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SOUHRN

Cil prace: Enterohemoragické Escherichia coli (EHEC) jsou
celosvétovymi plvodci prajmu, krvavého prdjmu a hemo-
lyticko-uremického syndromu (HUS). Zatimco role EHEC
v etiologii HUS v Ceské republice byla popsana v neddvné
publikaci, vyskyt, vlastnosti a epidemiologie EHEC vyvola-
vajicich prijmova onemocnéni nejsou dostate¢né znamé.
V této studii jsme proto analyzovali sérotypy, stx genoty-
py a faktory virulence kmenl EHEC izolovanych v letech
1965-2013 od pacientd s prdjmem, krvavym prjmem a jejich
rodinnych kontaktd. Déle jsme charakterizovali diagnosticky
dllezité fenotypy kmenl EHEC, jejich citlivost k antimikro-
bidlnim agens, sezonnost a distribuci podle krajd.

Material a metody: Kmeny od pacientl byly zaslany jako
izolaty E. coli urc¢ené séroskupiny do NRL pro E. coli a shigely
k prikazu Stx. V souvislosti s epidemiologickym Setfenim
byly zaslany do NRL vzorky humanniho a nonhumanniho
plvodu. Sérotypy byly urceny konvencni a molekularni
sérotypizaci, stx genotypy a non-stx faktory virulence po-
moci PCR, a fenotypy a antimikrobidlni citlivost pomoci
standardnich metod. Epidemiologicka souvislost izolatd od
zvifete a pacienta byla potvrzena metodou pulzni gelové
elektroforézy (PFGE).

Vysledky: Z 50 kmenl EHEC pochdazelo 24 od pacientd
s prijmem bez krve, 19 od pacientd s krvavym prdjmem, 6
od rodinnych kontaktd a 1 od epidemiologicky souvisejiciho
zvirete. Pfipady EHEC infekci se vyskytovaly béhem celého
roku, s vrcholem v kvétnu az fijnu a nejvice ve Stredoceském
a Kralovéhradeckém kraji. Hromadny vyskyt infekce EHEC
byl zaznamenan ve 3 rodinach a v 1 pfipadé byl prokazan
prenos EHEC infekce z ovce na pacienta. Kmeny EHEC

ABSTRACT

Marejkova M., Petras P.: Enterohemorrhagic Escherichia coli
as the cause of diarrhea in the Czech Republic, 1965-2013
Aim: Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) is the cause
of diarrhea, bloody diarrhea, and haemolytic uremic syndro-
me (HUS) worldwide. The role of EHEC in the etiology of
HUS in the Czech Republic has recently been described, but
the prevalence, characteristics, and epidemiology of EHEC
causing diarrhea have not been fully known. Therefore, this
study analyzed the serotypes, stx genotypes, and virulence
factors in EHEC strains isolated in 1965-2013 from patients
with diarrhea or bloody diarrhea and their family contacts.
In addition, we characterized diagnostically relevant phe-
notypes of EHEC strains, their antimicrobial susceptibility,
seasonal trends, and distribution by administrative region.
Material and methods: Serogrouped £. coli isolates from
patients were referred to the National Reference Laboratory

patfily k 5 sérotyplm, z nichz vice nez polovinu tvorily
sorbitol-neokyselujici (NSF) 0157:H7/NM[f//'CH7] a tretinu
kmeny 026:H11/NM[fliCH1]; sérotypy O1T:NM[fliCH8],
ON8:NM[fliICH25] a O104:H4, stejné jako sorbitol-okyselujici
(SF) kmeny O157:NM[f/iC ], byly vzacné. Z celkem 7 iden-
tifikovanych stx genotypl se vSech 7 vyskytlo u NSF EHEC
0157, 2 u EHEC 026 a O111, a 1u EHEC 0118, 0104 a SF O157.
VSechny az na 1 kmen produkovaly Stx. Geny kodujici dalsi
faktory virulence vcetné toxint (EHEC-hlyA, cdt-V, espP)
a adhezinl (eae, efal, iha, Ipf, sfpA) byly pritomny u vsech
kmen( a jejich spektrum bylo sérotyp-specifické. Nej¢astéjsi
z nich byl eae kodujici adhezin intimin a EHEC-h/yA kodujici
EHEC hemolyzin. VSechny kmeny EHEC kromé SF O157 ob-
sahovaly terE, kédujici rezistenci k teluritu. Vsechny kmeny
kromé NSF EHEC 0157 a EHEC 0118 okyselovaly sorbitol
a produkovaly B-D-glukuronidazu. Vétsina EHEC (89,8 %)
byla citlivd ke véem 12 sledovanym antimikrobidlnim agens.
Zaveér: EHEC se vyskytuji jako plvodci prdjmu a krvavého
prijmu v CR. Pouze systematicky screening téchto patogen(
ve stolicich pacientd vsak umozni odhalit jejich skutecny po-
dil na etiologii prijmovych onemocnéni (a rovnéz HUS) v CR,
a zaradit tak tato data do evropského kontextu. Onemocnéni
vyvoland EHEC jsou hlasena do Evropského centra pro
prevenci a kontrolu nemoci (ECDC) v rdmci surveillance
Food and Waterborne Diseases.

KLiCOVA SLOVA:

enterohemoragicka Escherichia coli - Shiga toxin -
genotyp - prijem - Ceska republika

(NRL) for E. coli and Shigella for the detection of Stx.
Specimens of both human and non-human origin were refe-
rred to the NRL for epidemiological investigation. Serotyping
was performed by conventional and molecular methods, PCR
was applied to stx genotyping and identification of non-stx
virulence factors, and standard methods were used for phe-
notypic analysis and antimicrobial susceptibility testing. The
epidemiological link between the human and animal isolates
was confirmed using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).
Results: Of 50 EHEC strains, 24 were recovered from patients
with diarrhea without blood, 19 from patients with bloody
diarrhea, six from family contacts, and one from an epide-
miologically linked animal. EHEC cases were reported during
the whole year, with peaks in May through October, most
often in the Central Bohemian and Hradec Kralové Regions.
EHEC outbreaks occurred in three families: in one of them
sheep-to-human transmission of EHEC was detected. The
EHEC strains were assigned to five serotypes, with more than
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half of them being non-sorbitol fermenting (NSF) 0157:H7/
NM[fliCH7] and a third being strains 026:H11/NM[fliCH1];
serotypes ONE:NMflICH8], O118:NM[fliCH25], and O104:H4,
similarly to sorbitol-fermenting (SF) strains O157:NM[fliCH7],
were rare. Of seven stx genotypes identified, all were present
in NSF EHEC 0157, two in each of EHEC 026 and O111, and
one in each of EHEC O118, 0104, and SF O157. All but one
strain were Stx producers. Genes encoding other virulence
factors including toxins (EHEC-hlyA, cdt-V, and espP) and
adhesins (eae, efal, iha, Ipf, and sfpA) were detected in all
strains and their occurrence was serotype specific. The most
common of these genes were eae encoding adhesin intimin
and EHEC-hlyA encoding EHEC hemolysin. All EHEC strains
but SF O157 harboured terE encoding tellurite resistance.
All strains except NSF EHEC 0157 and EHEC O118 fermented
sorbitol and produced B-D-glucuronidase. Most (89.8%)
EHEC strains were susceptible to all 12 antimicrobials tested.

