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Anotace

Cysticka fibroza je autozomalné recesivni genetické onemocnéni, které je
zpusobeno mutacemi v genu CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator). Tento gen koduje stejnojmenny protein, ktery pokud je narusena jeho
funkce, je odpovédny =za patogenezi tohoto onemocnéni. Cysticka fibroza je
charakteristickd Castymi respiratnimi infekcemi, které vedou k destrukci plicni tkané.
Tyto infekce se vyznacuji ptitomnosti typickych bakteridlnich patogenti napt. S. aureus,
P. aeruginosa a dalsich.

Pravé S. aureus patfi mezi typické Oportunni patogeny, které u pacientd
s cystickou fibrozou zptsobuji vazné komplikace. Kmeny S. aureus se vyznacuji
produkci mnoha faktord patogenity a vlivem dirazné 1écby antibiotiky také rezistenci
K pouzivanym antibiotikiim. Jednou z moznosti, jak mohou bakterie snizit svou citlivost
Kk ur¢itému antibiotiku je tvorba fenotypovych variant SCV, které se vyskytuji u skupiny
pacientdl, ktefi jsou intenzivné léCeni antibiotiky. Pacienti s cystickou fibrozou touto
skupinou bezesporu jsou.

Cilem bakalafské prace bylo studium izolatd S. aureus od tii pacientl
s cystickou fibrozou, ktefi jsou dlouhodobé infikovani timto patogenem. U téchto

1zolath urcit zda se méni jejich vlastnosti €1 rezistence v priabcéhu chronickeé infekce.
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Annotation

Cystic fibrosis is an autosomal recessive genetic disorder, which is caused by
mutation in CFTR gene (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). This
gene encodes protein with the same name, which is responsible for pathogenesis of CF.
Cystic fibrosis is characteristic for frequent infection of respiratory system, which
causes, destruction of lung tissue. These infections are characterized by occurrence of
typical bacterial pathogenes, for example: S. aureus, P. aeruginosa etc.

S. aureus is one of the most typical opportunistic pathogens, which causes
serious difficulties in patients with the cystic fibrosis. Strains of S. aureus are
characterized by production of multiple virulence factors and resistance to broad
spectrum of antibiotics. Besides common mechanisms of resistance there is also
possibility of emergence of so called Small Colony Variants in chronically infected
patients. These resistant subpopulation is relatively common among S. aureus isolates
of patients with CF.

The aim of this work was to study isolates from three patients with cystic
fibrosis, who are chronically infected by S. aureus. Our goal was to determine changes
in the pattern of the antibiotic resistance and occurrence of virulence factors together

with description of SCV strains.
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SEZNAM ZKRATEK

ATB Antibiotika

Bcc Burkholderia cepacia komplex

CF Cysticka fibroza

CFRT Cystic fibrosis conductance transmembrane regulator
DDT Diskovy difuzni test

DIC Diseminovana intravaskularni koagulace
dNTP Deoxyribonukleotidtrifosfat

dsDNA Double stranded DNA

EDTA Etylendiaminotetraoctova kyselina

MH Mueller-Hinton agar

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MLSg Makrolidy-linkosamidy-streptograminy B
MRSA Methicilin-resistant Staphylococcus aureus
PBP Penicilin-binding protein

PCR Polymerazova fetézova reakce

PVL Pantontv-Valentintv leucocidin

rRNA Ribosomalni RNA

SCV Small colony variants

sSDNA Single stranded DNA

TSST-1 Toxin syndromu toxického Soku



UvVoD

Cysticka fibréza je autozomalné recesivni genetické onemocnéni. PfiCinou
tohoto onemocnéni jsou mutace v genu CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator). Tento gen koduje stejnojmenny protein, ktery je odpovédny za
patogenezi tohoto onemocnéni. Protein CFTR ma funkci chloridového kanalu, ktery fidi
i jiné iontové kanaly. V dusledku dysfunkce tohoto proteinti dochazi k poruse transportu
iontd chloridovym kanalem. Tato patologie se projevuje u mnoha organt. Nejvice
ovlivnény jsou plice pacientid s cystickou fibrozou, husty sekret znesnadiuje
mukociliarni clearence plic. V disledku toho je plicni parenchym destruovan ¢astymi
infekcemi plic. Tyto infekce jsou také Castou pii¢inou vysoké morbidity a mortality u
pacientl s cystickou fibrozou, kteti umiraji kolem 30. roku Zivota vétSinou na respiracni
selhani. Respiracni infekce pacientti s CF jsou typické piitomnosti charakteristickych
bakterialnich druht. Mezi tyto druhy se fadi pomérné Casto se vyskytujici S. aureus.

S. aureus je jednim z typickych bakteridlnich druht, které jsou izolovany ze
sputa pacienti s CF. S. aureus je povaZzovan za vyznamného patogena u pacientli
s cystickou fibrozou, jelikoZ jeho pfitomnost je prokazana jiz v prvnich izolatech u déti
trpicich timto onemocnénim. Kvili ¢astym respiracnim infekcim, které jsou i chronické,
jsou pacienti lé¢eni jednorazové ¢i profylakticky antibiotiky. Diky razantni 1é¢bé
antibiotiky se u infikujicich bakterii zvySuje pravdépodobnost vzniku rezistence
bakterie Kk antibiotiku. Ptikladem je pravé S. aureus, ktery produkuje fadu faktord
virulence a se stoupajicimi davkami riznych antibiotik dochazi k selekci rezistentnich
kment S. aureus. Pravé bakterialni infekce rezistentnich kment S. aureus jsou pro
pacienty s cystickou fibrozou velkou komplikaci.

U chronickych infekci S. aureus je ¢asto pfitomna subpopulace S. aureus SCV
(Small Colony Variants). Vlivem intenzivni antibiotické 1éc¢by, kterou pacienti
s cystickou fibrozou podstupuji, se vytvareji podminky pro uplatnéni SCV kment S.
aureus. Tato subpopulace je od normalnich matefskych kment S. aureus fenotypové
odli$na. Projevuji se pomalym rhstem, ztrdtou pigmentace a hemolyzy. U vétSiny
kmeni SCV je vlivem mutace vytvorena auxotrofie a to k menadionu, heminu ¢i
thymidinu. U pacientd s cystickou fibr6zou pievazuji thymidin-auxotrofni kmeny SCV.
Fenotypové varianty SCV maji snizenou citlivost k uréitym antibiotikim a tim
predstavuji pro 1écbu stafylokokové infekce u pacientii s cystickou fibrézou velkou

prekazku.
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Ve své praci se zabyvam studiem vzorkii izolovanych po dobu dvou let od 3
pacientd s CF. Rliznymi metodami zjist'uji, zda dochazi pti chronickych infekcich ke

zméné patogennich vlastnosti a rezistence kmene S. aureus k antibiotikiim.
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1 Cysticka fibroza
1.1 Historie

Jiz ve stfedoveku byly popsany prvni charakteristické piiznaky cystické fibrozy.
Podle lidovych povér byly déti trpici timto onemocnénim oznacovany zacarovanymi a
nazyvany ,slané déti“ diky vysoké koncentraci soli v jejich potu. Prvni piipad byl
popsan profesorem botaniky a anatomie Pieterem Pauwem (1564 — 1617) v roce 1595 u
11 leté pacientky, které méla téZké zmény na pankreatu. V roce 1936 Guido Fanconi
publikoval zpravu, ve které rozlisil zmény u pacienti s CF a celiakii a poukazal také na
zmény v pankreatu a bronchioektazii. Zasadni krok pfisel az diky doktorce Dorothy
Andersenové v roce 1938, ktera presné popsala toto onemocnéni u velkého poctu
pacientl a nazvala jej cysticka fibroza pankreatu [1,2,3].

V Ceské republice byl prvni piipad cystické fibrozy, zaznamenan v roce 1946 na
II. détské klinice v Praze. V roce 1960 byla poprvé do klinické diagnostiky zavedena
metoda méfeni chloridovych iontl v potu, pomoci pilokarpinové iontoforézy. Pomoci
nové metody pro detekci chloridi v potu pfibyvaly nové ptipady pacienta s CF i mezi
star§Simi  détmi. Postupné se zavadély nové metody VI1éEbe, vznikala nova
specializovana centra i dostupnost 1€kt se zlepSovala, tim se vyrazné prodluzoval vék
pacientd. DalSim meznikem v IéCb¢é byla transplantace plic, ktera se zaradila do

lé¢ebnych postupti v roce 1998 [1,3].

1.2 Pri¢ina onemocnéni

Cysticka fibréza je autozomalné recesivni genetické onemocnéni. V europoidni
populaci se udava incidence 1 : 2500 novorozencl - z toho vyplyva, ze frekvence
prenasecu je 1 / 25. Pficina onemocnéni je zpusobena mutaci v genu CFTR. Tento gen
se nachazi na chromozomu 7 a to na dlouhém raménku v oblasti 7931.2, ma rozsah 250
kb DNA a obsahuje 27 exonll. Produktem tohoto genu je protein, ktery nazyvame CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator — transmembranovy regulator
vodivosti). Tento protein funguje jako regulovany chloridovy kanal, ktery se nachazi na
apikalni membrané epitelidlnich bun¢k. CFTR protein je dilezity pro udrzeni optimalni

hustoty sekreti dychacich cest a to pomoci vyluCovani chloridovych iontii a zabranéni
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absorpce sodnych iontd. U pacienti S CF je tento protein defektni, coz vede
k abnormalitam u fady organd, které fyziologicky produkuji hlen. Patfi mezi né dychaci
cesty, pankreas, stfeva, zluCovy systém a v neposledni fadé potni zlazy.

Je popsano vice nez 1500 mutaci, které jsou rozd€leny do péti tiid, podle
mechanismu poskozeni CFTR proteinu. V piipadé mutace 1. tfidy jde o mutace, které
maji za nasledek defekt v syntéze proteinu nebo Vv jeho struktuie. Mutace 1. tfidy vedou
ke konformac¢ni zmén¢ proteinu a zabranéni jeho transportu na apikalni membranu
bunky - piikladem je nejvice zastoupend mutace, ktera se vyznacuje deleci kodonu pro
fenylalanin v pozici 508 oznacovanou F508del, vyskytujici se v 70 % ptipadt CF.
Zastupcem mutace III. tfidy je mutace G551D, protein je pfitomen na povrchu burky,
ale neni zajiStén dostatecny transport chloridovych iontd. Mutace IV. tfidy mé za
nasledek zachovani normalniho mnozstvi proteinu, ale vodivost kandlu je sniZzena. A
mutace V. tfidy vedou ke snizeni funk¢nosti proteinu bez sniZeni jeho produkce.

Mutace F508del je nejcastéjsi a nejvice zastoupenou, pouze maléd skupina jinych
mutaci se vyskytuje ve vétSim procentu nez 0,5. Dals$i mutace jsou velice vzacné. Jsou
znamy mutace vSech typd, ale nejcastéjsi jsou mutace, které méni smysl kodonu. Dalsi
skupinou jsou mutace bodové, jako posledni jsou genomové piestavby, které tvoii méné
nez 1 % [1,4].

1.3 Projevy onemocnéni

Cystickd fibroza je dédicné onemocnéni, které je charakterizovano
multiorganovym postizenim. Pfi¢inou je mutace v genu CFTR, ktery koduje protein
nazyvany CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Tento
patologicky protein, ktery méa funkci chloridového kanalu je umistény na apikalni
membran¢ bunck. Diky tomu dochazi ke Spatnému ptenosu elektrolyth tedy 1 sodnych
iontd. Spolu se sodnymi ionty je transportovana voda, coz vede ke zméné viskozity
sekretu. Tento husty sekret je pfitomen v fadé organt jako jsou napf. plice, stieva,
pankreas, potni zlazy, muzské genitalie a zpusobuje patologické zmény, které se
projevuji fadou komplikaci, proto ma CF charakter multiorganového postizeni [1,3,4,6].

Nefunkéni protein CFTR, ktery se nachéazi ve vyvodech potnich Zlaz, zplisobuje
poruchu vstiebavani chloridovych iontt, to zptisobuje vysokou koncentraci téchto iontd

V potu. Tato potni anomalie ma pro stanoveni diagnézy velky vyznam. Potni test se
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poklada v dnesni dobé za zlaty standard v diagnostice. Tento test spociva ve stimulaci
potnich zlaz pilokarpinovou iontoforézou a stanoveni koncentrace chloridti v potu. Jsou
I pacienti s cystickou fibrézou, ktefi maji normalni hladinu chlorida v potu, proto jsou
diagnostikovani pomoci jinych metod, tyto piipady se vSak nevyskytuji ¢asto. Hrani¢ni
hodnoty pro vysetfeni chloridii v potu se pohybuji mezi 30 — 60 mmol/l. Referen¢ni
hodnoty jsou nastaveny do 30 mmol/l. Vé&tSina pacientit s CF se pohybuje v hodnotach
kolem 80 — 120 mmol/I [1,4,6,8].

