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ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce pojednává o bakterii Escherichia coli, která byla izolována 

z potravin rostlinného původu. U 16 kmenů izolovaných ze zeleniny zakoupených 

v obchodní síti byla zkoumána jejich antibiotická rezistence pomocí diskové difúzní 

metody, produkce bakteriocinů pomocí vpichového testu a byla zjišťována přítomnost 

faktorů virulence metodou PCR. Bylo zjištěno, že žádný izolovaný kmen není 

producentem bakteriocinů a nemá sledované faktory virulence. Antibiotická rezistence 

byla prokázána u 15 ze 16 testovaných kmenů. Tyto kmeny byly citlivé k baktericidní 

antibiotikům převážně patřící do skupiny betalaktamových antibiotik. 

 

Klíčová slova: Escherichia coli, zelenina, faktory virulence, bakteriociny, antibiotická 

rezistence

 

 

 

ABSTRACT 

This bachelor thesis deals with the bacterium Escherichia coli, which was isolated from 

food of plant origin. In 16 strains isolated from vegetables, which were obtained in the 

supermarkets, their antibiotic resistence was investigated using a disk diffusion method, 

bacteriocin production by means of virulent factors by PCR was investigated. It has been 

found that no isolated strains is a bacteriocin product and has no virulence. Antibiotic 

resistence was demonstrated in 15 of the 16 strains tested. These strains were susceptible to 

bactericidal antibiotics, which predominantly belong to the group of betalactam antibiotics. 

Keywords: Escherichia coli, vegetables, virulence factors, bacteriocins, antibiotic 

resistance 
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ÚVOD 

Escherichia coli je bakterie běžně se vyskytující ve střevním traktu teplokrevných zvířat a 

lidí. Ve střevním traktu slouží k udržování rovnováhy mezi mikroorganizmy, ovšem ne 

všechny její kmeny jsou prospěšné. Je zařazována mezi podmíněně patogenní 

mikroorganizmy a je schopna vyvolávat různé druhy onemocnění. Mezi tyto onemocnění 

je možné zařazovat nozokomiální infekce, průjmová onemocnění a infekce močových cest. 

Tuto bakterii je ovšem možné nalézt i mimo střevní trakt teplokrevných živočichů. 

Escherichia coli je často izolována ze vzorků masa hovězího, vepřového i drůbežího. Je 

možné ji nalézt také v potravinách rostlinného původu. Ke kontaminaci zeleniny touto 

bakterií dochází nejčastěji při předsklizňovém opracování. Výskyt E. coli je možný i při 

sklizni či kulinárních úpravách surovin. Kontaminaci mikroorganizmy je možné častěji 

nalézt u zeleniny s porušeným pletivem. Častý výskyt bakterie Escherichia coli byl 

zaznamenán u různých druhů naklíčených semen a listové zeleniny. Bakterie Escherichia 

coli je označována jako indikátor fekálního znečištění. Kontaminace se rozšiřuje díky 

hnojení mrvou hospodářských zvířat. Díky tomuto hnojení dojde ke kontaminaci i vody, 

která se dále využívá k zalévání pěstované zeleniny a ovoce. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 CHARAKTERISTIKA BAKTERIE ESCHERICHIA COLI 

Jedná se o fakultativně anaerobní gramnegativní nesporulující tyčinky náležící do čeledi 

Enterobacteriaceae [1].  

Dříve byla nazývána Bacillus coli, ale od tohoto názvu se upustilo a v dnešní době je 

známá pod názvem Escherichia coli. Escherichia coli je jednou z nejlépe prostudovaných 

bakterií, a proto je častým modelovým mikroorganizmem pro různé pokusy 

v mikrobiologické praxi. Je hojně využívána v různých biotechnologických procesech a 

genetických manipulacích [2]. 

Vlastnosti této bakterie jsou považovány za prototyp enterobakterií. Za vzniku plynů štěpí 

glukózu, produkuje indol a až na výjimky je laktóza pozitivní [2]. 

Její výskyt je běžný v dolním zažívacím traktu teplokrevných organizmů. Je nejznámější i 

nejdůležitější složka mikrobiologické flory v tlustém střevě u lidí a samozřejmě i u 

ostatních savců [3]. Nevyskytuje se ovšem jen ve střevech, ale daří se jí dobře i mimo tělo. 

Díky této vlastnosti je možné ji využívat jako indikátor fekálního znečištění okolního 

prostředí, vody a potravin [4]. 

Bakterie E. coli osídlí zažívací trakt novorozeného dítěte do 40 hodin po porodu a bývá 

první bakterií, která zažívací trakt osídlí. Tyto bakterie pochází z potravy, z vody anebo 

z ošetřujících osob. Pokud tyto bakterie nenesou genetickou informaci kódující některý 

z faktorů virulence, tak se stávají neškodnými a prospěšnými komenzály. Komenzální E. 

coli jsou indikátorem fekálního znečištění vody a potravin.  Je pravidelnou a nezbytnou 

součástí střevní mikroflóry. Kde díky svému symbiotickému účinku produkuje vitamin K a 

potlačuje osídlení střevními patogeny [2; 4; 5]. 

Ovšem virulentní kmeny E. coli způsobují gastroenteritidy, močové infekce a v menším 

počtu i novorozenecké meningitidy, hemolytický syndrom, peritonitidu, mastitidu, 

septikemii a pneumonii. U některých kmenů E. coli byla zjištěna produkce toxinů, které 

mohou být letální. K infekci těmito kmeny dochází např. po konzumaci neomyté zeleniny 

a nedostatečně tepelně opracovaného masa [4]. 
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1.1 Morfologie 

Bakterie E. coli je gramnegativní, fakultativně anaerobní pohyblivá tyčinka, která je 

uspořádána jednotlivě nebo po dvojicích za sebou. Její pohyb je umožňován přítomností 

peritrichálních bičíků. Velikost vegetativních buněk se udává 1 - 1,5 x 2 - 6 µm [6]. 

Na povrchu bakteriální buňky se vyskytují různé druhy fimbrií, které bakteriím umožňují 

adherenci k hostitelským buňkám. U E. coli se v menší míře vyskytují i sex pili, které 

umožňují vazbu mezi donorem a recipientní buňkou při konjugaci. U některých kmenů E. 

coli se tvoří polysacharidová pouzdra a jejich kolonie mají hlenovitý charakter [6]. 

1.2 Kultivace bakterie Escherichia coli 

Bakterie E. coli je na kultivaci nenáročná. Její kultivace ideálně probíhá při teplotě 37 °C 

po minimální dobu 24 hodin. Je schopná růst v rozmezí teplot 7 – 45 °C. Optimální teplota 

růstu je 37 °C. E. coli je citlivá k záhřevu, ale naopak dobře snáší zmrazení. Roste 

v rozmezí pH 4 – 10 a její optimum se nachází v rozmezí 6 – 7. Mezi její fyziologické 

znaky patří, že je kataláza pozitivní a oxidáza negativní. Laktózu fermentuje za tvorby 

kyseliny mléčné, octové a plynů [2]. 

