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SOUHRN

vvvvv

se vyskytuje na kizi a sliznicich zna¢né ¢asti lidské populace, pti poruchach piirozené
odolnosti je vSak schopen zptsobit velmi vazna onemocnéni. Kmeny produkujici
vyznamné faktory virulence - extracelularni toxiny pfedstavuji zvySenou hrozbu zejména
U nozokomialnich infekei.

Cilem bakalafské prace bylo urcit frekvenci vyskytu extracelularnich toxint
uizolata Staphyloccocus aureus, ziskanych od pacientti hospitalizovanych ve Fakultni
nemocnici Olomouc v rozmezi let 2009 az 2011. Druhym bodem prace bylo ziskat piehled
0 vztahu zjisténych pozitivnich izolati k diagndze a zavaznym klinickym staviim.

Izolaty Staphyloccocus aureus byly pomoci polymerazové ietézové reakce
testovany na piitomnost geni kodujicich Etyfi extracelularni toxiny - Pantontv-Valentinliv
leukocidin, exfoliativni toxin A, exfoliativni toxin B a toxin-1 syndromu toxického Soku.
Ze souboru 97 vzorkd bylo pouze 10,3 % pozitivnich na jeden ze studovanych genu,
gen etb nebyl detekovan u zadného zizolath. Vztah pozitivnich izolatd k zavaznym
diagn6ézdm nebyl jednoznacn€ prokdzan a u pacienti nebylo pozorovéno zhorSeni
zdravotniho stavu v dusledku ptsobeni detekovaného toxinu. Vysledky naznacuji, ze
vyskyt izolati Staphyloccocus aureus pozitivnich na sledované geny byl ve Fakultni
nemocnici Olomouc velmi nizky a Zadny znich nepfedstavoval zvySené riziko pro

hospitalizované pacienty.



SUMMARY

Staphyloccocus aureus belongs to the most problematic opportunistic pathogens. It
is commonly found on skin and mucous membranes in considerable part of the human
population, however, it is able to cause very serious illness in disorders of natural
resistance. Strains producing significant virulent factors - extracellular toxins represent an
increased threat especially in the case of nosocomial infections.

The aim of bachelor work was to determine frequency of prevalence
of extracellular toxins in Staphyloccocus aureus isolates, obtained from patients
hospitalized at the University Hospital in Olomouc during 2009-2011. The second point of
the study was to gain insight about the relation of detected positive isolates to the diagnosis
and the serious clinical conditions.

Staphyloccocus aureus isolates was screened by polymerase chain reaction
to present genes encoding four extracellular toxins - Panton-Valentine leukocidin,
exfoliative toxin A, exfoliative toxin B and toxic shock syndrome toxin-1.
From the collection of 97 samples was only 10,3 % positive for one of the studied genes,
etb gene was not detected in any of the isolates. The relation of the positive isolates
to serious diagnosis was not conclusively proved and impairment in health condition
due to the effect of the detected toxin was not observed in patients. The outcomes suggest
that prevalence of Staphyloccocus aureus isolates positive for observed genes was
in the University Hospital in Olomouc very low and none of them did not represent

an increased risk for hospitalized patients.
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1 UVOD

Staphyloccocus aureus patii mezi hojné vyskytujici se oportunni patogeny bézné
kolonizujici kiizi a sliznici az tfetiny zdravé populace. AvSak v piipadé i sebemensi
poruchy ptirozené odolnosti vyvolava onemocnéni sahajici od banalnich koznich infekci
az po smrteln¢ probihajici sepse. Na rozvoji stafylokokovych infekci se podili povrchové
faktory virulence (adheziny, polysacharidové pouzdro a dalsi), které se uplatituji predevsim
pii adhezi na sliznice, kiizi a rany. Jiné (protein A) hraji roli v potlaceni specifické imunitni
odpovédi hostitele. Dale S. aureus produkuje enzymatické extracelularni faktory virulence,
které usnadiuji Sifeni bakterie do okolnich tkéni (hyaluroniddza) nebo jsou pficinou
rezistence vuci penicilinu (penicilinaza).

Vysoké riziko, zejména v nemocni¢nim prostiedi, predstavuji kmeny s produkei
toxinll jako extracelularnich faktort virulence. K hlavnim skupinam téchto toxinil patii
cytolyziny, ke kterym se fadi Pantontv-Valentiniv leukocidin (PVL), zpasobujici jak
kozni 1éze a abscesy, tak i zivot ohrozujici nekrotizujici pneumonie. Dal$i skupinou jsou
exfoliativni toxiny vyvolavajici rizné t€zka poskozeni kaze. Posledni skupinu tvofi
pyrogenni superantigenni toxiny zahrnujici stafylokokové enterotoxiny (SEs) povazované
za hlavni pfic¢inu otravy potravinami a toxin-1 syndromu toxického Soku (TSST-1)
zpusobujici zdvazné onemocnéni zvané syndrom toxického Soku. Vzhledem k uvedenym
vice ¢i méné zavaznym zdravotnim rizikiim je povaZovéano za dilezité sledovat vyskyt
téchto toxinl, pfedev§im v rdmci nemocnic. Dany toxin muiZe byt detekovan pifimo -
imunologickymi metodami pomoci specifickych protilatek nebo molekularné biologickymi
metodami zaloZzenymi na detekci genti kodujicich toxiny.

V souvislosti s nozokomialnimi infekcemi je také nutné upozornit na dalsi
vyznamné nebezpecny faktor v podobé rezistence viici polysyntetickym penicilinlim, ktera
znemoznuje uspésnou lécbu stafylokokovych infekci. Sledovani vyskytu MRSA
(methicilin-rezistentni S. aureus) kment vsak nebylo hlavnim tématem bakalaiské prace.

Prakticka ¢ast prace se zabyva detekci geni kddujicich extracelularni toxiny PVL,
ETA (exfoliativni toxin A), ETB (exfoliativni toxin B) a TSST-1 pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) uizolath S. aureus. Cilem bylo zjistit Cetnost vyskytu izolath
pozitivnich na detekované geny v ramci Fakultni nemocnice Olomouc V rozmezi let 2009

az 2011. Dale byl zkouman vztah pozitivnich izolati k diagnéze a zdvaznym klinickym

staviim pacientil, od kterych byl vzorek ziskan.



2 CILE PRACE

1. Vypracovat literarni reSerSi na téma faktory virulence a metody detekce

extracelularnich toxint vyskytujicich se u druhu Staphyloccocus aureus.

2. U pacientt s tézkymi klinickymi stavy a s vyskytem Staphyloccocus aureus provést
detekci gent kodujicich produkei faktort virulence - extracelularnich toxint

pomoci PCR.
3. Vyhodnotit zjisténé Cetnosti gend kodujicich extracelularni toxiny U izolatd

Staphyloccocus aureus a ziskat piehled jejich vztahu k diagndze a zavaznym

klinickym staviim ve Fakultni nemocnici Olomouc.
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3 LITERALNI PREHLED

3.1 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus zahrnuje grampozitivni koky o praméru kolem 1 pum, které
tvofi nepravidelné shluky tvaru hroznii (z fectiny staphylé = hrozen), jsou fakultativné
anaerobni, nesporulujici, nepohyblivé, vétSinou neopouzdiené a produkujici enzym
kataldzu (Votava a Cernohorska, 2003). Podle nejnovéjsich studii se taxonomicky zafazuje
do tise Bacteria (nebo Eubacteria), kmene Firmicutes, tfidy Bacilli, fadu Bacillales, ¢eledi
Staphylococcaceae (Euzéby, 2010).

Vétsinou se jedna o oportunni patogeny, bézné kolonizujici kiizi, popf. nosni
sliznici (Staphylococcus aureus) zdravych jedinct. Infekce se projevuje pouze tehdy, je-li
pacient né&jakym zplisobem oslaben, napf. operaci, koZnim traumatem, imunitnim
onemocnénim, pfitomnosti ciziho télesa - intravaskularni katetry, implantaty, protézy
a podobné (Ryskova a kol., 2004). Maji vyznam ptredev§im u nozokomidlnich infekci
(infekci, které se vyskytuji v nemocnici), na jednotkach intenzivni péce v Evropé zptisobuji
az polovinu infek¢nich komplikaci (Koukalova a kol., 2005).

Podle Euzéby (2010) je do rodu Staphylococcus v soucasné dobé& zatazovano
44 druht a 24 poddruht. V zavislosti na produkci enzymu koaguldza, koagulujici krevni
plazmu, se déli na koagulazapozitivni a koagulazanegativni druhy.
stafylokokt (KNS) Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis a S. warneri.
Jedna se o druhy, které jsou soucasti normdlni mikroflory kize a sliznic Clovéka.
S rozvojem mediciny se vSak stale Castéji pouzivaji polymerni implantaty, intravaskularni
kanyly, moc¢ové katétry a nahrady (umélych kloubti, cévnich §tépti, nahrady chlopni), které
mohou byt kolonizovany KNS, které se potom mohou projevit jako patogeny a zptisobovat
infekce (Arbuthnott, 1999).
je Staphylococcus aureus. Dalsi druhy jsou spiSe zvifeciho ptivodu a u ¢lovéka se vyskytuji

jen vyjimeéné (Votava a Cernohorska, 2003).

11



3.1.1 Staphylococcus aureus

V ptirod¢ se vyskytuji dva poddruhy - S. aureus subsp. aureus a S. aureus subsp.
anaerobius. Protoze se druhy uvedeny poddruh u ¢lovéka nevyskytuje, bude pojednavano
pouze o S. aureus subsp. aureus (dale jen S. aureus).

S. aureus patii mezi pomérné rezistentni bakterie k zevnimu prostiedi, odolava
teplotam okolo 60°C i vysychéni, predev§im v hnisu (Votava a Cernohorska, 2003). S tim
souvisi I moznosti jeho kultivace. Protoze je odolny vi¢i vétsi koncentraci soli, pouziva se
k jeho selekci krevni agar s 7-10% NaCl, kde vyrista piiblizné za 24 hodin pii 37°C
v okrouhlé pigmentované (zlatozluté, smetanové) kolonie s hladkym lesklym povrchem
a s hemolyzou v okoli (Arbuthnott, 1999).

S. aureus patfi k nejproblemati¢téjsim lidskym patogentim, vyvolava tadu
onemocnéni od bandlnich koznich infekei pres zdvazné zdnéty vnitinich orgdnt az po
smrtelné probihajici sepse (Votava a Cernohorska, 2003). Vétsina infekci souvisi

s produkei faktort virulence (viz dale).
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3.2 Faktory virulence Staphylococcus aureus

Faktory virulence jsou obecné latky produkované patogeny, které se ucastni vzniku
a vyvoje urCité choroby (patogeneze). K projeveni infekce vétSinou nestaci piitomnost
jednoho faktoru, kazdy faktor ma svoji roli v riznych fazich onemocnéni a jejich rtizné
soubory mohou vyvolavat rizné projevy onemocnéni (Arbuthnott, 1999).

V genomu S. aureus se nachazi velké mnozstvi transpozoni, inzer¢nich sekvenci
a profagt. Tyto razné velké a potencialné pohyblivé sekvence DNA obsahuji geny kodujici
faktory virulence a jsou prenaSeny horizontalné mezi kmeny (Votava a Cernohorska,
2003).

Produkce vétSiny stafylokokovych faktorti virulence je fizena skupinou gend na
lokusu agr (accessory gene regulator). Diky aktivité téchto gend jsou bakterie schopné
reagovat na hustotu populace ve svém okoli a regulovat tak produkeci faktord virulence
Vv zéavislosti na fazi ristu. Lokus agr se sklada ze dvou operont a zahrnuje nejméné Ctyfi
geny: agrA, agrB, agrC, agrD a gen pro delta-hemolyzin, ktery kromé regula¢ni funkce
koduje cytolyzin delta-hemolyzin (Vasconcelos a Cunha, 2010).

Podle Votavy a kol. (2003) Ize faktory virulence u druhu S. aureus dé¢lit na

povrchové (antigeny bunécné stény) a extracelularni (enzymy a toxiny).
3.2.1 Povrchové faktory virulence

Mezi povrchové faktory virulence S. aureus patii peptidoglykan, teichoova
kyselina, adheziny, protein A, polysacharidové pouzdro a dalsi.

