UNIVERZITA KARLOVA
2. lékarska fakulta

Autoreferat disertani prace

Patogenetické mechanismy podminiujici vznik a rozvoj hemolyticko-

uremického syndromu u déti

Pathogenetic mechanisms determining the origin and development

of a hemolytic-uremic syndrome in children

Lucia KarniSova

Praha, 2021



Disertacni prace byla vypracovana v rdmci kombinovaného studia doktorského studijniho
programu Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka na Pediatrické klinice 2. I¢katské fakulty

Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole

Skolitel: doc. MUDr. Kvéta Blahova, CSc.
Pediatricka klinika 2.LF UK a FN Motol

Konzultant: doc. Filip Fencl, Ph.D.,
Pediatricka klinika 2.LLF UK a FN Motol

Oponenti:

Obhajoba se bude konat pted komisi pro obhajoby oborové rady Fyziologie a
patofyziologie ¢lovéka dne ..........cccvvveneennnee. Vet
od oo hod.

Ptfedsedou komise pro obhajobu disertacni prace byl jmenovan:

Ptfedseda oborové rady a garant doktorského studijniho programu:
prof. MUDr. Otomar Kittnar, CSc.
Fyziologicky ustav 1. LF UK, Albertov 5, 128 00 Praha 2

Dékan fakulty: prof. MUDr. Vladimir Komarek, CSc.

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK ¢. 194215, téma: Molekularni a
epidemiologické faktory vzniku tézkych forem D+HUS

S disertacni praci je mozZno se seznamit na Odd¢leni Ph.D. studia dékanatu 2. 1ékaiské
fakulty Univerzity Karlovy, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5 (tel. 224 435 836).



OBSAH

2. ABSTRAGCT .....ucuiiiiuicnnsrinseissessansssnssecssissesssissss sosssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 5
3. UVODuuuisiecassinscnssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssesssssssssssssssssssssssoss 6
4. CILE DISERTACNI PRACE A PRACOVNI HYPOTEZY...ccceouseemmcunsernescussensene 8
5. METODIK A ....uuicvuiiuicseinsinsrnssncssesssnsssssanssssssssssissssssssssssssssssssssssssss sasssssssssssssssssssssssssssss 9
5.1. Studie 1: Retrospektivni analyza pribé¢htit STEC-HUS u détskych pacientii
V CESKE TEPUDLICE ...t e 9
S5.1.1. Pacienti @ deSign SHUALE ..............ccceeeeuueeeeeieeieieeeiieeceeeeeee s e saae e aae e e naae s 9
5.1.2. Statistick@ analyza dat ................ccooeeoveeeeeieiieieeiiiese e 9
5.2. Studie 2: Aktivace komplementu je asociovana s tez$im
prube€hem STEC-HUS ..ottt 9
5. 2. 1. PACIERLT @ SDET AL ..ocveeveeeeee ettt et e e ettt et s e e s e s etbestbesebesseanes 9
5.2.2. Statistickd analyza dat ..............cccocoeeeeuieeeiieiiieeeiie e e e 9
5.3. Studie 3: Charakteristika dvou ptibuznych kmenovych linii
Enterohemoragické Escherichiae coli O26 pomoci WGS  ........cccevviviveiiienieenee 10
5.3.1. Metody a bakterialni kKIENY .............cccooeeuieeeieeeiieeeciie e e eeeesieeeneae e 10
6. VYSLEDKY.couiiuneumcemmsesseessmsessscsssssssscsssssssssessssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssasssssses 12
6.1. Studie 1: Retrospektivni analyza pribé¢htt STEC-HUS u détskych pacientii
V CESKE TEPUDBIICE. ... 12
6.2. Studie 2: Aktivace komplementu je asociovana s tezSim prabéhem
STEC-HUS ...t ettt ettt e et eete st e e e e enteeaeenes 15
6.3. Studie 3: Charakteristika dvou piibuznych kmenovych linii
Enterohemoragické Escherichiae coli O26 pomoci WGS..........cccvveeiiiiiieeniieen, 17
7. DISKUSE .uueiiiiiininnnsisseissessisssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssss sossssssssssssssssssssssasses 22
8. ZAVER ..ouuenienccumeinnccnsssenssessssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssass 25
9. SEZNAM LITERATURY ...uccviiinsinsersnssunsessesssessssssssssssssssassssssssssssassssssssssssssssssssssss 27
10. SEZNAM PUBLIKACT AUTORA.......cuevuerrereerersssesssssssssessessessessessesses sssssessessens 29



