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Souhrn

Cil prace: U izolatu S. aureus z klinického materialu zjistit pritomnost genu kédujicich dulezity
faktor virulence, Pantontuv-Valentinuv leukocidin.

Material a metodiky: Kmeny S. aureus, zaslané v obdobi 2004-2006 z mikrobiologickych laborato-
#i CR z klinického materiala pacient, piedevsim s koZznim onemocnénim. Kmeny byly diagnosti-
kovany konven¢énimi metodami fenotypizace i molekularné-biologickymi postupy, piedevsim
metodou polymerazové fetézové reakce.

Vysledky: V souboru 1336 kmenu S. aureus bylo zjisténo 108 kmenu (tj. 8,1 %), které mély v DNA
geny koédujici Pantonuv-Valentinuv leukocidin. Pouze 11 z nich byly kmeny MRSA.

Zavér: Kmeny S. aureus s produkci Pantonova-Valentinova leukocidinu hraji podstatnou roli
v zavaznych, piedevsim koZnich infekcich. V NRL pro stafylokoky SZU-CEM jsme schopni zjistit
produkcei tohoto toxinu v optimalnich podminkach do dvou dnu.

Kliéova slova: Staphylococcus aureus — Pantonuv-Valentinav leukocidin - CA-MRSA.

Summary

Machova 1., Petras P., Blazkova E., Knnapova L.: Monitoring Genes Encoding
Panton-Valentine Leukocidin in Staphylococcus Aureus Strains

Study objectives: To detect the genes encoding an important virulence factor, Panton-Valentine
leukocidin, in S. aureus isolates from clinical specimens.

Material and Methods: S. aureus strains from clinical specimens, mainly from patients with skin
diseases, referred by microbiological laboratories of the Czech Republic. The strains were identi-
fied by both conventional phenotyping methods and molecular biological procedures, in particu-
lar polymerase chain reaction.

Results: Altogether 108 (8.1 %) of 1336 S. aureus strains had the genes encoding Panton-Valentine
leukocidin in DNA. Only 11 of these strains were MRSA.

Conclusions: S. aureus strains producing Panton-Valentine leukocidin play an important role in
serious infections, particularly of the skin. NRL for Staphylococci, National Institute of Public
Health, Centre of Epidemiology and Microbiology, is able to detect the production of this toxin,
under optimal conditions, within two days.

Key words: Staphylococcus aureus — Panton-Valentine leukocidin - CA-MRSA.

Staphylococcus aureus patii k nejuspésnéjSim
lidskym patogentum. Ptitom asi tietina lidi jej nosi
bez jakychkoliv piiznakt na kazi, ¢ sliznicich. Pii
poruse prirozené odolnosti se z néj stava velice
patogenni bakterie s rozsahlym spektrem onemoc-
néni od banalnich koZnich zanéth pres zavainé
infekce vnitinich organt az po smrtelné probihajici
sepse. Kmeny S. aureus jsou i pti¢inou nejobvyklej-
§i alimentarni intoxikace — stafylokokové enteroto-
xikézy [18].

Kmeny S. aureus produkuji celou fadu extracelu-
larnich enzymu a toxind, které jsou vyznamnymi
faktory virulence. Do skupiny enzymu se fadi napi-
koagulaza, katalaza, termolabilni a termostabilni
nukleazy (DNAza a TNAza), hyaluronidaza, rizné
lipazy, proteazy, fibrinolyzin a penicilinaza.

Do skupiny toxint pat¥i hemolyziny (cytolyziny):
alfa, beta, delta a gama, skupina stafylokokovych
superantigent (enterotoxiny, toxin syndromu toxic-
kého Soku a exfoliatiny) a leukocidiny. V tomto ¢lan-
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ku se zabyvame Pantonovym-Valentinovym leuko-
cidinem (PVL, v literatuie se téZz pouziva zkratka
Luk-PV — ziejmé jako zkratka z leukocidin). Exis-
tuje i bovinni leukocidin R a leukocidin produkuji
i nékteré kmeny S. intermedius. PVL se jmenuje
podle pantt P.N. Pantona a F.C.O. Valentina, ktefi
jej v roce 1932 poprvé popsali [14].

