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We provide methodological information about laboratory diagnostics of infections caused by Shiga toxin-produ-
cing E. coli strains with a particular emphasis on molecular methods. We also report on the implementation of the
whole-genome sequencing for the detection of national and international outbreaks caused by these pathogens.
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Analyza stfevné-patogennich kmeni E. coli v NRL/ECS
a jejich hlaseni do ISIN

Hlavni néplni prace Narodni referencni laboratofe pro
E. coli a shigely (NRL/ECS) je podrobna analyza kment
E. coli zaslanych do NRL/ECS k priikazu jejich pato-
gennich vlastnosti. V pfevazné vétSiné se jednd o kmeny
E. coli z rektalnich vytéra a stolic od pacientl s prdjmem,
které vSak nelze béZnymi metodami (tedy pomoci kultivace
a nasledné sérotypizace) odliSit od nepatogennich kment
E. coli, které jsou soucasti stfevni mikroflory. V urcitych
zavaznych ptipadech je do NRL/ECS zasilana pfimo stolice
pro nésledné zpracovani specifickym postupem (viz kapitola
Analyza kmenti STEC v NRL/ECS v letech 2020-2021).

Pro potvrzeni patogenity kmend E. coli a jejich nasledné
zatazeni do patoskupin neboli patotypi stfevné-patogennich
E. coli je nevyhnutelné pouziti molekularnich metod (napf.

PCR), kterymi 1ze detekovat geny kédujici rizné faktory
virulence ¢i jiné markery, které jsou specifické pro dany
patotyp [1, 2, 3]. Pfehled téchto markerovych geni, které
v NRL/ECS detekujeme, je uveden v Tabulce 1. Urceni
patotypu je duleZité nejen z diagnostického hlediska, ale
1 z hlediska terapeutického a zejména epidemiologického.
Infekce patogennimi kmeny E. coli se nasledné hlasi do
Informacniho systému infek¢éni nemoci (ISIN) pod diagno-
zou odpovidajici detekovanému patotypu.

Jak je patrné z Tabulky 1, kmeny E. coli téZe sérosku-
piny mohou patfit k riiznym patotyplim, pfipadné se miiZze
jednat o hybridy patotypt. Napf. ptivodce rozsahlé epide-
mie prijmu a hemolyticko-uremického syndromu (HUS)
v Némecku v roce 2011 byla E. coli 0104 nesouci geny stx2
aaggR, tedy hybrid Shiga toxin-produkujici E. coli (STEC)
a enteroagregativni E. coli (EAEC) [4].

Pokud diagnosticka laboratot neprovadi testovani mar-
kerovych gent, neni moZné zatadit kmen E. coli (pouze na
zékladé sérotypizace) do spravného patotypu, a neni tak
moZzné nahlasit pacienta do systému ISIN pod odpovidajici
diagnézou. V takovém pfipadé doporucujeme zaslat kmeny
E. coli k dourceni patotypu do NRL/ECS ve Stitnim zdravot-
nim dstavu (SZU) Praha. V tomto ¢lanku se dale podrobnéji
vénujeme laboratorni diagnostice kmenti STEC.

Laboratorni diagnostika kmeni STEC

STEC, oznacované také jako enterohemoragické E. coli
(EHEC) nebo Verocytotoxin-produkujici E. coli (VTEC),

v
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Tabulka 1: Pfehled patotypU stfevné-patogennich E. coli analyzovanych v NRL/ECS

Patotyp stfevné- Markerovy gen | Typicka O-skupina Klinicky obraz Kéd dg pro hlaseni do
patogennich E. coli - vypsany pouze ty, ISIN

které testuje NRL/ECS

(aglutinacné nebo PCR)
STEC (Shiga six1, stx2 asi 150 riznych O-skupin! | Akutni vodnaté, ¢asto i krvavé prdjmy A04.3 Enterohemoragické
toxin-produkujici) ~TOP 57: 26,103, 111, —zejm. u déti do 5 let a dospélych nad infekce, pvodce:

145, 157 60 let. U 5-15 % pfipadd hrozi riziko Escherichia coli

Casté v EU takeé: 55, 80, 91, | rozvoje HUS.