1. ABSTRAKT

Hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) vyvolany Shiga-toxin produkujicimi E. coli (STEC)
je jednou z nejcastéjsich pticin akutniho poskozeni ledvin v détském véku. Terapie daného
onemocnéni je symptomaticka a hlavni patofyziologické faktory vedouci k rozvoji tézkého
prabéhu STEC-HUS jsou stale neznamé. Cilem této disertacni prace byla analyza faktori
vedoucich k rozvoji tézkého pribéhu STEC-HUS jak na stran¢ hostitele, tak na strané STEC.
Retrospektivni analyzou pribéhti STEC-HUS u déti v Ceské republice jsme zjistili, Ze
nejcastejSim 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 stran¢ hostitele jsme se dale zamétili
na vztah mezi aktivaci alternativni cesty komplementu a zadvaznosti pritbéhu HUS. Nalezli
jsme signifikatni rozdil v koncentraci C3 slozky komplementu u pacientd, kteti potiebovali
dialyzu a u kterych dialyza nebyla nutnd. Stanovili jsme mezni hodnotu cut-off pro C3
slozku komplementu a jeji snizeni pod 0,825 g/l bylo spojeno s nutnosti dialyzac¢ni 1écby a
vy$$im vyskytem extrarenalnich komplikaci. Na zdkladé nejen naSich vysledkl Ize
pfedpokladat, Ze by terapeutické ovlivnéni komplementu mohlo mit vliv na zivaZnost
onemocnéni. DalSim cilem bylo porozumét vlastnostem STEC O26. Hlavni metodou bylo
celogenomové sekvenovani (WGS) 32 kment a genomova analyza celkem 159 kment.
Analyza ndm umoznila sledovat evoluci 1 geografické Sifeni nového evropského klonu
STEC 026 (nEC), ktery se rozd¢lil na dva klony- Early (EnEC) a ndmi nov¢ identifikovany
Late New Clone (LnEC). U 4 kmenti LnEC byla dosud nepopsana mutace v A podjednotce
Stx2a, kterd vSak nebyla vice patogenni. Navrhli jsme PCR metodu cilenou na mutaci v
sen/ent genu charakteristickou pro LnEC, ktera predstavuje jednoduchou metodu k rozliseni
EnEC a LnEC v klinickych mikrobiologickych laboratotich. Vérime, ze naSe vysledky
piispély k poznani patogeneze STEC-HUS, a Ze se jejich poselstvi uplatni v klinické péc¢i o

déti s timto onemocnénim.

Klicova slova: Hemolyticko-uremicky syndrom (HUS), Shiga toxin-produkujici E. coli
(STEC), STEC-HUS, shiga toxin (Stx), enterohemoragicka E. coli 026 (EHEC), alternativni

cesta komplementu, eculizumab



2. 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 / | 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



3. UVOD

Hlavni pti¢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 nov¢jsi literatufe spiSe uzivan termin STEC-HUS
s charakteristickym infekénim prijmovitym piredchorobim (Tarr et al. 2005).

Hlavnim patofyziologickym mechanismem STEC-HUS je Shiga toxiny (Stx) mediované
poskozeni glomerularniho endotelu a vznik mikroangiopatické trombozy. Stx zpusobuje
inhibici proteosyntézy a apoptozu Stx senzitivnich bunék. Simultanné dochazi k aktivaci
silné prozanétlivé odpovédi s naslednym uvolnénim cytokini a chemokind, atrakci
leukocyti, tvorbé trombt a k aktivaci komplementu (Noris et al. 2012).

STEC-HUS je nejcastéjsi pricinou akutniho poskozeni ledvin v batolecim a ptedSkolnim
veéku. Spontdnni remise onemocnéni nastane vétSinou za 1-3 tydny, avSak u vice nez 20 %
déti pretrvavda po piekonani akutni fize onemocnéni rUzn€ zdvazna rezidudlni
symptomatologie a mortalita v akutni fazi je 1-5 % (Tarr et al. 2005, Gerber et al. 2002,
Garg et al. 2003, Blahova et al. 2002, Spinale et al. 2012).

Terapie STEC-HUS zlstava prozatim pouze symptomaticka a zahrnuje zejména
rehydratacni terapii, parenteralni nutrici a dialyzu (Tarr et al. 2005, Bitzan et al. 2010).
Recentni studie poukazuji na roli alternativni cesty komplementu v patogenezi STEC-HUS
(Noris et al. 2012; Conway 2015; Orth et al.2009 ; Zoja et al. 2017). Vzhledem k tomu, Ze
u STEC-HUS dochazi k aktivaci komplementu (Thurman et al. 2009, Pape et al.2015), je
mozné ,,off-label“ podani eculizumabu, monoklondlni protilatky proti C5 slozce
komplementu, u t&zkych forem, predev§im u pacientti s CNS symptomatologii. U&innost
terapie je v dané indikaci stale predmétem diskuze.

I ptes rozsahlé epidemiologické studie, pokroky v diagnostice ¢i 1é¢bé, je terapeuticky
uspéch zavisly pfedev§im na v€asné identifikaci rizikovych faktorfi na pocatku onemocnéni.
Hlavni faktory vedouci k rozvoji t€Zkého 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 pfipad
STEC-HUS u détskych pacientli hospitalizovanych ve tiech dialyza¢nich centrech v Ceské
republice, a taky porovnanim klinickych prib&hi u jednotlivych séroskupin STEC.

Ve druhé ¢asti jsem se zabyvala aktivaci alternativni cesty komplementu, jakoZto faktoru
na stran¢ hostitele vedouciho k rozvoji tézkého pribéhu onemocnéni u détskych pacienti se

STEC-HUS.



