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Souhrn

Bakalaiska prace je zaméfena na taxonomické zafazeni rodu Shigella. Popisuje
historii rodi Escherichia a Shigella. Porovnava rod Shigella s rodem Escherichia
z hlediska biochemickych a sérologickych rozliSeni. Dale se zabyva klinickymi projevy,

patogenezi shigellosis a jeji epidemiologickou situaci ve svété a v Ceské Republice.

Na zavér se prace zamétuje na metody analyzy nukleovych kyselin pouzivanych

Vv taxonomickych studiich a srovnava je s kultivaénimi a biologickymi technikami.

Kli¢ova slova: Shigella, Escherichia, shigellosis, molekularné - biologické metody



Summary

Bachelor thesis is focusesed on the taxonomic evaluation of Shigella genus. The
outset describes the history of the genus Escherichia and Shigella and compares the
Shigella genus to the genus Escherichia in terms of biochemical and serological resolution.
It deals also with clinical manifestations, pathogenesis of shigellosis and it’s

epidemiological situation in the world and in the Czech Republic.

The final part focuses on methods of analysis of nucleic acids used in taxonomic

studies and compares them with the culture and biological techniques.

Key word: Shigella, Escherichia, shigellosis, molecular - biological methods



ZKkratky

DNA — deoxyribonukleova kyselina
RNA — ribonukleova kyselina

Mb — megabaze

kb — kilobaze

Da — dalton

G + C — guanin + cytosin

ORFS — otevieny Cteci ramec

EIES — enterovasivni E. coli

EHEC — enterohemoragicka E.coli
STEC - shigatoxigenni E.coli

HUS — hemolyticko - uremicky syndrom
VTEC — verotoxin - prudukujici E. coli
EPEC — enteropatogenni E. coli

ETEC — enterotoxigenni E. coli

DAEC — diftizné adherentni E. coli
EAQQEC — enteroagregativni E. coli
LDC — lysin dekarboxylaza

MDH — malat dehydrogenaza

IS — inzer¢ni sekvence

LT — tepelné labilni toxin

ST — tepelné stabilni toxin



VT — verotoxin

Stx1 — Shiga toxin 1

Stx2 — Shiga toxin 2

TTSS - secretion system type 11

ONPG - ortho-nitrophenyl-B-D-galactopyranosid
PMN — polymorfonuklearni bunky

tRNA — transferovda RNA

PCR — polymerazova fetézova reakce

MLEE — multilokusovéa enzymova elektroforéza
RAPD - radon amplified polymorphic DNA
RFLP — restrik¢éni analyza DNA

PPD — ¢isty derivovany protein

IMS — immunomagneticka separace

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay
PMN — polymorfonuklearni granulocyty

PAI — ostrovy patogenity

GTR — glutamyl tRNA reduktasa

dsDNA — double - strand DNA

SSDNA - single-strand DNA
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1 Uvod

Shigella je gramnegativni, nesporujici ty¢inkovitd bakterie, ktera patii mezi
Enterobacteriaceae. Zpusobuje onemocnéni shigellosis (uplavici). Shigellosis je zavazné
onemocnéni, které mize mit za nasledek i smrt. Nejvice se vyskytuje v rozvojovych
zemich, kde jsou $patné hygienické podminky. V poslednich letech je Shigella spojovana
s rodem Escherichia. Z tohoto divodu se tato prace zaméfuje na taxonomické zarazeni

rodu shigella.

Pro spravné taxonomické zatazeni rodu Shigella a rodu Escherichia je nezbytné
se zam&fit na historii téchto rodi. Dale je potfeba vénovat se biologickému a
sérologickému rozliseni rodu Shigella a rodu Escherichia, tyto rozliseni maji vliv na jejich
virulenci a také poukazuji na ptibuznost téchto rodut. Jedny z hlavnich znaku virulence jsou

toxiny a O antigen.

Patogeneze popisuje zpusob pruniku shigella nebo enterovasivni Escherichia coli do
bun€k a zplsob vzniku onemocnéni shigellosis. Klinické projevy se zaméiuji na vliv
shigella na organismus c¢lovéka ¢i zvirat. Tyto projevy se lisi podle véku a pohlavi
napadené¢ho organismu. Poctem ptipadi a mistem vyskytu shigellosis ¢i nékterych jinych

onemocnéni zpusobenych shigella nebo enterovasivni E. coli se zabyva epidemiologie.

Aby se dalo zabranit piipadnym epidemiim, které zpusobuji rody Shigella a
Escherichia, je potieba stale pozorovat tyto mikroorganismy. Ke spravné identifikaci
téchto dvou rodii jsou zapotiebi vyspélé laboratorni techniky, z tohoto diivodu se zavér této

prace zabyva témito technikami a porovnava je mezi sebou.
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2 Historie

2.1 Historie rodu Escherichia

Escherichia coli byla prvné izolovana v roce 1885 ze stolice ditéte pediatrem
Theodorem Escherichiem. O deset let pozdé€ji byla popsana jako Bacillus coli.
Pojmenovani Escherichia dostala po svém objeviteli. Escherichia coli se stala typickym

zastupcem rodu Echerichia [1].

Escherichia coli a jeji kmeny jsou bé&Znou soucasti gastrointestinalniho traktu,
ptedevsim sliznice tlustého stieva ¢lovéka i vSech savct [2]. Pro ¢loveka je velmi dulezita
nejen tvorbou tady prospésnych latek, které brani rozsifeni patogennich bakterii, ale
I tvorbou nékterych vitamint (napfiklad vitaminu K) [1]. Patfi mezi komenzaly, ale mize u
ni dochazet k znacné genetické heterogenit¢ a k vyskytu klonl zpisobujicich
gastrointestinalni infekci, infekci mocovych cest nebo novorozeneckou meningitidu. Je to
tedy geneticky nesourody taxon, jehoz pfipadnd patogenita ¢i prospéSnost se vztahuje

ke konkrétnimu kmenu a ne k druhu.

Dalsim popsanym zastupcem po E. coli byla ,,Escherichia adecarboxylata“.
Druhové jméno vyjadiuje bez dekarboxylazovou aktivitu, ma tedy negativni lysin, ornitin a
arginin. Po molekularné genetické analyze byla zjisténa chybna klasifikace tohoto kmene a
japonsti mikrobiologové ji ustanovili jako Leclercia adecarboxylata, jméno dostala po

francouzském bakteriologovi H. Leclerci, ktery prvni popsal tuto bakterii.

V roce 1973 popsali mikrobiologové tieti Escherichia ,,Escherichia blatce®, ale
stejné jako jeji pfedchudkyné byla také nespravné zafazena a v roce 2000 byla
klasifikovana pod nazvem Shimwellia blattae, na pocest J. L. Shimwella, ktery jako prvni

izoloval Obesumbacterium proteus [2].

V casovém rozmezi 1980 — 1990 doSlo k velkému rozvoji zafazeni celedi
Enterobacteriaceae, vcetn¢ rodu Escherichia. Za pomoci fenotypovych charakteristik,
DNA reasociace a stanoveni obsahu G + C (guaninu + cytosinu) [3]. V blizké dob¢ byly
popsany tii nové druhy z humanniho klinického materialu. Escherichia hermannii byla
izolovéna jako prvni z téchto tfi druhii. Vyskytuje se v humannim klinickém materialu, pf.:

rany, plice, stolice, krev. Dal§i mista vyskytu jsou €istirny odpadnich vod a bahno. Druha
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objevena bakterie byla Escherichia vulneris, ktera byla prokazana v humannim prostredi.
Slovo ,Vulner” znamena v cestiné ,,poranéni®, vyskytuje se tedy v poranénych
koncetinach, sputum, krku, krvi, vaginé, moc¢i a stolici. O tii roky déle byla popséana
Escherichia fergusonii, ktera se nachazi ve stolici, mo¢i, krvi, bfisSnim poranénim a u
teplokrevnych savct. Pojmenovani dostala na pocest mikrobiologa Williama W.

Fergusona, ktery jako prvni poukazal na moznost vlivu E. coli u novorozeneckého priijmu.

U téchto tii druhit nebyl pouzit polyfazovy ptistup, absence chemotaxonomickych
dat a fylogenetickych tdaji ze sekvencovani konzervativnich gent, z téchto diivodt doslo
k $Spatnému rodovému zafazeni. Druhy E. vulneris a E. hermannii jsou fylogeneticky
piibuzné Citrobacter. Na rozdil od nich je E. fergusonii nepatogenni zastupce druhu E.
coli. Tyto tfi druhy jesté stale nebyly prefazeny do jinych taxonomickych rodu, i ptesto, ze

byly prokdzany vysledky DNA — DNA hybridizace i fylogenetickych studii.

Poslednim popsanym druhem Escherichia je E. albertii, ktera byla ziskana ze
stolice déti s prijmem. Nazev E. albertii ziskala na pocest svého objevitele M. Johnu
Alberta, ktery jako prvni popsal tento druh jako plivodce prijmovitého onemocnéni.
Escherichia coli a Escherichia albertii jsou jedinymi spravné zafazenymi a popsanymi

druhy rodu Escherichia.

Hlavnim zastupcem rodu Escherichia je druh E. coli, ktery se vyskytuje ve stifevnim traktu
teplokrevnych savcli. Nékteré kmeny mohou byt intestinalni 1 extraintestinalni patogeny

¢loveka a zvitat [2]. E. coli, které jsou patogenni ve stievech, se vétSinou rozdéluji do 6

skupin:

1. EPEC - enteropatogenni E. coli — puvodci prijmt obvykle u novorozencu a déti do
dvou let.

2. ETEC - enterotoxigenni E. coli — bakteridlni pfi¢ina prijmu, které se nejvice

vyskytujicich v rozvojovych zemich a vyvolava ,,cestovatelské® prijmy cholerového
typu (kiece, zvraceni).

