Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Faktory virulence Staphylococcus aureus

Veronika Hoskovcova

Bakal&ska prace
2012



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2011/2012

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DfLA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni:
Osobni ¢islo:
Studijni program:
Studijni obor:
Nézev tématu:

Zadavajici katedra:

Veronika Hoskovcovi

C08507

B3912 Specialni chemicko-biologické obory
Klinicka biologie a chemie

Faktory virulence Staphylococcus aureus
Katedra biologickych a biochemickych vé&d

Zisady pro vypracovani:

Zpracujte literarni regersi obsahujici:
1. Charakteristika, Staphylococcus aureus

2. Faktory virulence

3. Onemocnéni, které zplisobuje véetné patogeneze
3. Laboratorni diagnostika,

4. MoZnosti terapie




Rozsah grafickych praci:
Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovéani bakaldfské prace: tiSté€na

Seznam odborné literatury:

Podle pokynii vedouciho bakaldiské prace.

Vedouci bakalaiské prace: Mgr. Rudolf Kukla
‘w Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zad4ni bakalaiské préace: 3. fijna 2011
Termin odevzdéni bakaldiské prace: 22. €ervna 2012

//%A/Z L,

prof. Ing. Petr Lostak, DrSc. doc. RNDY. Zuzana Bilkové, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 23. Gnora 2011




Prohlasuiji:

Tuto préci jsem vypracovala samostatieSkeré literarni prameny a informace,

které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v sezngowzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze na moji praci sehuftgrava a povinnosti
plynouci ze zakon& 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se &kosti, Ze Univerzita
Pardubice méa pravo na uzemi licertni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila
podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s timpkedpdojde k uZziti této prace mnou nebo
bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektuUjgverzita Pardubice oprasma ode
mne pozadovatipnéreny @gispivek na thradu nakladkteré na vytveeni dila vynaloZila,

a to podle okolnosti az do jejich sk&né vyse.

Souhlasim s prezénim zgistuprénim sveé prace v Univerzitni kniho&n

V Pardubicich dne 19. 6. 2012
Veronika Hoskovcova



Déekuji timto vedouci prace RNDr. RetMosio, Ph.D. a Mgr. Rudolfu Kuklovi za
cenné rady aifpominky @i vypracovani bakal&ké prace.



ANOTACE

Staphylococcus aureugatici mezi grampozitivni koagulaza-pozitivni  koky
je i pres vyvoj novych antibiotik vyznamnym lidskym patogen. Jecastym pgivodcem
béZnych koznich infekci¢asto se také vyskytuje ve foénbezgiznakového nosgstvi.
Pti selhani imunitniho systému tfe tento podmimy patogen vyvolat zavazna
onemocgni, kterd mohou vyvrcholit gnikem bakterii do krevniho ébu a sepsi.

Patogenita této bakterie je dana tvorbou fakteirulence, které umailiji
invadovat tka® a napomahaji &ni infekce. Produkuje také celdadu toxini, které
se podileji na patologickych procesech v hostitatskorganismu. Nedilnou s&asti
virulence Staphylococcus aureusje schopnost tznymi mechanismy odolavat

antimikrobiélni terapii a také schopnostitivdiofilm.

Kli ¢ova slova Staphylococcus aureudaktory virulence, tvorba biofilmu, rezistence

na antibiotika

TITLE

Staphylococcus aureuwgyulence factors.

ANNOTATION

Staphylococcus aureuselongs to gram-positive and coagulase-positivezicand
is, even over development of new antibiotics, anifigant human pathogen. This
bacterium is common causative agent of cutanedestians and often occurs in a form
of asymptomatic carriage. When the immunity sysftaiis, this opportunistic pathogen
may cause serious live threatening diseases, wianald result in penetration of bacteria
to the bloodstream and in development of sepsis.

A pathogenicity ofStaphylococcus aureus enabled by a production of virulence
factors, which facilitate the invasion into thesties and help to disseminate the infection.
This bacterium produces many toxins, which parétapin pathological processes in the
host organism. An ability to resist an antimicrobierapy by many different mechanisms
and biofilm formation are also very important comeots of Staphylococcus aureus

virulence.

Keywords: Staphylococcus aureuwirulence factors, biofilm formation, antimicreatbi
resistance



SEZNAM ZKRATEK

ATB

CIfA

ET

FnBP

MRSA
MSCRAMMs

MSSA
NET

PBP
PVL
PCR

SCVs

SE

SFP

SSSS

TSS

TSST

VISA

VRSA

antibiotikum
shlukovaci faktor A (z angl. clumping facta)

exfoliativni toxin

fibronektin-vazajici protein (z angl. fibemin binding protein)
methicilin rezistentr. aureus

z angl. microbial surface componentsogtzing adhesive matrix
molecules

methicilin citlivyS. aureugz angl. methicillin-susceptibl8. aureus
neutrofilové extracelularni pasti (z angl. mephil extracellular
traps)

z angl. penicillin-binding proteins

Panton-Valentiiiv leukocidin

polymerazoviettzova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
Staphylococcus

trpasti variantyS. aureugz angl. small-colony variants)
stafylokokovy enterotoxin

stafylokokova alimentarni intoxikace (z arsihphylococcal food
poisoning)

syndrom opené KiZze (z angl. staphylococcal scalded skin
syndrome)

syndrom toxického Soku

toxin syndromu toxického Soku
vankomycin intermediagncitlivy S. aureus(z angl. vankomycin-
intermediate susceptibf& aureup

vankomycin rezistent. aureus
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1 UvOD

Staphylococcus aurelnyl objeven ped vice nez 130-ti letg patti mezi vyznamné
podmirgné patogenyloveéka. V lidské populaci se nacha4ilpizné 20 — 50 % nosi
Staphylococcus aureusNegastji vyvolava kozni infekce nezavazného charakteru.
V piipact oslabeni imunitniho systému hostiteleiza zpisobit endogenni infekce
a po ptiniku do krevniho okhu i sepse. Liéba byvacasto svizelnd vzhledem k vyskytu
rezistentnich nebo multirezistentnich kmééto bakterie

Staphylococcus aureudisponuje mnoha faktory virulence, jez mu naporjiaha
k Siteni infekce a perzistenci v hostitelském organisMazi ¢asto diskutované faktory
virulence pati toxiny, z nichZz gkteré maji povahu superantigenVelky vyznam
v patogenezi maji faktory virulence, jeZ umoj adhezi na povrch hostitelskych kn
Rada kmen mizZe také vytvéet biofilmy, ve kterych jsou bakterialni fky ve zvySené
mite chragny pfed imunitnim systémem i antibiotickou terapii. DalS ¢asto
zminovanymi tématy jsou - intracelularnifgZivani Staphylococcus aureusvyskyt
fenotypow odliSnych variant, tvorba pigmentu a hlawezistence na antibiotika.

PredloZzena prace je z&bhena na charakteristiku fakforirulenceStaphylococcus
aureus souwasti prace je i obecnyghled, patogeneze a terapie infekci vyvolanychotout

bakterii.

2 ETIOLOGIE

2.1 Historie a taxonomie

Prvnimi &dci, kteri v mikroskopickém preparatu pozorovali shlukyytesietizky
kokt mezi leukocyty v preparatu hnisu, byli v roce 18&hcouzsky biolog Louis Pasteur
a skotsky |éka Alexander Ogston. Ogston odvodil ndzev bakterieckéhostaphylé
(hrozen vina) a latinskéhooccus(podle kulatého tvaru). O dva roky peéjfdbyla tato
bakterie oficidl&@ pojmenovana ¢émeckym bakteriologem A. J. F. Rosenbachem jako
Staphylococcus aureydaleS. aureus)

Rod Staphyloccocugatil dlouhou dobu spolu s roderlicrococcusdo celedi
Micrococcaceae V sowasné dob je na zaklad genetickych analyztazen doiiSe
Eubacteria kmeneFirmicutes tridy Bacilli, fadu Bacillales a ¢eledi Staphylococcaceae
(Becker et al., 2004; Crossley et al., 2009; Voal.e2009).



V sowasnosti tento rod zahrnuje 46 diua 24 poddrub (Euzéby, 2012)Cesti
mikrobiologové se podileli na popséni Sesti drustafylokoki. Prof. Véaclav Hajek
Z Univerzity Palackého v Olomouci objewd. intermedius, S. chromogenes, S. muscae
a S. saprophyticussubspbovis. Doc. Roman Paitek vroce 2005 popsab. simiae
a v roce 2010 Dr. Dana Novako8amicroti(Petras, 2010).

