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1. Uvod

Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) je
gramnegativni tyCinka nalezici do celedi Enterobacteria-
ceae. Jedna se o oportunniho patogena, ktery napada pie-
vazn€ novorozence a imunitné oslabené jedince a je spojen
se zavaznym onemocnénim nekrotizujici enterokolitidy,
meningitidy a otravy s vyjimecné vysokou mirou umrtnos-
ti az 80 %.Ve vétSin€ piipadi byla ndkaza E. sakazakii
spojena s konzumaci mléc¢né kojenecké vyzivy.

SuSend mlécnd strava neni sterilni produkt a vysoka
odolnost E. sakazakii k vysouseni zarucuje jeho kompeti-
tivni vyhodu' oproti jinym bakterialnim druhtim v tomto
produktu. Nejbézngjsi cestou destrukce organismi
v potravinach je tepelny zahiev, a proto poznatky o tepelné
metry pro zajisténi nezavadnych potravin a sniZeni rizika
nakazy.

Nezbytnymi poznatky pro epidemiologické studie je
spravna identifikace a odliSeni Enterobacter sakazakii od
blizce ptibuznych druht celedi Enterobacteriaceae a také
pfesné uréeni patogenu zpusobujici onemocnéni. Ukazalo
se, ze standardni biochemické soupravy pro rozliseni Ente-
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robacter sakazakii mohou poskytovat faleSn¢ pozitivni
a stejné tak fale§né negativni vysledky®. Genetické metody
tedy slouzi jako mocny ndstroj pro spravnou identifikaci
organismu a zji$téni vzajemnych evolucnich vztaht. Sou-
¢asné metody sekvenovani DNA jsou vysoce u¢inné, takze
jsou stanoveny kompletni nukleotidové sekvence genomu
mnoha bakterii. Pro urceni druhové piislusnosti vSak po-
stacuji sekvence genu pro malou ribosomalni podjednotku
16S rRNA.

2. Historie

Jiz ve dvacatych letech bylo zaznamenano, ze Zluté
zbarvena koliformni bakterie zptsobila septikémii u novo-
rozence. Az mnohem pozdé&ji, v roce 1961 (cit.’) byl po-
psan dalsi pripad, kdy ,,zluté zbarveny Enterobacter cloa-
cae” zpusobil novorozeneckou meningitidu. Brenner
a spol.* v roce 1977 poprvé uzili nyngjsiho ndzvu bakterie
Enterobacter sakazakii pojmenované podle slavného ja-
ponského mikrobiologa Riichiho Sakazakiiho.

Do dne$niho dne bylo popsano né&kolik piipadd
z jednotek intenzivni péce pro kojence, kdy Enterobacter
sakazakii zpusobil zavaznd onemocnéni typu otravy
(sepse), zanétu mozkovych blan (meningitida) nebo nekro-
tizujictho zanétu traviciho traktu (enterokolitida). Ackoliv
v mnoha ptipadech zlstal zdroj infekce neznamy, ve stou-
pajicim poctu hlasenych piipadl se zjistila souvislost se
susenou kojeneckou stravou.

V roce 2002 ICMSF® (International Commission on
Microbiological Specification for Foods — Mezinarodni
komise pro mikrobiologickou specifikaci potravin) oznaci-
la Enterobacter sakazakii jako vazné nebezpecny organis-
mus pro vyhrazenou ¢ast populace, ohrozujici jeji zivot
a zpusobujici dlouhodobé zavazné nasledky. Enterobacter
sakazakii se tak zatradil mezi nebezpecné potravinové pato-
geny vedle Listeria monocytogenes nebo Clostridium bo-
tulinum. V listopadu 2005 vydala Evropska Komise Nafi-
zeni €. 2073/2005 a vtomto znéni pak dal§i Nafizeni
1441/2007 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny,
ze kterého vyplyva nutnost sledovat pritomnosti Entero-
bacter sakazakii v susené détské vyziveé a podobnych suse-
n}'l;:h pfipravcich urcenych kojenclim do stari Sesti mési-
cu.

