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Bakterie Staphylococcus jako &asty
zdroj nebezpeci pro clovéka

ROMAN PANTUCEK

Uvod ; _

Stafylokoky patii k nejdéle studovanym a v piirodé k nejrozSifenéjsim bak-
teriim. Jejich butiky jsou nepohyblivé, nesporulujici, fakultativné anaerobni,
kultivaéné pomé&rné nendroéné a vyskytuji se samostatné, ve dvojicich ¢i
v hrozni¢kovitych seskupenich. Nachdzime je zpravidla v hustSich populacich
na kiZi a sliznicich savct a ptakd. Nejvyznamnéj§im a nejzajimavéjsim dru-
hem je Staphylococcus aureus, zv. ,,z1aty stafylokok®, kiery patii mezi zavaz-
né lidské i zvifeci patogeny. Pfiblizné u 25 aZ 30 % zdravych lidi je souCésti
prirozené mikrofléry a nevyvolava Zadné obtiZe, aviak dojde-li ke sniZeni
odolnosti jedince, mizZe pronikat do tkéni a vyvolavat celou fadu onemocnéni
od b&Znych hnisavych koZnich infekci nebo abscest aZ po osteomyelitidy, en-
dokarditidy, pneumonie a celkové sepse. Patfi k hlavnim pivodciim zavaZnych
poopera¢nich komplikaci u pacientd s ortopedickymi implantity a katétry,
u nichZ mohou mit vyznamny podil i dal§i druhy stafylokokil. Nezanedbatel-
né jsou i stafylokokové toxikézy zplisobené bakteridlnimi kmeny, které pro-
dukuji rozli¢né typy superantigent (proteini, které jsou schopné polykionalni
aktivace lymfocytli s masivnim vyplavenim cytokind, jeZ mohou vést k t&Zké-
mu celkovému Sokovému stavu). Vzhledem k nozokomidlnimu charakteru
(nemocni¢ni ndkazy) predstavuji stafylokokové infekce vaZny a celosvétové
pfetrvavajici epidemiologicky problém.

Vyzkum patogennich stafylokoki je v soucasné dobé orientovéan predevSim
na dvé oblasti. Prvni se tyka genetického a biochemického zékladu rezistence
k antibiotikiim a zpasobt jejiho $ifeni mezi stafylokokovymi kmeny, druhé je
zam&fena na charakterizaci faktord, které ovliviiuji patogenitu, virulenci, ko-
lonizaci osob, pieZivani kmend v prostfedi, vysokou genetickou variabilitu
a jejich evoluci.

Historie objevu a vyzkumu stafylokoki

Mezi prvnimi mikrobiology, ktef{ si uvédomili souvislost mezi kokovitymi
bakteriemi a vznikem hnisu, byli francouzsky pfirodovédec Louis Pasteur
a skotsky chirurg Alexander Ogston. Jako rok tohoto objevu se obvykle uvadi
letopocCet 1880. Ogston byl prvni, kdo rozliSoval dva typy pyogennich (hnis
produkujicich) kokd, jeden s butikami usporddanymi do hrozni€kovitych shlu-
k@, pro ktery pouZil oznaCeni Staphylococcus, a druhy s butikami usporddany-
mi do fetizkl, nazyvany Streprococcus. Jeho zminka v§ak méla pouze popis-
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ny vyznam. AZ némecky bakteriolog F. Rosenbach v roce 1884, pouZil termin
v taxonomickém smyslu a poskytl formalni popis rodu Staphylococcus s dru-
hem Staphylococcus aureus.

V potadi druhy stafylokokovy druh byl nalezen jako soucast fyziologické
koZni mikrofléry Welchem v roce 1891 a oznalen Staphylococcus epidermidis
albus. Sou€asné oznaceni Sta-
phylococcus epidermidis nese
od roku 1916 (Evans). Zihy se
zjistilo, Ze oba stafylokoky lze
od sebe dobre odlisit zji§ténim
schopnosti produkovat enzym
oznaceny plazmakoaguliza,
ktery s modifikovanym pro-
trombinem vytvari aktivni
komplex preméiiujici rozpust-
ny fibrinogen na nerozpustny
fibrin v krevni plazmé. MiZe
tak prispivat k ohranifeni z4-
nétlivé reakce vytvofenim
fibrinového lemu kolem 1éze,  Typické uspotadant stafylokokovych bundk
kterd se pfeméfiuje ve stafylo- do hroznigkovitych Gtvard
kokovy absces. Koaguldza-po-
zitivni druh S. aureus byl povaZovin za patogena, koaguldza-negativni S. epi-
dermidis v podstaté za komenzalni mikroorganismus.

