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ANOTACE

Tato bakaldiska prace zahrnuje ve své prvni ¢asti charakteristiky dobfe znamé patogenni
bakterie Staphylococcus aureus. Dale se zabyva toxiny, které stoji za patogenitou uvedené
bakterie a jsou pii¢inou mnoha infek¢nich onemocnéni. Text prace je zaméfen na metody

detekce téchto nebezpecnych toxinti.
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TITLE

Methods for detection toxins producing by bacteria Staphylococcus aureus

ANNOTATION

The first part of this thesis includes characteristics of well-known pathogen
Staphylococcus aureus. Following part is about toxins, which is the main reason of pathogenity
and it causes lot of illnesses. The text is focused on methods of detection those dangerous toxins.
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0 UVOD

Mikroorganismy jsou nejpocetnéjSimi organismy na Zemi. Na nasi cesté zivotem nas
provazeji ihned od zrozeni az do uplného konce. Nepiedstavitelné mnozstvi téchto bunck
osidluje nase télo, ale upln€ nejvice se jich nachazi ve stfevech, kde jsou vSak nezbytnou
soucasti nasi pfirozené mikroflory a hraji nezastupitelnou roli pii traveni potravy. Nékdy se
vSak tato symbidza miize narusit, a i pivodné prospesné bakterie mohou zacit ¢lovéku skodit.

Zastupci rodu Staphylococcus patii mezi nejrozsifenéjs$i, nejobavanéjsi a také
Staphylococcus aureus, ktery osidluje kuzi a také respiraéni trakt, pficemz u nékterych jedinci
nemusi vyvolavat zadné projevy, ¢i problémy. V nékterych piipadech mohou infekce nabyvat
rozmé&rd od mirnych infekci kiize az po t€zké nekrotizujici pneumonie a Zivot ohrozujici sepse.
rezistence na Siroké spektrum antimikrobialnich latek mezi nimiz je u S. aureus nejcastéjsi
methicilinova rezistence. Infek¢éni schopnost S. aureus a jeji nasledky jsou spojeny s vyskytem
faktorti virulence mezi nimiZz maji velky vliv toxiny produkované touto bakterii. Toxiniim je
pfi¢itdno, Ze zpisobuji né€kterd onemocnéni jako je syndrom toxického Soku nebo hluboké
infekce mezi nimiZ jsou i nekrotizujici pneumonie.

Tato bakalafska prace se zaméfuje na rod Staphylococcus a jeho vyznamny druh
Staphylococcus aureus, popisuje faktory virulence zahrnujici toxiny a jimi zpusobena
onemocnéni. Hlavni podstatou prace jsou metody vénujici se detekci toxinli tohoto obavaného
patogenu. Pro stanoveni je v soucasné dob¢ na vybér mnozstvi technologii a metod, jimiz je
mozné proveést identifikaci jednotlivych toxinti. Metody jsou zaloZzeny pfedevSim na principech

imunologickych, fyzikalné-chemickych a molekularné-biologickych.
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1  Staphylococcus aureus

Alexander Ogston v roce 1880 jako prvni pozoroval bakterii S. aureus v mikroskopickém
preparatu, ktery byl zhotoven z hnisu otevieného poranéni (Lowy, 1998). O Ctyii roky pozdéji
v roce 1884 byla bakterie S. aureus pojmenovana Antonem Rosenbachem, némeckym
chirurgem. Rosenbach izoloval dva kmeny stafylokok a to S. aureus a S. epidermidis, nasledné
je urc¢il na zékladé¢ pigmentu kolonii (Rosenbach, 1884). V této dob& byla vétSina infekei
zpusobenych bakterii S. aureus smrtelna a pii vzniku bakteremie se jednalo o umrtnost az 82 %
(Skinner a kol., 1941). Tato mira umrtnosti se zna¢n¢ snizila po zavedeni penicilinu do klinické
praxe (Ladhani, 2005).

Na pocatku ctyticatych let se vSak objevily prvni kmeny S. aureus rezistentni na penicillin
a do deseti let bylo témét 25 % kmend, rezistentnich na toto antibiotikum
(Rammelkamp a kol., 1942). S. aureus je rezistentni na penicilin, diky plazmidu, ktery koduje
schopnost tvofit penicilindzu, tedy beta-laktamazu specificky $tépici molekulu penicilinu
(Votava a kol., 2003). Na piekonani problému rezistence byly v Sedesatych letech vyvinuta
antibiotika methicilin a oxacilin, avSak pouhy jeden rok stacil ke znovuobjeveni rezistentnich
kment, které zacaly byt oznacovany jako MRSA (Jevons, 1961).

Dnes jsou mezi hospitalizovanymi pacienty, nejcastéji nachylnymi k ziskéni téchto
infekei, hlavné jedinci s oslabenym imunitnim systémem a také se v nékterych piipadech
muzeme setkat s ndkazou po pouZziti kontaminovanych zatfizeni, jako jsou ventilatory nebo
katétry (Chatterjee a kol., 2013).

Druh Staphylococcus aureus zahrnuje dva poddruhy, a to Staphylococcus aureus subsp.
aureus a Staphylococcus aureus subsp. anaerobius. Druhy poddruh je anaerobni na rozdil od
veétsiny fakultativné anaerobnich druhii tohoto rodu. S. aureus subsp. anaerobius se u ¢lovéka
vyskytuje zfidka a nejc€astéji zpusobuje chronické onemocnéni koz a ovci, které se projevuje
tvorbou nekrotickych 1ézi na povrchu uzlin (De la Fuente a kol., 2011). Tento text se bude tykat
pouze poddruhu S. aureus subsp. aureus o kterém budeme hovofit jako o S. aureus.

Staphylococcus aureus je nebezpecny patogen, ktery zpusobuje fadu rlznych
onemocnéni. Nejvice frekventované jsou kozni infekce a infekce respira¢niho traktu. Kozni

infekce jsou nejcastéji ziskané v komunité, zatimco infekce respiracniho ustroji maji prevazné
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nosokomialni puvod. Staphylococcus aureus je mezi patogeny pfenaSenymi nosokomialni
cestou spojovan s nejveétsi morbiditou a mortalitou (Francis a kol., 2005). Priblizné u tfetiny
lidi zije S. aureus na ktzi nebo sliznicich a nevyvolava zadné potize. Jakmile se vSak projevi
porucha odolnosti nebo dojde k oslabeni imunity jedince, mtize dochazet k priniku do tkani
a vyvolani onemocnéni sahajiciho od banalnich koznich infekci az po zivot ohrozujici zanéty

a smrtelné sepse (Votava a kol., 2003).

1.1 Charakteristika a kultivace

Obrazek 2). Tyto koky se vyskytuji obvykle v hroznovitych tutvarech a jsou to
mikroorganismy nesporulujici (Obrazek 1). Rostou na riznych typech agarti optimalné po dobu
24 hodin pti 37 °C. Mohou vsak rust v rozmezi od 7 °C do 48,5 °C (Schmitt a kol.,1990).
Jednotlivé kolonie jsou kulovité a maji v priméru asi
2-3 mm, zaroveil maji hladky vzhled a leskly povrch. Kolonie se jevi jako neprihledné a nékteré
maji charakteristicky zlato-Zlutou barvu (Greenwood a kol., 2012). Rozsah pH, ktery je mozny
pro pieziti bakterii se pohybuje mezi 4,5 az 9,3 a optimalné mezi 7 az 7,5 (Labbé a kol., 2013).
S. aureus je relativné podobny ostatnim méné virulentnim stafylokokiim a vzhledem k této
podobnosti se rozliSuje pomoci diagnostickych testll. Jednim z charakteristickych znak, ktery
tento patogen vykazuje je beta-hemolyza na krevnim agaru (Wilkinson, 1997).

Staphylococcus aureus ma respiratni metabolismus a roste nejlépe za aerobnich
podminek. Mize vSak vyuZivat také fermentacni metabolismus, coZ zplsobuje jeho
fakultativné anaerobni chovani. Je také kataldza pozitivni a vyuziva Sirokou Skélu sacharida
(Labbé a kol., 2013).

