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ABSTRAKT

Hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) vyvolany Shiga-toxin produkujicimi E. coli
(STEC) je jednou z nejcastéjsich pii¢in akutniho poSkozeni ledvin v détském véku.
Terapie daného onemocnéni je symptomatickd a hlavni patofyziologické faktory vedouci
k rozvoji tézkého pribéhu STEC-HUS jsou stale nezndmé. Cilem této disertacni prace
byla analyza faktorii vedoucich k rozvoji tézkého pribéhu STEC-HUS jak na strané
hostitele, tak na stran¢ STEC. Retrospektivni analyzou pribéhtt STEC-HUS u déti
v Ceské republice jsme zjistili, Ze nejéastéjsim ptivodcem STEC-HUS byl sérotyp 026 a
HUS nejvic postihoval déti do 3 let, u 63,8 % s nutnosti dialyzy, smrtnost byla 8,62 %.
Na strané hostitele jsme se dale zaméfili na vztah mezi aktivaci alternativni cesty
komplementu a zdvaznosti pribéhu HUS. Nalezli jsme signifikatni rozdil v koncentraci
C3 slozky komplementu u pacientii, kteti potiebovali dialyzu a u kterych dialyza nebyla
nutna. Stanovili jsme mezni hodnotu cut-off pro C3 sloZku komplementu a jeji snizeni
pod 0,825 g/l bylo spojeno s nutnosti dialyza¢ni 1écby a vysSim vyskytem extrarenalnich
komplikaci. Na zaklad€ nejen naSich vysledka lze predpokladat, ze by terapeutické
ovlivnéni komplementu mohlo mit vliv na zdvaznost onemocnéni. Dalsim cilem bylo
porozumét vlastnostem STEC 026. Hlavni metodou bylo celogenomové sekvenovani
(WGS) 32 kmenli a genomova analyza celkem 159 kmenti. Analyza ndm umoznila
sledovat evoluci i geografické Sifeni nového evropského klonu STEC 026 (nEC), ktery
se rozdelil na dva klony- Early (EnEC) a nami nové¢ identifikovany Late New Clone
(LnEC). U 4 kmenit LnEC byla dosud nepopsana mutace v A podjednotce Stx2a, ktera
vSak nebyla vice patogenni. Navrhli jsme PCR metodu cilenou na mutaci v sen/ent genu
charakteristickou pro LnEC, ktera piedstavuje jednoduchou metodu k rozliseni EnEC a
LnEC v klinickych mikrobiologickych laboratotich. Véfime, ze naSe vysledky piispély k
poznani patogeneze STEC-HUS, a ze se jejich poselstvi uplatni v klinické péci o déti s

timto onemocnénim.

Klic¢ova slova: Hemolyticko-uremicky syndrom (HUS), Shiga toxin-produkujici E. coli
(STEC), STEC-HUS, shiga toxin (Stx), enterohemoragickd E. coli 026 (EHEC),

alternativni cesta komplementu, eculizumab



ABSTRACT

Hemolytic uremic syndrome (HUS) induced by Shiga toxin-producing E. coli (STEC) is
the most common causes of acute kidney injury in children. The therapy of the disease is
symptomatic and the main factors leading to the development of severe course of a STEC-
HUS are still unknown. In our study, we dealt with factors leading to development of a
severe course of STEC-HUS in pediatric patients on both the host and pathogen side.
Using retrospective analysis of the courses in children in the Czech Republic, we found
that the most common cause of STEC-HUS was serotype 026 and HUS most often
affected children under 3 years of age. 63,8 % required dialysis and mortality was 8.62
%. On the host side we focused on the relationship between the activation of the
alternative complement pathway and the severity of the course of HUS. We found a
significant difference in the level of the C3 part of complement in patients who required
dialysis and patients for whom dialysis was not necessary. We also a cut-off value for the
C3 part of complement and its reduction below 0.825 g / 1 was associated with the need
for dialysis treatment and a higher incidence of extrarenal complications. Based not only
on our results, it can be assumed that the therapeutic effect of complement could affect
the severity of the disease. Further aim of our work was to understand STEC O26. The
main method was whole genome sequencing (WGS) of 32 strains and genomic analysis
of a total of 159 strains. The analysis allowed us to monitor the evolution and
geographical spread of the new European clone STEC 026 (nEC), which was divided
into two clones - Early (EnEC) and newly identified Late New Clone (LnEC). In 4 strains
LnEC we discover yet undescribed mutation in the A subunit of Stx2a. The PCR method
proposed in our study targeting a mutation in the sen/ent gene, which is characteristic of
Late nEC, represents a fast and simple method for distinguishing Early and Late nEC in
clinical microbiological laboratories. We believe that our results have contributed to the
understanding of pathogenesis of the STEC-HUS and its message will be applied in the

clinical care of children with this disease.

Keywords: Hemolytic-uremic syndrome (HUS), Shiga toxin-producing E. coli (STEC),
STEC-HUS, shiga toxin (Stx),, enterohemorrhagic E.coli 026 (EHEC), alternative

complement pathway, eculizumab



SEZNAM ZKRATEK

aHUS atypicky HUS

APL akutni poskozeni ledvin

CKD chronic kidney disease

CNS Centrélni nervova soustava

D+HUS Diarrhea-associated hemolytic uremic syndrome
eGFR odhadovana glomeruldrni filtrace

EHEC Enterohemoragické Eschierichiae coli
EnEC Early new European clone EHEC 026
HUS hemolyticko-uremicky syndrom

LnEC Late new European clone EHEC 026
LEE locus of enterocyte effacement

MAC membrane attac complex

nEC New European clone EHEC 026

PCR polymerazova tetézova reakce

PFGE pulzni gelova elektroforéza

PLT Trombocyty

RLPA reverzni pasivni latexova aglutinace
ROC receiver operator curve

SNP single nucleotide polymorphism

STEC Shiga toxin-produkujici Escherichiae coli
STEC-HUS Shiga toxin-asociovany HUS

Stx Shiga toxin

Stx shiga toxin gen

T3SS type III secretion system

™ trombomodulin

TMA tromboticka mikroangiopatie

TTP tromboticka trombocytopenickd purpura
WGS whole genome sequencing
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1. UVOD

Hlavni pfi¢inou vzniku hemolyticko-uremického syndromu (HUS), zejména u
malych déti, je infekce Shiga-toxin produkujicimi Escherichia coli (STEC). Jedna se o
klasickou formu, tzv. typicky HUS, nebo v novéjsi literatufe spise uzivan termin STEC-
HUS s charakteristickym infekénim prijmovitym pfedchorobim.

Hlavnim patofyziologickym mechanismem STEC-HUS je Shiga toxiny (Stx)
mediované poskozeni glomerularniho endotelu a vznik mikroangiopatické trombdzy. Stx
zpusobuje inhibici proteosyntézy a apoptézu Stx senzitivnich bun€k. Simultdnné dochazi
k aktivaci silné prozéanétlivé odpovédi s naslednym uvolnénim cytokini a chemokint,
atrakci leukocytt, tvorbé trombil a k aktivaci komplementu.

STEC-HUS je nejcastéjsi pfi¢inou akutniho poskozeni ledvin v batolecim a
predskolnim v€ku. Spontanni remise onemocnéni nastane vétSinou za 1-3 tydny, avSak u
vice nez 20 % déti pretrvava po prekondni akutni fize onemocnéni rizné zavazna
rezidualni symptomatologie a mortalita v akutni fazi je 1-5 % (Tarr et al. 2005).

I pies rozsahlé epidemiologické studie, pokroky v diagnostice ¢i 1écbé, ktera je
prozatim pouze symptomaticka, je terapeuticky uspéch zavisly piedevSim na vcasné
identifikaci rizikovych faktort na poc¢atku onemocnéni. Hlavni faktory vedouci k rozvoji
tézkého pribéhu STEC-HUS u déti jsou stale neznamé. Mohou byt jak na strané hostitele,
tak na strané patogena.

V ramci této disertacni prace jsem se v prvni ¢asti vénovala retrospektivni studii
piipadi STEC-HUS u détskych pacientii hospitalizovanych ve tiech dialyzacnich
centrech v Ceské republice, a taky porovnanim klinickych praibdhd u jednotlivych
séroskupin STEC.

V druhé ¢ésti jsem se zabyvala faktory na strané hostitele vedoucimi k rozvoji tézkého
prib&hu onemocnéni u détskych pacientli se STEC-HUS, a to aktivaci alternativni cesty
komplementu, jelikoz je v poslednich letech diskutovana Uc¢innost 1é¢by anti-c5-
monoklondlni protilatkou eculizumab u pacientl se zdvaznym pribéhem s CNS
symptomatologii (Lapeyraque 2011; Noris et al. 2012; Arvidsson et al. 2015).

Ve treti ¢asti jsme se na stran€ patogena zaméfili na hledani novych faktort virulence
u E. coli 026:H11/H, ktera je nejéast&jsi pii¢inou vzniku typického HUS v Ceské

republice. Detailnéjsi charakteristika patogenti pomoci novych molekularné biologickych
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metod by tak mohla pfispét k ur€eni rizika progrese do zévaznéjSich forem infekce a

rychlejsi diagnostiku patogenéjsich kmend.
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2. LITERARNi PREHLED

2.1. Trombotické mikroangiopatie

Hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) patii do heterogenni skupiny onemocnéni

oznacujicich se spoleénym nazvem trombotické mikroangiopatie (TMA), pro které je

charakteristicky vznik trombt v mikrovaskularnim fecisti s naslednou trombocytopenti,

mikroangiopatickou hemolytickou anemii a postiZenim organti z divodu ischemizace

(Ruggenenti et al. 2001).

Primarnim patogenetickym mechanismem TMA je endotelidlni dysfunkce, ktera

vznikd z riznych pticin, a proto jednotlivé choroby maji odlisnou Ié¢bu a prognézu. TMA

se podle etiopatogeneze déli do tfi hlavnich skupin na typicky HUS (STEC-HUS),

atypicky HUS (aHUS) a trombotickou trombocytopenickou purpuru (TTP) (obrazek 1).

1. Typicky HUS

eHUS/ STEC-HUS
- HUS asociovany s infekci E.coli produkujici shigatoxin

Tromboticka mikroangiopatie
(TMA)

- trombocytopenie
- mikroangiopatickd hemolytickd anémie (MAHA)
- organové poskozeni

2. Atypicky HUS (aHUS)

aHUs zpisobeny mutace v genech CFH, CFI, CFB,
dysregulaci alternativni f MCP, THBD, C3, CFHR1/CFH

cesty aktivace

komplementu autoprotilatky proti CFH (anti-CFH)

Neuroaminidézovy HUS
- HUS asaociovany s infekci- Streptococcus pneumonie
- Influenza A (H1N1-HUS)

| HUS zptisobeny mutacemiv genu DGKE

‘

HUS zptisobeny vrozenym deficitem cobalaminu C

" —
TTP
e — Tromboticka HELLP Hemolyticko
ADAMTS13genu |\ | trombocytopenicka || syndrom || _uremicky
purpura (TTP) syndrom
Ziskand TTP /
 autoprotilatky Aktivita ADAMTS13 < 10 %

proti ADAMTS13

Sekundarni HUS zpdsobeny jinym primérnim onemocn&nim
nebo léky

- nadorové onemocnéni+ chemoterapie (cisplatina, mitomycin)

- transplantace

- Al onemocnéni (SLE, sklerodermie, antifosfolipidovy sy,
dermatomyositida)

- léky (cyklosporin, takrolimus, sirolimus, valaciklovir, HAK, chinin,
anti- VEGF)

- HIV

- malignf hypertenze

Neobjasnény HUS

Obrazek 1 Déleni trombotickych mikroangiopatii (TMA) podle etiopatogeneze

(modifikovano podle Loirat et al. 2016)

Pfi¢inou vzniku trombotické trombocytopenické purpury (TTP) je nedostatecna

aktivita protedzy ADAMTSI13, ktera je zodpovédna za $tépeni ultra velkych multimert
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von Willebrandova faktoru (uLVWM) (Noris et al. 2012). To vede k systémové agregaci
desticek a ischemizaci CNS a dalSich organii.

V piipadé¢ HUS je predominantné postizeno rendlni cévni fecisté, coz vyustuje v
akutni poskozeni ledvin (APL). Nej¢astéjsi formu HUS predstavuje typicky HUS (90 %
ze vSech piipadi), pro ktery je charakteristické infek¢éni prijmové predchorobi a je
zptisoben infekci Shiga-toxin produkujicimi kmeny E.coli (STEC, STEC-HUS). Ve
zbylych 10 %, vznika tzv. atypicky HUS (aHUS), nejcastéji z divodu genetické nebo
ziskané funk¢ni poruchy alternativni cesty komplementu, nebo mize byt zptsoben
infekci Streptococcus pneumoniae (neuraminidazou indukovany HUS) (Noris et al.
2012).

Klinicky prabéh HUS a TTP muze byt na zacatku onemocnéni stejny, proto pokud se
u pacienta projevi znamky TMA (mikroangiopatickd hemolyticka anemie a
trombocytopenie), je nutné co nejrychleji objasnit pti¢inu daného onemocnéni a nasledné
zahajit cilenou lécbu, ktera se u jednotlivych forem TMA lisi. K rychlé diferencialni

diagnostice ndm muze pomoci jak laboratorni vySetfeni, tak 1 zdkladni klinické

charakteristiky riiznych forem TMA (tabulka 1, obrazek 2).

Tabulka 1 Diferencialni diagnostika a charakteristika hlavnich forem TMA (upraveno
podle Loirat et al., 2016)

Typicky HUS aHUS Neuraminidazovy HUS Kongenitalni TTP Ziskana TTP
<0,5:5% do0,5:28% Perinatalni obdobi <2:15%
Veék (roky) 0,5-3:65% 0,5-2:28% <2 50-75 % 2-9>20%
>3:30% 2-15:44% ? 9-16: 60 %
- 95 % a5 =2
P % :
rujem (%) Krvavy > 60% 39% ne mozny mozny
Nahly a zavaZny zatatek ne mo3ny Pneumonie: 70 % mo3ny mo3ny
(%) v Meningitida: 30 % v Y
Hematologicka - T PLT > 30x10exp9/L Coombs + PLT <30x10exp9/L
rw Casto leukocytoza , PLT < 30x10exp9/L
zvlastnost (%) leukocytoza
95 % 85 % 100 % v -
AKI (%] . i .
Fl Dialyza 50 % Dialyza 60 % Dialyza 40— 80 % ik akka
N logicke C
k:m“:;:f;: = 20% 16% 30 % (meningitida) 35% 70%
KV komplikace (%) 2-5% 2% mozné mozné mozné
Terapie prvnivolby symptomaticka Eculizumab, PE ATB, FF, spt'eualne FP PE, KS, Rituximab
upravené ERY
Pozitivni RA ano 27 % AD /AR ne AR ne
Mortalita (%) 5% 20-30% pred erou 10% 15% 10%

eculizumabu
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PLT, trombocyty; KV, kardiovaskularni; AKI, akutni poskozeni ledvin; RA, rodinnd anamnéza; PE,
plasamfereza; AD, autosomalné dominantni; AR, autosomaln¢ recesivni; ATB, antibioticka terapie; FP,
cerstva mrazena plasma; KS, kortikosteroidy

Diagnosticky algoritmus u TMA

‘ trombocytopenie + mikroangiopaticka hemolytickd anémie (MAHA)

pfiznaky organového poskozeni:
neurologické symptomy / znamky renalniho poskozeni / GIT pFiznaky

vylouéenisekundarni TMA- pneumokok.
HUS, HELLP sy, HIV, léky indukovana
TMA, DIC

testovanistolice na pFitomnost

zhodnoceni ADAMTS13 aktivity ; .
{ | EHEC/ shiga-toxin

ADAMTS13 < 5-10 % ADAMTS13 > 5-10 %

TP shiga-toxin / EHEC

shiga-toxin/ EHEC
& / a-HUS

protilatky proti mutace v ‘ Typicky/STEC-HUS
ADAMTS13 ADAMTS13 genu protilatky proti FH

mutace v genech pro faktory regulace
alternat.cesty komplementu

Obrazek 2 Diagnosticky algoritmus u pacientti se zndmkami TMA (modifikovano podle
https://ahussource.com/Physician/Diagnosis)

Vzhledem k vysledkim recentnich studii se zda, ze ve vSech piipadech TMA
dochazi k hyperaktivaci komplementu (Noris et al. 2012). U STEC-HUS je spoustétem
komplementové kaskady Stx, ktery mimo jiné zvysuje regulaci P-selektinu a interferuje
s aktivitou komplementovych regulacnich molekul. U aHUS jsou to mutace v genech
kédujicich regulacni faktory komplementu, které predisponuji k hyperaktivaci
alternativni cesty komplementu. U TTP vede deficit ADAMTSI13 k tvorbé masivnich
destickovych trombt, které mulzou zplsobit aktivaci komplementu. Proto 1écba
monoklondlni protildtkou proti C5 slozce komplementu eculizumab muze byt efektivni
nejen v pacientd s aHUS, ale za urcitych podminek i u jedinct se STEC-HUS ¢i TTP
(Lapeyraque 2011; Scully and Goodship 2014; Wurzner et al. 2014; Mannucci and Cugno
2015; Picard et al., 2015).

V této praci se budu vénovat jen STEC- HUS, jelikoz je to nejcastéjsi forma TMA
u déti.
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2.2. Typicky hemolyticko-uremicky syndrom, STEC-HUS

HUS vyvolany Shiga-toxin produkujicimi E. coli (STEC) je jednou z
nejcastejSich pricin akutniho poskozeni ledvin (APL) v batolecim a ptedskolnim veku.

Jedna se o klasickou formu, tzv. typicky HUS, Diarrhea-associated D+HUS, nebo
v novejsi literatufe spiSe uzivan termin STEC-HUS s charakteristickym infek¢énim
prijmovitym piedchorobim. Vyviji se jako systémova komplikace prijmu v dasledku
toxémie po absorpci Shiga toxinu (Stx) ze stfeva do krevniho obéhu. Vznika na podkladé
Stx-indukované trombotické mikroangiopatie s naslednym rozvojem hemolytické
anémie, trombocytopenie a mikrovaskularni trombdzy vedouci k ischemickému postizeni
organl, zejména ledvin, mozku a jinych parenchymovych orgdna (Tarr et al. 2005;

Gerber et al. 2002).

2.2.1. Etiologie a epidemiologie STEC-HUS

Vyskyt onemocnéni je vyssi v teplych mésicich s maximem od cCervna do zafi (Tarr
et al. 2005). Incidence onemocnéni se uvadi 2 piipady na 100000/rok, s maximem
incidence u déti do 5 let (6,1/100 000/rok) (Mele et al. 2014). Celkovy vyskyt HUS s
laboratorné potvrzenou infekci STEC se v Ceské republice pohybuje od roku 2012 kolem
4-5 ptipada rocné (Marejkova et al. 2013; Marejkova et al. 2014).

