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ABSTRAKT 

Escherichia coli je přirozenou součástí střevní mikroflóry teplokrevných živočichů, včetně 

člověka. Člověku je prospěšná nejenom produkcí látek působící antimikrobně vůči pato-

genním bakteriím, ale i účastí na tvorbě určitých vitamínů. Některé kmeny E. coli jsou 

ovšem patogenní a mohou způsobovat řadu intestinálních či extraintestinálních onemocně-

ní. Cílem praktické části bylo provést u izolátů E. coli z potravin rozřazení do fylogenetic-

kých skupin (A, B1, B2, D), detekovat faktory virulence iss, papC, neuC, iucD, tsh, vat, 

u vybraných kmenů E. coli dále VT1, VT2, CNF1, CNF2, ST1, ST2, LT1, eaeA, Einv a Ea-

gg a u kolicinogenních kmenů detekovat typ bakteriocinu (24 kolicinů a 8 mikrocinů), 

to vše metodou PCR. Fylogenetickou analýzou byla v potravinách prokázána přítomnost 

kmenů E. coli náležejících do virulentních extraintestinálních skupin B2 a D. Genotypizací 

byl rovněž potvrzen výskyt genů iss, papC, neuC, IucD, tsh, vat a eaeA. U kolicinogenních 

kmenů E. coli byla prokázána přítomnost genů na produkci mikrocinu V a kolicinů B, M, 

U, Y, Ia, Ib, E1, E2, E7 a E8. 

Klíčová slova: Escherichia coli, PCR, fylogenetické skupiny, faktory virulence, bakterioci-

ny   

ABSTRACT 

Escherichia coli is a natural part of the intestinal microflora of warm-blooded animals, 

including humans. Man is beneficial not only to the production of antimicrobial com-

pounds active against pathogenic bacteria, but also participation in the creation of certain 

vitamins. Some strains of E. coli, however, are pathogenic and can cause a variety of intes-

tinal or extraintestinal diseases. The aim of this work was to classify E. coli isolates from 

food to the phylogenetic groups (A, B1, B2, D), detect virulence factors iss, papC, neuC, 

iucD, tsh, vat, with selected strains of E. coli further VT1, VT2, CNF1, CNF2, ST1, ST2, 

LT1, eaeA, Einv and Eagg and detect the type of bacteriocin of colicinogenic strains (24 

colicins and 8 microcins), by PCR method. Phylogenetic analysis showed the presence 

of E. coli belonging to the virulent extraintestinal group B2 and D in food. The presence 

of iss, papC, neuC, IucD, tsh, vat and eaeA genes was confirmed by genotyping. The pro-

duction of microcin V and colicins B, M, U, Y, Ia, Ib, E1, E2, E7, and E8 was showed 

in colicinogenic E. coli strains. 

Keywords: Escherichia coli, PCR, phylogenetic group, virulence factors, bacteriocins 
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ÚVOD 

Bakterii Escherichia coli řadíme do čeledi Enterobacteriaceae a je jedním z nejdůležitěj-

ších zástupců střevní mikroflóry. Poprvé byla popsána koncem 19. století Theodorem 

Escherichem. Přítomnost bakterie v tlustém střevě je důležitá pro správné fungování trávi-

cích procesů. Některé kmeny jsou však patogenní a mohou způsobovat řadu onemocnění. 

Fekálním znečištěním se může dostávat do vody, kde může přežívat řadu týdnů a často se 

proto využívá jako indikátor fekálního znečištění pitné vody.  

U E. coli bylo během let výzkumů popsáno několik fylogenetických skupin. Rozřazení 

do skupin se nejčastěji provádí pomocí multilokusové enzymové elektroforézy či nověji 

pomocí PCR. Ta je založena na detekci genů chuA, ajaA a fragmentu TspE4.C2. Pomocí 

této metody je možné E. coli řadit do čtyř skupin – A, B1, B2 a D. 

Bakterie E. coli je podmíněně patogenní mikroorganizmus a za určitých podmínek tak 

dokáže vyvolávat různá onemocnění. Její patogenita je dána přítomností specifických fak-

torů virulence. Vyvolávat může dva typy onemocnění. Prvním je intestinální onemocnění, 

které se týká střevních infekcí a průjmů. Druhým je extraintestinální a způsobuje přede-

vším infekci močových cest, septické onemocnění, infekci ran či hnisavé procesy.  

E. coli je rovněž významným producentem různých bakteriocinů. Jedná se o rozmanitou 

skupinu antimikrobních látek bílkovinné povahy. Bakteriociny, které produkuje E. coli, je 

možné rozdělit na dvě skupiny – koliciny a mikrociny. První bakteriocin byl z E. coli izo-

lován již v roce 1925 a jednalo se o kolicin V. 

Významné jsou rovněž i možnosti diagnostiky E. coli, které je možné provést po stránce 

mikrobiologické, nebo pomocí molekulárně biologických metod. Mikrobiologická diagnos-

tika je založena především na použití selektivně diagnostických půd, jako je TBX chromo-

genní agar či MacConkey agar. Rovněž je možné použít i speciálních mikrotestů, např. 

enterotesty. Molekulárně biologické metody jsou založeny na průkazu nukleových kyselin 

získaných z bakterií a nejvyužívanější metodou je polymerázová řetězová reakce, kterou 

zavedl Kary B. Mullis. 
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I.   TEORETICKÁ ČÁST 
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1 OBECNÁ CHARAKTERISTIKA ESCHERICHIA COLI 

Escherichia coli byla objevena německo-rakouským pediatrem a bakteriologem Theodo-

rem Escherichem (Obr. 1) roku 1885. Tuto bakterii označil jako Bacterium coli commune a 

prvně se o ní zmínil ve svém díle z roku 1886 Die Darmbakterien des Säuglings und ihre 

Beziehungen zur Physiologie der Verdauung, kde ji spojil s časnou kolonizací střeva novo-

rozenců [1]. O deset let později byla popsána jako Bacillus coli [2], následně roku 1919 

byla bakterie na návrh Castellaniho a Chalmerse na jeho počest přejmenována na Escheri-

chia coli [1]. 

 

Obr. 1.  Theodor Escherich [1]. 

V současné době je Escherichia coli nejprozkoumanějším mikrobiálním druhem, často 

slouží jako modelový mikroorganizmus pro genové a klinické studie. Rovněž se jedná       

o první bakteriální druh, u kterého byla pozorována a popsána výměna genetického materi-

álu konjugací. O tento objev se zasloužil Joshua Lederberg roku 1947 [3, 4]. 
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Taxonomicky se Escherichia coli zařazuje následovně: 

Doména Bacteria 

Bakterie s buněčnou stěnou gramnegativního typu 

Kmen Proteobacteria 

Třída Gammaproteobacteria 

Řád Enterobacteriales 

Čeleď Enterobacteriaceae 

Rod Escherichia 

Druh Escherichia coli 

Rod Escherichia zahrnuje dohromady 8 blíže specifikovaných druhů - Escherichia al-

bertii, Escherichia blattae, Escherichia coli, Escherichia faecalis, Escherichia fergusonii, 

Escherichia hermannii, Escherichia senegalensis a Escherichia vulneris. Nejvýznamnější 

je právě E. coli, u které během dlouhých let výzkumu byly izolovaný již stovky různých 

kmenů s různými vlastnostmi [5]. 

Morfologické a fyziologické vlastnosti 

Escherichia coli (Obr. 2) je krátká, rovná, gramnegativní tyčinka. Její velikost se pohybuje 

kolem 2-3 µm na délku a 0,6 µm na šířku. Netvoří spory, ale je schopná se pohybovat po-

mocí bičíků [7, 8]. Ty jsou složeny z flagelinu a jsou vysoce antigenní – díky H antigenům 

[9]. 

Vnější membrána bakterie je pokryta lipopolysacharidem a skládá se z lipidové dvoj-

vrstvy. Buněčná stěna E. coli se skládá z tenké vrstvy peptidoklykanu. Pod ní se nachází 

cytoplazmatická membrána, která je tvořena z proteinů, fosfolipidů a lipopolysacharidů. 

V cytoplazmě se nachází rozpuštěné organické i anorganické látky a také velké množství 

ribozomů, díky čemuž je dělení bakteriálních buněk velmi rychlé – při optimálních pod-

mínkách činí doba generace cca 20 minut. Rovněž se zde nachází molekula DNA. Její ve-

likost u E. coli K-12 je kolem 4700 kbp a kóduje asi 4400 proteinů [3, 10, 11].  
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Obr. 2. Escherichia coli (upraveno) [6]. 

E. coli je fakultativně anaerobní, je tedy schopna využívat respirační i kvasný metabo-

lismus. Cukry zkvašuje za tvorby plynu a kyselin, tvoří se hlavně kyselina mléčná, pyro-

hroznová, mravenčí, octová a rovněž plyny – oxid uhličitý a vodík. Roste při teplotách     

od 10 °C – 50 °C, optimální teplota růstu činí 37 °C – jedná se tedy o mezofilní mikroor-

ganizmus. Vhodné je neutrální pH, avšak dokáže růst i při pH pod 4,4. Minimální vodní 

aktivita nutná pro růst činí 0,95. Po biochemické stránce produkuje indol a je kataláza po-

zitivní. Naopak neprodukuje sirovodík, a je oxidáza negativní. Tyto její vlastnosti se vyu-

žívají pro její identifikaci na Enterotestu [3, 12]. E. coli se rovněž podílí na tvorbě někte-

rých vitamínů (vitamín K, B1) a produkuje koliciny, které brání rozšíření patogenních bak-

terií [13, 14].  
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2 DIAGNOSTICKÉ METODY 

Diagnostické metody pro E. coli můžeme rozdělit na mikrobiologické, kde řadíme kultivaci 

na živných půdách, Enterotest či barvení dle Grama a na molekulárně biologické s metodou 

PCR a jejími různými modifikacemi. 

2.1 Mikrobiologická diagnostika 

m-FC agar 

Živná půda m-FC Agar (Obr. 3) se využívá ke stanovení termotolerantních koliformních 

bakterií a Escherichia coli dle protokolu TNV 75 7835. Jedná se především o druhy, které 

mají schopnost ve druhém stupni kultivace hydrolyzovat specifickým enzymem β-D-

glukuronidázou v médiu obsažený 4-methyl-umbelliferyl-β-D-glukuronid. Vzniká tak 4-

methyl-umbelliferon, který v dlouhovlnném UV záření vykazuje světle modrou fluorescen-

ci [15].  

 

Obr. 3. m-FC Agar [16]. 

 

U zkoušeného vzorku se provede filtrace přes membránový filtr. Následuje primární 

kultivace, kdy se filtr klade na živnou půdu. Kultivuje se 18 h až 24 h při teplotě 44 °C ± 

2 °C. Po skončení kultivace se počítají kolonie termotolerantních koliformních bakterií. 

Počítají se laktóza pozitivní - modře zbarvené kolonie. Poté se provádí druhá kultivace, 

kdy se přenese filtr na kultivační médium nasycené MUG (kultivační přípravek obsahující 

4-methyl-umbelliferyl-β-D-glukuronidu). Kultivuje se při 37 °C ± 1 °C po dobu 2 hod.        

Po skončení kultivace se z misek sundají víčka a pozorují se v zatemněné místnosti 
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pod UV lampou, která emituje záření o vlnové délce 360 nm. Počítají se kolonie, které vy-

kazují světle modrou fluorescenci [15]. 

TTC laktózový agar s tergitolem 

Jedná se o komplexní médium, které obsahuje laktózu, pepton, kvasničný a masový ex-

trakt, Tergitol 7 (heptadecyl sulfonan sodný pro potlačení plazivého růstu), bromthymolo-

vou modř (acidobazický indikátor ke zjištění produkce kyseliny) a TTC (triphenyl-

tetrazolium chlorid), který jsou schopné některé kmeny redukovat na červený formazan. Při 

pH 7,2 má médium tmavozelenou až tmavomodrozelenu barvu, při snížení pH zežloutne, 

naopak při jeho zvýšení zmodrá. Laktázopozitivní kmeny bakterií rostou jako žluté 

až oranžové kolonie (viz Obr. 4), laktázonegativní kmeny jako fialové kolonie [17]. 

 

Obr. 4. TTC agar s laktózou a Tergitolem [19]. 

 

Živná půda se používá především pro mikrobiologickou kontrolu pitné vody pomocí 

membránové filtrace určeného objemu vzorku. Kultivuje se poté aerobně při teplotě         

36 ± 2 °C po dobu 21 ± 2 hodiny. Konfirmovat lze poté provedením indol testu [18]. 

TBX Chromogenní agar 

Jedná se o selektivní médium určené k detekci a stanovení počtu E. coli v potravinách. 

Součástí půdy je kaseinový pepton, x- ß-glukuronid, žlučové soli a agar. Při 25 °C činí vý-

sledné pH 7,2. Chromogenní látka x- ß-D-glukuronid je určená pro detekci přítomnosti 

enzymu glukuronidázy, která je pro E. coli specifická. E. coli absorbuje chromogenní látku 

x- ß-D-glukuronid a vnitrobuněčná glukuronidázová aktivita rozštěpí vazbu mezi chromo-

forem a glukuronidem. Uvolněný chromofor se zabuduje do buněk a způsobí modro-zelené 
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zabarvení E. coli (Obr. 5). Žlučové soli zde mají roli inhibitoru jiných grampozitivních 

mikroorganizmů a rovněž potlačují koliformní bakterie. Kultivace média probíhá při teplo-

tě 37 a 44 °C po dobu 18-24 hodin [20]. 

 

Obr.5. TBX chromogenní agar [21]. 

MacConkey agar – se sorbitolem 

MacConkey agar se sorbitolem je selektivní živná půda, která slouží pro izolaci především 

E.coli O157:H7. Médium obsahuje D-sorbitol pro izolaci a rozlišení enteropatogenních 

serotypů E. coli, které nemají schopnost fermentovat sorbitol. Další složkou jsou peptony, 

které slouží jako zdroj dusíku. Žlučové soli a krystalová violeť jsou selektivní látky inhibu-

jící růst grampozitivních mikroorganizmů. Dále se zde nachází Nacl, agar a neutrální čer-

veň jako indikátor pH. Naočkované médium se kultivuje 18 až 24 hodin při teplotě 35      

až 37 °C. Escherichia coli O157:H7 (sorbitol negativní) se projevuje velice dobrým růstem 

bezbarvých až béžových kolonií, Escherichia coli ATCC 25922 (sorbitol pozitivní) roste 

za vzniku růžových až světle růžových kolonií [22]. 

