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Nartstajici bakterialni rezistence na dostupna beta-
laktamova antibiotika je velmi vaznym problémem v oblasti
vetejného zdravi, zejména z divodu produkce Sirokého
spektra beta-laktamaz. Diplomova prace je zaméfena na
beta-laktamazy s rozsifenym spektrem uc¢inku (ESBL).
Cilem prace bylo navrhnout PCR test na rychlou detekci
geni kodujicich ESBL, analyzovat ESBL-produkujici
bakterie se zaméfenim na genetickou charakterizaci
pfitomnych enzymu a in silico analyza vybranych ESBL
enzymu. Celkové bylo vysetteno 99 kment enterobakterii a
Gram-negativnich nefermentujicich bakterii rezistentnich
k ceftazidimu a cefotaximu. Ke screeningu ESBL genti byla
vyuzita PCR amplifikace pouzitim specifickych parQ
primerd. Sekvenéni analyza a designovani primeri bylo
provedeno pouzitim bioinformatického softwaru Geneious
Prime. Celkem bylo navrzeno 56 pard primert pro detekci
37 typt riznych ESBL genl, z ¢ehoZz 16 specifickych part
bylo experimentalné otestovanych v in vitro podminkach.
Po vzijemném porovnani aminokyselinovych sekvenci
ESBL (CTX-M, SHV a TEM) byly na zaklad¢ pfitomnosti
zachovanych aminokyselin a homolognich motivi
vytvoieny fylogenetické stromy. Tato studie poukazuje na
ptitomnost riznych ESBL genti u vybranych bakterii
animalniho ptiivodu a navrhovany soubor primerti by mél byt
schopen specificky detekovat vice nez 99,8 % vsech
popsanych ESBL enzym?.
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1 Uvod

Bakterie predstavuji neodmyslitelnou soucast lidského zivota. Mnohé jsou prospésné a tvoii
ptirozenou mikrofléru ¢lovéka, jiné mohou za urcitych okolnosti zpisobovat zdvazna
infek¢ni onemocnéni ohrozujici zivot pacienta. Z tohoto diivodu se lidstvo snaZzi proti témto
bakterialnim patogentim bojovat, a to zejména pomoci antibiotik. S vyvojem celé fady
novych antibiotik souviselo i rozsifeni bakterii, které jsou viici nim odolné tzv. rezistentni.
V soucasnosti se stale Castéji pii 1é€be infekci objevuje problém bakterialni rezistence, ktery
je prohlubovan nespravnym ¢i nadmérnym uzivanim antibiotik a jehoz disledkem je
neucinnost antibiotické 1é¢by a v nejhor$im piipadé i smrt pacienta. Bakterialni rezistence
k antibiotikim zasahuje nejen do oblasti zdravotnictvi, ale ma vliv také napiiklad na
ekonomiku.

Mechanismt, které si bakterialni patogeny vyvinuly v boji proti antibiotiku, je
mnoho a jednim z nich je produkce enzymu degradujicich pfislusnou antibakterialni latku.
V ptipadé beta-laktamil se hovofi o tzv. beta-laktamazach, jejichz plisobeni a rozd¢leni je
popsano v teoretické Casti diplomové prace. Duraz je kladen zejména na beta-laktamazy
s roz8ifenym spektrem ucinku (z angl. Extended-Spectrum Beta-Lactamase, ESBL), které
jsou schopné inaktivovat vice typl beta-laktamovych antibiotik (napiiklad peniciliny,
cefalosporiny I.-IV. generace ¢i monobaktamy). V soucasnosti je znamo vice nez 593
ruznych ESBL uvedenych v databazi BLDB (z angl. Beta-Lactamase Database).

V experimentalni ¢asti bylo analyzovano 99 kmenti Gram-negativnich bakterii
pochazejicich z kufecich farem a jatek na Moravé na piitomnost ESBL gend. K detekci
pomoci PCR bylo pouzito 16 parG specifickych oligonukleotidii navrZzenych pomoci
bioinformac¢niho softwaru Geneious. Mimo to bylo navrzeno dal$ich 40 part primert, které
nebyly experimentalné testovany. V ptipadé tii velkych skupin ESBL (CTX-M, SHV a
TEM) byly po porovnani aminokyselinovych sekvenci vytvofeny fylogenetické stromy

znéazornujici ptibuznost jednotlivych podtyptt ESBL.



2 Cile prace

Cilem diplomové prace je zvladnuti metod pouzivanych na skolicim pracovisti, véetné

teoretickych zékladl a prace s genetickymi databazemi.

Teoreticka ¢ast:
e Prace s odbornou literaturou a zpracovani reSerSe na téma beta-laktamaz rozsifenym

spektrem ucinku (ESBL).

Prakticka ¢ast:
e Izolace nukleovych kyselin z vybranych Gram-negativnich bakterii.
e Provadéni PCR experimentli a vyhodnoceni vysledkd.

e Navrhovani primert pouzitim bioinformatického softwaru, in silico analyza enzymu.
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3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Charakteristika patogenii

VétSina mikroorganismu je pro rostliny i zivo€ichy prospéSnd, nékteré v§ak maji schopnost
vyvolat u hostitelského organismu onemocnéni. Tyto mikroorganismy se oznacuji terminem
patogeny (Madigan et al., 2018). Patogeny tvoii rozmanitou skupinu organismui, do které se

fadi zejména bakterie, dale také viry, prvoci, kvasinky a plisné (Votava et al., 2007).

3.1.1 Celed’ Enterobacteriaceae

Celed Enterobactericeae tvoii Gram-negativni fermentujici bakterie nachazejici se zejména
ve stievnim traktu zivocichli véetné ¢loveéka. Jedna se o pomérné obsahlou ¢eled” zahrnujici
vice nez Ctyticet rodl. Jednotlivé druhy mohou byt obligatné patogenni, patiici do rodi
Salmonella, Shigella, Yersinia, nebo oportunné patogenni, kam lze zafadit naptiklad rody
Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Proteus ¢i Serratia (\Votava et al., 2007).

Nejcastéjsimi puvodci lidskych infekci zrodu Citrobacter jsou enterobakterie
Citrobacter freundii a Citrobacter koseri. Tyto oportunni patogeny je mozné nalézt
V potraveé, ve vode, v padée ¢i ve stievech zvitat véetné ¢lovéka. C. freundii je za urcitych
okolnosti schopen u ¢lovéka vyvolat infekce mocovych cest, dychacich cest, jater,
endokardu a dal$i onemocnéni. Tato bakterie se §ifi zejména v nemocni¢nim prostiedi a u
pacientil vyvolava infekce chirurgickych ran a meningitidu. Vyznamnou komplikaci 1é¢by
infekci je produkce beta-laktamaz nékterymi kmeny, coz vede ke zvySeni tiimrtnosti ve
srovnani s kmeny citlivymi na u¢inek antibiotik (ATB; Liu et al., 2018).

Mezi enterobakterie je fazen také rod Serratia, pro ¢lovéka je vyznamny zejména
druh Serratia marcescens zpusobujici zavazné infekce dychacich a mo¢ovych cest (Mahlen,
2011). Jednim z mén¢ znamych druht rodu Serratia je Serratia fonticola. Tato bakterie se
vyskytuje pfevazné u zvifat, velmi vzacné zpusobuje infekéni onemocnéni u cloveka.
Nejcastéji se objevuje jako plvodce infekci mékkych tkani a kize ¢i mocCovych cest.
Nedavno bylo zjisténo, ze mize zplisobovat také infekce Zlucovych cest (Hai et al., 2020).
Vice informaci o nami studovanych enterobakteriich je uvedeno v diplomové praci z roku

2019 (Chalachanova, 2019).
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3.1.2 Charakteristika vybranych zastupci nefermentujicich
Gram-negativnich bakterii

Zakladni charakteristika Acinetobacter baumannii je uvedena v diplomové praci z roku 2019
(Chalachanova, 2019). Dalsim zastupcem Gram-negativnich nefermentujicich (GNNF)
bakterii je rod Pseudomonas, konkrétné druh Pseudomonas aeruginosa. Tuto oportunni
bakterii 1ze nalézt hlavné v nemocni¢nim prostiedi (zejména na jednotkach intenzivni péce),
ale i v prostfedi komunitnim. Ziidkakdy je soucasti normalni lidské mikrobialni flory, avSak
riziko kolonizace se vyrazné zvySuje u pacientll se snizenou imunitou, s porusenou kozni ¢i
slizni¢ni bariérou, po chirurgickém zakroku apod. Tento patogen byva hlavni pfic¢inou
nozokomialni pneumonie, zpisobuje také infekce mocovych cest a krevniho fecisté. Lécbu
infekci zptisobenych P. aeruginosa komplikuje jeji schopnost rychle si vyvinout rezistenci
na vice antibakteridlnich 1é¢iv. Pribéh infekce se zhorSuje, prodluzuje se délka pobytu
Vv nemochnici, zvysuji se i celkové naklady na 1é¢bu a v nejhor$im piipadé tento stav konci
smrti pacienta (Lister et al., 2009).

Gram-negativni oportunni patogen Stenotrophomonas maltophilia patfici do rodu
Stenotrophomonas byl izolovan zejména z vodniho prostiedi (jezera, feky) nebo ze zdroju
souvisejicich s vodou (Cisticky odpadnich vod, roztoky kontaktnich ¢ocek, vodovodni
baterie a mnoho dalSich). Tato bakterie byla také identifikovana na povrchu material
pouzivanych naptiklad v intravenoznich kanylach, kde vytvafi tzv. biofilm. S. maltophilia
se projevila jako vyznamny ptivodce infekci dychacich cest, moCovych cest, kosti a kloubi,
oc¢nich infekci a dalSich (Brooke, 2012).

Rod Ochrobactrum patiici do skupiny GNNF bakterii je Siroce rozsifen v zivotnim
prostiedi zahrnujicim vodu, pldu, rostliny a Zivocichy vcetné c¢lovéka. NejbéznéjSim
zastupcem je Ochrobactrum anthropi, pozdé&ji byl identifikovan dal$i druh oznaéeny jako
Ochrobactrum intermedium. Infekce zpisobené O. intermedium nejsou Casté, nicméné
vzhledem k obtiznému odliSeni od O. anthropi mize dochazet k zaménam a zkreslovani
udaju. O. intermedium se projevuje jako oportunni patogen vykazujici multirezistentni
vlastnosti a vyskytujici se pfevazné u imunokompromitovanych jedinct (Apisarnthanarak et
al., 2005).

Nepohyblivé nefermentujici bakterie rodu Myroides (diive klasifikované jako
Flavobacterium odoratum) jsou vzacnymi oportunnimi patogeny. Tento rod zahrnuje
zejména dva druhy, Myroides odoratus a Myroides odoratimimus. Zpusobuji obtizné
1écitelné infekce kvuli jejich vysoké rezistenci k mnoha antibakterialnim latkam. Infekce

propuka vétsinou u jedinct se snizenou imunitou, ale byly hlaseny i ptipady postihujici

12



imunokompetentni jedince. Jednim z pfipadii byla infekce zplsobenda druhem M.
odoratimimus u ditéte po prase¢im kousnuti, disledkem byl rozvoj cellulitis s tvorbou
abscesu (Maraki et al., 2012).

3.2 Strucny prehled beta-laktamovych antibiotik

Nazev beta-laktamovych ATB je odvozen od pfitomnosti charakteristické cCtyf¢lenné
struktury tzv. beta-laktamového kruhu, ktery je nezbytny pro jejich antibakterialni aktivitu.
Beta-laktamy jsou nejpouzivanéjsi skupinou antibakterialnich latek. Vice informaci o jejich
toxicité a mechanismu uc¢inku je popsano v diplomové préci z roku 2019 (Chalachanova,
2019).

Klasifikace beta-laktama vychazi z jejich chemické struktury; podle pocétu beta-
laktamovych kruhd ve své struktufe se déli na ¢tyfi hlavni skupiny. Jeden beta-laktamovy
kruh obsahuje skupina s nazvem monobaktamy, u penicilinti a karbapenemu doslo k fazi
kruhu s péticlennym penemovym kruhem a cefalosporiny jsou sloZeny z Sesti¢lenného
cefemového kruhu. Velkou ¢ast penicilini tvoii derivaty kyseliny 6-aminopenicilanové
ziskané z plisné rodu Penicillium, avsak v dnesni dobé se vétSinou tato ATB vyrabi
semisyntetickymi procesy zahrnujici fermentaci. Prvnim klinicky uzivanym beta-laktamem
byl penicilin G s nizkym spektrem uc¢inku, jeho Gi¢inek pisobi zejména na Gram-pozitivni a
Gram-negativni koky. Semisyntetické peniciliny (aminopeniciliny, karboxypeniciliny a
ureidopeniciliny) maji Sirsi spektrum, coz umoziuje proniknout pres vnéjsi membranu
nékterych Gram-negativnich bacilii. Cefalosporinova ATB jsou odvozena od kyseliny 7-
aminocefalosporanové ziskané z plisné rodu Cephalosporium. Tato skupina je klasifikovana
podle generace (I.-V.). Obecné plati, ze cefalosporin vyss§i generace ma lepsi ucinek na
Gram-negativni bakterie, ale zaroven klesa jeho G¢innost proti Gram-pozitivnim bakteriim.
a meropenem. Jejich baktericidni G¢inek dobfe plsobi na streptokoky a stafylokoky, kromé
toho jsou aktivni také proti Gram-negativnim ty€inkdm a obligatnim anaerobiim. Jedinym
dostupnym a klinicky vyuZivanym monobaktamem je aztreonam, ktery ma spektrum
omezené na aerobni a fakultativné anaerobni Gram-negativni bakterie. Vyhodou aztreonamu
je vysoky stupen rezistence vici hydrolyze beta-laktamazami (Votava et al., 2007; Ryan et
al., 2004).
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3.3 Bakterialni antimikrobialni rezistence

Bakterialni rezistence k ATB je stale se prohlubujicim nejen zdravotnim, ale také
ekonomickym problémem a Uzce souvisi s castéjSim pouzivanim ATB v klinické praxi.
Antibiotika v mediciné zpisobila revoluci a diky nim bylo zachranéno nespocet Zivoti. S
objevem ATB byly také objeveny mechanismy rezistence bakterii. Zanedlouho po zavedeni
penicilinu do praxe byl identifikovan penicilin-rezistentni kmen Staphylococcus aureus.
Resenim se zdalo byt pouziti methicilinu (prvni antirezistentni ATB), aviak doslo k rozvoji
dalsi rezistence a vzniku methicilin rezistentni formy S. aureus (MRSA; Davies and Davies,
2010). Bakterie rezistentni proti vice ATB 1épe ptezivaji, jsou odolnéjsi a $ifi se po celém
sveté. Timto zpisobem dochazi k selhavani Iékaiské péce pii 1écbé infekénich onemocnéni
a celkové krizi v oblasti vetfejného zdravi (Alekshun and Levy, 2007).

Bakterie se vyznacuji riznym stupném citlivosti nebo rezistence na konkrétni ATB.
Tento stupen lze stanovit pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace 1é¢iva (MIC), ktera
zabranuje rastu bakterii. Pokud dand koncentrace ATB neinhibuje bakterialni rust, jedna se
0 rezistentni populaci bakterii. Bakterialni rezistenci lze rozd€lit do dvou zakladnich skupin,
a to pfirozenou a ziskanou. Pfirozena rezistence se vyznacuje absenci nebo snizenou
citlivosti cilové struktury ATB (Reygaert, 2018). Typickym piikladem pfirozené rezistence
je nepfitomnost bunécné stény u mykoplasmat, coz zabraiiuje u€inku beta-laktamovych
ATB blokujicich syntézu bunééné stény (Coculescu, 2009). Ziskana rezistence je bud’
zpusobena mutacemi v genech zaméfenych na ATB nebo pfenesenim genu rezistence. Tyto
geny jsou mobilni a mohou se pienaSet mezi jednotlivymi bakteriemi pomoci genetickych
elementl jako jsou bakteriofagy, plazmidy, transpozony. Timto zpisobem se puvodné
citlivy bakterialni kmen stane rezistentnim (Levy and Marshall, 2004).

Mechanismy bakteridlni rezistence lze rozdélit do ¢tyt hlavnich kategorii. Témito
Ctyfmi mechanismy jsou aktivni vycerpavani (eflux) ATB z bunky, zhorSeny prinik ATB
do bunky, enzymatickd inaktivace ATB a modifikace cilového mista. Navic byl neddvno
popsan novy mechanismus rezistence na ATB, ktery spocival ve zméné tvaru a velikosti
bakterii v pfitomnosti ATB. V kratkosti bylo zjisténo u Caulobacter crescentus, ze zvyseni
Sitky a zaktiveni bunék podporuje rychlejsi rist bakterii pfi inhibici syntézy proteint kvili
chloramfenikolu. Diky zmé&nam tvaru se bakterie piizpisobi ATB (Banerjee et al., 2021). Z
toho vyplyva, Zze ATB tolerance miliZze zaprvé souviset se zvySenim objemu bunék
prostiednictvim zmén v Sifce bunck, coz by mélo vést ke snizeni koncentrace
intracelularnich molekul ATB rychlosti, kterd je imérna rychlosti riistu bunck. Zadruhé

ziedéni intraceluldrnich molekul ATB pro danou velikost buiiky muze souviset se
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snizovanim ptitoku ATB pies povrch buiiky v disledku snizeni poméru povrchu k objemu.
Navic nartsty pramérného praméru bunék a jejich délek v reakci na chloramfenikol byly

zjistény i u E. coli (Si et al., 2017).

3.4 Mechanismy rezistence k beta-laktamovym antibiotikiim

Bakterialni rezistence k beta-laktamim je zprostfedkovana zejména tfemi zakladnimi
mechanismy. Nejbéznéj$im mechanismem je produkce enzymu, které inaktivuji ATB. Dale
bakterie vyuzivaji schopnost zménit cilové misto pisobeni ATB. Ttetim mechanismem je
zabranéni piistupu ATB k cilovému mistu prostiednictvim zmény propustnosti nebo pomoci

aktivniho vyCerpavani z bunky (Wilke et al., 2005).

