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Escherichia coli

> Prvni popis: Theodor Escherich v r. 1886 — bakterie kolonizujici stfevo novorozencu po porodu

=> Bacterium coli commune
» V r. 1919 pfejmenovana na Escherichia coli

» VVyznamna soucast fyziologickeé strevni mikroflory (syntéza vitaminu K, udrzovani stfevni
rovnovahy, atd.)

» Prvni dukaz stfevni patogenity: nozokomialni epidemie prdjmu na novorozeneckych a
kojeneckych oddélenich v zemich zapadni Evropy ve 40. a 50. letech 20. stoleti — tézky prubénh,

dehydratace, vysoka mortalita (> 50%)

» Ve stolicich nemocnych déti zadny znamy patogén, pouze E. coli
- Kmeny E. coli od déti s prujmem odliSné (biochemicky a antigenné) od kmenu

od zdravych deéti
- epidemické kmeny z riznych zemi stejné &i velmi podobné => urcité séroskupiny (0111, O55)

=> Hypotéza: tyto kmeny byly puvodci epidemii
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Patotypy strevne patogennich E. coli

Enteropatogenni E. coli (EPEC)

Shiga toxin-produkujici E. coli (STEC) — synonymum: Verotoxin-produkujici E. coli (VTEC)
=> STEC patogenni pro Cloveka oznaCovany enterohemoragickeé E. coli (EHEC)

Enterotoxigenni E. coli (ETEC)
Enteroagregativni E. coli (EAEC)
Enteroinvazivni E. coli (EIEC)

Patotypy jsou definovany spektrem faktoru virulence a mechanismem interakce se stievnim epitelem
(kmeny jednotlivych patotypU patfi obvykle k ur€itym sérotypum, ale samotny sérotyp neuruje patogenitu!)
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Enteropatogenni E. coli (EPEC)

» Prvni identifikovany patotyp diarhogennich E. coli
=> puvodci rozsahlych epidemii kojeneckych prujmua v Evropé ve 40. a 50. letech 20. stoleti

» Posledni skupina, u které byl identifikovan mechanismus enteropatogenity!

- EPEC neprodukuji toxiny (enterotoxiny, Shiga toxiny)
- Nejsou enteroinvazivni
=> Pochybnosti o enteropatogenité !!!

Pathogenesis of Escherichia coli Gastroenteritis in Man — Another Mechanism
Martin H. Ulshen, M.D., and John L. Rollo, M.D.

New England Journal of Medicine 1980; 302:99-101 & .
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EPEC

> Faktory virulence — kédovany na ostrovu patogenity LEE
(locus of enterocyte effacement):

= Adheziny: intimin

= Tir = translokovany receptor intiminu

= Sekrecni systém typu 3 (TTSS)

= Cytotoxické efektoroveé proteiny

> Patogeneze

= Tésna adherence EPEC k enterocytum tenkého streva (intimin — Tir)

= Injekce” cytotoxickych efektor. proteint do bunék via TTSS
=> reorganizace cytoskeletonu, tvorba pedestall, k nimz EPEC adheruiji
=> poskozeni az destrukce mikroklku
= “attaching effacing (A/E) lesions*
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Typickeé vs. atypické EPEC
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Typické EPEC

Atyplcke EPEC

Chromosom - ostrov patogenity LEE:

= Chromosom - ostrov patogenity LEE (locus of enterocyte effacement):

Intimin (hlavni adhezin EPEC), Tir (translokovany receptor intiminu),
sekrecCni systém typu Ill (TTSS), efektorové proteiny

Plazmid EAF (EPEC adherence factor): bundle-forming pilli - adhezin
Vyskyt: rozvojové zemé teplého pasma, prijem u déti < 1 rok
Rezervoar a zdroj infekce: Clovék

Prenos: Fekalné-oralni Clovek-Clovéka (matka-dité), kont. kojen. strava
Sérotypy: 055:H6, O111:H2, O114:H2, O119:H6, O127:H6, O142:H6

Intimin, Tir, sekreCni systém typu lll, efektorové proteiny
Plazmid EAF CHYBI

Vyskyt: rozvinuté zemé mirného pasma (i CR), prijem u déti < 2-3 let
rozvojové zeme teplého pasma

dobytek)
Prenos: Kontaminované potraviny, voda, pfimy kontakt
Sérotypy: 026:H11, O55:H7, O111:H8, O119:H2, O125:H6, O128:H2

Rezervoar: zvifata (domaci —



Mikrobiologicka diagnostika EPEC

Material: stolice - rektalni vytér

» Kultivace
= Krevni agar (nehemolytické) /
» Endo, MacConkey agar — vétSinou Iaktoza-fermentunm (rtzové kolonie) => nelze odliSit od fyziol. stfevni flory

> ldentifikace
= Screening kolonii EPEC sérotypizaci (sklickova aglutinace)
- nejCastéjsi séroskupiny 026, 055, 086, 0111, 0119, 0125, 0126, 0127, 0142
=> Provadi se povinné u déti do 2 let!

