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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace pojednavd o bakterii Escherichia coli, kterd byla izolovana
z potravin rostlinného ptvodu. U 16 kmenil izolovanych ze zeleniny zakoupenych
v obchodni siti byla zkouména jejich antibioticka rezistence pomoci diskové diftizni
metody, produkce bakteriocinii pomoci vpichového testu a byla zjisStovana ptitomnost
faktort virulence metodou PCR. Bylo zjisténo, ze zadny izolovany kmen neni
producentem bakteriocinli a nema sledované faktory virulence. Antibiotickd rezistence
byla prokazana u 15 ze 16 testovanych kment. Tyto kmeny byly citlivé k baktericidni

antibiotikiim pievazné patfici do skupiny betalaktamovych antibiotik.

Kli¢ova slova: Escherichia coli, zelenina, faktory virulence, bakteriociny, antibioticka

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: FEscherichia coli, vegetables, virulence factors, bacteriocins, antibiotic

resistance
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UvVOD

Escherichia coli je bakterie bézné se vyskytujici ve stfevnim traktu teplokrevnych zvirat a
lidi. Ve stievnim traktu slouzi k udrzovani rovnovahy mezi mikroorganizmy, ovSem ne
vSechny jeji kmeny jsou prospésné. Je zafazovdna mezi podminéné patogenni
mikroorganizmy a je schopna vyvolavat rizné druhy onemocnéni. Mezi tyto onemocnéni
je mozné zatazovat nozokomialni infekce, priijmova onemocnéni a infekce mocovych cest.

Tuto bakterii je ovSem mozné nalézt i mimo stfevni trakt teplokrevnych Zivocicht.

Escherichia coli je Casto izolovana ze vzorkli masa hovéziho, veptového i dribeziho. Je
mozné ji nalézt také v potravinach rostlinného ptivodu. Ke kontaminaci zeleniny touto
bakterii dochazi nejcastéji pii predskliziovém opracovani. Vyskyt E. coli je mozny 1 pfi
sklizni ¢i kulindrnich Gpravach surovin. Kontaminaci mikroorganizmy je mozné Castéji
nalézt u zeleniny s porusenym pletivem. Casty vyskyt bakterie Escherichia coli byl
zaznamenan u ruznych druhti naklicenych semen a listové zeleniny. Bakterie Escherichia
coli je oznacovana jako indikator fekalniho znecisténi. Kontaminace se rozsifuje diky
hnojeni mrvou hospodarskych zvifat. Diky tomuto hnojeni dojde ke kontaminaci i vody,

ktera se dale vyuziva k zalévani péstované zeleniny a ovoce.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA BAKTERIE ESCHERICHIA COLI

Jedna se o fakultativné anaerobni gramnegativni nesporulujici ty¢inky nalezici do Celedi

Enterobacteriaceae [1].

Diive byla nazyvéna Bacillus coli, ale od tohoto ndzvu se upustilo a v dnesni dob¢ je
znamd pod nazvem Escherichia coli. Escherichia coli je jednou z nejlépe prostudovanych
bakterii, a proto je <castym modelovym mikroorganizmem pro r1Gzné pokusy
v mikrobiologické praxi. Je hojné¢ vyuzivana v raznych biotechnologickych procesech a

genetickych manipulacich [2].

Vlastnosti této bakterie jsou povazovany za prototyp enterobakterii. Za vzniku plynt $tépi
glukézu, produkuje indol a az na vyjimky je laktdza pozitivni [2].

v

Jeji vyskyt je bézny v dolnim zaZivacim traktu teplokrevnych organizmii. Je nejznamé;jsi 1
nejdulezitéjsi slozka mikrobiologické flory v tlustém stfevé u lidi a samoziejmé i u
ostatnich savct [3]. Nevyskytuje se ovSem jen ve stievech, ale dafi se ji dobfe 1 mimo télo.
Diky této vlastnosti je mozné ji vyuzivat jako indikator fekélniho zneciSténi okolniho

prosttedi, vody a potravin [4].

Bakterie E. coli osidli zazivaci trakt novorozeného ditéte do 40 hodin po porodu a byva
prvni bakterii, kterd zazivaci trakt osidli. Tyto bakterie pochéazi z potravy, z vody anebo
z oSetiujicich osob. Pokud tyto bakterie nenesou genetickou informaci kodujici néktery
z faktort virulence, tak se stavaji neSkodnymi a prospéSnymi komenzaly. Komenzalni E.
coli jsou indikatorem fekalniho zneciSténi vody a potravin. Je pravidelnou a nezbytnou
soucasti stfevni mikroflory. Kde diky svému symbiotickému u¢inku produkuje vitamin K a

potlacuje osidleni stievnimi patogeny [2; 4; 5].

Ovsem virulentni kmeny E. coli zpiisobuji gastroenteritidy, moc¢ové infekce a v menSim
poctu 1 novorozenecké meningitidy, hemolyticky syndrom, peritonitidu, mastitidu,
septikemii a pneumonii. U nékterych kment E. coli byla zjisténa produkce toxintl, které
mohou byt letdlni. K infekci témito kmeny dochéazi napt. po konzumaci neomyté zeleniny

a nedostate¢né tepeln¢€ opracované¢ho masa [4].
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1.1 Morfologie

Bakterie E. coli je gramnegativni, fakultativné¢ anaerobni pohybliva tyCinka, ktera je
uspotradana jednotlivé nebo po dvojicich za sebou. Jeji pohyb je umozinovan piitomnosti

peritrichalnich bicikt. Velikost vegetativnich bunck se udava 1 - 1,5x2 - 6 um [6].

Na povrchu bakteridlni buiiky se vyskytuji riizné druhy fimbrii, které bakteriim umoznuji
adherenci k hostitelskym buitkam. U E. coli se v men$i mife vyskytuji i sex pili, které
umoziuji vazbu mezi donorem a recipientni bunikou pfi konjugaci. U nékterych kment E.

coli se tvoti polysacharidova pouzdra a jejich kolonie maji hlenovity charakter [6].

1.2 Kultivace bakterie Escherichia coli

Bakterie E. coli je na kultivaci nenaro¢na. Jeji kultivace idealné probiha pfti teploté 37 °C
po minimalni dobu 24 hodin. Je schopna rust v rozmezi teplot 7 — 45 °C. Optimalni teplota
rustu je 37 °C. E. coli je citlivd k zdhfevu, ale naopak dobfe snasi zmrazeni. Roste
vrozmezi pH 4 — 10 a jeji optimum se nachazi v rozmezi 6 — 7. Mezi jeji fyziologické
znaky patfi, ze je katalaza pozitivni a oxiddza negativni. Laktéozu fermentuje za tvorby

kyseliny mlé¢né, octové a plyna [2].

