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Uvod

1 UvoD

Baktérie boli, su a nad’alej aj budu neoddeliteI'nou sucast'ou zivota ¢loveka. Mnohé
z nich st predstavitemi prirodzenej mikrofléry 'udského tela, vyskytujt sa v prostredi, ktoré
nas obklopuje a za normalnych podmienok nesposobuju u ¢loveka ziadne ochorenia. Infekcie
vyvolané baktériami vSak na druhej strane predstavuju zavazny problém mediciny, mnohokrat
ohrozujuci zivot samotného pacienta. Preto sa l'udia od nepamiti vSemoznym sposobom
snazia najst’ a€innu zbran v boji proti pdvodcom zavaznych bakteridlnych ochoreni.

V roku 1928 bolo vd’aka skétskemu bioldogovi a farmakologovi sirovi Alexandrovi
Flemingovi objavené prvé antibiotikum, penicilin. Netrvalo dlho a penicilin sa zacal vyuzivat
ako uc¢inna antimikrobidlna latka v klinickej praxi. Za to vd’atime predovsetkym nemeckému
biochemikovi Ernestovi Chainovi a australskemu farmakolégovi Howardovi Floreymu, ktori
v roku 1939 tuspesne izolovali penicilin a pouzili ho na liecbu bakterialnych infekcii pocas
druhej svetovej vojny. Tento zlom sa oznacuje ako zaciatok velkej éry vo vyvoji a uzivani
antibiotik v klinickej praxi, tzv. antibiotickej éry '. So zavedenim penicilinu do medicinskej
oblasti sa podarilo dostat’ pod kontrolu mnoho infekénych ochoreni, ktoré boli do tej doby
Castou pri¢inou imrtnosti.

Netrvalo vsak dlho a vo svete boli zaznamenané prvé kmene odolavajice ucinku
tohto antibiotika, tzv. penicilin rezistentné stafylokoky *>. Objavil sa novy nepriatel’ v podobe
baktérii rezistentnych voc¢i posobeniu penicilinu. Od tejto doby zacina neustaly boj medzi
vedecko-vyskumnymi tymami hladajucimi G¢inné antibiotikd a bakteridlnymi populaciami
odolavajucimi ucinku tychto novych latok. AZ na niekol’ko vynimiek, kazd¢ zavedenie novej
ucinnej latky do terapie bolo po niekolkych rokoch sprevadzané objavenim rezistentnych
kmenov.

V sucasnosti predstavuje bakteridlna rezistencia voc¢i antibiotikdm vyznamny
celosvetovy medicinsky problém, ktory nielenze ohrozuje aktualnu terapiu pacientov, ale ju aj
vyznamnym spOosobom predrazuje a ¢o viac, moze viest az ku smrti pacienta ato najméi
v pripadoch, kedy rezistentné baktérie predstavuji povodcov zavaznych ochoreni.

Preto sa v sti¢asnosti kladie Coraz vac¢si doraz na presni a najmi rychlu detekciu
rezistencie a popri klasickych fenotypovych metddach stanovenia citlivosti sa siaha aj po

modernych genetickych metddach, do ktorych sa vklada Coraz véicsia nade;.



Uvod
1.1 Problematika bakterialnej rezistencie

Bakteridlnu rezistenciu voci antibiotikim mozno definovat ako schopnost
bakterialnej populacie odolavat cCinku inhibi¢nej koncentracie danej skupiny
antimikrobialnych latok *. Ide o prirodzeny biologicky fenomén, ktory vznikol v priebehu
evoluéného vyvoja avdneSnej dobe je pohanany nadmernou spotrebou antibiotik,
predstavujicou neustaly selekény tlak prostredia. V zaklade rozliSujeme dva typy rezistencie
a to prirodzentl (primarnu) a ziskant (sekundarnu). Prvy typ je definovany ako rezistencia
charakteristicka pre vSetkych zastupcov urcitého bakteridlneho rodu alebo druhu, ide teda
o vlastnost’ rodova resp. druhova. Tato vznika bud’ prirodzenou nepritomnostou cielovej
Struktiry pre dant skupinu antibiotik, nedostatoénym prienikom liecku do bunky,
pritomnostou tzv. efluxnych pump alebo inym chromozomalnym mechanizmom rezistencie °.
Druhy typ rezistencie, tzv. ziskand, predstavuje z terapeutického hl'adiska ovel'a vyznamne;jsi
problém, pretoze sa moze vel'mi 'ahko Sirit’ v rdmci citlivej bakterialnej populacie a to vd’aka
mobilnym genetickym elementom ako su konjugativne plazmidy, transpozony, pripadne
rozne integronové systémy, schopné prenasSat gény rezistencie zjedného DNA systému

na druhy a z bunky rezistentnej do citlivej °.

1.2 Mechanizmy bakterialnej rezistencie a ich geneticka podstata

Mechanizmy rezistencie, ktorymi sa baktérie brania U¢inku antibiotik, mozno

rozdelit’ do Styroch zakladnych skupin.

1.2.1 Modifikacia ciel’ovej Struktiry

Jednou z pri¢in pozmenenej Struktury mézu byt mutacie v géne kodujuacom cielové
miesto. Vysledkom je zabrdnenie vizby antibiotika na ciel'ovu Strukturu v bakteridlnej bunke,
¢im tato ziska schopnost’ odolat’ G¢inku antimikrobialnej latky. Ako priklad mozno uviest’
rezistenciu vo¢i rifampicinu u druhu Mycobacterium tuberculosis, ktora vznika ako dosledok
mutacii v rpoB géne, koédujucom B-podjednotku RNA polymerdzy, cielového miesta pre
rifampicin "®.

Inym typom je ziskanie génu kodujuceho ciel'ovu Struktiru so znizenou afinitou pre

dané antibiotikum, ako je tomu u druhu Staphylococcus aureus, ktory vdaka prijatiu mecA
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génu a jeho naslednej expresii produkuje pozmenené PBP2a proteiny so zniZzenou afinitou na

B-laktamové antibiotika °.

1.2.2 Zhorseny prienik antibiotika dany zmenou permeability bunkovej steny

VonkajSia membrédna gramnegativnych baktérii, pozostavajuca z fosfolipidovej
dvojvrstvy obsahujicej sacharidy a proteiny, predstavuje ucinnt bariéru regulujicu transport
roznych latok, vratane antibiotik '°. Malé molekuly antibiotik, ako napr. hydrofilné
B-laktamové antibiotikd, tetracykliny, chloramfenikol a fluorochinolony, vyuzivaji na vstup
do bunky transmembranové proteiny tzv. poriny, tvoriace hydrofilné kanaly vo vonkajSej
membréane ''. V désledku straty funkénych kanalov dochadza k znizenému prieniku antibiotik
do bunky, ¢o jej umozituje odolat’ uéinku antimikrobialneho pripravku '2. Prikladom méze
byt rezistencia izolatov Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli voci cefotaximu

a ceftazidimu sprostredkovana prave stratou porinu Omp K35 °.

1.2.3 Aktivne vylu€ovanie antibiotika z bakterialnej bunky (eflux)

V pripade efluxnych pump ide o transmembranové proteiny, ktoré za fyziologickych
podmienok slazia u grampozitivnych i gramnegativnych baktérii k transportu Specifickych
metabolitov a toxickych cudzorodych latok z bunky, vyuzivajuc pritom protdnmotivnu silu
ako zdroj energie. Tieto transportné proteiny mozu byt’ Specifické pre jeden substrat alebo pre
cela $kalu $trukturalne odlisnych latok, vratane antibiotik '*. Najlepsie popisanou skupinou
efluxnych pump su tzv. tetracyklinové pumpy vyskytujuce sa ako u grampozitivnych tak aj
u gramnegativnych baktérii. Po vstupe tetracyklinu do bunky sa tento viaze na TetR protein
fungujuci ako represor tetA génu, ¢im dochédza k nadprodukcii 42-kDa TetA pumpy. Tento
transportny protein sa okamzite zacleni do cytoplazmatickej membrany a vypumpovava

tetracyklin von z bunky °.

1.2.4 Produkcia bakterialnych enzymov modifikujiacich alebo rozkladajucich

molekulu antibiotika

Najznamejsim prikladom tohto mechanizmu rezistencie st bakteridlne B-laktamazy,
ktorych ucinok spociva v interakcii s B-laktamovym antibiotikom a jeho naslednou

inaktivaciou v dosledku hydrolyzy C-N vizby $tvorélenného p-laktamového kruhu .
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Bakteridlne [-laktamédzy sa pravdepodobne vyvinuli z penicilin viazucich proteinov,

s ktorymi vykazujii vysokd sekvenénii homologiu '°

. Podla Bush-Jacoby-Medeirosove;j
klasifikaénej schémy, zaloZenej na substradtovej Specificite a citlivosti na inhibitory,
rozdelujeme P-laktamazy do 4 skupin (1 — 4) '". Ovela pouZivanejSou sa viak stala
Amblerova klasifikacnd schéma rozdel'ujuca tieto enzymy do Styroch tried (A — D) ato na

zédklade aminokyselinovych sekvenci '*.

Vyskyt p-laktamaz je charakteristicky pre
grampozitivne aj pre gramnegativne baktérie. Gény kodujuce ich produkciu moézu byt
lokalizované na chromozéme alebo na mobilnych genetickych elementoch, ako su plazmidy
a transpozony, alebo sa mozu vyskytnut’ ako sucast’ integronov lokalizovanych na mobilnych
elementoch.

Produkcia B-laktamédz predstavuje u gramnegativnych baktérii najvyznamnejsi
mechanizmus rezistencie vo¢i B-laktdmovym antibiotikdm. Vaznym klinickym problémom
v dnesnej dobe su tzv. Sirokospektralne B-laktaméazy (ESBL) a AmpC enzymi so Sirokym
spektrom ucinku ato najmid kvoli moznému zlyhaniu priterapii s pouzitim oxyimino-

cefalosporinov .
1.2.4.1 p-laktamazy typu ESBL

Enzymy typu ESBL zahfiiaju B-laktamazy, ktoré st schopné hydrolyzovat
oxyimino-cefalosporiny (cefotaxim, ceftazidim, ceftriaxon, atd’.) a monobaktdmy. Nie su vSak
aktivne voci cefamycinom a karbapenémom a obecne su inhibované inhibitormi p-laktamaz
ako je kyselina klavulanova, sulbaktam a tazobaktam *°. Podla Bush-Jacoby-Medeirosovej
klasifikacie ich zaradujeme do triedy 2be, podla Amblerovho klasifikacného schématu do

molekularnej triedy A (&iastoéne D) ' '

. Tieto plazmidovo-kodované B-laktamazy su cCasto
hlavnou pri¢inou rezistencie vo¢i cefalosporinom a monobaktdmom u Cel'ade
Enterobacteriaceae. ESBL typu TEM a SHV, ktoré predstavovali najrozsirenej$iu skupinu
tychto enzymov, vznikli dosledkom bodovych mutacii v génoch kddujucich B-latamazy
s izkym spektrom u&inku (SHV-1, TEM-1, resp. TEM-2) *"* *. Dnes je zaznamenanych viac

ako 160 TEM a 100 SHV variant (http://www.lahey.org/studies/webt.htm) vyskytujucich sa

hlavne u kmetiov Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. a Escherichia coli .

CTX-M typy ESBL st vel'mi rychlo sa Siriacou skupinou. Prednostne hydrolyzuju
cefotaxim neZ ceftazidim a si G&innejsie inhibované tazobaktamom a sulbaktamom *°.
Stucasny stav CTX-M enzymov zahfiia viac ako 40 typov, ktoré mozno rozdelit’ na zaklade

poradia aminokyselin do piatich skupin : CTX-M-1 skupina (CTX-M-1, -3, -10, -12, -15, -28,
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-30 a FEC-1); CTX-M-2 skupina (CTX-M-2, 4, -5, -6, -7, -20 a Toho-1); CTX-M-8 skupina
(CTX-M-8); CTX-M-9 skupina (CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -19, -21, -24, -27 a Toho-2) a
CTX-M-25 skupina (CTX-M-25 a -26) **. Escherichia coli ostava v sucasnej dobe hlavnym
producentom tohto typu B-laktaméz, &i uz v nemocni¢nej alebo komunitnej oblasti > >* %',

OXA rodina Sirokospektralnych p-laktaméaz (OXA-18 a derivaty OXA-2 a OXA-10)
sa u ¢eladi Enterobacteriaceae vyskytuju zriedka, ich produkcia bola zaznamenana hlavne
u izolatov Pseudomonas aeruginosa .

Z hl'adiska epidemioldgie kmeniov s produkciou ESBL doslo k zna¢nej zmene.
V devitdesiatych rokoch minulého storoc¢ia prevladal vyskyt kmenov Klebsiella pneumoniae
s produkciou SHV a TEM variant, pricom tieto kmene boli ¢asto izolované od nemocni¢nych
pacientov (jednotky intenzivnej starostlivosti) nez od pacientov zkomunity ** %’
V poslednych rokoch sa vSak situdcia dramaticky zmenila a hlavnymi producentmi ESBL sa
stali kmene Escherichia coli, u ktorych bol detegovany CTX-M-typ B-laktamaz, pricom ich
epidemiologia suvisi skor s vyskytom mobilnych genetickych elementov nez s klondlnym
Sirenim. Zvysil sa aj pocet izolatov z komunitnej oblasti, hlavne od pacientov s infekciami

mocovych ciest. V nemocni¢nych zariadeniach doslo k vyraznému nérastu zachytu ESBL aj

na ostatnych oddeleniach, ne len z jednotiek intenzivnej starostlivosti ».

1.2.4.2 B-laktamazy typu AmpC

Dalou vyznamnou skupinou enzymov prispievajucich k rezistencii vogi
B-laktamovym antibiotikam su tzv. AmpC enzymy. Ide o skupinu cefalosporinaz patriacich
do skupiny 1 podl'a Bush-Jacoby-Medeirosovej klasifikacie a do triedy C podl'a Amblerove;j

klasifika¢nej schémy 17 18

. Tieto B-laktamazy sa vyznacuji schopnostou S$tiepit’ peniciliny,
cefalosporiny (a to vratane oxyimino-cefalosporinov), cefamyciny a monobaktamy. Ostavaju
vSak citlivé na karbapenémy a v mnohych pripadoch aj na cefalosporiny §tvrtej generacie.
Dal§im charakteristickym znakom je, Ze nie st inhibované inhibitormi B-laktamaz, ako tomu
bolo u enzymov typu ESBL. Gény kodujuce produkciu AmpC enzymov st pritomné bud’ na
chromozome alebo na mobilnych genetickych elementoch — plazmidoch. Tzv. ampC gény sa
prirodzene vyskytuji na chromozémoch mnohych enterobaktérii, zahriujucich Citrobacter
freundii, Escherichia coli, Enterobacter spp., Providencia stuartii, Morganella morganii,
Serratia marcescens, Yersinia enterocolitica, Hafnia alvei, Buttiauxella spp. a Ewingella
americana, ako aj u inych zastupcov gramnegativnych baktérii ako Pseudomonas aeruginosa,

Aeromonas spp., Acinetobacter baumannii a Ochrobactrum anthropi. Produkcia tychto
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enzymov je inducibilna (okrem Escherichia coli) ac¢inkom niektorych B-laktamovych
antibiotik, napr. cefoxitinu alebo imipenemu a za normalnych okolnosti, t. j. bez pritomnosti
induktora, nepredstavuje vazny klinicky problém. Ten vSak nastava, ak dochadza k ich
nadprodukcii ato v dosledku mutacii vampC, ampD, ampR a ampG génoch kddujucich
funkény AmpC enzym, N-acetyl-muramyl-L-alanin amiddzu, AmpR regulator
a transmembranovy AmpG protein. Druhou vyznamnou skupinou AmpC B-laktaméz su
enzymy kodované na plazmidoch. Kich hlavnym producentom patria Klebsiella spp.,
Salmonella spp. a Escherichia coli (hoci tento druh nesie aj chromozomalny ampC gén, avsak
za normalnych okolnosti exprimovany len vo vel'mi malej miere). U tychto sa ampC gény
preniesli z druhov nesucich chromozomalne typy, z ktorych sa pravdepodobne vyvinuli.
U niektorych AmpC [-laktamaz je vSak obtizne urcit' ich pdvod, pretoZze so zndmymi
enzymami, kddovanymi na chromozdme, vykazuji nizky stupeit homoldgie. Vicsina tychto
enzymov nie je inducibilna v désledku nepritomnosti ampR regula¢ného génu a nadprodukcia

B-laktamaz je teda nasledkom mutacii v prométore **>",

1.3 Problematika detekcie bakterialnej rezistencie

1.3.1 Fenotypova detekcia

Fenotypovému stanoveniu bakteriadlnej rezistencie predchadza izolacia infekéného
agens z klinického materidlu pomocou Standardnych kultivaénych a identifikaénych metod
a nasledné pouzitie difiznych alebo diluénych testov na stanovenie citlivosti alebo rezistencie
baktérie voci konkrétnemu antibiotiku. Toto testovanie umoziiuje vybrat najvhodnejsi
terapeuticky pripravok, popripade urcit’ aj jeho optimalne ddvkovanie.

Na detekciu produkcie ESBL a AmpC B-laktamaz v klinickych laboratériach bolo
navrhnutych hned’ niekol'’ko metdd. V pripade ESBL st najpouZzivanejsimi metddami Double-
Disk Synergy Test (DDST), E-test alebo CLSI metoda, zaloZzené na synergickom ucinku
cefalosporinu III. generacie a inhibitora B-laktamaz (napr. kyseliny klavulanovej). U AmpC
B-laktaméz je mozné vyuzit AmpC diskovll metodu, 3D test, CAM (cefoxitin agar medium)

met6du alebo diskovi metodu za pouZitia kyseliny 3-aminofenylboritej *2.
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1.3.2 Geneticka detekcia

Genetické metody stanovenia rezistencie s na rozdiel od predchadzajucich zalozené
na urCeni genotypu. Ich velkou vyhodou je vysokd detekénd schopnost (senzitivita
i Specificita), rychlost prevedenia a ziskania koneéného vysledku, ako aj znizenie
biologického rizika pre persondl vykonavajuci analyzu. Tieto techniky moézu byt dalej
napomocné u obtiazne interpretovatelnych antibiogramov, na potvrdenie Specifickych
mechanizmov odolnosti a pri ureni rezistencie u kultivatne narocnych alebo pomaly
rasticich baktérii, napr. u Mycobacterium tuberculosis. Ich velky potencial d’alej spoc¢iva
vo vyuziti pri réznych epidemiologickych stadiach, pretoze umoziuju sledovanie Sirenia tzv.
epidemiologickych klonov, ale aj mobilnych genetickych elementov a to ako v humannej tak
aj v animalnej populacii ****3°,

Polymerazova retazova reakcia (PCR) sa od svojho objavu vroku 1985 stala
najdolezitejSou a hlavne najpouzivanejSou metddou genetickej detekcie. V oblasti klinickej
mikrobiologie nasla svoje uplatnenie pri detekcii a identifikdcii vyznamnych Tludskych
patogénov a pri stanoveni ich vlastnosti, ako st schopnost’ odoldvat’ ucinku roéznych
antimikrobialnych latok a produkovat’ rézne faktory virulencie. Rychle a presné odhalenie
mikrobidlnej rezistencie moéze nasledne pomodct s nasadenim adekvatnej antimikrobialnej
liecby, ¢im sa da vyhnut nespravnej preskripcii lieCiv, suvisiacej s nespravnym urcenim
rozsahu rezistencie. Hoci na druhej strane pritomnost’ génu rezistencie nemusi nutne viest’

36

k zlyhaniu liecby V klinickej praxi nemusi napr. produkcia inducibilnych AmpC

B-laktaméz znamenat’ neuspech lieCby cefalosporinmi III. generacie a tieto pripravky je teda

mozZné terapeuticky pouzit’ *2.

1.3.2.1 Genetické metddy stanovenia produkcie ESBL

Na detekciu génov kodujucich produkciu ESBL bolo navrhnutych hned’ niekol'ko
metdd, zalozenych bud’ na amplifikacii cielového tseku DNA alebo pouziti Specifickych
hybridiza¢nych sond.

1.3.2.1.1 DNA sondy, metoda oligotypizacie

Prvou metddou pouzitou na detekciu génov kodujucich produkciu B-laktamaz bola

technika vyuzivajuca DNA sondy. Autori Huovinen et al. vyuzili radioaktivne znacené
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oligonukleotidy na detekciu TEM-1, SHV-1, OXA-1 a OXA-2 (B-laktaméazy s uzkym
spektrom ucinku). Hoci Sest’ kmeiiov bolo falo$ne pozitivnych, celkova Specificita reakcie
dosiahla 99 % *’. Prvé $tadie zaoberajice sa vyuzitim hybridizaénych sond na detekciu ESBL
boli venované TEM variantdm a zalozené na detekcii mutacii rozsirujucich spektrum tc¢inku
v ramci blatgy génu, ¢im bolo mozné rozlisit medzi TEM-1, TEM-3 a TEM-6 -laktamazami
3% Studia autorov Arlet a Philippon bola zamerand na syntézu oligonukleotidovych sond
hybridizujiicich s TEM-1, TEM-2 a S§iestimi Sirokospektralnymi variantami (TEM-2 az
TEM-7 a TEM-20) pocas kolénovej hybridizacie a Southern blotu. SHV sondy umoznili
rozlisenie SHV-1 (B-laktamazy stzkym spektrom ucinku) od tych Sirokospektralnych
(SHV-2, SHV-3, SHV-4 a SHV-5) *’.

1.3.2.1.2 Polymerazova ret’azova reakcia

Najjednoduchsim spdsobom, ako geneticky stanovit’ pritomnost’ B-laktamazového
génu je jeho amplifikdcia pomocou PCR s vyuzitim Specifickych oligonukleotidovych
primerov. Génové sekvencie jednotlivych enzymovych rodin st vol'ne dostupné vo verejnych
vedeckych databdzach, napriklad GenBank (National Center for Biotechnology Information,
http://ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Hoci PCR umoziuje detekciu jednotlivych bla génov, nie

je schopna rozliSit medzi B-laktamazami s uzkym a Sirokym spektrom tucinku, preto je
potrebné vyuzit'® d’alSich metdd, ktoré to umoziuji. Obvykle st zalozené na detekcii

bodovych mutacii zodpovednych za roz§irenie spektra ucinku.

1.3.2.1.3 Metéda jednovliknového konformac¢ného polymorfizmu v spojeni s PCR

(PCR-SSCP)

Tato pomerne jednoducha a citliva metéda umoznuje sledovat’ sekvencné zmeny
v Struktare DNA. Je zaloZzenda na rozlinej pohyblivosti jednovldknovej DNA
v polyakrylamidovom géle v dosledku zmeny priméarnej Struktary nukleovej kyseliny *.
Jednonukleotidové mutacie v prisluSnom géne sa prejavia ako zmeny v migracii
jednoret’azcového vldkna a odrazia sa vo vysledku gélovej elektroforézy; zaznamena sa posun
prislusného bandu oproti bandu zodpovedajucom pdvodnej B-laktamaze *'. Ako priklad
uplatnenia tejto metddy v oblasti detekcie ESBL mozno uviest prace M'Zaliho
a Chanawonga, ktori tymto sposobom boli schopni rozlisit’ medzi hned’ niekol’kymi variantmi

, 42,4
SHV enzymov ™~ 3

15


http://ncbi.nlm.nih.gov/Genbank�

Uvod

1.3.2.1.4 Metéda polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov v spojeni s PCR (RFLP-
PCR)

RFLP analyza je metoda charakterizdcie DNA pomocou jej Stiepenia restrikénymi
endonukledzami na jednotlivé fragmenty a néslednej separacii tychto fragmentov pomocou
gélovej elektroforézy. Rozlisenie DNA je zalozené na polymorfizme dizky restrikénych
fragmentov, pri¢om tento polymorfizmus vznika v dosledku pritomnosti resp. nepritomnosti
Specifického restrikéného miesta, napriklad jednonukleotidovymi zmenami v prisluSnom
géne. Preto nasla tato pomerne rychla metoda uplatnenie aj v oblasti ESBL detekcie, kde
bodové mutacie v urcitych miestach génu rozsiruju spektrum ucinku prislusného enzymu.
V pripade TEM B-laktaméz ide o aminokyselinové pozicie 104 (kyselina glutimova za lyzin),
164 (arginin bud’ za serin alebo histidin), 238 (glycin za serin) a 240 (kyselina glutimova za
lyzin) **. Arlet et al. pouzili RFLP met6du na detekciu jednonukleotidovych mutacii vo vnutri
blargm génu. Okrem uZz spominanych aminokyselinovych substiticii sledovali aj tie, ktoré
sice menia vysledné poradie aminokyselinového retazca, ale nie su zodpovedné za rozsirenie
spektra uginku **. Velmi jednoduchd metéda na rozlisenie SHV-ESBL a SHV-s uzkym
spektrom uc¢inku bola vyvinutd autormi Chanawong et al. PouZitie restrikénej endonukleazy
Nhel umoznilo sledovat’ zmeny v aminokyselinovej pozicii 238, pri¢om prave zmena glycinu

za serin je typicka pre va&inu skorsich SHV-ESBL .

