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Molekularné geneticka charakterizace vankomycin-

rezistentnich enterokoku

Souhrn

Cile a hypotéza: Tato diplomova prace se zabyva studii plazmidi vankomycin-rezistentnich
enterokokt izolovanych z trusu americkych vran v letech 2012 — 2013,

Hypotézou je, Ze v riznych prostfedich existuje jeden ¢i vice typl epidemiologicky

wrwe

Metody: Na zakladé metody PFGE byl detekovan pocet a velikost plazmidt ve vybranych
izolatech vankomycin-rezistentnich E. faecium. Pomoci metody PCR byly izolaty podrobeny
detekci genii replikaz, relaxaz a toxin-antitoxin systému pro typizaci plazmidi z jednotlivych

plazmidovych rodin. Pomoci 19 primeri byly charakterizovany typy Tn1546.

Vysledky: Z celkového poctu 12 testovanych, vankomycin-rezistentnich izolatu E. faecium,
byl pomoci metody PFGE prokdzan pocet a velikost plazmidl: 2 izolaty obsahovaly 2
plazmidy (17 %), 3 izolaty obsahovaly 3 plazmidy (25 %), 5 izolati obsahovalo 4 plazmidy
(42 %) a 2 izolaty obsahovalo 5 plazmidu (17 %).
Vsechny izolaty (n=12) byly pak podrobenydetekci geni replikaz, relaxaz a toxin-antitoxin
systému pro typizaci plazmidi z jednotlivych plazmidovych rodin.
RepA N rodina plazmidu:
- geny charakterizujici plazmidy piibuzné pRUM: repl7 u 11 izolatd (92%), u 5 izolath
(42%) byl detekovan gen Axe-Txe
- geny charakterizujici plazmidy pfibuzné pLG1: rep20 u 7 izolatd (58%)
- geny charakterizujcici plazmidy ptibuzné pAD1: u 1 izolatu (8%) byl detekovan gen
reloapt
Inc18 rodina plazmidi:
- geny charakterizujici plazmidy piibuzné pIL501: gen repl zachycen v jednom piipadé
(8%)
- geny charakterizujici plazmidy piibuzné pRES25: Gen rep2 u dvou izolatt (17%)



- geny chrarakterizujici plazmidy pfibuzné pEF1: rel,er; detekovan u 11 izolatd (92%)
pHTp rodina plazmidi:
- geny charakterizujici plazmidy piibuzné pHTP: u 4 izolati byl detekovan gen Rep22
(33%) a u 2 izolatd (17 %) byl detekovan gen rel, x5
RCR rodina plazmidu:
- geny charakterizujci plazmidy pfibuzné pRI: u 8 izolatd (67%) byl pozitivni prikaz
genu Repl4 a u 4 izolath byl detekovan gen relpg..
Malé theta-replikujici se plazmidy:
- geny charakterizujici plazmidy piibuzné pEF418: gen repl8a u dvou izolatt (17 %)
- geny charakterizujici plazmidy piibuzné pB82: u 1 izolatu (8%) byl detekovan gen
repl8b
- geny charakterizujici plazmidy ptibuzné pCIZ2: u 9 testovanych izolatt (75%) byl

prokazan gen relpciz

Typy transpozonu Tn1546

Pomoci metody PCR byly charakterizovany typy Tnl1546. U 4 izolati (n=12; 33 %)
byl chareakterizovdn Tn1546 jako typ F3. U jednoho izolatu (8 %) byl Tnl1546
charakterizovan jako typ F5, u jednoho izolatu (8 %) jako typ PP-16. 6 izolatd mélo

netypovatelné Tn1546. S nejvétsi pravdépodpbnosti se jedna o nové, dosud nepopsané typy.

Zavér: Jedna se o prvni studii plazmidi z vankomycin-rezistentnich izolatd E. faecium
izolovanych z trusu americkych vran. Tyto vysledky zdlraziuji nejen vysoké zastoupeni
plazmidt v jednotlivych izolatech, ale také vysoké zastoupeni gend s horizontalnim

prenosem.

Kli¢ova slova: Enterococcus faecium, vankomycin-rezistentni, plazmid, gen, Tn1546



Molecular genetic characterization of vancomycin-

resistant enterococci

Summary

Objectives and hypothesis: This thesis concerns the study of plasmids of vancomycin-
resistant enterococci isolated from feces of American crows in the years 2012 - 2013 period.
The hypothesis is that, in various environments, there is one or more types of
epidemiologically significant vanA gene-carrying plasmids that are capable of horizontally

spread.

Methods: Based on PFGE method the number and size of plasmids were detected in selected
isolates of vancomycin-resistant E. faecium. Using PCR method the isolates were subjected
to detection of genes of replicases, relaxases and toxin-antitoxin system of plasmid-bound

resistance genes. Using 19 primers were characterized types of Tn1546.

Results: Of the 12 tested vancomycin-resistant isolates of E. faecium the following number
and size of plasmids was proven using PFGE method: 2 isolates contained two plasmids
(17%), 3 isolates contained three plasmids (25 %), 5 isolates contained four plasmids (42 %)
and 2 isolates contained five plasmids (17 %).
All isolates (n = 12) were then subjected to the detection of genes of replicases, relaxases and
toxin-antitoxin system for typing of plasmids from each plasmid families.
RepA_N family of plasmids:

- genes characterizing plasmids related to pPRUM: repl7 in 11 isolates (92 %),

- gene Axe-Txe was detected in 5 isolates (42 %)

- genes characterizing plasmids related to pLG1: rep20 in 7 isolates (58 %)

- genes characterizing plasmids related to pAD1: rel,ap: gene was detected in one

isolate (8 %)

Inc18 family of plasmids:
- genes characterizing plasmids related to pIL501: repl gene detected in one case (8 %)



- genes characterizing plasmids related to pRES25: rep2 gene in 2 isolates (17 %)
- genes characterizing plasmids related to pEF1: rel,er; detected in 11 isolates (92 %)
pHTp family of plasmids:
- genes characterizing plasmids related to pHTp: rep22 gene was detected in 4 isolates
(33%) and in 2 isolates gene rel,yrg was detected (17%)
RCR family of plasmids:
- genes characterizing plasmids related to pRI: positive detection of Repl4 gene in 8
isolates (67%) and in 4 isolates relpRI gene was detected
Small theta-replicating plasmids:
- genes characterizing plasmids related to pEF418 plasmids: rep18a gene in 2 isolates
(17%)
- genes characterizing plasmids related to pB82: rep18b gene was detected in one isolate
(8%)
- genes characterizing plasmids related to pC1Z2: relyciz2 gene was detected in 9 isolates
tested (75%)

Types of transposon Tn1546

Using the PCR method types of Tn1546 were characterized. In 4 isolates (n = 12; 33 %)
Tn1546 was characterized as a F3 type. In one isolate (8 %) Tn1546 was characterized as a
type F5, in one isolate (8 %) as a type PP-16. In 6 isolates Tn1546 was untypeable. Most

likely these are new, yet unknown types.

Conclusion: This is the first study of plasmids of vancomycin-resistant isolates E. faecium
isolated from feces of American crows. These results emphasize not only a high proportion of

plasmids in individual isolates, but also a high proportion of genes with horizontal transfer.

Keywords: Enterococcus faecium, vancomycin-resistant, plasmid, gene, Tn1546
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1 Uvod

Objev antibiotik a jejich uziti pfi 1é¢bé bakterialnich infekci je jednim z hlavnich
medicinskych tspécht 20. stoleti. Nicméné, v pribéhu poslednich 60 let, doslo k rychle
gradujicimu vyvoji rezistence postihujici prakticky vSechny skupiny antibiotik. V soucasné
praxi to znamena vyskyt velkého mnozstvi zejména nemocni¢nich ptivodct oportunnich
infekci s odolnosti vici Siroké Skale antimikrobnich pfipravka a neustale se snizujici pocet
ucinnych antibiotik (Davies, 2007; Davies a Davies, 2010).

Selhani antibiotické 1écby, rostouci nadklady na hospitalizaci a pfedevSim zvySujici se
morbidita a mortalita pacienti postizenych nozokomialnimi infekcemi jsou jednoznacnym
dusledkem rostouci odolnosti bakterialni populace k antibiotikiim (Livermore, 2009).

Rezistence vu¢i antibiotikim je kritickym problémem nejen v oblasti humanni
mediciny, ale také v mediciné veterinarni (Bush a kol., 2011).

Glykopeptidy, jako jedna z vyznamnych skupin antibiotik, jsou znamé jiz od 50. let minulého
stoleti. Hlavni zastupci, vankomycin a nasledné teikoplanin byly vzdy vnimany jako rezervni
ptipravky pro lécbu tézkych infekci vyvolanych gram pozitivnimi bakteriemi. Rozséhlého
uplatnéni se jim dostalo aZ koncem minulého stoleti s nartistajicim vyskytem MRSA
(Methicilin  rezistentni  Staphylococcus aureus), piipadné dalSich mikroorganismt
rezistentnich predevsim k p-laktamovym antibiotikim, makrolidim nebo tetracyklinim.
ZvySena spotieba obou glykopeptidl se nasledné projevila vyskytem rezistence u enterokokd.
Tyto komenzély zaZivaciho systému se mohou za urc¢itych podminek uplatnit jako vyznamné
oportunni patogeny jak v humanni, tak i1 veterinarni medicing. Ke klinicky vyznamnym
druhtim patii pfedev$im Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis, pivodci Siroké skaly
infek¢nich komplikaci. Piikladem mohou byt infekce mocového systému, endokarditidy,
sepse atd. Ztrata ucinnosti vankomycinu a teikoplaninu pak patii k zdvaznym fenoméndm,
které pifinaseji vyrazné omezeni volby klinicky ucinnych antibiotik u fady zavaznych

onemocnéni (Bertelloni a kol., 2015).

Pro tuto diplomovou praci byla zvolena studie kmend Enterococcus faecium. Studie
dokumentuje soucasnou mnohdy kritickou situaci ve vyskytu rezistence k vankomyecinu.
Kmeny E. faecium, rezistentni k vankomycinu, byly izolovany z trusu americkych vran ve
¢tyfech statech USA (Kalifornie, Kansas, Massachusetts, New York) a na Ostrové prince
Edwarda v Kanadé v letech 2012-2013. Pozornost byla vénovana detekci plazmidd a jimi

pfenasenych gent rezistence k dané skupiné antibakterialnich latek.
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2  Védecka hypotéza a cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit v izolatech piitomnost plazmindi odpovédnych za
pfenos gend rezistence k vankomycinu a vybrat izolaty s jednim plazmidem.

Charakteristika plazmidi, které nesou vanA geny, geny rezistence k dalsim antibiotikim a
geny virulence.

Hypotézou je, ze v riaznych prostfedich existuje jeden ¢i vice typi epidemiologicky

v

vyznamnych vanA gen-nesoucich plazmidu, které jsou schopné se horizontalné Sifit.
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3  Prehled literatury

3.1 Enterococcus spp.

Rod Enterococcus se tadi do celedi Enterococcaceae a tvoii soucast bézné mikroflory
zazivaciho traktu velké skaly hostiteli - ¢lovéka a jinych savel, ptaki, plazi a hmyzu
(Lebreton a kol., 2014). Dale je mozné tyto organismy nalézt v pud¢, vodé, na rostlinach,
v mlé¢nych vyrobcich a jinych potravinach (Lebreton a kol., 2014).

Diky velké Skale rezistence proti antibakterialnim latkdm, biocidnim latkdm a kovim,
piedstavuje tento bakteridlni rod jeden z nejlepSich piikladli bakteridlni adaptace na rizné
typy prostiedi, a plni tak rtiznorodé role jak symbiotickych bakterii, tak i oportunnich

patogentl.

Historicky pohled

Termin ,,Enterococcus® ma svij pivod na konci 19. stoleti. V roce 1899 jej pouzil
francouzsky védec Thiercelin ve své zpravé ve French Society of Biology. Popsal tohoto
mikroba jako Gram-pozitivni saprofytické koky ve dvojicich a kratkych fetizcich. Termin
,Enterococcus™ mél tak zdiraznit jeho morfologii a stievni puvod (Lebreton a kol., 2014;
Murray a kol., 1999).

Ve stejné dobé byla publikovana prace MacCalluma a Hastingse o pfipadu pacienta s
akutni endokarditidou zptusobenou mikroorganismem, kterého nazvali Micrococcus
zymogenes (dnes je tento kmen uznany jako Enterococus faecalis). Tento mikroorganismus
vykazoval stejné vlastnosti jako zéastupci rodu Enterococcus (Facklam a kol.,, 2002;
MacCallum a kol., 1899).

V roce 1906 bylo poprvé pouzito Andrewesem a Horderem oznaceni Streptococcus
faecalis. Kmen byl opét izolovan od pacienta s endokarditidou. Tento nazev mél
charakterizovat organismus fekalniho ptivodu (Andrewes a kol., 1906; Murray a kol., 1999).

V dalsich letech byly pak popsany kmeny Streptococcus faecium, S. durans, S. avium
vykazujici rozdilné vlastnosti ve fermentaci oproti S. faecalis (Sherman, 1937).

Vroce 1937 bylo pak navrzeno schéma, které meélo oddélit neenterokokové
streptokoky (pyogenni, viridujici a mlécné) od téch enterokokovych, na zéklad¢ rozdilnych
kultiva¢nich podminek (rist pii riznych teplotach a hodnotach pH). Ve 30. letech 20. stoleti
bylo publikovano serologické rozdéleni, které korelovalo s pfedchozim rozdélenim na

streptokoky neenterokokové a enterokokové. Enterokoky byly tak Kklasifikovany jako
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streptokoky skupiny D. To proto, ze maji spoleény skupinovy sténovy antigen D (glycerol-
teichoova kyselina vazana na cytoplazmatickou membranu) (Bednaf a kol., 1996; Murray a
kol., 1999; Sherman, 1937).

V roce 1970 navrhl Kalina ve své studii ,,The position of enterococci in the system of
microorganisms® vytvoreni samostatného taxonu Enterococcus (Kalina et al. 1970).
Samostatny taxon mél byt zalozen na zakladé bunééného usporadani a fenotypovych
charakteristik v enterokokové skupiné (Facklam a kol., 2002).

Rod Enterococcus byl formalné ptijat v roce 1984. Na zakladé genetickych vysledku
DNA — DNA hybridizace a sekvenace genu pro 16S rRNA doslo k zna¢nym zménam
v taxonomii. Nejprve byly do rodu Enterococcus ptesunuty kmeny S. faecalis a S. faecium
(tedy Enterococcus faecalis a E. faecium) a pozdé¢ji i ostatni streptokoky skupiny D
s vyjimkou Strepkococcus bovis, u kterého je rovnéz pfitomen antigen D (Bednat a kol.,
1996; Collins a kol., 1984).

Taxonomie a fyziologie eterokoku

Do rodu Enterococcus Vv soucasnosti patii druhy gram-pozitivnich koku (sférickych az
ovoidnich bunék) uspofadanych do dvojic ¢&i kratkych fetizkia. Jsou nesporulujici
nesporulujici, fakultativné anaerobni, katalaza negativni a nékteré druhy jsou pohyblivé (napf.
E. gallinarum a E. casseliflavus). Optimalni teplota ristu je 35°C (rostou i pii nizké teploté od
10°C do teploty 45°C). Piezivaji pulhodinové zahtati na 60°C. Jsou rezistentni k vysokému
pH (8,5) a maji schopnost rist v hypertonickém roztoku (6,5%NaCl), hydrolyzuji eskulin
v ptitomnosti 40 % ZluCovych soli. Enterokoky maji fermentativni typ metabolismu bez
produkce plynu. Obvykle jsou homofermentativni, produkuji kyselinu mlécnou jako kone¢ny
produkt pii fermentaci glukézy. Jsou schopné utilizovat Siroké spektrum sacharidd (D-
glukoza, D-fruktoza, D-manoza, galaktoza, maltoza, laktoza, aj.) (Bednat a kol., 1996;
Huycke, 2002; Murray a kol., 2005).

V cytoplazmatické membrané E. faecalis jsou obsazeny Cetné proteiny, které jsou
schopné degradovat mucin. To mize byt vyhodné zejména jako dostatecny zdroj cukri a
usnadnéni bakterialni adheze (Ramsey a kol., 2014).

Bakteriociny (enterociny) produkované zastupci rodu Enterococcus vykazuji Siroké
spektrum antibakteridlnich u¢inki a vynikaji tak svoji inhibi¢ni aktivitou jak proti gram-

pozitivnim tak gram-negativnim bakteriim, v¢etné alimentarnich patogent. Proto se nékteré
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enterokoky pouZivaji jako probiotické dopliiky v potravinach a krmivech, nebo jako startovaci
¢i ochranné kultury (Moreno a kol., 2006; Kang a kol., 2005; Nes a kol., 2007).

Vsechny tyto metabolické a fyziologické funkce poskytuji enterokokiim velkou
vyhodu v kolonizaci prostiedi a zvySuji tim i jejich konkurenceschopnost v osidlovani
hostitelti (Freitas, 2011).

3.2 Antimikrobialni latky

Jako antimikrobialni latky jsou oznacovany skupiny 1éciv s baktericidnimi ¢i
bakteriostatickymi U¢inky. Uzivaji se k profylaxi ¢i k terapii infekénich onemocnéni.
Antibiotika, jsou pivodné mikrobidlniho pivodu — jednd se o slouceniny produkované
mikroorganismy. Antimikrobialni latky pfipravené chemickou cestou se nazyvaji jako
chemoterapeutika (Bednaft, 1996; Murray a kol., 2005; Votava, 2001).

Antibakterialni latka musi vykazovat selektivni toxicitu, to znamend, Ze nesmi
poskozovat eukaryotni buiikky. Dalsim pozadavkem na antibiotikum je to, aby latka
u¢inkovala v nizkych koncentracich, fadové v mg/l. Zadné antibiotikum neni totiz pro
makroorganismus zcela neskodné, nebot’ se jednd o latky, které nejsou télu vlastni. (Bednéi a

kol, 1996; Brooks a kol., 2007).

Zékladnim délitkem antimikrobidlnich latek je jejich chemicka struktura, spektrum
ucinku (antibiotika s uzkym spektrem uc¢inku a antibiotika se Sirokym spektrem ucinku), typ
ucinku (baktericidni, bakteriostaticky), cilové mikrobidlni druhy a pfipadné 1 jejich

farmakologické vlastnosti (Bednar a kol., 1996).

Dle typu u¢inku antimikrobialnich latek na bakterialni buiiku se v praxi rozliSuji:

Antimikrobialni latky s baktericidnim G¢inkem

Antimikrobialni latky s bakteriostatickym G¢inkem

Ad 1) Jedna se o ireverzibilni proces pusobeni baktericidnich latek, které po urcitém
expozi¢nim &ase a pii dané koncentraci destruuji bakterialni buiiku. Uginek piisobeni na

bakterialni buiiku je v tomto pifipadé rychlejsi nez u latek s bakteriostatickym tc¢inkem.
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Do skupiny antimikrobidlnich latek s baktericidnim u¢inkem patii: B-laktamova antibiotika
(peniciliny, cefalosporiny), glykopeptidy (vankomycin, teicoplanin), aminoglykosidy,
polypeptidy  (colistin, polymyxin B), ansamyciny (rifampicin), fluorochinolony

(ciprofloxacin, ofloxacin, pefloxacin, norfloxacin)

Ad 2) antibakteriélni latky s bakteriostatickym u¢inkem zabrafuji rdstu a mnozeni bakterii,
Udrzuji bakterialni buiiku ve stacionarni fazi rastu. Tyto latky ptisobi reverzibilné — po jejich

vysazeni se mohou bakterie opét zaCit mnozit.