Na sliznicich dychacich cest se kvili poruse transportu iontl vytvari husty
sekret, ktery ovlivitluje mukociliarni clearance. Disledkem je naruSeni Cisticich a
obrannych mechanismii dychaciho traktu a vytvoteni idealnich podminek, které patogen
pro osidleni a rozvoj infekce potiebuje. Nasledné¢ infekce vedou k zdnétim, které
vyvolavaji destrukei plicni tkdné. Tato poskozeni jsou hlavni pfi¢inou Gmrti pacientd,
ktefi nejcastéji umiraji na respira¢ni selhani [1,4].

Cysticka fibroza se ve velké mife projevuje v détském véku. V10 — 20%
ptipadi ji Vv novorozeneckém véku manifestuje mekoniovy ileus. Diky porucham
traveni, pacienti neprospivaji, ¢asto zvraci, trpi plynatosti a maji objemné stolice, které
zapachaji. Hlavni pfi¢inou jsou zmény na pankreatu. Mezi dalSi poruchy pankreatu u
pacientll s CF fadime pankreatitidu a diabetes melitus. Kvili vazkému hlenu dochazi ve
stieve k distalnimu obstrukénimu syndromu, dale se objevuje invaginace a apendicitida.
V zluéniku dochazi k tvorbé zlucovych kament, objevuji se koliky a cholelitidzy. U
pacientll se projevuje i jaterni onemocnéni v podobé cirhdzy, mize byt pfitomny i
ikterus a hepatomegalie [1,4,5,6].

U pacientek se objevuje nepravidelny menstruacni cyklus a u vétSiny je pfitomna
amenorea. Jsou u nich diagnostikovany casté ovaridlni cysty - i proto maji pacientky
snizenou schopnost otéhotnét. Muzi jsou ve vétsin€ piipadi neplodni. Divodem

infertility je neptitomnost vas deferens [1,4].

1.4 Infekce u pacienta s CF

Hlavnim faktorem, ktery uruje morbiditu a mortalitu u pacient s cystickou
fibrézou, jsou progresivni infekce dychacich cest. Tyto infekce vedou k poskozeni
plicniho parenchymu a nasledné respiraéni selhani je jednou z hlavnich pii¢in Gmrti
pacient s cystickou fibrozou. Cysticka fibroza je zplsobena defektem proteinu CFTR,

ktery zptsobuje zménu ve viskozité hlenu. Diky tomuto dysfunkénimu proteinu dochazi
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k zhorSeni funkce o€isténi dychacich cest a tim K vytvotfeni pfiznivych podminek pro
usidleni bakteridlnich patogenti. Respiracni infekce jsou charakteristické ptitomnosti
typickych bakterialnich druht napt.: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae a nejobavanéjsi Burkholderia cepacia [1,4].

V détském veéku dominuje pfitomnost S. aureus a H. influnzae. Naopak
v dospélém veéku jsou pacienti kolonizovani P. aeruginosa a B. cepacia, které mohou
zpusobit chronické infekce a tim se vyrazné uplatnit ve zhorSeni progndzy onemocnéni.
K méné zastoupenym patogentim, které nachazime u pacientt, patii Stenotrophomonas
maltophilia, Burkholderia gladioli, Achromobacter xylosoxidans a dalsi. Ty pfevladaji
az VvV pozd&jsim veku a jsou spojeny s tézkym poskozenim plic. V dalsich kapitolach
budou podrobné popsany jednotlivé patogeny véetné S. aureus, kterému je vyhrazena

samostatna kapitola [1,3,11].

Respiratory Germs by Age, 2010

Obrazek ¢. 1: Graf znazoriiuje zastoupeni bakterialnich patogeni u pacientti s cystickou
fibrézou v zavislosti na veku pacientil, kdy pfevazujici S. aureus je se stoupajicim veékem
nahrazovan P. aeruginosa. Obrazek je ptevzat z Anual Report of Cystic Fibrosis Foudation
2010.

1.4.1 Haemophilus influenzae

H. influenzae je gramnegativni tycka, ktera se vyskytuje v normalni mikroflore
hornich dychacich cest. U nékterych kmenli nalézame pouzdro. Podle tohoto
polysacharidového pouzdra se déli do 6 - ti antigennich skupin, které oznacujeme a — f.
Nejvyznamnéjs$i je typ b, ktery zplsobuje prudké infekce napf. meningitidy,
laryngotracheitidy ¢i otitidy. Proti tomuto patogenu existuje ucinné ockovani. Na

kmeny, které pouzdro nemaji, je toto o¢kovani netcinné. Kmeny bez pouzdra zplisobuji
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u pacientl s CF respiracni infekce, kdy postupné dochazi k naruseni jiz dysfunkéniho
mechanismu eliminace bakterii pomoci fasinek. Haemophilus influenzae osidluje dolni
cesty dychaci a zplusobuje hnisavé infekce, které¢ déale poSkozuji plicni parenchym
[1,9,10].

1.4.2 Pseudomonas aeruginosa

Jde o aerobni gramnegativni pohyblivé tyce. Vyskytuje se v odpadnich vodach a
v pid€. Velky vyznam pro Sifeni infekce ma jeji vlastnost piezivani a mnozeni ve
vlhkych prostfedich. Jedna se o typického oportunniho patogena. Pro zdravého ¢loveka
nepiedstavuje vyznamnou hrozbu, naopak u osob se sniZzenou imunitou muze byt
pri¢inou zavaznych infekci. Do této Siroké skupiny osob patii vcetné pacientl
s cystickou fibrozou také pacienti s diabetes mellitus, popaleninami, uzivatelé
antibiotik, jedinci s autoimunitnimi onemocnénimi a pacienti po transplantaci, ktefi
uzivaji imunosupresiva. Nachdzi se Vnemocni¢nich prostorach a to zejména na
jednotkach intenzivni péce, resuscita¢nich a novorozeneckych oddélenich. Kontaminuje
ventilatory, katetry a zpusobuje infekce sliznic respira¢niho traktu a mocovych cest.
Kmeny, které jsou izolovany v nemocni¢nim prostfedi, jsou obvykle vysoce rezistentni
vuci antibiotikim.

Je velmi dulezité, aby infekce u pacientd s CF byla odhalena co nejdiive. Jelikoz
soustavnou lécbu antibiotiky, mliZe tato infekce ptejit do chronické podoby. Typické
kmeny, které kolonizuji pacienty, se méni na mukézni formu. Tyto mukozné rostouci
bakterie vytvaii biofilm, ktery ochranuje bakterii pied vlivem antibiotik a imunitniho
systému. Exacerbace infekce ma za nasledek zhorSeni funkce plic a také zvySuji

morbiditu a mortalitu tohoto onemocnéni [1,6,9,10,12].

1.4.3 Burkholderia cepacia

Jedna se o gramnegativni aerobni pohyblivou tyCku, ktera byla v roce 1950
popsana Walterem Burkholderem a pivodné nazvana Pseudomonas cepacia. Byla
uvedena jako pficina hniloby cibule, diky které ma své druhové jméno. V roce 1992 byl
vytvofen samostatny rod Burkholderia do kterého bylo zatazeno spolu s P. cepacia
dalsich Sest druhti, mezi nimiz byly Pseudomonas gladioli, Pseudomonas mallei,
Pseudomonas pickettii a dalsi. Vyskytuje se v pidé, vodach, fekach, byla identifikovana

na zelening, v inhalatorech i v dezinfekénich roztocich. Od roku 1984, kdy byl
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publikovan podrobny popis klinického vyznamu B. cepacia u pacientt s CF se fadi mezi
ovlivituje vek doziti pacienta.

Pouziti molekularné biologickych metod v taxonomii bakterii vedlo k tomu, ze
byl rozdélen ptivodni druh B. cepacia do nékolika skupin, tzv. genomovari. Soubor
téchto genomovarti se nazyva komplex B. cepacia (Bcc). Burkholderia cepacia se
vztahuje vyhradné k genomovaru I. V Ceské republice dominuje vyskyt B. cenocepacia,
tedy genomovar III., ktery zpasobuje tézké infekce a vyrazné zhorSuje zdravotni stav
pacienta. Infekci mize pienaset zdravotnicky personal nebo se mize pienaset z pacienta
na pacienta. Pfikladem mohou byt i tabory pro déti s CF, diky kterym se Bcc
epidemicky Sifila. Je proto naprosto nezbytné izolovat pacienty s touto infekci od
ostatnich pacientti. Komplex B. cepacia vykazuje abnormalni rezistenci vi¢i mnoha
antibiotikim. Je dokonce primarn¢ rezistentni k velké Skale antibiotik a i dfive
prokazana citlivost k urcitym latkam, které se pouzivaji k 1é€b¢, se mize po urcité dobé
K t¢émto preparatim stat rezistentni. Prukaz Bcc u pacienta s CF je kontraindikaci

k transplantaci plic [1,6,12,13,].

1.5 Ostatni patogeny

U jedinct, ktefi trpi CF, se objevuji i méné znamé patogeny. Nachazime je u
pacientd v pozd¢€jsim véku. Patii mezi né Stenotrophomonas maltophilia - jedna se o
pohyblivé tycky, které jsou zodpoveédné za vznik vaznych nozokomidlnich infekci u
oslabenych jedinct. Tyto infekce maji vysokou mortalitu. Ptic¢inou byva fakt, ze S.
maltophilia je vysoce rezistentni k vétsin¢ podavanym léktim jako napf.

k aminoglykosidiim, penicilinim, cefalosporinim. Hlavni hrozbou tohoto patogenu, je
schopnost prenosu infekce z pacienta na pacienta a tim ohrozeni vétsi skupiny pacientti
s CF, kterym rychlé sifeni infekce zpisobi dalsi nezadouci komplikace [1,12].

Dalsim piikladem je Achromobacter xylosoxidans. Je to gramnegativni bakterie,
ktera jen ztidka zpisobuje vazné infekce. Tato bakterie je znama pfedevS$im svou
vlastnosti rezistence k uréitym typtim antibiotik, ackoli se neptedpoklada, ze by vyrazné

zhorSovala primarni onemocnéni pacient s CF [1,12].

1.6 Lécba

Cysticka fibroza je zdvazné multiorgdnové onemocnéni, které¢ vyrazné zkracuje

délku Zivota pacientu. Cysticka fibroza je znama jiz vice nez 70 let, neexistuje vSak
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dosud kauzalni 1éc¢ba. O kauzdlni 1é€bé muizeme hovofit pouze v pfipadé mutace
G551D. V soucasnosti existuje 1ék ivacaftor. Pisobi na protein CFTR, ktery se nachazi
na povrchu bunck, ale dostatecné nezajistuje transport chloridovych iontt. Ivacaftor
zvysuje propustnost chloridového kanalu, ktery ionty transportuje. Na nejcastéjsi mutaci
F508del vsak neucinkuje. Proto jsou lécebné postupy zaméfeny na 1écbu zakladnich
projevi tohoto onemocnéni. Cilem 1éCby je prevence a potlaceni infekce, sledovani
stavu vyzivy a zajiSténi dostateéné kvality Zivota pacienta. V nejvétsi mife je terapie
zaméiena na 1écbu dychaciho ustroji, jelikoz poskozeni dychaciho systému je nejcastéjsi
pfi¢inou Gmrti pacientt. DileZitou soucasti 1éCby je také prevence, kdy se pacienti
separuji podle typu infekce, aby nedochazelo k Sifeni infekce mezi nimi. Zaroven je
také kladen vétsi diraz na hygienu. VSichni pacienti s CF jsou pravidelné ockovani a to
1 proti chiipce. Pro diagnostiku infekei respira¢niho traktu u pacientti s CF je vyznamné
vySetfeni sputa nebo aspirdtu sekretu dychacich cest. Tato vySetieni se provadi
pravidelné, aby doslo k vcasné identifikaci infekce a tim se také vyhlidky na uspésné
zaléceni zvysily. Lécba je dlouhodoba a intenzivni, antibiotika se podavaji ve vétSich
davkach. Slécbou dychacich cest je také spojena rehabilitace, kterd je zaméfena na
odstranéni piebyte¢ného hlenu pomoci specidlnich cvikii. Pro usnadnéni se pouziva
inhala¢ni 1€k rekombinantni lidska DNaza, ktera snizuje viskozitu sputa.