uvobD

Enterohemoragické Escherichia coli (EHEC), patogenni skupina
Shiga toxin-produkujicich E. coli, byly v prabéhu poslednich 30
let celosvétové identifikovany jako pvodci prijmu (krvavého
¢ibez ptimeési krve) a klasického (tj. diarrhea-associated, D+)
hemolyticko-uremického syndromu (HUS) [2, 21]. D+ HUS,
Klinicky charakterizovany mikroangiopatickou hemolytickou
anémii, trombocytopenii a akutnim renalnim selhanim,
se vyviji jako systémova komplikace prijmu vyvolanych
EHEC predevsim u déti. Postihuje vétSinou déti do 5 let a je
nejcastéjsi pricinou akutniho selhani ledvin v détském véku
[34]. Jeho mortalita se uvadi mezi 3-5%, a az 30 % pacientl
ma trvalé nasledky ve formeé chronického rendlniho selhani,
hypertenze, proteinurie ¢i neurologického postizeni [32].
Onemocnéni vyvoland EHEC zacinaji typicky za 3-4 dny po
infekci jako vodnaty prijem, ktery béhem 1-2 dndi pfechazi
v krvavy priijem; HUS se vyviji asi za tyden po zac¢atku prijmu
u10-15 % pacientd [21, 34].

typem je O157:H7, Kktery je nejCastéj$im ptivodcem sporadic-
kych onemocnéni, pfedev§im HUS [21, 34] a vyvolal fadu roz-
sahlych epidemii [30]. Kromé toho byla od pacient s priijmem
¢i HUS izolovana cela fada dalSich, tzv. non-0157:H7 EHEC
kmeny), 0103:H2/NM, O111:H8/NM, 0145:H28/NM a O157:NM
(sorbitol-okyselujici kmeny) [21, 22, 27, 29].

Hlavnimi faktory virulence EHEC jsou Shiga toxiny (Stx) téZ
oznacované Verotoxiny (VT) [22, 33]. Existuji 2 hlavni typy
Stx, Stxla a Stx2a, v jejichZ ramci se rozliSuje nékolik sub-
typl (Stxlc, Stxld, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f a Stx2g)
[33]. U kment vyvolavajicich lidska onemocnéni se vyskytuji
nejcastéji Stxla, Stx2a, Stxlc, Stx2b, Stx2c, a Stx2d [16, 27, 33,
38]. Stx, produkované EHEC kolonizujicimi tlusté stfevo, jsou
absorbovany do krevniho obéhu a transportovany do mikro-
vaskulatury ledvin, stfeva a centralniho nervového systému,
kde ptlisobi poskozeni endotelu [2, 21]. Kromé toho miiZe Stx
pusobit i pfimé poskozeni stfevnich epitelovych bunék [9].
EHEC produkuji i fadu dal$ich toxinti, které mohou hrat
roli v patogenezi onemocnéni, jako jsou EHEC hemolyzin
(EHEC-Hly), cytoletalni distendujici toxin (CDT-V), cytotoxin
subtilaza a serin proteaza EspP [6, 17, 21]. Stfevni kolonizace
je umoznéna fadou fimbridlnich a nefimbridlnich adhezint,
z nichz nejlépe prostudovanym je intimin kédovany eae ge-
nem. Dal$i adheziny EHEC jsou Efal (EHEC factor for adheren-
ce), Saa (Stx-producing E. coli autoagglutinating adhesin), LPF
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Conclusion: EHEC strains cause diarrhea and bloody
diarrhea in the Czech Republic. Nevertheless, only a sys-
tematic screening of the stool from patients with diarrhea
can make it possible to elucidate their actual role in the
etiology of diarrheal diseases (as well as HUS) in the Czech
Republic and to consider the data in the European con-
text. EHEC cases are reported to the European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC) within the Food and
Waterborne Diseases Surveillance Network.
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(long polar fimbriae), Iha (iron-regulated gene A homologue
adhesin) a Sfp fimbriae [36].

13, 21]. Dale byly EHEC izolovany od ovci, koz, koni, psi,
prasat, dribeZe, vysoké zvére, liSek, hlodavci a ptaki [2, 21].
Klasickym zptisobem pfenosu EHEC na ¢lovéka je konzumace
kontaminovanych a tepelné nedostatecné opracovanych po-
travin Zivo¢isného ptivodu, jako jsou nepropecené hamburge-
1y nebo nepasterizované mléko ¢i vyrobky z néj [21, 30]. Stale
Castéji se vyskytuji lidskd onemocnéni i po poziti potravin
rostlinného plivodu, zejména kontaminové syrové zeleniny
jako napft. hlavkového salatu, Spenatu, vyhonk (fedkvicek,
vojtésky, piskavice fecké seno) a ovoce, respektive ovocnych
produktd (meloun, jahody, nepasterizovany jable¢ny dzus)
[2, 8, 21, 30]. Vyznam prenosu kontaminovanymi kli¢ky byl
dokumentovan v zatim nejzavaznéjsi epidemii EHEC [8],
vyvolané v roce 2011 E. coli 0104:H4, kterd je hybridem EHEC
(produkce Stx2) a enteroagregativni E. coli (agregativni adhe-
rence ke stfevnimu epitelu) [5]. Tato epidemie postihla pfes 4
000 osob v 16 zemich Evropy a USA [12] a jejimi typickymi rysy
byla vysoka frekvence progrese do HUS (~22 %), Casty vyskyt
neurologickych komplikaci a vyrazna prevaha Zen (prede-
v§im mlads$iho a stfedniho véku) [12, 19]. Kromé potravin
i kontaminovana pitna voda a koupani ve vodnich zdrojich
kontaminovanych zvifecim trusem vedly ke vzniku epidemii
a sporadickych infekei [21, 30]. Vzhledem k nizké infekéni
davce EHEC (< 50 bakterii) [2] je diilezitym zplisobem Sifeni
téz fekalné-ordlni prenos z clovéka na clovéka nebo ze zvifat
na Clovéka [2, 21, 30].

V Ceské republice (CR) byly EHEC identifikovany jako piivodci
prijmi a HUS jiz od konce 80. let [3, 7, 23, 24, 25]. Zatimco
aktualni data o EHEC jako ptvodcich HUS byla Narodni
referenc¢ni laboratofi (NRL) pro E. coli a shigely publikovana
prijmi v CR, vlastnostech téchto patogent a epidemiolo-
gii EHEC infekci chybi. V této studii jsme proto zjistovali
sérotypy, genotypové a fenotypové vlastnosti kment EHEC
izolovanych od pacientd s prijmem a rodinnych kontaktd.
Déle jsme retrospektivné vysetfili na produkci Stx izolaty E.
coli od pacient?i s priijmem zaslanych do NRL v pfedchozich
letech (pocinaje rokem 1965) a charakterizovali genotypy
a fenotypy Stx-pozitivnich kmenti. VSechny kmeny byly téz
testovany na citlivost k antibiotikim. Kromé lidskych izo-
14t byl vySetfen i epidemiologicky souvisejici kmen EHEC
izolovany od zvitete.
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MATERIAL A METODY