Pocatkem 19. stoleti byly vSechny bakterie kulovitého tvaru zahrnovany do
Celedi Coccaceae. Fliige v roce 1886 rozlisil na zéklad€ hydrolyzy Zelatiny
v rdmci koki dva rody: Staphylococcus a Micrococcus. Mikrokoky byly v té-
to reakci variabilni a byly povaZovany za saprofytické, zatimco stafylokoky
ztekucovaly Zelatinu a byly povaZovény za patogenni. Rody Staphylococcus
a Micrococcus zahrnujici grampozitivni a kataldza-pozitivni koky byly pozdg-
ji spole¢né zatazeny do Celedi Micrococcaceae, kde zlistavaly aZz do neddvné
doby. Zacatkem 60. let minulého stoleti Baird-Parker provedl velmi rozsahlé
studie stafylokokd a mikrokoki izolovanych z rtznych zdroji a klasifikoval
tyto mikroorganismy do skupin na zdklad€ snadno stanovitelnych morfologic-
kych, fyziologickych a biochemickych znaki. N&které z t&€chto skupin poloZi-
ly zéklad pozdgji popsanym koaguldza-negativnim druh(im stafylokokd. Pfib-
1iZné ze stejné doby pochézeji prvni védecké prace poukazujici na vyznam ge-
netické analyzy znakd v taxonomii a klasifikaci bakterii, koncipované na
Masarykové univerzité prof. Stanislavem Rosypalem. Je nutno poznamenat,
7e v tehdejsi dobé ani v mikrobiologii v zédpadnich zemich nebyla genetickd
analyza mezi taxonomy obvyklym piistupem. Ve svém vyzkumu se prof. Ro-
sypal ve spoluprici s RNDr. A. Rosypalovou zaméfili na analyzu DNA u mik-
rokoki a stafylokoki, co se tyée obsahu G+C (guaninu a cytosinu). Byla to
v té dobé€ jedind moZnd molekuldrni charakteristika genomu bakterii. Rozdily

i 18




U N ! N E R S | T A N

v obsahu G+C ukazovaly na fylogenetickou odli§nost kmenil. ZvIast€ vy-
znamna je préace publikovana v roce 1966 v Journal of General Microbiology
S. Rosypalem, A. Rosypalovou a J. HofejSem. Autofi v ni spojili dva pristupy:
numerickou taxonomii (Adansonovu analyzu) a analyzu obsahu G+C v DNA.
Podatilo se jim takto dokézat, Ze zéstupci rodu Staphylococcus maji obsah
G+C v genomu v rozmezi 30 — 39 %, zatimco mikrokoky 63 — 73 %, coZ na-
znaluje, 7e tyto rody nejsou pfibuzné. Z obecného hlediska lze tyto studie hod-
notit nejen jako préce, které se staly zdkladem moderni klasifikace mikrokoki
a stafylokokd, ale téZ jako prace, které staly na pocatku sméru, ktery se dnes
nazyva molekuldrni taxonomii. Nepiibuznost obou rodt Staphylococcus
a Micrococcus byla pozd&ji potvrzena némeckym tymem vedenym prof.
K. H. Schleiferem chemotaxonomickymi metodami a publikaci jejich sekven-
ce 16S rRNA (ribozoméalni RNA).

V roce 1980 se zacal vyvijet novy pfistup pro studium fylogenetickych sou-
vislosti a pro molekularn{ identifikaci bakterii (a samozfejmé i dalSich forem
organismil), vyuZivajici stanoveni{ a srovndni stabilnich konzervativnich ¢asti
genomu. Kandidaty pro tuto analyzu se staly pravé geny kodujici funk&ni mo-
lekuly- IRNA. Gen pro 16S rRNA u bakterii miZe byt srovndvan nejen
s 16S rRNA archet, ale i s 18S rRNA eukaryot a toto srovnini umoZiiuje jas-
né definovat operaéné taxonomické jednotky fylogenetického stromu. Posled-
ni a nejnovéj§i hierarchickd klasifikace grampozitivnich kokd mezi taxono-
mickymi stupni rod a tiida byla definovéna prav€ na zdkladé 16S rRNA. Na
zékladé této taxonomické studie byly mikrokoky pfefazeny do aktinomyceto-
vé linie (tfida Actinobacteria; Yad Actinomycetales) a soucasné taxonomické
zafazeni rodu Staphylococcus je nasledujici: kmen Firmicutes; tiida Bacilli;
tad Bacillales; Celed Staphylococcaceae.

Soucasny stav v taxonomii rodu Staphylococcus
a klinicky vyznam dalSich druhu stafylokokil

V roce 1975, po vice neZ 50 letech existence dvou nejzndméjSich druhd,
S. aureus a S. epidermidis, a po objevu tfettho druhu S. saprophyticus popsa-
ného v roce 1951 jako ptivodce infekci moCovych cest, byly publikovédny dva
¢lanky, v nichZ prof. W. Kloos a prof. K. H. Schleifer popsali objev 7 dal§ich
koagulaza-negativnich stafylokokd. Od té doby byl téméf kazdym rokem aZ do
souCasnosti objevovan dalsi novy stafylokokovy druh, resp. poddruh. Nové
druhy stafylokoki jsou specifické pro nékterd zvifata, jiné se obvykle vysky-
tuji v potravinich. Rod Staphylococcus zahrnuje v soucasné dob€ 37 platnych
druhtl, z nichZ 9 obsahuje 2 poddruhy a jeden 3 poddruhy.

Do taxonomie rodu Staphylococcus se vyznamné zapsal prof. Viclav Hijek
z Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. V roce 1976 popsal dru-
hy koaguldza-pozitivni druh stafylokoka S. intermedius, ktery — i kdyZ se mi-
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infekei u psd. Dalsi druhy stafylokokd, u nichZ je prof. Hijek uveden jako
hlavni autor, jsou S. chromogenes, S. muscae a S. saprophyticus subsp. bovis.

