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ABSTRAKT

Patogenita je schopnost daného mikroorganizmu syabl onemoaii u konkrétniho hostitele.
Virulence je mira patogenity a je danagon faktofi virulence. V této praci jsou charakterizovany
faktory virulence uEschericha coli.Dale byly popsany metody molekularni biologie 2&ené
na detekci faktar virulence, pevazre metoda PCR, ktera byla pouzita i v praktigésti. Cilem
praktickéc¢asti bylo detekovat vybrané faktory virulerisg, papC, nelC, iucD, tshavat u daného
souboru kmei E. coliizolovanych z potravin. Bylo testovano celkem #%eki E. coli, z nichZ asi

2/3 vykazovaly fitomnost utitého faktoru virulence nebo jejich kombinaci.

Kli¢ova slova: potravinyEscherichia coli polymerazovédetizova reakce (PCR), faktory virulence

ABSTRACT

Pathogenicity is the ability of the organism to smulisease in a host. The degree of virulence and
pathogenicity is determined by the number of vingke factors. The theoretical part of the thesis
describes and characterizes the virulence factoEs ooli. Furthermore, the methods of molecular
biology of the detection (mainly PCR) of virulentaetors are noticed. In the practical part, PCR
was used to detect virulence factass, (jucD, neuC, papC, tsh, vat) in a given set oE. coli strains
isolated from food. A total of 45 straiis coli were tested, of which about 2/3 showed the presenc

of a virulence factor or their combination.

Keywords: food Escherichia coli polymerase chain reaction (PCR), virulence factor
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UvoD

Bakterie Escherichia colise @Zn¢ vyskytuje v intestindlnim traktdlovéka a teplokrev-
nych zZivaicha. Obyva spodnéast stevniho traktu. Jejifitomnost ve voél nebo v potra-
vinach je ukazatelem fekalniho ziseni. Tato bakterie si&adi k nejprobadasigim a slou-

Zi jako modelovy organizmus pro biochemické a gérstudie. JiZz od roku 1935 je znama
jako pivodce péijmovych onemocni. Vzhledem k produkcidkterych vitamii, zejména
vitaminu B, Kj, K je bakterie ve g\ prosgsSna. Mize pisobit jako bariéra pro ostatni

mikroorganizmy.

Escherichia colisetadi mezi podmiiné patogenni bakterie a je schopna vyvolawané
typy infekci. Mimo stevo jeE. colive wtSir¢ piipadi patogenni. V intestinalnim traktu je
patogenita mozna vipac, Ze je kmen vybaven specifickymi faktory virulenBatogenni
kmenyE. coli mohou vyvolavat dva typy onemagn. Intestinalni, coZ jsouizné pfijmo-
vé infekce a extraintestinalni, coz mohou byt icEekn@&ovych cest, infekce ran, ihe

zpasobovat i nozokomidlni infekce a meningitidy.

Onemocgni zpisobena patogennimi kmelgcherichia colise sfi fekalnt oralni cestou,
kontaminovanymi potravinami nebo vodou. DalSimi mg#i zdroji ndkazy mohou byt

potravin&ské suroviny z nakazenych hospisgch zvitat.
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1 ESCHERICHIACOLI

Escherichia coli(piv. Bacterium colj je gramnegativni fakultati¥nanaerobni, nesporulu-
jici pohybliva tginkovita bakterie (Obr. 1), paci do ¢eledi Enterobacteriaceaektera
sdruzuje gramnegativniist/ni tyinkovité bakterie a mé velky vyznam z hygienického
hlediska. V potravind&tvi je nutné ji ¥novat velkou pozornost [4]Tato celed’ zahrnuje
velké mnoZstvi patogennich rtocE. coli se vyskytuje v travicim traktu teplokrevnych Zi-
vocicha aclovéka [1]. Slouzi jako modelovy organizmus pro genetia biochemické stu-
die prokaryotické bitiky. E. coli se nachazi v dolriasti traviciho traktloveka a teplo-
krevnych zviat, a tim padem ve vykalechiitemnost v potravinach a vége tedy ukaza-
telem fekélniho zn@steéni. Bakterii objevil rakousky |ékaTheodor von Escherich v roce

1885, kdy ji poprvé izoloval z vykalnovorozent [4].

1.1 Charakteristika E. coli

VelikostE. colije 2 az 3um na délku a 0,6m na Siku [2]. Na povrchu ize mit dva typy
fimbrii. Prvni typ je sloZen z kyselého hydrofobmiproteinu-fimbrinu. Tento typ fimbrii
umoziuje bakterii pichytit se na tka hostitele a kolonizovat jej. Fimbrie tohoto tymoy
vysoce antigenni (F antigeny). Druhym typem fimjgdu sex pili, jsou @lezité @i konju-
gaci bakterii [6]. Bakterie se pohybuje pomogiki. Bi¢iky jsou jako fimbrie taky vysoce
antigenni (H antigeny) [6]. H antigeny t¥@olymerizovand bilkovina flagelin, je to bilko-

vina bohaté na lysin [2].

Bakterie netvél spory ani cysty, vyzri@je se deéma druhy metabolizmu, metabolizmem
respiratornim a metabolizmem fermentatornim [.].coli rozklada cukry, napglukézu,
lakt6zu a ®které pentdzy za vzniku plynu a kyselin. &hto cuki tvoii kyselinu mlé-
nou, pyrohroznovou, mravéhnebo octovouCast kyseliny mraveti rozklada na oxid uh-
licity a vodik [4]. Je oxidaza negativni, katalazaifpazi [1]. Optimalni teplota dstu
je 37 °C.E. colije vSak schopndaist v rozmezi teplot od 8 °C do 48 °C [1]. Baktgee
schopna vézat molekularni dusik. Bémou membranu tud tenka vrstva peptidoglykanu.
VnéjSi membranu hiky pokryva lipopolysacharid sloZzeny z lipidové dusitvy, ktera ob-

sahuje velké mnoZstvi membranovych praidi.
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Obr. 1. Escherichia coli [21]

1.2 Vyskyt E. coli v prostiredi

Bakterie se &n¢ nachazi v fidé, v povrchovych i odpadnich vodach [18]. Ke kontaaai
potravin nefasgji dochazi pi jejich zpracovani. DalSimi moznymi zdroji mohot Ipo-

travindskeé suroviny z nemocnych hospégldch zviat [5].

Onemocsini zpisobena patogennimi kmeigcherichia colise Sfi fekalnt oralni cestou,
kontaminovanymi potravinami nebo voddtl. coli je schopna vyvolavatizneé typy infek-
ci. Radi se mezi podméné patogenni mikroorganizmy [2]. Mimoisvo jeE. colive Wt-
Sirg pripadi patogenni. K infekcim dochézi po poziti syrovélebanedostate¢ tepelré
upraveného masa, nepasterizovaného miléka a \iyrobiepasterizovaného mléka, dalSi
pii¢cinou miZe byt neomyta zelenina a ovoce. Kontaminace shimwvéléka niZze nastat
pii prvotnim oSaeni po dojeni z fadi a z&ézeni. ZdeE. coli slouzi jako ukazatel pouziti

spravnych technologickych postup
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Escherichia colislouzi jako indikatorové organizmyipstanoveni kvality pitné vodyPo-
kud jsou pitomny v pitné vod, upozotiuji na pidni ¢i fekalni kontaminace a mozny vy-
skyt patogenniho rodBalmonellg2,18,50].

1.3 Rozdleni do fylogenetickych skupin

Na zaklad genetickych analyz bylg. coli rozdlena doctyt fylogenetickych skupin. Jsou
to skupiny: A, B1, B2 a D. Tyto skupiny byly poprpépsany v roce 1990, Herzer a kol.
Jednotlivé fylogenetické skupiny seélidna zaklad genetické analyzyd&kolika stanove-
nych markeill - genchuA, ktery je nutny k transportu hemu, vyskytuje se LEEH sérotypu
0157:H7, geryjaA, ten se nachazil. colitypu K12, funkce tohoto genu je zatim nezna-
mé& a anonymniho DNA fragmentu s oz@maim TSPE4.C2, ktery byl nalezen u krnen

E. colizpisobujicich novorozenecké meningitidy [7,19].

Komenzalni kmeny jsou obvyki@zeny do skupiny A a B1 [7]. Virulentni kmeny irttes
nalni a extraintestinalni $adi do skupiny B2 ve&sSir¢ piipadi a v mensSi nte do skupi-
ny D [9].

Zarazeni do fylogenetickych skupin uniegi raizné metody. V saiasné dob se nejvice
vyuziva metoda PCR, polymerazaedzova reakce [7,30]. KrotnPCR se vyuZivaiji i jiné
metody, nap elektroforéza polymorfnich enzymmebo hybridizace s DNA sondou, tzv.
ribotypizace. Tyto metody jsou p@émé slozité acaso¥ narané. Metodu PCR pouZzil
ve sveé praci Clermont a kol. v roce 2000 [7], kgioliestovano 230 kmarE. coli meto-

dou duplex a triplex PCR, coZ usnadnilo spravitazani do fylogenetickych skupin.
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2 VIRULENCE A PATOGENITA

Patogenita je schopnost daného mikroorganizmu ayabdlonemoai u konkrétniho hos-
titelského druhu. Virulence je mira patogenity [144kladni sotasti virulence a patogeni-

ty je invazivita, penosnost a toxicita [15].

Prenosnost je zavisla na rezistenci patogenniho miigemizmu vici vnéjSimu prostedi,
na mnozstvi mikrod nutnych ke spuéhi infekce a na chovani hostitele [5,15]. Velké-roz
dily mezi organizmy jsou ve velikosti davky, ktgéeanutna k propuknuti infekce u hostite-
le, jedn& se o tzv. inféki davku. U shigel je tato davka peme nizkd, k infekci st&
stovky, rekdy i desitky bakterii, n@pu salmonel se inféki davka pohybuje kolem 10
U E. colije infekéni davka také velmi nizk&, udava se v hodnotackictiznez 100 [15,20].