Definice onemocnéni, pacienti a bakteriidlni kmeny
Prijem byl definovan jako > 3 fidké stolice za den a krvavy pri-
jem jako prijem s viditelnou piimeési krve ve stolici. Z celkem
50 kmenti EHEC analyzovanych v této studii bylo 49 izolovano
od pacientl s prijmem (n = 43) a rodinnych kontaktti (n = 6)
v letech 1965-2013 a 1 kmen pochdazel od ovce, kterd byla iden-
tifikovana jako zdroj infekce EHEC. Charakteristiky pacientd
a kontaktd jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Charakteristiky 43 pacientl a 6 rodinnych kontakta
s diagnostikovanou infekci EHEC

Table1. Characteristics of 43 patients and six family contacts
diagnosed with EHEC

Pocet pfipadi

paclent! (n = 43) rodinné kontakty

(n=6)
Vék v rocich (median; rozsah) (2; 0-62) (25; 5-62)
Pohlavi
7 17 5
P 24 2
Diagndza KP 19 0
A 0 4
Hospitalizovano 18 1
Legenda:
aP - prijem bez primési krve, KP - prijem s viditelnou pfimési krve, A - asym-
ptomaticky prabéh
Legend:

aP - diarrhea without blood; KP - diarrhea with visible blood; A - asympto-
matic infection

Ctyficet dva kmentl EHEC, izolovanych ze stolic pacientil v
20 Klinickych mikrobiologickych laboratofich, bylo zaslano
jako izolaty E. coli urené séroskupiny do NRL k prikazu Stx.
U vSech s vyjimkou 1 kmene (E. coli 0145, u kterého byla v NRL
zjiSténa séroskupina O118), byla identifikovana séroskupina
v NRL potvrzena. U téchto 42 ptipadi se jednalo o tuzemskou
infekci. Jeden dalsi kmen byl izolovan v NRL ze stolice paci-
entky, kterd pficestovala do CR z Némecka, kde se nakazila
epidemickym kmenem 0104:H4 [28].

V souvislosti s epidemiologickym Setfenim bylo z Krajskych
hygienickych stanic a Zdravotnich dstavi v letech 2006-2013
do NRL zaslano 68 vzorks humanniho i nonhumanniho pi-
vodu. Z toho 33 pochézelo od rodinnych kontakti (27 stolic,
5 rektalnich vytért a 1 izolat E. coli 0157). Déle bylo zaslano 12
vzorki feces od zvitfat (6 ovci, 5 koni a 1 pes); 1 vzorek vody; 13
izolatl E. coli z vody a 9 izolatd z pisku na détském hfisti bez
urcené séroskupiny.

Detekce EHEC ve vzorcich humanniho a nonhuman-
niho puvodu

Detekce EHEC ve stolicich osob a zvifat vySetfenych v NRL
a nasledna izolace kmen® EHEC byla provedena pomoci me-
tod popsanych v nasi pfedchozi studii [27]. Tyto zahrnovaly
pomozeni v Hajna bujonu (Conda, Spanélsko) s novobioci-
nem (Oxoid, Velka Britanie) s nislednou imunomagnetic-
kou separaci pomoci Dynabeads EPEC/VTEC 0157, 026 a O111
(Invitrogen, Norsko) a izolaci kment na sorbitol MacConkey
agaru (SMAC) (Oxoid, Velka Britanie), cefixim-teluritovém
SMAC (CT-SMAC) (Oxo0id) a enterohemolyzinovém (EHLY)
agaru (Oxoid) [27]. Vzorek vody o objemu 5 litri byl prefiltro-
van membranovym filtrem (velikost p6rt1 0.45 pum) a filtr byl
dale zpracovan stejnym zplsobem jako stolice.

Kmeny byly potvrzeny jako E. coli biochemicky (API 20E; bio-
Mérieux, Francie) a pomoci MALDI-TOF analyzy (Microflex

LT, Bruker Daltonics, Némecko). Vysledky biochemickych
testl byly odecitany za 24 hodin. Pohyblivost byla zjisStovana
zkumavkovou metodou a sledovana po dobu 10 dnd.

Sérotypizace EHEC izoldtu

Fenotypovy pritkaz somatického (O) a bicikového (H) antigenu
byl provadén sklickovou aglutinaci s komerénimi antiséry
(Denka Seiken, Japonsko; Sifin, Némecko; SSI, Dansko).
Pritomnost O antigend detekovanych konvencni sérotypi-
zaci (026, 0111, 0157, O118) byla ovéfena pomoci PCR [26,
27]. fliC geny kédujici hlavni podjednotku H antigenu byly
subtypovany metodou RFLP (restriction fragment length
polymorphism) pomoci endonukledzy Hhal (New England
Biolabs, USA), jak bylo popsano v nasi pfedchozi studii [27].
Kmeny E. coli, pouZzité jako kontroly v molekuldrni typizaci
O a H antigenil, pochazely z Ceské narodni sbirky typovych
kultur (CNCTC) SZU, Praha.

stx genotypizace a prukaz genu kédujicich faktory
virulence

VSechny kmeny byly testovany na pfitomnost stx,_ a stx,, gentl
a jejich subtypil (stx,, stx,,, stx,, stx,,, stx, , stx,) pomoci pu-
blikovanych protokolil zaloZzenych na PCR (cykler MyCycler
Thermal Cycler, Bio-Rad, USA) nebo PCR-RFLP [16, 33]. K prii-
kazu gent kédujicich dalsi EHEC toxiny (cdt-V, EHEC-hlyA),
serin protedzu EspP (espP), adheziny (eae, efal, IpfA,,,, 1PfAo;500 1010
IPfA 1501500 118, SFPA), sekrecni systém typu II (etpD), rezistenci
k teluritu (terE), produkci ureazy (ureD) a ptijem Zeleza (irp2,
fyuA) byly uzity PCR protokoly popsané v predchozich publika-
cich [7, 20, 27, 38]. Subtypizace eae a espP byla provedena jako
v nasi pfedchozi studii [27].

Fenotypizace

Schopnost kmenti okyselovat sorbitol byla testovana na médiu
SMAC a rezistence k teluritu na CT-SMAC. Okyselovani sor-
bitolu bylo ovéfeno pomoci API 20E testu, ktery byl téZ pouZzit
k priikazu okyselovani ramnézy, produkce lyzin dekarboxy-
lazy a ureazy. Produkce B-D-glukuronidazy byla detekovana
pomoci COLItestu (Erba Lachema, CR). Produkce EHEC-Hly
byla testovana na EHLY agaru a schopnost hemolyzy na béz-
ném krevnim agaru Columbia (Oxoid) po inkubaci pfes noc.
Produkce Stxla a Stx2a byla detekovana reverzni pasivni aglu-
tinaci s latexovymi Casticemi senzibilizovanymi anti-Stxla
nebo anti-Stx2a protilatkou pomoci kitu VTEC-RPLA Seiken
(Denka Seiken). Biologicka aktivita Stx byla ovéfena testem
cytotoxicity na bunécné kultute Vero [22].

Citlivost k antibiotikiim

Citlivost k ampicilinu, cefotaximu, ceftazidimu, gentamicinu,
trimethoprim/sulfamethoxazolu, ciprofloxacinu, amikacinu,
meropenemu, piperacilin/tazobactamu, tigecyclinu, chloram-
fenikolu a nitrofurantoinu (disky Oxoid) byla testovana pomoci
diskové difuzni metody s pouZitim standardnich postupi [15].