121, 128, 146, 174
EPEC eae 26, 55, 86, 103, 111, 114, | Silné vodnaté prijmy, ob¢as i s krvi, A04.0 Enteropatogenni
(enteropatogenni) 118, 119, 125, 126, 127, zejm. u déti do 5 let. infekce, plvodce:

128, 142, 157, 158 Escherichia coli
ETEC elt, estlA, estiB | 6, 8, 15, 20, 25, 27, 29, 55, | Akutni vodnaté prijmy déti a dospélych, | A04.1 Enterotoxikogenni
(enterotoxigenni) 63,73, 78, 86, 114, 115, obvykle s cestovatelskou anamnézou. infekce, plvodce:

119, 126, 128, 136, 148, Escherichia coli

153, 159, 166, 167, 169
EIEC ipaH 28, 29, 112, 115,121, 124, | Onemocnéni klinicky podobné bacilarni A04.2 Enteroinvazivni
(enteroinvazivni) 136, 143, 144, 152, 159, dysenterii, obvykle s cestovatelskou infekce, plvodce:

164, 167 anamnézou. Escherichia coli
EAEC aggR 15, 44, 86, 104, 111,125, | Akutni nebo chronické prljmy déti A04.4 Jiné stievni infekce,
(enteroagregativni) 126, 128 a dospélych, u 30 % i s krvi. Obvykle plivodce: Escherichia coli

s cestovatelskou anamnézou.

Tabulka vychazi z referenci [2] a [3].

stievné- patogennich E. coli u lidi. V prabéhu infekce pro-
dukuji tyto kmeny ve stfevnim traktu Shiga toxiny, které
se po absorpci dostavaji krevni cestou do cilovych organti
(ledviny, mozek), kde poskozuji mikrovaskularni endotel.
Rezultujici trombotickd mikroangiopatie je patofyziolo-
gickym podkladem zavazného pribéhu infekce STEC, a to
hemoragické kolitidy (prijmu s masivni pfimési krve) a Zivot
ohroZzujiciho HUS [5]. HUS vyvolany kmeny STEC (také
oznacovany jako typicky HUS) se rozviji u cca 5-15 % pa-
cientl s infekci STEC, a to zejména u déti do 5 let a starSich
lidi [6, 7]. V ptipadé rozvoje HUS hrozi ve 3-5 % tmrti
aaz u 30 % prezivsich pacientli se mohou rozvinout pozdni
komplikace (proteinurie, hypertenze, neurologické ptiznaky,
snizena glomerularni filtrace a chronické rendlni selhani,
které muize vést aZ k nutnosti transplantace ledvin) [8, 9].

STEC jsou také ptivodci nekomplikovanych vodnatych
prijmi, u cca 50 % pacientti bez ptitomnosti zvySené teplo-
ty; popsané bylo také asymptomatické nosic¢stvi STEC v ro-
dinéch s vyskytem tohoto onemocnéni [10]. Infek¢éni davka
STEC je nizka (< 50 bakterii), fekalné-oralni pfenos je proto
snadny; dominantnim rezervoarem je hoveézi dobytek [3, 7].

Z dbvodu zavaznosti pribéhu infekci zplsobenych
kmeny STEC jsou tyto infekce zafazeny do systému epi-
demiologické bdélosti dle vyhlasky 473/2008 Sb. ve znéni
pozdéjsich predpist [11]. Dle této vyhlasky jsou mikrobiolo-
gické laboratore v Ceské republice povinné zasilat suspektni
kmeny STEC do NRL/ECS v SZU Praha, a to zejména
séroskupiny patfici do tzv. ,,TOP 5 026, 0103, Ol11,
0145 a O157. Tato pétice predstavuje séroskupiny nejcasteji
detekované u kment STEC zodpovédnych za zdvazna lidska
onemocnéni véetné HUS [7, 12]. Je vSak nutno dodat, Ze ne

vSechny kmeny ,,TOP 5 séroskupin patii k patotypu STEC.
Patotyp kmenu E. coli neni din séroskupinou, nybrz
pritomnosti faktora virulence charakteristickych pro
dany patotyp (Tabulka 1).

Pro potvrzeni patotypu STEC je vidy nutna detekce
genu pro Shiga toxiny nebo detekce vyprodukovanych
Shiga toxinu. Evropska legislativa pfipousti jesté dalsi
dvé kritéria pro laboratorni diagnostiku STEC, a to prikaz
specifickych anti-O protildtek (pouze u pacientit s HUS)
a kultivacni priikaz sorbitol-nefermentujicich kment E.
coli 0157 [13]. I kdyz sorbitol-nefermentujici E. coli O157
patii mezi nejcastéjsi séroskupiny STEC vyvolavajici lidska
onemocnéni, je nutné zddraznit, Ze neptitomnost fermentace
sorbitolu neznamend, Ze kmen E. coli O157 automaticky ob-
sahuje gen pro produkci Shiga toxinu, a tudiZ je STEC; toto
je nutné v kazdém piipadé ovéfit metodou PCR. Radi by-
chom dale upozornili, Ze existuji také sorbitol-fermentujici
kmeny STEC O157, které byly popséany jako ptivodci prijmu
a HUS predevsim v Evropé [7, 12, 14]. Z diagnostického
hlediska je také dilezité pripomenout, Ze naprosta vétSina
séroskupin E. coli (véetné 026, O111, 0103 a O145) jsou
kmeny sorbitol-fermentujici. Proto laboratorni diagnostika
STEC zaloZena pouze na sledovani fermentace sorbitolu
neni spravna.