3. EIEC - enteroinvazivni E. coli — zptisobuje krvavé prijmy s horeckou Sigelového typu,
spiSe u dospélych.

4. DAEC - difuzné adherentni E. coli — opét pivodce ,.cestovatelskych® vodnatych
prijmi se zvracenim.

5. EAQQEC - enteroagregativni E. coli — patogen, ktery ma za nasledek ,,cestovatelské*

vodnaté prijmy bez zvraceni a dlouhotrvajici prijmova onemocnéni nej€astéji u déti
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z rozvojovych zemi, kde jsou Spatné hygienické podminky. Pfenasi se hlavné oraln¢ -
fekalni cestou

které vyvolavaji stfevni potize. Pojmenovani ziskaly z toho divodu, ze jejich toxin je
velmi podobny Shiga toxinu, ktery produkuje Shigella dysenteriae. STEC mohou
vytvaret dalsi faktory virulence, jako jsou intimin a hemolyzin. Intimin ma vliv na
tésnou vazbu bakterii na enterocyty tlustého stiecva. Mohou vyvolavat hemoragickou
kolitidu s krvacenim ve stievech, potom jsou oznaovany jako EHEC
(enterohemoragické E. coli) a patii do podskupiny STEC [4]. Dulezité pro EHEC je
nizka infekéni davka. Stejné jako u Shigella se u nékterych sérotypt udava minimalni
hodnota 10 — 100 bakterii potfebnych ke vzniku infekce. Pienos je nejcastéji
potravinami (dostate¢né tepeln¢ neopracovanym masem, mlékem, zeleninou nebo
kontaminovanou pitnou vodou). Pienasi se i z ¢lovéka na Cloveka (pfi nedodrzovani
pravidel hygieny) [1]. Hemoragickd kolitida mulze v hor§im pfipadé pfiejit do
hemolytického — uremického syndromu (HUS). HUS je velmi té¢Zké onemocnéni, hlavni
tfti pfiznaky jsou: mikroangiopatickd anémie, sniZeny pocet trombocytd a akutni
postizeni ledvin. Escherichia coli O157:H7 patii k hlavnim zastupcim
enterohemoragickych E. coli, zpisobujici HUS. E. coli O157:H7 je dominantnim, ale
zdaleka ne jedinym sérotypem, ktery je popisovan jako puvodce HUS. Hlavnim
rezervoarem kmend E. coli O157:H7 je dobytek, ovce, kozy, prasata a driibez [5].

Tyto fenotypové odlisné E. coli jsou biochemicky skoro stejné jako Shigella. To

vede ke Spatnému zafazeni taxonu i pfi pouziti sérologickych testt [2].

2.2 Historie rodu Shigella

Chantemesse a Widal v roce 1888 ve Franci a Ogata v roce 1892 v Japonsku, byli

prvni, kdo popsali etiologického bacilarniho ptivodce tplavice. Problémy s izolaci kultury

Shigella ze stolice branily ke koneénému ureni totoznosti. Usp&iné izolovat

a identifikovat bakterii se povedlo az v roce 1898 japonskému mikrobiologovi Kiyoshi

Shiga [6]. Shiga pojmenoval organismu jako Bacillus dysenteriae. Nasledovala rozsahla

studie, s izolaci riznych biotypi a sérologickych forem. V roce 1919 dali Castellani

a Chalmers tomu to rodu bakterii jméno Shigella na pocest jeho objevitele. Dnes je tedy

bakterii znama pod nazvem Shigella dysenteriae. Do roku 1918 byla néktera uskupeni

odlisna. V roce 1929 Boyd izoloval a popsal v Indii prvnich Sest sérotypa [7].
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Castellani a Chalmers se snazili odlisit bacilarniho ptivodce tuplavice od prave
nalezeného rodu Escherichia a druhu Escherichia coli [3]. V roce 1940 byl oficialné uznan
novy rod se ¢tyfmi druhy Shigella. Tim, Zze kmeny Shigella dostaly jiné rodové jméno,
se rozliSily patogenni formy od nepatogenniho Bacillus (nyni Escherichia) coli. Presto,
v roce 1944, byly popsany patogenni formy i u E. coli a nékteré z nich byly uznany. EIEC
byla poprvé popsana v roce 1944, byla nazvana jako "paracolon bacil", ale jeji kmen byl
pozdéji identifikovan jako E. coli 0124 [7].

Shigella nebyla zafazena k Escherichia coli z davodu fenotypovych rozdilu, jako je
motilita nebo nezkvaSovani laktoézy Shigella. Teprve vroce 1971 byly poprvé popsany
invazivni kmeny E. coli, které mohou zpisobovat shigellosis [8]. Na zakladé DNA - DNA
hybridizaénich studii bylo zjisténo, ze kmeny E. coli a Shigella spolu souvisi na tolik, aby
mohly byt povazovany za jeden druh. Nicméné pro historické, praktické a patofyziologické
duvody jsou povazovany za samostatné druhy [9]. Z podobnych divodu, se Shigella
dokonce rozdélila do ¢ty druhti: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii
a Shigella sonnei. Tyto ¢tyfi druhy se ve skutecnosti skladaji jen ze ¢tyt podskupin, které
se lisi podle klicovych biochemickych a sérologickych znakt [6]. Pro duhové oznaceni
Shigella se také pouzivaji nazvy podskupin A, B, C, D, které mohou poukazovat

na nedostatek dtvéry v jejich druhovém oznaceni [7].

Podle Georgiades a Raoulta se Shigella vyvinula z E. coli, diky masivnim ztratam
nékterych z vnitinich oblasti chromozomu, coz zpisobilo vétsi virulenci. Dalsim faktorem
zvySujici virulenci jsou plazmidy nesouci kritické geny. Kazdy druh Shigella je tedy

sérovar patogennich klonu E. coli [6].

Genetické identity Shigella a E. coli jsou spojeny s velkou virulenci plazmidu [10],
ktery koduje invazivni fenotyp. Dale tyto identity ovliviiuji absenci nebo zménou urcitého
poctu chromozomalnich genli (Cernych dér), na nichZ jsou kédovany lysin dekarboxylaza
(LDC), beta-galaktosidaza a bi¢iky. Tyto genetické rozdily se projevuji pfitomnosti nebo
nepfitomnosti urcitého mnozstvi metabolickych ukazatell, které se bézné pouzivaji pro

diagnostické ucely v klinickych laboratofich [6].

Podle historickych tidaji by se méla Shigella jmenovat podle E. coli, protoze

E. coli byla objevena diiv. Dalo by se tedy fict, ze oznaceni ,,Shigella“ je nespravné [2].
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Geneticky profil kmene Shigella, jak ho zname dnes, je do zna¢né miry stale stejny jako v
roce 1958 [11].

3 Biochemické a sérologické rozliSeni

Shigella je fakultativné anaerobni, intracelularni, gramnegativni, nesporujici
tyCinkovita bakterie [12]. Patii mezi Enterobacteriaceae. Vsechny Shigella sérotypy jsou
enterovasivni, o ¢emz sveéd¢i jejich schopnost zplsobovat experimentalni zanét spojivek
Vv o¢ich morcat a napadat stievni sliznici ¢loveka, kde zptisobuji prijmovy syndrom znamy
jako uplavice. Na zaklad¢ fenotypovych znakl byly uznany Ctyti specifické druhy Shigella
a to: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii a S. sonnei [11]. Na rozdil od klasickych znaka
popsanych u E. coli jsou nepohyblivé, nevytvareji plyny ze sacharidi (s vyjimkou
nékterych biotypt Shigella flexneri 6), dekarboxyluji lysin nebo hydrolyzuji arginin. Indol
je vétsinou negativni [13]. Salicin, adonitol a inositol nejsou fermentovany. Shigella sonnei
je jedinym zastupcem, ktery fermentuje laktézu piti prodlouzené inkubaci, jiné druhy

nevyuzivaji tento substrat v tradi¢nim prostiedi [7].

Rizné studie ukazaly, ze kmeny Shigella spadaji pod E. coli, vcetné studii
vyuzivajicich multilokusové enzymatické elektroforézy (MLEE), ribotypizace, kombinace
MLEE a sekvence gend malat dehydrogenazy (MDH). Evoluéni vztahy vSech 46 sérotypu
Shigella byly objasnény pomoci analyzy zménou sekvenci v osmi housekeeping genech.
Tato analyza poukazala na to, ze vétSinu sérotypu Ize rozd¢lit do tii skupin uvniti E. coli.
Skupiny zahrnuji vSechny kmeny z riznych podskupin a kazd4 z téchto skupin piedstavuje
velmi Gspé$ny klon patogenni E. coli, ktery se rozvinul z nékterych biochemickych a

vyznamnych antigennich rozmanitosti [6].

Na ptelomu padesatych a Sedesatych let bylo zjisténo, ze E. coli izolovana od pacienti
s uplavici byla také schopna zpisobit experimentalni zanét spojivek v o€ich morcat. Tyto
kmeny E. coli byly zafazeny pod mnoha riznymi jmény, jako je Shigella manolovi,
S. Sofie, S. metadysenteriae, atd. V posledni dobé byly vSechny oznaceny jako
enteroinvasivni E. coli (EIEC) a toto jméno bylo pfijato universalné. EIEC odpovida
biosérotypu séroskupiny E. coli. Je vSeobecné piijato, ze EIEC bakterie jsou velmi
podobné nebo totozné s rodem Shigella, a to i s ohledem na jejich mechanismus virulence.

Nékteré EIEC maji stejny O antigen jako Shigella, ale maji vyssi metabolickou aktivitu.

18



Identifikace patogennich bakterii je velmi dilezita pro epidemiologické studie. V piipadé
EIEC a Shigella, je n¢kdy obtizné dosahnout rozdilu na zaklad¢ sérologickych a
biochemickych metod [11]. EIEC sdileji s Shigella velky plasmid, ktery koduji nékolik
vnéjSich membranovych proteinti zapojenych do invaze hostitelské buiniky. Proteiny maji

vliv na invazivitu a také na shigatoxin 2 [8].

