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Epidemiologie a patogeneze Escherichia coli

Abstrakt
na spravném prub¢hu travicich procesi ve stievé a vznika tak prospéSna spoluprace
mezi mikroorganismem a makroorganismem. N¢které kmeny ale mohou byt i
patogenni.

Naplni mé bakalaiské prace je hloub&ji se seznamit S bakterii E. coli, pocinaje
charakteristikou, patogenitou a patogenezi, laboratorni diagnostikou a konce klinickym
obrazem onemocnéni a terapii. Z epidemiologického hlediska se patogenni E. coli
vyskytuje spiSe sporadicky, ale v rozvojovych zemich mize nartstat az v endemii a to
zejména Z divodu nedodrzovani hygieny. Popisovany jsou rezervoary, cesty pienosu a
nejznaméjsi kauzy vyskytu E. coli.

V praktické ¢asti se zaméfuji na vyskyt E. coli u nedonosenych déti, novorozencti a
u déti do 3 let, které jsou vySetfovany s diagnozou prujmového onemocnéni. V obdobi
od ledna 2015 do prosince 2015 bylo vySetieno 1518 stolic od déti od 0 - 3 let, pfiCemz
25 stolic bylo pozitivnich na piitomnost dyspeptického kmene E. coli, ktery je
pivodcem prijmu. U 725 stolic byla prokazéana jind nepatologicka i patologicka flora a
u 768 stolic byl zjistény nedyspepticky kmen E. coli, ktery neni piivodcem prijmového
onemocnéni. VSech 1518 vzorkt stolic bylo urceno klasickymi metodami identifikace,
jako jsou kultivace a biochemické testy (ENTEROtest, pestra fada cukrl). K urceni
konkrétniho sérotypu (O antigenu) E. coli byla provedena sérotypizace (antigenni
analyza kmene) vySetfovaného bakterialniho kmene metodou skli¢kové aglutinace. Na
zakladé prokazaného sérotypu E. coli byly vysledky statisticky zpracovany a

vyhodnoceny za ti¢elem o jaky kmen E. coli se jedna.
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Epidemiology and pathogenesis of Escherichia coli

Abstract

Escherichia coli is one of the most important representatives of intestinal
microflora. It contributes to the proper course of digestive processes in the gut, creating
a beneficial cooperation between microorganism and macroorganism. But some strains
may be pathogenic.

The scope of my thesis is to get deeply acquainted with the E. coli bacteria,
beginning with characteristics, pathogenicity and pathogenesis, laboratory diagnostics
and ending with the clinical picture of the disease and therapy. From an epidemiological
perspective, pathogenic E. coli appears rather sporadically, but in developing countries
can grow up into endemics, especially because of the lack of hygiene. Described are
reservoirs, transmission routes and the most famous cases of E. coli occurrence.

In the practical part, | focus on the incidence of E. coli in preterm infants, newborns
and children up to 3 years old, which are examined with a diarrheal disease diagnosis.
During the period from January 2015 to December 2015, 1518 stools from children
aged 0 — 3 years were examined, whereas 25 stools were positive for dyspeptic strains
of E. coli, which is the originator of diarrhea. Different non-pathological and
pathological flora was proven in 725 stools and non-dyspeptic strain of E. coli was
ascertained in 768 stools, which is not the originator of diarrhea. All 1518 stools were
examined using classical methods of identification, such as cultivation and biochemical
tests (ENTEROtest, a wide range of sugars). To determine the specific serotype (O
antigen) of E. coli, serotyping (antigenic analysis of strain) was performed on examined
bacterial strain using slide agglutination method. On the basis of proven E. coli
serotype, results were statistically analyzed and evaluated in order to determine the

strain of E. coli.

Keywords: E. coli, pathogenesis, diarrheal disease, serotyping
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1. UVOD

Escherichia coli byla poprvé objevena vroce 1885 rakouskym bakteriologem
Theodorem von Escherichem, ktery ji izoloval z vykali novorozenct, ktefi trpéli
prijmem a gastroenteritidou. Mnoho let byla Escherichia coli povazovana za
neskodného komenzala v tlustém stevé lidi a teplokrevnych zivocicha. V roce 1935 se
zjistilo, ze mize byt i pivodcem priijmového onemocnéni.

Tato bakterie slouzila jako modelovy mikroorganismus, u kterého byla prokazana
replikace DNA a bakterialni konjugace. Nékteré druhy Escherichia coli nezpusobuji
onemocnéni, jiné jsou ve stieve prospésné vzhledem k produkci nékterych vitamind a to
zejména vitaminu K. Plsobi také jako urcitd bariéra pro ostatni mikroorganismy pii
jejich boji o zZiviny a kyslik.

Escherichia coli se fadi mezi podminéné patogenni mikroorganismy, pii jejim
pfemnozeni miiZze vyvolat dané onemocnéni. Pokud ji najdeme mimo zazivaci trakt je
vzdy patogenni. Existuji dva typy onemocnéni zpusobené patogenni E. coli:

o Extraintestinalni — zeyména onemocnéni mocovych cest,
infekce ran, hnisavé procesy, septicka onemocnéni
o Intestindlni - infekéni priijmova onemocnéni

V zazivacim traktu nalézame tzv. patogenni kmeny Escherichia coli, které délime
do téchto skupin: enterotoxigenni (ETEC), enteropatogenni (EPEC), enterohemoragické
(EHEC), enteroinvazivni (EIEC). Infekce patogennimi kmeny Escherichia coli se §iti
prevazné fekalné oralni cestou nebo kontaminovanou vodou a potravinami. Zdrojem
nakazy miZe byt také nemocné zvife a tedy potravinové suroviny z né&j vyrobené.

V Ceské Republice nejéastéji E. coli vyvolava onemocnéni modovych cest a dale
pak novorozenecké prijmy, na které jsem se v mé bakalarské praci nejvice zameftila. U
déti do 3 let pii diagnéze prijmového onemocnéni a u nedonoSenych déti se vzdy

vySetiuji sérotypy E. coli.



2. OBECNA BAKTERIOLOGIE

2.1 Taxonomie bakterii

Taxonomie bakterii zahrnuje jejich klasifikaci (tfidéni), identifikaci a nomenklaturu.

2.1.1 Klasifikace bakterii

Bakterie se tfidi do skupin, tzv. taxontl, dle jejich podobnosti (metabolismus,
genetické znaky, morfologie bunék a koloniti).

Zéakladni taxony v bakteriologii: kmen - tfida - fad - ¢eled’ - rod — druh (Votava a
kol., 2001).

V bakteriologii je dulezité definovat druh (species), coz je mnozina bakterialnich
kment, které maji stejné vlastnosti, ale 1i$i se od kmene jiné skupiny. Kmen je pak tedy
populace pochazejici z jediné mikrobiélni bunky.

V mikrobiologii je také vyznamné poddruhové tfidéni: biovar (specifické
biochemické vlastnosti), serovar (antigenni vlastnosti), genovar (sloZzeni nukleovych
kyselin) a fagovar (je hostitelem urcitého bakteriofaga) (\Votava a kol., 2001).

Bakterie se urCuji a tfidi podle jejich morfologickych vlastnosti, ale také dle

genetickych, metabolickych, molekularnich a ekologickych znaki.

2.1.2 Identifikace bakterii
Identifikace (ur€ovani) znamena pfifazeni nové izolovaného kmene do zndmého jiz

pojmenovaného taxonu na zakladé shodnych klasifika¢nich znaki.

2.1.3 Nomenklatura bakterii (ndzvoslovi)

U bakterii se vyuziva k jejich pojmenovani binominalni nomenklatury. Nazvy
bakterii se skladaji z dvouslovnych latinskych jmen, kdy prvni jméno oznacujeme jako
rodové (s velkym pocateCnim pismenem) a druhé jméno jako druhové (s malym

pocatecnim pismenem) (Rosypal, 1994).



2.2 Skladba bakteridlni buriky

Prokaryotické mikroorganismy jsou jednobunécéné organismy, jejichz zakladni

skladbu tvoii bunécny obal a vnitini struktury bunky.

jédro = kruZnicova DNA

: A
ribozomy <——§i+

mezozom

slizovité vrstva
(pouzdro)

bundéna sténa

cytoplazmatickd
membréna

Obr. 1: Tlustraéni obrazek bakterialni buiiky

2.2.1 Bunécény obal

Bunécna sténa

VétSina bakteridlni bunck je obalena pevnou, elastickou blanou, kterd buiice
poskytuje ochranu a udrzovani stalého tvaru. Nékteré mikroorganismy bunécnou sténu
nemaji, napt. mykoplasmata. Peptidoglykan patii k hlavni stavebni sloZzce bunécné
stény bakterii a je tvofen smési polymerd, coz jsou dva pravidelné se stfidajici cukry,
kyselina N-acetylmuramova a N-acetylglukosamin. Buné¢na sténa je propustnd pro

nizkomolekularni, vysokomolekuldrni latky a také pro soli. Dle struktury bunééné stény

rozliSujeme grampozitivni a gramnegativni bakterie (\Votava a kol., 2001).

Grampozitivni bakterie maji jednoduchou bunécnou sténu tvofenou silnou, pevnou

vrstvou peptidoglykanu a kyselinu teichoovou.
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strukturu. Obsahuje malé mnozstvi peptidoglykanu, ale bez kys. Teichoové (Rosypal,
1994). Na vrstvu peptidoglykanu se pfipojuje vnéjsi vrstva, ktera je tvotena fosfolipidy,
proteiny a lipopolysacharidy.

Bakterie mohu ztratit bunécnou sténu vlivem agens poSkozujicich bunécnou sténu
(lysozym, penicilin) nazyvame je pak jako L-formy bakterii (dle Listerova ustavu
v Londyng). Tato L-forma jim pomdhd ptezit vliv téchto Cinitel. PoruSenim
(odstranénim) bakteridlni stény napiiklad lysozymem dojde k bakteridlni lyze a
vzniknou tak okrouhlé protoplasty, které postradaji bunéénou sténu a nejsou schopny
regenerace (vznik z grampozitivnich bakterii). Nebo vzniknou sféroplasty (z
gramnegativnich bakterii) na jejichz povrchu zlstanou zbytky bunééné stény a jsou
schopny se délit (Rosypal, 1994). Protoplasty i sférocyty piezivaji jen ve stabilnim
hypertonickém prostredi.

Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmaticka membrana je pro buiiku nezbytna, tvofi rozhrani mezi vnéjSim a
vnitinim prostiedi bakterialni buriky. Je tvotena fosfolipidovou dvojvrstvou, v niz jsou
ponofeny rizné bilkoviny. Podili se na regulaci transportu latek mezi buiikou a
prosttedim, je polopropustna. Uplatiiuje se v respiranich pochodech, v sekreci latek
z cytoplazmy do vnéjSiho prostredi (extraceluldarni enzymy) a v syntéze nékterych
slozek. Vchlipenina cytoplazmatické membrany do cytoplazmy se nazyva mezozom,

ktery obsahuje dilezité enzymy pro vyménu plynt anaerobnich bakterii (Rosypal,1994).

2.2.2 Cytoplazma a jeji slozky

Cytoplazma je koloidni roztok obklopeny cytoplazmatickou membranou. Vypliuje
vnitini prostor bakterialni bufiky a jsou v ni ulozeny nerozpustné slozky napt. nukleoid,
ribozomy a zasobni granula. V cytoplazmé probihaji zékladni Zivotni pochody,

obsahuje vice nez 50 % vsech proteinti buniky a vétSina z nich ma enzymatickou funkci.

11



Nukleoid

Bakterialni jadro neni obklopeno jadernou membranou. Sklad4 se z bakteridlni
molekuly DNA (deoxyribonukleova kyselina), vétSinou cirkularni, ktera plni funkci
chromosomu. Jsou zde ulozeny geny, které se pii déleni bunky pfepisuji v nezménéné

form¢ do bun¢k dcefinych, kde tak urcuji jejich znaky a vlastnosti.
Ribozomy

Ribozomy jsou drobna téliska bud’ v cytoplazmé, nebo pfisedlé k membrang, na
kterych probihd proteosyntéza dle matrice mRNA. Skladaji se ze dvou tfetin

Z ribozomalni rRNA a zbytek jsou rizné proteiny. Tvofeny jsou dvéma podjednotkami:

e velka podjednotka 50S - tvofena asi 30 proteiny

e mala podjednotka 30S - tvofena asi 20 proteiny

Tyto podjednotky maji n¢kolik vazebnych mist, kde se vaze tRNA a elongacni,

.....

Plazmidy
Tyto malé kruhové molekuly DNA se vyskytuji jen u nékterych bakterii
Vv cytoplazmé, jsou schopny replikace. Obsahuji geny, které dopliiuji genetickou vybavu

bakterie, coZ ma vyhody pfi adaptaci na zmény prostredi.

Buneécné inkluze

V cytoplazmé se vyskytuji v podobé granul jako zasobni latky. Patii sem
polysacharidy (glykogen), tukové latky, kyselina polybetahydroxymdéselna a napft. i
granula siry (Rosypal, 1994).

12



2.2.3 Povrchové struktury bakterie
Bakterialni pouzdro (kapsula)

Tvofti povrch vétsiny bakterii véetné patogennich, nema zvlastni vyznam, ale miize
zvySovat odolnost nékterych bakterii vi¢i naptf. makrofagim. Pouzdro je tvoifeno
polysacharidy nebo polypeptidy. Muze vyluCovat také sliz do prostiedi (slizové

pouzdro).
Biciky (flagella)

Mnoho bakterii mé biciky, které umoziuji jejich pohyb. Bicik se sklada
z jednoduché bilkovinné podjednotky — flagelinu, ktery vyvolava natahovani a
stahovani bic¢iku. Dochazi k rotaci bi¢ikl pfipominajici pohyb lodniho Sroubu. Bakterie
mohou mit piitomen jeden bi¢ik nebo nékolik bicikl, toto obrveni je jeden
z taxonomickych znak bakterii.