3. Taxonomie

Az do roku 1980 se vérilo, Ze se jedna o Zluté zbarve-
ného Enterobacter cloacae, teprve Farmer a spol.® dokaza-
li zékladni rozdily a definovali novy druh — Enterobacter
sakazakii. Reklasifikace byla uskuteénéna na zakladé
DNA-DNA hybridizace, produkce zIutého pigmentu
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a biochemickych reakci®. Pii srovnani E. sakazakii se za-
stupci rodl Enterobacter a Citrobacter na zakladé DNA-
DNA hybridizace se ukazala 50% podobnost s obéma ro-
dy. Podle fenotypovych ryst blizSich E. cloacae byl
E. sakazakii ptitazen do rodu Enterobacter, Celedi Entero-
bacteriaceae’. V puvodni studii byly kmeny rozdé€leny
podle biochemickych vlastnosti do 15 bioskupin.

Do dnesni doby neexistuje jednotné minéni o zatazeni
E. sakazakii do rodu Enterobacter. Zatimco analyza plné
délky genu pro 16S rRNA poukézala na dva fylogeneticky
odlisné rody vramci druhu Enterobacter sakazakii®, tak
genotypizace podle 16S rRNA spolec¢né s analyzou genu
pro hsp60 ukazala, ze kmeny E. sakazakii tvofi minimalné
Ctyfi genetické skupiny s vétSinou kmenti nalezicich do
prvni skupiny.

Tyto zmatky v taxonomii se staly vyzvou pro Carol
Iversen a spol.’, ktefi provedli analyzu 210 kment E. saka-
zakii. Na zakladé typizace podle f-AFLP, ribotypizace,
analyzy genu pro malou ribosomalni podjednotku 16S
rRNA, jejiz celd sekvence je tvofena vice nez 1300 pary
bazi, a DNA-DNA hybridizace navrhli reklasifikaci tohoto
organismu do rodu Cronobacter, ktery by obsahoval pét
riznych skupin a fadil by se mezi Enterobacteriaceae.
Nazev rodu vychazi z fecké mytologie, ve které se pravi,
ze bih Cronos spolknul své déti kratce po jejich narozeni,
coz symbolizuje vysokou tmrtnost novorozenct zpusobe-
nou timto organismem. Duvod, pro¢ organismy zafazené
do druhti Cronobacter sakazakii, Cronobacter turicensis,
Cronobacter malonaticus, Cronobacter muytjesii a Crono-
bacter dublinensis, jsou v tomto sdéleni oznacovany jako
Enterobacter sakazakii, je ten, Ze soucasna platna potravi-
narska legislativa vychazejici z nafizeni Evropské Komise
pouziva dosud tento nazev.

4. Charakteristika rustu

Enterobacter sakazakii je gram-negativni rovna ty¢in-
ka 0,5—-1,5 pm S§irokd, pohybliva, diky peritrichalnim bici-
kim. Je to nesporulujici fakultativni anaerob, ktery na
neselektivnich pidach tvofi Zluté nebo bezbarvé kolonie.
Cerstvé izolovana bakterie tvoii kolonie dvou riznych
morfologii'®. Jeden typ se popisuje bud’ jako suchy nebo
mukoidni, vroubkovany a po dotknuti ockovaci jehlou
sklouzavajici zpatky na agar. Tato vlastnost se prisuzuje
heteropolysacharidovému pouzdru, které umoZziuje snad-

Tabulka I
Generacni doba (h) E. sakazakii pii ruznych teplotach
inkubace

Generacni doba [h] pfi teploté: Lit.

6°C 10 °C 21°C 23 °C 37°C
13,70 1,70 0,37 31
5,52 0,65 20
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né&jsi prichyceni k povrchu a tvorbu biofilmu. Druhy mor-
fologicky typ je popisovan jako hladky a snadno odstrani-
telny pomoci ockovaci jehly. Pti rdstu v bujonu ma ten-
denci sedimentovat. Bakterie vykazuje znacnou odolnost
ke kyselému pH a extrémné vysokou odolnost k vysouseni
a tepelnému zahtfevu.

Enterobacter sakazakii roste v Sirokém rozmezi tep-
lot, pfiCemz minimalni teplota ristu je 36 °C, maximalni
47,6 °C a optimalni rastova teplota ¢ini 39,4 °C (cit.").
Mnoho vyzkumnych pracovist' se zabyva rastovym pro-
filem E. sakazakii v mlééné vyzivé a zaznamenaly doby
zdvojeni bakterie pfi ruznych teplotach, jak popisuje
tabulka I.