Endo agar 

Endo agar je selektivní médium určené pro izolaci a diferenciaci skupiny mikroorganizmů 

z čeledi Enterobacteriaceae. Médium se skládá z peptické natráveniny zvířecí tkáně, laktó-

zy, kterou koliformní bakterie fermentují za vzniku tmavě růžových až červených kolonií, 

dále hydrogenfosforečnanu draselného, agaru a selektivních látek šiřičitanu sodného    a 

základního fuchsinu, které částečně potláčí růst grampozitivních mikroorganizmů. Hodnota 

pH živné půdy při 25 °C činí 7,5 ± 2. Inkubace po naočkování probíhá při teplotě 35 až 37 
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°C po dobu 18 až 24 hodin. Růst E. coli se vyznačuje vznikem růžových až červených ko-

lonií se zeleným kovovým leskem, přičemž může dojí i ke zčervenání média. [23, 24]. 

EC bujón 

Jedná se o selektivní médium pro detekci a stanovení počtu E. coli ve vodě, mléku a potra-

vinářských výrobcích. Skládá se z tryptonu, laktózy, žlučových solí, fosfátu draselného, 

dihydrogenfosforečnanu draselného a NaCl. Žlučové soli inhibují rozvoj sporulujících bak-

terií a enterokoků. Růst E. coli se projeví vznikem zákalu společně s produkcí plynů. Po-

stupuje se celkem ve dvou krocích: nejdříve se očkuje selektivní médium Lauryl-sulfát 

tryptózový bujón při normální a dvojité koncentraci, následně se provede přesun pozitiv-

ních kultur do druhého selektivního média EC bujónu a pro produkci indolu v peptonové 

vodě. Obě média se inkubují po dobu 24 hodin při teplotě 44 °C [25]. 

Enterotest 

Jedná se o komerčně vyráběnou soupravu sloužící k identifikaci významných druhů střev-

ních bakterií z čeledi Enterobacteriaceae. Testovací soupravu tvoří jamky s dehydratova-

nými diagnostickými médii. Jednotlivé jamky se inokulují a nechají se inkubovat přede-

psanou dobu. Poté se jamky vyhodnotí a provede se identifikace bakterie [26]. 

Gramovo barvení 

Barvení dle Grama je diagnostické barvení, které se používá při pozorování bakterií přes 

mikroskop. Lze tak snadno zjistit, jaký tvar a jaké útvary bakterie vytvářejí a rovněž posky-

tuje informace o tom, zda-li daná bakterie je grampozitivní, či gramnegativní [27]. 

2.2 Molekulárn ě biologická diagnostika 

V současné době je již známa celá řada různých metod využívaných pro účely molekulární 

diagnostiky. Dvě z nich lze prohlásit za zcela základní a ostatní z nich vyplývající. Jedná se 

o Southern blotting a polymerázovou řetězovou reakci (PCR) [28]. 

2.2.1 Southern blotting 

Jedná se o klasickou metodu analýzy DNA využívanou pro účely molekulárně genetické 

diagnostiky před zavedením metody PCR [28]. Pojmenována byla podle Edwarda M. Sou-

therna, který přišel s tímto postupem na univerzitě v Edinburgu roku 1970 [29]. Principem 
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je štěpení testované DNA restrikčními endonukleázami, separaci vzniklých fragmentů      

na gelu při elektroforéze, následný přenos fragmentů na membránu a hybridizaci radioak-

tivně značené sondy s DNA, která je zakotvená  na membráně. Poté se provede autoradio-

grafické vyhodnocení membrány. V místech komplementárně navázané sondy je možné 

detekovat radioaktivní záření. Tato metoda je však složitá a drahá a dnes se využívá 

již převážně jen pro vědecké účely [28, 30]. 

2.2.2 Polymerázová řetězová reakce  

PCR (polymerázová řetězová reakce) je jednou z metod molekulární biologie, která          

se používá k množení specifického úseku DNA in vitro [31]. S myšlenkou PCR přišel po-

prvé Kary Mullis v roce 1983, kdy byl zaměstnancem firmy Cetus Corporation [32]. Pů-

vodní DNA polymeráza použitá pro PCR byla extrahována z bakterie E. coli. Ovšem uká-

zalo se, že není příliš vhodná, zvláště s ohledem na její citlivost při používání vyšších tep-

lot při PCR, kdy musel být na začátku každého nového cyklu použit nový enzym. Tento 

problém byl později vyřešen použitím DNA-polymerázy z bakterie T. aquaticus žijící 

v horkých pramenech a tak vykazující mnohem lepší termostabilitu [33, 34]. V roce 1993 

dostal K. Mullis za tento objev Nobelovu cenu [35].   

Komponenty pro PCR: 

• Templátová DNA – Jedná se o původní DNA, která byla izolována ze vzorku (růz-

né mikroorganizmy, bioptické vzorky, stěry, z buněk z tkáňových kultur aj.). 

Nejdříve dochází k počáteční denaturaci, kdy se získají jednořetězcová vlákna, kte-

rá slouží jako templát. Kopie úseku DNA jsou poté syntetizovány dle templátu po-

mocí enzymu DNA-polymerázy na principu komplementarity bází [31].   

• Směs nukleotidů dNTP – Jde o vodný roztok obsahující ultračistou směs každého 

ze čtyř dNTP – dATP, dCTP, dGTP, dTTP, při pH 7,5 [36].   

• DNA polymeráza – Na začátku každého cyklu je nutné provést denaturaci templá-

tové DNA vysokou teplotou – ta ovšem ničí normální DNA polymerázy. Proto       

je nutné při PCR využívat termostabilní polymerázy. Tyto enzymy pocházejí z bak-

terií, které obvykle žijí v extrémních podmínkách a dokáží tak po určitou dobu odo-

lávat i teplotám kolem 95 °C. Nejčastěji používanou polymerázou je TAQ-

polymeráza pojmenovaná dle bakterie Thermus aquaticus [37].   
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• Primery – Obvykle se jako primery používají dva uměle připravené krátké oligo-

nukleotidy, které dosahují délky kolem 18-30 bází. Odvozují se z koncových sek-

vencí DNA určené k amplifikaci. Jakmile se přidá DNA-polymeráza a nukleotidy, 

začne probíhat syntéza nových řetězců na obou matricových řetězcích protisměrně 

[38].   

• Pufr – PCR pufr vytváří optimální podmínky pro činnost DNA-polymerázy. Často 

obsahuje Tris-Hcl, KCL, někdy i MgCl2. Obvykle bývají dodávány v 10x koncent-

raci a je doporučováno používat pufr dodávaný výrobcem polymerázy [39].    

• MgCl 2 – Chlorid hořečnatý slouží v PCR jako kofaktor při reakčním procesu. Fun-

guje jako katalyzátor, kdy se při reakci sice nespotřebovává, avšak samotná reakce 

bez jeho přítomnosti nemůže proběhnout. Přidání většího množství hořčíku urychlí 

reakci, avšak pokud jej bude až příliš mnoho, bude DNA-polymeráza pracovat pří-

liš rychle a může docházet k chybám při procesu kopírování. Pokud naopak bude 

hořčíku málo, reakce pojede jen velmi pomalu, nebo vůbec [40].    

Princip PCR 

Principem PCR je opakující se enzymová syntéza nových řetězců vybraných úseků dvojře-

tězcové DNA. Dochází k ní po připojení dvou primerů, které se váží na protilehlé řetězce 

DNA tak, že jejich 3´OH-konce směřují proti sobě. Celý proces, jak vyjadřuje obrázek č. 6, 

lze rozdělit na tři základní kroky: 1. denaturace, 2. annealing, 3. extenze [38]. 

Počáteční denaturace – dochází k separaci řetězců DNA, probíhá obvykle za teplot ko-

lem 94 °C po dobu 2 až 5 minut. 

1. Denaturace – reakční roztok se nejprve zahřívá na denaturační teplotu, kdy dochází 

k rozvolnění dvojřetězcové DNA. Probíhá při teplotách 94 až 98 °C po dobu 20 až 

45 sekund. 

2. Annealing – dochází ke snížení teploty na 30 až 65 °C, specifické primery 

se začnou vázat na segmenty cílových DNA na principu komplementarity dusíka-

tých bází. Proces trvá přibližně 30 až 90 sekund. 

3. Extenze – teplota se opět zvyšuje, syntetizuje se komplementární řetězec DNA. 

DNA-polymeráza nasedne na primery a začne připojovat volné nukleotidy k vláknu 

DNA. Proces probíhá při teplotách kolem 65 až 75 °C po dobu 45 až 90 sekund. 
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Závěrečná polymerační reakce – dochází k dosyntetizování řetězců, obvykle při teplotách 

kolem 72 °C po dobu 5 minut [31, 38, 41]. 

 

Obr. 6. Průběh PCR [31]. 

PCR reakce se provádí v zařízeních zvaných termocyklery, ve kterých se teploty mění 

dle předem naprogramovaných časových intervalů zcela automaticky. Přesné hodnoty tep-

lot i časů jednotlivých kroků je nutné optimalizovat dle délky amplifikovaného úseku DNA 

a dané sekvence primerů. Pro samotné zahájení reakce stačí velmi malé množství templá-

tové DNA – teoreticky postačí jen jedna molekula [38]. Kroky 1. – 3. se opakují v cyklech, 

kdy v každém cyklu dochází ke zdvojnásobení počtu kopírovaných molekul DNA [41], jak 

vyjadřuje obrázek č. 7. Celkový počet cyklů obvykle dosahuje kolem 25 až 30. Výsledným 

produktem jsou poté fragmenty DNA, které se následně vyhodnocují, nejčastěji gelovou či 

polyakrylamidovou elektroforézou [38, 41]. 
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Obr. 7. Exponenciální amplifikace [42]. 

2.2.3 Modifikace PCR reakce 

• Reverzní PCR – Pro reverzní PCR (RT-PCR) lze jako templát použít RNA. Tato 

metoda využívá reverzní transkriptázu, která přepisuje RNA do cDNA. Ta se poté 

amplifikuje standartním postupem. Jedná se o citlivou metodu k určování aktivních 

genů v buňce [38, 43]. 

• Inverzní PCR – Pomocí této metody je možné amplifikovat úseky DNA o nezná-

mé sekvenci, která je ohraničena známými sekvencemi. Celý proces lze rozdělit 

do dvou kroků, kdy nejdříve dochází ke štěpení DNA v místě neznámých sekvencí 

a cirkularizace vzniklého fragmentu. Následně se připojují protisměrně primery 

na DNA o známé sekvenci a dochází k amplifikaci vnitřního úseku, který vznikl 

spojením sekvencí neznámé DNA [38].  

• Asymetrická PCR – Při asymetrické PCR je v reakci použit vždy jen jeden primer 

(přímý, či zpětný) a dochází k amplifikaci pouze jednoho ze dvou řetězců – tzv. li-

neární amplifikace. Metoda se využívá při automatickém sekvencování [44]. 

• Multiplex PCR – Jedná se o náročnou metodu, kde se amplifikuje několik produk-

tů v jedné reakci. Tato metoda často potřebuje rozsáhlou optimalizaci reakčních 

podmínek, protože často dochází ke vzniku primer-dimer formací a jiných nespeci-

fických produktů, které mohou interferovat s amplifikací specifických produktů. 
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Toho se lze vyvarovat použitím například hot-start PCR a dalšímy způsoby, jako 

volba vhodného PCR pufru či vhodná koncentrace primerů [45]. V rámci Multiplex 

PCR byla vytvořena nová metoda zvaná Univerzální Multiplex PCR (UM-PCR), 

která slouží k zesílení více cílových fragmentů z genomové DNA. Tato metoda mů-

že rychle odhalit genetickou čistotu kukuřičných semen, rovněž ji lze využít 

k analýze polymorfismů, ke kvantitativnímu stanovení a identifikaci druhu [46]. 

• Nested PCR – Velice citlivá metoda, amplifikace probíhá ve dvou krocích. V první 

fázi je během 15 – 30 amplifikačních cyklů pomocí jedné dvojice primerů namno-

žena delší sekvence nukleové kyseliny. Poté dojde k přenesení amplikonů do druhé 

amplifikační zkumavky, ve které je obsažena druhá dvojice primerů. Které jsou 

specifické k vnitřnímu úseku amplikonů. Následně nastává druhá fáze, kdy během 

dalších 15 – 30 cyklů je amplifikována kratší vnitřní sekvence. Poté se již provádí 

detekce, nejčastěji gelovou elektroforézou. Výhodou metody je vysoká výtěžnost   a 

specificita [47]. 

• Real time PCR – Vychází z klasické PCR, pomocí speciálního přístroje je možné 

kontinuálně monitorovat přírůstky DNA během každého cyklu. Je zde nutná pří-

tomnost fluorescenčního substrátu. Ten se váže na syntetizovanou DNA a úroveň 

detekované fluorescence poté vyjadřuje množství nesyntetizované nukleové kyseli-

ny [48]. 

2.2.4 Elektroforéza 

Jedná se o nejčastěji používanou separační techniku při izolaci a analýze nukleových kyse-

lin a bílkovin. Principem je pohyb nabitých molekul v elektrickém poli, kdy hlavním nosi-

telem náboje u nukleových kyselin jsou negativně nabité fosfátové skupiny. V elektrickém 

poli se nukleové kyseliny pohybují směrem k anodě [49].  

Gelová elektroforéza se provádí ve vhodném nosiči, kterým bývá právě gel. Ten je tvo-

řen polyakrylamidem či agarózou a vytváří složitou síťovou strukturu s póry, kdy jejich 

velikost se nejčastěji ovlivňuje koncentrací polymeru. Polyakrylamidové gely se používají 

při separaci menších molekul (10 – 1000 bp), agarózové gely zase pro separaci větších mo-

lekul od 100 bp až do 50 kb. Dle polohy gelu lze potom rozlišovat elektroforézu na verti-
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kální a horizontální. Gel se následně vkládá do elektroforetické vaničky (Obr. 8), ve které 

probíhá vlastní elektroforéza [49]. 

 

Obr.8. Elektroforetická vanička [50]. 

