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ANOTACE

Bakalarska prace se zabyva bakterii E. coli. Na zacatku prace jsou popsany zakladni
vlastnosti bakterie a rozdéleni patogennich druht do skupin. Ve tfeti kapitole jsou
uvedena onemocnéni, které zpasobuiji verotoxinogenni kmeny E. coli. V posledni ¢asti

jsou uvedeny epidemie zpusobené verotoxinogennimi kmeny v Evropské unii.

KLICOVA SLOVA

Escherichia, verotoxin, onemocnéni, epidemie

TITLE

The incidence of verotoxinogenic E. coli in the EU

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with the bacterium E. coli. At the beginning of the work are
described the basic properties of bacteria and the division of pathogenic species
into groups. The third chapter presents the diseases caused by the verotoxinogenic
strains of E. coli. The last part presents the epidemics caused by verotoxinogenic

strains in the European Union.
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SEZNAM ZKRATEK

A/E léze - vazebné a efekeni l1éze

Afa/Dr adheziny - afimbrialni adheziny

AIEC - adherentné invazivni E. coli

aPEC - atypické kmeny enteropatogenni E. coli
CFU - kolonie tvofici jednotky v 1 ml

CNS - cévni nervova soustava

DAEC - difuzné adherentni E. coli

EAEC - enteroagregativni E. coli

ECNM - E. coli neonatalni meningitidy

EHEC - enterohemorargicka E.coli

EIEC - enteroinvazivni E. coli

ELISA - enzymové vazany imunosorbentni test
EPEC - enteropatogenni kmeny E. coli

ETEC - enterotoxigenni E.coli

EXPEC - extraintestinalni patogenni kmeny E. coli
Gb3 - globotriaosylkeramid

H2S - sirovodik

H-antigen - biikovy antigen

HC - hemoragicka kolitida

HEp-2 bunky - standardizovana bunécna linie odvozena z lidského karcinomu hrtanu
HUS - hemolyticko-uremicky syndrom
K-antigen - kapsularni antigen

LPS - lipopolysacharid



LT- tepelné labilni toxin

NaCl - chlorid sodny

O-antigen - télovy antigen

PCR - polymerazova fetézova reakce

ST - tepelné stabilni toxin

STEC - E. coli produkujici shiga toxin

Stx - shiga toxin

Stx1 - shiga toxin 1

Stx2 - shiga toxin 2

T3SS - sekrecCni systém typu 3

tEPEC - typické kmeny enteropatogenni E. coli
TLR4 - Toll-like receptor

UPEC - uropatogenni kmeny E. coli

VEGF - vaskularni endotelialni ristovy faktor

VTEC - verotoxinogenni E.coli



uvoD

Escherichia coli je nejrozSifené;jSi prokaryoticky modelovy organismus. Bakterie muze
byt péstovana snadno a levné v laboratornim prostfedi. E. coli byla intenzivné
zkoumana vice nez 60 let a slouzi jako vyznamny organismus v oblasti biotechnologie
a mikrobiologie pro vétSinu prace s rekombinantni DNA. Je vyznamnym Clenem stfevni
mikroflory Clovéka, kdy stfevni trakt kolonizuje béhem nékolika hodin po porodu, poté
dochazi ke vzajemné symbidze mezi ¢lovékem a bakterii. Schopnost E. coli pfezit
v otevieném prostiedi je slozita, bakterie musi cCelit mnoha faktorim, jako je

napf. teplota, osmolarita, pH, vihkost a ostatni mikroby.

Komenzalni kmeny nezplsobi onemocnéni nebo jen ve vyjimeCnych pfipadech
u imunosupresivnich hostitell anebo tam, kde je porusena gastrointestinalni bariéra.
Patogenni kmeny obsahuji specifické virulentni faktory, které zpusobuji Siroké
spektrum onemocnéni. VétSina patogennich kmenu se projevi jako rozsah klinickych
symptomu a muze byt snadno klasifikovana podle pfitomnosti nebo nepfitomnosti
kliCovych faktord virulence. U patogennich kmenu rozliSujeme extraintestinalni
a intraintestinalni kmeny. Extraintestinalni kmeny zpusobuiji infekci mimo stfevni trakt.
VSechny intraintestinalni patogenni druhy napadaiji stfevni sliznici a vyvolaji prajmové
onemocnéni. V mé bakalarské praci jsou charakterizovany vSechny patogenni druhy,
jejich laboratorni diagnostika a nejvyznamnéjSi zastupci. Prace je poté hlavné

zaméfena na zpusobena onemocnéni a vyskyt verotoxinogennich kmenu E. coli.
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1 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli byla dfive znama jako Bacterium coli. Dne$ni nazev je odvozen
od Theodora von Eschericha, ktery pochazel z Rakouska a bakterii vyizoloval v roce
1885 (Votava, 2003). E. coli se fadi mezi Celed Enterobacteriaceae spolu s dalSimi
znamymi bakteriemi jako Yersinia, Salmonella, Shigella atd. Kromé druhu E. coli jsou
znamé i druhy E. vulneris a E. hermanii, které vSak nenapadaji ¢lovéka anebo jen

ve vyjimecnych pfipadech (Votava, 2010; Jang et al., 2017).

1.1 Obecné vlastnosti E. coli

jidlem u lidi, nej¢astéji z divodu fekalni kontaminace. Pfirozené se vyskytuje ve zdravé
stfevni flofe ¢lovéka a Zivocichd. V jednom gramu stolice muze byt obsazeno az 108
mikroorganismu (Tenaillon et al., 2010). Hostiteli je i pfinosem, protoZe produkuje

vitamin K, ktery brani vzniku jinych patogennich bakterii ve stfevé (Kong a Lee, 2011).

E. coli je fakultativné anaerobni koliformni bakterie, ktera ma spoustu spoleCnych
vlastnosti s ostatnimi bakteriemi z €eledi Enterobacteriaceae. Mezi jednu z nich patfi
produkce enzymu katalazy a nepfitomnost enzymu oxidazy. V mikroskopu po obarveni
dle Grama Ize pozorovat 0,5-1 ym Siroké a 2 ym dlouhé gram-negativni Cervené
obarvené tyCinky. Bakterie je pohybliva diky bicikim, které maji peritrichialni
usporadani (Walker, 1998). Kromé bi¢iki ma na svém povrchu ¢etné fimbrie, které

umoznuji adhezi a mohou slouzit i jako sex-pili (Julak, 2006).

Bakterie je nenaro€na a vyrasta na jednoduchych médiich. K izolaci kontaminovanych
vzorku se pouzivaji selektivné diagnostické pady a k pfesnéjSimu ureni biochemické
testy. U E. coli si v§imame schopnosti zkvaSovat laktézu a neschopnosti produkce
sirovodiku (H2S). Stépi glukézu za tvorby plynu a vytvafi indol, nest&pi modovinu.
Problém muze nastat u bakterii rodu Escherichia, které maji opozdénou
sacharolytickou aktivitu a mohou se na pudach chovat jako laktéza negativni (Votava,
2003).

1.2 Bunéc€na sténa
Bunécna sténa obaluje a chrani celou bunku. Uvnitf gramnegativni bakterie je pretlak

az 500 kPa a sténa musi celou burniku drZzet pohromadé (Julak, 2006). Sténa

AT & &4

bakterii a tvofi zhruba jen 3 % suSiny buriky. Bunécna sténa se sklada z tenké vrstvy
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peptidoglykanu, periplazmatického prostoru a vnéjsi membrany. VnéjSi membrana je
sloZena z dvojvrstvy fosfolipidd, bilkovin a na peptidoglykan se vaze pomoci molekul
lipoproteinu. Ve vnéjSi membrané se nachazi i lipopolysacharidy, které jsou

zodpovédné za antigenni specifitu (Kapralek, 1986; Huang et al., 2008).

1.3 Antigenni struktura

Bakterie ma na svém povrchu antigeny, které urcuji jeji vlastnosti a podle antigenni
struktury se déli na jednotlivé sérotypy. Sérotypizace aglutinaci je zaloZzena na télovém
antigenu (O-antigen), biCikovém antigenu (H-antigen) a kapsularnim antigenu
(K antigen). lzolované kmeny se poté oznacuji Cisly, napfiklad O111:K58:H2 (Julak,
2006).

1.3.1 O-antigeny

O-antigen je somaticky lipopolysacharid zakotveny do vné&jSi membrany svym
lipopolysacharidem A, ktery je zodpovédny za endotoxické ucinky antigenu.
Polysacharidovy fetézec urCuje slozeni antigenni struktury O-antigenu a je vazan
pres jaderny polysacharid k lipidu A. Retézec se sklada zimunodeterminantnich
monosacharidl, které se mohou liSit nejen slozenim, ale i samotnym usporadanim
jednotek (Julak, 2006). Kromé hexoz obsahuje fetézec dideoxyhexdzy jako kolitaza,
abekvoza nebo tyveléza. Somaticky antigen ve vétSiné pripadu prostupuje
az na povrch a stava se i hlavnim antigenem povrchovym (Votava, 2005; Stenutz et
al., 2006).

