. Dal$i moZnosti je, Ze
ziskané geny mohou zménit cilové misto ptisobeni antibiotika nebo produkovat
alternativni metabolické cesty, ¢imz se vyhybaji u¢inku latky [25]. Zména cilové
molekuly je zndma u rezistence na makrolidy a beta-laktamy [13]. Dalsim
zpuisobem je zabranéni priniku antimikrobidlni latky do buiniky. ZhorSeny prinik
do bunky byl popsan napiiklad u rezistence k aminoglykosidam, tetracyklinim
nebo chinolonaim [5].

NejcastéjSim podkladem pro vznik rezistence je inaktivace antibiotika vlivem
bakterialnich enzymi. Typické jsou enzymy modifikujici aminoglykosidy
a zejména enzymy rozkladajici beta-laktamy. Beta-laktamazy jsou enzymy,
které Stépi beta-laktamovy kruh a jsou nejcastéj$i pfi¢inou rezistence
K penicilinovym a cefalosporinovym antibiotikiim. S rostoucim uzivanim
cefalosporinit se zaCaly objevovat nové laktamazy, oznaCovany jako beta-
laktamazy s rozsifenym spektrem ucinosti (ESBL) [5].

1.5.4 Rezistence k beta-laktamovym antibiotikiim

Beta-laktamova antibiotika ptedstavuji Sirokou skupinu antibiotik zahrnujici
penicilinové derivaty, cefalosporiny, karbapenemy a monobaktamy, které jsou
ucinné proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. Bakterie vyvinuly
vici beta-laktamovym antibiotiklim ucinnou zbran v podobé enzymovych beta-
laktamaz, které jsou schopny hydrolyzovat beta-laktamovy kruh antibiotika
a tim tak zabrani jeho letalnimu tc¢inku.

Veterindrni pouziti beta-laktamli s rozSitenym spektrem ucinnosti vedlo
béhem nékolika let u kmend E. coli k narastu multirezistentnich kmenu,
Vv disledku produkce betalaktamaz Sirokého spektra (ESBL), kterymi bakterie
hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny vSech generaci a monobaktamy [27].

Kmeny produkujici uzké spektrum beta-laktamovych enzymi jsou rezistentni
Kk penicilinim (ampicilin), prvni (cefalotin, cefazolin) a druhé generaci
cefalosporinit (cefuroxim), zatimco kmeny produkujici ESBL jsou navic
rezistentni ke tfeti (ceftazidim, ceftiofur), c¢tvrté generaci cefalosporini
(cefepim) a aztreonamu. Cefamyciny (cefoxitin) a karbapenemy (imipenem,
meropenem) nejsou ESBL hydrolyzovany [28].
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Tyto ESBL jsou casto kddovany na mobilnich genetickych elementech
(plazmidech), které obvykle sdruzuji kromé geni beta-laktaméaz také geny
determinujici rezistenci k aminoglykosidim, chloramfenikolu, rifampicinu,
sulfonamidim, pfipadné i1 k dal§im antibiotikim [29]. Tim se bakterie mohou
stat extrémné rezistentnimi a 1écba infekci zplisobend témito multirezistentnimi
bakteriemi mliZze byt velmi obtiZzna.

V soucasné dobé¢ jsou u kmenu E. coli nejbéznéjsi typy beta-laktamaz: TEM
(Temoneira), SHV (sulfhydryl variable), CTX - M (cefotaximaza) a OXA
(oxacilindza). Zatimco vétSina TEM beta-laktamaz jsou Sirokospektré beta-
laktamazy, typTEM-1, TEM-2 a TEM-13 jsou schopné hydrolyzovat pouze
derivaty penicilinu, tudiZ nejsou povazovany za ESBL. TEM-1 je nejCastéji se
vyskytujici beta-laktamézou u gram-negativnich bakterii. Bylo zjisténo, ze vice
nez 90 % kmend E. coli rezistentnich na ampicilin produkovalo TEM-1 [30].
Beta-laktaméazy SHV jsou také prevazné ESBL produkujici. AvSak typ SHV-1
udé€luje pouze rezistenci k Sirokospektrym penicilinim a typ SHV-2 je schopen
hydrolyzovat cefotaxim [31]. Oproti TEM a SHV beta-laktamazam, vétsina typt
ze skupiny OXA Dbeta-laktamaz nejsou povazovany za ESBL, protoze
nehydrolyzuji tieti generaci cefalosporini s vyjimkou OXA-10, OXA-2 a jejich
derivatu [31].

V soucasnosti je nejvyznamnéjsi skupinou ESBL typ CTX-M zahrnujici vice
nez 70 riznych CTX-M enzym, rozdélenych do péti skupin podle jejich
aminokyselinové sekvence. U komenzalnich kment E. coli izolovanych
z dribeze, prasat a dobytka se nejcastéji vyskytuji varianty CTX-M-1, CTX-M-
2, CTX-M-3, CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-18, a CTX-M-24
[27].

1.5.5 Sireni antibiotické rezistence prostredim

vvvvv

jsou plazmidy, transpozony a genové kazety. Plazmidy jsou nezavisle se
replikujici extrachromozomalni molekuly kyseliny deoxyribonukleové, které
byly prokdzany témét u vSech lékarsky a veterinarné vyznamnych bakterialnich
rodi. Jejich velikost se pohybuje od méné nez 2 do vice nez 100 kb. Diky jejich
replika¢nimu systému jsou schopny autonomni replikace. Vlastnosti pfenaSené
plazmidy nejsou za fyziologickych podminek pro pteziti bakterii nezbytné, ale
za specifickych podminek mohou byt pro bakterie ptinosné. Mezi tyto vlastnosti
patii napriklad rezistence k antimikrobialnim latkam, kationtim tézkych kovu,
aniontim nebo bakteriocinim a rizné metabolické a virulentni vlastnosti.
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Plazmidy mohou nést jeden ¢i vice genli rezistence. B&zné se prendSeji
konjugaci, ale i transdukci nebo transformaci DNA bez piitomnosti nosic¢e [24].

Transpozony nemaji na rozdil od plazmidi replikacni systém, tudiz se musi
integrovat do vektorovych molekul v bunce, které jsou schopné replikace, jako
je chromozomalni DNA nebo plazmidy. Transpozony se také 1i§i velikosti, ktera
se pohybuje od méné nez 1 do 60 kb. Nejmensi transpozony nesou pouze jeden
gen, ktery je zodpovédny za pohyb elementl. VEtsi transpozony obvykle nesou
jeden nebo vice dalSich gentl, z nichz vétSina kdduje vlastnosti pro antibiotickou
rezistenci. Transpozony mohou koédovat rezistenci na Siroké spektrum antibiotik
[32]. Mnoho transpozonii ma malou nebo zadnou cilovou specifi¢nost, proto se
mohou vkladat na rizné pozice v chromozomalni nebo plazmidové DNA [24].

Genove kazety predstavuji malé mobilni elementy mens$i nez 2 kb. Bézné
obsahuji specifické rekombina¢ni misto a jediny gen, ktery je ve vétSiné piipadii
genem antimikrobialni rezistence. Pohybuji se mistné specifickou rekombinaci a
jsou obvykle pfitomny na specifickych mistech uvniti integronti [24]. Integrony
se mohou také pfemistovat, ¢imz umoziuji Sifeni genll mezi rliznymi
bakterialnimi druhy. Schopnost integronli piijimat vice nez jednu kazetu
kodujici rezistenci, spojeni integront s vétSimi transpozony, které mohou nést
dal$i geny rezistence a spojeni vicendsobnych transpozonl v tomtéz plazmidu,
vysvétluje nyni jiz zcela obecny vyskyt klinickych kmentl patogennich bakterii,
jez jsou rezistentni vii¢i mnoha riznym antibiotiktim zaroven [33].

1.5.6 Vyskyt antibiotické rezistence u kmenu Escherichia coli
izolovanych z hospodarskych zvirat

V poslednich letech byl zaznamenéan vysoky narlst rezistentnich patogennich
bakterii izolovanych z potravinovych zvitat [34]. Rezistentni kmeny E. coli jsou
izolovany zejména z prasat [35, 36, 37, 38], drubeze [34, 37, 38] a skotu
[36, 38]. U téchto kmenii byla zaznamenana vysoka rezistence zejména
na tetracyklin, ampicilin,  trimetoprim/sulfametoxazol,  sulfonamidy
a streptomycin [37, 38, 39, 40]. Pozorovana byla také rezistence
na chloramfenikol, kyselinu nalidixovou, enrofloxacin [37, 38] a gentamicin
[40]. V soucasnosti prudce vzrostl vyskyt rezistentnich kmend vuci beta-
laktamovym antibiotikiim vcetné¢ kmenii produkujicich Sirokospektré beta-
laktamazy. Tyto bakterialni enzymy hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny vSech
generaci a monobaktamy, ¢imZ se stavaji vice rezistentnimi a infekce zpiisobené
témito kmeny jsou tak obtizné 1éCitelné [41, 42]. ZvySeny vyskyt ESBL-

22



produkujicich kmeni E. coli byl zaznamenan u skotu, prasat a drubeze [43, 44,
45].

Prostfednictvim mnoha studii bylo zjisténo, Ze izolaty E. coli ze zvifat jsou na
antimikrobidlni latky vice rezistentni, nez izolaty ziskané od ¢lovéka [40]. Dale
bylo prokazano, ze prevalence rezistentnich izolati E. coli z prasat a driibeZe je
mnohem vys8§i, nez rezistence izolatl ziskanych ze skotu, coZ je spojovano
s nadmérnou aplikaci antibiotik v chovech prasat a driibeze [36, 46]. U dribeze
se liSi pocet rezistentnich izolati v zavislosti na zptsobu chovu [47]. Je
prokazéano, ze se pocet rezistentnich izolati mize zvySovat béhem ristu brojlert
pfi vykrmu, dokonce 1 za nepfitomnosti pouziti antimikrobidlnich latek. Toto
zjiSténi lze vysvétlit moznosti horizontalniho pfenosu R-plazmidi, ktery vede
ke vzniku ruznych fenotypti rezistence ve sledovanych hospodaistvich [48].

1.5.7 Vyskyt antibiotické rezistence u kmena Escherichia coli
izolovanych z volné Zijicich zvirat
Escherichia coli je pouzivana jako efektivni indikator pro monitoring
prevalence rezistence Vv raznych populacich a také pro hodnoceni Sifeni
rezistentnich  bakterii v odliSnych  ekosystémech. E. coli kolonizuje
gastrointestinalni trakt mnoha zvifat a predstavuji tak zdroj gent rezistence,
které mohou hrat roli v Sifeni rezistence [49].

Vyskyt antibiotické rezistence (7 %) byl zaznamenan u kment E. coli
izolovanych z farmové chovanych jeleni a drobné lovné zvétre [50]. Podobné
nizka prevalence rezistentnich kmen byla zaznamenana také v predeslych
studiich zabyvajici se vyskytem rezistence u volné zijicich zvirat [51, 52]. Vyssi
mira rezistence byva zpravidla zaznamenana u hospodaiskych zvirat [53, 54].
Avsak néktefi autofi zaznamenali srovnatelnou prevalenci rezistentnich kment
E. coli u nékterych druhti volné Zijicich ptaku a velké zvéte [55, 56, 57, 58, 59).
V soucasné dobé také vyznamné vzrostl pocet studii popisujici vyskyt ESBL
rezistentnich kment E. coli u volné Zijici zvéte [51, 60, 61].

Voln¢ zijici zvéf neni pifimo vystavena ucinku antimikrobialnich latek, ale
existuje fada moznosti, jak se geny rezistence mohou dostat do prostiedi.
Hlavnim zdrojem Sifeni gent rezistence prostiedim muze byt napiiklad hnojeni
poli hnojem z chovii hospodaiskych zvifat, blizkost lidského obydli, vyuasténi
odpadnich vod do vodnich tokt apod. [24]. Také migrace ptakt muize prispét
k Sifeni antibiotické rezistence [62]. Navic bylo zjisténo, Ze uroven antibiotické
rezistence je taktéz ovlivnéna stravou zvifat, kdy u bylozravct byl zaznamenan
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niz§i pocet rezistentnich izolatd v porovnani s vSezravci a masozravci [63]. Toto
muze byt vysvétleno tim, Zze masoZravci stoji na vrcholu potravinového fetézce a
mohou tedy akumulovat rezistentni kmeny bakterii ziskanych z jejich stravy.

1.5.8 Vyskyt antibiotické rezistence u kmenu Escherichia coli
izolovanych z potravin

Rezistentni kmeny patogenni E. coli jsou nejcastéji izolovany z potravin
zivocisného plivodu, a to zejména z vepiového, hovéziho [46] a dribeziho masa
[46, 64, 65]. Vyskyt antibiotické rezistence byl zaznamenan také u kmend E.
coli izolovanych z ryb a motskych plodi chovanych v akvakulturach, kde jsou
antimikrobidlni latky, stejné jako u hospodaiskych zvitat, pouzivany ve velkém
mnozstvi pro preventivni a léebné ucely [66]. Antibioticka rezistence byla také
zjisténa u kment izolovanych z vajec [47]. Zachyt rezistentnich izolatd je
zpravidla vyssi U potravinovych zvifat nez u jejich produktd [37, 38].

Geny antimikrobidlni rezistence se mohou na ¢lovéka ptenést prostiednictvim
konzumace ZivociSnych produktl [65]. Rezistentni bakterie sttevni flory
jateCnych zvifat mohou béhem pordzky kontaminovat jate¢né¢ upravend téla
porazenych zvifat a tim pfenést geny rezistence do stievni mikroflory ¢lovéka
prostfednictvim potravinového fetézce [67]. Tyto rezistentni bakterie pak
predstavuji nepfimé ohrozeni lidského zdravi [37].

Rezistentni kmeny E. coli jsou také v mensi mife izolovany z Cerstvé zeleniny
a ovoce, véetné jejich produkti [68].

1.6 Zarazeni kmenu Escherichia coli do fylogenetickych skupin

Druh Escherichia coli se vyznacuje velkou rtznorodosti (fyziologickymi
znaky, zivotnim cyklem, patogennimi vlastnostmi, ristem ve specifickém
prostiedi, apod.). Kmeny Escherichia coli mohou byt rozd€leny do ¢ty hlavnich
fylogenetickych skupin (A, B1, B2 a D) na zéklad¢ ptitomnosti nebo absence
dvou gent: chuA, ktery se vyskytuje u kmeni EHEC (konkrétné sérotypu
O157:H7); yjaA, ktery se nachazi u E. coli typu K12; a anonymniho DNA
fragmentu TSPE4.C2, ktery byl nalezen u kmeni E. coli zpusobujicich
novorozenecké meningitidy [69]. Kmeny jednotlivych fylogenetickych skupin
se 1i8i fenotypickymi charakteristikami (schopnost vyuzivat riizné cukry, vztah
teploty K jejich ristu a rozdilné profily antibiotické rezistence) [70]. Taktéz
velikost genomu se 1i8i mezi jednotlivymi fylogenetickymi skupinami. Skupiny
A a B maji obvykle mensi genom, nez skupina B2 a D. Dilezitym rozdilem
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mezi skupinami je také ptitomnost faktori virulence. Komenzalni kmeny jsou
obvykle fazeny do fylogenetické skupiny A a Bl. Izolaty, které jsou schopny
prezivat v prostiedi (napt. ptida, voda), patii zeyména do fylogenetické skupiny
Bl [71]. Kmeny E. coli zpusobujici extraintestinalni infekce patii pievazné
do skupiny B2 a v mens$i mife do skupiny D [36, 69], zatimco stievni patogenni
kmeny (STEC) jsou obvykle zafazeny do skupin Bl [72] nebo D
(enterohemoragicka E. coli O157:H7) [73]. Na zakladé zafazeni kment
do fylogenetickych skupin 1ze mimo ptvod a jiné charakteristiky posoudit, zda
se jedna o kmeny komenzalni nebo kmeny s patogennim potencidlem.

Rozdilnost ve fylogenetickych skupinach je také dana pivodem izolata.
Escobar-Paramo et al. [74] pozoroval nejvyssi zastoupeni skupiny D a Bl
u fekalnich izolatt z ptakt, skupin A a Bl u kment izolovanych z rtiznych
druhti savcu a skupin A a B2 u fekalnich kment humanniho ptivodu. Ve studii
Carlos et al. [75] bylo zjisténo, ze kmeny izolované z kutat patii pievazné do
skupiny A, kdeZto kmeny izolované ze skotu, koz a ovci do skupiny B1.

Gordon a Cowling [76] wuvadi, ze relativni CcCetnost jednotlivych
fylogenetickych skupin u zvitat zavisi také na zplisobu stravovani zvitat, télesné
vaze a klimatu. Baldy-Chudzik et al. [77] ve své praci analyzovali fekalni
kmeny izolované ze zvifat zijicich v zoologickych zahradach, kde zjistili vyssi
prevalenci skupiny Bl u byloZravei a skupiny A u kmenl izolovanych

Z masozravych a vSezravych zvirat.

1.7 Produkce bakteriocinii

Mikroorganizmy disponuji velkym mnozZstvi rlznych obrannych systémd,
jako je produkce Sirokospektralnich antibiotickych latek, vedlejSich produkth
metabolismu (kyselina mlécnd), lytickych enzymt (lyzozym) a rGznych
exotoxintl s antibakteridlnim ucinkem.

Bakteriociny byly objeveny téméf u kazdého bakterialniho druhu [78]. Jsou
produkované jak grampozitivnimi, tak 1 gramnegativnimi bakteriemi. Jednd se
o bohatou a rlznorodou skupinu vysokomolekularnich, ribozomalné
syntetizovanych proteint antibiotické povahy usmrcujici citlivé kmeny bakterii
stejného nebo pribuzného druhu [79]. Od tradi¢nich antibiotik se lisi jejich
sloZzenim a izkym spektrem aktivity [78]. Tyto G¢inné a Casto vysoce specifické
toxiny jsou vétsinou kodované na plazmidech a jsou produkovany bakteriemi
béhem stresovych podminek za ucelem rychlé eliminace sousedicich bunék,
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které nejsou na ucinek téchto toxinli imunni nebo rezistentni. Produk¢ni kmeny
jsou obvykle imunni na bakteriociny, které samy vyprodukuji [80].

Bakteriociny tvofi rozmanitou skupinu s odliSnymi morfologickymi
a biochemickymi vlastnostmi. Mezi nejlépe prostudované bakteriociny patii
koliciny a mikrociny produkované gramnegativnimi bakteriemi E. coli [81].
Kmeny E. coli mohou produkovat jeden i vice kolicini nebo soucasné koliciny
a mikrociny [80].

1.7.1 Koliciny

Koliciny jsou riiznorodou skupinou proteinti s antimikrobialni aktivitou. Jsou
to toxické exoproteiny produkované bakteriemi kolicinogennich kment E. coli
a nekterych piibuznych druhi a roda celedi Enterobacteriaceae béhem jejich
rustu. Pasobi inhibi¢n€ na citlivé bakterie téze Celedi. Koliciny se klasifikuyi
a oznacuji na zaklad€ své receptorové specifity velkymi pismeny abecedy.
Vaze-li se vice typu kolicinli na jeden receptor, jsou dale diferencovany
na zaklad¢ zkfiZzené imunity produkcénich kmenl a oznaCovany indexy, které
jsou pripisovany k typovému pismenu. Dilezitym kritériem tiidéni kolicint je
1 typ transloka¢niho mechanizmu, ktery koliciny vyuZzivaji k transportu ptes
bunécny obal [82]. Toto dals$i kritérium umoziiuje fazeni kolicini do dvou
skupin A a B. Skupina A zahrnuje koliciny, které vyuzivaji systém Tol,
skladajici se z proteinli TolA, TolB, TolQ a TolR a patii sem koliciny E1 az E9,
K, L, N, $4, U a Y. Koliciny skupiny B vyuzivaji systém Ton, skladajici se
Z proteinit TonB, ExbB a ExbD a patfi sem koliciny B, D, Ia, Ib, M, 5 a 10 [81,
83].

Syntéza kolicind je kddovana geny na tzv. Col-plazmidech. Podle velikosti,
schopnosti amplifikace, poctu kopii v buiice a schopnosti samostatného ptfenosu
konjugaci je mozné Col-plazmidy rozdélit do tii skupin. Prvni skupina la jsou
malé plazmidy (3 - 6 MDa), které se vyskytuji v mnoha kopiich, jsou schopné
replikace 1 bez syntézy proteinit hostitelskou bunkou, ale neschopné
samostatného prenosu konjugaci (Tra’). Druhou skupinou Ib jsou malé, v mnoha
kopiich se vyskytujici plazmidy, neschopné amplifikace ani pfenosu konjugaci
(Tra’). Treti skupina Il jsou velké (70 - 90 MDa), v malo kopiich se vyskytujici
plazmidy neschopné amplifikace, ¢asto viak schopné pfenosu konjugaci (Tra")
[79]. Koliciny jsou také rozdéleny podle typu letalniho ucinku kolicinové
molekuly na koliciny depolarizujici plazmatickou membranu (A, E1, B, Ia, Ib,
K, N, S4, U Y, 5, 10), koliciny s endonukleazovou aktivitou, které mohou
na citlivé bakterie plisobit jako nespecifické DNA-endonukleazy (E1, E7, ES,
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E9) nebo jako specifické 16S-rRNA-endonukledzy blokujici proteosyntézu
(E3, E4, E6, DF13) a koliciny degradujici nebo inhibujici syntézu
peptidoglykanu (M) [82, 83].

1.7.2 Mikrociny

Escherichia coli produkuje kromé kolicint také mikrociny, které maji tizké
spektrum antimikrobidlni aktivity proti bakterialnim druhim, které jsou
fylogeneticky pifibuzné s produkénimi kmeny. Mikrociny maji v porovnani
s koliciny mensi velikost molekul (méné nez 10 kDa) a lisi se také nckterymi
fyzikdlnimi vlastnostmi. Vznikaji jako prekurzory podléhajici cetnym
posttranslacnim modifikacim [84]. Geny jsou kdédovany chromozomalné nebo
na plazmidech. Jejich produkce je indukovana za stresovych podminek, zejména
pi1 nedostatku Zivin, naptiklad pfi nedostatku fosforec¢nanu, uhliku a dusiku
(MccB17), nedostatku uhliku a fosfore¢nanu (MccJ25), nebo nedostatku uhliku
(MccC51) v prostiedi [85]. Uvolnéni mikrocint z bunky neni tak jako u kolicint
zpusobeno lyzi, ale jsou z buinky aktivné exportovany. Podle biochemickych
vlastnosti a mechanizmu ucinku jsou mikrociny rozd€leny do dvou tid [84].
Prvni tfida zahrnuje mikrociny s nizkou molekulovou hmotnosti pod 5 kD, které
byvaji Casto posttranslacné modifikovany a maji rizny mechanizmus Uc¢inku.
Patii sem mikrocin B17, C7, D93 a J25. Do druhé tfidy patii mikrociny E492,
H47, V, L, 24 s molekulovou hmotnosti 7 az 10 kDa. Dale mohou byt tyto
mikrociny rozdéleny na nemodifikované a modifikované peptidy.
Nemodifikované mikrociny jsou vylu¢ovany pouze s cilem pusobit na citlivé
bunky. Jejich genetické skupiny se nachazeji v plazmidech a jsou velmi
jednoduché. Do této skupiny patfi mikrociny E492, H47, 24, V a L.
Modifikované mikrociny jsou peptidy, které pied vyloucenim podstoupi
posttranslacni modifikaci. Patii sem mikrociny B17, C7 a J25 [84, 86].

1.7.3 Vyznam bakteriocinogennich kment Escherichia coli

Mnoho studii se zabyva vyuZzitim raznych bakteridlnich rodl v probiotickych
terapiich pro lidsky organizmus (gastrointestindlni trakt, ustni dutina, dychaci
trakt) [87]. Ve studii Trautnera et al. [88] bylo prokazano, ze kolicin E2 je
vysoce ucinny proti rdstu uropatogennich kment E. coli, ¢imZz je mozZno
pfedchazet vzniku infekci mocovych cest pii pouzivani katetru. Dale bylo
prokdzano, ze u 13 riznych kolicinl, k nimZ patii kolicin E2, E8, E7 byla
zjisténa schopnost inhibice 11 patogennich kmenil. Kolicin 5 je diky tzkému
spektru piisobnosti vysoce efektivni pro 1écbu infekci u lidi 1 zvitat zptisobenych
patogennimi kmeny E. coli [89]. Kolicinogenni E. coli byly rovnéz aktivné
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zkoumany k inhibici enterohemoragického kmene E. coli O157:H7, kde
ucinnost proti tomuto sérotypu projevil kolicin E1 [90]. Ve studii Patton et al.
[91] byla uc¢innost kolicinu E1 taktéz vyhodnocovana proti Listeria
monocytogenes v bujonu a na povrchu potravin ur¢enych k pifimé spotiebé, kde
se kolicin E1 ukazal jako vysoce u¢inny proti této bakterii. Jiné studie prokéazaly
vysokou inhibi¢ni aktivitu mikrocinu J25 vii¢i tomuto patogenu [92]. Mikrocin
J25 je taktéz vysoce ucinny proti nékterym sérovarim Salmonella [92].
Vyznamnd je také produkce mikrocinu E492, ktery ma cytotoxicky uc¢inek
na lidské nadorové bunky [93]. Nékteré studie uvadéji toxicky ucinek mikrocinu
E492 na zhoubné buiiky a jeho mozné vyuziti pii 1é¢bé rakoviny [93, 94]. Mimo
jiné bylo prokdzano, Ze buiky vystavené ucinkiim mikrocinl, zlstavaji
zivotaschopné, avsak nejsou schopné rastu a vytvareni kolonie. Bakteriostatické
ucinky vyvolané mikrociny se liSi od béZnych antibiotik v tom, Ze buiiky nejsou
schopny obnovit rist ani po odstranéni mikrocinti z prostfedi. Tato trvala
inhibice rlstu je zfeymé zplUsobena v dlsledku tésné asociace mikrocind
s bunkou. Na rozdil od béZnych antibiotik, kterd voln¢ difunduji dovnitt nebo
ven z bunky, jsou mikrociny trvale zachyceny v cytoplazmé [92].

