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Seznam zkratek

AAC(6')-Ib-cr bifunkéni acetyltransferaza inaktivujici aminoglykozidy a fluorochinolony

ABC rodina efluxnich pump (,,adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette”)

ACC rodina beta-laktamaz

ACT rodina beta-laktamaz

AIEC adherentni invazivni E. coli

AmpC rodina beta-laktamaz

APEC aviarni patogenni E. coli

ATP adenozintrifosfat

BES rodina beta-laktamaz

bp; kb pary bazi (,,base pair®); kilobaze (, kilobase”)

CcdAB typ plazmidového adikéniho systému

CDEC ,cell-detaching” E. coli

CLSI ,Clinical Laboratory and Standards Institute”

CMY rodina beta-laktamaz

Col skupina plazmid( sdruzena s geny pro produkci kolicinG

CS konzervativni segment integronu

CTX-M rodina beta-laktamaz

cov &istirna odpadnich vod

DAEC difuzné adherentni E. coli

DANMAP dansky program pro monitorovani antibiotické rezistence (,, The Danish
Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring”)

DHA rodina beta-laktamaz

DR prima repetice (, direct repeat”)

EAEC enteroagregativni E. coli

EARS-Net ,Antimicrobial resistance interactive database”

ECDC ,European Centre for Disease and Prevention Control”

ECOFF epidemiologicky predél (,epidemiological cut-off value)

EcoRll typ restrikéné modifikacniho systému

EAHEC enteroagregativni hemoragicka E. coli

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EFSA Evropsky Urad pro bezpecnost potravin (,European Food Safety Authority”)

EHEC enterohemoragicka E. coli

EIEC enteroinvazivni E. coli

EMEA Evropska |ékova agentura (,,European Medicines Agency”)

EPEC enteropatogenni E. coli

ESBL Sirokospektra beta-laktamaza (,,extended-spectrum beta-lactamase®)

ETEC enterotoxigenni E. coli

EUCAST »The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”

ExPEC extraintestindlné patogenni E. coli

F+ bunka nesouci fertilni (F, IncF) plazmid

FOX rodina beta-laktamaz

FQ fluorochinolony

GEl genomovy ostrov (,,genomic island®)

GES rodina beta-laktamaz

GIM rodina beta-laktamaz

GIT gastrointestindlni trakt

GyrA podjednotka DNA gyrdzy (topoizomerazy Il)

GyrB podjednotka DNA gyrazy (topoizomerazy Il)



HGT
Hok-Sok
ICE
IMI
IMP
Inc
IR
[Ri
IRL
IRR
Rt
IS
ISCR

KPC
LAT
LGT
MALDI-TOF

MATE
MBL
MDR
MFS
mg/PCU

MGE
MIC
MIR
MITE
MLST
Mob
MOX
MPC
MRI

MRR
MRSA
MSSA
NDM
NMC
NMEC
NTEC
Omp
OgxAB
orf
oriV
oriT
OXA
PAI
Par
ParC
Park

horizontdlni tok gend (,,horizontal gene transfer”)

typ plazmidového adikéniho systému

integrativni konjugativni element (,integrative conjugative element”)
rodina beta-laktamaz

rodina beta-laktamaz

skupina inkompatibility plazmidU

obrédcend/invertovana repetice (,inverted repeat”)

obracend repetice u genu integrazy

leva obracena repetice (,left inverted repeat”)

prava obracena repetice (,right inverted repeat”)

obracend repetice v oblasti tni

inzeréni sekvence

inzeréni sekvence transponovana mechanizmem replikace na otacejici se
kruznici

rodina beta-laktamaz

rodina beta-laktamaz

lateralni tok gend (,lateral gene transfer)

hmotnostni spektrometrie (,matrix-assisted laser desorption/ionization-time of
flight)

rodina efluxnich pump (,,multidrug and toxic compound extrusion”)
metalo-beta-laktamaza

multirezistence (,multidrug resistance®)

rodina efluxnich pump (,,major facilitator superfamily”)

mnozstvi Ucinné latky vztaZzené na velikost populace (,,population correction
unit”)

mobilni geneticky element

minimalni inhibi¢ni koncentrace nebo mobilni inzeréni kazeta

rodina beta-laktamaz

typ mobilniho genetického elementu

metoda typizace izoldt(; multilokusova sekvenéni typizace
mobilizovatelny plazmid

rodina beta-laktamaz

mutacné preventivni koncentrace (,mutation prevention concentration”)
multirezistentni integron neboli integron nesouci nékolik gen( rezistence
(,multiresistance integron”)

oblast multirezistence (,multiresistance region”)

Staphylococcus aureus rezistentni k meticilinu

Staphylococcus aureus citlivy k meticilinu

rodina beta-laktamaz

rodina beta-laktamaz

E. coli vyvolavajici novorozenecké meningitidy

nekrotoxigenni E. coli

protein vnéjsi plazmatické membrany (,outer membrane protein®)
efluxni pumpa; plazmidy kddovana determinanta rezistence k chinolondim
otevreny Cteci ramec (,,open reading frame”)

pocatek replikace plazmidu (,,origin of vegetative replication”)

pocatek prenosu plazmidu (,origin of transfer”)

rodina beta-laktamaz

ostrov patogenity (,,pathogenicity island”)

systém stabilni segregace plazmidd pfi bunééném déleni (,partitioning®)
podjednotka topoizomerazy IV

podjednotka topoizomerazy IV



PBP protein vazajici penicilin (,,penicilin-binding protein®)

PBRT metoda typizace replikon( zalozena na PCR (,,PCR-based replicon typing”“)

PCR polymerazova fetézova reakce (,,polymerase chain reaction”)

PDR »panrezistence”; rezistence ke vSsem dostupnym antibiotikim (,,pandrug
resistance”)

PemKl typ plazmidového adikéniho systému

PER rodina beta-laktamaz

PFGE pulzni gelova elektroforéza (,pulse-field gel electrophoresis®)

pMLST metoda typizace plazmid(, multilokusova sekvenéni typizace plazmid(
(,,plasmid multilocus sequence typing”)

PMQR plazmidy determinovana rezistence k chinolonlm (“plasmid-mediated
quinolone resistance”)

PndAC typ plazmidového adikéniho systému

QepA efluxni pumpa; plazmidy kédovana determinanta rezistence k chinolonlm

Qnr rodina plazmidy kédovanych determinant rezistence k chinolonm

QRDR oblast uréujici rezistenci k chinolonim (,,quinolone resistance determining
region”)

RC transpozice zahrnujici replikaci na otacejici se kruznici (,,rolling circle)

RelBE typ plazmidového adikéniho systému

Rep protein Ucastnici se replikace DNA

RM systém restrikéné modifikaéni systém

RND rodina efluxnich pump (,resistance-nodulation-cell division®)

SGI genomovy ostrov salmonel (,,Salmonella genomic island”)

SHV rodina beta-laktamaz

SIM rodina beta-laktamaz

SME rodina beta-laktamaz

SMR rodina beta-laktamaz

SPM rodina beta-laktamaz

SPN rodina beta-laktamaz

SrnB typ plazmidového adikéniho systému

SSCmec genova kazeta pro rezistenci k meticilinu vazana na chromozom Staphylococus
spp. (,staphylococcal cassette chromosome®)

ST sekvencni typ

STC komplex sekvencnich typd, alternativni ndzev klonalni komplex (CC—, clonal
complex”)

STEC shigatoxigenni E. coli

SVARM veterinarni monitorovaci program antimikrobialni rezistence ve Svédsku
(,Swedish Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring”)

TEM rodina beta-laktamaz

tIS transferova IS

Tn transpozon

Tra oblast plazmidu obsahujici geny pro konjugativni prenos

UPEC uropatogenni E. coli

VagCD typ plazmidového adikéniho systému

VCR repetitivni oblasti v superintegronech V. cholerae

VEB rodina beta-laktamaz

VIM rodina beta-laktamaz

XDR extenzivni neboli rozsitena rezistence (,,extensive drug resistance”)

XerCD systém rozdélovani multimernich plazmidovych forem

WHO Svétova zdravotnicka organizace



1. Uvod

Antibiotika jsou povaZovana za jeden z nejvyznamnéjsich objev( v historii lidstva. O antibioticich
se bez nadsazky mluvi jako o ,,zazracnych” lécich, které zménily charakter mediciny, umoznily terapii dfive
nelécitelnych infekci, provadéni chirurgickych zakrokd a transplantaci. V dtsledku domnénky zazracnosti,
neskodnosti a naprosté univerzalnosti antibiotik jako ndstroji v boji proti mikrobdm tomu odpovidalo i
jejich neuvazené a nadbytecné pouzivani. To se postupem casu odrazilo vjednom ze soucasnych
paléivych problémd, kterym je rezistence bakterii k antibiotikiim. Rezistence celosvétové nardstd, stoupa
Cetnost multirezistentnich gramnegativnich bakterii a téch, které odoldvaji vSsem dostupnym
antimikrobialnim latkam. Soucasny stav je popisovan jako antibioticka krize. Snizuje se Ucinnost klinicky
vyznamnych antibiotik humanni i veterinarni mediciny a dochazi k siteni bakterii rezistentnich k lékim
rostouciho trendu je situace v pfipadé bakteridlnich druh( Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a
dalSich druht celedi Enterobacteriaceae. Jedna se o skupinu bakterii s kosmopolitnim rozsifenim, ktera

tvofi béZnou soucast stfevni mikroflory ¢lovéka a zvifat a zaroven disponuje patogennim potencialem.

Cilem této habilitacni prace je podat uceleny prehled tématu bakteridini rezistence ke klinicky
vyznamnym antibiotikdm humanni i veterinarni mediciny. Prace popisuje problematiku epidemiologie
rezistence gramnegativnich bakterii, zejména zastupcl Celedi Enterobacteriaceae, rezistentnich
k Sirokospektrym beta-laktamovym antibiotikiim a fluorochinolonim. Pozornost je vénovana vyskytu
bakterii s touto rezistenci u ¢lovéka, zvifat i v prostfedi s ohledem na dnes Siroce sklofiovany termin
,One Health” neboli ,jedno zdravi”. Habilitacni prace je koncipovdna jako uceleny popis problematiky
doplnény ptivodnimi védeckymi publikacemi autora', které dokladaji jeho p¥inos v oboru. Tyto védecké
vystupy vznikly pod vlajkou Ustavu biologie a chorob volné Zijicich zvifat a Ustavu infekénich chorob a
mikrobiologie, VFU Brno. Prace bude v budoucnu slouzit jako vychozi materidl pro pfipravu rozsahlejsiho
ucebniho textu vénovaného tématice antibiotické rezistence, ktery bude primarné urcen pro studenty
mikrobiologie a blizkych pfirodovédnych ¢i lékarskych obord.

E. coli je jednim z nejvyznamnéjsich bakteridlnich druhd v sifeni klinicky vyznamné rezistence
k antibiotikim. SlouZi rovnéz jako vhodny ukazatel pfi sledovani stavu a vyvoje antibiotické rezistence.
Prvni kapitola je proto vénovana jeho struénému predstaveni. Dalsi text popisuje vybrané skupiny
beta-laktamovych antibiotik a fluorochinolony v kontextu jejich pouZiti u zvifat a ¢lovéka, negativnich
dopadl na selekci rezistentnich bakterii a vliv(i na Zivotni prostredi. Tato kapitola je nasledovana obecnym

uvodem do problematiky antibiotické rezistence, ktery pojednava o plvodu rezistentnich bakterii, vénuje

iCitace plvodnich préaci autora, které jsou soucasti této habilitacni prace, jsou v textu oznaceny $edym pismem. Citace je
nasledovana ¢iselnym odkazem na pfilohu, kterd obsahuje kopii dané publikace.



se faktordm a cestam jejich Sifeni. Dalsi kapitoly jsou vénovany blizSimu popisu mechanizm(, které
bakterie vyuzivaji k inaktivaci inhibi¢niho ucinku vyse uvedenych skupin antibiotik.

V Siteni rezistence k antibiotikim u gramnegativnich bakterii hraje Ulohu horizontéIni pfenos
genl zprostfedkovany Useky DNA — mobilnimi genetickymi elementy. Tyto elementy si mezi sebou
bakterie ochotné predavaji a spolu snimi i genetickou informaci pro rezistenci k antibiotikdim,
dezinfekénim latkdam, tézkym kovim ¢i virulenci. Vazba gend rezistence na prenosné plazmidy utvari
soucasny obraz epidemiologie rezistence k beta-laktamovym antibiotikim, udava jeji rostouci charakter
a je spojena s ¢etnym vyskytem multirezistence. Podstatna ¢ast textu je proto vénovana mobilnim
genetickym elementdm v Siteni klinicky vyznamné rezistence. Je predstavena jejich strukturu a zpUsoby
pfenosu mezi bakteridinimi genomy. Posledni kapitola se soustfedi na molekuldrni epidemiologii
producentl Sirokospektrych beta-laktamadz, které jsou jednim znejvyznamnéjsich mechanizm(

rezistence enterobakterii vazanych na plazmidy a zaroven predmétem vyzkumného zaméreni autora.
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Escherichia coli je gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢ka. Radime ji do celedi
Enterobacteriaceae, tfidy Gammaproteobacteria. Do této Celedi ndleZi geneticky pfibuzné druhy
s rozdilnou ekologii, rozmanitym spektrem hostitel( a riznou mirou patogenniho plsobeni. Pro zastupce
Celedi Enterobacteriaceae je nékdy pouzivan termin ,enterobakterie”. VétSina enterobakterii neni
patogenni, nékteré druhy jsou vSak podminénymi ¢i obligdtnimi patogeny a zpUsobuji zdvaina
onemocnéni ¢lovéka nebo zvirat (naprf. Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia pestis, patogenni kmeny
E. coli atd.). Nékteré druhy zpUsobuji onemocnéni rostlin. Enterobakterie nalézame ve vodé a pudé, kde
je jejich vyskyt indikaci fekalniho znecisténi. Celed Enterobacteriaceae se v poslednich letech stala
vyznamnou skupinou bakterii v humanni i veterindrni mediciné v souvislosti s narlstajici rezistenci

k antibiotikGm.

E. coli ziskala své jméno podle rakouského Iékare a mikrobiologa Theodora von Eschericha, ktery
ji vroce 1885 izoloval. Je nejbéznéjsi fakultativné anaerobni bakterii v trdvicim traktu ¢lovéka a mnoha
dalsich teplokrevnych Zivocichd. Vétsina kment tohoto bakteridlniho druhu je nepatogennich a vykazuje
do jisté miry symbioticky stav se svym hostitelem, podili se na syntéze nékterych vitamin® a pfispiva
k ochrané traviciho traktu pfed kolonizaci patogennimi organizmy. Schopnost nékterych kmen( vyvolat
onemocnéni je spojena s pfitomnosti specifickych gend kddujicich faktory virulence. Genetickou
informaci pro virulenci mlze E. coli ziskat procesem horizontalniho toku genl (HGT — ,horizontal gene
transfer”) nesenych plazmidy, bakteriofdgy nebo ostrovy patogenity. Specificky patotyp E. coli je
definovan kombinaci urcitych virulenc¢nich faktord a je spojen s limitovanou skalou klinickych symptom.
Komplikovand nomenklatura patotypl E. coli je disledkem nékolika faktord, zahrnujicich podobnosti
jmen jednotlivych patotypd a ddle nespravné nebo inkonzistentni pouzivani jmen v odborné literature.
Pribyvajici poznatky v evoluci a patogenezi a prikaz novych patotypl rovnéz vnasi do nomenklatury dalsi
nejasnosti (Donneberg, 2013; Mainil, 2013). Podle mista infekce délime patogenni E. coli do dvou velkych
skupin na intestindlni patogenni E. coli zpUsobuijici stfevni infekce a extraintestinalné patogenni E. coli

(EXPEC) vyvolavajici infekce mimo stfevo. Nejcastéjsi infekce mimo strfevo zahrnuji infekce mocového

Ustroji pfipadné novorozenecké meningitidy. Pfehled nejvyznamnéjsi patotypl uvadi Tab. 1.

E. coli je vysoce proménlivym bakteridlnim druhem s vysokou schopnosti adaptace k ménicim se
podminkam vnéjsiho prostredi. Zakladni geneticka informace E. coli sdilena vSemi kmeny tohoto druhu
tvori pouze 20 % celkové velikosti genomu (Rasko et al., 2008). Slozeni genomu je ovlivnéno konstantnim
tokem genl zprostfedkovanym plazmidy a bakteriofagy. E. coli je ochotnym darcem a vdécnym
pfijemcem genetické informace vietné té, kterd udili rezistenci k antibiotikim. Je zédroven
vhodnym indikdtorovym mikroorganizmem pfi zjiStovani stavu rezistence k antibiotikim, a proto je

vyuzivan pro studium S$ifeni antibiotické rezistence v rliznych prostiedich.
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Tab. 1: Pfehled nejvyznamnéjsich patotypl E. coli

Zkratka
EPEC

STEC

EHEC?

ETEC

EIEC?

EAEC

DAEC

AIEC

EAHEC?

CDEC

APEC

UPEC

NMEC

NTEC

Cely nazev

enteropatogenni E. coli

shigatoxigenni E. coli

enterohemoragicka E. coli

enterotoxigenni E. coli

enteroinvazivni E. coli

enteroagregativni E. coli

difuzné adherentni E. coli

adherentni invazivni
E. coli

enteroagregativni
hemoragicka E. coli

,cell-detaching” E. coli

aviarni patogenni E. coli

uropatogenni E. coli

E. coli vyvolavajici
neonatalni meningitidy

nekrotoxigenni E. coli

Zakladni patogeneze

adheze k epitelu stfevni sliznice, tvorba
,attaching-effacing” |ézi, produkce
enteroagregativniho termostabilniho
enterotoxinu 1

adheze k epitelu stfevni sliznice, produkce

shigatoxinu s cytopatogennim efektem

jako STEC, navic sekre¢ni systém typu lll a

plazmid virulence s molekulovou
hmotnosti 60MDa, tvorba ,attaching-
effacing” 1ézf

adheze k epitelu stfevni sliznice,
termolabilni LT a termostabilni ST toxin

invazi bakterii do bunék strevni sliznice,
produkce cytotoxinC a enterotoxin(

agregativni adherence k povrchu

enterocytl stieva, sekrece stfevni sliznice,

tvorba biofilmu

adherence k povrchu enterocytl stfeva
nebo epitelu mocovych cest

adheze k epitelu stfevni sliznice, invaze
do bunék strevni sliznice

agregativni adherence k povrchu

enterocytl stieva, tvorba shigatoxinu Stx2

oddéleni stfevnich bunék od epitelu
zprostredkované a-hemolysinem,

fimbriemi asociovanymi s pyelonefritidou a

cytotoxickym faktorem 1
adheze k epitelidlnim burikam plicnich

vak{ a tvorba lézi, produkce aerobaktinu,

toxinG a kolicinl

adheze k epitelu mocovych cest
prostiednictvim fimbrii a nefibrilarnich
adhezind, produkce toxind, sideroford
tvorba kapsularniho antigenu - unika
imunitnimu systému a pronika do
mozkomisniho moku pres
hematoencefalickou bariéru

adheze k povrchu epitelu, tvorba toxind
(napt. cytotoxicky nekrotizujici faktor)

Typ onemocnénf

prijmova onemocnéni lidi
Vv rozvojovém svéte

prijmové onemocnéni ¢loveka,
edémova choroba prasat
prijem, hemoragicka kolitida a
hemolyticko-uremicky syndrom
(HUS)

prijmova onemocnéni déti

Vv rozvojovém svété, cestovatelské
prijmy, vodnaté prijmy selat
vodnaty prGjem neodlisitelny

od prdjmu zplsobeného shigelou

prijmova onemocnéni
V rozvojovém svéteé

prijmové onemocnéni a cystitida
déti, peylonefritida téhotnych,
recidivni infekce mocovych cest
iledIni Iéze pacientl s Crohnovou
chorobou, granulomatézni kolitida
nékterych plemen psl
gastroenterotida a HUS

prdjmova onemocnéni déti

respiracni infekce a septikémie
domestikovanych ptak

infekce mocovych cest lidi i zvifat,
ojedinéle zanét ledvin vedouci k
bakteriémii

meningitida novorezencl

prijmova onemocnéni lidi i zvirat,
rdzné typy extraintestinalnich infekci
¢lovéka a zvirat (napf. mocové
infekce, meningitida)

Vytvoreno podle Allocati et al., 2013; Belanger et al., 2011; Biju et al., 2012; De Rycke et al., 1999; Donneberg, 2013; Johnson a
Russo, 2002a, b; Kolenda et al., 2015; Marks et al., 2011; Nagy a Fekete, 2005; Nakazato et al., 2009; Paciorek, 2002; Pitout,
2012a, b; Rubin a Pitout, 2014; Wales et al., 2005; Walker et al., 2007.
| . . , : I » , . B ) , :
podskupina STEC nesouci pfidatné faktory virulence, ?blizce pfibuznd rodu Shigella, *hypervirulentni patotyp, rekombinant STEC
a EAEC, zahrnuje serotyp O104:H.
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Nazev antibiotikum ¢i antimikrobialni |atka se datuje jiZz do roku 1889, kdy Vuillemin definoval
termin ,,antibidza” jako jakykoliv antagonisticky vztah mezi Zivymi organizmy. Pfimo termin antibiotikum
byl poprvé pouzit Waksmanem vroce 1942. Antimikrobidlni latka je definovdna jako substance
produkovand mikroorganizmy nebo pfipravenda synteticky ¢i semisynteticky, ktera v nizkych
koncentracich usmrcuje jiné mikroorganizmy nebo inhibuje jejich rlst. Pfi svém ucinku zasahuji
antimikrobidlni latky do nejrlznéjsich procesl Zivota bakteridini buriky. Narusuji funkci plazmatické
membrany, zasahuji do tvorby bunécné stény nebo inhibuji syntézu proteinl a nukleovych kyselin,

pfipadné pasobi jako kompetitivni inhibitory nékterych metabolickych drah.

