Epidemiologie 1-2-012 15.5.2012 15:00 Str. 21 i $

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol. 61, 2012, ¢. 1-2, s. 21-28

Porovnani produkce vybranych faktoru virulence
Pseudomonas aeruginosa izolovanych z katétra

Olejnickova Katerina, Hola Veronika

Mikrobiologicky ustav LF a FN u sv. Anny v Brné

SOUHRN

Zkvalitniovani lékaiské péce s sebou nese vyssi pocet invazivnich vykonu a také vyssi pocéet
naroénymi operacemi oslabenych pacienta nachylnych k nozokomialnim infekeim.
Pseudomonas aeruginosa je jednim z nejéastéji izolovanych nozokomialnich druhu, pricemz lécba
pseudomonadovych infekei je ¢asto problematicka, zdlouhava a infekce jsou casto recidivujici.
S procesem patogeneze pseudomonadovych infekei je spojena rada faktoru virulence.

V ramci prekladané studie bylo vysetieno 93 katétrovych izolatu Pseudomonas aeruginosa na
tvorbu biofilmu, pohyblivost a sekreci vybranych extracelularnich latek. Vysoké procento kmenu
byla schopno produkovat hemolyziny, LasB elastazu a pyoverdiny (> 70 %). Submerzni biofilm
tvorilo 80 % kment, aerovany biofilm byl piitomen u 90 % izolatu, piricemz byla prokazana
pozitivni korelace mezi tvorbou submerzniho a aerovaného biofilmu (p = 0,00583; v = 0,551).
VsSechny kmeny byly pohyblivé swarming motilitou, 95 % kmenu vykazovalo swimming motilitu
a 75 % twitching motilitu. Ze sledovanych faktoru virulence byla mezi kmeny nizka pouze sekrece
pyocyaninu a pyochelinu (< 25 %).

Pozitivni korelace byla prokazana u produkce nékterych extracelularnich latek (mezi produkei
pyochelinu a pyocyaninu, pyocyaninu a LasB elastazy, LasB elastazy a hemolyzinu), mezi
produkci submerzniho a aerovaného biofilmu a také mezi produkeci aerovaného biofilmu
a pigmentu (pyoverdinu i pyocyaninu). Naopak negativni korelaci vykazovaly vztahy mezi
produkci submerzniho i aerovaného biofilmu a LasB elastazy a submerzniho biofilmu a pigmenta
(pyoverdinu i pyocyaninu). VSechny korelace jsou vyznamné na hladiné p = 0,05 a vykazuji
korelaci y> 0,50.

Kli¢ova slova: Pseudomonas aeruginosa - faktory virulence - biofilm - motilita — LasB elastaza -
hemolyziny.

SUMMARY

Olejnickova K., Hola V.: The Comparison of Selected Virulence Factors in Pseudomonas aeruginosa
Catheter Isolates

Healthcare quality improvement brings about an increasing number of invasive diagnostic and
therapeutic procedures and thus also an increasing number of high-risk patients prone to hospital
infections. Pseudomonas aeruginosa is one of the most commonly isolated nosocomial species and
the treatment of the infection is often long and problematic, with frequent recurrences. The
pathogenesis of Pseudomonas infection is associated with a range of virulence factors.

In the present study, 93 catheter isolates of Pseudomonas aeruginosa were screened for the biofilm
formation, motility and secretion of selected extracellular products. A high rate of the strains
tested were producers of hemolysins, LasB elastase, and pyoverdines (> 70%). The biofilm
formation was detected in 80% of isolates and formation of aerated biofilm was present in 90% of
isolates with a positive correlation found between the two types of biofilm formation (p = 0.00583;
v=0.551). All strains showed swarming motility, 95% of strains showed swimming motility, and 75%
of strains showed twitching motility. Among the virulence factors studied, only pyocyanin and
pyochelin were produced by a lower proportion of isolates (< 25%).

A positive correlation was seen between the production of some extracellular molecules
(pyochelin and pyocyanin, pyocyanin and LasB elastase, and LasB elastase and haemolysins),
between biofilm formation and formation of aerated biofilm, and between formation of aerated
biofilm and pigments (pyoverdine and pyocyanin) production. On the other hand, a negative
correlation was found between biofilm production and LasB elastase production and between the
production of biofilm under immersion and pigments (pyoverdine and pyocyanin) production. All
correlations are significant at the level p = 0.05, with the correlation coefficient y > 0.50.

