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1. Uvod

Bakterie rodu Cronobacter nalezi mezi gramnegativ-
ni, fakultativné anaerobni tyCinky z Celedi Enterobacteria-
ceae. Jedna se o oportunni patogeny, které jsou asociovany
s pom&rn¢ vzacnymi, av§ak nebezpeénymi infekcemi no-
vorozenci, kojenctli, imunosuprimovanych jedinct a star-
Sich lidi. Klinicky zachyt Cronobacter spp. prevaZzuje
u dospé€lé populace, u které vSak infekce nemivaji tak dra-
maticky a zavazny prabsh'?. Skutedné nebezpedi hrozi
novorozenciim, zejména tém predcasné narozenym, ktefi
nemaji pIné vyvinutou hematoencefalickou a stfevni barié-
ru, stfeva kolonizovana ochrannym mikrobiomem a funk¢-
ni peristaltiku stiev**. Bakterie rodu Cronobacter tak mo-
hou zplsobit nekrotizujici enterokolitidy, bakteriémie,
sepse a meningitidy s vysokou letalitou®’. Za posledni
desetileti piibylo studii, které se vénovaly jak mechanis-
mim puasobeni Cronobacter spp. v hostitelském organis-
mu, tak i konkrétnim faktorim, které napomahaji rozvoji
infekce. Tato prace si klade za cil sjednotit tyto poznatky
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a predloZit ¢tenafi ucelenéjsi pohled na proces patogeneze
Cronobacter spp.

2. Rozdéleni rodu Cronobacter z hlediska
virulence

Rod Cronobacter je v soucasné dobé rozdélen do
sedmi druhd, zd&ehoz pouze druhy C. sakazakii
a C. malonaticus byly asociovany s infekcemi®’. Je tedy
pravdépodobné, ze i faktory virulence budou u jednotli-
vych druht odlisné. Dillezitym nastrojem se z tohoto hle-
diska stala multilokusova sekvenéni typizace (MLST,
z angl. multi-locus sequence typing) sedmi gent zasadnich
pro bakterialni metabolismus. Tato metoda se mimo jiné
pouziva krozd€leni kmeni do sekvencnich typu (ST,
z angl. sequence type) a dokaze odhalit jednotlivé patova-
ry, tedy skupiny jedincti stejného druhu, které se od ostat-
nich zastupct 1iS§i svou schopnosti vyvolat onemocnéni.
Neonatalni meningitidy zptisobuje zejména C. sakazakii
ST4, neonatalni nekrotizujici enterokolitidy C. sakazakii
ST18210211] infekce dospélé populace C. malonaticus ST7
(cit.™ ™).

3. Vyskyt

Bakterie rodu Cronobacter nalezi mezi ubikvitné se
vyskytujici organismy. Pfirozené prostredi téchto bakterii
neni znamo, avSak vlastnosti jako napi. tvorba zlutého
pigmentu, chraniciho ptfed UV zafenim, nebo tvorba poly-
sacharidového pouzdra, zajistujici odolnost vici vysycha-
ni, by mohly ukazovat k rostlinam jakozto hlavnimu eko-
systému®. Tuto domnénku potvrzuje i schopnost rozpoustst
anorganicky fosfat, schopnost kolonizovat kofenovy sys-
tém rajcat a kukufice a produkce indol-3-octové kyseliny,
kterd slouZzi jako fytohormon a ptlisobi na rozvoj kofenové-
ho systému rostlin'’. Primarnim zdrojem kontaminace
potravin by tedy pravdépodobné mohly byt rostliny.

Sekundarnim zdrojem kontaminace potravin mohou
byt krysy a mouchy®. Cronobacter spp. byl izolovan ze
stievniho traktu larev Stomoxys calcitrans (bodalka stajo-
va). Tento hmyz se vyskytuje po celém svéte, zivi se krvi
skotu, prasat, koni, pst i lidi, a proto by tato moucha moh-
la tvofit mezi¢lanek v kontaminaci mléka'”.

3.1. Cronobacter spp. v susené vyzivé
Nejvetsi  nebezpe¢i  pro  novorozence  tkvi

v kontaminaci suSené pocateéni kojenecké vyzivy (PIF,
z angl. powdered infant formula) a suSenych dietnich po-
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travin pro zvlastni lécebné ucely urcenych pro kojence do
Sesti mésict véku. Ackoli jsou tyto vyrobky oSetfeny pas-
teraci, ke kontaminaci miize dojit nésledn€ ptidavkem
tepelné neupravenych surovin, ¢i pfi dalSim zpracovani
produktu (suSeni, baleni)'. U zastupcti druhtt C. sakazakii
a C. malonaticus byly navic nalezeny useky genomu zod-
povédné za termotoleranci, které maji sekvencni podob-
nost s geny termotolerantnich kment Klebsiella pneumo-
niae a Escherichia coli (cit.">'%).

