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ABSTRAKT

Rasttici vyskyt rezistentnych baktérii k antibiotikdm predstavuje obrovské riziko pre verejné zdravie.
Enterobacter spp. je bezne rozsirena baktéria v zivotnom prostredi, zaroven je ale dokumentovana ako
Casta pric¢ina ochoreni ¢loveka. Enterobacter spp. rezistentny k cefalosporinom a karbapenémom je stale
CastejSie celosvetovo detekovany ako v nemocni¢énom prostredi, tak aj mimo neho. Tato diplomova
praca skuma vyskyt kmenov Enterobacter spp. rezistentnych k f—laktamovym antibiotikdm, najma v
odpadovych vodach, ale aj v pre¢istenych vodach, ktoré st vypustané do Zivotného prostredia.

Cielom prace bolo charakterizovat’ stibor 205 kmetiov Enterobacter spp. selektovanych na médiu
s pridavkom cefotaximu a meropenemu. Vzorky vod boli odobrané z troch krajskych miest v Ceskej
Republike a pochadzali z nemocniénej odpadovej vody, z pritoku a odtoku ¢isticky odpadovych vod
(COV), z rieky nad COV a rieky pod COV. Metddou polymerazovej retazovej reakcie (PCR) bolo v
izolatoch hl'adanych 8 vybranych génov kodujucich produkciu Sirokospektralnych p—laktamaz (ESBL;
CTX-M, GES) akarbapenemaz (GES, IMI/NMC-A, IMP, KPC, NDM, OXA-48, VIM). Tiez bol
stanoveny fenotyp produkcie P-laktamdz testom Mastdisc a citlivosti na 24 réznych antibiotik
mikrodiluénou metodou. U izolatov nestcich hl'adany gén bola vykonana klonalna analyza metédou
restrikéného Stiepenia v kombinacii s pulznou gélovou elektroforézou (PFGE).

Z celkovo 205 kmenov nieslo 36 izolatov hladany gén pre produkciu B-laktamaz. Tieto izolaty
pochadzali zvaésa z nemocni¢nej odpadovej vody (n=31) zo vsetkych vzorkovanych lokalit A, B a C.
TaktieZ bol zachyteny jeden izolat v pritoku COV v lokalite B a styri izolaty pochadzali z odtoku COV
Vv lokalitaich A a B. U izolatov boli detekované nasledujuce zaujmové gény: blaces (n=16), blactx-m
(n=24), blaoxa-s (n=1) a blanmc-a (n=1), v ojedinelych pripadoch bola detekovana kombinacia dvoch
génov u jedného izolatu. VSetky charakterizované izolaty (n=36) vykazovali multirezistentny profil.
Bola zaznamenand vysoka rezistencia k aminoglykozidom (76,9 %) s vynimkou amikacinu (19,4 %).
V pripade karbapenémov bola pozorovana rezistencia na ertapeném (77,8 %), naopak velka cast’
kmenov bola citlivda na meropeném, kde rezistencia bola zaznamenana iba u 13,9 % izolatov.
U antibiotik zo skupiny cefalosporinov vsetky izolaty vykazovali rezistenciu na antibiotikd cefazolin
a cefuroxim (100 %), nizia miera rezistencie bola zaznamenana U antibiotik cefoperazon (80,6 %),
u antibiotika cefoperazon/sulbaktam (33,3 %). VsSetky vybrané izolaty vykazovali rezistenciu k
tetracyklinovym antibiotikdm. Fenotypovymi testami bola najastejSie zaznamenana produkcia
serinovej karbapenemazy (50 %), kam su radené ur¢ité varianty P-laktamazy GES. Porovnanie
makrorestricnych profilov poukazalo na vysoku diverzitu medzi izolatmi reprezentovanou 20 r6znymi
klastrami, pricom pribuzné izolaty pochadzali vzdy z rovnakej lokality.

Odpadové vody hraju kl'icovu rolu v Sireni antibiotickej rezistencie. V ramci tejto diplomovej prace
boli detekované kmene Enterobacter spp. sklinicky vyznamnou rezistenciou k cefalosporinom
a karbapenémom. Tieto kmene boli zachytené najmd v nemocni¢nych odpadovych vodach, ale aj na
odtoku COV, kedy stcasné procesy v COV nedokazu eliminovat’ vietky baktérie, ktoré sa nasledne
dostavaju do zivotného prostredia. Pre obmedzenie antibiotickej rezistencie je potrebné neustale
zvySovat’ efektivitu Cistenia odpadovych vod a zaroven monitorovat’ jej Sirenie aj mimo nemocni¢né
prostredie.

KB(JCOVE SLOVA: Enterobacter spp.; antibiotika; rezistencia; odpadové vody; f—laktamazy



ABSTRACT

The increasing prevalence of antibiotic—resistant bacteria pose ahuge risk for public health.
Enterobacter spp. is acommon in the environment but it is also documented as a frequent cause of
human disease. Enterobacter spp. resistant to cephalosporins and carbapenems is increasingly detected
globally both in and out of hospital setting. This thesis examines the occurrence of Enterobacter spp.
strains resistant to f—lactam antibiotics especially in wastewaters but also in treated water discharged
into the environment.

The aim of this study was to characterize a set of 205 strains of Enterobacter spp. selected on medium
supplemented with cefotaxime and meropenem. The water samples were collected from three regional
cities in the Czech Republic and originated from hospital wastewater, inflow and outflow of municipal
wastewater treatment plant (WWTP), from a river above and below the WWTP. The isolates were
screened for presence of eight genes encoding production of broad-spectrum p-lactamases (ESBL;
CTX-M, GES) and carbapenemases (GES, IMI/NMC-A, IMP, KPC, NDM, OXA-48, VIM) by the
polymerase chain reaction (PCR) method. The phenotype of isolates carrying the gene of interest was
tested for p—lactamase production by the Mastdisc test and susceptibility to 24 different antibiotics by
microdilution method. The phylogenetic relatedness was determined using restriction digestion in
combination with pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).

From total of 205 strains, 36 isolates carried the gene of interest for p—lactamase production. These
isolates originated mostly from hospital wastewater (n=31) of all sampled sites (A, B and C). Also one
isolate was detected in the WWTP influent in site B and four isolates came from the WWTP effluent in
sites A and B. The following genes of interest were detected among the isolates: blages (n=16), blacTx-
m (N=24), blaoxa-4s (n=1) and blanmc-a (N=1) a combination of two genes were detected in one isolate.
All characterized isolates (n=36) showed a multidrug—resistant profile. High resistance to
aminoglycosides was reported (76,9 %) with the exception of amikacin (19,4 %). In the case of
carbapenems, resistance to ertapenem was observed (77,8 %), while a majority of strains were
susceptible to meropenem, where resistance was detected only in 13,9 % of cases. Different resistance
profile has been reported to cephalosporin antibiotics. All tested isolates showed resistance to antibiotics
cefazolin and cefuroxime (100 %), lower rates of resistance were reported to antibiotics cefoperazone
(80,6 %), cefotaxime (77,8 %) and cefepime (69,4 %). The lowest resistance in this group of antibiotics
was found to cefoperazone/sulbactam (33,3 %). All selected isolates showed resistance to tetracycline
antibiotics. Serine carbapenemase production (50 %) was the most frequently detected by phenotypic
tests which is produced certain variants of p—lactamase GES. Comparison of macrorestrictions profiles
showed a high diversity among isolates represented by 20 different clusters, the related isolates
originated from the same location.

Wastewaters play a key role in the spread of antibiotics resistance. In this thesis, Enterobacter spp.
strains with clinically significant resistance to cephalosporins and carbapenems were detected. These
strains were detected mainly in hospital wastewaters but also in WWTP effluent. The current WWTP
processes are unable to eliminate all bacteria that subsequently enter the environment. To limit antibiotic
resistance the continuous improvement of the efficiency of wastewater treatment is necessary and at the
same time the monitoring of its spread outside the hospitals is crucial.

KEYWORDS: Enterobacter spp., antibiotics, resistance, wastewater, p—lactamase



KOCUROVA, Petra. Enterobacter spp. rezistentné k beta-laktamovym antibiotikim z mestskych a
nemocnicnych odpadnych véd [online]. Brno, 2022. Dostupné z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-
prace/detail/138753. Diplomova prace. Vysoké uéeni technické v Brng, Fakulta chemicka, Ustav chemie
potravin a biotechnologii. Vedouci prace Mgr. Iva Sukkar Ph.D.

PREHLASENIE

Prehlasujem, ze som diplomov1 pracu vypracovala samostatne a ze vSetky pouzité literarne zdroje som
spravne a uplne citovala. Diplomova praca je z hl'adiska obsahu majetkom Fakulty chemickej VUT
v Brne a moze byt’ vyuzita ku komerénym ti¢elom len so stthlasom veduceho diplomovej prace a dekana

FCH VUT.

PODAKOVANIE:

podpis Studenta

Rada by som sa podakovala vediicej svojej diplomovej prace Mgr. Ive
Sukkar, Ph.D. za moznost pracovat pod jej skvelym a profesiondlnym
vedenim, ale najmd za jej ludsky, mily, trpezlivy a ochotny pristup.
Praca  bola  sucastou  projektu  Celogenomova  sekvendcia
a metagenomika ako ndstroje k pochopeniu ciest prenosu rezistentnych
baktérii k antibiotikam z nemocnic do prostredia NU20J-09-00040
agentiry pre zdravotnicky vyskum Ceskej republiky, ktory bol
financovany Ministerstvom zdravotnictva Ceskej republiky.



OBSAH

1 UVOD ittt R R R ettt b r e n e 10
2 TEORETICKA CAST ... 11
2.1 Antimikrobidlne [AKY.........cooiiiiiiiiiiii 11
2.1.1Historia antimikrobidlnych TAtOK .........covieiriiiiiiiiiiiie s 11

2.1.2 KIasifikacia antiDIOTIK .......cocuiiviiiiiiiii i 12

2.1.3 B 1aktamoveé antibIOtIKA ......c.ecvveieeiiiiiiiie e 13

2.1.4 B—1aktamazove INNIDILOTY ....c.viviiiiiiie e 17

2.2 AntimiKrobidlna TEZISTEICIA. .....ueeivieriee ittt sttt ettt se et st sbeesbeeseee s 18

2.3 Mechanizmy antimikrobidlne] reZIStENCIC ... c.uevvirverrieriieiiitiiie sttt 20
2.3.1Inaktivacia antibiotika produkciou €NZYmMOV .........cccceeviiiiiiiiiiiiiienee e 20

2.3. 2 EfTUXNEG PUIMPY +tnveetieitieiiie ettt ettt ettt ettt e sbe e sheesaeesab e nb e et e et e e sbeesbeeesbeeneenbee e 20
2.3.3Modifikacia ciel'ove] MOIEKUIY .......c.ccviiiiiiiiiiec s 21
2.3.47Znizena permeabilita vonkajSej MemMbIANY ...........ccvvveriiiiiiiiiiiereeee e 21

2.4 RezistenCia K B—1aktamOm.........ccueiveieiiiriie ettt 22

2.4. 1 B—1aKtamAZY .......cveeieiiiiiti s 22

2.4.2 Vyskyt karbapenemaz v Ceskej republiKe. .........c.ocuvveeeeriereeeieeieeseesesesesses s s 23

2.5 Génova podstata PrenOSU TEZISTEIICIE. .....veruriiurirtieriesteestee st et esteesteesieesieesinesbeesbeesreeseneseneas 26

2.5, LK OMJUZACIA. 11 vevverietietisie sttt ettt ettt bbbt b et e s e n e e b e e b et e nb et e e nes 27
2.5.2TrANSAUKCIA ... s 27

2.5. 3 TranSTOIMACIA. ......eeiuieiiieiiieiie ettt ettt sttt et e et esbeeenbeebeenbee e 27

2.6 Mobilné geneticke ElemMENtY..........ccoiiiiiiiiiiiie e 29
2.6. LPIAZIMIAY .....ocviiiie ettt re e b re b reeraenrenre s 29

2.6.2 TTANSPOZONY ....veevieeiesiee ittt e bt e bt sbe e ettt ebe e e bt e bt e sbe e sheesab e sabeenb e et e e beeebeeabbeenbeenbeenbee e 29
2.6.3INtegrony a SENOVE KAZETY .....cccveiviiriiiieiiiiiiee ettt 30

B = 01 (=] o] o Tod (=T Yo TSSOSO 31
2.7.1Rezistencia ENterobacter SPP. ...coveiiiie ittt 31

2.8 OdPadOVE VOAY.....eiiiiiiiiiiiiieii i 33
2.8. 1 StrUKLATE COV .o.voviieieeeeeeeie ettt 33

3 CIELE PRACE ....cosiiiiiiiiiiiesi st 36
4 EXPERIMENTALNA CASE ....oovuieeieeeeeeeeeseeseeseeeseesesies s sssass s ssssssses s ssnasnssn s 37
4.1 Pouzity Materidl @ PriStrOJE......covrerreriiieiiieresise e 37
4.1.1Zbierka Enterobacter spp. rezistentnych k B—laktdmom z odpadovych vaod................. 37

4.1.2 Pouzité zbierkové MiKrOOTZANIZIMY ........eeviriiiiiiiiriieie ittt sne s 38

4.1.3 Antimikrobialne latky pre selektivnu kultivaciu a fenotypové testy rezistencie........... 38

4.1 AKUIIVACIE MEIA......eii ittt ettt b et b e b e sreenane s 40

4.1.5 Chemikalie na PCR, gélovu elektroforézu, pulznu gélovu elektroforézu a MALDI .... 40

4,16 KOMETCINE KILY ...veveeiiiitieieete sttt bbbt bbbt et eenreenes 40

4.1.7 PouZité PriStroje @ SOTIWATE .....cvviverieriiriee e 40

4.1.8 Pouzité€ 1aboratdrne POMOCKY ........cccveriiieiieiieieiiinienie ettt 41

4.2 MELOAIKY ..ot a e ra et sre e e nrenre s 43



O© 00N O

4.2.1 Detekcia génov kodujtcich rezistenciu na f—1aktadmy .......ccoceeeeiiieniiniiniencnice e 43

4.2.2 Hmotnostna spektrometria MALDI=TOF ..........cccoooiiiiiiie e 46
4.2.3FenotypOVE teStY TEZISTEIICIC. 1.euvvrerueeresreesie st siee s e e nre e sre st sr e nn e nesre e nreenes 46
4.2 4UrcCenie epidemiologickej pribuznosti metdodou restrikéného Stiepenia DNA s vyuzitim
pulznej gelovej eleKtrofOr€Zy .........ccoiiiiiiiiiiic e 48
VYSLEDKY A DISKUSIA .....ccoooiiiiiiiiiniiieseieseissessiesssss s 51
5.1 Vyhodnotenie selektiving] KUItIVACIE .......covviveeiiiiiiee e 51
5.2 Typizacia a charakterizacia bakterialnych iZolAtoV.........ccccoviieiiiinii i 52
5.2.1Detekcia génov kodujucich produkciu B—laktamaz..........ccooovvveiiiiiiiinieicccee 52

5.3 Vyhodnotenie fenotypovych teStov reZIStENCIE..........cveviiiiririiirieieeeee e 55
5.3.1 Vysledok produkcie B—1aktamaz ...........cccoiririiiiiieiiieccee e 55
5.3.2VVyhodnotenie fenotypu rezistencie K 24 antibiotiKAm ..........ccccooeveviieveiieeneseccese e 56

5.4 Zékladna charakteristika jednotlivych izoldtov pomocou PFGE ............ccccciiiiiiiiiiniiine 59
5.4.1Suhrn charakterizacie 36 izolatov ENterobacter Spp. .......ccocooevereieiisininee e 60
ZAAVER ..ot e et b et 65
ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV ...cciviririiiriinisieseiseesssssssessses s 66
ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK .......ccoovvireeieiieeeeeieseseeeies s ssesses s ssesses s 73
PRILOHY ..ottt 74
0.1  Priprava TOZEOKOV .....oieiiiiiieiie ettt nr e b nn e e nr e 74
9.1.1Priprava kultivac¢nych a kryoprotektivinych meédif............ccoovvriiiiiniiniiiiiei e 74
9.1.2 Priprava antimikrobidlnych 1atok ............cccooiiiiiiiiiii e 74
9.1.3 Priprava zasobnych roztokov pre PEGE............cocoiiiiiiiiiice e 74
9.1.4 Priprava pracovnych roztokov pre PFGE..........c.ccoooiiiiiiiicc e 75

0.2 Zoznam POUZIityCh PriMETOV.......cciieiiiiiiiiiitieiee ettt ettt be et sreeseee s 76
9.3 Parametre PCR PrOgraAMOV........coueuiiriiieiiesiieie sttt sttt sn st sre bbb nnesne e e nne e 77



1 UVOD

Prvé liecivé ucinky antimikrobidlnych latok sa vyuzivali dlho pred prichodom modernej mediciny. Uz
v starovekom Egypte I'udia vyuzivali plesnivy chlieb na liecbu ran a popalenin. V stredoveku liecitelia
z Ciny a Grécka pouzivali zatuchnuté tkaniny pri lie¢be roznych ochoreni. V roku 1928 §kotsky lekar
a mikrobiol6g Alexander Fleming ndhodou objavil pri svojom skimani vplyv antibiotika penicilinu
produkovaného hubou Penicillium notatum. I§lo o velky vedecky objav, ktory spdsobil d’alsie badanie
ucinku a produkcie antimikrobialnych latok. Boli objavené nové antibiotické triedy, ktoré sa zacali
vyuzivat' v klinickej praxi. Antibiotika boli povazované za ,,zazracné lieky*, pretoze zachranili mnoho
Pudskych zivotov. V roku 1947 bol prvykrat definovany pojem ,.antibiotikum® ako latka, ktora sa
ziskava z mikroorganizmov a moze spdsobit’ smrt’ alebo zastavit’ rast inych mikroorganizmov.

V poslednej dobe vsak neustale narasta vyskyt infekénych ochoreni sposobenych vplyvom rezistentnych
baktérii. Ide hlavne o klinicky vyznamné antibiotikd ako s cefalosporiny tretej generacie
a karbapenémy. Rezistentné kmene predstavuju vyznamné ohrozenie verejného zdravia, ¢o ma za
nasledok zvySujicu mortalitu a morbiditu pacientov a tiez zvySent zataz pre svetovii ekonomiku. Na
rezistentné baktérie umiera kazdym rokom CGoraz viac I'udi. Odhaduje sa, Ze na infekcie spdsobené
rezistentnymi baktériami kazdy rok zomiera okolo 700 tisic I'udi. Svetovad zdravotnicka organizicia
(WHO) vydala varovnu spravu, ze pokial’ sa situacia nezlep$i a Sirenie antibiotickej rezistencie bude
pokracovat’ su¢asnym tempom, tak by na infekcie sposobené rezistentnymi kmenmi mohlo v roku 2050
umriet az 10 miliénov 'udi. Tento problém vznika nespravnym nakladanim s antimikrobialnymi latkami
V humannej a veterinarnej medicine a V pol'nohospodarstve.

KI'a¢ovu rolu na proces Sirenia rezistencie predstavuju mobilné genetické elementy. Maji schopnost’
autoreplikacie alebo majt vlastné mechanizmy, pomocou ktorych sa zaclenia do chromozému alebo
plazmidu a replikujt sa zaroven s replikaciou chromozomu alebo plazmidu. Vd’aka tomu, Ze sa dokazu
§irit’ aj medzidruhovo a adaptuju sa na rézne podmienky, dochadza k neziaducej evolucii patogénnych
druhov baktérii.

Medzi jednotlivymi ekosystémami tvori spojenie vodné prostredie a &istiarne odpadovych vod (COV)
predstavuju miesta, kde dochadza k spojeniu odpadovych vod ako z miest, tak aj z nemocnic, priemyslu
&¢i polnohospodarstva. COV st povazované za potencialne rezervoare a miesta selekcie a Sirenia
rezistencie medzi baktériami. Rezistentné baktérie nachadzajuce sa v precistenych odpadovych vodach
nasledne prenikaju do Zivotného prostredia, ¢im dochadza k rozsireniu vyskytu rezistentnych baktérii
vo vol'nej prirode. Znalosti 0 rezistencii na antibiotika v odpadovych vodach sa v poslednych rokoch
vyrazne zvysili s pokrokom molekularnych metod. Aby sa predislo neziaducim vplyvom antibioticke;j
rezistencie na verejné zdravie, je dblezité sledovat’ tieto nebezpecné patogény aj mimo nemocni¢ného
prostredia ako napriklad v odpadovych vodach.

Tato praca je sucast’'ou projektu zameraného na porozumenie Sirenia rezistentnych izolatov do zivotného
prostredia prostrednictvom nemocni¢nych a mestskych odpadovych vod v Ceskej republike. Pozornost’
je venovana vyznamnému rodu Enterobacter, kde narastajuci zachyt kmenov Enterobacter spp.
rezistentny ku klinicky vyznamnym antibiotikam je dokumentovany celosvetovo ako z nemocni¢ného,
tak zo Zivotného prostredia.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Antimikrobiidlne latky

2.1.1 Historia antimikrobialnych liatok

Prvi vyskumnici, ktori dokézali rozpoznat klinicky potencial mikroorganizmov a ich produktov ako
terapeutické ¢inidla, boli Pasteur a Joubert vroku 1877. Pozorovali rychly rast bacilu antraxu
v strerilnom mo¢i, avsak tiez si v§imli, Ze sa nedokaze mnozit. Bacil bol inhibovany, aj ked’ boli do
mocu sucasne naoCkované bezné baktérie zo vzduchu. Podobné vysledky dosiahli pomocou rovnakych
experimentov u zvierat. Nakoniec skonstatovali, Ze zivot ni¢i zivot ovel'a viac medzi niz§imi druhmi
organizmov ako medzi vysSimi. Dospeli k zaveru, Ze bacil antraxu sa méze masivne podavat’ zvieratdm
bez toho, aby sposobil akékol'vek zranenie, ak sa stcasne do zvierat naockuju aj ,,obycajné baktérie*
V ten isty ¢as. Uvedomili si, Ze tento fakt moZe byt napomocny pre vyvoj terapeutikt],

V roku 1928 si Alexander Fleming v§imol, Ze niektoré Petriho misky nao¢kované Staphylococcus spp.
zabudnuté na laboratornom stole boli nahodne infikované hubou nazyvanou Penicillium notatum. Tiez
pozoroval prichl'adnti zonu okolo kontaminujticej plesne, ktora naznacovala lyzu a zniZzent rychlost’
rastu. To naznacovalo, Ze huba méze produkovat’ nejaka baktericidnu zlu¢eninu. V roku 1932 Fleming
uverejnil kompletné vysledky svojej prace na identifikacii novej antimikrobialnej latky z metabolitov
Penicillium notatum, ktoré pomenoval ako penicilin. Spo¢iatku Flemingove zistenia nevzbudili zaujem
verejnosti a az do vypuknutia druhej svetovej vojny nebol penicilin terapeuticky vyuzity?l,

Ernst Boris Chain a Lord Howard Florey pokracovali vo Flemingovom vyskume a v roku 1940 izolovali
penicilin a docielili jeho priemyselna vyrobu (vid. Obrdazok 1). O rok neskor uskuto¢nil Edward
Abraham chromatografické Cistenie penicilinu, ¢im sa uskutocnili prvé experimenty ucinku
antimikrobialnych latok na zvieratach. V roku 1943 Robert Robinson objasnil chemicka Struktiru
penicilinu, ¢o poskytlo prostriedky pre budicu syntézu. Za tieto objavy spolo¢ne ziskali Fleming, Chain
a Florey v roku 1945 prvi Nobelovu cenu za fyziologiu a medicinul.
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Obrizok 1 Casovy prehl'ad objavenia f—laktamovych antibiotik™
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2.1.2 Klasifikacia antibiotik

Antimikrobialne latky su definované ako chemické latky, ktoré si produkované mikroorganizmami.
Pojem antibiotika je komplexnejsi a zahfna aj polosyntetické lieciva. Antimikrobialne latky patria medzi
Sirokt skupinu latok, ktoré maju inhibi¢ny u¢inok na rast ostatnych mikroorganizmov. Z hladiska
delenia sa daju klasifikovat’ na zaklade roznych kritérii. Na zaklade cielového mikroorganizmu sa daja
rozdelit’ na antivirotikd, antimykotikd, antiparazitika a antibiotikd. Medzi d’alsiu klasifikaciu patri
delenie podla spektra uéinku, kde sa rozdel'ujii na izkospektralne a Sirokospektralne. Dalsie kritérium
zahriuje napriklad chemickl Struktiru antimikrobialnej latky a od toho aj mechanizmus jeho ucinku.
Z tohto hl'adiska sa definuju na dve zakladné skupiny a to s bakteriostatickym a baktericidnym uc¢inkom
(vid’. Obrazok 2). Tato klasifikacia je vyuzivana najmd v oblasti mediciny a infekénych ochoreni.
Rozdiel medzi tymito dvoma skupinami naznacuje, Ze baktericidne antibiotikd maju silnejsi
antimikrobidlny ucinok a st schopné usmrtit’ baktérie. Na rozdiel od nich bakteriostatické antibiotika
vyzaduju fagocytujucu bunku pre zastavenie rastu baktérii. Preto sa predpoklada, Ze bez ucinnej
imunitnej odpovede je tato skupina antibiotik menej u¢innal.

Antibiotika sa delia podl'a mechanizmu u¢inku na 5 zakladnych skupin. Patri tu inhibicia syntézy
bunkovej steny (B-laktamové antibiotikd, vankomycin, bacitracin), inhibicia syntézy proteinov
bunkovej steny (aminoglykozidy, tetracykliny, makrolidy, linkozamidy a chloramfenikol), zmena
permeability membrany (polymyxin, amfotericin), inhibicia syntézy DNA (grizeofulvin, rifampicin)
a zasah do intermedidrneho metabolizmu bunky (sulfénamidy)®.

— Aminoglykozidy — Priklady: amikacin, gentamicin, spektinomycin, neomycin
— Antituberkulotika — Priklady: izoniazid, kapreomycin, cykloserin, viomycin
— Betalaktamové —— Cefalosporiny Cefalosporiny 1. generdcie ~ —— Priklady: cefazolin, cefadroxil, cefalotin
Cefalosporiny 2. generdcie =~ — Priklady: cefuroxim, cefprozil, proxetil
Cefalosporiny 3. generdcie ~ — Priklady: cefotaxim, cefixim, cefsulodin
Cefalosporiny 4. genericie — Priklady: cefepim, cefpirom
Cefalosporiny 5. generdcie =~ —— Priklady: ceftarolin
— Karbapenémy —— Priklady: meropeném, ertapeném, imipeném
o —  Peniciliny —I: Uzkospeletré peniciliny — Priklady: zdkladné peniciliny, oxacilin
g Sirokospktré peniciliny — Priklady: aminopeniciliny, karboxypeniciliny
[ g o Monobaktimy —— Priklady: aztreonam
m —  Glykopeptidy — Priklady: teikoplanin, vankomycin
— Chinolony 1. generdcia — Priklady: kyselina nalidixovd, kyselina oxolinovd
2.generdcia  — Priklady: ciprofloxacin, kyselina pipemidovd
Q 3_genericia — Priklady: sparfloxacin, enoxacin, ofloxacin
=
- 4 penerdcia — Priklady: moxifloxacin
3 —
oot —  Lipopeptidy = — Priklady: daptomycin
=]
§ — Nitroimidazoly — Priklady: metronidazol, ornidazol
g | Nitofursny  — Priklady" furazolidén, nifuratel, nitrofurdntoin
=
=
& — Polypeptidové — Priklady: bacitracin, kolistin
—  Rifamyciny  — Priklady: rifampicin, rifabutin
— Amfenikoly — Priklady: chloramfenikol, thiamfenikol
— Glycyleykliny ~— Priklady: tigecyklin
—  Linkosamidy = — Priklady: klindamycin, linkomycin
0
5 . :
.f_;‘ — Makrolidy —I: 1_generdcia — Priklady: erythromycin, spiramycin
L ’g | 2 generdcia ~— Priklady: azithromycin, roxithromycin
g — Ozxazolidinény — Priklady: linezolid
/M — Pyrimidiny — Priklady: pyrimetamin, trimetoprim
— Streptograminy Priklady: streptogramin A a B
— Sulfénamidy — Priklady: sulfamethoxazol, sulfasalazin
— Sulfény — Priklady: dapsén
L—  Tetracykliny — Priklady: doxyeyklin

Obrazok 2 Zakladna klasifikdcia antimikrobidlnych ldatok (autor Kocurova)
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2.1.3 p-laktamové antibiotika

B-laktamové antibiotika s jednou z najcastejSie predpisovanych skupin lieckov s mnohymi klinickymi
indikaciami. Ich nastup v 30. rokoch 20. storocia vyrazne zmenil boj proti bakteridlnym infekénym
ochoreniam. Ich pouzivanie sa vSak stretiva so znepokojujucim fenoménom antimikrobidlnej
rezistencie, ktora nad’alej predstavuje vel’ky zdravotny problémf®,

Z biochemického hladiska maju tieto lie¢iva spoloc¢nu vlastnost’, ktorou je f—laktamovy kruh, ktory je
vysoko reaktivny. Jeho $truktira pozostava z troch atbmov uhliku, jedného atdému dusiku a ketoskupiny
(vid’. Obrdazok 3). Ichrozdelenie zavisi od chemickej povahy zacleneného kruhu s jednotkou
B—laktamového kruhu. Rozdel'ujt sa na peniciliny, cefalosporiny, karbapenémy a monobaktamy. Prvé
tri skupiny maju spolo¢nt bicyklicka Struktiru (peniciliny, cefalosporiny a karbapenémy), Stvrta
skupina ma monocyklicku Struktiru (monobaktamy)[®.

