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ABSTRAKT

Zastupci celedi Enterobacteriaceae se hojné vyskytuji v potravinach, zejména pak jako
kontaminace masa. VéEtSina enterobakterii je pro lidi neSkodna, avSak mohou se mezi nimi
vyskytovat oportunné patogenni ¢i patogenni druhy, u nichZz nastavd problém s 1écbou
v pfipadé zvysené antibiotické rezistence takového kmene. V této préci byly identifikovany
a genotypizovany enterobakterie z kufeciho masa. Bylo izolovdano a identifikovano
52 enterobakterii, které byly roztazeny do rodt Buttiauxella, Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Leclercia, Moelerella, Raoultella a Serratia. U 13 kment
Escherichia coli a dvou kmenii Serratia fonticola byla detekovéana produkce bakteriocint.
NejcastéjSimi typy bakteriocinti byly koliciny E1, E2, E5, ES8, E9, Ia, Ib, K, M a mikrocin
V. Déle byla sledovana citlivost vii¢i vybranym antibiotikiim a byla provedena PCR detekce
genu rezistence. VSechny kmeny byly rezistentni nejméné vici jednomu antibiotiku
a 32 kmenti bylo oznac¢eno za multirezistentni. NejCastéji se vyskytovala rezistence vuci
cefalosporinim a peniciliniim s prokdzanou pfitomnosti genit blaOXA-7, tetA, floR
a blaTEM. Kmeny Escherichia coli byly rozifazeny do fylogenetickych skupin, vSechny
patfily do skupiny A nebo B1. Nejcastéji detekovanymi faktory virulence byly geny AlyF,
ompT, iroN a iss. Vysledky této prace ukazuji, Ze enterobakterie jsou ¢astymi producenty
bakteriocinli. Déle je patrné, ze kufeci maso miZe byt potencidlnim vektorem antibiotické
rezistence u enterobakterii. Vysledky roztazeni E. coli do fylogenetickych skupin a detekce
faktordi virulence u téchto kmenti poukazuji na fakt, ze mize dochazet k horizontalnimu

prenosu genil virulence mezi patogeny a komenzaly.

Kli¢ovéa slova: enterobakterie, bakteriocinogenie, antibioticka rezistence, Escherichia coli,

faktory virulence



ABSTRACT

Members of the Enterobacteriaceae family are abundant in food, especially in meat
contamination. Most enterobacteria are harmless to humans, but there may be
opportunistically pathogenic or pathogenic species among them, which pose a problem with
treatment in case of increased antibiotic resistance of such a strain. In this work,
enterobacteria from chicken meat were identified and genotyped. Fifty-two enterobacteria
were isolated and identified, classified into the genera Buttiauxella, Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Leclercia, Moelerella,
Raoultella, and Serratia. Bacteriocin production was detected in 13 strains of Escherichia
coli and two strains of Serratia fonticola. The most common types of bacteriocins were
colicins E1, E2, ES, E8, E9, Ia, Ib, K, M, and microcin V. Furthermore, sensitivity to selected
antibiotics was monitored, and PCR detection of resistance genes was performed. All strains
resisted at least one antibiotic, and 32 were identified as multi-resistant. The most common
occurrence was resistance to cephalosporins and penicillins with the proven presence
of blaOXA-7, tetA, floR, and blaTEM genes. Escherichia coli strains were classified into
phylogenetic groups belonging to groups A and B1. The most frequently detected virulence
factors were hlyF, ompT, iroN, and iss genes. The results of this work show that
enterobacteria are frequent producers of bacteriocins. Furthermore, chicken meat can be
a potential vector of antibiotic resistance in enterobacteria. The results of classifying
E. coli into phylogenetic groups and detecting virulence factors in these strains point to the
fact that there may be a horizontal transfer of virulence genes between pathogens

and commensals.

Keywords: enterobacteria, bacteriocinogeny, antibiotic resistance, Escherichia coli,

virulence factors
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UvVOD

Potraviny jsou nedilnou soucésti naSich zivoti a nedilnou soucasti potravin jsou
mikroorganizmy. Ti ziji na povrchu a pod povrchem pokrmu, které jime. Mikroorganizmy
v potravinach jsou pfinosné, nebo neptfinosné a zplsobuji kazeni potravin. Praveé kuteci
maso je skvélym zivnym médiem pro bakterie véetn¢ enterobakterii. Mezi nimi miiZzeme
najit druhy, které jsou oznaCovany jako koliformni bakterie a které slouzi jako ukazatel

hygienické kvality potravin. Mezi koliformni bakterie miizeme zatadit naptiklad Eschericha

coli.

Antimikrobidlni latkou se rozumi latka, kterda ma neblahé ucinky na mikroorganismy.
Spolecné s antibiotiky sem mizeme zatadit 1 bakteriociny, jeZ jsou antimikrobidlni proteiny
s baktericidnimi G¢inky vaci druhu produkénimu a druhlim fylogeneticky pifibuznym.
Bakteriociny jsou bakteriemi produkovany ve stresovych situacich, kdy mezi druhy dochazi

k boji o nutrienty.

Antibioticka rezistence je svétovym problémem nejen pro lidi, ale i pro zvifata a Zivotni
prostiedi. Prave potravinaiska zvitata jsou vektory rezistentnich bakterii a jejich genetického
materidlu, které se mohou na ¢lovéka prenaset napiiklad masem. Nadmérnym pouzivanim
antibiotik mize vznikat i multirezistence, kdy je bakterie rezistentni vuci celé Skale
antibiotik. V dneSni dobé je nejvetsi hrozbou rezistence bakterii vici P-laktamovym

antibiotikim, zejména u Celedi Enterobacteriaceae.

Escherichia coli byla po mnoha letech zkoumani rozfazena do fylogenetickych skupin, které
se lisi vlastnostmi a patogenitou. Mohou byt rozdilné rezistentni vii¢i antibiotikiim, mohou
produkovat jiné bakteriociny a mohou vlastnit rozdilné faktory virulence. Rozfazenim

do fylogenetickych skupin Ize zjistit, zda se jedna o kmen patogenni ¢i komenzalni.

Tato prace se zabyva identifikaci a genotypizaci enterobakterii izolovanych z kutfeciho masa
v maloobchodnim fetézci ve Zliné. Je zde popsana detekce bakteriocinogenie
a bakteriocinotypizace kolicinogennich kmeni, stanoveni citlivost vic¢i antibiotikim
diskovou difuzni metodou a detekce genl rezistence a v neposledni fadé roztfazeni

Escherichia coli do fylogenetickych skupin a detekce faktori virulence u téchto kment.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MIKROBIOM POTRAVIN

Pojem mikrobiom lze jinak vysvétlit jako mikrobidlni spoleCenstvi neboli soubor
mikroorganizmu zijicich spole¢n€. Mikrobidlni spoleCenstvi je piesné¢ definovdno jako
vicedruhovd sdruzeni mikroorganizmii vzajemné interagujici v prostiedi. Spole¢nym
znakem je velikost jejich bunky pohybujici se mezi nékolika mikrometry az nékolika desetin
milimetru. Mikrobiom lze dale definovat jako kolektivni genom vSech mikroorganizmt

cey

zijicich ve vSech obratlovcich a na nich [1].

Mikroorganizmy se bézné vyskytuji vSude v prostfedi — ve vodé€, ve vzduchu, v pidé,
na rostlinach. Jsou dokonce nedilnou soucasti nasich tél a tél nasich mazlicki. Tyto
mikroorganizmy jsou zejména neSkodni komenzalové nebo saprofyté. Bohuzel se mezi
vysokymi pocty ptiznivych mikroorganizmli najdou 1 parazitické druhy, které zplsobuji

fadu onemocnéni [2; 3].

Nebot’ jsou mikroorganizmy soucasti potravin, stavaji se proto vehikulem bakteridlnich
puvodct alimentarnich onemocnéni. Alimentarni onemocnéni vznikaji velmi brzy po poziti
infikované potraviny a jsou provazeny zejména zvracenim, prijmy a horeckou. V zavislosti
na typu piivodce a na zdravi konzumenta mtize byt onemocnéni velmi zdvazné, a dokonce
muze skoncit smrti. K pifenosu mikroorganizmi dochézi nejcastéji kiizovou kontaminaci
na potraviny ur¢ené k ptimé spotieb¢. To se d&je zejména v domécnostech nebo v podnicich
vetejného stravovani. Alimentarni onemocnéni se déli na alimentarni infekci, kdy jsou

puvodci onemocnéni v potraviné v dobé konzumace, a alimentarni intoxikaci, kdy je

v potraving pfitomen toxin vyprodukovany bakteriemi [2; 4].

1.1 Mikrobiologie ovoce a zeleniny

Cerstvé ovoce a zelenina obsahuji pfirozenou mikrofléru, ktera se dostava na povrch z pudy,
vody, vzduchu a z dalSich zdroji. Pocty bakterii v Cerstvé zeleniné a ovoci se mohou
pohybovat od 107 az 107 kolonii tvofici jednotku na gram (KTJ/g). P¥iznivymi vné&j$imi
faktory jsou ptitomnost vzduchu a vyssi teplota pii skladovani ovoce a zeleniny. Témi se
zvySuje Sance na mikrobidlni rist a znehodnoceni. Mezi vnitini faktory ovliviiujici rhst
mikroorganizmu fadime pH a aktivitu vody aw. V Cerstvém ovoci a zelening je aktivita vody

dostatecné vysoka, aby podporovala riist mnoha bakterii a plisni [4].

Mezi mikrobialni kontaminanty zeleniny patii zejména Pseudomonas fluorescens, kvasinky

a plisné. Ty jsou na zeleninu pfenaseny z pidy. Populace vSech mikroorganizmi se béhem
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zpracovani rychle zvySuje prostiednictvim rekontaminace od Spinavych stoll, dopravnika
a dalSich pomtcek. Parazité mohou kontaminovat syrovou zeleninu od infikovanych osob,

hnojiv, zavlahové a myci vody [4; 5].

Pocatecni mikroflora ovocnych plodii pochazi z pole a ze skliziiovych zatizeni. Polni zdroje
zahrnuji pidu, hmyz, zdvlahovou vodu, vzduch, ptaky a jind zvitata. Pida je primarnim
zdrojem tepelné odolnych askospor plisni, zejména Byssochlamys spp. Mikroorganizmy
zpusobujici kazeni ovoce a stfevni patogeny jsou na ovoce prendseny pies hmyz. Zavlahova
voda je vyznamnym zdrojem mikroorganizmii, véetné stfevnich patogenti, zejména bakterii
rodu Salmonella. Vzduch, ptaci a zvifata nesou rizné druhy mikroorganizmt. Mezi bézné
rody plisni osidlujici ovocné plody patti Aspergillus, Penicillium, Mucor, Alternaria,
Cladosporium a Botrytis spp. Nejb&€zngj$i rody kvasinek kontaminujici ovoce jsou

Saccharomyces, Hanseniaspora, Pichia, Kloeckera, Candida a Rhodotorula [4; 5].

1.2 Mikrobiologie ryb a morskych plodi

Rybi maso a motské plody maji vysokou tendenci se rychle kazit [6]. Mikroorganizmy jsou
v rybach schopny rust diky dostupnosti velkého mnozstvi neproteinovych dusikatych
sloucenin a vysoké aktivité¢ vody. Hlavni skupinou mikroorganizmi v rybach jsou bakterie,
viry a mekkysi [4]. Bakteridlnimi patogeny motskych plodi a ptibuznych produktl zavisi
na vodé, ze které byly Zivo¢ichové vyloveny. Patogeny pfirozené se vyskytujici v prostredi
jsou Vibrio spp., neproteolytické i proteolytické Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Plesimonas shigelloides a Aeromonas spp., Listeria monocytogenes a Bacillus
spp. V rybach a motskych plodech vylovenych z vod znecisténych lidskym a zvifecim
odpadem se mohou vyskytovat bakterie Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli,
Campylobacter jejuni a Staphylococcus aureus [4; 6]. Mohou se vyskytovat i viry
hepatitidy A a Norwalk viry [4].

1.3 Mikrobiologie mléka a mléénych vyrobki

V mléce se mohou vyskytovat bakterie, viry, houby i prvoci. Podle vyznamu je zle délit
na patogeny, mikroorganizmy kazici potraviny, ty, které nejsou ani Skodlivé ani prosp&sné
a samozfejm¢ 1 mikroorganismy, kterou mohou byt prospésné. Témito bakteriemi jsou

zejména bakterie mlécného kvaseni [7].

Syrové mléko miize byt Casto kontaminovano z vemene a jeho povrchu, z dojicich pfistroj,

trubek prepravujici mléko a skladovacich nadrzich. Dale mize byt kontaminovano
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mikroorganizmy z prostiedi, napiiklad z vody nebo vzduchu, a samoziejmé i z pracovnikli
samotnych. Nezddoucimi bakteriemi jsou Streptococcus, Brevibacterium, koliformni
bakterie, psychrotrofni gramnegativni termodurické bakterie, kterymi jsou Micrococcus,

Enterococcus a Bacillus [4].

Pocet mikroorganizmil v Cerstvém syrovém mléce je pevné spojeny s Cistotou pracovnich
ploch a nastroju a opatrnosti zaméstnanci. Pti skladovani syrového mléka za chladirenskych
teplot stoupaji pocty psychrofilnich bakterii, kterymi jsou Aerococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Proteus, Pseudomonas, Strepococcus, koliformni bakterie a dalsi. Proto musi

byt mléko pasterovano, aby se eliminovala vétSina téchto bakterii [4].

1.4 Mikrobiologie masa

Maso diky svym jedine¢nym vlastnostem podléha velice rychle kaZeni. Jiz bylo zminéno, ze
chemické slozeni, vyhodnd vodni aktivita a pH, jsou skvélymi podminkami pro rast
mikrobt. Za ptiznivych podminek se zacne pocet mikroorganizmil zvySovat, coz muze vést
ke zméndm v senzorickych vlastnostech, a nakonec ke zkazeni masa. Pocatecni pocet
mikroorganizmu je zavisly na télesném stavu zvifete pfi pordzce a samoziejm¢e na hygiené

prostiedi a pomticek, jez byly pouzity na jatkach [8].

Cerstvé maso obsahuje riizné rody bakterii, zejména pak Actinetobacter, Flavobacterium,
Micrococcus, Moraxella, Pseudomonas, Psychrobacter, Streptococcus, bakterie mlécného
kvaSeni, rtizné rody celedi Enerobacteriaceae, a dale také kvasinky a plisné. Patogenni
mikroorganizmy kontaminujici maso z gastrointestinalniho traktu jsou druhy Salmonella
enterica, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Aeromonas hydrophila, Listeria
monocytogenes a Escherichia coli. Maso miiZze byt kontaminovano i mikroorganizmy
pfirozené se vyskytujicimi v lymfatickych uzlindch zvifat. K témto mikroorganizmim
tfadime rody Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium a Salmonella. Mikroorganizmy
kontaminujici kiizi zvifete jsou bakterie, zejména Staphylococcus, Micrococcus
a Pseudomonas, plisné a kvasinky. Nékteré kontaminujici bakterie mohou pochazet

z fekalniho materidlu nebo ptdy [4].

Nejcastéjsimi pivodci alimentarnich ndkaz z kategorie zoondz jsou bakterie rodu
Campylobacter, Salmonella, druhy Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes
na farméach — na klZi a srsti zvifat nebo v trusu. To zvySuje pravdépodobnost kontaminace

masa na jatkach [2].
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Jedla svalova tkan zdravého zvifete je sterilni, coz znadi, ze ke kontaminaci bakteriemi

dochdzi béhem zpracovani. Existuje nékolik faktori, které ovliviiuji bakterialni kontaminaci.

Témito faktory jsou:

Bakterialni flora zvitete.

Fyziologicky stav zvifete pied pordzkou. Pokud je zvife ve stresu, bakterie se

dostanou do tkané€, kde se dale Sifi.

Metoda porazky a vykrveni.

Poranéni béhem odchlupeni, kdy mizou bakterie vstoupit do tkané ptes zranéni.
Rychlost ochlazeni kostry. Rychlejsi zmrazeni kostry zabrani mikrobidlnimu rastu.
Zvétseni povrchu masa mletim podporuje rist mikroorganizmu.

Chemické slozeni masa je velmi dilezitym parametrem. Nizkd vlhkost masa
podporuje rast kvasinek a plisni, kdezto vysSi vlhkost podporuje rist bakterii.
Mnozstvi nebo nepiitomnost fermentovatelnych sacharidii a vysoky obsah proteinti
podporuji rist nefermentujicich mikroorganizmti. Vyssi pH také podporuje
mikrobialni rast.

Dalsim diilezitym parametrem je dostupnost kysliku. Aerobni podminky na povrchu

masa jsou ptiznivé pro rist plisni, kvasinek a aerobnich bakterii.

Dale je zde dulezita i teplota skladovani. Pokud je maso skladovano ve vysSich
teplotach, nez jsou chladirenské teploty, je zvySen rlst plisni, kvasinek

a psychrotrofnich bakterii.

Poslednimi faktory jsou zdravi zvifete, pracovni ndvyky a osobni hygiena
pracovnika, uroven sanitace béhem prace s jate¢nim télem, kontakt masa s fekaliemi,

kazi, kopyty a chlupy, a sanitace nozti mohou ovlivnit kontaminaci masa [4; 9].

Vakuové balené maso je vyhodnym prostiedim pro fakultativné anaerobni bakterie véetné

bakterii mlécného kvaseni. Z bakterii mlééného kvaseni vyskytujicich se na mase jsou

nejpocetnéjSimi zastupci Lactobacillus sakei a Leuconostoc mesenteroides. Dal§imi hojné

se vyskytujicimi druhy na baleném mase jsou Lactobacillus curvatus, Leuconostoc

carnosum a Carnobacterium divergens. Pravé rody Lactobacillus, Leuconostoc

a Carnobacterium jsou spojovany s kazenim masa. Pfi teplot¢ 4 °C se na mase nejvice

vyskytuji zeyjména druhy Lactobacillus sakei a Lactobacillus algidus. KdyZ klesne teplota
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pod 1 °C, dominantnimi druhy se stavaji Lactobacillus spp., Weissella spp. a Leuconostoc

mesenteroides [8; 10].

Pokud se za¢ne snizovat teplota za aerobnich podminek, bude dominujici bakterii
Pseudomonas spp. Pokud se teplota dostane pod —2 °C, dojde k zastaveni riistu bakterii. Rast
xerotolerantnich plisni a kvasinek vSak ani touto teplotou neni zastaven. VétSina béznych
plisni ma minimalni teplotu rastu pohybujici se okolo —8 °C. Pfi této teploté trva rlst
béznych kolonii 1 n¢kolik mésicti. VEtsina bakterii je schopna pfezit v nerostoucim stavu
pii chlazenych a zmrazenych skladovacich teplotach, ale teploty pro vegetativni rast jsou
obvykle vyssi nez 0 °C. Dle provedenych pokusti bylo zjisténo, ze lidské patogenni

mikroorganizmy jsou citlivé ke zmrazeni [11].