Analyza kmenu E. coli ,,TOP 5 v NRL/ECS v letech
2020-2021

V NRL/ECS jsme v letech 2020-2021 analyzovali
1 305 huménnich kment E. coli, a to pfevazné od pacientt
s prijmovou diagnézou. U 43,5 % analyzovanych vzorki
(568 kment) jsme aglutina¢né nebo metodou PCR prokazali
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Graf 1: Podil patotypti u kment E. coli patficich k ,,TOP 5“ séroskupinam, které byly vySetfovany v NRL/ECS v roce 2020 a 2021
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jednu z ,,TOP 5% séroskupin, které jsou nejcastéjsimi pro-
ducenty Shiga toxint.

Gen pro Shiga toxin jsme (v obou letech shodn¢) potvr-
dili u 12 % vsech kmeni patricich k ,,TOP 5 dorucenych
do NRL/ECS: v roce 2020 u 32 z 267 kmend, v roce 2021
u 36 z 301 kmend. Nejvyssi podil STEC mezi zaslanymi
kmeny dané séroskupiny jsme v roce 2020 zaznamenali
u séroskupiny O157, kde 27,8 % (10 z 36) kmenl bylo
pozitivnich na gen stx1, szx2 nebo jejich kombinaci. Druhy
nejvyssi podil kmentt STEC jsme v roce 2020 zaznamenali
u séroskupiny O103 (15,8 %, tj. 6 z 38 kmenti). V roce
2021 se stala majoritni séroskupinou O103; az 27,3 % (12
ze 44) kment E. coli 0103 pattilo k patotypu STEC. Druhy
nejvys$si podil kmentt STEC jsme v roce 2021 zaznamenali
u séroskupiny O157; gen stx jsme detekovali u 19,4 % (7
z 36) vSech zaslanych kmend. NejniZsi podil kmentt STEC
jsme v obou letech detekovali u séroskupiny O111 (2,3 %
resp. 2,1 %) (Graf 1).

Castgji se v ramci téchto ,, TOP 5% séroskupin jednalo
o patotyp enteropatogenni E. coli (EPEC). AZ 68,9 %
(184 z 267) kment zaslanych v roce 2020 a 72,4 % (218
z 301) kment zaslanych v roce 2021 bylo pozitivnich na
gen eae kédujici intimin a zaroveni negativnich na geny stx
(Graf 1). Nejvyssi podil kmend EPEC jsme zaznamenali
u séroskupiny 026, kde 78,6 % (88 ze 112) kmentl v roce
2020 a 81,4 % (114 ze 140) kment v roce 2021 patfilo do
tohoto patotypu (Graf 1).

Zhruba 15 % kmenit z ,,TOP 5% zaslanych v letech
2020-2021 nepattilo k zadné z testovanych patoskupin
sttevné-patogennich E. coli. Nejvyssi podil takovych kme-
ni jsme zaznamenali u séroskupiny O103 (42,1 % v roce
2020 a 29,5 % v roce 2021), naopak nejnizsi podil (2,7 %
v obou letech) u séroskupiny O157. D4 se proto fici, Ze

pokud je ve vzorku detekovan kmen E. coli O157, bude
vysoce pravdépodobné patogenni, a to bud jako patotyp
EPEC nebo STEC. U ostatnich séroskupin z ,,TOP 5 se
pravdépodobnost patogenity (EPEC nebo STEC) pohybuje
v rozmezi 58-90 %.

U kment E. coli nepatricich k ,,TOP 5% byl nejéastéji
detekovan patotyp EPEC, atou 15,1 % (111 ze 737) kment
zaslanych do NRL/ECS v letech 2020-2021. Nejcastéji se
jednalo o séroskupiny O55 (23 kment), 0128 (16 kmenti)
a 0127 (11 kment).