2.2.1.1 Shiga toxin- produkujici E. coli (STEC) a enterohemoragické E. coli
(EHEC)

Shiga toxin-produkujici Escherichia coli (STEC) jsou jednim ze zdvaznych patogenil
zpusobujici gastrointestindlni onemocnéni a jsou také povazovany za nejcastéjsi pivodce
HUS u déti. Pro STEC je charakteristickd schopnost produkce cytotoxini Stx, které
inhibuji proteosyntézu eukaryotickych buné¢k. Avsak ne vSechny kmeny STEC jsou
patogenni pro Clovéka. STEC vyvolavajici onemocnéni u lidi se téZ oznacuji jako
enterohemoragické E. coli (EHEC) na zaklad¢ jejiho prvniho zachytu u pacientl s
hemoragickou kolitidou, a dané oznaceni byva zejména pouZito v mikrobiologickych

studiich.
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Prvni souvislost mezi E. coli produkujici Stx a rozvojem HUS popsali v Kanadé
vroce 1983 Karmali a spol., kdy ve vzorcich stolice osmi déti s HUS vykultivovali kmeny
E. coli produkujici toxin, ktery zptisoboval ireverzibilni poskozeni bunécné linie Vero
(proto diivéjsi oznaceni toxinu jako Verotoxin, VT) (Karmali et al. 1983). Bezprostfedné
poté Riley a spol. publikovali vysledky studie dvou epidemii, které byly spojeny
s konzumaci hamburgerti z nedostate¢né tepelné upraveného hovéziho masa. U vétSiny
pacientli se rozvinula zdvazna hemoragicka kolitida a ve stolicich a vzorku masa byl
kultiva¢né prokazan do té doby neobvykly sérotyp E. coli O157:H7 (Riley 1987; Riley
and Remis 1983). Souvislost mezi toxigenitou E. coli O157:H7 a Shigelly dysenteriae
typu 1 byla popsana O Brienem se spolupracovniky. Vzhledem ke skute¢nosti, zZe aktivita
Verotoxinu byla neutralizovana protilatkami proti Shiga toxinu S. dysenteriae, byly
hlavni faktory virulence STEC pozdé&ji pfejmenovany z Verotoxinll na Shiga toxiny (Stx),
které se uzivaji jako synonyma (O’Brien et al. 1982) .

Hlavnim faktorem virulence je tedy Stx sloZzeny z enzymaticky aktivni
podjednotky A a z 5 vazebnych podjednotek B. Podle soucasné nomenklatury existuji
dva hlavni typy toxintl, Stxla a Stx2a (Scheutz et al. 2012). Stx1a je vétSinou piitomen u
kmenti STEC izolovanych od pacientii s nekomplikovanym prijmem a je témét identicky
se Shiga toxinem S. dysenteriae typu 1. Stx2a je obecné¢ virulentnéjsi, vykazuje vyssi
cytotoxicitu vici endoteliim, a proto byva vyznamné castéji identifikovan u STEC
izolovanych od pacienti s HUS (Tarr et al. 2005; Bielaszewska et al. 2013). Pfitomnost
stx2q a/nebo produkce samotného Stx2 a je prediktorem zdvazného pritbé¢hu onemocnéni
a progrese STEC infekce v HUS (Bielaszewska et al. 2013).

V soucasné dob¢ je znamo pies 400 sérotypti STEC, z nichz vice nez 100 bylo
popsano ve spojitosti s lidskym onemocnénim a lze je tedy klasifikovat jako EHEC.
Celosvétove nejvice rozsitenym sérotypem STEC je O157:H7, ktery byl po dlouhou dobu
povazovan za jediny sérotyp zpusobujici typickou formu HUS (Fakhouri et al. 2017).
Bé&hem doby vSak byly v souvislosti s rozvojem HUS izolovany i dalsi sérotypy STEC,
tzv. non-O157:H7 STEC, z nichZ nejcastéjsi jsou O103:H2, O111:H8, O145:H28/25 a
026:H11 (Bielaszewska et al. 2013; Mellman et al. 2008; Luna-Gierke et al. 2014).

16



2.2.1.2. STEC O26:H11

V posledni dob¢ se v Evropé zvySuje proporce izolace STEC 026 u pacient se
0157 a je nejéastéji zastoupenym sérotypem STEC vyvolavajici HUS v Ceské republice
(Marejkova et al. 2013). STEC 026 zpiisobuje stejn¢ zavaznou formu HUS jako STEC
0157 a dlouhodobé nasledky po prodélani akutni faze onemocnéni se u obou kmenti
signifikantné neliSi (Byrne et al. 2015; Marejkova et al. 2013; Karch et al. 2005; Tozzi et
al. 2003).

Vétsina 026 kmend izolovanych od pacientd nese geny koédujici Stx dvou
hlavnich typt, a to Stxla a/nebo Stx2a. Ackoliv ¢ast kmenti obsahuje geny kodujici i jiné
subtypy Stx, jako naptiklad Stx2d, Stx2b, Stx2f. STEC O26:H11 nesouci stx2, patii do
dvou hlavnich sekvencnich typt (STs) ST21 a ST29, kdezto kmeny nesouci stxiq
samotné/ anebo spolu s stx2, patii do ST21 (Bielaszewska et al. 2013; Ishijima et al. 2017).
Kmeny ST29 jsou heterogenni a jsou tvotfeny né€kolika klonalnimi liniemi, které se od
sebe lisi jinymi stx; alelami a plasmidovym genovym profilem (Bielaszewska et al. 2013;
Delannoy et al. 2017).

Novy vysoce virulentni ST29 klon nesouci jen stx2, byl poprvé zachycen v
Némecku v devadesatych letech minulého stoleti a od té doby se rapidné rozsitil do celé
Evropy. Dany klon byl pojmenovén jako “novy nemécky klon” anebo “novy evropsky
klon” (nEC). Vyznacuje se piitomnosti ur¢it¢ho plazmidového virulentniho profilu, ktery
je charakterizovan ptitomnosti EHEC-AlyA (koédujici EHEC hemolysin) a etpD (kddujici
efektor II typu) a absenci gent pro katP (kddujici katalaza-peroxidazu) a espP (kodujici
serinovou proteazu EspP) (Bielaszewska et al. 2013). V roce 2015 byl také popsan ’novy
francouzsky klon” 026, ktery patii do jiné klondlni linie ST29, nese stx2a a/nebo stx2d a
postrada plasmidovy virulenéni profil (EHEC —hlyA, katP, espP, etpD) (Delannoy et al.
2017; Delannoy et al. 2015). Recentné se v Japonsku rozsitil dalsi klon ST29, ktery nese
jen stx2a gen a 1i8i se od evropského a francouzského klonu jinym plasmidovym profilem
(EHEC —hlyA+, katP-, espP+, etpD-). Tento japonsky klon (ST29C1) je fylogeneticky
nepiibuzny k novému evropskému (ST29C2) a francouzskému klonu (ST29C3) (Ishijima
et al. 2017).

17



2.2.1.3. Epidemie STEC celosvétové a u nas

Vétsina infekci vyvolanych STEC se vyskytuje jako sporadické piipady. Byly
ovSem popsany i epidemie prijmového onemocnéni a HUS (tabulka 2) (Besser et al.
1993; Bell et al. 1994; Kemper 2012). Posledni a dosud nejvétsi epidemie STEC, co do
poctu ptipadi HUS, propukla v roce 2011 v Némecku a postihla i dal$i staty Evropy a
USA. Pivodcem byla enteroagregativni E. coli O104:H4 s produkci Stx2a (Bielaszewska
et al. 2011) a zdrojem infekce byly epidemiologicky potvrzeny kontaminované klicky
piskavice. Infikovano bylo 3816 osob, znichzu 845 (22 %) se rozvinul HUS a 54 pacienti
zemielo (1,4 %). Od jinych epidemii se tato liSila vysokou frekvenci progrese stfevni
infekce do HUS (u 22 % pftipadi), Castym vyskytem neurologickych komplikaci, vysokou
mortalitou a vyssi frekvenci onemocnéni u dospélych (88 % infikovanych byli dospéli, v
68 % to byly Zeny) (Frank et al. 2011). V Ceské republice byl zaregistrovan jeden ptipad
onemocnéni americké turistky, ktera se nakazila v severnim Némecku (Marejkova et al.

2014).

Tabulka 2 Nejvétsi epidemie STEC-HUS celosvétove

e STEC ~ Fofet  poret Polet  potet  Vehikulum
eme 2 pripadi ... . pripadi i -

sérotyp hospitalizaci HUS umrti prenosu
USA
(Washington,
Idaho, Nevada, O157:H7 732 195 55 4 Hamburgery
Kalifornie,
12/1992-1/1993)
Velkd Briténie Nepasterizované
(Lothian, O157:H7 Nad 100 173 9 1 kravské mléko
Skotsko, 5/1994)
Austrilie Fermentované
(Adelaide, 1- O111:H- Nad200  Nezjisténo 22 0 ik
2/1995) parky
Japonsko (Sakai ) Vyhonky bilé
City, 7/1996) O157:H7 8576 606 106 3 tedkve
Némecko (Sasko, 104114 3862 855 53 Piskavice

5/2011)

Prvni mensi epidemie onemocnéni E. coli O157:H7 v Ceské republice byla
zaznamenana v Ceské Lipé roce 1988 (5 déti s HUS, veék 4-20 meésict, 1 umrti)
(Bielaszewska et al. 1989; Sramkova et al. 1990). Dalsi hromadny vyskyt HUS byl
evidovan v 16t& 1995 v okresech Teplice a Usti nad Labem (4 piipady HUS u déti ve véku
od 10 mésict do 3 let), kdy byla izolovana STEC O157:H7 a jako vehikulum infekce se
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prokazalo nepasterizované kozi mléko (Bielaszewska et al. 1996; Bielazewska et al.
1997).

Celkovy vyskyt HUS s laboratorné potvrzenou infekei STEC se v Ceské republice
pohybuje od roku 2012 kolem 4-5 ptipadi ro¢né, s maximem do 10. Na rozdil od
zahrani¢ni literatury, kde je popisovan vyskyt krve ve stolici u 90 % pacientti s typickym
HUS (Tarr et al. 2005), se krev ve stolici vyskytuje v Ceské republice pouze u 60 %
pacientti s HUS. U infekci STEC bez progrese do HUS je procento krvavych prajmi v
CR niz§i, kolem 40 % (Marejkova et al. 2014).

2.2.1.4. Cesty prenosu infekce STEC
Nejdtlezitéjsim rezervoarem STEC je zazivaci trakt ptfezvykavcl, nejCastéji
hovézi dobytek, ale 1 kozy, ovce, jeleni a jind hospodaiska a lesni zvitata (Karch et al.

2005; Pennington 2010), ktera jsou asymptomatickd a vylucuji bakterie stolici (obrazek

3).

Shiga toxin-produkujici E. coli (STEC)

Inkubaéni doba:
3 az 8 dni

Nejtastéjsi sérotypy STEC:
0157:H7, O26:H11, 0111,
0145, 0103

Hlavni faktor virulence:
Shigatoxin 1, 2

Klinicky obraz infekce
STEC:
1. Vodnaty prijem,

. Lo o
Rezervodr STEC v 70 % hemoragicka kolitida

Prezwylkavci, zejmena hovezi
dobytek, kozy, ovce a jiné '
hospodafska a lesni zvifata (napf. 4

ooy &
@El Py

Ces fenosu:

2. Kfeéovité bolesti bficha
3. Zvraceni (30-60 %)
4. Febrilie (30 %)

Komplikace:
9-13 % riziko rozvoje HUS

Medostateiné tepelné upravené maso,
nepasterizovane mléko, Mortalita: 3-5 %
kontaminovana voda, ovoce a

zelenina, kontakt se zvifaty (farma,

Z00), interhumanni pfenos.

Obriazek 3 Charakteristika infekce STEC- etiologie, moZnosti ptenosu infekce a klinicky
obraz infekce u ¢lovéka (modifikovano podle https://about-hus.com/)
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Tepelnou upravou stravy (teplota > 70 °C) Ize STEC eradikovat, proto k pfenosu
infekce muze dojit zejména konzumaci kontaminovanych a nedostatecné tepelné
upravenych zivoc¢iSnych produkti (hamburgery, nepasterizované mléko a mlécné
vyrobky). K ndkaze mize déle dojit pozitim kontaminované vody, kontaminované syrové
zeleniny a ovoce (hlavkovy salat, Spenat, vyhonky piskavice, jahody, nepasterizovany
jable¢ny dzus). Vzhledem k nizké infekéni davee je vzacné mozny i fekalné-oralni pienos
z Clov€ka na Cloveka (zejména v zafizenich s nizkymi hygienickymi standardy) a ze
zvitete na Clovéka (nejcastéji navstéva farmy, ZOO).

Doba vylu¢ovani STEC u lidi se u nekomplikovaného onemocnéni uvadi v
praméru 13 dni, u ptipadt s HUS az 21 dnti (Pennington 2010). V CR byla popsana doba
nosicstvi az vice nez 20 dntl pti nekomplikovaném prijmovém onemocnéni vyvolaném
STEC O157 a vyskyt onemocnéni je vyssi v teplych mésicich s maximem od ¢ervna do

zati (Marejkova et al. 2013).

2.2.2. Patofyziologie STEC-HUS

Dosud nejsou pln€ objasnény ptiCiny rozdilného klinického pribéhu daného
onemocnéni, zejména faktory vedouci k rozvoji HUS jen u malého procenta pacientli
infikovanych STEC.

Stx- produkujici E. coli jsou vysoce infekéni mikroorganismy, k nédkaze je dostacujici
mala infek¢ni davka, a to jen 10 bakterii (Schmid-Hempel and Frank 2007). Cesta ndkazy
STEC je nejcastéji ingesci kontaminovaného jidla nebo vody. STEC jsou vysoce
virulentni také diky tomu, ze ptezivaji v kyselém prostiedi Zaludku (Richard and Foster
2003).

Po poziti kontaminované potravy dochdzi ke kolonizaci stfeva bakteriemi (ileum,
kolon) prostfednictvim specializovanych fimbridlnich a nefimbridlnich adhezinti, napf.
intimin kodovany eae genomem na ostrivku patogenity tzv. Locus of enterocyte
effacement (LEE). Krom¢ intiminu LEE koduje dalsi efektorové molekuly, a to type III
secretion system (T3SS), ktery translokuje bakterialni efektorové proteiny (napt. EspFu)
dovniti hostitelské butiky a translokaéni receptor Tir. LEE je tak odpovédny za tvorbu
tzv. attaching and effacing 1ézi (A/E, pfilnuti/smazani), dochazi k akumulaci aktinu uvnitf

buniky a adherenci bakterii na enterocytech, poskozeni sttevni sliznice a ztraté mikroklkt
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enterocytll s rozvojem prijmu az hemoragické kolitidy (edém, hyperémie a hemoragie,
exsudace fibrinu, nekrdza sliznice, tvorba pseudomembran) (Frankel and Phillips 2008).
Jakmile dojde k pfilnuti bakterii na sliznici, STEC zacnou produkovat Stx, ktery je

hlavnim faktorem virulence.

2.2.2.1. Stx jako hlavni faktor virulence STEC

Stx patii do rodiny proteinti inaktivujicich ribosomy (ribosome-inactivating proteins,
RIP). Je slozeny z enzymaticky aktivni podjednotky A o velikosti 32-kDa, kterd je
zodpovédna za zastaveni ribosomalni aktivity a z 5 vazebnych podjednotek B, kazda 7,7-
kDa, které se vazou na specificky receptor Gb3Cer (Rutjes et al. 2002). STEC je schopna
produkovat dva hlavni typy Stx, a to Stx1 a Stx2 s riznymi subtypy (Stxla, Stxlc, Stx1d,
Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2e, Stx2f a Stx2g) (Melton-Celsa 2014; Scheutz et al. 2012).

V ptipad¢, Ze dojde ve stfevé k dostatenému uvolnéni Stx, Stx se ze stieva vstiebava
dosud neobjasnénym mechanizmem do krevni cirkulace, aktivuje endotelidlni buiiky a
vede k aktivaci prozanétlivych a prokoagulacnich signalizacnich cest (Obrig 2012).
Ptenos Stx v krvi zajistuji mikrovezikuly a krevni bunky, které exprimuji specificky Stx
receptor na svém povrchu (Gb3)- erytrocyty, trombocyty a monocyty (Obrig 2012).
Neutrofily neexprimuji Gb3 receptor ale interaguji s Stx ptes Toll-like receptor 4 (TLR4)
(Brigotti et al. 2011). Mikrovezikuly uvoliiované Stx-napadenymi krevnimi bunikami
mohou pak prendset Stx a mohou byt internalizovany buiikami bez Gb3 receptoru
(Villysson et al. 2017). Stx se nasledné vaze svoji B-podjednotkou na specifické Gb3Cer
receptory (globotriaosylceramidovy receptor, CD77). Gb3Cer se nachazi predevsSim
v lipidové vrstvé endotelidlnich bunék (nejvice v ledvinach, sttevé a CNS), tubuldrnich,
mezangialnich bunkach a podocytech a zprostiedkovava transmembranni signalni drahy
(Obrig 2012). Rozmisténi receptorit v organismu pak vysvétluje lokalizaci moZnych
mikrovaskularnich 1€ézi, vznik proteinurie, dehydratace a selhdni ledvin nasledkem
pusobeni Stx (Rutjes et al. 2002).

Afinita vazby Stx2 je 10krat vyS$i nez vazba Stxl. Stx2 se vdZe a vyvazuje
z receptoru pomaleji, a tim zlstava na povrchu bunék dostatecné dlouho na to, aby se
internalizoval, coZz vysvétluje jeho 1000krat vétsi toxicitu nez Stxl na lidskych
endotelovych butikach in vitro. Stx2a je obecné virulentngjsi, vykazuje vyssi cytotoxicitu
viici endoteliim, a proto byva vyznamné castéji identifikovan u STEC izolovanych od

pacientii s HUS (Bielaszewska et al. 2013; Tarr et al. 2005; Scotland et al. 1987).
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Jiz 30 minut po navazani toxinu na Gb3Cer receptor dochazi k endocytoze Stx
pomoci clarithrin-dependentniho mechanismu a jeho pfenosu k endoplazmatickému
retikulu ptes Golgiho aparat (Sandvig, K., Garred, O, van Deurs 1992). Zde je pomoci
proteazy furinu Stépena A-podjednotka toxinu. Nové vznikly 27-kDa Al fragment je
nasledné translokovan do cytosolu, kde spousti zanik napadené bunky. rRNA-N-
glykosiddzove aktivni Al fragment permanentné inaktivuje ribosomy odstranénim 28S
adeninu podjednotky 60S ribosomalni RNA, a tim inhibuje proteosyntézu a aktivuje
ribosomalni stresovou odpoveéd’ (Endo et al. 1988). Stx také ptimo napada jadernou DNA,
aktivuje uvolnéni kaspazy 3,6,8, a 9 a spousti apoptozu buiiky. Kromé toho také dochazi
k aktivaci celé fady prozanétlivych a protrombotickych faktorti (Obrig 2010).

Mezi dalsi toxiny, které se spolupodili na vzniku onemocnéni a predev§im na
rozvoji HUS, patfi EHEC hemolysin (EHEC-Hly), cytoletalni distendujici toxin (CdtV),
cytotoxin subtilaza (SubAB) a Serine proteaza (EspP), ktera inaktivuje komplementovou
kaskadu na trovni C3 a C5, ¢imZ umoznuje bakteriim pfezit v hostitelském organizmu
(Orth and Wiirzner 2010; Orth et al. 2010).