DalSi sodast virulence a patogenity je invazivita. Vyjag schopnost mikroba vstoupit
do hostitele aifinout-adherovat na povrchy, pronikat jimi do ¥niho prostedi hostitele,

ve vnittnim prostedi se mnozit a fpkonavat obranné mechanizmy hostitele [14,15].
K piekonani obrannych mechaniérhostitele poméhé i schopnost odolavénku kom-
plementu. Tato schopnost je jednouikip sérorezistence, cozZ je schopnost patogenniho
mikroorganizmu pezivat v krevnim séru. Sérorezistence byla potaaelkmeri E. coli

K1, ktery disponuje velkym mnozstvim fakiiovirulence a zfisobujefadu onemoaini,
jako jsou nap rizné sepse a novorozenecké meningitidy. Sérorezesferegfisobena jed-
nim ze zakladnich faktdrvirulence a tim je pouzdro s kyselinou sialovoldf. Tvai ho
linearni homopolymea-2,8-vazané N-kyseliny sialové NeuNAc. Pouzdro posley/tgrié-

ru proti fagocytéze. Princip je zaloZzen na schopnk@ncovych zbytk kyseliny sialové
inhibovat aktivaci Ginku komplementu [40,51]. Biosyntéza a transpomtzava jsou koé-
dovany na 17-kb klastru gérKPS. Sodasti tohoto klastru je gemeuC, kodujici protein
vnejSi membrany, ktery je ptgbny pro syntézu kyseliny sialové [51]. Klastr KigSozd-

len na fi funkeni oblasti. V oblastech 1 a 3 jsou kodovany protekiteré zajisuji dopravu
pouzdra na povrch bakterialniiky. Oblast 2 obsahujeeugeny, udavajici sén pro bi-

osyntézu, aktivaci a polymerazu kyseliny sialové&iNAc [69].

Produkce toxif-toxicita je dileZitou¢ésti virulence a patogenity mikroorganiznt oxici-

ta je schopnost mikroba poSkozovat svého hostiBdehazi k Bmu dwma zpisoby, #i-
mym (&inkem agens nebo jeho prodikd reakci hostitele na samotny agens nebo jeho
produkty [15].
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2.1

Faktory virulence

Patogenita je dana @gem faktofi virulence. Maji vliv nafadu reakci hostitelské tky,

na syntézu bilkovin aipnos signalu, buiné dleni a gepis, apoptdézu a mitochondrialni

funkce. Faktory virulence jsou proteiny, které jsaadovany na mobilnich genetickych

Gtvarech jako jsou plazmidy, transpozony, baktéggfa ostivky patogenity [9].

Plazmidy - jsou nositeli genetické informace nelaceezbytné, ale pro klku vy-
hodné. Existuje ¢kolik typa plazmidi, kazdy disponuje strukturnimi geny pfie+

né proteiny. Plazmidy F (fertilni) obsahuji genjeré pomahaji tvit na povrchu
bakterii vliakna, tzv. pilusy. Pomoeichto vidken bakterie mohou spolu konjugovat
a navzjem sifedavat genetické informace. Plazmidy R jsou nogjehi, které
buiice zajifuji rezistenci u¢i antibiotikam, iontim tzZkych kowi aj. Plazmidy

s ozngenim Col obsahuji geny pro tvorbu koligirKoliciny jsou proteiny, které
jsou schopny usmrcovat jak bakterie téhoz druhlg,itinych druhi. Velikost
plazmidi se pohybuje asi od 1 500 bp az do 233 000 bp 221azmidE. coli
pod nazvem pBR322 ma velikost 4 362 bp [22].

Transpozony - jsou kratké Useky DNA, ktewm#sto migruji mezitiznymi misty
chromozomalni DNA, meziaznymi plazmidy nebo mezi plazmidem a chromozo-
mem [4]. Mezi transpozony dadi i rékteré geny, které mohou byt zodgdné

za rezistenci k @itym antibiotikim [21].

Bakteriofagy - jsou viry napadajici bakterie. Gésigt material tvéi DNA i RNA o
délce 5 az 500 tisic nukleotid4,25].

Ostrivky patogenity - jsou genetické prvky pato@iekodujici izné faktory vi-
rulence. U kmei E. colidisponuji kddem pro invazivitu, tvorbu adhasaentero-
toxini [23]. Byly objeveny kolem roku 1980 u kmetPEC, analyzou genhly.
Gen se nachazi na n@isthromozomové DNA, kterd se nazyva hemolyzinovy ost
rov. Od té doby byly osivky patogenity nalezeny jak na Ziidnych patogenech,
tak i na rostlinnych patogenech. Také u bakt&almonella entericge mechani-
zmus faktori virulence organizovan na ostrovech patogenity .[6&Bkusy tRNA
jsou vyznamnym mistem pro&aneni ostrivki patogeniy a ¢asto funguji jako in-

tegrani mista pro jakoukoliv cizorodou DNA. Spojitosttisku patogenity a tR-
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NA lokusi pak pravdpodobré odrazi tvorbu ostrav patogenity horizontalnim

prenosem [26,65].

2.1.1 Adhesiny

U wetSiny znadmych patogénse vyvinul ukity zpasob adherence, schopnostilout
na povrch hostitelské kiky. Déje se tak pomoci specialnich struktur na povrchuevee
nebo za pomoci zvlastnich bilkovin [15]. &hito gipadech se jedna o bakterialni adhesi-
ny, které se mohou¢tit do dvou skupin. Do prvni skupiny gapili nebo fimbrie druhy

typ se ozn&uje jako nefimbrialni adhesiny [20].

« pili, fimbrie - jsou tyinkovité, duté Gtvary skladajici se ze spiralovychvidelr®
uspdadanych podjednotek bilkovin. Byvaji asi 100 nmuti® a asi 5 nm silné.
Vlastni adherenci Zisobuje receptor na jejich konci, ktery se schopmecificky
reagovat s hitkami epitelie [15]. Fimbrie jsou velmii@hké, bakterie je tedy snad-
no ztraci, a proto si musi neustale vyetafimbrie nové.Tato neustala vysma
fimbrii je vlastnim faktorem virulence, dochazi Zde zméné antigenniho slozeni
pilinu a bakterie tim ziskavaji obranu protispbeni slizninich protilatek. Kmeny
E. coli zpasobujici infekce mépvych cest jsou vybaveny fimbriemi nazyvanymi
jako P-fimbrie. Jsou znamé pod uzeaim papC, pags [2,13]. DalSim typem
fimbrilarniho adhesinu u kmérk. colije K 88, K 99, 987-P, F 4kaé\. Vyskytuji
se u virulentnich kmenETEC [24]. P-fimbrie F11 a F165 byly detekovany i
kmeni zpasobujici septikémie dbeZze a prasat [49,56]. Fimbrialni adhesiny byly
poprvé popsany u uropatogennich kin&n coli. Latham& Stamm ve své praci v
roce 1994 uvaii, Ze gen pro P-fimbrie je kddovan RAP operonu a je umi&t

na chromozomu [57].

» nefimbrialni adhesiny - jsou nespecifické adhesimayg. bi¢ik [15,20]. DalSim fak-
torem virulence je intimin, je to protein &8i burt¢né membrany s funkci adhesi-

nu, kédovany chromozomalnim geneag[9,51
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2.1.2 Toxiny

Produkce toxif a toxicita jsou dleZitou ¢asti virulence a patogenity mikroorganizm
Toxicita je schopnost mikroorganizmu poskozovathsvBostitele. K poSkozeni hostitele
dochazi dinkem agens nebo reakci hostitele na agens [13teBalni toxiny se i
na endotoxiny a exotoxiny. Exotoxiny jsou bakterigroteiny a endotoxiny jsou stasti

bungéné stny a uvohuji se do okoli po rozpadu bakterie [14,15] .

Enterotoxigenni kmeni. coli produkuji dva typy enterotoxin Prvnim typem je termola-
bilni enterotoxin, ktery je té#h shodny s enterotoxinem bakteYiédrio cholerae tzv. cho-
leragen a druhym typem je enterotoxin termostalitrii7]. Tepeld stabilni enterotoxin
ST se vyznéuje nizkou molekulovou hmotnosti, vyskytuje se veudtidach, prvniitida
aktivuje guanylatcyklazu se zvySenim mnozstvi cAMIPnost druhéiidy neni prozatim
jasna. Tepekalabilni toxin LT byva kédovan na plazmidu a skl&#éze dvou podjednotek
[56]. Aktivuje membrano¥ vazanou adenylatcyklazu, a totugpbuje velkou produkci
cAMP, nasledkem je pronikani vody a elektrolgkrze stevni sénu. Tento enterotoxin je

imunogenni [2,17].

U kmeni STEC je hlavnim faktorem virulence produkce Shigdnu Stx1 a Stx2. Toxin
Stx1 je velmi podobny Shiga toxinu bakteikigella dysenterigeatimco toxin Stx2 se od
Shiga toxinuShigella dysenteriadiSi [27,28]. Patogenni¢inek Shiga toxid spaiva
v inhibici proteosyntézy, ktera ma za nasledek smtky [27]. Pati tedy do skupiny toxi-
na brzdici syntézu bilkovin. &Sina toxim této skupiny je sloZzena ze dvdéasti. Jedna
¢ast fimo odpovida za vlastni toxickou aktivitu, Zhae jako sloZzka A a druldst je va-
zana na buftnou membranu, zgase jako slozka B. Pafme velkacast toxini A-B pie-

nasi adenosindifosfatribosylovou skupinu z NAD flavou molekulu [15].

U kmeni VTEC-verotoxigennich je za hlavni faktor virulerpevaZzovana produkce vero-
toxina VT1 a VT2. Verotoxin VT1 je az z 99 % vysoce hoowii s shigelovym toxinem,
ktery produkuji kmenyShigella dysenteriaeNékdy byva nazyvan jako shigatoxin[2,11].
Zatimco verotoxin VT2 je mnohem vice heterologniyEL je identicky jen z 55 %.
Ze vzorki odebranych zdravym i nemocnym iatim byly postup# izolovany 6izné vari-
anty VT2, VT2c, VT2d, VT2e, VT2f. Pomoci PCR byledifikovanakE. coli produkujici
novou variantu VT2, a to VT2g. Produkce verotoxwili2g byla zjiS€na pouze u bovin-

nich kmeri, u humannich kmeénkE. colinebyla potvrzena [65].
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2.1.3 Bakteriociny

Bakteriociny jsou extracelularni proteiny vyiwané bakteriemi proti invazitipuznych
mikroorganiznii, ¢imz plni tzv. ekologickou roli [9]. BakteriE. coli produkuje dva typy
bakteriocirii, a to koliciny a mikrociny. Do dneSniho dne bytappano 26 tyipkolicini a 9

typt mikrocini [42].

Koliciny - jsou toxické proteiny o velikosti 30-70 kDa, kodageana Col plazmidech.
Vyskytuji se v 30-50 % kmenE. coli a rekteré z nich jsou ozkavany jako faktory
virulence. Mohou usmrcovat jen ty bakterie, jez p¥anaji specifické receptory [2,4]. Re-
akce bakterialni hiky a kolicinu ma ii faze, kolicin se navaze na specificky receptor
ve vrEjSi membrad buiky, nastane translokacéas bugcény obal a nasleduje vlastni smr-
tici Winek. Vazbu kolicinu na specificky receptorily je zajiSen centralni doménou,
prostup pes burcny obal N-terminalni sekvenci a smrticginek C-terminalni sekvenci
[40].