Analyza kmeni STEC v NRL/ECS v letech 2020-2021

Kromé kmenl E. coli patticich k ,,TOP 5* séroskupindm
testujeme v NRL/ECS na pfitomnost genu stx i vSechny
ostatni doruc¢ené kmeny E. coli. Divodem je, Ze pfitomnost
genu stx neni omezena jenom na vyse zminéné ,,TOP 5
séroskupiny. V literatuie se udava vice nez 150 riznych
séroskupin E. coli, u kterych byly Shiga toxiny (nebo jejich
geny) detekovany [2]. V rdmci laboratorni diagnostiky je
dilezité mit na paméti, Ze Shiga toxin muZe produkovat
kmen E. coli jakékoliv séroskupiny, protoze stx gen se
nachazi v genomu bakteriofaga, ktery se miiZe integrovat
do bakteridlniho chromozomu rtiznych kment E. coli, ale
také vyclenit a nasledné infikovat dalsi kmeny E. coli [15].
Podle zprav EFSA a ECDC se v Evropé kromé ,,TOP 5*
séroskupin ¢asto vyskytuji u kmenti STEC také séroskupiny
055, 080, 091, 0121, 0128, 0146 a O174 [3] (Tabulka
1). Pti zasilani pouze ,,TOP 5 séroskupin E. coli do NRL/
ECS mohou byt tak dalsi kmeny STEC nezachyceny, a tudiz
poddiagnostikovany.

Celkové jsme v roce 2020 diagnostikovali 35 ptipadd
infekci STEC, v roce 2021 41 pripadil infekci STEC, a to
prevazné u déti do dvou let. Ve vétsiné pfipada se jednalo
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Tabulka 2: Zastoupeni séroskupin u kment STEC analyzovanych v NRL/ECS v roce 2020 a 2021

Séroskupina Rok 2020 Rok 2021

STEC pocet prijem krvavy HUS asympt. pocet prijem krvavy HUS asympt.
(%) préjem pribéh (%) prtjem pribéh

026 12 (34,3) 8 0 4 0 12 (29,3) 6 2 2 2

0103 6(17,1) 6 0 0 0 12 (29,3) 9 1 0 2

o111 1(2,9) 1 0 0 0 1(2,4) 1 0 0 0

0145 3(8,6) 2 0 1 0 4(9,8) 1 1 2 0

0157 10 (28,6) 6 1 3 0 7(17,1) 4 2 0 1

ONT 1(2,9) 0 0 0 1 2(4,9) 0 0 1 1

jenom gen stx 2(57) 1 0 0 1 3(7,3) 0 0 3 0

(v pfipadé stolic)

Celkem (%) 35(100) | 24(68,6) | 1(2,9) 8(22,9) 2(57) | 41(100) | 21(51,2) | 6(14,6) | 8(19,5) | 6(14,6)

Pozn.: % jsou pocitana z celkového poctu STEC za dany rok. Pocty nezahrnuiji zachyty STEC z opakovanych a kontrolnich odbérd. U kaZdého pacienta
je zapoditan nejzavaznéjsi klinicky prabéh infekce (napf. i u pacientd s typickym HUS je na pocatku prijem, ale v tabulce je zapoéitan HUS).

o kmeny STEC patfici k séroskupinam ,,TOP 5% (Tabulka
2). V roce 2020 jsme u kment STEC nejCastéji detekovali
séroskupinu 026 (34,3 %), dale pak O157 (28,6 %) a 0103
(17,1 %), méné Casto O111 nebo O145. V roce 2021 se
v ramci kmenid STEC zvySil podil séroskupiny O103, u které
byly geny stx detekovéany stejné Casto jako u séroskupiny
026 (u obou 29,3 % kmentl); zaroveni poklesl podil kment
STEC O157 (17,1 %). Ve tfech ptipadech se ndm sérosku-
pinu nepodafrilo ur¢it (ONT = O-antigen netypovatelny)
(Tabulka 2).

V 16 ptipadech (po 8 v obou letech) doslo v pribéhu
infekce k rozvoji HUS s dalSimi pozdé;jsimi komplikacemi,
v jednom pfipadé infekce skoncila letdlné. V prevazné veétsi-
né byl zavazny prubéh spojen s pritomnosti genti pro Shiga
toxin 2. HUS jsme vSak zaznamenali i v pfipadé dvou infekci
kmenem STEC produkujicim pouze Shiga toxin 1. I kdyz se

woeve

Graf 2: Klinicky pribéh infekce STEC (adaptovano z publikace [6])

Prabéh infekce STEC (ve dnech)

progresi infekce do HUS pfitomnost Shiga toxinu 2 [7, 12,
16], potencialné zévazna je kazda infekce kmenem STEC.
Prubéh infekce STEC zavisi také na dalSich faktorech
jako je vék, imunita pacienta a zejména infek¢éni davka,
nikoliv na séroskupiné [3].