3.4.1 Modifikace cilového mista

Pro antimikrobialni G¢inek je nutné, aby se dané cilové misto nevyskytovalo, ptipadné se
dostatecné liSilo od sav¢ich bunck. V takovém piipadé se ATB vaze na cilovou strukturu
V bakterialni bufice a zabrafiuje rastu bakterii. Casto maji cilova mista Zivotné duleZité
funkce a neni mozné se jich Gplné zbavit. Proto jsou bakterie schopné prostiednictvim
mutaci zménit strukturu cilového mista se zachovanim jeho ptvodni funkce (Lambert,
2005).

Tento mechanismus rezistence se uplatiluje zejména u Gram-pozitivnich bakterii
prostiednictvim exprese proteinti vazajicich penicilin (z angl. Penicillin-Binding Protein,
PBP), kter¢ na sebe poutaji beta-laktamy s nizkou afinitou. Klinicky vyznamnym ptikladem
je MRSA, ktery dosahuje rezistence ziskem a expresi genu mecA, ktery koduje PBP2a
s nizkou afinitou (Chambers, 1997). Gen mecA je soucasti mobilniho chromozomalniho
elementu, coz je pticinou jeho rychlého Sifeni mezi jednotlivymi stafylokokovymi kmeny
(Rice, 2012).

3.4.2 Aktivni vyCerpavani antibiotika (efluxni pumpy)

Efluxni pumpy jsou transportni proteiny, jejichZ ptirozenou funkci je vylu€ovani toxickych
latek do vnéjsiho prostfedi. Kromé této funkce se také vyznacuji silnou schopnosti
vycerpavat n€ktera ATB, jakymi jsou beta-laktamy, chinolony a ¢aste¢né i aminoglykosidy
(Bonomo and Szabo, 2006). Casto jsou geny efluxni pumpy souéasti operonu s regulaénim
genem, jehoz funkci je kontrola exprese dané¢ho proteinu. Vysledkem zvySené exprese je
vznik rezistence vii€i riznym latkdm vcetné¢ ATB. Pumpy se tedy vyznacuji Sirokou
substratovou specifitou spojenou s rezistenci na vice 1é¢iv (Webber and Piddock, 2003).
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Jelikoz predstavuji velky problém pii antibakteridlni 1€¢b€, byly objeveny inhibitory
efluxnich pump (z angl. Efflux Pump Inhibitor, EPI). Tyto inhibitory se v kombinaci s ATB
ukazaly jako slibna 1é¢ba infekénich onemocnéni (Sun et al., 2014).

Pumpy zejména u Gram-negativnich bakterii hraji klicovou roli pfi rezistenci na vice
1é¢iv (z angl. Multidrug Resistance, MDR). Napiiklad RND (z angl. Resistance-Nodulation-
Division) efluxni systémy jsou zvlasté rozsifené u Gram-negativnich bakterii a umoznuji
vycerpavani Siroké skaly antimikrobidlnich latek (Li and Nikaido, 2009). Jednim z piikladt
RND systému je MexAB-OprM vyskytujici se u P. aeruginosa. Dusledkem zvysené exprese
tohoto systému je MDR na chinolony a vétSinu beta-laktamt kromé imipenemu (Masuda et
al., 2000).

3.4.3 Zména propustnosti vnéjSi membrany

Pouze Gram-negativni bakterie jsou schopné odolavat ucinku ATB pomoci snizené
propustnosti vnéjsi membrany. Kvuli hydrofobnimu charakteru vnéjsi membrany musi
hydrofilni molekuly prostupovat do buniky pomoci transmembranovych proteint tzv. porind.
Poriny umoziuji prinik rtiznych latek do bunky vcéetné nckolika tiid ATB. Diftze je
omezena zménou poctu porind nebo zménou kvalitativni funkce, diky cemuz se ATB
nedostane do bunky. Bakterie se tedy stava rezistentni vi¢i u¢inkam ATB (Nguyen Van and
Gutmann, 1994). Ptikladem této rezistence je ztradta porinu D2 (také protein OprD)
pravdépodobné kviilli mutaci a nasledné inaktivaci oprD genu. Ztrdta OprD umozZnila
bakterii P. aeruginosa odolavat u¢inku karbapenem, zejména imipenemu. K rozvoji tohoto
typu rezistence dochazi cca U 25 % pacientii 1é¢enych timto ATB (Bonomo and Szabo,
2006).

3.4.4 Enzymaticka inaktivace antibiotika

Velké mnozstvi ATB obsahuje hydrolyticky citlivé chemické vazby, které jsou diilezité pro
spravnou funkci lé¢iva. Z tohoto diivodu si bakterie vyvinuly enzymy, jejichZ cilem je
Stépeni téchto zranitelnych vazeb a inaktivace ATB (Wright, 2005). V podstaté jiz od roku
1940 (Abraham and Chain, 1940) byla intenzivné studovana Siroka rodina enzymu
degradujicich ATB tzv. beta-laktamaz. Jednotlivé tiidy beta-laktamaz jsou detailnéji

popsany v dalsi kapitole.
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3.5 Beta-laktamazy

Zejména u Gram-negativnich bakterii je hlavnim obrannym mechanismem proti beta-
laktamim uCinek beta-laktamaz. Tyto enzymy umoziuji bakteriim odolavat ATB diky
hydrolyze amidové vazby ¢tyfélenného beta-laktamového kruhu penicilinti a cefalosporind.

Rozsifovani tohoto typu rezistence se déje prostfednictvim mobilnich genetickych
elementi (plazmidy ¢i transpozony), které usnadiuji rychly pfenos genti mezi bakteriemi.
Beta-laktamazy jsou produkované do periplazmatického prostoru v ptipadé Gram-
negativnich bakterii nebo jsou navazany na cytoplazmatickou membranu, popf. vylu¢ovany
do vngjsiho prostiedi u Gram-pozitivnich bakterii (Wilke et al., 2005). Existuji dvé hlavni
strategic pfi hydrolyze beta-laktamového kruhu. Nékteré beta-laktamazy vyuzivaji k jeho
naru$eni ionty kovu (nejéastéji zinku) tzv. metalo-beta-laktamazy (MBL), ale astéji se jedna
0 pusobeni serinovych beta-laktamaz. V druhém piipadé dochazi k reakci beta-laktamového
kruhu se serinovym residuem v aktivnim misté enzymu za vzniku acylesteru. Po nasledné
hydrolyze esteru dojde k uvolnéni aktivniho enzymu a hydrolyzovaného neaktivniho 1é¢iva

(Waley, 1992).

3.5.1 Klasifikace beta-laktamaz

V soucasnosti je znamo velké mnozstvi beta-laktamaz, které jsou rozdéleny dle riznych
parametrti do n€kolika skupin. Pivodné byly beta-laktamazy klasifikovany na zakladé¢ typu
ATB, které degraduji. Prvni skupinou byly penicilindzy se schopnosti hydrolyzovat
peniciliny a druhou skupinou byly cefalosporinazy, které dobte hydrolyzuji cefalosporiny
(Fleming et al., 1963). V souc¢asné dob¢ jsou vyuzivana dv¢ klasifika¢ni schémata. Jedna se
o systém podle Bush-Jacoby-Medeirose, ve kterém jsou enzymy roztiidény podle jejich
substratové specifity a citlivosti k inhibitorim. Druhym systémem je klasifika¢ni schéma dle
Amblera z roku 1980, které déli enzymy dle aminokyselinové sekvence (Bush et al., 1995).

Amblerova klasifikace beta-laktamaz rozdéluje enzymy pouze do ¢tyt tiid, které jsou
oznaceny pismeny A-D. Do tfid A, C a D jsou fazeny serinové enzymy, tiida B obsahuje
metaloenzymy siontem zinku v aktivnim mist¢ (Ambler, 1980). Tato Kklasifikace
vychazejici z aminokyselinové sekvence je stabilni a nelze ji narusit mutacemi. Bodové
mutace mohou zpiisobit problémy pfi klasifikaci enzymt dle jejich fenotypovych vlastnosti,
protoze mohou vyrazné¢ zmeénit substratovou specifitu enzymu ¢i citlivost na inhibitory.
Nasledkem toho je enzym $patné piitazen ke skupiné (Livermore, 1995). Na druhou stranu
funk¢ni klasifikace poskytuje moznost spojit dany enzym s jeho klinickymi vlastnostmi, coz
je vyhodné naptiklad pfi posuzovani rezistence (Bush et al., 2010).
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Klasifika¢ni systém dle Bush-Jacoby-Medeirose z roku 1995 déli enzymy do &tyt
zakladnich skupin oznacenych 1-4 (Bush et al., 1995), v dnesni dobé se skupina 4
vynechava. Klasifikace fadi enzymy dle jejich schopnosti hydrolyzovat specifické tfidy beta-
laktamovych ATB a dle schopnosti inaktivace enzymu pomoci inhibitorti kyseliny
klavulanové, sulbaktamu a tazobaktamu. Do skupiny 1 jsou fazeny cefalosporinazy, které
patii do molekularni tfidy C dle Amblera. Obvykle nejsou inhibovany kyselinou
klavulanovou. Do této skupiny se fadi napiiklad AmpC beta-laktamazy. Z této skupiny byla
vyc€lenéna podskupina le, kterd vykazuje vyssi aktivitu proti ceftazidimu a dal§im oxyimino-
beta-laktamtm. Do skupiny 2 nalezi molekularni tiidy A a D (serinové beta-laktamazy).
Jedna se o nejpocetnéjsi skupinu, do které jsou zarazeny beta-laktamazy s uzkym spektrem,
ale také s rozsifenym spektrem ucinku (ESBL). Tato skupina byla pivodné rozdélena na
osm podskupin (2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e, 2f), v soucasnosti sem patéi Ctyfi nové
podskupiny (2ber, 2ce, 2de, 2df). Typickou vlastnosti téméf pro vSechny ¢leny je vysoka
citlivost k inhibitoram. Skupina 3 zahrnuje MBL, které vyzaduji ion zinku v aktivnim mistg.
Skupina se vyznacuje nizkou citlivosti k inhibitortim, jakymi jsou kyselina klavulanova ¢i
tazobaktam, vyjimku tvofi kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA) nebo kyselina
dipikolinova. Enzymy jsou v této skupiné roz¢lenény dle funkce na 3 podskupiny (3a, 3b a
3c). Do skupiny 4 ptavodné patiily penicilinazy, které nebyly dobie inhibovany kyselinou
klavulanovou. Tato skupina, jak uz bylo zminéno, se vynechava a enzymy jsou fazeny do

skupin 1-3 (Bush et al., 1995; Bush et al., 2010).

3.5.2 Beta-laktamazy typu AmpC

Dutlezitou skupinu enzymu, které umoznuji bakteriim odolavat €inktim beta-laktamovych
ATB, tvoifi beta-laktamazy typu AmpC. Jednd se primarné o cefalosporinazy, které
hydrolyzuji vétsinu  penicilinii, cefalosporiny  vcetné¢  oxyiminocefalosporint a
monobaktamy. Enzymy jsou relativné rezistentni k uc¢inkiim inhibitorti beta-laktamaz
(kyselina klavulanova, sulbaktam, tazobaktam; Bush et al., 2010). Dle Amblerova
klasifika¢niho schématu jsou fazeny do tfidy C a podle Bush-Jacoby-Medeirosovy
klasifikace patii do skupiny 1 (Ambler, 1980; Bush et al., 1995).

AmpC beta-laktamazy kodované chromozomalnimi geny jsou Siroce distribuovany
u veétsiny bakterialnich zastupci celedi Enterobacteriaceae, ale také u bakterii z jinych
celedi, jako jsou Acinetobacter spp., Aeromonas spp., P. aeruginosa a jiné. U mnohych
stitevnich bakterii je exprese chromozomalniho ampC genu za normalnich okolnosti nizka.
K indukci exprese dochazi v okamziku reakce na vnéjsi stimul, kterym je naptiklad pisobeni

beta-laktamového ATB. Do indukce genu ampC jsou zapojeny proteiny metabolismu
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bunééné stény AmpR, AmpD a AmpG. Cely proces indukce ampC nejprve zahrnuje vazbu
beta-laktamového ATB na PBP v bakterialni bunécné stén€. Vysledkem je naruseni syntézy
peptidoglykanu, ktery je v periplazmé degradovan na oligopeptidy N-acetylglukosamin-1,6-
anhydro-N-acetylmuramové kyseliny (prekurzory bunécné stény). Tyto produkty degradace
jsou transportovany do cytoplasmy za pomoci membranové permeazy AmpG. Indukce
exprese je zakoncena vazbou transkripcniho reguldtoru AmpR do promotorové oblasti genu
ampC. Pii aktivaci AmpR jsou jako kofaktory zapojeny prekurzory bunécné stény.
Vysledkem celého procesu je zvySeni aktivity ampC promotoru, a tedy zvySena exprese
proteinu AmpC (Hanson and Sanders, 1999). Do regulace exprese AmpC je zapojen také
cytosolicky protein AmpD, ktery funguje jako negativni regulator exprese. AmpD je N-
acetylmuramyl-L-alanin amidaza ucastnici se recyklace produkti degradace
peptidoglykanti, zabranuje jejich hromadéni a nasledné aktivaci AmpR (Jacobs et al., 1995).

Pti¢inou rezistence stfevnich bakterii byva mutace v n¢kterém z gent podilejicich se
na expresi beta-laktamaz typu AmpC a nasledna zména inducibilni produkce na trvalou.
Nejcastéji dochazi k mutaci genu ampD, coz vede k hyperinducibilité ¢i konstitutivni
hyperprodukci AmpC. Mutace gentt ampR a ampG jsou méné casté (Jacoby, 2009).
Inducibilni typ exprese neni pfitomen u vSech Gram-negativnich bakterii kodujicich
inducibilni ampC gen. Exprese genu ampC u bakterie E. coli vykazuje konstitutivni
charakter, pfi¢inou je absence regulacniho genu ampR. U této bakterie je exprese ampC
regulovana atenua¢nim mechanismem, stejné jako u bakterialnich druhti Shigella (Honor¢
et al., 1986). Jednotliva beta-laktamova ATB se odlisuji ve schopnosti indukovat expresi
AmpC, mezi silné induktory patii peniciliny a cefalosporiny I. generace (Jacoby, 2009).
Také inhibitory beta-laktamaz funguji jako induktory, zejména kyselina klavulanova (Weber
and Sanders, 1990).

Kromé zminénych gent leZicich na chromozomech existuje i dalsi skupina gend,
které jsou lokalizovany na plazmidech. Mezi producenty takto kodovanych AmpC fadime
zejména stfevni bakterie, které pfirozené nenesou chromozomalni gen ampC (Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella spp.). Vyskytuji se vsak také u bakterii, které
vykazuji nizkou uroven exprese ampC genu (E. coli). Podobné jako chromozomalné
koédované AmpC beta-laktamazy poskytuji rezistenci vuci Sirokému spektru beta-
laktamovych ATB (Philippon et al., 2002).

Dale byly popséany i ESBL tfidy C (cESBL, naptiklad ADC). Nékteré cESBL mohou
také hydrolyzovat karbapenemy. Patfi sem chromozomdlné¢ kédovany enzym ADC-68
popsany u A. baumannii, jehoz C-smyc¢ka byla stabilizovana v oteviené konformaci horni

Casti R2 a mohla tak 1épe pojmout karbapenemy s vétsimi bo¢nimi fetézci R2 (Jeon et al.,
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2014). Cefalosporinazy tfidy C (AmpC) jsou pfitomny u vétSiny c¢lenu cCeledi
Enterobacteriaceae (zejména E. coli a Enterobacter spp.). Stejné jako chromozomalné
kédované enzymy s relativné nizkou expresi jsou vsak indukovatelné nékterymi beta-
laktamovymi ATB (Poole, 2004). Kromé toho byly také popsany plazmidem
zprostfedkované AmpC beta-laktamazy (napt. DHA-1, CMY-2; Singtohin et al., 2010).

