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Abstrakt

Kracova ulohu pri uplatneni E.coli v patogenéze crevnych a mimocrevnych
infekcii zohrava schopnost’ prichytit’ sa a pomnoZzit na hostitel'skych povrchoch. Na
zéklade pritomnosti Specifickych adhezinov je mozné E.coli  zatriedit do znamych
patotypov a predpokladat’ ich d’alSie uplatnenie pri vzniku ¢revnych, ¢i mimocrevnych
infekcii, v koexistencii s d’alSimi faktormi virulencie. V préaci sme vySetrili 222 kmenov
E. coli izolovanych z klinického materidlu. Zaznamenali sme vysoky vyskyt génov
fimA pri E. coli izolovanych z poSvy (100%) az rekta (86%).  Pri vyteroch
zpoSvy sme zistili rovnaké zastipenie génov bfp asfa (30%). U E. coli
izolovanych  z hemokultar pri urosepse sa najCastejSie vyskytovali gény pap gény
(37%) a afimbridlne adheziny afa (26%). Najviac kmenov, vybavenych eae génmi,
sme zaznamenali pri kmenoch E.coli izolovanych z mocu (30%) a najmenej pri E.coli
izolovanych z hemokultar (9%).
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V ostatnych rokoch sa vel’kéd pozornost’ venuje vyskumu bakterialnej adherencie
na povrchy hostitel'skych buniek (Antdo a kol. 2009). Escherichia coli kolonizuje
ludské crevo kratko po narodeni a tato kolonizacia je obmedzend na distalnej ileum
a hrubé crevo. VicSina kmenov E. coli je sludskym aj zvieracim organizmom
v komenzalnom vztahu. AvSak, niektoré kmene E. coli ziskali v priebehu evolucie
vlastnosti spojené s virulenciou. V patogenéze crevnych a mimocrevnych infekcii,
v patogenéze ktorych sa uplatiuje Escherichia coli, zohrava kl'icovu ulohu schopnost’
tychto baktérii prichytit’ sa a pomnozit’ na hostitel'skych povrchoch. Této schopnost’
adherencie a kolonizacie je u vacSiny patogénnych kmenov E. coli sprostredkovana
bielkovinovymi vladknitymi Struktirami na povrchu ich bunky, ktoré sa oznacuju
fimbrie. Iny spdsob prichytenia na hostitel'ské bunky, vyznamny zvlast
u extraintestinalnych kmeniov, je pomocou adhezinov afimbridlnej povahy (Hernandes
akol., 2011). V stcasnosti je znamych niekolko typov tak adhezinov fimbriovej
povahy, ako aj afimbridlnych adhezinov (Pereira & Giugliano, 2013). Prehl'ad
najvyznamnejsich adhezinov je v Tab. 1.

Prototypom fimbrii, zodpovednych za lokalizovany typ adherencie (LA), su Bfp
fimbrie, vyskytujice sa u enteropatogénnych (EPEC) kmenov E. coli. Pre tento typ
adherencie je charakteristickd tvorbu mikrokolénii na povrchu hostitel'skej bunky
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(Saldana akol. 2009). Pri agregativnom sposobe adherencie (AA), ktory na
tkanivovych kultirach pripomina sposob prichytenia v tvare naukladanych tehliciek,
sa uplathuju agregativno-adherencné fimbrie = AAF1-IV. Za dalsi, difazny typ
adherencie, zodpovedaju afimbridlne adheziny zo skupiny Afa/Dr. Bakteridlne bunky
su pri tomto spdsobe prichytenia nahodne rozptylené po povrchu hostitel'skych buniek,
respektive na abiotickych povrchoch. Heterogénnou skupinou su fimbriové adheziny
enterotoxigénnych E. coli (ETEC). u ktorych sa oznacuji ako kolonizacné faktory
(CFA) a je ich znamych okolo 21 typov resp.

Tab. 1 Prehlad najvyznamnejSich adhezinov E.coli

Adhezin Gén Recentor Cielové miesto/ najcéast. klin.
y p diagnéza

Fimbrie typu 1 fim o - D- mannozid erytrocyty/ cystitida
P-fimbrie pap glgiak“md Gal (l-4) | plicky/ pyelonefritida,

. . . tenké crevo / hnacky
Bfp fimbrie bfp B1integriny novorodencov

receptor Tir (Translocated . .
intimin eae intimin receptor), hrubé creyo/r dyspefpSle,
integrin) hemoragicka kolitida, HUS
mozgové endotelialne bunky
S-fimbrie sfa sialyl(alpha 2-3)laktoza /novorodenecké meningitidy,
sepsa
CFA I-CFA 'V v sialylglykoprotein, tenké Crevo /cestovatel'ské
fimbriae aa glykosfingolipid hnacky
i | aggA Fibronektin, endoplazmin
‘:Afe/l . tiﬁ?grﬁgriae aafA GRP-94/Gp96 tenké ¢revo/ chronické hnacky
£gfes AAG-34 | glykozylfosfatidylinozitol

nefimbriové AfaE-Ill a F1854 R . o .
adheziny - blizsie neurceny | (CEA- related cell fl(;izr?éer;lggésﬁzk?nawy’ infekcie
necharakterizované adhesion molecule)

Pre patotypy enteropatogénnych (EPEC) a Sigatoxigénnych E.coli (STEC) je
charakteristickd adherencia typu AE (attachment and effacement), za ktora st
zodpovedné adheziny typu intiminu ( a u EPEC, vy u STEC), kdédované génmi eae.
Mechanizmus vzniku infekcie je v§ak u oboch odlisny.