Pulzni gelova elektoroforéza (PFGE)

PFGE bakteridlni DNA S§tépené makrorestrikénim enzy-
mem Xbal (Promega, USA) byla provedena podle protokolu
PulseNet [31]. Pulzni profily byly vyhodnoceny pomoci soft-
waru BioNumerics (verze 5.1)

VYSLEDKY

Sérotypy a fliC genotypy kmenti EHEC

Ctyficet devét kmenti EHEC izolovanych od pacientfi s prii-
jmem a jejich kontaktd patfilo k 5 sérotypium. Vice nez po-
lovinu (55,1 %) tvotily NSF EHEC O157:H7/NM a témér jednu
tfetinu (32,7 %) EHEC 026:H11/NM. Kmeny dal$ich 3 sérotypt
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a SF EHEC 0157:NM se vyskytovaly vzacné (tab. 2). U vSech
kment byla pfitomnost urceného O antigenu ovéfena pomoci
PCR. Ze 49 kment bylo 31 (63,3 %) nepohyblivych (tab. 3).
fliC-RFLP analyza prokazala, Ze v séroskupinach 0157 a 026
sdilely pohyblivé i nepohyblivé kmeny vzdy stejny fliC gen
(fliC k6dujici H7 u 0157 a fliC kdédujici H11u 026). Nepohyblivé
kmeny séroskupiny 0111 obsahovaly fliC kédujici H8 a kmen
0118:NM fliC kédujici H25 (viz tab. 2, obrazek 1). Vzhledem
k tomu, Ze kazda z identifikovanych O séroskupin obsahova-
la vzdy pouze jeden H antigenni typ, budeme déle pouzivat
pouze oznaceni O skupin.

Geny kddujici faktory virulence EHEC

Ctyficet devét EHEC izolatii patfilo celkem k 7 stx genotyptim.
Vsech 7 genotypti bylo identifikovdno u NSF EHEC 0157 a 2
rizné stx genotypy u EHEC 026 a O111. SF EHEC 0157 a EHEC
0104 obsahovaly pouze stx,, a EHEC O118 stx, +stx, (viz tab. 2,
obrazek 2).

Vsechny EHEC NSF 0157, O111 a O118 a vétsina (81,3 %) EHEC
026 obsahovala gen kédujici EHEC-Hly, ktery nebyl piitomen
u SF EHEC 0157 a EHEC 0104. cdt-V kédujici CDT-V byl nale-
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zen u 2 NSF a u SF 0157 kmene. VSechny NSF EHEC 0157, 75 %
EHEC 026 a EHEC 0118 obsahovaly gen kédujici EspPa, silné
proteolytickou formu serin protedzy EspP. etpD, kbédujici se-
kre¢ni systém typu Il u E. coli, byl pfitomen u vSech NSF EHEC
0157 au1lze 16 EHEC 026. Tento etpD-pozitivni EHEC 026 téZ
obsahoval EHEC-hlyA, ale nikoliv espP a katP (gen kédujici ka-
talazu-peroxidazu) [Marejkova, nepublikovana datal], a patfil
tak na zakladé této typické kombinace plazmidovych gent
k novému, vysoce virulentnimu klonu EHEC 026, ktery je
roz§ifen jako ptivodce HUS v Evropé [4] vEetné Ceské republiky
[27, 29, 39] (viz tab. 2).

VSechny kmeny EHEC, kromé 0104, obsahovaly eae gen ké-
dujici intimin; subtyp eae byl sérotyp-specificky. VSechny
eae-pozitivni kmeny, s vyjimkou O118, téZ obsahovaly gen
kédujici adhezin Efal. Gen iha, kédujici adhezin Iha, byl
pfitomen u vSech kmend kromé SF 0157, ktery naopak jako
jediny obsahoval sfpA kédujici Sfp fimbrie. Geny kédujici
rtizné typy LPF byly nalezeny pouze u kment urcitych séro-
typl. VSechny kmeny, s vyjimkou SF 0157 a dvou EHEC 026,
obsahovaly terE gen, kédujici rezistenci k teluritu. VSechny
terE-pozitivni kmeny, kromé 0104, obsahovaly ureD gen ké-
dujici produkci uredzy. Geny irp2 a fyuA, které jsou soucasti

Tabulka 2. Sérotypy a geny kddujici faktory virulence u 49 kmend EHEC izolovanych od pacientd s prijmem, krvavym prijmem a jejich

kontaktd v CR

Table 2. Serotypes and genes encoding virulence factors in 49 EHEC strains isolated from patients with diarrhea or bloody diarrhea

and their contacts in the Czech Republic

Sérotyp (pocet kmenti)

Gen kédujici faktor  0157:H7/NM (NSF)  O157:NM (SF) 026:H11/NM OT11:NM O118:NM 0104:H4
virtilence fiic,, fiic,, fiiC,,, flic,, FIiC, fiic,,
(n=27) [GER)] (n =16) (n=3) [GER)] (n=1)
stx,, +(2)° =€ +(10) +(D - -
stx, + (D + +(6) - - +
Stx,, +(3) = - - - -
stx,, * stx,, +(3) - - + @ - -
Stx, * Stx,, +(12) = - - - -
Stx,, + Stx,. +( = - - + -
Stx, * Stx,, + stx, +(5) = - - - -
EHEC-hlyA + - +(13) i i -
cat-V +(2) + = - - _
espP? + (o) = + () (12) = + () -
etpD & = +( - - -
eae’ +(y) +(Y) +(B) +(0) +(B -
efal + + + + - -
iha + - + + + +
SfpA = + - - - -
DA 526 - - * * - -
R o + + - - _ -
101A e/ + + - - _ -
tert % = +(14) + + +
ureD + - +(14) + + -
o2 = o + - - >
fyuA = o + - - i
Legenda:

a+, gen byl pfitomen (pokud gen neby! pfitomen u vsech kmend, ¢islo v zavorce udava pocet pozitivnich kmena); -, gen nebyl pritomen.
bespP subtypy jsou uvedeny v zavorce.

‘eae subtypy jsou uvedeny v zadvorce.

Legend:

a+ - gene was detected (the number in parentheses indicates the number of positive strains); - - gene was not detected.

bespP - subtypes are given in parentheses.

ceae - subtypes are given in parentheses.
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Obr.1.  Srovnani Hhal fliC-RFLP profilli nepohyblivych (NM)
kmen( EHEC séroskupin identifikovanych v této studii s kont-
rolnimi kmeny odpovidajiciho H antigenu

V drahach 2-9 jsou fliC-RFLP profily téchto kmeni: 2, 0157:NM
[fliCH71; 3, U 5/41 (E. coli O1:K1:H7); 4, 026:NM [fliCH11]; 5, Su
4321/41 (E. coli 013:11L:H11); 6, O111:NM [f/iCH8]; 7, Ap. 320c (E.
coli 02:-:H8); 8, O118:NM [f/iCH25]; 9, N 234 (E. coli 013:-:H25).
Qréhy 1a 10 obsahuji marker (DNA marker 200-1500; Top-Bio,
Ceska republika).

