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Luminalne baktérie zohravaji podstatn(i tlohu v patogenéze
zépalovych ochoreni &reva (inflammatory bowel diseases = 1BD).
Pri tychto ochoreniach dochiddza k zmendm v crevnej mikroflore,
pricom dominantnymi sa stavaji agresivne baktérie (patogénne
E. coli, Listeria  monocyvtogenes, — Yersinia  enterocolitica,
Myveobacterium avium subspecies paratuberculosis) a Znizuje sa
poCet baktérii, ktoré maju protektivnu tlohu (Darfeuille-Michaud a
spol., 2004, Fava & Danes, 2011, Walker a spol., 201 1). Pri vzniku
IBD ochoreni (Crohnova choroba, ulcerozna kolitida) zohrava
alohu aj sthrn dalsich faktorov, ako je genetickd predispozicia,
poruchy  imunity, vplyv  vonkajsicho prostredia,  zmeny
stravovacich navykov, ¢i psychologicke faktory.

Vroka 1999 bola v casopise [nfection and  lmunmity
publikovana prica o invazivnych schopnostiach  E. coli.
izolovanych z mukézy ilea pacientov s Crohnovou chorobou
(Boudeau J. aspol., 1999). Skupina francGzskych vyskumnikov
na cele s Darfeuille-Michaud-om (2004) pomenovala tieto kmene
ako adherentno-invazivne a oznaéila ich za novy patotyp
enterovirulentnych £. coli.

Uréit rozdiel medzi komenzalnymi a patogénnymi kmeiimi
E. coli je tazké, pretoze E. coli s sucastou endogénnej mikroflory
pacienta. K posideniu ich patogenetického uplatnenia je potrebné
Zistit, & su tieto kmene vybavené faktormi virulencie, zahriiujicimi
rozne adheziny (fimbriové alebo nefimbriové), produkciu toxinov
(napr. hemolyzinov, cytotoxického nekrotizujiiceho faktora a
cytoletalneho toxinu), rozne iné povrchové antigény (napr. puzdro,

lipopolysacharid), invaziny, systémy vychytavajice Zzelezo,
pritomnost’  sekreéného systému 1. typu, ich patotypovii a
fylogenetickli prisluSnost’. Vietky ticto faktory ulahéuji kmefom
E. coli uplamit’ sa pri vzniku a progresii ochorenia.

Po zisteni genetického potencidlu izolovanych kmenov L. coli
je  mozné ich zatriedit k osmim, dobre definovanym

enterovirulentnym  patotypom: enteropatogénne  (EPEC),
enterotoxigénne (ETEC), enteroinvazivne (EIEC),

enteroagregativne (EAggEC), shiga-toxin produkujice (STEC),
diftizno-adherentné  (DAEC), adherentno-invazivne (AIEC)
a £ coli sposobujiice odlupovanic bunick na TK (CDEC).
Jednotlivé patotypy sa odlisuji mechanizmom a¢inku, spésobom
adherencie k hostitel'skym povrchom a pritomnostiou faktorov
virulencie (Croxen & Finlay, 2010).

Urcenie fylogenetickej prislusnosti kmenov £ coli do Styroch
fylogenetickyeh skupin (A, Bl, B2 a D) (Clermont a spol., 2000) je
zvlast vyznamné za podmienok, ked' sa tieto baktérie izoluji ako
jediné patogény pri infekcidch. Tieto kmene mézu mat rovnaké
vlastnosti ako komenzilne kmene, ale mézu sa od nich odliSovat’
fylogenctickou prislugnost'ou a z toho vyplyvajucimi ckologickymi
narokmi a schopnost'ou vyvolat’ ochorenie (Bailey a spol., 2010).

Pri IBD sa na zmiernenie nedpecifického &revneho zapalu,
normaliziciu dysfunkcie érevnej mukozy, utlmenie
hypersenzitivaych reakcii a na obnovenie mikrobidlnej rovnovahy
v éreve okrem Standardne zauZivanej protizapalovej lieCby vyuziva
aj probioticka terapia.