E. coli dobie roste na béznych kultivac¢nich pidach, které obsahuji laktézu a ptislusny
indikator pro tvorbu kyseliny. Casto se ke kultivaci pouziva Endo agar, ktery je
selektivni a diferenéni pidou na které se provadi izolace bakterii Cceledi
Enterobacteriaceae a nékolika dalSich gramnegativnich ty€inek. Bakterie E. coli je zde
rozeznavana diky typickym koloniim, které maji tmaveé rizové zbarveni se zlatézelenym

kovovym leskem. V okoli kolonii se vyskytuje z€ervenani ptdy [7].

1.3 Patogenita Escherichia coli

E. coli patii mezi intestindlni patogeny a je podminéné patogenni v zavislosti na
ptfitomnosti adhezivnich fimbrii, produkci toxinl atd. [2]. Mezi podminky, které bakterie
E. coli potiebuje k vyvolani infekce patii i snizend odolnost hostitele [3]. Bakterie
poskozuje hostitele pomoci riznych mechanizmi. Jako ptiklad téchto mechanizmi je
mozné uvést invazi do bunék, kterd bunkam bakterie umoznuje prinik, kolonizaci a

mnoZeni [8].

Patogenni kmeny vyvolavaji riznd onemocnéni a je mozné je rozdélit do Ctyt hlavnich

skupin [2]:
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Enterotoxigenni kmeny (ETEC) - tyto kmeny nejsou invazivni a jsou

charakterizovany produkci proteinovych enterotoxint;

e Enteropatogenni kmeny (EPEC) — muzeme je také nazyvat dyspeptické nebo
enteroadherentni, neprojevuji se produkci enterotoxind, ale jsou schopné pevné vazby

na povrch bunék epitelu tlustého stteva pomoci antigennich adhezint;

¢ Enteroinvasivni kmeny (EIEC) — tyto kmeny se mohou také nazyvat Shigella — like,
podobaji se shigellam (nemaji bi¢iky a jsou nepohyblivé);

¢ Enterohemoragické kmeny (EHEC) — tyto kmeny je mozné nazyvat verotoxigenni
Produkuji toxin zvany shiga — like toxin nebo Vero — toxin, protoze je podobny

shigellovému toxinu a plsobi cytotoxicky na Vero bunky [2].

Bakterie Escherichia coli je zarazovana také mezi extraintestialni patogeny (ExPEC) —
uplatituje se ptredevSim pifi mocovych infekcich, pneumoniich, infekcich ran a sepsich.
Tyto infekce mohou mit nosokomialni charakter. Pfi 1é€eni téchto infekei se pouzivé 1é€ba

antibiotiky [2].

1.3.1 Preventivni opati‘'eni proti nikazam

vvvvvv

Néktera z hygienickych pravidel:
e Utinnym opatienim je diisledné tepelné opracovavani surovin a potravin
e  Omyvani zeleniny pod tekouci pitnou vodou
e Radna hygiena pracovniki
e Kofenovou zeleniny zbavit slupky
e Dbat na minimalizaci kiizové kontaminace (nepouzivat kuchyniské nacini na syrové

maso a zaroven zeleninu) [9]

1.3.2 Antibioticka rezistence

Pti pouziti vétSiny antimikrobnich latek, které se vyuzivaji v medicing, a to jak huménni,
tak 1 veterinarni, dochazi k inhibici rastu bakterii nebo i k jejich usmrceni. K usmrceni
bakterii dochazi i pii velmi nizkych koncentracich. Bakterie maji schopnost vytvaret si

rezistenci na antibiotické latky, a tim komplikuji 1é¢bu infekci, které jsou zplsobeny
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bakteriemi [10; 11; 12]. V Tabulce 1 je uvedena doba, za kterou se objevila antibioticka

rezistence na vybrana antibiotika.

Je mozné rozlisSovat dva zakladni typy rezistence:
e Rezistence primarni odpovida geneticky podminéné necitlivosti bakterie na dané
antibiotikum bez ohledu na jeji pfedchozi kontakt s antibiotikem.
¢ Rezistence sekundarni je zavaznym problémem. Tento pojem znamend, ze
puvodni citlivy bakteridlni kmen se béhem IéCby stane vici tomuto antibiotiku

rezistentni. Tato rezistence vznikd pii dlouhodobém a nekontrolovaném pouzivani

antibiotik [18].

Sekundarni typ rezistence je dale rozdélovan na:
e penicilinovy typ — vznika po dlouhodobém podavani nékterych antibiotik
(penicilinu, chloramfenikolu, bacitracinu);
e streptomycinovy typ — u tohoto typu rychle vznikaji vysoce rezistentni kmeny
(streptomycin, erytromycin, linkomycin, rifampicin) [18].
Jednotlivé kmeny E. coli se vyrazné lisi svou citlivosti na rizna antibiotika. Jelikoz je E.
coli gramnegativni bakterie, tak je rezistentni na mnoho antibiotik proti grampozitivnim
bakteriim. Pii 1é€bé infekéniho onemocnéni, které bylo zplsobeno bakterii E. coli se
nejcastéji pouziva ampicilin a dalSi polysyntetické peniciliny, nékteré cefalosporiny,

karbapenemy, aztreonam a dalsi [18].

Patogenni kmeny bakterie E. coli, které jsou rezistentni vii¢i antibiotikiim byly ve vétSing
pfipadli izolovany ze vzorkill zivociSného plvodu. A to zejména z masa vepiového,
hovéziho a dribeziho [13; 14; 15]. Antibiotickd rezistence byla zaznamendna i u izolati z
mofskych organizml a ryb, které jsou chovany ve farmach a jsou preventivné 1éCeny
antibiotiky [16]. OvSem vyskyt antibiotické rezistence byl prokdzan i u kmena bakterie

izolovanych ze zeleniny a ovoce a jejich produkta [17].

Geny pro rezistenci se mohou z E. coli §ifit 1 mezi jiné bakterialni druhy (Staphylococcus
aureus). Protoze rezistence byva ¢asto kddovana na plazmidech a ty jsou pfi stresu rychle
pfenaseny na jiné druhy. Tento pfenos je usnadnén piedevSim tim, Ze E. coli Casto zije
v biofilmech. Tyto biofilmy jsou v bezprostiedni blizkosti nebo dokonce v kontaktu

s ostatnimi bakteriemi. A protoze Escherichia coli je obdafena fimbriemi, je tedy vzajemny
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pfenos mezi bakteriemi velmi snadny. E. coli a ostatni enterobakterie mizeme povazovat

za vyznamny rezervodr antibiotické rezistence [4].
Stale cCastéjsi rezistenci vici antibiotikim muzeme piipisovat jak jejich naduzivani pii
1é¢bé 1idi, tak jejich ptidavanim do potravy zvifat na podporu jejich ristu [4].

