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1 Uvod

Leukemii definujeme jako heterogenni skupinu zhoubnych onemocnéni
postihujicich krevni buiiky, které ztraceji schopnost diferenciace. Na druhou stranu tyto
buiiky zvysuji svlij proliferaéni potencial, ¢imz dochazi k jejich nekontrolovatelnému
déleni. V zavislosti na typu buné€k, které maligni transformace postihuje, délime

leukemii do dvou skupin a to na myeloidni a lymfoidni. '

Leukemicti pacienti jsou v disledku probihajici nemoci a agresivni terapie ¢asto
vystaveni zvySenému riziku nozokomialnich infekci. Navic diky vysokym davkam
predepisovanych Sirokospektrych antibiotik a soucasnému oslabenému imunitnimu
systtmu se znich stadvaji idedlni kandidati pro kolonizaci multirezistentnimi

bakterialnimi kmeny, coZ miize mit pro jejich zdravotni stav katastrofalni nasledky. '~

Az do objevu penicilinu Alexandrem Flemingem vroce 1928 byla lécba
bakteridlnich onemocnéni jednim znejvétSich problémt, ktery suzoval lidskou
civilizaci. Odhaduje se, ze penicilin od jeho objevu az do soucasnosti zachranil miliony
zivott. * Jiz po par letech od zavedeni penicilinu na trh byla prokézana prvni bakterialni
rezistence k tomuto antibiotiku. > V sou¢asné dobé& predstavuje produkce bakterialnich
beta-laktamaz, kdédovanych tzv. bla geny, jeden znejvyznamnéjSich mechanizmi

rezistence k beta-laktamovym antibiotikim u gramnegativnich bakterii. °

Bakterialni rezistence k antibiotikiim ptedstavuje celosvétovy problém a je stale
diskutovanéjSim tématem. Mikrobiologické laboratofe se snazi o co nejrychlejsi a
nejpresnéjsi detekei rezistentnich bakterii, aby mohlo dojit k nasazeni spravné 1écby
v co nejkrats§im case. Vedle klasickych fenotypovych metod, bézn¢ vyuzivanych
v rutinni praxi, se do poptedi také dostavaji moderni genetické metody, které¢ usnadiuji

a urychluji diagnostiku.

V piedloZzené bakalatské praci jsme se proto zaméfili na porovnani klasické PCR
a nové vyvinutého komercniho kitu v detekci vybranych typti bakteridlnich beta-

laktamaz u enterobakterii, izolovanych z klinického materialu pacientti s leukemii.



2 Teoreticka cast

2.1 Obecna charakteristika Celedi Enterobacteriaceae

Z pohledu klinické mikrobiologie je Celed’ Enterobacteriaceae tazena jako jedna
z nejvyznamnéjSich ¢eledi gramnegativnich tyc¢inek. Jak je mozné z nazvu odvodit, tyto
bakterie jsou soucasti normalni stfevni mikroflory clovéka a obratlovcil (z lat. enteron =

stievo). ’
2.1.1 Morfologie a kultivace

Z morfologického hlediska jsou enterobakterie popisovany jako nesporulujici
fakultativné anaerobni gramnegativni tyC€inky. Velikost jednotlivych tyCinek se
pohybuje mezi 2 az 3 um a jejich tloustka dosahuje 0,5 — 0,8 um. VétSina enerobakterii
roste na bé&znych mikrobiologickych ptidach (masopeptonovy agar, krevni agar).
K jejich diagnostice je ovSem mozné vyuzit také specidlni selektivné-diagnostické

média (naptiklad Endova piida, MacConkey agar nebo deoxycholat-citratovy agar).

Enterobakterie dobfe snaseji drobné vykyvy teplot a tlaku. Z hlediska odolnosti
vici vnéj$im vliviim je mozné v ramci této Celedi pozorovat urcité rozdily. Zatimco
nékteré enterobakterie jsou pevné vazany na prostiedi stfeva, predstavitelé rodu
Klebsiella a Serratia jsou ptizpisobeny také na prostiedi mimo stfevo nebo dokonce

na vné&jsi prostedi. *
2.1.2 Klinicky vyznam

Jak jiz bylo zminéno dfive, enterobakterie tvoii soucdst normadlni stfevni
mikrofléry. Jednotlivé bakterie zde mohou zaujimat rozdilné postaveni. Miize se jednat
o komenzalni, saprofyticky nebo paraziticky zplsob Zivota. Enterobakterie nemusi
pusobit patogenné pouze ve stievé obratlovei, ale také mohou osidlovat urogenitalni
systém. Takovyto druh infekce je nejCastéjsi u dlouhodobé nemocnych ¢i starSich
pacientl, a to hlavné z divodu zavedenych mocovych katetrii. Enterobakterie se také

mohou podilet na infekcich dychacich cest, ran nebo infekcich pohybového aparatu.
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Nejcastejsi zplisob pienosu enterobakterii je fekalné¢ — oralni cestou. Dale je
mozné se nakazit z potravin (jak je tomu u salmonel), pouhym vzduSnym pienosem
nebo v disledku nespravnych hygienickych navykd se muze jednat o tzv. ,,nemoc

$pinavych rukou®. ”*

2.1.3 Vyznamni zastupci eledi Enterobacteriaceae

V nésledujicim textu budou probrany jednotlivé rody bakterii, se kterymi jsme
béhem prace v laboratofi pfiSli do styku. Jedna se o pomérné Casté zastupce a také

puvodce onemocnéni vyskytujicich se u imunodeficitnich pacienta.

2.1.3.1 Rod Citrobacter

Zastupci rodu Citrobacter patii mezi oportunné patogenni rod, podilejici se
na vzniku mocovych infekci, enterokolitid, endokarditid, osteomyelitid, sepsi nebo
novorozeneckych meningitid a to povétsinou pouze u lidi s oslabenou imunitou. Nazev
rodu pochazi ze schopnosti bakterie vyuzivat citrdt jako zdroj energie. Mezi

nejvyznamnéj$i druhy patii Citrobacter koseri a Citrobacter freundii.

Pro terapii infekci vyvolanych zastupci rodu Citrobacter nelze pouzit
cefalosporiny 1. a II. generace z diivodu primérni rezistence. Proto se k 1¢cbé pouziva
zejména ko-amoxicilin, cefalosporiny III. generace (pouze u zavaznych piipadi),

chinolonony, aminoglykosidy nebo ko-trimoxazol. "

2.1.3.2 Rod Escherichia

Rod Escherichia byl objeven a popsan rakouskym Iékafem Theodorem von
Escherichem vroce 1885 a po svém objeviteli také nese své rodové jméno. Pro
I¢katskou, ale také Sirokou vefejnost je nejznaméjSim praveé druh Escherichia coli.
Krom¢ nc¢ho byly popsany také dal§i druhy Escherichia vulneris, Escherichia
hermannii, Escherichia albertii. Tyto vSak nejsou velmi znamé a Cloveka napadaji

pouze vyjimecne¢.

U zdravych jedinct pfedstavuje E. coli béZnou soucast stfevni mikroflory.
Pritomnost této bakterie je pro ¢loveka piinosna a to tvorbou vitaminu K nebo produkci
kolicind, latek znemoziujicich prinik patogentl, ale také se mize podilet na infekcich

jak stfevniho, tak mimostievniho traktu.



Za urcitych okolnosti mohou byt tyto bakterie vyznamnym pivodcem
prijmovych onemocnéni. Mimostfevni plisobeni nejsou ojedin€la, svédci o tom i fakt,
ze E. coli je nejcastéjSim pluvodcem infekei a zdnétdl mocovych cest. Dale miize

o . Y ’ ’ ’ : 8
zpasobovat infekce Zlu¢ovych a dychaci cest nebo infekce ran. ™

Terapie infekci vyvolanych E. coli je zaloZzena na tom, zda se jedna o stfevni nebo
mimostfevni infekci. U stfevnich infekcei je velmi dilezité doplnéni ztracenych tekutin,
podavani prebiotik, ptipadné probiotik, nebo absorbenci pro lepsi obnoveni spravné
funkce stfeva. U mimostievnich infekci naopak dochdzi k okamzitému nasazeni
antibiotické 1éCby, aby se zabranilo pfipadné sepsi. Nejcastéji se podavaji cefalosporiny

IL. a III. generace. 78

2.1.3.3 Rod Enterobacter

Hned po E. coli jsou enterobaktery druhou nejhojnéji zastoupenou bakterii
lidského stfeva. NejvyznamnéjSimi zastupci tohoto rodu jsou Enterobacter cloacae,
Enterobacter kerogenem, Enterobacter sakazakii. Také je zafazujeme mezi potencialné
patogenni bakterie, které se mohou podilet na infekci mocovych cest, pneumonii nebo
sepsi, majici predev§im endogenni charakter. Epidemicky vyskyt byl zaznamenan u
Enterobacter sakazakii, kde se jednalo o vyskyt meningitid u novorozenct z divodu

ptitomnosti v nahrazce matefského mléka.