1.4.1 Kontaminace driubeziho masa

Driibezi maso je vhodnym kultivacnim médiem pro bakterie, nebot” je bohaté na dusikaté
latky, sacharidy a dalsi rastové faktory. Ma vysokou vlhkost a optimalni pH, jez se pohybuje
mezi hodnotami 6,5-6,7. Diky jeho vlastnostem vyhovujicim mikroorganizmiim casto

zpisobuje driibezi maso alimentarni onemocnéni [4; 10].

ZavéSovani na VP Te ;
dopravniky Omradovani Usmrceni
Vzduch g >
Manipulatory
Pracovni plochy
Vykrveni Pafeni Skubani
— > Voda | Pryzové prsty
Vykuchini Chlazeni, tfidéni, Dalsi zpracoviani
baleni r
Zvifeci mikrobiota [—* e — Vzduch
— Vzduch. voda. Pr. locl
Manipulatory . : racovii plocly
pracovni plochy Manipulatory
Manipulatory Kofeni

Obrazek 1 Schéma postupnych krokli porazky driibeze
a mozn¢ cesty kontaminace [9].
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Obrazek 1 popisuje postup zpracovani od porazky po produkci masa a mozné cesty
kontaminace. Po pfepravé je dribez zavéSena na dopravnik a poté omracena a usmrcena.
Po vykrveni se ptaci opaii v teplé vod¢, kterd pomédha uvolnit pefi. Nasledné se pefi
mechanicky obrousi. Na velkych jatkach se pefi odstraituje pomoci pryzovych prsti. T¢la
zbavena peti se dale omyji a vykuchaji. Poté se jate¢né opracovana téla ochladi studenou
vodou, nebo vzduchem. Poslednim krokem jsou konecné transformace, které zahrnuji
krajeni, vykostovani, mleti a pouziti dalSich prav pro skladovani mastnych vyrobki, jako

je naptiklad marinovani nebo ptidavani piisad do zpracovanych produktt [9].
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2 CELED ENTEROBACTERIACEAE

Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae jsou gramnegativni rovné tyCinky. Mohou byt
nepohyblivé 1 pohyblivé pomoci peritrichdlnich bi¢iki. Tyto bakterie netvoii endospory ani
cysty. Jsou fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni a maji respiratorni i fermentativni
metabolismus. VétSina rodl z této Celedi roste pii 37 °C, nékteré rody vSak preferuji nizsi
teploty, pii kterych jsou i metabolicky aktivni. Generacni doba téchto bakterii je velmi
kratka. Vyuzivaji glukézu, v nékterych ptipadech za vzniku plynu, a mnoho dalSich
sacharidii a cukernych alkohold. Jsou vétSinou kataldza pozitivni a oxiddza negativni,

s vyjimkou rodu Plesiomonas. Pfevazné redukuji nitraty [12; 13].

Bakterie této celedi jsou celosvétove rozsifené a je mozné je najit v pude, ve vodé, v ovoci
a zeleniné, v kvetoucich rostlindich a stromech. Hojné se vyskytuji i v zivociSich
od cizopasnych Cervii pies hmyz az k ¢lovéku. Jejich ekologie, hostitelé a patogenita je
znaén€ rozmanitd. Mnoho druhti napadd zejména intestindlni trakt, a proto zplsobuji
zejména prijmova onemocnéni, nékteré znich jsou pouze podminéné patogenni. Mezi

extraintestinalni infekce patfi infekce ran, mo€ovych cest a respiracniho traktu [12].

V pribéhu let se mnoho druht z Celedi Enterobacteriaceae stalo odolnymi vici bézné
pouzivanym antimikrobialnim latkdm a antimikrobialni rezistence mezi témito organizmy je
problémem. Pouzivani antimikrobidlnich latek v nemocnicich vedlo ke zvySeni rezistence

vic¢i mnoha B-laktamovym antibiotikiim, zvIasté Sirokospektrych p-laktamu [14].

2.1 Rod Escherichia

Bakterie rodu Escherichia jsou béZznou mikroflorou teplokrevnych Zivocichli. Nékteré
kmeny produkuji toxiny, a pravé tyto kmeny zplsobuji prijmova onemocnéni. Patogenni
kmeny jsou rozdéleny do sérovar podle somatickych (O), kapsularnich (K) a bi¢ikovych
(H) antigenti. Jiné kmeny mohou byt pouze podminéné patogenni, ve vétSiné pripada se

dostavaji do ob&hu ranami [12; 15].

Zpocatku byly vSechny druhy E. coli oznacovany jako enteropatogenni (EPEC), ale pozdéji
doslo kdals$imu rozdéleni do vice skupiny. E. coli byla nakonec rozdé€lena
na enteropatogenni (EPEC), enterotoxinogenni (ETEC), enterohemoragickd (EHEC),
enteroinvazivni (EIEC), enteroagregativni (EAEC) a difuzné agregativni (DAEC) podle

jejich ptisobeni, jak je uvedeno v Tabulce 1 [15].
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Tabulka 1 Epidemiologie patogennich skupin Escherichia coli [15; 16]

Patogenni skupina | Epidemiologie

EPEC Piisobi obcasné ptipady 1 epidemie u kojencii a malych déti.

Nejvyznamnéjsi pfi¢ina détskych prijmi v rozvojovych
zemich.

ETEC Pivodce cestovatelskych prijmii.

Sifeni zejména kontaminovanou vodou lidskou nebo zvifeci
stolici.

NejvyznamnéjSim sérovarem je O157:H7.

Producenti Shiga toxinu.

EHEC (STEC) y . .
Sifeni potravinami a nepasterovanym mlékem.
Miize zpusobovat hemolyticko-uremicky syndrom (HUS).
EIEC Enteroinvazivni Escherichia coli.
EAEC Charakteristickd adheze ke tkanovym buiikam.
DAEC Pivodce détskych prijmi v rozvojovych zemich.

Clermont rozdélil Escherichia coli v roce 2000 do ¢tyt zakladnich fylogenetickych skupin,
ato A, Bl, B2 a D [17]. Do fylogenetické skupiny A se fadi komenzalni kmeny. Naopak
do skupiny B2 jsou zafazeny extra-intestinalni kmeny a v mensi mife do skupiny D. V roce
2013 byla provedena revize metody a doslo k rozsifeni fylogenetickych skupin o dalsi tfi
skupiny C, E a F. Skupina E sestava z dfive nepfifazenych kmeni, z nichZ je nejznamé;jsi
O157:H7. Skupina F je tvofena kmeny, které jsou sesterskou skupinou fyloskupiny B2.
Nakonec byla navrzena skupina C, kam byly zatfazeny kmeny blizce ptibuzné, avSak odlisné

od kment ze skupiny B1 [18].

2.2 Rod Salmonella

Salmonely piezivaji ve vnéjSim prostiedi. Vyskytuji se na rostlinach, v hnoji
a v Cistirenskych kalech. V potravinach ptezivaji dlouhou dobu, né¢kdy mésice az roky. Jsou
ale citlivé k chladirenskym a mrazirenskym teplotdm. Primarnimi hostiteli jsou teplokrevna
1 chladnokrevna zvifata, a nejen ta nemocna, ale v nékterych ptipadech i ta zdrava. Nejcasteji
jsou na ¢lovéka prenaSena potravinami zivociSného ptivodu, tedy vejci, mlékem, masem [10;

12].

Rod Salmonella je piivodcem tyfu, sttevnich horecek, gastroenteritid a septikemii. Vyskytuji

se v sérovarech definovanych somatickych (O), kapsuldrnich (Vi) a bicikovych (H)
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antigend. V soucasnosti existuji pouze dvé druhova jména S. bongori a S. enterica, které

maji Sest poddruht a mnoho sérovari [12; 15].

Ve vétsine statti Evropy zptisobuje nejvice salmonel6z Salmonella enterica subsp. enterica
sv. Enteritidis. Zptisobuje gastroenteritidy jak u ¢loveka, tak 1 u zvirat. DalSim nejcastéjSim
druhem zpilisobujici gastroenteritidu je Salmonella enterica subsp. enterica sv.
Typhimurium. Druhy patogennimi pouze pro ¢loveka jsou Salmonella enterica subsp.
enterica sv. Typhi a Paratyphi, které se na Clovéka pfenasSi vodou a potravinami

kontaminovanymi lidskou stolici [12; 15].

2.3 Rod Citrobacter

Bakterie rodu Citrobacter jsou biochemicky 1 sérologicky velice podobné rodu Salmonella.
Nebot’ jsou s velkou pravdépodobnosti béznym obyvatelem intestinalniho traktu, mohou byt
nalezeny zastupci tohoto rodu ve stolici ¢lovéka a zvitat. Rod Citrobacter se dale vyskytuje
v pudé, v odpadni vod¢, a v potravinach. Bé€zné jsou izolovany z klinického materidlu jako
podminéné patogeny. Bakterie rodu Citrobacter nejsou povaZzované za stfevni patogeny, ale

Citrobacter freundii je spojovan s meningitidou a mozkovym abscesem [12; 19].

2.4 Rod Klebsiella

Bakterie rodu Klebsiella tvoti polysacharidova pouzdra, a pravé pouzdra dodavaji koloniim
leskly tvar a mukoidni charakter a tvoii zdklad sérotypizacniho systému. Vyskytuji se

jednotlivé, po dvou nebo v kratkych fetizcich [12; 19].

Bakterie tohoto rodu se bézné vyskytuji ve stievnim traktu clov€ka. Dale se tyto bakterie
vyskytuji ve vod¢ a v plidé a dale také na rostlinach. Mohou zpiisobovat bakteriémie,
pneumonie, infekce mo€ovych cest a dalsi. NejbéZznéjSim druhem je Klebsiella pneumoniae,
ktery je schopen zpasobit pravé pneumonii. Ze vSech rodu celedi Enterobacteriaceae, patii

Klebsiella mezi nejodolnéjsi vici antibiotikim [12; 19].

V poslednich letech se druhy rodu Klebsiella staly odolnymi viici Siroké Skéle antibiotik.
Vznikla zde rezistence vici penicilinim, zejména ampicilinu a karbenicilinu
prostfednictvim enzymu penicilindzy. Difive byly bakterie tohoto rodu citlivé
na cefalosporiny a gentamicin, nyni se vyvinul novy mechanizmus rezistence vici
karbapenemiim pomoci karbapenemazy. V posledni dobé bylo zaznamenéno Sifeni tohoto

mechanizmu mezi dal$imi rody bakterii [14].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

2.5 Rod Enterobacter

Tento rod je druhym nejpocetn€jsim rodem enterobakterii. Druhy tohoto rodu jsou v pfirodé
Siroce rozSifené. Muzeme je nalézt ve sladké vod€, v odpadnich vodach, v puadé,
na rostlinach a zelenin€. Nékteré druhy rodu Enterobacter sidli v lidském streve jako soucast
komenzalni mikroflory, a proto byly nalezeny i v lidské stolici. Nékteré z téchto druht, jako
je napiiklad Enterobacter cloacae, jsou podminéné patogennimi druhy. Tyto druhy poté
mohou zplisobit riizné typy infekci, jako jsou infekce krevniho fecisté a intraabdominalni

infekce [12; 20].

Kromé ampicilinu je vétSina izolatd rezistentnich vi¢i cefalosporiniim prvni generace, ale
nemusi byt citlivé k cefalosporinim druhé a tfeti generace. Rezistence na nové
cefalosporiny, aminopeniciliny, a cefamyciny je zpiisobeno mutanty, které mohou
exprimovat velkd mnozstvi AmpC B-laktamazy. To omezuje vybér vhodného
antimikrobidlniho ¢inidla k 1é¢b¢ invazivni infekce. Rezistence na antibiotika miize byt také
zprostiedkovand péti enzymy modifikujicimi aminoglykosidy, které jsou detekovany na R-

plasmidu [19].

2.6 Rod Yersinia

Druhy bakterii rodu Yersinia 1ze najit ve vodé, v piidé a v potravinach. Daéle osidluji
intestindlni trakt zvifat, zejména hlodavct a ptakili, a samoziejme i ¢lovéka. Rod zahrnuje
11 druhti, ze kterych jsou Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis a Yersinia
enterocolitica dilezitymi patogeny pro c¢loveéka. Yersinia pestis je pivodcem moru
a zpusobuje onemocnéni divokych hlodavci, pfenaSecem jsou blechy. Yersinia
pseudotuberculosis je patogenni pro mnoho Zivocichli a mize napadat i1 ¢loveka, kdy se
infekce projevuje chronickymi prijmy a septikemii. Yersinia enterocolitica vyvolava

onemocnéni jak u zvitat, tak u ¢lovéka projevujici se prijmy a bolesti bticha [12; 19].

2.7 Rod Shigella

Rod je rozdélen do ctyt druhd, které jsou definovany biochemickymi reakcemi
a specifickymi O antigeny organizovanymi do séroskupin. Tyto skupiny jsou Shigella
dysenteriae (séroskupina A), Shigella flexneri (séroskupina B), Shigella boydii (séroskupina
C) a Shigella sonnei (séroskupina D) [19].

Shigella je klasickou pti¢inou uplavice, kterd se typicky $iti z clovéka na cloveéka za Spatnych

hygienickych podminek. Nemoc za¢ind jako vodnaty prijem, ale postupné se vyvine
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v intenzivni kolitidu s ¢astou maloobjemovou stolici, kterd obsahuje krev a hnis. Infekce se

obvykle nesifi mimo stevni trakt [19].

2.8 Rod Serratia

Bakterie rodu Serratia se vyskytuji ve vodé, v pudé€, v potravinidch bohatych na skrob,

1 v télech savct, vcetné Cloveka. Neékteré druhy tvoii Cerveny pigment [12; 14].

Bakterie rodu Serratia produkuji dva typy bakteriocinii. Kmeny produkujici bakteriocin
skupiny A jsou odolné vii¢i chloroformu, teplu, proteolytickym enzymiim. Zaroven jsou
aktivni proti jinym kmentim Serratia. Kmeny produkujici bakteriocin skupiny B jsou naopak
vici chloroformu, teplu a proteolytickym enzymum citlivé. Dale jsou aktivni proti jinym

enterobakteriim, ale ne proti jinym kmentm Serratia [14].

Kmeny rodu Serratia jsou rezistentni vici tfidam penicilind, a to cefalosporinim prvni
a druhé generace, B-laktamazou zprostiedkovanému karbapenemu. Dale jsou rezistentni
viéi aminoglykosidim a polymyxinim. Nepigmentované kmeny jsou obecné vice

rezistentni, nebot’ obvykle obsahuji plazmidy rezistence [14; 19].

2.9 Patogenita a virulence

Clovek se rodi s nizce diverzni a nestabilni mikroflorou, jez se li§i zptisobem porodu ditéte.
Déti narozené vagindln€é jsou zpocatku kolonizovany vaginalni mikroflérou jako je
Lactobacillus a Prevotella, zatimco déti narozené cisaiskym fezem jsou kolonizovany
zejména koznimi mikroby. V prvnim roce zivota se kojenym novorozenciim ve stievech
zvySuje pocet bifidobakterii a snizuje se podil anaerobnich organismii ve srovnani
s novorozenci krmenymi umélou vyzivou [21]. Poté se béhem let Zivota vlivem potravy
ajinych faktorti, dostdvaji do naSeho téla dal$i mikroorganizmy, které miZeme rozdélit
na komenzaly a parazity. Komenzalové jsou neskodni pfiZivnici naptiklad v naSich stfevech.
Vyuzivaji hostitele s vhodnym prostiedim jako zdroj vyzivy a tim svého hostitele nijak
neomezuji. Tento vztah hostitele a mikrobu je vzacny, nebot’ se ve vétsing ptipadech stava
mikroorganizmus soucasti obrannych systému hostitele. Timto se pfechazi z komensalismu
do symbiodzy, kdy si jinymi slovy organizmy navzajem pomahaji. Piikladem symbiozy
mohou byt streptokoky v tstech, rod Bacteroides a Escherichia coli v tlustém stieveé, nebo
také flora traviciho traktu piezvykavcl. Opakem jsou poté parazité, ktefi hostiteli svym
metabolismem ublizuji. Produkty a reakce metabolismu parasitl poté u hostitele vyvolavaji

pfiznaky onemocnéni [22; 23].
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Patogenita je schopnost mikroorganizmu vyvolat onemocnéni. Virulence je pojem, ktery
kvantitativné vyjadiuje patogenitu kmenu patticiho do patogenniho druhu. Patogenni druh

se poté déli na vysoce virulentni, virulentni a avirulentni kmeny [22; 24; 25].

Patogenni druhy mohou byt patogennimi jen k omezenému druhu hostitele, napiiklad
Salmonella enterica subsp. enterica sv. Typhi je patogenni pouze pro ¢lovéka. Nekteré druhy
patogentt mohou byt patogenni pro Siroky okruh hostitelti, jako je to napiiklad Bacillus
anthracis, ktery je patogenni pro vSechna teplokrevna zvifata [22]. Jinymi slovy se jedna
o fenomén ,,vSechno nebo nic* a mikroorganizmus je pro hostitele bud’ patogenni nebo ne.
Naproti tomu virulence je méfitelnd charakteristika schopnosti zplsobit onemocnéni.
Obecné plati, ze patogenitu aplikujeme na skupiny ¢i druhy, kdezto virulenci vyuzivame
pro srovnani vradmci skupiny nebo druhu. Oba terminy se vSak mohou vztahovat
na jakoukoliv taxonomickou uroven nebo napfi¢ témito urovnémi (kmen, druh, celed’ atd.),
za predpokladu, ze patogenita je kvalitativni a virulence je pouze jako srovnavaci métitko

[24].

Patogenni druhy mikroorganizmii mohou byt rozd€leny podle virulence na primarni
patogeny a podminéné patogeny. Primarné patogenni bakterie maji schopnost vyvolat
onemocnéni u zdravého hostitele. Pravé proti t€émto patogeniim je mifeno preventivni
ockovani a v dneSni dobé je vyskyt jimi vyvolanych onemocnéni kontrolovan. Mezi
primarné patogenni mikroorganizmy fadime naptiklad Sa/monella enterica subsp. enterica
sv. Typhi, Vibrio cholerae, Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis a Yersinia
pestis. Hostitel je poSkozen bud’ pfimym plsobenim mikroorganizmu nebo neadekvatni

odezvou imunitniho systému [22; 23; 26].

Naopak podminéné patogenni mikroorganizmy vyvolavaji onemocnéni jen za urcitych
podminek, naptiklad pfi oslabeni imunitniho systému, poranéni kiiZe a cizimi télesy ve tkani.
Zdrojem infekce mohou byt patogeny vnéjsiho prostredi, kdy se mize jednat i o druhy béZné
nepatogenni, ale 1 vnitini autochtonni flora se za danych podminek miize zménit v patogen

[22; 23].