Bakterie rodu Cronobacter piezivaji v hyper-
osmotickém prostiedi susené kojenecké stravy az 2,5 roku
diky akumulaci osmoprotektantil (napf. trehalosa) a tvorb&
heteropolysacharidového pouzdra, které rovnéz slouzi
k tvorbé biofilmu'""’. Biofilm dokize Cronobacter spp.
tvofit na Sirokém spektru povrchl abiotickych materiald
(silikon, latex, polykarbonat, nerezova ocel), které se pou-
zivaji pro vyrobu nadobi ureného pro pfipravu vyzivy
a gastrickych sond pouzivanych k podavani vyzivy novo-
rozenctim na jednotkéach intenzivni péce®. Takto kontami-
nované vybaveni miize poté slouZit jako zdroj nozokomidl-
ni nakazy.

Jednou z  charakteristik  odliSujicich  kmeny
C. sakazakii od ostatnich druhti Cronobacter je schopnost
vyuzivat exogenni kyselinu sialovou jako zdroj uhliku
a energie. Kyselina sialova se nachazi ve sttevnim mucinu,
matefském mléce a mozkovych gangliosidech. Navic se
uméle pridava praveé do susené kojenecké vyzivy, poné-
vadz pfizniveé ovlivituje vyvoj mozku. Tato schopnost mui-
ze poskytnout selekéni vyhodu proti ostatnim mikroorga-
nismum, ktera pak vyusti v rozvoj nekrotizujici enterokoli-
tidy ve stieve, popf. v meningitidu v mozkové tkani novo-
rozence~ .

4. Priibéh patogeneze

Nejbéznéjsim zptsobem vstupu bakterii rodu Cro-
nobacter do hostitelského organismu je oralni cesta.
V prvnim kroku tedy musi byt bakterie schopny odolat
ucinku nizkého pH v Zaludku a plsobeni Zluc¢ovych kyse-
lin. K tomu jim napomaha sekrece polysacharidd, tvorba
kapsule a pitomnost lipopolysacharida®*?.

Po vstupu do stfevniho prostoru musi byt bakterie
schopna prosadit se v konkurenci ostatnich kolonizujicich
bakterii. U druhu C. sakazakii byl popsan sekrecni systém
typu VI (T6SS, z angl. type six secretion system), ktery
podobné jako v pfipadé patogennich zastupci Vibrio cho-
lerae ¢i Pseudomonas aeruginosa slouzi k zisku selekéni
vyhody oproti ostatnim gramnegativnim bakteriim. Tento
sekre¢ni systém umoziiuje nositeli transportovat efektoro-
vé molekuly pfimo dovniti eukaryotnich bunék ¢i do ostat-
nich bakterialnich bungk®.

Po kontaktu se stievnim epitelem dochézi k adhezi,
invazi a k translokaci bakterii skrz stfevni bariéru do okol-
nich tkani a do krevniho fecisté€. Zde bakterie odolavaji
pusobeni bun¢k imunitniho systému a komplementu.
Krevnim feistém se nasledné dostdvaji do kontaktu
s hematoencefalickou bariérou, kterou mohou také preko-
nat a zpusobit tak meningitidu v mozkové tkani.
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4.1. Interakce se stfevnim epitelem

Ve stieve se bakterie rodu Cronobacter dokazou po-
hybovat diky peritrichalné ulozenym bicikiim. Bicik, skla-
dajici se zjednotek flagelinu, kromé usnadnéni pohybu
bakterie napoméha i jeji adhezi k epitelialnim buiikam®.
Dulezitym faktorem adheze jsou také fimbrie typu I asoci-
ované s filamentoznim hemaglutininem, ktery je schopen
vézat buiiky fasinkového epitelu®.

Po adhezi se jako jeden z hlavnich faktori virulence
jevi vnéjsi membranovy protein A (OmpA, z angl. Outer
membrane protein A), ktery je nezbytny pro invazi do
bungk sttevniho epitelu. Sekvence OmpA u bakterii rodu
Cronobacter sdili 88% podobnost s patogennim kmenem
Escherichia coli K1, ktery je taktéz pivodcem novoroze-
neckych onemocnéni’’?®. Mutantni kmen Cronobacter
(ompA-), u néhoz byla produkce OmpA potlacena, mé¢l az
0 87 % snizenou schopnost invaze do epitelii bunéc¢né linie
INT-407 (cit.””). Podobn& po oralnim podani divokého
kmene mysSim doSlo k rozvoji bakteriémie a meningitidy,
zatimco pii podani ompA- kmene pouze k docasnému sni-
zeni fyzické aktivity mysi*®.