Na povrchu bunék S. aureus se nachazi bunécna sténa, ktera je tvofena mohutnou
vrstvou peptidoglykanu (mureinu), skrze niz az na povrch pronikaji linearni fetézce
teichoovych kyselin. Peptidoglykan je sloZen z polysacharidovych fetézcli, které jsou
prostfednictvim tetrapeptidii charakteristicky spojeny pentaglycinovymi spojovacimi
mustky. Jako faktor virulence stimuluje uvoliovani cytokini z makrofagt a lymfocytd,
aktivaci komplementu a shlukovani krevnich desticek (Votava a Cernohorska, 2003).
Aktivuje tak nespecifickou imunitu hostitele, coz se projevi cytotoxickymi u€inky a lokalni
zanétlivou reakci v kuzi (Bednatr a kol., 1996). Kyselina teichoova (polysacharid A) je
polymer ribitolfosfatu a projevuje se jako skupinové specificky antigen uplatiujici se

v adhezi na sliznice a rany (vaZe se na fibronektin) (Votava a Cernohorska, 2003).
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Na peptidoglykan jsou kromé kyseliny teichoové navazany dalsi specifické
proteiny, tzv. adheziny, které zprostiedkovavaji vazbu bakterii k mezibunécnym
(fibrinogenu, fibronektinu, kolagenu) nebo bunéénym (lamininu, sialoproteinu) strukturam
hostitele, ¢imz podporuji kolonizaci kiize a sliznic (Bednaf a kol., 1996). Naptiklad vazana
koagulaza neboli clumping faktor vyvolava shlukovani bun¢k S. aureus pireménou
fibrinogenu na fibrin (Votava a Cernohorska, 2003). Dalsi adhezin, fibronektin vézajici
protein, mize predstavovat prvni krok v kolonizaci hostitelskych tkani a v nasledném
rozvoji infekce (Jonsson a kol., 1991). Kmeny S. aureus, které produkuji adhezin vazajici
kolagen, adheruji na tkané bohaté na kolagen, chrupavky, kosti a v neposledni fadé¢ na
ortopedické protézy in vivo pokryté hostitelskymi proteiny. Proto jsou tyto kmeny casto
pfi¢inou rozvoje osteomyelitidy, septické artritidy a infekci spojenych s ortopedickymi
protézami (Montanaro a kol., 1999). Podle Montanaro a kol. (1999) hraje roli v patogenezi
téchto chorob také schopnost produkce polysacharidového slizu a nasledné vytvareni
biofilmu na umélém povrchu. Tvorba biofilmu je vSak charakteristicka spise pro
S. epidermidis, druhého hlavniho oportunniho patogena rodu Staphylococcus (O’Gara
a Humphreys, 2001; Gill a kol., 2005).

Soucasti bunééné stény S. aureus je dale protein A, spolecny skupinovy antigen
vétsiny kment. Ma schopnost nespecificky reagovat s Fc-fragmentem imunoglobulint IgG
a castené i IgM a IgA. Jeho molekula obsahuje Ctyfi opakujici se aktivni domény
s identickou sekvenci aminokyselin, je tedy schopna vazat vice nez jednu molekulu
protilatky. Soutézi o Fc-fragment imunoglobulinu s Fc-receptory na povrchu fagocyti.
Brani opsonizaci bakterie, tj. navazani imunoglobulint, které umoziuji nebo zlepsuji jeji

pohlceni fagocyty. Pusobi také proti komplementu (Bednaf a kol., 1996).

3.2.2 Extracelularni faktory virulence - enzymy

S. aureus produkuje fadu extracelularnich enzymu jako je koagulaza, katalaza,
hyaluronidaza, stafylokinaza, lipazy, nukleazy, penicilinaza a dalsi.

K jednoduchym proteinlim s enzymatickou aktivitou patii koagulaza, jejiz detekce
se pouziva k identifikaci koagulazapozitivnich stafylokokd, pro které je jeji pritomnost
charakteristickd. Tento enzym vytvaii s prothrombinem v plazmé stafylothrombin,
katalyzujici pfeménu rozpustného fibrinogenu na pevny fibrin. Pfredpoklada se, ze bakterie

pokryté fibrinem jsou rezistentni vii¢i fagocytim a tim zvysuji svoji virulenci. Kazdopadné
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je tvorba fibrinu diivodem, pro¢ infekce vyvolané S. aureus probihaji obvykle formou
ohrani¢enych lozisek - abscesti. DalSim charakteristickym enzymem, produkovanym vSemi
zastupci rodu Staphylococcus, je katalaza Stépici toxicky peroxid vodiku (Votava
a Cernohorska, 2003).

Enzymem, ktery se pro svoji funkci oznacuje jako faktor Siteni (spreading factor) je
hyaluronidaza. Stépi kyselinu hyaluronovou piitomnou v mezibunééném tmelu, coZ
usnadiiuje Sifeni S. aureus a jeho toxint do okolnich tkani. Ma nizkou imunogenicitu
(schopnost vyvolat imunitni odpovéd’), specifické protilatky se nachazeji jen u nizkého
procenta nemocnych. K dal§im enzymm, které se taktéz podili na Sifeni stafylokokové
infekce, patti stafylokinaza (neboli fibrinolyzin) a lipazy. Stafylokinaza iniciuje pfeménu
proenzymu plasminogenu na proteolyticky plasmin, ktery rozpousti fibrinové srazeniny
(Bednat a kol., 1996). Lipazy hydrolyzuji lipidy a usnadnuji tak Sifeni do podkozi
a mazovych zlaz (Votava a Cernohorska, 2003; Ryskova a kol., 2004).

S. aureus také produkuje nukledzy, které¢ jsou vysoce termorezistentni, odolavaji
zahtati az na 100°C po dobu vice jak 15 minut. Jsou pravdépodobné schopny napadat jadra
leukocytl, kde katalyzuji odstépeni fosfomononukleozidii z deoxyribonukleové kyseliny

(Bednar a kol., 1996; Votava a Cernohorska, 2003).

3.2.2.1 Penicilinaza a rezistence k antibiotikum

Antibiotika penicilinové povahy obecné inhibuji enzym transpeptiddzu ucastnici se
vystavby bunééné stény, dochazi tak k naruSeni povrchu buriky a bakterie lyzuji.
V soucasnosti je v§ak ptes 90 % kment S. aureus rezistentni k penicilinu, protoze obsahuji
plazmid nesouci geny kodujici penicilinazu (beta-laktamazu). Tento enzym s§tépi
CtyiClenny beta-laktamovy kruh a inaktivuje tak penicilinova (beta-laktamova) antibiotika.

Vétsina kmenti v Ceské republice ale naStésti stale zistava citliva na
polosyntetické, penicilinazorezistentni peniciliny (oxacilin, cloxacilin, methicilin). Do
molekul téchto penicilini byla vnesena vhodnéd skupina brénici pfistupu penicilindzy
k citlivému mistu na beta-laktamovém kruhu.

Stale castéji se ovSem objevuji kmeny rezistentni i k t¢émto upravenym peniciliniim,
oznacuji se zkratkou MRSA (methicilin-rezistentni S. aureus). Podstatou této rezistence je
nejcastéji pritomnost genu mecA kodujiciho pozménénou transpeptidazu, kterd je odolna

viiéi plisobeni penicilini (Votava a Cernohorska, 2003). MRSA kmeny se vyskytuji
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pfevazné ve zdravotnickych zatizenich, kde zplsobuji nebezpecné nozokomiélni infekce.
Obvykle jsou kromé penicilinovych antibiotik rezistentni i na fadu dalSich, jako jsou
napiiklad makrolidy, tetracykliny, fluorochinoly nebo chloramfenikol. Piedstavuji proto
u infikovanych oslabenych pacientii vazny terapeuticky problém (Bednai a kol., 1996;

Votava a Cernohorska, 2003).

3.2.3 Extracelularni faktory virulence - toxiny

S. aureus produkuje fadu extracelularnich toxint, jako jsou cytolyziny (hemolyziny
a Pantontiv-Valentiniv leukocidin), exfoliativni toxiny (ETA, ETB), stafylokokové
enterotoxiny (SEA, SEB a dalsi), toxin-1 syndromu toxického Soku (Votava
a Cernohorska, 2003). Kmeny S. aureus mohou produkovat jeden nebo vice téchto toxind,
které vyrazné ovliviuji jejich virulenci a tim klinické projevy hostitele (Dinges a kol.,

2000).

3.2.3.1 Cytolyziny

Do této skupiny extracelularnich toxind patii ¢tyfi hemolyziny (alfa, beta, gama,
delta-hemolyzin) a Pantontv-Valentiniv leukocidin (PVL). Jejich spole¢nou vlastnosti je
poskozovani povrchovych membran bunék hostitele (Votava a Cernohorska, 2003).

K nejvice prozkoumanym stafylokokovym cytolyzinim patii alfa-hemolyzin (téz
alfa-toxin). Produkuje ho vétSina kmenti S. aureus a je toxicky pro Sirokou $kalu sav¢ich
buné¢k. Monomery alfa-hemolyzinu sekretované stafylokoky se integruji do membrany
cilové bunky, kde formuji cylindrické hexametry zodpovédné za perforaci membrany.
U néekterych bunék vyvolavaji jejich 1yzu, napfiklad krali¢ich erytrocytd, dochazi k uplné
hemolyze, které se vyuziva pii identifikaci S. aureus a typu hemolyzinu. Péry se vSak
nemuseji nachéazet u vsech citlivych bunék, napiiklad fibroblasty jsou schopny opravit
membrany poskozené nizkymi davkami alfa-toxinu. Pfi¢ina chorobnych stavii cloveéka
zpusobenych alfa-hemolyzinem pii infekcich S. aureus spociva predevsim ve zméné
iontové rovnovahy ve vnitinim prostfedi organismu. To mtze to vést az k plicnimu edému
nebo syndromu dechové tisné u dospélych. Alfa-toxin se také vyznacuje
dermonekrotickymi a neurotoxickymi u¢inky U riznych druhti zivoc¢ich. Neurotoxicita

byla pozorovéana napiiklad u kraliki a mysi (Bednat a kol., 1996; Dinges a kol., 2000).
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Antagonisticky vici alfa-hemolyzinu ptisobi beta-hemolyzin. Ten je ve velké mite
produkovan kmeny S. aureus zejména zvifeciho ptvodu. Pusobi jako fosfolipaza C na
sfingomyelin v membranach erytrocytd. Nejcitlivéji reaguji krvinky ov¢i, protoZze obsahuji
ve své membran¢ nejvice sfingomyelinu, naopak na krali¢i erytrocyty puisobi nejméné. Na
agaru sovéimi krvinkami zpusobuje tzv. hot-cold hemolysis, netplnou hemolyzu
vyvolanou Gc¢inkem chladu. Pti kultivaéni teploté 37°C dochazi ke §tépeni sfingomyelinu
na ceramid a fosforylcholin v membrané erytrocytli, tim se zmeéni jeji stabilita, ale
celistvost zistava zachovana, k hemolyze dochazi az pii ochlazeni pod 10°C (Bednaf
akol., 1996; Dinges a kol., 2000; Votava a Cernohorska, 2003).

Beta-hemolyzin zesiluje Gcinek delta-hemolyzinu, ktery produkuje vétSina kment
S. aureus a n&které jiné druhy stafylokokl. Jako povrchové aktivni latka naruSuje
membrany a tim zplsobuje lyzu rtiznych druhl sav€ich bun€k, makrofagt, lymfocyti
a hlavn¢ lidskych erytrocyti. Aktivitu delta-hemolyzinu inhibuji sérové fosfolipidy, proto
mohou byt kmeny pii kultivaci na krevnim agaru chybné oznaceny za nehemolytické
(Bednaf a kol., 1996; Votava a Cernohorska, 2003).

Mezi dvouslozkové cytolyziny patii gama-hemolyzin a Pantoniv-Valentiniiv
leukocidin. Oba toxiny jsou sekretovany stafylokoky jako dva samostatné proteiny,
oznacované jako pomala S (slow) a rychla F (fast) slozka, podle jejich relativni rychlosti
pfi chromatografické frakcionaci. Jednotlivé tyto sloZzky nemaji zddny biologicky vyznam,
aktivni jsou pouze pii sou¢asném ucinku.

Gama-hemolyzin je méné toxicky nez alfa-hemolyzin a tvofi ho téméf vSechny
kmeny S. aureus. Nejcitlivéji na néj reaguji erytrocyty krali¢i, na krevnim agaru se ale

prokazat nedd, protoZe gama hemolyza je agarem inhibovéana.

3.2.3.1.1 Pantonuv-Valentinuv leukocidin

Pantontiv-Valentintiv leukocidin je podobné jako gama-hemolyzin tvofen dvéma
slozkami, ale procento kmentd S. aureus, které ho produkuji je podstatné nizsi, cca 2 %
(Bednat a kol.,, 1996; Dinges a kol., 2000). Je kodovan profagem ¢ PVL (virem
integrovanym do genomu stafylokoka), ktery obsahuje geny IukS-PV a lukF-PV kodujici
dve slozky toxinu (Heinige a kol., 2009).