Antimikrobialne spektrum ucinnosti f—laktamovych antibiotik je ovplyvnené fyzikalne—chemickymi
faktormi stuvisiacimi s ich Struktiirou. VSeobecne plati, ze aktivitu voci grampozitivnym baktériam
zvyhodiiuje lipofilita, zatial’ ¢o hydrofilita zvyhodtiuje pdsobenie vo¢i gramnegativnym baktériam!,
Kazda nova trieda B-laktamov bola vyvinuta bud’ s cielom rozsirit' spektrum ucinku na dalSie
bakteridlne druhy, alebo s cielom riesit’ Specifické mechanizmy rezistencie. Rezistencia na f—laktadmy
je spdsobena predovsetkym enzymami B-laktamazami produkovanymi baktériami, ktoré hydrolyzuju
B-laktamovy kruh, ¢im sa lie¢ivo inaktivujel’.
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Obrdzok 3 Zdkladna struktira f-laktamovych antibiotik®l

2.1.3.1 Peniciliny

Skupina penicilinov je jednou z najcennejSich skupin antibiotik v primarnej starostlivosti. St to
baktericidne latky, ktoré sa dobre distribuuji organizmom a st vysoko ucinné proti citlivym patogénom.
Vyvoj syntetickych penicilinov rozsiril spektrum aktivity a zvysil G¢innost’ tychto lieCiv. Vyskyt
rezistentnych kmenov vSak v poslednych rokoch obmedzil pouzivanie penicilinov. Napriek tomu
peniciliny zostavaju liekmi prvej vol'by pri mnohych miernych, lokalizovanych infekciach mikkych
tkaniv a s obzvlast dolezité v $pecifickych situaciach pocas tehotenstval®,

Penicilinové antibiotika (va¢S§ina z nich kon¢i na priponu —cilin) obsahuja jadro 6—aminopenicilanového
kruhu (laktam + tiazolidin) a d’alSie retazce na konci kruhu. Manipulaciou bo¢nym ret'azcom je mozné
vyrobit’ stabilnejSie druhy penicilinu. Jednym z prvych penicilinov pouzivanych v klinickej praxi bol
benzylpenicilin (penicilin G) a fenoxymetylpenicilin (penicilin V) (vid’. Obrdzok 4). Penicilin V sa stale
pouziva na liecbu menSich infekcii spdsobenych citlivymi kmefimi Streptococcus spp., je vsak
nahradzany stabilnymi penicilinmi ako meticilin alebo oxacilin v dosledku rozsiahleho narastu kmenov
produkujucich penicilinazu. AZ do objavenia meticilin—rezistentného Staphylococcus aureus (MRSA)
v roku 1979 boli vsetky tieto latky pouzivané ako prvéa vol'ba pri stafylokokovych infekciach!™,
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Obrdzok 4 Rozdiel medzi penicilinom G a penicilinom Vi1

2.1.3.2 Cefalosporiny

Tato skupina antibiotik predstavuje vel’ku skupinu baktericidnych antimikrobidlnych latok a patri medzi
najCastejSie pouzivané SirokoSpektralne antibiotikum. Kvoli ich nestabilnej Struktire vSak moézu
predstavovat’ vazne zdravotné riziko, ako aj zneCistené zivotné prostredie zapri¢inené nespravnym
pouzivanim!l,

Cefalosporiny su antimikrobialne latky rozdelené do piatich generacii na zaklade ich spektra pdsobenia
proti grampozitivnym a gramnegativnym baktériam. Cefalosporiny prvej generacie si pouzivané proti
véacésine grampozitivnych baktérii, ako aj proti niektorym gramnegativnym baktériam (napr. Escherichia
coli, Proteus mirabilis a Klebsiella pneumoniae). Cefalosporiny druhej generacie sa aplikuju proti
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis a Bacteroides spp. Cefalosporiny tretej generacie st
menej vyuzivané proti vacSine grampozitivnych organizmov, ale viac sa pouzivaju proti
Enterobacteriaceae, Neisseria spp. a Haemophilus influenzae. Stvrtd generacia cefalosporinov ma
podobnu aplikaciu ako tretia generacia, ale s dodato¢nym pokrytim proti gramnegativnym baktéridm
s antimikrobialnou rezistenciou, napr. producentom B—laktamaz. Posledna generacia cefalosporinov sa
pouziva proti meticilin rezistentnym stafylokokom a penicilin rezistentnym pneumokokom(*l,
Cefalosporiny obsahuju jadro kyseliny 7-aminocefalosporanovej aboény retazec obsahujici
3,6-dihydro—2H-1,3-tiazan (vid. Obrdzok 5). Patria medzi antibiotika poslednej volby (rezervné

antibiotika)™2,
O
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Obrdzok 5 Vieobecnd chemickd struktiira cefalosporinovi*?l
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2.1.3.3 Karbapenémy

Karbapenémy st podtrieda B-laktamov, ktoré patria medzi vysoko U¢inné antibiotikd, najmé proti
grampozitivnym a gramnegativnym baktériam. Pouzivaju sa hlavne na liecbu infekcii spdsobenych
multirezistentnymi kmenimi. Maju jedinecnu verziu jadrovej molekulovej Struktary. Okrem
B-laktamového kruhu obsahuju aj karbapeném, ktory im dodava vynimoc¢nu stabilitu voci vécSine
enzymov P-laktamaz, ktoré dokazu inaktivovat’ nizsie triedy B—laktamov*?l,

Karbapenémové antibiotikda maju podobnu Struktaru ako peniciliny. Ich Struktra pozostava
z nenasyteného 5—€lenného kruhu spojeného s p—laktamovym kruhom (vid. Obrdzok 6). Rozdiel sa
nachadza v dvojitej véizba medzi uhlikom C2 a C3 aV pritomnosti uhlika miesto siry na C1%4, Tato
Struktira poskytuje ochranu proti véacsine p—laktamaz, hoci rezistencia na B-laktamy je vyznamnym
problémom a vyskytuje sa najmd medzi gramnegativnymi patogénmi (napr. K. pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa a Acinetobacter baumannii) . Karbapenemézu produkujice enterobaktérie
sa tiez nazyvaju ako ,,superbaktérie®, pretoze vykazuju rezistenciu voéi triedam karbapenémom, ktoré
sa pouzivaju ako lieky poslednej volby pri zavaznych infekciach. Mnohé z génov kodujucich
karbapenemazu sa nachadzaju na plazmidoch, ktoré sa mdézu prenasat’ medzi baktériami. Produkcia
karbapenemaz bola detekovana napriklad u kmeniov E. coli, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca a
Enterobacter cloacae '3

COOH

Obrdzok 6 Vieobecnd chemickd Struktira karbapenémov'®

2.1.3.4 Monobaktamy

Tato skupina antibiotik je najviac ucinna proti gramnegativnym baktériam a ich klinicka Gcinnost
spociva najmé vich antipseudomonalnej aktivite. O tieto lieCiva je Coraz vacsi zaujem, kvoli ich
uc¢inkom na bunky cicavcov. Niekol'ko monobaktdmov bolo syntetizovanych ako potencidlne
protirakovinové latky, niektoré derivaty moézu indukovat’ apoptozu v Sirokom spektre nadorovych
buniek, s malym Gc¢inkom na zdravé bunky. Teda, neziaduci vedl'ajsi u€¢inok na bunky cicavcov sa moze
zmenit’ na ziaduci G¢inok na rakovinové bunky. N—metylované derivaty monobaktdmov moézu tak
spodsobovat’ poskodenie DNA, zastavenie rastu a apoptdzu v bunkovych kulttrach cicaveovi’,
Monobaktamové antibiotika su tiez nazyvané monocyklické f—laktamy, pretoze z hl'adiska chemickej
Struktary st najjednoduchsou triedou B-laktamov. p—laktdmovy kruh nie je spojeny s inym kruhom,
a preto vykazuje len mali diverzitu vzhladom na jeho bocné retazce. Monocyklické P—laktamové
zliCeniny patria medzi syntetické latky, hoci sa nasli v prirode v roznych podnych baktériach. Prvym
monobaktdmom uvedenym na trh bol aztreonam (vid’. Obrazok 7). V ¢ase jeho uvedenia vykazoval
vysokau stabilitu vo¢i hydrolytickym B—laktamazam, avSak k zvySeniu rezistencie voci tejto latke prispel
aj vznik B-laktaméz s rozsirenym spektrom (ESBL) a serinovych karbapeneméz!”. V stcasnosti sa
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monobaktamy pouZivaju najméa na liecbu nozokomialnych infekcii a je mozné ich pouzit’ u pacientov
s alergiou na peniciliny!*8l,
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Obrazok T Chemicka Struktira aztreonamu™

2.1.3.5 Mechanizmus u¢inku p—laktamovych antibiotik

Pre spravne pochopenie mechanizmu ucinku antibiotik, je potrebné poznat’ Struktiru bakterialnej
bunkovej steny. Vyskum bakterialnej bunkovej steny, najmd mureinu bol hlbsie Studovany, ked’ sa
zistila suvislost medzi bunkovou stenou a f—laktdmovymi antibiotikami. NajstarSia dokumentécia
0 pritomnosti bakterialnej bunkovej steny bola zaznamenana uz v 17. storo¢i. Neskor dansky
bakteriolog Christian Gram vymyslel postup farbenia, vd’aka ktorému mohol pozorovat’ farebné zmeny
pod svetelnym mikroskopom. Odvtedy sa stala jeho technika populdrna a pouzivana na klasifikaciu
baktérii do dvoch kategérii: gramnegativne a grampozitivne baktérie®l,

Peptidoglykan alebo murein tvoria dolezitu zlozku bakterialnej bunkovej steny, ktora zabezpecuje jej
mechanick stabilitu (vid'. Obrdzok 8). U grampozitivnych baktérii je vrstva peptidoglykanu omnoho
hrubsia $truktura (> 10 vrstiev), zatial ¢o u gramnegativnych baktérii je tenka (jedna alebo dve
vrstvy)29. Pokial ide o samotni Struktaru peptidoglykanu, skladd sa z glykanovych retazcov
z disacharidovych  podjednotieck ~ N-acetylglukozaminu  a kyseliny ~ N-acetylmuraminove;j.
N-acetylmuraminova ¢ast je spojena s vysoko konzervovanymi pentapeptidovymi alebo
tetrapeptidovymi kmetimi (L—alanin-D-izoglutamin—L—lyzin—D-alanin-[D-alanin])[!.

B-laktamové antibiotika pdsobia tak, ze inhibuju syntézu peptidoglykanovej vrstvy bakterialnych
bunkovych stien. Koneény transpeptidacny krok pri syntéze peptidoglykanu ulahc¢uju transpeptidazy
zname ako proteiny viazice penicilin (PBPS). PBPs sa lisia svojou afinitou k vézbe penicilinu alebo
inych p—laktdmovych antibiotik a zaroveii mnozstvo PBPs sa 1i§i medzi jednotlivymi druhmi antibiotik.
Struktura karbapenémov a d’alich p-laktamov je podobné termindlnemu aminokyselinovému zvysku
D—alanyl-D—alaninu, ktory sa nachadza na peptidoglykane. To umoziuje ireverzibilné naviazanie
B-laktamov do aktivnych miest PBPs, ¢im dochadza kinhibicii procesu transpeptidacie
peptidoglykanovej vrstvyl?,

Smrt" baktérii je zapriCinena podsobenim p-laktdmov inhibujucich syntézu bunkovej steny
a autolytickych procesov, ktorych ulohou je tvorba trhlin v bunkovej stene, ktoré sluzia ako miesta
pripojenia peptidoglykanovych jednotiek. Vd’aka tomu dochadza k vytvoreniu slabych miest v Struktire
bunkovej steny, cez ktort prenika cytoplazmaticka membrana. T4 vSak nie je taka silna aby udrzala
osmoticky tlak bunky, a tak dochddza k jej pretrhnutiuf??,
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Obrdzok 8 Schematicka Struktura grampozitivnej a gramnegatzvnej bunkovej steny!®!

Peptidoglykan

Grampozitivna bunkova stena obsahuje iba jednu lipidovi plazmaticki membranu a hrubu peptidoglykanova
vrstvu prepojent s kyselinami teichoovymi a lipoteichoovymi, zatial’ o gramnegativne baktérie majii vnttorna
a vonkajSiu bunkovii membranu a iba tenku vrstvu peptidoglykanu v periplazmatickom priestore. Vonkajsiu
membranu gramnegativnych baktérii lemuje vrstva lipopolysacharidu.

2.14 p-laktamazové inhibitory

B-laktamazové inhibitory su lieCiva, ktoré sa podavaju spolu s f—laktdmovymi antibiotikami s ciel'om
zabranit' antimikrobialnej rezistencii. Tieto latky pdsobia predovSetkym inaktivaciou serinovych
B-laktamaz, ¢o su enzymy, ktoré hydrolyzuji a inaktivuju p—laktamovy kruh (najma u gramnegativnych
baktérii). Medzi tieto latky patria inhibitory prvej generacie (kyselina klavulanovd, sulbaktam
atazobaktam) a novSie avibaktam a vaborbaktam (vid. Obrdzok 9), ktoré su Gcinné proti
karbapenemazam, ako je napriklad KPCE!,

Inhibitory p-laktamaz posobia dvoma spdsobmi. Mozu sa stat’ substratom, ktory viazu s vysokou
afinitou enzym p—laktamazu, ale vytvaraju stéricky nepriaznivé interakcie, ako je acylenzym. Mézu sa
tiez stat’ ,,samovrazednymi inhibitormi*, ktoré natrvalo inaktivuju enzym sekundarnymi chemickymi
reakciami v aktivnom mieste. Avibaktam funguje prvym mechanizmom, zatial ¢o sulbaktam,
tazobaktam a kyselina klavulanova funguju druhym mechanizmom. Inhibitory pB-laktamazy sa vo
vSeobecnosti vylucuju oblickami a nepodliehaju vyznamnému metabolizmu pri prechode peceiiou alebo
gastrointestinalnym traktom. Ich metabolizmus a farmakokinetické vlastnosti st ovplyvnené sibeznym
podavanim B—laktamovych antibiotik, ako aj dizkou infizie, ked’Ze vi¢§ina sa podava intraven6znel?,
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Obrazok 9 Chemicka Struktira inhibitorov f—-laktamdz'?!
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2.2 Antimikrobialna rezistencia

Antimikrobialna rezistencia (AMR) je povazovana za jednu z hlavnych globalnych vyziev v oblasti
zdravia v 21. storo¢i vSetkymi vyznamnymi regulacnymi, hospodarskymi a politickymi organmi,
vratane Medzinarodného menového fondu, WHO, Svetovej banky a skupiny G8. Vsetky sa stotoziuju
s vedeckym ndzorom, Ze AMR uz nemozno riesit’ len §tidiom problému v zdravotnickych zariadeniach,
pretoze vacSina ekosystémov prispieva k vzniku, ziskavaniu a Sireniu AMR. Na problém AMR sa preto
V sucasnosti pozera z dvoch vzajomne sa dopiflajﬁcich koncepcii, ,,One Health* a ,,Global Health*,
ktoré sa pouzivaju na rieSenie problémov vseobecne s infekénymi chorobami a najma s AMR. Oba
principy su holistické a interdisciplinarne a vychadzaju z myslienky, ze zdravie l'udi a zvierat je
vzajomne zavislé a zarovei je prepojené so zdravim ekosystémov, ktorych st sucastou (vid’. Obrdzok
10). Koncepcie ,,jedno zdravie* a ,,globalne zdravie® zahfiiaju poznatky o biologickych prvkoch
potrebnych na pochopenie vyvoja AMR vratane mikroorganizmov alebo vektorov, ktoré sa podielaju
na jej vzniku a Sireni, hostiteI'skych organizmov (F'udi alebo zvierat), prislusnych prostredi a kultarnych
a socialno—ekonomickych charakteristik, ktoré mozu ul'ah¢it’ jej Sireniel? 271,

Rozdiely medzi ,,One Health* a ,,Global Health nie si vzdy jasné. Jedno sa zameriava na ulohu
vzajomne prepojenych (a teda geograficky blizkych) ekosystémov pri vzniku a Sireni AMR, a preto sa
zaobera AMR na miestnej Uirovni, ako aj zameranim sa na vykondvanie integrovanych intervencii na
boj proti AMR, napriklad na urovni mesta alebo regionu. Globalne zdravie sa naopak zaobera
globalnymi podmienkami, ktoré ulahcuju celosvetové Sirenie AMR, a vychddza z myslienky, Ze
kontrola AMR si vyzaduje integrované politické a socidlno-ekonomické opatrenia, ktoré musia prijat’
krajiny, medzinrodné organizacie a d’al$i aktéri na globalnej tirovnil?®l,
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Obrazok 10 Rozdiel medzi ,, One Health“ a ,,Global“ Health[%

Objavenie antibiotik viedlo k optimizmu, Ze infekcie mozno kontrolovat’ a predchadzat’ im. Infekcie st
vSak stale hlavnou pri¢inou imrti v rozvojovych krajinach. Je to spoésobené vznikom novych ochoreni,
opitovnym vyskytom ochoreni, ktoré boli kedysi kontrolované, a najma vyskytom AMR. Zda sa, Ze
vznik antimikrobialnej rezistencie je nevyhnutny takmer pre kazdy novy liek a je povazovany za hlavny
problém pri lie¢be mikrobialnych infekcii v nemocniciach aj v komunite?8,

Medzi faktory, ktoré prispievaju k vzniku a Sireniu antimikrobialne rezistentnych baktérii (ARB), patri
nadmerné alebo nespravne pouzivanie antimikrobialnych latok, nedostato¢na prevencia a kontrola
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infekcii v zdravotnickych zariadeniach, nedostatocny pristup k Cistej vode, sanitacii a hygiene pre l'udi
a zvierata, nedostatok vedomosti a nedostato¢né presadzovanie pravnych predpisov. Okrem toho rychle
globalne Sirenie ARB, ktoré ziskali nové mechanizmy rezistencie, alarmujico viedlo kvzniku
multirezistentnych baktérii. V dosledku toho na lie¢bu 'udskych infekceii tymito baktériami zostava len
niekol’ko antibiotik. WHO preto navrhuje, Ze na zniZenie Sirenia ARB st potrebné metédy prevencie
a obmedzenia §irenia, ktoré zahfiiaju zlepSenie metod predpisovania antibiotik, regulaciu pouzivania
antibiotik, vyvoj novych antimikrobialnych liekov a vakcin a zlepsenie dohladu nad ARBI?°,
Patogénne baktérie, najma gramnegativne baktérie, disponuju viacerymi mechanizmami rezistencie.
Baktérie mozu byt prirodzene rezistentné voci niektorym antibiotikam, vtedy hovorime o primarnej
rezistencii. Téato rezistencia je zapri€inena prirodzenymi vlastnostami baktérie, co zahfiia napriklad
rezistenciu na glykopeptidy v dosledku nepriepustnosti vonkaj$ej membrany v obale gramnegativnej
bakterialnej bunky. AvSak omnoho nebezpeCnejsia je sekundarna rezistencia, kedy povodne citlivé
baktérie sa stavaju rezistentnymi. Tieto baktérie ziskavaju rezistenciu mutdciou alebo ziskanim nového
genetického materidlu z exogénneho zdrojal*”.
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2.3 Mechanizmy antimikrobiilnej rezistencie
Rezistencia na antibiotikd moze byt spdsobena $tyrmi rdznymi mechanizmami (vid’. Obrdzok 11)B:
a) inaktivacia antibiotika produkciou enzymov
b) export antimikrobialnych latok z periplazmy do vonkajSicho prostredia pomocou efluxnych
pump
€) zmeny v proteinoch viazicich penicilin, ktoré s cielom p—laktamov a vedu k niZsej afinite
antimikrobidlnych latok
d) znizenie permeability membrany stratou alebo zmenou $truktury porinov

Inhibitor B—laktamazy inhibuje
enzym, ktory deaktivuje B—
a) Inaktivécia antibiotika | laktémové antibiotikum Inhibitor efluxnej pumpy inhibuje
u | b) Aktivny eflux protein, ktory odstrariuje

,, m"( antibiotika z bunky

L}
>=oB laktdmovy kruh
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et
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Obrazok 11 Mechanizmy antimikrobidlnej rezistencie u gramnegativnych baktériit>?

2.3.1 Inaktivacia antibiotika produkciou enzymov

Mnohé antibiotika maji hydrolyticky citlivé chemické vazby (napr. estery a amidy), ktorych integrita
tvori zaklad biologickej aktivity. Existuje niekol'ko pripadov enzymov, ktoré sa vyvinuli na Stiepenie
tychto vizieb a v dosledku toho poskytuju prostriedky na zni¢enie antibiotickej aktivity. Hlavnymi
Z nich st amidazy, ktoré Stiepia p—laktamovy kruh penicilinov a cefalosporinov. Medzi d’alSie patria
esterazy, ktoré st spojené s rezistenciou na makrolidové antibiotikd a epoxidazami otvarajicimi kruh
fosfomycinu. Kedze tieto enzymy vyzaduji ako ko—substrat vodu, ktora moze byt ¢asto vylucovana
baktériami, tak dochadza k zachytavaniu antibiotika skor, ako sa dostanti do kontaktu s baktériout®,

2.3.2 Efluxné pumpy

Efluxné pumpy st energeticky zavislé komplexné bakterialne systémy, ktoré st pritomné
Vv cytoplazmatickej membrane. Prva efluxnid pumpa pumpujtca tetracyklin z bakterialnej bunky E. coli
bola opisana v roku 1980. Odvtedy bolo identifikovanych mnozstvo efluxnych systémov podiel'ajucich
sa na rezistencii. Ich ulohou je aktivne prendsat’ mnohé antibiotikda von zbunky a st hlavnymi
prispievateImi vnutornej rezistencie gramnegativnych baktérii vo¢i mnohym liekom, ktoré sa mozu
pouzivat’ na lieCbu grampozitivnych bakterialnych infekcii (vid. Obrdzok 12). V pripade nadmerne;j
expresie mézu efluxné pumpy sposobit’ aj vysoku uroven rezistencie na predtym klinicky uzitocné
antibiotika. Niektoré efluxné pumpy maju tzku substratova Specifickost’ (napriklad pumpy Tet), ale
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mnohé transportuju Siroku Skélu Strukturdlne odliSnych substratov a st zname ako efluxné pumpy
s multirezistenciou 2.
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Obrdzok 12 Vniitorny mechanizmus rezistencie pomocou efluxnej pumpy4
Zobrazeny priklad sa tyka p—laktamovych antibiotik zameranych na PBP. Antibiotikum A moze vstapit’ do bunky
cez membranu porinového proteinu, dosiahnut’ svoj ciel’ a inhibovat’ syntézu peptidoglykanu. Antibiotikum B
mdze tiez vstupit’ do bunky prostrednictvom porinu, ale na rozdiel od antibiotika A sa ti€inne odstranuje efluxom.
Antibiotikum C nemozZe prejst’ cez vonkaj$iu membranu, a preto sa nemoze dostat’ k cielovému PBP.