Postihnout rozdily v klasifikaci biochemickych vlastnosti a genetickych vztahi,
muzeme porovnanim ,,genovych® a fenotypovych evolucnich stromiti. Dodd a Jones pouzili
102 Shigella kmentu k uréeni taxonomickych vztahi na zakladé 192 morfologickych,
biochemickych a fyziologickych charakteristik zalozenych na pomoci numerické metody.
V této studii fenotypu se kmeny Shigella dostaly do jedné velké skupiny nejen odlisné od
E. coli, ale byly vice piibuzné s Yersinia a Proteus / Providencia nez s E. coli, ktera jinak
poskytovala plnou podporu pro tradiéni déleni rodu Shigella. Pfesvédceni, ze divodem pro

tuto nesrovnalost ve dvou studiich spociva v pouziti pisma pro numerické taxonomie

vvvvvv

Ve skupinach, které jsou obtizné odlisitelné od E. coli, jako napiiklad Shigella, je
tieba k diagndze najit prostfedky pro odliSeni dvou znakd. Literatura je siln¢ zkreslena
ve prospéch téch vztaht, které podporuji prednostni taxonomii. Uznani této zaujatosti je
dulezité, protoze za téchto okolnosti mohou biochemické profily davat Spatné udaje

0 taxonomickém postaveni.

Druhy Shigella jsou dale rozdéleny podle jejich sérologického O antigenu do
sérotypi. Pomérné¢ malo biochemickych vlastnosti se pouziva pro identifikaci druhu,
vyuzivd se predeviim zkvaSovani mannitolu a dekarboxylace ornithinu. Casto je
zahrovana i produkce indolu, ale absolutné rozli§it étyfi druhy neumoziiuje. Zadné
biochemické vlastnosti nemohou rozlisit dva druhy a proto je O sérotypizace nezbytna pro

diferenciaci i1 na Grovni druhu.

Nyni je uznano ctyficet Sest Shigella sérotypt. Boydii, dysenteriae a flexneri mohou
mit 18, 13 a 6 sérotypu piislusnych, zatimco sonnei ma pouze jeden sérotyp. Pokud vSak
budeme pouzivat soucasné pokyny uplatiiujici formalné S. enterica a obecné v praxi
E. coli, potom bude pouze 33 sérotypt. Je to ovlivnéno tim, ze mnohé varianty vznikaji
vnesenim faga do E. coli, kK tomu vSak muize dochazet pouze u nekompletnich

sérotypovych stavi [7].
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3.1 O antigen

Shigella kmeny jsou ve zvlastnim rezimu patogeny Escherichia coli, 18 z 34 O
antigentl se nachazi v tradi¢ni E. coli. Tfi jsou velmi podobné E. coli O antigenu a 13 jich
je jedineénych pro Shigella kmeny. O antigen Shigella sonnei je atypicky pro E. coli.
Ostatnich 12 antigent O, které jsou jedine¢né pro Shigella kmeny, maji struktury typické
pro E. coli, ale podstatn¢ vétsi anomalii jsou jejich geny v shluku, pravdépodobné odrazi
zménu struktury. Kompletni sady struktury a gendt maji vliv na rozmanitost v patogenité a

oteviraji cestu pro experimentalni studie.

Vétsina O antigenu jsou heteropolysacharidy postavené z linearnich nebo
rozvétvenych tri-hexasacharidovych O jednotek. Cukr slozeny z Shigella O antigend, je
spise typicky pro sttevni bakterie. Kazdy O antigen obsahuje jeden nebo oba N-acetyl-D-
glukosamin a N-acetyl-D-galactosamin. Dalsi typické cukry jsou L-rhamnosy a D-glukdza.

O antigen obsahuje mnoho oligosacharidovych jednotek (O jednotek), které jsou
soucasti lipopolysacharidi. Ty se vyskytuji ve vnéj§i membrané gramnegativnich bakterii.
Lipopolysacharid patii mezi nejvice variabilni slozky buiky, jelikoz antigen O obsahuje
rozdilné druhy cukrl a soucasné 1 jiné uspofadani uvnitt O jednotek a vazeb uvnitt a mezi
O jednotkami. Variabilitou antigenu O se stanovuje hlavni zaklad sérotypového schématu
pro mnoho gram-negativnich bakterii a vyhradné se pouziva pro antigen Shigella, které
jsou zavaznymi patogeny, pokud chybi H a K antigeny jsou rovnéz pouzit u Escherichia

coli.

O antigen je vystavény na povrchu bunék. Je vysoce imunogenni a také se pouziva
jako receptor u nékterych bakteriofagn, které se mohou podilet na udrZeni rozmanitosti
prerusenim vybéru proti specifické form¢ O antigenu. Rozmanitost O antigenu rovnéz
umoziuje variability kloni a zmény v povrchovych strukturéch, které nabizeji selektivni
vyhodu u jejich konkrétniho vyklenku. Neékteré formy O antigenu jsou nadmérné
zastoupeny u patogennich klont, které také naznacuji, Ze specifické O antigeny pfispivaji

k adaptaci na tomto vyklenku.

O antigen je dilezitym faktorem virulence a ztrata O antigenu u mnoha patogent
citlivych na sérum mize vazné narusit virulenci. Pfimymi dikazy v pfipadu E. coli O1, O7
a OI18 jsou rozdily v O antigenu, které vysvétluji odlisné vlastnosti patogenity. Bylo

prokazano, ze virulence Shigella flexneri se snizuje, pokud je zméné O antigen. Kompletni
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ztrata O antigenu ovliviluje citlivost séra, poruchy intracelularni replikace a oslabuje

virulenci.

Geny podilejici se na syntéze antigen O, se zafazuji do tfi hlavnich tfid:
1) nukleotidové geny pro syntézu cukrd, 2) geny pro pienos cukrd, 3) O jednotka

zpracovana geny, které koduji flippazu a polymerazu.

Pokud geny obsahuji cukry transferazu, flippazu nebo polymerazu jsou obvykle
specifické pro kazdy jednotlivy shluk O antigenu a maji potencial pro pouziti v PCR
testech zaloZenych na rychlé identifikace a detekci prislusnych kmenti. Konvenéni O-
sérotypizace E. coli a Shigella kmenti podle aglutinac¢ni reakce pomoci antiséra je pracna,
Casove naro¢na a neni prakticka pro analyzu velkého mnozstvi vzorkt. O sérotypizace trpi
také sérologickou kiizovou reakei, kterd dava neurcity vysledek. Pfitomné surové kmeny
totiz neprodukuji O antigen. Na zakladé DNA metody, ktera je zalozena na specifickych
genech antigenu O, lze pickonat tyto problémy. Bylo prokazano, ze DNA metody jsou
spolehlivé, rychlé a citlivé pro detekci ptisluSnych kment z klinickych, potravinaiskych a
environmentalnich vzorkli. Pomoci vyvinut¢ého DNA ¢ipu, ktery se zaméifuje na O-
sérotypizaci specifickych geni pro detekci vSech rtiznych forem antigentt O Shigella, se

mohou pouzivat lepsi alternativy k tradi¢ni sérotypizaci.

Existuje pét Shigella serovard, které predstavuji nezavislé linie v E. coli, takze
celkovy obraz pro E. coli jsou riznorodé druhy s nékolika patogennimi formami, z kterych
se vétSina kmend Shigella déli do tii skupin. S. dysenteriae typ 1, 8 a 10, S. boydii 13 a

S. sonnei jsou izolovany v ramci klont E. coli [14].

3.2 Chromozon Shigella

Cely chromozom se sklada ze 4 607 203 bp, na které se musi pfipojit 221 618 bp
virulujicich plasmidi. Shigella podobné jako E. coli obsahuje v chromozomu 48 — 53 %
guaninu acytosinu. Genom Shigella flexneri sérotypu 2a byl sekvencovany teprve
nedavno. Chromozém ma velikost 4,16 Mb podobné¢ jako chromozom E. coli K12. Z 3 235
otevienych ¢tecich ramcti (ORF) ma shodnych 3 030 s E. coli K12 a 2 911 s E. coli O157:
H7 [2]. Chromozom Shigella, i piesto, Ze je velmi podobny velikosti a genovym slozenim
chromozonu E. coli K12, se vyznacuje né€kolika originalnimi prvky, jako je pfitomnost
mimotadného poctu zavedenych sekvenci (ma 314 inzercnich sekvencnich elementd, to je

7 krat vice nez u E. coli K12), 13 ptipadi translokaci a inverzi k zapojeni segmentu vétsiho
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nez 5 kB, pficemz vétSina z nich se tyka odstranéni nebo ziskani DNA sekvence [6].
Srovnani téchto dvou kment E. coli a Shigella flexneri ptedstavuje genomovou identitu. Je

to, ale zcela nepostacujici pro piesné definovani druhu [2].

S. flexneri se vyznacuje pritomnosti stovek pseudogent, jejich inaktivace zptsobuje
rizné ptiCiny, jako je zavedeni stop kodonti, ramcové posunové mutace, zkracovani a
integrace vkladanych sekvenci. Tato masivni ztrata genové integrity tvofi masivni ztratu
metabolickych funkci, které jsou typické pro Shigella. To doklada fakt, ze evolu¢ni proces,
ktery vedla E. coli, aby se stala Shigella, se vyznacuje nejen ziskem genti a patogenickych

ostrovu, ale také ztratou gent [6].
3.3 Toxiny

3.3.1 Toxiny Shigella

Piestoze invazivnost je hlavnim faktorem virulence vSech ¢tyfi Shigella druhd,
nékterd pozorovani podnitila diskusi o zapojeni toxinu. U nékterych pacientti, infekce
nezpusobila typickou uplavici, ale jen stfedné vodnaty prijem. K podobné vodnatému
prijmu mize také dochazet v ranych fazich klasické uplavice. V nékterych pokusech
se S. jexneri 2a, kmen M4243, vyvinul u nékterych opic V prijem a ne v uplavici. Tato
zvifata byla vystavena Cisté sekreci do la¢niku, Shigella byla nalezena ve vnitini ¢asti,
ackoli tam nedoSlo k Zadné bakterialni infekci ani k histologickému poskozeni. Strevni
bunky nejsou citlivé na vnéjsi toxiny, ale toxin, ktery piisobi intraceluldrng, miize zptisobit
zanét tlustého stieva. Pii infekci kmeny Shigella, zejména pak S. dysenteriae 1, mohou
zpusobit komplikace tim, ze napadajici jiné tkan€, coz je nejspi§ zpisobeno cirkulaci

toxin [14].

