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Anotace
Bakalaiska prace se zabyva probiotickym kmenem Escherichie coli Nissle 1917, jeho

vlastnostmi, pisobeni na patogenni mikroorganismy a na samostatny organismus. Kmen se
vyuziva k vyrobé probiotik. Probiotika jsou obecné znamé farmaceutické pripravky, které
zlepSuji stav stfevni mikroflory, popfipad€ zabrainuji infekcim zplisobenych patogennimi
mikroorganismy.

Klic¢ova slova

Probiotika, stfevni mikroflora, Escherichie coli, Escherichie coli Nissle 1917, mutaflor,

diagnostika.

Annotation

The bachelor thesis deal with the probiotic strain Escherichie coli Nissle 1917, its properties,
action on pathogenic microorganisms and on organism. This strain is used for synthesis of
probiotics. Probiotics are generally known pharmaceutical preparations which improve the
condition of the intestinal microbiom or prevent infections caused by pathogenic
microorganisms.
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Uvod

Bakterie rodu Escherichia coli patii mezi Celed” Enterobacteriaceae, ktera je
béznou soucasti stievni mikroflory. Za béznych okolnosti se jednd o prospéSnou
mikrofloru ve stfevech, ale pokud dojde k proniknuti patogenni Escherichia coli
do stieva, dochazi k produkci toxinti a jinych neprospéSnych latek pro stievo,
coz miiZze vést k rozvoji nebezpe¢ného onemocnéni.

Podanim probiotik, které obsahuji prospésné bakterii, mize dojit k redukci
patogennich mikroorganismi zptsobujici stievni onemocnéni a nastaveni rovnovahy
sttevni mikroflory, poptipadé remise choroby. Béznymi kmeny vyuzivanymi k vyrobé
probiotik jsou Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, Enterococcus a velice
zajimavy probioticky kmen Escherichia coli Nissle 1917.

Probioticky kmen Escherichia coli Nissle 1917 je hojné vyuzivany k 1é¢bé
riznych infek¢énich priymi ulcerdzni kolitidy, nadymani, prijma, zacpy, plynatosti,
ale také ke zlepSeni obranyschopnosti. Ve formé farmaceutickych ptipravka (tobolky

Mutaflor) se podava peroralné.
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1.

1.1.

1.2.

Probiotika

Historie probiotik
I.I. Mec¢nikov v roce 1907 publikoval préci, kde se zabyval moznosti 1éCby

probiotiky. PfiSel nato, zZe konzumace fermentovanych mlécnych vyrobka vede
k prodlouzeni Zivota a zlepSeni zdravotniho stavu (Reque a Brandelli, 2022).

Ija Ilji¢ Mecnikov byl rusky védec, jehoz zaujala skutecnost, ze délka Zivota
obyvatel Bulharska a téch, ktefi pochéazeli z Kavkazského regionu, byla delSi nez
u ostatnich lidi. Jeho teorie se opirala o to, ze dlouhove€kost bulharskych obyvatel je
zpusobena konzumaci jogurtii a zakysanych vyrobkut. PfiSel nato, Ze tyto mlécné
vyrobky obsahuji bakterie mlééného kvaseni, které se pozitivné podileji na fungovani
lidského organismu (Elmer a kol., 2007).

Vyznamny badatel u problematiky mikroflory traviciho traktu byl Alfred
Nissle. vroce 1916 publikoval praci, které vedla k patentovani nepatogenniho
probiotického kmene Escherichia coli. o rok pozd&ji v roce 1917 zacala farmaceuticka
firma G. Pohl Schonbaum v Gdainisku vyrabét a prodavat kapsle pod nazvem Mutaflor
(Zhao a kol., 2022).

Termin probiotika poprvé pouzili Lilly a Stillwell v roce 1965. Oznacili tak
latku produkovanou jednim prvokem, ktera stimulovala riist dalSiho prvoka. Pozdéji
tento termin nasSel uziti pro krmné a potravinové dopliky urcené pro vyzivu
hospodaiskych zvifat a lidi. Pojem zahrnoval Zivé kultury bakterii, mikrobidlni
metabolity, enzymy, aminokyseliny apod., které pozitivn¢ ovliviiuji mikrofloru
traviciho traktu. Definice zahrnovala i1 antibiotika, avSak slovo probiotikum ma
vyznam ,,pro zivot™ a jedna se o pravy opak vyznamu slova antibiotikum (Gasbarrini

a kol., 2016; Dastoor a kol., 2018).

Definice probiotik
Probiotika jsou Zivé mikrobialni dopliiky stravy, které pozitivné ovliviiuji

mikrobidlni rovnovahu traviciho traktu a ptisobi ve prospéch hostitele. Mezi nejéastéji
studované rody patii Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia a Enterococcus
(Swanson a kol., 2020; Wilkins a Sequoia, 2017).

Mechanismus ucinku probiotik je velmi slozity a pravdépodobné se lisi podle

toho, jaky druh mikroorganismu probiotikum obsahuje. (Wilkins a Sequoia, 2017).
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1.3. Mechanismus tGcinku probiotik
Probiotika maji velmi dilezitou roli v udrzovani imunologické rovnovahy

v gastrointestinalnim traktu vlivem interakce simunitnimi burikami (Zétkiewicz
a kol., 2020; Isolauri a kol., 2001). Rovnovéha je udrzovana prostfednictvim rtiznych
mechanismu, vcetné snizeni pH stfev, sniZzeni kolonizace a invaze patogennich
organismu a modifikace imunitni odpovédi hostiteli (Williams, 2010).

Lacticaseibacillus rhamnosus kmen GG prokazal pfiznivé ucinky na stfevni
imunitu, protoZze dokaZze zvySovat pocet bunc¢k vylucujicich IgA protilatky a dalsi
imunoglobuliny ve stfevni sliznici. Kromé toho stimuluje lokalni uvoliovani
interferoni a usnadiiuje transport antigeni do zékladnich lymfoidnich bunék,
coz slouzi ke zvySeni vychytdvani antigeni v Peyerovych platech (Gupta a Garg,
2009).

Tenké stfevo je Casto napadeno velkym mnozstvi antigen. Antigeny jsou
pritomné v kazdé potravé, ktera projde gastrointestinalnim traktem. VéEtSina antigenta
je vyloucena spravné fungujici stievni sliznici. Antigeny z potravy jsou absorbovany
pfes epitelidlni vrstvu transcytézou a dale dochazi k hlavni degradaci, coz zahrnuje
lysozomalni zpracovani antigenu. Druhd eliminac¢ni linie je zaméfend na odstranéni
antigend, které pronikly sliznici. Jednd se o mensi cestu, kterd umoziuje transport
nezpracovanych antigenii pomoci Peyerovych platl, které jsou pokryty M-buiikami.
Antigeny jsou prezentovany T-bunikam, a ty se diferencuji na rizné efektorové bunky
zprostfedkovavajici aktivni imunitni supresi, ¢imz podporuji diferenciaci B bunék
sekretujicich IgA protilatky (Halloran a Underwood, 2019; Plaza-Diaz a kol., 2019;
[solauri a kol., 2001).

Podanim probiotika obsahujici druh Lacticaseibacillus casei a Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus dochazi k produkci makrofaga (Isolauri a kol., 2001).

Mechanismus ptsobeni miize byt pomoci blokovani adhese patogenniho
mikroorganismu na intersticidlni epitelie a produkce inhibitori, zvySeni imunitni
odpovédi, udrZzovani normalnich hladin mastnych kyselin s kratkymi fetézci, modulace
funkce imunitniho systému jako je potlaceni stfevnich protizanétlivych cytokind,
spraveni stfevni propustnosti, potlaceni rdstu patogennich bakterii pfimou vazbou
na gramnegativni bakterie, regulace stievni absorpci elektrolytt, jak ukazuje obrazek

¢.1 (Jones a kol., 2008; Paredes a kol., 1999).
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Mechanismus ucinku

probiotik
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Obr. ¢&. 1.: Mechanismus uc¢inku probiotik (Bermudez-Brito a kol., 2012).

1.4. Uc¢innost probiotik

Utinnost probiotik je druhové a davkové specificka pro kazdé onemocnéni.
Délka 1écby probiotiky zavisi na klinické indikaci (Wilkins a Sequoia, 2017). Aby
se dosahlo potifebné koncentrace mikroorganismii ve stievé, koncentrace je
pozadovana v rozmezi vice jak 10° grami v tenkém stfevé a 10® gramu v tlustém
stfevé, je potieba, aby denzita probiotickych bakterii v piipravcich byla alespont 1010
(Spelina a Winklerova, 2009).