PVL je cytolyzin, ktery se na rozdil od hemolyzini nevyznacuje primarné lyzou
erytrocytu, ale leukocytt. Jeho dvé slozky, LUkS-PV a LukF-PV o velikosti cca 33,5 kDa,

se kompletuji v bunééné membrané neutrofilti a makrofagi, perforuji je a narusi tak jejich

17



permeabilitu a iontovou vyménu (Bednaf a kol., 1996; Heinige a kol., 2009). Po lyze
poskozenych leukocyti se jejich bunécny obsah obsahujici lytické slozky uvolni do okolni
tkan¢ a zpusobi jeji destrukci (Heinige a kol., 2009). SniZzeny pocet téchto imunitnich
bunék také vede k neschopnosti pacienta u€inné se branit bakterialni infekci fagocytdézou
(Petras a kol., 2009).

Kmeny S. aureus produkujici PVL casto zptisobuji kozni 1éze a abscesy (zanétem
vzniklé ohrani¢ené nekrotické dutiny plné hnisu). Nejcastéji se tvoii furunkly, abscesy
vzniklé rozsifenim zanétu vlasového misku nebo mazovych zlazek do skary. VéEtsina téchto
abscest vyzaduje V prvni fad¢ chirurgickou incisi, vypusténi hnisu a naslednou drenaz, aby
mohl hnis odtékat. Soucasné je 1é¢ba doprovazena podavanim vhodnych antibiotik. Zv1aste
nebezpetné jsou furunkly v okoli nosu a na rtech. Odtud se infekce miuze vendznimi
cestami rozsifit az k mozkovym plenam (Bednaf a kol., 1996; Votava a Cernohorska,
2003; Issartel a kol., 2005).

Experimenty provedenymi na kralicich bylo zjisténo, ze podani ¢istého PVL vyvola
zavazné zanétlivé 1éze, kapilarni dilataci a nekrozy jak u neporusené tak poskozené kiize
(Issartel a kol., 2005). V dusledku téchto vlastnosti, zptusobuji kmeny S. aureus produkujici
PVL mnohocetné furunkly s vyraznym zarudnutim kolem 1éze, odrazejici tak silny zanét
zpusobeny lyzou leukocyti a kapilarni dilataci. Obecné se piredpoklada, ze pacienti
s n€kterymi systémovymi chorobami jako je diabetes nebo imunosuprese jsou nachylngjsi
K rozvoji této infekce, ale pro tuto teorii nejsou k dispozici zadné diikazy. Naopak soucasné
poznatky potvrzuji, Ze onemocnéni vétSinou postihuje zdravé starSi déti a mladé dospélé
(Yamasaki a kol., 2005a). Ze zanétlivych 1ézi mohou kmeny S. aureus produkujici PVL
proniknout do krevniho fecisté a zplisobit tak bakteriemii (pfitomnost bakterii v krvi), ktera
mize vést az k celkové sepsi (Bednar a kol., 1996; Yamasaki a kol., 2005a).

Mezi velmi zavaznd onemocnéni zplUsobena kmeny S. aureus produkujici PVL
patii vedle t€zkych koznich infekci také nekrotizujici pneumonie s rychlym, dramatickym
prub&hem, ktera i ptes adekvatni 1é¢bu muze vést ke smrti pacienta. Muze postihovat do té
doby zdravé déti a mladé dospélé, Castéji se ale onemocnéni vyviji po prodélani respiracni
virdzy (Heinige a kol., 2009; Petras a kol., 2009). S. aureus nased4 na poSkozeny epitel
dolnich cest dychacich, dochdzi k sekundarnimu zépalu plic (pneumonii), postupné se
rozviji septicky Sok a ndsledné multiorgdnové selhani (Petras a kol., 2009).

Volba vhodné antibiotické 1écby je pti 1éCeni infekci spojenych s produkei PVL
velmi dulezitda. Dumitrescu a kol. (2008) totiz prokazali, ze sub-inhibi¢ni koncentrace

antibiotické latky oxacilinu zvySuje produkci PVL, a to az 2,5krat, naopak jiné latky
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produkci snizuji (clindamycin, linezolid, kyselina fusidova, rifampicin) a n€které nemaji na
produkci PVL vliv (vancomyecin, pristinamycin, tetracyklin, ofloxacin, cotrimoxazol).
Podle tohoto vyzkumu spociva nejucinnéjsi antibioticka 1é¢ba infekci zpusobenych PVL
pozitivnim kmenem S. aureus V podavani oxacilinu v kombinaci s clindamycinem,

rifampicinem nebo linezolidem.

3.2.3.2 Exfoliativni toxiny

S. aureus produkuje nejméné CcCtyfi antigenné odliSné sérotypy této skupiny
extracelularnich toxinti - exfoliativni toxin A (ETA), exfoliativni toxin B (ETB),
exfoliativni toxin C (ETC) a exfoliativni toxin D (ETD). ETC byl prokdzan u koni s kozni
infekci, ostatni exfoliativni toxiny (ETs) vyvolavaji rizné tézka poskozeni lidské kize.
ETA a ETB jsou zodpovédné za vétSinu piipadt stafylokokového syndromu opaiené klize
(SSSS, staphylococcal scalded skin syndrome). ETD neni podle Yamaguchi a kol. (2002)
ptimo spojen s SSSS, ale hraje jinou roli pii stafylokokovych infekcich, jako je naruseni
kozni epitelialni bariéry a umoznéni §ifeni infekce.

ETA je kdédovan genem (eta) lokalizovanym na profagu chromozomu S. aureus,
jeho molekulova hmotnost ¢ini 26,95 kDa a vyznacuje se tepelnou stabilitou. Zatimco ETB
je kodovan genem (etb) umisténym na plazmidu a je tepelné labilni, jeho molekulova
hmotnost je piiblizné stejna (27,27 kDa). Oba toxiny (ETA, ETB) vykazuji enzymatickou
aktivitu, pusobi jako, a¢ netypické, serinové proteazy skladajici se ze dvou domén
(S1aS2). V nativnim stavu je blokovano jejich aktivni misto, které se uvolni po vazbé
specifické sekvence na epidermalni receptor. Tim umoZni vazbu substratu, kterym je
desmoglein-1. Tento transmembranovy desmosomalni glykoprotein z rodiny kadherint
hraje dulezitou roli pfi intracelularni adhezi keratinocyti ve treti vrstvé epidermis
(granularni vrstva, stratum granulosum). Vyskytuje se jak ve svrchnich vrstvach pokozky
(granularni vrstve), tak ve spodni epidermis. Ve spodni epidermis se ovS§em také nachazi
desmoglein-3, ktery ETs nestépi a v piipadé degradace desmogleinu-1 piebira jeho funkci.
Rozstépenim desmogleinu-1 proto dochazi piedev§im ve svrchnich vrstvach pokozky
k formovani puchyit, typickych pro kozni infekce zptisobené kmeny S. aureus produkujici
ETs (Yamaguchi a kol., 2002; Ladhani, 2003; Yamasaki a kol., 2005D).

Podle Monday a kol. (1999) maji ETs také superantigenni vlastnosti. Napojuji se
pfimo na vazebné molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu téidy II (MHC I1) na
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povrchu antigen prezentujici buiiky (APC), ktery prostfednictvim vazby spojuji
s variabilnim usekem V[ fetézce receptoru T lymfocytd (TCR) (Bednat a kol., 1996;
Ladhani, 2003). Tato interakce pak indukuje velké mnozstvi T lymfocytd k nadprodukci
cytokind zpusobujicich systémovou toxicitu (Bednaf a kol., 1996; Vasconcelos a Cunha,
2010). ETA nema letalni u¢inky a je jen minimalné pyrogenni. ETB je vice pyrogenni
a zvysuje pravdépodobnost letadlniho Soku u kralikd, podobné jako TSST-1, klasicky ¢len
PTSAg rodiny, o které bude pojednavano v nasledujicich dvou kapitolach (Monday a kol.,
1999). Ackoliv existuje jen malo dikazi o zapojeni superantigenicity ETS do patogeneze
SSSS, mohou v dasledku této vlastnosti hrat roli u jinych onemocnéni, jako je atopicka
dermatitida, lupénka a podobné (Ladhani, 2003).

SSSS se vyskytuje ve dvou klinickych formach. Lokalizovana forma SSSS, neboli
buldzni impetigo je Castéj$i a mize se projevit V kazdém veku (Yamasaki a kol., 2005b).
S. aureus pronikne porusenou kozni bariérou do organismu a v misté vstupu vyvola tvorbu
puchyia naplnénych prahlednou az hnisavou tekutinou. Sifeni krevni cestou je ale v tomto
piipadé omezeno pritomnosti protilatek proti ETS. Proto onemocnéni muize propuknout
i u starSich pacientt, kdy jsou jiz protilatky vytvoteny (Ladhani, 2003).

Naproti tomu generalizovand forma SSSS postihuje predev§im novorozence
(Ritterova choroba), kojence a malé déti (Yamasaki a kol., 2005b). Ztidka se projevuje
u dospélych, kde byva jeji vyskyt spojen s jinym onemocnénim, zejména imunodeficienci
¢i selhanim ledvin. V krevnim fecisti mladého pacienta je nedostatek protilatek proti ETS,
coz toxinim umozni proniknout z krve do epidermis a zptisobit charakteristické poskozeni.
Dalsim faktorem, ktery odpovida za Casty vyskyt tohoto onemocnéni u malych déti je
nedostate¢na funkce ledvin a tim i nedostatecné vylu€ovani toxinu z organismu. S. aureus
vstupuje do krevniho feisté bud’ z bézné kolonizovanych mist, nebo infekénich ran
a abscest, Casto nebyva ohnisko viibec nalezeno. Vytvaii se velké kiehké povrchové
puchyte, které pii sebemensim tlaku praskaji a zanechdvaji rozsahlé oblasti obnazen¢ ktize.
Nedostatek ochranné kozni bariéry pak muze zpiisobit nadmérnou =ztratu tekutin,
hypotermii nebo se mohou rozvinout sekundarni infekce. Pfi adekvatni 1é¢bé novorozenci
a malych déti se imrtnost pohybuje pod 5 %. Rozvine-li se ovSem generalizovany SSSS
u dospélych se zdravotnimi problémy stoupa mortalita nad 50 % (Ladhani, 2003).

Yamasaki a kol. (2005b) zjistili, ze protilatky proti ETS se tvofi imunizaci proti
serinovym protedazam. ETA vykazuje sekvencni homologii s proteazami v 32 %, ETB
Vv 27 %, tim vysvétlili, pro¢ se v krevnim ob&hu populace nachazi vice protilatek proti ETA

nez proti ETB. SniZzeny vyskyt protilatek proti ETB v krevnim séru pak mize hrat roli
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v patogenezi SSSS. Vyskyt ETB totiz souvisi S generalizovanou formou SSSS, zatimco
vyskyt ETA je spojen s lokalizovanou formou SSSS. Jinym vysvétlenim pro souvislost
ETB s generalizovanou formou SSSS miize byt zvySena virulence ETB (snadnéjsi pruchod
epitelem) nebo jeho nadmérné uvoliiovani (mnohonasobné kopie plazmidu nesouciho gen

etb) (Yamasaki a kol. 2005b).

3.2.3.3 Stafylokokové enterotoxiny

Kmeny S. aureus mohou produkovat extracelularni toxiny zvané pyrogenni
superantigenni toxiny (PTSAgs, pyrogenic toxin superantigenes). K této skupiné se fadi
jak stafylokokové enterotoxiny (SES), tak toxin-1 syndromu toxického Soku (TSST-1,
toxic-shock syndrome toxin-1) (Dinges a kol., 2000). Jednou ze spole¢nych biologickych
vlastnosti v§ech PTSAgs je pyrogenni reakce (vyvolani zvySené teploty). Horecka vznika
jako odpoveéd’ na endogenni pyrogeny, napf. interleukiny, uvolnéné z makrofagi (Bednar
a kol., 1996; Vasconcelos a Cunha, 2010). K dalsim charakteristikam patii schopnost
zvysit letalitu endotoxinu (lipopolysacharidi a lipidu A gramnegativnich bakterii) u kralikt
az 100000krat (Bednaf a kol., 1996; Dinges a kol., 2000). A konec¢né k nejvyznamnéjSim
spoleCnym vlastnostem patii superantigenicita, ktera vede k nadmérné proliferaci
T lymfocyta (Vasconcelos a Cunha, 2010).