3.3.1.1 Shiga toxin produkovany Shigella dysenteriae 1

Infekce S. dysenteriae 1 je vaznéjsi nez ta zpisobena jinymi kmeny Shigella. Muze
to byt zpusobeno vysoce ucinnym toxinem u téchto kmend tzv. Shiga toxinem [4]. Shiga
toxin je siln¢ cytotoxicky, ma schopnost blokovat biosyntézu bilkovin, ackoli existuje
alternativni pfi¢ina smrti bun¢k [14]. Shiga toxin byl pivodné rozpoznan jako
neurotoxicky, zplisobuje paralyzu a smrt pifi intravendznim poddnim u mys$i a kralikd.
Pozdé&ji bylo prokazano, ze pro nckteré primaty jsou cytotoxické, rostou v bunécnych
liniich v tkanové kultute. Toxin vykazuje enterotoxickou ¢innost. Po analyze toxinu se

potvrdila neurotoxicka, cytotoxicka a enterotoxicka ¢innost, kterd byla zptsobena jedinym
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tepeln¢ labilnim proteinem. Shiga toxin inhibuje syntézu proteini v kultivovanych
bunkach. Shiga toxin je proteinovy komplex z jedné podjednotky A s molekulovou
hmotnosti 32000 Da a nejméné z péti B podjednotek. Podjednotka B ma molekulovou
hmotnost 7600 Da a je pravdépodobné zapojena do navazani toxinu na nejmén¢ dva ruzné
receptory [4]. Shiga toxin 1 (Stx1) nese enzymatickou aktivitu Shiga toxinu, zatimco Shiga
toxin 2 (Stx2) zprostiedkovava vazby na svém receptoru. Dosud nebylo presvédéive

prokazano, ze Shiga toxin postihuje stievni epitelové butiky a vyvolava prijem [14].

3.3.1.2 Shiga toxin v jinych kmenech shigella

Prvni studie patogenity kment Shigella uznala, ze S. dysenteriae 1 muze zpusobit
cytotoxin, ktery neutralizuje antisérum toxinu Shiga. Shiga toxin byl pomoci
neutraliza¢nich protilatek prokazan u pacientt s infekci, ktera byla zptisobena S. Jexneri
nebo S.sonnei. Jsou stale potiebné dalsi studie ke zjisténi, zda napéti jiné nez
u S. dysenteriae 1 skute¢né produkuje Shiga toxin. Shigellas mohou byt rozdéleny do tii
skupin, u kterych mohou byt pozorovany patogenni vlastnosti. Prvni jsou kmeny
S. dysenteriae 1, které jsou invazivni a produkuji vysoké hladiny toxint Shiga. Druhé jsou
jiné kmeny shigella, které jsou invazivni, ale neprodukuji vysoké mnozstvi jedu, a za treti
to jsou verotoxin - produkujici E. coli (VTEC), které produkuji vysoké hladiny cytotoxinu,

ale nejsou invazivni.

3.3.1.3 Dalsi shigella toxiny

Jiné studie naznacuji, ze shigellosis muze zpusobit cytotoxin odlisny od toxinu
Shiga. Pro 106 kmenu S. sonnei, S. fexneri, S. boydii a S. dysenteriae 2 nebo 3, byla
aktivita minimalné 1000 - krat niz$i nez u kmenu S. dysenteriae 1. Krom¢ toho u 88 kment
nebyl neutralizovan anti-Shiga toxin a u 18 byl neutralizovan jen ¢asteéné. Toxin 119s
ukazal znac¢né rozdily mezi €innosti Cistého derivovaného proteinu (PPD) toxinu Shiga a
bun¢k bez lyzatu z S. dysenteriae 1, z kterého Shiga toxin byl odstranén. Lyzat také
zpusobuje stiedné té€zky az tézky zanét sliznice a nekrozy, zatimco enterocyty Shiga toxinu

zpusobuji jen mirny zanét.

3.3.2 Toxiny Escherichia
U toxinti Escherichia bylo zjisténo, ze nékteré kmeny E. coli produkuji cytotoxin

velmi podobny jedu produkovaného Shigella dysenteriae 1. Mezi ¢leny skupiny
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Enterobacteriaceae setadi c¢tyfi rody, které zpusobuji stievni infekce, patii sem
Escherichia, Salmonella, Shigella a Yersinia. Produkce toxinu byla hlasena ve vsech téchto
rodech. Pouze s pomoci alternativnich testd bylo zjisténo, Ze E. coli produkuje termolabilni

nebo tepelné stabilni enterotoxiny.

3.3.2.1 Enterotoxigenni kmeny Escherichia coli

Enterotoxigenni kmeny E. coli jsou pii¢inou prijmu u lidi a mladych zvifat.
Virulence je zpusobena diky jejich schopnosti produkovat enterotoxin a drzet specifické
povrchové adheziny, které bakteriim pomahaji kolonizovat stfevni epitelové buiky. Byly
identifikovany dvé hlavni skupiny enterotoxinl. Jedna se o tepelné labilni toxin (LT),
inaktivovany pii 60°C po dobu 30 minut a tepeln¢ stabilni toxin (ST), ktery je odolny do
100°C po dobu 15 min.

3.3.2.2 Verotoxin produkovany kmeny Escherichia coli

Shiga toxin STEC dfive oznacovany jako verotoxin (VT) a kmeny, které ho produkuyji,
se nazyvaji verotoxigenni E. coli. VT produkuje kmen H30, ktery je velmi podobny
biologicky a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi toxinu Shiga a je neutralizovany anti-
Shiga toxinem. Toxiny se li§i aminokyselinovym sloZzenim a fyzikalné¢ - chemickymi
vlastnostmi. STEC jsou spojovany s hemoragickou kolitidou a hemolytickym uremickym
syndromem [15]. Shiga toxin je cytotoxin, pusobi na Vero buiiky a ma cytopaticky Gcinek.

Patii mezi jedny z nejicinnéjSich latek, které maji vliv na eukaryotické bunky.

Shiga toxin E. coli se déli na dva typy: Shiga toxin 1 a Shiga toxin 2. Stx1 a Stx2 maji
podobnou biologickou aktivitu a strukturu jako Shiga toxin Shigella dysenteriae, z toho
diuvodu se pouziva oznafeni Shiga toxin E. coli. Kmeny STEC Stx1 nebo kmeny
s kombinaci Stx1 a Stx2 vétSinou zpisobuji jen lehce zdvaznd prijmova onemocnéni,
zavazné onemocnéni HUS zplsobuji prevazné kmeny Stx2. Zastupcem STEC je kmen

E. coli 0157:H7 [4].

3.4 Shigella boydii

Shigella boydii ma pozitivni zkvasovani mannitolu, ale negativni dekarboxylaci
ornitinu, s vyjimkou Boydii 13, ktera je pozitivni na ornitin a Boydii 14, ktera nefermentuje
mannitol. Nékteré dalsi sérotypy Shigella Boydii maji pozitivni maltosu, negativni sorbitol
a pozitivni ortho-nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG) [6]. Onemocnénim zplisobené

Shigella Boydii se objevuje jen ziidka [13].
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3.5 Shigella dysenteriae

S. dysenteriae nefermentuje mannitolu, méa negativni dekarboxylaci ornitinu,
pozitivni ONPG, negativné indol a katalasu [6]. Zptisobuje rychlou a smrtelnou epidemii
[13]. Jednoznacna identifikace S. dysenteriae je mozna bez problému tim, Ze se kombinuji
fenotypové metody s detekei jeho Shiga toxinu nebo piislusnych toxint [8]. Shiga toxin je
hlavni pti¢inou vysoké virulence S. dysenteriae [14]. Detekce S. dysenteriae je mozna diky

metod¢é PCR, kde se kombinuje pInv plazmid a genovy toxin stx1 [8].

3.6 Shigella flexneri

S. flexneri je gramnegativni (obr. 1), zkvaSuje mannitol, ale ma negativni
dekarboxylaci ornitinu. Indol je vétSinou negativni, ale u n€kterych sérotypu je pozitivni
[6]. S. flexneri je rozdélena do 13 sérotypi [22]. Virulence, které byly popsany v podstaté
S. flexneri, sérotypu 1, jsou charakterizovany Shiga toxinem, ktery je silny cytotoxin [14].

S. flexneri vykazuje endemickou formu onemocnéni ve vyspélych zemich [13].

Obr. 1: Shigella flexneri [32]

3.7 Shigella sonnei

S. sonnei ma pozitivni zkvasovani mannitol i dekarboxylaci ornitinu [6]. Pouze
S. sonnei je schopna pomalu fermentovat laktozu nebo sacharézu [8]. Jako jediny kmen
Shigella ma pouze jeden sérotyp. Shigella sonnei tvoii endemické formy onemocnéni
ve vyspélych zemich stejné jako S. flexneri [13]. Specifickou detekci pomoci PCR lze
zjistit S. sonnei s vyuzitim IS1 oblasti [8].
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3.8 Escherichia coli

E. coli je gramnegativni ty¢inka (Obr. 2) [1]. Neni schopna $tépit sorbitol béhem 24
hod. [4], ma pozitivni fermentaci laktézy, negativni glukuronidazu a pozitivni indol [1].
HUS a hemoragickou kolitidu [5]. E. coli je enormné pohybliva. V sorbitol pozitivni ptidé

roste v podob¢ rizovych kolonii [1].

/ /,«/ A. Flagella F. Periplasmic space
/,,/' B. Nucleoid region G. Cell wall
/ C. Ribosomes H. Outer membrane
A. D. Cytosol 1. Pili

E. Plasma membrane

Obr. 2: stavba E. coli [29]

4 Patogeneze

Bakterie Shigella ve stfevni sliznici izoluje invazivni fenotyp, ktery v podstaté
odrazi schopnost bakterie proniknout do nefagocytické epitelové buiiky a Sifit se z builky
do bunky. Proces S§ifeni je v korelaci s vyvojem silné zanétlivé reakce zplsobujici
prasknuti a zniceni epitelidlni bariéry. Zplsobuje prasknuti, invazi a zni¢eni zanétlivé
sttevni epitelidlni bariéry sloZitym procesem [16]. Na rozdil od jinych invazivnich

patogenti ma Shigella velmi malou schopnost vazat bunky.