Ve tfeti Casti jsme se na strané patogena zam¢ftili na hledani novych faktori virulence u
E. coli O26:H11/H, kterd je nejCastéjSim sérotypem non-O157 STEC, ktery celosvétove
zpusobuje prijmové onemocnéni a hemolyticko uremicky sundrom (HUS). “Novy evropsky
klon” (nEC) je vysoce virulentni ST29 klon 026, ktery nese jen stx2, a rapidné se rozsitil do
Evropy v devadesatych letech minulého stoleti. Ackoliv je STEC 026 nejcastéjSim
etiologickym agens u déti s HUS v Ceské republice (Marejkova et al. 2013), nebyla doposud
provedena bliz§i analyza jeho klonalni struktury. Detailnéj$i charakteristika patogenti

pomoci novych molekularné biologickych metod by tak mohla pfispét k urceni rizika

v v



4. CILE DISERTACNI PRACE A PRACOVNI HYPOTEZY

4.1. Studie 1: Retrospektivni analyza pribéhi STEC-HUS u détskych pacientii v Ceské
republice

4.1.1. Cile prace

1. Analyza klinického pribé¢hu STEC-HUS u déti

2. Epidemiologické analyza STEC-HUS a srovnani klinického prib&hu onemocnéni

jedinct infikovanych riznym sérotypem STEC

4.1.2. Pracovni hypotéza

Infekce kmenem STEC 026 je spojena s vys§i morbiditou a mortalitou

onemocnéni HUS.

4.2. Studie 2: Aktivace komplementu je asociovana s tez§im pribéhem STEC-HUS
4.2.1. Hlavni cil prace
1. Zhodnoceni vztahu aktivace komplementu a zadvaznosti pribé¢hu STEC-HUS
4.2.2 Pracovni hypotéza

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

se zavaznéjSim prubéhem onemocnéni.

4.3. Studie 3: Charakteristika dvou pribuznych kmenovych linii Enterohemoragické
Escherichiae coli 026 pomoci celogenomové sekvenace
4.3.1. Cile prace
1. Analyza fylogenetickych vztahii a klonélni struktury STEC 026 izolovanych od
pacientii v Ceské republice pomoci WGS.
2. Identifikace laboratorné¢ rychle diagnostikovatelnych faktori virulence
predikujicich kriticky prab¢h infekce.
4.3.2. Pracovni hypotéza
V¢asna identifikaci virulentnéj$iho kmene STEC 026 miiZe predikovat

zavaznost pribéhu onemocnéni HUS.



5. METODIKA

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

republice.

5.1.1. Pacienti a design studie
Provedli jsme retrospektivni studii dat ziskanych ze zdravotni dokumentace pacientt

hospitalizovanych ve vsech tfech détskych dialyzaénich 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 kultivaéniho zachyceni STEC ve stolici pacienta. Klinicka kritéria pro
HUS byla hemolyticka anémie (hemoglobin < 100 g/l elevace laktat dehydrogenazy,
negativni Coombsuv test, pfitomnost schistocytli v krevnim natéru), trombocytopenie (pocet
desticek < 150x10° /1) a akutniho renalni poskozeni. Dale jsme u pacientl sledovali klinicky
prubeéh, potiebu a délku dialyzy, extrarendlni symptomy a komplikace (neurologické,
kardidlni, plicni, gastrointestindlni) béhem akutni faze onemocnéni.

Detekce a izolace kmenti STEC byla provedena v NRL pro E. coli a shigely ve Statnim

zdravotnim ustavu v Praze.

5.1.2. Statisticka analyza dat

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

Welchuv t-test.

5.2. Studie 2: Aktivace komplementu je asociovana s tezSim pribéhem STEC-HUS

5.2.1.Pacienti a sbér dat

Ve studii byla pouzita klinick4, mikrobiologicka a epidemiologicka data pacientt ze

studie 1: Retrospektivni studie typického HUS (STEC-HUS) u détskych pacientii v Ceské



republice. Z dané kohorty pacientii jsme se dale soustfedili na pacienty, u kterych byly

stanoveny koncentrace slozky C3, jakozto markeru aktivace komplementu.

5.2.2. Statisticka analyza dat

Zakladni statisktické metody, které byly pouzity jsou popsany ve studii 1. P hodnoty
byly nasledné adjustovany pouzitim Bonferroni korekci pro mnohondsobné porovnani.
Asociace mezi hodnotou C3 a biochemickymi parametry a délkou trvani dialyzy byly
testovany pouzitim linearniho regresniho modelu. Ktivku ROC (Receiver operator curve)
jsme pouzili k nalezeni nejlepsi cut-off hodnoty pro C3 koncentraci u pacientti s HUS, ktefi

potiebovali dialyzu.

5.3. Studie 3: Charakteristika dvou p¥ibuznych kmenovych linii Enterohemoragické
Escherichiae coli 026 pomoci WGS

5.3.1. Metody a soubor bakteridlnich kmeni

Hlavni metodou naSeho projektu bylo celogenomové sekvenovani (WGS) kment
026 formou shotgun sequencing pouzitim I[llumina sekvenatoru v spolupraci s laboratofi v
Institute of Hygiene at the University Hospital in Miinster (Doc. MUDr. Martina
Bielaszewska,CSc., Univ. Prof, dr..med. Alexander Mellman, Ph.D.) podle vyrobnich
instrukci. Od pacientii z Ceské republiky v letech 2006 az 2016 bylo izolovano 16 kment
EHEC 026:H11/H-. 10 kmenti pochdzelo od pacienti s HUS, 4 kmeny od pacientl s
krvavym prijmem a 2 kmeny od jedinct s nekrvavym priijmem. Abychom ziskali detailn¢jsi
informaci o struktuie populace nEC, provedli jsme WGS kolekce kmenti nEC z Némecka
(n=11), Italie (n=3), Rakouska (n=2). K ndmi osekvenovované skupin¢ kmenti nEC jsme
nasledn¢ pridali sekvence EHEC O26 piistupné v GenBank databazi. Findlni pocet izolatt
EHEC 026 k analyze byl 159.

