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Suhrn

Predkladana diplomova praca sa zaobera Studiom oxacilinaz u vybranych druhov
Gram-negativnych baktérii, a to Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae a Acinetobacter baumannii. Celkovo bolo analyzovanych 50 animalnych
a klinickych izolatov, ktoré pochadzali z kuracich fariem a bitinkov na Morave a od
pacientov hospitalizovanych na Hemato-onkologickej klinike Fakultnej nemocnice
v Olomouci.

V teoretickej Casti prace su prehladne zhrnuté doterajSie poznatky tykajice sa
rieSenej problematiky. Konkrétne sa teoreticka cast’” venuje zakladnej charakteristike
patogénov, sdorazom na Celad” Enterobacteriaceae, zakladnej definicii a klasifikacii
beta-laktamovych antibiotik a typom obrannych mechanizmov, ktoré si vytvorili baktérie
v pricbehu evolicie ako zbran v boji proti antimikrobidlnym preparatom. V ramci
teoretickej Casti su taktiez popisané jednotlivé triedy beta-laktamaz (klasifikacia podla
Amblera, 1980), pricom najvacsi doraz je kladeny na oxacilinazy aich globalnu
epidemioldgiu.

K skriningu oxacilindz u vybranych druhov baktérii bola pouzita PCR amplifikacia
s vyuzitim Specifickych parov oligonukleotidov navrhnutych v ramci diplomovej prace.
Celkovo bolo s vyuzitim bioinformatického softvéru Geneious nadizajnovanych 39 parov
primerov, z ¢oho 14 parov bolo experimentalne otestovanych v in vitro podmienkach.
Z 50 vySetrenych bakteridlnych izoldtov bola v 21 pripadoch (42%; 19-krat
u K. pneumoniae, 1-krat u E. cloacae al-krat A. baumannii) potvrdena pritomnost
roznych blaoxa génov. Najcastejie iSlo o vyskyt blaoxa-1ike génov nachadzajicich sa
u klinickych izolatov K. pneumoniae a E. cloacae. Pri d’alsom klinickom izolate
A. baumannii bolo zistenych pat réznych oxacilinazovych podrodin - OXA-23-like,
OXA-51-like, OXA-58-like, OXA-211-like a OXA-228-like. V pripade animalnych
izolatov nebola zistena pritomnost’ ziadnych oxacilinaz. Ziskanymi vysledkami $tidie bola
potvrdena $pecifickost navrhnutych péarov oligonukleotidov. Dalej bolo zistené, Ze
navrhnuté primery disponuju schopnost'ou Specificky detegovat” 90,3 % zo vSetkych
oxacilindz popisanych v BLDB databaze. Z danych skuto¢nosti vyplyva, ze in silico
a in vitro otestované primery by mohli byt’ pouzité na klasicku alebo multiplexnii PCR na
skrining pritomnosti oxacilinaz u réznych baktérii, ako aj na monitorovanie ich vyskytu
a $irenia. Zaroven bol in silico analyzou sekvencii reprezentativnych oxacilinaz potvrdeny

vyskyt zachovanych charakteristickych aminokyselin a motivov.



Summary

The submitted diploma thesis deals with the study of oxacillinases in selected species
of Gram-negative bacteria, namely Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae and Acinetobacter baumannii. A total of 50 animal and clinical isolates originated
from chicken farms and slaughterhouses in Moravia and patients hospitalized at the
Hemato-Oncology Clinic of University Hospital in Olomouc have been analyzed.

In the theoretical part of the thesis, there are summarized the current knowledge
focused on the problems of the diploma thesis, specifically on basic characteristics of
pathogens with an emphasis on Enterobacteriaceae family, basic definition and
classification of beta-lactam antibiotics and types of defensive mechanisms which bacteria
developed during evolution as a weapon in the fight against antimicrobial preparations. In
theoretical part there are also described classes of beta-lactamases (classification by
Ambler, 1980), while special emphasis on oxacillinases and their global epidemiology.

Screening of oxacillinases in selected bacterial species was performed by PCR
amplification using specific pairs of oligonucleotides designed within diploma thesis.
Overall, 39 pairs of primers have been designed using bioinformatics software Geneious,
of which 14 have been experimentally tested in in vitro conditions. Presence
of various blaoxa genes have been found in 21 cases of the 50 tested bacterial isolates
(42%; 19-times in K. pneumoniae, once in E. cloacae and once in A. baumannii). Most
often, the occurrence of blaoxa-1iike genes have been found in clinical isolates of
K. pneumoniae and E. cloacae. Further, five different oxacillinase subfamilies have been
detected in clinical isolate of A. baumannii - OXA-23-like, OXA-51-like, OXA-58-like,
OXA-211-like and OXA-228-like. No oxacillinases were found in animal isolates. The
study results confirmed the specificity of the designed oligonucleotide pairs. Furthermore,
it was found that the designed primers possess the ability to specifically detect 90.3% of all
oxacillinases described in the BLDB database. These facts suggest that in silico and in
vitro tested primers could be used for single or multiplex PCR to screen for the presence of
oxacillinases in various bacteria, as well as to monitor their occurrence and spread. At the
same time, the presence of conserved characteristic amino acids and motifs was confirmed

by in silico analysis of sequences of representative members of oxacillinases.
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1 Uvod

Antibiotikd sa v sucasnosti mozu povazovat za jedny z najispesnejSich liekov
V histérii samotného l'udstva. Pred zacatim ,,éry antibiotik™ sa nespocetné mnozstvo l'udi
stalo vel'mi 'ahko zdolateI'nym cielom pre patogény sposobujice rdézne zavazné infekéné
ochorenia. Objav antibiotik poskytol lekarom zbran, ktorou mohli zachranit Zivoty
nepredstavitelnému mnoZstvu l'udi a predizit tak celkova Zivotnost obyvatelstva. Aj
napriek obrovskému pokroku v antibiotickej lieCbe Sirokej Skaly ochoreni sii v dnesnej
dobe infekcie spdsobené baktériami jednou z najéastejSich pri¢in Gmrtia pacientov.
Jednoduchym vysvetlenim Castého zlyhania liecby je alarmujici a Coraz enormnejsi vyskyt
rezistentnych bakteridlnych kmenov. V poslednom desatro¢i spdsobilo prave nadmerné
a iracionalne uzivanie antibiotickych preparatov rozvoj rezistencie do takej miery, Ze je
V sti¢asnosti povazovana za celosvetovy problém mediciny nielen z pohladu prediZenia,
predrazenia a obmedzenia moznosti liecby, ale taktiez smrti pacienta kvoli neexistencii
ucinnej terapie. Pokial’ nebudu v humannej a veterinarnej oblasti prijaté prisne opatrenia
voéi iracionalnej preskripcii antibiotickych pripravkov, moze podla odhadov dojst
v priebehu niekol’kych rokov k pociatku postantibiotickej éry, kedy dojde k absolutnej
strate funkCnosti antibiotik a aj dnes trividlne bakteridlne ochorenia sa stani zivot
ohrozujucimi.

V stucasnosti st karbapenémy a polymyxiny povazované za jedny z poslednych
antibiotik, ktoré st Ucinné pri liecbe infekcii spdsobenych multirezistentnymi
Gram-negativnymi baktériami. V dosledku toho je vyskyt karbapenémovej rezistencie
u  Enterobacteriaceae  (napr.  Escherichia, Klebsiella) a Gram-negativnych
nefermentujtcich baktérii (napr. Acinetobacter, Pseudomonas) vaznym a alarmujucim
problémom Vv zdravotnictve, hlavne kvoli produkcii velkého spektra karbapenemaz, ¢o
V kone¢nom dosledku obmedzuje terapeutické moznosti 'udstva.

Baktérie su schopné odolavat’ silnym inhibi¢nym U¢inkom antimikrobidlnych latok
roznymi genetickymi a biochemickymi mechanizmami, ktoré si vytvorili v priebehu
evolucie. Schopnost’ vzajomnej vymeny plazmidov nestcich gény kodujuce produkciu
beta-laktamaz medzi bakteridlnymi populaciami je z terapeutického hl'adiska povazovana
za najzavaznej$i a najobdvanej$i mechanizmus veduci k rapidnemu nérastu rezistencie.
Viacsi doraz by sa vo vyskumnej sfére mal klast na beta-laktamazy triedy D
(tzv. oxacilinazy). Dovodov je niekolko: prvym znich je kazdoro¢ny narast poctu

novoobjavenych oxacilindz, pri€om ich kone¢ny pocet sa k dneSnému dniu vySplhal az na



viac ako 725 roznych variant s pristupovym cislom do GenBanku uvedenym v BLDB

databaze (http://www.bldb.eu). Druhym dévodom je obtiaznost’ presnej a v¢asnej detekcie

rezistentnych kmenov produkujiucich oxacilindzy, pretoze gény kodujuce produkciu
oxacilinaz su exprimované iba v pritomnosti funkénych prométorov reprezentovanych
inzerénymi sekvenciami.

Predlozena diplomova praca sa zaobera 1) dizajnovanim primerov sluziaciach na
detekciu Sirokého spektra oxacilindz, 2) detekciou blaoxa génov koédujucich produkciu
oxacilindz u vybranych druhov Gram-negativnych baktérii (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae a Acinetobacter baumannii) a 3) in silico analyzou

oxacilinaz.



2 Ciele prace

Cielom teoretickej casti diplomovej prace bolo s vyuzitim odbornej vedeckej
literatury zhrnit' poznatky tykajuce sa antimikrobidlnej rezistencie u vybranych druhov
Gram-negativnych baktérii — 1) z ¢el'ade Enterobacteriaceae, konkrétne Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae a Enterobacter cloacae, a 2) Acinetobacter baumannii, ako
zastupcu Gram-negativnych nefermentujucich baktérii. Hlavny doraz bol vSak kladeny na
mechanizmus rezistencie spoc¢ivajuci v produkcii enzymov — oxacilinaz (OXA), patriacich
do skupiny beta-laktamaz.

Ciel'om experimentalnej Casti diplomovej prace bolo:

1) Analyzovat oxacilinazy v podmienkach in silico;

2) Navrhnut s vyuzitim bioinformatického softvéru Geneious Specifické primery
sliziace na detekciu blaoxa génov kodujucich produkciu oxacilinaz. Jednotlivé
pary oligonukleotidov navrhnat’ tak, aby mohli byt pouzité pri klasickej alebo
multiplexnej polymerazovej retazovej reakcii (PCR) na skrining pritomnosti
oxacilinaz u r6znych druhov baktérii;

3) Detegovat’ s vyuzitim PCR vyskyt blaoxa génov u vysSie spominanych druhov

baktérii pochadzajucich z animalnej a klinickej oblasti.



3 Literarny prehl’ad

3.1 Patogény a rozvoj infek¢ného ochorenia

Terminom patogén je mozné oznaCovat mikréb, ktory je schopny vyvolat
za urc€itych okolnosti ochorenie, ktoré mdze sposobit’ poskodenie makroorganizmu, teda
hostitel'ského organizmu. Patogény st pomerne diverzifikovanou skupinou zahriiujucou
predovsetkym baktérie a virusy, ale taktiez mnohé eukaryotické organizmy, ako napriklad
prvoky (Votava, 2005; Willey et al., 2014).

Infek¢éné ochorenie je vysledkom antagonistického vztahu infekéného agens a jeho
hostitel’a. Priebeh, rozsah a findlne dosledky ochorenia zévisia na zakladnych vlastnostiach
oboch aktérov. Vsetky druhy patogénov musia disponovat’ réznymi mechanizmami, ktoré
im umoziuju nielen vstapit’ do hostitel'a prekonanim ochrannych bariér, ale taktiez odolat’
pdsobeniu imunitného systému hostitel’a. Patogénne baktérie produkuju Specifické faktory
virulencie, ktoré sprostredkuvaju ich interakciu s hostitelom. Tieto proteiny pozmeiuju
spravanie hostitel'skych buniek spdsobom, ktory podporuje replikdciu baktérii
a urychlenie progresu ochorenia. Vyslednd interakcia medzi hostitel'om a patogénom mdze

viest’ k umrtiu hostitel'a alebo eliminacii patogéna imunitnym systémom (Alberts et al.,

2015).

3.1.1 Celad Enterobacteriaceae

Z taxonomického hl'adiska je tato ¢elad’ zaradena do triedy Gammaproteobacteria,
kmena Proteobacteria adomény Bacteria. Celad zahffia 44 rodov, z ktorych
najvyznamnej$ie su napriklad Escherichia, Klebsiella, Shigella, Citrobacter, Enterobacter,
Salmonella a Yersinia (Willey et al., 2014). Jedna sa o Gram-negativne fakultativne
anaerdbne, nesporulujice rovné tyCinky s fermentativnym typom metabolizmu, nizkou
naro¢nostou na vyzivu a vysokou odolnostou voc¢i rapidnym zmendm teploty. VSetky
enterobaktérie maju vysokt biochemicku aktivitu, ktora spoc¢iva v enzymatickej degradacii
cukrov za stdasného uvolfiovania velkého mmnozstva plynu. DalSou vyznamnou
vlastnostou véacsiny rodov je schopnost pohybu pomocou peritrichdlnych bicikov
(vynimkou su rody Klebsiella, Shigella a Yersinia, ktoré su nepohyblivé). Najbeznejsim
Zivotnym prostredim enterobaktérii je ¢revny trakt ¢loveka a inych stavovcov, s ¢im suvisi
aj ich spdsob Zivota, ktory sa moze v ramci jednotlivych rodov odliSovat. Niektoré sa

mozu vyskytovat” v ilohe komenzalov alebo saprofytov, iné naopak Vv tlohe patogénov



sposobujucich vazne zdravotné komplikacie (Borman et al., 1944; Votava et al., 2003;
Willey et al., 2014).
Nasledujuce podkapitoly su venované zakladnej charakteristike najvyznamnejSich

zastupcov z ¢elade Enterobacteriaceae.

3.1.1.1 Charakteristika Escherichia coli

Baktéria E. coli bola pomenovana podl'a rakaskeho lekara Theodora von Eschericha,
ktory ju v roku 1885 izoloval zo stolice dietat’a trpiaceho hnackou (von Escherich, 1885).
Kolonizuje gastrointestinalny trakt teplokrvnych zivocichov, vratane c¢loveka, ako
prirodzenad sucast’ fyziologickej ¢revnej mikroflory, kde moéze pdsobit’ ako komenzal,
Ciasto¢ne saprofyt, symbiont alebo podmieneny patogén. Mimo ¢érevny trakt je E. coli
patogénna takmer vzdy, zatial Co v ¢reve dochddza k patogenéze iba v pripade, ze
konkrétny kmen disponuje Specifickymi faktormi virulencie. V stcéasnosti sa E. coli
rozdel'uje do niekol’kych patogénnych kmenov: ETEC (angl. enterotoxic E. coli), EIEC
(angl. enteroinvasive E. coli), EPEC (angl. enteropathogenic E. coli), EAEC
(angl. enteroaggregative E.coli), EHEC (angl. enterohemorrhagic E. coli), STEC
(angl. Shiga toxin-producing E. coli), DAEC (angl. diffusely adhering E. coli) a UPEC
(angl. uropathogenic E. coli) (Votava et al., 2003; Willey et al., 2014).

3.1.1.2 Charakteristika Klebsiella pneumoniae

Baktéria Klebsiella sp. bola izolovana v roku 1883 berlinskym patologom Carlom
Friedldnderom. Bakteridlne bunky nedisponuju bicikmi, o znamend, Ze na rozdiel od
E. coli st nepohyblivé. V porovnani s niektorymi enterobaktériami (napr. Enterobacter) je
lepsie prispdsobena aj na zivot mimo traviaceho traktu hostitela (Votava et al., 2003).
Vyskytuje sa taktieZ v odpadovych vodach, pitnej vode, povrchovych vodach, pdde
a vegetacii (Bagley, 1985).

K. pneumoniae je po E. coli druhym najbeznejsim Gram-negativnym podmienenym
patogénom asociovanym so Sirokym spektrom infekcii, ako je infekcia mocovych ciest,
pneumonia, intraabdomindlna infekcia, meningitida a pyogenicky absces pecene
(Podschun and Ullmann, 1998). V poslednych desatro¢iach bol zaznamenany dramaticky
narast rezistentnych K. pneumoniae produkujucich beta-laktamazy typu ESBL
(Sirokospektralne beta-laktamazy), ktoré su pricinou ich rezistencie k Sirokému spektru

cefalosporinovych antibiotik (ATB) (Meyer et al., 1993). V stcasnosti je K. pneumoniae



spajand s Castym vyskytom invazivnych infekcii, ktoré postihuji pacientov s vysokou
komorbiditou. Umrtnost’ spdsobend spominanou infekciou je dlhodoba a vysoka, a to aj pri

nizkej prevalencii producentov ESBL (Vading et al., 2018).

3.1.1.3 Charakteristika Enterobacter cloacae

Baktéria E. cloacae patri medzi podmienené patogény kolonizujtice ako suché, tak aj
vodné prostredie (voda, kanalizacia, pdda a potraviny). V érevnom trakte c¢loveka
a ostatnych zivoCichov sa vyskytuje ako komenzalna sucast’ fyziologickej mikroflory.
Podobne, ako E. coli a K. Pneumoniae, je E. cloacae znamym patogénom zodpovednym
vyhradne za infekcie spojené so zdravotnou starostlivostou, ako je napriklad infekcia
mocovych ciest, osteomyelitida, cholecystitida a neonatdlna meningitida. Jeho schopnost’
tvorit’ biofilm a vyluovat’ rozne cytotoxiny (enterotoxiny, hemolyziny, toxiny tvoriace

péry) je dolezita pre podmienenie patologického procesu (Davin-Regli and Pages, 2015).