Patogenita bakterie zavisi na produkci faktor vyvolavajicich onemocnéni. Ty se nazyvaji
faktory virulence a jsou v bunice kddovany geneticky. Mohou se vyskytovat v bakteridlnim
chromozomu nebo v plazmidech. Pokud jsou tyto geny uloZeny v bakteridlnim
chromozomu, vétSina kmenti daného druhu bude patogennich. Pokud se vSak gen nachazi
na plazmidu, dodava bakteriim vysokou variabilitu, kdy mohou vznikat kmeny s variabilni

virulenci [22]. Ptiklady faktordi virulence jsou toxiny, povrchové povlaky, které inhibuji
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fagocytozu, a povrchové receptory, které se vazi na hostitelské buiiky. VétSina primarnich
bakterialnich patogent si vyvinula specifické faktory virulence, které jim umoziuji se dale
mnozit v hostiteli, aniz by byly vypuzeny nebo usmrceny obranou hostitele. Mnoho faktort
virulence je produkovano pouze specifickymi virulentnimi kmeny mikroorganizmu.
Naptiklad pouze n€které kmeny Escherichia coli vylucuji enterotoxiny zpisobujici prijmy

[26].
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3 ANTIMIKROBIALNI LATKY

Antimikrobialni latky jsou chemické slouceniny ¢i fyzikalni ¢inidla, které se pouzivaji
k nieni mikroorganismti nebo k zabranéni jejich rozvoji [27]. Radi se sem antibiotika proti
bakteriim, virostatika bojujici proti virim, antimykotika proti mikromycetam,
a antiparazitika [23]. Mezi antimikrobidlni latky se dale fadi antimikrobidlni peptidy, a to

naptiklad katelicidiny, bakteriociny, defenziny a neribozomalni peptidy [28].

Antibiotika jsou antimikrobni latky, jez produkuji mikroorganismy a které¢ mohou usmrtit
¢i pozastavit rast mikroorganismil. Virostatika se pouzivaji pii 1écbé tézkych virovych
onemocnéni, avSak virus nehubi, pouze brani jejich mnozeni. Antimykotika se vyuzivaji
k 1écbe systémovych i lokalnich ndkaz kvasinkami ¢i plisnémi. Antiparazitika se dale deli
na antiprotozoika, antihelmintika a aniektoparazitika. Antiprotozoika se vyuzivaji pti 1écbé
onemocnéni vyvolanych prvoky, kam miizeme zatradit naptiklad toxoplazmoézu ¢i malarii.
Onemocnéni heminty se leci pomoci antihelmintiky, mezi které¢ dale fadime anticestodika
proti tasemnicim, antitrematodika proti motolicim, a antinematodika proti hlisticim.
Poslednimi antiparazitiky jsou antiektoparazitika bojujici proti parazitim napadajici kizi.

K antiektoparazitikiim jsou Casto pfifazovany insekticidy a repelenty [23].

Katelicidiny jsou znamé jako hostitelské obrané peptidy, které jsou zodpovédné za vrozené
imunitni reakce. Jsou Siroce roz$ifené u savcu i nesavc€ich obratlovci, jako jsou sliznatky,
pstruhové ¢i kutata. Vykazuji fadu funkei, od pfimé antimikrobialni aktivity proti bakteriim,
houbam, eukaryotickym parazitim a virim az po protizanétlivé aktivity. Dalsi kategorii jsou
bakteriociny, ribozomalné syntetizované antimikrobidlni peptidy i proteiny, jez usmrcuji
nebo inhibuji rist blizce pfibuznych bakterii. Ty se déli na bakteriociny typu I (lantibiotika)
a typu II (nemodifikované bakteriociny). Asi nejznamé&j$imi zastupci bakteriocinl jsou
koliciny a mikrociny produkované Escherichia coli. Defenziny jsou obranné peptidy
hostitele obratlovci, bezobratlych, rostlin a plisni. Defenziny také hraji dleZitou regulacni
roli v imunitnim systému a plsobi jako most mezi vrozenou a adaptivni imunitou
u obratlovci. Neribozomalni peptidy jsou vysoce rozmanité pfirodni produkty bakteriadlniho
a plisilového plivodu a na rozdil od ribozomaln€ produkovanych peptidi u nich nedochazi
k posttranslaénim modifikacim. Radi se sem naptiklad peptaiboly, jeZ jsou homologni
linearni peptidy izolované z piidnich hub. VétSina peptaibolll vykazuje antibakteridlni nebo
antifungalni aktivitu, nékteré maji i antivirové a protinadorové u€inky a podporuji hojeni ran

[28].
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3.1 Bakteriociny

Mikrobi vytvareji mimotadnou Skdlu mikrobidlnich obrannych systémi, mezi které patii
Sirokospektra antibiotika, metabolické vedlejsi produkty, jako je kyselina mlécna, lysozym,
cetné typy proteinovych exotoxini a bakteriociny. Bakteriociny se nachazeji t¢éméf u vsech
zkoumanych bakterialnich druhti. V rdmci jednoho druhu mohou byt pfitomny desitky az
stovky rtiznych bakteriocinti [29]. Pojem bakteriocin je uzivan zejména pro antibakterialni
peptidy tvofené grampozitivnimi bakteriemi, obzvlast¢ bakteriemi mlécného kvaseni.
Nicmén¢ i enterobakterie produkuji peptidy a proteiny také nazyvany bakteriociny [30].
Bakteriociny produkované gramnegativnimi bakteriemi jsou rGznorodé. Jen z Escherichia
coli bylo identifikovano vice nez 30 riznych bakteriocini a da se ocekdvat, ze dalsi budou

objeveny [29].

Bakteriociny produkovany enterobakteriemi jsou proteiny ribozomalné syntetizovany,
zndmé jako koliciny a mikrociny. Tyto latky jsou produkovany enterobakteriemi
ve stresovych situacich, coz vede k odpovédi ,,SOS systému®. Pokud dochazi k souboji
o nutrienty, tyto peptidy mohou inhibovat riist E. coli a dalSim fylogeneticky ptibuznych
bakterii [30]. Geny pro produkci aktivnich bakteriocinti jsou obvykle ve shlucich operoni,
které jsou ulozeny v genomu nebo plazmidu. Exprese téchto operonti je indukovatelna
a vyZaduje pfitomnost autoinduktorovych peptidi pro indukci. Exprese je ¢asto regulovana
dvousloZzkovym regula¢nim a v nékterych ptipadech tfislozZkovym regula¢nim systémem

[31].

Bakteriociny byly zpo¢atku klasifikovany do &tyf t¥id. Ctvrta t¥ida bakteriocint, obsahovala
velké komplexy se sacharidovymi nebo lipidovymi skupinami, a proto byla zruSena
a pojmenovana jako bakteriolysiny. Tim padem se bakteriociny déli pfevazné do tfi tfid.
Bakteriociny I tfidy jsou bézné slozeny z 19—50 aminokyselin a jsou zna¢né€ posttransla¢né
upravovany, coz vede ke vzniku nestandardnich aminokyselin. Tato tfida se dale déli na Ia
(lantibiotika) a Ib (labyrinthopeptidy) a Ic (sanctibiotika). NejzndméjSim bakteriocinem
z této tfidy je nisin. Tfida II obsahuje malé tepelné stabilni, nemodifikované peptidy a lze ji
dale rozdélit na tfidu Ila (bakteriociny podobné pediocinu), IIb (dvoupeptidove
nemodifikované bakteriociny), Ilc (kruhové bakteriociny) a IId (nemodifikované, linearni
bakteriociny nepodobné pediocinu). Bakteriociny III tfidy jsou velké a tepelné labilni latky,
o kterych je k dispozice jen malo informaci. Kolicin je jednim z ptikladii bakteriocini tiidy

III produkovanych Escherichia coli [31].
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3.1.1 Koliciny

Koliciny jsou typicky velké proteiny s vysokou molekulovou hmotnosti. Ttfetina kmeni
Escherichia coli produkuje bakteriociny. Kmeny E. coli, které jsou schopny produkovat
tento bakteriocin, nesou kolicinogenni plazmid s genetickou informaci pro syntézu, imunitu

a uvoliiovani kolicinu [29; 32].

Existuji dva typy kolicinogennich plazmidd, které se lisi velikosti, po¢tem kopii v buiice,
schopnosti amplifikace a schopnosti pfenosu konjugaci. Kolicinogenni plazmidy typu I jsou
malé, vyskytuji se vbunice ve velkém poctu kopii a koduji koliciny skupiny A.
Kolicinogenni plazmidy typu II jsou naopak velké, v buiice se nachdzi pouze jedna kopie a
Casto jsou schopné prenosu konjugaci. Velké plazmidy typu Il mohou obsahovat jeden ¢i dva
operony a to buiice dava schopnost produkovat az dva odlisné koliciny. Exprimované
koliciny se hromadi v cytoplazmé produkujici bunky a potfebuji vyznamné mnozstvi
lyza¢niho proteinu, aby se uvolnily do extracelularniho média. Kolicinové lyzaéni proteiny
jsou malé proteiny a jsou koexprimovany s koliciny. Kolicinova lyze zplsobuje strukturni
zmeény a lyzi bunééného obalu, aktivaci vnéj$i membrany fosfolipdzy A a naslednou smrt
produkujici buiiky. Syntéza kolicinli skupiny B vSak neni pro buiku smrtelna diky

nepiitomnosti lyza¢niho genu v plazmidu typu II [30].

Jak jiz bylo zminéno, koliciny se déli do dvou skupin A a B, které jsou zaloZené na zkiizené
rezistenci. Skupina A zahrnuje koliciny, které jsou translokovany systémem Tol, jako jsou
koliciny A, E1 az E9, K, L, N, S4, U a Y. Naopak skupina B zahrnuje koliciny vyuzivajici
systém TonB, jako jsou koliciny B, D, H, la, Ib, M, 5 a 10 [30; 32].

Koliciny s enzymatickou aktivitou mohou pusobit jako hydroldzy ¢i transferazy cilici
na fosfodiesterové vazby DNA nebo RNA hostitelské buiiky. Koliciny se nejdiive vazou
prostfednictvim Ton nebo Tol systému na specifické receptory, coZ jsou proteiny na vnéjsi
membrané uréené pro vstup specifickych Zivin. Poté jsou translokovany pfes membranu
a prochazeji periplazmatickym prostorem, kde vyviji letdlni aktivitu [30; 32]. DNazové
koliciny degraduji DNA produkovdnim dilkd v dsDNA opakovanym Stépenim. Tyto
koliciny jsou zavislé na kovu, av§ak povaha poZzadovanych kovovych iontl je nezndma.
Vyzkum Ku et al. (2002) [33] naznacuje, ze Zn>" a Ni*" jsou nezbytné jako kofaktory
enzymové¢ aktivity. Koliciny RNdzy mohou zpisobit bunéénou smrt inhibici syntézy
proteinii a pro tuto ¢innost nejsou potiebné zadné kofaktory. Cilovymi molekulami

RNézovych kolicinil jsou 16S rRNA a antikodonové smycky tRNA. Nukleazové koliciny
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jsou produkovany z buniky v komplexu s jejimi specifickymi imunitnimi proteiny, které

chrani produkujici buiiky od letalni aktivity [30].

3.1.2 Mikrociny

Mikrociny jsou nizkomolekularni, ribozomaln¢ produkované, nékteré z nich prochazejici
posttranslaénimi modifikacemi, vysoce stabilni latky. Jsou vylu¢ovany zejména bakteriemi

z ¢eledi Enterobacteriaceae a jsou schopny inhibovat jiné bakterie [34].

Klasifikace mikrocinti bere v tivahu tfi kritéria a to za (a) pfitomnost, povahu a lokalizaci
posttranslacnich modifikaci; za (b) organizaci genového klastru a za (c) sekvenace

vedoucich peptidii. Dle téchto kritérii se mikrociny rozdéluji do dvou skupin [30].

Mikrociny ttidy I, jako jsou MccB17, MccC7—C51, MccD93 a McclJ25, jsou malé peptidy
kédované plazmidem, které vyZzaduji rozsahlé posttranslaéni modifikace hlavniho fetézce.
Mikrociny tfidy II jsou o néco vétsi nez mikrociny I tfidy. Déle se mikrociny tfidy II déli
na [la, véetné mikrocini MccL zprostiedkovanych plazmidem, MccV a MeccS, které
nevyzaduji posttransla¢ni Gipravy a maji dve, jednu nebo zadnou disulfidovou vazbu, a IIb,

jako jsou chromozomalné¢ kodované mikrociny MccE492, MccM a MccH47 [30; 34].

Mikrociny blokuji vitalni funkce v cilové bunce. Nékteré tvoii pory v bakteridlni membrané,
inhibuji aspartyl-tRNA syntetazu, kterd je nezbytnd pii syntéze proteint, a inhibuji DNA
gyrazu, coz ma za nasledek dvojité zlomy DNA. Jiné mikrociny blokuji sekunddrni RNA
polymerézovy kandl narusujici transkripci a inhibuji bunééné dychani, narusuji bunécny
protonovy kanal, nebo ATP syntdzu [30; 34]. Mikrociny I tfidy inhibuji aktivitu esencialnich
enzymt, jako je napiiklad DNA gyraza. Naopak mikrociny II tfidy se zamé&fuji na vnitini

membranu buiiky, nebot’ pro svou aktivitu potiebuji praveé proteiny vnitini membrany [30].

3.1.3 Marcesciny

Bylo zjisténo, Ze kmen Serratia marcescens produkuje marcesciny A a B, kdy marcescin A
byl znam ptfed marcescinem B. Syntéza obou marcescinll byla indukovatelnd mitomycinem
C. Marcescin A je odolny vuci trypsinu, napadd nékteré kmeny Serratia marcescens
1 Escherichia coli a jeho mechanizmus U¢inku se v mnoha ohledech podoba kolicinu E2.
Inhibuje tedy syntézu DNA, RNA a proteint a také zptisobuje degradaci DNA. Ve vysokych
koncentracich degraduje i RNA. Marcescin B je naopak citlivy na trypsin a neplsobi
na kmeny Serratia marcescens. Jeho mechanizmus U¢inku je podobny kolicinu E1, kdy

inhibuje syntézu DNA, RNA a proteint bez degradace DNA [35].
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3.2 Antibiotika

Pojem antibiotikum je definovan jako piirodni nebo syntetickd chemikalie inhibujici jak rist,
tak preziti mikroorganismu [36]. Pokud se jedna o pfirodni antibiotika, jsou to sekundarni
metabolity nékterych mikroorganizmii. Mélo by byt selektivné toxické neboli inhibujici rist

mikroorganizmu v davkach, které jesté neposkozuji makroorganizmus [23; 37].

Jednou z prvnich znamych antimikrobialnich latek byla pyocyanéaza, nazyvana i pyocyanin,
poprvé popsana doktorem Fordosem v roce 1859 [38]. Byla vytvofena z lihového vyluhu
z kolonii Pseudomonas aeruginosa, avsak tato latka byla velice toxicka, a proto byl vyluh

pouzivany pouze lokaln¢ [23].

Asi nejznaméjSim objevem v této oblasti byl objev penicilinu v roce 1928. Penicilin byl
objeven ndhodou sirem Alexandrem Flemingem. V roce 1941 doSlo Howardem Floreyem
a Ernstem Chainem k extrakci penicilinu z houby Penicillium chrysogenum [36]. Pozdé&ji

doslo k jeho purifikaci a jeho syntetické vyrobé, kdy se zacal klinicky vyuzivat [23].

Antibiotika se rozd€luji do dvou kategorii podle ucinku, a to na baktericidni
a bakteriostatickd. Baktericidni antibiotika maji ireverzibilni Uc¢inek, ktery vede k usmrceni
mikroorganizmu. Naopak bakteriostatické antibiotikum je reverzibilni proces, pii kterém

dochdazi pouze k zastaveni riistu mikroorganizma [23; 37].

3.2.1 Mechanizmus uéinku

Antibiotika se déle rozd€luji podle mechanizmu tc¢inku. Cili na zasadni procesy a struktury
v buiice mikroorganizmu a tim mohou inhibovat jeji riist. Existuje hlavnich pét mechanizmt
ucinku:
e Inhibitory syntézy bunécné stény jsou velmi ucinné, vysoce selektivni, baktericidni
antibiotika. MiulZeme sem zafadit peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy

a glykopeptidy.

e Inhibitory funkci bunééné stény jsou baktericidni latky plsobici jak na bakterie tak

1 mikromycety. Pfiklady téchto inhibitort jsou polymyxin B, kolistin a lipopeptidy.

e Baktericidni inhibitory syntézy nukleovych kyselin zasahuji do riznych segmenti
syntézy nukleovych kyselin. V porovnani s inhibitory syntézy bun&tné stény jsou
inhibitory syntézy nukleovych kyselin vice toxické. Spadaji sem naptiklad

fluorochinolony.
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¢ Inhibitory proteosyntézy se vazi na bakterialni ribozomy a tim inhibuji bakterialni
rust. Mohou mit jak baktericidni, tak bakteriostaticky ucinek, kdy se baktericidni
antibiotikum ireverzibilné vaze na malou podjednotku, a antibiotika
s bakteriostatickym ucinkem se reverzibilné vazi velkou podjednotku. Typickym
baktericidnim  antibiotikem  ztéto  kategorie = jsou  aminoglykosidy.
Bakteriostatickymi antibiotiky, které se vazi na velkou podjednotku, jsou makrolidy,
linkosamidy a chloramfenikol. Tetracykliny mohou byt bakteriostaticka antibiotika

vazici se na malou podjednotku.

e Posledni kategorii jsou antimetabolity, coz jsou bakteriostatickd antibiotika
inhibujici syntézu kyseliny listové. Radime sem sulfonamidy, trimethoprim.

Kombinace obou antibiotik se nazyva kotrimoxazol a plisobi baktericidné [23; 36].

3.2.2 Antibioticka rezistence

Rezistence k antibiotikim je schopnost mikroorganizmu témto latkdm odolavat.
U rezistentniho mikroorganizmu se vyskytuje molekularné-biologicky, geneticky kédovany
mechanizmus, ktery snizuje G¢inek antimikrobidlni latky. Rezistence na antimikrobidlni

latky miize byt bud’ ptirozena nebo ziskana [23].

Mikroorganizmy jsou schopny vyvinout geny rezistence z diivodu lepsiho pteziti, ¢imz se
minimalizuji moznosti 1é¢by mikrobialnich infekci a zvySuje se tak imrtnost nakaZzenych
[36]. Ziskani rezistence vici antibiotiku mize byt otazka jak mésict, tak i1 let. Naptiklad
rezistence na penicilin byla pozorovéna jiz na pocatku roku 1945. Naopak rezistence vici
vankomycinu byla zaznamenana az v roce 1987, tedy azZ po 30 letech od zacatku uZzivani

tohoto antibiotika v klinické praxi [37].

