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Vyznam Escherichia coli a dalsich enterobakterii v
mikrobioté kojenctl

Souhrn
Enterobacteriaceae je Celed gramnegativnich bakterii, které se béiné vyskytuji v

lidském stfevé. | presto, Ze mohou zpUsobovat rUznda onemocnéni v pfipadé poruseni
rovnovahy tzv. dysbidzy mikrobiomu, hraji u kojenct dlleZitou roli v jejich zdravi a vyvoji. V
tomto obdobi je kolonizace bakterii pro vyvoj stfevni mikrobioty zdsadni. Jako komenzalni
bakterie se podileji na stimulaci imunitniho systému, produkci vitamin(, podpofe traveni a
potencionalni obrané proti patogenlim. Patogenni kmeny enterobakterii mohou zpUsobit
zavaznad onemocnéni, jejichz v¢asna diagnostika je zasadni pro snizeni morbidity a mortality.
Znalost charakteristik patogennich enterobakterii a faktort zpUsobujicich infekci je nezbytna
pro prevenci a jejich 1é¢bu.

V této prdcibyl zpracovan literarni prehled tykajici se vyznamu Escherichia colia dalSich
taxonU nalezicich k enterobakteriim v mikrobioté kojenct a byla provedena analyza kolekce
vybranych izoldtl enterobakterii. K testovani bylo pouzito 63 izolatl (52 enterobakterii a 11
enterokokl po findlni identifikaci), které byly izolovany ze stolice zdravych kojencl a byla u
nich znama predbéznd identita, morfologie, kultivaéni charakteristiky a zbarveni na TBX agaru,
ze kterého byly pGvodné izolovany. Uspé$né ovéfeni identifikace bylo zaznamenano u vétsiny
testovanych izolatl, za pouziti metody MALDI-TOF MS. Vysledky druhové identity nebyly ve
vSech pripadech spolehlivé a bylo by tedy vhodné k presnéjsi identifikaci zaradit i jiné metody.
U testovanych izoldtu, které zahrnovaly 11 druhd enterobakterii a 3 druhy enterokok(, byla
potvrzena fenotypova i genotypova variabilita, kdy k fenotypové charakterizaci izolatl byly
zarazeny metody zahrnujici: testovani hemolytické aktivity, B-glukoronidazové aktivity,
produkce indolu a peroxiddzy. Pozitivni reakce hemolytické aktivity byla zaznamendna pouze
u dvou kmen0 Enterococcus faecalis. Zlu¢-aeskulinovy agar se potvrdil jako vhodné médium k
narustu viech testovanych izolatl a stejné tak kataldazovy test mél velké mnozstvi pozitivnich
vysledkl. Za nejspolehlivéjsi test B-glukoroniddzové aktivity byl zarazen chromogenni TBX agar
a COLI test. Genotypova variabilita byla prokazana fingerprintovou metodou REP-PCR, navic
je diky metodé moiné z testovani vyradit do budoucna identické kopie pochazejici ze stejnych
darcd. U 32 kmenU byla testovana antimikrobialni aktivita (difuzni metodou) mezi kmeny
navzajem i se zafazenim probiotickych bifidobakterii a laktobacill, nepodafilo se zaznamenat
interakci naznacujici antimikrobidlni aktivitu. Ta byla zaznamendna pouze pfi pouziti kyseliny
3-hydroxypropionové (3-HP), kterd byla zarazena do testu pro zajimavost. Pro budouci vyzkum
je Zadouci rozsifit testovanou kolekci o vice kmend k testovanym druhlim a zaradit dalsi
metody testovani.

Klicova slova: Escherichia coli, Enterobacteriaceae, kojenec, mikrobiota, interakce,
bifidobakterie, laktobacily



The importance of Escherichia coli and other enterobacteria
in the microbiota of infants

Summary

Enterobacteriaceae is a family of gram-negative bacteria commonly found in the
human gut. Despite the fact that they can cause various diseases in case of an imbalance of
the so-called microbiome dysbiosis, they play an important role in the health and
development of infants. During this period, bacterial colonisation is essential for the
development of the gut microbiota. As commensal bacteria, they are involved in stimulating
the immune system, producing vitamins, supporting digestion, and potentially defending
against pathogens. Pathogenic strains of Enterobacteriaceae can cause serious diseases, early
diagnosis of which is essential to reduce morbidity and mortality. Knowledge of the
characteristics of pathogenic Enterobacteriaceae and the factors causing infection is essential
for prevention and treatment.

This thesis provides a literature review of the importance of Escherichia coli and other
taxa belonging to Enterobacteriaceae in the infant microbiota and analyzes a collection of
selected Enterobacteriaceae isolates. Sixty-three isolates (52 Enterobacteriaceae and 11
Enterococci after final identification) isolated from stool of healthy infants were used for
testing and their preliminary identity, culture morphology and staining on TBX agar from
which they were originally isolated were known. Successful verification of identification was
recorded for most of the isolates tested, using MALDI-TOF MS method. Species identity results
were not reliable in all cases, and therefore other methods should be included for more
accurate identification. Phenotypic and genotypic variability was confirmed in the isolates
tested, which included 11 Enterobacteriaceae species and 3 Enterococci species, where
phenotypic characterisationof the isolates included methods including: testing for haemolytic
activity, B-glucoronidase activity, indole production and peroxidase. Only two strains of
Enterococcus faecalis showed positive haemolytic activity. Bile-aesculinagar proved to be a
suitable medium for the growth of all the isolates tested, and the catalase test likewise
recorded a large number of positive results. Chromogenic TBX agar and COLI test were ranked
as the most reliable assay for B-glucoronidase activity. Genotypic variability was demonstrated
by the REP-PCR fingerprinting method; moreover, the method makes it possible to exclude
identical copies from the same donors in the future. Antimicrobial activity was tested for 32
strains (by diffusion method) between strains with each other and with the inclusion of
probiotic bifidobacteria and lactobacilli; no interaction indicating antimicrobial activity was
observed. This was only observed with 3-hydroxypropionic acid (3-HP), which was included in
the test for interest. For future research, it is desirable to expand the tested collection by
adding more strains to the tested species and to include additional methods.

Keywords: Escherichia coli, Enterobacteriaceae, an infant, microbiota, interaction,
bifidobacteria, lactobacilli
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1 Uvod

Strevni mikrobiom je zasadnim prostfedim pro zdravy vyvoj jedince. Od narozeni kazdého
Clovéka dochazi ke kolonizaci bakterii, jejichZ zastoupeni ve stfevnim mikrobiomu je zavislé na
rtznych faktorech, od zplUsobu porodu a typu stravy, aZ po uzivani antibiotik. Mikrobiom je u
kojence vyznamny nejen z hlediska zajisténi vyZivy v roli trdveni a vstfebdvani Zivin, ale také z
hlediska regulace imunitniho systému a obranyschopnosti organismu. Slozeni mikrobiomu
kazdého jedince je zcela individudlni a v zavislosti na zastoupeni zdravi prospésnych bakterii
ma schopnost potlacit rozvoj patogennich mikroorganism(. Tzv. dysbiéza neboli naruseni
rovnovahy stfevniho mikrobiomu, muze vést k fadé zdravotnich problém{ nejen u kojencu.

Escherichia coli je zastoupena ve stfevnim mikrobiomu od pocatecni bakteridlni
kolonizace. Dany taxon zahrnuje bézné komenzaly, ale i kmeny patogenni. Mimoto byly v
ramci taxonu E. coli izolovany probiotické kmeny. Napriklad E. coli Nissle 1917, ktery je
zndmym probiotikem a ma schopnost odoldvat patogennim enterobakteriim, vcéetné
patogenni E. coli.

Patogenni enterobakterie predstavuji pro kojence riziko zavaznych onemocnéni jako je
meningitida, infekce mocovych cest, sepse, prijmy apod. Zdravy vyvoj mikrobiomu kojence
Ize podporit predevsim kojenim. Materské mléko je pro kojence idealni stravou, jelikoz
obsahuje prebiotika, jejichz schopnost je stimulace rlstu prospésnych bakterii v mikrobiomu.
V ptipadé, Ze kojeni neni z néjakého dlivodu moZné, je do vyZivy kojence vhodné zaradit
probiotickou suplementaci.

Enterobakterie jsou duleZitou soucasti stfevni mikrobioty kojenci a zastoupenim
jednotlivych kmenu je ovlivnéno ndsledné zdravi jedince. Patogenni kmeny mohou zpUsobit
infekce, které je nutné vcas diagnostikovat a Iécit. Znalost vlastnosti enterobakterii a faktoru
rizika infekce je dulezita pro ochranu a zdravi kojenc.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Bakterie Escherichia coli je jednou z nejvice prozkoumanych bakterii.Jednd se o bézného
komenzala traviciho traktu Zivocichll a s tim je spojena i jeji funkce jakozto indikatora fekalniho
zneclisténi. E. colije zndma pro jeji pozitivni vliv a pouZiti jako probiotika (E. coli Nissle 1917),
ale na druhou stranu dany taxon zahrnuje celou fadu patogennich kmend. Podobné tomu je i
u dalSich zastupcl enterobakterii vyskytujicich se ve stfevni mikrobioté kojenc.

Hypotéza: Ocekavame znaCnou genotypovou a fenotypovou variabilitu napfic
testovanymi zastupci enterobakterii. Také predpokladame, Ze wvyskyt E. coli a dalSich
enterobakterii v mikrobioté kojence muize byt ovlivnén pritomnosti dalSich komenzall jako
jsou bifidobakterie a laktobacily, kdy se bude jednat o interakce na rodové a druhové Urovni.

Cilem této prace bylo zpracovat literarni prehled tykajici se vyznamu E. coli a dalSich
taxond ndlezicich k enterobakteriim v mikrobioté kojencd.

V praktické &asti provést analyzu kolekce izolatl enterobakterii ze stolice kojencd. Slo
predevsim o fenotypovou charakterizaci izoldtd a testovani jejich vzdjemné interakce a
interakce s ostatnimi prospésSnymi komenzaly. Soucasti charakterizace byly metody zahrnujici
MALDI-TOF MS, fingerprintové metody jako REP-PCR, testovani hemolytické aktivity, B-
glukoronidazové aktivity, produkce indolu, B-glukosidazové aktivity a peroxidazy.



3 Literarni reSerse
3.1.1 Definice a vyznam mikrobioty

Prvni mikroskopicka pozorovani byla provedena Antoniem van Leeuwenhoekem v 17.
stoleti, ktery zkoumal své fekalni a ordlni bakterie. Mezi témito druhy byly pozorovany
vyznamné rozdily (Mitsuoka, 2014). Dfive pouzivany pojem , mikrofléra” dnes jiz neoznacuje
mikrobidlni spoleéenstva spojend s c¢lovékem, ale vyuZivd se pouze pro oznaceni
mikroskopickych rostlin. Slovo ,flora“ je latinského plvodu a v prekladu znamend
kvét/kvétiny. Ve starsi védecké literature muize byt ,mikrofléra“ ¢asto zaménéna za termin
»,mikrobiom/mikrobiota“, jelikoZz se nazev v pribéhu let vyvijel a nebyl presné definovan
(Marchesi & Ravel, 2015). Prvni definice terminu ,,mikrobiom“ byla stanovena Whippsem a
jeho kolegy v roce 1988. Mikrobidlni spoledenstvo bylo definovano jako soubor
mikroorganism Zijici dohromady v jedné komunité v urcitém prostiedi. Lidsky mikrobiom
predstavuje vSechny mikroorganismy Zijici ve spojeni s lidskym télem. Je také popsan jako
genom viech mikroorganism{, které Ziji ve vSech obratlovcich i na nich. Stfevni mikrobiom je
slozen z genomu mikrobu Zijicich ve stifevé, véetné bakterii, archei, vir(i a hub. Mikrobiota
predstavuje zivé jednotky tvorici mikrobiom. Pojmy ,, mikro”, ,biom*“ a , biota“” jsou plivodem
ze starorectiny a v prekladu znamenaji: mikro = maly, biom= Zivot, biota = Zivé organismy
ekosystému nebo urcité oblasti (Berg et al., 2020). Ddle pojem ,mikrobiom“ byl popsan
Joshuaou Lederbergem v roce 2001 a predstavoval komunitu komenzalnich, symbiotickych a
patogennich mikroorganismQ, které jsou uloZeny v télesném prostoru nebo prostfedi. Tato
mikrobidlni komunita je sloZzena ze 100 bilionli mikrobidlnich bunék. Dle Ledeberga byl
mikrobiom popsan jako souhrn vsech mikrobidlnich i lidskych bunék ulozenych ve strevé
(Hanson & Weinstock, 2016). Termin ,,mikrobiom“ byva zaménovan za pojem ,, metagenom®,
ktery je ale definovan jako soubor genomu a genl od Zivych mikroorganismu (mikrobioty)
(Berg et al., 2020).

V trdvicim traktu je okolo 10'#/ml mikroorganismd tvofici stfevni mikrobiotu a jejich
hlavni funkce jsou: metabolické, ochranné, strukturalni a neurologické. Gastrointestindlni
trakt je schopen travit az okolo 85 % sacharidl, 66-95 % bilkovin a tuk(. V tlustém stievé se
zpracovava 10-30 % energie a zbytek je vyluovan stolici. Stfevni mikroby zajistuji enzymy pro
dalsi vyuziti sacharid(l a také jsou schopny fermentovat vldkninu, coZ zplsobuje uvolfiovani
plynd, mastnych kyselin s kratkym Fetézcem, organickych kyselin a alkohol@. Hlavni producenti
mastnych kyselin s kratkym fetézcem jsou druhy: Roseburia, Eubacterium, Faecalibacterium a
Clostridium. Ochrannd funkce traviciho traktu je dulezitd z hlediska imunitniho systému,
strukturalni, kdy zajistuje rovnovahu, nepropustnost stfev a pevnost stfevniho epitelu. Pomoci
enterického nervového systému je stfevo spojeno s mozkem a zajistuje tak neurologickou
funkci, kdy miliony neuron(l ze stfev spolec¢né s centralni nervovou soustavou (CNS) aktivuji
duleZité neurotransmitery (Adak & Khan, 2018).
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3.1.2 Vyvoj a sloZeni stfrevni mikrobioty kojence

Stfevni mikrobiota je velmi dllezitd pro zdravy vyvoj kojence a celkoveé ovliviiuje zdravi
jedince po cely Zivot (Yang et al., 2021). Existuji studie, které uvadi, Ze Zivotni styl a zemépisna
poloha souvisi se stravovacimi navyky a kulturou a ovliviuje slozeni mikrobiomu. Rozdil byva
predevsim u déti Zijicich na venkové a v méstské aglomeraci (De Fillippo et. al., 2010). Vyvoj
stfevniho mikrobiomu zacina jiz pfi narozeni jedince a béhem prvnich tfi let Zivota dochazi k
nejvyznamnéjSim zménam vyvoje. V prUbéhu téhotenstvi dochazi ke zménam strevni
mikrobioty matky, aby bylo plodu k dispozici co nejlepsi prostfedi pro vyvoj (Browne et al.,
2022). Prenos bakterialnich druhl z matky na dité poskytuje kojenci tzv. startovaci sadu
bakterii, které jsou duleZité pro zdravy rlst a ochranu proti chorobam. Pfenos bakterialnich
druhd v ptipadé cisarského fezu nebo pri podani antibiotik je spojeny s vyskytem vétsiho
mnozstvi patogenl (Enterococcus, Klebsiella) a imunitnich poruch u déti. Podani antibiotik
také zpomaluje vyvoj mikrobioty v prvnim roce Zivota (Browne et al., 2022). ZpUsob porodu je
pro nasledny vyvoj stfevni mikrobioty kojence vyznamny. Déti kojené materskym mlékem maji
mikrobiotu sloZzenou z laktobacilli, bakterii rodu Staphylococcus a Bifidobacterium, oproti
kojenclim s umélou vyZivou, ktefi majijako hlavni stievni bakterie rodl Clostridium, Roseburia
a Anaerostipes (Ihekweazu & Versalovic, 2018).

Dominantni bakteridlni kmeny prenasené z matky na dité jsou Bacteroidetes a
Actinobacteria. Z kmene Actinobacteria maji vybrané druhy rodu Bifidobacterium (B. breve, B.
longum subsp. infantis, B. bifidum) schopnost metabolismu oligosacharidi lidského
materského mléka. Tyto oligosacharidy jsou jinak pro ¢lovéka nestravitelné. Nékteré druhy
kmene Bacteroidetes jako jsou: Ba. fragilis, Ba. dorei, Ba. vulgatus jsou také schopné
metabolizovat oligosacharidy matefského mléka.Sedm hlavnich druhl z kmene Bacteroidetes
je dominantni soucdsti stfevni mikrobioty dospélého clovéka (Ba. vulgatus, Ba.
thetaiotaomicron, Ba. dorei, Ba. uniformis, Ba. clarus, Ba. xylanisolvens, Ba. ovatus). Také
nékteré druhy kmene Firmicutes jsou dlleZitou soucasti mikrobioty dospélého clovéka, ale z
jedendcti prendsenych druhd z matky na dité pretrvava pouze Streptococcus thermophilus a
Veillonella parvula. Sporulace ve stfevni mikrobioté v ramci Firmicutes podporuje prenos
anaerobnich bakterii. Z matky na dité je prendSena pouze jedna sporulujici bakterie
Clostridium innocuum. Ve srovnani s dospélymi jedinci je mnoZstvi sporotvornych slozek u
ditéte v raném véku velmi malé. Jednim z divodl malého vyskytu spor mohou byt Zlu¢ové
kyseliny, kterych je také malé mnozstvi. Ukolem Zlu¢ovych kyselin je kli¢eni bakterilnich spor
a nasledna kolonizace vegetativnich bunék. Kolonizace byva rozvinuta s ukoncenim kojeni, kdy
dochazi k poklesu bakterii metabolizujici oligosacharidy materského mléka (Browne et al.,
2022). Nicméné, jiné studie naznacuji, Ze zastoupeni endospory tvoricich bakterii u kojence
mUZe byt, co se tyCe mnoZstvi taxonu, velmi variabilni a druhové sloZeni se v priibéhu prvnich
dvou let Zivota méni. Ingribelli et al. (2023) detekovali 21 taxonU rodu Eubacteriales patticich
do celedi Clostridiaceae, Lachnospiraceae, Oscillospiraceae a Peptostreptococcaceae.
Metodika byla optimalizovdna pro detekci a izolaci endospory tvoficich anaerobu v kojenecké
stolici, kdy bylo od jednoho kojence v mési¢nich intervalech odebrdano 24 vzork( stolice.
Identifikace byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, sekvenovani genu
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16S rRNA a biochemickych testd. Nejcastéji identifikovanymi druhy byly Clostridium
perfringens, Cl. paraputrificum, Cl. tertium, Cl. symbiosum, Cl. butyricum a Cl. ramosum. Dale
byly také kultivovany méné Casto detekovatelné stfevni taxony, jako je Flavonifractor plautii,
Intestinibacter bartletti, Eisenbergiella tayi a Eubacterium tenue. Byla zde potvrzena
fenotypovd variabilita z hlediska enzymatické aktivity, fermentacnich profild a produkce
butyratu (Ingribelli et al., 2023).

Vyvoj stievni mikrobioty v raném Zivoté je rozdélen do tfi fazi. Prvni ¢asné stadium trva
od 6-12 mésicu a je dulezité pro imunologicky a fyziologicky vyvoj. Druhé prechodné stadium
je spojené s ukonéenim kojeni, zavedenim pevné stravy, kdy dochdzi k poklesu bakterii
Bifidobacterium (Obr. 1.). Treti je stadium zrani, kdy se sloZeni mikrobioty zacind podobat
dospélému Elovéku a nejvice zastoupené kmeny jsou Bacteroidetes a Firmicutes. Bakterie jsou
prenasené z matky na dité z nékolika mist (Obr. 2). Nejdllezitéjsi je stfrevo matky, odkud
pochazi kmeny Bacteroidetes a Actinobacteria a vétSina téchto druh( pretrvava do dospélosti.
Bakterie prenesené z klize matky jsou prechodné a dlouhodobé nepretrvavaji. Z Ustni dutiny
je nejdulezitéjsi Veillonella parvula, kterd zpracovava laktat produkovany druhy z rodi
Streptococcus nebo Lactobacillus, a zaroven produkuje propionat a acetat. Hlavni zasobarnou
laktobacilli je vaginalni prostredi, tyto druhy ale po ukonéeni novorozeneckého obdobi klesaji.
Z materského mléka jsou prenaseny rody Bifidobacterium (B. longum, B. bifidum a B.
pseudocatenulatum), Propionibacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Staphylococcus a
Escherichia (Browne et al., 2022).

P N 1tril - Bacteroides, Eubacterium,
o0 A Peptococcaceae -
E 6 10bil |- \\ — -
TR Bifidobacterium T~ _
A 100 ' \ ’//
mil. |- '
i M ‘ /\ // g
K S ’! / Escherichia coli, Streptococcus
IT 1mil |- |
E O / Lactobacillus
r LI 10 tis. |- f
i c 1 / Clostridium perfringens
E 100 '
Narozeni Obdobi odstavu Dospélost Starsi vék

Obrazek 1: Druh a zastoupeni bakterii na gram stolice v pribéhu vyvoje ¢lovéka (Mitsuoka,
1973, upraveno).

12



KOJENECKA STREVNI MIKROBIOTA

Matersky
inalni
mikrobiom

Obrazek 2: ZpUsoby prenosu bakterii z matky na dité (Mady et al., 2023, upraveno).