SEs se na rozdil od ostatnich PTSAgs vyznacuji silnymi emetickymi (vyvolavajici
zvraceni) G¢inky a jsou povazovany za hlavni pfi¢inu otravy potravinami (Hu a kol., 2007;
Vasconcelos a Cunha, 2010). Diky vlastnostem jako je rezistence k pepsinu a vysokym
teplotam, jsou SES schopny zustat ve funkénim stavu pii pruchodu gastrointestinalnim
traktem a vyvolat tak onemocnéni i pfi velmi malych davkach SEs (Balaban a Rasooly,
2000). Otrava potravinami se vyznacuje kratkou inkubacni dobou (1 az 4 hodiny) po poziti
kontaminované potraviny, po které se objevuji nausea, zvraceni, abdominalni kiece
a v nékterych pripadech prijem (Hu a kol., 2007; Vasconcelos a Cunha, 2010). SEs se ale
také podili na riznych jinych onemocnénich, jako je napiiklad syndrom toxického Soku
nebo sekundarni infekce u pacientd s atopickym ekzémem (lIssartel a kol., 2005;
Vasconcelos a Cunha, 2010).

V soucasnosti je popsano 23 rtiznych SEs, které zahrnuji jak klasické enterotoxiny
(SEA az SEI, SER, SES, SET), tak enterotoxinim podobné toxiny (SEI, enterotoxin-like

toxins, SEIJ az SEIV), které ovsem nemaji emetické ucinky (Vasconcelos a Cunha, 2010).
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SEs jsou kodovany enterotoxinovymi geny ent, lokalizovanymi na plazmidech,
bakteriofazich nebo ostrovech patogenity (mobilnich genomovych elementech podobnych
profagim) (Sergeev a kol., 2004; Gill a kol., 2005; Vasconcelos a Cunha, 2010). SEG,
SEIl, SEN, SEO, SEM jsou kédovany enterotoxinovym klastrem (Skupinou) gend, jiné
geny se vyskytuji samostatné, napt. sea (Sergeev a kol., 2004). Obecné jsou kmeny
S.aureus casto pozitivni (az 77 %) na piitomnost alesponn jednoho z genti SEs
(Vasconcelos a Cunha, 2010). Ale tyto geny se nemusi vzdy exprimovat, z 86 % se
exprimuje sec, z 89 % sed, ze 49 % seb, ale naproti tomu gen sea se exprimuje ze 100 %
(Sergeev a kol., 2004).

Z chemického hlediska se jednd o nizkomolekuldrni proteiny s molekularni
hmotnosti 26,9 — 29,6 kDa. Podle krystalografickych studii je trojrozmérné struktura vSech
SEs podobna. Také se zjistilo, ze 15 % aminokyselinovych zbytkti je homologickych
uvsech SEs a i jejich antigenni struktura je velmi podobna (Sergeev a kol., 2004,
Vasconcelos a Cunha, 2010). Celkové molekuly SEs maji tvar elipsy a jsou slozeny ze
dvou domén. Sekundérni struktura obou domén je kombinaci a-helix a B-slozenych listii
(Dinges a kol., 2000). Mensi doména B obsahuje vazebné misto pro oligosacharidy
a uklasickych SEs také disulfidicky mistek, spojeni dvou cysteinl, ktery je
pravdépodobné zapojeny do emetickych u¢inkd toxinu. VEétsi doména A je nejspiSe
zapojena do superantigenni aktivity toxinti (Dinges a kol., 2000; Vasconcelos a Cunha,
2010). Ptesto, ze jsou tyto dvé funkéné odlisné charakteristické vlastnosti SEs
lokalizovany na oddélenych doménéch, existuje mezi nimi silny vzajemny vztah. Ztrata
superantigenni aktivity, napiiklad vlivem genetické mutace, vede i ke ztrat¢ emetickych
uc¢inku (Vasconcelos a Cunha, 2010).

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole Exfoliativni toxiny, superantigeny ovliviiuji
imunitni systém vazbou na hlavni histokompatibilni komplex tfidy II na membrané antigen
prezentujici buiiky (APC) se soucasnou vazbou na variabilni Gsek V[ fetézce receptoru
T lymfocytu (TCR) (Vasconcelos a Cunha, 2010). Klasické antigeny, na rozdil od
superantigentt musi rozpoznat vSech pét useku (VP, DB, JB, Va, Ja) receptoru TCR
(viz Obr. 1), to vede ke specifické aktivaci jen asi 0,01 % T lymfocyti, coz je zakladem
specifické imunitni odpovédi. Superantigeny nespecificky aktivuji az 20 % T lymfocyta
a spousti tak nadmérné uvolinovani cytokinti - od tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF), pres
rizné interleukiny az po interferon-gamma (Balaban a Rasooly, 2000; Vasconcelos
a Cunha, 2010). Zvysené uvoliiovani cytokint zptisobuje kapilarni vazodilataci, ktera vede
Kk hypotenzi, Soku, organovému selhani az k mozné smrti (Vasconcelos a Cunha, 2010).
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Obr. 1: Rozdil v aktivaci T lymfocytu klasickym antigenem (vlevo) a superantigenem (vpravo).

(Zdroj: http://www.sickkids.ca/research/yeunglab/custom/research.asp)

Antigen presenting cell Antigen presenting cell

Na rozdil od dobie prozkoumaného pisobeni SEs jako superantigentl, neni pfilis
znamo 0 mechanismech vzniku symptomu otravy potravinami, pies to, ze jsou jeji béznou
pfic¢inou (Balaban a Rasooly, 2000; Hu a kol., 2007). Hu a kol. (2007) zkoumali
mechanismus, kterym SEA indukuje emesis (zvraceni) na modelu rejska piZmového
(Suncus murinus). Podle této studie je kliCovym mistem pro emetickou ¢innost tenké
stfevo, kde SEA vyrazné zvySuje uvoliiovani serotoninu (5-hydroxytryptaminu), ktery jako
dulezity neurotransmiter pienasi vzruch prostiednictvim bloudivého nervu do centra pro
zvraceni v prodlouzeni miSe. Dale z vyzkumu vyplynulo, Ze aktivace kanabinoidniho
receptoru 1 (CB1) snizuje uvoliiovani serotoninu. K potlaceni otravy se krom¢ inhibitorti
syntézy serotoninu tedy pouzivaji také agonisté kanabinoidniho receptoru 1 a antagonisté
receptoru pro serotonin. Naptiklad granisetron, branici vazb& pfirozenému ligandu,
serotoninu, ktery tak nemitze aktivovat drahu vedouci k indukci emesis. Tyto latky se
pouzivaji k 1écbé otrav potravinami nebo zvraceni spojené s chemoterapii u pacientl
s rakovinou (Hu a kol., 2007).

Exprese vSech enterotoxinovych genl (ent) neni fizena regulacnim systémem agr
(viz kapitola Faktory virulence Staphylococcus aureus), protoze se jedna o geny pohyblivé
(Balaban a Rasooly, 2000; Vasconcelos a Cunha, 2010). Agr naptiklad nefidi produkci
nejbeéznéjsiho enterotoxinu zapojeného v otraveé potravinami, toxinu SEA, ktery je kodovan

genem entA nesenym temperovanym bakteriofagem. Naproti tomu, druhy nejcastéjsi
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enterotoxin zpusobujici otravy potravinami, SED, kédovany genem entD, lokalizovanym

na penicilinazovém plazmidu pIB485, je regulovan agr (Balaban a Rasooly, 2000).

3.2.3.4 Toxin-1 syndromu toxického Soku

Jak jiz bylo zminéno, mezi pyrogenni superantigenni toxiny (PTSAgs)
produkované kmeny S. aureus patii krom¢ enterotoxind i toxin-1 syndromu toxického
Soku. Sdili vSechny tfi spole¢né zakladni charakteristiky PTSAgs, které¢ byly popsény
U enterotoxini  (pyrogenni  reakce, schopnost zvySovat letalitu  endotoxinu
a superantigenicita) (Dinges a kol., 2000). Protoze ma s enterotoxiny stejnou
trojrozmé&rnou strukturu, byl k nim diive zafazovan a oznacovan jako SEF, v dusledku
malé homologie jejich genovych sekvenci byl ale z této skupiny vycélenén (Dinges a kol.,
2000; Vasconcelos a Cunha, 2010).

TSST-1 je kodovan genem tst, lokalizovanym uvnitf mobilniho genetického
elementu, stafylokokovém ostrovu patogenity 1 na bakteridlnim chromozomu.
Z chemického hlediska se jedna o protein sloZzeny ze dvou domén o molekularni hmotnosti
22 kDa (Dinges a kol., 2000).

Na rozdil od enterotoxini TSST-1 neobsahuje ve své molekule zadné cysteinové
zbytky, nema tedy emetické G€inky a neni pfi¢inou otravy potravinami (Dinges a kol.,
2000; Vasconcelos a Cunha, 2010). Zpisobuje pomérné vzacné, nicméné potencialné zivot
ohrozujici onemocnéni zvané syndrom toxického Soku (TSS, toxic shock syndrome)
(McNamara a kol., 2009). Jedna se o systematické onemocnéni, charakterizované vysokou
horeckou, hypotenzi, koZnimi pfiznaky (vyrdZzka doprovazena odlupovanim kiZe na
dlanich a ploskach nohou) a multiorganovym selhanim (Parsonnet a kol., 2005).
Za klinickou manifestaci TSS zodpovidaji cytokiny nadmérné uvolfiované leukocyty
v disledku superantigenicity TSST-1 a nékterych stafylokokovych enterotoxini (SEB,
SEC a v mensi mife SEA, SED), kter¢ se také podileji na patogenezi TSS (Descloux a kol.,
2008).

Prvni a nejdilezitéjsi vlastnosti, ktera se podili na vzniku TSS, je superantigenicita.
(Dinges a kol., 2000). Tato vlastnost byla jiz popsana v kapitolach Exfoliativni toxiny
a Stafylokokové enterotoxiny. TSST-1 indukuje polyklonalni imunitni odpovéd’ tim, Ze se
pfimo véze na hlavni histokompatibilni komplex tfidy Il a soucasné¢ na receptory

T lymfocytd, bez ptfedchoziho zpracovani antigen prezentujici bunkou (makrofagem,
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B lymfocytem) (Pajerek a kol., 2006, Vasconcelos a Cunha, 2010). Dalsi faktor podilejici
citlivosti K hostitelskému endotoxinu, coz vede ke kapilarni dilataci, zprostiedkované
tumor nekrotizujicim faktorem (TNF-o) (Dinges a kol., 2000). TSST-1 se dale
prostiednictvim receptorti vaze na endotelové bunky kapiléar, zptsobuje jejich smrt a tim
zvysuje propustnost kapilar (Dinges a kol., 2000; Peterson a kol., 2005).

Podle zptisobu vzniku se rozlisuji se dvé formy TSS, které se vSak zasadn¢ klinicky
neli$i. Menstrudlni forma je spojena s pouzivanim menstruacnich tamponti. Druha forma,
tzv. nemenstrualni je pozorovana pfi infekcich chirurgickych ran, popaleninach, infekci
ktze, podkozi ¢i zavaznych infekcich vnitinich organti jako je napf. pneumonie (Pajerek
a kol., 2006).

Témét vSechny (99 %) ptipady menstrudlniho TSS jsou spojeny s pouzivanim
vysoce absorpénich menstrua¢nich tampont (Vasconcelos a Cunha, 2010). Tento fakt je
vysvétlovan tim, ze se dostane se zavadénym tamponem do anaerobni pochvy kyslik, ktery
je nezbytny pro produkci TSST-1 toxigennim kmenem S. aureus (Dinges a kol., 2000).
Pouzivani menstrua¢nich tampo6nta v8ak v zadném piipadé neni jedinym faktorem, ktery je
odpovédny za rozvoj menstrudlniho TSS. K tomu, aby doslo k vyvoji menstrualniho TSS
musi byt pochva kolonizovand toxigennim kmenem S. aureus produkujicim TSST-1
(poptipadé nektery z SES). Parsonnet a kol. (2005) zjistili, ze asi 9 % studované populace
zen ma pochvu kolonizovanou S. aureus a ztoho pouze jedno procento toxigennim
kmenem. Druhym z nezbytnych faktori pro rozvoj menstrualniho TSS je prunik dostate¢né
koncentrace TSST-1 ptes epitel. Podle Peterson a kol. (2005) TSST-1 a pfislusny kmen
S. aureus interaguji S receptory na epitelovych bunkéch lidské pochvy. V dusledku toho
dojde k syntéze chemokintl a cytokind, které vyvolaji zanétlivou odpoveéd’ a umozni prunik
TSST-1 ptes poSevni sliznici. Pfi vzniku menstrudlniho TSS hraje také roli mnoZstvi
protilatek proti TSST-1. Zena, kterd nema vytvoiené protilatky nebo jen v nedostate¢ném
mnoZstvi, je timto syndromem daleko vice ohrozena. Podle Parsonnet a kol. (2005) ma
vétsina zen v obecné populaci (85 %) vytvoreny protilatky proti TSST-1. Tyto protilatky
jsou jiz vytvofeny i u vétSiny (81 %) dospivajicich (13 az 18 let), z ¢ehoz vyplyva, Ze
mladé divky nemaji vyznamné vyssi riziko rozvoje menstrudlniho TSS neZ starSi Zeny, jak
se diive myslelo (Parsonnet a kol., 2005). V sou¢asné dob¢ pocet ptipadit menstrualniho
TSS klesa diky preventivnim opatienim. Na povrch menstruacnich tampoént se napiiklad

pfidavaji rizné chemické latky, povrchové aktivni latky, aromatické slouceniny,
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isoprenoidy a podobné, které zasahuji do rustu S. aureus a do produkce a aktivity TSST-1
(McNamara a kol., 2009).