Cerstvou aktualitou v taxono-
mii stafylokokit je pavodni
prace z naSeho pracovisté pub-
likovand v roce 2005 v mikro-
biologickém taxonomickém
Casopise International Journal
of Systematic and Evolutiona-
ry Microbiology popisujici
novy druh Staphylococcus si-
miae, ktery byl opakované
izolovan z gastrointestindlni-
ho traktu kotuldl veverovitych
(opic Celedi malpovitych), im-
portovanych z deStnych prale-
st Jizni Ameriky.

Pro definici nového druhu
byl aplikovédn vicefazovy ta-
xonomicky pfistup, kombinu-
jici vysledky numerické ana-
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Fylogeneticky strom zndzornujici vzdjemnou pfi-
buznost v souéasnosti zndmych

druhi stafylokokd

1yzy fenotypizace a genotypizace doplnéné studiem homologie tRNA a celko-
vé chromozomélni DNA, a vyZadujici pouZiti Sirokého spektra metod, jejichZ

niro¢nost vyZaduje spolupraci
specialisti. Dokumentuje to
skutecnost, Ze se na popisu no-
vého druhu podileli odbornici
z olomoucké Z0O, Ustavu
mikrobiologie ékarské fakul-
ty UP v Olomouci, Ceské sbir-
ky mikroorganismi, Néarodni
referencni laboratofe pro sta-
fylokoky SZU-CEM, katedry
genetiky a molekuldrni biolo-
gie Prirodovédecké fakulty
MU a Univerzity v Ghentu
v Belgii. Ackoli S. simiae pat-
fi mezi koaguldza-negativni

Kotul veverovity (Saimiri sciureus L.),
foto z Olomoucké ZOO

druhy, jeho blizka genetickd piibuznost s patogennim druhem S. aureus maZe

stimulovat vyzkum evoluce obou druhi.

S taxonomickymi objevy novych druhi stafylokokt se zacaly v 80. letech
minulého stoleti objevovat poznatky, Ze koaguldza-negativni stafylokoky
(KNS) nejsou jen soucasti fyziologické flory na kiZi a sliznicich, ale Ze se mo-
hou podilet i na vzniku riznych infekénich onemocnéni. Dnes jsou obecné
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uzniviny za podminé-
né pifleZitostné patoge-
ny, které mohou vyvo-
lat prakticky jakékoliv
onemocnéni, které bylo
dfive pfisuzovino pou-
ze druhu S. aureus.
KNS mohou jen vzécné
byt pri¢inou onemoc-
"néni u zdravého Clové-
ka, ale u pacientd, ktefi
jsou oslabeni, af uZ niz-

Mnohavrstvy stafylokokovy biofilm tvoreny kym nebo vy SOk_ym ves
druhem Staphylococcus epidermidis, stabilizovany kem, resp. Imunitné pri
polysacharidovym interceluldrnim adhezinem uZivéni imunosupresiv,

' vyvoldvaji onemocné-
ni. Dramaticky nértist infekci zpisobenych KNS byl zaznamenén s pouZiva-
nim plastovych pomticek v medicing, jako jsou umélé srde¢ni chlopn€, umélé
klouby, srdeéni stimuldtory a katétry, protoZe bakterie jsou schopné velmi
efektivni adheze k témto umé&lym povrchiim a mohou utvofit mnohavrstvé bio-
filmy, které se obtiZn& odstrafiuji pisobenim imunitniho systému nebo se Spat-

né 16¢1 dostupnymi antibiotiky. V literatufe se uvadi okolo 20 druhi KNS, kte-
1é se uplatiuji jako etiologicka agens v lidskych onemocnénich.

Virulence §. aureus

Staphylococcus aureus je velice ,.chytra” bakterie, kterd produkuje mnoZz-
stvi rozmanitych faktor@ virulence, jako jsou tkafiové specifické adheziny, cy-
tolytické toxiny, superantigeny, enzymy degradujici tkan€ a faktory umoZiiuji-
ci unikat imunitnimu systému. V zavislosti na skute¢né sestavé geni koduji-
cich faktory virulence, kterd miZe byt u jednotlivych bakteridlnich kmeni
velmi proménlivd, mohou jednotlivé kmeny S. aureus zplsobovat Siroké
spektrum onemocnéni &lovéka. K faktorim virulence S. aureus patii mnoZstvi
vytvatenych bilkovin, antigenti a dal$ich biologicky aktivnich latek, vyskytuji-
cich se jednak v komplexni buné&né st&né (napf. pouzdro, aglutinogeny, sta-
fylokokovy protein A, shlukovaci faktor a adheziny) a jednak uvolfiovanych
do prostfedi, napt. plazma-koaguldza, stafylokindza, hyaluronidaza, hemolyzi-
ny, leukocidiny, exfoliativni toxiny, enterotoxiny, toxin 1 syndromu toxického
$oku, inhibitor diferenciace epidermdlnich bunék, inhibitor chemotaxe nebo
inhibitor komplementu. Rizeni produkce mnoha faktord virulence vSak neni
béhem onemocnéni nhodné, ale je pod kontrolou sloZitych globalnich a pii-
datnych reguldtorovych systémi bakterie. K rozvoji infekce nejcastéji docha-
zi v pripadg, Ze se jedné o organismus s oslabenym imunitnim systémem.
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Nejcast&j§im mistem vstupu infekce jsou sliznice hornich cest dychacich
nebo poskozené kiZe. Vzhledem ke schopnosti stafylokokt adherovat na umé-
1€ povrchy predstavuje potencidini nebezpe¢i také pritomnost cizorodych im-
plantovanych t€les. K invazivnim onemocnénim zptisobenym stafylokoky pat-
fi folikulitida (infekce vlasového miSku) a zavaznéjii typy koZnich infekci ja-
ko furunkl nebo karbunkl, dale zanét mlé¢né Zlazy u kojicich Zen, pneumonie
Casté zejména po chiipkovych onemocnénich, pseudomembranozni enteroko-
litida, potrazové a pooperacni infekce, endokarditida, stafylokokova osteo-
myelitida (zdnét kostni dfené&) a celkové sepse. Pii lokalnich infekcich se
uplatfiuje schopnost stafylokoki vytvatet kapsulu (pouzdro polysacharidové
povahy), které chrani bakterie pfed interakci s bakteriofdgy, komplementem,
protilatkami a fagocyty a dochdzi tak ke vzniku hnisavych loZisek. Naopak
tvorba n€kterych bilkovin, jako je stafylokinaza (fibrinolyzin), pfispiva k roz-
pouSténi fibrinu vznikajiciho pfi zdnétlivém procesu jako projev repara¢nich
pochodd a podporuje tak 3ifeni stafylokokové infekce. Podobné se uplatiiuje
hyaluronidéza, kterd hydrolyzuje kyselinu hyaluronovou pfitomnou v mezibu-
né¢ném tmelu, coZz umoZiiuje §ifeni stafylokokd a jejich extraceluldrnich pro-
duktd. Z loZiska infekce pak miZe dochdzet k uvolnéni bakterii do krevniho
feCiSt€ a ke vzniku bakteriémie s ndslednymi komplikacemi prakticky v kte-
rémkoli orgdnu.