V péti pripadech (4 % z analyzovanych stolic) jsme in-
fekce STEC detekovali pouze na zaklad€ prikazu genil stx
v primokultufe pomnoZené stolice bez nasledné tspésné izo-
lace kmene obsahujiciho tento gen. PakliZe stolice pochazeji
od pacientt s HUS, detekce genti stx bez nasledného zachytu
kmene STEC muZe byt zpisobend predevsim témito faktory:

a) nedodrZenim preanalytické faze vysetfeni, konkrétné
skladovanim stolice bez zmrazeni, kdy miZe dojit k vy-
¢lenéni profagu s geny pro Shiga toxiny z bakteridlniho
chromozomu. V takovém pfipad¢ je pomoci PCR mozné
prokazat gen stx, ale nasledn€ neni mozné najit kmen STEC
v narostlé kultufe. I v pfipadé detekce geni pro Shiga toxiny
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bez nélezu kmene STEC je v§ak moZné oznacit STEC za
pavodce infekce [13].

b) pozdnim odbérem stolice: od zacatku prijmu do roz-
voje HUS, coz trva asi tyden, mnozstvi bakterii STEC ve
stolici pacienta rychle klesa (Graf 2), a miZe tak byt ve
stolici odebrané ve stadiu HUS na hranici detekovatelnosti
pomoci kultivace. Pii pouziti béZnych postupi pro mikro-
biologické vySetieni stolice v klinickych laboratofich (tj.
uziti rektalniho vytéru nebo stolice jako vychoziho materidlu
a jeho pfima inokulace na pevné plotny bez ptedchoziho po-
mnoZeni) se tak kmeny STEC ¢asto nezachyti, protoZe jsou
prerostlé kmeny E. coli patficimi k béZné mikrofléte. Pro
zvyseni pravdépodobnosti prikazu infekce STEC u pacientl
s HUS zavedla NRL/ECS optimalizovany diagnosticky po-
stup, ktery kombinuje zvyseni kvantity vychoziho materialu
(. vySetfeni vzorku stolice, nikoliv pouze rektilniho vytéru)
s pomnoZenim v Hajna bujonu a naslednym vyuzitim selek-
tivnich a citlivych metod ke specifickému prikazu STEC.
Tyto postupy zahrnuji imunomagnetickou separaci pro
selektivni koncentraci STEC ,,TOP 5 séroskupin a nasled-
nou kultivaci na sorbitol McConkey agaru (SMAC), SMAC
s cefiximem a teluritem (CT-SMAC) a enterohemolysino-
vém agaru (EHLY agar). Narostlé kultury (smési i jednotlivé
suspektni kolonie) jsou nasledné testovany pomoci PCR na
pritomnost genti kédujicich faktory virulence (stx a eae).
Tato metoda byla podrobné popsdna v naSich ptedchozich
publikacich [9, 12, 17].

Po konfirmaci pfitomnosti gent stx v NRL/ECS jsou
infekce STEC nasledné hlaSeny do systému ISIN pod

diagnézou A04.3. NRL/ECS je pak déle kazdoro¢né hlasi
za CR do evropského systému TESSy. V priméru se jedn
0 35 pripadt ro¢né (data za roky 2019-2021), cozZ predstavuje
incidenci 0,3 pfipadii na 100000 obyvatel. Je to vyrazné
méné neZ hlési jiné zemé EU/EEA, kde se infekce STEC
fadi na ctvrtou pficku nejcastéji hlaSenych alimentdrnich
zoon6z (incidence za rok 2020 cinila 1,59 ptipadl na
100000 obyvatel) [18]. Diagnostika infekci STEC je v CR
stale zaloZena na sérotypizaci a nasledném zasilani kmena
»TOP 5 k prikazu stx do NRL/ECS. Efektivnéjsi pristup
k diagnostice STEC, primarné nezavisly na séroskuping,
ale zaloZeny na prikazu stx gend (optimalné s naslednou
izolaci kmene STEC), by velmi pravdépodobné navysil
pocet piipadi infekce STEC v CR. Tento postup popisujeme
nize v odstavci Metodicka doporuceni k detekci kmenti
STEC v klinickych laboratorich.