Stafylokoky se tra@in¢ déli podle schopnosti koagulovat plasmu n& dkupiny -
koagulaza-pozitivni (7 druf) a koaguldza-negativni stafylokoky. Mezi nejvyzmajsi
koagulaza-pozitivni stafylokoky gatS. aureussubsp.aureus S. intermedius S. hyicus
S. aureussubsp.anaerobiusneni pro humanni medicinu vyznamny, nebude prdttos

praci dale uvégh.

2.2 Morfologie bakterialnich bunék

S. aureusje grampozitivni, katalaza-pozitivni, nepohyblivy @esporulujici
fakultativni anaerob. Protoze sélidve vice na sebe kolmych rovinach, vyivéypicke,
nepravidelné shlukyiffpominajici hrozen. Mohou t¥iopolysacharidova pouzdra.ci8ina
kmeni produkuje Zluty aZz Zlutooranzovy pigment (Katzifk, 2005).

S. aureuge pongrné odolny \ici podminkam zevniho prastdi. Snasiitomnost
10% NaCl a tellutitanu draselného v kulti¢aim meédiu. Je rowz rezistentni

k bacitracinu a lysozymu (Votava et al., 2003).

2.3 Faktory virulence

Faktory virulences. aureudze rozélit na ty, jez jsou vazany na b&iimou s&énu

a na extracelularni latky, uvavané do progedi (viz obrazek 1).
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Horizontalni penos gefi pomoci plazmif a chromozomalni mutace vyr&zn
ovlivauji virulenci této bakterie, detre jeji rezistence k antibiotém. Zmeény v genomu
umoZiuji S. aureussetrvavat v organismu hostitele a jstasto ekazkou p terapii

infekci vyvolanych timto patogenem (Kumar et a1 2).

2.3.1 Faktory virulence vazané na btmou sénu

Peptidoglykan

Tvori az 90 % bu&né stny grampozitivnich bakterii a zp@we burécnou stnu
25 souvislymi vrstvami. Peptidoglykan je polysaathaivoreny N-acetylglukosaminem
a kyselinou N-acetylmuramovou, které jsou spojemyati,4-glykosidickymi vazbami.
Na karboxylové skupikyseliny N-acetylmuramové jsou navazany tetrapigptslozené
z L-alaninu, D-alaninu, D-glutaminu a L-lysinu, kgak gedstavuji opakujici se jednotku
ve struktute peptidoglykanu. Tetrapeptidy se k &olavzajem vazou peptidickymitstky.

Enzymy, jez se podili na syntéze peptidoglykaraes,nazyvaji PBP (z angl.
penicillin-binding proteins). Na PBP se vazi betkthmova antibiotika, kterd inhibuji
tvorbu peptidoglykanu. Rezistence &8in¢ beta-laktamovym antibiotihkn je ukena
genem mec A ktery uguje syntézu PBP2a. PBP2a ma na rozdil od PBP iaZanly nizSi
afinitu k beta-laktamovym antibiotiikn (Schindler, 2010).

Peptidoglykan  podftuje uvohovani cytokii z makrofa§, aktivaci
komplementu a shlukovani krevnich déski. Rimo stimuluje B lymfocyty k tvor®é

imunoglobuliri (Dworkin et al., 2006).

Kyselina teichoova

Peptidoglykan prostupuje kyselina teichoova, ktgealinearnim polymerem
ribitolfosfatu nebo glycerolfosfatu s glykosidickyavazanymi cukry. V peptidoglykanu
jsou teichoové kyseliny kovaleritispojeny s kyselinou N-acetylmuramovou.

Svym néabojem fispiva kyselina teichoova k negativnimu naboji kakini
buinky. Zprostedkovava adhezi na Bky nosni sliznice (Aly et al., 1980) a uplaje
se také v prvni fazi adheze nadiépovrchy (implantaty)imz napomahé tvodbiofilmu
(Gross et al., 2001).

Pouzdro

Pouzdro ma polysacharidovy charakter. Opéezé kmenyS. aureusjsou

virulentngjSi, vytv&i mukoidni kolonie a lépe odolavaji fagocytoze.
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SchopnosS. aureusrytvaret pouzdro byla poprvé popsana Gilbertem v roce 193
Autor se vSak diky nedokonalym metodanikaizu pouzdra domnival, Ze je opokertb
jen minimum kmefi S. aureusTeprve v roce 1982 Karakawa a Vann navrhli ngyisab
prikazu kapsularniho polysacharidu. Jejich studie gmrala produkci pouzdra wiginy
kmeni S. aureus

Opouzdené kmeny sedi do osmi sérotyp. Sérotypy 1 a 2 tid na pevnych
pudach mukoidni kolonie, v klinickém materialu je édme BHdka. Kmeny sérotyip
3-8 na pevnychuadach tvai hladké kolonie a jsou téka nerozeznatelné od kmerkteré
pouzdro neprodukuji. Kmeny sérofyp (25 %) a 8 (50 %) patk negastji izolovanym
kmemim S. aureug ¢lovéka (O'Riordan a Lee, 2004).

Povrchové adhezni molekuly

Povrchové adhezni molekuly, jeZ fiato rodiny MSCRAMMSs (z angl. microbial
surface components recognizing adhesive matrix cotds), zprosedkovavaji adhezi
bakterie k hostitelskym kikam, naslednou kolonizaci a rozvoj indakho procesu.

Do této rodiny pat clumping faktor, fibronektin-vazajici protein (BR, z angl.
fibronectin-binding protein), kolagen-vazajici piot, protein A a dalSi. FnBP
zprostedkovava adhezi k fibronektinu na povrchu epiteli@h burk. Bylo zjiS€no,
Ze kmenyS. aureus-nBP-deficitni adheruji na epitelialniiky dychaciho traktu gikrat
mére (Mongodin et al., 2002).

* Clumping faktor A

Clumping faktor A (CIfA, z angl. clumping factor)Aneboli vazani koagulaza
napomahasS. aureuske shlukovani tim, Ze koaguluje plazmu vazbou k@vavany
prothrombin, ktery spousti polymeraci monothdibrinu na polymerni fibrin (Ghuysen
a Hakenbeck, 1994). Fibrin uloZzeny na povrchtzenS. aureusinné skryvat ged
imunitnim systémem hostitele. CIfA je faktorem Wmce @astnicim se rozvoje septické
artrozy a infekce endokardu. ZvySuje také virulekmoieni S. aureus/yvolavajicich sepse
(Josefsson et al., 2007).

* Protein A

Protein A je druho¥ specifickym skupinovym antigenemétginy kmeri
S. aureus Na peptidoglykan bakterialni ésty se vaze kovalentn Sklada se zgbi
opakujicich se jednotek, z nichz kazda ma schoprézsit Faiast protilatky (hlava 1gG,
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ale i IgM a IgA), ¢cimz chréani stafylokoka ipd opsonizéni aktivitou séra. Vaze von
Willebrandiv faktor a napomaha tak ke vzniku krevnich sraz€@maille et al., 2000).

Sortdza A

Jedna se o enzym (transpeptidazu), ktery kotwinédmé stné clumping faktor.
Jeho N-konec je lokalizovan v cytoplasma C-konec v buftné séné. Fripravuje SEpy
(signaly) pro protein A, fibronektin vazajici protea CIfA v LPXTG motivu (Honeyman
et al., 2001). Hraje rolifpzaretlivé artritidé a jinych zagtech (Josefsson et al., 2007).

2.3.2 Extracelularni faktory virulence

Volna koagulaza

Reakci volné koagulazy s plazmatickym proteinemiké& stafylothrombin, ktery
katalyzuje zminu fibrinogenu na fibrin a tim napomaha ke srafgaimy (Ochei et al.,
2000). Volnad koagulaza takéftigpiva ktvorkd absced a k perzistenciS. aureus
v hostitelskych tkanich. Jeji role v patogenezilldth sepsi je také vyznamna (McAdow
et al., 2012).

Katalaza

Sepi toxicky peroxid vodiku na vodu a kyslik. Vnituaigena likvidace bakterie
je zavisla na kysliku a proto obrana proti oxidaiimu stresu hrajetdeZitou roli v geziti
bakterie. V tomto ohledu se na obfdwmakterie proti oxidativni toxicit uvnité fagosoni
podili nejen katalaza, ale i superoxiddismutazepydaza a glutathionperoxidaza.