3.1.2 Charakteristika Acinetobacter baumannii, ako zastupcu nefermentujucich
Gram-negativnych baktérii

A. baumannii je nefermentujica Gram-negativna baktéria, ktora sposobuje rdzne
typy infekcii, vratane pneumonii, bakteriémii, meningitidy a infekcii mocovych ciest. Hoci
je tato baktéria klasicky opisana ako nozokomidlny patogén u dospelych, je tiez doleZitym
patogénom u novorodencov hospitalizovanych na jednotkdch intenzivnej starostlivosti
(von Dolinger de Brito et al., 2005). Rézne druhy rodu Acinetobacter sa nachadzajt bezne

Vv prirode a su vysoko odolné voci bezne pouZivanym ATB.

3.2 Beta-laktamové antibiotika

Beta-laktamové ATB predstavuji heterogénnu skupinu latok, ktoré maji spolo¢nu
charakteristickt $tvorélennt Struktaru, a to tzv. beta-laktamovy kruh pozostavajuci z troch
atomov uhlika a jedného atoému dusika. Pritomnost’ beta-laktdmového kruhu je nevyhnutna
pre ich biologicku aktivitu. Medzi hlavné skupiny beta-laktdmovych ATB patria
peniciliny, cefalosporiny, karbapenémy a monobaktamy. Jednotlivé typy ATB sa od seba
lisia zlozenim Strukturnych jednotiek pripojenych na beta-laktamové jadro (Votava, 2005;
Willey et al., 2014). Samostatni skupinu tvoria inhibitory beta-laktamaz (kyselina
klavulanova, sulbaktam, tazobaktam), ktoré maji len vel'mi slaby aZ zanedbatelny

antibioticky ucinok. V kombinacii s klasickymi beta-laktimovymi ATB (napr. amoxicilin-



kyselina klavulanova, ampicilin-sulbaktdm a pod.) sa ich spektrum uCinnosti vyrazne
zvysuje (Patrick, 2013; Papp-Wallace and Bonomo, 2016).

Mechanizmus Uc¢inku spociva v inhibicii syntézy bunkovej steny. VSetky baktérie,
S minimalnym poc¢tom vynimiek, maji bunkovi stenu spevnenil prieCnymi véizbami.
Vytvorenie prieCnych vizieb medzi polymérmi peptidoglykanu (= najdolezitejSia
Struktirna stcast’ bunkovej steny) predstavuje posledny krok v procese biosyntézy
bunkovej steny. Ide o enzymatickl reakciu katalyzovant transpeptiddzami, ktoré patria do
rodiny enzymov nazyvanych PBP (z angl. Penicillin-Binding Protein). Peniciliny a ostatné
beta-laktamové ATB su baktericidne ¢inidla, ktoré disponuju schopnostou viazat sa na
PBPs, ktoré su ich cielovym miestom (Lee et al., 2001; Willey et al., 2014; Bush and
Bradford, 2016). Schopnost’ vizby je dana Struktirnou podobnostou beta-laktamového
kruhu a terminalneho D-alanyl-D-alaninu, ktory sa nachadza na peptidovom bo¢nom
retazci peptidoglykanovej podjednotky (Tipper and Strominger, 1965). Véizba
beta-laktamu na PBPs sposobi ireverzibilni acylaciu a inhibiciu tychto enzymov
katalyzujtcich transpeptidac¢nt reakciu tvorby peptidoglykanovych prie¢nych vézieb. Tym
je syntéza kompletnej bunkovej steny zablokovana, ¢o vedie k osmotickej lyze bakterialnej
bunky (Lee et al., 2001; Willey et al., 2014).

V sucasnosti ide o najcastejSie pouzivanu skupinu antimikrobialnych latok (v USA
az 65% vsetkych klinicky pouzivanych ATB). Silny baktericidny U¢inok, nizka toxicita,
vyhodné farmakokinetické vlastnosti a moZznost’ obnovenia alebo zvySenia ich aktivity
chemickou manipulaciu st vnimané ako najvacsie vyhody pri ich pouziti v liebe Sirokej
skaly infekénych ochoreni (Bush and Bradford, 2016). Beta-laktamy patria medzi
jeho hladina v plazme nad hodnotou minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC). Vicsina
tychto latok sa vSak vel'mi rychlo vylucuje obli€¢kami, teda pol¢as elimindcie lieciva nie je
zvyCajne dlh$i nez 3 hodiny. Z toho vyplyva nutnost’ neustdle udrziavat’ hladinu ATB
v krvi nad hodnotou MIC. NajvhodnejSou stratégiou je v tomto pripade pravidelné
podavanie lieCiva v Kratsich intervaloch po celii dobu trvania liecby (vdcsinou kazdych
6 az 8 hodin). Vynimkou je napriklad ceftriaxén, ktory je davkovany kazdych 24 hodin
kvoli dlh§iemu biologickému polcasu (7 az 8 hodin) (McKenzie, 2011).



3.2.1 Peniciliny

Vicsina penicilinov st derivaty kyseliny 6-aminopenicilanovej, kde je zédkladnym
Struktarnym kameniom beta-laktdmovy kruh konjugovany s thiazolidinovym kruhom.

Prirodzené peniciliny maji uzke spektrum ucinku. Penicilin G (syn. benzylpenicilin)
je ucinny na Gram-pozitivne streptokoky a stafylokoky rovnako dobre, ako na
Gram-negativne baktérie sposobujuce kvapavku (Neisseria gonorrhoeae) a meningitidu
(Neisseria meningitidis). Proti baktériam produkujtcich beta-laktamazy nevykazuje Ziadny
ucinok. Penicilin V (syn. fenoxymetylpenicilin) ma spektrum ucinku vel'mi podobné
benzylpenicilinu.

Semisyntetické peniciliny (aminopeniciliny, karboxypeniciliny a ureidopeniciliny)
maji pomerne Siroky rozsah G¢inku. Aminopeniciliny (ampicilin a amoxicilin) sa ATB
ucinné proti Gram-negativnym baktériam ako Haemophilus (infekcie stredného ucha),
Salmonella (gastroenteritida) a Shigella (uplavica). Ich spektrum ucinku je zvySené pri
sucasnej aplikacii s kyselinou klavulanovou. Karboxypeniciliny (karbenicilin a tikarcilin)
maju silny G¢inok na baktérie rodu Pseudomonas a Proteus (infekcie ran a dychacich
ciest). Ureidopeniciliny (azlocilin, mezlocilin a piperacilin) st pouzivané v liecbe infekcii
sposobenych streptokokmi a baktériami rodu Haemophilus a Pseudomonas. Pri septickych
stavoch upacientov s leukémiou je casto pouzivana kombinacia piperacilinu

s tazobaktamom (Wright, 1999; Patrick, 2013; Willey et al., 2014).

3.2.2 Cefalosporiny

Cefalosporiny st semisyntetické ATB odvodené od cefalosporinu C, ktory bol
ziskany z huby Cephalosporium acremonium. Struktirnym zakladom cefalosporinovych
ATB je kyselina 7-aminocefalosporanova. Ide o Sirokospektralne baktericidne ATB, ktoré
sa rozdel'ujti do piatich generacii na zaklade antimikrobialneho spektra, rozsahu rezistencie
a farmakologickych vlastnosti.

Cefalosporiny prvej generacie (cefalotin, cefaloridin, cefalexin a cefazolin) su ¢inné
proti Gram-pozitivnym baktériam, predovsetkym streptokokom a stafylokokom. Meticilin
rezistentné stafylokoky a penicilin rezistentné pneumokoky su k tymto antibiotickym
preparatom zvycajne rezistentné. Cefalosporiny druhej generacie (cefuroxim, cefoxitin,
cefproxil) maju spektrum ucinku rozsirené aj na Gram-negativne baktérie. Cefalosporiny
tretej generacie (cefotaxim, ceftriaxdn, ceftazidim, cefoperazon, ceftizoxim) sa vyznacuju

vysokou Uuc¢innostou na Gram-negativne baktérie. Niektoré antibiotické preparaty



(ceftazidim a cefoperazon) posobia aj na pseudomonady (napr. Pseudomonas aeruginosa)
(Sykes et al., 1985; Votava, 2005; Patrick, 2013). Cefalosporiny Stvrtej generacie
(cefepim) su uc¢inné na Gram-pozitivne koky, mnohé druhy enterobaktérii a Siroké
spektrum Gram-negativnych baktérii, vratane P. aeruginosa. Cefalosporiny piatej
generacie (ceftarolin, ceftobiprol) vykazuji vysoku uc¢innost’ na enterokoky, meticilin
rezistentné kmene Staphylococcus aureus (MRSA) a penicilin rezistentné pneumokoky
(Goldstein et al., 2006).

3.2.3 Karbapenémy

Zo stoviek znamych beta-laktiamovych ATB maju karbapenémy najSirsie
antibakteridlne spektrum. Uginkuju na streptokoky, stafylokoky, anaeroby a vi&sinu
aerobnych Gram-negativnych nozokomialnych patogénov, vratane P. aeruginosa. Nie st
ucinné na MRSA a vankomycin rezistentné enterokoky.

Karbapenémy st derivaty thienamycinu, ktory je produktom pddneho
mikroorganizmu Streptomyces cattleya (Lochmann, 1994; Hellinger and Brewer, 1999).
Klinicky pouzivanymi zéastupcami tejto skupiny ATB st imipeném, meropeném,
ertapeném a doripeném. Karbapenémy vykazuju vysoky stupent odolnosti voci

beta-laktamazam (Bush and Bradford, 2016).

3.2.4 Monobaktamy

Jedinym komeréne dostupnym zastupcom monocyklickych beta-laktamov je
aztreonam, ktory bol ziskany z baktérie Chromobacterium violaceum. Aztreonam sa
primarne pouziva na liecbu infekcii sposobenych aerobnymi Gram-negativnymi baktériami
(napr. P. aeruginosa a Providencia). Jeho G¢inok na Gram-pozitivne baktérie a anaeroby je
takmer zanedbatelny. Terapeutické indikacie lieku st infekcie dolnych dychacich ciest

a mocového traktu, intraabdominalne, gynekologické a kozné infekcie (Hellinger and

Brewer, 1999; Patrick, 2013).

3.3 Bakterialna antimikrobialna rezistencia

Antimikrobidlna rezistencia je podla Svetovej zdravotnickej organizacie (angl.
World Health Organization — WHO) definovana ako schopnost’ bakterialnej populacie
prezit’ u¢inok inhibi¢nej koncentracie konkrétnej skupiny antimikrobidlnych preparatov.

Ide o0 prirodzeny biologicky jav, ktory je v 21. storo¢i povazovany za jeden z najvaznejsich



problémov verejného zdravia pohafiany nadmernym a iraciondlnym uzivanim ATB. Casté
uzivanie tejto skupiny liekov vedie k zvyseniu selektivneho tlaku v bakteridlnej populécii,
¢oho vysledkom mdze byt rapidne rozsirenie rezistentnych kmemov za sucasnej eliminacie
senzitivnych kmenov. Problematika bakteridlnej rezistencie nabrala na vaznosti hlavne
Vv poslednych desatrociach, v priebehu ktorych doslo k drastickému poklesu vyvoja novych
antibiotickych pripravkov (Kolar et al., 2003; Meek et al., 2015).

Za povodom bakteridlnej rezistencie mozu stat’ rézne prirodzené alebo ziskané
mechanizmy. Na zdklade toho sa definuji dva typy rezistencie. V prvom pripade ide
0 primarnu (prirodzentl) rezistenciu — geneticky podmienenu necitlivost' alebo znizent
citlivost’ bakterialneho druhu k urcitej skupine ATB. Prirodzena odolnost’ mikrobidlnych
druhov méze vznikat zmenou alebo nepritomnostou cielového miesta pre ATB
(napr. modifikacia PBPs), zhorSenym prienikom lie¢iva do ciel'ovej bunky, aktivnym
vyCerpavanim lieku z bunky pomocou tzv. efluxnych pump alebo produkciou enzymov
inaktivujacich G¢inok ATB (Dudley, 1995; Votava, 2005). Druhym typom je ziskana
(sekundarna) rezistencia, ktora predstavuje z terapeutického hladiska ovela vaznejsi
problém. Chromozomové mutéacie bunkovych génov alebo horizontalny prenos geneticke;
informacie (HGT) z inej baktérie vd’aka plazmidom, bakteriofagom, transpozénom a inym
mobilnym genetickym elementom mdze sposobit’, ze primarne citlivy kmen mikrobialneho

druhu sa stane rezistentnym (Dudley, 1995; Alekshun and Levy, 2007).

3.4 Bakterialne obranné mechanizmy
Existuje niekol'ko roznych biochemickych a genetickych mechanizmov, ktoré
umoziuju baktéridm odoldavat silnému ucinku antimikrobidlnych latok. Zakladné

mechanizmy su v kratkosti uvedené a definované v nasledujucich podkapitolach.

3.4.1 Modifikacia ciePového miesta

Pozmenenie Struktiry cielového miesta ajeho nasledné zablokovanie pre vézbu
ATB moézZe byt vysledkom spontannej muticie bakteridlneho génu na chromozdme
a selekciou v pritomnosti ATB. Vdaka tymto udalostiam ziskava bakterialna bunka
odolnost’ vo¢i antimikrobidlnemu ucinku lieCiva. Prikladom mdze byt rezistencia
Mycobacterium tuberculosis Kk rifampicinu, ktora vznika mutaciou génu rpoB kodujiceho
funk¢énu podjednotku RNA polymerazy, ktora je cielovym miestom pre spominané ATB.

Dal§im spdsobom vzniku rezistencie moze byt horizontdlny prenos génu, ktory koduje
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cielové miesto. Podmienkou vSak je, aby malo dané cielové miesto znizenu afinitu ku
konkrétnemu ATB. Prikladom tohto mechanizmu moze byt ziskanie van génov kodujtcich

rezistenciu rodu Enterococcus na glykopeptidy (Lambert, 2005).

3.4.2 Zhorseny prienik antibiotika do bunky

Gram-negativne baktérie su jedinymi baktériami, ktoré mézu odolavat’ tc¢inku ATB
mechanizmom znizenej permeability ich vonkajSej membrany. Hydrofébna vonkajSia
membrana  disponuje  velkym  mmnoZstvom  transmembranovych  proteinov,
tzv. porinov, ktoré tvoria vodné kandly pre malé hydrofilné molekuly ATB. Vdaka
porinom je umozneny ich vstup do bakteridlnej bunky. Zmeny v absolitnom pocte
funkénych kandlov alebo v ich kvalitativnej funkcii do zna¢nej miery obmedzuju difuziu
ATB do bunky, ¢im sa bunka stdva odolnou voci ucinku antimikrobidlnych latok.
Prikladom moze byt rezistencia P. aeruginosa na imipeném, ktora vznikd zniZenou
permeabilitou membrany v dosledku deficitu proteinu D2 (OprD) (Nguyen Van and
Gutmann, 1994).

3.4.3 Aktivne vyCerpavanie antibiotika z bunky (eflux)

Efluxné pumpy s0 transportné proteiny so Sirokou substratovou Specifitou
vyskytujlice sa u baktérii. Za normalnych okolnosti sa podiel'aji na vylucovani toxickych
substratov (vratane takmer vSetkych ATB) z bunky do vonkajSieho prostredia. V mnohych
pripadoch su gény kddujice efluxnii pumpu sucastou operdénu s regulatnym génom,
ktorého funkciou je kontrola expresie dané¢ho transportného proteinu. ZvySend expresia je
asociovana so vznikom rezistencie vo¢i rOznym substritom. ZvySend expresia
spominanych proteinov moze byt vysledkom mutécii v lokalnych represorovych génoch
alebo aktivaciou regulonu, ktory je pod kontrolou globalnych transkripénych regulatorov
(Webber and Piddock, 2003). Prikladom moéze byt rezistencia E. coli na ZIcové soli
a Siroké spektrum ATB podmienena zvySenou expresiou génu acrAB (Thanassi et al.,
1997).

3.4.4 Enzymaticka inaktivacia antibiotika
NajznamejSim prikladom je inaktivacia penicilinovych ATB  hydrolyzou
beta-laktamového kruhu posobenim penicilindz a ostatnych beta-laktamaz (Willey et al.,

2014). Detailnejsia charakteristika a klasifikacia beta-laktamaz je uvedena nizsie.
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3.45 Ostatné obranné mechanizmy

Quorum sensing (QS) je typ chemickej komunikicie pouzivanej medzi
spolo¢enstvami baktérii k monitorovaniu hustoty populacie, synchronizacie ich spravania
a spolocenskych interakcii. Baktérie produkuju malé organické molekuly alebo peptidy vo
funkcii ,,signalov®, ktoré st schopné vyvolat Specifick¢ ,,odpovede* v ostatnych
bakteridlnych bunkach. QS zarovenn zohrava doéleziti Glohu v prenose génov rezistencie

Z jednej baktérie na ostatné v ramci kolonie (Singh et al., 2013).

3.5 Rezistencia k beta-laktamovym antibiotikim u Enterobacteriaceae

Rezistencia zastupcov z ¢elade Enterobacteriaceae na ATB, obzvlast na
beta-laktamy, je sposobena predovsetkym rychlou a efektivnou mobilizaciou kontinualne
exprimovanych génov kédujucich beta-laktamazy pomocou plazmidov medzi jednotlivymi
bakteridlnymi populaciami. Prave bezprecedentné cestovanie a migracia I'udi prispieva do
znacnej miery k Sireniu rezistencie medzi kontinentmi neustalym prenosom bakteridlnych
plazmidov a klonov (Carattoli et al., 2006; Hawkey and Jones, 2009).