3.5.3 Karbapenemazy

~~~~~

hydrolytickych schopnosti ve srovnani s ostatnimi enzymy hydrolyzujicimi beta-laktamy.
Termin karbapenemazy neni zcela ptesny, jelikoz do jejich hydrolytického spektra patii
kromé& karbapenemt také peniciliny, cefalosporiny a monobaktamy. Enzymy lze
Klasifikovat do dvou hlavnich molekularnich rodin z hlediska mechanismu hydrolyzy
Vv aktivnim misté. Prvni skupinu tvoii tzv. MBL, které k naruseni beta-laktamového kruhu
potiebuji alespon jeden atom zinku. Druhou skupinu charakterizuje vyuziti serinu v aktivnim
misté enzymu, jedna se o serinové beta-laktamazy. Dle Amblerova klasifikacniho schématu
se karbapenemazy rozdéluji do tfi molekularnich tfid. Enzymy s obsahem serinu jsou fazeny
do tfid A a D, pficemz MBL se zinkem v aktivnim mist¢ se fadi do tfidy B. Stejné jako beta-
laktamazy typu AmpC mohou byt geny kodujici produkei karbapenemaz lokalizované na
chromozomech, ale také na plazmidech, coz piedstavuje problém velmi rychlého
mezidruhového $ifeni (Queenan and Bush, 2007).

Co se tyCe karbapenemaz, tak nejdominantnéjsimi karbapenemazami na svété se
staly napiiklad IMP-4, KPC-2, NDM-5 nebo VIM-1 a né¢které varianty OXA (OXA-23,
OXA-48; Arana et al., 2017; Boral et al., 2019; Khan et al., 2017; Roberts et al., 2020).

3.5.3.1 Molekularni tfida A karbapenemazy

Serinové karbapenemazy téidy A (funk¢ni zafazeni dle Bush-Jacoby-Medeirose do skupiny
2f) se vyskytuji v klinickych izolatech bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae (Bush et al.,
1995). Tuto tiidu lze rozd¢lit do étyt hlavnich skupin: NMC/IMI, SME, KPC a GES beta-
laktamazy. Jejich spolecnou vlastnosti je schopnost hydrolyzovat karbapenemy,
cefalosporiny, peniciliny a aztreonam, vyznacuji se také citlivosti k inhibitoriim kyseliné
klavulanové a tazobaktamu (Queenan and Bush, 2007).

Napiiklad GES enzymy byly nejprve klasifikovany jako ESBL z divodu velkého
mnozstvi hydrolyzovatelnych substrat zahrnujicich peniciliny a cefalosporiny s rozsifenym

spektrem. Jelikoz GES hydrolyzuji v mensi mife i imipenem, byly zatazeny také do funkcni
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skupiny 2f karbapenemaz. Geny kodujici tuto rodinu enzymu je mozné nalézt v integronech
na plazmidech. I ptesto, ze jsou vzacné, zpravy o jejich nalezu jsou hlaSeny po celém svété

(Queenan and Bush, 2007).

3.5.3.2 Metalo-beta-laktamazy

Enzymy, které k hydrolyze beta-laktamového kruhu ATB vyzaduji pfitomnost jednoho ¢i
vice atomu zinku v aktivnim misté, se nazyvaji MBL. Dle Amblerova klasifika¢niho
schématu patfi do molekularni tfidy B (podle Bush-Jacoby-Medeirose se funkéné fadi do
skupiny 3). Metalo-beta-laktamazy se vyznacuji schopnosti hydrolyzovat v rizné miie
imipenem, podle niz jsou podrobnéji zatazeny do funk¢nich skupin 3a, 3b a 3¢. Po srovnani
nukleotidovych sekvenci genti kddujicich MBL byly enzymy zatazeny do tii molekularnich
podtiid: B1, B2 a B3. Vétsina MBL hydrolyzuje Sirokou $kalu beta-laktami kromé
monobaktamil a neni inhibovéana kyselinou klavulanovou ¢i tazobaktamem. Nicméné jsou
vSechny citlivé k inhibitorim typu dvojmocnych chelatorti iontd, jako je napiiklad EDTA
(Walsh et al., 2005).

Nejbézngjsimi typy MBL, které byly identifikovany, jsou IMP, NDM, VIM, SPM a
GIM. Jejich kodujici geny jsou soucasti genové kazety zabudované do integronu (Walsh,
2005). Genové kazety kromé rekombinaniho mista obvykle obsahuji gen MBL
s fuzovanym genem ud¢€lujicim rezistenci k aminoglykosidovym ATB, avSak nemaji
schopnost se samostatné prenaset mezi jednotlivymi organismy. Z tohoto diivodu Ize nalézt
integrony v plazmidech ¢i jinych geneticky mobilnich elementech (Walsh et al., 2005).

V soucasnosti je MBL Nového Dilli (z angl. New Delhi Metallo-Beta-Lactamase,
NDM) jednim z nejbéznéji uvadénych karbapenemazovych mechanismu rezistence na svété
(Villa et al., 2015). Gen kodujici NDM-1 (blanom-1) byl poprvé zjistén v izolatu K.
pneumoniae v roce 2008 u §védského pacienta indického pivodu (Yong et al., 2009). Poté

byl tento plazmidem zprostiedkovany mechanismus rezistence velmi ¢asto popsan.

3.5.3.3 Molekularni tfida D karbapeneméazy

Molekularni tfida D/funkéni skupina 2 serinovych beta-laktamaz zahrnuje skupinu enzymi
nazyvajicich se oxacilinazy (OXA) na zaklad¢ jejich schopnosti hydrolyzovat oxacilin. Do
této tiidy patii 1 nckolik OXA s karbapeneméazovou aktivitou. Velkd c¢ast OXA
karbapenemaz byla identifikovana v Gram-negativnim oportunnim patogenu A. baumannii.
Prvnim objevenym byl ARI-1 (akronym k Acinetobacter rezistentni k imipenemu), jeho

sekvenovanim bylo objasnéno, Ze patii do tfidy D oxacilindz, a enzym byl pfejmenovéan na
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OXA-23 (Nordmann and Poirel, 2002). Mezi dalsi OXA karbapenemazy je mozné zafadit
OXA-24/-40, OXA-25, OXA-26, OXA-27 a OXA-48.

Obecné OXA karbapenemazy hydrolyzuji peniciliny a cefalosporiny s uzkym
spektrem G¢inku, naopak cefalosporiny s rozsifenym spektrem a aztreonam nejsou, popf. jen
velmi slabé, hydrolyzovany. V malé mife jsou témito enzymy hydrolyzovany karbapenemy
imipenem a meropenem. Karbapenemazy typu OXA jsou oproti ostatnim beta-laktamazam
z funkéni skupiny 2 htfe inhibovany kyselinou klavulanovou, G€¢inngji pisobi tazobaktam

(Walther-Rasmussen and Heiby, 2006).

3.5.4 Oxacilinazy

U téchto enzymti byla ptivodné popsana schopnost hydrolyzovat peniciliny isoxazolylového
typu jako je oxacilin. Nicmén¢ soucésti této tfidy jsou i enzymy s aktivitou cefalosporindz
¢i karbapenemadz, jedna se tedy o beta-laktamazy s vysoce rozmanitym profilem selektivity
k substratu (June et al., 2014). Vice informaci o této problematice je uvedeno v diplomové
praci z roku 2019 (Chalachanova, 2019).

3.5.5 Beta-laktamazy s rozSifenym spektrem ucinku

Bézné uzivand definice ESBL ftika, Ze se jednd 0 enzymy schopné hydrolyzovat a
zpusobovat rezistenci nejenom Kk penicilinim a cefalosporinim 1. a II. generace, ale $tépi
taktéz cefalosporiny III., IV. generace a monobaktamy (aztreonam). Naproti tomu jejich
ucinek neplsobi na cefamyciny a karbapenemy. Mezi producenty ESBL patii zejména
stitevni bakterie E. coli a K. pneumoniae, ale rovnéz dalsi druhy pochazejici z Celedi
Enterobacteriaceae, a P. aeruginosa (Pitout et al., 2005).

Z hlediska klasifikace se tyto enzymy zatazuji do molekularnich tfid A a D dle
Amblera, v ramci klasifika¢niho systému dle Bush-Jacoby-Medeirose patii do skupin 2be a
2d. Spolecnou vlastnosti ESBL patticich do tfidy A je citlivost na plsobeni inhibitort,
jakymi jsou kyselina klavulanova, sulbaktam a tazobaktam, avSak beta-laktamazy téidy D
jsou na jejich piisobeni rezistentni. Dal§im spolecnym znakem téchto enzymu je lokalizace
jejich koédujicich genti na plazmidech, coz usnadnuje pfenos mezi jednotlivymi bakterialnimi
izolaty (Pitout et al., 2005).

Vétsina ESBL je odvozena od beta-laktamaz skupiny 2b (naptiklad TEM-1, TEM-2
¢i SHV-1); oznaceni skupiny 2be znamena, ze tyto enzymy maji rozsifené (,,extended*)
spektrum. Dal§imi pfedky ESBL jsou enzymy ze skupiny 2d typu OXA (Bush et al., 1995).

Prvni objeveny enzym s rozsifenym spektrem U€inku byl nalezeny v Némecku u izolatu
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Klebsiella ozaenae. U klinického izolatu byla pozorovana rezistence k cefalosporinim III.
generace i pfesto, ze u n¢j byla ptivodné zjisténa pouze pritomnost SHV-1 enzymu s tizkym
spektrem G¢inku. Nasledné prostiednictvim heteroduplexni analyzy byl identifikovan novy
bla gen kodujici prvni ESBL ozna¢enou SHV-2 (Kliebe et al., 1985). Brzy poté nasledovaly
objevy dal$ich derivati s rozsifenym spektrem u¢inku odvozenych nejen od SHV-1, ale
napiiklad také od TEM-1. Rozsifené spektrum substratové specifity ESBL je zptisobeno
jednou ¢i vice aminokyselinovymi substitucemi ve struktute jejich ptedkt (Bradford, 2001).

Jak bylo vySe uvedeno, velka ¢ast ESBL je tvofena derivaty enzymi TEM nebo SHV.
Mezi novéji objevené a z hlediska vyskytu neobvyklé ESBL tiidy A zahrnuji GES/IBC,
VEB a PER beta-laktamazy. Nicméné nejrozsitenéjSimi enzymy jsou CTX-M, jejichz
produkce a mira Sifeni se od poloviny 90. let vyrazné zvysily (Bonnet, 2004). Kromé& toho
byl ESBL fenotyp popsan u dalSich skupin beta-laktamaz, jako jsou ADC, CARB, OXA,
OXY a L2,

Clenové ¢eledi Enterobacteriaceae patti mezi hlavni producenty ESBL a jejich §iteni
bylo zaznamenidno zejména v nemocni¢nim a komunitnim prostiedi. Nicméné byla
prokazéana ptitomnost producenti ESBL (pfevazné typu CTX-M-15) také v potravinach
zivoc¢isného plvodu (naptiklad kravské mléko, mlécné vyrobky, kufeci maso), coz
naznaCuje mozny pienos prostiednictvim potravniho fetézce (Alegria et al., 2020).
V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity izolaty Gram-negativnich bakterii
pochazejici z kufecich farem a jatek na Moravé a vyskyt ESBL Vv téchto izolatech byl
potvrzen.

Mnoho ESBL gentl bylo identifikovano jako zdroj ziskané rezistence u riznych Gram-
negativnich bakterii, dal$i studie vSak ukazuji, Ze ESBL se pfirozené vyskytuji také u
Klinicky relevantnich patogeni a u environmentalnich druhd. Napiiklad mnoho
chromozomalné kodovanych a pfirozené se vyskytujicich ESBL, jako napiiklad CSP-1,
KLUA-1, KLUC-1, OXY-1, RAHN-1 a SGM-1, bylo popsano u riznych bakterii, i kdyz
jejich tloha ve fenotypové rezistenci je mala (Guillon et al., 2010; Lamoureaux et al., 2013).

3.5.5.1 SHYV beta-laktamazy

Prvni ESBL SHV-2 byla objevena v klinickém izolatu K. pneumoniae, ktery kromé tohoto
enzymu obsahoval beta-laktamazu s tzkym spektrem SHV-1. Po sekvenovani bylo zjisténo,
ze se SHV-2 lisi ve zmén¢ aminokyseliny G na S v poloze 238 od SHV-1, pifi¢emz tato
bodova mutace stoji za rozsifenim spektra substratové specifity. Vzhledem k selekénimu
tlaku cefalosporint III. generace z divodu jejich ¢astého pouzivani doslo k rozsiteni SHV-

2 po celém svété (Paterson and Bonomo, 2005). Nékolik let od objevu SHV-2 byly
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identifikovany dalsi ¢tyfi ESBL vyskytujici se u bakterie K. pneumoniae. Konkrétné se
jednalo o castéji se vyskytujici SHV-2a, SHV-5 a ziidka se objevujici SHV-3 a SHV-4.
Mnoho dal$ich variant bylo posléze detekovano, velkd vétSina v klinickych izolatech K.
pneumoniae (Heritage et al., 1999).

Enzymy SHV jsou fazeny dle funkcni klasifikace do skupiny 2be a dle molekularni
struktury patfi do tfidy A serinovych beta-laktamaz. Ke své aktivit¢ vyzaduji v aktivnim
misté pritomnost serinového residua v pozici 70, v jehoz blizkosti se nachazi nékolik
konzervovanych aminokyselinovych motivii. Pfikladem je motiv S-X-X-K (X znaci
variabilni aminokyseliny) Vv pozici 70 az 73, ktery je z velké ¢asti spoleény s tiidou D
serinovych beta-laktamaz. Dal§im motivem je S-D-N v pozici 130 az 132 nebo K-T-G
Vv pozici 234 az 236 (Bush, 2013). Vétsina SHV enzymu s rozsitenym spektrem je odvozena
od SHV-1 s odlisnosti jedné ¢i vice aminokyselin, jiz tato mala zména stac¢i k vytvoreni
rozsifeného spektra. Zejména se jedna o substituci G238S popt. E240K, serinové residuum
je zodpoveédné za hydrolyzu ceftazidimu a lysinové residuum za $té€peni cefotaximu (v obou
piipadech se jedna o cefalosporiny III. generace; Bradford, 2001). Karbapenemova ATB
nepatii do hydrolytického profilu SHV enzymi, nicméné byl objeven klinicky izolat K.
pneumoniae s nizkou citlivosti na nékteré cefalosporiny s rozsifenym spektrem a také
imipenem. Nasledné bylo zjisténo, Ze za sniZenou citlivost K imipenemu je zodpovédny
derivat beta-laktamazy SHV-1 saminokyselinovou zménou A146V oznaCeny SHV-38.
Geny kodujici SHV-38 jsou umistény na chromozomu, coz znamena, Ze se jedna o prvni

chromozomalni enzym typu SHV s rozsitenym spektrem hydrolyzy (Poirel et al., 2003).

3.5.5.2 TEM beta-laktamazy

TEM enzymy typu ESBL jsou odvozeny od TEM-1 a TEM-2 enzymu s Gzkym spektrem.
TEM-1 i TEM-2 vykazuji podobny hydrolyticky profil, do kterého patii peniciliny a
cefalosporiny I. generace. Jejich odlisnou vlastnosti je rozdilny izoelektricky bod zpusobeny
jedinou zménou v aminokyselinovém slozeni. Jako prvni identifikovana ESBL typu TEM je
povazovana plazmidem kodovana TEM-3 objevena v izolatech K. pneumoniae. VVzhledem
ke své zvySené aktivité proti cefotaximu byl enzym plvodné oznacen jako CTX-1. Po
sekvenovani bylo zjisténo, ze se od TEM-2 1isi pouze dvéma aminokyselinovymi
substitucemi a enzym byl pfejmenovan na TEM-3 (Paterson and Bonomo, 2005). Na zakladé
kombinovani zmén aminokyselin dochazi ke vzniku riznych fenotypi TEM enzymd, jako
napiiklad odlisné izoelektrické body (hodnoty se pohybuji v rozmezi 5,2—6,5) ¢i schopnost
hydrolyzovat oxyimino-cefalosporiny (ceftazidim, cefotaxim). Pro zménu fenotypu a

rozsifeni hydrolytického profilu jsou dilezité nasledujici bodové mutace: E104K, R164S/H,
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E240K a G238S (posledni zminéna mutace je typicka pro TEM 1 SHV enzymy). ESBL typu
TEM udé¢luji rezistenci k ATB zejména bakteriim E. coli a K. pneumoniae, ale vyskytuji se
i u jinych bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae, jakymi jsou P. mirabilis, Salmonella spp.,

Enterobacter aerogenes a jiné (Bradford, 2001).