O-specificky lipopolysacharid E. coli mize byt oproti ostatnim druhim, které maiji jen
neutralni polysacharidy i kysely. Kyselost je zplsobena ve vétsiné pfipadu kyselinou
hexuronovou (Peutherer et al., 1999). Lipopolysacharid je pyrogenni a toxicky, ma
schopnost vyvolat akutni hypoglykémii, obéhovou hypotenzi az samotny Sok. DalSi
jeho schopnosti je aktivace komplementu alternativni drahou, schopnost stimulovat
makrofagy a nekrotizovat nadory. BohuZzel kvUli jeho toxicité a neschopnosti pfevedeni

na toxoid neni mozné vyuzivat O-antigeny ve vakcinach (Votava, 2005).

Antigeny jsou termostabilni a mohou se €aste€né nebo upIné ztracet. S tim souvisi
zména vzhledu kolonii z hladké S faze na drsnou R fazi. R faze zpusobi ztratu
virulence  (Juldk, 2006). Samotna aglutinace se provadi s povarenou
nebo autoklavovanou kulturou ztoho divodu, aby se odstranila inaglutinabilita

zpusobena K-antigenem (Peutherer et al., 1999).
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1.3.2 H-antigeny

H-antigeny jsou biCikové antigeny termolabilni povahy tvofené polymerizovanou
bilkovinou zvanou flagelin (Julak, 2006). Védcim pfipominal povlak na agaru
zpusobeny pohyblivym proteinem zamizené sklo, proto antigeny dostaly oznaceni H
od slova der Hauch, neboli dech (Votava, 2003). Dnes je zaznamenano 50 H-antigend.

Pro aglutinaci se musi vzit kultura z tuhé pady (Peutherer et al., 1999).

1.3.3 K-antigeny

Kapsularni K-antigeny jsou slozeny ve vétsiné pfipadl z polysacharidovych jednotek
bakterialniho pouzdra, které jsou termostabilni. Kromé polysacharidovych antigent
existuji i termolabilni antigeny slozené z proteinu, které jsou podobné bilkovinam
bi¢ikt a fimbrii. K-antigeny maji men&i vyznam v diagnostice, nez antigeny O a H, ale

jsou vyznamnymi faktory virulence (Whitfield, 2006).

Dfive se antigeny rozdélovaly do skupin A, B, L podle schopnosti vazat se na protilatky
nebo podle antigenity a u€inku tepla na aglutinabilitu. Dnes se u bakterie E. coli
rozdéluji na skupinu | a Il, které odpovidaji dfivéjSimu oznaceni A a L (Julak, 2006).
Skupina | ma molekulovou hmotnost vy$si nez 100 000, kyselou slozkou je zde
kyselina hexurunova a pyruvat. Vyskytuje se u O-skupin s €islem 08 a 09. Il. skupina
ma molekulou hmotnost pod 50 000 a kromé kyseliny hexurunové obsahuje dalSi
kyselé slozky jako napfiklad fosfat. Ma vysSi elektroforetickou pohyblivost (Peutherer
et al., 1999).

Fimbrialni polypeptidové antigeny ¢€asto vyvolavaji s erytrocyty hemaglutinaci.
Predpoklada se, ze zpusobuji adhezi na povrch bunky a tim usnadniuji kolonizaci
sliznic. Mezi dva vyznamné antigeny patfi K88 a K99, které ucinkuji jako faktory
virulence u verotoxinogennich bakterii a jsou patogenni pro nové narozena selata,
telata a jehnata (Votava, 2005). Antigeny jsou schopny produkovat koloniza¢ni
faktory, které se nalézaji i u enterotoxigennich lidskych kmen( a zpusobuji mocové
infekce (Peutherer et al., 1999).

1.4 Faktory virulence
Podminéné i primarni patogeny maiji své faktory virulence neboli agresiny, které
zpusobuji rizna onemocnéni. Na rozvoji infekce se vétSinou podili vice faktor(

virulence, z nichZ ma kazdy svoji roli ve stadiich infekce (Peutherer et al., 1999).
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1.4.1 Adheziny

Pro zacCatek infekce je v prvni fadé dullezitda adheze, tedy stabilni pfilnuti bakterie
k povrchu. Mezi nejcastéjSi adheziny E. coli patfi rozmanité, dlouhé a vlaknité fimbrie.
Kromé fimbrialnich adhezinl existuji nefimbrialni adheziny, které jsou podobné
polysacharidovym kapslim a pod mikroskopem jsou diky svému malému praméru
Spatné rozliSovany. Specifické fimbrie jsou schopny poskytnout patogennim druhim
schopnost adherace s naslednou kolonizaci a také mohou dodavat toxiny do cilovych
hostitelskych bunék (Krogfelt, 1991).

Vétsina kmenu E.coli produkuje fimbrie typu 1, oznaCované jako bézné fimbrie. Fimbrie
typu 1 jsou schopny vazat se na zivoCiSné a rostlinné burky, plisné i kvasinky.
Mezi dalSi adheziny patfi fimbrie, které délime podle interakci s receptory.
M fimbrie, vazajici se na mandzové zbytky, G fimbrie vazajici se na zbytky galaktézy

a S fimbrie, které rozpoznavaiji sialylované sacharidy (Holst, 1996).

1.4.2 Endotoxiny

Endotoxin se sklada z polysacharidu a z lipidové Casti, je to tedy lipopolysacharid
(LPS) a nachazi se v bunéc¢né sténé. Pokud se LPS dostane do krevniho fecisté, muze
zpusobit horecku, leukopenii, tachykardii, hypotenzi az septicky Sok nebo celkové
selhani organismu. V mensich davkach muaze byt i prospésny, protoze je schopny

zpusobit imunostimulaci a zvySit odolnost proti infekcim &i malignité (Holst, 1996).

LPS vétSinou stimuluje transmembranovy protein TLR4 (Toll-like receptor4), ktery se
nachazi na povrchu monocytu, makrofagl, neutrofili a dendritickych bunék.
Pfi aktivaci TLR4 hraji dulezitou roli fosfatové skupiny, délka a poCet mastnych
acylovych fetézcu. Lipid A E. coli obsahuje dvé fosfatové skupiny a Sest acylovych

zbytku, a proto je silnym aktivatorem imunitniho systému (Wang a Quinn, 2010).
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2 CLENENI E. coLlI

Vyznamné kmeny E. coli fadime do tfi hlavnich skupin podle genetickych a klinickych
kritérii na komenzalni kmeny, extraintestinalni patogenni kmeny a intestinalni
patogenni kmeny. Komenzalni kmeny E. coli nezpUsobuji onemocnéni, protoZe
postradaji specializované faktory virulence a onemocnéni jsou schopny vyvolat jen
u velmi oslabenych pacientiu. Kmeny bakterie byvaji Casto fazeny do fylogenetickych
skupin A, B1, B2, C, D, E na zakladé elektroforetického polymorfismu enzymd,

napf. esteraz (Tenaillon et al., 2010).

2.1 Extraintestinalni patogenni kmeny

Mezi extraintestinalni patogenni kmeny E. coli (EXPEC) fadime vS8echny kmeny, které
vyvolavaji onemocnéni mimo gastrointestinalni trakt. U lidi zpusobuji infekce
mocovych cest, neonatalni meningitidu, sepse a pneumonie. EXPEC kmeny byly
vyizolovany ze syrového masa drlibeze a je tedy ziejmé, Ze postihuje kromé lidi
i domaci zvirata (Smith et al., 2007). Kmeny pochazeji vétSinou z fylogenetickych
skupin A, B1 anebo v menSi mife ze skupin B2 a D. Faktory virulence zahrnuji
adheziny, polysacharidové povlaky, toxiny, proteazy a invaziny. Faktory virulence jim
umoznuji kolonizaci sliznic, vyhnout se obrannym mechanismum hostitele, zachytit
zakladni ziviny, zranit hostitele a stimulovat Skodlivou zanétlivou latku (Johnson a
Russo, 2002).

2.1.1 Uropatogenni kmeny

Uropatogenni kmeny E.coli (UPEC) jsou hlavni pfi€inou cystitidy a pyelonefritidy, tedy
infekce mocovych cest. Pfedpoklada se, Ze vétSina infekci pochazi z tlustého streva,
ze kterého se UPEC dostanou do moc€ovych cest ascendentni cestou (Peutherer et
al., 1999). Bakterie jsou schopné pretrvavat a snadno rlst v nepfiznivém prostiedi
mocoveho traktu. Hlavnimi faktory virulence jsou P-fimbrie, umoziujici bakteriim
navazat se na hostitelskou bunku, kde jsou dale bakterie schopny ukladat Zzelezo, které
uvoliuji z hostitelskych bunék. UPEC vylu€uji fadu toxinu, napfiklad hemolyzin
a nekrotizujici faktor, ktery zpasobi poSkozeni tkané a usnadni Sifeni infekce (Wiles et
al., 2008). Mocoveé infekce se objevuji Castéji u Zzen nez u muzl z divodu kratSi a Sirsi
uretry, ktera pak hufe zabrani vniknuti bakterie do mocového méchyfe. DalSimi
predispozicemi mulze byt sexualni styk, zuzeni uretry, moCové kameny, vrozené

malformace a funkéni poruchy. NejCastéjsi priCinou u muzu je zvétSena prostata
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(Peutherer et al., 1999). NejCastéji zpusobuiji infekci mocovych cest E. coli s antigenem
04, 014, 022, O75 a 083 (Stenutz et al., 2006).