1.3.2.1.5 Ligazova ret'azova reakcia (LCR)

LCR zahfiia pouzitie dvoch oligonukleotidovych parov primerov, pricom kazdy
z nich je navrhnuty tak, aby hybridizoval k cielovym jednovldknovym molekuldm nukleovej
kyseliny ziskanych po predchadzajucej denaturécii. Iba v pripade dokonalej komplementarity
dochadza k ligacii prislusnych oligonukleotidov a naslednej amplifikacii sledovaného useku.
Akakol'vek jednonukleotidova zmena mé za nasledok inhibiciu reakcie. Kim et al. pouzili
LCR na rozliSenie génov koédujucich SHV-1, -2, -2a, -3, -5 a -12. Pouzité oligonukleotidové
primery boli navrhnuté na sledovanie aminokyselinovych substitucii v poziciach 35 (glutamin
za kyselinu glutamovt), 205 (leucin za arginin), 238 (serin za glycin) a 240 (lyzin za kyselinu

glutamovir) ©.
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1.3.2.1.6 Analyza krivky topenia DNA s vysokym rozliSenim (HRM analyza)

Ide o novu post-amplifikacni metédu umoziujiucu charakterizaciu PCR amplikonov
pomocou tzv. krivky topenia DNA, pricom metdda vyzaduje pociato¢nti amplifikaciu cielovej
sekvencie napriklad pomocou PCR vredlnom case. PCR vredlnom case umoziuje
monitorovat’ mnozstvo PCR produktu pocas celej reakcie a to pouzitim primerov, oligosond
alebo amplikonov znac¢enych molekulami schopnymi fluorescencie. Narast fluorescencie je
merany pocas kazdého cyklu ajeho uroven odrdZza mnoZzstvo nasyntetizovanej nukleovej
kyseliny. Technika HRM vyuziva najcastejsie neSpecifickych flourescencnych interkalacnych
farbi¢iek (SYBR Green, LCGreen, SYTO 9 alebo EVA Green) na sledovanie priebehu
topenia DNA pocas postupného zahrievania PCR produktov. Na zaciatku reakcie je
fluorescencia vysoka v dosledku pritomnosti velkého mnozstva dvojvlaknovej DNA,
do ktorej sa prislusné farbicky este pocas amplifikacie zabudovali. Zahrievanim vsSak
dochadza k postupnej disociacii vlékien a uvolfiovaniu nespecifickych detekénych systémov,
¢im sa zaznamenava pokles meranej fluorescencie. Vysledkom je ziskanie tzv. krivky topenia
DNA, ktora odraza cely priebeh topenia sledovaného useku DNA. Ako teplota topenia, Tm sa
oznacuje teplota, pri ktorej je 50 % DNA vo forme dvojvladknovej a 50 %
vo forme jednovldknovej. HRM analyza (monitorovanie priebehu topenia s vysokym
rozliSenim) umoziiuje charakterizovat vzorky na zaklade rozdielnosti v dizke sekvencii,
obsahu GC baz a komplementarity jednotlivych baz a predstavuje novli metddu na detekciu
jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP), genotypizaciu, DNA metylaéni analyzu
a podobne ***7 |

PCR v redlnom cCase s naslednou analyzou krivky topenia DNA nasla svoje vyuzitie
aj vdetekcii SHV B-laktaméaz. Randegger a Héchler vyvinuli rychlu, citlivii a Specifickt
metodu detekcie mutacii v troch aminokyselinovych poziciach blagyy (179, 238, 240) a to
vramci jednej reakcie. Tato metdda bola vd’aka fluorescencne znacenym hybridizaénym
sonddm a analyze krivky topenia schopna rozliSit medzi génmi koédujicimi SHV B-laktamazy
s izkym a $irokym spektrom G&inku **. Kombinacia multiplex PCR v redlnom &ase a analyzy
krivky topenia bola popisana autormi Chia et al. a umoznuje sucasnu identifikdciu SHV
a CTX-M B-laktamaz. Po ukonceni optimalizacie bol tento detekény systém pouzity na
charakterizaciu 199 izolatov z ¢elade Enterobacteriaceae. Vysledky ukazali na vhodnost
pouzitia metddy na detekciu SHV a CTX-M enzymov u klinickych izolatov, dokonca aj
v oblastiach, kde by sa mohli vyskytnut’ kmene produkujiice rézne kombinacie p-laktamaz .

Birkett et al. vyvinuli metédu vyuzivajicu multiplex PCR v redlnom ¢ase na baze Taq Man
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sond, pre detekciu a genotypizaciu enterobaktérii produkujicich CTX-M B-laktamazy. Podla
nazoru autorov by mohla byt’ tadto metdoda pouzitelnd na sledovanie epidemickych vyskytov

kmetiov s produkciou ESBL v regionalnych alebo v referenénych laboratériach .

1.3.2.1.7 DNA mikro¢ipy

Hlavnou nevyhodou vsetkych vysSie spomenutych metdd je limitujice mnoZstvo
cielovych sekvencii, ktoré mézu byt sledované v jednej reakcii. Naproti tomu moderné DNA
mikro¢ipy vd’aka mnohonasobnej detekcnej schopnosti umoznuju detekovat’ sucasne tisice az
desat’tisice Specifickych DNA sekvencii a to na malej sklenenej alebo silikénovej dosticke
velkosti iba 1 — 2 cm. DNA mikroCipy sa v suCasnej dobe vyuzivaji hlavne v tychto troch
medicinskych oblastiach : a) na analyzu génovej expresie — umoziluju zmerat’ mieru expresie
tisicok génov, b) na genotypizaciu — sledovanie génov majucich vztah k 'udskym chorobam,
c) sekvenovanie DNA — skrining Specifickych génov a vyhladévanie mutacii v tychto

sekvenciach, patranie po tzv. polymorfizme jednonukleotidovych mutacii .

Jednym
z autorov, ktory vyuzili tGto modernt ahlavne rychlu techniku na identifikdciu ESBL
u gramnegativnych baktérii boli Grimm et al. Vyuzitie mikro¢ipov bolo zaloZené na sicasnej
genotypizacii blargy, blasyy ablactxm génov. Samotné prevedenie reakcie pozostavalo
so 168 sond pokryvajacich detekciu mutacii zodpovednych za 156 aminokyselinovych

substitucii, pricom celkovy reakény &as bol iba 5 hodin *2.

1.3.2.1.8 Priame sekvenovanie

Metoda priameho sekvenovania ostdva akymsi ,zlatym* Standardom medzi
genetickymi metdodami na identifikdciu réoznych produktov amplifikacnej reakcie. Stucasna
technika pokrocila do takej miery, ze je mozné bez vacSich problémov a ekonomickych
nakladov urcit’ pritomnost’ génu rezistencie alebo detegovat’ mutacie sposobujuce vznik tejto

rezistencie .

1.3.2.2 Genetické metédy stanovenia produkcie AmpC
Mnozstvo technik pouzivanych na detekciu ampC génu nie je az také rozsiahle ako

pri stanoveni ESBL. U génov nachadzajicich sa na chromozéme sa vyuziva klasickd PCR

s vyuzitim Specifickych primerov zachycujucich sledovanu oblast. Nasledné priame
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sekvenovanie je schopné odhalit muticie vyskytujuce sa v Specifickych oblastiach amp
operonu (pozostavajuceho zampC, ampD, ampR, ampE aampG génov), ktory reguluje
produkciu inducibilnych a chromozomalne kédovanych AmpC enzymov >* **. U Escherichia
coli vsak produkcia tychto B-laktamaz nie je inducibilna, v dosledku nepritomnosti ampR
regulacného génu a za normalnych okolnosti je exprimovand vo velmi malej miere.
Nadprodukcia AmpC B-laktaméz savisi s vyskytom mutécii v Specifickych oblastiach ampC

56, 57

promoétora a atenudtora , ktoré moZno opit detekovat’ pouZzitim PCR a nésledného

priameho sekvenovania. Inym spdsobom sledovania pritomnosti ampC génu modze byt
pouzitie $pecifickych sond nasadajucich na sledovany usek tohto génu .

Na detekciu AmpC enzymov kdédovanych na plazmidoch bola vyvinutd technika
multiplex PCR, ktord na zaklade pouZitia Siestich sad primerov je schopna v jednej reakcii
rozlisit’ Sest’ skupin tychto enzymov u organizmov ako Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Proteus mirabilis a Salmonella enterica serovar Typhimurium .

Novsou metédou je pouzitie tzv. asymetrickej multiplex PCR v spojeni s DNA

mikro¢ipmi na detekciu skupinovo Specifickych plazmidovo-kodovanych génov. Autori pri

tejto metody sucasne spojili detekciu AmpC a ESBL u izolatov &elade Enterobacteriaceae .

1.3.3 Porovnanie genetickych a fenotypovych metéd na stanovenie citlivosti/

rezistencie voci antibiotikam

Ako uz bolo spomenuté, genetické metdody sa vyznacuju vysokou detekénou
schopnostou, citlivostou, znizenim detekéného a interpretaéného cCasu a zniZzenim
biologického rizika pre persondl vykonavajuci analyzu v porovnani s kultivacnymi metodami.
Tak isto ziadna metdoda zaloZzend na urceni fenotypu nie je schopna sledovat’ Sirenie
rezistentnych mikroorganizmov alebo determinanty rezistencie v populécii. Podobne urcenie
fenotypu citlivosti ¢i rezistencie u organizmov obtiazne ¢i dlhodobo kultivovateI'nych moze
byt v mnohych pripadoch problematické. V pripade detekcie produkcie ESBL alebo AmpC
B-laktaméz moze tito vrade pripadov zlyhat a prislusné baktérie su nésledne falosne
interpretované ako citlivé k Sirokospektralnym p-laktamovym antibiotikim °'. Dalsim
problémom klasickych fenotypovych metdd je, ze mézu zlyhat' v situaciach, kedy dochadza
k slabej expresii génu rezistencie, ktoru nie st schopné zachytit’.

Na druhej strane rozhodnutia o zahajeni urcitej liecby si prednostne zalozené na
urceni citlivosti pomocou fenotypovych metéd a to ztoho dévodu, Ze pritomnost’ génu

rezistencie eSte nemusi znamenat, Ze sa gén skutocne exprimuje, resp. Ze sa exprimuje iba
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do takej miery, ktora z klinického hladiska nie je vyznamna. Genetické metody tiez nie su
schopné vziat do tGvahy nové mechanizmy rezistencie. DalSou nevyhodou je moZnost
kontamindcie nukleovou kyselinou z vonkajSieho zdroja, pritomnostou tzv. ,silent genes*
alebo pseudogénov, ¢im moze dojst’ k falosne pozitivnym vysledkom.

Hoci sa zda, Ze genetické metdédy napreduju velkou rychlostou na poli detekcie
mikrobidlnej rezistencie voc¢i antimikrobidlnym latkam, nie je pravdepodobné, Ze v blizkej
budtcnosti nahradia tradi¢né flexibilné a pomerne lacné fenotypové testy. Mozu vSak byt
napomocné pri vysvetlovani nezvycajnych a komplexnych mechanizmov rezistencie, pri
potvrdzovani nespecifickych pripadov, pri detekcii citlivosti u pomaly rastiucich organizmov
ako napriklad u Mycobacterium tuberculosis alebo pri konfirmacii vysledkov fenotypového
urcenia. Velky potencidl vSak tieto moderné genetické metddy maju v oblasti monitorovania
Sirenia rezistentnych kmenov, popripade genetickych elementov, a to ako v humannej, tak aj

v animalnej oblasti, ¢im ziskavajii na vyzname najmi pre rozsiahle epidemiologické studie **
34,53

14 Molekularno-genetické metédy pouzivané na monitorovanie
klonalneho Sirenia ESBL a AmpC produkujucich izolatov a urcenie

horizontalneho prenosu determinantov rezistencie

Prvykrat sa vedeckd a klinicka verejnost’ stretla s fenoménom ESBL v Nemecku,
vroku 1983 % Netrvalo viak dlho amnoZstvo enzymov so §irokym spektrom sa
mnohonasobne zvysilo a rozsirilo aj do inych oblasti, priCom ich prevalencia sa li$i nielen
medzi krajinami, ale dokonca aj medzi nemocnicami v rdmci jednej oblasti. Podobna situacia
je aj u AmpC B-laktamaz, ktoré boli sledované uz od 70 rokov minulého storocia a dnes sa

6 Na zaklade roznych sledovanych epidemiologickych

rozsirili do rdéznych oblasti
charakteristik je zndme, Ze za takymto rozSirenim je nielen klondlne Sirenie kmetiov
s produkciou ESBL a AmpC B-laktamaz, ale aj horizontalny prenos bla a ampC génov na
rozli¢énych mobilnych genetickych elementoch medzi kmenmi, ktoré nevykazuju geneticka
pribuznost’.

Tieto mobilné genetické elementy mozeme rozdelit do dvoch hlavnych skupin:

I) elementy, ktoré sa mozu pohybovat’ z jednej bakteridlnej bunky do druhej (tzv. R plazmidy,

konjugativne transpozony) a II) elementy, ktoré sa pohybuju z jednej genetickej lokalizacie na
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druhu ale len v ramci bunky (transpozony, génové kazety a mobilizacia sprostredkovana ISCR
elementami) °.

Kazdy rok je publikovanych mnozstvo §tidii venovanych genetickej charakterizacii
mobilnych genetickych elementov zahrnutych v prenose génov rezistencie medzi citlivou
arezistentnou bakteridlnou populdciou. K najvyznamnej$im metédam patri izolacia
plazmidov, a to bud’ pomocou modifikovanej alkalickej metdédy alebo pomocou komerénych
kitov, nasledné zaradenie vyizolovanych plazmidov do tzv. inkompatibilnych skupin *, d’alej
charakterizacia plazmidovej DNA pomocou restrikénej analyzy, Southern blot, hybridizacia
so Specifickymi sondami, sekvenovanie urcitého useku plazmidu, prenos tychto elementov
konjugaénymi alebo transformadnymi experimentami * °* ©’. Na klasifikaciu integronov
do jednotlivych tried ana stanovenie pritomnosti rozliénych génovych kaziet bolo

68, 69

navrhnutych mnozstvo PCR primerov Technika PCR nam tak isto umoZziuje

charakterizaciu okolia bla génov aurenie pritomnosti jednotlivych inzerénych sekvencii
zahrnutych v mobilizacii a expresii prislusnych génov 7% 7",

Dalsie vyuzitie genetickych metdd je v oblasti sledovania epidemioldgie kmefov
zahrnutych v epidemickych vyskytoch. Hoci na typizaciu rozliénych mikroorganizmov nie st
vSetky metddy rovnako efektivne, pulzna gélova elektroforéza, zalozend na restrikénej
analyze gendémovej DNA vyzera byt univerzalnou pre vacSinu patogénov. Inymi
vyuzivanymi metdédami st analyza plazmidovej DNA, ribotypizacia, typizdcia inzerénych
sekvencii, techniky zalozené na PCR, ako polymorfizmus ndhodne amplifikovanych tsekov
DNA (RAPD), analyza repetitivnych extragénovych sekvencii pomocou PCR (REP-PCR),
polymorfizmus diZky redtrikénych fragmentov (RFLP), amplifikicia rozptylenych
restrikénych miest (IRS-PCR), dizkovy polymorfizmus amplifikovanych fragmentov (AFLP),
analyza enterobakteridlnych repetitivnych intragénovych sekvencii (ERIC), fingerprinting,
typizacia multilokalnych sekvencii (MLST) a iné, ktoré¢ sa vzajomne liSia opakovatel'nostou,

.y . . , . . 2 4
rozlisovacou schopnostou, jednoduchostou interpretacie alebo prevedenia "> > ™.
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2 CIELE PRACE

Hlavné ciele vramci doktorského Studijného programu mozno charakterizovat

nasledujucimi bodmi :

1. Analyza enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych B-laktamédz v humannej
oblasti.

2. Analyza enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych pB-laktamdz v animdlnej
oblasti.

3. Vyuzitie metdody PCR a analyzy krivky topenia DNA pri genetickej charakterizacii

ESBL-pozitivnych izolatov.
4. Epidemiologicka analyza ESBL-pozitivnych izoldtov z jednotiek intenzivnej

starostlivosti a charakterizacia génov kddujucich produkciu tychto enzymov.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Analyza enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych

p-laktamaz v humannej populacii

3.1.1 Zber, izolacia a identifikacia enterobakterii

Jednym z cielov dizertatnej prace bola analyza enterobaktérii produkujicich
Sirokospektralne B-laktamazy vo vybranych stuboroch ziskanych zhuménnej populacie,
pricom zber, spdsob izolacie a identifikdcia jednotlivych skupin izoldtov su popisané

v nasledujucich kapitolach.

3.1.1.1 ESBL-pozitivne izolaty Klebsiella pneumoniae od pacientov v intenzivnej

starostlivosti

Vobdobi 1.11.2006 — 30.3.2007 boli zklinického materialu (trachealneho
endosekrétu, sputa, krvi, mocu, punktatu, sekrétu zrany) pacientov, hospitalizovanych na
Klinike anestezioldgie a resuscitacie Fakultnej nemocnice Olomouc (FNOL), ziskavané
izolaty Klebsiella pneumoniae. Na kultivaciu vzoriek boli pouzité Standardné mikrobiologické
postupy, identifikacia prebiehala pomocou ENTEROtestu 16 (Pliva-Lachema Diagnostika,
Ceska republika) a/alebo automatizovaného systému Vitek 2 (bioMérieux, Franctzsko).
Od kazdého pacienta a prislusného materialu bol do suboru zaradeny iba jeden izolat, ten,

ktory bol zachyteny ako prvy.

3.1.1.2 Enterobaktérie s produkciou Sirokospektralnych p-laktamaz

v gastrointestinalnom trakte chorych osob

V obdobi 1.5.2007 — 1.5.2008 boli pacientom hospitalizovanym na roéznych
klinikdch vo FNOL odoberané rektalne vytery, ktoré boli nasledne inokulované na chromID
ESBL selektivne médium (bioMériux, Franctizsko), odporicané na predbeznu identifikaciu
enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych B-laktamaz. Inkubéacia prebiehala aerobne pri

37 °C po dobu 24 hodin. Identifikdcia vyuzivala ENTEROtest 16 (Pliva-Lachema
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Diagnostika, Ceska republika) a/alebo automatizovany systém Phoenix (Becton Dickinson,

USA). Od kazdého pacienta bol zaradeny iba jeden rektalny vyter.

3.1.1.3 Enterobaktérie s produkciou Sirokospektralnych B-laktamaz

v gastrointestinidlnom trakte zdravych os6b

Vobdobi 1.52007 - 1.5.2008 boli za rovnakych podmienok ako
u hospitalizovanych pacientov (kap. 3.1.1.2) odoberané a spracovavané rektdlne vytery od
zdravych osdb zijucich v komunitnom prostredi Olomouckého kraja Ceskej republiky, priom
tieto osoby neboli po dobu troch mesiacov pred odberom hospitalizované v ziadnom

zdravotnickom zariadeni. Od kazdej osoby bol zaradeny iba jeden rektalny vyter.

3.1.1.4 AmpC-pozitivne izolaty Klebsiella pneumoniae od pacientov

s hematoonkologickym ochorenim

Z klinického materidlu (rektdlneho vyteru, sputa, krvi, mocu, vyteru z hornych
dychacich ciest, uretry apochvy) pacientov hospitalizovanych na Hemato-onkologickej
klinike FNOL boli v priebehu dvoch mesiacov (5.1. — 5.3.2007) zhromazd'ované izolaty
Klebsiella pneumoniae. Na kultivaciu vzoriek boli pouzité Standardné mikrobiologické
postupy, identifikacia prebiehala s vyuzitim ENTEROtestu 16 (Pliva-Lachema Diagnostika,
Ceska republika) a automatizovaného systému Vitek 2 (bioMérieux, Franctzsko).
Od kazdého pacienta bol zaradeny vzdy iba jeden izolat, zachyteny z jednotlivych klinickych

materidlov v priebehu 14 dni.

3.1.1.5 AmpC-pozitivne izolaty ¢ePade Enterobacteriaceae od novorodencov

V obdobi 1.4.2008 — 31.8.2009 boli z klinického materialu novorodencov (vyterov
zkrku a nosa, stolice, bronchoalveoldrnej lavaze, hemokultary, endosekrétu),
hospitalizovanych na novorodeneckom oddeleni FNOL, =ziskavané izolaty celade
Enterobacteriaceae. Kultivacia vzoriek prebichala podl'a Standardnych mikrobiologickych
postupov, na identifikaciu baktérii bol pouzity ENTEROtest 16 (Pliva-Lachema Diagnostika,
Ceska republika) a/alebo automatizovany systém Phoenix (Becton Dickinson, USA).
Od kazdého pacienta bol zaradeny vzdy len jeden izolat prislusného druhu, ktory bol

izolovany ako prvy.
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3.1.2  Fenotypova detekcia produkcie Sirokospektralnych p-laktamaz

Fenotypové urcenie produkcie Sirokospektralnych B-laktaméaz vychéadzalo z pouzitia
modifikovaného Double Disc Synergy Testu (DDST) a AmpC diskového testu, ktorych popis

uvadzaju nasledujtce kapitoly.

3.1.2.1 Fenotypova detekcia produkcie ESBL

Citlivost’ ziskanych izolatov k antibiotikdm bola stanovend Standardnou dilu¢nou

mikrometédou > 76

U vSetkych izolatov enterobaktérii, s minimdlnou inhibi¢nou
koncentraciou (MIC) asponi jedného z testovanych cefalosporinov III. generacie (cefotaximu,
ceftazidimu alebo cefoperazonu) vysSou ako 1 pg/ml bol vykonany modifikovany DDST na
stanovenie produkcie ESBL. Modifik4cia klasického DDST podla Jarliera spocivala
v zaradeni disku s cefepimom a su¢asnom pouziti disku ceftazidimu s kyselinou klavulanovou
2

Vsetky suspektné kolonie z chromID ESBL agaru, identifikované ako zastupcovia

celade Enterobacteriaceae, boli nasledne podrobené fenotypovému uréeniu produkcie ESBL

pomocou modifikovaného DDST.

3.1.2.2 Fenotypova detekcia produkcie AmpC

Citlivost’ jednotlivych izolatov k antibiotikam bola rovnako, ako v pripade detekcie

ESBL, stanovena diluénou mikrometdédou T8

U vsetkych izoldtov enterobaktérii
s minimalnou inhibi¢nou koncentraciou aspoit jedného z testovanych cefalosporinov III.
generdcie (cefotaximu, ceftazidimu alebo cefoperazonu) vySSou ako 1 pg/ml, bol
vykonany AmpC diskovy test na detekciu AmpC B-laktamaz. V pripade tohto testu boli
pouzit¢ disky cefotaximu, ceftazidimu, ceftazidimu s kyselinou klavulanovou aich

kombinacie s kyselinou 3-aminofenylboritou, ktora je inhibitorom AmpC B-laktamaz ">,

3.1.3 Geneticka detekcia Sirokospektralnych p-laktamaz

Detekcia Specifického genotypu vychadzala z amplifikécie B-laktamazového génu

a z pouzitia d’alSich metdd umoziujucich charakterizaciu ziskaného amplikénu.
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3.1.3.1 Polymerazova ret’azova reakcia

Na detekciu génov kédujicich produkceiu Sirokospektralnych B-laktamaz pomocou
PCR boli jednotlivé izolaty preockované na miso-peptonovy agar (Oxoid, Vel'ka Britania) a
inkubované aerobne pri 37 °C, 16 hodin. Nasledovalo rozsuspendovanie dvoch koldnii
v 100 pl vody a zahriatie na 95 °C po dobu 10 minat. Supernatant obsahujtci bakterialnu
DNA bol ziskany centrifugaciou (13000 g, 2 minuty) a pouZity pre ndsledni amplifikaciu ako
templatova DNA.

PCR analyza génov kodujucich produkciu ESBL blargm, blasyy, blactxm a blapxa
prebiehala v termocyklery Robocycler Gradient 96 Temperature Cycler (Stratagen, Kanada)
v reakénom objeme 50 pl s vyuZzitim Specifickych primerov (syntetizovanych firmou East
Port, Ceska republika) pre jednotlivé bla gény. Pouzité sady primerov, zloZenie reakénej
zmesi a parametre PCR uvadzaju tabul’ky 1, 2 a 3. Ako pozitivne kontroly boli pouZzite kmene
so znamym zastupenim [-laktamaz (Escherichia coli produkujuca TEM-1, CTX-M-15,
OXA-1 enzymy a Klebsiella pneumoniae CCM 4985 s produkciou SHV-18 (CCM Brno,
Ceska republika)). Na kontrolu kvality PCR slizila tzv. negativna kontrola (t. j. bez obsahu
bakteridlnej DNA).