Key words: Pseudomonas aeruginosa — virulence factors - biofilm - motility — LasB elastase -
haemolysins.
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Nozokomialni infekce predstavuji zavazny pro-
blém soucasné lékaiské péce. Pripocteme-li
k tomu i zvySujici se mnozstvi pacientd s oslabe-
nou imunitou, je logické, Ze se surveillance nozo-
komialnich patogenu dostava do poptedi zajmu
klinickych mikrobiologti. Pseudomonas aerugino-
sa patii k nejcéastéji izolovanym nozokomialnim
druhtim. Pseudomonady jsou znamé ubikvitnim
vyskytem a rozsahlou pi#irozenou i ziskanou rezi-
stenci k antimikrobni terapii [1].

Kromé pacientu s cystickou fibrézou (CF) ohro-
zZuji pseudomonadové infekce predevsim pacienty
s oslabenou imunitou, osoby po tézkych chirurgic-
kych vykonech ¢i katetrizované pacienty [1].
P aeruginosa je tretim nejéastéjsim puvodcem
nozokomialnich mocovych infekci u katertizova-
nych pacientu [2] a zavedeni katétru (venézniho
i mocového) patii mezi rizikové faktory pro rozvoj
infekei krevniho fecisté [3].

P. aeruginosa je pouze oportunni patogen, pre-
sto mtzZze mit nakaza fatalni nasledky. Patogene-
ze infekci zpusobenych P. aeruginosa je slozity
proces, do néhoz je zapojeno mnoho faktoru viru-
lence [4]. Produkce jednotlivych faktora virulence
se mezi kmeny vyrazné lisi a zalezi na charakte-
ru i mire exprese téchto faktoru, stejné jako na
stavu imunitniho systému pacienta, zda dojde
k propuknuti infekce.

Mezi nejvyznamnéjsi faktory virulence pseudo-
monad patii tvorba biofilmu, jez se vyraznou
mérou podili na selhavani terapeutickych zasaht
a rozsirovani nozokomialnich kment [5].
V poslednich letech se zajem védct upina i k tzv.
aerovanému biofilmu, tedy blance, kterou tvoii
nékteré bakterie na rozhranni kapaliny a vzdu-
chu [6-8]. Role aerovaného biofilmu pro patogeni-
tu P. aeruginosa nebyla zatim objasnéna. Proteo-
lytické enzymy pomahaji bakterii pirekonat
obranné mechanismy hostitele — §tépi komponen-
ty pojivové tkané ¢i modifikuji imunitni odpovéd
organismu [1, 9]. Hemolyziny destabilizuji bunéc-
nou membranu a tim vnitini prostiedi bunky,
z néhoz nasledné ¢erpa mikrob ziviny [10]. Solu-
bilni pigmenty — pyoverdiny, pyochelin a pyocya-
nin — se ucastni vychytavani ionta zeleza a fosfa-
th z okoli buniky [1]. Organely pohybu umoznuji
bakterii pronikat z vnéjsiho prostiedi do hostitel-
skych tkani a Sitit se do preferovanych mist.
Jejich tloha byla prokazana i p¥i vzniku moco-
vych infekci u katetrizovanych pacientta [11]
a dualezitou roli hraji i pti tvorbé biofilmu [5].
Pohyb P. aeruginosa je zprostiredkovan bicikem
(nezbytny pro swimming motilitu — plavani
v tekutém prostredi) a pili typu IV (umoznuji
twitching motilitu — skakavy pohyb na rozhranni
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dvou pevnych fazi). Pro posledni typ pohybu —
swarming motilitu — jsou potieba oba typy orga-
nel [12].

V predkladané praci jsme se zamétily na porov-
nani tvorby vybranych faktora virulence u klinic-
kych izolath P. aeruginosa a sledovani vztahu
mezi témito faktory. U izolath byly vySetieny
nasledujici faktory virulence: tvorba biofilmu —
submerzniho a aerovaného; pohyblivost kmene
(swimming, twitching a swarming motilita)
a sekrece extracelularnich latek (LasB elastaza,
hemolyziny, pigmenty).