Do skupiny antibakterialnich latek s bakteriostatickym ucinkem patii: tetracykliny,
chloramfenikol, makrolidy, linkosamidy, sulfonamidy (Bednat a kol., 1996, Mascaretti, 2003;
Votava, 2001).

Mechanismus a¢inku ATB

Antimikrobidlni latky ptsobi v riiznych mistech bakteridlni butiky a to nékolika zpisoby. Dle

mechanismu u¢inku jsou rozdéleny do nékolika skupin (Brooks a kol., 2007)

Inhibice syntézy bunécéné stény
Inhibice funkce bunécné stény
Inhibice syntézy proteinti
Inhibice syntézy kyseliny listové

Inhibice syntézy nukleovych kyselin
Zasah do syntézy bunécné stény

Vsechna antibiotika, kterd inhibuji syntézu bunééné stény bakterii, maji baktericidni
ucinek. Patii sem pievazné p-laktamova antibiotika (peniciliny a cefalosporiny) a
glykopeptidy (vankomycin) — pouze u gram-pozitivnich bakterii (membrana gram-

negativnich bakterii neni pro glykopeptidy propustna) (Bednar a kol., 1996; Votava, 2001).
Mechanismus u¢inku p-laktamovych antibiotik
Hlavni konstrukéni prvek stény prokaryotické bunky je vrstva peptidoglykanu. Jedna se o

linearni polymer dvou stiidajicich se aminocukrti: N-acetylglukosaminu a N-acetylmuramové
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3.2.1.2

kyseliny (3-O-D-laktylderivat N-acetylglukosaminu), spojenych pomoci peptidovych mustku.
Vesmeés se jedna o B-1-4-vazby, které ve vysledku vytvaii pevné pletivo (pevnéjsi u gram-
pozitivnich bakterii nez u gram-negativnich). Stavba tohoto pletiva je katalyzovana
specifickymi enzymy (transpeptidazami, transglykosylazami, karboxypeptidazami). Tyto
enzymy maji schopnost vazat B-laktamova antibiotika. Jsou také nazyvany jako PBPs
enzymy (z angl. ,,Penicilin-binding proteins* — proteiny vazajici penicilin) (Bednat a kol.,
1996; Murray a kol., 2005; Votava, 2001).

Béhem rustu bakterialni bunky se peptidoglykanovy sacculus zvétSuje spolu s buiikou.
To se déje vsunovanim stavebnich jednotek peptidoglykanu do stavajici struktury. Pokud jsou
bakterie v ristové fazi vystaveny B-laktamovym antibiotikim, antibakterialni latka se navaze
na specifickd PBPs v bunééné sténé a inhibuje tvorbu nové peptidoglykanové vrstvy. Ve sténé
jsou také autolytické enzymy, které se B-laktamy aktivuji a degraduji bunéénou sténu (Bednaf
a kol., 1996; Murray a kol., 2005; Votava, 2001).

Inhibice funkce bunécné membrany

Pusobenim antibakterialnich latek s baktericidnim ucinkem dochazi ke ztraté
selektivni permeability a integrity cytoplasmatické membrany. Tim dojde k naruSeni iontové
rovnovahy a nasledné destrukci buiiky (Bednar a kol., 1996; Brooks, 2007).

Mechanismus t¢inku antibiotik poskozujicich bunéénou membranu prokaryoticke buiky

Cytoplazmaticka membréana prokaryotické builky ma odliSnou strukturu od buiky
eukaryotické, proto miize byt snadnéji naruSena nékterymi agens. Toho lze bezpecné
dosahnout v disledku selektivni toxicity agens (Brooks a kol., 2007; Votava, 2001).
Polypeptidova antibiotika (polymyxin B a kolistin) G¢inkuji jako detergenty na fosfolipidy.
Tyto antibakterialni latky se skladaji z polycyklickych peptidi, které selektivné poskozuji
phosphatidylethanolamin, hlavni slozku cytoplazmatické membrany bakterii (Bednat a kol.,
1996; Brooks a kol., 2007).

Dalsi skupinou membranové aktivnich latek jsou ionofory. Jedna se o slouceniny,
které umoziuji rychly pohyb konkrétnich iontl pfes cytoplazmatickou membranu. Do této
skupiny patfi napt. valinomycin, ktery specificky zprosttedkovava rychly priichod drasliku.
Nékteré¢ ionofory pusobi tim, Ze tvoii v membrané prokaryotické buniky hydrofilni pory,

nekteré se zase chovaji jako lipidové-rozpustné iontové pienasecCe. lonofory jako takové
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b)

narusi membranovy potencial, ktery je dilezity pro oxidativni fosforylaci, stejné¢ jako pro

ostatni membranové procesy (Brooks a kol., 2007).

Inhibice syntézy proteinti

Do skupiny antibiotik, které¢ maji za nasledek inhibici syntézy proteintl, patii:
Antimikrobialni latky plisobici baktericidné: aminoglykosidy
Antimikrobidlni latky putsobici bakteriostaticky: tetracykliny, makrolidy, linkosamidy,

chloramfenikol

Mechanismus u¢inku antimikrobidlnich latek inhibujicich proteosyntézu v bakteridlni buiice

V poslednim kroku drahy genové exprese je genova informace, zakddovana v mRNA,
ptelozena v ribozomu do piislusného proteinu. Bakteridlni ribozom 70S se sklada ze dvou
podjednotek, 30S a 50S. Tyto podjednotky jsou navzajem spojeny prostiednictvim sité
mezimolekuldrnich mustki. Ob& podjednotky se stavaji ter¢em pro nékolik klinicky
vyznamnych antibiotik (Mascaretti, 2003).

Tetracykliny se vazou k 30S podjednotce ribozomu a interferuji s aminoacyl-t-RNA
aminokyseliny pro syntézu peptidového fetézce. Vazba tetracyklinu je reverzibilni (Brooks a
kol., 2007; Votava, 2001).

Aminoglykosidy maji afinitu k 30S podjednotce ribozomu, kde inhibuji tvorbu
prubéhu proteosyntézy (nesestavi se startovaci komplex ribozomu s mMRNA) nebo vznikaji
nefunk¢ni bilkoviny. Vazba na ribozom je ireverzibilni (Votava, 2011).

Makrolidy maji afinitu k 50S podjednotce ribozomu. Inhibuji proteosyntézu, nebot’ po
vzniku peptidické vazby brani uvolnéni tRNA. V niz§ich koncentracich pisobi makrolidy
bakteriostaticky, ve vyssich pak baktericidné (Bednar a kol., 1996; Votava, 2011).

Chloramfenikol ma afinitu k 50S podjednotce ribozomu a zabranuje transpeptidaci.
Pisobi bakteriostaticky (Bednat a kol., 1996; Votava, 2001).
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3.2.15

Inhibice syntézy kyseliny listové

Kyselina tetrahydrolistova je nutnd pro syntézu purinovych latek a tymidinu, které jako
stavebni jednotky vstupuji do syntézy DNA a RNA. Prokaryotické bunika, na rozdil od bunky
eukaryotické, dokdze syntetizovat kyselinu dihydrolistovou, kterd se nédsledné¢ redukuje na
kyselinu tetrahydrolistovou. Zasadnim metabolitem pro bakterialni syntézu kyseliny listové je
kyselina para-aminobenzoova (PABA) (Bednaf a kol., 1996; Brooks a kol, 2007; Votava,
2001).

Do skupiny antibakterialnich latek, které inhibuji syntézu kyseliny listové patfi:
Sulfonamidy
Diaminopyrimidiny (napf. trimethoprim)

Kotrimoxazol (kombinace sulfonamidu a diaminopyrimidinu)
Mechanismus uc¢inku antibakteridlnich latek, které interferuji se syntézou kyseliny listové

Sulfonamidy maji velmi podobnou chemickou strukturu jako PABA. Na zakladé toho
kompetitivn¢ inhibuji pfeménu PABA na kyselinu dihydrolistovou (obsazuji jeji cilova mista
a tim brzdi syntézu kyseliny listové), coZ brani dal§imu riistu bakterialni buiiky. Sulfonamidy
maji bakteriostaticky u¢inek (Bednaf a kol, 1996; Brooks a kol, 2007; Liillmann a kol, 2004;
Votava, 2001).

Trimethoprim a pyrimetamin kompetitivné inhibuji dihydrofolatreduktazu (enzym,
ktery mé& za nasledek redukci kyseliny listové na metabolicky wc€innou kyselinu
tetrahydrolistovou). Pusobi bakteriostaticky (Bednaf a kol, 1996; Brooks a kol., 2007;
Gleckman a kol., 1981; Lullmann a kol., 2004; Votava, 2001).

Kotrimoxazol je kombinaci sulfonamidi a diaminopyrimidinti. M4 baktericidni G¢inky
(Votava, 2001).

Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Jedna se o syntetickou skupinu antibakteridlnich latek baktericidniho charakteru. Patfi
sem chinolony (inhibuji bakterialni DNA gyrazu a topoizomerdzu IV; enzymy, které jsou
nutne pro replikaci, rekombinaci a reparaci DNA), nitromidazoly, ansamyciny, flucytosin
(inhibuje syntézu DNA kvasinek), griseofulvin (plisobi na DNA dermatofyti), rifampin
(inhibuje RNA polymerazu a zabrafnuje tim syntéze mRNA,. Jeho u¢inek nastupuje pied

zahajenim transkripce) (Murray, 2005; Votava, 2001).
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3.2.2 Glykopeptidy

Glykopeptidy tvoii pomérné malou skupinu antibakterialnich latek ptirodniho a
syntetického ptivodu, které inhibuji pozdni fazi syntézy peptidoglykanu bunécné stény
prokaryotické buiiky. Vyuzivaji se ptevazné pii 1é¢bé té€zkych infekci, které jsou zptusobené
gram-pozitivnimi patogeny, jako jsou napiiklad enterokoky, MRSA (Methicilin Rezistentni
Staphylococcus aureus) a Clostridium difficile (Kang, H. a kol., 2015; Reynolds, P. E., 1989).

Pocatky uzivani glykopetidovych antibiotik za¢inaji v 50. letech minulého stoleti, kdy
zahdjila americka farmaceuticka spolec¢nost Eli Lilly program, ktery byl zaméfeny na objeveni
antibiotika ptsobiciho proti penicilin-rezistentnim stafylokokovym infekcim (Kang a kol.,
2015; Reynolds, 1989).

V roce 1952 poslal misionaf na ostrové Borneo v jihovychodni Asii vzorek zeminy
svému pfiteli Dr. Edmundovi C. Kornfieldovi (organicky chemik ve spole¢nosti Eli Lilly).

Z tohoto vzorku pudy byl izolovan mikroorganismus Amycolaptosis orientalis z ¢eledi
Pseudonocardiaceae, ktery produkoval latku, aktivni i v nizkych koncentracich, proti vétsing
gram-pozitivnim mikroorganizmam, v¢etné penicilin-rezistentnim stafylokoktum. Latka
dostala oznaceni jako ,,slouc¢enina 05865 (= pivodni pracovni nazev pro vankomycin).

V prvnich letech po objevu byla aplikace této latky, z duvoda toxicity, vylou¢ena.
Vyznam vankomycinu pro klinické pouziti byl také do¢asné snizen diky zavedeni [3-
laktaméaza — stabilnich penicilin. Nasledny vznik alternativnich mechanismu rezistence vici
B-laktamovym antibiotiktim a zlepSenim Cistoty preparat vedly k obnové zajmu 0 pouziti
glykopeptidi.

Teicoplanin byl poprvé popsan v roce 1978, ma podobnou strukturu jako vankomycin.
Je izolovan z aktinomycety Actinoplanes teichomyceticus. Oproti vankomycinu ma delsi
eliminac¢ni ¢as, mize byt pouzit v niz$ich koncentracich. V USA neni schvalen k terapii.

V Evropé byl zna¢né vyuzivan od roku 1988 (Bambeke; Kang a kol., 2015; Levin, 2006;
Reynolds, 1989).

Glykopeptidova antibiotika byla kli¢ovou zbrani v boji proti bakterialnim infekcim
vice nez pul stoleti.
Vznik a znaéné rozsifeni rezistence k plivodnim pfirodnim glykopeptidovym

antibiotikim (vankomycin a teicoplanin), vedl k objevu a klinickému vyvoji druhé generace
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lipoglykopeptidovych derivati, mezi které patii telavacin, dalbavacin a oritavacin. Tyto
semi-syntetické glykopeptidy maji $ir§i spektrum aktivity a lepsi farmakokinetické vlastnosti
(Butler a kol., 2014).

Chemicka struktura glykopeptidi

Ptirodni glykopeptidy jsou slozité¢ molekuly s unikatni strukturou. Trojrozmérna
struktura obsahuje Stérbinu, do které se vejdou peptidy podle konkrétni konfigurace (L-aa-D-
aa-D-aa). Takové sekvence se nachazeji jen v bunécné sténé bakterii, proto jsou glykopeptidy
selektivné toxické (Reynolds, 1989).

Struktura je zalozena na centralni heptapeptidové doméné, ve které pét ze sedmi
zbytkd aminokyselin je spole¢nych pro vSechny glykopeptidy. Na heptapeptidovou domenu
jsou navazany dva aminocukry.

Glykopeptidy se lisi v aminokyselinach v polohach 1 a 3, jako v substituentech zbytka
aromatickych aminokyselin. Obzvlasté pak n€které z uhlik aromatickych zbytkli nesou
chloridové, hydroxylové nebo methylové skupiny. Nékteré z hydroxylovych skupin jsou
substituovany cukry nebo aminocukry.

Piitomnost fenolickych zbytk umoziuje vytvoieni dvou- a tfi-kruhovych struktur ve
vSech glykopeptidech. Takové interakce vedou k velké skupiné molekul s velmi podobnou
strukturou.

Z&kladni struktura, ktera obsahuje sedm zbytki aminokyselin, se oznacuje jako
»aglykon* a je biologicky aktivni.

Cukry a aminocukry, které byly shledany jako substituenty, se pfevazné nachazi na
vngjsi ¢asti molekuly, nijak vyrazné neovliviiuji antibiotickou aktivitu in vitro. Nicméné jsou
dulezité pro farmakokinetické vlastnosti jednotlivych glykopeptidu.

Nekteré glykopeptidy (teicoplanin a aridicin) maji aminoskupinu aminocukru substituovanou
fetézcem mastné kyseliny, ktery obsahuje 9 az 11 atomt uhliku. Tento substituent zajist'uje
veétsi hydrofobnost teicoplaninu oproti vancomycinu.

Bylo zjisténo, Ze nové derivaty (telavancin), které obsahuji postranni hydrofobni
fetézec, si udrzely antibakterialni aktivitu vii¢i MRSA a vankomycin-rezistentnim
enterokokiim (VRE) a vykazovaly lepsi farmakokinetické vlastnosti (Bambeke, a Bhagavan,
2002; Leadbetter a kol., 2004; Reynolds, 1989)
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Obrazek 1 Strukturni vzorec vankomycinu (Nagarajan, R., 1991).

Strukturni vzorec vankomycinu je charakterizovan ptitomnosti sedmi aminokyselin spojenych
peptidovymi vazbami, drzenych v pevné konformaci ,,sitovymi* vazbami prosttednictvim
aromatickych substitucnich skupin nejméné péti aminokyselinovych zbytki.

Ve struktuie heptapeptidového vankomycinu, ,,aglykon* vankomycinu, jsou aromatické
postranni fetézce aminokyselin 2, 4 a 6 spolu spojeny pomoci etherovych vazeb. Postranni
fetézce aminokyselin 5 a 7 jsou spojeny vazbou uhlik — uhlik. Aminokyseliny 1 a 3 [Leucin
(Leu) a Asparagin (Asn)] (Nagarajan, R., 1991).

Mechanismus tu¢inku glykopeptidu

Buné¢na sténa prokaryotické buiiky obsahuje tuhy ¢i polotuhy obal nachazejici se vné
bunétné membrany - peptidoglykan. Ten poskytuje jakousi bunéénou konstrukéni podporu.
Monomery peptidoglykanu tvoii hlavni cukerny fetézec s peptidovymi a disacharidovymi
jednotkami, které se spojuji glykosidickou vazbou do dlouhych fetézct prostiednictvim
transglykosylace (Reynolds, 1989).

Glykopeptidové antibakteridlni latky mohou projit pfes bunéénou membranu do mist
polymerace, kde se tvofi nekovalentni vazby s terminalnimi sacharidy. Glykopeptidy
interaguji s peptidy podle L-aa-D-aa-D-aa konformace vodikovych mistki a tvofi tak stabilni

komplexy. V disledky vazby glykopeptida s L-aa-D-Ala-D-Ala koncem peptidoglykanu a
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jeho prekurzorem lipidu II (zdkladni pfedchiidce biosyntézy bakterialni bunééné stény)
v meziproduktech bunééné stény. Viz obrazek 2

Lipid 11 zahrnuje specializované lipidy (undekaprenylfosfaty), které jsou spojeny
pomoci pyrofosfatu s hlavni hydrofilni skupinou skladajici se z podjednotky peptidoglykanu
(disacharid N-acetylglukosamin-N-acetylmuramové kyseliny, spojeny ke kratké
pentapeptidové skupin¢) (Fletcher a kol., 2015)

Undekaprenylfosfaty jsou zakladni transportéry lipidi v buné¢né membrané bakterii a
jsou vyzadovany pro syntézu peptidoglykanu a rfady dalSich bunéénych povrchovych
polymert. Tato lipofilni slou¢enina (undekaprenylfosfat) a je tvofena vys$sim nenasycenym
rozvétvenym alkoholem, ktery je esterifikovan kyselinou fosfore¢nou. Transport prekurzort
pfes membranu zacina tim, ze fosfatova skupina underkarpenylfostatu atakuje molekulu
kyseliny uridin-difosfat-N-acetylmuramové (UDP-NAM), pfi¢emz dochazi k odstépeni UMP
(urin-monofosfat) a dochazi ke vzniku pentapeptidu kyseliny undekarpenyl-difosfat-N-
acetlymuramové (undekarpeny-P-P-NAM-pentapeptid). Ten nasledné atakuje 1-uridin-
difosfat-N-acetylglukosamin (UDP-NAG) a dochazi k ptipojeni N-acetylglukosaminu (NAG)
na C4 uhlik underkarpenyl-P-P-NAM-peptidu glykosidickou 1,4-vazbou, pii¢emz se odstépi
UDP (uridin-difosfat). Takto vznikly disacharidovy komplex NAG a peptapeptidu kyseliny
N-acetylmuramové (NAM) navazané pres difosfatovy miistek na undekarpenol je
transportovan pies membranu ven do mista, kde se odehrava extracelularni faze syntézy
peptidoglykanu (HTMLZ2; Shaaly a kol., 2013; Yim a kol., 2014)

Glykopeptidy inhibuji tvorbu patetnich glykanovych fetézct (katalyzované
peptidoglykovou polymerazou) z jednoduchych podjednotek stény, které jsou extrudovany
skrze cytoplazmatickou membranu. Tato vazba G€inn¢ izoluje substrat pro dva klicové
enzymy, které jsou podstatné pro syntézu bunécné stény. Jedna se o transglykosylasy, které
prevadéji pentapeptidové podjednotky N-acetyl-muramové kyseliny-N-acetyl-glukosaminu y
Lipidu IT do bunééné stény. Dalsi skupinou enzymi jsou D,D-transpeptidazy, které pomoci
CrossLink vazby spojuji polymerni fetézce peptidoglykanu. Néasledkem toho je neschopnost
ristu a naruSeni rigidity bunécné sté€ny tim, Ze jsou inhibovany reakce, které tvoii pevné
pletivo a zodpovidaji tak za tuhost bunécné stény. Takto oslabend bunécna sténa nemiize
vydrZet pozitivni osmoticky tlak v buiice, coZ vede k cytolyze a smrti bakteridlni buniky
(Ashfo, 2012; Shaaly a kol., 2013; Yim a kol., 2014).