Tabul’ka 1: Pouzité oligonukleotidové primery na detekciu blatey, blasyy, blactxm a

blapxa génov

Cielové miesto | Primer (nukleotidova sekvencia) Referencie

blargm TEM-F 5"-ATGAGTATTCAACATTTCCG-3’ 44
TEM-R  5'-CCAATGCTTAATCAGTGAGC-3’

blasny SHV-F 5"-CTTTACTCGCTTTATCG-3’ 43
SHV-R 5'-TCCCGCAGATAAATCACCA-3’

blactx-m CTX-MU1 5-ATGTGCAGYACCAGTAARGT-3’ 78
CTX-MU2 5-TGGGTRAARTARGTSACCAGA-3’

blaoxa OXA-1F  5-ACACAATACATATCAACTTCGC-3’ 79

OXA-1R  5-AGTGTGTTTAGAATGGTGATC-3’
OXA-2F 5-TTCAAGCCAAAGGCACGATAG-3’
OXA-2R  5-TCCGAGTTGACTGCCGGGTTG-3’
OXA-10F 5-CGTGCTTTGTAAAAGTAGCAG-3’
OXA-10R 5-CATGATTTTGGTGGGAATGG-3"

26



Material a metody

Tabul’ka 2:  ZloZenie reak¢énej zmesi na detekciu blargy, blaspy, blacrx.m a blagxa génov

PCR komponenty Vysledna
koncentracia

PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)

10x koncentrovany reakény pufor I x

(100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pri 25 °C), 500 mM KCI, 1% Triton X-100,
15 mM MgCl,) (Top-Bio, Ceska republika)

c(Mg™) = 1,5 mM

dNTPs (Promega, USA)

200 pM

Primer-forward 1 uM
Primer-reverse 1 uM
Taq DNA Polymeraza Unis (Top-Bio, Ceské republika) 2U

Templatova DNA

Tabul’ka 3: Reak¢né podmienky na detekciu blargy, blasyy, blacrxm a blapxa génov

Jednotlivé kroky reakcie Pocet cyklov Teplota/Cas
Pociatocné denaturacia 1 95 °C/5 min
Denaturacia 95 °C/1 min
Hybridizacia primerov 30 58 °C/1 min
Extenzia 72 °C/1 min
Zaverecna extenzia 1 72 °C/10 min

Na detekciu génov kodujicich produkciu plazmidovo-kédovanych AmpC

B-laktamaz bola pouzitd multiplex PCR. Zvolené sady primerov, zlozenie reakénej zmesi a

parametre PCR uvadzaju tabulky 4, 5 a 6. Ako pozitivna kontrola bol pouzity kmen

so znamym zastipenim B-laktamazy (Klebsiella pneumoniae s produkciou DHA enzymu).

Na kontrolu kvality PCR sluzila negativna kontrola (bez obsahu bakterialnej DNA).
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Tabulka 4: Pouzité oligonukleotidové primery na detekciu plazmidovo-kédovanych AmpC

B-laktamaz

Ciel’'ové miesto Primer (nukleotidova sekvencia) Referencie
MOX-1, MOX-2, | MOXMF 5-GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT-3’
CMY-1, CMY-8 az | MOXMR 5'-CACATTGACATAGGTGTGC-3’
CMY-11
LAT-1 az LAT-4, | CITMF 5 -TGGCCAGAACTGACAGGCAAA-3’
CMY-2 az CMY-7, | CITMR 5 -TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC-3’
BIL-1
DHA-1, DHA-2 DHAMF 5'-AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT-3’
DHAMR 5'-CCGTACGCATACTGGCTTTGC-3’ >
ACC ACCMF 5-AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA-3’
ACCMR 5'-TTCGCCGCAATCATCCCTAGC-3’
MIR-1T, ACT-1 EBCMF 5'-TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG-3"

EBCMR 5 -CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT-3’

FOX-1 az FOX-5b

FOXMF 5°-AACATGGGGTATCAGGGAGAT-3’
FOXMR 5-CAAAGCGCGTAACCGGATTGG-3"

Tabul’ka S: Zlozenie reak¢nej zmesi na detekciu plazmidovo-kodovanych AmpC

B- laktamaz

PCR komponenty Vysledna
koncentracia

PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)

10x koncentrovany reakény pufor I x

(100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pri 25 °C), 500 mM KCI, 1% Triton X-100,
15 mM MgCl,) (Top-Bio, Ceska republika)

c(Mg”) =1,5mM

dNTPs (Promega, USA)

200 M

Primer-forward

1 uM (kazdy)

Primer-reverse

1 uM (kazdy)

Taq DNA Polymeraza Unis (Top-Bio, Ceska republika)

2U

Templatova DNA

28




Material a metody

Tabul’ka 6: Reak¢né podmienky na detekciu plazmidovo-kdédovanych AmpC B-laktamaz

Jednotlivé kroky reakcie Pocet cyklov Teplota/Cas
Pociato¢na denaturacia 1 95 °C/5 min
Denaturécia 95 °C/40 s
Hybridizacia primerov 30 64 °C/40 s
Extenzia 72 °C/1 min
ZavereCna extenzia 1 72 °C/10 min

Na amplifikaciu ampC promoétora/atenudtora bola pouzita dvojica primerov (Tab. 7).

Zlozenie reak¢énej zmesi a parametre PCR uvadzaju tabul’ky 8 a 9. Na kontrolu kvality PCR

sluzila negativna kontrola (bez obsahu bakteridlnej DNA).

Tabulka 7: Pouzité oligonukleotidové primery na detekciu ampC génu

Cielové miesto | Primer (nukleotidova sekvencia) Referencie
ampC Ecl 5-GATCGTTCTGCCGCTGTG -3’ 57

Ec2 5'-GGGCAGCAAATGTGAGCAA -3’
Tabulka 8: ZloZenie reak¢nej zmesi na detekciu ampC génu
PCR komponenty Vysledna

koncentracia

PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)
10x koncentrovany reakény pufor I x

(100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pri 25 °C), 500 mM KCl, 1% Triton X-100,

15 mM MgCl,) (Top-Bio, Ceska republika)

c(Mg”) =1,5mM

dNTPs (Promega, USA) 200 uM
Primer-forward 0,25 uM
Primer-reverse 0,25uM
Tag DNA Polymeraza Unis (Top-Bio, Ceska republika) 2,5U

Templatova DNA
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Tabulka 9: Reakéné podmienky na detekciu ampC génu

Jednotlivé kroky reakcie Pocet cyklov Teplota/Cas
Pociato¢na denaturacia 1 95 °C/5 min
Denaturacia 95 °C/1 min
Hybridizacia primerov 30 65 °C/1 min
Extenzia 72 °C/1 min
ZavereCna extenzia 1 72 °C/10 min

3.1.3.2 Elektroforetické delenie produktov amplifikacie

Vysledné PCR produkty boli podrobené elektroforetickej separacii v 1,5% (w/v)
agardzovom géle, pripravenom rozpustenim potrebného mnoZzstva praSkovej agardzy (Serva,
Nemecko) v 1x TBE pufri (Biotech, Ceska republika), zahriatim, ochladenim na teplotu
50 °C, pridanim ethidium bromidu (1pg/ml) (Sigma-Aldrich, Nemecko) a néslednou
polymerizaciou na vzduchu. Samotna separdcia prebiehala po preliati zatuhnutého gélu
elektrodovym pufrom (Ix TBE) pri napéti zodpovedajicom velkosti pouzitej vanicky
(Elektroforetické¢ vane Easy-Cast, model B2, Owl (Thermo Scientific, Velka Britania)) (5
V/em vzdialenosti elektréd). Vysledné amplikony boli vizualizované po expozicii UV
svetlom (Transiluminator Discovery TM (UltraLum, USA)) a ich vel'kost’ stanovena pomocou

DNA markera s rozsahom fragmentov 200 — 1500 bp (Top-Bio, Ceska republika).
3.1.3.3 Restrik¢na analyza

SHV-pozitivne PCR produkty boli rozstiepené restrikénou endonukleazou Nhel
(NewEngland BioLabs, USA) na identifikaciu mutacie v pozicii 238 **. Pre TEM-pozitivne
PCR produkty boli pouzité restrikcné endonukleazy Msel, Sau3Al, Mspl a Hphl
(NewEngland BioLabs, USA) na dokaz mutacii v poziciach 104, 164, 238 a 240 **. Zmes pre
restrikciu pozostavala zo sterilnej vody, reakéného pufra pre dany enzym, restrikéného
enzymu, PCR amplikénu (podl'a doporucenia vyrobcu) a bola inkubovana pri 37 °C po dobu
16 hodin.
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3.1.3.4 Elektroforetické delenie produktov restrikcie

Ziskané produkty po Stiepeni boli rozseparované gélovou elektroforézou v 2% (w/v)
(SHV) alebo 2,5% (w/v) (TEM) agardézovom géle, pripravenom podla postupu uvedenom
v kap. 3.1.3.2. Vysledna velkost’ jednotlivych fragmentov bola stanovena pomocou vhodne
zvolenych DNA markerov s rozsahom fragmentov 200 — 1500 bp (Top-Bio, Ceské republika)
pre SHV a 20 — 1000 bp (Sigma-Algrich, Nemecko) pre TEM vzorky.

3.1.3.5 Priame sekvenovanie

PCR pozitivne amplikony boli purifikované vyuZzitim QIAquick Purification Kit (50)
(QIAGEN, Nemecko) a podrobené sekvenovaniu na analyzatore 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA). Purifikdcia a nasledné¢ sekvenovanie PCR produktov boli
zabezpeéené firmou Genex CZ, s.r.o. (Brno, Ceska republika). Ziskané DNA sekvencie boli
vyhodnotené pomocou vol'ne dostupnych softwarov ClustalX: Multiple sequence alignment

(http://www.clustal.org/), BLAST (Basic Local Alignment Searching Tool, National Center

for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) a BioEdit (Biological Sequence

Alignment Editor, http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

3.1.4  Epidemiologicka typizacia izolatov  produkujicich Sirokospektrialne

p-laktamazy

Metoda pulznej gélovej elektroforézy (PFGE) umoznuje detegovat genetick

pribuznost’ ziskanych izolatov a tym sledovat ich epidemioldgiu.

3.1.4.1 Pulzna gélova elektroforéza

Celkova genémova DNA bola izolovand podla postupu autorov Shi et al.
anasledne Stiepena cez noc restrikénym enzymom Xbal (Roche Diagnostics, Nemecko).
Separacia takto nastiepenych fragmentov prebichala pomocou PFGE na pristroji CHEF-DRII
System (Bio-rad, USA) za nasledujucich podmienok: 1,2% agardzovy gél, 24 hodin pri napiti
6 V/cm apulznych ¢asoch 2 — 35 s. Po ukonceni bol gél ofarbeny v ethidium bromide
(Sigma-Aldrich) (1 pg/mL) a jednotlivé fragmenty boli vizualizované pod UV svetlom
(Transiluminator Discovery TM (UltraLum, USA)). Ziskané restrikéné mapy jednotlivych
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izolatov boli porovnané pouzitim softwaru GelCompar II, version 2.0 (Applied Maths,
Kortrijk, Belgium). Koeficient podobnosti bol vypocitany pouzitim Dieceho algoritmu
(na zaklade Dieceho koeficientu podobnosti makrorestrikénych profilov stanovenom na

1,5 %) a analyza jednotlivych klastrov bola vykonana vyuzitim UPGNA algoritmu.

3.2 Analyza enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych

p-laktamaz v animalnej populacii

3.21 Zber, izolacia a identifikacia enterobakterii

V priebehu roku 2008 boli na hydinovych farméach v ramci celej Moravy odoberané
vzorky slepych Criev brojlerov (starych cca 35 az 40 dni). Pre pokrytie sezénneho vyskytu
boli vzorky na farméach odoberané vzdy jedenkrat mesacne po cely rok 2008. Z jednej farmy
bolo vzdy ziskanych 10 vzoriek slepych ¢riev od ndhodne vybranych vtdkov v ramci jednej
farmy. VSetkych 10 bolo uloZenych do sterilného umelohmotného vrecka a transportovanych
ako zmesova vzorka do laboratoria. Takto bolo v roku 2008 odobranych k vySetreniu 154
zmesovych vzoriek obsahov slepych Criev. V laboratoriu boli obsahy tychto ¢riev premiesané
a zmesova vzorka bola vyoCkovana na selektivnu pddu chromID ESBL (bioMérieux,
Franctzsko) a inkubovana aerobne pri 37 °C po dobu 24 hodin.

Dal§imi vzorkami boli kloakalne vytery moriek ztroch réznych fariem, ziskané
ihned’ po usmrteni. Morky boli priblizne 12 tyzdnov staré. Vzorky boli zozbierané v troch
casovych intervaloch, v septembri 2008, v marci 2009 a v mdji 2009. Thned’ po zozbierani
boli jednotlivé vzorky poslané do laboratdria a vyockované na selektivne médium chromID
ESBL (bioM¢érieux, Francuzsko) a inkubované aerobne pri 37 °C po dobu 24 hodin.

Vsetky suspektné koldnie vyrastené na selektivnom médiu boli vyockované na
krvny agar (bioMérieux, Franctzsko), identifikované pouzitim ENTEROtestu 16 (Pliva-
Lachema Diagnostika, Ceska republika) a podrobené fenotypovej a genetickej detekcii

Sirokospektralnych B-laktamaz.
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3.2.2  Fenotypova detekcia produkcie Sirokospektralnych p-laktamaz

Obdobne ako u izolatov z humannej oblasti, fenotypové stanovenie bolo zamerané
na identifikdciu produkcie ESBL a AmpC enzymov pomocou modifikovaného DDST
a AmpC diskového testu.

3.2.2.1 Fenotypova detekcia produkcie ESBL

Na fenotypové stanovenie produkcie ESBL bol pouzity modifikovany DDST
popisany v kap. 3.1.2.1

3.2.2.2 Fenotypova detekcia produkcie AmpC

AmpC [-laktamédzy boli detegované modifikovanym AmpC diskovym testom
popisanym v kap. 3.1.2.2

3.2.3 Geneticka detekcia Sirokospektralnych p-laktamaz

Genetické stanovenie pritomnosti blatey, blaspy, blacTxm génu bolo vykonané
pomocou PCR, snaslednou charakterizdciou ziskanych produktov metédou restrikénej
analyzy a priameho sekvenovania. Na potvrdenie produkcie AmpC B-laktamaz bola pouzita

multiplex PCR. Vsetky postupy st popisané v kap. 3.1.3.

3.24 Epidemiologicka  typizacia izolatov s produkciou Sirokospektralnych

p-laktamaz

Na epidemiologickt typizaciu ziskanych izolatov bola pouzita metéda PFGE (kap.

3.1.4.1).
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33 Vyuzitie metédy PCR a analyzy krivky topenia DNA pri genetickej

charakterizacii ESBL-pozitivnych izolatov

Jednym z dodlezitych cielov prace bola snaha o vyvinutie rychlej anenéaro¢nej
metodiky na detekciu troch najvyznamnejsich génov (blargm, blasyy a blactx.m) kodujicich

produkciu B-laktaméz a to v rdmci jednej reakcie.

3.3.1 Geneticka charakterizacia bla génu pomocou multiplex PCR a analyzy krivky

topenia u zbierkovych kmenov

Zakladom genetickej analyzy bola amplifikdcia jednotlivych génov pomocou
multiplex PCR a néslednéd charakterizcia ziskanych amplikonov pomocou analyzy krivky

topenia DNA.
3.3.1.1 Multiplex PCR

Za Gcelom vyvinutia a optimalizacie metodiky na detekciu blagw, blasyy a blacrxm
génu v jednej reakcii bola vyuziti Gast’ bakterialnej zbierky Ustavu mikrobiologie LF UP

v Olomouci, pozostavajuca z51 bakteridlnych kmenov, uktorych bola pritomnost

jednotlivych B-laktaméz ur¢end pomocou PCR a metddy priameho sekvenovania (Tab. 10).
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Tabul’ka 10: Zoznam zbierkovych kontrolnych kmenov so zndmym obsahom B-laktaméz

Material a metody

Bakterialny druh

Pocet kmenov

Typ pritomnej B-laktamazy

Escherichia coli 2 TEM-1

Escherichia coli 3 CTX-M-1

Escherichia coli 10 CTX-M-15

Escherichia coli 2 CTX-M-9

Klebsiella pneumoniae 1 SHV-2

Klebsiella pneumoniae 1 SHV-2a

Escherichia coli 2 SHV-12

Klebsiella pneumoniae 1 SHV-12

Escherichia coli 11 CTX-M-15 + TEM-1
Escherichia coli 2 CTX-M-9 skupina + TEM-1
Escherichia coli 1 CTX-M-14 + TEM-1
Enterobacter aerogenes 1 SHV-2 + TEM-1

Klebsiella pneumoniae 4 SHV-2a + TEM-1

Klebsiella pneumoniae 8 CTX-M-1 skupina + TEM-1 + SHV-1
Klebsiella pneumoniae 1 CTX-M-15 + TEM-1 + SHV-1
Enterobacter aerogenes 1 CTX-M-15 + TEM-1 + SHV-1

Pred samotnym stanovenim boli jednotlivé kmene preockované na miso-peptonovy

agar (Oxoid, Velka Britdnia) a inkubované aerobne pri 37 °C, 16 hodin. Nasledovalo

rozsuspendovanie dvoch kolénii v 100 pl vody a zahriatie na 95 °C po dobu 10 minut.

Supernatant obsahujtci bakterialnu DNA bol ziskany centrifugaciou (13000 g, 2 minuty) a

pouzity pre naslednu amplifikéciu ako templatova DNA.

Multiplex PCR analyza génov kodujucich produkciu troch najvyznamnejsich typov

B-laktamaz blatgy, blaspy, blacrxam prebiehala v pristroji Rotor-Gene 6000 (QIAGEN,

Nemecko) v reakénom objeme 25 pl s vyuzitim Specifickych primerov pre jednotlivé bla

gény. Pouzité sady primerov, zloZenie reakénej zmesi a parametre PCR uvadzaja tabulky 11,

12 a 13. Na kontrolu kvality PCR sluzila negativna kontrola (bez obsahu bakteridlnej DNA).

35




Material a metody

Na otestovanie reprodukovatelnosti nového detek¢ného systému bola vykonana

opdtovna kultivacia zbierkovych kmenov, izoldcia DNA a nasledna multiplex PCR, takze

pre d’alSiu analyzu boli k dispozicii dve nezavislé sady amplikonov.

Tabul’ka 11: Pouzité oligonukleotidové primery na detekciu blargy, blaspy a blacrx.m génov

pomocou multiplex PCR

Ciel’ové miesto | Primer (nukleotidova sekvencia) Referencie

blargm TEM-F 5"-ATGAGTATTCAACATTTCCG-3’ 44
TEM-R  5"-CCAATGCTTAATCAGTGAGC-3’

blasuv SHV2-F  5"-TCAGCGAAAAACACCTTG-3" 42
SHV2-R  5'-TCCCGCAGATAAATCACCA-3’

blactx-m CTX-MU1 5-ATGTGCAGYACCAGTAARGT-3" 78
CTX-MU2 5-TGGGTRAARTARGTSACCAGA-3’

TabuPka 12: ZlozZenie reak¢énej zmesi na detekciu blargy, blaspy a blacrx.m génov pomocou

multiplex PCR

PCR komponenty

Vysledna koncentracia

PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)

10x koncentrovany reakény pufor bez MgCl,
(100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pri 25 °C), 500 mM KCl,
1% Triton X-100) (Top-Bio, Ceska republika)

1x

25 mM MgCl, (Top-Bio, Ceska republika)

cMg™)=2mM

dNTPs (Promega, USA)

200 M

Primer-forward

0,8 uM (TEM-F, SHV2-F)
0,4 uM (CTX-MU1)

Primer-reverse

0,8 UM (TEM-R, SHV2-R)
0,4 uM (CTX-MU2)

Tag DNA Polymeraza Unis (Top-Bio, Ceska republika)

2U

LCGreen Plus+ (Idaho Technology, USA)

0,4 x

Templatova DNA
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Tabul’ka 13: Reak¢éné podmienky na detekciu blargwm, blasyy a blacrx.m génov pomocou

multiplex PCR
Jednotlivé kroky reakcie Pocet cyklov Teplota/Cas
Pociatocné denaturacia 1 95 °C/7 min
Denaturacia 95°C/30's
Hybridizacia primerov 35 58°C/30's
Extenzia 72 °C/1 min
Zavere¢na extenzia 1 72 °C/7 min

3.3.1.2 Analyza krivKky topenia s vysokym rozliSenim

Po ukonceni amplifikacie bolo 10 pul PCR produktov prenesenych do sklenenych
kapilarnych kyviet (Roche, Nemecko), ktoré boli scentrifugované (1000 g, 60 s) a nasledne
umiestnené do pristroja HR-1 high resolution melter (Idaho, Technology, USA), v ktorom
bola vykonand samotna analyza. Rychlost’ teplotného prechodu bola nastavena na 0,3 °C/s,
z poc¢iatocnej hodnoty 75 °C po kone¢nu hodnotu 99 °C. Ziskané vysledky boli spracované
pomocou softwaru HR-1 Melt Analysis (Idaho Technology, USA). Pocas spracovania vzoriek
boli jednotlivé krivky normalizované podl'a odporacani vyrobcu. Cielom normalizacie bolo
nastavit’ fluorescen¢ny signal pred a po analyze na rovnaku hodnotu (od hodnoty 100 % az po
hodnotu 0 %). Optimalne teplotné intervaly pre normalizaciu boli urené v rozmedzi
81 —83 °C az 96 — 98 °C, iba pre SHV a pre kombinaciu SHV + TEM -laktamdz bol zvoleny
mierne pozmeneny teplotny interval 82 — 84 °C az 96 — 98 °C. Po ukonceni analyzy boli data
exportované do programu Microsoft Office Excel, z dovodu neschopnosti softwaru spracovat’
naraz viac nez 32 vzoriek. Pre lepSie optické porovnanie boli jednotlivé data a ich opakované
merania rozdelené podl'a obsahu blargm, blasny a blacrx.m génov alebo ich vzajomnych
kombinacii do jednotlivych zoSitov programu Microsoft Office Excel a boli vytvorené
konecné grafy. Vysledné krivky topenia predstavuju zavislost' hodnoty fluorescencie (os Y)

od narastajucej teploty (os X).
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3.3.1.3 Elektroforetické delenie produktov amplifikacie

Ziskané¢ PCR produkty boli podrobené elektroforetickej separacii v 1,5% (w/v)
agarozovom géle (postup pripravy a samotnej realizacie popisany v kap. 3.1.3.2) za ucelom

overenia presnosti amplifikacie.

3.3.2  Geneticka charakterizacia bla génu pomocou multiplex PCR a analyzy krivky

topenia u klinickych izolatov

Stadia zamerand na genetick charakterizaciu ESBL-pozitivnych kmetiov
Escherichia coli od pacientov z jednotiek intenzivnej starostlivosti bola realizovana za i¢elom

overenia aplikovatel'nosti novej metody v klinickej praxi.

3.3.2.1 Zber, izolacia, identifikacia a fenotypové urcenie produkcie ESBL u klinickych
izolatov Escherichia coli od pacientov hospitalizovanych na jednotkach

intenzivnej starostlivosti

Stadia prebiehala v 3 zdravotnickych zariadeniach Ceskej republiky, v Krajske;
nemocnici Tomdsa Batu (KNTB) v Zline, Fakultnej nemocnici Ostrava (FNO) a FNOL.
Enterobaktérie boli izolované z klinického materialu  (trachealneho endosekrétu,
bronchoalveolarnej lavaze, sputa, krvi, hnisu, punktatu, sekrétu zrany) pacientov
hospitalizovanych v obdobi 1.1. — 31.12.2009. Kultivacia vzoriek prebiehala podla
Standardnych mikrobiologickych postupov, na identifikaciu baktérii bol pouzity ENTEROtest
16 (Pliva-Lachema Diagnostica, Ceska republika) a v uréitych pripadoch aj automatizovany
systém Phoenix (Becton Dickinson, USA). Vyber bol realizovany tak, Ze od jedného pacienta
bol zaradeny iba jeden izolat daného druhu, ktory bol ziskany z prislusného materidlu ako
prvy. Na dalSiu analyzu boli pouzité iba kmene Escherichia coli od pacientov z jednotiek
intenzivnej starostlivosti (JIS), uktorych sa potvrdila produkcia ESBL pomocou

modifikovaného DDST (postup metodiky popisany v kap. 3.1.2.1).
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3.3.2.2 Multiplex PCR

Izolacia genomovej DNA a nasledna multiplex PCR na detekciu jednotlivych bla
génov v jednej reakcii prebiechala podla rovnakého postupu akym bola realizovana
u zbierkovych kmenov (kap. 3.3.1.1), vratane opakovanej izolacie a amplifikac¢nej reakcie.
Ako pozitivne kontroly boli pouzite kmene so znamym zastipenim [-laktamaz Escherichia
coli (SHV-12), Escherichia coli (TEM-1), Escherichia coli (CTX-M-9) a Escherichia coli
(CTX-M-15).

3.3.2.3 Analyza krivky topenia s vysokym rozliSenim

Ziskanie zastipenia jednotlivych bla génov pomocou analyzy krivky topenia
s vysokym rozliSenim u jednotlivych vzoriek bolo realizované podla postupu uvedeného
v kap. 3.3.1.2.

3.3.2.4 Elektroforetické delenie produktov amplifikacie

Prebichalo analogicky ako u amplikénov ziskanych pri amplifikdcii génov

u zbierkovych kmenov (kap. 3.3.1.3).

3.3.2.5 Priame sekvenovanie

Na ziskanie presnej sekvencie jednotlivych amplikonov bola pouzitd metdda

priameho sekvenovanie popisana v kap. 3.1.3.5.
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3.4 Epidemiologicka analyza ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia

coli z JIS a charakterizacia génov kédujucich ich produkciu

34.1 Pulzna gélova elektroforéza

Na sledovanie vyskytu identickych kmenov medzi réznymi pacientmi bola pouzita

PFGE realizovana podl'a postupu uvedeného v kap. 3.1.4.1.

3.4.2 Detekcia inzerénych sekvencii pomocou PCR

Okolie blacrx.m génu bolo charakterizované pouzitim PCR. Jednotlivé primery
umoznili amplifikaciu inzerénych sekvencii ISEcpl a IS26 (vyskytujlcich sa ¢asto v upstream
pozicii od génu koédujuceho CTX-M [-laktamazy) (Tab. 14). Do reakcie bola pouZzita
templatova DNA vyizolovana pre multiplex PCR. ZloZenie reakénej zmesi a parametre PCR
uvadzaju tabul’ky 15 a 16. Na kontrolu kvality PCR sluzila negativna kontrola (bez obsahu
bakterialnej DNA).