3.5.5.3 OXA beta-laktamazy

Dalsi rozrustajici se skupinu ESBL tvoii OXA enzymy, odliSuji se od TEM a SHV svym
zatazenim do klasifikace. Jsou sou¢ésti molekularni tfidy D a funkéni skupiny 2d. Hlavnim
producentem ESBL typu OXA je P. aeruginosa. Nicméné OXA byly detekovany i u dalSich
Gram-negativnich bakterii, pfedev$im Acinetobacter spp. Vyvoj téchto enzymu z beta-
laktaméz s uzkymi spektry byl velmi podobny jako u SHV a TEM. Napiiklad OXA-11,
OXA-14, OXA-16, OXA-17 a dalsi jsou odvozeny od OXA-10 a lisi se v jednom az nékolika
aminokyselinovych residui. Varianty odvozené od OXA-10 maji spole¢nou alesponn jednu
ze dvou nasledujicich aminokyselinovych substituci: S73N nebo G157D. Substituce G na D
Vv poloze 157 je dilezita pro vyvoj odolnosti k ceftazidimu. Do hydrolytického profilu ESBL
typu OXA lze také zaradit cefotaxim a n¢kdy i aztreonam (Bradford, 2001). Dale je pro
OXA charakteristicka rezistence na kyselinu klavulanovou, bylo vsak zjisténo, ze OXA-18

je citliva na ptisobeni tohoto inhibitoru (Philippon et al., 1997).

3.5.5.4 CTX-M beta-laktamazy

V poslednich letech se velmi rozsifila skupina plazmidem koédovanych ESBL oznacena
CTX-M. Jiz béhem 80. let 20. stoleti byl z riznych zemi hlaSen vyskyt enzym, které nepatii
do TEM a SHV beta-laktamaz a ptednostné hydrolyzuji cefotaxim nez ceftazidim.
V Némecku byl tento objeveny enzym oznacen CTX-M-1, nasledné byl ve Francii
detekovan a sekvenovan enzym zvany MEN-1, ktery sdilel pouze cca 40% identitu s TEM
a SHV. Pozdéji bylo zjisténo, ze CTX-M-1 a MEN-1 jsou identické enzymy. DalSim
identifikovanym enzymem rezistentnim na cefotaxim byl v Japonsku izolovany Toho-1,
poté se ukazalo, zZe se jedna o variantu CTX-M-2 a tento enzym byl pfejmenovan na CTX-
M-44. Timto zpisobem doslo k objeveni né¢kolika CTX-M enzymi po celém svété. Skupina
CTX-M enzymu ptedstavuje rychle rostouci rodinu ESBL, kterd byla identifikovdna na
vSech obydlenych kontinentech a detekovéana v Siroké Skéle klinickych bakterii, zejména u
¢eledi Enterobacteriaceae (Bonnet, 2004).

Z hlediska substratové specifity CTX-M enzymy Iépe $té€pi cefalosporiny 1. generace
(cefalotin nebo cefaloidin) nez peniciliny (benzylpenicilin), ale preferencnim substratem

jsou cefalosporiny III. generace (cefotaxim). Hydrolyza cefotaximu probiha pfednostné ve
25



vvvvv

toto ATB. Tyto enzymy jsou citlivé na uc¢inek inhibitor beta-laktaméz, charakteristickou
vlastnosti je lepsi inhibice pfi pouziti tazobaktamu nez sulbaktamu a kyseliny klavulanové
(Bradford, 2001). Pomoci cilené mutageneze byl uréen vliv typu aminokyselinového residua
v dané pozici na zménu hydrolytického profilu. Pii substituci R276N u beta-laktamazy CTX-
M-4 se ukazalo, ze mutantni enzym vykazuje horsi Groven §tépeni cefotaximu, ceftriaxonu
a aztreonamu a také je méné¢ citlivy na pasobeni kyseliny klavulanové a tazobaktamu. Lze
se tedy domnivat, Zze aminokyselinové residuum R276 ovliviiuje hydrolyzu oxyimino-
cefalosporint (Gazouli et al., 1998).

CTX-M nemaji schopnost hydrolyzovat karbapenemy. Nicméné pomérné nedavno
byl identifikovan enzym CTX-M-33, derivat celosvétoveé rozsiteného enzymu CTX-M-15
lisici se pouze V jedné aminokyselinové substituci (N109S), ktery vykazoval schopnost
hydrolyzovat meropenem. Za tuto vlastnost pravdépodobné odpovidd zminéna
aminokyselinova substituce N109S a silny selekéni tlak tohoto ATB (Poirel et al., 2019).

CTX-M enzymy je mozné klasifikovat na zakladé podobnosti v jejich
aminokyselinové sekvenci do péti hlavnich skupin: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-
M-9 a CTX-M-25. Clenové jedné skupiny sdili mezi sebou i vice nez 94% identitu, avsak
zastupci z raznych skupin vykazuji identitu mensi nez 90 % (Bonnet, 2004).

Vsechny geny blactx-m vychazeji ze spoleéného ptedka, ktery byl pomoci
horizontalniho pfenosu zanesen do chromozomu rtiznych environmentalnich druht bakterie
rodu Kluyvera. Prekurzory gent kodujici skupiny enzymt CTX-M-1 a CTX-M-2 byly
identifikovany v bakterialnim druhu Kluyvera ascorbata, zdrojem prekurzorti genti pro
CTX-M-8a CTX-M-9 je druh Kluyvera georgiana. Geny blactx-m byvaji ¢asto lokalizovany
na plazmidech a jinych pfenosnych prvcich, které usnadiuji jejich Sifeni. Pravé mezi
jednotlivymi druhy bakterii rodu Kluyvera byl zaznamenan opakovany pienos blactx-m
z chromozoml na plazmidy, piesny mechanismus pienosu vSak zlstavd neobjasnén.
Nicméné bylo zjisténo, ze zejména dva genetické prvky jsou zapojeny do pienosu téchto
genut. Prvnim prvkem je inzeréni sekvence ISCR1 vyskytujici se u skupin CTX-M-2 a CTX-
M-9, druhy prvek ISEcpl je spojeny se skupinami CTX-M-1, CTX-M-8 a CTX-M-25. Nejen
tyto prvky mohou souviset s rychlosti pienosu blactx-m genu rezistence, také napiiklad
mnozstvi plazmidi vyskytujicich se Vv bakteridlni populaci &1 vystaveni izolath
antimikrobidlnim latkdm hraje roli pfi mobilizaci chromozomalnich genii na plazmidy.
ZvySend rychlost Sifeni prvkd antimikrobialni rezistence mezi Sirokym spektrem
bakterialnich patogenti pfedstavuje zavazny problém pro vetejné zdravi (Barlow et al.,

2008).
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3.5.5.5 Minoritni typy ESBL

Vétsina ESBL je odvozena od TEM, SHV ¢i CTX-M enzymi, nicméné bylo identifikovano
nékolik typtt ESBL, které nejsou blizce spojeny se zminénymi enzymy. Do této skupiny lze
zatadit SFO, BEL, BES, GES, PER, VEB, TLA a dalsi typy enzymu. Napiiklad PER enzymy
sdili s SHV a TEM cca 25 % homolognich sekvenci. Zastupce PER enzymu PER-1 byl
detekovan v klinickych izolatech P. aeruginosa a ucinn¢ §té€pi peniciliny, cefotaxim,
ceftazidim a také aztreonam, kromé toho je inhibovan kyselinou klavulanovou, sulbaktamem
I tazobaktamem. Z 86 % je PER-1 homologni s PER-2; oba tyto enzymy jsou také do ur€ité
miry piibuzné s VEB-1 beta-laktamazou. Celkov¢ cca 40-50 % homologie vykazuji ESBL
typu PER-1, PER-2, VEB-1, CME-1 a TLA-1, jejich spolecnou vlastnosti je podobny
hydrolyticky profil zahrnujici oxyimino-cefalosporiny (zejména ceftazidim) a aztreonam.
Zajimavym piikladem minoritni skupiny ESBL je SFO-1 kdédovany plazmidem, jehoz
soucasti je i regulacni gen ampR, ktery umoziuje indukci beta-laktamazy podobnym
zpusobem jako je tomu u tfidy C beta-laktamaz. Od ttidy C se 1i§i neschopnosti hydrolyzovat
cefamyciny a také je citlivy na pasobeni kyseliny klavulanové. Enzymy minoritni skupiny
ESBL jsou vzacné, ale ¢asto se mohou asociovat s geny rezistence proti ostatnim ATB jako
jsou aminoglykosidy ¢i chinolony (Bradford, 2001; Paterson and Bonomo, 2005; Naas et
al., 2008).

3.5.5.6 Globalni epidemiologie ESBL

Beta-laktamazy srozSitenym spektrem se staly globalnim problémem pii lécbé
hospitalizovanych pacientli poté, co se do klinické praxe zavedla beta-laktamova ATB
s rozsifenym spektrem. VétSina mikroorganismi produkujici tyto enzymy je fazena do
¢eledi Enterobacteriaceae, nejrozsifenéjsimi producenty jsou zejména K. pneumoniae a E.
coli izolované z nemocni¢niho prostiedi. Bakterialni kmeny produkujici ESBL jsou
nejcastéji nalezeny v nemocni¢nich oddélenich u hospitalizovanych pacientii s riznymi
rizikovymi faktory, jakymi jsou napiiklad délka pobytu Vv nemocnici, zavaznost
onemocnéni, pfedchozi vystaveni ATB, doba stravend na jednotce intenzivni péce ¢i
zavedeny mocovy/arterialni katetr (Bradford, 2001; Gniadkowski, 2001). Nicméné ESBL
byly také identifikovany u pacientli umisténych do pecovatelskych domt (Bradford et al.,
1995).

Stale se rozsifujici problém rezistence ESBL je z velké ¢ésti zpiisoben Castym a
neodiivodnénym piedepisovanim zejména cefalosporinti s rozsifenym spektrem. Nartstajici

rezistenci Kk cefalosporinim III. generace u E. coli izolati lze pozorovat v gradientu od
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nejvyssi v jizni Evropé. Aktualni stav rezistence 1ze vyhodnotit pomoci databaze EARS-net.
Napiiklad procentualni podil izolatt E. coli rezistentnich k cefalosporiniim III. generace byl
v roce 2019 ve Svédsku 7,8 % a oproti tomu v Italii byl 30,9 %. Ceska republika v letech
2017-2019 dospéla ke zvySeni procentudlniho podilu z 14,2 % na 15,9 % pro rezistenci
zpusobenou E. coli. Dale v pfipad¢ K. pneumoniae byla rezistence vici cefalosporintim 1.
generace ve vétsing evropskych zemi nizsi nez 60 %, ale v nékterych oblastech piekrocila
70 %, jako naptiklad v Bulharsku (data ziskana z databaze EARS-net;

https://ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-resistance/surveillance-and-disease-data/data-

ecdc).

Do konce 90. let byla vétSina identifikovanych ESBL typu SHV a TEM
pochazejicich z nozokomialnich izolatt K. pneumoniae (zejména na jednotkach intenzivni
péce). V nasledujicich letech epidemiologicka situace ESBL prosla dramatickymi zménami.
Hlavnimi producenty ESBL se staly kmeny E. coli exprimujici CTX-M typ beta-laktamaz,
které se Sifi zejména prostfednictvim mobilnich genetickych elementii. Také doslo ke
zvySeni poctu izolatl z komunitniho prostiedi, vétSinou od pacientl s infekci mocovych cest
(Canton et al., 2008).

V USA se prvni objevenou ESBL stal TEM-10 produkovany bakterii K. pneumoniae
v roce 1989 (Quinn et al., 1989), dalsi zpravy zahrnovaly zejména ESBL typu TEM, avSak
byla popsana i ohniska enzymt SHV ¢i CTX-M (Paterson and Bonomo, 2005). V Jizni
Americe prvni identifikované ESBL byly SHV-2 a SHV-5 z K. pneumoniae (Casellas and
Goldberg, 1989). Po propuknuti infekce Salmonella enterica sérovar Typhymurium
v Argentiné byl detekovan CTX-M-2 enzym, ktery se nasledné rozsitil do mnoha ¢asti Jizni
Ameriky (Bauernfeind et al., 1992).

| v Australii se objevily kmeny pozitivni na ESBL, pfiblizn€ 5 % klinickych izolath
K. pneumoniae produkovalo ESBL (Bell et al., 2002). Prvni zpravy o ESBL v Asii
informovaly o produkci SHV-2 (Paterson and Bonomo, 2005). Shromazdéné vzorky izolatt
z let 1998 a 1999 obsahovaly 30,7 % ESBL pozitivnich izolatd K. pneumoniae a 24,5 %
izolat E. coli (Bell et al., 2002). Pivodné ptevazovaly ESBL typu SHV, posléze vsak byly
hlaSeny stale castéjsi zpravy o vyskytu ESBL typu CTX-M, coz vzbuzuje podezieni, ze
CTX-M jsou dominantni typy ESBL v Asii (Paterson and Bonomo, 2005). Mnoho studii
vSak uvadi, Ze CTX-M-15 je nejbéznéjs§im enzymem ESBL mezi lidskymi klinickymi

izolaty na celém svété (Peirano and Pitout, 2019).
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3.5.5.7 Epidemiologie ESBL v Ceské republice

V roce 2004 bylo provedeno testovani izolatd K. pneumoniae z klinického materialu od
pacientli hospitalizovanych v 16 ¢eskych nemocnicich. Z 913 izolovanych kmenti bylo 25,6
% uréeno jako ESBL pozitivni. Pfiblizn¢ dvakrat vice pozitivnich kment bylo
identifikovano u pacient na jednotkach intenzivni péCe nez na standardnich oddélenich.
Z téchto vysledkl lze vyvodit relativné vysokou prevalenci ESBL pozitivnich kment K.
pneumoniae v Ceské republice (Kolaf et al., 2005).

Dalsi vyzkum, ve kterém byla stanovena frekvence ESBL pozitivnich izolata celedi
Enterobacteriaceae ve tfech velkych nemocnicich ve vychodni ¢asti Ceské republiky véetnd
Fakultni nemocnice v Olomouci, byl proveden v priub¢hu roku 2009. Z celkové 12 922
kmenu z celedi Enterobacteriaceae bylo 7 % (907 piipadi) ESBL pozitivnich izolatd,
jednalo se zejména 0 K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca a E. coli. Na jednotkach intenzivni
péce bylo identifikovano vyssi procento izolatu K. pneumoniae nez E. coli a byly to zejména
izolaty produkujici ESBL typu CTX-M (Kolaf et al., 2010). Po porovnani s rokem 2007 v
roce 2010 doslo u hospitalizovanych pacienti v Olomouckém kraji ke zvySenému vyskytu
ESBL pozitivnich bakterii ze 3 % na 8 %. Také v piipadé¢ komunitniho prostfedi byla
frekvence ESBL zvySena z1 % na 3 % (Husickova et al., 2012). V nedavné studii
genotypizace ESBL- a AmpC-pozitivnich izolati K. pneumoniae a E. coli izolovanych z
Fakultni nemocnice Olomouc po dobu 10 let (2010-2019) prokazala pievahu ESBL typu
CTX-M, konkrétné¢ CTX-M-15 a CTX-M-9 druhi (Kolat et al., 2021). Produkce ESBL je
z klinického hlediska velmi vyznamna a pro spravné nastaveni antibiotické 1éCby je dilezité

znat i jeji epidemiologickou situaci.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material

4.1.1 Bakterialni izolaty a kultivace

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity vybrané izolaty Gram-negativnich
bakterii pochazejicich z kufecich farem a jatek na Moravé. Konkrétné bylo pouzito 99
bakterialnich kment rezistentnich k cefalosporinim III. generace (cefotaxim, ceftazidim) -
2 kmeny C. freundii, 3 kmeny E. cloacae, 35 kmenu E. coli, 1 kmen M. odoratimimus, 2
kmeny O. intermedium, 40 kment Pseudomonas spp., 1 kmen S. fonticola a 15 kmeni
Stenotrophomonas spp. Vice informaci o sbéru, zpracovani vzorku a identifikaci druhd je
uvedeno ve studii z roku 2018 (Bardon et al., 2018). Citlivost animalnich izolatt k vybranym
ATB byla stanovena pomoci mikrodiluéni metody (EUCAST). Vsechny izolaty byly také
testovany na ESBL a AmpC beta-laktamazy pomoci soupravy ESBL + AmpC (Biovendor).

Pét referen¢nich kment bylo pouzito jako pozitivni kontrola - blactx-m-15, blatem-1 @
blaoxa-1 produkujici E. coli (NCTC 13400), blages1 a blaoxa-2-ike pozitivni C. freundii