Déli se dle poctu bi¢ikl na buiice na monotrichélni (jeden bi¢ik na jednom konci),
amfitrichalni (bi¢iky na obou koncich), lofotrichalni (vice bi¢ikd na jednom konci) a

peritrichalni (bi¢iky po celé bunce) (Votava a kol., 2001).

Fimbrie (pilusy)
Na povrchu nékterych gramnegativnich bakterii mizeme najit tenka proteinova
vldkna. Jsou krat$i nez biciky a nejsou organem pohybu. Maji vyznam pro patogenitu

bakterii.
Spory a sporulace

Ze zdravotnicky vyznamnych rodd ma schopnost tvofit spory aerobni Bacillus a
anaerobni Clostridium (Votava a kol., 2001). Za nepfiznivych podminek
mikroorganismus piechdzi do klidového stadia bakteridlni spory, kde je omezena

latkova vymeéna a jsou zastaveny 1 enzymatické reakce.
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Endospory vznikaji uvniti matetské bunky, jsou vysoce odolné vii¢i zevnim vliviim
(ptsobeni chemickych latek, vyschnuti, vysoké teploty-termorezistence) a mohou tak

prezivat i staleti. Kliceni je proces piremény endospory na vegetativni bunku.

2.3 Bakterie a prosti‘edi
2.3.1 Vztah Kk hostiteli
Bakterie a jeji vliv na lidsky organismus:

Komenzalismus - bakterie nemaji neptiznivy vliv

e Symbioza = mikroorganismus a makroorganismus si navzajem prospivaji,
osidluji kizi a sliznice ¢lovéka (bakterie tvoii ochranu povrchu sliznic pted
patogeny, ale naproti tomu ziskavaji ziviny z lidského téla — Escherichia coli).

e Saprofitismus = mikroorganismus a makroorganismus ziji vedle sebe bez

vzajemného posSkozovani, mikrob se Zivi organickymi zbytky makroorganismu.

Parazitismus - bakterie hostitele poSkozuji, vyuzivaji zivin makroorganismu, ale
metabolismem a produkei riiznych toxinil a enzym poSkozuji organismus a zna¢ime je

jako patogenni.

Mikroorganismy, které poSkozuji makroorganismus jen tehdy, kdyz dojde ke
snizeni funkce imunitniho systému nebo pii poSkozeni pfirozenych obrannych
mechanisml nazyvame oportunné patogenni (podminénég). Jsou jimi Casto plvodci

nozokomialnich infekci v nemocnicich.

Patogenita = schopnost mikroorganismu vyvolat onemocnéni
Virulence = mira patogenity, dana:
1. Invazivitou = schopnost mikroba vniknout do tkan¢ hostitele,
mnozit se a poskozovat ho

2. Toxigenitou = produkce toxickych latek (endotoxiny, exotoxiny)
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2.3.2 Vztah ke kysliku
Podle zavislosti na kysliku bakterie délime:

" Aerobni (striktné aerobni) = bez kysliku nemohou zit, potfebuji ho k rtstu a
mnozeni

»  Anaerobni (striktn¢ anaerobni) = tyto bakterie kyslik nevyzaduji, je pro né
dokonce 1 toxicky

»  Fakultativné anaerobni (fakultativné aerobni) = bakterie rostou za pfitomnosti i
nepiitomnosti kysliku

»  Mikroaerofilni = rist bakterii pii zvySené tenzi CO;

2.3.3 Vztah k teploté

Bakterie rostou a piezivaji pii urcité teplote, délime je do 3 zékladnich skupin:

ey

» Psychrofilni = bakterie zijici pifi nizkych teplotach pod 20°C (Vv oceanech,
hluboké¢ jezera, studené prameny), vétSinou jsou nepatogenni

= Mezofilni = bakterie, které rostou pti teploté¢ 20-40°C, vétSina patogennich
bakterii

» Termofilni = bakterie vyzadujici pro svij rist a zivot teplotu vyssi nez 40°C (v

horkych pramenech, v kompostu)

2.4 Morfologie bakterii

2.4.1 Velikost

Bakterie jsou okem neviditelné mikroorganismy a jejich velikost se udava
vV mikrometrech (um). Nejmensi bakterie ma velikost 0,2-0,5 pm, fadime sem naptiklad
mykoplasmata, chlamydie a rickettsie (\Votava a kol., 2001). A naopak nejvétsi bakterie

mohou dosahovat délky az 60 pm, jsou to naptiklad spirochety.
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Bakterie patogenni pro ¢lovéka maji velikost kolem 1 az 3 um, piikladem mohou

byt kulovité bakterie — Stafylokoky.

2.4.2 Tvar a uspotradani

Kulovity tvar bakterii
Kulovité bakteriec se oznacuji jako koky. Jestlize vytvafeji shluky, dale je pak
délime:
diplokoky — 2 bunky
tetrakoky — 4 bunky
streptokoky — buriky ve tvaru fetizku

stafylokoky — buriky ve tvaru hrozna

AN N NN

sarciny — balickovity tvar bunék

Tycinkovity tvar bakterii (ty¢inky)

Zastupci ty€inkovitého tvaru mohou opét tvofit formace. Tvoii pak diplobakterie
(dvé bunky), streptobakterie (bunky V fetizcich) a pak tzv. palisadové bakterie
(palisadové usporadani) (Rosypal, 1994). Mohou mit biciky ¢i brvy.

Zakiiveny tvar bakterii (rohlikovity)
Tento tvar bakterii nevytvari kolonie. Déli se na vibria (lehce zakiivené ty¢inky),

spirily (Iehce zvInéné tyCinky) a spirochety (ty¢inky Sroubovitého tvaru).

Vidknity tvar bakterii
Bakterie v podobé tenkého vlakna.

Vétveny tvar bakterii

Bakterie vytvareji iplné vétveni nebo alespon naznak vétveni.(viz. Priloha ¢.1)
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2.4.3 Barveni a mikroskopie

Bakteridlni buitky maji schopnost na sebe vazat n¢ktera barviva. Obarvené bakterie
specifickym barvivem muzeme pozorovat a vyhodnotit pod mikroskopem.
Nejpouzivangj$i barveni v mikrobiologické laboratofi, které slouzi ke klasifikaci
bakterii je barveni dle Grama.

Podstata tohoto barveni spociva v propustnosti (permeabilité) bunéénych stén u
bakterii. RozliSujeme tak grampozitivni (modré) a gramnegativni (Cervené) bakterie, ale
i tzv. gramlabilni bakterie (Votava a kol., 2000).

Pokud je barven preparat dle Grama je nutné provést nejdiive fixaci, nejcastéji
plamenem, aby doslo ke stabilizaci preparatu, ale i k usmrceni bunék. Poté se prevrstvi
preparat krystalovou violeti, kterd dodd bakteridlnim builkdm tmavomodré az
modrofialové zbarveni (Votava a kol., 2000). Pak se nanese Lugoliv roztok, ktery
vytvoii komplex barviva sjodem a nasleduje odbarveni pomoci alkoholu (96%).

Posledni krok je dobarveni karbolfuchsinem (Votava a kol., 2000).

Gramporzitivni bakterie maji vysoky obsah peptidoglykand v bunééné sténé a chybi
Jjim vngj§i membrana, proto pii barveni nedochazi k vyplaveni komplexu krystalové

violeti a Lugolova roztoku. Pod mikroskopem se jevi modfe az ¢erné.

G + koky: Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus

G + ty¢inky: Corynebacterium, Clostridium, Bacillus

Gramnegativni bakterie maji bunécnou sténu tvorenou liposacharidy a tim dochazi
k vyplaveni komplexu alkoholem a k odbarveni. Karbolfuchsin dobarvi bakterie a

vysledné obarveni je Cervené.
G — koky: Neisseria

G — ty¢inky: E. coli, Campylobacter, Salmonella

G — kokobacily: Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis
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Gramlabilni bakterie jsou nepravidelné obarvené, pod mikroskopem je vidime jako
grampozitivni 1 gramnegativni. Pfi¢inou této nepravidelnosti mize byt stafi bunécné

kultury nebo $patné kultivacni podminky.

Velky vyznam ma Gramovo barveni u izolovanych kmenut E. coli, které se bézné
nevyskytuji napf. v moci, krvi, punktatu, hnisu. Bezvyznamné Gramovo barveni E. coli
je u vySetteni stolice, jelikoZz vSechny enterobakterie maji uniformni vzhled silnych

gramnegativnich ty€inek a identifikace tohoto druhu by byla obtizna (Bednar, 2009).

Existuji bakterie, které na Gramovo barveni nereaguji. Konkrétné se jedna o
mykobakterie (pivodce tuberkuldézy) a nékteré aktinomycety, oznaCujeme je jako
acidorezistentni. K prikazu téchto acidorezistentnich bakterii se pouziva Ziehl-
Neelsenovo barveni (Votava a kol., 2000).

Principem barveni je schopnost acidorezistentnich bakterii pfijimat horka barviva
(karbolfuchsin). Po obarveni vzdoruji odbarveni kyselym alkoholem a nakonec se
dobarvi methylenovou modii nebo 1% malachitovou zeleni. Po vysledném barveni se
acidorezistentni bakterie jevi Cervené az ruzové a pozadi prepardtu je modré nebo

zelené, podle toho jakou barvou byl preparat dobarven (Votava a kol., 2000).

Dal8i bakteriologické barvici metody, které diagnostikuji jednotlivé skupiny
mikrobt: barveni dle Giemsy (cytologické barveni), prikaz pouzder (dle Burriho), spor

a biciki.

2.5 Fyziologie bakterii
Za umeéle vytvorenych podminek se sleduji zivotni funkce bakterii. Zakladnimi

zivotnimi funkcemi bakterii jsou rust, reprodukce a metabolismus.
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2.5.1 Rast a mnozeni bakterii

Pokud se bakterie nachazi v optimalnich podminkach ma tendenci rist a mnozit se
za urCitych biochemickych a fyzikalnich pochodt, které oznaCujeme jako rustovy
cyklus bakterii.

Jeji télo se zvétSuje (hmotnost, objem) a pii dosazeni urCité velikosti dochdzi
Kk pricnému délent, kdy z jedné buiikky mateiské vzniknou dvé buiky dcefinné.

Doba od vzniku matetské bunky do rozdéleni na dvé dcetfinné se nazyva generacni
doba. Pokud rist a déleni probiha delsi dobu, vznikne z jedné matefské buniky populace
bunék.

Za vhodnych podminek dochazi k déleni bakterii geometrickou fadou a kazda
generacni doba pfedstavuje zdvojnasobeni poctu bunék. Jestlize chceme znazornit pocet
(koncentraci) bun¢k v zavislosti na ¢ase slouzi nam k tomu tzv. riistova kiivka bakterit.

RozliSujeme zde Ctyfi na sebe navazujici faze rustu:

1. lag faze (klidova faze) — v této fazi se bunky nemnozi, adaptuji se na prostredi,
syntetizuji enzymy a zvétSuji svllj objem. Délka této faze zavisi na velikosti a stafi
inokula. Na konci lag faze je kratké obdobi, kdy se buniky zacinaji délit s pomalu
naristajici rychlosti.

2. logaritmicka (exponencialni) faze — vyznacuje se maximalni rychlosti buné¢ného
déleni bakterialnich bunéck, rychlost déleni je konstantni a provazi ho aktivni
metabolismus s ubyvanim Zivin, pfibyvanim metabolickych zplodin a dochézi tak ke
zméné pH prostiedi. Tato faze konci zpomalenim rtstu bunék.

3. stacionarni faze — bunky se téméf ned¢li, toto obdobi se vyznacuje ustdlenim
rovnovahy mezi bunéénym riistem, délenim a smrti bunék.

4. faze odumirdni — buniky umiraji, nékdy miize dojit k tzv. autolyze, to znamena, Ze

nékteré bakterie se doslova rozpoustéji (pneumokok).
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Obr. 2: llustraéni obrazek riistové kiivky bakterii

2.5.1.1 Regulace rastu bakterii

Aby bakterie rostly a mnozily se je dulezit¢é mnozstvi, sloZeni Zivin a teplota
prostfedi, ve kterém se nachézeji. Ruast je také fizen intracelularné, za pomoci
enzymatickych procest. Existuje zde tzv. uzavieny a otevieny systém. Uzavieny systém
znamena omezeny piisun zivin do buiiky a naopak otevieny systém neustdle dodava

ziviny do buiiky a sou€asné odvadi metabolity z ven z burnky.

2.5.1.2 Vn¢;jsi faktory ovlivijici riist a mnoZeni bakterii

Fyzikalni faktory

VIhkost — bakterie jsou vétSinou hydrofilni, to znamena, ze ke svému Zivotu
potiebuji vodu. Pokud dojde ke sniZeni mnozstvi vody pod optimum, prodluzuje se tak
generacni doba a dokonce mize dojit ke smrti buiiky vyschnutim.

Mezi nejvice citlivé bakterie na nedostatek vody patii gramnegativni bakterie
(Neisserie). Odolngjsi k vyschnuti jsou zejména grampozitivni, acidorezistentni bakterie
a bakterialni spory.

Teplota — rizné bakterie plni své zivotni funkce za odlisnych teplot. Minimalni,

optimalni (35-37°C) a maximalni teplota.