E. coli dobře roste na běžných kultivačních půdách, které obsahují laktózu a příslušný 

indikátor pro tvorbu kyseliny. Často se ke kultivaci používá Endo agar, který je 

selektivní  a diferenční půdou na které se provádí izolace bakterií čeledi 

Enterobacteriaceae a několika dalších gramnegativních tyčinek. Bakterie E. coli je zde 

rozeznávána díky typickým koloniím, které mají tmavě růžové zbarvení se zlatězeleným 

kovovým leskem. V okolí kolonií se vyskytuje zčervenání půdy [7]. 

1.3 Patogenita Escherichia coli 

E. coli patří mezi intestinální patogeny a je podmíněně patogenní v závislosti na 

přítomnosti adhezivních fimbrií, produkci toxinů atd. [2]. Mezi podmínky, které bakterie 

E. coli potřebuje k vyvolání infekce patří i snížená odolnost hostitele [3]. Bakterie 

poškozuje hostitele pomocí různých mechanizmů. Jako příklad těchto mechanizmů je 

možné uvést invazi do buněk, která buňkám bakterie umožňuje průnik, kolonizaci a 

množení [8]. 

Patogenní  kmeny vyvolávají různá onemocnění a je možné je rozdělit do čtyř hlavních 

skupin [2]:  
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 Enterotoxigenní kmeny (ETEC) – tyto kmeny nejsou invazivní a jsou 

charakterizovány produkcí proteinových enterotoxinů; 

 Enteropatogenní kmeny (EPEC) – můžeme je také nazývat dyspeptické nebo 

enteroadherentní, neprojevují se produkcí enterotoxinů, ale jsou schopné pevné vazby 

na povrch buněk epitelu tlustého střeva pomocí antigenních adhezinů; 

 Enteroinvasivní kmeny (EIEC) – tyto kmeny se mohou také nazývat Shigella – like, 

podobají se shigellám (nemají bičíky a jsou nepohyblivé); 

 Enterohemoragické kmeny (EHEC) – tyto kmeny je možné nazývat verotoxigenní 

(VTEC) nebo shiga – like toxigenní (STEC) tyto kmeny jsou ty nejnebezpečnější. 

Produkují toxin zvaný shiga – like toxin nebo Vero – toxin, protože je podobný 

shigellovému toxinu a působí cytotoxicky na Vero buňky [2]. 

 

Bakterie Escherichia coli je zařazována také mezi extraintestiální patogeny (ExPEC) – 

uplatňuje se především při močových infekcích, pneumoniích, infekcích ran a sepsích. 

Tyto infekce mohou mít nosokomiální charakter. Při léčení těchto infekcí se používá léčba 

antibiotiky [2]. 

1.3.1 Preventivní opatření proti nákazám 

Nejdůležitější faktor při prevenci je rozhodně důsledné dodržování hygienických pravidel.  

Některá z hygienických pravidel:  

 Účinným opatřením je důsledné tepelné opracovávání surovin a potravin 

 Omývání zeleniny pod tekoucí pitnou vodou 

 Řádná hygiena pracovníků 

 Kořenovou zeleniny zbavit slupky 

 Dbát na minimalizaci křížové kontaminace (nepoužívat kuchyňské náčiní na syrové 

maso a zároveň zeleninu) [9] 

1.3.2 Antibiotická rezistence 

Při použití většiny antimikrobních látek, které se využívají v medicíně, a to jak humánní, 

tak i veterinární, dochází k inhibici růstu bakterií nebo i k jejich usmrcení. K usmrcení 

bakterií dochází i při velmi nízkých koncentracích. Bakterie mají schopnost vytvářet si 

rezistenci na antibiotické látky, a tím komplikují léčbu infekcí, které jsou způsobeny 
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bakteriemi [10; 11; 12]. V Tabulce 1 je uvedena doba, za kterou se objevila antibiotická 

rezistence na vybraná antibiotika.  

Je možné rozlišovat dva základní typy rezistence: 

 Rezistence primární odpovídá geneticky podmíněné necitlivosti bakterie na dané 

antibiotikum bez ohledu na její předchozí kontakt s antibiotikem. 

 Rezistence sekundární je závažným  problémem. Tento pojem znamená, že 

původní citlivý bakteriální kmen se během léčby stane vůči tomuto antibiotiku 

rezistentní. Tato rezistence vzniká při dlouhodobém a nekontrolovaném používání 

antibiotik [18]. 

 

Sekundární typ rezistence je dále rozdělován na: 

 penicilinový typ – vzniká po dlouhodobém podávání některých antibiotik 

(penicilinu, chloramfenikolu, bacitracinu); 

 streptomycinový typ – u tohoto typu rychle vznikají vysoce rezistentní kmeny 

(streptomycin, erytromycin, linkomycin, rifampicin) [18]. 

Jednotlivé kmeny E. coli se výrazně liší svou citlivostí na různá antibiotika. Jelikož je E. 

coli gramnegativní bakterie, tak je rezistentní na mnoho antibiotik proti grampozitivním 

bakteriím. Při léčbě infekčního onemocnění, které bylo způsobeno bakterií E. coli se 

nejčastěji používá ampicilin a další polysyntetické peniciliny, některé cefalosporiny, 

karbapenemy, aztreonam a další [18]. 

Patogenní kmeny bakterie E. coli, které jsou rezistentní vůči antibiotikům byly ve většině 

případů izolovány ze vzorků živočišného původu. A to zejména z masa vepřového, 

hovězího a drůbežího [13; 14; 15]. Antibiotická rezistence byla zaznamenána i u izolátů z 

mořských organizmů a ryb, které jsou chovány ve farmách a jsou preventivně léčeny 

antibiotiky [16]. Ovšem výskyt antibiotické rezistence byl prokázán i u kmenů bakterie 

izolovaných ze zeleniny a ovoce a jejich produktů [17].  

 

Geny pro rezistenci se mohou z E. coli šířit  i mezi jiné bakteriální druhy (Staphylococcus 

aureus). Protože rezistence bývá často kódována na plazmidech a ty jsou při stresu rychle 

přenášeny na jiné druhy. Tento přenos je usnadněn především tím, že E. coli často žije 

v biofilmech. Tyto biofilmy jsou v bezprostřední blízkosti nebo dokonce v kontaktu 

s ostatními bakteriemi. A protože Escherichia coli je obdařena fimbriemi, je tedy vzájemný 
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přenos mezi bakteriemi velmi snadný. E. coli a ostatní enterobakterie můžeme považovat 

za významný rezervoár antibiotické rezistence [4]. 

Stále častější rezistenci vůči antibiotikům můžeme připisovat jak jejich nadužívání při 

léčbě lidí, tak jejich přidáváním do potravy zvířat na podporu jejich růstu [4]. 

Tab. 1. Data nasazení a objevení rezistence na jednotlivá antibiotika [19]. 