Na adherenci a kolonizaci stieva STEC se Gcastni 1 Stx tim, ze zvySuje expresi
proteinu nucleolinu, na ktery se vaze intimin bakterii (Robinson et al. 2006). Krom¢ Stx,
muze do cirkulace proniknout i lipopolysacharid (LSP) STEC, ktery se vaze na desticky,
zpusobuje zvySeni exprese rendlnich Stx receptorti a spolupodili se tim na patogenezi

renalniho poskozeni (Clayton et al. 2005).

2.2.2.2. Stx-indukovana endotelialni dysfunkce

Primarni patofyziologickou pfiCinou vzniku trombotické mikroangiopatie u
STEC-HUS je glomerularni endotelialni poSkozeni zptisobené Stx. Ten indukuje hluboké
poskozeni endotelidlnich bunék a spousti kaskadu signalizacnich drah vyustujicich ve
ztratu endotelidlnich non-adhezivnich, anti-inflamatornich a tromborezistentnich
vlastnosti.

V patogenezi hraji vyznamnou roli také monocyty a neutrofily, které umoctuji
mikrovaskularni poskozeni v tkanich produkci alfa-1-antitrypsin-komplexové elastazy.

Stx pres aktivaci transkripéniho jaderného faktoru NF-kappaB zvysuje adhezi
leukocytii na endotelialni butiky, a to upregulaci vasoaktivniho peptidu endotelin-1 (ET-
1), endotelovové adhezivni molekuly E- selektinu, intraceluldrni adhezivni molekuly 1

(ICAM-1) a vaskularni bunééné molekuly VCAM-1. Stx téz piimo zvySuje sekreci
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chemokini, které jsou zodpovédné za migraci a adhezi leukocyti k endoteliim (MCP-1,
IL-8, fractalkine (FKN)) (Zoja et al. 2002). Leukocyt6za na za¢atku onemocnéni koreluje
se zavaznosti HUS a je negativnim prognostickym faktorem (Oakes 2006).

Cévni poskozeni ptisobené Stx spousti uvolnéni trombinu a zvySeni koncentrace
fibrinogenu. ZvysSuje se lokalni koncentrace zanétlivych cytokini (IL-1, IL-6, IL-8),
tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF-alfa), rovnéz se zvySuje uvoliovani
protrombotickych faktord, jako napf. inhibitoru aktivatoru plazminogenu (PAI-1),
trombomodulinu (TM) a jinych. TM nasledné zvySuje expresi P-selektinu, ktery
interaguje s Von Willebrandovym faktorem (VWF) a podporuje tvorbu trombt.

Stx téz ptimo plisobi na VWF a zpiisobuje jeho opozdéné rozstépeni plasmatickou
metaloproteazou ADAMTS13 na aktivovanych endotelialnich bunikach. Tim indukuje
adhezi desti¢ek na endoteliich. Blokada adhezivnich proteint (napt. P-selektin) snizuje
tvorbu destickovych trombt na endoteliich (Lo et al. 2013; Noris and Remuzzi 2001).

Histopatologicky tvoifi trombotickou mikroangiopatii zesileni kapildrni stény,
otok, odlouceni endotelii od bazalni membrany a tromby wuzavirajici organoveé

mikrovaskularni feCisté, zejména ledvin (Gasser et al. 1955; Noris and Remuzzi 2001).

2.2.2.3. Podocyty a Stx

Charakteristickym histopatologickym nalezem u pacientd s HUS jsou kromé
trombotické mikroangiopatie, také léze s kolapesem a retrakci glomeruli a otokem
podocyti se zanikem pedicel (Koster et al. 1984). Podocyty, které jsou blizko
endotelidlnich bun¢k a tvoii s nimi glomerularni filtraCni bariéru, jsou nachylné na
cytotoxicky efekt Stx. Po navazani se Stx na Gb3 receptor podocyty uvolnuji cytokiny
(IL-1 a TNF-alfa), které zvySuji expresi samotného Gb3 receptoru na cilovych buikéch,
a tim ovliviuji jejich senzitivitu k danému toxinu a apoptdze (Dettmar et al. 2014).

V glomerulu dochazi b&hem zanétlivé odpoveédi také k excesivni aktivaci
komplementu a depozici C3. Vznika C3a, kterd se vdze na C3a receptory, uvoliiuje se
TM a zvysuje se exprese P-selektinu na endotelidlnich bunkach, ¢imz se dale zvySuje
aktivace komplementu.

Priikaz ptitomnosti mRNA dvou specifickych proteinli pro podocyty, nefrinu a
synaptopodinu v mo¢i pacienti se STEC-HUS poukazuje na poSkozeni podocytl u

pacienti s HUS (De Petris et al. 2006).
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2.2.2.4. Komplementova kaskada a Stx

Komplementovy systém piedstavuje komplex asi 30 sérovych a membranovych
proteind, které spolu tvoii &ast nespecifické slozky imunitniho systému. Ulohou
komplementu je eliminace patogent a poskozenych bun¢k. Aktivuje se tfemi cestami, a
to klasickou, alternativni a lektinovou (Walport 2001; Ricklin and Lambris 2007).
Alternativni cesta je neustale aktivni diky spontanni hydrolyze cirkulujici molekuly C3,
¢imZ dochézi ke zméné konformace molekuly C3 umoziujici jeji interakei s faktorem D.
Dana interakce vede k rozstépeni faktoru B (CFB) na Ba a Bb za vzniku C3 konvertazy
(C3Bb), ktera se vaze na povrch bunck a umoziuje vznik C3 amplifika¢ni smycky, kde
C3 konvertaza je schopna §tépéni C3 na C3a (anafylatoxin) a C3b. Depozita C3b nasledné
urcuji, zda bude povrch buiiky zni€en, ¢i nikoliv. Pokud inicidlni depozita C3B nejsou
thned inaktivovana, pokracuje komplementova kaskada a C3b dale participuje na formaci
CS konvertdzy a nasledné tvorbé MAC (membrane attack complex) (Noris et al. 2012).
C3b se vaze na C3 konvertazu za vzniku C5 konvertazy (C3BbC3b), ktera nasledné stépi
cirkulujici C5 na C5a (anafylatoxin) a C5b. C5b vaze C6, C7, C8 a C9 formujici
terminalni produkt komplementové kaskady oznacovany jako MAC. MAC vytvaii pory
na bunénych membranach vedoucich k lyze bunky zdavodu piesunu tekutin a
elektrolytti do buiiky (Walport 2001).

Aby nedochazelo k hyperaktivaci této cesty a byla tak =zajiSténa ochrana
hostitelskych bunék, existuje n¢kolik ochrannych sérovych a membranovych regulacnich
proteinti. Fragment C3b je §tépén faktorem I (CFI) za pomoci membranového proteinu
MCP (membrane cofactor protein, CD46), komplementového proteinu CD35 (CR1) a
sérového faktoru H (CFH) na inaktivni iC3b. Polymerizaci C9 a vytvoieni MAC blokuje
protektin (CD59) a C3-konvertazu membranovy protein DAF (decay-accelerating factor,
CD55) (Kim and Song 2006).

Vrozena nebo ziskand nekontrolovatelna aktivace alternativni cesty komplementu
je hlavni etiologii atypického HUS (Fakhouri et al. 2017).

Znamky aktivace komplementu jsou dokumentovany u STEC HUS jiz od 80. let
20. stoleti, jako naptiklad snizeni C3 sloZky a zvySeni komplementovych degradacnich
produkti (C3b, C3c, C3d), a naopak zvySeni plasmatické koncentrace C3a vznikajici
St€penim C3 na C3b a sC5b-9 (Robson et al. 1992; Thurman et al. 2009; Monnens et al.
1980).
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Zvyseni plasmatickych koncentraci Bb faktoru a sC5b-9 poukazuje na aktivaci
alternativni cesty béhem akutni faze a koreluji s poSkozenim rendlnich funkci pacientti
s aktivnim STEC-HUS (Ferraris et al. 2015; Morigi et al. 2011). Hypotéza, Ze alternativni
cesta komplementu je kliCovym medidtorem mikrovaskularni trombdzy a zhorSeni
renalnich funkci je zalozena na datech, ktera demonstruji protekci pted trombocytopenii
a dysfunkeci ledvin u mysi s deficienci faktoru B (Locateli et al. 2014, Orth et al. 2009).

Studie in vitro prokazaly, ze Stx piimo ovliviluje regulaci aktivace
komplementového systému (Orth et al. 2009; Ehrlenbach et al. 2013; Arvidsson et al.
2015). Orth a kol. prokazali, ze Stx2a se vaze pifimo na CFH, ¢imz dochdzi k redukci
jeho kofaktorové aktivity na bunééném povrchu. To zpusobuje zvySenou aktivaci
komplementu a akumulaci C3b (Orth et al. 2009). Jiné studie ukazuji, ze Stx2a je
ligandem dvou proteinii patficich do rodiny faktoru H, a to FHR-1 a FHL-1, které¢ maji
podobnou sekvenci aminokyselin a regulacni aktivitu jako faktor H (Poolpol et al. 2014).
Navic, Stx2 snizuje expresi inhibitoru komplementu CD59, reguldtoru MAC, na povrchu
endotelu glomeruli a tubuldrnich bunék. To mé za nasledek dysregulaci a snazsi aktivaci
alternativni cesty komplementu (Ehrlenbach et al. 2013).

Pisobenim Stx na endotel dochazi in vitro ke zvySené expresi P-selektinu, ktery
vaze a aktivuje C3, a tim vede ke zvySené tvorbé trombt (Morigi 2011). Stdpena C3a
redukuje expresi trombomodulinu a umoznuje vznik trombd. C3a a C5a indukuji
upregulaci adhezivnich molekul a sekreci cytokini. Tim zvySuji propustnost bunc¢k a
podporuji adhezi leukocytii na endotelie (Monsinjon et al. 2003).

Dalsi vysledky poukazujici na vliv komplementu v patogenezi STEC-HUS
vychazi z pozorovani depozit C3 a C9 na povrchu krevnich mikropartikuli u pacientl se
STEC-HUS. Neutrofily, monocyty, erytrocyty a trombocyty po navdzani s Stx tvoii
mikrovezikuly, které na svém povrchu nesou C3 a C5b-9 produkty povrchu (Poolpol et
al. 2014; Arvidsson et al. 2015). Depozita produkti aktivovaného komplementu na
desti¢kach vedou k dal§imu uvolnéni mikrovezikul a anafylatoxiny C3a, C5a a C5b-9
indukuji hyperaktivaci desticek (Zoja et al. 2019), coz se miZe spolupodilet na
protrombotickém stavu béhem STEC-HUS (Hattori et al. 1989).

Dusledkem vSech zmén je vznik trombotické mikroangiopatie s endotelidlni
dysfunkci a tvorbou fibrinovych mikrotrombt. To vede k postizeni jednotlivych organti

a nasledné k rozvoji klinickych projevii HUS.

25



2.2.3. Klinicky obraz infekce STEC a STEC-HUS

Infekce bakteriemi STEC mohou vyvolat Siroké spektrum klinickych ptiznaki:
asymptomatické nosicstvi, nekomplikovany vodnaty prijem, hemoragickou kolitidu az
rozvoj HUS. Inkuba¢ni doba onemocnéni je vétSinou 3-8 dnd (Tarr et al. 2005).
Typickym projevem nakazy je kiecovita bolest bficha provazejici vodnaty prijem, ktery
v 70 % ptipadd béhem 3 dnl piechazi v hemoragickou kolitidu. Na rozdil od prijymut
vyvolanych jinymi invazivnimi patogeny byva ve stolici pfitomna masivni pfimés krve.
Komplikaci prijmu miiZze byt invaginace, prolaps rekta, paralyticky ileus a v ojedinélych
piipadech mize dojit az k perforaci stfeva. Zvraceni je ptitomné na za¢atku onemocnéni
pouze ve 30-60 % ptipadl, pribéh onemocnéni byva obvykle afebrilni (horecka byva
pouze u 30 % infikovanych). VétSina nakazenych se spontanné uzdravi do 10 dnti, avSak
u Casti pacientii muze infekce vést k rozvoji Zivot ohrozujiciho onemocnéni. U
sporadickych ptipadi se riziko rozvoje STEC-HUS pohybuje mezi 5-15 %, v pribéhu
nékterych epidemii vSak bylo popséano riziko az 20 % a vice (napi. epidemie E. coli
0104:H4 v Némecku, 2011) (Tarr et al. 2005; Wong et al. 2012).

Klinické ptiznaky HUS se pIn¢ rozvinou béhem 5-10 dnli od zacatku

gastrointestinalnich symptomt (viz obrazek 4).

Kiecovité bolesti
bricha

Priijem Hemoragicka Hemo"y_tidfo'
Zvuraceni kol LEEhiicky
T : syndrom
Horecka Forallphalost) S g Remise sfbez
biicha (v 5-13 % piipadii) ssledki
Infekce o s
postiZeni
STEC 3 dny 6 dnéi 9 dnéi jednot!w!ch
= organul
Bez pfiznak(l Uzdrava Uzdrava Umrti

(35 % pfipad(i HUS)

Obrizek 4 Casovy a klinicky priibéh infekce STEC a rozvoje STEC-HUS (modifikovano
podle Tarr et al. 2005)

Jsou charakterizovany nahle vzniklou anémii s napadnou bledosti, ¢asto dusnosti
a unavou. Ve tfetiné pfipadl je pfitomen subikterus az ikterus. Pfiznaky plynouci z
trombocytopenie, jako krvaceni do kiize ve formé petechii, sufuzi a zvySena tvorba

hematomil, jsou méné casté. Hlavnimi zndmkami poSkozeni ledvin jsou 1 pfes
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dostatecnou rehydrataci pfi prijmovém onemocnéni oligurie az anurie doprovazené
otoky a hypertenzi (4.—10. den trvani prijmu, rozmezi 1-10 dnti).

Z laboratornich nalezii pti rozvoji STEC-HUS stoji v poptedi trombocytopenie
(podet trombocytti < 150x10%/1, je mozny pokles az ke 30x10°/1 a méné), neimunni
hemolytickd mikroangiopatickd anémie (Coombs test negativni, pokles hemoglobinu v
rozmezi 50-100 g/I) se schistocyty a hyperazotémie (zvySena koncentrace urey,
kreatininu nad horni hranici normy pro dany vék). Dusledkem hemolyzy je zvysSena
koncentrace laktatdehydrogenazy (LD), nekonjugovand hyperbilirubinémie, nizky ¢i
nedetekovatelny haptoglobin, mlize byt pfitomna elektrolytova dysbalance (zejména
hyponatrémie, hypo/hyperkalémie) 1 mirna elevace jaternich transaminaz. V nékterych
pfipadech je znamkou aktivace komplementu pokles koncentraci C3 a C4 slozky,
koagulaéni testy jsou obvykle normalni (Tarr et al.2005).

Hlavni klinické a laboratorni znamky STEC-HUS jsou shrnuty na obrazku 5.

Typicky hemolyticko-uremicky syndrom
(STEC-HUS/ D+HUS)
perT———— ———

1. Hemolyticka anémie:
- bledost, Uunava, subikterus

25-30 % neurologické pfiznaky -
somnolence, poruchy védomi, kifeCe, edém
mozku, krvaceni do CNS

2. Trombocytopenie:
- petechie, sufuze

-> nejéastéjsi pficina umrti v akutni fazi

3. Akutni poSkozeni ledvin:
-> oligurie aZ anurie, otoky,
proteinurie, hematurie

Kardiovaskularni postizeni - myokarditida,
kardiomyopatie, rabdomyolyza, srde¢ni selhani

Postizeni gastrointestinalniho traktu - perforace
stieva, paralyticky ileus, hepatitida, pankreatitida,
DM

1.Hb <10 g/ dl/ t LDH/ | haptoglobin /

Po prodélani akutni faze pfetrvava v 25 %
schistocyty + / Coombs test negat.

pfipadl renalni rezidudlni symptomatologie -
2. PLT <150x109/1/ pokles PLTo >25% proteinurie, |GFR, hypertenze, ESRD s
oproti baseline nutnosti Tx ledvin

3. 1 S-krea > horni hranici normy pro dany

vék Mortalita STEC-HUS je 3-5 %

Obriazek 5 Klinicky obraz a laboratorni znamky STEC-HUS
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Mezi prokazané negativni prognostické faktory prubéhu STEC-HUS patii délka
anurie, délka dialyza¢ni 1é¢by, CNS symptomatologie, hypertenze, vyssi vek, atypické
formy HUS. Mezi laboratornimi negativnimi prognostickymi faktory se dale uvadi
leukocytoza, elevace LD, prolongovand anémie a trombocytopenie (Belastracci et al.
2014; Oakes 2006).

Vzhledem k pokroktim v 1é¢bé APL je mortalita onemocnéni nizka a v akutni fazi
onemocnéni se pohybuje mezi 1-5 % (Tarr et al. 2005). Je zptisobena obvykle zavaznymi
neurologickymi komplikacemi. I kdyz u vétSiny pacientt dojde ke spontanni remisi
onemocnéni za 1-3 tydny, u minimaln€ 25 % déti pfetrvava po piekonani akutni faze
rizn€ zdvazna rezidualni rendlni symptomatologie, kterd mize vyustit i nékolik let po
prodélaném onemocnéni v terminalni f4zi chronického selhani ledvin s nutnosti dialyzy
a nasledné transplantaci ledviny (Garg et al. 2003; Bldhova et al. 2002; Spinale et al.
2012).

Mezi nej€astéjSi komplikace STEC-HUS patii postizeni CNS, které je také
nejCastéjsi pricinou umrti v akutni fazy onemocnéni. CNS symptomatologie muze byt
rizného stupné (letargie, iritabilita, agitace, kieCe, edém mozku a kéma, hemiparéza,
poruchy zraku, postizeni hlavovych nervl v disledku krvaceni do CNS- predilekéné
oblast bazalnich ganglii) a vyskytuje se u vice nez 25 % détskych pacientl (Siegler 1994;
Oakes et al. 2008) a dokonce az u 50 % dospclych béhem némecké epidemie O104
(Ullrich et al. 2013). Ke vzacnym pozdnim nasledktim se fadi diabetes mellitus, zlucové

kameny, neurologické postizeni (Garg et al. 2003).

2.2.4. Mikrobiologicka diagnostika typického HUS

Uspésna izolace a identifikace kmene STEC ve stolici pacienta s ptiznaky HUS
hraje dilezitou roli v rozlisSeni STEC-HUS od jinych atypickych forem HUS, a tim
umozni zvoleni vhodného 1é€ebného postupu, ktery se vyznamné lisi u riiznych forem
dané¢ho onemocnéni (napf. symptomaticka terapie u typického HUS, eculizumab a
plazmaferéza u atypické formy). Také rychld detekce STEC ve stolici pacienta a
subtypizace stx genu je dulezitd k urceni rizika progrese priijmového onemocnéni v HUS
a celkové k predikci zdvaznosti pritbéhu STEC-HUS (Stx1a vs. Stx2a).

Pfi podezieni na STEC infekci (hemoragickd kolitida, vodnaty prijem

s kiecovitymi bolestmi bficha, €asto afebrilni pribeh, pfimes krve ve stolici do tii dnli od
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nastupu priznakti u déti do 5 let véku, kontakt se zvifetem - farma, ZOO, piti
nepasterizovaného mléka, konzumace nedostatecné tepelné upraveného masa, neomyté
zeleniny ¢i ovoce predevsim vlastni produkce) je vhodné co nejdiive zaslat vytér z rekta
na kultivaci. Jelikoz vétSina mikrobiologickych laboratoti kultivaéni nalez E. coli ve
stolici dale sérotypizuje (a tim v prvni fazi identifikuje potencialni STEC od jinych kment
E. coli) pouze u pacientti mlad$ich nez 3 roky, je nutné na zddance zdaraznit, Ze u pacienta
je podezieni na infekci STEC.