Jako faktory virulence maji znaény vyznam také stafylokokové toxiny,
z nichZ nékteré plisobi jako superantigeny a jiné vyvolavaji zdvaZnd onemoc-
néni. Zndmé jsou alimentdrni enterotoxik6zy (otravy z potravy kontaminova-
né stafylokokovymi enterotoxiny), projevujici se nevolnosti, zvracenim, bo-
lesti bficha, pfipadné svalovymi kieCemi, prijmy a zvySenou teplotou. U ente-
rotoxikdz neni na rozdil od ostatnich toxikdz nutnd pfitomnost Zivych bakteri
v organismu.

Zavainymi onemocnénimi jsou dva stafylokokové syndromy: syndrom to-
xického $oku a syndrom opafené kiiZe. Za stafylokokovy syndrom toxického
Soku odpovid4 toxin syndromu toxického Soku TSST-I, ktery je produkovén
nékterymi kmeny S. aureus. Toto onemocnéni se projevuje vysokou hore¢kou,
hypotenzi, vyrazkou, nervovymi poruchami, multiorgdnovym selhanim a $o-
kem, s néslednym olupovanim kiZe za 1 aZ 2 tydny od zaCatku nemoci. Syn-
drom je ve 3 aZ 5 % ptipadl smrtelny. MiiZe se projevit ve dvou forméach. Prv-
ni forma se vyskytuje u Zen v souvislosti s menses, kdy ptivodcem je kmen
S. aureus, kiery je v t&chto pfipadech pfitomny ve vaginalni fléte. Idedlni pod-
minky pro propuknuti syndromu nastanou, pokud Zena pouZiva pii menstrua-
ci tampony. Druhou formou jsou pfipady, kdy je syndrom komplikaci jakého-
koli jiného stafylokokového onemocnéni.

Dalsim typem toxini jsou exfoliatiny (epidermolytické toxiny), které mo-
hou byt pi€inou vzniku stafylokokového syndromu opafené kize. Tyto toxi-
ny néleZi do rodiny serinovych protedz a zplsobuji odlou€eni horni vrstvy epi-
dermis. Vznikaji tak epidermalni trhliny, které vypliiuje tkdflova tekutina, vy-
tvafeji se puchyfe a posléze dochdzi k odlupovani povrchovych vrstev
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pokoZky. Onemocnéni zpiisobené kmeny S. aureus produkujicimi exfoliatiny
se vyskytuje mnohdy epidemicky u novorozencti v porodnicich, ale nastésti
miva obvykle mirnou formu, projevujici se pouze puchyfnatym onemocnénim.