Nésledné ve spolupraci s RNDr. Jaroslavem Nunvafem, Ph.D. z Ustavu
mikrobiologie 2.LF a FNM byla provedena analyza ziskanych dat pomoci programu
Geneious R9.1. Genomy byly porovnany s referencnim genomem EHEC 026 a 0157, a
zaroven byly srovnany jednotlivé kmeny mezi sebou. Pfitomnost genti spojenych s
patogenicitou (plasmidové geny EHEC-HlyA, KatP, espP a etpD, stxla a stx2a) byly
hodnoceny pouzitim TBLASTN (Kearse et al. 2012). Z dalSich metod byly vyuZity: analyza
evoluéni historie E. coli 026 pomoci na SNP zaloZzené genomové analyze (web

CSIPhylogeny v1.4.), vytvofeni fylogenetického stromu (program FastTree a MEGA7),

10



analyza synapomorfnich SNP reprezentujicich genomovou diverzitu E. coli O26 (program
Progressive Mauve), analyza stx2a- konvertujiciho profaga E. coli (Geneious R9).

Dalsi testovani EHEC 026 probihalo ve spolupraci s Ing. Monikou Marejkovou,
Ph.D. ze Statniho zdravotniho tstavu 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 dosazena 100 % korelace mezi
ptitomnosti specifické sen/ent PCR s vysledky z WGS.

Cytotoxicita EHEC 026 byla zkouména ve spolupraci s doc. MUDr. Martinou
Bielaszewskou, CSc. ze Statniho zdravotniho ustavu v Praze. VTEC RPLA (Verotoxin-
producing E. coli reverse passive latex agglutination) assay byla provedena podle pokynii
vyrobce. Stxla a Stx2a v supernatantech byly nasledné kvantifikovany a porovnany se
standardnimi supernatanty se znamymi titry koncentraci Stxla (VT1) a Stx2a (VT2). Pouzili
jsme cytotoxickou Vero cell assay. Cytotoxické titry byly nasledné¢ znazornény jako

recipro¢ni hodnoty zifedén¢ho vzorku, ktery usmrtil 50 % bunék (CDso).

11



6. VYSLEDKY

6.1. Studie 1: Retrospektivni analyza pribéhia STEC-HUS u détskych pacientii v Ceské
republice

Béhem 17letého obdobi (srpen 1999 - zati 2015) bylo identifikovano 58 pacienti
s diagnozou STEC-HUS. Klinickd a biochemickéd charakteristika pacientli je uvedena

v tabulce 1.

Tabulka 1 Klinické a laboratorni data détskych pacient béhem akutni faze typického HUS
v Ceské republice (1999-2015)

N Median IQR
Pocet 58
M: F 30:28
Veék (mésic) 27,5 7-129
Doba od zacatku prodromt 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 %
Predchorobi 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 dnd (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, aspartitaminotransferaza, TRF, transfuze;
UPV, uméla plicni ventilace

12



Primérnd roc¢ni incidence STEC-HUS za poslednich 10 let byla odhadnuta na 0,28
pripadid/100000 déti do 15 let (nejvyssi incidence byla 0,56 ptipadi/100000 déti do 15 let
vroce 2007 a 2009) (obrazek 1). Vyskyt onemocnéni byl vyssi v teplych mésicich s

maximem od ¢ervence do zafi.
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Obrazek 1 Incidence STEC-HUS v CR a piehled etiologie v obdobi 1999-2015. Graf také

zobrazuje pocty ptipadl pacientii s jednotlivymi sérotypy STEC zachycenymi v prubéhu onemocnéni.

Extrarendlni manifestace HUS se v na$i kohorté projevila u 31 (53,4 %) d¢cti. Ze
zédvaznych neurologickych komplikaci byly pozorovany tonicko-klonické kiece (n=3),
spastickd 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).

Béhem akutni ataky podlehlo komplikacim HUS 5 déti. Maligni edém mozku byl
pricinou tmrti u 4 pacientl a obé¢hové selhani s asystolii u 1 pacienta.

Jako etiologické agens byl 60,3 % (35/58) ptipadii izolovan kmen STEC ze stolice
pacientll. Nejcastéjsi sérotyp STEC byl O26:HI11 (48,5 % vSech STEC, n=16), déle se
podilely séroskupiny O157:H7 (n=12), O111 (n=5) a 0145 (n=2). Produkce Stx2 byla
zachycena u vSech kmenti 026, 8 kment O157 a 2 kment O145.