Mezi hlavni rozliSovaci znaky bakterie S. aureus patii produkce extracelularnich enzymu,
dale koagulazy, ktera pfeménuje plazmaticky fibrinogen na nerozpustny fibrin, coz je
podporovano aktivatorem v plazmé. Termostabilni nukledza a vazana koagulaza patii mezi
dalsi znaky S. aureus. Dnes je jiz k dispozici fada komeréné¢ dodévanych systému, které

umoziuji identifikaci velkého poc¢tu druhit mikroorganismti (Greenwood a kol., 2012).
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Obrazek 2 - Staphylococcus aureus pri zvetseni 10 000% elektronovym mikroskopem (Www.britannica.com)
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1.2 Antigenni stavba

Kostrou bunééné stény stafylokok je peptidoglykan, ktery ma dilezitou roli v patogenezi
onemocnéni a je také zadkladni komponentou bunééné stény vSech grampozitivnich bakterii
(Horacek a kol., 2000). Peptidoglykan je hlavni slozkou stafylokokové bunécné stény (50 %)
asklada se ze dvou stfidajicich se polysacharidovych podjednotek N-acetylglukosaminu
a kyseliny N-acetylmuramové s 3-1,4-glykosidickymi vazbami (Lowy, 1998). Dale je tato
sténa kromé peptidoglykanu tvofena kyselinou teichoovou a proteinem A. Stafylokokovy
peptidoglykan (murein) podnécuje uvoliiovani cytokini z makrofagi, aktivaci komplementu
a shlukovani krevnich desticek (Votava a kol., 2003). Kyselina teichoova navozuje tvorbu
protilatek a protein A je schopny se vazat na Fc fragment IgG (Horacek a kol., 2000). Spole¢né
tyto dvé komponenty bunécné stény piedstavuji 90 % hmotnosti bunék (Harris, 2002).

V bunécné sténé také dale nalezneme adheziny, které zodpovidaji za adhezi stafylokokli
na mezibunééné nebo bunééné struktury hostitele jako fibronektin, kolagen, fibrinogen, aj.
(Horacek a kol., 2000) nebo k povrchu hostitelskych bun¢k. Adheziny predstavuji iniciaéni
faktory virulence, které se uplatiuji pii priniku stafylokokt do porusené tkané a dalsi invazi

do okoli (Bednaf a kol., 1996).

1.3 Genom

Genom S. aureus se sklada z jednoho kruZnicového chromozomu o velikosti zhruba 2,8
Mbp a z variabilnich genetickych elementll, mezi které patii profagy, plazmidy, transpozony
a dalsi (Baba a kol., 2008).

Pro S. aureus je typické, ze pfenos genti mezi kmeny se déje pomoci transdukce
a uplatiuji se zde temperované bakteriofagy. Tento proces probiha také pii pfenosu geni
rezistence na antibiotika, které jsou umistény na plazmidech (Votava a kol., 2003).

Za poslednich deset let se zvysily poznatky o populaci S. aureus a jejich vyvoji kvili
technologickému pokroku, a to zejména diky celogenomovému sekvenovani, molekularni
typizaci a srovnavaci genomové hybridizaci.

Mobilni genetické elementy jsou casti DNA, které koduji faktory v genomu a ty jim

umoziuji se piemistovat vramci genomu nebo mezi jednotlivymi genomy. Hlavnimi
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mobilnimi genetickymi elementy u S. aureus jsou bakteriofagy, ostrovy patogenity, plazmidy,
transpozomy a stafylokokové chromozomové kazety. VéEtsina téchto elementi Casto podléha
horizontalnimu pienosu a rekombinaci (Lindsay a kol., 2010).

Bakteriofagy jsou schopny kodovat toxiny jako jsou enterotoxin A, Pantontv-Valentiniiv
leukocidin a dalsi. Ostrovy patogenity jsou schopny koédovat toxin zpisobujici syndrom
toxického Soku a geny superantigenu. Velké plazmidy mohou nést kombinaci genti rezistence
véetné penicilinazy, té¢zkych kovii a aminoglykosidii. Mnoho kment S. aureus nese jeden nebo

vice plazmidi (Lindsay a kol., 2010).

1.4 Patogenita

Staphylococcus aureus je jednim znebezpeénych nozokomialnich patogend, které
zpusobuji pooperacni infekce a zdvaznd onemocnéni jako je absces, endokarditida a toxické
syndromy u lidi i zvifat. Pro udrZeni kontroly nad timto patogenem se jiz po n¢€kolik let Siroce
vyuzivaji antibiotika, ale zaroven se také objevuji kmeny rezistentni vii¢i antibiotikiim jako je
methicillin rezistentni S. aureus (Chang a kol., 2013).

S. aureus se vyskytuje v dutin€ nosni asi u 30 % zdravé populace lidi a miZzeme ho nalézt
také na kuzi. Infekci zpisobuje nejcastéji v mistech snizené odolnosti hostitele, jako je
poskozena kiize a sliznice (Greenwood a kol., 2012). Jakmile S. aureus ulpi na hostitelskych
tkanich mtze rast, pretrvavat a vyhybat se imunitnimu systému riiznymi zptsoby. Jednim ze
zpiisobll je tvorba biofilmu na hostitelskych povrsich, které této bakterii umoZznuji prekonavat
obranné reakce hostitele 1 U€inek nékterych antimikrobidlnich latek. Schopnost tvofit a
vyskytovat se v biofilmech je jednim z divodd pro¢ lze nékteré infekce vymytit jen velice
obtizné. S. aureus muze také prezivat Vv epitelidlnich bunkach in vitro, aby unikl obrané
hostitele. Déle je schopen tvofit malé kolonidlni varianty, které mohou ptispivat k opakujici se
nebo setrvavajici infekei (Gordon, 2008).

Béhem mnozeni bakterii pii infekci S. aureus produkuje mnozstvi toxint
napt. hemolytické toxiny, leukocidin, toxin syndromu toxického Soku aj. S. aureus mize
vyvolat septicky Sok, k ¢emuz dojde aktivaci a interakci imunitniho systému hostitele

s koagulacnimi cestami. Kromé septického Soku jsou nekteré kmeny tohoto stafylokoka
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schopny produkovat superantigeny, coz vede k riznym toxickym otravam, jako je alimentarni
otrava a syndrom toxického Soku. Né&které kmeny produkuji také epidermolyziny nebo
exfoliativni toxiny, které mohou vést k syndromu opafené kiize nebo buléznimu impetigu

(Obrazek 3, 4) (Gordon, 2008).

Obrdzek 3 - Syndrom oparené kiize u dvouletého Obrazek 4 - Syndrom oparené kiiZe stejného ditéte po
ditéte (Ladhani, 2001) T-denni terapii antibiotiky (Ladhani, 2001)

1.5 Laboratorni identifikace

Mikroskopické urcovani morfologie umozni rozlisit bacily, streptokoky a kvasinky od
stafylokokd, které tvofi nepravidelné shluky kokt ¢i hroznovité utvary. Dale miiZe byt pouZit
test na katalazu, ktery je pozitivni (Labbé a kol., 2013).

Pro identifikaci S. aureus mize byt pouzito mnoho raznych testt, vcetné testu produkce
proteinu A, tepelné stabilni nukleazy a vazané koagulazy, dale byly pro identifikaci vyvinuty i
molekularni metody. Kontrola kvality testi by méla byt provadéna s vyuzitim pozitivnich
a negativnich kontrolnich kment ¢i komerénich systémt (Brown a kol., 2005).

Standardnimi metodami se testuje antimikrobidlni citlivost pomoci cefoxitinu pro
potvrzeni kmenit MRSA. Komeréné dostupné molekuldrni metody vyuZzivaji polymerdzovou
fetézovou reakci, ktera ma schopnost zkratit dobu identifikace kmentt MRSA ze 42 hodin na

vvvvvv

metody detekujici protein 2a vazajici penicilin nebo metody polymerazové fetézové reakce
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detekujici gen mecA mohou byt pouzity pro potvrzeni nejednoznaénych vysledkli (Brown
a kol., 2005).

Staphylococcus aures se laboratorné odlisuje od ostatnich druht stafylokokti predev§im
jejich sledovanim na zivnych ptdach, kde se vyuziva kombinace hodnoceni morfologie kolonii
a produkovaného pigmentu. Sledujeme také zda produkuje koagulazu, termonukleazu, beta-
galaktosidazu, fosfatazu a alfa-toxin. S. aureus $t€pi mannitol, maltozu, xylozu, trehalosu,
sachar6zu a je rezistentni na novobiocin.

Zivna pada pouzivana pro identifikaci tohoto druhu je napiiklad Baird-Parker agar
(Obrazek 5), chromogenni médium ¢i krevni agar (Obrazek 6) (Labbé a kol., 2013).