MATERIAL A METODY

Pouzité mikroorganismy

Celkem bylo v ramci studie zpracovano 94 kme-
nu rodu Pseudomonas izolovanych z katétrovych
infekci pacientt Fakultni nemocnice u sv. Anny
v Brné v letech 2008—2010. Izolované kmeny byly
na zakladé typického rtstu na Endové agaru,
krevnim agaru a Mueller-Hinton agaru piedbéz-
né urceny jako Pseudomonas aeruginosa. Identifi-
kace byla konfirmovana biochemicky (OXItest
a NefermTEST, Lachema, CZ) u 93 izolovanych
kment. Kmeny byly uchovavany v glycerolséro-
vém bujonu v hlubokomrazicim boxu pti teploté
-73 °C a pro vlastni testovani byla vzdy pouzita
Cerstva 24hodinova kultura.

Prukaz tvorby biofilmu

Tvorba submerzniho biofilmu byla testovana
modifikovanou Christensenovou metodou v mik-
rotitraéni destiéce [13]. Do jednotlivych dalka
bylo napipetovano 180 ul mozkosrdcové infuze
(BHI) se 4 % glukézy a 20 ul bakterialni suspen-
ze v BHI se 4 % glukézy o zakalu 1 podle McFar-
landovy stupnice. Desticky byly kultivovany
24 hodin pti teploté 37 °C, poté tiikrat proplach-
nuty vodou a fixovany suSenim. Biofilm adhero-
vany na sténach dualka byl obarven krystalovou
violeti, barvivo bylo rozpusténo v etanolu a kvan-
tifikovano spektrofotometricky pri 595 nm.
Vsechny kmeny byly testovany ve tfech opakova-
nich.

Aerovany biofilm byl testovan v polystyreno-
vych zkumavkach. Médium a kultiva¢ni podmin-
ky byly shodné s metodikou pro testovani sub-
merzniho biofilmu [13]. Do zkumavky bylo
napipetovano 1,8 ml média a 200 ul mikrobialni
suspenze o zakalu 1 podle McFarlandovy stupni-
ce. Po kultivaci byla u vech kment odeétena p¥i-
tomnost blanky na povrchu média a zhodnocen
jeji charakter (tab. 1). Aerovany biofilm byl
nasledné kvantifikovan. Vzhledem k naroc¢nosti
zpracovani byla tvorba aerovaného biofilmu
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Obr. 1. Kvantifikace aerovaného biofilmu
A, B — producenti aerovaného biofilmu, C — kmen neproduku-
jici aerovany biofilm

Fig. 1. Biofilm quantification: A, B — formation of aerated bio-
film, C — no formation of aerated biofilm

kvantifikovana pouze u ¢asti kment. Blanka byla
opatrnym pohybem zkumavky prichycena ke sté-
né, zkumavka byla tiikrat proplachnuta vodou
a blanka byla fixovana suSenim (obr. 1). Po obar-
veni krystalovou violeti bylo odstranéno barvivo
ze submerzniho biofilmu a byl odec¢ten aerovany
biofilm. Kmeny byly testovany ve tiech opakova-
nich.

Prukaz pohyblivosti kmene

Ke kvantifikaci jednotlivych typa pohybu byly
pouzity miskové testy s médiem o razném obsahu
agaru. Jednotlivé typy pohybu jsou znazornény
na obrazku 2.

Pro test na swimming motilitu bylo vyuZito
Luria-Bertani médium (LB) s 0,3 % agaru [14].
Inokulace byla provadéna kolmym vpichem
dovniti éerstveé piripraveného média. Kultivace pro-
bihala 24 hodin p#i 37 °C. Vysledek testu byl hod-
nocen jako pramér vzniklé zény, ktery byl nasled-
né prepoéitdm na plochu kruhu. Zény vzniklé po
kultivaci jsou zobrazeny na obrazcich 2 A, B.