Na rozdil od menstrudlniho TSS, pacienti s nemenstrualni formou TSS tvofi
heterogenni  skupinu s Sirokym vékovym rozmezim, rozmanitym doprovodnym
onemocnénim a riznym mistem a typem infekce S. aureus. V poloviné ptipadi
nemenstrualniho TSS je S. aureus pfitomen Vv krevnim fecisti (bakteriémie) pacienta, dalsi
komplikaci byva cast&jsi vyskyt neurologickych poruch. Jsou to pravdépodobné dva
divody vyssi tmrtnosti u této formy TSS (22% mortalita) ve srovnani s menstrualni
formou TSS (0% mortalita), u které bakteriémie nebyla prokazana a neurologické poruchy
jsou méné castou komplikaci. To je davano do souvislosti S rozdilnymi toxiny, které jsou
zapojené v rozvoji urcité formy TSS. Nemenstrudlni TSS zpisobuji Castéji enterotoxiny
(SEB, SEC, SED), které jsou vice neurotoxické nez TSST-1 a SEA, typické pro
menstrualni TSS (Descloux a kol., 2008).

26



3.3 Metody detekce extracelularnich toxinu Staphylococcus

aureus

Metody detekce extraceluldrnich toxinti S. aureus lze rozdé¢lit na tradicni
imunologické metody, zalozené na detekci pomoci protilatek a moderni molekularné
biologické metody, zalozené na detekci genti kodujicich toxiny. Ve srovnani s molekularné
stranu detekci genli nezjistime, jestli je pfislusny toxin kmenem skutecné produkovan

(Vasconcelos a Cunha, 2010).
3.3.1 Imunologické metody detekce

Vysoce specifickd vazba protilatek k antigentim umoznila $iroké rozsifeni riznych
imunologickych metod pro detekci extracelularnich toxini. Mezi nejcastéji pouzivané patii
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) a reverzni pasivni latexova aglutinace
(RPLA, reverse passive latex agglutination) (Di Pinto a kol., 2004). RPLA je modifikaci
latexové aglutinace, jejiz zakladni princip spocivd v potaZeni latexové kulicky
specifickymi protilatkami proti detekovatelnému antigenu (v tomto piipadé toxinu). Je-li
toxin ve vzorku obsazen, protilatka aglutinuje a klesa na dno reakéni jamky, kde utvari
charakteristickou srazeninu (Di Pinto a kol., 2004; Paulik, 2005).

Na principu latexové aglutinace byva zalozen prikaz TSST-1 a PVL (Pajerek
a kol., 2006; Oishi a kol., 2008). Oishi a kol. (2008) vyvinuli RPLA K rychlé detekci
kment produkujicich PVL, ktera je vysoce specificka a citliva k detekci tohoto toxinu.

Di Pinto a kol. (2004) detekovali pomoci RPLA stafylokokové enterotoxiny ve
vzorcich potravin. Podle jejich experimenti je metoda vhodnym nastrojem pro rutinni
monitorovani pifitomnosti malych koncentraci stafylokokovych enterotoxind, schopnych
vyvolat intoxikaci (otravu potravinami), v riznych vzorcich potravin. Stejnych vysledkt
dosahli také metodou Western blotu, kterd spocivd v elektroforetickém rozdéleni (viz
Molekularné biologické metody detekce) vzorku, pfenosu na nitrocelul6zovou membranu
a detekci toxin pomoci specifickych protilatek.

Do kategorie detekci pomoci imunoreakce se znacenymi protilatkami patii techniky
ELISA a radioimunoanalyza (Paulik, 2005). Princip ELISA je zaloZen na enzymatickém

(vétsinou kienova peroxidaza nebo alkalickd fosfatdza) znaceni protilatky a detekce
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pfitomnosti antigenu zavisi na pfemén¢ chromogenniho substratu timto enzymem. Existuji
dvé formy této techniky. Pii kompetitivni ELISA znaceny antigen soutézi s neznacenym
antigenem ve vzorku o vazbu na protilaitku imobilizovanou na mikrotitratni desticku.
Cast&ji pouzivanou variantou je sendvi¢ova ELISA. Do mikrotitraéni desti¢ky, na jejimz
povrchu je navazana specificka protilatka, se pfida vzorek s neznamym obsahem antigenu
a po inkubaci a vymyti nenavazaného antigenu se pfida sekundarni enzymaticky znacena
protilaitka. Po dalsi inkubaci a vymyvani se pifida specificky  substrat,
3.,3",5,5 -tetramethylbenzidin nebo p-nitrofenyl fosfat, ktery je $tépen enzymem za vzniku
zbarveni kvantifikovaného fotometricky pomoci ELISA readeru (Pingoud a kol., 2002).
Mezi nejcitlivéjsi metody pro detekci nizkomolekuldrnich antigenti patfi také
radioimunoanalyza, zaloZend na stejném principu jako ELISA, protilatka ale neni znacena
enzymem nybrz radioaktivnim prvkem (Pingoud a kol., 2002; Paulik, 2005).

Mezi dalsi metody, které se pouzivaji pro detekci extraceluldrnich toxint, patii
naptiklad imunodifuze. Princip imunodifuznich technik je zalozen na tvorbé komplexu
antigen-protilatka, tzv. imunoprecipitatu v prosttedi agardézového gelu, kde po difuzi
vznikaji precipita¢ni linie (Pingoud a kol., 2002; Paulik, 2005). RozliSujeme radialni
imunodifuzi, ptfi niz je specificka protilatka rovnomérné rozptylena v gelu a neznamy
vzorek s antigenem se pipetuje do jamek v gelu. Vysledkem je prstencovy precipitat, ktery
je porovnavan s kalibratorem (znamou koncentraci antigenu) (Paulik, 2005). Jinou formou
je dvojitd imunodifuze, vtomto piipadé gel slouzi pouze jako prostfedi pro difuzi.
Protilatky a antigeny jsou pipetovany zvlast do jamek v gelu a precipitacni linie se tvoii
v oblasti, kde se navzajem stietavaji se stejnou koncentraci (Pingoud a kol., 2002).

Kawabata a kol. (1997) porovnavali rizné metody detekce exfoliativnich toxint
z klinickych izolati S. aureus. Prokazali vysokou citlivost (detekéni limit 1 ng/ml)
a specifitu metody RPLA. Napiiklad imunodifiizni metoda byla méné citliva (50 ng/ml az
60 ng/ml). Naopak metoda ELISA byla sice citlivéjsi nez RPLA, ale méné specificka,
vykazovala kiizové reakce mezi ETA a ETB protilatkami a antigeny. Kawabata a kol.
(1997) tedy doporucili RPLA pro rychlé diagnostikovani stafylokokového syndromu

opafené kiize (SSSS) v ramci kontroly §ifeni tohoto syndromu zejména v porodnicich.
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3.3.2 Molekularné biologické metody detekce

V soucasnosti hojné pouzivané a spolehlivé metody detekce gent kodujicich
extracelularni toxiny jsou molekuldrné biologické metody zaloZzené na principu
polymerazové fetézové reakce (PCR, polymerase chain reaction) (Vasconcelos a Cunha,
2010).

PCR je obecné technika zalozena na amplifikaci pozadované specifické sekvence
DNA pracujici na principu replikace pomoci enzymu DNA-polymerazy. K jejimu pouziti
je zapotiebi znat pouze dvé kratké nukleotidové sekvence ohraniCujici zkoumanou
sekvenci, tzv. primery, které se vaZzou na protilehlé fetézce DNA. Pfi PCR se cyklicky
opakuji tfi kroky Vv zavislosti na teploté reakéni smési. V prvnim kroku je DNA obsahujici
zkoumanou sekvenci denaturovana pii 94°C. V druhém kroku jsou k denaturované DNA
pfipojeny primery pii teploté¢ 30°C az 50°C. A ve tietim kroku probihd syntéza novych
fetézci DNA (pii teploté 65°C az 75°C). Denaturovana DNA slouzi jako templat pro
pridavani nukleotidi ke komplementarnim usekiim mezi primery pomoci enzymu
DNA-polymerazy, vétSinou termostabilni Taq DNA-polymerazy izolované z Thermus
aquaticus. Tyto tii kroky se mnohokrat opakuji. Vyslednym produktem PCR jsou tedy
amplikony, mnohonasobné zmnozené zkoumané sekvence DNA, v tomto piipadé geny
kodujici extracelularni toxiny.

Pfitomnost amplikoni se Vreakéni smési nejcastéji prokazuje gelovou
elektroforézou S naslednou vizualizaci pomoci vhodného barviva. Principem této
nejpouzivanéjsi separacni techniky v molekularni biologii je rozdéleni nabitych molekul
Vv elektrickém poli. Elektroforetické gely plsobi jako molekularni sita zpomalujici prachod
velkych molekul pii prichodu elektrického proudu. Nejcastéji se pouzivaji dva typy téchto
gelli, agar6zovy a polyakrylamidovy. Nukleové kyseliny maji diky negativné nabitym
fostatovym skupindm rovnomérné rozlozeny zaporny naboj. V gelu se tedy pii pruchodu
elektrického proudu pohybuji od katody k anod¢ a déli vyhradné podle velikosti, na rozdil
od proteind, u kterych p¥i rozdélovani hraje roli i velikost naboje (Smarda a kol., 2005;
Snustad a Simmons, 2009). Po dokonceni elektroforézy je tfeba separované molekuly
nukleovych kyselin zviditelnit, vétSinou pomoci fluorescencnich barviv nebo dusi¢nanu
sttibrného (pfi separaci v polyakrylamidovych gelech). NejpouzivanéjSim barvivem pro

detekci molekul DNA je ethidium bromid, ktery vytvati komplex s DNA vmezetovanim
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mezi sousedni pary bazi a po ozafeni ultrafialovym svétlem ervend fluoreskuje (Smarda
a kol., 2005).

Mén¢ casto se pritomnost specifickych amplikoni prokazuje také jinymi
technikami. Napiiklad pti detekci genti kodujicich enterotoxin A a B Gilliganem a kol.
(2000) byla misto elektroforézy pouzita metoda ELISA detekujici sondu hybridizovanou
s komplementarni ¢asti amplifikovaného tiseku (Smarda a kol., 2005). U této PCR-ELISA
byl zjistény detekéni limit o jeden fad niz$i v porovnani s jednoduchou PCR s naslednou
elektroforézou v agarézovém gelu (Gilligan a kol., 2000).

Piestoze PCR je velmi citlivou metodou pro detekci genti kddujicich extracelularni
toxiny, je schopna pouze uréit pfitomnost ¢i nepfitomnost gend. Neni uz vSak schopna
uréit, zda se dany gen Vbuiice exprimuje. Za timto ucelem byla vyvinuta
reverzné-transkriptazova PCR (RT-PCR, Reverse Transcriptase PCR), jako jedna z variant
PCR. Je zalozena na detekci sekvence mRNA zodpovédné za produkci toxint, ¢imz
dokazuje aktivitu gent (Spisek, 2005; Vasconcelos a Cunha, 2010). RNA ale nemtize
slouzit jako templat pro PCR. Musi byt proto nejprve prevedena do cDNA retrovirovou
reverzni transkriptazou (odtud nazev techniky), ktera je nasledné standardnim postupem
PCR amplifikovana (Smarda a kol., 2005; Spisek, 2005). RT-PCR byla vyuzita napiiklad
v experimentech Hu a kol. (2007) pro méfeni exprese genu kodujiciho stafylokokovy
enterotoxin A ve tkanich rejska pizmového.

