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ANOTACE

Prace je vénovana problematice detekce bakterie Cronobacter sakazakii. Zahrnuje popis
taxonomie, patogenezi, vyskytu a vlastnosti tyto bakterie, na zaklad¢ kterych jsou dale popsany
jednotlivé zplisoby detekce, metody a komeréné¢ dodavané sety. Jsou také uvedeny rtzné

kultivaéni média pro pomnozeni a identifikaci Cronobacter sakazakii.
KLICOVA SLOVA

cronobacter, sakazakii, detekce, patogeny, mikrobiologie, bakterie
TITLE

Detection of Cronobacter sakazakii.

ANNOTATION

The thesis deals with the detection of Cronobacter sakazakii. It includes a description of the
taxonomy, pathogenesis, occurrence and properties of these bacteria. Based on these properties
there are described various detection methods, and commercially available kits. The work also

includes various culture media for the Cronobacter sakazakii identification.
KEYWORDS

cronobacter, sakazakii, detection, pathogens, microbiology, bacteria
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UvVOD

Détsky organismus se vyznacuje vysokou labilitou mnoha zivotné dilezitych systémi
a predispozici k rozvoji patologickych stavii riznych typti. V postnatalnim obdobi se téméi u
vSech novorozencli v procesu adaptace na mimodélozni existencni podminky vyznacuje
gastrointestinalni trakt a jeho mikroflora vysokou variabilitou a pfitomnosti pfechodné

dysbiozy.

Organismus ditéte se vSak nedokaze vyrovnat se v§emi patogennimi organismy. Mezi
takové bakterie fadime Cronobacter sakazakii, na kterou se zamétuji ve své praci. Pti piisobeni
této bakterie v organismu muZze dojit k zdvaznym onemocnénim nekrotizujici enterokolitidy,

meningitidy a otravy s vyjime¢né vysokou mirou umrtnosti az 80 % [1].

Druh je nazvan na pocest japonského mikrobiologa Riichi Sakazaki. Nazev
“Cronobacter” [Cro.no.bac'ter] pochazi z feckého “ Kpdovog” [Cronos] - jednoho z Titani z
mytologie, ktery spolkl vSechny své déti, jakmile se narodily, a z latinského “Bacter” - ty¢, coz

symbolizuje ve vysledku ty¢, kterd miize zptisobit onemocnéni u novorozenci.

Infekce zptisobené Cronobacter sakazakii nejsou Casté, ale jsou vétSinou fatalni, proto
jsou nezbytné nutné metody rychlé izolace a identifikace této bakterie, ma-li byt dosazeno

véasné a vhodné opatieni kontaminace nebo infekce.

Cilem této prace je reSerSe ruznych literarnich zdroji a zhromazdéni informace

k problematice detekce Cronobacter sakazakii.
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1 CRONOBACTER SAKAZAKII

1.1 Taxonomie
Enterobacter sakazakii byl definovan jako novy druh v roce 1980 mikrobiologem J. J.
Farmerem a kol. [2]. DNA-DNA hybridizace neposkytla zadné jasné obecné piitazeni pro E.
sakazakii, protoze bylo prokazano, ze ma genetickou shodu 53-54% se dvéma riznymi rody:
Enterobacter a Citrobacter. Tento druh byl vSak zatazen do Enterobacter, protoze se nachézel

fenotypicky a genotypicky bliZze k E. cloacae nez k druhu C. freundii.

V roce 2007 Iversen a kol. [3] zvefejnili vysledky analyzy, podle které byl druh
Enterobacter sakazakii rozdélén do péti druhti. 210 kment E. sakazakii byly piifazeny
bioskupinam, jak bylo piivodné popsano Farmerem a kol. s pfidanim bioskupiny 16, jak je
popsano Iversenem a kol. Hodnoty homologie DN A mezi kmeny patticimi do riznych skupin
byly jasn€¢ pod 70%, proto v zavéru této studie bylo rozhodnuto, Ze kmeny E. sakazakii

predstavuji pét riznych druhil, z nichZ rozsahlejsi je Cronobacter sakazakii (Obrazek 1).

Zatrazeni rodu Cronobacter do systému je nasledujici:

doména: Bacteria

kmen: Proteabacteria

tiida: Gamma Proteobacteria
fad: Enterobacteriales
Celed” Enterobacteriaceae
rod: Cronobacter

13
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Obrazek 1 16S rRNA gene phylogenetic tree of Cronobacter and related species [3].

1.2 Morfologie a biochemické vlastnosti
Cronobacter sakazakii je gramnegativni ty¢inka 0,5-1,5 um S$iroka a 1-3 um dlouha,
pohybliva diky peritrichidlnim bi¢iktim. Jsou to nesporulujici, fakultativné anaerobni bakterie.
Mayji negativni oxidasovou a pozitivni katalasovou aktivitu. Redukuji nitraty, utilizuji citraty,
hydrolyzuji esculin a arginin, produkuji acetoin (Voges-Proskauer test) a jsou negativni pro

Methyl Red test (MRT). Neprodukuji sulfan, nehydrolyzuji mocovinu, nedekarboxyluji
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lysin [3]. Charakteristickou je tvorba zlutého pigmentu na Trypton-sojovém agaru (TSA)
(Obrazek 3). Uplny piehled biochemickych vlastnosti je uveden v Piiloze A.

Obrazek 2 Coloured scanning electron micrograph (SEM) of Cronobacter sakazakii [4].

Obrazek 3 Cronobacter sakazakii on TSA [5].

Produkce pigmenti a velikost kolonii tvofenych izolaty rodu Cronobacter péstovanymi
na TSA jsou zna¢né ovlivnény inkubacni teplotou. Kolonie typu A nebo matné jsou suché nebo
mukoidni, vroubkované a gumovité pfi dotyku ockovaci klickou. Tato vlastnost se pfisuzuje
heteropolysacharidovému pouzdru, které umoznuje snadnéjsi pfichyceni k povrchu a tvorbu
biofilmu. Environmentalni kmeny na tomto médiu produkovaly vlnité, matné kolonie s
gumovitou texturou. Kolonie typu B nebo lesklé jsou hladké a ¢asto vykazuji malou produkci

pigmentu.