Tab. 1. Data nasazeni a objeveni rezistence na jednotliva antibiotika [19].

Antibiotikum Rok nasazeni antibiotika Rok objeveni 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 Vyznam Escherichia coli

E. coli je velmi vyznamna v modernim bioinZenyrstvi a primyslové mikrobiologii, a to
diky snadné manipulaci. Je velmi dilezitym modelovym mikroorganizmem
prokaryotickych organizml. Na E. coli byla prokdzéna bakteridlni konjugace, replikace
DNA a dalsi bunééné procesy. Na masivné naockovaném agaru touto bakterii dochazi
k péstovani nékterych améb. Do jejiho genomu byly vneseny geny pro produkci
nejrozmanitéjSich latek, jako je naptiklad lidsky inzulin nebo interferon. Rekombinantni E.
coli, kterd vznikla pfenosem genti na plazmidech je velmi vSestranny hostitel, ktery je ve
velkém méfitku vyuzivan pfi  produkci heterolognich proteini primyslovymi

fermentac¢nimi procesy [20].
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1.5 Fylogenetické skupiny

Kmeny E. coli , které bézn¢ najdeme ve stievni mikroflotfe teplokrevnych zivocichl jsme
schopni zaradit do ¢tyt hlavnich fylogenetickych skupin (Obr. 1). Tyto skupiny se déli na
skupiny A, B1, B2 a D. Kmeny patfici do jedné skupiny maji stejné vlastnosti [21].

N\
ON ©
B2orD | [ BlorA |

' '

7 N N\
® ©6 ® ©

12 A | v
[52] ™) [b1] (2]

Obr. 1. Rozdéleni bakterie Escherichia coli pomoci dichotomického klice do

fylogenetickych skupin [21].

E. coli se do fylogenetickych skupin zafazuje pomoci multilokusové enzymové
elektroforézy nebo ribotypizaci. AvSak tyto metody jsou velmi slozité a ¢asové naro¢né a
vyzaduji velkou databazi kmeni pro vyhodnoceni vysledkii. Roku 2000 byla popsana
rychld metoda, kterd je zaloZend na detekci gend chud, yjad a Gseku DNA TSPE4.C2
pomoci PCR. Tuto metodu je mozné provadét v uspofadani triplex PCR diky, které se E.

coli rozd€luje do fylogenetickych skupin pomoci dichotomického klice [21; 22].
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2 VYSKYT ESCHERICHIA COLI V POTRAVINACH
ROSTLINNEHO PUVODU

Bakterie E. coli se normaln¢ vyskytuje v koncové Casti stfevniho traktu zivocicht, kde
pusobi pozitivné na traveni. Svym plisobenim v trdvicim traktu znemoznuje prianik
patogentl, protoze produkuje antimikrobidln¢ piisobici bakteriociny. Kmeny, které se bézné
nachazi v dolni ¢asti traviciho traktu teplokrevnych zivoc€icht, jsou nepatogenni. Ptispivaji
k fyziologickym pomérim tim, Ze udrzuji vyvazené ekologické poméry ve stievni flote,
odbouravaji nékteré nestravitelné zbytky, produkuji vitamin Ka c¢éastecné 1 komplex
vitaminu B. Bakterie Escherichia coli je v pfirodé v hojném zastoupeni a béZné ji miizeme

najit v pud¢, prachu, povrchovych a odpadnich vodach.

Ovsem v roce 2011 se vyskytla v Némecku epidemie, jejiz pfi¢inou byla pravé bakterie
Escherichia coli a to konkrétné shigatoxigenni typ [23]. Zdravotni potize jako akutni
prijmy zasahly tisice lidi v Némecku i v okolnich statech. JelikoZ tato bakterie zpiisobuje
akutni stievni potize, jako i krvacivé prijmy a u nékterych jedincii vyvolava postizeni
ledvin a anémii, tak se bohuzel tato epidemie neobesla bez ztrat na zivotech. Podezieni na
zdroj nakazy padlo na okurky, na kterych byla potvrzena ptfitomnost bakterie E.coli ovSem
tento typ netvofil shigatoxin. AZ po té kdyZz Sest nakaZenych uvedlo, Ze konzumovali
nakli¢end semena piskavice, kterd byla piivodem z Egypta, bylo mozné epidemii zastavit.

Kontaminace semen byla nejspiSe zptisobena nevhodnou zavlahou [23].

2.1 Bakterie Escherichia coli izolovana ze zeleniny

Dle studii bylo zjiSténo, Ze vyskyt bakterie E. coli je nejCastéj$i u listové zeleniny a
kli¢cich riznych semen [21]. Cast&jsi vyskyt E. coli u klickti mungo miize byt zptisoben
podminkami, které jsou vhodné pro kli¢eni semen, jako vysoka vlhkost prostfedi a vhodné

ziviny. Tyto podminky zaroven podporuji rist mikroorganizmu [24; 25].

Kontaminace zeleniny bakteriemi E. coli je mozna pfi jeji produkei, pii sklizni, anebo pii
upravach ke konzumaci. Za nejcastéjsi zptisob kontaminace je povazovano piredskliziiové
obdobi. Mikroorganizmy se bézné vyskytuji v hnojivech, piidach i ve vode€ a proto je
mozné, Ze dochazi ke kontaminaci zeleniny riiznymi druhy mikroorganizmi véetné E. coli.
Pokud se u zeleniny objevi porusSené pletivo, tak takto poruSena zelenina je nachylné;jsi
k mikrobialni kontaminaci [25]. Zdrojem patogenni E. coli O157:H7 mohou byti

nepasterované ovocné §t'avy a samoziejme i Cerstvé ovoce [27].
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2.2 Rizikové potraviny

Mezi rizikové potraviny bézné zafazujeme syrové hovézi maso a mléko. OvSem da se
nalézt i v syrovém ovoci a zelening€, nepasterovanych stavach, salatech ze syrové a krajené
zeleniny. Mezi Casté zdroje je mozné zatfadit i naklicend semena a vyhonky rostlin [24].
Dle studie bylo zjisténo, Ze nejcastéji se bakterie E. coli vyskytuje u vzorkl listové
zeleniny a kli¢icich semen. Totéz prokazal i vyzkum, ktery provedl Tzschoppe. Ten
detekoval bakterii E. coli v 5 ptipadech ze 40 vzorka riznych klickli semen a listové
zeleniny [24]. Ke kontaminaci zeleniny a ovoce dochdzi obvykle zpudy, ktera je
pfihnojovana organickymi hnojivy. Vyskyt bakterie byl zaznamenan i v nepasterovaném
jablecném moStu, po pouziti zavlahové vody, kterd byla kontaminovéna vykaly
hospodaiskych zvifat. Dal§im zdrojem vyskytu mlze byt neoSetiend voda, kterd pochazi

z nekontrolovanych zdroji [26].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