Antibiotikum Rok nasazení antibiotika Rok objevení rezistence 

Sulfonamidy 1930 1940 

Penicilin 1943 1946 

Streptomycin 1943 1959 

Chloramfenikol 1947 1959 

Tetracyklin 1948 1953 

Erytromycin 1952 1988 

Vankomycin 1956 1988 

Methicilin 1960 1961 

Ampicilin 1961 1973 

Cefalosporiny 1960 1960 

 

1.4 Význam Escherichia coli 

E. coli je velmi významná v moderním bioinženýrství a průmyslové mikrobiologii, a to 

díky snadné manipulaci. Je velmi důležitým modelovým mikroorganizmem 

prokaryotických organizmů. Na E. coli byla prokázána bakteriální konjugace, replikace 

DNA a další buněčné procesy. Na masivně naočkovaném agaru touto bakterií dochází 

k pěstování některých améb. Do jejího genomu byly vneseny geny pro produkci 

nejrozmanitějších látek, jako je například lidský inzulín nebo interferon. Rekombinantní E. 

coli, která vznikla přenosem genů na plazmidech je velmi všestranný hostitel, který je ve 

velkém měřítku využíván při produkci heterologních proteinů průmyslovými 

fermentačními procesy [20]. 
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1.5 Fylogenetické skupiny 

Kmeny E. coli , které běžně najdeme ve střevní mikroflóře teplokrevných živočichů jsme 

schopni zařadit do čtyř hlavních fylogenetických skupin (Obr. 1). Tyto skupiny se dělí na 

skupiny A, B1, B2 a D. Kmeny patřící do jedné skupiny mají stejné vlastnosti [21]. 

 

 

Obr. 1. Rozdělení bakterie Escherichia coli pomocí dichotomického klíče do 

fylogenetických skupin [21]. 

 

E. coli se do fylogenetických skupin zařazuje pomocí multilokusové enzymové 

elektroforézy nebo ribotypizací. Avšak tyto metody jsou velmi složité a časově náročné a 

vyžadují velkou databázi kmenů pro vyhodnocení výsledků. Roku 2000 byla popsána 

rychlá metoda, která je založená na detekci genů chuA, yjaA a úseku DNA TSPE4.C2 

pomocí PCR. Tuto metodu je možné provádět v uspořádání triplex PCR díky, které se E. 

coli rozděluje do fylogenetických skupin pomocí dichotomického klíče [21; 22]. 
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2 VÝSKYT ESCHERICHIA COLI V POTRAVINÁCH 

ROSTLINNÉHO PŮVODU 

Bakterie E. coli se normálně vyskytuje v koncové části střevního traktu živočichů, kde 

působí pozitivně na trávení. Svým působením v trávicím traktu znemožňuje průnik 

patogenů, protože produkuje antimikrobiálně působící bakteriociny. Kmeny, které se běžně 

nachází v dolní části trávicího traktu teplokrevných živočichů, jsou nepatogenní. Přispívají 

k fyziologickým poměrům tím, že udržují vyvážené ekologické poměry ve střevní flóře, 

odbourávají některé nestravitelné zbytky, produkují vitamín K a částečně i komplex 

vitamínu B. Bakterie Escherichia coli je v přírodě v hojném zastoupení a běžně ji můžeme 

najít v půdě, prachu, povrchových a odpadních vodách. 

Ovšem v roce 2011 se vyskytla v Německu epidemie, jejíž příčinou byla právě bakterie 

Escherichia coli a to konkrétně shigatoxigenní typ [23]. Zdravotní potíže jako akutní 

průjmy zasáhly tisíce lidí v Německu i v okolních státech. Jelikož tato bakterie způsobuje 

akutní střevní potíže, jako i krvácivé průjmy a u některých jedinců vyvolává postižení 

ledvin a anémii, tak se bohužel tato epidemie neobešla bez ztrát na životech. Podezření na 

zdroj nákazy padlo na okurky, na kterých byla potvrzena přítomnost bakterie E.coli ovšem 

tento typ netvořil shigatoxin. Až po té když šest nakažených uvedlo, že konzumovali 

naklíčená semena pískavice, která byla původem z Egypta, bylo možné epidemii zastavit. 

Kontaminace semen byla nejspíše způsobena nevhodnou závlahou [23]. 

2.1 Bakterie Escherichia coli izolovaná ze zeleniny 

Dle studií bylo zjištěno, že výskyt bakterie E. coli je nejčastější u listové zeleniny a 

klíčcích různých semen [21]. Častější výskyt E. coli u klíčků mungo může být způsoben 

podmínkami, které jsou vhodné pro klíčení semen, jako vysoká vlhkost prostředí a vhodné 

živiny. Tyto podmínky zároveň podporují růst mikroorganizmů [24; 25]. 

Kontaminace zeleniny bakteriemi E. coli je možná při její produkci, při sklizni, anebo při 

úpravách ke konzumaci. Za nejčastější způsob kontaminace je považováno předsklizňové 

období. Mikroorganizmy se běžně vyskytují v hnojivech, půdách i ve vodě a proto je 

možné, že dochází ke kontaminaci zeleniny různými druhy mikroorganizmů včetně E. coli. 

Pokud se u zeleniny objeví porušené pletivo, tak takto porušená zelenina je náchylnější 

k mikrobiální kontaminaci [25]. Zdrojem patogenní E. coli O157:H7 mohou býti 

nepasterované ovocné šťávy a samozřejmě i čerstvé ovoce [27]. 
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2.2 Rizikové potraviny 

Mezi rizikové potraviny běžně zařazujeme syrové hovězí maso a mléko. Ovšem dá se 

nalézt i v syrovém ovoci a zelenině, nepasterovaných šťávách, salátech ze syrové a krájené 

zeleniny. Mezi časté zdroje je možné zařadit i naklíčená semena a výhonky rostlin [24]. 

Dle studie bylo zjištěno, že nejčastěji se bakterie E. coli vyskytuje u vzorků listové 

zeleniny a klíčících semen.  Totéž prokázal i výzkum, který provedl Tzschoppe. Ten 

detekoval bakterii E. coli v 5 případech ze 40 vzorků různých klíčků semen a listové 

zeleniny [24].  Ke kontaminaci zeleniny a ovoce dochází obvykle z půdy, která je 

přihnojována organickými hnojivy. Výskyt bakterie byl zaznamenán i v nepasterovaném 

jablečném moštu, po použití závlahové vody, která byla kontaminována výkaly 

hospodářských zvířat. Dalším zdrojem výskytu může být neošetřená voda, která pochází 

z nekontrolovaných zdrojů [26]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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3 CÍL PRÁCE 

Cílem této práce bylo zjistit výskyt bakterie Escherichia coli u různých druhů zeleniny. 

Dále bylo cílem podrobit tyto kmeny testování na produkci bakteriocinů, faktory virulence 

a antibiotickou rezistenci.  
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Materiál 

4.1.1 Vzorky zeleniny 

Celkem bylo zakoupeno v roce 2016 v maloobchodních sítích ve Zlíně 98 vzorků zeleniny. 