15



Byly také pozorovany rozdily v morfologii kolonii mezi environmentalnimi kmeny a
klinickymi kmeny [6]. Klinické kmeny na rozdil od environmentélnich produkovaly mukoidni

kolonie na VRBG agéru (Violet Red Bile Glucose Agar).

Du X. a kol. popsali schopnost Cronobacter sakazakii tvofit biofilmy, coz napomaha
bakterii zlistavat na Izicich, michadlech, zincich na umyvani naddobi a dalSich vécech, kvili

kterym se miizou kontaminovat potraviny [1], [32].

1.3 Vyskyt
Doposud rezervoar a zpiisob prenosu Cronobacter spp. zustavaji neznamé. OvSem,
vzhledem k tomu, Ze se patogeny nevyskytuji pfirozené u zvitat a lidi, hlavnim zdrojem
kontaminace potravin jsou s nejvétsi pravdépodobnosti ptida, voda a zelenina. Cronobacter spp.
mohou byt izolovany z prostiedi a ze Sirokého mnozstvi potravin véetné mléka, syrt, susenych

potravin, masa, zeleniny, ryze, chleba, ¢aje, bylin, kofeni, praskové kojenecké vyzivy a vody.

Dale sekundarnim zdrojem kontaminace mohou slouzit hlodavci a mouchy, nebot’ byly
kmeny Cronobacter také izolovany z travicich traktt mexické ovocné musky Anastrepha ludens

a bodalky stajové Stomoxys calcitrans.

V roce 2009 Jaradatem a kol. byla provedena rozsahld studie. 233 vzorkll véetné
kojenecké vyzivy, suseného mléka, détské vyzivy, zeleniny, ovoce, tradi¢nich napojt, obilovin,
bylin a vzorku z Zivotniho prosttedi bylo testovano na piitomnost Cronobacter spp. Tabulka 1
ukazuje kategorie vzorkli potravin a zivotniho prostiedi analyzovanych na piitomnost
Cronobacter spp. ve studii. Tabulka 1 také uvadi procenta Cronobacter spp. nalezenych v kazdé
kategorii potravin. Ze 76 vzorka kojenecké vyzivy, détské vyzivy, suSeného mléka a mléénych
vyrobku byl pouze jeden vzorek kojenecké vyzivy byl pozitivni na Cronobacter spp. (1,4%).
Nejvyssi procento Cronobacter spp. (39%) bylo nalezeno v bylinkach a kotenich, coz dava 89%
z celkového ndlezu. Kromé toho byly nalezeny dva izolaty (18%) v prachu z vysavace (z
doméacnosti). Za zminku stoji, Zze Zadny z testovanych vzorkli suSeného mléka neobsahoval

Cronobacter spp [30].

Susena mlécna vyziva je jedinym zdrojem potravy, ktery byl epidemiologicky spojen s
vypuknutim onemocnéni zptisobenym Cronobacter [7]. V dusledku toho se vétsina vyzkumi
Cronobacter je zaméfena na potencidlni pfitomnost téchto patogenti v technologickich

zatizenich vyroby kojenecké vyzivy, surovinach a finalnich produktech [9].
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Tabulka 1 Kategorie potravin a vzorki z zivotniho prostiedi zkoumanych na ptitomnost Cronobacter spp. [30].

Pocet
Puvod vzorku Pocet vzorku izolovanych % Vv kategorii % celkove
Cronobacter spp.
Kojenecka
: - 69 1 1,4 3,5
Instantni smes
Obiloviny a
vyrobky z 32 0 0 0
obilovin
Bylinky a kofeni 67 26 39 89,6
Rlzné
potravinaiské 34 0 0 0
vyrobky
Naépoje 7 0 0 0
MIécné vyrobky 7 0 0 0
Zelenina a ovoce 6 0 0 0
Vzorky
z zivotniho 11 2 18,2 6,9
prostiedi
Celkem 233 29 100
1.4Patogenita

Podle svétové zdravotnické organizace (SZO, WHO) vsechny Sest druhi v rodu

Cronobacter jsou patogenni [8].

Nyni existuje obecnd shoda, Ze bakterie z rodu Cronobacter jsou organismy tolerantni
vici teplu, ale je nepravdépodobné, Ze pretrvavaji i po pasterizaci, coz znamena, ze ke
kontaminaci pasterizovanych produkti pravdépodobné dochazi béhem suseni, plnéni nebo

rekonstituce [9].

Ackoliv existuje malo informaci o rezistenci druhi Cronobacter vici alkalickym
podminkdm, byl ale zaznamenadn rlst pfi neutrdlnich hodnotach pH. Bakterie z rodu
Cronobacter byly popsany jako stfedné odolné vici kyselym podminkdam. Studie rezistence

vici kyselinam ukdazaly, Ze tyto bakterie mizou vydrzet vystaveni hodnoty pH 3,5 po dobu
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delsi nez 5 hodin. VSak bylo zjisténo, Ze pii hodnotach pH nizSich nez 3, jejich pfeziti je

prechodné, pti¢emz mezi riznymi kmeny existuje zna¢na diverzita v kyselinové rezistenci.

Bakterie vykazuje extrémné vysokou odolnost k vysouseni a tepelnému zahievu. Buiiky
Cronobacter maji schopnost prezit v suSeném prostiedi az dva roky a po hydrataci se mohou
rychle mnozit. Studie buné¢ného metabolismu ukazaly, ze bakteridlni bunky nalezici do rodu
Cronobacter jsou schopny se béhem stacionarni faze chranit pfed dehydrataci prosttednictvim
intracelularni akumulace kompatibilnich solutti, zejména trehalosy. Trehalosa je neredukujici
disacharid glukosy, o kterém se predpoklada, ze podporuje toleranci vici vysychani bakterii
stabilizaci proteint a fosfolipidovych membran. Produkce vysSich hladin superoxiddismutasy
a alkylhydroperoxidreduktasy v bunikach mtze také hrat dalezitou roli v ochran¢ bunéénych

proteint proti oxidaci [9].