Nedavno sa ukazalo, ze niektoré¢ dvojzlozkové systémy (TCS) reguluju produkciu
beta-laktamaz v roznych druhoch Enterobacteriaceae. Dvojzlozkovy systém je tvoreny
senzorom s histidinkindzovou aktivitou a reguldtorom odpovede, ktorym je najcastejSie
transkripény faktor. Ulohou senzoru je zachytivat' vonkajsie signaly, ¢o vedie k jeho
autofosforylacii a naslednému prenosu fosforylu do regulatora odpovede, ktory zvycajne
po ukonceni fosforylacie reguluje expresiu génov. Prikladom méze byt entericky patogén
Vibrio parahaemolyticus, v ktorom bol identifikovany dvojzlozkovy systém VbrK/VbrR,
ktory riadi expresiu beta-laktamédzy. Mutanty, ktorym chybal VbrK alebo VbrR,
nevytvarali beta-laktamazu, a teda neboli rezistentné na beta-laktamové ATB (Li et al.,
2016).

E. cloacae vykazuje prirodzent rezistenciu vo¢i ampicilinu, amoxicilinu,
cefalosporinom prvej generacie a cefoxitinu, ktora je vysledkom vysokej produkcie
beta-laktamaz typu AmpC. Nadmerna produkcia AmpC je spOsobena derepresiou
chromozomalneho génu alebo ziskanim prenosného ampC génu z plazmidov alebo inych
mobilnych elementov (Davin-Regli and Pages, 2015).

Sucasny stav rezistencie bakteridlnych izolatov voci beta-laktamovym ATB je
mozné zhodnotit” pomocou udajov uvedenych v databaze EARS-net (medzinarodna siet’

narodnych systémov surveillance antibiotickej rezistencie invazivnych baktérii na tizemi
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Eurdpy). K. pneumoniae, ktora je v sucasnosti povazovana za najcastejSicho patogéna
sposobujuceho infekcie spojené so zdravotnou starostlivostou, vykazovala v roku 2017
v Ceskej republike 0,4% rezistenciu ku karbapenémom, pri¢om na Slovensku dosiahla viac
ako 4,4 % (vid Obrazok 1). Délezité je podotknut, Ze v Ceskej republike v roku 2016
Cinila rezistencia vo¢i karbapenémom u K. pneumoniae 0 % ana Slovensku iba 2,5 %.
V priebehu roka sa vyskyt rezistentnych izolatov zvysil (na Slovensku takmer o polovicu),
na zadklade ¢oho je mozné usudit, Ze problematika rezistencie kazdorocne nabera na
vaznosti v celosvetovom meradle, o ¢om sved¢ia aj nasledujuce ¢iselné udaje. Situacia
rezistencie ku karbapenémom u K. pneumoniae je Vv sucasnosti najkritickejsia
Vv nasledujucich krajinach: Grécko (64,7%), Taliansko (29,7%) a Rumunsko (22,5%) (vid’
Obrazok 1).

Obrazok 1: Rezistencia izolatov K. pneumoniae vo¢i karbapenémom v roku 2017 na uzemi
Euréopy (prevzaté a upravené =z EARS-net; https://ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-
resistance/surveillance-and-disease-data/data-ecdc)

V pripade E. coli ¢inila rezistencia voci karbapenémom v roku 2017 na tizemi Ceskej
a Slovenskej republiky 0 %. V ostatnych krajinach boli hodnoty v rozmedzi od
0 % — 1,6 % (data Cerpané z databazy EARS-net).

3.5.1 Beta-laktamazy
Utinok enzymov spo&iva v interakcii a naslednej inaktivacii beta-laktamovych ATB

hydrolytickym Stiepenim C-N vézby Stvorclenného beta-laktdmového kruhu, ¢oho
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vysledkom st antimikrobidlne inertné zluceniny. Ide o enzymy vyhradne bakteridlneho
povodu, ktoré s najbeznejSou pri¢inou rozvoja rezistencie u klinicky vyznamnych
Gram-negativnych baktérii. Gény koédujice beta-laktamazy mozu byt lokalizované na
chromozémoch alebo na mobilnych genetickych elementoch, najcastejSie plazmidoch
(Medeiros, 1997; Majiduddin et al., 2002). Beta-laktamazy funguji na dvoch principoch,
ato bud vyuzitim katalyticky aktivneho serinového rezidua v aktivnom mieste alebo
vyzaduji k ich katalytickej aktivite zinok, najéastejsie vo forme Zn?* (Wang et al., 1999;
Majiduddin et al., 2002).

Podl'a Bush-Jacoby-Medeirosovej schémy klasifikacie sa beta-laktamazy rozdel'uja
do troch skupin (1-3) a dalSich podskupin (a-f) na zaklade ich substratovej Specifity
a citlivosti k inhibitorom (Bush et al., 1995). V stasnosti sa pouziva Amblerova
klasifika¢na schéma, ktora rozdel'uje beta-laktamézy do Styroch skupin (A-D) podla ich

aminokyselinovej sekvencie (Ambler, 1980).

3.5.1.1 Beta-laktamazy typu AmpC

Cefalosporinazy, inak nazyvané aj AmpC beta-laktamazy, si podl'a Bush-Jacoby-
Medeirosovej klasifikatnej schémy zaradené¢ do skupiny 1 a podla Amblerovej schémy
klasifikacie do skupiny C (Ambler, 1980; Bush et al., 1995). Ich hydrolyza¢né spektrum
zasahuje peniciliny, cefalosporiny (vratane oxyimino-cefalosporiny), monobaktamy
a taktiez cefamyciny. Baktérie produkujice tento typ enzymov maji zachovanu citlivost’
na karbapenémy a vo vacSine pripadov aj na cefalosporiny Stvrtej generacie. Klasické
inhibitory beta-laktamdz (kyselina klavulanova, sulbaktdm a tazobaktdm) s vysokym
ucinkom na beta-laktamazy typu ESBL maji v pripade tejto skupiny nulovy uéinok.
Vyskytuju sa u vacSiny zastupcov c¢elade Enterobacteriaceae (predovsetkym E. coli
a Enterobacter spp.), ako chromozomalne kodované enzymy. Medzi bakterialnymi
populdciami mézu byt gény kodujuce enzymy prendSané aj pomocou mobilnych
genetickych elementov — plazmidov.

V mnohych Enterobacteriaceae je expresia AmpC pomerne nizka, avSak
indukovatel'na i¢inkom niektorych beta-laktamovych ATB (Hanson, 2003; Poole, 2004).
Rezistencia klinickych Gram-negativnych bakteridlnych izoldtov, sprostredkovana
nadmernou expresiou AmpC beta-laktamaz, je najCastejSie vysledkom mutécie
Struktirneho génu ampD. V désledku mutacie dochddza k zvySeniu MIC beta-laktdmovych

ATB u organizmov s inducibilnym génom ampC (Schmidtke and Hanson, 2006).
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3.5.1.2 Beta-laktamazy typu ESBL

Beta-laktdmazy typu ESBL su skupinou plazmidovo-kédovanych, réznorodych,
komplexnych arychlo sa vyvijajicich enzymov, ktoré v stcasnosti predstavuju hlavni
terapeuticka vyzvu v lie€be hospitalizovanych pacientov (Rawat and Nair, 2010). Hlavny
problém spociva v ich schopnosti hydrolyzovat vsetky oxyimino-cefalosporiny
a monobaktdmy. Na a-metoxy-cefalosporiny (cefamyciny) a karbapenémy nemaju ziadny
ucinok (Giamarellou, 2005). AvSak v niektorych pripadoch moze dojst’ k vzniku
rezistencie voc¢i cefamycinom v dosledku straty porinového proteinu vonkajSej membrany
(Pangon et al., 1989). Patria do skupiny 2be podla Bush-Jacoby-Medeirosovej
klasifikacnej schémy a triedy A podla Amblerovej klasifikacnej schémy (Ambler, 1980;
Bush et al., 1995). Hlavnymi ESBL-produkujucimi organizmami s zastupcovia ¢elade
Enterobacteriacea, ato predovsetkym K. pneumoniae a E. coli (Rawat and Nair, 2010).
Viacsina ESBL  enzymov vzniklo bodovymi mutiaciami, konkrétne substiticiami
aminokyselin plazmidovo-kodovanych beta-laktamaz skupiny TEM a SHV (Tasli and
Bahar, 2005). Najrozsirenejsimi skupinami ESBL st teda TEM, SHV a CTX-M (Jorgensen
etal., 2010).

3.5.1.3 Karbapenemazy

Karbapenemazy patria medzi réznorodé Sirokospektralne beta-laktamazy, ktoré sa
rozdel'uju do dvoch hlavnych molekularnych skupin charakterizovanych na zaklade
mechanizmu hydrolyzy v aktivnom mieste enzymu. NeskorSie vedecké prace ukézali, Ze
karbapenemazy je mozné oznaCovat’ aj ako tzv. metalo-beta-laktamazy (MBL) kvoli tomu,
Ze obsahujii najmenej jeden atom zinku v aktivnom mieste, vd’aka ktorému si schopné
hydrolyzovat’ bicyklicky beta-laktdmovy kruh takmer vSetkych beta-laktdmov (s vynimkou
monobaktamov), vratane karbapenémov (Frere et al., 2005). Postupom ¢asu bolo zistené,
ze karbapeném-hydrolyzujuce beta-laktamazy patria nielen do triedy B/skupiny 3 (metalo-
beta-laktamazy - napr. IMP, VIM, NDM, GIM), ale taktiez do triedy A/skupiny 2f
(serinové karbapenemazy — napr. KPC, IMI, SME) a triedy D/skupiny 2d (oxacilinazy —
napr. OXA-23 a OXA-48) (Ambler, 1980; Bush et al., 1995; Villegas et al., 2007). Gény
koédujuce produkciu karbapenemdz moézu byt lokalizované na chromozdémoch alebo
plazmidoch, ¢im sa mézu vel'mi rychlo medzidruhovo prenasat’ (Queenan and Bush,

2007).
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3.5.1.4 Oxacilindzy

Beta-laktamazy typu OXA patria do skupiny 2d podl'a Bush-Jacoby-Medeirosovej
klasifika¢nej schémy a triedy D podla Amblerovej klasifika¢nej schémy (Ambler, 1980;
Bush et al., 1995). Podobnost’ OXA s triedou A a triedou C je definovana pritomnostou
molekuly serinu vich aktivnhom mieste, zatial Co Struktira aminokyselin uréuje ich
odlisnost’ (Mossakowska et al., 1989). Vsetky beta laktamazy triedy D obsahuji vysoko
konzervativne aminokyselinové motivy — S-T-F-K (pozicia 70-73), (F/Y)-G-N (pozicia
144-146) a K-T-G (pozicia 216-218), ktoré st pre tato klasifika¢nu triedu charakteristické
(Docquier et al., 2010).

Beta-laktamazy triedy D boli povodne definované ako beta-laktamazy,
hydrolyzujuce izoxazyl-peniciliny (oxaciliny, meticiliny) rychlejSie, nez benzylpenicilin
(Bush et al., 1995). V stcasnosti sa uz tato definicia nepovazuje za adekvatnu, pretoze
kK dnesnémmu dnu bolo charakterizovanych vySe 725 enzymov typu OXA

(http://www.bldb.eu/BLDB.php?prot=D#0OXA), ktoré vykazuji zna¢ni diverzitu

v profiloch selektivity voéi substratom. Na zaklade tychto profilov s rozdelené do troch
podrodin: (i) enzymy s Uzkym spektrom hydrolyzy (napr. OXA-1) inaktivuji peniciliny,
ako ampiciliny a oxaciliny; (ii) ESBL disponuju schopnostou hydrolyzovat okrem
penicilinov aj cefalosporiny vysSich generdcii (napr. OXA-14) a (iii) karbapeném-
hydrolyzujuce beta-laktamazy triedy D (CHDL) st schopné hydrolyzovat vsetky typy
beta-laktamovych ATB s vynimkou aztreonamu (napr. OXA-24/40, OXA-23 a OXA-48)
(Naas and Nordmann, 1999; June et al., 2014).

DalSou charakteristickou vlastnostou pre tito skupinu enzymov je minimalna
citlivost’ voci inhibi¢énému ucinku kyseliny klavulanovej, tazobaktdmu a sulbaktamu. Ich
aktivita méze byt uplne inhibovana in vitro posobenim chloridu sodného (NaCl) uz pri
koncentracii 100 mM (Heritier et al., 2003).

Vicsina oxacilinazovych génov (blaoxa) je sucastou génovych kaziet v integronoch
triedy 1, zatial ¢o CHDL gény vykazuju vysoku genetickll variabilitu. Napriklad gény
blaoxa-23 st spajané s transpozénmi (ISAbal) alebo kompozitnymi transpozénmi (ISAba4)
(Corvec et al., 2007). Gény blaoxa-so-like st zvy€ajne lokalizované na chromozémoch,
avSak u Acinetobacter spp. aPseudomonas spp. bola zistena ich lokalizacia aj na
plazmidoch, €o indukuje mozZnost Sirenia tychto génov medzi nepribuznymi druhmi
Gram-negativnych baktérii (Lolans et al., 2006; Sevillano et al., 2009). Expresia blaoxa-ss

génov je vo vicSine pripadov regulovand promoétorovymi sekvenciami, ktoré su
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poskytované Specifickymi inzerénymi sekvenciami (napr. ISAbal, I1SAba2, ISAba3)
(Poirel and Nordmann, 2006).

Inzer¢né sekvencie kodujuce transpozazu zohravaju casto vel'mi dolezitu ulohu pri
mobilizacii aregulacii expresie blaoxa génov. NajrozsirenejSou je inzeréna sekvencia
ISAbal, ktora bola v Spojenom kralovstve detegovana takmer vo vsetkych rozsirenych
klonoch A. baumannii. Je spajana s vel’kym mnozstvom podrodin OXA enzymov, ako
napriklad OXA-23-like, OXA-51-like a OXA-58-like. ISAbal lokalizovana ,,upstream‘ od
blaoxa génov je zodpovedna za ich zvySenu expresiu az na hladiny, ktoré veda k zvySeniu
rezistencie voci karbapenémom. Na zéklade toho je mozné tvrdit, ze ISAbal poskytuje
uéinny promotor blaoxa-2ziike @ blaoxasi-like génom, vdaka ktorému je ich expresia

zvysena az niekol’konasobne (Turton et al., 2006).

3.5.2 Globélna epidemioldgia oxacilinaz

Do roku 1998 bol zaznamenany vyskyt beta-laktamaz hydrolyzujacich karbapenémy
u izolatov Acinetobacter spp. v celosvetovom meradle (Afzal-Shah and Livermore, 1998).
Napriklad OXA-23 bola identifikovana pri vypuknuti infekcii spojenych so zdravotnou
starostlivostou zapri¢inenych karbapeném-rezistentnym Acinetobacter v Brazilii (Dalla-
Costa et al., 2003), Spojenom kralovstve (Turton et al., 2005) a Korei (Jeon et al., 2005).
Varianty OXA-24 a OXA-40, ktoré sa liSia dvomi aminokyselinami, boli izolované
v klinickych izolatoch Acinetobacter spp. Vv Spanielsku (Lopez-Otsoa et al., 2002)
a Portugalsku (Da Silva et al., 2004). OXA-40 bola taktiez prva karbapeném-
hydrolyzujuca oxacilinaza popisana v Spojenom kral'ovstve (Lolans et al., 2006).

Rezistencia A. baumannii na karbapenémy spojena s vyskytom OXA beta-laktamaz
bola v Ceskej republike prvykrat zaznamenand v roku 2008, kedy boli u pacientov
hospitalizovanych na jednotkach intenzivnej starostlivosti detegované OXA-58-like
a OXA-24-like enzymy (Nemec et al., 2008). Vroku 2011 bol v Ceskej republike
detegovany multirezistentny kmen A. baumannii, ktory bol nositelom génu kodujuceho
produkciu OXA-23. Avsak tento kmen bol izolovany z pacienta po navrate zo zahranicia
(Krizova et al., 2012). O dva roky neskor bol detegovany kmen A. baumannii produkujuci
OXA-23 u pacienta trvalo pretrvavajiceho na tizemi Ceskej republiky (Senkyrikova et al.,
2013).

V roku 2017 boli v Ceskej republike identifikované dva druhy z rodu Acinetobacter,

Acinetobacter Iwoffii a Acinetobacter schindleri, pravdepodobne zivocisneho pdévodu,
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ktoré boli pozitivne na OXA-134-like beta-laktamazy. Pomenované boli ako OXA-496
a OXA-537 (Mlynarcik et al., 2018).

Na uzemi Slovenskej republiky bolo v priebehu roka 2015 testovanych 18 kmenov
Campylobacter spp. rezistentnych vo¢i SAM na pritomnost’ enzymu OXA-61. Vo viac nez
polovici testovanych kmeniov bol potvrdeny vyskyt spominanej varianty oxacilinazy, ¢o
moéze suvisiet stym, ze SAM sa velmi Casto pouziva v lieCbe deti a tehotnych zien
(Hanzen et al., 2016).