2.1.3.4 Rod Klebsiella

Rod Klebsiella byl objeven vroce 1883 némeckym patologem Carlem
Friedlanderem. Své rodové jméno ovSem dostala po némeckém Iékati Edwinu Klebsovi,
ktery se také podilel na objeveni Corynebacterium diphtheriae. Bakterie rodu Klebsiella
jsou pfirozenou soucasti gastrointestindlni traktu. Na rozdil od enterobakterti jsou
klebsiely 1épe adaptovany na Zivot mimo stfevo ¢lovéka. Z klinického hlediska jsou

nejcastéj$im ptivodcem uroinfekci ¢i infekei dychacich cest.

K 1écbe infekci vyvolanych timto rodem je mozné pouzit cefalosporiny II. a III.
generace, ko-trimoxazol, pfipadné nitrofurantoin. Klebsielly jsou primarné rezistentni
pouze k ampicilinu. Pokud se jednd o nozokomidlni kmeny, produkujici tzv.
Sirokospektré beta-laktamazy, k terapii se pouzivaji pouze cefalosporiny IV. generace,

karbapenemy, popiipadé v kombinaci s aminoglykosidy. *
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2.1.3.5 Rod Morganella

Rod Morganella se diive spolecné s rody Proteus a Providencia fadily pod jeden
rod se spoleénym nazvem Proteus. Jedna se o saprofytické bakterie, jejichz hlavnim
ukolem je likvidace organickych zbytkll. NejzndméjSim zastupcem je Morganella
morganii. Z hlediska patogenity se mohou zastupci tohoto rodu podilet na vzniku
mocovych infekci nebo infekei ran. Mezi ohrozenou skupinu lidi patii predevSim
onkologi¢ti pacienti, ktefi jsou diky sniZzené imunité velmi nachylni k infekcim. Pro
lécbu infekei zpiisobenych zastupci rodu Morganella nelze pouzit ampicilin ¢i

cefalosporiny I. a II. generace, jelikoZ jsou k nim primarné rezistentni. ’

2.1.3.6 Rod Pantoea

Rod Patoea byl diive fazen pod rod Enterobacter. Na zékladé biochemickych
odlisnosti byl tento rod vyclenén. Zndmym zastupcem tohoto rodu je Pantoea

agglomerans. Z hlediska patogenity ji zafazujeme k oportunné patogennim druhtim. ’

2.1.3.7 Rod Salmonella

Salmonely fadime do dvou =zakladnich skupin. Jedna se o primarné
antropopatogenni salmonely, kam zafazujeme Salmonellu Typhi a Salmonellu
Paratyphi, zptisobujici bfisni tyfus a paratyfus. K ndkaze dochazi skrz kontaminovanou
vodu, potravinami ¢i pfimym kontaktem. Toto onemocnéni se vyskytuje hlavné
v zemich tiettho svéta a v rozvojovych zemich. K 1écbé se vyuZzivaji zejména

cefalosporiny III. generace. *’

K primérné zoopatogennim salmonelam fadime u nds nejrozsitenéjsi Salmonella
Enteritidis a Salmonella Typhimurium. Nakaza je moznd konzumaci infikovanych
potravin, jako je maso ¢i vejce nebo vyrobki znich, které se jedi za studena nebo
nedostateCné tepelné¢ upravené. K 1écbé salmonelovych infekci nebyvaji obycejné

indikovéna antibiotika. "*®

2.1.3.8 Rod Serratia

Na rozdil od ptedchozich zastupci, jsou predstavitelé rodu Serratia 1épe
uzpiisobeni na zivot ve vnéjSim prostiedi nezli na zivot ve stievé (zplisobem zivota patii
spiSe mezi pidni bakterie). Patii mezi tzv. nozokomidlni patogeny. K tomuto poznatku

pfispiva také fakt, Ze jsou schopny odoldvat u¢inku dezinfek&nich prostiedkt. Infekce

11



vyvolané témito bakteriemi maji casto exogenni charakter. K hlavnim zastupciim patfi
Serratia marcescens a Serratia erubidiaea. Serracie byvaji Casto polyrezistentni,
primarné jsou rezistentni k ampicilinu, cefalosporinim I. a II. generace a také

ke kolistinu.

2.2 Problematika bakterialni rezistence k antibiotikum

Bakteridlni rezistence je popsana jako schopnost mikrobidlni populace odoldvat
ucinku tzv. MIC (neboli minimalni inhibi¢ni koncentraci pro danou skupinu antibiotik).

Bakteridlni rezistenci rozd€lujeme na primarni a sekundarni.

Primérni neboli pfirozena rezistence je typickd pro vSechny piedstavitele urcitého
rodu/druhu a vznikd pfirozenou nepfitomnosti urcité cilové struktury pro dané
antibiotikum, nedostate¢nym prinikem 1éku do buiiky, nebo jinym chromozomélnim
mechanismem rezistence. Druhou skupinou je sekundéarni rezistence, Cili ziskana.
Kmeny, na které ptivodné antibiotika plsobila, se stavaji rezistentnimi a to naptiklad
vlivem mutaci nebo diky mobilnim genetickym elementim jako jsou konjugativni

. “r G . . 10-13
plasmidy, transpozony, pfipadné rizné integrované systémy.

2.2.1 Mechanizmy bakterialni rezistence a jejich geneticka podstata

RozliSujeme ctyii zakladni mechanismy bakteridlni rezistence. Prvnim typem je
zména permeability vnéj$i membrany. Malé hydrofilni latky, naptiklad beta-laktamova
antibiotika nebo fluorochinolony, pouZzivaji pro vstup do builky transmembranové
proteiny, tzv. poriny. Na rozdil od toho hydrofobni latky prochazi prostou difuzi pies
lipidovou dvojvrtstvu. V piipadé€ porinti rozliSujeme dva zakladni typy rezistence. Jedna
se bud’to o zmény ve vnéjsi membrané (ztrata ¢i redukce porinti) nebo o zménu funkce

membrany zpisobené vlivem specifickych mutaci, ¢imz dochazi k snizenému prostupu

antibiotika do buiiky. '*

DalSim typem bakteridlni rezistence je aktivni vycCerpdvani antibiotika
z bakterialni bunky pomoci tzv. efluxnich pump. Efluxni pumpy jsou proteiny slouzici
k transportu toxickych substrati a metabolith ven zbuiky. Pumpy mohou byt
selektivni, ale také mohou slouzit k transportu naprosto strukturalné odliSnych latek.

Hlavnim problémem jsou pak mutace v genech kddujicich tyto transportéry a jejich
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naslednd nadprodukce umoznujici bakteriim odoldavat ucinku konkrétnich skupin

antibiotik. '°

Tretim pfikladem mechanismu bakteridlni rezistence je modifikace cilového mista
pro dané antibiotikum. Rezistentni bakterie se snazi pozménit ¢i maskovat cilovou
strukturu na kterou antibiotika ptsobi tak, aby nedoslo k jejich rozpoznani, antibiotikum
se nemohlo navazat a stalo se tak net¢innym. Jako ptiklad takovéto rezistence slouzi
tzv. kmeny MRSA (Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus), kdy diky prenosu
mecA nebo novéji mecC genu a jeho nasledné expresi dochézi k produkci pozménénych
penicilin-vazajici proteind, z anglického penicillin-binding proteins (PBP2a), které pak

vykazuji snizenou afinitu k beta-laktamovym antibiotikéim.'®

Poslednim mechanismem bakteridlni rezistence je inaktivace antimikrobialni latky
skrze pozménéni jeji struktury nebo uplnou degradaci. Typickym piikladem pro tento
mechanismus rezistence je hydrolyza beta-laktamového kruhu u beta-laktamovych
antibiotik. Tato hydrolyza byva zpisobena bakteridlnimi enzymy, tzv. beta-

laktamazami. ® Tomuto mechanizmu rezistence bude vénovana nasledujici kapitola.