V neposledni fad¢ se také monitoruje stav vyzivy. Pankreatickd insuficience je
lé¢ena substituci pankreatickych enzymi, coz je pro zlepSeni stavu nezbytné. Pacienti,
tak mohou pfijimat potraviny, které jsou svym obsahem bohaté na tuky. Dulezité je také
podavani vitaminti, které jsou rozpustné v tucich. Pro zajisténi dostate¢né¢ho piijmu

energie, je nutné u vétSiny nemocnych podavat nutriéni vyzivu [1, 13,14,15].
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2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni nepohyblivy, katalaza-pozitivni kok,
ktery dosahuje v priméru 1 pm. V materidlu, ktery je pozitivni pfitomnosti S. aureus
pozorujeme v mikroskopu po obarveni podle Grama vyskyt kokt, které se v preparatu
nachazeji bud’ jednotlivé, ve dvojicich nebo v nepravidelnych shlucich ptfipominajicich
tvar hrozni. Na krevnim agaru maji kolonie typickou Zlutou az oranzovou barvu.
Mohou se vyskytovat také v Sedych az smetanové bilych variantach. Zbarveni je dano
karotenovymi pigmenty. Charakteristicky je kolem vétSiny z nich vytvotfena rizné velka
zona hemolyzy.

S. aureus je vyznamny lidsky i zvifeci patogen. Kolonizuje sliznice a to
predevsim sliznice hornich cest dychacich a kizi. Asi 40 % populace jsou nosici S.
aureus, jeho pfitomnost vSak pro né neni nijak patogenni. Tito jedinci vSak ptedstavuji
problém pro osoby S oslabenou imunitou a to vcetné pacienti s cystickou fibrozou.
Dalsim nebezpecim pro pacienty s cystickou fibrézou predstavuje nemocniéni prostiedi.
Zde se pacienti s CF mohou infikovat i velice obavanymi kmeny, které jsou vysoce
rezistentni napi. MRSA (methicilin rezistentni Staphylococcus aureus).

S. aureus nejcastéji vstupuje do organismu pies horni cesty dychaci a ptes
poskozenou kuzi. Dilezitym faktorem pro rozvoj infekce je oslabeny organismus. Tyto
faktory mohou byt jakékoli napt. popaleniny, turazy, diabetes mellitus, stavy po
chirurgickém zakroku, malignity, imunodeficit. Predisponujici pro vznik infekce je také
pfitomnost ciziho télesa, zpusobujiciho poranéni nebo také v pfipade, kdy jde o katetry,
stehy, ume¢lé chlopné, endoprotézy. K témto umelym povrchiim S. aureus velmi dobie
adheruje a mnozi se. Pro stafylokokové infekce je charakteristicka tvorba abscesu.
Z takto vytvofenych loZisek se mohou uvoliiovat bakterie, které se vyplavuji do
krevniho fecisté. Bakteriémie, coz je pritomnost bakterii v krvi miize vést az k sepsi.
Sepse se typicky projevuje horeckou, tachykardii, multiorgdnovym poskozenim, DIC
(diseminovana intravaskularni koagulace) a vétSinou kon¢i imrtim pacienta. S. aureus
muZe byt transportovan krvi do kteréhokoli orgénu a vytvaret tzv. metastaticke infekce,
coz zpusobuje fadu onemocnéni jako napfiklad: endokarditidu, meningitidu,
pyelonefritidu, artritidu, pneumonii, bronchopneumonii a dalsi. K lokdlnim infekcim
patii hnisava onemocnéni kuize a adnex, do kterych spada impetigo, furunkl, folikulitida

a dalsi. S. aureus je také odpovédny za syndrom toxického Soku, ktery je
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charakterizovan zvysSenou teplotou, nauzeou, zvracenim, poruchami funkce ledvin a
jater. Tento stav, pokud neni dostate¢né 1écen, mize koncit i smrti. Za rozvoj tohoto
onemocnéni je zodpovédny toxin TSST — 1. Syndrom toxického Soku je spojovan ve
veétsing pripadlt s pouzivanim tampdént v obdobi menstruace. DalSim piikladem
stafylokokového onemocnéni vyvolavaného toxinem je otrava z potravin. Dochazi ke
kontaminaci urCité potraviny a k nahromadéni toxind, které po poziti vyvolavaji u
jedince velké komplikace. Otrava je charakterizovana zvracenim, prijmy a kieCemi.

Tyto ptiznaky odezni vét§inou do n¢kolika dnii i bez 1é¢by [1,11,16,17,20].

2.1 Vyznam S. aureus pri cystické fibroze

S. aureus je pomérné Casty patogen izolovany ze sputa pacienti s cystickou
fibrozou. Jeho dulezitost podtrhuje fakt, ze je jednim z prvnich patogenii, ktery je
pfitomen u pacientit s CF jiz v détském veku. V soucasnosti je pfitomnost S. aureus
detekovédna az u 70 % détskych pacientii s CF. Jeho prevalence se navic v posledni
dekadé podstatné zvysila. Jakym zptisobem se podili na progresi plicniho onemocnéni,
je doposud predmétem zkoumani. Samotna infekce S. aureus neni spojena s vyraznym
zkracenim zivota pacientli, na rozdil od infekce spojené s P. aeruginosa, kdy tato
infekce mlZe zkratit zivot pacientll aZ o deset let. Jiné studie uvadégji, ze pritomnost S.
aureus aktivuje zanétlivou kaskadu, coZ vede k poskozeni plicni tkang. Toto poskozeni
je pak predisponujicim faktorem pro osidleni jinymi patogeny naptiiklad pravé P.
aeruginosa. Naopak nekteré studie uvadgéji, ze ptitomnost S. aureus v dychacich cestach
je neutrdlnim prognostickym indikatorem a jeho pfitomnost, mizZe byt i ochranna.
Navarro a jeho kolegové, nedetekovali souvislost mezi pfitomnosti S. aureus a
zhorSenim funkce plic. Dalsi studie uvadi, Ze infekce vyvolana samotnym S. aureus je
spojena S mirngjSim stavem onemocnéni a je spojena S delSim piezitim pacienti
s cystickou fibrozou. Obdobné, Liou a jeho spolupracovnici zjistili, zZe pfitomnost
infekce vyvolané S. aureus je povazovana za marker dlouhodobého pteziti pacientd a
jeho pfitomnost muze mit protektivni ucinek pifed infekcemi mnohem zavaznéjSich

patogent jako je napiiklad P. aeruginosa [1,21].

2.2 Faktory virulence S. aureus

Pojem virulence vyjadiuje schopnost urcitého patogenu produkovat faktory,

které¢ usnadnuji proniknuti pfes obranné mechanismy hostitele a tim zplsobit infekci.
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Tato schopnost je u S. aureus podminéna produkci faktort, které se rozdéluji na

povrchové a extracelularni [8,11].

2.2.1 Povrchové faktory virulence

PEPTIDOGLYKAN = M4 podobnou funkci jako endotoxin, je zodpoveédny za

uvoliovani cytokind z makrofagt, aktivuje komplement a shlukuje erytrocyty [11].

POUZDRO = Pouzdro je slozeno z polysacharidu. Vytvofenim pouzdra se
kmeny S. aureus stavaji vysoce virulentni, vytvaieji mukoidni kolonie a tim odolavaji
fagocytoze 1 ucinkiim komplementu. VétSina kment S. aureus mé vytvorené pouzdro.
Tyto kmeny se déli do nékolika antigennich typt. K nejcastéji izolovanym kmentim S.

aureus u ¢loveka patii typy 5 a 8 [22, 23].

PROTEIN A = Jedna se o povrchovy antigen, ktery je soucasti peptidoglykanu
bunécné stény. Tento protein zabraiiuje navdzani komplementu a zabranuje fagocytoze

[11,23]

ADHEZNi MOLEKULY = Adhezni molekuly umisténé na povrchu buiiky
spadaji do rodiny MSCRAMMSs (microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules) a uplatiuji se pti adhezi S. aureus k hostitelské bunce. Dochazi ke
kolonizaci a néslednému rozvoji infekce. Do této skupiny patii clumping factor,

fibronektin-vazajici protein, protein A, kolagen-vazajici protein [24].

KYSELINA TEICHOOVA = Zprosttedkovava adhezi na sliznice, rany i na
umélé povrchy [22].

2.2.2 Extracelularni faktory virulence

KOAGULASA = Podili se na zmén¢ fibrinogenu na fibrin, kdy pfi reakci
S plazmatickym proteinem protrombinem vytvari stafylotrombin, ktery je zodpovédny
za tuto preménu. Timto se vytvaii kolem stafylokokti ochranny obal tvofeny fibrinem,
jenz je chrani pied fagocytozou. Vytvoreni fibrinu piispiva také Ktomu, ze

stafylokokové infekce se typicky projevuji tvorbou abscesi.
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HYALURONIDASA = Soucasti mezibunééné hmoty tkani je kyselina

hyaluronova, kterou hyaluronidasa §tépi a tim pomaha sifit stafylokokovou infekei.

HEMOLYZINY = Alfa-hemolyzin je produkovan vétSinou kmenu S. aureus.
Tento toxin zpisobuje na krevnim agaru lyzu ov¢ich a krali¢ich erytrocytl. Zptsobuje
uplnou beta-hemolyzu. Je znamo, ze hraje vyznamnou roli v patogenezi
stafylokokovych onemocnéni. Je produkovan ve formé monomeru, ktery se navazuje na
specifické receptory na povrchu buiiky. Dochazi k procesu interkalace do membrany
buiky a vytvofeni heptamerniho péru. Vysledem je naruseni osmotické rovnovahy a
integrity bunky, diky tomuto procesu nakonec dochazi ke smrti cilové buiiky [11,24,25].

Beta-hemolyzin  neboli  sfingomyelinasa C  hydrolyzuje sfingomyelin
v membranéch hostitelskych erytrocytii na fosforylcholin a ceramid. V dasledku tohoto
procesu je zménéna integrita i barva erytrocyt, ale nedochazi k jejich destrukci. Az
v disledku tzv. hot-cold hemolysis dochazi k jejich lyze, kdy v prvnim kroku je
naru$ena integrita buiiky a to z ptic¢iny hydrolyzy sfingomyelinu. V druhém kroku dojde
K aplné hemolyze vlivem snizené teploty. Nejvétsi Gcinek ma na ov¢éi a hovézi
erytrocyty, zatimco u krali¢ich je tomu pravé naopak. Potla¢uje hemolyzu, kterou
zpusobuje alfa-hemolyzin [11,24,25].

Gama-hemolyzin se sklada ze dvou slozek F a S. Je prokazan prakticky u vsech
kment S. aureus. Jeho Ucinky se nedaji prokazat na krevnim agaru, protoze agar jeho
vlastnosti inhibuje. U pacienti se stafylokokovou osteomyelitidou vyvolava
protilatkovou odpoveéd [11,25].

Delta-hemolyzin na krevnim agaru zpusobuje lyzu ov¢ich erytrocytl. Ze vSech
hemolyzinu nejvyraznéji pusobi na lidské erytrocyty. Hemolyza je na krevnim agaru
pfitomna jen nepatrné¢ nebo vibec a to v disledku inhibice jeho ucinku sérovymi

lipoproteiny [11].

PANTONUV-VALENTINUV LEUCOCIDIN = stejné jako gama-hemolyzin
se sklada ze dvou slozek S a F. Zatimco je gama-hemolyzin pfitomen u vétSiny kmenti
PVL je pfitomen u 2 az 3 % kmenu S. aureus. Vytvari beta-pory v membrané neutrofild
a makrofagt, coz vede k poruseni integrity membrany buiikky a K naruSeni iontové
vymeény, tim dochazi k lyze bunék. Zpisobuje 1 destrukci krali¢ich neutrofild. Svym
ucinkem se podoba alfa-hemolyzinu. Tvorba pori vyzaduje pfitomnost dvou slozek

toxinu, Luks-PV a Lukf-PV. PVL hraje dilezitou roli v ochrané stafylokoki pied
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fagocytozou. Je spojovan s vaznymi infekcemi klize a je zodpovédny za nekrotizujici

pneumonie, které maji vysokou umrtnost [24,25].

ENTEROTOXINY = Asi polovina kmenu S. aureus produkuje enterotoxiny.
Jde o vysoce odolné termostabilni molekuly, které odolavaji i palhodinovému varu.
Maji schopnost odolat i G¢inkiim travicich enzymu. Jsou zodpovédné za zvraceni a

prujem [11].

TOXIN SYNDROMU TOXICKEHO SOKU - TSST-1 = Stejné jako
enterotoxiny je TSST - 1 superantigenem. TSST-1 je spojovan se vznikem syndromu
toxického Soku. Klinicky se tento syndrom manifestuje hypotenzi, hypoalbuminémii,
vyrdzkou, prijmem, renalni a jaterni dysfunkeci, trombocytopenii, hypofosfatémii, a
hypokalcémii. Velmi Casty a potenciondlné zivot ohrozujici je rozvoj syndromu akutni
respiracni tisn€ a DIC (diseminovana intravaskularni koagulace). Syndrom toxického

Soku je ve velké mife spojovan s pouzivanim menstrua¢nich tampéna [25].

EXFOLIANTINY = V souCasné dobé jsou znamy Ctyii typy exfoliantt.
K nejCastéjSim patii ET-A a ET-B. Ty mohou byt pfic¢inou vzniku stafylokokového
syndromu opafené kize (SSSS — staphylococcal scalded skin syndrome). V tomto
piipadé dochazi plsobenim toxind k vytvofeni bul a naslednému odlupovani kiZze.