2.1.2 E. coli zpusobujici neonatalni meningitidu

E. coli je po B streptokocich druhou nej¢astéjSi bakterii, ktera ma za pficinu neonatalni
meningitidu a je spojena s vysokymi neurologickymi problémy a smrti. Mezi nejcasté;si
neonatalni meningitidy zpasobené E. coli (ECNM) je sérotyp O18:K1:H7, ktery je
celosvétoveé rozsSifen. NejCastéji se ECNM dostane do krve ze stfevniho traktu, stejné
jako u UPEC. Bakterie se mnozi v krevnim FecCisti a pfechazi pfes hematolikvorou
bariéru do arachnoidalniho prostoru. Nejvyznamnéjsim adhezinem u ECNM jsou

S- fimbrie (Bonacorsi a Bingen, 2005).

2.2 Intestinalni patogenni kmeny

2.2.1 Enteropatogenni E. coli

Enteropatogenni kmeny E. coli (EPEC) patfi mezi nejvyznamnéjsSi patogeny
zpUsobujici prajem u déti na celém svété (Ochoa a Contreras, 2011). NejohroZengjsi
skupinou jsou déti do jednoho roku. V zemich se Spatnou hygienickou urovni jsou
bézné sporadické infekce i epidemie a EPEC jsou pfitomny ¢asto v domacnostech
i nemocnicich. Pocget sporadickych infekci roste v letnich mésicich (Peutherer et al.,
1999). Prljem zpusobeny EPEC je dlouhotrvajici, vodnaty, hlenovity a neobsahuje
krev (Ochoa a Contreras, 2011).

Patogenita je zplUsobena pfipojovaci fazi, tvorbou |ézi a dale pomoci sekre¢niho
systému typu 3 (T3SS). EPEC patfi do skupiny patogennich bakterii, které jsou
schopné zpUsobit vazebné a efekeni 1éze (A/E 1éze) na povrchu stfevniho epitelu, kdy
kromé lidskych EPEC léze zpUsobuji i zvifeci patogeny, napf. krali¢i a praseci
enteropatogenni E. coli (Croxen et al., 2013). Tvorba lézi je zprostfedkovana geny
umisténymi na lokusu enterocytl, ktery kdduje intimin, T3SS a Sest efektoru.
Sedmnact dalSich efektorl je kddovano geny mimo lokus enterocytt (Cepeda-Molero
et al., 2017). Léze jsou charakteristickym znakem, pfi kterém dochazi k ubytku
mikroklkd. Po uvolnéni mikroklku vznikaji aktinové podstavce, které jsou produkovany
z T3SS (Croxen et al., 2013).

221.1 Laboratorni diagnostika enteropatogenni E. coli
Diagnoza EPEC je zalozena na patogennich vlastnostech, které ji odliSuji od ostatnich

druhl E. coli. Mezi zakladni vlastnosti patfi A/E léze, které Ize snadno vyhodnotit
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pomoci mikroskopie a pomoci bunécnych kultur. VétSina laboratofi vSak nema
dostupné zafizeni, a proto se nejCastéji v klinickych laboratofich pro rutinni vySetfeni
vyuzivaji genotypové testy. Preferovanou metodou je metoda PCR (polymerazova

fetézova reakce) (Croxen et al., 2013).

2.2.1.2 Zastupci enteropatogenni E. coli

VSechny EPEC postradaji geny pro produkci tepelné labilniho (LT) i tepelné stabilniho
(ST) enterotoxinu. RozliSuji se na typické (tEPEC) a atypické (aEPEC) kmeny, které
se vyskytuji v rozvojovych zemich mnohem Castéji. Rozdéleny jsou na zakladé
pritomnosti a nepfitomnosti plazmidu adherentniho faktoru E. coli (Croxen et al.,
2013).

Mezi typické kmeny, které jsou pohyblivé, patfi sérotypy O86:H34, O114:H2, O127:H6,
0127:H40, O142:H6, 0O142:H34 a mezi nepohyblivé sérotypy O55:H6, O55:NM,
0111:NM, O111:H2, 0119:H6. Do atypickych pohyblivych kmenu se fadi sérotypy
055:H34, 086:H8, O111:H25, O119:H2, O125ac:H6, O128ab:H2 a do nepohyblivych
sérotypy 026:H11, O55:H7, O111:H8, O111:H9 (Croxen et al., 2013).

2.2.2 Enterotoxigenni E.coli

Enterotoxigenni E. coli (ETEC) je pfi¢inou prijmu v rozvojovém svété, hlavné tam, kde
je nedostatecné Cista voda a celkové Spatna hygiena. ETEC je nej¢astéjSim ddvodem
cestovatelského prujmu. Je pozorovana hlavné u déti a svédc¢i o tom, ze s vékem
dochazi k ochranné imunitni reakci (Qadri et al., 2005). ETEC také zpuUsobuje
neonatalni enterické infekce u zemédélskych zvifat, v€etné skotu, prasat a ovci.
Kmeny jsou vSak specifické pro zvifeci hostitele a nezplsobuji tak infekce u lidi.
Patogeneze je zplsobena produkci enterotoxin a kolonizanich faktord. V pfipadé
ETEC jsou infekce charakterizovany vodnatym prijmem, zvracenim, zaludecnimi
kfeCemi a mirnou horeCkou, avSak u slabsich jedincl muze zplsobit velmi zavazny
stav, ktery je podobny cholefe (Vipin Madhavan a Sakellaris, 2015). Antibioticka lIéCba
se pouziva jen u cestovatelskych prajmu, jinak se |é€i pomoci rehydratace.
Mezi nejCastéjSi bakterie, které zplUsobuji akutni infekéni prijem patfi kromé ETEC
i rotavirus, Vibrio cholerae a Shigella. VSechny jsou detekovany az na ETEC
standartnimi rychlymi zkouskami (Qadri et al., 2005).

Stfevni kolonizace je zCasti zprostfedkovana kolonizaénimi faktory, které se liSi

slozenim, strukturou a funkci. VétSina kolonizacnich faktort jsou fimbrie a pfibuzné
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vlaknité struktury, zatimco jiné adheziny jsou jednoduché vné&jsi membranové proteiny.
Kromé enterotoxini hraje roli ve virulenci autotransporterovy protein a cytolyzin.
Autotransporterovy protein je kddovan genem, ktery je nesen na plazmidu pCS1 a bylo
dokazano, Ze poskozuje stfevni epitel a pfispiva ke ztraté tekutin (Vipin Madhavan a
Sakellaris, 2015).

2221 Enterotoxiny

Termolabilni enterotoxin je blizce pfibuzny toxinu Vibrio cholerae a je jednim
z hlavnich faktord virulence ETEC. Sklada se zpéti podjednotek B a jedné
podjednotky A, ktera je sloZzena ze dvou domén A1 a A2 spojenych disulfidovym
mustkem. Molekula A1 je molekula aktivniho toxinu a molekula A2 je spiralovita ¢ast
molekuly, ktera drzi podjednotku k B pentameru. Pentamerova B podjednotka se vaze
na hostitelské receptory krevni skupiny v lidském stfevé (Fleckenstein et al., 2010).
Po translokaci epitelovych bunék katalyzuje podjednotka A aktivaci adenylatcyklazy.
Koncentrace cyklického adenozin-5"-monofosfatu se zvysi u bunék klki a zpusobi
inhibici absorpce sodiku, ktery nasledné zapfiCini unik chloridl, vody a vede
k vodnatému prajmu (Peutherer et al.,, 1999). Kromé své ulohy v sekreci tekutin
prispiva LT k adheraci na epitelialni buriky a nasledné kolonizaci tenkého stfeva.
bakterie pfilnou k epitelidalnim bufikdam a protilatky anti-LT nejsou schopny LT
neutralizovat. (Fleckenstein et al., 2010). Existuje i enterotoxin LT-II, ktery se nachazi

pouze u zvifat. U lidi neni spojen s klinickym onemocnénim (Qadri et al., 2005).

Termostabilni enterotoxin je maly peptid, ktery se vaze na guanylylcyklazu na
kartaCovém lemu stfevniho epitelu. Navazani vede ke zvySeni cyklické
guanylylcyklazy a aktivaci proteinkinazy. Dochazi k fosforylaci transmembranového
regulatoru cystickeé fibrozy, ktery fidi sekreci chloru a inhibuje absorpci NaCl (chlorid
sodny). Nasleduje ztrata vody prostfednictvim prijmu (Fleckenstein et al., 2010).
ST- | byly nalezeny u lidskych onemocnéni, ST-Il Ize nalézt u kmenu kolonizujici
zvitata. Toxiny ST se vyskytuji ¢astéji u zavaznych onemocnénich nez LT (Croxen et
al., 2013).

2.2.2.2 Laboratorni diagnostika enterotoxigenni E. coli
Detekce ETEC je zalozena na pfitomnosti enterotoxinu LT, ST nebo obou toxing.

Patogenni E. coli neni snadno rozpoznatelna na typickych médiich, jako je
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napf. MacConkey puda, a proto byvaji pouzivany molekularni techniky. Dulezity je
screening vice kolonii a velké opatrnosti se musi dbat pfi manipulaci, protoze geny
kodujici toxin mohou byt ztraceny. Dfive se pouzival test ELISA (enzymovy
imunosorbentni test) pro enterotoxin, ale dnes jsou metody zaloZzené spiSe na detekci

pomoci PCR, kde nejsou potfeba monoklonalni protilatky (Croxen et al., 2013).