Rychlost pohybu molekul DNA v gelu se označuje jako elektroforetická pohyblivost a je 

nepřímo úměrná logaritmu jejich velikosti. Velikost Molekuly DNA či fragmentu lze sta-

novit srovnáním jejich elektroforetické pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivostí  mo-

lekul či fragmentů DNA o již známé velikosti – standardy [49]. 

Po skončení elektroforézy je třeba následně provést detekci produktů a jejich polohy. 

Okem nejsou viditelné, je však možné je zviditelnit obarvením. Nejčastěji se k tomuto úče-

lu využívá etidiumbromid. Ten se dostane mezi sousední páry bází v DNA za vzniku kom-

plexu, po ozáření UV světlem následně fluoreskuje. Molekuly DNA jsou poté patrné jako 

proužky [49].  

2.2.5 Biočipové technologie 

Klasické metody molekulární biologie jsou obvykle zaměřeny na studium malého počtu 

genů a je poměrně obtížné charakterizovat různé vzájemné interakce většího počtu genetic-

kých faktorů. Biočipové technologie však umožňují simultánní testování tisíce genů 

v rámci jednoho vzorku. Na základě počtu pracovních jednotek a velikosti lze biočipy roz-

dělit na makročipy (macroarrays) a mikročipy (microarrays), které mohou na svém povrchu 

nést tisíce až desetitisíce jednotek. Pro výrobu nosičů se využívají nylonové membrány a 

plastikové či skleněné materiály. Výhodou plastikových či skleněných čipů je efektivní 

nanášení sond – počet i jejich kvalita, snadnější manipulace a možnost automatizace. Ny-

lonové membrány je však možné používat opakovaně a jsou tak finančně dostupnější. Jsou 
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známy dvě možnosti pro přípravu oligonukleotidových sond. První z nich je syntéza oligo-

nukleotidů mimo nosič, na který jsou později kovalentně připojeny. Druhou možností je 

využití fotolitografické metody. Zde syntéza oligonukleotidů probíhá přímo na nosiči. Pod-

statou čipových metod je hybridizace vzorku k sondě na základě komplementarity. Poté se 

provádí detekce navázaných molekul. Způsob detekce závisí na způsobu značení – radioak-

tivní, fluorescenční či chemické. Pro radioaktivní značení se používají radioizotopy fosforu 

- 32P či 33P, v případě fluorescenčního značení se využívají cyaniové barvy, nejčastěji Cy3 

a Cy5. Biočipové techniky je možné použit pro genotypizaci, ke sledování genové exprese, 

pro detekci genetických polymorfismů či pro sekvencování [51, 52]. 
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3 ROZDĚLENÍ DO FYLOGENETICKÝCH SKUPIN 

U bakterie Escherichia coli je již delší dobu uznávána existence odlišných fylogenetických 

skupin. V současnosti takto rozlišujeme celkem čtyři základní fylogenetické skupiny – A, 

B1, B2 a D. Skupiny A a B1 jsou považovány jako sesterské, skupina B2 dle některých 

reprezentuje rodovou linii E. coli.  Kmeny, náležející do těchto čtyř skupin, se liší ve svých 

fenotypových vlastnostech, např. schopnosti využívat různé cukry, odolnost vůči antibioti-

kům či jejich tempo růstu. Rozdíl lze nalézt i ve velikosti genomu, kdy kmeny náležející do 

skupiny A a B1 mají genomy menší oproti kmenům ve skupině B2 a D. Další rozdíly lze 

nalézt také v oblasti jejich výskytu a sklonu způsobovat onemocnění. Skupiny B2 a D jsou 

méně často izolovány z okolního prostředí, ryb, žab či plazů, než skupiny A a B1. 

U skupiny B2 zase bylo prokázáno, že přetrvávají delší období u kojenců, než ostatní kme-

ny E. coli [53]. Uropatogenní E. coli (UPEC) například patří mezi hlavní patogeny, které 

způsobují infekce močových cest, obzvláště u dětí. Virulentní extraintestinální kmeny 

v tomto případě patří hlavně do fylogenetické skupiny B2 a D, kdežto méně virulentní ko-

menzální kmeny náleží k fylogenetické skupně B1 či A [54, 55]. 

Rozřazení kmenů E. coli do fylogenetických skupin lze provést několika způsoby. Jedná 

se o multilokusovou enzymovou elektroforézu (MLST) nebo ribotypizaci. Obě tyto metody 

jsou však dost složité a také časově náročné a vyžadují databázi popsaných kmenů. V roce 

2000 však Clermont O. se svými spolupracovníky přišel s novou metodou pro určení fylo-

genetické skupiny E. coli na základě detekce PCR z genů chuA, yjaA a fragmentů 

TSPE4.C2. Tato metoda lze provádět v režimu triplex PCR, kdy se geny chuA, yjaA 

a fragmenty TSPE4.C2 amplifikují současně. E. coli je poté rozdělována do skupin dle di-

chotomického klíče v závislosti na přítomnosti, či nepřítomnosti daného genu (Obr. 9) 

[56].  

Později však bylo zjištěno, že rozdělování do skupin dle Clermonta, není až tak přesné, 

jak se původně myslelo. Úspěšnost této metody dle jedné studie, činí kolem 84%. U skupin 

B1 a B2 byla úspěšnost správného zařazení mnohem vyšší ve srovnání se skupinami D a A, 

kde byla pravděpodobnost chybného zařazení nejvyšší [53]. 
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Obr.9.  Dichotomický rozhodovací strom pro stanovení                                                  

fylogenetické skupiny u E. coli [56]. 

Nedávno byla provedena nová studie za účelem zlepšit a zpřesnit zařazování kmenů 

E. coli do fylogenetických skupin. Byly navrženy nové primery k amplifikaci a přidán další 

pár primerů specificky zaměřených na glutamát dekarboxyláza-alfa gen (gadA) pro vnitřní 

kontrolu (Tab. 1). Bylo to z toho důvodu, protože předtím nebyly žádné jiné vnitřní kontro-

ly pro případy zařazení kmenů do skupiny A v případě nepřítomnosti některého ze tří pů-

vodních markerů. Velikost produktů pro nově navržené primery je srovnatelná s velikostmi 

navrženými Clermontem [57]. 

Tab. 1.  Sekvence primerů pro modifikovaný fylogenetický test (upraveno) [57]. 

Primer Sekvence primeru 5´- 3´ Velikost produktu (bp) 
ChuA1 ATGATCATCGCGGCGTGCTG 

281 
ChuA2 AAACGCGCTCGCGCCTAAT 
YjaA1 TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 

216 
YjaA2 ACCTGTGACAAACCGCCCTCA 

TspE4C2.1 GCGGGTGAGACAGAAACGCG 
152 

TspE4C2.2 TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG 
GadA1 GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 

373 
GadA2 GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC 
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Byla vytvořena směs pro amplifikační reakci, ve které se nacházelo všech 8 primerů 

a byla provedena optimalizace. Reakce poté probíhala po 30 cyklů za následujících podmí-

nek:  

úvodní denaturace 94°C 4 minuty 

1. Denaturace – 94°C 30 sekund 

2. Annealing – 65°C 30 sekund 

3. Extension – 72°C 30 sekund 

závěrečná extenze 72°C 5 minut 

Celkem bylo testováno 185 vzorků E. coli, u kterých již bylo známé zařazení do fylogene-

tické skupiny díky dřívějšímu rozřazení (MLST aj.). Dvě třetiny vzorků (121) přinesly stej-

né výsledky a byly tak přiřazeny do stejných fylogenetických skupin. U 64 izolátů se již 

výsledky lišily. U 54 z nich byly patrné produkty pro TSPE4.C2 (45 vzorků), yjaA (9 vzor-

ků). Tyto izoláty se řadily ke skupině D (3 vzorky), B2 (42 vzorků) a A (9 vzorků). Avšak 

tyto amplifikace neměly vliv na nové rozřazení těchto 54 vzorků. Modifikovaný test změnil 

fylogenetické skupiny celkem u 10 vzorků. Ve všech případech nové primery amplifikova-

ly nové produkty, které původní metodou nebyly zjištěny. Původní a nové výsledky vyja-

dřují Tabulky 2 a 3. Navíc použitím primerů pro gadA se podařilo zabránit nesprávnému 

zařazení 6 vzorků, kdy v prvním pokusu vyšlo vše dle původního zařazení. Nebyl avšak 

amplifikován ani gen gadA, což naznačovalo nedostatečnou kvalitu DNA. Pokus byl tedy 

znovu zopakován, tentokrát již s pozitivními výsledky [57]. 

Tab. 2.  Původní metoda dle Clermonta (upraveno) [57]. 

Izolát Původ ChuA YjaA TSPE4.C2 Zařazení 
SFESBL-788 Člověk + - - D 
SFEcoli-65 Člověk + - - D 

SFESBL-245 Dobytek - - + B1 
SFESBL-244 Drůbež - - + B1 

EO41 Člověk - - - A  
EO42 Člověk - - -  A 
EO72 Člověk - - -  A 

SFESBL-92 Člověk - - -  A 
SFESBL-196 Dobytek - - -  A 
SFESBL-351 Drůbež - - -  A 
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Tab. 3.  Modifikovaná metoda dle Doumitha (upraveno) [57]. 

Izolát Původ gadA ChuA YjaA TSPE4.C2 Zařazení 
SFESBL-788 Člověk + + + - B2 
SFEcoli-65 Člověk + + + + B2 

SFESBL-245 Dobytek + + + + B2 
SFESBL-244 Drůbež + + + + B2 

EO41 Člověk + - - + B1 
EO42 Člověk + - - + B1 
EO72 Člověk + - - + B1 

SFESBL-92 Člověk + + + + B2 
SFESBL-196 Dobytek + + - + D 
SFESBL-351 Drůbež + + - + D 

 

Výhodou této nové modifikované metody je zvýšení citlivosti a spolehlivosti při rozdě-

lování kmenů E. coli do fylogenetických skupin a rovněž dosažení lepší shody s daty 

MLST [57].  
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4 VIRULENCE A PATOGENITA 

Organizmy se schopností využívat prostředí poskytující hostitelem a které svým metabo-

lismem, jeho produkty a reakcí, jež způsobují u hostitele, jej mohou poškozovat či vyvolá-

vat onemocnění, se nazývají patogeny. Patogenita je poté označována jako schopnost urči-

tého druhu mikroorganizmu vyvolat onemocnění konkrétního druhu hostitele [10] a jedná 

se o vlastnost kvalitativní. Virulence vyjadřuje stupeň patogenity a jedná se o vlastnost 

kvantitativní. Často je dána počtem mikroorganizmů, které mohou onemocnění způsobit 

[58].  

Kmeny mikroorganizmů mohou být: vysoce virulentní – ty usmrtí většinu citlivých hos-

titelů, avšak ztrácí tím možnost dalšího šíření; virulentní, které v populaci přežívají, může 

se množit a přenášet na další jedince; a avirulentní [10], který nemá schopnost vyvolávat 

onemocnění [59]. Dále je možné mikrobiální druhy rozdělit dle vnímavosti hostitelského 

organizmu na primárně patogenní a podmíněně patogenní. Za primární patogeny lze pova-

žovat pouze ty druhy, které mají schopnost vyvolat onemocnění u zdravého hostitele vyba-

veného nástroji rezistence a reagujícího specifickou imunitou. Podmíněně patogenní druhy 

jsou schopny být původci onemocnění jen v případech, kdy jsou poškozeny či narušeny 

přirozené obranné mechanizmy (poranění kůže, sliznic, cizí tělesa v tkáni aj.) a při snížené 

imunitě hostitele. Zdrojem infekce podmíněnými patogeny poté může být vnější prostředí, 

ale rovněž i vlastní endogenní flóra [10].  

4.1 Faktory patogenity 

Velkou roli hrají faktory patogenity, které lze rozdělit do 3 oblastí: 1. přenosnost, 2. inva-

zivita, 3. toxicita [58].  

Přenosnost – přenos mikroorganizmu do hostitele závisí na několika faktorech: na cel-

kovém počtu mikroorganizmů, infekční dávce, rezistenci vůči okolnímu prostředí 

a na chování hostitele [60]. 

Invazivita je dána schopností vstoupit do hostitele (adherence, pomnožení, penetrace), 

množit se a šířit se ve vnitřním prostředí hostitele. Bakterie používají různé způsoby, kte-

rými se váží na buněčné povrchy. Adherují na komplementární struktury pomocí adhezinů 

– struktur na povrchu bakterie. Ty se váží na receptory, které jsou součástí eukaryotické 

buňky. E. coli může tvořit fimbrie, pomocí nichž se váže v močovém traktu (tzv. P fimbrie) 
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a rovněž v tenkém střevě člověka (CFAI, CFAII, E8775) i zvířat (K88, K99, 987P, F41). 

Receptory mohou být přítomny jen v určitém věkovém období, kdy např. enteropatogenní 

E. coli adheruje v tenkém střevě novorozenců, ale u dospělých již nikoliv. Rovněž vyvstá-

vá možnost blokace receptorů příslušnou specifickou chemickou strukturou (u E. coli 

manózou) [10]. 

Bakterie se často podílí na produkci různých toxických látek. Tyto látky mohou aktivně 

transportovat do svého okolí – hovoříme o exotoxinech, nebo se uvolňují do svého okolí 

až po rozpadu bakterie – poté se jedná o endotoxiny [60]. E. coli se podílí na produkci ter-

molabilních a termostabilních enterotoxinů [10]. 

4.2 Faktory virulence 

Patogenní kmeny E. coli mohou vyvolávat dva druhy onemocnění: intestinální – jedná se 

o různé průjmové infekce a extraintestinální – infekce močových cest, pyogenní infekce či 

meningitidy u novorozenců [61]. 

4.2.1 Patogenní kmeny způsobující intestinální onemocnění 

Enteropatogenní kmeny E. coli podle projevů virulence můžeme rozdělit následovně: 

1. ETEC – enterotoxická E. coli: Je původcem průjmových infekcí cestovatelů, pro-

dukuje dva toxiny – termolabilní LT a termostabilní ST. Genetická informace pro 

tvorbu enterotoxinů je vázána na plazmidech. K adhezi dochází pomocí proteino-

vých fimbrií, které jsou druhově specifické (člověk, sele, tele). Důsledkem jsou prů-

jmy bez horečky [61, 62]. 

2. EPEC – enteropatogenní E. coli: Způsobuje průjmy novorozenců, často s krví, bez 

horečky, neprodukuje toxiny, je mírně invazní [62]. 