Jednim z prvnich antibiotik, které zménilo charakter mediciny 20. stoleti, byl penicilin. Izolace
penicilinu A. Flemingem z plisné Penicillium notatum v roce 1928 byla ve 40. letech minulého stoleti
nasledovana pripravou penicilinovych preparatl ke klinickému pouziti. Objev penicilinu odstartoval
zlatou éru antibiotik. Byli hledani producenti latek s potencidlnim antimikrobidlnim Gc¢inkem v prostfedi
nebo byly tyto latky pfipravovany chemickou syntézou. Antibiotickou éru dokumentuje skutec¢nost, Ze
mezi lety 1940 a 1962 bylo uvedeno na trh pfes 20 tfid antimikrobidlnich latek. Vyvoj novych antibiotik

vSak postupné ustdval a v poslednich letech se na trh dostala pouze hrstka zcela novych preparat(.

Jedny z nejdllezitéjsich antimikrobidlnich latek, vzhledem k jejich komplexnimu pouziti
v humanni i veterinarni mediciné a Sirokému spektru Ucinku, jsou fluorochinolony a beta-laktamova
antibiotika (cefalosporiny a karbapenemy). Tyto antibiotické skupiny jsou zaroven v popredi svétového
zajmu z dlvodu nar(stajici prevalence rezistentnich izolatd mezi zastupci Celedi Enterobacteriaceae.
Nasledujici kapitoly stru¢né charakterizuji tyto skupiny antimikrobidlnich latek, popisuji mechanizmy

jejich Ucinku, vénuji se terapeutickému pouziti véetné jeho negativnich dopadu.

3.1 Charakteristika klinicky vyznamnych antimikrobialnich latek

3.1.1 Cefalosporiny

Cefalosporiny fadime mezi beta-laktamova antibiotika, jelikoZ podobné jako peniciliny obsahuji
klasickou ctyrclennou strukturu beta-laktamového kruhu. Oproti penicilindm je navic k tomuto kruhu
pfipojena Sesti¢lenna dihydrothizolova struktura uddvajici charakteristickou bicyklickou podobu molekuly
cefalosporinu. Antimikrobidlni Ucinky prvniho znamého producenta cefalasporint, plisné Acremonium
chrysogenum (dfive Cephalosporium acremonium), byly popsany v roce 1945. Ndsledné byla na univerzité
v Oxfordu z této kultury izolovana krystalicka latka s antimikrobidlnimi Ucinky, cephalosporin C. Klinické
pouZziti cefalosporinu C bylo limitovano jeho slabou antimikrobialni aktivitou, kterd vsak byla zvysena
modifikaci postranniho fetézce za vzniku 7-aminocefalosporanové kyseliny. Ta se stala zakladem

pro syntézu od ni odvozenych novych molekul. Substituce postrannich retézcl v této pozici je spojena se
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zmeénou antimikrobidlni aktivity a odolnosti vi¢i beta-laktamdazdm neboli enzymim degradujicim
beta-laktamovd antibiotika (Finch et al., 2003; Mascaretti, 2003). Zakladni chemické struktury

cefalosporind a dalSich skupin beta-laktamovych antibiotik jsou pfedstaveny na Obr. 1.

Podobné jako vSechna beta-laktamova antibiotika zasahuji cefalosporiny do procesu syntézy
bunécné stény. Cilovym mistem Ucinku jsou proteiny vazajici penicilin (PBP —,,penicilin binding protein®),
které vykazuji funkci transpeptidédz a Ucastni se spfahovani peptidovych fetézcl pfitvorbé bunécné stény.
Cefalosporiny inhibuji vznik sitové struktury bunééné stény, negativné tak ovliviuji jeji rigiditu a zaroven

aktivuji autokatalytické enzymy s konec¢nym vysledkem lyze bakteridlni buriky (Mascaretti, 2003).

Cefalosporiny jsou tfidény do rlznych kategorii. Bylo navrzeno nékolik systém( jejich déleni
zahrnujici klasifikaci chemickou (na zakladé struktury molekuly), farmakokinetickou (dle polocasu
rozpadu molekuly) nebo mikrobiologickou. Mikrobiologicka klasifikace je pouzivana nejcastéji a déli
cefalosporiny do Ctyr generaci (I-IV). Vychazi ze schopnosti cefalosporint inhibovat jednotlivé skupiny
bakterii a z jejich stability k beta-laktamazam. Vybrani zastupci jednotlivych generaci cefalosporini a
jejich spektrum Ucinku je uvedeno v Tab. 2. Dle antimikrobidlni aktivity je mozné obecné fici, Ze
od I. do lll. generace roste jejich plsobeni proti gramnegativnim bakteriim a naopak klesa k bakteriim
grampozitivnim. Ctvrtd generace zahrnuje nejnovéjsi preparaty se $irokou aktivitou proti grampozitivnim

kok@im a gramnegativnim bakteriim produkujicim nékteré typy beta-laktamaz (Mascaretti, 2003).

? ?
R-C-HN R-C-HN S
N /S CH3 \j
0] 0 T 2
CO,H COH
j peniciliny cefalosporiny
7—N
N
S
beta-laktamovy kruh 1 X
HC~ SN { R-HNG s
‘I\\J e N
/7 //ﬁ
. \ O
CO,H
karbapenemy monobaktamy

Obr. 1: Zakladni struktura vybranych skupin beta-laktamovych antibiotik
Vytvoreno podle Bryskier, 2005.
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Tab. 2: Klasifikace a spektrum ucinku cefalosporin(

Generace Priklady zakladnich molekul Antimikrobialni aktivita

grampozitivni koky (Streptopoccus pneumoniae, Streptococcus

cefalotin, cefazolin, cefadroxil ) . .
! ’ ’ pyogenes, MSSA);  Neisseria  spp.; Enterobacteriaceae

cefaloridin L ,
neprodukujici beta-laktamazu
grampozitivni koky (nizsi ucinek v porovnani s |. generaci);
’ cefamandol, cefuroxim, variabilni aktivita proti Enterobacteriaceae (stabilita VUi
cefamyciny-cefotetan, cefoxitin Uzkospektrym beta-laktamazam, cefamyciny stabilni také v{ci

ESBL)

grampozitivni i gramnegativni bakterie; Haemophilus influenzae
a Neisseria  gonorhoeae  produkujici  beta-laktamazy;
Pseudomonas aeruginosa, neucinné vici MRSA a Enterococcus
spp.; rtzna stabilita vci beta-laktamazam Enterobacteriaceae

cefotaxim, ceftazidim,
n cefoperazon, cefpiramid,
ceftriaxon, cefovecin

vysoka aktivita vadi gramnegativnim bakteriim
(Enterobacteriaceae, N. gonnorhoeae, H. influenzae,
P. aeruginosa), streptokokdim a MSSA; stabilni vic¢i AmpC
beta-laktamazam

Y, cefepim, cefpirom, cefchinom

Volné podle Finch et al. 2003; Giguere et al. 2013; Mascaretti, 2003. MSSA, S. aureus citlivy k meticilinu. MRSA, S. aureus
rezistentni k meticilinu. ESBL a AmpC predstavuji skupiny Sirokospektrych beta-laktamaz, které budou blize predstaveny
v kapitole 5.1.

3.1.2 Karbapenemy

Dalsi skupinou klinicky vyznamnych beta-laktamovych antibiotik jsou karbapenemy, jejichz
obecna struktura je uvedena na Obr. 1. Prvnim objevenym karbapenemem byl thienamycin izolovany
z pldni bakterie Streptomyces cattleya v roce 1976. Nestabilita této molekuly byla pfekonana nédslednou
chemickou syntézou. Prvni karbapenem, imipenem, byl uveden na trh ke klinickému pouZiti v roce 1985.
Limitaciimipenemu je jeho nestabilita vici dehydropeptidaze | produkované ledvinami a z tohoto dlvodu
se podava spolu s inhibitory cilastatinem nebo betaminopronem. Nestabilita imipenemu aktivovala
snahu syntetizovat nové molekuly, které daly vznik dalsim zastupcdm skupiny karbapenemi odolavajicich
dehydropeptiddze, napfiklad meropenemu, ertapenemu, doripenemu a biapenemu (Papp-Wallace et al.,

2011).

Karbapenemy jsou antibiotika se Sirokym spektrem uUcinku proti rdznym druhlm grampozitivnich
i gramnegativnich bakterii. Jejich Sirokospektraini aktivita je ddna nékolika faktory. Jednak dobre pronikaji
do bunék gramnegativnich bakterii diky specifickym transportnim mechanizmim zprostfedkovanym
vnéjsimi membranovymi proteiny Omp, dale jsou vysoce stabilni k vétsiné beta-laktamaz a silné se vazou
k PBP. Diky témto vlastnostem je radime mezi rezervni antibiotika nebo antibiotika posledni volby
pro lécbu Zivot ohroZujicich infekci ¢lovéka (Papp-Wallace et al., 2011). Jejich pouZiti pro veterinarni Ucely

nebylo schvaleno.
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Karbapenemy se vyznacuji svoji Sirokou aktivitou, kterd zahrnuje vétSinu zastupcl celedi
Enterobacteriaceae, acinetobaktery (kromé meropenemu), streptokoky, stafylokoky, pseudomondady
(kromé ertapenemu), gramnegativni anaerobni bakterie a grampozitivni tycky (Clostridium spp.).
Vyhodou karbapenemd je jejich schopnost odoldvat Sirokospektrym beta-laktamdazédm, coz je odlisuje

od cefalosporinll (Papp-Wallace et al., 2011).

3.1.3 Chinolony

Chinolony byly objeveny jako vedlejsi produkty pfi syntéze antimalarika chlorochininu. Ackoliv
tato latka vykazovala slabou antimikrobidlni aktivitu proti nékterym gramnegativnim bakteriim, objev
stimuloval snahy syntetizovat nové analogy. Jako prvni byla pfipravena v roce 1962 kyselina nalidixova
(Lesher et al., 1962). Jednalo se o prvni chinolon uréeny k Ié¢bé mocovych infekci. V nasledujicim
desetileti byly pripraveny dalsi preparaty chemickou modifikaci kyseliny nalidixové. Jednotlivé molekuly
chinolon( se rlzni ve své struktufe (Obr. 2). Chinolony se déli na dvé zdkladni skupiny sloucenin, které se
odlisuji v pozici 8. Jednd se o 1,8-naftyridiny (napt. kyselina nalidixova) nesouci v této pozici atom dusiku
a 4-chinolony (napf. ciprofloxacin), které obsahuji v pozici 8 atom uhliku. Substituce ve vedlejsich pozicich
(1, 5, 6, 7, 8) zakladni molekuly tvofi zaklad spektra ucinku a farmakologickych vlastnosti daného
antimikrobialniho pfipravku (Hooper a Rubinstein, 2003; Mascaretti, 2003). Naptiklad pro skupinu
fluorochinolond uvedenych na trh v 80. letech je charakteristicky atom fluoru v pozici C-6 (Paton a
Reeves, 1988). Fluorochinolony (FQ) na rozdil od kyseliny nalidixové dosahuji vyssich hladin v séru a lepsi

aktivity proti gramnegativnich bakteriim (Hooper a Rubinstein, 2003).

Cilovymi molekulami chinolonl jsou enzymy UGcastnici se replikace DNA, DNA gyrdza
(topoizomeraza Il) a topoizomeraza IV. Oba enzymy se vyznacuji heterotetramerni strukturou a jsou
tvoreny dvéma podjednotkami pritomnymi v paru. U gramnegativnich bakterii je DNA gyraza primarnim
mistem zasahu chinolond a je tvorena dvéma pary GyrA a GyrB. Topoizomeraza |V skladajici se ze dvou
parQ podjednotek ParC a ParE je mistem sekundarnim. DNA gyraza zavadi negativni vinuti do DNA a

topoizomeraza IV se podili predevsim na oddélovani dcefinych nukleoidd vzniklych replikaci.

Zakladnim mechanizmem ucinku chinolond je nekovalentni vazba komplexu topoizomeraza II-
-DNA (Hooper, 2000; Hooper a Rubinstein, 2003). Chinolony pfi svém Ucinku vyuzivaji zakladni biologické
funkce gyrdzy a topoizomerazy IV, kterou je tvorba zlomi v dvouretézcové DNA vznikajici pfi replikaci
bakteridlniho chromozomu. Vazbou na komplex enzym-DNA znemoziuji opétovné spojeni rozstépenych
koncl DNA a tim navysuji mnoZstvi tohoto letalniho komplexu. Néasledna kolize replikacni vidlice nebo
transkripénich faktor se vzniklym komplexem vede ke vzniku trvalych dvouretézcovych zlomdi
v bakteridInim chromozomu. Tvorba zlom( spousti SOS odpovéd' a jiné reparacni systémy poskozené

DNA. Nahromadéné dvouretézcové zlomy, které neni burika schopnd odstranit, se pak stavaji letalnimi.
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Chinolony rovnéz ovliviuji aktivitu gyrazy a topoizomerdzy IV a pUsobi jako inhibitory téchto enzymd, coz

prispiva k celkovému toxickému ucinku (Aldred et al. 2014).

V soucasné dobé patti chinolony diky Sirokému spektru Ucinku a vybornym farmakokinetickym
vlastnostem mezi jedny z nejvyznamnéjsich antimikrobialnich latek humanni'i veterinarni mediciny. Prvni
generace chinolonl se vyuziva zejména pfi l1é¢bé infekci mocovych cest. Druhd generace nachazi své
uplatnéni pfi 1écbé infekci gastrointestinalniho a urogenitalniho Ustroji vyvolanych gramnegativnimi
bakteriemi. PouZivaji se také pfi infekcich dychaciho Ustroji, mékkych tkani a kosti. Treti generace
chinolonli je méné ucinna proti gramnegativnim bakteriim, vykazuje naopak lepsi aktivitu proti
grampozitiviim a pouziva se pfi [é¢bé infekci respira¢niho Ustroji. Ctvrtad generace chinolon( je U¢inna
proti grampozitivnim i gramnegativnim mikroorganizm{m. Pouziva se predevsim pro lécbu respiracnich
infekci a onemocnéni vyvolanych anaeroby nebo Mycobacterium tuberculosis (Hooper a Rubinstein,

2003).

Fluorochinolony jsou fazeny mezi rezervni antibiotika, kterd by méla byt poddvana pouze
v pfipadech, kdy jsou jina antibiotika in vitro nedcinna nebo nevhodna z dlvodu toxicity a nezadoucich
ucinkd. Velikou nevyhodou fluorochinolon( je selekce rezistentnich mutant, které casto vznikaji jako

dlsledek nespravného davkovani (Doss et al., 1995; Drago et al., 2010; Hooper, 2000).

0 0 obecna struktura chinolond
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kyselina nalidixova ciprofloxacin

Obr. 2: Struktura molekuly chinolon(

Vytvoreno podle Applebaum a Hunter, 2000; Hooper a Rubinstein, 2003. Chinolony se déli na dvé zakladni skupiny
sloucenin, které se odliSuji v pozici 8 (pozice oznacena Cervenym kfizkem X ve struktufe molekuly chinolonu). Jedna se
o 1,8-naftyridiny (napf. kyselina nalidixova) nesouci v této pozici atom dusiku a 4-chinolony (napf. ciprofloxacin), které
obsahuji v pozici 8 atom uhliku.
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Tab. 3: Klasifikace a spektrum Gcinku chinolon(

Generace  Priklady zakladnich molekul Antimikrobialni aktivita
| kyselina nalidixova, kys. pipemidova,  stfedni aktivita vac¢i gramnegativnim bakteriim, v0ci
kys. oxolinova, cinoxacin, flumequin pseudomonaddm neaktivni
Il ciprofloxacin, norfloxacin, ofloxacin, lepsi aktivita v0@¢i gramnegativnim  bakteriim nez
enoxacin, enrofloxacin I. generace (véetné pseudomonad), grampozitivni aerobni
bakterie
I gatifloxacin, grepafloxacin, podobna aktivita jako Il. generace, navic lepsi aktivita proti
sparfloxacin grampozitivnim bakteriim, atypickym bakteriim
(Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae)
v trovafloxacin, moxifloxacin, obdobna aktivita vicéi grampozitivnim a gramnegativnim
gemifloxacin bakterim jako Ill. generace, zvysena aktivita v0ci

anaeroblm, Pseudomonas spp.

Vytvoreno podle Andriole, 2005. Literatura uvadi rlizna klasifikacni schémata, nékterd z nich operuji pouze se tremi
generacemi chinolon(. Rovnéz prislusnost zakladnich molekul do jednotlivych tfid (zejména v pripadé Ill. a IV. generace)
se muze lisit.

3.2 Antimikrobialni latky ve veterinarni mediciné

Pocatky antibiotické terapie u zvifat se datuji do 40. letech minulého stoleti, kdy se k |é¢bé
mastitid skotu zacaly pouZivat penicilinové preparaty ve formé intramamarnich infuzi. V soucasné dobé
jsou ve veterinarni mediciné antibiotika pouZivana ke dvéma velice odlisnym ucellim, a to k prevenci a
|éCbé bakteridlnich infekci a déle ke stimulaci rlstu. Terapeutickym pouZitim antibiotika je vnimano
individudini podavani lécebné latky peroralni nebo parenterdini cestou pouze jedincim s bakterialni
infekci. Ve vétsiné pripadd se ve velkych chovech zvitat, kde existuje vysoké riziko sifeni infekce
z nemocnych na zdravé jedince (chovy drlbeZe, prasat, ryb), pfistupuje k metafylaktickému podani
antibiotika ve vodé nebo potravé viem jedincim dané skupiny. Profylakticky se antibiotika podavaji
zdravym jedincm preventivné v situacich nebo fazich Zivota, kdy jsou vystaveni zvySenému riziku rozvoje
bakteridlni infekce, které hrozi napfiklad pfi chirurgickych zékrocich, vakcinaci, transportu nebo u skotu

na konci laktacniho obdobi (Schwarz a Chaslus-Dancla, 2001; Schwarz et al., 2001).

3.2.1 Antimikrobialni Iatky ke stimulaci rlstu zvifat

Pouziti antibiotik ke stimulaci rdstu je specifické pro zvifata chovana pro potravinové ucely
(Dibner a Richards, 2005). Jiz v 50. letech byl prokazan vliv pfidavku nékterych antibiotik do potravy
na rychlejsi rdst kurat, skotu nebo prasat (Jukes et al, 1950; Moore et al., 1946). Spojitost mezi
podavanim subinhibi¢nich koncentraci (tj. koncentraci pod hladinou nutnou pro inhibici rlstu bakterialni
bunky) tetracyklinu pro stimulaci rlstu kufat a izolaci bakterii rezistentnich k tomuto antibiotiku

z medikovanych jedinc( byla zahy prokdzédna nékolika studiemi (Barnes, 1958; Elliott a Barnes, 1959).
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Pozitivni Uc¢inek antibiotika na rlst je nepfimy a pravdépodobné souvisi s narlistem produkce vitamin(
(napf. B12) bakteriemi stfevni mikrofléry, eliminaci subpopulaci patogennich bakterii a zvySenym

vstiebavanim Zivin ve strevé (Dibner a Richards, 2005).

Obavy z negativnich dopadd antibiotickych rlstovych stimulatord vzrostly v 90. letech. Bylo
upozornovano na souvislost s pouzitim avoparcinu a narlstem prevalence enterokokd rezistentnich
k vankomycinu v chovech drlibeZe a prasat a s tim souvisejici riziko pfenosu téchto multirezistentnich
bakterii k ¢lovéku cestou potravinového retézce (Dibner a Richards, 2005; Wegener et al., 1999). Tato
zjisténivedlavroce 1997 k zakazu avoparcinu ke stimulaci rlistu zvifat v celé EU (Dibner a Richards, 2005).
Obavy z ekonomickych dopadl na potravinovou produkci po ukonceni pouzivani rlstovych stimulatord
nebyly potvrzeny. Studie realizovana v Dansku, v jedné z prvnich zemi vlbec, kterd ukondila pouzivani
antibiotickych rdstovych stimuldtord, neprokazala signifikantné negativni efekt na vytéznost potravinové
produkce, zdravi zvifat, bezpecnost a cenu potravin pro konzumenta. Naopak demonstrovala mnohé
benefity jako vyssi produktivitu, snizeni celkové spotfeby antimikrobialnich latek pro veterinarni Gcely a
pokles rezistence k antibiotikim v chovech potravinovych zvifat (WHO, 2003). Zdkaz pouZivani antibiotik
ke stimulaci rlistu se odrazil v poklesu prevalence rezistence vybranych patogent ¢lovéka a zvitat, napft.
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium a Campylobacter spp. (Obr. 3; Phillips, 2007; WHO, 2003).