Tabul’ka 14: Pouzité oligonukleotidové primery na detekciu inzerénych sekvencii

Cielové miesto | Primer (nukleotidova sekvencia) Referencie

tnpISEcpl ISEcpl 5'-AAAAATGATTGAAAGGTGGT-3’ 81
CTX-MU2 5-TGGGTRAARTARGTSACCAGA-3’ 78

tnpIS26 1S26 5'-AGCGGTAAATCGTGGAGTGA-3’ 81
CTX-MU2 5'-TCCCGCAGATAAATCACCA-3’ 78
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Tabul’ka 15: Zlozenie reak¢nej zmesi na detekciu inzerénych sekvencii

PCR komponenty Vysledna
koncentracia

PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)

10x koncentrovany reakény pufor I x

(100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pri 25 °C), 500 mM KCIl, 1% Triton X-100,

15 mM MgCl,) (Top-Bio, Ceska republika) c(Mg™) = 1,5 mM

dNTPs (Promega, USA) 200 uM

Primer-forward 0,8 uM

Primer-reverse 0,8 uM

Taq DNA Polymeraza Unis (Top-Bio, Ceské republika) 1U

Templatova DNA

Tabul’ka 16: Reak¢né podmienky na detekciu inzer¢nych sekvencii

Jednotlivé kroky reakcie Pocet cyklov Teplota/Cas
Pociatocné denaturacia 1 95 °C/5 min
Denaturacia 95 °C/1 min
Hybridizacia primerov 30 60 °C/1 min
Extenzia 72 °C/1 min
Zavere¢na extenzia 1 72 °C/10 min

Vysledné produkty boli rozseparované v 1,5% (w/v) agarézovom géle (popis
postupu v kap. 3.1.3.2). Vzhl'adom na to, Ze u PCR nebola pouzita pozitivna kontrola, bolo
potrebné vybrané produkty osekvenovat. Samotné sekvenovanie prebiehalo podla postupu

uvedeného v kap. 3.1.3.5.

3.43  Izolacia plazmidov

Izol4cia plazmidovej DNA prebiehala z tekutej kultury, pripravenej naockovanim

dvoch kolonii testovaného kmena do média s pridavkom ampicilinu (Biotika, Slovenska

republika) tak, aby vysledna koncentracia antibiotika bola 100 pg/ml. Tekuté médium bolo
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pripravené navazenim potrebného mnozstva praskového tryptonu (Oxoid, Velka Britania),
kvasniéného extraktu (HiMedia, India) a chloridu sodného (Lach-Ner, Ceska republika),
doplnenim vodou a vysterilizovanim. Nasledovala aerobna kultivéacia pri 37 °C, 16 hodin, 150
rpm (vodny kupel’, trepaci SW 22 (JULABO, Nemecko)). Na izolaciu DNA bol pouzity
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Nemecko) a postup uvedeny v popise od vyrobcu.
Na zaver boli ziskané plazmidy rozseparované v 0,8% (w/v) agar6zovom géle a ich priblizna
velkost’ stanovend porovnanim s fragmentmi markera DNA ladder, supercoiled (Sigma-

Aldrich, Nemecko).

3.44 Konjugacné experimenty a charakterizacia vybranych plazmidov

Ako akceptor sledovanych determinantov rezistencie (plazmidov) pri konjugacnych
experimentoch bol pouzity kmeti Escherichia coli DH50 (Kan®) (kmei pochadzal
z bakterialnej zbierky Ustavu mikrobiologie LF UP), ako donor 6 vybranych CTX-M-
pozitivnych klinickych izolatov Escherichia coli od pacientov z FNOL. Tekuté kultary
donora a akceptora pripravené naockovanim dvoch kolénii do média (podla postupu
uvedeného v kap. 3.4.3) boli zmieSané v pomere 1:4 ainkubované¢ pri 37 °C, 16 hod.
Konjuganty boli ziskané rastom na selektivnych pevnych podach. Priprava tychto pod
spoc¢ivala v navazeni potrebného mnozstva kvasni¢ného extraktu, tryptonu, chloridu sodného,
bakteriologického agaru, doplnenim vodou, vysterilizovanim, ochladenim na teplotu 50 °C,
pridanim selekénych latok, kanamycinu (Kan) (Carl-Roth, Nemecko) a cefotaximu (CTX)
(Serva, Nemecko) tak, aby vysledna koncentracia bola ck,,= 700 pg/ml acerx= 1 pg/ml a
zatuhnutim. U vyrastenych kolénii bola izolovana plazmidova DNA (kap. 3.4.3), overena
pritomnost’ bla génov pomocou PCR a gélovej elektroforézy (kap. 3.1.3.1 a 3.1.3.2).

U vybranych izolatov bola uskuto¢nend typizacia plazmidov a zaradenie do tzv.
inkompatibilnych skupin metédou PCR zalozenou na amplifikéacii replikonov. Pouzité
primery umoznili amplifikovat’ replikon F (FIA, FIB, FII), H (HI1, HI2) a K (Tab. 17).
Zlozenie reak¢nej zmesi a parametre PCR reakcie uvadzaji tabulky 18 a 19. Na kontrolu

kvality PCR reakcie sltizila negativna kontrola (bez obsahu bakteridlnej DNA).
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Tabulka 17: Pouzité oligonukleotidové primery na typizaciu plazmidov

Cielové miesto | Primer (nukleotidova sekvencia) Referencie
RNAI/repA FiepFW  5-TGATCGTTTAAGGAATTTTG-3’
Fre(pRV  5'- GAAGATCAGTCACACCATCC-3’
[terony FIA FW 5-CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG-3’
FIARV 5-GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG-3’
repA FIBFW 5 -CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT-3’
FIBRW 5- CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT-3’
parA-parB HI1 FW 5-GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC-3’ o
HI1 RV 5-TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA-3’
Iterony HI2 FW 5-TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC-3’
HI2 RV 5'-GGCTCACTACCGTTGTCATCCT-3’
RNAI K/BFW 5-GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC-3’
KRV  5-TCTTTCACGAGCCCGCCAAA-3’
repA CAl 5'-ATGTCGCASAYHGAAAATGC-3’ 82
ORI 5"-CCTTGCAGTTWWHTGTGRRTAA-3’
Tabulka 18: ZloZenie reak¢nej zmesi na typizaciu plazmidov
PCR komponenty Vysledna
koncentracia

PCR voda (Top-Bio, Ceska republika)

10 x koncentrovany reakény pufor
(100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pri 25 °C), 500 mM KCl, 1% Triton X-100,
15 mM MgCl,) (Top-Bio, Ceska republika)

1x

cMg*H)=1,5mM

dNTPs (Promega, USA) 200 uM
Primer-forward 1 uM
Primer-reverse I uM
Taq DNA Polymeraza Unis (Top-Bio, Ceské republika) 1U

Templatova DNA
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Tabulka 19: Reakéné podmienky na typizaciu plazmidov

Material a metody

Jednotlivé kroky reakcie Pocet cyklov Teplota/Cas
Pociato¢na denaturacia 1 95 °C/5 min
Denaturacia 95 °C/1 min
Hybridizacia primerov 30 52 °C/30s pre Fp, primery
54 °C/30s pre FII primery
60 °C/30 s ostatné
Extenzia 72 °C/1 min
Zaverecna extenzia 1 72 °C/10 min
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych

p-laktamaz v humannej populacii

4.1.1. Stanovenie prevalencie enterobaktérii produkujicich Sirokospektralne

p-laktamazy ESBL a AmpC typu

Nasledujice kapitoly uvéadzaji prevalenciu enterobaktérii produkujicich enzymy
so Sirokym spektrom c¢inku u pacientov hospitalizovanych vo FNOL a v gastrointestinalnom

trakte 0s6b z komunitného prostredia Olomouckého kraja.

4.1.1.1 Vyskyt ESBL-pozitivhych izolatov Klebsiella pneumoniae u pacientov

v intenzivnej starostlivosti

V sledovanom obdobi, t. j. od 1.11.2006 — 30.3.2007 bolo z klinického materialu
pacientov hospitalizovanych na Klinike anesteziologie a resusciticie FNOL ziskanych
celkovo 67 izolatov Klebsiella pneumoniae. U 19 z nich bol preukazany antibiogram s MIC
aspon jedného z testovanych cefalosporinov III. generacie (cefotaximu, ceftazidimu alebo
cefoperazonu) vyssou jako 1 pg/ml. Na zdklade modifikovaného DDST bola produkcia ESBL

stanovend u 13 izolatov (19,4 % z celkového poctu).

4.1.1.2 Vyskyt ESBL- a AmpC-pozitivnych enterobaktérii v gastrointestinilnom trakte

chorych os6b

V priebehu jedného roka (1.5.2007 — 1.5.2008) bolo vySetrenych 546 rektalnych
vyterov od pacientov hospitalizovanych vo FNOL. Na zéklade pozitivneho rastu na chromID
ESBL selektivnom médiu a naslednej identifikécie bolo ziskanych celkovo 13 izolatov ¢el'ade
Enterobacteriaceae produkujtcich Sirokospektralne p-laktamazy. ESBL fenotyp bol
preukdzany  pomocou modifikovancho DDST u 8 izolatov  enterobaktérii
(Escherichia coli — 6 , Klebsiella pneumoniae — 1 a Enterobacter aerogenes — 1). Celkova

prevalencia ESBL-pozitivych baktérii v gastrointestinalnom trakte hospitalizovanych
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pacientov bola 1,5 %. AmpC produkcia bola s vyuzitim AmpC diskového testu stanovena u 5
izolatov enterobaktérii (Klebsiella pneumoniae — 2, Citrobacter freundii — 2 a Escherichia
coli — 1). Prevalencia AmpC-pozitivnych baktérii bola u tejto skupiny pacientov stanovena na

hodnotu 0,9 %.

4.1.1.3 Vyskyt ESBL a AmpC pozitivhych entrobaktérii v gastrointestinalnom trakte

zdravych os6b

V priebehu jedného roka (1.5.2007 — 1.5.2008) bolo ziskanych celkovo 579
rektalnych vyterov od zdravych osob Zijucich v oblasti Olomouckého kraja Ceskej republiky.
Na zéklade pozitivneho rastu na chromID ESBL selektivnom médiu a nésledne;j identifikécie
bola produkcia Sirokospektralnych B-laktamaz zistend u 13 enterobaktérii, pricom ESBL
fenotyp bol stanoveny u 7 izolatov Escherichia coli a produkcia AmpC enzymov u 6 izolatov
¢elade Enterobacteriaceae (Enterobacter cloacae — 3, Citrobacter freundii — 1, Escherichia
coli — 1 a Enterobacter aerogenes — 1). Vysledna prevalencia ESBL pozitivnych baktérii
v gastrointestindlnom trakte osob z komunitného prostredia Olomouckého kraja bola 1,2 %,

prevalencia baktérii s produkciou AmpC B-laktaméz 1,0 %.

4.1.1.4 Vyskyt AmpC-pozitivnych izolatov Klebsiella pneumoniae wu pacientov

s hematoonkologickym ochorenim

Z klinického materialu pacientov hospitalizovanych na Hemato-onkologickej klinike
FNOL bolo v priebehu dvoch mesiacov (5.1. — 5.3.2007) ziskanych celkovo 35 izolatov
Klebsiella pneumoniae, pricom hodnota MIC vyssia ako 1 pg/ml aspoil jedného z testovanych
cefalosporinov III. generécie bola preukdzand u 15 z nich. Test na detekciu ESBL bol u tejto
skupiny negativny, naopak produkcia AmpC B-laktamaz bola potvrdend u7 (20,0 %
z celkového poctu).

4.1.1.5 Vyskyt AmpC-pozitivnych izolatov ¢el’ade Enterobacteriaceae u novorodencov
V obdobi 1.4.2008 — 31.8.2009 bolo na novorodeneckom oddeleni FNOL

zachytenych 1069 izolatov enterobakterii, pricom AmpC diskovy test bol pozitivny u 12

(Enterobacter cloacae — 2, Citrobacter youngae — 1, Citrobacter freundii — 1, Morganella
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morganii — 1, Klebsiella pneumoniae — 1, Escherichia coli — 6), ¢o predstavuje 1,1 %

z celkového poctu ziskanych baktérii.

4.1.2 Geneticka charakterizacia enterobaktérii produkujucich Sirokospektralne

p-laktamazy ESBL a AmpC typu

Genetickd analyza bola zamerand na stanovenie pritomnosti génov kodujucich
produkciu Sirokospektralnych enzymov, s naslednym uréenim konkrétneho typu p-laktamazy

a epidemiologicku typizaciu kmenov, u ktorych boli tieto enzymy detegované.

4.1.2.1 ESBL-pozitivne izolaty Klebsiella pneumoniae u pacientov v intenzivnej

starostlivosti

Z celkového pocétu 13 izolatov Klebsiella pneumoniae, uréenych ako ESBL
producenti na zéklade pozitivneho modifikovaného DDST, bola pomocou PCR dokazana
pritomnost’ blasgy génu u vsetkych. Restrikéné Stiepenie s vyuzitim Nhel odhalilo mutaciu
v pozicii 238 (zmenu GGC za AGC), ako najCastejSie sa vyskytujucu mutéciu zodpovednu za
vznik ESBL fenotypu, u vSetkych blasyy pozitivnych vzoriek. Nasledné priame sekvenovanie
potvrdilo vysledky restrikénej analyzy (Obr. 1) a umoznilo urc¢it konkrétny typ pritomného
SHV enzymu. Vyskyt génu kodujuceho TEM typ ESBL nebol pomocou restrikénej analyzy
ani priameho sekvenovania potvrdeny. Sthrnné vysledky uvadza tabulka 20.
Epidemiologicka typizécia zistila za sledované obdobie pritomnost’ 11 réznych kmenov,
pricom boli identifikované dve dvojice izolatov, ktoré predstavovali ten isty kmen (prvy —

izolat 9 a 13, druhy — izolat 5 a 12).

Obrazok 1: Porovnanie nukleotidovych sekvencii SHV-2, SHV-2a a SHV-12 s SHV-1 pre

aminokyselinovu poziciu 238 u vybranych kmenov Klebsiella pneumonia

Klebsiella pneumoniae - izolat &.4

SHV-2 661 ctgccggcgggctggtttatcgeccgataagaccggagectagecgagecggggtgegegeggg 720
Frrrrrrrrrererrerererrerererrererrrr e et rrrr et e
SHV-1 859 ctgccggcgggctggtttatcgeccgataagaccggagectggcgagecggggtgegegeggg 918

L P A G W F I A DK T G A G E R G A R G
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Klebsiella pneumoniae - izolat &.5

SHV-2a

SHV-1

Vysledky

721 gatccgttccgtgectgeccggecgggetggtttatcgecgataagaccggagetagegageg 780

846 gatccgttccgtgectgeccggecgggetggtttatcgecgataagaccggagetggegageg 905

I R S V

P A G W F I

Klebsiella pneumoniae - izolat &.10

SHV-12

SHV-1

sHv-1
SHV-2,

Tabul’ka 20: Vysledky PCR,

SHV-2a,

A D K

G A G E

R

661 ctgccggcgggctggtttatcgeccgataagaccggagectagecaagecggggtgegegeggg 720

CEEEErrrrrrr e e e et r et 1l
859 ctgccggcgggctggtttatcgeccgataagaccggagetggegageggggtgegegeggg 918

L P A G W F I

A D K T

- enzym s Uzkym spektrom uc¢inku

SHV-12 - enzymy so Sirokym spektrom tGc¢inku

G A G E R G A R G

restrikénej analyzy apriameho sekvenovania u ESBL-

pozitivnych izolatov Klebsiella pneumoniae od pacientov v intenzivnej

starostlivosti
Cislo Bakterialny druh blasgy | Restrikéna | blargy | Restrikéna | Typ pritomnej
izolatu analyza analyza | B-laktamazy

1 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2a, TEM-1
2 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2a, TEM-1
3 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-12, TEM-1
4 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2, TEM-1
5 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2a, TEM-1
6 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2a, TEM-1
7 Klebsiella pneumoniae + + - SHV-2
8 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2a, TEM-1
9 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2a, TEM-1
10 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-12, TEM-1
11 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2a, TEM-1
12 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2a, TEM-1
13 Klebsiella pneumoniae + + + - SHV-2a, TEM-1
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4.1.2.2 ESBL- a AmpC-pozitivne izolaty celade Enterobacteriaceae

v gastrointestindlnom trakte chorych os6b

Sthrnné vysledky genetickej charakterizacie 8 ESBL- a 5 AmpC-pozitivnych
izolatov z gastrointestinalneho trakte pacientov hospitalizovanych vo FNOL st uvedené
v tabulkach 21 a 22. Pouzitim PCR apriameho sekvenovania bol u vSetkych ESBL-
pozitivnych vzoriek zaznamenany vyskyt CTX-M B-laktaméz, konkrétne §lo o CTX-M-15
typ. Popri tom boli u mnohych izoldtov detegované aj enzymy s izkym spektrom ucinku,
asice TEM-1 a OXA-1 B-laktamazy. AmpC enzymy boli zastipené DHA a CIT typmi.
U ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia coli bola vykonana PFGE, z vysledkov ktorej

vyplyva, Ze nebolo zaznamenané klonélne Sirenie medzi jednotlivymi pacientmi (Obr. 2).
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Tabul’ka 21: Vysledky PCR, restrik¢nej analyzy a priameho sekvenovania u ESBL-pozitivnych enterobaktérii z gastrointestinalneho traktu

chorych o0sob

Cislo Bakterialny druh blasgy | Restrikéna | blargy | Restrikéna | blacrxam | blaoxas | blaoxaz | blaoxa-e | Typ pritomnej f-laktamazy
izolatu analyza analyza

3940 Escherichia coli - + - + + - - TEM-1, CTX-M-15, OXA-1

4350 Escherichia coli - + - + - - - TEM-1, CTX-M-15

2629 Escherichia coli - - + - - - CTX-M-15

3368 Escherichia coli - - + + - - CTX-M-15, OXA-1

5601 Escherichia coli - + - + + - - TEM-1, CTX-M-15, OXA-1

3609 Escherichia coli - - + + - - CTX-M-15, OXA-1

3301 Klebsiella pneumoniae + - + - + + - - SHV-1, TEM-1, CTX-M-15, OXA-1

5290 Enterobacter aerogenes + - + - + + - - SHV-1, TEM-1, CTX-M-15, OXA-1

0¢
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Tabul’ka 22: Vysledky PCR u AmpC-pozitivhych enterobaktérii z gastrointestinalneho

traktu chorych osob

Cislo izolatu Bakterialny druh Typ pritomnej p-laktamazy
2869 Klebsiella pneumoniae DHA
4535 Escherichia coli CIT
6346 Klebsiella pneumoniae DHA
4525 Citrobacter freundii CIT
3329 Citrobacter freundii CIT

Obrazok 2: Vysledny dendrogram ESBL-pozitivnych izolatov — Escherichia

z gastrointestinalneho traktu chorych a zdravych osob

Jaccard (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE

40
0
60
70

Lioo

Fso
o0

o
4{
-

4{

4591
4542
3368
4553
3609
2629
4350
3940
4446
4774
5601
4571
4588

Legenda: horizontalna os — podobnost’ kmenov v percentach

vertikalna os

— ¢isla izolatov

coli
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4.1.2.3 ESBL a AmpC-pozitivne izolaty celade Enterobacteriaceae

v gastrointestinidlnom trakte zdravych os6b

Celkové vysledky genetickej analyzy enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych
B-laktamdz st uvedené v tabulkach 23 a 24. Na rozdiel od izoldtov znemocni¢ného
prostredia, kde bol detegovany iba CTX-M-15 typ Sirokospektralnej p-laktamazy,
u komunitnych kmeniov bola zaznamenané aj CTX-M-1 B-laktamaza a enzymy patriace do
CTX-M-9 skupiny. Z AmpC enzymov sa vyskytol EBC a CIT typ. V pripade izolatu 4462 sa
geneticky nepotvrdila pritomnost AmpC [-laktamaz, hoci fenotypové urcenie tomu
naznacovalo. PFGE odhalila vyskyt jedine¢nych restrikénych profilov, takze jednotlivé

vzorky ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia coli neboli geneticky pribuzné (Obr. 2).

52



Vysledky

Tabul’ka 23: Vysledky PCR, restrikénej analyzy a priameho sekvenovania u ESBL-pozitivnych enterobaktérii z gastrointestinalneho traktu

zdravych osob

Cislo Bakterialny druh blagyy | Restrikéna | blargm | Restrikéna | blacrxam | blaoxaa blapxa> | blaoxa.10 | Typ pritomnej p-laktamazy
izolatu analyza analyza

4553 Escherichia coli - - + + - - CTX-M-15, OXA-1

4571 Escherichia coli - - + - - - CTX-M-9 skupina

4591 Escherichia coli - + - + - - - CTX-M-9 skupina, TEM-1

4774 Escherichia coli - - + - - - CTX-M-1

4588 Escherichia coli - - + + - - CTX-M-15, OXA-1

4542 Escherichia coli - + - + + - - TEM-1, CTX-M-15, OXA-1

4446 Escherichia coli - - + - - - CTX-M-15
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Tabul’ka 24: Vysledky PCR u AmpC-pozitivhych enterobaktérii z gastrointestinalneho

traktu zdravych osob

Cislo izolatu Bakterialny druh Typ pritomnej p-laktamazy
4610 Enterobacter cloacae EBC
4551 Enterobacter cloacae EBC
4673 Enterobacter cloacae EBC
4492 Citrobacter freundii CIT
4644 Escherichia coli CIT
4462 Enterobacter aerogenes -

4.1.2.4 AmpC-pozitivne izolaty Klebsiella pneumoniae od pacientov

s hematoonkologickym ochorenim

Pomocou multiplex PCR bol u siedmych izolatov, fenotypovo urcenych ako AmpC
producenti, pozorovany iba jeden amplifikacny produkt velkosti 405 bp, odpovedajici DHA-
typu plazmidovo-kodovanych enzymov. S vyuzitim PFGE boli ur¢ené 2 klony (2 dvojice
izolatov pochadzajucich vzdy od jedného pacienta zrdznych klinickych materidlov)

a 3 kmene s jedine¢nym restrikénym profilom.

4.1.2.5 AmpC-pozitivne izolaty ¢el’ade Enterobacteriaceae u novorodencov

Z celkového poctu 12 AmpC-pozitivnych izolatov bolo pomocou PFGE
identifikovanych 8 rdznych kmenov (tri izolaty Escherichia coli zréznych klinickych
materialov od jedného a dva izolaty Escherichia coli od druhého pacienta predstavovali ten
isty kmet). Na detekciu AmpC B-laktamaz bola u tychto 8 kmeniov pouzita multiplex PCR,
ktorej vysledky st uvedené v tabulke 25.
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Tabul’ka 25: Vysledky PCR u AmpC-pozitivnych enterobaktérii u novorodencov

Cislo izolatu Bakterialny druh Typ pritomnej B-laktamazy

Al Citrobacter youngae CIT

A2 Escherichia coli -

A4 Enterobacter cloacae EBC

A6 Morganella morgani DHA

A9 Citrobacter freundii CIT

Al0 Enterobacter cloacae EBC

All Klebsiella pneumoniae EBC

Al2 Enterobacter cloacae EBC

U vzorky A2, u ktorej nedoslo k amplifikacii pozadovaného produktu vyuzitim sady
primerov, bola za ucelom sledovania pritomnosti Specifickych mutacii spojenych
s nadprodukciou AmpC cefalosporinaz amplifikovana oblast’ promoétora/atenudtora. Pomocou
PCR a nasledného priameho sekvenovania bola zistena pritomnost’ Siestich charakteristickych
jednonukleotidovych mutacii veducich k nadprodukcii AmpC enzymu a to v poziciach -88,

-82, -42, -18, -1, +58 (Obr. 3).

Obrazok 3: Porovnanie ziskanej nukleotidovej sekvencie kmena Escherichia coli A2
a nukleotidove;j sekvencie promotora/atenudtora ampC génu

Escherichia coli K12

-88 -82
A2 GCGATGCACGATCTG--AATTCACGTGCCTGCGGGCAAATGGGTTTTCTACGGTCTGGCT
FETETEETE et CEE ettt ettt ettt ettt ettt et
K-12 GCGATGCACGATCTGAAAATCCACGTACCTGCGGGCAAATGGGTTTTCTACGGTCTGGCT
-42 -35 box -18 -10 box -1
A2 GCTATCTTGACAGTTGTCACGCTGATTGGTATCGTTACAATCTAACGTATCGCCAATGTA
CEEEEE et e et et et et ettt rrerr et et et e et
K-12 GCTATCCTGACAGTTGTCACGCTGATTGGTGTCGTTACAATCTAACGCATCGCCAATGTA
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+32 +58
A2 AATCCGGCCCGCCTATGGCIGGCCGTTTTGTATGGAAACCAGACCTTATGTTCAAAACGA
Frrrrrrrrrrrr ettt rrrr e e et r et e
K-12 AATCCGGCCCGCCTATGGCGGGCCGTTTTGTATGGAAACCAGACCCTATGTTCAAAACGA
A2 CGCTCTGCGCCTTATTAATTACCGCCTCTTGCTCCACTTTTGCTGCCC
FEEEEErrrrrr e e et e e et
K12 CGCTCTGCGCCTTATTAATTACCGCCTCTTGCTCCACATTTGCTGCCC

Escherichia coli K12 — sekvencia ziskana z genetickej databazy GenBank (U 14003.1)

56



Vysledky

4.2 Analyza enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych

p-laktamaz v animalnej oblasti

4.2.1 Stanovenie prevalencie enterobaktérii produkujicich Sirokospektralne

p-laktamazy ESBL a AmpC typu

Celkovo bolo vysSetrenych 154 zmesovych vzoriek slepych cCriev brojlerov. Na
zaklade pozitivneho rastu na chromID ESBL selektivnom médiu, vysledkov modifikovaného
DDST a AmpC diskového testu, bol ziskany 1 ESBL- a 2 AmpC-pozitivne izolaty
Escherichia coli.