Fig. 1. The comparison of the Hhal fliC-RFLP profiles of the
non-motile (NM) strains of EHEC of serogroups identified in
this study with those of H antigen-matched controls

Lanes 2-9: fliC-RFLP profiles of the following strains: 2,
0157:NM [fliCH71; 3, U 5/41 (E. coli O1:K1:H7); 4, 026:NM
[fliCH11]; 5, Su 4321/41 (E. coli O13:11L:H11); 6, O111:NM [fliCH8];
7, Ap. 320c (E. coli 02:-:H8); 8, O118:NM [fliCH25]; 9, N 234
(E. coli O13:-:H25). Lanes 1 and 10 show a marker (DNA marker
200-1500; Top-Bio, Czech Republic).

Obr.2. Priklady subtypi-
zace stx2a a stx2c pomoci
RFLP s pouzitim restrikéni
endonukledzy Haelll u studo-
vanych kmen( EHEC

V drahach 2-7 jsou stx-RFLP
profily téchto kmend: 2, SF
O157:NM (stx,,); 3, 0104:H4
(stx,); 4, NSF'O157:H7
(stx,,), 5, NSF O157:NM
(stx,); 6, NSF 0157: NM
(stx, + stx, ), 7, O118:NM
(stx26+ stx, ). Drahy 1a 8 ob-
sahuji marker (Top-Bio).

Fig. 2. Examples of stx2a
and stx2c subtyping by RFLP
with the use of the restriction
endonuclease Haelll in the
study EHEC strains

Lanes 2-7: stx-RFLP profiles
of the following strains: 2, SF
0157:NM (stx2a); 3, 0104:H4
(stx2a); 4, NSF 0157:H7
(stx2c), 5, NSF 0157:NM
(stx2c); 6, NSF O157: NM
(stx2a+ stx2c), 7, O118:NM
(stx2a+ stx2c). Lanes 1and 8.

12345678

systému kédujiciho piijem Zeleza [20], byly nalezeny pouze
u EHEC 026 a 0104 (tab. 2).

Diagnosticky diileZité fenotypy EHEC

Ctyficet osm ze 49 EHEC izolatl produkovalo Stx, ktery vyvo-
1al cytotoxicky efekt na kultufe Vero bunék (tab. 3, obr. 3).
U lkmene (NSF 0157 od pacienta s nekrvavym prijmem) ne-
bylstx,, gen exprimovan. Produkce Stxla a Stx2a byla ovéfena
metodou RPLA, kterou byl rovnéz detekovan i Stx2c. EHEC-
Hly byl produkovan vSemi kmeny, které obsahovaly gen
EHEC-hlyA s vyjimkou 4 NSF EHEC O157. Kmeny produkujici
EHEC-Hly vyvolaly po inkubaci pfes noc tizkou zénu netiplné
hemolyzy na EHLY agaru, ale netvofily hemolyzu na bézném
krevnim agaru (obr. 4). Na krevnim agaru hemolyzoval pouze
jediny kmen, EHEC 0118, u kterého nebylo mozné rozlisit,
zda hemolyza pozorovana na EHLY agaru byla zplsobena
EHEC-Hly nebo hemolyzinem hemolyzujicim na krevnim
agaru. VSechny terE-pozitivni kmeny rostly na médiu CT-
SMAC, ale zadny z ureD-pozitivnich kment neprodukoval
uredzu. Kmeny vsech séroskupin, kromé NSF 0157 a 0118,
produkovaly B-D-glukuronidazu a tato vlastnost korelovala
se schopnosti okyselovat sorbitol. Kmeny séroskupin 026,
SF 0157 a tfetina NSF 0157 kment neokyselovaly ramnézu.
VSechny EHEC kromé O111 produkovaly lyzin dekarboxylazu
(viz tab. 3)

Obr.3a,b.  Cytotoxicky ucinek Stx na buriky linie Vero

A. Kultura Vero bunék po 3 dnech inkubace se supernatantem kme-
ne EHEC (> 90 % cytotoxicita).

B. Kontrolni buriky kultivované po stejnou dobu v bunééném mediu.
Buriky jsou barveny 0,1% krystalovou violeti. ZvétSeni = 50krat

Fig. 3a, b. Cytotoxic effect of Stx on Vero cell line

A. Vero cell culture after three days of incubation with EHEC
supernatant (> 90 % cytotoxicity).

B. Control cells cultured in cell medium for an equally long period.
Cells stained with 0.1% crystal violet. Magnification 50 x.
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Tabulka 3. Diagnosticky dilezité fenotypy kmeni EHEC izolovanych od 49 pacient(i s prdjmem, krvavym prijmem a jejich kontaktt v CR
Table 3. Diagnostically relevant phenotypes of EHEC strains isolated from 49 patients with diarrhea or bloody diarrhea and their
contacts in the Czech Republic

Sérotyp (pocet kmenii)

Fenotyp® O157:H7/NM (NSF)  OI57:NM (SF) 026:H11/NM OTI:NM OTIB:NM 0104:H4
flic,,, flic,,, fliC,,, £liC, FliC, flic,,,
(n=27) (n=1) (n =16) (n=3) (n=1) (n=1)
Stx titr (Vero)? 64-512 128 16-256 128-512 128 1-64
Stxla® +d -d + + - -
Stx2a/2ch +(4)d + N B N R
Stxla+Stx2a/2c? + - R - - B}
EHEC-Hly +(23) - +(13) + nhe _
Hemolyza (KAc) - - - R I B
CT-SMAC + B = N N N
Uredza - - 5 - _ R
SMAC - + + + _ "
Sorbitol (API20E) . + n . . A
Ramnoza +(18) - R + o n
Lyzin dekarboxyldza + + + - n N
B-D-glukuronidaza - + + + _ o
Pohyblivost +(8) - +(9) _ _ N
Legenda:

2Nejvyssi redéni supernatantu, které vyvolalo po 3 dnech cytotoxicky efekt u 50 % Vero bunék.
“Produkce Stx s pouzitim VTEC-RPLA kitu;
KA, bézny krevni agar Columbia
9+ fenotyp prokazan (Cislo v zavorce udava pocet pozitivnich kmend v pripadé, Ze fenotyp nebyl pritomen u vsech kmen(); -, fenotyp neprokazan
enh., nehodnotitelné
@ Legend:
2The highest supernatant dilution that produced a cytotoxic effect on 50 % of Vero cells within three days of exposure.
© Stx production tested using the VTEC-RPLA kit.
KA - common Columbia blood agar.
9+ - phenotype was determined (the number in parentheses indicates the number of positive strains); - - phenotype not determined.
enh. - unreadable result

Obr. 4. EHEC-HIly fenotyp kmene EHEC na EHLY agaru (A) ve srovnani s absenci hemolyzy u stejného kmene na bézném krevnim agaru (B)
Fig. 4. EHEC-HIy phenotype of the EHEC strain on EHLY agar (A) in comparison with no haemolysis with the same strain on common
blood agar (B)