=  Potvrzeni druhu E. coli
- Biochemickeé testy

- MALDI-TOF-=identifikace dle =

hmotnostniho spektra proteind

Zkumavkové testy API systém Biomérieux

= U susp. kolonii EPEC prukaz eae genu kodujiciho intimin pomoci PCR (NRL pro E. coli a shigely)




MALDI-TOF

MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry)

= hmotnostni spektrometrie — identifikace bakterii dle hmotnostniho spektra proteinu

Rychla a vysoce pfesna metoda na ureni druhu — testuji se kolonie rovnou z primokultury na pevné pudé
=> vysledek béhem MINUT => extrémni urychleni dg (a v pfipadé potfeby zahajeni cilené terapie)!
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Provedeni:

LDI-TOF
1. Kolonie (= analyt) + matrix (kys. skoficova) => smichani na testovaci destiCce => ususeni

2. Analyza v hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF

= ozafeni smési analytu (kolonie) + matrix laserem

= matrix absorbuje energii - jeji rozklad ionizuje molekuly analytu

= pohyb v elektr. poli rychlosti umérnou hmotnosti
= meéfeni doby letu

= hmotnostni spektrum - druhové specifické = molekularni identifikator druhu
3. Identifikace kolonie automat. porovnanim jejiho spektra s databazi MALDI-TOF
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Enterohemoragické Escherichia coli (EHEC)

Nejzavaznéjsi skupina diarhogennich E. coli — prijem i celkové onemocnéni!
Vyskyt: celosvétovy (rozvinuté i rozvojové zeme)

Onemocnéni

Prdjem

Krvavy prijem (hemoragicka kolitida)
Hemolyticko-uremicky syndrom (typicky, D+ HUS)

Typicky HUS (D+ HUS)

Systémova komplikace infekce EHEC u asi 10% pac. s prujmem,

predevsim deti < 5 let!

Vyvolan Shiga toxiny (Stx) produkovanymi EHEC kolonizujicimi

colon => absorbce Stx do obéhu

=> posSkozeni endotelu glomerularnich kapilar

=> agregace trombocytu a fibrinu => tromby

=> glomerularni tromboticka mikroangiopatie
(histopatologicky podklad HUS)




» Kilinika a laboratorni nalezy:

= Hemolyticka anemie

(hemoglobin < 10 g/l, schistocyty v perif. krevnim natéru)

» Thrombocytopenie

(pocet trombocytt < 150 x 109/)

= Akutni renalni selhani
(zvySeny sérovy kreatinin a urea)

» HUS je nejcastéjsi pricinou akutniho renalniho selhani u déti!

> Smrtnost akutniho onemocnéni 1 - 3%

HUS klinika a pozdni nasledky

om nc

Schistocytes / Helmet Cells

Robbins Pathologic Basis Of Disease: 6th Edition. 1999,
Fig. 14-17 p. 621.

» Pozdni nasledky — az u 30% pacientti za 5 i vice let po akutnim onemocnéni:

Proteinurie, hypertenze, chron. renalni selhani

=> dialyza, transplantace ledvin



EHEC (STEC, VTEC) -

historie

THELANCET, MARCH 19,1983
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+ 1. zprava o souvislosti mezi infekci STEC (VTEC)
a HUS: Karmali et al., 1983

+ 1. zprava o STEC O157:H7 jako puvodci HC:

Riley et al., 1983

+ EHEC (= vysoce patogenni STEC):

Levine et al., 1987

THE JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES « VOL. 156, NO. |1 « JULY 1987
© 1987 by The University of Chicago. All rights reserved. 0022-1899/87/5601-0022$01.00

A DNA Probe to ldentify Enterohemorrhagic Escherichia coli of
O157:H7 and Other Serotypes That Cause Hemorrhagic
Colitis and Hemolytic Uremic Syndrome
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Helge Karch, and Kaye Wachsmuth
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Microbiology, University of Chile Faculty of Medicine,
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Prof. Karch & Prof. Karmali




Shiga toxiny (Stx)

AB; toxiny = 1 biologicky aktivni A podjednotka (N-glykosidazova aktivita => ribozomy => inhibice proteosyntézy)

+ pentamer vaznych B podjednotek (vazba k receptoru Gb3 na hostitelskych bunkach)
2 hlavni typy Stx: Stx1, Stx2

Rada subtypti

Stx1a, Stx1c, Stx1d

Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g.....