Vyskyt Actinomyces naeslundii a gramnegativnich anaerobnich bakterii v Ustni dutiné
matky muze zpUsobit drivéjsi porod a nizsSi porodni hmotnost ditéte, naopak pritomnost
laktobacilCi byva spojena s porodem v terminu a vys$si porodni hmotnosti. DualeZitou roli hraje
také zdravotni stav matky napriklad vyskyt alergickych onemocnéni. U matky, ktera je
alergickd se v materském mléce objevuje méné bifidobakterii a poté také jejich nizsi mnozstvi
ve stolici kojenct (Thum et al., 2012). Na slozeni stfevniho mikrobiomu kojence mlze mit vliv
i index télesné hmotnosti matky (BMI). U kojenci matek s nadvdhou se mohou vyskytovat
vyssi koncentrace bakterii Bacteroides a Staphylococcus, oproti tomu u kojencli matek s
hodnotou BMI v normé se muzZe vyskytovat vyssi pocet bifidobakterii. Tato tvrzeni vsak
vyZaduji dalsi zkoumani, aby mohla byt potvrzena (Collado et al., 2010).

Materské mléko je pro kojence dileZité nejen z hlediska potravy, poskytnuti potfebnych
Zivin a antimikrobialnich slozek — imunoglobuliny, cytokiny, lysozym a laktoferin, ale je také
pfirozenym zdrojem oligosacharidll, které slouzi jako prebiotikum (Thum et al., 2012).
Prebiotikum je definovano jako nestravitelnd slozka potravy, ktera priznivé ovliviiuje hostitele
stimulovanim rlstu nebo aktivity bakterii v tlustém stfevé, a tim zlepsSuje zdravi hostitele
(Davani-Davari et al., 2019). Oligosacharidy materského mléka (HMO) je podporovan imunitni
systém kojence, zajistovana ochrana pred patogennimi bakteriemi a zvySovana glukdzova
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homeostaza. Navic je jimi podporovan wvyvoj mikrobiomu ditéte s prevazujicim mnoZstvi
bifidobakterii, které jsou ptritomné v tlustém strevé kojenc (Thum et al., 2012). HMO jsou
sloZzeny z péti monosacharidovych jednotek glukdzy, galaktdzy, N-acetylglukosaminu, fukézy
a N-acetylneuraminové kyseliny. Vazané v glykosidickych vazbach tvofi vice nez 100 strukturné
odliSnych HMO. Celkové mnozstvi a slozeni HMO se u jednotlivych Zen lisi a v dlsledku toho
ma kazdé dité odlisSny soubor téchto oligosacharidd (McGuire et al., 2017). Pfenos strevni
mikrobioty z matky na dité materskym mlékem je zndazornén na obrazku 3. Principem pfenosu
jsou gramnegativni organismy (Bacteroides) aktivujici stfevni dendritické buriky (DB), jejichz
schopnost je vyvolat stfevni sliznici k reakci sekrecniho IgA (Mady et al., 2023). Pfenos bakterii
je také zplsoben kontaktem klize na klzi. Tyto bakterie jsou pfechodné a nepretrvdvaji. Pri
sani mléka béhem kojeni dochazi k prenosu bakterie V. parvula, ktera je v raném véku hojné
zastoupena. Ptiodsavani a predéasném odstaveni kojenct muZe dojit k snizeni mikrobialniho
prenosu (Browne et al., 2022).

STREVNI MIKROBIOTA

- ¢ Mirodiota -
Q 2 kide prau matky f‘

K -
7 N\
Entero-mamirni driha Epitel mlécné Zlazy .
* = “ 1
) Lymfaticky/
Dendriticke krevni obéh ® - ; - / 2
Mezenterické . DB = '__. iy
lymfatické uzliny ® [ Mikrobiota

«mENOND DM

buky -DB
i z prsu matky
Prsni Zlaza
~ 7
Materiské stievo
L ) Kojenecké strevo

- =

Obrazek 3: Schéma prenosu stfevni mikrobioty matky do materského mléka (Mady et al.,
2023, upraveno).

3.2 Celed Enterobacteriaceae

Celed  Enterobacteriaceae  patii k nejvyznamnéjsim  bakteridlnim  eledim.
K nejdllezitéjsim zastupclm se fadi Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Shigella spp.,
Yersinia pestis a Salmonella typhi, které se rfadi k vyznamnym bakteridlnim patogenlim
Clovéka. Enterobacteriaceae jsou charakterizovany jako gramnegativni tyCinky, pohyblivé,
s biciky. Netvori spory a jejich velikost je 1-5 um. Jsou fakultativné anaerobni a rostou na
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klasickych laboratornich médiich s peptony nebo masovymi vytazky s optimalni teplotou mezi
22-37 °C. Jsou biochemicky aktivni a schopné fermentovat D-glukdézu a jiné cukry. Byvaji
kataldza pozitivni a oxiddza negativni, redukuji dusi¢nany na dusitany a maji v DNA 39-59 %
(G+C) guanin-plus-cytosin (Farmer et al., 2010).

3.2.1 Taxonomie enterobakterii

Nazev Enterobacteriaceae byl poprvé navrien Rahnem vroce 1937. Tvori velkou
skupinu geneticky a biochemicky pFibuzny bakterii. Radi se do kmene Proteobacteria, tfidy
Gamaproteobacteria a rddu Enterobacteriales, do kterého jsou zatazeny celkem tfi celedi.
(Baylis et al., 2011). Celed Morganellaceae, Yersiniaceae a Enterobacteriaceae (hlavni rod
Enterobacter), do které bylo do roku 2021 zahrnuto 112 druhl, dfive oznacované jako
»skupina tlustého stfeva a tyfu” pochazejici z reckého slova ,,entero” (stfevo) (Janda & Abbott,
2021). Do poloviny minulého stoleti byla bakterialni klasifikace zaloZzena na fenotypu a
pozorovani. Poté byla zavedena hybridizace a dalSi genetické metody (Bayliset al.,2011). V 70.
letech 20. stoleti byly definovany drfive nerozpoznané taxony stfevnich bakterii vyuzitim
polyfazového pristupu. Zakladni princip tohoto pfristupu byl zaloZzen na spojeni 50-200
morfologickych, kulturnich a biochemickych znakd s genetickymi studiemi DNA hybridizace a
procentudlniho obsahu G+C. V dlsledku téchto metod byla pozménéna klasifikace napf.
Morganella (Proteus) morganii (Janda & Abbott, 2021).

Po roce 1980 byla zavedena moderni bakteridlni nomenklatura a taxonomie
schvalenim seznamU bakteridlnich ndzva v Casopise International Journal of Systematic
Bacteriology. Pavodni seznam obsahoval 2 366 prokaryotickych nazv(, z nichz 2 213 bylo na
urovni rodu, druhu a poddruhu. V 90. letech 20. stoleti bylo sekvenovani genu 16S rRNA
zadsadni pro bakteridlni systematiku. Tato metoda byla rychld, ale neméla dobrou rozliSovaci
schopnost na drovni druhu u Celedi Enterobacteriaceae, zplsobenou povahou ribozomalniho
genu. Nasledné byly zavedeny molekuldrni techniky napf. hmotnostni spektrometrie (MALDI-
TOF), multilokusovd sekvencni analyza (MLSA), primeérnd nukleotidova identita (ANI),
procentudlni obsah konzervovanych proteini (POCP) a celogenomové sekvenovani (WGS).
Vyznamny ndrust druhd u celedi Enterobacteriaceae byl po roce 2005 (Janda & Abbott, 2021).

Usporadany systém pojmenovani novych taxonu, véetné Celedi Enterobacteriaceae je
fizen Mezindrodnim koédem nomenklatury prokaryot (ICNP — International Code of
Nomenclature of Prokaryotes). Zdkladem kategorického klasifikacniho systému je poradi rodu
a druhl. Toto usporadani je podstatné pro regulaci védeckych nazvii mezindrodné
uzndvanymi pravidly. ICNP zahrnuje pojmenovani rodu a druhu a také pozadavky na
zverejnéni a validaci taxonu, oficidlni formu registrace jména pomoci centralizovaného
systému. Pravidlo 27 ICNP zafazuje novy taxon do ¢asopisu International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology (IISEM) nebo do jiné publikace s naslednym zvefejnénim na
valida¢nim seznamu v IJSEM. Témér polovina taxonU zapsanych do jinych publikaci nez IJSEM,
neni validovana, coZ nasledné tvori problém ve védecké a lékarské literatufe. Napr. rod
Atlantibacter, ktery byl vytvofen v roce 2016 a jeho cilem bylo preklasifikovat dva druhy:
Escherichia hermanii a Salmonella subterranean do nového rodu. Dlvody neschopnosti
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validaceale nejsou znamé. Ke zménam klasifikace mlze dochdzet rychle a mohou byt zaloZeny
na novych technologiich, analyze bakteridlnich populaci, analytickych a vypocetnich
metodach. V roce 2019 byl ICNP aktualizovan z pfedchozi verze z roku 2008 (Janda & Abbott,
2021).

Taxonomie bakterii se sklada ze tfi dlleZitych sloZzek — identifikace, nomenklatury a
klasifikace. Klasifikace zahrnuje usporadani geneticky podobnych organisml do pribuzné
evoluéni skupiny. Do roku 1985 byly pouze tfi stfevni skupiny uznavané jako gastrointestindlni
patogeny: Escherichia coli — Shigella, Salmonella spp. a Yersinia enterocolitica. V sou¢asnosti
je uzndvano vice nez 40 rlznych patotypli, z nichz vice nez 50 % patfi do celedi
Enterobacteriaceae (Janda & Abbott, 2021).

3.2.2 Vyznam enterobakterii u kojencti

Enterobakterie se u kojenct podili na traveni potravy, produkci vitamin( a podpore
vyvoje imunitniho systému. Podili se na metabolickych aktivitach a jsou schopny fermentovat
nékteré cukry. Obvykle se nachdzi v rovnovaze s ostatnimi bakteriemi stfevniho mikrobiomu,
pokud vsak dojde k jeho dysbidéze, miZe dochdzet k premnoZeni enterobakterii a zpUsobit
infekce. Vétsi zastoupeni patogennich kmen( Celedi Enterobacteriaceae mUze poté u kojencu
zpUsobit rozvoj onemocnéni (Hung et al., 2021).

Déti, a predevsim kojenci jsou vice citlivé na toxické produkty z prostfedi. V prvnich
mésicich Zivota neni lidsky organismus dostatecné vyvinut a ma nizsi schopnost detoxikace
kontaminantud z Zivotniho prostiedi. VyZiva kojenc(i je omezena na materské mléko, ovoce a
kojeneckou vyZivu. Dusledkem toho muazZe wvyskyt toxickych kontaminantl v téchto
potravinach vést k vy$Simu riziku nez u dospélych jedincll (Braun et al., 2021). Kojenecka
vyZiva a susené mléko byva zdrojem kontaminace a vznikem alimentarnich onemocnéni
zplsobené enterobakteriemi u kojencl. Tyto gramnegativni tyCinky produkujici
karbapenemdzu (enzymy produkované gramnegativnimi mikroorganismy, schopné
hydrolyzovat molekulu karbapenema) jsou vysoce rezistentni vici |ékiim. Bakterie patfici do
této skupiny jsou Escherichia spp. aKlebsiella spp. DalSim patogenem vyskytujici se v praskové
kojenecké vyzivé je bakterie Cronobacter spp. (Seesahai et al., 2021).

Gestacni vék je dalezitym faktorem pro vytvoreni stfevni mikrobioty kojence. Pfed¢asné
narozené déti mohou trpét imunitnimi, dychacimi a neurologickymi problémy, obtizné zvladat
rzna onemocnéni a obvykle byvaji krmeny uméle nebo parenteralné. Tito novorozenci
vykazuji opozdénou kolonizaci stfeva komenzalnimi anaerobnimi mikroby, jako jsou
Bifidobacterium spp. nebo Bacteroides spp. Oproti tomu vykazuji vyrazné vyssi hladiny celedi
Enterobacteriaceae, Enterococcaceae a dalSich oportunnich patogennich mikroorganismu.
Dominantni zastoupeni v prvni meésicich Zivota maji grampozitivni bakterie, jako jsou
Staphylococcus spp., Enterococcus spp. a klostridie. SloZeni stfevni mikrobioty predcasné
narozeného jedince mlzZe byt nachylné pro rozvoj nekrotizujici enterokolitidy nebo sepse.
Takto sloZzeny mikrobiom se od novorozencl narozenych v terminu lisi nejen slozenim, ale i
funkci. Mastné kyseliny s kratkym retézcem produkované strevni mikrobiotou byvaji
zastoupeny v nizSich koncentracich. Pozménény metabolismus lipidd je zplsoben
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obohacenim derivatl Zlucovych kyselin a na zakladé testd provedenych ve vzorcich moci byla
také zjiSténa vyssi hladina vitaminu D a E (Hill et al., 2017).

3.3 Rod Escherichia a Escherichia coli

Escherichia coli je povazovana za nejvice prozkoumany mikrobidlni organismus na svéteé.
Vliv na lidské zdravi se skldda z komenzalismu, projevu gastrointestindlnich onemocnéni a
extraintestinalnich patologii. PFitomnost této bakterie ve vykalech a jeji schopnost pretrvavat
v riznych prostiredich vedlo k jejimu pouziti jako fekdlni indikatorovy organismus pro kvalitu
vody. Ddle jako indikator pro antimikrobidlni rezistenci gramnegativnich bakterii. Kromé
funkce neskodného stfevniho komenzdlu je také hlavni pric¢inou lidskych onemocnéni
(Geurtsen et al., 2022). Kmeny ,Shigella“ jsou povaZzovany za poddruhy E. coli, ale ¢asto jsou
oznacovany pod svym samostatny rodovym jménem. Dlvody takto intenzivniho studovani E.
coli jsou predevsim: rychlé tempo rlstu v pritomnosti kysliku, jednoduchost z hlediska
genetické manipulace a snadna adaptace na zmény prostredi (Abram et al., 2021).

3.3.1 Escherichia spp.

Pivod nazvu bakterie Escherichia coli pochazi z oznaceni Bacterium coli commune.
Tento komenzal gastrointestindlniho traktu, izolovany z fekdlniho materidlu novorozencu a
ranych kojenct, byl identifikovdn v roce 1885 Theodorem Escherichem jako plvodce détského
prdjmu. Vroce 1895 byla tato bakterie oznacovana jako Bacterium coli a vroce 1919
prejmenovana na Escherichia coli. |dentifikace novych druhl rodu Escherichia byla provedena
pomoci biochemickych analyz a pozdéji pomoci rozvoje genotypovych a genomickych
diagnostickych prostiedkl. Napriklad pomoci vysledkd hybridizace DNA a analyzy sekvenovani
16S rRNA byla rekvalifikovdna Escherichia albertii (Friedmann, 2014). E. coli obsahuje
pohyblivé gramnegativni bacily z ¢eledi Enterobacteriaceae a rodu Escherichia. E. coli je
snadno dostupnd z klinickych vzorkd na obecnych nebo selektivnich mediich rostouci pti 37 °C
za aerobnich podminek. V gastrointestindlnim traktu je pfizpUsobena obtiznym podminkdm
jako je kyselost Zaludku a Zlu¢. Na zakladé prizplsobeni k témto podminkdam bylo vytvoreno
selektivni médium obsahujici Zlu¢ a krystalovou violet, nazyvané MacConkey agar (Nataro &
Kaper, 1998). Znaky, které odlisuji E. coliod ostatnich komenzal{ jsou: schopnost této bakterie
fermentovat glukdzu, laktdza, katalaza a indol pozitivni, oxidaza, ureaza a citrat negativni.
Podle metody DNA hybridizace vykazuji kmeny, které jsou povazovany za ¢leny E. coli > 70%
podobnost DNA sreferenénimi kmeny a podle sekvencni identity zalozené na nukleovych
kyselinach > 99% 16S rRNA nebo > 95% primérnou identitu nukleotid (Cobo-Simén et al.,
2022).

3.3.2 Escherichia hermanii

Escherichia hermanii je gramnegativni tyCinkovitda bakterie patfici do Cceledi
Enterobacteriaceae, ktera byla poprvé popsana v roce 1982. Od E. coli ji lze rozeznat diky
rdznym biochemickym vlastnostem: pozitivni reakce na kyandat draselny, fermentace celobidzy
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a produkce Zlutého pigmentu. Je povaZovana za patogenni, jelikoz muZe zplsobovat
bakteriémii, infekci mocovych cest a centrdlniho nervového systému (loannou, 2019). E.
hermanii byla izolovana zran, peritonealnich tekutin, krve, mozkomisniho moku,
novorozeneckého cefalohematomu a modi, aby byla potvrzena moina patogenita. Studie
provedené in vitro také dokazuji, Zze E. hermanii je rezistentni na penicilin, ampicilin a
karbenicilin (Kaewpoowat et al., 2013). Jak jiz bylo uvedeno vyse v kapitole 3.2.1 Taxonomie
enterobakterii, u E. hermanii byla navrzena reklasifikace v zavislosti na wvyvoji rodu
Atlantibacter. Escherichia hermanii by byla nové prejmenovana na Atlantibacter hermanii
(Janda & Abbott, 2021).

3.3.3 Pozitivni vliv E. coli u kojencl

Enterobacteriaceae, jako E. coli a nékteré druhy Enterobacter jsou jednim z prvnich
bakteridlnich kolonizatort ve stfevé kojence (10° KTJ/gram stolice kojenct). Schopnost E. coli
vyuzivat kyslik pomdaha vytvaret anaerobni prostiedi pro rust pfisnych anaerobnich bakterii a
podilet se na kolonizacni rezistenci (Arrieta et al., 2014).

E. coli vytvati mutualisticky nebo komenzalni vztah s lidskym hostitelem, podporuje
produkci vitaminu Ka vytvafi odolnost proti kolonizaci patogen(i produkci mikrocin(i a
kolicinG. Schopnosti kolicini je plsobit na bakterie produkujici antibakteridlni proteiny
(Gattupalli & Gattupalli, 2021). E. coli zahrnuje probiotické kmeny, které pfiznivé ovliviuji
hostitele a byly modifikovany tak, aby byla zlepSena jejich kolonizace, vylu¢ovani metabolitd,
protein a enzymuU. Probiotikum E. coli Nissle 1917 (EcN) se v humanni mediciné pouziva jako
mikrobidlni [éCivo, které mimo jiné vykazuje priznivé Gcinky pti akutnim prijmu u kojencl a
batolat. DalSimi probiotickymi kmeny jsou u kojencl |éCeny gastrointestinalni poruchy a
alergie (Splichalova et al., 2014). Kromé toho je E. coli schopna produkce kyseliny para-amino-
benzoové (PABA), ktera je substratem pro syntézu kyseliny listové, coz je zakladni Zivina
nezbytna pro syntézu proteinl a nukleovych kyselin, kterd je obecné potrebnd pro rlist mnoha
bakterii, véetné nékterych bifidobakterii a laktobacil( (Rossi et al., 2011).

3.3.4 Onemocnéni zplisobené E. coli u kojenci

E. coli patfi také zaroven k nejbéznéjsim lidskym patogenim (Garcia & Fox, 2021).
Bakteridlni patogenita je dle Pakbin et al. (2023) definovdna jako schopnost bakteridlnich
kmen( vyvolat infekci, uvolfiovat toxiny, produkovat virulenci a zpUsobovat onemocnéni az
umrtnost hostitele. Patogenni aktivita je charakteristicka pro vSechny bakteridlni patogeny.
Stupen virulence je méritkem patogenity bakterie a nachylnost k bakteriadlni infekci je poté
zavisla na tomto stupni a fyziologickych podminkach hostitele. Hostitelé mohou byt infikovani
vice neZ jednim patotypem E. coli. Z tohoto divodu by mélo byt pro charakterizaci vybrano
nékolik izolatl E. coli z konkrétni hostitelské tkané nebo biologického vzorku (Garcia & Fox,
2021). Podle mista infekce vzniklych onemocnéni lze rozdélit dvé skupiny: strevni (prajmy) a
extraintestinalni (infekce mocovych cest a septikémie). Stfevni skupina se dale déli na Sest
odliSnych patotypl: enteropatogenni E. coli (EPEC), enterohemoragickd E. coli (EHEC)
(produkujici toxin Shiga = hlavni virulenéni faktor), enterotoxigenni E. coli (ETEC),
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enteroinvazivni E. coli (EIEC), kterd napada epitel tlustého streva a zpUsobuje bacilarni uplavici,
enteroagregacni E. coli (EAEC) a difuzné adherentni E. coli, ktera byva spojena s Crohnovou
chorobou. Kextraintestinalnim druhlim je zafazena napf. uropatogenni E. coli (UPEC) nebo E.
coli spojenad s novorozeneckou meningitidou (Korf et al., 2019). Prvni zminky o détskych
prdjmovych onemocnénich zplsobenych E. coli byly popsany Adamem v roce 1933. Schéma
sérologické klasifikace, které se pouziva dodnes, bylo navrhnuto Kauffmanem v roce 1944.
Podle tohoto schématu jsou bakterie E. coli sérotypizovany na zakladé povrchovych antigent
O, H a K. PrUjmové kmeny E. coli patfi mezi prvni patogeny, pro které byly vyvinuty
molekularné diagnostické metody. S rozvojem technologii sond na bazi nukleovych kyselin a
metod PCR (polymerdzova retézovd reakce) doslo k dalSimu pokroku rozliSeni mezi
prdjmovymi a nepatogennimi druhy (Nataro & Kaper, 1998). Dalsi klasifikace E. coli byla
umoznéna stanovenim fylogenetické skupiny (A, B1, B2 a D), kde skupiny A a Bl jsou
stanoveny jako komenzalni kmeny a B2 a D predstavuji patogenni kmeny (Garcia & Fox, 2021).
Kazdy patotyp E. coli je charakteristicky pro své mechanismy patogenity a ma sv(j specificky
profil faktor( virulence. Dle Pakbin et al. (2021) jsou faktory virulence definovany jako
specifické molekuly (prfedevsim proteiny) produkované a uvolfiované bakteriemi, houbami,
prvoky a viry. Tyto faktory jsou kddovany specifickymi geny umisténymi na chromozomu nebo
genetickych elementech (plazmidy, transpozony) u bakteridlnich patogent. Obecné je lze
rozdélit do 6 hlavnich skupin: membranové proteiny, kapsle, sekre¢ni proteiny, proteiny vné;jsi
membrany, tvorba biofilmu a ziskavani Zeleza. Skupina membranovych proteinl je poté
sloZzena zfaktori adheze, invaze, kolonizace a povrchové virulence. Skupina sekrecnich
proteind je rozdélena do inhibitor( imunitni odpovédi, toxinl a transportnich skupin (Pakbin
et al., 2023).

