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Anotace

Staphylococcus aureus je bakterie bézné se nachazejici v lidském téle. Predpokladalo se, Ze je
neskodna a pokud zpiisobi infekci, dé se snadno zneskodnit antibiotiky. Jiz par let po objeveni
penicilinu se ale zjistilo, Ze na n¢které bakterie antibiotika pfestavaji fungovat. Bakterie si
postupné ziskaly rezistenci. Cilem prace bylo odhalit rezistenci k antibiotikim u koagulaza-
pozitivnich stafylokoku, izolovat jejich plazmidovou DNA, plazmidy analyzovat za pouziti
restrikénich enzymi a detekovat na nich geny pro rezistenci. U kmene E9 prokazat
multirezistenci a poukézat tim na stale akutngji problém. Cim vice se totiz pouZivaji
antibiotika, tim vétsi je pravdépodobnost vytvoreni dalsich multirezistentnich kmentd. Geny pro
rezistenci byly detekovany na plazmidech, coz znaén¢ poukazuje na fakt, Ze mezi bakteriemi
dochazi k horizontalnimu pfenosu genti. TO pro né predstavuje obrovskou evolu¢ni vyhodu.
Zaroven by to vysvétlovalo, pro¢ rezistence K antibiotikiim vznika mezi kmeny tak rychle.

Klicova slova
Rezistence, horizontalni pfenos gent, S. aureus, plazmid, multirezistence

Annotation

Staphylococcus aureus is a common bacterium in the human body. It was supposed to be
harmless, and if it caused an infection, it could be easily eliminated by antibiotics. However,
only a few years after the discovery of penicillin, antibiotics were found to be ineffective against
some types of bacteria. The bacteria were becoming more and more resistant. The aim of this
work was to detect antibiotic resistance against coagulase-positive staphylococci, to isolate
their plasmid DNA, to analyse plasmids using restriction enzymes and to detect resistance genes
on them. In case of strain E9, show multidrug resistance and thus point to an acute
problem — the more amounts of antibiotics were used, the forming of new multidrug-resistant
strains of bacteria is more probable. We have detected genes for resistance on plasmids, which
IS a strong indication, that there is horizontal gene transfer between bacteria. This fact is a huge
evolutionary advantage for them. It also explains, why antibiotic resistance develops so quickly.
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Seznam zkratek

HGT o horizontal gene transfer, horizontalni ptenos gent

MDR ..ot multirezistentni kmeny

MGE......coooiiiiiins mobilni geneticke elementy

MPB.....ooveeeeciecieee masopeptonovy bujon

MRSA ..., meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

PCR...oooiiieieeie polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

UEB, LMDM................. Ustav experimentalni biologie, Laboratoi molekularni diagnostiky
mikroorganismil



1 Uvob

V soucasné dob¢, kdy uz pies rok svét zije v pandemii zptisobené virem SARSCoV-2, sly$ime
denné o testech PCR. Zaujal mé samotny fakt, Ze existuje test, ktery z malého mnozstvi vzorku
zjisti, zda je jedinec pozitivni, ¢i negativni na tento virus. Tento zajem mé ptivedl na
Ptirodovédeckou fakultu MU do Laboratoie molekularni diagnostiky mikroorganismii, kde tuto
metodu béZné uz dlouha 1éta pouzivaji k védeckym pokustim. Zjistila jsem ale, Ze metoda PCR
ma spoustu vyuziti a pouziva se K prokazani nejriznéjsich gend.

Jednim ze soucasnych zdravotnickych problémt je rezistence bakterii k antibiotikim.
Rezistence bakterii k antibiotikiim se zacala objevovat uz kratce po objeveni penicilinu. Je to
obrana bakterii pied jednotlivymi antibiotiky a nikdy nebyla takovym problémem jako dnes.
UZzivani antibiotik samo o sob& neni problémem, pokud je v nemocnici ¢loveék s infekci
zpusobenou bakterii, pak neni jind moZnost nez antibiotika nasadit. Problém nastava tehdy,
kdyz se antibiotika zneuzivaji. Mnoho zemi ma antibiotika b&ézné k dostani v lékarnach a
k jejich vydani nepotiebujete ani ptedpis. Lidé je tedy mohou sami uzivat i na virova
onemocnéni. Nejcastéji se tak stdva u chiipky.

Na virova onemocnéni antibiotika nejen Ze nefunguji, ale mohou jedinci z dlouhodobého
hlediska uskodit. Pokud jedinec naduziva antibiotika, bakterie nachazejici se napt. na povrchu
kize se mohou stat k tomuto antibiotiku necitlivé (rezistentni). Tak vznikne konkrétni
rezistentni kmen. Pozdé&ji, kdyZz se nahodou jedinec zrani a do rany si zanese pravé tento
rezistentni kmen bakterie, vznikne v rané infekce, kterd se uz neda 1é¢it nékterymi antibiotiky.

V soucasné dobé uz existuji bakterie rezistentni Kk vice antibiotikiim. Napiiklad infekce
zpusobené kmenem bakterie Staphylococcus aureus rezistentni k meticilinu (MRSA) se da 1é¢it
jiz pouze vankomycinem a je otazkou ¢asu, kdy se i k tomuto antibiotiku stane rezistentni. Tyto
kmeny tak mohou zptsobovat nelécitelnd onemocnéni, ¢asto koncici smrti.