5. Biochemicka charakteristika

Produkce zlutého pigmentu spolu s a-glukosidasovou
bacter sakazakii od dalsich kment rodu Enterobacter. Orga-
nismus redukuje nitrat, vyuZiva jako zdroj uhliku citrat, hyd-
rolyzuje eskulin a arginin, dekarboxyluje L-ornithin. Tvoii
kyseliny z D-glukosy, D-sukrosy, D-rafinosy, D-melibiosy,
D-cellobiosy, D-mannitolu, D-mannosy, L-rhamnosy,
L-arabinosy, D-trehalosy, galakturonatu a D-maltosy. Poz-
deji se ovSem prokazalo, ze produkce Zlutého pigmentu je
nestabilni se zvySujicim se poctem pasazovani a nemize
proto slouzit k v&rohodné identifikaci®. Vy3si produkce
pigmentu se projevuje pii teplotach kultivace niz§ich nez
36 °C, s optimem pii 25 °C (cit.'?). Za hlavni rozdil mezi
E. sakazakii a dal§imi Enterobacteriaceae se diive pova-
zovala jeho neschopnost fermentovat D-sorbitol a schop-
nost produkovat extracelularni deoxyribonukleasu®. Ente-
robacter sakazakii dava pozitivni reakci na produkci ace-
toinu (Voges-Proskauerova reakce). Tvorba indolu je za-
visla na pfislusnosti k biotypu (viz nové druhy rodu Cro-
nobacter).

Prvni sekvenovany genom Enterobacter sakazakii byl
zvefejnén v druhé poloviné roku 2007. Jedna se o sbirkovy
kmen Enterobacter sakazakii ATCC BAA-894, ktery po-
chézel z kojenecké vyzivy, jakou bylo krmeno hospitalizo-
vané dit€, u n€hoZ propukla infekce. Jeho genom je tvofen
cirkularni DNA délky 4,4 Mbp, kodujici 4277 proteind
a ze dvou plazmidd. Obsah guaninu a cytosinu (G+C) byl
stanoven pro rod Cronobacter 56,7 % (cit."?).

6. Vyskyt Enterobacter sakazakii
6.1. Zdroje z potravin a z prostiedi

Vzhledem k infekcim, které E. sakazakii zplGsobuje
u novorozenct, se jeho vyskyt Casto spojuje s kontaminaci
susené¢ mlécné vyzivy. Vyskytuje se vSak v rizném pro-
stiedi, jako je voda, piida a zelenina, které jsou ptedpokla-
danym hlavnim zdrojem kontaminace'®. Jako sekundarni
zdroj pienosu mohou slouzit mouchy nebo hlodavei'®.
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Hamilton a spol." izoloval E. sakazakii ze stie-
va larvy Stomoxys calcitrans, ktera se Zivi krvi hospodai-
skych zvitat i lidi. Organismus byl izolovan z n¢kolika
zdrojli zahrnujici zékladni potraviny jako syr, chléb, tofu,
kofeni a bylinky, ryZe a maso. Studie také ukazaly, ze E.
sakazakii se vyskytuje v suchém a pra$ném prostiedi tova-
ren na vyrobu ¢okolady, zpracovani obilovin, vyrobu tés-
tovin, zpracovani a baleni kofeni a také v domacim pro-
sttedi'. Jeho hlavni rezervoar se oviem stale nepodafilo
uréit. Miriam Friedemann'® v roce 2007 shromazdila data
o vyskytu E. sakazakii v potravinach a napojich, které
nejsou v kategorii détské vyzivy nebo suSeného mléka.
Organismus byl nalezen v mnoha typech cereédlnich a lus-
téninovych potravin, dale v prasku pro pfipravu ledového
Caje a v n€kolika typech koteni. Rovnéz byl E. sakazakii
nalezen v krajenych Cerstvych ovocnych a zeleninovych
salatech, v riznych typech ofechll a bramborech. Pozitivné
testované masné vyrobky zahrnovaly napf. parky, mleté
maso, ktize driibeze Cerstvé po porazce a zelatinu. Mlécné
vyrobky byly pozitivni v ptipad¢ testovani syrového mléka
a meékkych syrii. V roce 2007 publikovali japonsti autofi'’
H. Asakura a spol. studii, kde po mikrobiologickych roz-
borech 2000 typi potravin izolovali 30 kmentl, které pfifa-
dili do E. sakazakii. Mezi pozitivné testovanymi potravina-
mi byly tii typy suSené détské mlécné vyZivy, ale také
ryze, mrazeny chléb, pSeni¢na mouka, praskovy agar, riz-
né vyrobky ze soji, pohankova mouka, ¢esnek a dalsi po-
traviny, jejichz spoleénym znakem byl rostlinny pivod.