=> Stx2a nejcastéji produkovan kmeny vyvolavajicimi HUS

pentamer ©

Krystalicka struktura Stx
Shiga toxiny kédovany stxA-stxB operonem lokalizovanym na temperovaném bakteriofagu

Faktory aktivujici stresovou odpoved (UV zareni, ATB, stfevni prostfedi) indukuji stx-faga => prechod z
lyzogenniho stavu do lytické faze => uvolnéni stx-faga z chromozomu

Bakterialni lyza
Ty L Anam y = moznost pfenosu stx-faga
j > na dalsi kmeny E. coli

antibiotics,
host factor

»= uvoliovani Stx z bakterii
— faktory vedouci k indukci stx-faga
zvysuji mnozstvi Stx ve strevé!

stx-bakteriofag
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Epidemiologie EHEC infekci

Hlavni rezervoar: hovézi dobytek, ovce, kozy, prasata,
ale i divoka zvirata a ptaci
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Zdroj a prenos:

Kontaminované (pfi porazce) a nedostatecné tepelné opracované
maso (hovézi - hamburgery), nepasterizované miéko

» Fekalné kontaminované syrové (a nedostatecné omyteé) plodiny -
zelenina, ovoce, klicky

» Fekalné kontaminovana voda
* Pfimy kontakt se zviraty (farma, zoo)

. Pflimy)kontakt s pacientem Ci nosiCem (nedostateCna hygiena
rukou

Infekcni davka: 10-100 baktérii (nizka!)

How E. coli bacteria spreads

FROM MEAT
E. coli can contaminate meat during slaughter, processing or preparation

FROM HUMANS
E. coli can spread if
hands aren't
thoroughly washed
between using the
restroom and
touching food

FROM PRODUCE
Animal feces can contaminate crops through groundwater or errant
animals in farm fields

Source: MarketWatch reporting



EHEC — nej¢astéjsi séroskupiny vyvolavajici lidska onemocnéni v CR
(data NRL pro E. coli a shigely)

Zastoupeni séroskupin EHEC (%) u humannich pfripadi EHEC infekce (n=285) v letech 2020-2024
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> ,.Top five“ EHEC (pfevladaji ve svéte i v CR)

=  O157:H7/H-
= 026:H11/H-
=  0103:H2

=  O111:H8/H-

= 0145:H28/H25/H-




Klinicky prubéh EHEC infekce a
dopad na dg EHEC-HUS

Infekce

Prajem, kiec. Ustup prijmu

bolesti bficha

Kvantum EHEC
ve stolici

Krvavy prujem
(60-80%)

Velmi rychly pokles po za¢atku prajmu!!!

HUS
(10-15%)
N

Spontanni
Uzdrava Adaptovéno z Tarr et al., Lancet, 2005
(85-90%)

Nutnost uziti vysoce citlivych
selektivné-dg metod pro prikaz
a izolaci EHEC u pacienti s HUS!
(=> NRL pro E. coli a shigely)



Diagnostika EHEC u pacienti s HUS (NRL pro E. colia shlgely)

Material: Stolice (vzorek, ne pouze rekt. vytér)

$

Pomnozeni (Hajna bujon bez/s Novobiocinem)
$

Imunomagneticka separace (IMS) ,,top five*

(026, 0103, 0111, 0145, O157)