3. EIEC – enteroinvazní E. coli: Na sliznici dokáže přilnout pravděpodobně díky bíl-

kovině vnější membrány. Následně pronikne do sliznice, kde se pomnoží. Ve stolici 

je velké množství krve a hlenu [62]. 

4. EAEC – enteroadherentní E. coli: Adheruje ke sliznici, následná infekce je mírná, 

neinvaduje [62]. 
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5. EHEC – enterohemoragická E. coli: Často jsou také označované jako shiga-like to-

xigenní E. coli (STEC) či verotoxigenní E. coli (VTEC). Způsobují krvavé průjmy 

a hemolyticko-uremický syndrom (HUS). STEC se dále dělí na 5 séropatotypů (A-

E). Mezi nejčastější séroskupiny patří O4, O5, O16, O26, O55, O111ab, O113, 

O117, O157 a O172. Nejznámějším sérotypem je O157:H7. Bakterie adherují po-

mocí fimbrií na mikrovili střevních epiteliálních buněk. Následně dochází k aktiva-

ci polymerace aktinu, přeskupení cytoskeletu uvnitř buněk a k vymizení mikrovili. 

Naruší se permeabilita membrány střevních buněk. Vznik lézí vede k odlupování 

epitelií, k zánětu a průjmu. Hlavním faktorem zde je produkce shigatoxinu, neboli 

verotoxinu. Při postižení ledvin dochází k  poškození ledvinových tubulů, moč ob-

sahuje krev a vyvíjí se HUS. Zdrojem je obvykle nepropečené maso, saláty, mošty 

či voda [62, 63]. 

4.2.2 Patogenní kmeny způsobující extraintestinální onemocnění 

Mezi extraintestinální kmeny E. coli řadíme: 

UPEC – uropatogenní E. coli (sérotypy 01,02,03,04,06,07,075,0150): Způsobuje infekce 

močových cest [64]. K významným faktorům virulence zde řadíme: 

• Fimbriální adhesiny – obzvláště případnou přítomnost manózo-rezistentních 

P fimbrií, kdy v přítomnosti manózy není vazba P fimbrií nijak blokována. Nachází 

se hlavně u pyelonefritogenních klonů E. coli, u kmenů E. coli s urosepsí a kmenů 

perzistujících v urotraktu i ve stolici [64].  

• V případě nefimbriálních adhezinů je možné zmínit: 

o  Hemaglutininy, které je možné nejčastěji nalézt v moči gravidních žen 

s IMC (infekce močových cest). 

o Curli – mají vazebnou afinitu k sérovému proteinu fibronektinu. 

o Kapsulární (K) polysacharid – pouzderný polysacharid je amorfní nekon-

stantní povrchová struktura bakterií, jejíž tvorba je závislá na nutričních 

podmínkách. Kromě adherence je i nositelem virulence a invazivity. Má 

hydrofilní vlastnosti a tak uniká imunitním mechanizmům [64]. 
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• Lipopolysacharid (LPS komplex) – je tvořen lipidem A a polysacharidem somatic-

kého O antigenu. Lipid A je endotoxin, který se nachází v buněčné stěně bakterií. 

Jeho toxický účinek se může projevit při vysoké koncentraci, jehož příčinou je lýze 

velkého množství bakterií. Rovněž dokáže aktivovat makrofágy s produkcí TNF-α, 

IL 1 a IL 6. Přítomnost O antigenu po delší dobu vyvolá tvorbu anti O protilátek. 

Také se podílí na sérum rezistenci UPEC kmenů E. coli [64]. 

• Toxiny – Hemolyzin α  -  jedná se o exotoxin, který má cytotoxický efekt na renální 

buňky v tubulech, invazivní vlastnosti a rovněž inhibiční 

vliv na fagocytózu. 

 - Aerobactin, siderofory – proteiny, které vyhledávají Fe3+ pro metaboli-

zmus bakteriální buňky za účelem tvorby 

fimbrií. Produkce byla prokázána u pyelonefri-

togenních kmenů E. coli [64]. 

NMEC – kmeny E. coli způsobující neonatální meningitidu. E. coli je v tomto případě dru-

hou nejčastější příčinou meningitidy u novorozenců, přičemž tyto kmeny se řadí převážně 

do fylogenetické skupiny B2 [65]. 

APEC – aviární patogenní E. coli – Způsobují kolibacilózu, což je jedna z nejvýznamněj-

ších infekčních chorob, které postihují drůbež. Kolibacilózy mají mnoho forem a způsobují 

roční mnohamilionové ztráty v důsledku úmrtnosti i snížení výroby. I přes důležitost tohoto 

onemocnění zatím zůstávají mechanismy virulence do značné míry stále neznámé [66]. 
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5 BAKTERIOCINY 

Mikroorganizmy disponují velkým množství různých obranných systémů. Patří sem široko-

spektrální antibiotika, vedlejší produkty metabolizmu (kyselina mléčná), lytická činidla 

(lysozym), velká škála exotoxinů bílkovinné povahy a v neposlední řadě právě bakterioci-

ny. Bakteriociny byly objeveny téměř u každého bakteriálního druhu, přičemž v rámci jed-

notlivých druhů byla prokázána produkce desítek či stovek různých druhů bakteriocinů 

[14]. Jedná se tedy o bohatou a různorodou skupinu ribozomálně syntetizovaných antimik-

robiálních peptidů [67]. Na rozdíl od tradičních antibiotik bakteriociny disponují velice 

úzkým spektrem působnosti [14]. 

Produkce bakteriocinů je rovněž významnou charakteristikou u E. coli a několika dal-

ších příbuzných druhů v čeledi Enterobacteriaceae. V rámci rodu Escherichia je jejich 

produkce téměř výlučně spojena s kmeny E. coli. Bakteriociny je možné rozdělit do dvou 

skupin – koliciny a mikrociny [68]. Bylo zjištěno, že obě skupiny často produkují kmeny E. 

coli získané z lidských zdrojů, kdy z celkových 411 testovaných kmenů bylo 55% z nich 

pozitivních na produkci bakteriocinů. Takto relativně vysoký výskyt bakteriocinogenních 

kmenů E. coli u lidí izolovaných z gastrointestinálního traktu je pravděpodobně důsledkem 

jejich ekologické role v rámci mezidruhové soutěže bakterií ve střevním traktu lidí [69].  

 V rámci této oblasti probíhají rovněž výzkumy ohledně probiotických bakterií (kam 

je možné zařadit i E. coli Nissle 1917) a jejich produkce různých bakteriocinů, které mo-

hou zlepšit jejich schopnost soutěžit s jinými gastrointestinálními bakteriemi, inhibovat tím 

patogenní bakterie a v konečném důsledku tak mít pozitivní vliv na zdraví hostitele [67, 

70].  

5.1 Koliciny 

Koliciny jsou proteiny, které produkují některé kmeny E. coli a jsou toxické pro jiné pří-

buzné kmeny E. coli. První kolicin identifikoval belgický vědec André Gratia již v roce 

1925 a byl označen jako kolicin V [71, 72]. Později byl avšak přeřazen do skupiny mikro-

cinů [73]. Po tomto objevu začaly být identifikovány další koliciny a v dnešní době jich 

známe celkem 34, z nichž podrobně je popsáno 26 [68]. Označení Kolicin zavedl Gratia 

a Fredericq roku 1946, kdy prokázali jejich bílkovinnou povahu a specifičnost jejich čin-

ných spekter [71].   
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Nově objevené koliciny dostaly své označení velkými písmeny z abecedy dle receptoro-

vé specifity. V případě, že se na jeden receptor váže více kolicinů, provádí se označení 

písmenem a číslem, např. kolicin E1 – E9. Koliciny je možné rozdělit do dvou skupin dle 

způsobu, jakým se dostanou přes buněčný obal do buňky, konkrétně skupina A a B. Skupi-

na A využívá systému Tol, který obsahuje proteiny TolA, TolQ, TolR, TolB, Pal a řadíme 

sem koliciny A, E1 – E9, K, L, N, S4, U a Y. Skupina B využívá systému TonB, obsahující 

proteiny TonB, ExbB, ExbD a patří sem koliciny B, D, H, Ia, Ib, M, 5 a 10. Obecně platí, 

že skupina A je kódována malými plazmidy, zatímco skupina B je kódována velkými 

plazmidy. Některé koliciny však patří do jedné skupiny, ale sdílejí homologii s koliciny 

skupiny druhé – týká se to např. kolicinu 5 a 10 [71, 73].   

 Koliciny jsou produkovány bakteriemi E. coli, které v sobě mají ukryt jeden kolicino-

genní plazmid – pCol. Existují dvě třídy pCol – typ I a typ II. Typ I jsou malé plazmidy 

o velikosti 6 – 10 kb a kódují hlavně koliciny ze skupiny A. Typ II jsou velké plazmidy 

o velikosti kolem 40 kb a kódují koliciny ze skupiny B, přičemž mohou nést i dva operony 

vedle sebe. Potom mohou produkovat například koliciny B a D, B a M, Ia a V [71].   

5.2 Mikrociny 

Mikrociny jsou ribozomálně syntetizované antimikrobiální peptidy s nízkou molekulovou 

hmotností. Jsou produkovány bakteriemi z čeledi Enterobacteriaceae, obzvláště E. coli. 

Antibakteriálně působí především na příbuzné druhy. Syntézu mikrocinů výrazně zvyšují 

stresové podmínky pro bakterii, např. nedostatek živin. Je známo 14 mikrocinů [74], z toho 

9 na molekulární úrovni, což umožňuje molekulární detekci odpovídajících genů [68]. Vět-

šina z těchto 14 mikrocinů je kódována plazmidem, byly však popsány i kódované chro-

mozomálně. Jednotlivé kmeny E. coli mohou produkovat i více mikrocinů současně, např. 

kmen E. coli Nissle 1917 produkuje mikrociny M a H47 [74].   

Mikrociny mohou být rozděleny na 2 třídy: 

• Třída I – řadí se sem peptidy, jejichž molekulová hmotnost je nižší než 5 kDa. 

Jedná se o mikrociny B17, C7-C51, J25 a D93 

• Třída II – zde se jedná o peptidy, jejichž molekulová hmotnost činí kolem 4,9 až 

8,9 kDa. Patří sem mikrociny E492, H47, V, L a 24 [75, 76].   
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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6 CÍL PRÁCE 

Cílem práce bylo u vybraného souboru kmenů Escherichia coli provést pomocí metody 

PCR následující analýzy: 

• rozřadit kmeny E. coli do základních fylogenetických skupin (A, B1, B2, D); 

• stanovit faktory virulence za pomocí tří skupin primerů (1. skupina - iss, iucD, ne-

uC, papC, tsh, vat; 2. skupina – cnf1, cnf2, STI, STII, VT1, VT2, LTI; 3. skupina Ea-

ea, Einv, Eagg); 

• provést bakteriocinotypizaci u kolicinogenních kmenů E. coli (mikrociny, koliciny). 
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7 MATERIÁL 

V praktické části byly provedeny u kmenů E. coli jednotlivé reakce PCR pro rozdělení 

do fylogenetických skupin, stanovení faktorů virulence a bakteriocinotypizaci. U vybra-

ných kmenů byla analýza provedena i metodami triplex, multiplex a duplex PCR.  

7.1 Přístrojová technika 

• parní sterilizátor VARIOKLAV 75S, 135S (H+P Labortechnik, Německo) 

• digitální váha - Kern&Sohn GmbH (Německo) 

• termocycler PTC-200, MJ Research (Bio-Rad, USA) 

• termocycler PTC-100, MJ Research (Bio-Rad, USA) 

• termostat BT 120 (Laboratorní přístroje, Česká republika) 

• elektroforetické zařízení – model D4 (OWL Separation Systém,Inc., Portsmouth, 

NH USA) 

• UV-transiluminátor s dokumentačním zařízením, model In Genius (Syngene, UK) 

• termoblok BIO, TDB-100 (Biotech, ČR) 

• centrifuga - Minispin plus, eppendorf (Německo) 

• automatické mikropipety (Nichiryo, Japonsko) 

• Bio VORTEX V1 (Biotech, ČR) 

• AEG-Electrolux – mikrovlnná trouba, model EMM 2005 

• běžné laboratorní sklo 
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7.2 Kultiva ční média 

Složení kultivačních médií je uvedeno v Tabulkách 4 a 5. 

Masopeptonový agar (MPA) 

Tab. 4. Složení MPA. 

Surovina Množství 
Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 15 g 
Masový výtažek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 10 g 
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 10 g 
NaCl (Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 5 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
 

Masopeptonový bujón (MPB) 

Tab. 5. Složení MPB. 

Surovina Množství 
Masový výtažek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 3 g 
Pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie) 5 g 
NaCl (Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 3 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
 

7.3 Chemikálie 

• TAQ DNA polymeráza - ThermoPol Buffer, New England, BioLabs, USA 

                                             - DyNAzyme F – 501L, Finnzymes 

• PCR pufr - 10x ThermoPol Reaction Buffer, New England, BioLabs, USA 

                         - DyNAzyme F – 501, 10x Buffer, Finnzymes 

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

• dNTP Mix/12,5mM (mixture of dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Jena Bioscience, Ně-

mecko) 

• MgCl2 

• Nanášecí pufr Lb 6x, TopBio, ČR 
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• Etidium bromid, Sigma Aldrich, Německo 

• Primery (jednotlivé primery jsou uvedeny v tabulkách níže) 

• TAE pufr (50x koncentrovaný) 

• LE Agarose, SeaKem, Lonza, USA 

• Sterilní destilovaná voda 

 

7.4 Použité primery 

Byly použity celkem tři typy primerů – pro stanovení fylogenetických skupin, pro určení 

faktorů virulence ( 1., 2. a 3. skupina) a pro bakteriocinotypizaci (koliciny a mikrociny). 

7.4.1 Primery pro stanovení fylogenetických skupin 

Tab. 6.  Sekvence primerů pro fylogenetickou analýzu (upraveno) [77]. 

Primer Sekvence primeru 5´- 3´ Velikost produktu (bp) 

ChuA1 GACGAACCAACGGTCAGGAT 
279 

ChuA2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
YjaA1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 

211 
YjaA2 ATGGAGATTGCGTTCCTCACC 

TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 
152 

TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG 
 

7.4.2 Primery pro stanovení faktorů virulence 

Tab. 7.  Primery 1. skupiny (upraveno) [78].   