V nasej praci sme $tudovali fenotypové aj genotypové vlastnosti
kmenov £. coli s ohfadom na aplikovanu terapiu.
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Material a metody

V préci boli pouzité ako referencné kmene £. coli EB 28 (hly',
enfl’, pap’, sfa’, aer™), E. coli 248/65 (ial", ipaH’, incC"), E. coli
378/80 (It", st), E. coli O29/A (eaed', bfpA'), E. coli F46
(pCVD432°), E. coli KS 52 (afa’, aer', pap', fimd"), E. coli
Nissle 1917 (fimA", aer’, iucC"), E. coli C 6008 (hhvi, enfT", pap.
sfa, afa, aer’, ial’, ipalf, iueC, pCVD432, eaed’, bipA’, It, s17).

Vysetrované kmene F. coli boli izolované z bioptickych vzoriek
hrubého €éreva, odoberanych pri kolonoskopii na 1. internej klinike
Lekérskej fakulty UPJS v Kogiciach od pacientov s ulcerdznou
kolitidou (UC). Kmene boli rozdelené do dvoch skupin. Prvii
skupinu (n=39) tvorili kmene, izolované od pacientov, ktori popri
Standardnej terapii (5-aminosalicylaty, azathioprin, blokatory
protdbnovej pumpy, perordlne podavané preparaty Zeleza,
kortikosteroidy, antibiotika, p. o., methotrexit, acidum folicum)
uzivali aj probiotick¢ pripravky (PR+) na baze laktobacilov
a bifidobaktérii. DruhG skupinu tvorili £. coli (n=53) izolované
od pacientov s UC, ktori neuzivali probiotické preparaty (PR-).
Kmene boli biochemicky identifikované pomocou ENTERO-Rapid
24,

K fenotypovej charakterizacii kmenov £. coli sme pouzili
metodu  manozo-senzitivnej  (MSHA) a  manozo-resistentnej
hemaglutinacie (MRHA) ludskych a moréacich erytrocytov a
tvorbu hemolyzy na krvnom agare (Siegfried a spol., 2004).

Z génov virulencie sme metédami multiplexnej PCR dokazovali
pritomnost’ fimA (fimbrie typu 1), bipAd (zvizky tvoriace fimbrie).
pap (P fimbrie), sfa (S fimbrie), eae (intimin), afa (afimbridlny
adhezin), a-fly (o-hemolyzin), cnfl (cytotoxicky nekrotizujuci
faktor), /1, st (produkcia enterotoxinov), gény invazivity (ial, ipald)
a aer (produkcia aerobaktinu), /ucC (acrobaktinsyntetizy) podla
metodickych postupov, ktoré sme opisali v pracach Kmetova a
spol. (2005), Curové a spol. (2009).
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Kimene sme zatriedili k znamym patotypom E. coli na zaklade
ziskan¢ho spektra génov virulencie. Fylogenetické zatriedenic
kmefiov do skupin B2, D, BI aA sme uréili na ziklade
identifikdcie génov chud, yjad a fragmentu TSPE4.C podla
Clermont a spol. (2000).

Vysledky

Z hladiska fenotypovych vlastnosti kmefov E. coli izolovanych
od pacientov s ulcerdéznou kolitidou sme zaznamenali v skupine
(PR+) vyrazne niz8i vyskyt MRHA (5%) oproti kmefiom druhej
skupiny (43%). Schopnost’ spésobit’ MSHA morgacich erytrocytov
bola naopak vyssia v skupine (PR+) (80% vs. 61%). Rozdicly sme
zaznamenali aj vo vyskyte hemolytickych kmenov (11%) v skupine
PR (+) oproti 40% vyskytu v skupine (PR -).

Vyskyt génov, kodujtcich rozne adheziny patogénnych E. coli
(pap. afa, sfa, bfpA, eae) a génov spojenych s toxicitou
a invazivitou (cnfl, a-hlv, aer, ial, It, st, ipaf, iucC) zndzorujl
Graty l a 2.

Dominujiicim patotypom pri kmenoch E. coli izolovanych
z bioptickych vzoriek bol adherentno-invazivny patotyp (Grat 3),
ktory bol zisteny pri 54% ( PR +) vs. 66% (PR-). Najviac kmefiov
izolovanych pri UC patrilo k fylogenetickej skupine B2 (48%
pri PR+ a 60% pri PR-). Zatriedenie do dalsich fylogenetickych
skupin je zrejmé z grafu 4.
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Graf €. 1: Pritomnost’ génov, kodujlucich adherenéné vlastnosti
kmenov £ coli (%o

Graf €. 3: Zatriedenie vySetrovanych kmenov E. coli k znamym
enterovirulentnym patotypom (%)
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Diskusia