V piipadé mén¢ progresivni infekce se objevuji puchyte [11].
2.3 Faktory rezistence S. aureus

2.3.1 MRSA

V 1é¢bé stafylokokovych infekci byl prvnim pouzivanym antibiotikem penicilin.
V soucasnosti je piiblizné 90 % kmenu S. aureus K penicilinu rezistentnich, a to diky
schopnosti tvofit beta-laktamazu, ktera specificky $tépi molekulu penicilinu a tim
inhibuje G¢inek penicilinu. Rezistence je podminéna pfitomnosti plasmidu, ktery koduje
beta-laktamazu. Z tohoto dévodu byla vytvofena nova skupina antibiotik, ktera je
odolnd vic¢i GCinkim beta-laktamédzy. Do této skupiny patii oxacilin, cloxacilin a
predevsim v zahrani¢i pouzivany methicilin. Methicilin byl pfedstaven v roce 1959 a
byl ur¢en k 1écbe¢ infekci zplisobenych penicilin-rezistentnimi kmeny S. aureus. Jiz

Vv roce 1961, byl zaznamenan prvni pfipad rezistence na toto antibiotikum a tyto kmeny
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byly oznaceny jako MRSA (methicilin-resistant Staphylococcus aureus). Kmeny
MRSA se vyskytuji pfevazné v nemocnicich.

Rezistence k methicilinu je podminéna pfitomnosti genu mecA, ktery je soucasti
stafylokokové chromozomové kazety SCCmec. mecA koduje penicilin-vazajici protein
PBP2a. PBP (penicilin — binding protein) proteiny se podileji na stavbé bunééné stény a
jejich funkci methicilin inhibuje. Zménény protein PBP2a ztraci schopnost vazat
methicilin.

Mnoh¢é izolované kmeny MRSA jsou vysoce rezistentni a reaguji pouze na
glykopeptidova antibiotika. Do této skupiny antibiotik fadime vankomycin, teikoplanin.
V zafi roku 2002 byly izolovany kmeny MRSA rezistentni k vankomycinu, které jsou
oznatovany VRSA (vancomycin-resistant Staphylococcus aureus). Tato rezistence je
podminéna genem vanA, pochazejiciho s nejvétsi pravdépodobnosti od enterokoki

[11,18,19].

2.3.2 Rezistence k MLSg antibiotikiim

Z diivodu rozsifujici se rezistence k beta-laktamovym antibiotikim a také
Vv ptipadé alergie na penicilin jsou pouzivany MLSg (makrolidy, linkosamidy,
streptogramin B) antibiotika. Skupina MLSg antibiotik zahrnuje makrolidova,
linkosamidova antibiotika a streptogramin B, které spojuje mechanismus a cil plisobeni.
Ve struktufe makrolidii je charakteristickd pfitomnost laktonového kruhu, ke kterému
jsou pomoci glykosidické vazby pfipojeny neutrdlni sacharidy nebo/a aminosacharidy.
Makrolidy se rozdéluji podle poc¢tu atomt, které tvoti laktonovy kruh. K ¢trnactic¢etnym
patii jako vlibec prvni objevené makrolidové antibiotikum erytromycin a dale
klaritromycin. Patnactietny je napftiklad azitromycin a Sestnacti¢etné jsou josamycin,
spiramycin ¢i tylosin. Zastupcem linkosamidd je pfirodni linkomycin, ktery je
produkovan Streptomyces lincolnensis. Nahrazenim atomu vodiku za chlor vznika
clindamycin, ktery je svym uc¢inkem podobny linkomycinu. Zastupci streptogramint
jsou quinupristin a dalfopristin.

I kdyZ jsou MLSg antibiotika zna¢n¢ rozdilna ve své struktufe, jejich spolenym
rysem je, zZe pusobi na stejné cilové misto v bakteridlni buiice. Spojuje je 1 stejny
mechanismus ucinku, inhibici funkce bakterialniho ribozomu blokuji proteosyntézu.
Bakteridlni ribozom se skladd z malé¢ a velké podjednotky. Cilové misto téchto

antibiotik predstavuje velkd podjednotka a to predevSim jeji hlavni ¢ast 23S rRNA,
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ktera zodpovida za pribeh translace. Navazani antibiotika na specifické misto ribozomu
zpusobi, ze proteosyntéza je zastavena a tim ustava i rust bakterialni bunky.

Je nékolik pficin, které mohou podminovat rezistenci k t¢émto antibiotikiim.
Jednou z nejéastéjsich pficin rezistence jsou geny erm, které produkuji metylazy.
Zpusobuji metylaci adeninu a v disledku toho dochazi k zméné cilového mista MLSg
antibiotik na 23S rRNA na ribozomu. MLSb antibiotika se tedy nemohou navazat na
ptislusné cilové misto v ribozomu. Pro stafylokoky je charakteristicka pfitomnost gent
ermA, ermC a ermB.

Dalsim pomérné ¢astym mechanismem rezistence k témto antibiotikim je eflux,
ktery je fizen geny mefA nebo msrA. Jedna se o pienos antibiotik pomoci efluxni pumpy
zpét do extracelularniho prostoru, nez dojde ke kontaktu s cilovym mistem na ribozomu

[28,29].

2.3.3 SCV - small colony variant

Perzistujici infekce S. aureus jsou velmi c¢asto Spojeny S pritomnosti
subpopulace S. aureus tzv. SCV (small colony variants) kmeny. Tyto fenotypové
varianty se objevuji zejména u pacientd, ktefi jsou dlouhodobé 1éceni
aminoglykosidovymi antibiotiky nebo kotrimoxazolem. Kolonie typické pro bézné
kmeny S. aureus jsou hladké, lesklé, dosahujici v priméru 1 az 3 mm s pigmentaci a
ptitomnosti hemolyzy. Pro SCV fenotyp je naopak charakteristicky rust ve velmi
drobnych koloniich nebo koloniich vzhledem ptipominajicich volské oko (,.fried-
eggs), bez ptitomnosti hemolyzy a pigmentace. Diky sniZzené expresi alfa-hemolyzinu
je mohou kmeny S. aureus piezivat intracelularné v hostitelské bunice. To ma za
nasledek snizenou citlivost vici u€inkiim antibiotik. Specificky fenotyp kmentt SCV
podminuji mutace gent kodujicich enzymy pro syntézu heminu, thiaminu, menadionu ¢i
tymidinu. Nasledkem mutaci se u nich vyskytuje auxotrofie a to k heminu, thiaminu,
menadionu nebo Kk tymidinu. Kultivace téchto kment je podstatné naro¢néjsi nez u
normdlnich kment S. aureus. Velmi béZzné je, Ze bé€Znd mikroflora nebo normalni
kmeny S. aureus casto na agaru pieristaji SCV kmeny nebo jejich fenotyp muze

konvertovat zpét na normalni fenotyp [11,26,27].
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3 Cil

V disledku fyziologickych zmén trpi pacienti s cystickou fibrézou zvySenou
senzitivitou k infekci dolnich cest dychacich. Tyto infekce maji ¢asto chronickou formu
a stejny kmen je od téchto pacienti izolovan po dobu nékolika mésict az let. Na prib¢h
infekce mnou mit vyznamny vliv patogenni vlastnosti infikujictho kmene a jeho
rezistence K antibiotikiim.

Cilem této bakalatské prace bylo studium chronickych izolatd S. aureus, které
byly odebirany po dobu dvou let od tii pacienti s cystickou fibrozou, s ohledem na
vyskyt a zménu patogennich vlastnosti a rezistenci bakteridlnich izolath v pribéhu

chronické infekce.
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4 Material

4.1 Kultivac¢ni pady

Pro kultivaci byly pouzity tyto ptudy:
1. Columbia krevni agar s 5% berani krve — OXOID, Velka Britanie
2. Mueller-Hinton (MH) agar - OXOID, Velka Britanie
3. Mueller-Hinton agar s piidavkem 5% krve — OXOID, Velka Britanie

4.2 Antibiotika

Na DDT - diskovy difuzni test, byla pouzita tato skupina antibiotik. Jejich

referenéni hodnoty inhibi¢nich zon jsou uvedeny.

1z 4
ATB (mm) |ATB (mm)
Clindamycin (DA) 19 | Tetracycline (TE) 19
Erythromycin ( E) 18 Lincomycin (MY) 19
Cotrimoxazol (STX) 14 | Azithromycin (AZM) 18
Oxacillin (OX) 13 | Quinupristin/Dalfopristin (QD) 18
Gentamicin (CN) 18 Linezolid (LZD) 19
Cefoxitin (FOX) 23 | Rifampicin (RD) 23

Tabulka €. 1: Antibiotika pouzita pro diskovy difuzni test, jejich referen¢ni hodnoty inhibi¢nich
z6n (12).
4.3 Latexova aglutinace

Pro latexovou aglutinaci, byl pouzit specialni PASTOREX STAPH PLUS KIT,
od firmy BIO-RAD, Velka Britanie.
4.4 1zolace DNA

Na izolaci DNA byl pouzit extrakéni kit AMPLICOR Respiratory Specimen
Preparation Kit (Roche).

1. Respiratory Specimen Wash Sol (RW)
2. Respiratory Specimen Lysis Reagent (RL)
2k Respiratory Speciman Neutralization Reagent (RN)

Tabulka €. 2: Popis reagencii obsazenych v extrakénim kitu.
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4.5 Material pro PCR

4.5.1 Komer¢ni sada pro PCR

PPP master mix- TOP BIO, CR
Voda pro PCR RNAse — Free Water, Takara Bio Inc., Japonsko

4.5.2 DNA Standardy

DNA standard pouzity pii elektroforéze: O'Gene Ruler DNA Ladder Mix,

Ready-to-USE 100 — 10 000 bp, Thermo Fisher Scientific.

4.5.3 Primery

Gen Primery Sekvence 5°- 3” m
ermAl GTT CAA GAA CAATCA ATACAG AG 49,7
ermA ermA2 GGA TCA GGA AAAGGACATTTT AC 51,8
ermB ermB1 CCGTTT ACG AAA TTG GAA CAG GTA AAG GGC 61,3
ermB2 GAATCG AGACTT GAG TGT GC 53,4
ermC1 GCT AAT ATT GTT TAAATC GTC AAT TCC 51,5
erme ermC2 GCT AAT ATT GTT TAAATC GTC AAT TCC 44
msrA msrAl GGC ACAATAAGAGTGTTT AAAGG 52,2
msrA2 AAG TTATAT CAT GAATAGATTGTCCTGTT 52,8
PVL PV1 ATC ATT AGG TAAAAT GTCTGG ACATGATCCA 56,9
PV2 GCATCAACT GTATTG GAT AGC AAA AGC 57,8
235 IRNA P3(23SV) |CTG TCT CAA CGA GAG ACT CGG 56,7
P4 (23SV) |CGCTCACGTTTC AAAGGC TCC 59
spa spa-1113f |TAAAGACGATCCTTC GGT GAGC 56,6
spa-1514r |CAG CAG TAG TGC CGTTTGCTT 58,3

Tabulka €. 3: PouZivané primery pro stanoveni genti rezistence, PVL faktoru virulence, mutace

vV doméné 23S rRNA, spa typizace. Pro kazdy primer uvedena teplota tani ( Tm).

4.6 Elektroforéza

Gel pro elektroforézu obsahoval tyto slozky:

1. TBE 50%
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2.
3.

Agarosa — SERVA, Némecko
Ethidium bromid — SIGMA, USA

Poz. Pro elektroforézu byl pfipravovan gel o koncentraci 1%.

4.7 Kontrolni kmeny

Pro detekci genti rezistence k MLSg antibiotikiim byly pouzity kontrolni kmeny

S. aureus, z nichz byly vytvoreny kontroly pro kazdy gen rezistence jednotlive.

S. aureus |HM1055 |ermA

S. aureus |CR580 ermB

S. aureus |HM290-1 |[ermC

S. aureus |RN4220 msrA

Tabulka €. 4: Kontrolni kmeny, které slouzily k vytvofeni pozitivnich kontrol.