6.2. Klinické zdroje

Klinické izolaty Enterobacter sakazakii z infikova-
nych pacienti ¢asto pochazely z centralni nervové sousta-
vy, krve, slin, krku, nosu, stolice, stieva, kiize, mo¢i, o¢i
ausi',

Bohuzel kontaminace nemocni¢niho prostiedi a nedo-
statecné hygienické zabezpeceni ptipravy détské mlécné
stravy zustava permanentnim problémem. V mnoha pfipa-
dech bylo spole¢nym jmenovatelem onemocnéni kontami-
nované nadobi pro piipravu mléné vyZivy jako lZice,
michadlo a také Zinka na umyvéani nadobi'®. Nebezpeti
tkvi zejména ve schopnosti bakterie tvofit biofilm, tim se
stava mnohem odolngjsi viici Cisticim prostiedkim i zvy-
Sené teplot¢ myti a mize tak prezivat na nemocni¢nim
nadobi po dlouhou dobu.

6.3. Susena mlécna vyziva

Infekce zptisobena Enterobacter sakazakii byla popr-
vé spojena s kojeneckou mlécnou vyzivou v roce 1983
(cit.'®). V byvalém Ceskoslovensku byly ve stejnych letech
izolovany Ctyfi kmeny E. sakazakii ze suSeného mléka
adva ze sufené kojenecké vyzivy". V jednom
z nejvyznamngjsich prizkumi mlééné vyzivy™ se zjistilo,
ze 52,2 % ze 141 suSenych mléénych vyziv ze 35 zemi
svéta bylo pozitivnich na kmeny rodu Enterobacteriaceae,
z toho 14 % obsahovalo E. sakazakii, ktery se umistil na
tretim misté nejcastéji izolované bakterie po E. agglome-
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rans a E. cloacae. Pii testovani’® 120 plechovek mlé&né
vyzivy od péti rliznych vyrobcl bylo zjisténo, Ze 6,7 %
z nich bylo kontaminovano, mnozstvi E. sakazakii bun¢k
vSak cCasto predstavovalo pouze 0,36 KTJ/100 g. Pfi takto
nizké koncentraci kontaminace (méné nez 1 bunka/ 100 g)
je nepravdépodobné, ze by mlécna vyziva byla pfic¢inou
infekce. OvSem pii nedbalém zachédzeni a nedostate¢nych
hygienickych podminkdch se miZze riziko poziti bungk
E. sakazakii zvysit az 30 000x (FAO-WHO, 2004, cit.*").
Prokazatelnou spojitost mezi ndkazou E. sakazakii
a suSenou mlécnou stravou v roce 2002 oznamilo americké
Centrum pro kontrolu nemoci** (CDC — Center for Disease
Control).

6.4. Vyroba susené mlécné vyzivy

Susena mlécna vyziva neni sterilni produkt. Prvni
susend mlécna vyziva se na trhu objevila téméf pred 100
lety jako nahrada matetského mléka. Aby dosahovala stej-
né nutriéni hodnoty, jakou ma lidské matefské mléko, je
zapotiebi kravské mléko upravit snizenim obsahu minerald
a proteint, zvySenim podilu Ca/P, zvySenim mnozstvi
sacharidii a proteinii ze syrovatky. Nakonec se pridavaji
vitaminy a upravuje se tukové slozeni®.