Infekce vznikéd v travicim ustroji. Ackoliv neexistuji Zadné epidemiologické udaje o
hodnoté infekéni davky, Iversen a Forsythe predpokladali jeji hodnotu jako 10° KTJ (kolonie
tvofici jednotky; CFU — colony-forming unit), coZ je pfiblizni infekéni davka stanovena pro E.
coli 0157, Neisseria meningitis a Listeria monocytogenes. Infekéni davka se ale muze liSit
v zavislosti na minulosti organismu, zdravotnim stavu hostitelského organismu a typu
potraviny. Je ovS§em velmi nepravdépodobné, ze by infekci zptisobil maly pocet organismti v
susené mléeéné vyzivé (méné nez 0,36 KTJ x 100 g?), z ¢ehoz vyplyva, Ze k nakaze dochazi v
dasledku hrubého teplotniho poruSeni a / nebo kiizové kontaminace nadobi (nedostate¢nym
hygienickym podminkam ptipravy stravy). Havelaar a Zwietering (2004) argumentuji, Ze kazda
jednotliva buiika ma diskrétni, nenulovou pravdépodobnost vyvolani infekce a pokud budeme
brat v tivahu, ze susena mlécna vyziva je kontaminovana jedinou buiikou, pak podle vypoctu
rustové rychlosti by bylo zapottebi 13 h kultivace pti pokojové teploté, aby bylo dosazeno
10° KTJ [1], [9].

V jednom z nejvyznamngjSich prizkumi mlééné vyzivy se zjistilo, ze 52,2% ze 141
vzorkll ze 35 zemi svéta bylo pozitivnach na kontaminaci kmeny rodu Enterobacteriaceae,

z toho 14% obsahovalo bakterie z rodu Cronobacter [1], [10].

1.5 Klinické obrazy onemocnéni
Cronobacter sakazakii je oportunisticky patogen vyvolavajici fadu onemocnéni
zahrnujicich nekrotizujici enterokolitidu, bakteriémii, meningitidu a mozkové abscesy zvlasté
u predCasné narozenych déti, déti v prvnich tydnech zivota, starych pacient a u imuno-

deficientnich jedinct.
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Prvni hlaseni o infekcich zptisobenych rodem Cronobacter se datuji do roku 1958, kdy
se v Anglii vyskytly dva smrtelné ptipady novorozenecké meningitidy a septikémie [2]. Tyto a
dalsi nékolik piipadt infekci byly ptivodné piipsany druhu Enterobacter cloacae, nicméné
v roce 1980 bylo zjisténo, ze ptivodcem infekci byl Enterobacter sakazakii, kdy ho na zakladé
DNA-DNA hybridizace definovali jako novy druh mikrobiolog J. J. Farmer a kolektiv [3].
Celkove mezi lety 1958-2003 bylo zaznamenano 76 piipadi ndkazy Cronobacter sakazakii u
novorozencl, z toho 19 jedincl neptezilo. Podle WHO pro rok 2008 se pocet nahlasenych

piipadt u kojencti a malych déti mladsich nez 3 roky stoupl na 120 [8].

Meningitida je akutni zanét mozkovych blan (meninges) ¢ili zanét ochrannych membran
pokryvajicich mozek a michu. Tyto infekce jsou obvykle spojeny s akutnim nastupem a
progresi, a pokud jsou neléceny, obvykle postupuji do fatalniho vysledku. K nejcastéjSim
symptomim meningitidy patii bolesti hlavy a ztuhlost §ije spojené s horeckou, zmatenosti nebo
poruchami védomi, zvracenim a fotofobii ¢i fonofobii. U déti se Casto vyskytuji pouze
nespecifické symptomy, jako je podraZzdénost a ospalost. Meningitida mize ohrozit zivot
cloveka, pri bakterialni meningitid€ je vyvoj piiznaka v fadu hodin. Proto je nemoc fazena mezi

urgentni stavy [10], [11].

Pii epidemii na Islandu byly kmeny E. sakazakii izolované ze ttech pacienti s neonatalni
meningitidou velmi uzce piibuzné (profily plazmidi, restrikéni enzymova analyza,
antibiogramy) s kmeny nalezenymi v kojeneckych smésich pouzivanych v nemocnici (Bierling
et al., 1989). Moznym vysvétlenim tohoto ohniska by mohlo byt, Ze 1dhve se smésmi byly
prilezitostné uchovavany pii teploté 35-37°C po delsi dobu v ohtivacich pftistrojich, coz

umoznilo mnoZeni organismu [10].

Jako komplikace meningitidy mtze nastat bakteriémie, coz je piitomnost bakterii v Krvi.
Krev je normalng sterilnim prosttedim, proto je zjiSténi bakterii v krvi (nejcastéji jeji kultivaci)
vzdy abnormalni situaci. Imunitni odpovéd’ na bakterie miize zplsobit sepsi nebo septicky Sok
s pomérné vysokou mortalitou. Bakterie se také mohou krvi rozsifit do jinych ¢asti téla a

zpisobit infekce mimo plivodni lokalizaci.

Bylo zjisténo, ze E. sakazakii a Leuconostoc mesenteroides byly pivodci nozokomialni
bakteriémie u ditéte ve véku 6 mésict (Noriega et al., 1990). Zasobni smés byla zkoumana na
E. sakazakii a L. mesenteroides, ale zadny z nich nebyl nalezen. Bylo vsak zjisténo, ze michadlo
pouzity k rehydrataci smési byl silné kontaminovan obéma organismy. V tomto piipadé je

mozné, ze byly E. sakazakii a L. mesenteroides v suSené kojenecké vyziveé pritomny v nizkych
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poctech, ale mnozstvi téchto organismu se zvySovalo s kazdou dalsi ptipravou smési. Neni

jasné, zda E. sakazakii nebo L. mesenteroides byl pfi¢inou bakteriémie [10].

Clark et al. (1990) zkoumali dv€é nesouvisejici nemocni¢ni epidemie zahrnujici
meningitidu, bakteriémii a kolonizaci novorozencti. V kazdém z ohnisek byl izolovan
E. sakazakii jak z pacientli, tak ze suSené kojenecké vyzivy. K vyhodnoceni ptibuznosti
zacastnénych kment byla pouzita kombinace identifika¢nich metod (analyza plazmidu,
antibiogramii, chromozomalni restrikéni endonukledzovd analyza, ribotypizace a
multilokusova enzymova elektroforéza). Tito védci zjistili, ze i kdyz se kmeny bakterii mezi

ohniskami liSily, v ramci kazdého ptipadu ptivodcem infekce byla bakterie ze smési [10].