K nakaze ¢lovéka muze dochazet konzumaci kontaminovanych potravin (nedostatecné
tepelné upravené maso, kontaminované cCerstvé potraviny — salatové listy), pitnou vodou
kontaminovanou ZivociSnym nebo lidskym odpadem nebo pfimym kontaktem na clovéka
v dusledku Spatné hygieny. EPEC, ETEC a EAEC jsou fazeny k hlavnim plvodcim détskych
prdjmu. Enteropatogenni a enterotoxigenni E. coli jsou také nejcastéji izolované bakterialni
enteropatogeny u déti mladsich 5 let v rozvojovych zemich (Clements et al., 2012).
Enterotoxigenni E. coli v tenkém stfevé ma schopnost kolonizovat stievni epitelidlni buriky
prostiednictvim koloniza¢nich faktor( a dochazi k proliferaci na povrchu stievniho epitelu, jak
je znazornéno na obrdzku 4. ETEC ma schopnost produkovat tepelné labilni nebo tepelné
stabilni enterotoxiny s toxickym ucinkem. Tepelné labilni enterotoxin je vysokomolekularni
molekula sloZzena z aktivni alfa podjednotky (katalyticka slozka) obklopend dalSimi péti
vazebnymi beta podjednotkami. Prenos toxinu do cytoplazmy je zpomalen z divodu
pritomnosti dvou fosfolipidovych membrdan, proto je zasadni sekrece proteind. Tepelné
stabilni enterotoxin je nizkomolekularni peptid skladajici se z 18 az 19 aminokyselinovych
zbytk(. Kolonizace ETEC je zasadni pro ucinek jeji toxicity. Po Uspésné kolonizaci dochazi
k ucinné aktivité enterotoxint, kterd je zodpovédna za sekreci vody a elektrolyt ve stfevnim
lumenu. Uvolnéni vody a elektrolyti do stfevniho lumenu je zpUsobeno zvySenim cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP). Projev infekce ETEC je charakterizovan akutnim vodnatym
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prijmem, jehoz disledkem je dehydratace a vycCerpdni. DalSimi priznaky jsou zvraceni,
Zaludecni kiecCe, bolest hlavy a v nékterych pfipadech i horecky (Zhang et al., 2022).
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Cestovatelé

Déti
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Prajem
Expozice
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7/ ETEC

Kolonizace
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Obrazek 4: Charakteristika infekce enterotoxigenni E. coli (Zhang et al., 2022, upraveno).

Enteroagregacni bakterie E. coli (EAEC) je povazovana za relativné novy potravinovy
patogen spojeny s akutnimi détskymi prijmy a rlistovou retardaci. Ke klinickym priznakiim je
zarazen vodnaty prdjem s krvi nebo hlenem. Patogeneze EAEC je spojena s adherenci ke
strevnimu epitelu prostfednictvim adherencnich agregacnich fimbrii, tvorbou biofilmu a
sekreci toxinl (Pakbin et al., 2021).

Mezi hlavni onemocnéni zplsobené E. coli se tadi: krvavy/vodnaty prijem,
hemolyticko-uremicky syndrom a kolitida. K extraintestindlnim onemocnénim je fazena
bakteriémie, sepse, meningitida a infekce mocovych cest (Geurtsen et al., 2022).

3.3.5 Meningitida

Zanét mozkovych blan neboli meningitida je infekéni onemocnéni centralniho
nervového systému, pri kterém dochazi k otoku mozku, uvolfiovani cytokini a chemokint
v reakci na bakterie a bakteridlni produkty a nejvice postihuje déti v novorozeneckém a
kojeneckém véku. Vyskyt tohoto onemocnéni je nejvyssi v rozvojovych zemich afrického
kontinentu. Rozvoj ockovani proti meningokok(im, Haemophilus influenzae a Streptococcus
pneumoniae, snizilo dmrtnost na toto onemocnéni (Liao et al., 2021).
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Nejzndméjsim patotypem zplsobujicim meningitidu je extraintestindlni patogenni E.
coli spojend s novorozeneckou meningitidou, kterda ma schopnost prezivat v krvi a napadat
mozkové blany novorozence a kojence. Jedna se o jednu z nejéastéjsich infekci novorozencu,
jejichz mortalita je 10-30 % (Wijetunge et al., 2015). Patogeny zpuUsobujici meningitidu maji
schopnost pronikat hematoencefalickou bariérou. Hematoencefalickd bariéra je strukturdlni
a funkéni bariéra, ktera je tvorena mozkovymi mikrovaskuldrnimi endotelidlnimi burikami,
astrocyty a pericyty. Jeji schopnost je regulace priichodu molekul dovnitf a ven z mozku, aby
bylo udrzeno nervové prostfedi a ochrana mozku pred mikroby a toxiny cirkulujicimi v krvi.
Prinikem E. coli ptes tuto bariéruje zpUsoben intrakranidlni zanét, kterym je vyvolana infekce.
Je zplsoben prostfednictvim transcelularniho mechanismu, ale neni zménéna propustnost
hematoencefalické bariéry (Kim, 2016).

Cronobacter sakazakii patfi k dalsSim plvodcdm dvou typl invazivnich
novorozeneckych onemocnéni: bakteriémie a meningitidy. Ve 40 % pripad( novorozenecké
nebo kojenecké meningitidy patfi k nej¢astéjsim ptriznakiim mozkové |éze zplisobené tvorbou
absces(. Hlavni rizikové faktory pro rozvoj Cb. sakazakii jsou predcasny porod, nizka porodni
hmotnost pod 2 500 g a konzumace praskové kojenecké vyzivy. Umrtnost byla hlddena u 40-
80 % pacientl onemocnénych bakteriémii, meningitidou a nekrotizujici enterokolitidou.
K zamezeni rozvoji Cb. sakazakii Janda & Abbott (2021) doporucuje nadhradu praskové
kojenecké vyZivy. Dale omezeni konzumace nékterych moucénych vyrobk(i, mouky, obilnych
jader, bylin, koreni, masa a dalSich, ze kterych mGze byt Cb. sakazakii ziskan. Jeho rozsahlé
rozsiteni v Zivotnim prostfedi je vysvétleno jeho odolnosti vici vysychani, suchym a kyselym
podminkam. Tepelnd odolnost od 60 °C do 4 °C umoziuje této bakterii prezit standardni
vyrobni procesy. V dusledku toho bylo WHO (Svétovou zdravotnickou organizaci) a FAO
(Organizaci pro vyzivu a zemédélstvi) vydano doporuceni pro pripravu praskové kojenecké
vyzivy horkou vodou o teploté > 70 °C, aby doslo k sniZzeni miry infekce (Blackwood & Hunter,
2016).

Ve vétsSiné studii bylo potvrzeno, Ze normalni pocet bilych krvinek u zdravych
predcasné narozenych nebo donosenych novorozencl je <10 bunék/mm3. Tyto hladiny zavisi
na véku, kdy nejvyssich hodnot je dosazeno béhem prvniho tydne. Novorozenci narozeni po
34. tydnu téhotenstvi, u nichz byla prokdzana bakterialni meningitida, maji vyssi pocet bilych
krvinek (pfes 400 bunék/mm3). Na rozdil od novorozencl narozenych pfed 34. tydnem, ktefi
maji niz8i pocet bilych krvinek (pod 110 bunék/mm3). Vyssi pocet bunék je spojen
s gramnegativni nebo grampozitivni meningitidou. Bakteridlni meningitida byva spojena
s pleocytézou mozkomisniho moku (zvysené mnoiZstvi bunék), virovd meningitida byva
lymfocytarni povahy. Normalni hladina glukézy u novorozencli se pohybuje mezi 70-80 %
sérové hladiny. Tato hladina klesa pfi bakteridalni meningitidé (Simonsen et al., 2014).

3.3.6 Infekce mocovych cest

Infekce mocovych cest jsou zpUsobeny velkym mnoZstvim patogend, z nichz
nejvyznamnéjsi je uropatogenni E. coli (UPEC). K méné castym se poté radi Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, Proteus spp., Pseudomas
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spp. a jiné. Pfiznaky této infekce mohou byt rizné a lze je rozdélit do tii kategorii. Jednou
z nich je akutni polynefritida, coZ je typ infekce ledvin, k jejiz priznaklm patfi bakteriurie
(pritomnost bakterii v moci) a pyurie (pfitomnost velkého mnoZstvi leukocytld v moci). Dalsi
z nich je akutni cystitida, ktera se projevuje ¢astym mocenim, dysurii (bolestivé moceni),
bolesti v podbfisku a zapdchajici moci. Treti kategorii, kterd vznikd ve vétsiné pripadd je
asymptomaticka bakteriurie, postihujici dolni mocové cesty. Mocova trubice je obvykle sama
schopna pusobit proti patogennim bakteriim. Sliznice a epitelidlni bunky jsou schopny udrzet
rovnovahu mezi mocovou trubici a bakteriemi. V pripadé silné patogenity bakterii nebo
vnéjsiho poskozeni jetato ochranna funkce narusena. Nejprve dochazi ke kolonizaci vyvolanou
uropatogenni E. coli, poté k jejimu narUstu v moci a interakci s obrannym systémem epitelu
mocového méchyre. Nasledné je vytvoren biofilm z divodu mnoZeni a hromadéni UPEC.
Biofilm je vyznamny pravé z hlediska kolonizace a vzniku infekce. Diky nasledné invazi a
replikaci dochazi k zvy$eni po¢tu aZ na 10° bakterii na buriku. Poté dochazi ke kolonizaci ledvin.
UPEC naruSuje tkdné hostitele uvoliovanim tfi typUd toxinG: hemolyzin, cytotoxicky
nekrotizujici faktor 1 a autotransportni toxiny (Zhou et al., 2023).

V novorozeneckém obdobi je infekce Castéjsi u pred¢asné narozenych déti. Béhem
prvnich 6 mésicl maji vétsi riziko infekce chlapci nez divky. Po prvnim roce Zivota jsou
nachylngjsi divky. V tomto véku je obtizné infekci rozeznat. K priznakim patfi horecka,
zachvaty, metabolickd aciddza, Spatné sani, prodlouzena Zloutenka, abnormalni pribyvani
nebo ubyvani hmotnosti, pachnouci moc a je zde vysoka pravdépodobnost bakteriémie. Slaby
proud moci nebo neustdlé pomocovani mlzZe naznacCovat poskozeni funkce mocového
méchyrfe nebo obstrukci v dolnich mocovych cestach. U déti do 3 let véku by pfi téchto
dlouhodobych pfiznacich méla byt provedena analyza moci. U kojencl lze odebrat moc
ptipojenim sterilniho vacku nebo suprapubickou aspiraci, ktera je spolehlivéjsi pro ziskani
Cistého vzorku. Suprapubickou aspiraci Ize pouzZit pouze u nevyprdzdnéného meéchyre pri
poloze ditéte v leze a vpichem jehly do maximalni hloubky 1-2 cm kolmo na bfisni sténu. P¥i
odbéru by vzorek moci mél byt uchovan ve sterilni nddobé bez pristupu vzduchu, protoze
pocet bakterii se kazdych 30 minut zdvojnasobi. Pokud vzorek nemuze byt béhem kratké doby
analyzovén, mUze byt zchlazen na teplotu 4 °C po dobu 4 hodin. K detekci bakteriurie a pyurie
by méla byt provedena mikroskopie. Pritomnost bakterii v moci mize byt maskovana
pritomnosti krystal(, vagindlnich bunék, urotelidlnich bunék, ¢ervenych nebo bilych krvinek.
K Ié¢bé infekce mocovych cest jsou pouZivany antibiotika, ktera jsou snadno aplikovateln3,
dosahuji vysoké koncentrace v moci, vykazuji minimalni nebo Zadnou toxicitu, nemaji vliv na
vaginalni mikrobiom a ucinné plsobi proti E. coli. U déti jsou nejcastéji pouzivany
cefalosporiny (Suprax, Omnicef, Cedax, Vantin, a dalsi) a fluorochinoliny (napfiklad Cipro,
nebo Neofloxin) (Leung et al.,, 2019). V pripadé neantibiotické prevence je pouzivana D-
mandza. Jedna se inertni monosacharid, ktery je metabolizovan a vylu¢ovdn modi, inhibici
pUsobici adheze bakterii k urotelu. Tento jednoduchy cukr je v metabolismu dllezity pro
glykosylaci bilkovin. D-mandza je schopna vazat a blokovat adheziny umisténé na Spicce
bakteridlnich fimbrii a je kompetitivnim inhibitorem proti adhezi bakterii k receptorim
urotelidlnich bunék. V dlisledku toho muUZe D-mandza zabrdnit adhezi uropatogenu
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zplsobujici infekci mocovych cest. Jeji schopnost vazat se na E. coli pomdaha zlepsit
dlouhotrvajici 1é¢bu. V metabolismu je dobfe snasena, ale nezddoucim u¢inkem mohou byt
prdjmy (Nunzio et al., 2021).

Na sniZeni rizika vzniku infekce se podili také kojeni, kdy vysoka hladinaimunoglobulinu
v materském mléce plsobi proti prilnuti bakterii ke stfevni sliznici a mo¢ovému epitelu. Bylo
také zjisténo, Ze oligosacharidy materského mléka mohou ochranit epitelidlni buriky

-----

E. coli (Kawalec & Zwolinska, 2022).

3.3.7 Enteropatogenni skupiny druhu E. coli

Enteropatogenni skupina E. coli (EPEC) byla souhrnné popsana Neter et al. (1995), kdy
byly sepsdany kmeny epidemiologicky souvisejici se vznikem kojeneckych prijma. Kmeny jsou
charakteristické neschopnosti produkovat Shiga toxin, ale produkujici cytotoxiny. Funkci EPEC
je pfilnuti ke stfevnimu epitelu, zni¢eni mikroklkl a polymerizace aktinu (Garcia & Fox, 2021).
K faktoriim virulence, kterymi je zplGsobena infekce EPEC, jsou zatazeny sekrecni proteiny —
vypusténi proteind, kterymi narusuji cytoskelet burnky; adheziny — fimbrie vyuZivajici
k ptichyceni ke stfevnim burikdm; kapsle — k vyhybani se imunitnimu systému a cytotoxiny —
zajistujici pfimé poskozeni stfevni buriky vedouci ke vzniku prijmu. Schopnost produkovat
cytotoxiny odlisuje EPEC od jinych patotypl E. coli. Schopnosti EPEC je pfimé poskozeni
stfevnich bunék, na rozdil od ETEC, kterymi jsou produkovany toxiny zpUsobujici sekreci
tekutin (Pakbin et al., 2021). EPEC lze identifikovat pomoci fluorescenéniho aktinového
barviciho testu, jehoZ principem je rozliSeni, zda bakterie mohou produkovat pfrislusné léze.
Na zakladé dilci klasifikace Ize rozdélit typické EPEC (tEPEC) a atypické EPEC (aEPEC). Typické
kmeny maji velky plazmid virulence (plazmid EPEC adherence faktor — pEAF) kédujici fimbrie,
zatimco aEPEC tento plazmid nemaji (Garcia & Fox, 2021).

3.3.8 Probioticky kmen E. coli

Kmen E. coli Nissle 1917 (EcN) je pouzivan jako aktivni slozka farmaceutického
pripravku Mutaflor (mikrobialni Iék licencovany pro pouZiti v humanni mediciné v evropskych
zemich). Je pouZivan od roku 1917 k |é¢bé rtznych onemocnéni a dysfunkci stievniho traktu.
Toto poutiti E. coli jako probiotického kmene bylo objeveno bakteriologem Alfredem Nisslem
v Némecku. Bylytestovany lidské stievni kmeny na rlstovou inhibi¢ni aktivitu proti Salmonella
spp., Shigella spp. a dalSim enteropatogentim. Na zdkladé téchto testl bylo zjisténo, Ze fekalni
izolaty E. coli pUsobi antagonisticky proti vySe zminénym patogenim. V roce 1917 byla
provedena izolace kmene EcN béhem prvni svétové valky ze stolice vojenského pfislusnika. U
tohoto vojaka se nerozvinul infekéni prljem i presto, Ze konzumoval enteropatogeny
kontaminovanou vodu. Dle Nisslea bylo potvrzeno tvrzeni, Ze ve stfevech prislusného vojaka
se nachazel silny antagonisticky aktivni kmen E. coli, ktery zabranil infekci. Na zakladé
provedeni laboratornich testll byl tento kmen zaveden jako soucast |ékarského pripravku.
Pred rozvojem poutZiti antibiotik se jeho poutziti vztahovalo na infekéni prajmy, pozdéji se 1écily
i neinfekéni poruchy a onemocnéni traviciho traktu (chronicka zacpa, zanétlivé onemocnéni
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stfev apod.). EcN je gramnegativni enterobakterie obsahujici lipopolysacharid jako strukturni
slozku své vnéjsi bunééné membrany. Molekuldrni struktura tohoto lipopolysacharidu je
sloZzena z velmi kratkych postrannich fetézcl polysacharidd, které jsou slozeny z jednoho
stavebniho bloku oligosacharid( typického pro antigen 06. Z tohoto divodu dochazi k
»,polohrubému” fenotypovému vzhledu kmene, pokud je péstovdn na pevnych Zivnych
médiich. Z hlediska metabolickych schopnosti je EcN typickym kmenem E. coli s vyjimkou
schopnosti metabolismu argininu. EcN je schopna produkce mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (octovd a mravenci kyselina) jako kone¢nych produktl, metabolismu sacharidd za
aerobnich i anaerobnich podminek (Sonnenborn & Schulze, 2009).

EcN byla testovdna pro své antimikrobidlni ucinky proti jinym mikroorganismim in
vitro i in vivo. In vitro byly antagonistické ucinky stanoveny kokultivaci s enteropatogennimi,
uropatogennimi a jinymi kmeny E. coli, i s jednotlivymi kmeny druh(: Proteus spp., Salmonella
spp., Shigella spp., Yersinia spp. a Candida spp. Testovani bylo provedeno bud v kapalnych
médiich, kde byl stanoven pocet Zivotaschopnych bakterii kazdého kmene po aerobnim rlstu
pfi 37 °C, nebo na pevnych médiich pomoci agarové difuzni metody, kde byla EcN vytvorena
inhibi¢ni zona proti testovanému kmeni. Kultivace EcN s E. coli produkujici Shiga toxin v
tekutych kulturach vedla ke snizeni hladin Shiga toxinu. Antagonisticky ucinek byl potvrzen iu
in vivo pusobenim EcN s dalSimi mikroorganismy (patogenni i nepatogenni E. coli, Salmonella
spp., Candida spp., Lactobacillus spp.). Inhibi¢ni ucinky byly pozorovany iu perordiniho podani
kmene EcN novorozenclim. Stolice novorozencl byla mikrobiologicky analyzovana, aby byla
potvrzena kolonizace. MnoZeni fakultativnich a obligdtnich patogenl ve stfevé déti bylo
vyznamné snizeno kolonizaci EcN. Testy provedenymi na novorozencich (donoSenych i
predcasné narozenych) byly potvrzeny vyssi hladiny imunoglobulini (IgA algM)v krevnim séru
a ve vzorkach stolice nékolik dni po zamérné kolonizaci stfeva EcN. Kolonizace je usnadnéna
schopnosti EcN produkovat a vylucovat celulézu (dllezité pro tvorbu biofilmu). Kmen EcN se
od ostatnich kmen( E. coli lisi schopnosti tvorit biofilmy pfi 37 °C, jiné kmeny pouze pfi
teplotach <30 °C. Dosazeni dlouhodobé stfevni kolonizace EcN je umoZnéno pouze za urcitych
podminek. U novorozencu, kdy byla podana peroralni davka 108 KTJ EcN po dobu prvnich 5
dnu Zivota, byl aplikovany kmen ziskdn ze vzork( stolice po dobu nékolika mésicu. U dospélych
jedinc(, kdy byl EcN podan peroralné po dobu 1 tydne, byl kmen ziskan ve vétsiné pripadu po
dobu 2 tydna. U zdravych dospélych jedinc( je obtizné dosahnout trvalého osidleni stfeva EcN
z dlivodu zabran tvorenych souc¢asnou mikrobiotou (Sonnenborn & Schulze, 2009).