Prizkumy ukézaly, ze probiotika jsou vysoce prospé$snd u stfevnich
onemocnéni, ktera zptsobil rod Clostridioides difficile a dal§ich onemocnéni, napf.
jaterni encefalopatie, ulcerdzni kolitidy, syndromu drazdivého tracniku, funkc¢nich
gastrointestinalnich poruch a nekrotizujici enterokolitidy (Jakubczyk a kol., 2020;
Wilkins a Sequoia, 2017).

Probiotika nejsou Uc¢inna u akutni pankreatitidy a Crohnovy choroby (Kim
a kol., 2019; Wilkins a Sequoia, 2017).

Probiotika dokazi byt u¢innd u déti a dospélych se syndromem drazdivého
tracniku a u déti s funkénimi bolestmi bficha. Davkovani probiotik by mél pacient
zvazit pii objeveni pfiznakl a v pfipadé€ pietrvavajicich ptiznaki by mél pokracovat
podle potieby. Studie Wilkinse a Sequoie zjistila, Ze probiotika u lidi trpicich IBS

vyznamné zlepSila ptiznaky. Analyza zabyvajici se détmi s IBS a funkénimi bolestmi
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bficha zjistila, ze probiotika zvysila pravdépodobnost uspéchu 1é¢by ve srovnani
s placebem a snizila intenzitu bolesti bficha (Wilkins a Sequoia, 2017).

U kojenci probiotika vyrazné snizuji riziko nekrotizujici enterokolitidy
a mortalitu. Terapie probiotiky by méla byt zahdjend uosob ohrozenych
enterokolitidou a méla by pokracovat tak dlouho, dokud zvySené riziko pietrvava

(Halloran a Underwood, 2019; Wilkins a Sequoia 2017; Zeng a kol., 2021).

1.5. Bezpecnost pri 1écbé probiotiky

Probiotika jsou obecné povazovana za bezpecna, ale
u imunokompromitovanych osob mize dochazet k rozvoji nezddoucich ucinkd, napft.
septickému stavu. Dlouhodobé t¢inky probiotik jsou z velké ¢asti neznamé, ale nejsou
doposud zjistény nepiiznivé ucCinky probiotik na pacienty (Sanders a kol., 2010;

Wilkins a Sequoia, 2017).

1.6. Pouzivané mikroorganismy

1.6.1. Bakterie mlé¢ného kvaseni (laktobacily)

vvvvvv

vvvvvv

mlécné, kterd vznika rozkladem jednoduchych cukri. Vyuzivaji se v potravinaistvi
k vyrobé syru a jogurtt (Fijan, 2015).

U lidi se fyziologicky laktobacily vyskytuji v duting Gstni, stfevnim traktu a vaginé
(Elmer a kol., 2007).

Mezi nejvice pouzivané druhy patii Lactocaseibacillus rhamnosus GG, oznaceni
GG nese, protoze ho objevil doktor Sherwood Gorbach a doktor Barry Goldin,
Limosilactobacillus reuteri miize byt izolovdn z mnoha potravin, jeho hlavnim
mechanismem obrany proti patogennim bakteriim je produkce nékolika druht
metabolitt, dale Lactobacillus acidophilus a Lacticaseilbacillus casei (Castro-

Gonzalez a kol., 2019).

1.6.2. Bifidobakterie
Bifidobakterie jsou béZnou soucasti stfevniho traktu kojencii vlivem konzumace

matetfského mléka. Vyskytuji se v matefském mléku, ale také ve fermentovanych
mléénych vyrobcich. Jednd se o anaerobni mikroorganismy produkujici kyselinu

mlécnou a kyselinu octovou (Konieczna a kol., 2012).
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1.6.3. Enterobakterie
Nejvice pouzivany je kmen Enterococcus faecium SF68, ostatni kmeny jsou

patogenni (Elmer a kol., 2007).

1.6.4. Kvasinky
Druh Saccharomyces boulardii je nejpouzivanéjsi druh kvasinky k vyrobé

probiotik. K tomu, aby probiotikum vyrobené ztohoto mikroorganismu spravné
fungovalo, musi byt podavano denné (Elmer a kol., 2007).

Saccharomyces boulardii produkuje proteolytické enzymy, které zabranuji
fungovani toxinii produkovanymi patogeny, zejména Clostridioides difficile. (Pais

a kol., 2020).
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2. Stirevni mikroflora

2.1. Stievni mikroflora
Nejvétsi podil mikroorganismi v lidském organismu se nachézi v tlustém

stievé. Odhaduje se, ze tlusté stievo dospélého ¢loveéka obsahuje vice jak 10'4 bakterii
a asi 500 druhii. Jedna se o bakterie, které maji funkei pfi zpracovani potravy v GIT,
pfi udrZzovani homeostdzy organismu hostitele a ochrané proti patogeniim (Sender
a kol., 2016).

Stievni mikrofléra obsahuje dostatené mnozstvi probiotickych bakterii,
pricemz nejvétsi vyskyt je ve stievech kojencii s pievahou laktobacilli a s nastupujicim
veékem pocet mikroorganismii klesa (Thursby a Juge, 2017).

Osidleni sterilniho tlustého stfeva mikroorganismy probiha jiz po narozeni
oralni cestou, pficemz hlavnim zdrojem osidleni je matefsky organismus (Kasper,

2015).

2.2, Mikroflora traviciho traktu po narozeni
Osidlovani organismu mikroorganismy probihd ihned po narozeni ditéte,

a to oralni cestou, kdy je pifes dutinu Gstni osidlovan zaludek a poté stieva. Hlavnim
zdrojem mikroorganismi je kozni, Ustni a vagindlni mikrofléra matky. V kojeneckém
obdobi se stfevni mikroflora ditéte odviji od konzumace matetského mléka s ptevahou
bifidobakterii (Thursby a Juge, 2017).

Prvni mikroorganismy osidlujici trakt novorozence jsou laktobacily,
a to prevazné u déti narozenych klasickou cestou, jelikoz vagindlni fléra obsahuje
vysoké mnozstvi téchto mikroorganismil. u miminek narozenich cisafskym fezem
je potvrzena pfitomnost pfevazné anaerobnich bakteriich rodu Clostridium (Buzinschi,
2018; Fanaro a kol., 2003).

Okolo druhého roku ditéte, dochazi k rozvoji stievni mikroflory, az je témét
totoznd se stfevni mikroflorou dospélého clovéka. Nedochdzi témét k zadnému
osidlovani stfevni flory laktobacily, ale bakteriemi jako Enterococcus faecalis, E. coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae (Fanaro a kol., 2003; Thursby a Juge,

2017).

16



2.3. Mikrofléra traviciho traktu v dospélosti
7 96-99 % se jednd o mikroorganismy anaerobni, které v dospélosti osidluji

sttevni trakt. Hlavnim mechanismem udrzenim stability tlustého stfeva jsou bakterie
osidlujici hlen, ktery pokryva sliznici, odkud bakterie pfestupuji do stfevniho obsahu
(Derrien a kol., 2019; Kasper 2015).

Béhem starnuti dochazi ke zmén€é mikroorganismii v tlustém stifevé
a predevsim tak, ze dochazi k poklesu bifidobakterii, a naopak se zvySuje procento
grampozitivnich anaerobnich mikroorganismil. ZvySeny pocet téchto bakterii ma za
nasledek vyssi produkci sirovodiku a dochédzi k poklesu tvorby MK s kratkym
tetézcem (Thursby a Juge, 2017)

Celkové se méni kvalita slizni¢niho hlenu stfeva, a tudiz se snizuje mikrobidlni

bariéra, které zabraniuje invazi patogennich MO a piisobeni toxinil (Kastl a kol., 2019).

24. Funkce stfevni mikroflory
Mikroorganismy piitomné ve stievnim traktu se podileji na tvorbé mikrobidlni

bariéry, kterd plisobi proti patogenim a podminénym patogeniim. Jsou schopni
produkovat latky, které maji vliv na prokrveni a motilitu stfeva. Dokéazi stimulovat
stitevni imunitni systém a produkuji vitaminy (Valdes a kol., 2018).

Dals§i ochranou pied pusobenim patogennich mikroorganismi je tvorba
mastnych kyselin s kratkym fetézcem, které vznikaji rozkladem sacharidii a snizuji
tak pH, coz zabranuje osidlovani patogennimi mikroorganismy (Thursby a Juge, 2017;

Kasper 2015).

2.5. Mikrobialni bariéra
Hlavnim ukolem mikrobidlni bariéry stieva je zabranéni ptsobeni a navazani

patogennich mikroorganismil, coz ma za nasledek poruseni homeostazy (Ghosh a kol.,
2021; Soderholm a Pedicord, 2019).