Shigella nemtize napadnout epitelové bunky apikalné€, proto napadaji M bunky
oblozené lymfatickym folikulem, coz jim umoziuje dostat se na basolateralni pdl
epitelialnich bunék, a tim vyvolat jejich piijeti [S]. K prekroceni epitelidlni bariéry vyuziva
vice invazivnich mikroorganismil [16]. Pfi vstupu buniky do epitelu se pfestavi bunécny
cytoskelet, ten poskytuje bakteriim styk s bunécnou membranou, coz vede k pohlceni této

bakterie dovnitf vakuoly [5]. V oblasti lymfatickych folikulti jsou fagocytovany makrofagy
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a dendritické bunky. Shigella zabije makrofagy apoptozou, pak utece na subepitelialni tkan
a napada basolateralni epitelidlni vystelky. Tato schopnost zabijet makrofagy a napadat
epitelové bunky zcela zavisi na TTSS, ktery je zakodovan v 31 kB vstupnim regionu
v plazmidu virulence Shigella [10]. Apoptéza makrofagi Shigella umozni fagocytim
uniknout a zahdjit zanét. V disledku toho, polymorfonuklearni buiky (PMN) proniknout
do nakazenych bunék a destabilizuji epitel. Ruptura soudrznosti epitelidlni bariéry
umoziuje vice bakteriim se pfemistit, ¢imz poskytuje pfistup k tolerantni basolateralni

stran¢ epitelovych bunék [16].

Shigella po vstiebani se do epitelu buiky prochazi ptres bunéény cytosol do
sousednich bunék kde se aktivné hromadi na aktin ocas bakteridlniho pole. Vné&jsi
membranovy protein ICSA aktivuje actin polymeraci v hostitelské bunce, protein ICsA je
lokalizovan na bakterialnim pélu [6]. Shigella aktin ma vliv na pohyblivosti v buiikach
[16]. Intracelularni bakterie se pohybuje v cytoplazmé infikovanych bunék tim, Ze actin
preménuje polymeraci na jednom ze svych poli. Toto hnuti generuje vznik vystupky, ktera
obsahuje jednu bakterii na své $pi¢ce vedle epitelové buiiky, a tim umoznuje bakteriim se

Sifit z bunky do buiiky, aniz by byly vystaveny vné&jSimu prostiedi [10].

Infikované epitelové buiky se prokazuji analyzou transkriptomu, zejména zvySenim
exprese genu IL-8 a silnymi chemoatraktanty neutrofilli. Tim se epitelové bunky aktivné
podileji na odhalovani a signalizaci invazivnich bakterii k obrané hostitele. Bakterie
uvolnéné z bunék M (po pocatecni absorpci) nebo epitelové bunky (po jeho intracelularni
nasobeni) komunikuji s makrofdgy, uniknou z fagocytarni vakuoly a indukuji apoptdzu

infikovanych bun¢k [16].

S

Apoptotické makrofagy patii mezi protizanétlivé cytokiny, vcéetné IL-1 a IL-18, které
spolu s IL-8 propoustéji infikované epitelové buiky a pfijimaji polymorfonuklearni bunky
(PMN) v misté infekce. St€éhovani PMN destabilizuje epitelialni bariéry a usnadnuje dalsi
invaze do lumina bakterii. Pfi interakci bakterie s hostitelskou bunikou dochazi k vrozené

adaptivni imunitni odpovédi na infekci (Obr. 3) [5].

27



Shigella . N
%’9 Shigella migration Epithelial cells die
@ through disrupted and fluids are lost

\ @ Invasion tight junctions
Intestinal lumen \ @ Multiplication and )

intercellular spread

Epithelial
cell

Obr. 3: Model patogeneze vyvolany Shigella [31]

4.1 Bakterialni determinanty patogenity

Hlavnim virulenénim faktorem Shigella je plazmid o velikosti 220 kb, ktery
obsahuje geny potiebné pro bunécnou invazi do epitelu bunky. Tyto geny jsou zakdédovany
do 31 kb velké oblasti na chromozomalnim ostrové patogenity (PAI) a do sekreéniho
systému typu III (TTSS) [34]. TTSS Shigella obsahuje pfiblizné 20 proteind, které
se shromazd’'uji na vnitini nebo vnéjsi membrané a rozsifuji ji. Po kontaktu bakterie a
hostitelské buiiky jsou IpaB a IpaC inkorporovany do hostitelské membrany, kde tvofi 25

poért a slouzi k piepravé dalsich invazivnich bunék do bunééné cytoplasmy [6].

4.2 Chromozomalni ostrovy patogenity a ¢erné diry genomové

sekvence

PAI jsou nezbytné pro vstup bakterii do epitelidlnich bunék a k aktivaci
polymorfonuklearnich bunék. Obsahuji geny kodujici cytoplazmatické chaperony a
proteiny, které jsou vylucovany TTSS [6]. Geny, které jsou lokalizovany na
chromozomalnich ostrovech, se podileji na patogenezi. Mezi tyto geny patii Sit geny
kodujici ptijem zeleza, SIgA extracelularni proteazy, gtr geny kodujici proteiny zapojené

do glukosylace antigenu O a stx geny kodujici toxin Shiga [5].
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Tyto geny jsou transportovany K makrofagiim, ve kterych indukuji apoptézu [10]. Tim
se uvolni velké mnozstvi cytokinid a chemokini IL-1, které jsou dualezité pro vyvolani
zanétu a shromazdéni PMN bunék v misté infekce. Kromé toho, invaze epitelialnich bunék
Shigella aktivuje ptepis a sekreci IL-8. IL-8 je chemotakticky pro PMN bunky a hraje
vyznamnou roli pfi naboru PMN bunék do zamofené subepitelialni oblasti [13]. 1L-8
podporuje pfijimani monocytil, které¢ se stéhuji pres epitelidlni bariéru a usnadiuje tim

vstup PMN bunék do lumina bakterie a epitelu, ¢imz se zvysi invaze epitelu [10].

4.3 Invaze a zanétlivé zniCeni epitelialni bariéry

Pro akutni zanétlivou odpovéd, kterou generuje infekce Shigella je charakteristické
difuzni zarudnuti s otokem sliznice, krvacenim a hlenovitym exsudatem. U pacientil
s akutni a rekonvalescentni fazi infekce S. flexneri a S. dysenteriae 1 se uvolnuji cytokiny a
chemokiny, které poskozuji tkan¢. U zavaznych onemocnéni dochazi ke zvySené produkcei
cytokind a chemokint v IL-1 beta, IL-6, TNF alfa a IFN gamma. IL-1 jsou v podstaté
produkovany monocyty/makrofagy, zatimco IL-6 a IL-8 jsou vyrdbény epitelidlnimi
bunikami. Prvni krok invaze epitelu tkané vede pies folikuly k bakterialni fagocytoze
makrofagy, nasleduje apoptotickd smrt fagocytd, ktera je zptuisobena aktivaci Caspase-1.
Makrofagova apoptoza také zpusobuje uvolnéni zanétlivych cytokinii IL-1 beta a IL-18 a

zahaji tak zanétlivé kaskady charakteristické pro shigellosis.

Stfevni epitelové bunky poskytuji dilezité signdly pro zahdjeni a zesileni akutni
zanétlivé odpovédi na sliznici. Z velké Césti se na zacatku interakce vyskytuji infikované
slizniéni lymfatické uzliny, masivni infiltraci mononuklearnich a polymorfonuklearnich
bunék (PMN) se narusuje epitel a otevira se cesta pro bakterialni invazi v basolateralni
membrané. PMN buiky na zacatku infekce piispiva k rozvoji invaze a v kone¢ném
disledku se podili na feSeni infekce, prostfednictvim rozkladu bakteridlniho faktoru

virulence a usmrcenim invazivnich bakterii Sigely [6].

5 Klinické projevy

Bakterie Shigella spp. (S. boydii, S. dysenteriae, S. flexneri a S. sonnei)
a enteroinvasivni Escherichia coli jsou zodpovédné za bakterialni Gplavice (shigellosis)
ulidi [10]. Pro onemocnéni je charakteristické zniCenim stfevni sliznice vyvolané

bakterialni invazi a naslednym nartstem bakterii v epitelu [15]. Shigella a EIEC kmeny
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obsahuji virulen¢ni plazmid, ktery koduje faktory pro vstup do epitelu bunky a Sifeni
z buiiky do bunky. Tento piehled prezentuje soucasny model mechanismu invaze do

epitelu tlustého stieva témito bakteriemi a zaméfuje se na jejich faktory patogenity [10].

Shigella spp. jsou fakultativni intracelularni patogeny, které kolonizuji stievni sliznici.
pasobeni bakterialni uplavice stale piedstavuje hrozbu pro vetejné zdravi [11]. Shigellosis
je v podstaté akutni rektokolitida zptuisobena invazi Shigella do epitelu rekta a tra¢niku.
Poskozeni je vétSinou na pravé piedni strané esovité oblasti, projevi se zdufenim sliznice,

hlenem, krvacenim a viedy.

Histopatologicka analyza ukazuje, trvalé¢ a difuzni poSkozeni, které se vyznacuji
edémem na sliznici, kontaktni krvaceni znacCi prasknuti epitelialni sliznice kapilar a sklada
se z prostupnych polymorfonuklearnich leukocytii, lymfocytl a zirnych bunék. Objevuji se
také skryté abscesy.