Pouzivani antibiotik pro podporu rlstu hospodarskych zvifat je ve clenskych statech EU
od 1.ledna 2006 zakazano. V jinych Castech svéta s vyspélym chovem potravinovych zvirat (napf. USA)

jsou vsak antibiotika ke stimulaci ristu i nadale pouzivana.
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Obr. 3: Vyskyt rezistence ke glykopepetidlim u E. faecalis v Dansku ve vztahu ke spotfebé avoparcinu
v letech 1994—-2007

Vytvoreno podle Hammerun et al., 2007.
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3.2.2 Antibiotika u potravinovych zvifat a rizika pro ¢lovéka

VétsSina antibiotik pouZivana v terapii zvifat ndlezi do stejnych antimikrobidlnich tfid jako latky
urcené k terapii ¢lovéka. To znamen3, Ze antibiotika pouzivand pro veterindrni Ucely maji své prislusné
analogy v mediciné humanni véetné antibiotik urenych k Ié¢bé zavaznych a Zivot ohroZujicich infekci.
Tato skutecnost se tyka rovnéz antibiotik klasifikovanych WHO jako kriticky dlezita, kterymi jsou nékteré
skupiny beta-laktamd, chinolony, aminoglykozidy a makrolidy (WHO, 2012). Podobné jako pfi pouZziti
antibiotik v terapii ¢lovéka existuji i ve veterinarni mediciné velké geografické rozdily v celkovych
spotfebdch. Nejvice antibiotik (vyjaddifeno v mg/PCU) je v Evropé pro terapii potravinovych zvirat
spotiebovano na Kypru, ktery je nasledovan Itélii, Spanélskem, Némeckem, Madarskem a Belgii (EMEA,
2013). Naptiklad vCR je podil antibiotik pouZitych pro terapii zvifat srovnatelny smnoZstvim
spotfebovanym medicinou humdnni, naproti tomu 80 % z celkové spotfeby antibiotik v USA je pouZito
k veterinarnim ucellim. Velkym problémem jsou zemé, ve kterych neni pouZziti antibiotik regulovano,
a nemaji vedena spolehlivd data o jejich spotiebé. Volny prodej antibiotik pro veterinarni ucely
bez nutnosti preskripce veterindrnim |ékafem je praktikovan napt. v Ciné, kterd je vyznamnym
producentem masa a akvakultur pro svétovy trh. Soucasné tendence (zejména v EU, castecné v USA a
Australii) vedou ke snizovani celkové spotfeby antibiotik u potravinovych zvifat a k omezeni nebo
Uplnému ukonceni pouzivani kriticky duleZitych antibiotik u cilovych skupin potravinovych zvirat
(cefalosporiny vyssich generaci, fluorochinolony, aj.). Kromé mnoha narodnich antibiotickych programd
(napf. DANMAP v Dansku, SVARM ve Svédsku) byl v EU vytvofen harmonizovany systém detekce a

monitoringu Sifeni rezistentnich bakterii v potravnim retézci (Rozhodnuti EU: 2013/652/EU).

Systém kontroly a regulace poufZiti antibiotik pro veterinarni Gcely je v CR dobfe propracovén a
od roku 2000 je zajistén Ustavem pro statni kontrolu veterinarnich biopreparatd a lé&iv (USKVBL). Sleduje
se celkova spotfeba antimikrobidlnich latek na zakladé dat dostupnych od distributor( a prodejct léCiv,
spotreba v ramci jednotlivych skupin antibiotik a pouzité mnoZstvi jednotlivych substanci. Veterinarnim
lékarlim pak stanovuje odpovédnost vést evidenci o antibiotické [écbé. Dale udéluje povinnost provadét
testy citlivosti plvodcl bakterialnich infekci na antibiotika, predepisovat antimikrobidini Iatky na zékladé
diagndzy, druhu zvifete, soucasného stavu antibiotické rezistence a déle stanovovat optimalini davky a
délku lécby zvifete. V neposledni fadé také spolupracovat s chovatelem pfi tvorbé preventivnich postupt

proti vyskytu infekénich onemocnéni.

3.2.3 Cefalosporiny a karbapenemy v terapii zvifat

Cefalosporiny jsou klasifikovany jako kriticky dllezitd antibiotika humanni mediciny (WHO,

2012). Zaroven jsou nejpouzivanéjsimi antibiotiky u potravinovych zvifat pro 1é¢bu systémovych infekci
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(EMEA, 2013). Prvni a druhd generace cefalosporini (napf. cefadroxil, cephapirin, cephalexin,
cefalonium, cefazoline, cefacetrile) je Siroce pouZivana pro terapii mastitid mlécéného skotu. Ceftiofur
(lll. generace) a cefchinom (IV. generace) jsou urceny Cisté pro veterinarni pouziti. Cefchinom je v mnoha
zemich autorizovdn pro terapii respira¢nich onemocnéni skotu a prasat a mastitid mlééného skotu.
Ceftiofur se nejcastéji pouziva pro lécbu respiracnich chorob prasat, prezvykavcl a koni a pfi metritidé
skotu (Hornish a Kotarski, 2002). Dvé vySe zminéna antibiotika maji v terapii skotu pro chovatele vyhody
z ddvodu nulové ochranné Ihaty. V fadé pripadl jsou proto upfednostriovany oproti jinym preparatlim
s obdobnymi terapeutickymi ucinky ale s delsi ochrannou lhdtou, kterymi jsou napf. tetracykliny (Seiffert
et al., 2013). Naopak u dribeZe se cefalosporiny pouzivaji velmi zfidka (Guardabassi et al., 2008).
Diskutabilni oblasti v terapii cefalosporiny je jejich off-label pouzivani. V tomto pfipadé je antimikrobidlni
pfipravek pouzit na jinou infekci nebo u jiného zvifete nez k jakym ucellim je registrovan. Touto formou
vSak mUZe byt antibiotikum aplikovdno pouze v pfipadé, Ze neexistuje jind dostupna alternativa (EMEA,
2012). V USA a nékterych statech EU byly touto formou cefalosporiny vyuzivany pro prevenci ¢asnych
uhynd jednodennich kurat, k oSetfeni vajec sprejovanim pfipadné in ovo a déle k profylaxi septikémie

selat (EFSA, 2011). Off-label pouziti cefalosporin( u skotu, prasat a dribeze je dnes v USA a EU zakdzano.

Negativnim dasledkem cefalosporin(l vy$sich generaci je vyrazna selekce bakterii rezistentnich
k této skupiné antibiotik, coZ bylo experimentédlné prokazano v chovech prasat a skotu (Cavaco et al.,
2008; Seiffert et al., 2013). Dopady terapie cefalosporiny byly demonstrovany také nasi recentni studii.
V chovu mlé¢ného skotu s vysokou spotfebou ceftiofuru byl prokazan zvyseny vyskyt izolatl E. coli
rezistentnich k cefalosporinim vyssich generaci (39 %) v porovnani s chovem ekologickym (< 1 %), kde
neni pouziti téchto antibiotik povoleno ( ). Podobny trend byl pozorovan v chovech
prasat. Vétsina vySetfenych prasata z chov( s ¢astym pouzitim ceftiofuru byla kolonizovana izolaty E. coli
rezistentnimi k cefalosporindim, naopak v chovech s nizkou nebo nulovou spotiebou ceftiofuru byl vyskyt

rezistence k této skupiné antibiotik minimalni (A. Cizek et al., VFU Brno, nepublikovana data).

V soucasné dobé dochazi vfadé zemi k poklesu spotfeby cefalosporinl Ill. a IV. generace
u cilovych druh( potravinovych zvifat. PouZiti téchto antibiotik v chovech prasat a skotu zastavily nebo
vyraznou mirou snizily Francie, Nizozemi a Dansko (EMEA, 2012). V soucasné dobé predstavuji
cefalosporiny pfiblizné 1 % celkové spotfeby antibiotik u zvifat pro potravinové Ucely v EU. Cefalosporiny

vyssich generaci jsou rovnéZ omezovany v terapii zvifat chovanych ze zaliby (EMEA, 2012).

Karbapenemy nejsou ve veterinarni mediciné autorizovany z dlivodu rizika selekce a dalsiho
Sitreni bakterii rezistentnich ktomuto kriticky dudleZitému antibiotiku uréenému pro lécbu Zivot
ohrozujicich infekci ¢lovéka. Off-label jsou pouzivany v terapii malych zvitat a koni pfi [é¢bé mocovych a
pooperacnich infekci vyvolanych multirezistentnimi bakteriemi (Gibson et al., 2008; Weese et al., 2011).

Problematika rezistence ke karbapenemdm se vSak zacina tykat i veterinarni sféry. Bakterie produkujici
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karbapenemazy byly u potravinovych zvifat a zvifat chovanych ze zéliby izolovany a toto téma bude blize

rozpracovano v kapitole 5.1.4.6.

3.2.4 Fluorochinolony v terapii zvifat

Na rozdil od cefalosporin( vyssich generaci a karbapenemd jsou chinolony zvifatdm podavany
kromé formy injekcni také ve vodeé i krmivu. Druhy zplsob aplikace je obecné cetnéjsi (EMEA, 2012). FQ
jsou pouZzivany v terapii prajmovych a respiracnich onemocnéni mladat i starSich zvifat (skot, prasata,
dribez), v pripadé prasat také pri mastitidach a metritidach. Jsou lékem volby pro prevenci koliseptikémie
u jednodennich kufat. Pouzivaji se rovnéz pro lécbu Sirokého spektra infekci zvirat chovanych ze zéliby, u
kterych je vSak dokumentovéano casté off-label pouZziti preparatd autorizovanych pro humanni medicinu
(Hooper a Rubinstein, 2003). FQ by mély byt pouZivany pouze pro |é¢bu vaznych bakteridlnich infekci,
jako mastitid, septikémii, gastroenteritid a respiracnich onemocnéni vyvolanych gramnegativnimi
bakteriemi a to jen v pfipadé, Ze neni k dispozici jina |ékova alternativa a zaroven byla prokazana citlivost
daného patogena laboratornim vysetfenim. V chovech ryb patfi chinolony k nejvyznamnéjsim
antibiotikim predevsim diky Sirokému spektru Ucinku zahrnujici grampozitivni i gramnegativni bakterie

(Quesada et al., 2013). Jejich nadmérné poufZiti v akvakulturdch je dnes Siroce diskutovano.

Chinolony nachazi své uplatnéni pfi skupinové 1é¢bé zvifat, kterd je spojena s mnoha uskalimi.
V dlsledku tohoto typu lécby se casto do téla zvifete dostanou pouze subinhibi¢ni koncentrace
antibiotika, které nejsou schopné usmrtit infekéni agens a navic zvy3uji riziko rozvoje rezistence.
Rezistence k chinolonm vznikd mimo jiné v dlsledku tvorby bodovych mutaci v cilovych strukturéach
antibiotika, které pak neni v této pozménéné formé molekulou chinolonu rozpoznano (Hooper, 2003).
Mechanizmy rezistence k chinolonim jsou blize prfedstaveny v kapitole 5.2. Fluorochinolony tvofi
3 % celkové spotfeby antimikrobialnich latek pro potravinové Gcely v EU (EMEA, 2012). Nejvyssi spotfebu
uvadi Madarsko, Portugalsko a Polsko (EMEA, 2012). Naopak v Australii nebyly chinolony pro pouziti
u potravinovych zvirat nikdy autorizovdny, coz se odrdzi v nizkém vyskytu bakterii rezistentnich k této
skupiné antimikrobidlnich latek v porovnani se svétem (Gottlieb et al., 2008; Turnidge et al., 2003;
Unicomb et al., 2006). Nejvétsi spektrum chinolonovych preparatd je autorizovano v Asii (Hooper a
Rubinstein, 2003; Quesada et al., 2013). Z dlvodu zvysujici se spotreby FQ, jejich dllezitosti pro humanni
medicinu a soucasnému trendu v narlstu rezistence (napt. u Campylobacter spp., Salmonella spp., E. coli)
je mozZné sledovat iniciativy vedouci k omezeni jejich spotfeby nebo Uplnému zakazu pro potravinové
Gcely. Pouziti fluorochinolon( u driibeze ukoncilo nékolik statl jako napf. USA, Dansko, Finsko a nedavno

také Velka Britanie.
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3.3 Vliv antimikrobialnich latek na Zivotni prostredi

Kontaminace Zivotniho prostfedi farmaceuticky aktivnimi slouceninami predstavuje zavainy
problém, ktery nabyva na svém vyznamu. Diky rozvoji citlivych analytickych metod jsou tyto latky

prokazovany ve vodé, v pudeé, v sedimentech a kalech. Prostfedi je rovnéz zatizeno antibiotiky.

Antibiotika, kterd se dostavaji do prostredi ¢innosti ¢lovéka, mohou mit zdsadni dopad na vodni
a suchozemské organizmy. Plsobi na mikrobialni spolec¢enstva v odpadnich vodach a mohou tak narusit
proces biodegradace (Kuemmerer, 2009a, b). Antibiotika ovliviuji celkovou diverzitu mikrobialnich
spoleCenstev a biogeochemické funkce ekosystému. Selektuji bakterie rezistentni k antibiotikim a
podporuji vyménu genl a mobilnich genetickych elementd (MGE) spojenych s antibiotickou rezistenci
(Gilling, 2013). Subinhibi¢ni koncentrace antibiotik vyznamné plsobi na bakteridini burku, aniz by doslo
k omezeni jejiho rlstu. Antibiotika v nizkych koncentracich zvysuji bazalni frekvenci mutaci, ovliviuji
transkripci gend vedouci ke vzniku adaptivnich fenotypl (napf. tvorba bicikd, schopnost kolonizovat
bioitické/abiotické povrchy; Seshasayee et al., 2006). Vedle antibiotik se na selekci rezistentnich bakteri
podili také dalsi kontaminanty v prostfedi, jako jsou tézké kovy a dezinfekini latky. Geny kodujici
rezistenci k témto Iatkdm se mohou nachazet na stejnych MGE jako geny pro rezistenci k antibiotikdim,
proto selekce bakterii v pfitomnosti dezinfekénich latek a tézkych kovl mUZe soucasné navySovat

abundanci genU rezistence k antibiotik(m.

Vétsina antimikrobidlnich latek neni plné makroorganizmem metabolizovdna, je vyluovana
v aktivni formé moci a trusem do odpadového systému a nasledné je zachytdvana v Cistirndch odpadnich
vod (Kummerer a Henninger, 2003). Odhaduje se, Ze 30-90 % spotifebovanych antibiotik pro humanni i
veterinarni Ucely jsou z téla vyluCovany v nezménéné formé (Sarmah et al., 2006). Odstranéni antibiotik
procesem pouzivanym v Cistirndch odpadnich vod je pouze ¢astec¢né a zavisi predevsim na charakteru
pouZitého procesu a fyzikalné-chemickych vlastnostech dané slouceniny (Lindberg et al., 2007). Cestou
odpadnich vod mohou antibiotika kontaminovat povrchové nebo podzemni vody a usazovat se
v sedimentech. V nemocnic¢nich odpadnich vodach je mozné nalézt vyrazné vyssi koncentrace antibiotik
v porovnani s méstskymi odpady. V aktivovaném kalu v Cistirndch odpadnich vod byly v Gcinnych
koncentracich nalezeny, napf. FQ, makrolidy a cefalosporiny (Baquero et al., 2008). Vfadé zemi
rozvojového svéta vsak Ucinny sanitacni systém zcela chybi a da se tedy predpokladat zasadnéjsi dopad
odpadl na Zivotni prostfedi. Velké mnozstvi antibiotik se dostavda do vodnich ekosystému( také

pfi priimyslové vyrobé antibiotik (Gillings, 2013).

Vyznamnym zdrojem antibiotik pro prostfedi jsou také odpady ze zemédélské produkce.
Rizikovym procesem je napftiklad hnojeni pdd zvitecimi vykaly, které je zdrojem antibiotik a rezistentnich

bakterii pro pldni ekosystém. Antibiotika mohou v plddé dlouhodobé pretrvavat a kontaminovat
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zemédélské plodiny (Boxall et al., 2006). V obdobi destd mohou byt odndsena z poli do fek nebo mohou
prosakovat do vod podzemnich (Kuemmerer, 20093, b). Dulezitym zdrojem antibiotik a rezistentnich
bakterii pro vodni ekosystém predstavuji akvakultury. Intenzivni chov ryb spojeny s nedodrZenim
vhodnych podminek a naduZivanim antimikrobialnich latek ma vyznamné dopady na Zivotni prostfedi

(Quesada et al., 2013).

Rizikovou skupinu predstavuji FQ, které jsou z velké ¢asti v nezménéné podobé vylu¢ovany moci.
Proces ¢istén{ v gistirnach odpadnich vod (COV) odstrani pouze 80 % z jejich celkového mnoZstvi (Sukul a
Spiteller, 2007). FQ se navic vyznacuji schopnosti silné absorpce na mineralni a organické latky ve vodnim
prostiedi, v pldé a sedimentech. Absorpci se sniZzuje volna koncentrace antibiotika, zaroven dochazi
ke zpomaleni jeho biologického odbouravani, které mize vést k dlouhodobé perzistenci antibiotika
v prostiedi. Fluorochinolony byly nalezeny v potencidlné G¢inné koncentraci v aktivovaném kalu z COV
(Baquero et al., 2008; Robinson et al., 2005). Byla také demonstrovana toxicita fluorochinolon na vodni

organizmy (Robinson et al., 2005).
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Antibiotickd rezistence bakterii predstavuje jeden znejzavainéjSich problém( soucasné
mediciny. Infekce vyvolané multirezistentnimi bakteriemi vyZaduji vyrazné vyssi naklady na Ié¢bu a jsou
spojeny s vysSi mortalitou pacientl. Antibiotickd rezistence je vétSinou vnimana jako dUsledek
nespravného pouzivani a naduzivani antibiotik. Problém je vsak mnohem komplexnéjsi, zahrnuje dopady
celkové spotreby antibiotik v humanni i veterinarni sfére, v zemédélstvi a mnoho dalSich faktord véetné
vlivu prostredi. Nedostatecnd hygiena a sanitace v nékterych zemich vedou ke snadnému Sifeni

patogennich a rezistentnich bakterii.

Antibioticka rezistence je Siroky problém sohledem na kritéria posuzovani, ktera zahrnuji
hledisko mikrobiologické, klinické nebo genetické. Obecné mizZeme antibiotickou rezistenci definovat
jako schopnost bakterie odoldvat ucinku antibiotika, ke kterému byla dfive citlivda. Kmen je
z mikrobiologického hlediska rezistentni, pokud je schopen rlstu ve vyssi koncentraci antibiotika
v porovnani s fylogeneticky pribuznymi kmeny. Z klinického pohledu je mikroorganizmus rezistentni,
pokud existuje vysokd pravdépodobnost selhdni terapie i v pfipadé pouZiti maximalni moziné davky

antibiotika. Z hlediska genetického je rezistence spojena s pfitomnosti genu rezistence.

Rezistence mikroorganizm( kvice antimikrobidlnim latkdm predstavuje rostouci klinicky
problém. Komplikuje empirickou lécbu infekci a prodluzuje tak ¢as pred zahajeni antimikrobidlni terapie.
Soucasné limituje moZnosti pouZitelnych antibiotik, kterd by si zachovavaly Ucinnost. V literatufe se
setkavame z fadou pojmdu, které tyto vysoce rezistentni bakterie definuji (Magiorakos et al., 2012).
Multirezistence (MDR — ,multidrug resistance”) je chapana jako odolnost alespon k jedné latce ze tfi a
vice antibiotickych skupin. Multirezistentni bakterie zaroven predstavuji vdécné prijemce rdznych MGE,
jimiZz mohou ziskat dalsi geny, prostrednictvim kterych si rozsifuji svdj rezistentni fenotyp. Bakterie
s rozsitenou neboli extenzivni rezistenci (XDR — , extensive drug resistance”) si zachovavaji citlivost pouze
k jedné nebo maximalné dvéma antibiotickym skupindm. V extrémnim pfipadé bakterie nabude

panrezistentniho profilu (PDR — ,pandrug resistance) a je schopnad odoldvat vSsem dostupnym

antimikrobidlnim latkdm.

4.1 Mechanizmy antibiotické rezistence a jejich geneticky zaklad

Bakterie si vyvinuly rlzné mechanizmy jak neutralizovat Ucinek antimikrobialni latky. Vedle
primarni rezistence, ktera je dédna prirozenou necitlivosti bakterie (napr. absence zdsahovych struktur
antibiotika), rozliSujeme rezistenci ziskanou, kdy se plvodné citlivd bakterie stava rezistentni k danému
antibiotiku nebo skupiné antibiotik. Dalsi kategorii predstavuje rezistence adaptivni. Jedna se
o prechodnou reverzibilni rezistenci, ktera vznikd zménou v genové expresi jako dasledek plsobeni

vnéjsich faktorl (stres, nedostatek Zivin, subinhibi¢nich koncentrace antibiotik atd.). Bakterialni burika se
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mUze branit Ucinku antibiotika enzymatickou inaktivaci, snizenym pfijmem nebo aktivnim vylucovani
antibiotika, pfipadné modifikaci jeho cilovych mist. Méné Casté mechanizmy zahrnuji ochranu cilovych
struktur antibiotika nebo zvySeni jejich poctu. Mechanizmus rezistence mUZe byt specificky a jeho
primarni funkci je tedy zprostfedkovani rezistence pouze pro konkrétni toxickou latku nebo nespecificky,
pfi kterém dana struktura odpovédna za rezistenci k antibiotiku pIni v bakteridlni burice i jiné funkce
(Aarestrup, 2006; Mascaretti, 2003). Prehled zakladnich mechanizm( bakteridini rezistence

k antibiotikdm je shrnut na Obr. 4.