Zabranéni pusobeni a navazani patogennich mikroorganismi je zajiStovana
nasledujicimi  mechanismy jako je branéni rlstu nebo wusmrceni cizich

mikroorganismu, zménou pH (Soderholm a Pedicord, 2019).

2.5.1. Branéni ristu nebo usmrceni cizich mikroorganismi
Mikroorganismy vyskytujici se vmnasem organismu fyziologicky produkuji

bakteriostatické a baktericidni latky, jako jsou napi. volné¢ MK s kratkym fetézcem

(acetat, butyrat) a antibiotické latky (Soderholm a Pedicord, 2019).
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2.5.2. Zména pH
Vlivem pfemény glycidii a vznikem volnych MK s kratkym fetézcem dochazi

ke snizeni pH. Volné MK vznikajici ve stfevech jsou propionova, maselnd, mlécna

a octova (Ghosh a kol., 2021).

2.6. Metody detekce stfevni mikroflory
Diagnostika prtijmového onemocnéni je velmi rozsahlé stanoveni, jelikoz

prijmové onemocnéni ¢lovéka muize zplsobovat jak bakteridlni, virové, parazitarni
agens, ale také toxiny obsazené v potravé. Pfi diagnostice je dulezité brat v potaz
anamnézu, kde se pacient pfed dostavenim pfiznakti prijmu nachazel, co jedl,

jaké bral Iéky a jeho celkovy stav (Wu a kol., 2019).

2.6.1. Kultivace
Ke stanoveni bakterii stfevni mikroflory se vyuziva kultivace na ztuZenych

umélych zivnych ptidach. Vzorek stolice nebo vzorek na vatovém tamponu se ockuje
na selektivné-diagnostické pudy, které jsou specifické pro rizné druhy stievnich
mikroorganismi, po kultivaci se suspektni kolonie oCkuji na neselektivni kultivacni
média, ze kterych se délaji potvrzujici testy pro taxonomickou identifikaci hledanych
patogennich mikroorganismt (Lagier a kol., 2015). Jako neselektivni kultivacni
média se pouZzivaji vétSinou krevni agary nebo zivny agar €. 2, kde vyrostou vSechny
bakterie pfitomné ve vzorku, jelikoz neobsahuji inhibitory, které¢ by potlacovaly rist
ostatnich bakterii. Selektivni kultiva¢ni plidy obsahuji inhibitory, které potlacuji rist
nezadoucich mikroorganismi, jako MacConkey agar, XLD agar, DC agar, Endova

puda (Murthy, 2021; Lagier a kol., 2015).

2.6.2. Moderni techniky v detekci mikroorganismu

2.6.2.1. Molekularni techniky
U molekularni identifikace se vyuzivd DNA/RNA patogenniho mikroorganismu

zpusobujici infekei. Metodou, kterd se vyuziva je PCR, tzv. polymerazova fetézova
reakce v redlném case, kterd ptisla do povédomi mnohych vlivem pandemie Covid-19
(Santhanam a kol., 2020).

Mourand a kolektiv vyuzili metodu PCR ke stanoveni vlivu probiotického kmene

E. coli Nissle 1917 na E. coli, které produkuji beta-laktamazu ve stievech prasat. PCR
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metoda byla vyuzita ke zjisténi vylucovani probiotického kmene ze vzorku trusu
(Mourand a kol., 2021).

Vyhodou molekularnich metod k detekci stfevnich patogenti je rychlost, moznost
provedeni identifikace vice patogenti a vysokd citlivost metody. Nevyhodou
molekularnich technik je vysoka pofizovaci cena kit a pfistroja, ale nevyhody stale
neptrevysSuji vyhody téchto metod (Amjad, 2020).

Technika PCR byla vynalezena Kary Mullis vroce 1983 a v dneSni dob¢ je
to metoda vyuZivana témet ve vSech laboratofich na celém svété. Metoda dokaze
presné a peclivé urcit nukleové kyseliny sledovaného mikroorganismu. Je béznou
vybavou v mikrobiologickych laboratofi, kde se stanovuji rizné skupiny patogennich
organismu, vcetn¢ virti (Shafeeq, 2021). Stanoveni trvd zhruba 2-3 hodiny (Abbas,
2018).

Modifikace metody PCR je RealTime PCR, kde je zaznamenavan cyklus
v redlném case. Zaznam amplifikace je zalozen na kontinudlnim méteni fluorescence.
Vyuzivaji se sondy, které vazi specificky nebo nespecificky amplifikované DNA

(Kadri, 2020; Blum-Oehler a kol., 2003).

2.6.2.2. Imunochemické metody
Vedle molekuldrnich metod, existuji imunochemické testy, které funguji

na principu reakce protilatky a antigenu, které jsou znacené vétSinou enzymem
(ELISA). Bez imunochemickych metod nejsme schopni urcit sérotyp bakterie. ELISA
metoda je podobné stejn¢ zdlouhava jako PCR metoda. Aby doslo ke zkraceni Casu
metody, védci vynalezli metodu p-ELISA, tzv. papirova ELISA. Studie Pang a kol.
(2018) (Vyvoj levné papirové ELISA metody pro rychlou detekci Escherichia coli
O157:H7) potvrdila u¢innost metody na detekci E. coli O157:H7 z potravin (Pang
a kol., 2018).

2.6.2.3. MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometr s laserovou desorpci/ionizaci za pomoci matrice
je pristroj, ktery umoziuje v klinickych provozech rychlé a ptesné urceni bakterii.
Identifikace je =zalozena na charakteristickém spektru kazdého druhu a poté
je porovnavana s databazi pristroje. Nejvétsi vyhoda pfistroje MALDI-TOF MS
k identifikaci je Uspora Casu, jelikoZ klasickou metodou identifikace se vysledek zjisti

v rozmezi 24-48 hodin (Hou a kol., 2019).
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Matrix v MALDI-TOF MS absorbuje energii z ultrafialovych laserti a vytvari
ionty z velkych molekul. Dochazi ke krystalizaci vzorku s matrici, dale je desorbovan
a ionizovan UV laserem. lontové molekuly, vcetné¢ mikrobidlnich peptidii jsou
urychlovany v elektrickém poli a zanaSeny do analyzatoru TOF (time-of-flight), kde
jsou oddéleny v souladu s hmotnostnim spektrem (Patel, 2019; Torres-Sangiao a kol.,
2021).

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (HCCA) a kyselina 2,5-dihydroxybenzoova
jsou matrice pro identifikaci v MALDI-TOF MS. Vzorky pro analyzu na MALDI-
TOF MS jsou vyrostlé kolonie na zivnych pudich (Hou a kol.,, 2019). Paauw
a kolektiv vyuzili pfistroje MALDI-TOF MS k rozeznani bakterie E. coli od bakterie
rodu Shigella, kdy 94,4 % i1zolath bylo rozezndno spravné (Paauw a kol., 2015).

2.6.2.4. Whole-genome sequencing (WGS)
Whole-genome sequencing je metoda, diky které se da Iépe porozumét

virulen¢nim genim patogennich E. coli, ale také genomové sekvenci nepatogennich E.
coli (Tetzschner Malberg a kol., 2020).

Seco a Fernandez (2022) napsali studii tykajici se vyuziti bakteridlni konjugace
v kombinaci s genomovym inzenyrstvim za cilem vzniku modifikovanych EcN, aniz
by dosSlo ke genetické zméné. Vyuzitim metody WGS podlozili ptedpoklady, ze
nedojde ke zméné v genetickém uspofadani u modifikovanych EcN (Seco

a Fernandez, 2022).
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3. Escherichia coli

3.1. Obecna charakteristika E. coli
Bakterie rodu E. coli byla objevena v roce 1885 doktorem Theodorem von

Escherichiem, pfi jeho praci zabyvajici se bakteriemi nachdzejici se v kojenecké
stolici. Po objeveni E. coli rakouskym Iékafem se stala velmi oblibenym
mikroorganismem mezi bakteriology. Z historie je znama diky tomu, Ze byla
a je velmi Casto pouzivana z diivodu jeji nenarocnosti na vnéj$i podminky. Na této
bakterii byla prokdzana bakteridlni konjugace a replikace DNA, kromé tohoto objevu
byl geneticky materidl E. coli vyuzit k dalSim laboratornim testim, coz vedlo
ke vzniku rekombinantnich vakcin (Denamur a kol., 2020; Mare a kol., 2021).