Bakterie mohou byt pozorovany na povrchu a v horni tfetiné epitelu tlustého stieva.
Jsou Casto spojeny s abscesy a slizni¢nimi viedy uvoliujici vypotek. Jsou slozeny
ze sitoviny fibrinu, individualnich kolonocyti nebo oddélenych epitelovych fragmentd.
Polymorfonuklearni erytrocyty a leukocyty tvori bilou hlenové hnisavou vrstvu ulpivajici
na epitelu. V pozd¢jsim stadiu choroby, miizou mononuklearni buniky masivné proniknout
do slizni¢niho vaziva. Tyto 1éze jednozna¢né charakterizuji shigellosis u klinickych

ptipadu.

Uplavice je klasicky syndrom spojeny s infekci bakterii Shigella, jeho zavaznost se lisi
v zavislosti na spektru zahrnujici t€zké uplavice, prijmy nebo asymptomatickou infekci
[6]. Prvnim klasickym pftiznakem tplavice je prijem. U experimentalné¢ infikovanych
dobrovolniki, byly uréeny tii klasické pfiznaky zahrnujici horecku, stievni kiece a krvavy,
hnisavy, hlenovy prijem [17]. Tyto pfiznaky jsou pozorovany piiblizné u 50 %
infikovanych [6].

Inkubaéni doba je 1 - 4 dny [17], projevuje se vysokou frekvenci stolice, ¢asto
dosahuje az 100 pohybu stiev za den. Tézké dehydratace jsou vzacné, protoze ztraty
tekutin zlstavaji omezeny. Mohou se vSak objevit vazngjsi klinické projevy, zejména
u podvyzivenych déti v nejchudsich oblastech jako dehydratace a sepse, které zvysuji

zavaznost Uplavice a pfipadné amrti.
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Vsechny druhy Shigella maji potencial zpusobit smrtelné onemocnéni, které odrazeji
zavazné komplikace, jako je hypoglykémie, perforace stfeva se zanétem pobfiSnice a

hemolyticko-uremicky syndrom, ktery zptsobuje akutni selhani ledvin a zachvaty [16].

Mezi rizikové faktory, zvlasté pro malé déti ve ve€ku mladsi nez 1 rok, patii letargie,
abnormaln¢ nizka hladina proteinl, a snizené mnozstvi krevnich desticek. Navic silné,
dlouhotrvajici priznaky shigellosis u malych déti mohou vést k podvyzivé, k malému
vzrustu a v nejhorsich ptipadech az k smrti. V nejchudsich oblastech mize byt shigellosis
hlavni pfi¢inou zpomaleni ristu u kojencti a malych déti. V neposledni fadé muize byt

pozorovana reaktivni artritida jako nasledek S. flexneri infekce [6].

6 Epidemiologie

Shigella ma tzkou distribuci v pfirodé, v podstaté obyva stfevni trakt Clovéka
a primatt v zajeti. I pfesto se shigella velmi obtizn¢ kultivuje z environmentalnich vzorki,
jako jsou napf. ¢istirny odpadnich vod, v kterych je trvale ptitomna. Nahodna kontaminace
vodnich zdroji je mozna Vv piipadé, ze by se do nich dostala odpadni voda. Pokud by k této

kontaminaci doslo, nasledovala by epidemiologie shigellosis [6].

Vétsina pripada shigellosis se pfenasi z ¢lovéka na ¢lovéka [10], i kdyz nékteré
onemocnéni miize byt z jidla nebo pravé ze znecisténé vody [20]. Pfi prufezu historii
k epidemiim shigellosis vzdy dochazelo pfi Spatnych hygienickych podminkach, jako jsou

napiiklad vale¢né konflikty, pouté nebo uprchlické tabory [6].

K prenosu Shigella dochazi piedevsim prostiednictvim fekalné - oralni cesty [8]. Siii
se piimym kontaktem s infikovanymi jedinci, protoZe bakterie vykazuji vyznamné pieziti
na kuzi. Vysoka infekénost Shigella se nejvic projevuje pii vypuknuti infekce ve Skolkach
(33 — 73 %). Sekundarni pfipady lze pozorovat u rodinnych piislusnikd nemocnych déti

(26 - 33 %) [6].

Shigella mize byt také prendSend kontaminovanymi potravinami. Dulezitou roli
vV kontaminaci potravin hraji mouchy [23]. Mnoho pfipadii ohnisek infekce bylo
zaznamenano z kontaminovanych produktd potravin [18]. Kontaminované potraviny jsou

velice riznorodé, miize to byt cibule, salat, kokosové mléko, hamburgery nebo téstoviny.
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Shigellosis je sexualn¢ prenosné onemocnéni, pienasi se ustné - genitdlnimi sexualnimi

praktikami [6].

Je tieba znovu zduraznit, Ze shigellosis je pfedevsim ovlivnéno podminkami, které
panuji v mélo rozvinutych regionech svéta: prelidnéni, chudoba, Spatna osobni hygiena,
absence kontroly potravin, nedostate¢né zasobovani pitnou vodou a $patna nebo zadna
kanalizace. V téchto podminkach déti Casto trpi podvyzivou, ¢imz se zvySuji pocty

zavaznych komplikaci [6].

Hlavnim zastupcem Shigella je S. dysenteriae 1, ktera zodpovida za rychlou a mozna i
smrtici epidemii, zatimco S. flexneri a S. sonnei v podstaté odpovidaji za endemické formy
shigellosis. S. boydii se vyskytuji jen ziidka, patii také mezi endemickou formu
onemocnéni. V rozvojovych oblastech, je nejvice rozsifen druh S. flexneri, hlavné sérotypy
1b, 2a, 3a, 4a, 6 (obr. 4). Prevalence téchto dominantnich sérotypt se zna¢né lisi, zavisi na

sledovani urcité oblasti v daném case, coz vyzaduje trvalé sledovani a aktualizaci [18].
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Obr. 4: Grafy s vyskytem ruznych kment a sérotypa Shigella [30]

6.1 Epidemiologicky vyskyt Shigellosis ve svété
Shigellosis je endemicka na celém svété i presto, ze 99 % infekci pochazi

z rozvojovych oblasti svéta. Z celkového poctu 164,7 milionu piipadi ro¢né, je 600 000
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z nich smrtelnych [13]. Déti mladsich 5 let, tvoti 69 % klinickych ptipadt a 62 % tmrti.
Shigellosis je rychle se rozvijejici onemocnéni, které vyzaduje stalou aktualizaci s ohledem
na celkovy pocet nové hlasenych nemocnych jedinct v daném casovém obdobi a pocet
vSech jedinct ve sledované populaci. Déale se musi sledovat vyvoj jednotlivych druht a

sérotypu. Je velice dulezité mit k dispozici vhodné vakciny pro dany druhu [14].

Shigella je vysoce infekéni mikroorganismus, bylo prokazano kolem 100 ptipadd
shigellosis jako pfti¢ina onemocnéni u 25 - 50 % dobrovolnikii ze Severni Ameriky.
Relativni odolnost na zalude¢ni kyselost Shigella je caste¢ny davod této vysoké

infekénosti.

V Bangladési, epidemie zpisobena S. dysenteriae 1 zvysila nartst imrtnosti na 42 %
38 % umrtnost. Zavaznost onemocnéni souvisi s vysokou urovni multiresistance

izolovanych kmenu (obr. 5).

Podle geografického rozlozeni S. dysenteriae 1 se nachazi pfevazné v jizni Asii
a Vv subsaharské Africe. V ekonomicky rozvinutych oblastech pfevlada S. sonnei spole¢né

s S. flexneri [6]. A v indickych oblastech se nejvice vyskytuje S. boydii [23].

Prvé sporadické ptipady i epidemie onemocnéni EHEC byly zaznamenany v USA
a v Kanadé v 80. letech minulého stoleti. Casto to bylo z hamburgerti — v USA se pouZivé
oznaceni ,.hamburgerova“ nemoc. Prvni epidemie byly vyvolany sérotypem E. coli
O157:H7. Ten je nejznam¢jsi, ale zdaleka ne jediny. V literatuie se uvadi téchto pét

nejcastéjsich séroskupin: 0157, 026, 0111, 0103 a 0145 [6].

V obdobi kvétna az cervence 2011 vypukla v Némecku velka epidemie
gastrointestinalniho onemocnéni a hemolyticko-uremického syndromu (HUS) vyvolana
shigatoxigennim kmenem Escherichia coli (STEC) [1]. Rozsahla epidemie ptesahla
hranice Némecka (postihla dalsich 13 evropskych stati) a dokonce se dostala i do USA a
Kanady [9]. Epidemie byla zptisobena Shiga toxinem, ktery produkovala E. coli sérotypu
0104:H4. Hlavni znaky virulence méla podobné s enterohemorhagickou E. coli s stx2 a
s enteroagregativni E. coli. Tato unikatni kombinace vlastnosti virulence prokazaly, ze
tento kmen patii do hybridni entero-agregativni-hemoragicka E. coli [14]. Vyspélé

kultivacni techniky a molekularné biologické pfistupy jsou dobrym piedpoklad pro
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identifikaci novych, neobvyklych patogenti. Ke dni uzavérky bylo zaznamenano 4055
postizenych, 885 (21,8 %) s t€zkym pribéhem nemoci, tj. s HUS a 48 (1,2 %) ptipadi
umrti. Je to dosud druha nejvétsi epidemie vyvolana STEC na svéte a nejvetsi co do poctu
pacientt s HUS. Samostatnou otazkou je vehikulum této epidemie. Posledni indicie
ukazuji na lusténinové vyhonky. Shodny kmen ,,EAHEC* O104:H4 byl zachycen v téchto
vzorcich, ale tyto vzorky nebyly odebrané z prodejny ¢i vyrobny potravin. Podobné
epidemie byly zaznamenany v roce 1996 v japonském Sakai, kdy onemocnélo, podle

nékterych zdroju, az 10 000 skolnich déti. Vehikulem byly fedkvickové vyhonky [1].
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Obr. 5: Mapa s vyskytem nejvétSich pandemii shigellosis [30]

6.2 Epidemiologicka situace v Ceské republice

V poslednich letech se pocet hlaSenych onemocnéni shigellosis oproti 70. a 80. letim
minulého stoleti vyrazn& snizil, ale stile se pohybuje v CR ve stovkach piipadt za rok.
V roce 2010 doslo dokonce ke zvySeni ptipadii, kdy oproti 178 ptipadim zaznamenanym
v roce 2009 se pocet zvysil o 150 % az na 450 ptipada. V roce 2010 byly vétsi epidemie
shigellosis v Jiho¢eském, Moravsko-slezském a Olomouckém kraji (celkem 326 piipadi) a
déle i ve Stfedoceském a Plzenském kraji (celkem 69). 23 piipadi bacilarni Gplavice bylo
nahlaseno i v Praze (graf 1). Od roku 1993 byly v CR postupné zaznamenany viechny 4

sérotypy, veetné S. dysenteriae. Podle molekularné - genetickych analyz se na zakladé
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ptibuznosti DNA prokazalo, ze E. coli a ¢tyfi druhy rodu Shigella jsou totoznym taxonem,
takze jednotlivé druhy shigella jsou vlastné séroskupiny patogennich klonu E. coli [9].