V uplynulych letech si nékteré bakteriociny ziskaly zvlastni pozornost
vzhledem k jejich potencialni aplikaci v konzervaci potravin. James et al. [95]
potvrdili mozné wvyuziti kolicin pii vyvoji antibiotik a konzerva¢nich
prostiedk.

Kromé& pozitivnich ucinkd bakteriocini bylo také prokazano, Zze nckteré
bakteriociny se Casto vyskytuji u patogennich kment E. coli a mohou byt tedy
povazovany za faktory virulence [86]. Naptiklad kolicin E1 je znamy pro svij
toxicky efekt na eukaryotické bunky a Casto se vyskytuje u kmentt UPEC. Take
produkce mikrocinu H47, M, E492 a Vbyla casto zaznamenana
u extraintestinalnich patogennich kment E. coli [86, 96, 97].

1.8 Schopnost bakterii Escherichia coli tvorit biofilm

Schopnost tvorby biofilmu je pro bakterie vyznamnym faktorem, ktery
umoziuje bakterialnim bunkam odolavat vnéjSim vlivim prostiedi [98].
Vyhodou riistu ve formé biofilmu je zejména ochrana pied antimikrobialnimi
prostiedky, zvySeni miry dostupnosti Zivin a transferu plazmidd, schopnost
vazat molekuly vody, atd.. Biofilmové narosty se vyskytuji prakticky vsude
a mohou mit vzhledem ke své metabolické aktivité a mistu pisobeni jak
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pozitivni (€i$téni vod, soucdst potraviny, napf. plisnové syry), tak i negativni
ucinky (infekce, zubni kaz). Kromé prostiedi (voda, ptida) se biofilmy vyskytu;ji
také v raznych primyslovych odvétvich lidské Cinnosti (vodarenstvi, CiSténi
odpadnich vod), ve zdravotnictvi (implantaty, katetry), kde vyskyt biofilmu
zpusobuje celou fadu chronickych a vzhledem k jejich rezistenci i obtizné
eliminovatelnych infekci. Vyskyt biofilma je také zcela bézny v potravinarstvi
[98]. Adheze mikrobidlnich bunék k povrchiim v potravinaiskych provozech,
vede k vaznym hygienickym problémim a ekonomickym ztratdm v disledku
znehodnoceni potravin. Biofilm nabizi ochranu fad¢ patogent a technologicky
Skodlivym a nezadoucim mikroorganizmtim, které odolavaji nebo si vytvaieji
rezistenci vac¢i zavedenym standardim sanitacnich postupi a mohou byt tak
zdrojem nékterych patogennich infekei. Pfitomnost bakteridlniho biofilmu miize
také vest k poSkozeni zatizeni a jiného vybaveni vyrobnich linek (koroze), ke
kontaminaci produktu a jeho naslednému znehodnoceni, véetn€ potencialniho
ohrozeni zdravi konzumenta [98]. Vedle toho byva také stale castéji
prokazovana perzistence patogennich mikroorganizmi s vyskytem v podobé
biofilmu pfimo na potravinafskych surovinach a kone¢nych potravinatskych
produktech [98]. Naptiklad u patogenni E. coli O157:H7 byla prokazana
schopnost tvorby biofilmu na jablkach [99] a ledovém salatu [100].
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2.

CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem dizertacni prace byla izolace kment bakterie Escherichia coli
z potravin a jejich naslednd fenotypova a genotypova charakterizace pomoci
klasickych mikrobiologickych a molekularné-biologickych metod.

Dil¢i cile prace zahrnovaly:

zafazeni kmeni do fylogenetickych skupin metodou PCR;

stanoveni citlivosti vic¢i vybranym antibiotikim podle metodiky
EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing);

testovani kmend na pfitomnost genu rezistence metodou PCR;

zmapovani vyskytu rezistence u kmeni E. coli izolovanych z volné
Zijicich zvifat a potvrzeni moznosti Sifeni gent rezistence v prostiedi;
detekci faktori virulence pomoci klasické a multiplex PCR pro uréeni
patogenniho potencialu;

kvalitativni zjiStovani produkce bakteriocini u testovanych kment;
typizaci bakteriocinogennich kment metodou PCR;

stanoveni schopnosti tvorby biofilmu u izolati Zivoc¢isného ptivodu.

30



3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Material

3.1.1 Seznam bakterialnich kmenu

Seznam 120 kment E. coli pouzitych v této praci je uveden v Pfiloze €. 1.
Izolaty z kurat (n=70 / Ptiloha 1A) byly izolovany z kufeciho masa zakoupeného
v maloobchodnich sitich ve Zlinském kraji béhem let 2006-2014. Izolaty
ze zeleniny (n=15 / Ptiloha 1B) byly ziskany z riznych druhd Cerstvé zeleniny
zakoupené v maloobchodnich sitich ve Zlin¢ béhem roku 2015. Izolaty z volné
zijici zvéie (n=35 / Ptiloha 1C) byly ziskany z vytéru ulovené zvéte pochazejici
Z honiteb na 1zemi Moravy Vv obdobi let 2010-2014.

Pro stanoveni biologické aktivity bakteriocinti bylo v této praci pouzito 18
kment E. coli (Pfiloha 1D) véetn¢ indikatorovych kmend uvedenych v Piiloze
1E. Déle byly pro tento experiment pouzity Sbirkové kmeny ziskané z Ceské
sbirky mikroorganizmit MU Brno a Biologického ustavu LF MU, Brno (Pfiloha
1F).

3.1.2 Laboratorni pristroje

- AURA PRC pracovni box BioAir Instruments, Italie

- Automatické mikropipety Nichiryo, Japonsko

- Automatické mikropipety Eppendorf Research, Némecko

- Bé&zné laboratorni sklo a pomucky

-  Box laminarni, Telstar Bio Il - A KRD, Velka Britanie

- Bio Vortex V1 Biotech, Ceska republika

- Centrifuga — MiniSpin plus Eppendorf Research, Némecko

- Centrifuga — Hermle Z100 M Labnet Inc., Korea

- Denzitometr — Densi-La-metr Erba Lachema, Ceska republika
- Digitalni vaha Kern & Sohn GmbH, Némecko
- Elektroforéza horizontalni HU10 EV 243, Belgie

- Elektroforetické zatizeni MP-300N, Tajwan

- Homogenizator Stomacher Labsystem Kft., Mad’arsko

- Mikrotitracni desticky Nunc, Dansko

- Tecan Safire Il - TIP Svycarsko

- Tecan Infinite M200 PRO Rakousko

- Souprava mikrotestd ENTEROtest 24 Erba Lachema, Ceska republika
- Termoblok BIO TDB Litva
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- Termocykler PTC 100 MJ Research Bio-Rad, USA

- Termocykler C1000 Touch Bio-Rad, Singapur
- Termostat BT 120 Ceska republika
- UV transluminator In Genius SynGene Imaging, Velka Britanie

3.1.3 Kultiva¢ni média

Endo agar
41,5 g zivné pudy (HiMedia Laboratories, Ltd.) + 1000 ml destilované vody
Slozeni zivné pudy (g/1):

Pepton 10
Laktoza 10
Di- fosfore¢nan draselny 3,5
Sifi¢itan sodny 2,5
Agar 12

Masopeptonovy agar (MPA)
28 g zivné pudy (HiMedia Laboratories, Ltd.) + 1000 ml destilované vody

Slozeni pady (g/1):

Agar 15
Masovy vytazek 10
Pepton 10
NaCl 5

Masopeptonovy bujon (MPB)

13 g zivné pudy (HiMedia Laboratories, Ltd.) + 1000 ml destilované vody
Slozeni bujonu (g/l):

Masovy vytazek 3

Pepton 5

NaCl 3

Mueller Hinton agar (MH)

38 g zivné pudy (HiMedia Laboratories, Ltd.) + 1000 ml destilované vody
SloZeni zivné pudy (g/1):

Dehydrovana infuze z hovéziho masa 300

Hydrolyzat kaseinu 17,5
Skrob 1,5
Agar 17

Plate Count Agar (PCA)
23,5 g zivné pudy (HiMedia Laboratories, Ltd.) + 1000 ml destilované vody
SloZeni (g/1):
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Trypton
Kvasinkovy extrakt
Glukoza

Agar

Soft agar
Slozeni (g/1):
Pepton

Masovy vytazek
NaCl

Agar
Destilovana voda

S)
3
S)

10,5
1000 ml
Tryptozo-sojovy bujon (TSB)

30 g zivné pudy (OXOID Ltd.) + 1000 ml destilované vody

SloZeni zivné pidy (g/1):

Hydrolyzat kaseinu

Enzymaticky Stépena soja

NaCl

Hydrogenfosfore¢nan draselny

Glukoza

17
3
)
2,5
2,5

3.14 Chemikalie a antibiotika

Antibiotické disky
Agar0za
Bromfenolovéa modf
DNA marker 100 bp
dNTP Mix-12,5 mM

EDTA (0,5M roztok EDTA)

Ethanol 98%
Etidium bromid
Chloroform
Krystalova violet’
Kyselina octova
Nanaseci pufr Lb 6x
PCR pufr 10x

Primery - Invitrogen

Oxoid Ltd., Velka Britanie (Tabulka 2)
Sea Kem LE Agarose, Lonza, USA
SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko
New England Biolabs, USA

Roche Diagnostics GmbH, Némecko
Lachema a.s., Ceska republika

Lach-Ner s.r.0., Ceska republika

Sigma Aldrich, Némecko

Sigma, St. Louis, USA

Merck, Némecko

Lachema a.s., Ceska republika

TopBio, Ceska republika

New England BioLabs, USA

ThermoPol Reaction Buffer

KDR Ceska republika

(seznam primert je uveden v Piiloze A-G)
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- Roztok MgCl,
- Sodium dodecyl sulfat 10%

- Tris-acetatovy pufr (TAE pufr)

Roche Diagnostics GmbH, Némecko
SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko

- TRIZMA®-base(Tris-hydroxymetyl-aminometan), Sigma-Aldrich, USA
- Taq DNA polymeraza+ThermoPol Buffer, New England BioLabs, USA

3.1.1 Pouzité roztoky

Fyziologicky roztok
NaCl 8,59
Destilovana voda 1000 ml

TAE pufr 50x koncentrovany

TRIS 242 ¢

0,5 MEDTA 100 ml
Kyselina octova 57,1 mi
Destilovana voda 800 ml

TAE pufr 1x koncentrovany
TAE 50x 20 ml
Destilovana voda 980 ml

1,5% Agarozovy gel

1x TAE pufr 200 ml
Agaroza 39
Etidium bromid 10 ul

Nanaseci pufr

Bromfenolova modi 10 mg
0,5MEDTA 1,2 mi
10% SDS 600 pl
Glycerol, PENTA 1,2 mi

100 bp DNA marker

Voda 180 ul
Nanaseci pufr 50 ul
DNA ladder 20 ul
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Tab. 2: Seznam antibiotickych diski (Oxoid Ltd.), koncentraci a priméra
inhibi¢nich zon udavajici MIC testovaného antibiotika.

antibiotikum zkratka koncentrace R C
(ng)

peniciliny

i?;):ilr?;lm/klawlanova AMC 30 <14 > 18

ampicilin AMP 10 <14 >17

piperacilin/tazobactam TZP 36 <17 >20

cefalosporiny

cefalotin CEF 30 <14 > 18

cefepim FEP 30 <21 >24

cefotaxim CTX 5 <17 >20

cefuroxim CXM 30 <18 > 18

ceftazidim CAZ 10 <19 >19

sulbactam/cefoperazon SCF 10 <15 >21

chinoliny

ciprofloxacin CIP 5 <19 >21

tetracykliny

doxycyklin DO 30 <10 > 14

fenikoly

chloramfenikol C 30 <17 > 18

aminoglykosidy

gentamicin CN 10 <14 > 15

streptomycin S 10 <I1 > 15

karbapenemy

imipenem IPM 10 <16 >22

monobaktamy

aztreonam AT 30 <21 > 24

potencované sulfonamidy

sulfametoxazol/trimetoprim | SXT 25 <13 >16

R — rezistentni; C — citlivy

35



3.2 Metody

3.2.1 Fenotypizaé¢ni metody

Izolace kmenii Escherichia coli 7 potravin

Kmeny byly izolovany ze vzorkl jak Zivoc¢iSného (kufeci maso, baZanti,
divoké kachny, zajici, prase divoké), tak i rostlinného ptivodu (rizné druhy
zeleniny). Ziskané vzorky byly zhomogenizovany Vv devitinasobném mnozstvi
sterilniho fyziologického roztoku pomoci stomacheru. Nasledné byla suspenze
vyockovana na Endlv agar a bakterie kultivovany pii 37 °C / 24 h. Suspektni
kolonie, které se na Endové agaru jevi jako purpurové kolonie s kovovym
leskem, byly identifikovany pomoci biochemického mikrotestu Enterotest 24.

Kmeny byly déale ptfeockovany na MPA, popt. na PCA pro kratkodobé
uchovani. Pro dlouhodobé uchovani byly kmeny zaockovany do MPB
a po kultivaci 37 °C / 24 h byly zamrazeny v 30% glycerolu pii —80 °C.

Identifikace kmenit Escherichia coli pomoci Enterotestu 24

Pro identifikaci kmenti byla pouzita biochemicka souprava ENTEROtest 24,
ktera je urCena pro rutinni identifikaci vyznamnych druhli stfevnich bakterii
z Celedi Enterobacteriaceae. Souprava je slozena z 24 biochemickych testd
pro prikaz biochemické aktivity specifické pro dany druh bakterii (ureaza URE,
arginin ARG, ornitin ORN, lysin LYS, sirovodik H,S, simmons citrat SCI,
malonat MAL, pB-galaktosiddiza ONP, salicin SAL, sorbitol SOR, melibidza
MLB, celobioza CEL, laktéza LAC, trehaloza TRE, mannitol MAN,
B-glukuronidaza GLR, dulcitol DUL, adonitol ADO, arabitol ART, sachar6za
SUC, inositol INO, rafin6za RAF, esculin ESL, B-xylosidaza bXY), které jsou
umistény do mikrotitra¢ni desticky. Diagnostika pozitivni biochemické reakce
je zalozena na zmén¢ barvy testovaciho média, ke které dochazi zménou
ptislusného indikétoru.

Testy byly provedeny dle pokynli vyrobce. Do sterilnich zkumavek byla
ptipravena suspenze kultury ve fyziologickém roztoku odpovidajici 1. stupni
zdkalu McFarlandovy stupnice, kterd byla dikladné zhomogenizovéana. Poté
bylo do kazdé jamky pipetovano 100 pl této suspenze. Pro anaerobni kultivaci
byly nekteré jamky (URE, ARG, ORN, LYS, H,S) zakapany nékolika kapkami
parafinového oleje. Takto pripravena desticka byla vlozena do sacku
a ponechana inkubovat pii 37 °C / 24 h. Vysledky byly vyhodnoceny
dle barevné srovnavaci stupnice doddvané vyrobcem. Vysledky jednotlivych
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reakci byly zaznamenany a vyhodnoceny pomoci softwaru TNW Lite (Erba
Lachema, CR).

Stanoveni antibiotické rezistence diskovou difuzni metodou

Diskova difuze je jednim =z nejstarSich zplsobl vySetfovani citlivosti
k antimikrobialnim latkam a patii stale mezi nejpouzivanéjsi metody, jelikoz
vyhovuje pro vySetfovani témét vSech antibiotik a nevyzaduje zadné zvlastni
vybaveni.

U izolovanych kmend E. coli byl sledovan vyskyt antibiotické rezistence
na vybrand antibiotika (Tabulka 5) diskovou diftzni metodou, ktera byla
provedena dle metodiky EUCAST [101]. EUCAST vyvinul diskovou difuzni
metodu zalozenou na pidach MH a kalibrovanou na klinické breakpointy, které
urCuji, zda je vySetfovana bakterie citliva, intermediarn€ rezistentni nebo
rezistentni k testovanému antibiotiku. Na povrch Petriho misky s Zivnou plidou
(Mueller-Hintontiv agar) se rovnomérné naockuje testovany mikroorganizmus.
Inokulum by mélo odpovidat 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice. Papirové
disky se zndmymi koncentracemi riiznych antibiotik se ptiloZi na povrch agaru.
Takto ptipravené misky jsou inkubovany pii teploté 37°C / 24 hodin, kdy G¢inné
antibiotikum vytvoii kolem disku priizratnou zonu bez naristu bunék.
Hodnoceni antimikrobidlniho ucinku se provaddi méfenim priméru inhibicni
zony kolem disku v. mm.

Stanoveni biologické aktivity bakteriocinii - vpichovy pokus

Biologick4 aktivita bakteriocinii byla stanovena kvalitativné vpichovym
pokusem. Bakterie produkéniho kmene byly naockovany pomoci vpichu
na misky s MPA a kultivovany v termostatu pii teploté¢ 37 °C / 48 hodin. Poté
byly bakterie na miskdch usmrceny parami chloroformu, které ptisobily
30 minut. Nésledné byly pudy pielity suspenzi obsahujici 3 ml 1,05 % agaru
(soft agar) a 100 pl indikatorového kmene, ktery byl den pfedem zaockovan do
MPB a ponechan inkubovat po dobu 24 hodin pii teplot¢ 37 °C. Jako
indikatorové kmeny byly pouzity sbirkové kmeny E. coli (Row, P400, B1, ¢ a
Sabina 40) a Shigella sonnei 17, které¢ byly ziskany ze sbirky Biologického
ustavu, Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné. Prelité misky byly poté
vloZeny opét do termostatu po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C. Po 24h kultivaci
byla zji§tovana ptitomnost inhibi¢nich zon vytvofenych okolo jednotlivych
kment bakterii a hodnocena jejich velikost (-/+, +, ++, +++, ++++).
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Stanoveni schopnosti tvorit biofilm

Ke stanoveni a kvantifikaci biofilmu byla pouzita barvici metoda za pouziti
krystalové violeti v mikrotitra¢nich destickach podle Kurincic et al. [102].

Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo inokulovéano 200 pl TSB s bakteridlni
kulturou o vysledné koncentraci 10° CFU/ml. Pro negativni kontrolu bylo
do 12 jamek kazdé desticky ptidano 200 pl sterilniho TSB. Po inkubaci
(24 h / 37°C) byly jamky mikrotitraénich desticek tfikrat promyty
fyziologickym roztokem a ulpélé bunky byly pii teplot¢ 60 °C / 10 minut
fixovany na povrch mikrotitraénich desticek. Poté byly obarveny 1%
krystalovou violeti po dobu 15 minut a znovu fixovany pfi teplot¢ 60 °C / 10
minut. Pro uvolnéni barviva bylo do jamek piidano 200 ml 98% etanolu.
Nasledné bylo provedeno méfeni absorbance pii vinovych délkdch 584 nm
pfistrojem Tecan Safire II. Experimenty byly provedeny celkem ve ttech
opakovanich. Mira adheze bakterialniho kmene byla zjiSténa na zakladé
vypoétenych priméra absorbance pro dany kmen podle rovnice [103],

(A-Ao)
n

DA=Y

kde AA je pramér absorbance bakterialniho kmene, Ao je aritmeticky pramér
absorbance 12 jamek mikrotitracni desticky s negativni kontrolou a n je pocet
jamek inokulovanych bakteridlni suspenzi. Po odectu naméfenych hodnot
absorbance kontrolniho média byly kmeny na zakladé vysledné hodnoty
absorbance (A) rozdéleny na slab¢, stfedné a silné adherentni podle Stepanovic
et al. [104].

@ Ve iu Bl co,

Obr. 1: Stanoveni schopnosti tvorby biofilmu
v mikrotitracnich destickach.
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3.2.2 Genotypiza¢ni metody

V této praci byla ke stanoveni pfitomnosti faktor virulence, genli rezistence
a k bakteriocinotypizaci produkénich kmend E. coli pouzita polymerazova
feté¢zova reakce (PCR) v provedeni single, duplex, triplex nebo multiplex PCR.
Tato metoda slouzi k amplifikaci DNA tsekt in vitro za pomoci enzymu DNA-
polymerdzy. Na principu komplementarity dochazi k elongaci nového DNA
fetézce podle tseku fetézce plivodni DNA, ktery je vymezen dvéma primery
[105]. Fragmenty nové syntetizované DNA jsou nasledné separovany pomoci
gelové elektroforézy v agar6zovém gelu. Pro odhad velikosti pozorovanych
DNA fragmentt se do jedné jamky gelu nanasi tzv. velikostni marker (standard,
DNA ladder) o definované velikosti jednotlivych fragmentd.

Piiprava matricové DNA

Izolace DNA byla provedena jednoduchou metodou povafenim kolonii, kdy
se ve 100 pl 1x fedéného PCR pufru zhomogenizuje bakteridlni suspenze
na vortexu a nasledné ponecha v termobloku pfi teploté 95 °C / 20 minut. Poté je
centrifugaci oddé€len supernatant, ktery slouZzi jako templat do PCR reakce.

Izolace DNA z kmenti E. coli byla provedena taktéz pomoci kitu DNeasy®
Blood & Tissue Kit, QIAGEN (Némecko) pro izolaci nukleovych kyselin podle
navodu poskytnutého vyrobcem.

Nasledné byla zméfena Cistota a koncentrace (ng/ul) izolované DNA
spektrofotometricky piti vinovych délkach 260-280 nm ptistrojem Tecan Infinite
M200. Absorbance pii 260 nm odrazi koncentraci nukleové kyseliny,
absorbance pii 280 nm odrazi jeji Cistotu, tj. miru pfitomnosti proteini [106].
Na desticku Nano Quant bylo naneseno 5 pl AE pufru slouzici ke kalibraci
piistroje. Poté bylo naneseno stejné mnozstvi testované DNA a po zméfeni
se nasledné vyhodnotil pomér absorbanci. Za ¢istou DNA se povazuje vzorek
s absorbanci v rozmezi hodnot 1,8 az 2 [106].

Zaiazeni do fylogenetickych skupin

Kmeny E. coli byly zafazeny do fylogenetickych skupin na zakladé
pfitomnosti genti chuA, yjaA a fragmentu TSPE4.C2 metodou PCR, kdy reakéni
objem i teplotni podminky reakce probihaly podle Clermont et al. [69]. Seznam
primert vCetné anealingovych teplot pro tuto reakci je uveden v Piiloze 2B.
Tuto metodu lze provadét klasickou single PCR, kdy se jednotlivé geny
amplifikuji zv1ast’ nebo také v usporadani triplex PCR tzn. amplifikovat v§echny
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ti1 geny soucasné€. Nasledn¢ lze E. coli rozdélit do skupin A, B1, B2 a D podle
dichotomického kli¢e (Obr. 2).

chuA

® ©

B2/ D | Bl / A|
yjaA TspE4.C2

AN
v

7\
® ©
v v

Obr. 2: Rozdeleni kmenii E. coli do fylogenetickych skupin podle
dichotomického klice [69].
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Slozeni amplifikacni smési pro triplex reakci PCR (ul):

PCR pufr 2
dNTP mix 0,4
Taq DNA - polymeraza 0,5
MgCl, 0,4
chuA F/ chuAR 0,1/0,1
yjaA F/ yjaA R 0,1/0,1
TSPE4.C2 F/ TSPE4.C2R  0,1/0,1
Templatova DNA 2

H.O 141
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Detekce produktii byla provedena promoci elektroforézy v 1,5% agardzovém
gelu, v prostfedi 1x TAE pufru, pfi napéti 90 V a ¢asu separace 50 minut.
Vysledky byly vyhodnoceny v UV-transluminatoru pomoci programu SynGene
InGenius.

Detekce genit virulence a rezistence metodou PCR

Detekce faktoru virulence:

Vsechny kmeny byly testovany na ptitomnost 16 faktort virulence zahrnujici
toxiny (tsh, vat, CNF1, CNF2, LT I, ST I, ST I, VT I, VT II), adheziny (papC,
eaeA), invaziny (neuC), gen koédujici zvySenou rezistenci k séru (iss), aerobaktin
(iucD) a geny zodpovédné za enteroinvazivni (EinV) a enteroagregativni (Eagg)
mechanizmus (Tab. 3). Seznam primert pouzitych pro detekci faktord virulence
a jednotlivé velikosti PCR produkti jsou uvedeny v Piiloze 2A. PCR smés
a amplifikac¢ni profil byl zvolen podle Holko et al. [107] a Ewers et al. [108].

V této praci byla také pouzita skupina primerd slouzici k detekci faktort
virulence EXPEC, a které jsou navic spojené s tvorbou biofilmu. Tato skupina
zahrnovala geny koédujici pritomnost adhezint (sfaS, afa/draBC, fimH, iutA),
kapsuli (kpsMTII, kpsMTII1), toxind (hlyA a hlyD) a invazind (ibeA) (Tab. 3).
Seznam primert pouzitych pro detekci téchto faktori virulence vcetné velikosti
PCR produkti je uveden v Piiloze ¢. 2C.