Mikroorganismus mitize zpusobovat fadu onemocnéni, zacinajici prijmem,
pokracujici hemoragickou kolitidou a muze zplsobit az septické stavy (Mueller
a Tainter, 2022; Bell a Kyriakides, 1998).

V dne$ni dobé je bakterie rodu E. coli povazovana za ukazatele hygieny
v potravinafstvi, jeji pfitomnost ve vodach ukazuje na fekalni znec€isténi vody (Jang
a kol., 2017).

E. coli jsou tazeny s dalSimi rody bakterii, jejichz misto vyskytu je nejcastéji
sttevo, do celedi Enterobacteriaceae (Baldelli a kol.,, 2021). Z morfologického
hlediska jsou bakterie zceledi Enterobacteriaceae gramnegativni tyc€inky
nevytvarejici spory. Délka tyCinek se pohybuje v rozmezi od 2 do 3 um a Sitka od 0,5
do 0,8 pum. Obecné jsou povazovany pod mikroskopem jako velmi podobné bakterie
s ostatnimi gramnegativnimi rody 1 mimo Celed’ Enterobacteriaceae. E. coli je fazena
mezi pohyblivé bakterie (Nakamura, 2019; Shiomi a kol., 2009).

Escherichia coli roste a rozmnoZuje se velmi rychle, pokud ma optimalni

podminky, je schopna se replikovat do 20 minut (Jang a kol., 2017).

3.1.1. Vlastnosti
Teplota je dilezity faktor ovliviiujici rist a rozmnozovani vSech Zivych organismu,

vcetng bakterie E. coli. Teplota optimalni pro riist E. coli v hostitelském organismu se
pohybuje v rozmezi od 36 do 40°C. AvSak vyssi teploty snasi mikroorganismus hiife
nez nizs8i, tudiz niz§i  teploty jsou pro E. coli  vhodnéjsi
a vydrzi v téchto teplotach delsi dobu nez v teploté vyssi. (Jang a kol., 2017).

Vodni aktivita se oznacuje se jako a,, pficemz vodni aktivita vody se rovna jedné.

Vodni aktivita je dilezitym ukazatelem fidici schopnost rozmnozovani bakterie.
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Pokud je vodni aktivita velmi nizkd, dochéazi k vysychani mikroorganismu, coz vede
k zabranéni rozmnoZovani a dojde k usmrceni bakterie, mald hodnota vodni aktivity
muze byt zpisobena osmoticky aktivnimi latkami, jako je cukr a siil. Naopak vyssi
vodni aktivita mlzZe zpUsobit situaci, kdy builka neméd mozZnost pfijimani kysliku
a dochézi k usmrceni bunky (Tapia a kol., 2020; Jang a kol., 2017).

Escherichia coli jsou pohyblivé fakultativné anaerobni mikroorganismy. Dokézi
rozkladat glukozu a redukovat dusi¢nany na dusitany (Oliveira
a Reygaert, 2019).

Bakterie rodu E. coli, jak jiz bylo zmin€no, neni ndro¢na na podminky pro svij
rist. Zivinami, které jsou dilezité pro jejich spravné fungovani se mysli glukoza,
uhlik, dusik, fosfor, téchto Zzivin je ve stfevnim traktu hostitele velmi pocetné
mnozstvi. TudiZ pokud dojde k situaci, Ze bakterie nema dostatek Zivin, je velmi
flexibilni a vSestrannd v ziskavani energie, protoze dokaze rozkladat rtzné druhy
uhlikatych sloucenin, vcetné aromatickych latek. Diky témto vlastnostem
a schopnostem se pfizpusobit prostiedi, dochazi k tomu, ze se bakterie stava velmi
odolna (Jang a kol., 2017).

Kmen E. coli O157:H7 mé lepsi schopnost piezivat v prostfedi s niz§im pH
nez ostatni kmeny (Jang a kol., 2017). Bakterie rodu E. coli dokaze ovliviiovat vyskyt
ostatnich MO rGznymi mechanismy, jako je napf. soutéZ o ziviny s ostatnimi
mikroorganismy (Jang a kol., 2017).

Biofilm je seskupeni mikroorganismi, jez jsou schopny se pfichytit na povrch,
coz vede ke vzniku perzistence bakteridlnich infekci. Pokud dojde k seskupeni bakterii
do biofilmu, jejich rezistence vici ATB zna¢né stoupa ve srovnani se samostatnou
bakterialni buiikou, slozeni biofilmu zobrazuje obrazek ¢. 2 (Pu a kol., 2020; Rabin
a kol., 2015). Strukturné¢ se sklad4d z extracelularniho polysacharidu, eDNA
(extracelularni) a proteinti. Kandlky, jez jsou v biofilmu, téz pfitomné maji funkci
prenosu vody, vzduchu a zivin do ostatnich ¢asti biofilmu (Emmanuel a kol., 2019;
Rabin a kol., 2015). Pfechod do formy biofilmu je d¢j u bakterii velmi bézny, existuje
nékolik divodl, pro¢ dochdzi k jeho tvorbé. Bakterie reaguji na nevhodné vnéjsi
podminky pfechodem ze samostatné bakteridlni buitky do seskupeni MO a tim zvysi
svoji schopnost pteziti. Také jsou odolné vici fyzikdlnim vnéjSim vliviim, jako je
smyti proudem vody ¢i krvi, pokud vytvofi biofil na tkani. Diky struktuie biofilmu
a piitomnosti extracelularniho polysacharidu jsou buikky odolnéjsi vici

antimikrobidlnim ¢inidlim. Dalsi dulezitou schopnosti biofilmu je koncentrace bunék
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na povrchu, coz umoznuje jednotlivym buiikkdm v prostiedi biofilm vyménu eDNA,
piesnéji plazmidi, pomoci konjugace, které jsou nositelé genetické informace ohledné
rezistence vuci ATB (Rabin a kol., 2015).

Bakterie rodu E. coli jsou schopny tvorby biofilmu, a to pfevazné ve vodnim
prostiedi, vytvari sedimenty a tim zvySuji jejich perzistenci. Vyskyt biofilml tvoiené
E. coli ve vodnim prostfedi, jako je potrubi, je nebezpecny ztoho divodu, ze
samostatné bakterialni bunky jsou schopny se pfenaSet na mista, kam by se dostat

nem¢la a zkoumana voda nejevi zndmky fekalniho znecisténi (Jang a kol., 2017).

f\ bakteridlni buika

enzym

m\ extraceluldrni polysacharid

\ “\ﬂ‘t}(@,\:\ DNA

[ A protein
y . BA &4 i‘ P

vodni kanal

Obr. ¢. 2.: Struktura biofilmu (Dawson a kol., 2012).

3.2. Antigenni struktura
Antigenni vlastnosti Escherichia coli fadime dle OHK systému (Liu a kol.,

2020; Amézquita-Lopéz a kol., 2018; Kunduru a kol., 2016).

H antigen neboli bi¢ikovy antigen se nachédzi u pohyblivych bakterii a je tvofen
flagelinem. Uvadi se, Ze E. coli obsahuje az 53 H antigent (Banjo a kol., 2018).

K antigeny (kapsularni antigeny) se vyskytuji na povrchu E. coli, jedna se
pfevazné o polysacharid, ktery umoznuje bakterii obranu proti imunitnimu systému
hostitelské¢ buiiky. Pouzdro pokryvéa bakteridlni povrch a umoziuje tak uniknout
obrannym mechanismim imunitniho systému hostitele. Escherichia coli ma zhruba 80
K antigentli, jeZ maji rtizné cukerné slozky. Vlivem objeveni K antigenu a jeho
struktury, dosSlo k zjednoduSeni syntézy vakcin a Iéku proti infekcim, jejichz
ptivodcem je E. coli (Kunduru a kol., 2016).

O antigeny, jedna se o ¢ast antigenu, ktery tvoii celek lipopolysacharidu (LPS),

coz je hlavni virulen¢ni faktor gramnegativnich bakterii. LPS se sklada z lipidu A,
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z vnitiniho a vnéjsiho jadra a samotného o antigenu, ktery vy¢niva do extracelularniho
prostoru. Bylo jich objeveno zhruba 180 druhti (Liu a kol., 2020).

Antigenni struktura enterobakterii je vyobrazena na obrdzku ¢. 3.

Flagella (H antigen)
Pouzdro (K antizen)

Lipopolysacharid (LPS)

o-polysacharid
__polysachandove jadro
lipid A

Vnéjsi membrana
Periplasmaticky prostor
Lipoproteiny
Peptidoglykany
Vnitini membrana
Cytoplasma

- Pili

el
Obr. ¢. 3.: Antigenni struktura ente

robakterii (Murray a kol., 2005).