Obrazek 5 - Staphylococcus aureus na Obrdzek 6 - Staphylococcus aureus na krevnim agaru
Baird-Parker agaru (www.fishersci.ca) (www.tcd.ie)
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2 Faktory virulence

Pozoruhodnym rysem u stafylokoki je, ze jeden faktor virulence mize mit v patogenezi
nekolik funkci a vice faktorii virulence mize zastavat stejnou funkci (Gordon, 2008). Bunky
S. aureus jsou vybaveny tzv. faktory virulence, které mohou byt povrchové a extracelularni,
z nichz nékteré piispivaji ke schopnosti mikroorganismu piekonat obranyschopnost jedince,
napadnout a kolonizovat tkan¢. Prestoze role jednotlivych faktorti virulence neni zcela
pochopena individualné je velmi pravdépodobné, Ze jsou odpovédné za vznik infekce.

(Greenwood, 2012).

2.1 Povrchové faktory virulence

Mezi povrchové faktory virulence se fadi peptidoglykan, protein A a tvorba pouzdra.
Do povrchovych antigenli fadime také véazanou koagulazu, kterd je pfitomna na vnéjSim
povrchu buniky vétsiny kmeni S. aureus a vaze se na fibrinogen, ktery nasledné pietvari na
fibrin (Horacek a kol., 2000). Dalsi povrchové proteiny se vazou napf. na kolagen, elastin nebo
fibronektin a diky témto povrchovym faktorim mize stafylokok adherovat na hostitelskou tkan
(Votava a kol., 2003).

2.2 Extracelularni faktory virulence

Témet vSechny kmeny S. aureus vylucuji skupiny extracelularnich faktor jako jsou
enzymy (exoproteiny) a toxiny (exotoxiny). Mezi enzymy patii nukleazy, proteazy, lipazy,
hyaluronidazy a kolagenazy. Jejich schopnost produkovat beta-laktamazy (penicilinazy)

poskytuje stafylokoklim ochranu proti antimikrobidlnim 1é¢ivim.

20



Mezi toxiny fadime alfa-toxin, beta-toxin, gama-toxin, a Pantontv-Valentiniv
leukocidin (Miljkovic-Selimovic a kol., 2015). Dale mezi typické toxiny zptsobujici infekéni
onemocnéni patii TSST-1, coz je toxin syndromu toxického Soku, enterotoxiny a exfoliativni
toxiny (Obrazek 7) (Bukowski a kol., 2010). Stafylokové enterotoxiny (SE) zahrnuji podtiidy
A, B, C, D, E, G aH (Dinges a kol., 2000) a u exfoliativnich enzymi (ET) existuji dva rizné
sérotypy ovliviiujici ¢lovéka (A a B). ETA se vyskytuje ¢astéji u kmeni izolovanych v Evropg,

Africe a Severni Americe asi z 80 %, zatimco v Japonsku je béznéjsi ETB (Ladhami, 2001).

A Surface proteins
(exponential-growth phase)

Secreted proteins
(stationary phase)

Clumping factor

Coagulase Enterotoxin B
Protein A ‘ TSSTA
E.last.in- Peptidoglycan Capsule
binding : : f
il 7 Ribitol
) | teichoic  #
Collagen- 4 acid
Bnel T B-Lactamase
o [REIRNEE (Y|P YT
Cross-linking
Fibronectin-
binding
protein : F

Cell-wall- Repeats Ligand-binding
anchoring domain
domain

Obrazek T - Buitka Staphylococcus aureus — faktory virulence a slozky bunécné stény (Gordon a kol., 2008)
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2.2.1 Enzymy

Kenzymim S. aureus mizeme ftadit kataldzu, koaguldzu, hyaluroniddzu, nukleazu,
lipazu, fibrinolyzin a penicilinazu (Votava a kol., 2003). Katalaza inaktivuje toxicky peroxid
vodiku a volné radikaly. Katalazu Ize povazovat za faktor virulence, nebot’ jeho aktivita
Vv bakteridlnich buiikach chrani fagocytujici mikroby pfed ucinky peroxidu vodiku, ktery je
produkovany fagocytovanymi bunikami (Miljkovi¢-Selimovi¢ a kol., 2015).

S. aureus produkuje dva typy koagulazy, stafylokoagulazu a von Willebrandiiv faktor,
které ptispivaji ke tvorbé krevnich srazenin. Vznik sraZeniny probiha tak, Ze se
Stafylokoaguldza navaze na protrombin a vznikne komplex zvany stafylothrombin, ten poté
katalyzuje proces konverze fibrinogenu na fibrin. Timto zptsobem dochazi ke vzniku
fibrinovych srazenin na povrchu bunék S. aureus, coz inhibuje fagocytoézu a zpiisobuje tvorbu
abscesti (Otto, 2014). Fibrinolyzin je enzym, ktery §tépi fibrin a tim usnadiiuje Sifeni infekce
do okolni tkang (Otto, 2014).

Hyaluronidaza je bakterialni enzym, ktery stépi B-1,4-glykosidickou vazbu kyseliny
hyaluronové. U tfady gram-pozitivnich organismti bylo prokazano, ze hyaluronidazy jsou
zakladnimi faktory virulence, protoZe jsou schopny Sifit buniky a faktory virulence
prostiednictvim tkané. Kyselina hyaluronova se vylucuje z plazmatické membrany savcich
bun¢k a je hojna v kizi, kosterni tkani, pupecni $nife v plicich atd. Mnoho z téchto tkani
s vysokymi koncentracemi kyseliny hyaluronové muize byt ¢asto infikovano bakterii S. aureus.
(Ibberson, 2014).

Beta-laktamaza nebo také penicilindza je enzym inaktivujici peniciliny a cefalosporiny
otevienim beta-laktamového kruhu. Beta-laktamazy mohou byt distribuovany Gram-
pozitivnimi i Gram-negativnimi bakteriemi (Novick a kol., 1979).

S. aureus produkuje také nukledzy a lipazy jejichz funkce v patogenezi neni zcela
pochopena. Jednou z moznosti je, ze nukledzy mohou snizit antibakterialni aktivitu
neutrofilnich extracelularnich pasti, které se sklddaji z DNA uvolnéné z neutrofill, které

podlehly lyze (Otto, 2014).
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3 Toxiny bakterie Staphylococcus aureus

Toxiny S. aureus muzeme rozdélit do 3 hlavnich skupin — toxiny tvofici pory (PFT),
exfoliativni toxiny (ET) a superantigeny (SAgs). Toxiny tvofici péry mohou byt dale rozdéleny
na dalsi ¢tyfi typy — alfa-toxin, beta-toxin, leukocidin a moduliny rozpustné ve fenolu (Oliveira
a kol., 2018). Toxiny poskozujici membranu zplsobuji tvorbu poéri v membrang, coz vede
k odvodu dulezitych molekul a metaboliti. Tyto enzymy jsou tzv. cytolytické. Cytolytické
toxiny jsou neslavné proslulé svou schopnosti lyzovat ¢ervené ¢i bilé krvinky. Toxiny, které
lyzuji Cervené krvinky se nazyvaji hemolyziny, a ty které¢ se zaméfuji na bilé krvinky zase
leukotoxiny. Pro lytickou funkci vyzaduje S. aureus interakci s néjakym receptorem (Otto,
2014).

3.1 Toxiny tvorici pory

3.1.1 Alfa-toxin (Alfa-hemolyzin)

Toxin poskozujici membranu jako je alfa-toxin se vaze na specifické receptory na kterych
dochazi k tvorbé poru (Otto, 2014). Alfa-toxin vytvaii takzvany beta-barel, ktery se sklada
z beta-listi (Obrazek 80brazek 9). Je pravdépodobné nejznaméjsim toxinem S. aureus a sklada
se z 293 aminokyselin. Alfa-toxin je polypeptid ktery je vylucovany asi 95 % klinickych kment
S. aureus. Zminovany toxin se béhem patogeneze onemocnéni vaze na sviij specificky receptor
ADAMI10, ktery se nachazi na membran¢ hostitelske buiiky. Toxin sdm o sob& neni povazovan
za toxicky, ale vazba na tento receptor ho ¢ini nebezpe¢nym. Po vazbé na transmembranovy
protein ADAMI10 se toxin oligomerizuje na heptamer na plazmatické membrané a vytvaii se
por. Na konci procesu dochéazi k tvorbé transmembranového kanalu (Oliveira a kol., 2018).
Objev tohoto specifického receptoru byl jednim z kliCovych objevl pfi pochopeni role alfa-
toxinu (Berube, 2013).