Rezistence k antibiotikiim a vznik vysoce
virulentnich klond

Vétsina stafylokokovych druht mé ohromujici schopnosti rychle ziskat re-
zistenci k antimikrobidlnim preparatim. Druh S. aureus velmi rychle ziskal re-
zistenci proti viem tfidam pouZivanych antibiotik jednim ze dvou riznych me-
chanismf{l: mutacemi existujicich bakteridlnich gend nebo horizontdlnim pre-
nosem gentl z jinych bakterii (€hoZ nebo jiného druhu. Nekteti odbornici
vyjadfuji sou¢asnou situaci v bakteridlni rezistenci dokonce jako ,.celosvéto-
vou kalamitu* nebo jako ,krizi antibiotické rezistence™. V soucasnosti je do-
kézano, Ze S. aureus ma modularni genom. Kromé standardni sloZky genomu
obsahuje fadu variabilnich genetickych elementd, z nichZ n€které jsou mobil-
ni a mohou byt pfend3eny horizontalng, tedy ne po dédi¢né linii. Ze vSech zna-
ki rezistence, které S. aureus ziskal po zavedeni antimikrobidlni chemoterapie
stence k meticilinu (respektive v naSich podminkéch k oxacilinu), protoZe pou-
hy jediny geneticky element navozuje rezistenci k nej¢astéji pfedepisované tii-
dé B-laktamovych antibiotik, kterd zahrnuji peniciliny, cefalosporiny a karba-
penemy. Sest m&sict poté, co byl v roce 1960 uveden na trh meticilin, byly
hlageny prvni izol4ty meticilin-rezistentniho S. aureus (MRSA) v jizni Anglii.
Po nékolika mélo letech se situace ve vyskytu MRSA zacala dramaticky mé-
nit a multirezistentni MRSA se b&Zné vyskytovaly v Dénsku, Svycarsku, Ang-
lii, Francii a Australii. Nap¥. v letech 1967 a7 1971 vykazovalo v Dansku 15 %
viech izol4th kombinovanou rezistenci k meticilinu, streptomycinu, tetracyk-
linu a erytromycinu. Odhaduje se, Ze klony MRSA, které jsou zndmé v sou-
¢asné dobg, pochazeji z vice nez 20 predkd, které vznikly v nezavislych gene-
tickych udalostech po celém svét8. Geneticky element odpovédny za rezisten-
ci k meticilinu pochézi pravd&podobné od nékterého z koaguldza-negativnich
druha stafylokoki, jako jsou u hlodavci se vyskytujici Staphylococcus sciuri
nebo ptirozend rezistentni Staphylococcus haemolyticus. K bezprostfednimu
ptenosu do S. aureus viak doglo pravd&podobné b&hem antibiotické terapie
z S. epidermidis. Rezistence stafylokoku k prakticky v§em dostupnym antibio-
tikiim dnes rozsifuje spektrum nelééitelnych infekei zpasobenych bakteriemi.
V n&kterych nemocnicich statti zdpadni Evropy je 40 % aZ 60 % (v CR 5 aZ
10 %) nozokomidlnich infekci (ziskanych v nemocni€nich zafizenich) zpiso-
beno kmeny MRSA, rezistentnimi také k jinym antibiotikéim, nedaii se je era-
dikovat a piisobi tak jako velmi nebezpe¢nd hrozba. VétSina té€chto epidemif je
zplsobena malym mnoZstvim tisp&§nych, celosvétové se Sificich epidemic-
kych klon (napf. ibersky klon, brazilsky klon, taiwansky klon nebo klony UK
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EMRSA-15 a EMRSA-16). Infekce zpiisobené MRSA jsou obvykle 1éeny
vankomycinem (glykopeptidové antibiotikum), ale v roce 1997 se objevily
prvni kmeny se sniZenou citlivosti k vankomycinu (VISA), u kterych prob&h-
lo n€kolik mélo genovych mutaci. V soucasné dobé je v USA jiZ popsano né-
kolik kmenti vysoce rezistentnich k vankomycinu (VRSA), které ziskaly rezi-
stenci konjugativnim pfenosem prostfednictvim plazmidu od enterokoki. Di-
vod tohoto dramatického vyvoje spocivé v §iroké a nekontrolovatelné aplikaci
antibiotik, ve vlivu dezinfek&nich latek v prostiedi a v extenzivnim pouZivani
latek piibuznych antibiotikiim ve veterinarni oblasti jako rstovych promoto-
r pfidavanych do potravy hospodéfskych zvifat. ProtoZe vyvoj novych anti-
biotik dramaticky zaostdva, zlstava otazkou, zdali se v budoucnu podaii opét
pfedstihnout multirezistentni bakterie a z jakych zdroji budou nova 1é¢iva zis-
kana. Z uvedeného vyplyvd, Ze problém bakterialni rezistence je multifakto-
ridlni a jako takovy vyZaduje multidisciplinarni p¥istup a spolupréci odborni-
ki na viech trovnich. Re3eni problémi rezistence a patogenity je predeviim
fizce spjato s detailni analyzou struktury a funkce vnitrodruhové variabilni
sloZky genomu stafylokoka.

VéiSina dokumentovanych infekci zpiisobenych MRSA je omezena na ne-
mocni¢ni oddéleni, kde pacienti pfichazeji do styku s prostfedim nemocnice
nebo s jinymi ¢asto dlouhodobé hospitalizovanymi a imunokompromitovany-
mi pacienty kolonizovanymi MRSA. V komunitnim prostiedi (ve spolenosti)
Jjsou béZné drobné neinvazivni koZni infekce zpisobené S. aureus. Aviak v ro-
ce 1993 se objevil u pacientll v zdpadni Australii, ktefi nebyli nikdy predtim
hospitalizovéni, zcela novy kmen MRSA. Publikace této informace vedla na
fad€ mist ve sv&t€ k rozpoznani pozoruhodné evoluce novych vysoce viru-
lentnich kmeni adaptovanych pravé na komunitni prostfedi (jihozapadni paci-
ficky klon, klon USA300 nebo evropsky klon ST40). Hlavnim davodem jejich
virulence a invazivity je Pantonfiv-Valentinfiv leukocidin (PVL), dvousloZko-
vy, pory tvoiici cytotoxin (vytvafi péry v bunéné membrané nékterych leu-
kocytil, coZ vede k lyzi téchto bunék), jehoZ gen je neseny na bakteriofagovém
genomu, ktery se za€lenil do genomu hostitelské bakterie. Zvy$ené mnoZstvi
t&hto PVL-produkujicich kmeni zachycenych ve svété v komunité (prostiedi
t€locvicen, denni pedovatelska centra pro malé déti, vojensti branci, véznice,
homosexuélni spole¢nosti, bezdomovci) je spojeno se zdvaznymi nekrotizuji-
cimi koZnimi infekcemi, a navic v nékterych zemich je aZz 70 % téchto kmenti
navic rezistentnich k meticilinu (v CR cca 6 %). Nekr6zou doprovazené pneu-
monie, zejména u déti, tvoti zcela novy syndrom s mortalitou az 40 %. V ko-
munité ziskané MRSA jsou dnes jednim z nejzdvaznéjSich problémi a podle
ofekdvani si také nasly svou cestu do nemocnic, kde jiZz byly zaznamendny
drobné epidemie zplsobené t&mito kmeny.
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Analyza genomu