PVL je dvouslozkovy toxin - podobné jako stafy-
lokokovy gama-hemolyzin a bovinni leukocidin.
Casto se oznaéuji jako skupina ,gama-hemolysin-
like toxins”. PVL se sklada ze slozky rychlé (F -
fast) a pomalé (S - slow), oznacenych podle relativ-
ni rychlosti pii jejich chromatografickém déleni.
Separované slozky samotné (pouziva se oznadeni
LukS-PV a LukF-PV) nemaji zadnou biologickou
aktivitu, av8ak pii spole¢ném ucinku se synergicky
doplriuji. Obé komponenty jsou polypeptidy s rela-
tivni molekulovou hmotnosti 32 000, resp. 34 000
[2]. (Pro srovnani, stafylokokovy alfa-hemolyzin ma
hmotnost piiblizné stejnou tj. 34 000, stejné jako
enterotoxiny, toxin TSST-1 je mensi: 22 000.)

PVL je cytotoxin, ktery zptsobuje destrukei leu-
kocytt a nekrézu tkani. V anglosaské literatuie ma
synonymum ,,pore-forming toxin“: v membrané leu-
kocytt vytvari pory. Silné narusuje jejich permeabi-
litu, iontovou vymeénu a integritu bunééné mem-
brany huméannich (i krali¢ich) polymorfonukleari,
monocyta a makrofagt. Leukocyty tak ni¢i a chra-
ni stafylokokové buniky pted fagocytézou.

PVL se uplatriuje pi#i infekcich ktze, jako jsou
furunkly, kozni abscesy a nekrotické procesy a dale
pii pneumoniich [7]. V literatute se uvadi, Ze asi 2
% kmenu S. aureus produkuji tento toxin [2],
u kmentt MRSA se uvadi asi 5%. Toto ¢islo vSak
podstatné stoup4, jedna-li se o kmeny, které byly
izolovany v souvislosti s furunkul6zou, resp.
s nekrotickou hemoragickou pneumonii. V préaci
francouzskych autoru, kter4 popisuje vlastnosti
172 izolath S. aureus, zachycenych v souvislosti
s témito infekcemi, byly geny kddujici produkci
PVL zjistény u 93% kment [7]. VétSinou to byla
onemocnéni ziskanid komunitné. Naproti tomu
kmeny z piipadi nozokomialnich pneumonii, nebo
z infekénich endokarditid, enterokolitid ¢ modco-
vych infekei, PVL neprodukovaly.

Komunitnim kmentm oxacilin-rezistentnich sta-
fylokokt (CA-MRSA) je v sou¢asnosti vénovana vel-
ka pozornost, pravé i vzhledem k produkci PVL.
Vysla fada publikaci, popisujicich piipady onemoc-
néni, vyvolanych kmeny CA-MRSA s produkci
PVL, napt- ve Francii [3], v Holandsku [19] (tam zji-
stili 10% pozitivnich kment mezi MRSA), v Belgii
[1] , ale i v Kanadé [13], v USA [12], v Uruguayi [9]
a tieba i ve vzdaleném v Japonsku [20].

awreus

Cilem prace bylo zjistit u izolata S. aureus z kli-
nického materidlu pritomnost gent koédujicich
dulezity faktor virulence, Pantontiv-Valentintv leu-
kocidin. Toto by méla byt jedna ze zasadnich infor-
maci pro oSetfujiciho 1ékate ke stanoveni presné
diagnézy koznich infekei, vyvolanych stafylokoky.

Material a metody

Kmeny S. aureus

Do konce r. 2006 jsme v nasi laboratoti vyset#ili 1366 kment
S. aureus, které nam byly zaslany z mikrobiologickych laborato-
i ze v8ech kraju nasi republiky v letech 2004 - 2006. Piedevsim
se jednalo o izolaty koznich abscesti, z rannych infekei a flegmon.
Nékolik kment pochéazelo i z nekrotickych pneumonii. Soubor
263 komunitnich kment od pacientt s koznimi infekcemi ndm
byl cilené zaslan k vySetfeni na PVL z Oddéleni klinické mikro-
biologie Lékatskych laboratoti v Praze 8. Dalsim velkym soubo-
rem bylo 276 kment S. aureus z mikrobiologické laboratote
v Hotovicich. Zbylych 827 kmenti ndm bylo zaslano na vysetie-
ni toxigenity z dalsich Sedesati laboratoii z Ceské republiky.
Z téch bylo i 83 kmenu S. aureus, etiologickych agens ptipada
syndromu toxického Soku, které mame v NRL pro stafylokoky
evidovany od roku 1983.