3.3. Prospésné E. coli
E. coli jsou zvlastni svymi vlastnostmi a chovanim vic¢i hostitelskému

organismu, a to pfedevsim vici stievnimu traktu. Existuji druhy E. coli, jenzZ nejsou
patogenni, naopak jsou prospésné pro hostitelsky organismus. Bakterie rodu E. coli
ve stievech produkuje koliciny, coz je latka, ktera zabraniuje pusobeni a uchyceni
patogennich mikroorganismi na stievo hostitele. Kromé této latky, se také bakterie

podileji na tvorb¢ vitaminu K a By, (Stromberg a kol., 2018).

34. Patogenni E. coli
Mikroorganismus dokdze zplsobit fadu onemocnéni, pokud je buiika opatiena

ur¢itym faktorem virulence, a to plati u . coli pfedevsim ve stievech, pokud se baterie
dostane mimo stfevo, tteba do urogenitalniho traktu, stane se patogenem zpisobujici

infekce (extraintestinalni patogen) (Sarowska a kol., 2019).
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3.4.1. Enterotoxigenni E. coli (ETEC)
ETEC jsou pfi¢inou priyma u déti, ale i dospélych osob v rozvojovych zemi

s teplym klimatem. Onemocnéni, které enterotoxické E. coli zplisobuji se cCasto
nazyvaji jako cestovatelské prijmy (Duan a kol., 2019).

Hlavnim faktorem virulence je produkce toxinli, produkuje dva druhy
enterotoxind, a to tepeln¢ stabilni a tepeln¢ labilni. Bakterie ma na povrchu pili,
jinak také nazyvané colonization-factor antigens (CFA), jimiz se vazi
na polysacharidové receptory na epitely tenkého stieva (Bin a kol., 2018).

Tepelné labilni toxin aktivuje adenylatcyklazu, coz zptsobuje zvySenou produkci
cAMP a to vede k tomu, Ze dochazi k nadmérné sekreci vody a elektrolyti do lumen
stteva, coz ma za nasledek vodnaté prijmy (Mirhoseini a kol., 2019; Duan a kol.,
2019).

Tepelné stabilni toxin aktivuje guanylatcyklazu, coz vede ke zvySené produkci

cGMP (Wang a kol., 2019).

3.4.2. Enterohemoragicka E. coli (EHEC)
E. coli enterohemoragickd byla objevena v 80. letech v USA. Jejich patogenita

spociva v produkci cytotoxinu, ktery se nazyva verotoxin a ma podskupiny VT 1 a VT
2, jeho néazev vychazi ztoxického plisobeni na Vero buiiky. Nese také oznaeni
»wShiga-like toxin® E. coli (STEC). Infekce zptisobené EHEC jsou fazeny mezi ty

Mikroorganismus je znam svoji virulenci a odolnosti vii¢i vnéj§im podminkam.
Vétsina infekci EHEC probéhne jako lehky prijem, ale mlze se v jistych piipadech
objevit ve stolici krev (Sanchez-Villamil a kol., 2019).

K Iécbé se vyuzivaji antibiotika ze skupiny chinolonti, jako napft. ciprofloxacin,
ktery ptisobi na DNA a zabranuje produkci toxinti (Miihlen a kol., 2020).

Onemocnéni doprovazejici infekci EHEC je hemoragicky prijem, coZ je krvava
stolice, pozdé&ji se mulze rozvinout az do hemolyticko-uremického syndromu,

coz miize vést az k selhani ledvin (Menge, 2020).

3.4.3. Enteropatogenni E. coli (EPEC)
Onemocnéni zpiisobené EPEC se vyskytovalo diive a jednalo se o nej¢astéjSiho

puvodce prijmového onemocnéni u novorozencii a malych déti, ale v dnesni dobé
se prijmové onemocnéni zpiisobené kontaminaci EPEC vyskytuji velmi malo

(Serapio-Palacios a Finlay, 2019).
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Mezi nejznaméjsi kmeny EPEC fadime O55, Ol111, 0126 a O86. Principem
patogenity je vazba pomoci specifickych adhesinli na bunky tlustého stieva,
pficemz do stfeva nepronikaji, ale jsou schopny vyvolavat zmény v buiikach stfeva
(Mare a kol., 2021).

EPEC jsou podle genomového déleni rozd€leny na atypické a typické. Typické
kmeny zptsobuji u lidského hostitele infekéni prajmy, faktorem virulence, jez zptsobi
toto onemocnéni je plasmid nesouci genetickou informaci o vzniku fimbrie typu IV,
jez se nazyva bundle-forming pilus. Vedle toho atypickd EPEC nema plazmid, jenZ by

kodoval vznik virulen¢niho faktoru (Gomes a kol., 2016).

3.4.4. Enteroinvazivni E. coli (EIEC)
EIEC zptisobuje onemocnéni, které¢ je velmi podobné bacilarni uplavici. Infekce

muze vést ke krvavym prijmim (Belotserkovsky a Sansonetti, 2018).

Patogenita spoCivd vinvazi do stievnich bun€k pomoci proteind, které jsou
kédované v plazmidu. Exprese téchto gent vede ke vzniku proteint vnéj$i membrany,
kter¢ umoznuji invazi EIEC. Jejim dalSim mechanismem patogenity je zneuZiti
hostitelskych AMK, které bakteridlni patogen vyuzije ve sviij prospech. Nejbeéznéjsi
EIEC sérotyp je O124 (Van den Beld a kol., 2019; Hendriks a kol., 2020).

3.4.5. Uropatogenni E. coli (UPEC)
UPEC jsou nejcastéjsi patogeny, které zpisobuji urogenitalni infekce, pokud

se dostanou mimo stievo. Jejich schopnost zpiisobit tyto infekce je dana pfitomnosti
specifickych adhezinli, které maji afinitu k epiteliim mocovych cest (Karam a kol.,
2019).

Infekce mocovych cest zptisobena UPEC se muze vyskytnou z nedostate¢né
hygieny, kdy se bakterie béZzné vyskytujici se ve stfevé dostane do mocCovych cest.
Velmi castou infekci je ulidi, jez stiidaji sexudlni partnery a nedodrzuji pravidla

bezpecného sexu (Brannon a kol., 2020).

3.5. Diagnostika E. coli

Lze vyuzit antigenni analyzu, vétSinou se vyuziva aglutinace na sklicku.
Principem stanoveni je reakce antigenu, ktery je ve vySetfovaném séru s protilatkou,
jez mi pfidavdme na sklicko. na skli¢ko se nanese kapka fyziologického roztoku
s kapkou vySetfovaného séra, promichd se a poté se prikdpne antisérum, opét se

promiché a aglutinace se projevi zrnickovym vzhledem. Vysledek by se mél odecitat
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pro lepsi viditelnost na tmavém pozadi. Lepsi metoda ke stanoveni E. coli je latexova
aglutinace, kde latexové Castice jsou pokryty protilatkami proti vySetfovanému
antigenu (Dejene a kol., 2022). Assefa a Bihon (2018) vyuzili ke své studii prokazujici
Escherichia coli v potravinadch a ve zvifatech v Etiopii metodu latexové aglutinace
(Assefa a Bihon, 2018).

Barveni dle Grama je vhodné diagnostické stanoveni pro fadu mikroorganismi,
avSak na bakterii rodu E. coli je zbyte¢né, protoze vSechny mikroorganismy z Celedi
Enterobacteriacea jsou gramnegativni a jevi se pod mikroskopem stejné (Julak, 2006).
Karigoudar a kol. (2019) vyuzili ve své studii Gramovo barveni ke zjisténi piivodce
zanétu mocovych cest u pacientli. Podstatou Gramova barveni je rozdilnost ve slozeni
bakterialni stény. Rozdélujeme je na grampozitivni a gramnegativni. Grampozitivni
bakterie maji bakteridlni sténu sloZenou ze siln€jSi vrstvy peptidoglykani a pfii
odbarveni alkoholem nedochazi k vyplaveni krystalové violeti a jevi se pod
mikroskopem jako modrofialové. Gramnegativni mikroorganismy maji ten¢i vrstvu
peptidoglykanti a obsahuji vrstvu lipidta. Pii vymyvani alkoholem dojde k vytvoieni
porh ve sténé€ a dojde k lepSimu vymyti violeti (Tripathi a Sapra, 2020).