Toxické ucinky alfa-toxinu jsou zpisobeny nejen usmrcenim citlivych mist, ale také
pfitomnosti sekundarnich bunéénych reakei, které mohou byt spoustény diky ptisunu

vapenatych iontl prostfednictvim porti. Sekundarni bunécné reakce zahrnuji stimulaci tvorby
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kyseliny arachidonové, spusténi exocytozy granul a také kontraktilni dysfunkce. Tyto procesy

zpusobuji t€zké dlouhodobé poruchy jako je napt. rozvoj plicniho edému (Bhakdi a kol., 1991).

Obrazek 9 - Stafylokokovy alfa-toxin —pohled zboku (www.ebi.ac.uk)
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3.1.2 Beta-toxin (Sfingomyelinaza C)

Beta-toxin je neutralni sfingomyelinaza a jeho ¢innost je zavisla na teploté (Miljkovic-
Selimovic a kol.,2015). Beta-toxin byl poprvé identifikovan v roce 1935 firmou Glenny a
Stevens, ta také prokazala, ze je vysoce hemolyticky pro ov¢i erytrocyty, ale nikoliv pro kralici.
Zjistili také, ze hemolytickd aktivita tohoto toxinu je podpofena zménou kultivacni teploty z
teploty pod 10 °C zvySenim na 37 °C, coz také vedlo k tomu, Ze je nazyvany jako ,,hot-cold*
hemolysin (Dinges a kol., 2000).

Sfingomyelinazy jsou fosforové diesterové hydrolazy, které §tépi sfingomyeliny, coZ je
nejhojnéjsi sfingolipid v eukaryotické membrané. Tento toxin je hojn€ produkovan v kmenech
S. aureus izolovanych z bovinni mastitidy a chronickych infekei lidské kuze
(Oliveiraakol., 2018). Erytrocyty maji rozdilnou citlivost na beta-toxin, to muze byt
zpusobeno jejich rozdilnym obsahem sfingomyelinu.

V diagnostické mikrobiologii se pro prukaz beta-toxinu pouziva CAMP test (Obrazek
10), ktery se provadi napt. kapanim cCistého beta-toxinu na pidu pro streptokoky skupiny B,
u kterych se predpoklada zvysena hemolyticka aktivita na agaru a inkubuje se pti 35 °C po dobu
30 minut az nékolika hodin. V alternativnim ptipadé€ jsou streptokoky skupiny B nandsSeny
kolmo na naoc¢kovanou zonu bakterie S. aureus, tak, aby se této zony nedotykaly. Mezi obéma

organismy je pozorovana oblast zvySené hemolytické aktivity (Dinges a kol., 2000).

Obrdazek 10 - CAMP test — svisle naockovand kultura S. aureus a kolmo
na ni zprava - kultura Str. agalactiae a zleva — Str. Pyogenes
(microbeonline.com)
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3.1.3 Leukotoxiny

Leukotoxiny tvotici pory se skladaji ze dvou proteinovych slozek, které¢ dohromady tvofi
pory beta-barelu. Dosud byly izolovany ¢tyii dvouslozkové leukotoxiny z kment S. aureus
spojeného s lidskymi infekcemi. Tyto leukotoxiny jsou Pantontv-Valentinuv leukocidin,
gama-toxin, leukotoxin ED a leukotoxin AB/GH. Toxiny tvofici pory se skladaji ze dvou
riznych proteinovych slozek oznacovanych jako ,,S“a ,F* (Oliveira a kol., 2018). PVL
leukocidin se sklada z proteinti LukS-PV a LukF-PV a gama-toxin z proteini HigA, HlgB a
HIgC. Vsechny tyto toxiny potiebuji pro svou cytolytickou aktivitu interakci s receptorem
(Otto, 2014).

Pantonuv-Valentinuv leukocidin

Pantoniv-Valentiniv leukocidin je cytotoxin, ktery zplsobuje destrukci erytrocytl
anekrozu tkani. Je tvofen méné nez 5 % kmenta S. aureus (Lina a kol., 1999). Dale PVL
ovlivituje leukocyty, je spojovan s furunkly a koznimi abscesy (Oliveira a kol., 2018). Pomoci
polymerazové fetézove reakce byly geny PVL detekovany u 85 % kment spojenych s té¢Zkou
nekrotickou hemoragickou pneumonii a u 95 % kmenl zplsobujicich furunkly
(Lina a kol., 1999). Tento leukocidin je také silné asociovan s komunitnimi kmeny MRSA
(Oliveira a kol., 2018).

Gama-toxin

Gama-toxin nelze identifikovat na krevnich agarech kvili inhibi¢nimu uéinku agaru na
aktivitu tohoto toxinu (Dinges a kol., 2000). Gama-toxin mtize obsahovat proteiny HIgAB,
HIgCB a HIgACB sruznymi kombinacemi podjednotek. HigAB a HIgCB sdileji stejnou
podjednotku ,,F“ (HlgB), ale 1isi se ve slozeni ,,S* podjednotky (HIgA nebo HIgC). HIgA
a HlgC vykazuji lytickou aktivitu pouze v kombinaci s HIgB. HIGAB vykazuje cytolytickou
aktivitu vic¢i lidskym a krali¢im leukocytim a je U¢inny také pii lyze lidskych Cervenych
krvinek. HIgCB mé4 omezenou aktivitu viéi ¢ervenym krvinkam. Uloha HIgACB ve virulenci

S. aureus neni pfili§ znama (Oliveira a kol., 2018).
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Leukotoxin ED

LUKED byl objeven ptivodné pied vice nez deseti lety. Byla prokdzana jeho cytolyticka
aktivita vii¢i krali¢im, krevnim buiikdm a leukocytim. Studie dokladaji, Ze tento toxin je jediny,
ktery dokaze s velkou ucinnosti zabijet fagocyty mysi. Geny LukED byly izolovany také
u kmenti MRSA (Oliveira a kol., 2018).

Leukotoxin AB
LukAB jinak znamy také jako LukGH je nejnovéjSim toxinem objevenym ve skupiné
leukotoxind a jeho tloha béhem infekce in vivo zlstava nejasna. Je jedinym leukotoxinem
0 kterém je zndmo, ze hraje roli pfi preziti S. aureus nebot se podili na uniku z fagocytii
a neutrofilti. Studie leukotoxinu in vitro fikaji, Ze LukAB cili na monocyty, dendritické bunky

a leukocyty a ma schopnost spolupracovat s PVL leukocidinem (Oliveira a kol., 2018).

3.1.4 Moduliny rozpustné ve fenolu

Moduliny rozpustné ve fenolu (PSM) jsou skupina toxind, ktera byla roku 1999 objevena
ve filtratu kultury Staphylococcus epidermidis a z tohoto filtratu byla izolovana extrakci
identifikovany tfi peptidy (o, p a y) a popsany jako tzv. ,moduliny rozpustné ve fenolu*
(Peschel a kol., 2013). S. aureus produkuje velké mnozstvi silné cytolytickych modulind,
zejména Ctyfi PSMa peptidy — PSMal, PSMa2, PSMa3 a PSMo4, z nichz PSMa3 patii mezi
nejaktivngjsi. (Otto, 2014).

Moduliny rozpustné ve fenolu maji mnohocetné role v patogenezi S. aureus, zptsobuji
lyzu Cervenych a bilych krvinek, stimuluji zanétlivé reakce a piispivaji k tvorb¢ biofilmu a tim
I Sifeni infekci (Peschel a kol., 2013). PSMa. peptidy S. aureus byly identifikovany jako toxiny,
které ptispivaji k 1yze neutrofilii, poté co je neutrofily pohlti, coz je mechanismus nesmirné
dalezity pro vysokou toxicitu agresivnich kment S. aureus. K aktivaci neutrofili dochézi diky
interakci modulinti rozpustnych ve fenolu a receptoru PFR2. Interakci s timto receptorem

zaroven vyvolavaji PSM zanétlivé reakce (Otto, 2014).
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V roce 2007 bylo zjisténo, ze znamy delta-toxin patii do skupiny modulinti rozpustnych
ve fenolu (Otto, 2014). Zminény toxin je schopen lyzovat erytrocyty a dalsi sav¢i bunky, dale
také subcelularni struktury jako jsou sféroplasty a protoplasty. Byla také pozorovéana
dermonekroticka aktivita a letalita u pokusnych zvitat pfi pouziti ve vysokych koncentracich.
Zustava vsak také moznost, Ze tyto zmény jsou zptsobeny kontaminaci malym mnozstvim alfa-

toxinu. Pfitomnost fosfolipidi inhibuje aktivitu delta-toxinu (Dinges a kol., 2000).