Epidemiologicky vyskum v Nemecku viedol K identifikacii nového enzymu
OXA-162, ktory je povazovany za jednobodovi mutantni formu OXA-48. Stadium viedlo
K potvrdeniu  vyskytu karbapeném-rezistentnych Enterobacteriacea produkujacich
OXA-162 a OXA-48 u 6smich pacientov z piatich nemeckych nemocni¢nych zariadeni
(Pfeifer et al., 2012). Aj napriek tomu, ze pred nedavnom bolo odhalené rozsirenie
OXA-48 v mnohych stredomorskych krajinach a krajinach zapadnej Eurdpy, Turecko
nad’alej ostava hlavnym rezervoarom tejto varianty enzymov (Carrer et al., 2010; Kalpoe
et al, 2011). Vzhladom navysoku frekvenciu migracie Tudskej populicie medzi
Nemeckom a Tureckom vznikla idea, Ze niektoré z rezistentnych izolatov, ktoré sa

Vv stucasnosti v Nemecku vyskytuji, mézu pochadzat’ z Turecka (Pfeifer et al., 2012).

18



4 Material a metody

4.1 Bakterialne kmene a ich Kkultivacia

V experimentalnej Casti  diplomovej prace boli pouzité vybrané druhy
Gram-negativnych baktérii pochadzajiicich z bakterialnej zbierky v Ustave mikrobiologie
Lekarskej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Konkrétne bolo pouzitych
50 bakterialnych izolatov (23 kmenov E. coli, 25 kmenov K. pneumoniae, 1 izolat
E. cloacae a 1 izolat A. baumannii).

Izolaty E. coli boli ziskané z hydinarskeho prostredia a slepych ¢ériev (lat. intestinum
caecum) brojlerov na Morave. Vzorky boli nazbierané na farmach a bitinkoch z domacich
kurciat (Gallus gallus). Viac informacii o zbere a spracovani vzoriek, identifikacii druhov,
ako aj ich fenotypovej rezistencii na antibiotika, je popisanych v praci z roku 2018 (Bardon
et al., 2018). Citlivost' enterobaktérii k vybranym antibiotikam bola stanovena pouzitim
mikrodiluénej metody. V 17 izolatoch boli potvrdené beta-laktamazy S rozSirenym
spektrom ucinku (z angl. Extended-spectrum beta-lactamases — ESBL fenotyp),
najcastejsie i§lo o CTX-M enzymy, priCom zvy$nych 6 izolatov bolo pozitivnych na beta-
laktamézu typu AmpC.

Izolaty K. pneumoniae (laskavy dar od Dr. Holého) pochéadzali z klinickych vzoriek
od pacientov s akutnou myeloidnou leukémiou a akttnou lymfoblastickou leukémiou, ktori
boli hospitalizovani v Hemato-onkologickej klinike (HOK) Fakultnej nemocnice
v Olomouci. Pre viac informacii vid’ (Zatloukalova et al., 2018). Vysetrovany material
zahfnal vyter z krku, mo¢, perianalny ster a stolicu. Z celkového poctu vySetrovanych
vzoriek bol ESBL fenotyp potvrdeny v 21 pripadoch, z ¢oho jedna vzorka bola ESBL
a AmpC pozitivna. Zvysné Styri izolaty boli producentami enzymov s uzkym spektrom
ucinku (NSBL fenotyp).

Kmen E. cloacae bol izolovany z mocu pacienta hospitalizovaného v HOK
a preukazal karbapenemazovy fenotyp. Kvantitativna citlivost na antibiotika bola
stanovend pouZzitim dilu¢nej bujonovej mikrometddy. 1zolat bol rezistentny na ampicilin
(MIC >64 mg/l), cefuroxim (>64 mg/l), kotrimoxazol (>256 mg/l), ofloxacin (>8 mg/l),
piperacilin/tazobaktam (16 mg/l), ceftazidim (>16 mg/l), meropeném (>16 mg/l),
tigecyklin (4 mg/1), amikacin (16 mg/1), ampicilin/sulbaktam (SAM; 32 mg/l), gentamycin
(>32 mg/l), chloramfenikol (>64 mg/l), piperacilin (128 mg/l), cefotaxim (>16 mg/l),
cefepim (8 mg/l), ciprofloxacin (>16 mg/l) atobramycin (>16 mg/l). Citlivost' bola
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zaznamenand len na kolistin (0,5 mg/l) a nitrofurantoin (16 mg/l), ale ten sa podla
EUCAST pre tento bakteridlny druh neinterpretuje. Genotyp preukazal pritomnost’ dvoch
beta-laktamaz — SHV a IMP.

Izolat A. baumannii bol ziskany z vyteru rany pacienta hospitalizovaného v HOK
atiez preukazal karbapenemézovy fenotyp. Stanovenie citlivosti na antibiotika pouzitim
dilu¢nej bujonovej mikrometdody potvrdilo rezistenciu na ampicilin (MIC >64 mg/l),
cefuroxim (>64 mg/l), kotrimoxazol (>128 mg/l), aztreonam (>16 mg/l),
piperacilin/tazobaktdm (>128 mg/l), ceftazidim (>32 mg/l), meropeném (>16 mg/l),
amikacin (>64 mg/l), SAM (16 mg/l), gentamycin (>32 mg/l), piperacilin (>256 mg/l),
cefotaxim (>16 mg/l), cefepim (>16 mg/l), ciprofloxacin (>16 mg/l) a tobramycin (>32
mg/l). Citlivost’ bola zaznamenand len na tigecyklin (0,250 mg/l), kolistin (2 mg/l) a
nitrofurantoin (16 mg/l), ale ten sa podla EUCAST pre tento bakteridlny druh
neinterpretuje. Genotyp preukazal pritomnost’ dvoch beta-laktamaz — ADC a TEM.

Ako pozitivna kontrola boli pouzité dva referencné kmene (OXA-produkujuce
izolaty) — (i) OXA-23 (NCTC 13301) produkujtci A. baumannii a (ii) OXA-48 pozitivna
K. pneumoniae (NCTC 13442).Vybrané druhy enterobaktérii boli konzervované na —80°C
pouzitim ITEST Kryobanky B (ITEST plus). Jednotlivé vzorky mikroorganizmov boli
naockované pomocou sterilnych jednorazovych inokulaénych kl'uciek (1 pl; Biologix) na
povrch krvného agaru (Columbia). Kultivacia baktérii prebiehala v termostate (Incucell;
BMT) pri teplote 37°C po dobu 24 hodin.

Tabulka 1 (prva ¢ast’): Zoznam bakterialnych izolatov

Bakterialny Zbive’rkové O.zna’éenie Fenotyp Genotyp
druh cislo izolatov
CAM19 1 ESBL SHV
CAMA431 2 ESBL SHV, CTX-M
S314 3 AmpC CIT-typ
Escherichia S337 4 ESBL TEM, CTX-M
coli S338 5 ESBL CTX-M
S346 6 ESBL CTX-M
S401 7 ESBL CTX-M
S409 8 ESBL CTX-M
S410 9 ESBL CTX-M
S434 10 AmpC CIT-typ
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Tabulka 1 (druha ¢ast’): Zoznam bakterialnych izolatov

Bakteridlny Zbierkové Oznacdenie Fenotyp Genotyp
druh ¢islo izolatov
S463 11 ESBL TEM, CTX-M
S465 12 ESBL TEM, CTX-M
S467 13 ESBL TEM, CTX-M
S5049 14 ESBL CTX-M
Escherichia S5075 15 AmpC CIT-typ
coli S5104 16 AmpC CIT-typ
S5105 17 AmpC CIT-typ
S5107 18 AmpC CIT-typ
S5109 19 ESBL SHV, CTX-M
S5113 20 ESBL CTX-M
S5115 21 ESBL CTX-M
S5134 22 ESBL TEM, SHV
S5135 23 ESBL TEM, SHV
7143 24 NSBL SHV
7653 25 NSBL SHV
7772 26 ESBL CTX-M, SHV, TEM
7774 27 ESBL CTX-M, SHV, TEM
7775 28 ESBL CTX-M, SHV
7998 29 NSBL SHV
8348 30 ESBL CTX-M, SHV, TEM
8406 31 ESBL SHV, TEM
8507 32 ESBL CTX-M, SHV, TEM
8739 33 ESBL CTX-M, SHV, TEM
Klebsiella 8740 34 ESBL CTX-M, SHV, TEM
pneumoniae 9006 35 ESBL CTX-M, SHV, TEM
9337 36 ESBL CTX-M, SHV, TEM
9612 37 ESBL CTX-M, SHV, TEM
9802 38 ESBL CTX-M, SHV, TEM
9803 39 ESBL CTX-M, SHV, TEM
9821 40 ESBL CTX-M, SHV, TEM
9824 41 ESBL CTX-M, SHV, TEM
10147 42 ESBL CTX-M, SHV
10356 43 ESBL CTX-M, SHV, TEM
10472 44 ESBL CTX-M, SHV
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Tabulka 1 (tretia ¢ast’): Zoznam bakterialnych izolatov

Bakterialny Zbierkové Oznadenie Fenot Genot
druh ¢islo izolatov yp yp
10920 45 NSBL SHV
Klebsiella 12511 46 ESBL, AmpC | CTX-M, SHV, DHA
pneumoniae 12516 47 ESBL CTX-M, SHV, TEM
12634 48 ESBL CTX-M, SHV
Enterobacter 15963 49 CARBA SHV, IMP
cloacae
Acinetobacter | ;554 50 CARBA ADC, TEM
baumannii

NSBL: beta-laktamaza s uzkym spektrom ucinku; ESBL: beta-laktamaza s rozsirenym spektrom
ucinku; CARBA: karbapenemaza; CIT-typ: komplex obsahujuci AmpC enzymy, ako napriklad
CMY-2/-3/-4, LAT-1/-2 a BIL-1

4.2 Chemikalie a roztoky
Pouzité chemikalie
e Agaroza pre elektroforézu DNA (SERVA, Nemecko; kat. ¢. 11404.07)
e Destilovana voda (dH20)
e DNA marker molekulovej hmotnosti o velkosti 200-1500 bp (Top-Bio, CR;
kat. ¢. D110)
e dNTP mix (10mM; Promega; USA; kat. ¢. C1141)
e Farbivo SYBR® Safe DNA Gel Stain (400 pl; Invitrogen, USA; kat. ¢. S33102)
e Nanasaci pufor (PCR loading buffer; Top-Bio, CR; kat. &. P048)
e PCR H;0 (Top-Bio, CR; kat. &. P242)
e PCR reakény pufor (10x; PCR Blue Buffer; Top-Bio, CR; kat. &. T058)
e Taq DNA polymeraza (5U/ul; Unis; Top-Bio, CR; kat. & T037)

Pouzité roztoky a ich priprava
e 10x TBE pufor (Tris-Borate-EDTA; pH 8,3; Bio-Rad, USA,; kat. ¢. 1610770)
e 1x TBE pufor (Tris-Borate-EDTA): 70 ml zasobného roztoku 10x TBE pufru
zriedit’ v 630 ml dH20
e 70% etanol: 700 ml zasobného roztoku 96% etanolu zriedit' v 300 ml dH.O
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PouZité supravy
e ITEST Kryobanka B (ITEST plus s.r.o., kat. ¢. PP64)
e krvny agar (Columbia): kat. ¢. 98025 KA (BioVendor)

4.3 Laboratérne vybavenie a softvéry
e Analytické vahy (Boeco)
e Automatické pipety v rozmedzi objemov od 0,5 ul do 1000 ul (Thermo Scientific)
e Centrifuga (Centrifuge EBA 12 R; Hettich)
e Corbett Rotor-Gene 6000 Application Software, verzia 1.7 (Corbett Life Science,
Qiagen)
e Elektroforeticka komora (EASY-CAST; Owl Scientific)
e Geneious (Biomatters)
e Hlbokomraziaci box (-80°C) (MDF-U53V; Sanyo)
e Inokulaéné kl'u¢ky (1 pl; gamma sterilized; Biologix)
e Laminarny box (MSC-Advantage; Thermo Fisher Scientific)
e MikrovInna rira (Daewoo)
e Minicentrifuga (Cleaver Scientific)
e Nanodrop (Nanodrop Technologies)
e PCR termocyklér (RotorGene™ 6000; Corbett Research)
¢ Pipetovaci nastavec (Pipetus; Hirschmann)
e Sterilné Spicky (0,5-5 pl; 2-20 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl; Biotix)
e Termoblok (Dry-block type 16500; Thermolyne)
e Termostat (37°C) (Incucell; BMT)
e UV transiluminator (Ultra-Lum, Inc.)
e Vortex (Vortex-Genie 2; Scientific Industries, Inc.)

e Zdroj jednosmerného elektrického napatia (MP-300 V; Major Science)

4.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1 Porovnavanie sekvencii OXA
Sekvencie génov kodujucich oxacilindzy, ktoré boli doteraz popisané

(http://www.bldb.eu/BLDB.php?prot=D#0OXA, naposledy navstiveny v marci 2019), boli

stiahnuté z databazy GenBank. Porovnanie nukleotidovych a aminokyselinovych sekvencii
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bolo vykonané pouzitim bioinformatického softvéru Geneious (Biomatters).

4.4.2 Dizajnovanie primerov na polymerazovu ret’azovu reakciu

Homologické oblasti pri porovnani nukleotidovych sekvencii poslizili na
dizajnovanie primerov pomocou programu Primer3 (Geneious, Biomatters). Primery boli
syntetizované firmou East Port Praha (Ceské republika). Sledované izolaty boli testované
pomocou polymerazovej retazovej reakcie (PCR) na pritomnost’ blaoxa génov. Podrobné
$pecifikacie pouzitych primerov su uvedené v Tabulke 4. Uroveti expresie blaoxa génov

nebola skimana.

4.4.3 Izolacia bakteridlnej DNA a podmienky amplifikacie

Po ukonceni kultivacie boli dve az tri bakterialne kolonie z kazdej vzorky odobraté
sterilnou bakteriologickou kl'u¢kou a dokladne resuspendované v 100 pl vody. Nésledne
boli inkubované v termobloku (Dry-block type 16500; Thermolyne) pri 95°C po dobu
10 mint. Pre zvySenie efektivnosti uvol'nenia DNA z bakteridlnych buniek boli vSetky
vzorky podrobené tzv. teplotnému Soku, ktorého podstatou bola rapidna zmena teploty
posobiaca na bakteridlne bunky. To znamena, Ze po inkubécii pri 95°C boli vzorky na
2 minuty prenesené do hlbokomraziaceho boxu (-80°C) (MDF-U53V; Sanyo) a nasledne
opit’ prenesené do termobloku, kde boli po dobu 2 minut zahriate na 95°C.

Centrifugaciou (13 000 g; 5 minuat) bol ziskany supernatant obsahujici uvolnenu
bakterialnu DNA, ktora bola v d’alSom postupe pouzitd ako templatova DNA pre PCR.

Koncentracia genomickej DNA bola merana pomocou spektrofotometru Nanodrop
(Nanodrop Technologies).

Reakéné prostredie PCR reakcie (25 pl) zahriovalo nasledujuce komponenty:
reakény pufor (PCR Blue Buffer) obsahujuci hore¢naté i6ny, zmes deoxyribonukleotidov
(dNTP), primery (forward/reverse) (vid Tabulka 4), termostabilni DNA polymerazu
(Taq DNA polymeraza Unis), templatovit DNA a vodu pre PCR (vid’ Tabulka 2). Priprava
samotnej PCR reakcie prebiehala nasledovne: ako prvé bola pripravena reakéna zmes
obsahujuca vSetky reagencie nevyhnutné pre priebeh syntetickej reakcie. Celkovy objem
reakénej zmesi zavisel na pocte testovanych vzoriek templatovej DNA. V tabulke 2 su
uvedené objemy jednotlivych zloziek pre jednu PCR reakciu. Reakéna zmes bola nasledne
rozpipetovand po 24 pl do pripravenych PCR mikroskimaviek (0,2 ml; uloZené

v chladenom stojane na skiimavky), do ktorych bola taktiez pridana templatova bakteridlna
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DNA v objeme 1 ul. Zmes bola dokladne stocena na minicentrifuge (Cleaver Scientific)

a vlozena do termocykléru RotorGene™ 6000 (Corbett Research) pri vopred nastavenom

¢asovom a teplotnom profile (vid Tabulka 3), kde prebiehala samotnd amplifika¢na

reakcia. K overeniu spravnosti priecbehu PCR reakcie bola pri experimentoch pouzita

pozitivna a negativna kontrola.