Vétsina genetickych studif byla provedena u S. aureus vzhledem k jeho kli-
nickému vyznamu. Pomé&mé méné poznatki je dostupnych u S. epidermidis.
V devadesatych letech 20. stoleti byl vyvinut novy geneticky modelovy
systém u nepatogenniho druhu Staphylococcus carnosus, ktery je pouZivan ja-
ko startovaci kultura v masném potravinifském primyslu. Vyzkumu genomu
S. carnosus se detailné vénuje pracovi§té prof. F. Gotze na Univerzité v Tiibin-
genu, kde byly vyvinuty také klonovaci vektorové systémy (plazmidy pro pii-
pravu rekombinantnich molekul DNA) umoZiiujici studium stafylokokovych
gend a jejich pienosy do Escherichia coli. Studie klasické bakteridlni geneti-
ky se zabyvaly u stafylokokt transformaci (pfenosy DNA do buiiky, jejiZ ge-
netickd informace se poté projevi fenotypové), transdukei (pfenosy genl pro-
stiednictvim bakteriofdgll), charakterizaci genetického zdkladu rezistence
k antibiotikim — zejména riznych typi stafylokokovych plazmidd a transpo-
zoni.

Nékolik novych experimentalnich pfistuptl, mezi nimiZ je nutno zdlraznit
pfedeviim pulzni gelovou elektroforézu pro déleni velkych molekul DNA,
umoznilo za¢atkem 80. let mapovat megabazové tseky genomu. Pfed rokem
1993, neZ byla zvefejnéna sekvence prvniho bakteridlniho genomu Haeno-
philus influenzae, bylo publikovéno vice nez 90 fyzikdlnich map riznych bak-
teridlnich genomi, jejichZ kompletni sekvence DNA je dnes jiZ u vétSiny zna-
ma. Geneticky nejlépe charakterizovanym stafylokokovym kmenem je dnes
S. aureus NCTC 8325, klinicky izolat izolovany pied vice neZ 45 lety. Fyzi-
kalni mapa genomu tohoto kmene, sestrojend prostfednictvim technik pulzni
gelové elektroforézy a Southernovy hybridizace s genoveé specifickymi sonda-
mi (kratkymi molekulami DNA zna¢enymi reportérskou znackou, umoZiiujici
lokalizaci genil), poskytla prvni informace o celkové struktufe genomu S. au-
reus. V soucasné éfe vyzkumu genomil je k dispozici kompletni anotace
13 stafylokokovych genomil, zahrnujici devét kment S. aureus, dva kmeny
S. epidermidis, jeden kmen S. saprophyticus a jeden S. haemolyticus. To Tadi
stafylokoky na pfedni misto mezi nejlépe charakterizovanymi mikroorganis-
my. Projekty sekvencovani stafylokokovych genomi poskytly obrovské
mnoZstvi dat, které vyZaduji dalsi zpracovéni s vyuZitim pfistupt funkéni ge-
nomiky a proteomiky. Znalost sekvenci DNA umoZiiuje objasnit jak vieobec-
nou metabolickou organizaci buiiky, tak vlastnosti genomu, které se vztahuji
k patogenité a virulenci. Co se tykd porozuméni patogenité, vyzkumy odhali-
ly aZ 70 novych pravdépodobnych faktordi virulence, které je nutno ovefit la-
boratornim studiem. Srovndvaci genomika pfinesla nové poznatky o schop-
nosti organismil evoluce a adaptace. Genomické, proteomické a bioinforma-
tické pristupy mohou byt vyuZity také pro vyvoj antistafylokokovych vakcin
a novych antibiotik. Bezprostfednim pfinosem projekt sekvencovani genomi
je moZnost konstrukce celé fady diagnostickych DNA-Cipli nové generace
(velké mnoZstvi specifickych kritkych oligonukieotidd DNA imobilizovanych
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na pevném podkladu pro hybridiza¢ni studie), zahrnujicich geny identifikova-
né pfi feSeni viech stafylokokovych genomovych projektd. Tyto Cipy se v bliz-
ké budoucnosti stanou zdkladem pro studium evoluce, genetické variability
a roz8ifeni variabilnich genetickych element( u klinicky vyznamnych kmend
S. aureus.