Dal§imi vzorkami boli kloakalne vytery moriek z troch réznych fariem. Z celkového
poctu 150 vyterov bolo na zadklade fenotypového urcenia stanovenych celkovo 6 ESBL-

pozitivnych izolatov Escherichia coli.

4.2.2 Geneticka charakterizacia enterobaktérii produkujucich Sirokospektrilne

p-laktamazy

Cielom analyzy bola charakterizdicia ESBL- a AmpC-pozitivnych izolatov za
ucelom stanovenia pritomnosti bla génu, nasledného ur¢enia konkrétneho typu p-laktamazy a

sledovania klonalneho S$irenia tychto izolatov vo vybranej oblasti.

4.2.2.1 Geneticka detekcia ESBL

Tabulka 26 uvadza vysledky genetickej analyzy enterobaktérii produkujtcich
Sirokospektralne B-laktamézy ziskané pomocou PCR a priameho sekvenovania. U kmenov
z animélneho prostredia boli najrozsirenejSimi typmi ESBL CTX-M-1 a SHV-12
B-laktamazy. CTX-M-14 enzym bol detegovany iba u jedného izolatu. Na obrazku 4 vidiet’
dendrogram ziskany z vysledkov PFGE izolatov z animélnej oblasti. U ESBL-pozitivnych
izolatov bol zaznamenany vyskyt 4 kmenov (vzorky K3, K8 a K48, izolované z tej istej

farmy, predstavovali ten isty kmen; rovnaka situdcia bola aj u vzoriek K14 a K27).
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Tabul’ka 26: Stanovenie typu pritomnej B-laktaméazy u ESBL- a AmpC-pozitivnych izolatov

Escherichia coli z animalnej oblasti

Cislo izolatu Bakterialny Povod Stanoveny Typ pritomnej p-laktamazy
druh fenotyp

476 Escherichia coli | brojler AmpC CMY-2, TEM-1
483 Escherichia coli | brojler AmpC CMY-2, TEM-1
485 Escherichia coli | brojler ESBL CTX-M-14, TEM-1
K3 Escherichia coli | morka ESBL SHV-12
K8 Escherichia coli | morka ESBL SHV-12
K11 Escherichia coli | morka ESBL CTX-M-1
K14 Escherichia coli | morka ESBL CTX-M-1
K27 Escherichia coli | morka ESBL CTX-M-1
K48 Escherichia coli | morka ESBL SHV-12

Obrazok 4: Vysledny dendrogram ESBL- a AmpC-pozitivnych izolatov Escherichia coli

ziskanych z animalnej oblasti

Jaccard (Tol 1.5%-1.5%) (H=0.0% S$=0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE

40
)
650
70
80
Lo
L,

K8
K48

485
| K14
| k27

. K11
476

483

Legenda: horizontdlna os — podobnost’ kmetiov v percentach

vertikdlna os  — ¢isla izolatov
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4.2.2.2 Geneticka detekcia AmpC B-laktamaz

Multiplex PCR metdda odhalila vyskyt CIT typu PB-laktamazy u dvoch vzoriek,
nasledné priame sekvenovanie ur¢ilo CMY-2 enzym (Tab. 26). Ako vidiet' na obrazku 4,
AmpC-pozitivne izolaty (t. j. vzorky 476 a 483) predstavovali kmene s jedineCnym

restrikénym profilom.
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4.3 Vyuzitie metédy PCR a analyzy krivky topenia DNA pri genetickej

charakterizacii ESBL-pozitivnych izolatov

4.3.1 Geneticka charakterizacia bla génu pomocou multiplex PCR a analyzy krivky

topenia u zbierkovych kmefnov

Prvym krokom pri testovani vyuzitia analyzy krivky topenia na detekciu bla génov
v jednej reakcii bola optimalizacia metodiky na stibore kmenov so znamym zastipenim
B-laktamdz. Kazda vzorka bola izolovana a analyzovana dvakrat, a to presne podl'a postupu
uveden¢ho v kapitole Materidl a metddy. Po separacii PCR produktov v agar6zovom gele
a naslednou vizualizidciou pod UV svetlom bolo mozné podla velkosti DNA fragmentov
identifikovat’ zastipenie jednotlivych p-laktamaz (TEM - 857 bp, SHV - 475 bp,
CTX-M — 593 bp). U vsetkych kontrolnych kmenov doslo pouzitim multiplex PCR
k amplifikdcii pozadovaného useku génu/génov. 1 ked dany kmen produkoval niekolko
enzymov sucasne, neboli pozorované Ziadne problémy s amplifikaciou, ani s naslednou
detekciou.

Na obrazkoch 5 az 12 je mozné vidiet vysledky analyzy krivky topenia pre
jednotlivé genotypy (jednotlivé bla gény) a ich kombinacie ziskané z dvoch pokusov.
Existuji dva sposoby, ktorymi sa moézu krivky ziskané z HRM analyzy lisit, a to teplotnym
posunom (posunom Vv teplote topenia, Tm) a v tvare vyslednej krivky. Prvy rozliSovaci znak
(teplotny posun) je mozné aplikovat’ na vzorky, ktoré obsahuju iba jednu B-laktamézu, a v tej
sa vzajomne liSia (Obr. 5 — 8). Teplotny posun medzi jednotlivymi krivkami bol pre
jednotlivé genotypy (blargm, blacrxm a blasgy) dobre viditelny po normalizacii
fluorescenénych dat (TEM ~88 °C, CTX-M-1 skupina ~91 °C, CTX-M-9 skupina ~92.5 °C,
SHV ~94.5 °C). Pretoze software HR-1 Melt Analysis nie je schopny ur¢it’ presnu teplotu
topenia, udaje pre jednotlivé Tm boli ziskané z derivovanych kriviek a to tak, Ze na osy X,
ktora zodpoveda teplote boli od¢itané priblizné hodnoty pikov, ktoré predstavujia Tm. Vd’aka
variabilite v ramci blacrx.m génu bolo mozné pomocou HRM rozlisit medzi CTX-M-1 a
CTX-M-9 skupinou (Obr. 6 a 7).

V pripade, Ze boli amplifikované dva bla gény sucasne, bolo mozné pozorovat
zmeny v tvare prislusnej krivky, a to v dosledku toho, ze vo vzorke su pritomné dva
amplikony s rozli¢nou teplotou topenia. V teplotnej oblasti, kde sa topi amplikon s nizSou

Tm, je mozné pozorovat' charakteristicky pokles krivky topenia (Obr. 9 — 11). Pritomnost’
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troch cielovych miest (troch bla génov) vyraznym sposobom zmenila tvar krivky topenia, a to

v dosledku amplifikécie troch isekov DNA s roznymi teplotami topenia (Obr. 12).

Obrazok 5:  Vysledné krivky topenia ziskané z HRM analyzy pre kmene obsahujtice blargwm

bla gy
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Obrazok 6: Vysledné krivky topenia ziskané z HRM analyzy pre kmene obsahujlce

blacTx-m-1 skupinu

bla CTX-M-1 skupina
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Obrazok 7: Vysledné krivky topenia ziskané z HRM analyzy pre kmene obsahujlce

blacTx-M-9 skupinu

blaCTX-M-9 skupina
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Obrazok 8: Vysledné krivky topenia ziskané z HRM analyzy pre kmene obsahujuce blagyy
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Obrazok 9: Vysledné krivky topenia ziskané z HRM analyzy pre kmene obsahujtce

kombinaciu bIaTEM a bIaCTX_M_l skupinu

bla gy + bla cry.m1 skupina

Fluorescencia (%)

Teplota (°C)

Obrazok 10: Vysledné krivky topenia ziskané z HRM analyzy pre kmene obsahujuce

kombinaciu blarem a blactx-m-9 skupinu

bla gy + bla crx-m9 skupina

Fluorescencia (%)

83 85 87 89 91 93 95
Teplota (°C)
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Obrazok 11: Vysledné krivky topenia ziskané z HRM analyzy pre kmene obsahujtce

kombinaciu blargy a blagyy

bla gy + blagyy
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Obrazok 12: Vysledné krivky topenia ziskané z HRM analyzy pre kmene obsahujlce

kombinaciu bIaTEM, bIaSHV a bIaCTX_M_1 skupinu

bla gy + bla crx-m1 skupina TPl shy
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43.2  Geneticka charakterizacia bla génu pomocou multiplex PCR a analyzy krivky

topenia u klinickych izolatov Escherichia coli

Za sledované obdobie bolo ziskanych celkovo 72 ESBL-pozitivnych izolatov
Escherichia coli od pacientov hospitalizovanych na jednotkach intenzivnej starostlivosti troch
velkych Ceskych nemocnic, pricom na KNTB pripadalo 11, na FNO 29 a na FNOL 32
izolatov. Tieto boli podrobené detekcii pritomnosti blargy, blaspy a blacrx.m génov pomocou
multiplex PCR a analyzy krivky topenia. Ziskané krivky sa vzajomne odliSovali v zavislosti
od obsahu jednotlivych génov, avSak zodpovedali tym, ktoré boli ziskané zo zbierkovych
kmenov. Normalizované krivky jednotlivych nemocnic su rozdelené¢ do obrazkov podla
produkcie P-laktamaz a ich kombinacii a porovnané s jednotlivymi genotypmi (blargwm,
blasiy, blacrx-m-1-skupina @ DlacTxM-9-skupina) Zastupenymi pozitivnymi kontrolami reakcie.
Vysledky HRM analyzy dokumentuji obrazky 13 az 25. Opakovana analyza zodpovedala
predchadzajucim vysledkom (krivky nie st uvedené). Na ukdzku mozného vizudlneho
porovnania bola vybratd jedna vzorka a jej normalizovana krivka topenia porovnand s tymi,
ktoré boli ziskané pri HRM analyze kontrolnych kmenov (Obr. 26 — 33).

Kone¢né vysledky genetickej analyzy ESBL-pozitivnych izolatov od vsetkych
pacientov hospitalizovanych na jednotkach intenzivnych starostlivosti jednotlivych nemocnic
pomocou multiplex PCR, analyzy krivky topenia s vysokym rozliSenim a priameho
sekvenovania su uvedené v tabulkach 27, 28 a 29. Vyuzitim nového detek¢ného systému
doslo k amplifikacii blacTx.m génu takmer u vSetkych izolatov, pricom prevazovalo zastipenie
enzymov patriacich do CTX-M-1 skupiny. Priame sekvenovanie odhalilo pritomnost
CTX-M-15 typu patriaceho do tejto skupiny. CTX-M-9 skupina bola reprezentovana CTX-M-
27 a CTX-M-9 typmi. V mnohych pripadoch bol zaznamenany vyskyt TEM-1 B-laktamazy,
Casto prave v kombinacii s CTX-M skupinou. Iba u jedného izolatu bol detegovany TEM typ
ESBL a to TEM-12, v ostatnych pripadoch iSlo o enzym s uzkym spektrom uUcinku, uz
spominany TEM-1. SHV enzymy boli zastipené¢ SHV-1 a SHV-12 B-laktamazami a to u 3
vzoriek. U jedného izoldtu pochadzajuceho z FNO nebola geneticky potvrdend produkcia

ESBL. Pravdepodobne po6jde o iny mechanizmus rezistencie.

65



Vysledky

Obrazok 13: Vysledné krivky topenia pre izoldty z KNTB, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ blactx-m-1 skupiny
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Obrazok 14: Vysledné krivky topenia pre izolaty z KNTB, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ kombinacie blargm a blacTx-m-1 skupiny
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Obrazok 15: Vysledné krivky topenia pre izolaty z KNTB, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ kombinacie blargm a blactx-m-9 skupiny
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Obrazok 16: Vysledné krivky topenia pre izolaty z FNO, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ blactx-m-1 skupiny
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Obrazok 17: Vysledné krivky topenia pre izolaty z FNO, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ kombinacie blarem a blacrx-m-1 skupiny
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Obrazok 18: Vysledné krivky topenia pre izoldty z FNO, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ blargwm
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Obrazok 19: Vysledné krivky topenia pre izolaty z FNOL, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ blactx-m-1 skupiny
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Obrazok 20: Vysledné krivky topenia pre izolaty z FNOL, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ kombinacie blargm a blacTx-m-1 skupiny
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Obrazok 21: Vysledné krivky topenia pre izolaty z FNOL, u ktorych bola stanovena

pritomnost’” blacTx-m-9 skupiny
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Obrazok 22: Vysledné krivky topenia pre izolaty z FNOL, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ kombinacie blargma blacTx-m-9 skupiny
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Obrazok 23: Vysledné krivky topenia pre izolaty z FNOL, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ kombinacie blargm a blasyy
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Obrazok 24: Vysledné krivky topenia pre izolaty z FNOL, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ kombinacie blargm, blasyy a blacrx-m-1 skupiny
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Obrazok 25: Vysledné krivky topenia pre izolaty z FNOL, u ktorych bola stanovena

pritomnost’ blargm
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Obrazok 26: Porovnanie krivky topenia vzorky 10608 s kontrolnymi kmefimi obsahujucimi
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Obrazok 27: Porovnanie krivky topenia vzorky 10608 s kontrolnymi kmetimi obsahujticimi

blacTx-M-1 skupinu

bla crxw-1skupina + 10608 (blatem1 + blacrx-m-is)
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Obrazok 28: Porovnanie krivky topenia vzorky 10608 s kontrolnymi kmefimi obsahujucimi

blacTx-M-9 skupinu
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Obrazok 29: Porovnanie krivky topenia vzorky 10608 s kontrolnymi kmefimi obsahujucimi

bl dsHv

blasny + 10608 (blatem-1 + blacrxwm-is)
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74



Vysledky

Obrazok 30: Porovnanie krivky topenia vzorky 10608 s kontrolnymi kmefimi obsahujucimi

kombinaciu bIaTEM a bIaCTX_M_l skupinu

blatem + b|aCTx_M_1 skupina + 10608 (bIaTEM_l + b|aCTX_M_15)

Fluorescencia (%)

93 95
Teplota (°C)

Obrazok 31: Porovnanie krivky topenia vzorky 10608 s kontrolnymi kmetimi obsahujticimi

kombinaciu blargm a blacTx-m-9 skupinu

blartem *+ blacrx-m-s skupina ¥ 10608 (blatem-1 + blacrx-m-s)

Fluorescencia (%)

83 85 87 89 91 93 95
Teplota (°C)
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Obrazok 32: Porovnanie krivky topenia vzorky 10608 s kontrolnymi kmefimi obsahujicimi

kombinaciu blargy a blasyy

Fluorescencia (%)

blatem + blasyy + 10608 (blatems + blacrxu-s)

84 86 88 90 92 94

Teplota (°C)

96

Obrazok 33: Porovnanie krivky topenia vzorky 10608 s kontrolnymi kmeiimi obsahujucimi

kombinaciu bIaTEM, bIaSHV a bIaCTX_M_1 skupinu

Fluorescencia (%)

blarem + blacrxm-1 skupina + blasyy + 10608 (blatem.1 + blacrxm-1s)

85 87 89 91 93 95
Teplota (°C)
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Tabul’ka 27: Vysledky analyzy krivky topenia a priameho sekvenovania u klinickych izolatov z JIS v KNTB

LL

Cislo izolatu Nemocni¢né oddelenie p-laktamazy urcené p-laktamazy urcené
z analyzy Kkrivky topenia z priameho sekvenovania
576 Neonatologické oddelenie TEM,CTX-M-1 skupina TEM-1, CTX-M-15
1610 Anesteziologicko-resuscitacné oddelenie CTX-M-1 skupina CTX-M-15
1623 Interna klinika TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
582 Neonatologické oddelenie TEM,CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
4254 Oddelenie intenzivnej starostlivosti opera¢nych oborov TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
4490 Oddelenie intenzivnej starostlivosti operacnych oborov TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
3414 Oddelenie intenzivnej starostlivosti opera¢nych oborov TEM, CTX-M-9 skupina TEM-1,CTX-M-27
1910 Detské oddelenie CTX-M-1 skupina CTX-M-15
4947 Oddelenie intenzivnej starostlivosti operacnych oborov TEM, CTX-M-9 skupina TEM-1,CTX-M-27
4946 Oddelenie intenzivnej starostlivosti opera¢nych oborov TEM, CTX-M-9 skupina TEM-1,CTX-M-27
5108 Oddelenie intenzivnej starostlivosti operacnych oborov TEM, CTX-M-9 skupina TEM-1,CTX-M-27
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Tabul’ka 28: Vysledky analyzy krivky topenia a priameho sekvenovania u klinickych izolatov z JIS vo FNO

Cislo izolatu Nemocni¢né oddelenie B -laktamazy urcené

z analyzy Kkrivky topenia

B -laktamazy urcené
z priameho sekvenovania

8L

413 Chirurgicka klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
815 Traumatologické centrum CTX-M-1 skupina CTX-M-15
375 Anesteziologicko-resuscita¢na klinika TEM TEM-1

787 Urologické oddelenie CTX-M-1 skupina CTX-M-15
525 Interna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
4563 Klinika detského lekarstva TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1 CTX-M-15
6275 Urologické oddelenie TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
2994 Interné klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
4550 Interna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
4658 Interna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
1706 Anesteziologicko-resuscitacna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
2866 Traumatologické centrum CTX-M-1 skupina CTX-M-15
16847 Neurochirurgicka klinika TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
4274 Neurochirurgicka klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
4548 Klinika detského lekarstva TEM,CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
4773 Traumatologické centrum CTX-M-1 skupina CTX-M-15
8368 Klinika detského lekarstva TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
3213 Anesteziologicko-resuscitac¢na klinika TEM,CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
5181 Chirurgicka klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
24642 Interna klinika TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
9271 Interna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
5344 Neurochirurgicka klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
29766 Urologické oddelenie CTX-M-1 skupina CTX-M-15
30733 Interna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
30741 Urologické oddelenie CTX-M-1 skupina CTX-M-15
31176 Klinika detského lekarstva TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
21204 Interna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
31570 Interna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
31625 Traumatologické centrum CTX-M-1 skupina CTX-M-15



Tabul’ka 29: Vysledky analyzy krivky topenia a priameho sekvenovania u klinickych izolatov z JIS vo FNOL

Cislo izolatu

Nemocni¢né oddelenie

B -laktamazy urcené

z analyzy krivky topenia

B -laktaméazy urcené

z priameho sekvenovania

6L

22195 Oddelenie intenzivnej starostlivosti chirurgickych oborov.  TEM,CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
266 Klinika pIicnych chorob a tuberkulozy CTX-M-1 skupina CTX-M-15
1179 Interné klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
2255 Detska klinika TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
2693 Detska klinika TEM, SHV TEM-1,

2208 Oddelenie intenzivnej starostlivosti chirurgickych oborov ~ TEM, CTX-M-9 skupina TEM-1,CTX-M-9
2699 Oddelenie intenzivnej starostlivosti chirurgickych oborov ~ TEM,CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
3688 Oddelenie intenzivnej starostlivosti chirurgickych oborov CTX-M-1 skupina CTX-M-15
4505 Oddelenie intenzivnej starostlivosti chirurgickych oborov CTX-M-1 skupina CTX-M-15
4429 Oddelenie intenzivnej starostlivosti chirurgickych oborov CTX-M-1 skupina CTX-M-15
7404 Interna klinika TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
8141 Oddelenie intenzivnej starostlivosti chirurgickych oborov CTX-M-1 skupina CTX-M-15
9894 Neurologicka klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
8497 Interna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
10310 Porodnicko-gynekologicka klinika-novorodenecke odd. TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
12038 Pérodnicko-gynekologicka klinika-novorodenecke odd. CTX-M-9 skupina CTX-M-9
12519 Porodnicko-gynekologicka klinika-novorodenecke odd. CTX-M-9 skupina CTX-M-9
10608 Oddelenie intenzivnej starostlivosti chirurgickych oborov. ~ TEM,CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
11015 Interna klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
13032 Porodnicko-gynekologicka klinika-novorodenecke odd. CTX-M-9 skupina CTX-M-9
13061 Porodnicko-gynekologicka klinika-novorodenecke odd. CTX-M-9 skupina CTX-M-9
14238 Porodnicko-gynekologicka klinika-novorodenecke odd. CTX-M-9 skupina CTX-M-9
12074 Intern4 klinika CTX-M-1 skupina CTX-M-15
12288 Interna klinika TEM TEM-12

14622 Poérodnicko-gynekologicka klinika-novorodenecke odd. CTX-M-9 skupina CTX-M-9
15006 Porodnicko-gynekologicka klinika-novorodenecke odd. TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
18080 Interna klinika TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
14625 Detska klinika TEM, CTX-M-1 skupina TEM-1,CTX-M-15
2260 Klinika anestezioldgie, resuscitacie a intenzivnej mediciny TEM,CTX-M-1 skupina, SHV TEM-1,CTX-M-15, SHV-1
4274 Klinika anesteziologie, resuscitacie a intenzivnej mediciny TEM,CTX-M-1 skupina, SHV TEM-1,CTX-M-15, SHV-1
12865 Klinika anesteziologie, resuscitacie a intenzivnej mediciny CTX-M-1 skupina CTX-M-15
16345 Klinika anesteziologie, resuscitacie a intenzivnej mediciny CTX-M-1 skupina CTX-M-15



Vysledky

4.4 Epidemiologicka analyza ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia

coli a charakterizacia génov kédujucich ich produkciu

Vzhl'adom na velky pocet oddeleni jednotiek intenzivnej starostlivosti z KNTB,
FNO a FNOL, bola vykonana epidemiologicka charakterizacia ziskanych izolatov, za ucelom
sledovania eventudlneho klonalneho Sirenia, ¢i uz na danom oddeleni, alebo v ramci celej

nemocnice.

4.4.1  Pulzna gélova elektroforéza klinickych izolatov Escherichia coli

Heterogenitu skupiny izolatov zjednotlivych nemocnich je dobré vidiet na
obrazkoch dendrogramov ziskanych z vysledkov PFGE metddy (Obr. 34, 35 a 36). Pomocou
tejto techniky bolo na jednotkdch intenzivnej starostlivosti v KNTB identifikovanych 7
kmenov. Prvy kmen (izolaty 576 a 582) produkujuci TEM-1 a CTX-M-15 B-laktamazu bol
izolovany od dvoch pacientov hospitalizovanych na neonatologickej JIS. Druhy (izolaty 3414,
4947, 4946 a 5108), produkujuci TEM-1 a CTX-M-27 B-laktamazu, bol ziskany od Styroch
réznych pacientov z chirurgickej JIS. Zvys$nych 5 kmenov sa vyznacovalo jedine¢nym
restrikénym profilom. Vac¢Sina izoldtov z FNO nebola geneticky pribuzna. Bolo vSak
zaznamenané $irenie jedného kmena (izolaty 2994, 4550 a 4658) s produkciou CTX-M-15
medzi troma réznymi pacientami na Oddeleni internej mediciny a druhého (izolaty 4563 a
8368) produkujuceho TEM-1 a CTX-M-15 enzymy medzi dvoma pacientmi na Klinike
detského lekarstva. Vo FNOL bolo identifikovanych celkovo 30 réznych kmenov, pricom
jeden z nich (izolaty 12519, 13061 a 14622) s produkciou CTX-M-9 B-laktamazy bol ziskany

od troch pacientov z Novorodeneckého oddelenia.
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Obrazok 34: Vysledny dendrogram ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia coli z KNTB

Jaccard (Tol 1.5%-1.5%) (H=0.0% S=0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE
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vertikdlna os  — ¢isla izolatov
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Obrazok 35: Vysledny dendrogram ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia coli z FNO

Jaccard (Tol 1.5%-1.5%) (H=0.0% S=0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE
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Obrazok 36: Vysledny dendrogram ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia coli z FNOL

Jaccard (Tol 1.5%-1.5%) (H=0.0% 5=0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE
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4.4.2  Detekcia inzerénych sekvencii

Pomocou PCR sa sledoval vyskyt inzerénych sekvencii ISEcpl a IS26,
zodpovednych za mobilizaciu a expresiu blacrx.m v tzv. upstream pozicii od génu kodujuceho
CTX-M B-laktamazu (Tab. 30 — 32). Aby sa overili vysledky PCR analyzy, vybrané
amplikony boli osekvenované a porovnané so znamymi sekvenciami vo verejne dostupnych
databazach. Obrazok 37 uvadza priklad schematického zndzornenia umiestnenia inzer¢nych
sekvencii ziskanych pomocou PCR a priameho sekvenovania u kmena Escherichia coli 4490
produkujuceho CTX-M-15 B-laktamazu. Na obrazku vidiet zhodu medzi osekvenovanym
usekom DNA (4490) a znamou sekvenciou pre 1S26 a ISEcpl (AM040707). Z porovnania je
tak isto zrejmé, ze inzeréné sekvencie sa nachadzaju este pred pociatkom blactx.y génu a to

v poradi IS26 a ISEcp1.