BP7m, blaoxa-1o-ike produkujici E. coli DR348-CEF, blaoxa-s pozitivni K. pneumoniae
(NCTC 13442), a blasnv-18 produkujici K. pneumoniae (NCTC 13368). Negativni kontroly
byly PCR smési s pfidanim vody namisto templatové DNA. Analyzované kmeny bakterii
byly uchovany pii -80 °C pouzitim ITES Kryobanky B (ITES plus). Samotné izolaty bakterii
byly vyockované pouzitim sterilnich jednorazovych inokula¢ni klik (1 pl; Biologix) na
krevni agar (Columbia). Kultivace bakterii byla provedena v termostatu (Incucell; BMT) pfi
teploté 37 °C po dobu 24 hodin.
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4.1.2 Chemikalie

e Agaroza pro elektroforézu DNA (SERVA, Némecko)

e Barvivo SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA)

e Combi Taq DNA polymeraza (Top-Bio, CR)

e Destilovana voda (dH20)

e DNA marker molekulové hmotnosti o velikosti 200-1500 bp (Top-Bio, CR)
e dNTP mix (Top-Bio, CR)

e Forward/reverse primer (East Port Praha)

e Nanaseci pufr (PCR loading buffer; Top-Bio, CR)

e PCR reakéni pufr (10x, PCR Blue Buffer; Top-Bio, CR)

e PCR voda (Top-Bio, CR)

4.1.3 Laboratorni vybaveni a softwary

e Azure 200 - dokumentaéni systém (Biotech, CR)

e Elektroforeticka komora (EASY-CAST; Owl Scientific)

e Geneious (Biomatters, Novy Zéland)

e NanoPhotometer NP80 — Implen (Biotech, CR)

e PCR termocykler (RotorGeneTM 6000; Corbett Research)

e Zdroj stejnosmérného elektrického napéti (MP-300 V; Major Science)
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4.2 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.2.1 Sekvencni analyza

Sekvence gent kodujicich ESBL (Naas et al., 2017), které byly popsany (naposledy
pristupné v Dbifeznu 2021), byly stazeny z databaze GenBank. Porovnani
nukleotidovych/aminokyselinovych sekvenci a analyza mutaci byly provedeny pomoci

bioinformac¢niho softwaru Geneious Prime (Biomatters).

4.2.2 Zhotoveni fylogenetickych stromu

Fylogenetické stromy byly vytvofeny pomoci softwaru Geneious Prime (Biomatters)
pouzitim PhyML na zakladé¢ modelu Le a Gascuel. Prvni fylogeneticky strom byl ziskan
porovnanim 216 raznych typti CTX-M enzym, druhy je tvofen 199 SHV a tieti 199 TEM

beta-laktamazami.

4.2.3 Navrhovani primeri pro polymerazovou retézovou reakci

Homologni oblasti v nukleotidovych sekvencich slouzily k ndvrhu primert pomoci Primer3
(Geneious Prime). Vyse uvedené izolaty byly testovany pomoci polymerazové fetézové
reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction, PCR) na piitomnost gentt ESBL. Sestnéact para
primeri na zakladé BLDB databaze (http://bldb.eu/) bylo testovano u animalnich izolata a
referenénich kmeni pomoci PCR. Dale bylo navrzeno 40 parG primert, které nebyly

experimentalné testovany. Podrobné specifikace pouzitych primert jsou uvedeny v (Tab. 1).
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Tab. 1. (prvni €ast) Sekvence primert pouzitych na detekci ESBL gent metodou PCR.

Oznaceni Cll,ove Nazev Nukleotidova sekvence (smér 5'— Prirozeny (N) nebo .. , . Ve“-kOSt Tm
PCR misto primeru 3 ziskany (A) / fenotyp Klinicky vyznamné ESBL amplikonu ©C) Reference
(podtypy) (bp)
CTX-M- ATGTGCAGYACCAGTAARGT, (Pagani et al.,
CTX-M (208) F1/R1 TGGGTRAARTARGTSACCAGA N nebo A/ ESBL CTX-M-1 to -3/-8/-9/-14/-15/-19/- 593 55 2003)
CTX-M (7) CTX-M- ATGTGCAGYACCAGYAAAG, 27/-40/-55 551 56 Clének v
F2/R2 GGCCARATCACCGCRATAT priprave
GES (45) GES- ACGTTCAAGTTTCCGCTAG, 624 53 (Kolaft et al.,
F1/R1 GGCAACTAATTCGTCACGT N nebo A/ ESBL nebo GES-3/-7/-11 2020)
GES (1) GES- ATGATCGTGGAGTGGAGCCC, karbapenemaza 448 58 Tato studie
F2/R2 AAGAAGCCGATGTCGTTGCG
OXA-1-like  OXA(L)- TCTGTTGTTTGGGTTTCGC, N nebo A / tizké spektrum, OXAL 25 g3 (Miynrcik et
(11) F/IR TCTATGGTGTTTTCTATGGCTG BSBL nebo ESBL al., 2020)
OXA-2-like  OXA(2)- ATAGTTGTGGCAGACGAAC, Clanek v
22) R TTOACCAAGCCGOTOATG N nebo A/ ESBL OXA-2/-15/-32/-141/-210 452 54 otipravé
OXA-10-like  OXA(3)- ACAAAGAGTTCTCTGCCGAA, ) .
(38) FR TCCACTTGATTAACTGCGGA N nebo A /ESBL OXA-10 421 53 Tato studie
. OXA(4)- ACCATCTGGCTGAAGGATT, .
Simplex | OXA-18 FIR CAGAAGTTTTCCGACAGGG A/ESBL OXA-18 506 53 Tato studie
OXA(5)- GCGGTAAACACACTGTCAT, .
OXA-45 FIR GGGTCAATTGCTGCGAATA A/ESBL OXA-45 333 52 Tato studie
OXA-48-like  OXA(6)- ACCARGCATTTTTACCCGCA, 538 55
(92) FIR GGCATATCCATATTCATCGC N nebo A / ESBL nebo el ARal ARl .
OXA-48-like OXA(7-  ACGAGAATAMACAGCAGGG, Karbapeneméza OXA-48/-163/-181/-204 728 O studie
9) F/IR GATAMACAGGCACAACCGA
PER- CTCGACGCTACTGATGGTA
PER (12) ' 820 54
F1/R1 TTCATTGGTTCGGCTTGAC .
PER () PER. CTGTTAATCGTGCTGCAGT, N nebo A/ ESBL PER-1/-2/-6/-7/-8/-12 530 o Tato studie
F2/R2 GACAAATACCGCCACCAAT
TGGATGCCGNTGACNAACAGC, N nebo A/BSBL, ESBL nebo  SHV-2/-4/-5/-7/-11/-12/-25/-26/- Clanek v
SHV(199)  SHV-FIR  NTATCGGCGATAAACCAGNCC karbapeneméza 38/-107/-110/-128/-182 41 3 piiprave
CACCAGTCACAGAAAAGCA, TEM-1/-3/-21/-24/26/-47/-52/- Clanek v
TEM (199) TEM-F/R AGGGCTTACCATCTGGC N nebo A / BSBL nebo ESBL 54/-68/-116/-122 450 54 pHiprave

8Pro degenerované primery: B = C nebo G nebo T, H = A nebo C nebo T, K = G nebo T, M = A nebo C, N = jakakoliv baze, R = A nebo G, S = G nebo C, W= A nebo T, Y = C nebo T. Primery pouzité
na sekvenovéni byly stejné jako ty, které se pouzivaji na PCR. PNavrZené primery, ale neovéfené. AmpC - beta-laktaméza typu AmpC, BSBL - beta-laktaméza se $irokym spektrem G¢inku, ESBL — beta-
laktamaza s roz$ifenym spektrem t¢inku, CARBA — karbapenemaza.
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Tab. 1. (druha &ast) Sekvence primert pouzitych na detekci ESBL genti metodou PCR.

Oznaceni Cilové Nazev Prirozeny (N) nebo Velikost Tm
misto - Nukleotidova sekvence (smér 5'— 3')? . eny Klinicky vyznamné ESBL.  amplikonu o Reference
PCR primeru ziskany (A) / fenotyp °0)
(podtypy) (bp)
) TTTCCGATTGCTTTAGCCG, Clanek v
Simplex!  VEB(27)  VEB-FIR RS v io ot N nebo A / ESBL VEB-1/-4/-9/-25 553 54 v
ACI(l)  ACIFR CGCC%TTTCSTACCGAGTTG&ATEAG'XTA%? N/ ESBL ACI-1 507 54 Tato studie
ADC- MAACCTAAAAACYCAATCGGTG,
ADC(78)  £ijr1 YGGATAAGMAAACTCTTCCCA att 58
ADC- RGGTTTCTAYCAAGTCGGYA,
ABC(29) oo GCGTTCTTCATTBGGAATACGT 268 59
ADC- TTCCAGATGAAGTMCAAACAGAYC, Clének v
ADC®)  parg HGGATAAGARAACTCTTCCCA N/AMPC, ESBLnebo Ao TP 0182026 410 % piprave
ADC (4) ADC- TATACGAGTGGCAACCTTGG, karbapenemaza 135/-152 423 54
F4/R4 AATTGCGCGTCGAATATCTG
ADC- TGGTCTACAATCCGTTCAAGA,
ABCG)  EgRs GCCGGGGTTAACTCGAAT 517 54
ADC- TATRATGTGCCGGGTATGG, .
Simplex 11 ADC()  EgRe RTCTGTTTGTACTTCAYCTGG 318 54 Tawostudie
BEL(4)  BEL-FRR Praadilivieasasdigenet A/ESBL BEL-1/-2 401 53 Tato studie
BES(1)  BES-FR gﬁ?ﬁggg@;&gﬁg@gig A/ESBL BES-1 363 53 Tato studie
GCTYCAGTACAGCGACAAC, N / cefalosporindza nebo .
BPS (11) BPS-F/R GTCKTGTTGCCGAGCATCCA ESBL BPS-1 270 57 Tato studie
CARB- GGTCTCCGGTGATGGATAA,
CARB(29)  ky/r1 GTGTGCGTGACTCGTAAG 303 55
cARB(E  CARE- GGGAAAACGTTGGGAACAT, - e,  Clinekv
F2/R2 TAATAGCACGCGACCCATA N nebo A / BSBL nebo CARB-2/-5/-8/-10 pipravé
CARB (13 CARE- YGGTGATTTGAGGGATACG, ESBL 458 5
F3/R3 RCGCGAYTGTGATGWATAAAC
CARB- TCTCTCCTCGAGCAACAAA, .
CARB (1) tyra AAGTGAGAGCTCGGTTTCT 708 53 Tatostudie

8Pro degenerované primery: B = C nebo G nebo T, H= A nebo C nebo T, K =G nebo T, M = A nebo C, N = jakdkoliv baze, R = A nebo G, S = G nebo C, W= A nebo T, Y = C nebo T. Primery pouzité
na sekvenovani byly stejné jako ty, které se pouzivaji na PCR. PNavrZené primery, ale neovéfené. AmpC - beta-laktaméza typu AmpC, BSBL - beta-laktaméza se $irokym spektrem G¢inku, ESBL — beta-
laktamaza s rozsifenym spektrem t¢inku, CARBA — karbapenemaza.
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Tab. 1. (tieti ¢ast) Sekvence primert pouzitych na detekci ESBL genti metodou PCR.

Oz;lcaéReni ?;::t‘;é N azev Nukleotidova self‘;ence (smér 5'— l"f‘iroz'en)'f (N) nebo Klinicky vjznamné ESBL a\r;gliii(z)sr:u 'Ic:m Reference
(podtypy) primeru 3" ziskany (A) / fenotyp (bp) °O)

CdiA(2)  CdiA-FR g%g%‘é?gg&%ﬁi% N / penicilindza nebo ESBL CdiA 692 53 Tato studie

CepA (6) CEEF'?' A.F%Tciﬁgéémg%gggg N/ ESBL CepA 438 52 Tato studie

CRA(13)  CRAFR S e e N nebo A / BSBL nebo ESBL CAXA/CTXA-2 442 53 Tato studie

CGA(1) CGA-FR peallacialiSOS SIRACIE N/ ESBL CGA-1 640 53 Tato studie

CIA(4)  CIA-FR e oe N/ ESBL CIA-1 299 53 Tato studie

CME(3) CMEFR GG o N / ESBL CME-1/-2 376 53 Tato studie

simplex  CP () CSP-FR T T T ool N / ESBL CsP-1 346 53 Tato studie

I CumA (3) C‘;TRA' ¢g§ggi€é}?€;@£ﬁi€i& N / BSBL nebo ESBL - 483 53 Tato studie

DES(1)  DES-FR CTicT;I:%CAé%TATCATTTTTm%%%% N /ESBL DES-1 269 53 Tato studie

ERP(1)  ERP-FRR %Eﬁg%g%ﬁgggiﬁg N /ESBL ERP-1 477 54 Tato studie

FAR(1)  FAR-FR ig%i%%ﬁ?élggi%ﬁggﬁ N /ESBL FAR-1 473 53 Tato studie

KLUA (12) K';}’RA' %GTETACTé'éTCiTGTTAAAT%g%gé N /ESBL KLUA-9 395 52 Tato studie

KLUC (6) K'E/%C' CCGG'“CETSAC(SC?CAQAAAVCECAZ$CT ' N nebo A/ ESBL KLUC-2/-3 521 53 Tato studie

LUT(6)  LUT-FR nggfé;gﬁ&ﬁééggﬁgg' N/ BSBL nebo ESBL LUT-1 299 54 Tato studie

8Pro degenerované primery: B = C nebo G nebo T, H= A nebo C nebo T, K= G nebo T, M = A nebo C, N = jakékoliv baze, R = A nebo G, S =G nebo C, W= A nebo T, Y = C nebo T. Primery pouzité
na sekvenovani byly stejné jako ty, které se pouzivaji na PCR. PNavrZené primery, ale neovéfené. AmpC - beta-laktaméza typu AmpC, BSBL - beta-laktaméza se $irokym spektrem G¢inku, ESBL — beta-
laktamaza s rozsifenym spektrem ucinku, CARBA — karbapenemaza.
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Tab. 1. (étvrta ¢ast) Sekvence primerti pouzitych na detekci ESBL gentt metodou PCR.

Oznaceni Cll,OVG Nazev Nukleotidova sekvence (smér 5'— Ptirozeny (N) nebo . . , . Ve“-kOSt Tm
PCR misto primeru 3 ziskany (A) / fenotyp Klinicky vyznamné ESBL amplikonu ©C) Reference
(podtypy) (bp)
TTCCCGATGTGCAGCAC,
L2(18)  L2-FIR1 TTGCTGCCGGTCTTGTC 518 58 Clanek v
N /ESBL L2-2, L2-3, L2-E-10 » N
L2 (4) L2-F2/R2 NCGATTCCTNCAGTTCAGT, 667 54 priprave
NTTGTCGATCAGCCAGTC
OHIO- CTTTCCCATGATGAGCACC, .
OHIO (1) FIR CCCGCAGATAAATCACCAC A/ESBL OHIO-1 599 54 Tato studie
OXY- TAAAGTGATGGCYGCCGC,
@) FLR1 RTTGGTGGTGCCGTAATC N /ESBL OXY-1a OXY-2 variant o > Tato studie
oxy @ ~ OXY- CCCTGCCTTTATTGCTCTG, y 665 5
F2/R2 TTTATCTCCCACGACCCAG
GATCCACTTCAGCGATGAC, .
Simplex PME (1) PME-F/R GACATCGTGGGTCTTGTTC A/ESBL PME-1 478 54 Tato studie
1P RAHN- ATGACGTCAGTTCAGCAAC, .
RAHN (2) F/IR CATCCATTCCACCAGTTGC N /ESBL RAHN-1/-2 555 54 Tato studie
CTCGAGAAAAACTCCGGTG, .
SFO (1) SFO-F/R GTTAGGGTTTGCAGGCTTT A/ESBL SFO-1 473 54 Tato studie
CATGTGCTCGACCTTCAAG, .
SGM (7) SGM-F/R ATCGGCAGCARCAGRTTGG N /ESBL - 225 58 Tato studie
CTCACAGACCGTATACCGT, .
SMO (1) SMO-F/R GAATGTCTCATCGCCGATC N /ESBL SMO-1 316 54 Tato studie
GCTAAAGGTACGGATTCGC, .
TLA (2) TLA-F/IR CTTAACGCCAAGCTTGCTA A/ESBL TLA-1/-3 417 54 Tato studie
TLA2- ATCGTGCTTGCTGTTTTGA, .
TLA2 (1) FIR TCATTTGCCGCATTGTTCT A/ESBL - 623 52 Tato studie

8Pro degenerované primery: B = C nebo G nebo T, H= A nebo C nebo T, K= G nebo T, M = A nebo C, N = jakakoliv baze, R = A nebo G, S = G nebo C, W= A nebo T, Y = C nebo T. Primery pouzité
na sekvenovani byly stejné jako ty, které se pouZivaji na PCR. PNavrzené primery, ale neovéiené. AmpC - beta-laktaméza typu AmpC, BSBL - beta-laktamaza se $irokym spektrem Gi¢inku, ESBL — beta-
laktamaza s rozsifenym spektrem u¢inku, CARBA — karbapenemaza.

36



4.2.4 PodminKky izolace a amplifikace bakterialni DNA pomoci hot-start
polymerazové retézové reakce

Genetickd detekce geni ESBL probéhla pomoci PCR pouzitim extrahované DNA z
bakterialnich izolati za diive popsanych podminek (Mlynarcik et al., 2016). Koncentrace
genomické DNA byla méfena pomoci spektrofotometru (NanoPhotometer NP80 — Implen).
PCR byla provadéna v konecném objemu 12,5 ul za pouziti DNA polymerazy Combi Taq
(Top-Bio, CR) s kone&nou koncentraci 0,5 uM pro kazdy primer. Ve zkratce, nejprve byla
pfipravena reakéni smés (mastermix), jejiz soucésti byly reagencie nezbytné pro spravny
prabéh amplifikace templatové DNA. Jednalo se o reakéni pufr (10x, PCR Blue Bufter; Top-
Bio, CR) s obsahem hoteénatych iontii (15 mM), smés deoxyribonukleotidti (ANTPs; 10 mM
kazdy), forward/reverse primery (Tab. 1; 100 uM kazdy), termostabilni DNA polymerazu
(Combi Taq DNA polymeraza, 1U/ul; Top-Bio, CR), a PCR vodu (Tab. 2). Mastermix byl
pripraven ve vétSim objemu podle poctu vzorkii a nésledné byl rozdélen po 11,5 pl do
jednotlivych mikrozkumavek. Poté byl ke smési pfidan 1 pl templatové bakteridlni DNA
(100 ng). Cela smés byla centrifugovana a vlozena do PCR termocykleru (RotorGeneTM
6000; Corbett Research) s pfedem nastavenymi ¢asovymi a teplotnimi podminkami (Tab.

3). Pro kontrolu spravného pribéhu PCR reakce byla pouZita pozitivni a negativni kontrola.

Tab. 2. Slozeni reakéni smési pro PCR.

PCR reagencie Objem pro jednu reakci [ul]
PCR voda 9,25
10x PCR reakéni pufr 1,25
dNTP smés 0,25
Forward primer 0,06
Reverse primer 0,06
Combi Tag DNA polymeraza 0,63

Templatova DNA 1

Tab. 3. Casové a teplotni podminky PCR reakece.

Pribéh PCR Teplota [°C] Cas Pocet cyklii
Uvodni denaturace 9 3 min 1
Denaturace 94 30s
Nasednuti primert 52-59 30s 32
Extenze 72 1 minnalkb
Finalni extenze 72 10 min 1
Chlazeni 4 - -