Genom S. aureus tvoi{ kruZnicovy chromozom o velikosti 2,8 a7z 2,9 mili-
onu pértl bazi. Pfedpoklada se, Ze obsahuje ptiblizn€ 2 600 aZ 2 700 otevie-
nych Ctecich rdmct (pravdépodobnych gent). Pfiblizné 78 % téchto Ctecich
rdmci kédujicich tzv. provozni geny (zajiStujici metabolizmus buiiky) plné
odpovid4 homologtim nalezenym v pfibuznych grampozitivnich kokéch s niz-
kym obsahem G+C rodu Bacillus. Vzdjemné srovnani chromozomi S. aureus
ukdzalo, Ze jsou navzajem kolinedrni a obsahuji shodné geny piitomné v kon-
zervativnim pofadi ve viech analyzovanych kmenech a kromé toho variabilni
genetické elementy pfitomné pouze u nékterych kment. Naopak 22 % geni je
kmenové specifickych a tak mohou hrat roli v adaptaci a specializaci. Ze srov-
nani podobnosti stéZejnich sekvenci genomu u riznych kmend vyplyva, Ze
v porovnani s jinymi bakteridlnimi rody je S. awreus velmi klonalni a geny
podléhaji rekombinact aZ 15x méné asto neZ mutacim. V soucasné dob€ viak
bylo dokazéno, Ze prostiednictvim konjugativniho pfenosu miZe ojedinéle do-
chazet k rozsdhlym zdménam dsekd genomu, které predstavuji aZz 20 % jeho
velikosti.

Variabilni sloZka genomu S. aureus, kterd pfedstavuje pfiblizn€ 20 aZ 25 %
jeho sekvence DNA, se sklddd z obvykle mobilnich variabilnich genetickych
elementd, které mohou byt horizontalng pfenaSeny mezi kmeny. Tyto elemen-
ty zahrnuji profidgy (DNA bakteridlnich viri za¢lenénych do stafylokokového
chromozomu), ostrovy patogenity (krat§i elementy nesouci geny koédujici
superantigeny jako enterotoxiny B a C a toxin syndromu toxického Soku
TSST-1; jsou spojeny s enterotoxikézami potravin a syndromem toxického So-
ku), chromozomové kazety (mobilni elementy, které se integruji zpravidla do
stejného mista na chromozomu pobliZ pocdtku replikace prostfednictvim péru
rekombinazovych proteini a nesou oblast gend odpovédnou za rezistenci
k meticilinu; néktefi autofi fadi tyto elementy mezi ekologické fitness-ostro-
vy), genomické ostrovy (genetické elementy podobné ostroviim patogenity,
vyskytujici se stabilné vZdy ve dvou oblastech chromozomu; mohou navozo-
vat rezistenci k antibiotikiim nebo kédovat potencidlni faktory patogenity), ge-
nomické ostriivky (variabilni genetické elementy v porovnéni s genomickymi
ostrovy mnohem mensi a obvykle obsahujici pouze jeden gen), transpozony
(malé mobilni elementy nachazejici se na riiznych mistech stafylokokového
genomuy; svou inzerci do gend nebo jejich sousedstvi mohou zplisobovat inak-
tivaci nebo modifikaci ur€itych bunénych funkcei; fada transpozont miiZe nést
geny pro rezistenci k antibiotikiim) a plazmidy (samostatné kruZnicové mole-
kuly DNA nesouci geny pro rezistenci k antibiotiktim, t€Zkym kovim nebo
antiseptikiim; mohou se také za¢lenit do chromozomu). Identifikace a podrob-
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nd charakterizace t€chto variabilnich genetickych element(i umoZiiuje 1épe po-
rozumét, jak S. aureus zplsobuje onemocnéni a jak probiha jeho evoluce.
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Srovndni sekvenci genomovych DNA &tyi kmenl Staphylococcus aureus
znézorfiuje variabilitu v pfitomnosti riznych typd genetickych elementd
odpovédnych za patogenitu a rezistenci k antibiotikiim

Molekularni diagnostika

Pravé molekularné genetické metody se béhem poslednich 15 let rozvinuly
do fady aplikaci pro identifikaci, diferenciaci a typizaci bakterii. V mnoha la-
boratofich jsou pro identifikaci sice stale vyuZivany metody zaloZené na feno-
typovych znacich jako morfologie, biochemické vlastnosti, sérologické vlast-
nosti, rezistence k antibiotikim, citlivost k bakteriofagiim nebo chemické slo-
Zeni bunék, avSak metody zaloZené na DNA jsou stile Castéji predmétem
zajmu. Cilem molekuldrni diagnostiky je jednak identifikace etiologickych
agens zpisobujicich onemocnéni, coZ ma vyznam v klinickych oborech pro
stanoveni ¢inné 1é¢by, prevence a vyhledani zdroje nebo pivodce choroby;
a jednak Gcinna typizace a diferenciace mikrobidlnich izolatd, kterd je vy-
znamné ze srovnavaciho molekularng epidemiologického hlediska (,,surveil-
lance®), pro studium evoluce, taxonomie a ekologie.