Licencovany lék Mutaflor Ize ziskat ve formé tobolek obsahujici lyofilizovany prasek s
Zivotaschopnou EcN (2,5-25 x 10° KTJ/kapsle) nebo jako bakteridlni suspenzi (108 KTJ/ml).
Tobolky jsou uzpUsobeny tak, aby se bakterie EcN uvolfiovala nejdfive v terminalnim ileu
(konecny usek kycelniku tenkého stfeva Ustici do slepého stfeva). Jsou odolné proti Zaludecni
kyselosti, antimikrobialnimu plsobeni Zluci a trdvicim enzymdm v tenkém stfevé. Suspenze je
sloZzena z Zivotaschopné bakterie EcN v roztoku elektrolytu bez sacharidd a dusiku. Tato
suspenze byla vytvorena predevsim pro kojence a batolata (nebo pro dospélé s obtizemi pri
polykani) (Sonnenborn & Schulze, 2009).
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Dle randomizované, placebem kontrolované dvojité zaslepené klinické studie, do které
byly zatazeni kojenci a batolata pfi |é¢bé akutniho prdjmu, byla studovana ucinnost EcN.
Akutni prdjem by nemél trvat déle nez 3 po sobé jdouci dny. Do studie bylo zafazeno celkem
113 kojencl a batolat ve véku 2-46 mésicl, ktefi byli ndhodné rozdéleni do skupin s EcN
suspenzi (108 KTJ/ml) nebo do skupiny s placebem v ddvce zavislé na véku (kojenci 1 x 1 ml
suspenze/den, batolata 2 x 1 ml/den, déti starsi 3 let 3 x 1 ml/den). V obou |éCenych skupinach
byl prdjem zplsoben bakteridlnimi nebo virovymi infekcemi a také jinymi nespecifickymi
pricinami, které nebyly rozpoznany. Cile sniZzeni poctu stolic bylo dosazeno u 52/55 pacient(
ve skupiné s EcN a 39/58 pacientl ve skupiné s placebem. Studie probihala po dobu 2,5 dne
ve skupiné s EcN a 4,8 dne ve skupiné s placebem. Dle vysledk( bylo potvrzeno, Ze |écba EcN
zkratila primérnou dobu trvani prdjmu o 2,3 dne ve srovnani s placebem (Sonnenborn &
Schulze, 2009).

Méné znamym probiotickym pFipravkem E. coli je suspenze Symbioflor 2. Tento
probioticky produkt je vyroben spolec¢nosti SymbioPharm GmbH (Herborn, Némecko) a je
zarazen nejcastéji pro |écCbu gastrointestinalnich onemocnéni. Rozdilem oproti probiotiku
Mutaflor (kmen E. coli Nissle) je, Ze obsahuje Sest genotypl E. coli (1,5 - 4,5 x 107
Zivotaschopné bakterie/ ml). Jeho doporucena davka pro kojence je 1 ml denné stejné jako u
pripravku Mutaflor (Beimfohr, 2016).

Dalsim probiotickym zastupcem je kmen E. coli Colinfant (obsahuje E. coli criodesiccata
083:K24:H31), ktery je pouzivan u kojencl pfialergiich, nozokomialnich infekcich, prdjmech a
také zabranuje infekci patogenni E. coli (Gattupalli & Gattupalli, 2021).

3.4 Rod Enterobacter

Rod Enterobacter, patfici do celedi Enterobacteriaceae, zahrnuje gramnegativni
fakultativné anaerobni bacily 2 um dlouhé, pohyblivé pomoci bi¢ik(. Tento rod byl poprvé
popsan v roce 1960 a v poslednich 50 letech doslo ke zménam v taxonomii napt. Enterobacter
sakazakii byl prefazen do rodu Cronobacter. Tento rod je dostupny z pldy a vody a je
endofytni nebo fytopatogenni pro rtzné druhy rostlin a soucasné i oportunni patogen pro
Clovéka (Davin-Regli et al., 2019).

3.4.1 Enterobacter spp.

V soucasnosti Enterobacter spp. zahrnuje vyznamné zdstupce jako je: Enterobacter
aerogenes, Enb. amnigenus, Enb. arachidis, Enb. asburiae, Enb. carcinogenus, Enb. cloacae,
Enb. cowanii, Enb. dissolvans, Enb. gergoviae, Enb. helveticus, Enb. hormaechei, Enb. kobei,
Enb. ludwigii, Enb. mori, Enb. nimipressuralis, Enb. oryzae, Enb. pulveris, Enb. pyrinus, Enb.
radicincitans, Enb. soli, Enb. taylorae a Enb. turicensis. Osm z téchto druh( je zarazeno do
komplexni skupiny Enterobacter cloacae: Enb. cloacae, Enb. asburiae, Enb. hormaechei, Enb.
kobei, Enb. ludwigii, Enb. mori a Enb. nimipressuralis. Enb. cloacae je minimalné z 60 %
podobny ve svém genomu s ostatnimi Sesti ¢leny skupiny. Tato nomenklatura je zaloZena na
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sdileni predevsim genotypovych, ale také fenotypovych charakteristik (Davin-Regli et al.,
2019).

Z téchto vsech bakterii byly pouze nékteré druhy zatazeny k patogentim zplsobujicim
nemocnicni infekce. Enb. aerogenes, Enb. cloacae a Enb. hormaechei patfi k nej¢astéji
izolovanym druhlm u klinickych infekci. Patogenita téchto bakterii je zaloZena na vylucovani
enterotoxinl, alfa-hemolyzind a cytotoxind podobnych toxinlm Shiga. Enb. hormaechei byl
popsan vroce 1989 O'Harou et al. jako LDC (lysin dekarboxyldza) a Zelatindza negativni, ODC
(ornitin dekarboxyldza), ADH (arginin dekarboxyldza) a ureadza pozitivni, fermentujici
sachardzu, L-ramndzu, ale ne D-sorbitol ani melibidzu. Dle rozdéleni podle Hoffamanna byl
Enb. hormaechei roziazen do tfi poddruhli na zdkladé rozdilnych biochemickych
charakteristik. Enb. hormaechei subsp. oharae je schopen fermentovat pouze melibidzu; Enb.
hormaechei subsp. hormaechei je schopen fermentovat pouze dulcitol; a Enb. hormaechei
subsp. steigerwaltii je schopen fermentovat vSechny slouceniny kromé dulcitolu (Davin-Regli
et al., 2019).

Enb. amnigenus byl popsan lzardem et al. (1981) a jednd se o vzadcné izolovanou
bakterii, kterd byla prefazena do rodu Lelliottia. Jsou rozliSovany dvé skupiny tohoto kmene:
bioskupina 1 a 2. Tyto kmeny jsou charakteristické pozitivni reakci na ornitin dekarboxyldzu a
lysin dekarboxylazu, negativni reakci na ureazu a fermentaci na melibidzu. Kmen bioskupiny 1
vykazuje fermentaci na sachardzu a rafindzu, ale ne na D-sorbitol. Kmen bioskupiny 2 naopak
vykazuje fermentaci na D-sorbitol, ale ne na sachardzu a rafindzu (Davin-Regli et al., 2019).

Enb. cloacae je rozdélen na dva poddruhy. Enb. cloacae subsp. cloacae, ktery vykazuje
negativni reakci na aeskulinovy test a Enb. cloacae subsp. dissolvens, ktery vykazuje pozitivni
aeskulinovou reakci. Fermentuje D-sorbitol, sacharézu a melibidzu (Davin-Regli et al., 2019).

3.4.2 Vliv rodu Enterobacter u kojencl

Nékteré druhy rodu Enterobacter predstavuji u kojencl riziko v disledku konzumace
umeélé vyzZivy. Enterobacter sakazakii, ktery byl pfefazen do rodu Cronobacter je oportunni
patogen predstavujici vysoké riziko pro kojence a jedince s oslabenou imunitou, jehoz
pUvodcem je predevsim praskova kojeneckd vyziva (Prell & Koletzko, 2016). Bakterie rodu
Cronobacter jsou prizpUsobeny k preziti v kojenecké vyzivé, do které se mohou dostat rdznymi
cestami. Jednim ze zplGsobU kontaminace mUze byt pridani kontaminovanych ptisad po suseni
a baleni, ddle béhem manipulace nebo ze Spatné vycisténého nadobi. Vyznamné sniZeni poctu
bunék Cronobacter spp. bylo dosazeno plsobenim mikrovin v kojeneckych lahvich. Dale
pridanim kyseliny kaprylové ke kojenecké vyZivé byla zplsobena inhibice Cronobacter spp. pfi
nizkych teplotach. Dle Strydom et al. (2012) ma kyselina mlééna schopnost chelatace iontl
médi, coz ji umoznuje proniknout cytoplazmatickou membranou a stat se toxickou pro
bakterie. Plsobenim kyseliny mlé¢né (0,2 %) v kombinaci se siranem médnatym (50 pg/ml)
po dobu 6 hodin pfi teploté 21 °C dochdzi k uplné eliminaci Cronobacter spp. Organizaci pro
potraviny a zemédélstvi (FAO) a Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) jsou vydany
predpisy v rdmci Codex Alimentarius, kterymi jsou dany podminky a spravné vyrobni postupy
praskové kojenecké vyzZivy. V rdmci tohoto kodexu byla v roce 2008 vydana novelizace, aby
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hotové praskové produkty byly specidlné testovany na Cronobacter spp. (Strydom et al,,
2012).

3.4.3 Onemocnéni zpUsobené rodem Enterobacter u kojencl

Druhy, které jsou zarazeny do skupiny ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a
Enterobacter spp.) zpUsobuji nozokomialni infekce, zejména na jednotkdch intenzivni péce,
které postihuji predevsim novorozence, predc¢asné narozené déti, pacienty s diabetes mellitus
apod. Novorozenci jsou vystaveni vysokému riziku infekce z dlvodu nezralosti jejich
imunitniho systému (Davin-Regli et al., 2019). Dle Hernandez-Alonso et al. (2022) jsou
primarnim zdrojem kmen( Enterobacter inkubatory. Bylo provedeno testovani inkubator(
Vv rezimu ,,vypnuto” a ,,zapnuto” a odebrano 45 vzork(. V rezimu ,,vypnuto” byl Enterobacter
spp. nalezen u 5 z 19 vzorkl a v rezimu ,,zapnuto” byl nalezen u 20 z 26 vzork(.
Enb. cloacae je pritomen v normalnim lidském mikrobiomu a v souCasné dobé je casto
objevovdn pfi systematickém odbéru vzorkli novorozencl. Je spojovan s pooperacnimi
pripady, nozokomidlni sepsi, pneumonii, infekci mo€ovych cest a meningitidou (Davin-Regli et
al., 2019). Prendsen muze byt Spatnou hygienou nebo Spatnou dezinfekci z povrchl. Od roku
1990 se stal vyznamnym patogenem na novorozeneckych oddélenich po celém svété. Na JIP
jde predevsim o prenos z kontaminovanych intravendznich tekutin, roztok(i parenterdlni
vyzivy a lékarského vybaveni. Rozvojem gramnegativnich bacill ve stfevé je zplUsoben Utlum
slizni¢ni a systémové imunity vedouci k rozvoji sepse. Nejrozsifenéjsi gramnegativni bacily
izolované ze stifev novorozencl jsou K. pneumoniae a E. coli. Enterobacter spp. je zastoupen
pouze z Sestiny téchto gramnegativnich bacill. Nezralost imunitniho systému novorozence a
pouziti antimikrobidlnich latek (cefalosporiny) mohou byt pricinou infekce na JIP, jelikoz
podani cefalosporinG tfeti generace indukuje genetické varianty Enterobacter B-laktamazy,
coz zplsobuje nadprodukci enzymu a rozvoj rezistence (Girlich et al., 2021).

3.5 Dalsi druhy enterobakterii ve stfevni mikrobioté

Vétsina rodu v fadu Enterobacteriales je zatazena do Celedi Enterobacteriaceae, ¢imz je
tato Celed povazovdna za jednu z taxonomicky nejrozmanitéjsich bakterialnich celedi, které
jsou vsoucCasné dobé uznavany. Vramci této celedi je rozeznano nékolik odlisSnych
skupin/rodd. Mimo jiz zminény Enterobacter spp. a Escherichia spp. je do této Celedi zafazen
Citrobacter spp., Klebsiella spp., Kluyvera spp., Salmonella spp., Proteus spp., Shigella spp. a
jiné druhy patfici ke gramnegativnim enterobakteriim (Adeolu et al., 2016).

3.5.1 Klebsiella spp.

Kmeny rodu Klebsiella byly poprvé izolovdny na konci 19. stoleti a pojmenovany
Trevisanem roku 1885 na pocest némeckého mikrobiologa Edwina Klebse. Rod v soucasnosti
zahrnuje jak druhy patfici do komplexu druht Klebsiella pneumoniae (KpSC) tak dalsi druhy (K.
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oxytoca a jiné). Do roku 2022 bylo klasifikovano sedm fyloskupin patfici do komplexu druht K.
pneumoniae (KpSC): K. pneumoniae (Kpl), K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae
(Kp2), K. variicola subsp. variicola (Kp3), K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4),
K. variicola subsp. tropica (Kp5), K. quasivariicola (Kp6) a K. africana (Kp7) (Dong et al., 2022).

K nejznaméjsim zastupclm Klebsiella spp. je zarazena pravé K. pneumoniae. le
charakterizovdna jako gramnegativni tyCinkovita laktéza fermentujici bakterie nachazejici se
na povrchu sliznic. Jako oportunni patogen je spojena s jednou tretinou vSech infekci
zplsobenych gramnegativnimi organismy (zdpal plic, infekce mocovych cest, sepse,
meningitida a jiné). Ochranu pfed imunitnim systémem hostitele si zajistuje zevni vrstvou
(kapsli). Ddle je vybavena fimbriemi, kterymi je zprostiedkovdna adheze k hostitelskym
bukdm (Diab et al., 2024). Jsou rozliSovany fimbrie typu 1, které jsou vlaknité a jsou
uplatnovany v mocovych cestach a fimbrie typu 3, které maji tvar Sroubovice a jsou dulezité
pro vytvareni biofilmU{. Bylo potvrzeno, Ze infekce jsou zplsobeny dvéma patotypy Klebsiella
spp.: klasickym (cKp) a hypervirulentnim (hvKp). Oba patotypy jsou globalnimi patogeny, ale
hvKp je stale castéji objevovan a je schopen zpUsobit tézké infekce spojené s vysokou
mortalitou (Dong et al., 2022).

Druhym klinicky nejrozsitenéjsSim druhem po K. pneumoniae je K. oxytoca. Jde opét o
gramnegativni anaerobni tyCinkovitou enterobakterii, kterd byla v roce 1886 pojmenovana
Fluggem jako ,Bacillus oxytocus perniciosus.” Poté byla vroce 1923 prejmenovdna na
Aerobacter oxytocum a nasledné v roce 1956 na K. oxytoca. Je povaZzovdna za oportunni
patogen zplsobujici nozokomidlni infekce u novorozenct i dospélych. U zdravych jedincl byva
v zastoupeni 1,6 —9 % ve stolici, coz predstavuje nizsi miru kolonizace nez u K. pneumoniae. U
nemocnych nebo oslabenych jedincl je jeji zastoupeni vyssi, u kojenci a novorozencl na
jednotkach intenzivni péce je ve stolici zastoupena okolo 25 %. Klebsiella oxytoca zahrnuje
nejméné pét blizce pribuznych druhd, které byly drive klasifikovany jako jeden druh: Klebsiella
grimontii, Klebsiella huaxiensis, Klebsiella michiganensis, Klebsiella pasteurii a Klebsiella
spallanzanii (Yang et al., 2021).

3.5.2 Citrobacter spp.

Rod Citrobacter je charakterizovan fakultativné anaerobnimi pohyblivymi
gramnegativnimi bacily, které jsou oxidaza negativni, kataldza pozitivni, lysin dekarboxylaza
negativni a vyuzivaji citrat jako jediny zdroj uhliku. Mohou se vyskytovat jednotlivé nebo
v parech a jejich pohyblivost je zajisténa peritrichdznimi biciky (Chowdhry & Cohen, 2012).
Z lidskych klinickych vzorkd jsou nejcastéjiizolovany Citrobacter koseri, C. freundii, C. youngae,
C. braakii a C. amalonaticus. V Zivotnim prostiedi je lze nalézt ve vodé, pudé, potravinach a
jako kolonizatory gastrointestinalniho traktu. Jsou povazovany za plvodce infekci mocovych
cest, krevniho fecisté a centralniho nervového systému. U déti je C. koseri pricinou
meningitidy a mozkového abscesu, predevsim v novorozeneckém a kojeneckém obdobi
(Samonis et al., 2008). Hematologickd vySetfeni jsou prevenci pro rozvoj meningitidy.
V pripadé infekce vykazuji kojenci vysoké procento hemokultur (Chowdhry & Cohen, 2012).
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3.5.3 Ostatni druhy enterobakterii

K dalSim zastupcim enterobakterii je zafazena Kluyvera spp., Salmonella spp., Proteus
spp. a Shigella spp. Kluyvera spp. je rod charakteristicky malymi tyCinkovitymi bakteriemi,
odpovidajici obecné definici Enterobacteriaceae. Rod je slozen z 5 hlavnich druhtd: K.
ascorbata, Kl. cryocrescens, Kl. georgiana, Kl. intermedia a Kl. sichuanensis (Yu et al., 2023).
Salmonella spp. je povazovana za hlavni patogen lidia zvitat. U kojenct je vyznamnym druhem
Salmonella enterica, ktera je pGvodce infekci z praskové kojenecké vyZivy (Angulo et al, 2008).
Proteus spp. je vyznacovan fenylalanindeaminazovou aktivitou a mezi jeho dva vyznamné
druhy se fadi Proteus mirabilis a P. vulgaris. Tyto druhy byly poprvé popsany v roce 1885 a na
zdkladé jejich schopnosti zkapalfovat Zelatinu rozdéleny. P. vulgaris je schopen zkapalfiovat
Zelatinu rychle a P. mirabilis pomaleji. Pozdéji byly tyto druhy rozliSovdny na zakladé jejich
biochemickych vlastnosti. P. vulgaris je charakterizovdn fermentaci glukdzy, sachardzy a
maltézy. P. mirabilis je schopen fermentovat glukdzu, pomalu i sachardzu, ale ne maltdzu
(O’Hara et al., 2000). Oba druhy jsou schopné produkovat sirovodik a mnozit se na
neinhibi¢nim agarovém médiu. P. mirabilis je pozitivni na ornitin a negativni na produkci
indolu. P. vulgaris je negativni na ornitin a pozitivni na indol. P. mirabilis je povazovan za
tfetiho nejcastéjsiho plvodce infekce mocovych cest v détském véku po bakteriich E. coli a
Klebsiella spp. Enzym uredza, ktery je produkovan P. mirabilis a jeho pribuznymi bakteriemi je
schopen rozklddat mocovinu na amoniak. Tato reakce zvySuje pH moci, amoniak reaguje
s horcikem a fosfatem a je vytvoreno prostiedi pro rlst bakterii zplsobujici naslednou infekci
(Barson & Antonara, 2018).

Genotypové a fenotypové pribuzny rod od E. coli je rod Shigella. Tento rod je povaZzovan
za invazivni bakteridlni patogeny, které predstavuji fakultativné anaerobni nesporotvorné
tyCinkovité nepohyblivé a gramnegativni bakterie. Od E. coli je 1ze odlisit niZsi aktivitou ve
vyuZiti sacharidd, neschopnosti fermentovat laktézu, nepohyblivosti a negativni reakcina lysin
dekarboxylazu. Jsou povaZovany za nejstarsi specifické patogeny a v roce 1888 byly izolovany
ze vzork( stolice odebrané od pacientl s akutni Uplavici. V roce 1898 byly Kiyoshi Shigem
identifikovany jako hlavni pavodci lidské Uplavice. Pozdéji bylo pomoci genetickych metod
identifikovano a klasifikovdno vice neZz 46 sérotypl této bakterie. Na zakladé rozdilt
v biochemickych reakcich a O antigenu lipopolysacharidu byly identifikovany ¢tyri druhové
podskupiny (Shigella dysenteriae, S. flexneri, S. boydii a S. sonnei). Shigeldza je nakailivé
infekéni onemocnéni zpUsobené rGznymi druhy Shigelly konzumaci kontaminovanych
potravin avody. Vyskyt této nemoci mize byt u vSech vékovych kategorii, ale nejvice postihuje
déti mladsi 5 let. K pfenosu této bakterie z ¢lovéka na ¢lovéka muze dochdazet i fekdlné-oralni
cestou pri epidemiich prendsenych potravinami a vodou. Klinické pfriznaky se mohou lisit od
mirného prijmu zplsobeného S. sonnei az po uplavici (bolestiva krvava stolice s primési slizu)
zplsobenou S. dysenteriae. S. dysenteriae jsou zplUsobena zdvainéjsi a smrtelnéjsi
onemocnéni (Pakbin et al., 2023).

Mimo jiz zminénou celed Enterbacteriaceae jsou do radu Enterobacteriales zafazeny
dalSi dvé Celedi: Morganellaceae a Yersiniaceae. Do Celedi Morganellaceae je zatazen hlavni
typovy rod Morganella. Tyto bakterie jsou oxiddza negativni, arginin dekarboxyldza negativni
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a indol pozitivni. Do Celedi Yersiniaceae je zatazen hlavni typovy rod Yersinia, ale vyznamnym
zastupcem je také Serratia spp. Tyto bakterie jsou pohyblivé, kataldza pozitivni a neschopné
produkovat sirovodik (Adeolu et al., 2016).