Geneticky zaklad ziskané rezistence k antibiotiklim spociva v mutacnich zménach zasahovych
mist antibiotika nebo ziskanim cizorodého genetického materidlu, ktery zajistuje profil rezistence.
Nejvyznamnéjsimi jsou mechanizmy vdzané na mobilni genetické elementy (plazmidy, transpozony,
integrony), které umoznuji pfedavani determinant rezistence mezi jednotlivymi bakteridlnimi burikami.
Tento proces toku genl je vysoce efektivnim nastrojem v Sifeni antibiotické rezistence v bakterialnich

populacich.

enzymaticka inaktivace antibiotika

¥
>

snizeny pfijem antibiotika _e 5 D

| 4 ’ ‘ plazmid 4

/ *’
\4‘ .

zména struktury bunécnych povrchi

modifikace zasahového cile antibiotika efflux (od¢erpavani) antibiotika

\. “.chromozom i

Obr. 4: Zakladni mechanizmy rezistence rezistence bakterii k antibiotiklim

4.2 Prostredi v kontextu plivodu antibiotické rezistence

V prirozenych ekosystémech plni antibiotika dvoji funkci. V prvni fadé, podobné jako pfi jejich
klinickém pouziti, negativné ovliviiuji rst mikroorganizm0. Antibiotika vznikajici v prostredi ¢innosti
prirozenych producentl vykazuji urcitou miru antimikrobidlniho Ucinku, v porovnani s terapeutickou

aplikaci je ale velmi zfidka dosazeno hladin nutnych pro inhibici rlstu. V nizkych koncentracich plsobi
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antibiotika jako signalni molekuly, ovliviiuji transkripci gent a podili se na rliznych typech mezibunécnych
interakci (Linares et al. 2006). Vice nez 80 % antibiotik pouzivanych pro terapii ma své analogy v prostredi.
Nejvyznamnéjsi producenty nachdzime mezi plidnimi mikroorganizmy, predevsim aktinomycetami
(Kieser, 2000). Predpoklada se tedy, ze pldni prostredi je rovnéz primarnim zdrojem genu rezistence
pro patogenniikomenzalni bakterie zvifat a ¢lovéka. Pldni bakterie a plisné obsahuji geny rezistence jako
prirozené mechanizmy sebeobrany pred nezddoucim ucinkem antibiotika, které produkuji. Tyto
protektivni geny prirozenych producent( vykazuji vysokou miru sekvencéni podobnosti s geny rezistence
klinickych izolat( bakterii (Benvenis a Davies, 1973; Marshall et al., 1997). Pfedpoklada se vsak, Ze geny
rezistence mohly v plvodnich mikroorganizmech plnit i jiné primarni funkce (metabolické, strukturni,

signalni) vedle odolnosti k antibiotikim (Fajardo a Martinez, 2008).

Soucasny vyzkum je zaméren na hledani pavodu jednotlivych mechanizm( rezistence (D'Costa et
al., 2006). Plvod rezistence u pfirozenych rezervodar( v prostiedi se podafilo vypatrat i v pfipadé klinicky
vyznamné rezistence k cefalosporinim, karbapenemidm, aminoglykoziddm, fluorochinoloniim a
vankomycinu (Benvenis a Davies, 1973; Gudeta et al., 2016; Marshall et al., 1997; Poirel et al., 2005).
V této oblasti vyzkumu nachdzi uplatnéni predevsim funkéni metagenomika (Riesenfeld et al., 2004).
V metagenomickych datech pldnich mikrobiom( a mofskych sediment( byly identifikovany neobvyklé
geny s beta-laktamazovou aktivitou, nové geny rezistence k aminoglykozidlm a tetracyklindm (Allen et
al., 2009; Koenig et al., 2008; Michael et al., 2004; Riesenfeld et al., 2004). Je vysoce pravdépodobné, Ze
v pfirozenych ekosystémech existuje nespocetné mnozZstvi dosud nepopsanych genl, které tvori
komplexni antibioticky rezistom. Pojem rezistom je chapan jako soubor vSech genl v bakteridlnim
ekosystému, které mohou prispivat k rezistentnimu fenotypu (Gilllings, 2013). Do soucasnosti bylo
popsano okolo dvaceti tisic rliznych gend rezistence, které ale nejspiSe predstavuji pouhy zlomek
skutecné velikosti rezistomu. Rezistom v prostfedi predstavuje zdroj genetickych determinant rezistence

pro vyznamné humanni patogeny (Nesme a Simonet, 2015).

Geny rezistence k antibiotikim byly u bakterii rozsifené i v predantibiotické ére, coz dokumentuje
napfriklad recentni vyzkum permafrostu a izolovanych jeskynnich mikrobialnich spolecenstvi (Bhullar et
al., 2012; D’'Costa et al., 2011). Zasadni vyznam v jejich pfenosu z pfirozenych rezervoart v prostredi
k bakteriim s klinickym vyznamem mély MGE. Horizontalni prfenos genetické informace zajistény MGE je
pfirozeny proces bakteridlnich populaci, jeho dynamika vSak byla v antibiotické ére silné narusena.
Selekéni tlak antibiotik vyvold pomnoZeni bakterii s vyhodnou kombinaci genl rezistence nesenych
na MGE a zaroven podporuje jejich pfenos na dalsi bakterie v mikrobidlnim spolecenstvu. Proces vzniku

a Sifeni rezistence k antibiotikm je pfiblizen na Obr. 5. Pro soubor vSech MGE v bakteridlnim ekosystému

je pouZivan termin mobilom. Mobilom napomaha vytvaret vysokou diverzitu prokaryotickych genom
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(Gillings, 2013). Koncept uspotadani bakteridlnich genom0 v mikrobidlnim spoleenstvi ve vztahu

k mobilomu a rezistomu je vysvétlen na Obr. 6.

-

istribuce gend rezistence a mobilnich genetick\’/ch\
elementl (integrond, transpozont, plazmidd a dalsich)
v mikrobidlnim spoleCenstvu v pfedantibiotické éfe.
Soubor gend rezistence predstavuje rezistom a mobilni
genetické elementy tvofi mobilom. Obé tyto slozky tvofi
zakladni elementy vSsifeni genetické informace
\ro rezistenci k antibiotikdim v bakteridlnim ekosystemu/

jsou pomnozeny a Sifeny mezi bakteridlnimi genomy jako
odpovéd na zménu mikrobidlnich ekosystéma v dusledku

Vytvareni ndhodnych kombinaci genl rezistence a
mobilnich genetickych elementl. Vyhodné kombinace
selekéniho tlaku antibiotik.

k patogenlim c¢lovéka a zvirat.

Horizontalni Sifeni gend rezistence v mikrobidlnim
spolecenstvu prostfednictvim plazmidd a jejich prenos
Selekéni tlak Sirokého spektra antibiotik vede k expanzi

i

multirezistentnich klon(, které zaroven slouzi jako donofi

rezistentnich plazmidd pro dalsi bakterie a podporuji tak
Sifeni rezistence horizontalni cestou.

plazmidd sgenem (geny) rezistence a genetickym
pozadim hostitelské bakterie je Uspéch téchto klond
ovlivnén dalsimi faktory.

Epidemické multirezistentni klony se expanzivné Sifi
mezi raznymi ekosystémy. Kromé vyhodné kombinace

Obr. 5: Proces vzniku a Sitfeni rezistentnich bakterif s klinickym vyznamem

Volné podle Stokes a Gillings, 2011.
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Obr. 6: Usporddani bakteridlnich genomd v ekosystému, koncept rezistomu a mobilomu ve vztahu k
siteni rezistence k antibiotikm

Vytvoreno podle Norman et al., 2009. Geny rezistence nesené MGE (zahrnujici inzercni sekvence, transpozony, plazmidy,
bakteriofagy atd.) nebo vazané na bakteridini chromozom jsou soucasti komplexni genetické informace prokaryotickych
bunék tvofici dané spolecenstvi. Tato souborna genetickd informace bakteridlniho spolecenstvi je oznacovéna jako
supergenom (na obrazku vyznacen barevnym kruhem). VSechny supergenomy daného prostredi pak tvori
environmentalni metagenom. Genetickd informace ve formé MGE mUZe byt prenasena mezi bakteriemi v rdmci daného
supergenomu. Nékteré MGE disponuji Sirokym hostitelskym spektrem a mohou se $ifit mezi rlznymi supergenomy
(na obrazku se tento soubor sdilenych gent nachazi v misté prekryvu dvou rlznych supergenomd).

4.3 Jednotky v Sifeni antibiotické rezistence

Aby se mohl gen rezistence efektivné sifit mezi bakteriemi, musi vytvaret kombinace s mobilni DNA.
Vyhodna sdruzeni gen( rezistence a MGE (inzercnich sekvenci, transpozond, konjugativnich plazmid)

.

podporuji §iteni klinicky vyznamné rezistence v mikrobialnich spole¢enstvech. Useky DNA nesouci geny
rezistence se vyznacuji vysoce mozaikovym charakterem, ktery podporuje dalsi prestavby a vymény
genetické informace mezi genomy a vede tak ke vzniku vyhodnéjsich kombinaci. Horizontélni pfenos gent

rezistence nesenych plazmidy ke komenzalnim i patogennim bakteriim adaptovanych na ¢lovéka a zvitata
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spolu se selekénim tlakem antibiotik dal vzniku
Uspésnym bakteridinim liniim (Stokes a Gillings,
2011). V epidemiologii rezistence ke klinicky
vyznamnym antibiotikim hraji Ulohu dvé zakladni
sloZky — Uspésny bakterialni klon a vysoce pfenosny
mobilni element, nejcastéji v podobné
konjugativniho plazmidu. Obé tyto slozky utvari
soucasny obraz antibiotické rezistence a vyznamné
se podili na jejim rostoucim charakteru. Tvorba
Uspésnych kombinaci gen( rezistence s MGE a
asociace s vhodnymi bakteridlnimi kmeny stoji za
Uspéchem mnoha rezistentnich mechanizm(
véetné beta-laktamaz. HorizontdIni prenos gend
rezistence je povaZzovan za hlavni hnaci motor
nar(stajici rezistence k antibiotikim. Typicka
hierarchie téchto tfi podjednotek ,gen rezistence -
- mobilni element - bakteridlni hostitel” v Sifeni

antibiotické rezistence je pfedstavena na Qbr. 7.

Pro Uspésné linie bakterii, které se dnes
expanzivné Siti v rznych ekosystémech po celém
svété, je pouzivan termin epidemicky klon. Klon je
definovan jako soubor bakteridlnich izolatl, které
ackoliv byly ziskany z rliznych zdrojd, odlisnych mist
a v rlizném case vykazuji vyznamné fenotypové a
genotypové charakteristiky (van Belkum, 2007).

Ptislusnici daného klonu respektive klonalni linie

Obr. 7: Hierarchické usporadani jednotek
v Siteni rezistence k antibiotikiim na prikladu
Sirokospektrych beta-latamaz

Vytvoreno podle Canton et al., 2012b.

(1) inzeréni sekvence sdruzend (Sedd) s genem
rezistence (Cervenad, napf. ISEcpI-blacrxm-1s)

(2) transpozon (modry segment) nesouci inzeréni
sekvenci s genem rezistence (napf. Tn3)

(3) konjugativni plazmid s variabilni oblasti (barevné
oznacenad) nesouci geny rezistence
k antibiotikm

(4) epidemicky klon (napt. E. coli ST131)

pochdzi z jednoho spolecného predka. Vyznamnym meznikem ve studiu genetické variability populace

enterobakterii pfispéla metoda multilokusové sekvenéni analyzy neboli MLST (,multilocus sequence

typing®). Tato vysoce diskriminacni typizaéni metoda umoznila identifikovat vyznamné multirezistentni

klony neboli sekvencni typy (ST) E. coli a K. pneumoniae, které byly izolovany z rlznych zdroji po celém

svété (Diancourt et al.,, 2005; Wirth et al., 2006, Woodford et al.,, 2011). Epidemické klony zaroven

podporuji dalsi Siteni genl rezistence v bakteridlnich spolecenstvech. Diky jejich vysoké prevalenci a

obecnému rozsiteni maji také vice prilezitosti fungovat jako donofi genetického materialu a prenaset

geny rezistence na jiné bakterie.
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4.4 Cesty Sifeni rezistentnich bakterii

Rezistentni bakterie a geny rezistence nesené MGE se Sifi rGznymi cestami (Obr. 8). Jednotlivé
slozky a sméry prenosu utvari komplexni charakter soucasné epidemiologie antibiotické rezistence. Geny
rezistence, MGE a bakteridIni buriky jako nositelé této genetické informace jsou sdileny viemi slozkami
tohoto systému. V kontextu Sifeni antibiotické rezistence pouzivdme termin ,jedno zdravi“ neboli ,One

Health”.

Obr. 8: Selekce a prenos rezistentnich bakterii a gen( rezistence mezi ¢lovékem, zvitaty a prostfedim

Hlavnimi misty selekce rezistentnich bakterii jsou pfirozené ta, kterd jsou pod intenzivnim
selekénim tlakem antibiotik (Obr. 8). Siroké spektrum antibiotik pouZivané v terapii infekénich
onemocnéni v nemocnicich podporuje vznik a udrzovani multirezistentnich patogen(. Antibiotika plsobi
jako stresové faktory indukujici SOS reakci s rozsdhlymi ucinky na bakteridlni genom. Podporuji
horizontalni pfenos genl rezistence a také zvySuji rekombinaci genomu vedouci naptiklad ke vzniku
novych kombinaci genovych kazet integrona (Guerin et al., 2009; Miller et al., 2004). Rezistentni bakterie
jsou rovnéz selektovany pouzitim antibiotik v komunité. Enterobakterie s klinicky vyznamnymi
mechanizmy rezistence komplikuji Uspésnost terapie komunitné ziskanych infekci (Laupland et al,

2008a).

Ve veterinarni oblasti je nejvyssi podil antibiotik pouZit v chovech potravinovych zvifat pfi terapii
a prevenci bakteridlnich infekci. Veterinarni antibiotické pripravky nalezi do rlznych funkénich skupin

véetné téch, které patfi v humanni mediciné mezi kriticky dUlezité. Zvirata mohou pro ¢lovéka

35



predstavovat nepfimy zdroj rezistentnich bakterii prostfednictvim potravin Zivocisného plvodu. Mohou
byt rovnéz zdrojem primym, pfi kterém se tyto bakterie pripadné jejich genetickd informace
pro rezistenci prenesou ke ¢lovéku cestou fyzického kontaktu se zvifetem napftiklad v ramci vykonavani
profese oSetfovatele nebo veterindrniho lékafe (da Costa et al., 2013; de Been et al., 2014; Moodley a
Guardabassi, 2009). Multirezistentni bakterie izolované ze zvifat chovanych ze zdliby (psu, kocek, koni)
Casto nalezi mezi vyznamné humanni patogeny. Sdileni identickych kmenU rezistentnich bakterii mezi

¢lovékem a ,domacim mazlickem” je pouhym odrazem jejich blizkého kontaktu (Ewers et al., 2012).

Vyznamnou sloZkou v cirkulaci antibiotické rezistence predstavuje také prostredi. Chlévska mrva
z farem zavazena na pole jako hnojivo kontaminuje zemédélskou pldu a do pddniho mikrobiomu vnasi
rezistentni bakterie a geny rezistence. Mnohondsobné zvyseni abundance klinicky vyznamnych gen(
rezistence v zemédeélské plidé po aplikaci chlévské mrvy a jejich dlouhodobd perzistence byla
zdokumentovana (Cheng et al., 2016; Pourcher et al. 2014; Ruuskanen et al. 2016). Vodni ekosystémy
jsou rovnéz zatizeny odpadnimi produkty humanniho i veterinarniho plvodu (da Costa et al., 2013;
da Costa et al., 2008; Wang et al., 2012). Cistirny méstskych odpadnich vod ptedstavuji pro prostfedi
hlavni antropogenni zdroje antibiotik a bakterii rezistentnich k antibiotikim véetné vyznamnych
patogen( ( ; ). Subinhibi¢ni koncentrace antibiotik pritomné
v odpadnich vodach se podili na selekci rezistentnich bakterii, které se nasledné Sifi do vodnich tokd.
Prostfedi COV rovné? disponuje idealnimi podminkami pro vyménu genetické informace mezi bakteriemi,

véetné genl rezistence k antibiotiklim (Rizzo et al., 2013).

Rezistentni bakterialni kmeny byly izolovany také z rliznych druh( volné Zijicich zvitat. Prevalence
rezistentnich bakterii u volné Zijicich zvirat je zavisld na mnoha faktorech. Mezi ty nejddlezitéjsi patfi
potravni navyky daného druhu a charakter konkrétni lokality. Druhy, které maji tendenci shlukovat se
do mést, do okoli farem, pohybovat se v okoli COV a ptiZivovat se na komunalnich skladkach, jsou v tomto
ohledu vystaveny vyssimu riziku. Vyskyt rezistentnich bakterii ve volné prirodé je v podstaté odrazem
lidské ¢innosti a predstavuje dalsi druh znecisténi Zivotniho prostredi (Guenther et al., 2011). Skutecnost,
Ze rezistentni bakterie byly prokadzany také u zvifat Zijicich v prostfedi s minimdalnim vlivem
antropogennich aktivit, podtrhuje komplexnost tohoto problému ( ; Bonnedahl

etal., 2014; ). Problematika rezistentnich bakterii u volné Zijicich zvirat v kontextu

Siteni Sirokospektrych beta-laktamaz bude predstavena v kapitole 7.8.
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NarUstajici rezistence gramnegativnich bakterii k antimikrobidlnim latkdm prfedstavuje jeden
z nejvyznamnéjsich problémd soucasné mediciny. Z dlvodu klinické vyznamnosti pro humanni i
veterindrni medicinu je dnes pozornost soustifedéna na beta-laktamova antibiotika se Sirokym spektrem
ucinku (cefalosporiny, karbapenemy) a fluorochinolony. Nar(stajici rezistence patogent zvifat a ¢lovéka
k témto antibiotiklim vyrazné komplikuje Uspésnost lécby infekénich onemocnéni. Bakterie disponuji
mnoha nastroji, jak inaktivovat inhibi¢ni Ucinek téchto skupin antibiotik. Nasledujici odstavce jsou
vénovany stru¢nému prehledu téchto rezistentnich mechanizml. Pozornost je soustfedéna
na mechanizmy vazané na mobilni genetické elementy, které zajistuji efektivni Sireni genl rezistence
mezi bakteriemi a maji tedy wvySsi epidemiologickou vyznamnost v porovnani schromozomalné
zakotvenou rezistenci. Text je doplnén o aktudlni informace v epidemiologii danych mechanizmi
rezistence ve svété. Molekularni epidemiologie Sirokospektrych beta-laktamaz, kterd je hlavni vyzkumnou

oblasti autora a stézejnim bodem této prace, je podrobné zpracovana v kapitole 7.

5.1. Mechanizmy rezistence k cefalosporinim a karbapenemim

Produkce beta-laktamazy je nejvyznamnéjsim ndstrojem odolnosti gramnegativnich bakterii
k cefalosporinlim a karbapenemm. Jedna se o enzymy schopné degradovat beta-laktamova antibiotika
vedouci ke ztraté jejich inhibi¢niho Ucinku na bakteridlni burnku. Beta-laktamdazy byly identifikovany
u mnoha bakteridlnich druh( a predstavuji zavazny problém moderni mediciny. V dnedni epidemiologii
antibiotické rezistence jsou nejvyznamnéjsi Sirokospektré beta-laktamazy, pro které je charakteristické
jejich globalni a rostouci rozsifeni zejména u zastupcl celedi Enterobacteriaceae. V poslednich letech
mame moznost byt svédkem celosvétové expanze novéjsich typl beta-laktamaz — karbapenemaz, které
degraduji prakticky vSechna beta-laktamové antibiotika vcetné rezervnich karbapenemd. Geny
pro klinicky vyznamné beta-laktamazy jsou ve vétsiné pripadl neseny MGE, zejména plazmidy a

transpozony, které usnadniuji jejich dalsi Sifeni v bakteridlnich populacich a stoji za sou¢asnym Uspéchem

nékterych variant téchto enzym.

Bylo popsano nékolik dalsich mechanizmi rezistence k beta-laktamovym antibiotikiim vedle
produkce beta-laktamaz, které zahrnuji snizenou propustnost bunécné stény v didsledku zmény exprese
porinll (Martinez-Martinez, 2008; Nikaido, 2003) nebo aktivni vylucovani antibiotika prostfednictvim
efluxnich pump. Tyto transportni pumpy maji obvykle charakter multirezistentnich (MDR) efluxnich pump
a jsou schopné vedle beta-laktam( pokryt pomérné velkou skalu rliznych skupin antimikrobidlnich latek.