V Ceské republice je frekvence zachytu EHEC infekci nizka. Od roku 2006 bylo pro
E. coli a shigella zaznamenano 25 pfipadt tohoto onemocnéni (prijem, krvavy prujem,
hemolyticko-uremicky syndrom), kdy byla jako pficina potvrzena EHEC. Ve zpravach
CEM byly prezentovany dva ptipady HUS v srpnu 2007 [12]. Etiologickym pivodcem byl
EHEC O111:NM, produkujici oba typy Shiga toxind 1 a 2. Shiga toxinu 2 se pfipisuje

mnohonasobné vétsi toxicita, nez typu 1 [9].

Pii vypuknuti velké epidemie v Némecku roku 2011 se podafilo zachytit a nasledné
pomoci genotypovych i fenotypovych metod potvrdit dosud jediny izolat epidemického
kmene ,,EAHEC“ 0104:H ze stolice americké pacientky v Cesku. V souvislosti s velkou
némeckou epidemii byly do NRL pro E. coli a shigella zaslany vzorky stolic od dalSich 9
pacientd s krvavym prijmem, u kterych bylo podezieni, ze se mohli timto epidemickym

kmenem nakazit. VSechny byly na E. coli O104:H4 negativni [1].
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Graf 1: Vyskyt shigellosis v Ceské republice v obdobi 2002-2011 [19].

7 Laboratorni diagnostika

Onemocnéni zpusobené EIEC a Shigella je problém vetejného zdravi ve vSech
oblastech svéta. Proto je velmi dilezité identifikovat patogenni bakterie, hlavné pro

epidemiologické studie [8]. Isolace Zivych bakterii je dulezita pro charakterizaci jejich
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patogenniho potencialu a pro zjisténi citlivosti na antimikrobialni zastupce [20]. V piipadé
EIEC a Shigella je nékdy obtizné dosahnout rozdilu na zakladé sérologickych a
biochemickych metod [8].

Laboratoie obvykle zjistuji Shigella filtraci velkého mnozstvi vody (2 £ 5 1) pies
membrany. Predpoklddané kolonie se identifikuji sérotypizaci. Tento pfistup mé vSak
ur¢ité nedostatky. Mezi tyto nedostatky patii omezeny pocet desek, mize byt hodnoceno
jen né€kolik desitek nebo stovek izolovanych kolonii a potvrzeni identity kolonii Shigella

muze trvat jeden nebo dva dny [10].

Vzhledem k velkému mnozstvi fenotypovych a genetickych markerii, které jsou
potieba na odliseni EIEC a Shigella, se v soucasné dobé& pouzivaji k odliSeni metody
zalozené na velmi omezeném poctu znakl. Nékteré kmeny EIEC, zejména ty, které jsou
u neaktivnich E. coli, maji v podstaté vSechny vlastnosti Shigella kmend [8]. Stale vice
jsou pouzivany DNA genotypové metody pro charakterizaci bakterii. Nejéastéji
pouzivanymi metody jsou RFLP (polymorfni restrikéni fragmenty), elektroforéza, PCR a
ribotypizace. Tyto techniky jsou vsak pracné, drahé a nejsou vhodné pro studium velkého

poctu kment [11].

Molekularni specifické techniky virulence souvisejici s geny Shigella a EIEC, mezi
tyto techniky patii DNA hybridizace a PCR, které se pouzivaji k identifikaci téchto
patogent [20]. PCR byla Gspé$né pouzita k detekci fekalni koliformni bakterie. Shigella
byla s vysokou specifikaci a citlivosti uspé$né zjisténa ve vzorcich vody i bez kultury
patogent. Dalsi vyhodou technik je, ze vzhledem k podobnosti virulentnich gent
se specifikaci na Shigella, PCR také detekuje EIEC kmeny. Tyto metody jsou vSak drahé a
vyzaduji sofistikované zafizeni, které nemusi byt k dispozici v rozvojovych zemich. To je
zvlasté znepokojujici, protoze vétSina ze stievnich infekci je endemicka v téchto ¢astech
svéta. Proto jsou jesté stale za potieby jednoduché metody pro identifikaci téchto patogent

ve vzorcich vody [10].

Nedostatek jednoduchych a levnych technik zna¢né limituje vyzkum vyskytu a
epidemiologii ptivodce bacilarni tplavice, zejména EIEC. Zatimco obvykle méné citlivé
metody nez molekularni, jako naptiklad imunologické maji tu vyhodu, Ze jsou pomérné
jednoduché. To jim umoznuje se snadno zatradit do metodického repertoaru prakticky

kazdé laboratofe. Ve stfevni bakteriologie se pouzivaji blot metody k identifikaci Shiga
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toxinu, ktery produkuje E. coli a S. dysenteriae. Nedavno byla pro identifikaci Shigella a
EIEC vyuzita ELISA (enzyme — linked immuno sorbent assay) s polyklonalnim

vstiebavanim protilatky, je to jednoducha a levna technika [21].
7.1 Blot test k identifikaci EIEC a Shigella ze vzorka vody

Zakladem této techniky je filtrace bakterialni buiiky na nitrocelul6zni membrang. Je to
obyc¢ejna technika pro vysetfovani mikrobialniho obsahu vzorki vody. Po noc¢ni inkubaci
jsou detekovany IpaC v koloniich pomoci monoklonalnich protilatek. IpaC antigen je
trvale vyrabén Shigella a EIEC. Je specificky pro tyto patogenni kmeny a zajistuje detekci
patogent touto metodou. Studie ukazala, ze zadny ze 100 neinvazivnich testovanych
kment nebyl pozitivni na membrané, zatimco vSech 20 Shigella a 80 EIEC kmenu bylo

pozitivnich.

Screening s né¢kolika sety kolonii na jedné nebo dvou membranach, je pfitomny ve
vSech enteroinvasivnich kmenech bez ohledu na jejich biologicky druh nebo sérotyp, tim
ptekonava vSechny tyto testy. Muze byt dokonfen v jednom dni, coZz snizuje dobu
potiebnou k identifikaci patogend, které obsahuje vzorek. Predpoklada se, ze zavedeni
jednoduché, levné metody v méné¢ rozvinutych ¢astech svéta by mohl vést k lepSimu

pochopeni epidemiologie tplavice a ptsobeni mikroorganismy zejména EIEC.

Vymezeni tzv. neaktivnich EIEC a Shigella je velmi naro¢né. Biochemické a
sérologické metody jsou omezeny. Tento test jednoznacéné zjednodusSuje rozdily téchto
kmenti [3].

7.2 ELISA (Enzyme - Linked Immuno Sorbent Assay)

Metoda funguje na bazi imunoenzymatické reakce a lze s ni rovnéz detekovat
i antigen. ELISA vyuziva dvou zékladnich vlastnosti imunoglobulini. Za prvé je to
schopnost proteint (tedy imunoglobulintl) vazat se na povrch plasti (napt. polystyrenu)
avdruhé ftadé pak schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty (viz protilatka)
imunoglobulinovych molekul [33]. Pozdé¢ji byla tato technika zlepSena zavedenim
monoklondlnich protilatek. Monoklonalni protilatky reaguji se vSemi testovanymi

virulentnimi Shigella a EIEC kmeny, ale neposkytuji zadné pozitivni reakci s nékterym
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z neinvazivnich kmend. Tento test detekuje plazmid - kédovany protein, IpaC, unikatni

U téchto patogentl a souvisi s jejich invazivnim charakter.
7.3 IMS (Immunomagneticka separace)

Immunomagnetickd separace (IMS), fluorescenéni mikroskopie a nasledna
polymerazové fetézové reakce (IMSPCR) byly jiz diive pouzity pro detekce S. dysenteriae
sérotypu 1 a S. flexneri z vzorcich stolice. IMS-fluorescen¢ni mikroskopické techniky
dosahly detek¢niho limitu 103 KTJ/ml, zatimco IMS-PCR metoda doséahla detekéniho
limitu 101 KTJ/g [21]. Imunologicky test ukazal, ze je velmi citlivy. Pozna vétSinu (38 z
40) patogent obsahujici vice nez 1000 krat vice nepatogenni bun€k nez EIEC. V piipadée

Shigella, by mohl test trvat jeden nebo vice dni podle urovné a druhu identifikace [3].

7.4 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazova fetézova reakce, byla navrzena pro feSeni exponencidlni amplifikace
oligonukleotidu v tzv. beta-globinovém programu. Amplifikuje se specificka sekvence
DNA, jez je komplementarni k hybridiza¢ni sond€. V pfipadé infekéniho agens se jedna
0 druhové, ptipadné rodoveé specificky usek nukleové kyseliny. Pro rutinni testy je
dialezité, aby tento usek byl neménny, nesmi v ném dochédzet k bodovym mutacim. DNA
uvolnéna z infekéniho agens je nejprve tepelné denaturovana. Pii teploté nad 90°C jsou
rozvoliovany vodikové mustky spojujici purinové a pyrimidinové baze vzajemné
komplementarnich nukleotidii, ¢im jsou od sebe oddélovany jednotlivé fetézce DNA.
Vysledkem tohoto procesu je jednofetézcovda DNA (ssDNA). Ta v dalsi fazi slouZzi jako

matrix pro syntézu nového komplementarniho fetézce.