Na zéklade pritomnosti Specifickych adhezinov vieme E.coli nielen zatriedit' do
patotypov, ale aj predpokladat moznost ich d’alSiecho uplatnenia v patogeneze,
v koexistencii s d’alsimi faktormi virulencie (Tab. 2).
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Tab. 2 Najcastejsia asociacia génov adherencie s patotypom humannych FE.coli

Gény adherencie
Patotyp E.coli ageA
fimA | pap | bfp | eae | sfa | cfa Neur-cené
aafA
Uropatogénne E.coli (UPEC) ++ | +++ +
Enteropatogénne E.coli (EPEC) + +++ | -+
Sigatoxigénne/(STEC),
enterohemoragické (EHEC) e
Vyvolavajice neonatalnu meningitidu
(NMEC) * -
Septikemické (SEPEC) + ++
Enterotoxigénne ( ETEC) +++
Enteroinvazivne (EIEC) +
Enteroagregativne (EAggEC) +++
Fyziologicka mikroflora +++

Material a metody
VySetrili sme 222 kmenov E.coli izolovanych zroézneho klinického materialu

(vyter z posvy (n= 10) vyter z rany (n= 40), hemokultira (n=90), mo¢ (n=39), vyter
z rekta pacientov (n= 43). Od jedného pacienta bol do suboru zaradeny jeden kmen E.

coli. Metddou PCR sme v Studovanom stbore E.coli zistovali pritomnost’ Siestich

génov adherencie: fimA. bfpA, pap , sfa, eae, afa. Prehlad pouzitych primerov

a pouzitych protokolov je v Tab. 3

Tab. 3 Primery pouZité na detekciu génov adherencie

Sekvencie 5'- 3” Vilbl;))St Produkt génu | Podl’a autorov
F: GGCGAATTCTGTTCTGTCGGCTCTGTC 0 b | Kuhnert,
fim A TTGGAATTCAACCTTGAAGGTCGCATC|  ° tmbrie typu (1997)
F: GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC .
750 afimbrialny Yamamoto a
afa adhezin kol.(1995)
R: CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
F: CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC v
. amamoto a
sfa 410 S-fimbrie Kkol.(1995
R: CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA ol.( )
F: GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT
. Yamamoto a
pap 328 P-fimbrie kol.(1995)
R: AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA )
F: GACCCCGCACAAGCATAAGC
e Lopez-Saucedo
eaeA 384 mntimin a kol.(2003)
R: CCACCTGCAGCAACAAGAGG )
F: AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC Zvazky
. Lopez-Saucedo
bfpA 324 formujtice Kol
R: GCCGCTTTATCCAACCTGGTA fimbrie a kol (2003)
Vysledky a diskusia
U vsetkych vySetrovanych kmenov  E.coli, uplatiujicich sa v etiologii

humannych infekcii,
schopnost” adherencie na hostitel'ské bunky. V stlade s poznatkami

Sme

dokazali pritomnost’ asponn jedného génu, kodujuceho
autorov () sme

zaznamenali v nasom subore klinickych izoldtov E. coli vysoky vyskyt génov fim A,
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ktoré¢ koduju fimbrie typu 1. Pri E.coli, izolovanych z rekta, sme tieto gény dokazali
v 86% a v skupine kmenov, izolovanych z poSvy, az v 100% (Graf 1) . Fimbrie
typu 1, ktoré patria medzi neSpecifické adheziny, sa mozu vyskytovat’ tak u kmenov
E.coli, patriacich k fyziologickej mikroflore, ako aj upatogénnych kmenov.
Vyskytuji sa cCasto v asociacii s pritomnostou jedného alebo viac hostitel'sko-
Specifickych  adhezinov. Podla autorov Bateman a spol. (2013) fimbrie typu 1
vykazuju vysoko pozitivnu korelaciu s vyskytom faktorov virulencie, €o naznacuje
ich potencialnu ulohu v patogenetickom procese. Pri vyteroch z poSvy boli v naSom
subore kvantitativne rovnako zastipené (30 %) gény bfp, vyskytujuce sa
u enteropatogénnych patotypov E. coli, gény sfa, kodujuce adheziny, typické pre
E. coli, podielajice sa na vaznych, az zivot ohrozujucich infekciach, suvisiacich
s neonatadlnou meningitidou a septikémiou a gény pre afimbridlny adhezin afa, ktory je
najcastejSie pritomny u rdoznych extraintestinalnych izolatov. E. coli, izolované
z hemokultdr  pri urosepse, mali z génov, kddujtcich hostitel'sko- Specificické
fimbriie, najCastejSie pritomné pap gény, kodujice P fimbrie (37 %) a afimbridlne
adheziny afa (26 %). P fimbrie sa primarne vyskytuji u uropatogénnych kmenov E.
col,i vyvolavajucich pyelonefritidu. K vyplaveniu tychto kmeniov do krvného riecistia
zrejme dosSlo v dosledku urosepsy. Podobne vysoky vyskyt P fimbrii pri bakteriémii,
ako sme dokazali v naSej S$tadii, udavaju autori Moreno a spol. (2005). Detekcia P
fimbrii potvrdzuje predpoklad, E. coli izolované pri vaZznych, Zivot ohrozujicich
septickych infekciach, boli urinarneho povodu. Pritomnost EA adhezinu (odvodené
z ang. attachment and effacement) oznacovaného aj ako intimin, je kédovana génmi
eae. Najviac kmenov vybavenych génmi pre tento typ adherencie sme zaznamenali pri
kmenoch izolovanych zmocu (30 %) anajmenej z hemokultar. Vyskyt génov
adherencie je znazornuje Graf 1.

Graf1.  Vyskyt génov adherencie (%)
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