2.2.2.3 Zastupci enterotoxigenni E.coli

Existuje nejméné 78 detekovatelnych O antigeni a 34 H antigend u ETEC.
Mezi nejbéznéjSi sérotyp, ktery obsahuje oba enterotoxiny je O6:H16. Sérotyp, ktery
ma jen LT toxin je O25:NM a mezi nejCastéjSi sérotypy obsahujici ST toxiny patfi
08:H9, O78:H12, 0148:H28 a 0O153:H45 (Croxen et al., 2013). O a H jsou spojeny
s jednim nebo s vice kolonizaénimi faktory a velké rozdily v nich zpusobuji, Ze

sérotypizace je méné vhodna pro identifikaci (Qadri et al., 2005).

2.2.3 Enteroinvazivni E. coli

Enteroinvazivni E. coli (EIEC) je velmi podobna bakterii Shigella a to véem jejim
druhim, kam se fadi S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii a S.sonnei (Ud-Din a Wahid,
2014). Shigella spp. i EIEC kmeny obsahuiji virulentni plazmid o velikosti 220 kb, ktery
koduje determinanty pro vstup do epitelovych bunék a pfechod z buriky do buriky
(Parsot, 2005). Obé bakterie vyvolavaji dyzentérii, tedy zanétlivé reakce na stfevnim
epitelu, po kterych nasleduje krvavy prdjem nebo prijem s pfimési hlenu. Onemocnéni
indukované EIEC je méné zavazné nez onemocnéni zplsobené bakterii rodu Shigella,

ale zplsob onemocnéni je stejny (Ud-Din a Wahid, 2014).

Pfi prichodu tenkym stfevem musi bakterie odolat kyselému prostfedi Zaludku,
Zluovym solim a pankreatickym enzymim. K obrané ji pomaha polysacharidové
pouzdro. Invazivita je dana bilkovinami vnéjSi membrany, které jsou Stépeny
pankreatickymi enzymy vtenkém stfevé. V tlustém stfevé musi EIEC soutézit
s rezidentni florou o zdroje uhliku, hlavné o nevyCerpatelny zdroj v podobé krevni
glukozy (Peutherer et al., 1999). Bakterie se dostane do podslizni¢ni vrstvy pomoci
naruseni tésnych spojeni a poSkozenim, které je zplsobeno zanétem. Bakterie, které
se pfichyti na povrch epitelialnich bunék zahaji endocytézu (Ud-Din a Wahid, 2014).
V endocytarni vakuole kratce zlstanou bakterie a diky schopnosti virulence jsou
schopny rozpustit vakuolu a tim zpusobit v bufce inhibici syntézy bilkovin.

Dale pokraCuje transport glukézy a aminokyselin, které se vyuZivaji k pomnozeni
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bakterii (Peutherer et al, 1999). Sou¢asny model mechanizmu patogeneze je odvozen
ze studii in vitro a in vivo s pouzitim riznych typu bunék (epitelovych, makrofagu,
Cervenych krvinek) a u zvifecich modull infekce, jako je rohovka u morc¢at &i plic
u mysi, ve kterych bakterie indukuji zanétlivou reakci a zpasobi naslednou destrukci
epitelu (Parsot, 2005).

2231 Laboratorni diagnostika enteroinvazivni E. coli

Kmeny EIEC lze odliSit od jinych kmenu E. coli testovanim schopnosti invaze,
ke kterému se vyuziva Serenyuv test anebo identifikace proteind. Tyto testy ovSem
nepatfi k rutinni diagnostice a €asto jsou EIEC identifikovany jen O sérotypizaci

s komercéné dostupnymi antiséry (Parsot, 2005).

RozliSeni mezi organismy EIEC a bakterii rodu Shigella se stejnym sérotypem je ¢asto
velmi obtizné vzhledem k jejich identickym biochemickym vlastnostem a fyziologickym
rysim (Lan et al., 2004). AvSak E. coli je oproti Shigella spp. pohybliva, schopna
dekarboxylovat lyzin, fermentovat mnoho cukrd a produkovat plyn. K hlavnim
biochemickym vlastnostem, podle kterych jsme schopni rozliSit EIEC a bakterii rodu
Shigella spp. je fermentace mukatu a utilizace acetatu. EIEC byva pozitivni na 90 %

u obou vlastnosti a Shigella spp. je negativni u obou testd (Ud-Din a Wahid, 2014).

2.2.3.2 Zastupci enteroinvazivni E. coli

EIEC obsahuje 21 hlavnich sérotypu, které jsou definovany O antigeny a nékolik
vyjimek je oznaCeno H antigeny (Croxen et al., 2013). EIEC obsahuji O antigeny
028ac, 029, Ol112ac, 0121, 0124, 0135, 0136, 0143, 0144, 0152, 0159, 0164,
0167 a 0173 (5, 10, 14, 15, 21, 25, 30). Antigeny O112ac, 0124 a 0152 jsou identické
s O-antigeny S. boydii sérotypu 3, 15 a S. dysenteriae sérotypu 2, 12. Kmeny EIEC
s témito sdilenymi O antigeny vykazuji vy$Si metabolickou aktivitu, néz je to u kmenl
Shigella spp. (Lan et al., 2004).

2.2.4 Verotoxinogenni E. coli

E. coli produkujici shiga toxin (STEC) je obvykle klasifikovana jako enterohemoragicka
E. coli (EHEC). STEC je nejbéznéjSim typem EHEC, a proto jsou nékdy pouzivany
jako synonyma. Hlavni charakteristika STEC je produkce jednoho nebo vice
extracelularnich shiga toxin (stx). RozliSuje se shiga toxin 1 (stx1) a shiga toxin 2

(stx2). Shiga toxin je zodpovédny za vétSinu morbidity a mortalitity spojené s infekci
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EHEC. Alternativni nazev toxinu jsou verotoxiny, proto tedy verotoxinogenni E. coli
(VTEC) (Bryan et al., 2015).

VTEC je plvodcem zoondzy, vyskytuje se na celém svété a predstavuje vazné
zdravotni riziko. Bylo vyizolovano 380 sérotypt VTEC, ale pouze malé mnozstvi
hlavni pfi¢inou alimentarni otravy ve Spojenych statech. Sérotyp O157:H7 zplsobuje
kieCe a krvavy prijem a dale z néj vznika hemolyticko-uremicky syndrom (HUS)
anebo hemoragicka kolitida (HC) (Nguyen a Sperandio, 2012). VTEC jsou hlavni
infek&ni davkou a kontagiozitou neboli pfenosnosti. A¢koliv je O157:H7 lidsky patogen
zpUsobujici infekce, také je komenzalni bakterie vyskytujici se ve stfevnim traktu
prezvykavcl, napf. u ovce, koz a jelend. Pfezvykavci jsou také rezervoarem ostatnich
VTEC (Bolton, 2011).

Clovék se nejéastéji infikuje pozitim nedovafeného mletého hovéziho masa. Infekce
se mohou vyskytnou i z kontaminované vody, zeleniny a ovoce. Bakterie se
prenasi kontaktem mezi lidmi a fadi se i mezi nozokomialni infekci, kterou se Clovék
muZze infikovat v nemocnici (Ho et al., 2013). Infekéni davka pro kmeny STEC je
priblizné 1 az 100 CFU (kolonie tvofici jednotky v 1ml). Davka je o mnoho fadu nizsi
nez u kment ETEC a EPEC (Melton-Celsa, 2014).

Kromé hlavniho faktoru virulence verotoxinu jsou dalSimi markery virulence
enterohemolyzin kédovany plazmidem, autoaglutinaéni adhezin, katalaza, peroxidaza
a extracelularni serinova proteaza. Dulezitymi faktory virulence bakterie jsou intimin
a ostatni adheziny. Intimin je nutny pro adhezi bakterii k epitelialnim bunkam a pro
vznik A/E lézi stejné jako u EPEC kmenu. Katalaza i peroxidaza mohou pomoct
kolonizovat stfeva hostitele sniZzenim oxidacniho stresu. Serinova proteaza Stépi
pepsin A a lidsky koagula¢ni faktor V, ktery by mohl pfispét ke krvaceni sliznic.
Serinova proteaza je nejrozsifené&jSim genem, katalaza a peroxidaza jsou pfitomny jen
u sérotypt O145:H a O157:H7 (Etcheverria a Padola, 2014).

Pro kolonizaci musi EHEC nejprve porusit kyselou bariéru Zaludku. Bakterie je odolna
vUici kyselinam diky tfem systémim. Prvni systém potlaCuje glukézu, druhy je zavisly
na glutamatu a treti sytém je zavisly na argininu. In vitro se liSi v zavislosti na typu

pouzitého kultivacniho média (Nguyen a Sperandio, 2012).
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2.24.1 Verotoxiny

Toxiny jsou nazyvany bud verotoxiny z davodu jejich aktivity na vero burikach
nebo shiga toxiny, protoze maji podobnost s toxinem produkovanym bakterii rodu
Shigella. Ve Spojenych statech je primarné pouzivan shiga-toxin a STEC, v Evropé je
vice pouzivan nazev verotoxin a VTEC (Bolton, 2011). Stx1 se nachazi kromé
S.dysenteriae i v nékterych skupinach E. coli a nékteré druhy E. coli produkuji shiga
toxin 2 , ktery ma stejny zpasob uc&inku, ale je antigenné odliSny. E. coli, které obsahuji
geny kodujici produkci stx2 jsou spojeny s vaznéjSim onemocnénim nez ty, které
nesou stx1 (Melton-Celsa, 2014).