Mikrociny - jsou dalSi skupinou proteairprodukovanycte. coli. Vyznauji se nizsi mole-
kulovou hmotnosti nez koliciny, asi do 10 000 D&liBe do dvou skupin, podle bioche-
mickych vlastnosti a mechanizmairiku. Do prvni skupiny s&adi mikrociny s molekulo-
vou hmotnosti mensi nez 5 000 Da. Senttipaikrociny B17, C7, J25. Do druhé skupiny
setadi mikrociny s molekulovou hmotnosti vysSi. Zastugkupiny jsou naip H47, V, L
[42,44]. Mikrociny se daledli na modifikované a nemodifikované peptidy. Mokiidvané
mikrociny jsou peptidy, kteréipd vylowenim proSly tzv. posttransiai modifikaci
[43,44]. Syntéza mikrocinse aktivuje fi dosaZeni stacionarni fazistu burk, pii nedo-
statku uhliku a fosfotmanu (mccJ25), ip nedostatku oxidu dusiku a fosféoranu
(mccB17) nebo id nedostatku uhliku v pragidi (mccC51). Redpoklada se, Ze bikia pro-
dukci mikrocini inhibuje citlivé buiky ve svém okolig¢imz ziska vice Zivin pro sebe
[42,43].
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2.2

Patogenni kmenyEscherichia coli

Patogenni kmenk. coli mohou vyvolavat dva typy onemagn. Intestinalni, coZ jsouiz-

né pajmoveé infekce a extraintestinalni, coz mohou bfgkee m@ovych cest, infekce ran,

muze zmsobovat i nozokomialni infekce a meningitidy. Kmeaékioz patotypu jsou gene-

ticky podobné a jsou zarowenositeli stejnych faktdr virulence. Podleéthto geri je

mozné uit patogenni potencial kmene [11]. Podisspbeni se kmenyt na:

enteropatogenni (EPEC) vyvolavaji gevazri vodnaté pijmy, prevazi u novo-
rozend. Fxi rozsahlé invazi dochazi k vysokému stupni dehygae organizmu a
naslednému umrti. Hlavnim faktorem virulence u tohgpu je silna vazba entero-
cyti ve stevni stn¢ s bakterii, pi niz dochézi k rozpousti mikroklka. Mezi nej-
znangjSi typy kmene EPEC gadi 055, 0111, O86 a dalsi [2].

enterotoxigenni (ETEC) -kmeny ETEC se vyzgiaiji tvorbou dvou typ enteroto-
xinu, termolabilniho (LT) a termostabilniho (ST)erto kmen vyvolava taktéz

vodnaté pijmy [2,8].

enterohemoragické (EHEC)- vyvolavaji krvaceni ve sw, miZe nastat HUS,
hemolyticko-uremicky syndrom. Bakterie je schopeavazat na ednotel tlustého
streva, dochazi k produkci toxinu zv. shigeitin, nebo verotoxin. Nejvyznam-
n¢jSi sérotypy jsolE. coli O157:H7 & coli K-12 [13]. Sérotyp O157:H7 je ndjd
lezit¢jSim zastupcem skupiny EHEC. Nachazi sev@zi ve stevnim traktu pe-
Zvykavai. Nacloveka se nize grenést kontaminovanou potravou jako je nedosta-
tecné tepelre upravené maso a mléka;j pekalnim zneéisténi vody nebo zkzenou
kontaminaci. Poprvé byl izolovan v roce 1982. Sgrdt-12 poprvé izolovali z lid-
ské stolice uz v roce 1922, je tedy nejprobé&gam sérotypenmE. coli vibec.
Je hojr vyuZivan v genovém inZenyrstvi, byl pouzit hagi vyzkumu metaboli-
zmu dusiku u bakterii, konjugaci bakterii nebi piosyntéze L-tryptofanu a
L-serinu [6,54]

enteroinvazivni (EIEC) - bunky EIEC disponuji faktory invazivity, které umiadji
bunkam pronikat do tlustéhoistva a zfisobit onemocEni s podobnym pibéhem
jako bacilarni uplavice. U kmé&nEIEC ma velky vyznam nefimbrialni adhesin-

v s

[2,5].
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* enteroagregativni (EaggEC)- jako faktor virulence je zde povazovan geyoR,
agregativni adheréni fimbrie AAF [2,10]. Skupina kmehEAEC ukity ¢as gezi-
va uvnit hostitelskych bugk. Tim jsou bakterie chr&ny pred hostitelskym obran-
nym mechanizmem, imunitnim systémem i antibiotick&itoou, coz niZze byt di-

vod, pr@& onemockini ma formu petrvavajicich pijmu [12].

» difusné adheretni (DAEC) — mohou zfisobovat pijmové onemocéni u diti. Ja-
ko faktor virulence je zde tzv. afa operafa/dra/dag, jeho produkty jsolAfaD
invasin aAfaE adhesin, vazou se na hostitelsky protein [2]. idddherenci i fak-
tor zpisobujici rozkladaniiznych latek. Mezi dalSi vyznamné faktory virulersee
fadi Afa/Dr DAEC adhesin. E¥fe se vyskytovat i ugkterych komenzalnich kme-
na, aniz by byly pimo patogenni [37].

» uropatogenni (UPEC)- tyto kmeny zfisobuji extraintestinélni infekcejqvazre
infekce m@ovych cest. Disponuje specifickymi faktory virulencadhesiny typu
papC, paps, které umoiuji vazbu na epitel ntovych cest [2,13]. Dale zde byly
zaznamenany i dalSi faktory virulenceg—hemolysin, aerobaktin, gen
pro CNF(cytotoxicky nekrotizujici faktor) a mikrocV. Kmeny zfisobujici tyto

infekce saadi do fylogenetické skupiny. D [42,61].

» aviarni patogenni (APEC)- zpisobuji zasty sliznic, septikémie a dalSi onemoc-
néni. Jedna seipvazrié o extraintestinalni onemo&mi kuru a jinych drut ptak.
Aviarni patogennkE. coliobyvaji stevni trakt zdravych ptdk[26,29]. Mezi hlavni
faktory virulence u APEC sadi adhesiny F1 a P fimbrie, aerobaktin, K1 pouzdro
termolabilni hemaglutinin Tsh, odolnosi&v baktericidnim dinkam séra a cytoto-
xické inky a také geribeA, ktery koduje faktor virulence, jez je zodpowy
za novorozenecké meningitidy [58,60]. Studie prakazze P fimbrie se nachazi
ve vnittnich organech infikovanych kat a F1 fimbrie v dychacich cestach [55,58].
Termolabilni hemaglutinin Tsfe serinova bilkovina kddovartah genem. Tento
gen se nachazi na plazmidech o velké molekulovéroat [57]. Neznargjsi sé-
rotypy skupiny APEC kmeanpati O1, 02, O5, 08, 018 a O78 [58].

Skupiny kmeh EPEC, ETEC, EHEC, EAEC, EIEC a DAEC idest nejvice prozkou-

manych kategoriEscherichia coli Nicmére n¢které zdroje uvagi i dalSi skupiny, nap
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nekrotoxigennik. coli (NTEC) nebo cell-detaching. coli (CDEC), buiky odcElujici E.
coli [15].

Skupina kmeth NTEC je obvykle izolovana ze Zat, prestoze jeji gen pro cytotoxicky
nekrotizujici faktorcnf3,je sdruzeny s gergaea ehXA, coz by spiSe napovidalo moznosti,

Ze se jedna o potencialniho lidského patogena]l.7,6

Skupina kmefi CDEC byla dlouho povazovana za vyhradwiieci patogeny. Ke zén¢
nazoru doslo pote, co se v Brazilii péittaz n¢kolika niznych vzork détskeé stolice izolo-
vat tyto kmeny, protoZe tyto kmeny produkuji aekdlmaa byla u nich pozorovana re-
zistence k vice druim antibiotik [16].
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3 METODY DETEKCE FAKTOR U VIRULENCE

Mikrobiologické metody detekce patogennich mikr@migmi pati k systému preventiv-
nich opatteni v ramci bezpmosti potravin [30]. K detekci faktdrvirulence u patogennich

mikroorganiznii Ize pouzit genotypové a fenotypové metody.

K fenotypovym metodam, které detekufitpmnost proteinu daného faktoru virulence pat-

i metody elektromigrai a imunochemické.

Genotypové metody detekujiiippmnost genu sledovaného faktoru virulence metodam

amplifikacnimi a neamplifik&nimi.

3.1 Elektromigra éni metody

Pri elektromigr&nich metodach dochazi k separdastic na zaklat jejich elektrického
naboje. Roztokem prochéazi stejn@sny proud a klad& nabitécastice postupuji ke kato-
dé, zaporrt nabité k anod V praxi se tyto metody vyuZivaji k separaci aelet proteir,
peptidi a nukleovych kyselin [32,33]. N&gjstji se pro analyzu peptida proteiri pouziva
gelova elektroforéza. Gel vytkidslozitou sfovou strukturu polymernich molekul s péry,
jejichz velikost je ovliviina sloZzenim roztoku a koncentraci polymeru [32,B9)yakry-
lamidovy gel je umigh mezi déma sklegnymi deskami a k denaturaci proteislouzi
negativré nabity detergent (n&pSDS). PouzZivanou metodou je elektroforéza SDSPAG
Je to reprodukovatelnd metoda pro kvalifikovanoarakterizaci a srovnani bilkovin. Tato
metoda separuje bilkoviny na zakigejich rozdilné molekulové hmotnosti. SDS se zde
vaze na bilkovinnyetzec v pondru 1,4 g SDS na 1g bilkovinyfipemz velikost komple-
xu SDS-bilkovina je ugrna jeho molekulové hmotnosti. Na zaldastovnani relativnich
mobilit nezndmé bilkoviny a standarde utuje relativni molekulova hmotnost separova-
né bilkoviny [67]. Metoda SDS-PAGE byla pouzita halge studiustX konvertujiciho
bakteriofdgu £. coli produkujici shiga-like toxin [72].

Jednou z modifikaci gelové elektroforézy je izoaieka fokusace. Izoelektricka fokusace
se realizuje elektroforetickou technikou. Elektréfra na nosich se provadi za konstant-
niho pH, k separaciipizoelektrické fokusaci dochazi v gradientu pHerktse ustavi mezi

dvéma elektrodami. Separovana latka se pohybuje vliglktrického proudu v gradientu

pH az do okamziku, kdy se dostane do oblasti pHlis@os jeho izoelektrickym bo-
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dem.[68]. Timto zpsobem je moZno od sebe separovat molekuly, jejud&lektrické bo-
dy se od sebe liSi 0 0,001 pH jednotky [32,45].

3.2 Imunochemické metody

Principem imunochemickych metod je vysoce spedfitkerakce protilatky s nizkomole-
kularnim antigenem. Nejzna@si pouzivanou metodou je metoda ELISA. Je to dickly
metoda vyuZivana ke stanovetizmych antigefh. Spol&énym znakem metod ELISA je ko-
valentni navazani antigenu na nerozpustny¢cng@zany v mikrotitrani destéce [52]. Me-
todu ELISA Ize pouzit pro stanoveni fakionirulence [48], nap v roce 2002 byla pouZita
u kmeri E. colik detekci fimbrialnich adhesin-11 a F165 [49].