Antibioticka rezistence se vyviji jako vysledek vertikalniho nebo horizontalniho vyvoje.
Vyhodné mutace zpusobuji toleranci viic¢i antibiotiklim, ktera se dale pfendsi na potomstvo
— vertikalni evoluce —, nebo na jinou bakterii prostfednictvim konjugace, transdukce nebo
transformace — horizontalni evoluce. Pravé horizontdlni genovy pienos mezi lidskymi
patogeny je velice vyznamnym mechanizmem ziskavani gent antibiotické rezistence (GAR)

[36].
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Mechanizmy jak vertikalni, tak horizontalni evoluce jsou uvedeny v Obrazku 2. Leva ¢ast
obrazku popisuje horizontalni pfenos genu antibiotické rezistence (GAR; cervena cara
oznaCena cCervenou Sipkou) tfemi hlavnimi mechanizmy — konjugace, transformace
a transdukce. Konjugace zahrnuje pfenos GAR z donorové bakterie na pfijemce
prostiednictvim pfimého kontaktu a hraje kli¢ovou roli v Sifeni antibiotické rezistence.
Transformace zahrnuje piijem volné DNA obsahujici GAR z prostiedi. Transdukce je
bakteriofagy zprosttedkovany pienos genti. Prava strana obrazku popisuje vertikalni vyvoj

provadeény replikaci bakterie obsahujici GAR [36].

Horizontalni Evoluce
1'/GAR mutace "
Konjugace Replikace

GAR donor GAR prijemce
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Bakteriai mﬂ*«wam
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Transformace
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Bakteriofagem infikovany Bakteriofagem infikovany
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Obrazek 2 Mechanismy horizontalniho
a vertikalniho pfenosu u bakterii pro vyvoj [36]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této bakalarské prace byla charakterizace enterobakterii izolovanych z kutfeciho masa

pomoci mikrobiologickych a molekularné-biologickych metod.
Jednotlivé ¢asti prace zahrnovaly:

¢ identifikaci enterobakterii pomoci mikroskopickych, biochemickych a kultiva¢nich

metod;
e stanoveni citlivosti vii€i vybranym antibiotikim diskovou difuzni metodou;
e detekci genti rezistence metodou PCR;
e detekcei bakteriocinogenie;
e bakteriocinotypizaci kolicinogennich kmenti metodou PCR;

e zafazeni kment E. coli do fylogenetickych skupin a detekce genl virulence.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Material

5.1.1 Vzorky

V této bakalaiské praci byly zpracovavany vzorky kuieciho masa zakoupeného v lednu roku
2022, kdy tfi z nich byly Spalicky, a dalsi tfi byla kiidla. Tyto vzorky masa byly zakoupeny

ve tfech riznych feznictvich ve méesté Zlin.

Tabulka 2 Vzorky kutfeciho masa a jejich ptivod

Vzorek Cast Reznictvi

K31 Spali¢ek U Cervinki

K32 Spali¢ek Reznictvi Singer
K33 Spalicek Sanytrak

K34 Kfidlo U Cervinkii

K35 Kfidlo Reznictvi Singer
K36 Kfidlo Sanytrak

5.1.2 Pouzité kmeny

V této praci byly kromé bakterii izolovanych v této praci vyuZity také kmeny izolované
z kuteciho masa z diplomové prace Katetiny Zaymlové (2022), které jsou uvedeny v Ptiloze
I [39] a jsou souéasti sbirky mikroorganizmti na Ustavu inZenyrstvi a ochrany Zivotniho

prostiedi, Fakulty technologické UTB ve Zlin¢.

Pro stanoveni produkce bakteriocinli byly vyuzity indikatorové mikroorganizmy uvedené

v Tabulce 3.

Tabulka 3 Indikatorové mikroorganizmy a jejich ptivod

Kmen Oznaceni Zdroj
Escherichia coli [0}
Escherichia coli P400
Escherichia coli Bl Biologicky ustav Masarykovy univerzity v Brn¢
Escherichia coli ROW
Escherichia coli SABINA 40

Shigella sonnei SS17
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5.1.3

Laboratorni pristroje

Aeris™ PCR Thermal Cycler

Bézné laboratorni pomticky a laboratorni sklo
Binokularni mikroskop se ¢tyfmi objektivy
Dekontaminacni digestot Aura PCR
Elektroforetickd vana

Infinite®M200

InGenius transluminator

Magneticky separator NucleoMag SEP
Mikropipety

Mikrotitra¢ni desticka

Pipety

ESCO, Singapur

Intraco Micro, Ceska republika
BioAdir, Italie

Cleaver Scientific Ltd, UK
Tecan, Svycarsko

Syngene, UK
MACHREY-NAGEL, Némecko
Eppendorf, Némecko

GAMA, Ceska republika

Eppendorf, Némecko

Pocitaovy program SnapGene InGenius pro vyhodnoceni elektroforetického gelu

Pocitacovy program TNW pro vyhodnoceni ENTEROtest

Souprava mikrotestt ENTEROtest 24
Spiral plater EDDY JET 2

Stolni centrifuga miniSpin
Stomacher Classic [UL

Suchy blokovy termostat CH-100
Ttepacka VX-200 Vortex Mixer
Vahy KBd=0,1¢g

Zakalomér Densi-La-Meter

Zdroj energie EV243

Erba Lachema, Cesk4 republika
ILU Instruments, Spanélsko
Eppendorf, Némecko

BioTech, Ceska republika
BioSan, Ceska republika
Labnet International, USA
KERN, Némecko

Erba Lachema, Ceska republika

Consort, Belgie
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5.1.4 Kultiva¢ni média

VRBL (Violet Red Bile Lactose Agar)

Slozeni (g/1):

Agar

Laktoza

Pepton

NaCl

Kvasni¢ni extrakt

Smés zluCovych soli

Neutralni Cerven

Krystalova violet’

Destilovana voda
Masopeptonovy agar
Slozeni (g/1):

Agar

Pepton

Masovy vytazek

NaCl

Destilovana voda
Plate count agar (PCA)
Slozeni (g/1):

Agar

Trypton

Kvasinkovy extrakt

Glukéza

Destilovana voda

15

10

0,03
0,002

1000 ml

15
10
10
5

1000 ml

HIMEDIA, Indie

HIMEDIA, Indie

HIMEDIA, Indie
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Mueller Hinton Agar (MH agar)
Slozeni (g/1):
Ekvivalent hovéziho vytazku
Agar
Ekvivalent hydrolyzatu kyseliny kaseinové
Skrob

Destilovana voda

Soft Agar

Slozeni (g/1):
Agar 10,5
Pepton 5
NaCl 5
Masovy vytazek 3
Destilovana voda 1000 ml

Masopeptonovy bujon

Slozeni (g/1):
Pepton 5
Masovy vytazek 3
NaCl 3

Destilovana voda 1000 ml

HIMEDIA, Indie

300
17
1,5
1,5

1000 ml

HIMEDIA, Indie
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5.1.5 Chemikalie a antibiotika

5.1.5.1 Chemikdlie

Aceton

Agaroza

Destilovana voda

Eluéni pufr

Ethanol

Gelred Nucleic Acid Stain 10,000x Water
GoTaq® G2 Hot Start Green Master mix
Chlorid sodny

Chloroform

Imerzni olej

Krystalova violet’

Lugolav roztok

Parafin

PCR destilovana voda

Peqlab peqGOLD, DNA Ladder, 100 bp Plus
Peroxid vodiku

Proteinasa K

Safranin

SPRIselect magnetické kulicky
Tris-acetatovy pufr (TAE pufr)

Vymyvaci pufr

PENTA, Ceska republika

Sigma-Aldrich, USA

QIAGEN, Némeceko
PENTA, Ceska republika
Biotium, USA

Promega, USA

PENTA, Ceska republika
Sigma, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, USA
PENTA, Ceska republika
LACHEMA, Ceska republika

Sigma-Aldrich, USA

Avantor, Litva

PENTA, Ceska republika
QIAGEN, Némecko
HIMEDIA, Indie

Beckman Coulter, USA

QIAGEN, Némecko
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5.1.5.2 Antibiotika

Byly pouzity antibiotické disky s antibiotiky Kolistin CL10, Ciprofloxacin CIPS,
Chloramfenikol C30, Ceftazidim CAZ30, Amikacin AK30, Tetracyklin TE10, Cefuroxim
CXM30, Mupirocin MUS, Doxycyklin hydrochlorid DO30, Impenem IMP10, Ampicilin
AMP10, Ampicilin sulbactam A/S10/10, Cafazolin CZ30, Cefoxotin CX30, Ceftriaxon
CTR30, Cefalotin CEP30, Azitromycin AZM15, Amoxicilin AMXI10.

Veskeré antibiotické disky vyuzity v této praci byly vyrobeny vyrobcem HIMEDIA, Indie.

5.2 Metodika

5.2.1 Izolace kmenu

Kmeny byly izolovany z jiz uvedenych vzorka kufeciho masa v Tabulce 2. Z téchto vzorki
bylo odebrano 5 g kiize a vloZeno do sterilniho homogeniza¢niho sacku. Vzorek kuieci kiize
byl dale homogenizovan v devitindsobném mnozstvi sterilniho fyziologického roztoku
pomoci Stomacheru. Vznikla suspenze byla v desitkovém fedéni inokulovana na VRBL agar

pomoci Spiral plateru a nasledné kultivovana pti 37 °C po dobu 24 hodin.

Z kazdé série misek jednotlivych vzorkli bylo odebrano 4-5 kolonii s odliSnymi
makroskopickymi znaky. Tyto kolonie byly dale naoCkovany na piidu VRBL metodou
ktizového roztéru slouzici k oddéleni jednotlivych kolonii. Pidy VRBL byly kultivovany
v termostatu ve 37 °C po dobu 24 hodin.

Zpud VRBL skiizovymi roztéry byly odebrany samostatné kolonie a naockovany
na univerzalni ptidu PCA a byl opét proveden kiizovy roztér. Tyto pidy byly kultivovany
v termostatu ve 37 °C po dobu 24 hodin.

5.2.2 Identifika¢ni metody

K identifikaci kment byly pouZity mikroskopické metody pocitaje barveni podle Grama
a biochemické metody obsahujici katalazovy a oxidazovy test. Dale byla vyuzita metoda

ENTEROtest 24N.

Prvni vyuzitou metodou bylo barveni podle Grama, jez je metoda zaloZena na odliSeni
bakterii grampozitivnich a gramnegativnich na zaklad¢ fyzikélnich a chemickych vlastnosti

jejich bunéénych stén [40].
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Od kazdého kmene byla odebrana jedna kolonie a rozetfena v kapce destilované vody
na podloznim sklicku. Dale byla podlozni skli¢ka ponechana urcitou dobu blizko kahanu,
aby doslo k uplnému zaschnuti suspenze. Poté bylo sklicko se zaschlou suspenzi ttikrat
protazeno plamenem, aby doSlo k zafixovani mikroorganizmti na povrch sklicka. Dale
nasledovalo samotné barveni. Nediive bylo sklicko ponofené na 60 s do krystalové violeti,
poté do Lugolova roztoky na 3060 s, dale bylo sklicko oplachnuté acetonem, a nakonec
bylo ponoieno do safraninu na 60 s. Mezi kazdym krokem bylo sklicko oplachnuto
destilovanou vodou. Poté byly jednotlivé bunky pozorovany pod mikroskopem. Zde byl

pouzit imerzni objektiv spolecné s imerznim olejem.

Dalsim krokem byl oxidazovy test, jehoz principem je detekce chromoxiddzy pomoci
barevné reakce ethyloxethyl-parafenylendiaminu s alfa-naftolem za vzniku indofenolové
modii. V pfipad€ pozitivni reakce se inokulované misto na prouzku zbarvi tmavomodie

az ¢ern€. Pfi negativni reakci zlstane inokulované misto na disku nezbarveno [41].

Od kazdého kmene byla odebrana ¢ast kolonie na Spicku sterilni klicky a dale rozetfena

na ur¢enou ¢ast na prouzku. Déle byla pozorovéana barevna zmeéna.

Poslednim krokem bylo provedeni katalazového testu. Ugelem této metody je stanoveni
schopnosti bakterii produkovat enzym kataldzu. Tento enzym miize rozkladat peroxid
vodiku H>O» za vniku kysliku a vody. Bakterie rozkladajici peroxid vodiku obsahuji ve své

bunice enzym kataldzu, a proto jsou katalaza-pozitivni [40].

Od kazdého kmene byla odebrana ¢ast kolonie na Spicku sterilni klicky a dale rozetfena
v kapce peroxidu vodiku na podloznim sklicku. Dale byla pozorovana produkce plynu

za vzniku bublin.

o 4

identifikaci bakterii celedi Enterobacteriaceae. Souprava obsahuje mikrotitracni desticku
s 24 biochemickymi testy pro pritkkaz biochemické aktivity specifické pro dany druh bakterii.
V jamkach mikrotitrac¢ni desticky jsou obsazeny uredza URE, arginin ARG, ornitin ORN,
lysin LYS, sirovodik H>S, Simmons citrat SCI, malonat MAL, B-galaktosidaza ONP, salicin
SAL, sorbitol SOR, melibidoza MLB, celobioza CEL, laktoza LAC, trehal6za TRE, mannitol
MAN, B-glukuroniddza GLR, dulcitol DUL, adonitol ADO, arabitol ART, sachar6za SUC,
inositol INO, rafin6za RAF, esculin ESL, B-xylosiddza bXY. Diagnostika pozitivni
biochemické reakce je zalozena na zméné barvy testovaciho média, ke které dochazi zménou

ptislusného indikatoru [42].
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Postup byl zalozen na doporuc¢eném postupu v piibalovém letdku dle ENTEROtest 24N.
Z Cerstve kultury bylo odebrano piislusné mnozstvi a vlozeno do zkumavky s fyziologickym
roztokem. Vzniklad suspenze byla peclivé promichana a pomoci zdkaloméru zmeéiena
do idealni hustoty 1 McF. Dale byla vznikld suspenze inokulovana do jamek po 100 pl.
Nakonec byly do prvnich péti jamek prvniho fadku s testy URE, ARG, ORN, LYS, HoS
piidany dvé kapky parafinového oleje. Mikrotitracni desticka byla vloZzena do uréeného

sacku a inkubovana 24 hodin ve 37 °C.

5.2.3 Detekce bakteriocinogenie — vpichovy pokus

Pro detekci tvorby bakteriocinli byla pouzita metoda vpichového pokusu [43], kdy byly
do zakladni agarové plotny inokulovany vpichem dcerstvé kultury potenciondlnich
producentd. Tyto plotny byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin. Narostlé kolonie
bakterii byly usmrceny parami chloroformu a plotna pokryta suspenzi 3 ml soft agaru
a 100 pl Cerstvého indikatorového kmene. Indikatorovymi kmeny byly Escherichia coli ¢,
P400, B1, ROW, SABINA 40 a Shigella sonnei 17, které¢ jsou uvedeny v Tabulce 3.
Po ztuhnuti byly plotny inkubovany pti 37 °C po dobu 24 hodin.

Po ukonceni inkubace byl sledovan vznik inhibi¢nich zén.

5.2.4 Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je jednim znejstarSich pfistupii k testovani antimikrobidlni
citlivosti. Tato metoda ma vyhodu v tom, Ze je univerzalni a je vhodna pro testovani vétSiny

antimikrobidlni ¢inidla. Také nevyZaduje Zadné specialni vybaveni [44].

Bylo postupovano podle metodiky EUCAST, kdy byl pouzit Mueller Hinton agar

s inokulem odpovidajicim McFarlandovu standardu zakalu 0,5 [44].

Byla vytvotfena suspenze fyziologického roztoku a daného kmenu o hustoté¢ 0,5 McF.
Na povrch Petriho misky byla tato suspenze rovnomérné naoCkovéana. Ptipadny zbytek
suspenze byl z plotny odebran. Na povrch agaru se suspenzi byly opatrné polozeny disky

s antibiotiky o znamé koncentraci. Poté byly misky kultivovéany pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Po ub&hnuté dobé¢ kultivace byl pozorovan vznik inhibi¢nich zon bez nartstu bunék a mefen

primér téchto z6n v mm.
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5.2.5 Genotypiza¢ni metody

Byly vyuzity molekularné-biologické metody ke genotypizaci kmenl izolovanych
z kuteciho masa. Bylo izolovano DNA, které bylo dale vyuzivano pro PCR reakce. PCR

produkty byly zobrazeny pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu a UV-transluminatoru.

5.2.5.1 Izolace DNA

DNA vybranych kment byla izolovana pomoci kitu DNeasy® Blood & Tissue Kit,
QIAGEN (Némecko). Bylo postupovano podle postupu pro izolaci DNA gramnegativnich
bakterii.

Byly vyuzity jednotky [rpm] — revolutions per minute, v ¢estin€ pak otacky za minutu. Tato
jednotka vSak neni tak pfesna, nebot’ se zrychleni zvySuje se zvétSenim polomeéru centrifugy.
Jednotka [g] pro relativni odstfedivou silu (RCF) je v tomto ohledu pfesnéjsi, nebot je

univerzalni a je nezavisla na velikosti centrifugy. Vztah mezi t€émito silami je:
rpm
RCF nebo G — force = 1,12 - ("P™/; 00)? [45]

Z kazdého vzorku byla odebrana jedna kolonie a pievedena do univerzalniho zivného
bujonu. Bujony byly inkubovany pti 37 °C po dobu 24 hodin. Z téchto Zivnych bujonu bylo
odebrano 1,5 ml suspenze a pievedeno do eppendorfek. Eppendorfky byly centrifugovany
pii 8 000 rpm po dobu 5 minut. Po uplynuté dobé byl odebran supernatant a pelet byl
resuspendovan ve 200 ul ATL pufru. Dale bylo pfidano 20 pl proteinazy K a suspenze byla
dikladné promichéna. Eppendorfky s rozmichanou suspenzi byly inkubovany pii 56 °C
po dobu 10 minut. Po ub&hnuti 10 minut bylo do eppendorfky ptidano 200 pl AL pufru
a po promichani bylo pfidano 200 pl 96% ethanolu. Suspenze v eppendorfce byla opét
promichéna. Rozmichand suspenze byla odpipetovana a pfenesena do 2 ml kolonky se
sbérnou zkumavkou. Kolonka byla centrifugovana pii 8 000 rpm po dobu 1 minuty.
Po ub&hlé dobé byla odebrana sbérna zkumavka a nahrazena novou. Do kolonky bylo
ptidano 500 ul AW1 pufru a kolonka byla centrifugovana pti 8 000 rpm po dobu 1 minuty.
Sbérna zkumavka byla odstranéna a nahrazena novou. Do kolonky bylo pfidano 500 ul AW2
pufru a kolonka byla centrifugovéna pii 14 000 rpm po dobu 3 minut. Sbérna zkumavka byla
odebrana a nahrazena 2 ml eppendorfkou. Doprostifed kolonky bylo pipetovano 100 pl
eluéniho AE pufru a inkubovano 10 minutu pii pokojové teploté. Poté byla kolonka

centrifugovéna pii 14 500 rpm po dobu 1 minuty.
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Dale byla spektrofotometricky zméfena koncentrace izolované DNA (ng/pl) pfi vinovych
délkach 260 nm pomoci piistroje Tecan Infinite M200. Technika pro stanoveni koncentrace

nukleovych kyselin je zalozena na méfeni absorbance pti 260 nm (A260) [46].