Rozpis zakoupené zeleniny je uveden v Tabulce 2. Navíc byl zakoupen v roce 2017 jeden 

vzorek kuřecího masa, konkrétně kuřecího křídla, v masně ve Zlíně pro účely porovnání 

základní charakteristiky příp. izolovaného kmene E. coli s vlastnostmi izolátů ze zeleniny. 

Tab. 2. Seznam zakoupených druhů zeleniny 

Druh zeleniny Počet zakoupených kusů 

Salát (různé druhy) 30 

Hlíva ústřičná 6 

Pekingské zelí 4 

Žampion 6 

Brokolice 6 

Rajče 6 

Rukola 5 

Okurka 5 

Kapusta 7 

Ředkvička 8 

Mungo klíčky 8 

Paprika 7 
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4.1.2 Laboratorní přístroje a pomůcky 

Automatické mikropipety Eppendorf Research, Německo 

Denzitometr (Densi – La – metr) Erba Lachema, Česká republika 

Digitální váha Kern & Sohn GmbH, Německo 

Homogenizátor Stomacher Labsystem Kft, Maďarsko 

Souprava mikrotestů Enterotest 24 Erba Lachema, Česká republika 

Termostat BT 120 Laboratorní přístroje Praha, Česká republika 

Elektroforéza horizontální HU10 EV 243, Belgie 

Centrifuga – MinSpin plus Eppendorf Research, Německo 

Aura PCR pracovní box BioAir Instruments, Itálie 

Bio Vortex V1 Biotech, Česká republika 

4.1.3 Chemikálie 

Ethanol Lach Ner s.r.o., Česká republika 

Agaróza Sea Kem LE Agarose, Lonza, USA 

100 bp DNA marker New England Biolabs, USA 

dNTP Mix – 12,5 mM Roche Diagnostics GmbH, Německo 

EDTA (0,5 mol/l roztok EDTA) Lachema a.s., Česká republika 

Etidium bromid Sigma Aldrich, Německo 

Chloroform Sigma, St. Louis, USA 

Nanášecí pufr  6x TopBio, Česká republika 

PCR pufr 10x New England Biolabs, USA 

Primery  KRD Česká republika 

TAE pufr Sigma – Aldrich, USA 

Taq DNA polymeráza New England Biolabs, USA 

Kyselina octová Lachema a.s., Česká republika 
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4.1.4 Kultivační média 

Endo agar (41,5 g živné půdy + 1000 ml destilované vody) 

Složení živné půdy (g/l): 

 [g] 

Pepton 10 

Laktóza 10 

Difosforečnan draselný 3,5 

Siřičitan sodný 2,5 

Agar 12 

 

Masopeptonový agar (MPA) (28 g živné půdy + 1000 ml destilované vody) 

Složení živné půdy (g/l): 

 [g] 

Agar 15 

Masový výtažek 10 

Pepton 10 

Chlorid sodný 5 

 

Masopeptonový bujón (13 g živné půdy + 1000 ml destilované vody) 

Složení bujónu (g/l): 

 [g] 

Masový výtažek 3 

Pepton 5 

Chlorid sodný 3 
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Mueller Hinton agar (38 g živné půdy + 1000 ml destilované vody) 

Složení živné půdy (g/l): 

 [g] 

Dehydrovaná infuze z hovězího masa 300 

Hydrolyzát kaseinu 17,5 

Škrob 1,5 

Agar 17 

 

Soft agar (1000 ml destilované vody) 

Složení (g/l): 

 [g] 

Pepton 5 

Masový výtažek 3 

Chlorid sodný 5 

Agar 10,5 

 

Plate Count Agar (23,5 g živné půdy + 1000 ml destilované vody) 

Složení (g/l): 

 [g] 

Trypton 5 

Kvasinkový extrakt 2,5 

Glukóza 1 

Agar 15 
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4.1.5 Roztoky 

Fyziologický roztok 

Složení: 

Chlorid sodný 8,5 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

 

TAE pufr 50x koncentrovaný 

Složení: 

TRIS 242 g 

0,5 M EDTA 100 ml 

Kyselina octová 57,1 ml 

Destilovaná voda 800 ml 

 

TAE pufr 1x koncentrovaný 

Složení: 

TAE 50x 20 ml 

Destilovaná voda 980 ml 

 

1,5% agarózový gel 

Složení: 

1x TAE pufr 8,5 g 

Agaróza 1000 ml 

Ethidium bromid (1 μg/ml) 10 μg 
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100bp DNA marker 

Složení: 

Voda 180 μl 

Nanášecí pufr 50 μl 

DNA ladder 20 μl 
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4.1.6 Antibiotika 

V Tabulce 3 je uveden seznam použitých antibiotických disků a jejich koncentrace na 

jeden disk. 

Tab. 3. Seznam použitých antibiotik. 

ANTIBIOTIKUM ZKRATKA KONCENTRACE 

[μg] 

Amikacin AK30 30 

Ceftazidim CAZ30 30 

Cefotaxim CTX30 30 

Cefsulodin CFS  

Meropenem MEM10 10 

Piperacillin/tazobactam TZP36 36 

Amoxicilin/clavulanat AMC30 30 

Chloramphenicol C30 30 

Ampicilin A10 10 

Imipenem IPM10 10 

Cefuroxim CXM30 30 

Aztreonam AT30 30 

Ciprofloxacin CIP5 5 

Doxycyklin DO30 30 

Cefepim FEP30 30 

Sulfamethoxazol/trimethoprim SXT25 25 

Gentamicin CN10 10 

Kys.oxolinová OA2 2 

Colistin CT10 10 
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4.2 Metody 

4.2.1 Fenotypizační metody 

Izolace kmenů bakterie E. coli z potravin zeleninového původu 

Ze zeleniny bylo odebráno 5 g a následně zředěno 45 ml fyziologického roztoku a pomocí 

stomacheru došlo ke zhomogenizování vzorku. Tato zhomogenizovaná suspenze byla 

následně vyočkována na Endo agar, a kultivována po dobu 24 hodin v termostatu při 37 

°C.  

Po kultivaci a nárůstu typických kolonií s kovovým leskem se tyto kolonie přeočkují 

křížovým roztěrem na MPA, a po kultivaci při 37 °C a 24 hodinách se kmeny identifikují 

pomocí mikrotestu Enterotestu 24. 

Identifikace kmenů bakterie E. coli pomocí Enterotestu 24 

Po izolaci kmenů ze zeleniny byl použit Enterotest 24. Tato souprava je určena pro 

identifikaci střevních bakterií z čeledi Enterobacteriaceae. Tento mikrotest je složen z 24 

biochemických testů, které prokazují biochemické aktivity (arginin ARG, ureáza URE, 

ornitin ORN, lysin LYS, sirovodík H2S, simmons citrát SCI, malonát MAL, β-

galaktosidáza ONP, salicin SAL, inositol INO, sorbitol SOR, celobióza CEL, laktóza LAC, 

melibióza MLB, trehalóza TRE, mannitol MAN, β-glukuronidáza GLR, β-xylosidáza bXY 

dulcitol DUL, adonitol ADO, arabitol ART, sacharóza SUC, rafinóza RAF, esculin ESL), 

specifické pro daný druh bakterií. Tyto testy jsou umístěny do mikrotitrační destičky. 