Tabulka 2: ZloZenie reakénej zmesi na PCR reakciu

PCR reagencie

Objem na jednu
reakciu [ul]

PCR voda (Top-Bio, CR) 20,4
10x PCR reakény pufor (750 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C);
200 mM (NH4)2SOs4, 1% Tween 20, 25 mM MgCl; 2,5
(Top-Bio, CR)
dNTP mix (10mM) (Promega, USA) 0,5
Forward primer (50 uM) 0,2
Reverse primer (50 uM) 0,2
Tagq DNA polymeraza Unis (Top-Bio, CR) 0,2
Templatova DNA (100 ng) 1
Tabulka 3: Casové a teplotné podmienky PCR reakcie
Krok reakcie Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturécia 9 3 min. 1
Denaturacia 94 30 sek.
Nasadnutie primerov 52-56 30 sek. 30
Extenzia 72 45-60 sek.
Finalna extenzia 72 10 min. 1
Chladenie 4
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Tabul’ka 4 (prva ¢ast’): Sekvencie primerov pouZitych na detekciu blaoxa génov pomocou PCR

Ciel’ové

Dizka

Velkost

Oznadenie PCR Nazov Nukleotidova sekvencia (smer 5' — 3')? miesto (pocet | amplikonu 'Ol'm Referencie
primeru . °C)
(podtypy) biz) (bp)
. coli, K. pneumoniae .
! ' TCTGTTGTTTGGGTTTCGC, OXA-1-like e vir s
E. cloacaez OXA(3)-F/R TCTATGGTGTTTTCTATGGCTG (11) 19/22 245 52 Tato Stadia
sekvenovanie
. coli, K. pneumoniae, i ACGGAAAGCCAAGAGCCAT, OXA-10-like Mlynarcik
E. cloacae OXA(18)-FR CCCACACCAGAAAAACCAGT (32) 19720 358 3 | etal, 2016
. coli, K. pneumoniae .
' ' ATTTCAAGCCAAAGGCACGA, OXA-2-like w1
E.bcloacae,_A. OXA(19)-F/R GCCACTCAACCCATCCTACE (19) 20/20 569 52 Tato stadia
aumannii
. coli, K. pneumoniae . .
' ' ACTTGCTATGTGGTTGCTTCTC, OXA-23-like Mlynarcik
Ebc'oacae’..A- OXA(22)-FIR ACCTTTTCTCGCCCTTCCAT 27 22120 310 >4 etal., 2018
aumannii
. coli, K. pneumoniae .
' ' AACGGGCGAACCAAGCATTTT, OXA-48-like e q
Eb(;lt?ri(;?;,i?. OXA(31)-F/R TGAGCACTTCTTTTGTGATGGCT 27) 21/23 597 56 Tato studia
. coli, K. pneumoniae, CTACGTGGGAATTGAAGCC, OXA-9-like e vir
E cloacae OXA(33)-F/R GTTATTGTCCCGAAGCCAG (1) 19/19 410 53 Tato Stadia
.. TGTACCTGCTTCGACCTTCA, OXA-51-like Mlynarcik
A. baumannii OXA(20)-FR TCCCCAACCACTTTTTGCGT (255) 20/20 436 % | etal, 2016
. ATRTTCCCGCCTCTACCTTT, OXA-213-like a1
A. baumannii OXA(23)-FIR YATCCCATCCCCAACCRCTT (38) 20/20 444 52 Tato studia
.. CCTCTCAAATCACTTCAACTCAATCT, | OXA-134-like Mlynarcik
A. baumannii OXA(32)-FIR GCTGCAAAACTGCGCTTCTT (8) 26/20 253 54 et al., 2018
.. CTACGGCAATGACTTGAGCC, OXA-211-like s
A. baumannii OXA(34)-F/IR CCTGATAAACGGGAACGGCA ) 20/20 209 56 Tato stadia
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Tabul’ka 4 (druha ¢ast’): Sekvencie primerov pouzitych na detekciu blaoxa génov pomocou PCR

Dizka

Velkost

Oznadenie PCR plji?r?g:u Nukleotidova sekvencia (smer 5' — 3')? Cii:;g\éi;g;e)sto (]l:))gi;:t am;()tl)irl)()()nu (-Org Referencie
o |oxnsye | Zosmscrcamacamtarercee, | oxmshe Touzs [0 [ s [ brech
A. baumannii OXA(36)-F/IR $g,§;g£¢g€:$TE%AéACGA,CAg{:i—E OXA’éz)s'"ke 21/22 243 57 Tato §tadia
A. baumannii OXA(37)-FIR TCAAGAATCT%%%%%QQQQTCAA'EX' OXA-58-like (7) | 19/19 365 52 Této Studia
A. baumannii OXABE)-FIR | S S A OXA&g)‘Hike 20n9 | 2 53 | e

OXA(1)-F/R giggi&%%%ﬁ%%gﬁ% OXA-46-like (5) | 20/20 402 59 Této Stadia
OXA(2)-FIR gi?c?r%ﬂég:%ice%% OXA-42-like (4) | 18/18 194 52 Této Stadia
OXA(4)-F/R i%TCGGCAGTTCAATCATTTCTﬁ%AC%%g’ OXA'(ZL‘%“'"ke 19/19 513 52 Této Stadia
poR oxaFR | AlTAASCOAGGECAMACAG, | OxaZistke | 1gng 7 [ s | o s
oxa@yFm |, GCCTCBACCTTCARGCT, 8??{%2‘%2'42 o | se | s | i s
OXA(7)-FIR grsopisslicpoveaiul OXA('&S)"“ke 1019 | 566 52 | Tato stidia
OXA(8)-FIR %TCCT(%%?%E%QEEECTTAT OXA(;‘%l)'"ke 19/19 312 52 Tato $tadia
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Tabul’ka 4 (tretia ¢ast’): Sekvencie primerov pouzitych na detekciu blaoxa génov pomocou PCR

Ciel’ové

Dizka

Velkost

Oznadenie PCR pl:izxg:u Nukleotidova sekvencia (smer 5' — 3")? miesto (p(féet amplikonu (-Org Referencie
(podtypy) baz) (bp)

OXA(9)-F/R é’é%i;’:ﬁ%ﬁ%%i%&%ﬁ%ﬁ% OXA('g)Z'"ke 19/19 341 53 Tato §tadia

OXA(10)-F/R ﬁ%%ﬁﬁgg?gﬁgggiﬁ OXA(f)""ke 19/19 498 52 Této $tadia

OXA(11)-F/R asguiveasoiius OXA'(13‘E)’6'"ke 18/19 309 52 | Tato stadia

OXA(12)-FIR (C:STATT(;:TACCGCTTCCCGTTGCGGACTT (?AAé (40)?%?(2%'58- 17/18 310 52 | Tt stadia

OXA(13)-F/IR mﬁg@%ﬁg&ﬁg OXA'(237)9'"ke 19/19 382 52 Tato §tadia

"PCR OXA(L4)-F/R AFI ggfﬁ?%%%ﬁgﬁ?gfﬁ?g’ OXA'(ZLf;ES'"ke 19/19 412 52 Tato tadia
OXA(15)-F/R %U%%%Eiﬁ??g?ﬁggﬁg OXA'(ZLf;ES'"ke 19/19 368 52 Tato §tadia

OXA(16)-F/R o OXA‘&‘;“'““ 19/20 363 53 |  Tato stadia

OXA(17)-FIR gﬁ;gﬂﬁl@gﬁgﬂ;%%ig% OXA'(‘;6)4'“ke 22/22 306 54 | Tato studia

oxaysi | CCCCTTICATCTCTCCCATCTCA, | OXAISHIKe |y | 51 | 60 | Titosudi

OXA(24)-FIR L%%ﬁg\%ﬁi%@ggi%@ OXA'(153;4'"ke 20/20 566 56 Tato $tadia
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Tabulka 4 ($tvrta ¢ast’): Sekvencie primerov pouZitych na detekciu blaoxa génov pomocou PCR

Ciel’ové

Dizka

Velkost

Oznadenie PCR pl:izxg:u Nukleotidova sekvencia (smer 5' — 3')? miesto (p(féet amplikonu (-Org Referencie
(podtypy) baz) (bp)

OXA(25)-F/IR QESEE%LCA':CCTT%TTTTAGGACTGATG' OXA'(%‘;S'"ke 19/19 426 52 Tato §tadia

OXA(26)-F/IR gggﬂggﬁg?ﬁff%@é& OXA(fS"ike 18/19 394 52 Tato §tadia

OXA(27)-F/R s R N OXA('%O'"ke 19/19 527 53 |  Tato stadia

®PCR OXA(28)-FIR et tiv ol OXA('E)O'"ke 19/19 600 52 | Tato stadia
SN RN I vanioveachesadl OXA&%“ ke 1 20120 362 52 | Tato stadia

OXA(30)-F/R QQRAXQTA(?CCEX&LCTTC%%GGCJT' OXA&%“ ke ' o1m 485 52 Tato §tadia

OXA(39)-F/IR Tg:@gf;ggﬁégé&gg? OXA('é)Z'"ke 18/17 510 52 Tato §tadia

Pre degenerované primery: R = A alebo G; S = G alebo C; Y = C alebo T. "Navrhnuté primery, ale netestované.
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4.4.4 Elektroforeticka separacia produktov amplifikacie

Vysledné PCR produkty boli separované pomocou horizontalnej gélovej
elektroforézy v 1% agar6zovom géle. Agardzovy gél bol pripraveny nasledovne: 0,6 g
agardzy (SERVA) bolo zahriatim rozpustenych v 54 ml destilovanej vody a 6 ml 10x TBE
pufru (Bio-Rad). Zmes bola nasledne ochladena na teplotu priblizne 50°C. Vizualizacia
DNA v agar6zovom géle bola umoznena pridanim 5 pl farbiva SYBR® Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen). Pripraveny 1% agar6zovy gél bol naliaty do pripravenej
elektroforetickej vane (EASY-CAST; Owl Scientific), kde v priebehu ¢asu dochadzalo
k jeho fyzikalnemu tuhnutiu.

Agar6zovy gél bol po stuhnuti preliaty 1x TBE pufrom tak, aby boli elektrody
elektroforetickej komory ponorené. Do prvej jamky na géle bolo aplikovanych 5 ul DNA
markeru molekulovej hmotnosti o velkosti 200-1500 bp (Top-Bio). Do ostatnych jamiek
boli v objeme 10 pl postupne aplikované produkty PCR reakcie. Nielen jednotlivé vzorky,
ale aj marker molekulovej hmotnosti bol na gél nanasany vzdy spolu s nanasacim pufrom
(2 pl; PCR loading buffer; Top-Bio) obsahujucim bromfenolova a xylenov modr.

Elektroforetické separacia produktov amplifikécie prebiehala po zapojeni elektréd do
zdroja jednosmerného elektrického napétia (MP-300 V; Major Science) pri 100 V po dobu
60 minat. Po ukonceni separacie bol gél vizualizovany pomocou UV transiluminatora
(Ultra-Lum, Inc.) a velkosti jednotlivych produktov boli uréené pomocou DNA markeru

molekulovej hmotnosti.

4.4.5 Overenie OXA sekvencie ziskanej sekvenovanim

V pripade pozitivneho izolatu produkujuceho oxacilindzu bolo vykonané DNA
sekvenovanie amplifikovaného PCR produktu. Z osekvenovanej sekvencie boli odstranené
oblasti s nizkou kvalitou. Vyslednd sekvencia bola porovnand so vSetkymi doposial

popisanymi génmi kodujacimi oxacilinazy pouzitim databazy BLAST.

4.4.6 KonStrukcia fylogenetického stromu

Fylogeneticky strom bol vytvoreny softvérom Geneious (Biomatters) pouZzitim
PhyML na zaklade Le and Gascuel modelu. Celkovo bolo pouzitych 55 oxacilinaz
(48 oxacilinaz zastupujucich jednotlivé podskupiny a 7 oxacilindz bez podskupinovej
klasifikacie), ktoré sa pouzili na porovnanie sekvencii a rekonstrukciu fylogenetického

stromu. Pristupové cisla jednotlivych (i) ¢lenov OXA podskupin zahtiiali HQ170510
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(OXA-1, ¢len podskupiny OXA-1-like), DQ112222 (OXA-2, OXA-2-like), DQ288250
(OXA-10, OXA-10-like), U10251 (OXA-12, OXA-12-like), AY307114 (OXA-20, OXA-
20-like), AF064820 (OXA-22, OXA-22-like), AY795964 (OXA-23, OXA-23-like),
AF201826 (OXA-25, OXA-24-like), AJ488302 (OXA-42, OXA-42-like), AF317511
(OXA-46, OXA-46-like), LN864820 (OXA-48, OXA-48-like), AY306130 (OXA-50,
OXA-50-like), DQ385606 (OXA-51, OXA-51-like), AY343493 (OXA-55, OXA-55-like),
AY665723 (OXA-58, OXA-58-like), AF525303 (OXA-60, OXA-60-like),
JOUNO01000022 (OXA-61, OXA-61-like), AY423074 (OXA-62, OXA-62-like),
AY619003 (OXA-63, OXA-63-like), AY227054 (OXA-85, OXA-85-like),
CYTX01000006 (OXA-114a, OXA-114a-like), HQ122933 (OXA-134, OXA-134-like),
GQ861437 (OXA-143, OXA-143-like), KP771981 (OXA-153, OXA-153-like), KP771982
(OXA-154, OXA-154-like), KP771984 (OXA-156, OXA-156-like), JQ396378 (OXA-184,
OXA-184-like), HQ634775 (OXA-198, OXA-198-like), JF268688 (OXA-209, OXA-209-
like), JN861779 (OXA-211, OXA-211-like), JN861781 (OXA-213, OXA-213-like),
JNB861782 (OXA-214, OXA-214-like), JQ422053 (OXA-228, OXA-228-like),
AFRQO01000031 (OXA-243, OXA-243-like), HE614014 (OXA-258, OXA-258-like),
APP0O01000008 (OXA-266, OXA-266-like), APOS01000038 (OXA-274, OXA-274-like),
APOMO01000058 (OXA-279, OXA-279-like), APRL01000010 (OXA-291, OXA-286-
like), APPC01000015 (OXA-294, OXA-294-like), APOH01000009 (OXA-296, OXA-
296-like), APQD01000016 (OXA-299, OXA-299-like), KJ746496 (OXA-372, OXA-372-
like), KU721146 (OXA-464, OXA-464-like), KU739135 (OXA-493, OXA-493-like),
KY682750 (OXA-548, OXA-548-like), CP024011 (OXA-568, OXA-568-like),
MHO085550 (OXA-576, OXA-576-like), a (ii) OXA sekvencii bez podskupinovej
klasifikacie - U85514 (OXA-18), AJ400619 (OXA-29), AJ519683 (OXA-45), KP771985
(OXA-157), APPN01000080 (OXA-308), ACWG01000053 (OXA-347) a KY646155
(OXA-542).
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5 Vysledky

Cielom experimentalnej casti diplomovej prace bolo navrhnit s vyuzitim
bioinformatického softvéru Geneious sadu Specifickych primerov schopnych s ¢o
najvy$Sou presnostou detegovat pomocou PCR vyskyt blaoxa génov kodujtcich
oxacilindzy U vybranych druhov Gram-negativnych baktérii (E. coli, K. pneumoniae,
E. cloacae a A. baumannii). Vysledky boli ziskané a vyhodnotené podl'a postupu, detailne

popisaného v predchadzajucej kapitole (vid’ Material a metody).

5.1 Vyskyt OXA-pozitivhych izolatov Gram-negativnych baktérii

v animalnych a klinickych vzorkach

S vyuzitim programu Primer3 (Geneious, Biomatters) bolo na detekciu
oxacilinaz nadizajnovanych celkovo 39 Specifickych parov oligonukleotidov, z ¢oho
14 pérov primerov bolo otestovanych na klinickych a animélnych izolatoch pouzitim PCR.
Experimentalne nebolo otestovanych zvySnych 25 péarov oligonukleotidov (vid® Material
a metody - Tabul'ka 4).

V kone¢nom sucte bolo vySetrenych 50 bakterialnych izolatov (23 kmenov E. coli,
25 kmenov K. pneumoniae, 1 kmen E. cloacae a 1 kmen A. baumannii). Prostrednictvom
PCR bolo u enterobaktérii preskimanych 6 podskupin oxacilinaz, konkrétne OXA-1-like,
OXA-2-like, OXA-9-like, OXA-10-like, OXA-23-like a OXA-48-like. Izolat A. baumannii
bol otestovany na pritomnost 11 roznych podskupin oxacilinaz, ato OXA-2-like,
OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-48-like, OXA-51-like, OXA-58-like, OXA-134-like,
OXA-143-like, OXA-211-like, OXA-213-like a OXA-228-like.

Z celkovo Siestich podskupin oxacilindz nebola u enterobaktérii experimentalne
potvrdend pritomnost’ piatich podskupin oxacilinaz, ato konktrétne OXA-2-like,
OXA-9-like, OXA-10-like, OXA-23-like a OXA-48-like. K detekcii spominanych
enzymov boli pouzité oligonukleotidy (vid Material a metédy - Tabul'ka 4, prva Cast),
vtomto poradi: OXA(19)-F/R, OXA(33)-F/R, OXA(18)-F/R, OXA(22)-FIR a
OXA(31)-F/R (vysledky nie st zobrazené).

PCR reakcia bola negativna aj na detekciu OXA-1-like enzymov v pripade
testovania izolatov E. coli, ktoré pochadzali z animalnej oblasti (vysledky nie st
zobrazené). Naopak, v pripade detekcie Dblaoxa-1iike génu U klinickych vzoriek

K. pneumoniae bolo pouzitim primerov OXA(3)-F/R (vid’ Material a metody - Tabulka 4,
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prva cast) pozitivnych 19 izolatov z celkového poctu 25 kmenov. VSetky pozitivne
klinické izolaty poskytli amplikony s predpokladanymi velkostami (245 bp) a potvrdili
Specifickost’ pouzitych primerov (vid Obrazok 2). Sekvenovanie ziskanych amplikénov

nebolo doposial’ vykonané a bude predmetom d’alSieho Studia.

M 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13

500 bp —

0 by GrEpEl GPEE s eses

M 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

500 bp —- |
S00bp — o e - - - - —

Obrazok 2: PCR produkty ziskané amplifikiaciou blaoxa-iiike génov pomocou primerov
OXA(3)-F/R u Klinickych vzoriek K. pneumoniae
Legenda: Draha 1 az 25 — izolaty K. pneumoniae ¢. 24 az 48 (vid’ Material a metody — Tabulka 1,
druha atretia Cast)); draha 26 — negativna kontrola, M — marker molekulovej hmotnosti (200-
1500 bp DNA marker; Top-Bio, CR; kat. &. D110).