Od zavedeni obecné techniky PCR bylo vyvinuto mnoho jejich riznych variant.
Kromé¢ jiz zminéné RT-PCR byla popsana naptiklad mnohonasobna PCR (multiplex PCR).
Jednéd se o polymerazovou fetézovou reakci s vice pary primerti rozpoznavajici né€kolik
rozdilnych cilovych sekvenci v reakéni smési. To obecné umoziuje detekci nékolika genli
zaroveti, véetné amplifikace vnitinich kontrol sou¢asné se vzorky (Smarda a kol., 2005).
Hlavni vyhody mnohonasobné PCR tedy spocivaji v nizSich nékladech a zkraceni casu
potiebného pro detekci n€kolika genti (Mehrotra a kol., 2000). Napiiklad Mehrotra a kol.
(2000) detekovali pomoci této metody geny kodujici stafylokokové enterotoxiny A az E
(entA, entB, entC, entD, entE), toxin-1 syndromu toxického Soku (tst), exfoliativni toxiny
A a B (etaA a etaB) a gen pro rezistenci vici methicilinu (mecA). Jako pozitivni vnitini
kontrolu pouzili detekci genu femA nezbytného pro expresi rezistence vic¢i methicilinu,
ktery byl pfitomen Vv kazdém ze zkoumanych lidskych izolata S. aureus (Mehrotra a kol.,
2000; Al-Talib a kol., 2009). K amplifikaci téchto deseti stafylokokovych gent byly

navrzeny dva soubory primert. Jejich specifita a spolehlivost byla ovéfena porovnanim
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s jednoduchou PCR, kdy se pfitomnost geni prokazovala jednotlivé (Mehrotra a kol.,
2000).

Dalsi variantou polymerazové fetézové reakce je PCR v redlném cCase (real-time
PCR), ktera je zalozena na moznosti monitorovat postup PCR v realném &ase (Smarda
a kol., 2005). Existuji rizné zpisoby detekce vzniku amplikont v prubéhu PCR reakce. Od
interkalacnich fluorescenénich barviv vazajicich se pfimo na dvoufetézcovy produkt PCR
(napt. barvivo SYBR Green) pies fluorescencné znaCené sondy vazajici se na
amplifikovany produkt az po fluorescencné znacené primery nasedajici na denaturovanou
DNA pii syntéze nového produktu (Smarda a kol., 2005). Napiiklad Letertre a kol. (2003)
pouzili pro detekci produktii PCR Vv redlném case fluorescen¢ni barvivo SYBR Green.
Cilem experimentd Letertre a kol. (2003) bylo vyvinout PCR Vvredlném case
s univerzalnim souborem primera pro rychly screening gend deviti enterotoxint S. aureus
soucasné. K tomu pouzili jeden univerzalni forward primer SA-U a specifické reversni
primery pro sledované geny. Spolehlivost metodiky byla ovéfena jednoduchou PCR
detekci a reverzni pasivni latexovou aglutinaci (RPLA), podle které odpovidala produkce
toxint detekovanym gentim. Jednou z vyhod PCR v realném case je poskytovani vysledkt
okamzité po dokonceni amplifika¢ni reakce bez potieby dalsiho zpracovani vzorki a bez
otevieni reak¢nich zkumavek, coz vyrazné snizuje riziko kontaminace béhem manipulace
se vzorky (Letertre a kol., 2003). Dalsi jeji vyhodou je moznost kvantifikovat vysledek
PCR (Spisek, 2005).

K jinym metodam, které¢ slouzi k detekci vice genti zaroven, patii kombinace PCR
s DNA mikroc¢ipy (PCR-microarray assay) (Sergeev a kol., 2004). Podstatou mikro¢ipti je
navazani oligonukleotidi DNA (sond) na sklenénou nosnou desticku, na kterou se
nasledné pifida vzorek. V pfipadé navazani detekované sekvence na oligonukleotid
(hybridizace) pak vznikne fluorescenéni signal (Spisek, 2005). Napiiklad Sergeev a kol.
(2004) popsali PCR-microarray assay pro soucasnou detekci vice enterotoxinovych gent
(ent). Vzorky analyzovali za pouziti souboru degenerovanych primerd pro detekci
variabilnich sekl enterotoxinovych geni pomoci PCR amplifikace. ZmnoZené variabilni
useky byly posléze indetifikovany pomoci mikroCipu. Piesnost této kombinované metody
byla podpoiena srovnanim s jednoduchou PCR s naslednou elektroforézou
a sekvencovanim enterotoxinovych gent (Sergeev a kol., 2004).

Pro detekci extracelularnich toxint se také v nékterych ptipadech pouzivaji metody
hybridizace DNA-DNA, zalozené na vytvafeni dvouietézcovych molekul z jednotetézci

DNA za ptedpokladu, Ze jsou jejich sekvence vzijemné uplné¢ nebo Ccastecné
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komplementarni (Smarda a kol., 2005). Naptiklad Ewald a kol. (1990) pouzili jednu
z variant hybridizace - hybridizaci kolonii pro detekci stafylokokovych enterotoxind, u niz
prokazali 100% spolehlivost ve srovnani s imunologickymi metodami (ELISA, RPLA,
imunodifize apod.). Hybridizace kolonii patfi do skupiny hybridizaci na pevném
podkladu, nukleové kyseliny bezprostiedné uvolnéné z bakterialnich kolonii jsou

pfenaseny na membranu, na které probihd vlastni hybridizace (Smarda a kol., 2005).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Studované izolaty S. aureus byly sbirany ve Fakultni nemocnici Olomouc v letech
2009 az 2011 od pacienti se zavaznymi az zivot ohrozujicimi klinickymi stavy.

Nejcastéjsim klinickym materidlem, ze kterého byly izolaty ziskany, byla krev
(35 %), stér zrany (33 %) a material z dolnich cest dychacich (endosekret, sputum,
bronchoalveolarni lavaz = BAL) (18 %), dal$imi klinickymi materialy byly vytéry z krku
(5 %), stér z ktize (3 %) a hnis (2 %). Po jednom byly izolaty ziskany z punktatu z rany,
moci, vytéru z ucha a vytéru z krku a nosu (celkové 4 %). Primérny v€k pacientd, od
kterych klinicky materidl pochazel, byl 50 let (v€kové rozmezi 0-88 let). Diagnézy
pacientli byly riznorodé (malignitidy, abscesy, fraktury, dermatitidy, sepse a dalsi).

Identifikace izolath byla provedena klasickymi mikrobiologickymi postupy pomoci
komer¢né dostupnych testt STAPHYtest16 (Pliva-Lachema) a Phoenix PMIC/ID-67 (BD,
USA). U 6 izolatd byl prokazan methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA),
u ostatnich methicilin-senzitivni Staphylococcus aureus (MSSA). Uplny piehled viech

(97) studovanych izolata S. aureus je uveden v Tab. 1.
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Tab. 1: Piehled studovanych izolata S. aureus.

I1zolat 1zolat
S.aureus Rokizolace Klinicky material S.aureus  Rokizolace Klinicky material
17 2009 Krev 10 2010 Stér z kdze
18 2009 Krev 13 2010 Vytér z krku
19 2009 Krev 12 2010 Vytér z krku
11 2009 Krev 78 2010 Hnis
16 2009 Krev 79 2010 Stér z rany
12 2009 Krev 80 2010 Stér z rany
22104/A 2009 Stér z rany 81 2010 Endosekret
2 2010 Krev 82 2010 Punktat z rany
1 2010 Krev 83 2010 Stér z rany
20 2010 Stér z rany 84 2010 Stér z rany
19 2010 Stér z rany 86 2010 Stér z rany
17 2010 Endosekret 87 2010 Stér z rany
18 2010 Endosekret 88 2010 Stér z rany
11* 2010 Sputum 90* 2010 Stér z rany
104 2010 Endosekret 126 2010 Krev
8 2010 Endosekret 103 2010 Endosekret
9 2010 Vytér z krku 89 2010 Stér z rany
21 Stér z kGize 85 2010 Vytér z krku a
2010 nosu
16 2010 Vytér z ucha 102 2010 Stér z rany
15 2010 Vytér z krku 100 2010 Stér z rany
14 2010 Vytér z krku 91* 2010 Stér z rany
105 2010 Endosekret 127 2010 Krev
106 2010 Endosekret 128 2010 Krev
107* 2010 Mo¢ 129 2010 Krev
108 2010 Krev 101* 2010 Stér z rany
109 2010 Krev 23 2011 Stér z rany
110 2010 Krev 24 2011 Stér z rany
111 2010 Krev 25 2011 Stér z rany
112 2010 Krev 26 2011 Stér z rany
113 2010 Krev 27 2011 Stér z rany
92 2010 Stér z rany 28 2011 Stér z rany
93 2010 Sputum 29 2011 Hnis
94 2010 Stér z rany 30 2011 Stér z rany
95 2010 Endosekret 32 2011 Stér z rany

Legenda: * = MRSA (methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus).
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Tab. 1

: Ptehled studovanych izolatt S. aureus (pokra¢ovani).

I1zolat lzolat
S.aureus Rokizolace Klinicky material | S. aureus Rok izolace Klinicky material

96 2010 Sputum 33 2011 Stér z rany
97 2010 Stér z rany 34 2011 Endosekret
98 2010 BAL 35 2011 Stér z rany
115 2010 Krev 37 2011 Stér z rany
118 2010 Krev 38 2011 Krev
120 2010 Krev 39 2011 BAL

3 2010 Krev 40 2011 Krev

4 2010 Krev 41 2011 Stér z rany

5 2010 Krev 48 2011 Stér z kize

6 2010 Krev 49 2011 Sputum
99 2010 Stér z rany 7 2011 Endosekret
121 2010 Krev 22 2011 Krev
122 2010 Krev 1* 2011 Krev
123 2010 Krev 2 2011 Krev
124 2010 Krev

Legenda: * = MRSA (methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus).

4.2 Kultivace S. aureus a izolace DNA

Izolaty S. aureus byly kultivovany na krevnim agaru (Trios) pies noc pfi teploté
37°C za aerobnich podminek.

Z vypéstované kultury S. aureus bylo sterilni klickou odebrano 2 az 5 kolonii, které
byly nasledné rozsuspendovany ve 100 pl redestilované vody.

Suspenze byla inkubovana v termomixeru 15 min pfi teplot¢ 99°C za mirného
ttepani.

Zlyzované bakteridlni buniky byly centrifugovany 2 min pii 1006 g.

Po centrifugaci bylo 90 pl supernatantu s uvolnénou bakteridlni DNA
pfepipetovano do nové mikrozkumavky, zamrazeno pii -20°C a takto uchovano pro

amplifikaci.

35




4.3 Detekce genti pomoci jednoduché PCR

Izolovand DNA vsech studovanych izolata S. aureus byla testovana na pfitomnost
geni — pvl (soucasna detekce geni IukS-PV a IukF-PV), tst, eta a etb kodujicich
extracelularni toxiny - PVL, TSST-1, ETA a ETB pomoci PCR amplifikace s pfislusnymi

primery.

4.3.1 PCR amplifikace DNA

Reakéni smés pro PCR reakci byla pfipravena napipetovanim polozek do 1,5ml
mikrozkumavky podle Tab. 2 ve sterilnim laminarnim boxu za pouziti sterilnich pomucek.
Sekvence pouzitych primera jsou uvedeny v Tab. 3.

Po napipetovani vSech polozek byla smés kratce zvortexovéana a centrifugovana na
stolni minicentrifuze. Takto pfipravena reakéni smés byla rozpipetovana do cistych
0,5ml mikrozkumavek po 49 pl a do kazdé byl ptidan 1 ul roztoku izolované DNA
jednotlivych izolath S. aureus. Vzniklé smési byly prevrstveny 45 pl PCR oleje.
Mikrozkumavky byly poté vlozeny do termocykleru, pribéh PCR reakce je uveden
v Tab. 4.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovand z kmena S. aureus nesouci
detekované geny ziskané od RNDr. Petra Petrase, CSc. z Narodni referen¢ni laboratote pro
stafylokoky Statniho zdravotniho tistavu Ceské republiky v Praze (kmeny nesouci geny tst
a pvl) a z Ceské sbirky mikroorganismii (kmen CCM 7058 nesouci geny eta a eth).
Negativni kontrola byla pouzita jen pro opakovani PCR u izolath pozitivnich na vyskyt
genu kodujictho toxin. U ostatnich izolath byla PCR reakce negativni, tudiz

nezkontaminovana.
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Tab. 2: Slozeni PCR smési pro jednu reakci (49 pl).

Polozka reakéni smési

Pipetovany objem [pl]

H,O pro PCR
PCR pufr s MgCl, 10x
Roztok dNTPs (40 mmol/l)
Primer F (100 pmol/l)
Primer R (100 pmol/l)

Taq DNA polymeraza (5 U/ul)

42,2
5
04
05
05
04

Tab. 3: Sekvence primert pouzitych pro detekci gent pvl, tst, eta a etb.