Invazivita je dale podpofena invasinem, ktery sdili
sekvencni podobnost s patogennimi kmeny rodl Yersinia
a Salmonella. Spolu s vnéj$im membranovym proteinem X
(OmpX, z angl. Outer membrane protein X) ptisobi syner-
gicky s OmpA ajsou dale zodpovédné za bazolateralni
prinik bakterie do epitelii***'. K primiku do hostitelskych
buné¢k dochazi diky reorganizaci aktinovych mikrofilament
a mikrotubuli™.

U Cronobacter spp. byla potvrzena tvorba toxinu,
ktery je schopen u epitelidlnich bunék tvofit péry a tim
ménit permeabilitu membrany™. Tento enterotoxin odola-
va pasteraci mléka (62 °C po dobu 30 min) a je schopen
kratkodobé odolat i 90 °C. Muize proto ptedstavovat riziko
v susené kojenecké vyzive®,

4.2. Rozru$eni vazeb tésnych spojt

Pro efektivnéjsi invazi do hostitelského organismu
pouziva Cronobacter spp. cilené naruseni vazeb tésnych
spoju (z angl. tight junctions) mezi buitkami stfevni barié-
ry, které vede ke zvySeni propustnosti. Hlavnim faktorem
v tomto procesu jsou lipopolysacharidy (LPS) na povrchu
bakterialni buniky. Ty jsou po vazbé na povrchové recepto-
ry CDI14, Toll-like receptory 4 (TLR-4) a sekretované
glykoproteiny MD-2 zodpovédné za spusténi intracelularni
signalizace v hostitelskych butikach, ktera vede k produkci
prozanétlivych mediatorti. Masivni a nekontrolovatelna
produkce téchto molekul muize zplsobit apoptézu entero-
cytd a naruSeni stievni bariéry”??. LPS navic inhibuji
schopnost pohybu zdravych enterocytii do mista poskozeni
prostfednictvim aktivace Rho-GTPas, coz znemoziiuje
opravu epitelii*’.

V reakci na pfitomnost LPS a tvorbu prozanétlivych
cytokini se ve stfevnich bunikach aktivuje produkce indu-
kovatelné NO-synthasy (iNOS), ktera katalyzuje tvorbu
oxidu dusnatého. Tato latka, a zvIaste jeji metabolit pero-
xydusitan (ONOO"), ma antimikrobidlni vlastnosti, avSak
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pii zvysené produkci iNOS a masivni zanétlivé signalizaci
pusobi i na vlastni epitelie a inhibuje v nich mitochondrial-
ni respiraci, pisobi rozruSeni kryst mitochondrii a tim
spousti vnitini apoptotickou drdhu bungk**.

Destrukce epitelidlnich bun€k stfevni bariéry vede
k nekrotizujici enterokolitidé (NEC, z angl. necrotizing
enterocolitis). Mezi 1éty 2000 a 2008 bylo v odborné lite-
ratuie publikovano vice nez 100 pfipadt infekei zptisobe-
nych Cronobacter spp., pticemz 19 nakaZenych zemielo
na néasledky NEC (cit.”").

4.3. Bakterie v krevnim fecisti

Po translokaci pies stievni bariéru, za ptredpokladu
odolani obrannym mechanismiim hostitele, se mohou bak-
terie rodu Cronobacter rozsitit do celého téla.

4.3.1. Zisk zZeleza

Schopnost ziskat dostate¢né mnoZstvi Zeleza je pro
patogenni bakterie po vstupu do hostitele esencialni. Hos-
titelsky organismus komplikuje pomnoZeni patogenu tim,
e snizi mnozstvi volné formy Zeleza az na 10™"* g mol™',
coZ je pro normalni bakteridlni réist extrémné malo®*.
Zelezo je navic v aerobnich podminkach ve formé neroz-
pustnych, a tim padem pro bakterie nevyuzitelnych, Fe**
iontd™. Pti nedostatku Zeleza produkuji bakterie tzv. side-
rofory, které s Fe*" iontem vytvaieji rozpustny komplex.
U Cronobacter spp. byly popsany siderofory cronobactin
a enterobactin, které jsou po navazani Zeleza transportova-
ny pomoci pfenaSec do cytosolu a zde dochazi k zisku
Fe** bud’ redukci (cronobactin), nebo degradaci celého
komplexu (enterobactin). Na trovni genomu byl nalezen
operon fhuACDB, ktery koduje receptory pro siderofory
produkované jinymi bakterialnimi rody, jejich produkce
oviem nebyla potvrzena®'. U nékterych zastupci virulent-
nich druhti C. sakazakii a C. malonaticus byl dale nalezen
systém pro transport dicitratu zelezitého*'.