Katalaza se sklada #g/i podjednotek. Je stabilntigpH 4-9 a lze ji inaktivovat
pii teplotdch nad 60 °C (Martin a Barrier, 1990). Mstvi uvolEné katalazy je zavislé

na mnoZzstvi produkovanéhg®b.

Hyaluronidaza

Hyaluronidaza (spreading factor) hydrolyzuje kyselhyaluronovou fitomnou
v meziburkcném tmelu a v mukoidech pojivové tkancoz znané usnaduje Steni
stafylokoki a jejich toximi do okoli. Stafylokokova hyaluroniddza ma nizkou
imunogenicitu. Specifické protilatky se nalézajin jas malého p&u nemocnych

s hlubokymi infekcemi.
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Hyaluroniddza mé za ukol nejenom usimadht prostupovani bakterii organismem,
hydrolyza hyaluronové kyseliny zajiStuje také bakterivod energie a uhliku. Z klinicky
vyznamnych stafylokak produkuje hyaluronidazu jenor8. aureus dekapsuléni test

je tedy vyznamnych diagnostickym testem (obrazeli2)t et al., 2009).

Obrazek 2 Dekapsulani test. Uprosed je nadkovanyS. aureusktery produkuje
hyaluronidazu. Hyaluronidaza rozpousti pouzgih@ptococcus eqeubspzooepidemicus
Okolo nagkovanéhdS. aureugedy rostou kmeny streptokoka neopaierce.
(Cizek, 2012)

Lipaza
Lipaza umot#uje stafylokokim pronikat pes mazové Zlazy do podkozni tkan

hydrolyzou lipidi. Produkty lipolytické aktivity naruSuji funkci inmitniho systému
(Rollof a Normark, 1992).

Proteaza

Protedza také hrajeil@Zitou roli v degradaci tk&n S€pi bilkoviny hydrolyzou
peptidovych vazeb mezi aminokyselinami. Stafylokakoproteaza specificky &ti
bilkovinné vazby na karboxylovém konci kyseliny asggoveé a glutamové (Drapeau et al.,
1972). Vykazuje maximalni proteolytickou aktiviturezmezi pH 4-7,8. Inhibuje tvorbu
biofilmu a ovliviiuje disperzi bakterii z biofilmu (Boles a HorswiQ08).

13



Termostabilni nukleaza

Jednd se o termorezistentni protein, odolavagiaiti na 100°C vice nez 15 min.
Napada jadra lymfocyt odSEpuje z deoxyribonukleové a ribonukleové kyseliny
fosfomononukleosidy. Nukledaza produkovana kmé&hyaureushumanniho i zweciho
puvodu je sérologicky identicka. Naléza se u 90-9krgeni S. aureugAtlas, 1985).

Neutrofily jako primarni efektorové Bky pii imunitni odpowdi vytvai
neutrofilové extracelularni pasti (NETs, z angl.utnephil extracellular traps). NETs
se skladaji z jaderného DNA zakladu, spojenéhotimamobialnimi peptidy, histony
a proteadzami, které vytigji pasti pro polapeni a likvidaci bakterii. Kmepgodukujici
nukleazu odolavaji NETs zprostkované antimikrobialni aktit|épe, nez kmeny,

které tento enzym neprodukujici (Berends et all020

Fibrinolyzin

Fibrinolyzin je protein, ktery konvertuje plasmiresg inaktivni proenzym
fibrinolytického systému, na plasmin, tedy jehoiakit proteolytickou formu. Plasmin
rozpousti fibrinové srazeniny a podporuje talesi stafylokokové infekce dale do tkani
hostitele (Lijnen et al., 1991).

Produkce stafylokinazy jéizena bd’ lyzogenni konverzi, ip které se kmeny
tvorici beta-hemolyzin a postradajici stafylokinazénmna beta-hemolyzin negativni
a stafylokinaza-pozitivni nebo je jeji syntéza koltvana chromozomalnimi geny
nezavislymi na lyzogennich fazich (rasova, 2008).

Stafylokinaza nmize inhibovat IgG a komplementem zpiestkovanou imunitni
odpowd na infekciS. aureus Plasmin poutany na povrch gné stény bakterie $fpi

opsoniny - IgG i fragment komplementu C3b (Fall2d09).

Von Willebrandiv-vazajici protein

Jedna se o sekretovany protein, ktery napomahakwagulaci, podokh jako
volna koagulaza. Nedavno objeveny Von Willebranrdazajici protein tak ispiva
k tvorbé absces a perzistenci bakterie v hostitelské tkani. Pragioagulazove aktivity
zachycuji stafylokoky ve fibrinové siti a umdi mu rozSiovat se ve for@
tromboembolickych 1ézi po organismu a odolavatfégocytoze (McAdow et al., 2012).
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Hemolyziny

Alfa-hemolyzin je polypeptid, ktery na krevnim aga owich erytrocyt vyvolava
tvorbu Uplné hemolyzy (viz obrdzek 3). M& nejen bbjtickou, ale také cytotoxickou,
dermonekrotickou a letalni aktivitu. Je sekretowén formé rozpustného monomeru,
jenz se napojuje hydrofobnimi vazbami na lipidy &unych membran, ve kterych agreguje
na hexamerovou formu, vytkgici v membraé prstencovité Utvary o pméru 10 nm
naplrené vodou. Smrt hiky nastava v isledku perforace bétné membrany a poruchy
osmoregulace. Lidské erytrocyty jsou relativadolné, maji na svém povrchu lipidy
s nizkou afinitou k alfa-hemolyzinu (Fischetti, )0

Po intradermdlni aplikaci vyvolava nekroziizk a po intraven6znim podani mé
letalni &inky pro teplokrevné i studenokrevné Zahy. Na krevnim agaru potiaje
acinky beta-hemolyzinu a naopak.

Gen hla kodujici produkci alfa-hemolyzinu je umist na chromozomu. Kmeny
S. aureusvétSinou produkuji alfa-hemolyzin v kombinaci s ddiamolyzinem. Protilatky
proti alfa-hemolyzinu se t¥d pomerné dokfe, nemaji vSak protéki charakter (Acton,
2011).

Beta-hemolyzin (sfingomyelindza C) hydrolyzuje gbmyelin v membranach
cervenych krvinek, které ifps svou naruSenou integritu nelyzuji. Na krevnimarag
s okimi erytrocyty vyvolava tzv. hot-cold fenomén, jpmbiha ve dvou stadiich. Prvni
je neuplna hemolyza widledku &tpeni sfingomyelinu, druhé je Uplnd hemolyza
nasledkem snizeni inkubrd teploty z 37 °C na mémez 10 °C. Nejvice sfingomyelinu
je v owich a ho¥zich erytrocytech, proto jsouid beta-hemolyzinu nejcitljsi, lidské
erytrocyty jsou citlivé méh Beta-hemolyzin fisobi synergicky s delta-hemolyzinem
a je antagonistou alfa-hemolyzinu (Fischetti, 2000)

Beta-hemolyzin ma silnou monocytotoxickou aktivityzuje lidské monocyty
uz ve velmi malych koncentracich. OvSem na gramygc fibroblasty, lymfocyty
a erytrocyty v malych koncentracich cytotoxick§mek neméa (Walev et al., 1996).

Beta-hemolyzin mé& dobré imunogenni vlastnosti. Jelodukce je charakteristicka

pro kmenysS. aureugviteci provenience (Hagan et al., 1988).
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Obrazek 3 Kolonie S. aureugsou obklopeny vnihi zénou Uplné hemolyzy vyvolané
alfa-hemolyzinem a WjSi zénou neuplné hemolyzy, igpbené beta-hemolyzinem
(Kvaeg, 2011)

Gama-hemolyzin se sklada ze dvou slozek a je hukggaktivni pouze za dasti
obou komponent (Ariyanti et al., 2011). Je vymazanére¢ toxicky nez alfa-hemolyzin.
Ucinky gama-hemolyzinu nelze sledovat na krevnim @agj@likoz je agarem inhibovan.
Vyvolava dobrou protilatkovou odp&¥ (Acton, 2011).

Delta-hemolyzin je peptid, kteryipobi jako povrchay aktivni latka na butné
membrany. Zpsobuje hemolyzu lidskych erytrodytje cytotoxicky i na makrofagy,
polymorfonukleary a lymfocyty (Dhople a Nagaraj,08). Hemolyza na krevnim agaru
vétSinou nebyva patrna, protoze je inhibovan sérovigsiiolipidy. Je dlezitym faktorem

virulence i rozvoji zaretlivych onemocsini (Silva et al., 2004).