Tento zpiisob Gc¢inku se zamétuje na biochemicky komplexni a vSudypiitomné

bunécné stény na vnéjsi strané gram-pozitivnich bakterii. Jednéa se o dimyslnou strategii,
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kterd brani rychlému rozvoji rezistence, napiiklad prostiednictvim tzv. upregulace efluxnich
systémd, ¢i tzv. downregulaci transportnich proteint nebo mutaci v cilovych enzymech,
ucinng tak eliminuje tfi spole¢né mechanismy rezistence vii¢i antibiotikiim (Ashfo, 2012;
Fletcher a kol., 2015; HTML2; Kang a kol., 2015; Reynolds, 1989; Shaaly a kol., 2013; Yim
a kol., 2014).

Obrazek 2 Interakce mezi vankomycinem a lipidem 11
H-vazby (ptferusované) jsou mezi vankomycinem a D-Ala-D-Ala konci lipidu Il (Yim a kol.,
2014).

3.3 Rezistence
Antibioticka rezistence bakterii je jejich odolnost vii¢i antibiotikiim. Rezistence gram-
pozitivnich patogenii se vyznamné uplatiuji pii za ziskanych komunitnich a nozokomialnich
infekcich a ptedstavuji tak stale vétsi hrozbu pro vefejné zdravi.
Rezistence bakterii se vyvinula pro vétSinu klinicky relevantnich antibiotik a je
obvykle dosazena prosttednictvim jednoho ze tfi mechanismi:
1. Modifikace cilového mista ptisobeni antimikrobialni latky

2. Inaktivace antimikrobialni latky
23



3. Aktivnimi efluxnimi systémy
Konstitutivni exprese determinant odpovédnych za rezistenci miize byt ndro¢né na fitness
mikroorganismu a tim vytvaret selektivni tlak proti Sifeni rezistence avs$ak tyto ,,naklady*
mohou byt zmirnény regulaci exprese proteinli zodpoveédnych za rezistenci v nepfitomnosti
antibakterialni latky. Rezistence s indukovatelnou expresi determinant rezistence se §ifi

snadnéji a pretrvavaji déle v bakterialnich populacich. (Chancey a kol., 2012).

3.3.1 Rezistence enterokoki k antibiotikim

Enterokoky jsou mikroorganismy s pozoruhodnou schopnosti pfizptsobit se prostiedi
a ziskat tak odolnost vii¢i antibakteridlnim latkdm. Vyvoj antimikrobialni rezistence u téchto
bakterii pfedstavuje globalni problém v 1é¢bé vaznych infekei.

Enterokoky jsou béZnou pfi¢inou nozokomidlnich infekci (jsou na druhém miste za
stafylokoky) jako etiologiéti ptivodci infekci v americkych nemocnicich (Arias a kol, 2010).
V Evropé se zda, je prevalence rezistence na vankomycin u enterokokl na vzestupu, avSak

s vyznamnymi regionalnimi rozdily (Arias a kol, 2010).

Antimikrobidlni rezistence u enterokoki 1ze rozdélit do dvou skupin:
1. Rezistence pfirozené

2. Rezistence ziskané

Ad 1) Rezistence pfirozené

Tento druh rezistence k antimikrobialnim latkam je zptisoben bud’ nedostatkem cilovych mist
pro antibioticka 1é¢iva, nebo se jedna o nedostate¢né proniknuti antibiotika do cilového
intracelularniho mista. PBP enterokokt maji nizkou aktivitua slabé vazou p-laktamova
antibiotika (Hollenbeck a Rice, 2012).

V disledku Spatné propustnosti bunécéné stény pro aminoglykosidy, nejsou tato antibiotika
schopna dosahnout svého cilového mista. Nicméné pokud jsou aminoglykosidy v kombinaci
s inhibitory syntézy buné¢né stény (napft. B-laktamova antibiotika a glykopeptidy), maji
synergicky baktericidni u¢inek. Kmeny Enterococcus faecium (jako jediné mezi enterokoky)
obsahuji chromozomalné produkované geny aac(6°)-1i, které koduji enzym

aminoglykosidovou acetyltransferazu AAC(6")-1i, ktery katalyzuje acetylaci 6" aminoskupiny
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kanamycinu A a B, neomycinu, netilmicinu, sisomicinu a tobramycinu. Gentamicin neni
timto enzymem nijak ovlivnén (Hollenbeck a Rice, 2012).

Mezi enterokoy, pro které je piirozena rezistence k vankomycinu charakteristicka, patii
Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus a Enterococcus flavescens. Pro tyto
enterokoky je specificka VanC ligaza (VanC-1 pro E. gallinarum, VanC-2 pro E.
casseliflavus, VanC-3 pro E. flavescens). Jedna se o enzymy, které se ti€astni syntézy
prekurzord pentapeptida peptidoglykanu, které jsou zakon¢eny D-Ala-D-Ser. Enterokoky
s VanC zustavaji citlivé k teicoplaninu (Costa a kol., 1993; Georgopapadakou a kol., 1980;
Moellering a kol., 1971; Neu, 1987; Reid a kol., 1999).

Ad2) Rezistence ziskané

Oproti pfirozenym rezistencim, maji rezistence ziskané vétsi vyznam. Jedna se o rezistence

ziskané prostiednictvim chromozomalnich mutaci ¢i rezistence ziskané vyménou MGE

(Mobilni Geneticke Elementy) jako jsou plazmidy nebo transpozony (Witte a kol., 1999).
Ptikladem mohou byt mutace DNA gyrazy nebo topoizomerazy 1V, které snizuji

afinitu chinolonovych antibiotik (Tankovic a kol., 1996).

3.3.1.1 Ziskana rezistence k B-laktamovym antibiotiktim

Enterokoky mohou vykazovat zvySenou odolnost k B-laktamim akvizici B-laktaméaz
nebo mutaci PBP4/5. Plazmidem ptenasené bla geny koduji B-laktamézu. Bla geny
enterokoki jsou shodné s bla geny S. aureus a jsou casto kodovany zbytky stafylokokové -
laktamazy transpozonu Tn552 (Hollenbeck a Rice, 2012; Murray a Mederski-Samaroj, 1983,
Murray, 1992).

Rezistence k penicilinu je u E. faecium na vysoké Grovni a je nejéastéji spojena
s hromadénim bodovych mutaci v penicilin vazebné oblasti PBP5. Tyto mutace
pravdépodobné vznikly de novo pod selekénim tlakem antibiotik (Hollenbeck a Rice,
2012;Zapun a kol., 2008).
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3.3.1.2 Ziskana rezistence k aminoglykosidum

Rezistence k aminoglykosidim zprostiedkovana MGE ma oproti pfirozené rezistenci
mnohem vyssi troven. Mezi geny, které koduji rezistenci k aminoglykosidiim, jsou nejvice
znepokojiveé ty, které vedou K rezistenci ke gentamicinu a streptomycinu, nebot’ tato
antibiotika jsou uzivana k synergické 1€cbé zavaznych enterokokovych infekci.

K rezistenci ke gentamicinu nejéastéji dochazi akvizici bifunkéniho genu koédujiciho
APH(2")-la-AAC(6')-le. Tento enzym inaktivuje gentamicin a strukturné ptibuzné
aminoglykosidy.

Rezistence vii€i streptomycinu se nejcastéji vyskytuje prostiednictvim enzymatické
modifikace antibiotika nebo jednobodové mutace ribozomu. Adenylyltranferazy, Ant (6 ') — la
a Ant (3'") — la, jsou odpovédné za inaktivaci streptomycinu a strukturné piibuznych
aminoglykosidi) (Hollenbeck a Rice, 2012; Chow, 2000; Mederski-Samoraj a Murray,
1983).

3.3.1.3 Ziskané rezistence ke glykopeptidim

Rezistence enterokoku ke glykopeptidovym antibiotikiim byla poprvé popsana v roce
1988, glykopeptid-rezistentni enterokoky (GRE) se ukazuji jako jedny z hlavnich pfi¢in
nozokomialnich infekci. Vétsinu GRE tvoti hlavné E. faecium ale i E. faecalis a poté i dalsi
enterokoky. Odhaduje se, ze ve Spojenych statech americkych je 30% klinickych izolati rodu
Enterococcus rezistentnich ke glykopeptidam (Farrell a kol., 2011; Hollenbeck a Rice, 2012).

3.3.1.3.1 Rezistence k vankomycinu

Vankomycin pusobi vazbou na D-Ala-D-Ala konec pentapeptidoveho prekurzoru a
tim inhibuje syntézu bunécné stény. Glykopeptid-rezistentni mikroorganismy maji tyto
prekurzory modifikované. Zakonceni D-Ala-D-Lac (D-alanyl-D-laktat) pro fenotypy
rezistence VanA, VanB, VanD a VanM. Zakon¢eni D-Ala-D-Ser (D-alanyl-D-serin) pro
fenotypy rezistence VanC, VanE, VanG, VanL, VanN. Modifikované prekurzory buné¢né
stény vazou glykopeptidy s 1000x nizs$i afinitou nez nemodifikované prekurzory (Hollenbeck
a Rice, 2012).

Tyto faktory se od sebe 1isi jak geneticky, tak fenotypové. Tato odliSnost je na zaklad¢
jejich fyzického umisténi (kddovani na MGE nebo v jaderném genomu); specifitou
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glykopeptidu, proti kterym je udélena rezistence (rezistence vici vankomycinu a teicoplaninu,
nebo jen rezistence na vankomycin, ale ne na teicoplanin); Grovni rezistence; zda je rezistence
indukovatelna nebo konstitutivné exprimovana; a na typu peptidoglykanového prekurzoru,
ktery je produkovan. (Hollenbeck a Rice, 2012; Kristich a kol, 2014).

Pro vytvoteni modifikovaného prekurzoru je pozadovano nejméné sedm otevienych
¢tecich ramcu transkribovanych ze dvou riznych promotord (Hollenbeck a Rice, 2012).

Pro pouziti VanA klastru, jsou to tyto enzymy VanA, H, X, Y, Z, R a S. Z pocatku
mobilni pyruvat je pfeménén na d-laktat pomoci VanH-dehydrogenazy. VanA ligaza pak
spoji D-Ala-D-Lac. Hostitelské enzymy poté piipoji D-Ala-D-Lac na prekurzor tripeptidu,
vznika nizko afinitni pentapeptidovy prekurzor.

Plna rezistence ke glykopeptidiim vSak kromé zménéného prekurzoru vyzaduje také
odstranéni normalnich prekurzort. VanX hydrolyzuje D-Ala-D-Ala na zakladni
aminokyseliny a umoziuji tak D-Ala-D-Lac byt jedinym substratem pro syntézu bunéc¢né
stény. VanY hydrolyzuje D-Ala z jakéhokoliv béZného pentapeptidového prekurzoru, ¢imz ho
¢ini nepouzitelnym pro konstrukci normalni bunééné stény. Mechanismus, kterym ptispiva
VanZ K rezistenci je neznamy, ale pokud je ptitomen, vykazuje mikroorganismus snizenou
citlivost na teicoplanin. Dalsi oteviené Cteci ramce VanV a VanW, byly popsany na operonu
VanB, avsak jejich funkce jsou dosud neznamé (Riberio a kol., 2011).

Exprese gent pro VanA, H, X, Y a Z jsou regulovany VanR (regulator reakce) a VanS
(senzor kinazy) dvousloZzkovym regula¢nim systémem, ktery je soucasti operonu VanA
v ramci Tn1546. Zatimco nejsou specifické regulacni faktory znamy, pfitomnost
glykopeptidill, nebo naruseni prekurzori bunééné stény témito latkami zpiisobi autofosforylaci
VanS. Aktivované VanS nasledné fosforyluje VanR. Fosforylovany VanR zvySuje trankripci
VanH, A, X, Y a Z prostfednictvim interakce se specifickymi promotorovymi oblastmi. VanR
také interaguje s vlastni promotorovou oblasti, roz§ifovanim transkripce VanR a VanS.
(Arthur a kol., 1992; Eliopoulos a kol., 2001; Gold, 2001; Hollenbeck a Rice, 2012; Reynolds
akol., 1994).
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Tabulka 1 Typy rezistence ke glykopeptidim

Eenotyp . . Lokalizace Geny Transkripce C - | Konjugativni
rezistence ke Mikroorganismus enu van enu terminalni Fenos
glykopetidim g ligazy g modifikace P
E. faecium
E. faecalis
E. avium
E. casseliflavus .
VanA E. durans Plazmid, vanA | indukovatelna D-Ala-D- Ano
. Chromozom Lac
E. gallinarum
E. hirae
E. mundtii
E. raffinosus
E. faecium
E. faecalis
E. casseliflavus Plasmid, vanB1- , D-Ala-D-
VanB E. durans Chromozom B3 Indukovatelna Lac Ano
E. gallinarum
E. hirae
E. gallinarum
VanC E. casseliflavus Chromozom vanCl- Konstitutivni D-Ala-D- Ne
C3 D-Ser
E. flavescens
E. faecium
E. faecalis
VanD E. avium chromozom | V&P | konstitutivni D-Ala-D- Ne
. 5 Lac
E. gallinarum
E.raffinosus
VanE E. faecalis Chromozom vanE | Indukovatelna D-g:aar-D- Ne
VanG E.faecalis, Chromozom | V&S | 1ndukovatelna | P-A1D- Ano
E. faecium 2 Ser
VanL E. faecalis Chromozom vanL | Indukovatelna D-gLar-D- Ne
. Plazmid, . D-Ala-D-
VanM E. faecium Chromozom vanM Indukovatelna Lac Ano
VanN E. faecium Chromozom vanN | konstitutivni D-éLar-D— ano
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3.4 Mobilni genetické elementy

Jako mobilni genetické elementy (MGE) jsou obvykle oznacovany segmenty DNA,
které koduji enzymy a proteiny zodpoveédné za vlastni pienos a integraci do hostitelské DNA.
Siii se jak v ramci jednoho druhu bakterie, tak i mezidruhové a diky tomu umoziiuji adaptaci
na nejriznéjsi podminky a poskytuji tak obrovskou genetickou variabilitu prokaryot
(Malachowa a Deleo, 2010).

Mobilni genetické elementy jsou centralnimi aktéry v mobilizaci a reorganizaci genu,
at’ uz v ramci daného genomu (intracelularni mobilita) nebo mezi bakteridlnimi bufikami
(intercelularni mobilita). MGE jsou definované sekvenci DNA s velmi proménnou délkou (od
1 do né¢kolika set kb), které Casto nesou funkeci, jez tidi jejich pfenos a rekombinaci
S hostitelskym genomem. MGE jsou nyni vnimany jako kli¢ovi hraci v reorganizaci
genetického materialu, coz v kombinaci s mutacemi a selekci, vede k evoluci bakterii (Leplae
a kol., 2004).

Horizontalni pfenos gend z jedné bakteridlni buiiky do druhé, je zprostiedkovan
mobilnimi genetickymi elementy, jako jsou plazmidy, transpozony, inzer¢ni sekvence (IS),
integrony s genovymi kazetami, mobilni geneticke ostrovy, nebo genomy bakteriofag.
Soubor téchto MGE v ramci jedné bunky, je definovan jako mobilom. (Bennett, 2008; Hacker
a Carniel, 2001; Seifert, 2009).

3.4.1 Transpozony

Termin transpozon (TEs, z angl. Transposable elements) oznacuje prvky, které obsahuji dalsi
geny, souvisejici s transpozi¢ni funkci. Jedna se o sekvence DNA, které se mohou pohybovat
nejen mezi dvéma plazmidy, ale také z plazmidu do chromozomu a naopak. DNA TEs mohou
inaktivovat nebo zménit expresi genl inzerci v ramci integront. Kromé toho se mohou TEs
podilet na reorganizaci genomu mobilizaci non-transpozomalni DNA. To vysvétluje rychly
vyvoj plazmida nesoucich geny rezistence, ale také plazmidu, které nesou jiné geny. TEs byly
objeveny ve vSech organismech a mohou zabirat velkou ¢ast v genomu druhu (Dale a Park,
2004; Mufoz-L06pez a Garcia-Pérez, 2010).
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Enterokokové transpozony
Enterokokové transpozony udéluji mobilitu Siroké Skale gent, které ovliviiuji rizné fenotypy,
jako je virulence, schopnost adaptability v prostiedi a komunikaci bunék mezi sebou.
Enterokokové transpozony lze obecné rozd¢lit do tii zdkladnich skupin:

- kompozitni transpozony

- rodina tranpozonti Tn3

- konjugativni transpozony (Kristich a kol., 2014)

3.4.1.1 Kompozitni transpozony

Jedna se o prvky, jimz mobilitu ud€luji doprovodné inzercni sekvence (IS z angl.. Insertion
sequences). Kompozitni tranpozony jsou na svych koncich ohrani¢eny opa¢né orientovanymi
elementy IS, které poskytuji transpozonu invertované repetice. Rlizné tranpozony se mohou
navzajem vnofovat a vznikaji tak velmi slozité struktury. Nejcastéji se vyskytujici kompozitni
tranpozon v enterokovych izolatech, je transpozon typu Tn5281. Tento tranpozon kdduje
rezistenci ke vSem aminoglykosidim (kromé streptomycinu) (Hong a kol., 2008; Roberts et
al., 2008).

Dalsimi zéstupci této skupiny transpozoni jsou:

- Tnl547, ktery udéluje mobilitu genu vanB, glykopeptid-rezistentnich determinant
v E. faecalis. Tento element, o velikosti 64kbp vdéfi za svou mobilitu
doprovodnym kopiim 1S16 a derivatim elementt IS256 (Kritich a kol., 2014).

- Tn5385 kompozitni prvek odpovédny za multirezistenci byl identifikovan v E.
faecalis. Tn5385 (65kbp) je mobilni element, jehoz konce jsou slozeny s piimo
opakujicich se kopii 1S1216 (Kritich a kol., 2014).

- Tn4001 — zajist'uje rezistenci ke gentamicinu (Kritich a kol., 2014).

3.4.1.2 Rodina tranpozonti Tn3

Rodina transpozoni Tn3 tvoii rozsahlou a pozoruhodné homogenni skupinu
bakteridlnich tranpozonil pokud jde o transpozi¢ni funkci a extrémné univerzalni systém pro
zprostiedkovani genového pireskupeni a genomové plasticity vzhledem ke své modularni
organizaci. Vyrazné piispivaji k $ifeni antibiotické rezistence nebo dotuji environmentalni

bakterie 0 nové katabolické kapacity (Nicolas a kol, 2015).
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Prvni zastupce této rodiny transpozond v izolatech enterokokd byl Tn917. Jednd se o 5kbp

velky element, ktery zajistuje rezistenci k makrolidim, linkosamidim a streptograminu B

prostiednictvim genu ermB (Shaw a Clewell, 1985).