=> Selektivni_ koncentrace ,,top five“ STEC

SAC, CT-SMC Enterohemolysinovy agar

VSechny “top five“ = enterohemolyticky

0O157:H7 bezbarvé . .
Ostatni “top flve ri3ové fenotyp (neuplna hemolyza)
—p
_ A >

e Sample Matrix Mal-EAMNP Al ool 0157107
‘ Stazeni Casti kultury ze SMAC,
) CT-SMAC a E-Hly agaru do dH,O
Kultivace po IMS na: _
- KA DNA izolace (smésna kultura + susp. kolonie) => PCR
. 5 6
- Sorbitol MacConkey agar (SMAC) B stx, Fenotypova charakterizace:
- CT-SMAC (SMAC s cefiximem a teluritem) &« stx, SX*  potyrzeni E. coli (bioch., MALDI-TOF)
, — _—) )
- Enterohemolysinovy agar ~ e :‘I,-IeEC . Sérotypizace (sklick. aglutinace)
i Yy Produkce Stx (ELISA, latex aglutinace)

PCR EHEC



Prukaz produkce Shiga toxinu u izolatu
VTEC-RPLA (reverzni pasivni latexova aglutinace)

Diagnostikum: latexové Castice sensibilizované protilatkou proti Stx1 nebo Stx2
(latex. Castice bez protilatky = negativni kontrola)

Provedeni:

Supernatant kultury

+ L-anti-Stx1, L-anti-Stx2, L-kontrolni
=> inkubace pres noc

=> odecitani aglutinace latex. Castic

Kmen produkuje Stx2 v titru > 1:40

> Prukaz infekce EHEC u pacienta s HUS je rozhodujici pro volbu spravného terapeutického postupu
(ten je odlisny od |éEby HUS jiného puvodu — napf. geneticky podminéného atypického HUS)




Diagnostika EHEC u pacientu s prujmem

Na zac¢atku prujmu vysoké kvantum EHEC ve stolici => vice Stx => mozny prukaz Stx nebo stx
genu bud’ primo ve stolici (rychlé, ale nizka citlivost!)
nebo v pomnozené kulture

» Stx ELISA (nékolik komerc¢nich kitu):

- Detekce Stx1+Stx2 spoleCné — nerozliSeny
* Premier EHEC (Meridian)

» RidaScreen Verotoxin (R-Biopharm)

» Imunochromatografie
- Detekce Stx1 a Stx2 zvlast => rozliSuji Stx1 a Stx2 |
=> klinicky dulezité — produkce Stx2 spojena se zvySenym r|Z|kem rozvoje HUS!

» Prukaz genu kédujicich Stx1 a Stx2 (PCR) — soucast komerénich enterickych panelu
(dg E. coli patotypu a jinych stfevnich patogenu)

POZOR: Pozitivni imunoassay nebo PCR = pouze predbézna detekce EHEC infekce => pozitivni
vzorky nutno kultivovat => kmeny izolovat a charakterizovat (dulezité hlavné epidemiologicky)
=> NRL pro E. coli a shigely




Hlaseni infekci vyvolanych EHEC

> lzolace EHEC se povinné hlasi do:
* Informacniho systému infek€nich nemoci (ISIN)

 Evropského surveillance systému TESSy v ECDC
(Evropské centrum pro kontrolu infekénich nemoci, Stockholm)

=> narodni i celoevropska evidence




Lécba onemocneéni vyvolanych EHEC

=  Prdjem
- self-limiting, neni tfeba, pri velké dehydrataci => rehydratace

= HUS
Kauzalni Ié€ba jiz rozvinutého HUS neexistuje! ﬂ s
Pouze podpurna léCba (dialyza, transfuze erytrocytd, atd.) A

= Prevence HUS ve stadiu prajmu

- Early volume expansion (= v€asné i.v. podani izoton. roztokl) => prevence ischem. organovych zmén a CNS komplikaci
- Nepodavat antibiotika! — nékteré skupiny ATB (B-laktamy pusobici na bakterialni sténu a fluorochinolony aktivujici
stresovou odpovéd) indukuji stx-bakteriofagy => zvysSuji produkci Stx a jeho uvolfiovani z bakterii do stfev. lumen =>
absorpci do obéhu => zvysuji riziko rozvoje HUS

=> u prujmu s prokazanou infekci EHEC nebo s neznamou etiologii (nevime, zda neni EHEC) nepodavat ATB!!!
Monoklonalni Abs proti Stx, analoga Gb3 => snizeni kvanta Stx ve stfevé - nutno podat co nejdfive po za¢atku prijmu!
(v praxi zatim neuzivany, pouze klin. studie)

Hlavni ,lécba“ = prevence onemocnéni => zabranit infekci EHEC (jist pouze dobfe tepelné opracované maso, nepit
nepasteurizované mléko, radné myt ovoce a zeleninu, fadné myt ruce po kontaktu se zviraty €i s pacientem, atd.)