Tab. 3: Faktory virulence determinujici intestinalni/extraintestinalni kmeny.

skupina faktora faktory virulence

virulence intestinalni patogeny | extraintestinalni patogeny

toxiny LTI, STI, STII, VT, | tsh, vat, CNF1, CNF2, hlyA,
VT Il, hlyA, hlyD hlyD

adheziny eaeA papC, sfaS, afa/draBC, fimH
invaziny EinV neuC, EinV, ibeA
zvysené prezivani v séru ISS
siderofory, aerobaktin iutA, iucD
agregativni faktor Eagg
kapsuly kpsMTII, kpsMTIII
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Slozeni amplifikacni smési pro jednoduchou reakci PCR (ul):

PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5

Tag DNA - polymeraza 0,1
Primer F 0,25
Primer R 0,25
Templatova DNA 0,5
H.0 21
Slozeni amplifikacni smési pro multiplex reakci PCR (ul):
PCR pufr 2,5
dNTP mix 1

Taqg DNA - polymeraza 0,5
MgCl, 2
Primer F 0,1
Primer R 0,1
Templatova DNA 2

H.O 16
Podminky klasicke PCR:

Uvodni denaturace 94 °C / 3min
Denaturace 94 °C/30s
Annealing *58 - 63 °C/ 30s
Extenze 68 °C / 3min

ZavéreCna extenze 72 °C / 10min
Opakovani cyklu 30x
Chlazeni 4°C / o0

* Anealingové teploty pro jednotlivé primery faktora virulence jsou uvedeny v Piiloze 2A.

Podminky multiplex PCR:

Uvodni denaturace 94 °C / 3min
Denaturace 94 °C/30s
Annealing 58 °C/30s
Extenze 68 °C / 3min

Zavérecna extenze 72 °C / 10min
Opakovani cyklu 30x
Chlazeni 4°C/ oo
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Detekce genii rezistence:

Vybrané kmeny byly dale testovany na piitomnost 24 gend rezistence K beta-
laktamovym antibiotikim (blaTEM, blaSHV, blaOXA-1, blaOXA-7, blaPSE-4,
blaCTX-M-3, CTX-M-1g); aminoglykosidam (aaC6 IbC, aph(3°)-la, aph(3’)-1l);
tetracyklinim (tetA, tetB); fenikolim (flor); trimetoprimim (dhfr I, dhfr V),
sulfonamidam (sul 1, sul 2, sul 3); fluorochinolontim (qnrS); integrontim I a II
tiidy (int 1, int I1); rezistenci vuci kvartérnim amoniovym slouceninam (gac)
a rtuti (merA). Piitomnost téchto gend rezistence byla stanovena pomoci
klasické PCR. Seznam primert pouzitych pro detekci gena rezistence vcetné
annealingovych teplot a velikosti PCR produktl je uveden v Ptiloze 2D a 2E.
Reak¢ni podminky byly zvoleny podle protokolu pro jednotlivé geny rezistence
[109, 110, 111, 112] (Ptiloha 2D a 2E).

SlozZeni amplifikacni smési pro jednoduchou reakci PCR (ul):
Master mix 10
Primer F 0,3
Primer R 0,3
H,O 8,4
DNA 1
Amplifikované PCR produkty byly nasledné detekovany elektroforézou
v 1,5% agar6ézovém gelu v prostiedi 1X TAE pufru a vizualizovany pomoci UV-
zafeni na transluminatoru.

PCR typizace bakteriocinogennich kmenii

U izolovanych kment byla zjistovana produkce 24 kolicind (A, B, D, E1, E2,
E3, E4, ES, E6, E7, ES, E9, Ia, Ib, K, L, M, N, U, Y, Js, 5, 10, S4) a 8 mikrocini
(B17, C7,J25, H47, V, L, M, E492) pomoci jednoduché a duplex PCR. Seznam
primertt pouzitych pro detekci kolicini a mikrocint, annealingové teploty
a velikosti PCR produkti jsou uvedeny v tabulkach Prilohy ¢. 2F a 2G.

Slozeni amplifikacni smési pro jednoduchou reakci PCR (ul):

PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5
Taq DNA polymerdza 0,1
Primer-F1 0,25
Primer-R1 0,25
Templatova DNA 0,5

H,0 21
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Slozeni amplifikacni smési pro duplex reakci PCR (ul):

PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5

Taq DNA polymeraza 0,1
Primer-F1/R1 0,25/0,25
Primer-F2/R2 0,25/0,25
Templatova DNA 0,5

H,O 20,4
Podminky PCR reakce:

Uvodni denaturace 95 °C/ 10 minut
Opakovani cyklu 35X

Denaturace 95 °C/1 minuta
Annealing 55 °C/ 1 minuta
Extenze 72 °C/ 1 minuta
Zavére¢na extenze 72 °C/3 minuty
Chlazeni 4 °C/oo

Pro detekci PCR produkti byla pouzita elektroforéza v 1,5% agar6zovém
gelu, v prostfedi 1x TAE pufru, pfi napéti 90 V a ¢asu separace 50 minut. Po
ukoncCeni elektorforézy bylo provedeno vizudlni vyhodnoceni v UV svétle
pomoci transluminatoru a fotodokumentacniho zatizeni SynGene, InGenius.

3.2.3 Statistické metody hodnoceni dat

Vysledky jednotlivych experimenti byly zapisovany do tabulek v programu
Excel (MS Office) a nasledné statisticky zpracovany. Vysledky analyzy byly
ve vSech experimentech vyhodnoceny vypoctem procentudlniho podilu
z celkové hodnoty (z celkového poctu hodnocenych izolovanych kmend E. coli).
Ve vySe uvedenych experimentech byl dle potieby pouzit vypocet pro zjisténi
korelace mezi jednotlivymi sledovanymi veli¢inami.

Pearsonitv koleracni koeficient

Pearsontiv korelacni koeficient méfi statistickou zavislost u linedrnich dat
a je velmi ovlivnén odlehlymi hodnotami. Korela¢ni koeficient se pocita pomoci
smérodatnych odchylek obou proménnych a jejich kovariance (kovariance =
mira vzajemné vazby mezi veli¢inami). Nabyva hodnot od —1 do +1, které znaci
perfektni linearni vztah (zaporny nebo kladny). V ptfipadé kladné korelace
hodnoty obou proménnych zaroven stoupaji. V pfipadé zaporné korelace
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hodnota jedné proménné stoupa a druhé klesa. Pokud linearni vztah neexistuje,
r=0 [113].

i(xi ~R)(y; — )

Ji(xi —i)zi(yi _y)?

r =

Jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA)

Jednofaktorovou analyzou rozptylu analyzujeme ucinek jednoho faktoru
na zkoumanou zavisle proménnou. V podstaté se jedna o podobnost neparového
t-testu, kde se zjiStuje rozdil priméri mezi dvéma nezavislymi skupinami.
V piipad¢ jednofaktorové analyzy rozptylu se zjistuje rozdil priméri mezi vice
skupinami prostfednictvim vypoctu testovaciho kritéria F. Hodnoti se, zda
skupiny vytvotfené klasifikacnim faktorem jsou si podobné, nebo zda jednotlivé
praméry tvoii néjaké identifikovatelné shluky (homogenni skupiny s podobnymi
hodnotami). Zakladni statistikou pocitanou v analyze rozptylu je obecné
testovaci kritérium F, pomoci ncéhoz se testuje hypotéza, zda priméry
ve skupinach urCenych plisobicim faktorem (ptip. faktory) se od sebe lisi vice
neZ na zéklad€ plisobeni piirozené variability (ndhodného kolisani).

V Excelu miZzeme jak podminéné priméry, tak 1 hodnoty vSech soucti
Ctvercil, testového kritéria, kritickou hodnotu 1 hodnotu p zjistit pomoci
analytického nastroje Anova: jeden faktor [114, 115].
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Zarazeni kmeni do fylogenetickych skupin

Izolované kmeny byly zatazeny do ¢tyf hlavnich fylogenetickych skupin A,
B1, B2 a D podle Clermont et al. [69]. U kment se zastoupeni fylogenetickych
skupin muze lisit podle mista vyskytu, ptvodu a fenotypovych vlastnosti
(naptiklad rezistence k antimikrobialnim latkam). Fylogenetické skupiny se
mohou také liSit na zaklad¢ piitomnosti faktort virulence, ¢imz lze urdit
patogenni potencial bakterie [75]. Kmeny zafazené do fylogenetickych skupin
B2 a D obsahuji vice faktori virulence v porovnani s komenzalnimi
fylogenetickymi skupinami A a B1, které naopak disponuji vyssi rezistenci
k antimikrobidlnim latkdm [116]. Extraintestindlni kmeny obvykle patfi
do skupiny B2 a D, komenzalni kmeny do skupiny A a B1, zatimco intestinalni
patogenni kmeny do skupin A, B1 a D [117, 118]. Trnkov et al. [119] zjistili
u kmenl izolovanych z riznych druht potravin pifevdzné zastoupeni
fylogenetickych skupin A a B1. Naptiklad fylogenetické skupiny Al a BI1 se
Casto vyskytuji u izolatl z dribeze [120]. Oproti tomu, fylogenetické skupiny
B2 a D jsou typické pro extraintestinalni kmeny humanniho ptivodu [75, 109].

Vice nez polovina vSech kmentli izolovanych z kufeciho masa a zvéfiny
(53/105, 51 %) byla zatazena do skupiny A, do skupiny Bl bylo klasifikovano
25 kment (24 %), do skupiny D 15 kment (14 %) a 12 kmena (11 %) pattilo
do skupiny B2. Pii podrobngjsim zkoumani byly zjistény rozdily v zastoupeni
jednotlivych fylogenetickych skupin podle ptivodu izolati (Obr. 3 a 4). Odlisny
puvod se zda byt hlavni pfi¢inou této rozdilnosti zastoupeni fylogenetickych
skupin. Stejné tak druh stravy a prostiedi, ve kterém zvitata ziji, mize prispét
k riznorodému zastoupeni fylogenetickych skupin u obou skupin izolatt [75].

V praci bylo charakterizovano celkem 70 kment izolovanych z kufat, z nichz
vice nez polovina (61 %) byla zafazena do fylogenetické skupiny A a 23 %
do skupiny B1, coz naznacuje, Ze se jedna piedev§im o komenzalni kmeny. Dale
bylo 11 % kmend klasifikovano do skupiny B2 a pouze 4 % kmenu byla
zafazena do skupiny D (Obr. 3). Drugdova et al. [121] pozorovali u izolati
z kutfeciho masa taktéz vyssi prevalenci komenzalnich skupin A a Bl. Tyto
vysledky potvrzuji fakt, Ze fylogenetick¢ skupiny Al a Bl jsou obvykle
zastoupeny u izolati z dribeze, zatimco skupiny B2 a D se u téchto izolath
vyskytuji méné [120].
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Obr. 3: Zastoupeni jednotlivych fylogenetickych skupin u izolati z kurat (n= 70).

Dalsi skupinu testovanych kmenl tvofilo 35 izolatd ziskanych z vytért
bazantli (n= 24), divokych kachen (n= 11), zajict (n=3) a prasete divokého
(n= 1), u nichz byla nejvice zastoupena fylogeneticka skupina D (34 %)
a skupina A (29 %). Skupina D je typicka pro extraintestinalni patogenni kmeny
[75] ale vyskytuje se také u intestindlnich kment (napt. EHEC, sérotyp
O157:H7) [73]. V této praci byly kmeny vlastnici faktory virulence EXPEC a
také intestinalnich patogent (LT, ST) zafazeny pravé do skupiny D. Skupina A
se vyskytuje piredev§im u komenzalnich kment, ale miize byt pfitomna také
u intestinalnich patogenti [117, 118]. Skupina A se Casto také vyskytuje u kmeni
izolovanych z ptakd [75] a spolu s fylogenetickou skupinou D byvaji ¢asto
pritomné u aviarné patogenni E. coli (APEC) [109, 122]. Lze tedy usoudit, ze se
jedné o kmeny s patogennim potencidlem a je zfejmé, zZe 1 izolaty fylogenetické
skupiny A mohou byt zodpovédné za extraintestinalni infekce [108,123]. Dale
byla u téchto kment zastoupena skupina B1 (26 %) a v mensi mife skupina B2
(11 %) (Obr. 4). Skupina B1 se hojné vyskytuje u komenzalnich kment, ale také
intestinalnich patogenti [73]. V této praci byl do skupiny Bl zafazen jeden
kmen, vlastnici faktor virulence LT enterotoxigenni E. coli. Skupina B1 je také
ve velké mife zastoupena u kment E. coli z bylozravcu [75] a kment, které jsou
schopny setrvavat v prostiedi [124]. Alonso et al. [50] uvadi velkou riznorodost
Vv zastoupeni fylogenetickych skupin u volné Zijicich zvitat, avSak skupina Bl
byla nejvice dominantni. Skupina B2 patii prevazné K extraintestinlnim
kmentim, obsahujici Siroké spektrum faktorda virulence EXPEC [74]. V této praci
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kmeny, zafazené do skupiny B2, taktéz disponovaly vysSim poctem faktort
virulence.
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Obr. 4: Zastoupeni jednotlivych fylogenetickych skupin u izolati z volné Zijici zvére
(n=35).

Pritomnost E. coli byla také prokazana v zelening, kde bylo z celkem 105
vzorkll Cerstvé zeleniny izolovano a identifikovano 15 kmena E. coli (14 %).
Jednalo se predevsim o mungo klicky, listovy salat, raj¢ata a fedkvicky. Vétsina
kmentt (11/15) byla zatfazena do fylogenetické skupiny B2 indikujici
extraintestinalni kmeny humanniho ptivodu [109, 75]. Dva kmeny byly zatazeny
do skupiny D a dva kmeny do skupiny Bl. Zadny kmen nebyl zafazen do
komenzalni fylogenetické skupiny A. Prevalence jednotlivych fylogenetickych
skupin u izolath ze zeleniny je zndzornéna na Obr. 5. Jelikoz vyskyt
fylogenetickych skupin B2 a D byl ve velké mitfe prokdazan u huméannich kment
E. coli zpidsobujicich neonatalni meningitidu [69] a uropatogennich kment
zpuasobujicich bakteriemii [125] 1ze usoudit, Ze tyto kmeny mohou mit patogenni
potencial. Kmeny izolované ze zeleniny, které byly zatazeny do fylogenetické
skupiny B2, lze povazovat za indikatory fekalni kontaminace humanniho
pavodu [75], které mohly zeleninu kontaminovat béhem péstovani, zpracovani,
skladovani zeleniny a jiné manipulaci.
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Obr. 5: Zastoupeni jednotlivych fylogenetickych skupin u izolati ze zeleniny (n=15).

4.2 Charakterizace kmenu izolovanych z kuiecihno masa
a zveériny

V praci bylo charakterizovano celkem 105 kment E. coli izolovanych

z kuteciho masa (n=70) a volné zijici zvéfe (n=35). Kmeny byly zafazeny

do fylogenetickych skupin (A, B1, B2 a D) a nasledné testovany na pfitomnost

rezistence k13 antibiotikim diskovou difazni metodou a na piitomnost

14 faktort virulence metodu PCR. Soucésti charakterizace bylo také stanoveni
schopnosti kment E. coli tvofit biofilm. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce ¢. 4.

Pro urceni podobnosti jednotlivych kmenti E. coli z kufeciho masa a zvétiny
byly jednotlivé charakteristiky pouzity pro sestaveni fylogenetického stromu.
Fylogeneticky strom sestaveny na zaklad¢ vyskytu antibiotické rezistence
pomoci softwaru Bionumerics, verze 7.5 je uveden v Piiloze 7. Fylogeneticky
strom zndzornuje korelaci mezi ptitomnosti faktorti virulence, zafazenim
do fylogenetickych skupin a schopnosti tvorby biofilmu u jednotlivych kmenti
E. coli podle vyskytu antibiotické rezistence.
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Tab. 4: Charakterizace kment izolovanych z volné¢ zijici zvéfe a kufeciho masa.

charakterizace volné Zijici zver KuFata
n=35 % n=70 %
fylogenetické skupiny
A 10 29 43 61
Bl 9 26 16 23
B2 4 11 8 11
D 12 34 3 4
biofilm
slabé adherentni 13 37 13 19
stfedn¢€ adherentni 3 9 19 27
siln€ adherentni 5 14 18 26
faktory virulence
tsh 6 17 19 27
CNF1 10 29 0 0
CNF2 0 0 0 0
papC 4 11 4 6
eaeA 0 0 2 3
ISS 7 20 24 34
iucD 7 20 23 33
neuC 4 11 1 1
EinV 11 31 0 0
Eagg 0 0 0 0
antibioticka rezistence
AMC 14 40 27 39
AMP 7 20 26 37
C 0 0 9 13
CEF 4 11 12 17
CN 7 20 13 19
CIP 0 0 6 9
CTX 2 6 1 1
CXM 4 11 4 6
DO 8 23 15 21
FEP 1 3 5 7
IPM 0 0 0 0
SXT 1 3 7 10
TZP 2 6 0 0

n - celkovy pocet pozitivnich kmenti, % - procentudlni zastoupeni pozitivnich kmenti

50




4.2.1 Vyskyt antibiotické rezistence

Pfitomnost rezistentnich bakterii v potravinach je obavanym problémem,
jelikoz predstavuji potencialni riziko pfenosu patogennich rezistentnich bakterii
na Clovéka. Rezistentni bakterie pritomné v travicim traktu jatecnych zvifat
mohou kontaminovat jateCné¢ upravend téla béhem porazky a tim se geny
rezistence mohou dostat do intestinalniho traktu clovéka piimo nebo
prosttednictvim potravinového fetézce [67].

Rezistentni kmeny E. coli jsou velmi Casto izolovany z potravinovych zvifat,
zejména driibeze. V této praci bylo izolovano 64 % rezistentnich kment z kufat.
Vysledky ukazuji, ze vice nez polovina vSech kment (66/105, 63 %) byla
rezistentni K jednomu nebo vice testovanym antibiotikim a 30 kment ze 105
(29 %) bylo multirezistentnich. Prevalence rezistentnich kmenti k testovanym
antibiotikim je uvedena v Tab. 5. Nejvyssi rezistence byla zaznamenana
na peniciliny (ampicilin (38 %) a amoxycilin/klavulanovou kyselinu (32 %),
dale pak na gentamicin (20 %) a doxycyclin (16 %). Rezistence k ostatnim
antibiotikiim byla nizsi (mén¢ nez 14 %).

Tab. 5: Vyskyt antibiotické rezistence u kment izolovanych z kufeciho masa
a volné Zijicich zvifat.

zéna pro kmeny (n=105)

antibiotika rezistenci R I C

(mm) n|%|n|%|n|%
amoxicilin/klavulanova kyselina <14 341321010 |61 | 58
ampicilin <14 40 1 38| 3 | 3 |62 |59
piperacilin/tazobactam <17 2 | 2|6 |6 |97]92
cefalotin <14 15|14 | 43| 41 | 47 | 45
cefepim <21 6 | 6 (1110|8884
cefotaxim <17 313]8|894]90
cefuroxim <18 8 8|1 |1]9]091
ciprofloxacin <19 6 | 6 |15|14 |84 |80
doxycyklin <10 17116 | 6 | 6 | 82|78
chloramfenikol <17 9 19|11 /9]|90
gentamycin <14 21120 |43 |41 |41 39
imipenem <16 0] 0] 5|5 [100]95
sulfametoxazol/trimetoprim <13 8 18|00 1]97]92

n — pocet kmeni; R — rezistentni; I — intermedialni; C — citlivy

Aminopeniciliny (ampicilin a amoxycilin/klavulanova kyselina) patii
do skupiny antibiotik, ktera jsou c¢asto pouzivana pii prevenci a 1éCbé
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bakterialnich infekci dribeze [126]. Taktéz tetracykliny, sulfonamidy
a chinolony patfi mezi nejcastéji pouzivané antimikrobialni latky v chovech
dribeze. Ve velkochovech Ceské republiky jsou &asto pouZivany
aminopeniciliny (ampicilin), tetracykliny (doxycyklin) a aminoglykosidy
(gentamicin) [127], coz odpovida prevalenci rezistence na tyto antibiotika
u izolovanych kment z kufat.

Vyssi rezistence k AMP a AMC (35-75 %) byla podobné zjisténa u jatecnych
zvirat v jinych statech Evropské unie [39, 41, 53, 128], u drtibeze dokonce 89 %
[44]. Je tedy zfejmé, ze vysoka prevalence rezistence k aminopenicilinim je
zplsobena Castym uzivanim téchto antibiotik v chovech driibeze. Oproti tomu,
U kmenii izolovanych z riznych druhti masa byva také zaznamenavana vyssi
rezistence Kk trimetoprim/sulfametoxazolu, tfeti generaci cefalosporint
a fluorochinolonim [65]. AvsSak v této praci byla zjisténa rezistence nizsi.
Naptiklad k sulfametoxazol/trimetoprimu bylo rezistentnich 8 % kment
a k ciprofoxacinu pouze 6 % kment. Jiné studie uvadi rezistenci k CIP vyssi,
zejména u izolath z kufat [41], coz mize byt zplsobeno vysSim uzivanim
chinolonovych antibiotik v chovech driibeze [65].

U kmeni byla dale zjisténa rezistence k chloramfenikolu (9 %). Néktefi autofi
uvadéji rezistenci k chloramfenikolu vyssi (16 - 21 %) [39, 41].

V posledni dobé se taktéZ zvySuje zachyt rezistentnich kmeni izolovanych
z voln¢ zijici zvéte. Na uzemi statl Evropské unie byl zaznamenan vyskyt
antibiotické rezistence u riznych druhil zvitat, naptiklad u volné Zijicich ptaka
[129, 130], kralika [52], vlkd [49] a lisek [59]. V této praci byla zjisténa
rezistence u 21 z 35 (60 %) izolati z bazanti, kachen, divokych zajict
a divokého prasete. Ve volné piirod¢ neptichdzi zveét do ptimého kontaktu
s antibiotiky, ale muze ziskat geny rezistence humanniho nebo veterinarniho
pivodu zejména prostiednictvim potravy a vody, kterd byvad povazovana
za hlavni zdroj Sifeni gentl rezistence prostfedim [130]. Nedavné studie
potvrzuji, Ze volné Zijici zvéf slouzi jako rezervoar genetickych elementl
nesoucich geny rezistence, které se mohou §ifit prostiedim [49, 60, 131, 132].

Na Obrazku €. 6 je zndzornéna rozdilnost v Cetnosti antibiotické rezistence
mezi kmeny izolovanymi z kufeciho masa a volné zijici zvéfe. Prevalence
antibiotické rezistence byla podobna u obou skupin izolati. Kmeny izolované
z kutat byly k testovanym antibiotikim vice rezistentni (64 %) v porovnani
s kmeny izolovanymi z volné zijici zvéfe (60 %). Avsak profil antibiotické
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rezistence byl u téchto dvou skupin odlisny. Obecné¢ je u kment E. coli z volné
Zljicich zvitat prevladajici fenotypova rezistence vii¢i streptomycinu, ampicilinu
a tetracyklinu [133]. Kmet et al. [129] zjistili vysoky pocet rezistentnich izolath
vici témto antibiotikiim také u havranil. V této praci byla u izolat z volné Zijici
zveéie pozorovana nejvysSi rezistence k amoxicilin/klavulanové kyseling,
doxycyklinu a gentamicinu. Rezistence k amoxicilin/klavulanové kyselin¢ byla
témet srovnatelnd u obou skupin izolati. Oproti tomu, rezistence
k chloramfenikolu a ciprofloxacinu byla prokazana pouze u kment z kuteciho
masa a rezistence k piperacilin/tazobaktamu byla zaznamendna pouze u kment
z volné zijici zvéfe. U téchto kmend byla také zjisténa vysSsi rezistence
k cefalosporinim (cefepim, cefuroxim, cefotaxim) v porovnani s kufecimi

1zolaty.

Jako velmi 0¢inné antimikrobialni latky pouzivané v terapii proti
multirezistentnim gram-negativnim bakteridlnim infekcim jsou povazovany
karbapenemy. AvSak bakterie mohou byt vybaveny specifickymi enzymy, tzv.
karbapenemazami, které selekéni ucinek téchto antibiotik potlacuji. Vysledky
prace ukazuji, ze rezistence k jedinému zastupci karbapenemu (imipenemu)
nebyla prokazana u zaddn¢ho kmene, avSak 5 kmeni bylo vyhodnoceno jako
intermedialni. Ackoliv evropska databaze ECDC (Antimicrobial resistance
interactive database of European Centre for Disease Prevention and Control)
[134] uvadi pouze 0,0 — 0,2 % kmenu E. coli rezistentnich ke karbapenemutim,
podet intermedialnich kment v Ceské republice nartsta (1 % v roce 2011).
TudiZ je nutné vénovat pozornost monitoringu vyskytu intermedidlnich
a rezistentnich kment k této skupin€ antibiotik.
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AMC- amoxicilin/klavulanova kyselina, AMP- ampicilin, DO- doxycyklin, CN- gentamicin,
cefalotin, C- chloramfenikol, SXT- sulphametoxazol/trimetoprim, CIP- ciprofloxacin,
FEP- cefepim, CXM- cefuroxim, CTX- cefotaxim, IPM- imipenem, TZP- piperacilin/tazobaktam

Obr. 6: Porovnani antibiotické rezistence u izolatii z kurat a volné Zijici zvere.

V porovnani s jinymi studiemi zabyvajici se vyskytem antibiotické rezistence
U voln¢ Zijici zvéfe, vétsina autori uvadi prevalenci rezistentnich kmend niZzsi.
Naptiklad nizky vyskyt rezistentnich kmenii byl zaznamenan u kmeni
izolovanych z jelen a drobnych lesnich savci (6,7 %) [50], divokych zajict
13,6 % [52] a divokych prasat (6 %) [51]. Oproti tomu, nékolik jinych autort
uvadéji rezistenci mnohonasobné vyssi, zejména u volné Zijicich ptakt [56, 57]
a vysoké zvére [51, 58]. Naptiklad Costa et al. [135] zaznamenali u volné zijici
zvéie dokonce 71 % rezistentnich izolatt. Takto vysoka prevalence rezistentnich
kmeni byva pfitomna obvykle u kmena izolovanych z domacich nebo
hospodarskych zvitat [136].