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4.2.5 Rozdéleni amplifika¢nich produkti pomoci elektroforézy

Elektroforeticka separace vyslednych produktti amplifikace byla provedena v horizontalnim
1% agar6zovém gelu. Nejprve bylo 0,6 g agardzy zahtatim rozpusténo v 54 ml destilované
vody a 6 ml 10x TBE pufru (Tris-Borate-EDTA, pH 8,3; Bio-Rad, USA). Do ochlazené
smési (pfiblizn¢ 50 °C) bylo ptidano 5 pl barviva SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen,
USA) slouziciho ke zviditelnéni DNA v gelu. Takto pfipraveny 1% agarézovy gel byl nalit
do elektroforetické vany, kde doslo k jeho zatuhnuti. Gel byl poté prelity 1x TBE pufrem
(70 ml zésobniho 10x TBE pufru bylo zfedéno v 630 ml destilované vody). Do prvni jamky
bylo aplikovano 10 pl markeru molekulové hmotnosti o velikosti 2001500 bp (Top-Bio,
CR). Nasledujici jamky byly zapInény produkty PCR reakce o objemu 9 pl. Vzorky i marker
byly do jamek gelu naneseny spolu s 2 ul nanaseciho pufru (PCR loading buffer; Top-Bio,
CR), ktery slouzil k vizualizaci pohybu DNA v gelu.

Po aplikaci vzorka byly elektrody elektroforézy ptipojeny ke zdroji jednosmérného
elektrického napéti (MP-300 V; Major Science) pii 105 V po dobu 60 minut. Po skonceni
separace byla rozdélena DNA v gelu zviditelnéna pomoci zobrazovaciho systému Azure 200
(BioTech, CR) a velikost jednotlivych PCR produktii byla uréena pomoci markeru
molekulové hmotnosti. Amplikony byly potvrzeny Sanger sekvenovanim (Elisabeth
Pharmacon, CR).
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4.3 Vysledky

4.3.1 Insilico analyza ESBL enzymii

Vyhleddvani v databazich BLDB a BLASTn ukdzalo, ze u enterobakterii i GNNF bakterii
byla popsana Siroka Skala beta-laktamaz tfidy A a C, MBL a beta-laktamaz tidy D, jako je
OXA. Konkrétn¢, co se ty¢e klinicky vyznamnych ESBL enzymi (CTX-M, SHV, TEM), se
nam podafilo zjistit, ze byly popsany u nasledujicich rodt bakterii (vysledky nejsou
ukazany) — Acinetobacter, Achromobacter (jen TEM typ), Alcaligenes (jen TEM typ),
Atlantibacter (jen CTX-M a TEM typ), Bacillus, Bordetella (jen TEM typ), Brevibacterium
(jen CTX-M a TEM typ), Brucella (jen TEM typ), Burkholderia (jen CTX-M a SHV typ),
Campylobacter (jen TEM typ), Cedecea (jen SHV typ), Citrobacter, Cronobacter (jen SHV
a TEM typ), Elizabethkingia (ptivodné Chryseobacterium; jen TEM typ), Enterobacter,
Enterococcus (jen SHV a TEM typ), Erwinia (jen TEM typ), Escherichia, Haemophilus (jen
TEM typ), Hafnia (jen TEM typ), Kersteria (jen SHV typ), Klebsiella, Kluyvera,
Lactobacillus (jen TEM typ), Leclercia (jen CTX-M a TEM typ), Legionella (jen TEM typ),
Lysobacter (jen TEM typ), Morganella, Mycobacterium (jen TEM typ), Neisseria (jen TEM
typ), Nocardia (jen TEM typ), Ochrobactrum (jen CTX-M a SHV typ), Pantoea (jen CTX-
M a TEM typ), Pasteurella (jen TEM typ), Proteus, Providencia (jen CTX-M a TEM typ),
Pseudomonas, Pseudochrobactrum (jen CTX-M typ), Ralstonia (jen TEM typ), Raoultella,
Salmonella, Serratia, Shewanella (jen CTX-M typ), Shigella, Staphylococcus (jen TEM
typ), Stenotrophomonas (jen SHV typ), Streptococcus (jen TEM typ), Streptomyces (jen
TEM typ), Superficieibacter (jen SHV a TEM typ), Vibrio (jen CTX-M a TEM typ)
a Yersinia (jen TEM typ) .

Produkce beta-laktamaz u Gram-negativnich patogenti je piispivajicim k rezistenci na
beta-laktamova ATB. V soucasnosti bylo v BLDB databazi popsano vice nez 593 riznych
ESBL. Pro diplomovou praci byly navrzeny primery k detekci téchto ESBL gend. S
ptihlédnutim k vy$e uvedenym udajim bylo analyzovano celkem 37 typt geni kodujicich
ESBL. Jednalo se 0 35 genti kodujicich ¢leny beta-laktamaz ttidy A (naptiklad CARB, CTX-
M, GES, L2, OXY, PER, SHV, SME, TEM, VEB), a po jednom ¢lenovi skupiny beta-
laktamaz tiidy C (ADC) a tfidy D (4 podskupiny OXA, OXA-18 a OXA-45; Tab. 1).

Celkem bylo navrzeno 56 specifickych part primert k detekci ESBL s pouzitim
programu Primer3 (Geneious, Biomatters). Vysledky primer-BLAST ukazaly, Ze kromé
nejdulezitéjSich alelickych variant vybranych typi ESBL byly tyto oligonukleotidy schopné
detekovat vSechny nebo vétSinu alelickych variant téchto typll enzymt, které se bézné

vyskytuji u enterobakterii a GNNF bakterii.
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In silico analyza ESBL enzymu byla pouzita k detekci ptitomnosti riznych zachovanych aminokyselin a motivii. V ramci studovanych CTX-M
enzymu bylo identifikovano nékolik konzervovanych aminokyselin jako je napfiklad methionin-cystein-serin-threonin-serin-lysin na pozici 71-76 (71-
MCSTSK-76; ¢islovani podle CTX-M-1; Obr. 1). Na tomto obrazku nejsou uvedeny zbylé aminokyselinové useky a aminokyseliny jako jsou methionin
na pozici 1 (M1), glutamin na misté¢ 34 a 35 a 268 (Q34 a Q35), leucin v poloze 37 (L37), alanin a kyselina glutamova na pozici 273 az 274 (273-AE-
274), leucin a alanin na pozici 280-281 (280-LA-281) a alanin na mist¢ 284 (A284).

Consensus
Identity
CTX-M-1 CREGEWT O FMCSTSK ComRY D CTER ‘ROT A RGP L I
CTX-M-2 - REGY- T D F-BCSTSK CoEY D TR ‘R A HGP .
CTX-M-4 - REGY: T OB F - MCSTSK YD T-ER ‘RD A AP = o
CTX-M-6 - REGY- T D -FMCSTSK A N D T-EHe ‘RO A K6 P Pl
CTX-M-7 . REGY-N-T-- -0l -F-MCSTSK - A . Sy - QYD “T-F'R- -RDT: - Ao ‘WAGP-- <Pl
CTX-M-8 | REGY WT PEFRCSTSK A& B N EQY D TR ROT" VI CEREP - e
CTX-M-9 < BR- WX DB-FMCSTSK AR B & - EY B -T-F-R- ROT | CCRERE O Lot 0n N-AG-P-- . B
CTXM-1 e A A 336 O -F MCSTSK: A A - - Ly — L TFR- ‘ROT SRR RGP P
CTX-M-11/P44 & N SETRRETREN O F-MCSTSK - AA - o & oY B “T-ER ‘ROT - el HAG P . L
CTX-M-12 CREEWT DB FNCSTSK A'A - -8 - EQY B CTER ‘ROT - R RGP <Pl
CTX-M-13 REGY W T ©DEFHCSTSK A “ COmRY B CTER ‘ROT - R WAGP . B
CTX-M-14 -~ REGY FMCSTSK - A £ L o HQY D -T-ER D RO A HAG P Pl
CTX-M-15 - REGY F-MCSTSK - A -l < maY B ©T-ER ‘RD A RGP <Pl
CTX-M-16 - REGY F-HCSTSK - A <o R -2 -2 T-E-R ‘RD A RGP --Pl
CTX-M-17 REGY N-T B FWCSTSK A A B - s o G - EQY B CTER ‘ROT - A WAG P B K
CTX-M-19 . REGY- WT - PE-FWCSTSK AA B - B R e e QYD CT-RR- ROT ca o CNAGP- s
CTX-M-20 R A B i o DB FMCSTSK -AA 0 ;s NP o HQY-D AN S TER ‘R Rt A R R R H-Ag-p <Pl
CTX-M-21 CREGY W T D FMCSTSK A A W - | SOOI SO I TEE DR PRE EQY D AN CTRRe ‘ROT: - xerliss CWAGP <Pl
CTX-M-22 CREGE: W T OE-F RCSTSK - -A-A B - B XP- BB BB BV D AN CTER- ‘ROT - ol RGP Pl
CTX-M-23 RN WT DEFNCSTSK A vt o b o HQY D AN T FR ‘ROT A WA P K
CTX-M-24 REGY W-T- * ol F MCSTSK A & el ©NP O NQY-D: AN SRR ‘ROT: A HAGP: N B
CTX-M-25 R MW DE-F-NCSTSK--A-A--0-- | SRR YR lN-- R EOYCD AN TR -ROT " u-Ag-p --Pl-

.

.
CTX-M-239 X A% i SRERTERE) ‘OB FMCSTSK “A'A - SE 0 oF Y P M NNl BOYD AN GG T'F'R GO FRUD - A GDROT - AR A R 6D T YGTTNDEAN WP P N YF Q"
CTX-M-240 RGN W T DB FRCSTSK -AA B--SH- - - B DE--YP- B N-R B EOYD AN [ TFR-GO -FRED -~ " A GD-RD AR 'Y NAG P GD-T - - YGTTNOEAY WP Pl NOYFR
CTX-M-241 REGY WT oo B FMCSTSK AA B SHoco e oE VP W NN B EQYD ANN o GG+ T'F'R GO FRED: - A GO ROT AR " HAGP GOT YGTTNDEAY WP Pl N YFQ

Obr. 1. Porovnani 216 aminokyselinovych sekvenci CTX-M enzymi. Analyza a tvorba obrazku byla provedena v programu Geneious Prime. Na obrazku jsou barevné zvyraznény
pouze stejné aminokyselinové zbytky ve vSech sekvencich. Zeleny panel oznacuje aminokyseliny, které jsou v dané poloze totozné ve vSech sekvencich. Odlisné aminokyselinové
zbytky jsou oznaceny teCkami.
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Po porovnani aminokyselinovych sekvenci CTX-M enzymu byla zjisténa jejich
sekvencni identita (55,3-99,7 %). Naptiklad CTX-M-150 a CTX-M-151 ukazaly pouze
55,3% aminokyselinovou identitu, zatimco u CTX-M-155 a CTX-M-157 byla nalezena
99,7% identita (vysledky nejsou uvedeny).

Rekonstrukci  fylogenetického stromu bylo umoznéno

sledovat piibuznost
jednotlivych aminokyselinovych sekvenci CTX-M enzymii. Do analyzy bylo celkové

zahrnuto 216 typa ruznych CTX-M. Enzymy CTX-M byly rozdéleny do ctyf hlavnich

sublinii nebo skupin (CTX-M-1-like, CTX-M-2-like, CTX-M-8-like, CTX-M-9-like; Obr.
2).
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Obr. 2. Fylogeneticky strom CTX-M enzymi. Dendrogram ziskany porovnanim 216 CTX-M enzymi
pouzitim Geneious PhyML programu.
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Porovnanim 199 sekvenci SHV enzym byly identifikovany individualné zachované motivy aktivnich mist véetné x-X-fenylalanin-lysin na pozici
66-69 (66-XXFK-69; ¢islovani podle SHV-1; Obr. 3). Mezi ostatni aminokyselinové useky a aminokyseliny, které nejsou uvedeny na obrazku, patii
arginin na pozici 2 a 5 (R2, RS), isoleucin na pozicich 8 az 9 (I8 , 19), leucin v mistech 11 az 12, 17 a 26 (11-LL-12, L17, L26), valin v misté 19 (V19),
serin-prolin-glutamin na pozici 22-24 (22-SPQ-24), glutamin-isoleucin-lysin v poloze 28-30 (28-Q1K-30), serin a kyselina glutamova na pozici 32 az 33
( 32-SE-33), serin a glycin v misté 37-38 (37-SG-38), methionin v poloze 266 (M266), glutamin na misté 271 (Q271), isoleucin a alanin na pozici 273-
274 (273-1A-274), glycin v poloze 277 (G277), alanin na pozici 279 (A279) a kyselina glutamova-histidin-tryptofan-glutamin na pozici 282-285 (282-
EHWQ-285).

60 70 80 90 100 10 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Consensus MO SR TUSTATEUARSIE] F PRESA F KSBE G ARTDATIDNQEAE RKIITE ROV YY) PV S KES DG GRS AS1 TR S DN ANBIIS S S e NS S ALE0

Identity I ETETEE W ENTTE FETE N TR T N T N TET T - N T

SHV-1 ‘MG MD- 'S-RTH-A:AD- FPM- - FKY - BCG- WAR DA -D-Q BRKI - - 0Q-BV Y PUSEK - OGN GE - A-NT-SDN- - DAR - TTTPASM- - TER- ‘M- ‘RES: - Q BEQWN: - VAG: WRSWE A WFAWAD GA- - - - -RGIN ‘BUG - A
SHV-1b ‘NGR ND- S -RTE-A--AD- -FPR- - - FKY BCG- AR DA-D-Q-BRKE - 00 BV Y PUSHK - DGR G- - A-¥T-SDN- - DAR - TTTPASH- - TER - -§ - ‘RES- Q- HEQW-N - WAG- -NRSWE-A-WFEAD GA- - - - -RGIN HEG - - A
SHV-2 ] “S-RTE-A--AD- “FPM- - - FK¥ BCG- HAR -DA-D-Q-ERKN - - ‘00 BY-Y PUSEK - ‘DGR G- -A-NT-SDN- - DAR - TTTPASH- - TER - ‘M- ‘RES: - Q- ‘BEQW-N- - VAG - WRSVE-A WFFAD  ‘GA- - - - RGIN G- - - R
SHV-2a NGR SRTH-A--AD- FPR- - - FKN HCG- “HAR DA-D-Q-ERKI -+ 00 WYY PYSEK - DGH- G- - A NT SDN- - DAR - TTTPASH- - -TER -l - “RES- Q- BEOW-N- - WAG- -NRSVE- A WFIAD - GA - - - - -RGIV -G - -
SHV-3 ‘NGN D S-RTH-A--AD- - FPH)- - - FKY HCG- AR -DA-D-Q-BRKN - 0Q-IY Y- PNSEK - DGR G- - -A-UT-SDN- - DAR - TTTPASH- - -THR - -l - -RES- - Q- “BEQW-N- - -WAG- -MRSWE-A-WFNAD - -(GA- - - - -RGIV - IIG - - R
SHV-4 ‘NGH- HD- S RTH-A:AD- FPM- - FKYECG- WAR DAD-Q BRKN - QQ-EY Y PUSEK - DGN GE - A-WT-SDN- - DAR - TTTPASH- - -TER- M- ‘RES- @ ‘WEQW-N- - MAG -WRSVE'A -WFNAD ‘GA- - - - -RGIN UG - A
SHV-5 ‘NGR- BD- -S-RTH-A--AD- -FPR- - - FKV BCG- AR -DA-D-Q-HRKI - - 0Q-BY Y- PYSHK - @ -A-NT-SDN- DAR - TTTPASM- - TER - ‘B RES- - Q- -HEQN-N- - WAG- -HRSVE-A-WANAD - GA- - - - RGN HIG- - A
SHV-6/-P9 ‘NGH: MO S'RTE-A--AD- FPR- - - FKY HCG- BAR DA-D-Q ERKN - QY Y- PUSHK - a8 ANT SDN- - DAR - TTTPASM- - -THR - M- “RES- - Q- BEQN-N- - WAG -NRSVE A WFEAD GA - - - - -RGIV -BUG - - A
SHV-7 ‘NGR MD- 'S RTH-A--AD- FPR- - - FKW HCG WAR-DA-D-Q-BRKE - 001V v PNSEK - DGR GE- - A-NT SDN- - DAR - TTTPASH- - THR -l - ‘RES Q- ‘BEQW-N- - MAG -NRSVE-A-WFEAD ‘GA- - - -RGIN HNG - A
SHV-8 -MGN- MBS -RTU-A- -AD- - FPR- - - FKW-HCG- -WAR DA -D-Q-BRKI - - -QQ-BY Y PUSEK- - DG-GB~ -A-UT-SDN- - DAR - TTTPASH- - -THR - -l - “RUS- - Q- “BBQW-N - - WAG- -NRSME-A-WFIAD - -GA- - - - -RGIV -G - - <A
SHV-9/-5a ‘NG MD- S-RTH-A:-AD- FPM- - - FKY HCG- WAR DA -D-Q BRKI - QQ-BY Y PUSEK - DG -G8 - A -HT SDN- - DAR - TTTPASH- - THR- § -~ RES' @ ‘BEQW M- - MAG- -WRSVE A WFEAD ‘GA - - - -RGIN -BIG - - A
SHV-11 ‘NGH MO S -RTE-A:-AD- FPB - - FKV HCG- AR DA-D-Q HRKE - 00V Y PUSHK - DGR G- - A-NT-SDN- - DAR - TTTPASH- - -TER - -§ - -RES- - Q- “HEQN-N- - WAG- -HRSVE A -WFNAD - ‘GA- - - - -RGIN G- - A
SHV-12 ‘MGH- ‘BB S -RTH-A:AD: - FPR- - FKY BCG AR DA-D-QBRKI - QQ-BV Y PUSEK - ‘DGW GB - -A-NT SDN- - DAR - TTTPASH- - -THR - ‘M- ‘RS- - Q- BEQN-¥- - VAG- -BRSWE A WFEAD ‘GA- - - - -RGIN ‘HUG-  - A
SHV-13 ‘MGS MO /S RTH A 4D FPR- - - FKY BCG - WARDA-D-Q-BRKN - 00V Y PYSEK - DGR G- - A-NT SDN- - DAR - TTTPASH- - TER- il - ‘RES - Q- ‘BOW-N- - WAG -NRSVE'A-WAAD ‘GA- - - -RGIN BUG - A
SHV-14 “NGN- MD- 'S -RTH-A- -AD- -FPM)- - - FKW HICG- AR -DA-D-Q-BRKN - - ‘0Q-1Y Y- PNSEK - DGR G- - -A-NT-SDN- - DAR-TTTPASM- - -THR - -l - -RES- - Q- -HHQW-N- - WAG- -RSWE-A-WFNAD - -GA- - - - -RGIN - IIG - - A
SHV-15 ‘MGH MD- S RTH-A--AD -FPM- - FKY BCG AR -DA-D-Q BRKH - 0Q-B¥ Y PUSEK - ‘DGH GE - A-UT-SDN- - DAR-TTTPASM--THR ‘§- ‘RES: ‘@ WBEQW N - WAG NRSME A WFAVAD GA - RGIN WG - A
SHV-16 ‘NGN ND- S RTE-A -AD- FPM- - - FKY HCG- “HAR DA D-Q-BRKE - 00 BY Y PUSHK - ‘DGR G- - A NT-SDN- - DAR - TTTPASH- - THR - ‘H - ‘RES- - Q: HEQW-N - WAG: -NRSVE-A WF¥AD ‘GA- - - -RGIN ‘HNG SR
SHV-18 ‘NGH- -MD- S-RTH-A: AD: -FPM- - - FKV BCG- AR -DA-D-Q-HRKI - - QR BV Y PYSEK - @8- ANT-SDN- - DAR - TTTPASM- - TER - ‘M- - -RES- - Q- ‘BEQH-N- - WAG: ‘WRSVE-A WANAD - ‘GA- - - - RGIN ‘BHG- - - <A
SHV-19/-P53 ‘MGH - MD- S RTH-A- 4D -FPM- - - FKV BCG- -MAR DA B-Q BRKI - 0Q-BV Y PUSEK - @ AT SDN DAR - TTTPASH- - THR- -l - RUS Q- BEQW-N- - WAG  -NRSVE-A-WFRAD -GA- - - -RGIN ING - - - A
SHV-20/-P54 ‘NGB MD- S-RTH-A--AD- -FPW- - - FKW BCG- -WAR -DA-D-Q-BRKN - - 100 BV Y- PNSEK - DGR G- - -A-NT-SDN- - DAR - TTTPASH- - -THR - ‘- - ‘RS- - @ MG - - -WAG- -MRSME-A-WFIAD - “GA- - - - - RGN - IIG - - A