Metody pro identifikaci stafylokokt zaloZené na DNA obvykle vyuZivaji
aplikaci polymerazové fetézové reakce (PCR), pfipadné sekvencovani ampli-
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fikovanych asekit DNA. Vysledkem vétSiny molekuldrnich typiza¢nich metod
je tzv. otisk DNA (DNA-fingerprint) pfedstavovany napf. vzorem restrik¢nich
fragmentl genomové DNA, produktd PCR nebo hybridizujicich tseki geno-
mu rozdilné velikosti (plazmidového nebo chromozomalniho pivodu), ktery
je specificky pro izolaty ur¢itého klonalniho piivodu. Vysledné profily se daji
vyhodnotit vizudlné nebo pomoci matematické analyzy s pouZitim vypoCetni
techniky. Za Gelem genetické identifikace omezeného mnoZstvi kmeni jsou
dnes k dispozici vysoce a¢inné genomické strategie vyuZivajici rozsdhlé mul-
tilokusové sekvencovini, technologie DNA-Cipl a proteomické piistupy
umoZiiujici shroméaZdéni mimofddného mnoZstvi znaki. Diagnostika pfitom-
nosti bakterie ve vy$etfovaném klinickém materidlu pomoci molekuldrné bio-
logickych metod se dnes stiva nezbytnou soucésti mikrobiologickych vySet-
fovacich postupl a jeji pozitivni pfinos je ziejmy. Pro typizaci a klasifikaci
stafylokokd na zakladg jejich genetické rozmanitosti je v soucasné literatufe
dobie popséna celd fada molekularnich typiza¢nich metod a diskutovéna jejich
reprodukovatelnost, stdlost, rozliSovaci sila, vhodnost pro monitorovéani urci-
tych typl genetickych zmén a standardizace. Také n€které nové vyvinuté me-
tody molekularni diagnostiky na naSem pracovisti jsou jiZ zavdd€ny do klinic-
ké laboratorni praxe. Velmi dileZitou otazkou v8ak zfistavd klinickd interpre-
tace vysledki fady molekuldrng biologickych metod a pravé zde se jevi jako
velmi ptinosna dzké spoluprice vech zainteresovanych odbornikd, tedy mo-
lekularniho biologa, klinického mikrobiologa a oSetfujiciho 1ékafe.

Perspektivy

Mikroorganismy pfedstavuji obrovsky rezervoér genetickych zdroja, ktery
neni zejména u koaguldza-negativnich stafylokokii dostatené charakterizo-
véan. Vzhledem k moZnosti horizontdlniho mezidruhového pfenosu nékterych
genil, zejména pro faktory rezistence a virulence je nezbytné dalsi studium
evoluce genomi. Také u S. aureus ex;stUJe fada vlastnosti, jejichZ molekulér-
ni podstata dosud neni objasnéna, napf. znaky, které uruji schopnost nékte-
rych klond stat se velmi rychle celosvétové rozsifenymi. Zda se, Ze to jsou zna-
ky multifaktoridlni, protoZe tento druh je obecng rozsifeny v prostfedi v di-
sledku jeho schopnosti preZivat mimo hostitele a také protoZe jako komenzalni
bakterie kolonizuje sliznice lidského nosu. V molekuldrné biologickém vy-
zkumu stafylokoki je proto rozhodujici odhalit kliCové parametry nezbytné
pro virulenci a objasnit vznik epidemickych kloni, a to vyZaduje detailni mo-
lekularng biologické znalosti. Tento vyzkum plné vyuZiva soucasné pristupy
bioinformatiky, genomiky a proteomiky. Také techniky molekuldrni diagnosti-
ky stafylokokil jsou nezbytné pro jejich uéinnou charakterizaci a identifikaci
a neustile se rozvijeji. Pfedpokladem schopnosti G¢inné diagnostikovat ne-
bezpetné klony multirezistentnich stafylokoki je znalost variabilni slozky je-
jich genomu, kterd mé podstatny podil na jejich patooemte PrestoZe jiZ byla
dokonéena cel4 fada projekti stafylokokovych genomil, bude nutné identifi-
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Polyvalentni stafylokokovy bakteriofdg
je schopen Géinné lyzovat
aZ 95 % kmend S. aureus

kovat a charaklerizovat dalSi vari-
abiln{ genetické elementy a studo-
vat mechanismy horizontélniho
pfenosu genil virulence a faktord
ovliviiyjicich regulaci jejich ex-
prese.

V soucasné dobé se vyzkumem
stafylokokdl na Prirodovédecké
fakult€ Masarykovy univerzity Gs-
p&sné zabyvd pracovi§t¢ Labora-
tofe molekularni diagnostiky mik-
roorganismit vedené profesorem
J. Dogkaiem, jehoZ védecko-peda-
gogicky kolektiv tvori dile doc.
R. Pantli¢ek a doc. V. RiZickova.
Laboratof Gizce spolupracuje s fa-
dou tuzemskych a zahrani¢nich
pracovi8t. Jeji vyzkumna prace je

vénovéna vyvoji novych diagnostickych metod pro molekuldrni epidemiologii
a taxonomii, molekuldrni analyze genetickych determinant virulence, moleku-
larni a genetické analyze stafylokokovych virl (bakteriofdgi) a jejich vlivu na
patogenitu a evoluci stafylokokill. Navazujici problematika fesi vztah mezi po-
lyvalentnimi bakteriofdgy vyznaCujicimi se Sirokym rozmezim hostiteldl
a kmeny rodu Staphylococcus. Cilem je vyuZiti bakteriofdgl v diagnostice pa-
togennich druht stafylokokd a pfi 1é¢bé stafylokokovych infekei.
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