Subtypizace a sekvenovani kmeni STEC v NRL/ECS
a nasledna detekce klastri

Kmeny STEC jsou v NRL/ECS dale podrobeny subty-
pizaci gent stx pomoci PCR. V pfipadé¢ Shiga toxinu 1 tes-
tujeme subtypy stxla, stxlc a stx1d, v pripadé Shiga toxinu
2 testujeme subtypy stx2a, stx2b, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f
a stx2g [19]. To ndm umoziuje prubézné reagovat na infor-
mace z Evropského centra pro kontrolu nemoci (ECDC),
které nas upozoriiuji na probihajici epidemie STEC v zemich
EU. Pro potvrzeni nebo vylouceni mezindrodni epidemie je,
kromé epidemiologického Setfeni, nevyhnutelné porovnani
¢eskych kmentt STEC s kmeny z probihajicich epidemii

Graf 3: Vizualizace analyzy celogenomovych dat tfinacti kmend STEC 026 stx2-pozitivnich detekovanych u pacientd v CR v letech 20202021

Klastry:
A — stejny pacient, kontrolni odbér
B — rodinny klastr (matka + syn)
C — rlizni pacienti,
odbéry 01/2020 a 03/2020

—

Pozn.: Vizualizace cgMLST dat pouZitim minimum spanning tree. Cisla v krouzcich oznaéuji jednotlivé kmeny, &isla na spojnicich oznaduji poget

odli$nych alel. Pismena oznacuiji jednotlivé klastry.
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z ostatnich zemi. Porovnani kment musi byt provedeno na
zakladé dat ziskanych celogenomovou sekvenaci (WGS).

Kromé toho je nutné v ramci surveillance prubézné
sekvenovat také ostatni kmeny STEC, a to z diivodu véas-
né detekce suspektnich klastrti, které mohou prertst az do
narodnich epidemii. Po tspé$ném zavedeni WGS v NRL
pro salmonely se tuto metodu podafilo implementovat
také v NRL/ECS (spésné absolvovani externiho hodno-
ceni kvality pro NRL na drovni EU v roce 2020). Data
ziskand celogenomovou sekvenaci jsou prubézné vkla-
dana do EnteroBase, kde jsou vyhodnocovéina za vyuziti
cgMLST schématu (schéma bere v potaz 2 513 stabilnich
variant gend — lokusi, které se nachazeji v genomu rodu
Escherichia) [20]. Graf 3 uvadi ptiklad vyhodnoceni WGS
dat tfinacti kmentt STEC 026 stx2-pozitivnich, kde miiZzeme
pozorovat 3 rtizné klastry. Kromé klastru dvou pacientli
bez znamé epidemiologické souvislosti (klastr C), se data
shodovala také v pfipadé€ dvou pacientti s epidemiologickou
souvislosti (rodinny klastr B) a také v pripadé kontrolnich
odbért od stejného pacienta (klastr A). Kromé téchto tfi
klastrtt STEC O26 stx2-pozitivnich jsme v letech 2021-2022
detekovali také dva klastry STEC O157 stx2-pozitivnich, dva
klastry STEC O103 stx1-pozitivnich a jeden klastr STEC
026 stx1-pozitivnich (nepublikované data). I zde se v né-
kolika pripadech jednalo o rodinné klastry nebo kontrolni
odbéry. Celkové tyto dosavadni vysledky povazZujeme za
dikaz spolehlivosti fungovani metodiky WGS tak, jak byla
zavedena v NRL/ECS.

V pripadé identifikace klastrd jsou néasledné kontakto-
vani kolegové z Oddéleni epidemiologie infekénich nemoci
SZU a pfislusna krajska hygienickd stanice (KHS). Pro
identifikaci vehikula, popf. zdroje ndkazy, je nutné vyuZit
listu epidemiologického Setfeni (dotazniku) — formulér je

k dispozici na strance NRL/ECS http://www.szu.cz/narod-
ni-referencni-laborator-pro-e-coli-a-shigely. Tyto listy je
vhodné pribézné vkladat k jednotlivym pifipadiim v systému
ISIN. Vyhodnoceni listd epidemiologického Setfeni nas
mizZe navést k moznému vehikulu ¢i zdroji ndkazy. Ten
je mozné ve spolupraci s KHS, Stétni veterinarni spravou
a Statni zemédélskou a potravinarskou inspekci ddle proSe-
tfit. V pfipadé zachytu kmend STEC z potravin, vody nebo
zvifat je dale nutné porovnani celogenomovych sekvenci
téchto kmenti s humannimi kmeny tvoficimi suspektni
klastr. Timto postupem se nam v roce 2020 podafilo dosetfit
epidemii v détském tabore, kde u nékolika ucastnikil byly
zaznamenany prajmy, nékdy az krvavé; v jednom pfipadé se
rozvinul HUS s fatadlnim koncem. Na zdkladé sekvenac¢nich
dat byla potvrzena shoda kmene STEC O157 izolovanym ze
studni¢ni vody s kmenem STEC O157 izolovanym ze stolice
pacientky. Voda ze studny tak byla potvrzena jako vehikulum
prenosu této infekce (nepublikovana data). I z tohoto divo-
du je nutné zasilat suspektni nebo potvrzené kmeny STEC
z mikrobiologickych laboratoii do NRL/ECS. Cely postup
od detekce kmentt STEC po potvrzeni epidemie znazoriuje
Graf 4. Tento algoritmus je v NRL/ECS pouzivan zejména
pro ucely surveillance; v pripad€ explozivni epidemie je
algoritmus mirné pozménén.