Panton-Valentinav leukocidin

Panton-Valentifiv leukocidin (PVL) byl poprvé popsan roku 1894 dwkin
Van de Veldem, ktery si vSiml jeho schopnosti lyableukocyty. Sir Philip Noel Panton
a Francis Valentin jej roku 1932 dali do souvidlasinfekci nékkych tkani zgsobenych
S. aureusa byl po nich také pojmenovan. Svotitpmnosti zvySuje virulencidgkterych
kmeni S. aureusprevazre komunitnich MRSA, ale i methicilin citlivych kmérs. aureus
(MSSA, z angl. methicillin susceptib& aureug (Heinige et al., 2009).

S. aureusnaseda na poskozeny epitel dychacich cesti@dcpozi viroveé infekci
a zpisobuje sekundarni infekce dychacich cest. Pokudlubtge PVL miize dojit
k nekrotizujici pneumonii a vzniku empyému. Typioky piiznaky u onemocmi

16



zpisobenych kmeny produkujicimi PVL jsou hemoptyzgdignze asZzky septicky stav,
ktery progreduje v multiorganové selhani a disewamou intravaskularni koagulopatii,
casto s fatalnim gib¢hem (Petras et al., 2009).

Toxin PVL je produkovan jen zhruba 2 — 3 % krinéh aureusSklada se ze slozky
rychlé (F) a pomalé (S), oztenych podle jejich relativni rychlostfipchromatografickém
déleni. Tyto slozky exprimuji genitukS — PVL aLukF — PVL. Ol komponenty jsou
polypeptidy, samotné neprokazuji biologickou aktiviavSak fi spol&ném &inku se
synergicky dopluji (Heinige et al., 2009).

PVL jako bakteridlni cytotoxin tud tzv. beta-pory ve &h¢ imunitnich busk.
Tvorbou po6i silné naruSuje permeabilitu, iontovou v¥¢mu a integritu cytoplazmatické
membrany monocyta makrofag. S. aureuge tak chrasn pred fagocytézou.

PVL se uplatuje v patogenezi vaznych koznich infekci (Dingesakt 2000)
a svym @inkem se podoba hemolyzim. KmenyS. aureusprodukujici PLV se uplatji
pii vzniku nekroticko-hemoragické 1ézi s nasledkefbkych rekurentnich infekcitie
a mekkych tkani, nekrotizujicich pneumonii a bakterieniiortalita u komunitnich
pneumonii zpsobenych PVL pozitivnim kmener8. aureusse pohybuje okolo 40 %

i pti véas zahdjené terapii (Heinige et al., 2009).

Enterotoxiny

Produkci enterotoxiinlze prokézat asi u poloviny km&i®. aureusTvar molekuly
stafylokokového enterotoxinu (SE¥ipomina elipsoid, jehoZz soasti jsou dv nesteji
velké domény. ¥Si z nich, doména A, obsahuje vysoce flexibilrdutfidickou vazbu,
ktera se spolupodili na emetické aktivinterotoxii. Sekundarni strukturu SE o
a-helixy a p-skladané listy. Primarni struktura jednotlivychpityenterotoxit vykazuje
vysokou podobnost (Dinges et al., 2000).

VétSina gel kodujicich enterotoxiny je lokalizovana na varatwh genetickych
elementech. Gengea (kéduje SEA) asee (kdduje SEE) jsou sa@asti bakteriofady
zatimco genyseda sejjsou sodasti plazmidu. Vyjimku fedstavuji geny pro SEG, SEH
a SElI, které se nachazi na bakteridlnim chromozomu.

Stafylokokové enterotoxiny SEA, SEB, SEC (variafty, C2 a C3), SED, SEE
a SEG aZz SEU jsou superantigeny. Maji tedy schdpa&tivovat velké mnozstvi
lymfocytd nezavisle na jejich antigenni specififAlouf a Muller-Alouf, 2003; Letertre
et al., 2003).
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VSechny dosud identifikované SE se vyauja nékolika spol€nymi viastnostmi,
mezi reéZ pati vysoka termostabilita (snesou ilpodinovy var), odolnost &i travicim
enzymim, schopnost vyvolat zvraceni atj@m a podobna terciarni struktura (Dinges
et al., 2000).

SE zpmisobujicasté alimentarni intoxikace. Hlavnim symptomem\agtra potravin
je zvraceni, jelikoz enterotoxiny drazdiervus vagusv Zaludku. Zvraceni tize byt
doprovazeno nevolnosti, igmem a bolesti v idni oblasti. | kdyZz je amrtnost vztazena
na celou populaci nizka (0,03 %), praité skupiny, jako jsou &i a starSi lidé, rmize
dosahovat az 4,4 % (Alouf a Muller-Alouf, 2003).

Exfoliativni toxiny

Tyto stafylokokové exoproteiny #pobuji ¥tSinu epidermolytickych intoxikaci,
zejména u novorozefica dosplych jedind@i se sniZenou imunitouRadi se mezi
superantigeny. Doposud byly identifikovany a cheedkovany ctyii typy exfoliatini,

Z nichz nejvice se podili na epidermolyzach exfioti toxin A (ETA) a exfoliativni toxin
B (ETB) (Holochova et al., 2010).

ETA je tvaen 242 aminokyselinami a patmezi termostabilni proteiny.
Svou funkci si uchovava i po 30 minutovéem #hna 60 °C. Gerta (kodujici ETA)
je lokalizovan na chromozomu (Ladhani et al., 1999)enomu rezidentniho faga
(Yamaguchi et al., 2000). ETB obsahuje 246 aminekysa nevykazuje odolnosti#
vySSim teplotdm. Geetb kodujici ETB je umisih na plazmidu (landolo et al., 1989).

ETA i ETB obsahuji spotmy strukturni znak -o-helix. Fredpoklada se,
Ze interakcea-helixu se specifickym epidermalnim receptorem V§va v molekule
exfoliatinu konformani zmeny, pri kterych dochazi k odkryti aktivnhiho mista toxifuwath
et al., 1997).

Oba typy exfoliativnich toxitn mohou byt picinou vzniku stafylokokového
syndromu "optené Kize" (SSSS, z angl. staphylococcal scalded skin reymel),
pii kterém dochézi k odl@eni horni vrstvy epidermis. Vznikaji tak epidermatrhliny
vyplnéné tkd&ovou tekutinou. Vytvéeji se puchie a posléze dochazi k odlupovani
povrchovych vrstev pokozky. Toto oneménh se objevuje viznych formach.

V nejteZsSich pipadech byva zasazeno az 90 % povrélau(tadhani et al., 1999).
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Toxin syndromu toxického Soku (TSST)

TSST-1 e protein tv@ny  jednim polypeptidovym ftettzcem
0 194 aminokyselinach. Jedn& se také o superantigedobe rozpustny ve vag odolny
vaci teplu a proteolytickymcinidlam. Na rozdil od enterotoxinnevyvolava zvraceni,
protoZze neobsahuje cysteinové zbytky, které by umhpzvznik disulfidické vazby
(Dinges, et al., 2000; Alouf a Miller-Alouf, 2003).

Primarni struktura TSST je ve srovnani s ostatrdnierantigeny ziaé odliSna
(Dinges et al.,, 2000). Pro TSST-1 jako superantigenrozhodujici gitomnost
aminokyselinovych zbyik na zadni stran centralnihoa-helixu (Blanco et al., 1990).
Toxin syndromu toxického Soku je kédovan gentsinktery se nachazi na genomovych
ostrovech patogenity. Z dosud identifikovanych @atrjsou to SaPI-1, SaPI-2 a SaPI-bov
(Alouf a Muller-Alouf, 2003).

TSST-1 je povazovan za hlavniiggnu syndromu toxického Soku (TSS, z angl.
toxic shock syndrome). Toto onemeon se projevuje vysokou hatkou, hypotenzi,
vyrazkou, olupovanim e kEhem rekonvalescence, nervovymi poruchami,
multiorgdnovym selhanim a Sokem, ktery je v 3-5 Bfpgali smrtelny (Dinges et al.,
2000).