2.2.1.1 Bakterialni beta-laktamazy

Mezi jednu znejvyznamnéjSich a nejCastéji pfedepisovanych skupin
antimikrobialnich pfipravkl patii tzv. beta-laktamova antibiotika. Pro spravnou funkci
téchto antibiotik je velmi dulezitd integrita beta-laktamového kruhu, ktery predstavuje
zakladni strukturni jednotku této skupiny antibiotik. Beta-laktamy plisobi na inhibici
syntézy bakteridlni stény tim, Ze se vdZou na bakteridlni enzymy PBPs, které hraji
dilezitou roli v konecném zesitovani bunécné stény. Do této skupiny ptipravkl jsou
fazeny peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy a inhibitory beta-

. 8.17.18
laktamaz. 5"

Beta-laktamova antibiotika maji vazby citlivé na hydrolyzu a soudrznost téchto
vazeb je zdkladnim kli¢em k jejich biologické aktivité. Existuje proto fada bakteridlnich
enzymi, které vyuzivaji snadné hydrolyzy téchto vazeb, coz vede k jejich rozstépeni.
Nejvyznamnéjsi skupinou jsou amidazy, které Stépi beta-laktamovy kruh u penicilinil a
cefalosporini. Amidazy jsou schopny rozstépit beta-laktamovy kruh dvéma riznymi

zpiisoby a to bud’ pomoci reaktivniho serinového rezidua v aktivnim misté, nebo
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ucinkem tézkych kovi (nejcastéji Zn*") spolu s rezidui histidinu a (nebo) cysteinu

(Obrazek 1 A a 1B).
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Obrazek 1: Mechanismus u¢inku bakterialnich beta-laktamaz

Beta-laktamazy jsou produkovany zejména gramnegativnimi bakteriemi, které je
vylucuji do periplasmatického prostoru. Nékolik typli beta-laktaméz bylo zachyceno
také u grampozitivnich bakterii, ty jsou na rozdil od piedchozich produkovany
do prostoru extracelularniho. Geny kodujici tyto enzymy (bla geny) byly nalezeny
pivodné na chromozomech (jednalo se poté o druhové specifické enzymy), pozdé&ji

byly pozorovény také na plazmidech, coz umoziiuje jejich horizontalni §ifeni. '®

V dnes$ni dobé jsou beta-laktamazy nejcastéji roziazeny do skupin na zakladé
dvou schémat a to podle Amblerovy molekularni klasifikace * (do &tyf skupin A-D
podle homologie proteinli) nebo Bush-Jacoby-Medieros klasifika¢niho systému (do tii

zékladnich skupin na zaklad substratové/ inhibitorové specificity). !

Mezi nejvyznamnéjsi skupiny bakterialnich beta-laktaméaz patii TEM, SHV a
CTX-M typy. Do téchto skupin zafazujeme jak enzymy s zkym tak se Sirokym
spektrem ucinku, tzv. Sirokospektré beta-laktamazy (neboli ESBL z anglického slova
extended-spectrum beta-lactamase). Jsou to enzymy, které na rozdil od ptivodnich beta-
laktamdz, jsou schopny hydrolyzovat cefalosporiny III. generace (cefotaxim,

ceftazidim, ceftriaxon atd.) a také monobaktamy. Nejsou aktivni vii¢i cefamycinim a
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karbapenemim a jsou inhibovany inhibitory beta-laktamaz (kys. klavulanova,

sulbaktam a tazobaktam). ** V dnesni dobg predstavuji vyznamny medicinsky problém.

Rezistence kment E. coli je az z 90 % dana piitomnosti TEM-1 beta-laktamazy,
kterd je schopna hydrolyzovat peniciliny a cefalosporiny I. generace. Prvnim enzymem
odvozenym od TEM-1 je TEM-2 typ, ktery vznikl nahrazenim jediné aminokyseliny.

Spektrum ué¢inku viak zistalo zachovano. >

DalSim typem velmi rozsifené beta-
laktaméazy je SHV-1, ktera byla poprvé popsana u bakterie K. pneumoniae, kde se
vyskytuje jako chromozomdéln¢ kodovana. Odsud se nésledné gen inkorporoval
do plazmidu a timto zplisobem byl schopen se §ifit i do jinych druhti enterobakterii.

Spektrum t&inku je obdobné jako u TEM-1 resp. TEM-2 enzymi. *°

Novéjsi a v souCasné dobé nejrozsifenéjsi skupinou jsou tzv. CTX-M enzymy,
které piednostné hydrolyzuji cefotaxim nez ceftazidim. Ty jiz samy o sob¢ vykazuji
ESBL fenotyp. Prvnim popsanym byl CTX-M-1 typ, od té doby jejich pocet stoupl

na vice nez 100. %

U TEM a SHV typt enzymt je ESBL fenotyp dan ptitomnosti bodovych mutaci
v genech kodujicich beta-laktaméazy s izkym spektrem ucinku (SHV-1, TEM-1, resp.
TEM-2). Néaslednou zdménou aminokyselin dochdzi ke zméné¢ struktury aktivniho mista
enzymu a jeho aktivity. V pfipadé SHV enzym jsou to hlavné zdmény v pozicich 238
(glycin za alanin nebo serin), zodpovédnou za hydrolyzu ceftazidimu, a 240 (kyselina
glutamova za lysin), zodpovédnou za hydrolyzu cefotaximu. U TEM typl beta-
laktamaz jsou obzvlast’ dilezité bodové mutace a nasledné aminokyselinové substituce
v pozicich 104 (kyselina glutamova za lysin), 164 (arginin za serin nebo histidin), 238
(glycin za serin) a 240 (kyselina glutamovd za lysin). Vzijemnd kombinace
jednotlivych aminokyselinovych zdmén hraje dilezitou roli ve vysledném ESBL
fenotypu, tj. schopnosti hydrolyzovat jednotlivé cefalosporiny jako cefotazim a

ceftazidim. %%

Do dnesni doby bylo zaznamendno 10 riznych skupin spadajicich pod definici
ESBL. Kromé jiz uvedenych TEM, SHV a CTX-M jsou to také PER, VEB, BES, GES,
TLA, SFO a OXA typy, které ale jiz nejsou naplni predlozené bakalaiské prace. *’
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2.3 Metody detekce bakterialni rezistence

V posledni dobé doslo k velkému rozvoji jednotlivych metod slouzicich k detekci

bakteridlni rezistence. Obecn¢ je mizeme rozdélit na metody fenotypové a genetické.
2.3.1 Fenotypové metody

Fenotypovému urCeni bakteridlni rezistence predchdzi izolace bakterie
z klinického materidlu pomoci standardnich kultivac¢nich a identifikacnich metod a
nasledné pouziti difuznich nebo dilu¢nich testl pro stanoveni citlivosti ke konkrétnimu
antibiotiku. Pro detekci produkce ESBL lze vyuzit specifickych testl, tzv. Double Disk
Synergy Test (DDST), E-test, CLSI test nebo chromogenni pldy. V rutinni
mikrobiologické praxi jsou v dnesni dobé preferovany spiSe fenotypové metody,

na druhé strané se jevi detekce na této urovni v nékterych piipadech nedostate¢na. **
2.3.2 Genetické metody

Cilem bakalaiské prace bylo vyuziti genetickych metod v detekci a charakterizaci
bakterii s produkci beta-laktamaz. Proto tyto postupy budou popsany podrobnéji nez

metody fenotypové.

Techniky zalozené na bazi detekce nukleovych kyselin poskytuji rychlé a citlivé
metody pro zjisténi pritomnosti geni rezistence a hraji tak klicovou v roli v objasiiovani
jednotlivych mechanismi rezistence. Nejstar§i pouzivanou technikou je metoda
hybridizace, kterd je zaloZzena na komplementarnim parovani bazi mezi templatovou
DNA a navrzenou DNA sondou. *’ K moderngj§im postupim pak patii PCR,
real-time PCR, pyrosekvencovani, DNA microarray a v posledni dobé také hodné

i g . r 1 30-32
rozsirenc CG]OgGl’lOl’l’lOVe sekvencovani.