3.3 Genotypové metody

Genotypové metody se vyuzivaji proikez genu, kddujiciho tvorbu daného faktoru vi-
rulence a dle lokalizace jsou zé&mny na analyzu chromozomové, plazmidovéelkové
genomové DNA. Tyto metody umidji zpracovani velkého gtu vzorki v ponerné krat-
kém ¢asovém useku. Genotypové metody &é amplifika¢ni a neamplifikani. K prove-
deni amplifik&ni analyzy obvykle sta velmi malé mnoZzstvi vzorku [30,31], naproti tomu
u neamplifik&nich metod je nutné mit k dispozicét§i mnoZstvi nukleovych kyselin.
Amplifika¢ni metody jsou nejesrEjSi metody s vysokou diskrimitiai schopnosti [32].
Do amplifikatnich genotypovych metod $adi gedevsSim polymerdzovi@ttzova reakce
(PCR). Objevil a popsal ji v roce 1983 Kary Mulli.roce 1985 byla uvedena do praxe,
jako metoda pro enzymatickou syntézu definovan&esaie DNA. V sotiasné dob je
nejpouzivagjsi metodou pro analyzu DNA. Detekce mikroorganizingenotypizaceas-

to probiha ve vzorcich s nizkou koncentraci DNAt@ise s vyhodou vyuziva jeji mnoho-
nasobna replikacm vitro [32]. Analyzuje se biologicky material, ktetasto krond DNA
obsahuje jiné latky aizné neistoty, které mohou Zysobit inhibiciTag DNA-polymerazy.
Jelikoz pro PCR st& malé mnozstvi templatové DNA, sistoty mohou byt odstrany i
dostaténym nd&edénim vzorku [32]. @lezitym faktorem UusfgEné amplifikace je dodani
vhodnych oligonukleotidovych primérk zajiS€ni specifity reakce. # navrhu primett a
pii programovani reakiho postupu je nutno vychazet z obecné znalasikistry analy-

zované DNA a z weni sekvence, ke které jsou navrhované primery kemmgntarni [35].
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Velkou vyhodou PCR je ziskani pozadované specifsidéence DNA bezipdchoziho

klonovéani ve vektorech [32].

Principem PCR je replikace nukleovych kyselin, &tgr zakladnim procesem vsech Zivych
organiznti. Vlastni podstatou je cyklicky se opakujici enzydmasyntéza&etézci vybranych
Useki dvouettzcove DNA ve srru 5—3° za pomoci DNA polymerazy. Porigani
DNA polymerazy a nukleotid probshne syntéza novych vldken proti&m na obou mat-
ricovychietézcich [32,36]. V procesu PCR pravidékiiidaji # kroky, pi nichz probihaji
nasledujici e (Obr. 2):

» 1. faze - denaturace dvi@itzcovych molekul DNA.

Dochazi k zakevu roztoku na teplotu 94-95 °C, coZigpbuje denaturaci dvéetézcovych
molekul DNA, rozpadaji se vodikovéastky mezi viakny DNA, vzniknou dvjednaetéz-
cové DNA [32].

» 2. faze - annealingfipojeni primed k odclenymtetezcim.

Annealingova teplota se pohybuje v intervalu (30*Z%. Na usek nukleotidové sekvence,
ktery je vymezen ifijpojenim dvou primer se vazou tyto primery na protilehiézce
DNA tak, Ze jejich 3"-konce sttuji proti sol&. V PCR se pouZzivaji vZzdy dva primery, kte-
ré nasedaji na komplementarni sekvence ve dvouldémpch viaknech. Templatova
vlakna vznikaji denaturacitipodré dvouvlaknové DNA [32,36]. V iipadt, Ze se ve sisi
nachazi nadbytek specifickych oligonukledtithudou tyto oligonukleotidy hybridizovat se
svou komplementéarni sekvenci rychleji, nez dlowthg@ettzcové molekuly, jejichz kon-
centrace ve s&si je niZSi. B velmi nizké teplat mohou primery nasedat i na sekvence,
které jsou komplementarni jeréasti a tim vytvéi nespecifické produkty. Vifpad vyso-

ké teploty budou primery malo hybridizovat a vytivee jen malé mnoZstvi produktu. Proto
je dilezité, aby teplota,ipniz hybridizace probiha, byla vhatinastavena pro pouzity par
primeri [32,36].

» 3. faze - elongace, syntéza novyekzci.
Teplota se zvySuje na 6576, kdy je aktivita DNApolymerazy optimalni. Pomoci DNA

polymerazy nastava syntéza novyekzci [32].

Reakce probihaji v termocykleru kde dochazi kergmeploty, automaticky na zaklad

naprogramovanyckiasovych intervdil. Cyklickym opakovanim procesu se vytivé@xpo-
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nencialniradou az miliarda kopii vybraného useku molekuly DXDptimalni péet cykki
byva 25 az 30. Produktem PCR jsou ampliony, jejiatitbomnost v readéni snesi se dete-

kuje pomoci elekroforézy v agar6zovém gelu [32,36].
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Obr. 2. Schéma polymerazaoigizoveé reakc [67]

Ucelem neamplifikénich metod je sledovat vlastnostEit#ho genotypového znaku, mar-
keru [31]. Mezi tyto metody s&adi nap. metoda Southern blot. Probiha zdenos frag-
menti DNA z agar6zového gelu, v kterém pébla elektroforéza na nylonovy nebo nitro-
celulozovy material [6,34]. Metoda Southern blopmpsana v praci R. S Gerische a kol.
z roku 2007 [72], kdy byla pouzita jako metoda s@vaci s metodou PCRi pletekci fak-
tora virulence enterohemorragicle coli (EHEC). Ze zagru vyplyva, Ze metoda Souhern
blot se ukazalaipsrejSi nez metoda PCR, nebyla tolik ovléma sekvetnimi variantami,
které v utitém pipadt mohly PCR zcela inhibovat [73]. Kombinac&hto metod byla
pouzita v praci Cooksona a kol. z roku 2002 [74ly byly detekovany faktory virulence
jakocnfl ,cnf2 , stxl astX2 u kmeri E. coli z fekalnich vzori. Faktory virulence byly po-

tvrzeny olma metodami [74].
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Chemikalie pro PCR reakce

* tDNA - templatovdDNA je tvarena d¥ma komplementarnimietézci spojenymi
interakcemi dusikatych bazi nukledti¢A, G, C, T). Linearni sekvence bazi dava
informaci genetického kédu, kde vzdy po sol& jdouci baze wwji jednu amino-

kyselinu. Komplementarita parovani bazi mezirdaietzcije AsTaGsC.

* dNTP mix — je sm&s volnych nukleotidovych zbytkdATP (deoxyadenosintrifos-
fat), dGTP (deoxyguanosintrifosfat), dTTP (deoxyiyimtrifosfat) a dCTP (deoxy-
cytidintrifosfat), které se ifrazuji DNA-polymeradzou do névvzniklého retézce
[32].

»  MgCI, - pfitomnost hotecnatych ionti stabilizuje dvouSroubovici DNA. Velka
koncentrace vSak brani Uplné denaturaci. Snizujgrsspecifita nasedani printer
Pokud je koncentrace iannizsi nez 0,5 mmol/l, nevytyibose komplex primer-

templat nebo se cely komplex kratce poatku prodluzovani rozpada [32,36].

» Tag DNA-polymeraza —DNA polymeréza je enzym, izolovany z termofilnicikb
terii, Zijicich v pramenech horkych az 100 °C. Valkje dostattnou enzymovou
aktivitu po celou dobu syntézy. Naptji se pouziva termostabilni polymeraza
Tag, ktera je izolovana z bakteriénermus aquaticud/ sowasné dob uz vsakTaq
DNA-polymeraza neziskdva z bakterii, vyrabi se¢lemTeplotni optimuriiaq
DNA-polymerazy se pohybuje okolo 75 °C a pals inaktivace je asi 40 minutip
teplog 95 °C. MimoTaqDNA-polymerazy se pouzivdRwo a Pfu DNA polyme-
razy (izolované z termofilnich bakterii rofyrococcus woesei Pyrococcus furi-
osug [32,35,36].

e pufr — sloZeni pufru musi odpovidat optimalnimu ptedi pro aktivitu polymera-
zy, proto kazda firma zabyvajici se vyrobou chelliigro PCR reakce, dodavéa

k DNA polymeréaze i spravny pufr

» primery - jsou to kratké oligonukleotidové DNA sekvence okasti 18 — 30 bazi.
Jsou torettzce komplementarni vzdy k 3" konci oblasti vybr&asti templatove
DNA. Nasedaji na jednovlaknovou templatovou DNA davaji tim od kterého
mista ma DNA polymeraza & syntetizovat komplementarniettzec DNA
[32,33].
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Il. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem prace bylo zjistit vyskyt vybranych fakiiovirulence (ss, iu®, nelC, pagC, tsh,

vatf) metodou PCR u daného souboru 45 kin&scherichia coliizolovanych z potra-
vin. U suspektnich vzotkproveést detailni analyzu na dalSi faktory virukergenfl, cnf2,

LTI, ST1, ST2,VT1 aVT2).
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5 MATERIAL A METODY

V praktické ¢asti byly provedeny jednotlivé reakce PCR na detekienych faktod vi-

rulence podle pouzitych primen u vybranych kmenbyla provedena multiplex PCR.

5.1 Material

5.1.1 Pristroje
« Termostat - BT 120 - Laboratornifigtroje Praha(eska republika
» Laboratorni chlazena centrifuga 2300K - Hermle lLedahnik, NNmecko
* Termoblok BIO TDB-100 - Dry Block Heating Thermastaitva
» Digitalni vaha - Kern&Sohn GmbH, d&hecko
» Automatické mikropipety - Nichiryo, Japonsko
* Termocycler - Bio-Rad , USA
» Elektroforéza - SCIE PLAS, Anglie
e UV transluminator In Genius, SynGene Imaging

« B¢&zné laboratorni sklo

5.1.2 Chemikalie
e primery - Invitrogen, USA (Tab. 1., Tab. 2.)

» TagDNA polymeraza TagDNA polymerase with ThermoPol Buffer, Bio-
Labs,USA

e dNTP Mix - sngés dATP, dTTP, dGTP, dCTP, SERVA Electrophoresis @mb

Némecko
* agarOza - Sea Kem LE Agarose, Lonza, USA
* etidiumbromid - Sigma Aldrich, &imecko
« nanaseci pufr - TopBid;eska republika

» TAE pufr (50x koncentrovany)
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TRIZMA - Sigma Aldrich, Nmecko

EDTA (0,5M roztok EDTA, pH 8,0) - Lachem@eska republika

- Kyselina octova - Ing. Petr LukgSeska republika

100 bp DNA marker - New England Biolabs, USA
- 180ul vody

- 50ul nan&seciho pufru

20ul DNA ladder

100 bp DNA marker - GeneRuler, Fermentas, Sample
- 180ul vody

- 50ul nanseciho pufru

- 20 ul DNA ladder

PouZzité primery jsou uvedeny v Tab. 1 a 2 a bylyrapy na zakladliteratury [11, 59, 64,
67]

Tab. 1. Pouzité primery 1. skupiny [59,64].