Zaieni — ioniza¢ni a ultrafialové zptisobuje poSkozeni bunéénych struktur bakterie.
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Osmoticky tlak — prosttedi, kde mikroorganismy Zziji, byva vétSinou hypotonické
(koncentrace rozpusténych latek je niz$i nez v cytoplazmé buiiky) pokud se vSak
dostanou do vysoce hypertonického prostfedi (zvySeni osmotického tlaku), dochazi
k plazmolyze, ztrat¢ vody, ke smrsténi cytoplazmy. Hypertonické prostiedi znemoziuje
buikdm pfijimat ziviny a vodu, tim dochazi k zastaveni mnozeni a ¢asem i k uhynuti
bunky.

Hydrostaticky tlak — bakterie béhem svého Zzivota jsou vystaveny zménam
hydrostatického tlaku. Vyssi tlak za normalni teploty zplsobuje zpomaleni pohybu,

zastaveni ristu, zmeény v metabolismu buiiky a mize vést az ke smrti.

Chemicke faktory

PH prostiedi — vhodna koncentrace vodikovych ionti je cilem K Gspé$nému ristu
bakterii, vétSina bakterii nejlépe roste v neutralnim prostiedi, které se pohybuje kolem

pH 7, av§ak mezni hodnoty pH prosttedi jsou v rozmezi pH 4-10.

2.5.2 Vyziva a metabolismus bakterii
Mikroorganismy musi pifijimat z vnéjSiho prostfedi mnohé latky nebo energii, aby

dokazaly prezit.

2.5.2.1 Energie

Energie dulezita pro udrzeni stalosti buniky a pro vSechny Zivotni funkce probihajici
uvnité bunky, energii ziska mikroorganismus z organickych latek, ale i z mnoha
anorganickych latek a je schopny piepinat svlij metabolismus dle dané situace mezi

nckolika typy. Bakterie mizou ziskat energii témito zdkladnimi zplsoby:

1. Energeticky metabolismus = katabolicky metabolismus fermentace (kvaseni) =

rozklad energeticky bohatSich latek na energeticky chudsi latky, pro zisk energie

pottebuje organismus pro fermentaci pfijimat jen jednu latku.
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Nejznaméjsi je fermentace sacharidl za vzniku produktd jako je napft. laktat nebo
ethanol, ale existuji i mikroorganismy, které fermentuji aminokyseliny, puriny a jiné

dalsi latky (Kapralek, 1986).

Respirace (dychani) = ziskavani energie oxidaci jedné latky jinou latkou,
reduk¢énim ¢inidlem muze byt jakakoliv organicka latka (lipid, sacharid, aminokyselina)
a hlavnim oxida¢nim ¢inidlem je kyslik => aerobni respirace, pokud mikroorganismus
vyuziva jiné oxidovadlo napf. dusitany, sirany, oxid uhli¢ity, mluvime pak o tzv.

anaerobni respiraci (Kapralek, 1986).

Fototrofie = organismus ziskava energii v podobé svételnych kvant (fotont),
ptikladem muize byt fotosyntéza, kde se vyuZzije svételna energie k syntéze organickych
latek.

Mikroorganismy ziskavajici energii z organickych latek (kvaSeni a respirace) se
nazyvaji organotrofni. Mikroorganismy vyuzivajici k ziskani energie latky anorganické

se nazyvaji lithotrofni.

2. Biosyntéza = anabolicky metabolismus. Hlavni funkci tohoto metabolismu je
syntéza makromolekul (DNA, RNA, bilkovin), zapotiebi jsou zde ziviny ve formé
uhlikatych zbytkl a zdroje vodiku (redukujici sily) :

zdroje uhliku — uhlik je zakladni stavebni prvek vSech organickych latek a kazdy
organismus ma potfebu ho pfijimat v urcité formé¢, aby si vytvofil organické latky,
tvorici jeho télo. Mikroorganismy vyuzivaji fadu zdrojii uhliku pro tvorbu vlastnich
slozitych organickych latek, délime je do dvou skupin:

o autotrofni bakterie - u téchto bakterii je zdrojem uhliku CO, (oxid
uhlicity), k tvorbé stavebnich latek potfebuji energii, kterou ziskavaji
bud’ ze slune¢niho svétla => fotoautotrofni bakterie nebo oxidaci
anorganickych latek vzduSnym kyslikem => chemoautotrofni

bakterie.
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o heterotrofni bakterie - vyuzivaji jako zdroj uhliku organické latky
vétSinou bilkoviny, sacharidy, soli organickych kyselin, lipidy.
Téchto bakterii je vétSina, jsou bud fotoheterotrofni (vyuzivaji

slune¢ni svétlo) nebo chemoheterotrofni (oxidace organickych latek).

vvvvvv

nutny pro zivot, vyskytuje se V molekulach aminokyselin, bilkovin, nukleovych kyselin.

Bakterie mohou vyuzivat jako zdroj dusiku rtizné slouceniny:

» organicky dusik — snadny zdroj dusiku, vyuzivajic t¢émé&f vSechny bakterie

» amonné ionty — mikroorganismus je snadno vyuzije a zabuduje do svych
stavebnich latek

» dusi¢nany a dusitany — jen nékteré mikroorganismy dokazou tento zdroj
dusiku vyuzit (aktinomycety)

» plynny dusik — schopno vyuzit jen malé mnozstvi bakterii, k zabudovani
nutno dodat velké mnoZstvi energie

» mocovina — fyziologicky zdroj dusiku, vyuzivaji ho jen bakterie, které

jsou schopny tvofit enzym ureazu (urobakterie) (Rosypal, 1994).

2.5.2.2 Mineralni vyziva

Patfti sem prvky fazen¢ bud pifimo do sloucenin builkky, nebo hraji ulohu
katalyzatorii biochemickych reakci. Kyslik a vodik jsou prvky, jejichZ zdrojem je voda a
jsou soucdsti vetsSiny organickych a anorganickych sloucenin. Ovlivituji metabolismus
buniky a ucastni se neutraliza¢nich pochodt. Dal§im prvkem je sira, jejimz zdrojem jsou
mineralni soli kyseliny sirové a vyuZiva se k syntéze aminokyselin a bilkovin obsahujici
siru. Dale pak fosfor, ktery je hlavni slozkou nukleovych kyselin, koenzymu,

fosfolipidi. Zdrojem fosforu jsou soli kyseliny fosforecné.
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Bakterie mohou vyZzadovat jest¢ také tzv. stopové prvky a dal$i mineralni latky
(draslik, hoi¢ik, zelezo, vapnik), které se pak uplatiuji pii sporulaci, biosyntéze

bilkovin a také jako aktivatory enzymatickych reakei.

Produkce enzymit — vétSina bakterii je schopna produkovat rizné enzymy, jejichz
detekce nam napomaha urcit, o jaky druh bakterie se jedna.
oxidacni enzymy:.
katalaza = enzym Stépici peroxid vodiku
oxidaza = enzym, ktery se ucastni oxidacnich pochodii
proteolytické enzymy — pasobi toxicky nebo se podili na rozklad bilkovin
koaguléza = tento enzym srazi krevni plazmu
(pfeména fibrinogenu na fibrin)
e kolagendza — rusi vldkna kolagenu

e protéza — rozklada bilkoviny

hemolyziny = témito enzymy je porusovana membrana erytrocytt
o alfa-hemolyziny = ¢aste¢na hemolyza
e beta-hemolyziny = uplna hemolyza
neurotoxiny = enzymy, které zptisobuji poruchy a funkce nervové
soustavy
e tetanospazmin
e botulotoxin
e enterotoxin

e diftericky toxin
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3. ESCHERICHIA COLI

3.1 Charakteristika

Z taxonomického hlediska fadime bakterii Escherichia coli do domény Bacteria,
mezi bakterie s bunécnou sténou gramnegativniho typu, do kmene Proteobacteria, tfidy
Gammaproteobacteria, tadu Enterobacteriales, celedi Enterobacteriacae, rodu
Escherichia a druhu Escherichia coli (Sedlacek, 2007). Diive také nazyvana Bacteria
coli. Rakousky lékai a bakteriolog Theodor von Escherichia vroce 1885 poprvé
izoloval tuto bakterii a tak byl odvozen jeji dne$ni nazev Escherichia coli (Votava a
kol., 2003).

Do rodu Escherichia patii také jest¢ i dalsi druhy jako naptiklad Escherichia
vulneris, Escherichia hermannii, Escherichia albertii, avsak tyto druhy se vyskytuji u
¢loveéka jen vyjimeéné (Schindler 2010, Votava a kol. 2003, Votava 2000 ).

Capsule (K)
Flagella (H)
LPS (O)

Cell
membrane

Fimbriae (F) ===

J

Production of toxins = g ® =@
® e

Obr. 3: Bakterie E. coli pfevzato z
http://www.ecl-lab.com/en/ecoli/index.asp

3.1.1 Morfologické vlastnosti

Bakterie E. coli je gramnegativni pohybliva tycka, ktera ma zaoblené konce, nékdy
mize mit tvar kokobacilu nebo také vlaknitou formu. Primérna délka této bakterie ¢ini
2-3 um a sitka je kolem 0,6 pm (Bednat, 2009). Pohybuje se prostiednictvim bicikli
nebo fimbrii, které jsou umistény peritrichozné na povrchu bunky. Nékteré E. coli jsou

nepohyblivé a nékteré mohou tvofit pouzdra (viz. Pfiloha ¢.2) (Zahradnicky, 1987).
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3.1.2 Biochemické vlastnosti
Escherichia coli se zatazuje dle vztahu ke kysliku mezi fakultativné anaerobni a
spolecnym znakem téchto fakultativné anaerobnich bakterii je zkvasovani glukdzy.
Dale pak Stépi laktozu, za aerobnich podminek tvofi indol a ne$tépi mocovinu.
Produktem kvaSeni sacharidu je pfedevS§im kyselina mlé¢na, v menSim mnozstvi pak
kyselina mravenc¢i a octova (Votava a kol., 2003).
Nekteré kmeny se mohu chovat atypicky, maji opozdénou sacharolytickou aktivitu a

tim se jevi na pudach s laktozou jako laktozanegativni.

3.1.3 Antigenni vlastnosti
Antigenni struktura odpovida OHK systému (Votava a kol., 2003). Vsechny kmeny
Escherichia coli maji somaticky O, kapsularni K a bi¢ikovy H antigen (pokud jsou

obrveng).

Antigenni komplex vazany na stéenu bakterialni bunky:
O antigen (t€lovy, somaticky) — Vv zevni vrstvé bunééné stény, termostabilni, vyznam
Vv metabolismu a dé€leni bakterii, znamo 167 typovych O antigenti
- obsahuje 60 % polysacharidu, 20-30 % lipidu a 4 % hexoaminu
- mozaikova struktura, ktera je nositelem endotoxinu
- terminalnimi Skupinami a pofadim opakujicich se podjednotek polysachari-
dového fetézce je dana imunologické specifita O antigen
- O aglutinace pomoci specifické anti-O protilatky byva neroztfepatelna a ma
zrnity vzhled

- odolnost k zfedénym kyselinam a alkoholu

K antigen (pouzderny, kapsularni) — na povrchu bunky, vyznamna role v rezistenci vici
fagocytdze a baktericidnim ucinkiim protilatek, také nazyvany ,,blokujici antigeny*.
Vétsinou se jedna o polysacharidy.

- Kaglutinace je pomala s nizkymi titry, ma vzhled ve form¢ tenké blanky
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- K antigen se u E.coli vyskytuje ve 3 typech:
1. termolabilni — L
2. termostabilni — A
3. antigen B — rozdilné chovani vici teplu

(vyvolani tvorby protilatek = termolabilni, vazba protilatky = termostabilni)

Antigenni komplex vdazany na bakterialni biciky:
H antigen (bic¢ikovy, flagelarni) — termolabilni, vazany na bi¢iky, proteinové povahy,
znamo asi 90 typt H antigent

- H aglutinace pomoci anti H specifické protilatky, ma vlockovity vzhled a je

roztiepatelna

Kmeny E. coli mohou byt rozliSovany mezi sebou sérotypizaci na zakladé téchto

antigennich komplext (Ryskova, 2000).

3.2 Patogenita a patogeneze

Za normalnich okolnosti patfi Escherichia coli mezi soucast bézné mikroflory
¢lovéka. Radime ji mezi komenzaly, &aste¢n& saprofyty a také je symbiontem.
Produkuje tzv. koliciny, které svym ptisobeni znemoziuji prunik patogent do téla a pro
nékteré jiné bakterie mohu byt az toxické. Pro organismus je E. coli prospésna a podili
se na tvorbé vitaminu K. Jednd se o podminéného patogena, miiZze tedy vyvolat
onemocnéni. Mimo stifevo je E. coli vzdy patogenni a ve stfevé jen tehdy, kdyz ma
kmen ve své genetické vybavé tzv. virulentni faktory (Goering, Hazel, Mark A
Zuckerman a Chiodini, Julak 2016).

Tyto patogenni kmeny d€lime do dvou skupin: intestinalni (prijmoveé) a

extraintestindlni (mocové cesty, sepse, infekce ran, hnisavé procesy) (Pfiloha €. 4).
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3.2.1 Patogenni kmeny ptisobici ve stfeve — intestinalni

3.2.1.1 Enteropatogenni kmeny Escherichia coli (EPEC)

Kmeny EPEC nejcastéji vyvolavaji novorozenecké a kojenecké prijmy, pii nichz
dochazi k dehydrataci organismu (Votava a kol., 2003). Pienos fekalné-oralni cestou a
rezervoarem jsou nemocné déti a dospéli s asymptomatickymi pfiznaky nemoci. Ve
vyspélych zemich se vyskytuji zfidka, ale stalym problémem jsou V rozvojovych
zemich z diivodu nedodrzovani hygieny. Tyto kmeny netvofi enterotoxiny.