Enterotoxigenni E. coli (ETEC)

> Vyskyt a onemocneéni

* Rozvojové zemeé teplého pasma s nizkym hygienickym standardem

=> endemické, hlavni puvodci akutnich vodnatych prijmu u déti a dospélych
(cholera-like disease) - rychla dehydratace — smrt => vedouci priCina détské umrtnosti
(podvyziva, Spatna dostupnost |€ék. péCe vCetné moznosti rehydratace!)

* Rozvinuté zemé s vysokym hyg. standardem - importované nakazy
=> prujmy cestovatelu (travelers” diarrhea) — prijmova onemocnéni turistu,
ktefi se nakazili pfi pobytu v oblastech vysokého vyskytu ETEC
- obvykle mirny pribéh, neohrozuji zZivot

> Zdroj infekce
= Fekalné kontaminovana voda a potraviny (infekéni davka ca. 10° baktérii)
=> v endemickych oblastech pit jen balenou vodu, touto myt i ovoce/zeleninu, pozor na led do napoju!

> Lécba
» Rehydratace (nahrada vody a elektrolytu)!



ETEC

?‘ STh(6-19)

» Faktory virulence (k6dované na plasmidech):
= Enterotoxiny — termolabilni (LT), termostabilni (STa) B-subunits
» Adheziny (kolonizace tenkého streva)

Struktura LT (Lena Jansson, 2009) Struktura STh (Matecka et al., 2008)

» Patogeneze
= Adherence bakterii k epitelu tenkého stfeva a pomnozeni => kolonizace (bez morfol. poSkozeni!)

= Produkce LT a/nebo STa Guanylate  GMI,
cyclase GD1b
» LT (podobny cholerovému toxinu, AB; toxin) X P’ﬁ ,- ?? Y T ) o) )
=> aktivace adenylcyklazy => zvySeni cCAMP UIL U UIV - @) () @) 69
> STa (oligopeptid) ' ! jj | | | |
=> aktivace guanylcyklazy => zvyseni cGMP T f}f”“
\ (PKA )
— Porucha transportu ionttd (Na*,K*) => & 4 (Jcame)
— zvySena sekrece H,0 z bunék Cs

= vodnaty prajem (stfevni tekutina bez pfimési krve, hlenu, hnisu)



ETEC
Mikrobiologicka diagnostika
Material: rektalni vytér

Kultivace
KA (nehemolytické)
Endo agar, MacConkey agar => ETEC lakt6za-fermentujici => nelze odliSit od bézné str. flory

| | V V

» ldentifikace
» Screening ETEC kolonii sérotypizaci (sklickova aglutinace)
- nejCastéjsi séroskupiny 06, 08, 025, O78, 0148, 0159, 0173

= Potvrzeni druhu E. coli
- Biochemické vlastnosti
- MALDI-TOF

= U suspektnich kolonii prukaz enterotoxinu
- LT a STa imunoeseje (ELISA, latex aglutinace)
- gény kodujici LT a STa (PCR)
=> Provadi NRL pro E. coli a shigely




Enteroagregativni E. coli (EAEC)

» Vyskyt a onemocnéni

= Hlavné rozvojové zemé s nizkym hygienickym standardem
- Chronické (persistentni) prijmy u déti => malnutrice, poruchy rustu, smrt

* | rozvinuté zemé
- Prujmy cestovatelu (importované infekce)
- Akutni a chronické prujmy u imunokompromitovanych osob (HIV pacienti)
- Prajmy déeti

» Zdroj infekce
= Kontaminovana voda a potraviny
= Mezilidsky prenos (infekéni davka 10° baktérii)

> Lécba
= Rehydratace
= Antibiotika (nutna u chronickych prujmud na eradikaci patogena)



EAEC

» Faktory virulence:

= Heterogenni sady faktoru virulence — kmenové specifické

= SpolecCné pro vSechny EAEC agregativni fimbrie (AAF)
=> umoznuji adherenci ke strevnimu epitelu i mezi bakteriemi
=> velké agregaty bakterii na povrchu epitelu

» Patogeneze
= Agregativni adherence hlavni patogeneticky mechanismus |
=> velka kvanta adherujicich bakterii produkuiji toxiny et buriam i Coead (rcror. NRUECS)
(enterotoxiny, cytotoxiny, atd.) a dalSi produkty
=> poskozeni strevniho epitelu => redukce resorpcni schopnosti

d Bofiim formation

=> Chronicky prujem a malnutrice

y
Cytotoxns and enterotoxins
linekading SHET1, Pic, EASTY, Pet)