1.1 Rezistence k antibiotikiim

Pii 1é¢bé bakterialnich onemocnéni se nemocnému obvykle podavaji vhodna antibiotika. K
prvni zaznamenané 1€cb¢ antibiotikem byl pouzit streptomycin objeven témét pred 80 lety (v
roce 1943 v USA), vysledkem 1écby bylo k prekvapeni vSech uspésné vyléceni tuberkulozy.
Od té doby bylo objeveno mnoho dalsich antibiotik. Antibiotika se zacala pouzivat k 1é¢bé
Vv obrovském mnozstvi, zaroven s tim se v§ak zacaly objevovat prvni ptipady rezistence Kk této
lécbe.

V roce 1950 byla svétova spotteba streptomycinu 10 tun. O pét let pozdéji se spotieba zvysila
na 50 tun streptomycinu, 10 tun chloramfenikolu a 10 tun tetracyklinu. U bakterii se zacaly
vyvijet rezistence a projevila se piirodni selekce. Odolnéjsi bakterie, v naSem piipadé
rezistentni bakterie piezila a $ifila se dal. Zacaly se tak vytvaiet celé rezistentni populace. V
prvnich studiich z roku 1953 byla zjisténa u ¢tyi druhti rodu Shigella pouze 0,2 procentni
rezistence k nékterému z antibiotik. O 12 let pozd¢ji, kdy byly kmeny Shigella izolovany na
stejném misté byly zjistény daleko vice znepokojujici vysledky. Nejen Ze se Cetnost rezistence
zvysila na 58 procent, ale horsi bylo zjisténi, Ze kmeny byly rezistentni nejméné ke ctyfem ze
Sesti testovanych antibiotik a Ié¢iv. Jednalo se o multirezistentni kmeny (MDR) Shigella
dysenteriae. MDR kmeny se postupné zacaly objevovat u mnoho dalSich bakterii, jako
napiiklad u Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a
dalsich. (Snustad a Simmons, 2016, 712).

Dnes je u S. aureus studovana naptiklad rezistence k meticilinu a ostatnim podobnym beta —
laktamovym antibiotikiim. JiZ je znam gen, ktery je za to zodpovédny, mecA, a jeho umisténi
na chromozomu. Kmeny MRSA vSak obvykle maji i dal$i geny rezistence K jinym
antibiotiktim, napfiklad k tetracyklinu, streptomycinu, ampicilinu aj. Svoji rezistenci nejspise
ziskaly transdukci, o které bude zminka dale.

Z hlediska rezistence bakterii hraji dilezitou roli plazmidy. Jsou to malé kruznicové molekuly
DNA, které se replikuji a prenaSeji nezavisle na bakteridlnim chromozomu. V burfice se
vyskytuji v jednom nebo nékolika exemplafich. VéEtsina plazmidi neni pro bunku nezbytna pro
jeji preziti. Vyjimkou jsou ptipady, kdy je v ristovém prostiedi bakterie pfitomno antibiotikum,
pak je pro bakterii zivotné¢ dulezité, kdyz plazmidy nesou geny pro rezistenci k tomuto
antibiotiku. Tento typ rezistentnich plazmida se oznacuje jako R-plazmidy. Né&které z R-
plazmidt maji schopnost konjugace, tedy schopnost prenosu kruznicové DNA z jedné bakterie
do jiné. Pravé konjugativni schopnost R-plazmidii je zodpovédna za rychlé Sifeni gent pro
rezistenci k antibiotikiim. Bakterialni konjugace umozni ptenos kopie plazmidu z rezistentniho
organismu na organismus citlivy. Ten pak nabytou rezistenci epidemicky $iii dale do celé
bakteridlni populace. Navic tato konjugativni schopnost umoziiuje horizontalni ptfenos R-
plazmidu nejen mezi organismy ruznych druht, ale dokonce i riznych rodi, které nejsou
evolu¢né spiiznény.



Jednim z diivodii rychlé evoluce je tedy jiz vyse zminéné nadmémé uzivani antibiotik. Casto
jsou totiz piedepisovana i na virova onemocnéni. V. mnoha zemich jsou také pacienti brani spise
jako klienti a Iékafi chtéji svym klientim vyhovét. Dal§im problémem je Siroké pouzivani
antibiotik, a to naptiklad jako podpora ristu v krmivech pro zvifata, nebo v mydlech. Ve
Spojenych statech americkych se pouzivaji antibiotika v mnozstvi 2 az 50 gramd na tunu
krmiva. Pokud chceme zpomalit evoluci rezistentnich populaci, musime omezit toto nadmérné
uzivani. V soucasné dob¢ je ve dvou zemich jiz vyrazn€ omezeno uzivani antibiotik, a to bud’to
jejich zékazem, nebo omezenim pouzivani vSech antibiotik pouze k terapeutickym uceltim.
(Snustad a Simmons, 2016, 712).