Velikost prod.
Nazev primeru Sekvence primeru 5°- 3 (bp)
issF ATCACATAGGATTCTGCCG
iIsSR CAGCGGAGTATAGATGCCA 309
papC F GACGAACCAACGGTCAGGAT
papC R TGCCGCCAGTACCAAAGACA 501
neuC F GGTGGTACATTCCGGGATGTC
neuC R AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG 670
iucD F ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC
iucD R CCTGATCCAGATGATGCTC 714
tshF ACTATTCTCTGCAGGAAGTC
tshR CTTCCGATGTTCTGAACGT 824
vatF TCCTGGGACATAATGGCTAG
vatR GTGTCAGAACGGAATTGTC 981
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Tab. 2. Pouzité primery 2. skupiny [11, 67].

Velikost prod.

Nazev primeru Sekvence primeru 5'- 3 (bp)
VT2 fp TGTGGCTGGTTCGTTAATACGGC
VT2 bp TCCGTTGTCATGGAAACCGTTGTC 102
VT1 fp ACGTTACAGCGTGTTGCRGGGATC
VT1 bp TTGCCACAGACTGCGTCAGTRAGG 121
ST Ifp TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG
ST I bp GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG 160
LT I fp TGGTTCATCATGCACCACAAGG
LT I bp CCATTTCTCTTTTGCCTGCCATC 360
ST Il fp CCCCCTCTCTTTTGCACTTCTTTCC
ST Il bp TGCTCCAGCAGTACCATCTCTAACCC 423
CNF 1 fp GGCGACAAATGCAGTTTGCTTGG
CNF 1 bp GACGTTGGTTGCGGTAATTTTGGG 552
CNF 2 fp GTGAGGCTCAACGAGATTATGCACTG
CNF 2 bp CCACGCTTCTTCTTCAGTTGTTCCTC 839

5.1.3 Pouzité kmeny

V3ech 45 kmein Escherichia colpochazelo ze sbirky mikroorganigrstavu technologie

a mikrobiologie potravin Fakulty technologické UTB Zlirg a tyto byly uchovavany za-

mrazené p teplot -80 °C. Z této sbirky bylo pouzito v této pracii2élati pochézejicich
z chlazené dibeze a vefwvého masa firmy RACIOLA - JEHCKA s.r.o., zlinska podni-

kova prodejnaReznictvi a uzeridtvi Josef Filak v podnikovych prodejnach ve Zli

Uherském Hradisti. Jsou oziemy R1-R8, R10, R15-R18, R20-R23, R25, R26, R3T-R3

R40 [63]. DalSich 21 kmenE. coli (Tab. 3) pouzitych v této préci bylo izolovano wié

jiné diplomové prace v obdobi listopad 2011 az (#@ik2 z potravin zakoupenych v ob-

chodni siti ve Zlia a blizkém okoli [66].
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Tab. 3. Seznam pouzitych kmé&scherichia coli [66].

C. kmene Pavod Taxon Identifikace
4 vegova plec Escherichia coli vyborna
7 kureci kidla Escherichia coli prijateln&
10 kueci stehna Escherichia coli vyborna
22 veffova kyta Escherichia coli | velmi dobra
29 zkazeny Eidam Escherichia coli druhova
32 Porubsky mls Escherichia coli vyborna
31 cerstvy bily syr Escherichia coli vyborna
33 polotvrdycerstvy syr Escherichia coli | velmi dobra
34 cerstvy tvarohovy syr Escherichia coli | velmi dobr&a
37 syrové ni, paprikové Escherichia coli vyborna
38 cerstvy syr Billa Escherichia coli | velmi dobra
43 zakusek Spka Escherichia coli druhova
44 d‘echovy rohltek Eshcerichia coli druhova
49 zeleninovy salat, Billa Escherichia coli druhova
61 laskonka Escherichia coli vyborna
62 kueci Kidla Escherichia coli vyborna
63 zeleninovy salat Escherichia coli druhova
64 oI syr Escherichia coli prijateln&
74 kure cele Escherichia coli druhova
75 kueci polévkova sis Escherichia coli druhova
78 veffova nozéka Escherichia sp. druhova
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5.2 Metody

5.2.1 Pr¥iprava vzorka DNA

Vzorek z misky byl rozpudh ve 100ul 1x fed€ného PCR pufru. Vznikla suspenze byla
inkubovana v termoblokuip95 °C po dobu 20 minut. Pak byla provedena clmfaice
10 000 ot. po dobu 4 minut. Ziskany supernatanalolgci DNA byl geveden do eppen-
dorfky a pouzit jako templatova DNA pro PCR reakce.

5.2.2 Priprava vzorka pro PCR

Pro detekci faktar virulence byla pouzita metoda PCR za pouZiti umgde primed (Tab.

1 a 2). Komponenty pro provéak reakce bylyifpraveny formou master mixu.
Tab. 4. SloZeni amplifikai sm¥si pro jednoduchou reakci PCR

pri pouZiti primet: 1. skupiny.

SloZka PCR snési Objem (ul)
PCR pufr 2,5
dNTP mix 0,5

TagDNA - polymeraza 0,1
primer F 0,25
primer R 0,25

templatova DNA 0,5
HO 21
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Tab. 5. Slozeni amplifikai sn@si pro jednoduchou reakci PCR

prAi pouZziti primet: 2. skupiny.

SloZzka PCR snési Objem (ul)
PCR pufr 2,4
dNTP mix 2

TaqDNA - polymeréza 0,16

primer F 0,2-0,5
primer R 0,2-0,5
templatova DNA 2
14,2

HO

Tab. 6. SloZeni amplifikai snesi pro multiplex reakci PCR.

SloZzka PCR snési Objem (ul)
PCR pufr 2,5
dNTP mix 1

TaqDNA - polymeréza 0,5

MgCl, 2
primer F 0,1
primer R 0,1

templatova DNA 2
16

HO
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5.2.3 Amplifikace PCR

PCR reakce hyly provedeny v termocycleruéchto podminek.

Tab. 7. Podminky PCR reakce za pouZiti prierskupiny.

Uvodni denaturace

94°C / 3min
Denaturace 94°C/30s
Annealing 58°C / 30s
Extenze 68°C / 3min
Zavére¢na extenze 72°C/ 10min
Opakovani cyklu 30x
chlazeni 4°C | o

Tab. 8. Podminky PCR reakce za pouZiti prinirskupiny.

Uvodni denaturace 95 °C/ 5min
Denaturace 95 °C/30s
Annealing 63 °C/ 1min

Extenze 68 °C / 3min

Zavére¢na extenze 72 °C/5min

Opakovani cyklu 25X

chlazeni

4°C /o
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Tab. 9. Podminky multiplex PCR.

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

Extenze 68 °C / 3min

Zavére¢na extenze 72 °C/10min

Opakovéni cyklu 30x
chlazeni 4°C |

5.2.4 Detekce PCR produkfi

Produkty vzniklé PCR reakci byly detekovany pomelektroforézy v 1,5% agarosovém

gelu. Pro pipravu gelu bylo navadZzeno 1,5 g agarosy a zalitbrh01x TAE pufru, ktery

byl naredén ze zasobniho 50x koncentrovaného roztoku TAEiRK@smes byla za obas-

ného michani rozpou$ta v mikrovinné troué Takto @ipraveny roztok agarosy byl sa-

movolrg zchlazen. K roztoku bylyfany 4ul etidiumbromidu a roztok byl nalit dorip

pravené elektroforetické vatkly s Hebinkem. Po ztuhnuti byl gel zalit 1x TAE pufrem a

po vyjmuti Kebinku byly do gelu nanaSeny vzorky DNA v objemuwdBoztoku, tvadené-

ho 2ul nandSeciho pufru a 10 PCR produktu. Do prvni a posledni jamky byl names

objemu 10ul jako standard ukazatel 100 bp marker. Elektrdické separace préhla za

stalého nagti 90 V, cca 50 minutCasovy Gsek, po ktery DNA migrovala, byl zavisly na

velikosti separovanych fragméntSeparace probihala tak dlouho, dokud bromfenolova

modt obsazena v nandSecim pufru nedoputovala asi dgeBi3Po ukoteni elektroforézy

byla DNA posouzena v UV stle pomoci UV transluminatoru a vysledek zdokumeato

pomoci programu Gene - Snap od SyneGene.
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6 VYSLEDKY

PritomnostE. colije ukazatelem fekalniho z&iéteni potravin a pitné vody [1]. V diagnos-
tice mikrobiologickych patogénje jednou z n€épstji pouzivanych metod PCR. Povazuje
se za standardni metodu detekeékterych nekultivovatelnych nebo obt&hkultivovatel-
nych patoged [47]. E. colije nositelem #kolika typi faktor virulence.Cetné faktory vi-
rulence jako adhesiny, invasiny, toxiny a sékfesystémy se zapojuji do mechanizpa-
togenityEscherichia coliKmeny téhoz patotypu byvaji geneticky podobnéspahuji po-
dobnymi faktory virulence, které slouzi kcani patogenniho potenciadlu daného kmenu
E. coli[7,47]. Kmeny pouZzité pro detekci faktovirulence byly izolovany z potravin do-

stupnych v obchodni siti ve Zlinském kraji (Tah. 3)

6.1 Detekce faktoni virulenceiss, iucD, neuC, papC, tsh, vat

Jednoduchymi reakcemi PCR bylo p&mno 45 kmea. Nejdiive byly provedeny reakce
s prvni sadou primér(Tab. 1). Byla zjisovana mozna iftomnost geta pro adhesiny -
papC, proteiny vgjSi membranyaeluC, sérovou bilkovinu igzitiiss aerobaktinucD,
termolabilni hemaglutinsh a vat-autotransportni toxin, coz je protein z 75% horgaio
s termolabilnim hemaglutinem [50]. fzanych studiich tyto faktory virulence byly zsty
pievazre u kmerit APEC. Podle studii mechaniznvirulence u aviarni patogenhi col

(APEC) jsou tyto mechanizmy povazovany za multibaiéini.