Tyto rozdily v prevalenci antibiotické rezistence u volné zijici zvéfe mohou
byt vysvétleny riznymi faktory jako je nadmérné wuzivani antibiotik
ve veterinarni a humanni mediciné a nasledné Sifeni gentl rezistence do prostiedi
prostfednictvim mobilnich genetickych elementi. Zvitata Zijici ve volné ptirodé
nepiichazeji za normalnich okolnosti S antimikrobialnimi latkami do styku.

Nicméné, existuje neékolik cest, které mohou pfispét k ziskani genl rezistence
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vici antibiotikiim. Miize to byt napiiklad pohyb zvitat v bezprosttedni blizkosti
lidkého obydli ¢i migrace ptaka [24, 62].

Dal§im vyznamnym faktorem, kterym lze vyznamné ovlivnit prevalenci
rezistentnich bakterii ve stfevni mikroflofe zvifat je strava hostitele [137].
Napiiklad velmi nizky vyskyt rezistentnich kment byl zaznamenan u kment
E. coli izolovanych z faeces bylozravcu [50].

V soucasné dob¢ je multirezistence bakterii povazovana za velmi zavazny
problém pii 1é¢b¢é bakterialnich infekci. Podle Schwarz et al. [138] se
za multirezistentni kmeny povazuji takove, u kterych byla prokazana rezistence
ke tfem a vice antimikrobidlnim latkdm odliSné skupiny. Multirezistentni kmeny
se mohou vyskytovat v riznych druzich potravin a ke ¢lovéku se mohou dostat
prostfednictvim konzumace. Multirezistentni kmeny byvaji Casto izolovany
z masa [18, 139], mlécnych vyrobkid [18], ale také zjinych druhti potravin.
Naptiklad 19 % multirezistentnich kmenti bylo izolovano z ryb a motskych
plodt [66], a pouhych 1,2 % ze zeleniny [68].

Multirezistentni kmeny E. coli se Casto vyskytuji u izolatd z driibeze, které se
mohou S$ifit dale prostfedim prostfednictvim konjugativnich plazmida [139].
Rashid et al. [18] izolovali 40 % multirezistenich kmend z kufeciho masa.
Alvarez-Fernandez et al. [128] izolovali dokonce 87 % multirezistentnich
1zolatl. V této praci bylo u kufat izolovano 29 % multirezistenich kment, z toho
5 kmentl bylo rezistentnich ke tfem skupindm antibiotik, 6 kmentl ke Ctyfem,
8 kmenil k péti a jeden kmen dokonce k Sesti testovanym antibiotikiim odliSné
skupiny (Obr. 7). Toto zjiSténi ukazuje opét na fakt, Ze antibiotika jsou
Vv chovech driibeze nadmiru pouzivana a bakterie se tak mohou stat
multirezistentnimi v dusledku selekéniho tlaku pouzivanych antibiotik.
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Obr. 7: Vyskyt rezistence a multirezistence u kmenii E. coli z kurat.

Vyskyt multirezistentnich kmenli byl taktéZ zaznamendn u izolatd z volné
zijici zvéte (5-7 %) [52, 60]. V této praci bylo zjisténo 9/35 (26 %)
multirezistentnich kmenti (Obr. 8), z toho 4 kmeny byly rezistentni ke tfem,
3 kmeny ke ¢tyfem a 5 kment k péti testovanym antibiotikim.
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Obr. 8: Vyskyt rezistence a multirezistence u kmenii E. coli z volné Zijici zvére.
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V této praci byla také sledovdna souvislost mezi vyskytem antibiotické
rezistence a fylogenetickymi skupinami. U kment izolovanych z kufeciho masa
(n=70) byly rezistentni a multirezistentni kmeny zafazeny pievazné
do fylogenetickych skupin A a Bl (Tab. 6). Podobné¢ tomu bylo i ve studii
Jakobsen et al. [140], kde multirezistentni kmeny patiily pfevazné do
fylogenetické skupiny A a B1. Toto zjisténi potvrzuje také Johnson et al. [139],
ktery taktéz zaznamenal vySsi prevalenci rezistentnich izolati fylogenetickych
skupin A a B1 v porovnani se skupinami B2 a D, které spisSe disponovaly vyssim
zastoupenim faktora virulence.

Bylo prokazano, ze kmeny rezistentni k antimikrobidlnim latkam (pfevazné
klasifikovany do fylogenetickych skupin Al a B1) disponuji nizsi prevalenci
faktorl virulence, jejichz vyskyt je obvykle ¢etnéjsi u kmena fylogenetickych
skupin B2 a D [116]. Dale bylo zjisténo, ze kmeny, rezistentni a urCity typ
antibiotik  (naptfiklad  fluorochinolony),  vykazuji  niz§i  prevalenci
extraintestinalnich ~ faktor  virulence. AvSak u kment rezistentnich
na aminopeniciliny je prevalence faktori  virulence srovnatelna
jak u rezistentnich, tak i citlivych kmend [177]. V této praci byly kmeny
rezistentni pravé k aminopenicilinim, u nichz bylo zjiSténo riznorodé
zastoupeni faktort virulence.

Tab. 6: Vyskyt antibiotické rezistence U jednotlivych fylogenetickych skupin
izolat z kuteciho masa.

. A Bl B2 D
antibiotika m % m % o % o %
AMC 9/3 12/4 9/0 12/0 2/1 3/1 0/0 0/0
AMP 13/1 17/1 12/0  16/0 2/1 3/1 0/0 0/0
C 4/0 5/0 3/0 4/0 1/0 1/0 0/0 0/0
CIP 8/4 11/5 2/5 3/7 2/0 3/0 0/0 0/0
CTX 0/2 0/3 0/4 0/5 0/2 0/3 0/0 0/0
CXM 0/2 0/3 0/0 0/0 0/2 0/3 0/1 0/1
IPM 0/2 0/3 0/1 0/1 0/0 0/0 0/0 0/0
SXT 3/0 4/0 4/0 5/0 0/0 0/0 0/0 0/0

n- pocet rezistentnich/intermedialnich kmend E. coli; AMC- amoxicilin/klavulanova
kyselina; AMP- ampicilin; C- chloramfenikol; CIP- ciprofloxacin; CTX- cefotaxim;
IPM- imipenem; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim.

U kmenu izolovanych ze zvéfiny byla provadéna navic detekce pritomnosti
genu rezistence metodou PCR. U téchto izolati byl nejcastéji detekovan gen
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nesouci rezistenci vaci aminoglykosidim (aphAl), ktery byl prokazatelny
u 17/35 kment (49 %) a gen kodujici rezistenci k fluorochinoloniim (qnrS),
ktery byl ptitomen u 16/35 (46 %) ackoliv rezistence k fluorochinoloniim nebyla
u téchto kmenl prokazana diskovou difuzni metodou (vSechny kmeny byly
citlivé na ciprofloxacin). Mén¢ Casto byl pak detekovan gen pro rezistenci
k tetracyklinu (tetB) (6/35) a sulfonamidum (sul 1) (4/35) (Obr. 9).

Vyskyt kment rezistentnich k antimikrobialnim latkdm se muze lisit
v zavislosti na vzdalenosti od lidského obydli ¢i hospodaistvi, kde zvitata,
pohybujici se v bezprostiedni blizkosti, mohou vlastnit vice genl rezistence
[141].
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Obr. 9: Vyskyt genii rezistence u izolatii z volné Zijici zvere. Geny patri do skupin
kodujici rezistenci k aminoglykosidum (aphAl, aphA2, aac), fluorochinolonim (qnrsS,
qepA), tetracykliniim (tetA, tetB), sulfonamidiim (sull, sul3), trimetoprimu (dhfrl,
dhfrV), fenikolium (flor), kvartérnim amoniovym slouceninam (Qac), rtuti (mer)
a pritomnost integrazy (int).

Veterindrni pouziti beta-laktamti s rozSitenym spektrem ucinnosti vedlo
béhem nékolika let u kmend E. coli k narastu multirezistentnich kmenu,
v disledku produkce beta-laktamaz Sirokého spektra (ESBL), kterymi bakterie
hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny vSech generaci a monobaktamy [27].
Nejvyznaméjsi skupinou ESBL je typ CTX-M zahrnujici vice nez 70 rtiznych
CTX-M enzymu [27].
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V souCasné dobé vyznamné vzrostl pocet studii popisujici vyskyt ESBL
rezistentnich kment E. coli nejen u zvitat chovanych k produkci masa [41, 42,
44, 142], ale také u voln¢ zijici zvéie [51, 60, 61]. Metodou PCR byla prokazana
rezistence Kk beta-laktamovym antibiotikiim u 10 kment (29 %). Pfi zjiStovani
konkrétniho typu kodujiciho rezistenci k beta-laktamovym antibiotikiim byly
kmeny testovany na pfitomnost 7 gent (blaTEM, blaSHV, blaPSE, bla-OXA-1,
bla-OXA-7, bla-CTX-M-3 a CTX-M-1g), kdy nejcastéji byl detekovan gen
kédujici produkci ESBL - CTX-M-1g (7/35) (Obr. 10).

V pievazné vétsiné studii provadénych u volné zijicich zvitat, byl u ESBL-
produkujicich kmenii taktéz nejvice zastoupen gen blaCTX-M-1 [51, 56, 58].
Kromé toho, CTX-M-1 je jednim z nejrozsifenéjSich ESBL genti v Evropé. Jeho
vyskyt je Casto zaznamenavan jak u veterinarnich tak i humannich kmena [50].
V této praci byla zjisténa vyssi prevalence ESBL-produkujicich kment
V porovnani s jinou volné zijici zvéfi. Napriklad u lisek byla zjisténa 4,0 % [59]
a u divokych prasat 10,4 % ESBL- produkujicich kmenti [58].

pocet rezistentnich kment (n)
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Obr. 10: Vyskyt genii rezistence kodujicich produkci beta-laktamdz u izolatii z volné
zijici zvere. Gen CTX-M-1g a CTX-M-3 kdduje produkci ESBL.

4.2.2 Vyskyt faktoriu virulence

Faktory virulence jsou u bakterii pfimo spojeny s mechanizmem patogenity.
Molekularni analyzou genti virulence lze urcit potencidlni patogenitu kmenti.
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Kromé toho, jednotlivé typy E. coli se lisi zastoupenim riznych faktort

virulence. Pomoci typizace lze tak urcit rozdilnost v patotypech izolovanych
kment E. coli [3].

V této praci bylo zjisténo, ze 60 ze 105 kmenil izolovanych z kutfeciho masa
a voln¢ zijici zvéte (57 %) obsahovalo jeden nebo vice faktord virulence
a z toho 19 kmenu (32 %) bylo ozna¢eno za multivirulentni (pfitomnost 3 a vice
genl virulence). Nejcastéji se vyskytovaly faktory virulence ze skupiny toxint
(CNF1 a tsh), sideroforti (iucD) a faktor zvySujici piezivani v séru (iss), které
jsou typické pro extraintestindlni kmeny APEC a UPEC. Prevalence faktorti
virulence u jednotlivych kment E. coli z kufeciho masa a zvéfiny je uvedena
v Ptiloze ¢. 4 a 5.

Aviarné patogenni E. coli patii mezi EXPEC, zpisobujici ptaci kolibacilézu,
ktera je zodpoveédna za vyznamné ekonomické ztraty v chovech dribeze [11].
Kmeny APEC jsou znamé ptitomnosti specifickych faktord virulence, jako jsou
geny iss, teplotn¢ senzitivni hemaglutinin (tsh), receptor pro aerobaktin (iucD)
a dalsi [143]. Pro tyto geny je charakteristické ulozeni na velkych plazmidech,
kédujicich produkei bakteriocinu ColV. Sekvence plazmidu 180-kb ColV
odhalila pfitomnost 94-kb klastru putativnich genti virulence (aerobaktin,
salmochelin, sit a eit ABC transportni systém, iss, hlyF a ompT). 174-kb ColBM
plazmid byl ptivodné identifikovan u kmenit UPEC, u které¢ho bylo zjisténo
kodovani kolicinit B a M. U kment APEC byl identifikovan plazmid pAPEC-
0O1-ColBM, obsahujici n¢kolik genti jiz diivé prokazatelnych u APEC — etsABC,
SIitABCD, 1ucABCD, iutA, iss, iroBCDEN, cvaA, cvaB, eitABCD, a tsh [144].
Kmeny aviarné patogenni E. coli nesouci tyto plazmidy mohou byt pieneseny
na Clovéka prostrednictvim konzumace driibeZze a zplsobit extraintestinalni
infekce nebo tyto plazmidy mohou slouzit jako zdroj gent virulece ¢i rezistence
pro humanni patogeny [122].

V Tabulce 7 je uvedena prevalence vybranych faktorti virulence u 105
testovanych kmenit, které byly pouzity pro tento experiment. Nejvice byl
zastoupen gen iss, ktery se ve velké mife nachazi na plazmidu ColV kment
APEC [145]. Druhym nejcastéji detekovanym faktorem virulence byl gen iucD,
ktery se taktéz nachazi na plazmidu ColV a podili se na syntéze aerobaktinu
[146]. Casty vyskyt tohoto faktoru virulence byl zaznamenan také u huménnich
kmentt UPEC [125]. Dalsim frekventované se vyskytujicim faktorem virulence
byl gen tsh, coz je autotransportni protein, taktéz uloZzeny na ColV plazmidu,
kodujici teplotné senzitivni hemaglutinin. Podili se na adherenci a produkci
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cytotoxini [147] a stejné jako predchozi geny, byva gen tsh Casto prokazovan
u extraintestinalnich kment E. coli APEC a UPEC [139]. U multivirulentnich
kment se tyto geny vyskytovaly nejéastéji v kombinaci iss, iucD a tsh (nebo
CNF1). Johnson et al. [148] pozorovali, Ze kmeny E. coli izolované z kufeciho
masa maji podobny profil virulence jako izolaty humannich extraintestinalnich
kment. U kmeni APEC byla prokdzana podobnost kK humannim kmentim
UPEC, vzhledem kjejich podobnému genotypu virulence a zafazenim
do fylogenetickych skupin [149]. Je tedy zifejmé, Ze ziskané izolaty z kurat
a volné zijici zvéfe mohou byt zdrojem kmenti E. coli, které jsou schopné
vyvolat extraintestinalni infekce u cClovéka. Taktéz Bergeron et al. [150]
potvrzuje zjiSténi, Ze kufeci maso mulze byt zdrojem EXPEC a byt tak
potencialnim nebezpecim pro konzumenty.

Tab. 7: Zastoupeni jednotlivych faktor virulence u kmend E. coli izolovanych
Z kuteciho masa a voln¢ Zijici zvére.

kategorie|gen |popis typ E.coli| n %
tsh teplotné senzitivni hemaglutinin | APEC 25
[ NF1 10 | 58
toxiny gNF 5 cytotoxicky nekrotizacni faktor |UPEC 0
adheziny |papC |pilus spojeny s pyelonefritidou |APEC 8 17
eaeA |intimin EPEC 2
iSS zvysené prezivani v séru APEC 33 | 56
siderofory |iucD |aerobaktin APEC 31 | 53
neuC |K1 kapsularni polysacharid NMEC 5
- - 4 (4 /4 . . I4 27
invaziny Einy gen kod_u]1c1 enteroinvazivni EIEC 11
mechanizmus
Eagg gen k(')d.uj ici enteroagregativni EAEC 0 0
mechanizmus

n- pocet kment vlastnici dany typ faktoru virulence; % - procentualni zastoupeni mezi
60 virulentnimi kmeny.

U 11 kment byla také zjisténa piitomnost genu EinV kodujici enteroinvazivni
mechanizmus u EIEC [151]. Dale byl u 10 kmend detekovan cytotoxicky
nekrotizacni faktor CNF1, ktery se vyskytuje zejména u kment UPEC [8].
Zajimavé bylo také zjisténi, ze 5 izolati obsahovalo gen neuC, ktery byva
prokazovan u kment zpusobujicich neonatilni meningitidu [108]. U dvou
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kment byl také detekovan gen eae, pomoci kterého dochazi k adherenci kment
na stfevni sliznici a tvorb¢ tzv. A/E 1€zi. Tyto zmény jsou pak pti¢inou prajmu
doprovazejici infekce zptisobené EPEC [8]. Vysledky prace ukazuji, ze vice nez
polovina vSech testovanych kmenl ziskanych zkutfat a volné Zijici zvéfe
obsahovala jeden nebo vice faktord virulence, které maji patogenni potencial
a mohou se za specifickych podminek uplatnit pfi patogennim mechanizmu
daného kmene.

U kment byla také sledovana rozdilnost v prevalenci faktorti virulence podle
puvodu izolatl. Vyskyt faktord virulence byl rozdilny u kmeni izolovanych
z kutat (n=70) v porovnani s kKmeny z voln¢ Zzijici zvéte (n=35). Obrazek ¢. 11
znazornuje vyskyt faktorti virulence u kmenl izolovanych z kufeciho masa.
U téchto izolath byl nejcastéji pfitomen gen iss, iucD a tsh. V jiné studii byla
U izolatd z kutfeciho masa taktéz pozorovédna Casta prevalence vySe zminénych
gend virulence [121]. V ptedchozich studiich bylo prokazano, Ze tyto geny
virulence jsou ulozeny na plazmidu pAPEC-O1-ColBM nebo jeho casti. U Ctyf
izolatd z kurat (120, 121, 273, 285) bylo potvrzeno kodovani gent pro kolicin
B a M, vcetné dvou ze tii faktorti virulence (iucD, iss a tsh), které jsou tzce
spojeny s timto plazmidem a mohou tak byt povazovany za kmeny APEC [108].
U trech izolatd byl dale zjistén gen ze skupiny adhezini - papC, ktery se
u kmenti podili na adherenci k hostitelské buiice a byva casto prokazovéan
u extraintestindlnich kment APEC a UPEC. U dvou kment byl pfitomen gen
eaeA (intimin), ktery se také tfadi mezi adheziny a patfi mezi hlavni faktor
virulence u kmenit EPEC a také se vyskytuje u EHEC [8]. Gen vat koduje
autotransportni cytotoxin a taktéz se ¢asto nachazi u APEC [152]. Avsak tento
gen byl pfitomen pouze u dvou kmentl.

Z vysledkl je zfejmé, ze vétSina izolovanych kmend (46/70) muze mit
patogenni potencidl, jelikoZz pfevazna vétSina zjiSténych genli virulence je
spojena s extraintestinalnimi kmeny APEC. Kromé¢ toho, byla u jednoho kmene
zjisténa piitomnost genu neuC, jehoz vyskyt byva sledovan nejcastéji u kmenti
NMEC (92 %) ale také u APEC (30 %) [108]. Vysledky prace ukazuji,
ze kmeny E. coli izolované zkufeciho masa mohou byt zdrojem faktorQ
virulence EXPEC podilejicich se na vyvolani infekce. Tyto kmeny lze tedy
povazovat za potencidlni patogeny pritomné v potravinach, které mohou
ohrozovat lidské zdravi.
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Obr. 11: Vyskyt faktori virulence u kmenii E. coli izolovanych z kureciho masa.
Uvedené geny koduji produkci toxinii (tsh, CNF1, CNF2, vat, LT, ST1, ST2), adheziny
(papC, eaed), invaziny (neuC, FEinV) siderofory (iucD), enteroagregativni
mechanizmus (Eagg) a zvysené prezivani v séru (iss).

Pti porovnani obou skupin izolati byla zjisténa rozdilnost jak v zastoupeni
jednotlivych faktorii virulence, tak 1 v Cetnosti. Vyssi prevalence genli virulence
byla zjisténa u kment izolovanych z kutat (66 %) v porovnani s izolaty z volné
zijici zvére (40 %), které obsahovaly nejcastéji geny EinV a CNF1 (Obr. 12).
Izolaty z volné zijici zvéte zahrnovaly i takové faktory virulence, které u izolatt
Z kuteciho masa nebyly viilbec zaznamendny. U tii kmenti (4MB, 2/S a 1F) byla
potvrzena piitomnost genu kodujici termolabilni toxin (LT) a u jednoho kmene
(3 MB) byla zjisténa pfitomnost faktoru virulence kodujici tepelné stabilni toxin
(ST) produkovany kmeny ETEC [8]. Krom¢ toho, tyto kmeny obsahovaly dalsi
faktory virulence udé€lujici kmendm vyssi patogenni potencial (Ptiloha ¢. 4 a 5).
Ackoliv bylo vice faktorii virulence zjiSténo ve skupiné kutecich izolati, mohou
se 1izolaty zvolné zijici zvéfe povaZovat za vice virulentni Zz divodu
fylogenetického zatfazeni a pfitomnosti faktor virulence indikujici intestindlni

a extraintestinalni patogenni kmeny E. coli.
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Obr. 12: Vyskyt faktori virulence u kmenit E. coli izolovanych z volné Zijici zvere.
Geny zde uvedené koduji produkci toximi (tsh, CNFI1, CNF2, vat, LT, STI, ST2),
adheziny (papC, eaed), invaziny (neuC, EinV) siderofory (iucD), enteroagregativni
mechanismus (Eagg) a zvySené prezivani v séru (iss).

Korelace mezi vyskytem faktorii virulence a plivodem izolata byla zjistovana
pomoci Minimum spanning tree, ktery byl sestaven na zakladé multilokusové
sekvenéni typizace (MLST) pomoci softwaru Bionumerics, verze 7.5 (Obr. 13).
Kazdy kruh ptedstavuje jednotlivy gen virulence a znazoriiuje Cetnost kmentl,
u kterych se dany faktor virulence vyskytoval. Plvod kmenl je rozdélen
barvami: zelend (kufeci maso), ¢ervena (baZanti) a modra (divoké kachny).
Spojnice mezi kruhy znazoriuji jednotlivé charakteristiky: silnou korelaci
(Cerné, tucné zvyraznéné ¢ary), mirnou korelaci (Sedé, tuéné zvyraznéné Cary),
slabou korelaci (Sed¢, ¢arkované Cary).

Z Obrazku ¢. 13 vyplyvad rozdilnost v zastoupeni jednotlivych faktorii
virulence u kmend odlisného ptivodu. Kuieci izolaty (zelena barva) obsahovaly
jin¢é faktory virulence nezZ izolaty z bazantli (Cervena barva) a divokych kachen
(modra barva).
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Obr. 13: Korelace mezi vyskytem faktori virulence a piivodem izoldtii.

V této praci bylo také sledovano zastoupeni faktorii virulence v jednotlivych
fylogenetickych skupinach. Nejvice faktorti virulence bylo zjisténo u kmeni,
zatfazenych do fylogenetickych skupin B2 (8/12, 67 %) a A (30/53, 57 %).
O néco méné faktort virulence bylo pozorovano ve skupiné B1 (56 %) a D
(53 %). Pii porovnani prevalence faktord virulence u jednotlivych
fylogenetickych skupin izolatli odliSného plvodu bylo zjisténo, Ze u kment
z kuteciho masa se nejvice faktort virulence vyskytovalo ve fylogenetické
skupiné B2 (88 %) a B1 (81 %). Oproti tomu, u kmeni z volné Zijici zvéte byla
pfevazna vétSina faktorti virulence pfitomnéa ve fylogenetickych skupindch A
(60 %) a D (42 %).
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Vysledky prace ukazuji riiznorodé zastoupeni faktort virulence v jednotlivych
fylogenetickych skupinach. Skupina A a Bl patii obecné mezi komenzalni
fylogenetické skupiny, u kterych byva prokazovdna spiSe niz8i prevalence
faktort virulence v porovnani s fylogenetickymi skupinami B2 a D [109]. Avsak
vysledky nékterych studii potvrdily hypotézu, Ze 1 izolaty fylogenetické skupiny
A mohou byt zodpoveédné za extraintestinalni infekce [123, 108]. V této praci
byl zjistén vysoky pocet faktort virulence spojenych s EXPEC (zejména iss,
lucD a tsh) jak u kment zarazenych do skupiny A a Bl (57 a 56 %), tak
I u skupin B2 a D (67 a 53 %). Taktéz Drugdova et al. [121] pozorovali vyssi
prevalenci faktort virulence extraintestinalnich kment u izolatt z kufeciho masa
komenzalnich skupin A a B1l. Tyto skupiny se hojné vyskytuji u izolatt
z driibeze ¢i jiného ptactva a byvaji Casto prokazovany u aviarn¢ patogennich
kment E. coli [109]. U kment fylogenetické skupiny A byl nejcastéji detekovan
gen iucD, iss a tsh. Gen iss byl také nejfrekventovanéjsim faktorem virulence
skupiny B1 a D a geny tsh a iucD mély nejvyssi zastoupeni ve skupiné¢ B2
(Tabulka 8).