Pouziti genetickych metod mlze byt napomocné piti feSeni spornych vysledki.
Piikladem miiZe byt oxacilin — rezistentni S. aureus. Pomoci mecA sondy nebo PCR lze
rozli$it, zda se jednd o izolaty vykazujici rezistenci na oxacilin diky pfitomnosti mecA
genu, nebo diky nadprodukci beta-laktamaz, které pozvolna hydrolyzuji oxacilin. **
Nespornou vyhodou pfi pouziti genetickych metod je fakt, ze jsou schopny prokazat
rezistentni geny pfimo ze vzorku klinického materidlu, ¢imz umoznuji rychlejsi detekci
ptitomné rezistentni bakterie. Jednim z nejvétSich celosvétovych problému je také

mnohocetnd 1ékova rezistence kmentt Mycobacterium tuberculosis na streptomycin a
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rifampicin. Mutace, vznik rezistence a jejich detekce byly u M. tuberculosis prokazany
diky PCR a naslednému DNA sekvencovani. Dile mohou byt genetické metody
napomocné pii detekci van genl v diagnostice vankomycin-rezistentnich enterokokt

nebo v zachytu jednotlivych bla gend u kmenti produkujicich beta-laktamazy. **

Na druhé stran¢ vSak genetické metody nékdy selhdvaji v urceni vysledné
citlivosti dané bakterie na antibiotikum. Pfitomnost genu rezistence totiz nemusi hned
znamenat, Ze se tento gen exprimuje a pot¢ mohou byt vysledky oznaceny jako falesné
pozitivni. Genetické metody v dnesni dobé spiSe doplnuji ty fenotypové, u nejasnych
vzorkil, pro potvrzeni specifickych mechanismu rezistence, u kultivaéné naro¢nych, ¢i

. : o 29
pomalu rostoucich mikroorganismi.

Pro rychlou a snadnou detekci rtiznych typli bakteridlnich beta-laktaméaz bylo
navrzeno nékolik komer¢nich diagnostickych souprav, tzv. kitd. Pfikladem takovychto
souprav muze byt Hyplex ESBL IDkit od firmy amPLEX, Check-Direct ESBL kit
od firmy Check-Points, ESBLs producing bacteria Real-Time PCR kit od firmy
Liveriver nebo nami testovany GeneProof ESBL PCR kit od firmy GeneProof.

GeneProof kit byl navrzen pro snazsi detekci blaspy a blacrxwm genlt piimo
z klinického materidlu pomoci real-time PCR. Detekce SHV ESBL je zaloZzena
na amplifikaci genu blasyy a diskriminaci nejcastéji se vyskytujicich mutaci vedoucich
k ESBL genotypu pomoci fluoroescencné znacenych sond. Detekce CTX-M ESBL je
zalozena na principu amplifikace genu blactxm a méfeni nardstu koncentrace
amplifikacniho produktu v pribéhu PCR pomoci fluorescenéné znacenych sond.
Soucasti kitu je také interni standard kontrolujici moznou inhibici PCR reakce, ptipadné

i kvalitu izolace DNA, jak je uvedeno v piibalovém letdku diagnostické soupravy.
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3 Cile prace

Hlavni cile bakalafské prace lze charakterizovat nasledujicimi body:

1.

Genetickd charakterizace souboru enterobakterii izolovanych od pacientl
s leukemii se zaméfenim se na detekci genli kodujicich produkci bakteridlnich
beta-laktamaz.

Zhodnoceni moznosti vyuziti komeréniho kitu GeneProof ESBL PCR kit pro
rychlou diagnostiku producentii Sirokospektrych beta-laktamaz typu ESBL

pfimo ze vzorki klinického materidlu od pacientii s leukémii.
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4 Vysledky

4.1 Zachyt a identifikace enterobakterii z klinického materidlu pacientii

s leukemii

Ve sledovaném obdobi od zéii roku 2015 az do srpna 2016 byly shromazd’'ovany
vzorky od vybranych pacientt s leukemickym onemocnénim. Od jednoho pacienta bylo
zatazeno 1 n¢kolik druhti klinického materidlu (od 1 az po 22) a to podle harmonogramu

1é¢by a navstévy HOK a aktudlniho zdravotniho stavu.

Pro ucely bakalatské prace byl poté vybran soubor 95 vzorkt klinického materialu
z obdobi od zafi 2015 do ledna 2016. V tomto souboru byl od jednoho pacienta zafazen
rizny pocet vzorkli materidlu (od 1 az po 12) odebraného v rtiznych casovych
intervalech (od n¢kolika dnil az po n¢kolik mésicli). Nejcasteji zastoupenym klinickym
materidlem byl vytér z krku, vzorky stolice, odebrané pomoci rektalniho vytéru a moc,

nejméné vzorky z dutiny ustni a vzorky sputa. VSechny typy ziskaného materialu uvadi

tabulka 1.

Tabulka 1: Jednotlivé druhy zastoupeného klinického materidlu odebraného od

pacienttll s leukémii

Klinicky material Pocet vzorkii
Dutina ustni 1
Hemokultura 3

Krk 35
Mo¢ 18
Perianal 5
Réna 3
Sputum 1
Stolice 29

Z celkového poctu 28 pacientli byl materidl odebran od 16 muzid a 12 Zen.
Nejmlad$im pacientem byl 27lety muz, nejstarSim 75letd Zena. VSichni tito pacienti
trpéli leukemickym onemocnénim, pficemz 68 % pacientli trpélo akutni myeloidni
leukémii (AML) a 32 % pacientl trpélo akutni lymfatickou leukémii (ALL). Graf 1

uvadi procentudlni zastoupeni AML a ALL u muzi a zen.
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Graf 1: Procentualni zastoupeni ALL a AML u muzii a Zzen

B ALL - muzi

B AML - muzi

W ALL - Zeny
AML - Zeny

Pomoci standardnich mikrobiologickych postupi a nasledné identifikaci
s pouzitim MALDI-TOF MS bylo zklinického materidlu ziskano 101 izolath
enterobakterii. Nejhojnéji zastoupenym druhem byla K. pneumonie, izolovana z 31
vzorkd klinického materidlu. Nejcasteji se jednalo o vytéry z krku (58 %) a vzorky
stolice (19 %). Druhym nejvice se vyskytujicim druhem byla E. coli, ziskana ze 22
vzorku klinického materidlu a to hlavné z moci (45 %) a ze vzorku stolice (23 %). Mén¢
Casto izolovanymi druhy enterobakterii byly C. freundii (vzorek vytéru z krku), C.
koseri (vzorek moci), Ent. aerogenes (vzorek moci), P. agglomerans (vzorek vytéru

z krku) a S. marcences, ktera byla izolovana ze vzorku moci.

Celkové zastoupeni nalezenych enterobakterii v klinickém materialu pacientt

s ALL nebo AML uvadi graf 2.
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Graf 2: Zastoupeni vyizolovanych enterobakterii z klinického materialu
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4.2 Geneticka detekce bla genii u izolath enterobakterii

Pro ucely genetické detekce blarem, blasnv a blactx-m genli byla pouzita PCR
s vyuzitim specifickych primerd. Pomoci této metody bylo charakterizovano zastoupeni
jednotlivych bla genti a jejich ptfipadnd kombinace u 101 enterobakterii. Celkem bylo
nalezeno 35 izolatd, u kterych nebyla detekovéna ptfitomnost zddné ze sledovanych
beta-laktamaz. Naproti tomu nejhojnéji zastoupenym genem kodujicim specifickou
beta-laktamazu byl blarpm, ktery byl detekovan v 41 % pripadd. Obrazek 2
dokumentuje vysledky genetické detekce tohoto genu pomoci PCR a nasledné
elektroforézy u vybranych izolatii. Podrobnéji popis detekce jednotlivych beta-laktamaz

a zastoupeni jednotlivych genti uvadi tabulka 2 a graf 3.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Legenda: 1 - DNA ladder; 3,4,5,7,9,15 — pozitivni vzorky obsahujici blatgm gen;
2,6,8,10,11,12,13,14,16,17 — negativni vzorky; 18 - pozitivni kontrola;, 19 -
negativni kontrola

Obrazek 2: Vysledek detekce blatpm genu pomoci PCR u vybranych vzorkl

Tabulka 2:  Vyskyt zachycenych beta-laktamaz u sledovanych izolat enterobakterii

Typ beta-laktamazy Pocet izolatu
SHV 15
TEM 13
CTX-M 8
TEM + SHV 5
TEM + CTX-M 9
SHV + CTX-M 2
TEM + SHV + CTX-M 14

Graf 3: Procentudlni zastoupeni beta-laktamdz u testovanych enterobakteriii

B TEM + SHV

B TEM + CTX-M

B SHV + CTX-M
ETEM + SHV + CTX-M
H Pouze TEM

¥ Pouze SHV

H Pouze CTX-M

M negativni
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4.3 Real-time PCR detekce blasyy a blacrx.y pomoci GeneProof ESBL kitu

Z celkového souboru 95 vzork klinického materidlu bylo pro dalsi cil prace, tedy
zhodnoceni moznosti vyuziti komeréniho kitu GeneProof ESBL PCR kit pro rychlou
diagnostiku producentii ESBL, pouzito pouze 83 vzorkl. Divodem byla nemoznost
zamrazeni nékterych vzorkli klinického materidlu (napfiklad hemokultur) nebo

nezachovani ptivodnich odbért.