Kultivace mikroorganismti probiha tzv. ,,in vitro“, coz znamena, ze muizeme
mikroorganismy vypéstovat na umélych zivnych padach, ale abychom toho mohli
dosahnout, je potieba jim zajistit vhodné podminky pro jejich rist jako je vlhkost,
Ziviny, rustové faktory, teplo, néaroky na kyslik, pH, osmoticky tlak a sterilita
prostiedi, aby nedochdzelo k pfertstani zddoucich mikroorganismi jinou mikroflérou
(Lagier a kol., 2015).

Na obrazku ¢. 6 a 7 jsou vidét kolonie E. coli vyrostlé na krevnim agaru a 3
hemolyza kolem kolonii.

E. coli, vzhledem k tomu, Ze je gramnegativni bakterie roste na Endové pudé
jako laktéza pozitivni bakterie majici kovovy lesk, na krevnim agaru bude vyrutstat
v Sedych kolonii se zonou hemolyzy kolem kolonii, jak je vidét na obrazku ¢. 4
(Schwidder a kol., 2019).

Na McConkeyho agaru vyrlstaji bakterie v rizovych kolonii, ale je zabarvena
i ptida kolem kolonii do rizova, jak zobrazuje obrazek ¢. 5 (Jung a Hoilat, 2021).

Dalsi ptidou, ktera se vyuziva ke kultivaci bakterii druhu E. coli je McConkeyho
agar se sorbitolem, coz je selektivné-diagnosticka pida pro STEC. Tyto kmeny
E. coli sorbitol nedokézi §tépit (laktdza je nahrazena sorbitolem), a proto vyristaji

na Petriho misce v bezbarvych kolonii (Khusnan a Prihtiyantoro, 2020).
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Obr. €. 5.: E. coli na MacConkeyho agaru (Skalka, stazeno dne 28.6.2022).
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Obr. €. 7.: Beta hemolyza na krevnim agaru zptisobena hemolytickou E. coli (Skalka,
stazeno dne 28.6.2022).
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4. Probiotické E. coli

Nepatogenni Escherichia coli jsou ty kmeny, které se vyuzivaji k vyrobé
probiotik. Jednim ze zastupcii probiotickych E. coli je kmen E. coli Nissle 1917
(Mirsepasi-Lauridsen a kol., 2019).

Dal§imi probiotickymi kmeny jsou E. coli s genotypy G3/10, G1/2, G4/9, G5,
G6/7 a G8, které jsou soucasti probiotického piipravku Symbioflor 2, ktery je
vyrabén firmou SymbioPharm v Némecku. Ptipravek obsahuje vSech Sest genotypl
Escherichia coli a doporucuje se podavat lidem se syndromem drazdivého tra¢niku
u déti a dospelych (Zschiittig a kol., 2015).

Probioticky ptipravek Colinfant New Born vyrabény v Ceské republice,
obsahuje lyofilizovany nepatogenni kmen E. coli. Kmen je schopen kolonizace
zasazen¢ho stfeva patogennimi mikroorganismy. Jednd se o E. coli sérotyp
083:K24:H31, ktery neprodukuje do svého okoli enterotoxiny, nema plazmidy
a zabrafiuje navazani enteropatogennich kmenii E. coli obsazenim vazebnych mist ve
sttevé, ale hlavné zvySuje hladiny protilatek ve stievé a v krevnim obéhu (Liska

a kol., 2017; Mandal a Misra, 2008).
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5. Escherichia coli Nissle 1917
E. coli Nissle 1917 je nepatogenni kmen bakterie druhu Escherichia coli, ktery

je hojné vyuzivan k vyrobé probiotik (Zbofil a kol., 2005). Z ndzvu vyplyva fakt, ze
kmen byl nalezen v roce 1917 v oblasti s vysokym vyskytem stievnich onemocnéni.
Doktora Alfreda Nissla, ktery je vyobrazen na obrazku ¢. 8, jez v oblasti Dobrudze
pusobil, zaujala skutecnost, Ze vojak pohybujici se v oblasti s vysokym vyskytem
sttevnich onemocnéni zplsobujici bakterii rodu Shigella, neprojevuje zadné klinické

ptiznaky (Zhao a kol., 2022).

Obr. ¢. 8.: Alfred Nissle (Sonnenborn, 2016).
Kmen Escherichia coli Nissle 1917 je vyuzit ve form¢ probiotik k 1é¢bé
prijmil, onemocnéni traviciho traktu, IBD apod., pod ndzvem Mutaflor. Nepatogenni

kmen E. coli Nissle 1917 ma antigenni strukturu odpovidajici OKH systému, pfesnéji

06:K5:H1 (Massip a kol., 2019; Yu a kol., 2019).

S5.1. Mutaflor
Mutaflor je farmaceuticky preparat vyrdbény firmou Ardeypharm GmbH,

jenz byl ze zacatku vyuzivan k 1é¢bé infekénich prijmu. Poddva se pacientim
s jaterni cirh6zou, ¢imz podle studie doSlo ke zlepSeni stfevniho osidleni ve prospéch
laktobacila a bifidobakterii. Probiotikum omezuje produkci endotoxinu, ¢imz dochazi
ke zlepSeni funkce jater (Pradhan a Weiss, 2020).

Nézev Mutaflor vznikl z latinské mutare a flora, coz vyjadiuje schopnost EcN

meénit pozitivng sttevni mikrofloru (Zbotil a kol., 2005).
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Mutalfor od némecké spolecnosti Ardeypharm GmbH obsahuje zivotaschopné
buniky jediného kmene E. coli Nissle 1917. Preparat Symbioflor 2 je vyrabén
némeckou firmou SymbioPharm GmbH a obsahuje Sest riiznych genotypt E. coli.
Posledni vyrabény farmaceuticky piipravek Colinfant New Born obsahuje pouze
jeden sérotyp E. coli, a to sérotyp O83:K24:H31. Tento typ piipravku je vyrabény
v Ceské republice a vyuziva se prevazné k 1é¢b& novorozencti a kojenci (Beloysova

a kol., 2018; Wassenaar, 2016).

Tabulka €. 1.: Rozdéleni probiotickych ptipravka obsahujici E. coli (Wassenaar, 2016).

EcN Symbioflor 2 Colinfant New Born
zivotaschopné | 6 variant genotypu
Popis buiky E. coli | E. coli jeden kmen E. coli
Kapsle suspenze Symbioflor | praSek na piipravu peroralniho
Produkt Mutaflor 2 roztoku
2,5-25%10°
Obsah CFU/kapsle 1,5-4,5%107 CFU/ml |0,8-1,6%10% CFU/d4avka
Doporucena | 1-2 kapsle/den
denni (2,5-50*10° 2-4 ml (3,0-18*107
davka CFU) CFU) 0,8-1,6*10% CFU trikrat tydné
Maximalni
davka 4 kapsle 18*107 CFU neni piesné dano, max. 4 tydny
Datum
objevu 1917 1954 neni datovano
035;0129;0169,
Sérotyp 06:K5:H1 vSechny H 083:K24:H31
2 kryptické
Plazmid plazmidy 12 plazmidy Zadné plazmidy
Produkce mikrocin M,
mikrocinu |H47 mikrocin S neni zndmo
Pohyblivé -
pritomny
Pohyblivoest | biCiky nepohyblivé neni znadmo
28,180 geni patiici
do 6486 genovych
Pocet genti | 5324 gent rodin neni znamo
Piibuzni Uropatogenni | Komenzal E. coli
jedinci E. coli K12 Uropatogenni E. coli

Mutalfor je ve vSech ohledech vyhodny pro konzumaci, jelikoz jeho genetické

vlastnosti znemoziuji rezistenci vic¢i antibiotikim, nemd geny vedouci ke vzniku

32



S5.2.

plasmidu, ktery by byl schopny pfendset cizi a patogenni DNA a neprodukuje do
okoli Zadné toxiny (cytolysin a hemolyzin) (Scaldaferri a kol., 2016).

Kapsle Mutaflor jsou lyofylizované bakterie E. coli Nissle 1917, jenz jsou
kryty Zzelatinou a latkou skytajici vysokou odolnost vici stfevnim Stavam (Zbofil
a kol., 2005). EcN kolonizuje stievni sliznici béhem n¢kolika dnt a po podani zlstava
az mésic soucasti mikroflory stfev, jejich vzhled je vyobrazen na obrdzku ¢. 9
(Scaldaferri a kol., 2016).

Ptipravek Mutaflor (EcN) neni vyhodny pro 1é¢bu ulcer6zni kolitidy (UC). UC
mize vést ke vzniku kolorektalniho karcinomu. Po podani piipravku Mutaflor
nedoslo ke sniZeni rizika vzniku karcinomu (Massip a kol., 2019).