Na desticku Nano Quant bylo naneseno 5 ul elu¢niho AE pufru vyuzitého pii izolaci DNA
a byla provedena kalibrace. Poté bylo naneseno stejné mnozstvi vzorku izolované DNA

a byla zméfena absorbance. Poté byla vyhodnocena koncentrace DNA v ng/ul.

5.2.5.2 Identifikace kmenit pomoci sekvenovani genu pro 16S rRNA

Pro identifikaci kmenti pomoci sekvenovani genu pro 16S rRNA byla potteba provést PCR
DNA vybranych kment. Byla vybrana metoda Touchdown PCR, ktera je pouzivana pro
zvyseni specifity PCR.

V touchdown PCR je teplota annealingu zpoc¢atku zvolena o 5-10 °C vy$$i neZ vypocitana
Tm (primer melting temperature) primerti. V nésledujicich cyklech se teplota postupné
snizuje, napt. po pil stupnich, a na konci PCR je annealingova teplota o 2—5 °C niz$i nez
vypocitand Tm. Do té doby cilova sekvence projde nékolika cykly geometrické amplifikace,
a proto se stane dominantnim produktem PCR. Aby se minimalizovalo chybné nasednuti
primerti béhem prvnich cykli PCR, méla by byt v touchdown PCR vZzdy nastavovana vyssi

teplota startu [47].

Tabulka 4 Seznam pouzitych primeri pro sekvenaci genu pro 16S rRNA

Primer sekvence 5'- 3’ Velikost (pb) Ta Reference

FDI AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
RD2 | AAG GAG GTG ATC CAG CC

57 [48]

SloZeni amplifikacni smési PCR pro jednu reakci (pl):

H>O 7
2x MasterMix 10
DNA Primer R 1
DNA Primer F 1

DNA matrice 1
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Podminky touchdown PCR reakce:

Uvodni denaturace 95 °C/3 minut

Pocet cykla 9x

Denaturace 95 °C/30 sekund

Annealing 62 °C/30 sekund; s kazdym cyklem snizujici 0 0,5 °C
Extenze 72 °C/1 minuta a 30 sekund

Pocet cykla 24x

Denaturace 95 °C/30 sekund

Annealing 57 °C/30 sekund

Extenze 72 °C/1 minuta a 30 sekund

Zavérecna extenze 72 °C/5 minut
Dale byla provedena detekce vyslednych PCR produktii v prostiedi 1 x TAE pufruna 1,5%
agarozovém gelu pii 90 V po dobu 75 minut, vyhodnoceny v UV-transluminatoru pomoci
pocitacového programu SnapGene. Podle téchto vysledkl bylo uréeno, zda PCR prob¢hla

spravng.

Po kontrole spravnosti PCR pomoci elektroforézy byla provedena purifikace PCR produktu
pomoci magnetickych kulicek a magnetu. Byl vybran doporuc¢eny postup SPRIselect,
Beckman Coulter pro vybér velikosti na levé stran€. PCR produkt ve zkumavce smichan
s vypocitanym mnozstvim magnetickymi kulickami dle objemu PCR produktu a tyto dvé
slozky byly peclivé promichdny. Tato smés byla prfevedena do mikrotitracni desticky, kterd
byla nasledn€¢ umisténa na magnet. Béhem minuty byla pozorovatelnd migrace
magnetickych kulicek k magnetu. K absorpci DNA na kuli¢cky mtize dochazet v zavislosti
na pH a obsahu soli v pufru. Absorp¢ni proces je zaloZzen na vodikové vazebné interakci
s hydrofilni matrici za chaotropnich podminek, iontové vyméné za vodnych podminek
pomoci aniontoménice a afinitnich a velikostnich vylu€ovacich mechanizmech [49].
Supernatant byl opatrné odpipetovan a k magnetickym kuli¢kdm s navdzanou DNA byl
pfidany 85% ethanol. Po dobu 30 sekund a vice byly kulicky promyvéany ethanolem a poté
se kulicky opét odseparovaly magnetem. Ethanol byl odpipetovdn, magnet odebran
a desticka postavena na blokovy termostat s nastavenou teplotou 60 °C. Po dobu ptiblizné
jedné minuty byly kuli¢ky vysuSeny a zbaveny zbylého ethanolu. K suchym kulickam bylo
nakonec pfidano > 20 pl PCR vody a prob¢hla eluce DNA z kuli¢ek do vody. Mikrotitra¢ni
desticka byla opét postavena na magnet, dokud se kuli¢ky opét nepfesunuly k magnetu, kdy

mohla byt smés vody a DNA odpipetovana a pienesena do samostatné eppendorfky.
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Dale byla spektrofotometricky zmétena koncentrace purifikované DNA (ng/pl) pfi vinovych
délkach 260 nm pomoci piistroje Tecan Infinite M200. Technika pro stanoveni koncentrace

nukleovych kyselin je zalozena na méfeni absorbance pti 260 nm (A260) [46].

Na desticku Nano Quant bylo naneseno 5 pl PCR vody vyuzité pii purifikaci DNA a byla
provedena kalibrace. Poté bylo naneseno stejné mnozstvi vzorku purifikované DNA a byla

zmé&fena absorbance. Poté byla vyhodnocena koncentrace DNA v ng/pl.

Nakonec byla provedena identifikace sekvenovanim genu pro 16S rRNA vybranych kmenti

firmou SEQme (Dobii§, CR).

5.2.5.3 Typizace bakteriocinogennich kmenii

Typizace bakteriocinogennich kmenti byla provedena pomoci PCR reakci a dale byla

provedena vizualizace produktii na elektroforetickém gelu.

U kment, u kterych byla vpichovym pokusem ovéfena tvorba inhibi¢nich latek byla dale
provedena genotypizace bakteriocinll. Byla zjistovana produkce kolicinti A, B, E1, E2, ES5,

ES8, E9, Ia, Ib, K, L a M, a mikrocintt H47 a V.

Teplotni podminky reakce probihaly podle dizerta¢ni prace Silvie Pavlickové [50]. Pii
vyskytu nespecifickych produktii byla reakce opakovana a teploty annealingu byly navySeny
0 2 °C. Byla provedena klasicka single PCR, kdy byly jednotlivé geny amplifikovany zv1ast’.
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Tabulka 5 Seznam pouzitych PCR primert pro detekci kolicinti [50]

Kolicin | Primer Sekvence 5'- 3” Velikost (pb) Ta
A ColA-F | CGTGGGGAAAAGTCATCATC 475 5
ColA-R | GCTTTGCTCTTTCCTGATGC
ColB-F | AAGAAAATGACGAGAAGACG 492 5
B
ColB-R | GAAAGACCAAAGGCTATAAGG
. ColEl-F | TGTGGCATCGGGCGAGAATA 64 55
E
ColE1-R | CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTT
ColE2-F | TGATGCTGCTGCAAAAGAG
E2 409 55
ColE2-R | TTCAAAGCGTTCCCTACCAC
ColE5-F | TAAGCAGGCTGCATTTGATG
ES 430 55
ColE5-R | TTGAATTCTCGAATCGTCCA
ColE3-F | TAAGCAGGCTGCATTTGATG
E8 449 55
ColE8-R | GACTGATTGGCTTGTCGTGA
0 ColE9-F | TAAGCAGGCTGCATTTGATG 418 s
E
ColE9-R | GACTTTTCTCCCTCCGACCT
Colla-F | GCATGCAAATGACGCTCTTA 3 5
Ia
Colla-R | GAGGACGCCAGTTCTCTGTC
b Collb-F | AACGAGTGGGTCGATGATTC 464 55
I
Collb-R | CCTTTTCTGCGCTCGTATTC
ColK-F | CAGAGGTCGCTGAACATGAA 469 5
K
ColK-R | TCCGCTAAATCCTGAGCAAT
Col28b-F | TGCATATTGAAAGCGTCAGC 449 55
L
Col28b-R | CAGGTTATCCCCTCTCACCA
ColM-F | GCTACCACTTCGCAAAACC
M 429 55
ColM-R | GAGCGACTCTCCGATAATGC
Tabulka 6 Seznam pouzitych PCR primert pro detekci mikrocinti [50]
Mikrocin | Primer Sekvence 5'- 3° Ve(glg;) st Ta
v MccV-F CACACACAAAACGGGAGCTGTT 680 55
MccV-R CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT
Ha47 MccH47-F | CACTTTCATCCCTTCGGATTG 297 55
MccH47-R | AGCTGAAGTCGCTGGCGCACCTCC
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Slozeni amplifika¢ni smési PCR pro jednu reakei (pl):

H>O 7
GoTaq MasterMix 10
DNA Primer R 1
DNA Primer F 1

Templatova DNA matrice 1

DNA matrice 1
Podminky PCR reakce:

Uvodni denaturace 95 °C/3 minut

Pocet cyklu 35x

Denaturace 95 °C/30 sekund

Annealing 55 °C/30 sekund

Extenze 72 °C/1 minut

ZavereCna extenze 72 °C/10 minut
Vysledné PCR produkty byly detekovany v prostiedi 1 x TAE pufru na 1,5% agarézovém
gelu pii 90 V po dobu 75 minut. Vysledny gel byl vyhodnocen v UV-transluminatoru
pomoci pocita¢ového programu SnapGene. Podle téchto vysledki byly identifikovany

bakteriociny produkovany bakteriemi.

5.2.5.4 Detekce genii rezistence

Byla provedena detekce genl rezistence na B-laktamova antibiotika blaTEM, blaOXA-7,
CTX-M-1g, blaOXA-1, blaOXA-3, blaPSE-4, blaSHV; tetracykliny tetA a tetB; amfenikoly
floR; a fluorochinolony aaC6-1b-Cr, gnrS, gepA. Piitomnost t€chto genti byla stanovena
pomoci klasické PCR reakce a teplotni podminky probihaly podle dizerta¢ni prace Silvie
Pavlickové [50]. Pti vyskytu nespecifickych produkti byla reakce opakovana a teploty
annealingu byly navySeny o 2 °C. Byla provedena klasicka single PCR, kdy byly jednotlivé

geny amplifikovany zvIast.
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Tabulka 7 Seznam pouzitych PCR primert pro detekci genti rezistence na B-laktamova

antibiotika [50]

Primer Sekvence 5'- 3’ Velikost (pb) Ta
blaTEM-F GAGTATTCAACATTTTCGT
blaTEM-R ACCAATGCTTAATCAGTGA 87 >0
blaOXA-1-F GCAGCGCCAGTGCATCAAC
blaOXA-1-R CCGCATCAAATGCCATAAGTG 1% >0
blaSHV-F TCGCCTGTGTATTATCTCCC
blaSHV-R CGCAGATAAATCACCACAATG 768 >0
blaOXA-7-F AGTTCTCTGCCGAAGCC
blaOXA-7-R TCTCAACCCAACCAACCC 1 >0
blaPSE-4-F CTGCTCGTATAGGTGTTTCC
blaPSE-4-R TCGCATCATTTCGCTCTTC 705 >0
blaCTX-M-3-F | AATCACTGCGTCAGTTCAC
blaCTX-M-3-R | TTTATCCCCCACAACCCAG 7ol >0
CTX-M-1g-F | CCCATGGTTAAAAAATCACTGC
CTX-M-1g-R | CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG >
Tabulka 8 Seznam pouzitych PCR primert pro detekci genti rezistence [50]
Primer Sekvence 5'- 3’ Velikost (pb) Ta
tetA-F GGCCTCAATTTCCTGACG
tetA-R AAGCAGGATGTAGCCTGTGC 372 >
tetB-F GAGACGCAATCGAATTCGG
tetBR TTTAGTGGCTATTCTTCCTGCC 228 >
floR-F CACGTTGAGCCTCTATATGG
floR-R ATGCAGAAGTAGAACGCGAC 868 3
aac6-1b-C-F GATCTCATATCGTCGAGTGGTGG
aac6-Ib-C-R GAACCATGTACACGGCTGGAC 4335 >8
qnrS-F ACGACATTCGTCAACTGCAA
qnrS-R TAAATTGGCACCCTGTAGGC 600 38
qepA-F GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG
qepA-R CTTCCTGCCCGAGTATCGTG 199 60
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Slozeni amplifika¢ni smési PCR pro jednu reakci (pl):

H>O 7

GoTaq MasterMix 10

DNA Primer R 1

DNA Primer F 1

DNA matrice 1
Podminky PCR reakce:

Uvodni denaturace 95 °C/3 minut

Pocet cyklu 35x

Denaturace 95 °C/30 sekund

Annealing 50-60 °C/30 sekund

Extenze 72 °C/1 minut

Zavérecna extenze 72 °C/10 minut
Vysledné PCR produkty byly detekovany v prostifedi 1 x TAE pufru na 1,5% agar6zovém
gelu pii 90 V po dobu 75 minut. Vysledny gel byl vyhodnocen v UV-transluminatoru
pomoci pocitatového programu SnapGene. Podle téchto vysledki byly identifikovany dané

geny rezistence.

5.2.5.5 Zaiazeni do fylogenetickych skupin

Kmeny identifikované jako Escherichia coli byly zatazeny do fylogenetickych skupin PCR
metodou podle pfitomnosti genti chuAd a yjaA a fragmentu TspE4.C2. Pfitomnost téchto genti
byla stanovena pomoci klasické PCR reakce a teplotni podminky probihaly podle dizerta¢ni
prace Silvie Pavlickové [50]. Pfi vyskytu nespecifickych produkti byla reakce opakovana
a teploty annealingu byly navySeny o 2 °C. Byla provedena klasicka triplex PCR, kdy byly
vSechny tfi geny amplifikovany spolecné. Kmeny Escherichia coli 1ze rozdélit do Ctyf

fylogenetickych skupin dle dichotomického klice, ktery je zobrazen na Obrazku 3.
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Obrazek 3 Rozdéleni kment E. coli
do fylogenetickych skupin podle
dichotomického klice [94]

Tabulka 9 Seznam pouzitych PCR primert pro zatfazeni kment Escherichia coli

do fylogenetickych skupin [50]

Primer Sekvence 5'- 3’ Velikost (pb) Ta
ChuAl GACGAACCAACGGTCAGGAT
ChuA2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 2P >
YjaAl TGAAGTGTCAGGAGACGCTG o1 s
YjaA2 ATGGAGATTGCGTTCCTCACC
TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 5
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG

SloZeni amplifikacni smési PCR pro jednu reakci (pul):

HO 3

GoTaq MasterMix 10
ChuA1/ChuA2 171
YjaAl/YjaA2 1/1

TspE4C2.1/TspE4C2.2 1/1
DNA matrice 1
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Podminky PCR reakce:
Uvodni denaturace 95 °C/3 minut
Pocet cykla 35x
Denaturace 95 °C/30 sekund
Annealing 55 °C/30 sekund
Extenze 72 °C/1 minut

ZavéreCna extenze 72 °C/10 minut

Vysledné PCR produkty byly detekovany v prostiedi 1 x TAE pufru na 1,5% agar6zovém

gelu pfi 90 V po dobu 75 minut. Vysledny gel byl vyhodnocen v UV-transluminatoru

pomoci pocitacového programu SnapGene. Podle téchto vysledka byly kmeny Escherichia

coli zatazeny do fylogenetickych skupin.

5.2.5.6 Detekce genii virulence

Kmeny identifikované jako Escherichia coli rozdélené do fylogenetickych skupin byly

podrobeny detekci gent virulence metodou PCR. Byla testovana piitomnost geni virulence

tsh, iss, iucD, papC, neuC, eaeA, ST I, ST 11, LT I, stx 1, stx 2, entA, entB, entC, fepA a genli

virulence spojenych s tvorbou biofilmt aggR, fimA. Pfitomnost téchto gentli byla stanovena

pomoci klasické PCR reakce a teplotni podminky jsou popsany v Tabulce 10. Pfi vyskytu

nespecifickych produktt byla reakce opakovana a teploty annealingu byly navyseny o 2 °C.

Byla provedena klasicka single PCR, kdy byly jednotlivé geny amplifikovany zvlast.

Tabulka 10 Seznam PCR primert pro detekci genl virulence

Primer Sekvence 5'- 3’ Velikost Ta | Reference
(pb)
iroN-F AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT
iroN-R GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT >3 o
ompT-F | TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 196 6 (511
ompT-R | TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC
hlyF-F GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 450 6
hlyF-R GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG
aggR-F | GTATACACAAAAGAAGGAAGC 554 5
aggR-R | ACAGAATCGTCAGCATCAGC (521
fimA-F | TTAGTAGCCTGATGTTGCTGGGCA
fimA-R | ATGTGCCTGCCGCAGTTTCAATAC 2 >
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stxI-F | ACACTGGATGATCTCAGTGG e | sg

stxI-R | CTGAATCCCCCTCCATTATG

stx2-F | CCATGACAACGGACAGCAGTT >3]
stx2-R | CCTGTCAACTGAGCAGCACTTTG s

entA-F | GGTACCACTCATAGTGGAAA

entA-R | CCCTGGAATTGCTCCACCTAA 138 38

entB-F | CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG 4]
entB-R | AGAGTATACATTTGCTAACCC R

entC-F | GAGAGTCAACCAGACCCTA s | ss 551
entC-R | TCTACAGACATAACTTTA

fepA-F | TACGCCAAAATACCTTACGAT

fepA-R | TGTAAATACACCCCCACCTGA A el
tsh-F ACTATTCTCTGCAGGAAGTC

tsh-R CTTCCGATGTTCTGAACGT 824 )38

papC-F | TGATATCACGCAGTCAGTAGC o | ss

papC-R | CCGGCCATATTCACATAAC

neuC-F | GGTGGTACATTCCGGGATGTC

neuC-R | AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGT 070 )8

iuecD-F | ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC

iuecD-R | CCTGATCCAGATGATCCTC s

caeA-F | TGAGCGGCTGGCATGAGTCAT 0]
eaeA-R | TCGATCCCCATCGTCAACAGA A e

STI-F | TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG

STI-R | GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG 16016

STII-F | CCCCCTCTCTTTTGCACTTCTTTCC

STII-R | TGCTCCAGCAGTACCATCTCTAACCC e

LTI-F | TGGTTCATCATGCACCACAAGG

LTI-R | CCATTTCTCTTTTGCCTGCCATC 008
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Slozeni amplifika¢ni smési PCR pro jednu reakei (pl):

H>O 7

GoTaq MasterMix 10

DNA Primer R 1

DNA Primer F 1

DNA matrice 1
Podminky PCR reakce:

Uvodni denaturace 95 °C/3 minut

Pocet cyklu 35x

Denaturace 95 °C/30 sekund

Annealing 52-63 °C/30 sekund

Extenze 72 °C/1 minut

Zavérecna extenze 72 °C/10 minut
Vysledné PCR produkty byly detekovany v prostiedi 1 x TAE pufru na 1,5% agar6zovém
gelu pii 90 V po dobu 75 minut. Vysledny gel byl vyhodnocen v UV-transluminatoru
pomoci pocitatového programu SnapGene. Podle téchto vysledkt byly identifikovany

faktory virulence kment Escherichia coli.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

6 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace byla identifikace a genotypizace bakterii Celedi Enterobacteriaceae
izolovanych ze vzorkii nebaleného chlazeného kufeciho masa zakoupenych
v maloobchodnim fetézci ve Zlin€. Byla provedena identifikace a stanovena rezistence
k vybranym antimikrobidlnim latkdm, produkce bakteriocini a nasledné jejich
genotypizace, a nakonec byly detekovany geny rezistence a virulence pomoci molekularné

genetickych metod.