Verotoxiny jsou kdédované bakteriofagem. Bakteriofagy nesouci geny kddujici produkci
verotoxini se mohou stat lytickymi béhem bakterialniho stresu a predpoklada se,
Ze toxiny jsou uvolhovany z lyzovanych bakterialnich bunék béhem lytického cyklu
bakteriofaga (Croxen et al, 2013). Toxiny se skladaji z jedné podjednotky A a z péti
B podjednotek. Mezi sebou jsou spojeny nekovalentnimi vazbami. Podjednotka A
poskozuje eukaryoticky ribozom a zastavuje v cilovych bufikach syntézu proteinu
(Melton-Celsa, 2014). K syntéze proteint dochazi §tépenim ribozomalni RNA (Serna
a Boedeker, 2008). B je pentamer holotoxinu vazici se na bunécny receptor
globotriaosylkeramid (Gb3), ktery se nachazi na povrchu endotelovych bunék
ledvin, stfev a mozku hostitele. Navazani verotoxinl je mozné diky vysoké expresi
Gb3 na ledvinovych endotelovych burikach. Po navazani dochazi k endocytéze a toxin
je transportovan do Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula (Smith et al., 2014).
Po pfesunuti do endoplazmatického retikula je podjednotka A schopna dostat se

do cytosolu a zpUsobit poskozeni (Melton-Celsa, 2014).

U stxla rozliSujeme varianty stax1c a stx1d. Obé varianty se v lidském onemocnéni
vyskytuji jen zfidka a jsou spojeny jen s mirnym pribéhem onemocnénim. Stx2 ma
sedm variant. Stx2a zpUsobuje t&éZzké onemocnéni, stx2c vykazuje snizenou toxicitu
na vero burikach a odliSit od sebe je miZzeme pomoci monoklonalnich protilatek. Stx2b
STEC a kmeny produkujici stx2d jsou vysoce virulentni. Stx2e, stx2f a stx2g jsou
spojeny se zvifecim VTEC a jediny stx2e zpusobuje edémové onemocnéni prasat,
které ma vazné neurologické nasledky (Melton-Celsa, 2014). VTEC mohou produkovat
jeden toxin, oba toxiny spole€¢né anebo kombinaci podtypu stx2 (Croxen et al., 2013).
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Strukturni rozdily mezi stx1 a stx2 byly nalezeny v aktivhim misté podjednotky A, ktera
ma jinou orientaci na vazebna mista B podjednotky. ZvySena virulence stx2 muze byt
spojena se strukturalnimi zménami, ale také muze byt dana hladinami kazdého toxinu
(Serna a Boedeker, 2008). Samozfejmé se musi brat v uvahu, Ze interakce mezi

kazdym toxinem a receptorem je slozita a ovlivnéna vice faktory (Croxen et al., 2013).

2.24.2 Laboratorni diagnostika verotoxinogenni E. coli

Diagnostické postupy jsou zaloZzeny na detekci pfitomnosti verotoxini anebo jsou
zalozeny na izolaci VTEC. U cytotoxického testu je detekce verotoxini mozna kvuli
vysokeé citlivosti vero bunék, které obsahuji vysokou koncentraci Gb3 v plazmatickych
membranach. Test cytotoxicity se provadi z fekalni kultury a je vyznamny hlavné tam,
kde je tézké izolovat VTEC. Testovani je ovlivnéno celkovym mnozstvim VTEC,
ucinnosti toxint a mirou, kterym jsou toxiny uvolfiovany z bunék. Cytotoxicita muze byt
zpusobena i jinymi bakteriemi, a proto je dulezité potvrzeni pomoci monoklonalnich
protilatek proti verotoxinim. Test je slozity na standardizaci a je Casové narocny, proto

se v rutinnich diagnostickych laboratofich nepouziva (Paton a Paton, 1998).

Mnohem Casté&ji se v laboratofich vyuziva imunologickych testl na detekci verotoxina.
Metoda ELISA je zaloZzena na sendviCové technice s polyklonalnimi
nebo monoklonalnimi protilatkami, které slouzi jako ligandy pro zachyceni verotoxinu.
Verotoxiny jsou detekovany polyklonalnimi protilatkami konjugovanymi s kifenovou
peroxidazou nebo alkalickou fosfatazou. Citlivost pomoci ELISA testu je sice nizsi nez
citlivost bunécného testu na vero burkach, ale miaze se zvysit doplnénim kultur
mitomycinem pro zvySeni produkce a uvolnéni verotoxinu (Karch et al., 1999). DalSi
imunologickou metodou je latexova aglutinace. Komeréné jsou dodavané aglutinacni
testy s latexem pro rychlou predbéznou identifikaci. Testy se skladaji z latexovych
perliCek potaZenych protilatkami, které jsou schopny aglutinovat antigeny obsazené ve
vzorku a tvofit s nimi komplex antigen-protilatka. Komplex je viditelny jako srazenina
(De Boer a Heuvelink, 2000).

Metody PCR se ukazaly jako ucinné pro detekci a charakterizaci VTEC. Kromé genu
kodujicich produkci verotoxinG je metoda schopna detekovat geny koédujici tvorbu
intiminu nebo hemolyzinu. Zaroven je to nejrozSifenéjSi molekularni metoda urcena
hlavné pro screening ostatnich E. coli nez se sérotypem O157 (Reischl et al., 2002).

Metoda vyuziva bud jeden par primert pro urCeni vSech genu kdédujicich tvorbu
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verotoxinU v jedné reakci anebo rGzné pary primer(, které se pouzivaji v oddélenych
PCR reakcich anebo mohou byt kombinovany ve stejné reakci a nasledné rozliSeny
elektroforézou na agar6zovém gelu. Metody PCR jsou velice citlivé a provadi se
z DNA, kterou jsme schopni izolovat z jednotlivych kolonii na kultivaénich pdadach
anebo se DNA pfimo izoluje ze stolice pacienta (Karch et al.,1999; Amézquita-Lopez
et al., 2018)

Mezi jednu z novéjSich metod VTEC patfi gelova elektroforéza s pulznim polem, ktera
ma vysokou rozliSovaci schopnost, opakovatelnost a snadnou standardizaci. Metoda
vyuziva restrikéni enzymy k tvorb& fragmentd DNA. Casto se pouziva jen jeden
restrikEni enzym, avSak pfi pouziti druhého restrikCniho enzymu dochazi k diskriminaci
identickych vzorc, které je tfeba zachytit pfi vySetfeni rozsahlych ohnisek (Amézquita-
Lopez et al.,2018).

Stale Castéji se vyuziva sekvenovani celého genomu oproti jinym genotypovym
metodam. Sekvenovani celého genomu poskytuje lepsi rozliSeni a nejvétsi vyhodou
je zkoumani celého genomu oproti zkoumani specifické genomové oblasti. Nevyhodou
metody jsou vysoké naklady. V budoucnu se oCekava snizeni nakladd na vzorek
a s tim by souviselo zvySeni efektivity. Sekvenovani celého genomu by mohlo nahradit

nékolik jednotlivych testl a zrychlit identifikaci kmene (Amézquita-Lopez et al., 2018).

VTEC sérotyp 0157 je negativni na sorbitol i P-glukuronidazu. Sérotyp O157 se proto
oCkuje na MacConkey agar obsahujici sorbitol anebo na médium obsahujici
D- glukuronid. Caste&né je rezistentni na telurit & cefixim (Scheutz et al., 2004). Zluté
kolonie VTEC 0157 jdou snadno rozliSit od ¢ervenych kolonii sorbitol fermentujicich
E. coli. Obecné vSechny VTEC kmeny maji snizenou schopnost fermentovat sacharidy
(Bettelheim a Beutin, 2003).

2.2.4.3 Zastupci verotoxinogenni E. coli

Existuji &tyfi rdzné linie VTEC. Prvni skupina je EHEC 1, ktera zahrnuje sérotyp
0O157:H7 a SFO157:NM. Do druhé skupiny EHEC 2 patfi ostatni sérotypy VTEC nez
0157 jako napf. O111:H8 a 0O26:H11. Do tfeti skupiny s nazvem VTEC 1 se fadi
sérotypy nevytvarejici Iéze O113:H21 a 091:H21. Do posledni skupiny VTEC 1 patfi
sérotypy zpUsobuijici Iéze VTEC 045:H2 a O103:H2/H6. Kmeny VTEC O157:H7 byly

klasifikovany do dvou odliSnych linii na zakladé polymorfismu (Croxen et al., 2013).

25



2.2.5 Enteroagregativni E. coli

Enteroagregativni E. coli (EAEC) je vyznamny patogen spojovany s prujmem u déti
v rozvojovych zemich, ale mimo to je spojovan s prijmem u dospélych Ilidi
s imunodeficienci a je pfi€inou ohnisek potravy v primyslovém svété (Harrington et
al., 2006). Zpusobuje vodnaty, hlenovity a u tfetiny pfipadl krvavy prujem spojeny
se zvySenou teplotou. EAEC mohou zpusobit kromé akutniho prajmu chronicky zanét

vrvse

psychickému a fyzickému vyvoji ditéte (Okhuysen a DuPont, 2010).