2.3.3 Modifikacia ciePovej molekuly

Medzi bezné mechanizmy rezistencie patria aj prirodzené alebo ziskané zmeny v cielovych miestach
antimikrobialnych latok. Zmeny su Casto vysledkom spontannej mutacie bakteridlneho génu na
chromozdme. Ked'Ze interakcia antibiotika s ciel'ovou molekulou je vo vSeobecnosti dost” $pecificka,

drobné zmeny ciel'ovej molekuly mézu mat’ vyznamny vplyv na viizbu antibiotikal®®!,

2.3.4 ZniZena permeabilita vonkajSej membrany

V porovnani s grampozitivnymi druhmi st gramnegativne baktérie prirodzene menej priepustné pre
mnohé antibiotikd. Na svojej vonkajSej membrane obsahuju poriny, ¢o st membranové proteiny, ktoré
patria do skupiny OMP (z ang. outer membrane proteins)&l,

Hydrofilné antibiotika prechadzaju cez vonkajs$iu membranu difuziou cez porinové proteiny vonkajsej
membrany. U vacSiny Enterobacteriaceae sa predpoklada, ze hlavné poriny, ako st proteiny vonkajse;j
membrany OmpF a OmpC funguju ako neSpecifické kanaly. Preto zniZenie priepustnosti vonkajsej
membrany a obmedzenie vstupu antibiotik do bakterialnej bunky sa dosiahne znizenim regulacie
porinov alebo nahradenim porinov selektivnej$imi kanalmi. Mechanizmus vnutornej rezistencie na
antibiotikd u gramnegativnych baktérii bol preskimany uz skor, avSak nedavne udaje ukazali, ze u
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. a Acinetobacter spp. znizenie expresie porinov vyznamne
prispieva k rezistencii vo¢i nov$im liecivam, ako s karbapenémy a cefalosporiny, voci ktorym je
rezistencia zvyc¢ajne sprostredkovana enzymatickou degradaciout®,
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2.4 Rezistencia k p—laktamom

B-laktamy st najpouzivanejSou skupinou antibiotik. Od objavu benzylpenicilinu v roku 1920 vznikli
tisice novych derivatov penicilinu a pribuznych p-laktamovych tried cefalosporinov, karbapenémov a
monobaktdmov. Kazda nové trieda f—laktdmov bola vyvinutd bud’ na rozSirenie spektra ucinku aby
zahtnala d’alSie druhy baktérii, alebo aby sa zaoberala Specifickymi mechanizmami rezistencie, ktoré sa
objavili v cielovej populacii baktérii®”. Rezistencia vo¢i B-laktdmom je predovsetkym spdsobend
bakteridlne produkovanymi enzymami p—laktaméazami, ktoré hydrolyzuju B-laktdmovy kruh, ¢im sa
lie¢ivo inaktivujel®],

24.1 p-laktamazy

B-laktamazy st univerzalne enzymy s obmedzenym rozsahom molekuldrnych Struktar, ktoré sa
nachadzaju v roznych bakterialnych zdrojoch®®®. Ako je znazornené na Obrdzok 13, p-laktamazy sa
biochemicky klasifikuji do dvoch zakladnych deleni podla mechanizmu, ktorym vykonavaju
hydrolyzu. M6ze to byt’ prostrednictvom tvorby acyl enzymu so serinom na aktivnom mieste (patria
sem enzymy triedy A, C a D), alebo prostrednictvom hydrolytickej reakcie katalyzovanej jednym alebo
dvoma esencialnymi iénmi zinku v aktivnych miestach metalo—p—laktamaz (MBL), ktoré spadaji do
triedy B. Po spristupneni sekvencnych analyz boli f—laktamazy nakoniec rozdelené na zaklade velkosti
molekuly a homologie medzi aminokyselinami. Okrem toho p-laktamazy mozno rozdelit’ do 4 tried
na zaklade ich substratovych S$pecifik: penicilinazy, cefalosporinazy typu AmpC, PB-laktamazy
s roz§irenym spektrom (ESBL) a karbapenemazy[*® 411,

B-laktamazy triedy A m6zu mat’ izke spektrum alebo mézu ziskat' rozsirené spektrum antibioticke;
aktivity prostrednictvom bodovych mutacii. Laktamazy s tzkym spektrom (NMC-A, IMI-1, SME) su
aktivne najmé proti penicilinom a mézu byt inhibované klavulanmi, zatial' ¢o p—laktamazy ESBL
(KPC) mézu hydrolyzovat’ cefalosporiny s roz§irenym spektrom, ako s ceftazidim, ceftriaxon,
cefotafim a aztreonam™2. Enzymy Enterobacteriaceae so svojou schopnostou hydrolyzovat’ prakticky
vsetky peniciliny a cefalosporiny viedli k ¢astejSiemu pouzivaniu karbapenémov. Karbapenemazy vsak
tiez dosahuju vysoku prevalenciu. Tieto enzymy maji vysokil mieru inaktivacie karbapenémov
Sirokospektralnych B—laktdmov. Najva¢sie obavy vyvolavaju ,,ziskané karbapenemazy®, ktoré sa mézu
prenasat’ medzi druhmi a tazko detekuji v klinickych izolatoch™3l,

Trieda B alebo metalo—B-laktamazy (IMP, VIM, NDM) su kédované mobilnou DNA (plazmidmi
a integronmi) a ako jedina trieda, maji  MBL na aktivnom mieste Zn?*. MBL hydrolyzuju vic§inu
B-laktamov vratane karbapenémov, ale st citlivé na monobaktimy a chelatové cinidla ako
napr. EDTAR,

AmpC z triedy C hydrolyzuju véacsinu cefalosporinov vratane rozsireného spektra cefalosporinov, ale
su menej U€inné na peniciliny a monobaktamy. Chromozomalne kodované AmpC vykazuju slabu
aktivitu, ale mozu byt indukované v pritomnosti B-laktamov. Mechanizmy rezistencie AmpC
B-laktamaz mozno rozdelit do 3 Kkategorii: (1) indukovatelna rezistencia prostrednictvom
chromozomalne kodovanych génov AmpC (napr. E. cloacae, Serratia marcescens, Citrobacter freundii,
P. aeruginosa atd’. ), (2) neindukovatel'na chromozdémova rezistencia spdsobend mutaciami promotora
a/alebo alternatora (napr. E. coli, Shigella species, A. baumannii), (3) alebo plazmidom podmienena
rezistencia (napr. K. pneumoniae, E. coli, Salmonella spp. atd’.). Expozicia f—laktimom méze spustit’
kaskadu udalosti veducich k vyznamnej produkcii AmpC a rezistencii vo¢i B-laktamom, ato aj
v pripade infekcii spdsobenych povodne citlivymi izolatmil*!,

B-laktamazy triedy D (OXA-23, OXA-48), nazyvané aj oxacilinazy alebo karbapeném hydrolyzujice
B-laktamazy triedy D (CHDL) st enzymy serin—dependentné, rovnako ako B—laktamazy triedy A a C.
Okrem toho B-laktamazy triedy D zvy¢ajne nemozno inhibovat kyselinou klavulanovou, sulbaktamom
a tazobaktdmom[*?],
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Obrdzok 13 Molekuldrne a funkcné vztahy medzi f~laktamdzami™)

2.4.2 Vyskyt karbapenemaz v Ceskej republike

V stcasnosti dochadza v mnohych krajinach k vyraznému Sireniu multirezistentnych gramnegativnych
baktérii predovsetkym druhov P. aeruginosa, A. baumannii a prislusnikov ¢el'ade Enterobacteriaceae.
NajcastejsSim a z epidemiologického hladiska najvyznamnej$im typom rezistencie je produkcia
karbapenemaz, ktoré hydrolyzuj vaésinu B—laktamovych antibiotik, vratane karbapenémov. Rozsirenie
kmenov produkujucich karbapenemdzy vyznamne komplikuje liecbu a zvysuje naklady na zdravotna
starostlivost™®],

Rezistencia ku karbapenémom moze byt sposobena viacerymi mechanizmami, pricom
k epidemiologicky najzavaznejsim patri produkcia karbapenemaz. K najviac zastipenym typom
karbapenemaz u enterobaktérii patria metalo—pf—laktamazy (predovsetkym typu NDM alebo VIM),
serinové karbapenemazy (typu KPC, IMP, IMI a GES) alebo oxacilinazy (typu OXA-48). U kmenov
s produkciou karbapenemaz dochadza tiez Casto ku kombinéacii s d’al§imi mechanizmami rezistencie
voc¢i P-laktamovym antibiotikdm (napr. produkcia B-laktamaz typu ESBL a/alebo AmpC, strata
permeability v dosledku alternacie porinov a d’al§ich), ¢o vedie k vyraznej rozmanitosti fenotypov
rezistenciel*’],

Prva ziskana karbapeneméza bola v CR zaznamenana u izolatu P. aeruginosa v roku 200881 Vyskyt
producentov karbapeneméaz z nemocniénych zariadeni je Vv Ceskej republike systematicky
monitorovany od roku 2011. Zatial’ ¢o v rokoch 2011 — 2013 bolo zaznamenanych celkom 49 pripadov
(2011 — 16 pripadov, 2012 — 18 pripadov, 2013 — 15 pripadov), v roku 2014 bolo v CR evidovanych
celkom 19 pripadov kolonizacie alebo infekcie Enterobacterales produkujucich karbapenemazu
(CPE z angl. carbapenemase producing Enterobacterales), vroku 2015 to bolo 30 pripadov!*l.
Rovnako tak v roku 2016 bolo zaznamenanych celkom 30 pripadov kolonizacie alebo infekcie CPE,
kedy v 10 pripadoch sa jednalo o importovani nakazu. V dalsich rokoch doslo v Ceskej republike
k plosnému narastu poctov pripadov. V roku 2017 bol pocet pripadov 114, v roku 2018 bolo 220
pripadov a v roku 2019 bolo zaznamenanych 270 pripadov (vid’. Obrazok 14 a Obrazok 15). Data z
rokov 2020 a 2021 doposial’ neboli publikované [,
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Obrazok 14 Prehlad zachytenych typov karbapenemdz v CR v rokoch 2014—201917]

Vyskyt CPE v Ceskej republike je stale nizky v porovnani s d’al§imi eurépskymi §tatmi, no napriek tomu
sa situacia nesmie podcenit’. Od roku 2016 je zna¢ny trvaly narast vyskytu CPE ato ako z dévodu
niekol’ko epidemiologickych epizéd v nemocniciach, tak aj rozsirenim CPE do vicSieho poctu
zdravotnickych zariadeni. Najviac st v CR zastipené karbapenemazy typu NDM a OXA-48.
Z casového hladiska je vidiet, Ze ich pocet kazdym rokom niekol’kondsobne stupa. Za nimi nasleduje
karbapenemaza typu KPC, ktorej pocet takisto narastd. MenSiu Cast’ tvori karbapenemaéza typu VIM,
ktorej pocet sa vyrazne nelisi so vzajomnym porovnanim rokov. Najmensiu ¢ast’ vytvara karbapenemaza
typu GES a IMP, ktorej bol zachyteny minimalny po&et™’,

Medzi najpocetnejSie druhy produkujice karbapenemazy v rokoch 2014-2019 bola zachytena
K. pneumoniae (n=281), d’alej Enterobacter cloacae (n=161), E. coli (n=111) a Citrobacter freundii
(n=77). Taktiez bol zachyteny vyskyt aj mnoho inych bakteridlnych druhov produkujucich
karbapenemazy, no ich pocet bol omnoho nizsi (vid'. Obrdzok 15)#71,

24



300 4

250 -

200 ¢

150 —

[ Serratia ureilytica (1)

W Citrobacker farmeri (1)
I Raoultella ornithinolytica (2)
I Citrobacter koseri (2)
[ Citrobacter braakil (2)
[ Kleb=iela aerogenes (4)
[ Serratia marcescens (5)
[ Entercbacter azburiae (6)
[ Klebsiella variicola (7)
71 Proteus mirabilis (13)
[E=5 Morganella morganii (13)
3 Klebsiella oxyloca (14)
B Citrobacter freundii (77)
[E=] Escherichia coli {111)

[£7] Enterobacter cloacae (161)
[ Klebsiella pneumoniae (281)

100 4

0

luw

50

Obrdzok 15 Prehlad jednotlivych druhov produkujiicich karbapenemdzy v rokoch 2014-20191471

BRI

2017

2018

2018

25



2.5 Génova podstata prenosu rezistencie

AMR je v mikroorganizmoch bud’ koédovana chromozomalne a prenasana vertikalne alebo na
mobilnych genetickych elementoch, napr. integronoch, transpozoénoch a plazmidoch, ktoré sa navyse
Siria horizontalnym prenosom génov HGT (z ang. horizontal gene transfer) (vid. Obrdzok 16).
Plazmidy patria medzi jedny z najdodlezitejSich prvkov pre bakterialnu geneticku adaptaciu a evoliciu,
a je zname, ze hraji hlavni ulohu ako nosice génov pre AMR. Nesu gény kodujice d’alSie Specidlne
vlastnosti , ako je odolnost’ voci extrémnym teplotam alebo tazkym kovom, ¢im poskytuju hostitel'skym
bunkam adapta¢nu vyhodu. Aby sme vyriesili rastici problém AMR, musime pochopit’, ako baktérie
ziskavaju a prené3aji rezistentné gény v klinickom prostredil*®l,

U vertikalneho prenosu sa gény rezistencie priamo prendSaju do vSetkych potomkov baktérii pocas
replikacie DNA. Tento proces je striktne zalezitostou Darwinovskej evolucie riadenej principmi
prirodzeného vyberu. Spontanna mutacia v bakterialnom chromozoéme prepoziciava kmenu rezistenciu.
V selektivnom prostredi antibiotika sa nachadza divoky typ (nemutovany), ktory nepreZije a rezistentny
mutant, ktory preZije a d’alej rastie®,

Na druhej strane HGT umoziuje mikrobialnym druhom ziskat” novy geneticky material mimo ich
klonalnej linie. HGT sa vyskytuje aj medzi vzdialene pribuznymi druhmi, ¢o ovplyviiuje evoluciu
bakteridlnych populacii a ich schopnosti prispdsobit’ sa nepriatel'skym podmienkam®*. Proces HGT
modze byt ovela rychlejsi ako spontanne mutacie. Existuju tri typy HGT pre zisk a za¢lenenie novej
genetickej sekvencie do gendmu baktérie: transformécia, transdukcia a konjugacia (vid’. Obrdzok 17)5,

Citlivé baktérie

Prirodzene sa vyskytujice
rezistentné baktérie

DNA koédujuca antibioticku
rezistenciu

Vertikéalny prenos
génov

Nové rezistentné baktérie

Obrdzok 16 Horizontdlny a vertikdlny prenos génovt®
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2.5.1 Konjugicia

Konjugacia je bezny mechanizmus horizontalneho prenosu génov v baktériach, ktory je nastrojom
Sirenia rezistencie na antibiotikéd medzi baktériami. Va¢$ina génov rezistencie sa nachddza na mobilnych
genetickych prvkoch a primarne sa §iri konjugaciou. Okrem toho mézu konjugativne elementy posobit’
ako rezervoar na udrzanie antibiotickej rezistencie v bakteridlnej populacii aj v nepritomnosti
antibiotickej selekcie. Po zavedeni selektivneho tlaku (antibiotika) sa procesom kKonjugacie moézu rychlo
rozsirit’ gény kodujuce antibioticku rezistenciu medzi baktérie mikrobiému a patogény®2l,

Konjugacia predstavuje jednosmerny prenos DNA =z donorovej bunky do bunky recipientnej
prostrednictvom Specidlnych $truktur, tzv. konjugacnych pilusov (sex—pilusov). Tento proces vyzaduje
priamy bunkovy kontakt, a zZ toho dévodu nie je ovplyvneny pritomnostou nukledz v kultivatnom
médiu. Konjugacia baktérii je analogicka krizeniam eukaryotickych organizmov anazyva sa aj
parasexualny proces. Vymena génov nastava rekombinaciou, ktora nie je reciproka ako u eukaryotov,
ale prebieha len z plazmidu do bakteridlneho chromozému pomocou jedného (ak je plazmid kruhova
molekula) alebo dvoch crossing—overov (ak je donorova molekula linearna)®* 55,

Konjugacie st schopné len bunky, ktoré vlastnia tzv. F faktor (F pre fertilitu, ¢ize plodnost). Je to
plazmidova DNA, ktord obsahuje informaciu pre syntézu spomenutych sex—pilusov a d’alsich molekul
potrebnych pre transfer DNA. Plazmid s F faktorom sa prenéasa len z donorovych buniek (oznacené F*)
do recipientnych, ktoré tento plazmid nemaju (F). Pri prenose plazmidu dochadza zaroven k jeho
replikacii, takze z donorovej bunky sa plazmid nevytraca. Nasledne po konjugacii ziskaju recipientné
bunky fenotyp F* a samy mozu byt donorom tohto plazmidu pre d’alSie bunky®®l.

2.5.2 Transdukcia

Transdukcia predstavuje prenos DNA medzi bunkami prostrednictvom bakterialnych virusov —
bakteriofagov a povazuje sa ako prispievatel k rozSireniu AMR, najmid medzi ¢lenmi rovnakého
druhu®7, Vyuzitim nepresnosti v nabalovani DNA do virusovych &astic (viriénov), mozno docielit’
transfer vlastnych génov bakteridlnej bunky do inych buniek prave prostrednictvom infekcie fagmi. S
urc¢itou pravdepodobnostou sa totiz stava, ze fagy do svojich proteinovych hlavi¢iek nenabalia vlastnii
zreplikovanu DNA, ale cudziu, ktori potom tspe$ne prenasaji do inych buniek ako vlastni. Bunky,
ktor¢ prijali od fagov cudzorodi DNA, sa nazyvaju transduktanty. Ked’ze DNA je pocas transdukcie
chranena fagovou Casticou, nie je tento proces citlivy k nukleazam. Transdukciu sprostredktivaji fagy,
takze k prenosu DNA nie je potrebny bunkovy kontakt®®],

V sucasnosti existuju len nepriame dékazy o tom, Ze k transdukcii dochadza v nemocniciach. Zistilo sa,
Ze bakteriofagy izolované z infekcii MRSA ziskanymi v nemocnici I'ahko transdukujii AMR na citlivé
kmene v laboratériu. Podobne by mohli byt gény rezistencie na tetracyklin a penicilin transdukované
medzi nemocni¢nymi izolatmil®%,

2.5.3 Transformacia

Transformacia bola prvym opisanym procesom vsetkych mechanizmov HGT. Jedna sa o transfer holej
DNA v médiu do bakterialnych buniek bez konkrétnych vektorov (napr. fagy). Tento proces je citlivy
voci nukledzam, pretoZze DNA nie je ziadnym spdsobom chranena. Bunkovy kontakt pre transformaciu
nie je potrebny. Bunky sa prijatiu cudzej DNA snazia za normalnych okolnosti vyhnut, takze ich stena
nie je pre DNA priepustna (DNA k tomu ani nema chemické predpoklady). Okrem toho sa v bunke
nachadza G¢inny restrikéno—modifikacny systém, ktory pozostava z enzymov degradujucich cudzoroda
DNA a chréaniacich vlastni DNA pred degradacioul®l,

Za urcitych okolnosti sa vSak mdze stat’, ze bunky sa stavaju kompetentnymi, a teda ochotnymi prijat’
cudzorodu DNA. Kazdy druh baktérie pozaduje iné podmienky pre vznik kompetencie. Bunky, ktoré
uspesne prijali cudzorodt DNA pomocou transformacie, sa nazyvaju transformanty™ 6%,
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A . Gén rezistencie
Plazmid

jugaci
Donorova bunka KonJUg &4 Recipientnd bunka

Fag

Transdukcia
Donorova bunka Recipientnd bunka

Mftva baktéria Uvolnenie DNA

——— s .
Transformacia
Donorova bunka Recipientna bunka

Obrdzok 17 Mechanizmy horizontdlneho prenosu génovi*!l
(A) Konjugacia je proces, ktory prenasa DNA priamym fyzickym kontaktom medzi bunkou darcu a bunkou
prijemcu. (B) Transdukcia je prenos DNA z jednej baktérie do druhej prostrednictvom baktériofagov. (C) Pri
transformacii baktérie prijimaji volné fragmenty DNA uvolnené do prostredia a zaleniuji ich do svojho

vlastného genomu.
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2.6 Mobilné genetické elementy

Okrem bakterialneho chromozému ako hlavného nositel'a deoxyribonukleovej kyseliny v bunke sa
u baktérii vyskytuju tiez extrachromozomalne formy DNA — mobilné genetické elementy (MGE). MGE
su identifikované ako fragmenty DNA kodujuce enzymy a iné proteiny, ktoré sprostredktivaji pohyb
DNA v genome (intracelularna mobilita) alebo medzi bakteridlnymi bunkami (medzibunkova
mobilita)L,

Prvy krat boli opisané v genéme kukurice koncom 40. rokov 20. storo€ia a st dolezitym prostriedkom
na prenos genetickej informacie®?. Zastupci tejto skupiny, ako st plazmidy, transpozony, integrony
a d’alsie, st ¢asto spajané s pritomnost'ou génov, ktoré davaju baktérii nejaku vyhodu, napr. virulentné
faktory, rezistenciu k tazkym kovom ¢i antibiotikdm[®2],

2.6.1 Plazmidy

Plazmid tvori subor funkénych genetickych modulov, ktoré s organizované do stabilnych,
samoreplikujucich jednotiek alebo ,,replikonov®, ktoré sit mensie ako bunkovy chromozém (menej ako
1 kb az niekol’ko Mb) a zvycajne neobsahuje gény potrebné pre zdkladné bunkové funkcie. Klasické
plazmidy maju uzavrety kruhovy tvar s dvojvlaknovou molekulou DNA, ale existuju aj linearne
dvojvldknové DNA plazmidy!®®l,

Plazmidy sa $iria prostrednictvom bakterialnych populacii predovsetkym procesom konjugacie. Tvoria
genetické prvky, ktoré zohravaju tlohu v evolucii baktérii tym, Ze baktérii poskytuju nové gény, ktoré
podporuju prispdsobenie sa réznym podmienkam. Pretrvavanie tychto genetickych prvkov zavisi od
potreby hostitel'skej bunky, ako napriklad gény antibiotickej rezistencie V pritomnosti antibiotik.
Plazmidom sprostredkovana rezistencia na p—laktamové antibiotika poskytuje hlavné priklady toho, ako
HGT zhorSuje stavy AMR Vv nemocni¢nom prostredi. Gény PB-laktamovej rezistencie sa bezne
nachddzaju na plazmidoch aSiria sa medzidruhovou aj vnutrodruhovou konjugaciou napr.
u Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. a Acinetobacter spp.5.

2.6.2 Transpozény

Transponovatel'né prvky su definované ako ,,Specifické iiseky DNA, ktor¢ je mozno opakovane vkladat’
do jednej alebo viacerych lokalit v jednom alebo viacerych gendmoch“l%l., Sekvencie transpozénov
mbzu mat’ ré6znu vel'kost’ (3 — 40 kbp). Transpozény produkujt enzym transpozazu kédovany génom
tnp, ktory je zodpovedny za intracelularny prenos medzi replikdnmi exciziou a miestne Specifickou
inzerciou. Na rozdiel od plazmidov, transpozony nie st schopné autonomnej replikacie. Pre prenos do
inej bakterialnej bunky sa zvyc¢ajne integruju do genému plazmidov alebo bakteriofagov®®l.

Inzeréné sekvencie (IS) st zakladnym a najjednoduchs$im typom transpozonov (obvykle mensie ako
2,5kbp). Pozostavajii iba z génu pre enzym transpozazu, ktory je ohranieny z oboch stran
invertovanymi opakovaniami. Napriek ich jednoduchej Struktire a nepritomnosti determinantov
antibiotickej rezistencie hraju IS dolezita ulohu Vv evoltcii bakteridlnych genémov. Podielaju sa na
reorganizacii genetického materialu v rdmci chromozému, integracii plazmidov asu sucastou
kompozitnych transpozénov, ktorym prepoZi¢iavajii transpondzu pre ich prenos®. Tiez bolo
pozorovang, ze plazmidy nesuce gény AMR obsahuju viac inzerénych sekvencii ako plazmidy bez
tychto génov. Jednou z najbeznejsich inzerénych sekvencii je IS26, ktora je spajana az S 33 roznymi
génmi AMR, ako napriklad blactx-m kodujuci produkciu ESBLI®®I,

Konjugativne transpozoény maju zloZitejsiu 3truktiru ako inzeréné sekvencie. Udajne su schopné
vy¢lenit’ sa z donorovského chromozému a pouzit’ konjugaciu na prenos do hostitel'skej bunky, kde sa
integruju do jej chromozomu. Zlozené transpozény sa skladaju z dvoch inzerénych sekvencii
zodpovednych sa transpoziciu DNA. St vel'mi doleZité pre prenos rezistentnych génov!®’l,
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2.6.3 Integrony a génové kazety

Integrony boli definované Hallom a Collisom ako prvky, ktoré obsahuju genetické determinanty
komponentov miestne Specifického rekombina¢ného systému, ktory rozpoznava a zachytava mobilné
génové kazety (vid. Obrdzok 18). Génové kazety st malé mobilné prvky (0,5-1 kbp) pozostavajtice
Z jedného génu (prilezitostne dvoch) a z miesta rekombinacie attC. Zvycajne nie st schopné autonémnej
replikacie, pretoze im chyba promotor(®8,

Aj napriek tomu mozu existovat’ aj vo volnej kruhovej forme a spravidla st vlozené do integronov.
K tomuto javu dochédza prostrednictvom rekombinécie medzi rekombina¢nym miestom génovej kazety
attC a rekombina¢nym miestom integronu attl. Cely proces je katalyzovany expresiou génu intl
uloZeného na integrone, ¢im dochadza k produkcii atypickej a miestne $pecifickej tyrozin rekombinazy.
Integrony moézu niest’ niekol’ko génovych kaziet, prenasaju tak gény kodujuce rezistenciu k viac
antimikrobialnym latkam naraz a podiel’aju sa na Sireni multirezistentnych bakteridlnych kmenoch!®l,
V stcasnej dobe st integrony klasifikované do piatich tried na zaklade rozdielu sekvencie génu intl
a u vsetkych bola zaznamenana spojitost’ s antibiotickou rezistenciou. Hlavne integrony prvej triedy st
nachadzané u klinickych izolatov®,

Integraza 59be
attl — | .
- " — Kazetovy gen
int -
59be attl
int
Integrén 1 Génova kazeta Integron 2

Obrdzok 18 Bakteridlne integrény, zachytenie a uvolnenie génovych kaziet'®’]
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2.7 Enterobacter spp.

Enterobacter je rod gramnegativnych baktérii, ktory je tretim najbeznej$im patogénnym druhom cel'ade
Enterobacteriaceae u I'udi po rodoch Escherichia a Klebsiella. Rod Enterobacter patri do skupiny
ESKAPE patogénov (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, A. baumannii,
P. aeruginosa a Enterobacter spp.), ktora sa povaZuje za veducu etioldgiu infekcii ziskanych
v nemocni¢nom prostredi, spdsobenych rezistentnymi baktériamil’”, ESKAPE bola prvy krat opisana
vroku 1960 aodvtedy presiel rod Enterobacter mnohymi zmenami s prichodom vylepsenych
fenotypovych a genotypovych analyz!l™l. Taxonémia rodu Enterobacter spp. je velmi komplikovana.
Je do6lezité poznat’ jej presné druhové a poddruhové priradenie, ktoré tvori zaklad pre pochopenie
epidemiologie, patogenézy a mikrobiologickych vlastnosti baktérii. Taktiez zohrdva ddlezita tlohu pre
diagnostiku, lie¢bu, prognézu a prevenciul’?, Dnes je v tomto rode znamych 22 druhov Enterobacter.
Spomedzi tychto 22 druhov su v klinickom prostredi najcastejsie (99% pripadov) tie, ktoré patria do
komplexu Enterobacter cloacae (ECC) a Enterobacter aerogenes!’. ECC pozostava z bakterialnych
druhov: Enterobacter cloacae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter asburiae, Enterobacter kobei,
Enterobacter ludwigii, Enterobacter nimipressuralis, Enterobacter mori a mnoho inych, ktoré patria do
Enterobacteriaceae Siroko sa vyskytujtcich v Zivotnom prostredi. ECC sa ako oportinny patogén
umiestnil na prvom mieste v rebricku enterobaktérii pri nemocni¢nych infekciach. Zistilo sa, ze ECC sa
podielaju na viacerych infekciach, ako je bakteriémia, infekcie dychacich a mocovych ciest,
nozokomialne infekcie a iné[®l,

Enterobacter spp. je spojeny s roznymi environmentalnymi biotopmi. Bezne sa nachadzaju vo vode,
v odpadovych vodach, v pode, Vv rastlinach alebo vo vykaloch zvierat. Okrem toho, su tieZ prirodzenymi
obyvatel'mi ¢revnej mikroflory a patria medzi najcastejSie I'udské patogény sposobujuce infekcie po
cystidy, pneumoéniu, meningitidu ainé infekcie, zvyCajne spojenych s invazivnymi procesmi
a infekciami krvného rieciskal’. Tieto patogény su ¢asto spajané s multirezistentnym fenotypom kvoli
ich adaptacii na nemocnicné prostredie a ich schopnosti I'ahko ziskat’ genetické mobilné elementy
obsahujtice gény rezistencie a virulenciel™.