V pripade klinického izolatu E. cloacae bola taktiez potvrdena pritomnost
blaoxa-1-like génu. PCR produkt preukazal po elektroforetickej separacii a farbeni pomocou
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA; kat. €. S33102) pozadovanu velkost -
245 bp (vysledok nie je zobrazeny). Nasledne bol dany PCR produkt osekvenovany
pouzitim primerov OXA(3)-F/R. Sekven¢na analyza daného amplikonu potvrdila
pritomnost’ blaoxa-1 génu (nukleotidova a aminokyselinova zhoda s enzymom OXA-1
predstavovala 100% zhodu, vid’ Obrazok 3). Vysledna osekvenovana sekvencia mala dizku

190 bp.
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10 K 3 % 70 80 a 100 1o 120
1. OXA-1, E. coll ATGAAAAF\LACAATALATATLAA\ TTCGC ’I‘AT'Z‘TTTT;AATAATT"' CAAATATTATC 'I'ALAGCA(H f—vl_(_ﬁu TGCATCAACAGATATCTCTACTGTTGCATCTCCATTATT TGAAGGAAC TGAAGG
Frame 1 EENCRKIENS T EIENHEEINENE F TATEEDN F ATENEEEEEESTN Y. USTTUSTIEANTSTEAT ST T EDEEEINTSTT T BEEETAWCST P HEE F EEEEcE T

2.E. cloacae
Frama 1

10 140 160 180 170 190 100 200 210 220 220
1.0XA-1,E.coli GTTTTTTACTTTAC C GAAATTGCTCAAT TCA}' T\f\AG( AAAGTGTGCAAC AAATGGCACCAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATC
Frama 1 C F NN Y BDEUAT 8 T ENEUATEEEEDN ATEQE F KIWAWmKE C WAW T HONEMETA™ P HEDE S T P HEKUEDETATENNR S

2 E. cloacas
Frame 1

200 270 200 20 3o
1,0XA1,E.coll AATAATAGATC A’wF\AAA< CATATTCAAATGGGATAAAACCC l'l‘AAAl-.GAATh(vA'-A’["
TR DS QR K T F Ko W EDE=Ka T P K EGT M

Frame 1

2.E. cloacas
HC\H 1

Frame 1

2.E.cloacae
Frame 1

ay AGATAAA Y.V A\ C A CCATTAACAGAAGCA SCTCCAAA A TAAAARA

5 EGI 2 : 2 CTHGIIEDE T EEN A VW BN S S EEm K .

el 0'\1 0

S GATAATAGTACAAAACT
‘N s T ERKEEE

AATTA o T C R TR
il Y - K -n- F -J. Y mn_m F
550 590 570 58'] 5’!
GTTAAAAACTCAGCCATAGAAAACACC

EVE K ©NT 8 A TN

1. OXA-1, E. coli
Frame1

2.E.cloacae
Frame

13 140 140 100
C r\'['!\f\."\’l‘:\""v’l“l"["["]“ TGTCCGCACTTACAGGAAACTTGGGG
Koy BN F ENS TATEDN T EGESNTEIEENCE

070 080 00 100 0
1. OXA~1 Ecoll GTATGE lvl‘\l‘\/\:‘\l"l'( GTGCAGGATTCACAGCAAATAGAACC TTACAAAACGGATGGTTTGAAGGGTTTATTATAAGCAAATCAGGA
Frame BY" EGESKE T ECEFANEGE F T FANENSSRE T EEEEOEENESGEOWS F F T S ©KU § HGHE

2.E. cloacas
Frame 1

0 760 760 200 810 820 2
1.0XA1,E.coli TCGAATTTAACATCAAGCATAAAAGCCAAGAAAAATGCGATCACCATTCTAAACACACTAAATTTATAA
Frame 1 UNUEEDE T S S EEDMCKAT KU KUENTUA DN T OEDDEENETCNT T NN
2, E.cloacae
Frams 1

Obrazok 3: Porovnanie osekvenovanej sekvencie oxacilinazy z klinického izolatu s referenénym blaoxa-1 génom (Geneious, Biomatters)
Legenda: Ciernou farbou st oznagené rovnaké nukleotidy $tudovanej oxacilindzy pochadzajiicej z klinického kmefa E. cloacae a zndmeho blaoxa-1 génu
u E. coli. Farebnymi ram¢ekmi st oznaéené prisltichajice aminokyseliny.
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V pripade klinického kmena A. baumannii bola potvrdenad pritomnost’ piatich
réznych podskupin oxacilindz, zcelkového poctu 11 otestovanych podskupin
uvedenych  vysSie. PCR reakcia bola pozitivna na  pritomnost  génov
blaoxa-23-like, Dblaoxa-si-ike, Dlaoxassiike, blaoxa-211-ike @ blaoxa-228-ike  pouzitim
oligonukleotidov v tomto poradi: OXA(22)-F/R, OXA(20)-F/R, OXA(37)-F/R,
OXA(34)-FIR a OXA(36)-F/R (vid Obrazok 4). Rezistentné gény (blaoxa-23
u A. baumannii ablaoxa-4s U K. pneumoniae) u pozitivnych kontrolnych kmefiov boli
spravne urcené. To znaci, Ze PCR produkty preukdzali po elektroforetickej separacii
pozadovanu velkost’ - 310 bp (pre OXA-23) a597 bp (pre OXA-48). Vsetky ostatné
produkty PCR amplifikdcie poskytli amplikony s predpokladanymi velkost'ami
apotvrdili  Specifickost’ pouzitych primerov (presnost 100%, vid® Obrazok 4).

Sekvenovanie PCR produktov nebolo zatial’ vykonané a bude predmetom d’alSieho Studia.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

5 - . e '
gt A -
300 bp — - n—

200 bp — e -

Obrazok 4: PCR produkty ziskané amplifikaciou blaoxa génov pomocou Specifickych
primerov u klinického izolatu A. baumannii

Legenda: Draha 1 — blaoxa-134-iike; draha 2 — blaoxa-211-1ike; draha 3 — blaoxa-143-iike; draha 4 — blaoxa-
228-like; draha 5 — blaoxa-ss-iike; draha 6 — blaoxa-24-ike; draha 7 — blaoxa-2-iike; draha 8 — pozitivna
kontrola blaoxa.s; draha 9 — blaoxa-sike; draha 10 — pozitivna kontrola blaoxa-2s; draha
11 — blaoxa-23-ike; draha 12 — blaoxa-213-like; draha 13 — blaoxa-si-ike; draha 14 — negativna kontrola.
M — marker molekulovej hmotnosti (200-1500 bp DNA marker; Top-Bio, CR; kat. &. D110).

Okrem experimentélne testovanych primerov bolo navrhnutych d’alSich 25 parov
Specifickych oligonukleotidov urcenych na detekciu OXA-pozitivnych baktérii, ktoré vSak
neboli experimentalne overené prostrednictvom PCR (vid’ Material a metody - Tabulka 4;
druha az Stvrta Cast). Navrhnuté primery by mohli slazit na detekciu d’alSich OXA
podtypov z 23 OXA podskupin (OXA-5-like, OXA-12-like, OXA-22-like, OXA-42-like,
OXA-46-like, OXA-50-like, OXA-51-like, OXA-60-like, OXA-61-like, OXA-62-like,
OXA-63-like, OXA-114a-like, OXA-134-like, OXA-156-like, OXA-184-like, OXA-213-
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like, OXA-214-like, OXA-243-like, OXA-279-like, OXA-286-like, OXA-294-like, OXA-
464-like a OXA-548-like).

5.2 Insilico analyza oxacilinaz

In silico analyza OXA enzymov bola pouzitd na detekciu pritomnosti rdéznych
zachovanych aminokyselin a motivov. Vramci Studovanych enzymov bolo
identifikovanych niekol’ko zachovanych aminokyselinovych zvyskov, ako napriklad
serin-X-X-lyzin na pozicii 81-84 (81-SXXK-84; C(Cislovanie podla OXA-143) a
lyzin-x-glycin na pozicii 218-220 (218-KXG-220). Dalsie priklady vysoko
konzervativnych aminokyselinovych zvySkov predstavuji serin na pozicii 128 (S128),
tryptofan na pozicii 167 (W167) a glycin na pozicii 234 (G234) (vid’ Obrazok 5).

Porovnanie aminokyselinovych sekvencii sledovanych oxacilinaz ukazalo rovnaka
(priblizne 14-87%) sekvencnt identitu medzi nimi. Napriklad OXA-42 a OXA-134 mali
len 14% aminokyselinovi zhodu, zatial’ ¢o v pripade OXA-243 a OXA-114a to bola 87%

identita (vysledky nie su ukazang).
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Obrazok 5: Porovnanie aminokyselinovych sekvencii OXA enzymov

Legenda: Porovnanie 55 sekvencii reprezentativnych zastupcov oxacilinaz. Analyza a tvorba obrizku bola vykonand pomocou Geneious v8.1.9
(Biomatters Ltd., Novy Zéland). Na obrazku su zvyraznené len identické aminokyselinové zvysky vo vSetkych sekvenciach a na vSetkych poziciach.
Zeleny ramcek v sekcii identita znamend, ze aminokyselina v danej pozicii je rovnakd vo vsetkych sekvenciach. Bodkami su zvyraznené rozdielne
aminokyseliny pozdiZ jednotlivych sekvencii.
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Porovnanim sekvencii 16 karbapeném-hydrolyzujucich OXA enzymov boli identifikované individualne zachované motivy aktivnych
miest, vratane alanin-serin-treonin-X-lyzin na pozicii 80-84 (80-ASTXK-84), leucin na pozicii 89 (L89), glycin na pozicii 107 (G107),
tryptofan na pozicii 115 (W115), serin na pozicii 128 (S128), glutamin na pozicii 134 (Q134), glycin na pozicii 141 (G141), glycin na pozicii
155 (G155), tryptofan na pozicii 167 (W167), leucin na pozicii 191 (L191), lyzin-x-glycin na pozicii 218-220 (218-KXG-220),
glycin-tryptofan-x-x-glycin na pozicii 230-234 (230-GWXXG-234) a arginin na pozicii 261 (R261) (vid’ Obrazok 6).

Porovnanie aminokyselinovych sekvencii sledovanych karbapeném-hydrolyzujtcich oxacilinaz ukazalo rovnaka (priblizne 17-87%)
sekvenénll identitu medzi nimi. Napriklad OXA-214 a OXA-243 mali 17% aminokyselinovl zhodu, zatial’ ¢o v pripade OXA-25 a OXA-143
to bolo 87 % (vysledky nie st ukazané).
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Obrazok 6: Porovnanie aminokyselinovych sekvencii karbapeném-hydrolyzujicich OXA enzymov

Legenda: Identické aminokyselinové zvysky pozdiz vietkych sekvencii st zvyraznené farebnymi raméekmi a na vietkych poziciach. Zeleny obdiznik
v sekcii identita znamena, Ze aminokyselina v danej pozicii je rovnaka vo vietkych sekvenciach. Bodkami st zvyraznené rozdielne aminokyseliny pozdiz
jednotlivych sekvencii.
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Fylogenetickd rekonstrukcia aminokyselinovych sekvencii OXA enzymov v strome umoznila sledovat’ pribuznost' jednotlivych
enzymov. Do analyzy bolo zahrnutych 55 typov réznych oxacilindz, vratane OXA-1 enzymu. Koreniové usporiadanie stromu umoznilo
rozlisit’ rozne zoskupenia a identifikovat’ viacero hlavnych skupin a podskupin (vid’ Obrazok 7).

Porovnanie aminokyselinovych sekvencii ukézalo, Ze napriklad OXA-1 je vzdialene pribuzny s inymi oxacilindzami s maximalnou 34%

zhodou s OXA-29 a minimalnou 17% zhodou s OXA-154 (vysledky nie st ukazané).

—— OXA-114a
—— oXA243
OXA-258
E— g
e
OXA12
——— OXA-29
- OXA-209
— L gXa 547

X
S

e}
3
oo
$
Cooa
SR SN

o
£
oS
£
ooo| |o&
08FB00T
¥R
cof &
o

SO0
83

W A Ad
>

~No
N

oo lele)
£

Obrazok 7: Fylogeneticky strom OXA enzymov
Legenda: Dendrogram ziskany z 55 oxacilinaz pouzitim Geneious PhyML programu (Geneious Pro 8.1.9). OXA-1 enzym je zvyrazneny tu¢nym pismom.
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Obrazok 8 ilustruje porovnanie aminokyselinovych sekvencii na kratkom useku
(183AA-198AA) u troch skupin oxacilinaz (NSBL, ESBL, karbapenemazy). Len v pripade
karbapenemaz boli zistené vyznamné aminokyselinové zmeny [zmena aminokyselin za
asparagin (Asn, N) alebo serin (Ser, S) na pozicii 190].

Dalej bol pozorovany usek zahriiujici aminokyseliny v rozmedzi 188-191 (tzv.
I/VDN/SF region). Tato oblast’ obsahuje Styri aminokyselinové zvysky (Vall88/Alal88 -
hydrofobny; Aspl89 - negativne nabity; Asn190/Ser190 — nenabity (neutralny) a Phe191 -
hydrofobny). Porovnanie hydrofobnych, ako aj nabitych aminokyselin pozdiz celej
sekvencie Studovanych sekvencii neukdzalo ziadne d’alSie vyznamné aminokyselinové

zmeny (vysledok nie je zobrazeny).
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Obrazok 8: Predikcia aminokyselin u oxacilinaiz zodpovednych za rezistenciu Kku
karbapenémom

Legenda: Porovnanie aminokyselinovych sekvencii U troch skupin oxacilinaz — NSBL (OXA-20/-
22/-85/-12/-29), ESBL (OXA-18/-45/-1/-2/-10) a karbapenemazy (OXA-23/-25/-48/-51/-55; modry
raméek). Cerveny raméek naznaduje predpokladané dblezité aminokyselinové zmeny na asparagin
(N) a serin (S) na pozicii 190. Zelenou farbou s oznacené nenabité (neutralne), zltou hydrofobne,
¢iernou negativne nabité a modrou pozitivne nabité aminokyseliny.

40



6 Diskusia

Rezistentné patogény Cel'ade Enterobacteriaceae, povodcovia komunitnych infekcii
a infekcii spojenych so zdravotnou starostlivost'ou, predstavujii v stcasnosti ¢oraz vicsiu
vyzvu pre nemocni¢né zariadenia, a to tak v klinickej lieCbe pacientov, ako aj pri prevencii
proti ich krizovému prenosu. Antimikrobidlna rezistencia sa u tychto baktérii $iri
enormnou rychlostou a v 21. storo¢i je povazovana za krizu na globalnej urovni (Hidron
et al., 2008). Dolezité¢ je podotknut, ze neustaly narast prevalencie Gram-negativnych
baktérii rezistentnych na beta-laktamové antibiotika je vysledkom horizontalneho transferu
génov kodujucich roézne triedy beta-laktamaz (napr. ESBL, karbapenemazy a pod.)
(Vaidya, 2011).

Viacsina  klinickych — mikrobiologickych  laboratorii  vyuziva na Stanovenie
citlivosti/rezistencie  klasické fenotypové metddy, ktoré si  uprednostiiované
z ekonomického hl'adiska a taktiez kvdli jednoduchosti ich praktického prevedenia. Tieto
techniky vSak so sebou prinasaji mnoho obmedzeni. Ide predovsetkym o ¢asovi naro¢nost’
anizku pravdepodobnost rychlej ajednoduchej detekcie mnohych beta-laktamaz
produkovanych zastupcami ¢elade Enterobacteriaceae, obzvlast ESBL a karbapenemaz,
ato kvoli variabilnym hladinam ich expresie a slabej Specificite niektorych kombinacii
inhibitorov (Livermore et al., 2012).

Prave tieto obmedzenia dali podnet nato, aby boli postupom ¢asu vyvinuté rézne
genetické metddy, ktorych cielom bolo zvySit presnost’ detekcie konkrétneho
bakteridlneho obranného mechanizmu a znasobit’ rychlost’ analyzy, ¢o zohravalo kl'ic¢ovu
ulohu hlavne u tazko chorych pacientov. Rychla detekcia mobilnych génov, kodujucich
terapeuticky vyznamné beta-laktamazy, umoziuje zlepsit' nielen surveillance Studie, ale
taktieZ opatrenia na kontrolu multirezistentnych infekcii, ktoré moézu v kone¢nom dosledku
prispiet’ k minimalizacii $irenia rezistentnych bakterialnych kmenov (Okeke et al., 2011).
Celosvetovo najcastejSie pouzivanou molekulovou metdédou skriningu pritomnosti beta-
laktamazovych génov (bla) je ich amplifikacia pomocou PCR reakcie. V klinickej praxi je
Casto kvoli vysokym poziadavkam na rychlost’, cenu a spolahlivost’ identifikacie bla génov
aplikovana metéda multiplex PCR. Pri oboch spominanych technikéch je nadizajnovanie
Specifickych parov oligonukleotidov za prisne definovanych podmienok hlavnym klIi¢om
k Gspesnej detekcii génov rezistencie. Jednym z ciel'ov predlozenej diplomovej prace bolo
navrhnit’ Specifické primery s vyuzitim softvéru Primer3 (Geneious, Biomatters), ktoré by

boli schopné zachytavat ¢o najvacsi pocet podtypov OXA enzymov. Prevazna cast
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laboratorii v ramci celého sveta taktiez vyuziva k detekcii bla génov primery navrhnuté
inymi $pecializovanymi pracoviskami, respektive si pary Specifickych primerov navrhuje
sama s vyuzitim Sirokej Skaly dostupnych softvérov. Ako priklad je mozné uviest’ Studium
zamerané na sledovanie rozSirenia blaoxa-4s a blaoxa-244 medzi bakterialnymi druhmi
K. pneumoniae, Proteus mirabilis a Enterobacter spp. izolovanych =z pacientov
hospitalizovanych v Moskve (Fursova et al., 2015). Vedecki pracovnici v Korei pouzili pri
Stadiu prevalencie OXA-23-produkujého A. baumannii izolovaného z pacientov
hospitalizovanych na réznych oddeleniach nemocni¢ného =zariadenia vlastné
oligonukleotidy navrhnuté pomocou softvéru Primer3 (Jeon et al., 2005). Dallenne et al.
navrhli Specifické primery k skriningu najCastejSie sa vyskytujucich beta-laktamazovych
génov  koédujucich OXA-1-like enzymy, beta-laktamazy typu AmpC, ESBL
a karbapenemazy triedy A, B a D v kmenioch Enterobacteriaceae izolovanych z pacientov
hospitalizovanych v nemocniciach v Parizi (Dallenne et al., 2010).

