Abstrakt

V klinické praxi se infekce zplisobené perzistentnimi bakteriemi stali celosvétovym
problémem. Mluvime o subpopulaci bun¢k, které jsou schopné odolavat letalnim davkam
antibiotik a po jejich eliminaci jsou schopny resuscitovat a opét navodit ochofeni. Mezi tyto
bakterie patii i oportunisticky patogen Staphylococcus aureus, ktery zptisobuje rizné zavazné
chronické infekce. Behem dluhodobého pietrvavani v pacientovi ziskavaji perzistentni bakterie

adapta¢ni mutace.

Cilem této diplomové prace bylo sledovat miru schopnosti perzistovat u vybranych
klinickych izolati, a prokazat vliv adaptacnich mutaci na miru schopnosti perzistovat jako
I blize molekularné charakterizovat perzistentni stav pomoci genové exprese. K dispozici jsem
méla chronologické izolaty S. aureus od pacientu trpicich cystickou fibrozou (CF), kdy
pocatecni byl tzv. primoizolat (izolat odebrany pti odhaleni CF a pted zahdjenim antibiotické
1é¢by). Dalsi byl odebrany s ro¢nim odstupem a posledni s pllro¢nim odstupem od
pfedchoziho. Po nésledné celogenomové sekvenaci byly zjistény geny, ve kterych vznikly

adaptacni mutace.

Metodou stanoveni CFU (Colony Forming Units) jsem urcila miru schopnosti
perzistovat po pisobeni antibiotik. Zjistila jsem, Ze tato schopnost zavisi jak na adaptaci izolatu
tak ina adaptacnich mutacich. Stanovila jsem, ze mutace genu SigB muze zvySovat miru
schopnosti perzistovat. Pomoci pritokové cytometrie s dualnim barvenim s DiOC2(3) a TO-
PRO-3 jsem urc¢ila subpopulaci bun¢k s membranovym potencidlem, bez potencialu a mrtvé
buniky. Rozd¢leni do subpopulaci bylo rozdilne pro riizné antibiotika. Po ciprofloxacinu bunky
svilj membranovy potencial ztracely v mensi mife neZ po pusobeni oxacilinu a vankomycinu.
Dale jsem fluorescen¢nim barvenim CTC a DAPI sledovala redoxni potencial buné¢k a zjistila
jsem, ze bunky ztraceji svij redoxni potencidl v ¢ase po plisobeni vSech tfech antibiotik.
Stanovila jsem expresi gent, které se davaji do spojitosti s perzistenci (sigB, mazEF, agrA,
rnalll). Ukazalo se, ze exprese genli agrA a RNAIII byly ve vétsin€ piipadi potlaceny, coz

koreluje s faktem, ze béhem chronické infekce maji tyto geny téz nizsi aktivitu.

Pro vytvoteni delece genu agrA jsem vytvoftila konstrukt pouzivajici CRISPR — Cas 9
systém pro upravu genomu S. aureus. Nepodaiilo se mi vsak transformovat plazmid do

klinickych izolath a izolovat mutanta s deleci genu agrA.
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