Primer Sekvence primeru 5´- 3´ Velikost produktu (bp) 

iss fp ATCACATAGGATTCTGCCG 
309 

iss bp CAGCGGAGTATAGATGCCA 
papC fp GACGAACCAACGGTCAGGAT 

501 
papC bp TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
neuC fp GGTGGTACATTCCGGGATGTC 

670 
neuC bp AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG 
iucD fp ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC 

714 
iucD bp CCTGATCCAGATGATGCTC 
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Pokračování  Tab. 7. 

tsh fp ACTATTCTCTGCAGGAAGTC 
824 

tsh bp CTTCCGATGTTCTGAACGT 
vat fp TCCTGGGACATAATGGCTAG 

981 
vat bp GTGTCAGAACGGAATTGTC 

 

Tab. 8.  Primery 2. skupiny (upraveno) [78]. 

Primer Sekvence primeru 5´- 3´ 
Velikost produktu 

(bp) 
VT1 fp ACGTTACAGCGTGTTGCRGGGATC 

121 
VT1 bp TTGCCACAGACTGCGTCAGTRAGG 
VT2 fp TGTGGCTGGTTCGTTAATACGGC 

102 
VT2 bp TCCGTTGTCATGGAAACCGTTGTC 
ST I fp TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 

160 
ST I bp GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG 
ST II fp CCCCCTCTCTTTTGCACTTCTTTCC 

423 
ST II bp TGCTCCAGCAGTACCATCTCTAACCC 
CNF 1 fp GGCGACAAATGCAGTTTGCTTGG 

552 
CNF 1 bp GACGTTGGTTGCGGTAATTTTGGG 
CNF 2 fp GTGAGGCTCAACGAGATTATGCACTG 

839 
CNF 2 bp CCACGCTTCTTCTTCAGTTGTTCCTC 
LT I fp TGGTTCATCATGCACCACAAGG 

360 
LT I bp CCATTTCTCTTTTGCCTGCCATC 

 

Tab. 9.  Primery 3. skupiny (upraveno) [79, 80]. 

Primer Sekvence primeru 5´- 3´ 
Velikost produktu 

(bp) 
eaeA fp TGAGCGGCTGGCATGAGTCATAC 

241 
eaeA bp TCGATCCCCATCGTCACCAGAGG 
Einv fp TGGAAAAACTCAGTGCCTCTGCGG 

140 
Einv bp TTCTGATGCCTGATGGACCAGGAG 
Eagg fp AGACTCTGGCGAAAGACTGTATC 

194 
Eagg bp ATGGCTGTCTGTAATAGATGAGAAC 
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7.4.3 Primery pro bakteriocinotypizaci 

Tab. 10.  Kolicinové primery (upraveno) [81]. 

Kolicin Primer Sekvence primeru 5´- 3´ 
Velikost produktu 

(bp) 

A 
ColA-F CGTGGGGAAAAGTCATCATC 

475 
ColA-R GCTTTGCTCTTTCCTGATGC 

B 
ColB-F AAGAAAATGACGAGAAGACG 

492 
ColB-R GAAAGACCAAAGGCTATAAGG 

D 
ColD-F CTGGACTGCTGCTGGTGATA 

420 
ColD-R GAAGGTGCGCTTACTACTGC 

K 
ColK-F CAGAGGTCGCTGAACATGAA 

469 
ColK-R TCCGCTAAATCCTGAGCAAT 

L 
Col28b-F TGCATATTGAAAGCGTCAGC 

449 
Col28b-R CAGGTTATCCCCTCTCACCA 

M 
ColM-F GCTACCACTTCGCAAAACC 

429 
ColM-R GAGCGACTCTCCGATAATGC 

N 
ColN-F AGCTTGGCGAGTATCTTGGA 

401 
ColN-R CAACACAGCCCCGAATAAAC 

U 
ColU-F TGATTGCTGCGAGAAAAATG 

485 
ColU-R TCTGACAGCCTCTCCCTGTT 

E1 
ColE1-F TGTGGCATCGGGCGAGAATA 

649 
ColE1-R CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTT 

E2 
ColE2-R TGATGCTGCTGCAAAAGAG 

409 
ColE2-R TTCAAAGCGTTCCCTACCAC 

E3 
ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 

413 
ColE3-R TCGGATTCGGACCTTTCAAC 

E4 
ColE4-F GAAGGCTGCATTTGATGCT 

409 
ColE4-R CGGATCCGGACCTTTAATTT 

E5 
ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 

430 
ColE5-R TTGAATTCTCGAATCGTCCA 

E6 
ColE6-F ACCGAACGTCCAGGTGTT 

399 
ColE6-R TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT 

E7 
ColE7-F GCATTCTGCCATCTGAAAT 

431 
ColE7-R CTTCTGCCCACTTTCTTTCG 

E8 
ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 

449 
ColE8-R GACTGATTGGCTTGTCGTGA 

E9 
ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 

418 
ColE9-R GACTTTTCTCCCTCCGACCT 

Ia 
ColIa-F GCATGCAAATGACGCTCTTA 

473 
ColIa-R GAGGACGCCAGTTCTCTGTC 

Ib 
ColIb-F AACGAGTGGGTCGATGATTC 

464 
ColIb-R CCTTTTCTGCGCTCGTATTC 
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Pokračování Tab. 10. 

Y 
ColY-F GCAGGCAGAAAAGAACAAGG 

477 
ColY-R CGGACGTTATTTGCCTTCAT 

Js 
ColJs-F TCAAAATGTTTGGGCTCCTC 

254 
ColJs-R TAATCTGCCCTGTCCCACTG 

10 
Col10-F GGTTACCGGATTTCCTGGAT 

448 
Col10-R TTCTGAATGCTTGGCCCACT 

S4 
ColS4-F TATATGGCCCAACTGCTGGT 

456 
ColS4-R CGTAAGGACGGACACCTGTT 

5 
Col5-F CATTGGCAAAAGCGAAATTC 

443 
Col5-R TGCAACTCTGGAAACAATCG 

 

Tab. 11.  Mikrocinové primery (upraveno) [81]. 

Mikrocin Primer Sekvence primeru 5´- 3´ 
Velikost 
produktu 

(bp) 

J25 
Mcc J25-F TCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTACCAAT 

175 
Mcc J25-R TGATTAAGCATTTTCATTTTAATAAAGTGT 

B17 
Mcc B17-F TCACGCCAGTCTCCATTAGGTGTTGGCATT 

135 
Mcc B17-R TTCCGCCGCTGCCACCGTTTCCACCACTAC 

H47 
Mcc H47-F CACTTTCATCCCTTCGGATTG 

227 
Mcc H47-R AGCTGAAGTCGCTGGCGCACCTCC 

V 
Mcc V-F CACACACAAAACGGGAGCTGTT 

680 
Mcc V-R CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT 

C7 
Mcc C7-F CGTTCAACTGTTGCAATGCT 

134 
Mcc C7-R AGTTGAGGGGCGTGTAATTG 

L 
Mcc L-F GGTAAATGATATATGAGAGAAATAACGTTA  

233 
Mcc L-R TTTCGCTGAGTTGGAATTTCCTGCTGCATC 

M 
Mcc M-F CGTTTATTATTTTATGAATA 

456 
Mcc M-R AAACGGAAGAATGGATGATCTCGCAAA 

E492 
Mcc E492-F GTCTCTCCTGCACCAAAAGC 

291 
Mcc E492-R TTTTCAGTCATGGCGTTCTG 
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7.5 Příprava roztoků 

100 bp DNA Ladder 

• 180 µl H2O 

• 50 µl nanášecího pufru 

• 20 µl DNA Ladder 

TAE pufr 50x 

• 20 Trizma                   242 g 

• 0,5M EDTA                100 ml 

• Kyselina octová          57,1 ml 

• Destilovaná voda        doplnit do 1000 ml 

TAE pufr 1x 

• TAE pufr 50x              20 ml 

• Destilovaná voda        980 ml 

Nanášecí pufr LB 6x 

• Bromfenolová modř         10 mg     

• 0,5M EDTA                   1,2 ml       

• 10% SDS                      600 µl 

• Glycerol                        1,2 ml 

• Destilovaná voda           doplnit do 10 ml 

7.6 Použité bakteriální kmeny 

Všechny  kmeny Escherichia coli, použité v této práci (Tab. 12), pocházely ze sbírky 

mikroorganizmů Fakulty technologické UTB ve Zlíně. Byly uchovávány zamražené při 

teplotách -20 °C a -80 °C a označeny kódem: 017, 059, 062, 064, 066, 087W - 099W, 

101W - 107W, 109W – 127W; 222 – 230, 240, 241, 242, 247, 252, 255, 256, 257, 259, 

260, 265, 266, 268, 271, 272, 273, 285. 
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Tab. 12. Seznam použitých kmenů E. coli [77, 82, 83, 84, 85] 

Kmen 
Datum zakoupe-

ní 
Název vzorku, firma 

017 2006 
Kůže chlazeného  kuřecího masa, zakoupeno v maloobchodní 

síti Zlín 

059 2006 
Kůže chlazeného  kuřecího masa, zakoupeno v maloobchodní 

síti Zlín 

062 2006 
Kůže chlazeného  kuřecího masa, zakoupeno v maloobchodní 

síti Zlín 

064 2006 
Kůže chlazeného  kuřecího masa, zakoupeno v maloobchodní 

síti Zlín 

066 2006 
Kůže chlazeného  kuřecího masa, zakoupeno v maloobchodní 

síti Zlín 
087W 2006 Vepřový separát, Hamé Babice 
088W 2006 Vepřový separát, Hamé Babice 
089W 2006 Vepřový separát, Hamé Babice 

090W 2006 
Kůže chlazeného kuřecího masa, zakoupeno v obchodní síti 

Zlín 

091W 2006 
Kůže chlazeného kuřecího masa, zakoupeno v obchodní síti 

Zlín 
092W 2006 Vepřový separát, Hamé Babice 
093W 2006 Vepřový separát, Hamé Babice 
094W 2006 Vepřový separát, Hamé Babice 
095W 2006 Vepřový separát, Hamé Babice 
096W Srpen 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod 
097W Srpen 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod 
098W Srpen 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod 
099W 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod 
101W 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
102W 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
103W 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
104W 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
105W 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
106W 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
107W 2007 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod 
109W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
110W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
111W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
112W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
113W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
114W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
115W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
116W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
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Pokračování Tab. 12. 
117W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
118W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
119W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
120W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
121W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
122W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
123W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
124W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
125W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
126W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
127W 2009 Kuřecí kůže, Raciola Jehlička, Uherský Brod  
222 Listopad 2010 Bažant, prsa, odběr 3. den po odlovu, z chovu 
223 Listopad 2010 Bažant, stehno, odběr 3. den po odlovu, z chovu 
224 Listopad 2010 Bažant, játra, odběr 3. den po odlovu, z chovu 
225 Listopad 2010 Bažant, játra, odběr 3. den po odlovu, z chovu 
226 Listopad 2010 Bažant, prsa, odběr 3. den po odlovu, z volné přírody 
227 Listopad 2010 Bažant, játra, odběr 3. den po odlovu, z volné přírody 
228 Listopad 2010 Bažant, játra, odběr 3. den po odlovu, z volné přírody 

229 Listopad 2010 
Bažant, prsa, odběr 12. den po odlovu, uskladněno venku 

ve visu, z chovu 

230 Listopad 2010 
Bažant, játra, odběr 12. den po odlovu, uskladněno venku 

ve visu, z chovu 
240 2010 Maso, [85] 
241 2010 Maso, [85] 
242 2010 Maso, [85] 
247 2010 Maso, [85] 
252 2010 Maso, [85] 
255 2010 Maso, [85] 
256 2010 Maso, [85] 
257 2010 Maso, [85] 
259 2010 Maso, [85] 
260 2010 Maso, [85] 
265 2010 Maso, [85] 
266 2010 Maso, [85] 
268 2010 Maso, [85] 
271 2010 Maso, [85] 
272 2010 Maso, [85] 
273 Listopad 2011 Vepřová plec, Ing. Vladimír Sluštík- Kašava 33, 763 19 
285 Leden 2012 Kuřecí křídla, Raciola - Jehlička s.r.o. 
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8 METODY 

8.1 Příprava vzorků DNA 

Jednotlivé kmeny E. coli byly vyočkovány na živné půdy MPA křížovým roztěrem. Poté 

byly kultivovány v termostatu při teplotě 37 °C, 24 hodin. Do předem připravených 

a označených ependorfek bylo připraveno 100 µl 1x ředěného PCR pufru. Očkovací klič-

kou byla kultura E. coli, narostlá na Petriho misce, přenesena do ependorfky s pufrem 

a suspenze byla homogenizována na vortexu. Suspenze v ependorfce byla následně vložena 

do termobloku, nastaveným na 95 °C, 20 minut. Po vyjmutí z termobloku byly vzorky vlo-

ženy do centrifugy na 60 sekund při 14.500 otáčkách. Supernatant byl poté odpipetován 

do nových ependorfek a sloužil jako templát pro PCR reakce. 

8.2 Příprava vzorků pro PCR  

Jednotlivé komponenty reakční směsi byly připravovány ve formě master mixu, 

aby se předešlo nepřesnostem při pipetování a rovněž zkrácení času při přípravě vzorků. 

Celkový objem jedné reakční směsi činil 20 µl. Složení amplifikačních směsí pro PCR je 

uvedeno v příslušných podkapitolách níže. 

8.2.1 Amplifika ční směsi pro stanovení fylogenetických skupin 

Stanovení fylogenetických skupin bylo provedeno dvěma metodami. První byla dle 

standardního protokolu, kdy do každé reakční směsi byla použita jedna pára primerů. Slo-

žení této amplifikační směsi je uvedeno v Tabulce 13. Dále byla použita metoda Triplex 

PCR, kdy do každé reakční směsi bylo přídáno MgCl2 a všechny tři páry primerů. Složení 

amplifikační směsi dle metody Triplex PCR je uvedeno v Tabulce 14. 

Tab.13. Složení směsi dle standardního protokolu (upraveno) [77].   

Složka směsi pro PCR Objem (µl) 
Voda 16,2 

PCR pufr 2,0 
dNTP mix 0,4 

TAQ DNA polymeráza 0,5 
ChuA1/ChuA2 0,2/0,2 

Templátová DNA 0,5 
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Tab.14.  Složení směsi dle metody Triplex PCR (upraveno) [77].   