V krevnim fecisti mohou bakterie interagovat s ery-
trocyty. U Cronobacter spp. byly objeveny geny pro pro-
dukci hemaglutininu, ktery je zodpovédny za aglutinaci
Cervenych krvinek, a geny pro produkci hemolyzinu
typu III, ktery tvoii pory v membrang erytrocyti***. Ly-
zované Cervené krvinky mohou posléze slouzit jako zdroj
zivin a zeleza. U Cronobacter spp. zatim nebyly nalezeny
systémy pro ptimé vyuziti hemu, avsak v genomu byl na-
lezen homolog genu yfeX, jehoZ produkt ma u patogenniho
kmﬁlﬁ Escherichia coli schopnost zelezo z hemu extraho-
vat' .

4.3.2. Interakce s imunitnim systémem hostitele

Bakterie rodu Cronobacter disponuji mnozstvim fak-
tort, kterymi se chrani pfed imunitni odpovédi hostitele.
Jednim znich je tvorba kapsule, kterd brani opsonizaci
bakterialni buriky a nasledné fagocytéze monocyty, mak-
rofagy, neutrofily a dendritickymi buiikami (DC, z angl.
dendritic cell)”. U sledovanych zastupct C. sakazakii
ST4, ST12 a C. malonaticus spojovanych s meningitidou
a NEC byl nalezen totozny kapsularni profil**°.
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Dalsim faktorem je lipopolysacharidovy O-antigen,
ktery je schopen vazat slozku C3b komplementu, ¢imz
zabratiuje jeji vazbé na povrch bakterie a spuSténi tzv.
alternativni cesty aktivace komplementu®. SLPS, kon-
krétné s lipidem A, je asociovand proteasa Cpa (z angl.
Cronobacter plasminogen activator), kterd proteolyticky
Stépi slozky komplementu C3 a C4b. Kromé toho také
pfeménuje plasminogen na plasmin a inaktivuje inhibitor
plasminu a2 (02-antiplasmin) spolu s inhibitorem aktivato-
ru plasminogenu 1 (PAI-1, z angl. Plasminogen Activator
Inhibitor 1). Plasmin je serinova proteasa Stépici strukturni
proteiny (fibrin, kolagen apod.), ¢imz je podpofena invazi-
vita a Sifeni bakterii v hostitelském 0rganismu47’48.

Dulezité funkce pfi interakci se slozkami imunitniho
systému hostitele zastava OmpA. Tento protein brani po
vazb¢ na C4b-vazebny protein aktivaci komplementu hos-
titele*’. OmpA déle umoziiuje pieziti v neutrofilech potla-
¢enim  oxidativniho  vzplanuti  (souhrn  reakei
s baktericidnimi U€inky) vlivem interakce s proteinem
gp98 teplotniho Soku na povrchu neutrofilii, kterd ma za
nasledek snizeni produkce slozek NADPH-oxidasového
komplexu (nikotinamidadenindinukleotidfosfat)®. Cro-
nobacter spp. nevstupuje do DC fagocytdzou, ale indukuje
pohlceni po vazbé OmpA na receptor DC-SIGN (z angl.
Dendritic Cells-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
-Grabbing Non-integrin). V infikovanych DC dochazi
k naruSeni MAP-kinasové signalizacni kaskady (z angl.
mitogen-activated protein kinase) a indukci tvorby proza-
nétlivych cytokint TGFp (transformujici ristovy faktor )
a interleukinu 10. Tim je potlaéeno dozravani DC a tyto
nezralé bunky ztraceji schopnost prezentovat antigen
T-lymfocytam**".

VétSina kmenti Cronobacter spp. ma schopnost piezit
uvnitt makrofagli, ve kterych odolavaji oxidativnimu
vzplanuti po dobu 48h, avSak patogenni druhy
C. sakazakii a C. malonaticus jsou schopny se uvniti fago-
somu i pomnozit. Pfesny mechanismus neni znam, avSak
pravdépodobné je preziti zplisobeno produkei superoxid-
dismutasy, ktera chrani bakterie pied oxida¢nim stresem.
Infikované makrofagy poté zvySuji produkci TNFa (tumor
nekrotizujici faktor a), interleukinu 6 a interleukinu 10,
avsak role téchto cytokind v infekci nebyla ve studii objas-
néna™.