2.7.1 Rezistencia Enterobacter spp.

Enterobaktérie rezistentné na karbapenemazy su podl'a WHO jednou z najvyznamnej$ich celosvetovo
rasticich zdravotnych hrozieb. Okrem karbapenemazovych génov, maji karbapenémazu produkujiice
Enterobacterales (CPE) zvy¢ajne zhromazdené aj iné gény rezistencie a Casto su rozsiahlo rezistentné
na lie¢iva, ¢o obmedzuje moznosti liecby a nasledne vedie k vysokej imrtnostil’., Vznik a rozsirenie
kmenov komplexu Enterobacter cloacae produkujuci karbapenemazy je spdsobeny vysokou diverzitou
jeho klonalnych linii a Sirokou §kélou detekovanych karbapenemaz u tohto rodu (vid'. Obrdzok 19)174761,
V Spojenych $tatoch a Kanade sa véacsinou vyskytovali ECC nestice blakec, zriedkavo boli najdené
izolaty produkujuce IMI a NMC-A. Izolaty obsahujtce blakec, boli tiez detekované v Eurdpe a Juznej
Amerike. Zatial' <o NDM-1 je endemicka na indickom subkontinente, v nemocniciach vo vychodnej
Cine bolo zistenych viacero variant NDM v spojitosti s ECC. Gény kodujtice produkciu IMP boli u ECC
vo velkej miere zaznamenané v juhovychodnej Azii, vratane Ciny, Japonska, Korey, Filipin, Taiwanu
a Australie a predpoklada sa, Ze su v tejto oblasti endemické. ECC produkujuce VIM si rozsirené skor
v Eurépe, pricom V oblasti Juznej Ameriky ajuhovychodnej Azie su detekované minimélne.
Karbapenemazy OXA-48, o ktorych sa predpokladd, Zze pochadzaju z Turecka, sa rozsirili na blizky
vychod, do severnej Afriky a Europyl’™.
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Obrazok 19 Globdlne rozsirenie karbapeném rezistentného komplexu Enterobacter cloacael’
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2.8 Odpadové vody

V dosledku l'udskej ¢innosti sa znecistenie vod stalo celosvetovym problémom. V Europe dostavaju
hospitalizovani pacienti az v 20-30% pripadoch antibiotickl liecbu, ¢o vytvara dobré podmienky pre
rozvoj AMR. Baktérie odolné vo&i antibiotikdm sa mozu z tychto zariadeni dostat’ do kanalizaciel”l.
Tato situacia sa moze zhorsit, ked’ sa odpadové vody zo zdravotnickych zariadeni vyphstaju priamo
bez predchadzajticeho Cistenia do siete odpadovych vod. Vo vSeobecnosti je nerealne ocakavat’ pokles
vyroby alebo vyuzivania niektorych dominantnych liekovych skupin (najmé antibiotika, antidepresiva
alebo lieky na kardiovaskularne ochorenia) v blizkej budicnosti. Kanaliza¢né systémy zhromazd’uji
odpadové vody nielen z domacnosti, ale aj z nemocnic, psychiatrickych ambulancii, domovov
dochodcov a inych zdravotnickych zariadeni, ktoré s vyznamnym zdrojom lie¢iv7l, Dal§im
vyznamnym zdrojom AMR predstavuji odpadové vody z pol'nohospodarstva. Odpadové vody
hospodarskych zvierat obsahuji organické latky, patogénne mikroorganizmy, tazké kovy ainé
znedistujuce latky, ¢o vo velkej miere vzbudilo pozornost’ na vaZne zneistenie Zivotného prostredial™,
Dostupnost’ pitnej vody, vhodny kanalizacny systém a Cistenie odpadovych vod tvoria zaklad pre
udrzanie a zlepsenie verejného zdravia. Cistiarne odpadovych vod (COV) predstavujii miesta, kde
dochéadza k interakcii vietkych odpadovych vod. Bezné COV maji schopnost redukovat’ baktérie iba
10-100 nasobne, ¢o umoziuje $irenie baktérii prostrednictvom upravenej vody. Preto sa COV
povazované za ohniska Sirenia antimikrobidlne rezistentnych baktérii a génov antimikrobialnej
rezistencie v prostredi, kde sa prenasaju pomocou HGT pocas procesu &istenial®. Hoci je anaerdbna
digescia kI'a¢ovym krokom v niektorych COV a dokaze zniZit' pocet vi¢siny ludskych patogénov
0 70-95%, u baktérii nesucich antibioticky rezistentné gény (ARG) dokaze tento proces znizit' iba
0 20-52 %Y. Vysoké koncentracia antibiotik a s nimi stivisiacich ARB a ARG v odpadovych vodach
z COV sa dostava do Zivotného prostredia prostrednictvom vypustania odpadovych vod z COV do riek,
opatovného vyuzivania odpadovych vod a zavlazovania. Gény rezistencie voci antibiotikam moézu
pretrvavat v Zivotnom prostredi aj vtedy, ked’ sa tam uz nenachddza Ziadny selektivny tlak®2.
Odstranenie organickych latok, chemickych znecistujucich latok a neziadcich mikroorganizmov
z odpadovych vod kombinaciou fyzikalne—chemickych a biologickych uprav bolo vyznamnym
technologickym tspechom minulého storocia, ktory umoznil navrat kvalitnej vody do zivotného
prostredia. Upravené odpadové vody z COV viak nie st ani z d’aleka sterilné, a preto §iria do Zivotného
prostredia vel’ké mnoZstvo baktérii, z ktorych mnohé st Zivo&isneho alebo huméanneho povodul® 841,

2.8.1 Struktira COV

Nakladanie s odpadovymi vodami bolo vyznamnou stGcast'ou civilizacii po celé tisicro¢ia, ¢oho su
dokazom mnohé sociologické aspekty a technologické pokroky v priebehu minulosti. V polovici
19. storo¢ia sa v Eurdpe skonStruovali prvé moderné dcistiarne odpadovych vod. Hospodarenie
s odpadovymi vodami v CR je pomerne $pecifické. Vi&sina vyprodukovanych odpadovych vod je
odvadzana do centralnych COV, kde st dalej spracovavané za vyuzitia mechanicko—biologickych
procesov. Procesy ¢istenia v COV mozno rozdelit’ do troch zakladnych stupiiov. Ako prvy prebieha
mechanicky stupen, nasledne za nim biologicky stupen a na zaver chemicky stupen ¢istenia odpadovych
vod (vid Obrdzok 20)],

2.8.1.1 Mechanické Cistenie vody

V prvej faze sa mechanicky Cisti eSte neupravena odpadova voda. Odstrani sa pri tom asi 20-30 %
obsiahnutych tuhych latok. V tomto procese sa odpadova voda dostane do triediaceho zariadenia, kde
hrablice a bubnové sito odfiltruji hrubé necistoty, ako su listy, papier alebo textilie. Predbezne vycistena
voda potom prechadza do tzv. lapaca piesku. V technolégii Cistenia odpadovych vdd sa na odstranenie
hrubych ¢astic, ako st kamene, sklenené tilomky, piesok alebo aj hruby organicky material, ktory nebol
oddeleny sitami pouZiva sedimenta¢na nadrzl®l. Za lapacom piesku sa v odovodnenych pripadoch,
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najmd tam, kde pritekaji odpadové vody z potravinarskeho priemyslu navrhuje lapa¢ tuku.
Z ekonomického hladiska je vyhodnejsie odstrafiovat’ tuk priamo v zdroji, nie az v ¢istiarni odpadovych
vod. Mensie mnozstvo tuku je odstranené spolu s plavajiicimi necistotami v usadzovacej nadrzil™,
Usadzovanim v sedimentacnej nadrzi vznika priméarny kal. Pomocou Cerpadla je kal dopraveny do tzv.
vyhnivacej komory. Vo vyhnivacej komore vznika v Styroch fazach metan (hydrolyza, acidifikacia,
acetonovy gén a metanogénna faza). V teplarnach sa premiena na elektrickll energiu a moéze sa pouzit’
na zasobovanie zavodu energiou. Proces vyhnivania je ukonéeny po Styroch tyzditoch, kde vysledkom
je kal bez zapachu, ktory sa Casto pouziva v pol'nohospodarstve po odvodneni odstredivkou
alebo filtrom! 871,

2.8.1.2 Biologické Cistenie vody

Dnes uz samozrejmou ¢ast'ou Cistiaceho procesu je aj biologické Cistenie (sekundarne Cistenie). Pri
biologickom ¢isteni odpadovych vdd v aerébnych podmienkach (odpadové vody sa daji Cistit' aj
vV podmienkach anaeroébnych, aj ked s nizSou ucinnostou, velka cast vSak pracuje v aerdbnych
podmienkach), kde sa uplatiiuju biochemické procesy podmienené ¢innost'ou mikroorganizmov, ktoré
oxidaciou kyslikom rozkladaju organické latky (substrat) v odpadovej vode. V praxi sa tieto procesy
realizuju tzv. aktivaénym systémom. V aktivacnej nddrzi je udrzovand urcita koncentracia kalu —
biomasy, ktord pomocou svojho metabolizmu rozklada organické latky v odpadovych vodach na H.O
a CO,. Oxidaciou organickych zli¢enin aredukovanych anorganickych zlucenin ziskavaji
mikroorganizmy energiu. V dosledku ziskavania zivin mikroorganizmy rasti. Rast mikroorganizmov
teda sposobuje odstranenie substratu (zneCistujucich latok), ale tiez zvySovanie koncentracie kalu
Vv systéme. Preto je potrebné kal zo systému odoberat’, aby bola jeho koncentracia v systéme udrzovana
na pribliZzne konstantnej hodnote. Tomuto odstranovanému kalu sa hovori prebytoény kal (alebo tiez
sekundarny kal), ktory je d’alej spracovavany v kalovom hospodarstvel™,

Po biologickom ¢isteni sa priblizne 90 % odpadovej vody vy¢isti od biologicky rozloziteI'nych latok.
V mnohych pripadoch vSak biologické Cistenie nie je dostacujlice. V tychto pripadoch su potrebné
d’alsie procesy Cistenia odpadovych vod — napriklad vo forme chemického &istenial®,

2.8.1.3 Chemické Cistenie vody

V tomto §tadiu ¢istenia odpadovych vod sa na Cistenie vyuzivaji chemické procesy. Chemické Cistenie
v COV zahffia neutralizaciu, dezinfekciu, zrazanie fosfatov, odstrafiovanie dusika a odstrafiovanie
manganul™®,

Neutralizaciou sa ziska predpisana hodnota pH, ktora sa dosiahne pridanim kyseliny (napr. HCI), alebo
bazy (napr. vapenné mlieko). Pocas dezinfekcie sa patogény usmrcuju pridanim chloru alebo oxidu
chlori¢itého. Ozarovanie odpadovej vody UV svetlom je dobrou alternativou k pouZzivaniu chemikalii,
ale nevyuziva sa tak Casto. NaSa odpadova voda je Casto kontaminovana fosfatmi z Cistiacich
prostriedkov, hnojiv, potravinarskych prisad a fekaliami. Ak zostavaju v odpadovych vodach, vedu
k prehnojeniu vodnych ploch a obohacovaniu Zivinami, ¢o moéze viest' k zbyto¢nému rastu rastlin
Skodlivému pre ekosystém. Preto sa odstranuji zrazanim alebo flokulatnym procesom. Chemické
Cistenie vody zahia aj eliminaciu dusika, ktory sa odstraiiuje procesom nitrifikacie a denitrifikacie. Pri
nitrifikécii sa pridanim anaerébnych baktérii a kyslika premeni amonny kation na dusitan a v druhej faze
na dusiénan. Nasledna denitrifikdcia je tieZz vyvoland anaerébnymi mikroorganizmami. Tie
prostrednictvom enzymatickych aktivit rozkladaju dusi¢nany na plynny dusik a ten sa potom vracia do
atmosféry. Mangan je zvy€ajne pritomny v odpadovej vode ako hydrogenuhli¢itan manganaty.
Pridanim kysliku sa vytvaraji tazko rozpustné zlticeniny oxidu manganicitého, ktoré sa daju l'ahko
z vody odstranit’es &,
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2.8.1.4 Membranové procesy

Vo stvrtej a zaroven poslednej faze Cistenia sa pouzivajii membranové a filtra¢né procesy. Tato faza sa
Ciasto¢ne kombinuje s chemickymi procesmi zrazania a flokulacie. Do odpadovej vody sa pridavaju
zrazadla a vloCkovacie ¢inidla na flokulaciu latok, ktoré sa budu separovat. Odpadova voda potom
prechadza cez latkovy alebo pieskovy filter. Nanofiltracia funguje vel'mi podobnym sposobom. Na
rozdiel od beznej filtracie vSak voda prechadza pod tlakom cez membranu, ktora zadrziava aj tie
najmensie rozpustené Castice, ako sit molekuly alebo i6ny tazkych kovov. To isté sa deje pri reverzne;j
osmoze, kde sa pouziva eSte vyssi pracovny tlak a jemnejSie membrany. ZnecCistujuce latky zadrzané
pri filtracii, nanofiltracii a reverznej osmoze sa filtruji do kalov v podobe filtracného kalu cez primarnu
Gistiacu nadrz. Voda sa tak dostala do poslednej zony COV — do nadrZe na vyéistenii vodu. Tu sa znova
odoberaju vzorky a kontroluje sa kvalita vody. Vy¢istena voda sa vracia do vodného cyklu az po splneni

zdkonom predpisanych parametrovi®,

Ay
_:&

———

A|_Mechanicky stupef |B[  Biologicky stupen |C | Chemicky stupen |

Lapat ysadzovacia Aktivacna Dosadzovacia Koagulagna
Cesle piesku  npadrz nadrz nadrz nadrz

@ I 1 @ ©

agulant

Necistené
odpadné vody

Plynojem

Odvodnenie kalu Zahustenie

‘-"‘, I | :
o ';—v
Odvoz kalu

B Kalova vyhnivacia
komora

Obrazok 20 Schéma komundlnej COV s troma stupiiami Cistenial™

Tento typ COV sa oznaluje ako trojstupiiovy: A-mechanicky stupeii (1-Cesle, 2-lapaé piesku, 3-usadzovacia
nadrz); B-biologicky stupen (4-aktiva¢na nadrz, 5-dosadzovacia nadrz, 7- kalova vyhnivacia komora, 8-plynojem,

9-zahustenie kalu, 10-zniZenie obsahu vody v kale a odvoz); C—chemicky stupen (6-koagulaéna nadrz).
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3 CIELE PRACE

V tejto diplomovej praci boli stanovené nasledovné ciele prace:

Detekcia izolatov Enterobacter spp. rezistentnych k f—laktamovym antibiotikdm z mestskych a
nemocni¢nych odpadovych vod a z rieky v blizkosti Cistiarne odpadovych vod.

U ziskaného suboru izolatov Enterobacter spp. stanovit’ mechanizmus rezistencie
k p—laktamovym antibiotikdim a fenotypovy profil rezistencie ku klinicky vyznamnym
antibiotikdm pomocou metdd molekularnej biologie a mikrobiologie.

Porovnat’ klonalnu pribuznost’ izolatov Enterobacter spp. s dérazom na porovnanie izolatov
pochadzajucich z réznych lokalit a typu vod.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzity material a pristroje

4.1.1 Zbierka Enterobacter spp. rezistentnych k p—laktamom z odpadovych véd

V praci bolo pracované s prezumptivnou zbierkou 205 izolatov Enterobacter spp. rezistentnych
k B—laktamom. Kmene boli ziskané selektivnou kultivaciou zo vzoriek nemocni¢nej odpadovej vody,
pritoku a odtoku do COV a rieky nad a pod COV z troch miest v Ceskej republike znaéenych A, B, C
(vid. Obrdzok 21). Selektivna kultivacia bola realizovana na pode s pridavkom cefotaximu (2 mg/1)
alebo meropenému (0,125 mg/l) so ZnSO4 (100 mg/l) a NaHCO; (4,2 g/l). Kazdému kmenu bol
priradeny unikatny néazov, ktory v sebe zahinal oznacenie miesta odberu, poradové ¢islo kmena
a antibiotikum pouzité na selektivnu kulitvaciu.

Mesto

Nemocnica

SHX - Nemocni¢na voda
SIX — Pritok do COV
SOX - Odtok z COV
RUX - Rieka nad COV
RDX - Rieka pod COV

Obrdzok 21 Pévod testovanych bakter. izoldtov (pozn. X=oznacenie lokality, mozné varianty A4, B, C)
(autor Kocurova)
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4.1.2 Pouzité zbierkové mikroorganizmy
o prehllad zbierkovych kmenov, s ktorymi bolo pracované je uvedeny V Tabulka 1 vratane
taxonomického zaradenia a ucelu pouzitia.

Tabulka 1 Prehlad pouzitych zbierkovych kmeriov

Oznacenie Taxonomické zaradenie Metodika
H9812 Salmonella enteg(r::e%t;gb enterica sérovar PFGE, hmotnostny Standard
279 e4 E. coli produkujiuca AmpC B-laktamazu Mastdisc™
172 DI/B E. coli produkujica ESBL Mastdisc™
ATCC 25-922 E. coli citliva k testovanym antibiotikdm Mastdisc™, MIKROLATEST
680m/10 K. T;‘ér;;e”;z;gxdg‘gﬁca Mastdisc™
V408 P. aeruginosa nesuci blayvim—2 PCR detekcia génu blavim
V601 K. pneumoniae nestica blakpc-2 PCR detekcia génu blakec
V509 A. baumannii nesuci blanpm-1 PCR detekcia génu blanpm
36567 ENAS Enterobacter asburiae nesuci blayw-2 PCR detekcia génu blam
26/11 K. pneumoniae nestci blaoxa-ss PCR detekcia génu blaoxa-as
1144 TF transformant nesuci blages-s PCR detekcia génu blages
3625 P. aeruginosa nesuci blajvp-z PCR detekcia génu blaywpe
CTX-M-1 E. coli nesuci blacTx-m-1 PCR detekcia génu blacrx-m

4.1.3 Antimikrobiilne latky pre selektivnu kultivaciu a fenotypové testy rezistencie
e cefotaxim 2 mg/l (Sigma-Aldrich, USA)
e meropeném 0,125 mg/1 (Sigma-Aldrich, USA)
e subor diskov od vyrobcu pre fenotypové testy Mastdisc™ D72C a D73C (vid’. Tabul'ka 2) (Mast
Group Ltd., Nemecko)

Tabulka 2 Zoznam pouzitych diskov pre fenotypové testy Mastdisc™

Typ testu a jeho detekcia
DISK D72C D73C
A Peném Cefpodoxim
B Peném + MBL inhibitor Cefpodoxim + ESBL inhibitor
C Peném + KPC inhibitor Cefpodoxim + AmpC inhibitor
D Peném + AmpC inhibitor Cefpodoxim + ESBL a AmpC inhibitor
E Temocillin + MBL inhibitor Cefpodoxim + ESBL inhibitor + AmpC induktor
F — Peném
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e Suprava antibiotik od vyrobcu pre

stanovenie citlivosti

k antibiotikdm s uvedenou

koncentra¢nou radou (vid’. Tabulka 4 a Tabulka 5), systematicky prehl’ad pouzitych antibiotik
a ich skratiek je uvedeny v Tabulka 3 (Erba Lachema s.r.0. CR)

Tabulka 3 Pouzité antibiotika pre testy MIKROLATEST

Prehlad antibiotik pouZitych k testom citlivosti

Baktericidne

Aminoglykozidy

Gentamicin (GEN)

Amikacin (AMK)

Netilmicin (NET)

Tobramycin (TOB)

Cefalosporiny

Cefazolin (CFZ)

Cefuroxim (CXM)

Cefepim (CEP)

Cefoperazon (CPZ)

Cefoperazon/sulbaktam (CPS)

Ceftazidim (CAZ)

Cefotaxim (CTX)

B-laktamové
Karbapenemy

Ertapenem (ERT)

Meropenem (MER)

Monobaktamy

Aztreonam (AZT)

Peniciliny

Ampicilin (AMP)

Ampicilin/sulbaktam (AMS)

Piperacilin (PIP)

Piperacilin/tazobaktam (PIT)

Chinolony

Ciprofloxacin (CIP)

Polypeptidové

Kolistin (COL)

Bakteriostatické

Pyrimidiny

Trimetoprim/sulfametoxazol (T/S)

Amfenikoly

Chloramfenikol (CMP)

Glycyleykliny

Tigecyklin (TGC)

Tetracykliny (TET)

Tetracykliny (TET)

Tabulka 4 MIC G-I RozloZenie antibiotik a ich koncentracnd rada v mg/l ®4

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK CcoL T/S CIP CMP TET
ampicillin 2;’;5;2'1::{ cefazolin ecefuroxim aztreonam gentamicin amikacin colistin Slj",‘:’:g’,“’gx';’;/le ciprofloxacin | chloramphenicol | tetracycline
128 128/64 16 64 16 32 64 16 4/76 8 32 32
64 64/32 8 32 8 16 32 8 2/38 4 16 16
32 32/16 4 16 4 8 16 4 1/19 2 8 8
16 16/8 2 8 2 4 8 2 0.5/9.5 1 4 4
8 8/4 1 4 1 2 4 1 0.25/4.75 0.5 2 2
4 4/2 0.5 2 0.5 1 2 0.5 0.12/2.38 0.25 1 1
2 2/1 0.25 1 0.25 0.5 1 0.25 0.06/1.19 0.12 0.5 0.5
J! 1/0.5 0.12 0.5 0.12 0.25 0.5 0.12 0.03/0.6 0.06 0.25 control
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Tabulka 5 MIC G-I Rozlozenie antibiotik a ich koncentracnd rada v mg/l 4

PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB
iperacillin piperacilin/ | g tasime ceftazidime | cefoperazone “ef":fa':‘:’:/ cefepime meropenem etapenem tigecycline netilmicin tobramicin
128 tMlozbgc/[;m 8 16 64 Su64/32 16 16 2 8 16 8
64 64/4 4 8 32 32/16 8 8 1 4 8 4
32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0.5 2 4 2
16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0.25 1 2 1
8 8/4 0.5 1 4 4/2 1 1 0.12 0.5 1 0.5
4 4/4 0.25 0.5 2 2/1 0.5 0.5 0.06 0.25 0.5 0.25
2 2/4 0.12 0.25 1 1/0.5 0.25 0.25 0.03 0.12 0.25 0.12
1 1/4 0.06 0.12 0.5 0.5/0.25 0.12 0.12 0.015 0.06 0.12 control
4.1.4 Kultiva¢né média
e bakteriologicky pepton (Difco, USA)
o MacConkey agar, MCA (OXOID, GBR)
e masopeptonovy agar, MPA (OXOID, GBR)
e Mueller-Hinton agar, MH (OXOID, GBR)
415 Chemikalie na PCR, gélovi elektroforézu, pulznu gélovu elektroforézu a MALDI
e Combi PPP Master Mix (Top-Bio, CR)
e destilovana voda
e EDTA-Na-2H,0 (Sigma Aldrich, Cina)
e hmotnostny standard 100 bp DNA ladder (Central European Bio-systems, CR), fragmenty s
velkostou 100-1500 bp, pred pouzitim sa riedi 150 pl PCR Ultra H,O (Top-Bio, CR)
e kyselina borita (Sigma-Aldrich, USA)
e kyselina a-kyano—4-hydroxyskoricova (Merck KGaA, Nemecko)
e Midori Green Advance MG04 (Nippon Genetics, Japonsko)
e oligonukleotidové primery (MACROGEN EUROPE)
e PCR Ultra H,O (Top-Bio, CR)
e SeaKem LE Agarose (Lonza, USA)
o tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, USA)
e 10x pufor (Takara Bio, Japonsko)
o BSA 0,1% (Takara Bio, Japonsko)
e cthidium bromid 10 mg/l (Top Bio, CR)
e HCI 35% (Penta, CR)
e NaOH (Sigma-Aldrich, Svédsko)
e N-lauroylsarkosin sodny (Sigma-Aldrich, USA)
e proteinaza K (Serva Electrophoresis GmbH, Nemecko)
o restrikéna endonukleaza Xbal 50U/ul (Takara Bio, Japonsko)
o thiourea (Sigma-Aldrich, GBR)
4.1.6 Komerc¢né kity
o PCR DNA fragments extraction kit (Geneaid Biotech Ldt., Taiwan)
4.1.7 Pouzité pristroje a software

analytické vahy Scaltec SPB32
analytické vahy Sartorius CPA225D
centrifiiga 5415R (Eppendorf, Nemecko)
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centrifuga 5425 (Eppe-ndorf, Nemecko)

centrifuga/vortex Multi-Spin MSC-6000 (BIOSAN, Litva)

denzitometer Densi-La-Meter 1l (LIAP, Litva)

digestor (Nuvia, CR)

dispenzor (Oxoid, GBR)

DNA/RNA UV-dekontamina¢ni box UVT-S-AR (BIOSAN, Litva)
elektroforeticka vana (Bio-Rad, USA, Thermo Fisher Scientific, USA)
elektronicka multikanalova pipeta Matrix (Thermo Fisher Scien-tific, USA)
elektronickd multikanalova pipeta E1 ClipTip (Thermo Fisher Scientific, USA)
fotodokumentaény a analyzaény systém MF-ChemiBIS 3.2 (Bio-tech, CR)
hmotnostny spektrometer MALDI-TOF Microflex LT/SH (Bruker, USA)
chladnicky (Liebherr, Nemecko)

inkubator Lab Companion IB-25G (JeioTech, Juzna Koérea)

krokovacia pipeta Multipette M4 (Eppendorf, Nemecko)

laboratorna vaha PFB 600-2M (Kern, Nemecko), laboratérna vaha EK-200G (A&D, Japonsko)
laminarny box Safe 2020 Class II (Thermo Fisher Scientific, USA)

laminarny box Safe Mate 0,9 Vision (Bioair, CR)

mikrocentrifuga 3722L (Fisher Scientific, Juzna Korea)

mrazak (-20 °C) (Liebherr, Nemecko)

mrazak (-80 °C) (Liebherr, Nemecko)

mikrovinna truba Hitachi MCE30 (Daewoo, Juzna Korea)

multifunkény modularny reader Infinite 200 PRO (Tecan, Svajéiarsko)

parny sterilizator (autoklav) Sterilab (BMT Medical Technology, CR)

pulzna gélova elektroforéza (PFGE) CHEF-DR Il (Bio-Rad, USA)

pipeta FastPette Pro (Labnet, USA)

sada automatickych pipiet Research plus (Eppendorf, Nemecko)

software BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Belgie)

stolny trepaci inkubator NB-205L (N-BIOTEK, Juzna Koérea)

susiaren s nutenou cirkulaciou vzduchu VENTI-Line Prime (VWR, USA)
termoblok Digital Heat Block BSH1004 (Benchmark Scientific, USA)
termocykler Biometra Professional Trio (Analytik Jena, Nemecko)
termocykler Veriti 96-Well fast (Thermo Fisher Scienti-fic, USA)

trepany vodny kiipel NB-303 (N-BIOTEK, Juzna Korea)

univerzalna chladena centrifiga Hermle Z326K (Hermle Labor-Technik, Nemecko)
vodny kupel LCB-030S (LabTech, Juzna Korea)

vortex VVornado (Benchmark Scientific, USA), vortex V-1 Plus (BI-OSAN, Litva)
zazehlovadlo krycich f6lii na PCR platni¢ky RS 232 (HTA, Taliansko)

zdroj elektrického napétia Power Pac 300 Basic (Bio-Rad, USA)

zdroj elektrického napétia Enduro 300 (Labnet, USA)

Pouzité laboratérne pomocky

bakteriologické filtre S-Pak Filters 0,22 pm (Merck Millipore, USA)

filtracny papier

formy na pripravu agarézovych blockov

hlinikova folia

kryoskimavky CryoPure Tube 1,8 ml (Sarstedt, Nemecko)

laboratorne sklo (Fisherbrand, USA; SCHOTT DURAN, Nemecko; Simax, CR)
latexové a nitrilové rukavice (Hartmann; OneMed)

mikroskamavky 1,5 ml a 2,0 ml (Eppendorf, Nemecko)
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noznice

parafilm

PCR platni¢ky (Biologix, Cina)

PCR stripy 200 pl (Biologix, Cina)

pinzety

plastové krabicky na kryoskimavky, mikroskimavky a stripy

plastové Petriho misky o priemere 90 mm (Ligamen)

plastové stojany na skimavky a mikroskumavky

plastové zamky na mikroskimavky

polystyrenova krabica na chladenie vzoriek l'adom

pracovny chladiaci stojan na mikrosktimavky

pravitko

prislusenstvo (formy, hrebene) na pripravu gélov (Bio-Rad, USA)
skalpely (Medin, CR)

sterilné Densi-La skumavky 15 ml (Gama Group, CR)

sterilné dierované veka na plastové skamavky 50 ml (Bio-Rad, USA)
sterilné jednorazové ihly (BD Microlance™ 3, USA)

sterilné jednorazové plastové hokejky (Biologix, Cina)

sterilné jednorazové plastové kI'u¢ky 1 pl a 10 ul (Biologix, Cina)
sterilné jednorazové plastové Pasteurove pipety (Copan, Italie)

sterilné jednorazové plastové sérologické pipety (Fisherbrand, Kanada)
sterilné jednorazové $picky pre krokovaciu pipetu CombiTips advanced (Eppendorf, Nemecko)
sterilné plastové $picky k automatickym pipetam (Top-Line, Nemecko; Neptune Scientific,
USA)

sterilné plastové skimavky 50 ml (DispoLab, CR)

sterilné URIN skumavky 10 ml (CC-CITO-CONT, CR)

sterilné vatové tampony (Copan, Taliansko)

ustne ruska (Henry Schein, Nemecko)

zatavovacie krycie folie na PCR platnicky
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4.2 Metodiky

U vsetkych 205 prezumptivnych izolatov Enterobacter spp. bola izolovana gendmova DNA. Vzhl'adom
na velké mnozstvo bakterialnych izolatov bola DNA napipetovana do 41 POOLOV po 5 kmenoch.
Nasledne bola u takto nachystanej DNA vykonana simplexna PCR pre 8 hl'adanych génov blacrx-wm,
blaive, blavim, blakec, blanom, blaimi, blaces a blaoxa4s vyhodnotena pomocou gélovej elektroforézy.
Pozitivne vyhodnotené POOLY boli rozbalené a u prezumptivnych izolatov Enterobacter spp. bola
vykonand direct PCR na konkrétny hl'adany gén za tcelom ziskania koldnie nestcej zaujmovy gén.
Ako d’alsi krok bola pozitivna kolonia z direct PCR precistena. Vzorky boli pomocou krizového rozteru
trikrat preoCkované na médium MCA a Stvrtykrat na MPA. Zo Stvrtej pasaze bola odobrana jedna
kolonia, ktora sa pouzila na identifikaciu rodu Enterobacter spp. pomocou MALDI-TOF. Pokial’ sa
jednalo o iny bakterialny druh ako Enterobacter spp., izolat bol z tejto zbierky vyradeny. Taktiez bola
u kmenov opéat’ overena pritomnost’ hl'adaného génu pomocou simplexnej PCR a pripadne Sangerovou
sekvenaciou.