Cilem této prace bylo zjistit vyskyt bakterie Escherichia coli urtiznych druhti zeleniny.
Dale bylo cilem podrobit tyto kmeny testovani na produkci bakteriocini, faktory virulence

a antibiotickou rezistenci.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Vzorky zeleniny

Celkem bylo zakoupeno v roce 2016 v maloobchodnich sitich ve Zlin¢€ 98 vzorkt zeleniny.
Rozpis zakoupené zeleniny je uveden v Tabulce 2. Navic byl zakoupen v roce 2017 jeden
vzorek kufeciho masa, konkrétn¢ kutfeciho kiidla, v masné ve Zlin€ pro ucely porovnéni

zakladni charakteristiky pfip. izolovaného kmene E. coli s vlastnostmi izolatd ze zeleniny.

Tab. 2. Seznam zakoupenych druhii zeleniny

Druh zeleniny Pocet zakoupenych kusit
Salat (rtzné druhy) 30
Hliva Ustfi¢na 6
Pekingské zeli 4
Zampion 6
Brokolice 6
Rajce 6
Rukola 5
Okurka 5
Kapusta 7
Redkvicka 8
Mungo klicky 8
Paprika 7
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4.1.2 Laboratorni pristroje a pomiicky

Automatické mikropipety
Denzitometr (Densi — La — metr)
Digitalni vaha

Homogenizator Stomacher

Souprava mikrotesti Enterotest 24

Termostat BT 120

Elektroforéza horizontalni HU10
Centrifuga — MinSpin plus

Aura PCR pracovni box

Bio Vortex V1

4.1.3 Chemikalie
Ethanol

Agaroza

100 bp DNA marker
dNTP Mix — 12,5 mM
EDTA (0,5 mol/l roztok EDTA)
Etidium bromid
Chloroform

Nanaseci pufr 6x
PCR pufr 10x
Primery

TAE pufr

Taq DNA polymeréza

Kyselina octova

Eppendorf Research, Némecko

Erba Lachema, Ceska republika

Kern & Sohn GmbH, Némecko

Labsystem Kft, Mad’arsko

Erba Lachema, Ceska republika

Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika
EV 243, Belgie

Eppendorf Research, Némecko

BioAir Instruments, Italie

Biotech, Ceska republika

Lach Ner s.r.0., Ceska republika
Sea Kem LE Agarose, Lonza, USA
New England Biolabs, USA

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

Sigma, St. Louis, USA

TopBio, Ceska republika

New England Biolabs, USA

KRD Ceska republika

Sigma — Aldrich, USA

New England Biolabs, USA

Lachema a.s., Ceska republika
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4.1.4 Kultivaéni média
Endo agar (41,5 g zivné pudy + 1000 ml destilované vody)
Slozeni zivné pudy (g/1):

[g]

Pepton 10
Laktoza 10
Difosfore¢nan draselny 3,5
Sifi¢itan sodny 2,5
Agar 12

Masopeptonovy agar (MPA) (28 g zivné pudy + 1000 ml destilované vody)

Slozeni zivné pudy (g/1):
[e]

Agar 15
Masovy vytazek 10
Pepton 10
Chlorid sodny 5

Masopeptonovy bujon (13 g zivné pudy + 1000 ml destilované vody)

Slozeni bujonu (g/1):

[g]
Masovy vytazek 3
Pepton 5

Chlorid sodny 3
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Mueller Hinton agar (38 g zivné pudy + 1000 ml destilované vody)

Slozeni zivné pudy (g/1):

Dehydrovana infuze z hovéziho masa
Hydrolyzat kaseinu
Skrob

Agar

Soft agar (1000 ml destilované vody)

Slozeni (g/1):

Pepton
Masovy vytazek
Chlorid sodny

Agar

[g]
300

17,5
1,5

17

[g]

10,5

Plate Count Agar (23.5 g zivné pudy + 1000 ml destilované vody)

SloZeni (g/1):

Trypton
Kvasinkovy extrakt
Glukoza

Agar

[g]

2,5

15
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4.1.5 Roztoky

Fyziologicky roztok

SloZeni:
Chlorid sodny

Destilovana voda

TAE pufr 50x koncentrovany

Slozeni:

TRIS

0,5 M EDTA
Kyselina octova

Destilovana voda

TAE pufr 1x koncentrovany

Slozeni:
TAE 50x

Destilovana voda

1.5% agardzovy gel

Slozeni:
1x TAE pufr
Agardza

Ethidium bromid (1 pg/ml)

85¢g

1000 ml

242 ¢
100 ml
57,1 ml

800 ml

20 ml

980 ml

85¢g
1000 ml

10 ug
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100bp DNA marker

Slozeni:
Voda
Nanaseci pufr

DNA ladder

180 pl
50 ul

20 pl
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4.1.6 Antibiotika

V Tabulce 3 je uveden seznam pouzitych antibiotickych diskl a jejich koncentrace na

jeden disk.

Tab. 3. Seznam pouzitych antibiotik.

ANTIBIOTIKUM ZKRATKA | KONCENTRACE
[ng]
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 Al0 10
Imipenem IPM10 10
Cefuroxim CXM30 30
Aztreonam AT30 30
Ciprofloxacin CIPS 5
Doxycyklin DO30 30
Cefepim FEP30 30
Sulfamethoxazol/trimethoprim SXT25 25
Gentamicin CN10 10
Kys.oxolinova OA2 2
Colistin CTI10 10
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4.2 Metody

4.2.1 Fenotypizac¢ni metody

Izolace kment bakterie £. coli z potravin zeleninového puvodu

Ze zeleniny bylo odebrano 5 g a nasledné zfedéno 45 ml fyziologického roztoku a pomoci
stomacheru doslo ke zhomogenizovani vzorku. Tato zhomogenizovana suspenze byla
nasledn¢ vyockovana na Endo agar, a kultivovana po dobu 24 hodin v termostatu pii 37

°C.

Po kultivaci a nardstu typickych kolonii s kovovym leskem se tyto kolonie pifeockuji
ktizovym roztérem na MPA, a po kultivaci pfi 37 °C a 24 hodinach se kmeny identifikuji

pomoci mikrotestu Enterotestu 24.