Nasledné jsou kmeny suspektnich STEC (nejCastéji E. coli séroskupin O157,
0103, O111, 0145, 026) zasilany k prikazu ¢i ovéfeni Stx do Narodni referencni
laboratoie (NRL) pro E. coli a shigely Statniho zdravotniho ustavu podle vyhlasky ,,O
systému epidemiologické bdélosti pro vybrané infekce®. Izolaty E. coli zminovanych
séroskupin, u kterych nejsou Stx prokazany a pochézeji od pacientli s nekomplikovanym
prijmem (tj. bez ptimési krve), se zpravidla oznaci jako enteropatogenni E. coli (EPEC).
V piipad¢ izolace Stx-negativnich kment vyse uvedenych séroskupin od pacientti s HUS
nebo krvavym prijmem se s vysokou pravdépodobnosti jedna o STEC, které ztratily Stx-
kodujici geny béhem infekce nebo béhem kultivace in vitro.

V ptipad¢ jiz rozvinut¢tho HUS, je nutné analyzovat cely vzorek stolice (o
velikosti 2-3 liskovych ofiskli, nikoliv rektalni vytér), jelikoz mnozstvi bakterii od
pocatku onemocnéni klesa a v dobé rozvoje HUS miize kvantita patogenu ve stolici
poklesnout natolik, ze STEC jiz nemusi byt béZné¢ dostupnymi metodami pouzivanymi v
klinickych mikrobiologickych laboratotich detekovatelnd. Dany vzorek je nutné odeslat
do NRL pro shigely a E. coli, SZU, Praha, kde je analyzovan pouZitim specifickych a
citlivych diagnostickych metod. Tim se zvysi pravdépodobnost tspésného ndlezu STEC
u pacienta s HUS, ktera se ve svétovée literatufe uvadi kolem 70 %.

K detekci kmeni ve vzorcich stolic se provadi pomnozeni, imunomagneticka
separace a kultivace na selektivnich a diagnostickych mediich umozZiujicich zachyt
STEC. K detekci stx genll slouzi PCR screening, k sérotypizaci jednotlivych kment je
provadén fenotypovy prikaz O a H antigenu aglutinaci s antiséry. Metodou PCR se
provadi také genotypizace stx a dalSich genl kddujicich toxiny. Produkty PCR jsou
nasledné detekovany elektroforézou a vizualizovany pod UV svétlem. K urceni
biologické aktivity Stx slouzi test cytotoxicity na bunéné kultufe Vero. Pulzni gelovou
elektroforézou (PFGE) se prokazuje epidemiologicka souvislost izolatl (pfenos ze zviiete
na Clovéka, rodinny vyskyt). K urceni piibuznosti, fylogenetické analyzy a typizaci

kmentli se vyuziva metoda MLST (multilokusova sekvenéni analyza), kterd funguje na
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bazi sekvenovani  genovych fragmentt sedmi  housekeeping  gent
(adk, arcA, fumC, icdA, mdh, mtID, pgi). Analyzuje sekvencni typy (ST), pro které jsou
specifické kombinace alel provoznich geni. Novym pfistupem pro charakteristiku
bakterialnich kment je celogenomové sekvenovani (whole genome sequencing), pomoci
kterého lze stanovit kompletni sekvenci genomové DNA bakterii, 1ze tak analyzovat i

dosud neobjasnéné geny rezistence a virulence.

2.2.5. Terapie STEC-HUS

2.2.5.1. Symptomaticka terapie

Terapie STEC-HUS zstava prozatim pouze symptomaticka a zahrnuje zejména
rehydratacni terapii, parenterdlni nutrici a dialyzu (Tarr et al. 2005). Podle nejnovejSich
studii, prave ¢asna rehydratace izotonickym roztokem jiz v dobé priijmu ma pozitivni vliv
na pribéh onemocnéni HUS a snizuje riziko oligoanurie a potfebu dialyzy (Ardissino et
al. 2015; Hickey et al. 2011).

V prvni fad¢€ je nutna uprava vodni a elektrolytové rovnovahy a korekce anémie
(vétSinou az pii poklesu hemoglobinu pod 60 g/l). Korekce trombocytopenie se
doporuéuje az pii poklesu PLT pod 20x10°/1. Jsou-li ptitomny klinické projevy krvaceni,
hradi se trombocyty i pii hodnoté nad 20x10%/1 a v ptipadé nutné chirurgické intervenci
se musi substituovat uz pii hotnotach pod 50x10°/1 (Karpman 2002). S volumovou terapii
se poji také antihypertenzni terapie podle béznych terapeutickych schémat. Zahajeni
dialyzacni 1écby je nutné v 47-70 % piipadi, kritéria k zahdjeni dialyzacni 1écby
odpovidaji obecnym pozadavkiim k zahdjeni ndhradni funkce ledvin u akutniho renalniho
selhani (anurie, hypervolémie, hyperkalémie, tézk4 acid6za a urémie) (Bitzan et al. 2010).
Casné zahajeni dialyzy viak nema prokazatelny benefit (Bitzan et al. 2010). Podle véku
a prub&hu onemocnéni je nasledné zvolena forma dialyzy (peritonedlni dialyza (PD),
hemodialyza (HD), kontinualni ociStovaci metoda (CVVHD)). Nemén¢ dilezité je
zajisténi dostatecného kalorického pifjmu a terapie ptipadnych organovych dysfunkci
(antiepilepticka terapie, inotropika, inzulin, ventila¢ni podpora, a jiné).

Kontroverzni je otdzka podani antibiotické terapie ve stadiu gastroenteritidy, ktera
se obecné nedoporucuje (déti lécené ATB vyvinuly HUS castéji nez déti, u kterych ATB

nebyla podéna) (Wong et al. 2012) z diivodu uvoliiovani toxinu z bakterii v casné fazi
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lécby ATB. Rovnéz podani plazmy u pacienti s HUS nemd podle studii prokazatelny
benefit (Dundas et al. 1999). Béhem epidemie O104 v Némecku meli 1éceni
plasmaferézou méli hor§i symptomy onemocnéni nez ti, kteti byli lé¢eni symptomaticky
a pii propusténi meli vys$si koncentraci kreatininu (Kielstein et al. 2012).

Specificka terapie formou monoklonélnich protilatek proti Stx (Urtoxazumab)
(Bitzan et al. 2009; Lopez et al. 2010) a synteticky analog Gb3 receptoru (SYNSORB-
Pk) (Watanabe et al. 2004) maji doposud spiSe vyznam pouze v experimentalni medicing,
jelikoz Stx se vyvaze na dané receptory velmi rychle (bé¢hem 30 minut), tedy v dob¢, kdy
pacient jeSté nevykazuje znamky HUS.

2.2.5.2. Eculizumab

Eculizumab je humanizovana monoklonalni protilatka 1gG2/4 proti C5 slozce
komplementu, kterd ma za cil zastavit aktivaci alternativni cesty komplementu blokaci
konverze C5 na C5a a C5b (Rother et al. 2007). Neinterferuje vSak s aktivaci C3, ktera
muze dale vést k bunéénému poskozeni cestou opsonizace a aktivaci zanétlivych bunék.

Dany I€k byl ptavodné vyvinut vroce 2007 kterapii paroxysmalni nocni
hemoglobinurie a od roku 2011 je schvalen americkym Ufadem pro kontrolu potravin a
1éciv (FDA) jako primarni volba terapie u pacientti s atypickym HUS. Prozatim neexistuji
kontrolovana data ohledné pouziti eculizumabu v 1é¢bé STEC-HUS, ale vzhledem
ktomu, ze u STEC-HUS také dochazi k aktivaci alternativni cesty komplementu
(Thurman et al. 2009), je mozné jeho ,,off-label” podani u tézkych forem typického HUS,
piedevsim u pacienti s CNS symptomatologii.

V roce 2011 autofi publikace v ¢asopise New England Journal of Medicine poprvé
popsali pouziti eculizumabu u tii déti se STEC-HUS provazeného neurologickymi
komplikacemi a APL s nutnosti dialyzy (Lapeyraque et al. 2011). U vSech tii pacientii
doslo do 24 hodin po podani ke zlepSeni neurologického stavu. Do péti dnii od podani
prvni davky eculizumabu se normalizovaly 1 hodnoty hematologickych parametri. Na
zaklad¢ dané publikace byl béhem epidemie E. coli 0104 v Némecku podéavan lék
eculizumab u pacientli se zavaznym pribéhem a neurologickymi komplikacemi. U
193/491 (39 %) pacienti se zahdjila lécba eculizumabem po neuspéSné terapii
plazmaferézou. Vysledky prezentované ve studii Kielstena a kol. nepodporuji pouziti
eculizumabu u dospé€lych s HUS, jelikoZ nebyl potvrzen benefit eculizumabu ve srovnani

s podplrnou terapii (Kielstein et al. 2012). U pacientli byl vSak eculizumab podan
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s prodlenim 11 dntl od zacatku onemocnéni, pricemz data dostupné pro pacienty s aHUS
poukazuji na asociaci lepsi prognézy a ¢asného podani eculizumabu u aHUS (Legendre
et al. 2013). Paralelni studie, ktera analyzovala benefit eculizumabu u déti 13/90 (14 %)
bé¢hem 0104 epidemie, nebyla prikazna z diivodu malého poctu pacientd (Loos et al.
2012).

Existuji vSak 1 studie a kazuistiky, které dokazuji promptni zlepSeni prubéhu
onemocnéni po podani eculizumabu (Pape et al. 2015; Lapeyraque 2011). Gitiaux a kol.
publikovali vysledky 7 déti s neurologickymi komplikacemi béhem STEC-HUS, u
kterych do 6 mésicii po podani eculizumabu doSlo ke zlepseni CNS nélezu na MRI
(Gitiaux et al. 2013). Percheron et al. publikovali vroce 2017 multicentrickou
retrospektivni studii zaméfenou na terapii eculizumabem u pacientll se zdvaZnym
prubéhem STEC-HUS (Percheron et al. 2017). Ve studii bylo zatazeno 33 pacientt z 15
klinik, indikaci podani eculizumabu byly komplikace neurologické (n=20), kardiologické
a neurologické (n=8), kardiologické (n=2) a GIT (n=3). U 19 pacientl s neurologickymi
komplikacemi doSlo k uplné upravé neurologického stavu. Podle daného vysledku Ize
usuzovat moznost pozitivniho vlivu terapie eculizumabem na pribéh onemocnéni u
pacientli s neurologickym postizenim.

Utinnost terapie v dané indikaci je stale kontroverzni a zistava predmétem
diskuze, k dalSimu posouzeni efektivity 1éCby jsou nutné randomizované studie
srovnavajici déti lécené vCasnym poddnim eculizumabu a 1é¢ené standardni terapii.
Prestoze nékteré klinické analyzy vsak poukazuji na zlepseni neurologickych symptomi
po v€asném podani daného 1¢ku, dalsi parametry (délka dialyzy a trvani trombocytopenie)
signifikantni zlepseni nevykazuji.

Riziko dané terapie spociva ve zvySené nachylnosti pacienti k bakteridlnim
infekcim (zejména meningokokové etiologie) z diivodu blokace termindlni cesty
komplementu. Z diivodu prevence tedy musi vSichni pacienti léceni eculizumabem
absolvovat vakcinaci proti meningokokové meningitidé. V ptipadé podani terapie je
nutné zajiSténi pacienta profylaktickou antibiotickou lé¢bou (nejcastéji penicilin) do doby

ockovani a jesté dalSich 14 dni po skonceni vakcinace.
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3. CILE DISERTACNI PRACE A PRACOVNI HYPOTEZY

3.1. Studie 1: Retrospektivni analyza pribéhi STEC-HUS u détskych pacienti

v Ceské republice.

3.1.1. Cile prace
1. Analyza klinického prubé¢hu STEC-HUS u déti
2. Epidemiologicka analyza STEC-HUS a srovnani klinického prub¢hu

onemocnéni jedincti infikovanych riznym sérotypem STEC

3.1.2. Pracovni hypotéza
Infekce kmenem STEC 026 je spojena s vys§i morbiditou a mortalitou

onemocnéni HUS.

3.2. Studie 2: Aktivace komplementu je asociovana s tez§im pribéhem STEC-HUS

3.2.1. Hlavni cil prace

1. Zhodnoceni vztahu aktivace komplementu a zadvaznosti pribé¢hu STEC-HUS

3.2.2 Pracovni hypotéza

Aktivace alternativni cesty komplementu u pacientit se STEC-HUS je spojena

v v

3.3. Studie 3: Charakteristika dvou pribuznych kmenovych linii Enterohemoragické

Escherichiae coli 026 pomoci celogenomové sekvenace

3.3.1. Cile prace

1. Analyza fylogenetickych vztahil a klondlni struktury STEC 026 izolovanych
od pacientti v Ceské republice pomoci WGS.

2. Identifikace laboratorné rychle diagnostikovatelnych faktorti virulence

predikujicich kriticky prab¢h infekce.
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3.3.2. Pracovni hypotéza
V¢asnd identifikaci virulentnéj$iho kmene STEC 026 miize predikovat

zavaznost prub¢hu onemocnéni HUS.
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4. METODIKA

4.1. Studie 1: Retrospektivni studie STEC-HUS u détskych pacientii v Ceské

republice

4.1.1. Pacienti a design studie

Provedli jsme retrospektivni studii dat ziskanych ze zdravotni dokumentace pacientti
hospitalizovanych ve viech tiech détskych dialyzacnich centrech v Ceské republice
(Fakultni nemocnice Motol v Praze, Fakultni nemocnice Brno: Nemocnice Bohunice,
Fakultni nemocnice Ostrava) v letech od 1999 az 2015.

Diagnéza STEC-HUS byla zalozena na ptitomnosti prijmového onemocnéni v
pfedchorobi nebo kultiva¢niho zachyceni STEC ve stolici pacienta. Klinick4 kritéria pro
HUS byla hemolytickd anémie (hemoglobin < 100 g/l elevace laktat dehydrogenazy,
negativni Coombsuv test, piitomnost schistocytii v krevnim natéru), trombocytopenie
(pocet desticek < 150x10° /l) a akutniho rendlni poSkozeni. Akutni renalni selhani bylo
definovano jako pokles glomeruldrni filtrace podle kriterii P-RIFLE (Akcan-Arikan et al.
2007). Sesbirana data obsahovala demografické tidaje, klinické symptomy pred piijetim
k hospitalizaci (priijmové predchorobi, enteroragie, zvraceni, horeCka, oligoanurie),
krevni tlak, laboratorni nalezy pti piijmu — hemoglobin (Hb), pocet trombocyt (PLT),
laktat dehydrogenaza (LDH), kreatinin, urea, albumin, celkova bilkovina (CB),
aminotransferazy (AST, ALT), amylaza, C3 sloZzka komplementu. Glomerularni filtrace
(eGFR) byla vypoctena podle Schwartzovy formule (Schwartz et al. 2009). Hypertenze
byla definovana jako krevni tlak > 95. percentil pro dany vek, vysku a pohlavi (Flynn and
Falkner 2017). Dale jsme u pacientd sledovali klinicky prabéh, potiebu a délku dialyzy,
extrarendlni symptomy a komplikace (neurologické, kardialni, plicni, gastrointestinalni)
béhem akutni fize onemocnéni.

Hlavni kritéria pro zahdjeni dialyzy byly anurie trvajici déle nez 24 hodin,
symptomatickd hypervolémie sedémem plic nebo edémem mozku, refrakterni
elektrolytové zmény (K > 7 mmol/l, Na > 160 mmol/ 1 nebo pod 120 mmol/I) a urea > 40
mmol/L

Stolice pediatrickych pacientii s HUS byly analyzovany v NRL pro E. coli a shigely
ve Statnim zdravotnim ustavu v Praze. Detekce a izolace kmenti STEC byla provedena
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pomoci kultivacnich metod (zejména pomnozeni na MacConkey agaru), sérotypizaci
izolatt (sklickovd aglutinace s antiséry), biochemicky a kmeny byly testovany na
pritomnost stxla a stx2a genti pomoci PCR podle protokolid popsanych v ptedchozich

publikacich (Marejkova et al. 2013).

4.1.2. Statisticka analyza

Statisticka analyza dat byla provedena prostfednictvim statistického softwaru R
(verze 3.1.1). P-hodnota < 0,05 byla povaZzovéana za statisticky vyznamnou. Zakladni
metrické charakteristiky souboru byly charakterizovany medidnem a IQR (interquartile
range) a byly analyzovany pomoci Mann-Whitney testu. K jejich porovnani byl pouzit

Welchuv t-test.

4.2. Studie 2: Aktivace komplementu je asociovana s tez§im priabéhem STEC-HUS

4.2.1. Pacienti a sbér dat

Ve studii byla pouzita klinicka, mikrobiologicka a epidemiologicka data pacientti
ze studie 1: Retrospektivni studie typického HUS (STEC-HUS) u détskych pacienta
v Ceské republice. Z dané kohorty pacientii jsme se dale sousttedili na pacienty, u kterych

byly stanoveny koncentrace slozky C3, jakozto markeru aktivace komplementu.

4.2.2. Statisticka analyza dat

Zakladni statisktické metody, které byly pouzity jsou popsany ve studii 1. P
hodnoty byly nasledné adjustovany pouzitim Bonferroni korekei pro mnohonasobné
porovnani. Kategorické veliiny byly porovnané pouzitim likelihood ratio testu
k posouzeni poméru Sanci (odds ratio) s 95 % konfiden¢nim intervalem. Asociace mezi
hodnotou C3 a biochemickymi parametry a délkou trvani dialyzy byly testovany pouzitim
linedrniho regresniho modelu. Generalizovany regresni model byl pouZit ke zhodnoceni
asociace binomindlnich proménnych.

Kiivku ROC (Receiver operator curve) jsme pouzili k nalezeni nejlepsi cut-off

hodnoty pro C3 koncentraci u pacientii s HUS, ktefi potitebovali dialyzu.
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Statisticka analyza dat byla provedena prostiednictvim statistického softwaru R
(verze 3.1.1). Proménné s hodnotou p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné a

byly pouzity k multivaria¢ni analyze.

4.3. Studie 3: Charakteristika dvou pribuznych kmenovych linii enterohemoragické

Escherichiae coli 026 pomoci celogenomové sekvenace

4.3.1. Metody a soubor bakterialnich kmenu

STEC vyvolavajici onemocnéni u lidi se téZ oznacuji jako enterohemoragické E.
coli (EHEC) na zaklad¢ jejiho prvniho zachytu u pacienti s hemoragickou kolitidou, a
dané oznaceni byva pouzivano zejména v mikrobiologickych studiich. Proto 1 my v této
studii budeme pouzivat oznaceni EHEC. Cilem nasi studie bylo analyzovat fylogenetické
vztahy a klonalni strukturu EHEC 026 izolovanych od pacienti v Ceské republice
pomoci celogenomového sekvenovani (WGS) se zaméfenim na ST29 kmeny. Pro
globalni srovnani jsme genové sekvence Ceskych 026 izolata porovnali s izolaty 026 z

dalSich evropskych zemi a s genomy E. coli O26 ptitomnymi v GenBanku.