3.6 Dalsi druhy souvisejici s praci

3.6.1 Enterococcus spp.

Enterococcus spp. jsou zarazeny ke grampozitivnim bakteriim, které byvaji izolovany
z pldy a vody, také jsou pritomné ve fermentovanych vyrobcich, dale jako soucdst strevni
mikrobioty a plvodci onemocnéni. Termin ,entérocoque" byl poprvé pouzit Thiercelinemv
roce 1899, kterym byly popsany jako stfevni komenzalni bakterie majici schopnost stat se
patogennimi. Vzhledem k morfologickym a biochemickym vlastnostem byly enterokoky
povazovany za soucdst rodu Streptococcus a do poloviny 80. let 20. stoleti klasifikovany jako
streptokoky skupiny D. V roce 1970 byl navrien vlastni rod Enterococcus, aby takzvané
enterické streptokoky byly zatazeny do vlastniho rodu. Teprve v roce 1984 se formalni navrh
rodu Enterococcus stal jako radné uznany rod oddéleny od streptokoku v ,,Bergeyho prirucce
systematické bakteriologie.” Celed Enterococcaceae byla poprvé navriena Ludwigem et al.
(2009) na zakladé podobnosti genu 16S rRNA a plvodné zahrnovala Enterococcus
spp., Vagococcus spp., Tetragenococcus spp. a Melissococcus spp. Enterokoky jsou
definovany jako bakterie netvorici spory, které existuji jednotlivé nebo jako pary, retézce nebo
skupiny. Jsou to chemoorganotrofni fakultativni anaeroby s homofermentativnim
metabolismem, kyselinou mléénou jako prevladajicim kone¢nym produktem fermentace
sacharidd. Vétsina enterokokll je negativni na oxidazu a kataldzu, tolerantni k soli, rezistentni
k Zluci, vykazuje hydrolyzu na aeskulin a jsou schopny rlst v pritomnosti azidu
sodného (Garcia-Solache & Rice, 2019).

3.7 Interakce enterobakterii s komenzaly stfrevni mikrobioty kojence
s probiotickym potencialem

Probiotické latky jsou ¢asto pouzivany pro sniZzeni po¢tu antimikrobidlnich rezistentnich
bakterii, prostfednictvim zmén v mikrobioté a sekrece antimikrobialnich protein(. Jsou
zatazeny do vyZivy jako perordlni doplnky pro kojence k potlaéeni potencionalnich stfevnich
patogennich enterobakterii, kdy vyznamny pozitivni vliv vykazuji predevsim probiotické smési
(Hung et al., 2021). Probiotika jsou definovana jako Zivé mikroorganismy, které pokud jsou
podavany v adekvatnim mnozstvi, vykazuji pfiznivy vliv na lidské zdravi. Dle definice WHO
nejsou endogenni bakterie stfevniho traktu povaZovdny za probiotika, pokud nejsou
izolovany, kultivovany a nasledné podany hostiteli (nejcastéji peroralné) (Kleerebezem et al.,
2010). U dospélych lze patogenni enterobakterie pouze snizit, ale ne zcela odstranit, na rozdil
od kojencl. K hlavnim probiotickym funkcim je zarazen pravé antagonismus s oportunnimi
patogeny, zlepSeni traveni, podpora zrdni imunitniho systému v ranych fazich Zivota,
zachovani imunitni homeostazy v prabéhu Zivota, produkce vitaminQ a dalSich prospésnych
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latek. Mezi nejbéinéjsi probiotika jsou zarazeny Bifidobacterium spp. a Lactobacillus spp.
(Hung et al., 2021).

3.7.1 Bifidobakterie

Jak jiz bylo zminéno v kapitole €. 3.1.2 Vyvoj a slozeni mikrobioty kojence, HMO jsou
povazovany za prebiotické slouceniny (latky podporujici rlst komenzalnich bakterii), diky
schopnosti aktivni stimulace rUstu stfevnich mikrobioty kojence. Nékdy je ucinek HMO
oznacovan jako , bifidogenni“, protoze specificky podporuji rist bifidobakterii, ale pouze
nékterych taxond. HMO jako zdroj uhliku vyuzivaji Bifidobacterium longum subsp. infantis a
Castecné nékteré dalsi bifidobakterie spojené s mikrobiotou kojence (B. breve, B. bifidum).
Vyznamné prispivaji k metabolismu kojence prostfednictvim degradace glykant. B. longum
subsp. infantis, plivodné izolovany z kojeného ditéte, obsahuje geny, kterymi jsou kédovany
enzymy podilejici se na degradaci (fukosidaza, sialiddza, B-hexosaminidaza a B-galaktosidaza)
a internalizaci (extracelularni proteiny, permeazy) HMO. KdeZto B. adolescentis, vyskytujici se
v mikrobioté dospélych, nema schopnost vyuzivat zakladni struktury HMO. Bifidobakterie se
ve velkém mnoZstvi vyskytuji v tlustém stfevé, oproti tomu v dutiné Ustni jsou v niZSich
koncentracich. Poprvé byly izolovany z vykalll kojeného ditéte v roce 1899, kdy je Tissier
klasifikoval jako samostatny rod Bifidobacterium, patfici do kmene Actinobacteria. Do roku
2017 bylo do tohoto rodu zarazeno kolem 59 taxon(, z nichz nékteré z nich byly izolovany ze
vzork(l stolice lidského stfeva (Lugli et al., 2017), v soucasné dobé jich je pres 130
(bacterio.net).

Dle provedenych studii Milani et al. (2017) bylo potvrzeno, Ze bifidobakterie jsou
schopny kodovat exopolysacharidy spojené s bunéénym povrchem (EBP). Tyto
exopolysacharidy jsou sacharidové polymery slouzZici jako extraceluldrni vrstva k pokryti
povrchll grampozitivnich mikroorganism(. EBP mohou vykazovat dvé funkce: bakteridlni
(faktor virulence u konkrétnich onemocnéni) nebo s pozitivnim G¢inkem na lidské zdravi. EBP
syntetizované bifidobakteriemi jsou sloZzeny z monosacharidd (D-glukéza, D-galaktdza a L-
ramndza) a jsou oznacovany jako heteropolysacharidy. Bylo také prokazano, Ze EBP, které jsou
produkovany B. longum maji schopnost modulovat imunitni odpovéd, tim Ze tlumi
prozanétlivé reakce. Dalsi kli¢ovou interakci bifidobakterii s hostitelem jsou pili/fimbrie. U
rodu Bifidobacterium byly popsany dva ruzné typy: pili s tésnou adherenci a pili zavislé na
sortdze. Pilami s tésnou adherenci je zprostfedkovana kolonizace hostitele bifidobakteriemi.
Pilami zavislymi na sortdze je podporovana adheze bifidobakteridInich bunék k enterocytlim
prostfednictvim proteini extracelularni matrice a také interakce s imunitnim systémem.
Neonatdlni imunitni systém je nevyvinuty a podnéty vyvolané bifidobakterialnimi pili mohou
byt zdsadni pro dalSivyvoj imunity. Do interakce mezi bifidobakteriemi a hostitelem je zapojen
také inhibitor serinové protedzy (serpin). Bifidobakteridlni serpiny jsou pouzity jako inhibitory
neutrofild a pankreatickych elastaz. Geny, kterymi je kédovdn serpin u bifidobakterii jsou
pritomny pouze u B. breve, B. longum a B. dentium (Hidalgo-Cantabrana et al., 2014).

Dle Hung et al. (2021) bylo provedeno nékolik studii porovndvajici ucinky podani
Bifidobacterium spp. Do dvojité zaslepené, placebem kontrolované randomizované klinické

31


http://bacterio.net

studie bylo zarazeno 69 predcasné narozenych déti, kterym bylo suplementovano B. lactis, coz
vedlo ke snizeni poCtu Zivotaschopnych enterobakterii. Stejné tak tomu bylo u 21
novorozencl, u kterych byly provedeny operace vrozenych srdecnich vad a bylo jim podano
B. breve.V dalsi randomizované studii s 300 zdravymi novorozenci byl prijem B. longum subsp.
longum spojen s vy$sim poctem bifidobakterii oproti enterobakteriim, obdobné tomu bylo u
podani B. longum subsp. infantis. PfedCasné narozené déti jsou vice nachylné ke stfevnim
infekcim a je proto Zadouci zatadit probiotické dopliiky k moZnému potlaceni patogenni
kolonizace stfeva enterobakteriemi. U kojenci je tento pozitivni vysledek vysvétlen
jednoduchym mikrobiomem, mensim zasazenim do chronickych onemocnéni a predchozi
antimikrobialni expozici (Hung et al., 2021).

Hlavni prebiotika pouzivana v kojenecké vyzivé jsou GOS (galakto-oligosacharidy), FOS
(frukto-oligosacharidy) a polydextréza. Pfidavek GOS nebo smési GOS/FOS ma pozitivni vliv na
mnozstvi bifidobakterii. Také bylo potvrzeno, Ze samotny GOS zvySuje hladinu laktobacilt
(Roberfroid et al., 2010). V poslednich letech je stdle vice do détskych kojeneckych vyZiv
pridavana 2-FL (2-fukosyllaktdza). Dalsi studii bylo prokdzano jeji vyuziti kojeneckymi
bifidobakteriemi jako jsou B. longum subsp. infantis, B. kashiwanohense a B. breve. 2-FL je
oligosacharid nachazejici se v materském mléce a je duleZity z hlediska vyvoje strevni
mikrobioty kojenct. B. longum a B. kashiwanohense jsou schopny metabolizovat 2-
fukosyllaktézu a L-fukdzu. Metabolismus téchto latek vede k produkci kyseliny mlééné a
dalSich organickych kyselin, které jsou dulezité pro zdravi stfev (BuneSova et al., 2016).

3.7.2 Laktobacily

Rod Lactobacillus pattici do kmene Firmicutes je kolonizovan v lidské stfevni mikrobioté
brzy po porodu. Jedna se o grampozitivni fakultativné anaerobni mikroorganismy s nizkym
obsahem G + C, neschopné tvofit spory. Produkce kyseliny mlé¢né jako hlavniho konecného
produktu je zplsobena v dusledku schopnosti laktobacild fermentace rafinovanych cukrd (na
rozdil od bifidobakterii, které jsou predevSim producenty mastnych kyselin s kratkym
fetézcem — SCFA). Ochrannd funkce kyseliny mlécné prispivad ke snizeni pH a je vytvoreno
nevyhovujici prostfedi pro patogenni bakterie (Vlasova et al., 2016). Dle fermentacnich
charakteristik jsou laktobacily rozdéleny do tfi skupin: obligdtné homofermentativni,
fakultativné heterofermentativni a obligdtné heterofermentativni (Kleerebezem et al., 2010).
Komeréni poutziti laktobacill v roli probiotik je rozsifené v dusledku primyslového kvaseni,
véetné fermentovanych vyrobkl (Vlasova et al., 2016).

Limosilaktobacillus (syn. Lactobacillus) reuteri je heterofermentativni bakterie
mlécného kvaseni pouZivana jako probiotikum nebo startovaci kultura v potravinach a jinych
vyrobcich.  Vpfitomnosti  glycerolu je L. reuteri schopen syntetizovat 3-
hydroxypropionaldehyd (3-HPA). 3- HPA je vyluCovan do prostifedi a vznika reuterin. Reuterin
je povazovan za antimikrobidlni Cinidlo ucinné proti grampozitivnim a gramnegativnim
bakteriim a pokud je k dispozici dostate¢né mnoizstvi glycerolu jako produktu lumindlni
mikrobidlni fermentace, mlzZe dojit prostfednictvim metabolismus L. reuteri k jeho aktivni
syntéze v tlustém strevé. In vitro byva reuterin syntetizovan za pH, teploty a anaerobnich
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podminek, podobnych tém, jaké ma gastrointestinalni trakt. K fyzikdIné-chemickym
vlastnostem reuterinu je zafazena jeho rozpustnost ve vodé a odolnost vUci proteolytickym a
lipolytickym enzymUm (Cleusix et al., 2007).

Dle Hung et al. (2021) byly opét provedeny studie na uc¢innost plsobeni laktobacill proti
enterobakteriim. Hospitalizovanym kojencim byl podan L. reuteri, kdy vysledkem byla nizsi
kolonizace prGjmové E. coli. U déti s velmi nizkou porodni hmotnosti vedla suplementace L.
reuteri po dobu jednoho tydne k nizSimu vyskytu enterobakterii a stafylokokd. Ne u vSech
studii je vSak tento pozitivni Ucinek potvrzen. Ve dvojité zaslepené randomizované kontrolni
studii, do které bylo zahrnuto 21 predc¢asné narozenych déti krmenych z lahve, byl podan
Lacticaseibacillus (syn. Lactobacillus) rhamnosus a nebylo prokdazano snizeni poctu
enterobakterii, zvySeny prirGstek hmotnosti ani zkrdacend doba hospitalizace oproti 26
kontrolnich kojencl (Hung et al., 2021). Oproti tomu byla vSak zavedena probioticka terapie v
téhotenstvi, kdy byl Zendm poddan L. rhamnosus a byla potvrzena jeho kolonizace v détském
stievé a zvysené mnozstvi bifidobakterii u porozenych déti (Gueimonde et al., 2006).

Vysledkem mnoha studii bylo potvrzeni, Ze pfedéasné narozené déti jsou vystaveny
vysokému riziku rozvoje stfevnich infekci v disledku imunitni nezralosti, antibiotické 1é¢by a
opozdéné mikrobialni kolonizaci. Perordlni probiotika slozena z bifidobakterii, laktobacilt
nebo Saccharomyces boulardii, nebo kombinaci rdznych bifidobakterii se Streptococcus
thermophilus, mUze dochazet ke sniZzeni rozvoje mnoha onemocnéni (Luoto et al., 2014).
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4 Metodika

Experimentdlni ¢ast diplomové prace se zabyva identifikaci a charakterizaci vybranych
kmen0 enterobakterii prostfednictvim rlznych fenotypovych a genotypovych metod. Jednd
se 0 metody jako MALDI-TOF MS, slouZici k ovéfeni identity testovanych kultur, dale pak
genotypovou fingerprintovou metodu REP-PCR. Z fenotypovych metod se jednd o testovani
hemolytické aktivity, B-glukoroniddzové aktivity, produkce indolu, B-glukosiddzové aktivity a
peroxidazy. Testovana byla také jejich interakce (antimikrobidlni aktivita) navzajem a s dalSimi
komenzaly. V ramci testovani antimikrobialni aktivity byla pouZita agarova difuzni metoda.

4.1 Material a metody

K testovani byla pouzita kolekce enterobakterii izolovanych z kojenct, kterou zajistila
Katedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, CZU v Praze. Kdispozici bylo 63 izolatli (52
enterobakterii a 11 enterokokl), které byly izolovany ze stolice kojencli bez zjevnych
zdravotnich obtizi a vSichni kojenci byli narozeni v fadném terminu. Vzorky pochdazeji z riznych
experimentl, odbéry a nasledné zpracovani vzork(i probéhlo podle metodiky schvalené
Etickou komisi CZU s referenénim &islem 06/2022. Viechny izolaty byly pdvodné izolované ze
stolice kojencli pomoci TBX agaru. PfestoZze Enterococcus spp. nepatii mezi enterobakterie,
tak jsou casto spolecné detekovdny na uvedeném médiu, tudiZ jsou soucdsti kolekce.
K jednotlivym kmenlm byly pridéleny kédy pro jednodussi zapsani vysledkd. Prehled
testovanych izolatd s pridélenymi kody je uveden v tabulce 1, bakterie rodu Enterococcus,
ptipadné Enterobacter spp., ktery byl po testovani identifikovdn jako Enterococcus spp. jsou
zde modre zvyraznény.

Antimikrobialni aktivita vybranych probiotickych kmend vici enterobakteriim byla
testovana pouze u 32 kmen0 z prezentovanych 63 a v tabulce 1 jsou vyznaceny tuc¢né.
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Tabulka 1: Seznam testovanych izolatd izolovanych z kojenct

PUOVODNI
KOD| OzZNACENi | MALDI-TOF MS (ptvodni izolat) | skére
KMENE
1| B23 | TBX69/2 |Acinetobacter ursingii ND
2| X7 TBX 2/5 | Citrobacter amalonauticus 2,25
3| x21 TBX9/5 | Citrobacter braakii 2,25
4| B66 | TBX 80/2 | Citrobacter braakii ND
5| X12 TBX5/6 | Citrobacter freundii 2,23
6| X26 | TBXOK3 | Citrobacter freundii ND
7| X29 | TBXOK3 | Citrobacter freundii ND
8| B21 | TBX69/2 | Citrobacter freundii ND
9| B65 | TBX 80/3 | Citrobacter freundii ND
10| X14 TBX 6/7 | Cronobacter sp. 1,84
11| B68 | TBX 83/3 | Enterobacter asubriae ND
12| B1 TBX 9/3a | Enterobacter cloacae ND
13| B5 | TBX10/4a |Enterobacter cloacae ND
14
15
16| B69 | TBX83/3 | Enterobacter kobei ND
17| B64 | TBX 68/4 | Enterobacter xiangfangensis ND

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27| X3 TBX 1/4 | Escherichia coli 2,22
28| X4 TBX 1/4 | Escherichia coli 2,41
29| X5 TBX 2/6 | Escherichia coli 2,41
30| X6 TBX 2/5 Escherichia coli 2,35
31| X8 TBX 2/4 | Escherichia coli 2,32
32| X10 TBX 3/6 | Escherichia coli 2,09
33| X11 TBX 4/6 | Escherichia coli 2,28
34| X13 TBX 6/8 | Escherichia coli 2,26
35| X16 | TBX6/7 | Escherichia coli 2,35
36| X20 TBX 8/5 | Escherichia coli 2,36
37| X23 | TBX 23 (10) | Escherichia coli ND
38| X24 | TBX 26 (11) | Escherichia coli ND
39| X27 TBX OK3 | Escherichia coli ND
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40| B11 | TBX44/4 |Escherichia coli ND
41| B12 | TBX51/4 |Escherichia coli ND
42| B14 | TBX51/4 |Escherichia coli ND
43| B15 | TBX52/3 | Escherichia coli ND
44| B27 | TBX70/2 |Escherichia coli ND
45| B28 | TBX70/2 |Escherichia coli ND
46| B34 | TBX71/4 |Escherichia coli ND
47| B35 | TBX72/2 |Escherichia coli ND
48| B45 | TBX76/4 |Escherichia coli ND
49| B46 | TBX76/4 |Escherichia coli ND
50| B49 TBX 79 Escherichia coli ND
51| B50 TBX 79 Escherichia coli ND
52| X18 TBX 7/3  |Klebsiella oxytoca 2,24
53| X25 | TBXOK3 |Klebsiella oxytoca ND
54| B59 | TBX16/4 |Klebsiella oxytoca ND
55| B67 | TBX83/4 |Klebsiella oxytoca ND
56| B7 TBX 44/2 | Klebsiella pneumoniae ND
57| B32 | TBX71/2 |Klebsiella pneumoniae ND
58| B70 | TBX86/2 |Klebsiella pneumoniae ND
59| X19 TBX 8/4 | Klebsiella variicola 2,19
60| X22 TBX 9/5 | Klebsiella variicola 2,21
61| B38| TBX73/3 |Morganella morganii ND
62| X15 TBX 6/7 | Phytobacter ursingii 1,98
63| B22 | TBX69/2 |Serratia marcescens ND

Vysvétlivky k tabulce 1:
ND = nejsou data

4.1.1 Priprava bakterialnich kultur

V ramci této prace byly provedeny rlzné testy a podle toho byla volena média. Nicméné
pri prvotni kontrole identity a Cistoty plivodnich zamrazenych kultur ve sbirce byl pouzit WSP
bujon, coz je Wilkins-Chalgren bujén (33 g/I) doplnény o séjovy pepton (5 g/l), cystein (0,5 g/I,
vSe Oxoid) a Tween 80 (1 ml/I, Sigma Aldrich).

Po smichani a rozpusténi prislusnych ingredienci pomoci zahtivani, byl bujén naddvkovan
do zkumavek, které byly nejprve zahtivany a poté probubldany smési plynQ, tak aby bylo
vytvofeno anaerobni prostfedi. Zkumavky byly sterilovdny v autokldvu (Tuttnauer 2840EL,
Schoeller) na program tekutiny a poté vychlazeny na pokojovou teplotu. Enterobakterie byly
preockovany pomoci injekénich strikacek (0,3 ml kultury do 9 ml bujénu) do téchto zkumavek
s WSP bujénem a byly kultivovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

Pro dalsi testovani se poté pouzivala kultura narostld na takto modifikovaném Wilkins-
Chalgren agaru, zde je davka agaru (43 g/l), davkovani ostatnich ingredienci je stejné. Nebo
byly pouZity kolonie z krevniho agaru (popsano nize).
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Obecné byly agary pfipravovany ndasledujicim postupem. Do pripravenych nadepsanych
banék byla nalita destilovana voda. Poté bylo do kaZdé navazeno pfrislusné mnozstvi média,
zakryto alobalem a lehce promichano. Banky byly vloZzeny do Papinova hrnce s vodou a
sterilovany po dobu 60 minut, ¢emuZ predchdzelo natlakovani hrnce a poté zchlazeni. Po
uplynuti ¢asu byla vypusténa zbyvajici para a az poté byly banky vyndany z hrnce. Banky s
médii se nechaly vytemperovat pfiblizné hodinu pti 55 °C ve vodni |azni. Malé Petriho misky
byly nadepsany kody bakterii (X1, X2, ...). MnoZstvi agaruurcené na jednu malou Petriho misku
je 5 ml, tudiz pred pripravou média bylo spocitdno mnozstvi agaru odpovidajici poétu kmend,
se kterymi bylo planovano pracovat. Zkontrolovana kultura narostld ve WSP bujonu byla
inokulaéni klickou aplikovana a rozetfena na jiz ztuhly agar a nasledné kultivovana pti teploté
37 °C po dobu 24 hodin za aerobnich podminek. Druhy den byly naockované misky vyndany
z termostatu a pouzity k dalSim testlim a ukontm.