Kontrolni kmen S. aureus ATCC 49775, ktery je producentem
PVL, a ktery pouzivame jako pozitivni kontrolu, jsme dostali od
francouzskych kolegt [Dr. Michél Bess, Lyon; cit. 7].

Genotypizace kmenu S. aureus

Metodika prukazu genu Pantonova - Valentinova leuko-
cidinu u kmenu S. aureus

V NRL pro stafylokoky zjistujeme piitomnost gena [ukS-PV
a lukF-PV, které jsou zodpovédné za produkci obou komponent
PVL, metodou polymerazové fetézové reakce podle metodiky
francouzskych autort [7].
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Kmeny S.aureus byly kultivovany 18 hodin na krevnim aga-
ru. Genomova DNA byla izolovana pomoci ¢inidla Chelex (firma
BIO-RAD), které vaze produkty bakterialni lyzy, jez by mohly
interferovat PCR reakci. Do reakce byly pouzity primery pro
detekei gentt [ukS-PV a lukF-PV. Oligonukleotidové primery
byly navrZeny podle publikované sekvence PVL genu, aby zahr-
novaly koamplifikaci [ukS-PV a lukF-PV [7].

Amplifikace probéhla ve t¥iceti cyklech: 30 sec denaturace pii
94 °C, 30 sec annealing pii 55 °C a 1 min extenze pii 72 °C.

Po amplifikaci byl vysledny produkt analyzovan elektroforé-
zou ve 2% agarézovém gelu s pridavkem etidium bromidu.
Elektroforéza probihala 70 minut pti 110 V. Vizualizace byla
provedena prosvicenim gelu UV lampou (obr.1).

P#itomnost gent pro enterotoxiny, exfoliatiny a TSST-1

Metodou multiplex PCR byly zjistovany geny kédujici pro-
dukei enterotoxintt A, B, C, D, E, G, H, I a J, toxinu syndromu
toxického Soku (T'SST-1) [11, 8] a exfoliativnich toxinti A a B [6].
Pro snadnéjsi odeéet vysledkti probiha detekce genu ve tiech
oddélenych reakcich.

V prvni reakei jsou sledovany geny sea, seb-sec, sec, seh, sej
a 16S rRNA, ve druhé reakci geny sed, see, seg, sei a tst. V samo-
statné reakci probiha detekce gent eta a etb, kddujicich produk-
ci exfoliatind.

Obr. 1. Detekce produktii polymerazové fetézové reakce pii
zjistovani gent kodujicich produkci PVL u kment S. aureus,
elektroforézou ve 2% agarézovém gelu

Vysvétlivky:

ATCC 49775 - S. aureus - pozitivni kontrola na produkci PVL
(lukS-PV+ a lukF-PV+)

04/485, 04/488, 92/904 - terénni kmeny s produkci PVL
ostatni kmeny negativni

433 bp - velikost amplifikovaného produktu

Fig. 1. Detection of polymerase chain reaction products in the
study of genes encoding Panton-Valentine leukocidin in Stap-
hylococcus aureus strains by electrophoresis on 2 % agarose gel

Figure legend:

ATCC 49775 - S. aureus — positive control for PVL production
(1ukS-PV+ and lukF-PV+)

04/485, 04/488, 92/904 — field strains producing PVL

other strains were PVL negative

433 bp — amplified product size

P#itomnost genu mecA

Gen mecA, kédujici rezistenci k methicillinu, jsme zjistovali
metodou multiplex PCR. Byly pouzity dvé sady primera pro
geny mecA a 16S rRNA [5].