Nejcastéji je u Enterobacteriaceae nachazena trislozkova MDR pumpa AcrAB-TolC (Nikaido a Takatsuka,

2009). Tyto dva mechanizmy rezistence k beta-laktamUm jsou obvykle kédovany chromozomalnimi geny,
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v porovnani s geny beta-laktamdz vdzanymi na plazmidy je jejich epidemiologicky vyznam tudiz omezeny.
Negativnim dUsledkem rezistentnich mechanizmi spojenych s bakteridlni membrdnou a transportem
latek mUze byt snizeny prijem dllezZitych Zivin bakteridlni burikou pfipadné jejich zvySené vylucovani,

které se mlZe odrazit ve fitness rezistentnich kmend bakterii (Perez et al., 2012).

5.1.1 Obecna charakteristika a klasifikace beta-laktamaz

Beta-laktamazy jsou enzymy hydrolyzujici beta-laktamovy kruh (Obr. 9), ktery je sdileny vSemi
beta-laktamovymi antibiotiky (Bush et al., 1995). Blizkd homologie aminokyselinové sekvence beta-
-laktaméaz a chromozomalnich PBP rlznych bakteridlnich druhd ukazuje na nejpravdépodobnéjsi plvod
téchto enzym0 (Koch, 2003). V 60. letech byla popsana prvni plazmidové kédovanad beta-laktamaza
TEM-1 (Datta and Kontomichalou, 1965). Nova varianta beta-laktamazy maze vzniknout jen jedinou
mutaci v kodujiciho genu vedouci k zdméné aminokyseliny v sekvenci proteinu. Do dneska bylo popséno

pres 2000 sekvencnich typud beta-laktamaz (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/, ke dni

23.2.2016) a jejich pocty konstantné nardstaji.

(0]
A @CH R
- 2 NG :/S /CH3
Penicillin G l N / “ CH; >

transpeptidaza

penicilloyl-transpeptidaza

0] (0]
B QCH N H QCH N H s
2 NG : ~S /CH3 2 NG i~ _CH,

N\}."' CH3 _— HN - o CH3
P (0]

. /%
H co, K' OHH CO; K'

beta-laktamaza kyselina penicilova

Obr. 9: Antibioticka aktivita penicilinu G inhibici transpeptidazy (A) a hydrolyza beta-laktamového kruhu
antibiotika Uc¢inkem beta-laktamazy (B)

Vytvoreno podle Mascaretti et al., 2003.

(A) Penicilin G narusuje aktivitu transpeptidazy tvorbou vysoce stabilniho penicilloyl-enzymového intermediatu.

(B) Serinova beta-laktamaza napada beta-laktamovy kruh penicilinu G a dava vznik kyseliné penicilova. V této zménéné
podobé je penicilin inaktivni.
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Z ohledem na velky poctu a variabilitu beta-laktamaz bylo navrZzeno nékolik systému jejich tfidéni
do skupin na zdkladé biochemickych, molekuldrnich a mikrobiologickych vlastnosti. Nejuznavanéjsi je
klasifikace na zdkladé sekvence aminokyselin dle Amblera (Ambler, 1980) a funkéni klasifikace podle
substratové specifity a citlivosti k inhibitordm beta-laktamaz navrzend K. Bush a kolegy (Bush et al., 1995).
Tyto dva pfristupy prehledné shrnuje recentni prace K. Bush (Bush, 2013). Bez ohledu na razeni
do klasifikacnich skupin mulzeme beta-laktamdzy rozdélit na zakladé jejich substratové specifity
na penicilindzy neboli Uzkospektré beta-laktamazy, Sirokospektré beta-laktamazy, cefalosporindzy AmpC a

karbapenemazy (Bush a Jacoby, 2010), jejichz pfehled uvadi Tab. 4.

Tab. 4: Pfehled vybranych beta-laktamaz gramnegativnich bakterii

Inhibice et v
. oz o . Klasifikacni
Skupina Priklad enzymu Substratové spektrum kyselinou tFida
klavulanovou
Penicilindzy TEM-1, SHV-1 penicilin G, aminopeniciliny, ano A/2b
(Uzkospektré karboxypeniciliny, Uzkospektré
beta-laktamazy) cefalosporiny
skupina OXA podobné jako TEM-1, navic variabiln{ D/2d
kloxacilin, methicilin, oxacilin
Sirokospektré skupina TEM a SHV jako penicilindzy, navic oxyimino- ano A/2be,2br,
beta-laktamazy cefalosporiny a monobaktamy 2ber
(aztreonam)
skupina CTX-M podobné jako skupina TEM a ano A/2be
SHV, u nékterych i cefepim
skupina OXA jako CTX-M variabilni D/2de
PER-1, BES-1, VEB-1 jako TEM a SHV skupina ano A/2be
AmpC CMY, ACC-1, ACT-1, DHA-2, jako ESBL, navic cefamyciny ne Cc/1
cefalosporindzy ~ MIR-1, MOX-1, skupina FOX a
LAT
Karbapenemazy metalo-betalaktamdzy VIM,  jako ESBL, navic cefamyciny a ne B/3a
IMP, NDM, SIM, SPN, GIM-1,  karbapenemy, nehydrolyzuji
SPM-1 monobaktamy
KPC, IMI, SME, GES jako ESBL, karbapenemy, ne A/2f
cefamyciny
skupina OXA-48, OXA-23 kabapenemy, cloxacilin, oxacilin  variabilni D/2df

Upraveno podle Bush, 2010; Paterson, 2006.

5.1.2 Sirokospektré beta-laktamazy (ESBL)

Tato skupina enzym( znama pod zkratkou ESBL (,extended-spectrum beta-lactamase”) je
produkovand rlznymi druhy gramnegativnich bakterii. ESBL hydrolyzuji peniciliny, oxyimino-
-cefalosporiny a monobaktamy, zatimco cefamyciny a karbapenemy jsou stabilni jejich plsobeni. Jejich
negativni Ucinek na bakteridlni buriku je potlacovan inhibitory beta-laktamaz (kyselinou klavulanovou,

tazobaktamem a sulbaktamem). Mechanizmus interakce inhibitoru s beta-laktamazou je pfiblizen
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na Obr. 10. Tato vlastnost je zaroven vyuZivdna v diagnostice producentl téchto enzym(. ESBL jsou

produkovany predevsim zastupci Celedi Enterobacteriaceae, dale pseudomonadami a acinetobaktery.

kyselina klavulanova

A
H B o choH
=CH
<—N— ——— > minimadlni antibiotickd aktivita
(0] \ /%
.. H COH
HO i
transpeptidaza
kyselina klavulanova
® nl H led reakci vedoucf k prestavbéch
< -0  CH,OH sled reakci vedouci k prestavbac
—CH ve struktufe molekul =),
<N~/ 0= o
(0] \’ /: (0] Enz/
.« H COH
HO NH . nevratné inhibovana
2

beta-laktamaza (Enz) beta-laktamaza (Enz)

Obr. 10: Interakce kyseliny klavulanové s transpeptidazou (A) a zjednoduseny mechanizmus nevratné
inhibice beta-laktamazy uc¢inkem inhibitoru (B).

Vytvoreno podle Mascaretti, 2003.

Sirokospektré cefalosporiny byly zavedeny do klinické praxe na po&atku 80. let minulého stoleti
pro lécbu zdvaznych infekci vyvolanych gramnegativnimi bakteriemi (Bradford, 2001). Tato antibiotika
byla hojné aplikovana a bylo jen otazkou casu, kdy budou nalezeny bakterie schopné odoldvat jejich
ucinku. Prvni popisované ESBL byly substitu¢ni derivaty Uzkospektrych beta-laktamdz TEM a SHV. Vznikly

jednou ¢i dvéma mutacemi v definovanych pozicich téchto kddujicich gend.

Prvni popsanou ESBL byla SHV-2 u Klebsiella ozanae v Némecku (Kliebe et al., 1985). Jedna se
o derivat penicilindzy SHV-1, kterd je nejbézinéjsi Uzkospektrou beta-laktamazou K. pneumoniae, jejiz
kodujici je lokalizovan na plazmidu nebo na bakteridlnim chromozomu (Livermore, 1995). Beta-laktamazy
typu TEM tvofi pocetnou skupinu. TEM-1 je nejrozsifenéjsi variantou u gramnegativnich bakterii,
hydrolyzuje peniciliny a Uzkospektré cefalosporiny. Prvni Sirokospektra beta-laktamaza typu TEM byla
TEM-3 popsana v roce 1988 (Sougakoff et al., 1988). V soucasné dobé je zndmo 189 variant SHV a

220 variant TEM (ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/, ke dni 23. 2. 2016). Je vSak nutné

podotknout, Ze ne viechny varianty TEM a SHV disponuji vlastnostmi ESBL, mnohé z nich naleZi mezi beta-

laktamazy Uzkospektré.
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Dalsi skupinou, kterd obsahuje varianty s charakterem ESBL, jsou beta-laktamazy rodiny OXA,
které na rozdil od TEM a SHV nélezi do molekularni tfidy D/funkéni tridy 2d. Od vySe uvedenych
beta-laktamdz se navic odlisuji vysokou aktivitou k oxacilinu a kloxacilinu a slabou inhibici kyselinou
klavulanovou (Bush et al., 1995). Jsou rozsifeny predevsim u P. aeruginosa (Bradford, 2001). Kodujici geny

jednotlivych variant beta-laktamaz OXA se vyznacuji nizkou sekvenéni homologii.

Nova skupina beta-laktamaz, ktera diky zvySené schopnosti hydrolyzovat cefotaxim ziskala nazev
CTX-M, v poslednich 15 letech prakticky vytlacila enzymy vySe uvedenych rodin a stala se dominantni
mezi producenty ESBL. Na rozdil od vySe uvedenych rodin beta-laktamaz vykazuji vsechny variant CTX-M
enzymU vlastnosti ESBL. Do soucasnosti bylo popsano 161 odlisnych sekvencnich variant CTX-M

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/, ke dni 23. 2. 2016), coZ doklada jejich vysokou

heterogenitu. Jednotlivé varianty CTX-M mohou vykazovat drobné odlisnosti ve spektru a mife hydrolyzy
beta-laktamovych antibiotik (Bonnet, 2004; Poirel et al., 2008b). Pfedpoklada se, Ze vznik novych variant
bodovymi mutacemi stavajicich enzym( je podporovan selekénim tlakem cefalosporini a mlze pfispivat
ke zvysené hydrolytické aktivité téchto enzymdi. BliZzSimu popisu epidemiologii ESBL je vénovéana

kapitola 7. Tab. 5 dokumentuje sekvenéni variabilitu vybranych skupin beta-laktamaz.

Tab. 5: Pocty dosud popsanych sekvencnich variant vybranych skupin beta-laktamaz

Molekularni Srrsine Typ enzymu na zakladé substratové  Cislo nejvyssi
trida aktivity popsané varianty
A TEM penicilinaza/ESBL 224

SHV penicilindza/ESBL 193

CTX-M ESBL 179

KPC karbapenemdza 24

GES karbapenemaza 30

SME karbapenemaza 5
B IMP karbapenemaza 58

VIM karbapenemaza 50

NDM karbapenemaza 16
C CcMyY AmpC beta-laktamaza 139

ACT AmpC beta-laktamaza 39

DHA AmpC beta-laktamaza 24

MIR AmpC beta-laktamaza 18

MOX AmpC beta-laktamaza 12

FOX AmpC beta-laktamaza 13

ACC AmpC beta-laktamaza 5
D OXA penicilinaza/ESBL/karbapenemaza 518

Vytvoreno podle ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases, ke dni 18. 4. 2016. Celkovy pocet uznanych
sekvencnich variant jednotlivych beta-laktamaz mUze byt nizsi nez Cislo nejvyssi popsané varianty. Nékteré enzymy,
u kterych bylo zjisténo, Ze byly chybné identifikovany jako nové varianty (chyba v sekvenci, netplna sekvence, apod.), byly
z databaze vyrazeny.
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5.1.2.1 Metody detekce producent(l ESBL

Specifické metody zaloZené na prikazu fenotypu ESBL vychazi ze substratové specifity téchto
enzymu a jejich citlivosti k inhibitorim beta-laktamaz. Pro vyhledavani kmen( je mozné v prvni fazi pouzit
vysledky vysetfeni citlivosti k beta-laktamovym antibiotikdm diskovou difuzni metodou nebo hodnoty
minimalniinhibi¢ni koncentrace (MIC). Nasledné je produkce ESBL potvrzena testem synergického Gcinku
mezi kyselinou klavulanovou a cefalosporiny tfeti nebo ¢tvrté generace (CLSI, 2013). Komplikaci v detekci
ESBL je soucasna pritomnost dalSich mechanizmd, napf. konstitutivni produkce AmpC beta-laktamazy
nebo karbapenemazy. V téchto pfipadech je potfeba pouZit dalsi specifické antibiotické indikatory a
inhibitory, které zajisti odliseni jednotlivych mechanizm( (Hrabak et al., 2011b). Pfehledné se témto
metoddm a jejich uskalim vénuje recentni prace J. Hrabaka (Hrabdk, 2009). Kmen produkujici ESBL byva
obvykle hodnocen jako rezistentni ke vSem beta-laktamovym antibiotikim véetné kombinaci s inhibitory
serinovych beta-laktamdaz (CLSI, 2013). Molekularné-genetické metody vyuzivaji polymerazovou
fetézovou reakci se specifickymi primery a DNA mikrocipy pro prikaz gen( kodujicich ESBL. Pro odliseni
jednotlivych variant ESBL je nasledné nutné stanovit primarni nukleotidovou sekvenci. Pfesné urcéeni
varianty ESBL enzymu poskytuje cennou informaci pro znalost epidemiologie antibiotické rezistence

na lokalni i globalni Urovni.

5.1.3 AmpC beta-laktamazy

Substratova specifita AmpC beta-laktamaz zahrnuje peniciliny, cefamyciny, vétsinu cefalosporin(
a monobaktamy. AmpC beta-laktamdzy obsahuji serin v aktivnim misté a jsou inhibovany kyselinou
boritou ¢i oxacilinem, nikoli vsak klasickymi inhibitory beta-laktamaz (kyselinou klavulanovou,
tazobaktamem, sulbaktamem). AmpC jsou exprimovany inducibilné nebo konstitutivné, pricemz
inducibilni produkce je béznéjsi a podili se na ni geny ampD, ampG a ampR (Obr. 11). Bez pfitomnosti
induktoru (napr. kyseliny klavulanové, cefoxitinu, imipenemu) dochazi pouze k nizké expresi téchto
enzymU. Konstitutivni produkce je podminéna mutaci v regula¢nim systému AmpC, pricemz tato zména

je nevratna (Philippon et al., 2002).

Enzymy této skupiny se nachazi inherentné na chromozomu celé rady bakterii, napf.
Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Chromobacterium spp., P. aeruginosa, Serratia marcescens,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes a dalsich. Inherentni AmpC disponuje také u E. coli, zde vsak
neni produkce inducibilni z ddvodu absence genu ampR (Jacoby, 2009). Role téchto pfirozené se
vyskytujicich AmpC neni zcela objasnéna, ale predpokladd se jejich zapojeni do procesu recyklace
bunécéné stény (Bishop a Weiner, 1992; Johnson et al., 2013b). Pozdéji byly AmpC identifikovany

na plazmidu u mnoha druhd gramnegativnich bakterii a nabyly tak klinického vyznamu.
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(A) Bazdlni exprese ampC bez pritomnosti
induktoru. Béhem procesu recyklace bunécné
stény jsou molekuly 1,6-anhydromuramyl-
-pentapeptidy odstranovany z bunécné stény
a transportovany do cytoplazmy
prostfednictvim permeazy AmpG.
Ve vnitrobunééném prostoru jsou molekuly
1,6-anhydromuramyl-pentapeptidu  Stépeny
proteinem AmpD za vzniku volnych tripeptidd,
které jsou nasledné preménovany na UDP-
-MurNAc-pentapeptidy. Tyto peptapeptidy
reaguji s molekulou AmpR navdzanou v oblasti
mezi geny ampR a ampC, pficemZ tato
interakce vyvola snizeni transkripce genu
ampC. Vytvari se pouze malé mnozstvi AmpC
beta-laktamazy, kterd je nasledné
transportovana do periplazmatického
prostoru.

(B) Indukce exprese ampC GCinkem beta--
laktamu. Beta-laktamova antibiotika (napf.
imipenem, cefoxitin) pUsobi jako induktory
AmpC beta-laktamdz. V periplazmatickém
prostoru interaguji s PBP. Vytvari se zvysené
mnozstvi 1,6-anhydromuramyl-pentapeptidu,
které AmpD nezvldda pfevadét na tripeptidy. V

disledku prevazujiciho mnozstvi se
prednostné vaze k AmpR (namisto UDP-
-MurNAc-pentapeptidll) a vyvolava jeho

konformacni zménu na transkripcni aktivator
genu ampC. Vznikd velké mnozstvi AmpC,
ktera je transportovéna do periplazmatického
prostoru burky. Pokles hladiny beta-laktamu
pod hodnotu potfebnou pro indukci vyvola
snizenou tvorbu 1,6-anhydromuramyl-
pentapeptidu, ktery je Uc€inné zpracovan
prostrednictvim AmpD.

(Q) Konstitutivnf exprese ampC
zprostfedkovana AmpD. Snizeni exprese ampD
pfipadné jeho mutace vedouci kinaktivaci
AmpD narusuje proces recyklace bunécné
stény a vede k tvorbé vysokych hladin 1,6-
-anhydromuramyl-pentapeptidu cytoplazmé
bunky. Ten se prednostné vaze na AmpR a
aktivuje tak transkripci ampC prepisovaného
do beta-laktamazy AmpC, kterd je pfitomna
ve vysokych hladinach.

VM, vnéjsi fosfolipidova membrana
PG, peptidoglykan

PP, periplazmaticky prostor

CM, vnitfni cytoplazmaticka membrana

Obr. 11: Mechanizmus regulace exprese ampC
Vytvoreno podle Lister et al., 2009.
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5.1.3.1 Plazmidové AmpC beta-laktamazy

Prvni AmpC beta-laktamaza kddovanad geny na plazmidu byla izolovdna z Proteus mirabilis a
vykazovala vysokou sekvenéni homologii s chromozomalni AmpC (Bobrowski et al., 1976). Bylo popsano
mnoho typl plazmidovych AmpC a mezi nejcastéjsi patfi varianty CMY, FOX, ACT, ACC, DHA, MIR a MOX
(Tab. 4-5). Jsou identifikovany predevsim u druh(, které postradaji inherentni AmpC (napf. Klebsiella
spp., Salmonella spp. a P. mirabilis), ale také u E. coli. Plazmidové AmpC maji svdj plvod pravé
vinherentnich (chromozomalnich) beta-laktamazach rdznych druhd bakterii (Barlow a Hall, 2002;
Hanson, 2003; Verdet et al., 2006). Napriklad nejvyznamnéjsi skupina CMY vykazuje vysoky stupen
pribuznosti s chromozomalnimi AmpC u Aeromonas spp. a C. freundii. Na rozdil od inherentnich AmpC je
vSak produkce plazmidovych variant az na drobné vyjimky vidy konstitutivni, jelikoz ampR kédujici
represor neni prenesen spolu s genem pro vlastni beta-laktamazu. Inducibilni produkce byla popsana
v pfipadé AmpC asociovanych s genem ampR, napt. ACT-1, DHA-1, DHA-2 a nékterych variant CMY
(Jacoby, 2009).

5.1.3.2 Metody detekce producentli AmpC beta-laktamaz

Kmeny produkujici AmpC jsou obvykle rezistentni k cefamycinim (napr. cefoxitinu). Vysledky
vysetfeni citlivosti k antibiotiklim mohou tedy poskytnout informaci, zda se jednd o potencialniho
producenta AmpC beta-laktamdzy. JelikoZz rezistence k cefoxitinu mdze byt zplsobena produkci
karbapenemaz nebo mechanizmy vazanymi na cytoplazmatickou membranu, je zapotiebi pro potvrzeni
produce AmpC beta-laktamdzy pou?it specifické testy. K tomu ucelu bylo popsano nékolik fenotypovych
metod, které prehledné shrnuje publikace A. Jacobyho (Jacoby, 2009). Mezi nejpouzivanéjsi patfi testy
vyuZivajici inhibitory AmpC beta-laktamadz, napf. kyselinu boritou nebo kloxacilin. Test je zaloZen
na srovnaniinhibi¢nich zén pripadné stanoveni rozdilu MIC u cefalosporint a jejich kombinaci s nékterym

z inhibitor( (Jacoby, 2009; Yagi et al., 2005).