Velikost

Nazev amplikonu

primeru Sekvence primeru (5" — 37) [bp] Literarni zdroj
pviF |ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCC 433 Lina a kol., 1999
pviR [GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC
tstF | GCTTGCGACAACTGCTACAG 559 Monday a Bohach, 1999
tstR [TGGATCCGTCATTCATTGTTAT
etaF |[GCAGGTGTTGATTTAGCATT 93 Lee a kol., 1987
etaR |AGATGTCCCTATTTTTGCTG
etb F [ ACAAGCAAAAGAATACAGCG 226 Jackson a landolo, 1986
etbR |GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG

Tab. 4: Prubéh PCR reakce.

Proces Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace DNA 94 5 1
Denaturace DNA 94 1
PFipojeni primer( 56 1 30
Prodluzovani komplementarniho vlakna 72 1
Zavérecné prodlouzeni 72 10 1
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4.3.2 Elektroforéza a vizualizace vysledki

1,7% agarozovy gel pro elektroforézu byl pifipraven smichanim 1,2 g agardzy
a70ml pufru TBE 1x (ziskan nafedénim zdsobniho pufru TBE 10x) a naslednym
rozvatrenim v mikrovinné troubé. Rozvareny gel byl 15 min ochlazovan pomoci laboratorni
michacky, pfed koncem michani byly pfidany 4 ul ethidium bromidu. Poté byl gel nalit do
elektroforetické vany a po ztuhnuti (asi 45 min) ptevrstven pufrem TBE 1x.

Do prvni jamky agar6zového gelu bylo naneseno 6 pul DNA markeru smiseného
s nanasecim pufrem (3 ul DNA markeru + 3 pl nanaseciho pufru). Do nasledujicich jamek
bylo naneseno po 15 pl PCR produkti (véetné pozitivni kontroly) taktéz smisenych
s nandSecim pufrem (15 pl PCR produktu + 3 ul nanaSeciho pufru, po smiseni do gelu
naneseno pouze 15 pl roztoku).

Elekroforéza probihala 45 minut pii elektrickém napéti 80 V a proudu 20 mA.
Po ukonceni separace PCR produktil byl gel vystaven UV zafeni o vlnové délce 254 nm
pro vizualizaci vysledkt (ethidium bromid interkalovany do produktii PCR po ozafeni UV

svétlem fluoreskuje) a zdokumentovan programem Scion Image.

38



4.4 Seznam pouzitych chemikalii a roztoku

e 10x koncentrovany pufr pro PCR s MgCl, (Top-Bio)

e 10x koncentrovany TBE pufr (Bio-Rad)

e Agardza (SERVA)

e Deoxyribonukleotid trifosfaty, ANTPs (40 mmol/l; Promega)
e DNA marker 200-1500 coloured (Top-Bio)

e Ethidium bromid (1 pg/ml; Sigma-Aldrich)

e Nanaseci pufr (Top-Bio)

e PCR olej (Top-Bio)

e PCR voda (Top-Bio)

e Taq DNA polymeraza Unis (5 U/ul; Top-Bio)

4.5 Seznam pouzitych laboratornich pristroju

e Centrifuga Rotina 35R (Hettich)

e Dokumentaéni zafizeni Scion Image (Scion Corporation)
e Elektroforetickd komora Minigel 2 (Apelex)

e Laboratorni michacka Hotplate & Stirrer 1103 (Jenway)
e Laminarni box Steril VBH Compact (Steril)

e Lednice (Whirlpool)

e Mikrovinna trouba (Moulinex)

e MiniCycler TM PTC-150 (MJ Research)

e Minishaker MS1 (IKA)

e Stolni vaha 440 — 47 (KERN)

e Thermomixer comfort (Eppendorf)

e UV transiluminator Discovery model (Ultra-Lum)

e Zdroj stejnosmérného proudu pro elektroforézu PowerPac Power Supply (Bio-Rad)
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5 VYSLEDKY

5.1 lzolace DNA z izolata S. aureus

V této praci bylo na pfitomnost genti, kodujicich extracelularni faktory virulence
(TSST-1, ETA, ETB, PVL), testovano 97 izolati S. aureus ziskanych od pacienti
z Fakultni nemocnice Olomouc v letech 2009 az 2011. Bakterialni DNA byla izolovana
Z kolonii izolati S. aureus jednoduchou a rychlou metodou extrakce pomoci vysoké
teploty (99°C), jejiz vhodnost pro testovani pifitomnosti geni kKodujicich extracelularni

toxiny byla ovéfena v piedchazejici studii Sauer a kol. (2008).
5.2 Detekce genu pvl, tst, eta, etb pomoci jednoduché PCR

Po izolaci bakterialni DNA byly vSechny vzorky testovany na pfitomnost genti pvl,
tst, eta a etb pomoci jednoduché PCR. Vsechny pouzité primery produkovaly amplikony
0 definované piedpokladané velikosti, tzn. 433 bp, 559 bp, 93 bp a 226 bp. Pro detekci
produktit PCR byla pouzita jejich separace elektroforézou v agarézovém gelu a vizualizace

pomoci ethidium bromidu.

5.2.1 Zjistény vyskyt gent pvl, tst, eta, etb u studovanych izolatu

Na pfitomnost gent kodujicich extracelularni toxiny (pvl, tst, eta, etb) bylo
studovano celkem 97 izolatt S. aureus.

Geny pvl (amplikon o velikosti 433 bp) byly pomoci PCR detekovany u dvou
izolatd S. aureus: 100/10 a 97/10. Z celkového poctu 97 testovanych izolatd byly tedy na
geny pvl pozitivni 2,1 % izolatd. Pozitivni detekci gend pvl u izolatu 97/10 doklada
elektroforetogram na Obr. 2.

Gen tst (amplikon o velikosti 559 bp) byl pomoci PCR detekovan u péti izolatl
S. aureus: 17/09, 79/10, 84/10, 102/10, 128/10. Z celkového pocétu 97 testovanych izolath
bylo tedy na gen tst pozitivnich 5,2 % izolati. Pozitivni detekci genu tst u izolatu 102/10
doklada elektroforetogram na Obr. 3.

Gen eta (amplikon o velikosti 93 bp) byl pomoci PCR detekovan u tiech izolatt
S. aureus: 105/10, 118/10, 124/10. Z celkového poctu 97 testovanych izolata byly tedy na
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gen eta pozitivni 3,1 % izolath. Pozitivni detekci genu eta u izoladtu 118/10 doklada
elektroforetogram na Obr. 4.

Gen etb (amplikon o velikosti 226 bp) nebyl pomoci PCR amplifikovan u Zadného
Z testovanych izolata. Z celkového poctu 97 testovanych izolati bylo tedy na gen etb
pozitivnich 0,0 % izolata.

Souhrnny ptehled zachycenych vyskytti detekovanych gend mezi studovanymi
izolaty je uveden v Tab. 5.

Z 97 testovanych izolata S. aureus bylo 10 (10,3 %) pozitivnich na pfitomnost gent
kodujicich jeden z toxint - PVL, TSST-1 nebo ETA. 87 izolath (89,7 %), zahrnujicich
I 6 izolatl methicilin-rezistentnich Staphylococcus aureus (MRSA), neneslo Zzadny
z detekovanych genii. A u zZadného z testovanych izolati nebyla zjisténa pfitomnost vice

téchto gentll soucasné.

Obr. 2: Elekroforetogram zobrazujici detekci genu pvl pomoci PCR u izolatu 97/10

S. aureus.
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Legenda: M = DNA marker 200-1500 bp, K+ = pozitivni kontrola (geny pvl, amplikon
o velikosti 433 bp), 92/10-120/10 = testované izolaty S. aureus.

Obr. 3: Elekroforetogram zobrazujici detekci genu tst pomoci PCR u izolatu 102/10

S. aureus.
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Legenda: M = DNA marker 200-1500 bp, K+ = pozitivni kontrola (gen tst, amplikon
o velikosti 559 bp), 100/10-113/10 = testované izolaty S. aureus.
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Obr. 4: Elekroforetogram zobrazujici detekci genu eta pomoci PCR u izolatu 118/10

S. aureus.
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Legenda: M = DNA marker 200-1500 bp, K+ = pozitivni kontrola (gen eta, amplikon
o velikosti 93 bp), 92/10-118/10 = testované izolaty S. aureus.

Tab. 5: Souhrnny piehled vyskytu detekovanych genu (pvl, tst, eta a etb) mezi

studovanymi izolaty S. aureus.

Detekce genli pomoci PCR Detekce genli pomoci PCR
Izolat S. aureus | pvl tst eta etb |lzolat S. aureus | pvl tst eta etb

17/09 - + - - 14/10 - - - -
18/09 - - - - 15/10 - - - -
19/09 - - - - 16/10 - - - -
1/10 - - - - 8/10 - - - -
16/09 - - - - 10/10 - - - -
12/09 - - - - 13/10 - - - -
22104/A - - - - 12/10 - - - -
2/10 - - - - 78/10 - - - -
11/09 - - - - 79/10 - + - -
20/10 - - - - 80/10 - - - -
21/10 - - - - 81/10 - - - -
19/10 - - - - 82/10 - - - -
17/10 - - - - 83/10 - - - -
18/10 - - - - 84/10 R + R )
9/10 - - - - 85/10 - - - -
11/10* - - - - 86/10 - - - -

Legenda: + = pozitivni detekce genu, - = negativni detekce genu; * = MRSA.
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Tab. 5: Souhrnny piehled vyskytu detekovanych gent (pvl, tst, eta a etb) mezi

studovanymi izolaty S. aureus (pokracovani).

Detekce genti pomoci PCR Detekce gend pomoci PCR
Izolat S. aureus | pvl tst eta etb Izolat S. aureus | pvl tst eta etb
87/10 - - - - 121/10 - - - -
88/10 - - - - 122/10 - - - -
89/10 - - - - 123/10 - - - -
90/10* - - - - 124/10 _ ; T -
91/10* - - - - 126/10 - - - -
100/10 + - - - 127/10 - - - -
102/10 - + - - 128/10 - + - -
103/10 - - - - 7/11 - - - R
104/10 - - - - 22/11 - - - -
105/10 - - + - 23/11 - - - -
106/10 - - - - 24/11 - - - -
107/10* - - - - 25/11 - - - -
108/10 - - - - 26/11 - - - -
109/10 - - - - 27/11 - - - -
110/10 - - - - 28/11 - - - -
111/10 - - - - 29/11 - - - -
112/10 - - - - 30/11 - - - -
113/10 - - - - 32/11 - - - -
92/10 - - - - 33/11 - - - -
93/10 - - - - 34/11 - - - -
94/10 - - - - 35/11 - - - -
95/10 - - - - 37/11 - - - -
96/10 - - - - 38/11 - - - -
97/10 + - - - 39/11 - - - -
98/10 - - - - 40/11 - - - -
115/10 - - - - 41/11 - - - -
118/10 - - + - 48/11 - - - -
120/10 - - - - 49/11 - - - -
3/10 - - - - 101/10* - - - -
4/10 - - - - 129/10 - - - -
5/10 - - - - 1/11* - - - -
6/10 - - - - 2/11 - - - -
99/10 - - - -

Legenda: + = pozitivni detekce genu, - = negativni detekce genu; * = MRSA.
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5.2.2 Charakteristika izolatu S. aureus pozitivnich na testované geny

Diagndzy, vék a pohlavi pacientti, dale klinicky material a nemocni¢ni oddéleni, ze
kterych pochazely izolaty S. aureus pozitivni na geny tst, eta a pvl jsou shrnuty v Tab. 6.

Ve studovaném souboru 97 izolatu S. aureus byl nej¢astéji detekovan gen tst (u péti
izolat). U trech izolati byl detekovan gen eta a ve dvou piipadech byla prokazana
pfitomnost genti pvl. Zadny izolat rezistentni k methicilinu nenesl gen pro produkci
sledovanych toxini.

Pozitivni izolaty nejcastéji pochazely z hnisajicich ran (50 %, ve téech piipadech
pozitivni na gen tst a ve dvou na geny pvl), dale z krve (40 %, ve dvou ptipadech pozitivni
na gen eta a ve dvou na tst) a jeden izolat (pozitivita na eta) pochazel z endosekretu
(10 %).

Nejvetsi vyskyt pozitivnich izolatd byl zaznamendn na chirurgickém oddé€leni
(30 %, ve dvou piipadech pozitivni na gen eta a v jednom na geny pvl), traumatologickém
oddéleni (20 %, pozitivita na tst) a hematoonkologickém odd¢leni (20 %, pozitivita na tst).
Na ORL (pozitivita na pvl), koznim oddé€leni (pozitivita na tst) a na oddéleni chronické
resuscitacni a intenzivni péée byl jako pozitivni detekovan pouze jeden izolat.