SuSend mlécnd vyZiva mize byt vyrdbéna dvéma
zpusoby, ,,suchou” a ,,vlhkou* cestou, které se Casto vza-
jemné& kombinuji podle rozpustnosti pfiddvanych slozek.
Rozpustné latky se ptidavaji do tekuté faze, zatimco méné
rozpustné az po oSetfeni smési horkym vzduchem.
Pti vyrobé suchou cestou se nizkotuéné mléko pasteruje
a odpafuje, poté se pfimichaji dal§i piisady, jako napt.:
esencialni mastné kyseliny, syrovatka, vitaminy, emulzifi-
katory a stabilizatory. Cela tato smés se zahtiva na 110 °C
po dobu 60 s a pak se sprejove susi. Pii této metodé hrozi
vy$$i nebezpeci bakteridlni kontaminace a dal§i nevyho-
dou je nestejnomérné promichani vSech piisad. Pii vlhké
vyrob¢ se ob& slozky (nizkotu¢né mléko a pfisady) oSetii
pri 80—82 °C po dobu 20 s. Poté se smés zahtiva na 107 az
110 °C po dobu 60 s a tato tekutd hmota se koncentruje
uzitim odparky s tenkym filmem. Koncentrat se opét zahfi-
va na 80 °C a kone&né sprejové susi®. Kritickd mista bé-
hem vyroby nejnachylnéjsi k mikrobialni kontaminaci se
nachézi mezi sprejovym suSenim, balenim produktu a do-
davanim latek v pevném stavu. Pfedpoklada se ovSem, ze
na kontaminaci kone¢ného produktu ma vétsi vliv prostie-
di tovarny nez samotny vyrobni proces.

Na zéklad¢ stanoviska Evropského uradu pro bezpec-
nost potravin (EFSA) bylo dle Nafizeni komise
¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kriteriich pro potraviny
zaClenén pro kojeneckou pocate¢ni a pokracovaci vyzivu
pozadavek nepfitomnosti bakterii ¢eledi Enterobacteriace-
ae v 10 g produktu. Zjisténi ptitomnosti E. sakazakii vyza-
duje cilené vySetieni 10 g kojenecké vyzivy ze 30 vzork.
Rovnéz je timto nafizenim ulozeno vyrobcim suSené koje-
necké vyzivy provadét kontroly vyrobniho prostfedi zamé-
fené na zjistovani bakterii celedi Enterobacteriaceae’.

Pro detekci E. sakazakii ve vzorcich susené mlécné
vyZivy byla Mezindrodni organizaci pro normalizaci (ISO
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— International Standards Organisation) pfijata kultivacni
metoda (CSN P ISO/TS 22964:2006) zaloZzena na selektiv-
nim nabohacovani mikrobialni kultury®*.

7. Odolnost k vysychani

Susena mlécna vyziva ma velice nizkou aktivitu vody
(ay) kolem 0,2. Preziti mikroorganismid v takto neptizni-
vych  podminkach  vyzaduje  vysokou  odolnost
k osmotickému stresu. Enterobacter sakazakii ma neob-
vyklou schopnost pfezivat i ve velmi suchych podminkach
(v mlééném prasku az 12 mésici)®. Musi proto existovat
jisty mechanismus, jak se E. sakazakii vyrovnava
s osmotickym stresem. Iversen a Forsythe'® se domnivaji,
ze zodpovédnost za prezivani v takto nehostinnych pod-
minkéch nese pouzdro, jak je popsano dale.

Bakterie se proti zvySovani osmolarity brani rychlou
akumulaci iontd, zejména K", nasledné hromadénim roz-
pusténych latek, jako je prolin, glycin, betain a trehalosa.
Slouceniny jako trehalosa, neredukujici disacharid gluko-
sy, muze nahradit schranku tvofenou vodou kolem mak-
romolekul, kterd se ztraci béhem sprejového suSeni a chra-
ni tak buiiky pred zni¢enim®. Piedpoklada se, e trehalosa
hraje roli zejména ve stabilizaci fosfolipidové membrany
a proteinil.

Breeuwer a spol.' se zabyval vlivem suchého prostie-
di na Enterobacter sakazakii. V suchych podminkach se
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zvysi koncentrace trehalosy u Enterobacter sakazakii vic
nez pétkrat, zatimco tento jev neni pozorovan v staciondr-
ni fazi bunék E. coli za obdobnych podminek. Navic, pfi-
dani trehalosy do kultiva¢niho média zlepSuje schopnost
E. sakazakii prezivat za podminek sucha. Objasnil také
geneticky princip odolnosti E. sakazakii vici suchym pod-
minkam. Ukézalo se, Ze v ochrané baktérie hraje roli sedm
genl z ,,heat shock™ regulonu, Ctyfi z regulonu cyklického
AMP receptoru a Sest gentl, jeZ jsou odpovédné za syntézu
trehalosy a spravnou funkci bunééné membrany, jako je
biosyntéza lipidii a polysacharidi’.