Porovnani priabéhtt HUS u pacientii s infekci STEC 026 a O157 neprokazalo zadny

signifikatni rozdil v klinice a laboratornich hodnotach (obrazek 2, tabulka 2).
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Obrazek 2 Porovnani vstupnich laboratornich hodnot u infekci STEC 026 a O157

Tabulka 2 Porovnani pribéhtit HUS u pacientl s infekci STEC 026 a O157

os7 [ | p
N 12 16
Stx2a (n) 4 16
Stx1atStx2a (n) 8 0
vek (mésice) 30,5 26,5 0,68
prodromy (n) Enteroragie 8 7
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

S°

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

6.2. Studie 2: Aktivace komplementu je asociovana s tezSim pribéhem STEC-HUS

Provedli jsme retrospektivni analyzu klinickych a laboratornich dat 33 pacientt se

STEC-HUS (18 chlapct, 15 divek) ve véku 7 mésicti az 10 let v letech 1999 az 2015. Pacienti

byli hospitalizovani 3 az 10 dni (median 5 dni) po objeveni se gastrointestinalnich symptomu

a median trvani hospitalizace byl 22 dni (IQR 3-55 dni). Median trvani oligoanurie pied
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zahdjenim dialyzy byl 3 dny (rozmezi 1-6 dni). Stav 24/33 (72,7 %) pacienti vyzadoval
zahdjeni ndhrady funkce ledvin: peritonealni dialyza u 9, hemodialyza u 12 déti a ve tfech
ptipadech byla PD zménéna na HD. Extrarendlni manifestace HUS se v nasi kohorté
projevila u 14 déti. 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 pfiznakii onemocnéni.
Koncentrace C3 uzivana jako marker aktivace komplementu byla v dobé pftijeti
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 3).
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Obrazek 3 Korelace mezi koncentraci C3 a délkou trvani dialyzaéni terapie (RRT) u
pacientu se STEC-HUS (r=-0,62, p=0,0001)

Vstupni koncentraci C3 u pacientl pii pfijeti k hospitalizaci zobrazuje obrazek 4.
Koncentrace C3 se vyrazné liSila mezi dialyzovanymi pacienty (median = 0,7 g/l, IQR 0,5-
1) a nedialyzovanymi pacienty (medidn = 0, 94 g/L, IQR 0,84-1,07), p=0,001.

Analyza pomoci ROC kiivky odhalila optimalni cut-off hodnotu C3, a to 0,825 g/l
(82,5 mg/ml) se 100 % specificitou a 75 % senzitivitou, plocha pod kiivkou (Area Under

Curve) AUC 0,903 (viz obrazek 5).
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Ostatni prediktory potieby zahajeni dialyzy byly hematokrit a inicidlni eGFR
(neadjustované analyzy). C3 byla jedinym nezavislym prediktorem dialyzy ve vSech

adjustovanych modelech.
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Obrazek 4 Krabicovy graf k porovnani C3 koncentraci u pacientli s a bez dialyzy béhem
akutni faze STEC-HUS. Skupina s dialyzou je vyznagena modie (median = 0,7 g/l, IQR 0,5-1), skupina
bez dialyzy je oznadena Eervenou barvou (median= 0, 94 g/L, IQR 0,84-1,07), p=0,001

Podle cut off hodnoty koncentrace C3 0,825 g/l ziskané 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.

Pocate¢ni a vrcholova eGFR byly signifikantné niz8i ve skupiné 1 béhem akutni faze
onemocnéni (p=0,043 a p=0,44) pomoci univarietni analyzy pted korekci pro multivaria¢ni
testovani. Pomoci multivarietni analyzy byla signifikantn€ asociovana s C3 koncentraci
pouze délka trvani dialyzy. Pacienti s nizkou koncentraci C3 (Skupina 1) méli signifikantné

vice renalnich symptomi (p=0,015).
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Obrazek 5 ROC kiivka (Receiver operator curve) pro cut-off koncetraci C3 slozky
komplementu 0,825 g/l jako prediktor zahajeni dialyzy (AUC 0,903)

6.3. Studie 3: Charakteristika dvou pfibuznych kmenovych linii
Enterohemoragické Escherichiae coli 026 pomoci WGS

Nejdiive jsme provedli celogenomové sekvenovani 16 kmeni EHEC 026
(izolovanych od pacienti s HUS nebo od pacientt s prijmy) v Ceské republice béhem
obdobi 2006-2016. Kmeny O26 pattily do 2 hlavnich fylogenetickych linii, 6 izolath pattilo
k ST21 a 10 izolata k ST29. 9/10 Ceskych sérovart ST29 EHEC 026 pattilo 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 s&x2b. Dany zachyt stx1C genotypu byl poprvé
popsan u kmend nEC.