4.8 Pouzité pristroje

N o a b~ Dnh e

Centrifuga — Mini spin plus, Eppendorf AG, Némecko

Centrifuga/vortex, Multi-Spin MSC — 600, Biosan, Lotyssko
MALDI-TOF/MS analyzator — Brucker, Daltonics, USA

Termocykler — GenePro Thermal cycler, Bioer, USA

Laminarni box, Scie-plas, Velka Britanie

Mikrovinna trouba, Whirlpool M504, Whirlpool Corp., USA

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu: Consort E835, Dynex s. r. 0.,
CR

Systém pro dokumentaci pro elektroforézu: Kodak Gel Logic 120, Kodak
USA

Blokovy termostat, Grant QBD2, Velké Britanie
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5 Metodika

5.1 Odbér sputa

Pro mikrobiologické vySetfeni se sputum odebira rano nala¢no. Pacientovi je
nejdiive vyplachnuta Gstni dutina a pomoci kasle dochazi k expektoraci sputa z dolnich
cest dychacich. Sputum je poté odebrano do specialni sterilni zkumavky. Vzorek je co
nejdiive a to nejpozdéji do dvou hodin po odebrani transportovan do laboratofe
Kk vySetfeni. Je velmi dulezité, aby nedoslo ke kontaminaci sputa at’ jiz pii pruchodu
V hornich cestach dychacich ¢i v dutin€ ustni. Mikroskopicky je sputum vySetfeno a
podle ptitomnosti ¢i neptitomnosti leukocytii se vyhodnocuje, zda jde skute¢né o
sputum. Mikroskopické vySetfeni sputa je pomocna metoda a slouzi hlavné k ovétreni

kvality sputa [30].

5.2 Kultivace

Hlavni souc¢ast bakteriologického vySetieni predstavuje kultivace bakterii. Pro
uspésnou kultivaci bakterii in vitro je nutné splnit nékolik zakladnich podminek napf.
dostatek zivin, vody, ristovych faktort atd. Tyto podminky spliuji kultivaéni média,
ktera pouzivame pii rustu bakterii in vitro. Tato média jsou pak inkubovana v optimalni
teploté a popftipad€ i ve vhodné atmosféte podle druhu bakterie.

Kultivovany byly vzorky od tfi pacientil s cystickou fibrézou. Kmeny S. aureus
byly pomoci sterilni klicky nao¢kovany na Columbia krevni agar. Columbia krevni agar
byl pouzit také ke kultivaci kment S. aureus SCV. Naockované plotny byly pieneseny
do termostatu a inkubovany na 24 hodin pti 37 °C [31].

5.3 Stanoveni citlivosti k antibiotikim

Urceni citlivosti bakteridlnich patogend k antibiotickym 1ékim je jednou
Z nejvyznamnéjSich metod v mikrobiologické laboratofi. Pro zahéjeni 1éCby antibiotiky
je nezbytné, aby byla stanovena citlivost pivodce infekce k antibiotikiim. Bez toho je
lécba vétsinou nelspé$na a muize ohrozovat i zivot pacienta. Metody pro stanoveni
citlivosti Kk antibiotikiim in vitro mizeme rozde€lit do dvou skupin a to kvalitativni a
kvantitativni. Kvantitativni metody jsou mikrodilu¢ni test a E — testy, které spocivaji

Vuréeni MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik. Minimalni inhibi¢ni

v
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bakteridlniho patogenu. Kvalitativni metoda tedy diskovy difizni test spo¢iva v urceni

citlivosti ¢i rezistence daného bakteridlniho kmene k urcitému antibiotiku [31].

5.3.1 Diskovy difuzni test

DDT (diskovy difazni test) je nejpouzivanéjsi metoda vyuzivana ke
kvalitativnimu stanoveni citlivosti k antibiotikim. Princip této metody spociva v difuzi
antibiotika z papirovych antibiotickych diskti do agaru, ktery je naoCkovan piislusnym
kmenem, ktery chceme vySetfovat. Bakterialni kmen je pieveden pomoci sterilni klicky
do zkumavky s fyziologickym roztokem a je vytvoien zakal. Hustota této suspenze musi
odpovidat kalibraénim zakalovym standardim 0,5 Mc Farlanda. Suspenze je poté
pfenesena sterilnim vatovym tampoénem na MH agar v nékolika smérech na sebe
kolmych. Antibiotika v disku jsou kladena na povrch média bud’ sterilni jehlou nebo
pomoci dispenzoru. Po pfilnuti na povrch, by se s disky jiz manipulovat nemélo, jelikoz
antibiotika difunduji do agaru okamzité po jejich pfilozeni. Klademe maximaln¢ 6
antibiotickych diskli na MH agar a kultivujeme v termostatu pii 37 °C. Difundované
antibiotikum inhibuje rtst bakteridlniho kmene a tim se vytvaii kolem disku tzv.
inhibiéni zdéna. Primér inhibi¢nich zon poté udava, zda je bakterialni kmen
K ptislusnému antibiotiku citlivy ¢i rezistentni. Po 24 hodinové inkubaci tyto vytvofené
inhibi¢ni zo6ny zméfime pomoci posuvného pravitka. Vysledky se porovnévaji
s referen¢nimi Udaji, které vyrobce pro jednotlivé antibiotikum udava.

DDT byl proveden podle vySe zminénych podminek. Na MH agar byly
naockovany kmeny S. aureus od pacientl s cystickou fibrézou. Testovani citlivosti
s kmeny S. aureus SCV byl proveden na médiu MH s krvi. Pomoci sterilni jehly byly na
agar prevedeny antibiotické disky a plotny inkubovéany v termostatu 24 hodin pii 37 °C.
Po inkubaci byly zméfeny inhibi¢ni zény vytvorené kolem antibiotickych diskd.

Referencni hodnoty pro antibiotika jsou uvedena v tabulce ¢ 1 [31].

5.4 MALDI - TOF/MS

Principem hmotnostni spektrometrie je rozdéleni nabitych ¢astic podle
molekulové hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli. Hmotnostni spektrometrie
MALDI — TOF/MS ( Matrix - Assisted Laser Desorption/lonization Time - of - Fight
Mass Spectrometry) je dnes v mikrobiologii vyuzivana pro rychlou identifikaci
mikroorganismii. Metoda umoziiuje stanovit molekuldrni hmotnosti latek, kdy na

MALDI desticku je aplikovana pomoci sterilni klicky kolonie, kterou chceme
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vySetfovat. Na tento rozetfeny vzorek aplikujeme matrici. Matrice je ozafovana laserem
kratkymi nanosekundovymi pulzy. Energie laseru je absorbovdna matrici a tim dochazi
k jejimu rozkladu, vzorek je pfeveden do plynného stavu a pfitom dochazi k ionizaci
molekul vzorku. lonty vzorku jsou potom detekovany hmotnostnim analyzatorem doby
letu. Princip detekce spociva v méfeni Casu, ktery iont potiebuje, aby piekonal
vzdalenost mezi mistem ionizace a detektorem. Tato doba letu je urychlena
stejnosmérnym elektrickym proudem a rychlost ionta je pak zavisla na jejich hmotnosti
a naboji. Ziskané vysledky o hmotnosti iontl se porovnavaji s pocitaovou databazi, kde
je celé spektrum vzorkli o pfesn¢ definovaném slozeni, jejichz vysledek byl ziskén
stejnym principem. V piipadé¢ druhové identifikace mikroorganismi se jednd o
referenéni databazi profild jednotlivych druht. Vysledek je pak definovan skorem, které

urcuje nejlepsi shodu se znamym organismem [31,32].

5.5 Latexova aglutinace

Tato metoda slouzi pro rychlou a ptesnou detekci bakterialniho kmene v tomto
piipadé S. aureus. Na detek¢ni kartu je aplikovana kapka suspenze z komerc¢ni sady
Pastorex Staph Plus Test. Vychozim materidlem pro tento test je kolonie kmene S.
aureus. Pomoci sterilni klicky je odebrana kolonie a aplikovana na desticku a opatrné
rozmichana spolu se suspenzi. Na latexové partikule je navazan imunoglobulin spolu
s fibrinogenem. Pfi reakci s clumping faktorem nebo s proteinem A dochazi k viditelné
aglutinaci suspenze. Reakce probéhne vétsinou do nékolika sekund. Spolu s timto

testem je také aplikovana negativni a pozitivni kontrola [31].

5.6 Testovani auxotrofie

Piisobenim selekéniho tlaku antibiotické 1é€by se vytvaieji dostatecné podminky
pro uplatnéni SCV kmend. Vznik hemin — auxotrofnich SCV nebo menadion -
auxotrofnich SCV je podminén naruSenim funkce dychaciho fetézce. NaruSeni funkce
dychaciho fetézce vede ke snizeni membranového potenciondlu SCV kment. Diky
tomu je porusen transport né€kterych latek a predevSsim velmi dulezity transport
nekterych antibiotik do bakteridlni bunky, to se mize projevit ve vysledku rezistenci k
takovym antibiotikiim. Mezi tyto antibiotika patfi pfedevsim aminoglykosidy. Hemin —
auxotrofni a menadion — auxotrofni SCV byly izolovany u pacientl, ktefi

trpi chronickymi infekcemi, mezi které patii i pacienti s CF.
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Pokud dojde k naruseni funkce metabolické drahy pro syntézu pyrimidinovych a
purinovych bazi, které jsou nezbytnym komponentem pii syntéze DNA, dochazi ke
vzniku thymidin — auxotrofnich kmeni SCV. Predisponujicim faktorem pro rezistenci
k antibiotiku a pfedev§im pouzivanému kotrimaxozolu je pravé naruSeni metabolické
drahy. Tyto thymidin — auxotrofni kmeny SCV tvoii pfevaznou ¢ast SCV kment. A
jejich vyskyt je uzce spjat S pacienty s cystickou fibrozou [33].

Auxotrofni testovani kmenti S. aureus SCV bylo provadéno na MH agaru
(OXOID) na ktery byla aplikovana pomoci sterilni klicky suspenze bakterialni kultury
kmene S. aureus SCV. Na tuto suspenzi byl polozen disk, ktery obsahoval hemin (X-
factor, ITEST plus s. 1. 0.) nebo byl aplikovan sterilni disk z filtra¢niho papiru, na ktery
bylo aplikovano 15 ul vzorku thymidinu o koncentraci 100 pg/ml. Po 24 a 48 hodinach
byl kontrolovan narlst bakteridlniho kmene S. aureus SCV kolem aplikovanych diskd.
Pfi testovani auxotrofie byla provedena i kontrola, ktera je provedena na MH agaru bez
pritomnosti diskli s auxotrofnim piidavkem. Auxotrofie byla potvrzena na izolatech,
které nenarostly na kontrolnim MH médiu, jejich rust byl vSak prokazan kolem diskd

obsahujici thymidin nebo hemin.
5.7 Molekularné biologické metody

5.7.1 lzolace DNA

K tomu, aby byly provedeny dal§i metody, jako je PCR, elektroforéza atd. bylo
nutné provést izolaci DNA. V prvnim kroku této metody dochézi k 1yze bakterialni
buiikky a to pomoci extrakéniho pufru. Tento pufr obsahuje véetné detergentl také
EDTA (etylendiaminotetraoctovou kyselinu), chelata¢ni ¢inidlo schopné z roztoku
vyvazovat kovové ionty napi. Ca** a Mg?*. Tim jsou neutralizovany nukleazy, které se
nachazeji v cytoplazmé a jsou zodpovédné za Stépeni nukleovych kyselin. Po lyze
bakterialni buiikky nasleduje izolace DNA, ktera se provadi rliznymi zpusoby.
V laboratofi je nejbéznéji provadéna fenol/chloroformova metoda nebo metoda
vyuzivajici absorpce nukleovych kyselin na silikatovy povrch. Pro izolaci DNA jsou
Vv soucasnosti komeréné vyrabény extrakéni kity [34].

Pro tuto extrakci DNA byla pouzita souprava AMPLICOR Respiratory
Specimen Preparation Kit (Roche), ktery obsahoval tyto reagencie:

1. Respiratory Specimen Wash Sol (RW)
2. Respiratory Specimen Lysis Reagent (RL)
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3. Respiratory Specimen Neutralization Reagent (RN)
Tato metoda byla provadéna v lamindrnim boxu a probihala pfi optimélni laboratorni
teploté. Na izolaci byla pouzita bakteridlni biomasa izolati S. aureus od pacientt
s cystickou fibrozou. Pomoci sterilni klicky byla odebrana biomasa a pfevedena do
zkumavky s destilovanou vodou. Z této smési bylo odebrano 100 pl a pievedeno do
zkumavky a smichano s 500 pl roztoku RW. Poté byla smés promichana na vortexu a
vlozena do centifugy na 10 minut pii 13000 otackach. Po centrifugaci se odstranil
supernatant. Zkumavka se po dobu 30 sekund ponechala dnem vzhiiru, aby doslo
k dostate¢nému odstranéni kapalné smési, ktera by mohla zpisobit inhibici PCR reakce.
Do zkumavky s peletem bakterialni biomasy bylo pfidano 100 ul RL roztoku a opét se
smés promichala na vortexu. Poté byla zkumavka umisténa v termobloku a temperovana
na 60 °C po dobu 45 minut. Po kratké centrifugaci zahtaté smeési se do zkumavky

ptidalo 100 pl RN roztoku. Extrahovana DNA byla zamrazena na -20 °C.