Identifikace kmenu bakterie E. coli pomoci Enterotestu 24

Po izolaci kment ze zeleniny byl pouzit Enterotest 24. Tato souprava je uréena pro
identifikaci stfevnich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae. Tento mikrotest je slozen z 24
biochemickych testl, které prokazuji biochemické aktivity (arginin ARG, uredza URE,
ornitin ORN, lysin LYS, sirovodik H2S, simmons citrdt SCI, malonit MAL, B-
galaktosidaza ONP, salicin SAL, inositol INO, sorbitol SOR, celobiéza CEL, laktoza LAC,
melibioza MLB, trehal6za TRE, mannitol MAN, B-glukuroniddza GLR, B-xylosidaza bXY
dulcitol DUL, adonitol ADO, arabitol ART, sachar6za SUC, rafin6za RAF, esculin ESL),
specifické pro dany druh bakterii. Tyto testy jsou umistény do mikrotitraéni desticky.
Diagnostika této metody je zaloZena na zméné barvy testovaciho média. K této zméné

barvy dochazi diky ptisluSnym indikatoram.

Enterotest 24 byl provadén dle pokyni, které udava vyrobce. Byla pfipravena suspenze
kultury ve fyziologickém roztoku o zakalu, ktery odpovida 1. stupni zdkalu McFarlandovy
stupnice. Nasledn¢ se pipetuje do kazdé jamky 100 pl této suspenze. V této soustave testa
jsou 1 testy pro anaerobni kultivaci. Tyto jamky s testy URE, ARG, ORN, LYS a H,S jsou
zakapany parafinovym olejem. Tato desticka je vlozena do saCku a inkubuje se pii 37 °C
na 24 hodin. Vysledky Enterotestu 24 se vyhodnocuji pomoci barevné srovnavaci stupnice,
ktera je doddna vyrobcem. Vysledky jsou vyhodnocovany pomoci softwaru TNW Lite

(Erba Lachema).
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Stanoveni antibiotické rezistence pomoci diskové difuzni metody

Pro tuto metodu se pouzivaji Petriho misky s pidou Mueller — Hinton agar, na kterou se
rovhomérné naockuje testovany mikroorganizmus. Pii této metodé se pouziva suspenze,
ktera odpovida 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice. Po piiloZzeni papirovych diska
na povrch agaru se misky inkubuji pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Za tuto dobu G¢inné
antibiotikum vytvoii kolem disku prizracnou zénu, kde neni pozorovan nartst kolonii.
Hodnoceni antimikrobialniho ptsobeni se vyhodnocuje pomoci méfeni priméru
inhibi¢nich zo6n kolem antibiotickych diskii v milimetrech. Tato inhibi¢ni zona byla
vyhodnocena dle tabulky EUCAST dostupné na webovych strankdch [28]. Seznam
antibiotik, jejich koncentraci a vyhodnoceni dle EUCAST je uveden v Tabulce 6.

Stanoveni aktivity bakteriocinti pomoci vpichového pokusu

Kmeny bakterie E. coli byly naoCkoviany na misky s masopeptonovym agarem a
kultivovany pii 37 °C po dobu 48 hodin. Po uplynulé dobé kultivace byly tyto bakterie
usmrceny pomoci par chloroformu, které na bakterie plisobily po dobu 30 minut. Po
usmrceni se misky pfeliji 3 ml 1,05 % soft agaru a 100 pl indik4torového kmene. Tyto
indikéatorové kmeny byly den pfedem zaockovany do masopeptonového bujonu a byly
kultivovany pti 37 °C po dobu 24 hodin. Za indikatorové kmeny byly pouzity sbirkové
kmeny E. coli - Row, P400, B1, ¢, Sabina 40 a Ss 17, ziskané ze sbirky Biologického
ustavu, Lékarské fakulty, Masarykovy univerzity. Takto nachystané misky se vlozi do
termostatu, a po dobu 24 hodin se kultivuji za teploty 37 °C. Vyhodnoceni se provadi
sledovanim piitomnosti inhibi¢nich zoén, které se vytvaii kolem jednotlivych kment

bakterii. Hodnocena je jejich velikost.

4.2.2 Genotypiza¢ni metody

Pfiprava matricové DNA

Izolace DNA z izolovanych kmenil E. coli ze zeleniny byla provedena pomoci kitu High
Pure PCR Template Preparation Kit (ROCHE, Francie). Pfi izolaci se postupovalo dle

navodu pfiloZzeného vyrobcem.

PCR metoda
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Polymerazova fetézova reakce je zalozena na zmnozeni vybraného useku DNA. Tento
vybrany usek DNA vymezuji tzv. primery. Primery jsou kratké useky DNA o zndmém
poctu a sekvenci nukleotidl. Tyto primery piisedaji ke konciim vybraného useku. Od mist

nasednuti primera probiha syntéza DNA.

Syntéza DNA je umoznéna pilisobenim termostabilni DNA polymerazy, ktera je
oznacovana Taq polymerdza. Je vyuzivano cyklickych zmén teplot a ty umoziuji

denaturaci DNA, ptisedani primera a syntézu DNA [29].

Detekce faktora virulence pomoci metody PCR

Seznam primert, které byly pouzity pro detekci faktori virulence a velikosti PCR produktii

jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tab. 4. Seznam pouzitych primeriu.

Velikost
Teplota
. : ar PCR .
primer sekvence (5°-3") annealingu | reference
produktu °C]
(bp)
sfaS-R CCGCCAGCATTCCCTGTATTC 240 64
sfaS-F GTGGATACGACGATTACTGTG
afa/draBC-R | CCCGTAACGCGCCAGCATCTC 550 63
afa/draBC-F | GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC Johnson
fimH-R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 508 57 and Stell,
fimH-F TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 1998
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGT
hlyA-R CA
AACAAGGATAAGCACTGTTCTGG 177 63
hlyA-F CT

Slozeni amplifika¢ni smési pro PCR reakci:

PCR pufr 2,5 ul
dNTP mix 0,5 ul
Tag DNA — polymeraza 0,1 pl
Primer F 0,25 pul
Primer R 0,25 pul

Templatova DNA 0,5 ul
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Voda

Podminky klasické PCR:

Uvodni denaturace
Denaturace
Annealing
Extenze
ZavéreCna extenze
Opakovani cyklu

Chlazeni

Teploty pro fazi annealing u jednotlivych primeri jsou uvedeny v Tabulce 4.