Sestavenim fylogramu zaloZzeném na single nucleotide polymorfizmu (SNP) s
pouZzitim modelu maximalni podobnosti jsme identifikovali 4 hlavni linie EHEC 026 a
fylogenetickou analyzou jsme zjistili, ze kmeny nEC (ST29C2) se rozdélily do dvou

odliSnych skupin- klastra (viz obrazek 6).
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sT21
plasmid profile: +/+/+- (55/95)
Shiga toxin: Stxia (77/35)

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

§T29C3 (New French clone)

—D—-—ﬂ plasmid profile: - (10/10)

Shiga toxin: Stx2a (210}, Sted (310)

C702. 02

ST29C1 (Japanese clone)

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

Shiga toxin: Stx2a (8112)

al

1128(0111)

Obrazek 6 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 originalni 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 % kment bylo

izolovano do roku 2004. Zatimco kmeny PFGE skupiny C se zacaly objevovat v Evrop¢ az

od roku 2004. Podle toho jsme nésledné pojmenovali nase WGS kmeny homologni k PFGE

skupiné B jako “Casny” Early nEC a WGS skupinu homolognti s PFGE skupinou C jako

“pozdni* Late nEC (obrazek 7).
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Obrazek 7 Detailni celogenomova fylogeneze ST29C2 linii nEC EHEC O26. Kmeny

sekvenované v této studii jsou oznaceny zelené, kmeny, jejichz sekvence byly ziskané z jinych zdroji, jsou
ozna&eny modfe. Krajiny ptivodii jednotlivych kmenii jsou oznaGeny zkratkami: AUS, Rakousko; CZ, Ceskéa
republika; FR, Francie; GER, Némecko, IT, Italie, JAP, Japonsko; NE, Nizozemsko; NOR, Norsko.
K jednotlivym kmentim je ptifazen typ stx2a konvertujiciho profaga (typ I, typ I, other- jiny typ, n.d.- typ
nezjistén) a je oznacena zmeéna v aminoskupiné Stx2a (273A—T) typicka 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 znazornéni jiného kmene nez 026 (Ogura et al. 2009)

Abychom odvodili genetickou udalost, kterd 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 kmenti zahrnujicich ST21 a
ST29 non-nEC kmenil (tzv. synapomorfni mutace). Déle jsme se zaméfili na paralelni
evoluci missense synapomorfnich mutaci (které ovliviiuji funkci kédovanych proteint) 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 savcd, a tim pddem 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 LnEC, kterd zachyti mutaci v

sen/ent genu. Danou PCR jsme nasledn& pouzili u viech nEC izolati z Ceské republiky
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(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 8.
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Obrizek 8 Rocni incidence Early nEC a Late nEC v Némecku a Ceské republice. Graf
znazoriuje proporci EnEC a LnEC v ramci nEC kmenu (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

Shiga toxiny kdédované stx geny jsou zodpovédné za systémovou komplikaci EHEC
infekci, jakou je HUS. Stx geny jsou lokalizovany v genomu lambdoidového profaga (stx-
konvertujici fag), ktery je velmi heterogenni. Detailné jsme se zaméfili na profagy nEC a
analyzovali jsme stx-konvertujici profagy u Early a Late nEC. V souladu se studii Delannoy
et al. (Delannoy et al. 2015), nase vysledky prokazuji, ze stx2a-konvertujici profag, ktery je
virtualné identicky s profagem E.coli O104:H4 (zde pojmenovany jako typ I), je
predominatné ptitomen mezi nEC izolaty. Pfekvapivé byl u 4 Late nEC byl identifikovan
jiny vzdaleny typ stx2a-konvertujiciho profaga (typ II). Ackoliv leva polovina (5- konec)
sekvence profiga typu II je identickd s O104:H4, pravad polovina (3- konec) byla
signifikantné odliSnd a nejvice podobnd sekvenci stx2a-konvertujiciho profdga EHEC
O157:H7. Pozoruhodné je to, Ze typ Il nese jednu bodovou mutaci v levé poloving sekvence,
ktera je identickd a pfitomna téZ u stx-konvertujiciho faga typu I, typu II a O104:H4. Tato
mutace, kterd ma za nasledek zaménu alaninu (A) 273 za threonin (T) 273 v Stx2a A
subjednotce, je nove zjisténd a neni uvedena mezi jiz zndmymi diverzitami proteinu Stx2a.

Abychom zjistili, zda dana A273 --> T273 mutace v A podjednotce Stx2a kédovana
stx2a-profagem typu II ma vliv na toxicitu vysledného bilkovinného produktu Stx2a,
porovnali jsme pomoci Vero bunéénych cytotoxickych titri a specifické aktivity (CD50/ng

toxin) stx2a produkovanych kmeny nEC s profagem typu II a kmeny nEC s dalSimi typy
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profagl. Zjistili jsme, Ze dand mutace nema efekt na biologickou aktivitu, jelikoz jsme
nezaznamenali zadny signifikatni rozdil. Porovnani mnozstvi stx2a, cytotoxickych titri, a
specifické aktivity Stx2a mezi kmeny Late a Early nEC neodhalilo rozdilnost mezi danymi
liniemi. Nicméné plati, Ze jak cytotoxicita, tak i specificka aktivita byla vy$§iu kment ST29

nEC, nez u stx2a produkujicich kmenti ST21 (p <0,01) (obrazek 17).
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Obrazek 9 Stx2a produkce u nEC kment. Tabulka znazorfiuje mnoZzstvi 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 primérem ¢tyf méteni. *p <0,01 je
pro porovnani mezi ST21 a ST29 kmeny.
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7. DISKUSE

Nase vysledky ukézaly, ze STEC sérotyp O26:H11 se vyznamné uplatiiuje jako
pivodce STEC-HUS v Ceské republice a je nejéastéjsim vyvolavatelem daného
onemocnéni. Na druhém misté byl celosvétove nejrozsitenéjsi sérotyp O157:H7. Podobné
vysledky byly popsany i jinde ve svété (Karch et al. 2005; Luna-Gierke et al. 2014), stejné
jako sezonni vyskyt HUS zejména v letnich mésicich (Bruyand et al. 2018).