Z mnoha studii bylo zjigho, Ze velky vyznam maji hlagriaktory virulence, jako jsou ad-
hesiny, produkce kolicin aerobaktin, fitomnost sérového proteinu, termolabilni he-
maglutin a pitomnost ukitych kapsularnich antigén[59,60]. APEC kmeny jsou zodpo-
védné za pté kolibaciléozy v domacich chovech a u velaijicich ptak. Kolibaciloza je
nemoc, ktera zdna jako za#t dychacich cest a vyviji se do systéemové infekaénich
orgari. Kmeny APEC vykazuji podobnost s lidskymi EXPECekiy, ale nebylo zatim zce-
la objas®no, zda odliSné EXPEC kmeny jsou spojeny s vyskyteimo invazivnich one-
mocreni u ¢loveka a zviat, nebo zda konkrétni klony jsou spojeny <ipkalibacilézou a

uroseptickou infekci nebo meningitidou [59,60].

V této praci u kazdého kmenu byly provedeny jednétteakce k detekci vybranych fakto-
ra virulence s pouzitim uvedenych primeiKomponenty pro prov&dé reakce byly i

praveny ve forrd mastermixu (Tab. 4). Velikost produkti pouzitych primer je uvedena
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v Tab. 1. Pro amplifikaci byly nastaveny podminksedené v Tab. 7. Poté byla provedena

kontrola gitomnosti specifickych PCR produkpomoci agarézoveé elektroforézy.

37" |1 34" | 38 Si==S0l0 0Ll ( gl 1 43 38 37 34 33
S
iucD 714 bp neuC 670 bp

iucDh
714bp

Nespecificky produkt 500bp

neuC 670 bp Iss 309 bp
-—

4 43 38 37 34 33 31 32 29 1q 4

Obr. 3. Vysledky jednoduchych PCR reakci, detgkne iss, iub a nelC.

Na Obr. 3 jsou patrné vysledky jednotlivych reaR€IR u jedné skupiny kménPro pii-
kaz faktofi virulence byly pouzity primeriucD, neuC aiss. Pfitomnost genu pro aerobak-
tin iucD 714 bp, je patrna u 9 kméz 10 testovanych. GencD pro aerobaktin je kodo-
van na plazmidu ColV-K30, sklada se&imeni iucA, iucB, iucC aiucD, tyto se dastni
biosyntézy aerobaktinuiatA, ktery kdduje membranovy receptor pro Zelezo [6Zheny,
které vykazuji pitomnost genuucD byly izolovany z cukréskych vyrobk, sy a kureci-
ho masa (Tab. 3).rfRomnost genuelC o velikosti 670 bp nebyla zaznamenana u Zadného
kmene. Fitomnost genuss, o velikosti 309 bp byla zaznamenana u 3 kinenéto sérii
reakci. Kmeny, které vykazujiipomnost genuss byly izolovany z cukr&kého vyrobku,
syru a kiteciho masa (Tab. 3). U kmedd 0 byly identifikovany nespecifické produkty o
velikost asi 500 bp a 400 bp. Vyskythto produki mohl byt zgisoben nedodrZzenim po-
stupu i pripraw vzorku pro PCR reakci, nebo kontaminaci j$tno prostedi.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 40

papC 501 bp vat 981 bp

e ——..,
tsh 824 bp

vat 981 bp

—

vat 981bp

Obr. 4. Vysledky jednoduchych PCR reakci, detg&oe pag, vat, tsh.

V dalSi sérii pokus byly pouzity primery k detekci gemapC, vatatsh Byla pouZita stej-
na sada kmen Z 10 testovanych kmérbyla prokdzanaiftomnost (Obr. 4) pouze jedno-
ho genu, a to gemeatu kmenet. 43, ktery byl izolovan z keciho masa (Tab. 3). U ostat-
nich kmer nebyla prokazanarppomnost zadneho genu, dokazujici mozny faktorleiru
ce. GenpapC je specificky pro ueni adhesiin Pritomnost &chto geri byla prokdzana u
kmeni E. coli zpasobujici infekce mépvych cest. Jsou znamé pod uar@mpapC, papG
[2,13]. Dalsi typy adhesinP-fimbrie byly detekovany i u kmérepisobujici septikémie
drabezZe a prasat [49,56]. Fimbrialni adhesiny bylyrpéppopsany u uropatogennich kme-
ni E. coli. Latham a Stamm ve své praci v roce 1994 &yatke gen pro P-fimbrie je kb-
dovan naPAP operonu a umish na chromozomu [57]. Vidledku negativniho vysledku
se dé& spekulovat, Ze ndmi testované kmeny nemtigti kskupinam kmehE. coli, které
mohou z@isobovat jiz zmitné onemockni. Genvat urcuje pEritomnost autotrasportniho
toxinu. V naSem fipadt byl detekovan pouze u kmege43. V praci Ch. Ewerse a kol.
Z roku 2005 [59] bylo testovano celkem 40 kiin&ncoli a giitomnost genwat vykazovalo
14 kmeri. Tyto kmeny byly zgazeny do skupin UPEC a APHB9]. Na z&klad naseho

vysledku, kdy pitomnost genwat byla prokdzana u jednoho kmenejzeme pedpokla-
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dat, Ze kmert. 43, ktery byl izolovan z Keciho masa, by mohl gidtdo skupiny aviarnich
patogennicli. col..

o — — - -

iss 309 bp neuC 670 bp

iss
309 bp

M R16 29 32 31 33 REEESERG R7 RIS E———

gy 1 ey ' p— :.r____'ur_‘.—u_ | ] gl e—

neuC 670 bp tsh 824 bp

Obr. 5. Vysledky jednoduchych PCR reakci, dete&na s, neg, tsh 1.

Z Obr. 5 je patrnafitomnost genussatsh. U jednoho z 10 testovanych knieru kmene
¢. R16 byla zaznamenan&tomnost jak geniss tak genush. Tento kmen byl izolovan
z diibeziho masa [63]. U kmene 33, ktery byl izolovan z polotvrdého syru jeetelna
piitomnost genissa velmi slak patrna pitomnost gentish Pritomnost get iss atshby-
va grisuzovana kmeaim aviarnim patogennim (APEC), kteréiadi do fylogenetické sku-
piny B [64]. GennelC o velikosti 670 bp nebyl prokdzan ani v tétoiggkusi u Zzadného
kmenu.
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M R26 R31 R37 R38 R39 R40 R1 R3 R8 R10 R26 R31 R37 R38 R39 M

_— _
Iss 309 bp neuC 670 bp

M R40 R1 R3 R8 R10 R26 R31 R37 R38 R39 R40 R1 R3 R8 R10 M

neuC 670 bp tsh 824 bp

Obr. 6. Vysledky jednoduchych PCR reakci, detgkoe iss. neQ a tsh 2.

U tohoto pokusu byla zji&a gitomnost genuss u i kmeni, R10, R26 a R39 (Obr. 6).
Tyto kmeny pochézi z kaciho masa. U kmenu R10 byly dale detekovany ndsgpec
produkty o velikosti asi 501 bp a asi 824 bpmio velikostem by mohly odpovidat geny
papC o velikosti 501 bp &sh o velikosti 824 bp. Vyskytéthto nespecifickych produkt
Ize vys\tlit nejspiSe kontaminaci z ¥j§iho prostedi nebo nedodrzenim spravného postu-
pu @i ptipraw mastermixu pro jednoduché PCR reakce. U kirieh a R37 jsou z Obr. 6.
patrné dalSi nespecifické produkty o velikosti 280 bp, vyskytdchto produki Ize také
vyswtlit nejspiSe nedodrzenim postupti pripraw mastermixu pro PCR reakce nebo kon-

taminaci jinym primerem.

Tab. 10. Vyskyt sledovanych fakieirulence u kmehizolovanych z potravin.

Kmen ¢&. iss papC neuC iucD tsh vat
4 + - - + + -
7 - - - - - -
10 - + - + - -
22 - - - - - -
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V Tab. 10 je uvedeniphledr vyskyt sledovanych faktérvirulence u jednotlivych kme-
na. Vysledky byly zapsany na zékkagrovedenych jednoduchych reakci PCR u vSech
kmeni. Fritomnost genuss byla prokazana u 18 kménpritomnost genypapC byla pro-
kazadna u 3 kmen genneluC nebyl zaznamenan u Zzadného kmene. Zatimco vgshd
iucD byl prokazan u 19 kména gentshu 21 kmeii. Pfitomnost genwat byla zazname-
nana pouze u jediného kmene. U 12 testovanych &kmehyla zaznamenanditomnost
Zzadného genu prokazujiciho faktor virulence. U b@eki byla detekovanatfiomnost
dvou geti pro ukity faktor virulence, u 3 kmense projevily ti faktory a u dvou knein
byla prokazanaftomnostctyi faktoni virulence. Jednalo se o kmeny pochazejici ze birky
mikroorganiznii UTMP Fakulty technologické UTB ve ZHrizolované z chlazenéireze

a veffového masa firmy RACIOLA - JEHUIKA s.r.o., zlinska podnikova prodejrizez-

nictvi a uzenéstvi Josef Filak v podnikovych prodejnach ve ZlinUherském Hradisti.

6.1.1 Multiplex PCR

Metoda multiplex PCR je varianta PCR, kdy je ddkdeasntsi pridano rékolik pari pri-
merti, které davaji odlisSné velikosti jednotlivych PCRogukii. Toto umoauje detekci
nékolika gerni sowasré v jedné reakni sntsi. Je také nutné, aby annealingové teploty
vSech pouzitych primérbyly stejné nebo alespgodobné. Hlavni vyhody metody multi-
plex PCR je ufité zkracenkasu pro pipravu PCR mixu a také ugeni naklad na reakni
komponenty. Multiplex PCR se proto vyuzivi ipledani zndn na pondrné dlouhych Use-
cich DNA, @i testovani vzajemnnesouvisejicich oblasti DNA a zejména pro amgaiik
vnitinich kontrol sotasré se vzorky [31,35].