Vsetky cCisté bakterialne izolaty nesuce zaujmové gény boli zamrazené a boli d’alej charakterizované.
Jednalo sa o fenotypové testy rezistencie (Mastdisc a MIC) a ich fylogeneticka pribuznost’ (restrikéné
Stiepenie enzymom Xbal s vyuzitim pulznej gélovej elektroforézy).

4.2.1 Detekcia génov kodujucich rezistenciu na p—laktamy

4.2.1.1 Izolicia bakterialnej genémovej DNA

Presumptivne kmene Enterobacter spp. boli nao¢kované na MPA s pridavkom antibiotika cefotaxim
(2 ml/1) alebo meropeném (0,125 mg/1) S0 ZnSO4 (100 mg/l) a 2,1 g NaHCOs (4,2 g/l) a boli kultivované
cez noc pri teplote 37 °C. Na druhy defi boli vypestované kultary rozsuspendované v 500 pl destilovanej
vody v Eppendorfovych mikroskimavkach (1,5 ml) a boli vortexované. Mikroskimavky boli vlozené
po dobu 10 mintt do blokového ohrievaca nastaveného na teplotu 100 °C pre lyzu bakterialnych buniek.
Po inkubacii boli mikroskiimavky vlozené do centrifugy na dve minuty pri 13 000 ot./minttu. Nakoniec
bol supernatant obsahujuci izolovana bakterialnou gendomovi DNA napipetovany do sterilnej
Eppendorfovej mikroskumavky (1,5 ml) a bol uchovany v mraznicke pri teplote -20 °C.

4.2.1.2 Polymerazova retazova reakcia (PCR)

Prvym krokom k realizacii polymerazovej ret'azovej reakcie bola priprava simplexnej PCR zmesi v PCR
boxe podl'a rozpisu (vid'. Tabulka 6).

Reakéna zmes bola pripravena zmieSanim MasterMix, PCR vody a oboch primerov. Tato zmes bola
homogenizovana pomocou vortexu a odstredena pomocou malej centrifugy. Nasledne bola pripravena
zmes napipetovand do PCR platnicky alebo stripov, kde do kazdej mikroskimavky bolo napipetovanych
12 pl tejto zmesi. Dalej bolo do kazdej skimavky napipetovany 1 pl bakteridlnej DNA a nakoniec
negativna a pozitivna kontrola. Po pridani vsetkych komponentov boli mikroskimavky odstredené
pomocou centrifugy. Na zaver boli stripy alebo platnicky vlozené do termocykleru, ktory bol spusteny
podla parametrov uvedenych v Kapitole 9 v Tabulka 15. Produkty PCR reakcie boli detekované
pomocou gélovej elektroforézy uvedenej v kapitole 4.2.1.4 a pozitivne PCR produkty boli overené
pomocou Sangerovej sekvenacie podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.2.1.5.
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Tabulka 6 Rozpis PCR zmesi na jednu vzorku

Komponenty Objem komponenty [ul]
MasterMix 6,25
PCR H,O 4,75
Primer Fw (10 uM) 0,5
Primer Rv (10 uM) 0,5
DNA 1
Sucet 13

4.2.1.3 Direct PCR

Direct PCR sluzi pre testovanie jednotlivych koldnii neprecistenych kmenov, umoziuje otestovat’ vel'ky
pocet kolonii, a tak zachytit’ koloniu nesucu zaujmovy gén.

Do popisanych platniciek bolo sterilnym $paradlom odpichnutych 5 nahodnych kolonii a rovnakym
$paradlom bola urobena oznacena Ciarka na nova misku. Do kultary v platni¢ke bola pridana PCR zmes.
Dalej bola platnika uzatvorena hlinikovou foliou a bolavliozena na 1 minttu do centrifiigy.
V nasledujiicom kroku bola platni¢ka vlozena do cykleru, kedy program pre testovany gén bol upraveny
v prvom kroku tivodnej denaturacie na 10 minut, aby doslo k Iyze bakterialnej kultary. Pritomnost’
génov bola overena pomocou gélovej elektroforézy uvedenej v kapitole 4.2.1.4.

Obrazok 22 Direct metoda
(autor Kocurové)

4.2.1.4 Gélova elektroforéza

Pre vizualizdciu PCR produktov bola pouzitd gélova elektroforéza. Najprv bol pripraveny
v Erlenmeyerovej banke 1,5% agarézovy gél rozpustenim 1,2 g agardzy v 80 ml sterilného TBE pufru.
Tato zmes bola varend v mikrovlnnej tribe pokial’ sa agardza Uplne nerozpustila. Nasledne bola zmes
schladena pod pradom studenej vody. Akonahle sa zmes ochladila na 60 °C, pridalo sa 80 pul zriedeného
farbiva Midori Green. Cely roztok sa kratko mieSal a vylial do pripravenej elektroforetickej formy
s hrebenimi. Nadbyto¢né bubliny boli odstranené pomocou sterilnej pipetovacej $picky. Elektroforeticka
vaiia bola naplnend dostatocnym mnozstvom 1x TBE pufru, aby dosiahol priblizne 0,5 cm nad gél. Po
30 minutach pripraveny gél stuhol a bol z neho opatrne odstraneny hreben. Zatuhnuty gél bol preneseny
do TBE pufru v elektroforetickej vani. Jamky boli naplnené 4 ul PCR produktu a kontrol. DNA rebri¢ek
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bol pridany na zaciatok a koniec kazdej linie gélu, aby bolo mozné vyhodnotenie gélu. Elektroforeticka
vana bola nastavena na pomer 180 V/400 mA na 45 mintt. Po ukonceni procesu elektroforézy bol gél
vlozeny do fotodokumenta¢ného zariadenia, kde bol vyfoteny a vyhodnoteny.

4.2.1.5 Preclistenie PCR produktu pre Sangerovo sekvenovanie

Klasicky postup Sangerovej metddy spociva v syntéze protilahlého ret'azca DNA vyuzitim radioaktivne
znaceného primeru. Reakcia prebieha v Styroch skimavkach, z ktorych v kazdej sa nachadzaju vsetky
Styri deoxy—nukleotidy (ANTP), ale pre kazda skumavku je Specificky maly pridavok ur¢itého ddNTP
(ddATP, ddCTP, ddTTP a ddGTP) (vid. Obrdzok 23). Malé mnozstvo tychto dideoxy—nukleotidov
sposobi, ze dochadza v prvom rade k zaclefiovaniu Standardnych dNTP a len vynimocne ddNTP,
ktorymi sa zastavuje syntéza DNA retazca. V kone¢nom dosledku vznikne v kazdej skiimavke
populacia rozne velkych DNA fragmentov zakonéenych konkrétnym ddNTPPZ, Tieto fragmenty sa
elektroforeticky separuju na polyakrylamidovom géli a vyhodnocuji podobne ako v pripade chemicke;j
metddy sekvenovania DNAPS,

Pre precistenie PCR produktu bolo do kazdého stripu s PCR produktom pridanych 130 ul DF pufru.
Nasledne bola zmes premiesana pomocou pipety a bola prenesena na kolonku so zbernou skiumavkou.
Kolonky so zbernymi skumavkami boli vloZzené do centrifigy na 1 minttu pri 14 000 ot./min. Po
scentrifugovani bol supernatant vyliaty do odpadkovej kadi¢ky. Potom bolo do koldéniek pridanych
600 ul wash pufru a opét’ boli centrifugované pri 14 000 ot./min. Supernatant bol vyliaty a kolonky boli
opét’ centrifugované pri 14 000 ot./min. po dobu 3 minuat. Nasledne boli kolonky vybrané zo zbernej
skimavky a boli prelozené do sterilnych skumaviek Eppendorf. Do stredu kazdej kolonky bolo
napipetovanych 25 pl predhriatej PCR vody na 65 °C. Zmes sa nechala inkubovat’ po dobu 5 minnt.
Nasledne boli kolonky v skimavkach vlozené do centrifigy na 2 minuaty pri 14 000 ot./min. Na zaver
bolo pred zaslanim pre analyzu do skimaviek Eppendorf napipetovanych 7,5 pul DNA a 2,5 pl
Fw primeru. Takto nachystany precisteny PCR produkt s primerom bol odoslany do firmy Macrogen
(Amsterdam, Holandsko), kde bolo vykonané Sangerovo sekvenovanie. Vysledky boli nasledne
vyhodnotené v programe Geneious 9.1.8 s pomocou dr. Sukkar.
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Obrazok 23 Klasickd Sangerova metéda sekvenovania DNAP!
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4.2.2 Hmotnostna spektrometria MALDI-TOF

Hmotnostnd spektrometria S laserovou desorpciou/ionizaciou za pritomnosti matrice s preletovym
analyzatorom (MALDI-TOF) je pouZivand pre stanovenie molekulovych hmotnosti réznych
chemickych zlugenin!®l,

Bakterialne izolaty, u ktorych sa prostrednictvom PCR a elektroforézy potvrdila pritomnost’ génov
kédujucich produkeiu karbapenemaz, bolo nasledovne identifikované pomocou MALDI-TOF. Den
dopredu boli bakterialne izolaty naockované na médium MPA. Malé mnozstvo precistenej bakterialnej
kultary bolo nanesené v tenkej vrstve na nerezovt dosti¢ku (vid’. Obrdzok 24). Na kultiru bolo kvapnuté
malé mnozstvo matrice a potom sa cakalo na viditelné uschnutie dosticky. Nerezova dosticka bola
vlozena do pristroja, boli nastavené prislusné parametre a bol spusteny proces merania, pri ktorom
dochédzalo k ozarovaniu zmesi vzorky a matrice laserom. Matrica absorbovala dodant energiu a svojim
rozkladom ionizovala molekuly vzorky, ktoré sa nasledne separovali na zaklade pomeru ich
molekulovej hmotnosti a naboja. Podla doby dopadu ionizovanych castic na detektor vznikol
charakteristicky profil hmotnostného spektra daného bakterialneho kmenal®l.

Obrazok 24 Nanasanie bakterialnej kolonie na nerezovu dosticku
(autor Kocurova)

4.2.3 Fenotypové testy rezistencie

V ramci fenotypovych testov rezistencie bola pomocou komerénych testov stanovena produkcia AmpC
B-laktamaz, ESBL a karbapenemaz. Zaroven bola stanovena minimalna inhibi¢na citlivost’ baktérii
voci 24 antibiotikdm mikrodilu¢nou metodou.

4.2.3.1 Mastdisc™ combi D72C AmpC, ESBL a karbapenemaza test

Na detekciu produkcie AmpC p-laktamaz, ESBL a karbapenemaz bol pouzity komeréne dostupny
kombinovany test Mastdisc ™.

Cisté bakteridlne kultiry boli naockované na jednu $tvrtinu MPA s prislusnym antibiotikom. Ako
pozitivna kontrola producenta AmpC B-laktamazy bol pouzity kmen E. coli CE 279 e4 (o¢kovany na
MPA + CTX), pozitivna kontrola producenta ESBL bol pouzity kmen E. coli 172 DI/B (o¢kovany na
MPA + CTX). Ako negativna kontrola bol pouzity kmeni E. coli ATCC 25922 (bez produkcie
B—laktamazy, ktory bol ockovany na MPA bez ATB). Vsetky vzorky boli inkubované pri 37 °C cez noc.
Druhy den boli sterilné skimavky naplnené 5 ml sterilného fyziologického roztoku pomocou krokove;j
pipety. Niekol’ko kolonii zkazdej vzorky bolo rozsuspendovanych ahomogenizovanych vo
fyziologickom roztoku pomocou vortexu. Zakal suspenzie bol zmerany pomocou Densi—La—Metru
apripadne bol upraveny pridanim kolonii alebo roztoku tak, aby zakal zodpovedal norme
McFarlandovej stupnice 0,5 CFU/ml. Do sterilnych misiek s agarom bolo vyliate pripravené inokulum
a prebytoény roztok bol odpipetovany plastovou Pasteurovou pipetou. Do naockovanej misky boli
sterilnou ihlou polozené disky A, B, C, D, E a F podl'a schémy uréenej vyrobcom. Po umiestneni diskov
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boli misky umiestnené do termostatu a boli inkubované pri 37 °C do d’alsieho dna. Zoznam diskov
vratane jeho detekcie je uvedeny v kapitole 4.1.3.

Treti den boli pomocou pravitka zmerané inhibicné zony vsetkych diskov a boli zaznamenané do
elektronickej kalkulacky D72C ESBL/AmpC/Carbapenemase Calculator od vyrobcu. Tento protokol
automaticky vypocital rozdiely medzi jednotlivymi zénami a urcil fenotypovy profil izolatu (producent
ESBL, AmpC, obidvoch alebo ziadneho a taktiez suspektnej karbapenemazy).

4.2.3.2 Mastdisc™ combi D73C carba plus test

U bakterialnych izolatov, kde vteste Mastdisc™ combi D72C bola zaznamenana suspektna
karbapenemaza bol pre douréenie vykonany eSte fenotypovy test Mastdisc™ combi D73C. Pracovny
postup bol podobny ako v kapitole 4.2.3.1, avsak bolo pouzitych 5 odlisnych diskov (A, B, C, D a E)
pre detekciu CPE a OXA-48. Zoznam diskov vratane jeho detekcie je uvedeny v kapitole 4.1.3. Pre
vyhodnotenie bola taktieZ pouzita elektronicka kalkula¢ka od vyrobcu D73C Carba plus Calculator.

4.2.3.3 Testy minimalnej inhibi¢nej koncentracie MIKROLATEST

Stprava MIKROLATEST bol uréeny na stanovenie citlivosti k antibiotikdm baktérii cel'adi
Enterobacteriaceae na zaklade determinacie MIC (minimalnej inhibi¢nej koncentracie), tzn. najnizsej
koncentracie, ktora zabrani viditelnému rastu baktérii. Principom testu je rehydraticia antibiotik
v jamkach dosticky pomocou Mueller Hinton II bujonu a pridania bakterialnej suspenzie. Bakterialne
izolaty boli testované na 24 antibiotik (vid. Tabulka 3), kde sa jednalo o dve dosticky G-I a G-II.
Zoznam pouzitych antibiotik, vratane koncentraénej rady a vyrobcu je uvedeny v Kapitole 4.1.3.

V prvy den boli naockované bakterialne kmene a kontrolny kmein ATCC 25-922 ako v kapitole 4.2.3.1.
Druhy den boli sterilné skimavky naplnené 2 ml sterilného fyziologického roztoku pomocou krokove;j
pipety. Niekol'ko kolonii zkazdej vzorky bolo rozsuspendovanych ahomogenizovanych vo
fyziologickom roztoku pomocou vortexu. Zakal suspenzie bol zmerany pomocou Densi—La—Metru
apripadne bol upraveny pridanim kolonii alebo roztoku tak, aby zakal zodpovedal norme
McFarlandovej stupnice 0,5 CFU/mI. Z bakterialnej suspenzie bolo prenesenych 60 pl do skimaviek
s 13 ml suspenzného média MIC a bol dobre homogenizovany. Dosticky boli opatrne vybrané
Z aluminiového obalu a bola odstranena folia. Dosticky boli popisané ¢islom vySetrovanej kultury a do
vSetkych 96 jamiek bolo napipetovanych 100 ul suspenzného média MIC pomocou multikanalovej
pipety. Nainokulovana dosti¢ka bola vlozena do PE obalu, ktorého okraje boli zahnuté pod dosticku tak,
aby nedochadzalo k vysychaniu inokula. Dosticky boli vlozené do termostatu na dobu 16 hodin pri
37 °C. Nasledujuci den boli dosticky z PE obalu vybrané a boli od¢itané vysledky podl'a Tabulka 7.
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Tabulka 7 Klinické breakpointy MIC (mg/l) pre Enterobacteriaceae podla EUCAST®®

EUCAST
Antibiotikum Skratka Citlivy Intermediarny Rezistentny

S I R
Ampicilin AMP <8 >8
Ampicilin/sukbaktadm AMS <8/4 >8
Amikacin AMK <8 16 >8
Aztreonam AZT <l 2-4 >4
Cefazolin CFZ <0,001 >4
Cefepim CEP <1 2-4 >4
Cefoperazon CPz <16 32 >64
Cefoperazon/sulbaktam CPS <16 32 >64
Cefotaxim CTX <I 2 >2
Ceftazidim CAZ <I 24 >4
Cefuroxim CXM <0,001 >8
Ciprofloxacin CIP <0,06 0,5 >0,5
Ertapeném ERT <0,5 1 >0,5
Gentamicin GEN <2 >2
Chloramfenikol CMP <8 >8
Kolistin COL <2 >2
Meropeném MER <2 4-8 >8
Netimicin NET <2 4 >8
Piperacilin PIP <8 16 >8
Piperacilin/tazobaktdm PIT <8/4 16/4 >8
Tetracyklin TET <0,5 >0,5
Tigecyklin TGC <0,5 2 >0,5
Tobramycin TOB <2 4 >2
Trimetoprim/sulfametoxazol | T/S <2/38 4/76 >4

4.2.4 Urcenie epidemiologickej pribuznosti metédou restrikéného Stiepenia DNA
S vyuzitim pulznej gélovej elektroforézy

4.2.4.1 Priprava gélovych blockov z bakterialnych kultar

Najskor boli naockované Cisté kultury na MPA s pridavkom meropenému (0,125 g mg/l), ZnSO,
(100 mg/l) a NaHCO:s (4,2 g/l) alebo cefotaximu (2,0 mg/1) a kontrolny kmen Salmonella enterica subsp.
enterica sérovar Braenderup H9812 na MPA bez antibiotika.

Ako prvé boli zapnuté dva vodné kupele a nechali sa temperovat na 50 °C a 55 °C. Potom bola
pripravena 1,6% SeaKem gold agardza, ktora bola temperovana pri teplote 55 °C. V 2 ml CSB bola
pripravena pomocou kl'ucky suspenzia testovanych kmenov a kontrolného kmena H9812 v denzila
skamavkach so zakalom 5,6 — 6 McFarlandovej stupnice. Potom bol pripraveny prislusny pocet
mikroskumaviek Eppendorf, do ktorych bolo napipetovanych 20 ul proteinazy K (20 mg/ml). Suspenzie
so zékalom 5,6 — 6 boli zvortexované a 200 pl homogénnej suspenzie bolo prepipetovanych do
prislusnych mikroskiimaviek Eppendorf s proteindzou K a pipetou jemne premiesané opakovanym
nasavanim a vypustanim. K 200 ul bunkovej suspenzie v mikroskimavkach Eppendorf bolo pridanych
200 pl 1,6% vytemperovanej SeaKem gold agar6zy a opakovanym nasatim a vypustanim pipetou bola
zmes premiesana. Zmes bola nasledne nanesena do tvoritok tak, aby sa nevytvorili ziadne bubliny, a bola
ponechana zatuhntt’ 15 mintt pri izbovej teplote.
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4.2.4.2 Bunkova lyza v agar6zovych blo¢koch

Najskor bolo pripravené prislusné mnozstvo lyzacného pufru (CLB). Potom boli blo¢ky premiestnené
do 5 ml CLB a inkubované 2 hodiny pri 54 °C vo vodnom kupeli za staleho trepania. Blocky museli byt
cely ¢as pod hladinou CLB.

4.2.4.3 Premyvanie agarézovych blo¢kov

Vo vodnom kupeli bola temperovana destilovana voda a TE pufor na 50 °C. Po skonceni lyzy bol
vymeneny CLB za destilovanti vodu a vzorky boli inkubované pri 50 °C vo vodnom kupeli po dobu 15
minut za staleho trepania. Tento proces bol este raz opakovany. Premyvaci krok bol nasledne opakovany
4x s predhriatym TE pufrom. Premyté blo¢ky boli uchované v ponorenom TE pufre (v cca 1,5 ml)
V kryoskiimavkach pri 4 °C az do zah4jenia restrik¢ného Stiepenia.

4.2.4.4 Restrikéné Stiepenie DNA v gélovych blo¢koch

Restrikéné stiepenie DNA v blo¢koch bolo vykonané s enzymom Xbal. Najskor sa nechal temperovat’
vodny kupel’ na 55 °C. Blo¢ky (vratane kontrol) boli z kryoskiimaviek vytahované pomocou mensej
$pachtli¢ky a plastovej kI'u¢ky. Blogky boli nakrajané pomocou skalpelu, pri¢om ich dizka zodpovedala
Sirke jedného zubu na hrebienku. Ziskané rezy bloCkov boli prenesené pomocou Spachtlicky do
popisanych stripov. Nasledne boli blocky premyvané po dobu 10 minut v 100 ul PCR H>O. Potom bola
pripravena restrikéna zmes (vid. Tabulka 8). Nasledne bola odpipetovand PCR H,O zo skimaviek,
pipetovanim premieSana restrikénd zmes a napipetovana v objeme 100 pl do kazdého stripu s blo¢kom.
Restrik¢né Stiepenie bolo realizované v termocyklere pri 37 °C po dobu 3 hodin. Pocas Stiepenia boli
pripravené 3 litre 0,5x TBE pufru, pricom z neho bolo 150 ml pouZitych na pripravu gélu. K zostatku
0,5x TBE pufru bola pripadana thiourea (cca na $pi¢ku skalpelu) a roztok bol uchovany v chladnicke.
Tiez bol pripraveny 1% agarozovy gél zmieSanim 1,5 g SeaKem gold agarozy so 150 ml 50x TBE (bez
thiourei). Agardza bola varend v mikrovinnej tribe a po uvareni temperovana pri 55 °C. Po skon¢eni
Stiepenia bola vymenena reakéna zmes za 100 ul sterilneho 0,5x TBE pufru a blocky boli inkubované
10 minat pri izbovej teplote. Nasledne bol odpipetovany TBE pufor, blocky boli naskladané na
hrebienok a boli ponechané zaschnut’ asi po dobu 20 minut. Potom bol hrebienok vlozeny do formy,
opatrne bol zaliaty 1% SeaKem gold agar6zou a gél bol nechany zaschnut’. Na zaver bola PFGE vana
naplnena vychladenym roztokom 0,5x TBE pufrom s thioureou, zapnuta hlavna a chladiaca jednotka,
vratane pumpy, bolo nastavené chladenie na 14 °C a skontrolovany obeh TBE pufru v systéme vane. Po
zatuhnuti gélu (30 mint) bol hrebienok vytiahnuty z gélu. Gél bol umiestneny do vane a nasledne bol
spusteny prislusny program.

Tabulka 8 Mnozstvo komponentov na jednu vzorku pri Stiepeni enzymom Xbal

Komponenty Objem komponentov [ul]
Destilovana voda 79,2
Reakény pufor 10x M 10
BSA 10
Xbal (50 U/ul) 0,8

4.2.45 Nastavenie programu PFGE

Podmienky pre Stiepenie Xbal enzymom boli nastavené nasledovne: pociatoény pulzny ¢as 2,2 sekundy;
koneény pulzny ¢as 54,2 sekundy; pomer diZok pulznych &asov 1; napitie 200 V (6 V/em); as behu 18
hodin.
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Obrdzok 25 PGFE aparatura
(autor Kocurova)

4.2.4.6 Farbenie gélu

Po skonéeni programu bol gél uzatvoreny do vanicky s farbiacim roztokom ethidium bromidu (10 mg/l)
po dobu 30 minut. V d’alsom kroku bol gél premyty v priblizne 1 litre chladenej destilovanej vody opét’
po dobu 30 minut. Po skonceni premytia bol gél vlozeny do fotodokumenta¢ného zariadenia, bol
vyfoteny a vyhodnoteny.

4.2.4.7 Vyhodnotenie gélu
Vyhodnotenie vyfotenych gélov prebiehalo v programe BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Belgicko)
a vysledkom bolo zostavenie dendogramov pre jednotlivé bakterialne rody.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Vyhodnotenie selektivnej kultivacie

V tejto diplomovej praci bola skimana zbierka 205 prezumptivnych izolatov z rodu Enterobacter spp.
ziskanych selektivnou kultivaciou na pode s pridavkom cefotaximu alebo meropenému z réznych typov
vod. Vzorky vody pochadzali z 3 miest v Ceskej republike (A, B a C). Z kazdého mesta boli odobrané
vzorky z nemocniénych odpadovych vod. V pripade pritoku a odtoku do COV a z riek nad a pod COV
boli ziskané vzorky iba z mesta A a B. Celkovo izolaty pochadzali z 11 réznych lokalit uvedenych
VvV Tabulka 9.

Najvicsie mnozstvo izoldtov pochddzalo z nemocni¢nych odpadovych véd (n=78), €o tvorilo 38,0 %
z celkového mnoZstva ziskanych izoldtov. Mensie mnoZstvo izolatov bolo ziskanych z okolia COV.
Z pritoku do COV bolo izolovanych 53 kmetiov, ktoré predstavovali 25,9 % z celkového zastipenia.
Podobne tak bolo aj v mieste odtoku z COV, kde bolo ziskanych 51 bakterialnych izolatov, pri¢om
predstavovali 24,9% zastipenie. Najmensie mnoZstvo kmefiov bolo ziskanych z riek v okoli COV.
Z rieky, ktora sa nachadzala nad COV bolo ziskanych 12 kmeiiov, ¢o tvorilo 5,9 %. TaktieZ bolo
ziskanych 11 kmefiov, ktoré pochadzali z rieky pod COV, ¢o tvorilo 5,4% zastipenie z celkového
mnozstva testovanych izolatov.

Tabulka 9 Prehlad izolovanych bakteridlnych kmernov na zaklade odberného miesta

. ) . . | Pocet skimanych izolatov [-] Podiel zastupenia [%]
Miesto odobratia | Oznadenie V iednotlivich V iednotlivich
vzoriek miesta Celkovo jednothivyc Celkovo jednotlivyc
miestach miestach
SHA 30 14,6
Nemocni¢na voda SHB 78 2 38,0 1,0
SHC 46 22,4
i v SIA 41 20,0
Pritok do COV SIB 53 12 25,9 59
Y SOA 38 18,5
Odtok z COV SOB 51 13 249 63
. v RUA 12 59
Rieka nad COV RUB 12 0 59 0.0
. v RDA 10 49
Rieka pod COV RDB 11 1 54 05
SUMA - 205 205 100 100
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5.2 Typizacia a charakterizacia bakterialnych izolatov

5.2.1 Detekcia génov kodujucich produkciu —laktamaz

Pre detekciu génov, ktoré koduju P-laktamazy, bola pouzitd metdéda PCR snaslednou gélovou
elektroforézou (priklad vyhodnotenia gélovej elektroforézy je znazorneny na Obrdzok 26 — detekcia
génu blaces). Bakterialne izolaty boli testované na pritomnost’ génov kodujucich produkciu ESBL
(blacrx-m, blages) a karbapenemaz (blaive, blavim, blakec, blanowm, blami, blages, blaoxa-4s).