1.2 Horizontalni pienos geni (HGT)

Pro rychly pfenos riznych genetickych informaci u bakterii je velmi uzite¢ny horizontalni
ptenos gent (HGT). Na rozdil od vertikalniho pfenosu genti zde mize byt pfenesena geneticka
informace, aniz by se jednalo o rodic¢e a potomka. Nejen, ze mtze probihat mezi rody, druhy a
Celedémi, ale i mezi fiSemi a doménami (Hulatova, 2016). U prokaryot nedochazi k mit6ze a
meioze, ale diverzita je zajisténa velkym mnozstvi mutaci a pravé HGT. HGT nese i vyznamnou
roli v evoluci prokaryot. Zpocatku bylo velmi malo druhti bakterii a vS§echny se spolu mnozily
spiSe jako jeden celek. Proto byl HGT nejcastéj$im typem pienosu genetické informace.
Postupem ¢asu se jeho Cetnost zmensSila (Vogan a Higgs, 2011). Dalsi vyhodou pro HGT je
jeho rychlost, a to zhruba 31 kbp za milion let. Zatimco u bakterii s vét§im genomem mohou
geny ziskané HGT tvotit az 18% velikosti genomu, u bakterii s mensim genomem casto
nenachazime zadné. Neni tedy divu pfti tak velké rozmanitosti HGT, Ze pro né&j pfenos rezistence
neni problém.

HGT mé& mnoho vyhod i nevyhod. Pokud je pro bakterii vyhodné ziskat ur¢ity gen, nemusi
¢ekat na pfipadnou mutaci, nebot’ to by trvalo daleko delsi dobu, a zda viibec. Navic pokud je
néjaky gen dulezity, napiiklad geny pro rRNA, je v genomu bakterie vice kopii a donorové
burice tedy po pienosu nechybi. Dal§im dikazem vyhod je, Ze rezistence se vétSinou nachazi
na mobilnich genetickych elementech (MGE), coz jsou fragmenty DNA kodujici geny. MGE
jsou obecné Casto postradatelné, mysSleno ale tak, ze se snadno a lehce daji pfenést a jejich
ptenosem nedojde k lyzi bunky. Nekoduji totiz zadné zivotné dulezité funkce, ale tvori
takzvany doplikovy genom. Do MGE patii plazmidy, transpozony, bakteriofagy atd. HGT méa
vSak i mnoho nevyhod, nebot” ¢astym pitenosem dochazi ke zvétSovani genomu a prodluzovani
¢asu replikace. V bakterii se navic objevuji i zbyte¢né nefunkéni geny. Tomu je tak ¢asto proto,
Ze bakterie uz dany gen ma a druhy stejny proto neni potieba, nebo proto, Ze ziskany gen
potiebuje néjaké predispozice, které baterie ovSem nema. Daleko horsi situace nastava, kdyz
nova sekvence nahradi zivotné dulezity gen. U bakterie potom dochazi k lyzi (Hulatov4, 2016).

HGT se uskuteénuje konjugaci, transformaci, nebo transdukci. O dalsich mechanismech HGT
se ale neustéale spekuluje.



1.2.1 Konjugace

Mechanismus HGT, pfi kterém si buiikky mezi sebou vytvofi konjugacni kanal, kterym se
nasledn¢ genetickd informace volné, nebo v podob¢ plazmidu, ¢i transpozonu pienese
z donorové bunky na recipientni. Je nejbéznéjsi u bakterii, ale miZzeme se s ni setkat i u
eukaryot a archei, napf. u nalevnikt. Prib¢h tohoto déje velmi zavisi na stavbé bunééné stény.
Nejcastéji konjugace probiha u E. coli, jedna se konkrétné o ptenos F-plazmidu. Naopak u S.
aureus najdeme konjugaci jen zifidka, nejb€znéj§im mechanismem HGT u néj je totiz
transdukce (Hulatova, 2016).

Obrézek 1: Ptenos alely a* konjugaci z donorové do recipientni buiiky (Snustad a Simmons, 2016, 173)
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1.2.2 Transformace

Pfi transformaci se z donorové buiky dostane DNA do vnéjsiho prostiedi, bud’to z bunék, které
ji dokazou cilen¢ uvoliiovat, dochazi u nich k expresi membranovych proteint, ¢imz se DNA
dostane pry¢ z bunky, nebo po odumieni n¢jaké donorové bunky. DNA se dostane do vnéjsiho
prostiedi bunky a recipientni buiika ji poté pfijme. Bunka cizorodou DNA nejspiSe piijima za
ucelem potravy, nebo k opraveni svych gent a snadnéjsi adaptaci. Stejné jako u konjugace i
zde zalezi na stavbé buné&cné stény. Ovliviiuje to hlavné ¢etnost transformace (Hulatova, 2016).

Obrézek 2: Pienos alely a* transformaci z donorové do recipientni butiky (Snustad a Simmons, 2016,173)
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1.2.3 Transdukce

Transdukce je d¢j, pii kterém se geneticka informace pfenasi pomoci virové Castice. Virova
Castice — bakteriofag, je tvofen bilkovinou a DNA, ktera se bali do jeho fagové hlavicky.
Obecné ho ale mizeme rozdélit na pét hlavnich ¢asti: fagovou hlavicku, limeéek, kontraktilni
pochvu, bazalni destic¢ku a bi¢ikova vlakna.