K testovani twitching motility byly pouzity plot-
ny s Cerstvym LB médiem s 1 % agaru [15]. Kultu-
ra byla inokulovana kolmym vpichem na dno mis-
ky, kde se bunky pohybovaly na rozhrani pevnych
fazi. Plotny byly inkubovany 16 hodin pii 37 °C
a nasledné 72 hodin pii pokojové teploté. Po kulti-
vaci byl agar vyklopen a otisk na dné misky fixo-
van susSenim. Pro snazs$i hodnoceni byl otisk obar-
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ven krystalovou violeti (obr. 2 C, D). K odectu twit-
ching motility byl pouzit software Imaged [16].

Swarming motilita byla testovana na médiu
obsahujicim Zivny bujon, 5 g/l glukézy a 0,5 % aga-
ru [17]. Zéna pohybu byla zméiena po 48hodinové
kultivaci pii 37 °C (obr. 2 E, F). K odeétu swar-
ming motility byl pouZit software Imaged [16].

Jako nepohyblivé byly u vSech testa pohybli-
vosti hodnoceny kmeny, které spiSe nez zoénu ruas-
tu vytvorily pouze kolonii s plochou mens$i nez
20 mm*.

Produkce extracelularnich latek
Hemolyziny

Bunky byly kultivovany 18 hodin v LB médiu,
1 ml bunék o denzité 3 podle McFarlandovy stup-
nice byl smichan s 50 pl roztoku propranych ery-
trocytt. Smés byla inkubovana pti 37 °C po dobu
t¥i hodin. Nezlyzované erytrocyty a zbytky bunék
byly odstranény centrifugaci a optickd denzita
supernatantu byla zméfrena pti 545 nm. Aktivita
hemolyzint je umérna mnozstvi hemoglobinu
uvolnéného z erytrocytt po kultivaci s bakterial-
ni suspenzi [18]. Jako hemolyziny produkujici
kmeny byly vyhodnoceny izolaty, jejichz OD,,.
supernatantu byla vy$si nez prumérna OD,,,
negativnich kontrol.

LasB elastdza

Produkce LasB elastazy byla sledovana pomoci
elastinového testu s kongo cerveni [19]. Denzita
bunék rostoucich 18 hodin v LB médiu byla upra-
vena na 3 podle McFarlandovy stupnice. 700 ul
suspenze bylo smichano s 250 ul roztoku kongo
¢ervené konjugované s elastinem v Tris pufru
s CaCl,,. Buiiky byly inkubovany p#i 37 °C po dobu
17 hodin. Elastaza rozlozila konjugat a mnozstvi
uvolnéné kongo ¢ervené bylo zmétreno spektrofoto-
metricky (OD 492 nm). Jako LasB elastazu-produ-
kujici byly vyhodnoceny izolaty, jejichz OD o, byla
vySSi nez pramér OD , negativnich kontrol.

Produkce pigmentii
Tvorba siderofora byla detekovana kultivaci
kmentd na specialnich padach. Pseudomonadovy

D

Obr. 2. Test na swimming (A, B), twitching (C, D) a swarming (E, F) motilitu

Fig. 2. Swimming (A, B), twitching (C, D), and swarming (E, F) motility assays
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agar P (King A agar) pro detekci pyocyaninu, pyo-
chelinu a pyorubinu je jednoduché médium chudé
na fosfaty. Pseudomonadovy agar F (King B agar)
je médium s dostatkem fosfatia vhodné pro detek-
ci pyoverdina [20]. Kmeny byly o¢kovany bakte-
riologickou klickou a kultivovany 24 hodin pti
37 °C. Produkce pigmentt se projevila zménou
barvy média v okoli kolonii. Sekrece pyocyaninu
byla konfirmovana zménou barvy po acidifikaci
1 M kyselinou chlorovodikovou [21].

Statistické vyhodnoceni

Data byla vyhodnocena za pouZziti programu
Statistica for Windows 9.1 [22] pomoci korelaéni-
ho koeficientu gama a parového t-testu. Hladina
vyznamnosti vSech korela¢nich testd byla stano-
vena jako p = 0,05. Za vyznamné byly povazovany
korelaéni koeficienty s p < 0,05 a korelaci vyssi
nez 50 % (tj. y > 0,50).