Tato syntéza je enzymatickym procesem, ktery zacind nasednutim tzv. primeru
(ocka) na komplementarni sekvenci matricového fetézce. Primery jsou syntetické
oligonukleotidy (zpravidla 20 — 30 nukleotid®). Od jejich 3" konce zacina syntéza nového
fetézce. Jednotlivé nukleotidy jsou pfifazovany podle komplementarity bazi (A-T, C-G),

propojeni cukrii fosfodiesterickou vazbou do zpatecniho fetézce zajiStuje polymeraza.

Nasednuti ocek (annealing primeru) probihd obvykle pfi teploté kolem 60°C, pro
elongaci (polymeraci) fetézce je optimdlni teplota 72°C. Vysledkem procesu je
novotvoreny usek dvouretézcové DNA (dSDNA), tzv. amplikon. Protoze se amplifikuji

oba fetézce matricové DNA zaroven (i druhy fetézec ma sviij specificky primer), vzniknou
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v pribéhu cyklu z jedné vychozi molekuly dsDNA dva amplikony. Druhy cyklus za¢ina
opét tepelnou denaturaci dsDNA (amplikontl), nasleduje annealing (nasednuti) primerd a
od jejich 3’koncu elongace fetézcu. Ze 2 vychozich molekul (amplikont) tak vzniknou 4

nové vytvoiené amplikony [22].

7.4.1 Duplexni real-time PCR

Je jednoducha, rychla, spolehliva a pfesna metoda pro stanoveni EIEC a Shigella.
PCR v duplexnim realném case, je specificka pro geny koédujici B-glukuronidazu (uidA) a
laktozu permeazu (lacY). Byla provedena optimalizace specifického primeru S nastavenim
pro detekci permeazy a laktézy. E. coli byla testovana pomoci podmnoziny E. coli a
Shigella spp. referen¢nich kment. lacY - PCR neni v§ak vhodna pro rozliseni Shigella spp.
a E. coli od dalsich Shigella kmeni, z divodu podobné velikosti vSech Shigella kment.
K tomu to ucelu byla navrzena zvlastni sonda z upraveného lacY genu z nékterych EIEC
kment. Diky tomu byly lacY geny obou kmenl sekvenovany. Vzhledem k tomu, ze se
lacY geny vyskytuji pouze v genomu E. coli, nemohou byt vysledky fale$né negativni. Pii
kombinaci testu jsou vylouceny problémy s komponenty PCR, jako jsou inhibi¢ni latky
nebo nedostate¢né extrakce DNA. Tato PCR je schopna rozlisit Shigella spp. a EIEC od

vSech testovanych E. coli kment.

Skute¢nost, Zze EIEC jsou velmi podobné Shigella spp., tradi¢ni mikrobiologické
techniky ¢asto vedou k protichtidnym vysledkim v oblasti diskriminace EIEC a Shigella
spp. Napiiklad, zatimco Shigella spp. mohou zptsobit Zivot ohrozujici HUS, u EIEC to
neni zatim prokazano. Duplexni real-time PCR je jednoducha, rychla, spolehliva a ptesna

metoda, ktera muze konecn¢ jasné identifikovat E. coli [8].

7.4.2 Metoda RAPD (radon amplified polymorphic DNA)
RAPD (radon amplified polymorphic DNA), modifikovand PCR je rychla typicka

molekularni metoda. Kratk4 (10-mer) a ndhodna generovana oligonukleotidova sekvence
slouzi jako natér k doplnéni zihacich regionl po celém genomu, pochazi z otiskl prsth
organismu. Tato metoda se uspesn¢€ pouziva pro bakterialni molekuldrni charakteristiky,

identifikacni a fylogenetickou analyzu [11].
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7.5 MLEE (multilokusova enzymova elektroforéza)

Multilokusova enzymova elektroforéza vyuziva polyakrylamidovy gel. Gelové
elektroforézy s elektroforetickymi transfery na nitrocelulézovém listé, byly vyvinuty pro
analyzu polymorfniho enzymu pro nékolik aerobnich a anaerobnich bakteridlnich druht.
Sériové elektroforetické prevody z jednoho polyakrylamidovém gelu by mohly byt u
vétsiny sledovanych enzymid, a tim by se zvysila definice skupiny enzymii na
nitrocelulézach ve srovnani s migraci geld. Analyza polymorfinich enzyml riznych

zivocis$nych druht zvysilo zajem polymorfnich lokust na epidemiologickych studiich [24].

7.6 Ribotypizace

Ribotypizace je metoda, ktera dokaze identifikovat a tfidit baktérie zalozené
narozdilech v tfRNA. To vede ke vzniku vysoce reprodukovatelnych a ptesnych otiskli
prst, které mohou byt pouzity ke klasifikaci rodu nebo dokonce druhu bakterie. DNA je
extrahovana z kolonie bakterii a nasledné omezena na diskrétni velikost fragmentti. Potom
je prenesena do blany a sondou v regionu rRNA operonu je odhalena struktura genii rRNA.
Vzor je zaznamenan, digitalizovan a ulozen v databazi. Tato databaze i nadale roste, nebot’

dalsi bakterie jsou ribotypizovany [25].

7.7 DNA-DNA hybridizace

Metoda DNA-DNA hybridizace je zaloZena na denaturaci a reasociaci (renaturaci)
dvousroubovicové DNA (Obr. 7). Jestlize dsDNA zahtejeme na 100°C, dojde k rozpojeni
vodikovych vazeb mezi komplementarnimi fetézci a ke vzniku jednotetézcové DNA.
Nasledné ochlazeni naopak umoZzni opétovné spojeni obou fetézcli. Podminky této
reasociace (koncentrace soli, teplota, viskozita, velikost fragmentl) ur€uji rozsah chyb
V parovani jednotlivych komplementarnich nukleotidt. Pfi striktnich podminkach (nizka
koncentrace soli, vysoka teplota) je umoznéno spojeni jen velmi podobnych sekvenci.
S postupnym uvoliiovanim téchto podminek (zvySujici se koncentrace soli, snizujici se
teplota) se mohou parovat i méné podobné sekvence az do chvile, kdy se mohou ndhodné

parovat 1 naprosto odlisné sekvence.

Zakladni princip metody tkvi v tom, Ze fragmenty DNA dvou riznych druht mohou
byt smichany, denaturovdny a posléze vzdjemné reasociovany za vzniku heteroduplexd.

Tyto heteroduplexy vznikaji tim hiife (resp. disociuji tim snaze), ¢im jsou oba druhy vice
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evoluéné vzdaleny, tj. ¢im vétsi jsou rozdily mezi jejich DNA. Jestlize jsou hybridni
molekuly umistény do teplotniho gradientu, mizeme srovnat teplotu tani, tj. teplota
prechodu dvoufetézcového heteroduplexu na jednofetézcovou molekulu, s teplotou, pii

které disociuje homoduplexy [27].

2 o

trans-form cis-form

300 nm < A <400 nm

—_—
B B

400 nm < A

b Dabcyl-DNA: 5-CTXTTXAAXGAXAGXGAXGAXTAXTAXCC-Dabcyl- 3

FAM-DNA: 3-GAAATTCTTCCTCTATATGG-FAM- 5

Obr. 7: DNA-DNA hybridizace [28]

7.8 RFLP (restrik¢éni analyza DNA)

Restrikéni analyza DNA je charakterizovand Stépenim restrikénich endonukleas
na fragmenty. Identifikace a analyza produkti Stépeni se provadi elektroforetickym
délenim. Je znamo velké mnoZstvi bakterialnich restrikénich endonukleas (asi 1500), které
se od sebe lisi tim, Ze rozpoznavaji rizné kratké sekvence nukleotidi 4, 6, 8 a ze §tépi
DNA nartzné dlouhé fragmenty podle individualniho potfadi bazi a podle rozpoznané
sekvence. Za danych podminek vznika reprodukovatelny pocet restrikénich fragmentt
0 urcité reprodukovatelné délce. Pocet a délka fragmentl je pro daného jedince specificka.
Odliseni riznych DNA se provadi na zakladé polymorfismu, délky $t€pnych tsekl. Tento
polymorfismus vznikd na zaklad¢ piitomnosti nebo nepfitomnosti rozpoznavacich a
Stépnych mist. Obecné restrikéni endonukleasy, které rozpoznavaji krat$i sekvenci, Stépi
DNA castéji na menSi Useky, zatimco restrikéni endonukleasy rozpoznavajici delsi

sekvenci §té€pi mén¢ Casto a na delsi fragmenty [26].
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8 Zavér

Rody Shigella a Escherichia by se daly téméf povazovat za jeden rod, lisi se pouze
fenotypovymi rozdily. VétSina studii prokazuje, ze Shigella je patogenni Escherichia,
ptesto z historického a praktického hlediska stale zustava nazev Shigella. Shigella je na
rozdil od Escherichia mnohem vice virulentni, je to zptisobeno zménou ve vnitini oblasti

chromozoému.

Onemocnéni shigellosis zptasobené Shigella se ve svéte stale vyskytuje ve velké mife.
| v Ceské Republice se toto onemocnéni vyskytuje az ve stovkach piipadil za rok. Pro boj

S timto onemocnénim je tieba v€asna a piesna diagnostika.

Nejucinnéj$i laboratorni techniky, které se pouzivaji k diagnostice Shigella a
Escherichia jsou molekularni metody, hlavné PCR a DNA - hybridizace, které¢ na rozdil od
sérologickych a biochemickych technik jsou daleko piesnéjsi a hlavné umoznuji detekovat
mikroorganismus béhem kratkého ¢asového obdobi. Ovsem nevyhodou téchto metod je, ze
jsou pomérné pracné a hlavné drahé. Proto je stdle potieba vyvijet nové technologie
k uréeni Shigella a Escherichia, které¢ by byly hlavné levné, aby se daly pouZivat

Vv rozvojovych zemich, kde je onemocnéni zptisobené témito rody nejvice rozsirené.
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