Obrazek 3: Bakteriofag A, ktery infikuje bufiky E. coli
(Snustad a Simmons, 2016,168)

DNA
zabalena
v hlavicce

John Wiley & Sons, 1977.

(a) 50 nm (b)

Obrézek 4: Bakteriofag T4, ktery infikuje buiiky E.
coli (Snustad a Simmons, 2016,166)

hlavicka

DNA uvnitf hlavicky
duté jadro biciku
kontraktilni pochva biiku

viakno biciku

bazalni desticka

Pfi baleni DNA do fagové hlavicky obcas dojde k chybé, miiZe se do ni sbalit ¢ast chromozomu
bakterie, nebo plazmid. Pokud se na sbaleném genu objevi informace o rezistenci, recipientni
burika, do které je tento gen poté také vpraven, se stava rezistentni (Hulatova, 2016).
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Obrézek 5: Pienos alely a+ transdukci z donorové do recipientni buniky (Snustad a Simmons, 2016,173)
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1.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je mikroorganismus bézn¢ piitomny v naSem téle, kde je spolu s dal§imi
mikroorganismy soucasti lidského mikrobiomu. Je to grampozitivni bakterie vétsinou neSkodna
a odhaduje se, ze asi 20 az 30 procent lidské populace ma S. aureus v téle. Nékdy vSak muze
Vv téle pusobit jako patogen podminujici ruzné typy infekci. Na pokozce miize S. aureus vyvolat
tvorbu pupinkii nebo i hnisavych zanétl, zmény tukového podkozniho vaziva (celulitidu) a jiné.
Tato bakterie vS§ak miZe vyvolat i velmi zdvazna onemocnéni jako napiiklad zanét plic, zanét
mozkovych blan (meningitidu) a dalsi. Pfi napadeni organismu produkuje bakterie toxiny, které
nici tkdn¢ nemocného, a ptitom se tvoti zluty (zlaty) pigment, podle kterého vznikl druhovy
nazev aureus.

1.4 Restrikéni endonukleazy

Jsou to specifické endonukleédzy, které vytvari vétSina bakteridlnich druhi. Bakterie je tvoti za
ucelem degradace cizorodé DNA, kterd se do bakterie mize dostat napf. pfi nakaZeni
bakteriofagem. Restrikéni endonukledzy rozliSujeme podle aktivity na tfi typy I, II a III,
nejvyznamnéjsi z nich jsou endonukleazy II. typu neboli II. tfidy.

1.4.1 Restrik¢éni endonukleazy II. tridy

V souCasné dobé jich zname ptfes 3500 druhui cCasto liSicich se citlivosti k metylaci,
rozpoznavajicich zhruba 160 riznych sekvenci. Rtizné enzymy rozpoznavajici stejnou sekvenci
nazyvame izochizomery. Sekvence, kterou dokaze restrikéni enzym rozeznat tvoti obvykle 4-
8 nukleotidti, toto misto je Casto palindrom. RozliSujeme zrcadlovy palindrom (napi. CTAATC)
a invertovany palindrom, kdy palindrom najdeme mezi komplementarnimi tetézci (napf.
GAATTC, na kompl. fetézci — CTTAAG) (labguide.cz).

Nekteré endonukleazy jsou schopné rozliSit vice sekvenci blizce ptibuznych, hovoifime 0
relaxované (uvolnéné) specifité. Pfikladem je enzym EcoRI, ktery kromé sekvence G?AATTC
muze za urcitych reakénich podminek §tépit i sekvence GGATTC, GGATTT a AGATTT.
Molekuly DNA se rozstépuji hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb obou fetézci v restrikénim
misté. Restrik¢éni misto neboli také misto §tépeni byva uvnitf, nebo tésn¢ vedle rozpoznavané
sekvence. Produktem déje jsou restrikéni fragmenty, které podle zpisobu rozstépeni, mohou
byt zakonéené 5'- jednofetézcovymi presahujicimi konci, 3” - jednofetézcovymi piesahujicimi
konci, nebo tupymi konci.
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Nazvy restrikéni endonukleazy dostavaji podle pocateéniho pismene rodového a prvnich dvou
pismen druhového jména organismu, ze kterého byly izolovany. Pokud kmen produkuje vice

nez jednu restrikéni endonukleazu, jsou mezi sebou rozliseny fimskymi ¢islicemi podle jejich
postupné identifikace (Smarda et al., 2005, 19).
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2 CILE PRACE

Cilem préce bylo stanovit rezistenci k antibiotikim u vybranych kment druhu S. aureus a
identifikovat geneticky zaklad zpusobujici tuto rezistenci.

Diléi cile:

1. Stanovit rezistenci k antibiotikim diskovou metodou
2. Pomoci gelové elektroforézy zjistit, zda rezistentni kmeny obsahuji plazmidy
3. Prokazat piitomnost genu pro rezistenci pomoci PCR
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Bakterialni kmeny

V préci byly analyzovany 4 kmeny S. aureus, které jsem ziskala v Laboratoii molekularni
diagnostiky UEB. Ptesny ptivod odebranych vzorki je uveden v tabulce (Tab.1). Bezprofagovy
kmen S. aureus RN 4220 byl pouzivan jako negativni kontrola, kmeny S. aureus RN 4220
(PCN51) a RN 4220 (pT181) byly hlavnimi zkoumanymi kmeny a MRSA kmen E9 byl pouzit
k dtikazu multirezistence.