Diagnostika této metody je založena na změně barvy testovacího média. K této změně 

barvy dochází díky příslušným indikátorům. 

Enterotest 24 byl prováděn dle pokynů, které udává výrobce. Byla připravena suspenze 

kultury ve fyziologickém roztoku o zákalu, který odpovídá 1. stupni zákalu McFarlandovy 

stupnice. Následně se pipetuje do každé jamky 100 μl této suspenze. V této soustavě testů 

jsou i testy pro anaerobní kultivaci. Tyto jamky s testy URE, ARG, ORN, LYS a H2S jsou 

zakapány parafínovým olejem. Tato destička je vložena do sáčku a inkubuje se při 37 °C 

na 24 hodin. Výsledky Enterotestu 24 se vyhodnocují pomocí barevné srovnávací stupnice, 

která je dodána výrobcem. Výsledky jsou vyhodnocovány pomocí softwaru TNW Lite 

(Erba Lachema). 
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Stanovení antibiotické rezistence pomocí diskové difúzní metody 

Pro tuto metodu se používají Petriho misky s půdou Mueller – Hinton agar, na kterou se 

rovnoměrně naočkuje testovaný mikroorganizmus. Při této metodě se používá suspenze, 

která odpovídá 0,5 McFarlandovy zákalové stupnice. Po přiložení papírových disků 

na povrch agaru se misky inkubují při teplotě 37 °C po dobu 24 hodin. Za tuto dobu účinné 

antibiotikum vytvoří kolem disku průzračnou zónu, kde není pozorován nárůst kolonií. 

Hodnocení antimikrobiálního působení se vyhodnocuje pomocí měření průměru 

inhibičních zón kolem antibiotických disků v milimetrech. Tato inhibiční zóna byla 

vyhodnocena dle tabulky EUCAST dostupné na webových stránkách [28]. Seznam 

antibiotik, jejích koncentrací a vyhodnocení dle EUCAST je uveden v Tabulce 6. 

 

Stanovení aktivity bakteriocinů pomocí vpichového pokusu 

Kmeny bakterie E. coli byly naočkovány na misky s masopeptonovým agarem a 

kultivovány při 37 °C po dobu 48 hodin. Po uplynulé době kultivace byly tyto bakterie 

usmrceny pomocí par chloroformu, které na bakterie působily po dobu 30 minut. Po 

usmrcení se misky přelijí 3 ml 1,05 % soft agaru a 100 μl indikátorového kmene. Tyto 

indikátorové kmeny byly den předem zaočkovány do masopeptonového bujónu a byly 

kultivovány při 37 °C po dobu 24 hodin. Za indikátorové kmeny byly použity sbírkové 

kmeny E. coli - Row, P400, B1, φ, Sabina 40 a Ss 17, získané ze sbírky Biologického 

ústavu, Lékařské fakulty, Masarykovy univerzity. Takto nachystané misky se vloží do 

termostatu, a po dobu 24 hodin se kultivují za teploty 37 °C. Vyhodnocení se provádí 

sledováním přítomnosti inhibičních zón, které se vytváří kolem jednotlivých kmenů 

bakterií. Hodnocena je jejich velikost. 

4.2.2 Genotypizační metody 

Příprava matricové DNA  

Izolace DNA z izolovaných kmenů E. coli ze zeleniny byla provedena pomocí kitu High 

Pure PCR Template Preparation Kit (ROCHE, Francie). Při izolaci se postupovalo dle 

návodu přiloženého výrobcem. 

PCR metoda 
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Polymerázová řetězová reakce je založena na zmnožení vybraného úseku DNA. Tento 

vybraný úsek DNA vymezují tzv. primery. Primery jsou krátké úseky DNA o známém 

počtu a sekvenci nukleotidů. Tyto primery přisedají ke koncům vybraného úseku. Od míst 

nasednutí primerů probíhá syntéza DNA. 

Syntéza DNA je umožněna působením termostabilní DNA polymerázy, která je 

označována Taq polymeráza. Je využíváno cyklických změn teplot a ty umožňují 

denaturaci DNA, přisedání primerů a syntézu DNA [29]. 

Detekce faktorů virulence pomocí metody PCR 

Seznam primerů, které byly použity pro detekci faktorů virulence a velikosti PCR produktů 

jsou uvedeny v Tabulce 4. 

Tab. 4. Seznam použitých primerů. 

primer sekvence (5´- 3´) 

Velikost 

PCR 

produktu 

(bp) 

Teplota 

annealingu 

[°C] 

reference 

sfaS-R CCGCCAGCATTCCCTGTATTC 
240 64 

Johnson 

and Stell, 

1998 

sfaS-F GTGGATACGACGATTACTGTG 

afa/draBC-R CCCGTAACGCGCCAGCATCTC 
559 63 

afa/draBC-F GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC 

fimH-R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 
508 57 

fimH-F TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 

hlyA-R 
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGT

CA 
1177 63 

hlyA-F 
AACAAGGATAAGCACTGTTCTGG

CT 

 

Složení amplifikační směsi pro PCR reakci: 

PCR pufr 2,5 µl 

dNTP mix 0,5 µl 

Taq DNA – polymeráza 0,1 µl 

Primer F 0,25 µl 

Primer R 0,25 µl 

Templátová DNA 0,5 µl 
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Voda 21 µl 

 

Podmínky klasické PCR: 

Úvodní denaturace 94 °C/ 3 min 

Denaturace 94 °C/ 30 s 

Annealing 57 – 64 C/ 30s 

Extenze 68 °C/ 3min 

Závěrečná extenze 72 °C/ 10 min 

Opakování cyklu 30x 

Chlazení  4 °C/ ∞ 

 

Teploty pro fázi annealing u jednotlivých primerů jsou uvedeny v Tabulce 4. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

V této práci bylo testováno 98 vzorků zeleniny zakoupené v maloobchodní síti prodejců 

potravin ve městě Zlín. Druhy testované zeleniny jsou uvedeny v Tabulce 2. Vzorky byly 

homogenizovány a suspenze byla vyočkována na živný agar. Pokud byl nárůst pozitivní, 

byla provedena izolace a identifikace kmenů a jejich testování na produkci bakteriocinů, 

přítomnost faktorů virulence a antibiotickou rezistenci. 

Z testovaných 98 vzorků byla u 16 vzorků zeleniny nalezena a identifikována bakterie 

Escherichia coli. Kmeny bakterie Escherichia coli byly nalezeny u čtyř vzorků 

naklíčených semen fazolí mungo a ve dvou případech salátů. Výskyt byl zaznamenán i u 

vzorků mrkve, petržele, ředkve a jarní cibule. Kompletní seznam těchto kmenů je uveden 

v Tabulce 5. Dle literatury je výskyt bakterie Escherichia coli nejčastěji zaznamenán u 

naklíčených semen a listové zeleniny [17]. Bakterie Escherichia coli byla izolována i ze 

vzorku kuřecího masa. Tento izolát byl testován na přítomnost faktorů virulence z důvodu 

porovnání s kmeny izolovanými ze zeleniny. 