Mechanismem tohoto onemocnéni je snizena absorpéni schopnost stievnich
epitelidlnich bunék, coz je dano tésnou vazbou (adhezi) bakterie k membrané enterocytu
a tim dojde k vymizeni mikroklkt — tvofi se tzv. ,,attaching-effacing “ 1éze (A/E 1éze) a
naruseni cytoskeletu stfevni sliznice (Jerse, YU, Tall, Kaper 1990).

Tvorba A/E 1éze:

1 - adherence EPEC Kk epitelu stieva kédovana plazmidem EAF (adherentni faktor
EPEC) a nasledna adherence pomoci BFP fimbrie (bundle-forming pilus), tvorba shlukt
a svazkl mezi sebou (Kaper, O'Brien, 1998).

2 — naruSeni mikroklkii a vylu¢ovani faktor virulence sekre¢nim systémem III
(systém uZzivany stfevnimi bakteriemi, zodpovida za sekreci a translokaci proteinti Esp —
EspA, EspB a EspD) a nasledna translokace Tir receptoru z bakterie do hostitelské
buiky, pak dochazi k intimni adherenci pomoci proteinu intiminu (vaZe se na receptor
Tir) (Donnenberg, Kaper, Finlay, 1997).

3 — kaskada signalnich transdukci => aktivace proteinkinazy (PKC), zvySeni
inozitoltrifosfatu (IP3) a intracelularni hladiny Ca?, tyto transdukce vedou k vylu€ovani
chloridl z enterocytii => prijmu (Lukas, 2003).

Také jsou tyto kmeny nazyvany jako EAEC (enteroadherentni E.coli) z divodu
adheze ke stfevni sliznici. Mezi nejznaméjsi antigeny téchto kment patii 055, O111,
0126 a 086, pficemz vyznam maji nejvice sérotypy O55 a O111. Sérotypizace slouzi

jako hlavni identifikace téchto kment (Pfiloha ¢. 5).
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3.2.1.2 Enterotoxigenni kmeny Escherichia coli (ETEC)

Enterotoxigenni kmeny zptsobuji prijmy u déti 1 dospélych vétsinou bez horecek.
Nejvice se tyto kmeny endemicky vyskytuji v rozvojovych zemich prevazné v teplych
az tropickych oblastech, do Evropy se dostanou jako tzv. cestovatelské prijmy, kdy se
vraci cestovatelé¢ z urCitych zemi. Zdroj infekce je kontaminovana voda a potraviny.
ETEC muze probihat i asymptomaticky, kdy hostitel neustale vylucuje tyto bakterie ve
stolici bez ptiznakli nemoci. Pokud ETEC vstoupi do traviciho ustroji, dochézi
k osidlovani tenkého stieva timto kmenem pomoci koloniza¢nich (proteinovych)
fimbrii, které jsou nezbytné pro adhezi ke stievni stén¢ a k vylu€ovani enterotoxint.

Genetickd informace pro tvorbu enterotoxinil je vazand na plazmidech (Bednaf,
2009). ETEC produkuji tyto dva enterotoxiny:

1. Tepelné labilni toxin (LT) — termolabilni, imunogenni, vysokomolekularni toxin,

ktery se podoba enterotoxinu zptisobujicimu choleru (choleragen). Mechanismus uc¢inku
téchto toxinil je pfekonat sliznini bariéru stfeva, toxin napoméaha vylouceni tekutiny,
ktera se podili na poruSeni stievni sliznice. Toto naruSeni stievni sliznice vede k vazbé
patogent k enterocytim. Termolabilni toxiny se skladaji z podjednotky A a péti
podjednotek B (Fukuta, Magnani, Twiddy, Holmes, Ginsburg, 1988).

LT-1 - oligomerni toxin, ktery se déli dale do dvou skupin LTp a LTh

Na membranu enterocytu se navaze LT-I, dojde Kk pohlceni endocytézou a
k translokaci pomoci Golgiho komplexu. Podjednotka A zplsobi aktivaci enzymu na
epitelovych buiikach stifeva tzv. adenylat-cyklazy, kterd zvysi hladinu cyklického AMP
(cAMP), zatimco podjednotka B se vaze k receptoru GM-1 (glykosfingolipid) (Fukuta,
Magnani, Twiddy, Holmes, Ginsburg, 1988). Vysledkem téchto reakci je vylucovani
chloridovych iontil ze stievnich klkii a inhibice absorpce chloridu sodného, tyto zmény
koncentraci iontit vedou k priiymu.

LT-I1 — enterotoxin s dvéma antigennimi variantami LT-1la a LT-11b, mechanismus
pusobeni se podoba mechanismu LT-I. U lidskych kmentd ETEC se LT-11 vyskytuje jen
ztidka, spise je typicky pro zviteci ETEC(Fukuta, Magnani, Twiddy, Holmes, Ginsburg,
1988; Mainil, 2013; Qadri, Svennerholm, Faruque, Sack, 2005).
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2. Tepelné stabilni toxin (ST) — termostabilni, nizkomolekularni toxin s nizkou

imunogennosti. Existuji dvé tfidy termostabilnich toxint:

STa — protein s 18-19 aminokyselinami, ktery aktivuje enzym guanylat-cyklazu C
na epitelovych bunkach stfevni sliznice, zvySuje tak hladinu cAMP, stimuluje sekreci
chloridovych iontii a inhibuje absorpci chloridu sodného, timto dochéazi k vylucovani
tekutin do stfeva a nasledné k prijmu. Jsou znamy dvé formy tohoto toxinu — STp a
STh vyskytujici se u lidskych ETEC.

STb — protein tvofeny 48 aminokyselinami, ktery poSkozuje klky stieva a dochazi
az k atrofii, vyvolava sekreci hydrogenuhli¢itani ze stieva (Kaper, O’'Brien, 1998).
Vyskyt STb je hlavné u zvifecich ETEC, avSak byly popséany i u lidskych ETEC.

Koloniza¢ni faktory se vyskytuji u vétSiny kmenli ETEC, patii sem antigeny na

povrchu buniky (CS), afimbridlni struktury nebo koloniza¢ni antigeny fimbrii (CFA),

které jsou zédkladnimi antigeny pro kolonizaci stfev a vyvolujici ETEC (Ptiloha ¢. 5).

3.2.1.3 Enterohemoragické kmeny Escherichia coli (EHEC, STEC, VTEC)

Skupiny téchto kmenl maji nékolik synonymnich oznaceni: enterohemoragické =
EHEC, Shigatoxigenni = STEC, verotoxigenni = VTEC. EHEC jsou vyvolavateli
krvavych prijmi vétSinou v détském veéku a nejen v rozvojovych zemich, ale 1 ve
vyspélych zemich. Zdroj ndkazy byva nejcastéji infikované hovézi maso, tepelné malo
davka k vyvolani onemocnéni. Mechanismus ptisobeni EHEC kment je podobny jako u
EPEC, ale kadhezi dochazi ptevazné v tlustém stfevé. Produkuji toxiny podobny
shigela toxinlim (shigalike toxin), nazyvané taky jako verotoxin, které maji dva
antigenni typy avSak se stejnym mechanismem toxicity (Mainil, 2013; Tzschoppe,
Martin, Beutin, 2012)

» Shigatoxin (Stx) — produkce shigelatoxinu patii mezi hlavni faktor virulence u

kmeni EHEC. Jsou znamy dva cytotoxiny oznacované jako Stx1 a Stx2, jejich

produkce je vazana na bakteriofaga.
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Stx1 — toxin obtizné odlisitelny od shigelového toxinu, az 99% shoda v sekvenci
aminokyselin. Dvé formy tohoto toxinu — Stx1c¢ a Stx1d vyskytujici se u zvirat
(jeleni, kozy), u lidi vyvolavaji nemoci s asymptomatickym priubéhem.
Stx2 — vysoka toxicita nez u Stxl, rozdélen do 4 skupin dle sekvenci
aminokyselin: Stx 2G1 — Stx 2G4, z toho nejvice patogenni Stx 2G1, toxin
produkovany nejbéznéjsim serotypem patiici mezi EHEC - O157:H7

» Enterohemolyzin — tento toxin produkuje vétSina kmenu a serotypa EHEC
(0157, 026, 0103), napada hostitelské buriky a v jejich bunétné sténé tvori
pory, kterymi zabiji hostitelskou bunku. Na plazmidu jsou geny pro

enterohemolyzin.

Nejcasteji izolovanym sérotypem je O157:H7, vyskytuje se ve stfevnim traktu
dobytka, ale bylo identifikovano ptes 200 kmend, napt. O26:H11, O103:H2, O111:NM
a 0113:H21 (Tzschoppe, Martin, Beutin, 2012) (Ptiloha ¢. 5).

Sérotyp O157:H7

Infekce timto sérotypem jsou nejvice hldSeny v USA, pochdzi zejména
Z kontaminovaného hovéziho masa, neupravené¢ vody nebo Spatné upraveného mléka.
E.coli O157:H7 kolonizuje u zdravych zvifat rektalni sliznici (prasata, ovce), pro néz je
nepatogenni. Tento sérotyp zpusobuje hemoragické kolitidy (kfeCe v oblasti bricha,
krev v mo¢i), které se mohou vyvinout az v hemolyticko-uremicky syndrom (HUS), ten
muze vést az k ledvinovému selhani a slepoté. Infekce je vysoce nakazliva a nejvice
ohroZeni jsou malé déti a starSi 1idé, u nich dochazi k rozvoji zavaznych ptiznakt
infekce. V Ceské republice se studium E. coli O157:H7 fadi mezi priority bezpe&nosti
potravin, jsou vytvofena opatfeni k zamezeni pfezivani téchto kment (pasterizace,

ozafovani, vakcinace dobytka).
EHEC jsou ptivodcem téchto onemocnéni:

Hemoragicka kolitida — pfiznaky nemoci jsou silné bolesti bficha, zvraceni, krev ve

stolici
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Hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) — projevy onemocnéni jsou krvavy prijem,
akutni neuropatie, selhani ledvin, trombocytopenie a hemolytickd anemie (Kaper,
O’Brien, 1998)

Trombotickd trombocytopenicka purpura — symptomy jako u hemolyticko-
uremického syndromu, avSak s horeckou a zpusobuje poskozeni centrdlni nervové

soustavy.

EHEC kmeny se diagnostikuji izolaci vzorku ze stolice, biochemickou analyzou

(nestépi sorbitol), sérotypizaci a genetickou metodou PCR.

3.2.1.4 Enteroinvazivni kmeny Escherichia coli (EIEC)

Enteroinvazivni kmeny jsou intracelularnim patogenem, pronikaji do bunék a tam
se pomnozi. Podobaji se mechanismem patogenity shigelam. Jsou ptivodcem bacilarni
dysentérie, kdy projevem nemoci je horecka, vodnaty prijem s krvi, ktery se tézko
odliSuje od prujmu vyvolanym shigelou. Geny pro EIEC jsou ulozeny v plazmidu.
Zdrojem nakazy byva vétSinou kontaminovana voda a potrava. Sérotyp O124 patii mezi
nejbéznéjsi. EIEC produkuji cytotoxiny a enterotoxiny (Nataro, Kaper, 1998; Fasano,
Kay, Russell ,Maneval JR, Levin, 1990).

Diagnostiku EIEC vétsinou zahrnuje kultivace, sérotypizace, biochemické testy a

PCR, mozna je také sérologie (Pfiloha €. 5).

3.2.1.5 Enteroagregativni kmeny Escherichia coli (EAEC,EAQQEC)

EAEC jsou ptvodci pretrvavajicich mukdznich vodnatych prijmi se zvySenou
teplotou u déti i dospélych predev§im v rozvojovych zemich, ale mohou vyvolat i

cestovatelské prijmy.
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Mechanismus pusobeni spociva v agregativni adherenci EAEC k povrchu
enterocytl V tlustém i tenkém stfeve, to znamena adheze bakterii pfipominajici skladané
cihly na sob¢€, které tvoii sloupce. Dochazi ke zvySené sekreci sliznice za vzniku
biofilmu tvofeného hlenem a bakteriemi, které narusi stievni bunky.

Hlavnim faktorem virulence byl objeven gen aggR, ktery reguluje fimbralni
biogenezi. Popsany byly 1 dalsi virulenéni faktory mezi které patii fimbridlni,
afimbriédlni adheziny, enterotoxin EAST1 a také Shigella enterotoxin 1(ShETT1).

EAST1 - termostabilni enterotoxin tvofeny 38 aminokyselinami produkovany
kmeny EAEC, ale také kmeny EPEC, EHEC a ETEC.

Nejvhodnéjsi identifikaci kmentt EAEC v soucasné dobé se povazuje multiplex

PCR a také sérotypizace (Ptiloha €. 5).

Sérotyp O104:H4

Vzacny sérotyp, ktery by mél pattit do EHEC, jelikoz produkuje shigatoxin, ale
nema adherenéni faktory intimim a hemolyzin. OvSem tento kmen nese také gen pro
agregativni adheren¢ni fimbrie a mél by tedy pattit do EAEC (EAggEC).

Agregativni adherentni fimbrie umoZnuji tomuto sérotypu intenzivni adherenci na
buniky stfevni sliznice a posléze prinik shigatoxinu do buiky. Jednd se tedy o
kombinaci EHEC a EAggEC kmenu, kdy E. coli O104:H4 pievzala do svého genomu
informaci o produkci Shigatoxinu (Stx2). Tento toxin (Stx2) se nachazi na bakteriofagu
a je tak snadno ptenositelny. Proto kombinace téchto virulentnich faktori ma za

nasledek zavazny prubéh infekce a vysokou infek¢nost hlavné u dospélych.