4.3.1.1. Databazové minovani

Nejdiive jsme ziskali genomové sekvence E. coli z databaze GenBank.
Extrahovali jsme pak jen genomy podobné kmenu E. coli St.Olav179, ktery je soucasti
“Late nEC”. Kmeny se symetrickou identitou pod 92 % byly odstranény, jelikoz typicky
reprezentovaly jiny sérotyp nez O26. Byly odstranény non-O26 sérotypy, a celkove jsme

podrobili genomovému srovnani 127 kmentl.

4.3.1.2. Celogenomové sekvenovani

Hlavni metodou naseho projektu bylo celogenomové sekvenovani (WGS) kment
026 formou shotgun sequencing pouzitim Illumina sekvenatoru v spolupraci s laboratoti

v Institute of Hygiene at the University Hospital in Miinster (Doc. MUDr. Martina
Bielaszewska,CSc., Univ. Prof, dr..med. Alexander Mellman, Ph.D.).
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Celkové bylo izolovano 16 kmentit EHEC O26:H11/H- od pacientii z Ceské
republiky v letech 2006 az 2016. 10 kment pochazelo od pacientti s HUS, 4 kmeny od
pacientil s krvavym prijmem a 2 kmeny od jedinct s nekrvavym prijmem.

Dalsi nEC kmeny EHEC O26:H11/H- izolované v Némecku (n=11), Italii (n=3)
a Rakousku (n=2) byly izolovany od pacienti s HUS (n=10) anebo nekrvavym priijmem
(n=06).

Ceské a némecké kmeny byly ziskany pavodné z laboratoii autord, italské a
rakouské izolaty byly neziStné¢ poskytnuté Stephanem Morrabitem (European Union
Reference laboratory for E. coli, Instituto superior Di Sanita, Rome, Italy) a Dorotheaou
Orth- Holler (Division of Hygiene and Medical Microbiology, Innsbruck Medical
university, Austria). WGS byla standardné provedena podle pokynti vyrobce (Mellmann
et al. 2016). Po inokulaci jednotlivych kolonii do vyZivného bujonu (Heipha, Eppelheim,
Némecko) a inkubaci pfes noc (37°C), byla extrahovana genomickd DNA pomoci
MagAttract HMW DNA kit (Qiagen, Hilden, Germany) s pfidanim lyzozymu (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Germany) podle vyrobnich instrukci. Nasledné byla pfipravena
sekvenacni knihovna z genomické DNA pouzitim Nextera kitd na pfipravu vzorkl
(IMlumina, Inc, San Diego, Ca, USA) pro 150-bp nebo 250-bp paired-end sekvencnich
cyklti na MiSeq pfistroji (Illumina) v souladu s pokyny vyrobce. Draft genomy nami
osekvenovanych kmenti jsme anotovali pouzitim NCBI prokaryotické genomové

anotacni pipeline a jsou dostupné v GenBanku pod pfistupovym cCislem.

4.3.1.3. Bioinformaticka analyza

Naslednd ve spolupraci s RNDr. Jaroslavem Nunvafem, Ph.D. z Ustavu
mikrobiologie 2.LF a FNM byla provedena analyza ziskanych dat pomoci programu
Geneious. Genomy byly porovnany s referencnim genomem EHEC 026 a O157, a
zaroven byly srovnany jednotlivé kmeny mezi sebou.

4.3.1.4. Fylogeneticka rekonstrukce

Analyza evolu¢ni historie E. coli O26 byla provedena pomoci na SNP zaloZené

genomove analyze na webové strance CSIPhylogeny v1.4. Na vytvofeni fylogenetického

stromu jsme vyuZzili program FastTree a MEGA7. Jako referen¢ni genomy pro
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fylogenomovou analyzu byly pouzity sekvence genomt E. coli O111:H- kmene 11128 a

E. coli 026:H11 kmene 11368.

4.3.1.5. In silico analyza molekularnich markri

Ptitomnost genil spojenych s patogenicitou (plasmidové geny EHEC-Hly4, KatP,
espP a etpD, stxla a stx2a) byly hodnoceny pouzitim TBLASTN integrovanym v
Geneious R9.1. (Kearse et al. 2012).

4.3.1.6. Synapomorfni SNP

Genomové sekvence nékolika kmenti reprezentujicich genomovou diverzitu E.
coli 026 byly sefazeny v programu Progressive Mauve. SNP byla povazovdna za
synapomorfni v ptipad¢, Ze byla ptitomna u vSech ¢lentt dané linie a chybéla u zbylych

kmenu 026.

4.3.1.7. Stx-konvertujici profag

Jako reference jsme si zvolili sekvenci stx2a- konvertujiciho profaga E. coli
0O104:H4 kmene C227-11 a E. coli O157:H7 Sakai. K analyze jsme pouzili platformu

program Geneious R9.

4.3.1.8. PCR k odhaleni Late nEC

Dalsi testovani EHEC O26 probihalo ve spolupréci s Ing. Monikou Marejkovou,
Ph.D. ze Statniho zdravotniho Ustavu v Praze.

PCR zalozena na SNP byla pouzita na rychly screening k detekci missence mutaci
v sen/ent genu (koduje enterotoxin 2 Shigella flexneri) specificky pro Late nEC. Program
Primer/BLAST jsme pouzili k navrzeni primerd. VSechny kmeny nEC byly nasledné
testovany na dany SNP a byla dosaZzena 100 % korelace mezi pfitomnosti specifické

sen/ent PCR s vysledky z WGS.
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4.3.1.9. Detekce produkce Stx a cytotoxicita

Cytotoxicita EHEC 026 byla zkoumana ve spolupraci s doc. MUDr. Martinou

Bielaszewskou, CSc. ze Statniho zdravotniho ustavu v Praze.

VTEC RPLA

VTEC RPLA (Verotoxin-producing E. coli reverse passive latex agglutination)
assay byla provedena podle pokyntl vyrobce. Piipravili jsme sérioveé zfedény supernatant,
ktery byl pfipraven centrifugaci bujonu s bakteridlnimi kulturami a nasledné profiltrovan
pies 0,22 um jehlovy filtr. Stxla a Stx2a titry byly aglutinovany latexovymi Casticemi
senzibilizovanymi anti-Stxla a anti-Stx2a protilatkami. Stxla a Stx2a v supernatantech
byly nasledné kvantifikovany a porovnany se standardnimi supernatanty se znamymi titry

koncentraci Stxla (VT1) a Stx2a (VT2).

Vero cell assay

Vero-B4 builkky (ACC-33, German collectionmof microorganisms and cell
cultures, Germany) byly udrzovany v Dulbeccovém modifikovaném médiu (DMEM) s
glutaminem a fetalnim bovinnim sérem. Pouzili jsme cytotoxickou assay, kde jednovrstvé
Vero bunky rostou na 96jamkovych destickach a jsou inkubovany se diive zminénym
supernatantem 72 hodin. Po odstranéni supernatantu zbylé adherujici Vero buiky byly
fixovany formalinem a po omyti byly dale vylouhované s krystalovou violeti. Absorbance
byla nasledn¢ métena piistrojem FLUOstar Omega. Cytotoxické titry byly nasledné

znazornény jako recipro¢ni hodnoty zfedéného vzorku, ktery usmrtil 50 % bunck (CDso).
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5. VYSLEDKY

5.1. Studie 1: Retrospektivni studie STEC-HUS u détskych pacientii v Ceské

republice

5.1.1. Klinicka a biochemicka charakteristika kohorty pacient

Béhem 17letého obdobi (srpen 1999 - zaii 2015) bylo identifikovano 58 pacientti
s diagnozou STEC-HUS. Klinickd a biochemicka charakteristika pacientd je uvedena
v tabulce 3. Median véku pacientti v dob¢ hospitalizace byl 27,5 mésicti (v rozmezi 7-129

mesicl), v souboru bylo 30 chlapct a 28 divek. 86,2 % (50/58) déti bylo ve véku do 5 let.
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Obrazek 6 Incidence STEC-HUS v CR a pichled etiologie v obdobi 1999-2015. Graf také

zobrazuje pocty ptipadi pacientil s jednotlivymi sérotypy STEC zachycenymi v prubéhu onemocnéni.

Primérna ro¢ni incidence STEC-HUS za poslednich 10 let byla odhadnuta na 0,28
ptipadd/100000 déti do 15 let (nejvyssi incidence byla 0,56 ptipadi/100000 déti do 15 let
v roce 2007 a 2009) (obrazek 6).

Vyskyt onemocnéni byl vyssi v teplych mésicich s maximem od ¢ervence do zati
(viz. obrazek 7). Jako potenciondlni cesty infekce byly zvazovany napt. kontakt ditéte
s koném na farmé, piti nepasterizovaného mléka, konzumace kabanosu, nebo pobyt

v cizin€ (navrat z Egypta a z Tunisu).
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Obrazek 7 Sezoénni vyskyt STEC-HUS v CR véetng etiologie v obdobi 1999-2015

Pacienti byli hospitalizovani 2 az 14 dni (medidn 6 dni) po objeveni se
gastrointestinalnich symptomt a medidn trvani hospitalizace byl 20 dni (IQR 3-72 dni).

Rozvoji HUS nejcastéji ptedchazel prijem, a to u 57 pacientii. Enteroragie byla
pritomnd u 34/58 pacientl (58,6 %). U 1 pacienta bez prijmového piedchorobi se HUS
manifestoval hematurii a az nasledné byl ve stolici izolovan kmen STEC O26.

Zvraceni bylo v predchorobiu 45/58 (77,6 %) pacienti, febrilie u 24/58 (41,4 %),
oligo/ anurie byla u42/58 (72,4 %) ptipadl. Otoky byly pozorovany u 53,4 % d¢ti
(31/58). Mén¢ Castym ptiznakem byly petechie u 19 % (11/58) a subikterus u 15,5 %
(9/58) hospitalizovanych. Neurologickd symptomatologie byla pfitomna pii piijeti
k hospitalizaci u 17 pacientd (29,3 %), a to kiece u 3 a porucha védomi/ apatie u 14 déti.

Ultrazvukové vysSetfeni ledvin prokazalo u 50/58 (86,2 %) déti zvétSené
hyperechogenni ledviny s difuzni 1ézi parenchymu.

Nahrada funkce ledvin byla zahdjena u 37 (63,8 %) pacientii: peritonedlni dialyza
u 12, hemodialyza u 21 déti a ve 4 ptipadech byla PD zménéna na HD. Median trvani
dialyzy byl 10 dnd (rozmezi 1-37 dnt). U 13/58 (22,4 %) byla nutnd hospitalizace na

jednotce intenzivni péce s umélou plicni ventilaci. Transfuze byla podana u 45 pacientii

42



(77,6 %). Klinické ptiznaky, laboratorni vysledky a terapie pacientli jsou shrnuty

v tabulce 3.

Tabulka 3 Klinické a laboratorni data détskych pacientti béhem akutni faze typického
HUS v Ceské republice (1999-2015)

N Median IQR
Pocet 58
M: F 30:28
VeEk (mésic) 27,5 7-129
Doba od zacatku prodromi 6 2-14
k hospitalizaci (den)
Doba hospitalizace (den) 20 3-72
Vstupni Hemoglobin (g/1) 85 54-122
laboratorni Trombocyty (x10°/1) 53 11-229
hodnoty Leukocyty (10°%/1) 15,9 5-59,1
LDH (ukat/l) 42 4,8-112
Schistocyty (promile) 19 3-181
Celkovy bilirubin (umol/l) 16,8 2,8-102
ALT (ukat/l) 1,1 0,2-6,5
AST(ukat/l) 1,9 0,3-5,9
Urea (mmol/l) 21,5 8,1-67,7
S- kreatinin (umol/l) 258 50-770
N %
Ptedchorobi Prijem 57 98,2
Enteroragie 34 58,6
Zvraceni 45 77,6
Horecka 24 41,4
apatie/porucha védomi 14 24,1
Kiece 3 5,2
Petechie 11 19
Subikterus 9 15,5
Otoky 31 53,4
Oligoanurie 42 72,4
Hematurie 12 20,7
Terapie Dialyza 37 63,8 Median 10 dnti (rozmezi
1-37 dni)
TRF 45 77,6
UPV 15 25,8
Komplikace Neurologické komplikace 14 25,5 Edém mozku, kiece,
obrna n. abducens,
intrakranialni krvaceni
Umrti 5 8,6 5-11 dni po zagatku

onemocnéni
Hodnoty jsou uvedeny jako median a IQR. Kategorické proménné jsou popsany jako absolutné frekvence.;
LDH, laktat dehydrogenaza; ALT, alaninaminotrasferaza, AST, aspartataminotransferaza, TRF, transfuze;
UPV, uméla plicni ventilace

Extrarenalni manifestace HUS se v nasi kohorté projevila u 31 (53,4 %) déti.
Z respiracnich komplikaci byl nejcastéjsi fluidotorax (n=6) a edém plic (n=4). Postizeni
ob¢hového systému se projevilo jako myokarditida (n=1), kardiomegalie (n=2), trombo6za
horni duté zily (n=1) a obc¢hové selhani (n=4). Sepse se rozvinula u 5 déti
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Gastrointestindlni komplikace byly pankreatitida (n=3), hepatomegalie (n=3), paralyticky
ileus (n=2) a pericholecystitida (n=1). Ze zévaznych neurologickych komplikaci byly
pozorovany tonicko-klonické kiece (n=3), spasticka kvadruparéza (n=2), obrna licniho
nervu (n=2), paleocerebelarni syndrom (n=2), paréza n. abducens (n=1), halucinace (n=1)
a edém mozku (n=5). Zobrazovacimi metodami (MRI n=5, CT n=6) byly u pacientii
s neurologickymi komplikacemi zjistény kromé edému CNS také krvaceni (n=1) a
ischemické zmény (n=1) v bazalnich gangliich, pontinni myelinolyza (n=1). Nejcast&jSim
nalezem na EEG u pacienti s HUS byla oplosténd a zpomalend aktivita (n=6).
Intraretinalni hemoragie byly popsany u 3 pacienti.

Béhem akutni ataky podlehlo komplikacim HUS 5 déti. Maligni edém mozku byl
pti¢inou umrti u 4 pacientii a obéhové selhani s asystolii u 1 pacienta. U 14/53 (26,4 %)
pacientli byla v dob¢ dimise potfebna antihypertenzni terapie, u 6/53 (11,3 %) medikace
pro proteinurii. U 4/53 (7,5 %) pacientl ptetrvavaly znamky CKD pfi propusténi do

domaci péce.

5.1.2. Etiologie STEC-HUS

Jako etiologické agens byl 60,3 % (35/58) ptipadl izolovan kmen STEC ze stolice
pacientil. Nej€astcjsi sérotyp STEC byl O26:H11 (48,5 % vsech STEC, n=16), dale se
podilely séroskupiny O157:H7 (n=12), O111 (n=5) a O145 (n=2). Podily séroskupin v
jednotlivych letech jsou zobrazeny na obrazku 6, 7, 8. Produkce Stx2 byla zachycena u
vSech kment 026, 8 kmentt O157 a 2 kment O145. 4 kmeny O157 a 3 kmeny O111
produkovaly oba Stx, a to Stx1 a Stx2. Ve 2 piipadech byly identifikovany kmeny E. coli
séroskupiny O111, kde Ize ptfedpokladat ztratu genii pro Shiga toxiny. Kromé STEC byly
jako infekéni agens vykultivované napt. Enteropatogenni E.coli (sérotypy O1, 078, 006),
Salmonella (n=3) a Citrobacter (n=2).
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Obriazek 8 Etiologie STEC-HUS v CR (podle sérotypi STEC)

5.1.3. Porovnani klinického prubéhu HUS u pacientu s infekci 026 a O157

Porovnani prabéhit HUS u pacientii s infekci STEC 026 a O157 neprokézalo

zéadny signifikatni rozdil v klinice a laboratornich hodnotach (obrazek 9, tabulka 4).
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Obriazek 9 Porovnani vstupnich laboratornich hodnot u infekci STEC 026 a O157
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Tabulka 4 Porovnani prabéhtt HUS u pacientii s infekci STEC 026 a O157

o7 [ose ™ »

N 12 16
Stx2a (n) 4 16
Stx1a+Stx2a (n) 8 0
vek (mésice) 30,5 26,5 0,68
prodromy (n) Enteroragie
Hematurie 0 4 0,06
Febrilie 6 7
délka hospitalizace
(median, den) 17 16,5 0,86
dialyza (n) 8 7
délka dialyzy (median,
den) 5 12,5 0,67
TRF (n) 10 13
UPV (n) 2 3
komplikace (n) neurologické 3 3
kardiovaskularni 2 1
plicni 4 4
GIT 0 2
umrti (n) 2 2

Hodnoty jsou popsané jako absolutni proménné a jako median. TRF, transfuze; UPV, uméla plicni ventilace

U 8 pacientu s prokazanou infekci O26 bylo nutné zahajeni dialyzy (8/16), u 13
byla podana transfuze, UPV byla nutna u 3 pacientt. 2 pacientky (vék 19 a 25 mésictl)
zemrely 3, resp. 8 dni od pfijeti do nemocnice na nasledky maligného edému CNS.
Hospitalizaci v obou ptipadech ptredchazel prijem s naslednym rozvojem enteroragie a
oligurie, pacientky byly afebrilni. Déti byly hospitalizované 3, resp. 2 dny od zacatku
piiznakd.

7/12 ptipadl infekce O157:H7 vyzadovalo zahdjeni eliminaéni metody, 10
pacientil transfuzi, 2 UPV. Dany kmen byl identifikovan u 2 pacientl (vék 8 a 11 mésict),
ktefi zemteli béhem akutni ataky HUS. U prvniho pacienta se rozinulo ob¢hové selhani,
edém mozku a nasledné¢ smrt mozku 10 dnii od zac¢atku rozvoje prijmu. Druhy pacient
zemiel 12 dni po prvnim prijmu na nasledky ob&hového selhani s asystolii a nutnosti
KPR.

U patého pacienta, ktery podlehl na neurologické komplikace HUS sedmy den od
prvnich znadmek gastrointestindlni infekce, se infek¢ni agens neprokéazalo. Pfijeti
k hospitalizaci pfedchazely 3 dny trvajici prijem, bolesti biicha a zvraceni s rozvojem

anurie a generalizovanymi kieCemi pii metabolické aciddze a hyponatrémii.
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5.2. Studie 2: Aktivace komplementu je asociovana s tezSim pribéhem STEC-HUS

5.2.1. Klinicka charakteristika souboru pacienti

Provedli jsme retrospektivni analyzu klinickych a laboratornich dat 33 pacientt se
STEC-HUS (18 chlapcii, 15 divek) ve véku 7 mésicii az 10 let v letech 1999 az 2015.
Koncentrace C3 slozky komplementu byla stanovena v inicialni fazi onemocnéni déti.

Pacienti byli hospitalizovani 3 az 10 dni (medidn 5 dni) po objeveni se
gastrointestinalnich symptomi a median trvani hospitalizace byl 22 dni (IQR 3-55
dni).Stx-produkujici E. coli byly izolovany u 23/33 (69,7 %) piipadii a nejcastéjSim
sérotypem byla STEC O26:H11 (11/23, 47,8 %).