VYSLEDKY A DISKUSE

Pseudomonas aeruginosa je obavanym nozoko-
mialnim patogenem. Prestoze zdravym jedincim
neni kolonizace nebezpeéna, pro oslabeny orga-
nismus muze infekce zpusobena Pseudomonas
aeruginosa skoncit fatalné. Diky ptirozené i zis-
kané rezistenci (nejen k antibiotiktim ale i k mno-
ha dezinfekénim latkam) je velmi obtizné tyto
bakterie v nemocni¢nim prostiedi eradikovat.
Schopnost mikroba perzistovat v podobé biofilmu
pak dale komplikuje 1éébu a zptisobuje chronicitu
pseudomonadovych infekei.

Pri rozvoji pseudomonadovych infekci hraje
pritomnost jednotlivych faktorta virulence zasad-
ni roli. Produkované faktory virulence se uplat-
nuji pti kolonizaci nativnich i inertnich povrchi,
poméahaji pseudomonadam piekonat obranné
mechanismy hostitele a piezit v prostiedi makro-
organismu. Katétrové infekce mocovych cest se
podileji az 40 % na celkovém poétu nozokomial-
nich infekci [2]. Povrch katétru predstavuje vhod-
né prostiedi pro adhezi bakterii i pro vytvoieni
biofilmu. Diky preklenuti nékterych obrannych
mechanismi hostilele se katétr stava primou
spojnici do vnit¥niho prostiredi organismu.

Vsechny faktory virulence v ramci studie byly
testovany fenotypovymi metodami. PiestozZe jsou
k prukazu nékterych faktora virulence k dispozi-
ci i metody molekularné-biologické, pritomnost
genetické informace v genomu bakterie nemusi
nutné znamenat expresi daného faktoru virulen-
ce. Vztahem mezi piitomnosti genu a fenotypo-
vym projevem se zabyvali napi. Ruzicka et al.
[23]. Z jejich vysledku vyplyva, Ze ica operon —
nezbytny pro tvorbu biofilmu u stafylokoka — se
fenotypové projevuje pouze u 70-85 % kmenn,
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nicméné genetické metody jsou pro svou rychlost
a jednoduchou interpretaci vhodnym nastrojem
pro detekci kment s potencialné vysokou virulen-
ci. Produkce jednotlivych faktort virulence rov-
néZ neni neménna, podle nékterych studii ji lze
ovlivnit mimo jiné temperovanymi fagy — kultura
obsahujici faga Pf4 vykazovala vys$si pocet tzv.
SCVs (small colony variants), jez jsou spojeny
s vySsi virulenci [24], fag FIZ15 zase podporil
adhezi k epiteliim [25]. Produkce sledovanych
faktora virulence u vysetfovanych kmenu je shr-
nuta v grafu 1.

Tvorba biofilmu

Tvorba biofilmu v mikrotitraéni desticce byla
hodnocena podle metodiky Stepanovice et al. [13].
Jako silni producenti biofilmu bylo vyhodnoceno
25 kment (26,9 %), 30 kmenu (32,3 %) bylo stied-
né silnymi producenty a 23 kmenu (24,7 %) sla-
bymi producenty biofilmu. U 15 kmenu (16,1 %)
nebyla produkce biofilmu v mikrotitraéni desticce
prokazana. Mezi tvorbou submerzniho biofilmu
v mikrotitrac¢ni destic¢ce a v polystyrenovych zku-
mavkach nebyl prokazan statisticky vyznamny
rozdil (p = 0,56; t = 0,879).

Biofilm na rozhrani kapaliny a vzduchu tvoti-
lo 81 testovanych kmenua (87,1 %), pricemz
13 kmenu (14,0 %) tvotilo silnou vrstvu aerova-
ného biofilmu. Pouze u 12 kment (12,9 %) neby-
la blanka na rozhrani fazi patrna. Kmeny pro-
dukujici aerovany biofilm byly podle kritérii
definovanych v publikaci Koza et al. [7] rozdéle-
ny do 3 skupin, jejichz charakteristika je uvede-
na v tabulce 1. Nejéastéji (65,6 %) kmeny tvori-
ly kompaktni typ aerovaného biofilmu -
robustni homogenni hmotu s dobrou soudrznos-
ti. Kompaktni a vlockovity typ aerovaného bio-
filmu je zobrazen na obrazku 3. U 58 kmenu
tvoricich aerovany biofilm bylo mnozstvi biofil-
mu kvantifikovano spektrofotometricky -
86,2 % kmenu bylo silnymi producenty, 10,3 %
stfedné silnymi producenty a pouze 3,4 % kme-
nu bylo vyhodnoceno jako slabi producenti aero-
vaného biofilmu. V piedchozich studiich byla
tvorba aerovaného biofilmu sledovana prede-
v&im u prirodnich kment P. aeruginosa, napt.
Ude et al. [26] ji detekovali v piipadé 76 % puad-
nich izolata. Autoti bohuzel mnozZstvi aerované-
ho biofilmu nijak nekvantifikovali.