3.2.1.6 Difuzné adherentni kmeny Escherichia coli (DAEC)

DAEC jsou také pii¢inou détskych prujmu, které byvaji vodnaté bez vyskytu krve.
Na povrchu stieva dochézi k difuzni adherenci kmentit DAEC k enterocytim, které se
prodluzuji do prstencovitych utvarii obepinajici buiiku (Kaper, O’Brien, 1998).
Obsahuji tzv.alfa operony, které koduji adherenci za pomoci afimbridlnich adhezint. O

této skupin€ kment neni zjisténo pfili§ informaci.
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Dalsi skupiny kmend druhu Escherichia coli se objevuji az v poslednich letech,
napiiklad nekrotoxigenni E. coli (NTEC), hemolytické kmeny E. coli (DHEC) spojené
sprujmy. U zvifat jsou vétSinou izolovany tzv. burnky oddeélujici E. coli (CDEC)
(Levine, 1987).

3.2.2 Patogenni kmeny puisobici mimo stievo - extraintestinalni

3.2.2.1 Uropatogenni kmeny Escherichia coli (UPEC)

Nejcastéjsi pavodce infekce mocového tUstroji. Specifické faktory virulence téchto
kment jsou adheziny, které se vazou na epitelie mocovych cest. Pokud jde o infekce
ambulantni provozu, tvoii UPEC 80 % izolatd, ale jde-li o nemocni¢ni infekce je zachyt
téchto kmenl niz§i zdivodu jinych prevladajicich enterobakterii zplsobujici

nozokomialni infekce (Votava a kol., 2003).

3.2.2.2 Septické kmeny Escherichia coli (MENEC,SEPEC)

Tyto kmeny jsou ptivodcem meningitid u novorozencl nebo také sepse. Vyskytuji
se u lidi 1 zvifat. Faktory virulence jsou podobné jako u UPEC. Septické kmeny se
chrani pfed imunitnim systémem tvorbou kapsule, proto piezivaji del$i dobu v krevnim
séru (Kaper, O'Brien, 1998). Pomoci S-fimbrialnich adhezinli pfilnou k epitelidlnim a

endotelialnim bunikam a ptekonaji tak tkanové bariéry.
Ostatni kmeny Escherichia coli pisobici mimo stievo jsou ptuvodci infekei ran,

dychacich infekci, sepsi a to zejména u hospitalizovanych pacientll se sniZenou

obranyschopnosti organismu.
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3.3 Laboratorni diagnostika

Escherichia coli je nejcastéji nalézana enterobakterie v klinickém materialu.
Zpusobuje infekce dolnich cest dychacich, infekce ran, infekce mocovych cest
(nejcastéjsi) a u oslabenych jedincti mize vyvolat i sepsi. Také muze byt ptivodcem
meningitid u novorozencu.

K vySetieni se zasila moc, stolice, vytéry z hnisavych ran, vytéry z rekta, krev na
serologické vySetfeni, likvor, punktaty, hemokultury. Laboratorni diagnostika

Escherichia coli spo¢iva pifedev§im v pfimém priikazu agens.

3.3.1 Barveni a mikroskopie

Pokud vySetfujeme ptitomnost E. coli ve stolici tak barveni dle Grama nema
vyznam, jelikoz vSechny enterobakterie se v mikroskopu jevi jako silné cervené
gramnegativni tyCinky. Gramovo barveni E. coli ma vyznam pfi vysetfovani jiného
druhu klinického materialu (mo¢, likvor), kde se za normalnich okolnosti E. coli

nevyskytuje.

Obr. 4: Tlustraéni obrazek Gramovo barveni E. coli

3.3.2 Kultivace

Kultivace = pomnozeni mikroorganismu v umélém prostredi, které musi spliovat
vhodné podminky pro jejich riist a metabolismus. Cilem kultivace je vypéstovani tzv.
¢isté kultury, coz znamena mnoZina bakterii stejného druhu, bez pfimé&si jinych bakterii.
Cistou kulturu pouzivame pro dalsi diagnostické postupy — mikroskopie, biochemické

testy, antigenni testy, ale také ke stanoveni citlivosti bakterialnich kment na antibiotika.
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Doba kultivace je zavisla na rychlosti mnozeni dané bakterie, mize to byt nékolik
hodin, ale také i nékolik tydnti.

Escherichia coli roste pifi 37°C (teplotni rozmezi 7-46°C) na zakladnich
kultiva¢nich ptdach (krevni agar) a typicky na padach slaktézou a p fisluSnym
indikatorem za tvorby kyseliny (selektivnédiagnostické pidy). Patii sem zejména
Endovo pida a MacConkeyho pida s1 % sorbitolu (zkvasuje laktozu, roste
v Cervenych koloniich, ostatni jsou bezbarvé), ale i dalsi pidy jako jsou MAL a XLD
agar (Votava a kol., 2000).

Pouziva se i selektivni pomnozovaci puda (selenitova tekutd puda), z které se
nasledujici den provadi vyoc¢kovani opét na selektivnédiagnostické pevné pudy (Bednaf,
2009). Inkubacéni doba rustu na krevnim agaru je v rozmezi 18-24 hodin. Kolonie jsou

lehce vypouklé, hladké, lesklé a Sedavé zbarvené. Nékteré kmeny mohu vykazovat

hemolyzu.
Obr. 5: E. coli na krevnim agaru Obr. 6: E. coli na Endové agaru
(Ustav mikrobiologie FN Plzen) (Ustav mikrobiologie FN Plzei)
3.3.3 Biochemické testy

Biochemicka diferenciace slouzi Kk identifikaci fenotypovych  vlastnosti
zachyceného kmene. Biochemické charakteristiky jsou fermentace sacharida (glukozy),
redukce nitratd na nitrity a negativni oxidazova a vétSinou pozitivni katalazova reakce

(Melter a spol, 2014; Votava, 2010).
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Nejuzivanéisi biochemické testy

Tvorba sirovodiku — na Hajnyho ptdé s zeleznatou soli. Pida se naockuje
vpichem, pokud bakterie tvofi sirovodik, vznikne Cerné zbarveni a to reakci
s trojmocnym Zelezem (Votava a kol., 2003).
Fermentace sacharidi (viz Priloha ¢.2) — glukézy (GLU), laktézy (KAC),
sacharézy (SUC), trehalozy (TRE), mannitolu (MAN), inositolu (INO) a dalsich
cukru a alkoholu (Votava a kol., 2000).

- zkvasenim glukézy vznikne kysely produkt a dojde tak ke zméné barvy

indikatoru pH v pidé => zluté zabarveni (Votava a kol., 2000).

Dekarboxylace aminokyselin — ornitinu (ORN), lysinu (LYS), argininu (ARG)

- odstépenim oxidu uhli¢itého z aminokyseliny vznikd amin, vysledné zbarveni
fialové nebo tmavé modré (Salmonely)Casto se wuzivaji pii diagnostice
enterobakterii (Votava a kol., 2000).

Stépeni urey (URE) — u bakterii produkujici ureazu, ktera §tépi mocovinu,
obvykle ¢ervené zbarveni (Proteus)

Tvorba indolu (IND) - prikaz v ¢iré tekuté padé (Hottigeriv bujon), detekce
pomoci Kovécsova ¢inidla, tryptofan se §t€pi na indol, vznik ¢erveného zbarveni
(viz Ptiloha ¢. 3) (Votava a kol., 2000).

- typicka pozitivni reakce pro Escherichia coli

Simmonstv citrat (SCI) — urcity druh bakterii je schopen misto cukru vyuZzivat
citrat, Sikmy agar zelené barvy v ptipad¢ pozitivity zmodra (Citrobacter)
Cytochromoxidazovy test (OXI) — prikaz oxiddzové aktivity, papirovy prouzek
napustény vhodnym reagens, ktery se pfilozi pifimo na kolonii, do 2 minut se
vyhodnoti zbarveni prouzku, pozitivita znamena modré zbarveni (Neisseria)
(Votava a kol., 2000).

Redukce dusi¢nani (NIT) — Zzlutd tekutd ptda, pii pozitivité zcervena

(Stafylokoky)
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3.3.3.1 Kratka fada cukra
Pestra fada zkumavek s jednotlivymi pudami, které se barevné odlisi. Dnes je tato

metoda zastarald, nahrazena komerénimi soupravami riiznych firem.

3.3.3.2 Enterotest

Tyto testy slouzi k blizsi identifikaci vyznamnych enterobakterii. V podstaté se
jedna o mikrotitra¢ni desti¢ku s 8 fadami po 12 jamkach, kazda z jamek obsahuje jinou
pudu v suchém stavu (Votava a kol., 2000). Pomoci mikrotitracni desti¢ky lze testovat 8
kment. K tomuto stanoveni je zapotiebi Cista kultura testovaného agens, ze které se
pripravi suspenze o urCité hustoté a rozkape do jamek. Do nekterych jamek je nutné
ptidat parafinovy olej kviili anaerobnimu prostredi, které nekteré testy vyzaduji.

Desticka se vlozi do sacku, aby se zabranilo jejimu vyschnuti, a dame ji inkubovat
pii 37°C na 18-24 hodin (Votava a kol., 2000).

Po inkubaci se ptida do nékterych jamek vyrobcem piedepsané ¢inidlo a odecte se
vzniklé zabarveni reakce. Vysledné zabarveni hodnotime dle ptilozené tabulky nebo na
pocitaci.
vyuzivda ENTEROtest II. Déle pak pro dokonalejsi urceni slouzi ENTEROtest 16,
ENTEROtest 21, tyto testy maji vétsi pocet testll. Pro potravinaie slouzi ENTEROtest
Rapid, doba inkubace tohoto testu ¢ini pouze 4 hodiny, ale zase je méné& piesny.

Existuje dalsi fada rtiznych testli, které se v praxi vyuzivaji, podle toho, ktery druh

bakterie identifikujeme.

3.3.4 Antigenni analyza
Abychom mohli prokézat pfitomnost antigenu, musime mit k dispozici zndmou
protilatku, kterou ziskdme imunizaci zvifete (polyklonalni protilatky) nebo technologii

bunéénych hybridomti (monoklonalni protilatky) (Votava a kol., 2000).
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Aglutinace na nosicich (latexova aglutinace) - reakce korpuskuldrniho antigenu
s protilatkou za vzniku komplexu antigen-protilatka => aglutinace (shlukovani).
Sérotypizace se provadi za pomoci komer¢né vyrabénych sér.

- latexova Castice slouzi jako nosic protilatky k dikazu antigenu

- latexova suspenze se promicha s kapkou vySetiovaného vzorku na skle nebo na

specialni papirové karticce. Smés se kyvavym pohybem (kolébani) promicha nékolik

minut a pouhym okem se sleduje vytvofeni aglutinace, ktera se projevi tvorbou

viditelnych shlukti (aglutinatit). K reakei je nutné provést negativni, pozitivni kontrolu a

kontrolu nespecifické aglutinace.

ELISA (enzyme-linked imunosorbent assay) - enzymova imunoanalyza, kde

slozka (Ag, Ab) dané reakce je znaCena enzymem, aby reakce byla dobie
viditelnd, pfidd se vhodny substrat, ktery se rozlozi ucinkem enzymu na
barevny produkt.

Imunofluorescence (IMF) — universalni pro prikaz protilatek proti vSem agens

je neprima IMF. Principem této sérologické reakce je oznaceni jedné slozky
reakce fluorescenénim barvivem, vysledek reakce se vyhodnoti ve
fluorescenénim mikroskopu (Votava a kol.,, 2000). Metoda se neda

automatizovat.

DNA sonda, PCR (polymerazova fetézova reakce) — tyto testy slouzi k

podrobnéj§imu  studiu kment nékterych bakterii. Principem analyzy je
zmnozeni hledané DNA a opakovani téchto cykli = zahfati DNA a rozlozeni
na jednotliva izolovana vlakna = ochlazeni + primery = Taq polymeraza +
prodlouzeni fetézce a tvorba kopie DNA. Termocykler tyto cykly opakuje a
zmnoZenou (amplifikovanou) DNA Ize prokazat elektroforézou s naslednym

obarvenim ethidiumbromidem nebo pomoci DNA sondy (VVotava a kol., 2000).
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3.3.5 MALDI TOF hmotnostni spektrofotometrie

Jednoducha, rychla a presnd metoda pracujici na principu tzv. meékké ionizace.
MALDI TOF hmotnostni spektrofotometrii identifikujeme aerobni, anaerobni bakterie,
kvasinky, mykobakterie, ale také ndm umoznuje detekovat mechanismy antibiotické
rezistence bakterii.

Analyzuji se hmotnostni spektra proteini (bakterie) a glykoproteini (houby)
specifické pro urcity kmen poté se pak ziskané hmotnostni spektrum vyhodnoti (srovnd)

s referen¢ni databazi spekter (Hrabak, Chudackova, Walkova, 2013).

3.3.6 Stanoveni citlivosti na antibiotika

3.3.6.1 Diskovy difuzni test
Nejuzivangj$i metoda kvalitativniho stanoveni citlivosti bakterii, pomoci niz
zjistime citlivost kmene ke konkrétnimu antibiotiku.
Pfipravi se inokulum testovaciho kmene bakterie o spravné hustoté. Pro rychle
rostouci bakterie se uziva Mueller-Hintondv agar (enterobakterie) a pro nékteré
Na agar se nalije inokulum vySetfovaného kmene, zbytek se odsaje a naockované
plotny se nechaji zaschnout. Poté se kladou antibiotické disky na plotnu a to pomoci
sterilni jehly nebo dispenzorem s pfedem danym rozestupem diskii. Plotny se umisti do
termostatu (35-37°C) dnem vzhlru na 24 hodin. Druhy den se muze odecitat velikost
inhibi¢nich zén pomoci posuvného meétitka. Kazdé antibiotikum mé stanovenou
minimalni velikost inhibi¢ni zony, podle které je mikroorganismus ohodnocen jako

citlivy pro testované antibiotikum.
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Obr. 7: Diskovy difuzni test
(Ustav mikrobiologie FN Plzen)

3.3.6.2 Dilu¢ni mikrometoda

Tato metoda patii mezi kvantitativni testy stanoveni citlivosti na antibiotika. Jedna
se 0 test vjamkach mikrotitracnich desticek, které obsahuji antibiotikum o urcité
koncentraci rozpusténé v bujonu. Pfida se standardni inokulum vySetfovaného kmene
(jeden kmen na jednu destic¢ku) a desti¢ka se vlozi inkubovat pti 37°C do termostatu.