Zpidy VRBL bylo izolovino 56 enterobakterii. Vybrané kmeny odpovidajici
charakteristice enterobakterii byly podrobeny identifikaci pomoci ENTEROtestu 24N
au 20 kmena byla provedena i identifikace pomoci sekvenovani genu pro 16S rRNA.
Po této identifikaci byly vyfazeny ¢tyfi kmeny, které byly identifikovany jako Aeromonas
aquatica, Aeromonas salmonicida a Aeromonas sp., které spadaji do cCeledi
Aeromonadaceae [57]. Zbylych 52 kmenu enterobakterii bylo podrobeno vpichovému
pokusu. U 15 kmenl byla déale provedena detekce genli zodpovédnych za tvorbu
bakteriocinti. U vSech 52 kment byla také testovana rezistence viic¢i antibiotikiim diskovou
difuzni metodou. Nakonec bylo 20 kmenti identifikovanych jako Escherichia coli roziazeno

do fylogenetickych skupin. U téchto kmeni byly nakonec detekovany faktory virulence.

6.1 Identifikace neznamych kmeni

Po kultivaci na VRBL agaru bylo vybrano 118 kment na zaklad¢ riznych morfologickych
znakid. Tyto kmeny byly podrobeny barveni dle Grama a u vSech 118 kment se jednalo
o gramnegativni ty¢inky. Dale byl proveden katalazovy a oxidazovy test, kdy zastupci ¢eledi
Enterobacteriaceae jsou vzdy kataldza pozitivni a oxiddza negativni. Podle téchto vlastnosti
bylo do celedi Enterobacteriaceae zatazeno 56 kmenl izolovanych z kufeciho masa.
Tyto kmeny odpovidajici mikroskopickymi 1 biochemickymi vlastnostmi celedi
Enterobacteriaceae, bylo podrobeno metodé ENTEROtest 24N. Ten byl déale vyhodnocen
pomoci pocitatového programu TNW, ktery vypocital identifikacni skére a T-index
pro vybrany kmen. Vzhledem k nevyhovujicimu identifikacnimu skére nebo T-indexu
u 22 kment byla provedena i identifikace sekvenaci genu prol6S rRNA. Po této identifikaci
byly ¢tyfi kmeny identifikovany jako Aeromonas aquatica, Aeromonas salmonicida
a Aeromonas sp. Dva kmeny identifikovany jako Aeromonas sp. vSak mé&ly nerelevantni
procento identity, ale svelkou pravdépodobnosti se nejednd o Cleny celedi

Enterobacteriaceae, a proto byly vytazeny z dalSich experimenti. Kombinaci obou metod
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byly identifikovany rody Escherichia, Serratia, Enterobacter, Buttiauxella, Citrobacter,
Hafnia, Klebsiella, Leclercia, Raoultella a Moellerella, jejichz procentualni zastoupeni je
uvedeno v Tabulce 11. Vysledky identifikace vSech kmenii enterobakterii jsou uvedeny

v Priloze II.

Tabulka 11 Procentudlni zastoupeni rodl enterobakterii identifikovanych pomoci

ENTEROtestu 24N a sekvenovanim genu pro 16S rRNA

Identifikované rody meny (=32)

n %
Rod Escherichia 21 40
Rod Serratia 14 27
Rod Enterobacter 4 8
Rod Buttiauxella 4 8
Rod Hafnia 3 6
Rod Citrobacter 2 4
Rod Klebsiella 1 2
Rod Leclercia 1 2
Rod Raoultella 1 2
Rod Moellerella 1 2

Prvnim krokem k izolaci enterobakterii je vZdy kultivace na vhodném kultivacnim médiu.
V této praci byl pouzit VRBL agar, neboli Violet Red Bile Lactose agar. Tento agar vznikl
odvozenim od MacConkey agaru. Krystalova violet' a zlu€ové soli v agaru pisobi jako
inhibi¢ni sloZky a inhibuji rlist grampozitivnich bakterii. Laktdza a neutralni ¢erven jsou zde
jako indikatory a je diky nim mozné na tomto agaru rozeznat enterobakterie fermentujici
laktozu od laktdézu nefermentujicich. Fermentaci laktozy vzniké kyselina, ktera méni barvu
neutralni Cervené a je zodpoveédna za vysrazeni ZluCovych soli kolem pozitivni kolonie.
Lakto6za pozitivni bakterie se jevi jako fialové kolonie o priméru 0,5-2 mm po 24 hodinach
a mohou byt obklopeny zonou precipitace. Laktdza negativni bakterie maji naopak svétlou
barvu a mohou byt doprovazeny nazelenalou zénou. Bakterie nespadajici do celedi
Enterobacteriaceae na VRBL agaru rostou jako bezbarvé kolonie [58]. VRBL agar vsak
nemusi zcela inhibovat bakterie nespadajici pod koliformni bakterie ¢i enterobakterie
aexistuji zde rizika, Ze na tomto agaru budou rlst bakterie jiné nez celed

Enterobacteriaceae nebo dokonce 1 grampozitivni bakterie [59].
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VRBL agar se pouziva zejména pro izolaci fekdlnich koliformnich bakterii, které jsou
Castym ukazatelem hygienické kvality potravin [60]. Mezi fekalni koliformni bakterie
obecné patii Ctyfi druhy Celedi Enterobacteriaceae, a to Escherichia coli, Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae a Klebsiella aerogenes [61], jez byla

diive zndma jako Enterobacter aerogenes [62].

Neuplna selektivita média mize byt divodem, pro¢ bylo v této praci izolovano mnoho
kmeni rodu Aeromonas. Avsak nebyly izolovany zaddné grampozitivni bakterie, tudiz je
selektivita VRBL média dostacujici. Byly izolovany i kmeny spadajici mezi koliformni
bakterie, které morfologii a zménou okolniho média odpovidaly jejich typickému ristu

na tomto médiu.

Dle Zakrzewski et al. (2022) [63] je velkd podobnost mezi jednotlivymi druhy enterobakterii
a jejich identifikace je Casto naro¢na. Je znamo mnoho zplsobi identifikaci a mezi
nejCastéj$i se tadi konvencéni mikrobiologické metody zalozené na morfologické
a biochemické charakterizaci. Pro identifikaci enterobakterii se mize vyuzit napf.
ENTEROtestu 24N, MALDI-TOF MS ¢i sekvenovani genu pro 16S rRNA. Avsak pii
pouziti biochemickych metod, jako je pravé ENTEROtest 24N, muize dojit k chybam

v identifikaci a je doporuceno provést potvrzeni jinou metodou, nejlépe sekvenovanim [63].

Vypocet identifikaéniho skére a T-indexu v ENTEROtestu 24N je nezbytny pro urceni
relevance vysledku. Identifikac¢ni skore je odhad udavany v procentech fikajici, jak moc

odpovida profil taxonu vzhledem k ostatnim taxonim v databazi. T-index vyjadiuje odhad,

vvvvvv

S 24

charakteristice dan¢ho taxonu [64]. Nebot’ byly u 20 kmenl vypocitdny T-index a/nebo
identifikacni skore nizké a takovyto vysledek by se nedal povaZovat za relevantni, byla
u téchto kmentl provedena kiiZzova identifikace pomoci sekvenovani genu pro 16S rRNA,

jak bylo doporuceno v publikaci Zakrzewski et al. (2022) [63].
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6.2 Detekce bakteriocinogenie

Vsech 52 kment izolovanych enterobakterii bylo podrobeno vpichovému pokusu, diky
némuz bylo mozné detekovat produkci antimikrobidlnich latek — bakteriocinii proti
indikatorovym (citlivym) kmentim uvedenym v Tabulce 3. Vpichovym pokusem byla
potvrzena produkce bakteriocinti pouze u 15 kmend, z nichz bylo 13 kment Escherichia coli
a dva kmeny Serratia fonticola. U téchto 15 kmenti, ptedstavujici témét 29% incidenci, byly
dale zkoumany geny pro tvorbu kolicini a mikrocini. Byly provedeny PCR reakce
pro detekci kolicini A, B, E1, E2, E5, E8, E9, Ia, Ib, K, L a M, a mikrocini H47 a V.
Vysledky jednotlivych reakci jsou uvedené v Tabulce 12.

Tabulka 12 Vysledky detekce genti pro tvorbu bakteriocin

Kmen A|B|El|E2|E5|/E8|E9|la|Ib|K|L|M|H47 |V
Serratia fonticola K7B -l - -+ - - B e S I R s - R
S. fonticola K3IE |- |-|+ |+ | - | - |+ ]|-|+]|+]|-]+]| - |+
Escherichia coli  KI12A | - | - | + | - - - S I T T . R +
E. coli Ki6B | - | - | + | - | + | - S T I R R - R
E. coli K31A |- |- | + |+ |+ | - |+ | -]+]|-|-]+ - +
E. coli K3IB |- |-|+ |+ | - |+ ]| - |+]|+]-|-]+ - -
E. coli K32B | -|-| + | + | - S T S I B S IR (R - -
E. coli K32C |- |-|+ |+ | - |+ |+ |-]+]-]-]+ - -
E. coli K33A | - | -] + | + | - N T I T A - +
E. coli K33B | -| -] + | + | - - S R (R I S - +
E. coli K33C | -|-|+ |+ | + | - -+ |+ - -+ - -
E. coli K34A | - | - | - - - - S I O T R s - -
E. coli K35B | -| -] - | + | - - N e s o R B - +
E. coli K35D | - | -| - | - | - | -}|-|+|+]|-1]-1|- - |-
E. coli K36A | - | - | - - - - S T T . - +

U kazdého z 15 kmend byl detekovan alesponi jeden gen kddujici tvorbu bakteriocini.
U 73 % kment byly nalezeny vice nez tfi geny pro produkci bakteriocini a u 47 % kmenti
bylo nalezeno Sest a vice genl pro produkci bakteriocini. U 53 % byly nalezeny geny
spojené pouze s produkei kolicind, u zbylych 47 % byly nalezeny geny pro koliciny
1 mikrociny. V této praci byla potvrzena produkce kolicini E1, E2, ES, ES8, E9, Ia, Ib a M,
a mikrocinu V u Escherichia coli. U kmena Serratia fonticola byla potvrzena produkce
kolicin E1, E2, E9, Ia, Ib, K a M, a mikrocinu V. Zastoupeni a prevalence pro dané koliciny

jsou uvedeny v Tabulce 13 a pro dané mikrociny v Tabulce 14.
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Tabulka 13 Zastoupeni jednotlivych kolicint

Kolicin Rmeny (—15)
n %
Ib 13 87
M 12 80
El 10 67
E2 10 67
Ia 6 40
E9 5 33
ES 3 20
E8 2 13
K 1 7
A 0 0
B 0 0
L (28b) 0 0
Tabulka 14 Zastoupeni jednotlivych mikrocini
Mikrocin Rmeny (2~1)
n %
\Y% 7 47
H47 0 0

Bakteriociny jsou definovdny jako antimikrobialni proteiny s baktericidnimi ucCinky.

Narozdil od antibiotik, které mohou mit neblahé ucinky vuci celé Skale bakterii, jsou

bakteriociny toxické pouze pro druh produkéni a dalsi druhy fylogeneticky pfibuzné [65].

Escherichia coli ma schopnost sekrece bakteriocind, a to kolicini a mikrocinti. Nékteré

koliciny tvofi pory (koliciny A, El, K, N, U, S4, B, Ia, Ib), n¢které maji nukledzovou
aktivitu, napt. DNaza (E2, E7, E8 a E9), 16S RNaza (E3, E4, E6) a tRNaza (ES, D), a kolicin

M inhibuje biosyntézu peptidoglykanu. Mikrociny jsou schopny tvofit pory v bakteridlni

membran¢ (mikrociny V a L), inhibovat DNA gyrazu (B17), RNA polymerdzu (J25)
¢1 narusovat ATP syntazu (H47) [66].

Prace Markovi¢ et al. (2022) [30] se zabyva koliciny a mikrociny produkovanymi

enterobakteriemi. Popisuje, Ze aZz tietina Escherichia coli produkuje bakteriociny
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a ve srovnani s ostatnimi zastupci Celedi Enterobacteriaceae maji jeji bakteriociny vysokou
distribuci a diverzitu. Jednd se zejména o mikrociny, které jsou produkovany z divodu
konkurence v prosttedi. Naptiklad Salmonella spp. a Shigella spp. zijici v méné nebo vice
specifickych podminkach jsou méné mikrocinogenni. Naopak rody Citrobacter, Klebsiella
a Enterobacter maji SirSi environmentélni Zivotni styl a produkuji tak vice charakteristické

mikrociny nez E. coli [30]. I rod Serratia je vyznamnym producentem antimikrobidlnich

latek a mize produkovat naptiklad koliciny L (28b) anebo 24 [67].

V této praci byly vSak jedinymi produkénimi kmeny Escherichia coli a Serratia fonticola,
predstavujici 29% incidenci ze vSech testovanych kmend. Lze ocekavat, ze podminky

pro produkcei bakteriocinti byly idealni prave pro E. coli a S. fonticola.

U kmenil Escherichia coli byly v této praci detekovany nejcastéji koliciny Ib (85 %),
M (77 %), E1 (69 %) a E2 (62 %). U mikrocinti byl detekovan pouze mikrocin V (45 %).
Ve studii Kuznetsova et al. (2022) [66], kde byly izolované kmeny Escherichia coli
ze zdravych hospodaiskych zvitat, véetné kufat, krav a prasat, byly nejcastéji vyskytujicimi
se mikrocin M a kolicin E1. Dale se hojn¢ vyskytovali koliciny M, la, E9, Ib a B. AvSak
pouze jeden kmen E. coli izolovany z kufete produkoval bakteriociny. Tento kmen E. coli

produkoval koliciny Ia, E1, B a M [66].

Neni neobvyklé, Ze by jeden druh produkoval vice nez jeden bakteriocin zaroven. Naptiklad
u Escherichia coli se Casto vyskytuji spolecné kolicin la a mikrocin V [65]. Gordon a O'Brien
(2006) [68] se také zminili o tomto jevu. Zminili se 1 o spole¢ném vyskytu kolicint Ia a E1
za predpokladu, Ze se kolicin Ia nevyskytuje s mikrocinem V. Dale si v§imli spole¢ného

vyskytu kolicinli B a M, nebo kolicini M a E1, bez vyskytu s kolicinem B [68].

V této praci byl jev, kdy Escherichia coli zaroven produkovala kolicin Ia a mikrocin V,
pozorovan pouze u jednoho kmene a kombinace kolicint Ia a E1 byla detekovana u tfech
kmenil E. coli. Koliciny B a M nebyly spole¢né pozorovany ani u jednoho kmene, naopak

kombinace kolicinti E1 a M byla pozorovana u osmi kment (62 %).

Rod Serratia produkuje nékolik typl bakteriocinl. Serratia spp. mohou inhibovat rlst
gramnegativnich bakterii napf. produkci Cerveného pigmentu prodigiosinu. Serratia
marcescens muze tvofit bakteriociny, které se nazyvaji marcesciny. Serratia plymithicum
produkuje bakteriocin serracin P, ktery je podobny pyocinu — bakteriocinu produkovanému
rodem Pseudomonas [67]. Pyociny jsou klasifikovany do riznych typt, jako jsou R, Fa S

pyociny, které maji odlisné vlastnosti a chovani [32]. Bakteriociny obecné tvofi pory, ale
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pyocin typu S vykazuje endonukledzovou aktivitu, kterd zptisobuje bunéénou smrt degradaci
DNA bez lyzy bunck. Pyocin typu Sje tvofen ze tfi funkénich Casti — N-termindlni
receptorové vazebné domény, translokacni domény vnéj§i membrany a C-terminalni
domény nesouci DNazovou aktivitu. Na C-termindlnim konci pyocint typu S se nachdzi
maly protein, ktery je identifikovan jako imunitni protein, ktery chrani hostitelské bunky

pted rozpadem DNA. Tento maly protein je homologni s kolicinem E2 [67].

Li et al. (2015) [69] objevili po sekvenaci genomt deseti kmenii Serratia jedenact klastri
ucastnici se biosyntézy bakteriocini, kolicind, entericidinli, mikrocinii a pyocini. Déle
zjistili, ze jeden z jedendcti klastra je zachovan napfi¢ rodem. Také potvrdili vyskyt genu

pro tvorbu mikrocinu H47 v genomu Serratia mascescens [69].

Pravé gen pro tvorbu kolicinu E2 byl detekovan u obou kment Serratia fonticola, coZz mize
naznacovat skutecnost, Ze tyto kmeny produkuji bakteriociny podobné pyocinu typu S.
Naopak mikrocin H47 nebyl detekovan ani u jednoho kmene Serratia fonticola a mize to
vypovidat, ze onen sdileny klastr, o kterém se zminili Li et al. (2015) [69], neobsahuje gen

pro tvorbu tohoto mikrocinu.