Metodicka doporuceni k detekci kmeni STEC v Klinic-
kych laboratorich

ProtoZe ptitomnost gend stx a produkce Shiga toxind jsou
typickymi a soucasné jedinymi spole¢nymi vlastnostmi kme-
nt STEC, je pro zatazeni kmene E. coli do patotypu STEC
nutny prukaz téchto vlastnosti. Vzhledem k této skutecnosti
a k tomu, Ze v soucasné dob¢ uzivana sérotypizace nedete-
kuje patotypy, doporucujeme pro zvySeni zachytu kmenu

Graf 4: Postup v pfipadé detekce STEC a nasledného Setieni epidemie v NRL pro E. coli a shigely

Detekce STEC (prlikaz genu stx)

-
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Tabulka 3: Doporuéeny postup pro vysetfeni rektalnich vytérd od
pacientt s prijmem na STEC v klinickych laboratofich

Tabulka 4: Mikrobiologicka diagnostika infekce STEC u pacienti
s HUS

1) Kultivace primarniho materialu*

* EHLY agar: kmeny STEC ,TOP 5 (kromé sorbitol-
fermentujicich STEC 0157) tvofi nedplnou (EHEC-HIy)
hemolyzu (neni viditelna na standardnim krevnim agaru) - viz
obr. 1. EHLY agar doporucujeme jako medium prvni volby.

* SMAC: odliSeni sorbitol-negativnich E. coli 0157 (bezbarvé)
od ostatnich E. coli (rizové)

* CT-SMAC: inhibice fyziologické flory; vétSina kmenl STEC
,TOP 5° roste: sorbitol-nefermentujici 0157 jako bezbarvé
s ¢ernym stfedem, ostatni jako r(zové kolonie. Sorbitol-
fermentujici O157 nerostou.

2) Screeningova PCR ze smésné kultury na geny stx

3) V piipadé pozitivni screeningové PCR konfirmaéni PCR
z nékolika izolovanych kolonif r(iznych morfologii

4) Pozitivni kolonii/kolonie zaslat do NRL/ECS (konfirmace,
subtypizace, sekvenovani, uchovani pro epidemiologické ucely —
Vyhlaska 473/2008 Sb.)

* UZiti kombinace nékolika riiznych selektivné-diagnostickych pld
zvySuje pravdépodobnost z&chytu kmene STEC.

STEC u pacientu s prajmem v klinickych laboratofich
nasledujici postup (Tabulka 3).

Tento postup, ktery doporucujeme zejména pro vysetfeni
déti s prijmem do 5 let (ale také pro dospélé s krvavym
prijmem), zahrnuje: 1) kultivaci rektalniho vytéru (pfi-
padné stolice) na selektivné-diagnostickych piadach, které
umoziuji odlisit potencidlni kmeny STEC od fyziologické
sttevni flory; 2) nasledny skrining smési odebranych z dia-
gnostickych ptd na geny stx1 a szx2 pomoci PCR (sekvence
primertt poskytne NRL/ECS na pozadani); 3) v pfipadé
stx-pozitivni smésné kultury testovani suspektnich kolonii
rtizné morfologie na geny stx; 4) zaslani kolonii pozitivnich
na geny stx do NRL/ECS ke konfirmaci a dourceni. V pripa-
dé netspésné izolace kmene STEC z stx-pozitivni smésné
kultury je moZné se domluvit na mozZnosti zaslat tuto kulturu
do NRL/ECS k dalsi analyze.