Složka směsi pro PCR Objem (µl) 
Voda 12,5 

PCR pufr 2,0 
dNTP mix 0,4 

MgCl2 0,4 
ChuA1/ChuA2 0,1/0,1 
YjaA1/YjaA2 0,1/0,1 

TspE4C2.1/TspE4C2.2 0,1/0,1 
TAQ DNA polymeráza 0,5 

 

8.2.2 Amplifika ční směsi pro stanovení faktorů virulence 

Pro stanovení faktorů virulence bylo opět využito dvou metod – jednoduchou reakcí 

PCR a pomocí multiplex reakcí PCR. Jednotlivé komponenty byly smíchány ve formě 

master mixu za použití primerů 1. skupiny (Tabulka č. 7), primerů 2. skupiny (Tabulka 

č. 8) a primerů 3. skupiny (Tabulka č. 9). Složení amplifikační směsi pro jednoduchou re-

akci při použití primerů 1. skupiny je uvedeno v Tabulce 15, při použití primerů 2. skupiny 

v Tabulce 16, při použití primerů 3. skupiny v Tabulce 17 a pro multiplex reakci PCR 

v Tabulce 18. 

Tab.15.  Směs pro jednoduchou reakci PCR – primery 1. skupiny 

(upraveno) [78].   

Složka směsi pro PCR Objem (µl) 
Voda 21,0 

PCR pufr 2,5 
dNTP mix 0,5 

TAQ polymeráza 0,1 
Primer F/R 0,25/0,25 

Templátová DNA 0,5 
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Tab.16.   Směs  pro  jednoduchou  reakci  PCR  –  primery  2.  skupiny 

(upraveno) [78]. 

Složka směsi pro PCR Objem (µl) 
Voda 14,2 

PCR pufr 2,4 
dNTP mix 2,0 

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

Templátová DNA 2,0 
   

Tab.17. Směs pro jednoduchou reakci PCR – primery 3. skupiny [79, 

80].  

Složka směsi pro PCR Objem (µl) 
Voda 16,0 

PCR pufr 2,4 
dNTP mix 1,0 

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

Templátová DNA 2,0 
 

Tab.18. Směs pro multiplex reakci PCR – primery 1. a 2. skupiny 

(upraveno) [78].   

Složka směsi pro PCR Objem (µl) 
Voda 16,0 

PCR pufr 2,5 
dNTP mix 1,0 

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

MgCl2 2,0 
Templátová DNA 2,0 

 

8.2.3 Amplifika ční směsi pro bakteriocinotypizaci 

Jednotlivé komponenty byly opět míchány ve formě master mixu. Použité kolicinové 

primery jsou uvedeny v Tabulce 10, mikrocinové primery jsou uvedeny v Tabulce 11. 

Množství jednotlivých složek, použitých pro jednoduchou PCR reakci, jsou uvedena 

v Tabulce 19.  
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Rovněž byla provedena duplex PCR, kdy byly páry primerů seřazeny do párů, což vedlo 

opět k úspoře materiálu i času pro přípravu. Použité rozřazení do párů je uvedeno 

v Tabulce 20, složení amplifikační směsi pro duplex PCR v Tabulce 21. 

 

Tab.19.  Složení směsi pro jednoduchou PCR (upraveno) [81].   

Složka směsi pro PCR Objem (µl) 
Voda 21,0 

PCR pufr 2,5 
dNTP mix 0,5 

TAQ polymeráza 0,1 
Primer F/R 0,25/0,25 

Templátová DNA 0,5 
   

Tab.20.  Rozřazení primerů do párů. 

  Páry primerů (bp) 
1 ColE2 (409) + ColIa (473) 
2  ColD (420) + ColA (475) 
3 ColE3 (413) + ColIb (464) 
4 ColE4 (409) + ColS4 (456) 
5 ColE6 (399) + Col5 (443) 
6 ColE9 (418) + ColK (469) 
7 ColM (429) + ColY (477) 
8 ColN (401) + Col10 (448) 
9 ColE5 (430) + ColU (485) 
10 ColE7 (431) + ColB (492) 
11 ColE8 (449) + ColE1 (649) 
12 Col28b (449) + ColJs (254) 
13 Mcc B17 (135) + Mcc H47 (227) 
14 Mcc C7 (134) + Mcc E492 (291) 
15 Mcc J25 (175) + Mcc M (456) 
16 Mcc V (680) + Mcc L (233) 
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Tab.21.  Složení směsi pro duplex reakci PCR (upraveno) [84].   

Složka směsi pro PCR Objem (µl) 
Voda 20,4 

PCR pufr 2,5 
dNTP mix 0,5 

TAQ polymeráza 0,1 
Primer F1/R1 0,25/0,25 
Primer F2/R2 0,25/0,25 

Templátová DNA 0,5 
 

8.3 Amplifikace PCR 

Amplifikace byla prováděna v termocykleru za podmínek, které uvádí Tabulka 22. 

Pro stanovení faktorů virulence při použití primerů 3. skupiny byla amplifikace prováděna 

za podmínek, které uvádí Tabulka 23. 

Tab.22. Podmínky PCR reakce. 

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

Opakování cyklu 30 x 
Záverečná extenze 68 °C/3 minuty 

Chlazení 4°C / ∞ 
 

Tab.23. Podmínky PCR reakce – faktory vi-

rulence, primery 3. skupiny [80]. 

Úvodní denaturace 95 °C/5 minut 

Opakování cyklu 5 x 
95 °C/30 sekund 
72°C/1 minuta 

Denaturace 95 °C/ 30 sekund 
Annealing 63 °C/30 sekund 
Extenze 72 °C/30 sekund 

Opakování cyklu 20 x 
Záverečná extenze 72 °C/5 minut 

Chlazení 4°C / ∞ 
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8.4 Detekce PCR produktů 

K detekci produktů, získaných metodou PCR, byla použita elektroforéza v 1,5% agaró-

zovém gelu. Gel byl připraven navážením 1,5 gramů agarózy a jejím rozpuštěním 

ve 100 ml 1x koncentrovaného TAE pufru, který byl předtím připraven zředěním z 50x 

koncentrovaného TAE pufru. Vzniklá směs byla zahřívána v mikrovlnné troubě za občas-

ného promíchávání, a nechala se projít 3x varem. Následně byl přidán etidiumbromid 

v množství 3 µl a mírným zamícháním rozpuštěn. Poté byl roztok nalit do předem připra-

vené elektroforetické vaničky s hřebínky a nechal se zatuhnout. K celému objemu 20 µl 

PCR produktů byl přidán nanášecí pufr v množství 4 µl. Po zatuhnutí byly vyjmuty hřebín-

ky a gel byl přelit 1x koncentrovaným TAE pufrem. Do první jamky byl vždy nanesen jako 

standard 100 bp DNA marker, do následujících potom připravené vzorky. Elektroforetická 

separace poté probíhala při 90 V, 40 minut – dostatečně dlouho, aby bromfenolová modř, 

obsažená v nanášecím pufru, doputovala asi do 2/3 gelu. Po ukončení elektroforézy bylo 

provedeno vyhodnocení v UV světle pomocí transiluminátoru a výsledek byl zdokumento-

ván pomocí programu Gene-Snap od SyneGene. 
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9 VÝSLEDKY A DISKUZE 

9.1 Fylogenetická analýza 

V této práci byla k fylogenetické analýze použita metoda PCR dle standardního protokolu a 

metoda Triplex PCR. Metoda Triplex PCR byla popsána roku 2000 Clermontem a spol. 

a lze takto kmeny E. coli rozdělit do čtyř fylogenetických skupin – A, B1, B2 a D [56]. 

Analýza byla provedena u kmenů E. coli izolovaných z potravin a které byly již dříve ově-

řeny pomocí mikrotestů, že se skutečně jedná o E. coli. Po získání bakteriálních lyzátů 

a provedení PCR byla uskutečněna detekce produktů pomocí elektroforézy v agarózovém 

gelu a výsledky poté zdokumentovány pomocí programu SynGene Ingenius. 

Vyšetřeno bylo celkem 55 kmenů. Při provedení PCR dle standardního protokolu byly 

u každého kmene uskutečněny 3 reakce. V případě použití metody Triplex se proces zjed-

nodušil a stačila jediná reakce ke zjištění přítomných genů. Pakliže některý z výsledků 

u metody Triplex byl nejasný, byla pro ověření provedena PCR dle standardního protokolu. 

9.1.1 Detekce produktů PCR reakce 

Detekce produktů byla provedena pomocí elektroforézy v 1,5 % agarózovém gelu a vý-

sledky byly vyhodnoceny v UV-transiluminátoru pomocí programu SynGene Ingenius. 

Jednalo se o metodu dle standardního protokolu, kde ke každé reakci byl použit pouze je-

den pár primerů (Obr. 10, 11) a metodu Triplex se třemi páry primerů v jedné reakci. De-

tekovány byly 3 geny – chuA (279 bp), yjaA (211 bp) a fragment TSPE4.C2 (152 bp). 

Pro rozlišení velikostí amplikonů byl použit 100 bp DNA marker.  
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Obr.10. Agarózový gel s PCR produkty. Zleva: 1. jamka 100 bp DNA marker; 2.-8.  

jamka kmeny č. 089W, 092W, 093W, 096W, 097W, 101W, 103W – negativní geny chuA, 

nespecifický geny kolem 900-1000 bp; 9. a 10. jamka kmeny č. 105W, 106W – pozitivní 

geny chuA (279 bp); 12. jamka kmen č. 089W – pozitivní gen yjaA (211 bp); 13. a 14. jam-

ka kmeny č. 092W, 093W – negativní geny yjaA; 15. a 16. jamka kmeny č. 096W, 097W – 

pozitivní geny yjaA (211 bp). 

 

Obr.11. Agarózový gel s PCR produkty. Zleva: 1. jamka 100 bp DNA marker; 2. jamka 

kmen č. 101W – pozitivní gen yjaA (211 bp); 3. jamka kmen č. 103W – negativní yjaA; 4. 

jamka kmen č. 105W – pozitivní gen yjaA (211 bp); 5. jamka kmen č. 106W – negativní gen 

yjaA; 6. jamka – kontrola; 7.-12. jamka kmeny č. 089W, 092W, 093W, 096W, 097W, 101W 

– negativní geny TSPE4.C2; 13. jamka kmen č. 103W – pozitivní gen TSPE4.C2 (152 bp); 

14. jamka kmen č. 105W – negativní gen TSPE4.C2.; 15. jamka kmen č. 106W – pozitivní 

gen TSPE4.C2 (152 bp); 16. jamka – kontrola. 
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9.1.2 Vyhodnocení výsledků 

Po provedení detekce produktů PCR reakce bylo provedeno rozdělení do jednotlivých fy-

logenetických skupin podle dichotomického klíče (Obr. 9), který navrhnul Clermont [56]. 

Výsledky jsou uvedeny v Tabulce 24.  

 Tab.24. Výsledky fylogenetické analýzy. 

Kmen  chuA yjaA TspE4.C2 Skupina 
  017 - - - A 
 059 - - - A 
  062 - + - A 
  064 - - - A 
  066 + - - D 

 087W - - - A 
 088W - - - A 
 089W - + - A 
 090W - - - A 
 091W + + - B2 
092W - - - A 
093W - - - A 
094W - - + B1 
095W - - - A 
 096W - + - A 
 097W - + - A 
 098W - - - A 
099W - - - A 
101W - + - A 
102W - + - A 
103W - - + B1 
104W - + - A 
105W + + - B2 
106W + - + D 
107W + + - B2 
109W - - - A 
110W - - - A 
111W - - - A 
112W - - - A 
113W - - - A 
114W - - - A 
115W - - + B1 
116W - + - A 
117W - + - A 
118W x x x x 
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Pokračování Tab. 24. 

119W + - - D 
120W - + - A 
121W - + - A 
122W + - + D 
123W - - - A 
124W x x x x 
125W - - - A 
126W - - - A 
127W - + - A 
222 - - - A 
223 - - - A 
224 - - - A 
225 + - + D 
226 - - - A 
227 - - - A 
228 - - - A 
229 + - + D 
230 - - + B1 
273 + + + B2 
285 + + + B2 

 

Z celkových 55 kmenů, které byly podrobeny fylogenetické analýze, byla patřičná sku-

pina přiřazena 53 z nich. Zbývající 2 kmeny vykazovaly negativní reakce na všechny způ-

soby detekce, včetně stanovení faktorů virulence. Jednalo se o kmeny č. 118 a 124. Z toho 

důvodu tedy byly podrobeny ještě analýze na detekci genu lacZ, kódující enzym ß-

galaktozidázu, která katalyzuje štěpení cukru laktózy. Pro jeho detekci bylo použito prime-

rů LZL a LZR (264 bp) [86, 87]. Výsledky detekce byly negativní, proto by bylo vhodné 

opět provést identifikaci obou kmenů, zda-li se skutečně jedná o kmeny E. coli.  

Z ostatních 53 kmenů E. coli podrobených fylogenetické analýze bylo 38 kmenů zařaze-

no do skupiny A (72 %), 4 kmeny  do skupiny B1 (8 %), 5 kmenů do skupiny B2 (9 %) a 6 

kmenů do skupiny D (11 %). Ve fylogenetické skupině A a B1 se obvykle nachází méně 

virulentní komenzální kmeny, kdežto ve fylogenetické skupině B2 a D naopak virulentní 

extraintestinální kmeny [54, 55]. Celkem 6 kmenů, získaných z vepřových separátů, bylo 

zařazeno do skupiny A a jeden kmen do skupiny B1. Kmen č. 273, získaný z vepřové ple-

ce, byl zařazen do skupiny B2 a jedná se tedy o virulentní exraintestinální kmen. Obdobně 

byl do skupiny B2 zařazen i kmen č. 285 získaný z kuřecích křídel. Další testované kmeny 
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pocházely z kuřecí kůže. Celkem 26 kmenů zde bylo zařazeno do skupiny A a 2 kmeny 

do skupiny B1. Mezi virulentní extraintestinální kmeny bylo zařazeno 7 kmenů, z toho 3 

kmeny do skupiny B2 a 4 kmeny do skupiny D. Poslední testovanou skupinou byly kmeny 

získané z bažantů. Jednalo se o celkem 9 kmenů, z toho 7 kmenů bylo zařazeno do skupiny 

A a B1 – tedy mezi komenzální kmeny. Dva kmeny byly zařazeny do skupiny D mezi vi-

rulentní extraintestinální kmeny, jednalo se o kmeny č. 225 a 229, oba získané z bažantů 

z chovů. 