V této préaci byly navic do reaki snesi pro multiplex PCR fidany hdc¢ikové ionty MgCh

v mnozstvi @l (Tab. 6). Hacikové ionty slouzi k zesileni vazby prifiedosedajicich na
templatovou DNA. Pro mibéh byly nastaveny podminky uvedené v Tab. 9.nastaveni
optimalnich podminek byléerpano z prace Ch. Ewerse z roku 2005 [59], kdetékati

faktoni virulence u kmeh E. colibylo pouZito stejnych primér

U vybranych kmet byla metodou multiplex PCR prokazand@mnost gkterych faktofi
virulence (Obr. 7). U kmen&L 4 byl detekovan geiss o velikosti 309 bp, velmi slghbyl
prokazan gemucD atsh U kmenu¢. 10 neni patrnaiiomnost Zadného ze sledovanych
geni. U kmenu¢. 43 byl detekovan gepapC o velikosti 501 bp. Kmen. 44 nevykazuje
piitomnost Zzadného genu. U kmetitd9 je malo vyrazny PCR produkt pissU kmenu
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¢. 61 je velmi vyraznaiftomnost genyapC aiucD avat, je zde patrny vyskyt nespecific-
kych produki o velikosti asi 400 bp. Tyto nespecifické produggyvyskytuji i u kmein¢.
62 ac. 63, u &chto kmeri se také vyskytuji nespecifické produkty o podobekkosti
981 bp jakorvat.

vat 981 bp

tsh 824 b

— —
e

iucD g

R papC 501bp
500 . —

Nespecifické prod.asi 400bp
4——»
[B] 309 bp

300 [—— — -

Obr. ¢. 7. Vysledky multiplex PCR u vybranych kinen

U kmenug¢. 63 je také slabpatrny vyskyt nespecifického produktu o velikasti 600bp,
coz by mohl byt ipapC, vznikly nedokonalym navazanim primeru na tengsati DNA.
Kmen¢ R2 vykazuje fitomnost genuucD atsh Pritomnost gefi, které nebyly detekova-
ny pri jednotlivych reakcich (Tab. 10) Ize vydhit piidanim MgC} nebo nastavenim ji-
nych podminek pro gbéh reakce. Vyskyt nespecifickych prodiikiatrnych na Obr. 7 Ize
vyswtlit slabym navazanim primeru na templatovou DNAooZzmou kontaminaci

z vrejSiho prostedi nebo nedodrZzenim postugugiipraw reakéni smesi.
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6.2 Detekce faktoni virulence cnfl, cnf2, LTI, STI, STII, VT1, VT2

Pro jednoduché reakce PCR pro detekci faktorulence za pouziti 2. skupiny printer
byly vybrany na zakladdosazenych vysledkkmeny¢. 4,¢. 10 a¢. 43. U kmenu. 4 byla
prokadzana fitomnost genuss, iu® atsh Tento kmen byl izolovan z vépvého masa. U
kmenuc¢. 10, ktery byl izolovan z keciho masa, byla prokazandatpmnost genyapC a
iucD. U kmenu¢. 43 byla zaznamenanéitemnost geniss a jako u jediného kmenu fip
tomnost genwat Tento kmen byl izolovan ze zakusku [66]. Knterl0 na zaklagl fylo-
genetické analyzy byl *¥azen do fylogenetické skupiny B2 [66]. Tato skupbaadrnuje

takové kmenye. coli, které ziisobuji intestinalni a extrainestinalni infekce [17]

U téchto vybranych kmahnbyly provedeny jednoduché reakce PCR fitomnost faktoi
virulenceenfl, cnf2, LTI, ST, STI, VT1 aVT2. Cnfl acnf2 predstavuji geny pro cytoto-
xicky nekrotizujici faktor, tento faktor se vyskjgupievazié u kmerii uropatogennich
(UPEC). Kmeny zfisobujici uroseptické infekce sadi do fylogenetické skupiny,Ba D
[42,61]. Produkce verotoxinje povazovana za hlavni faktor virulence u Kin®fTEC —
verotoxigennich. Verotoxin VT1 je az z 99% vysoamiologni s shigelovym toxinem,
ktery produkuje bakteri€higella dysenteriagsenST a STl slouZi k detekci teplothsta-
bilniho enterotoxinu, ktery se vyzfige nizkou molekulovou hmotnosti [56], zatinmcol
zn&i pritomnost teploté labilniho enterotoxinu [11]. Zatimco verotox¥T2 je mnohem
vice heterologni, ¥T1 je identicky jen z 55 %. [11,67].

Komponenty pro provamé reakce byly ifipraveny ve formy mastermixu (Tab. 5). Veli-
kost produkli u pouzitych primar je uvedena v Tab. 2. Pro amplifikaci byly nastagven
podminky uvadné v Tab. 8. Poté byla provedena kontralsopnosti specifickych PCR

produkti pomoci agarézové elektroforezy.

U Zzadného z vybranych kmémebyla prokazanatfpomnost faktoru virulence podle pouzi-
tych specifickych primér (Tab. 11). V praci Holko a kol. bylo pouZzito dcakéni snesi
PCR i MgC} a annealingova teplota byla nastavena na 63 °C YA#dto praci do reaki
smesi nebyly gidany MgCl a teplota annealingu byla nastavena také na 6&se spe-
kulovat, Ze vybrané kmeny mohou nebo nemusitpid skupiny toxigennick. coli, pres-
toZze kmerk. 10 byl na zakla#l fylogenetické analyzy ¥azen do skupiny B2 [66], ktera

tyto nebezpéné kmeny zahrnuje.
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Tab. 11. Vyskyt dalSich faktovirulence u 3 kmehizolovanych z potravin.

10 - - : : : -

43 - - : : : -
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7 DISKUZE

7.1 iss

Geniss koduje sérovou bilkovinuirpZziti, coz je ochranna latka preéegiti buiky, ktera se
dostala do krevnihoecist¢ hostitele. Genss jako faktor virulence je identifikovan jako
rozliSovaci znak kmenEXPEC. Je kdédovan na plazmidu ColV a chromozom&ehto
faktor virulence byl zji&n i u kmen i u ptatich E. coli (APEC) a u kmein zpisobuijicich

novorozenecké meningitidy [68].

V této praci byl geriss detekovan u 18 kmérze 45. Nkteré z ¢chto kmeri, kde byl de-
tekovaniss,vykazovaly gitomnost i jinych faktak virulence. Celkem 9 kménvykazovalo
piitomnostiss aiucD, ktery detekuje aerobactin, ktery anezi hlavni faktory virulence
aviarnich patogennich kmén62]. Celkem 6 kmein bylo izolovano z kieciho, 1 kmen
byl izolovan z vepového masa a 2 kmeny byly izolovany z éniich vyrobki. Da se tedy
predpokladat, Zze kmeny, které vykazujitpmnost obou faktdrvirulence, by mohly nale-

Zet k aviarg patogennink. coli (APEC).

7.2 papC

GenpapC — nédlezi do skupiny gérpro ukeni fimbrilarnich adhesin Vlastni adherenci
zpasobuje receptor, ktery se nachazi na konci fin{B@pitola 2.1.1.) a je schopen speci-
ficky reagovat s bitkami epitelie [15]. Fimbrie jsou velmir&hké, bakterie je tedy snadno
ztraci, a proto si musi neustale vyetanove.Neustala vyrmana fimbrii je vlastnim fakto-
rem virulence, dochazitipni ke znén¢ antigenniho sloZeni pilinu a bakterie tim ziskévaj
obranu proti psobeni slizninich protilatek. Kmen¥. coli zpasobujici infekce méovych
cest jsou vybaveny fimbriemi nazyvanymi jako P-fiileb kédované genpapC, papG

[2,13]. Fimbrialni adhesiny byly poprvé popsanyrapatogennich kmerk. coli[57].

Z vysledki v této praci je patrné, Ze geapC, ktery se vyskytujeipvaZzri u uropatogen-
nich kmer E. coli, byl detekovan u 3 kménze 45. Tyto kmeny pochéazely zibeziho
masa, zakoupeného v obchodni siti Zlinského kxégestudii A. Mory [64] bylo testovano
celkem 59 kmein, které pochazely z piich kolibaciloz (APEC) a lidskych meningitid a

infekci matovych cest (ExPEC).iBstoze, podle fylogenetickych analyz jsou tyto kynen
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fazeny k jinym skupinam, byla zdecité podobnost ve vyskytu fakiowirulence. Jak lid-

ské EXPEC, tak pta APEC vykazovaly fitomnostissi papC.

7.3 neuC

GennelC - je sodasti 17-kb klastru genKPS, tento klastr kdduje biosyntézu a transport
pouzdra. GemeluC kdduje protein v&Si membrany, ktery je pigbny pro syntézu kyseli-

ny sialové [51]. Byva uvéuh jako faktor virulence u kmérExPEC [69].

V této préaci pitomnost genneuC nebyla zaznamenana u Zzadného kmene. Negativni vy-
sledek Ize vysitlit tim, Ze Zadny ze souboru kmiepouzitych v praci nespadal do skupiny,

u které se tento faktor virulence vyskytuje, aldgké mozné, Ze negativni vysledek byl
zpisoben nedodrzenim postupii piipraw reakéni smeési, nebo pouzitim jednoh® vice

nedostaténych komponerii

7.4 iucD

GeniucD — detekuje aerobaktin. Je to protein, ktery se @acha plazmidu ColV-K30.
Sklada se z4ti geni iucABCD, tyto se dastni biosyntézy aerobaktinuudA, ktery kdéduje

vnEjSi membranovy receptor pro Zelezo, ferriaerobde265].

V Tab.10 je zaznamenanaitpmnost tohoto genu u 19 kmerze 45 testovanych.
V nékolika pripadech zde doslo ke kombinagznych ged. NegasgjSi vyskyt jeissaiu-
cD, tato kombinace se vyskytuje u 9 knmien 2 kmerth se vyskytuje kombinacetsh. U
2 kmeni je dokonce kombinac#yi fakton, a toiss papC, iucD atsh Jedna se o kmeny

R5 a R6, které byly izolovany z teciho masa.

Na zéklad raznych studii o vyskytu faktérvirulence spojenych s aviarrpatogennimi
kmeny Escherichia coli(APEC) byla v praci Ch. Ewerse [59] popsana metwoddtiplex
PCR jako molekularni nastroj, ktery doplnil staggagdiagnostické systémy. Bylo testovano
40 kmeri E. coli z APEC, EHEC, EPEC, ETEC, UPEC. Ve vysiedgdsou patrnéizné
kombinace gein u jednotlivych kmefi. Nag. u UPEC se vyskytly kombinace deiss
papC aiucD avat[59].
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7.5 tsh

Gentsh— je gen wujici jako faktor virulence termolabilni hemagluytje to protein, ktery
pati do skupiny autotransportnich prot&inryto proteiny maji izné funkce, které jsou
spojeny s virulenci. Podili se na hapa adherenci, na produkci cytotokifish byl poprvé
zZjistén u pta&i E. coli (APEC) u kmeng7122 [70]. Protein kddovany gendsh vykazuje
50% podobnost s imunoglobulinem IgANeisseria gonorrhoeaa Haemophilus influen-
zae[59,60].

Ve vysledcich (Tab. 10) byl tento gefitpmen u 12 kmeih U 2 kmeri se vyskytla kom-
binace gefiiucD atsh u 1 kmene kombinadses atsh u 3 kmeii kombinacass, iucD a
tsha u jednoho kmene se vyskytla kombinagszpapC, iucD atsh VSechny tyto kmeny
byly izolovany z kiieciho masa a végvého masa, zakoupeného v obchodni siti ve Zlin-
ském kraji.