Analyzou fylogenetickych skupin spolu s vyskytem jednotlivych faktori
virulence lze zhodnotit potenciondlni zdravotni riziko spojené s vyskytem E.
coli v potravinach a prosttedi [72]. AvSak v této praci korelace mezi
zastoupenim fylogenetickych skupin a vyskytem faktord virulence nebyla
prokdzana, tudiz nelze na zéklad¢ ptitomnosti faktor virulence v jednotlivych
fylogenetickych skupinach jednoznacné determinovat komenzalni a patogenni
kmeny. Nicméné zatazeni do fylogenetickych skupin jasn¢ ukazuje na ptvod
kmend a jejich mozné patogenni vlastnosti. Z vysledkd vyplyva, ze i izolaty
komenzalnich fylogenetickych skupin A a B1 mohou vlastnit faktory virulence
extraintestinalnich kmenit APEC a mit tak patogenni potencidl.
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Tab. 8: Vyskyt faktorti virulence u jednotlivych fylogenetickych skupin kmenti
izolovanych kufeciho masa a volné zijicich zvifat (n=105).

faktor A Bl B2 D
virulence

n % n % n % n %
tsh 13 25 4 16 5 42 3 20
CNF1 4 8 1 4 1 8 4 27
CNF2 0 0 0 0 0 0 0 0
papC 4 8 2 8 0 0 2 13
eaeA 0 0 0 0 2 17 0 0
ISS 13 25 12 48 2 17 6 40
iucD 18 34 5 20 4 33 4 27
neuC 3 6 1 4 0 0 1 7
EinV 5 9 1 4 1 8 4 27
Eagg 0 0 0 0 0 0 0 0

n — pocet pozitivnich kmend; % - procentudlni zastoupeni pozitivnich kment
Vv jednotlivych fylogenetickych skupinach; tsh- teplotné senzitivni hemaglutinin;
CNF1, CNF2- cytotoxicky nekrotiza¢ni faktor; papC- pilus spojeny s pyelonefritidou;
eaeA- intimin; iss- zvysSena odolnost pfezivani v séru; iucD- aerobaktin; neuC- K1
kapsularni polysacharid, EinV- invazinovy gen; Eagg- gen kodujici enteroagregativni
mechanizmus.

4.3 Charakterizace kmenu Escherichia coli izolovanych ze
zeleniny

V syrové zeleniné mohou byt pfitomné rizné patogenni mikroorganizmy
véetné E. coli. V poslednich letech byl zaznamenan nartist nemoci ptenasenych
potravinami ze syrové zeleniny, které byly kontaminovany patogennimi kmeny
STEC nebo EHEC. Posledni epidemie byla zaznamenana v Némecku v roce
2011, kde kontaminace klicki semen piskavice patogennimi kmeny EHEC
(konkrétn¢ sérotypem 0O104:H4), zptsobila u mnoha lidi HUS s rizné
zavaznymi komplikacemi [153]. Také Cerstvé ovoce a nepasterované ovocné
Stavy mohou byt zdrojem patogenni E. coli O157:H7 [154]. V této praci byla
provedena izolace kmend E. coli ze 105 vzorkll rGznych druhti zeleniny
zakoupenych v maloobchodni siti ve Zlinském kraji. Seznam zeleniny vcetné
prevalence izolovanych kment E. coli je uveden v Priloze ¢. 3. Escherichia coli
byla prokazana u 15 vzorki (14 %) a jednalo se pfedevSsim o mungo kli¢ky,
rajéata, mrkev, jarni cibuli a fedkvi¢ky. Pfi porovnani s jinymi studiemi,
Mukherjee et al. [155] zjistili v zelenin€¢ 10% vyskyt kment E. coli. Dale bylo
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zjisténo, ze listova zelenina a klicky semen jsou nejcastéjSim zdrojem vyskytu
E. coli v zelening¢ [69]. Tzschoppe et al. [153] detekovali E. coliu péti
z 40 (12,5 %) vzorkil riznych druhti listovych salati a klickt semen. Takeé v této
praci bylo nejvice kmenil izolovano z mungo klicka (4/12), avSak pouze jeden
kmen byl izolovan z 23 vzorku listové zeleniny. E. coli byla ¢astéji izolovana
z tedkvi (2/7), jarni cibule (2/4) a rajcat (2/10). Zelenina muze byt
kontaminovana bakteriemi E. coli béhem jeji produkce, pii sklizni nebo
pti pripravé ke konzumaci. Piedskliziiové obdobi je povazovano za nejéastéjsi
zpisob kontaminace, jelikoZ mu nelze nijak piredchazet. Mikroorganizmy jsou
bézné piitomné v hnojivu, pudé i vodé a zelenina se tak snadno mize
kontaminovat riznymi druhy mikroorganizmti, zahrnujici E. coli. Porusené
pletivo ¢i jiné C¢asti rostlin  jsou navic nachylnéj$i ke kontaminaci
mikroorganizmy [156]. Vyssi prevalence E. coli u mungo klicki mutze byt
zpasobena také podminkami, vhodnymi pro kli¢eni, které jsou zaroven idealni
pro mikrobialni rast [157].

4.3.1 Vyskyt antibiotické rezistence

U kment ze zeleniny byla stanovena rezistence k 11 antimikrobialnim latkdm
diskovou difazni metodou dle metodiky EUCAST (Obr. 14). Vysledky ukazuji
nejvyssi rezistenci k AMP, ktera byla zaznamenana u 14/15 kmenti. Skockova et
al. [69] také zjistili vyssi rezistenci k AMP u kmen E. coli izolovanych
z riznych druhii zeleniny. Dale byla prokazana rezistence k cefalosporinovym
antibiotikim (cefalotin a ceftazidim), dva kmeny byly rezistentni k gentamicinu
a jeden kmen Kk streptomycinu. Rezistence K ostatnim antibiotikim nebyla
diskovou difizni metodou potvrzena.

Vzhledem k nartstajici spotfeb¢ antibiotik ve veterinarni a humanni medicing,
se také zvySuje zachyt rezistentnich a multirezistentnich kmeni, izolovanych
z ruiznych druhd potravin, véetné zeleniny [69, 139]. AvSak v této praci byla
multirezistence stanovena pouze u jednoho kmene (F107), ktery byl rezistentni
k ampicilinu, ceftazidimu, cefalotinu a gentamicinu. Nicméné, néktefi autofi
ukazuji na potencidlni problém spojeny s vyskytem rezistentnich bakterii
Vv tepelné neupravenych potravinach, véetné zeleniny [158, 159, 160, 161].
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AMP- ampicilin; CEF- cefalotin; CAZ- ceftazidim; CN- gentamicin; S- streptomycin;
TET- tetracyklin; CIP- ciprofloxacin; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim;
AMC- amoxicilin/klavulanova kyselina; C- chloramfenikol

Obr. 14: Vyskyt antibiotické rezistence u izolatu E. coli ze zeleniny.

U kmenl ze zeleniny bylo dale testovano 24 parti primerti pro stanoveni
pritomnosti genti kddujici antibiotickou rezistenci. Nejcastéji byly detekovany
geny pro rezistenci vuc¢i beta-laktamovym antibiotikim: blaOXA1l (9/15)
a blaTEM (9/15) jak znazornuje Obr. 15.

Bakterie s beta-laktamazovou aktivitou, pfitomné v potravindch vcetné
zeleniny, mohou pfedstavovat pro konzumenta zdravotni riziko, jelikoZ tyto
bakterie mohou byt ke c¢lovéku pieneseny prostiednictvim potravinového
fetézce. VEtsi predpoklad prenosu je také dan tim, ze se zelenina konzumuje
prevazné v syrovém stavu, tudiz by toto riziko nemélo byt podceniovano. Kmeny
E. coli rezistentni k beta-laktamovym antibiotikim byvaji Casto izolovany
Z masa potravinovych zvitat [41, 42, 44, 142] a jsou taktéz pfitomné u izolath
z volné zijici zvére [51, 60, 129]. V posledni dob¢ je jejich vyskyt potvrzen také
Vv zelenin¢ [162, 163].

V souCasné¢ dob& je veénovana velkd pozornost produkci beta-laktamaz
s roz$ifenym spektrem UcCinnosti (ESBL), které jsou schopny hydrolyzovat
vétSinu beta-laktamovych antibiotik, ktera jsou v sou€asnosti pouzivana. Kromé
toho byly také zaznamenany piipady onemocnéni z potravin zpusobené
patogennimi ESBL kmeny E. coli ptitomnych v zeleniné [164, 165]. V této praci
bylo u izolata ze zeleniny zjisténo pét kment disponujicich geny pro ESBL. Lze
tedy konstatovat, ze izolaty ze zeleniny mohou byt, tak jako potraviny
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zivo€iSného pivodu, zdrojem rezistentnich kment vcetné kmeni ESBL
rezistentnich k Sirokému spektru beta-laktamovych antibiotik.
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Obr. 15: Prevalence genii rezistence k beta-laktamovym antibiotikim u izolati
E. coli ze zeleniny. Geny CTX-M-3 a CTX-M-1g koduji produkci beta-laktamdz
Sirokého spektra (ESBL).

U 8 kment byl detekovan gen gac, ktery je u gram-negativnich bakterii spojen
s plazmidové zprostfedkovanou tfidou integronu 1 vlastnici celou fadu gent
rezistence [166]. U celedi Enterobacteriaceae byvaji geny gac nejcastéji
v kombinaci s geny kodujicimi rezistenci vi¢i aminoglykosidam (aphAl,
aphA2) chloramfenikolu, sulfonamidim (sul 1, sul 3), trimethoprimu (dhfr I,
dhfr 11) a beta-laktamim (blaTEM, blaOXA) [167], coz odpovida vysledkim
této prace (Obr. 16). Prevalence antibiotické rezistence u kment ze zeleniny je
uvedena v Ptiloze 6.
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Obr. 16: Prevalence genii rezistence u izolati E. coli ze zeleniny. Geny patii do skupin
kodujici  rezistenci  k aminoglykosidum  (aphAl),  fluorochinolonim  (qnrS),
tetracyklinim (tetA, tetB), sulfonamidum (sull, sul3), trimetoprimu (dhfrl, dhfrV),
kvartérnim amoniovym sloucenindam (gac) a rtuti (mer).

4.3.2 Vyskyt faktori virulence

U izolati ze zeleniny byla stanovena ptitomnost 16 faktora virulence. Vyskyt
jednotlivych faktorti virulence je uveden v Priloze ¢. 6. Ze vsSech gent byl
nejvice zastoupen faktor invazivity - gen EinV (93 %) (Obr. 17), ktery je
u kmeni E. coli zodpovédny za kédovani enteroinvazivniho mechanizmu [151].
Také u izolatd z volné Zijici zvéfe se gen EINV vyskytoval nejéastéji. Tyto
kmeny byly pfevazné zafazeny do fylogenetickych skupin A a D, které mohou
znalit intestinalni patogenni kmeny, kam se fadi i EIEC. Avsak kmeny
ze zeleniny byly klasifikovany zejména do skupiny B2 (Obr. 17) typické
pro extraintestinalni kmeny humanniho ptivodu. Je tedy zfejmé, Ze se gen EinV
muze vyskytovat i u EXPEC.

U kmeni ze zeleniny byl dale detekovan gen vat kédujici vakuolizacni toxin,
vyskytujici se u EXPEC a u 5 kment byl pfitomen cytotoxicky nekrotiza¢ni
faktor CNF1, ktery se vyskytuje zejména u kmeni UPEC [8].

JelikoZ u kmenti izolovanych ze zeleniny byla zjiSténa piitomnost faktort
virulence extraintestinalnich kmeni a pfevazna ¢ast kmend patiila do skupiny
B2, lze i1 tyto kmeny povaZzovat za potencialni zdroj virulentnich kment
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S extraintestindlnim patogennim u¢inkem, které mohou pro konzumenta
piedstavovat zdravotni riziko spojené s konzumaci syrové zeleniny. Proto by se
m¢él pied konzumaci syrové zeleniny klast diraz na jeji diukladné omyti vodou
a hygienu pii manipulaci a kulinarni uprave.
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Obr. 17: Fylogeneticky strom sestaveny na zdkladé vyskytu antibiotické rezistence
pomoci softwaru Bionumerics, verze 7.5. Fylogeneticky strom zndzornuje prevalenci
faktorit virulence a fylogenetickych skupin u kmenit izolovanych ze zeleniny podle
vyskytu antibiotické rezistence.

4.4 Schopnost tvorby biofilmu u kmeni izolovanych z kui‘eciho
masa a zvériny

Schopnost tvorby biofilmu je pro bakterie vyznamnym faktorem umoziujici
bakterialnim bufikim odolavat vngj§im vlivim prostiedi. Zivot v biofilmu je
pro mnoho bakterii dulezity jak pro piezivani a perzistenci v prostiedi,
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tak i pro vyvolani riznych infekci. Existuje mnoho veterinarnich patogend, které
diky biofilmu maji schopnost zpiisobovat perzistentni infekce [168].

V této praci bylo na schopnost tvorby biofilmu testovano 105 kment
izolovanych z kutfeciho masa (n=70) a voln¢ zijici zvéte (n=35). Z celkového
poctu testovanych kmenii vykazovalo schopnost tvorby biofilmu 71 kmeni
(68 %) s rovnomérnym zastoupenim siln¢ (23/105, 22 %), stiedné (22/105,
21 %) a slab¢ adherentnich kmeni (26/105, 25 %). Schopnost adherence se lisila
mezi obéma skupinami testovanych kmenti. Kuteci izolaty (50/70, 71 % kment)
vykazovaly vyssi schopnost tvorby biofilmu (Obr. 18) v porovnani s izolaty
z volné¢ zijici zvéfe, u kterych byla tato vlastnost prokdzana
u 21 kmena (60 %) (Obr. 19). Navic byla mezi témito dvéma testovanymi
skupinami kmenii prokdzéna statisticky vyznamna rozdilnost ve schopnosti
tvorby biofilmu (p < 0,05). Kufeci izolaty zahrnovaly vice siln¢ adherentnich
kmenti, které zahrnovaly 18 silné (26 %) a 19 sttedné (27 %) biofilm-
produkujicich kmenl. Kmeny z volné€ Zijici zvéfe zahrnovaly 5 (14 %) silné
a 3 (9 %) stiedn¢ biofilm-produkujicich kment.

B neadherentni M slabé adherentni ™ stfedné adherentni ™ silné adherentni

Obr. 18: Tvorba biofilmu u kmenii izolovanych z kurat.

73



® neadherentni M slabé adherentni ™ stfedné adherentni ™ silné adherentni

Obr. 19: Tvorba biofilmu u kmenii izolovanych z volné zijici zvére.

44.1 Vyskyt antibiotické rezistence a faktoru virulence u biofilm-
tvoricich kmeni E. coli

Korelace mezi antibiotickou rezistenci a piitomnosti faktorti virulence
v zavislosti na schopnosti kment tvofit biofilm byla zhodnocena pomoci
Pearsonova korela¢niho koeficientu. Z celkového poctu Sedesati rezistentnich
izolat,, 46 kment (70 %) vykazovalo schopnost tvofit biofilm. Na zdklad¢
ziskanych vysledki byla zji$téna statisticky vyznamna souvislost mezi vyskytem
antibiotické rezistence a tvorbou biofilmu (p < 0,05). Tabulka 9 ukazuje, ze silné
adherentni kmeny byly vice citlivé k antimikrobialnim latkdm, nez kmeny slabé
adherentni ¢i neadherentni. Toto zjisténi je v souladu s vysledky studie Naves
et al. [169], kde vyssi rezistence byla zaznamenana také u slabé adherentnich
kmenid. Ackoliv se né&které biofilm-tvorici kmeny jevily k testovanym
antibiotikim jako citlivé, lze predpokladat, ze v biofilmu mohou odolnost
k témto antibiotikiim ziskat. Bylo prokazano, Ze rezistence k antimikrobidlnim
latkhm byva obecné vys$i u bunék Zijicich v biofilmu, nez u bunck
planktonickych [168].

74



Tab. 9: Prevalence antibiotické rezistence u biofilm-tvoficich kmenu.

vyskyt antibiotické rezistence

silné stiredné slabé ,

antibiotika| adherentni adherentni adherentni neadh_e;‘derntm
(n=23) (n=22) (n=26) (n=34)

AMP 5 7 14 15
AMC 5 7 13 8
TZP 0 0 2 0
CEF 2 5 7 1
FEP 2 0 2 2
CTX 0 1 1 1
CXM 0 3 4 1
CIP 2 2 1 1
DO 4 3 5 5
C 2 1 4 2
CN 2 0 7 12
IPM 0 0 0 0
SXT 0 3 5 0
celkem: 24 32 65 48

n- pocet adherentnich/neadherentnich kment; AMC- amoxicilin/klavulanova kyselina;
AMP- ampicilin; DO- doxycyklin; CN- gentamicin; cefalotin; C- chloramfenikol;
SXT-  sulfametoxazol/trimetoprim; CIP- ciprofloxacin; FEP- cefepim;
CXM- cefuroxim; CTX- cefotaxim; IPM- imipenem; TZP- piperacilin/tazobaktam.

cey

Bakterie zijici v biofilmu jsou kromé zvySené rezistence povazovany také
za vice virulentni [169]. AvSak korelace mezi vyskytem faktord virulence (tsh,
CNF1, CNF2, papC, eaeA, iss, iucD, neuC, EinV, Eagg) a tvorbou biofilmu
nebyla vtéto praci potvrzena. Nicméne, vice faktori virulence bylo
zaznamenano u biofilm-tvoficich kmeni, zejména slabé adherentnich. Vyskyt
faktorti virulence u biofilm-tvoficich kmenii z potravin je niz8§i v porovnani
s prevalenci faktori virulence u producentti biofilmu ziskanych z humannich
izolatd [125], coz muize byt dusledkem odlisného genotypu a podminek
prostfedi, ve kterém se bakterie nachazi [170, 171]. V Tabulce 10 je uvedena
prevalence faktora virulence u biofilm-tvoficich kmend. Ve studii Skyberg et al.
[122] vykazovalo schopnost tvorby biofilmu 76 % aviarné patogennich kment
E. coli v porovnani s fekalnimi izolaty pochazejicich ze zdravych ptaka
a (55 %). Jednalo se ptedevsSim o stfedné a siln¢ adherentni kmeny. Je tedy
zfejmé, ze patogenni kmeny maji vyssi schopnost tvorby biofilmu.
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V této praci bylo u biofilm-tvoficich kmend (zejména siln€¢ a slabé
adherentnich) zjisténo nejvétsi zastoupeni gent iss, iucD a tsh, které jsou
soucasti konjugativnich plazmidt aviarné patogenni E. coli. Biofilm umozZiuje
virulence APEC, zejména U izolatd z dribeze [122]. Naves et al. [169] uvadi
gen tsh jako nejéastéji se vyskytujici u slabé adherentnich kmeni. U slabé
adherentnich kmena se nachézely také virulencni faktory ze skupiny adhezind
papC, dale invazinovy faktor EinV, neuC a cytotoxicky nekrotizacni faktor
CNF1, které se u biofilm tvoficich kmenti bézn¢ vyskytuji [169].

Tab. 10: Prevalence faktortu virulence u biofilm-tvoficich kmenu.

vyskyt faktori virulence
faktor silné stiredné slabé dh tni
virulence | adherentni | adherentni | adherentni Neadherentni
n=23 % |n=22| % n= 26 % n= 36 %
tsh 6 26 2 9 10 39 6 17
CNF1 1 4 0 0 5 19 5 14
CNF2 0 0 0 0 0 0 0 0
papC 0 0 2 9 4 15 1 3
eaeA 1 4 1 5 0 0 0 0
iss 6 26 7 32 10 39 11 31
iucD 7 30 7 32 11 42 8 22
neuC 0 0 1 5 2 8 1 3
EinV 2 9 0 0 5 19 4 11
Eagg 0 0 0 0 0 0 0 0
celkem 23 20 47 36

n- pocet adherentnich / neadherentnich kment; tsh- teplotné senzitivni hemaglutinin;
CNF1, CNF2- cytotoxicky nekrotiza¢ni faktor; papC- pilus spojeny s pyelonefritidou;
eaeA- intimin; iss- zvySena odolnost piezivani v séru; iucD- aerobaktin; neuC- K1
kapsularni polysacharid, EinV- invazinovy gen; Eagg- gen kdédujici enteroagregativni
mechanizmus.

V této praci byla zaznamenana rtizna variabilita mezi tvorbou biofilmu
a pritomnosti vySe zminénych faktorti virulence (Tabulka 10). Jiné studie uvadi
pozitivni asociaci mezi schopnosti tvorby biofilmu a vyskytem uro-virulentnich
genu (papC, sfa/foc a CNF1) [172]. Dale bylo prokazano, ze kmeny schopné
tvorby biofilmu vykazuji vyznamné vyssi expresi genu kddujici hemolyzin (hly)
a vlastni fimbrie typu 1 (fimH) [173]. N¢kteti autofi zjistili pozitivni korelaci
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mezi tvorbou biofilmu a vyskytem fimbrii typu 1(fimH), 3 a F9 u laboratornich
kmenta E. coli [174, 175, 176]. V této praci bylo u izolati z voln¢ Zijici zvére
dale provedeno testovani piitomnosti deviti faktori virulence, které mohou mit
souvislost stvorbou biofilmu (Obr. 20). U téchto kment byla prokazana
pritomnost genu hlyA a hlyD pouze u dvou kmend, zatimco gen fimH (fimbrie
typu 1) byl pfitomen u vSech testovanych kmenti. Gen kpsMT Il byl druhym
nejcastéji detekovanym genem (26/35, 74 %), ktery byl ptitomen u slab¢ i silné
adherentnich kment. Ve studii Naves et al. [169] byl podobné zaznamenan
vysoky vyskyt tohoto genu u biofilm-tvoficich kment (80 %). Je tedy ziejmé,
ze gen kodujici kapsularni polysacharid typu 2, je taktéz vyznamnym faktorem
podilejici se na schopnosti kment E. coli tvofit biofilm. Nefimbrialni adheziny
afa/draBC a kpsMT Il nebyly pfitomny u zadného kmene. Také Naves et al.
[169] nepotvrdili pritomnost téchto genti u biofilm-tvoticich kment.

Kromé vyznamu pii tvorbé biofilmu bylo také prokazano, ze tyto faktory
virulence jsou Casto pfitomné u extraintestinalnich patogennich kment E. coli.
Ve studii Johnson et al. [177] je molekularni definice EXPEC izolati zalozena
na pritomnosti 2 nebo vice gent zahrnujicich papA, papC, sfa/foc, afa/dra,
kpsMT Il a iutA. Na zaklad¢ této definice lze 8 kment (2MB, 3 MB, 3 FB, 4MB,
BO2, 1, 6, ZP) oznacit za extraintestindln¢ patogenni, jelikoz patfily zejména
do fylogenetické skupiny D a soucasn¢ obsahovaly 2 a vice téchto faktord
virulence, zejména kpsMTII a iutA. Krom¢ toho zahrnovaly také dalsi faktory
virulence typické pro EXPEC, jako naptiklad iss, iucD, tsh a CNF1. Toto zjisténi
znovu potvrzuje domnénku, Ze se jednd o kmeny s vysokym patogennim
potencialem.

Dale byla u kmeni E. coli zjisténa rozdilnost v zastoupeni fylogenetickych
skupin v zavislosti na tvorb¢ biofilmu (Tabulka 11). VétSina siln€ adherentnich
kmenti byla zafazena do fylogenetick¢é skupiny A, ktera je typicka
pro komenzalni kmeny. Podobné tomu bylo i ve studii Skyberg et al. [122],
ve které zjistili vétSi zastoupeni siln€é adherentnich kmen v komenzalnich
fylogenetickych skupinach. Kromé toho, byla u testovanych izolatl zjiSténa
souvislost mezi pfitomnosti faktorti virulence a ptivodem kment. Kufeci izolaty
obsahovaly vice faktord virulence v porovnani s izolaty z volné Zijici zvéfe,
ackoliv vétSina téchto kment patfila do komenzalnich fylogenetickych skupin
A aBl1(viz. Tabulka 3).
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Obr. 20: Vyskyt faktoru virulence ExPEC spojenych s tvorbou biofilmu u kmenui
izolovanych z volné Zijici zvére. Geny kodujici fimbrie typu 1 (fimH); kapsule typu 2
(kpsMT I1); receptor aerobaktinu (iutA); invazi do mikrovaskuldrnich endotelialnich
bunek (ibeA); S fimbrie (sfaS); hemolyzin (hlyA,D); afimbrialni adheziny (afa/draBC)
a kapsule typu 3 (kpsMT I11).

Tab.11: Vyskyt biofilm-produkujicich kmend v jednotlivych fylogenetickych
skupinach.

fylogenetické skupiny
A Bl B2 D
kmeny n % n % n % n %
siln¢ adherentni (n= 23) 15 | 65| 3 | 13 | 3 13 | 2 9
sttedné adherentni (n=22) | 11 | 50 6 27 1 5 4 18
slab¢ adherentni (n= 26) 7 27 | 12 | 46 | 3 12 | 4 15
neadherentni (n=36) 20 | 56 | 4 11 | 5 14 | 4 11

n- pocet kment

4.5 Bakteriocinogenotypizace kmenu E. coli

Bakteriocinogenie je bakterialni vlastnost udavajici svym producentim
zna¢nou ekologickou vyhodu, a to zejména v piipadé¢ produkce kombinace
n¢kolika kolicinti a mikrocint.
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V této praci byla kvalitativné vpichovym pokusem (Obr. 21) zjistovana
produkce bakteriocind u 129 izolati, ziskanych z kufeciho masa, zvéfiny
a zeleniny. U produkujicich kment byla nasledné¢ provedena PCR typizace
pro urceni konkrétniho druhu bakteriocinu. Kmeny E. coli mohou produkovat
jeden 1 vice kolicinti nebo soucasné koliciny a mikrociny [80]. V této praci byla
u izolovanych kment zjistovana produkce 24 kolicint (A, B, D, E1, E2, E3, E4,
E5, E6, E7, E8, E9, Ia, Ib, K, L, M, N, U, Y, Js, 5, 10, S4) a 8 mikrocint (B17,
C7,J25, H47,V, L, M, E492).