Tabulka 30: Detekcia inzerénych sekvencii 1S26 a ISEcpl ukmenov Escherichia coli

z KNTB

Cislo izolatu | CTX-Mtyp | IS26 |ISEcpl
576 CTX-M-15 - +
1610 CTX-M-15 + -
1623 CTX-M-15 - +
582 CTX-M-15 - +
4254 CTX-M-15 - +
4490 CTX-M-15 + +
3414 CTX-M-27 + +
1910 CTX-M-15 + -
4947 CTX-M-27 + +
4946 CTX-M-27 + +
5108 CTX-M-27 + n
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Tabulka 31: Detekcia inzerénych sekvencii 1S26 a ISEcpl ukmenov Escherichia coli

z FNO

Cislo izolatu | CTX-M typ | IS26 [ISEcpl| Cislo izolatu | CTX-M typ | 1S26 |ISEcpl
413 CTX-M-15 | + - 4773 CTX-M-15 | + -
815 CTX-M-15 | + - 8368 CTX-M-15 - +
375 CTX-M-15 | + - 3213 CTX-M-15 - +
787 CTX-M-15 | + - 5181 CTX-M-15 | + -
525 CTX-M-15 | + - 24642 CTX-M-15 - +
4563 CTX-M-15 - + 9271 CTX-M-15 | + -
6275 CTX-M-15 - + 5344 CTX-M-15 - +
2994 CTX-M-15 | + - 29766 CTX-M-15 | + -
4550 CTX-M-15 | + - 30733 CTX-M-15 | + -
4658 CTX-M-15 | + - 30741 CTX-M-15 | + -
1706 CTX-M-15 | + - 31176 CTX-M-15 - +
2866 CTX-M-15 | + - 21204 CTX-M-15 | + -
16847 CTX-M-15 - + 31570 CTX-M-15 | + -
4274 CTX-M-15 | + - 31625 CTX-M-15 | + -
4548 CTX-M-15 - +
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Tabulka 32: Detekcia inzerénych sekvencii 1S26 a ISEcpl u kmenov Escherichia coli

z FNOL
Cislo izolatu | CTX-M typ | IS26 [ISEcpl | Cislo izolatu | CTX-M typ | 1S26 |ISEcpl
22195 CTX-M-15 - + 12519 CTX-M-9 - +
266 CTX-M-15 | + - 10608 CTX-M-15 | + -
1179 CTX-M-15 | + - 11015 CTX-M-15 - +
2255 CTX-M-15 - + 13032 CTX-M-9 - -
2693 - - - 13061 CTX-M-9 - -
2208 CTX-M-9 - + 14238 CTX-M-9 - +
2699 CTX-M-15 - + 12074 CTX-M-15 | + -
3688 CTX-M-15 | + - 12288 - - -
4505 CTX-M-15 | + - 14622 CTX-M-9 - +
4429 CTX-M-15 | + - 15006 CTX-M-15 - +
7404 CTX-M-15 - + 18080 CTX-M-15 - +
8141 CTX-M-15 | + - 14625 CTX-M-15 | + -
9894 CTX-M-15 | + - 2260 CTX-M-15 - +
8497 CTX-M-15 | + - 4274 CTX-M-15 - +
10310 CTX-M-15 - + 12865 CTX-M-15 - +
12038 CTX-M-9 - + 16345 CTX-M-15 - +

Obrazok 37: Umiestnenie 1S26 a ISEcpl u kmena Escherichia coli 4490 produkujuceho

1S26

4490

AM040707 42

4490
AM040707 102
4490
AM040707 162

obsahujuceho tieto genetické elementy

CAGAATGATGTCACGCTGAAAATGCCGGCCTTTGAATGGGTTCATGTGCAGCTCCATCAG

FEEEErrrrrr et er e e e e e e e e e e e e e e
CAGAATGATGTCACGCTGAAAATGCCGGCCTTTGAATGGGTTCATGTGCAGCTCCATCAG

CTX-M-15 B-laktamazu v porovnani so znamou sekvenciou génu blacrx.m.is
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ISEcpl + CTX-M-15

4490

AMO04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

4490

AM04070

271

331

391

451

511

571

631

691

751

811

871

931

991

1051

TGAG-AGCASTCT-AATTCTTCGTG-AATAGTGATTTTTGAAGCTAATAAAAAACACACG

FErr e trr terrrrrr e rerr e et e e e e e e e
TGAGAAGCAGTCTAAATTCTTCGTGAAATAGTGATTTTTGAAGCTAATAAAAAACACACG

TGGAATTTAGGGACTATTCATGTTGTTGTTATTTCGTATCTTCCAGAATAAGGAATCCCA

Frrrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e et e e e e e
TGGAATTTAGGGACTATTCATGTTGTTGTTATTTCGTATCTTCCAGAATAAGGAATCCCA

TGGTTAAAAAATCACTGCGCCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGT

Crrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrrrrrrr et e et r e e
TGGTTAAAAAATCACTGCGCCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGT

TAGGAAGTGTGCCGCTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAG

Lrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrr et r et r e e
TAGGAAGTGTGCCGCTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAG

AGCGGCAGTCGGGAGGCAGACTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAA

A
AGCGGCAGTCGGGAGGCAGACTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAA

TACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGCGG

N
TACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGCGG

CCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCA

FEEEErErrrrr et et e e e et e e et e e e e et e
CCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCA

AAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGT

FErrrrrrrrrrrrr e et e et e et e e e e e e e e e e e e
AAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGT

CACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGC

FErrrrrrrrrrrrrr et e e e et e et e e et e e e e e e
CACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGC

TGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACG

FErrrrrrerrrrrrrrrr e et e et e e e e e e e e e e e e
TGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACG

AAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGC

Crrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr et r et r e
AAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGC

GTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAG

FEErrrrrrrrr et et e et e e e e e e e e e e e e e
GTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAG

CATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTG

A
CATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTG

CAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAA-CCGGCATSC

L O O B
CAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAG-C
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4490 GGTGGCTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTG

FErrrerrrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e et et
AM04070 1110 GGTGGCTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTG

AMO040707- sekvencia ziskana z genetickej databazy Genbank

1...209 /mobilny geneticky element = [S26/
210...341 /mobilny geneticky element = ISEcpl/
390...1256 /bIaCTX_M_15/

4.4.3 Izolacia plazmidov u vybranych kmenov z JIS

U vSetkych klinickych izoldtov bol pozorovany vyskyt minimalne jedného
plazmidu. Porovnanim s fragmentmi markeru DNA ladder supercoiled, bola stanovena
orientacnd velkost' v rozmedzi 2,067 a 16,210 kbp, u mnohych izolatov boli pozorované

plazmidy s velkostou >16,210 kbp, popripade < 2,067 kbp.
4.4.4 Konjugacné experimenty a charakterizacia vybranych plazmidov

Z celkového poctu 6 vybranych CTX-M-pozitivnych kmenov Escherichia coli od
pacientov z FNOL, boli konjugacné experimenty UspeSné v dvoch pripadoch (kmene cislo
12038 a 12519), t. j. na selektivnych pddach s obsahom cefotaximu a kanamycinu boli
pozorované samostatne vyrastené kolonie. Z tychto bola nésledne vyizolovand plazmidova
DNA za ucelom detekcie pritomnosti plazmidu pochédzajuceho jednak z donorovej a jednak
z akceptorovej bunky a tym overena uspesnost’ konjugacie (Obr. 38). Z obrazku vidiet’, ze v
oboch pripadoch skutocne doslo k prenosu vel'kého plazmidu z donorovej bunky (rezistentne;j
voCi cefotaximu) do akceptorovej (citlivej ku cefotaximu), priCom prave blactxm gén
nachadzajici sa na prenaSanom plazmide umoznil akceptorovej bunke prezit' inhibicni
koncentraciu cefotaximu v selekénych podach. Aby sa overilo, Ze sa spominany gén skuto¢ne
nachadza v akceptorovej bunke, bola vykonanda PCR reakcia s vyuzitim Specifickych
primerov zachycujucich oblast’ blacrx.m génu. Zatial’ ¢o u akceptorovej bunky (Escherichia
coli DH50 Kan®) nebola detegovana pritomnost’ tohto génu, u oboch konjugatov doglo k jeho

amplifikacii (produkt velkosti 593 bp)(Obr. 39).
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Stcasne bola u povodnych donorovych kmenov, t. j. vzoriek Escherichia coli 12038,
12519, ich konjugatov a akceptorového kmena uskutocnend typizacia plazmidov spocivajuca
v zaradeni do tzv. inkompatibilnych skupin metédou PCR zalozenou na amplifikacii
replikénov. Pomocou tejto metdédy sa dokazalo, ze u klinickych kmenov aich konjugatov,
plazmidy nestice blacrx.m gén, patria do inkompatibilnej skupiny F, charakteristickej ¢asto
pritomnostou viacerych replikonov sucasne, ako v tomto pripade (konkrétne Slo o detekciu

FII a FIB replikonu) (Tab. 33).

Obrazok 38: Vysledny plazmidovy profil u jednotlivych konjugatov, donora a akceptora

determinantov rezistencie

16,210 kbp

<— chromozomalna DNA
12,138 kbp

10,102 kbp

2,067 kbp

Legenda: 1 — DNA ladder, supercoiled (2,067 kbp — 16,210 kbp)
2 — konjugat 12038
3 — Escherichia coli 12038
4 — konjugat 12519
5 — Escherichia coli 12519
6 — Escherichia coli DH50. (Kan®)
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Obrazok 39: Vysledok PCR detekcie blactxm génu u jednotlivych konjugatov, donora

a akceptora determinantov rezistencie

1500 bp

600 b
P <— 593 bpp

200 bp

Legenda: 1 — DNA ladder (200 — 1500 bp)
2 — konjugat 12038
3 — Escherichia coli 12038
4 — konjugat 12519
5 — Escherichia coli 12519
6 — Escherichia coli DH5a (Kan®)

7 — negativna kontrola

90



Vysledky

Tabulka 33: Vysledky typizacie vybranych plazmidov pomocou PCR zaloZenej na

amplifikacii pritomnych replikonov

Cislo izolatu Bakterialny CTX-M Pocet Identifikovany
druh p-laktamaza plazmidov replikon

12038 Escherichia coli | CTX-M-9 1 FII, FB

Konjugat 12038 | Escherichia coli | CTX-M-9 1 K, FII, FB

12519 Escherichia coli | CTX-M-9 2 FII, FB

Konjugat 12519 | Escherichia coli | CTX-M-9 2 K, FII, FB

DH5a (Kan®) Escherichia coli | - 1 K
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5 DISKUSIA

5.1 Analyza enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych

B-laktamaz v humannej populacii

Objavenie prvého antibiotika, penicilinu, prinieslo svetu klamliva predstavu, ze
problém bakteridlnych infekcii bude nadobro vyrieSeny. Uz v roku 1947 vSak boli zachytené
prvé kmene, odolavajuce Géinku tejto antimikrobialnej latky *°. To viedlo udstvo k patraniu
po novych pripravkoch, ktoré by boli uc¢inné v boji proti bakteridlnym pdvodcom zavaznych
ochoreni.

Avsak ani to neostalo bez odozvy a mikrobialny svet si postupne vyvijal d’alSie
mechanizmy, ktoré by ho pred ufinkom novych antibiotik ochréanili. Ide predovsetkym
o modifikdciu cielovej Struktiry, zhorSeny prienik antibiotika dany zmenou permeability
bunkovej steny, aktivne vylucovanie antibiotika z bakteridlnej bunky a produkcia enzymov

rozkladajucich alebo modifikujacich molekulu antibiotika.

5.1.1 Prevalencia a charakterizacia p-laktamaz typu ESBL

Produkcia bakteridlnych [-laktamaz predstavuje najvyznamnejs$i mechanizmus
rezistencie gramnegativnych baktérii voc¢i B-laktamovym antibiotikdm. V roku 1983 bola
v Nemecku objavena prva [-laktamdza SHV-2, schopna hydrolyzovat cefotaxim a
ceftazidim, tzv. Sirokospektradlne cefalosporiny. Od SHV-1, enzymu suzkym spektrom
G&inku, sa ligila iba jednou aminokyselinovou zamenou v pozicii 238 ®%. Gén kodujici
produkciu tohto Sirokospektralneho enzymu bolo mozné preniest konjugacnymi
experimentami z bunky rezistentnej do bunky citlivej na tieto antimikrobidlne latky.

Od spominaného roku sa vedecka verejnost’ zacala zaoberat’ novym problémom, tzv.
ESBL fenoménom. Pocet identifikovanych a popisanych B-laktamédz typu ESBL od ich
objavenia aZ dodnes enormne vzrastol. Prvymi boli TEM a SHV typy, ktoré s v sucasnosti
zastipené vyse 160 a 100 variantmi 2. Od roku 1989 k nim pribudla nova skupina, CTX-M
B-laktamazy, ktorych nazov bol odvodeny od schopnosti prednostne Stiepit’ cefotaxim nez
ceftazidim **. OXA skupina Sirokospektralnych p-laktaméaz sa vyskytuje hlavne u izolatov

Pseudomonas aeruginosa *.
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Vyskyt ESBL-pozitivnych baktérii sa vo svete lisi v zavislosti od jednotlivych krajin
a nemocni¢nych zariadeni. NajohrozenejSou skupinou, o sa tyka moznosti infekcie alebo
kolonizacie tymito rezistentnymi baktériami, su predovSetkym pacienti na jednotkach
intenzivnej starostlivosti. Dal§imi rizikovymi pracoviskami moézu byt chirurgické,
neonatologické, ¢i hematoonkologické oddelenia. Ddleziti ulohu vo vsetkych pripadoch
zohravaju faktory ako dlhodoby pobyt v nemocnici, najmd na jednotkach intenzivnych
starostlivosti, pritomnost’ centrdlnych vendéznych a mocovych katetrov, prebiehajuca
hemodialyza, nizka porodnd hmotnost’ a prechadzajlica expozicia réznymi antibiotikami
(aminoglykozidmi, chinoléonmi, cefalosporinmi III. generacie atd’.) *'.

Pociato¢na sStadia vramci dizertatnej prace bola venovana genetickej analyze
ESBL-pozitivnych izolatov Klebsiella pneumoniae od pacientov v intenzivnej starostlivosti.
Z vysledkov vyplyva, ze prevalencia sledovaného species dosiahla na Klinike anesteziologie
a resuscitacie FNOL hodnotu 19 %. Multicentricka Studia, vykonana v rokoch 1997 — 1998
na 24 jednotkdch intenzivnej starostlivosti v Eurdpe, preukazala 25% vyskyt ESBL-
pozitivnych kmetiov Klebsiella pneumoniae *. Dalgia velka $tadia (1999), realizovana na
viac ako 100 europskych jednotkach intenzivnej starostlivosti, dokumentovala velké
geografické rozdiely vo vyskyte produkcie ESBL u kmenov Klebsiella pneumoniae, od 3 %
vo Svédsku po 34 % v Portugalsku **. V §tudii Kolafe et al. z roku 2005 bola zaznamenana
39% priemerna prevalencia ESBL-pozitivnych kmeniov toho istého species na jednotkach
intenzivnej starostlivosti v 16 zdravotnickych zariadeniach Ceskej republiky *°.

Paterson et al. vo svojej multicentrickej $tadii, zahritujucej 12 nemocnic v siedmich
krajindch sveta uvadza, Zze dominujucimi Sirokospektralnymi [-laktamazami v pripade
Klebsiella pneumoniae su SHV typy, ktoré boli dokdzané u 67 % izolatov s fenotypovym
dokazom produkcie ESBL. V tejto studii tvorili TEM typy iba 16 % *¢. Steward et al.
vo svojej charakterizacii izolatov rovnakého species, pochadzajicich z 19 laboratorii v USA,
dokazal pritomnost génov blargm, blasyy alebo obidvoch u 138 zo 139 izolatov .
Najcastejsie identifikovanym typom ESBL u naSich izoldtov bola SHV-2a [-laktamaza,
v dvoch pripadoch bol detegovany SHV-12 typ, ktory patri k jednym z najrozSirenejSich
zSHV rodiny u kmefiov Klebsiella pneumoniae **. TEM typ ESBL nebol geneticky
zaznamenany.

Vysledky PFGE potvrdili pritomnost’ 11 (z celkového poctu 13 izolatov) réznych

ESBL-pozitivnych kmenov Klebsiella pneumoniae u pacientov v intenzivnej starostlivosti

v sledovanom obdobi. Ide sa teda o vyskyt velkého poctu kmeiiov s jedinecnym restrikénym

93



Diskusia

profilom, ¢o signalizuje dobru uroven hygienicko-epidemiologickych rezimov na danej

klinike.

Ako uz bolo spomenuté, jednym znajvyznamnejSich rizikovych faktorov pre
infekciu alebo kolonizaciu ESBL-pozitivnymi kmenmi je dlhodoby pobyt pacientov
v nemocni¢nych zariadeniach. V poslednych rokoch vSak narastd mnozZstvo zachytov tychto
baktérii aj od zdravych osob z komunitnej oblasti, ako to dokumentuju prace autorov Munday
et al., Woodford et al. a Hopkins et al. z Velkej Britanie, popripade prace Spanielskych
autorov Valverde et al. a Canton et al. > 2”87 8823,

Pri sledovani prevalencie ESBL-pozitivnych enterobaktérii v gastrointestinalnom
trakte pacientov hospitalizovanych vo FNOL a zdravych osdb z Olomouckého kraja bolo
zistené, Ze tato je pre obidve oblasti porovnatelna a pohybuje sa v nizkych ¢islach (1,5 % pre
nemocni¢nl a 1,2 % pre komunitnl oblast), ¢o je v stlade s pracou autorov Munday et al.,
ktori zdokumentovali 1,1% prevalenciu ESBL-pozitivnych enterobaktérii ziskanych zo
vzoriek stolice pre obidve sledované oblasti *°. Dalsie data na porovnanie pochadzaju zo
Spanielska a poukazuju na dramaticky narast tychto rezistentnych baktérii vo vzorkach stolice
od roku 1991 az do 2003 medzi hospitalizovanymi pacientmi (< 1 % a 12 %) a osobami
z komunitného prostredia (< 1 % a 5 %), priCom prevalencia dosiahla hodnotu takmer 4 %
u zdravych dobrovolnikov v roku 2003 %%,

NajcastejSie zachytenymi enterobaktérii z gastrointestindlneho traktu chorych a
zdravych osob v nasej praci boli kmene Escherichia coli produkujuce CTX-M typ ESBL,
pricom dominujiicou bola CTX-M-15 B-laktamaza. Sirenie tohto typu medzi izolatmi
ziskanymi od pacientov hospitalizovanych v réznych francuzskych nemocniciach popisuje

. 89, 90, 91, 81
hned’ niekol’ko autorov > 7" 7

. Podl'a §tudie realizovanej v Stokholmskej nemocnici a jej
zdravotnickych zariadeniach, blacrx.m gén bol najéastejsie detegovanym u ESBL-pozitivnych
izolatov Escherichia coli, pricom CTX-M-15 enzym bol dominantnym typom °*. Data ziskané
od autorov Woodford et al., Hopkins et al. a Munday et al. naznacuju, ze CTX-M-15 je
najCastejSie 1identifikovanou  nemocni¢nou a stcasne komunitnou Sirokospektralnou
B-laktamazou vo Velkej Britanii ** *" ¥ Okrem enzymov patriacich do CTX-M-1 boli
v nasSom pripade zachytené aj tie, ktoré su zarad'ované do CTX-M-9 skupiny, popisané hlavne
v pracach zo Spanielska. Bolo viak publikovanych aj nickolko $tudii z Portugalska,

Francuzska a Velkej Britanie, venujucich sa analyze tychto typov p-laktaméaz > .
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pribuzné a teda nebolo zaznamenané klondlne Sirenie ESBL-pozitivnych kmeniov

v gastrointestindlnom trakte os6b z nemocni¢ného a komunitného prostredia.

Je mozno povedat’, ze rezistencia enterobaktérii voci B-laktamovym antibiotikdm,
podmienena produkciou Sirokospektralnych p-laktamaz ESBL, predstavuje vyznamny

. . : o017, 18, 28, 61
problém sucasnej mediciny "~ 7

. Hlavnym doévodom je moznost’ zlyhania lieCby
penicilinmi a cefalosporinmi, vratane pripravkov so Sirokym spektrom ucinku, v pripade
infekcii vyvolanych baktériami s produkciou uvedenych enzymov. Tato skuto¢nost’ vedie
nielen k d’al$im infekénym komplikaciam a prediZeniu doby hospitalizacie, ale predstavuje i
ohrozenie na zivote. Preto je nutnd v€asné a hlavne spravna detekcia pritomného mechanizmu

rezistencie a nasledné nasadenie adekvatnej antibiotickej liecby.

5.1.2 Prevalencia a charakterizacia p-laktamaz typu AmpC

Dalsou skupinou enzymov, ktorych produkcia vyznamnym spdsobom prispieva
k rezistencii baktérii voci B-laktdmovym antibiotikdm, st B-laktamazy typu AmpC. Prvym
objavenym bol enzym, identifikovany v roku 1940 u kmena Escherichia coli, hoci oznacenie

AmpC pre neho eite v tej dobe nebolo pouzité "

. Postupom ¢asu dochadza k zachytu
d’al$ich kmenov s produkciou tychto enzymov, ¢im sa ich pocet neustale zvysuje.

Ide jednak o skupinu baktérii vyznacujicich sa prirodzenym vyskytom ampC génu
na chromozomoch, ako je to u mnohych zastupcov enterobaktérii, zahriiujicich Citrobacter
freundii, Enterobacter spp., Providencia stuartii, Morganella morganii, Serratia marcescens,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Hafnia alvei, Buttiauxella spp., Ewingella
americana ako aj d’alSich zastupcov gramnegativnych baktérii typu Pseudomonas aeruginosa,
Aeromonas spp., Acinetobacter baumanii, Ochrobacterum anthropi.

Produkcia AmpC enzymov je v tychto pripadoch inducibilnd t¢inkom niektorych
B-laktamovych antibiotik, a za normalnych okolnosti, t. j. bez pritomnosti induktora,
nepredstavuje vazny klinicky problém. Ten vSak nastava, ak dochadza k ich nadprodukcii,
ato v dosledku mutacii v ampC, ampD, ampR a ampG génoch ** *'. Ako priklad mozno
uviest pracu autorov Kaye et al., ktori zistili, Ze aZ ul9 % pacientov liecenych
Sirokospekralnymi cefalosporinmi dosSlo pocas terapie k vytvoreniu rezistencie kmenov

Enterobacter spp. voci tymto pripravkom, hoci boli kmene povodne identifikované ako citlivé
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4 S INAET / . . . . v . . .
. Podobna §tudia zamerand na sledovanie vzniku rezistencie podas terapie infekcii

vyvolanych kmenimi ~ Enterobacter spp. Serratia marcescens, Citrobacter freundii
a Morganella morganii bola realizovana autormi Choi et al. Vznik rezistencie voci
sirokospektralnym cefalosporinom bol pozorovany ovela castejSie u Enterobacter spp.
(8,3 %, 10 zo 121 izolatov), nez u Citrobacter freundii (2,6 %, 1/39), Serratia marcescens
(0 %, 0/37) alebo Morganella morganii (0 %, 0/21 izolatov). Kmen s takto nadobudnutou
rezistenciou sposobil v jednom pripade dokonca smrt’ pacienta °°.

Na strane druhej strane stoja bakteridlne kmene produkujuce tzv. transferabilné
AmpC B-laktamazy, vyznacujice sa pritomnostou ampC génu na plazmidoch. Hlavnymi
producentami s Klebsiella spp., Salmonella spp. a Escherichia coli (hoci tento druh nesie aj

chromozomalny ampC gén) 30,31

. Prvy zachyt sa datuje do roku 1989, ked’ Bauernfeind et al.
popisali kmen Klebsiella pneumoniae izolovany z oblasti Juznej Korei, schopny preniest
rezistenciu voci cefoxitinu a cefotetanu, ako aj voci penicilinom, oxyimino-cefalosporinom a
monobaktamom na kmen Escherichia coli, ktory povodne nebol citlivy na spominané
antibiotikd. Enzym bol nazvany CMY-1 a bol ovela citlivejsi na sulbaktam nez na kyselinu
klavulanovu a tazobaktam (inhibitory bakteridlnich B-laktamdz), ¢o naznacovalo, Ze sa mdze
jednat o AmpC typ *°. Aviak skutoéné potvrdenie, e sa tieto p-laktamazy vyskytujii na
plazmidoch a Ze st schopné prenosu priniesol az Papanicolau et al. Autor so svojimi
kolegami v s§tadii publikovanej v tom istom roku popisali tzv. MIR-1 enzym, ktorého gén bol
kédovany na plazmide a vykazoval 90% identitu s chromozomalnym ampC génom druhu
Enterobacter cloacae °’. Nasledne boli tieto plazmidovo-kodované B-laktamazy zachytené po

celom svete a zacali komplikovat' pracu klinickych mikrobiologov pri spravnej detekcii

pritomnych B-laktamaz.

Rizikovymi faktormi u infekcii krvného rieciska vyvolanymi AmpC pozitivnymi
baktériami si podobne, ako u kmenov produkujucich B-laktaméazy typu ESBL, dlhodoby
pobyt pacientov v nemocni¢nych zariadeniach, predovsetkym na jednotkdch intenzivnej
starostlivosti, predchadzajtica liecba antibiotikami, hlavne Sirokospektralnymi cefalosporinmi,
katetrizacia pacientov a v neposlednom rade tiez rozne druhy zévaznych ochoreni typu
hematoonkologickych, popripade transplantacie *'.