21 ul

94 °C/ 3 min
94°C/30s
57— 64 C/ 30s
68 °C/ 3min
72 °C/ 10 min
30x

4°C/ o
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci bylo testovano 98 vzorkil zeleniny zakoupené v maloobchodni siti prodejcti
potravin ve mésté Zlin. Druhy testované zeleniny jsou uvedeny v Tabulce 2. Vzorky byly
homogenizovany a suspenze byla vyockovana na zivny agar. Pokud byl nariist pozitivni,
byla provedena izolace a identifikace kment a jejich testovani na produkci bakteriocind,

pritomnost faktorti virulence a antibiotickou rezistenci.

Z testovanych 98 vzorkll byla u 16 vzorkli zeleniny nalezena a identifikovana bakterie
Escherichia coli. Kmeny bakterie Escherichia coli byly nalezeny u ¢ty vzorki
nakli¢enych semen fazoli mungo a ve dvou piipadech salatl. Vyskyt byl zaznamenan i u
vzorkd mrkve, petrzele, fedkve a jarni cibule. Kompletni seznam téchto kment je uveden
v Tabulce 5. Dle literatury je vyskyt bakterie Escherichia coli nejCastéji zaznamenan u
nakli¢enych semen a listové zeleniny [17]. Bakterie Escherichia coli byla izolovana i ze
vzorku kufeciho masa. Tento izolat byl testovan na piitomnost faktorti virulence z diivodu

porovnani s kmeny izolovanymi ze zeleniny.

5.1 Identifikace bakterialnich izolatu

Vzorky, které byly identifikovany pomoci typickych kolonii byly déle pteciStény kiiZovym
roztérem na pidu MPA. Takto izolovana kultura byla identifikovana pomoci Enterotestu

24.

Kmeny, které byly identifikovany jako Escherichia coli jsou uvedeny v Tab. 5, byly dale
testovany na produkci bakteriocinll, byla stanovena antibiotickd rezistence a pfitomnost
faktori virulence. Jak je ukdzano v Tab. 5, bakterie Escherichia coli se nachdzela
pfedevs§im na kliccich a dale na cibuli, rajcatech salatu, mrkvi, fedkvich, cuketé, petrzeli.
Tento seznam koreluje s daty, ktera ziskal Ingham, jez provadél detekci pritomnosti
Escherichia coli na zelenin¢ (fedkev, mrkev a salat) péstované na puad¢ obohacené
zivinami z hnoje [38]. S rostoucim intervalem od posledniho hnojeni ptidy s péstovanou

zeleninou se logaritmicky sniZuje pocet nalezenych baterii Escherichia coli [38].
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Tab. 5. Seznam izolovanych kmenii E. coli a jejich pivod

Oznaceni kmene Zelenina Zemé puvodu
F10 mungo klicky Italie
F52 mungo klicky CR
F53 mungo klicky CR
F77 jarni cibule CR
F78 Rajcata Maroko
F81 salat little gem CR
F84 baby karotka Holandsko
F87 mungo klicky CR
Fo4 Rajcata CR

F103 Petrzel CR
F104 Redkev CR
F105 Mrkev CR
F106 Redkev CR
F107 jarni cibule CR
F108 Cuketa CR
LS1 ledovy salat CR

5.2 Produkce bakteriocina

Pomoci vpichového pokusu byla sledovdna produkce bakteriocint. Dle literatury by se
meélo jednat o schopnost vétSiny bakterii produkovat tyto latky jako ochranu pied ostatnimi
zastupci mikroorganizmi. Byvaji kodovany na plazmidech tj. mimo hlavni genetickou
informaci a jsou schopné snadného pienosu do jiné builkky a tak se Sifit. Mezi
nejfrekventovangjsi bakteriociny patii koliciny, mikrociny produkované Escherichia coli.
Pro detekci bakteriocinogenie byly pouZzity indikatorové kmeny (Row, P400, B1, ¢, Sabina
40 a Ss 17), které indikuji produkci vSech znamych kolicinti a mikrocind u E. coli. Bylo
zjisténo, ze zadny ze studovanych izolath Escherichia coli netvoii inhibi¢ni zény vuci
zadnému z indikatorovych kment, tudiZz zadny z kmenl izolovanych ze zeleniny neni
producentem bakteriocini. Tato data se neshoduji s daty z literatury, a proto je v dal$im
rozvoji prace nutné, tento test zopakovat ptip. provést analyzu pomoci metody PCR. Studie
Pavlickové uvadi, Zze 51% kment E. coli izolovanych z kufeciho masa jsou producenty
bakteriocintll, izolatyz divoké zvéfe pouze ve 34 % piipadi, zna¢na Cast kmenil jsou

multiproducenty bakteriocinl [38].
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5.3 Antibioticka rezistence

Vsech 16 kment E. coli izolovanych ze zeleniny bylo testovano na antibiotickou rezistenci
k 15 antibiotikim. Rezistence byla prokdzana u 15 kmenii z 16 a to k9 antibiotikiim
(aztreonam, cefepim, imipenem, amikacin, cefuroxim, piperacillin, ceftazidim,
sulfamethoxazol , cefotaxim), seznam testovanych antibiotik nalezneme v Tabulce 6. Tato
rezistence byla stanovena pomoci diskové difuzni metody. Vysledky testovani ukazuji na
nejvyssi incidenci rezistence vici antibiotiku aztreonam, ktera byla zaznamenana u 10
kmenii. Rezistence byla prokazana i k antibiotiku cefepim a to u 9 kment, dale bylo 8
kment rezistentnich vi¢i imipenemu a amikacinu. Rezistence Sesti bakteridlnich kmeni
byla zaznamenana k cefuroximu, dva kmeny vykazovaly rezistenci vici piperacillinu a
ceftazidimu. Rezistenci k sulfamethoxazolu a cefotaximu vykazoval jeden kmen. Pomoci

diskové difizni metody nebyla potvrzena rezistence k ostatnim antibiotiktim.

V prubéhu poslednich let je pozorovan vyssi narlst rezistentnich patogennich kmeni
bakterii E. coli, které jsou izolovany zejména z prasat [31; 32; 33; 34], dribeze [33; 34; 35]
a skotu [32; 34]. Pro porovnani je nutno napsat, Ze v piipad¢ bakteridlnich kmeni
izolovanych  ztéchto zvifat byla zaznamenana rezistence na  ampicilin,
trimetoprim/sulfametoxazol, tetracyklin, sulfonamidy a streptomycin [33; 34; 36; 37] a téz

tetracykliny [38].