Po izolaci celkové DNA z jednotlivych vzork byla provedena real-time PCR
s vyuzitim komercniho kitu. Vyhodnoceni vysledki probihalo piesné podle doporuceni
vyrobce pro jednotlivé sledované geny a to zhodnocenim nariistu fluorescence
v jednotlivych kanalech (kanal FAM, kandl Cy5 a kanadl HEX) a jejich vzajemnou
kombinaci. Vyslednou interpretaci tak bylo oznaceni vzorku jako ESBL pozitivni (SHV
a/nebo CTX-M) nebo ESBL negativni. V pfipad¢, ze nedoslo k nartstu fluorescence ani
v jednom z detekcénich kanalt, vysledek byl oznacen jako nevalidni. Gen, kodujici

produkci TEM typu beta-laktamaz, nebyl pomoci tohoto kitu sledovén.

Nasledujici obrazky demonstruji ukazky detekce SHV ESBL a CTX-M ESBL
vyuzitim real-time PCR a GeneProof ESBL PCR kitu. Na obrazku 3 je mozné vidét
typicky prubéh fluorescencnich kiivek v detekénim kandlu FAM a Cy5 u dvou SHV
ESBL pozitivnich vzorkti (v obou detekénich kandlech se hodnoti piitomnost
specifickych mutaci u blasyy genu, zodpovédnych za ESBL fenotyp; v kandlu FAM
SHV mutace v pozici 238 a 240, v kanalu Cy5 v pozici 179). Pozitivni kontrola je

znazornéna cervene.
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Vyhodnoceni vysledkt analyzy SHV ESBL

Obrazek 4 demonstruje typicky prubéh fluorescencnich kiivek v detekénim

kanalu FAM u tii CTX-M ESBL pozitivnich vzorkli (ve FAM kanalu se hodnoti pouze

pfitomnost CTX-M beta-laktazy se Sirokospektrym charakterem). Pozitivni kontrola je

znazornéna cervene.
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Obrazek 4: Vyhodnoceni vysledki analyzy CTX-M ESBL
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V nasledujici ¢asti uvadime vzajemné porovnani vysledkid PCR a real-time PCR.
Vzhledem k tomu, Ze z jednoho vzorku klinického materidlu mohlo byt ziskano vice
bakteridlnich kultur s riznym zastoupenim beta-laktamaz, musel se tento fakt vzit
v potaz pii zaveérené interpretaci vysledkii. Rovnéz nebylo hodnoceno 12 piipadi,

u kterych se nezachoval ptislusny klinicky material.

V piipad¢ detekce CTX-M ESBL bylo pomoci komeréniho kitu oznaceno 30
vzorkl klinického materidlu jako pozitivnich. U 25 vzork byla skutecné nalezena
enterobakterie, u které byl pomoci PCR detekovan blacrx.m gen. U péti, oznacenych
Sed¢ v tabulce 3, nebyl nalezen gen kdédujici CTX-M beta-laktamazu. Vysledna shoda
tedy dosahovala hodnot 83 %. Metoda s vyuzitim GeneProof kitu se tedy zda byt daleko

citlivejsi.

Soucasny zachyt CTX-M ESBL a SHV ESBL byl podle real-time PCR detekovan
ve 4 ptipadech jak uvadi tabulka 4. U dvou enterobakterii byl skute¢né potvrzen
souCasny zachyt blacrxwm a blaspy genu. U jednoho izolatu byl ale zachycen pouze
jeden gen (blactx-m u izolatu 22963), u dal$iho nebyl ani jeden z pfitomnych geni.

Uspésnost soudasného zachytu tedy v tomto piipadé byla pouze 50 %.

U vzorki klinického materidlu oznaCenych jako ESBL negativni (n = 46) bud’
nebyl nalezen zadny ze sledovanych geni (blatgm, blasuy a blactx-m) nebo byl
u izolatd K. pneumoniae detekovan blasyy, ktery pravdépodobné kdéduje produkci
chromozomalné se vyskytujici SHV-1 beta-laktamazy a u izolatd E. coli gen, ktery
kéduje TEM-1 nebo TEM-2 beta-laktamdzy. VSechny tyto typy predstavuji enzymy
s uzkym spektrem ucinku, nejedna se tedy o ESBL. V tomto piipad€ by pro definitivni

potvrzeni bylo nutno sekvencovani SHV a TEM pozitivnich produkta.

U poslednich vzorki klinického materidlu (n = 3) byl vysledek oznacen jako
nevalidni. Ve dvou pfipadech se jednalo o SHV, v jednom o CTX-M ESBL detekci.
Pravdépodobné doslo k mozné inhibici v pribéhu PCR reakce nebo selhala Gc¢innost

izola¢niho postupu.
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Tabulka 3: Vysledky detekce CTX-M ESBL ptimo ze vzorkl klinického materidlu a
jejich porovnani s vysledky z PCR

Lab. cislo
klin. Bakterialni PCR Real-time PCR Vyhodnoceni
materialu nalez TEM SHV CTX-M | ESBLSHV ESBL CTX-M

16322 K. pneumoniae | + + + - + ESBL poz./CTX-M

16428 K. pneumoniae | + + + - + ESBL poz./CTX-M

16660 K. pneumoniae | + - + - + ESBL poz./CTX-M

16924 Ent. cloacae - - - - -

16924 K. pneumoniae| + + + - + ESBL poz./CTX-M

16925 E. coli - - + - + ESBL poz./CTX-M

16930 K. pneumoniae | - + - - + ESBL poz./CTX-M

18423 K. pneumoniae | + + + - + ESBL poz./CTX-M

18891 K. pneumoniae | - - - - + ESBL poz./CTX-M

20033 E. coli - - + - + ESBL poz./CTX-M

20635 Ent. cloacae + + - - + ESBL poz./CTX-M

21212 E.coli - - + - + ESBL poz./CTX-M

21589 Ent. cloacae - - - - + ESBL poz./CTX-M

21712 E. coli - - + - + ESBL poz./CTX-M

22525 K. oxytoca + - + - + ESBL poz./CTX-M

22531 K. pneumoniae | + + - + ESBL poz./CTX-M

22599 K. pneumoniae | - + + - + ESBL poz./CTX-M

22599 Ent. cloacae + - - - -

22622 Ent. asburiae - - + - + ESBL poz./CTX-M
82 Ent. cloacae + + - + ESBL poz./CTX-M
231 K. pneumoniae | + + + - + ESBL poz./CTX-M
234 Ent. cloacae + - - - + ESBL poz./CTX-M
722 Ent. cloacae + - + - + ESBL poz./CTX-M

1032 K. pneumoniae | + + + - + ESBL poz./CTX-M
1033 K. pneumoniae | + + + - + ESBL poz./CTX-M
1146 K. oxytoca + - + - + ESBL poz./CTX-M
1154 E. coli - - + - + ESBL poz./CTX-M
1302 K. pneumoniae | + + + - + ESBL poz./CTX-M
1718 K. oxytoca + - + - + ESBL poz./CTX-M
1722 K. pneumoniae | + + + - + ESBL poz./CTX-M
1723 K. pneumoniae | + + - + ESBL poz./CTX-M
2023 E. coli - - + - + ESBL poz./CTX-M
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Tabulka 4:

Vysledky detekce SHV ESBL a CTX-M ESBL pifimo ze vzorkl

klinického materialu a jejich porovnani s vysledky z PCR

Lab. cislo
klin. Bakterialni PCR Real-time PCR Vyhodnoceni
materidlu nalez TEM SHV CTX-M | ESBLSHV ESBL CTX-M
16931 M. morganii - - - + + ESBL poz./SHV/CTX-M
22262 K. pneumoniae | - + + + + ESBL poz./SHV/CTX-M
22624 K. pneumoniae | + + + + + ESBL poz./SHV/CTX-M
22624 C. koseri - - - - -
22963 Ent.cloacae - - + + + ESBL poz./SHV/CTX-M
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5 Diskuze