Median trvani oligoanurie pfed zahijenim dialyzy byl 3 dny (rozmezi 1-6 dni).
Hypertenze byla zaznamenana u 15/24 (62,5 %) pacientli, v 9 ptipadech jsme zaznam o
tlaku pii1 pfijmu nenalezli. Stav 24/33 (72,7 %) pacientli vyzadoval zahajeni ndhrady
funkce ledvin: peritonedlni dialyza u 9, hemodialyza u 12 déti a ve tfech ptipadech byla
PD zménéna na HD (tabulka 5).

ExtrarendIni manifestace HUS se v nasi kohort¢ projevila u 14 déti. U 7 pacienta
byly pozorovany zavazné neurologické komplikace, a to porucha védomi (n=4), kieCe
(n=1), spasticka kvadruparéza jako nasledek krvaceni do bazélnich ganglii (n=1), obrna
licniho nervu a paleocerebelarni syndrom (n=2) a halucinace (n=1). Dva pacienti ve véku
0,9 a 1,6 roku zemfeli nasledkem edému mozku a krvaceni do CNS, a to 6 a 12 dni po

objeveni se prvnich ptiznakli onemocnéni.
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Tabulka 5 Demograficka, klinicka a laboratorni data pacienti se STEC-HUS

Promeénné

Charakteristika kohorty pacientti

Laboratorni nalezy

Pocet pacienti (chlapci:divky)
Vek (mésice)

Hb vstupné (g/1)

Hb nejnizsi (g/1)

Hct vstupné

Hct nejnizsi

Schistocyty vstupné (prom.)
Schistocyty max. (prom.)

PLT vstupné (10"9/1)

PLT min. (10"9/1)

WBC vstupné (10"9/1)

WBC max. (1079/1)

CRP (mg/l)

LDH (ukat/l)

urea vstupné (mmol/1)

urea max. (mmol/l)

eGFR vstupné (ml/min/1.73m2)
eGFR min. (ml/min/1.73m2)

eGFR vystupné (ml/min/1.73m2)

33 (18:15)

29 (7-121)

85 (54-122)

61 (47-95)

0,24 (0,16-0,34)
0,19 (0,14-0,3)
19 (3-181)

47 (6-470)

59 (12-186)

39 (11-186)

15,8 (6,3-59,1)
21,7 (7,1-61)
23,15 (0,5-190)
43 (4,8-112)

21 (8,1-65,9)
29,2 (8,6-65,9)
14,82 (10,36-20,89)
10,6 (8,96-17,43)
69,41 (46,6-96)

C3 (g/) 0,79 (0,5-1,07)
Terapie TRF (n) 26 (78,8)

Potieba dialyzy (n) 24 (72,7)

Trvani dialyzy (dny) 10,5 (1-27)

Hodnoty jsou uvedeny jako median a IQR. Kategorické proménné jsou popsany jako absolutné frekvence.
Hb, hemoglobin; Hct, hematokrit; PLT, trombocyty; WBC, leukocyty; CRP, C-reaktivni protein; LDH,
laktat dehydrogenaza; TRF, transfuze; eGFR, odhadovana glomerularni filtrace

5.2.2. Laboratorni nalezy a koncentrace C3 sloZky komplementu

Koncentrace C3 uZivana jako marker aktivace komplementu byla v dobé piijeti

k hospitalizaci v rozmezi 0,5 az 1,07 g/l (median 0,79, IQR 0,66- 0,9).

Nalezli jsme silnou korelaci mezi koncentraci C3 a délkou trvani dialyzy (r= -

0,62, p=0,0001) (obrazek 10).
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Obrazek 10 Korelace mezi koncentraci C3 a délkou trvani dialyzac¢ni terapie (RRT) u
pacientu se STEC-HUS (r=-0,62, p=0,0001)

Mnohonasobny linearni regresni model neprokazal zavislost této asociace na
poctu leukocytli, hematokritu, inicialni eGFR a celkové bilkovin¢ a dané vysledky jsou
zobrazeny v tabulce 6. Slabsi, ale statisticky signifikantni, byla také korelace mezi

koncentraci C3 a inicialni eGFR (r=0,36, p=0,026).
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Tabulka 6 Linearni regresni model ukazujici nezavislost asociace mezi délkou trvani
dialyzy a koncentraci C3

Odhadovana
hodnota 95 CI p hodnoty
C3 (g/) -29,8225 (-56,4183-3,2268) 0,0308*
Sérova celkova bilkovina -0,5453 (-1,0983-0,0077) 0,0528
WBC vstupnél (10"9/1) -0,0355 (-0,3082-0,2372) 0,7829
eGFR vstupné (ml/min/1.73m2) 0,1229 (-0,1071-0,3529) 0,2692
Hct vstupné 20,2217 (-43,1449-83,5884) 0,5027
CI, konfiden¢ni interval
*Signifikantni p<0,05

Vstupni koncentraci C3 u pacientt pfi ptijeti k hospitalizaci zobrazuje obrazek 11.
Koncentrace C3 se vyrazné liSila mezi dialyzovanymi pacienty (median = 0,7 g/l, IQR

0,5-1) a nedialyzovanymi pacienty (median = 0, 94 g/L, IQR 0,84-1,07), p=0,001.
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Obriazek 11 Krabicovy grafk porovnani C3 koncentraci u pacientl s a bez dialyzy béhem

akutni faze STEC-HUS. Skupina s dialyzou je vyznacena modie (median = 0,7 g/, IQR 0,5-1), skupina
bez dialyzy je oznacena Cervenou barvou (median= 0, 94 g/L, IQR 0,84-1,07), p=0,001
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Analyza pomoci ROC kfivky odhalila optimélni cut-off hodnotu C3, a to 0,825
g/1 (82,5 mg/ml) se 100 % specificitou a 75 % senzitivitou, plocha pod kiivkou (Area
Under Curve) AUC 0,903 (viz obrazek 12).
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Obrazek 12 ROC kiivka (Receiver operator curve) pro cut-off koncetraci C3 slozky
komplementu 0,825 g/1 jako prediktor zahajeni dialyzy (AUC 0,903)

Ostatni prediktory potieby zahdjeni dialyzy byly hematokrit a inicidlni eGFR
(neadjustované analyzy). C3 byla jedinym nezavislym prediktorem dialyzy ve vSech

adjustovanych modelech.

5.2.3. Porovnani pacienti s vyssi a niz§i koncentraci C3

Podle cut off hodnoty koncentrace C3 0,825 g/l ziskan¢ ROC kiivkou jsme
rozdélili pacienty na 2 skupiny: C3 pod 0,825 g/l (Skupina 1) a C3 > 0,825 g/l (Skupina
2).

Univariatni analyza s Bonferroni korekci odhalila signifikatni rozdily v nékolika

parametrech (CRP, ALT, AST, délka trvani dialyzy) mezi obéma skupinami (tabulka 7).
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Tabulka 7 Univariatni analyza s Bonferroni korekcei laboratornich parametrti u pacientti
s C3 <0.825 g/L (Skupina 1) a C3 > 0.825 g/L (Skupina 2)

Proménné Skupina 1 Skupina 2 p hodnoty
Pocet pacientd 18 15

Vék (mésice) 39,4+32,6 36,5+25,1

Hb vstupni (g/1) 89+16 82,1+19 0,246
Hb nejnizsi (g/1) 63 (53-82) 61 (47-95) 0,942
Hct vstupni 0,25+0,05 0,24+0,23 0,304
Hct nejnizsi 0,18 (0,15-0,3) 0,19 (0,14-0,3) 0,765
Schistocyty vstupné (prom.) 19 (3-181) 19 (4-134) 0,891
Schistocyty max.(prom.) 48,5 (17-470) 43 (6-116) 0,681
PLT vstupné (1079/1) 55,5 (12-140) 59 (17-186) 0,704
PLT nejnizsi (1079/1) 40 (11-94) 35 (13-186) 0,871
WBC vstupné (1079/1) 19,4 (7-39,1) 13,7 (6,3-41,3) 0,031*
WBC max. (10"9/1) 26,4 (10,3-61) 16,5 (7,1-41,3) 0,007*
CRP (mg/1) 39,5 (4-190) 4,7 (0,5-69,3) 0,001*
LDH (ukat/l) 51,5(5,9-112) 35 (4,8-78,8) 0,037*
ALT (ukat/l) 2,9 (0,42-6) 0,85 (0,26-3,9) 0,002*
AST (ukat/l) 3,3 (0,8-5,6) 1,29 (0,3-3,4) 0,001*
Amylaza (ukat/l) 2,3(0,42-6) 0,48 (0,41-0,9) 0,054
Celkovy bilirubin (mmol/1) 14,4 (2,8-59,1) 14,5 (3,7-59,6) 0,648
Na vstupné (mmol/1) 130,7 (123-137) 135,3 (134-136) 0,206
K vstupné (mmol/1) 4,27+0,72 4,1+0,2 0,509
KM vstupné (mmol/I) 605 (381-1287) 505 (288-804) 0,027%*
Urea vstupné (mmol/l) 25,9 (16,5-65,9) 20,7 (8,1-38,1) 0,212
Urea max (mmol/l) 33+ 12,1 24,3749,6 0,029*
eGFR vstupné (ml/min/1.73m2) 10,14 (10,14-17,45) 16,13 (11,41-44,66) 0,043%*
eGFR max. (ml/min/1.73m2) 9,6 (8,78-12,28) 11,9 (9,35-34,4) 0,044%*
eGFR vystupné

(ml/min/1.73m2) 53 (41,65-71,35) 77,34 (70,04-100,7) 0,079
Trvani dialyzy (dny) 14,5 (1-27) 0 (0-12) <0,001*
Trvani hospitalizace (dny) 28,6+14,6 18+7 0,011%*

Hodnoty jsou uvedeny jako primér+ SD, median a IQR. Kategorické proménné jsou popsany jako absolutni
frekvence a procenta. Hb, hemoglobin; Hct, hemotokrit; PLT, trombocyty; WBC, leukocyty; CRP, C-
reactivni protein; LDH, laktat dehydrogenaza; TRF, transfuze; eGFR, odhadovana glomerularni fitlrace

*Signifikatni p<0,05 v univarietni analyze.
Zvyraznéné hodnoty ukazuji statisticky signifikantni rozdil po Bonferrroni korekci pro mnohonasobné

testovani.

Pocatecni a vrcholova eGFR byly signifikantné nizsi ve skupiné 1 béhem akutni

faze onemocnéni (p=0,043 a p=0,44) pomoci univarietni analyzy ptfed korekci pro

multivaria¢ni testovani. Pomoci multivarietni analyzy byla signifikantné asociovana s C3

koncentraci pouze délka trvani dialyzy.
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V tabulce 8 jsou shrnuty rendlni a extrarendlni komplikace béhem akutni ataky
STEC-HUS. Pacienti s nizkou koncentraci C3 (Skupina 1) méli signifikantné vice
renalnich symptomu (p=0,015).

Tabulka 8 Renalni a extrarenalni komplikace u pacienti s koncentraci C3 < 0,825 g/l
(Skupina 1) a C3 > 0,825 g/l (Skupina 2)

Skupina 1 Skupina 2

Pocet pacientd 18 15
Pocet pacientt s komplikacemi 12 4
Gastrointestinalni 7 1

- ileus 2 1

- pankreatitida 3 0

- hepatomegalie 2 0
Plicni

- edém 5 1
Kardialni

- kardiomegalie 1 1
Centralni nervovy systém

- porucha védomi 3 1

- kiece 0 1

- paleocerebellarni syndrom 2 0

- kvadruparéza 1 0

- paréza hlavovych nervi 2 0

- halucinace 0 1
Oc¢ni

- retindlni hemoragie 1 0
Uméla plicni ventilace 7 3
Umrti 2 0
Renalni postiZeni pii dimisi

- proteinurie 10 4

- hematurie 3 3

- hypertenze s nutnosti medikace 8 3
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5.3. Studie 3: Charakteristika dvou pribuznych kmenovych linii enterohemoragické

Escherichiae coli 026 pomoci celogenomové sekvenace

5.3.1. Struktura populace EHEC 026 zaloZena na WGS

Nejdiive jsme provedli celogenomové sekvenovani 16 kmeni EHEC 026
(izolovanych od pacientd s HUS nebo od pacientii s prijmy) v Ceské republice béhem
obdobi 2006-2016. STs a plasmidovy profil byl ziskan in silico z hrubé genomové
sekvence kmenti. Kmeny O26 patfily do 2 hlavnich fylogenetickych linii, 6 izolatt patfilo
k ST21 a 10 izolath k ST29. P¢ét ze Sesti ST21 kmeni neslo jen stx2a gen, zbyly jeden
nesl jenom s#x/a a vSechny kmeny byly charakterizovany plasmidovym profilem (EHEC
—hlyA+, katP+, espP+, etpD+). 9 kmena z deseti Ceskych sérovardt ST29 EHEC 026
patfilo do skupiny new European clone (nEC), ktery je definovan piitomnosti stx2a a
plasmidovym profilem EHEC- hlyA+, katP-, espP-, etpD+. Desaty kmen ST29 (15-496)
nesl plasmidovy profil typicky pro nEC, ale v kombinaci s stx/c genem namisto stx2b.
Dany zachyt stx/C genotypu byl poprvé popsan u kmenii nEC.

Abychom ziskali detailnéjsi informaci o struktuie populace nEC, provedli jsme
WGS kolekce kmenit nEC z Némecka (n=11), Italie (n=3), Rakouska (n=2). K nami
osekvenovované skupiné kmenit nEC jsme nasledné¢ ptidali sekvence EHEC 026
pristupné v GenBank databazi. Finalni pocet izolath EHEC 026 k analyze byl 159.

Sestavenim fylogramu zaloZeném na single nucleotide polymorfizmu (SNP) s
pouzitim modelu maximalni podobnosti jsme identifikovali 4 hlavni linie EHEC 026
jejichz charakteristiky (ST, plasmidovy genovy profil, predominantni Stx typ) byly v
souladu s predchozimi studiemi (Ishijima et al. 2017, Bletz et al. 2013). Piekvapivé, jsme
danou fylogenetickou analyzou zjistili, Ze kmeny nEC (ST29C2) se rozdélily do dvou
odli$nych skupin- klastrt (viz obrazek 13).
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ST21
plasmid profile: +/+/+- (65/95)
Shiga toxin: Stxia (77/95)

ST29C2 (New European clone)
plasmid profile: +/--/+ (40/41)
Shiga toxin: Stx2a (39/41)

Co2 o2

ST29C1 (Japanese clone)

H plasmid profile: +/-/+/- (12/12)

Shiga toxin: Stx2a (8/12)

§T23C3 (New French clone)

—‘—-—-ﬂ plasmid profile: < (10/10)

Shiga toxin: Stx2a (2/10), Stx2d (3/10)

11128(0111)

Obrazek 13 Globalni populace EHEC 026 zaloZena na celogenomové fylogenezi. Hlavni
linie jsou pojmenovany podle publikaci (Ishijima et al. 2017, Ogura et al. 2017). Fylogeneticky strom byl
navrzen pomoci FastTree s pouzitim Maximum likelihood phylogeny model (Price et al. 2010). Genom
kmene 11128 E. coli O111:H- byl pouzit na znazornéni jiného kmene nez 026 (Ogura et al. 2009)

Vysledek byl v souladu s nalezem origindlni studie o nEC (Bielaszewska et al.
2013), kdy pfi analyze reprezentativni kolekce nEC pomoci pulsni gelové elektroforézy
(PFGE) byly pozorovany dvé odlisné skupiny uvniti nEC ST29 izolovanych mezi 1996
a 2012. Kmeny pattici do PFGE skupiny B byly prvné izolovany v roce 1996 a 53,6 %
kmenti bylo izolovano do roku 2004. Zatimco kmeny PFGE skupiny C se zacaly
objevovat v Evrop¢ az od roku 2004. Podle toho jsme néasledné pojmenovali nase WGS
kmeny homologni k PFGE skupiné B jako “Casny” Early nEC a WGS skupinu homolognt
s PFGE skupinou C jako “pozdni“ Late nEC (obrazek 14).
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Isolation

Country  year Stx2a  prophage

21 13-194 CZ 2013 23A-T
v 14113 cz 2014 WT
o 16-533 CZ 206 WT
06-04484 GER 2008  WT
E EHE32-08 AUS 2008 wT
i 15-496 cZ 25 Swlc
St Olav178 NOR 2014 WT
3 _:EJEFB-Ga T 2008 WT
w ED678 T 208 WT
1 05-06154 GER 2005 WT
STEC 931 NE 2013 wT
n 08-02030 GER 2009 WT
LB238672 GER 2012 273A~T
Late nEC o 07-03205 GER 2007  WT
intergenic: 18 o - Eo0g-278 GER 2006  WT
b 5244-00- GER 2000 WT
intragenic (silent): 27 04-05903 GER 2004 273A-T
) o s E10-68 GER 2010 WT
infragenic (missense): 25 ® 13302 CZ 23 AT
i 14-391 cz 2014 WT
ED733-10 T 2010 wT
nEC m| e F08-233 GER 2008 WT
) : EH171-09 AUS 2000 WT
intergenic: 22 h 36708 FR 2013 WT
intragenic (silent): 20 S 1539303‘31 GCEZF, jﬁ;ﬁ ﬂ
intragenic (missense): 41 26025 dapoomoe o WT
% 08-087 cZ 2009 WT
L] 09-185 CZ 2009 WT
Early nEC :H_; 0085 cz o omin W
i ic: St. Olavi74 NOR 2013 wT
intergenic: 13 . ED411 T Wt
intragenic (silent): 16 @ — 26027 Japams Wt
2602-4 JAP 2012 WT
intragenic (missense): 30 L B FHE NOR 2002 %
o FHI36 NOR 2008  WT
l i_=|;‘— FHI39 NOR 2008 WT
FHIT3 NOR 2010 WT

" w FHI24 NOR 2001 wT
;[:FH\?? NOR 2008  WT

ED&74-08 T 2008 wT

sta2

typa |l
type
type
type
type
sbsent
nd.
type
n.d.
type
nd.
type
typa |l
type
type
other
typa |l
type
typa |l
type
type
type
ather
nd.
ather
other
n.d.
type
type
ather
nd.
nd.
n.d.
nd.
nd.
nd.
nd.
nd.
n.d.
nd.
ather

Obrazek 14 Detailni celogenomova fylogeneze ST29C2 linii nEC EHEC O26. Kmeny

sekvenované v této studii jsou oznaceny zelen€, kmeny, jejichz sekvence byly ziskané z jinych zdroji, jsou
oznaceny modie. Krajiny ptivodi jednotlivych kment jsou oznaceny zkratkami: AUS, Rakousko; CZ,
Ceska republika; FR, Francie; GER, Némecko, IT, Italie, JAP, Japonsko; NE, Nizozemsko; NOR, Norsko.
K jednotlivym kmenim je pfitazen typ stx2a konvertujiciho profaga (typ I, typ I, other- jiny typ, n.d.- typ
nezjistén) a je oznaCena zména v aminoskupiné Stx2a (273A—T) typickd pro profaga typu II.
Fylogeneticky strom byl navrzen pomoci FastTree s pouzitim Maximum likelihood phylogeny model (Price
et al. 2010). Genom kmene 11128 E. coli O111:H- byl pouzit na znadzornéni jiného kmene nez 026 (Ogura
et al. 2009)

AA r

5.3.2. Evoluce, diverzifikace a rozSireni nEC

Abychom odvodili genetickou udélost, ktera méla za nasledek evolu¢ni vznik nEC
a nasledné jeho rozdéleni na Late a Early linii, hledali jsme mutace charakteristické pro
ob¢ linie, a také absenci SNP u fylogeneticky jinych E. coli O26 kmenl zahrnujicich
ST21 a ST29 non-nEC kment (tzv. synapomorfni mutace). Set synapomorfnich mutaci
ziskany touto analyzou poskytl jednozna¢nou genetickou definici konkrétnich nEC linii.
Celkovy pocet synapomorfnich SNPs byl pro Early nEC 59, pro Late nEC 70 a pro nEC
jako celek 83. Dané zjiSténi potvrzuje, Ze Early a Late nEC by mély byt povazovany za
dvé fylogeneticky vzdéalené jednotky.
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Dale jsme se zamétili na paralelni evoluci missense synapomorfnich mutaci (které
ovliviiyji funkci kdédovanych proteini) u nEC. U Late nEC jsme identifikovali celkem 25
missense mutaci, z toho 3 byly mutace ve fimbrialnich proteinech (EIfG, YqiG, a HtrE),
které mohou mit vliv na persistenci Late nEC u savct, a tim pAddem mohou mit mozny
vliv na patogenezi onemocnéni u ¢lovéka. Dalsi ze synapomorfnich mutaci pro Late nEC
je taky mutace v sen/ent genu (dany gen koduje Shigella flexneri enterotoxin 2).
Abychom rychle rozlisili, zda se u pacienta jedna o infekci Late anebo Early nEC, navrhli
jsme jednoduchou PCR pro Late nEC, ktera zachyti mutaci v sen/ent genu. Danou PCR
jsme nasledné pouzili u viech nEC izolatt z Ceské republiky (n=45) a Némecka (n=15).
Navzdory limitovanému poctu izolati byl u obou zemi pozorovan trend poklesu vyskytu
Early nEC s privodnim nartstem proporce Late nEC. Dany trend je znazornén na obrazku
15. To naznacuje, ze ob¢ linie mohou okupovat jedno a to samé misto a soutézit o ng;.
Kmeny pattici do Late nEC byly také izolovany v dalSich evropskych zemich, jako jsou
Rakousko (2008), Italie (2008, 2010), Francie (2013), Nizozemsko (2013), Norsko
(2014), ale 1 mimo Evropu - Japonsko (2008). To dokumentuje panevropskou a

interkontinentalni distribuci této linie.