Dalsim zastupci této rodiny transpozonii:

Tn552  (stafylokokovy B-laktamézovy transpozon)— jen velmi ziidka
identifikovany u enterokokd. Exprese B-laktamaz je indukovatelna u stafylokoka
vystavenym penicilinu a dal$im p-laktamovym antibiotikim. Ve vétSin¢ izolata
enterokokti, které produkovaly [-laktamazy, byly nalezeny regulacni geny
Vv protisméru od strukturniho genu [-laktamédz, coz naznaCuje, Ze exprese
regulac¢nich geni muze snizovat fitness téchto enterokokovych izolata (Kritich a
kol., 2014).

Tn1546 — transpozon, ktery ma pravdépodobné nejvétsi vliv na fizeni
enterokokovych infekci. Tn1546 je 10851 bp velky element, které kdduje operon
VanA rezistence na glykopeptidova antibiotika. Tn1546 je kodovany deviti
polypeptidy podilejicimi se na regulaci rezistence, samotném mechanismu
rezistence a transpozi¢ni funkce Tn1546 (Arthur a kol., 1993; Simjee a kol., 2002).

Zakladni struktura viz obrazek ¢. 3

Obrazek 3 Zakladni struktura Tn1546 (Arthur a kol., 1993).

IRL

< ORF1 HORF2>—| vanR>| vans>—| vanH> vanA > vaux>—| vany H v¢n2>}
: IRR

transponaza resolvaza regulator histidinova ) ligdza dipeptidaza karboxy-  peznamé
odpovédi protein dehydrogenaza peptiddza
kindza

3.4.1.3 Rodina konjugativnich transpozoni

Konjugativni transpozony se piesouvaji, od chromozomu donoru na chromozom

recipienta. Tento postup vyzaduje mezibunéény kontakt. V piijemci pak integruji na totozné

misto, ve kterém se nachazeli u darce a jsou schopny samostatné replikace. Mechanismus

pfenostu spoéiva v tom, ze transpozon je Vyjmut z chromozoml pomoci enzymi Int a Xis a

cirkulovan. Cirkulace umozni expresi genu tra z promotoru P. Z mista oriT je zahajen ptfenos

ve formé jednotetézcové DNA. V recipientni bufice se pfenesend DNA cirkularizuje, doplni
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se druhy fetézec a transpozon se integruje do chromozomu. Vysledek jejich transpozice je
povazovan za konzervativni (Celli a Trieu-Cuot, 1998; Freitas, 2011).

Jako prvni enterokokovy kojnugativni transpozon byl popsan Tn916 (18kb), ktery
zajiStuje rezistenci k tetracyklinu a minocyklinu, prostfednictvim genu tet(M) (Friedman a
kol., 2006).

Dalsim zastupci této rodiny transpozonii:
- Tn5382 (30kb), kdduje vanB operon odpovidajici za glykopeptidovou rezistenci.
Je schopen pifenaset mezi enterokokovymi kmeny velké segmenty chromozomalni

DNA (Gavalda a kol., 2007).

3.4.2 Inzeréni sekvence (IS)

IS jsou kratké useky DNA (<2,5kb), které jsou schopné samostatné transpozice v ramci
genomu. Diky své malé velikosti jsou schopny zajistit pouze svou vlastni mobilitu. Nesou
pouze gen, ktery koduje jejich transponazu a zadné dalsi geny. Gen transponazy je ohranicen
z obou stran kratkymi Useky, zvanymi invertované repetice. Tato misto jsou rozpoznavana
tranponazou, ktera se sklada ze dvou domén. 1. doména funguje jako $t€pné misto, 2. doména
jako vazebné misto. Diky transpondze maji schopnost se intracelularné¢ pohybovat a
zaclenovat se do hostitelskych molekul DNA mechanismem zvanym transpozice. Trasponaza
rozezna obréacené repetice, které se vyskytuji na koncich 1S, rozpozna cilové misto sekvence,
do kterych se IS element vklada a nakonec po uskutecnéni transpozice spojuje cilové
sekvence s vlozenym elementem. IS elementy Casto ovliviiuji expresi genti (Hrabak a kol.,

2010; Mahillon a Chandler., 1998; Synder a Champness, 2007).

3.4.3 Integrony a genoveé kazety

Integrony jsou genetické elementy, které jsou schopny ziskat a uspofadat oteviené Cteci ramce
(ORF, z angl. Open Reading Frames) ulozené v genovych kazetach a pievést je na funkéni
geny prostfednictvim jejich spravné exprese (Cambray a kol., 2010).

Genové kazety jsou definovany jako malé mobilni jednotky o velikosti 500-1000bp. Volné se

vyskytuji ve formé cirkularni DNA v cytoplazmé bunék (Bennett, 1999; Collins a Hall, 1992).
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3.4.4 Mobilni genetické ostrovy/ostravky

MGI ptedstavuji vyznamnou Soucast horizontdlniho ptfenosu gent. MGI jsou oddélené
segmenty DNA o velikosti 10 az 100kb, zaclenéné v hostitelském chromozomu, od jejiz DNA
jsou odlisitelné procentualnim zastoupenim C+G (Hacker a Carniel, 2001; Juhas a kol., 2009).
Jejich struktura mtize byt velmi rozmanitd, vSechny jsou vSak ohrani¢eny pfimymi repeticemi,
které ptredstavuji rekombina¢ni misto pro integraci do hostitelského chromozomu (Hacker a
Carniel,2001).

Kodovaci kapacita MGI se neomezuje pouze na patogenni funkci, ale mize byt velmi
rozmanita, vcetn¢ takovych vlastnosti, jako je symbidza, metabolismus sacharézy a
aromatickych sloucenin, ¢i rezistence ke rtuti (Gaillard a kol., 2006; Larbig a kol., 2002;
Sullivat a kol., 2002).
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3.4.5 Plazmidy

Plazmidy jsou extrachromozomalni semi-autonomné se replikujici genetické elementy,
které nalezneme ve vSech trech doménach: archea, prokaryota, eukaryota.
Plazmidy bakterii jsou zasadné tvoreny cirkularni dsDNA, i1 kdyZ existuje 1 nékolik ptikladi
linearnich plazmidi. Velikost se pohybuje v délce asi 5.10° — 7,5.10° nukleotidii
(Bednar a kol., 1996; Hegstad a kol., 2010; Norman a kol., 2009).
Jejich modularni struktura obsahuje geny kodujici konstantni oblasti, které zahrnuji zakladni
funkce (replikace, konjugace). A variabilni oblasti obsahujici proménné sady genii nebo
genovych klastrti, které koduji adaptivni funkce (napf. antibiotickou rezistenci, rezistenci
k t¢Zkym kovim, rezistenci k zafeni, virulenci, produkci bakteriocini, metabolické nebo

symbiotické funkce) (Freitas, 2011).

T genova kazeta
' ;

\ /
——— S —0{eQTON

e —— transpozon

replikon A

Multi-replikonova
mozaika plazmidu

replikon B

tra operon

IS element

Obrazek 4 Zjednoduseny model popisujici mozaikovou strukturu cirkularniho plazmidu

(Osborn a kol., 2000).

Termin ,,plazmid* byl zaveden na konci roku 1952 Lederbergem, ktery také jako prvni

popsal proces konjugace, dlouho pfed tim, nez byla zndma struktura plazmidu (Lederberg,

1952; Norman a kol., 2009).
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Od roku 1976 se plazmidy oznacuji zkratkou sloZzenou z malého pismena p a obvykle
dvou velkych pismen (podle inicidlu objevitele, Ustavu, apod.) — a ¢islem (napi. pCV9,
pIE321) (Bednarf a kol., 1996).

vvvvvv

a tim 1 jejich schopnost se autonomné replikovat (Norman a kol., 2009).

Druhd, a mozna nejznamé;jsi vlastnost konjugacnich plazmidu, je jejich schopnost
horizontalniho pfenosu genti konjugaci. Tato schopnost poskytuje plazmidim fadu
selektivnich vyhod, jako je napt. nezdvislost na replikaci hostitelské bunky a také se nabizi
velké mnozstvi alternativnich hostiteltl v heterogenni populaci (Norman a kol., 2009; Zechner
a kol., 2000).

Klasifikace plazmidi byla provedena na zakladé rtiznych kritérii, jako jsou: mechanismus
replikace, rozsah hostitelt a mobilita (Freitas, 2011).

Dle mobility Ize plazmidy charakterizovat jako konjugativni, mobilizovatelné nebo
nemobilizovatelné. Nastroj mobility obsahuje sadu mobilitnich geni, které se nazyvaji
relaxozomy. Ty umoznuji konjugaci DNA. Relaxozomy obsahuji pocatek pienosu oriT a
relaxazu, ktera je klicCovym katalyzujicim enzymem v inicializa¢ni a finalni faze konjugace.
Konjugativni plazmidy byvaji velké (>30kb) snizkym poctem kopii. Mobilizovatelné
plazmidy jsou mensi a s velkym poctem kopii. Nemobilizovatelné plazmidy se §ifi pfirozené
transformaci ¢i transdukci. Nebyly popsany mezi enterokoky in vivo (Llosa a kol., 2002;
Smillie a kol., 2010).

Mnohé plazmidy jsou replikovany jako dvouietézcové kruhové molekuly. Celkovy
obraz replikace plazmidl je v zadsadé¢ podobny tomu na chromozomu. Replikace zacina
Vv pevném bodé, znamém jako oriV (oznaceni V popisuje vegetativni replikaci, aby doslo
k odliseni od bodu oriT, coz znai pocatek konjugace) tvofenym specifickymi sekvencemi
nukleotidi. Replikace pokracuje od tohoto bodu (oriV), a to bud’ v jednom smeéru, nebo
vV obou smérech soucasn¢, dokud neni cely kruh zkopirovany (Dale a Park, 2004; Solar a kol.,
1998).

Existuji tf1 zdkladni mechanismy replikace pro cirkuldrni plazmidy:

- Mechanismus valivé kruznice (rolling circle; RC): rodina pRI1-like

- mechanismus typu theta: rodiny: rodina RepA N, Inc18, pHT-like
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- mechanismus s vytésiovanim fetézce (Solar a kol., 1998)

3.4.5.1 RC replikace

Replikaci mechanismem RC (RCR, z angl.. Rolling-circle replicating) se vyznacuji
zejména malé (<10kb) plazmidy s velkym poctem kopii, schopnych replikovat se v Siroké
Skale gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii.

Tento druh replikace musi byt jednosmérny. Tento proces je povazovan za asymetricky,
protoze syntéza vedouciho vldkna a syntéza opozd'ujiciho se vlakna, jsou odpojeny (Khan,
1997; Solar, 1998).

K replikaci je pottebny, kromé bunéného enzymatického aparatu, replikacni protein
(Rep), ktery je neseny samotnym plazmidem. Rep rozpozné tzv. dvouvldknovy pocatek (=
dso z angl.. Double-stranded origin), pomoci dvou aktivnich mist s tyrozinovymi zbytky,
které se nachazi na vSech Rep. Dso na plazmidu obsahuje dva oddélené sekvencni prvky.
Jeden, ktery je potfebny pro sekvencné specifickou vazbu Rep. Druhy sekvencni prvek
obsahuje misto pro vytvoreni zlomu. Rep se sklada ze dvou domén. DNA-vazajici domény,
ktera se specificky vaze na jeho kognat (=,,pfibuzensky ptivod™) a z domény zlomu, ktera
obsahuje aktivni tyrozinovd mista. Vazba Rep k plazmidové DNA zpisobi konformaéni
zménu v dso, které vytvori jednofetézcovy zlom (jako ssDNA). To je dulezité, protoze
doména Rep tvofici zlom neumi rozpoznat dsDNA. Misto aktivniho tyrozinu je kovalentné
pfipojeno k 5'nukleotidu. Takto pfipojen zistane, dokud neni cyklus replikace kompletni
(Clewel a kol., 2014; Khan, 1997; Solar, 1998).

Vznikly 3"OH konec se vyuziva jako zakladni primer pro syntézu vedouciho vlakna.
Vytvoteni zlomu, k vygenerovani primeru pro syntézu vedouciho vldkna, je piisné
regulovano, a dochazi k tomu pouze tehdy, pokud byly ke konci pfipojeny odpovidajici
proteiny pro replikaci. To snejvétsi pravdépodobnosti spociva v piijmu hostitelskych
replika¢nich proteint, jako jsou DNA helik4dza, ssDNA vazebné proteiny a DNA polymeraza
III. Po jednom kole replikace, syntéza prochazejici poc¢atkem, obnovi kopii dso. Zlomové
misto reakce, katalyzované navazanym Rep, ukonéi replikaci, coz ma za nasledek uvolnéni
zcela replikované zdvojené kopie plasmidu a posunuti vliakna ssDNA. Replikace posunutého
vlakna probiha z pocatku, ktery je odlisny od toho dso a nazyva se jako tzv jednovlaknovy
pocatek (= sso z angl. Single-strand origin). Jedna se o nedokonalé palindromy, které jsou
rozpoznany hostitelskou RNA polymerazou, ktera syntetizuje kratky RNA primer. Hostitelska

DNA polymeraza | iniciuje syntézu DNA zprimeru a nakonec je vytésnéna DNA
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polymerdzou Ill, ktera dopliiuje syntézu komplementarniho vladkna (Clewel a kol., 2014;
Khan, 1997; Solar, 1998).

Syntéza Rep je u plazmidi s replikacnim mechanismem RC regulovana regulacni
(= z angl. countertranscribed RNA) se vaze k Rep v komplementarni oblasti, kde bud’ zptisobi
opétnou cirkulararizaci S vysledkem piedcasného ukonceni transkripce, nebo interferuje
pfimo s vazbou na ribozom. ProtoZe je ctRNA nestabilni, jeji hladina v bufice vzdy odrazi
pocet plazmidovych kopii (Clewel, a kol., 2014).

Nejcastéjsi, ptirozené se vyskytujici plazmidy, replikujici se mechanismem RC, jsou
mensi nez 10kb, pravdépodobné proto, Ze u vétsich velikosti by byla vétsi pravdépodobnost
vyskytu caste¢né homolognich sekvenci, které by vedly k rekombinaci a deleci béhem
replikacni faze ssDNA. Klonovani velkych fragmenti DNA, fragmentd s opakujicimi se
sekvencemi, nebo fragmentu, které nesou geny toxicity pro hostitele, je zvlasté problematické

(Clewel, a kol., 2014; Venkova-Canova a kol., 2003).

3.4.5.2 Theta replikace

Replikace mechanismem typu theta je nejéastéjSim typem replikace u bakterii. Tento
typ byl vsak také popsan u plazmidi izolovanych z gram-pozitivnich bakterii, jako jsou
streptokok/ enterokok skupiny Inc18, Bacillus subtilis. Replikace DNA prostfednictvim theta
mechanismu zahrnuje rozdéleni matetskych vldken, syntézu primerem RNA (pRNA) a
zahajeni sytnézy DNA kovalentnim prodlouZzenim pRNA. Replikace probihd obousmérné
s dvéma replika¢nimi vidlicemi a syntéza DNA je kontinualni na jednom z vlaken (vldkno
vedouci) a diskontinualni na druhém (opozd’ujici se vlakno) (Kornberg a Baker, 1992; Solar,
1998).

Enterokokové plazmidy, replikujici se theta mechanismem, tvofi:

- malé (cca<l5 kb) mobilizovatelné plazmidy, které jsou vétsinou kryptické a

nekdduji konjugativni funkce

- velké (>30 kb) konjugativni plazmidy, které mohou kddovat Sirokou rozmanitost

adaptivnich funkci, jako je napft. rezistence vii¢i antibiotikiim, biocidiim, kovim,

metabolické funkce a virulentni vlastnosti (Feritas, 2011).
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Pod elektronovym mikroskopem se struktura po nastépeni vlakna na dvou mistech
oriV jevi jako fecké pismeno 0 (,,théta”) odtud nazev theta (Kornberg a Baker, 1992; Snyder a
Champness, 2007; Solar, 1998).
Malé theta-replikujici se plazmidy
Tato skupina plazmidt o velikosti <15 kb jsou stdle Castéji pozorovany mezi enterokoky. I
kdyZ jsou mnohé znich kryptické, jsou Casto spojovany s produkci bakteriocini, Které
vykazuji rozmanitou aktivitu oproti gram-pozitivnim rodim vcetné jinym zastupcim rodu
Enterococcus. Enterokoky s produkci bakteriocinu byly izolovany z riznych prostiedi, jako
jsou potraviny, zvifata, lidé (Feritas, 2011).
Replika¢ni proteiny téchto plazmida jsou velmi podobné plazmidium jinych gram-pozitivnich
bakterii, které se replikuji mechanismem theta (patfici do rodiny pUCL287 z bakterii
mlécného kvaseni). Mohou vSak obsahovat mobiliza¢ni systémy bézné souvisejici s plazmidy,
které se replikuji mechanismem RC (MOBV) nebo splazmidy, které se replikuji
mechanismem theta (MOBP).
Tyto plazmidy byly izolovany z enterokokovych izolati ziskanych od hospitalizovanych

pacientl, zvifat (prasata, kravy), mléka, syrt a fermentovanych masnych vyrobki.
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Tabulka 2 Malé theta-replikujici se plazmidy (p¥evzato od Clewel a Kkol., 2014)

Rodina olazmidu lazmid Velikost Pavodni Pivod! Oblast Genetické
P P (kb) hostitel hostiteld markery
E. faecium F (klobasa,
pClz2 7,4 ' kufeci maso), E. faecium krypticky
L50 H
p200B | 125 | E.faecium HH E. faecium Bac 32(tedy
enterocin IT)
pHY 6,037 E. faecium HH E. faecium Bac51
E. faecium, E.
E. faecium H, F (kufe), hirae, E.
pB82 6.2 VR82 SW durans Bac43
E. faecalis E. faecalis Bakteriociny
PEFL071 | 9.3 BFE1071 A (prase) (1071A a 1071B)
. E. faecalis , E. faecalis .
Plasmid >3,2 FAIR-E309 F (syr) Bakteriocin
pGL 8.3 E. durans F (sy7) E. durans Bakteriocin
Malé theta- [ POCL) 41D
replikujici se pEFR 3,2 E. faecium NA E. faecium Krypticky
plazmidy - -
(Rep_3) pAMal | 98 E'fges":"s H E. faecalis tet(L)
0S86 5.1 E. faescglls S- H E. faecalis Krypticky
. . E. faecalis, jini -
pEF47 55 E faecalis 47 A (krava) gram-pozitivni krypticky
E. faecalis . .
p703/5 NA KBL703 F (mléko) E. faecalis NA
E faecalis E. faecalis, E.
pEF418 >15,9 ' 418 HH faecium aadE
EF62pA 51 E. fa6e2(:alls HH E. faecalis Krypticky
E. faecium . L
pJS33 3,1 JH95 NA E. faecium Krypticky
pMBB1 >1,9 E. faecium NI E. faecium Krypticky

Rodina plazmidii Inc18

1

H (z angl. Hospital) — kmen z nemocnice; HH (healthy humas) — zdravi lidé; HHc (helathy humans — children)

— zdravi lidé-déti; A (animals) — farmova zvifata; WA (wild animals) — divoka zvitata; F (foods) — jidlo; P (pets)

— domaAci zvifata; SW (sewage) — z Cisticky odpadnich vod; NA (Not available) — neni k dispozici; NI (Not

identified) - neidentifikovano
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Jednd se o rodinu plazmidl s nizkym poctem kopii, jez vykazuje velmi Siroky rozsah
vyznamnych zastupct. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi od 25 az po 50 kb. Jsou
ptenositelné mezi bakterialnimi buikami pii rustu hlavné na pevném médiu nejsou citlive na
feromony (Horaud a kol., 1985; Janniére a kol., 1993)

Reprezentativnimi enterokokovymi plazmidy této rodiny jsou plazmidy E. faecalis
pAMB1 (28kb) a pRE25 (50kb) a konjugativni determinanty, podobajici se plazmidim S.
agalactiae, pIP501 (30 kb) (Grohmann a kol., 2003)

Tyto plazmidy nesou vice gena antibakterialni rezistence, vcetné genti zpusobujici
rezistenci na makrolidy, linkosamidy a streptogramin B (MLS) v disledku pfitomnosti
riznych transpozonli nebo genetickych ostrovi a mohou byt pfedany Sirokému spektru
bakterii (streptokoktim, laktokokim, stafylokokiim a enterokokiim). Plazmidy Incl8 jsou
Casto spojovany s Sifenim transpozonu Tnl1546-vanA mezi enterokoky ruzného puvodu
(Feritas, 2011; Zhu a kol., 2010).