Ve studii A. Mory [64] jsou také popsanyzné kombinace génu testovanych kmein
Testované kmeny patdo APEC a EXPEC [64]. Také v praci A. Rochy [6§] zazname-
nan vyskyt éznych kombinaci genu testovanych kmen Testované kmeny nalezely
do skupiny ptaéich E. coli (APEC) [60].

7.6 vat

Genvat — je autotransportni toxin, protein z 75% homologtérmolabilnim hemagluti-
nem [50]. Je kédovan na osteopatogenity (PAI). Studie Kwona z roku 2008 [52]aby
zangiena na detekci 8 faktibwvirulence metodou multiplex PCR u knteAPEC izolova-
nych z kdtat. Velka pozornost zde byla&novana genwat Cytotoxicka latka u kmen
APEC, oznaena jakovat ma podobné dinky jako cytotoxicky efekHelicobacter pylori
[52]. Ackolivpiesna funkce nebyla objasra, da se spekulovat, ¥at miaze fungovat jako
dulezity faktor virulence. V této praci byl gerat detekovan pouze u jediného kmene u
jednoduchych PCR reakci, a to u kmend3 (Tab. 10), ktery byl izolovan z cuks&ého
vyrobku. Ri multipex PCR (Obr. 7) byl gewat detekovan také u kmenu 62, ktery byl
izolovan z kiieciho masa. U kmén¢. 61 ac. 63 byla patrna iftomnost nespecifickych

produkfi o velikosti kolem 970 bp.
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7.7 Multiplex PCR

Metoda multiplex PCR je varianta PCR, ktera uige¢ detekci skolika geri sowtasré

v jedné reaéni snesi. Hlavni vyhody metody multiplex PCR jeciig zkracenicasu pro
piipravu PCR mixu a také ugeni naklad na reakni komponenty. Multiplex PCR se pro-
to vyuziva pi hledani zmdn na pondrné dlouhych Usecich DNA,iptestovani vzajemn
nesouvisejicich oblasti DNA a zejména pro ampldikanitinich kontrol sotiasré se vzor-
ky [31,35].

V této praci byla u vybranych kmémetodou multiplex PCR prokdzanétpmnost gkte-
rych faktoi virulence (Obr. 7). Kmeny byly vybrany na zaldad/sledki z jednoduchych
PCR reakci. Kmeg. 4 vykazoval kombinaci géniss iucD atsh kmenc¢. 10 vykazoval
kombinaci gef papC aiucD, kmenc¢. 43 kombinaci gehiss avat. Kmeny¢. 44, 49, 61
nevykazovaly fi jednoduchych PCR reakcicltifpmnost Zadného genu. U kmetu62
byl detekovan getsh (Tab. 10). U kmend. 4 byl detekovan geiss o velikosti 309 bp.,
velmi slal& byl prokdzan geiucD atsh Tyto geny byly prokazany i u jednoduchych PCR
reakci. U kmenu. 10 neni patrnaifiomnost Zadného genu, zatimco u jednoduchych PCR
reakci byl pozitivnipapC aiucD. U kmenu¢. 43 byl detekovan gepapC o velikosti 501
bp, ktery se ve vysledcich jednoduchych reakciajepil. P jednoduchych PCR reakcich
byla u tohoto kmenu zaznamenarégmnost getl iss avat Kmeng¢. 44 nevykazuije ify-
tomnost zadného genu. U kmetivd9 je malo vyraznarfiomnostiss. P jednoduchych
PCR reakcich tyto kmeny nevykazovaliitpmnost Zzadného genu (Tab. 10). U kmenu
¢. 61 je velmi vyraznaiftomnost genyapC aiucD avat, je zde patrny vyskyt nespecific-
kych produkii o velikost asi 400 bp. Tyto nespecifické produgéyvyskytuji i u kmein

¢. 62 ac¢. 63. U kmenu. 63 je také slabpatrny vyskyt nespecifického produktu o velikosti
asi 600 bp, coz by mohl bypapC, vznikly nedokonalym navazanim primeru na tenaplat
vou DNA. Ri jednoduchych PCR reakcich kmetiy61 a¢. 63 nevykazovaly ifitomnost
Zadného faktoru virulence a u kmehe62 byla zaznamenanditpomnosttsh (Tab. 10).
Kmen¢ R2 vykazuje pitomnost genuucD atsh, pii jednoduchych PCR reakcich nevyka-
zoval gitomnost zadného genurifdmnost gef, které nebyly detekovanyripjednodu-
chych PCR reakcich lze vy&lit pridanim MgC} nebo nastavenim jinych podminek pro

prab¢h reakce.
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7.8 Produkce toxini jako faktor virulence

Produkce toxif je velmi dilezité ¢asti virulence a patogenity mikroorganiznknteroto-
xigenni kmenyE. coli mohou produkovat dva typy enterotokiriermolabilni enterotoxin,
ozna&eny jako LT a termostabilni enterotoxin, ozeay jako STI, STII [11,17]. Tepeain

labilni toxin LT je kddovan na plazmidu a sklad&sedvou podjednotek [56].

U kmeri STEC je hlavnim faktorem virulence produkce Shigaxini Stx1 a Stx2. Pato-
genni @inek Shiga toxih spaiva v inhibici proteosyntézy, ktera ma za nasledekt

bunky. Pati tedy do skupiny toxii brzdici syntézu bilkovin [27].

U kmeni VTEC-verotoxigennich je za hlavni faktor virulerpavazovana produkce vero-
toxina VT1 a VT2. Verotoxin VT1 je aZz z 99 % vysoce hoogii s shigelovym toxinem,
ktery produkuji kmenyshigella dysenteriaatimco verotoxin VT2 je mnohem vice hete-
rologni, s VT1 je identicky jen z 55 %.ékteré kmeny E. coli produkuji proteenfl a
cnf2, ktery gedstavuje gen pro cytotoxicky nekrotizujici fakttanto faktor se vyskytuje
pievazré u kmerii uropatogenich (UPEC). Kmenytgmbujici uroseptické infekce sadi
do fylogenetické skupinyBa D [46,71].

V této préci byly na itomnost geti pro produkci toxifd testovany 3 kmeny (Kapitola
6.2.). Zvysledlk (Tab. 11.) je &jmé, Ze nebyla potvrzendifomnost hledanych faktor
virulence u Zadného z testovanych kiinevie studii M. A. Passe a kol. [67] ze vzoryly
postupr izolovany fizné varianty VT2,VT2c, VT2d, VT2e, VT2f. Pomoci POGRa iden-
tifikovanaE. coli produkujici novou variantu VT2, a to VT2g. Prodekerotoxinu VT2g

byla zjiS€na pouze u bovinnich kmé&nu humannich kmenkE. colinebyla potvrzena [67].
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ZAVER

Bakterie Escherichia colije fakultativieé anaerobni gramnegativnic¢igkovita bakterie,
béZzne se vyskytujici v intestinalnim trakitlovéka a teplokrevnych zZivacha. E. coli se
fadi mezi podmign¢ patogenni mikroorganizmy aibe vyvolavatiizné typy infekci. Jeji
piitomnost ve voé nebo v potravinach je ukazatelem fekalniho¢&twni. Mimo stevo je

E. coli témet vzdy patogenni. V intestinalnim traktu je patoggmnozna v fipad, Ze je
kmen vybaven specifickymi faktory virulence. Patoigge je schopnost daného mikroorga-
nizmu vyvolavat onemoeni u konkrétniho hostitele. Virulence je mira pa&oity a je da-
na pa&tem faktoi virulence. Mezi zakladni principy virulence &&li invazivita, penos-

nost a produkce toxin

K detekci mikroorganiztin se vyuziva metod molekularni biologie, genotypdvgcfeno-
typovych. V sodasné dob je nejpouziva&jSi genotypovou metodou PCR, polymerazova
fettzova reakce. Cilem prace bylo metodou PCR detekovia faktory virulence u kme-
na E. coli izolovanych z potravin, zakoupenych v maloobchasitii ve Zlinském kraji.
Celkem bylo testovano 45 kmienU 13 kmeii byl vysledek negativni, nebyla prokazana
piitomnost Zadného faktoru virulence. U 16 kiinee vyskytl jeden faktor virulence a u 9
kmeni bylo prokazano ¢kolik faktora virulence. Nejasgji se vyskytovala kombinace ge-
na iss aiucD a kombinaceucD atsh Tyto kombinace se do&asto vyskytuji u aviarnich
patogennich kmenE. coli (APEC). Kmeny, ve kterych se tyto kombinace vyskybyly

izolovany z kiieciho masa a midych vyrobkKi.

U vybranych 10 kmeh byla provedena multiplex PCR a vysledky multiplesrovnany

s vysledky jednoduchych PCR reakci. Byl zjistrozpor, Ze u &kolika kmeni byla

pii multiplex PCR prokazanaripomnost faktol virulence, zatimco u jednoduchych PCR
reakci byl vysledek negativni. Pro idedlni vysletigybylo nutné jestmultiplex PCR op-

timalizovat.

V souwasné dob je kladen velky draz na bezpmost a hygienu potravin. K systému pre-
ventivnich opdeni v ramci bezpmosti potravin bezesporu pat vySe uvedené metody

detekce patogennich mikroorganizm
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

bp

DNA
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
primer F
primer R

PCR

pari bazi
Deoxyribonukleova kyselina
Deoxyadenizintrifosfat
Deoxycytidintrifosfat
Deoxyguanozintrifosfat
Deoxynukleozidtrifosfat
Forward primer

Reverse primer

Polymerazovdettzova reakce
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SEZNAM OBRAZK U

Obr. 1. Escherichia coli21].

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

Obr.

2.

3.

Schéma polymerazowtezové reakcg67].

Vysledky jednoduchych PCR reakci, detgkoe iss, iub a nell.
Vysledky jednoduchych PCR reakci, detg&oe pag, vat, tsh.
Vysledky jednoduchych PCR reakci, detg&ne iss, ne@, tsh 1.
Vysledky jednoduchych PCR reakci, detg&ne iss. ne a tsh 2.

Vysledky multiplex PCR u vybranych kinen
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1. Pouzité primery 1. skupiny [59,64].

. 2. Pouzité primery 2. skupiny [11,67].

. 3. Seznam pouzitych kmé&scherichia coli [66].

4. Slozeni amplifikai sn#si pro jednoduchou PCR reakoli ppouziti primef: 1.sk.
5. SloZeni amplifikai smesi pro jednoduchou PCR reakdli pouziti primet: 2. sk.
6. Slozeni amplifikai sn#si pro multiplex reakci PCR.

7. Podminky PCR reakce za pouZiti prihiersk.

8. Podminky PCR reakce za pouZziti pringersk.

9. Podminky multiplex PCR.

10. Vyskyt sledovanych falit@irulence u kmehizolovanych z potravin.

11. Vyskyt dalSich fakiovirulence u 3 kmehizolovanych z potravin.