Dlouhodobé hospitalizovani pacienti, pacienti se zavedenymi umélymi mocovymi
a cévnimi katetry, nebo imunmosuprimovani jedinci jsou vzhledem k jejich
zdravotnimu stavu velice nachylni k nozokomialnim nakazam. Do této skupiny mizeme
také zatadit pacienty s leukemii, ktefi z divodu agresivni chemoterapie, radioterapie a
naslednému oslabeni imunitniho systému patii k nejohrozengj$im skupinam.
Nozokomialni infekce zplsobuji prodlouzeni doby hospitalizace, zvySuji pocet
pfedepsanych 1ékt a Cas jejich uzivani, ¢imz také dochazi ke zvySovani néakladi

33 Finska studie autorti Lyytikdinen a kol. udava, Ze az 33 %

ve zdravotni péci.
nozokominalnich nakaz postihne pravé pacienty onkologickych oddéleni. *° Autofi
jinych studii uvadéji, ze tmrtnost pacientll zpisobend nozokomidlnimi bakteriemi se
pohybuje mezi 10 % a 20 %, zatimco mortalita u nozokomialni pneumonie je mnohem

vy$§i (mezi 40 % a 60 %). >"*

K vyznamnym pivodctim infekci u hematoonkologickych pacientli patii rizni
predstavitelé grampozitivnich i gramnegativnich bakterii, ale také nékteré druhy hub.”
Nadmérné podavani antibiotik k prevenci nebo 1écbé vzniklych infekei umoziuje
selekci rezistentnich bakterii, coz muze nasledné vést k selhani nasazené antibiotické

. 6,40
terapie.

V predlozené bakalafské praci jsme se zabyvali genetickou charakterizaci souboru
enterobakterii, které byly izolovany z klinického materialu pacientti s leukemii. Z naSich
vysledkl vyplyva, Ze nejcastéji zachycenym bakteridlnim druhem byla K. pneumoniae,
ktera byla izolovana ze 31 vzorcich, druhou nejhojnéji zastoupenou bakterii byla E. coli
nalezend ve 22 vzorcich klinického materidlu. Nejméné Castymi byly druhy C. freundii,
C. koseri, Ent. Aerogenes, P. Agglomerans a S. Marcescens. Studie autori Perola a kol.
Se zaméfila na retrospektivni analyzu pfitomnosti mikroorganizmi z odebirani krevnich
vzorki od hospitalizovanych leukemickych pacient, kteti byli vystaveni
chemoterapeutické 16cbé a to mezi léty 1992 — 2003. Pfitomnost gramnegativnich
bakterii byla prokézana ve 40 % vzorkl. Nejcasteji pak byly zachyceny druhy E. coli a

.4
K. pneumoniae.
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V disledku nutnosti presné a rychlé detekce bakteridlnich kment rezistentnich
k pouZzivanym antibiotikim dochazi neustéle k vyvoji novych metod pro jejich detekci a
to predevsim proto, aby bylo mozné co nejrychleji nasadit spravny typ 1é¢by. V bézném
mikrobiologickém provozu se ptrednostné pouzivaji metody fenotypovée, které jsou
levné, lehce proveditelné a pomérné rychlé. Na druhé strané ale nejsou schopny
definovat piesny typ rezistence. Proto dochazi k postupnému zavadéni genetickych
metod 1 do klasického mikrobiologického provozu. Zakladem téchto postupt je pouziti
PCR nebo nové real-time PCR. Aby mohlo dojit k co nejefektivnéj§imu zhodnoceni
pfitomnosti resp. nepfitomnosti rezistentniho agens a nasazeni adekvéatni antibiotické
1é¢by, je nutné vydat konecny vysledek vySetfeni v co nejkratSim case. K tomuto tcelu
bylo vyvinuto hned n¢kolik komeréné dostupnych kiti a detekénich systémil, coz by

mohlo usnadnit a urychlit detekci bakterialni rezistence. ***°

Prvni cil prace byl zaméfen se na detekci genti kodujicich produkci beta-laktaméz
u izolovanych enterobakterii a to vyuzitim klasické PCR s naslednou separaci ziskanych
produktli pomoci gelové elektroforézy. Z vysledkti vyplyva, Ze u izolovanych
enterobakterii byly zachyceny vSechny typy pfitomnych beta-laktamaz (TEM, SHV i
CTX-M). Nejcastéji zastoupenym genem pak byl blatpm a to bud’ samostatné nebo
v kombinaci s blasyv a blacrx-m. Na druhé strané u 35 izolatd nebyla detekovéna

pritomnost zddného ze sledovanych enzymd.

Druhym cilem bylo zhodnoceni moznosti vyuziti komeréniho kitu GeneProof
ESBL PCR kit pro rychlou diagnostiku producentl Sirokospektrych beta-laktaméz typu
ESBL piimo ze vzorki klinického materidlu od pacientl s leukémii. Komeréni kit je
zalozen na genetické identifikaci SHV a CTX-M ESBL ptimo z klinického materialu.
Pomoci tohoto detekéniho systému dochazi krychlejsi a pifesnéjsi identifikaci
producentll ESBL a to hlavné diky tomu, Ze neni nutna ptfedchozi kultivace pfitomnych

bakterii, kterou jinak vyzaduje klasicka PCR.

Z vysledki nasi prace vyplyva nespornd vyhoda komer¢niho kitu vrychlé a
pfesné identifikaci producentdi ESBL, jak zcasového tak praktického hlediska.
Pii izolaci DNA neni nutna pfedchozi kultivace pfitomnych bakterii, ¢imz se zkracuje
detek¢ni ¢as minimalné o 24 hodin, a také prace s pfedem namichanymi mastermixy se

jevi jako vyhodna. Déle odpada nutnost pienosu naamplifikovanych produktti a jejich
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naslednd separace pomoci gelové elektorforézy, protoze vysledky se vyhodnocuji
na zakladé porovnani amplifikacnich kifivek s protokolem uvedenym v piibalovém
letaku. V piipadé detekce CTX-M ESBL byla vysledna mira shody real-time PCR a
PCR 83 %. U péti vzork klinického materidlu oznacenych jako CTX-M ESBL pomoci
GeneProofkitu nebyl nalezen gen, kdédujici CTX-M beta-laktamazu pomoci klasické
PCR. To pravdépodobné poukazuje na vyssi miru citlivosti real-time PCR metody nebo
také na to, Ze z klinického materidlu nebyla izolovédna ta bakterie, ktera by obsahovala
tento gen. Soucasny zachyt CTX-M ESBL a SHV ESBL byl podle real-time PCR
detekovan ve 4 ptipadech. U dvou vzorkli nebyl budto jeden nebo oba geny

amplifikovany pomoci PCR. Ptikladdme to vyse uvedenym diavodim.

K dalsi vyhod& GeneProof kitu také patfi moznost odliSeni enzymi s izkym a
Sirokym spektrem ucinku, tedy SHV-1 od SHV ESBL, coz klasicka PCR neumoziuje.
Je to dano tim, Ze u klasické PCR dochézi jenom k amplifikaci urc¢itého tseku blaspy
genu, zatimco u real-time PCR jsou sledovany specifické mutace, zodpovédné
za rozSifeni spektra ufinku. Na druhé strang, v pfipad€, Ze se objevi varianta SHV
ESBL s novou nebo méné ¢astou mutaci, nebude schopen to sledovany komeréni kit

zachytit.