Patogeneze ma ftfi zakladni faze, a to adheraci na stfevni sliznici, produkci
enterotoxinl a nasledny zanét sliznice (Harrington et al., 2006). Definice EAEC
spocCiva v schopnosti mikroorganismu pfilnout k epitelialnim bunkam HEp-2
(standardizovana bunécéna linie odvozena z lidského karcinomu prostaty). Kmeny
EAEC zvysuji sekreci hlenu ze sliznice, pfi kterém dochazi ke vzniku biofilmu a mimo
jiné indikuji mirné, ale vyznamné poskozeni sliznice. Nékteré kmeny nesou plazmid
s vysokou molekulovou hmotnosti 55-65 MDa spojeny s agregacni adherenci,
na kterém jsou umistény poCty genu virulence. Obsahuje tepelné stabilni toxin
a agregacni adherencni fimbrie. Kromé toho je na plazmidu umistén gen aktivujici
transkripci, gen proti agrega¢nimu proteinu a gen pro transport anti-agregacnaho
proteinu. Kmeny obsahujici plazmid s vysokou molekulovou hmotnostni pfedstavuji
dulezitou podskupinu a oznacuji se jako typické EAEC. Kmeny, které adheruji
k bunkam a neobsahuji dany plazmid, byvaji asto oznacovany jako atypické EAEC
(Weintraub, 2007).

2.25.1 Laboratorni diagnostika enteroagregativni E. coli

Test pfilnavosti HEp-2 bunék je ,zlatym standardem® pro identifikaci EAEC. Test
vyZaduje specializovana zafizeni, a proto je provadén jen v referencnich laboratofich.
Pro identifikaci se dnes pouziva DNA sonda pfi PCR testu, ktera je dostatecné citliva

a specificka (Harrington et al., 2006).

2.2.6 Difazné adherentni E. coli

Difuzné adherentni E. coli (DAEC) jsou kmeny, které se vazi na HEp-2 buriky svoji
difuzni adherenci, ke které dochazi na celém povrchu buriky. DAEC se rozdéluji
do dvou tfid, kde prvni tfida zahrnuje kmeny, které obsahuji Afa/Dr adheziny podilejici

se na infekcich moCovych cest. Do druhé tfidy patfi kmeny, které exprimuji adhezin
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AIDA-I, ktery je pfi€inou infantilniho prijmu (Servin, 2005). U kmenl se vyskytuje
podobny mechanismus adhezin-receptor-efektorovy protein, ktery je podobny EPEC
kmenim. DAEC maji pfitomen secernovany autotransportni toxin, ktery je schopen
zpUsobit 1éze na tésnych spojenich epitelialnich bunék a tim zvysit jejich permeabilitu
(Mansan-Almeida et al., 2013).

Prototypovy kmen C1845 kdéduje Afa/Dr adheziny mezi které patfi adhezin F1845,
ktery se spolu s Dr adhezinem vaze na rozpadovy akceleracni faktor, molekulu, ktera
je silné exprimovana na povrchu polarizovanych epitelialnich burfikach. Po navazani
dochazi ke zméné cytoskeletu bunky a ke zni€eni nebo pfeskupeni mikroklkd (Croxen
et al., 2013).

2.2.6.1 Laboratorni diagnostika difazné adherentni E. coli

Byl navrZzen difuzni shlukovaci test, ktery spojuje bunécnou difuzni adhezi Afa/Dr
kmenu s vlastnostmi Afa/Dr adhezinl na podporu shlukovani receptord kolem
adherujicich bakterii. Nevyhodou testu je, Ze nedetekuje vSechny DAEC kmeny.

Proto byly vyvinuty sondy a PCR primery (Servin, 2014).

2.2.7 Adherentné invazivni E. coli

Adherentné invazivni E. coli (AIEC) souvisi s patogenezi zanétlivého onemocnéni
stfev, pfedevsim Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy. Zanétliva onemocnéni strev
vznikaji diky genetickym predispozicim, zméné vnitini mikrofléry a faktorim prostredi.
Kmeny AIEC jsou schopny adherace k intestinalnim epitelidlnim bunkam za pouziti
biCik typu 1, které se vazi na karcinoembryonalni antigen na enterocytech. Enterocyty
jsou u lidi se zanétlivym onemocnénim nadmérné exprimovany (Lee et al., 2019).
Translokace AIEC je mozna také prostfednictvim M bunék v Peyerovych platech.
Translokované bunky mohou pfezit pohlceni makrofagem a jsou schopny se v ném
imnozit. To ma za nasledek sekreci cytokini a indukci cytotoxické odpovédi
(Camprubi-Font et al., 2019).

22.7.1 Laboratorni diagnostika adherentné invazivni E. coli

K identifikaci kmenU ve stfevnich vzorcich slouzi vySetfeni schopnosti invaze
do epitelovych bunék, pFeziti a mnozeni v makrofazich pomoci standartniho
gentamicinového testu (Croxen et al, 2013). Zvolenim vhodnych primerd lIze urcit
faktory virulence pomoci PCR testu. PCR produkty je dale mozné rozdélit pomoci

elektroforézy na agar6zovém gelu (Lee et al., 2019).
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3 ONEMOCNENi ZPUSOBENE VEROTOXINOGENNIMI
KMENY E. COLI

3.1 Hemoragicka kolitida

Hemoragicka kolitida je spojena nejCastéji se séroskupinou 0157, ktera zplUsobuje
bfisni kfeCe a vodnaty prajem bez horeCky nasledovany charakteristickym otevienym
krvacenim ve stolici. Patologické zmeény v tlustém stfevé zahrnuji kromé krvaceni
i edém. Vzorky biopsie tlustého stfeva mohou vykazovat nekrézu a infiltraci leukocytl
(Karmali, 2004).

HC mulze byt zplUsobena i jinymi bakteriemi jako je Campylobacter, Shigella,
Salmonella, Clostridium difficile a EIEC. Dale je tfeba vzit pfi diagnéze v uvahu
i neinfekéni chronickou Crohnovu chorobu a ulcerdézni kolitidu. Predpoklada se
vSak, ze prijem spojeny s EHEC a onemocnéni HC se objevi v kratkém Casovém

obdobi u vice pacientd (Cramer, 2014).

Terapeuticky pfistup HC je zaloZzen na symptomatické terapii, prevenci a monitorovani
potencialnich komplikaci. Pacienti by méli byt sledovani nejméné 7 dni po nastupu
pfiznaku a kazdy den by se méli provadét klinicka vysetfeni a krevni analyzy, aby se
co nejdfive odhalily komplikace, kam se Ffadi i hemolyticko-uremicky syndrom.

Doporucuje se zvySeny pfijem tekutin (Cramer, 2014).

3.2 Hemolyticko-uremicky syndrom

Hemolyticko-uremicky syndrom je hemolytickd anémie spojena s trombocytopenii
konCici akutnim selhanim ledvin. Vyskytuje se kromé velkych ohnisek nakazy
i umalych ohnisek ¢i sporadicky. U 15 % nakazenych VTEC se projevi HUS,
nejnachylnéjsi jsou déti a starSi osoby. Byla hlaSena ohniska pfenasena potravou,
predevSim ze syrového mletého hovéziho masa, nepasterizovanou $tavou, miékem,
Cerstvou zeleninou, kontaminovanou vodou a dale se muze Sifit z osoby na osobu
anebo kontaktem se zvifaty nesouci kmen zpusobujici onemocnéni (Karpman et al.,

2017).

Gasser a spolupracovnici vroce 1955 popsali pét pfipadl, kdy pacienti zemfeli
na projevy hemolytické anémie s renalni insuficienci a nizkym pocétem krevnich
destiCek. O 30 let pozdéji Karmali a spolupracovnici zjistili pfi¢inu onemocnéni

zpUsobené VTEC diky kultivaci na vero bunkach (Scheiring et al., 2008).
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RozliSuje se typicky HUS, ktery se objevi dva tydny po akutnim prdjmovém
onemocnéni a atypicky HUS, ktery pfedstavuje jen 10-20 % hlaSenych pfipadu.
Atypicky HUS mohou zpusobit Iéky, vrozené chyby metabolismu, t&€hotenstvi nebo jiné
infekéni agens. Atypicky HUS je spojen s vysSSim vyskytem zachvatl a jinych
neurologickych komplikaci. NejCastéji postizenou vékovou skupinou jsou déti do péti
let. Umrtnost na atypicky HUS je az 7 % (Webster a Schnitzler, 2014).

3.2.1 Klinické projevy

Po inkubacni dobé 3-8 dnu se u pacientl vyvine vodnaty prujem, po kterém nasleduje
prujem krvavy doprovazeny kifeCemi. U pulky pacientl se rozvine nevolnost, zvraceni
a jen tfetina pacientd ma horeCku. Po pfiznacich nasledu;ji typické hematologické
a nefrologické zmény, ke kterym se pridavaji dalSi znaky jako napf. arterialni
hypertenze, proteinurie a hematurie. Dal§imi charakteristikami jsou fragmentované
erytrocyty, rozpad hemoglobinu, rapidni naruast laktatdehydrogenazy
a trombocytopenie. V zavislosti na posSkozeni ledvin Ize nalézt snizeni clearance
kreatininu (Scheiring et al., 2008). Fyzikalni vySetfeni muze prokazat petechie

anebo slizniéni krvaceni (Webster a Schnitzler, 2014).