Diky ptezivani bun¢k pfi zvySené teploté a schopnosti
bun¢k rust pii vice nez 47°C, E. sakazakii je
v kompetitivni vyhodé€ oproti jinym druhtm celedi Entero-
bacteriaceae. E. sakazakii se tak stdva dominantnim
v teplém a suchém prostfedi, napi. v blizkosti susicich
zafizeni ve vyrobnach susSené mlécéné vyzivy. Jeho vyskyt
v tscl)mto prostiedi zvysuje riziko post-procesni kontamina-
ce .

8. Méfeni tepelné odolnosti

Moznost zivota kazdého mikroorganismu je ohranice-
na tfemi zékladnimi teplotami a to 7Ty, , kterd udava mini-
malni teplotu pii které organismus jesté roste, dale je to
Tope » kterd udava teplotu, pii které je rlst optimalni a Tpax
pak oznacuje nejvyssi teplotu, pii které organismus je jesté

Tabulka II

Porovnani D-hodnot® ziskanych méfenim v riznych laboratorich

Kmeny E. sakazakii Médium®>* Dsg Dsg Dg¢o z-hodnota’ Lit.
Klinické izolaty SMV 10,91+ 1,52 545+0,46  3.06+0.12 56  (Nazarowec-White
Potravinové izolaty SMV 9,75+ 0,47  3,44+035  2.15+0.07 and Farber, 1997a)
E. sakazakii 1387-2 PBS 2.4 0,48 3,1

E. sakazakii 1387-2 SMV 0,50

E. sakazakii 16 PBS 11 0,40 3,6 %{g’;‘wer aspol,
E. sakazakii 1360 PBS 0,34

E. sakazakii 145 PBS 0,27

E. sakazakii NCTC 11467 TSB 274008 134028  09+0.17 5.8

S pouzdrem® TSB 124001  1,7+039  02+0.06 5,7  (Iversen and Forsy-
E.sakazakii NCTC 11467 SMV 514027  2,6+048  1.1+0.11 the, 2004b)

S pouzdrem! SMV 39+0,06  3,8+1,95 1.8 +0.82

E sakazakii ATCC 51329 0,51 5,6 (Edelson-Mammel
Klinicky izolat 9,87 and Buchanan, 2004)

*SMV - rozpuiténa suiené mléena vyziva, " PBS — fosfatovy pufr, “TSB — tryptonovy s6jovy bujon, ¢ kmen Enterobacter
sakazakii s pouzdrem, ° tepelna odolnost bakterii se vyjadiuje jako as nezbytny k usmrceni 90 % populace pii uréité teplo-
t¢ a vdaném mediu. Ciselné vyjadieni tohoto jevu se nazyvd D-hodnota (decimal reduction time) a udava se
v minutach; * z-hodnota je zména teploty, kterd vyvola desetinisobnou zménu D
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schopen riastu. Pro E. sakazakii je Tpn.x 47,6 °C, coZ zna-
mend, ze uchovavani kultur pfi vysSich teplotdch vede
k jeho devitalizaci.

Tepelnd odolnost bakterii se vyjadfuje jako Cas ne-
zbytny kusmrceni 90 % populace pii urcité teploté
a v daném médiu. Ciselné vyjadfeni tohoto jevu se nazyva
D-hodnota (decimal reduction time) a wudava se
v minutach. Testovana teplota je uvedena jako dolni index,
napt. Dgy udava Cas nutny pro snizeni mnozstvi bakterii
o jeden tad pfi 60 °C. Delsi Cas pfi dané teploté znamena
vys$si termalni rezistenci. Se zvySenim teploty D-hodnota
klesa. Tato zavislost je exponencialni, nebot’ pfi vyneseni
koncentrace bun¢k v zavislosti na ¢ase v semilogaritmic-
kém usporadani ziskdme piimku. Z toho 1ze odvodit dalsi
vyznamny parametr tepelného piisobeni: z-hodnota je zmé-
na teploty, kterd vyvola desetinasobnou zménu D. Tabul-
ka II udava tyto hodnoty pro rizné kmeny E. sakazakii.