Nekrotizujici enterokolitida (NEC) je zavazné onemocnéni novorozeneckého obdobi
zpusobené hypoxicko-ischemickym poskozenim, které pietrvavad v postnatdlnim obdobi s
rozvojem lokalniho ischemicko-reperfuzniho procesu, ulceraci a nekrozou stievni stény.
Projevi se obvykle 3-7 dni po zacatku enteralni vyzivy. Mira umrtnosti se pohybuje
od 20 do 30%; ve skupiné déti, které podstoupily operaci - az 50% [12].
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2 DETEKCE CRONOBACTER SAKAZAKII

Bezpecnosti potravin se v ramci EU zabyva Evropsky trad pro bezpecnost potravin
(European Food Safety Authority, EFSA), vlastnimi biologickymi riziky pak védecka skupina
pro sledovani biologického rizika (BIOHAZ Panel). Do mikrobiologického rizika détské
vyzivy byl v roce 2004 zahrnut také Enterobacter sakazakii (rod Cronobacter). Bylo
konstatovano, ze mozny vyskyt tohoto patogenu v détské vyziveé predstavuje pro konzumenty
velké zdravotni riziko. Proto EFSA doporucila sledovani pfitomnosti patogennich

mikroorganismu jak pii vyrobé potravin, tak v potravinaiskych vyrobcich.

V listopadu 2005 ptijala Evropska komise regulac¢ni opatieni ¢. 2073/2005, kterym se
stanovuji mikrobiologicka kritéria pro potraviny. Cilem tohoto nafizeni bylo snizit mnozstvi
urCitych mikroorganismii a zavést pravidla, kterd musi vyrobci potravin dodrzovat. Toto
regulaéni opatieni Evropské komise vyZaduje nepfitomnost Enterobacter sakazakii (rod
Cronobacter) v 10 g vzorku suSené pocatecni kojenecké vyzivy a v suSenych dietnich
potravinach pro zvlastni 1éCebné ucely ur¢ené pro kojence do Sesti mésicti véku. Zminéné
nafizeni bylo upraveno novym regulaénim opatfenim ¢. 2019/229 vydanym v tnoru 2019,
avsak limity pro Cronobacter zustaly stejné. Jako referen¢ni analyticka metoda se pouziva

klasicka kultiva¢ni mikrobiologicka metoda ISO EN 22964 (2017) [13], [14].

Hlavni obtiznosti pii detekci Cronobacter sakazakii, a také jinych patogend, je potieba
splnit legislativni naroky a prokazat jednu mikrobidlni bunku v nékolikagramovém vzorku
potraviny, resp. naopak dokazat, ze se v tomto vzorku zadny patogen nevyskytuje. Proto se
pouzivaji klasické kultivacni techniky, které umozni po n€kolikadenni kultivaci namnozit a

izolovat mikrobidlni patogen.

Takovy postup ale trvd obvykle 5 az 7 dni, coz je z hlediska hygienickych opatifeni
(HACCP) zdlouhavé, nebot’ je potiebné védét co nejrychleji, zda je potravina kontaminovéna.
Proto jsou vyvijeny tzv. rychlé metody, vyuZzivajici riizné principy detekce, umoziujici dat
vysledek za 24 az 48 h. AvSak ani pouZzitim rychlych metod se nevyhneme kultivaénimu kroku,
ktery musi umoZnit pomnoZeni tfeba jediné buniky mikroorganismu v analyzovaném vzorku o
n€kolik fadh. Mnohdy je tfeba jest¢ mikrobidlni bunky revitalizovat kultivaci ve vhodném

kultivatnim médiu. Obvykle takové kultivace trvaji 24 h [13].

21



3.1Postup dany normou CSN EN ISO 22964
Metoda pro izolaci a vy&et bakterii z rodu Cronobacter podle CSN EN ISO 22964
zahrnuje sérii kultiva¢nich krokd a trva obvykle 5-7 dni [15]. Tento dokument byl validovan
pro mnozstvi vzorku 10 g. Mensi mnozstvi vzorku miize byt pouzito bez nutnosti dodatecné
validace / ovéfovani za piredpokladu, ze bude zachovan stejny pomér mezi reakénimi
komponentami a vzorkem. V¢Etsi mnozstvi vzorku mize byt pouzito, pokud valida¢ni /

oveérovaci studie ukézala, ze neexistuji Zadné negativni i€inky na detekci Cronobacter spp.

Zartizeni nutné pro detekci:

1. Zatizeni pro suchou sterilizaci (trouba) nebo mokrou sterilizaci (autoklav).

2. Inkubétory, schopné provozu v rozmezi 34 - 38°C, 37 + 1°C a 41,5+ 1°C.

3. Sterilni klicky, o praméru pfiblizné 3 mm (objem 10 pl) a objemu 1 pl a inokulaéni jehlu
nebo dratek.

4. pH metr, s presnosti kalibrace 0,1 pH jednotky pii1 25°C.

5. Baiky a lahve, s uzavéry, o vhodnych kapacitach pro pouziti pti pfipravé obohacujicich
bujont a agart a jejich skladovani.

6. Sterilni odmérné pipety, 0 objemu 10 ml, 1 mla 0,1 ml.

7. Trubky (ucpané nebo s vickem) nebo lahvicky s plachtou, o vhodné kapacité, s netoxickymi
kovovymi uzavéry s vlozkami nebo plastovymi jednorazovymi uzavery.

8. Petriho misky o priméru piiblizn¢ 90 mm.

9. Spektrofotometr, schopny méfit absorpci svétla s vinovou délkou 405 nm.

10. Palicka a malta.

11. Chladnicky, schopné provozu pii 5+3°C.

12. Vodni lazné, schopné provozu mezi 47°C a 50°C a 37+1°C.

13. Susici skiinka (nebo trouba vétrana konvekci), kterd miize byt udrzovana mezi 25°C a 50°C.

3.1.1. Faze pred nabohacenim (Pre-enrichment)
Nejprve 10 g nebo 10 ml vzorku se dava do 90 ml BPW (buffered peptone water) média.
Pred vyuzitim se BPW predehiivd na pokojovou teplotu. Takhle naockovany vzorek se

inkubuje 18 + 2 hodin pfi teploté 34 - 38°C. Dale nasleduje faze nabohaceni.
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3.1.2. Faze nabohaceni (Enrichment)
BPW s naockovanym vzorkem se pofadné promichaji a 0,1 ml z toho ziskané kultury
se prenese do 10 ml CSB (Cronobacter selective broth). CSB se promicha a neché se inkubovat

24 + 2 hodin pfi teploté 41,5°C.