U pacientd, od kterych byly pozitivni izolaty odebrany, se nevyskytly projevy
souvisejici s pfitomnosti S. aureus produkujiciho toxin - nebyl zaznamenan Sokovy stav po
produkci superantigenii nebo destruktivni zmény na ktzi. Lécba béznymi antibiotiky
u nich byla Gspésna. Diagndzy, se kterymi byli pacienti hospitalizovani, jsou uvedeny
v Tab. 6. Primérny vék pacientd byl 56 let (v€kové rozmezi 17-83 let) a z vétsi Casti se

jednalo o muze (60 %).
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Tab. 6: Charakteristika (typ klinického materialu, nemocni¢ni oddéleni, diagndza

pacienta, vék a pohlavi pacienta) izolatl S. aureus pozitivnich na jeden z gent

kodujicich extracelularni toxiny.

Vék pacienta

Detekovany Izolat Klinicky Diagnoéza [roky]/
gen S. aureus material Oddéleni pacienta pohlavi
tst 17/09 Krev Hematoonkologie Lymfosarkom 68/ M

Traumatologie Fraktura dolni
koncetiny - zevni ]
79/10 Stér z rany fixace 17/ Z
Traumatologie Oteviena fraktura
84/10 Stér z rany dolni koncetiny 72/ M
Kozni Hnisavé ]
102/10 Stér z rany onemocnéni klize 42/ Z
128/10 Krev Hematoonkologie | Hypersplenismus 80/ 7
Chronicka
eta resuscitacni Chronické
105/10 Endosekret | aintenzivni péCe | respiracni selhani 39/M
Chirurgie Zhoubny novotvar 3
118/10 Krev tlustého stfeva 57/ Z
124/10 Krev Chirurgie Zanét zaludku 83/ M
pvl Chirurgie Absces palce dolni
100/10 Stér z rany koncetiny 63/ M
97/10 Stér z rany ORL Absces oblieje 35/M

Legenda: M = muz, Z = Zena.

Pozn: Testovany gen etb nebyl detekovan u zadného izolatu S. aureus.
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6 DISKUZE

S. aureus patii mezi oportunni patogeny pomérné bézné€ kolonizujici kizi a sliznice
zdravych jedincii, pii poruchach piirozené odolnosti hostitele vSak mize vyvolat
onemocnéni od bandlnich koznich infekci az po smrtelné probihajici sepse (Votava
a Cernohorska, 2003). V posledni dobé se hojné vénuje pozornost kmentim produkujicim
extracelularni toxiny, vyznamné faktory virulence. TSST-1 je Casto spojen se zdvaznym
onemocnénim zvanym syndrom toxického Soku (McNamara a kol., 2009). Exfoliativni
toxiny (ETA, ETB) jsou zodpovédné za vétSinu piipadit SSSS (Yamaguchi a kol., 2002).
PVL je spojen s koznimi abscesy a nekrotizujicimi pneumoniemi (Petra$ a kol., 2009).
Tyto kmeny, zejména v kombinaci s rezistenci vuci methicilinu (MRSA), jsou velmi
nebezpecéné a mohou vést az ke smrti 1 u jinak zdravych mladych jedinct (Pajerek a kol.,
2006; Heinige a kol., 2009; Petras a kol., 2009).

Cilem experimentalni Casti bakalarské prace bylo pomoci metody PCR zjistit
Cetnosti vyskytu genti kodujicich extracelularni toxiny TSST-1, ETA, ETB a PVL. Dale
ur€it vztah pozitivnich izolatd S. aureus ke stavu a diagnoze pacientti hospitalizovanych ve
Fakultni nemocnici Olomouc v letech 2009 az 2011. Zjisténé Udaje byly porovnany se

svétovou literaturou.
6.1 Vyskyt genii pvl, tst, eta a etb mezi izolaty S. aureus

Ve studovaném souboru 97 izolatu S. aureus byly geny pvl detekovany u 2,1 %,
gen tst u 5,2 %, gen eta u 3,1 % a gen etb nebyl detekovan u zadného z izolatu.

V anglické studii se Holmes a kol. (2005) zaméfili na detekci gent pvl v ramci
souboru izolati S. aureus ziskaného od pacientli s riznymi stafylokokovymi infekcemi
v letech 2002-2003. Ze 470 studovanych izolati detekovali geny pvl u 4,9 % izolati.
V jiné anglické studii se Ellington a kol. (2007) zabyvali detekci gentd pvl u izolatd
odebranych od pacientil s bakteriémii. Z 244 odebranych izolath bylo 1,6 % pozitivnich.

Becker a kol. (2003) testovali soubor izolata S. aureus, odebranych z krve pacientt
hospitalizovanych v némeckych nemocnicich, na pfitomnost geni koédujicich PTSAgs
a exfoliativni toxiny. Z 219 studovanych izolati bylo 18,3 % pozitivnich na tst, 0,5 %

pozitivnich na eta a 0,0 % pozitivnich na etb.
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Sauer a kol. (2008) studovali soubor MRSA izolath pochazejicich z Fakultni
nemocnice Olomouc (z let 2005-2006) na pfitomnost geni kodujicich extracelularni
faktory virulence. Ze 100 testovanych izolati detekovali 2,0 % pozitivni na tst, 10 %
pozitivnich na eta a 0,0 % pozitivnich na etb a na pvl.

Uvedené studie studovali soubor izolatl urcité charakteristiky (konkrétni diagnoza
nebo klinicky materidl) nebo byl soubor tvofen MRSA izolaty. Na rozdil od nich byly
V této praci testovany izolaty ziskané od pacientl s riznorodymi zavaznymi az Zivot
ohrozujicimi diagn6zami, z rizné¢ho klinického materidlu a soubor byl tvofen pievazné
MSSA izolaty (93,8 %). Proto se Cetnost detekovanych gend kodujicich extracelularni
toxiny od literatury v ur¢ité mitre 1isi. Vyjimku tvoii gen etb, ktery nebyl detekovan
Vv zadné studii, stejné€ jako v piipad¢ této prace.

VétSina uvedenych studii je zahraniCnich, tudiz dalSim faktorem rozdilného
procenta vyskytu detekovanych faktori mize byt jina epidemiologicka situace v riznych
svétovych zemich, ktera je patrna ze studii Kawabata a kol. (1997) a Parsonnet a kol.
(2005).

Ani jeden zSesti studovanych MRSA izolatd nebyl pozitivni na zadny
a kol. (2007), jejichz studovany soubor i1zolatli byl taktéz tvofen pfedev§im MSSA, ale
z 36 % MRSA izolati nebyl zadny pozitivni na geny pvl. Také ze studie Kawabata a kol.
(1997) vyplyva, ze MRSA izolaty produkuji exfoliativni toxiny méné ¢asto nez MSSA.

6.2 Vztah izolati pozitivnich na detekované geny k diagnoze

a stavu pacienti

Oba pvl pozitivni izolaty byly ziskany z abscest, coz odpovida vysledkam
a me¢kkych tkani, prevazné z abscest (Lina a kol., 1999; Holmes a kol., 2005; Issartel
a kol., 2005). Izolaty pozitivni na tst byly ziskany od pacientl s rozdilnymi diagn6ézami
(malignitida, fraktury a dal$i), coz by mohlo odpovidat vysledkiim studie Descloux a kol.
(2008), kde byl gen tst detekovan v piipadé riznych typt infekce S. aureus. Vyskyt eta
pozitivnich izolath nebyl pozorovan u pacientli s koznimi chorobami, jak bylo o¢ekavano
(Yamaguchi a kol., 2002; Ladhani, 2003; Yamasaki a kol., 2005b), ale u pacientti s jinymi

diagn6zami (malignitida, respiracni selhani, zanét zaludku).
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Izolaty pozitivni na piitomnost gent pvl, tst nebo eta byly odebrany od pacientt,
u kterych nebylo pozorovano zhorSeni zdravotniho stavu v disledku ucinkt detekovaného
toxinu (toxicky Sok nebo destruktivni zmény ktize). Mlze to byt vysvétleno tim, Ze v této
praci nebyla detekovana piimo produkce extracelularnich toxint, ale pouze geny, které je
koéduji. Izolaty pozitivni na geny tudiz nemusely toxiny bud’ vibec produkovat - geny
kodujici toxiny nebyly exprimovany, nebo jejich exprese byla jen velmi slaba. Toto
vysvétleni je v souladu se studii Becker a kol. (2003), kde byl takto zdtivodnén cca o 10 %
vyssi vyskyt izolati s pozitivitou na geny koédujici PTSAgs oproti vyskytu samotnych
toxini. Kromé& toho mohly byt v téle pacientli vytvofeny protilatky proti detekovanym
toxintim, takze i kdyby pfislusny izolat toxin produkoval, na stavu pacienta by se jeho
ucinek neprojevil (pfitomnost protilatek byla prokazana v sérech sledovanych jedinct ve

studiich Parsonnet a kol., 2005 a Yamasaki a kol., 2005).
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7 ZAVER

V bakalatské praci byly shrnuty dosavadni poznatky o faktorech virulence
Staphyloccocus aureus se zaméfenim na extracelularni toxiny. Dale byly popsany metody
detekce téchto toxini.

V praktické ¢asti byly pomoci metody PCR detekovany geny koédujici vyznamné
faktory virulence - extracelularni toxiny PVL, TSST-1, ETA a ETB u izolata S. aureus.
97 studovanych vzorki pochazelo z Fakultni nemocnice Olomouc sbiranych v letech 2009
az 2011. Predmétem prace bylo dale ziskat ptehled o vztahu izolati pozitivnich na
detekované geny k diagnéze a zavaznym klinickym stavim.

V testovaném souboru byl detekovan jeden z genu - pvl, tst nebo eta pouze
u malého procenta izolata S. aureus (10,3 %) a gen etb nebyl prokazan vibec. Navic
I v pfipadé pozitivni detekce nebylo pozorovano zhorSeni zdravotniho stavu v disledku
ucinku toxinu u pacienta, od kterého byl izoldt odebran, a souvislost se zavaznou
diagnézou nebyla jednoznaéné prokazana. Také je nutno zminit, ze zadny z pozitivnich
izolath nevykazoval rezistenci vu¢i methicilinu, ktera je u stafylokovych infekci
povazovana za nebezpecny faktor podobné jako produkce extracelularnich toxini.

Vzhledem k pouhé detekci geni kodujicich extracelularni toxiny v této praci by
bylo vhodné zaméfit piipadny dalsi vyzkum na pfimou detekci toxind. Tim by se ze studie
vyloucili kmeny obsahujici v genomu pfislusny gen, ale neprodukujici pfislusny toxin.
Také by mohlo byt piinosné detekovat hladiny protilatek v sérech pacientdi pro zjisténi,
jakou mirou je toxin v organismu inhibovan.

Na zéklad¢ zjisténych dat mizeme fici, ze ve Fakultni nemocnici Olomouc se
v rozmezi let 2009-2011 vyskytovaly izolaty S. aureus pozitivni na sledované geny jen ve
velmi malé mife, stejné jako izolaty rezistentni k methicilinu. Zadny z nich nepiedstavoval
zvySené riziko pro hospitalizované pacienty, coz svéd¢i o dobré mite hygienicko-

epidemiologickych podminek.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A adenin

agr accessory gene regulator

BAL bronchoalveolarni lavaz

bp base pairs, pary bazi

C cytozin

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTPs deoxyribonukleotid trifosfaty

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ETA, ETB, ETC, ETD exfoliativni toxiny A, B, C, D

ETs exfoliativni toxiny

G guanin

KNS koagulasanegativni stafylokoky

MRSA methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

MSSA methicilin-senzitivni Staphylococcus aureus

PCR polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

PTSAgs pyrogenic toxin superantigenes, pyrogenni superantigenni toxiny

PVL Pantontv-Valentintiv leukocidin

RNA ribonukleova kyselina

RPLA reverse passive latex agglutination, reverzni pasivni latexova
aglutinace

RT-PCR Reverse Transcriptase PCR, reverzné-transkriptazova PCR
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SEA az SEI, SER, SES, SET stafylokokové enterotoxiny A az [, R, S, T

SEl enterotoxin-like toxins, enterotoxiniim podobné toxiny

SELJ az SEIV enterotoxin-like toxins J to V, enterotoxintim podobné toxiny J az V
SEs stafylokokové enterotoXxiny

SSSS staphylococcal scalded skin syndrome, stafylokokovy syndrom

opafen¢ kuze

T tymin

TCR T-cell antigen receptor, receptor T-lymfocytu

TSS toxic shock syndrome, syndrom toxického Soku

TSST-1 toxic-shock syndrome toxin-1, toxin-1 syndromu toxického Soku
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