Rtiznorodost vysledkd D-hodnot 1ze vysvétlit Sirokym
rozmezim tepelné odolnosti v ramci druhu Enterobacter
sakazakii. Srovnani termalni rezistence u 12 kment
E. sakazakii potvrdilo, Ze tato vlastnost je u riznych kme-
nl vysoce variabilni. Vzhledem k této variabilit¢ by bylo
mozné rozdelit E. sakazakii na dvé skupiny podle dvou
odlignych fenotypt® a toto rozd&leni by vysvétlilo rozdily
v tepelné odolnosti u riiznych kmenti E. sakazakii. Déle pti
patrani po tomto fenoménu?’ byl identifikovan protein,
vyskytujici se pouze v tepelné-tolerantnich kmenech. Ten-
to protein byl sekvenovan a oznacen jako homologni
s proteinem Methylobacillus flagellatus, coz je methylo-
trofni organismus, ktery dokaze ptezivat vysoké teploty
a nendlezi do rodiny Enterobacteriaceae.

Pti hledani genetické charakterizace termalni toleran-
ce'’ byly izolaty E. sakazakii rozdéleny do tii skupin: na
rezistentni, stfedné citlivé a citlivé. Po 90 minutach zahie-
vu pii 60 °C rezistentni kmeny klesly z ptivodnich 10° na
10%, zatimco u citlivych kmeni se po inkubaci na miskach
neobjevil zadny nariist. Analyza genové exprese genl pro
,.heat-shock® protein groEL, histone-like-proteinu #AnsB
a translacniho inicia¢niho faktoru infB ukézala, ze mira
exprese groEL a hnsB nebyla specificka, zatimco exprese
infB byla napadné zvysena u tepeln¢ odolnych kment. Gen
infB by tak mohl slouzit jako cilova sekvence pro rozliseni
tepelné odolnych a tepelné citlivych kment E. sakazakii.

9. Patogenita

Druhy rodu Enterobacter zpusobuji az 50 % vSech
nosokomialnich infekci, nejcastéji u imuno-deficientnich
jedincll nebo starych pacientd. Mimo E. sakazakii jsou
dal§imi Castymi druhy rodu Enterobacter zpusobujici in-
fekéni onemocnéni napt: E. meningitis, E. cloacae,
E. aerogenes, E. agglomerans, E. hormechle a E. gergovial.

Nemoci zpisobené E. sakazakii u dospélych jedinct
zahrnuji rozsahlé spektrum piiznaki, od zanétu spojivek,
zanétu zlu€ovodu a mocovych cest pies zanéty v ranach az
po zapal plic. Do soucasnosti bylo evidovano devét piipa-
da infekce E. sakazakii u dospélych, pficemz se vzdy jed-
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nalo o slabé, imuno-deficientni jedince nebo starsi obany''.
Rizikova skupina novorozencti jsou pfed¢asné narozeni
jedinci s nizkou porodni vahou a potlacenou imunitou ve
véku od tfi dnti do &tyt let'*. Navic zaludek novorozenci,
zejména predCasné narozenych, nema tak kyselé pH jako
zaludek dospélych, a to napomahé preziti bun¢k Entero-
bacter sakazakii *'.

Novorozenecka onemocnéni zplsobena E. sakazakii
se vyskytuji vzacné, ale maji zdvazny a rychly pribéh
s vysokym pomérem umrtnosti. Zahrnuji otravu krve
(sepse), zanét mozkovych blan (meningitida) a nekrotizuji-
ci enterokolitidu'*. Mezi lety 1958-2003 bylo zaznamena-
no 76 pripadi nakazy E. sakazakii u novorozencu, z to-
ho19 jedinct nepfezilo.

Zanét mozkovych blan nebo-li meningitida u novoro-
zencl muize byt zpusobena nckolika druhy bakterialnich
patogend, véetné FEnterobacter cloacae, fylogeneticky
velmi blizkého E. sakazakii. Onemocnéni zpisobena
E. sakazakii se vyznacuji velmi vysokym pomérem umrt-
nosti'* 40-80% a az v90 % vedoucich k mozkovému
abscesu a nasledné retardaci. Nekrotizujici enterokolitida
se vyskytuje az 10x Casteji u déti krmenych mlé¢nou vyzi-
vou oproti t€ém krmenych matetskym mlékem.