-

SCCmec typizace

Podrobna genotypova analyza Sesti kmentt MRSA, pozitiv-
nich na PVL, byla provedena na Katedie genetiky a molekular-
ni biologie PYF MU v Brné.

Fenotypizace kmenu S. aureus

Produkce stafylokokovych superantigentu (TSST-1,
enterotoxint A (E), B, C, D a exfoliatint A a B) byla zjistovana
metodou reverzni pasivni latexové aglutinace komerénimi kity
(Kity TST-RPLA, SET-RPLA, EXT-RPLA, Denka Seiken
a Oxoid).

Produkce hemolyzinu alfa, beta a delta byla zjistovana
pomoci synergie/antagonismu s beta-hemolyzinem standardni-
ho kmene S. intermedius (CNCTC 6718) na krevnim agaru
v mikroaerofilnim prostiedi. Produkce beta-hemolyzinu byla
potvrzena CAMP testem se standardnim kmenem Streptococcus
agalactiae (CNCTC 6590).

Fagotypizace kmenu S. aureus byla provadéna standard-
ni metodou s pouZitim mezinarodni sady fagt (PHLS Colindale,
Londyn) podle metodiky popsané v Manual of Routine Phage
Typing of S. aureus [10].

Rezistence k oxacilinu a dal§im antibiotiktim byla vySet-
fena diskovou metodou (Oxoid disky, Muller-Hinton) podle dopo-
ruéenych postuptt NRL pro antibiotika [16, 17]. Byla pouZita tato
antibiotika: oxacilin (1 pg), cefoxitin (30 ug), erythromycin (15
ug), ko-trimoxazol (25 ug), chloramfenikol (30 ug), tetracyklin
(30 ug), klindamycin (2 pg), gentamicin (10 ug), amoxicilin/klavu-
lanova kyselina (20/10 ug), teikoplanin (30 pg), vankomycin
(30 ug), ciprofloxacin (5 ug), rifampicin (5 ug).

Konfirmace kmena MRSA, byla provedena v NRL pro
antibiotika SZU-CEM zjisténim minimalnich inhibiénich kon-
centraci (MIC) mikrodiluéni metodou [16].

Vysledky

Pritomnost genu lukS-PV a lukF-PV byla do
konce roku 2006 prokazana u 108 kment S. aureus,
tj. 8,1 % z celku 1336 sledovanych kment. Z téchto

ostatni
10%

flegména
6%

ranna infekce
19%

kozni absces
65%

Graf 1. Klinicky ptvod 108 kment S. aureus pozitivnich na
PVL

Graph 1. Clinical origin of 108 PVL positive S. aureus strains
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Graf 2. Produkce enterotoxintt A az D u 108 PVL-pozitivnich
kment S.aureus

Graph 2. Production of enterotoxins A to D in 108 PVL posi-
tive S. aureus strains

Tab. 1. Charakteristiky 11 PVL-pozitivnich kment MRSA

Table 1: Characteristics of 11 PVL positive MRSA strains
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Graf 3. Fagotypizace 108 PVL-pozitivnich kment S. aureus
Vysvétlivky: FTS = fagotypovatelna skupina I., II, III., a M
[dle lit. 16]

Graph 3. Phage typing of 108 PVL positive S. aureus strains

. Geny pro Rezistence k antibiotiktm (podle MIC **)
¢ |& NRL Datum |Lokali-| Mate- Fagot super- |mecA
T izolace ta rial gotyp anti- gen
geny OXA|ERY |COT |CMP| CLI |GEN| TEI |VAN| CIP | RIF
Usti
1 |04/754 | XI. 2004 oL absces NT - + R C C C C C C C C C
2 | 04/787 | XI. 2004 | Opava rﬁflf‘s | NT sea +|R|R|Cc|Cc|R|Cc|Cc|c]|c]|cC
3 | 05/246 | IV. 2005 | Kladno rﬁif‘s | NT |sedse| + | R|R|C|C|R|C|C|C|R]|C
Hoto- | rana - |79,80,83A,
4 | 05/670 |IX. 2005 vice hnis |84, 85, 95 + R R C C R C C C R C
52A,79,53,
5 |05/832 | XI. 2005 [Praha 8| absces [83A,84,85, - + R R C C R C C C R C
95
6 | 05/895 |XII. 2005[Praha 8| absces NT - + R C C C C C C C C C
Hovo-
7 |06/477 | V. 2006 vice absces NT seg + R R C C C C C C R C
VIII.
8 |06/622 2006 Praha 5| absces NT - + R C C C C C C C C C
9 |06/768 | X. 2006 |Kladno|absces|42E,47,75 Seas’effb’ + |R|c|c|c|c|c|lc|c|c|c
10 | 06/791 | X. 2006 [Praha 8|absces| 52,52A,84 - + R R C C C C C C C C
11 [06/1001XII. 2006{Praha 8| absces NT sed + R C C R C C C C C C