U vSech kmenli O26:H11 byla prokdzana produkce Stx2, tedy toxinu, ktery je
spojeny s vyss$i virulenci STEC a je prediktorem zdvazného pribéhu onemocnéni a progrese
infekce v HUS (Bielaszewska et al. 2013). Proto jsme také predpokladali, Ze onemocnéni
kmenem O26 bude spojeno s vyssi morbiditou a mortalitou. Porovnani pribéhia HUS
zpusobenych riznymi sérotypy STEC vSak neptineslo signifikantni rozdily v laboratornich
hodnotach, klinickém prabéhu infekce a vySSim riziku umrti. Absence statisticky
vyznamného rozdilu mize byt dana malym poctem pacient, k prikazu rozdilné
patogenicity riznych kmentt STEC jsou potiebné dalsi studie.

Nami ziskana data v retrospektivni studii se velmi nelisi od dat publikovanych
v literatufe. HUS nejcastéji postihoval déti do 3 let véku, u témér 2/3 ptipadii nutna
dialyzacni 1écba (n=37, 63,8 %). U 25,5 % pacientli se rozvinuly neurologické komplikace,
vy$$§i, neZ uvadi dostupné publikace, a to 8,62 % (5/58) misto 3-5 % (Gould et al. 2009; Tarr
et al. 2005, Karpman 2002). Jako diivod se nabizi fakt, ze kohortu pacientti nasi studie tvotily
déti s horSim prabéhem hospitalizované ve tiech détskych dialyza¢nich centrech. Lehci
prubéhy HUS mohly byt hospitalizované na jinych détskych pracovistich, a tim padem
nebyly soucasti souboru pacientt.

Nase studie zaméfend na aktivaci komplementu ukazuje, Ze pacienti se STEC-HUS
s koncentraci C3 pod 0,825 g/l v dob& piijeti k hospitalizaci (a tudiz inicidlni fazi
onemocnéni), maji signifikantné vyssi riziko potteby zahajeni dialyzy a téz vyssi riziko
rozvoje extrarenalnich komplikaci. Koncentrace C3 se ukézala jako nezavisly prediktor
délky trvani dialyzy. Vzhledem k danému zjiSténi mizeme ptedpokladat, ze aktivace
komplementu miiZe byt asociovana s t&z8im pribéhem HUS u détskych pacientt.

NaSe studie prokazala, Ze nizka koncentrace C3 pii pfijeti k hospitalizaci je
a minimdlni eGFR) a s vétsi potiebou dialyzy. Dané zjisténi je nové a doposud nebylo

publikované v zddném literdrnim zdroji.
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Nejcast¢jsi pri¢inou umrti u déti se STEC-HUS je postizeni centralniho nervového
systému (Siegler 1994, Oakes et al 2008). Také v nasi studii byla neurologicka komplikace
nejcastéjsi pricinou umrti béhem akutni fdze onemocnéni a u obou piipada byla koncentrace
C3 pfi ptijeti nizs$i nez 0,825 g/l (0,6 a 0,66 g/l). Jelikoz nizkd koncentrace C3 slozky
komplementu byla v nasi studii asociovana s ¢asté&j$imi komplikacemi, predpokladame, ze
tito pacienti budou vyzadovat pec¢livéjsi monitoraci neurologického stavu béhem akutni faze
onemocnéni.

Béhem poslednich let je diskutovdna terapeutickd tloha eculizumabu, jakoZto
inhibitoru komplementu u zavaznych ptipadid STEC-HUS (Noris et al. 2012; Conway 2015;
Orth et al.2009 ; Zoja et al. 2017, Thurman et al. 2009, Ferraris et al. 2015). Na zéklad¢
naSich vysledka se domnivame, ze Casna blokada komplementu miize ovlivnit akutni fazi
HUS. K potvrzeni této hypotézy musime vyckat na vysledky randomizovanych
kontrolovanych studii u déti, které v soucasné dob¢ probihaji (UK, Francie).

V posledni studii jsme vyuzitim celogenomové na SNP zaloZené analyzy dokézali,
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
(EnEC a LnEC). Vzhledem k Cetnym genetickym odliSnostem je pravdépodobné, Ze k jejich
expanzi doSlo nezdvisle. NaSe analyza stx2a-konvertujicich profagh u nEC klona
identifikovala ptevladajici typ profaga (oznaCeného jako typ I), ktery obsahuje témef
kompletni sekvenci identickou s stx2a-konvertujicim profdgem kmenu EHEC O104:H4
kmenu, ktery v roce 2011 zptsobil epidemii HUS v Némecku (Mellman et al. 2011). V nasi
studii jsme zjistili, ze Ctyfi kmeny Late nEC nesly stx2a-konvertujiciho faga, jehoZ sekvence
je tvofena dvéma regiony, které jsou vysoce homologni s stx2a-fagy EHEC O104:H4 a
EHEC O157:H7 (oznacen jako typ II) a identifikovali jsme u nich novou a doposud
nepopsanou mutaci Stx2a 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 prokdzano specifickou aktivitou na Vero
buniky Vero. Toxicita Stx2a byla podobnd jako u kmenil nesoucich profagy typu I (obrazek
9). Biologické ucinky vyvolané touto mutaci Stx2a je nutné jesté objasnit na vetsim poctu
kment.