Medzi pomerne nové metddy vyuzivané k detekcii génov rezistencie patri multiplex
PCR vV realnom case, ktori je mozné v pripade potreby kombinovat’ s analyzou krivky
topenia alebo determindciou molekulovej velkosti amplikbnu pomocou gélovej
elektroforézy. Swayne et al. vyvinuli na detekciu génov kodujucich pét’ typov serinovych
karbapenemaz (OXA-48, GES, KPC, SME a IMI/NMC) vel'mi $pecificku a citlivi metodu
zalozent na dizajnovani primerov a fluorescen¢ne znacenych TagMan sond (Swayne et al.,
2011). Dalej boli popisané rozne multiplex PCR reakcie na detekciu blame, blaviv, blaoxa,
blanom a blakec génov (Dallenne et al., 2010; Kaase et al., 2012; Szekely et al., 2013),
avSak v mnohych pripadoch mali pouZivané primery nizs$i detekény rozsah (mnoho
homologov bolo vynechanych). Napriklad kvantitativna real-time PCR popisana
v publikacii Nijhuis et al. bola zamerana na detekciu IMP, OXA-48-like typov
(OXA-48/-162/-163/-181/-204/-232/-244/-245/-370) a dalsich karbapenemaz (Nijhuis
et al., 2013). Primery uvedené v tejto stadii umoznili detekciu 33,3% variant IMP (14/42)
a neboli schopné odhalit’ d’alSie karbapenemazy OXA-23 a OXA-247. Viac informacii je
dostupnych v (Mlynarcik et al., 2016). Podl'a BLDB databazy bolo dodnes popisanych
viac ako 725 typov OXA enzymov. To naznauje, ze Specifickost mnohych primerov
moZe byt znizena v dosledku pocetnych varidcii v rdmci daného génu rezistencie.

Prednedavnom predstavila spolocnost BioMérieux (La Balme-les-Grottes) kit
Rapidec® Carba NP (carbapenemase Nordmann-Poirel) uréeny k detekcii karbapenemaz

triedy A, B aD produkovanych bakteridlnymi koloniami (Enterobacteriaceae,
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P. aeruginosa a A. baumannii) kultivovanymi na odporucanych selektivnych alebo
neselektivnych agarovych platniach. Test Rapidec® Carba NP je zaloZeny na priamom
rozpoznani hydrolyzy karbapenému baktériami produkujucimi karbapenemdzu, o sa
prejavi farebnou zmenou pH indikatora, ktory je sucastou kitu. Suprava teda umoziiuje
vel'mi rychlo odhalit’ prenosnt rezistenciu bakteridlnych kmeiiov voc¢i karbapenému. Kit
ma vel'mi vysoku hodnotu pre akékol'vek laboratdrium v ramci celého sveta, pretoze
predstavuje ekonomicky efektivne rieSenie typu ,,vSetko v jednom®, ktoré poskytuje rychle
vysledky — od 30 minut do 2 hodin. Vd’aka vysokej Specifickosti a citlivosti (97,8%) moze
dokonca prispiet’ k lepSej kontrole Sirenia infekcii spojenych so zdravotnou starostlivostou.
V roku 2015 bola vyhodnotena tc¢innost’ kitu, pricom testované boli kmene celosvetového
povodu izolované z odlisnych klinickych vzoriek (Dortet et al., 2015; Poirel and
Nordmann, 2015).

V skupine oxacilindz patriacej medzi beta-laktamazy triedy D je mozné podla
spektra uc¢inku rozlisit NSBL, ESBL a karbapenemazy. OXA enzymy tvoria rychlo rastucu
rodinu, ktord obsahuje >725 enzymov s pristupovym kédom uvedenym v BLDB databéze.
Z hladiska sekvencie su oxacilinazy vel'mi réznorodou skupinou enzymov. Medzi
karbapenemazy sa vramci danej skupiny oxacilinaz zarad’'uji napriklad zastupcovia
nasledujucich podskupin: OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-48-like, OXA-51-like,
OXA-58-like, OXA-134-like, OXA-143-like, OXA-211-like, OXA-213-like, OXA-214-
like a OXA-228-like.

Mnoho génov kodujucich produkciu oxacilindz bolo identifikovanych v réznych
druhoch Gram-negativnych baktérii ako zdroj ziskanej rezistencie. Mnohé d’alSie Studie
v§ak ukazujl, ze oxacilinizy sa Castokrat vyskytuju prirodzene u klinicky relevantnych
patogénov a environmentalnych druhov. Napriklad boli popisané mnohé chromozomalne
kédované a prirodzene sa vyskytujuce oxacilindzy, ako je OXA-12, OXA-22, OXA-29,
OXA-42, OXA-50, OXA-54 a OXA-61 u Aeromonas jandaei, Ralstonia pickettii,
Legionella gormanii, Burkholderia pseudomallei, P. aeruginosa, Shewanella oneidensis a
Campylobacter jejuni (pozn. v tomto poradi), hoci ich tloha vo fenotypovej rezistencii je
pomerne mala (Poirel et al., 2010). Ziskané oxacilinazy (napr. OXA-1, OXA-3, OXA-14,
OXA-15, OXA-OXA-23 a OXA-48) moézu mat’ v niektorych pripadoch uzke spektrum
alebo rozSirené spektrum hydrolyzy beta-laktamovych antibiotik, vratane karbapenémov
(napr. imipeném). Varianty s Gzkym spektrom su schopné vytvarat' rezistenciu proti

najstarSej generacii penicilinov a cefalosporinov. AvSak varianty s rozsirenym spektrom st
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ucinnejSie proti neskorSej generacii cefalosporinov (napr. cefepimu). Oxacilindzy st
jednymi z najrozsirenejSich karpapenemaz u A. baumannii, pricom OXA-48 je hlavnym
enzymom izolovanym na celom svete, vratane Ceskej republiky (Hrabak et al., 2015).

Je zname, Ze miera hydrolyzy samotnych karbapenemdz typu OXA je slaba. Bolo
vSak zistené, ze gény kddujuce OXA enzymy tento nedostatok prekonavaji tym, ze maju
ucinné promotory, ktoré im umoziuji nadmerne sa exprimovat’ a zvysit' tym rezistenciu
voc¢i karbapenémom (Turton et al., 2016). Preto je v kone¢nom dosledku t'azké odhadnat’
ich vplyv na vyslednu antibioticku rezistenciu.

Za posledné desatrocie su Coraz CastejSie popisované narastajuce obavy z prenosu
ESBL- a karbapenemazy-produkujucich baktérii u zvierat uréenych na vyrobu potravin
(hovidzi dobytok, o§ipané, kone a kur¢ata) v mnohych krajinach Eurdpy a Azie (Poirel
et al., 2012; Smet et al.,, 2012; Wang et al.,, 2012; Zhang et al., 2013). Boli
charakterizované rozne kmene Enterobacteriaceae produkujuce ESBL (napr. CTX-M,
SHV, TEM) v surovom kravskom mlieku, hydine, zvieratich zoologickych zahrad
a klinickych izolatoch (Hrabak et al., 2009; Kolar et al., 2010; Dobiasova et al., 2013;
Skockova et al., 2015). Pritomnost’ rezistentnych génov u baktérii kolonizujucich zvierata
uréené na produkciu potravin moéze predstavovat’ vysoké riziko pre l'udské zdravie
v dosledku ich konzumaécie. Kvoli tomu musi byt posudzovana nielen uloha zdravych
hospodarskych zvierat, ako potencidlneho rezervoaru na Sirenie baktérii rezistentnych na
antibiotika, ale taktieZ musi byt’ zohl'adfiovany ich vplyv na potravinovy retazec.

V ramci diplomovej prace boli vSetky vySetrované izolaty enterobaktérii (E. coli,
K. pneumoniae a E. cloacae) a A. baumannii so znamou fenotypovou rezistenciou
podrobené skriningu na pritomnost’ vybranych blaoxa génov, pretoze v sGcasnosti je
problematika oxacilinaz studovana relativne malo.

Na ziklade BLDB databazy bolo zistené, Ze najcastejSie sa u enterobaktérii
(Aeromonas, Citrobacter, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Morganella, Proteus,
Salmonella, Shigella, Serratia) nachadzaji OXA enzymy podskupiny OXA-1-like,
OXA-2-like, OXA-5-like, OXA-9-like, OXA-10-like, OXA-12-like, OXA-23-like,
OXA-48-like a OXA-372-like. Zo vsetkych spominanych podskupin nebola stcastou
diplomovej prace detekcia troch konkrétnych podskupin, a to OXA-5-like, OXA-12-like a
OXA-372-like, nakolko tieto podskupiny oxacilindz s najéastejSie popisované u rodov

Aeromonas, Citrobacter, Morganella a Salmonella.
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PCR reakcie vykonané pouzitim réznych kombinécii primerov (vid’ Tabulka 4, prva
¢ast’) nepotvrdili u animalnych izolatov E. coli pritomnost’ ziadnych vysetrovanych blaoxa
génov (blaoxa-1-iike, blaoxa-2-like, blaoxa-o-like, blaoxa-10-like, blaoxa-23-like, Dlaoxa-as-like @
blaoxa-372-like). Naopak, u klinickych izolatov enterobaktérii a jediného zastupcu Gram-
negativnych nefermentujtcich baktérii, A. baumannii, bola potvrdend pritomnost’ réznych
blaoxa génov. Konkrétne u 19 kmenov K. pneumoniae, pricom vsetky boli producentami
NSBL alebo ESBL, bola potvrdena pritomnost’ blaoxa-1-ike génov (vid® Obrazok 2).
Urcenie presného typu OXA enzymu bude predmetom dalSieho Stadia. Vysledky PCR
reakcii d’alej potvrdili, Ze klinicky izolat E. cloacae bol pozitivny na blaoxa-i-like gén,
pricom sekvenovanie ukazalo, ze sa jedna konkrétne o gén blaoxa-1. V tomto pripade bol
osekvenovany 190 bp usek vramci koédujucej sekvencie (vid Obrazok 3) ana
sekvenovanie bol pouzity primer OXA(3)-F/R (vid’ Tabulka 4, prva ¢ast’). Osekvenovana
sekvencia enzymu nezahfnala oblast’ pred Start kodénom, a preto nebolo mozné urcit’
pritomnost’ inzerénej sekvencie, ktora poskytuje silni promotorovu sekvenciu.

Ziskané vysledky st v zhode s ostatnymi §tadiami, ktoré taktiez popisuju vyskyt
oxacilinaz spolo¢ne s dalsimi ESBL. Pfeifer et al. popisali uvybranych druhov
enterobaktérii pritomnost’ réznych beta-laktamaz — (i) TEM-1, SHV-11, CTX-M-15
a OXA-9 boli pritomné v izolatoch K. pneumoniae obsahujucich OXA-48, (ii) TEM-1
a OXA-1 boli detegované v E. coli nesucej sucasne i OXA-162 a OXA-48, (iii) SHV-5 bol
stanoveny v Citrobacter freundii, ktory bol sucasne nositelom OXA-162 a (iv) TEM-1
a CTX-M-15 boli pritomné v E. cloacae, ktory obsahoval aj OXA-48 (Pfeifer et al., 2012).
Okrem toho boli detekované izolaty E. coli a K. pneumoniae produkujuce CTX-M-2
a CTX-M-92 a izolat K. pneumoniae produkujici CTX-M-3, z ktorych kazdy obsahoval aj
beta-laktamazu typu OXA-2 (Seputiene et al., 2010). V tejto suvislosti bolo nedavno
ukézané, ze enzymy OXA-2 a OXA-10 st v skutocnosti karbapeném hydrolyzujuce
beta-laktamazy zo skupiny D (Antunes et al., 2014). Tieto zistenia su v nestlade
s klasifikaciou enzymov OXA-2 a OXA-10 ako ESBL (vid BLDB databaza) a naznacuju,
ze aj iné enzymy skupiny D, ktoré sa v sicasnosti povazuju za nekarbapenemazy, mozu
byt’ v skuto€nosti karbapenemézami.

V diplomovej praci bol na detekciu OXA-1-like enzymov pouZity primer
OXA(3)-F/R (vid Tabulka 4, prva cast’). Pouzity primer bol Specificky na detekciu
11 podtypov oxacilindz (OXA-1, OXA-4, OXA-30, OXA-31, OXA-33, OXA-47,
OXA-224, OXA-320, OXA-392, OXA-534 a OXA-675). Sledované enzymy st na zaklade
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udajov uvedenych v BLDB databaze popisané u roznych enterobaktérii (napr. Escherichia,
Citrobacter, Shigella, Klebsiella) a Gram-negativnych nefermentujicich baktérii
(napr. Pseudomonas). Dalsi primer OXA(18)-F/R bol pouzity na sledovanie pritomnosti
OXA-10-like enzymov. Primer bol urCeny na detekciu vSetkych 31 podtypov oxacilindz
patriacich do podskupiny OXA-10-like, ktoré st na zaklade BLDB databazy popisané
u nasledujucich rodov — Aeromonas, Citrobacter, Delftia, Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella a Pseudomonas. Okrem toho bol dany primer schopny rozpoznat’ aj OXA-436
popisany u C. freundii patriaci do podskupiny OXA-48-like. Primer OXA(19)-F/R bol
navrhnuty na detekciu pritomnosti OXA-2-like enzymov. Jeho Specifita spocivala
v detekcii 19 podtypov oxacilindz, pricom primer nebol schopny rozlisit z danej
podskupiny dva podtypy oxacilinaz (OXA-53 a OXA-732 popisané u rodu Salmonella
a Pseudomonas, v tomto poradi). Na ich detekciu bude potrebné navrhnat' nové pary
oligonukleotidov. OXA-2-like enzymy st podl'a udajov v BDLD databaze charakteristické
pre rody Acinetobacter, Pseudomonas, Salmonella a Stenotrophomonas. Na detekciu
enzymov podskupiny OXA-23-like bol pouzity primer OXA(22)-F/R, ktory bol schopny
rozlisit pritomnost’ 27 podtypov blaoxa-2ziike génov. Na zaklade BLDB databazy
a odbornej literatary (Osterblad et al., 2016) su sledované enzymy zaznamenané u rodov
Acinetobacter, Proteus a Klebsiella. Primer OXA(31)-F/R bol navrhnuty na detekciu
OXA-48-like enzymov. V BLDB databaze a odbornej literatare (Mathlouthi et al., 2015) je
popisanych 30 podtypov danych enzymov, ktoré sa vyskytuju u nasledujicich rodov
Citrobacter, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Shewanella a Acinetobacter.
Nami navrhnuty primer bol schopny z dan¢ho poctu zachytit' 27 podtypov, pricom
nedetegoval enzymy OXA-54 a OXA-535 popisané u rodu Shewanella. Na ich detekciu
bude potrebné navrhniat nové pary oligonukleotidov. ZvyS$nd oxacilindza, OXA-436,
patriaca do sledovanej podskupiny moze byt detegovana pouzitim primeru OXA(18)-F/R,
ako je uvedené vysSie. Enzym OXA-9-like popisany urodu Klebsiella (vid BLDB
databaza) bol detegovany pouzitim primeru OXA(33)-F/R, ktory bol Specificky na
detekciu jediného enzymu (OXA-9) patriaceho do danej podskupiny.