Vysvétlivky: *) geny pro: enterotoxiny A - E, G - J; TSST-1, exfoliatiny A a B i
**) rezistence stanovena podle miniméalnich inhibiénich koncetraci (NRL pro ATB SZU-CEM)

Table legend: *) genes for: enterotoxins A - E, G - J; TSST-1, exfoliatins A and B
*#*) resistance was tested by determination of minimum inhibitory concentrations (NRL for Antibiotics, Centre for Epidemiolo-

gy and Microbiology, National Institute of Public Health)

108 PVL-pozitivnich kment pochazelo 65 % z koz-
nich abscesu (dg. 1L.02), 19 % izolatd z rannych
infekei, 6 % z flegmoén (dg. L03) (graf 1). V souboru
263 cilené zaslanych izolatt z Lékaiskych laborato-
i v Praze 8, které byly izolovany vétSinou z koznich
abscesu, bylo PVL-pozitivnich 60, tj. 22,8 %.

Ze 108 PVL pozitivnich kment produkovalo 83 %
alfa-hemolyzin (s delta-hemolyzinem), vyjime¢né
byly 4 kmeny se samotnou produkci delta-hemoly-
zinu a 3 kmeny produkujici stafylokokovy beta-
hemolyzin. Asi 10 % kment neprodukovalo zadny
ze zjistovanych 3 typt hemolyzinu.

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie
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Jeden ze 4 ,starych” typu enterotoxini (tj. A, B,
C, D) produkovalo 25 PVL-pozitivnich kmenu, a to
bud samostatné nebo v kombinacich (graf 2).
U poloviny se jednalo o hyperproducenty. Genotypi-
zaci byla potvrzena p#itomnost prislusnych gena
(sea, seb, sec, sed), navic byly zjistény geny kodujici
dalsi typy enterotoxinu (G, H, I a J), nejéastéji
v kombinaci seg + sei (20 kment).

T#i kmeny ze souboru PVL-pozitivnich byly
hyperproducenty TSST-1, jeden kmen produkoval
(kromé PVL) exfoliatin typu A.

Vétsina PVL-pozitivnich kment byla fagotypo-
vatelna (86 kmend, tj. 80 %) a pattily pievazné do
II. fagotypové skupiny (58 kmend, tj. 54 % - viz graf
3 ). Netypovatelnych zuastalo 20 % .

ATB rezistence. Necela polovina z PVL-pozi-
tivnich kmenu byla rezistentni k erytromycinu
(46 %), 29 % kmenu k amoxilinu s klavulanovou
kyselinou a 16 % kment bylo rezistentnich ke
klindamycinu. U ostatnich sledovanych antibio-
tik byla nalezena rezistence pod 10 % cCetnosti.
V celém souboru 108 PVL-pozitivnich kment
bylo 11 kment MRSA, u vSech byla potvrzena
pritomnost genu mecA. U téchto kment byly
v NRL pro antibiotika SZU-CEM zji$tény mini-
malni inhibiéni koncentrace. Charakteristiky
PVL-pozitivnich kmentt MRSA jsou prezentova-
ny v tabulce 1.

SCCmec typizace. Dosud bylo prvnich Sest nasich
PVL-pozitivnich kmentt MRSA podrobeno na Pi#F
MU v Brné k dalsi genotypizaci. Bylo zjisténo, Ze
izolaty lze zatadit do IV typu SCCmec typizace
(podle stafylokokového kazetového chromozomu
kazety meticilinové rezistence SCCmec) [15].