5.7.2 PCR

Polymerazova tetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je jedna z nejvice
pouzivanych molekularné genetickych metod. Principem této metody je amplifikace
neboli zmnozeni uréitého specifického useku DNA, ktery chceme vySetiovat. Reakce
probihd v nékolika po sob¢ jdoucich cyklech a kazdy cyklus je slozen ze tii krokd.
Prvnim krokem je denaturace DNA, kdy zvySenim teploty dochazi k separaci
vodikovych mistkli a z dvouvldknové DNA (dsDNA) vznika jednovldknovda DNA
(ssDNA). Druhym krokem je hybridizace nebo annealing, kdy se komplementarné
pfipojuji na jednovlaknovou DNA primery. Primery jsou kratké useky DNA o znamé
sekvenci, obsahuji 20-25 nukleotidd. Je velmi dulezité, aby primery byly co nejvice
specifické pro oblast, kterd bude v nésledujicich cyklech amplifikovana. Tfetim krokem
je elongace neboli prodluzovani nukleotidovych fetézcl. Po nasednuti primera k cilové
sekvenci DNA, jsou pomoci Taq-polymerazy ptipojovany k primeritm nové nukleotidy
a tim je fetézec prodluzovan ve sméru 5°-3". K tomu, aby byla amplifikace Gspésna, je
nutné pouzit termostabilni polymerazu, kterd je aktivni i pies piisobeni vysokych teplot
béhem reakce. Pro PCR je dulezitd také pritomnost vhodného pufru a volnych
deoxyribonukleotidtrifosfati (dNTP), které polymeradza piipojuje k primeram a
prodluzuje tak fetézec. PCR reakci tvofi zpravidla 15-40 cykli, které na sebe navazuji,

tim se vytvaii dostate¢né mnozstvi kopii ptislusného tuseku, ktery je dale vySetfovan.
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Identifikace gent rezistence: ermA, ermB, ermC, msrA byla provedena pomoci
metody PCR. Pouzivané primery jsou uvedeny v tabulce ¢. 3 spolu s jejich teplotou tani
(Tm). Soucasti vysetfeni byla negativni a pozitivni kontrola. Negativni kontrola
obsahovala pouze PPP master mix (TOP BIO, CR) a primery. Do pozitivnich kontrol
byly ptidavany kontrolni kmeny S. aureus (pro kazdy gen rezistence jiny a jsou uvedeny
Vv tabulce ¢. 4). Bylo provedeno celkem 30 cykla PCR v termocykleru (Bioer, USA).
Prvni denaturace probihala pfi teploté¢ 94 °C a trvala 8 minut. V dalsich cyklech PCR,
byla denaturace po 30 sekundach. Po 30 sekund trval i dalsi krok annealing, kdy teplota
byla nastavena pro jednotlivé primery. Pfehled teplot pro jednotlivé primery je uveden
Vv tabulce ¢ 3. Elongace probihala pti 72 °C po dobu 1 minuty a zadvére¢na elongace po
dobu 5 - ti minut. Po ukonéeni posledniho cyklu PCR probiha chlazeni. Vzorky
s amplifikovanymi useky byly aplikovany do gelu a byla provedena elektroforéza.
Stejny postup byl pouzivan pro vysetteni PVL toxinu [34].

Testovani ostatnich genti virulence:

Enterotoxind: sea, sej, see, sec, seh, seb, seg, sed, sei.

Exfoliantinu: eta, etb, atd

Toxinu syndromu toxického Soku: TSST -1

Bylo provedeno Ustavem experimentalni biologie, Piirodovédecké fakulty

Masarykovy univerzity v Brné.

5.7.3 Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, ktera umoziuje separaci vzorku DNA na agarézovém
gelu. V dusledku pritomnosti fosfatovych skupin maji ¢astice nukleovych kyselin
zaporny naboj, a proto putuji od katody k anodé. Pouziva se tedy pro oddéleni
fragmentti DNA a k urceni jejich velikosti. Fragment DNA o neznamé velikosti putuje
spolu se standardem o znamé velikosti agar6zovym gelem. Po skonceni elektroforézy
mizeme urcit délku fragmentu vzorku DNA [34].

Pro piipravu agar6zového gelu bylo nutné navazit 0,3 g agarozy a rozpustit ji ve
30 ml 50% TBE pufru. Zahtatim v mikrovinné troub¢ projde agaréza varem. Do tohoto
roztoku bylo pfidano 0,7 pl interkalarniho barviva EtBr. Do plastové vany byly
umistény hiebeny, které po ztuhnuti agarézy vytvoii jamky pro aplikaci vzorki.
Agardza byla aplikovéana do plastového rdmecku s hiebeny, tak aby nedoslo k vytvoteni
bublin, které by znemoznovaly provést samotny proces elektroforézy. Po ztuhnuti byly

hiebeny odstranény, gel umistén do elektroforetické vany s 50% TBE pufrem a do
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vytvofenych jamek pipetovany vzorky. Vzdy do prvni jamky byl aplikovan standard. Po
skonceni elektroforézy, ktera trvala ptiblizn¢ 20 minut pii 80V byla DNA detekovana

pod UV zéfenim a pofizen snimek.

5.8 Spa typizace

Tato metoda slouzi k typizaci S. aureus a je zalozena na principu sekvenovani.
Jedna se o analyzu Vv polymorfni oblasti X pro stafylokokovy protein A (spa). Tato
polymorfni oblast je rozSifena u vSech kment S. aureus a je tvofena rGznym poctem
ptfiblizn¢ 24 bp dlouhych repetic, uspofadanych v riizném potadi. Vysledkem spa
sekvenace je vzdy spa typ kmene S. aureus, ktery uren na zakladé porovnani se
sekvencemi kment v databazi pomoci programu Ridom Staph Type.

Amplifikace polymorfni oblasti X pro stafylokokovy protein A byla provadéna
pomoci PCR. K tomu byly pouzity primery, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Program
PCR byl nastaven na 35 cykld. Inicia¢ni denaturace trvala 10 minut pii 94 °C. Po
pii 58 °C po dobu 30 sekund. Tteti krok — elongace pti 72 °C a poté nasledovala
zavereCna elongace, trvajici 10 minut. Amplifikované seky byly aplikovany na gel a
byla spusténa elektroforéza, abychom si potvrdili spravnost PCR metody. Vzorky byly
poté zaslany do Laboratofe molekularni genetiky (LGM) Pediatrické kliniky a Ustavu
1ékatské mikrobiologie FN Motol ke stanoveni sekvence. Vysledky byly porovnany
v programu Ridom Staph type [35,36].

5.9 Mutace v 23S rRNA

MLSg antibiotika, jak jiz bylo popsano vyse, spojuje stejny mechanismus ucinku
1 stejné cilové misto na které ptisobi. Jsou zaméteny na specifické nukleotidy 23S rRNA
ribozomalni podjednotky. U stafylokokl hraji vyznamnou roli pfi vzniku rezistence k
této skupin¢ antibiotik mutace. Mutace, které jsou spojovany s rezistenci kK MLSg
antibiotikiim je hned n€kolik. Nejvyznamnéjsi jsou mutace v adeninu v pozici A 2058 a
A 2059 v doméné V molekuly 23S rRNA. Tyto mutace udé€luji bakteriim nejvyssi
stupen rezistence na urcit¢ makrolidy. Mutaci podlé¢ha i II doména molekuly 23S rRNA
nebo geny pro ribozomalni proteiny L4, L22. Tyto mutace ovlivituji konformaci oblasti
velké ribozomalni podjednotky a tim ovliviyji vazbu antibiotik [37,38].

Detekce mutace v 23S rRNA u izolatl S. aureus u pacientd s cystickou fibrozou

byla ur€ovana pomoci sekvenace fragmentu pro V doménu molekuly 23S rRNA jakoZto
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cilového mista pisobeni MLSg antibiotik. U vSech vzorkt byla provedena PCR
s pouzitim specifickych primeri pro tuto oblast, které jsou uvedeny v tabulce €. 3. Pocet
°C, po ni nasledovala dalsi denaturace, trvajici 30 sekund. Dal§imi kroky byly annealing
(57°C) a elongace (72°C) nukleotidovych fetézci, proces koncil zavérecnou elongaci
trvajici 10 minut. V poslednim kroku byly vzorky schlazeny na 10 °C. Vzorky byly poté
aplikovany na gel a byla provedena elektroforéza. Vysledky slouzily k urceni, zda byla
PCR provedena spravné. Nasledné byly vzorky odeslany k sekvenaci do laboratoie
molekularni genetiky (LMG) Pediatrické kliniky a Ustavu 1ékai'ské mikrobiologie FN
Motol. Ziskané sekvence byly vyhodnoceny v programu BioEdit (Ibis Biosciences).

37



6 Vysledky

6.1 Stanoveni citlivosti k antibiotikum

6.1.1 DDT-Diskovy diftizni test

Vysledky diskového difuzniho testu U izolatd S. aureus od 3 pacientd s cystickou
fibrozou byly odecitany po 24 hodinach po kultivaci v termostatu pti 37 °C. Primeéry
inhibi¢nich zon byly méfeny posuvnym pravitkem a vyhodnocovéany podle referencnich
hodnot inhibi¢nich zon, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Byla provedena analyza
celkem 30 izolati od 3 pacientt, do tohoto testovani jsou zahrnuty normalni kmeny S.
aureus a kmeny S. aureus SCV. U kment S. aureus byl pouzit MH agar. K uréeni
citlivosti k antibiotikiim na kmenech S. aureus SCV byl pouzit MH agar s piidavkem 5
% berani krve. Vysledky testli jsou zobrazeny v tabulkach ¢. 5, 6, 7 pro kazdého

pacienta jednotlivé.

ATB AZM MY |TE|RD |LZD |QD |[E |[DA|STX |OX |FOX |CN
Vzorek 12/1 - 1Z 6 6 |24]26| 20 |21 |6 | 6 | 26 |18 | 28 |20
Vysledek R R|c/Cc|]C|]C|IRIR|] C |C|] C |C
Vzorek12/1SCV —I1Z | 14 | 24 |16[26| 20 |20 |18| 22| 6 |20 | 25 |18
Vysledek C c|cjc|c |C C/|R|C|] C |C
Vzorek 12/2 — 1Z 6 6 [21]28| 20 |22 |6 | 6 | 27 |19 30 |21
Vysledek R R|C/C|] C |]C|IRIR] C |C| C |C
Vzorek 12/5 - 1Z 6 6 25|27 | 26 |24 |10] 6 | 27 |16 | 28 |18
Vysledek R R|Cc/C|]C|]C|IRIR] C |C|] C |C
Vzorek 12/6 — 1Z 6 6 23|28 21 |[23|6| 6 | 27 |19 | 30 |20
Vysledek R R|Cc/C|]C|]C|IRIR] C |C|] C |C
Vzorek 12/7 - 1Z 6 6 25|26 22 |21 |6 | 6 | 25 |17 | 27 |21
Vysledek R R|Cc/C|]C|]C|IRIR|] C |C|] C |C

Tabulka €. 5: Vysledky stanoveni citlivosti pomoci DDT u pacienta ¢. 1. Seznam pouzitych
zkratek antibiotik: AZM-azithromycin, MY-lincomycin, TE-tetracycline, RD-rifampicin, LZD-
linezolid, QD-quinupristin/dalfopristin, E-erytromycin, DA-clindamycin, STX-cotrimoxazol,
OX-oxacillin, FOX-cefoxitin, CN-Gentamicin. R- rezistentni, C- citlivy, IZ- inhibi¢ni zéna.
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ATB AZM MY |TE|RD |LZD QD |[E |[DA|STX |OX |FOX |[CN
Vzorek 34/1—1Z 20 | 24 121126 | 23 |24 |23|24 | 25 |17 | 28 |18
Vysledek C c|cjcycjcjcjcpcj|jcjpc c
Vzorek 34/2 — 1Z 21 | 24 122129 | 23 |27 |26|25| 27 |20 | 25 |21
Vysledek C c|cjcycjcjcjcpcj|jcjpc c
Vzorek34/2SCV —I1Z | 18 | 21 |20 21| 17 |18 (24| 20| 6 |18 | 23 |13
Vysledek C c|cjcpcjcjcpcypcjcyp c |c
Vzorek 34/3 — 1Z 20 | 26 |21 |27 | 23 |23 ]26(29 | 24 |15 25 |20
Vysledek C c|,cjcypcjcjcpcypcjcyp c |c
Vzorek 34/4 — 1Z 20 | 25 |22|28 | 22 |23 |25|24 | 27 |17 | 24 |18
Vysledek C c|,cjcpcjcjcpcypcjcyp c |c
Vzorek 34/5 - 1Z 21 | 24 |21 |28 | 24 | 252324 | 27 |17 | 24 |18
Vysledek C c|c,cycjcjcjcypcj|cjpc |c
Vzorek 34/6 — 1Z 21 | 26 |25|30| 23 [26|24|27| 29 |16 | 25 |22
Vysledek C c|cjcycjcjcjcpcj|cjpc c
Vzorek34/6 SCV —1Z | 17 | 16 |14|25| 22 |21 (22|18 | 27 |15| 22 |15
Vysledek C c|cjcycjcjcjcpcj|cjpc c
Vzorek 34/7 - 1Z 20 | 24 (22|25 | 24 | 25|23|24 | 27 |16 | 27 |16
Vysledek C c|,ccy,cj|jcjcpcypcjcyp c |c
Vzorek 34/8 — 1Z 20 | 26 |22 26| 22 |25 (25|25 | 30 |18 | 26 |17
Vysledek C c|,ccy,cjcjcpcpcjcyp c |c