3.1.3. Selekce (Selection)

CSB se znovu zamicha a pomoci 10 pl klicky se naoc¢kuje na CCI agar (chromogenic
Cronobacter isolation agar), ktery se zase inkubuje 24 + 2 hodin pfi teploté 41,5°C. Po inkubaci
se chromogenni miska prozkoumd na ptitomnost Cronobacter, které obvykle tvoii malé az
sttedni kolonie (1-3 mm) modré az modro-zelené barvy. Ostatni bakterie byvaji bilé a mohou
mit zeleny, Sedy nebo Cerny krouzek uprostfed. Nékteré prirozené zbarvené bakterie byvaji

Zluté nebo Cervené.

3.1.4. Izolace podezielych kolonii a potvrzeni (Confirmation)
Pro potvrzeni se berou 5 podezielych kolonii a inkubuji se 21 + 3 hodin na TSA pii
teploté 34 - 38°C. Po inkubaci se kolonie mohou uchovavat pti teplot¢ 5°C do 7 dni.

Identifikace se provadi pomoci biochemickych testt (Tabulka 2).

Schematické reprezentace metody pro izolaci a identifikaci Cronobacter sakazakii dle

CSN EN ISO 22964 je znazornéna v Piloze B.

Tabulka 2 Identifikace Cronobacter sakazakii podle CSN EN ISO 22964.

Reakce Interpretace
Oxidasa Negativni
Hydrolyza 4-nitrofenyl a-D-glukopyranosy | Pozitivni (min. absorpce 0,3 pti 405 nm)
L-lysin dekarboxylasa Negativni (Zluty)
L-ornithin dekarboxylasa Pozitivni (fialovy)
Produkce kyseliny z D-arabitolu U Cr. sakazakii negativni
Produkce kyseliny z D-sorbitolu Negativni
Produkce kyseliny z D-sukrosy Pozitivni
a-methyl-D-glukosid (nepovinny) U Cr. sakazakii pozitivni
MRT (nepovinny) Negativni (Zluty)
Voges-Proskauer (nepovinny) Pozitivni (rizové pozadi)
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3.2DalSi zpiisoby

3.2.1. FDA navrZena metoda

Drive do prijeti postupu ISO/TS 22964 a pozdéji ISO EN 22964 existovala podobna
metoda pro detekci Cronobacter sakazakii ve mlé¢nych smésich navrzena FDA. Tento zptsob
zahrnoval piedb&ézné obohaceni v neselektivni zivné pudé (destilované vod¢€), obohaceni
v Enterobacteriaceae enrichment, kultivaci na VRBGA a subkultivaci na TSA. Pfedpokladané
kolonie Cronobacter se vybiraly z TSA na zaklad¢é produkce zlutého pigmentu (rys tradi¢né
povazovany za typicky pro Cronobacter spp.) a nechavaly se potvdit pomoci oxidasovych testli
a biochemického profilovani. Bylo ovSem zji§téno, Ze tento zpuisob ma nizkou citlivost a
relativné nizkou specificitu [9], [16]. Pozdé&ji destilovanou vodu vyménily za BPW, piidaly
sukrosu a zvedly teplotu na 42°C, coz neinhibuje riist ostatnich rodd z Enterobacteriaceae, ale

dava vyhodu Cronobacter.

3.2.2. Imunochemicka a imunochromatograficka detekce
Javirkova B. a kol. popisuji moznost detekce Cronobacter sakazakii pomoci
nekompetitivni  enzymové  imunoanalyzy  (ELISA) a také  nekompetitivni
imunochromatografickou detekci (ID). Ob¢ metody vyuzivaji polyklonalni protilatky AbCS.
Jako vhodnéjsi format se ukazala metoda ELISA, kterd umoziiuje dobré odliSeni Cronobacter
sakazakii od dalsich bakterii rodu Enterobakter. Metoda ID je ale jednodussi a fadoveé rychlejsi
nez ELISA. S pouzitou protilatkou vsak poskytovala u né¢kterych kmenti Cronobacter falesné

negativni a u Enterobacter falesné pozitivni vysledky [17].

3.3 Dostupna cromogenni media pro kultiva¢ni vySetieni
Jednim z nejvyznamnéj$ich znaki Cronobacter je piitomnost enzymu o-glukosidasy.
Tento enzym ostatni zastupci enterobakterti nemaji. Jsou to proteiny z povrchu bakterialnich
bunek Cronobacter spp. a-glukosidasa je skupina proteint, které mohou vazat aminokyseliny,
sacharidy a proteiny vn&j§i membrany (OmpA, OmpC, Protein A) [13]. Aktivita a-glukosidasy
se stala definujici charakteristikou pro diferenciaci Cronobacter spp. z jinych druht celedi
Enterobacteriaceae. Tento biochemicky znak byl pouzit jako selektivni marker ve vyvoji

diferencialnich chromogennich médii.
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Mezi chromogenni substraty patii naptiklad neselektivni 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
a-D-glukopyranosid (XaGlc), ktery je preménovan o-glukosidasou na pigment, ktery obarvi
kolonie Cronobacater na charakteristické modrozelené zabarveni. Jelikoz substrat neni
selektivni, mize poskytnout falesné pozitivni vysledky s Escherichia vulneris, Pantoea sp. a
Citrobacter koseri.

Jinym chromogennim substratem, ktery miize byt pouzit pro detekci Enterobacter
sakazakii, je vyuziti trypsinovych $tépt sojového agaru a o-D-glukopyranosidu. Pisobenim
ptitomné o-glukosidasy vznikaji pfeménou piidaného substratu zluté zony p-nitrofenylového
hydrolyzatu. Zastupcem je napiiklad ESIA® (Obrazek 4), ktery vykazuje dobrou specifitu,

inkluze krystalické violeti snizuje jeho citlivost [9].