5.1 Identifikace bakteriálních izolátů 

Vzorky, které byly identifikovány pomocí typických kolonií byly dále přečištěny křížovým 

roztěrem na půdu MPA. Takto izolovaná kultura byla identifikována pomocí Enterotestu 

24. 

Kmeny, které byly identifikovány jako Escherichia coli jsou uvedeny v Tab. 5, byly dále 

testovány na produkci bakteriocinů, byla stanovena antibiotická rezistence a přítomnost 

faktorů virulence. Jak je ukázáno v Tab. 5, bakterie Escherichia coli se nacházela 

především na klíčcích a dále na cibuli, rajčatech salátu, mrkvi, ředkvích, cuketě, petrželi. 

Tento seznam koreluje s daty, která získal Ingham, jež prováděl detekci přítomnosti 

Escherichia coli na zelenině (ředkev, mrkev a salát) pěstované na půdě obohacené 

živinami z hnoje [38]. S rostoucím intervalem od posledního hnojení půdy s pěstovanou 

zeleninou se logaritmicky snižuje počet nalezených baterií Escherichia coli [38]. 
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Tab. 5. Seznam izolovaných kmenů E. coli a jejich původ 

Označení kmene Zelenina Země původu 

F10 mungo klíčky Itálie 

F52 mungo klíčky ČR 

F53 mungo klíčky ČR 

F77 jarní cibule ČR 

F78 Rajčata Maroko 

F81 salát little gem ČR 

F84 baby karotka Holandsko 

F87 mungo klíčky ČR 

F94 Rajčata ČR 

F103 Petržel ČR 

F104 Ředkev ČR 

F105 Mrkev ČR 

F106 Ředkev ČR 

F107 jarní cibule ČR 

F108 Cuketa ČR 

LS1 ledový salát ČR 

5.2 Produkce bakteriocinů 

Pomocí vpichového pokusu byla sledována produkce bakteriocinů. Dle literatury by se 

mělo jednat o schopnost většiny bakterií produkovat tyto látky jako ochranu před ostatními 

zástupci mikroorganizmů.  Bývají kodovány na plazmidech tj. mimo hlavní genetickou 

informaci a jsou schopné snadného přenosu do jiné buňky a tak se šířit. Mezi 

nejfrekventovanější bakteriociny patří koliciny, mikrociny produkované Escherichia coli. 

Pro detekci bakteriocinogenie byly použity indikátorové kmeny (Row, P400, B1, φ, Sabina 

40 a Ss 17), které indikují produkci všech známých kolicinů a mikrocinů u E. coli. Bylo 

zjištěno, že žádný ze studovaných izolátů Escherichia coli netvoří inhibiční zóny vůči 

žádnému z indikátorových kmenů, tudíž žádný z kmenů izolovaných ze zeleniny není 

producentem bakteriocinů. Tato data se neshodují s daty z literatury, a proto je v dalším 

rozvoji práce nutné, tento test zopakovat příp. provést analýzu pomocí metody PCR. Studie 

Pavlíčkové uvádí, že 51% kmenů E. coli izolovaných z kuřecího masa jsou producenty 

bakteriocinů, izolátyz divoké zvěře pouze ve 34 % případů, značná část kmenů jsou 

multiproducenty bakteriocinů [38]. 
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5.3 Antibiotická rezistence 

Všech 16 kmenů E. coli izolovaných ze zeleniny bylo testováno na antibiotickou rezistenci 

k 15 antibiotikům. Rezistence byla prokázána u 15 kmenů z 16 a to k 9 antibiotikům 

(aztreonam, cefepim, imipenem, amikacin, cefuroxim, piperacillin, ceftazidim, 

sulfamethoxazol , cefotaxim), seznam testovaných antibiotik nalezneme v Tabulce 6. Tato 

rezistence byla stanovena pomocí diskové difúzní metody. Výsledky testování ukazují na 

nejvyšší incidenci rezistence vůči antibiotiku aztreonam, která byla zaznamenána u 10 

kmenů. Rezistence byla prokázána i k antibiotiku cefepim a to u 9 kmenů, dále bylo 8 

kmenů rezistentních vůči imipenemu a amikacinu. Rezistence šesti bakteriálních kmenů 

byla zaznamenána k cefuroximu, dva kmeny vykazovaly rezistenci vůči piperacillinu a 

ceftazidimu. Rezistenci k sulfamethoxazolu a cefotaximu vykazoval jeden kmen. Pomocí 

diskové difúzní metody nebyla potvrzena rezistence k ostatním antibiotikům. 

V průběhu posledních let je pozorován vyšší nárůst rezistentních patogenních kmenů 

bakterií E. coli, které jsou izolovány zejména z prasat [31; 32; 33; 34], drůbeže [33; 34; 35] 

a skotu [32; 34]. Pro porovnání je nutno napsat, že v případě bakteriálních kmenů 

izolovaných z těchto zvířat byla zaznamenána rezistence na ampicilin, 

trimetoprim/sulfametoxazol, tetracyklin, sulfonamidy a streptomycin [33; 34; 36; 37] a též 

tetracykliny [38].  

Velikosti inhibičních zón jsou zaznamenány v Tab. 7 a jejím pokračování v Tab. 8. 

Výsledné počty rezistentních kmenů jsou zapsány na Obr. 2. V případě kmenů izolovaných 

ze zeleniny bylo zjištěno, že 9 kmenů je multirezistentních. Seznam těchto 

multirezistentních kmenů je uveden v Tab. 10. 
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Tab. 6. Seznam antibiotik, jejich koncentrací a vyhodnocení průměru inhibičních zón dle 

EUCAST. 

Antibiotika Zkratka Koncentrace 

[µg] 

Citlivý [mm] Rezistentní 

[mm] 

Amikacin AK 30 30 ≥18 ≤15 

Ceftazidim CAZ 30 30 ≥22 ≤19 

Cefotaxim CTX 30 30 ≥20 ≤17 

Meropenem MEM 10 10 ≥22 ≤16 

Piperacillin/ tazobactam TZP 36 36 ≥20 ≤17 

Amoxicilin / Clavulanat AMC 30 30 ≥19 ≤19 

Chloramphenicol C 30 30 ≥18 ≤17 

Imipenem IPM 10 10 ≥22 ≤16 

Cefuroxim CXM 30 30 ≥19 ≤19 

Aztreonam AT 30 30 ≥26 ≤21 

Ciprofloxanin CIP 5 5 ≥26 ≤24 

Doxycyklin DO 30 30 ≥14 ≤10 

Cefepim FEP 30 30 ≥27 ≤21 

Sulfamethoxazol/ 

Trimethoprim 

SXT 25 25 ≥16 ≤13 

Gentamicin CN 10 10 ≥17 ≤14 
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Tab. 7. Velikost inhibičních zón při diskové difúzní metodě [mm] – (červená =     

rezistentní, žlutá = intermediální, zelená = citlivé) 