Podobné jako v pripadé jinych typl beta-laktamaz je i pro detekci AmpC mozné pouzit metody
molekularni biologie (Jacoby, 2009). Tyto metody doplnuji primarni fenotypovy prikaz produkce AmpC
beta-laktamazy a dale umoznuji zaradit beta-laktamazu do konkrétni skupiny (CMY, DHA, FOX atd.).
Nasledna sekvencni analyza poskytne informaci o konkrétni varianté enzymu (CMY-1, CMY-2, DHA-1,
DHA-2 atd.). Mezi nejpouzivangjsi patfi metoda multiplex PCR (Perez-Perez a Hanson, 2002).
Problematiku AmpC beta-laktamaz vletné prehledného a detailniho popisu metod jejich detekce se

vénuje publikace J. Hrabaka (Hrabak, 2007).
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5.1.3.3 Molekularni epidemiologie AmpC

V poslednim dvaceti letech dos$lo k celosvétovému rozsifeni téchto enzym( a v soucasné dobé
predstavuji zdvazny klinicky problém. VétSina producentll AmpC navic nese dalsi Uzkospektré nebo
Sirokospektré beta-laktamazy (Alvarez et al., 2004; Sheng et al., 2013) a casto také vykazuje rezistenci
k jinym skupindm antimikrobidlnich latek vedle beta-laktamd. Vyskyt a variabilita jednotlivych typld AmpC
je vSak i nadale niZsi v porovnani s ESBL. Rizika kolonizace a infekce producenty AmpC jsou ale obdobné
jako ty, které plati pro ESBL. Zahrnuji hospitalizaci, pobyt na jednotkach intenzivni péce, katetrizaci a
predchozi terapii beta-laktamovymi antibiotiky. Vyskyt AmpC producentl je tedy nejcastéjsi
u hospitalizovanych pacientd (Jacoby, 2009; Tagg et al., 2015). Producenti AmpC nejsou pouze doménou
humanni mediciny, ale byly izolovani také ze skotu, prasat a drlibeZe a zvifat chovanych ze zaliby (Rubin
a Pitout, 2014; Smet et al.,, 2010a). V dlsledku jejich rostouci prevalence a obecného rozsifeni je

upozoriovdno na moznou existenci rezervoard AmpC beta-laktamaz u potravinovych zvifat a stim

souvisejici vyznam potravniho fetézce v prenosu téchto bakterii ke ¢lovéku (EFSA, 2011).

Z Sirokého spektra dosud popsanych enzym( je CMY-2 nejrozsifenéjsi. Druhou nejcastéjsi AmpC
beta-laktamdzou, kterd je ¢asto nachdzena u izolat produkujicich karbapenemazy, patii DHA-1 (Jacoby,
2009). CMY-2 je identifikovdna u humdnnich i veterinarnich izolatl E. coli a dalSich zdstupcl celedi
Enterobacteriaceae. Byla spojena s narlstem rezistence k beta-laktamovym antibiotiklim vcetné
cefalosporind u netyfoidnich salmonel (Carattoli et al., 2002; Dunne et al., 2000). Od druhé poloviny 90.
let bylo pozorovano jeji sifeni v Severni Americe u rdznych serotypl Salmonella spp. u lidi, potravinovych
zvirat, pst a kocek (Jacoby, 2009). Pozdéji byla dokumentovéana difuze CMY-2 do populaci komenzalnich
izolatl E. coli. Frekventovany vyskyt je sledovan celosvétové u E. coli a K. pneumoniae rezistentni
k cefoxitinu a to jak u hospitalizovanych pacient(l tak v komunité (Denisuik et al., 2013; Reuland et al.,
2015; Sheng et al., 2013; Tagg et al., 2015; Voets et al., 2012; Wu et al., 2007). Beta-laktamdaza CMY-2
byla také popsana u E. coli z pst a kocek v USA, Evropé a Australii (Baede et al., 2015; Bogaerts et al.,
2015; Bortolaia et al., 2014; Trott, 2013), coZ poukazuje na vyznam zvifat chovanych ze zaliby v komplexni

epidemiologii AmpC beta-laktamaz.

Prevalence CMY-2 v populaci komenzalnich izolatl enterobakterii z potravinovych zvifat se
pohybuje v Sirokém rozmezi 0,01-88 % (Smet et al., 2010a). Rozdily jsou dané pravdépodobné
charakterem epidemiologie v jednotlivych oblastech pripadné dalsimi faktory véetné selekéniho tlaku
specifickych skupin antibiotik. Vliv antimikrobidlni terapie na selekci bakterii nesoucich AmpC
dokumentovala studie v USA (Donaldson et al.,, 2006). Na farmé mlécného skotu s frekventovanym
pouZitim ceftiofuru pro léc¢bu respiracnich onemocnéni telat prokdzali vysokou prevalenci E. coli s
produkci CMY-2 (88 %). Z Ceské republiky je dostupna studie zabyvajici se vyskytem AmpC u E. coli z

jatecnych krat a kurat, ktera uvadi velice nizkou prevalenci (< 0,01 %) CMY-2 enzymu (Kolar et al. 2010).
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Zachyt CMY-2 u bakterii z volné Zijicich zvifat poukazuje na obecné rozsifeni této beta-laktamazy

( ; Loncaric et al., 2013; Poirel et al., 2012d; Stalder et al., 2014).

5.1.4 Karbapenemdazy

Rezistence ke karbapenem(m je povazovana za jeden z nejzdvaznéjsich mechanizm rezistence,
ktery vyznamné limituje terapeutické moznosti nozokomialnich infekci vyvolanych multirezistentimi
bakteriemi (Papp-Wallace et al., 2011). Podobné jako ostatni beta-laktaméazy Stépi karbapenemazy
beta-laktamovy kruh antibiotika a jako donor molekuly vody potfebné pro reakci je vyuzivan serinovy
zbytek (serinové beta-laktamazy) nebo kationty zinku (metalo-beta-laktamazy). Producenti
karbapenemaz hydrolyzuji prakticky vSechna beta-laktamovéa antibiotika a obvykle nejsou inhibovani
terapeuticky dostupnymi inhibitory. Casto produkuji daldi typy beta-laktamdz a vykazuji rezistenci
k nékolika antibiotickym skupinam. Podobné jako v epidemiologii ESBL je i pro Sifeni karbapenemdz

zasadni jejich vazba na MGE a ¢astecné také sdruzeni s UspésSnymi bakteridlnimi klony.

5.1.4.1 Charakteristika metalo-beta-laktamaz

Metalo-beta-laktamdazy (MBL) ndlezi do molekularni tfidy B. Vykazuji hydrolytickou aktivitu vaci
vsem penicilindm, cefalosporinlm a karbapenemdm kromé monobaktamd a aztreonamu. Nejsou
inhibovany kyselinou klavulanovou, sulbaktamem a tazobaktamem. Tento typ beta-laktamdz se nachazi
inherentné na chromozomu u nékterych bakterii, napt. Bacillus spp. (Lim et al., 1988), Stenotrophomonas
maltophilia (Saino et al., 1982), Aeromonas spp. (laconis a Sanders, 1990) a dalSich. Prvni ziskana MBL,
karbapenemaza IMP, byla prokazana u P. aeruginosa v Japonsku (Osano et al., 1994). Brzy poté byly MBL
detekovany také u Enterobacteriaceae, kdy byl v Japonsku izolovan kmen S. marcescens s IMP-1 (lto et
al., 1995). MBL byly zpocatku nachazeny predevsim u pseudomonad a acinetobakter(, v poslednim

desetileti vSak dochazi k jejich celosvétovému Sifeni predevsim u zastupcl celedi Enterobacteriaceae

( ).

Nejvyznamnéjsi ziskané MBL predstavuji IMP, VIM a NDM (Dortet et al., 2014b; Nordmann et al.,
2012a; Walsh et al., 2005), zatimco jiné jako GIM a SIM se vyskytuji spiSe sporadicky u acinetobakter( a
pseudomonad (Castanheira et al., 2004; Gupta et al., 2012; Lee et al., 2005). Enterobakterie produkujici
MBL jsou v nékterych statech velmi rozsifené. Jsou zde odpovédné za mensi i rozsahlejsi epidemie
ve zdravotnickych zafizenich (Nordmann et al., 2012a). Geny pro karbapenemadzy IMP a VIM jsou obvykle
pritomny v bakteridlnim genomu ve formé genové kazety integrond tridy 1 nesené rlznymi typy plazmidd
( ; Zhao a Hu, 201143, b), které hraji vyznamnou roli v jejich Sifeni. Potencial

karbapenemaz je moiné dokumentovat na pfikladu nové MBL popsané vroce 2008 u pacienta
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ve Svédsku (Yong et al., 2009), ktera byla pojmenovana podle pfedpoklddaného (a pozd&ji potvrzeného)
mista plvodu v hlavnim mésté Indii jako ,,New-Delhi Metallo-beta-lactamase”, zkrdcené NDM. Jedna se
o jednu z klinicky nejvyznamnéjsich karbapenemaz, kterd byla za nékolik let od prvniho zachytu
dokumentovana po celém svété (Berrazeg et al., 2014). Je rozsirena predevsSim u nemocniénich kmend
K. pneumoniae a E. coli (Nordmann a Poirel, 2014). Na Sifeni této karbapenemazy se podili nejrizné;jsi
typy plazmidl (Nordmann a Poirel, 2014; ). Problematika MGE v Sireni

karbapenemaz bude stru¢né popsana v kapitole 7.10.

5.1.4.2 Charakteristika karbapenemaz molekuldrni tfidy A

Karbapenamy této skupiny naleZi mezi serinové beta-laktamdazy. Maji schopnost hydrolyzovat
peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy a aztreonam a jsou citlivé k inhibitordm beta-laktamaz. Tato tfida
zahrnuje karbapenemdzy KPC, SME, GES a IMI/NMC. lJednotlivi zastupci se lisi rlznou mirou
karbapenemazové aktivity. Prvni dokumentovanou karbapenemdzou této skupiny byla SME-1
identifikovana u S. marcescens ve Velké Britanii v roce 1982 (Queenan a Bush, 2007). SME, NMC a IMI
jsou dokumentovany zfidka, coZ pravdépodobné souvisi s lokaci kédujicich gend na chromozomu.
Karbapenemdaza KPC vykazuje vysokou karbapenemadazovou aktivitu a je ztéto skupiny enzym
nejvyznamnéjsi. Je kddovéna prenosnymi plazmidy a frekventné dokumentovéna u nemocnicnich kmend
K. pneumoniae a jinych druht Celedi Enterobacteriaceae, dale u P. aeruginosa a A. baumannii (Canton et
al., 2012a). Karbapenemaza GES byla popsana ve formé genové kazety integronu nesené konjugativnimi

plazmidy P. aeruginosa a K. pneumoniae (Queenan a Bush, 2007).

5.1.4.3 Charakteristika karbapenemaz molekularni tfidy D

Molekuldrni tfida D zahrnuje témeéf 500 sekvencnich variant beta-laktamdzy OXA,
karbapenemazovou aktivitou viak disponuji pouze nékteré z nich. Vétsina karbapenemaz skupiny OXA
byla identifikovana u acinetobakterll a pseudomondad, u kterych jsou kodujici geny lokalizovany
na chromozomu nebo neseny mobilnimi genetickymi elementy. U zastupcl Enterobacteriaceae
(pfedevsim E. coli a K. pneumoniae) jsou nejrozsifenéjsimi karbapenemazami této skupiny enzymy
OXA-48 (Nordmann a Poirel, 2014). Byla popsana rfada sekvencnich variant odvozenych od OXA-48, napf.
OXA-181, OXA-16 a OXA-204 (Kasap et al., 2013; Potron et al., 2011, 2013). Karbapenemazy skupiny
OXA-48 vykazuji vysokou hydrolytickou aktivitu vici penicilindm, zatimco aktivita vici karbapenemim a

Sirokospektrym cefalosporindm je nizkd (Walther-Rasmussen a Hoiby, 2006).
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5.1.4.4 Metody detekce producentl karbapenemaz

Pfesnd a vCasna diagnostika producent(l karbapenemdz je zdkladnim predpokladem Uspésné
lé¢by infekce. Je rovnéZ nezbytnd pro implementaci preventivnich opatfeni pro zabranéni jejich dalsiho

sireni (Temkin et al., 2014). V soucasnosti existuje fada metod zaloZend na detekci fenotypu a genotypu.

Pro odhaleni potencidlnich producentl se vyuziva vysledek kvalitativniho nebo kvantitativniho
stanoveni citlivosti ke karbapenemlm a srovndni s doporu¢enymi hrani¢nimi  hodnotami
(,breakpointy”) uvedenymi v metodickych listech European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST, 2016) a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Producenti
karbapenemaz vykazuji snizenou citlivost alespon k jednomu z karbapenemd (imipenemu, meropenemu
nebo ertapenemu). Hrani¢ni hodnoty pro klinickou rezistenci se vyrazné odlisuji od hodnot
epidemiologickych predéll (ECOFF — ,epidemiological cut-off”). Hodnota ECOFF vychazi ze standardniho
rozlozeni MIC v populaci sledované bakterie. Z klinického pohledu jsou kmeny E. coli a K. pneumoniae
citlivé k meropenemu dosahuji-li hodnoty MIC £ 2 mg/|, zatimco ECOFF operuje s hodnotou £0,125 mg/I.
Pro vyhledavani producentl karbapenemaz pouzivaji komeréné dostupné selektivni ptdy, které vsak
selhdvaji pfi odhalovani variant s nizkou karbapeneméazovou aktivitou (napf. OXA-48 a IMP). Produkci

karbapenemaz u suspektnich kmen( je nutné potvrdit specifickymi metodami.

Mezi zakladni metody pro detekci karbapenemdzy vyuzivané v diagnostickych laboratofich patfi
metody fenotypové, které jsou zaloZzené na schopnosti nékterych latek, napr. EDTA a kyseliny fenylborité,
inhibovat tyto enzymy (Giske et al., 2011). lejich specifita je vSak nizkd a nejsou vhodné pro prlikaz
nékterych karbapenemadz (napf. OXA-48). Dalsi skupinu tvofi testy zaloZené na detekci hydrolyzy
karbapenemu, které jsou povazovany za vysoce citlivé a specifické. Zahrnuji napr. Test CarbaNP, ktery
vyuziva kolorimetrické vizualizace hydrolyzy imipenemu (Dortet et al., 2012; Nordmann et al., 2012b).
Jeho vyhodou je mozZnost detekce producentl karbapenemaz pfimo v klinickém materiélu (Dortet et al.,
2014a). Dalsi metoda vykazujici vysokou specifitu a citlivost je zaloZena na prikazu degradacnich
produktld pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie, ktera je schopna odlisit od sebe zakladni klinicky
vyznamné karbapenemazy (Hrabak et al., 2011a). Molekuldrné-genetické metody vyuZivaji PCR detekci

kddujicich genl (Cole et al., 2009; Monteiro et al., 2012) nebo DNA mikrocipy (Bogaerts et al., 2011).

5.1.4.5 Molekularni epidemiologie producentl karbapenemaz

Problematika karbapenemaz je dnes sledovana pfedevsim u enterobakterii. Z evropskych zemi
jsou nejvys$si prevalence producentd karbapenemaz dokumentovany v Recku a Itélii. Dal3f staty, ve
kterych jsou karbapenemazy rozsirené, zahrnuji Francii, Polsko, Némecko a Velkou Britanii. Producenti

karbapenemaz jsou odpovédni za mensi i rozsahlé nemocni¢ni ,outbreaky” (Canton et al. 2014). Byli
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sporadicky izolovani také u hospitalizovanych pacient(i v Ceské republice, nicméné jejich celkovy vyskyt
je i naddle nizky (Canton et al., 2012a; Hrabak et al., 2015). Nej¢astéjsi celosvétové rozsifené skupiny
karbapenemaz u humannich izolatl predstavuji metalo-beta-laktamazy IMP, NDM a VIM a

karbapenemazy KPC a OXA-48.

NDM je nejvyznamngjsi karbapenemazou vibec. V soucasné dobé dochdzi kjejimu
celosvétovému Sifeni z endemickych oblasti na indickém subkontinentu, kde je prevalence nosi¢stvi
producentld NDM odhadovéna na 5-15 %. Producenti NDM zde byli izolovani také z ptdy a vody (Walsh
et al., 2011). Prostfedi je tedy povazovano za vyznamny faktor v epidemiologii NDM v Indii. Sekundarni
rezervoary predstavuji Balkan, Arabsky poloostrov a severni Afrika (Nordmann a Poirel, 2014). Za Uspéch
NDM je mimo jiné zodpovédna vazba na rdzné typy vysoce konjugativnich plazmidd a asociace s geny
rezistence krlznym skupindm antibiotik, které podporuji selekci producentl této karbapenemdzy

(Nordmann et al., 2012a).

Celosvétové je popisovana také karbapenemadza KPC-2, jejiz Siteni je spojeno predevsim s vazbou
na epidemicky Uspésny rizikovy klon K. pneumoniae ST258 (Temkin et al., 2014). Endemické oblasti
KPC-2 pFedstavuji Recko a Itdlie (Nordmann a Poirel, 2014). Producenti OXA-48 byli spojeni s Fadou
nemocnicnich ,outbreakd” napfriklad v Polsku a Turecku (Arana et al., 2015; Cuzon et al, 2011;
Dautzenberg et al., 2014; Kola et al.,, 2015; Voulgari et al.,, 2013). Za pravdépodobny zdroj jsou
povaZovany staty severni Afriky, Turecko a Indie (Nordmann a Poirel, 2014; Poirel et al., 2012e). Mensi

,outbreaky” byly popsany i v ¢eskych nemocnicich (J. Hrabak, LF UK v Plzni, osobni sdéleni).

Varianta VIM-2 se endemicky Sifi v jiZzni Evropé a jihovychodni Asii, dale také v Africe a v nékterych
evropskych zemich. VIM-1 je frekventovana predevsim u izolatl K. pneumoniae v feckych nemocnicich
( ; Papagiannitsis et al., 2015a; Zhao a Hu, 2011a). Karbapenemaza IMP se
vyskytuje endemicky na asijském kontinentu, zejména v Japonsku, Ciné a na Taiwanu, z Evropskych zem{
je nejéasté&ji dokumentovéna v Recku. Predpoklada se, ze k primarni selekci izolat(i s IMP do$lo pred jejich
celosvétovym rozsifenim v Japonsku jako disledek vysoké spotreby karbapenem (Nordmann a Poirel,

2014; Zhao a Hu, 2011b).

5.1.4.6 Producenti karbapenemaz u zvifat a v prostredi

Si¥eni enterobakterii s produkci karbapenemaz mimo nemocnice do zdravé lidské populace,
ke zvifatim a do prostredi se stalo v poslednich letech aktudinim tématem (EFSA, 2013). Role vodniho
prostfedi v Sifeni karbapenemadz byla zdokumentovdna v zemich s celkové Spatnymi hygienickymi
podminkami a nedostateCnou sanitaci (Walsh et al, 2011). Ojedinélé zachyty enterobakterii

produkujicich karbapenemazy v odpadnich vodach nebo ve vodnich tocich byly hldseny také v Evropé
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(Galler et al., 2014; Poirel et al., 2012a). Byly popsany i pfipady izolace E. coli a K. pneumoniae s NDM-1
nebo OXA-48 u psU a kocek v Némecku a USA (Shaheen et al., 2013; Stolle et al., 2013). Izolaty E. coli a
Salmonella spp. s VIM-1 byly sporadicky nalezeny v rdmci aktivni surveillance u drlbeZe a prasat
v Némecku (Fischer et al.,, 2012, 2013a). Ve vSech pfipadech se s nejvyssi pravdépodobnosti jedna
o kmeny humanniho plvodu. Rizika Sifeni producentl karbapenemaz mimo nemocnice by nemélo byt
podcenovano. Nicméné ve védecké komunité prevazuje nazor, ze k jejich masivni Sifeni ke zvifatlim, jak
bylo sledovano v pripadé CTX-M beta-laktamaz, v budoucnu nedojde (EFSA, 2013; Poirel et al., 2014).
Vzhledem ke klinické zdvaznosti tohoto rezistentniho mechanizmu zahdjila EU monitoring producent(
karbapenemaz v chovech potravinovych zvifat. V ramci tohoto programu nebyli doposud Zadni

producenti karbapenemaz dokumentovani (EFSA, 2016).

Prvni pfipad izolace producentl karbapenemaz u volné Zijicich zvifat byl popsdn v Némecku.
Jednalo se o izolat Salmonella Corvalis s NDM-1 z dravého ptdka luridka obecného (Fischer et al., 2013b).
Monitoringu Sifeni karbapenemdz do prostfedi a k volné Zijicim zvifratim se vénujeme na nasem
pracovisti od roku 2013. Testovani obsahlého souboru 3 000 izolatl gramnegativnich bakterii ze vzork(
trusu rliznych druhd volné Zijicich zvifat pfineslo pozitivni vysledky. V jedné z nejvétsich hnizdnich kolonii
rack( australskych (Chroicocephalus novaehollandiae) v Novém Jiznim Walesu v Australii byly prokdzany
izolaty E. coli s produkci metalo-betalaktamazy IMP-4 ( ). Tato studie dokumentuje
masivni sifeni karbapenemaz do prostredi v této oblasti. Dalsi zachyty rdznych druhl enterobakterii
nesouci geny karbapenemaz KPC a IMP byly pozorovany u vrany americké v USA a Kanadé (M. Dolejska

et al., nepublikovana data).
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5.2 Mechanizmy rezistence k fluorochinoloniim

Fluorochinolony jsou dilezitymi antibiotiky pro Ié¢bu infekci ¢lovéka i zvifat. V humanni mediciné
jsou lékem volby pfi shigeldze a tézkych formach salmonelovych infekci. NarUst spotfeby fluorochinolon(
byl ndsledovan rychlym vzestupem a Sifenim rezistentnich mikrobU. Z pohledu antimikrobidlni rezistence
patfi flurochinolony k nejrizikovéjsim skupindm antibiotik, jelikoZ rezistence k nim vznika velice rychle
(Hooper a Rubinstein, 2003). V Evropé je v ramci mezindrodnich programd sledovana rezistence k FQ
u vybranych zastupcl Enterobacteriaceae humanniho i veterinarniho plvodu (E. coli, K. pneumoniae,

Salmonella enterica), kterd je obecné vysoka a vykazuje rostouci charakter (EARS-Net; EFSA, 2016).