Bl 23 451 2 345123 451 2345 PKAER
) P111 P135 P200

R1 234512 345 123 4512345PKNKR
P31 P34 P45 P49

Obrazok 26 Vyhodnotenie gélovej elektroforézy z direct PCR pre gén blaces
R-rebricek, P-POOL, PK—pozitivna kontrola, NK—negativna kontrola

V ziskanom subore 205 bakteriadlnych izolatov bola detekovana pritomnost’ tychto rezistentnych génov
u 36 izolatov Enterobacter spp. pochéazajucich celkovo zo Siestich réznych lokalit (vid’. Obrazok 27
a Tabul’ka 10). Vo zvy$nych piatich miestach (rieky nad a pod COV v mestach A aj B a v pritoku do
COV v meste B) nebola detekovana pritomnost’ izolatov nesticich zaujmové gény. Z celkovych 36
izolatov Enterobacter spp. bolo 23 izolatov kultivovanych na médiu s pridavkom cefotaximu a 13
izolatov na médiu s pridavkom meropenému (vid’. Tabulka 13).

Z 6smich hladanych génov bola néjdena iba polovica skimanych génov. Az v 50 % pripadoch bol
zachyteny gén blactx.m, ktory sa hlavne nachadzal u izolatov pochadzajicich z nemocni¢nych
odpadovych vod a v jednom pripade z odtoku COV v meste A. TieZ bol zachyteny s kombinaciou génu
blages (13,9 %), pricom tieto gény boli detekované opét’ U izolatov z nemocni¢nych odpadovych vod.
Podobne tak bolo aj v pripade samotného génu blages (30,6 %), ktory sa nachadzal tiez u izolatov
z nemocniénej odpadovej vody, avsak bol zachyteny iba v meste C a v odtoku COV v mestach A a B.
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Zaroven bola U jedného izolatu najdena aj kombinacia génov blacrx-m a blaoxa4s (2,8 %), ktory
pochadzal z odtoku COV v meste A. Posledny zachyteny gén predstavoval blanmc-a (2,8 %), ktory bol
detekovany u izolatu pochadzajiceho z odtoku COV z mesta A. Tento gén viak nebol detekovany
pomocou PCR, ale bol identifikovany na zaklade Sangerovej metddy sekvencie ked’ze zdiel'a podobnu

sekvenciu ako testovany gén blami.

LOKALITAA

CTH-M

GES+CTXM  OXA48+CTH-M

NMC-A

23 mNemocniéna voda W Pritok do COV Odtok z COV
LOKALITAC

12 LOKALITAB
10 2

8

6 1

4

2

) I .

CTHM GES GES+CTXM CTEM GES
B Nemocni¢na voda Odtok z COV

B Nemocni¢nd voda

Obrazok 27 Grafické zndzornenie detekovanych génov v subore 36 izolatov Enterobacter spp.

Tabulka 10 Detekované gény v subore 36 izolatov Enterobacter spp.

Miesto odberu
Detekovana Pritok ] Cel'kové. Cel’kové.
varianta génu bla Nemocni¢na voda do Odtok z COV | Zastupenie ZaStgPeme
cov [-] [%0]
C A A B

CTX-M 3 2 12 - 1 - 18 50,6
GES - - 9 - 1 1 11 30,6
GES+CTX-M 3 _ 2 - o 139
OXA-48+CTX-M — - _ 1 _ 1 28
NMC-A _ _ _ _ 1 _ 1 28
Sucet 6 2 23 1 3 1 36 100,0

Najcastejsim zaujmovym génom zachytenym v naSej zbierke izolatov Enterobacter spp. bol gén
blactxm (50,6 %) kodujuci produkciu Sirokospektralnej B-laktamazy. Na celosvetovej tGrovni sa
vyskytom Sirokospektralnych p-laktamaz v odpadovych vodach zaoberali Zaatout et al.’’l, ktori
porovnavali vysledky 57 s§tadii zameranych na kmene z celade Enterobacteriaceae produkujucich
ESBL. Zistenia tejto Stidie su podobné s vysledkami tejto prace, kde bola pozorovana prevalencia

kmenov produkujiucich CTX-M u 66,56 % izolatov naprie¢ Stidiami.
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Problematikou vyskytu Enterobacteriaceae produkujiicich karbapenemazy v Ceskej republike sa
zaoberala aj $tidia autorov Zemlickova et al.[ #7), ktori skamali vyskyt CPE v CR v rokoch 2011 —
2019. Jednym z vysledkov tejto tudie bolo zistenie, e najviac zastipené karbapenemazy v CR st
OXA-48, pricom v rokoch 2014 — 2019 bol detekovany zachyt Enterobacter cloacae v 161 pripadoch.
V naSej zbierke 36 izolatov Enterobacter spp. bola najcastejSie detekovana karbapenemaza GES
(30,6 %), kde sice nebola ur¢ena varianta, ale na zaklade fenotypovych testov bolo dokazané, ze tieto
izolaty boli producenti karbapenemdz. Jedind d’alSia detekovand karbapenemdza, ktora sa casto
nachadza u pacientov bola OXA-48 (2,8 %). Vzorky autorov Zemli¢kova et al. viak pochadzali priamo
od hospitalizovanych pacientov, narozdiel od vzoriek odpadovych vod pouzitych v tejto praci. Tento
rozdiel je pravdepodobnou pri¢inou odlisnosti vysledkov.

Z publikacie autorov Wilson et al.’®®l vyplyva, ze vyskyt CPE a pomer vyskytu génov rezistencie je
Vv jednotlivych krajinach Eurdpy odliSny. Autori uvadzaju, Ze tento rozdiel je spdsobeny rdznou
spotrebou antibiotik v jednotlivych krajindch a nemocniciach, pricom najvyssi vyskyt CPE bol
zaznamenany v Taliansku, Turecku a Spanielsku. Rozdiely v mnoZstve izolatov nesucich gény
rezistencie boli rovnako zaznamenané aj v mojej praci. Pocet pozitivne testovanych izolatov sa vyrazne
lisil v zavislosti na lokalite odberu danych testovanych vzoriek, ¢o moze byt’ spdsobené prave odlisnou
spotrebou antibiotik v konkrétnej nemocnici. Bohuzial' informéacie o konkrétnej spotrebe antibiotik
Vv nemocniciach nie s verejne dostupné a preto nie sme schopni tito domienku potvrdit’.
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5.3 Vyhodnotenie fenotypovych testov rezistencie

5.3.1 Vysledok produkcie p—laktamaz

U vsetkych 36 bakteridlnych izolatov, ktoré niesli gény pre produkciu P-laktamaz bol vykonany
fenotypovy test Mastdisc™. Na zaklade testu bola zistena produkcia AmpC B-laktamazy, ESBL
a takisto aj serinové karbapenemazy a karbapenemazy OXA-48 (vid’. Obrazok 28 a Tabulka 11).

Ako prvy bol vykonany Mastdisc™ combi D72C test pre zachytenie produkcie AmpC B-laktamazy
a ESBL. V tomto pripade bola najcastejSie detekovand produkcia ESBL & indukovatelné AmpC
(16,7 %). Hned za nim nasledovala produkcia AmpC & ESBL (11,1 %). Iba v dvoch pripadoch bola
zachytena produkcia AmpC (5,6 %) a Vv jednom pripade indukovatelné AmpC (2,8 %). Vzhl'adom na
to, Ze tento test skoro v 64 % pripadoch nedokazal rozlisit' produkciu p-laktamaz (suspektné
karbapenemazy alebo ESBL/AmpC s porinovou stratou), bol vykonany este dopliujuci Mastdisc™
D73C Carba plus test.

V druhom teste bolo testovanych zvyS$nych nejasne uréenych 23 izolatov. Tento test odhalil v 50 %
pripadoch produkciu serinovej karbapenemazy z celkovych 36 izolatov. Taktiez bola zachytena
produkcia AmpC s porinovou stratou (5,6 %), OXA-48 (2,8 %), a tieZ bol zaznamenany jeden negativny
a nejednoznacny vysledok (2,8 %).

suspektné
Indukovatelné karbapenemazy
AmpC alebo’ ESBL/AmpC s serinova
2,8 % porinovou stratou karbapeneméza
AmpC 63.9% 50%
5,6 % —~
ESBL &
indukovatelné
AmpC
16,7 %
i /A}
AmpC & ESBL AmpC's
11,1 % porinovou
stratou
nejednoznacny negativny OXA-48 9.6 %
28% 28% 28%

Obrazok 28 Graf produkcie p—laktamaz v subore 36 izolatov Enterobacter spp.
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Tabulka 11 Produkcia f—laktamaz u siuboru 36 izolatov Enterobacter spp.

Produkcia Pocet Zastupenie [%]
serinova karbapenemaza 18 50,0
ESBL & indukovatelné AmpC 6 16,7
AmpC & ESBL 4 11,1
AmpC 2 5,6
AmpC s porinovou stratou 2 5,6
Indukovatelné AmpC 1 2,8
OXA-48 1 2,8
negativny 1 2,8
nejednoznacny 1 2,8
suma 36 100,0

Problematikou vyskytu p-laktaméaz v odpadovych sa venovali aj autori Daoud et al.*® a Zaatout et al.[*7].
V stadii Daoud et al. pochddzali vzorky z nemocni¢nej odpadovej vody v Libanone. Zistili, ze izolaty
E. cloacae produkovali v 87,5 % AmpC B-laktamazu, ¢o v nasej $tadii bolo naopak, iba 41,8 % izolatov
v naSej zbierke patrilo k producentom AmpC p-laktamazy. Naopak autori Zaatout et al. skumali
celosvetovo okrem nemocniénej odpadové vody aj komunalne odpadové vody vratane riek v ich okoli.
V ich §tadii dospeli k zaveru, Ze k najbeznej$im producentom ESBL v odpadovych vodach patri E. coli,
po ktorej nasleduje Klebsiella spp. a Enterobacter spp. Okrem toho tvrdia, Ze v nemocni¢nych
odpadovych vodach bol zaznamenany najvyssi vyskyt ESBL, v nasom pripade bola produkcia ESBL
detekovana u 27,8 % izolatov (vid. Tabulka 13). Vysoky vyskyt producentov ESBL moéze byt
spOsobeny Castym uzivanim antibiotik 3. generacie cefalosporinov v jednotlivych nemocniciach
z roznych krajin sveta, ¢o nasledne selektuje producentov ESBL.

5.3.2 Vyhodnotenie fenotypu rezistencie k 24 antibiotikam

V subore 36 izolatov Enterobacter spp. bola d’alej ur¢ena minimalna inhibi¢na koncentracia
U 24 najcastejSie pouzivanych klinickych antibiotik pomocou komeré¢ného testu MIKROLATEST (vid'.
Obrazok 29 a Tabulka 12), pricom 20 testovanych antibiotik patrilo do skupiny s baktericidnym
ucinkom a 4 z nich s bakteriostatickym tu¢inkom.

Z B-laktdmovych antibiotik bola testovana rezistencia voc¢i roznym antibiotikdm patriacich do skupiny
penicilinov, cefalosporinov, karbapenémov a monobaktdmov. U testovanych penicilinov bolo v pripade
antibiotika ampicilin a ampicilin/sulbaktam zaznamenana rezistencia U vSetkych 36 izolatov
Enterobacter spp. (100 %). V pripade piperacilinu bola zaznamena rezistencia u 33 izolatov (91,7 %).
Najmenej cCasta rezistencia ztejto skupiny antibiotik bola zaznamenana V pripade antibiotika
piperacilin/tazobaktam, kde bolo rezistentnych iba 24 izolatov (66,4 %). U cefalosporinov bola
vSeobecne zaznamenana vysoka rezistencia izolatov. Pre antibiotika cefazolin a cefuroxim, patriace
do1l. a2. generacie cefalosporinov bola zaznamenanad rezistencia U vSetkych izolatov (100 %).
U antibiotik patriacich do 3. generacie cefalosporinov bola detekovand rézna miera rezistencie.
Najvyssia rezistencia bola zaznamenana U 29 izolatov k cefoperazonu a cefazidimu (80,6 %), za nimi
nasledoval cefotaxim (77,8 %) a cefoperazon/sulbaktam (33,3 %). Zo 4. generacie cefalosporinov bolo
testované antibiotikum cefepim, kde bola zaznamenana rezistencia u 25 izolatov (69,4 %). Zo skupiny
karbapenémov bola pozorovana rezistencia U 28 izolatov na ertapeném (77,8 %) au5 izolatov
na meropeném (13,9 %). Zo skupiny monobaktamov, bol testovany aztreonam, kde bola pozorovana
rezistencia u 25 izolatov (69,4 %). Kmene boli ziskané selektivnou kultivaciou, a preto sa ocakavalo, ze
budu rezistentné k penicilinovym antibiotikam a niz$im triedam cefalosporinov.
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U antibiotik patriacich do skupiny aminoglykozidov bola najvyssia rezistencia pozorovana u antibiotika
tobramycin (86,1 %) a gentamycin (77,8 %). Niz§ia miera rezistencie bola zaznemanana U netilmicinu
(66,7 %) a amikacinu (19,4 %), kde bola rezistencia zaznamenana iba u 7 izolatov. U chinolonového
antibiotika ciprofloxacinu bola zaznamena rezistencia u31 izolatov (86,1 %), naopak
u polypeptidového antibiotika kolistinu bola pozorovana rezistencia iba u 7 izolatov (19,4 %).

U antibiotik s bakteriostatickym ucinkom bola pozorovand rézna miera antibiotickej rezistencie.
Najviac kmenov vykazovalo rezistenciu na tetracyklinové antibiotika (100 %). Menej Casto bola
detekovana rezistencia v pripade amfenikolov (41,7 %), kde bolo testované antibiotikum
chloramfenikol. U pirimidinovych a glycylcyklinovych antibiotik bola zaznamenana rezistencia iba
u 9 izolatov (25,0 %), kde boli testované antibiotikd trimetoprim/sulfametozaxol a tigecyklin.

100%
% A s ad8 B BN BN B B B O BN O BN B
80% 8 - . a
70% a
60% a
50%
40%
30%
20% 3
10%
0%

N S S Q
c%%@{qe@ FEFFSFAEFFPIF S S S TS
Znacka antlblotlka [-]

Citlivé @ Intermediarne ™ Rezistentné

Citlivost’ baktérii vo¢i ATB [%]

Obrdzok 29 Graf fenotypu rezistencie k antimikrobialnym latkam 36 izolatov Enterobacter spp.
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Tabulka 12 Prehlad fenotypu rezistencie u 36 izoldtov Enterobacter spp.

Fenotyp rezistencie

Skupina il o lv{etzistentny PInvtetrmedizirny — tCitlivy

ATB izo(l);fov FEelE izo(l);fov el izo(l);fov S

[%6] [%6] [%6]

[-] [-] [-]

GEN 28 77,8 0 0,0 8 22,2

. . AMK 7 19,4 0 0,0 29 80,6
Aminoglykozidy NET 24 66,7 8 22,2 4 11,1
TOB 31 86,1 0 0,0 5 13,9

CFZ 36 100,0 0 0,0 0 0,0

CXM 36 100,0 0 0,0 0 0,0

CEP 25 69,4 7 19,4 4 11,1

Cefalosporiny CPZ 29 80,6 3 8,3 4 11,1
CPS 12 33,3 11 30,6 13 36,1

CAZ 29 80,6 6 16,7 1 2,8

CTX 28 77,8 4 11,1 4 11,1

Karbapenémy MER 5 13,9 12 33,3 19 52,8
ERT 28 77,8 0 0,0 8 22,2

Monobaktamy |AZT 25 69,4 2 5,6 9 25,0
AMP 36 100,0 0 0,0 0 0,0

Peniciliny AMS 36 100,0 0 0,0 0 0,0
PIP 33 91,7 3 8,3 0 0,0

PIT 24 66,7 2 5,6 10 27,8

Chinolény CIP 31 86,1 1 2,8 4 11,1
Polypeptidy COL 7 19,4 0 0,0 29 80,6
Pirimidiny T/S 9 25,0 0 0,0 27 75,0
Amfenikoly CMP 15 41,7 0 0,0 21 58,3
Glycylcykliny TGC 9 25,0 0 0,0 27 75,0
Tetracykliny TET 36 100,0 0 0,0 0 0,0

Antimikrobiélnej citlivosti sa vo svojej $tadii venovali autori Sib et al.['%%, kde sa zamerali na $tGdium
vyskytu a citlivosti ECC v nemeckych nemocni¢nych zariadeniach. V tejto $tadii bola najcastejsie
zaznamenana rezistencia na antibiotika piperacilin, cefotaxim, ceftazidim a ciprofloxacin. Naopak,
zvysena citlivost’ bola zaznamenana u antibiotik imipeném, meropeném a trimetoprim/sulfametozaxol.
Tieto vysledky sa zhoduju s nasimi vysledkami uvedenymi v Tabulka 12.
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5.4 Zakladna charakteristika jednotlivych izolatov pomocou PFGE

Pre urCenie klonalnej pribuznosti izolatov bola pouzita metdda restrikéného Stiepenia za vyuzitia pulznej
gélovej elektroforézy. Na zaklade pulznych profilov boli kmene zoradené do 20 nepribuznych klastrov,
kde do rovnakého klastru spadali izolaty so zhodnym makrorestrikénym profilom nad 85 % (vid'.
Obrdzok 30). Pokial’ bolo viac izolatov zaradenych do rovnakého pribuzného klastru, vzdy sa jednalo
0 izolaty s povodom z rovnakej lokality. Celkom bolo vyhodnotenych 35 izolatov. Jeden izolat nebol
zahrnuty do analyzy kvoli necitatel'nému vysledku.

~ 2SHCen5cef
2SHCen8cef
2SHCenl12cef
2SHCenl5cef
- 2SHCenlOcef
2SHCenllcef
2SHCenl6cef
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* 2SHCct2cef
2SHBenlcef
2SHAen2cefl
2SHCenldcef
2SHCen3cef
2SHCen20mer
2SHCen2mer
2SHCen24mer
28HCen23mer
28HCen9cef
2STAen8cef
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Obrdzok 30 Dendogram izoldatov Enterobacter spp.
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5.4.1 Suhrn charakterizacie 36 izolatov Enterobacter spp.

Ziskané charakteristiky 36 izolatov Enterobacter spp. boli sumarizované do vyslednej tabulky (vid'.
Tabulka 13). V prvom klastre bolo pribuznych 9 izolatov Enterobacter spp. Vsetky tieto izolaty
pochadzali z nemocni¢nej odpadovej vody z lokality C, pricom vsetky niesli gén blactx-m. U 7 izolatov
bola detekovana produkcia serinovej karbapenemazy, aj ked CTX-M patri do ESBL, a preto by bolo
potrebné overit’ tento vysledok pomocou celogendmovej sekvenacie, ¢o vSak nebolo obsahom tejto
prace. U izolatu 2SHCct2cef z klastru 1e bola detekovana kombinacia génov blactxm-m + blaces a bola
unej urcend nejednoznaénd produkcia karbapenemdaz. U izolatu 2SHCenl5cef z klastru 1b nebola
zaznamenana produkcia karbapenemazy. Do druhého klastru zapadala iba jedna vzorka, ktora
pochadzala znemocni¢nej odpadovej vody zlokality B. Bol unej detekovany gén blacrx-m
a pozorovana produkcia ESBL & indukovatelné AmpC. Izolat pochadzajici z tretieho klastru
pochadzal taktieZz z nemocni¢nej odpadovej vody, ale vyskytoval sa v lokalite A. U tohto izolatu bol
zachyteny gén blactx-m a produkcia serinovej karbapenemazy.

Vo $tvrtom klastre sa nachadzal izolat z nemocni¢nej odpadovej vody z lokality C a niesol gén blacrx-
m a produkoval ESBL & indukovatelné AmpC. Do piateho klastru boli zoradené dva izolaty, ktoré
pochadzali z nemocni¢nej odpadovej vody z lokality C a oba niesli gén blactx-m, pri€om prvy z nich
produkoval ESBL & indukovatelné AmpC a druhy ESBL & AmpC. Do Siesteho klastru zapadli 3
kmene pochadzajtice z nemocni¢nej odpadovej vody z lokality C. VSetky tieto izolaty niesli gén blaces
a v sulade s genotypom produkovali serinovi karbapenemézu. V siedmom klastri sa nachédzal iba jeden
izolat pochadzajici z nemocni¢nej odpadovej vody, ktory niesol kombinaciu génov blacrx-m + blages
a produkoval serinovi karbapenemazu.

Vzorky z 6smeho klastru pochadzali z pritoku a odtoku COV z lokality A. U kmena 2SIAen8cef
(Klaster 8a) bola detekovana kombinacia génov blactx-m + blaoxa-ss a produkcia OXA-48. V pripade
druhého kmenia 2SOAendcef (klaster 8b) bol detekovany gén blactx.m a produkcia ESBL &
indukovatelné AmpC. V deviatom klastre sa nachadzali 4 izolaty pochadzajuce z nemocnicnej
odpadovej vody z lokality A. U tejto skupiny izolatov boli zachytené gény blacrx-m a v troch pripadoch
blactx-m + blages. Bola u nich pozorovana produkcia ESBL & AmpC a tieZ serinova karbapenemaza.
V desiatom klastre sa nachadzal jeden izolat z nemocni¢nej odpadovej vody pochadzajicej z lokality C.
Bol u neho zachyteny gén blages a produkcia serinovej karbapenemazy. V nasledujucich klastroch sa
zakazdym v jednom klastre nachadzal jeden izolat.

V klastre 11 a 12 pochadzali izolaty z nemocni¢nej odpadovej vody z lokality C, pricom oba niesli gén
blages, avSak uvzorky z jedenasteho klastru bolo zaznamenané indukovatelné AmpC a u vzorky
z dvanasteho klastru AmpC, tieto kmene by bolo vhodné detailnejsie charakterizovat’ metodou WGS.
Vzorka z trinasteho klastru pochidzala z odtoku COV z lokality A. Niesla gén blaces a produkovala
AmpC s porinovou stratou. Vzorky z Klastru 14, 15, 16, 17 a 18 taktiez pochadzali z nemocni¢nej
odpadovej vody ale z réznych lokalit. Boli u nich zachytené gény blacrx-m a blaces, pri¢om produkovali
ESBL & indukovatelné AmpC, serinova karbapenemazu, ESBL & AmpC a AmpC so porinovou
stratou. V devitnastom klastre sa nachadzala vzorka z odtoku COV z lokality A, pri¢om niesla gén
blanmc-a @ produkovala serinovii karbapenemazu. Vzorka z 20 klastru pochadzala z nemocnicnej
odpadovej vody z lokality A a bol u nej zachyteny vyskyt génu blaces a produkcia AmpC. Posledna
vzorka, ktora pochadzala z odtoku COV z lokality B aniesla gén blages S produkciou serinovej
karbapenemazy nebola zaradena do klonalnej analyzy kvoli jej neCitateI'nému vysledku.

Diplomova praca bola zamerana na najCastejSie vyskytujuce sa gény udavajuce produkciu ESBL
a karbapenemdaz. Zo sthrnnej charakterizacie zbierky kmemiov Enterobacter spp. bolo zistené, Ze
genotyp izolatov nezodpovedal vo vSetkych pripadoch jeho fenotypu. Urcité varianty génu blaces
koduji produkciu karbapenemaz (serinové karbapenemazy), pricom vicsina z nich spdsobuje produkciu
ESBL. Z tohto dévodu by bolo vhodné izolaty d’alej charakterizovat’ celogendémovou sekvenaciou pre
zistenie celkového obsahu génov rezistencie, atym by sa vyjasnili nezhody genotypu a fenotypu.
Celogenomova sekvenacia vSak nebola napliou tejto diplomovej prace, ale vd’aka zistenym vysledkom
bude v rdmci projektu, ktorého je diplomova praca sucast'ou spraveny vyber izolatov na WGS.
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Tabulka 13 Suhrn charakterizacie 36 izolatov Enterobacter spp. cast’ 1

Detekovana

Nazov  |Selektivne| . .. | Miesto PFGE | "\ - rianta Produkcia Fenotyp rezistencie
izolatu médium odberu klaster S p-laktamaz
génu bla R I
Nemocni¢na .. | AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, COL,
2SHCen5cef | CEF C odpadova 1a CTX-M krse“nlfvri,z CIP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS, | MER
voda arbapenemaza CEP, ERT, NET, TOB
Nemocni¢na s AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, CIP,
2SHCen8cef |  CEF C odpadova 1a CTX-M |, ;e oV 1 CMP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS,| MER
voda arbapenhemaza CEP, ERT, NET, TOB
Nemocni¢na P AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, CIP, | /o
2SHCen12cef| CEF C odpadova 1a CTX-M SCHNOVA | 1T pIp PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS, CEP, '
karbapenemaza NET
voda ERT, TOB
Nemocni¢na eoativna | AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, CIP, | \\ o
2SHCen15cef| CEF C odpadova 1b CTX-M |, SAUVIA | rET pIp PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS, CEP, '
arbapenemaza NET
voda ERT, TOB
Nemocni¢na o AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, CIP,
2SHCenl10cef| CEF C odpadova | 1c CTX-M |, oorov | TET,PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS, CEP, | MER
voda arbapenemaza ERT, NET, TOB
Nemocni¢na o AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, CIP,
2SHCenllcef| CEF C odpadova 1d CTX-M krge“nlfvrfl, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS, CEP, | -
voda arbapenemaza MER, ERT, NET, TOB
Nemocni¢na o AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, CIP,
2SHCenl6cef|  CEF C odpadovd | 1d CTX-M |, 00" | TET,PIP,PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS, CEP, | MER
voda arbapenemaza ERT, NET, TOB
Nemocniéna inova | AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, COL,
2SHCen8mer | MER C odpadova 1d CTX-M |, ge ovd | CIP, TET, PIP, PIT, CTX, XAZ, CPZ, CPS, | -
voda arbapenemaza CEP, ERT, NET, TOB
Nemocniénd CTXM AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, COL,
2SHCct2cef |  CEF C odpadova le ogs | | neiednoznacné | CIP, CMP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, | -
voda CPS, CEP, MER, ERT, TGC, NET, TOB
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Tabulka 13 Suhrn charakterizacie 36 izolatov Enterobacter spp. cast 2

Detekovana

Nazov Selektivne| | .. Miesto PFGE AR Produkcia Fenotyp rezistencie
izolatu médium odberu klaster X p-laktamaz
génu bla R |
Nemocniéna ESBL induk. | AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHBenlcef | CEF B odpadova 2 CTX-M AmnC | _COL, TS, CIP, CIP, CMP, TET, PIP,  [PIT, CPS
voda P CTX, CAZ, CPZ, CEP, TGC, NET, TOB
Nemocniéna P AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHAen2cef | CEF A odpadova 3 CTX-M | ;e °vd | AMK, CIP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, | MER
voda arbapenemaza| — cpz Ccps, CEP, ERT, NET, TOB
Nemocniéna ESBL. induk AMP, AMS, CFZ, CXM, GEN, CIP, AZT,
2SHCenldcef | CEF C odpadova 4 CTX-M AnG | CMP,TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, | CPS,
voda P CEP, ERT NET
Nemocniéna ESBL induk. | AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, CIP,
2SHCen3cef | CEF C odpadova 5a CTX-M AmnC | AMK, CMP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, |  CEP,
voda P CPZ, CPS, MER, ERT, TGC, TOB NET
Nemocniéna AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN, T/S,
2SHCen20mer| MER C odpadova 5h CTX-M | ESBL, AmpC | CIP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS
voda CPS, ERT, TGC, NET, TOB
Nemocni¢na , , AMP, AMS, CFZ, CXM, GEN, AMK, CPS
2SHCen2mer | MER C odpadova 6a GES |, rge“nlfv;, CIP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, Cep
voda arbapenemaza ERT, NET, TOB
Nemocni¢na , , AMP, AMS, CFZ, CXM, GEN, AMK, CTX,
2SHCen24mer| MER C odpadova 6b GES |, rge“nrfvni, CIP, TET, PIP, PIT, CAZ, CPZ, ERT, CPS,
voda arbapenemaza NET, TOB CEP
Nemocni¢na
; serinova | AMP, AMS, CFZ, CXM, CIP, TET, PIP, | CPZ,
2SHCen23mer|  MER ¢ Odf;ggg"a bc GBS |yarbapenemaza|  PIT, CTX, CAZ, ERT, NET, TOB CEP
Nemocniéna CTXM o AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, CIP, s
2SHCen9cef | CEF C odpadova 7 oEs | |k germova, CMP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, | <=2
voda arbapenemaza CEP, ERT, TOB
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Tabulka 13 Suhrn charakterizacie 36 izolatov Enterobacter spp. cast' 3