4.1.2 Kontrola Cistoty popis morfologie

Pomoci fazového kontrastniho mikroskopu (Nikon Eclipse E 200LED MV RS, Japonsko)
pti zvétSeni 400x byla zkontrolovdna cistota a morfologie jednotlivych kultur. Kapka kultury
z kultivovaného bujonu byla prfenesena pomoci injekéni stfikacky na podlozni sklicko
a zakryta krycim sklickem. Poté byl proveden popis morfologie a kontrola Cistoty.

4.1.3 Ovéreniidentity testovanych kultur pomoci MALDI-TOF MS

Pripravené mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml byly nadepsany kédy kmend.
Stal byl olihovan 70% etanolem a byl zapnut kahan. Z ¢erstvé narostlych kultur ve WSP bujénu,
které byly 24 h v 37 °C v termostatu, byl odebran asepticky 1 ml kultury pomoci injekéni
stfikacky do mikrozkumavky Eppendorf. Pri identifikaci metodou MALDI-TOF MS bylo
postupovdno dle instrukci vyrobce (Bruker Daltonik GmbH, Némecko). Pfenesena kultura byla
stoCena na centrifuze po dobu 2 min pfi otackdch 14 550/min. Poté byl slit supernatant do
predem pripravené kadinky. Automatickou pipetou bylo odebrano 500 pl 70% etanolu a
resuspendovano s peletou, ktera zbyla na dné v Eppendorf mikrozkumavce. Ndsledné byly
zkumavky opét vlioZzeny do centrifugy a sto¢eny za predchozich podminek, etanol byl slit. Poté
se zbyvajici etanol nechal za pokojové teploty po dobu 10 minut vytékat. Nasledné bylo
pridano 15 ul 70% kyseliny mravenci (Honeywell FlukaTM, USA) a 15 pl acetonitrilu (Sigma-
Aldrich) a pomoci automatické pipety zhomogenizovano. Eppendorf mikrozkumavky byly opét
vlozeny do centrifugy a stoCeny za predchozich podminek. Do MALDI tabulky byly
zaznamenany kody bakterii. Pomoci automatické pipety byl odebrdn 1 pl supernatantu ve
dvou kopiich a nanesen na MALDI desticku dle pripraveného seznamu. Po zaschnuti byl na
kazdy spot pipetovan 1 pl matrixu. Desticka se nechala zaschnout. Vzorky byly poté pfipraveny
na samotné méreni pomoci pristroje MALDI-TOF MS a vyhodnoceni Bruker Biotyper
softwarem.

Vyhodnoceni vysledk( bylo provedeno na zakladé podobnosti zndmych a nezndmych
spekter a Udaju zaznamenanych v MALDI databdzi. Vysledkem bylo skére od 0-3 (nulovd az
dokonala podobnost). Skére se rozdéluje do tfi interval(l podle identifikace na Urovni druhu
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s vysokou mirou jistoty (oznacena zelenou barvou) v rozmezi hodnot 2,00-3,00; na Urovni rodu
s nizkou mirou jistoty (oznacend Zlutou barvou) v rozmezi hodnot 1,7-1,99 a v pfipadé, Ze
nelze provést identifikaci (oznacend cervenou barvou) je rozmezi hodnot 0,00-1,69.

4.1.3.1 Detekce enzymu B-glukoronidazy na chromogennim TBX agaru

TBX médium je zalozeno na tryptonovém Zlucovém agaru (CM0595). Tryptonovy Zlucovy
agar byl pavodné vytvoren tak, aby zlepsSil drivéjsSi metody pouzivané k detekci E. coli v
potravinach, z hlediska rychlosti, spolehlivosti, lepsi regeneraci ze zmrazenych vzorkd a
detekci Spatnych fermentor( laktdézy (Anderson & Baird-Parker, 1975).

TBX médium, kterému je pfidano chromogenni Cinidlo X-glukuronidu detekuje aktivitu
glukuronidazy. Jedna se o stejny enzym detekovany reagentem MUG7 a ukdzalo se, Ze je
vysoce specificky pro E. coli. Pfiblizné 3-4 % E. coli jsou vSak glukuroniddza negativni,
predevsim kmeny E. coli 01579 (Ratnam et al., 1988).

Vétsina kmenu E. coli muze byt odliSena od jinych koliformnich bakterii pritomnosti
enzymu glukuroniddzy. Chromogen v médiu TBX je 5-brom-4-chlor-3-indolyl-beta-D-
glukuronid (X-glukuronid) a je cilen timto enzymem. Buriky E. coli jsou schopny absorbovat
tento komplex neporuseny a intracelularni glukuronidaza $tépi vazbu mezi chromoforem a
glukuronidem. Uvolnény chromofor je zbarven a hromadi se v bunkdach, coz zplsobuje, ze
kolonie E. coli jsou zbarveny modre/zelené (Ratnam et al., 1988).

4.1.4 Hemolyticka aktivita

Pro testovani hemolytické aktivity byl pfipraven Columbia krevni agar, ktery je sloZzen
z 23 g proteazového peptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu, 5 g chloridu sodného, 1 g kukufi¢ného
Skrobu a 15,6 g agaru (vSe Oxoid), ke kterému bylo priddano 20 ml defibrinované ovci krve
(Oxoid). Utelem pouziti kukuFicného 3krobu je absorbce toxickych vedlejSich produktd
obsazenych ve vzorku a zdroj energie pro organismy obsahujici alfa amylazy. Ke zjisténi
hemolytickych reakci byla pouZita ovci krev, doddvajici faktor X (hem) — pro rlst patogennich
kmen(. Krevni agar byl opét aplikovan (5 ml) na malé Petriho misky a po ztuhnuti byl
inokulovan testovanou kulturou. Pomoci inokulaéni kli¢ky byla odebrana kolonie z WSP agaru
rozetiena po krevnim agaru (Columbia agar, Oxoid). Kultury se nechaly kultivovat pfi 37 °C 24
hodin za aerobnich podminek. Druhy den byl proveden odecet a sledovana zména zbarveni
(hemolytickd aktivita), v pfipadé pozitivni reakce doslo krozkladu erytrocytl, v pripadé
negativni reakce nedoslo k zadnym zménam. Typickd morfologie kolonii izolovanych druhi je
uvedena v tabulce 2 (Becton Dickinson GmbH, 2013).
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Tabulka 2: Typickd morfologie kolonii ¢asto izolovanych druh(i na agaru Columbia Agar s 5%

ovei krvi

DRUH MORFOLOGIE

Streptokoky (jina nez Malé, Sedobilé, beta nebo alfa hemolyza.

skupina D)

Enterokoky (skupina D) Mala, ale vétsi nez streptokoky skupiny A, Sedavé barvy.
Alfa hemolyza.

Stafylokok Velké, bilé az sedé nebo smetanové az Zluté, s hemolyzou/
bez.

Corynebacteria Malé az velké, bilé aZ Sedé nebo Zluté, s hemolyzou/ bez.

Listeria monocytogenes Malé az stiedné velké, Sedavé, se slabou beta hemolyzou.

Enterobacteriaceae Stfedni azZ velké, sedé kolonie, s hemolyzou/ bez.

Candida spp. Malé, bilé.

4.1.5 Katalazovy test

Kataldzovy test je urcen pro rozliseni bakterii, které maji/nemaji pfitomny enzym
katalazu. Schopnosti kataldzy je rozklad peroxidu vodiku na kyslik a vodu. Na podlozni skli¢ko
byla aplikovana kapka 3% peroxidu vodiku a pomoci inokulacni klicky rozetfena narostla
kolonie z krevniho agaru a sledovala se vznikld reakce. V pripadé pozitivni reakce, tedy
pritomnosti enzymu kataldzy doslo k tvorbé bublinek 02 (rozkladu peroxidu vodiku na kyslik a
vodu). Pokud nedoslo k tvorbé bublinek, jednalo se o negativni reakci.

4.1.6 COLITEST

COLI test je urcen pro rychlou identifikaci kmenl E. coli, na zdkladé aktivity
B-glukuronidazy atvorby indolu. Je doporuéen Narodni referenéni laboratofi SZU-CEM (Statni
zdravotni Ustav — Laboratore Centra epidemiologie a mikrobiologie) pro Escherichia coli a
Shigella spp. Principem je vlozZeni prouzku z baleni COLItestu do suspenze testovaného kmene
ve fyziologickém roztoku a inkubace v termostatu. Substance z prouzku jsou uvolnény do
suspenze. Substrat pro detekci aktivity B-glukuroniddzy se nazyvd 4-methyl-umbelliferyl-p-D-
glukuronid. V pritomnosti B-glukoronidazy je hydrolyzovan a uvolfuje se 4-metylumbelliferon,
ktery zpUsobuje pod zdrojem UV zafeni modrou fluorescenci. Substrat pro reakci tvorby indolu
se nazyva L-tryptofan. Indol je detekovan reakci s p-dimetylaminobenzaldehydem a pozitivni
reakce se projevi cervenym zbarvenim. Optimalniskladovaci teplota pro skladovani COLItestu
je od 2-8 °C (Erba Lachema s.r.o., 2019).

Z Cisté kultury byla pripravena suspenze v 500 pl fyziologického roztoku. Automatickou
pipetou byl resuspendovan fyziologicky roztok s bakteridlni kulturou (narostlou na krevnim
agaru nebo WSP agaru), poté byl vlozen COLI papirek. Poufzili jsme hustou suspenzi (3. stupen
McFarlandovy zdkalové stupnice). Eppendorf mikrozkumavky s COLI papirkem byly vlozeny na
hodinu do termostatu (37 °C). Po uplynuti ¢asu byla nejdfive vyhodnocena aktivita PB-
glukuronidazy vtemné mistnosti za pouziti UV lampy o vinové délce cca 360 nm. Pozitivni
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reakce se projevila vznikem modré fluorescence. Pozitivni reakce testu tvorby indolu se
projevila po pridani 4-5 kapek cinidla, vznikem cerveného nebo ridzového zbarveni (Erba
Lachema s.r.0., 2019).

4.1.7 Zlué-aeskulinovy agar — narist kolonii a hydrolyza

Pro pripravu Zlué-aeskulinového agaru bylo pouzito 14 g bakteriofagového peptonu
(Oxoid), 15 g Zlu€ové soli (Sigma-Aldrich), 0,5 g citratu Zelezitého (Oxoid), 1 g aeskulinu (Oxoid)
a 15 g agaru (Oxoid). Hlavnim divodem poutziti Zlu¢-aeskulinového agaru je rozliSeni mezi
enterokoky/ streptokoky skupiny D a streptokoky bez skupiny D. Enterokoky/streptokoky
skupiny D hydrolyzuji aeskulin za vzniku aesculetinu a dextrézy. Aesculetin je v médiu spojen
s citrdtem Zelezitym za vzniku tmavé hnédého nebo cerného komplexu, ktery zndzornuje
pozitivni reakci. Zlu€ové soli inhibuji grampozitivni bakterie vyjma enterokok(/streptokok
skupiny D. Do Petriho misky bylo pomoci sklenéné pipety s baldnkem napipetovano 5 ml Zluc¢-
aeskulinového agaru a nechano do druhého dne pfi pokojové teploté. Druhy den byla pomoci
inokulacni klicky rozetfena na kazdou misku kolonie a poté byly v termostatu (37 °C)
kultivovdny po dobu 24 h.

4.1.8 REP-PCR

Zakladem pro opakovanou extragenni palindromickou sekvenci (REP) - polymerdzovou
fetézovou reakci (PCR) je izolace DNA ze zkoumaného vzorku. Nejprve byl odebran 1 ml
kultury do 1,5 ml Eppendorf zkumavky a vloZzen do centrifugy po dobu 2 a pul minuty pti 14
550 otacek/min. Zbyld peleta byla resuspendovdna ve 100 pl PrepMan Ultra™ roztoku
(Applied Biosystems, USA). Vznikla suspenze byla poté zahrata pfiteploté 100 °C v termostatu
po dobu 10 minut. Za pokojové teploty se nechala zchladnout a byla vloZena a stocena opét
na centrifuze za predchozich podminek. Pomoci automatické pipety byl pipetovan
supernatant do sterilni zkumavky. Vyizolovana DNA byla pfipravena pro REP-PCR reakci. PCR
smés byla pfipravena z: Master mixu DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2X) v mnoZstvi 12,5
ul (Thermo Fisher Scientific) obsahujici smés nukleotidll, reakéni pufr a Tag DNA polymerazu,
10,5 ul PCR vody (Thermo Fisher Scientific), 1 pul 10 pmol primeru GTGs. Smés PCR se poté
nechala zvortexovat. Pred spusténim samotné PCR reakce byla smés napipetovdna do PCR
mikrozkumavek a pfidan 1 pl DNA. Opét se mikrozkumavky nechaly zvortexovat a byly
umistény do termocykleru (Bio-Rad, USA). Teplotni rezimy byly rozdéleny do tfech fazi.
Nejprve byla provedena denaturace — 1 cyklus pti 95 °C po dobu 7 minut, kdy doslo k rozpadu
vodikovych mUstk( mezi vlakny DNA. Poté nasledovalo 30 cyklG pfi90 °C po dobu 30 minut,
pfi 40 °C po dobu 1 minuty a pfi 65 °C po dobu 8 minut. Nasledoval 1 cyklus pfi teploté 65 °C
po dobu 16 minut (Gevers et al., 2001).

Poté byly PCR produkty vizualizovdny pomoci agardzové gelové elektroforézy. Jednd
se o posledni krok PCR, diky némuz byly detekovany vzniklé PCR produkty. Princip
elektroforézy spociva v migraci elektricky nabitych ¢astic v elektrickém poli.

Postup:
1) Do 100 ml TAE (Tris-acetat-EDTA) pufru (0,75krat koncentrovaného) bylo priddano 1,5 g
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praskové agardzy (oboji TheromoScientific).
2) Smés byla rozvarena v mikrovinné troubé (3 min.)
3) Do smési bylo pfidano 5 pl GelRed (Biotum) barviva.
4) Roztok byl nalit do elektroforézy, do nddoby s hiebinky a nechal se ztuhnout pfti
laboratorni teploté.
5) Gel byl zalit TAE pufrem v nadobé elektroforézy.
6) Hrebinky byly opatrné vyjmuty, ¢imz vznikly komUrky pro PCR smés.
7) Do jamek v gelu bylo automatickou pipetou naneseno po 5 pl PCR smési. Do prvni
a posledni jamky se nanasi 5 pl velikostniho standardu (GeneRuler DNA Ladder Mix,
ThermoScientific), ktery se pridava pro odhad velikosti pozorovanych fragmentt DNA. Velikost
fragmentu se udava jako pocet bazi — bp (base pair).
8) Nadoba elektroforézy byla prikryta vikem a pripojena ke zdroji napéti 80 V po dobu
180 minut.
Vzniklé fingerprinty byly poté vyzualizovany pomoci GelDoc systému (BioRad) a dale
zpracovany SW BioNumerics (Biomérieux).
Tato ¢ast prace (REP-PCR) vznikla za pomoci Ph.D. studenta Ahmada Amina.

4.1.8.1 Biochemické testovani enzymatické aktivity pomoci APl ZYM testu

Pro dalsi testovani byla pouZita biochemicka metoda s vyuZitim testu APl ZYM (Biomérieux).
Metoda je urCena pro zjiSténi enzymatické aktivity. Obsah baleni tohoto testu se sklada
z testovacich prouzkd s 20 jamkami, jejichz baze (vyrobend z netkanych vlaken) obsahuje
enzymaticky substrat s pufrem. Testovaci prouzky by mély byt skladovany pfi teplotach od 2-
8 °C. Princip metody je zaloZen na zjistovani kone¢nych produktl metabolismu, v zavislosti na
barevnych reakcich, které vyvola pridani reagencii. Reakce jsou ndsledné odecitdny z odeditaci
tabulky (viz tabulka 3) (bioMérieux SA, 2009).
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Tabulka 3: Tabulka odectu

VYSLEDEK
c. ENZYM TESTOVAN NA SUBSTRAT ph -
POZITIVNI | NEGATIVNI

Bezbarvost & barva vzorku,

1 Kontrola pokud ma intenzivnl
zharveni

2 |Alkalicka fosfataza 2-naftyl fosforetnan 85 Fialova
3 |Esterdza (C4) Z-naftyl butyrat 6.5 Fialova
4 |Lipaza esteraza (C B) 2-nafiyl kaprylat 75 Fialova
5 |Lipaza (C 14) 2-nafiyl myristat " Fialova
6 |Leucinarylamidaza L eucyl-2-naftylamid - OranZovi
7 |Valinarylamidaza L-valyl-2-naftylamid - OranZova
8 |Cystinarylamidaza L-cystyl-2-naftylamid " OranZova
9 | Trypsin M-benzoyl-DL-arginin-2-naftylamid 85 OranZova Bezbarva
10 |alfa-chymotrypsin M-glutaryl-I-fenylalanin-2-naftylamid 75 OranZovi neba
11 |Kysela fosfataza 2-naftyl fosforednan 54 Fialova velmi svitle
12 |Naftol-AS-Bl-fosfohydroldza Maftol-AS-BI-fosforetnan . Modra Huta
13 |alfa-galaktosidaza 6-Br-2-naftyl-alfaD-galaktopyranosid " Fialova
14 |beta-galaktosidaza 2-naftyl-betaD-galaktopyranosid - Fialova
15 |beta-glukuronidaza Maftol-AS-Bl-betal-glukuronid - Modra
16 |alfa-glukosidaza 2-naftyl-alfaD-glukopyranosid - Fialova
17 | beta-glukosidiza 6-Br-2-naftyl-betaD-glukopyranosid " Fialova
18 |N-acetyl-beta-glukosaminidaza 1-naftyl-N-acetyl-betaD-glukosaminid - Hnéda
19 |alfa-mannosidaza 6-Br-2-naftyl-alfal-mannopyranosid - Fialova
20 |alfa-fukosidaza 2-naftyl-alfal -fukopyranosid - Fialova

Pred zahajenim testu byla nutna priprava Cerstvé narostlé kultury vybranych kmend.

Bakteridlni kolonie narostla na krevnim agaru byla resuspendovdna s fyziologickym roztokem
a porovnana s pripravenym roztokem o hustoté 5-6 McFarland. Nasledné byly pFipraveny
inkubacéni boxy (misky a vicka) a do kazdého bylo naneseno 5 ml destilované vody. Misky byly
poté oznaceny Cisly vzorku. Po vyjmuti testovacich prouzk(i z obalu byly viozeny do
inkubacnich boxd. Pomoci automatické pipety bylo do kazdé jamky napipetovano 65 plvzorku.
Po inokulaci byly vSsechny misky zavieny plastovymi vicky a byly vioZeny do termostatu (37 °C)
po dobu 4 hodin. Inokulovany prouzek nesmél byt vystaven silnému svétlu. Po uplynuti ¢asu
byly misky vynddny z termostatu a do kazdé jamky byla pfiddna 1 kapka reagencieZYM Aa 1
kapka reagencie ZYM B. Po uplynuti 5 minut bylo mozné odecist vysledky a zaznamenat reakce
do vysledkové tabulky (viz Vysledky APl ZYM).