 Izolované kmeny bakterie Escherichia coli 

Antibiotický 

disk 
F 10 F 52 F53 F77 F78 F81 F84 F87 

 

AK 30 23 27 28 24 22 26 27 26 

CAZ30 19 23 24 22 20 16 21 24 

CTX 30 29 25 28 23 16 25 22 28 

CFS 25 19 24 25 20 20 24 28 

MEM10 28 36 36 30 32 22 36 31 

TZP36 24 18 23 20 20 17 20 25 

AMC30 22 25 19 20 20 22 22 20 

C30 36 35 34 30 30 26 34 32 

A10 12 8 0 12 0 0 8 10 

IPM10 32 32 29 31 30 40 30 30 

CXM30 17 15 19 16 12 0 12 18 

AT30 30 26 24 20 22 17 20 26 

CIP5 34 40 39 29 34 27 38 38 

DO30 20 16 20 19 20 28 20 20 

FEP30 29 31 32 30 28 24 30 22 

SXT25 19 25 26 22 20 14 22 24 

CN10 23 26 24 23 25 24 24 26 

OA2 21 28 24 20 24 18 22 26 

CT10 11 12 12 11 12 12 12 13 
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Tab. 8. Velikost inhibičních zón při diskové difúzní metodě [mm] – pokračování 

(červená = rezistentní, žlutá = intermediální, zelená = citlivé) 

 Izolované kmeny bakterie Escherichia coli 

Antibiotický 

disk 
F94 F103 F104 F105 F106 F107 F108 LS1 

 

AK 30 12 13 12 11 11 14 12 12 

CAZ30 24 26 28 22 26 26 26 22 

CTX 30 22 24 20 22 20 22 26 22 

CFS 26 24 24 24 28 26 26 24 

MEM10 24 22 20 24 24 24 18 22 

TZP36 32 30 28 30 34 34 30 36 

AMC30 22 28 18 24 20 22 22 25 

C30 20 13 20 20 18 24 24 22 

A10 35 32 26 30 24 35 34 34 

IPM10 11 11 10 10 10 8 8 12 

CXM30 36 34 28 34 24 36 36 40 

AT30 16 18 6 15 16 22 18 14 

CIP5 26 26 23 24 22 24 26 22 

DO30 34 32 32 30 34 34 34 32 

FEP30 20 18 18 18 16 20 20 22 

SX925 26 24 30 28 30 34 32 30 

CN10 22 20 28 24 26 24 24 24 

OA2 24 20 22 22 24 24 24 28 

CT10 24 20 26 22 24 22 26 26 
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Obr. 2. Výskyt antibiotické rezistence u kmenů izolovaných ze zeleniny (AK – amikacin, CN 

– gentamicin, CAZ – ceftazidim, CTX – cefotaxim, CXM – cefuroxim, FEP – cefepim, 

IPM – imipenem, MEM – meropenem, TZP- piperacillin/tazobactam, AMC – 

amoxicilin/clavulanat, C- chloramphenicol, AT – aztreonam, CIP – ciprofloxanin, 

DO – doxycyklin, SXT – sulfamethoxazol/trimethoprim). 

Seznam antibiotik, u kterých byla zaznamenán vyšší míra rezistence je uveden v Tab. 9. 

V Tab. 9 je uvedeno zařazení, mechanismus a typ použitého antibiotika. 

Tab. 9. Zařazení antibiotik [38] 

Antibiotikum Zkratka 

antibiotika 

Zařazení Mechanismus 

účinku 

Typ 

antibiotika 

Cefuroxim CXM30 Cefalosporin 

(2.generace) 

tj.betalaktamová 

antibiotika 

Inhibice syntézy 

buněčné stěny 

Baktericidní 

Amikacin AK30 Aminoglykosidy Inhibice syntézy 

bílkovin 

ireverzibilní 

vazbou na  

30S podjednotku 

ribozomu 

Baktericidní 

Imipenem IPM10 Betalaktamová 

antibiotika 

Inhibice syntézy 

buněčné stěny 

Baktericidní 

Aztreonam AT30 Betalaktamová 

antibiotika 

Inhibice syntézy 

buněčné stěny 

Baktericidní 

Ciprofloxacin CIP5 Chinolony Inhibice syntézy 

DNA 

Baktericidní 

Cefepim FEP30 Cefalosporinytj. 

betalaktamová 

antibiotika 

Inhibice syntézy 

buněčné stěny 

Baktericidní 
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Získané bakteriální kmeny jsou bez výjimky citlivé k baktericidním antibiotikům, nikoli 

bakteriostatickým. Konkrétní antibiotika spadají do skupiny betalaktamových antibiotik, 

aminoglykosidů a chinolonů. Každá skupina antibiotik je specifická svým účinkem – 

inhibice vzniku buněčné stěny, inhibice transkripce a inhibice vzniku DNA. Jako 

antibiotika, která jsou bakterií Escherichia coli nejvíce překonána, jsou betalaktamová 

antibiotika – historicky první typ antibiotik. Dle Tabulky 10 se vysoká míra rezistence 

vyskytla i u chinolonu ciprofloxacinu (50 % kmenů), jež patří k antibiotikům novějšího 

druhu. Ve srovnání s izoláty bakterie ze vzorků masa se jedná o pozitivní výsledek, jelikož 

bakterie nacházející se na mase, zejména brojlerech kuřat, jsou kontaminovány 

Escherichia coli rezistentní k norfloxacinu – chinolon, už 96% [40]. Dále se u kuřat 

objevila dle studie rezistence k dalším zástupcům chinolonů resp. fluorchinolonů 

(pefloxacin, enrofloxacin), betalaktamových antibiotik (amoxicilin), aminoglykosidů 

(gentamicin) a tetracyklinům [38; 41].  Ze srovnání této práce se studií Mohameda a kol. 

plyne, že rezistence jak u bakterie Escherichia coli izolované ze vzorků zeleniny, tak ze 

vzorků kuřecího masa, existuje pro stejné typy antibiotik, avšak s tím rozdílem, že se jedná 

o opačný seznam – u izolátů ze zeleniny se jedná o rezistenci primárně k betalaktamových 

antibiotikům, následně k tetracyklinům, aminoglykosidům a  následně k chinolonům [41]. 

Pro vzorky kuřat platí opačné pořadí – nejvyšší míra rezistence k účinku je pro chinolony, 

následně aminoglykosidy a betalaktamová antibiotika [40]. Toto ukazuje na vyšší míru 

rizika masného průmyslu, kde dochází ke vzniku rezistence k antibiotikům poslední 

záchrany v oblasti humánní medicíny, či antibiotikům nedávno syntetizovaným. S tím 

souvisí i opatření pro potlačení a inaktivaci povrchových struktur bakterie např. záhřevem. 

KaWang Li a kol. ukázali, že záhřev masa (hovězí a telecí) je nutný min. po dobu 3,5 

minuty při teplotě 55 °C, což odpovídá přípravné teplotě pro steak typu rare. Pokud je doba 

zahřátí kratší – dle studie pouhá 0,5 min je zde riziko výskytu bakterie mnohem vyšší – 

v počtech CFU dokonce o 1 až 3 log řády CFU/g vzorku [39]. 