TSS se projevuje ve dvou formach. Prvni z nich gasgjSi u Zen,
nespravi pouzivajicich tamponyfpmenstruaci a je vykné spojena se schopnosti daného
kmeneS. aureustvorit TSST-1. Ostatni superantigeny produkované st&biy nemaji
schopnost prochazetgs vaginalni sekret (Alouf a Muller-Alouf, 2003)ruba forma TSS
se vyskytuje bez ohledu na pohlavi. Z 50 % jé&spbena superantigenem TSST-1.
U ostatnich Hpadi jsou hlavni pi¢cinou vzniku tohoto typu TSS stafylokokové
enterotoxiny (Dinges et al., 2000).

Fenotypové odliSné formy S. aureus

Fenotypo¥ odlisné formyS. aureus tzv. trpaski kolonie (SCVs, z angl. small-
colony variants), jsou izolovany od pacigntpicich chronickymi infekcemi dychacich
cest, osteomyelitidou, rannymi infekce i cystickdibrézou. Rostou v malych,
nepigmentovanych, nehemolytickych koloniiche®vaji intracelular& a jsou schopny
navratu k @vodnimu stavu. Jejich role v patogenezi infek&i aureusneni zcela

objasrna.
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N 1

SCVs maji vyssi rezistenci k antibialik, na kterd jsou fenotyp&vnormalni
kmeny S. aureuscitlivé. SCVs jsou vice rezistentni k gentamicinipsfomycinu
a ciprofloxacinu. Ke svémuistu SCVs vyzaduji zakladnastové faktory jako thymidin

a menadion (Besier et al., 2006)

Intracelularni prezivani S. aureus

Ackoliv je S. aureuznaovan za extracelularni patogen, nedavné studielibdha
jeho schopnost ipzivat v makrofazich, endotelialnichli@éch, fibroblastech a dalSich
bunkach. Buréné zprostedkovana likvidace stafylokdkmakrofagy slouzi jako velmi
dulezitd obrana proti infekci. iBstoZze byla uS. aureuszjisttna schopnost Uniku
z fagosomu, mechanismus, jakym ktomu dochéazi, Inelmsud objastn. Mozné
intracelularni  pezivani S. aureus by mohlo byt picinou zvySené perzistence

v hostitelském organismu (Das et al., 2009).

Biofilm

S. aureusje schopen vytu@t uskupeni ve forthbiofilmu, ve kterych je vice
¢i mérg chrarén pred imunitnim systémem hostitele a dcitér miry ped &inkem
antibiotik.

Tvorba biofilmu je cyklicky proces iniciovany cherhiymi a fyzikalnimi silami.
Po adhezi natzné typy povrch se bakterie mnozi, agreguji a vyivanikrokolonie
obalené extracelularni polysacharidovou substanda je sloZzena zejména
z poly-N-acetylglukosaminu a kyseliny teichoove.d&Si fazi akumulace se vyiva
typicka struktura biofilmu, z které se na zakladlznych podsgti mohou bakterialni biky
uvoliovat do hostitelského makroorganismu (Chaignor. e2@07).

S. aureuge schopen vyti@t biofilm na implantdtech nebo zavedenych kathtrec
a mize postupnym uvébvanim z biofimu do krevniho @&hu vyvolat infekRni
endokarditidu. Podle Chaignona et al. (2007) Izécikné zabra& tvorby biofilmu
na ortopedickych implantatech v lidském organisnawzit dispersin B s proteinazami
(proteinadza K nebo trypsin).

Bézné obranné mechanismy proti antibiétik jako efluxni pumpy, modifikace
nebo mutace cilového mista se nezdaji byt hlavniimodem rezistence bakterii
v biofilmu. Bakterie standardrcitlivé k pouzivanym ATB vykazuji v biofilmudgi t¢émto

ATB rezistenci.
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Duvodi zvySené rezistence biofilmu k ATB jeékolik. Antibiotika hite penetruji
do vrstvy biofilmu,¢imZ neni dosaZzeno gebné koncentrace antibiotika. DalSifvddem
je skuté€nost, Ze bakterie v biofilmu rostou pomaleji a praantibiotika nemohou

zasahovat do syntézy jejich igné stny (Stewart a Costerton, 2001).

Pigmenty

VétSina kmel S. aureus produkuje pigment — Zlutooranzovy karotenoid
stafyloxantin, ktery zfisobuje typické zlatavé zabarveni kolonii. KmeS8y aureus
produkujici pigmenty jsou tite likvidovany neutrofilnimi granulocyty a makrofagy
Vzhledem k antioxidénim schopnostem stafyloxantinu, jeho produkce zeys$trulenci
S. aureus.Kmeny, které (nap vlivem mutaci) pigment neprodukuji, jsou imumnini
systémem snadno eliminovany. JelikoZz pigme8tyaureuspati k faktoim virulence,
mohou byt také novym cilem pro vyvoj antibiotik (L&t al., 2005).

2.3.3 Mechanismy antibiotické rezistence

Genom S. aureusje tvaen kruhovym chromozomem. Okolo 75 % genomu
je shodnych u vSech km&nS. aureus zbyla ¢ast je tvdena bakteriofagy, ostrovy
patogenity, plazmidy, transpozony, stafylokokovouhrotnozomovou kazetou,
genomickymi ostrovy a osivky a inzertnimi sekvencemi (Di@kova, 2008).

Prvnim antibiotikem uZivanym k terapii stafyloke§ceh onemoc#ni byl penicilin,
pouzivany od roku 1943.&6Kina kmeii S. aureuge v sodasnosti k penicilinu rezistentni
diky produkci beta-laktamaz. Beta-laktamazy jsoayery rozkladajici beta-laktamovy
kruh penicilinu. Rezistence k beta-lakiianm je p‘endSena na plazmidech. Penicilinova
antibiotika odolna k beta-laktamazam jsou methiciloxacilin, kloxacilin, dikloxacilin
a flukloxacilin.

K methicilinu, ktery byl poprvé syntetizovany v B0d959, se ve Velké Britanii
vyvinula rezistence jiz po dvou letech klinickéhdivani. MRSA kmeny se nyni
endemicky vyskytuji v nemoadfich z&izenich. Mechanismus rezisten& aureus
k methicilinu a ostatnim beta-laktamovym antibiétik je dan zminou cilového mista
v burg¢né sene, kterym je PBP. Pokud je PBP modifikovan na PBR@a& ma sniZzenou
afinitu k beta-laktamovym antibiotilkn, dochazi k inhibici biosyntézy peptidoglykanu
a k naslednému rozpadu bakterialnfiky(Deurenberg et al., 2007).

21



Geny pro rezistenci k methicilinu se nazyvajhecA a jsou penasSeny
na stafylokokové chromozomové kaze(Dvorakova, 2008). Kmeny MRSA jsou
rezistentni k beta-laktamovym antibiatik, karbapenefim a makrolidm. Velmi dol¥e
jsou citlivé \aci glykopeptidim (vankomycin, teikoplanin), oxazolidim (linezolid)

a streptogramiim (quinupristin/dalfopristin). Linezolid, jenZz maatou molekulu, dofe
pronika do tkani. Relatigndobré je citlivost ke kotrimoxazolu a rifampici@Marek et al.,
2010).

S glykopeptidovymi  antibiotiky je spjato mnoho pi@tia. Podavaji
se intravendz¥) jsou toxickd, a proto se musi pozbmonitorovat jejich hladina v krvi.
Navic glykopeptidy neprochazeji vzhledem ke svéé&eholekule tak dale infikovanou
tkani, proto se pouZzivaji pouze na infekce vyvotdniMRSA. Kwvili moznému rozvoji
rezistence MRSA kmeén k vankomycinu epidemiologickd centra vydala pokyny
pro pimérené pouzivani vankomycinu. Prvnifigmd intermediamh rezistentniho kmene
S. aureus(VISA) byl zaznamenan v Japonsku v roce 1996, ippifpad vankomycin
rezistentniho kmen®. aureugVRSA) byl evidovan v roce 2002 (Marek et al., 210

U VISA kmen je citlivost snizena lili prestavis burgcné stny, ktera je zesilena
a nedovoli tak glykopeptisn inhibovat syntézu peptidoglykanu. VRSA kmeny algk
od enterokolt genvanA ktery je zodpo¥dny za rezistenci na vankomycin. GeanA
je pravétpodobrg prenasSen transpozomem Tn1546 (Périchon et Courvaig9).
Mechanismus rezistence VRSA gp@ v alteraci cilového mista D-alanyl-D-alaninu
v D-alanyl-D-laktat, ktery m& redukovanou afinitu vankomycinu a nedochazi tak
k inhibici syntézy bakterialni b&tné stny (Appelbaum, 2006).