K dal$im nevyhoddm patfi nemoznost zachytu TEM ESBL variant, i kdyz
v soutasné dobé je dominantnim celosvétovym typem ESBL CTX-M. ** K posledni
nevyhodé patii nemoznost zachytu beta-laktamaz AmpC typu, které maji rovnéz
schopnost §tépit oxyimino-cefalosporiny. Pomoci fenotypovych metod by pfitomna
bakterie byla oznacena jako rezistentni k oxyimino-cefalosporinlim, zatimco GeneProof
ESBL kit by vykazoval neptitomnost SHV a CTX-M ESBL. Vyrobci detek¢ni soupravy
jsou si vSak téchto omezeni védomi a proto v piibalovém letdku uvadéji, ze jejich kit
nenahrazuje kultivaci ani neni urcen k vylouceni infekce EBSL kmenem, ale slouzi

pouze k identifikaci vybranych ESBL genotypt.
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6 Experimentalni ¢ast

6.1 Material a metody
6.1.1 Sbér, izolace a identifikace enterobakterii a klinického materialu

V ramci projektu, ktery probihal na Lékaiské fakulté Univerzity Palackého (LF
UP) v Olomouci pod nazvem Comprehensive study at the issue of oncological diseases,
byly pacientim hospitalizovanym na Hemato-onkologické klinice (HOK) Fakultni
nemocnice Olomouc (FNOL) odebirany vzorky klinického materidlu. Jednalo se
o pacienty, ktefi byli postiZzeni jednim ze dvou typt leukémie a to bud'to formou ALL
(akutni lymfatickd leukémie) nebo formou AML (akutni myeloidni leukémie). Sbér
vzorkil zacal v zafi v roce 2015 a byl ukoncen o rok pozdéji, v srpnu roku 2016. Odbér
vzorkll probihal v pravidelnych intervalech, v zavislosti od toho jak se jednotlivi
pacienti dostavili k 1é¢bé na HOK. V ramci pravidelného screeningu jim byl odebiran
vytér z krku, vzorky stolice formou rektalniho vytéru a mo¢, plus dalsi klinicky material

v ptipadé zhorSeni zdravotniho stavu v disledku onemocnéni.

Pro ucely bakalarské prace byl vybran soubor 95 vzorkl klinického materidlu
od 28 pacientit HOK. Ty byly nasledné zaslany na pracovisté Ustavu mikrobiologie LF
UP a FNOL, kde byly zpracovany klasickymi mikrobiologickymi metodami a to podle
typu odebraného materidlu. Druhova identifikace pfitomnych enterobakterii probihala
vyuzitim metody MALDI-TOF-MS. Takto charakterizované izolaty byly nasledné
zamrazeny do kryozkumavek (ITEST plus s.r.o., Ceska republika) a uloZeny pfi -80 °C

pro dalsi zpracovani.

Zbytkova cast klinického materidlu po mikrobiologickém zpracovani byla rovnéz

zamrazena pii -80 °C pro genetické analyzy.
6.1.2 Detekce genu, kodujicich produkci vybranych typu beta-laktamaz

Prvni Cast prace byla zamétena na detekci blarem, blaspy a blactx-m genl
ze vzorki DNA izolovanych od jednotlivych enterobakterii. V druhém piipadé se
jednalo o detekci genil, kodujicich produkci ESBL typu SHV a CTX-M pifimo

ze vzorku klinického materialu.
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6.1.2.1 Izolace DNA z bakterialnich kultur

Prvnim krokem kizolaci bakteridlni DNA bylo vyockovani enterobakterii
z kryozkumavky na krevni agar (Trios, Ceské republika) a nasledné kultivaci pii 35 °C
po dobu 24 hodin za Gcelem ziskani Cisté¢ kultury. Bakteridlni DNA byla izolovana
podle nize uvedeného postupu s vyuzitim komeréniho kitu DNA Blood and Tissue kit

(QIAGEN, Némecko).

1. Pfeneseni dvou kolonii narostlé kultury do 1,5 ml eppendorfky, do které byl
nepipetovan 1 ml sterilni vody. Nasledna centrifugace 10 minut pii 7500 rpm.
Odstranéni supernatantu.

2. Rozsuspendovani peletu v 180 pl ATL pufru.

3. Pfidani 20 pl proteinazy K, dikladné zvortexovani a inkubace pii 56 °C po dobu
10 minut pii 7500 rpm. Zvortexovani zkumavky po dobu 15 s a pfidani 200 ul AL
pufru soucasné s 200 pl etanolu (96 %) a nasledné opétovné zvortexovani.

4.  Ptepipetovani smési do Dneasy Mini spin kolonky, umistnéné v 2 ml zachytné
kolonce. Centrifugace 1 minutu pii 8000 rpm. Vyhozeni roztoku a zachytné
zkumavky.

5. Pfemisténi Dneasy Mini spin kolonky do nové zachytné zkumavky, ptidani 500 pl
AWI1 pufru a centrifugace po dobu 1 minuty pii 8000 rpm. Vyhozeni roztoku a
zachytné zkumavky.

6.  Pfemisténi Dneasy Mini spin kolonky do nové zachytné zkumavky, ptidani 500 pl
AW?2 pufru a centrifugace po dobu 3 minut pti 14 000 rpm, aby doslo k vysuSeni
membrany na kolonce.

7. Pfemisténi Dneasy Mini spin kolonky do nové 1,5 ml centrifugaéni zkumavky a
nepipetovani 200 pl pufru AE pfimo na membranu kolonky. Inkubace 1 minutu
pii pokojové teploté. Centrifugace 1 minutu pii 8000 rpm. Zamrazeni ziskané¢ho

eluentu pii — 80 °C.

6.1.2.2 PCR detekce bla genti u izolath enterobakterii

Prvnim krokem pro detekci blatpm, blasyy a blacrx-m bylo pfipraveni reakcni
smési, tvz. PCR master mixu, slozeného z PCR vody (Top — Bio, Ceska republika),
sady nukleotidti (dATP,dCTP, dGTP, dTTP), Tag DNA polymerazy (Top — Bio, Ceska
republika), 10x koncentrovaného reakéniho pufru s hoi¢ikem skladajiciho se z 10 mM

Tris/HCL, 500 mM KCI, 1% Triton X — 100, 15 mM MgCl, (Top — Bio, Ceska
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republika), sady primerti (forvard a reverse)(East Port, Ceska republika). Jednotlivé
mnozstvi vSech PCR slozek je uvedeno v tabulce 5, charakterizaci pouzitych primert

uvadi tabulka 6.

Tabulka 5:  Jednotlivé slozky PCR reakce a jejich vysledné koncentrace

PCR komponenty Obsah j e({notlivych Vysledna koncentrace
slozek
PCR voda 20,7 ul
dNTPs 0,2 ul 200 uM
Primer forward 0,2 ul 0,8 uM
Primer reverse 0,2 ul 0,8 uM
PCR pufr + MgCl 2,5 ul Ix+c(Mg?)=15mM
Taq polymeraza 0,2 ul 1U
Templatova DNA 1 pl

Tabulka 6: Sekvence oligonukleotidovych primerd pouzitych pro detekci

bla genli u enterobakterii

Beta- Primer forvard

laktamazy Velikost

Primer reverse

5-CTTTACTCG CCTTTATCG-3'
SHV * 827 bp
5"-TCCCGCAGATAAATCACCA-3'

5-GCGGAACCCCTATTTG-3'
TEM * 964 bp
5-ACCAATGCTTAATCAGTGAG-3'

5" ATGTGCAGYACCAGTAARGT-3'
CTX-M* 593 bp
5" TGGGTRAARTARGTSACCAGA-3'

Pfipraveny Master mix byl poté rozpipetovan do jednotlivych jamek PCR stripi
po 24 ul a do kazdé jamky byl pfidan 1 pl bakteridlni DNA. Stripy byly nasledné
po uzavieni a kratké centrifugaci vlozeny do pfistroje (LightCycler 96, Roche,
Neémecko). Priibéh a jednotlivé kroky PCR reakce jsou shrnuty v tabulce 7. Pouzité
pozitivni kontroly uvadi tabulka 8. Jako kontrola kvality byla pouZzita tzv. negativni

kontrola (tj. voda bez obsahu bakteridlni DNA).
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Tabulka 7:  Pribéh PCR reakce pro blatem, blacrx-m a blasyy geny

Jednotlive kroky Pocet cykli Teplota Cas
reakce
Pocatecni denaturace 1 95 °C 7 min
Denaturace 95 °C 30s
Hybridizace primert 30 58 °C 30s
Elongace 72 °C 1 min
Zavérecna elongace 1 72 °C 7 min

Tabulka 8:  Pouzité pozitivni kontroly béhem PCR reakce

Typ beta-laktamazy
CTX-M Escherichia coli NCTC 13400
(blaCTX-M-IS)
TEM Escherichia coli NCTC 13351
(blaTEM-3)
SHV Klebsiella pneumoniae NCTC 13368
(blasmv-13)

6.1.2.3 Separace v agarézovém gelu

Po ukonc¢eni PCR reakce byly amplikony podrobeny separaci v agarézovém gelu.