3.2 Exfoliativni toxiny

Exfoliativni toxiny jinak zndmé také jako epidermolytické toxiny, jsou extrémné
specifické serinové protedzy, které vyluCuje S. aureus. Tyto protedzy rozpoznavaji
a hydrolyzuji kadheriny v povrchovych vrstvach kiize (Oliveira a kol., 2018). Dosavadni zndmé
exfoliativni toxiny (ET) jsou A, B, C, D. ETA a ETB nejvice ovliviiuji poSkozeni lidské kuze,
zatimco ETC byl izolovan pouze z infekce u koné a u ¢lovéka prokazan nebyl. ETD byl poprvé
identifikovan v roce 2002 u klinického kmene S. aureus. Tyto toxiny jsou produkovany asi 5 %
kment S. aureus. Vyskyt ETA nejvice pievazuje u kmenti S. aureus v Evropé a Africe, zatimco
ETB je casté&jsi v Japonsku (Oliveira a kol., 2018).

Exfoliatini toxiny jsou zodpovédné za stafylokokovy syndrom opatené kiize, ktery
postihuje zejména kojence a malé déti. Prvni popis syndromu pochazi zroku 1878 od
némeckého 1ékafe, ktery pozoroval stav malych déti v azylovém domé v Ceskoslovensku.
Trvalo téméf dalSich sto let, néz byly objeveny a popsany toxiny zpusobujici tento syndrom
(Ladhani, 2003). Syndrom opafené kuze, téz znamy jako Ritterova choroba se navenek
projevuje exfoliaci kiize. Mezi dal§i symptomy miiZe patfit horecka, malatnost a letargie. Po
téchto ptiznacich nasleduje tvorba velkych, kiehkych puchyit naplnénych tekutinou. Puchyie
prasknou mechanickym ptsobenim, pficemz postizené ¢asti téla ztistanou bez ochranné vrstvy
epidermis. Lokalizovana forma onemocnéni je nazyvana jako bulozni impetigo. Tyto dva typy
infekce se 1isi pouze rozsahem postizeni (Bukowski a kol., 2010).

Novorozenci jsou obzvlasté citlivi na nedostatek kozni bariéry, kterd miize zplsobit
nadmérné ztraty bilkovin, tekutin, hypotermii a sekundarni infekci. Infekce vSak vétSinou

ustupuje s vhodnou 1é¢bou a mortalita zistava pod 5 %. Naopak dospéli, u kterych se vyvinula
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generalizovana forma syndromu stafylokokové opafené ktze, maji vzdy néjaky primarni
problém (napi. imunodeficience, ¢i selhani ledvin). V tomto pfipadé je mortalita pies 50 % i

navzdory 1é¢b¢ antibiotiky (Ladhani, 2003).

3.3 Superantigeny

Superantigeny byly piivodné oznacovany jako stafylokokové enterotoxiny (Obrazek 11),
protoze zpusobuji symptomy typické pro alimentarni otravu (zvraceni a prijem). Soucasné je
popséano vice nez 23 toxinl patficich do skupiny superantigenti. Mezi superantigeny fadime
toxin syndromu toxického Soku (TSST-1) a stafylokokové enterotoxiny A aZ E, GazJ, L az Q
a R az T a 11 stafylokokovych superantigennich toxini (SEIK az SEIQ, SEIU az SEIX)
(Oliveira a kol., 2018).

Jak jiZ bylo feceno stafylokokovy enterotoxin A je nejbéZznéj$im toxinem podilejicim se
na alimentarnich otravach (Balaban, 2000). Stafylokokovy enterotoxin B je také povazovan za
biologickou zbran. Dale bylo prokazano, ze enterotoxin C podporuje infekéni endokarditidu,
sepsi a poskozeni ledvin (Otto, 2014). SED je druhym nej€astéjSim sérotypem spojenym
s alimentarnimi otravami (Balaban, 2000).

Stafylokokovd alimentarni otrava je charakterizovana kratkou inkubac¢ni dobou
(2 az 6 hodin), nasleduje nevolnost, zvraceni, bolest bficha a prijem. Stafylokokovy
enterotoxin A je nejbéznéj$im enterotoxinem zpusobujicim alimentarni otravy v USA,
nasledovany SED a SEB. Akutni stafylokokové enterotoxikéza miize ve vzacnych piipadech
zpiisobit smrt jedince, otrava nemusi byt vzdy fatdlni, ale star§i osoby jsou nachylné&jsi
k mortalité (Balaban, 2000).

Superantigeny jsou proteiny vykazujici letalni aktivitu, pyrogenicitu, nékteré z nich maji
emetickou aktivitu a schopnost pronikat ptes slizni¢ni bariéry. Kazdy z téchto toxini ma silny
vliv na builky imunitniho systému a také mohou mit nékteré dalsi biologické ucinky
(Dinges a kol., 2000). Vsechny maji spole¢nou vysokou stimula¢ni aktivitu pro T-lymfocyty,
makrofagy, Zirné buiky, eosinofily a epitelové bunky (Bachert a kol., 2002).

Superantigeny jsou molekuly, které spoustéji aktivaci a proliferaci T-lymfocyti bez

nutnosti zpracovani antigenu tim, Ze umoziuji nespecifickou interakci hlavniho
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histokompatibilniho komplexu MCH II s receptory T-lymfocyti (Otto, 2014). Molekuly
MCH II ovliviuji schopnost makrofagi regulovat odpovéd” T-lymfocyti na superantigeny.
Uvolnéné superantigeny putsobi na T-lymfocyty a ty pak produkuji velké mnozstvi
protizanétlivych cytokinii naptiklad IL-2, TNF, IFN-y, ¢imz zpasobuji projevy symptomi jako
je vysoka horecka, zvraceni, prijem, hypotenze aj. (Oliveira a kol., 2018).

Nejznaméjsi superantigen TSST-1 zpisobuje stimulaci uvoliiovani IL-1 (interleukin 1),
IL-2 (interleukin 2), TNF (nekroticky faktor) a dalSich cytokind (Otto, 2014). Cytokiny jsou
zodpovédné za syndrom kapilarniho uniku, coz vede k vyvoji typickych klinickych ptiznakii.
Tyto symptomy byly poprvé popsany u déti, které trpély vysokou horeckou, bolesti hlavy,
zmatenosti, vyrazkou, zvracenim, prijmem a akutnim selhanim ledvin (Sospedra a kol., 2012a).

V roce 1980 byl syndrom toxického Soku popsan u mladé menstruujici Zeny pouzivajici
tampony. Za rizikovy faktor byl oznaCen vysoce absorpéni tampon. Toxin TSST-1 je
zodpovédny za multiorganové selhani v témét 95 % piipadd, pokud se jednd o syndrom
toxického Soku. Doposud existuji pouze pravdépodobné divody, pro¢ k syndromu dochazi
v této souvislosti (Mitchell a kol., 2015). Zakladni pfi¢inou smrti u syndromu toxického Soku

je hypovolemicky Sok vedouci k multiorgdnovému selhani (Dinges a kol., 2000).
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Obrazek 11 - Zndzornéni 3D struktury enterotoxinu S. aureus (Hennekinne, 2012)
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4  Metody detekce toxini bakterie Staphylococcus aureus

4.1 Primé metody detekce stafylokokovych enterotoxint
4.1.1 Imunologické metody

Imunologické metody jsou zaloZeny na specifické vazbé antigenu s protilatkou. Pro
detekci toxind S. aureus byla popsana fada protilatek, které se pouZzivaji v rtiznych typech testii

(De Boer a kol., 1999).