Aminoglykosidy jako kanamycin, gentamicin a stoEpycin  jsou
na stafylokokové infekce velmicinné. Inhibuji syntézu bilkovin ireverzibilni vaabo
na 30S podjednotku ribosomu. | proti nim se ovSegminulo nekolik druhi rezistence
piendaSenych na plazmidech. Enzymy modifikujici amiylagsidy inaktivuji tato
antibiotika kovalentni vazbou Buna fosfaty, nukleotidy nebo poloacetaty na aminové
nebo alkoholové funini ¢asti aminoglykositl. Timto mechanismem znemozni jejich
vazbu na 30S podjednotku ribosorSuaureusRezistence k aminoglykosich mize byt

podmirgéna také pitomnosti efluxnich pump (Walsh, 2000).
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2.4 Vyskyt

S. aureusse vyskytuje hlavhu ¢loveka, ale i zvifat. AZ u jednéiktiny lidi Zije jako
komensal na sliznicich nebaik (negastji v podpazi, na nosni sliznicti na zevnim
genitalu). Kolonizuje Zi ¢loveéka jiz velmi kratce po narozeni.

Jedna se o bakterii podndig patogenni. ® poruSe pirozené imunity vsak fi¥e
vyvolat Siroké spektrum onemasri, od EZnych koznich infekci,izné téZkych absces
az po sepse, které mohou kirfatalng.

Pomerne casty je vyskytS. aureusv potravinach (v salamech, wepém mase,
zmrzling) (Mad’ar et al., 2006).

2.5 Patogeneze

S. aureusje ¢astym mivodcem pyogennich infekcifiznych intoxikaci, zatu,
absces, folikulitid, sinusitid nebo i sepsi. Zavazné ikée vyvolava pedevsSim
v traumatizovanych a devitalizovanych tkanich. Zrimarniho infekniho lozZiska
seS. aureusmuze Sfit hematogenni cestou a vyted metastaticka loziska. Ma také
nemaly podil na nosokomialnich ndkazach (Maar.e2@06).

Predispozici ke stafylokokové infekci jsotzna poradni poté, co v r&h zistane
cizi €leso (operace, implantované pécky, stehy), dale popaleniny, virové infekce,
diabetes mellitus a oslabeny imunitni systém (Ceysst al., 2009).

Pro stafylokokové onemoeni je typicky absces se &le Zlutym, nepachnoucim
hnisem, ktery je tvien oduntielymi leukocyty a stafylokoky. Absces je obklopd#énsu
z fibrinu a fibroblasi, okolni tka je zanicena. i€inou chronickych infekci je pozdni
bung¢na gecitlivélost vici stafylokokovym antigetim (Palos, 2009).

Bylo zjis€no, Ze kmenyS. aureus které zfisobuji bakteriémie, jsou ve valné
vétSine endogenniho {vodu. Kmeny, které Kkolonizuji nosni sliznici, tgwbuji
bakteriémie #dka (Eiff et al., 2001). Podle National Nosocon$airveillance System byl
S. aureusnefastji hlaSenou picinou nosokomialnich infekci v letech 1996 a 2002
(Crossley et al., 2009).

S. aureugrezentuje na svém povrchu tzv. pathogen assdamtdecular patterns,
které interaguji se vzory vystavovanymi na povrchautrofili. Timto zmisobem
je bakterie bezg®m¢ rozpoznana. Prvnimutezitym krokem aktivniho boje organismu
s bakterii je fagocytéza zprostikovand polymorfonukleéry. Ke zvySeni efektivity
fagocytdzy jsou bakterie opsonizovany komplemerdgmmotilatkami (DeLeo et al., 2009).

23



Taktéz podle DeLea et al. (2009) kapsularni palyaedy na povrchis. aureus
stimuluji CD4 povrchové znaky T lymfodyt coz vede k produkci chemokin které
zahajuji proces infekce v organismu. DalSi stafglava povrchova struktura —
peptidoglykan vede Kk produkci Cba slozky kompleragnktera aktivuje uvokni
polymorfonukleal z periferni krve a kostnifdrg. Vylucuje v8ak i vlastni chemokiny
(napr. phenol soluble modulin-like peptides), kteréfinp stimuluji  produkci
polymorfonukleai (DeLeo et al., 2009).

2.6 Patogenita

S. aureus je castym mvodcem infekci lokalizovanych v mést praniku
do hostitelského makroorganismu. NgjbsjSi jsou purulentni onemoéni kiZe a jejich
adnex, mezi které patimpetigo a folliculitis. S. aureuspati mezi hlavni fvodce

zavaznych komunitnich a nosokomialnich onemnt(Heinige et al., 2009).

Impetigo se nejastji vyskytuje u dti v predSkolnim ¥ku a velmi snadno seiBi
v détskych kolektivech. Buldézni forma impetiga zasaljejedo epidermis. Postihufasto
oblicej a kortetiny, a to jak KZi zdravou, tak i five napadenou ekzémem,iedou,
popalenou nebo setde vyvinout z mista po oparu. Puéky na povrchu &ze, papuly,
pustuly a vezikuly jsou pokryté typickou Zluta@dlou krustou. Rpominaji akné, okolni
kaZe je zarudla a $di bez bolestivé reakce (Chiller et al., 2001; ISt et al., 2002).
Nowv¢ vyvinutym lokalnim antibiotikem, jeZz se pouzivdékb¢ impetiga, je retapamulin
(Koning et al., 2009).

Ecthyma je viedovité onemocami kize, rekdy ozn&ované jako hlubsi forma
impetiga. Z&ina zpuchjkovagnim povrchu kZe, které zasahuje i hluboko do dermis,
papuly se prohlubuji veigdy, po kterych @stavaji jizvy. Rvodcem koznich infekci
impetigo a ecthymaje nejenomS. aureus ale i Streptococcus pyogené€€hiller et al.,
2001).

Folliculitis je hnisava infekce vlasového folikulu. Rozviji gemazové Zlazy
v nazloutlou pustuluCasto vznika po deni viasat&asti hlavyéi po kousnuti hmyzem.
Chronicka splyvajicfolliculitis ve vousaté oblasti tid se nazyv&ycosis barbae é&ba
je symptomatickd, lze pouzit antibiotické masti.ulb8i formafolliculitis se nazyva

Folliculitis decalvans Postihuje temeno a vlasatoast hlavy. Zai vlasovych folikuh
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pusobi vypadnuti vlasu a zjizveni povrchu hlavycha je dlouhodobd a komplikovana,
pouziva se rifampicin v kombinaci s klindamicine@tl{erg et al., 2008).

Furunculus vznika @i rozSieni zagtu viasového nebo chlupového folikulu, ktery
vyvolava nekrézu okolni tk&na Sfi se do Skary. Tud se hluboky koZni absces ¢kolik
centimetti Siroky. Hnisavé loZisko s bolestivou reakci vzéikplynutim gkolika furunkia

se nazyvaarbunculus (Chiller et al., 2001).

Anderson et Kaye (2007) uvadi, 8eaureuge zodpo¥dny za 20 %pooperatnich
infekci ran. DalSimi mivodci infekci po opekmich zakrocich jsou koagulaza-negativni
stafylokoky (14 %), enterokoky (12 %) neBseudomonas aeruginog@ %). S. aureus
zaneseny do rany pochazétSinou z endogenni mikrofléry pacienta, réénprostedi
oper&niho salu. VysSi riziko rozvoje infekce po operian zakroku hrozi zejména starSim
a/nebo imunokompromitovanym paciémt (Anderson et Kaye, 2007)¢4ké pooperéni
infekce, které postihuji svaly a jejich fascie mohmwoniknutim bakterii do krevniho &t
s naslednou bakteriémii a sepsi dibfatalne.

S. aureuge pivodcem onemocmi Hordeolum (jecné zrno). Jde o zdhmazové
Zlazky rekteré zias (nejastji Zeisovy mazove Zzlazky). iP zaniceni se Zlazka &ae
zwtSovat a uvnit se tvdi hnis. Typickymi lokalnimi fiznaky jsou zarudnuti, otok
a bolestiva reakce. Zanesefi. aureusdo zaniceného ¢aiho vitka miZe vydstit
v Blepharitis ulcerosaktera se projevuje jako zarudnuti, gehi a zhnisani okr&jocnich
vicek. Conjunctivitis neboli zawt spojivek ntize taktéz zfisobit S. aureus(Vymlatil,
1998).