Ve zkoumaném souboru bylo zjisténo vice pro-
ducenttt aerovaného nez submerzniho biofilmu
(87,1%, respektive 83,9 %). Rovnéz vétsina kme-
nu (90 %), které byly vyhodnoceny jako biofilm-
-negativni p¥i testovani submerzniho biofilmu,
byla schopna vytvaret aerovany biofilm. Pouze
dva kmeny netvorily zZadny typ biofilmu. Mezi
tvorbou submerzniho a aerovaného biofilmu
byla prokazana pozitivni korelace (p = 0,00583;
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Tabulka 1. Charakteristika jednotlivych kategorii aerovaného biofilmu a po¢ty kment, které vytvarely dany typ biofilmu

Table 1. Characteristics of Aerated Biofilm and Nos. of biofilm producing strains by biofilm type

Kategorie aerovaného biofilmu
kompaktni vlockovity vizké6zni
Pocéet kment 61 11 9
Charakteristika jednolita hmota, k(?mpaktni a jedno};liyé shluky méné kom})aktni hmota
soudrzna obklopené ¥idkou hmotou s mensi tloustkou
Soudrznost dobra na jeg(;f(ﬂ?i(iéé Ziluky slaba
B
v = 0,5651). Z kmend, u kterych
byla tvorba aerovaného biofilmu lgS:
kvantifikovana, bylo témér 90 % 80 -
izolatd vyhodnoceno jako silni 28:
producenti. Vyse uvedena data 50 -
naznacuji, Ze standardni metoda gg:
detekce tvorby biofilmu v mikro- 20 -
titraéni  destiéce nepostihuje 18 ] .
vSechny varianty biofilmu. To je N N WD S S S
vSak dano spife omezenymi moz- é\@“\ 6;\&5\ & s A A *O(ﬁ'b &
nostmi zpracovani aerovaného ° T &S e & & =
biofilmu v mikrotitraéni destiéce x‘,@‘& &

nez tim, ze by se v mikrotitraéni
destiéce aerovany biofilm netvoril.
Jeho pritomnost jsme béhem
experimentu opakované zazna-
menaly. Castéjsi produkce aerova-
ného biofilmu oproti biofilmu sub-
merznimu muze byt dana faktem,
Ze P. aeruginosa je aerobni orga-
nismus. V pripadé infekci moco-
vych a venéznich katétru vsak
podminky vice odpovidaji podmin-
kam pii testovani submerzniho
biofilmu, a proto v téchto pripa-
dech stanoveni submerzniho bio-
filmu poskytuje lepsi informaci
o schopnosti mikroba tvorit kli-
nicky vyznamny biofilm.

Pohyblivost kmenii

Motilita kmene je piimo umérna
velikosti zony rastu na specialnim
médiu. Vysledky jednotlivych testi
pohyblivosti jsou uvedeny na obrazku 1.

Témér vSechny kmeny vykazovaly swimming
motilitu, po inkubaci tvorily izolaty pravidelné kru-
hové zény. Plocha nejvétsi zény byla 5150,4 mm?
(kmen médiem pieplaval prakticky celou misku),
nejmensi zéna méiila 28,2 mm? Ctyii kmeny
(4,3 %) byly hodnoceny jako nepohyblivé
(z6na < 20 mm?).

Pri twitching a swarming motilité vznikaly pie-
vazné nepravidelné utvary. Pii testovani twit-

Graf 1. Porovnani produkece jednotlivych faktora virulence

Graph 1. Comparison of production of virulence factors

Obr. 3. Aerovany biofilm
A — kompaktni typ, B — vlockovity typ

Fig. 3. Formation of aerated biofilm
A — compact biofilm, B — floccular biofilm

ching motility byla necela ¢tvrtina kmenu (cel-
kem 22 — 23,7 %) nepohybliva (zéna < 20 mm?).
Nejvice pohyblivy kmen twitching motilitou
vytvotil zénu o velikosti 1817,5 mm?, nejméné
pohyblivy kmen vytvotil zénu pouhych 24,1 mm?2.