Tabulka ¢. 6: Vysledky stanoveni citlivosti u pacienta €. 2. Seznam pouzitych zkratek
antibiotik: AZM-azithromycin, MY -lincomycin, TE-tetracycline, RD-rifampicin, LZD-
linezolid, QD-quinupristin/dalfopristin, E-erytromycin, DA-clindamycin, STX-cotrimoxazol,
OX-oxacillin, FOX-cefoxitin, CN-Gentamicin. R- rezistentni, C- citlivy, 1Z- inhibi¢ni zona.
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Pacient €. 3 -Vysledky citlivosti

ATB AZM MY |TE|RD|LZD |QD |E |DA|STX |OX|FOX |CN
Vzorek 100/1 — 1Z 6 6 (28|31 25 |[25]|6] 6 | 29 |21 | 32 |21
Vysledek R R|Cc/|C|] C |CIRIR] C |C|] C |C
Vzorek 100/2 — 1Z 6 6 [27|30] 23 |23 |6 6 | 30 |25 | 30 |21
Vysledek R R|C/C|] C |CIR|R C| C |C
Vzorek 100/2 SCV - 1Z| 6 6 /20]30| 20 [20|6] 6 6 22| 27 |20
Vysledek R R|C/C|] C|CIRIR]J] R |]C] C |C
Vzorek 100/3 — 1Z 6 6 |25/30| 24 |26 |6] 6 | 30 | 25| 30 |20
Vysledek R R|C/C| C |CIR|R C| C |C
Vzorek 100/3SCV - 1Z| 6 6 |17]26| 20 |21 |6] 6 6 22| 25 |27
Vysledek R R|C/|C|] C |CIRIR|] R |]C|] C |C
Vzorek 100/4 — 1Z 6 6 [27/30| 24 |[24|16] 6 | 29 |26 | 30 |20
Vysledek R R|C/C|] C |CIR|R cC| C | C
Vzorek 100/5 — 1Z 6 6 [17|25| 18 |20 |6]| 6 6 |22 | 26 |18
Vysledek R R|C/|C|] C |CIRIR|] R |]C|] C |C
Vzorek 100/6 — 1Z 6 6 [26/32| 26 |[25|6| 6 | 32 |26 | 30 |20
Vysledek R R|C/|C| C |CIR|R C| C |C
Vzorek 100/6 SCV - 1Z| 6 6 |21]26| 22 |20 6] 6 6 26| 25 |20
Vysledek R R|C/C|] C|CIRIR|] R |C] C |C
Vzorek 100/7 — 1Z 6 6 |28]30| 23 |[25|6] 6 | 27 | 28| 32 |20
Vysledek R R|C/C|] C|C|IRIR] C |C|] C |C
Vzorek 100/7 SCV —IZ| 6 6 |21]25| 23 |21 |6] 6 6 |20] 23 |15
Vysledek R R|C/|C|] C |CIRIR|] R |]C|] C |C
Vzorek 100/8 — 1Z 6 6 [21|25| 23 |[21|6| 6 | 22 | 25| 27 |13
Vysledek R R|C/|C|] C |C|IRIR] C |C|] C |C

Tabulka €. 7: Vysledky DDT testu u pacienta ¢. 3 Seznam pouzitych zkratek antibiotik: AZM-
azithromycin, MY -lincomycin, TE-tetracycline, RD-rifampicin, LZD-linezolid, QD-
quinupristin/dalfopristin, E-erytromycin, DA-clindamycin, STX-cotrimoxazol, OX-oxacillin,
FOX-cefoxitin, CN-Gentamicin. R- rezistentni, C- citlivy, |Z — inhibi¢ni zéna

6.2 MALDI - TOF/MS

Izolaty od 3 pacientl s cystickou fibrozou, které byly vyhodnocovany pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF/MS mély ve vysledku klasifikace udané skore.

U vSech 30 izolat skore dosahovalo nad 2.100, vyrobcem udavané skoére odpovidalo
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nejlepsi shod¢ organismu. Druhova identifikace izolath od pacientd s cystickou fibrézou

vedla ve vSech ptipadech k identifikaci izolatd S. aureus.

6.3 Latexova aglutinace

Druhova identifikace kment S. aureus SCV byla provedena kromé MALDI-
TOF/MS také pomoci metody latexové aglutinace. Pro tuto reakci byla pouzita
komeréni smés Pastorex Staph Plus Test. Na latexové ¢astice je upevnén imunoglobulin
spolu s fibrinogenem, pii reakci sclumping faktorem nebo se stafylokokovym
proteinem A dochazi k aglutinaci celé suspenze. U vSech vzorki testovanych pomoci
latexové aglutinace doslo k viditelné aglutinaci, tedy jsou pozitivni. Latexové aglutinace
byla provadéna u SCV S. aureus Kk potvrzeni identifikace pomoci MALDI-TOF/MF,
z diivodu netypickych biochemickych a fenotypovych vlastnosti SCV kmeni S. aureus.

6.4 Testovani auxotrofie

V disledku mutaci dochazi u kmenu S. aureus SCV K naruseni dulezitych
metabolickych drah, disledkem je auxotrofie téchto kmenti. Kmeny S. aureus SCV byly
testovany na pritomnost auxotrofie k heminu ¢i thymidinu. Pro test byl pouzit MH agar
(OXOID). Spolu s kolonii S. aureus SCV byly na agar pfidany i disky s obsahem
heminu a thymidinu. Po 24 hodinové inkubaci v termostatu pii 37 °C byly odecitany
vysledky. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 8.

Testovani auxotrofie
Vzorky Vysledky
Vzorek 12/1 SCV Neprokazano

Vzorek 34/2 SCV Neprokazano

Vzorek 34/6 SCV Neprokazano

Vzorek 100/2 SCV Auxotrofie k thymidinu

Vzorek 100/3 SCV Auxotrofie k thymidinu

Vzorek 100/6 SCV Auxotrofie k thymidinu

Vzorek 100/7 SCV Auxotrofie k thymidinu
Tabulka €. 8: Vysledky testovani auxotrofie u kmena S. aureus SCV.

U vzorkd byla prokdzana auxotrofie K thymidinu, coz je také nejcastéjsi
auxotrofie kmenu S. aureus SCV, ktera se vyskytuje u pacientu s cystickou fibrézou. U
vzorkli s neprokdzanou auxotrofii doSlo k rychlé reverzi k normalnimu fenotypu po

subkultivaci, tudiz nebylo mozné auxotrofii ur¢it.
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6.5 Geny rezistence

6.5.1 ermA

Detekce genu rezistence ermA byla provedena pomoci PCR, za pouziti dvou
primerti ermA1 a ermA2. Pfi detekci byly spolu se vzorky pouzity i kontroly — negativni
a pozitivni. Jako negativni kontrola slouzil PPP master mix bez pfidané DNA. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit kontrolni kmen pro ermA gen rezistence S. aureus
HM1055. Po probéhnuti PCR reakce byly vzorky spolu s kontrolami a se standardem
aplikovany do gelu a byla provedena elektroforéza. Po detekci pod UV zafenim byly
vysledky amplifikace zdokumentovany a jsou uvedeny v tabulce. Geny rezistence byly
testovany pouze u izolatl od dvou pacientl, jelikoz vSechny izolaty od tfetiho pacienta
byly K testovanym antibiotikim citlivé. Vysledky testovani genl rezistence byly
totozné, proto jsou V tabulce uvadény vysledky vSech gent rezistence najednou.

Vysledky testovani gend ermA jsou uvedeny v tabulce ¢. 9 a 10.

6.5.2 ermB

Detekce genu rezistence ermB byla provedena pomoci PCR. Na toto vySetieni
byly pouzity primery ermB1 a ermB2 jejichz sekvence je uvedena v tabulce ¢ 3.
Pozitivni kontrola byla pfipravena z PPP master mix-TOP BIO, CR a kontrolni kmen
pro gen rezistence S. aureus CR580. Po PCR reakci byla provedena elektroforéza a

vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 9 a 10.

6.5.3 ermC

Stanoveni genu rezistence ermC byla pouzita metoda PCR. Pro detekci oblasti
genu rezistence byly pouzity dva primery ermC1 a ermC2. Spolu se vSemi vzorky byly
pfipraveny kontroly — pozitivni a negativni. Pozitivni kontrola byla pfipravena jako
v predchozich vySetfenich z kontrolniho kmene S. aureus HMZ290-1. Vysledky

elektroforézy jsou uvedeny v tabulkach ¢. 9 a 10.

6.5.4 msrA

Detekce oblasti genu rezistence msrA byla provedena s primery mrsAl, mrsA2.
Pro ptipravu negativni a pozitivni kontroly byl pouzit PPP master mix-TOP BIO, CR.

Pozitivni kontrola byla pfipravena z kontrolniho kmene S. aureus RN4220. Pro
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provedené PCR byla pomoci elektroforézy a nasledné detekci pod UV zéafenim

detekovan gen rezistence mrsA. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 9 a 10.

Vzorky Vysledky
Vzorek 12/1 Negativni
Vzorek 12/1 SCV Negativni
Vzorek 12/2 Negativni
Vzorek 12/5 Negativni
Vzorek 12/6 Negativni
Vzorek 12/7 Negativni
Pozitivni kontrola Pozitivni
Negativni kontrola Negativni

Tabulka €. 9: Vysledky testovani genti rezistence u pacientd.

\/zorky Vysledky
Vzorek 100/1 Negativni
Vzorek 100/2 Negativni
Vzorek 100/2 SCV Negativni
Vzorek 100/3 Negativni
Vzorek 100/3 SCV Negativni
Vzorek 100/4 Negativni
Vzorek 100/5 Negativni
\/zorek 100/6 Negativni
Vzorek 100/6 SCV Negativni
Vzorek 100/7 Negativni
Vzorek 100/7 SCV Negativni
Vzorek 100/8 Negativni
Pozitivni kontrola Pozitivni
Negativni kontrola Negativni

Tabulka ¢. 10: Vysledky testl gentl rezistence u vSech pacienti
Vysledky vSech gent rezistence jsou negativni. Proto byly vybrany kmeny S.
aureus a testovany na pfitomnost mutace v V doméné molekuly 23S rRNA, jako dalsi

mozna pfi¢ina rezistence.

6.6 Faktory virulence

Testovani PVL faktoru virulence bylo provedeno pomoci PCR metody. Pouzité

primery pro amplifikaci specifické oblasti byly PVL1 a PVL2. Po prob¢hnuti PCR
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reakce byla provedena elektroforéza a nasledna detekce vysledki pod UV zatenim.
Testovani dalSich faktord virulence (geny pro enterotoxiny sea, sej, see, sec, seh, seb,
seg, sed, sei, exfoliatiny eta, etb, etd a gen tst pro toxin syndromu toxického Soku) bylo
provadéno u vybranych kmenti Ustavem experimentdlni biologie, Pfirodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity v Bmé. Vysledky testovani PVL faktoru a zaslané
vyhodnocené vysledky daliich faktorii virulence Ustavem experimentélni biologie jsou

uvedeny v tabulce ¢. 11, 12, 13.

Vzorky PVL Enterotoxiny
Vzorek 12/1 Negativni seg, sei
Vzorek 12/1 SCV Negativni seg, sei
Vzorek 12/2 Negativni N
Vzorek 12/5 Negativni N
Vzorek 12/6 Negativni seg, sei
\zorek 12/7 Negativni N

Tabulka €. 11: Vysledky testovani faktorti virulence u pacienta ¢. 1. N-netestovano.

Vzorky PVL Enterotoxiny
Vzorek 34/1 Negativni seg, sei
Vzorek 34/2 Negativni sec, seg
Vzorek 34/2 SCV Negativni Sec, seg
Vzorek 34/3 Negativni N
Vzorek 34/4 Negativni N
Vzorek 34/5 Negativni N
Vzorek 34/6 Negativni N
Vzorek 34/6 SCV Negativni | sec, seg, sei
Vzorek 34/7 Negativni N
Vzorek 34/8 Negativni N

Tabulka €. 12: Vysledky faktorti virulence u pacienta ¢. 2. N-netestovano.
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Vzorky PVL Enterotoxiny
Vzorek 100/1 Negativni N
Vzorek 100/2 Negativni seg, sei
Vzorek 100/2 SCV Negativni seg, sei
Vzorek 100/3 Negativni seg, sei
Vzorek 100/3 SCV Negativni seg, sei
Vzorek 100/4 Negativni N
Vzorek 100/5 Negativni seg, sei
Vzorek 100/6 Negativni seg, sei
Vzorek 100/6 SCV Negativni seg, sei
Vzorek 100/7 Negativni seg, sei
Vzorek 100/7 SCV Negativni seg, sei
Vzorek 100/8 Negativni N

Tabulka €. 13: Vysledky testovani faktorti virulence. N-netestovano.