S. aureusje picinou onemocéni mastitis, zarétu parenchymu prsni Zlazy.
Postihuje zvlast Zzeny Ehem kojeni (2 — 3 tyden kojeni). K propuknuti irfekgispiva
ucpani mlékovodl z divodu Spatné techniky kojeni nebo stresu. Prs jestigly a zarudly.
Kojence se dopotwije neodstavovat, prédvnaopak pravidelné kojeni tthe odstranit
prekadZku v mlékovodu. Antibiotika v drtivéstsiné pripadi nejsou pdeba. Cilem l&by
je predevSim zabranit komplikacim a navratu&ar{Barbosa-Cesnik et al., 2003).

Osteomyelitis je hnisavy proces v kosti, kteryie vyvolatS. aureus Casto
postihuje dti predSkolniho ¥ku, u nichz vznika hematogehinBakterie S. aureus
se miZzou roz&iit pres fistovou chrupavku, ktera je jeSbohat prokrvena, do kloubu.
Takto se Dsteomyelitisryviji arthritis.
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Postihuje i dosflou populaci, kde se onemagn vyviji prestupem z jiného
infekéniho lozZiska, ¢i piimym zavl€éenim MO @i traumatu nebo operaci. Infekce
negasgji probiha v metafyzach dlouhych kosti. U dé&gph mohou byt postizeny
i obratle. Klinickymi giznaky jsou vysoké teplotyjesavka, zvraceni a bolest postizené
kosti (Brandy, 2007).

S. aureusje vyznamnym fivodcem alimentéarnich intoxikaci, za které jsou
zodpowdné termostabilni enterotoxiny produkovan& mnoZeniS. aureus Intoxikace
vznika po poziti potravin (salt cukrovinek), ve kterych je ffiomen enterotoxin.
Stafylokokova enterotoxikbza se projevuje nevolhogivracenim, bolestmi fizha,
praijmem a bolestmi hlavy. #znaky onemoaini se objevuji za 1-6 hodin po konzumaci

potravin v disledku stimulace zakéaninervus vagus oblasti Zaludku.

Exfoliativni toxiny A a B (ETA) a (ETB)S. aureussvym pisobenim vyvolavaji
zavazné kozni onemo#ém zvané stafylokokovy syndrom opaené kize (Alouf
et Mueller—Alouf, 2003). Je charakterizovano vznikeuchyka a vyraznym odlupovanim

velkych cafi kiZe, postizeny jsou i sliznice.

Syndrom toxického Sokuvyvolava toxin syndromu toxického Soku (TSST-1),
ktery jako superantigen v organismu navodi mohutimounitni reakci. Superantigeny
se vazi na MHC 2iidy a zarové na T-lymfocyty. To vede k stimulaci cetéddy kloni
T-lymfocyti, tzv. nespecificka polyklonalni aktivace T-lymfagdyProjevuje se typickymi
piiznaky Sokového stavu inf&kiho pivodu, tedy horé&ou, poklesem krevniho tlaku
a zrychlenym pulsenCasto dochéazi i k odlupovani velkych ©daZe. Selhani zakladnich
Zivotnich funkci a metabolicky rozvrat vede beshlék poruse ¥domi a naslednke smrti
(Roztaiil et Bartos, 2011).

3 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

3.1 VySefovany material

Zakladnim diagnostickym materialem je hnis, nejlégeauty. Z hnisu se zhotovuje
mikroskopicky preparat. &t z hnisajiciho loziska neni vhodny. Vgt se provadi
vytérovymi tampony ze spojivkového vaku nebo uchd. podezeni na septikémii
se odebira krev.iBd odirem krve se v mistvpichu provede st, ktery se také posila

na kultivaci. M@ se odebira v mnozstvi 3-5 ml do sterilni zkumav&gutum se ziska

26



vykaslanim do specialni odétové nadobky (sputovky). Vydewvanym materialem mohou
byt i aspiraty, punktatyi mozkomisni mok.

3.2 Mikroskopicke vySeteni

Bunky S. aureugsou grampozitivni, katalaza pozitivni a oxidazayatesni koky
0 praméru priblizné 1 pm, mikroskopicky SpathodliSitelné od ostatnich grampozitivnich
koka. Stafylokoky maji charakteristické usgdani do shluk (viz obrazek 4). Koky jsou
nepohyblivé a nesporulujici.

Obrazek 4: Prepara6. aureudarveny podle Grama
(Kaiser, 2009)

3.3 Kultivace

ARV

NejvhodrgjSim a nejbzrejSim kultivatnim médiem prds. aureuge krevni agar.
K agarovému zakladu sefiga 5-10 % defibrinované berani nebo ngké krve.
Po 24 hodinové inkubaciip37 °CS. aureussyrasta ve smetanovych az Zlutych koloniich
s pravidelnymi okraji a &Sinou se zoénou Uplné hemolyzy, na kterouZen nasedat
hemolyza nelplna.

Stafylokoky vyistaji také na masopeptonovém agaru, ktery obsabxijeakt
z howziho masa, pepton, chlorid sodny, vodu a 1,5-2 &uad?0 24 hodinach inkubace
pti 37 °C lze pozorovat nast 1-3 mm velkych, hladkych kolonii s rovnym okraje
nazlatlym pigmentem a krémovou konzistenci.

Pokud je pedpoklad, ze vySiivany material bude kontaminovany, 18e aureus
kultivovat na selektivni slany agar s mannitolersahujici hoszi extrakt, 7,5 % NaCl,
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mannitol a fendlervai. S. aureusS&pi mannitol aroste na této jmé v lesklych Zlutych
koloniich se Zlutymi dvorci. Je to proto, Ze ferria@h mannitolu se snizuje pH média a tim
dochazi k barevné zme fenolovécerverg z cervené na Zlutou. Vysoka koncentrace NacCl
pusobi inhibéné na doprovodnou mikrofloru (Votava et al., 2000).

Pro izolaciS. aureugz kontaminovanych vzotkje rovréz vhodny Baird—Parkéw
agar, ktery obsahuje chlorid lithny a telltitan draselny jako inhibitory a vajey Zloutek
k detekci produkce lecithinazy.uBem kolonie dochazi k redukci telkitanu na kovovy
tellur, kolonie proto jsou tmavzelené azerné. Stafylokoky, které produkuji lecithinazu
rozkladaji vajeny Zloutek a tim vznika zéna projasi kolem kolonii. Lipazy naopak
zpasobuji nepthlednou zénu precipitace (Corry et al., 2003).

3.4 Screeningové a biochemické testy

Vazana koagulaza (clumping faktor) je antigen na povrch&. aureus
jez napomaha shlukovani bakterialnich #unV kapce krakii plasmy na podloznim

sklicku se resuspendujekolik kolonii S. aureus do rkolika vtgin dojde ke shlukovani.

Volna koagulazaje oproti vazané koagulaze extracelularni enzyerykv kralci
plazne preménuje rozpustny fibrinogen na fibrirgimz dojde k polymeraci a ztuhnuti
plazmy. V kralEi plaznmé se rozmicha &kolik bakterialnich kolonii a po 4hodinové
inkubaci i 37 'C se ve zkumavce pozoruje ztuhnuti plaznfipadré tvorba chuchvalc
srazeniny.

Prikaz proteinu A a kapsularnich polysacharidi je zaloZzen na latexové
aglutinaci, je rychly a jednoduchy. Na podlozniigktd se nanesou dvkapky: roztok
s latexovymi ¢asticemi, na kterych jsou protilatky proti proteidy vdzané koagulaze
a kapsularnim polysachatich S. aureus ktery se smicha s bakterialni suspenzi.
V pozitivnim @ipad dochazi k aglutinaci. Latexova aglutinace dnesramlje starSi
biochemické testy pouzivané Kk identifikacs. aureus zejména pikaz DNazy

a hyaluronidazy.

Dekapsul&ni testse provadi na krevnim agaru, na ktery s&kige bakterie, jejiz
pouzdro je tvéeno kyselinou hyaluronovou (nagPasteurella multocida K naakované
care opouziéené bakterie se nékuje ¢ara S. aureusa pida se necha inkubovat.
Hyaluronidaza, kterou produkuj®. aureusrozlozi pouzdro opoudné bakteriegimz
dojde ke zminé jeji rastové faze na S-fazi.
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Biochemickym testem kterym lze odliSitS. aureusod S. intermediuge VP test
(Voges Proskauer test). VP testem se prokazujebdavacetoinu.S. aureusprodukuje
acetoin,S. intermediusikoliv. Casto pouZzivané jsou konde¥ dostupné biochemické sety
v mikrotitratnich destikach, které v jamkach obsahujizné dehydratované substraty,

negastji sacharidy, spolu s vhodnymi acidobazickymi irdadikry.