Rovněž Tomášová [77] se ve své práci zabývala rozřazením některých kmenů E. coli 

do příslušných fylogenetických skupin. Společně s touto prací se tak jedná již o soubor 108 

testovaných kmenů E. coli náležejících do sbírky mikroorganizmů Fakulty technologické 

UTB ve Zlíně. Celkem 64 kmenů (59 %) bylo zařazeno do skupiny A, 30 kmenů (28 %) 

do skupiny B1, 8 kmenů (7 %) do skupiny B2 a 6 kmenů (6 %)  do skupiny D [77]. 

Ze získaných výsledků je tedy zřejmé, že velká část kmenů E. coli, nacházejících se 

v potravinách, se řadí právě mezi nepatogenní komenzální kmeny. Byl ovšem potvrzen 

výskyt rovněž virulentních extraintestinálních kmenů E. coli, i když v malém množství a je 

možné, že jejich přítomnost značí sekundární kontaminaci fekálního původu. 

Zůstává otázkou, jak přesná však metoda dle Clermonta je s ohledem na nedávno pro-

vedenou studii, kterou uskutečnil M. Doumith a spol. Bylo zjištěno, že se kmeny mnohdy 

nesprávně zařazují na základě nepřítomnosti všech tří genů do skupiny A [57]. Z toho dů-

vodu by tedy bylo vhodné výsledky ještě ověřit přesnější metodou, jakou je například mul-

tilokusová enzymová elektroforéza. 

9.2 Detekce faktorů virulence 

Bakterie E. coli jsou přirozenou součástí střevního traktu teplo-krevných živočichů, včetně 

lidí. Mnoho kmenů je komenzálního typu, kdy hostiteli neškodí, naopak mohou být i pro-

spěšné (E. coli Nissle 1917) [70]. Je však známo i velké množství patogenních kmenů, 

které mohou vyvolávat řadu onemocnění – intestinálních či extraintestinálních [61]. E. coli 

je nositelem různých typů faktorů virulence, které mají vliv při rozvoji onemocnění. Me-

zi tyto nejvýznamnější faktory je možné zařadit například adhesiny, invasiny či toxiny. 

Všechny tyto faktory se poté zapojují do složitých mechanizmů, které ovlivňují míru pato-

genity daného kmene E. coli [10, 60]. 
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9.2.1 Detekce produktů PCR reakce 

Detekce produktů PCR reakce byla provedena obdobně, jako při fylogenetické analýze. 

Opět byly využity dva způsoby – jednoduchou reakcí PCR (Obr. 12), kde byl použit jeden 

pár primerů a metodou multiplex se třemi páry primerů (Obr. 13). Na Obrázku 14 poté byla 

zachycena detekce primerů 3. skupiny. 

 

Obr.12. Agarózový gel s PCR produkty. Zleva: 1. jamka 100 bp DNA marker; 2.-10. 

jamka kmeny č. 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230 – pozitivní geny iss (309 bp); 

11. jamka kontrola; 12.-14. jamka kmeny č. 222, 223, 224 – negativní geny na tsh; 15. 

jamka kmen č. 225 – pozitivní gen na tsh (824 bp); 16. jamka vzorek č. 226 – negativní gen 

tsh. 
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Obr.13. Agarózový gel s PCR produkty. Zleva: 1. jamka 100 bp DNA marker; 2.-6. jam-

ka kmeny č. 087W, 084W, 095W, 096W, 097W – negativní geny chuA, nespecifické geny 

kolem 900-1000 bp; 7. a 8. jamka kmeny č. 087W a 094W – negativní geny yjaA; 9. jamka 

kmen č. 103W – pozitivní geny iss (309 bp) a papC (501 bp), negativní gen neuC;10. jamka 

kmen č. 105W – pozitivní gen papC (501 bp), negativní geny iss a neuC, nespecifický gen 

kolem 950 bp; 11. jamka kmen č. 106W – pozitivní geny iss (309 bp) a papC (501 bp), ne-

gativní gen neuC; 12. jamka kmen č. 103W – pozitivní geny tsh (824 bp) a vat (981 bp), 

negativní gen iucD; 13. jamka kmen č. 105W – negativní geny iucD, tsh a vat; 14. jamka 

kmen č. 106W - pozitivní geny tsh (824 bp) a vat (981 bp), negativní gen iucD. 

 

Obr.14. Agarózový gel s PCR produkty. Zleva: 1. jamka 100 bp DNA marker; 2. jamka 

kmenč. 017 – pozitivní gen eaeA (241 bp); 3.-8. jamka kmeny č. 059, 062, 064, 066, 091W, 
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103W – negativní geny na eaeA; 9. a 10. jamka kmeny č. 104W,105W – pozitivní geny na 

eaeA (241 bp); 11. jamka kmen č. 106W – negativní gen eaeA; 12. jamka kmen č. 107W – 

pozitivní gen eaeA (241 bp); 13.-16. jamka kmeny č. 119W, 122W, 225, 226 – negativní 

geny eaeA. 

9.2.2 Vyhodnocení výsledků 

Po provedení detekce byly výsledky zahrnuty do tabulek – detekce genů pro faktory vi-

rulence 1. skupiny - iss, papc, neuC, iucD, tsh, vat (Tab. 25) a detekce genů pro faktory 

virulence 3. skupiny – eaeA, Einv, Eagg (Tab. 26). Výsledky detekce genů pro faktory vi-

rulence 2. skupiny – VT1, VT2, ST1, ST2. CNF1, CNF2, LT1, do tabulky zpracovány neby-

ly s ohledem na nepřítomnost pozitivního výsledku. 

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

Kmen iss papC neuC iucD tsh vat 

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

087W - - - - - - 
088W + - - - - - 
089W - - - - - - 
090W + - - - - - 
091W + - - + - - 
092W - - - - - - 
093W - - - - - - 
094W - - - - - - 
095W - - - - - - 
096W - - - + - - 
097W - - - - - - 
098W + - - - - - 
099W - - - - - - 
101W - - - + - - 
102W - - - + - - 
103W + + - - + + 
104W - - - - - - 
105W - + - - - - 
106W + + - - + + 
107W - - - - - - 
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Pokračování Tab. 25. 
109W - - - - - - 
110W - - - - - - 
111W - - - - - - 
112W - - - - - - 
113W - - - - - - 
114W - - - - - - 
115W + - - + - - 
116W - - - + - - 
117W - - - + - - 
118W x x x x x x 
119W - - - - - - 
120W + - - + - - 
121W + - - + - - 
122W + - - - - - 
123W - - + + - - 
124W x x x x x x 
125W - - - - - - 
126W - - - - - - 
127W - - - - - - 
222 + - - - - - 
223 + - - - - - 
224 + - - + - - 
225 + - - + + - 
226 + - - + - - 
227 + - - + - - 
228 + - - + - - 
229 + - - + + - 
230 + - - + - - 
240 - - - - + - 
241 - - - - + - 
242 - - - + - - 
247 - - - - + - 
252 - - - - + - 
255 - - - - - - 
256 - - - - - - 
257 - - - - + - 
259 - - - - + - 
260 - - - - - - 
265 - - - - + - 
266 - - - - + - 
268 - - - + + - 
271 - - - - + - 
272 - - - - - - 
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Pokračování Tab. 25. 
273 - - - + + - 
285 - - - + + - 

 

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

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

091W - - - 
103W - - - 
104W + - - 
105W + - - 
106W - - - 
107W + - - 
119W - - - 
122W - - - 
225 - - - 
226 - - - 
229 - - - 
230 - - - 
273 - - - 
285 - - - 

 

Celkem bylo analýze s primery 1. skupiny podrobeno 70 kmenů E. coli. Výsledky byly 

získány u 68 z nich, kdy kmeny č. 118 a 124, obdobně jako u fylogenetické analýzy, nerea-

govaly a bylo by vhodné pomocí mikrotestů ověřit, zda-li skutečně jde o kmeny E. coli. 

Ze 68 kmenů bylo na geny iss pozitivních 20 (29 %), papC 3 (4 %), neuC 1 (1 %), iucD 24 

(35 %), tsh 17 (25 %) a vat 2 (3 %).  

• Gen iss – jedná se o gen, který kóduje sérovou bílkovinu přežití a zlepšuje tak 

ochranu daného kmene E. coli. Výskyt genu byl zaznamenán u UPEC i NMEC 

kmenů. Ve velké míře se nachází na plazmidu ColV, které se běžně vyskytují 

u APEC kmenů [88]. Gen byl v této práci detekován u 20 z 68 kmenů, z toho 10 

kmenů bylo získáno z kuřecích kůží a 9 kmenů bylo izolováno z bažantů. Ze získa-

ných výsledků je zřejmé, že přítomnost genu iss může poukazovat na aviární původ 

a napovídat o patogenitě.  
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• Gen papC – gen je možné zařadit k faktorům virulence podílejících se na adherenci 

pomocí adhesinů na hostitelskou buňku. Gen papC se nachází především u UPEC 

kmenů E. coli. Tyto kmeny jsou vybaveny tzv. P-fimbriemi, pomocí nichž se usktu-

tečňuje adherence k hostitelské buňce [10, 89]. Gen papC byl detekován pouze u 3 

kmenů z 68, ve všech případech byl izolován z kuřecích kůží. Může se tedy jednat o 

UPEC kmeny E. coli, což nevylučuje ani přítomnost genů iss nacházejících se 

u dvou těchto kmenů. 

• Gen neuC – gen neuC je potřebný pro syntézu kyseliny sialové a podílí se tak 

na tvorbě i transportu kapsle K1. Biosyntéza i transport jsou zakódovány v 17kb 

klastru genu KPS. Často se tento gen vyskytuje u NMEC kmenů E. coli [90]. V této 

práci byl pozitivní pouze jeden kmen č. 123 izolovaný z kuřecí kůže a pravděpo-

dobně se může jednat právě o NMEC kmen E. coli. 

• Gen iucD – protein, který se nachází na plazmidu ColV-K30. Součastí je hned 5 

genů; iucA,B,C,D, které se účastní syntézy aerobaktinu a iutA, který kóduje vnější 

membránový receptor pro železo - feri-aerobaktinový komplex. IucD zastává dvě 

hlavní funkce: katalyzuje unikátní typ reakce N6-okysličení lyzinu a rovněž zpro-

středkovává první krok biosyntézy aerobaktinu [91]. V této práci bylo na přítom-

nost genu detekováno celkem 24 kmenů E. coli, z toho 15 kmenů bylo izolováno 

z kuřecích kůží a 7 kmenů z bažantů. 

• Gen tsh – jedná se o gen řadící se mezi autotransportní proteiny. Nachází se 

na plazmidu ColV a je citlivý na teploty hematoglutininu. Často se nachází u UPEC 

a APEC kmenů E. coli [92]. Podílí se na adherenci i na produkci cytotoxinů [93]. 

Pozitivních kmenů na gen tsh bylo 17, přičemž se jednalo o izoláty z kuřat, bažan-

tů, krůt a vepřových nožiček. Je tedy pravděpodobné, že většina kmenů se bude řa-

dit právě mezi aviárně patogenní kmeny E. coli, případně  kmeny UPEC. 

• Gen vat – kóduje autotrasportní cytotoxin, kódován je na ostrůvku patogenity PAI. 

Často se nachází u aviárních patogenních kmenů E. coli [94]. Pozitivní na gen vat 

byly pouze 2 kmeny – 103 a 106. Kmeny byly izolovány z kuřat, přičemž oba byly 

pozitivní i na geny tsh, papC a iss, které se často vyskytují u kmenů APEC a lze 

proto předpokládat, že tyto dva kmeny náleží do této skupiny patogenních kmenů E. 

coli.  
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Detekcí faktorů virulence, při použití primerů 2. skupiny, se ve své diplomové práci za-

bývala rovněž Knechtlová M., přičemž pro analýzu rovněž použila některé kmeny E. coli 

ze sbírky mikroorganizmů Fakulty technologické UTB ve Zlíně. Společně s touto prací 

tak již bylo otestováno celkem 108 kmenů E. coli. Na gen iss bylo pozitivních celkem 37 

kmenů (34 %), na přítomnost genu papC 6 kmenů (6 %), pro gen neuC 1 kmen, na gen 

iucD 42 kmenů (39%), pro gen tsh 27 kmenů (25 %) a na gen vat byly pozitivní 3 kmeny. 

Z výsledků je patrná častá společná přítomnost genů iss a iucD [78]. Obzvláště je možné si 

této skutečnosti povšimnout u kmenů izolovaných z bažantů, kde všech 9 kmenů bylo pozi-

tivních na gen iss a 7 z nich na přítomnost genu iucD. Společný výskyt těchto dvou genů 

byl zjištěn rovněž u jiných kmenů získaných z kuřecích kůží, z čehož je možné usoudit, že 

přítomnost obou genů v rámci jednoho kmene je poměrně běžným jevem.  

Pro přítomnost genů při použití primerů 2. skupiny bylo analýze podrobeno celkem 44 

kmenů E. coli. Ani u jednoho kmene však nebyla prokázána přítomnost některého z těchto 

genů. ETEC mohou produkovat dva typy toxinů - termolabilní LT (LT1) a termostabilní ST 

(ST1, ST2). Genetická informace pro tvorbu těchto enterotoxinů je vázána na plazmidech 

[61, 62]. U kmenů VTEC je známa produkce verotoxinů. V této práci byly stanovovány 

verotoxiny VT1 a VT2. [62, 63]. Kmeny UPEC naopak často produkují cytotoxické, nekro-

tizující toxiny, označované jako CNF1 a CNF2 [95, 96]. 

U celkem 19 kmenů E. coli byla provedena analýza na přítomnost genů eaeA, Einv 

a Eagg. Pozitivní výsledky byly pouze pro gen eaeA, kde z 19 kmenů byl gen detekován 

u 4 z nich. Geny Einv a Eagg nebyly detekovány. Gen eaeA kóduje intimin - membránový 

protein, který je nutný pro připojení na epitelární buňky. Často bývá součástí u kmenů 

EPEC i EHEC [97]. Einv je gen zodpovědný za kódování enteroinvazních mechanismů 

a gen Eagg za kódování enteroagregativních mechanismů [98]. 
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9.3 Detekce produkce bakteriocinů 

Bekteriociny tvoří různorodou skupinu ribozomálně syntetizovaných antimikrobiálních 

peptidů [67]. Je možné je dělit na dvě skupiny - koliciny a mikrociny [68]. V této práci 

byly bakteriociny detekovaný celkem u 18 kmenů E. coli, přičemž bylo stanovováno cel-

kem 8 mikrocinů a 24 kolicinů. 