Obrazek 4 Cronobacter spp. na ESIA ukazuji charakteristické modro-zelené zbarveni [19].
Nejspolehlivéjsi vysledky byly ziskany pii pouziti selektivnich chromogennich médii
podle Druggan-Forsythe-lversen (DFI) agaru (Obrazek 5) a Chromocult® Cronobacter isolation
agar (CCl) by Merck (Obrazek 6). Piipadné falesné pozitivni vysledky poskytuji vzorky

obsahujici mikroorganismy, které maji a-glukosidasu.
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Obrazek 5 Cronobacter spp. na DFI agaru maji tmavézelené, svétlozelené nebo nahnédle-zelené zbarveni. Nekteré
kolonie mohou mit pouze zelené centrum s bilym / Zlutym okrajem [20].

Obrazek 6 Cronobacter sakazakii a nekolik dalsich zastupcii rodu Cronobacter rostou na CCI agaru v malych az
stiednich modrych nebo modrozelenych koloniich [21].

Modifikovany agar Druggane-Forsythee-Iversen (mDFI) je zlepSeny Druggane-
Forsythee-Iversen (DFI) agar a fes$i omezeni jak DFI, tak ESIA. Bylo prokazano, ze vyssi
koncentrace XaGle, sniZzend koncentrace deoxycholatu sodného a inkubace pti 42°C zvySuje
citlivost mDFI pro detekci Cronobacter.Enterobacter Sakazakii Plating Medium (ESPM) je
dalsi chromogenni médium, které bylo vyvinuto spole¢nosti R&F Products Inc (Obrazek 7).
Toto médium zahrnuje XaGlc jako ostatni chromogenni média pro Cronobacter spp. Autofi
také zahrnuli trisacharidovy analog 5-brom-4-chlor-3-indolyl-B,D-glukopyranosa-f3,D-
glukopyranosid (X-cellobiosa). Pfidani druhé chromogenni slouéeninyse pouziva za ucelem
zvySeni Citlivosti média pro Cronobacter spp [18]. Cronobacter spp. na ESPM agaru maji barvu
od modré do ¢erné nebo Sedé s Cervenym pozadim. Cronobacter neméni Cervenou barvu pozadi,

ale méni ji dalsi mikroflora pfitomna ve vzorku (naptiklad susené mlééné smési) [20].
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Obrazek 7 Miska vpravo ukazuje vzorek kojenecké vyzivy s Cronobacter a vedlejsi florou, ktera méni barvu pozadi
agaru z Cervené na zlutou ve vétsiné oblasti. Cronobacter spp. jsou zelené se zlutym pozadim a Cerné s cervenym

pozadim [20].

Podobnym zptisobem funguje COMPASS Enterobacter sakazakii Agar od firmy Biokar
diagnostics. Pfedev§im inhibuje Gram-pozitivni bakterie a pak na zaklad¢ barvy se da odliSit

kolonie Cronobacter od jinych druhii rodu Enterobacter (Obrazek 8) [26].

Obrazek 8 Kolonie Cronobacter na COMPASS Enterobacter sakazakii agaru vykazuje modrozelenou barvu [26

V roce 2011 Kim S. a Rhee M. navrhli nov¢ selektivni médium pro izolaci Cronobacter
spp. KR médium obsahuje salicin, slozku, ktera usnadiiuje diferenciaci Cronobacter spp. a
neutralni ervenou jako indikator zmény pH. Zluéova sil &. 3 a krystalicka violet' inhibuji
vétSinu grampozitivnich bakterii a chlorid sodny udrzuje osmotickou rovnovahu. Salicin a

pepton poskytuji ziviny potiebné pro rist bakterii.

Salicin fermentujici organismy produkuji kyselinu prostiednictvim katabolismu

salicinu, ¢imZz snizuji pH média a produkuji fialové zbarvené kolonie, zatimco salicin
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nefermentujici organismy vytvareji bezbarvé kolonie [31]. Vétsina kmenti Cronobacter spp.
(99%) je schopna fermentovat salicin a naproti tomu potravinové patogeny a bakterie zkazy
potravin ve vétsin€ ptipadl nejsou schopny fermentovat salicin. Autory uvadéji specifitu média
98% a citlivost 100%. Ackoliv chromogenni a fluorogenni média maji vyhody (vysoka citlivost
a selektivita), jsou ale pfili§ drahé vzhledem k vysokym nakladiim na pozadované diferencialni
latky, jako je napiiklad XaGlc. Vyraznou vyhodou zde navrhovaného média KR je jeho pomér
nakladi a efektivity.

(a)

(b)

Obrdzek 9 Morfologie kolonii (a) Cronobacter spp. a (b) Cronobacter spp. + vedlejsi organismy. Cronobacter
spp. tvori typické kolonie s fialové zbarvenym centrem obklopenym prithlednym aZ opaleskujicim okrajem,
zatimco v pritomnosti jinych organismii jsou kolonie bezbarvé nebo fialové zbarvené bez okrajui [31].

3.4Dostupna fluorogenni media pro kultivaéni vySetieni

NejznamnéjSim fluorogennim substratem pro detekci Enterobacter sakazakii je
methylumbelliferyl-o-D-glukosid. Pfitomna o-glukosidasa pfeménuje substrat za vzniku
tipytivych fluoreskujicich kolonii Enterobacter sakazakii. Fluorescenéné znacené vybrané
sekvence gend pro ribosomalni RNA Enterobacter sakazakii lze detegovat soupravou VIT-
E.sakazakii od Vermicon Identification Technology. Fluoreskujici buniky Enterobacter
sakazakii jsou viditelné pod fluorescenénim mikroskopem. Velkou vyhodou tohoto postupu je,
ze cela detekce trva méné nez tii hodiny. Detekéni limit je 103 KTJ/ml. Fluorescenéni techniky

v8ak zatim nedosahly vétsiho rozsifeni [13].
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3.5 Metody biochemické a komer¢né dodavané rychlé sety

K detekci Cronobacter spp. jsou pouzivany biochemické soupravy, zalozené na prikazu
ptitomnosti ur¢itych enzymu, charakteristickych pro tento mikroorganismus. Piikladem takové
soupravy je komeréné dostupna API® Rapid ID 32 E od vyrobce bioMérieux SA. Tento test je
standardizovany identifika¢ni systém pro Enterobacteriaceae a dalSi gramnegativni ty¢inky,
ktery vyuziva 32 miniaturizovanych biochemickych testti a specifickou databazi (Obrazek 10).
Prouzek ID 32 E sestava z 32 jamek, které obsahuji dehydratované testovaci substraty. Po 24
hodinach inkubace se reakce v jednotlivych jamkach vyhodnocuji bud’ vizualné nebo pomoci
piistroji ATB Expression, nebo Mini API. Jako substrat pro zjisténi pfitomnosti o--glukosidasy
se pouzivaji syntetické slouc¢eniny D-glukosy s p-nitrofenylovymi derivaty. Produkce Zlutého

p-nitrofenylu odliSuje Cronobacter spp. od dalsich druha [13].