Tabulka 1: Pavod analyzovanych kment S. aureus

S. aureus Plvod Vznik
RN4220 Univerzita Tubingen bezprofagovy kmen pfipraveny v laboratofi
E9 FN Brno popaleniny, r. 2000

Pfipraveny v laboratofi — transduktant obsahujici
RN 4220 (pCN51) | UEB, LMDM plazmid (pCN51)

izolace z kmene COL - transduktant obsahujici
RN 4220 (pT181) UEB, LMDM plazmid (pT181)

3.2 Kultiva¢ni média, roztoky a chemikalie

MPB (masopeptonovy bujon)
Zivny bujon (Oxoid) 13 g
Kvasnicovy extrakt (Oxoid) 3 ¢
Pepton (Imuna) 5 ¢
Destilovana voda 1 |

MPA (masopeptonovy agar)
Zivny bujon (Oxoid) 13 g
Kvasnicovy extrakt (Oxoid) 3 ¢
Pepton (Imuna) 5 g

Agar (Oxoid) 15 g

Destilovana voda 1 |

PBS

NaCl 8 g

KCI0,2g

Na:HPO4.2H20 1,95 g

KH2PO4 0,24 g

H20 800 ml

Upraveno na pH 7,4 a doplnéno vodou do 1 1

50x TAE (TRIS-acetatovy pufr)

TRIS 242 g
Ledova kyselina octova 57,1 ml
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0,5M EDTA (pH = 8) 100 ml
Doplnéno destilovanou vodou do objemu 1 |

1x TAE (TRIS-acetatovy pufr)
50x TAE 20 ml
Destilovana voda 980 ml

Agarodza
SERVA (Lachema)

DNA markery
DNA Ladder, Supercoiled (Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or affiliates, 2067-16210

bp)
100 bp DNA Ladder (New England BioLabs Inc., 100-1517 bp)

Nanaseci pufr

Bromfenolovd modf 0,15 g
Sachar6za 24 g

Doplnéno vodou do objemu 60 ml

Smés na barveni geli
Etidium bromid 60 pl
TAE 60 ml

Disky s antibiotiky

Tetracyklin (30 pg), erytromycin (15 ug), streptomycin (25 pg), chloramfenikol (30 pg),
ampicilin (10 ug)

Lyzostafin (Sigma)

Restrikéni endonukleaza
Hindlll (New England BioLabs Inc.)

Material na PCR
Primery (viz Tab.2)
Master Mix with Standard Buffer (New England BioLabs Inc.)

Tabulka 2: PCR primery vyuZité pro detekci genii rezistence k antibiotikiim

Primer Sekvence Velikost produktu (bp)
ermC1 5-CTT GTT GAT CAC GAT AATTTC C-3 299

ermC2 5-ATCTTT TAG CAAACC CGT ATT C-3

tetK-F 5-TCG ATA GGA ACA GCA GTA-Z 169

tetk-R 5-CAG CAG ATCCTACTCCTT-3

ermC...gen pro rezistenci k erytromycinu, tetK...gen pro rezistenci k tetracyklinu
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3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Testovani rezistence k antibiotikim
Diskova difuzni metoda

1. 20 pl zasobni kultury bylo o¢kovano do 20 ml MPB a inkubovéno pies noc ve 37 °C.

2. Kultura byla nafedéna na 0,5 OD (odpovidajici 150 miliontim bunék/ml).

3. 200 pl natedéné kultury bylo ptidano do MPSA (masopeptonového soft agaru) a
rovnomérné vylito na Petriho misku.

4. Po zaschnuti byly na misku s kulturou rozmistény disky s antibiotiky a kultura byla
inkubovéna 20 h pii 37 °C.

5. Po inkubaci byly zméteny pruméry inhibi¢nich zon kolem diskl a srovnany s
referen¢ni hodnotou.

3.3.2 lzolace plazmidové DNA

- izolacni kit ,,Plasmid DNA purification (Macherey-Nagel)*

=

20 pl kultury oc¢kovat do 20 ml MPB (18 hod/37 °C).

Centrifugovat 1-3 ml kultury v 15 ml konickych zkumavkach 15 min., 4000 otacek, 10

°C, slit.

Sediment promyt v 5 ml PBS (roztok soli), centrifugovat 15 min., 4000 ot., slit.

Pridat 250 pl roztoku A1, resuspendovat. Pfenést do 1,5 ml Eppendorf. zkumavky

Ptidat 20 pl lyzostafinu, vysl. 50 pg/ml (zas. 0,5 mg/ml).

Lyzovat 45 min. az 2 hod. pti 37 °C, dokud nedojde k lyzi.

Pfidat 250 ul roztoku A2, promichat pfevracenim, nechat stat 5 min. pii pokojové

teploté.

Pfidat 300 ul roztoku A3, promichat pomalym pfevracenim.

Centrifugovat 10 min., 13 000 ot., supernatant musi byt Cisty.