Germany 1996 - 2012 Czech Republic 2006 - 2016

52 2 o1+ 1 2 1 0 0 3 3 3
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Obrizek 15 Roéni incidence Early nEC a Late nEC v Némecku a Ceské republice. Graf
znazoriuje proporci EnEC a LnEC v ramci nEC kmeni (E. coli 026, ST29, EHEC-hly A+, katP-, espP-,
etpD+) izolovanych v daném obdobi. EnEC a LnEC kmeny byly rozlisené pomoci sen/ent SNP-specifickou
PCR
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5.3.3. nEC kmeny nesou odliSné stx2a-konvertujici profagy

Shiga toxiny kédované stx geny jsou zodpoveédné za systémovou komplikaci
EHEC infekei, jakou je HUS. Stx geny jsou lokalizovany v genomu lambdoidového
profaga (stx-konvertujici fag), ktery je velmi heterogenni. Recentni studie ukazuji, ze
stx2a-konvertujici profag EHEC 026 nEC kment je virtualné identicky s stx2a-profagem
ptitomnym u vysoce virulentni E. coli O104:H4, kterd zptsobila epidemii v Némecku.
Jiné O26 linie nesou odliSné stx-konvertujici profagy. Detailné jsme se zaméfili na
profagy nEC a analyzovali jsme stx-konvertujici profagy u Early a Late nEC.

Vsechny stx2a-konvertujici fagy byly integrovany ve wrbA genu, podobné jako
byl integrovany profag u O104:H4 a EHEC O157:H7 kmenu Sakaia EDL933. V souladu
se studii Delannoy et al. (Delannoy et al. 2015), nase vysledky prokazuji, Ze stx2a-
konvertujici profag, ktery je virtudlné identicky s profagem E.coli O104:H4 (zde
pojmenovany jako typ I), je predominatné ptitomen mezi nEC izolaty. Pfekvapive byl u
4 Late nEC byl identifikovan jiny vzdaleny typ stx2a-konvertujiciho profaga (typ II).
Ackoliv leva polovina (5- konec) sekvence profaga typu Il je identicka s O104:H4, prava
polovina (3- konec) byla signifikantn¢ odliSna a nejvice podobna sekvenci stx2a-
konvertujiciho profaga EHEC O157:H7.

Pozoruhodné je to, ze typ Il nese jednu bodovou mutaci v levé poloviné sekvence,
ktera je identickd a ptitomna téz u stx-konvertujiciho faga typu I, typu I a O104:H4. Tato
mutace, kterd ma za nasledek zaménu alaninu (A) 273 za threonin (T) 273 v Stx2a A

subjednotce, je nove zjiSténa a neni uvedena mezi jiz znamymi diverzitami proteinu Stx2a

(obrazek 16).
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Stxza prophage (E. coli 0104:H4 strain C227-11)

wrbA 10 kb 20 kb 30 kb 40k 50 kb 60 kit
[ | | 1 | | |

-ie MY 49 @i 1949 WHe W@ @ e - er '@-inr LN - earrr e 4 4 L g g . Jd ___ JIFE
4 {4 » a - - ) 41 > - L] [}
05-06154 N FY
(typel) ! - -+ M T ™
13494 E o IDSUOR Py V—
(type ) i n T W A0 R TR T TR i
Stxza prophage (E. coli Q15T:HT strain Sakai)
wrhd 10 kb 20 ko 30 ko 40 kb 50 kb 60 kb
ERAERM HE S MW e @ S BE ) @- 4 e BB {1 @ [N ] ] e D {4 (e -
e = et B - = PEm W M)

05-06154 e, - a b s 2 B mmea
(type I) miseuer nNimw .l . |.| n i‘l mi UL L L i (TR n | B I T e (T CCLT T e .i sEm
13194 Py .AJ..ILAH L . Fy
(type 1) i R W ARG RO TR R L ] ; T N

Obrazek 16 stx2a-konvertujici fagy u kmeni EHEC 026 nEC. Vizualizace &tecich
sekvencnich usekd, které jsou namapovany na profagy kment E.coli O104:H4 C227-11 (GenBank ptistup:
CP011331;nahote) a E.coli O157:H7 kmen Sakai (GenBank ptistup:NC 002695; dol). Kmen 05-06154
byl vybran ze souboru nEC jako zastupce kmenti nesoucich typ I a kmen 13-194 jako zastupce kmend
nesoucich typ II stx2a- konvertujiciho profaga. Zelené vertikaly znazornuji pravé mutace, oranzové
vertikaly reprezentuji hybridni pozice variant bazi, které se shoduji s regiony s abnormalné¢ vysokym
sekvencnim krytim (pravdépodobné znazoriuji oblasti ¢tecich usekd jinych lambdoidnich profagti (Ogura
et al. 2009))

5.3.4. Produkce Stx a cytotoxicita nEC

Abychom zjistili, zda dand A273 --> T273 mutace v A podjednotce Stx2a
kodovana stx2a-profagem typu II ma vliv na toxicitu vysledného bilkovinného produktu
Stx2a, porovnali jsme pomoci Vero bunéénych cytotoxickych titri a specifické activity
(CD50/ng toxin) stx2a produkovanych kmeny nEC s profagem typu II a kmeny nEC s
dalsimi typy profagt. Zjistili jsme, ze dand mutace nema efekt na biologickou aktivitu,
jelikoz jsme nezaznamenali zadny signifikatni rozdil. Porovnani mnozstvi stx2a,
cytotoxickych titrl, a specifické aktivity Stx2a mezi kmeny Late a Early nEC neodhalilo
rozdilnost mezi danymi liniemi.

Nicméné plati, Ze jak cytotoxicita, tak i specifickd aktivita byla vy$si u kment

ST29 nEC, nez u stx2a produkujicich kmenit ST21 (p <0,01) (obrazek 17).
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Obrazek 17 Stx2a produkce u nEC kmenii. Tabulka znazoriiuje mnozstvi Stx2a, cytotoxické titry
a specifickou aktivitu Stx2a produkovanymi EHEC 026 ST29 late nEC klony s riznymi stx2a-
konvertujicimi profagy, ST29 early nEC a ST21 Stx2a produkujicimi kmeny.Data jsou prumérem Ctyf
mefeni. *p <0,01 je pro porovnani mezi ST21 a ST29 kmeny.
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6. DISKUSE

HUS ptedstavuje zavazné onemocnéni détského veku. Od prvniho popisu této
choroby pied bezmala 70 lety jsme diky porozuméni patofyziologii a pokrokim v
diagnostice schopni rozeznat podle etiologie fadu podtypt. RozliSeni jednotlivych forem
je velmi diilezité pro 1écebny ptistup k pacientovi (Loirat et al. 2016). Zatimco moderni
terapie prispéla k vyznamnému zlepSeni prognézy déti s atypickou formou HUS podanim
blokatoru komplementu eculizumab, u déti se STEC-HUS se I€k kauzalné ovliviujici
prubéh onemocnéni stale neobjevil. Recentni studie poukazuji na roli alternativni cesty
taky v patogenezi STEC-HUS (Noris et al. 2012; Conway 2015; Orth et al. ; Zoja et al.
2017). Intenzita aktivace komplementového systému tak muze ovlivnit klinicky prubéh
onemocnéni.

Také porozuméni rizikovym faktorim na stran¢ STEC zplsobujici STEC-HUS,
muze napomoci identifikovat déti s rizikem komplikovaného pribéhu choroby. STEC
026:H11/H- jsou nejcastéj$im sérotypem non-O157 STEC, ktery celosvétoveé zplisobuje
prijmové onemocnéni a hemolyticko uremicky sundrom (HUS). “Novy evropsky klon”
(nEC) je vysoce virulentni ST29 klon 026, ktery nese jen stx2, a rapidné se rozsiiil do
Evropy v devadesatych letech minulého stoleti. Ackoliv je EHEC 026 nejcastéjsSim
etiologickym agens u déti s HUS v Ceské republice, nebyla doposud provedena bliZsi
analyza jeho klonalni struktury.

Nase vysledky studie ,,Retrospektivni studie STEC-HUS u détskych pacienti
v Ceské republice® potvrdily, ze STEC sérotyp O26:H11 se vyznamné uplatiiuje jako
ptvodce typického HUS v Ceské republice a je nejéastéj§im vyvolavatelem daného
onemocnéni. Na druhém misté byl celosvétové nejrozsitenéjsi sérotyp O157:H7.
Podobné vysledky byly popsany 1 jinde ve svété (Karch et al. 2005; Luna-Gierke et al.
2014; Bibbal et al. 2015), stejné jako sezonni vyskyt HUS zejména v letnich mésicich
(Bruyand et al. 2018). U vSech kmeni O26:H11 byla prokdzana produkce Stx2, tedy
toxinu, ktery je spojeny s vysS§i virulenci STEC a je prediktorem zavaZného pribchu
onemocnéni a progrese infekce v HUS (Bielaszewska et al. 2013). Proto jsme také
predpokladali, Ze onemocnéni kmenem 026 bude spojeno s vyS§i morbiditou a
mortalitou. Porovnani pribéhit HUS zplsobenych riznymi sérotypy STEC vSak
nepfineslo signifikantni rozdily v laboratornich hodnotach, klinickém prabéhu infekce a

vy$$im riziku Gmrti. Absence statisticky vyznamného rozdilu mizZe byt ddna malym
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poctem pacientll, k prikazu rozdilné patogenicity riznych kmentt STEC jsou potiebné
dalsi studie.

Nami ziskand data v retrospektivni studii se velmi nelisi od dat publikovanych
v literatufe. HUS nejcastéji postihoval déti do 3 let ve€ku, u témér 2/3 piipadi nutna
dialyzacni lécba (n=37, 63,8 %). U 25,5 % pacientt se rozvinuly neurologické
komplikace, které byly taky nejcastéjsi pri€¢inou umrti béhem akutni faze HUS (4/5).
Smrtnost vSak byla vyssi, nez uvadi dostupné publikace, a to 8,62 % (5/58) misto 3-5 %
(Gould et al. 2009; Tarr et al. 2005). Jako divod se nabizi fakt, Ze kohortu pacientli nasi
studie tvofily déti s hor§im pritbéhem hospitalizované ve tfech détskych dialyza¢nich
centrech. Leh¢i prabéhy HUS mohly byt hospitalizované na jinych détskych pracovistich,
a tim padem nebyly soucasti souboru pacient.

Nase studie ma n€kolik limitaci. Kromé retrospektivniho charakteru studie je to
mala kohorta pacientti, kterd obsahuje data pacientli hospitalizovanych ve tiech détskych
dialyza¢nich centrech v Ceské republice. Dalsi limitaci bylo zjisténi, Ze u témét 40 %
vzorki stolic pacientli s HUS nebyl STEC kmen zachycen, coZz mize byt zavad¢jici pti
diagnostice STEC-HUS. Dany procentualni zachyt STEC vSak uvad¢ji 1 jiné recentni
studie (Bruyand et al. 2018). Nase studie zachycuje 17leté obdobi (od roku 1995), kdy
v dané dob¢ jesté nebyla mozna genetickd analyza pro aHUS, proto testovani na aHUS
bylo provedeno jen u malé ¢asti pacientt. Dulezité je vSak podotknout, ze zadny pacient
nem¢l v dalSim sledovani relaps HUS, a rovnéz nemél pozitivni rodinnou anamnézu.
Proto neptedpokladame, Ze by se mohlo u danych témét 40 % pacientl jednat o atypickou
formu HUS. I pfes dané limitace véfime, Ze naSe studie navazuje na predeslé
mikrobiologické studie E. coli publikované doc. Bielaszewskou a Ing. Marejkovou ze
SZU, klinické studie doc. Blahové a prof. Jandy, a pfispéla tak k celkové charakteristice
STEC-HUS u déti v Ceské republice.

Cilem nasi studie ,,Aktivace komplementu je asociovana s tez§im pribéhem
STEC-HUS* byla korelace koncentrace C3 slozky komplementu jako markeru aktivace
komplementu u pacientli se STEC-HUS s jeho klinickym prib&hem onemocnéni. Nase
studie ukazuje, Ze pacienti se STEC-HUS s koncentraci C3 pod 0,825 g/l v dobé piijeti
k hospitalizaci (a tudiz inicialni f4zi onemocnéni), maji signifikantné vyssi riziko potieby
zahdjeni dialyzy a téZ vyssi riziko rozvoje extrarenalnich komplikaci. Koncentrace C3 se
ukdzala jako nezavisly prediktor délky trvani dialyzy. Vzhledem k danému zjisténi
milZeme piedpokladat, Ze aktivace komplementu mize byt asociovana s té¢Z§im pribéhem

HUS u détskych pacientti.
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Robson et al., ktery pozoroval u déti s leukocytézou a nizkou koncentraci C3 delsi dobu
trvani hospitalizace (Robson et al. 1992). Thruman et al. ve své praci pozorovali aktivaci
alternativni cesty komplementu u pacientt s typickym HUS. Zjistili, Ze markery aktivace
komplementu, a to plazmatickd koncentrace Bb a sérovy MAC complex (SC5b-9), se
zvysSuji béhem akutni faze a poté se navraceji k normalnim koncentracim béhem mésice
od ukonceni hospitalizace (Thurman et al. 2009). Narozdil od nasi studie, aktivace
komplementu nekorelovala s vyskytem extrarenalnich komplikaci ani s délkou dialyzy.
Vysledkem studie Ferraris et al.. bylo zjisténi, Ze pacienti s typickym HUS méli vyssi
koncentrace SC5b-9 a v porovnani s kontrolni kohortou byla u non-oligurickych pacient
nalezena vysS§i koncentrace C3 a C4 slozky komplementu (Ferraris et al. 2015). Tyto
vysledky jsou v souladu s nasi studii, ktera predpoklada, ze aktivace komplementu miize
zhors$it rendIni a extrarenalni poskozeni u pacienti s typickym HUS.

Ackoliv je mortalita u déti se STEC-HUS nizka (pod 5 %), 50-60 % déti vyzaduje
zahajeni dialyzy a 25 % pacientii ma dlouhodobé nasledky v podobé renalniho poskozeni
po akutni epizodé HUS. Pfedchozi studie identifikovaly nékolik rizikovych faktord, které
predikuji potfebu zahajeni dialyzy a horsi pribéh onemocnéni u pacientit se STEC-HUS.
Oaks a kol. prokazali to, Ze kombinace oligoanurie, dehydratace, leukocytdzy nad
(Oakes 2006); Oakes et al. 2008). Jako dalsi prediktor potteby dialyzy u déti s HUS se
uvadi vyssi inicidlni koncentrace kreatininu (Balestracci et al. 2018). Nase studie
prokazala, ze nizkd koncentrace C3 pii pfijeti k hospitalizaci je asociovana se
eGFR) a s vétsi potiebou dialyzy. Dané zjisténi je nové a doposud nebylo publikované
v z4dném literarnim zdroji.
systému (Siegler 1994; Oakes et al. 2008). Pfi¢inou mizZe byt metabolicky rozvrat
s ndslednym edémem mozku (hyponatrémie, disekvilibraéni syndrom), hypertenze,
lokalni mikroangiopatie, nebo lokalni toxicky efekt Stx. Také vnaSi studii byla
neurologicka komplikace nejcastéjsi pricinou tmrti béhem akutni fize onemocnéni a u
obou piipadii byla koncentrace C3 pfi piijeti nizsi nez 0,825 g/1 (0,6 a 0,66 g/1). Jelikoz
nizka koncentrace C3 slozky komplementu byla v na$i studii asociovana s Cast&jSimi
komplikacemi, pfedpokladame, Ze tito pacienti budou vyZadovat pecliv€j§i monitoraci

neurologického stavu béhem akutni faze onemocnénti.
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Béhem poslednich let je diskutovana terapeutickd tloha eculizumabu, jakozto
inhibitoru komplementu u zavaznych piipadi STEC-HUS. Na zakladé naSich vysledkt
se domnivame, ze Casna blokdda komplementu miize ovlivnit akutni fazi HUS. K
potvrzeni této hypotézy musime vyckat na vysledky randomizovanych kontrolovanych
studii u déti, které v souc¢asné dobé probihaji (Velka Britanie, Francie).

Nase studie ma nékolik limitaci. Je limitovana retrospektivnimi tidaji a malou
kohortou pacientii. Koncentrace C3 se vSak jevi jako silny prediktor i v takto malé
skuping pacientii s malo béZznym onemocnénim.

Cilem nasi posledni studie ,,Charakteristika dvou p¥ibuznych kmenovych linii
enterohemoragické Escherichiae coli 026 pomoci celogenomové sekvenace* bylo
analyzovat fylogenetické vztahy a klonalni strukturu EHEC O26 izolovanych od pacienti
v Ceské republice pomoci celogenomového sekvenovani (WGS) se zaméfenim na ST29
kmeny. Pro globalni srovnani jsme genové sekvence Ceskych 026 izolath porovnali s
izolaty O26 z dalSich evropskych zemi a s genomy E. coli O26 ptitomnymi v GenBanku.