Jednym zcielov naSej prace bolo porovnanie prevalencie AmpC-pozitivnych
enterobaktérii v gastrointestindlnom trakte chorych a zdravych osdéb, t. j. pacientov
hospitalizovanych na réznych oddeleniach FNOL a zdravych o0s6b z komunitnej oblasti

Olomouckého kraja. Vysledky poukazuji na porovnatelny, avSak velmi nizky zachyt tychto
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baktérii z rektalnych vyterov, pohybujuci sa okolo 1 % v obidvoch pripadoch. U kmenov
Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli ide o vyskyt plazmidovo-kdédovanych AmpC
enzymov (DHA a CIT typ), zatial’ ¢o u druhov Enterobacter cloacae a Citrobacter freundii sa
predpokladé, ze ampC gén sa bude vyskytovat’ na chromozéme. Presné urCenie pritomnej [3-
laktamazy by sa stanovilo pomocou priameho sekvenovania. Vysledky prevalencie AmpC-
pozitivnych baktérii v gastrointestindlnom trakte zdravych osob Olomouckého kraja boli
publikované autormi Cekanova et al., ktori uvadzaju, Zze v tomto pripade ide skutoéne o prvy
zachyt kmetia Escherichia coli z komunitnej oblasti celej Ceskej republiky ** s produkciou

AmpC B-laktamaz, ktorych gén je kddovany na plazmide.

Dalsia ¢ast’ prace bola venovana sledovaniu vyskytu AmpC-pozitivnych kmefiov
Klebsiella pneumoniae u pacientov s hematoonkologickym ochorenim. Z vysledkov
dizertacnej prace vyplyva, ze v priebehu 3 mesiacov bolo na Hemato-onkologickej klinike
ziskanych celkovo 7 AmpC pozitivnych kmenov Klebsiella pneumoniae, pricom vysledok bol
potvrdeny fenotypovymi aj genetickymi metédami. Pomocou multiplex PCR sa potvrdil
vyskyt DHA typu. Néasledné priame sekvenovanie by urcilo, ¢i sa jednd o DHA-1, DHA-2
alebo DHA-3 enzym, ako tomu bolo v praci autorov Empel et al., ktori v prostredi Ceskej
republiky zachytili u izolatov rovnaného druhu DHA-1 B-laktaméazu *°. V §tadii od autorov
Pai et al. bolo za Stvorro¢né obdobie zozbieranych celkovo 28 AmpC-pozitivnych izolatov
Klebsiella pneumoniae, ktoré boli povodcami infekcii krvného rieCiska. U polovice z nich
bola vyuzitim genetickych metdd stanovena DHA-1 B-laktamaza, u druhej enzym patriaci do
CMY-1 skupiny '

Infekcie vyvolané kmenmi Klebsiella pneumoniae predstavuju pre pacientov
s hematoonkologickym ochorenim vazne nebezpeéie '°'. Toto riziko vzrasta v pripade, Ze sa
jedna o kmene produkujice AmpC typ B-laktamaz. Z tohoto dévodu je potrebné analyzovat
ich vyskyt a rezistenciu k antimikrobidlnym pripravkom. Na zaklade ziskanych tudajov je
mozné realizovat’ adekvatnu antibioticku politiku, ktora ma pre uspesné zvladnutie infekcie

vel'ky vyznam.

Sledovanie vyskytu AmpC p-laktamaz u entrobaktérii na novoroodeneckom
oddeleni bolo dalSim cielom vramci dizertatnej prace. Z klinick¢ého materidlu bolo
ziskanych 12 AmpC pozitivnych izolatov enterobaktérii. U kmena Klebsiella pneumoniae sa
potvrdila pritomnost’ plazmidovo-kddovanej B-laktamézy EBC typu (ACT-1 alebo MIR-1
enzym). Ten isty typ bol detegovany aj v pripade kmenov Enterobacter cloacae, hoci tu pojde
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o AmpC cefalosporinazu prirodzene sa vyskytujucu u daného druhu a koédovani na
chromozome. Rovnaka situacia bude aj u predstavitelov rodu Citrobacter, kde bol
zaznamenany CIT typ.

Z bakterialneho druhu Escherichia coli bolo ziskanych 5 izolatov. Tieto vSak
predstavovali jeden kmen, ziskany z roznych klinickych materidlov od dvoch novorodencov.
Vzhl'adom na to, ze u daného kmena sa nepotvrdila produkcia plazmidovo-kédovanych
AmpC B-laktamaz, sledovala sa moznost’ nadprodukcie chromozomalnych AmpC enzymov.
Bolo popisanych hned’ niekol’ko mutacii v oblasti promoétora/atenuatora ampC génu
zodpovednych za nadprodukciu cefalosporinaz AmpC typu kédovanych na chromozéme. Ako
najvyznamnejsie boli identifikované tie, ktoré sa vyskytuju v poziciach -88, -82, -42, -18, -1 a
+58. Zamena cytozinu (C) za tymin (T) v pozicii -42 vytvara perfektny TTGACA box v tzv.
upstream pozicii od bezného -35 boxu, ¢im sa zvySuje sila promotora a rychlost’ transkripcie.
Obdobne aj muticia v pozicii -18 vytvara novy -10 box, ktory zvySuje aktivitu enzymu 8 —
18 krat '9% ' Podla autorov Yu et al. zdmena v pozicii +32 je jednou zo $tyroch, ktoré
znizuju stabilitu vlasenkovej struktury atenuétora a tym dramaticky zvysSuja expresiu ampC
génu >’ Pomocou PCR a priameho sekvenovania sa v pripade nasho kmena skutoéne potvrdili
jednonukleotidové zameny v Specifickych poziciach, vedice k nadprodukcii AmpC enzymov.
Ide o prvy geneticky popis mutacii v ampC géne v prostredi Ceskej republiky.

Belgicky autori Bogaerts et al. vo svojej praci zistili, ze zcelkového poctu 83
AmpC-pozitivnych klinickych izolatov Escherichia coli bola zvysena expresia ampC génu
kédovaného na chromozdéme zaznamenana v 72 pripadoch, priCom u vSetkych boli
detegované zameny v poziciach -42 a -18. U 14 izolatov sa tieto mutacie vyskytli spolo¢ne so
zdmenami v poziciach +17 az +37, ktoré podla autorov moédzu prispiet’ k zvySeniu sily
promotora zniZzenim stability vlasenkovej Struktury atenuatora. U zvySnych 11 izolatov
Escherichia coli, u kterych sa nepotvrdila nadprodukcia enzymu bola detegovana pritomnost’
plazmidovo-kodovanych AmpC B-laktamaz '**.

Expresia ampC génu je u Escherichia coli konstitutivna, aj ked” za normalnych
podmienok su B-laktamézy produkované vo ve'mi malom mnozstve. Nadprodukcia tychto
enzymov vSak modze vyvolat rezistenciu k penicilinom, cefalosporinom I. a II. generacie,
cefamycinom a znizit’ ¢inok oxyimino-cefalosporinov. Hyperproducenti st tiez rezistentni
na kombinaciu penicilinov a inhibitorov B-laktamaz a v pripade straty specifickych porinov
vonkaj$ej membrany tiez rezistentni voci karbapenémom, ¢im sa moznosti nasadenia vhodnej

. v -~ 103
terapie znacne redukuji .
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5.2 Analyza enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych

p-laktamaz v animalnej oblasti

Pouzitie antibiotik na lieCbu bakteridlnych infekcii nezostalo obmedzené len pre
humannu populaciu, ale rozsirilo sa aj do animalnej oblasti, kde v dnesnej dobe sluzi na ucely
terapeutické, profylaktické a metafylaktické. NajCastejSie pouzivanymi su tetracykliny, hned’
za nimi nasleduji pB-laktamové antibiotika. Na tretom mieste st sulfonamidy, eventualne

v kombinécii s trimetoprimom '*.

5.2.1 Problematika B-laktamaz typu ESBL

Zo Sirokospektralnych cefalosporinov, cefoperazon, cefquinom, ceftiofur a
cefuroxim boli schvalené na pouzitie v animalnej oblasti, konkrétne sluzia na liecbu ochoreni
ako metritida a mastitida u krdv, respiracnych ochoreni u prezavavcov, koni a oSipanych
alebo septikémie vyvolanej kmenimi Escherichia coli u teliat '®®. Cefotaxim a cefaletin su
liekmi prvej vol'by u cystitidy a koznych poraneni u magiek a psov '*".

Nebolo vobec prekvapujice, ked’ sa aj v tejto oblasti objavili bakteridlne kmene,
odoldvajavajice ucinkom Sirokospektralnych cefalosporinov. Prva zmienka o identifikacii
kmena produkujiicecho ESBL bola zaznamenana v roku 1988 v Japonsku. IS§lo o baktériu
Escherichia coli produkujicu FEC-1 B-laktamazu, izolovani od laboratorneho psa '*.
Od tohto roku bol pozorovany narast v zachyte ESBL pozitivnych enterobaktérii u divokych,
domacich a dokonca aj zvierat Zijucich na farmach, obzvlast’ sa to tykalo druhov Escherichia
coli a Salmonella spp., kde bola zaznamenana produkcia CTX-M enzymov. Rozmanitost’
v Case objavenia sa a v zastupeni tychto rezistentnych baktérii medzi jednotlivymi krajinami
je pravdepodobne dana spotrebou cefalosporinov a detekénymi metodami v tej danej krajine,
popripade suvisi s cestovanim a medzinarodnym obchodom. V porovnani s humannou

populaciou je viak tento zachyt nizky ** 17+ 1%

. To ale nemusi znamenat’, Ze je dany problém
zanedbatelny, skor sa danej problematike nevenuje tol’ko pozornosti, nez ako je tomu
v humannej populdcii.

Vysledky tejto dizertacnej prace poukazuji na zachyt siedmych ESBL pozitivnych
izolatov Escherichia coli zo zmesovych vzoriek slepych ¢riev brojlerov a kloakalnych vyterov

moriek, odobranych zrdznych fariem na Morave. Pritomnost ESBL-pozitivnych

anterobaktérii u hydiny bola zaznamenand aj vpraci od autorov Smet et al., ktori
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identifikovali 133 ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia coli zo 489 kloakalnych vyterov
odobranych na 5 belgickych hydinovych farmach. Medzi ESBL boli dominujacimi typmi
B-laktaméazy patriace do CTX-M-1 skupiny, hlavne CTX-M-1 enzym ''°. Daliia $tadia,
venovana sledovaniu vyskytu ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia coli na hydinovych,
prasacich a zajagich farmach v Spanielsku, bola vykonana autormi Blanc et al. U vzoriek
z hydiny, zachytili a identifikovali ESBL fenotyp u 51 izoldtov, pricom najCastejSie
§lo 0 CTX-M-14 a CTX-M-9 enzym '''. Z hladiska typového vyskytu, nase vysledky
koreSponduju s vysSie uvedenymi Stadiami, vzhl'adom na zichyt CTX-M-1 a CTX-M-14
enzymov. Nami potvrdeny SHV-12 enzym nebol v praci autorov Smet et al. popisany,
v druhej uvedenej §tadii sa vyskytol iba v malom mnozstve (5 izolatov) ',

Pomocou metédy PFGE bolo detegované klondlne Sirenie jedného identického

ESBL-pozitivneho kmena Escherichia coli medzi troma morkami v ramci jednej farmy.

5.2.2  Problematika pB-laktamaz typu AmpC

Dalsou skupinou Sirokospektralnych p-laktamaz zachytenych z animalnej oblasti st
tzv. plazmidovo-kédované AmpC enzymy. Ich vyskyt moZzno pozorovat’ hlavne u kmenov
Escherichia coli a Salmonella spp. Velké mnozstvo tychto rezistentnych kmenov bolo
zaznamenanych v USA. Jednalo sa o izolaty ziskané z roznych druhov zvierat, maciek, krav,
kureniec, psov, koni, o§ipanych a moriek ' '°. Vo vsetkych pripadoch §lo o detekciu
CMY-2 enzymu. Autori Winokur et al. dokonca zaznamenali prenos plazmidu nesuceho
blacmy.-2 gén medzi izolatmi Escherichia coli a Salmonella spp. medzi zvieratom a ¢lovekom
"4 Dalsia praca autorov Fey et al. zachytila Sirenie rovnakého kmetia Salmonella enterica
sérovar Typhimurium produkujuceho CMY-2 B-laktamazu medzi tel'atom, kroré ochorelo na
salmonelozu a dvanastroénym synom farmara '"°. Predpoklada sa, Ze nérast enterobaktérii
s produkciou tohto typu enzymu v USA suvisel najmé s pouzivanim antibiotika ceftiofuru a
nasledné $irenie rezistentnych kmefiov zase s horizontalnym transferom génov rezistencie '’.

Nase vysledky poukazuji na zachyt 2 AmpC pozitivnych kmenov Escherichia coli
zo zmesovych vzoriek slepych criev brojlerov a kloakalnych vyterov moriek, u ktorych bol
pomocou priameho sekvenovania stanoveny CMY-2 typ. V praci belgickych autorov Smet et
al. bol AmpC fenotyp detegovany u 35 izolatov, pri¢om bol zaznamenany iba CMY-2 enzym
197 Podobné vysledky dosiahli aj vyssie uvedeni autori Blanc et al., ktori produkciu AmpC

B-laktamaz zachytili u 13 izolatov, u ktorych bola zaznamenana iba CMY-2 B-laktaméaza '''.
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Je mozné konstatovat, ze problematika baktérii s produkciou Sirokospektralnych
B-laktamaz nie je obmedzena len na humannu populéciu, ale je mozné ju pozorovat aj
v animalnej oblasti. Tento problém sa vSak netyka len okolitych Stitov, ale ako vidiet
zasiahol uz aj Cesku republiku ' ' Rezistentné baktérie zvierat sa cez potravinovy retazec
mozu dostat’ az do traviaceho traktu I'udi a docasne ho kolonizovat, s moznym prenosom
génov rezistencie na predstavitelov normalnej mikroflory '’. Otazkou teda ostiva mozné
riziko mozného prenosu génov rezistencie z veterinarnej oblasti na ¢loveka.

Preto je dolezit¢ dodrziavat’ tzv. koncept ,,One health” vytvéarajici jednotny a
spolo¢ny pristup pri rieSeni problematiky rezistencie voci antimikrobialnym latkam a tym

zlepsenia celosvetovej zdravotnej situacie pre udi a zvierata sucasne ''*.

5.3 Vyuzitie metédy PCR a analyzy krivky topenia pri genetickej

charakterizacii ESBL-pozitivnych izolatov

Na detekciu ESBL-pozitivnych izolatov sa v beznej klinickej praxi pouzivaju
metody zalozené na urCeni fenotypového prejavu, teda stanovenia produkcie
Sirokospektralnych enzymov. Najznamej$imi su DDST, E-test a CLSI metdda, zaloZené na
synergickom G&inku cefalosporinu III. generacie a inhibitora p-laktamaz *2. Na poli ESBL
detekcie su v dnesnej dobe tieto testy uprednostnované, jednak z hl'adiska ekonomického ale
aj z hladiska samotného prevedenia technik. Na druhej strane vSak moézu v rade pripadov
zlyhat' a prislusné baktérie st nasledne faloSne interpretované ako citlivé, co moze viest
k nespravnemu nasadeniu lie¢by a koneéne k zvy$eniu mortality a morbidity u pacientov °'.

Preto bolo navrhnutych mnozstvo genetickych metod, ktoré v rade pripadov mozu
pomdct’ v presnejsej detekcii pritomného mechanizmu rezistencie alebo urychlit’ ¢as analyzy,
zohravajuci vyznamnu tlohu najmé u pacientov so zavaznym ochorenim. Prvymi genetickymi
metddami pouzitymi na detekciu ESBL boli techniky vyuZzivajuce hybridizaéné DNA sondy
37-38. 39 Neskor sa za¢alo s amplifikdciou cielového bla génu, s naslednou charakterizaciou
ziskanych amplikénov metodou SSCP ** ) RELP ** *, priamym sekvenovanim alebo
s pouzitim LCR * na sledovanie aminokyselinovych substiticii zodpovednych za rozsirenie
spektra u¢inku.

K najnov§im postupom patri vyuzitie techniky PCR v redlnom case, eventudlne
v kombinécii s analyzou krivky topenia. Na detekciu mutécii v troch aminokyselinovych

poziciach blasyy génu (179, 238 a 240) bola autormi Randegger a Hachler vyvinuta vel'mi
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citliva a Specificka metoéda vyuzivajica fluorescencne znacené hybridizacné sondy a analyzu
krivky topenia **. Vysledkom $tudie autorov Chia et al. bol systém multiplex PCR uréeny na
identifikaciu génov kodujucich SHV a CTX-M pB-laktamazy, ktory sucasne umoznoval
rozliSenie medzi SHV typom s izkym a so Sirokym spektrom uc¢inku, a to pomocou analyzy
krivky topenia *. Birkett et al. navrhli metoédu zalozenu na multiplex PCR v redlnom &ase
s pouzitim sond typu Taq Man na detekciu a genotypizaciu enterobaktérii produkujucich
CTX-M B-laktamazy *°. Vo vsetkych uvedenych pracach vsak museli byt navrhnuté
Specifické sondy, ¢i uz typu Taq Man alebo FRET, ktoré sa sice vyznacuju velkou
Specificitou, ale na druhej strane aj pomerne vysokou cenou. Analyza krivky topenia, ale
s vyuzitim fluorescencnych interkalacnych farbiciek, sluzila v praci autorov Pimkin a
Edelstein na rozlisenie jednotlivych CTX-M skupin enzymov '°. Stidia bola viak zamerana

len na detekciu jednej skupiny B-laktamaz.

Jednym z vysledkov dizertacnej prace bolo navrhnutie novej techniky vyuzivajucej
multiplex PCR a analyzu krivky topenia s vysokym rozliSenim, ktord umoznila amplifikaciu
troch bla génov (blargm, blaspy, blactxm) vjednej reakcii a naslednu identifikaciu
pritomnych B-laktamaz. Jednou z jej vyhod bolo, Ze bola schopna v jednej reakcii spracovat
pomerne vel'ké mnozstvo klinickych izolatov produkujicich su¢asne TEM, SHV alebo CTX-
M typ B-laktamdzy, pricom vysledky boli dostupné v relativne kratkom case (priblizne za 4
hodiny od izoldcie DNA). Druhou vyhodou bolo, Ze vdaka pouzitiu CTX-M univerzalnych
primerov bolo mozné rozliSit medzi jednotlivymi skupinami, a to aj bez pouzitia restrikéne;j
analyzy ¢i priameho sekvenovania. A konecne, hoci boli u klinickych izolatov detegované
viaceré¢ bla gény sucasne, nevyskytli sa problémy s amplifikaciou, separaciou pomocou
gélovej elektroforézy, ¢i analyzou krivky topenia. Preto sa zdé, Ze tato metdda sa mdze stat’
vhodnym nastrojom na detekciu pritomnosti bla génov a ich nasledni charakterizaciu.
Na druhej strane ma vSak metéda aj niekol'ko nevyhod. Jednou z nich je, Ze neumoziuje
rozlisit medzi génom kodujucim [-laktamazu s uzkym a so Sirokym spektrom ucinku.
Z tohoto dovodu je nevyhnutné pouZitie metdody priameho sekvenovania, v pripade, ze
potrebujeme zistit' konkrétny typ pritomného enzymu. Daldou limitaciou metody moze byt
urcity nedostatok zbierkovych kmenov produkujucich uréité typy enzymov, ktoré bud’
v Ceskej republike neboli detegované alebo neboli izolované. Na druhej strane sa vsak
nepredpoklada, ze vysledky analyzy u tychto kmenov by sa vyraznym spdsobom lisili od
predchadzajtcich, patriacich do tej istej enzymovej skupiny. In4 situdcia by vSak mohla

nastat’ u kmenov produkujucich B-laktamazy, ktoré sa zaraduji do CTX-M-2, CTX-M-8
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alebo CTX-M-25 skupin. Vyskyt tychto enzymov je viak v Eurépe velmi zriedkavy * a

v prostredi Ceskej republiky zatial’ nebol zaznamenany. Ulohou do budicnosti preto ostiva
rozsirenie zbierkovych kmeiov.

Novéd metdda bola néasledne pouzitd na monitorovanie prevalencie ESBL-
pozitivnych izolatov Escherichia coli ziskanych z jednotiek intenzivnych starostlivosti troch
vel'kych ¢eskych nemocnic. Pouzitim novej metody a priameho sekvenovania bolo zistené, ze
najrozsirenejSim typom ESBL u klinickych izolatov bol CTX-M-15 enzym. V praci Zhanela
et al. bolo v priebehu rokov 2005 — 2006 zozbieranych celkovo 496 izolatov Escherichia coli
z 19 jednotiek intenzivnej starostlivosti zrdéznych casti Kanady. Produkcia ESBL bola
zaznamenana u 3,7 % izolatov, u vietkych bol detegovany CTX-M-15 typ '*°. Kmene
s produkciou tohto typu st pomerne rozsirené aj v réznych eurdépskych nemocniciach, vo

26, 2 & o 92 . , 121 PN 1% g A . .
’ 7, vo Svédsku " 1 Franctzsku “'. DalSia $tidia zamerana na sledovanie

Velkej Britanii
prevalencie ESBL-produkujtcich enterobaktérii na jednotkach intenzivnej starostlivosti, bola
realizovana v Thajsku. Autori Wu et al. zistili, ze dominantnymi typmi ESBL u izolatov

Escherichia coli boli CTX-M-3, CTX-M-14 a SHV-12 B-laktamazy '**.

Mozno konStatovat, Ze vzhladom na neustdle narastajuci trend vo vyskyte ESBL-
pozitivnych enterobaktérii na nemocni¢nych oddeleniach, je pozadovana rychla a hlavne
presnd metoda na ich identifikéciu. Popri klasickych fenotypovych metéodach by svoje miesto
v buducnosti mohli ndjst’ aj metody genetické, vyznacujice sa vysokou citlivostou a
Specificitou a tym pomdct’ na poli detekcie ESBL-pozitivnych kmenov. Jednou z moZznosti by

mohlo byt’ vyuzitie multiplex PCR s néslednou analyzou krivky topenia.

5.4 Epidemiologicka analyza ESBL-pozitivhych izolatov Escherichia

coli a charakterizacia génov kédujucich ich produkciu

Od objavenia prvej Sirokospektralnej B-laktamazy v Nemecku uplynulo uz 27 rokov
62, Za toto obdobie doslo nielen k vyraznému narastu, &o sa do po¢tu jednotlivych typov tyka,
ale aj k znacnej zmene z hl'adiska epidemiologie kmenov produkujtcich tieto enzymy. Zatial
¢o vdevitdesiatych rokoch minulého storocia prevladal vyskyt kmenov Klebsiella
pneumonie s produkciou SHV a TEM B-laktamaz, priCom tieto kmene boli najastejSie
izolované od nemocni¢nych pacientov a ich prevalencia suvisela so Sirenim epidemickych

klonov, v poslednych rokoch sa situdcia dramaticky zmenila. Hlavnymi producentmi ESBL sa
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stali kmene Escherichia coli izolované Coraz CastejSie od pacientov z komunitnej oblasti a
vyznacujuce sa produkciou CTX-M B-laktamaz. Epidemioldgia tychto kmenov stuvisi skor

, . — y . v o 23,29,123
s vyskytom a prenosom mobilnych genetickych elementov, nez s klonalnym Sirenim “> > ",

5.4.1 Epidemiologicka typizacia kmenov produkujicich Sirokospektralne enzymy

NajcastejSie pouzivanou technikou na sledovanie genetickej identity ziskanych
kmenov je metdda pulznej gélovej elektroforézy, zalozend na restrikénej analyze genémovej
DNA, s naslednou separaciou v periodicky menenej orientacii elektrického pola.

Tato bola tiez pouzita v predlozenej dizertanej praci na epidemiologickt typizaciu
izolatov z JIS troch velkych ceskych nemocnic (KNTB, FNO a FNOL). Z naSich vysledkov
vyplyva, ze zcelkového poctu 11 izolatov Escherichia coli zKNTB v Zline bolo
identifikovanych 7 kmenov, to znamena, Ze bolo pozorované Sirenie rovnakého kmena
u viacerych pacientov, ako tomu bolo jednak na neonatologickej a jednak na JIS opera¢nych
oborov. Vicsina izolatov z FNO nebola geneticky pribuznd, avSak bol zaznamenany jeden
kmen od troch réznych pacientov na Oddeleni internej mediciny a druhy od dvoch deti na
Klinike detského lekarstva. Ani vo FNOL sa nezaznamenalo vyrazné Sirenie identickych
kmenov na jednotlivych oddeleniach, bol zaznamenany iba jeden kmen ziskany od troch
novorodencov. Ani v jednom zdravotnickom zariadeni nebol pozorovany prenos ESBL-
pozitivneho kmena medzi jednotlivymi oddeleniami.