3.5 Molekularné biologické metody

Jedna se o metody umimgici moderni zpsob identifikace bakterii. Dnes
je nejpouziva&Si vysoce citliva metoda polymerazoi€zové reakce (PCR), zejména
pro identifikaci gef kédujicich stafylokokoveé enterotoxiny A az &hfA, enB,eniC, enD
aent), toxin toxického Sokového syndrontst), exfoliativni toxiny A a B étaA a etaB)

a k detekci genmed pro rezistenci k methicilinu (Menthora, 2000).

Principem PCR je mnohonasobné zmozeni vybranéda A pomoci enzymu
DNA polymerazy v cyklické reakci @dch teplotnich fazich. Cilové useky DNA musi byt
na z&atku a na konci ohrateny tzv. primery. Metoda je velmi citliva a speciia (Paulik
et al., 2005).

3.6 Fagotypizace

Fagotypizace se pouZziva zejména k epidemiologick§ehim. U kmeri S. aureus
se provadi se souborem 23 bakteriéfdpzinarodni typizéni rady (IPTS — International
Phage Typing Set). KmenyS. aureus jsou definovany podle jejich citlivosti
vaci bakteriofagim, kterym jsou vystaveny (Varga, 2009). FagotypzaaruhuS. aureus
je komplikovana jeho lysogenni aktivitou, kdy se jgbo genetické informace zapojuji
profagy (DNA restrikce). Fagotypy tedy nejsou stal@a druhé stran existuji kmeny
S. aureus které nepat mezi zadné fagotypy. Kii této variabilie ma fagotypizace
omezené vyuziti (Fischetti, 2000).

3.7 Metody neFimého prikazu

Jedna se o pkaz protilatek proti antiggim a faktofim virulence (hemolyziim,
hyaluronidaze, leukocidinu) metodou precipitace,mptement-fixani reakce nebo

enzymové imunoanalyzy (Toman et al., 2009).

Komplement-fixéni reakce je sérologickda metodaji fkteré se fitomnost

protilatek proti pisluSnému antigenu prokazuje vyvazovanim komplemeatkomplexy
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antigen-protilatka. Poté je stanovena hemolytidkéiga fixovaného komplementu, kterd
je umernd mnoZzstvi antigenu. Test je begny, pracny a neumidje rozliSit jednotlivé
téidy protilatek. Jeho vyhodou je vSak nizka cendzaénnaroky na vybaveni labor&to

Pouziva seigdevSim ve screeningové diagnostice (Paulik e2@05).

Podstatou enzymové imunoanalyzy jestopeakce antigenu s protilatkou, jeden
z reaktani je enzymaticky zngeny (peroxidaza, alkalick4 fosfatdza). Podle povahy
substratu je mozno reakci detekovat spektrofotanigtr nefelometricky nebo
fluorometricky. Metody existuji vadk modifikaci, jsou velmi citlivé a umaiji rozlisit
jednotlivé tidy protilatek (Paulik et al., 2005).

4 TERAPIE

Povrchové infekce se hoji sponténiee uzit lokalni antibiotikum (ATB), figpadny
absces je nutné ot#tr a zajistit drenaz. Hluboka loziska generalizavanfekce vyzaduji
chirurgicky zakrok a celkovou ATB terapii. U toxi&ho Sokového syndromu jeildZita
véasna léba Soku a okamzité podani protistafylokokovych ATBjlépe jejich trojkombinace.
U exfoliativni epidermolyzy jetéba oSéeni koznich Iézi za cilené ATB terapie. Yipact

enterotoxikoz je Zadouci symptomatické&da, hlavi rehydratace organismu.

4.1 Antibiotika

K lécbe infekci vyvolanych bakteriiS. aureusse pouZivaji vysoce efektivni
antibiotika oxacilin nebo kloxacilin Zitly penicilini (Blot et al., 2002). Oxacilin je
beta-laktamové polysyntetické antibiotikum s Uzkyspektrem @Ginku, podobné
methicilinu. Kloxacilin je diky své strukia odolny wici beta-laktamézam, obsahuje velky
fetézec R, ktery beta-laktamé&zam nedovoluje vazat seta-laktamovy kruh.

Kratce po zavedeni penicilinu se objevily kmer§: aureus produkujici
penicilinazu, dnes uz jeédhto kmeri v nemocnicich &sSina. V USA bylo do roku 2006
jen 5 % kmen S. aureuscitlivych k penicilinu (Malar et al., 2006). Z mezinarodnich
studii vyplyva, Ze zems nizkou spdebou antibiotik, které pouzivajirgvazi zakladni
peniciliny, maji minimalni problémy s antibiotickouezistenci. V Ceské republice
v poslednich letech naopak antibioticka rezisterzeésta (Hoza et al., 2002).

Ve s\wté i u nas stoupda prevalence methicilin rezistentkitleni S. aureusPrvni
kmeny MRSA se objevily uz v roce 1961, raesii v nemocnicich nastalo hlavkoncem
70. a poatkem 80. let 20. stoleti (Mar et al., 2006). \CR byly izolovany prvni MRSA
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vroce 2003. Kmeny MRSA jsou u nas vzdy &mmr rezistentni k makrolign,
fluorochinolorim, jedna se tedy o multirezistentni kmeny (Mareklet 2010). K lébé
infekci zpsobenych MRSA kmeny se ®apgji pouziva vankomycin, linezolid
nebo imipenem (Mdar et al., 2006). Za zvySenim vyskytu MRSA jejm¢ odpowdné
¢asté uzivani az naduzivani Sirokospektrych antib{bee at al., 2007).

Vzhledem k opakovan se objevujicim kmemm vankomycin intermedia#n
rezistentnich kman S. aureusa vankomycin rezistentni km&rs. aureusa také jeho
vysoké toxicit se od pouzivani vankomycinu upousti.ééfvnu roku 2002 byl
vykultivovdn VRSA s rezistenci i k teikoplaninumén VRSA obsahoval gemanA
determinujici rezistenci k vankomycinu a teikoptani a gen mecA zodpowdny
za rezistenci stafylokdkk beta-laktamovym antibiotikn (Mare&kova, 2006).

Nowe byl klé&b¢ infekci vyvolanych methicilin citlivymi kmenyS. aureus
(MSSA), ale i MRSA infekci, zaveden linezolidizy oxazolidinor, ktery diky své malé
molekule lehce pronikéa do tkani (Marek et al., 20¥0terapii MSSA Ize pouZzit i beta-
laktamova antibiotika v kombinaci s inhibitory bésktaméaz, jako nap augmentin
(amoxicillin + klavulanat) nebo timentin (tikareili + klavulanat). Dale lze podavat
na zaklad vysledki testovani citlivosti i cefalosporiny 3. generacdlworochinolony
(Schindler, 2010).

Pri pouziti antibiotik inhibujicich buftnou sénu je S. aureusschopen pomoci
regulatofi, kterétidi expresi faktar virulence, aktivovat tzv. cell wall stress stimulo
(CWSS), ktery ma ochrannou funkci. Indukce CWSSealizovana VraSR systémem.
Antibiotika indukujici aktivaci CWSS jsou bacitraci D-cycloserin, teikoplanin

a vankomycin (Dengler et al., 2011).

5 ZAVER

Cilem této bakai&ké prace bylo zpracovat literarni reSerSi na téjRaktory
virulenceStaphylococcus auretis

S. aureuge kZzr¢ se vyskytujici lidsky patogen, kterytgmbuje zejména kozni
infekce. U oslabenych jedificie vSak schopen vyvolat Siroké spektrum onersoign
mohou to byt ranné infekce, toxikdzy, sepsézna dalsi. V patogenezichto infekci maji
stZejni vyznam faktory virulencé&. aureus Povrchovych faktar virulence vyuziva

hlavre k adhezi k epitelialnim hikdm hostitelského organismu. Dale uwge do svého
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okoli mnoho extracelularnich fakforvirulence, jez slouzi k invazi do tkani, éSpé
propagaci a mnozeni stafylokiok

V souwasné dob se v souvislosti s infekcen®. aureusieSi zejmeéna rezistence
k antibiotikim, tvorba biofilmu a intracelularnii@zivani. DalSi vyzkum faktarvirulence

by mohl vyznama prispét k zefektivréni terapie stafylokokovych infekci.
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