Vzhledem k míře rezistence analyzovaných antibiotik byla zhotovena Tab. 10. Ta ukazuje, 

nakolik jsou získané izoláty multirezistentní. Ze získaných 16 izolátů bakterie má 13 

kmenů rezistenci ke čtyřem a více antibiotikům viz Tab. 10. 
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   Tab. 10. Multirezistence izolovaných bakteriálních kmenů 

Kmen Escherichia coli Počet antibiotik s rezistencí 

F81 4 

F94 4 

F103 5 

F104 6 

F105 5 

F106 5 

F107 4 

F108 4 

LS1 4 

 

Vzhledem k výskytu antibiotické multirezistence, která byla pozorována v případě 

testovaných kmenů, je možné spekulovat o tom jak narůstající spotřeba antibiotik ve 

veterinární tak i humánní medicíně zvyšuje záchyt rezistentních kmenů izolovaných 

z potravin a to včetně zeleniny [21; 30]. 

 

5.4 Faktory virulence  

Faktory virulence byly zjišťovány pomocí metody PCR za použití čtyř párů primerů, které 

zkoumají přítomnost genů kódujících adheziny a toxiny. V této práci byly zkoumány geny 

kódující S fimbrie (sfaS),  hemolyzin (hlyA), fimbrie typu 1 (fimH) a afimbriální adheziny 

(afa/draBC).Nejčastěji se jedná o geny kolistinové rezistence mcr-1 atd. jejichž produkt 

má hmotnost 723 bp [41; 43], dále o geny iss-F-15/iss – R-15 s produktem 290 bp či TSH-

F-15/TSH-R-15 s produktem 825 bp. Riziko případné rezistence ke kolistinu spočívá 

v jeho užívání jednak v medicíně veterinární, jednak v častém použití v medicíně humánní 

[42; 43].  

Faktory virulence bývají přítomné u kmenů Escherichia coli pocházejících ze vzorků 

masa, především kuřat [39] následně hovězího dobytka, kde se jedná především o 

Escherichia coli O157:H7 [44]. 

V této práci byly kmeny testovány na přítomnost produktu o velikosti 240 bp, který vzniká 

při detekci genu sfaS. U bakteriálních kmenů izolovaných ze zeleniny v této práci nebyla 

prokázána přítomnost tohoto faktoru virulence.  

Na Obrázku 3 jsou uvedeny výsledky pro detekci genu sfaS. Z Obrázku 3 je patrné, že u 

testovaných kmenů není přítomný PCR produkt o velikosti 240 bp. V této práci byly 
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faktory virulence zkoumány i u jednoho vzorku kuřecího masa, ovšem pouze za použití 

páru primerů sfaS-R a sfaS-F, proto se k porovnání se vzorky ze zeleniny dále nehodí. Na 

přiloženém obrázku z elektroforézy je možné pozorovat i vzorek z kuřecího masa.  

 

 

Obr. 3. Výsledek gelové elektroforézy pro pár primerů sfaS-R a sfaS-F.    ( 1 – 100bp DNA 

marker, 2 – F10, 3 – F52, 4 – F53, 5 – F77, 6 – F78, 7- F81, 8 – F84, 9 – F87, 10 – F94, 

11 – F103, 12 – F104, 13 – F105, 14 – F106, 15 – F107, 16 – F108, 17 – LS1, 18 –izolát 

z kuřecího masa, 19 –izolát z kuřecího masa). 

 

Jak je uvedeno, vzorky byly testovány na přítomnost faktorů virulence s negativním 

výsledkem. Tato práce by mohla být dále rozvíjena v oblasti PCR analýzy dle práce 

Mohameda [42], který testoval čtyři hlavní faktory virulence u vzorků kuřat – tsh, papC, 

colV a iss geny a dle Pavlíčkové [39]. U kmenů testovaných v práci Pavlíčkové byl 

nejčastěji prokázán gen iss, na jehož přítomnost vzorky této práce testovány nebyly. Dále 

by bylo vhodné získané izoláty testovat na přítomnost genu mcr-1 a rezistenci ke kolistinu 

dle Shena Z. [45]. 

Z výše uvedeného plyne, že zelenina dostupná v potravinářských maloobchodních 

řetězcích, je kontaminována presumptivním patogenem – Escherichia coli. Bod 

kontaminace není možné vysledovat, avšak nejčastěji se jedná o druh zálivky rostlin 

přítomných na poli ve vegetačním období a příp. při dopravě ke konečnému zákazníkovi. 
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6 ZÁVĚR 

Cílem této práce bylo zjistit výskyt bakterie Escherichia coli v různých druzích běžně 

dostupné zeleniny. V této práci byl největší záchyt této bakterie zjištěn u naklíčených 

semen a v salátu. Dále byl záchyt zaznamenán u mrkve, petržele, ředkve a u jarní cibule. 

V případě naklíčených mungo fazolí je možné spekulovat o tom, že při klíčení semen je 

vytvořeno příznivé prostředí jak pro klíčení, tak i pro růst mikroorganizmů. U salátu, 

mrkve, petržele, ředkve a jarní cibule je možné zamyslet se nad tím, jaká voda byla použita 

při zavlažování. Z tohoto důvodu je důležité zeleninu před přípravou řádně omýt čistou 

vodou a samozřejmě minimalizovat riziko nákazy je možné důkladným tepelným 

ošetřením. V případě naklíčených semen je nutno obzvlášť dbát na omytí, jelikož tato 

potravina bývá konzumována čerstvá a často je kontaminována bakterií Escherichia coli. 

Izolované bakteriální kmeny byly dále studovány na produkci bakteriocinů, rezistenci vůči 

antibiotikům a přítomnost faktorů virulence (adhezinů, toxinů). Bylo zjištěno, že žádný 

z těchto kmenů není producentem bakteriocinů a u žádného nebyla prokázána přítomnost 

čtyř faktorů virulence. Antibiotická rezistence byla prokázána k 9 antimikrobiálním 

látkám. Vyšší míra rezistence byla zaznamenána u baktericidního typu antibiotika. 

Konkrétně tato antibiotika náleží  do skupiny betalaktamových antibiotik, chinolonů a 

aminoglykosidů. Betalaktamová antibiotika jsou historicky prvním typem antibiotik a to je 

nejspíše důvod, že bakterie Escherichia coli  je vůči nim rezistentní v nejvyšší míře. 

Pro minimalizaci rizika infekce konzumenta zeleniny patogenní bakterií Escherichia coli je 

nutné dbát na hygienu nejen osob, ale také surovin, prostředí a nářadí při přípravě potravin. 

Důležité je koupenou zeleninu pořádně omýt pod proudem tekoucí vody. Riziko nákazy se 

minimalizuje zejména tepelným ošetřením surovin, a pokud není možné zeleninu 

dostatečně zahřát, tak je důležité zeleninu omýt, v případě naklíčených semen je nutno na 

omytí obzvlášť dbát. 
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