Reverzni pasivni latexova aglutinace (RPLA)

Latexové aglutinacni testy obsahuji latexové kulicky, které jsou potazeny protilatkami,
aglutinujicimi specifické antigeny ¢ili toxiny (De Boer a kol., 1999). Tento test pfedstavuje
soupravu pro detekci stafylokokovych enterotoxinii A, B, C a D. V reverznim aglutinaénim
testu reaguje protilatka s toxinem a dochazi k zesitovani latexovych c¢astic diky specifické
reakci protilatky s antigenem (toxinem), coz vede ke vzniku srazeniny signalizujici pfitomnost
urcitého typu enterotoxinu vyskytujiciho se napiiklad v potravinach (Sospedra a kol., 2013).
V ptipadé, Ze neni antigen ve vzorku ptitomen nebo je jeho obsah nizsi, nez je detekéni limit
testu, k zesitovani nedochazi a latexové Castice vytvoii sediment na dné jamky mikrotitraéni
desticky. Fale$né negativni vysledky se mohou vyskytnout v pfipadé, pokud je vyskyt toxinu
niz$i nez mez detekce RPLA (Bursova a kol., 2014).

Oishi a kol. (2008) vyvinuli reverzni latexovy test specificky pro Pantontiv-Vanlentintv
leukocidin. Tato metoda vykazuje vysokou specifitu a citlivost (Oishi a kol., 2008). RPLA
muze byt vyuzita také pro detekci stafylokokového toxinu syndromu toxického Soku, kdy jsou
latexové Castice senzibilizovany specifickym anti-TSST-1 imunoglobulinem. | v tomto pfipadé

se jedna o velmi citlivou a jednoduchou metodu (lgarashi a kol., 1989).
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Imunoreakce se znacenymi protilatkami (ELISA, RIA, EIA)

ELISA je zékladni a Siroce vyuzivana kolorimetrickd metoda, ktera je obecné nejbéznéjsi
metodou pro detekci stafylokokovych enterotoxini. Metody elektrochemické imunoanalyzy
jsou jednoduché, citlivé a levné. Komer¢ni sady vSak maji zpravidla schopnost detekce pouze
zakoupit vhodné protilatky (Duradova a kol., 2018). Spolu s technikami RIA a EIA funguje
ELISA na zéklad¢ imunoreakce se znacenymi protilatkami. U téchto metod je podstatou opét
reakce antigenu s protilatkou (Bartiiikova a kol., 2011). Existuje mnoho modifikaci zakladni
metody ELISA (Obrazek 12) (Duracova a kol., 2018).

Mezi imunologické testy patii také vysoce citliva a specificka metoda RIA, u které je
radioaktivni znaCka navazéana na antigen, ktery reaguje se specifickou protilatkou. Mnozstvi
antigenu v kombinaci s protilatkou se pak stanovi za pouziti pfistroje pro méfeni radioaktivity.
U této metody jsou vSak vysoké pozadavky na specializované vybaveni, coz z ni ¢ini jednu
z nejdrazsich metod (Duracova a kol., 2018).

Velky zvrat nastal s objevenim moznosti navazat molekulu specifické protilatky na
enzym. Tato metoda byla nazvana jako EIA ¢ili enzymova imunoanalyza. V sou€asné dob¢ se
vyuziva enzym alkalicka fosfataza (kienova peroxidaza). Vznikly enzymovy konjugat je mozno
detekovat naptiklad spektrofotometricky a nefelometricky (Bartankova a kol., 2011).

ELISA je vpodstaté druhem elektroimunoanalyzy. Existuji dva typy, a to bud
heterogenni nekompetitivni neboli sendvi€ova ELISA, nebo heterogenni kompetitivni ELISA
(Bartnkova a kol., 2011). Tato metoda funguje na principu vazby antigenu s protilatkou
znacenou enzymem, dochazi ke Stépeni substratu, coz se projevi barevnou zménou. Pro
stanoveni stafylokokovych enterotoxinli se ¢asto pouziva sendvicova ELISA. Detek¢ni limit
metody nalezneme v rozmezi 0,1-1 ng.ml? (Stastkova a kol., 2012). U metody ELISA stejné
jako u RPLA se vyuziva aglutinace s protilatkou IgG, existuje zde vSak riziko falesné
pozitivnich vysledkd, protoze Fc oblast kraliciho nebo mysiho IgG reaguje nespecifickou reakci
s proteinem A produkovanym S. aureus. Detek¢ni limity se pohybuji v rozmezi 0,2 az
2ng.ml-ta doba pro testovani je az 20 hodin. Kufeci imunoglobulin IgY na rozdil od

predchozich nereaguje s proteinem A, protoze ma odliSnou strukturu v Fc oblasti. IgY je
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pouzitelny pro metodu ELISA i LFD a ma velky potencial v oblasti detekce stafylokokovych
enterotoxint Vv potravinach (Wanchun a kol., 2013).

Mezi znamé testy ELISA patii naptiklad TECRA set a jeho vyhodou je, Ze pomoci
vhodnych antisér lze stanovit v§echny zakladni stafylokokové enterotoxiny A az E. V soucCasné
dobe¢ jsou jiz k dispozici také sety pro stanoveni enterotoxinu H (Bursova a kol., 2014). Dalsi
detek¢ni systémy zaloZené na sendvicovém enzymovém imunotestu jsou TRANSIA PLATE
a RIDA SCREEN SET schopné urcit stafylokokové enterotoxiny A, B, C, D a E v tekutych i
pevnych potravinach (Sospedra a kol., 2013).

Obrazek 12 - Klasicka 96-jamkova desticka pro metodu ELISA (www.avidien.com)
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Enzymaticky fluorescencni imunotest (ELFA)

Metoda ELFA pouziva pro stanoveni stafylokokovych enterotoxinti analyzator VIDAS®.
Zakladem ELFA je opét reakce mezi antigenem a protilatkou. Princip je obdobny jako u metody
ELISA, ale pouziva se rozdilny substrat, ktery je enzymaticky Stépen za vzniku fluorescencniho
produktu (Stastkova a kol., 2012). Fluorescence je nakonec méfena optickym skenerem
V piistroji a automaticky analyzovana pocitac¢em (De Boer a kol., 1999).

Pro tuto metodu jsou dostupné komeréni soupravy VIDAS® SET a VIDAS® SET2.
S pouzitim téchto souprav I1ze metodou detekovat soucasné sedm ruznych typu stafylokokovych
enterotoxinil A, B, C1, C2, C3, D a E. VIDAS® SET2 je pfi prokazovani stafylokokovych
enterotoxind citlivéjsi nez starsi VIDAS® SET. V&tsi citlivost je z&asti zplisobena pouzitim
novych monoklondlnich a polyklonalnich protilatek s vysokou afinitou (Vernozy-
Rozand a kol., 2004).

Vyhodou metody ELFA je, ze vysledky detekce stafylokokovych enterotoxini mohou
byt ziskany jiz do 3 hodin, dalsi vyhodou je také jednoducha ptiprava vzorkd. Citlivost metody
se pohybuje od 0,5 ng.ml? pro SEA a SEB az do 1,0 ngml! pro zbylé SE
(Bursova a kol, 2014). Piestoze je ELFA velmi citliva, jednoducha a ¢inna metoda ma i své
ur¢ité nevyhody. Jednou z nevyhod je, ze stafylokokové enterotoxiny jsou ve Vvzorku
registrovany jako suma a z vysledku neni mozné piesné urcit, ktery typ toxinu je ve vzorku
pritomen (Bursova a kol., 2014). Mezi dalsi nevyhody patii, Ze mtuze dojit ke kiizové reakci
¢inidel reakce s nesouvisejicimi antigeny vyskytujicimi se v urcitych potravinach (Sospedra

a kol., 2013).

Western blotting

Western blotting je metodou, ktera ma potencial pfekonat jedny z hlavnich problému
spojenych s detekci toxinil v potravinach, jako je napf. zkiiZena reaktivita s nesouvisejicimi
antigeny a necitlivost metod viici tepelné zpracovanym potravindm. Tepelné zpracovani muze

zpusobit agregaci proteinll, tyto agregaty se vSak rozlozi v roztoku dodecylsiranu sodného

(Rasooly a kol., 1998).
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Principem metody je, Ze nejprve probiha solubilizace proteinovych vzorkl, obvykle
pomoci dodecylsiranu sodného a redukcnich ¢inidel. Po solubilizaci jsou jednotlivé proteiny
separovany pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE), a to na zakladé
jejich molekulové hmotnosti. Nasledné jsou separované proteiny pieneseny na membranu
z nitrocelulozy (Kurien a kol., 2006). Po pfeneseni proteinti na nitrocelulézovou membranu
jsou prevrstveny protilatkami, které jsou znadeny chromoforem (St'astkova a kol., 2012).