4.5.1 Vpichovy pokus

Z celkoveho poctu 129 testovanych kmenid bylo zjisténo 55 (43 %)
produkujicich kment. Vyskyt bakteriocinogenie u izolatl z potravin je podobny
s bakteriocinogenii humannich izolaté. Smarda a Obdrzalek [178] zaznamenali
U humannich izolatd E. coli pochazejicich ze zdravého stieva 41,4 %
produkénich kment. V jiné studii bylo zjisténo 226/411 (55 %) produkénich
kmena izolovanych ze stolice zdravych pacientti [179]. Gordon a O'Brien [85]
zjistili u humannich izolatl E. coli produkénich kmend méné (38 %). Vyskyt
produkénich kment byl zjistén také u patogennich kment E. coli. Napiiklad
O’Brien a Chambers [180] zaznamenali vyskyt 43 % bakteriocinogennich
izolatd E. coli zptsobujici infekce urinarniho traktu (UTI). Podobné tomu bylo
také ve studii Smajse et al. [179], kde bylo vyhodnoceno 195/361
(54 %) produkénich kment E. coli izolovanych od pacientd s UTI. Oproti tomu,
u hemolytickych kment E. coli byl zaznamenan vyskyt kolicinogenie niZsi
(22,4 %) [178]. Mezi poctem kolicinogennich kment u izolatd UTI v porovnani
s kmeny ziskanymi od zdravych pacientli nebyl shledan vyznamny rozdil.

45.2 PCR typizace kolicinogennich kmenu E. coli

Bakteriocinogenotypizaci byla u produkénich kment zjiSténa piitomnost
jednoho nebo vice kolicini ¢i mikrocinli (viz. Pfiloha 1D, 4 a 5). Z celkového
po¢tu produkénich kmend, 28 kment (51 %) produkovalo pouze koliciny,
5 kmenu (9 %) produkovalo mikrociny a 22 kment (40 %) produkovalo
soucasn¢ koliciny a mikrociny. U 29 produk¢nich kmenti (53 %) byla zjisténa
produkce tii a vice bakteriocinii soucasné¢ a byly tak oznaceny jako kmeny
multiprodukéni. Kmeny produkujici jen jeden typ bakteriocinu mohou usmrtit
pouze senzitivni buiiky. AvSak pokud ziska gen pro jiny typ bakteriocinu a stane
se tak multiproducentem, mize usmrtit nejen senzitivni buiky, ale i bunky
monoprodukéniho kmene [85]. Multiprodukce bakteriocint je tedy pro bakterie
vyhodnéjsi v boji proti konkurenénim druhtim bakterii.
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U izolath z potravin pattily mezi nejcastéji detekované bakteriociny koliciny
M, B, Y, E7, E8, laa Ib a mikrociny mB17, mV a mC7 (Tabulka 12). Produkce
kolicini A, D, E4, L, JS, 5, 10, 5 a mikrocini J25, H47 a E492 nebyla
u testovanych produkénich kment potvrzena.

Nejcastéji se vyskytujici koliciny B a M jsou ulozeny na plazmidu nazyvany
ColBM, ktery byl ptivodné identifikovan u kment UPEC. U kment APEC byl
taktéz identifikovan plazmid pAPEC-O1-ColBM, obsahujici nékolik genl
virulence prokazatelnych u APEC (napf. iucD, iutA, iss a tsh) vcetné gend
kodujici produkei kolicinu B a M [144]. Je tedy ziejmé, Ze tyto koliciny mohou
ptispivat ke zvySeni virulence produkéniho kmene.

Pii porovndni s humannimi izolaty byla u izolatd z potravin zjiSténa
rozdilnost v produkci urcitych typtl kolicini a mikrocini. Humanni izolaty
E. coli nejcastéji produkuji koliciny la, E1 a M a mikrociny mH47, mM a mV
[85].

Kolicin M je zodpovédny za inhibici syntézy peptidoglykanu. Koliciny E7
a E8 piisobi primarné vii¢i plazmidové 1 chromozomalni DNA, kterou poSkozuyi
[181] a koliciny la, Ib a B ptsobi na senzitivni bakterie tvorbou poéru
V cytoplazmatické membrané. Mikrocin C7 piisobi bakteriocidné inhibici
aspartyl-tRNA syntetazy, ¢imz nasledné dochazi k zastaveni translace proteind
[182]. Mikrocin V pusobi na membrany bakterialnich bun¢k a inhibuje tvorbu
iontovych kanalu [183].

Koliciny B a M se fadi mezi jedny z nejcastéji produkovanych kolicini
kmend E. coli, které jsou v mnoha ptipadech produkovany jednou bakterii
souCasn¢ [85, 184]. V této praci byl u produkénich kment také casto
zaznamenan soucasny vyskyt kolicint E7 a E8. Soucasny vyskyt dvou
bakteriocinll je Casto dan jejich kdédovanim pobliz sebe na stejném plazmidu
[85]. Dale bylo zaznamenano, ze pii vyskytu kolicinu Ia se ¢asto vyskytuje také
kolicin Ib, protoze geny téchto kolicinli vykazuji vysokou sekvenéni homologii
[185]. V nékterych studiich byl také prokazan soucasny vyskyt kolicinu Ia
a mikrocinu V [85, 186], jelikoz jsou ¢asto kodovany na stejném plazmidu
[186]. V této praci vétsina kmenl produkujicich mikrocin V taktéz soucasné
produkovala kolicin la nebo Ib. Déle byl popsan soucasny vyskyt kolicinu El
a M, ale pouze za predpokladu, ze se nevyskytoval kolicin B [85]. Toto zjisténi
vSak v této praci potvrzeno nebylo, jelikoZ se kolicin E1 vyskytoval soucasné
s kolicinem M i za pritomnosti kolicinu B. Gordon a O’Brien [85] popisuji také
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soucasny vyskyt kolicinu E1 s kolicinem Ia, pokud chybi mikrocin V. Vysledky
prace toto tvrzeni potvrdily. Kolicin E1 patfi mezi casto detekované
bakteriociny u humannich izolatt i izolati z potravin [85]. Kolicin E1 byl
detekovan u 11 kment, které navic obsahovaly geny virulence typické
pro extraintestinalni kmeny E. coli (viz Pfiloha 4 a 5). Ve studii Smajse et al.
[179] je tento typ kolicinu oznaCen za potencidlni faktor virulence
uropatogennich kmenti Escherichia coli. Je tedy zfejmé, ze tento typ kolicinu je
soucasti faktort virulence podilejici se na vzniku extraintestinalnich infekeci.

Z dalsich kolicint Casto se vyskytujicich u EXPEC je uvadén také kolicin Ia
[179]. V této praci byla zjisténa produkce kolicinu la u 16 testovanych kmenii.
Z mikrocinit se u produkcnich kmenl nejCastéji vyskytoval mikrocin mV,
mB17, mC7. U mikrocinu mV byla taktéz prokazana spojitost s virulenci [179].

Micenkova et al. (97) dale ukazuji na rozdilnost v produkci bakteriocini mezi
komenzalnimi (33 %), intestindlné patogennimi (37 %) a extraintestindlnimi
kmeny (kodujicich S-fimbrie sfa, P fimbrie pap, geny pro syntézu aerobaktinu
iucC, a-hemolyzin hly a cytotoxicky nekrotiza¢ni faktor cnfl), u kterych byla
prokdzana bakteriocinogenie vys$i (az 74 %). Také v této praci byla zjisténa
produkce bakteriocinii prevazné u kmenl vlastnicich geny virulence typické
pro EXPEC (viz. Piiloha 4 a 5).

Na zékladé uvedenych vysledkii Ize wu bakterii zhodnotit produkci
bakteriocinli jako ekologickou vyhodu, diky jejich tzkému spektru inhibicni
aktivity proti pfibuznym bakteridlnim druhtim, ale také jako vlastnost zvySujici
patogenni potencial.

Tab. 12: Zastoupeni jednotlivych bakteriocinti produkovanych kmeny E. coli.

bakteriociny typ n; Lzl?;ziy Zne' Z‘f}gggf celkem
B 5 14 19
El 6 5 11
E2 3 0 3
koliciny E3 0 0 1
E5 2 0 2
E6 1 0 1
E7 13 0 13

81



Tab. 12: Pokracovani

bakteriociny typ n; i{zl?;ziy Zr: Zlf]gif::lyy celkem

ES8 14 0 14

E9 1 0 1

la 8 8 16

Ib 4 10 14

koliciny K 0 1 1
M 6 15 21

N 0 1 1

U 1 1 2

Y 6 10 16

mB17 0 12 12

mC7 4 3 7
mikrocin mv 9 2 11
y mL 1 0 1

mM 1 0 1

cea2 0 2 2

n- pocet kment produkujicich dany typ bakteriocinu

V této praci byla u testovanych izolati zjisténa rozdilnost v produkci
bakteriocinli Vv zavislosti na ptivodu kment. U kufecich izolatd bylo zjiSténo
38/70 (51 %) produk¢nich kmend, z toho 13 kment bylo multiproduk¢nich. Dva
kmeny (naleZici do fylogenetické skupiny B2) produkovaly 5 kolicinti a kmen
93 (z fylogenetické skupiny A) produkoval celkem 7 bakteriocint.
U produkénich izolatd z kufat byla nejcastéji zjiStovana produkce kolicinti E7,
E8, M a Ia a mikrocind mC7 a mV (Tabulka 12). Tyto produk¢ni kmeny pattily
zejména do fylogenetické skupiny A a B1.

U izolath ze zvéfiny bylo pozorovano méné produkénich kmenti 17/40
(34 %), avSsak téméf vSechny kmeny byly multiprodukéni (16/17)
(viz. Piiloha 5). Ctyii kmeny produkovaly pét bakteriocint, sedm kmeni
produkovalo Sest bakteriocini a jeden kmen (3MB) produkoval dokonce
9 bakteriocinti soucasn¢. Tento kmen, zatazeny do fylogenetické skupiny D, je
krom¢ multiprodukce bakteriocinll zajimavy také tim, Ze vlastni nékolik faktort
virulence, véetné¢ genu kodujiciho produkci termostabilniho toxinu ST1. Dale
tento kmen disponuje rezistenci k n¢kolika skupindm antibiotik a byla u ngj také
prokdzana schopnost tvorby biofilmu.
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V této praci bylo pozorovano, Ze produkéni kmeny volné Zijici zvéte pattily
zejména do fylogenetické skupiny D v porovnani s produkénimi kmeny z kufat,
které¢ nalezely zejména do skupiny A. U izolath z kufat byly do skupiny D
zafazeny pouze tii kmeny, u kterych produkce bakteriocinii nebyla prokézana.
Ve studii Gordon a O’Brien [85] byly bakteriocinogenni kmeny zafazeny
pfevazné do fylogenetické skupiny B2, jelikoz se jednalo o huménni izolaty
obsahujici faktory virulence kmenti ExPEC a je tedy zifejmé Ze produkce
bakteriocint piispiva ke zvyseni virulence produk¢niho kmene.

U produkénich kment z volné Zijici zvéte se nejcasteji vyskytovaly koliciny
B a M, dale koliciny Y, la a Ib a mikrocin mB17, ktery u izolati z kufat nebyl
prokazan u zadné¢ho kmene. Zajimavé je také zjiSténi, Ze koliciny skupiny
E (zegména E7 a E8) byly produkovany pouze produkénimi kmeny z kufat,
kdezto u izolath ze zvéte byla zjiSténa produkce pouze kolicinu E1.

V této praci bylo déle zjisténo, ze bakteriocinogenni byly pouze veterinarni
izolaty. U 1izolati ze zeleniny nebyla produkce bakteriocinli prokdzéana
u zadného zizolovanych kment. Je zfejmé, Ze je jednd o izolaty humdanniho
plvodu, které zrovna testované koliciny ¢i mikrociny neprodukuyji.

Mezi nejcastéji detekované mikrociny patfi u humannich izolatd mikrocin
H47 [85], jehoz pritomnost nebyla v této praci zjisténa u zadného produkéniho
kmene. Naproti tomu mikrocin B17, ktery byl v této praci detekovan nejcastéji,
byl u humannich izolatd nalezen pouze u 1 % produkénich kmenid [85].
U mikrocint bylo dale zjisténo, Zze jsou méné cCasto produkovany
multirezistentnimi kmeny [187], coZ bylo v této praci potvrzeno u mikrocinu
mC7 a mB17. Mikrocin mV byl zjistén také u multirezistentnich kmend.

V porovnani s jinymi studiemi, zabyvajici se bakteriocinogenii huméannich

izolatd, je u drdbezich izolatd a fekalnich izolatd volné zijici zvéie
multiprodukce kolicind a mikrocint ziejmé rozsifenym jevem [85].

4.5.3 Inhibi¢ni vliv bakteriocini kmeni E. coli izolovanych z potravin

V této praci byl vpichovym pokusem sledovan inhibi¢ni vliv bakteriocinl
produkovanych 18 kmeny E. coli izolovanymi z potravin na indikatorové kmeny
sbirkovych kment E. coli, Shigella a Salmonella (Pfiloha 1F) a jiné
gramnegativni bakterie (Pfiloha 1E), z nichz 3 patfi do rodu Aeromonas,
1 do rodu Citrobacter, 5 do rodu Enterobacter, 7 do rodu Klebsiella, 1 do rodu
Leclercia, Moraxella, Pantoea a Proteus sp., 3 do rodu Pseudomonas, 3 do rodu
Serratia a 1 do rodu Yersinia. Produkce bakteriocinll se projevila vytvorenim
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inhibi¢ni zény kolem mista vpichu narosteného produkéniho kmene (Obr. 21).
Seznam kment pouZitych pro tento experiment je uveden v Ptiloze €. 1D.

Nejsilngjsi biologické aktivita bakteriocinil byla zjisténa u kmene 225, ktery
inhiboval jak vSechny indikatorové kmeny E. coli, tak i jiné testované
indikatorové mikroorganizmy (S. sonnei 17, Shigella boydii U8, Shigella
flexneri, Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis, Salmonella sp.
22W, Salmonella enterica subsp. enterica ser. Typhimurium a Salmonella sp.
20W) (viz. Priloha 8). Tento kmen produkoval koliciny E1, B, M, la, Ib
a mikrocin mB17. Vysoky inhibicni efekt kmene 225 ukazuje na to, Ze
multiprodukce bakteriocini umoziuje produkénim kmentim zvysSenou Selekci
ptibuznych druhti bakterii, nez kmenim monoprodukénim. Také Budic et al.
[187] ukazuji na zvySeny inhibi¢ni efekt multiprodukénich kmen.

U testovanych i1zolati byl nejCastéji pozorovan inhibi¢ni G¢inek bakteriocini
na indikatorové kmeny E. coli, S. sonnei 17, Shigella boydii U8 a Shigella
flexneri (Ptiloha 8). Kmeny 107W, 222, 224, 225, 229, 230 vykazovaly navic
inhibi¢ni ucinek na nékteré druhy Salmonel, zejména sérovar Enteritidis. Dale
bylo zjisténo, ze u kmene E. coli 125W je citlivost na testované bakteriociny
velmi podobna sbirkovym indikatorovym kmeniim. Tudiz by se tento kmen dal
pouzivat jako indikatorovy kmen pro detekci bakteriocind E. coli.

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis byla inhibovana
kombinaci kolicintt B, M s mikrocinem mB17 (Tabulka 13). U mikrocinu mB17
bylo zjisténo, ze ma potencialni antibakterialni aktivitu proti Sirokému spektru
gramnegativnich bakterii zahrnujicich rody Escherichia, Citrobacter, Klebsiella,
Salmonella, Shigella a Pseudomonas [188].

Tab.13: Inhibi¢ni G¢inek produkénich kment E. coli na kmeny rodu Salmonella.

I pocet citlivych/testovanych
producent bakteriociny kmenii rodu Salmonella
225 El, B,M,la/lb,mB17 5/6
229 B,M,la/lb,mB17 2/6
224 B, M, la/lb,mB17,mV 2/6
222 B, M, la/lb,mB17,mV 2/6
230 B,M,mB17 1/6

Zajimavym vysledkem byl dale inhibi¢ni ucinek na bakterii Aeromonas
hydrophila multibakteriocinogennimi kmeny (222, 224, 225, 229, 93). Bakterie
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rodu Moraxella byla inhibovana taktéz multibakteriocinogennimi kmeny
224, 225 a 229 (viz. Ptiloha 8). Mikrocin C7 by m¢l mit inhibi¢ni G¢inky kromé
rodt Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella aYersinia, také
na rod Proteus [188], coz se v této praci pfi testu na jeden izolat rodu Proteus
nepotvrdilo. Naopak byl izolat tohoto rodu (a také dalSich Cétyf testovanych
kmeni zrodtd Leclercia, Citrobacter, Enterobacter) nejvice citlivy
na multibakteriocinogenni kmen 225, ktery ve svém genomu taktéz koduje
mikrocin B17. Je tedy zfejmé, Ze mikrocin B17 je jednim z bakteriocini
u tohoto kmene, ktery velmi rozsifuje jeho inhibi¢ni spektrum.

Multiprodukce bakteriocini piinasi producentim selekéni vyhodu oproti
konkurenénim druhiim, kdy baktericidni GCinek je zacilen na blizce ptibuzne
kmeny stejného druhu [187]. Ze ziskanych vysledki bylo zjisténo, ze nejveEtsi
inhibi¢ni efekt na gramnegativni bakterie izolované z potravin maji pravé
multibakteriocinogenni kmeny E. coli, zejména kmen 225. U¢inngj§i na tuto
skupinu bakterii se jevily mikrociny, z nichz nejefektivnéjsi inhibi¢ni G¢inek byl
prokazan u kment, produkujicich mikrocin B17.

Nejvyssi inhibi¢ni G¢inek byl prokazan na indikatorové kmeny stejného druhu
E. coli a ptibuzny rod Shigella. Inhibi¢ni efekt produkénich kmenti na ostatni
gram-negativni bakterie byl niz8§i a 11 indikatorovych kment bylo dokonce
rezistentnich na inhibi¢ni uc¢inek vSech testovanych produkcénich kmenti
(viz. Ptiloha 8). Na zdklad¢ ziskanych vysledkii 1ze zhodnotit, Ze kmeny
produkujici jeden ¢i vice kolicind ¢i mikrocint s baktericidnim u¢inkem jsou
schopny inhibice ftady konkuren¢nich druhG bakterii. Multiprodukce
bakteriocinli je tedy pro produkéni bakterie vyhodngjsi. Tyto testované
produkéni kmeny jsou ucinné zejména na fadu piibuznych kment E. coli, ale
inhibiéni efekt byl potvrzen také na jiné druhy bakterii z Celedi
Enterobacteriacae. Ac¢koliv byl prokazan inhibiéni ucinek kolicini a mikrocind
na rust intestindlnich a uropatogennich kment E. coli [189], jiné studie uvadéji
nékteré bakteriociny jako potencialni faktory virulence [125, 179, 190]. V této
praci bylo zjisténo, Ze testované kmeny produkovaly kromé¢ jinych, také koliciny
E1l, la a mikrociny (mV) soucasné se vyskytujici s faktory virulence EXPEC
a mohou byt tak povazovany za potencialni faktory zvysujici virulenci danych
kmeni.
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Obr. 21. Vpichovy pokus. Inhibicni efekt bakteriocinii se projevuje jako
priizracna zona ristu indikatorového kmene kolem vpichu.
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5. SOUHRN VYSLEDKU

Vyskyt E. coli byl zjistén v riiznych druzich potravin. Nejvyssi cetnost kmenti
E. coli byla zaznamenéna v potravinach zivocisného ptivodu, zejména v kutecim
mase, kde byla kultivaci na Endlv agar a naslednou identifikaci Enterotestem 24
potvrzena pfitomnost E. coli téméF u vsSech testovanych vzorkt. Taktéz
u ulovené voln¢ zijici zvéfe byla zjisténa casta incidence kment E. coli.
U izolath ze zeleniny byl V porovnani s ostatnimi druhy potravin zaznamendn
vyskyt E. coli nizsi, kdy ze 105 vzorkl bylo 15 pozitivnich na pfitomnost kment
E. coli. Po izolaci kmeni bylo provedeno zatrazeni izolati do fylogenetickych
skupin a dalsi kroky charakterizace, zahrnujici stanoveni antibiotické rezistence,
zjisténi pritomnosti faktorti virulence, stanoveni schopnosti tvorby biofilmu
a zjistovani produkce bakteriocint.

5.1 Charakterizace kmenii izolovanych z kureciho masa

Kureci izolaty (n=70) byly zatazeny prevazné do fylogenetickych skupin
A a Bl1, které¢ se bézné vyskytuji u fekalnich komenzélnich izolatd z dritbeze
a kufectho masa. Jejich vyskyt je ale také cCasto zaznamendvan
u extraintestinalnich kment APEC.

U téchto kment byla diskovou difizni metodou potvrzena 64% rezistence
k jednomu ¢i vice antibiotikim, z toho 29 % kmenti bylo multirezistenich.
Nejvyssi rezistence byla zaznamenana zejména k aminopenicilinim (ampicilin,
amoxicilin/klavulanova kyselina) a pouze u této skupiny izolatd byla zjisténa
rezistence k chloramfenikolu a ciprofloxacinu, jejiz vyskyt mize mit souvislost
S ¢astym uzivanim téchto antibiotik v chovech dribeze.

U kmenil z kufeciho masa byla dale prokdzana ptritomnost riznych faktord
virulence, urcujici miru patogenity jednotlivych kmend. U téchto izolath
se nejcastéji vyskytovaly samostatné nebo soucasné geny iucD, iss, a tsh, které
jsou typické pro APEC. Aviarn¢ patogenni E. coli patii mezi extraintestinalni
patogenni kmeny zplsobujici ptaci kolibacilozu. Kromé toho byla u téchto
kmenti prokdzdna genotypova podobnost s humannimi kmeny UPEC, tudiz je
zfejmé, Ze kufeci maso mize byt zdrojem EXPEC kmenl schopnych vyvolat
u Cloveka extraintestindlni infekce. Kmeny izolované z kufeciho masa lze tedy
povazovat za potencialni patogeny.

U kment izolovanych z kufat byla dale prokazana vysoka schopnost tvorby
biofilmu. Z celkového poctu testovanych kufecich izolatt vykazovalo schopnost
tvorby biofilmu 71 % kment, zahrnujicich 26 % silné a 27 % stiedné
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adherentnich kment. Pfitomnost kmenti se schopnosti adherence na potravinach
miize mit negativni vliv na hygienu vyrobnich provozl a produktt v dasledku
tvorby nesnadno eliminovatelnych biofilmu.

U izolath z kutat bylo zaznamendno 34 bakteriocinogennich kment, z nichz
12 kmenti se vyznacovalo multiprodukci. Multiprodukce je pro produkéni
bakteridlni kmeny ekologickou vyhodou umoziujici selekci konkurencnich
bakterii stejného nebo piibuzného rodu. Tyto bakteriocinogenni kmeny
produkovaly nejéastéji koliciny skupiny E (nejcastéji E7 a E8), kolicin M
a mikrocin mV. Bylo zaznamenéano, ze né€které bakteriociny se vyskytuji
soucasn¢ S faktory virulence. Je tedy moZné¢, Ze tyto bakteriociny mohou byt
povazovany za faktory podilejici se na zvySeni virulence daného kmene.

5.2 Charakterizace kmenii izolovanych z volné Zijici zvére

Izolaty z volné zijici zvéte (n=35) byly zatazeny pievazné¢ do fylogenetické
skupiny D, indikujici intestinalni patogenni nebo extraintestinalni kmeny E. coli,
a do skupiny A, kterd se vyskytuje hlavné u komenzélnich kmeni, ale jeji
vyskyt je také mozny u intestindlnich ¢i extraintestinalnich patogentl. 1zolaty
Z volné Zijici zvete 1ze na zéklade zatazeni do fylogenetickych skupin povazovat
za kmeny s vyss$im patogennim potencialem.

cey

Ackoliv  volné Zijici zv&€f neni vystavena piimému  kontaktu
s antimikrobidlnimi l4atkdmi, v této praci bylo zjisténo 60 % rezistentnich
kmend, z nichz 26 % bylo multirezistentnich. Podobn¢ jako u izolatd z kuteciho
masa byla nejvysSi rezistence zaznamenana na amoxicilin/klavulanovou
kyselinu a ampicilin. U téchto kmena byla dale prokazana pfitomnost geni
kodujici rezistenci k aminoglykosidim a beta-laktamovym antibiotikim. Navic
byla u nékterych kment potvrzena piitomnost gend rezistence kodujicich ESBL.
Vysledky prace tak potvrzuji moznost Sifeni gent rezistence prostfedim. Podle
zjisténé vysoké prevalence rezistentnich kmend mize byt také volné Zijici zver
povaZovéna za rezervoar genu rezistence.

U izolath ze zvéfiny byla zjiSténa pfitomnost n¢kolika typh faktort virulence.
Nejcastéji byl detekovan gen EinV , typicky pro intestinalni patogenni kmeny
enteroinvazivni E. coli a koloniza¢né nerotiza¢ni faktor CNF1 vyskytujici se
pfevazné u extraintestinalnich kmenti uropatogenni E. coli. U nékterych kment
byla navic prokazana ptritomnost genil kodujicich termolabilni a termostabilni
toxin produkovany kmeny ETEC a dalsi faktory virulence udélujici kmenim
vys$i patogenni potencial.
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Ackoliv tyto izolaty disponovaly vys$§im zastoupenim faktorti virulence,
Vv porovnani s izolaty z kufeciho masa byla u kmeni z volné zijici zvéie
prokazana nizsi schopnost tvorby biofilmu (celkem 60 % kment), zahrnujici
14 % silné a 9 % sttedné adherentnich kmenil. Tato rozdilnost mize souviset

s niz§im poctem testovanych kment.

coy

U izolath zvoln€ Zijici zvéfe bylo bakteriocinotypizaci zjisténo
17 bakteriocinogennich kmeni (34 %) produkujicich nejcastéji koliciny B, M, Y
a mikrocin mB17. Zajimavym zjisténim byla multiprodukce kmenti, kdy 16 z 17
produkénich kment produkovalo 5 az 9 bakteriocinii soucasné, coZ pro bakterie
pifinasi selekéni vyhodu v boji proti konkurenénim druhim bakterii.