Obrazek 10 API® Rapid ID 32 E od vyrobce bioMérieux SA [33].

Byly také zkoumany alternativni metody identifikace Cronobacter. Pro analyzu
bunécnych methylesteri mastnych kyselin Cronobacter spp. byla pouZita plynova
chromatografie s detekci plamenové ionizace. kmenill. Bylo zjisténo, Ze vysledné profily
mastnych kyselin vykazuji dobrou opakovatelnost a potencidl pro identifika¢ni ucely.
K rozliSeni Cronobacter z E. cloacae, E. coli a Klebsiella pneumoniae byla také pouZzita detekce
Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopii. Jemné kompozi¢ni rozdily byly detekovany s

FTIR v sacharidovych slozkach bunéénych membran mezi Cronobacter spp. a jinych druht [9].
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3.6 Metody molekularné-biologické

Molekularni metody identifikace Cronobacter byly rozsahle zkoumany a popsany ve
védecké literatute. Do nich jsou vkladany velké nad€je, nebot’ tyto metody vyuzivaji
molekularné-genetickych technik, které jsou rychlejsi, spolehlivéjsi a hlavné specifictéjsi nez
klasické kultiva¢ni metody. VéEtsina novych detekénich postupt vyuziva k prukazu Cronobacter
spp. polymerazové tetézové reakce (PCR). PCR je umély proces vicenasobného kopirovani
(amplifikace) specifické sekvence DNA provadény in vitro. Kopirovani DNA béhem PCR se
provadi pomoci specialniho enzymu DNA-polymerasy, stejné jako v bunkach zivych
organismu. Jako primer se pouziva znamy gen o-glukosidasy (glu A) nebo také oblasti 16S
rRNA, coz umoznilo specifickou a velmi citlivou detekci Cronobacter (10 pg ¢istého DNA
templatu). S vyuZzitim inhibitort se podafilo sestavit detekéni PCR rozliSujici zivé a mrtvé
burniky Cronobacter spp. Ovsem, vzhledem k tizkému vztahu mezi C. sakazakii a C. malonaticus

se nezda mozné rozlisit od sebe tyto dva druhy pomoci 16S rRNA sekvenénich dat [13].

Dokonce se da rozlisit i jednotlivé druhy z rodu Cronobacter. Alternativni geny, jako je
gen rpoB, maji potencial pro identifikaci a diferenciaci druhti Cronobacter. Stoop navrhnul PCR
testy zaloZzené na rpoB v kombinaci se specifickou pro rod Cronobacter PCR jako spolehlivou

a ¢asove uspornou metodu pro rozliSeni zastupct raznych druhid z rodu Cronobacter [23].

Real-time PCR popsany v je rychly, specificky a citlivy zpusob detekce Cronobacter
spp. v potravinovych vzorcich rizného pavodu. Citlivy a piesny test Tagman real-time PCR v
vyvinuty Seo a Brackettem (2005) byl zlepsen zavedenim IAC (internal amplification control,
vnitini kontrola amplifikace), coz mize u¢inné eliminovat fale$né negativni vysledky. Test
miliZze detekovat velmi nizké pocty bun€k Cronobacter ve vzorcich potravin kontaminovanych
vysokym mnozstvim vedlejsi flory a béznymi inhibitory PCR vzorkl potravin po 24 hodinach

obohaceni [24].

Na zakladé PCR funguje komeréné dodavany CronoFast® Kit od firmy Microbial
Systems. Vyrobce uvadi citlivost jako 1 KTJ/10 g potraviny. Je to pomérné rychly zptsob, ktery
dava vysledky jiz do 24 hodin [27].

V roce 2011 Fricker-Feer a kol. provedli studium tiech komeréné dostupnych systémi
pro detekci druhu Cronobacter zalozenych na real-time PCR. Byly to: the BAX® System PCR
Assay Enterobacter sakazakii (DuPont, Qualicon, Wilmington, USA), the Assurance GDS™
Enterobacter sakazakii (BioControl, Bellvue, USA) and the foodproof® Enterobacter sakazakii

Detection Kit (Biotecon Diagnostics, Potsdam, Germany). Specificnost 100% byla pozorovana
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u dvou ze ti testovanych systémi: Assurance GDS™ Enterobacter sakazakii a foodproof®
Enterobacter sakazakii Detection Kit. Pouzitim real-time PCR systému BAX® Test
Enterobacter sakazakii sedm z osmi kmentd Cronobacter bylo identifikovano spravné. Nicméné,
Cronobacter dublinensis kmen CFS 237 nebyl systémem identifikovan. Navic byl ziskan

faleSn¢ pozitivni vysledek s Enterobacter cloacae [28].

Mezi dalsi biologické metody patii naptiklad metoda LAMP (loop-mediated isothermal
amplification), ktera také umoznuje druhovou detekci bakterii [13], t. j. se miiZze pouzivat pro
rozliSeni Cronobacter sakazakii od ostatnich zastupcti Cronobacter spp. Je to rychla,

nendkladna, specificka. Citlivost je uvedena na 1,2 KTJ/100 g suSené¢ mlécné vyzivy.

VYV v

Uspé&sné byla pouzita rovnéz metoda detekce fluorescenéni hybridizace in situ (FISH),
ktera umoziuje detekci specifickych mist na DNA nebo mRNA (Obrazek 11). Je to pomérné

citlivd metoda (1 KTJ/10 g suSené¢ mlécné vyzivy).