6.3 Detekce antibiotické rezistence

U vSech 52 kment byla zkoumana rezistence vic¢i vybranym antibiotiktim — cefalosporinim
(cefazolin, cefoxitin, ceftriaxon, cefalotin, cefuroxim, ceftazidim), amfenikolim
(chloramfenikol), penicilinim (ampicilin, ampicilin sulbaktam, amoxicilin), tetracyklintim
(tetracyklin, doxycyklin hydrochlorid), karbapenemtim (impenem), polymyxintim (kolistin),
fluorchinolontim  (ciprofloxacin), makrolidim (azitromycin) a aminoglykosidim
(amikacin). Na Obrazku 4 jsou viditelné inhibi¢ni zony u kmene Escherichia coli K34C vici
doxycyklinu (DO30), kolistinu (CL10), ciprofloxacinu (CIPS), chloramfenikolu (C30),
ampicilin sulbaktamu (A/S) a cefoxitinu (CX30). Dva kmeny byly rezistentni pouze viici
jednomu antibiotiku. Ctyficet pét kmenii (87 %) bylo rezistentnich va¢i &tyfem a vice
a antibiotikiim, lze je tudiZ oznacit za multirezistentni. Nejvys§i rezistence byla
zaznamenana u cefuroximu (98 %), ampicilinu (90 %) a ampicilin sulbaktamu (83 %).
Prevalence rezistentnich kment k testovanym antibiotikiim je uvedena v Tabulce 15.
Skupinami antibiotik, viici kterym mély kmeny nejvyssi rezistenci, byly cefalosporiny
(48 %) a peniciliny (38 %). Procentualni zastoupeni rezistentnich kment vuci dal$im

skupinam antibiotik je uvedeno na Obrazku 5.
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Obrazek 4 Inhibicni zony kmene
Escherichia coli K34C na MH agaru
Tabulka 15 Prevalence rezistence u jednotlivych kmeni
o Kmeny (n=52)
Antibiotikum Lmit pro I
rezistenci [mm]

n % n % n %
Cefazolin <20 38 73 13 25 1 2
Cefoxitin <19 22 24 0 0 30 58
Ceftriaxon <22 10 19 4 8 38 73
Cefalotin <14 2 4 2 4 48 92
Cefuroxim <19 51 98 1 2 0 0
Ceftazidim <19 4 8 15 29 33 63
Ampicilin <14 47 90 0 0 7 13
Ampicilin sulbaktam <14 43 83 0 0 9 17
Amoxicilin <14 39 75 0 0 13 25
Imipenem <19 0 0 0 0 52 | 100
Kolistin <9 7 13 0 0 45 87
Ciprofloxacin <22 13 25 2 4 37 71
Chloramfenikol <17 2 4 0 0 50 96
Azitromycin <12 2 4 0 0 50 96
Doxycyklin Hydrochlorid <10 2 4 4 8 46 88
Tetracyklin <14 9 17 7 13 36 69
Amikacin <18 2 4 0 0 50 96

R — rezistentni; I — intermediarni; C — citlivé
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Breakpointy pro vétSinu antibiotik byly ur¢eny podle EUCAST [70], avSak pro doxycyklin
hydrochlorid nebyly uvedeny breakpointy, a proto bylo pro toto antibiotikum urcen
breakpoint dle CLSI [71].

Detekce genll rezistence byla provedena pouze u 32 kment (59 %), které byly rezistentni
vuci Ctyfem a vice antibiotikim nepocitaje cefuroxim a ampicilin. Ty byly vyfazeny
z divodu vysokého vyskytu rezistentnich kmend vi¢i t€émto antibiotikim pii vybéru
multirezistentnich kment. Multirezistentnimi kmeny byly rody Escherichia (38 %),
Serratia (38 %), Enterobacter (9 %), Hafnia (6 %), Buttiauxella (6 %) a Citrobacter (3 %).
Byla testovana ptitomnost genl rezistence B-laktamt (CTX-M-1g, CTX-M-3, blaOXA-1,
blaOXA-7, blaPSE, blaSVH, blaTEM), tetracyklini (tetd, tetB), amfenikoli (fIoR)
a fluorchinolontim (aaC6-1b-Cr, qnrS, gepA). U sedmi kment (22 %) nebyl nalezen zadny
gen rezistence, u deviti kment (28 %) byl nalezen jeden gen rezistence a u 16 (50 %) kmenii
byly detekovany dva a vice genti rezistence. V Obrazku 6 je uveden vyskyt genii rezistence
u multirezistentnich kment.

Aminoglykosidy; 1

Makrolidy; 1
\ /_Amfenikoly; 1

Polymyxiny; 2
Fluorochinolony; 4

Karbapenemy; 0

Tetracykliny; 6

= Cefalosporiny

= Peniciliny

= Tetracykliny
Fluorochinolony

= Polymyxiny

= Makrolidy

= Aminoglykosidy

= Amfenikoly

= Karbapenemy

Obrazek 5 Pocet rezistentnich kmeni pro skupiny antibiotik
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Obrazek 6 Vyskyt gent rezistence u multirezistentnich kment

Antibioticka rezistence piedstavuje hrozbu nejen pro lidi, ale i pro zvitata a zivotni prostiedi.
Préavé zvirata ur¢ena k produkci potravin se pitimo podileji na Sifeni a udrzovani rezistentnich
bakterii a jejich genetického materiadlu. Geny zodpovédné za rezistenci mohou byt umistény
na chromozomu nebo v extrachromozomalnich genech, které jsou pfenosné na jiné bakterie.
Pouzivani antibiotik u hospodaiskych zvirat mize vyvijet selektivni tlak na bakteridlni
populace, jejichz preziti je antibiotiky ohrozeno, a dale jejich piezivani ve sttevni mikrobioté
[72]. Nadmérné uzivani antibiotik je hlavni pfi¢inou antibiotické rezistence a mohou vznikat
1 multirezistence. Multirezistentni bakterie obvykle obsahuji nékolik geni rezistence [73].
Rezistence vuci B-laktamovym antibiotikiim, ktera jsou klinicky vyznamné pti 1€cbé tézkych

infekci, je velice zdvaznym problémem u ¢eledi Enterobacteriaceae [74].

Kroku 2010 byl dle ECDC (2011) [75] pozorovan vzrlst antibiotické rezistence
1 multirezistence. Nejvyssi rezistence E. coli byly pozorovany u aminopenicilinii. Byl hlaSen
i vyrazny narist rezistence viéi cefalosporiniim tieti generace. V Ceské republice byla
pozorovana rezistence vu¢i aminopenicilinim u témét 60 % izolath E. coli, vaci
cefalosporiniim tfeti generace bylo rezistentnich 10 % izolatd a multirezistentnich kment
bylo pouze 3 % [75]. Dle Rybak et al. (2021) [76] byly uvedeny u kmenii Escherichia coli
rezistence vi¢i ampicilinu a cefuroximu, kdy 100 % testovanych izolati vykazovalo
rezistenci. Dale se zde vyskytovala rezistence vii¢i ciprofloxacinu. Naopak vici ceftazidimu
a impenemu byla detekovana vysoka citlivost [76]. I dle EFSA (2022) [77] byla k tomuto
roku u zvifat v Evropé zaznamenéna Castd rezistence Escherichia coli vii¢i ampicilinu,
sulfomethoxazolu, trimethoprimu a tetracyklinu. U driitbeze byla zaznamenana i rezistence

vuci ciprofloxacinu, u brojlertt byla dokonce oznaCena za ,,velmi vysokou®. Naopak
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rezistence vici chloramfenikolu byla u dribeze mirné a vici kolistinu byla rezistence E. coli
»velice nizka™ az ,,vzacnd®. U cefalosporintl tfeti generace (cefotaxim a ceftazidim) byla

ree w°

rezistence E. coli popsana jako ,,nizka* ¢i ,,velice nizka“ [77].

U ampicilinu byla v této praci pozorovana vysoka rezistence kment E. coli vi¢i tomuto
antibiotiku, kdy 75 % E. coli bylo rezistentnich. VUci tetracyklinu bylo rezistentnich pouze
35 % a intermediarnich 20 %. I u ciprofloxacinu byl pozorovana u E. coli vyssi vyskyt
rezistence, kdy rezistentnich bylo 60 % kment. Nebyla zde pozorovana rezistence E. coli
vuci kolistinu. Stejné jako popisovala EFSA nizkou rezistenci vic¢i tomuto antibitiku, byla

1 v této praci pozorovana rezistence vuci ceftazidimu pouze u 15 % E. coli.

V préaci Stock et al. (2003) [78] byly uvedeny antibiotické rezistence vyskytujici se u rodu
Serratia. Dle této prace byly vSechny testované kmeny pfirozené rezistentni vici
penicilinu G, cefazolinu, cefuroximu, v§em testovanym makrolidiim a glykopeptidiim. Dale
byla sledovana pfirozena citlivost kmenti k aminoglykosidiim, nékterym cefalosporinim —
presnéji cefiximu, cefoperazonu, cefotaximu, ceftibutenu, ceftriaxonu, ceftazidimu
a cefepimu —, karbapenemiim a veskerym fluorochinolontim. Testované kmeny se vsak lisili
citlivosti vici tetracyklinim, nékterym aminoglykosidim, aminopenicilinim, cefoxitinu
a chloramfenikolu. Naptiklad Serratia fonticola byla jako jedina citliva ¢i intermedidrni vaci
tetracyklinu, rezistentni v0¢i amoxicilinu, ale citlivda nebo intermediarni vuci
aminopenicilinim v pfitomnosti inhibitorti B-laktamaz [78]. Dle Rybak et al. (2021) [76] se
vyskytovala vysokd rezistence vici ampicilinu, cefuroximu a fluorochinoloniim. Nizsi
rezistence byla pak zaznamenana vi¢i ceftazidimu a ciprofloxacinu. Naopak citlivé byly

1zolaty viici karbapenemiim [76].

V této praci byla potvrzena rezistence na cefuroxim, vic¢i kterému bylo rezistentnich 100 %
izolath Serratia. Déle byla potvrzena rezistence vic¢i cefazolinu, vici némuz bylo
rezistentnich 93 % izolath a 7 % izolath bylo intermediarnich. Naopak vi¢i makrolidiim
nebyla potvrzena rezistence, nebot’ bylo 100 % kmenti Serratia citlivych. Déle bylo 43 %
izolatl rezistentnich vic¢i ceftriaxonu, a naopak vii¢i aminoglykosidiim, karbapenemim
a ceftazidimu bylo 100 % kment citlivych. U kment Serratia fonticola byla detekovana
100% rezistence vuci amoxicilinu a 100% citlivost vici tetracyklinm. Ze vSech izolati

Serratia bylo vSak vi¢i amoxicilinu rezistentnich jen 86 %.

Dle Torres et al. (2021) [79] jsou néckteré enterobakterie, jako Serratia marcescens,
Morganella morganii, Proteus mirabilis a Burkholderia spp., pfirozené rezistentni vuci

kolistinu [79]. Tuto skute¢nost potvrdila i Svétova zdravotnickéd organizace WHO (2018)
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[80], kdy oznacili Serratia spp. jako ,,skutecné odolnou* vici kolistinu. V této praci byla
zaznamenana rezistence vici kolistinu u 43 % kment Serratia, z nichz jeden kmen byl pravé

Serratia marcescens [80].

Bakterie produkujici Sirokospektré B-laktamazy (ESBL) jsou odolné vii¢i Sirokospektrym B3-
laktamovym antibiotikiim. V soucasnosti jsou povazovany za jednu z hlavnich hrozeb pro
1é¢bu infekei u lidi a zvitat [81]. Nejvyznamnéjsimi geny B-laktamaz jsou varianty CTX-M,
SHV, TEM, VEB, GES, PER, TLA a OXA [82]. V roce 1983 byly ESBL v Evrop¢ poprvé
popsany a od té doby je jejich vyskyt hlasen ¢im dal castéji. Z ESBL byly v 90. letech 20.
stoleti popsany zejména TEM- a SHV- skupiny u Klebsiella pneumoniae. V soucasné dob¢
se nejvice vyskytuji v Escherichia coli, které zpuisobuji komunitni infekce a stale Castéji
obsahuji enzymy CTX-M [83]. Coque, Baquero a Canton (2008) [83] uvedli ve své praci, Ze
nejvice se vyskytujici ESBL izolované ze zvitat byly CTX-M (-1, -2, -3, -8, -9, -13, -14, -15,
-24,-28,-32), SHV (-2, -5,-12) a TEM (-52,-106, -116). A pravé CTX-M-1, TEM-52 a SHV-
12 byly nejcastéji nalezené [83]. I Saliu, Vahjen a Zentek (2017) [81] ve své praci uvedli, ze
vétSina bakterii produkujicich ESBL u drlibeZe jsou E. coli a Salmonella spp., a nejvice se

vyskytujicimi geny rezistence ESBL u dribeze jsou CTX-M, TEM a SHV [81].

Dale byla uvedena v praci Coque, Baquero a Canton (2008) [83] multirezistence, kdy byly
producenti ESBL b&ézné rezistentni viici dalsim skupinam antibiotik, véetn¢ fluorochinolont,
aminoglykosidl a trimetoprim-sulfametoxazolu. Dle této studie se nejdiive zvySoval pocet
izolath K. pneumoniae a pozdé&ji i izolath E. coli, které produkovaly ESBL a zaroven byly
rezistentni vici fluorochinolonim. Zvysily se 1 mechanismy rezistence zprostiedkované
plazmidem — proteiny gnr (gnrd, gnrB, gnrS), acetyldzy ovliviyjici U€inky nékterych
fluorochinolont (aac(6 ‘)-1b-cr), nebo systémy pumpujici fluorochinolony z bakterii (gepA)

[83].

Prace Szmolka a Nagy (2013) [84] byla vénovana komenzalnim multirezistentnim E. coli
izolovanych ze zdravych i nemocnych hospodaiskych zvitat, avSak nehled¢ na jejich
zdravotni stav se geny rezistence hojn¢ vyskytovaly. Byl zde uveden jisty ,,multirezistentni
vzor®, kdy se spolecné¢ vyskytovaly geny rezistence vici aminoglykosidim (aadA I-like
a strA/B), B-laktamim (blaTEM), sulfonamidiim (zejména integrony — in#/1) a tetracykliny
(tetA a tetB). 1 pies fakt, ze po roce 1994 byl zadkaz uzivani chloramfenikolu
u potravinaiskych zvitat, byl v Evropé zaznamenan nizky az stfedni vyskyt rezistence vici
tomuto antibiotiku. Florfenikol, derivat chloramfenikolu, je vSak uzivan pro [éCbu

respiracnich onemocnéni u skotu a prasat, a proto byly identifikovany geny rezistence vici
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chloramfenikolu. U potravinarskych zivo¢iSnych kment E. coli jsou to zejména geny catAl,

floR a cmlAl [84].

V této praci byly nalezeny vSechny geny Sirokospektrych PB-laktaméz, které popisovaly
studie Coque, Baquero a Cantén (2008) [83] a Saliu, Vahjen a Zentek (2017) [81], ato TEM,
SHV a CTX-M-3. Nejvice nalezenym genem rezistence byl vSak gen blaOXA-7 (41 %).
»Multirezistentnimu vzoru®, jez byl popsan v praci Szmolka a Nagy (2013) [84], odpovidalo
9 izolath, z nichz 8 kmeni bylo Escherichia coli a jeden kmen Serratia fonticola. U jednoho
kmene E. coli byly nalezeny geny blaTEM spolecné s geny tetA a tetB. U zbylych kment
E. coli a Serratia fonticola byly nalezeny geny blaTEM a tatA. Ze skupiny gent rezistence
vuci fluorochinolonim byl nalezen pouze gen gnrS u jednoho kmene Escherichia coli.
Naopak geny rezistence vuci chloramfenikolu byly nalezeny u 11 kmenti — sedm kment
Escherichia coli, tfi kmeny Enterobacter cloacae subsp. cloacae a jeden kmen Serratia
fonticola. Fakt, Ze se geny rezistence vyskytovaly u mnoha izolatl, mize naznacovat, ze
jsou tyto geny pfirozenou soucasti genomu zastupcu ¢eledi Enterobacteriaceae, a tim se

stavaji hrozbou.

6.4 Fylogenetické skupiny

Dvacet kment identifikovanych jako Escherichia coli bylo roziazeno do fylogenetickych
skupin podle schématu dle Clermont et al. (2000) [17]. Kmeny E. coli byly zatazeny pouze
do skupin A (55 %) a B1 (45 %). Skupiny B2 a D nebyly detekovany.

Vétsina komenzalnich kmenl Escherichia coli patii do skupiny A, naopak virulentni
extraintestinalni kmeny spadaji do skupin B2 a D [17]. E. coli vykazuje rizné virulentni
rysy, které ji umoziuji se pohybovat ze stfevnich tkani do riiznych mist té€la. Mimo stfevni
tkan mohou zptisobovat extraintestindlni onemocnéni jak u ¢lovéka, tak i u dribezZe, zejména
pak novorozeneckou meningitidu (NMEC), sepsi (SEPEC) a infekci mocovych cest (UTT)
[85].

Marazzato et al. (2020) [85] uvedli, ze kmeny skupiny B2, geneticky velice podobné
extraintestinalni patogenni E. coli (ExPEC), byly nalezené ve stievech zdravé dribeZe a jako
kontaminanty potravin zivo¢isSného piivodu. Dale uvedli, ze kmeny skupin A a B1 vykazuji
nekteré geny virulence spojené EXPEC a mohou byt proto potencionalné patogenni jak
pro driibez, tak pro lidi. Pro lidi mohou byt patogenni zejména prostfednictvim manipulace

s kontaminovanym zvifecim masem nebo jeho pozitim [85].
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Prace Murase a Ozaki (2022) [86] byla vénovana rozdilim fylogenetickych skupin mezi
zdravimi kufaty a kufaty nakazenymi kolibacilozou. Dosli k zavéru, ze fylogenetické
skupiny A a B1 se vyskytovaly zejména u zdravich kutat, naopak u nemocnych kufat nasli

hlavné E. coli spadajici do fylogenetické skupiny F [86].

Nebot byly nalezeny pouze kmeny spadajici do fylogenetickych skupin A a B1, Ize tvrdit,
ze se jednalo o komenzalni kmeny E. coli. Také by se dalo fici, Ze byla kurata zdrava, tak

jak popsali Murase a Ozaki (2022) [86] ve své praci.

Ruiz del Castillo, Ocampo-Sosa a Martinez-Martinez (2011) [87] si ve své praci vSimli
nespecifického produktu o velikosti pfiblizné 550 bp pouze pii pouziti primert chuA
a fragmentu TspE4C2. Tento band byl zietelny zejména u izolatd patticich do skupiny B1.
Po sekvenovani tohoto bandu se ukazalo, Ze byl 100% homologni s lipazou acetyl-
hydrolézou, jez 1ze nalézt u patogennich kment Escherichia coli spadajicich do skupiny B1.
Timto bylo mozné odlisit komenzalni kmeny od patogennich kmenti skupiny B1 [87]. Tuto
skutecnost potvrdili i Rahayuningtyas et al. (2020) [51].