Velikosti inhibi¢nich z6n jsou zaznamenany v Tab. 7 a jejim pokraovani v Tab. 8.
Vysledné pocty rezistentnich kmenti jsou zapsany na Obr. 2. V piipad¢ kment izolovanych
ze zeleniny bylo zjisténo, Ze 9 kmend je multirezistentnich. Seznam téchto

multirezistentnich kmenti je uveden v Tab. 10.
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Tab. 6. Seznam antibiotik, jejich koncentraci a vyhodnoceni primeéru inhibicnich zon dle

EUCAST.

Antibiotika Zkratka | Koncentrace | Citlivy [mm] Rezistentni
[ng] [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/ SXT 25 25 >16 <13
Trimethoprim
Gentamicin CN 10 10 >17 <14
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Tab. 7. Velikost inhibicnich zon pri diskové difuzni metodé [mm] — (Cervena =

rezistentni, zlutd = intermedidlni, zelena = citlivé)

Izolované kmeny bakterie Escherichia coli

Antibioticky
disk

F10 | F52 | F53 | F77 | F78 | F81 | F84 |F87

AK 30

CAZ30

CTX 30

CFS

MEM10

TZP36

AMC30

C30

Al0

IPM10

CXM30

AT30

CIP5

DO30

FEP30

SXT25

CNI10

OA2

CT10
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Tab. 8. Velikost inhibicnich zon pri diskové difuzni metode [mm] — pokracovani

(Cervena = rezistentni, zluta = intermedialni, zelend = citlivé)

Izolované kmeny bakterie Escherichia coli

Antibioticky | F94 | F103 | F104 | F105 | F106 | F107 | F108 | LSI
disk
ook [ b o[ [ [
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
MEMI10 24 22 20 24 24 24 18 22
TZP36 32 30 28 30 34 34 30 36
AMC30 22 28 24 20 22 22 25
C30 20 20 18 24 24 22
Al0 35 30 24 35

SX925 26 24 30 28 30 34 32 30
CNI10 22 20 28 24 26 24 24 24

OA2 24 20 22 22 24 24 24 28
CTI10 24 20 26 22 24 22 26 26
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Obr. 2. Vyskyt antibiotické rezistence u kmenii izolovanych 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 kterych byla zaznamenan vy$$i mira rezistence je uveden v Tab. 9.

V Tab. 9 je uvedeno zatrazeni, mechanismus a typ pouzitého antibiotika.

Tab. 9. Zarazeni antibiotik [38]

Antibiotikum | Zkratka Zarazeni Mechanismus Typ
antibiotika ucinku antibiotika
Cefuroxim CXM30 Cefalosporin Inhibice syntézy | Baktericidni
(2.generace) bunééné stény
tj.betalaktamova
antibiotika
Amikacin AK30 Aminoglykosidy Inhibice syntézy | Baktericidni
bilkovin
ireverzibilni
vazbou na
30S podjednotku
ribozomu
Imipenem IPM10 Betalaktamova Inhibice syntézy | Baktericidni
antibiotika bunécné stény
Aztreonam AT30 Betalaktamova Inhibice syntézy | Baktericidni
antibiotika bunécné stény
Ciprofloxacin | CIP5 Chinolony Inhibice syntézy | Baktericidni
DNA
Cefepim FEP30 Cefalosporinytj. Inhibice syntézy | Baktericidni
betalaktamova bunécné stény

antibiotika
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Ziskané bakteridlni kmeny jsou bez vyjimky citlivé k baktericidnim antibiotikiim, nikoli
bakteriostatickym. Konkrétni antibiotika spadaji do skupiny betalaktamovych antibiotik,
aminoglykosidii a chinoloni. Kazd4 skupina antibiotik je specifickd svym u¢inkem —
inhibice vzniku bunécéné stény, inhibice transkripce a inhibice vzniku DNA. Jako
antibiotika, kterd jsou bakterii Escherichia coli nejvice prekonana, jsou betalaktamova
antibiotika — historicky prvni typ antibiotik. Dle Tabulky 10 se vysok4 mira rezistence
vyskytla 1 u chinolonu ciprofloxacinu (50 % kment), jez patii k antibiotikiim novéjsiho
druhu. Ve srovnani s izolaty bakterie ze vzorkli masa se jednd o pozitivni vysledek, jelikoz
bakterie nachazejici se na mase, zejména brojlerech kufat, jsou kontaminovany
Escherichia coli rezistentni k norfloxacinu — chinolon, uz 96% [40]. Dale se u kurat
objevila dle studie rezistence k dalSim zastupcim chinolon resp. fluorchinolonil
(pefloxacin, enrofloxacin), betalaktamovych antibiotik (amoxicilin), aminoglykosida
(gentamicin) a tetracykliniim [38; 41]. Ze srovnani této prace se studii Mohameda a kol.
plyne, ze rezistence jak u bakterie Escherichia coli izolované ze vzorkl zeleniny, tak ze
vzorku kufeciho masa, existuje pro stejné typy antibiotik, avSak s tim rozdilem, Ze se jedna
0 opacny seznam — u izolatl ze zeleniny se jednd o rezistenci primarné k betalaktamovych
antibiotikiim, nasledné k tetracyklinim, aminoglykosidim a nasledné k chinolontim [41].
Pro vzorky kufat plati opa¢né potadi — nejvyssi mira rezistence k u¢inku je pro chinolony,
nasledn¢ aminoglykosidy a betalaktamové antibiotika [40]. Toto ukazuje na vyS$$i miru
rizika masného primyslu, kde dochédzi ke vzniku rezistence k antibiotikiim posledni
zachrany v oblasti huméanni mediciny, ¢i antibiotikiim ned4vno syntetizovanym. S tim
souvisi 1 opatfeni pro potlaceni a inaktivaci povrchovych struktur bakterie napt. zdhfevem.
KaWang Li a kol. ukézali, ze zahfev masa (hovézi a teleci) je nutny min. po dobu 3,5
minuty pii teploté 55 °C, coz odpovida ptipravné teploté pro steak typu rare. Pokud je doba
zahtati krat$i — dle studie pouhd 0,5 min je zde riziko vyskytu bakterie mnohem vyss§i —

v poctech CFU dokonce o 1 az 3 log tady CFU/g vzorku [39].