Nekteré kmeny Enterobacter sakazakii produkuji
extracelularni heteropolysacharidové pouzdro, které bakté-
riim napomaha k ptilnuti k povrchu a tvorbé biofilmu®.
Predpoklada se, ze ochranné pouzdro také hraje dilezitou
roli v ochrané proti vysychani, protoze polysacharid je
vysoce hydratovany diky inkorporaci zna¢ného mnozstvi
vody”. Analyzou monosacharidii tvoficich extracelularni
polysacharid byl zji§t€n obsah glukosy, galaktosy, fukosy
a glukurové kyseliny v poméru 1:1:1:0,8 a stopy mannosy.

Ackoliv neexistuji zadné epidemiologické tudaje
o0 hodnot& infek&ni davky, Iversen a Forsythe' predpokla-
dali prvni aproximaci 1000 KTJ (kolonie tvorici jednotky),
coz je davka stanovena pro E. coli, Listeria monocytoge-
nes nebo Neisseria meningitis. Infekéni ddvka se muiZe liSit
podle minulosti organismu, zdravotniho stavu hostitelské-
ho organismu a typu potraviny. Je ovSem velmi nepravdé-
podobné, ze by infekci zpasobil nizky pocet organismi
v suSené mlécné vyzivé (méné nez 0,36 E. sakazakii buné-
k/100 g), z ¢ehoz vyplyva, ze k nakaze dochazi kvili ne-
dostate¢nym hygienickym podminkdm piipravy stravy™.
Pokud budeme brat v tvahu, Ze suSena mlécna vyziva je
kontaminovana jedinou buikou, pak podle vypoctu risto-
vé rychlosti by bylo zapotiebi 13 h kultivace pii pokojové
teploté, aby bylo dosazeno 1000 KTJ.

10. Zavér

V lednu 2006 experti FAO a WHO?' znovu zdiraznili
nutnost preventivni strategie pro omezeni infekci E. saka-
zakii z kontaminovanych suSenych pfipravkil pro vyzivu
kojencti. Hlavnim tkolem je nutnost vzdélavani na vSech
arovnich k zajisténi bezpeéného nakladani, skladovani
a pouzivani susené mlécné vyzivy (powdered infant for-
mula, PIF) v€etné omezeni zdravotnich rizik vyvolanych
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jeji nevhodnou pripravou a pouzivanim. Cilovymi osobami
jsou pracovnici ve zdravotnictvi, rodice a dalsi poskytova-
telé péce jak v nemocnicich, tak ve vetejnosti, nebot’ in-
fekce vyvolané E. sakazakii se vyskytuji jak
v nemocnicich, tak v domacim prostiedi.

Kromé toho byla zdliraznéna nutnost vybudovani
dohledu a sit¢ pro rychlou odpovéd, kterd by usnadnila
pfenos informaci mezi klinickymi a laboratornimi pracov-
niky na jedné stran¢ a pracovniky organt vetejného zdravi
a hygieny na strané¢ druhé, scilem rychlé diagnostiky
a rozpoznani onemocnéni zpusobeného E. sakazakii a na-
lezeni zdroji kontaminace.

Tato prace byla podporena z prostredkii Vyzkumnych
zdméris MSMT MSM 6046137305 a Narodniho programu
vyzkumu II 2B06048.
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K. Demnerova and J. Pazlarova (Department of
Biochemistry and Microbiology, Institute of Chemical
Technology, Prague): Enterobacter sakazakii alias Cro-
nobacter sakazakii — A New Menace ?

This survey informs about the ubiquitous opportunis-
tic pathogen Enterobacter sakazakii. Its main biochemical
and physiological characteristics including resistance to
desiccation and to heat are presented. The newest results
of taxonomy based on detailed analysis of 16S rRNA,
which led to renaming the organism as Cronobacter saka-
zakii, are mentioned. Majority of E. sakazakii outbreaks
have been strongly associated with contaminated pow-
dered infant formula (PIF). The E. sakazakii contamination
of PIF may be due to introduction of the organism during
manufacture or may result from the use of contaminated
utensils and poor hygiene in the preparation of PIF. Ac-
cording to an EC directive, all PIFs based on milk powder
must be tested for the presence of E. sakazakii.