Autori Wu et al. pouzili na epidemiologicku typizaciu ESBL-pozitivnych izolatov
Escherichia coli, ziskanych zjednotiek intenzivnej starostlivosti v nemocnici v Thajsku,
metodu IRS-PCR. Z celkového poctu 39 izolatov bolo identifikovanych 27 rdéznych
genotypov, pri¢om najrozsirenejsi genotyp bol ziskany od 8 pacientov z troch JIS '*2. Metodu
PFGE vyuzili vo svojej Stadii autori Fang et al. na sledovanie molekuldrnej epidemioldgie
ESBL-pozitivnych izolatov Escherichia coli zozbieranych v priebehu rokov 2001 az 2006
v jednej Stokholmskej nemocnici a v pridruzenych zdravotnickych zariadeniach. Z celkového
poctu 87 izolatov, bola u 80 potvrdena pritomnost’ blactx.m génu a bolo identifikovanych 11
klonov a 29 kmeinov s jedinenym restrikénym profilom. Genotyp s oznacenim 1, ktory bol
najrozsirenejsi (zahfnal az 11 izolatov), je podla autorov v danej oblasti detegovany uz

niekol’ko rokov *.
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5.4.2  Charakterizacia mobilnych genetickych elementov — inzerénych sekvencii

V mobilizacii a naslednej expresii blacrxm génu méze byt zahrnutych hned
niekol’ko mobilnych genetickych elementov, nachddzajucich sa vtesnej blizkosti

’ / 7 81, 124
spominan¢ho génu °>

. Ide predovsetkym o inzer¢né sekvencie, a to hlavne typu ISEcpl,
ktora bola prvykrat popisana v tzv. upstream pozicii blacyy.4 u klinického izolatu Escherichia
coli z Velkej Britanie '*. Tento mobilny geneticky element bol nasledne identifikovany
u vacsiny blacrx.m génov a predpokladda sa, ze umoznil mobilizaciu génu kodujuceho
chromozomalnu B-laktamézu u Kluyvera sp., akéhosi predchodcu blacrx.v génu 2. Dalou
vyznamnou inzerénou sekvenciou je IS26 popisovana v okoli blactx.m autormi Saladin et al.
126 U blactxmz a blactxao sa tie Easto vyskytuje mobilny geneticky element ISCR1 123,
Dal§im cielom v ramci dizertaénej prace bolo stanovenie pritomnosti dvoch typov
inzer¢nych sekvencii, a to ISEcpl a IS26 u klinickych izolatov Escherichia coli od pacientov
v ntenzivnej starostlivosti. U va¢Siny kmenov produkujucich CTX-M-15 B-laktamazu bol
detegovany bud’ jeden alebo druhy element. V §tudii franctuzskych autorov Eckert et al.,
zameranej na sledovanie Sirenia CTX-M B-laktamaz medzi enterobaktériami ziskanymi
z parizskych nemocnic bol u 13 izolatov (z celkového poctu 16) zachyteny vyskyt ISEcpl,
zatial' ¢o 1S26 iba u jedného z nich ®'. Autory Lartigue et al. vo svojej $tudii identifikovali
ISEcpl u 13 izolatov Escherichia coli, pochadzajucich vécSinou z Franctizska a
produkujicich CTX-M-15 enzym, zatial’ o IS26 nebola detegovana ani u jedného z nich '’.
Zaujimavy bol v naSej $tudii kmenl produkujici CTX-M-27 B-laktamazu, Siriaci sa medzi
roznymi pacientami na Oddeleni intenzivnej starostlivosti opera¢nych oborov KNTB,
u ktorého boli detegované oba genetické elementy sucasne. U kmenov Escherichia coli,
u ktorych bol stanoveny CTX-M-9 typ sa bud’ v detegovanej upstream pozicii nachadzala
inzer¢na sekvencia ISEcpl alebo nebol zaznamenany ziaden element. U tychto kmenov

mozno Vv tejto pozicii oakavat’ pritomnost’ iného mobilného genetického elementu, napr.

ISCR1. Tato sa vSak nestanovovala.
5.4.3 Charakterizacia mobilnych genetickych elementov — plazmidov

Dalgimi sledovanymi mobilnymi genetickymi elementami boli plazmidy. V tomto
pripade vSak $lo len o akusi prvotna charakterizaciu vybranych kmeniov, nie o presny popis
plazmidového profilu vSetkych kmenov od pacientov v intenzivnej starostlivosti. Preto sa

neuvadza presna velkost’ ani pocet tychto mobilnych elementov u jednotlivych kmenov, ¢o
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vsak bude cielom dalSich experimentov. Obecne sa uvadza, ze gény kodujuce produkciu
CTX-M enzymov sa bezne vyskytuji na plazmidoch, ktorych vel'kost’ sa pohybuje od 7 do
160 kb 126127128

Snahou vSak bolo u skupiny vybranych kmeniov overit' moznost’ prenosu plazmidu
nestceho blacrxv, ktory umoziuje odolat’ inhibi¢énému ucinku cefalosporinu III. generacie
(konkrétne cefotaximu). Autori Eckert et al boli pri svojich konjuga¢nych experimentoch
uspesny u 9 z celkového poctu 19 CTX-M pozitivnych enterobaktérii, t. j. schopnost’ odolat’
inhibi¢nej koncentracii cefotaximu bola prenesena u 9 izolatov ¢elade Enterobacteriaceae
produkujicich CTX-M enzymy na kmei citlivy na cefotaxim ®'. V nafom pripade doglo
k uspesnej konjugacii u dvoch kmenov (z celkového poétu 6) Escherichia coli. Nasledna
izolacia plazmidovej DNA a stanovenie pritomnosti blactx.m génu u konjugatov potvrdilo
vysledky experimentu.

Poslednym krokom v charakterizacii bola typizacia prendSanych plazmidov
a zaradenie do tzv. inkompatibilnych skupin. Hoci Sirenie blacrx.mo génu je vo vicSine
pripadov viazané na plazmidy patriace do IncH2 skupiny '*', v naSom pripade, podobne ako
v d’alsich §tadiach '** ** '3 bola stanovena IncF skupina, konkrétne §lo o stiasny vyskyt FII
a FIB replikénu). Ziskané vysledky vSak mozu byt ovplyvnené malym poctom sledovanych

kmenov.

Zvyseny celosvetovy narast ESBL-produkujucich izolatov stvisi jednak s prenosom
génov rezistencie na Specifickych mobilnych elementoch a jednak so Sirenim epidemickych
klonov. V prvom pripade zohrava délezitu ilohu spravna antibiotickd preskribcia, pretoze
nekontrolované a nadmerné uzivanie cefalosporinov III. generacie, ako aj inych antibiotik,
predstavuje neustaly selekény tlak prostredia. Gény kodujice produkciu ESBL sa casto
vyskytuji na plazmidoch sufasne sgénmi zodpovedajicimi za rezistenciu voci
aminoglykozidom, fluorochinolénom alebo sulfonamidom, ¢im sa u pacientov objavuju tzv.
multirezistentné kmene a terapia pacientov s infekciami vyvolanymi takymito baktériami sa
stava naro¢nou °. V druhom pripade zohravaji délezita ulohu spravne hygienické a infekéné
opatrenia, ktorych dodrziavanie moéze zabranit Sireniu epidemickych klonov medzi
jednotlivymi pacientmi, ¢i uz v ramei jedného oddelenia, alebo v ramci celého nemocni¢ného

zariadenia.
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6 ZAVERY

Na zéklade vysledkov postgradudlneho Studia zameraného na vyskyt
Sirokospektralnych B-laktamaz u izolatov ¢el'ade Enterobacteriaceae a ich genetickt analyzu,

mozno formulovat’ nasledujuce zavery:

l. Bol preukdzany vyskyt ESBL a AmpC B-laktaméaz u enterobaktérii izolovanych
z klinického materidlu vybranych suborov chorych a zdravych osob. Vysledky st
zhrnuté do nasledujucich bodov.

a) Prevalencia ESBL-pozitivnych kmenov Klebsiella pneumoniae u pacientov
v intenzivnej starostlivosti dosiahla za obdobie 5 mesiacov hodnotu 19 %.

b) Bol zaznamenany vyskyt 7 kmenov Klebsiella pneumoniae s produkciou
AmpC Sirokospektralnych [B-laktamaz u pacientov s hematoonkologickym
ochorenim.

c) Celkova prevalencia ESBL-pozitivych baktérii v gastrointestindlnom trakte
hospitalizovanych pacientov dosiahla hodnotu 1,5 %, u 0s6b z komunitnej
oblasti Olomouckého kraja 1,2 %.

d) Prevalencia AmpC producentov ziskanych izoldciou zrektalnych vyterov
dosiahla hodnotu 0,9 % u chorych a 1 % u zdravych osob.

e) Dominujucimi ESBL u druhu Klebsiella pneumoniae boli SHV, hlavne
SHV-2a typ. U enterobaktérii pochadzajucich z gastrointestinadlného traktu
bola vo vacsine pripadov detegovand CTX-M-15 B-laktamaza.

f)  Multiplex PCR odhalila vyskyt EBC, CIT a DHA typu AmpC B-laktamaz
medzi kmefimi izolovanymi z rektalnych vyterov chorych a zdravych osob.

2. Pomocou PCR a priameho sekvenovania sa v pripade kmena Escherichia coli
izolované¢ho z Novorodeneckého oddelenia Fakultnej nemocnice Olomouc skuto¢ne
potvrdili  jednonukleotidové  zadmeny v Specifickych  poziciach, vedice
k nadprodukcii AmpC enzymov. Ide o prvy geneticky popis mutacii vampC géne
v prostredi Ceskej republiky. Studasne boli na danom oddeleni zachytené kmene
Klebsiella pneumoniae a Enterobacter cloacae s produkciou EBC a kmene rodu
Citrobacter produkujiuce CIT typ AmpC cefalosporinaz.

3. Bola preukdzand pritomnost ESBL- a AmpC-pozitivnych enterobaktérii

v zmesovych vzorkach slepych criev brojlerov a kloakdlnych vyteroch moriek,
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odobranych zroznych fariem v Ceskej republike. Z ESBL boli zaznamenané
CTX-M-1, CTX-M-14 a SHV-12 B-laktamazy, u AmpC B-laktaméaz bol
dominujiicim CMY-2 typ. Ide o prioritné vysledky v tejto oblasti v ramci Ceskej
republiky.

Bola navrhnutd technika vyuzivajica multiplex PCR a analyzu krivky topenia
s vysokym rozliSenim, ktora umoznila amplifikaciu troch bla génov (blargy, blaspy
a blactx-my v jednej reakcii a naslednt identifikaciu pritomnych B-laktamaz.

Nova metoda bola pouzitd na sledovanie prevalencie ESBL-pozitivnych izolatov
Escherichia coli ziskanych zjednotiek intenzivnej starostlivosti troch velkych
¢eskych nemocnic (Krajskej nemocnice TomaSa Bat'u v Zline, Fakultnej nemocnice
v Ostrave a Fakultnej nemocnice v Olomouci). VyuZitim tejto genetickej techniky
spolu s priamym sekvenovanim bolo zistené, ze najrozSirenejSim typom ESBL
u klinickych izolatov bol CTX-M-15 enzym. Bola taktieZ potvrdena moZznost’
vyuzitia metody na predbeznu identifikaciu pritomnych p-laktamaz.

Na jednotkach intenzivnej starostlivosti Krajskej nemocnice Tomasa Batu v Zline,
vo Fakultnej nemocnici v Ostrave a Fakultnej nemocnici v Olomouci bolo
zaznamenan¢é Sirenie sledovanych rezistentnych baktérii medzi ré6znymi pacientmi
vramci jedného oddelenia. Ani v jednom zdravotnickom zariadeni vSak nebol
pozorovany prenos ESBL-pozitivneho kmena medzi jednotlivymi oddeleniami.

Bola dokazana pritomnost’ inzerénych sekvencii ISEcpl a IS26 zodpovednych za
mobilizaciu a expresiu blacrx.v génu u klinickych izolatov Escherichia coli
z jednotiek intenzivnej starostlivosti troch ¢eskych nemocnic. Konjugacné
experimenty potvrdili moznost prenosu blactxm zbunky rezistentnej voci

cefotaximu, do bunky citlivej na toto antibiotikum.
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7 SUHRN

Jednym zo zavaZznych celosvetovych problémov v oblasti zdravotnictva je narastajiica
rezistencia baktérii voc¢i antimikrobidlnym pripravkom. Hlavnym dévodom je moZnost’
zlyhania liecby u pacientov, ktorych ochorenie bolo vyvolané spominanymi rezistentnymi
kmenmi. Tato skutoénost méze viest' nielen k d’al§im infekénym komplikaciam a prediZzeniu
doby hospitalizacie, ale mnohokrat predstavuje ohrozenie priamo na Zivote pacienta. V€asna a
hlavne spravna detekcia pritomného infekéného agens, spolu so stanovenim citlivosti
respektive rezistencie voci antimokrobidlnym pripravkom, zohravaju doéleziti tlohu pri
nasadeni adekvatnej antibiotickej lieCby.

Schopnost’ bakterialnej populacie odolavat’ Gc€inku inhibicnej koncentracie danej
skupiny antibiotik méze byt bud’ prirodzena (primarna) alebo ziskana (sekundarna), pricom
druhy typ predstavuje z terapeutického hl'adiska ovela vyznamnej$i problém. Dovodom st
mobilné genetické elementy, ako napriklad plazmidy a transpozony, schopné prendsat’ gény
rezistencie z jedného DNA systému na druhy a z bunky rezistentnej do citlive;.

Produkcia [-laktamdz predstavuje u gramnegativnych baktérii najvyznamne;jsi
mechanizmus rezistencie voci B-laktdmovym antibiotikdm. Vaznym klinickym problémom sa
stali tzv. Sirokospektralne B-laktamazy ESBL a AmpC typu a to hlavne kvoli moznému
zlyhaniu lie€by pri pouziti oxyimino-cefalosporinov ako terapeutickym pripravkov.

Jednym z cielov prace bola analyza enterobaktérii s produkciou Sirokospektralnych
B-laktamédz v humannej oblasti, so zameranim na geneticki charakterizdciu pritomnych
enzymov.

V priebehu 5 mesiacov sa sledovala prevalencia ESBL-pozitivnych kmenov Klebsiella
pneumoniae na Klinike anestezioldgie a resuscitacie Fakultnej nemocnice v Olomouci. Za
dané obdobie dosiahla hodnotu 19 %, priCom zaznamenané boli iba SHV typy ESBL,
konkrétne Slo o SHV-2, SHV-2a a SHV-12 enzymy. Pomocou PFGE sa potvrdila pritomnost’
11 (z celkového poctu 13) roznych ESBL-pozitivnych kmeiniov.

Z vysledkov Stidie realizovanej na Hemato-onkologickej klinike Fakultnej nemocnice
v Olomouci za trojmesa¢né obdobie vyplyva, Ze bolo zachytenych 7 AmpC pozitivnych
kmenov Klebsiella pneumoniae s produkciou DHA-typu cefalosporindz, pricom vysledok bol
potvrdeny fenotypovymi aj genetickymi metodami.

Sledovand prevalencia ESBL-pozitivnych enterobaktérii v gastrointestindlnom trakte

hospitalizovanych pacientov a 0s6b z komunitného prostredia Olomouckého kraja dosiahla za
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obdobie 1 roka hodnotu 1,5 a 1,2 %. Najcastejsie izolovanymi boli kmene Escherichia coli
s produkciou CTX-M-15 B-laktamézy, u ktorych vSak nebola zistend geneticka pribuznost,
Slo teda o kmene s jedinecnym restrikénym profilom.

Vysledky tiez poukazuju na zachyt AmpC-pozitivnych enterobaktérii z rektalnych
vyterov chorych a zdravych osdb, pricom ich prevalencia dosiahla podobne ako
v predchadzajiicom pripade nizke hodnoty, a to 0,9 a 1 %. U kmenov Klebsiella pneumoniae
a Escherichia coli 8lo o vyskyt plazmidovo-kodovanych enzymov (DHA a CIT typu), zatial
¢o u druhov Enterobacter cloacae a Citrobacter freundii sa predpoklada, ze ampC gén bude
pritomny na chromozoéme.

Z klinického materidlu pacientov hospitalizovanych na Novorodeneckom oddeleni
Fakultnej nemocnice v Olomouci bolo v priebehu 5 mesiacov zachytenych celkovo 8 kmeniov
enterobaktérii s produkciou AmpC typu Sirokospektralnych B-laktaméaz (CIT, EBC a DHA
typ). S vyuzitim PCR a priameho sekvenovania boli u kmena Escherichia coli potvrdené
jednonukleotidové mutacie v poziciach -88, -82, -42, -18, -1 a +58, veduce k nadprodukcii
AmpC enzymov u dané¢ho druhu.

Dal§im cielom prace bolo stanovenie vyskytu enterobaktérii produkujicich
Sirokospektralne B-laktamazy v animélnej oblasti, konkrétne §lo o zmesové vzorky slepych
¢riev brojlerov a kloakélne vytery moriek, odobrané z roznych fariem v Ceskej republike.
Celkovo boli zaznamenané 4 ESBL-pozitivne kmene Escherichia coli s produkciou SHV-12,
CTX-M-1 alebo CTX-M-14 enzymu a 2 kmene rovnakého species, u ktorych sa potvrdil
vyskyt blacmy-2 génu kddujiceho produkciu CMY-2 B-laktamazy.

Jednym =z vysledkov predlozenej prace bolo navrhnutie metodiky vyuzivajicej
multiplex PCR a analyzu krivky topenia DNA s vysokym rozliSenim, ktord umoznila
amplifikaciu troch génov (blargm, blasyy a blacrx.m) kédujacich produkciu bakterialnych
B-laktaméaz v jednej reakcii a ich ndslednt identifikaciu. Jej vyhoda spociva v spracovani
pomerne velkého mnozstva klinickych izolatov stiCasne, pricom zaroven umoziuje rozliSit
medzi jednotlivymi skupinami CTX-M enzymov bez pouzitia d’alSej techniky. Jednou
znevyhod je, Ze neumoziuje rozlisit' medzi pritomnym enzymom s izkym a so Sirokym
spektrom ucinku (pre TEM a SHV typy). Malé nedostatky je tiez vidiet v nedostatocnom
mnozstve kmenov s produkciou vsetkych typov B-laktamdz, ked’Ze metdda bola prednostne
zamerana na kmene s produkciou CTX-M enzymov. Tieto nedostatky by sa vSak dali d’alSimi
analyzami v buducnosti odstranit’.

Nova technika bola nésledne pouzitd na geneticku charakterizaciu ESBL-pozitivnych

izolatov Escherichia coli zjednotiek intenzivnej starostlivosti troch velkych c¢eskych
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nemocnic (Krajskej nemocnice Tomasa Batu v Zline, Fakultnej nemocnice v Ostrave a
Fakultnej nemocnice v Olomouci) za obdobie jedného roka. Z analyzy vyplynulo, ze
najcastejSie detegovanym typom bola CTX-M-15 B-laktamaza, ¢asto spolu TEM-1, enzymom
s uzkym spektrom u€inku. CTX-M-9 skupina bola reprezentovand CTX-M-27 a CTX-M-9
B-laktamazami. V jednom prvpade bol zaznamenanb TEM typ ESBL, TEM-12 a to u kmega
z Internej kliniky Fakultnej nemocnice v Olomouci. Pritomnost’ blasyy génu bola potvrdena
len u niekol’kych vzoriek, vysledkom ¢oho bola produkcia SHV-1 alebo SHV-12 enzymu.

Bolo zaznamenané klonalne §irenie ESBL-pozitivnych kmenov Escherichia coli na
jednotkach intenzivnej starostlivosti Krajskej nemocnice Tomasa Batu v Zline, vo Fakultnej
nemocnici v Ostrave a vo Fakultnej nemocnici v Olomouci. Ani v jednom zdravotnickom
zariadeni vSak nebol pozorovany prenos rezistentnych baktérii medzi jednotlivymi
oddeleniami.

S vyuzitim PCR sa potvrdil vyskyt mobilnych genetickych elementov, inzerénych
sekvencii ISEcpl a IS26 v tzv. upsream pozicii blacrx.m génu u klinickych izolatov ziskanych
z jednotiek intenzivnej starostlivosti troch ¢eskych nemocnic . Tieto elementy sa mnohokrat
nachddzaju v tesnej blizkosti spominaného génu a su zodpovedné za jeho mobilizaciu a
expresiu.

Pomocou konjugaénych experimentov bol uspesne preneseny gén kodujuci produkciu
CTX-M-9 B-laktamazy z 2 klinickych izolatov Escherichia coli od pacientov z jednotky
intenzivnej starostlivosti  Fakultnej nemocnice v Olomouci do kmena Escherichia coli
citlivého na cefotaxim (cefalosporin so Sirokym spektrom ucinku). Néaslednd typizacia
prenasanych plazmidov zaznamenala vyskyt FIB a FII replikonu. Stanovenie vyskytu a poctu
plazmidov u jednotlivych klinickych izolatov bolo skor orientatné a bude cielom dalSich

experimentov.
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8 SUMMARY

One of the most serious global health care issues is increasing bacterial resistance to
antimicrobial agents. The major reason is possible treatment failure in case these resistant
bacteria are etiological agents of serious infections. This can lead to further infectious
complications, prolonged hospital stay or even the patient’s death. Early and especially
correct detection of the present infectious agents along with determination of antimicrobial
susceptibility or resistance is crucial for adequate antimicrobial therapy.

The ability of bacterial population to withstand the inhibition concentration of a group
of antibiotics may be either intrinsic (primary) or acquired (secondary). However, from a
therapeutic point of view, acquired resistance is much more important and significant because
of the possible spread of resistant genes through a sensitive microbial population. The reason
is that these genes may be collected on a variety of gene transfer systems, such as bacterial
conjugative plasmids, transposable elements that move the genes responsible for antibiotic
resistance from one DNA system to another and from a resistant bacterial cell to a sensitive
one.

In Gram-negative bacteria, beta-lactamase production represents the most important
mechanism of resistance to beta-lactam antibiotics. Broad-spectrum beta-lactamases (ESBL
and AmpC types) have become a serious clinical problem resulting from possible treatment
failure when oxyimino-cephalosporins are used.

One of the aims of this work was the analysis of enterobacteria with the production of
extended-spectrum beta-lactamases in humans, focusing on genetic characterization of present
enzymes. Over a S5-month period, the prevalence of ESBL-positive strains of Klebsiella
pneumoniae was studied at the Department of Anesthesiology and Resuscitation of the
University Hospital in Olomouc and it was found to be 19.4%. Only SHV-types of ESBLs
were detected (SHV- 2, SHV-2a and SHV-12). Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
confirmed the presence of 11 (from a total number of 13) different ESBL-positive strains.

The results of a study carried out at the Department of Hemato-Oncology of the
University Hospital Olomouc revealed the acquisition of 7 AmpC-positive strains of
Klebsiella pneumoniae producing the DHA-type of cephalosporinases. Both phenotypic and
genetic methods were used for confirmation of the results.

Over a period of one year, the prevalence of ESBL-positive enterobacteria in the

gastrointestinal tracts of persons from both hospital and community settings of the Olomouc
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region was found to be 1.5% and 1.2%, respectively. The majority of all isolates were
Escherichia coli strains producing CTX-M-15 beta-lactamase. The PFGE analysis revealed
the presence of strains with unique restriction profiles, no genetic relatedness was identified.

The study also determined the prevalence of AmpC-positive enterobacteria isolated
from rectal swabs of patients and healthy subjects. As in the previous case, the prevalence
rates were low, only reaching 0.9% and 1%, respectively. Plasmid-mediated enzymes (DHA
and CIT types) were identified in Klebsiella pneumoniae strains, whereas in Enterobacter
cloacae and Citrobacter freundii, we suggest that the ampC gene would be chromosomally
encoded.

Over a period of 5 months, a total of 8 strains of enterobacteria producing AmpC
extended-spectrum beta-lactamases (CIT, EBC and DHA types) were found in clinical
samples collected from children hospitalized at the Department of Neonatology of the
University Hospital Olomouc. Using PCR techniques and direct sequencing, point mutations
at positions -88, -82, -42, -18 and +58 were detected in Escherichia coli strain causing high-
level AmpC production.

The other aim of the work was to assess the prevalence of enterobacteria producing
extended-spectrum beta-lactamases in animals, in composite samples of broiler caecum
contents and turkey cloacal swabs collected at approved poultry slaughterhouses in the Czech
Republic. The prevalence of 4 ESBL-positive Escherichia coli strains with the production of
SHV-12 or CTX-M-14 enzymes and 2 strains of the same species with blacuy, gene
encoding CMY-2 beta-lactamase was noted.

One of our outcomes was the development of a rapid detection system consisting of
multiplex PCR and high-resolution melting curve analysis to amplify and identify three genes
(blatgm, blaspy a blacrx.m) encoding the production of bacterial beta-lactamases in a single
reaction. The advantage of this method is that it may be used to screen a large number of
clinical isolates at the same time. This technique allows differentiation between single CTX-
M clusters without the need for other methods. One limitation is that the method is unable to
distinguish between ESBL and non-ESBL enzymes (for TEM and SHV types). The other
limitation is a lack of some enzyme types because the technique was predominantly focused
on strains producing CTX-M beta-lactamases. However, we suppose that these limitations
could be removed by additional analyses in the future.

After its development, the new detection system was used for genetic characterization
of ESBL-positive Escherichia coli isolates from ICUs of three Czech hospitals collected

within a one-year period. CTX-M-15 beta-lactamase was identified as the most prevalent
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type, often along with TEM-1, an enzyme with narrow spectrum activity. The CTX-M-9
group was represented by CTX-M-27 and CTX-M-9 enzymes. One strain from the
Department of Internal Medicine harbored TEM-type ESBL (TEM-12). The presence of the
blasyy gene was confirmed only in several samples, resulting in production of the SHV-1 or
SHV-12 enzyme.

The clonal spread of ESBL-positive Escherichia coli strains was noticed at the ICUs
of the Regional Bat’a Hospital in Zlin, Institute of Public Health in Ostrava and University
Hospital in Olomouc. No transfer of resistant bacteria among different departments in the
same hospital was noted.

Using PCR method, mobile genetic elements, insertion sequences ISEcpl and 1S26
were detected upstream of the blacrx.m gene in clinical isolates from ICUs. These elements
are often found in the vicinity of the above mentioned gene and are involved in its
mobilization and expression.

The blactxmo gene was successfully transferred from 2 clinical isolates of
Escherichia coli from a patient hospitalized at the ICU of the University hospital in Olomouc
to a Escherichia coli host susceptible to cefotaxime (cephalosporin with extended-spectrum
activity. Replicon typing of transferring plasmids detected the presence of the FIB and FII
replicons. The determination of the presence and total number of plasmids in single clinical

isolates was only informative and will be analyzed in one of the future experiments.
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