Vzhledem k mife rezistence analyzovanych antibiotik byla zhotovena Tab. 10. Ta ukazuje,
nakolik jsou ziskané izolaty multirezistentni. Ze ziskanych 16 izolatd bakterie méa 13

kmeni rezistenci ke ¢tyfem a vice antibiotikiim viz Tab. 10.
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Tab. 10. Multirezistence izolovanych bakterialnich kmenii

Kmen Escherichia coli | Pocet antibiotik s rezistenci
F81 4
F94 4
F103 5
F104 6
F105 5
F106 5
F107 4
F108 4
LS1 4

Vzhledem k vyskytu antibiotick¢é multirezistence, ktera byla pozorovana v ptipadé
testovanych kmeni, je mozné spekulovat o tom jak nartistajici spotfeba antibiotik ve
veterinarni tak i humdnni medicin€ zvySuje zachyt rezistentnich kmenii izolovanych

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

5.4 Faktory virulence

Faktory virulence byly zjiStovany pomoci metody PCR za pouziti ¢tyf part primert, které
zkoumaji pfitomnost genti kodujicich adheziny a toxiny. V této praci byly zkoumany geny
kodujici S fimbrie (sfaS), hemolyzin (hlyA), fimbrie typu 1 (fimH) a afimbridlni adheziny
(afa/draBC).Nejcastéji se jedna o geny kolistinové rezistence mcr-1 atd. jejichz produkt
ma hmotnost 723 bp [41; 43], dale o geny iss-F-15/iss — R-15 s produktem 290 bp ¢i TSH-
F-15/TSH-R-15 s produktem 825 bp. Riziko pfipadné rezistence ke kolistinu spociva
v jeho uzivani jednak v medicin€ veterinarni, jednak v ¢astém pouziti v mediciné humanni

[42; 43].

Faktory virulence byvaji pfitomné u kmenit Escherichia coli pochdzejicich ze vzorki
masa, predevS§im kufat [39] ndsledné hovéziho dobytka, kde se jedna piedevSim o

Escherichia coli O157:H7 [44].

V této praci byly kmeny testovany na pfitomnost produktu o velikosti 240 bp, ktery vznika
pfi detekci genu sfaS. U bakterialnich kment izolovanych ze zeleniny v této praci nebyla

prokazéana pfitomnost tohoto faktoru virulence.

Na Obrazku 3 jsou uvedeny vysledky pro detekci genu sfaS. Z Obrazku 3 je patrné, ze u
testovanych kment neni pfitomny PCR produkt o velikosti 240 bp. V této praci byly
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faktory virulence zkoumdany i u jednoho vzorku kufeciho masa, ovsem pouze za pouziti
paru primert sfaS-R a sfaS-F, proto se k porovnani se vzorky ze zeleniny déle nehodi. Na

piiloZzeném obrazku z elektroforézy je mozné pozorovat i vzorek z kufeciho masa.

e s DI A R 16 17 18 19

5

Obr. 3. Vysledek gelové elektroforézy pro par primerii 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-FI103, 12-F104, 13-F105, 14—-F106, 15—-F107, 16 —F108, 17— LS1, 18 —izolat

z kurecitho masa, 19 —izolat z kureciho masa).

Jak je uvedeno, vzorky byly testovany na piitomnost faktord virulence s negativnim
vysledkem. Tato prace by mohla byt dale rozvijena v oblasti PCR analyzy dle prace
Mohameda [42], ktery testoval Ctyfi hlavni faktory virulence u vzorkl kutat — tsh, papC,
colV a iss geny a dle Pavlickové [39]. U kmenili testovanych v praci Pavlickové byl
nejcastéji prokdzan gen iss, na jehoz pfitomnost vzorky této prace testovany nebyly. Déle
by bylo vhodné ziskané izolaty testovat na pfitomnost genu mcr-1 a rezistenci ke kolistinu

dle Shena Z. [45].

Z vyse uveden¢ho plyne, ze zelenina dostupna v potravinaiskych maloobchodnich
fetézcich, je kontaminovédna presumptivnim patogenem — Escherichia coli. Bod
kontaminace neni mozné vysledovat, avSak nejCastéji se jedna o druh zalivky rostlin

pfitomnych na poli ve vegetacnim obdobi a ptip. pii dopraveé ke konecnému zékaznikovi.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit vyskyt bakterie Escherichia coli v riznych druzich bézné
dostupné zeleniny. V této praci byl nejvétsi zachyt této bakterie zjistén u nakli¢enych
semen a v salatu. Déle byl zachyt zaznamenan u mrkve, petrzele, fedkve a u jarni cibule.
V ptipad¢ naklic¢enych mungo fazoli je mozné spekulovat o tom, ze pfi kliceni semen je
vytvofeno piiznivé prostfedi jak pro kliceni, tak i pro rGst mikroorganizmt. U salatu,
mrkve, petrzele, fedkve a jarni cibule je mozné zamyslet se nad tim, jaka voda byla pouzita
pti zavlazovani. Z tohoto diivodu je dulezité zeleninu pted ptipravou fadné¢ omyt Cistou
vodou a samoziejm& minimalizovat riziko ndkazy je mozné dikladnym tepelnym
oSetfenim. V piipad¢ nakliCenych semen je nutno obzvlast dbat na omyti, jelikoz tato

potravina byva konzumovéna Cerstva a €asto je kontaminovana bakterii Escherichia coli.

Izolované bakterialni kmeny byly déle studovany na produkci bakteriocintl, rezistenci vici
antibiotikim a pfitomnost faktord virulence (adhezini, toxind). Bylo zjiSténo, ze zadny
z téchto kmenil neni producentem bakteriocinti a u Zadného nebyla prokézéana ptitomnost
¢tyt faktorti virulence. Antibioticka rezistence byla prokdzana k 9 antimikrobidlnim
latkim. VySS§i mira rezistence byla zaznamenana u baktericidniho typu antibiotika.
Konkrétné tato antibiotika nalezi do skupiny betalaktamovych antibiotik, chinoloni a
aminoglykosidi. Betalaktamova antibiotika jsou historicky prvnim typem antibiotik a to je

nejspise divod, Ze bakterie Escherichia coli je vi€i nim rezistentni v nejvyssi mife.

Pro minimalizaci rizika infekce konzumenta zeleniny patogenni bakterii Escherichia coli je
nutné dbat na hygienu nejen osob, ale také surovin, prostfedi a nafadi pfi pfipravé potravin.
Dtlezité je koupenou zeleninu pofadné omyt pod proudem tekouci vody. Riziko nakazy se
minimalizuje zejména tepelnym oSetfenim surovin, a pokud neni mozné zeleninu
dostatecné zahtat, tak je dilezité zeleninu omyt, v ptipad€ naklicenych semen je nutno na

omyti obzvlast’ dbat.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ETEC Enterotoxigenni kmeny.

EPEC Enteropatogenni kmeny.

EIEC Enteroinvazivni kmeny.

EHEC Enterohemoragické kmeny.

PCR  Polymerazova fetézova reakce.

MPA  Masopeptonovy agar.
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