5.3 Charakterizace kmenii izolovanych ze zeleniny

Izolaty ze zeleniny (n=15) byly zafazeny prevazné do fylogenetickych skupin
B2 a D, které jsou typické zejména pro humanni extraintestinalni kmeny E. coli.
Kmeny izolované ze zeleniny lze tedy povaZovat za indikatory fekalni
kontaminace, které mohou zeleninu kontaminovat béhem zpracovani ¢i jiné
manipulaci.

U kment ze zeleniny byla prokazana fenotypova rezistence k ampicilinu
a cefalosporinovym antibiotikim- cefalotinu a ceftazidimu. Déle byla u téchto
kmenti genotypicky potvrzena piitomnost genti kodujicich rezistenci k beta-
laktamovym antibiotikiim, vcetné gend kodujicich produkci ESBL. Lze tedy
konstatovat, Ze izolaty ziskané ze zeleniny mohou byt zdrojem ESBL kment.
Bakterie s beta-laktamazovou aktivitou mohou pro ¢loveéka predstavovat urcité
zdravotni riziko, jelikoz se tyto bakterie mohou ke c¢loveéku dostat
prostiednictvim potravinového fetézce. Riziko moznosti pfenosu gend rezistence
zZ potravin je o to vétsi u zeleniny, ktera se konzumuje pfevazné v syrovém stavu
a bakterie tak nejsou dostate¢né eliminovany. Proto by neméla byt podcenovana
dikladna hygiena pii manipulaci se zeleninou.

Z faktort virulence byl u izolatii ze zeleniny nejastéji detekovan, tak jako
u volné Zzijici zvéte, invazinovy gen EinV a cytotoxicky nekrotiza¢ni faktor
CNF1, typicky pro extraintestialni kmeny uropatogenniho puvodu. Lze tedy
usoudit, Ze i tyto kmeny vlastni patogenni potencial. U kment ze zeleniny nebyl
prokazan vyskyt bakteriocinogenie.
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6. ZAVER

V této praci byla provedena charakterizace kmenl izolovanych z rGznych
druhii potravin za ucelem vyhodnoceni potencidlniho zdravotniho rizika
spojen¢ho s konzumaci potravin obsahujicich rezistentni a potencialné patogenni
kmeny E. coli. Izolaci kmenti E. coli bylo zjisténo, ze se tato bakterie hojn¢
vyskytuje zejména v kufecim mase, ale také zvéfing€. Jeji pritomnost byla
zaznamenana i V zelening.

Zatazenim kmenti do fylogenetickych skupin a detekci faktorti virulence byl
u téchto kmenl zjistén patogenni potencial. lzolaty z kufat byly prevazné
zatazeny do komenzalnich skupin A a B1l. Tyto skupiny vsak obsahovaly
faktory virulence typické pro aviarné patogenni E. coli, tudiz Ize kmeny
povazovat za zdroj faktori virulence extraintestinalnich  patogend.
U izolatl z volné Zijici zvéte byla nejvice zastoupena fylogenetickd skupina D
a A, taktéZ shojnym zastoupenim faktorit virulence typickych zejména
pro extraintestinalni (APEC), ale také intestindlni patogeny. VétSina kmenti
ze zeleniny byla zafazena do fylogenetické skupiny B2, indikujici
extraintestinalni kmeny humanniho ptivodu.

Celkem 57 % kment obsahovalo jeden nebo vice riznych faktord virulence.
U izolath z kufat se nejCastéji vyskytovaly faktory virulence ze skupiny toxint
(tsh), sideroford (iucD) a faktor zvySujici prezivani v séru (iss), které jsou
typické pro extraintestinalni kmeny APEC a UPEC. U izolatd z volné Zijici
zvéte a zeleniny byl nejcastéji detekovan faktor EinV, ktery je u kment E. coli
zodpovédny za kodovani enteroinvazivniho mechanizmu, ktery umoznuje
bakteriim adherenci a invazi do hostitelské bunky. U této skupiny izolatl pattil
k nejvice frekventovanym faktoriim virulence také cytotoxicky nekrotiza¢ni
faktor CNF1, jehoz vyskyt je spojen s uropatogennimi kmeny E. coli.
Na zaklad¢ ziskanych vysledkti bylo zjisténo, ze kmeny E. coli izolované
z potravin predstavuji potencialni zdroj patogennich kment, které jsou schopny
u Clovéka vyvolat extraintestinalni infekce.

Pritomnost rezistentnich bakterii v potravinach je v soucasné dobé velmi
obavanym problémem, v disledku narlstajici rezistence patogennich kmeni,
které¢ jsou velmi Casto izolovany z hospodaiskych zvitfat, zeyména drlibeZe.
V této praci byla potvrzena vysokd prevalence rezistentnich kmenii z kufat
(64 %), vcetné kmenti multirezistentnich (29 %). Nejvyssi rezistence byla
zaznamenana na antibiotika ampicilin a amoxycilin/klavulanovou kyselinu,
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kterd jsou hojné pouzivana v chovech dribeze k prevenci a profylaxi
bakteridlnich infekci. Alarmujici je také zjiSténi vysoké rezistence U izolati
ziskanych ze zvétiny (60 %), u nichZ byla navic prokdzana ptfitomnost gentli
kodujicich produkci ESBL. Vyskyt rezistence u volné Zzijici zvéte tak potvrzuje
moznost Sifeni gend rezistence prostiedim. Rezistentni kmeny byly izolovany
také z riznych druhti zeleniny. Je tedy ziejmé, ze potraviny piedstavuji zdroj
rezistentnich kment, které se ke clovéku mohou S$itit prostfednictvim
konzumace nebo pfimym kontaktem s potravinami. Toto riziko hrozi zvlasté pti
konzumaci kontaminované syrové zeleniny bez piedchozi tepelné Gpravy.

U 68 % kmeni izolovanych zkufeciho masa a zvéfiny byla prokazana
schopnost tvorby biofilmu. Tato vlastnost umoziuje bakteriim zvySenou
perzistenci Vv prostfedi a odolnost k antimikrobialnim latkam. Korelace mezi
pritomnosti faktort virulence a tvorbou biofilmu nebyla v této praci potvrzena.
Schopnost adherence se liSila mezi obéma skupinami testovanych kmeni,
kde kufeci izolaty vykazovaly vyssi schopnost tvorby biofilmu. Biofilmy
na surovinach ¢i v potravinarskych provozech mohou byt zdrojem patogennich
mikroorganizmti, které mohou sekundarn¢ Kkontaminovat potravinaiské
produkty.

U izolati z potravin bylo zjisténo celkem 46 bakteriocinogennich kment.
Genotypizaci byla u kmenil zjisténa produkce jednoho ¢i vice kolicini nebo
mikrocini a u 18 % kmentli byla potvrzena multiprodukce, zejména u kmeni
ze zvétiny. Bakteriocinogenie udéluje bakteriim ekologickou vyhodu v boji proti
konkuren¢nim bakteridlnim druhim. Tuto vyznamnou vlastnost vyuzivaji
zejména bakterie v biofilmech, ale také stfevni kmeny, které produkci
bakteriocinll vyselektuji konkurenéni mikrofloru. Produkéni kmeny mohou diky
inhibi¢nimu u¢inku bakteriocinil pfezivat v prostredi a dale se mnozit. Vyssi
produkce byla zaznamenana u kment s vlastnostmi EXPEC, tudiz Ize
bakteriociny povazovat za faktory podilejici se na zvySeni virulence.

Na zéakladé ziskanych vysledkii bylo zjisténo, ze kmeny E. coli izolované
Z potravin lze povazovat za potencidlni patogeny, které mohou u cloveéka
za urCitych podminek vyvolat onemocnéni. Kromé toho tyto potraviny
pfedstavuji zdroj rezistentnich kmentl, které se mohou S§ifit prostiedim
a ke Clovéku dostat prostiednictvim konzumace ¢i manipulace. Na zavér lze
konstatovat, Ze jednotlivé kroky charakterizace mohou pftispét k hlubSimu
poznani patogennich vlastnosti této bakterie a tim zhodnotit potencialni riziko
spojené s konzumaci potravin.
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7. PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Bakterie Escherichia coli je béznou soucasti gastrointestindlniho traktu
Cloveéka a teplokrevnych zivocichl, kde pfispiva k celkové rovnovaze stfevni
mikrofléry. Kromé stfevniho traktu je E. coli také hojné rozsifena v prostiedi
vcetné potravin, kde jeji vyskyt indikuje fekalni kontaminaci. E. coli patii mezi
oportunni patogeny, které mohou za specifickych podminek vyvolat u ¢lovéka
intestinalni nebo extraintestinalni infekce. Navic tyto kmeny mohou byt zdrojem
rezistence, kterd se miize Sifit prostfednictvim potravinového fetézce. Zvlast
nebezpecné¢ jsou infekce zplsobené rezistentnimi patogennimi kmeny
produkujici beta-laktamazy Sirokého spektra, jejichz 1é€ba je velmi obtizna.
Zvyseny patogenni potencial maji kmeny se schopnosti tvorby biofilmu a kmeny
bakteriocinogenni, které disponuji zvySenou schopnosti piezivat v prostredi.
Charakterizace kmend E. coli je tedy dulezitd pro posouzeni vyznamnych
vlastnosti udélujici kmenlim patogenni potencial a na zakladé¢ kterych lze
zhodnotit vliv kmenti pfitomnych v potravinach na lidské zdravi.

Ptinos pro védu:

- jednotlivymi kroky charakterizace byly dilkladné prostudovany fenotypové
i genotypové vlastnosti kment E. coli z potravin;

- mapovanim vyskytu antibiotické rezistence a faktord virulence u 120 kment
izolovanych z potravin byly ziskany nové poznatky o rezistenci a patogenité
bakterie E. coli;

- byl porovnan vyskyt rezistence u i1zolatli z kufeciho masa a volné Zijici zvéfte;

- u 1zolath z volné Zijici zvéfe byla genotypizaci potvrzena moznost Sifeni
gent rezistence prostiedim;

- Dbylo provedeno zatazeni kmend E. coli do ¢tyf hlavnich fylogenetickych
skupin za UCelem zjisténi plivodu a patogenniho potencialu izolovanych
kmeni;

- u kmenli byla zjiSténa korelace mezi pfitomnosti faktorii virulence
a ptivodem 1zolatl za €elem posouzeni, které izolaty z potravin mohou mit
vys$$i patogenni potencial;

- u kmenu z kufeciho masa a zvéfiny bylo soucasti charakterizace také
stanoveni schopnosti tvorby biofilmu;

- u kmenl byla sledovana souvislost mezi schopnosti tvorby biofilmu
s vyskytem faktord virulence za Ucelem zjisténi, jaké geny virulence mayji
vliv na tvorbu biofilmu;
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- u izolatd byla zhodnocena produkce bakteriocinli a nasledné provedena
bakteriocinotypizace produk¢énich kmenti.

Ptinos pro praxi:

- vysledky antibiotické rezistence ukazuji na vysokou prevalenci rezistentnich
kment u izolath z kufat, ktera pfimo souvisi s uzivanim antibiotik v chovech
dribeze;

- vyskyt rezistentnich kmenti v Ceské republice je srovnatelny s jinymi staty
Evropské unie;

- ziskané vysledky dale potvrzuji moznost Sifeni genli rezistence potravinami
a prostredim, jelikoz vyskyt rezistence byl zaznamenan také u kmenl
1zolovanych z voln¢ Zijici zvéfte;

- u izolatd ze zvétiny a zeleniny byl prokazan vyskyt ESBL kmeni, coz znaci
riziko Sifeni téchto multirezistentnich kment prostfednictvim potravinového
fetézce;

- u kmentl izolovanych z potravin a volné Zijici zvéie byl potvrzen vyskyt
faktori virulence charakteristickych pro extraintestinalni patogenni kmeny,
zejména aviarné patogenni E. coli;

- kmeny izolované z potravin piedstavuji zdroj patogennich kment, které jsou
schopny u ¢lovéka vyvolat extraintestindlni infekce;

- u kment izolovanych z potravin byla zjisténa schopnost tvorby biofilmu.
Tyto kmeny tak mohou mit negativni vliv na hygienu vyrobnich zafizeni
potravinaiskych provozi;

- Dbylo zjisténo, ze kmeny komenzalnich skupin A a Bl, které se nejvice
vyskytovaly u izolath z kufeciho masa, zahrnovaly faktory virulence
extraintestinalnich patogennich kment E. coli (APEC) a mohou byt tedy také
povazovany za potencialni patogeny;

- zafazeni kment do fylogenetickych skupin se jevi pouze jako pomocna
charakteristika slouzici k zhodnoceni patogenniho potencialu kment, jelikoz
korelace mezi pfitomnosti faktort virulence a zatazenim do fylogenetickych
skupin nebyla u kment z potravin prok4zana;

- zatazenim kmend do fylogenetickych skupin lze urcit humanni/veterinarni
ptivod kmenii;

- na zakladé¢ ziskanych wvysledkii byl zhodnocen vyznam a potencialni
nebezpeci pritomnosti E. coli v potravinach a prostiedi;

- charakterizaci kmenti bylo zhodnoceno riziko vyskytu E. coli v potravinach
a byl zjistén mozny negativni vliv pro konzumenta. Tato prace tedy
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upozoriiuje Vramci zvySeni bezpeCnosti potravin a zamezeni Sifeni
antibiotické rezistence na nutnost zvySené pozornosti pii kulinaiské upravé
a zajisténi dostatecného tepelného opracovani kuieciho masa a masa z volné
zijici zvéte. Déle klade také dliraz na fadné omyti zeleniny tekouci vodou
a celkové dodrzovani hygienickych zasad.
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15. PRILOHY

PRILOHA 1. SEZNAM KMENU POUZITYCH V DIZERTACNI PRACI

A. Seznam kmenii izolovanych z kurat.

rok izolace| oznaceni kmene puvod
2006 87W kufreci kaze
2006 88W kureci kiaze
2006 89W kureci kiaze
2006 90w kureci kiaze
2006 91W kufreci kaze
2006 92W kufreci kaze
2006 93W kufeci kuze
2006 94W kureci kuze
2006 5w kureci kuze
2007 o96W kuteci kuze
2007 97TW kureci ktize
2007 oO8W kureci ktize
2007 100W kufeci kuze
2007 101W kuteci kuze
2007 102W kufeci kuze
2007 103W kufeci kuze
2007 104W kureci kuze
2007 105W kureci kiuze
2007 106W kufeci kuze
2007 107W kureci kuze
2009 109W kufeci kuze
2009 110W kufeci kuze
2009 112W kufeci kuze
2009 113W kufreci kaze
2009 114W kufeci kuze
2009 115W kufeci kuze
2009 116W kureci kaze
2009 117/W kureci kaze
2009 119W kureci kaze
2009 120W kufeci kuze
2009 121W kufeci kuze
2009 123W kufeci kuze
2009 125W kureci kaze
2009 126W kureci kaze
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1A- pokracovani

rok izolace| oznaceni kmene pivod
2010 231 kureci kize
2010 232 kureci kiize
2010 233 kureci kiize
2010 234 kureci kiize
2010 235 kureci kize
2010 236 kureci kize
2010 237 kureci kize
2010 238 kureci kiize
2010 239 kureci kiize
2010 240 kuteci kaze
2010 241 kureci kuze
2010 242 kureci kuize
2010 243 kureci kize
2010 244 kuteci kaze
2010 245 kuteci kaze
2010 246 kuteci kaze
2010 247 kureci kuize
2010 248 kureci kaze
2010 249 kureci kize
2010 250 kuteci kaze
2010 251 kuteci kaze
2010 252 kuteci kaze
2010 253 kufeci kize
2010 254 kureci kuze
2010 255 kufeci kiaze
2010 256 kuteci kaze
2010 257 kuteci kaze
2010 258 kuteci kaze
2010 259 kuteci kaze
2010 260 kuteci kize
2010 261 kufeci kiaze
2010 262 kufeci kiaze
2011 271 kuteci kize
2011 273 kuteci kize
2011 285 kuteci kize
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B. Seznam kment izolovanych ze zeleniny.

rok izolace | oznac¢eni kmene |druh zeleniny |puvod

2015 F10 mungo klicky |Italie

2015 F52 mungo klicky | Ceska republika
2015 F53 mungo klicky | Ceska republika
2015 F77 jarni cibule Némecko

2015 F78 rajCata Maroko

2015 F81 salat little gem |Holandsko
2015 F84 baby karotka Holandsko
2015 F87 mungo klicky | Ceska republika
2015 F94 rajCata Maroko

2015 F103 petrZel Ceska republika
2015 F104 fedkev Ceska republika
2015 F105 mrkev Ceska republika
2015 F106 fedkev Ceska republika
2015 F107 jarni cibule Némecko

2015 F108 cuketa Spanélsko

C. Seznam kment izolovanych z volné Zijici zvére.

rok izolace| oznaceni kmene puvod
2010 1 bazant
2010 2 bazant
2010 3 bazant
2010 4 bazant
2010 5 bazant
2010 6 bazant
2010 8 bazant
2010 1C kachna
2010 1D kachna
2010 1E kachna
2010 1F kachna
2010 1G kachna
2010 11 kachna
2010 1] kachna
2010 2C kachna
2010 2D kachna
2010 2E kachna
2010 2F kachna
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1C- pokracovani

rok izolace| oznaceni kmene puvod
2010 1/S bazant
2010 2/S bazant
2010 4/S bazant
2010 71S bazant
2011 Z0 bazant
2011 ZP bazant
2011 BO1 bazant
2011 BO2 bazant
2014 3 zajic
2014 9) zajic
2014 A zajic
2014 D prase divoke
2014 1F bazant
2014 2F bazant
2014 3F bazant
2014 4F bazant
2014 1M bazant
2014 2M bazant
2014 3M bazant
2014 4M bazant

D. Seznam kmeni E. coli pouZitych pro stanoveni biologické
aktivity bakteriocini vpichovym pokusem.

oznaceni kmene puvod produkce bakteriocinii

93W kufeci kiize |E8

94W kuteci kize |E7, mc7

96W kureci kiize |la

97W kureci kize |mC7

98W kuteci kiize |E7, E8

101W kuteci kiize |E5, mC7

103W kureci kiize |mV

105W kureci kiize |la

107W kureci kize |E5,E9, B, M,Y
17 kuteci kiize |la, mL
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1D- pokracovani

oznaceni kmene puvod produkce bakteriocinti
59 kuteci kize |mV
93 kureci kiize |E1, E2, E6, E7, E8, mV, mM
94 kureci kiize |la
222 bazanti maso |B, M, la, Ib, mB17, mV
224 bazanti maso |B, M, la, Ib, mB17, mV
225 bazanti maso |E1, B, M, la, Ib, mB17
229 bazanti maso |B, M, la, Ib, mB17
230 bazanti maso |B, M, mB17

E. Seznam indikatorovych gramnegativich kmeni pouzitych
pro stanoveni biologické aktivity bakteriocini.

oznaceni Kmene ptvod
Aeromonas hydrophila 28 kureci klize
Aeromonas sp. 32 kuteci kiize
Aeromonas caviae 55 kuteci klize
Citrobacter freundii 217 kuteci klize
Enterobacter sp. 118W kufteci kiize
Enterobacter sp. 124W kureci ktize
Enterobacter sp. 212 kuteci klize
Enterobacter sp. 213 kuteci klize
Enterobacter sp. 214 kuteci klize
Klebsiella oxytoca 2 kureci klize
Klebsiella sp. 69 kureci kiize
Klebsiella sp. 98 kufeci ktize
Klebsiella oxytoca 210 kufeci kiize
Klebsiella oxytoca 215 kuteci kiize
Klebsiella sp. 216 kuteci klize
Klebsiella oxytoca 218 kureci kiize
Lecrercia adecarboxylata 40 kufeci kize
Moxarella 78 kuteci klize
Pantoea agglomerans 21 kuteci kiize
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1E- pokracovani

oznaceni Kmene pivod
Proteus sp. 100 kufeci kiize
Pseudomonas fragi 19 kureci ktize
Pseudomonas fragi 74 kureci ktize
Pseudomonas putida 23 kureci ktize
Serratia marcescens 3 kuieci klize
Serratia liquefaciens 24 kureci kuize
Serratia liguefaciens 48 kureci ktize
Yersinia enterolitica 88 kureci ktize
Escherichia coli 119W kureci ktize
Escherichia coli 122W kureci ktize
Escherichia coli 123W kureci ktize
Escherichia coli 125W kureci kiize
Escherichia coli 235 kureci kiize
Escherichia coli 248 kureci ktize

F. Seznam sbirkovych kmena pouzitych pro stanoveni biologické aktivity
bakteriocinii.

oznaceni zdroj
Escherichia coli K12 Row |Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli Bl Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli (0] Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli P400 Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli Sabina40 |Biologicky tstav LF MU, Brno
Shigella sonnei 17 Biologicky ustav LF MU, Brno
Shigella boydii 23WUS8 Biologicky ustav LF MU, Brno
Shigella flexneri 25W lgiologicky ustav LF MU, Brno
Salmonella enterica subsp. Ceska sbirka mikroorganizmt, MU
enterica ser. Enteritidis CCM 4420 |Brno
Salmonella enterica subsp. Ceska sbirka mikroorganizmt, MU
enterica ser. Typhimurium |CCM 7205 |Brno
Salmonella enterica subsp.
enterica ser. Typhimurium |10W Biologicky ustav LF MU, Brno
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1F- pokracovani

oznaceni zdroj
Salmonella sp. 20W 311/96 | Biologicky ustav LF MU, Brno
Salmonella sp. 21W 569/99 | Biologicky tistav LF MU, Brno
Salmonella sp. 22\W 79/05 |Biologicky tistav LF MU, Brno
Enterobacter aerogenes 31W 1832 |Biologicky tstav LF MU, Brno

136




PRILOHA 2. SEZNAM PRIMERU

A. Seznam PCR primeria pouzitych pro detekci faktori virulence.

primer sekvence (5°- 3") ve(l;)lg;st Ta reference
tsh-F ACTATTCTCTGCAGGAAGTC
tsh-R CTTCCGATGTTCTGAACGT 824 58 [108]
CNF1-F |GGCGACAAATGCAGTATTGCT
CNFL1-R | GACGTTGGTTGCGGTAATTTT 52 | 63 071
CNF2-F |GTGAGGCTCAACGAGATTATG
CNF2-R |CCACGCTTCTTCTTCAGTTGT 839 63
papC-F | TGATATCACGCAGTCAGTAGC 501 -
papC-R | CCGGCCATATTCACATAAC
neuC-F |GGTGGTACATTCCGGGATGTC 670 cg
neuC-R |AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGT
Iss-F ATCACATAGGATTCTGCCG [108]
iss-R CAGCGGAGTATAGATCCCA 309 58
iucD-F ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC
iucD-R CCTGATCCAGATGATCCTC 14 58
EinV-F |TTCTGATGCCTGATGGACCAG
EinV-R | TGGAAAAACTGAGTGCCTCTG 140 63
Eagg-F AGACTCTGGCGAAAGACTGTA 104 63
Eagg-R |ATGGCTGTCTGTAATAGATGA [107]
eaeA-F TGAGCGGCTGGCATGAGTCAT
eaeA-R |TCGATCCCCATCGTCAACAGA 241 63
vat-F TCCTGGGACATAATGGCTAG 081 63
vat-R GTGTCAGAACGGAATTGTC
VT1-F ACGTTACAGCGTGTTGCRGGGATC 191 63
VT1-R TTGCCACAGACTGCGTCAGTRAGG
VT2-F TGTGGCTGGTTCGTTAATACGGC 102 63
VT2-R TCCGTTGTCATGGAAACCGTTGTC
ST I-F TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 160 63 [107]
STI-R GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG
STII-F  |CCCCCTCTCTTTTGCACTTCTTTCC 423 63
STII-R |TGCTCCAGCAGTACCATCTCTAACCC
LT I-F TGGTTCATCATGCACCACAAGG 360 63
LT I-R CCATTTCTCTTTTGCCTGCCATC

TA — teplota annealingu
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B. Seznam PCR primeri pouzitych pro zarazeni kmeniu do fylogenetickych

skupin.
: o velikost

primer sekvence (5-3") (pb) Ta reference
ChuAl GACGAACCAACGGTCAGGAT 279 55
ChuA2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaAl TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 55 [70]
YjaA2 ATGGAGATTGCGTTCCTCACC
TspE4C2.1 |GAGTAATGTCGGGGCATTCA 15 55
TspE4C2.2 |CGCGCCAACAAAGTATTACG

TA — teplota annealingu

C. Seznam PCR primeri pouzitych pro detekci faktori virulence,
spojenych s tvorbou biofilmu.

orimer sekvence (5- 3") Ve('gg)’St Ta | reference
sfaS-R CCGCCAGCATTCCCTGTATTC 240 64
sfaS-F GTGGATACGACGATTACTGTG
afa/draBC-R | CCCGTAACGCGCCAGCATCTC 559 63
afa/draBC-F | GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC
fimH-R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 508 57
fimH-F TGCAGAACGGATAAGCCGTGG
hlyA-R ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 1177 63 [191]
hlyA-F AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
iutA-R CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 300 63
iutA-F GGCTGGACATCATGGGAACTGG
kpsMTIII-R | AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC 392 61
kpsMTIII-F | TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT
ibeA-R TGGTGCTCCGGCAAACCATGC 170 63
ibeA-F AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC
kpsMTII-R | CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 279 61
kpsMTII-F | GCGCATTTGCTGATACTGTTG [140]
hlyD-R GCCCTGATTACTGAAGCCTG 904 61
hlyD-F CTCCGGTACGTGAAAAGGAC

TA — teplota annealingu
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D. Seznam PCR primeru pouzitych pro detekci gent rezistence.