4.1.9 Antimikrobialni aktivita — agarova difuzni metoda

Celkem bylo pro testovani vybrano 32 kmenu nalezicich k testovanym izolatlim (viz.
tabulka 1) a 3 kontrolni kmeny (Bifidobacterium breve BR03, B. animalis subsp. lactis BB-12,
Lactobacillus (Limosilactobacillus) reuteri DSM 17938). Cerstvé narostlé kmeny a jejich
supernatanty byly testovany navzajem (35 supernatantl proti 35 kulturdm pomoci jamkové
difuzni metody). Z narostlych kmend byl pomoci centrifugace ziskan supernatant a zbyla
kultura byla pouZita jako inokulum. Pro zajimavost byla do testu zarazena 3-HP (kyselina 3-
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hydroxypropionova), kde je predpoklad mozné citlivosti enterobakterii. Pro 3-HP vzorky byly
pouzity 4 razné koncentrace (60, 150, 300 a 600 mM) o Cislovani od 1-4 na jedné misce.
Z preockovanych zkumavek byl odebran pomoci injekéni stfikacky 1 ml kultury, kterd byla
pomoci sklenéné pipety s baldnkem zalita 25 ml WSP agaru. Miskou bylo lehce krouzeno, aby
doslo k promichani média a kultury. Po ztuhnuti agaru byly korkovrtem vytvoreny jamky, kdy
byl korkotvor po kazdé kultufe vlioZzen do 100% etanolu a ozihan nad kahanem, aby bylo
zabrdnéno kontaminaci. Do vzniklych jamek bylo nasledné pomoci automatické pipety
naneseno 50 pl supernatantu testované kultury, nebo 3-HP v raznych koncentracich.
Supernatant byl ziskdn z 1,5 ml kultury, injekéni stfikackou pfenesen do Eppendorf zkumavek
a vloZzen po dobu 2 min a 14 550 otacek do centrifugy. Petriho misky byly poté kultivovany
anaerobné (AnaeroGen, Oxoid) v termostatu (37 °C) po dobu 24 h. Druhy den byly misky
vyndany z termostatu, vyhodnocena antimikrobidlni aktivita a zméreny inhibicni zony.
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5 Vysledky

Celkem bylo testovano 63 izolatl (52 enterobakterii a 11 enterokokl po findlni
identifikaci), které byly izolovany ze stolice kojencl a byla u nich znama predbézna identita,
kultivacni morfologie a zbarveni na TBX agaru, ze kterého byly plvodné izolovany. V rdmci
testd provedenych vtéto diplomové praci bylo provedeno ovéfeni jejich identity pomoci
MALDI-TOF MS a také byla zhodnocena jejich genotypova variabilita pomoci fingerprintové
metody REP-PCR. Dale byl proveden kataldazovy test, hemolytickd aktivita, narGst kolonii a
hydrolyza na Zlu¢-aeskulinovém agaru, ovérena B-glukoroniddzova aktivita na TBX agaru a
proveden COLI test. Uvedenymi metodami byly kmeny charakterizovany na urovni fenotypu.
Dale bylo 32 kmen( testovano na antimikrobialni aktivitu.

5.1 MALDI-TOF MS

V ramci metody MALDI-TOF MS bylo zcelkového poctu 63 testovanych izolatl
identifikovano 6 z rodu Citrobacter (C. amalonauticus a C. freundii) 5 z rodu Enterobacter
(Enterobacter asubriae, Enb. cloacae), 11 z rodu Enterococcus (Enc. durans, Enc. faecalis, Enc.
faecium), 28 kmen E. coli,8 z rodu Klebsiella (K. oxytoca, K. pneumoniae, K. variicola), 1 kmen
Morganella morganii, 3 kmeny se nepodafilo identifikovat (SE; nejasnd identita z dostupné
databaze) a 1 kmen byl identifikovan jako Serratia marcescens. Detekovand identita viech
testovanych kmenu na druhové urovni je uvedena v tabulce 4, tedy kromé 3 kmen0 (X14, X15
a X21), které se nepodafilo fadné identifikovat na rodovou a druhovou uroven. Je zde jisty
predpoklad, Ze se jedna o smésnou kulturu, jelikoZ i plvodni identifikace méla nizké skoére.
V pripadé porovnani plvodnich vysledkl identifikace a v praciidentifikovanych bylo zjisténo,
Ze u 5 kmenl( se jednd o jinou identitu na Urovni rodu (X26, B23, B32, B51 a B52), a u dalSich
7 kmen( se neshodu;ji vysledky druhové identity (X19, X22, B7, B64, B66, B68 a B69). Vzhledem
ke zvolené metodé identifikace a v nékterych pripadech ne Uplné vysokému skoére pro
druhovou identifikaci, neni vysledek nikterak prekvapivy. Skére predstavuje ciselnou hodnotu,
ktera slouzi ke zhodnoceni podobnosti mezi hmotnostnim spektrem neznamého vzorku a
referenénimi spektry v databazi pristroje. Vyssi skére znamena vétsi podobnost mezi obéma
spektry, coz naznacCuje pravdépodobnéjsi identifikaci organismu ve vzorku. Namérené
hodnoty jsou zobrazeny v souhrnu vysledkl v tabulce 4.

Celkovy souhrn vysledkd provedenych testovani u jednotlivych kmenu je zndzornén
v tabulce 4. V tabulce jsou uvedeny také vysledky k dalSim provedenym testim, které jsou
popisovany dale v jednotlivych podkapitolach.
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Tabulka 4: Celkovy souhrn vysledki

. PUVOVDNI, MALDI TOF MS (2. kopie, ., | Katalaza [HLA_test . BAA_ BAA_rust/ | TBX 1. kopie [ cOL CO.LI .,
KOD| OZNACENI bujon) score CBA CBA BAA_riist |hydro hydrolyza KCH test UV test_indo | Coli test
KMENE - - lyza - |
X7 TBX 2/5 Citrobacter amalonaticus | 2,16 + - + - +/- BK - + -/+
X12 TBX 5/6 Citrobacter freundii 2,35 — — + - +/- BK - - -/-
X29| TBXOK3 |Citrobacter freundii 2,39 - - + - +/- BK - - -/-
B21| TBX69/2 |Citrobacter freundii 2,24 - - + - +/- BK - - -/-
B65| TBX 80/3 |Citrobacter freundii 2,17 + - + - +/- BK - - -/-
B66| TBX80/2 |Citrobacter freundi 2,4 + - + - +/- BK - - -/-
B68| TBX83/3 |Enterobacterasubrice | 2,12] + - A s« - - -/-
B1 TBX 9/3a  |Enterobacter cloacae 2,29 + - + - +/- BK - - -/-
B5 | TBX 10/4a |Enterobacter cloacae 2,37 + - + - +/- BK - - -/-
B64| TBX68/4 |Enterobacter cloacae 2,12 + - + - +/- BK - - -/-
B69| TBX83/3 [Enterobacter cloacae 2,17 + - + - + /- BK - + - /+
¥ / - - -/
- ¥ / - - /-
+ + BK - - -/-
— + BK . . -/-
+ + / - _ -/-
+ + BK - + -/+
+ + BK - - -/-
+ + BK - - -/-
+ BK - - -/-
+ BK - - -/-
+ BK - - -/-
X3 TBX 1/4 Escherichia coli 2,29 + - + BK - - -/-
X4 TBX 1/4 Escherichia coli 2,49 + - + BK - + -/+
X5 | TBX2/6 |Escherichia coli 229 + - +
X6 TBX 2/5 Escherichia coli 2,6 + - + - +/- M/B_K - + -/+
X8 TBX 2/4 Escherichia coli 2,57 + - +
X10 TBX 3/6 Escherichia coli 2,47 + - +
X11 TBX 4/6 Escherichia coli 2,49 - - +
X13 TBX 6/8 Escherichia coli 2,54 - - +
X16 TBX 6/7 Escherichia coli 2,55 + - +
X20 TBX 8/5 Escherichia coli 2,44 + - +
X23| TBX 23(10) |Escherichia coli 2,55 + - +
X24| TBX 26(11) |Escherichia coli 2,55 + - +
X26| TBXOK3 |Escherichia coli 2,51 + - +
X27 TBX OK3  |Escherichia coli 2,55 + - +
B11 TBX 44/4  |Escherichia coli 2,52 + - +
B12 TBX 51/4  |Escherichia coli 2,48 + - +
B14 TBX 51/4  |Escherichia coli 2,5 + - +
B15 TBX 52/3  |Escherichia coli 2,54 + - +
B23 TBX 69/2  |Escherichia coli 2,47 - +
B27 TBX 70/2  |Escherichia coli 2,48 + - +
B28 TBX 70/2  |Escherichia coli 2,54 - - +
B32 TBX 71/2  |Escherichia coli 2,57 - - +
B34 TBX 71/4  |Escherichia coli 2,58 + - +
B35 TBX 72/2  |Escherichia coli 2,5 + - +
B45 TBX 76/4  |Escherichia coli 2,5 — — +
B46 TBX 76/4  |Escherichia coli 2,5 + - +
B49 TBX 79 Escherichia coli 2,48 - +
B50 TBX 79 Escherichia coli 2,55 + - +
X18 TBX7/3 Klebsiella oxytoca 2,28 + - +
X25| TBXOK3 [Klebsiella oxytoca 2,19 + - +
B59 TBX 16/4  |Klebsiella oxytoca 2,23 + - +
B67 TBX 83/4  |Klebsiella oxytoca 2,26 + - +
X19 TBX 8/4 Klebsiella pneumoniae 1,93 + - +
X22 TBX 9/5 Klebsiella pneumoniae 1,91 + - +
B70 TBX 86/2 |Klebsiella pneumoniae 2,18 + - +
B7 TBX 44/2  |Klebsiella variicola 2,14 + - +
B38| TBX73/3 |Morganella morganii 2,31 - - +
X14 TBX 6/7 SE 1,94 + - +
X15 TBX 6/7 SE 1,93 + - +
X21 TBX 9/5 SE 2,12 + - +
B22 TBX 69/2 |[Serratia marcescens 2,39 - +

N
()]




Vysvétlivky k tabulce 4:

+ = pozitivni reakce Katalaza_ CBA = Kataldzovy test — Columbia Blood Agar
— =negativni reakce HLA test CBA = Test hemolytické aktivity — Col.B. Agar
ZB =zména barvy BAA_rUst = narust kolonii na Zlu¢-aeskulinovém agaru
MK = modré kolonie BAA_hydrolyza = hydrolyza na Zlu¢-aeskulinovém agaru
BK = bilé kolonie COLI test_UV = COLI test — B-glukoronidazova aktivita
M/B_K = modrobilé kolonie COLI test_indol = COLI test — produkce indolu

MKBS = modré kolonie s bilym stfedem
/ = bez vysledku

5.1.1 Fenotypové charakteristiky testovanych kment

Vzhledem k rodové i druhové variabilité testovanych kmenG enterobakterii a do testu
zarazenych enterokokd bylo zfejmé, Ze se izolaty budou lisit na drovni rodu, druhu a i kmene.
Zadny z testovanych kmen( enterobakterii nevykazoval hemolytickou aktivitu (HA). Variabilita
byla zjiSténa u testovani hemolytické aktivity enterokokd. U vsech testovanych druht
dochdzelo ke zméné zbarveni agaru a ddle pozitivni hemolytické reakci u dvou kmenG Enc.
faecalis (X17, X28) — obrazek 5. Kmen (B42) s negativnim vysledkem zbarveni a bez HA byl
zhodnocen dalsi mikroskopickou kontrolou jako smésna kultura.

Obrazek 5: Enterococcus faecalis (X28) — pozitivni reakce (hemolyticka aktivita)

U viech 63 izolatl byl rozpoznan narust kolonii na Zlu¢-aeskulinovém agaru. Nedoslo tak

nékterych kmen( (obrdazek 6). Vsichni zastupci rodu Enterococcus a Klebsiella méli pozitivni
hydrolyzu aeskulinu za vzniku aesculetinu a dextrdzy. Pozitivni vysledek mél také jediny kmen
z enterobakter( identifikovany jako Enb. asubriae.
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Obrazek 6: Enterococcus faecalis (X28) — pozitivni reakce: narUst kolonii, hydrolyza
aeskulinu

Druhy nejvyssi pocet pozitivnich reakci vykazoval kataldzovy test (obrazek 7), kdy bylo
pozitivnich 45 kmenU. Zde byly pozitivni vSechny enterobaktery a Klebsiella spp., na kmenové
urovni se liSily E. coli, C. freudii a enterokoky. Dalsi nelze vice posuzovat, jelikozZ je zde malé
mnozstvi zastupcl viz tabulka 4.

Obrazek 7: (B1) — Enterobacter cloacae (pozitivni reakce), (X29) — Citrobacter freundii
(negativni reakce), (X28) — Enterococcus faecalis (pozitivni reakce)

B-glukoroniddzova aktivita byla primarné hodnocena prostrednictvim dvou testd. A to
pomoci chromogenniho média TBX a COLI testu. Vysledky obou metod se shoduji a kmeny E.
coli detekované jako modré kolonie na TBX agaru mély pozitivni vysledek na B-glukoronidazu
i v COLItestu. COLItest obsahuje také test na indol. Ten mélo pozitivni vice jak polovina kmena
E. coli, dale pak také M. morganii, kmen B42 vyhodnoceny jako smésnd kultura, dale C
amalonaticus, Enb. cloacae a Enc. faecalis.

Vyhodnoceni APl ZYM testu bylo provedeno na zdkladé zmén barvy u jednotlivych
jamek, do kterych byl pfidan vzorek s reagenciemi ZYM A a ZYM B. Principem bylo Stépeni
daného substratu za pomoci enzymu, které byly produkovany testovanymi bakteriemi, coz
vedlo ke zméné barvy indikatoru.

V rdmci enzymatického testovani bylo zkoumano 37 kmen(. Z nichZ 23 bylo predem
kultivovano na TBX (kmeny testoval nékdo jiny a jsou v tabulce vyznaceny tu¢né) a 14 na WSP,
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které jsem testovala ja. Do testu byl pro zajimavost zafazen 1 kmen (Escherichia hermanii)
mimo testovanou kolekci. Jednalo se taktéZ o izolat od kojence. Na typu média byl zavisly
konecny vysledek testu a vysvétleny nékteré reakce. TBX je chromogenni médium a pfi B-
glukoronidazové aktivité se barvi do modra. TakZe neni Uplné vhodné pro APl ZY M test pouzit
primo tyto kolonie. Pro biochemické testy by mély byt pouZity kolonie narostlé na elektivnich
médiich.

Kontrolni ,negativni” reakce byla potvrzena u vSech 37 testovanych kmen(. Nejvyssi pocet
pozitivnich reakci v ramci enzymatického testovani byl zaznamendn u leucin arylamidazy, kdy
33 z 37 testovanych kmenl vykazovalo vyraznou enzymatickou reakci, u 1 kmene byla
rozpoznana stale odeditatelna reakce (M. morganii) a u 3 kmenu nebyla reakce Zadna (Enc.
faecalis). Nejvyssi pocet pozitivnich reakci vramci druhu zaznamenal Enb. cloacae (B64). Jeho
vyrazna enzymaticka reakce byla potvrzena u alkalické fosfatazy, esterdzové lipazy, leucin
arylamiddzy, cystin arylamidazy, kyselé fosfatdzy, Naftol-AS-Bl-fosfohydroldzy, B-
galaktosidazy, B-glukosidazy a N-acetyl-B-glukosamidazy. Pozitivni reakci na alkalickou
fosfatazu vykazovalo 31 z 37 testovanych kmen0. Negativni reakce na alkalickou fosfatazu byla
zaznamenana u 4 kmenuU Enc. faecalis, 1 kmene Enc. faecium a 1 kmene E. hermanii. Pozitivni
reakce na B-glukoronidazu byla potvrzena pouze u 5 kmenQ E. coli, které byly predem
kultivovdny na TBX. Zde se prdvé rozchdazeji vysledky pro tento enzym v pripadé kultivace
kultury na chromogennim médiu. Na béZzném médiu nedoslo k dostatecné expresi genu a
vysledek APl ZYM se neshoduje s COLI testem a TBX agarem. Reakce s Zadnou enzymatickou
aktivitou byly zaznamenany u vSech vzorkd testovanych na valin arylamidazu, trypsin, a-
chymotrypsin, a-manosiddzu a a-fukosidazu. Kompletni tabulka se vSemi reakcemi
testovanych kmen( je vloZzena do samostatnych priloh této diplomové prace. Zkraceny
vysledek je prezentovan v tabulce 5.
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Tabulka 5: Zkraceny souhrn vysledkd API ZYM testu

Kmen Druhovd identita 3 11 12 13 14 15 16| 17 18
X12 Citrobacter freundii + - - + - + + - + - - - -
X29 Citrobacter freundii + - + - + + - + - - -
B65 Citrobacter freundii + - - + - + + - + - - - -
B66 Citrobacter freundii + - - + - + + - - - - - R
B68 Enterobacter asubriae + - + + - + + - + - - + +
B69 Enterobacter cloacae + - + + + + + - + - - - +
B5 Enterobacter cloacae + - + + - + + - + - - + +
Bl Enterobacter cloacae + - + + - + + - + - - + +
B64 Enterobacter cloacae + - + + + + + - + - - + +
B52 Enterococcus faecalis - + + + + + + - - - - - -
X28 Enterococcus faecalis - +/- -/+ - - -/+ +/- - - - + - -
X1 Enterococcus faecalis - -/+ - - - - -/+ - - - + - -
X17 Enterococcus faecalis - + + - - - + - - - + - R
B19 Enterococcus faecium - - + + - - + - - - - - -
X3 Escherichia coli + -/+ - + - + + - + - +/- - -
X5 Escherichia coli + - - + - + +/- - -/+ - - - -
X11 Escherichia coli + - - + - + + - + - -/+ - -
B11 Escherichia coli + - - + - + + - + + - - -
B14 Escherichia coli + - - + - + + - + - - - -
B15 Escherichia coli + - - + - + + - + - - - -
B27 Escherichia coli + - - + - + + - + + - - -
B28 Escherichia coli + - - + - + + - + - - - -
B34 Escherichia coli + - - + - + + - + - - - -
B35 Escherichia coli + - - + - + + - + + - - -
B45 Escherichia coli + - - + - + + - + - - - -
B46 Escherichia coli + - - + - + + - + + - - -
B49 Escherichia coli + - - + - + + - + - - - -
B50 Escherichia coli + - - + - + + - + + - - -
NC Escherichia coli + - - + - + + - + - - -
C Escherichia hermanii - - - + - -/+ - - - - - - R
X18 Klebsiella oxytoca + - - + - + +/- + + - -/+ + -
B67 Klebsiella oxytoca + - - + - + + - + - - + -
X19 Klebsiella pneumoniae + - - + - + + - -/+ - - - -
B70 Klebsiella pneumoniae + - - + - + + - + - - + -
B7 Klebsiella variicola + - - + - + + +/- +/- - +/- -/+ -
B38 Morganella morganii + - - +/- - + + - - - - - -
B22 Serratia marcescens + +/- +/- + - + -/+ - +/- - -/+ R
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Vysvétlivky k tabulce 5:

+ = vyrazna enzymaticka reakce
+/- = stale odeditatelna reakce
-/+ = slaba reakce

- = bez reakce
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5.2 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita byla testovdna u 32 vybranych kmen( a 3 probiotickych kmen,
tedy dvou bifidobakterii a jednoho laktobacila. VSech 35 kmen( bylo otestovano difuzni
metodou navzajem a nebyla zaznamenana Zzadnd antimikrobidlni aktivita. Vyjimka byla
zjisténa pouze u aplikace 3-HP, kterd byla testovana proti 5 kmendm, ale pouze u 2 z nich se
projevily inhibi¢ni zény. Jednalo se o kmeny Morganella morganii a Citrobacter amalonaticus,
u kterych bylo testovano 3-HP v nejvyssi koncentraci. U téchto kmen( byly zméreny inhibi¢ni
z6ny, které jsou zndzornény na obrazku 8 a 9.

Obrazek 8: Inhibic¢ni zény u Citrobacter amalonaticus (X7) (pozitivni vysledek u vzorku 4 =
600 puM 3-HP)

Obrazek 9: Inhibi¢ni zény u Morganella morganii (B38) (pozitivni vysledek u vzorku 4 = 600
UM 3-HP)
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5.3 REP-PCR

Fingerprintové metody na bazi PCR neslouzi k vylozené identifikaci bakterii, ale jsou
ndstrojem genotypové charakterizace ziskanych izolatl. Vhodné jsou napriklad ke
kmenovému odliseni. Mame-li napriklad od jednoho jedince vice izolatl a nechceme zbytecné
pro dalsi metody testovani pouzivat identické kopie.

NiZe jsou na obrazcich zobrazeny fingerprintové profily ziskané metodou REP-PCR s
pouzitim primeru GTG5. Uvedeny primer umoznil zobrazeni profill viech testovanych kmen.
V testované kolekci enterobakterii a enterokokl bylo zatazeno nékolik izolatd, které pochdzely
od stejnych hostitelQ, coz se projevilo na jejich profilech.

Nejvice z testovanych izoldtl ndleZelo do druhu E. coli (obrazek 10). Vzhledem k
mnozstvi izolath nebylo mozné mit vSechny vzorky na jednom gelu, coZz poté ovliviiuje finalni
hodnoceni. Tudiz nebyla kritéria Uplné striktné nastavena. Cilem bylo na zakladé vyhodnoceni
podobnosti profilu prezentovaného jako prouzky na gelu zjistit, které z izolatli predstavuji
klony jednoho kmene. Coz je patrné napriklad u vzorkd X6 a X8, které pochdazeji podle dalsiho
znaceni (TBX2/5 a TBX2/4) ze stejného fekalniho vzorku, jen se jedna o izolaty z rGznych
fedéni. Dale pak napriklad X13 a X16, X3 a X4. Mezi vzorky se naslyi izolaty s velmi podobnym
¢i dokonce identickym profilem pochazejicim z rdznych fekalnich vzork( B35 a B46. Nicméné
poskytnutd data pro potreby diplomové prace neuvadéji identitu/prislusnost ke konkrétnimu
kojenci, takZze nelze zhodnotit, zda se nemohlo jednat o totozného hostitele.