Paradigmatem této rodiny je plazmid pMS19035, ktery se sklada ze dvou identickych
¢asti, znichz kazda obsahuje modul ucastnici se replikace. Oblast SegA se Ucastni na
oligomerovém rozliSeni plazmidu (= pfepocet oligomernich forem do monomernich), oblast
SegB zajist'uje ,,lepsi nez ndhodnou* distribuci plazmidu pSM19035, zahrnuje geny d,m, € a
C. Protein o sdili vysoky stupen homologie s rodinou ATPéaz podilejicich se na rozdéleni
riznych bakterialnich plazmida a bakterialnich chromozomui. Naproti tomu genové produkty
€ a ( zabranuji vyskytu volnych plazmidovych segreganti. Genovy produkt o piedstavuje
prvek, ktery se podili na replikaci pSM19035. Tento ® protein blokuje transkripci z genti
copS a 6. Dale bylo zjiSténo, Ze ® protein je negativni regulator spojujici fizenou kopii

plazmidu Kk ,.lepsi nez nahodné* segregaci (de la Hoz a kol., 2000; Feritas, 2011).

Velikost a zékladni skelet plazmidi Inc18 je vysoce variabilni v disledku, jak akvizice
DNA (inzertni sekvence, transpozony, genetické ostrovy) ale také ztratdam DNA, u kterych se
zda, ze se vyskytuji u spontanni delece po konjuga¢nim transferu do ruznych hostitelt
(Thompson a Collins, 2003; Zuniga a kol, 2003).

Plazmidy rodiny Incl8 jsou replikovany unikatnim antitenznim-RNA-
zprostiedkovanym mechanismem tlumicim transkripci. Tento mechanismus dosud nebyl
identifikovan v gram-negativnich bakteriich (Feritas, 2011).

Relaxadza je prototypem subtypu MobQ3 v ramci MOBQ rodiny, kterou obsahuje

pouze kmen Firmicutes. Je to prave relaxaza, kdy pti vazbé¢ k oriT potlacuje expresi operonu
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tra (ten je potiebny pro non-sexualni pienos genetického materialu) (Garcillan-Barcia a kol.,

2009).
Tabulkal Inc18 plazmidy (pievzato od Clewel a kol., 2014)
Rodina lazmid Velikost Pavodni Pivod Oblast Genetické
plazmidu P (kb) hostitel hostiteld markery
S E.
pIP501 306 | agalactiae | H A SW | @S ca erm(e)
B96 :
faecium
F (klobasa,
kufeci E.
. . cat, erm(B),
E. faecalis maso), H, faecalis, :
pRE25 50,2 RE25 HH. A E sat4, aph(3")-
; 111, aadK
(prase, faecium
driibez), SW
E.
E. faecalis faecalis,
pAMB1 27,8 DS5 H E erm(B)
faecium
E. faecalis E.
pTEF3 17,9 V583 H faecalis uv
E. faecalis E.
pEF-01 35,9 EF-01 A (skot) faecalis cfr fex(B)
E. hirae .
pEH-1 >18,1 A (prase) E. hirae fex(B)
E. faecium E.
pEFM-1 14,8 ' A (prase) faecium fex(B)
Inc18 | pPPM1000 | MD | ETReCUM 1A onice) | neznamy sm, Hg
E.
pM7M2 19,5 E. faecium F (syr) faecium, tet(M), tet(L)
S. mutans
E. faecium E.
plP816 34,6 BM4147 H faecium vanA, str
. HH, F E.
E. faecium (kufeci faecium
pVEF1 39,6 399/F99/H8 maso), A E. hirae. Tn1546(vanA)
(dribez) E. durans
VEF2 397 | E faecium ﬁwgg)fecAi faegum* Tn1546(vanA)
P '* | 399/F99/A9 ), ! E. hirae,
(drtibez)
E. durans
E. faecium E.
pVEF3 63,1 399/S99/A7 | A (dribez) faecium | Tnl546(vanA)
PVEF4 saq | Efaecium o ber) E. Tn1546(vanA)
399/F98/A4 faecium
. E.
DWZ1668 483 E. faecalis HH faccalis Tn1546(vanA)
E. faecalis E. Tn1546(vanA)
pWZz909 42,6 ' HH faecalis
pWZ7140 47,2 E. faecalis HH E. Tn1546(vanA)
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faecalis
F (olivy), H,
. HH, F
PEF1 213 | B ‘;aﬁf;”m (kuteci fae';'um uvrA
maso), A
(prase), SW
E. faecalis E. ant(6)-lla, sat,
pLG2 626 | Uws114 H faccalis | @PhG)-Ila,
tet(M)
E.
E. faecium H, HH, F faeci_um,
pHTB 52,9 ' EH (kufeci E. avium, | Tnl546(vanA)
maso) E. durans
pMG1 a E.
UZ.CE.’ . 65 E. faecium H(kw:ml: faecium, Tn4001,
souvisejici ' maso) E. durans Tn1546
plazmidy
E.
pZB18 68 E. faecium H faecium | Tnl1546(vanA)

Rodina plazmidi RepA N

Rodina RepA N plazmidi zahrnuje plazmidové rodiny Siroké diverzity s omezenou
Skalou nativnich hostitelti. RepA proteiny z rodiny plazmidi RepA N spadaji do péti velkych
klastert (Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus a Staphylococcus)
(Weaver a kol, 2009)

Feromon-citlivé, konjugujici plazmidy E. faecalis, derivaty plazmidi pRUM a pLG E.
faecium a multirezistentni plazmidy pSK1 a pSK4l S. aureus patfi mezi nejvice
prostudované plazmidy gram-pozitivnich bakerii. Vyhledavani homologi ukazuje, Ze jsou
tyto replikony zastupci velké rodiny plazmida a n€kolika fagu, které jsou rozsifeny mezi tzv
»low G+C* gram-pozitivnimi bakteriemi (jejich DNA ma obvykle méné G a C bazi DNA nez
A a T béazi ve srovnani s jinymi bakteriemi) (Laverde Gomez a kol., 2011; Weaver a
kol.2009).

Feromon-citlivé plazmidy

V systémech pro pfenos DNA prostiednictvim feromon-citlivych plazmidu, je kontakt
mezi darcem a ptijemce zprostiedkovan pies sofistikovany, pevné fizeny systém, zaloZeny na
malych peptidech (7-8 aminokyselin), tzv. pohlavnich feromonech, které jsou vylu¢ovany
potencialnimi plazmidovymi pfijemci. V mnoha kmenech E. faecalis jsou pfitomné, na

feromon-reagujici, plazmidy pAD1 a pCF10 (Goessweiner-Mohr a kol., 2014).
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Feromony jsou chromozomalné¢ kodovany, zatimco genetické determinanty pro detekci
signalu se nachazi na pohlavnich feromonech plazmidu. Tento konjuga¢ni mechanismus je
vysoce specificky, protoze kazdy plazmid reaguje pouze na specificky feromon (Clewell a
Francia, 2004; Kozlowicz a kol., 2006).

Mezi nejcastéjsi rodiny plazmida patii pAD1, pCF10, pPD1 a aAm373. Tyto plazmidy
jsou pievazné izolovany od pacient s nozokomidlni infekci a kdduji rezistenci na antibiotika
(Tn1546 _vanA, Tnl1549 vanB2, Tn4001 aac6 -aph2“,Tn916-like_tet(M)) a nebo znaky
virulence (produkce bakteriocinti a cytolyzini) (Feritas, 2011).

Mezi feromon-citlivymi plazmidy a plazmidy pRUM a pLG1, byly identifikovany
dv¢, fylogeneticky vzdalené rodiny relaxaz MobC2 a MobP7 (Garcillan-Barcia a kol., 2009).
Derivaty pAD1 mohou také obsahovat jedine¢ny antisenzné-regulovatelny toxin-antitoxinovy
systémovy par, ktery zajistuje jejich stabilni ,,dédictvi v ramci bun¢k E. faecalis. Lokus je
kodovan plazmidem aADI, ale piibuzné lokusy byly identifikovany i na jinych plazmiden E.
faecalis (napt. pCF10, pTEF2, pAM373, pAMS1, pMG2200) a chromozomech (E. faecalis
V5383) (Feritas, 2011).

Derivaty plazmidi pRUM

Plazmid pRUM (24 873bp) je odpovédny za multirezistentci nékterych izolata E.
faecium (rezistence na chloramfenikol, erythromycin, streptomycin a streptothricin). Klinické
izolaty, ze kterych pochazi derivaty plazmidi pRUM (60 kb velké plazmidy), koduji
rezistenci k vankomycinu (Gardy a Hayes, 2003).

Derivaty plazmidi pRUM (jako pRUM, p5373c, pS177 nebo pDO2) jsou mozaikové

plazmidy rtuzné velikosti (30 az 60kb). Skladaji se ze sekvence fragmentli z MGE rtzného
pivodu (inzer¢ni sekvence, malé theta-replikujici se plazmidy, bakteriocinni klastry).
Clenové této skkupiny se lisi v sekvenci RepA N, mobilizaénim systému a piitomnosti toxi-
antitoxin Axe-Txe lokusu. Vankomycin nebo tetracyklin rezistentni izolaty od lidi a dribeze
Casto sebou nesou derivaty pRUM plazmidt, nékdy nesouci transpozon Tn1546 (Freitas a
kol., 2013; Freitas a kol., 2012; Gardy a Hayes, 2003; Halvorsen a kol., 2011; Rosvoll a kol.,
2010).
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RepA_N megaplazmidy

Megaplazmidy se bézné vyskytuji mezi druhy E. faecium, izolati rizného pvodu.
Jediny, plné sekvenovany megaplazmid je pLG1 (281kb) (Freitas, 2011; Laverde a kol.,
2011).

Obsahuje kddujici gen pro protein s podobnosti s RepApAD1, proto byl povazovan za
¢lena RepA_ N. Relaxaza identifikovana v pLG1 patii do podrodiny MOBP7, do které patii i
dalsi plazmidy RepA N (Freitas., 2011).

Rodina derivati pMG1plazmidi

V roce 1998 byl identifikovan plazmid pMGL1 (65kb), ktery je nositelem rezistence ke
gentamicinu (derivat transpozonu Tn4001) (Tomita a kol., 2003).
pMGI1 rodina zahrnuje derivaty pHT konjugativnich plazmidi, nesouci rezistenci k
vankomycinu [pHTa (65,9 kbp), pHTP (63,7kbp) a pHTy (66,5 kbp)]. Tyto derivaty byly
izolovany z kmenu E. faecium a jsou nositeli vankomycin-rezistentniho transpozonu
(Tn1546) (Tomita a kol., 2003).

Plazmidy této skupiny vzkazuji vysokou homologii s virulenénim plazmidem pX0O2,
izolovaném z Bacillus anthracis, coz naznacuje, Ze mohou mit spoleéného piedka. Nicméné
ORFs (oteviené ¢teci ramce, z angl. Open reading frames) plazmidu pMG1 nevykazuji
vyznamnou homologii s proteiny, kvalifikovanymi jako novy typ vysoce efektivnich
konjugativnich plazmidu. Pfevodni systém patii do rodiny MobP, na zakladé¢ oriT a sekvenci

relaxaz (Cooper a Heinemann, 2000; Launay a kol., 2006).
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Tabulka 2 RepA_N plazmidy (pfevzato od Clewel a kol., 2014)

Rodina olazmid Velikost | Ptivodni Pivod Oblast Genetické
plazmidu (kb) hostitel hostitell markery
E. .
pAD1 59,3 faecalis H, F (kufeci E. faecalis uvrB (CAD1),
DS16 maso) Hly/cyl
E. Tn4001,
pTEF1 66,3 faecalis H E. faecalis erm(B), qacZ
V583 (cAD1)
E.
pTEF2 57,7 faecalis H E. faecalis (cCF10)
V583
E.
pJH2 59 faecalis H E. faecalis | Hyl/bac(cAD1)
JH1
E. . Hyl/bac
plP964 65 faccalis H E. faecalis (cAD1)
E.
pAMy1 60 faecalis H E. faecalis Hyl/bac , uvr
DS5 (cAD1)
E.
pAMy2 ~60 faecalis H E. faecalis (cAMy2)
DS5
E.
pAMy3 ~60 faecalis H E. faecalis (cAMy3)
DS5
E. bla, Tn4001
pBEM10 70 faecalis H E. faecalis '
HH2 (cAD1)
E. . tet(M)-CTn925,
RepA_N pCF10 67,7 faecalis H, F (kufeci E. faecalis uvrA (cCF10)
SE.7 maso)
E.
pAMS1 130 faecalis HH E. faecalis (cCF10)
MC4
E.
pMB1 90 faecalis HH E. faecalis (cCF10)
S-48
E.
pMB2 56 faecalis HH E. faecalis (cPD1)
S-48
E.
pPD1 59 faecalis HH E. faecalis (cPD1)
39-5
E.
pYll4 61 faecalis H E. faecalis (cPD1)
39-5
E.
pEJ97-1 11,3 faecalis SW E. faecalis (cPD1)
EJ97
E. H, F (kufeci
pAM373 36,8 faecalis ’ E. faecalis (cAM373)
RC73 maso)
E.

. . (cAM373);
pAM368 107 fa(;%%hs H E. faecalis Tn1546 (vanA)
pPBEE99 806 | . E. H E. faccalis | D& UV (UK

aecalis feromon)
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E99

E. vanB2_Tn1549,
pMG2200 106,5 faecalis H E. faecalis uvr, Bac41
NKH15 (cCF10)
E.
pMG2201 65,7 faecalis H E. faecalis erm(EéAI—lgli/;cyl,
NKH15
E.
pAM323 66 faecalis H E. faecalis (cAM323)
HH2
E.
pAM324 53 faecalis H E. faecalis (cAM324)
HH2
E. .
. E. faecalis, cHKK100),
PHKK100 5 fa;;%hs H E. faecium | Tn1546 (vanA)
E.
pOB1 71 faecalis H E. faecalis (cOB1)
5952
pYI11/2 58/56 faeI(E:éIis H E. faecalis (cOB1/cY12)
E.
pYI17 57,5 faecalis H E. faecalis (cYIL17)
Y1717
(cSL1) Tn1546
E. e (vanA), ermB,
pSL1/2 128,1 faecalis H/A/(ll((u Vretc 1) E. faecalis | aac(6 )-aph(2),
Kyl | fasorkurata ant(6)-la,
aph(3")-Illa
E.
EF62pC 55,3 faecalis HH E. faecalis bac, uv
62
E.
EF62pB 51,1 faecalis HH E. faecalis bac, uvr
62
Tn1546 (vanA),
erm(B), bac,
E. H, A .
pTW9 85 faccalis (dribe?) E. faecalis 1S4-b-
lactamase B-
1S4
E. .
pHKK703 55 | faecium H E. faecalis, (cCF10)
R7 E. faecium
E. E faecalis cCF10-like),
pBRG1 50 faecium H ' - ' | Tnl546 (vanA)
LS10 E. faecium
E H, HH, F Cat (orf25),
pRUM 249 faecium (dritbeZi E. faecium Tn5405,
U37 maso), A erm(B), uvr,
(prase) Axe-Tse
E.
pS177 39 faecium H E. faecium | Tnl1546 (vanA)
S177
E aac(6")-
p57538 567 | faecium | H, HH E. faecium | 2PN(2"). tetM,
ATn5405,
5753c
erm(B)
pRUM-like 30-70 faeEi.um H, HH E. faecium | Tnl1546 (vanA)




Tn1546 (vanA),
E. erm(B),
faecium tcrYAZB, ctpA,
uw2774 (H’r;'s:')’ 'IA:‘ pilA, aac(6')le-
pLG1 281,0 E. pku“ g E. faecium aph(2")la
pDO2 66,2 faecium m;so;eCSIVV E. faecium aadE,
pDO3 251,9 DOE. H’ E. faecium sat4,aph2 hly
pNB2354 214,3 faecium H E. faecium adhezni fimH
DOE. H Typ | RM
faecium system, riizné
B-2354 vlastnosti, Cd,
Co, Mn
Tn1546 (vanA),
erm(B), hyl,
aac(6")-
E. faecium, aph(2"),,
E. CrYAZB,
_ >150- E H, HH, A, casseliflavus metabol_ismus
megaplazmidy 350 faecium SW a|_1d E. (manitol,
gallinarum, glycerol,
E. durans, sorbitol,
E. hirae raffinose,
komplex
sacharidu) ,
adhezni fimH

Megaplazmidy

Do skupiny megaplazmidi spadaji plazmidy (>150 kbp) obvykle spojeny
s metabolickymi funkcemi. Megaplazmidy se bézné vyskytuji mezi rody Lactobacillus,
Bifidobacterium a Bacteroides. Udéluji t€émto mikroorganismiim moznost vyuzit komplexnich
sacharidll z potravy, hostitelskych derivati glykoprotejnli a glykokonjugati, které by mohly
zlepSovat stalost v tlustém stievé (Freitas, 2011).

Megaplazmidy u enterokokti mohou kodovat zékladni funkce k ptizplsobeni v rtizném
typu prostiedi. Enterokokové megaplazmidy nesou také geny zapojené do metabolismu cukrii
(manitoul, glycerolu, sorbitolu a rafindzy), rezistenci vuéi antibiotikim (makrolidim,
glykopeptidim, aminoglykosidim) a tézkym kovam (méd-trcYAZB). Dale jsou nositeli
faktort virulence, hyl(FEM) — glykosidové hydrolaza (Freitas, 2011; Laverde a kol., 2011).

47



4 Material

4.1 Pouzité mikroorganismy

Izolaty bakterii E. faecium

Testované izolaty bakterii E. faecium, byly vykultivovany z trusu americkych vran. VVzorky
trusu byly sesbirany z nocovist’ ve Spojenych stadtech americkych a v Kanadé. Vzorky byly
individualné odebrany v rannich hodinach z velké plastové folie, ktera byla umisténa pies noc

pod hiadovaci mista.