Pro ptipravu gelu byly pouzity komponenty zminéné v tabulce 9.

Tabulka 9:  Rozpis jednotlivych slozek pro ptipravu agarézového gelu

Slozky MnoZstvi
10 x TBE pufr 10 ml
Agaroza 15¢g
Destilovana voda 90 ml

Prvnim krokem pfi separaci v agar6zovém gelu bylo navazeni ptfesného mnozstvi
agardzy (Serva, Némecko). To bylo za tepla rozpusténo v 10x ziedéném TBE pufru
(Biotech, Ceska republika). Po ochlazeni p¥ipravené smési bylo ptidano 5 pl Sybersafe
barvicky (Thermo Fischer Scientific, USA) a vznikld smés byla vlita do piedem
pfipravené vanicky o objemu 250 ml a nechala se polymerizovat na vzduchu. Ztuhly

agar6zovy gel byl pielit jiz pfipravenym separaénim pufrem 1x TBE (Biotech, Ceska
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republika). Nasledné bylo smichano 10 ul amplifikované DNA s 2 pl nanaSeciho pufru
(Top-Bio, Ceska republika) a naneseno do gelu. Délka separace trvala 90 minut pii
napéti 100 V. Po ukonceni separace v agar6zovém gelu byly amplikony vizualizovany
pomoci transiluminatoru pod UV svétlem. Velikost jednotlivych fragmentti byla
stanovena pomoci DNA markeru s rozsahem fragmentti 200 — 1500 bp (Top-Bio, Ceska

republika). Velikost jednotlivych produktti uvadi tabulka 6.

6.1.2.4 1Izolace celkové DNA ze vzorku klinického materialu

Prvnim krokem izola¢niho postupu bylo dikladné zvortexovani rozmrazeného
klinického materidlu. Nasledn¢ bylo odebrano 200 pl vzorku do 1,5 ml eppendorfky.
K tomuto mnozstvi materidlu bylo pfidano 10 pl interniho standartu, ktery byl soucasti
kitu GeneProof ESBL PCR Kit (GeneProof, Ceska republika) a 180 pul AL pufru,
s naslednym zvortexovanim. Dalsi postup byl shodny s postupem pii izolaci DNA
z bakterialni kultury od kroku €. 3 po krok €. 6 (viz 6.1.2.1 izolace DNA z bakterialnich
kultur). V poslednim kroku doslo k pfemisténi Dneasy Mini spin kolonky do nové 1,5
ml centrifugani zkumavky a napipetovani 50 pul AE pufru pfimo na membranu
kolonky. Eppendorfka byla inkubovana po dobu 1 minuty pii pokojové teploté s
naslednou centrifugaci 1 minutu pii 8000 rpm, aby doslo k eluci. Postup byl opakovan

s dalsimi 50 pl AE pufru. Celkové tak bylo ziskano 100 pl eluentu.

6.1.2.5 Real-time PCR detekce blasnv a blacrx-m genii pomoci GeneProof ESBL
kitu

Prvnim krokem bylo rozpipetovani mastermixu, ktery byl dodan vyrobcem, podle
postupu uvedené¢ho vnavodu k pouziti. Do jednotlivych jamek PCR stripii bylo
napipetovano 30 pl pfislusSného mastermixu (jednak pro SHV a jednak pro CTX-M
ESBL), déle bylo pfidano 10 pl pfedem vyizolované DNA. Do posledni jamky kazdé
reakce bylo napipetovano 10 pl pozitivni kontroly (spole¢né pro SVH i CTX-M ESBL).
Uzaviené stripy byly kratce zcentrifugovany a nésledné vlozeny do pfistroje
(LightCycler 96, Roche, Némecko). Pribéh PCR reakce vcetné jednotlivych cykli, je

popsan v tabulce 10.
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Tabulka 10: Real-time PCR detekce blasyy a blactx-m genli pomoci GeneProof ESBL

kitu
Jednotlivé kroky | Teplota Cas Detekovany kanal Pocet cykli
Hold 37°C 2 min 1
Hold 95 °C 10 min 1
95 °C 5s
PCR 64 °C 40s FAM + HEX + Cy5 45
72 °C 20's
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Cilem ptredlozené bakalaiské prace byla genetickd charakterizace souboru
enterobakterii izolovanych z riznych druht klinického materidlu od pacienti s ALL
nebo AML. Z celkového poctu 101 izolath ptedstavovala K. pneumonie nejcastéji
zastoupeny druh a to u 31 vzorkl. Ve vétSiné piipadii se jednalo o vytéry z krku a
vzorky stolice. Druhou nejvice zastoupenou enterobakterii byla E. coli, ziskdna ze 22

vzorku klinického materialu a to hlavné z moc¢i a ze vzorka stolice.

S vyuzitim klasické PCR a sady specifickych primeri byla u 66 izolath
enterobakterii potvrzena pfitomnost blartgm, blasuy a blactxm geni nebo jejich
vzéjemnych kombinaci. Ve 14 pfipadech dand enterobakterie dokonce produkovala

vSechny typy sledovanych beta-laktaméaz (TEM, SHV i CTX-M typ).

DalSim cilem bylo zhodnoceni moznosti vyuziti komer¢niho kitu GeneProof
ESBL PCR kit pro rychlou diagnostiku producentt Sirokospektrych beta-laktaméz typu
ESBL pifimo ze vzorkll klinického materialu od pacientd s leukémii. V porovndni
s klasickou PCR, kdy v pribéhu reakce dochazi pouze k amplifikaci urcitého useku
DNA a prokazuje se pouze pfitomnost resp. nepiitomnost daného genu, komercni kit
umoziuje také zachytit mutace v specifickych pozicich, zodpovédnych za rozsifeni
spektra ucinku. Tim je schopen piimo potvrdit nebo vyvratit vysledny ESBL fenotyp.
U GeneProof kitu také dochézi k detekci vybraného mechanizmu bakterialni rezistence
pfimo z klinického materidlu. Timto se metoda stava rychlej$i a v mnoha ohledech i
citlivgjsi, vzhledem k tomu, Ze nevyzaduje pfitomnost Zivotaschopné bakterie, jenom
jeji DNA. Na druhé strané ma kit i nékolik limitaci. Zamétuje se pouze na detekci
nejrozsifenéjsich typl enzymu bakteridlni rezistence a to SHV a CTX-M beta-laktamaz.
V ptipadé pfitomnosti bakterii produkujicich TEM nebo AmpC enzymy s rozsifenym
spektrem ucinku by vysledek byl faleSné¢ negativni. Rovnéz nase vysledky potvrdily

nékolik nesrovnalosti mezi vysledky klasické PCR a real-time PCR.
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8 Seznam pouzitych zkratek

ALL akutni lymfatickd leukémie

AML akutni myeloidni leukémie

bla gen koédujici beta-laktamazu

bp par bazi

BES typ beta-laktamazy

CLSI Clinical Laboratory Standart Institute
CTX-M typ beta-laktamazy

Cy5s Cyanine 5, typ fluorescen¢ni barvicky
dATP deoxyadenosin trifosfat

dCTP deoxycytidin trifosfat

DDST Double Disc Synergy Test

dGTP deoxyguanosin trifosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTPs deoxyribonukleotid trifosfaty

dTTP deoxytymidin trifosfat

ESBL extended — spectrum beta — lactamases, beta-laktamazy s rozSifenym

spektrem ucinku

FAM fluorescein amidite, typ fluorescen¢ni barvicky
FNOL Fakultni nemocnice Olomouc

GES typ beta-laktamazy

HEX hexachloro-fluorescein, typ fluorescen¢ni barvicky
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HCl
HOK
KCl1
LF UP
MIC
MRSA
MgCl,
OXA
PBPs
PCR
PER
SHV
TBE
TEM typ

TLA

SFO

VEB

kyselina chlorovodikova

Hemato — onkologicka klinika

chlorid draselny

Lékarska fakulta Univerzity Palackého

minimalni inhibi¢ni koncentrace

methicilin rezistentni Staphyloccocus aureus
chlorid hote¢naty

typ beta-laktamazy

penicilin binding protein, penicilin vazajici proteiny
polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
typ beta-laktamazy

typ beta-laktamazy

Tris/Borat/EDTA pufr

typ beta-laktamazy

typ beta-laktamazy

revolutions per minute, pocet otdcek za minutu

typ beta-laktamazy

typ beta-laktamazy
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