Celularne a molekularne mechanizmy interakcii medzi ¢revnou
mukozou a oportinnymi £. coli sl v sucasnosti predmetom
intenzivneho vyskumu na celom svete. Je v8ak pomerne mélo prac,
Studujiicich vlastnosti £. coli izolovanych z bioptickych vzoriek
¢reva. K vyznamnym zisteniam tejto §tudie patri z hladiska
fenotypovych vlastnosti zistenie niZ§icho vyskytu MRHA (+)
Pudskych erytrocytov, v pripade zaradenia probiotik v terapii UC.
Vlastnost MRHA sa spaja s pritomnostou Specifickych adhezinov
u patogénnych E. coli. Naopak, Castejsi vyskyt MSHA morcacich
erytrocytov v tejto skupine sved¢i o uréitej moduldcii virulencie
k. coli probiotikami, pretoZe tato schopnost’ sa spaja predovietkym
s pritomnost'ou fimbrii typu | u fyziologickych kmenov £ coli.
Porovnanie vyskytu génov virulencie (cnfl, a-hly, aer, ial. It, si,
ipaH, jucC) v oboch skupinich kmenov a ich castej§i vyskyt
u kmenov (PR-) umozilyje tiez vyslovit’ predpoklad, Ze sa 4j v tomto
pripade pravdepodobne uplatnil pozitivny vplyv probiotickej terapie.

NajcastejSie detegovanym patotypom £ coli pri UC bol
adherentno-invazivny patotyp (54% vs. 66%), ¢o poukazuje na to, Ze
prave tieto kmene st najvyznamnejsie z hladiska ich uplatnenia
v patogenéze IBD. Tieto vysledky su v stlade s literarnymi (dajmi
(Swidsinski a spol. 2002, Darfeuille-Michaud A. a spol., 2004 ).

Z hlPadiska  fylogenctického  zatriedenia  kmefov  bolo
vyznamnejsie zistenie, ze vicsina kmenov izolovanych pri UC patri
do fylogenetickej skupiny B2, charakteristickej pre najvirulentnejsie

s

L. coli, pricom nizsi vyskyt tejto skupiny bol pri kmenoch (PR+).
Zaver

Praca je prispevkom k moznosti objasnenia uplatnenia sa £. coli
v patogen¢ze ulceroznej kolitidy, ¢o je v popredi zaujmu tak
klinickych pracovnikov - gastroenterologov, ako aj vyskumnych
pracovisk.
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26220220104 (40% a grantu VEGA 1/0495/10 (30%,).
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Kolonizacia novorodencov kmenmi Streprococcus agalactine a ich
nosicstvo u gravidnych Zien

Bereghazyova, E., Bojitansky, J, Pavlik, P., Zdkovd, A.
HPL spol. s 0., \uv‘.z:.,.\m:ﬁ._a

Sahrn

Streprococcus agalactiae je beta-hemolyticky streptokok skupiny
B (dalej HSB). Je pdvodcom zavaznych infekcii novorodencov
(sepsa, meningitida, pneumdnia), ktoré sa mézu vyvinat u 1% az 2%
novorodencov kolonizovanych tymto patogénnym
mikroorganizmom.

V obdobi od 1. januira 2008 do 30. jana 2010 sme sledovali
kolonizaciu novorodencov kmenmi HSB na novorodeneckom
oddelenf FNsP akademika Ladislava Dérera v Bratislave (sucast’
Univerzitne] nemocnice v Bratislave). Zarovend sme ziskané Odaje
porovnavali s vysledkami ?.ogv@_.oa:m:o skriningu HSB matick
novorodencov kolonizovanych kmenimi HSB .

Z celkového po&tu 1220 novorodencov, u ktorych bol realizovany
skrining, bolo 172 novoredencov s pozitivnym nalezom HSB (14%).
Porovnanim zoznamu novorodencov a zien vySetrenych na nosiéstvo
HSB pred pérodom sme zistili, Ze skrining HSB  bol realizovany
u 138 zo 172 matiek HSB pozitivnych novorodencov (80%). Zo 138
vySetrenych gravidnych Zien bolo 103 HSB pozitivnych (75%).

U HSB kmeiov izolovanych od novorodencov sme testovali
citlivost’ na vybrané antibiotika: penicilin, klindamycin, erytromycin,
ofloxacin, ceftriaxon.
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