Obrazek 11 (A) Detekce C. sakazakii na sklicku. (B) Vizualizace stejného mikroskopického pole v zeleném svétle

(negativni kontrola), ukazujici autofluorescenci proteinii kojenecké vyzZivy a nepritomnost fluorescencnich
bunék[22].

Jinou moznosti je pulsni gelova elektroforéza (PFGE, pulsed field gel electrophoresis),
ktera umoznuje analyzu velkého mnozstvi DNA fragmentl z celého bakteridlniho genomu.
PFGE analyza je pon¢kud zdlouhava, trva 2—-3 dny, ale je povazovana za vysoky standard v

subtypizaci bakterii.

Podobny vyznam ma multilokusova sekven¢ni typizace (MLSA, multilocus sequence
analysis). Genetické rozdily bakteridlnich kmenli jsou studovany na zaklad€ sekvenovani
nukleotidii chromosomalnich genli pro enzymy nebo nékteré proteiny. Touto metodou autofi

dokazali rozlisit jednotlivé druhy Cronobacter spp [13].
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Z komeréné dodavanych setlt je nutno zminit HybriScan®D Enterobacter sakazakii Kit.
Je to rychly molekularni testovaci systém pro detekci bakterii rodu Cronobacter v potravinach,
zejména v susSenych mléénych smésich pro kojence a jeho produkénim prostiedi. Obrazek 12
ukazuje specificitu HybriScanD E. sakazakii. Valida¢ni studie ukazalyna relativni piesnost
95%, relativni specificitu 92,9% a relativni citlivost 95,7%. HybriScanD E. sakazakii umoziuje
spolehlivou a komplexni kontrolu podezielych produkti v kontextu klasické diagnostiky a

zrychluje detekci (vysledky jsou jiz po 48 hodinach) [25].

Specificity
2
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c 1.2+
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wn
< 08
<
0.4 1
0 .
26.000 13.000 E cloacae C freundii neg.
Esakazakii E.sakazakii E. Hka?aku control

Obrazek 12 Specifita HybriScanD E, sakazakii [25].

Hodné studii se zabyvaji rozliSenim mezi rodem Cronobacter a ostatnimi rody z ¢eledi
Enterobacteriaceae. OvSem je také nutno zjistit druhovou specifitu uvnitt rodu Cronobacter.
Takovou studii provedly Healy B. a kol. Ve své praci Microarray-based comparative genomic
indexing (CGI) of the Cronobacter genus nebo-li Komparativni genomické indexovani rodu
Cronobacter (Enterobacter sakazakii) zaloZené na mikrocipech Healy a kol. hledaji genotypové

rozdily mezi z&stupci rodu Cronobacter.

Vysledkem studie je skutecnost, ze nékteré geny a genové klastry byly variabilni v
Cronobacter sakazakii a chybély v jinych Cronobacter spp. Pfedpokladany klastr stfibrné /
médeéné resistence (ESA 04238-04242) byl ptitomen ve vice nez poloviné kment Cronobacter
sakazakii a nebyl ptitomen v Zadném jiném druhu. Putativni fimbrialni geny (ESA 01970 a
ESA 01976) byly pfitomny pouze u 14 ze 60 izolatl Cronobacter sakazakii. Dva izolaty C.
sakazakii mély vyrazné delece genovych klastri souvisejicich s bicikem (ESA 01248-01259
a ESA_01337-01352). Nekteré geny na plazmidu pESA2 byly pfitomny ve 3 kmenech C.

sakazakii a C. turicensis. Geny identifikované z mikroCipu mohou byt pozdéji vyuzity jako
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potencidlni markery pro zahrnuti do molekularniho detekéniho protokolu. Mullane a kol. (2008)
charakterizovali lokus rfb v C. sakazakii a popsali prvni sérotypy, ozna¢ované jako O:1 a O:2.
Data z analyzy CGI podporuji ndlez Mullane, Ze existuje n¢kolik O-antigenovych sérotypti v
ramci druhu C. sakazakii. V této studii bylo pozorovano, ze 23 kment C. sakazakii sdili
spole¢ny genovy klastr O-antigenu. Toto pozorovani vyzaduje dal$i zkoumani, protoze ne
vSechny geny umisténé v O-antigenovém genovém klastru byly zahrnuty do aktudlniho
mikroc¢ipu. Kromé toho existuje moznost ptitomnosti neidentifikovaného sérokonverzniho fagu

schopného ménit sérotyp [29].
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ZAVER

Cronobacter sakazakii zpravidla nevyvolava onemocnéni u zdravych dospélych jedincti,
ovSem je to extrémné nebezpecny puvodce takovych onemocnéni u novorozencli a imuno-
deficientnich lidi jako meningitida, bakteriemie a novorozenecka enterokolitida. Proto je tak

nezbytné mit k dispozici vhodné a rychlé metody jeho detekce.

Doposud rezervoar Cronobacter sakazakii zlstdvd neznadmym, ale z nejvetsi
pravdépodobnostijsou hlavnimi zdroji jsou pida, voda a zelenina. Je dilezité brat to na védomi

pro moznou prevenci kontaminaci potravin.

Navic je tento druh schopen tvofit silné biofilmy, coZ mu umoZiuje lepsi prichyceni
k nadobi a pomuckam. Je pak zapotiebi tohoto zohlednit a dodrzovat hygienickych pravidel

osobnich a zvlasté v nemocni¢nich institucich.

V roce 2017 byla Mezinarodni organizaci pro normalizaci ISO navrzena nova metoda
pro identifikaci Cronobacter spp. zahrnujici sérii kultivanich kroka. Jeji postup byl detailné

popsan V této praci.

Vedle klasickych kultivacnich technik se postupné prosazuji rychlé metody zalozené na
biochemickych a molekularné-biologickych principech, zejména polymerdzova fetézova
reakce PCR a jeji modifikace. Existuje také cela fada komeréné dodavanych sett pro izolaci a
identifikaci Cronobacter sakazakii, coz umoznuje jesté rychlejsi jejich detekci, pokud je

potieba.
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Ptiloha B — Schematicka reprezentace metody pro izolaci a identifikaci Cronobacter sakazakii
dle CSN EN ISO 22964 [13].
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