Tabulka 5 Studované izolaty E. faecium

* ) . Misto Datum
C. vzorku 1zolat Kmen ST Zdroj plivodu Odbérlcl
vzorkil
8 CE343A E. faecium 18 Ar\'/‘gr:‘;ké USA, MA | 23.2.2012
9 CE371 E. faecium 18 Ar\'/‘gr:‘;ké USA, MA | 23.2.2012
17 CE4275 E. faecium 448 Ar\'/‘gr:‘;ké Kanada - PEI | 10.3.2013
19 CE343B E. faecium 555 Ar\'/‘gr:‘;ké USA, MA | 23.2.2012
20 CE342A E. faecium 750 Ar\'/‘gr:‘;ké USA, MA | 23.2.2012
21 CE345 E. faecium 751 Ar\'/‘g:]‘;ké USA, MA | 23.2.2012
34 CE115 E. faecium 18 A'\T/‘reé;i]gké USA KS | 23.2.2012
35 CE249 E. faecium 749 Amercia 1 usa,ma | 23.2.2012
36 CE334A E. faecium 18 Amercia 1 usa,ma | 23.2.2012
37 CE334B E. faecium 752 Amercka 1 usa,ma | 23.2.2012
38 CE350 E. faecium 750 Amercla | usama | 23.2.2012
39 CE725A E. faecium 18 Ar\*/‘f;‘;ké USA, NY 7.3.2012

MA = Massachusetts; KS= Kansas; NY= New York; PEI= Ostrov prince Edwarda

4.2 Transportni a kultivaéni média
- Slanetz-Bartley agar (Oxoid, Anglie)
- Kryoprotektivni médium — Glycerol 50 ml (Lachema, CR), Zivny bujén 50 ml (Eurex
MEDICA, CR)
o Piiprava: navazka pfipravku se rozpusti ve vlazné destilované vodé. Po

dikladném rozpusténi se autoklavuje 20 min pii 115°C. Poté se ptida glycerol
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v poméru 1:1 a smes kryoprotektivnimo média se opét autoklavuje 20 min,
115°C.

4.3 Chemikalie

Roztoky a chemikalie pro provedeni pulzni gelové elektroforézy (PFGE — Pulzed-Field

Gel Electrophoresis)
- 0,85% solny roztok

o Priprava: navazit 0,85 g NaCl, rozpustit ve 100ml sterilni destilované vody.
Cely roztok se jiz neautoklavuje
- Lyzaéni puf'l
o 1M Tris-HCI [pH 7,4] 600ul [6mM]
o 5M NaCl 20ml [1M]
» Pfiprava roztoku: 29,2g NaCl rozpustit ve 100ml deionizované vody
o 0,5M EDTA 20ml [100M] (Sigma-Aldrich, USA)
= Pfiprava roztoku: navazit 146,115g EDTA do 100ml deionizované vody
o 20% Sodium Lurosyl Sarcosine 2,5ml [0.5%]
o 10% Brij 5ml [0.5%]
= 109 na 100ml vody
o 10% Deoxycholat 2ml [0.2%]
o Doplnit do 100 ml destilovanou vodou a autoklavovat 20min pii 115°C
o V den, kdy pufr pouzijeme, ptidame:
= Lyzozym 1mg/ml (finalni koncentrace v lyza¢nim pufru I)

»= RNaza A 20pg/ml (finalni koncentrace v lyza¢nim pufru I)

o Na 100ml lyzaéniho pufru | pfidame 2ml 50mg/ml zisobniho roztoku
lyzozymu na finalni koncentraci 1mg/ml

o Do 100 ml lyza¢niho pufru | pfiddme 100ul 20mg/ml zasobniho roztoku
RNazy A na finalni koncentraci 20pg/ml

- ESP pufr (na ptipravu 100ml)

o 1M Tris-HCI [pH 7.4] 1ml [10mM]

o 0.5M EDTA 0.2ml [ImM] (Sigma-Aldrich, USA)

o 10% SDS 10ml [1%]

» Piiprava: 1g lauryl sulfatu + 10 ml 0,2M NaOH
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= proteindza K [zasobni roztok 20mg/ml] 0,25ml [50ug]
= doplnit do 100 ml sterilni destilovanou vodou
o vzdy pfipravovat Cerstvy roztok v den pouziti
- TE pufr (na ptipravu 500ml)
o 0,5M EDTA 100yl [0,1mM]
o 1M Tris-HCL [pH7,4] 5ml [10mM]
o Doplnit do 500ml sterilni destilovanou vodou
- 0,5x TBE pufr
o Pro ptipravu 1litru 0,5x TBE odebereme ze zdsobniho roztoku 50ml 10x TBE a
doplInime do objemu 1l deionizovanou vodou
» Pfiprava zasobniho 10xTBE pufru: Navazka 60,5g Tris-base (Sigma-
Aldrich, USA), 30,859 kyseliny borité (Sigma-Aldrich, USA) a 4,169
EDTA (Sigma-Aldrich, USA) byla rozpusténa v 1000ml deionizované
vody, pomoci natedéné HCI (Lachema, CR) bylo upraveno pH [8]
= Pufr byl autoklavovan pii 121°C 20 min
- Sea Kem LE agarose (Lonzo, USA)
- RNAza A (TopBio, CR)
- Ethidium bromid, EtBr (Top-Bio, CR)
- Hmotnostni markery (BioLabs, Anglie)
o 100 bp DNA ladder s fagmenty o velikosti 100-1500bp: uzivano u testovani
genl rezistence a typizace replikoni PBRT (z angl. PCR-based replikon
typing)

Roztoky a chemikalie pro provedeni PCR
- Lyzaéni pufr Il (pro izolaci DNA k PCR)

= 150 pl 0,25 % SDS smichané s 24 mg 0,05 M NaOH (PLIVA-
Lachema, CR) a 11850 pl destilované vody.
- PCR voda (Top-Bio, CR)
- PPP Master Mix (Top-Bio, CR)
o SloZeni: 150mM Tris-HCI
o 40nM (NH,4),SO4
o 0,02% Tween 20
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4.4

o 5mM MgCl,
o 400uM dATP
o 400uM dCTP,
o 400uM dGTP
o 400uM dTTP
o 100U/ml Tag-Purple DNA polymeraza
o Stabilizatory a aditiva
o pHB88
PCR primery nasyntetizované firmou Boogen (CR)
Roztoky a chemikalie pro provedeni elektroforezy
10x TBE pufr
» Piiprava zasobniho 10xTBE pufru: Navazka 60,5g Tris-base (Sigma-
Aldrich, USA), 30,859 kyseliny borité (Sigma-Aldrich, USA) a 4,169
EDTA (Sigma-Aldrich, USA) byla rozpusténa v 1000ml deionizované
vody, pomoci natedéné HCI (Lachema, CR) bylo upraveno pH [8]
» Pufr byl autoklavovan pii 121°C 20 min
Sea Kem LE agarose (Lonzo, USA)
Ethidium bromid, EtBr (Top-Bio, CR)
Hmotnostni markery (BioLabs, Anglie)
100 bp DNA ladder s fagmenty o velikosti 100-1500bp: uzivano u testovani gend
rezistence a typizace replikontt PBRT (z angl. PCR-based replikon typing)

Piistroje a zarizeni
Termostat Sanyo MIR-153 (Sanyo, Japonsko)
Biohazard box tiidy IIA (Steril Antares, Italie)
PCR-box UV4 PCR (SCIE-PLAS, Velka Britanie)
Mikrovlnna trouba Hitachi MCE30 (Hitachi, Japonsko/ Daewoo, Jizni Korea)
Stolni ttepacka Minishaker IKA MS2 (IKA Works, Inc., USA)
Analytické vahy (Radwag, Polsko)
Fotodokumenta¢ni multifunkéni a analyzani systém: Bio-Imaging Sysems
MFChemiBIS 3.2 (DNR Bio-Imaging Sysems Ltd., USA)
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- Termocycler XP cycler (BIOER, Cina), Life express (BIOER, Cina), My Cycler
(BioRad, USA)

- Zdroj elektrického napéti Power Pac 300; Basic (BioRad, USA); Enduro 300 (Labnet,
USA)

- Autoklav IP 44 (CertoClav, Rakousko); Autoklav PS20A (Chirana, CR)

- Mikropipety (Eppendorf, Némecko; Gilson, Francie; Labnet, USA)
- PFGE system CHEF-DR 11l (Bio-Rad)
- chlazena odstiedivka Centrifuge 5415R (Eppendorf, Némecko)

4.5 Ostatni material
- Jednoréazové rukavice
- Plastové petriho misky o priméru 90mm
- Sterilni jednorazové bakteriologické klicky — objem 1ul (Biologix, USA)
- Sterilni jednorazové spicky pro mikropipety (Eppendf, Némecko)
- Zkumavky typu Eppendorf o objemu 1.5ml a o objemu 200ul (Eppendrof, Némecko)
- Laboratorni sklo
- Sterilni jednorazové vatové vytérové tampony
- Jednorazové plastové Pasteurovy pipety (Copan, Italie)

- Kryozkumavky Nunc — objem 1,8ml (Thermo Fisher Scientific, Dansko)

5 Metodika

K této studii byly pouzity vankomyecin-rezistentni izolaty E. faecium, izolované z trusu
americkych vran. Tyto izolaty pochazely jiz z diivéjsich studii: American crows as carriers of
vancomycin-resistant enterococci with vanA gene (Oravcova a kol., 2014a) a First record of
vancomycin-resistant Enterococcus faecium in Canadian wildlife (Oravcova a kol., 2014b),
kde byla provedena kultivace na Slanetz-Bartely agaru (kultivacni ptd¢, ktera se pouziva pro
detekci a enumeraci intersticidlnich enterokokil); determinace bakterii pomoci hmotnostni
spektrometri MALDI TOF; na zékladé¢ vysledkii po provedeni metod testovani citlivosti
(DDT - diskovy difuzni test, MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace) byly vyselektovany

vankomycin-rezistentni kmeny, u kterych byl pomoci MLST (multilokusova sekvenacni
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typizace) zjistén jejich sekvenacni typ (ST), poté byly izolaty zamrazeny v kryoprotektivnim

médiu a uchovany pfi -80 °C.

V nasi studii jsme se zamétili na detekci plazmidi, pomoci metody PFGE.

Pomoci metody PCR byly pak detekovany geny relaxaz, replikdz a antitoxin-toxin systému,
pro typizaci plazmida z jednotlivych plazmidovych rodin.

Pomoci 19 primert byly metodou PCR charakterizovany typy Tn1546.

5.1 PFGE pracovni postup

Pii prikazu plazmidd se postupovalo dle pracovniho protokolu Ustavu biologie a
chorob volné Zijicich zvifat VFU Brno.

Bakterialni kultury uchované v kryoprotektivnim médiu byly vyockovany na Slantz-

Bartely agar a kultivovany 24h pti 37°C.
Z narostlé kultury bylo, pomoci sterilni inokula¢ni klicky, sebrano né€kolik kolonii, které byly
pfeneseny do 5ml TSB nebo BHI. Inkubace 16 hodin pii 37°C. Poté byla zahdjena ptiprava
blo¢kl. Na spektrofotometru byla méfena absorbance smési 800ul ¢istého BHI bujonu a 200
ul bakterialni kultury pti 600nm. Jako slepy vzorek byl pouzit 1ml BHI bujonu. Nasledoval
pfepocet na vyslednou hodnotu 1,2. Bakteridlni kultura byla promichdna na vortexu a
vypocitany objem byl pifenesen do plastové mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 1,5ml.
Nasledné doslo k centrifugaci pii 10 000 otackach/ min po dobu 1,5 minuty. Po sliti
supernatantu bylo k peletu piidano 500ul 0,85% solného roztoku. Po promichani nasledovala
centrifugace 10 000 ot/min po dobu 1,5 minuty. Po opétovném sliti supernatantu bylo ptidano
200u1 0,85% solného roztoku. Takto pfipravend bakterialni kultura byla nasledn€ umisténa do
vodni lazné k vytemperovani na 56°C.

Pro tvorbu blockli bylo zapotiebi ptipravit 1,6% agarazovy gel, za pouziti 0,32g
SeaKem Gold agardzy a 20ml TE pufru. Gel byl rozvafen v mikrovinné troubé a dale
temperovan ve vodni lazni pfi 56°C. po vytemperovani byl pfidan 10% SDS (na 20ml gelu
1ml SDS).

K 200ul vytemperované bakterialni kultury bylo ptfidano 250ul vytemperované
agardzy. Po disledném promichani byla smés napipetovana do formy na ptipravu blocku a

takto ponechéna 20 — 30 minut pfi pokojové teploté k Uplnému zatuhnuti.

Lyze blo¢ku
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Pripravime lyzacni roztok — K lyza¢nimu pufrul se pfida lysozymu o koncentraci
50mg/ml a RNAza o koncentraci 20mg/ml. Lyze probiha pii 37°C po dobu 4 hodin ve vodni
lazni s mirnym tfepanim. Po sliti lyza¢niho roztoku nasleduje dalsi lyze.

Ptipravi se lyzacni roztok ESP s proteinazou K. Blocky se pfemisti do 50ml
zkumavek, do kterych se naleje 10ml lyza¢niho roztoku ESP s proteinazou K. Lyze probiha

pti 50°C po dobu 16 hodin ve vodni l4zni.

Promvvani blo¢ku

Po sliti ptebytecného ESP pufru se blo¢ky promyvaji 4x TE pufrem. Prni promyti trva
20min, ostatni po 10 minutach. Promyvani probiha pti pokojové teploté s tfepanim. Promyté

blocky lze uchovavat v TE pufru pii 4°C.

Stépeni blockil
Pro $tépeni blockt bylo nejdiive zapotiebi odfiznout 3-4mm silny pruh, vlozit jej na 5-10min
do plastovych zkumavek typu Eppendorf se 100ul roztoku 1xpufru A

Poté byla pfipravena smés na Stépeni bloc¢kl. Viz tabulka €. 6

Tabulka 6 komponenty pro §tépeni blo¢ki

KOMPONENTY | OBJEM | pozndmka
(Promega, USA) | [ul]

Apal enzym 1 Vysledna
stepeni BSA 1 koncentr_ace

kontroly NEB4 10 enzymu je
40U/ vzorek.

ddH20 88 Stépeni

5 S1enzym 1 Vysledna
Stépeni  ["10x pufrA 10 koncentrace

vzorkl enzymu je
ddH20 89 20U/ vzorek.

Zastaveni Stépeni bylo dosaZeno dsatim Stépici smési a ptidanim 200ul 0,5xTBE na
dobu 10 min. pii pokojové teploté.
Elektroforéza

Pro samotnou PFGE je nutno pfipravit 1% agardzovy gel za pouziti 1,5g SeaKem
Gold agardzy a 150ml 0,5x TBE. Gel se necha vytemperovat ve vodni pii 60°C 45 — 60min.
Mezitim byly promyté a nastépené blocky nandSeny na hiebinek. Po odsati prebytecného

pufru byly ponechany 25 min. piilaboratorni teploté. Poté se hiebinek vlozi do formy, kam se
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nasledné naleje vytemperovany agar6zovy gel. Gel se nechd zatuhnotu po dobu 30min pfi
laboratorni teploté. Po zatuhnuti se vyjme hiebinek.

Vana uréena k PFGE byla naplnéna 31 0,5xTBE vytemperovanymi na 14°C. Do takto
piipraveného pfistroje byl vlozen gel. Program s nastavenim pocatec¢niho pulzniho ¢asu na 1
sekundu a koncového pulzniho ¢asu na 20 sekund bézel 17,5 hod. pti 14°C s rychlosti pumpy
70.

Po ukonceni elektroforézy byl gen barven ve smési 100ul zasobniho EtBR s 1000ml
destilované vody po dobu 30min. Gel byl nasledné pienesen na transluminator napojeny na

detek¢ni fotograficky systém a vyfotografovan.

5.2 Detekce genu rezistence metodou PCR
Pii prikazu gent rezistence se postupovalo dle pracovniho protokolu Ustavu biologie a

chorob volné zijicich zvifat VFU Brno.

Izolace bakteridlni DNA

Izolaty E. faecium, uchovavané v kryoprotektivnim médiu, byly vyockovany na Slanetz-
Bartley (SB) agar s vankomycinem a kultivovany pii 37°C 24-48hodin. Narostla bakterialni
kultura byla resuspendovéna v mikrozkumavce typu Eppendorf ve 20ul lyza¢niho pufru a
zhomogenizovana. Suspenze byla zahtata na teplotu 95°C po dobu 15 min. Vysledny lyzat se
ziedil s 80ul destilované vody. Cela smés se poté centrifugovala pfi 15 000ot/min. po dobu 5
min. Supernatan byl pfeddn do nové mikrozkumavky. Takto ziskana izolovana DNA byla

zamrazena pii -20°C k dal§imu uvziti.