9.3.1 Detekce produktů PCR reakce 

Detekce proběhla opět obdobně, jako při fylogenetické analýze. Byly použity dvě metody 

detekce amplikonů – jednoduchá reakce s použitím jednoho párů primerů a metody duplex 

PCR (Obr. 15), kdy jednotlivé páry primerů byly seřazeny do párů, což vedlo k úspoře ma-

teriálu i času pro přípravu. Rozřazení do párů je uvedeno v Tabulce 19.  

 

Obr.15. Agarózový gel s PCR produkty. Zleva: 1. jamka 100 bp DNA marker; 2.-4. jam-

ka kmeny č. 117W, 120W, 121W – negativní geny E5 a U; 5.-7. jamka kmeny č. 112W, 

113W, 114W – pozitivní gen E7 (431 bp), negativní gen B; 8. a 9. jamka kmeny č. 116W a 

117W – negativní geny na E7 a B; 10. a 11. jamka kmeny č. 120W a 121W – pozitivní geny 

B (492 bp), negativní geny E7; 12.-14. jamka kmeny č. 112W, 113W, 114W – pozitivní geny 

E8 (449 bp), negativní geny E1; 15. a 16. jamka kmeny č. 116W a 117W- pozitivní geny E1 

(649 bp), negativní geny E8. 
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9.3.2 Vyhodnocení výsledků 

Získané výsledky byly zpracovány ve formě dvou tabulek. Tabulka 27 pro přítomnost genů 

na produkci mikrocinů J25, B17, H47, V, C7, L, M, E492 a Tabulka 28 pro přítomnost 

genů na produkci kolicinů A, B, D, K, L, M, N, U, Y, Ia, Ib, Js, 5, 10, S4, E1 – E9 

Tab.27. Výsledky bakteriocinotypizace – mikrociny. 

Kmen  J25 B17 H47 V C7 L M E492 
087W - - - - - - - - 
088W - - - - - - - - 
089W - - - - - - - - 
092W - - - - - - - - 
093W - - - - - - - - 
098W - - - - - - - - 
109W - - - - - - - - 
110W - - - - - - - - 
111W - - - - - - - - 
112W - - - - - - - - 
113W - - - - - - - - 
114W - - - - - - - - 
116W - - - - - - - - 
117W - - - - - - - - 
120W - - - - - - - - 
121W - - - - - - - - 
273 - - - + - - - - 
285 - - - + - - - - 

 

Tab.28. Výsledky bakteriocinotypizace – koliciny. 

Kmen A B D K L M N U 
087W - - - - - - - - 
088W - - - - - - - - 
089W - - - - - - - - 
092W - - - - - - - + 
093W - - - - - - - - 
098W - - - - - - - - 
109W - - - - - - - - 
110W - - - - - - - - 
111W - - - - - - - - 
112W - - - - - - - - 
113W - - - - - - - - 
114W - - - - - - - - 
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Pokračování Tab. 28. 

116W - - - - - - - - 
117W - - - - - - - - 
120W - + - - - + - - 
121W - + - - - + - - 
273 - + - - - + - - 
285 - + - - - + - - 

 

Kmen Y Ia Ib Js 5 10 S4 E1 
087W - - - - - - - - 
088W - - - - - - - - 
089W - - - - - - - + 
092W + - - - - - - - 
093W - - - - - - - - 
098W - - - - - - - - 
109W - - - - - - - - 
110W - - - - - - - - 
111W - - - - - - - - 
112W - - - - - - - - 
113W - - - - - - - - 
114W - - - - - - - - 
116W - - + - - - - + 
117W - + + - - - - + 
120W - - - - - - - + 
121W - - - - - - - + 
273 + - + - - - - - 
285 + - - - - - - - 

 

Kmen E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 
087W - - - - - + + - 
088W - - - - - + + - 
089W - - - - - - - - 
092W - - - - - - + - 
093W - - - - - - + - 
098W - - - - - + + - 
109W - - - - - + + - 
110W - - - - - + + - 
111W - - - - - - + - 
112W - - - - - + + - 
113W - - - - - + + - 
114W - - - - - + + - 
116W + - - - - - - - 
117W - - - - - - - - 
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Pokračování Tab. 28. 
120W - - - - - - - - 
121W - - - - - - - - 
273 - - - - - - - - 
285 - - - - - - - - 

 

Produkce mikrocinů byla z 18 kmenů E. coli, podrobených analýze, prokázána pouze 

u dvou z nich, konkrétně u kmenů č. 273 a 285. V obou případech se jednalo o mikrocin V. 

Ten obsahuje jednu SS vazbu mezi Cys76 a Cys87 a působí na membrány bakteriálních 

buněk, kdy indukuje tvorbu iontových kanálů a to vede narušení proton-hybné síly a rovněž 

produkce ATP [99]. 

Rovněž byla provedena detekce na produkci celkem 24 růných kolicinů. Analýza byla 

uskutečněna opět u 18 kolicinogenních kmenů E. coli, přičemž u každého kmene byla de-

tekována produkce vždy alespoň jednoho z kolicinů. Z 18 kmenů bylo pozitivních na pro-

dukci kolicinů E2 - 1 kmen,  U - 1 kmen, Ia - 1 kmen, Ib - 3 kmeny, Y - 3 kmeny, B - 4 

kmeny, M - 4 kmeny, E1 - 5 kmenů, E7 - 8 kmenů, E8 – 11 kmenů. Naopak negativní byla 

produkce kolicinů A, D, K, L, N, Js, 5, 10, S4, E3, E4. E5, E6 a E9. 

Produkce pouze jednoho bakteriocinu byla zaznamenána u 3 kmenů, produkce dvou 

bakteriocinů u 8 kmenů, produkce tří bakteriocinů u 5 kmenů, produkce čtyř bakteriocinů u 

1 kmene a produkce 5 různých bakteriocinů u 1 kmene. Na produkci dvou a více bakterio-

cinů bylo pozitivních celkem 15 kmenů E. coli (83 %). Ze získaných výsledků lze vyvodit, 

že vícenásobná produkce bakteriocinů u jednoho kmene, je zcela běžným jevem, což po-

tvrzují i jiné studie. Gordon a O´Brien analyzovali celkem 102 kmenů na produkci bakteri-

ocinů, přičemž 42 % kmenů produkovalo pouze 1 bakteriocin, 41 % kmenů - 2 bakterioci-

ny, 16 % kmenů - 3 bakteriociny a 1 kmen produkoval celkem 4 různé bakteriociny [100]. 

Vícenásobná produkce bakteriocinů dává daným kmenům jistou výhodu v širším spektru 

působení na jiné kmeny, než kmeny, které produkují pouze jeden bakteriocin a tím se zvy-

šují jejich šance zvítězit v konkurenčním boji, který mezi sebou jednotlivé bakterie vedou. 

Významné je rovněž vyšší zastoupení kmenů E. coli, které produkují kolicin E1. V této 

práci byl detekován u 5 kmenů. Produkce tohoto kolicinu bývá často zaznamenávána 

u uropatogenních kmenů E. coli, které způsobují infekci močových cest [68]. Vysoké za-

stoupení bylo detekovano i u kolicinů E7 a E8. Oba koliciny působí primárně vůči DNA, 

kterou poškozují - jak plazmidovou, tak i chromozomální [101]. Kolicin M je zodpovědný 
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za inhibici syntézy peptidoglykanu, a principem účinku kolicinů E1, B, Ia, Ib a U je tvorba 

pórů v cytoplazmatické membráně [102].  

V různých studiích je možné si rovněž povšimnout současného výskytu dvou různých 

bakteriocinů u jednoho kmene. Týká se to například mikrocinu H47 a kolicinu M, kolicinu 

Ia a mikrocinu V, kolicinů E1 a M, kolicinů E1 a Ia a rovněž kolicinů B a M, čehož si lze 

dobře povšimnout i v této práci u kmenů č. 120W, 121W, 273 a 275. Tyto dva koliciny se 

řadí mezi jedny z nejčastěji produkovaných u E. coli. Současného výskytu dvou bakterioci-

nů si lze povšimnout i u kmenů 087W, 088W, 098W, 109W, 110W, 112W, 113W a 114W, 

kde vedle sebe byly detekovány bakteriociny E7 a E8. Současný výskyt dvou bakteriocinů 

je často dán jejich kódováním poblíž, či vedle sebe na jednom plazmidu [100, 103]. 

Na bakteriocinotypizaci kolicinogenních kmenů E. coli ze sbírky mikroorganizmů Fa-

kulty technologické UTB ve Zlíně pracovaly i Miková K. a Krejčiříková T. Společně 

s touto prací tak již byla provedena analýza na produkci bakteriocinů celkem u 51 kmenů. 

Celkově bylo pozitivních na produkci bakteriocinů mccV – 16 kmenů, mccL – 1 kmen, 

mccC7 – 4 kmeny, mcc B17 – 4 kmeny, mccM – 2 kmeny, B – 14 kmenů, M – 15 kmenů, 

U – 1 kmen, Y – 7 kmenů, Ia – 16 kmenů, Ib – 11 kmenů, E1 – 10 kmenů, E2 – 4 kmeny, 

E5 – 2 kmeny, E6 – 2 kmeny, E9 – 1 kmen, E7 – 14 kmenů a E8 – 16 kmenů. Na produkci 

dvou a více bakteriocinů bylo pozitivních celkem 38 kmenů E. coli (75 %). Na tomto sou-

boru 51 kmenů bylo skutečně prokázáno, že je vícenásobná produkce bakteriocinů zcela 

běžným jevem. Rovněž je zde ještě lépe patrná současná produkce 2 různých bakteriocinů, 

konkrétně kolicinů B – M a E7 – E8 [84, 104]. 
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ZÁVĚR 

Bakterie Escherichi coli je běžně vyskytujícím se mikroorganizmem v zažívacím traktu 

zvířat i lidí. Je důležitá pro spávný průběh procesu trávení. Mnoho kmenů je však patogen-

ních a může vyvolávat za určitých podmínek řadu onemocnění. Z toho důvodu je často 

středem vědeckých studií, které se snaží tuto bakterii co nejlépe charakterizovat a pro-

zkoumat co nejvíce jejích vlastností. Významné je její rozdělování do fylogenetických sku-

pin, stanovení faktorů virulence a rovněž i možnosti bakteriocinotypizace. 

Fylogenetická analýza byla v této práci provedena celkem u 55 kmenů E. coli, které po-

cházely z různých druhů potravin. Výsledky byly získány u 53 kmenů. Největší podíl kme-

nů byl zařazen do fylogenetické skupiny A – celkem 38 kmenů (72 %), 6 kmenů 

do skupiny D (11 %), 5 kmenů do skupiny B2 a 4 kmeny do fylogenetické skupiny B1 

(8 %). Většinu těchto kmenů je tedy možné zařadit mezi méně virulentní, komenzální 

kmeny E. coli. I přes tuto skutečnost je však zřejmé, že už samotný výskyt E. coli 

v potravině naznačuje nedostatečnou hygienu při manipulaci s potravinou, či ne příliš efek-

tivní sanitaci prostor i ploch.  

Na stanovení faktorů virulence bylo analýze podrobeno celkem 70 kmenů E. coli, při-

čemž výsledky byly získany u 68 z nich. Pro 23 kmenů (34 %) nebyl detekován žadný fak-

tor virulence, u 26 kmenů (38 %) byl stanoven jeden faktor virulence a u 19 kmenů (28 %) 

byly detekovány 2 a více různých faktorů virulence. Často byla zaznamenána kombinace 

genů iss a iucD, případně genu tsh. Tyto geny se často vyskytují u aviárně patogenních 

kmenů E. coli a lze tak usuzovat, že značná část kmenů se řadí právě do této skupiny. 

Bakteriocinotypizace byla provedena u 18 kmenů E. coli. Stanovení byla provedena 

na produkci kolicinů i mikrocinů. Produkce pouze jednoho bakteriocinu byla zaznamenána 

u 3 kmenů (17 %), u zbylých 18 kmenů (83 %) byla detekována produkce 2 a více různých 

bakteriocinů. Nejčastěji byla detekována přítomnost genů na produkci kolicinů B, M, Y, Ib, 

E1 a E7. Dále byla zaznamenána i přítomnost genů pro kolicin U, Ia a E2. Pro produkci 

mikrocinů byly pozitivní poze 2 kmeny E. coli a jednalo se o mccV.  

Ze sbírky mikroorganizmů Fakulty technologické UTB ve Zlíně bylo fylogenetické ana-

lýze podrobeno již celkem 108 kmenů E. coli. Celkem 64 kmenů (59 %) bylo zařazeno do 

skupiny A, 30 kmenů (28 %) do skupiny B1, 8 kmenů (7 %) do skupiny B2 a 6 kmenů (6 

%) do skupiny D, z čehož vyplývá, že většina kmenů E. coli vyskytujících se v potravinách 
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se řadí mezi nepatogenní komenzální kmeny. Analýze faktorů virulence pro geny iss, 

papC, neuC, iucD, tsh a vat bylo už podrobeno rovněž 108 kmenů E. coli. Na gen iss bylo 

pozitivních 37 kmenů (34 %), na gen papC 6 kmenů (6 %), gen neuC 1 kmen, gen iucD 42 

kmenů (39 %), gen tsh 27 kmenů (25 %) a na gen vat byly pozitivní 3 kmeny. Z výsledků 

je patrná častá společná přítomnost genů iss a iucD, obzvláště u kmenů izolovaných 

z bažantů a kuřecích kůží, a lze tak předpokládat, že většina z nich se bude řadit mezi 

APEC kmeny. Bakteriocinotypizace byla provedena u souboru 51 kmenů. Na produkci 

dvou a více bakteriocinů bylo pozitivních hned 38 kmenů E. coli (75 %), z čehož je zřejmé, 

že vícenásobná produkce bakteriocinů je zcela běžným jevem a přínáší to daným kmenům 

značnou výhodu v konkurenčním boji mezi sebou. 
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