L )

~ —

EAEC




EAEC

Mikrobiologicka diagnostika
» Material: rektalni vytér

> Kultivace
= KA (nehemolytické i hemolyticke)
= Endo, MacConkey agar - laktoza-fermentujici (rzové kolonie) => nelze odliSit od fyziol. stfevni flory

> ldentifikace
= Screening kolonii sérotypizaci (sklickova aglutinace)
- nejCastejSi séroskupiny O3, 015, 044, 086, 0104, O111, O127

= Potvrzeni druhu E. coli
- biochemické vlastnosti 4 5
- MALDI-TOF aggR

= U susp. kolonii PCR prikaz aggR genu (kéduje transkripéni regulator AggR) = marker EAEC
=> NRL pro E. coli a shigely



| | | V |

Enteroinvazivni E. coli (EIEC)

Onemocnéni a vyskyt
Onemocnéni podobné shigel6éze = prujmy s pfimési hlenu a krve, brisni kfeCe, zvraceni,
horeCka — déti i dospéli

Hlavni vyskyt rozvojové zeme teplého pasma s nizkym hyg. standardem
Vzacneé v rozvinutych zemich mirného pasma (vetsinou importované infekce)

Zdroj infekce a prenos

Zdroj infekce Clovek (jediny hostitel EIEC)
Fekalne-oralni pfenos z Cloveka na Clovéka
Kontaminovana voda a potraviny

(infekéni davka > 10° bakteérii)

Lécba
Rehydratace
Antibiotika (dle citlivosti v pfipadé nutnosti)



» Faktory virulence:

= Komplex invazinu - protein( umoznujicich invazi do epitelu tlustého = .ﬂﬁlfil. k

EIEC

= stfeva (kddované na velkém ,invazivnim® plasmidu)

» Patogeneze

=  Fakultativné intracelularni patogén

(na rozdil od ostatnich diarhogennich E. coli)!

EF432_pINV_IT_2012
293826 bp

e\ \x 7. tal_2
e i |8 /“\ ~ 4 s
WA )

- G
",.,,«5’ ‘\a d Mrma

= |nvaze do epitelovych bunék tlustého stfeva hlavni patogeneticky mechanismus!

=> intracelularni mnozeni => Sireni baktérii z bunky do bunky
=> destrukce epitelu => sliznicni léze
=> zanétliva infiltrace sliznice

> Prajem s primési hlenu, krve, hnisu
(leukocyty mikroskopicky)

- = Michellaci et al., 2020
-
S m
S’ ~ St f—
Lysis of l'\\ Migration
acuclef  Cyroplasmic D), 110

X P
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|
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EIEC
Mikrobiologicka diagnostika
» Material: rektalni vytér

» Kultivace

= KA (nehemolytické)

= Endo agar, MacConkey agar - laktéza-nefermentujici (svétlé kolonie)

= => odliSeni od fyziol. stfevni flory (laktéza-fermentujici rGZové kolonie)

> ldentifikace
Obtizné odlisitelné od shigel, s nimiz maji spole€né genetické, fenotypove a antigenni
vlastnosti a faktory virulence!
Biochemické vlastnosti — EIEC bioch. malo aktivni, velmi podobné shigelam — odliSeni od shigel
mozné pouze pomoci dlouhé fady bioch. testu (odliSné laktat-dehydrogenaza, acetat, mukat)
— pozit. u EIEC, negat, u shigel
MALDI-TOF — neodliSi EIEC od shigel! — vysledek: E. coli/shigella : 2H :
Sérotypizace (skliCkova aglutinace) i
- nejCastéjSi séroskupiny 028, 029, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0159, O167
U susp. kolonii PCR prikaz genu kédujicich invaziny (ipaH — marker EIEC a shigel)
=> NRL pro E. coli a shigely




EIEC sérotypy - zkrizené reakce se shigelami

zdroj: Pathogenic Escherichia coli, Caister Academic Press, 2014



Hybridni patotypy E. coli
» Obsahuji kombinaci faktor virulence vice patotypt

> Ve zvySené mire identifikovany s rozvojem celogenomového sekvenovani (WGS)

Podminky umoznujici vznik hybridnich patotyp
> Lokalizace genu kodujicich faktory virulence E. coli na mobilnich genetickych elementech
(bakteriofagy, plasmidy)