Escherichia coli

£ £ £ i

X10 TBX 3%
X20 TBX &5
B15 TBX 5213
B23 TBX 6972
B49 TBX79
X6 TBX25
X8 TBX2M4
B11 TBX 444
B12 TBX 514
X26 TBXOK3
X27 TBX OK3
B14 TBX 514
X13 TBX 68
X16 TBX &7
X11 TBX 4%
B27 TBX 7012
B34 TBX714
B35 TBX 7272
B46 TBX 764
X23 TBX 23(10)
X24 TBX 26(11)
B28 TBX 702
B32 TBX 712
B45 TBX 764
BSO TBX79
X3 TBX 14
X4 TBX 14
X5 TBX2%

Obrazek 10: Fingerprintové profily izolata E. coli
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Dalsi vysledky jsou zobrazeny na udrovni jednotlivych rodl, a to Citobacter spp.,
Enterobacter spp., Klebsiella spp. a ostatni druhy na obrazku 11. | zde byly uvedenou metodou
detekovany identické klony kmen( jako napfiklad C. freundii B65 a B66. Vzhledem k tomu, Ze
zde bylo u nékterych rodl zastoupeno vice druhd, tak je zde variabilita jednotlivych izolat(
logicka. Nicméné, zde byla i patrna variabilita na drovni druhu naptiklad 4 charakterizované
kmeny Enb. cloacae vykazovaly 2 rGzné fingerprintové profily, taktéz zastupci K. oxytoca se od
sebe liSili na kmenové Urovni.

Citrobacter spp.

g8 8 8. F

: B65 TBX 803 Citrobacter freundii
- B66 TBX 8072 Citrobacter freundii
X29 TBXOK3 Citrobacter freundii
B21 TBX 692 Citrobacter freundii
| § X1 TBX25 Citrobacter amalonaticus
| X12 TBX 58 Citrobacter freundil
Enterobacter spp.
OB I, SO R R T
1 ? B64 TBX 684 Enterobacter cloacae
1 B69 TBX 833 Enterobacter cloacae
b B1 TBX93a Enterobacter cloacae
= l ' BS TBX 104a Enterobacter cloacae
B68 TBX 833 Enterobacter asubriae
Klebsiella spp.
g R 3 5 R 5 2 8.7
X22 TBX WS Kiebsiella preumoniae
B59 TBX 164 Kiebsiolla oxytoca
4(:: X18 TBX 773 Kiebsiella oxytoca
B67 TBX 834 Kiebsiella oxytoca
X25 TBXOK3 Kiebsiella oxytoca
- —{ X19 TBX 84 Klebsiella pneumoniae
B70 TBX 862 Kiebsiella preumoniae
{ 87 TBX442 Kiebsiella varicola
Ostatni druhy
UL P N R
1 | X14 TBX 67 SE
2 E | X21 TBX9S SE
" i 1 X15 TBXe7 SE
\. A B22 TBX 692 Serratia marcescens
‘. ] '] 838 TBX733 Morganeila morgans

Obrazek 11: Fingerprintové profily ostatnich druh

Enterokoky jsou poté zobrazeny na obrazku 12.1zde byly opét v kolekci identické klony
Enc. faecalis X1 a X2. Nicméné v dendogramu jsou prezentovany oddélené, ziejmé by bylo
treba vhodnéji upravit kritéria. Zajimava je tfeba kmenovd podobnost u izolatd X17 a X28,
které jako jediné dva izolaty vykazovaly hemolytickou aktivitu. Nebo také jasna odlisSnost
profill druhl Enc. durans a Enc. faecium.

Enterococcus spp.

[“ ] ] X9 TBX24 Enterococcus durans
: 819 TBX 692 Enterococcus faecium
X17 TBX 74 Enterococcus faccals

X28 TBXOK3(3/3) Enterococcus faccalis

X1 TBX 15 Enterococcus faecalis

B55 TBX 95 Enterococcus faecalis

B56 TBX 1286 Enterococcus faecalis

B52 TBX 62a Enterococcus faccals

B51 TBX 54 Enterococcus faecals

B42 TBX 752 Enterococcus faocals

X2 TBX 1S Enterococcus faecalls

Obrazek 12: Fingerprintové profily Enterococcus spp.
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6 Diskuze

Enterobacteriaceae je Celed gramnegativnich tyCinkovitych fakultativné anaerobnich
bakterii, které jsou zndmy predevsim pro jejich schopnost zplsobovat stfevni onemocnéni.
Jsou zodpovédné za tfadu onemocnéni lidi a zvifat, v€etné infekci mocovych cest,
gastroenteritidy, meningitidy a septikémie (Abdullah et al., 2015). | pres tuto skutecnost se
jednd o béiné komenzaly GIT, a to jiZ od pocatecni kolonizace kojence. Ke vzniku a rozvoji
infekci dochdzi v pfipadé dysbidzy stievni mikrobioty (Hung et al., 2021). Mikrobiologicka
diagnostika pro detekci pritomnosti a typu Enterobacteriaceae z klinickych vzork( je
potencidlné dullezitd. RUzné biochemické testy se tradicné pouzivaji k predpokladané
identifikacia tfidéni rdznych druhl enterobakterii. Vysledky raznych testd jsou poté manualné
vyhodnocovany bud' jako pozitivni nebo negativni pro identifikaci konkrétni skupiny bakterii
(Abdullah et al., 2015).

MALDI-TOF MS, ktery byl poprvé predstaven v laboratofich klinické mikrobiologie v
Evropé, je rychle ptijimdan laboratofemi po celém svété. Ackoli ma vice aplikaci, jeho Siroké
prijeti v klinické mikrobiologii souvisi s jeho pouzitim jako levné, snadné, rychlé a presné
metody pro identifikaci vykultivovanych bakterii a hub na zdkladé automatizované analyzy
hmotnostni distribuce bakteridlnich proteint. Pomoci MALDI-TOF MS se podafilo identifikovat
vétsinu z testovanych izolatl v této diplomové praci. V pripadé neuspésné identifikace se
pravdépodobné jednalo o smésné kultury. V této praci bylo vSak shleddno Ze pti identifikaci
na druhovou Uroven by bylo vhodné danou metodu doplnit nebo ovéfit jinou metodou.
Rodova identifikace byla shledana jako spolehliva, nicméné v pfipadé rozliseni nékterych
druhd nebyla skére vysokd, coz muze ovlivnit kvalita zpracovani vzorkl. A navic se liSila
identita plvodni od nové zjisténé. Nicméné dle provedeného testovani Oviano et al. (2017)
bylo pomoci MALDI-TOF MS spravné identifikovano 95 % kmen( enterobakterii. Ddle MALDI-
TOF MS dokazala detekovat B-laktamazu s citlivosti 90 % a specificitou 98 % a byla rychlejsi
nez klasické mikrobiologické metody.

V této praci byla pouzita kolekce enterobakterii a také enterokokdl, kterd pochazela ze
zdravych kojenych déti. V rdmci testovani bylo potvrzeno, Ze kojenecké izolaty z celedi
Enterobacteriaceae a stejné tak testované Enterococcus spp. vykazuji fenotypovou i
genotypovou variabilitu. Rod Enterococcus je charakterizovan schopnosti rlstu za urcitych
podminek (pH 9,6; teplota 10—45 °C), coz je Siroce vyuzivano pfi selektivni izolaci. Dle Manero
& Blanch (1999) jsou detekovany a stanovovany pocty enterokokd pomoci selektivniho média
(napt. M-enterococcus agar nebo KF streptococcus agar) a je pouzivan Zlu¢-aeskulin-azidovy
agar jako dalsi test pro jejich potvrzeni. Ackoli tato metoda muze odlisit Enterococcus spp. od
jinych bakteridlnich druht, nékteré izolaty mohou byt chybné identifikovany. Pouzité izolaty
v této prdci pochdzely z TBX agaru. V této praci byl pozitivni rist a hydrolyza na Zluc-
aeskulinovém agaru potvrzen u vSech kmenu rodu Enterococcus. Pozitivni reakce vykazovaly
ale také vsechny kmeny rodu Klebsiella a kmen Enb. asubriae. Enc. faecalis i Enc. faecium
mohou prezit zahrati na 60 °C po dobu 30 minut, diky ¢emuz je rod Enterococcus odliSitelny
od jinych blizce pribuznych rodd, jako je Streptococcus spp. (Foulguie Moreno et al., 2006). K
posouzeni hemolyzy vyvolané enterokoky lze pouzit tryptikdzovy séjovy agar nebo agar
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Columbia s 5 % (v/v) defibrinované ovci krve. Pokud je pouZita lidskd nebo koriska krev,
hemolyza je zaloZena na cytolyzinové aktivité a zplUsobuje B-hemolytickou reakci (Domig et
al., 2003). Hemolyticka aktivita byla v této praci u enterokok(i detekovdna, ale pouze u
nékterych kmenU druhu Enc. faecalis. Ve studii Izumi et al. (2005) bylo testovdno 95 kmenu
Enc. faecalis izolovanych z rliznych lidskych klinickych zdrojd. Tyto kmeny byly zkoumany na
hemaglutinacni aktivity a produkci hemolyzinu (Hly) v pfitomnosti erytrocytl Sirokého spektra
druhl, kdy 54 % kmen( vykazovalo hemolytickou aktivitu, s nejvyssi aktivitou u kmenu
izolovanych z ran. Hemaglutinaéni a hemolyticka aktivita byla spojena s expresi specifickych
gen(, véetné agregacnihofaktoru a hemolyzinu. Kmeny s vys$$i hemaglutinacnia hemolytickou
aktivitou vykazovaly také vyssi tvorbu biofilmu. Hemaglutinaéni a hemolyticka aktivita kment
Enc. faecalis mlze hrat dudlezitou roli v jejich virulenci. Tyto vlastnosti mohou usnadnit
kolonizaci hostitele a invazi do tkani. Takové kmeny mohou byt poté také spojeny s tézsimi
infekcemi.

Enzym kataldza je dulleZity v rozkladu reaktivnich forem kysliku, tj. peroxidu vodiku na
kyslik a vodu (Kaushal et al., 2018). V této praci byly bakterie rozliSeny na zakladé jejich
schopnosti produkovat tento enzym a pozitivni reakce byly zaznamendny u vétSiny
testovanych izoldtd. Dle Chester & Moskowitz (1987) bylo testovdno 174 kmenu celedi
Enterobacteriaceae ze 43 druh(l. U vSech testovanych kmenu této studie byla zaznamena
pozitivni reakce na kataldzovy test. Pro presnou identifikaci bakterii je vSak nutné provést dalsi
testovani.

E. coli je nejrozsahleji studovany organismus pro biosyntézu indolu. V E. coli je indol
produkovan tryptofanazou, diky které muze reverzibilné preménovat tryptofan na indol,
pyruvat a amoniak (Lee & Lee, 2010). Dle Zhao et al. (2019) je indol a metabolity indolu
vyznamny pro diagnostiku a remisi lidskych onemocnéni. Podavani kyseliny indol-3-
propionové je ucinné pri nealkoholické steatohepatitidé, moduluje stfevni mikrobialni sloZeni
a inhibuje dysbidzu. Podobné kyselina indolakrylova, produkovand komenzalnimi bakteriemi
podporuje fungovani stfevni epitelidini bariéry a zmirnuje zanétlivou reakci (Wlodarska et al.,
2017). V této praci byl indol testovan pomoci COLI testu, ktery je pravidelné pouzivan pro
identifikaci E. coli. Vramci COLlI testu byla sledovdna i aktivita B-glukoronidazy. PB-
glukoronidazova aktivita zpUsobuje dekonjugaci bilirubin diglukuronidu, coz vede k vysrazeni
bilirubindtu vapenatého, ktery prispiva k tvorbé Zzlucovych kalli a kamenU. Tento proces je
pripisovan enzymové aktivité produkované aerobnimi enterobakteriemi, jako jsou E. coli a
Klebsiella spp. Dle Ratnam et al. (1988) by méli byt bez aktivity pouze 3—4 % enterobakterii. V
mé praci byly vsak bilé kolonie zaznamendny pfiblizné u poloviny izolatd. V rdmci testovani B-
glukoronidazové aktivity byly pouzity celkem 3 rizné testy (TBX, COLI test, APl ZYM). Vysledky
testovani na chromogennim TBX agaru se shodovaly s COLI testem, nicméné ne
s biochemickym APl ZYM testem. Tam byl pozitivni vysledek zaznamenan pouze pfi pouZiti
kolonii z TBX agaru, coZ neni povazovano za relevantni. JelikoZ pro dany typ testu je dobré
pouzivat elektivni médium jako je napfiklad krevni agar, ale zde test nefungoval. Nicméné
dany test prinesl celou fadu dalSich vysledkd. Nejcastéji byly testované enterobakterie a
enterokoky pozitivni na leucin arylamidazu. API testy jsou obecné pouzivany pro klinické
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laboratore, |ékate/administratory, krevni banky, kosmetiku/osobni péci,
zemédélstvi/potravinarsky primysl a biofarmacii.Systém nabizi rozsahlou a robustni databazi,
kterd je pristupnd prostfednictvim internetové sluzby APIWEB™ (bioMériux). Testovani je
dobré kombinovat s dalSimi metodami, jelikoZ vysledek m(iZze byt ovlivnén genovou expresi.
Exprese bakteridlnich genl zavisi nejen na specifickych regulacnich mechanismech, ale také
na rlstu bakterii, protoZze dulezité parametry, jako je mnoZstvi RNA polymerdz a ribozomd,
jsou zavislé na rychlosti ristu (Klumpp et al., 2009).

Dle Sonnenborn & Schulze (2009) byla E. coli Nissle (EcN) testovdana pro své
antimikrobialni U¢inky proti jinym mikroorganismdm. Uin vitro testovani byla vytvorena
inhibi¢ni zona proti testovanému kmeni, jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.3.8 Probioticky kmen
E. coli. Antimikrobidlni aktivita proti patogenim je dllezitym faktorem, ktery je tfeba vzit v
uvahu pri vybéru potencidlnich probiotickych kmenl pro udrieni zdravé mikrobidlni
rovnovahy v GIT (Shokryazdan et al., 2014). Ve studii Shokryazdan et al. (2014) vykazovalo 9
izolovanych kmen( Lactobacillus antagonistickou aktivitu proti 12 testovanym patogenliim,
které jsou patogenni pro Clovéka. Dle Chen et al. (2021) bylo zjisténo, Ze Lactobacillus spp.
vykazoval antimikrobidlni aktivitu proti Siroké Skdle Enterobacteriaceae produkujicich
karbapenemadzu (KPC). Antimikrobidlni aktivita Lactobacillus spp. byla zplsobena produkci
kyseliny mlé¢né, bakteriocind a dalSich antimikrobialnich latek. Lactobacillus spp. inhiboval
rast KPC-produkujicich E. coli, K. pneumoniae a Enb. cloacae. V této diplomové praci nebylo v
ramci testovani pomoci agarové difuzni metody shledano, Ze by laktat a acetat produkovany
bifidobakteriemi nebo laktobacily néjakym zplsobem inhiboval rulst testovanych
enterobakterii a enterokok(l. Mnoho mikroorganismi muZe produkovat 3-HP jako
meziprodukt nebo konec¢ny produkt fadou metabolickych drah. Kyselina 3-hydroxypropionova
nebo 3-hydroxypropanoat (3-HP) je dllezita chemikalie definovana jako tfiuhlikova, opticky
neaktivni organickd sloucenina a strukturni izomer kyseliny mlééné (kyselina 2-
hydroxypropanova). Z vyzkumu bylo zjisténo, Ze 3-HP inhibuje rUst E. coli v zavislosti na
koncentraci. Bylo zjisténo, Ze 3-HP ovliviiuje metabolismus a energetické procesy v burikach
E. coli. Také inhibuje rlst K. pneumoniae a Enb. cloacae (Kumar et al., 2013). Testovana 3-HP
v difuzni metodé této diplomové prace vykazovala inhibi¢ni ucinky vici M. morganii a C.
amalonaticus pouze v nejvyssi pouzité koncentraci 600 uM. Tento Uc¢inek nebyl zaznamendn
vlici testovanym kmendm K. pneumoniae, K. varricola a Serratia marcescens. Je potfeba
poznamenat, Ze 3-HP byla celkem testovdna pouze vici 5 kmenUm, takZze by bylo tfeba do
testu zahrnout vice kmen0 i taxond.

| prfestoZe byla nalezena rodovd, druhova i kmenovd variabilita v rdmci testovanych
enterobakterii a enterokok(, tak by bylo Zadouci rozsifeni o dal$i metody testovani. Napfriklad
u E. coli je mozné stanovit celou fadu dalSich vlastnosti a kategorizovat je dale jak na Urovni
fenotypu i genotypu, jelikoz zahrnuje jak probiotické kmeny napfiklad E. coli Nissle, tak silné
patogenni, a proto je charakterizace a dalsi testovani dualezité.
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7 Zaveér

V této diplomové praci byla potvrzena fenotypovd i genotypova variabilita napfric
testovanymi zastupci enterobakterii, taktéZz u do testu zahrnutych enterokokd. V ramci
testovani byla potvrzena jak druhovd, tak kmenova variabilita. Pomoci MALDI-TOF MS byla
identifikovana vétSina testovanych izolati a jejich identita byla potvrzena s vysokou mirou
jistoty identifikace na rodové Urovni. Nicméné, v pfipadé rozliSeni na Urovni druhu by bylo
vhodné zaraditi jiné metody identifikace. Z hlediska aplikovatelnosti a vypovidajici hodnoty
zvolenych fenotypovych testl vykazoval nejcastéjsi pozitivni vysledek narUst kolonii na Zluc-
aeskulinovém agaru, kdy doslo k pozitivni reakci u vsSech izolatll. Hydrolyza byla poté
zaznamenana pouze u kmenl enterokokl a nékterych dalSich kmen( ndleZicich do cCeledi
Enterobacteriaceae. Vysoky pocet pozitivnich reakci vykazoval také kataldazovy test. Nicméné,
Zadny z testovanych kmen( enterobakterii nevykazoval hemolytickou aktivitu. Hemolytickd
aktivita byla zaznamenana pouze u nékterych kmenU druhu Enc. faecalis. Nejednoznacné byly
vysledky testu B-glukuronidazové aktivity, kde chromogenni TBX agar a COLI test byly shodné,
zatimco biochemicky test APIZYM se lisil. Coz mohlo byt z divodu niZsi citlivosti API ZYM testu
nebo nevhodnych testovacich podminek, které ovlivnily aktivitu enzymu. Pro definitivni zavér
by bylo vhodné testy zopakovat, nebo pouZit jinou metodu. Napriklad PCR detekci
zodpovédnych genl. Pri testovani pomoci agarové difuzni metody nebyl zaznamendn
antimikrobialni Ucinek pouZitych bifidobakterii a laktobacild ani inhibice rlistu testovanych
enterobakterii a enterokokl vzdjemné. Nicméné, pri testovani 3-HP byly zaznamenany
inhibi¢ni ucinky va¢i M. morganii a C. amalonaticus (v nejvyssi pouzité koncentraci 600 uM).
V tomto pripadé bylo testovano pouze 5 kmenu a bylo by tedy potfeba pro presnéjsi vysledky
zahrnout vice taxont i kmen( a rozsitit metodiku testovani.

Z interpretovanych vysledkd bylo zjiSténo, Ze pro validni potvrzeni pouZitych metod by
bylo tfeba vice zastupcu testovanych taxon( a opakovani.
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9 Samostatné prilohy

9.1 APIZYM

Tabulka 1: Kompletni tabulka API ZYM testu



Kmen

Druhova identita

10

13

16

17

18

19

X12

Citrobacter freundii

X29

Citrobacter freundii

B65

Citrobacter freundii

+ [+ |+

B66

Citrobacter freundii

B68

Enterobacter asubriae

B69

Enterobacter cloacae

B5

Enterobacter cloacae

Bl

Enterobacter cloacae

B64

Enterobacter cloacae

+ [+ [+ |+ |+ [+ ]+ [+

+ [+ |+ |+ |+

B52

Enterococcus faecalis

|+ [+ |+ |+ [+ ]+ [+ ]|+

|+ [+ |+ |+ [+ ]+ [+ ]|+
|+ [+ |+ |+ [+ ]+ [+ ]|+

X28

Enterococcus faecalis

<
+
*

X1

Enterococcus faecalis

X17

Enterococcus faecalis

+ |~
+

B19

Enterococcus faecium

X3

Escherichia coli

e

X5

Escherichia coli

*

X11

Escherichia coli

B11

Escherichia coli

B14

Escherichia coli

B15

Escherichia coli

B27

Escherichia coli

B28

Escherichia coli

B34

Escherichia coli

B35

Escherichia coli

B45

Escherichia coli

B46

Escherichia coli

B49

Escherichia coli

B50

Escherichia coli

NC

Escherichia coli

+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ ]+ [+ ][+ ]+ ]+

+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ ]+ [+ ][+ ]+ ]+
+ |+ [+ |+ |+ [+ [+ ]+ |+

+ |+ [+ |+ |+ [+ [+ ]+ |+

Escherichia hermanii

~
T

X18

Klebsiella oxytoca

e

B67

Klebsiella oxytoca

X19

Klebsiella pneumoniae

B70

Klebsiella pneumoniae

B7

Klebsiella variicola

+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ ]+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ ]+ )+ ]+ [+]+ ]+

B38

Morganella morganii

*

+ [+ |+ |+ [+ |

B22

Serratia marcescens

+ [+ |+ |+ [+ |+ ]+

e

+ [+ |+ |+ [+ |+ ]+

~
+

dza

aza

Esterazova Lipaza (C 8)

Cystin arylamid

Kontrola

Alkalicka fosfataza
Esteraza (C 4)
Lipaza (C 14)
Leucin arylamid
Valin arylamidaza
Trypsin

a-chy motrypsin

aza

Kysela fosfatiza
Naftol-AS-BI-fosfohydrol

a-galaktosidaza

B-galaktosidaza
p-glukoronidiza

a-glukosidaza

B-glukosidiza

N-acetyl-p-glukosaminidiza

a-manosidiza

II

a-fukosidaza