SHV-22/-P46 ‘NGH: ‘MD- 'S 'RTHA-AD FPH - -FKY BCG ‘WAR DA D'Q BRKN - 0BV Y PYSEK - DGN GE - A-NT SDN. - DAR - TTTPASH- - TRl - ‘RES <@ ‘BEQW-N - WAG: -NRSVE A WAAD ‘GA: - - -RGIN ‘BUG - Y
SHV-23/-P44 ‘NGB ‘MO S-RTH-A:-AD- -FPR- - EAR DA-D-Q-ERKH - - 00 BN Y- PRSEK - DGR G- - A-NT-SDN- - DAR - TTTPASH- - TER - -§- - ‘RES- Q- ‘BEQW-N - WAG: -NRSWE A WFANAD ‘GA- - - -RGIN ‘HNG - - <R
SHV-24 ‘MG MD- S -RTH-A:-AD- -FPR- - - - “WAR -DA-D-QERKW - 00 BY Y- PUSEK - - ‘DGR -GE- - AT SDN- - DAR - TTTPASM- - -THR - -l - -RES- - Q- ‘BEQN-¥- - WAG- -WRSVE A WFNAD- GA- - - - -RGIN -G - -
SHV-25 ‘MG MO S RTH-A- 4D -FPR- - “WAR -DA-D-Q-ERKN - QQ BNV PYSEK - DGN- GE - A-NT SDN- - DAR - TTTPASH- - -THR - -~ ‘RES- - Q- MEOW-N- - WAG- -NRSVE'A-WFNAD -GA- - - - -RGIN G - A
.
.
SHV-225 ‘MGH WD SRTE-A-AD-FPR: - - FKYICG - WAR DA D-0-BRKI - 00 WYY PUSEK - DGB- GE- A NT-SDN- - <+ DAR-TTTPASH- - THR- M- RES -0 BHOW N - NAG NRSVE A WFNAD GA- - - -RGIN - BUG- - A
SHV-226 ‘MG MD S RTE-A AD- FPR- « FKY HCG- BAR DA D-Q-BRK - < 00 BV Y PUSEK - ‘DGN- G- A NT SN - ©++ DARTTTPASH-TER- N RES - Q BEQW-N  WAG: NRSVE A WAFAD GA - RGI BNG - A
SHV-227 ‘NGM MD 'S-RTEA: AD: FPM - FKY ECG WAR DA DG ERKE - QQ BV Y PUSEK < DGN GE- A UT SON - ©++DAR-TTTPASM- -TER: H- RES: - Q BUQWN ' WAG WRSVE A-WANAD GA: - RGIN BUG A
SHV-228 ‘NGB MD S'RTE A AD FPM: - - FKY HCG BAR DA D Q ERKN - Q0 BV ¥ PUSEK - DGW GE- A NT SDN <« DARTTTPASH- - TER N RES - Q QW N - WAG -NRSVE A WFAEAD GA - - - RGIN HUG - A
SHV-P17 NG MBS RTH-AAD FPM- < FKYV BCG- ‘WAR DA D Q-BRKI - 0Q BV Y PUSEK: - ‘DGM- GE- A NT SBN: - - DARTTTPASM-- TER ‘8- ‘RES - Q BEQWN - WAG -URSVE A WFEAD 'GA - RGI BUG - A

Obr. 3. Porovnani 199 aminokyselinovych sekvenci SHV enzymu. Analyza a tvorba obrazku byla provedena v Geneious Prime. Na obrazku jsou barevné zvyraznény pouze stejné
aminokyselinové zbytky ve vSech sekvencich. Zeleny panel oznacuje aminokyseliny, které jsou v dané poloze totozné ve vSech sekvencich. Odlisné aminokyselinové zbytky jsou
oznaceny teckami.

42



V tomto piipadé srovnani aminokyselinovych sekvenci pozorovanych SHV enzymit
ukézalo 93,1-99,7% sekvencni identitu mezi nimi. Napiiklad SHV-16 a SHV-100 mély
93,1% aminokyselinovou shodu, zatimco v piipadé SHV-7 a SHV-105 byla identita 99,7 %
(vysledky nejsou ukézany).

Ptibuznost jednotlivych SHV enzymil byla zndzornéna pomoci fylogenetického
stromu. Kofenové uspotfadani stromu umoznilo rozliSit rizna seskupeni a identifikovat

nékolik hlavnich skupin a podskupin (Obr. 4).
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Obr. 4. Fylogeneticky strom SHV enzymt. Dendrogram ziskany porovnanim 199 SHV enzymu
prostfednictvim Geneious PhyML programu.
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Analyzou dalSich 199 sekvenci TEM enzymu byly identifikovany individualné¢ zachované aminokyseliny a motivy véetné serin-threonin-
fenylalanin-lysin na pozici 68-71 (68-STFK-71; ¢islovani podle TEM-1; Obr. 5). Mezi zbyvajici identické aminokyselinové useky a aminokyseliny,
které nejsou uvedeny na obrazku, patéi methionin na pozici 1 (M1), histidin-fenylalanin-arginin-valin na pozici 5-8 (5-HFRV-8), prolin a fenylalanin na
misté 12-13 (12-PF-13), alanin-alanin-fenylalanin-cystein v poloze 15-18 (15-AAFC-18), prolin-valin-fenylalanin na pozici 20-22 (20-PVVF-22), prolin
v poloze 25 (P25), threonin na misté 27 (T27), valin-lysin-valin na misté 29-31 (29-VKV-31), alanin a kyselina glutamova v poloze 34-35 (34-AE-35),
kyselina glutamova-isoleucin-glycin na misté 277-279 (277-E1G-279), a serin-leucin-isoleucin-lysin v poloze 281-284 (281-SLIK-284).
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TEM-12 GYNE ‘D -NSGKN WSFRPE - FP- - STEKMEBECGA - ISR - DAGOE -l - RREHYS - D i + -GNV - BEC A TH-DNTAR - - BTTIEGG BETAFE N-- - NTRE-- - P H-BA-P TR - -INNDANR - ADKWA - P - 1G5 GIM - A GPDGKPSR ‘N Y T Q- -NDE- -RQ
TEM-15 GYIE D -NSGKE WSFRPE  FP - - STRKMBECGA - SR - DAGRE I - RRUHYS - D 4 -GN - BEC - AA - THDNTAA - BTTIGG BETAFE N - NTRE- - P -8-BA-P W TT'P IO - ADKWA P - 1G5 'GIM A ‘GPDGKPSR N -Y T Q- ‘NDE- RR
TEM-16 GYNE D -NSGKI BSFRPE - FP- - STFKVEECGA ISR - DAGOE I - RRIEHYS D N - - PNTEKHE - - GHTY - BEC - AA - TH DNTAA - - WTTHGE BETAFE-N-- - NTRE- - P H-BA-P- ‘W R “INNDNR - ADKVA - P - 1GS GIM A GPDGKPSR-N- Y T 'Q- MDE- "RQ
TEM-17 GYNE ‘D -NSGKHl WSFRPE - - FP - - STEKVEECGA ISR - DAGOHE Il - RREHYS - D-N - - - PNTEKHE - - GMTY - UC - AA - TN -DNTAA - - ‘BTTHGG- “BETAFE-N-- - NTRE-- - -P-H-BA-P- ‘TR -INEDA - ADKNA - P - 1GS -GN - A-GPDGKPSR N - -Y T -Q- -NDE- -RQ
TEM-19 GYNE ‘D -NSGKE WSFRPE: < FP- - STFKVICGA ISR -DAGQE ‘U RREHYS DN - PNTEKHE  -GMTV BEC AA TH DNTAA - BTTHGG BETAFE N - WTRE - P B-BAP B TTP WD - ADKWA P - ++ 165 /G ‘A GPDGKPSR ‘M Y T 'Q ‘MDE' ‘RQ
TEM-20 GYNE ‘D - NSGKN WSFRPE- - FP- - STFKWEECGA  BSR - DAGOE Il - RREAYS DN - - PNTHKHE - - GETY - BEC - AA - TH-DNTAA - - BTTHGG BETAFE N - - ¥TRE- - -P-H-BA-P M TTP -EENDNR - ADKWA - P - G5 ‘Gl A GPDGKPSR N YT Q- - RQ
TEM-21 GYNE -D - NSGKE ‘BSFRPE - FP - - STFKMEECGA - USR -DAGRE ‘Il -RREHYS - DN - - - (G [BIC * AA - TH-DNTAA - - BTTIIGG - “BETAFE N~ - - “NTRE -« BAP TR + IO - ADKVA - P ‘B85 “A-GPDGKPSR M YT - RQ
TEM-22 GYNE D -NSGKE BSFRPE - FP- - STFKWIBICGA ISR - DAGOE Il - RRIRYS ' ‘DN - + -GN - [C - AA - TR-DNTAA - - BTTHGG BETAFE-N-- - WTRE- - ‘BP0 TT P + IO - ADKWA P - R - ‘6 GIN -A-GPDGKPSR-N Y T Q- -NDE- -RQ
TEM-24 GYNRE -D - NSGKH WSFRPE - - FP - - STFKMIMICGA - ISR - DAGQE -l - RRIAYS - ‘D-N - + -GNV - [BC - AA - TH-DINTAA - - “BITTHIGG - -BETAFE-N- - - -NTRE - - - ‘WA-P- W TTP-- -ANIDAR - ADKWA -P - R -WIPAGH -l -DK G- - - -GS -GN -A-GPDGKPSR-N - -Y T -Q- -MDE- -RQ
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TEM-242 GYHE ‘D -NSGKN ESFRPE - - FP - - STFKVEECGA - SR -DAGOE i -RRUKYS DN - - -PTHKHE - - GHTY - BEC - AA - TH-DNTAA - BTTHGG -BETAFE-N--- WTRE-- - -P-8-BA-P- B TT-P- - THR 0T EEETEAS - - WNDAR - ADKYA P - R -BPAGH M -DK-6- - - 65 GIN -A-GPBGKPSR MY T Q- -MOE- -RQ
TEM-243 GYWE ‘D - NSGKN ESFRPE *FP - - STFKVEECGA SR - DAGRE Il 'RRIHYS ' ‘DN - -PNTEKHE ' - GNITW BEC - AA TR DNTAA - - BTTHGE BETAFE N -~ NTRE- P E-BAP B TT'P - THR BET BEETEAS - - DA ADKVA P R WPAGN I DK G- - -GS GIll -A GPDGKPSR N Y 'T' Q' ‘MDE  'RQ

Obr. 5. Porovnani 199 aminokyselinovych sekvenci TEM enzymt. Analyza a tvorba obrazku byla provedena v Geneious Prime. Na obrazku jsou barevné zvyraznény pouze stejné
aminokyselinové zbytky ve vSech sekvencich. Zeleny panel oznacuje aminokyseliny, které jsou v dané poloze totozné ve vSech sekvencich. Odlisné aminokyselinové zbytky jsou
oznaceny teckami.
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Aminokyselinova shoda studovanych sekvenci TEM enzymii se nachazela v rozmezi
93,4-99,7 %. Nejnizsi 93,4% aminokyselinova shoda byla zaznamenéana napiiklad u TEM-
178 a TEM-194, pticemz 99,7% shoda byla naptiklad mezi TEM-189 a TEM-191 (vysledky
nejsou ukdzany).

Pomoci fylogenetického stromu byla na zakladé podobnosti aminokyselinovych
sekvenci znazornéna piibuznost mezi ¢leny TEM enzymu. Kotfenové uspotadani stromu

umoznilo pozorovat rtizna seskupeni a identifikovat né€kolik hlavnich skupin a podskupin
(Obr. 6).
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Obr. 6. Fylogeneticky strom TEM enzymil.. Dendrogram ziskany porovnanim 199 TEM enzymi pomoci
Geneious PhyML programu.
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4.3.2 Bodové mutace u vybranych ESBL enzymi

Studiem bodovych mutaci bylo potvrzeno, ze nejvice aminokyselinovych zmén bylo
pozorovano U ESBL enzymt typu CTX-M, OXY, TEM, SHV, PER a VEB, ato v poctu
6449, 890, 534, 417, 162 a 61, v tomto poradi (vysledky nejsou ukazany). V ptipadé CTX-
M enzymi byly zaznamenany tyto nejcastéj$i aminokyselinové zmény: S — T (271-krat,
tato aminokyselinova zména byla také popsana u vSech zbyvajicich analyzovanych ESBL
enzymu), T — S (238-krat) a K — Q (217-krat). Naopak, napiiklad pouze jedenkrat byla
zaznamena zména A — I, resp. M, Q nebo R, atd. Mezi nejéastéjs$i aminokyselinové zmény
u zbyvajicich ESBL enzymi patfily: A — T (108-krat), | — V (15-krat), A — V (20-krat),
E — K (82-krat), al — V (14-krat) u OXY, PER, SHV, TEM, a VEB, v tomto potadi.

4.3.3 Vyskyt ESBL-pozitivnich Gram-negativnich bakterii v animalnich
vzorcich

Pouze prvnich 16 para primert slouzicich k detekci Sesti ¢lent skupiny beta-laktamaz tiidy
A (CTX-M, GES, PER, SHV, TEM, VEB) a jednoho ¢lena skupiny beta-laktamaz t¥tidy D
(OXA) bylo experimentdlné¢ testovano pomoci PCR (Simplex I) s pouzitim riznych
referen¢nich a animalnich izolatu. V piipadé OXA se jednalo o0 4 podskupiny OXA (OXA-
1-like, OXA-2-like, OXA-10-like a OXA-48-like), OXA-18 a OXA-45. Zbyvajicich 40 para
primert nebylo experimentalné testovano (Tab. 1).

U péti referencnich beta-laktamaza-pozitivnich kmentd bylo vSech osm pfitomnych
gent rezistence identifikovano spravné a poskytly amplikony s pfedpokladanymi velikostmi
(Tab. 1; 228-624 bp), ¢imz potvrdily specificnost pouzitych primeri. Témito geny byly
blaces-1, blacTx-m-15, blaoxa-1, blaoxa-2-like, blaoxa-10-iike, blaoxa-48, blasHv-1s a blatem-1 (0daje
nejsou uvedeny). V piipadé vybranych animalnich izolatd byly experimentalné potvrzeny
ruzné typy ESBL. Celkem 40 % studovanych izolata (40 z 99; 2-krat C. freundii, 2-krat E.
cloacae, 35-krat E. coli, a 1-krat S. fonticola) obsahovalo rizné kombinace ESBL gent.
Pti¢emz bylo zjisténo, ze 32 ESBL-pozitivnich izolatd nese geny typu CTX-M (blactx-m-1,
n =12; blactx-m-2, N = 2; blactx-m-8, N = 1; blactx-m-15, N = 1; blactx-m-like, N = 16). Zaroven
byl u péti téchto uvedenych kmenti nalezen i blaoxa-1-like (jednou konkrétni OXA-1) a blatem-
type BSBL/ESBL gen (jednou konkrétni BSBL gen blatem-32), pficemz u dalSich osmi kmenti
byl zjistén spolu s CTX-M enzymem i TEM fenotyp (CTX-M-1 a TEM-1B, n=1; CTX-M-
1 a TEM-like, n=1; CTX-M-like a TEM-like, n=6). Dale byl TEM, SHV a TEM/SHV
fenotyp nalezen u Ctyf, jednoho a tii izolath, v tomto potadi (tdaje nejsou uvedeny).
Pfitomnost dalSich osmi ESBL gent (blaces, blaoxa-2-iike, blaoxa-10-like, blaoxa-18, blaoxa-s,
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blaoxa-as-iike, blarer, blaves) nebyla potvrzena. Pozitivni PCR amplifikace téchto gent byla
provedena pomoci nasledujicich specifickych primerd: CTX-M-F1/R1, CTX-M-F2/R2,
OXA(1)-F/R, SHV-F/R a TEM-F/R. Produkty PCR vsech beta-laktamaza-pozitivnich
animalnich kmenti vykazovaly amplikony predikovanych velikosti (Tab. 1; 245 — 593 bp) a
naslednym sekvenovanim byla potvrzena piitomnost téchto bla genti. Naopak negativni
kontroly amplikony neobsahovaly. U zbyvajicich 59 izolati (60 %) nebyla prostfednictvim
PCR potvrzena zadna studovana ESBL.
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4.4 Diskuze

Za posledni desetileti |ze pozorovat celosvétove rychly piirustek ESBL- a karbapenemazu-
produkujicich bakterii u zvitat ur¢enych k produkci potravin (Dobiasova et al., 2013; Poirel
et al., 2012; Wang et al., 2012). Zdroje mnoZeni a Sifeni beta-laktamaz zahrnuji kromé
nemocni¢niho ¢i komunitniho prostiedi také papirovou ménu ¢i mince. Piikladem je
pfitomnost Gram-negativniho patogenu E. cloacae produkujiciho rozsifeny typ enzymu
OXA-48 na povrchu alzirskych minci. Zejména soucasnd manipulace s penézi a potravinami
pfispiva k Sifeni infekénich agens, a tedy k Sifeni rezistence k ATB (Bendjama et al., 2020).

ZvySujici se prevalence karbapenem-rezistentnich bakterii s  rlznymi
karbapenemazami zdurazinuje provadéni piisnych kontrolnich opatfeni k zabranéni jejich
Siteni. Déle se v publikacich stale vice diskutuje o tom, Ze vznik rezistence souvisi s absorpci
rezistentnich gentd v celém genomu. Co se ty¢e MDR fenotypu u A. baumannii, mnoho studii
popisuje, ze je za to zodpovédna produkce pfirozenych beta-laktamaz, nadmérna exprese
efluxnich pump a nizka permeabilita membrany (Peleg et al., 2008). Dale se zjistilo, Ze MDR
fenotyp u A. baumannii se vyznamné ptipisoval ostrovu rezistence nesoucimu transpozony,
integrony a dal$i mobilni genetické prvky, pfi¢emz se také objasnilo, Ze efluxni systémy
mohou poskytnout rezistenci na konkrétni ATB v mensi mife nez enzymy inaktivujici ATB
(Adams et al., 2008). Dale naptiklad infekce zptisobené P. aeruginosa jsou stale obtizngji
lécitelné, hlavné kvili jejich pfirozené rezistenci na rizné druhy ATB a dezinfekcni
prostiedky a schopnosti adaptivni rezistence. V ptipad¢ bakteridlni rezistence na ATB se
zda, Ze existuje urcita souvislost také s velikosti genomu. U P. aeruginosa se jevi, ze to
souvisi s jeho nejvyssim podilem regulacnich gent (pfedstavujicich 9,4 % oproti naptiklad
5,8 % v E. coli) a vysokym pocétem genti zapojenych do katabolismu, transportu a efluxu
organickych sloucenin, jakoz i systémti chemotaxe (Stover et al., 2000). Dale se uvadi, ze
P. aeruginosa ma ve srovnani s E. coli pfiblizné 12- az 100-krat niz§i propustnost vné&jsi
membrany (Hancock, 1998).

Dale neni pochyb o tom, Ze pouZivani ATB a s nim spojeny selekéni tlak prispiva k