U Crohnovy choroby nedochézi ke zlepSeni stavu po podani ptipravku EcN,
jelikoz Crohnova choroba souvisi s adherentnimi invazivnimi E. coli a EcN nema
schopnost soutézit s invazivnimi E. coli, a tudiz nejsou vhodnymi ptipravky pro 1é¢bu
Crohnovy choroby (Wassenaar, 2016).

U IBD (zanétlivé onemocnéni stiev) je potvrzeno, ze dochézi ke zlepSeni stavu
stieva. Studie z roku 1989 poskytuje data 78 % lidi s IBD, kteti hodnoti 1écbu jako
ucinnou a velmi dobrou. Ke zlepSeni zdravotniho stavu u pacientti s diagnostikovanou

IBD doslo po 10 az 11 tydnech 1é¢by (Zhao a kol., 2022; Wassenaar, 2016).

£ =25 1 107 G Capauiess

LF
Fat i i dinacTE

Mutaflor |

Obr. ¢&. 9.: Probioticky ptipravek Mutaflor (Pazdera, 2019).

Uc¢inek na organismus
E. coli Nissle 1917 pozitivné ovlivituje stfevni mikrofléru posilenim slizni¢ni

vrstvy ve stfevech, pfipadné jejim obnovenim prostfednictvim regulace exprese

mRNA pro proteiny zonula occludens (tight junction) ZO-1 a ZO-2, diky nimz
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dokdze opravit mezery mezi enterocyty a zlepSit funkci stfeva (Sonnenborn, 2016;
Behrouzi a kol., 2020).
Mechanismus ucinku nepatogenniho kmene E. coli Nissle 1917 je vyobrazen

na obrazku ¢. 10.

Nepatogenni faktory
Predchozi molelulamé zeneticky
objeveny genovy shiuk 2 antagenisticky aktivni _ .
chromozomu, ktery koduje mikrociny . 3 rozdilné typy fimbrii,
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% o tvorby biofilmu
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- pohyblivost, adhezi a indukci
_ Pouzdro (E3) HEDA
2 kmenové specifické
planmidy, nepfenosné, bez Speciln imunomo dulaéni LPS varianta
genn rezistence na antibiotika sérotypu 06, dfive neidentifikovana u Sérotyp 06K HI
fadného jiného kmene

Obr. €. 10.: Mechanismus ucinku nepatogenni E. coli (Mutaflor).

Vedle pfimého plsobeni na enterocyty miize dochdzet k modulaci imunitni
funkce stiev. Probioticky kmen nese nasvém povrchu lipopolysacharid, ktery
nevykazuje znamky toxicity, na rozdil od patogenni E. coli, a je imunogenni. E. coli
dokaze regulovat expanzi nové piijatych T-bunck do sliznice, ¢imz vyrazné¢ omezi
vznik stievniho zanétu. Nedojde tim k ovlivnéni jiz aktivovanych T-bunék vazanych
natkan a dojde k zachovani rovnovahy pii zneSkodnéni cizorodych antigenti
(Schroder a kol., 2022; Sonnenborn, 2016).

Escherichia coli Nissle 1917 je schopna snizit sekreci prozanétlivych cytokint,
napi. IL-2, TNF-a a IFN-y a naopak zvysit sekreci IL-10, coZ umoziuje probiotiku
regulovat protizanétlivou odpoveéd’ organismu (Kittana a kol., 2018; Lu a kol., 2020).

Probioticky kmen Escherichia coli je schopen kolonizace nejen lidského, ale
také krysiho a praseciho stfeva. Vyhody uziti Escherichia coli Nissle 1917 jsou
spojené s tim, Ze neprodukuji do svého okoli a do hostitele zddné enterotoxiny ¢i jiné
toxické latky, které patogenni kmeny E. coli bézné produkuji (Scaldaferri a kol.,
2016). V poloving 80. let 20. stoleti doSla spolecnost vlastnici patent Mutaflor

k nalezu genetickych vlastnosti Escherichia coli Nissle 1917, coz bylo podlozeno
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molekularné genetickymi analyzami vedoucimi k porozuméni plazmidové
a genomoveé sekvence (Sonnenborn, 2016).

Vroce 2014 byla uvedena kompletni genetickd sekvence Escherichia coli
Nissle 1917 a dale identifikovany geny, které koéduji vznik produktd, jenz jsou
potiebné pro spravné probiotické fungovani. Velikost genomu Escherichia coli Nissle
1917 je 5441200 bp a 5324 genl. Patogenita Escherichia coli Nissle 1917 je
vyloucena ptitomnosti kryptickych plazmidd pMUT 1 a pMUT2. Genetickou
analyzou se pfislo na to, Ze jsou stabilni a nejsou schopny pfenosu z buriky na buiiku
(Kan a kol., 2020; Arribas a kol., 2009).

v TNBS modelu krysi kolitidy) prokézala, ze probioticky kmen Escherichia coli
Nissle 1917 lze vyuzit u stfevnich potizi spojenych s poruchou imunitniho systému
(Arribas a kol., 2009).

soustavy a skladd se ze slepého stieva (caecum), vzestupného tracniku (colon
ascendens), piicného (colon transversum) a sestupného tracniku (colon descendens),
ktery postupné ptechazi do esovité klicky navazujici na kone¢nik (Azzouz a Sharma,
2018).

Hlavni funkci tlustého stfeva je vstiebavani vody, iontl a zahusténi obsahu. Tlusté
sttevo na rozdil od tenkého stfeva nema klky. Na povrchu sliznice tlustého stieva se
pfichycuji bakterie jako napt. Escherichia coli, které zabranuji adhezi patogennich
MO a dokazi produkovat latky zabranujici tomuto dé¢ji. Bakterie druhu Escherichia
coli se podileji na produkci vitaminu K a By, (Petiek, 2019).

Schéma travici soustavy je zobrazeno na obrazku ¢. 11.
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5.3.

1 Jazyk
Lingua
2 Slinné zlazy
Glandulae salivariae
3 Jicen
Oesophagus
4 Jatra
Hepar
5 Zlugnik
Vesica fellea
6 Tlusté stfevo, traénik vzestupny
Intestinum crassum, colon ascendents
7 Slepé stievo
Caecum
8 Cervovity whaézek
Appendix
9 Zaludek
Gaster
10 Slinivka bfigni
Pankreas
11 Dvanéactnik
Duodernum
12 Tlusté stfevo, traénik pficny
Colon transversum
13 Tenké stfevo
Intestinum tenue
14 Tlusté stfevo, traénik sestupny
Caolon descendens
15 Koneénik

Rectum

Obr. €. 11.: Schéma travici soustavy (Hanzlova a Hemza, 2012).

Colinfant New Born
Nézev Colinfant New Born se vyskytl poprvé v roce 1998, kde byl spojovan

s probiotickym ptipravkem Mutaflor (Wassenaar, 2016).

Ve studiich je zminéno, Ze kmen pouzity k vyrobé tohoto farmaceutického
ptipravku, byl izolovan z trusu prasat. V roce 1967 byla publikovana prace, kde bylo
popséno, ze tento kmen byl podan péti kojenctim ve véku 3 dnii. Davka Escherichia
coli 083 byla 5*108 CFU/davka (Liska a kol., 2019; Wassenaar, 2016).

Studie potvrdila, Ze pfi podani 1é¢ivého piipravku Colinfant New Born byl
niz8i vyskyt patogenni flory u novorozenct, stejné tak doSlo k sniZeni alergickych
reakcei u pacientil (piipravek byl podavan od 2. dne zivota do 4. tydne). Colinfant New
Born byl taktéz podan predcasné narozenym détem, coz vedlo k rapidnimu snizeni
moznosti infekce a sniZeni nutnosti podani antibiotik. Pfesné slozeni a povaha tohoto
piipravku je nejasnd, ale studiemi bylo dokdzano, Zze kmen Escherichia coli
v ptipravku Colinfant New Born produkuje velmi slabou hemolyzu, coz muize byt

velky problém u novorozencu (Stkenikové a kol., 2022; Wassenaar, 2016).
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5.4.

Symbioflor 2

Ptipravek Symbiflor 2 neni pfili§ rozsahle prozkouman. Studie zroku 1998
zkoumala vliv na organismus, kde bylo dokdzano, Ze ptipravek nema vliv na stievni
mikrofloru, ale ptisobi na produkci protilatek, kdy zvySuje koncentraci cirkulujiciho
IgG, ktery je namiten proti podanému Escherichia coli (Wassenaar, 2016).