Bakterie rodu Cronobacter mohou pouzit DC ¢i mak-
rofagy jako tzv. trojského koné. Nejenze jsou uvniti téchto
bunék chranény pfed imunitnim systémem hostitele, ale
zaroven mohou byt bezpecné transportovany krevnim fe-
¢istém do dalsich tkéni.

4.4. Interakce s buitkami hematoencefalické bariéry

Po vstupu Cronobacter spp. do krevniho feciste je jen
otazkou ¢asu, kdy se bakterie dostanou do blizkosti hema-
toencefalické bariéry (BBB, z angl. Blood-Brain Barrier).
Jakym zplsobem bakterie rodu Cronobacter interaguji
s butkami BBB nebylo dosud jednozna¢né popsano.
Nicméné bylo zjisténo, ze tato interakce neni zavisla na
pritomnosti fimbrii a je pravdépodobné multifaktorialni™®.



Chem. Listy 775, 166—170 (2021)

V invazi opét hraje dulezitou roli OmpA, ktery se vaze na
fibronektin endotelidlnich bunék a spousti internalizaci
bakterii. Zarovent dochézi ke kondenzaci mikrotubula,
Plasmin, aktivovany membranovou proteasou Cpa, ma
schopnost aktivovat matrixové metaloproteinasy, coz vede
u mozkovych cévnich epitelii k rozruSeni vazeb té€snych
spoja*’.

Po ptekonani BBB jsou bakterie schopny mnozit se
v subarachnoidalnim prostoru a uvoliiovat fragmenty bu-
nécné stény, které jsou znaéné imunogenni, a tim zvysit
miru zanétlivé odpovédi hostitele. Prozanétlivd odpovéd’
miliZze posléze slouzit jako atraktant neutrofilli do centralni
nervové soustavy a ovlivilovat permeabilitu mozkovych
endotelii, coz muze vyustit v tvorbu cyst, zvySeny intra-
kranialni tlak a meningitidu®*®. Klinické izolaty
C. sakazakii byly schopné prezit v mikroglialnich bunikach
po dobu az 72 h, zastupci C. sakazakii ST4 se zde dokazali
i pomnozit™.

Z vice nez 100 ptipadi infekei novorozencii zptisobe-
nych v létech 2000-2008 bakteriemi Cronobacter spp.
zemielo na nasledky meningitidy 42 % jedinci’®’.

5. Zavér

Vtomto ¢lanku byly shrnuty dosavadni poznatky
o0 patogenité bakterii rodu Cronobacter. Ackoli se nejedna
o obligatni patogeny, nakazy zplsobené timto mikroorga-
nismem mohou mit fatalni priibéh zejména pro predcasné
narozené déti. Studiem patogeneze a mechanismem ucinku
faktorl virulence se zabyva celosvétové nékolik védec-
kych skupin, avSak stale zlstava mnoho nepoznaného. Je
proto tieba nadale prohlubovat znalosti v této oblasti.

Seznam zkratek

BBB hematoencefalicka bariéra

C. rod Cronobacter

Cpa proteasa aktivujici plasminogen

DC dendriticka bunka

DC-SIGN Dendritic Cells-Specific Intercellular adhe-
sion molecule-3-Grabbing Non-integrin

iNOS indukovatelna synthasa oxidu dusnatého

LPS lipopolysacharid

MAP-kinasa mitogenem aktivovand proteinkinasa

MLST multilokusova sekvencni typizace

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NEC nekrotizujici enterokolitida

OmpA vné&j$i membranovy protein A

OmpX vnéjsi membranovy protein X

PAI-1 inhibitor aktivatoru plasminogenu 1

PIF susena kojenecka vyziva

spp- rod

ST sekvencni typ

TGFpB transformujici ristovy faktor beta

TLR receptor podobny Toll

TNFa tumor nekrotizujici faktor alfa
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Cronobacter spp. are opportunistic pathogens, which
can cause life-threatening infections such as necrotizing
enterocolitis, sepsis and  meningitis,  especially
to immunocompromised individuals. This microorganism
has many virulence factors, which allow a successful adhe-
sion to host cells, invasion into host cells, survival in blood
stream and to escape the host immune response. The aim
of this article is to briefly describe the virulence factors
involved in the pathogenesis caused by Cronobacter spp.
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