> Casta vyména téchto gent mezi riiznymi patotypy v GIT pacienta nebo zvifeciho reservoiru => vyssi
pravdépodobnost vzniku hybridl je u patotypu, které maji zvireci rezervoar

> Casto jsou hybridy zvySené patogenni, protoZe obsahuji novou, neobvyklou, kombinaci faktort
virulence

> Klinicky nejzavaznéjsi jsou hybridy produkujici Shiga toxin = hybridy EHEC a dalSich patotypu
(EHEC/EAEC, EHEC/ETEC, EHEC/EXPEC = extraintestinalné patogenni E. coli)



Epidemie hybridnim kmenem EHEC/EAEC 0104:H4, Nemecko 2011

250+
Cases continue to be reported
[ STEC gastroenteritis cases in males -
[ STEC gastroenteritis cases in females -
] HUS cases in males -
200 B HUS cases in females

150+

No. of Cases

100+

50+

R N BT T - D - T v o S e L A
A7 Tt T AT Y T T T TN v P T P P e R A
MR A R G G R R
Date of Disease Onset

Figure 1. Epidemiologic Curve of the Outbreak.

Shown are the number of cases of the hemolytic—uremic syndrome (HUS) and of Shiga-toxin—producing E. coli (STEC) gastroenteritis,
according to sex. Only cases with a known date of onset are included here — 748 of 810 cases of the hemolytic—uremic syndrome and

2166 of 2412 cases of Shiga-toxin—producing E. coli diarrhea.

Frank et al., N. Engl. J. Med., 2011

3.842 pripadl onemocnéni
2.987 pridjem
855 HUS (22%; dospéli)!
54 umrti
'
NejvétsSi a nejzavaznéjsi epidemie
HUS v historii!

Zdroj:

kli€ky piskavice recké seno
- pfidavané do salatu
(kontaminovana semena
dovezena z Egypta)

> 1 pripad v CR (US turistka,
ktera konzumovala salat s
klicky v Némecku)



Hybrid EHEC/EAEC, serotyp O104:H4

» Vznik: EAEC 0104:H4 lyzogenizovany bakteriofagem nesoucim gen stx2 kodujicim Stx2

I-ROD1 prophage remnant

I-ROD7 drug
resistance

1-ROD2 stx2 phage

TY2482 versus
55989 chromosome

I1-ROD3 Tell-R
and microcidins

Rohde et al., N. Engl. J. Med. 2011 SRS e

Rasko et al., N. Engl. J. Med. 2011
’ - |
Mellmann et al., PLoS One 2011 Nciranliog ol

Celogenomové sekvenovani (WGS) O104:H4 epid. kmene:

- Core (zakladni) genom typicky pro EAEC, plasmidy EAEC

=> typické faktory virulence EAEC => schopnost intenzivni adherence ke
stfevnimu epitelu

- do chromosomu integrovan stx, bakteriofag kédujici Stx2

=> EHEC/EAEC hybrid

Hypotéza: Masivni adherence ke stfevni sliznici zvySila mnozstvi Stx2
absorbované do krevniho obéhu
=> Vysoka virulence - progrese infekce do HUS 22%)!

o 20 00 Sy i

(2 { il 4
Adherence EHEC/EAEC 0104:H4 ke stfevnim epitelovym bufkam (linie HCT-8) (zdroj: Bielaszewska, Uni Muenster)



Hybrid EHEC/EXPEC, sérotyp O80:H2

» Poprvé identifikovan v r. 2014 ve Francii u pacienta s HUS
» Vznik: EPEC 080:H2, ktery ziskal:
> 1) bakteriofaga nesouciho gen stx,
2) plasmid (pS88) nesouci geny EXPEC pro invazi ze stfeva do krevniho obéhu a preziti v extraintestinalnich
lokalizacich (pS88 se typicky vyskytuje u EXPEC, které vyvolavaji meningitidy, sepse, infekce moc. cest a kdduje
systémy pro utilizaci Zeleza, serum rezistence, hemolysin)