Marker
100bp NK K12A Kl16B K31A K31B K32B K32C K32D K33A K33B K33C K34A K34B K34C K35B K35D K36A

Nespecificky
produkt (500 pb)
YjaA (211 bp)
TspE4C2 (152 bp)

500 bp
300 bp

100 bp

Obrazek 7 Triplex PCR reakce pro stanoveni fylogenetickych skupin

NK — negativni kontrola

U sedmi kment, které byly zafazeny do fylogenetické skupiny B1 byly pozorovany
nespecifické produkty o velikosti pfiblizn€ 500 bp. U dvou kmenii skupiny Bl tyto
nespecifické bandy pozorovany nebyly. Dle nalezu Ruiz del Castillo, Ocampo-Sosa
a Martinez-Martinez (2011) [87] by se u sedmi kment z této prace vykazujicich pfitomnost
nespecifického produktu mohlo jednat o patogenni E. coli a u zbylych dvou kment
o komenzalni E. coli. Vysledky triplex PCR reakce pro stanoveni fylogenetickych skupin
16 kmenti E. coli jsou uvedeny v Obrazku 7. Lze vidét band fragmentu TspE4C2 o velikosti
152 bp a gen YjaA o velikosti 211 bp. Gen ChuA o velikosi 279 bp nebyl detekovan. Schéma
Clermont et al. (2000) [17] tik4, Ze pokud je detekce genu ChuA negativni, jedna se E. coli
ze skupiny A nebo B1, a nebot’ tento gen nebyl v této praci detekovan, byly kmeny zatazeny
do téchto dvou skupin. V Obrazku 7 1ze pozorovat 1 nespecifické produkty, které byl mohly
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rozdélit E. coli skupiny Bl na patogenni a komenzalni dle Ruiz del Castillo, Ocampo-Sosa

a Martinez-Martinez (2011) [87].

6.5 Detekce faktoru virulence

Detekce faktorti virulence byla provedena u kmenl Escherichia coli. Byla testovana
pritomnost gent virulence tsh, iss, iucD, papC, neuC, eaeA, ST I, ST II, LT I, stx 1, stx 2,
entA, entB, entC, fepA a genu virulence spojenych s tvorbou biofilmi aggR a fimA.
U kazdého kmene byl nalezen alespoi jeden gen virulence. Jeden kmen E. coli byl pozitivni
na pouze jeden gen virulence, a to fimA. U sedmnacti kment byly detekovany tii a vice genli
virulence, ztoho u c¢tyf kmentl bylo detekoviano az 6 genl virulence. Nejvice se
vyskytujicimi faktory virulence byly geny AlyF (85 %), ompT (80 %), iroN (50 %) a iss
(50 %). Vyskyt genl virulence je uveden v Obrazku 8.
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Obrazek 8 Vyskyt genil virulence

APEC sdili spole¢né charakteristiky s jinymi kmeny Escherichia coli spojenymi
s onemocnénimi mimo stfevni trakt, jak je tomu u EXPEC. Nepatogenni kmeny E. coli
vyskytujici se u ptactva, znamy také jako aviarni fekalni E. coli (AFEC), jsou pfirozené
pfitomny ve stfevnim traktu kufat, véetné€ kufat napadenych APEC. Patogenni kmeny maji
vSak navic sadu geni virulence seskupujicich se v chromozomech nebo jeSté Castéji

na plazmidu. Tyto geny jsou obvyklé u kmeni E. coli spojenych s kolibacilozou [88].

Mezi faktory virulence se mohou fadit i bakteriociny, jako jsou napfiklad koliciny E1 a la

a mikrocin V, které jsou spojeny s uropatogenni E. coli. O toto téma se zajimali ve své praci
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Smajs et al. (2010) [89]. V této praci byly nalezeny vechny t¥i zminéné bakteriociny, tak

jak je uvedeno v Kapitole 6.2.

Rahayuningtyas et al. (2020) [51] zkoumali ve své praci pritomnost gent hlyF, ompT, iroN,
iss a iutA. Nebot’ jsou tyto geny podobné gentim virulence v EXxPEC, které infikuji lidi,
kmeny se vS§emi geny v plazmidu mohou byt potencidln€ zoonotické. V jejich praci bylo pét
kmeni pozitivnich na vSech pét gent. Z téchto peti kment Ctyti spadaly do skupin B2 a D
a jeden kmen byl zatazen do skupiny A. Bylo navrzeno, Ze kmen skupiny A mohl geny ziskat
horizontalnim pienosem genii z patogennich kmentt EXPEC [51]. De Carli et al. (2015) [88]
ve své praci zkoumali zastoupeni faktord virulence Escherichia coli z dribeze nakazené
kolibacil6zou. Nejcasteji nalezenymi geny charakteristickymi pro APEC byly geny hlyF,
ompT, iss, iroN, tsh [88]. Dle Jansen et al. (2001) [90] je dal$im charakteristickymi genem
pro APEC také iucD. Zde se také zminili, Ze gen papC se hojné vyskytoval u kment E. coli
spadajicich do skupiny patogennich E. coli zptsobujici sepse [90]. Tyto kmeny E. coli
zpusobuji onemocnéni nejen u lidi, ale jsou také vyznamnym patogenem hospodaiskych

zvirat, kdy maji koliseptikémie ptakl podstatny ekonomicky vyznam [91].

V této praci byly geny hlyF, ompT, iroN a iss nejcastéji se vyskytujicimi. U osmi kmenil
byly nalezeny vSechny Ctyfi geny, u jednoho kmene byly nalezeny tfi z téchto genti
(hlyF, ompT, iroN), u sedmi kmeni byly nalezeny dva z téchto genti (hlyF, ompT). U dvou
kment byla nalezena kombinace vSech péti gent (hlyF, ompT, iroN, iss a tsh) zminénych
vpraci De Carli et al. (2015) [88]. Skupina A je spojena skomenzalnimi kmeny
Escherichia coli a dle Rahayuningtyas et al. (2020) [51] je moZné, Ze byly geny virulence
témito kmeny ziskdny horizontdlnim pfenosem genti. Z praci De Carli et al. (2015) [88]
a Jansen et al. (2001) [90] vyplyva, Ze kmeny E. coli z této prace, u nichZ byly nalezeny geny
hlyF, ompT, iroN, iss, tsh a iucD spadaji do skupiny APEC a jeden kmen u n¢hoz byl nalezen
gen papC by mohl potencialné spadat do skupiny septikemické E. coli.

Geny aggR a fimA jsou typické pro enteroagregativni Escherichia coli (EAEC), pro
enteropatogenni E. coli (EPEC) jsou typické geny eae [52], geny toxin LT 11, stx1 a stx2
zase pro enterohemoragické E. coli (EHEC) a nakonec geny ST [ a ST II jsou typické pro
enterotoxigenni E. coli (ETEC) [92].

Sharan et al. (2023) [52] zkoumali faktory virulence spojené s produkci biofilmu u E. coli
z kutecich vajec a nejCastéji nalezenymi byly geny fim4 a aggR. Geny eae, stxI a stx2

detekovany nebyly. EAEC je povaZovéna za jednu z hlavnich prijmovych patotypt E. coli
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(DEC), které zptisobuji otravu jidlem. EAEC je také spojena s tvorbou biofilmil, jez mohou

souviset s prijmy u déti [52].

V této praci byly u izolath z kuteciho masa nalezeny pouze geny fimA a eaeA. Gen fimA byl
nalezen u deviti kment, z nichz Sest bylo ze skupiny B1. Gen eaed byl nalezen u dvou
kmenti, oba ze skupiny B1l. Geny aggR, stxI, stx2, LT 1, ST I a ST II nalezeny nebyly. Dle
Sharan et al. (2023) [52] by se tedy mohlo jednat o devét kmeni EAEC a dva kmeny EPEC.

Prace Aguirre-Sanchez et al. (2022) [93] byla vénovana klasifikaci faktort virulence
ve spojitosti s fylogenetickymi skupinami z rtiznych zdroji. Urc¢ili, ze kazda skupina mé své
jedine¢né geny virulence, avsak vyskytovaly se i geny, které by se méli vyskytovat
v genomu vSech kmeni nehled¢ na fylogenetickou skupinu. Mezi témito sdilenymi geny

byly napiiklad geny entABCDEF'S, fepABCDG a fimABCDEFGHI [93].

V této praci byly detekované pouze geny entC a jak jiz bylo zminéno gen fimA. Ostatni geny,
o kterych se ve své praci zminovali Aguirre-Sanchez et al. (2022) [93], nebyly detekovany.
Nebot’ v8ak nebyla provedena detekce vSech genii virulence zminénich v praci Aguirre-
Sanchez et al. (2022) [93], je mozné, Ze kmeny E. coli vyuzité v této praci produkuji prave

geny, jejich detekce nebyla provedena.
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ZAVER

V této praci byla provedena identifikace a genotypizace enterobakterii izolovanych
z kuteciho masa. Kmeny byly identifikovany pomoci mikroskopickych a biochemickych
testll, u vybranych kment byla provedena i sekvenace genu pro 16S rRNA. Byly nalezeny
rody Escherichia, Enterobacter, Citrobacter a Klebsiella, jez jsou oznacovany za koliformni
bakterie a slouzi jako indikatory fekalniho znecisténi v potravinach. Dale byly mezi izolaty

popsany rody Serratia, Buttiauxella, Hafnia, Leclercia, Raoultella a Moellerella.

Bakteriociny jsou antimikrobialni proteiny, jez bakterie vyuzivaji ve stresovych
podminkach, kdy bojuji o nutrienty. U bakterie Escherichia coli bylo identifikovano vice
neZ 30 riznych bakteriocind. U enterobakterii izolovanych z kuteciho masa v této praci byla
provedena detekce bakteriocinogenie a u nalezenych produkénich kmentt PCR
bakteriocinotypizace. Vpichovym pokusem byla potvrzena produkce bakteriocini
u 13 kment Escherichia coli a dvou kmend Serratia fonticola. U vSech 15 kmenii byl
detekovan alespon jeden gen kodujici tvorbu bakteriocinll a u 46 % bylo nalezeno Sest a vice
gent. U kment E. coli byly nalezeny geny pro bakteriociny E1, E2, ES, E8, E9, Ia, Ib, M
a mikrocin V. Naopak druh Serratia fonticola je mén¢ prozkoumany druh. V této praci vSak
bylo u tohoto izolatu detekovano hned né&kolik bakteriocind, typové odpovidajici

bakteriocinim rodu Serratia.

Antibioticka rezistence je velkou hrozbou a zvifata se rozhodné podili na udrZzovani a $ifeni
rezistentnich bakterii a genl rezistence. Nadmérné pouZivani antibiotik je hlavni pfi¢inou
antibiotické rezistence a multirezistence. Velky vyznam ma rezistence vici B-laktamovym
antibiotikim, zejména u celedi Enterobacteriaceae. Viechny kmeny enterobakterii z této
préce byly testovany na rezistenci k antibiotikim. Cefalosporiny (48 %) a peniciliny (38 %),
které spadaji pod B-laktamova antibiotika, jsou skupiny, vii¢i nimz byla nalezena nejvyssi
rezistence. Byla detekovadna rezistence vic¢i cefuroximu (98 %), ampicilinu (90 %)
a ampicilin sulbaktamu (83 %). Vyskyt antibiotické rezistence je sledovan nejen
u klinickych izolatl a jednoznacné se neustdle zvySuje. U nékterych antibiotik, jako je
napiiklad ampicilin, byl zjiStén rapidni narlst rezistence u Escherichia coli. Viici kolistinu
bylo v této praci rezistentnich jen malo kmeni a rezistentnimi kmeny byly i druhy rodu
Serratia. Na antibiotickou rezistenci Serratia spp. upozornila i Svétovd zdravotnicka
organizace v roce 2018. Dale byla provedena genotypizace genll rezistence a nejcasteji se

vyskytujicimi geny v této praci byly blaOXA-7, tetA, floR a blaTEM. Geny blaOXA-7
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ablaTEM spadaji mezi Sirokospektré B-laktamdzy, tetd koduje gen rezistence vuci

tetracyklinim a gen floR vi¢i amfenikoltim.

Nakonec byly kmeny Escherichia coli roztazeny do fylogenetickych skupin a byly u nich
detekovany faktory virulence. Byly objeveny pouze skupiny A a B1, které jsou povazovany
za komenzalni a které Ize najit ve stfevech zdravé driibeze. U kment E. coli se nejCastéji
vyskytovaly geny virulence AilyF, ompT, iroN a iss, které jsou typické pro APEC. Je mozné,
ze doslo k horizontalnimu pfenosu gent od patogennich, nebot’ byly kmeny E. coli z této

prace roziazeny pouze do dvou zminénych skupin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A/S
ADO
AFEC
AK
AMP
AmpC
AMX
APEC
ARG
ART
ATP
aw

AZM

bXY

CAZ
CEL
CEP
CIp
CL
CTR
CcX
CXM
Cz

DAEC

ampicilin sulbactam
adonitol

aviarné fekalni E. coli
amikacin

ampicilin
ampicilindza C
amoxicilin

aviarné patogenni E. coli
arginin

arabitol
adenozintrifosfat
aktivita vody
azitromycin

base pair
B-xylosidaza
chloramfenikol
ceftazidim
celobidza

cefalotin
ciprofloxacin
kolistin

ceftriaxon
cefoxotin
cefuroxim

cafazolin

difuzné agregativni E. coli
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DNA
DO
dsDNA
DUL
EAEC
ECDC
EFSA
EHEC
EIEC
EPEC
ESBL
ESL
ETEC
EUCAST
ExPEC
GAR
GLR
HO
H>O»
H>S
HUS
IMP
INO
LAC
LYS
MAL

MAN

deoxyribonukleova kyselina

doxycyklin hydrochlorid

dvouvlédknova deoxyribonukleova kyselina
dulcitol

enteroagregativni E. coli

European Centre for Disease Prevention and Control
The European Food Safety Authority
enterohemoragicka E. coli

enteroinvazivni E. coli

enteropatogenni E. coli

Sirokospektré B-laktamazy

esculin

enterotoxigenni E. coli

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
extraintestinalni patogenni E. coli

gen antibiotické rezistence
B-glukuronidaza

voda

peroxid vodiku

sirovodik

hemolyticko-uremicky syndrom

impenem

inositol

laktéza

lysin

malonat

mannitol
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McF
MH
MLB
MU
NaCl
NMEC
ONP
ORN
PCA
PCR

pH

RCF
RNA
RPM

rRNA

SAL
SCI
SEPEC
SOR
spp.
STEC
subsp.
SuC
SV.

Ta

McFarland

Mueller-Hinton

melibidza

mupirocin,

chlorid sodny

E. coli zptsobujici novorozeneckou meningitidu
[-galaktosidaza

ornitin

plate count agar

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
power of hydrogen

rafinoza

relative centrifugal force (relativni odstfediva sila)
ribonukleova kyselina

revolutions per minute (otd¢ky za minutu)
ribozomalni ribonukleova kyselina

Svedberg

salicin

Simmons citrat

E. coli spojena s lidskou sepsi

sorbitol

species (druh; mnozné ¢islo)

E. coli produkujici Shiga toxin

subspecies (poddruh)

sacharoza

serovar

teplota annealingu
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TE

TRE

tRNA

URE

UTI

uv

VRBL

WHO

tetracyklin

trehal6za

transferova ribonukleova kyselina
uredza

infekce mocovych cest
ultrafialové zaieni

violet red bile agar

World Health Organization
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PRILOHA I: SEZNAM VZORKU KURECIHO MASA, Z NICH
IZOLOVANE KMENY A JEJICH IDENTIFIKACE

Vzorek Cast Reznictvi Kmen
K2 Spali¢ek Slezské uzeniny K2B
K2D
K3 Spali¢ek Slezské uzeniny K3A
K3B
K3C
K4 Spali¢ek Slezské uzeniny K4B
K5 Spali¢ek Slezské uzeniny K5A
K5B
K6 Kfidlo Slezské uzeniny K6A
K7 Kfidlo Slezské uzeniny K7A
K7B
K7D
K8 Kfidlo Slezské uzeniny K8A
K8B
K9 Kiidlo Slezské uzeniny K9B
K9C
K9D
K10 Kfidlo Slezské uzeniny K10A
KI10E
K11 Kfidlo Slezské uzeniny K11B
K12 Kfidlo Slezské uzeniny KI12A
K12B
K13 Kiidlo Slezské uzeniny K13C
K13D
K14 Kiidlo Slezské uzeniny K14A
K14C
K15 Kiidlo Slezské uzeniny K15B
K16 Kfidlo Rostislav Matula K16B
K17 Kiidlo Rostislav Matula K17B
K18 Kiidlo Rostislav Matula KI18A
K18B
K20 Kiidlo Rostislav Matula K20C
K22 Spalicek Slezské uzeniny K22A
K22C
K23 Spali¢ek Slezské uzeniny K23C
K24 Spalicek Slezské uzeniny K24C
K26 Kiidlo Rostislav Matula K26C
K29 Kiidlo Rostislav Matula K29B




PRILOHA II: VYSLEDKY IDENTIFIKACE ENTEROTESTEM 24N A

SEKVENACI GENU PRO 16S rRNA

Kmen ENTEROtest 24N 16S
K2B Serratia fonticola -
K2D Neuspokojivy Serratia liquefaciens
K3A Enterobacter cloacae subsp. cloacae -
K3B Neuspokojivy Serratia fonticola
K3C Citrobacter farmeri -
K4B Enterobacter cloacae subsp. cloacae -
K5A Enterobacter cloacae subsp. cloacae -
KSB Neuspokojivy Aeromonas salmonicida
Ko6A Neuspokojivy Buttiauxella sp.
K7A Neuspokojivy Klebsiella pneumoniae
K7B Serratia fonticola -
K7D Neuspokojivy Escherichia coli
K8A Escherichia hermanii -
K8B Citrobacter farmeri -
K9B Leclercia adecarboxylata -
K9C Buttiauxella gaviniae -
K9D Neuspokojivy Escherichia coli
K10A Neuspokojivy Hafnia alvei
KI10E Serratia fonticola -
K11B Serratia fonticola -
K12A Escherichia coli -
K12B Serratia marcescens -
K13C Neuspokojivy Hafnia alvei
K13D Neuspokojivy Buttiauxella agrestis
K14A Neuspokojivy Serratia liquefaciens
K14C Buttiauxella gaviniae -
K15B Raoultella ornithinolytica -
K16B Escherichia coli -
K17B Enterobacter cloacae subsp. cloacae -




K18A

Serratia grimesii

K18B Serratia marcescens -

K20C Serratia fonticola -

K22A Neuspokojivy Aeromomnas sp.
K22C Serratia fonticola -

K23C Hafnia alvei -

K24C Neuspokojivy Aeromonas aquatica
K26C Serratia fonticola -

K29B Nesupokojivy Aeromonas sp.
K31A Escherichia coli -

K31B Neuspokojivy Escherichia coli
K31E Neuspokojivy Serratia fonticola
K32B Neuspokojivy Escherichia coli
K32C Escherichia coli -

K32D Neuspokojivy Escherichia coli
K32E Neuspokojivy Moellerella wisconsensis
K33A Escherichia coli -

K33B Escherichia coli -

K33C Escherichia coli -

K34A Escherichia coli -

K34B Neuspokojivy Escherichia coli
K34C Escherichia coli -

K35B Neuspokojivy Escherichia coli
K35D Escherichia coli -

K36A Escherichia coli -

K36B Escherichia coli -

K36C Neuspokojivy Escherichia coli