HUS zplsobuje neurologické komplikace. Uvadi se, Ze az polovina nakazenych déti
s HUS bude mit postiZzeni cévni nervové soustavy ve formé zachvatd, zmény
duSevniho zdravi nebo kémy. Obvykle je pozorovan edém mozku s bolesti
hlavy, zvracenim a slabosti Sestého nervu. HUS s ¢asnymi pfiznaky a symptomy

CNS (cévni nervova soustava) je spojen s vysSSi umrtnosti (Webster Schnitzler, 2014).

Ve vzacnych prfipadech dochazi k postizeni kosterniho svalstva, myokardu
anebo slinivky bfiSni (pankreatu). Pankreatitida je pak dale detekovana pomoci
ultrazvuku nebo pocitatovou tomografii. U postizeni myokardu muze byt zvySena

hladina troponinu, ktera odrazi ischemii (Scheiring et al., 2008).

Neurologické zhorSeni pozorované u HUS s akutnim selhanim ledvin souvisi s urémii,
hypertenzi a zménou metabolismu tekutin a elektrolytd vedouci k hyponatremii.
Urémie je zpusobena poskozenim glomerull. Nasledkem dochazi k vylu€ovani
toxickych katabolitl proteini doprovazené acidézou, ztratou bikarbonatl a zvySenou
hladinou drasliku v séru. V€asna uremicka encefalopatie je charakterizovana jemnymi

zménami duSevniho zdravi v€etné podrazdénosti, nepozornosti, zmatenosti, unavy
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a nedostatku zajmu. Symptomy jsou pozdéji doprovazeny pohybovymi poruchami,

zejména tfesem (Webster a Schnitzler, 2014).

3.2.2 Patofyziologie

Patologicka léze pozorovana v ledvinach pacientd s HUS se nazyva tromboticka
mikroangiopatie, ktera se sklada z glomerularni trombotické mikroangiopatie, arterialni
trombotické mikroangiopatie a kortikalni nekrézy. Glomerularni trombotickou
mikroangiopatii charakterizuje zesileni kapilarni stény s vyslednym zuZenim lumenu
a rozSifeni subendotelového prostoru. Glomeruly jsou oteklé, zachycuji se na nich
Cervené krvinky a to nasledné vede k ucpani fibrinovych agregatu. Vzniklé léze jsou
pozorovany ve vétsiné pripadd HUS. Arterialni tromboticka mikroangiopatie zahrnuje
extraglomerulani arterioly a mezibunééné tepny s edémem a nekrézou arterialni stény.
Postizené glomeruly jsou scvrknuté a ischemické. Castoje spojena s t&Zkou
hypertenzi. Kortikalni nekr6za muze byt pozorovana ve vSech formach HUS,
ale vétSinou byva ve spojeni s extraglomerularnim arterialnim postizenim (Amirlak a
Amirlak, 2006). Stfevni Iéze jsou spojeny s ulceraci, ktera vede k edému, zanétlivym

infiltratdm, tvorbé pseudomembran a nekréze (Karpman et al., 2017).

Trombdza je mozna diky B podjednotkam prostfednictvim stimulace sekrece
von Willebrandova faktoru. Kromé& pfimého puUsobeni toxinl se predpoklada,
ze i komplement ovliviiuje onemocnéni, protoze v plazmé a séru pacientl byly
nalezeny aktivacni produkty komplementu a nizké koncentrace glykoproteinu C3
v plazmé i séru. Dale byla C3 pfitomna na komplexech krevnich destiCek s leukocyty,
které ovliviuji béhem onemocnéni samotnou indukci komplementu. Komplement
indukuje tvorbu C3a a Cba, &imz zvySuje expresi selektinu a snizuje syntézu
thrombomodulinu, ktery podporuje srazeni krve. C3a i C5a patfi mezi anafylatoxiny,
které jsou mimo jiné mediatory zanétu a aktivatory leukocytt a desti¢ek (Picard et al.,
2015).

3.2.3 Diferencialni diagnostika a diagnéza

Mnoho onemocnéni ma podobné klinické a laboratorni nalezy s HUS. U jinych
stfevnich infekci zpisobenych napf. bakteriemi Salmonella, Shigella, Campylobacter
mohou byt klinicky zavazné bolesti bficha, krvavy prujem i leukocytéza, které jsou
béznymi pfiznaky typického hemolyticko-uremického syndromu. Rozdélit HUS

od ostatnich bakterialnich onemocnéni lze prokazat pfitomnosti trombocytopenie
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a mikroangiopatické anémie. Diagnosticka triada HUS mUze byt pozorovana u tézké
sepse Ci systémové vaskulitidy. Systémova vaskulitida ma kromé stejnych pfiznak
I jiné projevy, jakou je vyrazka a normalni pocCet krevnich desticek (Amirlak a Amirlak,
2006).

Diagnoéza typického HUS se provadi na zakladé laboratornich nalezi a na zakladé
zdravotni dokumentace predeslych onemocnéni pacienta. VSichni pacienti musi mit
nakultivovanou stolici na selektivnim agaru, ktery se odecitd po 24 hodinach.
K dalSimu testovani pomoci PCR nebo enzymové imuno-analyzy by se mély pouzivat
kolonie, které jiz byly vyizolovany na kultivacni plotné nebo z pomnozného média.
Kromé stolice se mlze pouzit pro kultivaci mo¢, protoze se dfive ukazalo, Ze je

pozitivni na VTEC i v nepfitomnosti prdjmu (Webster Schnitzler, 2014).

3.2.4 Lécba

Neexistuje Zadna specificka |é¢ba HUS, jen symptomaticka l|écba k prevenci
komplikaci vznikajicich pfi selhani ledvin (Amirlak a Amirlak, 2006). Dullezita je v€asna
rehydratace, ktera zachova diurézu. Pacienti se v pfipadé dobré rehydratace Casto
vyhnou nasledné dialyze. Bez rehydratace dochazi k anurii. Antibioticka Ié¢ba béhem
infekce se nedoporucuje, protoze mize zvysSit syntézu a uvolnéni toxinl, které by
mohly vést k vy$Simu riziku onemocnéni. Navzdory tomu, néktefi odbornici radi pouZiti
antibiotik pro IéCbu infekce VTEC. Rozdilné nazory na pouzivani antibiotik pfi rGznych
fazich lécby HUS, budou vyfeSeny az po zjisténi vysledkl z dalSich experimentalnich

studii aplikovanych na ¢lovéka (Picard et al., 2015).

Lécba zahrnuje vice latek, které jsou namifeny proti zakladnim nebo predpokladanym
patogennim mechanismim HUS. Mezi né patfi antitrombotika, vyména plazmy
a aktivator plazminogenu. U Zadného z nich neni prokazano, ze by byli ucinné.
Dulezita je vyména plazmy u pacientl s tézkym postizenim CNS (Boyer a Niaudet,
2011).

Mezi moznou budouci IéEbu patfi IéEba pomoci vaskularniho endotelialniho ristového
faktoru (VEGF). U mySi bylo zjisténo, Zze VEGF je syntetizovan ledvinovymi podocyty
a injekce obsahujici stx muze inhibovat syntézu zpUsobujici mikroangiopatii. Dnes se

anti-VEGF vyuzivaji i pfi lé€bé nékterych druhu rakovin (Picard et al., 2015).

Mezi dalSi budouci IéCbu patfi peroralni podani toxinovych receptoru, které blokuji
toxin dfive, nez vstoupi do celkové cirkulace. V Kanadé byla vyvinuta pryskyfice, ktera
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pusobi jako toxinové pojivo pred fixaci toxinu na enterocyty. Vazba toxinu na peptid
zpusobuje zvlastni transport, ktery je normalni jen po Golgiho komplex. Nasledné je
toxin pfesmérovan do kyselého prostfedi ke zniCeni, misto toho, aby pokracoval do

endoplazmatického retikula (Picard et al., 2015).
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4. EPIDEMIE ZPUSOBENE VEROTOXINOGENNIMI
KMENY E. COLI

Epidemiologické vySetfeni ohnisek je zaméfeno na kombinovani pfistupu
a rekonstrukci fetézce udalosti, které vedly Kk vypuknuti epidemie. Genetické
informace, jako jsou genetické odliSnosti mezi izolaty, mohou pomoci pfi sledovani

puvodu a prenosu patogent (Grad et al., 2012).

4.1 Epidemie zplsobena sérotypem 0104:H4

Od kvétna do cCervence vroce 2011 doslo v Némecku a ve Francii k jednomu
z nejvétsSich hlasenych pfipadd HUS a krvavych prdjmu zplsobenych VTEC sérotypu
0104:H4. Kmen vznikl kombinaci EHEC a EAEC. Kombinace agregacni schopnosti
EAEC a schopnosti odolavat proti antibiotikim a produkce stx2 EHEC vyznamné
ovlivnily zavaznost epidemie. Sérotyp O104 se jiz dfive objevil v Némecku v roce 2001,
ve Francii v roce 2004 a ve Finsku v roce 2010. U 20 % pacientu se objevil HUS, coz
bylo mnohem vyS8Si procento ve srovnani s jinymi ohnisky. HUS postihl hlavné
dospélé, prevazné zeny. Dlvod, pro€ jsou vétSinou vice nakazeny Zeny, nez muzi neni
znam. Jako jeden z divodu se uvadi, Ze Zeny vice konzumuji ovoce a zeleninu (Soon
et al., 2013).