10. Piepipetovat na kolonku, centrif. 1 min., 13 000 ot. Vyménit sbérnou zkumavku.

11. Pridat 500 pl roztoku AW nahiatého na 50 °C, centrif. 1 min, 13 000 ot. Vyménit
sbérnou zkumavku.

12. Pridat 600 pl roztoku A4, centrif. 1 min, 13 000 ot.

13. Centrif. na sucho 1 min, 13 000 ot. v ¢isté Eppendorf. zkumavce

14. Pridat 50 pl roztoku AE (elu¢ni pufr) — 25 pl nechat stat 3 min., centrif. 1 min., 13 000
ot., dalSich 25 pl, nechat 3 min. stat, centrif. znovu 1 min., 13 000 ot.

15. DNA plazmidu uchovat pii -20 °C.

No ok w no

© ®

Izolace lze ud€lat 1 bez zakoupeného kitu, jedinym rozdilem je vlastnoru¢ni pfiprava roztoka
Al A2, A3, A4.
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Tabulka 3: SloZeni roztokit A1, A2, A3, A4, které miizeme pouzit pro izolaci plazmidové DNA bez pouziti kitu

50 mM glukdza

25 mM Tris.Cl (pH 8,0)

Al A 10 mM EDTA (detergent)
Roztok sterilizovat autoklavovanim 15 min./121 °C
Uchovavat pii 4 °C
5 0,2 M NaOH (Cerstvé naiedéné z 10 M zasobniho roztoku)
A2 (Cerstve piipraveny)
PHPTAVERY) 11 96 SDs
5 M octan draselny 60 ml
C ledova kyselina octova 11,5 ml
A3 (pfedem vychlazeny na
ledu) H20 28,5 ml
Vysledny roztok je 3M ve vztahu k K+ a 5 M ve vztahu k
acetatu.
TE pufr
10 mM Tris.Cl, pH 8,0
A4 TE pufr
1mMEDTA
Roztok sterilizovat autoklavovanim 20 min/121 °C.
3.3.3 Restrik¢ni analyza plazmidua
1. Restrikéni smés o objemu 20 pl byla vytvoiena smichanim destilované vody, vzorku v
mnozstvi obsahujicim 1 ug DNA, 2 pl vhodného pufru a 5 U restrikéniho enzymu.
2. Sm¢s byla lehce promichana pipetou a centrifugovana nékolik vtefin pii 7000 rpm.
3. Mikrozkumavky s restrikéni smési byly pokryty parafinovym filmem a inkubovény pies

noc ve 37 °C.
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3.3.4 Gelova elektroforéza

e

Byl ptipraven 1,2 % agardzovy gel o vySce 5 mm a $ifce a délce formy rozvarenim
odpovidajiciho mnozstvi agar6zy (SERVA) v 1IXTAE pufru.

Gel byl po ztuhnuti vlozen do elektroforetické vany (Biometra) s TAE pufrem a bylo
na néj naneseno 8 pl vzorku smichaného s nanaSecim pufrem.

Poté do jedné z vanicek na gelu naneseme 4 pl markeru Supercoiled Ladder —
hmotnostni standard.

Napéti pro elektroforetickou separaci bylo nastaveno podle délky vany (5,5 V/cm).
Po skonceni separace (priblizné 1 hod) byl gel barven v roztoku ethidium bromidu
nejméné 15 minut, promyt ve vodé a DNA byla zviditelnéna a focena v UV zafeni
vinové délky 365 nm.

3.3.5 Detekce genii rezistence k antibiotikiim

Pro detekci genti pro rezistenci byla provedena metoda PCR. SloZeni PCR smési a proces déje
je popsén v tabulkach (Tab.4, Tab.5). Testovana DNA byla nafedéna na koncentraci 7 pg/ml.

1.

2.
3.
4.

Do eppendorfovych zkumavek pfidana namichand PCR smés (Tab.4) obsahujici
pozadovanou templatovou DNA.

Eppendorfovy zkumavky vlozeny do termocykleru.

Spusténi termocykleru nastaveného na ptislusny program PCR (Tab.5).

Vyjmuti roztokt z termocykleru a provedeni gelové elektroforezy.

Tabulka 4: PCR smés pro celkovy objem 25ul, 50ul a obecna koncentrace (New England BioLabs Inc.)

komponenty 25Ul RXN | 50ul RXN | findlni koncentrace
2X Master Mix with Standar Buffer | 12,5 ul 25 ul 1X

10 uM Forward primer 0,5 ul 1wl 0,2 uM

10 uM Reverse primer 0,5 ul 1wl 0,2 uM
templatova DNA 3ul proménna <1000 ng

voda do 25 ul do 50 ul

Tabulka 5: Program PCR (New England BioLabs Inc.)

krok teplota |Cas

pocate¢ni denaturace 94°C 30

denaturace 94°C  |15-30° opakovat
x krat

nasedani primerti 45-68 °C [15-60 - libovolny

prodluzovani primert 68°C |1 min./kb | Poce ¥Klt

zavéreéné prodluzovani primera (68 °C |5 min.

uchovani 4-10 °C
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Rezistence k antibiotikum

Rezistence k antibiotikiim byla testovana diskovou diftizni metodou. Jako testovana kultura
byly pouzity kmeny S. aureus RN4220, RN4220 (pCN51), RN4220 (pT181). Pouzivané disky
byly napustény tetracyklinem, streptomycinem, chloramfenikolem, erythromycinem a
ampicilinem. Podle praméru inhibi¢nich zOn byla stanovena citlivost ¢i rezistence
k antibiotiktim.