Citlivost EHEC izolatii k antibiotikiim Sezonnost a distribuce EHEC dle kraju

VSechny EHEC 0157 (NSFi SF), 0118, O111a12ze 16 EHEC 026  Prljmova onemocnéni vyvolana EHEC se vyskytovala v prii-
byly citlivé ke vSem 12 testovanym antimikrobidlnim agens.  béhu celého roku s nejvy$§im zdchytem v kvétnu az fijnu.
Zbylé 4 EHEC 026 byly rezistentni k ampicilinualznich téZ I kdyz kmeny nékterych sérotypli byly izolovany pouze
k chloramfenikolu. Kmen 0104 produkoval shodné s némec- v 1été (O111) nebo pouze v zimé (SF 0157), tyto vysledky
kym epidemickym kmenem [5], Sirokospektrou R-laktami- mohou byt zkreslené malym pocCtem izolatd. Sezonnost
zu (byl rezistentni k ampicilinu, cefotaximu, ceftazidimu, mnebyla pozorovdna u NSF EHEC 0157, které tvoftily vice
piperacilin/tazobaktamu a citlivy k meropenemu) a byl téZ nez polovinu takto analyzovanych kment a u EHEC 026
rezistentni k trimetoprim-sulfometoxazolu. (graf1).
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Graf 1. Sezonni distribuce 33 kmenl EHEC izolovanych

od pacientt a jejich kontaktl, 1965-2013

Legenda:

Sezonnost byla vypoctena z data prvnich pfiznaki. Starsi pfipa-
dy, u kterych tato informace nebyla dohledédna, a asymptomatic-
ké rodinné kontakty zafazeny nejsou.

Chart 1. Seasonal distribution of 33 EHEC isolates from pati-
ents and their contacts, 1965-2013

Legend:

The seasonal distribution was derived from the date of the first
symptoms. Older cases for which the date could not be retrieved
and asymptomatic family contacts are not included.

Pocet pFipadli

Liberecky

I

Kralovéhradecky

Stfedocesky Pardubicky

Plzefisky
Moravskoslezsky

Olomoucky

Kartogram 1A.  Distribuce 38 kmen( EHEC izolovanych

od pacient s priijmem, krvavym prijmem a rodinnych kontaktt
dle krajti, 1965-2013

Legenda:

Starsi pripady, u kterych informace o bydlisti pacientti nebyla
dohledéna, zafazeny nejsou.

Nejvice pfipadid bylo zaznamenano ve Stfedo¢eském

a Kralovéhradeckém kraji, a ddle v kraji v Libereckém,
Moravskoslezském a v Praze (Kartogram 1A). Pro srovnani
uvadime distribuci kment EHEC, véetné pfipadi HUS, za obdobi
1965-2013 (Kartogram 1B).

Cartogram 1A. Distribution of 38 EHEC isolates from patients
with diarrhea or bloody diarrhea and family contacts

by administrative region, 1965-2013

Legend:

Older cases for which the patient domicile could not be
retrieved are not included.

The highest numbers of cases were reported in in the Central
Bohemian and Hradec Krélové Regions, followed by the Liberec
and Moravian-Silesian Regions and Prague (Cartogram 1A).

The distribution of EHEC strains including HUS cases is shown
for comparison, 1965-2013 (Cartogram 1B).

Poget pfipadl

Liberecky 34

Karlovarsky Kralovéhradecky

Praha

Stfedodesky Pardubicky

Moravskoslezsky

Jihogesky

Kartogram 1B.  Distribuce 75 kmen( EHEC izolovanych od
pacientt s prtijmem, krvavym prijmem a HUS véetné rodinnych
kontaktl dle krajd, 1965-2013

Legenda:

Vlastnosti kment EHEC izolovanych od pacientd s HUS

byly publikovany v pfedchozi studii [27],

avSak bez dokumentace jejich krajové distribuce. Starsi
pfipady, u kterych informace o bydlisti pacientt

nebyla dohledéna, zafazeny nejsou.

Cartogram 1B. Distribution of 75 EHEC isolates from patients
with diarrhea, bloody diarrhea, or HUS and from family contacts
by administrative region, 1965-2013

Legend:

Characteristics of EHEC isolates from patients with HUS were re-
ported previously [27], but without data on their distribution by
administrative region. Older cases for which the patient domicile
could not be retrieved are not included.

Vlastnosti kment EHEC izolovanych od pacientl s HUS byly
publikovany v predchozi studii [27], avSak bez dokumentace
rozdéleni piipadli podle kraji. Z grafu distribuce séroskupin
EHEC lze konstatovat, Ze pouze séroskupina 0157 se vyskyto-
vala ve vétsiné kraji; EHEC 026 byly zaslany ze 6 ze 14 kraja
a ostatni séroskupiny se vyskytovaly ojedinéle v riznych
krajich (graf 2).
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Graf 2. Distribuce séroskupin 38 kmen( EHEC izolovanych

od pacientt a jejich kontaktl (1965-2013) podle kraju
Chart 2. Serogroup distribution of 38 kmenti EHEC
isolates from patients and their contacts by administrative
region, 1965-2013
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Rodinné vyskyty EHEC

Od roku 2006 jsme v NRL pro E. coli a shigely sledovali no-
si¢stvi EHEC v rodinach pacientdi. V letech 2006-2013 NRL
identifikovala 26 kmen@ EHEC izolovanych od pacientd
s prijmem nebo krvavym prijmem a u 9 z téchto 26 piipadi
byly provedeny odbéry stolic rodinnych kontaktl (celkem 33
osob). Rodinny vyskyt EHEC byl prokazan ve 3 pfipadech.
V téchto 3 rodinach byla pfitomnost kmene EHEC stejného
sérotypu, stx genotypu a virulenc¢niho profilu, jaky byl izo-
lovan od pacienta, prokdzana téz u sourozenci, rodi¢ti nebo
prarodici. Z toho dvé osoby mély prijem bez pfimési krve
a u Ctyt se jednalo o bezptiznakové nosic¢stvi. U 2 kontaktd
s prijmem onemocnéni zacalo za 9 a 11 dnti po zac¢atku one-
mocnéni u primarniho pfipadu, coz svédci spise pro mezilid-
sky prenos infekce v rodinach nez pro spole¢ny zdroj infekce
(tab. 4). Epidemiologicka souvislost izolatl v jednotlivych
rodinnych vyskytech byla potvrzena metodou PFGE (data
nejsou prezentovana).

Pi'enos EHEC infekce ze zvifat na ¢lovéka

Z 35 vzorkdl nonhumanniho piivodu, zaslanych do NRL
v letech 2006-2013 v ramci epidemiologického Setfeni
u 6 pfipadd infekce EHEC, se v jednom pfipadé podafilo
prokazat pifenos EHEC, a to z domdaciho zvifete na ¢lovéka
v roce 2011. Kmeny NSF EHEC O157:NM byly izolovany ze
stolice 13mési¢niho chlapce s krvavym prijmem a jedné
ze 6 ovci, které chovali rodice ditéte na rodinné farmeé
v Libereckém kraji. Tyto kmeny vykazovaly stejné stx geno-
typy, faktory virulence a fenotypy; jejich epidemiologicka
souvislost byla potvrzena metodou PEGE (obr. 5). Dité se
mohlo nakazit pfimym kontaktem s ovcemi, konzumaci
mléénych produktl nebo pfedméty kontaminovanymi
ovCéim trusem.