PCR se specifickymi primery

Pro piipravu PCR smési jsme se fidili mnozstvim komponent uvedenym v tabulce ¢. 7.
Objemy jednotlivych komponent vyndsobeny po¢tem analyzovanych vzorkd plus 1 vzorek
navic. Jednotlivé slozky smési se napipetovaly a smichaly v jedné zkumavce typu Eppendrof
(krom¢ DNA). Prenesené¢ objemy jednotlivych komponent PCR smési jsou rozepsany
v tabulce ¢. 7

Tabulka7 Objemy jednotlivych komponent pro PCR

Reakéni komponenty O[b d Em
PPP Master Mix 6,25
PCR voda 4,75
Primer F 0,5
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Primer P 0,5

DNA matrice 0,5

Celkovy otv)ng PCR 125
SMes1

Smés byla pomoci vortexu kratce homogenizovana a rozpipetovana po 12ul do predem
ptedepsanych mikrozkumavek typu Eppendorf o objemu 200ul. Na zavér byl do kazdé
mikrozkumavky ptidan 0,5ul bakterialni DNA pfipravené alkalickou lyzou a uchované v
-20°C. Ke kazdé PCR reakeci je potieba piidat pozitivni kontrolu (seznam pozitivnich kontrol
viz tabulka ¢. 5) a negativni kontrolu (jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda).
Mikrozkumavky typu Eppendorf se vzorky obsahujicimi vSechny reakéni slozky byly

umistény do termocycleru s naslednym spusténim ptislusného programu. Jednotlivé kroky

PCR reakce viz tabulky ¢. 9, 11, 13, 15,17, 19

Tabulka 8 seznam pozitivnich kontrol

gen Kontrolni kmen
repl E0005
rep2 E0005
rep8 pAM337
rep9 V583
replda UW6337
repl? Uwe6337
repl8 UWG337
repl8b UWG337
repl8c H321
rep20 Uwe6337
rep21 pVEF1
rep22 H321
rel pMTp pMG1 — UV2774
rel pRE25 pRE25
rel pEF1 Uwe6337
rel pRUM pRUM N37
rel pClZ2 Uwe6337
rel pAD1 V583
rel pCF10 V583
rel pAMal pS86
rel pRI1 Uwe6337
rel pLG1 UW2774pLG1
Fst V583
&-¢ E0013
axe-txe pRUM N37
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Tabulka 9 Jednotlivé kroky PCR pro priikaz geni typickych pro plazmidy rodiny RepA_N

Teplota [°C] / Cas

Krok funkce repl7 rel,rum axe-txe rep20 relpc: rep9 relpap: fst rep8 relpcrio
Uvodni
1 denaturace 94/10min 94/10min 94/10min 94/10min 94/10min 94/10min 94/10min 94/10min 94/10min 94/10min
DNA
2 Degaﬁl”/:ace 94/30's 94/30 s 94/30's 94/30 s 94/30 s 94/30 s 94/30 s 94/30 s 94/30 s 94/30 s
Pfipojeni
3 primerd 54/30 s 56/30 s 52/30 s 60/30 s 56/30 s 52/30 s 49/30 s 70/30 s 52/30 s 49/30 s
4 Syn;s;z;(liNA 72/30 s 72/30 s 72/30 s 72/30 s 72/30 s 72/30 s 72/30 s 72/30 s 72/30 s 72/30 s
Opakovani o . . o o o o o o o
5 Krokil 2-4 35 cykla 35 cykla 35 cyklu 35 cykla 35 cykla 35 cykla 35 cykla 35 cykla 35 cykla 35 cyklu
Zaverecna
6 syntéza DNA | 72/10 min 72/10 min 72/10 min 72/10 min 72/10 min 72/10 min 72/10 min 72/10 min 72/10 min 72/10 min
fetézce
7 Chlazeni 4/o0 4/o0 4/o0 4/o00 4/o00 4/o0 4/o0 4/o00 4/o0 4/o0
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Tabulka 10 Testované geny a seznam primeri (Rodina RepA_N)

Velikost
Gen primery Sekvence primeru (5'—3") produktu reference
(bp)
Rep(L7)-F | TACTAACTGTTG GTAATT CGT TAA Jonsen 2 kol..
Repl7 AT 502 5010
Rep(17)R ATC AAG GAC TCA ACC GTA ATT
Rel(pRUM)- AAT GTA TGG CAA AAC AGA TGG .
F Goicoechea a
PRUM | Rel |~ RUM)- 138 kol, 2008
N ACG GCA ACT TGA TGA TTA GG ’
Axe-Txe-F CTG ACC CTT TCC TTA CTT CCG Moritz a
AXe | Axe-Txe-R GGG TGA AAG GAA TGG AAG CAG 557 Herg;gg‘;ther'
Rep(20)-F AGT CGA AAA TAT CCA GAA CCT G :
o1 Rep20 ™ Ren20)R AAC CAG TCT TTC GTAATA GTG C 135 | Freitas, 2011
P mel |_ReI(pLGD)-F CGC CTG AAG ACA AAG TGA CA 237 | Ereitas. 2011
Rel(pLG1)-R GCG AAT TTC AGA ACG AAA GC ’
Ren9 Rep(9)-F GCT CGATCARTT TTC AGA AG 201 Jensen a kol.,
P Rep(9)-R CGC AAA CAT TTG TCW ATT TCT T 2010
AD1 Rel Rel(pAD1)-F TAATTT ATG TRACACCTAGT 133 Goicoechea a
P Rel(pAD1)-R | TCAAATTCTTCRGCTGAAAAAAYATGC kol, 2008
- Fst-F AGCAGCTTACTT TCGGCTATCGTCT 146 | Freitas. 2011
Fst-R TAA TGC GGC AGC TCG CCT CGATT ’
Rep(8)-F TAGATACGACAAAAG AAGAATTACA Jensen a kol.,
PAMS73 | Rep8 o 8)R CCA ATC ATG TAA TGT TAC AAC C 395 2010
Re'(pg':lo)' TAATCC AAT CMT TTT CTCC Goicoschea a
pCF10 Rel 318

Rel(pCF10)-
R

TGGACT SWG TTTGCCATTTTG

kol, 2008
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Tabulka 11 Jednotlivé kroky PCR pro priikaz geni typickych pro plazmidy rodiny Inc18

Teplota [°C] / Cas

Krok gen
funkce repl? rep2 rep21 relper; reloress e
Uvodni

1 denaturace | 94/10min | 94/10min | 94/10min | 94/10min | 94/10min | 94/10min
DNA

2 Dega,:l”';ace 94/30s | 94/30s | 94/30s | 94/30s | 94/30s | 94/30s

g | Proipoeni | g5o05 | 52305 | 52/30s | 52/30s | 52/30s | 52/30's
primert
Syntéza

4 DNA 72/30s | 72/30s | 72/30s | 72/30s | 72/30s | 72/imin
fetézce

5 ?{E’jﬁ‘fg' 35 cykli | 35 cykli | 35 cykli | 35 cykli | 35 cykla | 35 cykld
ZavéreCna

6 syntéza 72/10 72/10 72/10 72/10 72/10 72/10
DNA min min min min min min
fetézce

7 Chlazeni 4/00 4/0 4/00 4/00 4/0 4/0

Tabulka 12 Testované geny a seznam primeri (Rodina Inc18)

Velikost
Gen primery Sekvence primeru (5'—3") produktu reference
(bp)
Rep(1)-F TCG CTC AAT CACTAC CAAG Jensen a
PIPSOL | Repl pon1-R | CTT GAA CGA GTA AAG CC CTT 624 | ol 2010
Rep(2)-F GAG AAC CAT CAA GGC GAA AT Jensen a
PRE25 | Rep2 | oo o | ACCAGAATAAGC ACT ACG TAC 630 col.. 2010
AAT CT
Rep(21)-F TCG TTT CAC TCA TTGGACACC Freitas,
PVEFL/2 | Rep2l —pon o1V R TCATTG TCG GCA TAA AGC C 200 2011
Rel(pEF1)-F | AAG CAA ATC TTC CAA AGA GG Goicoechea
pEF1 Rel | pel(oEFL)-R GGTGAATCGTTGCCCATCCAGTAGC 207 | kol 2008
Rel(pPRE25)- | AAT GGC TTC TTA TCGAAGTGG .
DRE25 Rel F 325 Goicoechea
Re'(pﬁ;EZS)' TTC ATC ATC TCT ATG AAT GG akol, 2008
Inc18 e e-F TTA ACG AAT TAT CGG CAAGC 1063 Johnsen a
¢ (R GTG GTT TAG GTG GCT GCA AG kol, 2005
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Tabulka 13 Jednotlivé kroky PCR pro priikaz geni typickych pro plazmidy rodiny pHTp

Teplota [°C] / Cas
Krok gen
funkce rep22 relyrig
Uvodni . .
1 denaturace DNA 94/10min 94/10min
2 Denaturace DNA 94/30 s 94/30 s
3 Piipojeni primert 52/30 s 52/30 s
4 Synteza DNA 72130 s 72130 s
retézce
5 Opakov;‘r krol 35 cykli 35 cykli
Zaverecna
6 syntéza DNA 72/10 min 72/10 min
fetézce
7 Chlazeni 4/o0 4/

Tabulka 14 Testované geny a seznam primeri (Rodina pHTf)

. . Y Velikost
Gen primery Sekvence primeru (5'—3") produktu (bp) reference
Rep(22)-F GTATTA ACACCAC TGG ACT reitas
Rep22 199 '
TCAGTG TAG GCA ATA ACC 2011
Rep(22)-R C
PHTP Rel(pHTB)-F TAAAGA TTT GCG TGA
THp P AATGG 192 Goicoechea
P TCT TGG AAC ATC ACC a kol, 2008
Rel(pHTB)-R GATCC
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Tabulka 15 Jednotlivé kroky PCR pro priikaz geni typickych pro plazmidy rodiny RCR

Teplota [°C] / Cas
Krok gen
funkce Repl4 rel priz
Uvodni . .
1 denaturace DNA 94/10min 94/10min
2 Denaturace DNA 94/30 s 94/30 s
3 Piipojeni primert 50/30 s 48/30 s
4 Synteza DNA 72130 s 72130 s
retézce
5 Opakov;‘r krol 35 cykli 35 cykli
Zaverecna
6 syntéza DNA 72/10 min 72/10 min
fetézce
7 Chlazeni 4/o0 4/

Tabulka 16 Testované geny a seznam primeri (Rodina RCR)

. . . s Velikost
Gen primery Sekvence primeru (5'—3") produktu (bp) reference
Rep(14a)-F | GAT ATT GCT TGC GAT AT Freitas
PRI | Repld | oo ijm | CTCTCGRAAATGATT 468 5011
CGTC
TTG TTC TAA ATA GAT
N Rel(pRI1)-F ATTTTCATC 105 Freitas,
P Rel(RI-R | AGCATTTCT CAT AAT 2011
P AATCGTGAG
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Tabulka 17 Jednotlivé kroky PCR pro priikaz gent typickych pro Malé theta-replikujici se plazmidy

Teplota [°C] / Cas

gen
Krok funkce repl8a repl8b repl8c reppcize
Uvodni
1 denaturace | 94/10min | 94/10min | 94/10min | 94/10min
DNA
2 Dega,:l”';ace 94/30s | 94/30s | 94/30s | 94/30s
g | Popoeni | g5on05 | 54305 | 56/30 | 52/30
primerQ
Syntéza
4 DNA 72130 s 72130 s 72/30 s 72/30 s
fetézce
5 ?{fjl‘:l‘l";az' 35 cykli | 35cykli | 35 cykla | 35 cykld
Zavéreéna
syntéza 72/10 72/10 72/10 72/10
6 . . . :
DNA min min min min
fetézce
7 Chlazeni 4/o00 4/o0 4/00 4/00

Tabulka 18 Testované geny a seznam primeri (Malé theta-replikujici se plazmidy)

Velikost
Gen primery Sekvence primeru (5’ —3") produktu | reference
(bp)
Rep(18)-F ACA CCA GTC GAA ATG AAT TT Jensen a
PEF418 | Repl8a —po (18)-R | AGGAATATCAAGTAATTCATGAAAGT | 292 | kol., 2010
582 | Renigp |_REPUBD)-F | GTGTCT AGA ATG CGTGAAAAAGG i1 Jensen a
P P Rep(180)-R | CTA ATA ATT CAA GAA AGT CTTC kol., 2010
Rep(18c)-F | TGT TCT AAAATGAAA AGAAAAGG Freitas,
P200b | Repl8c |~pc18c)-R | CTA ATA GAG CTC TAA AAT CTT C 421 2011
Rel(nCIZ2)- | ATG GCA ACA GTT AAA GTA AG .
Pciz2 rel F o0g | Goicoechea
Rel(ngZZ)- CAG CGG TAA TTT CTC CTG GTC akol, 2008
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Tabulka 19 Jednotlivé kroky PCR k charakterizaci Tn1546 (vanA transpozonu)

Teplota [°C] / Cas
Primery / IS
Krok ISEf1 (v
funkce P1-P19 paru 1S1216 1S1251
s P18-R)
Uvodni
1 denaturace | 94/10min | 94/10min | 94/10min | 94/10min
DNA
2 Dega,:l”';ace 94/30s | 94/30s | 94/30s | 94/30s
3 | PHPoent |5 i | 45/1min | 52/30 | 58/30s
primerQ
Syntéza
4 DNA 72/5min | 72/5min | 72/30s 72/30's
fetézce
5 ?{5’31'(‘3‘;32' 30 cykl | 30 cykld | 30 cykli | 30 cykld
Zavéreéna
syntéza 72/10 72/10 72/10 72/10
6 . . ] ]
DNA min min min min
fetézce
7 Chlazeni 4/o00 4/o0 4/00 4/00

Charakterizace transpozonu Tn1546 s19 PCR primery (P1 az P19) specifické pro rizné

oblasti slouzici pro ur¢eni orientace riznych soucasti Tn1546 (Simjee a kol., 2002)

- - - - - - - - L |
P3 P4 P7 P8 Pl me Pi5 Plo P19 Pl
- - - - - - - - - -
P1 P2 P5 P& P9 Fl0 P13 P14 P17 F18

—<}< ORFI
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Tabulka 20 Seznam primeri k charakterizaci Tn1546 (vanA transpozonu)

primery Sekvence primeru (5 —3") prc}éillilt(t??tbp) reference
P1-F GGATTT ACA ACG CTA AG 1309
P2R GCCTTT ATC AGA TGC TA
P3F GGT TTT CGATTATTG GA 1130
P4R AAA TAA TAG AAC GAC TC
P5-F CGG AAT GCA TAC GGC TC 1299
P6-R AGC CAT TAC AGT AAT TA
P7-F GGA TGG ACT AAC ACC AA 1074
P8R TTA AGT ATA ATT CAA CC
PO-F GTG AAG GGA TTG AAT TG
P10-R TCC AAT CCC CAA GTT TC 1225 V\ﬁgfdfgg%a
P11-F AAA CGA CTA TTC CAA AC 1679 ’
P12R CAT AGT ATA ATC GGC AA
P13F GTG TGA AAT ATATTT CT 1793
P14R TTC CAT GCT TAT CAC CC
P15-F ATG AAT AGA ATA AAA GT 104
P16-R GGATTT ACT ATT ATC AC
P17-F AAT TCATCT ACATTG GT 1585
P18R TCA GTC CAA GAA AGC CT
P19-F TAT CTT CGC TAT TGG AG 428
ISEFL-F GGTGTTACGATGTCTGAAATTGC Variabilni | Novais, 2005
IS1216-F ACC TTC ACG ATA GCT AAG GTT 439 (variabilnf) | FUna kol
IS1216-R AGG ATT ATA TAA GAA AAC CCG 2004
IS1251-F GCA TCC ACT GTA AAC ACC AG 427 Jensen a kol.,
IS1251-R CGC TGT GTT TGA CCA TCC AT 1998
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Detekce PCR produktu agardazovou gelovou elektroforézou

K detekci PCR bylo pouzito 1,5 % agarazového gelu.

Ptiprava gelu: navazka 1,2g agar6zy + 80ml 1x TBE pufru se nechéd povaftit nékolik
minut v mikrovinné troubé. Po zchlazeni na teplotu cca 60 °C bylo ptidano 80ul barviva
MIDORI. Po promichani byl cely obsah ptelit do pfedem pfipravené formy s hiebinky. Ve
formé tuhnul gel pii laboratorni teplot€¢ 20 — 30 min. Po ztuhnuti byly odstranény hiebinky a
gel byl ponofen do elektroforetické vany naplnéné 1x TBE pufrem. Do pfisluSnych jamek
Vv gelu byly nejprve napipetovany 2ul hmotnostniho markeru 100bp. Dale byl do piislusnych
jamek v gelu napipetovany PCR produkt v mnozstvi 4pl.

Elektroforéza probihala pti napéti 130 V po dobu 25 min.
Po skonceni elektroforézy byl gel opatrné vyjmut z elektroforetické vany a prenesen

na podloZku translumindtoru. Potfizeny obrazovy zdznam byl nasledn¢ vyhodnocen.
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6  Vysledky

Celkem bylo testovano 12 vankomycin-rezistentnich izolatt E. faecium (viz tabulka
¢.). U téchto kment byl pomoci metody PFGE stanoven pocet a velikost plazmidi.
Dalsim krokem u téchto izolati byla detekce gent replikaz, relaxaz a toxin-antitoxin systému

pro typizaci plazmida z jednotlivych plazmidovych rodin. A charakteri zovany typy Tn1546

6.1 Detekce poctu plazmidi u izolati E. faecium pomoci PFGE

Tabulka 21 Pocet a velikost plazmidi v testovanych izolatech

C.vzorku | Podet plazmidii | Velikost plazmidi (kb)
8 4 200; 140; 73; <30
9 2 245; 55
17 2 273; 33
19 5 230; 117; 66; 46; <30
20 3 220; 66; 33
21 4 180; 78; 40; 33
34 4 245; 210; 68,61
35 5 290; 197; 158; 61, 55
36 4 200;170; 55; 41
37 4 290; 200; 66; 40
38 3 200; 55; <30
39 3 217; 67; 54

Detekce genti, charakterizujicich plazmidy rodiny RepA N

Z celkového poctu 12 izolati E. faecium, byl prokézan gen repl7 u 11 izolatd (n=12;
92 %), u 5 izolati (42 %) byl detekovan gen Axe-Txe, ktery koduje malé proteiny antitoxin
Axe a toxin Txe. Oba detekované geny jsou typické pro plazmidy pribuzné pRUM.
U 7 izolati (58 %) byl detekovan gen rep20, charakterizujici plazmidy pribuzné pLG1.
U 1 izolatu (8 %) byl detekovan gen relyap1, nachazejici se na plazmidu piibuzném pADL.
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Tabulka 22 plazmidy rodiny RepA N

RepA_ N

& " plazmid pRUM pLG1 pAD1 pAM373 pCF10

- vzor Gen repl7 relprum Axe-Txe rep20 relpe: rep9 relpaps | fst rep8 Relpcrio
8 repl7 - Axe-Txe - - - - - - -
9 - - - - - - reIpAD]_ - - =
17 repl7 - - rep20 - - - - - -
19 repl7 - - - - - - - - -
20 repl7 - - rep20 - - - - - -
21 repl7 - Axe-Txe rep20 - - - - - -
34 repl7 - Axe-Txe - - - - - - -
35 repl7 - - rep20 - - - - - -
36 repl7 - - rep20 - - - - - -
37 repl7 - Axe-Txe rep20 - - - - - -
38 repl7 - - rep20 - - - - - -
39 repl7 - Axe-Txe - - - - - - -

V tabulce jsou uvedeny jednotlivé geny relaxaz (rel), replilaz (rep) a antitoxin-toxin (axe-txe, fst) pro typizaci jednotlivych plazmidovych skupin
v rodin€ RepA N.
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6.2 Detekce genii, charakterizujicich plazmidy rodiny Inc18

Z celkovych 12 izolati byl gen repl zachycen v jednom piipadé (8 %), tento gen se
nachazi na plazmidu pribuzném pIL501. Gen Rep2 ve dvou ptipadech (17 %), gen se nachazi
na plazmidu pfibuzném pRE25. V 11 piipadech byl detekovan gen Relyers, reprezentujici
plazmid pEF1.

Tabulka 23 Plazmidy rodiny Inc18

Incl8
C. | plazmid | pIL501 | pRE25 | pVEF1/2 | pEF1 | pRE25 | Inc18
vzorku | Gen repl rep2 rep21l | reloers | relpreos | &
8 - - - r9|pE|:1 - -
9 - - - - - -
17 - - - r6|pEF1 - -
19 repl rep2 - relper1 - -
20 - - - r6|pEF1 - -
21 - rep2 - relper1 - -
34 - - - r6|pEF1 - -
35 - - - r9|pE|:1 - -
36 - - - r6|pEF1 - -
37 - - - r6|pEF1 - -
38 - - - r9|pE|:1 - -
39 - - - r6|pEF1 - -

V tabulce jsou uvedeny jednotlivé geny relaxaz (rel), replilaz (rep) a antitoxin-toxin (e-¢) pro

typizaci jednotlivych plazmidovych skupin v rodiné Inc18.
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6.3 Detekce genii, charakterizujicich plazmidy rodiny pHTp
U 4 izolata byl detekovan gen rep22 (33 %) a u 2 izolata (17 %) byl detekovan gen

rel,nrp. Oba geny jsou zastoupeny na plazmidu piibuzném pHTP, coz potvrzuje jeho

pfitomnost v n¢kterych z izolat.