V dalsi studii, ktera byla provedena o deset let pozdé¢ji, byl 23 zdravym
jedincim podéan ptipravek Symbioflor 2, kde bylo dokadzano zvySeni B-defensini
v dobé 9 tydni po ukonceni 1écby (Wassenaar, 2016). Probioticky pftipravek je
pfedepisovan ptfevazné kregulaci imunitniho systému, 1é¢bé gastrointestindlnich
chorob a IBS (Zschiittig a kol., 2015).

Escherichia coli G3/10 produkuje antimikrobialni latku peptidové povahy,
mikrocin S. (Zschiittig a kol., 2012).

Utinek genu G3/10 je srovnatelny se zkoumanymi Escherichia coli Nissle
1917. Schopnost kolonizace kmene Escherichia coli v ptipravku Symbioflor 2 byla
dokazana s trvanim az 20 tydnt, ale byla zptsobena pouze jednim genotypem, a to
G1/2 (Zimmer a Dorea, 2019; Wassenaar, 2016). Piipravek Symbioflor 2

je vyobrazen na obrazku ¢. 12.
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Obr. €. 12.: Ptipravek Symbioflor 2 (Symbiopharm).
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Pusobeni na mikroorganismy
Escherichia coli Nissle 1917 vedle pfimého ucinku na stfeva také plsobi

na patogenni mikroorganismy. Mezi piimé nepfiznivé vlivy na stieva lze zaradit
napf. produkci Shiga toxinu EHEC. Poddnim pfipravku obsahujici probioticky kmen
Escherichia coli Nissle 1917 dochazi ke kolonizace stfevni mikroflory, ¢imz inhibuje
patogenni druh Escherichia coli a zabrani produkci Shiga toxinu (Arribas a kol.,
2009).

Probioticky kmen funguje na principu inhibice adheze a invaze adherentnich
a invazivnich kment bakterie druhu Escherichia coli. Uinek zabranéni invaze
a adheze patogennich kmenl Escherichia coli mize byt zprostiedkovanim indukci
antimikrobialnich latek, napt. B-defensin 2, jenz je strukturné zobrazen na obrazku 18.
B-defensin 2 plsobi jako antimikrobidlni latka vici G+ a G-bakteriim, a tim omezi
moznost navazani patogennich mikroorganismut. Probioticky kmen Escherichia coli
Nissle 1917 ptlisobi pfimim antagonistickym U¢inkem na patogenni mikroorganismy
produkci kolicini (vysokomolekularni proteiny) a mikrocinii (nizkomolekularni
proteiny) (Arribas a kol., 2009; Zhao a kol., 2022).

Escherichia coli Nissle 1917 ma nedostatek virulen¢nich faktorti, jako napf.
endotoxiny (lipopolysacharidy), hemolysiny a adheziny, které by poSkozovaly svymi
mechanismy stievo, narozdil od enteropatogennich Escherichia coli. ZvySenym
piijmem Zeleza dochazi ke zvyseni probiotického G€inku EcN (Yu a kol., 2020; Zhao
a kol., 2022).

Kapsularni antigen K5 bakterii rodu E. coli Nissle 1917 umoziuje adhezi
a kolonizaci hostitele a stimuluje imunitni dopovéd’ reakci s Toll-like receptorem 5,

ktery zplisobi produkci chemokinl (Zhao a kol., 2022; Yu a kol., 2020).

1. Lidsky p-defensin 2

Jednd se o nizkomolekularni latku peptidové povahy s antimikrobidlnimi
ucinky objevenou vroce 1997. Struktura HBD-2 je zobrazena na obrazku ¢. 13.
Epitelidlni buniky k@ze produkuji tento peptid jako ochranu proti G-bakteriim,
kvasince Candida, ale nejsou ucinné proti G+ bakterii druhu Staphylocccocus aureus
(Schroder a Harder, 1999).

B-defensiny 2 jsou produkovéany pievazné keratinocyty, kde byl pivodné
objeven, ale mohou byt produkovany jinymi epitelidlnimi buiikkami, a to pfevazné

v organech, ve kterych je sliznice vystavena rtiznym druhim mikroorganismi.
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Jakmile dojde k produkci hBD-2, dochéazi k vyvolani okamzité odpovédi ve formée
antimikrobialni ochrany vic¢i mikroorganismu, ktery produkci hBD-2 indukoval

(Koeninger a kol., 2020; Schréder a Harder, 1999).

Obr. ¢. 13.: Lidsky B-defensin 2 (Hoover a Lubkowski, 2000).

5.5.2. Mikrociny

Jedna se o antibiotika peptidové struktury produkované bakterii z Celedi
Enterobacteriaceae. Jejich velikost je mensi jak 10 kDa. Jsou aktivni vaci
fylogeneticky pfibuznym bakteridlnim kmentim. Kmen Escherichia coli Nissle 1917
produkuje mikrociny typu H47 a M, které mohou pronikat membranou bakterie

a zpusobit inhibici patogenti (Zhao a kol., 2022; Pavlova a kol., 2008).

5.5.3. Koliciny

Latky vysokomolekularni proteinové povahy o040 az 80 kDa, jenz jsou
produkované nékterymi kmeny Escherichia coli nesouci kolicinogenni plazmid,
vnémZ je uloZena genetickd informace kodujici vznik a uvolfiovani kolicind.
Koliciny se fadi mezi bakteriociny, coZ jsou toxické latky produkované uréitymi
kmeny bakterii a plsobici na pfibuzné jedince téchto kmend, ale nikoli na vlastni
buiiku (Jansen a kol., 2020; Cascales a kol., 2007).

Pasobeni kolicini k citlivé buiice je dano ptitomnosti specifickych receptort,
na které se koliciny pted likvidaci buniky vazou. Receptory pro navazani kolicinu jsou

receptory na povrchu membrany, které slouzi ke vstupu Zivin (Cramer a kol., 2018).
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Prvni byl objeven kolicin V, ktery byl nalezen v kultufe bakterie rodu
Escherichia coli (Cascales a kol., 2007).
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6. Zavér

Ve své bakalafské praci jsem se zabyvala probiotickym kmenem Escherichia
coli Nissle 1917.

Znalost vlastnosti tohoto kmene, jakozto probiotického ptipravku k lécbé
infek¢nich priymi, zacpy a nadymavosti, je znacné rozsahla. Cilem m¢é bakalaiské
prace bylo shromazdit co nejvice informaci o probiotickém kmenu Escherichia coli
Nissle 1917.

Probioticky kmen E. coli Nissle 1917 skyta zna¢né mnozstvi vyhod. Na rozdil
od patogennich druht ma nedostatek virulencnich faktori, které potencidlné
negativné ovliviluji stfevo hostitele, dokaZe stimulovat imunitni odpovéd’, neni
schopen produkovat toxiny do stfeva, produkuje antimikrobialni latky branici ristu
patogennich bakterii, jako jsou koliciny, mikrociny a ma schopnost indukce hBD-2. V
tlustém stieveé E. coli Nissle 1917 posiluje slizni¢ni vrstvu a zesiluje tak bariéru proti
patogennim mikroorganismiim. Dals$i vyhodou EcN je pfitomnost nepienosnych
a stabilnich kryptickych plazmidi. Escherichia coli Nissle 1917 ovliviiuje tvorbu
prozanétlivych cytokind, diky nimz maze stimulovat imunitni odpovéd’ organismu.

Pti dlouhodobém uzivani probiotické E. coli Nissle 1917, bylo prokazano
zlepseni u zanétlivého onemocnéni stfev, nicméné k velkému zlepsSeni zdravotniho
stavu nedochdzi u lidi trpici Crohnovou chorobou a ulcerdzni kolitidou. Probioticky
ptipravek s E. coli Nissle 1917 by nemél byt uzivan lidmi s potlaenou imunitni
odpovedi.

Ptipravek Symbioflor 2 je vyuzivan pievazné k 1écbé imunitnich chorob,
jelikoz neplisobi piimo na stievni trakt, ale ovliviiuje tvorbu imunoglobulinii, hlavné
IgA protilatek. Je doporuceno tento ptipravek dale vyuzivat k 1écbé syndromu
drazdivého tracniku, ale pouze u dospélych osob. Naopak probioticky ptipravek
Colinfant New Born ma vyhodu podani u ptfedCasné narozenych déti, u kterych
zmirfiuje invazi patogennich mikroorganismii do stfeva, ale nevyhodou je
hemolyticka aktivita probiotického kmene E. coli v ptipravku Colinfant New Born.

Domnivam se, ze by bylo vhodné navazat na svoji bakalaifskou praci dalSim
studiem daného tématu, a to napiiklad praktickym vyzkumem zahrnujicim vyvoj

zdravotniho stavu u vybranych pacientl [é€enych timto probiotickym kmenem.
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