6.7 Spa typizace

Prvnim krokem ve stanoveni spa typu izolata S. aureus ze vzorkl od pacient
s cystickou fibrozou bylo provedeni polymerazové fetézové reakce. K amplifikaci
polymorfni oblasti X genu pro stafylokokovy protein A byly pouzity primery spa-1113f
a spa-1514r jejichz sekvence je uvedena v tabulce ¢. 3. Po dokon¢eni PCR reakce byla
provedena elektroforéza, zda byla metoda Uspé€$na a vzorky byly Kk sekvenovani
odeslany do Laboratofe molekularni genetiky (LGM) Pediatrické kliniky a Ustavu
1ékatské mikrobiologie FN Motol. Pomoci programu Ridom Staph Type byl urcen spa
typ jednotlivych izolata S. aureus. Vysledky pro jednotlivé vzorky od pacienti jsou
uvedeny v tabulkach ¢. 14, 15, 16.

\/zorky Spa typ
Vzorek 12/1 110416
Vzorek 12/1 SCV 110416
Vzorek 12/2 110416
Vzorek 12/5 tXAS

Vzorek 12/6 t10416
Vzorek 12/7 t10416

Tabulka ¢. 14: Vysledky testu spa typizace
Vysledky spa typizace u prvniho pacienta ukazuji na to, Ze byl po celou dobu
infikovany jednim kmenem S. aureus. U vzorku 12/5 se mtize jednat o koinfekci nebo

kontaminaci vySetfovaného vzorku.
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Vzorky Spa typ
Vzorek 100/1 t164
Vzorek 100/2 t164
Vzorek 100/2 SCV t164
Vzorek 100/3 t164
Vzorek 100/3 SCV t164
Vzorek 100/5 txAU
Vzorek 100/6 11987
Vzorek 100/6 SCV t164
Vzorek 100/7 t164
Vzorek 100/7 SCV t164
Vzorek 100/8 t164

Tabulka ¢. 15: Vysledky spa typizace
Vysledky pacienta ¢. 2 nasvédCuji tomu, Ze byl infikovan jednim bakteridlnim
kmenem. Vzorky 100/5, 100/6 nasvédcuji, ze mohlo dojit k infekci jiného bakteridlniho

kmene nebo vzorky byly kontaminovény pfi vySetfeni nebo odbéru.

Vzorky Spa typ
Vzorek 34/1

Vzorek 34/2 13682
Vzorek 34/2 SCV 13682
Vzorek 34/3 t3682
Vzorek 34/4 13682
Vzorek 34/5 t3682
Vzorek 34/6 t3682
Vzorek 34/6 SCV 13682
Vzorek 34/7 13682
Vzorek 34/8 t3682

Tabulka ¢. 16: Vysledky spa typizace
Vysledky vzorkl pacienta ¢. 3 ukazuji na ptitomnost jediného bakterialniho

kmene.

6.8 Mutace v 23S rRNA

Pii detekci mutace 23S rRNA byla provedena PCR reakce. Pro detekci
specifického useku byly pouzity primery P3 (23S V) a P4 (23S V). Jako kontrola byla
pouzita sekvence typového kmene S. aureus ATCC 25923. Do dokonéeni PCR reakce

byla provedena elektroforéza a vysledky slouzily k posouzeni tspéSnosti metody PCR.
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Vzorky byly odeslany do Laboratoie molekulérni genetiky (LGM) Pediatrické kliniky a
Ustavu lékai'ské mikrobiologie FN Motol. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach.

V disledku toho, Ze nebyla objevena u vzorkli pfitomnost jediného genu
rezistence, tak jako mozna pfiCina rezistence byla testovana pravé mutace cilového
mista plusobeni antibiotik. Tato mutace byla potvrzena u jednotlivych testovanych
kmeni, kdy doslo k substituci A za G v V domén¢ genu pro 23S rRNA v cilovém misté
pusobeni MLSg antibiotik. Vysledky testovani mutace 23S rRNA jsou uvedeny
V tabulkach ¢. 17, 18 a 19.

Vzorky Vysledky
Vzorek 12/1 Pfitomna
Vzorek 12/6 P¥itomna

Vzorek 12/7 | Pfitomna
Tabulka €. 17: Vysledky testovani mutace 23S rRNA u vybranych vzorkl pacienta €. 1.

Vysledky testovani vzorkil pacienta €. 1 potvrzuji, ze pti¢inou rezistence izolatl

je mutace v V doméné molekuly 23S rRNA.

Vzorky Vysledky

Vzorek 34/1 Neni pfitomna
Vzorek 34/3 Neni pfitomna
Vzorek 34/5 Neni pfitomna
Vzorek 34/6 Neni pfitomna
Vzorek 34/6 SCV | Neni ptitomna
Vzorek 34/7 Neni pfitomna
Vzorek 34/8 Neni pfitomna

Tabulka €. 18 : Vysledky testu mutace 23S rRNA u vybranych vzorkl pacienta ¢. 2.

U vybranych vzorkl pacienta €. 2, které byly testovany na pfitomnost mutace

v 23S rRNA nebyla potvrzena pfitomnost této mutace.
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Vzorky Vysledky
Vzorek 100/1 Pritomna
Vzorek 100/4 Pritomna
Vzorek 100/6 Pritomna
Vzorek 100/6 SCV Pfitomna
Vzorek 100/7 Pfitomna
Vzorek 100/8 Pfitomna

Tabulka €. 19 : Vysledky testovani mutace 23S rRNA u vybranych vzorkl pacienta ¢. 3.

W

U izolatl od pacienta ¢. 3 byla rovnéz potvrzena piitomnost mutace v genu
pro 23S rRNA.
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Diskuze

V teoretické Casti bakalaiské prace byla vypracovana literarni resSersSe, ktera je
zam¢eiena obecné na cystickou fibrozu, onemocnéni které zpiisobuje. Byly popsany
typické bakterialni druhy, které jsou izolovany ze sputa pacientil s cystickou fibrézou.
Patii k nim 1 S. aureus — bakterie, na kterou je teoretickd a vyzkumna cast prace
zaméiena. S. aureus je typicky produkci faktorti virulence a vlivem antibiotické 1é¢by 1
vznikem rezistence na antibiotika, ktera se pouzivaji k eliminaci infekce u pacientd
s CF.

Experimentélni ¢ast bakalaiské prace byla provadéna na izolatech od 3 pacientti
s cystickou fibrézou s chronickou stafylokokovou infekci. Zaméfena byla prfedev§im na
uréeni, zda dochazi u izolath ke zméné jejich vlastnosti a rezistence v pribéhu
chronické infekce, béhem niz jsou bakterie vystaveny pisobeni antibiotické 1éCby,
kterou pacienti s cystickou fibrozou podstupuji bud’ jednorazové, ale velmi casto
profylakticky. Selekéni pasobeni antibiotik, které je u téchto pacienti jesté posileno
jejich vyrazné zvySenym pouzivanim a to v disledku opakovanych respiracnich infekeci,
dochazi k zvyseni poctu rezistentnich kmenii a potlaceni kment citlivych na pouzivana
antibiotika.

U izolath bylo provedeno stanoveni citlivosti k vybranym antibiotikiim pomoci
diskového diftzniho testu, kdy u nékterych vzorkli u pacientii byla zjiSténa rezistence
k n€kterym antibiotikim ptedevSim k erytromycinu, clindamycinu, azithromycinu,
lincomycinu. U izolatd byla stanovena citlivost na antibiotika na MH agaru. Pro
stanoveni citlivosti u kment S. aureus SCV byly vzorky aplikovany na MH agar s krvi,
jelikoZ na rozdil od normalnich kment S. aureus, jsou pomérné naro¢né na kultivaci. U
pacienta ¢. 1 a 3 byla potvrzena rezistence k uvedenym antibiotikiim, u pacienta ¢. 2
nebyla nalezena rezistence naopak zadna.

Pro dalsi vySetieni byla provedena u vSech vzorki izolace DNA. Pomoci
molekularné biologickych metod bylo stanovovano nékolik dalSich parametri k urceni
vlastnosti kmenti S. aureus, jako jsou faktory virulence, geny rezistence, spa typizace
atd. Pro tyto stanoveni byla pouZita polymerazova fetézova reakce. Faktory virulence
byly stanovovany S pouzitim piislusnych primert pro specifickou oblast jednotlivych
gent. PVL faktor byl stanovovan v laboratofi mikrobiologie, kdy vSechny vzorky byly
negativni. Testovani ostatnich enterotoxinii a exfoliatini byla provedena Ustavem

experimentalni biologie, Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brn¢.
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K urceni, zda jsou pacienti infikovani jednim bakteridlnim kmenem S. aureus a
nedochazi ke kolonizovani jinymi kmeny S. aureus, byla provedena spa typizace. Byla
provedena PCR s pfislusSnymi primery komplementarnimi s oblasti, kterou chceme
vySetiovat a vzorky byly odeslany k sekvenaci do Laboratofe molekularni genetiky
(LMG), Pediatrické kliniky a Ustavu lékaiské mikrobiologie FN Motol. Vysledkem byl
spa typ kmene S. aureus, kdy bylo prokazano, ze jednotlivy pacienti jsou infikovani po
celou dobu sledovani jednim kmenem S. aureus.

U izolata s rezistenci k MLSg antibiotikiim (erytromycin a klindamycin) bylo
provedeno testovani pritomnosti gent rezistence ermA, ermB, ermC a msrA jako mozné
pii¢iny vzniku rezistence K témto antibiotikim. Vysledky vSak nepotvrdily ptitomnost
zadného genu rezistence. Proto byla u rezistentnich kment provedena detekce mutaci ve
V doméné genu pro 23S rRNA jakozto cilového mista pisobeni MLSg antibiotik. U
vybranych kmenti proto byla pouzita PCR metoda, k amplifikaci oblasti 23S rRNA. A
vzorky byly odeslany k sekvenovani do Laboratofe molekularni genetiky (LMG),
Pediatrické kliniky a Ustavu lékatské mikrobiologie FN Motol. Vysledky vybranych
vzorkd ukazaly na ptitomnost mutace 23S rRNA. Tedy u izolati pacienta ¢. 1 a 3, kdy
pomoci DDT testu byla zjisténa rezistence k antibiotiku, je jeji pfi¢inou mutace 23S
rRNA. U izolati od pacienta ¢. 2 nebyla zjisténa rezistence k MLSg antibiotikim a
pfitomnost mutace nebyla prokdzana ani pomoci sekvenovani.

Se vznikem rezistence u téchto izolati by mohlo souviset Casté pouZivani
makrolidového antibiotika azitromycinu u pacientl s cystickou fibrézou. Azitromycin
diky dlouhému polocasu rozpadu vytvari trvalou selekci rezistentnich kment, ktera
napomaha jak Sifeni zndmych gent rezistence ze skupiny erm metylaz a efluxnich pump
tak vzniku rezistence diky mutacim v cilovém mistu ptisobeni tohoto antibiotika. Tyto
vysledky ukazuji znovu na potfebu racionalizace 1é¢by, kdy na jedné strané stoji
bezprostfedni potfeba 1écby pacienta a na druhé nebezpeci Sifeni rezistence a ztraty

uéinnosti antibiotika.
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ZAVER

Detekce faktorti virulence a genu rezistence byla provedena u izolatd od 3
pacientd s cystickou fibrozou, trpicich chronickou stafylokokovou infekci. Vzorky byly
odebirany po dobu dvou let. U izolati byla stanovena citlivost k antibiotikim a podle
vysledku testu DDT se stanovovaly dal$i parametry. Izolaty byly typizovany pomoci
metody spa typizace. Pomoci molekularné¢ biologickych metod byly stanovovany
faktory virulence a u izolata rezistentnich k MLSg antibiotikiim byly detekovany geny
rezistence. U zadného =z izolati nebyla piitomnost testovanych gent rezistence
potvrzena. Proto jsme pfistoupili k testovani pfitomnosti mutace ve V domén¢ molekuly
23S rRNA, coz je cilové misto pusobeni MLSg antibiotik. Vysledky potvrdily mutaci
Vv této oblasti U vSech rezistentnich izolatl. MoZnou pfiCinou rezistence je podavani
azitromycinu, ktery je uzivan dlouhodobé pacienty s CF. V teoretické¢ casti byla

zpracovana reSerSe na problematiku daného tématu bakalaiské prace.
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