Tabulka 24 Plazmidy rodiny Inc18

pHTP
y plazmid pHTp
C. vzorku
Gen | rep22 | rel,ump
8 rep22 | rel,uzp
9 - -
17 - -
19 - -
20 - -
21 - -
34 rep22 | rel,uzs
35 rep22 -
36 rep22 -
37 - -
38 - -
39 - -

V tabulce jsou uvedeny jednotlivé geny relaxaz (rel), replilaz (rep) pro typizaci jednotlivych

plazmidovych skupin v rodin¢ pHTp.
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6.4 Detekce genii, charakterizujicich plazmidy rodiny RCR
U 8 izolath (67%) byl pozitivni prikaz genu repld a u 4 izolati byl detekovan gen
relpri. Oba geny jsou typické pro plazmidy piibuzné pRI, pattici do rodiny RCR plazmidu.

Tabulka 25 Plazmidy rodiny RCR

RCR
C. |plazmid| pRI | pRI1
vzorku | Gen | repld | relpri
8 repl4 | relpri
9 - -
17 - -
19 - -
20 repl4 -
21 repld -
34 repld | relsrin
35 - -
36 repld | relsrin
37 repld -
38 repld -
39 repld | relrin

V tabulce jsou uvedeny jednotlivé geny relaxaz (rel), replil&z (rep) pro typizaci jednotlivych

plazmidovych skupin v rodin¢ RCR.
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6.5 Detekce genti, charakterizujicich Malé theta-replikujici se plazmidy

U dvou izolatt (17%) byl detekovan gen repl8a jehoz nositelem je plazmid piibuzny
PEF418, u 1 izolatu (8%) byl detekovan gen repl18b, typicky pro plazmid pfibuzny pB82, u 8
izolatd (67%)byl detekovan gen repl8c typicky pro plazmid piibuzny p200b, u 9 testovanych
izolatl (75%) byl prokazan gen relyciz2 typicky pro plazmid pfibuzny pCIZ2.

Tabulka 26 Malé theta-replikujici se plazmidy

Malé theta-replikujici se plazmidy
¢ plazmid | pEF418 pB82 p200b pClZ2
vzorku Gen repl8a repl8b repl8c relpcize
8 - - repl8c | relycize
o - - - -
17 - - - -
19 = = - relpc|22
20 - - repl8c relpciz
21 repl8a repl8b repl8c relpciz
34 - - repl8c relpciz
35 - - - -
36 - - repl8c | relycize
37 repl8a - repl8c relycize
38 - - repl8c relpciz
39 - - repl8c reIpC&

V tabulce jsou uvedeny jednotlivé geny relaxaz (rel), replilaz (rep) pro typizaci jednotlivych

plazmidovych skupin malych theta-replikujicich se plazmida.
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6.6 Charakterizace transpozonu dle jednotlivych primeri

U 4 izolati (n=12; 33 %) byl chareakterizovan Tn1546 jako typ F3. Tento typ se vyskytoval
pouze u izolatu E. faecium, pochézejicich ze statu Massachusetts.

U jednoho izolatu (8%) byl Tn1546 charakterizovén jako typ F5. Tento typ byl nalezen pouze
u izolatu, pochazejiciho ze statu Kansas.

Jako jediny izolat (8%), ze statu New York, byl nositelem transpozonu Tn1546 typu PP-16.

6 izolath mélo netypovatelné Tnl546. S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o nové, dosud

nepopsané typy.

Tabulka 3 Charakterizace Tn1546 dle specifickych primeri

Tn1546

Primer Typ
C. 1-2 | 34 | 56 | 7-8 9-10 | 11-12 | 13-14 | 15-16 | 17-18 | 19-1 transpozonu

vzrorku
8 - - - - - ++ + ++ + + Novy
9 - - - - + ++ + + + + F3
17 - - - + + ++ + + ++ + Novy
19 - - - - + ++ + + + + F3
20 - - - + + ++ + + ++ + Novy
21 - - - - + ++ + + + + F3
34 - - - - - - + + + + F5
35 - - - + - ++ + + ++ + Novy
36 - - - - - ++ + + + + Novy
37 - - - - + ++ + + + + F3
38 - - - + + ++ + + ++ + Novy
39 - - - - - + + + + + PP-16

- = zadna amplifikace, + = amplifikace, ++ = amplifikace sekvenci vétsi, nez

predpokladanych velikosti
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7 Diskuze

Cilem této diplomové prace byla studie vankomycin rezistentnich izolatd
Enterococcus faecium z trusu americkych vran. Zjistit pfitomnost plazmida v izolatech
odpovédnych za pienos geni rezistence k vankomycinu a vybrat izolaty s jednim plazmidem.
Dale charekteristika plazmidu, které nesou vanA geny, geny rezistence k dalSim antibiotikiim
a geny virulence.

Jedna se o prvni studii mapujici pfitomnost a charakteristiku plazmidi u izolatl
Enterococcus faecium izolovanych z trusu volné Zijicich americkych vran.

Ve Spojenych statech americkych se rezistence k vankomycinu u kmene E. faecium zvysila
z 0% v polovin¢ roku 1980 na vice nez 80% do roku 2007 (Arias a Murray, 2008).

Dle CDC (Centers for Disease Control and Prevention) doslo od roku 2011 do roku 2014 k
mirnému poklesu rezistence u E. faecium z 80,5 % na 75,6 % >

Globalni rast fenotypové rezistence k vankomycinu u kment E. faecium je popsan
v mnoha mezinarodnich studiich. Napt ve studii Willems a kol. (2005) popisuji globalni $ifeni
vankomycin-rezistentnich E. faecium. Ve Spojenych statech vzristajici tendenci VRE
popisuje ve své studii Martone (1998). V jednotlivych evropskych zemich totéz popisuji ve
sve studii Werner a kol. (2008). Witte (1998) ve své studii popisuje zdravotni disledky
pouzivani antibiotik v zemédélstvi. Popisuje predevSim uzivani antibiotik jako stimulator
rustu u hospodatskych zvitat, coz predstavuje velky rezervoar plazmidové ptenosnych genti

rezistence

Plasmidy v E. faecium

Plazmidy v enterokokové populaci byly rozsahle studovany nékolika studiich. Napf.
Jensen a kol. (2010) predstavuje klasifikacni systém pro plazmidy izolované z enterokokt a
jinych gram-pozitivnich bakterii.

Ve studii Rosvoll a kol. (2010) popisuji identifikaci plazmidd v izolatech E. faecium z
fekalnich vzorkt od lidi z komunity, hospitalizovanych pacietnt a z trusu dritbeZe.

Svédska studie Nilsson a kol. (2012) popisuje genetickou rozmanitost mezi VRE ze

Svédskych brojlert.

2 http://gis.cdc.gov/grasp/PSA/MapView.html (citovano dne 3.4.2016)
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Sekvenacdni typy z nasi studie

V nasi studii byly detekovany sekvenacni typy 18, 448, 555, 749, 750, 751, 752.
Prevalence ST18 (n=12, 42%).

V portugalska studie Freitas a kol. (2011) testovali 31 VRE izolati (29 od prasat, 12

od zdravych osob). Kmeny byly seshirany z Porutgalska, Danska, Spanélska, Svycarska a
USA. ST 18 detekovali u péti izolatd (n=31, 16%). To dokazuje globalni rozsifeni tohoto
ST18.

Naopak s nasi praci se rozchazi americka studie z Michiganu, Donabedian a kol.
(2010), kdy hodnotili celkem 360 fekalnich vzorkd od lidi (n=158), prasat (n=55), skotu
(n=50), koni (n=25), ovci (n=57), koz (n=17) a lamy (n=1).

Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecium byl izolovan pouze ze 6 vzorka
z vykall prasat. Pomoci MLST byly stanoveny sekvenaéni typy: ST5 (n=2), ST6 (n=3) a
ST185 (n=1).

Ani jeden sekvenacni typ z michiganské studie nebyl nalezen mezi naSimi VRE.

Plazmidy kédujici rezistenci k vankomycinu
Ve studii Freitas a kol., (2011) z Portugalska detekovali Tn1546 (kddujici rezistenci

k vankomycinu) a tcrB (kodujici odolnost vici médi) umisténé na plasmidech REPp 1.
VSecny VRE kmeny (n=31) nesly plazmid pLG1. Tento plasmid byl detekovan i v nasi studii

celkem u sedmi izolath (n=12; 58 %).

Rozséahlou studii provedli Rosvoll a kol. (2010), kdy testovali jak vankomycin-citlivé
(n=35) tak i vankomycin-rezistentni (n=58) kmeny E. faecium z 13 zemi na tiech
kontinentech. Izolaty pochazely z komunitnich a nemocni¢nich fekalnich vzorki (n=40),
zvzorku drubeziho trusu (n=13) a dalsi, nespecifikované izolaty (n=3). V této studii
detekovali plazmidy pomoci PFGE. Vysledkem bylo zjiSténi, Ze 88 kmenil neslo jeden az
sedm plazmidid o velikosti <10 do >200kb. Celkem u 77 byla pomoci PCR prokédzana
pozitivita pro jednu az Ctyfi skupiny replikonu. pRE25 (n=56), pRUM (n=41), pIP501 (n=17),
pHTP (n=14). Plazmidy pRE25, pRUM, pIP501 a pHTP byly pfitomny ve fekalnich vzorcich
jak komunitnich tak 1 nemocni¢nich. Ve fekalnich vzorcich zvifat byly detekovany pouze

PRE25 a pIP501.
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V 61 % ze vSech kmenil byl detekovan gen axe-txe. V nasi studii se jednalo o detekci
toho genu u 42 % izolatu.
Déle Vysledky ukazuji, ze plazmidy pRE25, pRUM, pIP501 a pHT, jsou prevladajici

a jsou Siroce distribuovany mezi kmeny E. faecium

V evropské studii Migura a kol. (2008) se snazili prokazat pritomnost plasmidu pRI1
detekci repprir U 159 vankomycin-rezistentnich kment E. faecium, které byly lidského a
zviteciho puvodu a pochazeli z rizného statu Evropy. Testovali 40 izolati izolatd E. faecium
od brojlert z Velké Britanie, 41 izolatd od brojlert a 51 izolatl od prasat z Danska, 27 izolatd
vankomycin-rezistentnich E. faecium od hospitalizovanych pacientt shromazdénych z celé
Evropy. Pomoci sekvenéni analyzy prokazaly plazmid ptibuzny pRI1 v 60 ptipadech (38 %)
z celkového poétu 159 zkoumanych izolatu. Pozitivnich bylo 27 (ze 40) izolata z Velké
Britanie, 22 (ze 41 izolatd od brojlerd) a 2 (z 51 izolatd od prasat) z Danska, 9 (z 27) izolata
od hospitalizovanych pacientl. S touto evropskou studii se muze shodovat i nase studie
ankomycin-rezistentnich izolati E. faecium izolovanych z americkych vran. Ve 4 nasi
izolatech (n=12; 33%) byl detekovéan plazmid ptibuzny pRIl. Tato skutecnost naznacuje, ze
tato skupina plazmidi je globalné rozsifena. Z vysledkl evropské studie lze usuzovat, zZe tyto

plasmidy se nej¢aséji vyskytuji v izolatech pochazejicich z téidy ptakda.

V polské studii Wardal a kol. (2014) provadéli molekularni analyzu pfi ,,epidemii‘
VanA u Enterococcus faecium ve dvou varSavskych nemocnicich. 44 izolatl bylo ziskano
z oddéleni onkologie a oddéleni hematologie a krevni transfuze. Témét vSechny izolaty nesly
Tn1546 na plasmidu ptibuzném pRUM. Tyto kmeny vSak postradaly gen axe-txe. S tim se
ovSem rozchdzi naSe studie, ve které byl gen axe-txe na plazmidu piibuzném pRUM
detekovan v 5 izoladtech (n=12; 42%). U vSech nemocni¢nich izolatd z Polska byly
detekovany geny repl4pr, repl7,rum @ gen repprca. 16 izolatl byly pozitivni na rep2prezs, U
15 izolatd byl detekovan gen repllyeriors, u 19 izolatd byl pozitivni prikaz repl8peras, a u 18
izolatd byl detekovan gen reppmei. VSechny plazmidy (kromé repllperiors, ktery jsme
netestovali) z izolatd v polskych nemocnicich byly nalezeny i v nasi izolatech. reppme1 byl
mezi naSimi izolaty detekovan celkem 7x, ostatni dva geny byly pozitivni u dvou dalSich
izolatd (z nichz jeden obsahoval rovnou oba dva). Nej¢astéjsi sekvenaéni typ polskych izolath
E. faecium byl ST18. Nejcastéjsi vyskyt ST18 u vancomycin-rezistentnich kment E. faecalis

muzeme potvrdit 1 v nasi studii, kdy se tento sekvenacni typ vyskytoval ve 42 % izolatq.
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Sifeni VRE a vanA genu

Sifeni kment Enterococcus faecium nesoucich vanA gen, nachéazejici se na
transpozonu Tn1546, Zivo¢isného puvodu na ¢lovéka popisuji v danské studii Lester a kol.
(2006). Bylo testovano, zda bude E. faecium svanA zivo¢isného ptvodu blokovan
vankomycin-citlivym E. faecium humanniho ptvodu. 6 dobrovolnikii pozilo oba druhy
izolath. Transkonjuganty byly ziskdny u 3 z 6 dobrovolnikti. V jednom pifipad¢ byla zjiSténa
nejen rezistence k vankomycinu, ale také k jinym antibiotikim. Studie tedy ukazuje, Zze ve
stievech ¢lovéka muze dojit k pfevodu vanA genu z izolata E. faecium zivoc¢isného puvodu do
E. faecium izolatt humanniho pivodu. VRE kmeny piedstavuji tak rezervoar s potencialem
zoonotického $ifeni vankomycin-rezistentnich kmenda.

Norska studie Johnsen a kol., (2005) testovali vzorky trusu ze dvou S§védskych
driibezich farem, kde se dfive pouzival avoparcin. Vzorky se shromazdovaly po dobu
jednoho roku z 3, po sob¢ nasazenych, hejn. Popisuji dlouhodobé pietrvani izolata E. faecium
s vanA genem lokalizovanym na Tn1546 v zemédé€lském prostiedi.

Guardabassi a kol. (2002) popisuji vyskyt vankomycin-rezistentnich enterokokd,
pochazejicich z primyslové vyroby vankomycinu. Kmeny VRE byly detekkovany i na odtoku
z ¢isirny dopoadnich vod. Vysledky naznacuji, Ze je tfeba posoudit Sifeni VRE a dalSich

antibiotik-rezistentnich kment prostiednictvim nedokonalé upravy vody z pramyslu.

Vysledky nasi studie se zdaji byt alarmujici, a to hlavné diky cetnosti vyskytu plazmidd,
nesoucich Sirokou Skalu gent rezistence.
Eliminace téchto kment se zda byt malo realnd, ovsem je tieba se snazit alespoit omezit jeho
Sifeni. A to hned v nékolika oblastech:
- Omezit pouzivani glykopeptidovych antibiotik ve zbytecnych ptipadech, a to
zptesnénim jejich indikaci nejen v humanni medicing, ale i v mediciné veterinarni.
Cilem je dosahnout sniZzeni epidemiologického rizika vzniku a vzestupu rezistence
Kk témto antibiotickym latkam
- Zamgéfit se na odpadové hospodaistvi v priimyslu a nemocnicich

- Uzivani avoparcinu, jako riistového stimuldtoru v zemédélstvi

Zustava samoziejmé otdzkou, na kolik se vySe uvedené obecné ndavrhy smétujici

k zamezeni §ifeni rezistentnich kmenii, mohou v praxi skute¢né prosadit. Jejich realizace
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vyzaduje mezioborovou spoluprici, ptipravu lokalnich smérnic a doporuceni, véetné jejich
disledné implementace, a také nemalé ekonomické prostfedky. Nicméné jsem presvédcen, ze
analyzy takovéhoto druhu mohou, dostane-li se jim dostate¢né publicity v odbornych kruzich,
prispet ke zkvalitnéni antibiotické politiky, a tim alespoil ¢astecné omezit negativni trendy ve

vyvoji rezistence k antibiotikiim obecné.
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8 Z.avér

Diky svym vlastnostem jsou glykopeptidova antibiotika ¢asto vniména jako rezervni
ptipravky pro 1é¢bu tézkych infekci vyvolanych gram-pozitivnimi bakteriemi.

Zvysena spotieba téchto antimikrobidlnich latek se vSak nasledné projevila vyskytem
rezistenci u enterokokll. Ztrata ucinnosti vankomycinu a teikoplaninu pak patii k zadvaznym
fenoméntim, které piinadSeji vyrazné omezeni volby klinicky ucinnych antibiotik u tady
zavaznych onemocnéni. V soucasné dob¢ neni vyskyt téchto glykopeptid-rezistentnich kmeni
jen otazkou nozokomidlnich infekci. Stale castéji se objevuji studie mapujici globalni
roz$iteni téchto izolatl i do zivotniho prostiedi.

Pifedmétem této diplomové préce jsou vankomycin-rezistentni izolaty E. faecium,
izolovane z trusu americkych vran. U téchto izolati byly pomoci metody PFGE detekovan
pocet a velikost jednotlivych plazmidi. Pomoci PCR metody byly izolaty podrobeny detekci
genu replikaz, relaxaz a toxin-antitoxin systému, které charakterizuji plazmidy z jednotlivych
plazmidovych rodin. Dale byl pomoci PCR charakterizovan typy transpozonit Tn1546.

Vysledky této diplomové prace dokumentuji vysoké zastoupeni plazmidi ve
vankomycin-rezistentnich izolatech E. faecium. Tato Cetnost hraje velkou roli v soucasné
epidemiologii multirezistentnich kment, zvlasté pak, jedna-li se o klony s vys$sim potencialem
Sifendi.

Pro efektivni kontrolu infekci vyvolanych multirezistentnimi kmeny jsou analyzy a

shromazd’ovani téchto dat naprosto nezbytné.
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9 Seznam zkratek

Ala

Angl.
ATB

Bp

DDT

E. faecalis
E. faecium
FVHE
GRE

IS

Lac

MGE
MIC
MLST
PCR
PFGE
PXXXX
Rel

Rep

S. aureus
Ser

TEs
TnXXX
VRE

VFU Brno

alanin

Anglicky

antibiotikum

par/pary bazi (ang. Base pairs)

diskovy difuzni test

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Fakulta veterinarni hygieny a ekologie

glykopeptid-rezistentni enterokoky

inzer¢ni sekvence (angl.. Insertion sequences)

laktat

mobilni genetické elementy

minimalni inhibi¢ni koncentrace

multilokusova sekvenacni typizace (angl. Multi locus sequence typing)
polymeréazova fetézova reakce (angl. Polymerase chain reaction)
pulzni gelova elektroforéza (angl. Pulzed-Field Gel Electrophoresis)
oznaceni plazmidu (napt. pLG1)

relaxéaza

replikaza

Staphylococcus aureus

serin

transpozony (angl. Transposable elements)

oznaceni transpozonu (napi. Tn1546)

vankomycin-rezistentni enterokoky

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Zkratky k tabulkdm: 2, 3, 4

H
HH
HHc

WA

kmen z nemocnice(z angl. Hospital)

zdravi lidé (healthy humas)

zdravi lide-déti (helathy humans — children)
farmova zvifata (animals)

divoka zvitrata (wild animals)
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F jidlo (foods)

P domaci zvifata (pets)

SW z ¢isticky odpadnich vod (sewage)
NA neni k dispozici (Not available)
NI neidentifikovano (Not identified)

Zkratky k ptivodu izolata

MA Massachusetts

KS Kansas

NY New York

PEI Ostrov prince Edwarda
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