Pomoci swarming motility byly pohyblivé
vSechny kmeny. Velikost vzniklych z6n se pohybo-
vala v rozmezi 32,1-2022,9 mm?.

Mezi zkoumanymi kmeny nebyl detekovan zad-
ny zcela nepohyblivy izolat. 69 kment bylo
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Obr. 4. Porovnani jednotlivych typt motility

Fig. 4. Comparison of motility types

pohyblivych v&emi testovanymi typy motility. Dva
kmeny vykazovaly pouze swarming motilitu. 22
kmena bylo schopno se pohybovat pomoci dvou
typa pohybua. Pouze kombinaci swarming a swim-
ming motility vykazovalo 20 kmenu, 2 kmeny
byly pohyblivé jen pomoci swarming a twitching
motility. Kombinaci pouze swimming a twitching
motility nevykazoval zadny kmen.

Pohyblivost katétrovych izolatt sledovanych
v této studii je vyssi nez detekovali Deligianni et
al. [17] a Leone et al. [27] u kmenu izolovanych
z plic pacientu s CF. Shodné u obou autort swim-
ming a swarming motilitu vykazovala polovina
kmenu, twitching motilitu dokonce Deligianni et
al. [17] zjistili pouze u tretiny izolata. Jiz diive
vsak byl prokazan pokles pohyblivosti, stejné jako
jinych faktora virulence, u chronicky kolonizova-
nych pacientt s CF [28]. Také v ramci nasi studie
bylo nejméné izolati pohyblivych pomoci fwit-
ching motility, presto byl tento pohyb zazname-
nan u 76 % kmenu. Celkové byl poéet pohyblivych
kmenu dvakrat vyssi nez ve vySe uvedenych stu-
diich. U katétrovych infekci je schopnost pohybu
pro klinické izolaty velmi vyhodn4, protoze umoz-
nuje snadnéj$i a rychlejsi kolonizaci katétru,
odkud se pak mohou §iiit do vnitiniho prostiedi
makroorganismu. Vliv piredev§im swarming moti-
lity na kolonizaci katétria a nasledné mocového
traktu byl popsan u rodu Proteus [29]. Taktéz
vSechny nasSe izolaty byly schopné swarming
motility, a tudiz pohybu v lumen katétru. Mezi
sledovanymi typy pohybu nebyla zjisténa zadna
korelace.

Sekretované ldatky

V testovaném souboru kmenu 87 (93,6 %) tvo-
tilo hemolyziny, 82 (88,2 %) LasB elastazu, 72
(77,4 %) pyoverdin, 21 (22,6 %) pyocyanin a 8
(8,6 %) pyochelin.

$

Vysoké procento kment produkujicich vyse
zminéné faktory virulence koresponduje s pozoro-
vanim ostatnich autort, kteri detekovali u vétsi-
ny izolatu z mocéovych infekei tvorbu hemolyzini,
proteaz a siderofora [30, 31]. Studie Mittala et al.
[30] také naznacuje, Ze hemolytické vlastnosti
kmene mohou hrat vyznamnou roli pii kolonizaci
mocového tustroji. Produkce LasB elastazy je
typicka nejen pro kmeny z mocovych infekci, ale
i pro izolaty z jinych oblasti. Degradace elastinu,
jakozto jedné ze zakladnich slozek pojivové tkané,
muze byt jednim z rozhodujicich faktora pro roz-
voj infekce bez ohledu na jeji lokalizaci [4]. Pozi-
tivni korelace byla detekovana mezi produkci
nékterych extracelularnich latek — LasB elasta-
zou a hemolyziny (p = 0,0061; y = 0,561), LasB
elastazou a pyocyaninem (p = 0,0027; y = 0,520)
a mezi produkei pigmentt, tj. pyocheliny a pyocy-
aninem (p << 0,0001; y = 0,866).