Pro dokazani multirezistence byl pouzit MRSA E9. Pravé multirezistentni kmeny jsou totiz
nejvetsim soucasnym problémem. Na dukaz rezistence byly pouzity disky se streptomycinem,
ampicilinem a tetracyklinem.

Vysledky byly nasledujici:

Obrazek 6: Stanoveni rezistence kmene S. aureus RN 4220 k
antibiotikim diskovou difizni metodou

Pouzita antibiotika: TET = tetracyklin, STR = streptomycin, CMP = chloramfenikol, ERY =
erythromycin, AMP = ampicilin

S. aureus RN 4220 je citlivy na vSechna testovand antibiotika (primér inhibi¢nich z6én je vétsi
nez hrani¢ni hodnota), tudiz tato antibiotika mizeme pouzit k 1é¢b¢ infekei jim zpiisobenymi.
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Obrazek 7: Stanoveni rezistence kmene S. aureus RN 4220
(pCNS51) k antibiotikim diskovou difuzni metodou

Pouzita antibiotika: TET = tetracyklin, STR = streptomycin, CMP = chloramfenikol, ERY =
erythromycin, AMP = ampicilin

Kmen RN4220 (pCN51) je rezistentni k erythromycinu. Ke vS8em ostatnim zkoumanym
antibiotikiim je ale citlivy.

Obréazek 8: Stanoveni rezistence kmene S. aureus RN 4220
(pT181) k antibiotiklim diskovou difiizni metodou
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Pouzita antibiotika: TET = tetracyklin, STR = streptomycin, CMP = chloramfenikol, ERY =
erythromycin, AMP = ampicilin

Kmen RN4220 (pT181) je rezistentni k tetracyklinu. Ke vSem ostatnim zkoumanym
antibiotikiim je ale citlivy.

Obrazek 9: Stanoveni rezistence MRSA E9 k antibiotikiim diskovou
difzni metodou

Pouzita antibiotika: AMP = ampicilin TET = tetracyklin, STR = streptomycin

Naopak kmen S. aureus zvany MRSA splazmidem E9 je ke vSem témto zkoumanym
antibiotikiim rezistentni. Jedné se totiz o multirezistentni kmen. Je tedy velmi obtizné 1&€it
pacienty s infekci, zpisobenou timto kmenem S. aureus.

Diskova metoda prokazala, Ze pienosem plazmidi (pCN51) a (pT181) ziskavaji kmeny
odpovidajici rezistenci k antibiotiku erythromycinu, respektive tetracyklinu.

Kmen E9 z nemocni¢niho prostiedi vykézal rezistenci ke vSem testovanym antibiotiklim.

Chtéli jsme zjistit jaky je mezi kmeny rozdil. VSechny zkoumané bakterie jsou S. aureus, pro¢
tedy maji odlisné reakce k vySe uvedenym antibiotikim? Odpovéd’ najdeme v genetické
informaci, kterou zkoumané bakterie nesou, jedna se konkrétné o plazmidovou DNA.
K rozboru plazmidové DNA byla vyuzita gelova elektroforéza a metoda PCR. Zminénym
metoddm ale musi piedchazet izolace plazmidové DNA od celkové genetické informace a
zbytku bunky.
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4.2 lzolace plazmidové DNA

Pro funkénost dal$ich metod musime zméfit koncentraci DNA v pufru pomoci nanotropu.
Pokud by byla koncentrace pfili§ nizk4, navazujici metody by nereagovaly spravné. V piipadé
nizké koncentrace DNA musime izolaci provest znovu.

Tabulka 6: Koncentrace izolované plazmidové DNA

Plazmid (pCN51) (pT181)

Koncentrace (ug/ml) | 28 33

4.3 Restrik¢éni analyza plazmidu

Pro ptehlednéjsi vysledky elektroforézy byl pouzit restrikéni enzym. Byl piidan nékolik hodin
pted provedenim elektroforézy. Restrikéni enzym rozstépi plazmidy a vysledky jsou poté
presnéjsi. Pouzili jsme restrikéni enzym Hindlll, ktery $tépi plazmidy v sekvenci ANAGCTT
(eshop.biogen.cz)

4.4 Gelova elektroforéza

Jde o metodu zaloZenou na naboji molekul. Nukleové kyseliny DNA jsou zaporn¢ nabité a
jelikoz plazmidovou DNA umistime do gelu na elektroforetické vané, kterd ma na jedné strané
katodu a na druhé anodu, plazmidova DNA se bude pohybovat od vodice s ndbojem — k vodici
s nabojem +. Pro separaci molekul velikosti 100 bp — 50 kbp jsou vhodné agar6zove gely.