Detekovana

Nazov Selektivne . Miesto PFGE ) Produkcia Fenotyp rezistencie
., e Lokalita varianta .
izolatu médium odberu klaster . p-laktamaz
génu bla R |
, AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SIAengcef | CEF A P“ctookvd" 8a 8%\'_':1"8’ OXA-48 | AMK, COL, T/S, CIP, CMP, TET, PIP, |  CEP
PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS, TGC, NET
] ESBL induk. | AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SOAendcef | CEF A | OdtokzCOV| 8b CTX-M AmoC | AMK, CIP, CMP, TET, PIP, CTX, | PIT, CPS
P CAZ, CPZ, CEP, NET, TOB
Nemocni¢na AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHAen3cef | CEF A odpadova %a CTX-M | ESBL, AmpC | T/S, CIP, TET, PIP, CTX, CAZ, CPZ, -
voda CEP, ERT, NET, TOB
Nemocni¢na CTXM o AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHAendcef | CEF A odpadova 9a oEs | i rlzermr?vr?l’ T/S, CIP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, |CPS, MER
voda arbapenemaza CPZ, CEP, ERT, NET, TOB
Nemocni¢na CTX-M AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHAen5cef | CEF A odpadova 9b oes | ESBL AmpC | T/s,CIP, TET, PIP, CTX, CAZ, CPZ, MER
voda CEP, ERT, NET, TOB
Nemocni¢na CTX-M , , AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHAenlcef | CEF A odpadové 9c oEs |k rljermr(l)vri' CIP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CPZ, CPS
voda arbapenemaza CEP, MER, ERT, NET, TOB
Nemocni¢na . PIP, CTX,
2SHCen21mer| MER C odpadova 10 GES serinovéd | AMP, AMS, CFZ, CXM, CIP, CMP, CAZ.
karbapenemaza TET, ERT, TGC, TOB
voda CEP, NET
Nemocni¢na
2SHCenlmer MER C odpadova 11 GES induk. AmpC AMP, AMS, CFZ, CXM, CMP, TET, CAZ
PIP, TGC
voda
Nemocni¢na
; AMP, AMS, CFZ, CXM, COL, CIP, | PIP, CAZ,
2SHCen7mer MER C od\[;iggVa 12 GES AmpC TET, TOB NET
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Tabulka 13 Suhrn charakterizacie 36 izolatov Enterobacter spp. cast 4

Detekovana

Nazov Selektivne | | \ ..o Miesto PFGE AR Produkcia Fenotyp rezistencie
izolatu médium odberu klaster . p-laktamaz
génu bla R |
. AmpC s AMP, AMS, CFZ, CXM, GEN, CIP, CTX,
2SOAenlSmer|  MER A |OdiokzCOV | 13 GES | orinovoustrat.|  TET, PIP, PIT, CPZ, ERT, TOB CAZ
Nemocni¢na ESBL induk. | AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHAenl4mer| MER A odpadova 14 CTX-M : " | TET, PIP, CTX, CAZ, CPZ, CEP, NET, -
voda AmpC TOB
Nemocni¢na . AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHBen2cef | CEF B odpadova 15 CTX-M ESBALn']'”Cd“k' COL, T/S, CIP, CMP, TET, PIP, CTX, ?\|AE§
voda P CPZ, CEP, TOB
Nemocni¢na o AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHCen18cef | CEF C odpadova 16 CTX-M | rse““rfvri, T/S, CMP, TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, | CPS
voda arbapenemaza | cpz CEP, ERT, TGC, NET, TOB
Nemocni¢na AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHCenl4mer| MER C odpadova 17 GES ESBL, AmpC | T/S, CIP, CMP, TET, PIP, CTX, CPZ, | CAZ
voda CEP, NET, TOB
Nemocni¢na AMDC S AMP, AMS, CFZ, CXM, AZT, GEN,
2SHCen2cef | CEF C odpadova 18 GES Orinoz <rat. | AMK, CMP, TET, PIP, PIT, CTX,CAZ, |  CPS
voda porinovousttat-1 - cp7 CEP, ERT, TGC, NET, TOB
2SOAensmer | MER A |OdiokzCOV| 19 | NMC-A serinova | AMP, AMS, CFZ, CXM, TET, MER, | pp
karbapenemaza ERT
Nemocniéna AMP, AMS, CFZ, CXM, CIP, CMP, | AZT,
2SHCct3cef | CEF C odpadova 20 GES AmpC TET, PIP, PIT, CTX, CAZ, CEP, ERT, | CPZ
voda NET, TOB MER
. serinova AMP, AMS, CFZ, CXM, CIP, CMP CTX,
2SOBen7mer | MER B | OdokzCOV ) - GES | \arbapenemaza TET, PIP, PIT, CAZ, ERT %F;ZP'
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6 ZAVER

Objav antibiotik bol jednym z najvac¢Sich uspechov l'udstva v 20. storoci, ktory sposobil revoluciu
VvV modernej biomedicine. AvSak nadmerné pouzivanie akéhokol'vek terapeutického lieCiva zvySuje
potencial rozvoja rezistencie. Tato diplomova praca je zamerana na ulohu odpadovych vod v Sireni
génov rezistencie K vyznamnym klinickym antibiotikam ako st cefalosporiny a karbapenémy. Cielom
prace bolo detekovat’ izolaty Enterobacter spp. rezistentnych k p—laktamovym antibiotikam
z mestskych a nemocniénych odpadovych vod a z rieky v blizkosti COV. Nasledne bol u ziskaného
suboru izolatov Enterobacter spp. stanoveny mechanizmus rezistencie k f—laktamovym antibiotikam
a fenotypovy profil rezistencie ku klinicky vyznamnym antibiotikdm. Na zaver bola porovnana klonéalna
pribuznost’ izolatov Enterobacter spp. V ramci diplomovej prace bol zdokumentovany literarny prehl'ad
0 sucasnej problematike antibiotickej rezistencie, enterobakteroch ako vyznamnych humannych
patogénoch nesucich gény rezistencie k zasobnym antibiotikam, zékladny prehl’ad o f—laktamovych
antibiotikdch ako vyznamnej triede antibiotik, prehl'ad a vyznam mobilnych genetickych elementov
a vysvetlenie ulohy odpadovych vod v Sireni génov rezistencie.

U skiimanej zbierky 205 izolatov Enterobacter spp. z odpadovych vod bolo detekovanych 36 izolatov,
ktoré niesli zaujmové gény rezistencie. Najviac zastupeny gén bol blactx-m (50 %) a blages (30,6 %).
U Siestich izolatov bola detekovana pritomnost’ dvoch génov, jednalo sa 0 kombinaciu génov blages +
blactx-m (13,9 %) a blaoxa4s + blactx-m (2,8 %). U jedného kmena bol zaznamenany gén blanmc-a
(2,8 %). Z 36 izolatov nestcich zaujmovy gén, pochadzalo 31 z nemocni¢nych odpadovych vod
(z lokality A, B aC), jeden izolat pochadzal z pritoku do COV (z lokality A) a4 kmene pochadzali
z odtoku COV (z lokality A a B). U fenotypovych testov bola najéastejsie zaznamenana produkcia
serinovej karbapenemazy (50 %), &o je sposobené karbapenemizou GES. Dalej bola u izolatov
zaznamenana produkcia ESBL & indukovatelné AmpC (16,9 %), AmpC & ESBL (11,1 %), AmpC
(5,6 %), AmpC s porinovou stratou (5,6 %), indukovate'né AmpC (2,8 %), OXA-48 (2,8 %) a taktiez
bol zaznamenany jeden negativny a jeden nejednoznaény vysledok produkcie B—laktamaz (2,8 %). Pri
testovani minimalnej inhibi¢nej koncentracie bola zaznamenana rezistencia U vSetkych
36 charakterizovanych izolatov Enterobacter spp. na tetracyklinové antibiotika, penicilinové antibiotika
ampicilin a ampicilin/sulbaktam a cefalosporinové antibiotika cefazolin a cefotaxim. Naopak, velka
Cast’ izolatov bola citliva k antibiotikam amikacin (80,6 %), kolistin (80,6 %), trimetoprim/sulbaktam
(75,0 %) a tigecyklin (75,0 %). Na zaver bola uréena klonalna pribuznost’ izolatov pomocou pulznej
gélovej elektroforézy, kde boli kmene zoradené do 20 nepribuznych klastrov.

Antimikrobialna rezistencia je pretrvavajicim problémom celosvetového vyznamu. Poznatky
0 epidemiologii baktérii rezistentnych na antimikrobialne latky a mechanizmoch, ktoré sa na nich
podiel’aja, st jednym z nevyhnutnych krokov v boji proti nej. Moznym rieSenim, ako obmedzit’ $irenie
génov antibiotickej rezistencie do Zivotného prostredia cez odpadové vody, je vylepSenie procesu
Cistenia tychto vod v COV. Jednou z moznosti je zavedenie tzv. kvartérneho stupiia Cistenia, ktory
spociva vo vyuziti metdd ozonizacie, oxidacie, UV ziarenia a pridanie filtru s aktivnym uhlim. Cielom
je odstranenie rezidui antibiotik, ale aj d’alSich emergentnych polutantov uvolfiujicich sa do zivotného
prostredia, kde tvoria stresové faktory pre selekciu génov antibiotickej rezistencie u bakterialnych
spologenstiev. Je potrebné viak zdoraznit, Ze zavedenie tychto metod v COV je v sucasnosti
ekonomicky velmi naroc¢né a uskutocnite'né iba v rozvinutych krajinach. AvSak hlavnym cielom
Vv rieSeni antibiotickej rezistencie by mala byt dlhodobo udrzatelna rovnovaha medzi vSetkym v nasom
prostredi, vratane baktérii na podporu 'udského zdravia. Ako jedna z moznych odpovedi na zhorSujicu
sa situaciu antibiotickej rezistencie by sa mohol stat’ koncept ,,Jedného zdravia“, ktory navrhuje
komplexné interdisciplinarne rieSenie zameriavajuce sa nie len na zdravie ¢loveka, ale tiez zvierat
a celého zivotného prostredia ako vzajomne prepojenych a ovplyviujucich sa oblasti. Poznatky
prezentované v tejto diplomovej praci prispeli k pochopeniu antimikrobialnej rezistencie v odpadovych
vodach, ktoré su d’alej vypustané do zivotného prostredia.

65



7 ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]
[6]

[7]

[8]
[9]
[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]
[18]

[19]

LIMA, Lidia Moreira, Bianca Nascimento Monteiro da SILVA, Gisele BARBOSA a Eliezer J.
BARREIRO. B-lactam antibiotics: An overview from a medicinal chemistry perspective.
European journal of medicinal chemistry. 2020, ro¢. 208 [vid. 26. tinor 2022]. ISSN 1768-3254.
MOHR, Kathrin 1. History of Antibiotics Research. Current Topics in Microbiology and
Immunology. 2016, ro¢. 398, s. 237-272 [vid. 21. biezen 2022]. ISSN 21969965.

NEMETH, Johannes, Gabriela OESCH a Stefan P. KUSTER. Bacteriostatic versus bactericidal
antibiotics for patients with serious bacterial infections: systematic review and meta-analysis.
The Journal of antimicrobial chemotherapy. 2015, ro¢. 70, ¢. 2, s. 382-395 [vid. 26. tnor 2022].
ISSN 1460-2091.

HUTCHINGS, Matt, Andrew TRUMAN a Barrie WILKINSON. Antibiotics: past, present and
future. Current opinion in microbiology. 2019, ro¢. 51, s. 7280 [vid. 26. unor 2022]. ISSN 1879-
0364.

PANDEY, Neelanjana a Marco CASCELLA. Beta Lactam Antibiotics. Antibiotic Discovery and
Development. 2022, ro¢. 9781461414001, s. 79—117 [vid. 5. biezen 2022].

WORTHINGTON, Roberta J. a Christian MELANDER. Overcoming resistance to f-lactam
antibiotics. The Journal of organic chemistry. 2013, ro¢. 78, €. 9, s. 4207-4213 [vid. 7. biezen
2022]. ISSN 1520-6904.

BUSH, Karen a Patricia A. BRADFORD. B-Lactams and (3-Lactamase Inhibitors: An Overview.
Cold Spring Harbor perspectives in medicine. 2016, ro¢. 6, ¢. 8 [vid. 27. tnor 2022]. ISSN 2157-
1422,

Ilustrated Glossary of Organic Chemistry - Ring strain. [vid. 9. duben 2022]. Dostupné z:
https://www.chem.ucla.edu/~harding/IGOC/R/ring_strain.html

MILLER, Elissa Lane. The penicillins: a review and update. Journal of midwifery & women’s
health. 2002, ro¢. 47, ¢. 6, s. 426434 [vid. 4. btezen 2022]. ISSN 1526-9523.

DUAN, Xiao Yi, Yuan ZHANG, Jia Qing YAN, Yu ZHOU, Guo Hui LI a Xue Song FENG.
Progress in Pretreatment and Analysis of Cephalosporins: An Update Since 2005. Critical
reviews in analytical chemistry. 2021, ro¢. 51, €. 1, s. 55-86 [vid. 27. unor 2022]. ISSN 1547-
6510.

BUI, Toai a Charles V. PREUSS. Cephalosporins. NCBI. 2021 [vid. 1. biezen 2022].

KHAN, David A., Aleena BANERJI, Jonathan A. BERNSTEIN, Basar BILGICER, Kimberly
BLUMENTHAL, Mariana CASTELLS, Daniel EIN, David M. LANG a Elizabeth PHILLIPS.
Cephalosporin Allergy: Current Understanding and Future Challenges. The journal of allergy
and clinical immunology. In practice. 2019, ro¢. 7, €. 7, s. 2105-2114 [vid. 9. duben 2022]. ISSN
2213-2201.

ZONG, Zhiyong, Yu FENG a Alan MCNALLY. Carbapenem and Colistin Resistance in
Enterobacter: Determinants and Clones. Trends in Microbiology. 2021, ro¢. 29, ¢. 6, s. 473-476.
ISSN 0966-842X.

EL-GAMAL, Mohammed I., Imen BRAHIM, Noorhan HISHAM, Rand ALADDIN, Haneen
MOHAMMED a Amany BAHAAELDIN. Recent updates of carbapenem antibiotics. European
journal of medicinal chemistry. 2017, ro¢. 131, s. 185-195 [vid. 9. duben 2022]. ISSN 1768-
3254,

HUGHES, Luke D., Ahmed ALJAWADI a Anand PILLAI. An overview of carbapenemase
producing enterobacteriaceae (CPE) in trauma and orthopaedics. Journal of orthopaedics. 2019,
roc¢. 16, €. 6, s. 455-458 [vid. 1. biezen 2022]. ISSN 0972-978X.

Chemical structures of penicillin, cephalosporin, and carbapenem. The... | Download Scientific
Diagram. [vid. 9. duben 2022]. Dostupné z: https://www.researchgate.net/figure/Chemical-
structures-of-penicillin-cephalosporin-and-carbapenem-The-chirality-of-C6-

is_fig2 321839107

Monobactams. Meyler’s Side Effects of Drugs. 2016, s. 1097-1099.

BREWER, NELSON S. a WALTER C. HELLINGER. The monobactams. Mayo Clinic
proceedings. 1991, ro¢. 66, ¢. 11, s. 1152—1157 [vid. 5. bfezen 2022]. ISSN 0025-6196.

DA CRUZ CAMPOS, Ana Carolina, Natacha COUTO, Nathalia LUCAS DA SILVA
ANDRADE, Alex W. FRIEDRICH, Ana Claudia DE PAULA ROSA, Paulo VIEIRA
DAMASCO, Monika A. CHLEBOWICZ-FLISS a John W.A. ROSSEN. Virulence and

66



[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

resistance properties of E. coli isolated from urine samples of hospitalized patients in Rio de
Janeiro, Brazil — The role of mobile genetic elements. International Journal of Medical
Microbiology. 2020, ro¢. 310, ¢. 8, s. 151453, ISSN 1438-4221.

DE ANGELIS, Giulia, Paola Del GIACOMO, Brunella POSTERARO, Maurizio
SANGUINETTI a Mario TUMBARELLO. Molecular Mechanisms, Epidemiology, and Clinical
Importance of f-Lactam Resistance in Enterobacteriaceae. International journal of molecular
sciences. 2020, ro¢. 21, ¢. 14, s. 1-22 [vid. 27. tinor 2022]. ISSN 1422-0067.

NORDMANN, Patrice, Laurent DORTET a Laurent POIREL. Carbapenem resistance in
Enterobacteriaceae: here is the storm! Trends in molecular medicine. 2012, ro¢. 18, &. 5, s. 263—
272 [vid. 27. Gnor 2022]. ISSN 1471-499X.

BUSH, Karen a Jed F. FISHER. Epidemiological expansion, structural studies, and clinical
challenges of new f-lactamases from gram-negative bacteria. Annual review of microbiology.
2011, ro€. 65, s. 455-478 [vid. 27. unor 2022]. ISSN 1545-3251.

Schematic structure of Gram-positive and Gram-negative cell walls.... | Download Scientific
Diagram. [vid. 5. bfezen 2022]. Dostupné z: https://www.researchgate.net/figure/Schematic-
structure-of-Gram-positive-and-Gram-negative-cell-walls-Gram-positive-cell_fig2 294263540
KHANNA, Niloufar R. a Valerie GERRIETS. Beta Lactamase Inhibitors. StatPearls. 2021 [vid.
5. bfezen 2022].

WATKINS, Richard R., Krisztina M. PAPP-WALLACE, Sarah M. DRAWZ a Robert A.
BONOMO. Novel p-lactamase inhibitors: A therapeutic hope against the scourge of multidrug
resistance. Frontiers in Microbiology. 2013, ro¢. 4, ¢. DEC, s. 392. ISSN 1664302X.
HERNANDO-AMADO, Sara, Teresa M. COQUE, Fernando BAQUERO a José L.
MARTINEZ. Defining and combating antibiotic resistance from One Health and Global Health
perspectives. Nature microbiology. 2019, roc. 4, €. 9, s. 1432-1442 [vid. 11. duben 2022]. ISSN
2058-5276.

ASLAM, Bilal, Mohsin KHURSHID, Muhammad Imran ARSHAD, Saima MUZAMMIL,
Maria RASOOL, Nafeesa YASMEEN, Taif SHAH, Tamoor Hamid CHAUDHRY, Muhammad
Hidayat RASOOL, Agsa SHAHID, Xia XUESHAN a Zulgarnain BALOCH. Antibiotic
Resistance: One Health One World Outlook. Frontiers in cellular and infection microbiology.
2021, ro¢. 11 [vid. 11. duben 2022]. ISSN 2235-2988.

HUEMER, Markus, Srikanth MAIRPADY SHAMBAT, Silvio D BRUGGER a Annelies S
ZINKERNAGEL. Antibiotic resistance and persistence-Implications for human health and
treatment perspectives. EMBO reports. 2020, ro¢. 21, ¢. 12 [vid. 11. duben 2022]. ISSN 1469-
3178.

DEWI, Dewa A.P.Rasmika, Torsten THOMAS, Ana Masara Ahmad MOKHTAR, Noreen
Suliani Mat NANYAN, Siti Balgis ZULFIGAR a Nor Hawani SALIKIN. Carbapenem
Resistance among Marine Bacteria-An Emerging Threat to the Global Health Sector.
Microorganisms. 2021, ro¢. 9, ¢. 10 [vid. 10. duben 2022]. ISSN 2076-2607.

Primary mechanisms of b-lactam resistance in Enterobacteriaceae.... | Download Scientific
Diagram. [vid. 7. bfezen 2022]. Dostupné z: https://www.researchgate.net/figure/Primary-
mechanisms-of-b-lactam-resistance-in-Enterobacteriaceae-Hydrophilic-
channels_fig2_223962339

ADRIANA LIPTAKOVA a PAVOL JARCUSKA. REZISTENCIA ANTIBIOTIK A ICH
SPOTREBA. VIA PRACTICA 4. 2004 [vid. 11. duben 2022].

VENTER, Henrietta. Reversing resistance to counter antimicrobial resistance in the World
Health Organisation’s critical priority of most dangerous pathogens. Bioscience reports. 2019,
ro¢. 39, ¢. 4 [vid. 11. duben 2022]. ISSN 1573-4935.

WRIGHT, Gerard D. Bacterial resistance to antibiotics: enzymatic degradation and modification.
Advanced drug delivery reviews. 2005, ro¢. 57, ¢. 10, s. 1451-1470 [vid. 17. duben 2022]. ISSN
0169-409X.

BLAIR, Jessica M.A., Mark A. WEBBER, Alison J. BAYLAY, David O. OGBOLU a Laura
J.V. PIDDOCK. Molecular mechanisms of antibiotic resistance. Nature reviews. Microbiology.
2015, ro¢. 13, ¢. 1, s. 42-51 [vid. 11. duben 2022]. ISSN 1740-1534.

CHRISTAKI, Eirini, Markella MARCOU a Andreas TOFARIDES. Antimicrobial Resistance in
Bacteria: Mechanisms, Evolution, and Persistence. Journal of molecular evolution. 2020, ro¢.

67



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

88, ¢. 1,s.26-40 [vid. 7. bfezen 2022]. ISSN 1432-1432.

PAPP-WALLACE, Krisztina M., Andrea ENDIMIANI, Magdalena A. TARACILA a Robert A.
BONOMO. Carbapenems: past, present, and future. Antimicrobial agents and chemotherapy.
2011, rog. 55, ¢. 11, s. 49434960 [vid. 8. biezen 2022]. ISSN 1098-6596.

BUSH, Karen a Patricia A. BRADFORD. B-Lactams and -Lactamase Inhibitors: An Overview.
Cold Spring Harbor perspectives in medicine. 2016, ro¢. 6, ¢. 8 [vid. 17. duben 2022]. ISSN
2157-1422.

BUSH, Karen a George A. JACOBY. Updated Functional Classification of -Lactamases.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2010, ro¢. 54, ¢. 3, s. 969 [vid. 22. duben 2022]. ISSN
00664804.

LIVERMORE, David M. Defining an extended-spectrum beta-lactamase. Clinical microbiology
and infection : the official publication of the European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases. 2008, ro¢. 14 Suppl 1, ¢. SUPPL. 1, s. 3—10 [vid. 15. bfezen 2022]. ISSN
1198-743X.

BUSH, Karen. Past and Present Perspectives on B-Lactamases. Antimicrobial agents and
chemotherapy. 2018, ro¢. 62, ¢. 10 [vid. 11. duben 2022]. ISSN 1098-6596.

PANG, Zheng, Renee RAUDONIS, Bernard R. GLICK, Tong Jun LIN a Zhenyu CHENG.
Antibiotic resistance in Pseudomonas aeruginosa: mechanisms and alternative therapeutic
strategies. Biotechnology advances. 2019, ro¢. 37, €. 1, s. 177-192 [vid. 11. duben 2022]. ISSN
1873-1899.

KYRIAKIDIS, loannis, Eleni VASILEIOU, Zoi Dorothea PANA a Athanasios
TRAGIANNIDIS. Acinetobacter baumannii Antibiotic Resistance Mechanisms. Pathogens
(Basel, Switzerland). 2021, ro¢. 10, ¢. 3 [vid. 17. duben 2022]. ISSN 2076-0817.

BUSH, Karen. Alarming p-lactamase-mediated resistance in  multidrug-resistant
Enterobacteriaceae. Current Opinion in Microbiology. 2010, ro¢. 13, ¢. 5, s. 558-564. ISSN
1369-5274.

BONOMO, Robert A. p-Lactamases: A Focus on Current Challenges. Cold Spring Harbor
perspectives in medicine. 2017, ro¢. 7, ¢. 1 [vid. 17. duben 2022]. ISSN 2157-1422.

TAMMA, Pranita D., Yohei DOI, Robert A. BONOMO, J. Kristie JOHNSON a Patricia J.
SIMNER. A Primer on AmpC [-Lactamases: Necessary Knowledge for an Increasingly
Multidrug-resistant World. Clinical infectious diseases : an official publication of the Infectious
Diseases Society of America. 2019, ro¢. 69, ¢. 8, s. 14461455 [vid. 11. duben 2022]. ISSN 1537-
6591.

HELENA ZEMLICKOVA, ANNA SKALOVA, VLADISLAV JAKUBU a KATERINA
CHUDEJOVA. Vyskyt Enterobacteriaceae  produkujicich  karbapenemazy  (CPE,
Carbapenemase Producing Enterobacteriaceae) v Ceské republice v letech 2014-2015. Zpravy
epidemiologie a mikrobiologie. 2016, s. 235-238 [vid. 24. tnor 2022]. ISSN ISSN 1804 — 8676.
HELENA ZEMLICKOVA, LUCIA MALISOVA, VLADISLAV JAKUBU, PETRA
SPANELOVA, ANNA SRAMKOVA, Katefina a Jaroslav Hraba CHUDEJOVA. Vyskyt
Enterobacterales  produkujicich  karbapenemazy (cpe, carbapenemase- -producing
Enterobacterales) v &eské republice v letech 2014-2019. ZPRAVY CENTRA EPIDEmIOLOGIE
A mIKROBIOLOGIE (SZU, PRAHA) 2020, 29(3). 2020, s. 114-118.

JAROSLAV HRABAK a HELENA ZEMLICKOVA. Vyskyt multirezistentnich
gramnegativnich bakterii v Ceskych nemocnicich — upozornéni na problém Sireni bakterii
produkujicich  transferabilni  karbapenemdzy. [vid. 26. tnor 2022]. Dostupné z:
https://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:F3Im3CI8S9sJ:https://www.sneh.cz/
_soubory/_clanky/12.pdf+&cd=4&hl=sk&ct=cInk&gl=cz&client=firefox-b-d

MISHRA, Sulagna, Uli KLUMPER, Veiko VOOLAID, Thomas U. BERENDONK a David
KNEIS. Simultaneous estimation of parameters governing the vertical and horizontal transfer of
antibiotic resistance genes. Science of The Total Environment. 2021, ro¢. 798, s. 149174. ISSN
0048-9697.

LERMINIAUX, Nicole A. a Andrew D.S. CAMERON. Horizontal transfer of antibiotic
resistance genes in clinical environments. Canadian journal of microbiology. 2019, ro¢. 65, ¢. 1,
S. 3444 [vid. 8. biezen 2022]. ISSN 1480-3275.

FURUYA, E. Yoko a Franklin D. LOWY. Antimicrobial-resistant bacteria in the community

68



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

setting. Nature Reviews Microbiology 2006 4:1. 2006, ro¢. 4, ¢. 1, s. 3645 [vid. 20. biezen
2022]. ISSN 1740-1534.

MALACHOWA, Natalia a Frank R. DELEO. Mobile genetic elements of Staphylococcus
aureus. Cellular and Molecular Life Sciences. 2010, ro¢. 67, ¢. 18, s. 3057-3071 [vid. 8. biezen
2022]. ISSN 1420682X.

GRAF, Fabrice E., Martin PALM, Jonas WARRINGER a Anne FAREWELL. Inhibiting
conjugation as a tool in the fight against antibiotic resistance. Drug development research. 2019,
roC. 80, ¢. 1, s. 19-23 [vid. 8. biezen 2022]. ISSN 1098-2299.

JOHNSON, Christopher M. a Alan D. GROSSMAN. Integrative and Conjugative Elements
(ICEs): What They Do and How They Work. Annual review of genetics. 2015, ro¢. 49, s. 577—
601 [vid. 8. bfezen 2022]. ISSN 1545-2948.

CALDERON-FRANCO, David, Mark C.M. VAN LOOSDRECHT, Thomas ABEEL a David
G. WEISSBRODT. Free-floating extracellular DNA: Systematic profiling of mobile genetic
elements and antibiotic resistance from wastewater. Water Research. 2021, ro¢. 189, s. 116592.
ISSN 0043-1354.

PENIL-CELIS, Arancha a M. Pilar GARCILLAN-BARCIA. Crosstalk Between Type VI
Secretion System and Mobile Genetic Elements. Frontiers in molecular biosciences. 2019, ro¢.
6 [vid. 8. biezen 2022]. ISSN 2296-889X.