K 27. Cervenci bylo potvrzeno 3126 pripadl prajm0 spojenych se sérotypem O104:H4
véetné s 17 umrtimi. Kromé toho bylo v EU hlaseno 773 pfipadd HUS s 29 umrtimi.
Vypuknuti onemocnéni souviselo s konzumaci syrové zeleniny a uvadi se,
ze naklicena semena byla zdrojem obou ohnisek. Némecko i Francie hledali zdroj
onemocnéni a doslo se k zavéru, ze semena piskavice fecké byly dovezeny z Egypta.
Némecka epidemie se rozSifila hlavné v Némecku, ale pfipady byly hlaSeny v patnacti
okolnich zemich, véetné Ceské republiky, Danska, Polska a Norska (Rubino et al.,
2011; European Food Safety Authority, 2011).

Vzacny sérotyp O104:H4 nebyl dfive popsan u zvifat, jen vzacné u lidi. ZvySeny faktor
adherace muze usnadnit absorpci stx a zpuUsobit tim vySsi riziko HUS. Kombinace
faktort virulence maze vést k silngjsi stfevni kolonizaci a uvolnéni toxinu (Soon et al.,
2013). Sérotyp fermentuje sorbitol do 24 hodin, je pozitivni na laktézu
a beta- glukuronidazu. Chybi mu dalSi typické geny pro VTEC, jako je napf. stx1.
Kmen je rezistentni na beta-laktamova antibiotika (ampicilin) a cefalosporiny (Frank et
al., 2011).
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Infekce byla diagnostikovana soukromymi mikrobiologickymi laboratofemi
screeningem pro prikaz stx pomoci enzymové imunoanalyzy nebo pomoci PCR.
Narodni referen¢ni centrum potvrdilo pfitomnost VTEC pomoci kultivovanych izolata
z mistnich nebo regionalnich laboratofi. Biochemicka charakteristika kmene byla
provedena pomoci komeréné dostupnych testu. Pfitomnost genu virulentnich faktortd
byla detekovana pomoci PCR (Frank et al., 2011).

4.2 Epidemie zplisobena sérotypem 026:H11

NejbéznéjSim sérotypem mimo sérotyp O157:H7 se ukazal sérotyp 026:H11,
ktery zplisobuje mimo Evropu onemocnéni i ve Spojenych statech, Asii a Australii.
Muze zpusobit stejné zavazna onemocnéni. EHEC 026:H11 produkuje stx1a i stx2a
(Bielaszewska et al., 2013).

Byla provedena studie v 7 statech od roku 1996-2012 na vyskyt EHEC sérotypu O26.
Sledovano bylo Rakousko, Belgie, Ceska republika, Némecko, Italie, Slovensko
a Spojené kralovstvi. Nejvice kmen( se objevilo v Némecku v poétu 86. V Ceské
republice se nalezlo 16 kmena. V této studii na tom bylo nejlépe Slovensko, Anglie

a Irsko, kde byl izolovan pouze jeden kmen (Bielaszewska et al., 2013).

V lété 2013 byl zvySeny vyskyt HUS u déti v Italii. Pacienti s krvavym prujmem byli
testovani mikrobiologickymi a sérologickymi metodami na pfitomnost E. coli O26.
Infekce VTEC byla identifikovana u dvaceti déti, z nichZz dvé mély vazné neurologické
nasledky. Studie prokazala souvislost mezi infekci a mistnimi rostlinnymi produkty.
Vék déti byl od 11 do 78 mésicl, ve vétsiné pfipadl se jednalo o divky. Epidemie
E. coli O26 byla zaznamenana také ve stejny rok ve Francii, kde pfi¢inou Sestnacti

pfipadl HUS byl syr hermelin. (Germinario et al., 2016).

V roce 2016 bylo v Rumunsku pozorovano zvyseni po¢tu HUS. Po mikrobiologickém
vysSetfeni se zjistilo, ze vétSina izolovanych kmenu byl sérotyp 026. Pomoci PCR bylo

rozpoznano 5 genotypu. VSechny kmeny obsahovaly stx1 a intimin (Usein et al., 2017).

4.3 Epidemie zpusobena sérotypem O157:H7

V srpnu 2004 bylo zjisténo 7 pfipadud infekce v jihozapadni Anglii. Pfedpoklada se, ze
infekce byla zpusobena kontaminaci sladkovodni feky ustici do morfe. Pred
vypuknutim onemocnéni byly vydatné silné srazky, které mohly strhnout exkrementy
zvifat a kontaminovat vodu. Kontrolni opatfeni zahrnovala oploceni €asti toku, kde si
déti hraly a vyvéSovani vystraznych znacCek po plazi (lhekweazu et al., 2006).
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Bylo hlaseno 157 pfipadu infekce zplsobené VTEC 0157 do 3. fijna 2005 v jiznim
Walesu ve Spojeném kralovstvi. 65 % pFipadu bylo u déti ve Skolnim véku a doslo
ke smrti pétiletého chlapce. Dikazy naznacovaly, Ze ohniskem nakazy je vafené
maso, které bylo dodavano od jediného dodavatele. Kontrolni opatfeni vedlo

k odstranéni potravin nevarenych v prostorach skol (Salmon et al., 2005).

Vroce 2005 se na zapadnim pobfezi Svédska nakazilo bakterii E. coli
0157:H7 120 lidi. Gelova elektroforéza v pulznim poli potvrdila jeden dominantni
kmen. VétSina nakazenych byly Zzeny. U sedmi pacientl se vyvinul HUS. Zdrojem
nakazy byl hlavkovy salat od mistniho producenta zeleniny, ktery byl zavlaZzovan

kontaminovanou vodou (Soéderstrom et al., 2005).

Na podzim roku 2007 doslo v Nizozemsku a na Islandu k sou¢asnému vyskytu E. coli
0157 negativni na sorbitol produkujici stx1, stx2 a intimin. Nejpravdépodobné&jsi
priCinou byl kontaminovany salat, ktery byl zpracovany a zabaleny v Nizozemsku.
Ke kontaminaci salatu mohlo dojit béhem rustu prostfednictvim vody, plidy, hnoje
anebo v dusledku kfizové kontaminace béhem zpracovani. Od poloviny zafi
do poloviny Ffijna bylo diagnostikovano celkem 50 pfipadl. Nebyly hlaSeny Zadné

pripady spojené s HUS (Friesema et al., 2008).

V jizni Francii v roce 2011 doslo k epidemii zplsobené E. coli O157:H7. Bylo zjisténo
18 pfipadd HUS u déti od 6 mésict do 10 let. V deseti pfipadech byl izolovan kmen,
ktery fermentuje sorbitol a produkuje stx2. Epidemiologické a mikrobiologické
vySetfeni prokazalo vyskyt kmene E. coli v kontaminovaném mrazeném hovézim
mase zakoupeném v supermarketu. Kromé hovéziho masa jsou rezervoarem ruzné
potravinafské vyrobky véetné jable€ného mostu, tvarohového syra, klobas a syrového
kravského mléka (King et al., 2014).
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ZAVER

Intestinalni patogenni E. coli zpusobuji infekci mocCovych cest a neonatalni
meningitidu.  Extraintestinalni kmeny zpuUsobuji onemocnéni od lehkych
cestovatelskych prijmua az po krvavé prajmy, které jsou velmi zavazné a mohou vyustit
v trvalé nasledky az smrt. NejCastéji se bakterie vyskytuji v zemich, kde je Spatna
hygiena a nedostatecné Cista voda. Bakterie se mnozi v teple, a proto je hlaseno vice
infekci v letnich mésicich. Infekce jsou pozorovany hlavné u déti, protoZe s vékem
dochazi k ochranné imunitni reakci. U bakterie je dulezZita v€asna identifikace, a proto

se vyviji stale nové metody pro diikaz patogenni E. coli.

U krvavych prujmu je dalezité myslet na to, Ze hemoragickou kolitidu a hemolyticky
uremicky syndrom nezpusobuje jen kmen O157:H7, ale existuji i jiné kmeny, které jsou
dokonce v Evropé rozSifeny Castéji a je tedy nutné pfizpUsobit tomu identifikaci. VTEC
se Sifi kvuli své malé infek&ni davce, ktera je dale komplikovana schopnosti bakterie
ve stresu z prostfedi vytvaret Zivotaschopné, nekultivovatelné bunky, které se prenasi
potravinami a jsou stale schopné produkovat verotoxin. Maso mulze byt
kontaminovano kontaktem s exkrementy zvifat béhem porazky nebo zpracovanim
kolonizovanych zvirat. Zelenina mize byt infikovana pouzitim kontaminovaného hnoje
nebo vody. Dulezité je dbat na spravné tepelné zpracovani masa a radné umyti syrové

zeleniny.

Pocet patogennich kmenu E. coli vyskytujicich se v potravinach se stale zvySuje. Je
to zplUsobeno distribuci potravin v ramci Evropské unie a diky Sirokému dovozu
potravin z ostatnich kontinent. Analyzy dat a shromazdovani informaci z vice zemi
zvySuje moznost odhalit potencialni zdroje, pfedchazet epidemii a tim snizit pocet

onemocnénych.
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