V pripadé odbéru stolice od pacienta s HUS odesle
klinicka laborator tuto stolici bezodkladné do NRL/

Vzorek stolice zaslat co nejdfive do NRL pro E. coli a shigely,
SZU. Zde se provadi:
1) Selektivni pomnozZeni stolice
2) Inunomagneticka separace
3) Kultivace na selektivné-diagnostickych pidach
4) PCR na geny kédujici Shiga toxiny (stx,, stx,) — ze smési
a z nékolika kolonif rGznych morfologii
5) DalSi typizace (sérotypizace, subtypizace, sekvenovani)
stx-pozitivniho kmene

ECS. Diivodem je malé kvantum STEC bakterii ve stolici
pacienta ve stadiu rozvoje HUS (Graf 2) a nutnost uziti
specializovanych metod pro prikaz STEC v téchto stolicich
(viz vyse a Tabulka 4), které jsou dostupné v NRL/ECS.

Pokyny pro uskladnéni a transport stolice k prikazu
STEC: Pro vyssi zachyt kmeni STEC ze stolic je potfeba
dodrZet preanalytickou fazi: pti skladovani a transportu do
24 hodin uchovévat stolice pfi teploté 2-8 °C, pfi skladovani
a transportu nad 24 hodin pfi teploté -20 °C. Je to dileZité
z diivodu minimalizace ztraty gend pro Shiga toxiny, coz
by znemoZnilo detekci kmend STEC.

Upozornéni pro nakladani s kmeny STEC: Ve
Vyhlasce ¢. 474/2002 ve znéni pozdéjsich predpist, kterou
se provadi Zakon ¢. 281/2002 o nékterych opatfenich souvi-
sejicich se zakazem bakteriologickych (biologickych) a toxi-
novych zbrani [21], jsou kmeny STEC zafazeny na seznam
vysoce rizikovych biologickych agens a toxini (VRAT).
Proto pro laboratofe, které nakladaji s témito patogeny,
vyplyva fada povinnosti vic¢i Statnimu tstavu pro jadernou
bezpecnost (ohlaSovaci povinnost, evidence a deklarace
kmend, aj.). Doporucujeme také zajistit zvySenou ochranu
pracovnika pfi préci s témito patogeny (ochranné pomdicky,
prace v hazard boxu).

SHRNUTI

Infekce STEC patii k zdvaznym onemocnénim lidi,
zejména déti do 5 let. Diagnostika agens spociva v detekci

Obrazek 1: Typicky rist kmenti STEC na EHLY agaru (A) a standardnim krevnim agaru (B)

Pozn.: A: Vétsina kmen( STEC na EHLY agaru: nedplna hemolyza (EHEC-Hly fenotyp). B: Kmeny STEC s EHEC-Hly fenotypem na krevnim agaru:

Z4dna hemolyzal!
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Shiga toxinti nebo gent, které je koduji. Pro posouzeni pato-
genity kmentl E. coli je proto vzdy nutny prikaz specifickych
faktort virulence pomoci molekularnich metod. Suspektni
ipotvrzené kmeny STEC je tedy nutné na zdklad€ Vyhlasky
473/2008 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist zasilat do NRL/
ECS pro naslednou konfirmaci (séroskupiny a gend stx)
a dalsi analyzu (subtypy Shiga toxint, WGS).

U pacientd s diagnostikovanym HUS je kvantum bakterii
STEC ve stolici velmi malé, pro jejich zachyt je nutné pouziti
specializovanych metod v¢etné imunomagnetické separace,
které mimo NRL nejsou béZzné dostupné.

Metoda WGS je vyborny nastroj pro detekci zacinajici,
probihajici ¢i dokonce probéhlé epidemie alimentarnich
infekci na narodni i mezinarodni drovni. Z hlediska v€asné
detekce narodnich epidemii a zastaveni jejich Siteni, je nutné
sekvenovat patogeny pribézné. V ptipade potvrzeni klastru
je tfeba nastavit spolupraci s epidemiology a hygieniky tak,
aby data z epidemiologického Setfeni mohla byt zpracovana
co nejdfive, coz dava Sanci pro odhaleni vehikula ¢i zdroje
nakazy. Po uspésném zavedeni WGS pro salmonely a STEC
planujeme v NRL/ECS v blizké budoucnosti metodu WGS
implementovat i pro yersinie, shigely a jiné stfevni patogeny.

Podékovani

Autofi dékuji NRL pro herpetické viry, SZU a Endokri-
nologickému vistavu v Praze za moZnost vyuZivat pristrojové
zarizeni pro celogenomovou sekvenaci. Dékujeme také
mikrobiologickym laboratorim, klinickym pracovistim a hy-
gienickym stanicim v CR za zasildni vzorkii a za spoluprdci
pri Setreni vyskytu STEC.

Podporeno MZ CR — RVO (,,Stdini zdravomi ustav —
SZU, 75010330°).
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