EPEC
080:H2

Stx2 phage

STEC\EPEC
080:H2

|

—@ pS88 plasmid

STEC\EPEC\EXPEC

080:H2 080:H2
O55:H9

v

080
045

STEC\EPEC\EXPEC
O55:HS

STEC\EPEC\EXPEC
045:H2

Modifikovano z Jenkins et al., J. Appl. Microbiol., 2025

WGS hybridu EHEC/ExPEC 080:H2

- Core genom typicky pro EPEC

— do chromosomu integrovan stx,-bakteriofag kodujici Stx2

— ziskan plasmid nesouci faktory virulence EXPEC a kazetu genu
koduijicicich rezistenci k nékolika ATB (multirezistenci)

Pfitomnost faktort virulence EXPEC umoznuje_invazi hybridu O80:H2
mimo stfevo (na rozdil od EHEC!!!) a vznik extraintestinalnich komplikaci
(bakteriémie, multiorganove selhani)

= Vysoka virulence, tézké, fatalni pfipady HUS s atypickym prabéhem

— Vyskyt: fada evropskych zemi (Francie, Holandsko, Némecko,
Rakousko, Dansko, UK) => emerging pathogen!

= Vv CR zatim 1 kmen izolovany v r. 2022 od ditéte s HUS

= DalSi hybridy EHEC/ExPEC: 0O55:H9, O45:H2




Shigely

4 druhy: Sh. dysenteriae, Sh. sonnei, Sh. flexneri, Sh. boydii

» Onemocneéni a vyskyt
= Dysenterie (bacilarni uplavice, shigeléza): Nahly zaCatek — horeCka, zimnice, tfesavka, prujem
=> zprvu vodnaty, pozdegji pfimes hlenu, krve; bfisni kreCe (tenezmy)

» Hlavni vyskyt rozvojové zemeé s nizkym hyg. standardem
=> Shigeldza vyznamnym zdrojem morbidity a mortality, hlavné u deti

» Nizky vyskyt v rozvinutych zeme mirného pasma, onemocneéni probiha mirnegji
(dobra télesna konstituce populace), vétSinou importované infekce

» Zdroj infekce a prenos

» Zdroj infekce Clovék a vysSsi primati (jedini hostitelé shigel)

» Fekalné-oralni prenos z Clovéka na Clovéka (infekCni davka 10-100 baktérii)
= Kontaminovana voda a potraviny

> Lécba
» Rehydratace
» Antibiotika (dle citlivosti); shigely maji tendenci perzistovat intracelularné!
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> Faktory virulence N2 e
= Komplex proteinu umoziujicich invazi do epitelu colon -
(kddované na velkém invazivnim® plasmidu) LAT R .o
= L I WS
. =it L S flexneris Fil =
u TOXIny & Eg"{ %’ Viruleic:ri:sm:! §°/“ } .'S;E’Ig
- Shiga toxin 1 — Sh. dysenteriae Typ 1 => vyvolava HUS! s o 71 g8

- Shigella enterotoxin 1, 2

SPa-mxi-ipa region

» Patogeneze

» |nvaze do epitelovych bunek tlustého streva hlavni patogeneticky mechanismus!

= Fakultativne intracelularni patogény => intracelularni mnozeni => Sifeni z bunky
do buniky => destrukce epitelu => slizniCni Iéze => zanétliva infiltrace

Mucosa

= Prijem s pfimési hlenu, krve, hnisu
(leukocyty ve stolici mikroskopicky)

y
VirF ———> VirF



Shigely
Mikrobiologicka diagnostika

»Odber: rektalni vyter (vzdy zasilat v transportni pudé - shigely citlivé k zevnim vlivum!)

Amies transport medium

»Kultivace

» KA (nékdy R faze, nehemolytické)

» Endo/MacConkey agar (svetlé laktéza-nefermentujici)

» DC agar (selektivni puda pro shigelly) — svétlé laktdéza-nefermentujici

»ldentifikace
Obtizné odliSitelné od EIEC, s nimiz maji spole€né genetické, fenotypové a antigenni
vlastnostnosti a faktory virulence!
» Biochemické testy — velmi podobné EIEC, mozno odlisit specialnimi bioch. testy
= MALDI-TOF — nelze odliSit od EIEC
» Sérotypizace (skliCkova aglutinace) na urCeni druhu a sérotypu (zkfizena aglutinace s EIEC!)
- Sh. dysenteriae - 15 sérotypu

- Sh. flexneri - 6 sérotypu 3575
- Sh. boydii - 20 sérotypu ipaH
- Sh. sonnei - 1 sérotyp (2 formy — | smooth, Il rough) e

» PCR ipaH (marker EIEC a shigel) => NRL pro E. coli a shigely



Dékuji za pozornost ©
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