Po 16-72 hodinach inkubace (dle druhu mikroba) se hodnoti zakal v jamce nebo
sediment na dn¢ jamky. Prvni jamka bez zédkalu ¢i sedimentu znamend, ze mikrob
neroste.

Uréi se minimalni inhibicni koncentrace (MIC) v mg/l daného antibiotika pro
vySetiovany kmen, coz je takova nejniz§i koncentrace daného antibiotika, ktera je
schopna vySetfovany kmen bakterie zastavit v ristu.

V soucasnosti predstavuje tato metoda nejpiesnéjsi, nejdostupnéjs$i a nejlevnéjsi

postup, ktery se v laboratofich vyuziva pro stanoveni citlivosti.

3.3.6.3 Etest

Tato metoda kombinuje principy diskového difuzniho testu a dilu¢nich metod,
jedna se o plastikovany kalibrovany prouzek napustény rliznou koncentraci antibiotik a
se stupnici fedéni geometrickou fadou. Test se provadi na agaru se suspenzi
vysetifovaného kmene. Ptilozi se prouzek a vloZzi se inkubovat do termostatu.

Po inkubaci se hodnoti inhibi¢ni zéna rtistu kolem prouzku. MIC se odecitd v misté,

kde elipsa inhibice protina okraj prouzku pomoci stupnice fedéni antibiotika.
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3.4 Klinicky obraz onemocnéni a terapie

Patogenni Escherichia coli vyvolava dva druhy onemocnéni. Extraintestindlni
onemocnéni zpusobuje infekce mimo intestinalni trakt, jsou to naptiklad zanéty
mocovych cest, hnisavé procesy, infekce ran a sepse.

Intestinalni onemocnéni se tykd hlavné infekci intestinadlniho traktu provazené
prijmy, na kterych se podili patogenni kmeny E. coli.

Klinické projevy onemocnéni jsou ve vétSin¢ piipadi vodnaté prijmy, zvraceni,
horecka, rychly ubytek na vaze a naslednd dehydratace. Je to nakazlivé onemocnéni,
které se §ifi v kolektivu malych déti (i kojenctt), oslabenych jedinct a u starych lidi.

Terapie u extraintestinalnich infekci spocéiva hlavné v antibiotické 1éCbé, u
intestinalnich onemocnéni se klade diraz i na dehydrataci (Bednat, 2009). Citlivost E.
coli na antibiotika je dobra krom¢& benzylpenicilinu, av§ak pocet rezistentnich kmenti

stoupa.

3.5 Vyuziti Escherichia coli

E. coli jako soucast prirozené mikroflory u c¢lovéka i u zvifat se stala
nejprobadang)si bakterii, kterda ma vyuziti v riznych oborech jako jsou biotechnologie,
molekularni biologie, imunologie. Pomoci geneticky modifikované E. coli ziskané
rekombinantni metodou se vyrabi insulin. Rekombinantni E. coli ma také schopnost
syntetizovat textilni barvivo indigo, dale pak slouzi k ptipravé lidskych hormonti

(rtstovy hormon). E. coli je hlavnim signalem fekalniho znec¢isténi vody!!!

3.5.1 Escherichia coli Nissle 1917

Nepatogenni kmen Escherichia coli Nissle 1917 objeven roku 1917 Alfredem
Nisslem, ktery ma probiotické ucinky. Nemé Zadné virulencni faktory a neprodukuje
zadné enterotoxiny nebo cytotoxiny. Tento kmen je nejlépe popsany z probiotickych b
akterii a podrobil se nékolika testim. Citlivost vykazuje ke vSem antibiotikiim

vyuzivanych proti gramnegativnim bakteriim (enterobakteriim).
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Provedena byla molekularné genetickd typizace DNA, PCR analyza plazmida a
serotypizace. Serotyp O6:K5:H1.

Déle probéhla biochemicka typizace membranovych lipidit a lipopolysacharidu.
Z provetenych testl nakonec spliiuje vsechny pozadavky na bezpecnost, podavat se
muze 1 ve vysokych davkach, jelikoz nebyly zjistény zadné patogenni vlastnosti viici
hostiteli. V klinické praxi se pouziva lyofilizovana forma (Lukas, 2003).

Chromozomy Nissle 1917 nesou geny pro produkci mikrocint, které potlacuji rist
dalSich enterobakterii, coz je zdkladni ptedpoklad probiotik.

Kmeny E. coli Nissle 1917 se vyuzivaji k 1é¢b¢ zanétlivych stfevnich onemocnéni,
travicich potizi, dale se pak podileji na 1é€b¢€ ulcerozni kolitidy a Crohnovy nemoci.
U novorozencl zabranuje osidlovani stfev patogennimi kmeny a napomahd tak
k rozvoji sttevniho imunitniho systému (SZU, Praha 2008).

Velmi vzacné se mohou objevit vedlej$i nezddouci Gc¢inky téchto probiotickych
kmen (nadmérné nadymani), které jsou vyvolany vysokou davkou probatika, po

sniZzeni davky tyto pfiznaky vymizi.

4. EPIDEMIOLOGIE ESCHERICHIA COLI

Onemocnéni Escherichia coli ma vétSinou sporadicky vyskyt, ale za uritych
okolnosti muze vypuknout az v epidemii. Epidemicky vyskyt se tyka zejména
enterohemoragickych kment E. coli (EHEC). Pavodcem zdroje nakazy muze byt

¢loveék 1 zvife.

4.1 Rezervodry

Hlavnim rezervoarem Escherichia coli je stievni trakt zvifat, mezi asymptomatické
nositele patii zejména skot dale pak ovce, kozy. Sporadicky vyskyt bakterie nachazime
u hospodaiskych zvitat a divoké zvéie (kong, jeleni, kachny, kralici). E. coli je pomérné

odolna, pteziva v pidé nékolik mésictl, ve vodé tydny a to i pfi nizsich teplotach.
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4.2 Zpiisoby pi‘enosu a cesta Siieni infekce

Clovék se infikuje bud’ p¥imym, nebo mnohem ¢&ast&ji nepfimym kontaktem.
Zpusob pienosu E. coli je fekalné oralni cestou, z ¢ehoz vyplyva, ze mikroorganismus
se vyluéuje stolici a do hostitele vstupuje nejéastéji zaZivacim tstrojim. Sifeni nemoci je
dasledkem Spatnych hygienickych podminek.

Pfic¢ina nakazy u ¢lovéka je kontaminace potravin (maso, mléko) pii porazce nebo
dojeni zvifete. Kontaminace zeleniny a ovoce v dasledku hnojeni zvifecimi vykaly.
Znecisteéni pitnych zdroji vodou splachlou z poli hnojenych kravskou mrvou pfi silnych
destich, ¢imz E. coli slouzi jako indikator znecisténi vody fekaliemi (Gopfertova,
Pazdiora, Danova, 2013).

Dalsim dusledkem je nedostateéné tepelné zpracované potraviny, maso a mlécné
vyrobky. Nejde o typickou zoondzu, ptenos infekce z ¢loveka na cloveéka byva vétsSinou
u pienasect s asymptomatickymi pfiznaky nebo v rodinach se snizenymi hygienickymi
navyky, ale také u nemocni¢niho personalu. Infekce se §ifi i mezi domacimi zviraty na
farméch (Zahradnicky, 1987).

Cesty pienosu E. coli jsou velice rozmanité, neznaji zadné geografické hranice, coz

ma za nasledek zavle€eni infekce kamkoliv a kdykoliv. Riziko infek¢nosti je vysoké.

Transmission between
production animals

Transmission animal to
Contamination of person (farms, abattoirs,
environment, wildlife, markets, etc.)

water and agriculture

|
ransmission person to person

and between person and
domestic animals

4!

L

=
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food and water
to person

Obr. 8: Cesty vstupu E. coli do organismu pievzato z http://www.ecl.lab.com/en/ecoli/index.asp
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4.3 Nejznaméjsi kauzy

Spojené staty americke 1993

Leden 1993 ve Spojenych statech onemocnélo hemoragickou kolitidou nad 500
lidi. Epidemie byla vyvolana enterohemoragickym kmenem E. coli, sérotyp O157:H7.
Stievni infekce byla zptsobena pozitim nedostatecné tepelné upravenych hamburgra
Z hovéziho masa kontaminovanych E. coli O157:H7. Epidemie si vyzadala Ctyii détské

Zivoty.

Japonsko 1996

Japonsko zazilo taktéz v Cervenci roku 1996 obrovskou epidemii vyvolanou

sérotypem O157:H7. Zdrojem nakazy byly fedkvicky, které byly ve velkém poctu
péstovany pro Skolni jidelny. Infikovano bylo vice nez 9000 lidi a ztoho 12 lidi

zemfelo.

Spojené staty americke 2002

Srpnova epidemie roku 2002 v USA, kdy doSlo k ndkaze ndvstévnikli dobytci
farmy opét kmenem EHEC, sérotypem O157:H7. VétSina navstévnikil se nakazilo
piimym stykem s infikovanymi telaty na farmé. Nékteré vSak ,, zachranilo “ myti rukou,

coZ nevyznamné snizilo riziko pfenosu.

Severni Amerika 2006

V roce 2006 v Americe vypukla epidemie vyvolana enterohemoragickym kmenem
E. coli, sérotyp O157:H6 izolovaného ze $penatu. Vyskyt byl v 26 americkych statech,
199 lidi infikovéano, tfi lidé na infekci zemfeli a 31 obyvatel utrpélo selhdni ledvin
nazyvané HUS (hemolyticko-uremicky syndrom) (Gordis, 2009, Pennington, 2014).

Z pocatku se spekulovalo, Ze kmen pochézel ze zdvlahové vody kontaminované
vykaly dobytka a konecny verdikt byl, ze zdrojem nakazy byl $penat z rance Augus.

Ran¢ pronajala pozemky péstiteli Spenatu.
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Kontaminace Spenatu byla ziejm& ze zavlazovaci studny, kterd byla pobliz
povrchovych vodnich cest, pak také pritomnost divokych prasat.

Tyto dvé formy kontaminace nebyly definitivni, spiSe Slo o potencialné rizikové
faktory prostfedi. Nevylucovalo se také Sifeni infekce v disledku Spatné dopravy a

Spatného zpracovani Spenatu (omyti).

Neéemecko 2011

V kvétnu 2011 v Severnim Némecku vypukla epidemie, kterd postihovala nemoci
travicich cest. Jednalo se zejména o hemoragickou kolitidu a hemolyticko-uremicky
syndrom (HUS) vyvolany shigatoxigennimi kmeny Escherichia coli (STEC, EHEC),
sérotyp O104:H4. Pozdé&ji vSak bylo zjisténo, Ze tento virulentni kmen je kombinaci
enteroagregativnich kmenit EAggEC a enterohemoragickych kment E. coli (EHEC).
Kombinace vlastnosti tohoto kmene O104:H4 spocivala ve virulentnich faktorech, coz
znamena, ze EHEC miva hemolyzin a intim, ale tento kmen vlastnil jiné faktory.

Epidemie m¢la i dalsi zvlastnosti tykajici se hemolyticko-uremického syndromu,
ktery vétSinou postihuje malé déti nebo starsi obyvatele se snizenou imunitou tentokrat,
ale onemocnéli spise lidé stiedniho véku a zejména zeny (Frank, Werber, Cramer a kol,
2011).

A jaky byl zdroj nédkazy?! Spekulovalo se o Spanélskych okurkach, které pak byly
nakonec vyloueny, ale nejvétsi podezieni padlo na nakliCené fazole z jedné farmy.
Ovsem nalez E. coli ve fazolich byl negativni, coz se o¢ekavalo s ohledem na opozdéné
vySetieni. K zdvéru nakonec dospél Evropsky ufad pro bezpecnost potravin, ktery dale
patral po zdroji a usnesl se, Ze pfi¢inou epidemie byla pravdépodobné potravina
z Egypta, u nas znama jako piskavice (semeno rostliny Trigonella foenum-graecum),
ktera ziejm¢ kontaminovala fazole (Frank, Werber, Cramer a kol, 2011).

Zaznamenano bylo 4055 postizenych, ztoho 885 stézkym prubéhem nemoci
(HUS) a 50 ptipadd umrti.
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4.4 Ceskd Republika

V Ceské Republice nepropukla 7adna epidemie vyvolana patogennimi kmeny E.
coli. Dle publikaci Statniho zdravotnického ustavu Vv Praze byl zaznamenan jeden
importovany ptipad E. coli O104:H4 v souvislosti s velkou némeckou epidemii 2011.

Jednalo se o americkou turistku, kterd se vratila ze severniho Némecka a v Praze ji
hospitalizovali s pfiznaky prijmu s piimési krve, dehydratovanou a celkové vycerpanou
(hemoragicka kolitida). Pacientce na infek¢nim oddéleni prokazali ve stolici
epidemicky kmen E. coli O104:H4, zdrojem infekce byly salaty z Cerstvé zeleniny,
které turistka opakovan& konzumovala (SZU,Praha 2011).