Pi zavedeni chinolont do klinické praxe se predpokladalo, Ze riziko rozvoje rezistence bude malé.
Tyto domnénky vychazely ze dvou faktl. K ndhodnym mutacim dochdzi ve frekvencich < 107, tudiz
pravdépodobnost vzniku mnohondsobnych mutaci (10*-10°), které by vedly k rezistentnimu fenotypu,
se zdala byt velmi nizkou (Zhao et al., 1997). Zaroven jsou chinolony plné syntetickymi preparaty, a proto
se existence genU rezistence k této skupiné antimikrobialnich latek u rezervoar( v prostredi rovnéz
nepredpokladala (Robicsek et al., 2006). Opak je ale pravdou a rezistence k fluorochinoloniim se stala
velice béZnou, celosvétové rozSifenou a casto také sdruzenou s rezistenci ke klinicky vyznamnym
beta-laktamUm. U gramnegativnich bakterii byly pozdéji identifikovany také horizontalné prenosné
mechanizmy rezistence k fluorochinolonlim. Rezistence k této skupiné antimikrobidlnich latek dnes

predstavuje tizivy a rostouci medicinsky problém.

Byla popsana Fada funkéné vzdalenych mechanizmd rezistence k chinolontm (Obr. 12). Jednd se
o mechanizmy kddované bakteridlnich chromozomem, pfipadné jsou geny pro rezistenci neseny
plazmidy. Bakterie mohou ménit podobu cilovych struktur chinolon(, tvofit proteiny chranici zasahova
mista antibiotika, omezit propustnost povrchovych struktur bufky nebo antibiotikum z buriky aktivné
odcerpdvat prostfednictvim efluxnich pump. Mohou rovnéZ disponovat mechanizmem enzymatické
inaktivace antibiotika. Castd je také soucasna pFitomnost nékolika mechanizm( u jedné bakteriaini buriky,
coz se mlZe vyrazné odrazit ve vysledném fenotypu rezistence. Pro rezistenci k chinolondm je také
typické, Ze vznika pomérné rychle po kratkodobém pUlsobeni antibiotika, ke kterému muizZe dojit i béhem

antibiotické |écby zejména pri podavani nizkych davek (Hooper a Rubinstein, 2003).

V nasledujicich odstavcich budou jednotlivé mechanizmy rezistence k fluorochinolondim strucné
predstaveny. Bude popsan jejich geneticky zaklad a objasnén pravdépodobny plvod. Dlraz bude kladen
na rezistenci kédovanou plazmidy z dlivodu jejiho potencidlu Sifeni horizontaIni cestou. Kapitola bude
doplnéna o strucnou informaci k soucasnému rozsifeni plazmidy kodované rezistence

k fluorochinolonlm u humannich i veterinarnich izolat véetné nékolika plvodnich praci autora.
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Obr. 12: Mechanizmy rezistence k chinoloniim

Vytvoreno podle Aldred et al., 2014.

(1) Chromozomalni rezistence podminéna mutaci v genech pro gyrazy/topoizomerazy IV (charakteristickd struktura
enzymu je oznacena barevné — Cervena-modré-zelend). Cilova struktura je v takto zménéné podobé necitliva
k chinolonu.

(2) Plazmidy determinovana rezistence. (2a) Tvorba Qnr proteinl (oznacen Zluté), které chrani cilovéd mista DNA pred
ucinkem chinolont. (2b) Enzymaticka inaktivace chinolonu acetyltransferdzou AAC(6’)-Ib-cr. (2c) Tvorba efluxnich
pump, které snizuji koncentraci antibiotika v bufice.

(3) Chromozomalné podminéna rezistence. (3a) Snizend exprese porinl vedouci k poklesu prijmu antibiotika. (3b)
Zvysena exprese efluxnich pump kédovanych chromozomalnimi geny.

5.2.1 Chromozomalni mechanizmy rezistence k fluorochinolontim

5.2.1.1 Zmény na Urovni bunéénych membran a aktivni eflux

Chinolony musi pfi svém vstupu do bunky prekonat bunécné povrchy bakteridIni bunky, tj.
bunécénou sténu, plazmatickou membranu a v pfipadé gramnegativnich bakterii navic i vnéjsi membranu.
Vnéjsi membrana je tvorena z fosfolipidové vrstvy a z lipopolysacharidd. Hydrofobni chinolony vstupuji
do bakteridIni buriky obvykle prostou difuzi, zatimco hydrofilni chinolony vyuZivaji nespecifickych
proteinovych kanalkd porind. Bylo prokazano, Ze bakterie s pfirozenou rezistenci k chinolondim disponuji
modifikovanou lipopolysacharidovou vrstvou vnéjsi membrany, kterd znemoziuje difuzi hydrofobnich
latek vcetné chinolonl (Hooper a Rubinstein, 2003). Ziskané mechanizmy rezistence na urovni
plazmatické membrany zahrnuji snizeni poctd porinl, zménu jejich konformace, nahradu primarni

struktury porin nebo nadprodukci efluxnich pump (Ruiz, 2003).

Mechanizmy rezistence spojené s poriny jsou dané regulaci exprese kédujicich geni nebo pfimo
zmeénou primarni struktury porinu. V pfipadé E. coli byly popsany poriny OmpF a OmpC, které predstavuji
nespecifické difuzni proteiny vnéjsi membrany. Mutace v genu ompF vedou ke snizeni poctu porin(
OmpF, a tim ke ztraté schopnosti akumulace chinolon( uvnitf bakteridlni bunky (Bryskier, 2005).
Rezistence muZe byt také spojena s negativni regulaci exprese genu ompF prostirednictvim malé

nekddujici MicF RNA (Schmidt et al., 1995).
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Efluxni pumpy jsou struktury, které z bakteridlni buriky aktivné odcerpdvaji rlzné molekuly
bez nutnosti jejich chemické modifikace. Bylo popsano nékolik typt efluxnich pump, z nichz nejdllezitéjsi
zahrnuji ABC, RND, MSF, SMR a MATE (vysvétleni zkratek a blizsi popis viz Nikaido, 1996). Nejcastéjsim a
nejvice prostudovanym transportérem u E. coli je tfislozkovy systém AcrAB-TolC z rodiny RND, ktery
na rozdil od ostatnich systému zajistuje transport z vnitra bunky az do extracelularniho prostoru (Kumar

a Schweizer, 2005). Zména exprese sloZzek této pumpy je zaroven spojena s bakteridlni rezistenci

k fluorochinolonm (Obr. 13).

marC  marR IUMGIAN marB
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.@j

MarR marA

l
TT o ArcB
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Obr. 13: Mechanizmus rezistence k fluorochinolonlim na Urovni bunéénych membran zprostiedkovany
efluxnimi pumpami a poriny

Vytvoreno podle Lindgren et al., 2003; Piddock, 2002. AcrAB-TolC pumpa je tvofena tremi slozkami zahrnujicimi efluxni
protein AcrB, protein AcrA, ktery zajiStuje spojeni s vnéjsi membranou, ve které se nachazi tfeti slozka TolC. Exprese genu
acrAB je regulovana represorem AcrR a pozitivnim regulatorem MarA. Gen kodujici tento pozitivni reguldtor je soucasti
marRAB operonu. Byl popsan mechanizmus, pfi kterém mutace regulacniho genu sniZuje expresi porinu a zéroven zvysuje
aktivitu efluxni pumpy. Konkrétné se jednd o mutace v genu marR vedouci ke zvySené expresi operonu a nadprodukci
aktivatoru MarA. Zvysené mnozstvi aktivatoru ma za nasledek zvyseni exprese acrAB (a tim narlst efluxniho proteinu
AcrB) a soucasny pokles syntézy OmpF. Tento mechanizmus vede jednak ke snizenému pfijmu antibiotika a dale k jeho
aktivnimu vylucovani z buriky efluxni pumpou.

U gramnegativnich bakterii bylo popsano nékolik dalsich efluxnich systém{ odpovédnych
za rezistenci k chinolonlm, nékolik systém( byla nalezena také u bakterii grampozitivnich. Z hlediska
rezistence k fluorochinolonm maiji efluxni systémy vyznam pouze v kombinaci s dalsimi mechanizmy,
napf. mutacemi v cilovych enzymech a zménou v propustnosti plazmatické membrany (Hooper a
Rubinstein, 2003). Efluxni pumpy kédované geny na plazmidech byly rovnéZ dokumentovany a budou

blize pfedstaveny v kapitole 5.2.2.
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5.2.1.2 Mutace cilovych struktur chinolond

Chromozomalné zakotvena rezistence k chinolonlim muze u gramnegativnich bakterii vznikat
v dlsledku bodovych mutaci v genech kédujicich topoizomerazu Il; mutace v topoizomeraze IV spojené
s rezistenci jsou méné Casté. Mutace vedou ke zméné primarni struktury enzymu, coZ ma za nasledek
snizeni specifity cilového mista pro navazani antibiotika. Ktémto mutaénim zméndm dochazi v tzv.
oblastech urcujicich rezistenci k chinolondm (QRDR — ,quinolone resistance-determining region”), které
se vyskytuji v blizkosti aktivniho centra enzymu (Tyr122) interagujiciho s DNA. Stupen rezistence je zavisly
na misté mutace a substituované aminokyseliné. U kmen( gramnegativnich bakterii rezistentnich
k chinolontim jsou dokumentovany zmény predevsim v podjednotce GyrA, zmény v GyrB jsou méné Casté
a jsou obvykle spojeny pouze s nizkou hladinou rezistence. Oblast QRDR GyrA se nachdzi mezi kodony 67
a 106. Nejcastéjsi mutace spojené s vysokym stupném rezistence probihaji v pozicich 83 a 87 (Hooper a
Rubinstein, 2003; Saenz et al., 2003). V souvislosti s rezistenci k fluorochinoloniim byly dokumentovany i
mutace v genu parC. Ty se u izolatl gramnegativnich bakterii s vysokou hladinou rezistence nachazi
predevsim v kombinaci s mutacemi gyrA. Cilovymi misty substituci v ParC spojenych s rezistenci
k fluorochinolonlim jsou u E. coli nejcastéji Ser80 a Glu84. Mutace parE se u gramnegativnich bakterii
vyskytuje velice zfidka a neni obvykle spojena s klinickou rezistenci (Hooper a Rubinstein, 2003). Pfehled
nejcastéji popisovanych mutaci QRDR u E. coli a jejich vztah k hladiné rezistence k chinolonlm je uveden

v Tab. 6.

Tab. 6: Priklady substituci v QRDR topoizomeraz u izolatl E. coli v kontextu rezistence k chinolonlm

MIC (mg/l) GyrA ParC

CIP NAL Ser83 Asp87 Ser80 Glug4
0,007 2 - - - -
0,06-1 nt - Gly - -
0,03-8 64—>512 Leu - - -

1 nt Leu Gly - -

1 nt Leu Asn - -

2 nt Leu Tyr lle -
2—->128 nt Leu Asn lle -

4 nt Leu - Arg -

8-64 >512 Leu Asn - -
8-128 >512 Leu Tyr - -

8 nt Leu Gly lle -
16-32 nt Leu Asn lle Ala/Lys
32->128 nt Leu Asn lle Gly

64 nt Leu Asn Arg -

Data prevzata z Minarini a Darini, 2012; Vila et al.,, 1994. Nejcastéji popisované mutace u E. coli rezistentni
k fluorochinolonim jsou Sedé podbarveny. Klinicka rezistence podle EUCASTu nebo CLSI k ciprofloxacinu je > 1-2 mg/l a
kyseliné nalidixové > 32 mg/I. CIP, ciprofloxacin; NAL, kyselina nalidixova; nt, nebylo testovano.



5.2.2 Plazmidy determinovana rezistence k fluorochinoloniim (PMQR)

Pro rezistenci kddovanou geny na plazmidech je v odborné literatuie pouzivan zkraceny nazev
PMQR (,plasmid-mediated quinolone resistance”). Existence mechanizml rezistence k chinolonim
vazana na MGE byla v minulosti povazovana za velice nepravdépodobnou. Rychlost s jakou se rezistence
k fluorochinolonlim mezi bakteriemi ve svété rozsifovala vsak neodpovidala matematickym modellim
predpokladané Cetnosti mutaci v gyrA a parC. Tato zjisténi vedla k hlubsim Uvaham o existenci plazmidy
determinovanych mechanizm@. V 70. letech byla vySetfena rozsahla sbirka plazmidd, ale Zadny
mechanizmus rezistence k chinolonlim véazany na plazmidy nebyl popsan (Burman, 1977). Studie z roku
1987 sice popisuje PMQR u Shigella dysenteriae (Munshi et al., 1987), pozdéji se vsak zjistilo, Ze rezistence
k chinolonim je u tohoto kmene spojena s chromozomalnimi mutacemi (Rahman et al., 1994). PGvodné
se predpoklddalo, Zze plazmidy by mohly nést mutované geny gyrA podobné tém, které byly dfive
identifikovany na bakteridinim chromozomu. Takovéto plazmidy byly pfipraveny experimentalné
v laboratofi, bylo ale pojeny pouze s drobnym nardstem MIC k chinolonim (Gomez-Gomez et al., 1997).

Jejich pfirozeny vyskyt u bakterii nebyl prokazan.

Fenomén rezistence k chinolontim byl objasnén aZz v roce 1998 s prlikazem plazmidem neseného
genu gnrA (Martinez-Martinez et al., 1998). Tento prvni popis byl nasledovan objevem mnoha dalsich
genl se schopnosti se prenaset horizontalni cestou. Dosud popsané PMQR mechanizmy zahrnuji Qnr
proteiny, enzymatickou inakvitaci antibiotika acetyltransferdzou AAC(6’)-Ib-cr a efluxni pumpy QepA a

OQgxAB.

5.2.2.1 Qpr proteiny

Qnr proteiny naleZi do rodiny protein{ s pentapeptidovym repetitivnim motivem, pricemz pocet
téchto motivl se v ramci jednotlivych rodin Qnr proteind lisi (Vetting et al., 2006). Do souc¢asnosti bylo
popsano 6 rodin Qnr proteind (QnrA, QnrB, QnrC, QnrD, QnrS, QnrVC), da se ale predpokladat existence
dalsich dosud neobjevenych typl. Rezistence k fluorochinolondim zprostfedkovana Qnr proteiny spociva
v ochrané cilovych molekul chinolon(. Qnr proteiny se vazou k DNA gyraze a snizuji tak pocet zasahovych
struktur chinolon® (Robicsek et al., 2006). Pfesny mechanizmus protektivniho Gcinku Qnr protein( vsak
nebyl zcela objasnén. Predpokldda se, Ze dochazi ke zméné struktury vazebného mista chinolon(, proto

neni antibiotikem rozpozndno nebo se méni vazebna schopnost DNA gyrazy k DNA (Poirel et al., 2012c).

Nomenklatura Qnr proteint

Z dlvodu narUstajiciho poctu popisovanych gnr gen( byla stanovena pravidla jejich klasifikace a

pojmenovavani novych sekvencénich variant. TFidéni do rodin je zaloZzeno na odliSnostech
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v aminokyselinové sekvenci proteinu Qnr. Hranice pro zafazeni proteinu do stejné Qnr rodiny je
minimalné 70 % podobnost. Rozdily v aminokyselinové sekvenci v ramci rodiny davaji za vznik novym
variantdm, napf. QnrAl, QnrA2 atd. (Jacoby et al, 2008). Byla vytvofena databdze

(http://www.lahey.org/gnrStudies/), jejiz spravci zajistuji pridélovani nazvi nové popsanym gnr genlim a

zaroven eviduji aktualni seznamy popsanych variant. V soucasné dobé tato databaze ¢ita 105 variant genu

gnr (ke dni 23. 2. 2016).

Proteiny skupiny QnrA

QnrA byl prvnim popsanym PMQR nalezenym u klinického izoldtl K. pneumoniae. Kédujici gen
gnrAl byl nesen na plazmidu pMG252 (Martinez-Martinez et al., 1998). QnrA je tvofen
218 aminokyselinovymi zbytky. Plvodné se predpokladalo, Ze gen gnrA je vysoce konzervativni. Pozdéji
véak byla u izolatu Klebsiella oxytoca z Ciny popsana dalsi varianta qnrA2, kterd se li§i od gnrAl
ve 4 aminokyselindch (Nordmann a Poirel, 2005). Dalsi t¥i variaty gnrA3-5 byly nalezeny na chromozomu
Shewanella algae (Poirel et al., 2005), nasledoval popis gnrA6 u Proteus mirabilis (Cambau et al., 2006) a
posledni varianta gnrA7 byla identifikovana u S. algae v Ciné (viz databaze

http://www.lahey.org/gnrStudies/).

Proteiny skupiny QnrB

QnrB jsou vysoce heterogenni skupinou, ktera k dnesnimu dni (23. 2. 2016) ¢itad 80 sekvencnich

variant (http://www.lahey.org/qnrStudies/). Prvni gen gnrB byl popsan skupinou G. Jacobyho (Jacoby et

al., 2006). Pfi studiu shirky K. pneumoniae z Indie pozorovali horizontélni prenos nizké hladiny rezistence
k chinolonlim na recipientni kmeny. V té dobé jediny znamy PMQR gen gnrA vsak neprokazali (Strahilevitz
et al., 2009). Zjistili pfitomnost nového genu, ktery byl pojmenovan gnrB1. Geny gnrB obvykle obsahuji
dva inicia¢ni kodony ATG, u nékterych variant vsak prvni kodon chybi. Z tohoto divodu se popsané
proteiny QnrB lisi v délce, ktera ¢itd 214 nebo 226 aminokyselinovych zbytk{. Pro popis novych variant je
zohlednovana pouze oblast proteinu ohrani¢end druhym iniciacnim kodonem (Jacoby et al., 2008).

S QnrA a QnrS sdili QnrB pfiblizné 40 % podobnost sekvence aminokyselin.

Proteiny skupiny QnrS

Gen gnrS byl poprvé identifikovan na konjugativnim plazmidu u kmene Shigella flexneri
izolovaného vroce 2003 vlJaponsku (Hata et al., 2005). Je prepisovan do proteinu QnrS o délce
218 aminokyselinovych zbytkd (Robicsek et al., 2006). S prvni identifikovanou variantou QnrA sdili 59 %

podobnost proteinové sekvence. Doposud bylo popsano jeho 9 variant
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(http://www.lahey.org/gnrStudies/, ke dni 20. 2. 2016), pficemz kosmopolitni rozsifeni vykazuji pouze

QnrS1 a QnrS2. Gen gnrS1 je typicky spiSe pro zdstupce Celedi Enterobacteriaceae (pfevazné E. coli a
Salmonella), zatimco gnrS2 se zda byt vazdn na aeromonady ( ;
; ; ; ; Wasyl et al., 2014). Soucasna

epidemiologie naznacuje sifeni téchto genl u zvifat a v prostredi.

Ostatni Qnr proteiny

Dalsi varianty Qnr protein( jsou v bakteridlnich populacich méné casté v porovnani svyse
popsanymivariantami. QnrC je tvofen 221 aminokyselinami a byl poprvé identifikovan u klinického izolatu
P. mirabilis v Ciné. Kédujici gen byl nesen konjugativnim plazmidem pHS9 (Wang et al., 2009a). Geny gnrC
se vyskytuji v nizké prevalenci a zdaji se byt vysoce konzervativni. Prozatim byla nalezena pouze jedina

varianta genu (http://www.lahey.org/gnrStudies/, ke dni 23. 2. 2016).

QnrD byl identifikovan u humannich izolatl Salmonella Kentucky a S. Bovismorbificans. Protein
je tvoren 214 aminokyselinovymi zbytky. Gen gnrD (dnes prejmenovan na gnrD1) byl lokalizovan
na malém nekonjugativnim plazmidu (Cavaco et al, 2009). Neddvno byla popsdna nova sekvencni

varianta gnrD2 u humanniho izolatu S. Hadar ve Svycarsku (Abgottspon et al., 2014).

Kédujici geny proteinu QnrVC byly zjistény na chromozomu izoldtu Vibrio cholerae z roku 1998.
Tyto PMQR determinant fadime mezi atypické ¢leny Qnr rodiny (Fonseca et al., 2008). Proti ostatnim gnr
gendm se gnrVC vyskytuji ve formé genové kazety integronll. Nefunkcni varianta tohoto genu byla
nalezena také na plazmidu (Fonseca et al. 2008). Kromé vibrii byly identifikovany u jinych skupin
gramnegativnich bakterii vazanych na vodni prostiedi, jako jsou aeromonady a pseudomonady (Fonseca
a Vicente, 2013; Pons et al., 2013). Sporadicky byly také zjistény u enterobakterii (Tacao et al., 2014).

V soucasné dobé je zndmo 6 sekvencnich variant (http://www.lahey.org/gnrStudies/, ke dni 23. 2. 2016).