Vysledky PCR reakcii vykonanych u A. baumannii potvrdili pritomnost piatich
blaoxa génov - blaoxa-2ziike, blaoxasiiike, blaoxass-ike, Dlaoxaziiiike @ blaoxa-228-like
(vid Obrazok 4). Presny typ oxacilinaz bude zisteny po osekvenovani PCR produktov,

ktoré bude predmetom d’alSieho Studia.
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Na zaklade BLDB databazy a odbornej literatiry bolo zistené, ze v ramci rodu
Acinetobacter bolo popisanych 22 podskupin oxacilinaz (OXA-2-like, OXA-20-like,
OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-48-like, OXA-51-like, OXA-58-like, OXA-134-like,
OXA-143-like, OXA-211-like, OXA-213-like, OXA-214-like, OXA-228-like, OXA-266-
like, OXA-274-like, OXA-279-like, OXA-286-like, OXA-294-like, OXA-296-like, OXA-
299-like, OXA-568-like a OXA-664-like), pricom d’alsie 4 enzymy (OXA-308, OXA-542,
OXA-679 a OXA-730) nemali uvedenti podskupinovu klasifikaciu (Mathlouthi et al.,
2015). V pripade A. Baumannii, ako zastupcu Gram-negativnych nefermentujucich
baktérii, bola analyzovand pritomnost 11 rdéznych podskupin oxacilindz, konkrétne
OXA-2-like, OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-48-like, OXA-51-like, OXA-58-like,
OXA-134-like, OXA-143-like, OXA-211-like, OXA-213-like a OXA-228-like. Specifita
primerov ur¢enych na detekciu podskupin OXA-2-like, OXA-23-like a OXA-48-like je
popisana vyssie. Co sa tyka d’alich primerov, tak oligonukleotid OXA(38)-F/R bol uréeny
na detekciu OXA-24-like enzymov. Na zaklade BLDB databazy je znamych 8 podtypov
danych enzymov (OXA-24 az OXA-26, OXA-72, OXA-139, OXA-160, OXA-207
a OXA-437), ktoré boli popisané u rodu Acinetobacter, pri¢om nami navrhnuty primer bol
schopny zachytit' vSetky podtypy. Primer OXA(20)-F/R bol zamerany na detekciu
255 podtypov blaoxa-si-iike génov u rodu Acinetobacter. V. BLDB databaze bolo doposial’
popisanych spolu 273 podtypov OXA-51-like enzymov, pricom vSetky boli popisané
u rodu Acinetobacter. Dalsich 11 S3pecifickych OXA-51-like podtypov (OXA-263,
OXA-343, OXA-379, OXA-425, OXA-525, OXA-527, OXA-530, OXA-554, OXA-692,
OXA-759, OXA-767) by mohlo byt otestovanych pouzitim OXA(26)-F/R primerov
(vid Tabulka 4, Stvrta cast). Zvy$nych 7 podtypov blaoxasiike génov (OXA-104,
OXA-693, OXA-699, OXA-704, OXA-707, OXA-708 a OXA-746), ktoré nie su
detegovatel'né pouZzitim primerov OXA(20)-F/R a OXA(26)-F/R, by mohlo byt overenych
pouzitim novo dizajnovych primerov. Na potvrdenie pritomnosti blaoxa-ss-like génov bol
pouzity primer OXA(37)-F/R, ktory sluzil na detekciu vSetkych 7 réznych podtypov
(blaoxa-ss, blaoxa-9s, blaoxa-97, blaoxa-164, blaoxa-3e7, blaoxa-s20 a blaoxa-s12), ktoré boli
uvedené v databaze. Oligonukleotid OXA(32)-F/R bol pouzity na detekciu blaoxa-134-like
génov. V BLDB databaze je popisanych 18 podtypov OXA-134-like enzymov, pricom
nami navrhnuty primer bol schopny zachytit 8 podtypov (OXA-235 az OXA-237,
OXA-276 az OXA-278, OXA-360 a OXA-537). Na detekciu d’alsich 7 OXA podtypov by
mohol byt pouzity primer OXA(24)-F/R Specificky pre enzymy OXA-282, OXA-284,
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OXA-361 az OXA-363 aprimer OXA(21)-F/R Specificky pre enzymy OXA-134 a
OXA-335. Na tri zostavajuce OXA-134-like enzymy (OXA-283, OXA-285 a OXA-496)
neboli doposial’ navrhnuté Specifické primery. Primer OXA(35)-F/R bol vyuzity pri
detekcii blaoxa-143-like génov. V BLDB databaze je uvedenych 7 podtypov OXA-143-like
enzymov (OXA-143, OXA-182, OXA-231, OXA-253, OXA-255, OXA-499 a OXA-649),
pricom nami navrhnuty primer bol schopny zachytit' vSetky spominané podtypy. Na
potvrdenie pritomnosti blaoxa-211-like (doposial’ bolo popisanych 11 podtypov) génov bol
pouzity primer OXA(34)-F/R, ktorého S$pecifita spocivala v detekcii 7 blaoxa génov
(blaoxa-211, blaoxa-212, blaoxa-2s1, blaoxa-309, blaoxa-s3s, blaoxa-33s a blaoxa-e62). Z danej
podskupiny oxacilinaz nebol navrhnuty primer schopny detegovat’ 4 d’alSie blaoxa podtypy
(blaoxa-280, blaoxa-373, blaoxa-651 @ blaoxa-es2). V tomto pripade bude nevyhnuté navrhntt
novy primer na detekciu spominanych blaoxa-211-ike génov. Detekcia blaoxa-213-iike génov
spocivala v pouziti primerov  OXA(23)-F/R. Dany primer bol uréeny na potvrdenie
pritomnosti 38 podtypov OXA enzymov (celkovo bolo popisanych 47 podtypov), pricom
na detekciu d’alSich OXA-213-like enzymov (OXA-213, OXA-267, OXA-349, OXA-350,
OXA-357 a OXA-359) by mohol byt pouzity primer OXA(5)-F/R. Na zvys$né tri
blaoxa-213-1ike gény (blaoxa-269, blaoxa-270 ablaoxa-678) bude potrebné navrhnat nové
Specifické primery. Oligonukleotid OXA(36)-F/R bol zamerany na detekciu blaoxa-228-like
génov. Navrhnuty primer bol schopny rozlisit' 8 podtypov blaoxa génov uvedenych
v BLDB databaze (blaoxa-228 az blaoxa-230, blaoxa-2s7, blaoxa-300, blaoxa-3o1, blaoxa-3ss a
blaoxa-3se), avsak nebol schopny rozpoznat' blaoxa-41s gén, a preto bude potrebné na jeho
detekciu navrhnit’ novy primer.

V predkladanej Studii bola ast’ izolatov (40%) stanovena ako pozitivna na vyskyt
blaoxa-1-like enzymov. Okrem toho bolo zistené, Ze jeden izolat (2%) nesie 5 rdznych
blaoxa génov (blaoxa-2z-ike, Dlaoxasi-ike, Dlaoxass-ike, blaoxa211-ike @ blaoxa-228-like).
Niekol'ko d’alsich studii ukazuje, ze gén blaoxa-2zike U A. baumannii bol preukazany u
31 % az 100 % izolatov na celom svete, zatial’ co gén blaoxa-ss-like bol zisteny v 2 % az
84,92 % kmenov v réznych Castiach sveta (Shoja et al., 2017).

V marci 2019 bolo v BLDB databaze popisanych 725 podtypov oxacilinaz, ktoré
mali uvedeny pristupovy kod. Sady primerov z prvej a druhej Casti Tabulky 4 (dokopy
14 parov oligonukleotidov) moézu byt pouzité na detekciu 456 podtypov oxacilinaz
popisanych urodov Acinetobacter, Aeromonas, Citrobacter, Delftia, Escherichia,

Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shewanella,
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Shigella a Stenotrophomonas. Na detekciu d’alsich OXA podtypov moézu byt pouzité
primery uvedené v druhej az $tvrtej Casti Tabul'ky 4 (dokopy 25 parov oligonukleotidov),
ktoré neboli experimentalne otestované prostrednictvom PCR. Tato skupina primerov je
schopna S$pecificky rozpoznat' dalSich 199 podtypov oxacilindz popisanych u rodov
Acinetobacter, Aeromonas, Achromobacter, Acrobacter, Brachyspira, Burkholderia,
Campylobacter, Enterobacter, Pandoraea, Pseudomonas, Ralstonia, Salmonella
a Shewanella. Navrhnuté oligonukleotidy by mohli byt pouzit¢é na detekciu réznych
podtypov jednotlivych OXA podskupin uvedenych v BLDB databaze (napr. OXA-46-like,
OXA-42-like, OXA-213-like, OXA-214-like a dalsie). Kvoli obmedzenému rozsahu
diplomovej prace nebolo mozné uviest’ vSetky mozné podtypy oxacilindz, ktoré by mohli
zvy$né navrhnuté primery zachytavat’ (vid’ Tabul'ka 4, druha az $tvrta Cast).

Dalsim ciefom diplomovej prace bolo porovnanie aminokyselinovej sekvencie
oxacilinaz za ucelom objasnenia zachovanych aminokyselin a motivov (sekov)
u vSetkych doposiall popisanych zéastupcov, nakolko v pripade tychto enzymov je
pozorovany vyrazny kazdoro¢ny prirastok novych podtypov. V mnohych vedeckych
pracach bola popisana pritomnost’ réznych zachovanych motivov (Toleman et al., 2003;
Higgins et al., 2013). V ramci tejto Studie bolo zistenych len niekol'ko zachovanych
motivov, ako su napriklad SXXK a KXG (81-84, 218-220; ¢islovanie podl'a OXA-143).
Dalsie priklady vysoko konzervativnych aminokyselinovych zvyskov predstavuju S128,
W167 a G234 (vid Obrazok 5). MenSie mnoZstvo zachovanych aminokyselin v tomto
pripade suviselo predovSetkym s pouzitim Sirokej Skaly oxacilindz. Konkrétne iSlo
0 porovnanie vsetkych reprezentativnych zastupcov OXA podskupin, pricom do analyzy
boli zahrnuté aj oxacilindzy bez podskupinovej klasifikacie. Naopak, porovnanim
sekvencii 16 karbapeném-hydrolyzujucich OXA-podtypov beta-laktamaz triedy D boli
odhalené individualne zachované motivy aktivnych miest, vratane 80-ASTXK-84, 89-L,
107-G, 115-W, 128-S, 134-Q, 141-G, 155-G, 167-W, 191-L, 218-KXG-220, 230-
GWXXG-234 a 261-R (vid Obrazok 6). Mnohé z tychto zisteni su v sulade s inymi
stadiami (Toleman et al., 2003; Higgins et al., 2013).

Oxacilindzy sa niekedy tazko klasifikuji do urcitej podskupiny na zaklade
sekvencénych a inych vlastnosti v désledku toho, Ze sii znacne variabilné. Bol vytvoreny
fylogeneticky strom (vid Obrazok 7) znézornujuci podobnost OXA podtypov
beta-laktamaz, ktorych sekvencie boli ziskané z BLDB databazy. Do analyzy boli zahrnuti

reprezentativni zastupcovia oxacilindz. Je zrejmé, ze existuje Sirokd rozmanitost’ medzi
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génmi kodujicimi oxacilindzy. Porovnanim aminokyselinovych sekvencii Studovanych
enzymov bolo zistené, Ze ich percentudlna zhoda vykazovala obCasne vel'mi nizke hodnoty
(priblizne 15 %). Tieto skuto€nosti naznacuji, Ze analyzované gény nemaji spolocni
evoluénu histériu aj napriek tomu, Ze vykazovali podobnii enzymaticka aktivitu proti
rovnakej triede antibiotik s viac alebo menej rovnakou uc¢innostou. Za zmienku stoji
taktiez spomenut, ze niektoré beta-laktamazy boli Specificky popisané vzdy len
U konkrétneho druhu, zatial’ co niektoré¢ d’alSie enzymy su Casto popisované U viacerych
druhov. Prikladom toho je napriklad vyskyt karbapenemazy OXA-25, ktora bola vzdy
Specificky pritomna len u A. baumannii. Na druhej strane karbapenemaza OXA-372 bola
popisana u C. freundii a Morganella morganii. To zdoéraznuje Specifické rozSirenie
niektorych génov beta-laktamédz len medzi niektorymi druhmi, a taktiez medzidruhovu
disperziu tychto génov u Gram-negativnych baktérii. Preto nie je mozné navrhnut
univerzalne molekularne nastroje na detekciu vsetkych génov kodujucich beta-laktamazy.
Dalej bolo popisané, Ze na protein-ligand interakciach sa podielaju hydrofobne
interakcie, vodikové vizby a elektrostatické interakcie (Nussinov and Schreiber, 2009).
Okrem toho bolo zistené, Ze na toto prepojenie maju vplyv hydrofébne, argininové a
fosforylované aminokyselinové zvysky (Lo Conte et al., 1999; Karve and Cheema, 2011).
Porovnanie aminokyselinovych zmien v GES beta-laktamazach ukazalo, Ze substitucia
aminokyselin v GES-2 a GES-4 (glycin na asparagin a na serin na pozicii 170) v porovnani
so sekvenciou GES-1 (ESBL) ma za nasledok zvySenie hydrolytickej aktivity proti
imipenému (Poirel et al., 2001; Wachino et al., 2004). Na zaklade uvedenych skuto¢nosti
bol porovnanim aminokyselinovych zmien u zvolenych troch skupin oxacilinaz (NSBL,
ESBL a karbapenemazy) definovany zaver, ze aminokyselinové zmeny [zmena
aminokyselin za asparagin (Asn, N), alebo serin (Ser, S) na pozicii 190] by mohli byt
zodpovedné za rezistenciu ku karbapenémom. V tomto pripade iSlo o zmenu negativne
alebo pozitivne nabitych aminokyselin (Arg, R; Asp, D; Lys, K) za neutralne
aminokyseliny (Asn, N a Ser, S). U OXA-29 sa na pozicii 190 tiez nachadzala neutralna
aminokyselina glutamin (Gln, Q), avSak v tomto pripade nebol pozorovany zachovany
motiv (hydrofébna-negativna-neutrdlna-hydrofébna aminokyselina), a preto je mozné
predpokladat’, ze cely usek v rozmedzi 188-191 (tzv. /'VDN/SF region) je rozhodujtci pri
karbapenemazovej aktivite (vid Obrazok 8). Ziadne d’aldie vyznamné aminokyselinové
zmeny alebo motivy neboli pozorované pozdiz zvyinej aminokyselinovej sekvencie

Studovanych oxacilinaz.
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{ Zaver

Narastajica karbapenémova rezistencia u baktérii predstavuje skutocny klinicky
problém zapricineny produkciou karbapenemaz, ktord sa nedd I'ahko odvodit’ z profilov
antimikrobialnej rezistencie, atak Sirenie tychto enzymov medzi nozokomidlnymi
patogénmi (napr. Enterobacteriaceae) je hrozbou pre verejné zdravie a musi byt’ dokladne
sledované pouzitim réznych fenotypovych a genotypovych testov. Okrem toho oneskorené
detekcia multirezistentnych baktérii vedie k dlh§im hospitalizaciam a zvySenym nakladom
na zdravotnu starostlivost’.

V experimentalnej casti diplomovej prace bol metédou PCR amplifikacie
detegovany vyskyt génov kodujucich produkciu oxacilinaz (blaoxa) u vybranych druhov
enterobaktérii ~ a Gram-negativnych  nefermentujucich  baktérii ~ pochadzajicich
z bakterialnej zbierky v Ustave mikrobiologie Lekérskej fakulty Univerzity Palackého
vV Olomouci. Konkrétne iSlo o sibor 50 bakteridlnych izolatov ziskanych z klinickych
vzoriek pacientov hospitalizovanych v Hemato-onkologickej klinike Fakultnej nemocnice
v Olomouci a animalnych vzoriek pochadzajucich z bitinkov a kuracich fariem na
Morave.

Detekcia spominanych génov rezistencie bola umoznend pouzitim Specifickych
parov primerov navrhnutych podla prisne definovanych kritérii a S vyuzitim
bioinformatického softvéru Geneious. V ramci predkladanej diplomovej prace bolo
navrhnutych 39 parov oligonukleotidov (vid Materidl a metody — Tabulka 4), z ¢oho
14 parov bolo experimentélne otestovanych na dostupnych izolatoch.

Kombinacia péarov primerov prezentovanych v diplomovej praci moéze pokryt
vedecké Stadium a detekciu vacSiny zndmych oxacilindz, ktoré sa nachadzaji u r6znych
druhov baktérii. Vd’aka tomu mo6Ze monitorovanie a minimalizacia Sirenia baktérii prispiet’
ku kontrole prenosu tychto mikroorganizmov. Spolo¢ne boli navrhnuté primery schopné
detegovat’ 655 typov oxacilinaz, ¢o predstavuje 90,3% z celkového poctu popisanych
oxacilininaz v BLDB databaze. Detegované boli podskupiny ako napriklad OXA-10-like,
OXA-23-like, OXA-48-like adalsie. Na zostavajucich 70 podtypov oxacilinaz
(napr. OXA-153 az OXA-155 u rodu Pandoraea; OXA-616 az -618, OXA-622, OXA-624
a OXA-634 uC. jejuni; OXA-651 a OXA-652 u Acinetobacter johnsonii) popisanych
urodov Acinetobacter, Achromobacter, Campylobacter, Citrobacter, Fusobacterium,
Legionella, Morganella, Pandoraea, Pseudomonas, Riemerella, Salmonella a Shewanella

bude potrebné navrhnit' nové Specifické primery. Z danych skutocnosti vyplyva, Ze
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in silico a in vitro otestované primery by mohli byt pouzité pri klasickej alebo multiplexnej
PCR na skrining pritomnosti oxacilindz u roznych baktérii, ako aj na monitorovanie ich
vyskytu a Sirenia, nakol'ko vCasna detekcia pritomnosti génov sposobujucich rezistenciu
baktérii na dostupné beta-laktamové antibiotika je hlavnym kI'iCom k tspesnej liecbe
bakterialnych infekcii.
Zo ziskanych vysledkov experimentdlnej casti diplomovej prace vyplyvaju
nasledujtce zavery:
1. Pomocou PCR s pouzitim sady navrhnutych primerov bola potvrdena
pritomnost’ OXA-produkujucich bakterialnych izolatov:

a) V pripade Kklinickych izolatov K. pneumoniae bola potvrdena
pritomnost’ blaoxa-1-like génov, zatial’ ¢o v pripade E. cloacae to bol
konkrétne blaoxa-1 gén patriaci do podrodiny OXA-1-like;

b) Klinicky izolat A. baumannii bol pozitivny na pritomnost’ piatich
blaoxa génov - blaoxa-23-like, blaoxa-51-like, Dlaoxa-5s-like, blaoxa-211-like &
blaoxa-228-like;

C) V pripade animalnych izolatov nebola zistena pritomnost’ Ziadnej
oxacilinazy.

2. Ziskom pozitivnych vysledkov (vid’ bod 1.) bola potvrdena Specifickost’
navrhnutych parov oligonukleotidov.
3. In silico analyza OXA sekvencii potvrdila vyskyt zachovanych

aminokyselin a motivov charakteristickych pre tato triedu beta-laktamaz.
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