rozvoji rezistence ziskdvanim genll rezistence a udrzovanim mutaci spojenych s
chromozomalni rezistenci (Kim et al., 2018; Kolaf et al., 2001; Martinez and Baquero, 2000;
Mladenovi¢-Anti¢ et al., 2016). Moznym feSenim problému je proto omezeni urcitych
antibakterialnich latek a ptisluSnych ttid ATB zaméfenych na omezeni jejich selekéniho
tlaku (Zequinao et al., 2020). Selekéni tlak je vSak slozit€jsi zalezitost. Naptiklad spotiebu
urcitych ATB je ziejm¢é moZzné snizit pouze, pokud se zvysi spotieba jinych. Antibioticka

rezistence je navic Casto vicenasobnd, coz znamena, ze selek¢ni tlak konkrétniho ATB
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¢inidla vede ke zvySené rezistenci na jind ATB, naptiklad rezistence ESBL-pozitivnich
enterobakterii na cefalosporiny a fluorochinolony nebo rezistence MRSA na klindamycin
(Falagas and Karageorgopoulos, 2009; Che Hamzah et al., 2019). Dalsim dulezitym
aspektem ovlivitujicim selekéni tlak je koncentrace ATB, to znamena spravné davkovani
ATB a jeho distribuce v téle. Klinickému mikrobiologovi a 1ékafi zaleZi na piesném
davkovani z hlediska farmakodynamickych/farmakokinetickych parametr, aby bylo
dosazeno uspokojivych vysledkli u pacienti. Otazkou vsak je, jak vybrané davkovani a
kone¢na koncentrace ATB podporuje vznik rezistentnich mutantd. Fenomén bakterialni
rezistence predstavuje komplexni problém a vznik mutanti rezistentnich na ATB zavisi na
riznych aspektech jako jsou fyziologie, genetika, historické chovani populaci bakterii,
dynamika ATB-bakterii a dalsi (Martinez and Baquero, 2000; Zhao and Drlica, 2002).
Kromé toho jsou vznik, udrZzovani a S$ifeni znakd rezistence ovlivnény i socialnimi a
ekonomickymi faktory.

Je zajimavé, Ze nékteré studie prokazaly, ze nemusi existovat piimy vztah mezi
podavanim vybranych ATB a bakterialni rezistenci (Ho et al., 2012; Lai et al., 2011).
Podobné Htoutou Sedlédkova a kol. uvadeély klesajici spotiebu cefalosporint I11. generace a
fluorochinolond, ale zvySujici se rezistenci enterobakterii na tyto 1éky (Htoutou Sedlakova
et al., 2014). Mize to byt zptsobeno fadou mechanisma. Nékteti autofi tvrdi, Ze vztah mezi
spotiebou ATB a rezistenci zmizi po prekroceni urcitého prahu rezistence, protoze mobilni
genetické prvky (zejména plazmidy a transpozony) cirkuluji v bakteridlnich populacich a
pokles selekéniho tlaku ATB jiz tento jev neovliviiuje (Barbosa and Levy, 2000). Bylo
zdokumentovano, ze prenosové rychlosti ESBL-plazmidd jsou nejvyssi v nepfitomnosti
ATB (Héandel et al., 2015). Dalsim vysvétlenim muze byt kolateralni ucinek ATB, coz
znamena, ze nejen subinhibi¢ni koncentrace ATB mohou stimulovat vznik a Sifeni jeho
odpovidajiciho rezistentniho genu, ale Ze je mozna i kolateralni stimulace jinymi ATB.
Naptiklad mobilni geneticky prvek nesouci gen pro rezistenci na tetracyklin je schopen
prokazat 1000-nasobné zvyseni své pienosové frekvence, kdyz je vystaven subinhibi¢nim
koncentracim nejen tetracyklini, ale i makrolidt, linkosamidt a streptogramini (Merlin,
2020).

Studium vybranych klinicky vyznamnych ESBL enzymt (CTX-M, SHV, TEM) v
databazi BLDB a BLASTn odhalilo, Ze nejrozsitenéjsi skupinou v ramci bakterialnich rodt
byly ESBL enzymy typu TEM, které byly zjiStény u 45 rodu, nasledovaly CTX-M u 25 a
SHV u 23. Dale bylo zjisténo, ze ESBL enzymy typu CTX-M, GES, OXA (OXA-1-like,
OXA-2-like, OXA-10-like), SHV, TEM a VEB se nejcastéji vyskytuji u vybranych roda

49



enterobakterii (Enterobacter, Escherichia, Klebsiella) a GNNF tycinek (Acinetobacter,
Pseudomonas; vysledky nejsou ukazany).

V této studii bylo analyzovdno celkem 37 typia ESBL genl, ve kterych bylo
dohromady popsanych 1322 riznych gent beta-laktamaz, z nichZ jen 593 enzyma mélo
ESBL fenotyp na zakladé BLDB databaze. Ty zahrnovaly jednoho ¢lena rodiny beta-
laktamaz tfidy C (ADC), jednoho ¢lena beta-laktamaz ttidy D (4 podskupiny OXA, OXA-
18 a OXA-45) a 35 ¢lent beta-laktamaz tiidy A (zbylé typy beta-laktamaz uvedenych v Tab.
1). Konkrétné v piipadé nejpocetnéjSich skupin ESBL enzymu (CTX-M, SHV, TEM) bylo
k dnesnimu dni celkem uvedenych 216, 199 a 199 variant téchto enzymu s ptistupovym
kédem do Genbanku, v tomto pofadi. Enzymy CTX-M byly podle BLDB databaze
subklasifikované podobnosti aminokyselinovych sekvenci do 5 skupin (CTX-M-1-like,
CTX-M-2-like, CTX-M-8-like, CTX-M-9-like a CTX-M-151-like).

V soucasnosti jsou nejbeéznéji pouzivané molekularni metody pro detekci rtiznych
beta-laktamaz, véetné¢ ESBL a karbapenemaz, bézné simplexni a multiplexni PCR, jakoz i
PCR v realném case (z angl. Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR). Napiiklad
byly popsany RT-PCR metody s analyzou kiivky tani na rozliSeni 10 gent beta-laktamaz
(blakec, blaoxa-as, blanom, blavim, blaive, blacTx-m-1+2-group, Dlacmy, blaacc, blaskv, a blatem)
(Singh et al., 2016). Mnohé studie dale pouzily mikroCipy na detekci riznych gent beta-
laktamaz u Gram-negativnich bakterii, z nichz n¢které mohou poskytnout vysledky jiz za
jeden den. V jedné studii se na identifikaci respiracnich patogent a na detekci pfitomnosti
24 gent spojenych s rezistenci na beta-laktamova ATB piimo v klinickych vzorcich pouzila
RT-PCR kombinovand s mikro¢ipem. Tato technika prokdzala vysokou citlivost a
specificitu pro detekci genti rezistence s detekénim limitem 10-100 kopii DNA (Bogaerts et
al., 2013). Kromé toho na detekci nékterych ESBL (SHV a TEM) a karbapenemaz (GES a
OXA) je tieba identifikovat mutace, napiiklad pomoci Sanger sekvenovani, a odlisit tak
varianty, které nejsou ESBL nebo kterym chybi karbapenemazova aktivita. Navrhované
primery nebo metody obecné slouzi k detekci nejbéznéjsich beta-laktamaz a nepokryvaji
vSechny varianty gent beta-laktamaz. Proto bylo cilem této studie navrhnout PCR test na
rychlou detekci co nejvétsiho poctu ESBL gend.

V kratkosti, in silico analyza potvrdila, Ze sady primert z Tab. 1 (prvnich 16 paru
primer dohromady) mohou byt pouzity k detekci minimélné 449 ESBL genil popsanych u
ruznych rodi. Ostatni primery uvedené v Tab. 1 (zbyvajicich 40 part primerd, které nebyly
experimentalné testovany pomoci PCR) mohou specificky rozpoznéavat dalSich minimélné

143 ESBL podtypt nalezenych u mnoha rodti. Celkové by bylo mozné vytvotrené sady
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primerd pouzit pro detekci 1320 podtypt dosud popsanych beta-laktamaz (99,8 %), z nichz
je 592 ESBL genti (99,8 %).

Nasleduje podrobngjsi diskuse o klinicky vyznamnych genech kodujicich ESBL a
jejich primery. Klinicky vyznamné beta-laktamazy byly ty, u kterych byly hlaSeny enzymy
koédované plazmidem nebo ESBL. Dosud bylo popsano celkem 216 CTX-M subtypi. Nase
primery byly schopny identifikovat 215 podtypi. Jedinou vyjimkou byl gen blactx-m-151
(ptistupové ¢islo do GenBank - AB916359) zjistény u S. enterica, a proto bude muset byt
navrzen novy primer, aby ho odhalil. SHV-F/R primer muze slouzit k identifikaci 199
subtyptt SHV enzymu. Pti dvou kratSich sekvencich gent blasnv-zep2 a blasnv-112/p3 nebylo
mozné ovétit specificnost tohoto primeru. Primery ADC-F/R (ADC-F1/R1 az ADC-F5/R5)
jsou pouzitelné pro detekci 231 subtypti blaapc-iike gent, ale nebyly schopny rozlisit jednu
alelickou variantu (ADC-8; piistupové ¢islo do GenBank - AM293332), a proto bude nutné
navrhnout novy par primert, aby ji identifikovaly. Zbyvajici navrhované univerzalni
oligonukleotidy byly schopné rozlisit vSechny dosud popsané subtypy v nasledujicich
podskupinach beta-laktamaz.

V této studii bylo na pfitomnost vybranych genit ESBL enzymii zkouméno 41 izolath
enterobakterii a 58 izolati GNNF bakterii rezistentnich k cefotaximu nebo ceftazidimu.
Vysledky PCR reakcei potvrdily, ze 40 % studovanych animalnich izolat bylo pozitivnich
na geny blactx-m, blaoxa, blaskyv a blatem. Sekvenovani ukazalo, ze §lo konkrétné o tyto
typy enzymui: 1) CTX-M-1/-2/-8/-15 a CTX-M-like, 2) OXA-1 a OXA-1-like, 3) SHV-like,
4) TEM-1B/-32 a TEM-like, pfi¢emz v n€kterych piipadech bude jesté tieba provést piesné
dourceni. Celkové byl jen jeden ESBL fenotyp, konkrétné CTX-M, SHV a TEM, potvrzen
u 19 (18-krat u E. coli a 1-krat u S. fonticola), jednoho (E. cloacae) a étyt izolat (4-krat u
E. coli) enterobakterii, v tomto potadi. Dale byly zjistény ESBL fenotypy v kombinaci,
konkrétné: 1) v péti ptipadech ESBL typu CTX-M, OXA a TEM (2-krat u E. coli, 2-krat C.
freundii, a 1-krat E. cloacae), 2) u osmi izolatd E. coli ESBL typu CTX-M a TEM, a 3) ve
tiech piipadech u E. coli ptitomnost ESBL typu SHV a TEM. Dale je tieba poznamenat, Ze
zbyvajicich 59 izolatd bakterii bylo negativnich v PCR screeningu ur¢ené¢ho k detekci
vybranych skupin ESBL genii. Proto nemtiZzeme vyloucit moZnost, Ze tyto kmeny obsahuji i
jiné vzacné ESBL typy jako CARB, KLUC nebo velmi vzacné OXA varianty. Krom¢ toho
nelze vyloucit ani dal§$i mechanismy rezistence jako je nadmérnd produkce
chromozomalnich cefalosporinaz (AmpC), zvysena exprese efluxnich pump nebo snizeni
propustnosti vnéj§i membrany, pfiemZ nejsou vylouCeny ani nové a nepopsané

mechanismy rezistence. Redenim v této oblasti se zda byt sekvenovani transkriptomu, jakoz
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i dalsi formy sekvenovani (napf. celogenomové sekvenovani), které poskytnou v blizké
budoucnosti nové moznosti k predikci rezistence.

Dal8im cilem studie bylo srovnani aminokyselinovych sekvenci zkoumanych ESBL
enzymu s cilem objasnit konzervované aminokyseliny a motivy (useky). O pfitomnosti
riznych zachovanych motivi se piSe v mnoha védeckych ¢lancich (Bush, 2013). V této
studii se naSel velky pocet konzervovanych motivii a aminokyselinovych zbytkii u
vybranych ESBL enzym (Obr. 1, 3 a 5). Navenek mens$i mnozstvi zachovanych
aminokyselinovych zbytkl a usekli v tomto pfipadé mize souviset piedev§im s pouzitim
vSech dosud popsanych variant studovanych ESBL typti. V ramci studovanych typtit ESBL
enzymu byla nalezena nejmensi aminokyselinova shoda u CTX-M enzymt, v rozmezi od
55,3 d0 99,7 %, coz koreluje i s nejvyssim poctem zjisténych bodovych mutaci v této skupiné
enzymil.

Nekdy je teézké klasifikovat nékteré beta-laktamazy do podskupiny zalozené na
sekvencnich a jinych vlastnostech, protoze jsou zna¢né variabilni. Byly vytvofeny
fylogenetické stromy (Obr. 2, 4 a 6), které ukazuji podobnost studovanych podtyptt ESBL

enzymu. Je zfejmé, Ze mezi geny kddujicimi jednotlivé typy ESBL existuje Siroké pestrost.
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S5 Zavér

V soucasnosti klinicky vyznamné bakterie stale vice ziskavaji dalsi prvky rezistence véetné
ESBL, karbapenemaz a fosfoetanolamin transferaz typu MCR (z angl. Mobilized Colistin
Resistance) vuci karbapenemim a polymyxiniim, které se staly posledni volbou ATB pii
1écbé multirezistentnich Gram-negativnich infekci. To naznacuje, ze pohyblivé DNA
elementy, jako jsou integrony, inzer¢ni sekvence, transpozony a plazmidy, mohou hrat
zasadni roli pfi pfenaSeni a horizontalnim pienosu rezistentnich genl. AvSak kromé
horizontalniho mezidruhového ptenosu, piedstavuji i dalsi maskovaci mechanismy v ramci
buniky, jako naptiklad eflux nebo ztrata porinii, zména tvaru a velikosti bakterii v pfitomnosti
ATB a spole¢na exprese ruznych variant beta-laktamaz, hlavni piekazky pro bézné
fenotypové, diagnostické a molekularni pfistupy. Dal$im divodem zvySeni bakterialni
rezistence muze byt klonalni $ifeni geneticky identickych kment konkrétnich druhti bakterii
mezi pacienty.

Jednim z cilii prace byla analyza ESBL-produkujicich enterobakterii a GNNF bakterii
animalniho pltivodu se zaméfenim na genetickou charakterizaci pfitomnych enzymu.
Detekce téchto gentl rezistence byla realizovana pouzitim specifickych parG primert
navrzenych prostiednictvim bioinformatického softwaru Geneious. V ramci predkladané
diplomové prace bylo navrzeno 56 pard oligonukleotidi, z nichz 16 pari bylo
experimentalné testovano na dostupnych izolatech.

Prevalence ESBL-pozitivnich kment bakterii na kufecich farmach a jatkadch na
Moravé doséhla hodnoty 40 %, pficemZ byly zaznamenény Ctyfi ESBL typy - CTX-M,
OXA, SHV a TEM. Konkrétné §lo o tyto typy enzymi — 1) CTX-M-1/-2/-8/-15 a CTX-M-
like, 2) OXA-1 a OXA-1-like, 3) SHV-like, a 4) TEM-1B/-32 a TEM-like. Nejbéznéjsi gen
byl blacTx-m-iike (32 %), nasledovany blatem-like (20 %), blaoxa-1-iike (5 %), a blasnv-like (4 %),
bud’ samostatné nebo v kombinaci. Nejcastéji izolovanymi byly kmeny E. coli. Zbyvajicich
60 % izolatd rezistentnich k cefalosporinim s rozsifenym spektrem ucinku bylo ESBL
negativnich.

Vysledky naznacuji, ze navrzené primery maji schopnost specificky detekovat 592
analyzovanych podtyptit ESBL (99,8 %) a jsou vhodné pro detekci a epidemiologickou
analyzu Sirokého spektra ESBL genli v riiznych bakteriich. Dale potvrzeni pfitomnosti
rezistentnich gent bakterii u zvitat ur¢enych k produkci potravin muze ptedstavovat vysoké
riziko pro lidské zdravi v dasledku jejich konzumace. Z toho diivodu se musi posuzovat
nejen uloha zdravych hospodaiskych zvifat jako potencidlniho rezervoaru na Sifeni

rezistentnich bakterii, ale musi se zvazit i jejich vliv na potravinovy fetézec.
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