LAWS, Mark, Ali SHAABAN a Khondaker Miraz RAHMAN. Antibiotic resistance breakers:
current approaches and future directions. FEMS microbiology reviews. 2019, ro¢. 43, €. 5, s.
490-516 [vid. 15. bfezen 2022]. ISSN 1574-6976.

SHAO, Sicheng, Yongyou HU, Jianhua CHENG a Yuancai CHEN. Research progress on
distribution, migration, transformation of antibiotics and antibiotic resistance genes (ARGS) in
aquatic environment. https://doi.org/10.1080/07388551.2018.1471038. 2018, roc¢. 38, €. 8, s.
11951208 [vid. 8. bfezen 2022]. ISSN 15497801.

BLOKESCH, Melanie. In and out—contribution of natural transformation to the shuffling of
large genomic regions. Current Opinion in Microbiology. 2017, ro¢. 38, s. 22-29. ISSN 1369-
5274,

JOHNSTON, Calum, Bernard MARTIN, Gwennaele FICHANT, Patrice POLARD a Jean Pierre
CLAVERYS. Bacterial transformation: distribution, shared mechanisms and divergent control.
Nature Reviews Microbiology 2014 12:3. 2014, ro¢. 12, ¢. 3, s. 181-196 [vid. 20. biezen 2022].
ISSN 1740-1534.

FROST, Laura S., Raphael LEPLAE, Anne O. SUMMERS a Ariane TOUSSAINT. Mobile
genetic elements: the agents of open source evolution. Nature reviews. Microbiology. 2005, ro¢.
3,¢.9,s.722-732 [vid. 11. duben 2022]. ISSN 1740-1526.

VAN DIJK, Bram. Can mobile genetic elements rescue genes from extinction? Current genetics.
2020, ro€. 66, ¢. 6, s. 1069-1071 [vid. 11. duben 2022]. ISSN 1432-0983.

FROST, Laura S., Raphael LEPLAE, Anne O. SUMMERS a Ariane TOUSSAINT. Mobile
genetic elements: the agents of open source evolution. Nature Reviews Microbiology 2005 3:9.
2005, ro¢. 3, ¢. 9, s. 722-732 [vid. 20. btezen 2022]. ISSN 1740-1534.

ROBERTS, Adam P., Michael CHANDLER, Patrice COURVALIN, Gérard GUEDON, Peter
MULLANY, Tony PEMBROKE, Julian I. ROOD, C. JEFFERY SMITH, Anne O. SUMMERS,
Masataka TSUDA a Douglas E. BERG. Revised nomenclature for transposable genetic elements.
Plasmid. 2008, ro¢. 60, ¢. 3, s. 167-173. ISSN 0147-619X.

PARK, Chi Hye, Ari ROBICSEK, George A. JACOBY, Daniel SAHM a David C. HOOPER.
Prevalence in the United States of aac(6’)-1b-cr encoding a ciprofloxacin-modifying enzyme.
Antimicrobial agents and chemotherapy. 2006, ro¢. 50, ¢. 11, s. 3953-3955 [vid. 11. duben
2022]. ISSN 0066-4804.

RAZAVI, Mohammad, Erik KRISTIANSSON, Carl-Fredrik FLACH a D. G. Joakim
LARSSON. The Association between Insertion Sequences and Antibiotic Resistance Genes.
mSphere. 2020, ro¢. 5, ¢. 5 [vid. 20. biezen 2022]. ISSN 23795042.

BENNETT, Peter M. Genome Plasticity. Genomics, Proteomics, and Clinical Bacteriology.
2004, s. 71-113 [vid. 20. biezen 2022].

FLUIT, A. C. a F. J. SCHMITZ. Resistance integrons and super-integrons. Clinical
Microbiology and Infection. 2004, ro¢. 10, ¢. 4, s. 272-288. ISSN 1198-743X.

69



[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]
[80]

[81]

[82]

PARTRIDGE, Sally R., Stephen M. KWONG, Neville FIRTH a Slade O. JENSEN. Mobile
Genetic Elements Associated with Antimicrobial Resistance. Clinical microbiology reviews.
2018, ro¢. 31, ¢. 4 [vid. 11. duben 2022]. ISSN 1098-6618.

ALVAREZ-MARIN, Rocio, José Antonio LEPE, Oriol GASCH-BLASI, José Manuel
RODRIGUEZ-MARTINEZ, Jorge CALVO-MONTES, Rosario LARA-CONTRERAS, Cecilia
MARTIN-GANDUL, Fe TUBAU-QUINTANO, Maria Eliecer CANO-GARCIA, Fernando
RODRIGUEZ-LOPEZ, Jesis RODRIGUEZ-BANO, Miquel PUJOL-ROJO, Julidan TORRE-
CISNEROS, Luis MARTINEZ-MARTINEZ, Alvaro PASCUAL-HERNANDEZ a Manuel E.
JIMENEZ-MEJIAS. Clinical characteristics and outcome of bacteraemia caused by Enterobacter
cloacae and Klebsiella aerogenes: more similarities than differences. Journal of Global
Antimicrobial Resistance. 2021, ro¢. 25, s. 351-358. ISSN 2213-7165.

SKINNADER, Oisin, Scott NGUYEN, Helina MARSHALL, Caroline MEHARG a Séamus
FANNING. Enterobacter Species. Encyclopedia of Dairy Sciences. 2022, s. 469-481.

WU, Wenjing, Yu FENG a Zhiyong ZONG. Precise Species Identification for Enterobacter: a
Genome Sequence-Based Study with Reporting of Two Novel Species, Enterobacter
guasiroggenkampii sp. nov. and Enterobacter quasimori sp. nov. mSystems. 2020, ro¢. 5, ¢. 4
[vid. 10. duben 2022]. ISSN 2379-5077.

CHEN, Jingjing, Sufei TIAN, Hua NIAN, Ruixuan WANG, Fushun LI, Ning JIANG a Yunzhuo
CHU. Carbapenem-resistant Enterobacter cloacae complex in a tertiary Hospital in Northeast
China, 2010-2019. BMC infectious diseases. 2021, ro¢. 21, ¢. 1 [vid. 17. duben 2022]. ISSN
1471-2334.

DAVIN-REGLI, Anne, Jean Philippe LAVIGNE a Jean Marie PAGES. Enterobacter spp.:
Update on Taxonomy, Clinical Aspects, and Emerging Antimicrobial Resistance. Clinical
Microbiology Reviews. 2019, ro¢. 32, ¢. 4 [vid. 24. Ginor 2022]. ISSN 10986618.

RAISANEN, Kati, Outi LYYTIKAINEN, Jari KAURANEN, Eveliina TARKKA, Benita
FORSBLOM-HELANDER, Juha O. GRONROOS, Risto VUENTO, Dinah ARIFULLA, Emmi
SARVIKIVI, Saija TOURA a Jari JALAVA. Molecular epidemiology of carbapenemase-
producing Enterobacterales in Finland, 2012-2018. European journal of clinical microbiology &
infectious diseases : official publication of the European Society of Clinical Microbiology. 2020,
ro¢. 39, €. 9, s. 1651-1656 [vid. 17. duben 2022]. ISSN 1435-4373.

BOLOURCHI, Negin, Christian G. GISKE, Shoeib NEMATZADEH, Amir MIRZAIE, Soha
Seyyedi ABHARI, Hamid SOLGI a Farzad BADMASTI. Comparative resistome and virulome
analysis of clinical NDM-1-producing carbapenem-resistant Enterobacter cloacae complex.
Journal of global antimicrobial resistance. 2022, ro¢. 28, s. 254-263 [vid. 11. duben 2022]. ISSN
2213-7173.

ANNAVAJHALA, Medini K., Angela GOMEZ-SIMMONDS a Anne Catrin UHLEMANN.
Multidrug-Resistant Enterobacter cloacae Complex Emerging as a Global, Diversifying Threat.
Frontiers in microbiology. 2019, ro¢. 10, ¢. JAN [vid. 10. duben 2022]. ISSN 1664-302X.
MACKULL’AK, Toma$, Klara CVERENKAROVA, Andrea Vojs STANOVA, Miroslav
FEHER, Michal TAMAS, Andrea Butor SKULCOVA, Miroslav GAL, Monika NAUMOWICZ,
Viera SPALKOVA a Lucia BIROSOVA. Hospital Wastewater-Source of Specific
Micropollutants, Antibiotic-Resistant Microorganisms, Viruses, and Their Elimination.
Antibiotics (Basel, Switzerland). 2021, ro¢. 10, ¢. 9 [vid. 12. duben 2022]. ISSN 2079-6382.
Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita v Brné. nedatovano.

KUTILOVA, Iva, Matej MEDVECKY, Pimlapas LEEKITCHAROENPHON, Patrick MUNK,
Martina MASARIKOVA, Lenka DAVIDOVA-GERZOVA, lIvana JAMBOROVA, Valeria
BORTOLAIA, Siinje J. PAMP a Monika DOLEJSKA. Extended-spectrum beta-lactamase-
producing Escherichia coli and antimicrobial resistance in municipal and hospital wastewaters
in Czech Republic: Culture-based and metagenomic approaches. Environmental Research. 2021,
ro¢. 193, s. 110487. ISSN 0013-9351.

ZHUANG, Mei, Yigal ACHMON, Yuping CAO, Xiaomin LIANG, Liang CHEN, Hui WANG,
Bupe A. SIAME a Ka Yin LEUNG. Distribution of antibiotic resistance genes in the
environment. Environmental pollution (Barking, Essex : 1987). 2021, ro¢. 285 [vid. 15. duben
2022]. ISSN 1873-6424.

RAVASI, Damiana, Roger KONIG, Pamela PRINCIPI, Giuseppe PERALE a Antonella

70



[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

DEMARTA. Effect of Powdered Activated Carbon as Advanced Step in Wastewater Treatments
on Antibiotic Resistant Microorganisms. Current Pharmaceutical Biotechnology. 2019, ro¢. 20,
¢. 1,s. 63 [vid. 19. duben 2022]. ISSN 13892010.

MANALIA, Célia M., Jaqueline ROCHA, Nazareno SCACCIA, Roberto MARANO, Elena
RADU, Francesco BIANCULLO, Francisco CERQUEIRA, Gianuario FORTUNATO, Iakovos
C. IAKOVIDES, lan ZAMMIT, loannis KAMPOURIS, Ivone VAZ-MOREIRA a Olga C.
NUNES. Antibiotic resistance in wastewater treatment plants: Tackling the black box.
Environment international. 2018, ro¢. 115, s. 312-324 [vid. 10. biezen 2022]. ISSN 1873-6750.
R1ZzO, L., C. MANAIA, C. MERLIN, T. SCHWARTZ, C. DAGOT, M. C. PLOY, I
MICHAEL a D. FATTA-KASSINOS. Urban wastewater treatment plants as hotspots for
antibiotic resistant bacteria and genes spread into the environment: a review. The Science of the
total environment. 2013, ro¢. 447, s. 345-360 [vid. 15. biezen 2022]. ISSN 1879-1026.
GALLEGO-SCHMID, Alejandro a Raphael Ricardo Zepon TARPANI. Life cycle assessment
of wastewater treatment in developing countries: A review. Water research. 2019, ro¢. 153, s.
63-79 [vid. 13. biezen 2022]. ISSN 1879-2448.

The basic processes of waste water treatment. [vid. 13. bifezen 2022]. Dostupné z:
https://www.aerzen.com/en-sk/applications/water-and-waste-water-treatment/wastewater-
treatment-advisor/processes-of-waste-water-treatment.html

ARUMUGAM, Nithiya, Shreeshivadasan CHELLIAPAN, Hesam KAMYAB, Sathiabama
THIRUGNANA, Norazli OTHMAN a Noor Shawal NASRI. Treatment of Wastewater Using
Seaweed: A Review. International journal of environmental research and public health. 2018,
roC. 15, ¢. 12 [vid. 15. biezen 2022]. ISSN 1660-4601.

MOUSSAVI, Sussan, Matthew THOMPSON, Shaobin LI a Bruce DVORAK. Assessment of
small mechanical wastewater treatment plants: Relative life cycle environmental impacts of
construction and operations. Journal of environmental management. 2021, ro¢. 292 [vid. 15.
biezen 2022]. ISSN 1095-8630.

SAXENA, Gaurav, Ram CHANDRA a Ram Naresh BHARAGAVA. Environmental Pollution,
Toxicity Profile and Treatment Approaches for Tannery Wastewater and Its Chemical Pollutants.
Reviews of environmental contamination and toxicology. 2017, ro¢. 240 [vid. 15. biezen 2022].
ISSN 0179-5953.

Print page. [vid. 13. biezen 2022]. Dostupné z:
https://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=3878&typ=html
MIKROLATEST® MIC - Panels | MIKROLATEST® MIC | Erba Lachema S.r.0. [vid. 12. duben
2022]. Dostupné Z: https://www.erbalachema.com/en/products-and-
solutions/microbiology/mikrolatest-mic/mikrolatest-mic-panels/

GAPLOVSKY MARTIN a GAPLOVSKA-KYSELA KATARINA. PRINCIPY NOVYCH
METOD SEKVENOVANIA DNA. Chemické Listy 106. 2012, s. 809-817 [vid. 19. biezen
2022].

Sekvenovanie  DNA.  Biopedia. [vid. 19. bfezen  2022]. Dostupné z:
https://biopedia.sk/molekularna-biologia/sekvenovanie-dna

HRABAK, Jaroslav, Radka WALKOVA, Vendula STUDENTOVA, Eva CHUDACKOVA a
Tamara BERGEROVA. Carbapenemase activity detection by matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry. Journal of Clinical Microbiology. 2011, ro¢. 49, ¢.
9, s. 32223227 [vid. 17. btezen 2022]. ISSN 00951137.

SINGHAL, Neelja, Manish KUMAR, Pawan K. KANAUJIA a Jugsharan S. VIRDI. MALDI-
TOF mass spectrometry: An emerging technology for microbial identification and diagnosis.
Frontiers in Microbiology. 2015, ro¢. 6, ¢. AUG, s. 791. ISSN 1664302X.

EUCAST: Clinical breakpoints and dosing of antibiotics. [vid. 12. duben 2022]. Dostupné z:
https://www.eucast.org/clinical_breakpoints/

ZAATOUT, Nawel, Samia BOURAS a Nouria SLIMANI. Prevalence of extended-spectrum f3-
lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae in wastewater: A systematic review and meta-
analysis. Journal of Water and Health. 2021, ro¢. 19, €. 5, s. 705-723. ISSN 19967829.
WILSON, Hayley a M. Estée TOROK. Extended-spectrum pB-lactamase-producing and
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae. Microbial genomics. 2018, ro¢. 4, ¢. 7 [vid. 29.
duben 2022]. ISSN 2057-5858.

71



[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

DAOQUD, Ziad, Jina FARAH, Elie Salem SOKHN, Khalil EL KFOURY, Elias DAHDOUH,
Khalil MASRI, Claude AFIF, Roula M. ABDEL-MASSIH a Ghassan M. MATAR. Multidrug-
Resistant Enterobacteriaceae in Lebanese Hospital Wastewater: Implication in the One Health
Concept. Microbial drug resistance (Larchmont, N.Y.). 2018, ro¢. 24, ¢. 2, s. 166-174 [vid. 29.
duben 2022]. ISSN 1931-8448.

SIB, E., A. M. VOIGT, G. WILBRING, C. SCHREIBER, H. A. FAERBER, D. SKUTLAREK,
M. PARCINA, R. MAHN, D. WOLF, P. BROSSART, F. GEISER, S. ENGELHART, M.
EXNER, G. BIERBAUM a R. M. SCHMITHAUSEN. Antibiotic resistant bacteria and
resistance genes in biofilms in clinical wastewater networks. International journal of hygiene
and environmental health. 2019, ro¢. 222, ¢. 4, s. 655-662 [vid. 30. duben 2022]. ISSN 1618-
131X.

AHMAD, Mohammad a Asad U. KHAN. Global economic impact of antibiotic resistance: A
review. Journal of global antimicrobial resistance. 2019, ro¢. 19, s. 313-316 [vid. 15. duben
2022]. ISSN 2213-7173.

LEVY, Stuart B. a Marshall BONNIE. Antibacterial resistance worldwide: causes, challenges
and responses. Nature Medicine 2004 10:12. 2004, ro¢. 10, ¢. 12, s. S122-S129 [vid. 15. duben
2022]. ISSN 1546-170X.

CARATTOLI, Alessandra. Resistance Plasmid Families in Enterobacteriaceae. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy. 2009, ro¢. 53, ¢. 6, s. 2227-2238 [vid. 14. duben 2022]. ISSN
00664804.

COX, Georgina a Gerard D. WRIGHT. Intrinsic antibiotic resistance: mechanisms, origins,
challenges and solutions. International journal of medical microbiology : IJMM. 2013, ro¢. 303,
¢. 6-7,s.287-292 [vid. 15. duben 2022]. ISSN 1618-0607.

FAST, Sara Ann, Veera Gnaneswar GUDE, Dennis D. TRUAX, James MARTIN a Benjamin S.
MAGBANUA. A Critical Evaluation of Advanced Oxidation Processes for Emerging
Contaminants Removal. Environmental Processes 2017 4:1. 2017, ro€. 4, ¢. 1, s. 283-302 [vid.
19. duben 2022]. ISSN 2198-7505.

KARESH, William B. a Robert A. COOK. One world--one health. Clinical medicine (London,
England). 2009, ro¢. 9, €. 3, s. 259-260 [vid. 19. duben 2022]. ISSN 1470-2118.

LEWIS, James S., Monica HERRERA, Brian WICKES, Jan E. PATTERSON a James H.
JORGENSEN. First report of the emergence of CTX-M-type extended-spectrum beta-lactamases
(ESBLSs) as the predominant ESBL isolated in a U.S. health care system. Antimicrobial agents
and chemotherapy. 2007, ro¢. 51, ¢. 11, s. 4015-4021 [vid. 30. duben 2022]. ISSN 0066-4804.
POIREL, Laurent, Timothy R. WALSH, Vincent CUVILLIER a Patrice NORDMANN.
Multiplex PCR for detection of acquired carbapenemase genes. Diagnostic microbiology and
infectious disease. 2011, ro¢. 70, ¢. 1, s. 119-123 [vid. 30. duben 2022]. ISSN 1879-0070.
KUTILOVA, Iva, Adam VALCEK, Costas C. PAPAGIANNITSIS, Darina CEJKOVA, Martina
MASARIKOVA, Veronika PASKOVA, Lenka DAVIDOVA-GERZOVA, Petra VIDENSKA,
Jaroslav HRABAK, Ivan LITERAK a Monika DOLEJSKA. Carbapenemase-Producing Gram-
Negative Bacteria from American Crows in the United States. Antimicrobial agents and
chemotherapy. 2020, ro¢. 65, ¢. 1 [vid. 30. duben 2022]. ISSN 1098-6596.

MLYNARCIK, Patrik, Monika DOLEJSKA, Iva VAGNEROVA, Iva KUTILOVA a Milan
KOLAR. Detection of clinically important -lactamases by using PCR. FEMS microbiology
letters. 2021, ro¢. 368, ¢. 11 [vid. 30. duben 2022]. ISSN 1574-6968.

72



8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AMR
ARB
ARG
CHDL
cov
ECC
ESBL
HGT
IS
MBL
MGE
MRSA
OMP
PBP
WHO

antimikrobiélna rezistencia

antimikrobialne rezistentné baktérie

antibioticky rezistentné gény

karbapeném hydrolyzujuce p—laktamazy triedy D

Cistiaren odpadovych vod

komplex Enterobacter cloacae (z angl. Enterobacter cloacae complex)
B-laktamazy s rozSirenym spektrom

horizontalny prenos génov (z angl. horizontal gene transfer)

inzercné sekvencie

metalo—B—laktamazy

mobilné genetické elementy

meticilin—rezistentny Staphylococcus aureus

vonkaj$i membranovy protein (z angl. outer membrane protein)
proteiny viazuce penicilin (z angl. penicillin—binding proteins)
Svetova zdravotnicka organizacia (z angl. World Health Organization)
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9 PRILOHY

9.1 Priprava roztokov

9.1.1 Priprava kultivaénych a kryoprotektivhych médii

Pouzité kultivaéné médid boli komercne dostupné a ich priprava prebiehala podl'a ndvodu dodaného
vyrobcom. Bolo navazené potrebné mnozstvo kultivaéného média do sterilnej sklenenej fl'asi o objeme
500 ml. Néasledne bolo do nej naliatych 500 ml destilovanej vody. Takto pripravené kultivacné médium
bolo sterilované v autoklave po dobu 20 minu pri 121 °C. Po schladeni bolo médium rozliate do petriho
miesiek v laminarnom boxe. Subor vSetkych pouzitych médii je uvedeny v kapitole 4.1.4, vratane
vyrobcu a povodu.

Kryoprotektivne médium sluzi k dlhodobému uchovaniu bakteridlnych izolatov pri nizkych teplotach.
Pre pripravu bolo zmieSanych 0,75 g bakteriologického peptonu a 70 ml destilovanej vody. Nasledne
bola zmes premiesana, bolo pridanych 30 ml glycerolu (85%) do finalneho objemu 100 ml. Potom bolo
médium sterilizované v autoklave pri 121 °C po dobu 20 minat. Po schladnuti bolo médium
rozpipetované po 1 ml do kryoskimaviek, ktoré boli potom znova sterilizované v autoklave pri 121 °C
po dobu 20 minut.

9.1.2 Priprava antimikrobialnych latok

Antimikrobialne latky boli pouzité vo forme roztoku s pozadovanou koncentraciou alebo vo forme
dosticky u testu MIKROLATEST alebo diskov pre fenotypové testy Mastdisc™.

Zasobné roztoky antibiotik boli pripravené zmieSanim navazky komeréne dodanej antimikrobialnej
latky a sterilnej destilovanej vody. Nasledne bola zmes homogenizovana pomocou vortexu
a prefiltrovana cez membranovy filter s velkostou poérov 0,22 pl. Potom bol zasobny roztok
antimikrobialnej latky rozplneny do sterilnych mikroskiimaviek Eppendorf a uchovany pri -20 °C. Stibor
vietkych pouzitych antimikrobidlnych latok, vratane antibiotik MIKROLATEST a diskov Mastdisc™
je uvedeny v kapitole 4.1.3 vratane vyrobcu a poévodu.

9.1.3 Priprava zisobnych roztokov pre PFGE

1 MT Tris—=HCI (pH=8,0)

Navazka 121,14 g Trisu bola rozpustena v 600 ml destilovanej vody. Pomocou koncentrovanej HCI bolo
upravené pH roztoku. Nasledne bol roztok doplneny destilovanou vodou do finalneho objemu 1 000 ml
a bol sterilizovany v autoklave pri 121°C po dobu 20 minut.

0,25 M EDTA (pH=8)

Navazka 93,06 g EDTA bola prenesena do cca 800 ml destilovanej vody. Po pridani pevného NaOH
(20 g) bolo mozné navazku rozpustit. Potom bolo upravené pH roztoku pomocou koncentrovanej HCI.
Roztok bol doplneny destilovanou vodou do findlneho objemu 1 000 ml a bol sterilizovany v autoklave
pri 121°C po dobu 20 minft.

Proteinaza K (20mg/ml)
Do flakonky bolo odvazenych 100 mg proteinazy K a bolo pridanych 5 ml sterilnej destilovanej vody.
Roztok bol opatrne homogenizovany, rozplneny po 510 pul a uskladneny pri -20°C.

10x TBE pufor

Navazka 60,5 g Trisu, 30,85 g kyseliny boritej a 4,16 g EDTA bola rozpustena v 800 ml destilovanej
vody. Nasledne bol roztok doplneny do findlneho objemu 1 000 ml a bol sterilizovany v autoklave pri
121°C po dobu 20 minut.
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Vodny kupel’ s ethidium bromidom (10 mg/I)
Do tmavej f'aSe bolo odmeranych 100 pl zasobného ethidium bromidu, ktory bol doplneny destilovanou
vodou do finalneho objemu 1 000 ml a bol uskladneny v chladni¢ke pri 4°C.

9.14 Priprava pracovnych roztokov pre PFGE

TE pufor (10 mM Tris, pH=8,0; 1 mM EDTA, pH=8,0)

TE pufor bol pripraveny zmiesanim 10 ml 1M Trisu (pH=8,0) s 4 ml 0,25 M EDTA (pH=8) a nasledne
bol doplneny do finalneho objemu 1 000 ml. Po priprave bol roztok sterilizovany v autoklave pri 121°C
po dobu 20 minut.

CSB — Cell Suspension Buffer (100 mM Tris, pH = 8,0; 100 mM EDTA, pH = 8,0)

CSB roztok bol pripraveny zmieSanim 50 ml 1 M Triesu (pH=8,0) s 200 ml 0,25 M EDTA (pH=8,0)
a nasledne bol doplneny do findlneho objemu 1 000 ml. Po priprave bol roztok sterilizovany v autoklave
pri 121°C po dobu 20 mint.

CLB — Cell Lysis Buffer (50 mM Tris, pH = 8,0; 50 mM EDTA, pH = 8,0; 1% N-lauroylsarkosin
sodny)

CLB roztok bol pripraveny zmiesanim 5 g N—lauroylsarkosinu sodného a 25 ml 1M Trisu (pH=8,0)
a2 100 ml 0,25 M EDTA (pH=8,0). Nasledne bol roztok doplneny do finalneho objemu 500 ml a bol
sterilizovany v autoklave pri 121 °C po dobu 20 minft.

1,6% agardza na pripravu blo¢kov

Navazka 0,32 g SeaKem gold agardzy bola rozpustena v 20 ml sterilného TE pufru. Agardza bola varena
v mikrovinnej tribe a potom temperovana na 55 °C.
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9.2 Zoznam pouzitych primerov

Tabulka 14 Zoznam pouzitych primerov

Teplota
Gén Primer Sekvencia (5" — 3°) topenia Referencie
[CI
PANCTX-M-F | TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA| 41 (Lewis et al.,
blacTx-m 107
PANCTX-M-R | CGATATCGTTGGTGGTGCCATA | 62 2007)
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC | 59 (Poirel et al.
b|a|Mp [108] )
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC 53 2011)
blayy, VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 55 (Mlynarcik e
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG 57 al., 2021)1*
KPC-Fm CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 58 (Poirel et al.,
blaxec [108]
KPC-Rm CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 58 2011)
blaxoy | NDM-type F GGGGATTGCGACTTATGC 56 (Miynarcik e
NDM-type R AGATTGCCGAGCGACTTG 56 al., 2021) (1]
blay, | MI-type F CGCGGAGATTGARAAGCAAA 56 (Miynarcik e
IMI-type R CGCAGCACCRGGATAGAARA sg | al,2021)H
GES start ATGCGCTTCATTCACGC 52 (Kutilova et
bIaGES . [109]
GES_end CTATTTGTCCGTGCTCAGGA 58 al., 2020)
OXA-48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC 58 (Poirel et al.,
blaoxa-as [106]
OXA-48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG 58 2011)
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9.3 Parametre PCR programov

Tabulka 15 Parametre PCR programov

Gén
Krok blacTx-m blaimp blavim blakpc blanpm blaimi blaces blaoxa-as
Teplota [°C]/¢as

Uvodna denaturcia DNA 94/Smin  |94/5min  |94/5min  [94/5min | 94/5min | 94/3min | 94/5min |94/5 min
Denaturacia DNA 94/45s | 94/30s 94/30 s 94/30 s 94/45 s 94/50 s 94/45 s 94/30 s
Pripojenie primerov 58/45s |52/40s 52/40 s 52/40 s 53/45s 53/50 s 55/45 s 52/40 s
Amplifikacia DNA 72/ 1 min | 72/50s 72/50 s 72/50s |72/ 1 min |72/ min |72/2 min 72/50 s
Zavereéna amplifikacia DNA 72/10 min | 72/5min 75/5min [ 72/5min | 72/10 min | 72/10 min |72/10 min | 72/5 min
Chladenie 10/00 10/00 10/c0 10/c0 10/00 10/00 10/ 10/
Pocet cyklov (opakovanie kroku 2.-4.) 30 36 36 36 30 30 30 36
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