Vyuzitim celogenomové na SNP zalozené analyzy jsme dokdzali, ze nEC E. coli
026, ktery se poprvé objevil v Némecku béhem devadesatych let (Bielaszewska et al.
2013) neni homogenni, ale fylogeneticky se rozdélil na dvé odlisné linie. Tato skutecnost
potvrzuje zavery predeslych studii, které tvrdi, Ze E. coli O26:H11 jsou z evolu¢niho
pohledu vysoce dynamickym klonem s potencidlem vzniku novych virulentnéjSich klona
(Ishijima et al. 2017; Bielaszewska et al. 2013; Delannoy et al. 2015). V soucasné dobé
jsou ob¢ linie nEC Siroce distribuované v Evropé a byly izolovany také v Japonsku
(obrazek 14), coz zduraznuje, ze kmeny nEC jsou schopné rychlého Sifeni se mezi
kontinenty. Vzhledem k cetnym genetickym odlisSnostem EnEC a LnEC je
pravdépodobné, ze k jejich expanzi doslo nezavisle. Ackoli nejcastéjsi cesty Siteni EHEC
jsou hospodatskymi zvifaty a/ nebo potravinami, E. coli O26 odpovidajici nEC byly jen
ziidka izolovany od skotu a jinych zvitat (Zweifel et al. 2013, Allerberger et al. 2003).
Kwvili rostouci frekvenci LnEC kment nEC v nékterych evropskych zemich béhem
poslednich let jako pfiCiny lidskych onemocnéni (obrazek 15) je obzvlasté dilezité
zjisténi zptisobil pfenosu dané¢ho infekéniho agens.

NaSe analyza stx2a-konvertujicich profdgi u nEC kloni identifikovala
prevladajici typ profaga (obrazek 16) (oznafeného jako typ I), ktery obsahuje témér
kompletni sekvenci identickou s stx2a-konvertujicim profagem kmenu EHEC O104:H4
kmenu, ktery v roce 2011 zpusobil epidemii HUS v Némecku (Mellman et al. 2011). Na
zaklad¢ dostupnych bibliografickych udaji vznik EHEC 026 nEC v 90. letech
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(Bielaszewska et al. 2013; Zhang et al. 2000) predchazi izolaci EHEC O104: H4
produkujiciho Stx2a, ktery byl poprvé izolovan v roce 2001 (Mellman et al. 2008).

V na$i studii jsme zjistili, ze ¢tyfi kmeny Late nEC nesly stx2a-konvertujiciho
faga, jehoz sekvence je tvofena dvéma regiony, které jsou vysoce homologni s stx2a-fagy
EHEC 0O104:H4 a EHEC O157:H7 (oznaen jako typ II). Pfitomnost dvou vysoce
homolognich segmentt s profagy O104:H4 a O157:H7 ptedpoklada roli rekombinace v
evoluci profaga typu II a spiSe horizontalni nez vertikalni vzor pfevodu profagt typu Il v
populaci E. coli O26.

Déle jsme identifikovali novou a doposud nepopsanou mutaci Stx2a, ktery je
kédovany profagy typu Il a obsahuje zménu aminokyselin (A273 — T273). Lokalizace
mutace naznacuje moznou souvislost s vyzravanim Stx2a, protoze se nachdzi v misté
uvolnéni Stx od Golgiho protedzy furin (Garred et al. 1995, Fagerquist et al.2010). Tato
mutace neovliviluje u¢innost toxinu, jak bylo prokazano specifickou aktivitou na Vero
buiiky Vero. Toxicita Stx2a byla podobnd jako u kmenil nesoucich profagy typu I
(obrazek 17). Biologické ucinky vyvolané touto mutaci Stx2a je nutné jesté objasnit na
veétsSim poctu kmentl.

Analyzou paralelni evoluce missense synapomorfnich mutaci (které¢ ovliviuji
funkci kédovanych proteintt) byly u Late nEC identifikovany 3 mutace ve fimbridlnich
proteinech, které mohou mit vliv na perzistenci Late nEC u savci, a tim paAdem mohou
mit vliv na patogenezi onemocnéni u ¢lovéka. Jako efektivni metoda k rozliSeni etiologie
EHEC 026 infekce u pacientt se jevi vySetieni PCR k prikazu sen/ent, kterou jsme
navrhli v nasi studii v kombinaci s plasmidovym profilovanim kmeni k identifikaci Early
a Late kmeni nEC. Dané¢ metody mohou byt uzitecnym a jednoduchym néstrojem pro
identifikaci kmeni LnEC a EnEC a mohou slouzit ke kontrole Sifeni téchto patogenti u
skotu a jinych zvirat.

I kdyz kmeny STEC nepatii v Ceské republice mezi nejéastéjsi bakterialni
vyvolavatele prijmového onemocnéni, pfedstavuji tyto infekce zavazny zdravotnicky
problém a je potfeba jim vénovat zvySenou pozornost v primarni péci. Kromé toho, ze
jsou schopny vyvolat rozsdhlé¢ epidemie, mohou byt piivodci nejen prijmovych
onemocnéni, ale i Zivot ohroZzujiciho hemolyticko-uremického syndromu. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o zadvazné a rychle se vyvijejici onemocnéni, je nutna centralizace
péce o pacienty se znamkami TMA (hemolytickd anémie, trombocytopenie, zndmky

ischemického postizeni orgénil) na specializovanych détskych pracovistich.
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7. ZAVER

HUS vyvolany Shiga-toxin produkujicimi E. coli je jednou z nejcastéjsich pfic¢in
akutniho poskozeni ledvin v détském veku. Nadale se ve své praxi bohuzel setkavame s
fulminantnimi prubéhy STEC-HUS s fatdlnimi extrarendlnimi komplikacemi, které
nejsme schopni 1é¢ebné ovlivnit. Hlavni patofyziologické faktory vedouci k rozvoji
tézkého prubeéhu STEC-HUS jsou stale neznamé a mizou byt jak na strané hostitele, tak
na strané¢ STEC.

Prvni studie navazuje na prace pani doc. Bldhové, doc. Bielaszevské a ing.
Marejkové a dopliuje tak celkovy prehled STEC-HUS u déti v Ceské republice. Nase
vysledky ukézaly, ze STEC sérotyp O26:H11 se vyznamné uplatiiuje jako pivodce
STEC-HUS v Ceské republice a je nejéastéjsim vyvolavatelem daného onemocnéni. U
vSech kmenid O26:H11 byla prokadzéna produkce Stx2, tedy toxinu, ktery je spojeny
s vys$i virulenci STEC a je prediktorem zavazného prtibéhu onemocnéni a progrese
infekce v HUS. Porovnani pribéhit HUS zplsobenych raznymi sérotypy STEC vSak
nepiineslo signifikantni rozdily v laboratornich hodnotach, klinickém pribéhu infekce a
vys$Sim riziku umrti a k danému zhodnoceni rozlicné virulence STEC bude potieba
dalsich studii.

Vysledky nasi pilotni studie zabyvajici se alternativni cestou komplementu u
STEC-HUS potvrdily asociaci koncentrace C3 slozky komplementu jako markeru
aktivace komplementu se zadvaznosti pribéhu HUS. Ukazuje, Ze pacienti s koncentraci
C3 pod 0,825 g/l v inicidlni f4zi onemocnéni, maji signifikantné vyssi riziko potieby
zahajeni dialyzy a rozvoje extrarendlnich komplikaci. Navic se koncentrace C3
komplementu ukézala jako nezavisly prediktor délky trvani dialyzy. Vzhledem k danému
zjisténi lze predpokladat, ze aktivace komplementu muize byt asociovdna s téZ§im
pribéhem HUS u détskych pacientd. Stanoveni mezni hodnoty C3 je zasadni pro
identifikaci déti s rizikem téz$iho pribéhu nemoci. Na zakladé nejen naSich vysledkil 1ze
ptedpokladat, Ze by terapeutické ovlivnéni komplementu mohlo mit vliv na pribéh
onemocnéni. NaSe zavéry jsou podkladem pro dalSi studie zabyvajici se vztahem
komplementu k patogenezi HUS.

Dal8im cilem naSi prace bylo porozumét vlastnostem jednotlivych STEC 026
klon schopnych vyvolat HUS. Genetickd analyza ndm umoznila sledovat evoluci i
geografické Sifeni téchto kloni poukazuje na skutecnost, ze nEC EHEC O26:H11/H-,

ktery se objevil v Evropé od devadesatych let minulého stoleti neni homogenni, ale
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rozdélil se na dva vzdalené klony, které jsme nazvali jako Early (EnEC) a Late new Clone
(LnEC). Missence mutace A273 — T273 v Stx2a u 4 kmend LnEC nesoucich profaga
typu II, kterou jsme nalezli je doposud nepopsanou mutaci v katalytické podjednotce
Stx2. Porovnani mnozstvi stx2a, cytotoxickych titra a specifické aktivity Stx2a pomoci
Vero-assay mezi kmeny Late a Early nEC neodhalilo rozdilnost mezi danymi liniemi a
dana mutace nema efekt na biologickou aktivitu Stx2. PCR metoda navrzena v nasi studii
cilend na mutaci v sen/ent genu, ktery je charakteristicky pro Late nEC, predstavuje
rychlou a jednoduchou metodu k rozliSeni Early a Late nEC v Kklinickych
mikrobiologickych laboratofich.

Vétime, ze naSe vysledky ptispély k poznani patogneze HUS, a ze se jejich

poselstvi uplatni v klinické péci o déti s timto onemocnénim.
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8. SOUHRN

Hlavni faktory vedouci k rozvoji tézkého prubéhu STEC-HUS u déti jsou stale
neznamé. Mohou byt jak na strané hostitele, tak na stran¢ patogena.

V ramci této disertacni prace jsem se zabyvala faktory vedoucimi k rozvoji
tézkého pribéhu onemocnéni u détskych pacientii se STEC-HUS. Na strané hostitele
Jsme se zaméfili na aktivaci alternativni cesty komplementu, jelikoz je v poslednich letech
u pacientli s typickym HUS diskutovana ucinnost lécby C5-monoklonalni protilatkou
eculizumab. Na strané patogena jsme se zaméfili na hledani novych faktori virulence u

E. coli 026:H11/H, ktera je nejéast&jsi pri¢inou vzniku STEC-HUS v Ceské republice.

Ve Studii 1: Retrospektivni analyza prabéhi STEC-HUS u détskych
pacienti v Ceské republice, jsme zpracovali klinickd, mikrobiologicka
a epidemiologickd data pacienti se STEC-HUS hospitalizovanych na détskych
oddélenich v Ceské republice v letech od 1999 az 2015. Nami ziskana data
v retrospektivni studii se neliSila od dat publikovanych v literatuie. HUS nejcasté;ji
postihoval déti do 3 let véku, u témér 2/3 piipadl s nutnosti dialyzy (n=37, 63,8 %).
Smrtnost byla vyssi nez uvadi dostupné publikace, a to 8,62 % (5/58) misto 3-5 %.

Nejcastéjsim pivodcem STEC-HUS byl STEC sérotyp O26:H11. U vSech kment
026:H11 byla prokazana produkce Stx2, tedy toxinu, ktery je spojeny s vyssi virulenci
STEC, a ktery je prediktorem zavazné¢ho priabéhu onemocnéni a progrese infekce v HUS.
Porovnani pribéht HUS zplsobenych rtznymi sérotypy STEC vSak nepiineslo
signifikantni rozdily v laboratornich hodnotéach, klinickém prabéhu infekce ani vys$Sim

riziku Gmrti.

Ve studii 2: Aktivace komplementu je asociovana s teZSim pribéhem STEC-
HUS, jsme se zamétili na moZny vztah mezi aktivaci alternativni cesty komplementu a
zavaznosti prubéhu HUS.

Provedli jsme retrospektivni studii pacientli se STEC-HUS hospitalizovanych ve
3 détskych dialyzacnich centrech (FN Motol, FN Brno, FN Ostrava) v letech 1999 az
2015. Behem 17letého obdobi jsme identifikovali 33 pacientt s typickym HUS, u kterych
byla v dobé ptijeti vySetfena koncentrace C3 slozky komplementu. Byla nalezena silna

korelace mezi koncentraci C3 slozky komplementu a délkou dialyzy (p= 0,005). Soucasné
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jsme nalezli signifikatni rozdil v koncentraci C3 mezi skupinami pacientd, u kterych bylo/
nebylo nutné zahdjeni dialyzy (p= 0,001). Stanovili jsme také mezni hodnotu cut-off pro
C3 slozku kompelementu. Hodnoty C3 pod touto koncentraci nam predikuji potiebu
zahdjeni dialyzy se 100 % specificitou a 75 % senzitivitou (AUC 0,903). Pacienti se
snizenou koncentraci C3 pod 0,825 g/l méli vyznamné vice extrarendlnich komplikaci (p
= 0,02), vyssi hladinu LDH (p= 0,04) a doba hospitalizace byla vyznamné delsi (p =
0,015). Nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil ve v€éku pacient a laboratornich
vysledcich (kreatinin, hemoglobin, trombocyty) mezi porovnavanymi skupinami (C3 pod
vs. nad 0,825 g/l).

Nase vysledky ukazuji, ze aktivace komplementu je spojena se zavaznéjSim
prubéhem STEC-HUS a snizena koncentrace C3 slozky pod 0,825 g/l byla spojena s
nutnosti dialyzacni 1écby a vyS$Sim vyskytem extrarenalnich komplikaci. Aktivace
komplementu by mohla byt tudiz dal$im prognostickym faktorem neptiznivého pribéhu

STEC-HUS.

Vestudii 3: Charakteristika dvou pribuznych kmenovych linii
Enterohemoragické Escherichiae coli 026 pomoci celogenomové sekvenace, jsme se
zamétili na detailni analyzu uchovanych kmenit EHEC 026 od pacientii s riiznym
klinickym préibéhem typického HUS z Ceské republiky, Némecka, Rakouska a Italie.

Hlavni metodou bylo celogenomové sekvenovani (WGS) 32 kmenti (16 kmenil z
CR a 16 z dalsich evropskych zemi) formou shotgun sequencing pouZitim Illumina
sekvenatoru. Ziskana data jsme nasledné porovnali a zanalyzovali s genomy dostupnymi
v GenBanku. Analyzu 159 kmenti STEC 026 jsme provedli softwarem Geneious: 95
kment patiilo do sérovaru ST21, 64 kmenti bylo sérovaru ST29. Z dané skupiny ST29,
41 kmenti E. coli pattilo do tzv. New European clone 026 (nEC), ktery popsala v roce
2013 Bielaszewska a spol., a pro které je typicky urcity plazmidovy profil, produkce Stx2
a byl asociovan s vysS§im vyskytem HUS u infikovanych pacienti. NGS analyzou jsme
zjistili, Ze nEC se fylogeneticky déli na 2 skupiny, které jsme nazvali jako Early (EnEC)
a Late New Clone (LnEC). Nami nové¢ identifikovany a dosud nepopsany LnEC (27
kmentl) se 1isi od nEC 70 SNP, tfemi missence mutacemi ve fimbrialnich proteinech,
mutaci v genu sen/ent (dany gen koduje Shigella flexneri enterotoxin 2), a u 4 kment také
ptitomnosti profaga typu II. Dany klon produkuje pouze Stx2 a u 4 kmenti jsme nalezli

doposud nepopsanou mutaci v katalytické podjednotce Stx2. Pomoci Vero-assay jsme
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nasledné porovnali virulenci 33 kment nEC, dand mutace v Stx2 vSak nebyla vice

patogenni.

Studie 2 a 3 byly publikovany v ¢asopisech s impact factorem.

SUMMARY

The main factors leading to the development of a severe course of typical HUS (D
+ HUS, STEC-HUS) in children are still unknown. They can be both on the host and on
the pathogen side. In this dissertation I dealt with the factors leading to the development
of severe disease in pediatric patients with typical HUS (STEC-HUS). On one hand, it
was activation of the alternative complement pathway in patients with typical HUS and
on the other hand we focused on finding new virulence factors in EHEC O26:H11/H, as
the most common cause of typical HUS in Czech Republic and most isolates carry genes
encoding Stx2, which is a predictor of a more severe course of infection and progression

of HUS development.

In Study 1: Retrospective analysis of typical HUS in pediatric patient in the
Czech republic, we processed clinical, microbiological and epidemiological data of
patients with typical HUS hospitalized in pediatric departments in Czech republic in
period between 1999 to 2015. The data obtained in our study were similar to data
published in the literature. HUS occurred mostly in children under 3 years of age, almost
2/3 of cases required dialysis (n= 37, 63,8 %). Mortality was higher than reported in
literature, at 8,62 % (5/58) instead od 3-5 %. The most common serotype isolated in HUS
cases was STEC O26:H11. All O26:H11 strains produced Stx2, which is associated with
higher virulence and is a predictor of severe disease and progression in HUS. However,
comparison of HUS caused by different STEC serotypes did not reveal significant

differences in laboratory values, clinical courses and higher risk of death.

In Study 2: Complement activation is associated with a more severe course
of a typical form of HUS, we observed a clinical data (hematological, immunological
and biochemical laboratory parametres) on the host side. We focused on the activation of
the alternative complement pathway, if it is associated with a more severe course of

disease.
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Therefore we performed a retrospective study of patients with typical HUS admitted to 3
pediatric dialysis centres in Czech republic between 1999 and 2015 (Prague, Brno,
Ostrava). During a 16-year period we identified 33 patients with typical HUS with tested
C3 level at admission to hospital.

A strong correlation was found between the C3 level and the lenght of dialysis (p=0,005).
At the same time, we found a significant difference in C3 level in patients with and
without dialysis (p=0,001). With a cut-off of C3 0,825 g/l selected, values below this level
predict the initiation of dialysis with 100 % specificity and 75 % sensitivity (AUC 0,903).
Patients with reduced C3 levels below 0,825 g/l had significantly more extrarenal
complications (p=0,02), higher LDH levels (p=0,04) and were hospitalized for a
significantly longer period (p=0,015).

Thus our results show that complement activation is associated with a more severe course
of typical HUS and a reduced level of C3 below 0,825 g/l was associated with the need
for dialysis and a higher incidence of extrarenal complications. Therefore complement
activation could be another negative prognostic factor for the adverse course of a typical

HUS.

In Study 3: Characterisation of two related strain lines of Enterohemorrhagic
E.coli O26 using whole genome sequencing, on the pathogen side, we focused on a
detailed analysis of EHEC 026 strains from various clinical courses mainly in the Czech
republic.
The main method was whole genome sequencing (WGS) of 32 strains (16 strains from
CR and 16 from other European countries) by shotgun sequencing using the Illumina
sequencer. The obtained data were then compared with genomes available in Genbank.
In the end we analyzed 159 EHEC 026 with Geneious software: 95 strains belonged to
ST21, 64 were ST29. 41 strains from ST29 serovar belonged to the group of New
European clone EHECO26 (nEC), which was firstly reported in 2013 by Bielaszewska et
al. and was characterized by a certain plasmid profile as well as Stx2 production and was
associated with a higher incidence of HUS in infected patients.Our NGS analysis showed
that NEC is philogenetically divided into two groups, which we called Early (ENC) and
Late new clone (LNC). The newly identified and yet nod described LNC (27 strains)
differs from ENC with 2 missense mutations in virulence factors for enterotoxin Sen/Ent
and T3SS effector, as well as by the presence of profage. LNC produces only Stx2 and in

four strains we find new mutation in the catalytic subunit of Stx2. Using Vero-assay wwe
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compered the virulance of 33 EHEC strains, but the mutation in Stx2 was no more

pathogenic.
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