Metodu western blotting 1ze pouzit pro detekci SEA (Obrazek 13). Postupuje se tim
zpuisobem, ze se nejprve rizné mnozstvi SEA elektroforeticky rozdé€li pomoci SDS-PAGE,
nasledné jsou rozdélené toxiny pteneseny na nitrocelul6zovou membranu a inkubovany s anti-
SEA polyklonalnimi protilatkami. Komplex antigen-protilatka je poté navazén na sekundarni
protilatku znacenou alkalickou fosfatazou a detekovan za pouziti vhodnych chromogennich
substrati (Rasooly a kol., 1998).

Metoda western blotting je vysoce citliva a lze ji pouzivat pro stanoveni nativnich
i denaturovanych stafylokokovych enterotoxinti. Avsak citlivost reakce je zavisla na specifité
pouzivanych protilatek, které naptiklad pro nové typy enterotoxini nebyly stale piipraveny, coz
znamena, Ze tato metoda Ize vyuzit pouze pro detekci malé casti stafylokokovych enterotoxini

(Stastkova a kol., 2012).

s M —SEA

Obrazek 13 - Identifikace stafylokokového enterotoxinu A pomoci western blottingu (Rasooly a kol., 1998)
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4.1.2 Fyzikalné-chemické metody

Biosenzory

Biosenzory jsou nastroje, které mohou slouzit k monitorovani pfitomnosti toxint
Vv potravinach, ale také mohou byt vyuzivany v aplikacich biologické bezpecnosti a rychlé
diagnostiky (Rajkovic, 2014). Principem je interakce mezi toxinem a povrchové vazanym
receptorem, kterym je vétSinou protiladtka. Mezi stafylokokové enterotoxiny, které je mozné
diky biosenzorum detekovat patii enterotoxin A a B (Bursova a kol., 2014).

Biosenzor je analytické zafizeni, které se sklada ze dvou zakladnich slozek, a to fyzikalné-
chemického pfevodniku a biorekogni¢ni slozky, kterou mize pfedstavovat enzym, antigen,
protilatka nebo také ¢ast DNA ¢i RNA. Biorekogni¢ni slozka je schopna detekovat stanovovany
toxin (Pohanka a kol., 2010). Fyzikaln¢ chemicky pievodnik vytvafti signal, ktery znaéi, zda je
toxin ve vzorku pfitomen a jeho pfipadné mnozstvi. Senzory mohou byt napt. elektrochemické
(Cibicek a kol., 2014).

Nejpouzivangjsi technikou detekce stafylokokovych enterotoxinid jsou elektrické
proteinové microarrays jejichz princip funguje na zékladé sendvicové metody ELISA. Po
navazani enzymem znacené protilatky na toxin a ptidani substratu nastane enzymova preména
neaktivniho substratu. Diky této preméné se vygeneruje elektricky signal a probéhne jeho
analyza (Stastkova a kol., 2012).

Biosenzory jsou rychlé, nizkonakladové, citlivé detek¢ni zatizeni, které jsou uzplisobeny
pro jednoduchou manipulaci. V poslednich letech byly publikovany rizné snimaci prvky,
transduk¢ni technologie a konfigurace biosenzorti pro piimou detekci toxinti z potravin.
Nevyhodou biosenzori je, Ze pfi vySetfovani bakterialnich toxint z potravin mtize dochazet

k interferenci s necilenymi mikroorganismy (Wang a kol., 2016).
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Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s priiletovym analyzdtorem (MALDI-TOF MS)

Jedna se o rychlou, ptesnou a ndkladové pfijatelnou metodu, kterd umoziuje identifikaci
toxini S. aureus piimo z klinickych vzorka (Carbonnelle a kol., 2011). Jde o nejcitlivejsi
metodu, ktera je v souCasné dobé k dispozici, protoze poskytuje specifickou a rychlou
kvantifikaci mnozstvi enterotoxind ve vzorku (Brun a kol., 2007).

MALDI-TOF MS umoziuje detekci toxind S. aureus ve smésich bez predchoziho ¢isténi
vzorku. Prvnim krokem je tvorba krystalu mezi vzorkem a organickou matrici dale se matrice
necha susit na vzduchu pii laboratorni teploté. Nasledné se desticka vlozi do hmotnostniho
spektrometru a vysusend smeés s matrici a vzorkem je vystavena laseru. Vytvoii se ionty plynné
faze a ty poté pulzuji do letové trubice. Pii pruletu trubici jsou rozdéleny dle pomért
hmotnost/naboj (Carbonnelle a kol., 2011). Ziskana spektra se poté porovnavaji se spektry
znamych bakterialnich toxint v retenéni knihovné (Sandrin a kol., 2013).

MALDI-TOF MS je vhodnym nastrojem, kterym lze detekovat Pantontv-Valentiniv
leukocidin (Bittar a kol., 2009). Gagnaire a kol. aspésné detekovali spektralni piky odpovidajici
delta-toxinu ve spektru MALDI-TOF MS (Gagnaire a kol., 2012). Metoda je vhodna také pro
pouziti pii detekci stafylokokovych enterotoxinti, pro které dosud nebyly ptipraveny protilatky,
které by mohly zajistit jejich vyuzitelnost v imunologickych metodach (Stastkova a kol., 2012).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je jednou z dalSich metod pouZivanych pro
kvantitativni i kvalitativni detekci stafylokokovych toxint (Stastkova a kol., 2012).
Kapalinovy chromatograf se skladd z nékolika casti, a to rezervodru mobilni faze,
vysokotlakého Cerpadla, nastfikového zafizeni, kolony, obc¢as také termostatu, a nakonec
zafizeni pro detekci analytl a vyhodnocovani dat (Meyer, 2010). Na zacatku analyzy se vzorek
nanese na analytickou kolonu a poté je unaSen mobilni fazi kolonou. Dostava se do kontaktu
s naplni kolony neboli staciondrni fadzi a dojde k separaci na jednotlivé slozky vzorku
(Blaha a kol., 2000). V pocita¢i jsou poté zaznamenany jednotlivé charakteristiky jako je

retencni Cas a intenzita piki (Cibicek a kol., 2014).
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Pted analyzou bakterialnich toxini musi probéhnout ptiprava vzorku, v¢etné extrakénich
postupil a €iSténi extraktu, tento proces je Casove velmi narocny. Pro stanoveni stafylokokovych
enterotoxinil se pouzivaji kolony s riznymi staciondrnimi fadzemi. Napiiklad pro afinitni
chromatografii je vyuzivan specificky peptidovy ligand, ktery je schopen vazat stafylokokovy
enterotoxin B. Dosud byly chromatografickymi metodami stanoveny stafylokokové
enterotoxiny A a B (Stastkova a kol., 2012).

Sospedra a kol. se ve své praci zabyva kvantifikaci stafylokokového enterotoxinu B ze
vzorku mléka pomoci kapalinové chromatografie a detektoru s diodovym polem. Po sérii
pokust byla prokazana dobra reprodukovatelnost a opakovatelnost metody. Vysledky ziskané
pomoci kapalinové chromatografie a detektoru s diodovym polem byly potvrzeny metodou
SET-RPLA. Ob¢ metody umoznily prokazat stafylokokovy enterotoxin B (Sospedra
a kol., 2012b).

Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS)

Jedna se o vysoce citlivou a specifickou metodu, ktera kombinuje separaci kapalinovou
chromatografii a detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (Hol¢apek a kol., 1997). Bylo
vyvinuto n€kolik rozhrani této metody, avSak jejich pouZiti bylo tézkopadné a nespolehlivé.
Fenn vyvinul v 80. letech zdroje elektrosprejovych iontd, coz mélo velky vyznam pro detekci
proteint a peptidi. Fenn ziskal za tento objev Nobelovu cenu v roce 2002 (Pitt, 2009).

Metody LC-MS jsou schopny detekovat celé stafylokokové toxiny nebo také jejich
fragmenty (Andjelkovic a kol., 2016). Ke stanoveni toxinu dojde na zaklad¢ jeho molekulové
hmotnosti a usporadani jednotlivych aminokyselin (Bursova a kol., 2014). Hlavnim problémem
metody je extrakce a purifikace proteinovych toxinl z potravinové matrice. K ziskani ¢istého
toxinu pro analyzu je Casto zapotfebi pouziti gelt a zdlouhavych procesi purifikace
(Andjelkovic a kol., 2016).