Rychlost pohybu molekul DNA v gelu se oznacuje jako elektroforeticka pohyblivost a je
zavisla na jejich velikosti. Cim vétsi bude molekula DNA, tim se bude pomaleji pohybovat
k anod¢. Pro zjisténi velikosti molekuly DNA pouzivame tzv. velikostni standard, se kterym
neznamou velikost porovndvdme. Standard byva vétSinou sloZen z restrikénich fragmentt
plazmidovych molekul nebo genomu bakteriofagli, jejichz velikost zndme. Po provedeni
elektroforézy si mizeme udélat jednoduchy graf (Obr. 10), ktery nam znazorni zavislost
rychlosti na velikosti molekuly DNA.
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Obréazek 10: Graf zavislosti rychlosti pohybu molekul DNA na jeji velikosti
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Obrazek 11: Analyza plazmidt (pCN51), (pT181) s piidanim a bez
ptidani restrikéniho enzymu Hindlll
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Pro porovnani velikosti byl pouzit hmotnostni standard Supercoiled Ladder. Velikost plazmidu
(PCN51) je 6430 bp. Velikost plazmidu (pT181) je 4439 bp. Ob¢ velikosti odpovidaji
tabulkovym hodnotdm. Kmen RN4220 nema na kolonce zadnou d&arku, protoze je
bezplazmidovy.

4.5 Detekce genii rezistence k antibiotikiim

Fragmenty ziskané PCR detekujeme gelovou elektroforézou. U kmentt RN4220 (pCN51),
RN4220 (pT181) se objevil na gelu prouzek. To je dikazem, ze u téchto kmenti informaci o
rezistenci opravdu najdeme na plazmidu. Podle velikosti jsme zjistili, Ze se jedna 0 gen pro
rezistenci k tetracyklinu — tetK, ktery mél velikost 169 bp a o0 gen pro rezistenci
k erythromycinu — ermC, ktery mél velikost 299 bp. Bezplazmidovy kmen RN4220 slouzi opét
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jako negativni kontrola. Neznateln¢ viditelné prouzky u néj mohou byt zpiisobeny piitomnosti
zbytktt DNA bakterie.

Obrézek 12: PCR pro geny tetK, ermC

RN 4220 pCN51
RN 4220 pT181

RN 4220

Q.
Q
o
o
i

299 bp ermC

169 bp tetk

Vysledky dokazuji, ze pokud jsou geny rezistence na plazmidech, mohou se snadno S§ifit do
citlivych kment, jak prokazuje pienos plazmida (pCN51) a (pT181) transdukci.

26



5 ZAVER

Na bezplazmidovém kmenu S. aureus RN4220 nebyly nalezeny zadné geny rezistence
k antibiotikiim. Slouzil ndm pozd¢ji jako kontrola. Tomu tak ale nebylo u ostatnich kment S.
aureus, které byly jeho transduktanty.

Transdukce je nejbéznéjsim mechanismem horizontdlniho pfenosu gent, praveé geny rezistence
lokalizované na plazmidech se jim snadno S§ifi. Snadny pienos umoziuji mobilni genetické
elementy, do kterych se praveé plazmid tadi.

Transdukce je zprostiedkovana bakteriofagem, ktery bézné pienasi pouze svoji genetickou
informaci, mizZe ale dojit k chybnému sbaleni a do fagové hlavi¢ky mohou byt sbaleny Useky
chromozoma, nebo mobilni genetické elementy nesouci rezistenci. Bakteriofag poté mize
napadnout dalsi bakterialni buniky a sbalenou DNA do nich vpravit. Tim vznikne rezistentni,
nebo multirezistentni bakterie. Tato schopnost bakteriim umoziiuje prostrednictvim
bakteriofagl pfenaset nejen rezistenci, ale i jiné geny, diky kterym se mohou snadno pfizpiisobit
zménam prostiedi.

Velikost plazmidt byla stanovena pomoci restrikéni analyzy. Byl pouzit stépici enzym HindllIl,
kterym se podafilo rozstépit vS§echny zkoumané vzorky. Velikosti plazmidi byly 6 430 bp a
4 439 bp.

Na dvou zkoumanych transduktantech — kmeny S. aureus RN4220 (pCN51) a RN4220 (pT181)
byly pomoci PCR nalezeny geny rezistence. U kmene rezistentniho k erythromycinu - RN4220
(pCN51) byl nalezen gen ermC, u kmene rezistentniho k tetracyklinu - RN4220 (pT181) byl
nalezen gen tetK. Oba kmeny byly rezistentni vzdy k jednomu ze zkoumanych antibiotik. M¢ly
pravé jeden plazmid, na kterém byly detekovany odpovidajici geny rezistence Kk témto
antibiotikim. Naopak u kmene MRSA E9 se miizeme domnivat, Ze obsahuje vice plazmidu. Je
totiz rezistentni K velké vétsiné dnesnich antibiotik — multirezistentni kmen.

Nabizi se tedy myslenka, Ze pocet gent rezistence Kk antibiotikim odpovida po¢tu plazmida
Vv bunice, tato domnénka je ale chybna. Na jednom plazmidu se totiz mlize nachéazet vice gent
rezistence. Prace ovSem ukazala, ze rezistence k antibiotikim u stafylokokd je zavisla na
ptitomnosti plazmidu, které nesou geny rezistence.

Mrwe

antibiotik nejen v 1ékaistvi, ale také ve veterinarni praxi a v kosmetice. Cim dal tim Zastgji se
setkavame s multirezistentnimi kmeny. Pokud tyto kmeny nakazi jedince, ¢asto zptisobi infekci
kongici smrti.
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