Korelace mezi tvorbou biofilmu a ostatnimi
faktory virulence

Negativni korelace byla pozorovana mezi pro-
dukci submerzniho i aerovaného biofilmu a pro-
dukci LasB elastazy (p = 0,00757; y = 0,518;
respektive p = 0,0007; y = 0,652). Negativni kore-
lace byla prokazana také mezi produkei submerz-
niho biofilmu a pigmenty — pyocyaninem i pyo-
chelinem (p << 0,0001; y = 0,528; resp. p = 0,0092;
v = 0,560). K podobnym vysledktim dospéli
i Yadav et al. [32], kteii pozorovali v biofilmu
pokles produkce vétSiny extracelularnich latek,
jako jsou hemolyziny, LasB elastaza, pyochelin.

Pozitivni korelace byla naopak prokazana mezi
produkci aerovaného biofilmu a pigmenta — pyo-
verdinu i pyocyaninu (p << 0,0001;y= 0,914; resp.
p = 0,0011; vy = 0,6). Pro aerovany biofilm a pro-
dukeci pigmenta tedy plati opaény vztah nez pro
biofilm submerzni. Tvorba biofilmu stejné jako
sekrece siderofort (predev§im pyoverdinu) je
Tizena systémem quorum sensing. U P. aerugino-
sa a P. putida je znamo, Ze tzv. pseudomonadovy
chinolonovy signal (2-heptyl-3-hydroxy-4-chino-
lon) pozitivné ovliviiuje produkeci siderofort, pii-
¢emz tvorba submerzniho biofilmu je za téchto
podminek potlacena [33]. Vztah mezi produkci
aerovaného biofilmu a siderofortt zatim nebyl
detailnégji zkouman.

ZAVER

V souladu s vysledky piedchozich studii [30, 31
a dalsi] byla produkce sledovanych faktora viru-
lence u izolata z mocovych katétra vysoka. Prak-
ticky vSechny kmeny byly pohyblivé a tvoiily bio-
film (aerovany a/nebo submerzni), 90 % kmenu
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sekretovalo jednotlivé exoenzymy. Vysoké procen-
to kmenu tvorilo také pyoverdin — siderofor
vychytavajici esencialni ionty Zeleza z prostiedi.

Motilita a schopnost tvorit biofilm jsou dulezité
faktory pro vytvoieni mikrobialniho loziska, napt.
v lumen katétru. Extracelularni latky napoméaha-
ji degradaci tkani a rozvoji infekce. Piresné vztahy
mezi produkei jednotlivych faktorta virulence
vsak nejsou dosud zcela objasnény.

V ramci této studie byla pozitivni korelace pro-
kazana mezi produkeci nékterych extracelularnich
latek a také mezi produkeci submerzniho a aero-
vaného biofilmu. Naopak tvorba obou typt biofil-
mu negativné korelovala s produkei LasB elasta-
zy. Sekrece pigmentt vykazovala negativni
korelaci se schopnosti kmene tvofit submerzni
biofilm a pozitivni korelaci s produkci aerovaného
biofilmu. Vsechny prokazané korelace byly
vyznamné na hladiné p = 0,05 a vykazovaly kore-
laci vys$si nez 50% (y > 0,50).

Prace je soucasti dlouhodobéjsiho vyzkumu
dané problematiky. Na fenotypové metody detek-
ce faktoru virulence navazuje genotypizace kme-
na pomoci RAPD (random amplification of poly-
morphic DNA) a PFGE (pulse field gradient
electrophoresis), kterd umozni ziskat ptehled
o epidemiologii izolatt v ramci nékolika zdravot-
nickych zatizeni v Brné. Porozuméni vztahtim
mezi jednotlivymi faktory virulence je nezbytné
pro pochopeni patogeneze onemocnéni zptsobe-
nych Pseudomonas aeruginosa. Tyto znalosti
mohou vést ke zlepSeni a zefektivnéni 1é¢éby pseu-
domonadovych infekci, zejména téch, které jsou
spojené s tvorbou biofilmu. Adekvatni terapeutic-
ké zasahy by potom mohly vést ke sniZeni poctu
pseudomonadovych infekci a tim i k duspoie
naklada s témito infekcemi spojenymi.

Podékovani: Prége byla podpoiena z grantového
projektu IGA MZ CR NS-9678.
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