Za velmi Gc¢innou techniku detekce stafylokokovych enterotoxinil je povaZzovana metoda
LC-MS s elektrosprejovou ionizaci, ktera dokaze rychle identifikovat a kvantifikovat
stafylokokové enterotoxiny A a B ve vzorcich potravin (Sospedra a kol., 2012b). Jako prvni
tuto metodu pouzili Kientz a kol., ktefi prokazali stafylokokovy enterotoxin B jiz pfi

koncentraci 3 pmol.mI, LC-MS s elektrosprejovou ionizaci ma mnoho vyhod oproti b&znym
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technikam jako napt. moznost kvantifikace velmi nizkého mnoZzstvi toxinu a neni zde nezbytna

izolace toxintl z potravy pred samotnym stanovenim (Wu a kol., 2016).

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Jedna se o elektroforetickou metodu probihajici na polyakrylamidovém gelu za
ptitomnosti dodecylsulfatu sodného (Bursova a kol., 2014). Diky této metodé dochazi k
separaci razného mnozstvi stafylokokovych enterotoxini (Rasooly a kol., 1998). Separace
zavisi na délce polypeptidového fetézce, velikosti molekul, molekuldrni hmotnosti a stupni
denaturace toxinu (Laemmli a kol., 1970).

Stafylokokové enterotoxiny maji schopnost véazat sodium dodecyl sulfat, ktery jim
nasledné doda zaporny naboj a umozni pohyb smérem k anodé (Stastkova a kol., 2012).
Stafylokokové enterotoxiny jsou poté elektroforeticky preneseny na nitrocelulosovou
membranu a inkubovéany s anti-SEA polyklonalnimi protilatkami. Vznikly komplex antigen-
protilatka je nasledné zviditelnén sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s alkalickou
fosfatazou (Rasooly a kol., 1998).

V roce 2002 Bernardo a kol. pro identifikaci patogennich faktorti pouZili kmen S. aureus.
Béhem stacionarni faze ristu bakterie odebrali vzorek, vyprodukované bakterialni proteiny
nasledné¢ oddélili metodou SDS-PAGE a analyzovali vysledky pomoci MALDI-TOF-MS.
V analyzovaném vzorku byly prokazany alfa-toxiny i beta-toxiny. Identita toxint byla nasledné
potvrzena pomoci Western blott analyzy. Vysledky této studie ukazaly, Ze kombinovana analyza
pomoci MALDI-TOF-MS a SDS-PAGE poskytuje dilezity nastroj pro vyhodnoceni patogenity
nékterych klinickych izolatd S. aureus (Bernardo a kol., 2002).
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4.2 Neprimé metody detekce stafylokokovych enterotoxinii

4.2.1 Molekularné biologické metody

Polymerdzova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je jednou z nejpouzivanéjSich metod pfi detekci patogent
z potravin. Tato metoda byla vynalezena asi pied 30 lety a umoziiuje rozpoznani bakterialniho
patogenu detekci specifické cilové sekvence DNA (Law a kol., 2015).

Principem PCR je amplifikace konkrétniho useku DNA in vitro (Zourob a kol., 2008).
Amplifikace probihd v cyklickém tfistupniovém procesu. Cilova dvouvldknovda DNA je pii
vysoké teploté denaturovédna na jednovldknovou DNA. Nésledné se na vlakna DNA pfipoji dva
jednotetézcové syntetické olinukleotidy nebo specifické primery. Poté probiha polymeriza¢ni
proces, kdy jsou primery komplementarni k jednovlaknové DNA rozsifeny za ptitomnosti
deoxyribonukleotidl a termostabilni DNA polymerazy (Law a kol., 2015).

Pro analyzu vysledkti PCR mohou byt vyuzity metody jako je ELISA, hybridizace nebo
nejvice pouzivanda ELFA (Enzymaticky fluorescenéni imunotest) kdy jsou produkty
amplifikace vizualizovany na elektroforetickém gelu jako pasy, které jsou obarveny ethidium
bromidem (Bursové a kol., 2014).

Polymerazova tetézovéa reakce je schopna identifikovat fragmenty stafylokokovych
enterotoxini A, B, C, D, E, G, H a I spolu s toxinem syndromu toxického Soku (TSST-1)
(Mclaulin a kol., 2000). Existuji primery specifické pro jednotlivé stafylokokové toxiny. PCR
je zaroven jedna z nejpouzivangjSich metod pro detekci novych stafylokokovych enterotoxini
(Stastkova a kol., 2012).

Existuje také multiplexni PCR, ktera nabizi rychlejsi detekci ve srovnani s jednoduchou
PCR. Zakladni princip multiplexni PCR je podobny konvenéni PCR. Hlavni rozdil je v tom, ze
se u této metody pouziva vice sad specifickych primert, zatimco u klasické PCR pouze jedna
sada. Dilezitymi faktory pro spravné provedeni metody je vhodna koncentrace primerti, pufru
PCR, dale rovnovéaha mezi koncentracemi chloridu hote¢natého a deoxinukleotidu a dalsi. (Law
a kol., 2015). Tento typ PCR dokaze detekovat geny pro stafylokokové enterotoxiny A az E,
TSST-1 a exfoliativni toxiny A a B (Levseth a kol., 2004).
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Kvantitativni polymerdzova retezova reakce (Real-time PCR)

Jedna se v podstate¢ o klasickou PCR (Obrazek 14), ktera je schopna prubézné
kvantifikovat DNA v prib¢hu vsech cyklt (Bursova a kol., 2014). Pfirtstky lze monitorovat
diky méfeni fluorescen¢niho signalu, ktery je produkovéan specifickymi dudlné znacenymi
sondami nebo také interkala¢nimi barvivy. Intenzita fluorescence je umérna mnozstvi
syntetizované nukleové kyseliny (Law a kol., 2015).

Pro kombinovani univerzalnosti enzymové imunoanalyzy (EIA) a schopnosti PCR
amplifikovat DNA byla vyvinuta kvantitativni real-time immuno-PCR (QRT-iPCR) vhodna pro
detekci stafylokokovych enterotoxini A a B (Fischer a kol., 2007). K dispozici je jiz také
imunokvantitativni real-time PCR (igPCR) pro detekci SEB, tato metoda byla porovnavana s
testem ELISA a bylo zjisténo, ze iqPCR je ptiblizné 1000krat citlivéjsi (Rajkovic a kol., 2006).
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Obrazek 14 - Standardni provedeni PCR a potiebna cinidla (www.bosterbio.com)
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DNA cipy (DNA-microarrays)

Olinukleotidové DNA microarrays se skladaji ze sklenénych skli¢ek nebo ¢ipt, které jsou
potazeny az stovkami specifickych olinukleotidovych sond a tyto sondy jsou chemicky
syntetizované jako kratké sekvence v rozsahu od 25 do 80 bp (Law a kol., 2015). Kazda
z olinukleotidovych sond ma schopnost mifit na specifickou ¢ast genové sekvence. Vzorky
fragmentti nukleové kyseliny (DNA) jsou znaceny fluorescenénim barvivem a nasledné
denaturovany za vzniku jednovldknovych fragmentd. Fragmenty se navazi na odpovidajici
olinukleotidovou sondu a dochézi k jejich hybridizaci. Vznika komplex sonda-vzorek, ktery
produkuje fluorescencni signdl. Intenzita fluorescence je umeérna koncentraci znacené¢ho
fragmentu nukleové kyseliny (Lauri a kol., 2009).

V roce 2004 Sergeev a kol. vynalezli PCR-microarray assay, ktera je schopna detekce
vétsiho mnozstvi gentl toxint S. aureus soucasné. Tato analyza je zaloZzena na PCR amplifikaci
variabilni oblasti téméef vSech zndmych enterotoxinovych genli pomoci degenerovanych
primert. Namnozené variabilni iseky byly nakonec rozpoznany a uréeny mikro¢ipem (Sergeev
a kol., 2004).

Mikro€ipy umoziuji charakterizaci mikroorganismi a také pochopeni patogeneze na
zaklad¢ ptitomnosti faktori virulence (Severgnini a kol., 2011). Pfednosti metody je schopnost
kvantitativnich 1 kvalitativnich stanoveni a také to, Ze v ramci jedné reakce lze sledovat az

né&kolik stovek tisekit DNA (Stastkova a kol., 2012).
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