V roce 1998 byl v CR popsan pfenos infekce SF EHEC 0157:NM
z kravy na dvé déti (sourozenci) [7]. Soucasti studovaného
souboru je kmen izolovany od jednoho z nich, 6letého chlapce
s prijmem.
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Obr.5. PFGE kmeni NSF
EHEC 0157 izolovanych ze stolice
ditéte s krvavym prijmem

a trusu ovce z rodinné farmy

V drahdch 1-4 jsou PFGE profily
téchto kmenti:

1-2, kmen od pacienta;

3-4, kmen od ovce. Draha

5 obsahuje referenéni kmen
Salmonella Braenderup H9812.
Fig. 5. PFGE patterns of NSF
EHEC 0157 isolates from

the stool of a child with

bloody diarrhea and from

the feces of a family farm sheep
Lanes 1-4: PFGE profiles of the
following strains: 1-2, strain from
the patient, 3-4 L O strain from
the sheep. Lane 5: reference
strain Salmonella Braenderup
H9812.

)
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Doba nosicstvi EHEC

0d 9 ze 49 osob s prokazanou infekci EHEC (18,4 %; 4 ,index
cases“ a 5 kontaktll) byly do NRL zaslany stolice z kontrolnich
odbért. S vyjimkou 1 pacienta (prvni kontrolni odbér s nega-
tivnim nélezem zaslan teprve po 21 dnech) byly prvni kontrolni
odbéry provedeny do 15 dnt od prvniho odbéru. V 6 pfipadech,
kde byl prvni kontrolni odbér pozitivni, byly do NRL zaslany
i dalsi kontrolni odbéry stolic (2-8 u jednotlivych osob). To
umoznilo urcit dobu nosi¢stvi EHEC a tato se pohybovala
v rozmezi od 9 do 68 dnl (mediin 22 dndl) - tabulka 5. V dalsich
2 pfipadech byl prvni kontrolni odbér negativni.

Tabulka 4. Pfipady rodinnych vyskytl infekce EHEC identifikované v letech 2006-2013
Table 4. Family outbreaks of EHEC infection, cases reported in 2006-2013

Lokalita ) Primarni pfipad/kontakt
krai)® Sérotyp stx/Stx
(kraj) pohlavi g diagnéza®  datum odb&ru  datum PPc
Md 2r. P 1.7. 29.6.
1 2008 Ste 0157:NM (NSF) la+2c 7 9r. A 12.7.
z 15r A 12.7.
Md 22m KP 24.8 22.8.
2 2012 HK 026:NM 2a -
YA 5r P 49 29.
Md 13m p 30.4 30.4.
) 7 35r A 105
3 2013 Ste 0157:NM (NSF) lat2a+2¢c
40r A 10.5
z 62r P 9.5. 8.5.
Legenda:

*Kraj: St¢ - Stredocesky, HK - Kralovéhradecky

5P - prdjem bez pfimési krve, A - asymptomaticky pribéh, KP - prijem s viditelnou pfimési krve

Datum prvnich pfiznakd (prdjem)

9Primarni pripady onemocnéni (,index cases*) v jednotlivych rodinach
r - roky, m - mésice

Legend:

®Region: St¢ - Central Bohemian Region, HK - Hradec Kralové Region.

°P - diarrhea without blood, A - asymptomatic infection, KP - diarrhea with visible blood.

“Date of the first symptoms (diarrhea).
dIndex cases in families.
r -years, m - month
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Tabulka 5. Doba nosi¢stvi EHEC u 6 sledovanych pfipada
Table 5. EHEC carriership duration in six patients

Pé:’:;d Séroskupina Pohlavi [r\::(l;] Diagnéza® DOb? d'::;s]': =R
1 M 2r P 29
2 z 9r A 9
3 0157 7 15r A 32
4 M 9m KP 14
5 VA 62r P 68
6 026 M 18m P 15
Medidn doby nosic¢stvi: 22 dnl
Legenda:

P - prdjem bez primési krve, A - asymptomaticky pribéh, KP - prijem

s viditelnou primeési krve

°Doba mezi prvnim odbérem a poslednim kontrolnim odbérem s pozitivnim
nalezem EHEC

r - roky, m - mésice

Legend:

P - diarrhea without blood, A - asymptomatic infection, KP - diarrhea with
visible blood

°Time from the first and the last control EHEC-positive samples.

r -years, m - month

Za zminku stoji zjiSténi, Ze v ptipadé, kde byl jako prvni
kontrolni odbér misto vzorku stolice omylem zaslan pouze
rektalni vytér, byl tento negativni, avsak vzorek stolice
zaslany o 3 dny pozdéji, stejné jako dalsi 2 vzorky stolice
zaslané v rozmezi nasledujicich 14 dni, byly pozitivni. Toto
pozorovani ukazuje na diilezitost zasilani vzorku celé stolice
(velikosti asi 3 liskovych ofiskll) ne pouze rektalniho vytéru,
na prikaz EHEC. Divodem je skutecnost, Ze mnozstvi EHEC
ve stolici po za¢atku klinickych pfiznaka rychle klesa [35],
a proto pravdépodobnost ispésné izolace EHEC ze vzorku
celé stolice je vétsi, zvlasté u pozdnich (vcetné kontrolnich)
odbéra.

DISKUSE

Tato studie ukazuje, Ze stejné jako je tomu v jinych zemich
(4, 11, 14, 21, 38], EHEC se vyskytuji jako ptvodci prijmu
akrvavého priijmu i v CR. Nase studie méla viak ur¢iti ome-
zeni vyplyvajici ze souc¢asného pfistupu ke sledovani EHEC
infekci v CR. Mikrobiologické laboratofe zde jsou povinny
podle vyhlasky €. 473/2008 Sb. ,,0 systému epidemiologické
bdélosti pro vybrané infekce“ ve znéni novely ¢. 275/2010 Sb.
zasilat do NRL pro E. coli a shigely na priikaz Stx suspektni
izolaty EHEC, zejména séroskupin 0157, 026, 0103, O111
a 0145, které jsou sice nejcastéjsi, ale zdaleka ne vSechny
popsané v souvislosti s vyskytem prijmového onemocnéni
[11, 14, 21, 38]. Tato skutecnost se odrazi na spektru identi-
fikovanych séroskupin EHEC, kde 47 ze 49 lidskych izolatd
(95,9 %) patfilo k séroskupinam 0157, 026 a O111 (viz tab. 2).
Jediné 2 vyjimky byly kmeny séroskupin 0118 a 0104, které
byly rozpoznany jako EHEC diky tomu, Ze prvni z nich byl
zaslan do NRL jako suspektni E. coli 0145 a druhy byl izolovan
od pacientky s podezfenim na infekci némeckym epidemic-
kym kmenem [28]. EHEC séroskupin 0103 a 0145 nebyly v CR
jako ptivodci prajmu (bez progrese do HUS) identifikovany.
To miiZe byt ovlivnéno i tim, Ze testovani téchto séroskupin
nebylo soucasti rutinni diagnostiky vétsiny laboratofi, a tu-
diZ jsou tyto kmeny do NRL k priikazu Stx zasilany v nizsi
frekvenci nez je to u 0157 a 026. Skutecnost, Ze nejvyssi po-
Cet ptipadl pochazi ze Stfedoceského kraje (Kartogram 14),
miiZe byt ovlivnéna lepsi dostupnosti do NRL a navysenim
poctu ptipadl o rodinné kontakty (dva z rodinnych vyskytd

byly ve StfedoCeském kraji). Dale se nabizi otdzka, do jaké
miry jsou mezikrajové rozdily v etnosti pfipad EHEC, jak
se jevi v nasi studii, zplisobeny nedtslednym zasilanim
suspektnich kment EHEC. V této souvislosti bychom chtéli
apelovat na vSechny mikrobiologické laboratofe, aby v sou-
ladu s Vyhlaskou 473/2008 Sb. ve znéni novely 275/2010 Sb.
dtsledné zasilaly do NRL k priikazu Stx vSechny suspektni
izolaty EHEC.