Analyzou paralelni evoluce missense synapomorfnich mutaci (které ovliviiuji funkci
kédovanych proteintl) byly u Late nEC identifikovany 3 mutace ve fimbridlnich proteinech,

které mohou mit vliv na perzistenci Late nEC u savcl, a tim pddem mohou mit vliv na

23



patogenezi onemocnéni u ¢lovéka. Jako efektivni metoda k rozliSeni etiologie EHEC 026
infekce u pacientt se jevi vySetfeni PCR k pritkazu sen/ent, kterou jsme navrhli v nasi studii
v kombinaci s plasmidovym profilovanim kmeni k identifikaci Early a Late kmenti nEC.
Dané metody mohou byt uzitecnym a jednoduchym nastrojem pro identifikaci kmentt LnEC

a EnEC a mohou slouzit ke kontrole $itfeni téchto patogent u skotu a jinych zvirat.
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8. ZAVER

HUS pfedstavuje zavazné onemocnéni détského veéku. Naddle se ve své praxi
bohuzel setkdvame s fulminantnimi pribéhy STEC-HUS s fatdlnimi extrarenalnimi
komplikacemi, které nejsme schopni lécebné ovlivnit. Hlavni patofyziologické faktory
vedouci k rozvoji tézkého pribéhu STEC-HUS jsou stale nezndmé a mizou byt jak na strané
hostitele, tak na strané STEC.

NasSe prvni studie navazuje na prace pani doc. Blahové, doc. Bielaszevské a ing.
Marejkové a dopliuje tak celkovy piehled STEC-HUS u déti v Ceské republice. Nase
vysledky ukézaly, ze STEC sérotyp O26:H11 se vyznamné uplatiuje jako ptivodce STEC-
HUS v Ceské republice a je nejéastdj§im vyvolavatelem daného onemocnéni. U viech
kmeni O26:H11 byla prokadzéna produkce Stx2, tedy toxinu, ktery je spojeny s vyssi
virulenci STEC a je prediktorem zavazného pribéhu onemocnéni a progrese infekce v HUS.
Porovnani prabéhit HUS zplsobenych riznymi sérotypy STEC vSak nepfineslo
signifikantni rozdily v laboratornich hodnotéach, klinickém prabéhu infekce a vy$Sim riziku
umrti a k danému zhodnoceni rozli¢né virulence STEC bude potieba dalSich studii.

Vysledky naSi studie zabyvajici se aktivaci komplementu potvrdila asociaci
koncentrace C3 slozky komplementu jako markeru aktivace komplementu se zavaznosti
prubéhu HUS. Ukazuje, Ze pacienti s koncentraci C3 pod 0,825 g/ v inicidlni fazi
onemocnéni, maji signifikantné vys$i riziko potfeby zahdjeni dialyzy a rozvoje
extrarenalnich komplikaci. Navic se koncentrace C3 komplementu ukazala jako nezavisly
prediktor délky trvani dialyzy. Vzhledem k danému zjisténi lze predpokladat, Zze aktivace
komplementu muze byt asociovana s téz§im prabéhem HUS u détskych pacienti. Na
zéklad¢ nejen nasich vysledka Ize predpokladat, ze by terapeutické ovlivnéni komplementu
mohlo mit vliv na pribéh onemocnéni.

Také porozuméni rizikovym faktorim na strané¢ STEC zplsobujici STEC-HUS,
mize napomoci identifikovat déti s rizikem komplikovaného pribéhu choroby. Proto
poslednim cilem na$i prace bylo porozumét vlastnostem jednotlivych STEC 026 klont
schopnych vyvolat HUS. Genetickd analyza nam umoznila sledovat evoluci 1 geografické
Sifeni téchto klonti poukazuje na skutec¢nost, Ze nNEC EHEC 026:H11/H-, ktery se objevil v
Evrop¢ od devadesatych let minulého stoleti neni homogenni, ale rozdé&lil se na dva vzdéalené
klony, které jsme nazvali jako Early (EnEC) a Late new Clone (LnEC). Nédmi nové
identifikovany a dosud nepopsany LnEC (27 kmentl) se 1isi od nEC né€kolika vlastnostmi:

70 SNP, 3 missence mutacemi ve fimbrialnich proteinech, mutaci v genu sen/ent (dany gen
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koduje Shigella flexneri enterotoxin 2), a u 4 kmenil také ptritomnosti profaga typu II.
Missence mutace A273 — T273 v Stx2a u 4 kment LnEC nesoucich profaga typu I, kterou
jsme nalezli je doposud nepopsanou mutaci v katalytické podjednotce Stx2. Porovnani
mnozstvi stx2a, cytotoxickych titrti a specifické aktivity Stx2a pomoci Vero-assay mezi
kmeny Late a Early nEC neodhalilo rozdilnost mezi danymi liniemi a dand 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, ptedstavuje rychlou a jednoduchou
metodu k rozliSeni Early a Late nEC v klinickych mikrobiologickych laboratotich.

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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