V srpnu 2007 v Ceské Republice byly evidovany dva piipady HUS, jednalo se o
divku (3 roky) s 21 denni anurii, kde byla zapotiebi i dialyza¢ni terapie, plivodcem
infekce byla E. coli O157:H7. Druhy ptipad hospitalizace na infekéni klinice byl 8
meésicni chlapec se 7 denni anurii a naslednou dialyzaéni terapii, ovSem zde se jednalo o
jiny sérotyp E. coli ato O111:NM (EHEC) (SZU, Praha 2008).

Dalsi z tézkych piipadi HUS, kde byla puvodcem E. coli O26:H11, ktera se
prokézala ve stolici teprve 2 leté divky, ktera po tydenni intenzivni péci 1ékatt podlehla

infekci (SZU, Praha 2009).
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5. CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem bakalaiské prace je charakterizovat pfitomnost a pasobeni E. coli ve stievni
mikroflofe ¢loveka, ale i mimo ni. Seznamit se S patogennimi kmeny pusobicimi ve
stieveé 1 mimo stievo se zaméfenim na jejich vlastnosti a virulenci.

Na mikrobiologickém pracovisti laboratorné vySetfit stolice od déti ve véku 0-3 let
S prijmovym onemocnénim za ucelem urcit nejcastéji vySetfovany sérotyp a kmen E.
coli u téchto nemocnych.

Vlastni vysledky zkompletovat z laboratorniho systému pracovisté za cely rok

2015.
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6. METODIKA

Vysetfeni  stolice je nedilnou soucasti diagnostiky u onemocnéni
gastrointestinalniho traktu, jednd se o metodu prvni volby hlavné u prijmovych

onemocnéni.

6.1 Odbér, transport a uchovdavani vzorku

Vzorky stolice na bakteriologické kultivacni vySetfeni odebirdme sterilnim
tamponem na ty¢ince z umélé hmoty. Tampon zavedeme do kone¢niku 2-3 cm hluboko
a rotacnim pohybem odebereme vzorek tak, aby na vytérce byla patrna stolice. Poté
tampon zasuneme do transportni pidy s aktivnim uhlim dle Amiese (¢erné barvy), aby
vzorek nevyschnul.

Vzorek neprodlené transportujeme do laboratote. Vzorek 1ze zpracovat do 24 hodin
po odbéru. Transport a uchovavani vzorku probihd pii pokojové teploté (max. 20 OC),

popf. v chladnitkové (4 °C).
6.2 Kultivace stolice

6.2.1 Kultivacni media pro diagnostiku E. coli

Krevni agar - nejpouzivanéj$i pevna puda s beranimi erytrocyty, slouzi pro
zachyceni grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Nékteré bakterie mohou tvofit
hemolyzu.

Endova pida - pevnd puda, na které rostou vsSechny gramnegativni tyCinky.
Obsahuje laktézu a ¢ervené barvivo fuchsin, ma rizovou barvu.

XLD pida — selektivni diagnostickd pevna ptida pro zachyt hlavnich stfevnich
patogent (salmonel), obsahuje xylozu, laktdézu, lyzin a desoxycholat, md cervenou
barvu.

Campylobacterova piida - pevna piida, ktera slouzi k zachyceni campylobactera pti
prijmovych onemocnéni. Obsahuje antibiotika inhibujici rast ostatnich bakterii.

Selenitovd puda - tekutd pomnoZovaci pida rGzovo-oranzové barvy, slouzi

k pomnozeni patogennich gramnegativnich ty¢inek.
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6.2.1.1 Pracovni postup a hodnoceni

1. den: Vytér z rekta naoCkujeme tzv. kiizovym roztérem na piedem popsanou a
oznacenou Petritho misku s krevnim agarem, Endovu padu, XLD agarem a na
kampylobakterovou pidu. Krevni agar, Endovu a XLD ptdu vlozime do termostatu na
18 — 24 hodin pii 37°C. Pidu na prikaz Campylobactera dame do termostatu na 48 hod
pii 42°C, inkubace probiha Vv mikroaerofilnim prostfedi. Tyto pevné zivné pudy
vkladame do termostatu dnem nahoru, aby nedochéazelo béhem inkubace ke kondezaci
vody na spodni strané¢ vicek Petriho misky (Votava a kol., 2000). Na zavér ponoiime
vytérovku do tekuté pomnozovaci selenitové pidy a vlozime do termostatu na 18 - 24
hodin pti 37°C.

2. den: Po 24 hodinové inkubaci prohlizime a ode¢itime primokultivaci na krevnim
agaru, Endové agaru a na padé XLD. Také vyockujeme ze selenitového bujonu
pomnozené bakterie na pevné pudy — Endtv agar a XLD agar, které nechame inkubovat
Vv termostatu pti 37°C po dobu 24 hodin.

3. den: Po 48 hodinach prohlizime a ode¢itame pomnoZeni na Endové pud¢, XLD

agaru a kampylobakterové padeé.

Celkové hodnoceni kultivace se provadi po 48 hodinach. E. coli na krevnim agaru
roste v Sedavé zbarvenych lehce vypouklych koloniich, u n€kterych patogennich kmenii
muze vykazovat uplnou hemolyzou. E. coli $té€pi laktozu a proto na Endové pude roste
Vv tmavocervenych (purpurovych) kovové lesklych koloniich, pokud neni ve vzorku

ptitomna, kolonie zlistanou svétlé. Na ¢ervené XLD pudé tvoti E. coli zluté kolonie.

6.3 Biochemické urceni E. coli

Abychom ziskali bliz§i ureni bakterie, musime pfipravit tzv. Cistou kulturu
bakterii, pomoci niz piesn¢ zaradime mikroba do rodu a druhu poptipad€ uréime jeho
sérotyp. Cista kultura je homogenni populace bakterii jednoho rodu a druhu ziskana

primokultivaci (Votava a kol., 2000).
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Z primokultivace odebereme bakteriologickou klickou konkrétni kmen, ktery
chceme stanovit a naoCkujeme ho na dané kultiva¢ni médium, nechame inkubovat
V termostatu 24 hodin pti 37°C.

K vzajemnému rozliSeni stfevnich bakterii (v ramci ¢eledi Enterobacteriaceae)
slouzi biochemické testy, které blize urci dané¢ho mikroba. V praxi se vyuziva 8§ — 24

testa.

6.3.1 ENTEROtest 24
Diagnosticka komer¢n¢ vyrabénd souprava urcena pro definitivni identifikaci
sttevnich bakterii. Obsahuje 24 biochemickych testi délenych v mikrotitracni desticce,

kde jsou vyrobcem piipraveny rizné piidy v suchém stavu.

6.3.1.1 Pracovni postup a hodnoceni

Ve zkumavce s3 ml fyziologického roztoku si pfipravime suspenzi z Cisté 24
hodinové kultury testovaného kmene. Dukladné¢ homogenizujeme a vznikly zékal
srovname s McFarlandovo zakalovou stupnici, aby odpovidal 1. stupni. Mikrotitra¢ni
desticku vyjmeme z obalu a dle poctu testovanych kmenti odejmeme ptislusny pocet fad
desticek — 1 kmen = 3 fady => trojstrip. Uvolnime ochranou hlinikovou fo6lii a do vSech
jamek inokulujeme 100 pl pfipravené bakterialni suspenze. Do jamek H, G, F, E, D, C
(testy IND, H2S, LYS, ORN, URE, ARG) prvého fadku stripu pfikapneme 2 kapky
sterilniho parafinového oleje. Trojstrip prekryjeme hlinikovou folii a vickem a
inkubujeme v termostatu 24 hodin pfi 37°C.

Po 24 hodinové inkubace vyjmeme desti¢ku a pfidame c¢inidla:
fada 1, jamka H (test indol) — 2 kapky ¢inidla IND
fada 3, jamka H (test acetoin) — 1 kapka ¢inidla VPT I a VPT II

Desticku nechame inkubovat 30 minut pii teploté¢ 37°C. Po 30 minutach inkubace
jesté zakapeme Cinidlem PHE jamku H v 2. fadé (test fenylalanin), kde ihned odecteme

vysledek testu, protoZe pozitivni reakce do 2 minut po pfikapnuti ¢inidla mizi.
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Dle barevné srovnavaci stupnice ENTEROtest 24 odeCteme pozitivni a negativni
reakce ostatnich testli. Poté vysledky zaznamendme do programu do pocitace a pomoci

Diagnostického seznamu v pocitaci uréime testovaného mikroba (viz. Piiloha ¢. 3).

Tab. 1: Biochemické reakce Enterotestu 24

1 IND H,S LYS ORN URE ARG SCI MAL
Indol sirovodik Lysin Ornithin Ureaza Arginin Simmonsiiv ~ Malonat
(6Y) (6Y) (@) (6Y) () (€Y citrat (€
@
+ - + + - - - -
2 PHE ONP INO ADO CEL SUC TRE MAN
fenylalanin B-Galaktosidaza Inositol Adonitol Cellobiosa Sacharoza Trehaloza Mannitol
2 2 2 2 0] @ 2 2
+ - - - + + +
3 VPT ESL SOR RHA MLB RAF DUL GLU
Acetoin Esculin Sorbitol Rhamnoza Melibioza Raffinoza Dulcitol Glukoza
4 4) 4 4) 4 4) 4 “
- - + + + + - +

6.3.2 Pestra (kratkd) fada cukrt
Na zadkladé¢ biochemickych vlastnosti jednotlivych rodl stfevnich bakterii
pouzivame k jejich identifikaci metodu kratké tady cukri. Biochemické reakce

probihaji v fad¢ zkumavek, ve kterych jsou jednotlivé kultivacni ptdy.

6.3.2.1 Pracovni postup a hodnoceni
Ptipravime si zkumavky s témito kultivaénimi piidami:
1. roztok glukdzy s bromthymolovou modii — principem reakce je zména pH pfii
zkvaSovani cukrii
pozitivni vysledek — zluté zbarveni
negativni vysledek — zelenomodré zbarveni
2. Hajnyho ptida (indikator citrat zelezitanoamonny) — cerveny Sikmy agar, detekuje
tvorbu sirovodiku
pozitivni vysledek — ¢erné zbarveni

negativni vysledek — ervené zbarveni

52



3. puda s mocovinou — tvorba ureazy, u bakterii produkujicich uredzu, ktera
rozkladad mocovinu v ptidé
pozitivni vysledek — modré zbarveni
negativni vysledek — zelené, Zluté zbarveni
4. Hottingeriv bujon (obsahuje tryptofan) a Kovéacsovo dcinidlo — S$tépenim
tryptofanu vznikd indol, pfiddme Kovécsovo Cinidlo a vznikne pii pozitivité
¢ervené zbarveni, typicka reakce pro E. coli (Votava a kol., 2000)
pozitivni vysledek — Cervené zbarveni (prstenec)
negativni vysledek — Zluty zbarveni
5. Simmonsiv citrat (pida s citrdtem sodnym a bromthylovou modii) — Sikmy agar
zelené barvy, dochazi zde k uvolnéni amoniaku a to vede k alkalizaci prostiedi a
zméné zbarveni pudy
pozitivni vysledek — modré zbarveni

negativni vysledek — zelené, zluté zbarveni

Do vSech téchto kultivacnich pid naoc¢kujeme testovanou Cistou bakterialni kulturu
a nechame inkubovat v termostatu 24 hodin pti 37°C. Druhy den odecitame barevné
zmény ve zkumavkach a urujeme nazev bakterie.

E. coli byla pozitivni v téchto reakcich — zkvasovani glukézy(1), tvorba indolu(4).

6.4 Antigenni analyza kmene = sérotypizace E. coli
Vykultivované podezielé kolonie E. coli mohou obsahovat antigen, ktery reaguje se
specifickou protilatkou. Urcime tak antigenni strukturu izolovaného bakterialniho

kmene za pomoci komercné vyrabénych specifickych antisér.

Princip testu
Pokud kmen E. coli obsahuje antigen zahrnuty v testovacim séru, dojde k navazani
antigenu se specifickou protilatkou za vzniku komplexu antigen x protilatka.

Vysledkem reakce je jasné viditelna aglutinace vySetfovan¢ho kmene.
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6.4.1 Pracovni postup a hodnoceni
Jedna se o metodu provadénou na sklicku (sklickova aglutinace). Pfipravime si
bakteriologickou klicku, podlozni sklo, fyziologicky roztok a znamd komercné
vyrabéna antiséra:
» trivalentni polysérum — zahrnuje sérotypy O114, 0124, 014
» mnonavalentni polysérum — zahrnuje sérotypy O111, O55, 026, 086, 0119,
0127, 0125, O 126, 0128
» monovalentni séra - 0114, 0124, 0142, 0111, 055, 026, 086, 0119, 0127,
0125, O 126, 0128
Na dvé podlozni sklicka dame kapku fyziologického roztoku, do kterého
pfemistime bakteriologickou klickou malé mnozstvi vysetfované Cisté bakteridlni
kultury z Petriho misky. Suspenzi promichame, pifidame kapku trivalentiho antiséra a na
druhé sklicko kapku nonavalentniho séra a mirnym naklapénim vSe promichame.
Aglutinace je viditelnd a odecitd se pouhym okem. V piipadé pozitivity jednoho
Z polyvalentnich sér pracujeme s jednotlivymi séry zahrnutymi v daném pozitivnim
polyvalentnim séru. Pracovni postup je stejny jako v pfedchozich vétach. Pozitivni
reakce (aglutinace) s jednotlivymi antiséry vypovida o konkrétnim sérotypu E. coli ve

vzorku.