Z hlediska laboratorni diagnostiky EHEC bychom chtéli
zdlraznit nékolik dileZitych aspektil. Za prvé, molekularni
sérotypizace, obzvlasté fliC-RFLP, pfinasi spolehlivy a rychly
zplsob, jak detekovat H antigeny zejména u nepohyblivych
kmenti. Toto je zvlasté dilezité pfi epidemiologickych Setfe-
nich, kdy rychla pfedbézna informace o stejnych fliC-RFLP
profilech nepohyblivych kmenti EHEC izolovanych z riznych
zdrojl je vychodiskem pro jejich dalsi, podrobné srovnani
pomoci molekuldrnich metod vcetné PFGE. Za druhé, feno-
typy EHEC, které jsou dilezité z diagnostického hlediska,
zahrnuji:

a) okyselovani sorbitolu a produkci B-D-glukuronidazy,

b) okyselovani ramndzy,

¢) produkci EHEC-Hly,

d) rezistenci k teluritu.

Neschopnost ,klasickych* (tj. NSF) EHEC O157:H7/NM oky-
selovat sorbitol umoziuje snadnou detekci téchto kment
na SMAC, kde rostou v bezbarvych koloniich, na rozdil od
naprosté vétsiny kmend E. coli béZné stfevni fléry, které oky-
seluji sorbitol a rostou v rizovych koloniich. Zajimavé je, Ze
neschopnost okyselovat sorbitol jsme pozorovali i u kmene
sérotypu O118:NM, ktery s NSF EHEC 0157 sdilel téz jejich
druhou typickou vlastnost, tj. neschopnost produkovat -
-D-glukuronidazu (viz tab. 3). Na zakladé tohoto pozorovani
bychom chtéli zdGraznit, Ze sorbitol-negativni a -D-gluku-
ronidaza-negativni kmeny EHEC nelze automaticky povazo-
vat za E. coli 0157:H7, nybrz v kazdém jednotlivém piipadé je
nutné provést uréeni O antigenu. Podobné jako neschopnost
NSF EHEC 0157 okyselovat sorbitol, byla typickym znakem
vSech EHEC 026 neschopnost okyselovat ramnézu (viz tab.
3). Na zakladé této vlastnosti, pozorované i vjinych studiich,
byla vyvinuta selektivné-diagnosticka ptida pro pfedbéznou
detekci EHEC 026:H11 [18].

Produkce EHEC-Hly, ktery vyvolava neiplnou hemolyzu na
EHLY agaru (agar s promytymi erytrocyty a obsahem CacCl2),
ale ne na bézném krevnim agaru, je charakteristickym feno-
typem nejcastéjsich EHEC vyvolavajicich lidskd onemocnéni
[21, 27]. Tento fenotyp se nevyskytuje u bézné stfevni fléry,
a proto umoznuje snadnou izolaci EHEC z primokultur sto-
lic. Vyjimku tvofi SF EHEC 0157, které presto, ze EHEC-hlyA
obvykle obsahuji [27], tento gen vét§inou neexprimuji. Na
rozdil od kmend E. coli, vyvolavajicich mimostfevni onemoc-
néni, které casto hemolyzuji na béZném krevnim agaru, je
tento jev u EHEC naprosto vzacny (viz tab. 3). V praxi toto
znamena, ze kmeny E. coli, které vyvolavaji hemolyzu na béz-
ném krevnim agaru nejsou, az na vzacné vyjimky, suspektni
EHEC. Rezistence Kk teluritu, ktera se projevuje schopnosti
rust na CT-SMAC, byla pozorovana u vSech kmen{ EHEC
s vyjimkou dvou 026 a SF 0157 (viz tab. 3). Schopnost vétsiny
EHEC patficich k ,,top five“ sérotypium riist na CT-SMAC, kde
je rst normalni stfevni fléry vyrazné omezen, usnadnuje
izolaci téchto kment z primokultur stolic.

Podobné jako jsme pozorovali v pfedchozi studii u kmend
EHEC izolovanych od pacientti s HUS [27], byla i zde naprosta
vétSina EHEC izolatl (44 ze 49, tj. 89,8 %) citliva ke vSem 12
testovanym antimikrobidlnim agens. Tyto vysledky jsou
v souladu se studiemi z jinych zemi [10, 14, 38]. Sirokospektra
R-laktamaza, ktera byla zjisténa u EHEC 026 v Belgii [10],
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byla v naSem souboru identifikovana pouze u EHEC O104:H4.
I pfes dobrou citlivost vétSiny kmen@ EHEC k antimikro-
bidlnim 1atkam neni jejich uzivani k 1é¢bé pacientd se
suspektni ¢i prokdzanou infekci EHEC doporuceno, protoze
zv1asté nékterd antibiotika indukuji produkci Stx a/nebo jeho
uvolnovani ve stfevé pacientl a zvysuji tak riziko progrese
do stadia HUS [37].

Za zminku stoji zjisténi dlouhodobého nosic¢stvi EHEC né-
kterymi pacienty a kontakty. Vylucovani EHEC O157:H7 se
uvadi u nekomplikovaného priijmu pramérné 13 dnt, u HUS
az 21 dnt [2]. Ve srovnani s timto jsme v naSem souboru
prokazali podstatné delsi dobu vylucovani (od 1 do > 2 mési-
cl) u poloviny sledovanych osob. I kdyZ toto pozorovani je
omezené malym souborem, ktery jsme takto méli moznost
sledovat, je z néj zfejmé, Ze dlouhodobé vylucovani EHEC se
vyskytuje u déti i dospélych, a to jak u pacientdi s manifest-
nim onemocnénim, tak i u osob bezptiznakovych (viz tab.
5). Vzhledem k velmi nizké infek¢ni davce EHEC [2, 21] jsou
tito nosi¢i zdvaznymi potencionalnimi zdroji infekce pro své
okoli. Prakticky to znamena nutnost disledného sledovani
vyluc¢ovani kmene EHEC a vylouceni osob s pozitivnim na-
lezem z navstévy détskych kolektivii a styku s potravinami
az do vymizeni patogena ze stolice.

ZAVER

EHEC se vyskytuji jako pavodci prijmu a krvavého prijmu
v CR. Pouze systematicky skrining téchto patogent ve sto-
licich pacientd vSak umozni odhalit jejich skute¢ny podil
na etiologii prijmovych onemocnéni (a rovnéz HUS) v CR
a zatadit tak tato data do evropského kontextu. Onemocnéni
vyvolana EHEC jsou hlidSena do Evropského centra pro pre-
venci a kontrolu nemoci (ECDC) v ramci surveillance Food
and Waterborne Diseases.
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