Diskuse

Ve svétové literatute jsou PVL-pozitivni kme-
ny popisovany piredevS§im mezi CA-MRSA.
V nasem souboru 108 PVL producenti bylo CA-
MRSA nalezeno 11. Sest z nich, které byly dosud
zkoumany na Pi¥F MU v Brné podrobnou genoty-
povou analyzou, se zaiadilo do SCCmec typu IV,
ktery je po celém svété mezi PVL CA-MRSA béz-
ny [12, 15].

Kmeny ke sledovani PVL-pozitivity byly vybi-
rany s ohledem na souvislost s klinickymi p#izna-
ky u pacienta, z jehoz materialu byly izolovany.
Ocekéavali jsme tedy vyssi podil kment s geny pro
PVL. Podle nasich vysledku se nam jevi, Ze schop-
nost produkovat Pantontiv-Valentintv toxin neni
vzacna i u kmenu k oxacilinu citlivych, viz 22 %
pozitivnich izolatt v souboru z Lékaiskych labo-
ratoii v Praze 8. Roli bude mozna hrat fakt, ze

v Fadé zapadnich stata je celkové vyssi podil kme-
nu MRSA (napi. v roce 2005 bylo ve Spojeném
kralovstvi hlageno do systému EARSS 44 % kme-
nu MRSA, oproti 13 % ¢eskych invazivnich izola-
th MRSA [4]. Zvl4sté kmeny CA-MRSA jsou stie-
dem pozornosti, pravé i z hlediska jejich
toxigenity.

Produkce superantigent (enterotoxina A — D,
TSST-1 a exfoliatini A a B) byla nizsi nez u bézné-
ho souboru kmenu (napt. 24 % pozitivnich na ente-
rotoxiny oproti 55 % pozitivnich, které dlouhodobé
nachéazime u vSech kment S. aureus). Jedna se ale

N

usuzovat.

Zajimavym se nam ale zd4 Casta fagotypovatel-
nost PVL-pozitivnich kmena fagy II. fagotypové
skupiny, tzn. 3A, 3C, 55 a 71. Podle nasich dlouho-
dobych zkusSenosti patii do II.fagotypové skupiny
asi 13 % kment ze vSech, které testujeme. V soubo-
ru PVL-pozitivnich byla tato ¢etnost 54 %. Ziejmé
to souvisi s tim, Ze geny kodujici produkei PVL jsou
umistény na profagu a studované kmeny mohou
nést podobné typy profagu.

Zavér

Kmeny S. aureus s produkci Pantonova-Valenti-
nova leukocidinu hraji podstatnou roli v dlouhodo-
bych, obtizné se hojicich koznich zanétech a v dal-
Sich tézkych onemocnénich, nap#. nekrotizujich
pneumoniich. Schopnost kmene S. aureus produko-
vat PVL je zasadni informaci pro oSetiujiciho 1éka-
fe. V piipadé zajmu o vySetfeni kmenua Staphyloco-
ccus aureus na piitomnost genu koédujicich
produkci Pantonova-Valentinova leukocidinu posi-
lejte tyto kmeny do nasi laboratoie, kde jsme za
optimélnich okolnosti schopni do dvou dnu tuto
vlastnost zjistit.
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TEST Z EPIDEMIOLOGIE

1. Mezi sérotypy Listeria monocytogenes pievazoval
v CR v r. 2006 sérotyp

a) 1/2b

b) C

¢) G1P[8]

2. Poéet podchycenych onemocnéni nvCJD ve svété
je zhruba

a) 20

b) 200

¢) 2000

3. Shigel6za je do CR nejéast&ji importovana z
a) Egypta

b) Turecka

¢) Indie

4. Nemoc modrého jazyka (bluetongue disease)
a) postihuje hlavné kozy

b) je pfenosna na ¢lovéka

c¢) se vyskytuje v Evropé

5. Genotypy viru piiusnic v CR
a) se nesleduji

b) se dlouhodobé neméni

¢) jsou zastoupeny genotypem 3

g OF ‘B¢ ‘qg ‘eT paodpo guagidg
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