Hodnoceni sklickové aglutinace:

pozitivni vysledek negativni vysledek

©_ O] O O]
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7. VYSLEDKY

Za rok 2015 (obdobi leden az prosinec) bylo na bakteriologickém oddéleni FN
Plzen celkem vySetieno 1518 stolic od déti ve véku 0-3 roky s diagndézou prijmového
onemocnéni. Klinicky material byl zaslan z riznych oddéleni - prakticky détsky 1€kar,
Infekéni klinika, Détska klinika (kojenci) a neonatologie (neonatologickd jednotka
intenzivni pécCe, odd€leni novorozencii a neonatologickd poradna). Stolice zaslané
Z neonatologie nebyly vySetfeny pouze s diagnézou prijem, ale u téchto pfedcasné
narozenych déti nebo déti bezprostiedné po porodu je sledovano sttevni osidleni. Jedna
se o rizikovou skupinu déti (zvySend nachylnost k infekcim, snizend obranyschopnost
organismu), kdy znamé osidleni stfevni sliznice umozni v¢as zareagovat, d€je-li se néco
s novorozencem. V ptipad¢ pozitivity patogennich E. coli jsou ihned provedena

epidemiologicka opatfeni.

Oddéleni jsem si rozdélila do dvou skupin:
skupina 1 (Prakticky détsky lékaft, Infekéni klinika, Détska klinika)
skupina 2 (Neonatologie)

Skupina 1 — celkem vySetfeno 710 stolic od détskych pacientt, jak chlapct, tak
divek. Z toho bylo prokazano 550 nedyspeptickych E. coli (nejsou ptivodci prijmu) a
17 dyspeptickych E. coli (Tab.2). U 143 vysetfovanych stolic byla pfitomna jina
nepatogenni i patogenni flora (Salmonella species, Campylobacter species), ktera vsak

neobsahovala E. coli.
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Tab. 2: Piehled vySetifenych patogennich E. coli u skupiny 1

Serot
Potet R ponlavi E o Kmen Odddleni
narozeni : E. coli
(O-antigen)

1. 2014 Chlapec 0126 EPEC Détsky 1ékar
2. 2014 Chlapec 0126 EPEC Détsky lékar
3. 2013 Divka 086 EPEC Infekéni
4. 2014 Chlapec 026 EHEC Détska klinika
5. 2014 Chlapec 0126 EPEC Détsky lékar
6. 2014 Chlapec 0126 EPEC Détska klinika
7. 2014 Chlapec 026 EHEC Infekéni
8. 2014 Chlapec 0126 EPEC Infekéni
9. 2013 Chlapec 055 EPEC Infekéni
10. 2013 Divka 0126 EPEC Infekéni
11. 2012 Chlapec 0126 EPEC Détska klinika
12. 2015 Divka 0125 EPEC Détska klinika
13. 2014 Chlapec 026 EHEC Infekéni
14. 2014 Divka 0126 EPEC Détska klinika
15. 2014 Chlapec 026 EHEC Détsky 1ékar
16. 2014 Chlapec 086 EPEC Infekéni
17. 2015 Chlapec 0127 EPEC Détska klinika

Z tabulky 1 vyplyva, ze u skupiny 1 byl nejcastéji prokazan antigen 0126 v 8
ptipadech, ktery patii mezi enteropatogenni E. coli. Ve 4 pfipadech byl otypizovan
antigen 026, ktery se fadi mezi enterohemoragické E. coli. U 2 piipadid byl vyskyt
antigenu 086 a v jednom piipadé se prokazal antigen O55, 0125, O127, tyto antigeny

patii mezi enteropatogenni E. coli (Graf 1).

Graf 1: Cetnost O antigent E. coli u skupiny 1

1 0126 Skupina 1
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O antigeny
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Skupina 2 — celkem bylo vySetfeno 808 stolic od piedCasné ¢i normalné
narozenych déti (chlapci + divky). Pocet nedyspeptickych kment E. coli byl 218 a
dyspeptickych kment bylo 8 (Tab.3). U 582 stolic byla prokazana jina stfevni flora.

Tab. 3: Piehled vysetfenych patogennich E. coli u skupiny 2

SKUPINA 2 Pozitivni vysledky E. coli 2015
Serotyp
Polet na?(?zini Pohlavi E. C(_)Ii En;gn Oddéleni
(O-antigen)

1. 2015 Divka 0127 EPEC Neonatologie
2. 2015 Chlapec 055 EPEC Neonatologie
3. 2015 Chlapec 026 EHEC Neonatologie
4. 2015 Divka 026 EHEC Neonatologie
5. 2015 Chlapec 026 EHEC Neonatologie
6. 2015 Divka 026 EHEC Neonatologie
7. 2015 Chlapec 026 EHEC Neonatologie
8. 2015 Chlapec 026 EHEC Neonatologie

Tabulka 2 ukazuje, Ze u skupiny 2 je nejpocetnéji zastoupen antigen 026 a to v 6
piipadech. Antigen 026 patii mezi enterohemoragické E. coli. V 1 ptfipadé byl vyskyt
antigenu 055 a 0127 (Graf 2).

Graf 2: Cetnost O antigenti E. coli u skupiny 2
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U skupiny 1 bylo otypizovano 13 enteropatogennich kment E. coli a 4 kmeny
enterohemoragické E. coli. Skupina 2 meéla vysledky odlisné, zde byl vyskyt 2
enteropatogennich kment a 6 enterohemoragickych kmenti.

Enteropatogenni kmeny E. coli vyvolavaji prijmy s nejasnou patogenezi zejména u
kojencti a novorozencu. Enterohemoragické kmeny E. coli jsou pivodci krvavych
prijmi v disledku poskozeni stfevni sliznice (enterocytll) toxiny, jsou nebezpecné a
mohu vést k rozvoji hemolyticko-uremického syndromu (HUS).

Celkove¢ tedy bylo z obou skupin (1,2) otypizovano 15 EPEC a 10 EHEC (Graf 3),

coz je velmi vyrovnany vyskyt téchto patogennich kment E. coli.

Graf 3: Vyskyt EPEC a EHEC za rok 2015

Rok 2015

W EHEC
W EPEC
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8. DISKUZE

Vétsinou je bakterie Escherichia coli nedilnou a neSkodnou soucasti stievni
mikroflory ¢loveéka a teplokrevnych zvitat. Avsak nékteré patogenni kmeny E. coli jsou
vysoce infekeni a zptisobuji akutni onemocnéni zejména u novorozencti a u malych déti
do 5. roku zivota.

Patogenni kmeny jsou zejména problémem v rozvojovych zemich, kde nejsou
dobré hygienické podminky a uprava potravin a vody ke konzumaci neni idealni.
V téchto oblastech byva vysokd umrtnost novorozencii a malych déti z divodu
prijmového onemocnéni s naslednou dehydrataci a to zejména patogennimi kmeny
EPEC. Enteropatogenni kmeny E. coli se vyskytuji v rozvinutych zemich jen ziidka.
onemocnéni a mohou vést az K nevratnému poskozeni organismu v disledku rozvoje
hemolyticko-uremického syndromu (HUS). Enterohemoragické kmeny E. coli jsou
puvodci krvavych prijmi, produkuji toxiny a jejich vyskyt byva i ve vyspélych zemich.

Jsou tedy i u nas v Ceské Republice ohroZeni novorozenci a malé déti patogennimi
kmeny E. coli?! Za obdobi leden az prosinec 2015 se zjistilo, ze u vétsiny déti ve véku 6
mésict az 3 roky byl prokazan enteropatogenni kmen E. coli (EPEC), ¢imz tento kmen
odpovida pravé vyskytu EPEC u téchto skupin déti jako jsou novorozenci a kojenci. U
EPEC kment je zdrojem nakazy vétSinou nemocné dité nebo dospéli, proto se zde klade
velky diraz na osobni hygienu a hygienu prostiredi.

U predcasné narozenych déti z neonatologického oddéleni byl prokdzany vyskyt
EHEC kment a to u 6 pfipadi z celkového poctu 8. Coz je velka vétSina, co mohlo byt
zde pfic¢inou krvavého prijmového onemocnéni?! Jejich sniZzend imunita s ndslednou
zvySenou nachylnosti k infekcim. Zdrojem nakazy mohou byt zejména potraviny
zivoc¢iSného ptuvodu, jako jsou naptiklad: maso, mléko, détska praskova vyziva, voda.
Proto je nutno u kazdého ptredcasné narozeného ditéte sledovat a znat stievni osidleni
z diivodu vcéasné diagnostiky infekce, jelikoz tato skupina déti patii do nejvice rizikové.

Z vysledkt je ziejmé, ze vyskyt enteropatogennich (EPEC) a enterohemoragickych
(EHEC) kment E. coli u déti do 3 let v€ku neni problémem jen v rozvojovych zemich,

ale i v zemich vyspélych jako je Ceska Republika.
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9. ZAVER

Jiz kratce po narozeni dochdzi k osidlovani stfevniho traktu ditéte rtiznymi
mikroorganismy, jednim z nich je Escherichia coli. Tato bakterie mize byt pro ¢lovéka
pomocnikem, ale také nepftitelem. Pomaha nam jako probiotikum. Nepfitelem se stava
pii naruseni piirozené bakteridlni floéry, nebo pokud se dostane do mist, kam nepatii
zde, pak zpusobi za danych podminek onemocnéni.

Escherichia coli nepatii mezi nej¢astéjsi ptivodce prijmového onemocnéni. Celkem
za rok 2015 bylo vysetieno 1518 stolic od malych déti ve veéku 0-3 roky. Z celkového
mnozstvi bylo zachyceno 25 patogennich kmenl zpiisobujicich prijem u pfedcasné
narozenych déti, novorozenct a kojencti (EPEC — 15 piipadl, EHEC — 10 ptipadd).
Nedyspepticky kmen E. coli, ktery neni pivodcem prijmu byl prokazan u 768 stolic. U
725 stolic byla prokazana ptitomnost jiné nepatogenni i patogenni flory (Salmonella
species, Campylobacter species).

Zakladem uspés$né prevence proti t€émto infekcim u malych déti je, Ze zejména
rodi¢ by m¢l dbat na kvalitu pokrm, jejich dikladné tepelné zpracovani a nakonec i

dodrZovani osobni hygieny sebe samého, ale také své ratolesti.
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11. PRILOHY

Priloha €. 1 - tvary bakterii
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http://viry-bakterie.wz.cz/649px-Bacterial morphology diagram cs.svg.png
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Priloha ¢. 2

E. coli ve fluorescenénim mikroskopu pievzato z:
http://www.testtargettreat.com/en/home/rapid-diagnostic-tests/e-coli-verotoxigenic-

escherichia-coli.html

Priloha ¢.3

Enterotest 24 + Sablona (plastové vicko se stupnici) + barevna srovnavaci stupnice
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Priloha ¢é. 4
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enteropatogenni E. coli

enterohemoragicka E. coli VTEC, STEC (verotoxigenni, shigatoxigenni)
enterotoxigenni E. coli

enteroadherentni E. coli EAgQEC

difuzn¢ adherentni E. coli

enteroinvazivni E. coli

uropatogenni E. coli

E. coli zpisobujici neonatalni meningitidy MNEC, MENEC, SEPEC
adherentni invazivni E. coli

"cell-detaching" E. coli

enteroagregativni-hemorhagicka E. coli

ptaci E. coli ("avian pathogenic™)

nekrotoxigenni E. coli
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Piiloha €. 5

Sérotypy typické pro ETEC

O antigeny | H antigeny
06 H16
08 H9
011 H27
015 H1l
020 NM
025 H42, NM
027 H7
078 H11, H12

0128 H7
0148 H28
0149 H10
0159 H20
0173 NM

Sérotypy typické pro EHEC

O antigeny | H antigeny
026 H1,H32,NM
055 H7
0111 H8,NM
0113 H21
0117 H14
0157 H7
0103 H2
0145 H28
0118 H16
0121 H19

Sérotypy typické pro EPEC

O antigeny | H antigeny
055 H6, NM
086 H34, NM
0111 H2,H12,NM
0119 H6, NM

0125ac H21
0126 H27, NM
0127 H6, NM
0128 H2, H12
0142 H6

Sérotypy typické pro EAEC

O antigeny [ H antigeny
03 H2
015 H18
044 H18
086 NM
o77 H18

0104 H4
0111 H21
0127 H2

Oa H10
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Sérotypy typické pro EIEC

O antigeny | H antigeny
028ac NM
029 NM
0O112ac NM
0124 H30,NM
0136 NM
0143 NM
0144 NM
0152 NM
0159 H2,NM
0164 NM
0167 H4,H5,NM

Upraveno podle publikace Nataro a Kaper (1998).

Vysvétlivky: NM (,,nonmotile®) = bakterie nesyntetizuje bicik a nevlastni H antigen; ac = antigenni varianta,

prozatim nepopsany konvenénimi metodami
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Oa = antigen



12. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

E. coli
EPEC
ETEC
EIEC
EHEC
EAQQEC
UPEC
MENEC
SEPEC
APEC
@)

K

H

DNA
RNA
mRNA
PCR
Stx

LT (1,11)
ST (a,b)
VT
HUS

Escherichia coli
enteropatogenni E. coli
enterotoxigenni E. coli
enteroinvazivni E. coli
enterohemoragicka E. coli
enteroagregativni E. coli
uropatogenni E. coli

E. coli zpusobujici meningitidy
E. coli zpusobujici septikémie
aviarni patogenni E. coli
somaticky antigen

kapsuléarni antigen

bicikovity antigen
deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina
mediatorova ribonukleova kyselina
molekularni metoda

Shiga toxin

tepelné¢ nestabilni toxin
tepelné stabilni toxin
verotoxin

hemorhagicky syndrom

0157:H7, 0104:H4 , O157:H6, O111:NM, 026:H11, O103:H2,

O113:H21
CO2

Ca?

AJE léze

sérotyp E. coli
oxid uhlicity
vapnik

attaching-effacing —vymizeni mikroklkd
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