: o velikost| T
primer sekvence (5-3") (pb) A|reference
aaC6 IbC-F | GATCTCATATCGTCGAGTGGTGG 135 |sa
aaC6 IbC-R | GAACCATGTACACGGCTGGAC
aph(3')-1a-F | ATGGGCTCGCGATAATGTC
- 600 |50 [112]
aph(3')-1a-R | CTCACCGAGGCAGTTCCAT
aph(3')-lla-F | GAACAAGATGGATTGCACGC
Y-la- 680 |50
;ph@ )Mla | G CTCTTCAGCAATATCACGG
flor-F CACGTTGAGCCTCTATATGG
868 |55| [110]
flor-R ATGCAGAAGTAGAACGCGAC
sull-F CGGCGTGGGCTACCTGAACG 133 |69
sull-R GCCGATCGCGTGAAGTTCCG [192]
sul2-F GCGCTCAAGGCAGATGGCATT 203 |69
sul2-R GCGTTTGATACCGGCACCCGT
sul3-F GAGCAAGATTTTTGGAAT
880 |63| [193]
sul3-R CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA
intl-F CACTCCGGCACCGCCAACTTT 183 |62
intl-R GAACGGGCATGCGGATCAGTGAG [111]
int2-F CACGGATATGCGACAAAAAGGT 288 |62
int2-R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG
dhfrl-F AAGAATGGAGTTATCGGGAATG 291 |50
dhfrl-R GGGTAAAAACTGGCCTAAAATTG [100]
dhfrV-F CTGCAAAAGCGAAAAACGG 130 |50
dhfrv-R GCAATAGTTAATGTTTGAGCTAAAG
QepA-F GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG
199 (60| [194]
QepA-R CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
qnrs-F ACGACATTCGTCAACTGCAA
600 |58| [195]
qnrS-R TAAATTGGCACCCTGTAGGC
tetA-F GGCCTCAATTTCCTGACG .
tetA-R AAGCAGGATGTAGCCTGTGC [196]
tetB-F GAGACGCAATCGAATTCGG 28 |55
tetB-R TTTAGTGGCTATTCTTCCTGCC
qac-F GCCCCTTCCGCCGTTGTCATAATC
250 |63| [139]

gac-R

CGGCCTCCGCAGCGACTTCC
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2D - pokracovani

merA-F GATCCGCGCCGCCCATATCGCCCATCTG

250 |60
merA-R CACGCGCTCGCCGCCGTCGTTGAGTT

TA — teplota annealingu

E. Seznam PCR primeriu pouzitych pro detekci genii rezistence k beta-
laktamovym antibiotikiim.

primer sekvence (5°- 3) Ve(lgg)mt Ta |reference
blaTEM-F GAGTATTCAACATTTTCGT
857 50
blaTEM-R ACCAATGCTTAATCAGTGA
blaSHV-F TCGCCTGTGTATTATCTCCC
768 50
blaSHV-R CGCAGATAAATCACCACAATG

blaOXA-1-F GCAGCGCCAGTGCATCAAC

blaOXA-1-R |CCGCATCAAATGCCATAAGTG 198 50 [109]

blaOXA-7-F AGTTCTCTGCCGAAGCC

blaOXA-7-R TCTCAACCCAACCAACCC >91 >0

blaPSE-4-F CTGCTCGTATAGGTGTTTCC

blaPSE-4-R TCGCATCATTTCGCTCTTC 705 >0

blaCTX-M-3-F | AATCACTGCGTCAGTTCAC

blaCTX-M-3-R | TTTATCCCCCACAACCCAG 701 150 [109]

CTX-M-1g-F |CCCATGGTTAAAAAATCACTGC

58 | [197]

CTX-M-1g-R |CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG

TA — teplota annealingu

F. Seznam primerii pouzitych pro detekci kolicinii.

kolicin | primer sekvence 5"- 3” velikost Ta

(pb)
A |COIA-F  [CGTGGGGAAAAGTCATCATC | e -
ColA-R  |GCTTTGCTCTTTCCTGATGC

ColB-F AAGAAAATGACGAGAAGACG
B 492 55
ColB-R GAAAGACCAAAGGCTATAAGG

ColD-F CTGGACTGCTGCTGGTGATA
ColD-R |GAAGGTGCGCTTACTACTGC

420 55
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1F — pokracovani |

velikost

kolicin | primer sekvence 5'- 3’ (pb) Ta
ColE1-F |TGTGGCATCGGGCGAGAATA

El 649 55
ColE1-R |CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTT

£2 ColE2-R | TGATGCTGCTGCAAAAGAG 409 55
ColE2-R | TTCAAAGCGTTCCCTACCAC
ColE3-F |TAAGCAGGCTGCATTTGATG

E3 413 55
ColE3-R |TCGGATTCGGACCTTTCAAC
ColE4-F |GAAGGCTGCATTTGATGCT

E4 409 55
ColE4-R |CGGATCCGGACCTTTAATTT

E5 ColE5-F |TAAGCAGGCTGCATTTGATG 430 55
ColE5-R |TTGAATTCTCGAATCGTCCA
ColE6-F |ACCGAACGTCCAGGTGTT

E6 399 55
ColE6-R |TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT
ColE7-F |GCATTCTGCCATCTGAAAT

E7 431 55
ColE7-R |CTTCTGCCCACTTTCTTTCG

ES ColE3-F |TAAGCAGGCTGCATTTGATG 449 55
ColE8-R |GACTGATTGGCTTGTCGTGA
ColE9-F |TAAGCAGGCTGCATTTGATG

E9 418 55
ColE9-R |GACTTTTCTCCCTCCGACCT
Colla-F |GCATGCAAATGACGCTCTTA

la 473 55
Colla-R |GAGGACGCCAGTTCTCTGTC

m Collb-F | AACGAGTGGGTCGATGATTC 464 55
Collb-R |CCTTTTCTGCGCTCGTATTC
ColK-F CAGAGGTCGCTGAACATGAA

K 469 55
ColK-R | TCCGCTAAATCCTGAGCAAT
Col28b-F | TGCATATTGAAAGCGTCAGC

L 449 55
Col28b-R |CAGGTTATCCCCTCTCACCA

M ColM-F |GCTACCACTTCGCAAAACC 429 55
ColM-R |GAGCGACTCTCCGATAATGC

N CoIN-F  |AGCTTGGCGAGTATCTTGGA 401 55
CoIN-R |CAACACAGCCCCGAATAAAC

U ColU-F TGATTGCTGCGAGAAAAATG 485 55
ColU-R | TCTGACAGCCTCTCCCTGTT
ColY-F GCAGGCAGAAAAGAACAAGG

Y 477 55
ColY-R |CGGACGTTATTTGCCTTCAT
Colls-F | TCAAAATGTTTGGGCTCCTC

Js 254 55
CollJs-R | TAATCTGCCCTGTCCCACTG
Col5-F CATTGGCAAAAGCGAAATTC

5 443 55
Col5-R TGCAACTCTGGAAACAATCG
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1F — pokracovani 11

kolicin | primer sekvence 5'- 3” ve(llél<bc))st Ta
Col10-F |GGTTACCGGATTTCCTGGAT
10 448 55
Col10-R |TTCTGAATGCTTGGCCCACT
s4 ColS4-F | TATATGGCCCAACTGCTGGT 456 55
ColS4-R |CGTAAGGACGGACACCTGTT
cea2-F GGTGGAACTGGAGGTAGCAA
cea2 399 55
cea2-R ACGTCGTTGTTGTTCTGCTT
TA — teplota annealingu
G. Seznam primeri pouzitych pro detekci mikrocin.
velikost| Ta
primer sekvence (5'- 3") (pb)
MccB17-F |TCACGCCAGTCTCCATTAGGTGTTGGCATT 55
B17 [MccB17-R |TTCCGCCGCTGCCACCGTTTCCACCACTAC 135
MccC7-F CGTTCAACTGTTGCAATGCT 55
C7 |MccC7-R AGTTGAGGGGCGTGTAATTG 134
MccJ25-F TCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTACCAAT 55
J25 |Mccl25-R | TGATTAAGCATTTTCATTTTAATAAAGTGT 175
MccH47-F |CACTTTCATCCCTTCGGATTG 55
H47 |MccH47-R | AGCTGAAGTCGCTGGCGCACCTCC 227
MccV-F CACACACAAAACGGGAGCTGTT 55
V |MccV-R CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT 680
MccL-F GGTAAATGATATATGAGAGAAATAACGTTA 55
L |MccL-R TTTCGCTGAGTTGGAATTTCCTGCTGCATC 233
MccM-F CGTTTATTATTTTATGAATA
55
M |MccM-R AAACGGAAGAATGGATGATCTCGCAAA 456
E492 MccE492-F |GTCTCTCCTGCACCAAAAGC 55
MccE492-R | TTTTCAGTCATGGCGTTCTG 291
cea2-F GGTGGAACTGGAGGTAGCAA
cea2 399 95
cea2-R ACGTCGTTGTTGTTCTGCTT
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PRILOHA 3. SEZNAM DRUHU ZELENINY POUZITE PRO IZOLACI

KMENU E. COLI
. pocet E)OthlVﬂl’c h x oznaceni kmene/pivod
zelenina vzorki/celkovy pocet .
o zeleniny
vzorku ] _
. F10/IT, F52/CR, F53/CR,
mungo klicky 4/12 FR7/CR
¢ocka klicky 0/1
vojtéska klicky 0/1
brokolice 0/4
jahody 0/4
mrkev 1/4 F105/CR
cuketa 1/3 F8/SP
Spenat 0/3
ledovy salat 0/3
okurka 0/6
sm¢s salatu 0/9
rajce 2/10 F78/MAR, F94/CR
lilek 0/3
cizrna klicky 0/1
baby karotka 1/3 F84/NDL
porek 0/1
redkev 217 F106/CR, F104/CR
jarni cibule 217 F77/CR, F107/CR
paprika 0/2
salat little gem 1/2 F81/IT
rukola 0/3
salat dubovy 0/1
salat polni¢ek 0/1
Cekanka 0/1
celer fapikaty 0/1
Zampiony 0/1
petrzel 1/2 F103/CR
avokado 0/1
repa 0/1
tufin 0/1
kveétak 0/1
fazolové lusky 0/1
brambora 0/1

CR- Ceska republika, IT- Italie, SP- Spanélsko, NDL-Nizozemsko, MAR- Maroko.
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PRILOHA 4. CHARAKTERIZACE KMENU E. COLI IZOLOVANYCH

Z KURECIHO MASA — SOUHRN VYSLEDKU

ﬁf}:‘;:gm FS | biofilm| ATB rezistence | faktory virulence | bakteriocinotypizace

87TW A - - - E7, E8
88w A - - iss E7, E8
89w A - - - El
90w A - AMP - Y
91W B2 - CIP iss,iucD Y
92w A | +++ - - U, Y, E8
93w A - AMC - E8
94w | B1 - - - E7,mC7
95w A +++ FEP iss El, E7, M
96W A ++ - iucD la
97TW A ++ - - mC7
98W A | +++ - iss E7, E8
100W | A ++ - - -
101W | A ++ - iucD E5, mC7
102w | A ++ - iucD la, mC7, mV
103w | B1 ++ AMP, CIP, DO, CEF | iss, papC, tsh, vat mV
104W | A | +++ - iucD la
105w | B2 ++ - eaeA la
106w | D ++ CEF iss, papC, tsh, vat -
107W | B2 | +++ eaeA E5 E9 B, M, Y
109W | A | +++ - - E7, E8
110W | A | +++ - - E7, E8
112w | A +++ AMP - E7, E8
113W | A | +++ - - E7, E8
114W | A ++ - - E7, E8
usw | B1| - | AMEer iss. iucD :
116W | A + AMP, C, SXT iucD Ib, E1, E2
117W | A ++ | AMP, AMC, C, SXT iucD la, Ib, E1
119W | D ++ AMg;&M&gEF’ - -
120w | A ++ CIP, CN iss, iucD B, M, E1
121W | A - - iss, iucD B, M, E1
122W | D ++ AMP iss -
123W | A ++ CIP, CN iucD, neuC -
125w | A +++ AMP - -
126W | A - AMC - -

231 A | +++ - iucD, tsh -

232 A + AMC - -
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ﬁf:::gm FS |biofilm| ATB rezistence | faktory virulence | bakteriocinotypizace

AMC, AMP, CEF,

233 | A CTX, CXM - -

234 A + AMP, CEF, FEP, CN iss, iucD, tsh mV

235 A N AMP, CEF, FEP, CN, iss, iucD, tsh, i

CS papC
236 A + i iss, iucD, tsh, mv
papC

237 Bl | +++ - iss -

238 A + AMC iucD, tsh -
AMP, AMC, CEF, .

239 A +++ FEP. CIP, CN iucD, tsh -
AMP, CEF, CAZ,

240 | A | FHt CIP, DO, CN, S tsh -
AMP, AMC, CAZ,

241 | Bl + 1 ATM CIP, DO.SXTS tsh -
AMP, AMC, CEF,

242 Bl + CAZ, DO, CN, C, iucD E7, E8

ATM, SXT, S

243 |BL| + |AVRAYLDOC iss, iucD E2, E7, E8

244 B1 + AMC iss, iucD, tsh -

245 B1 ++ AMC iss -

246 Bl + AMC iss -

247 A +++ C tsh -

248 Bl | +++ AMP, AMC iss R

249 B1 ++ AMC, CEF iss -
AMC, AMP, CN, .

250 Bl - ATM iss -

251 B1 + AMC, CEF, CN - -

252 A - AMP, AMC, CN tsh _

253 A - - iss -

254 B1 ++ AMP, AMC, C, SXT iss, iucD ES8, Ia, Ib, mV
AMP, AMC, CAZ,

255 A B DO, CN, ATM, S - -

256 A - AMP, AMC - R

257 A - AMP, AMC tsh R

258 A - - - -

259 B2 - AMP, CN tsh R
AMP, AMC, CEF,

260 B2 + XM - -

261 A - - iss, tsh -

262 B1 ++ AMP - -

271 B2 | +++ AMC, AMP tsh -

273 B2 | +++ | CAZ DO,C,ATM,S iucD, tsh B, M,Y, Ib, mV
CAZ, DO, CN, C, .

285 B2 - ATM. S iucD, tsh B, M, Y, mV

+++ siln€ adherentni; ++ stifedné adherentni; + slabé adherentni;

FS— fylogenetické skupiny.
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PRILOHA 5. CHARAKTERIZACE KMENU E. COLI IZOLOVANYCH
Z VOLNE ZIJICI ZVERE — SOUHRN VYSLEDKU

oznaleni | | . e | ATB rezistence geny faktory bakterlocmo-
kmene rezistence virulence typizace
sull, gnrS, | iss, iucD, CNF1,

AZ B2 + AMP, AMC, DO aphAl EinV, fimH, -
kpsMT 11, ibeA

sull, gnrs, iss, iucD, tsh,
>MB | D + AMP, AMC, DO, | tetA, int, gac, EinV, CNF1, mB17, Y, E1,
SXT mer, aphAl, | fimH, kpsMT II, b, M
sul2 iutA
AMP. CEE. CTX gnrS iss, papC, neuC,
AMB |BL| + | CXM,CN,ATM, CNFL LT, tsh, ;
TZP EinV, fimH,
KpsMT 11
gnrS, aphAl tsh, iss, iucD,
4FB  |B2| - AMP, CTX CNFL, EinV, rSBy’ErQCI\;’
fimH, kpsMT 11 T
tetB, aphAl, . . mB17, mC7,
3MB |D| + |AMPOMTL | hiaoxa7 Sl<Tls’|\I/|t$|A|’ fi'St‘:’ B, Y, E1,
P ! cea, Ib, K, M
gnrS tsh, papC, neuC,

3FB |A| - | AMP,CN,DO,S CNF1, Einv, | MOI Y
fimH, kpsMT 11 :

i AMP, FEP, CXM, | aphAl, CTX- , ]
2FB A CN M-1g fimH

) aphAl ibeA, fimH, )

D |B2 AMP kpsMT I
AMC, AMP, CEF, | aphAl, CTX- | ..
3Z B2 + CXM, CN M-1g fimH, kpsMT 11 -
5Z B1 + AMP CTX-M-1g fimH -
gnrsS iss, iucD, CNF1,
EinV, ibeA,

BO2 | D - - HIyA, fimH, mC7,B, Y, U
kpsMT II, sfas,

hlyD
gnrs, tetB, | iss, iucD, CNF1,

s | A| - Do aphA1 EinV/, fimH, m';lTBYMB’
KpsMT 11, iutA .
iss, iucD, CNF1,

2/S D | +++ AMC, DO LT, EinV, fimH, -

kpsMT 11
iss, iucD, CNF1,

BOL |A| - ) EinV, fimH, juta | B Y 1810, M

gnrs, tetB, iss, iucD, EinV,

1 A +++ DO aphAl fimH, iutA, mIIBaNIE)BMY’

kpsMT 11 o
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oznaleni| —o |\ . o1 | ATB rezistence geny f_aktory bakterlocmo-
kmene rezistence virulence typizace
gnrS tsh, iss, iucD,
CNF1, EinV, i
6 D - fimH, kpsMT 11,
iutA
tsh, papC, neuC,
CNF1, EinV, i
ZP AL - ibeA, fimH,
kpsMT I, sfaS
papC, neuC,
IF |D| - - CNF1, LT, Einv, | F1 082 1a,
. Ib
fimH
) gnrS, blaTEM, | .. i
2 A AMP, CEF aphAl fimH, kpsMT 11
3 B1| ++ AMC aphAl fimH -
4 D ++ DO fimH, kpsMT 11 -
5 B1 - - gnrS fimH -
8 Bl1| +++ - fimH, kpsMT 11 -
2E Bl + - CTX-M-1g fimH -
2F A ++ - fimH -
1D D| +++ - aphAl fimH, ibeA -
1C D - - aphAl fimH Y, M
1E B1 + AMP gnrS fimH, kpsMT 11 -
1G D ] AMC, Ac\:l\lillp, CEF, | CTX-M-1g fimH ]
CTX-M-1g . mB17, B, Y,
4/S D + DO, CN fimH, kpsMT 11 M
i i gnrS, aphAl, . i
71S D CTX-M-1g fimH, kpsMT 11
blaOXA-7, .
+ - -
ZO |B1 aphAl fimH, kpsMT 11
11 B1 + AMC gnrS, aphAl | fimH, kpsMT 11 B, M, N
1J A | +++ - fimH -
2C A - AMP fimH -

+++ siln¢ adherentni; ++ stfedné adherentni; + slabé adherentni;

FS — fylogenetické skupiny
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PRILOHA 6. CHARAKTERIZACE KMENU E. COLI IZOLOVANYCH
ZE ZELENINY- SOUHRN VYSLEDKU

kmen FS ATB rezistence geny rezistence k - faktory
rezistence laktamim virulence
F10 B2 CAZ, AMP - blaOXA-1 EinV
blaTEM, blaSHV,
F52 B2 S, CEF, AMP gac blaOXA-1, blaPSE- |CNF1, EinV
4, blaCTX-M-3
F53 D CEF, AMP gac blaTEM, blaOXA-1 |papC, EinV
Fr7 B2 CAZ,AMP sull blaTEM EinvV
F78 B2 CAZ,AMP - - papC, EinV
F81 BL |AMP tetA, int, sull, 1) TEM EinV
sul3, mer
blaTEM, blaSHV, 0apC
F84 B2 CEF,AMP gnrS, gac llz\)/llfflroE)XA-l, blaCTX- CNFL, EinV
blaTEM, blaSHV,
F87 B2 CAZ,CEF, AMP |gnrS, gac, mer | blaOXA-1, blaPSE- | EinV
4, blaCTX-M-3
F94 B2 AMP sull - CNF1, EinV
F103 B2 AMP gnrS, gac blaOXA-1 EinV
F104 B2 CAZ,CEF, AMP |qnrS, gac blaOXA-1 papC, EinV
F105 B2 |AMP tetB ,t\’/'la; EM, blaCTX- 1 gy
) papC,
F106 D CEF,CN gac blaOXA-1 CNF2, EinV
F107 B2 gﬁZ’CEF’AMP’ tetB blaTEM EinV
blaTEM, blaSHV,
F108 B2 CEF,AMP gac blaOXA-1, blaPSE- |papC, CNF2

4, blaCTX-M-3
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PRILOHA 7.

FYLOGENETICKY STROM
CHARAKTERISTICKYCH VLASTNOSTI KMENU E. COLI

SESTAVENY PODLE

_antibioticka faktory virulence FS  biofilm
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PRILOHA 8. VYSLEDKY VPICHOVEHO POKUSU - TESTOVANI
INHIBICNIHO VLIVU BAKTERIOCINU NA IZOLATY ZPOTRAVIN
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indikatorovy kmen
. Sabina| S. sonnei CCM | CCM
producent bakteriociny Row| B1 | ¢ |P400 40 17 23W | 25W 2905 | 4420 10 W | 20W | 21W | 22W
Q3w ES + + | ++ | 4+ + - - - - - - - - -
94W E7, mC7 A+ |+ |+ |+ -+ + — + - - - - - | -
9%6W la 4+ | || — +++ +++ + +++ - - - — - -
Q7W mC7 4+ | || — +++ +++ ++ | +++ - - - — - -
o98W E7,ES8 + + + | ++ + + - + - - - — - -
101W E5,mC7 ++ |+ || ++ + - +++ - - - — - -
103W mV S+ |-+ A | -+ ++ - - ++ - - - - - -
105W la -+ || A | — ++ ++ — +++ - - - — - -
107W E5,E9,B,M,Y ++ |+ | |+ ++ ++ - +++ - + - - - -
17 la, mL 4+ |+ ||+ +++ +++ - - - — - - - -
59 mV 4+ |+ || — +++ +++ — +++ - - - — - -
93 E1,E2,E6,E7,E8mMV,mMM | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ +++ — +++ - - - — - -
94 la + + + ++ -+ + - ++ — — — — - -
222 B, M, la/lbmB17,mV | +++ |+++ | +++ | ++ +++ +++ - +++ - + - - - -/+
224 B, M, la/lbmB17,mV | +++ |+++ | +++| ++ +++ +++ — +++ — ++ — — — -+
225 E1l, B,M,la/lbmB17 + || + +++ + +++ ++ ++ ++ + — +
229 B,M,la/lb,mB17 ++ [+ | | +++ +++ - +++ - ++ - - - -/+
230 B,M,mB17 + |+t || ++ - - + - + - - - -
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indikatorovy kmen

producent bakteriociny 232 | 248 |119W | 122W |123W | 125W | 212 | 213 |118W| 217 | 40 2 69 | 98
93w E8 - - - - - -I+ - - - - - - - -
94W E7, mC7 - - - - - + — — — - — - — -
96W la - - - - - - - - - - - - - -
97TW mC7 - | -] - - - - — - - - - - - -
98W E7,E8 o e e s e B = - - — - - - -
101W E5mC7 - - - - - ++ - - - - - - - -
103w mV - - - - - + - - -+ | - - - - -
105W la - | - | - - — - - - - - | - - - -
107W E5,E9,B,M,Y - | -] - - - |+ | - - - —~ - —~ - -

17 la, mL - - - - - - - - - - - - - -
59 mV ++ ++ = - — — — — — - — — — —
93 E1,E2,E6E7,E8mMV.mMM| ++ | ++ | - - — | | - — — - - - - -
94 la - - | A+ | -+ - + - - - - - - - -
222 B, M, la/lbmB17,mV | ++ | ++ | ++ + + ++ - - - - - - - -
224 B, M, la/lbmB17,mV | ++ | ++ | ++ + + - - - - - - - -
225 E1l, B,M,la/lbmB17 + - +++ | | ++ -+ + - ++ + ++ - —
229 B,M,la/lb,mB17 | A | | 4 + + - - - - - -+ | - -
230 B,M,mB17 - - + -1+ - ++ - - - - - - - -
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indikator

producent bakteriociny 215 | 218 | 100 24 88 19 | 23 | 28 32 55 | 78
93W ES8 - - - - — — - _ _ _ _
94W E7, mC7 - - - — — - — - — — —
96W la - — - - — — - _ _ _ _
97TW mC7 - - - — — — - _ _ _ _
98W E7,ES8 = - - - — - - - — — _
101W E5mC7 - - - - — — - — _ _ _
103W mV - — - - -+ — - _ _ _ _
105W la - - - - — — - _ _ _ _
107W E5,E9,B,M,Y —~ -~ — — _ N I _ — | =

17 la, mL - - - - — - — — _ _ _
59 mV - — — - - — - — — _ _
93 E1,E2,E6E7,E8§mV,mMM | - - - - - - - -/+ - - -
94 la - - - - - - — — — - -
222 B, M, la/lb,mB17,mV - - - - - - - | -+ — - —
224 B, M, la/lb,mB17,mV - - - — — - — + — N
225 E1, B,M,la/lb,mB17 - -~ + — T x| = [ = + | = R
229 B,M,la/lb,mB17 - - - - [+ - - + — - +
230 B,M,mB17 - - - - — — - — _ _ _
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