5.2.2.2 Aminoglykozidova N-acetyltransferaza AAC(6')-Ib-cr

AAC(6’)-Ib-cr je prvnim popsanym bifunkénim enzymem, ktery je schopny modifikovat strukturné
odlisnd antibiotika — aminoglykozidy a fluorochinolony. Gen aac(6’)-1b-cr byl popsan v roce 2006 jako
sekvencni varianta genu aac(6’)-Ib kodujici aminoglykozidovou N-acetyltransferdzu. Tento enzym
katalyzuje acetylaci aminoglykozid( tobramycinu, amikacinu a kanamycinu vedouci ke ztraté jejich
antimikrobidlni aktivity. Acetylace probiha na aminoskupiné piperazylinového substituentu ciprofloxacinu
a norfloxacinu. Chinolony bez N-piperazinylového substituentu tedy nejsou k Ucinku tohoto enzymu
citlivé. Bylo popsano pres 30 variant genu aac(6°)-1b, rezistence k chinolonlim je viak spojena s typickou

zaménou ve dvou kodonech. Sekvencni analyza genu aac(6’)-1b-cr prokdzala mutace vedouci k substituci
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aminokyselin Trp102Arg a Asp179Tyr. Substituce Asp179Tyr zvySuje afinitu k substratu a ma tedy zasadni
vyznam pfi vazbé chinolonu, zatimco zdména Trp102Arg slouzi spiSe ke stabilizaci. AAC(6’)-Ib-cr zajistuje
nizsi hladinu rezistence k fluorochinolonim v porovnani s proteiny Qnr (Robicsek et al., 2006). Gen
aac(6’)-Ib-cr se vyskytuje ve formé kazety integront tridy 1 a v soucasné dobé je rozsiren predevsim diky

asociaci s geny pro ESBL na spolec¢nych plazmidech ( ; Jacoby et al., 2014).

5.2.2.3 Efluxni pumpy QepA a OgxAB

Efluxni pumpy QepA a OgxAB zajistuji rezistenci aktivnim od&erpdvanim antibiotika z bunky.
Kédujici geny OgxAB byly poprvé popsany na konjugativnim plazmidu pOLA52 u izoldtu E. coli z prostredi
praseci farmy (Sorensen et al., 2003). Pozdéji byl gen ogxAB nalezen na plazmidu u humanniho klinického
izoldtu E. coli v Jizni Koreji a také na chromozomu K. pneumoniae (Kim et al., 2009). Nélezi do rodiny RND
(,resistance-nodulation-cell division”) a zajistuje odcerpdvani chinoxacilinového derivatu olaguindoxu,
ktery byl dlouhodobé pouZivdn jako antibioticky rdstovy stimuldator v chovech prasat. Jednd se
o multifunkéni pumpu, kterad prendsi dalsi molekuly véetné chloramfenikolu (Hansen et al., 2007; Hansen

etal., 2004).

Efluxni pumpa QepA nalezi do rodiny MFS (,major facilitator superfamily”) a je poslednim
popsanym genem PMQR. Je tvofena 551 aminokyselinovymi zbytky a podminuje rezistenci k hydrofilnim
fluorochinolontm. Gen gepA1 byl identifikovan na plazmidu pHA u klinického izolatu E. coli v Japonsku
(Yamane et al., 2007). Sekven¢ni analyza plazmidu prokdzala, Ze se v blizkosti genu gepA1 nachazi gen
rmtB kédujici 16S rRNA metylazu, kterd podminuje rezistenci k aminoglykoziddm, tyto dva typy rezistence
jsou tedy Casto pfitomné spolecné. Druhd pozdéji popsana varianta QepA2 obsahuje zaménu dvou
aminokyselin, substratova specifita pumpy je vsak identickd s QepAl (Cattoir et al., 2008c). Gen gepA se

vyskytuje v nizké prevalenci (Jacoby et al., 2014).

5.2.3 Plvod gend PMQR a jejich biologicka role

NarUstajici prevalence a vyskyt novych variant genl gnriniciovalo hledanijejich pvodu. Podobné
jako u jinych mechanizm rezistence se predpokladala existence rezervoar( v prostredi. Patrani vyustilo
v prvni ndlez genu gnrA3 u S. algae, kterd obyva sladkovodni a morské prostfedi. Gen gnrA3 byl
lokalizovdan na chromozomu, nebyl obklopen Zadnymi MGE a zdroven vykazoval obsah bazi G+C
charakteristicky pro rod Shewanella, co? podpofilo domnénku, Ze se u této bakterie vyskytuje pfirozené
(Poirel et al., 2005). Byl také popsan v genomu dalSich bakteridlnich druhl jako Vibrio parahaemolyticus

a Photobacterium profundum (Saga et al., 2005). Vysledky analyz blizkého okoli genu gnrA3 u S. algae,
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které se shodovalo s klinickymi izolaty, ukazuje na plvod tohoto genu u Schewanella spp. a pfibuznych

bakterii (Lascols et al., 2008).

Dalsi dikazy o plvodu PMQR pfinesla in silico analyza genomu Vibrio splendidus, u kterého byl
prokazan usek kodujici protein s vysokou podobnosti sekvence aminokyselin s proteiny QnrS1 a QnrS2
(Cattoir et al., 2007). Nizké hladiny chinolond nalezené v povrchovych vodach pravdépodobné pfispivaji
k udrzovani rezervoard PMQR genl u vodnich mikroorganizm(, které tak mohou v prostredi
kontaminovaném antibiotikem ziskat urcitou selekéni vyhodu (Al-Ahmad et al., 1999; Batt et al., 2006;
Strahilevitz et al., 2009; Tamtam et al., 2008). Varianty genu gnrS jsou ¢asto nalézany na plazmidech
vodnich bakterii jako Aeromonas spp. (Cattoir et al., 2008b; ), které mohou

ve vodnim prostredi pfedstavovat zdroj genl pro vyznamné patogeny ¢lovéka.

Geny vykazujici vysokou sekvenéni homologii s genem gnrB byly nalezeny u mofrskych bakterii
(Sanchez et al., 2008; Venter et al., 2004). Za rezervoar gnrB genl pro humanni klinické izolaty je
povazovan Citrobacter spp., v jehoz genomu byly identifikovany rGzné varianty tohoto genu. Tento
bakteridIni druh je rozsifen ve vodnim prostfedi a zdroven patfi mezi vyznamné oportunni patogeny
Clovéka (Jacoby et al, 2011). Zdroj PMQR genl kodujicich efluxni pumpy nebyl zcela objasnén.
Za puvodce se predpokladaji zastupci Actinomycetales, jelikoz membranové transportéry této skupiny
bakterii vykazuji vyznamnou sekvencni homologii s pumpou QepA a zaroven obsah G+C bazi koédujiciho

genu gepA je blizky aktinomycetam (Poirel et al., 2012c).

Predpoklada se, Ze predci gnr genl u bakterii v prostiedi pini vlastni biologickou Ulohu ne? Cisté
ochranu pred inhibi¢nim Uc¢inkem chinolond. Jedna z hypotéz tvrdi, Ze Qnr by mohly slouZit jako antitoxin
chrénici DNA gyrazu a topoizomerazu |V pred Ucinkem pfirozené se vyskytujicich toxin( téchto enzymd
(Ellington a Woodford, 2006). V sekvenci genu gnrB bylo nalezeno vazebné misto pro protein LexA, ktery

se Ucastni SOS odpovédi (Wang et al., 2009b). Qnr proteiny by tak mohly hrat dlohu v ochrané DNA.

5.2.4 Klinicky vyznam PMQR

Samotna pfitomnost genu gnr je spojena pouze s mirnym navySenim MIC k chinolondm, kterd
nepresahuje hrani¢ni hodnoty definované pro klinickou rezistenci (Obr. 14). Mira navyseni MIC je zavisla
na mnoha faktorech, které zahrnuji typ PMQR genu, pocet kopii a transkripéni aktivita genu, typ chinolonu
a dalsi. PFitomnost Qnr protein( je obecné spojena s vyssim narlstem hodnoty MIC vUci ciprofloxacinu
(narlst MIC 8-32krat) v porovnani s kyselinou nalidixovou (2—4krat). Mira navySeni MIC spojena
s AAC(6’)-Ib-cr nebo QepA je niZsi v porovnani s proteiny Qnr (Strahilevitz et al., 2009). Pfiklady hodnot
MIC ciprofloxacinu popsanych u kmen( E. coli a Salmonella enterica nesoucich rlzné skupiny PMQR

determinant jsou uvedeny v Tab. 7.
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VySe uvedené charakteristiky spojené s PMQR tedy pfinasi otdzku jejich vlastniho klinického
vyznamu tohoto mechanizmu rezistence. Pfitomnost PMQR genu usnadfiuje tvorbu spontdnnich mutaci
v chromozomalnich genech pro topoizomerazu ll, coz vede ke vzniku klinické rezistence k FQ (Martinez-
Martinez et al., 1998). To je mozné vysvétlit tim, Ze izolaty nesouci PMQR jiz disponuji jistou mirou
odolnosti vidi fluorochinolonlm a snadnéji tak podléhaji in vivo selekci pridatnych chromozomalnich
mechanizm( rezistence béhem antimikrobialni [écby (Nordmann a Poirel, 2005). Tento fenomén je blize
vysvétlen v nésledujici kapitole. Vyznam PMQR také souvisi s jejich schopnosti se efektivné Sifit
horizontalni cestou mezi bakteriemi. Z klinického hlediska je také dllezZité, Ze vétsina plazmidl nesoucich
PMQR geny je zaroven sdruzena s geny rezistence k dalsim antibiotikdm véetné cefalosporind nebo
karbapenemd. Ziskanim genu PMQR tak mUZe recipientni bakterie nabyt profilu multirezistence (Jacoby

et al.,, 2014).
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Obr. 14: Distribuce MIC ciprofloxacinu v populaci E. coli

Upraveno podle Canton a Morosini, 2011. S, citlivy: R, rezistentni. Izolaty (Cervené), které presahuji hodnotu
MIC > 1 mg/I (na zakladé hrani¢nich hodnot EUCAST) nebo > 2 mg/I (podle CLSI) jsou z klinického hlediska hodnoceny jako
rezistentni k ciprofloxacinu. Populace s klinickou citlivosti k ciprofloxacinu vsak zahrnuje také izolaty se snizenou citlivosti
(MIC v rozmezi 0,05-1 nebo 0,05-2 mg/l). Izolaty (Zluté) s hodnotou MIC nad ECOFF (> 0,05 mg/l) jsou tedy povaZovany
za rezistentni z mikrobiologického hlediska. Takovéto izolaty obvykle nesou jednobodové mutace v gyrA nebo plazmidové
determinovanou rezistenci, kterd neni spojena s rezistenci z klinického pohledu. Klinicka rezistence je naopak spojena
s minimalné dvéma mutacemi v gyrA nebo kombinaci mutaci gyrA a parC. Zcela citliva populace (zelena) ma hodnoty MIC
pod hladinou ECOFF.
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Tab. 7: Vliv PMQR genU a jejich kombinaci's chromozomalnimi mutacemi gyrA nebo parC na hodnoty MIC

a MPC ciprofloxacinu

: Mechanizmus rezistence Ciprofloxacin (mg/I)
Bakterialni druh
Mutace gyrA/parC

E. coli - - 0,002 1
- gyrA 0,125 4
qnrA - 0,125 8
qnrA gyrA 0,5 16
gnrB - 0,125 2
qnrB gyrA 0,5 8
gnrS1 - 0,125 4
gnrS1 gyrA 1 8

Salmonella enterica - - 0,015 0,125

ser. Typhimurium - parC 0,015 0,125
- gyrA 0,25 2-4
- parC+gyrA 4 64
aac(6')-1b-cr - 0,06 1
aac(6')-1b-cr parC 0,06 1
aac(6')-1b-cr gyrA 1 8-16
aac(6')-1b-cr parC+gyrA 16 128
gepA - 0,125 2
gepA parC 0,125 2
gepA gyrA 2 32
gepA parC+gyrA 16 128
qgnrB4 - 0,5 4
qgnrB4 parC 0,5 4
gnrB4 gyrA 1-2 16-32
qgnrB4 parC+gyrA 8 64
gnrS1 - 0,5 2
gnrS1 parC 0,5 2
gnrS1 gyrA 1 8-16
gnrS1 parC+gyrA 8 64

Upraveno podle Canton a Morosini, 2011. PMQR, plazmidy determinovana rezistence k chinolonim; MIC, minimalni
inhibi¢ni koncentrace; MPC, mutacné preventivni koncentrace. Problematika MPC je vysvétlena v kapitole 5.2.5.

5.2.5 PMQR a mutacné selekéni koncentrace

Ke stanoveni invitro citlivosti k antimikrobialni latce se zacal vyuZivat parametr tzv. mutacné
koncentrace antibiotika potfebna k inhibici rdstu nejméné citlivé buriky ve vysoce denznich bakterialnich
populacich (populace s koncentraci bunék okolo 10%°). V praxi pak hodnota MPC umoZfiuje stanovit
pravdépodobnost selekce rezistentnich bakterii v pribéhu terapie antibiotiky (Blondeau, 2009).
V pfipadé, Ze koncentrace chinolonu pfesahuje MPC, je nizké riziko vzniku bunék s jednobodovymi
mutacemi (Obr. 15). Experimentalné bylo vSak prokdzano, Ze pfitomnost gnr genu vyznamné zvysuje
hodnotu MPC. Napriklad pfitomnost gnrA je odpovédna za vice neZ desetindsobné navyseni této

hodnoty. Nizkd hladina rezistence spojena s pfitomnosti gnr genu pravdépodobné neumozni bakteridini
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populaci prezit inhibi¢ni Ucinek chinolonu, ale vyznamné navysi pocet mutantd s vysokou hladinou
rezistence. Pfitomnost genu gnr tedy hraje pro burku vyznamnou uUlohu pro vznik klinické rezistence
k chinolonlm v disledku tvorby bodovych mutacich v genech pro gyrazu a topoizomerazu. Zavérem je
tedy mozné konstatovat, Ze klinicky dlsledek pritomnosti PMQR gen( spociva v navyseni MIC chinolon(
a rozsiteni mutacné selekéniho okna, spole¢né vedouci ke snizeného terapeutického Ucinku chinolond

(Jacoby et al., 2014; Poirel et al., 2008a; Poirel et al., 2006; Walsh et al., 2005).
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Obr. 15: Vliv koncentrace antibiotika na selekci rezistentnich mutant

Upraveno podle Canton a Morosini, 2011. MPC, mutacné-preventivni koncentrace; MIC, minimalni inhibi¢ni koncentrace;
¢, koncentrace antibiotika v mg/I; T, ¢as v hodinach. Krivky A—C reprezentuji kinetiku antibiotika v makroorganizmu v ¢ase
béhem antimikrobialni Iécby. SloZeni bakteridini populace pri dané terapeutické davce je znazornéno ve Ctvercich. Krivka
C - koncentrace antibiotika je pod hodnotou MIC a sloZeni mikrobidlni populace se neméni. Kfivka B - koncentrace
antibiotika nedosahuje hodnoty MPC a nachazi se v oblasti mutacné-selekéniho okna. Pfi této koncentraci antibiotika
v makroorganizmu tedy dochazi k selekci rezistentnich mutant. Krivka A - koncentrace antibiotika prevysuje hodnotu
MPC, rUst citlivych bakterii je inhibovan a riziko selekce rezistentnich mutant je nizké.

5.2.6 Metody detekce bakterii s PMQR

JelikoZz je pfitomnost PMQR genl u bakterii spojena pouze s mirnym navysenim MIC
k chinolonlim, unikaji nasi pozornosti pfi laboratorni diagnostice. Klinicka rezistence k ciprofloxacinu je
definovédna hodnotou > 1 mg/l nebo 2 mg/Il. Exprese genll PMQR mirné navysuje MIC ciprofloxacinu
na 0,06-0,2 mg/I, tedy na hodnotu vyrazné pod hrani¢nimi hodnotami pro klinickou rezistenci. Bakteriaini

izolaty s MIC nad hodnotou ECOFF (> 0,05 mg/l) je nutné povaZovat za potencidlni nositele plazmidy
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determinované rezistence k chinolonlim. Vysetfenim antimikrobidlni citlivosti diskovym difuznim testem
nebo mikrodilu¢ni metodou neumoznuje tyto izolaty odhalit a ty jsou pak chybné interpretovany jako
citlivé k fluorochinolondm. Dal$i komplikaci v detekci jsou casté kombinace rdznych mechanizmi
rezistence k fluorochinolontim, kterymi je napfriklad soucasna pritomnost genu PMQR a mutace gen(
v QRDR oblasti kodujici gyrazu. Chromozomalni mutace vyrazné navysuji MIC a mohou tak maskovat
pritomnost PMQR genu. V detekci PMQR mechanizm( nachazi uplatnéni predevsim metody molekularni
biologie jako multiplex PCR doplnéné stanovenim primarni sekvence genu (Ciesielczuk et al., 2013).
V béZnych klinickych laboratofich se z dlivodu ¢asové a technické naroc¢nosti a diskutabilniho klinického

vyznamu nepouzivaji. Detekce PMQR gent se provadi spiSe pro epidemiologické ucely.

5.2.7 Charakteristické vlastnosti izolatl s PMQR

Epidemiologie gend PMQR je vurcitém ohledu podobna té, kterd je dnes popisovana
pro Sirokospektré beta-laktamazy. Podobné jako kmeny produkujici ESBL i izolaty enterobakterii nesouci
geny PMQR jsou obvykle multirezistentni. Kromé fluorochinolonl ¢asto odoldvaji beta-laktamm,
aminoglykozidlim, chloramfenikolu, tetracyklinu, sulfonamiddm, trimetoprimu a rifampicinu. Plazmidové
kodovand rezistence k fluorochinolonlim je také sdruzena sklinicky vyznamnymi pfenosnymi
mechanizmy rezistence zahrnujici ESBL, AmpC nebo karbapenemazy. Obecné tedy plati, Ze
u multirezistentnich izolatd jsou geny PMQR cCastéjsi a zéroven izolaty nesouci PMQR obvykle disponuji
dal$imi mechanizmy rezistence k chinolon(im, zejména mutacemi v genech kédujicich gyrazu. Siteni
PMQR neni aZz na drobné vyjimky spojeno se specifickymi epidemickymi klony, jak je tomu v pfipadé ESBL.
Mezi nej¢astéji dokumentované PMQR s kosmopolitnim rozsifenim patfi gnrB1, gqnrB19, qnrS1 a
aac(6’)-lb-cr. Ostatni PMQR geny se vyskytuji sporadicky nebo jsou spojeny s urcitymi oblastmi,

predevsim s asijskym kontinentem (Jacoby et al., 2014; Manuel Rodriguez-Martinez et al., 2011).

Geny PMQR byly identifikovany u rlznych zastupcl celedi Enterobacteriaceae v rlznych
geografickych oblastech a zdrojich. Vyskyt gend PMQR u enterobakterii celosvétové narista (Strahilevitz
et al., 2009), nicméné stanoveni hodnoty presné prevalence neni mozné hned z nékolika dlvod(. Jak bylo
vyse diskutovano, v klinickych laboratofich jsou vyuzivany pro stanoveni citlivosti k antibiotikim prevaziné
metody fenotypové, které od sebe nemohou jednotlivé mechanizmy rezistence k chinolondim odlisit.
Pouziti rdznych kritérii pri vybéru izolatl pro screening gend PMQR, kterd zUzuji vychozi soubor vzorkd,

také znesnadriuje Cinit zavéry o jejich prevalenci (Jacoby et al., 2014).

PMQR geny jsou asociovany s nejrliznéjsimi typy mobilnich genetickych elementd zahrnujicich
zejména integrony, inzeréni sekvence a plazmidy. Plazmidy nesouci geny PMQR dosahuji variabilni

velikosti 7-320 kb a nalezi do rdznych trid ( , ; ).
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Varianty gnrA a gnrB se typicky vyskytuji na velkych multirezistentnich konjugativnich plazmidech v okoli
inzeréni sekvence ISCR1. Tyto plazmidy zdroven nesou nékteré z beta-laktamdz SHV-12, CTX-M-9,
CTX-M-14, FOX-5, DHA-1, IMP-4 nebo KPC-3. Naopak geny gnrD byly popsany pouze na malych
mobilizovatelnych plazmidech, které nenesou Zadnou pridatnou rezistenci (Carattoli, 2013;

; Jacoby et al., 2014; Strahilevitz et al., 2009).

5.2.8 Vyskyt PMQR u ¢lovéka, zvitat a v prostiedi

Prevalence genll PMQR je u humannich klinickych izoldtd odhadovana na pfiblizné 10 %. Mezi
rdznymi enterobakteridinimi druhy z nozokomialnich i komunitnich infekci dominuji varianty gnrB a
aac(6’)-Ib-cr. Hlavnimi nositeli jsou K. pneumoniae, Enterobacter spp., E. coli a Salmonella enterica (Jacoby
et al., 2014). Klinické izolaty nesouci PMQR obvykle disponuji multirezistentnim fenotypem, produkuji
ESBL nebo néleZi k vyznamné epidemické linii (napf. E. coli ST131 sdruend s aac(6’)-Ib-cr). Casta je
zejména asociace aac(6’)-Ib-cr s genem blacrx-m-15 U klinickych izoldtl E. coli z dlvodu jejich spolecné
lokace na multirezistentnich plazmidech ( ; Jacoby et al., 2014). Vyskytu PMQR gen(
v bézné strevni mikroflore 530 zdravych déti rliznych vékovych skupin se vénovala nase recentni prace.
Selektivni izolaci na médiu s ciprofloxacinem (0,05 mg/l) byl identifikovan pouze jediny izolat E. coli
s genem gnrS1 ( ). Dominantni vyskyt PMQR u nozokomialnich kmend potvrdila nase
studie zamérfend na pediatrické onkologické pacienty ve Fakultni nemocnici Brno. Dvé tfetiny
multirezistentnich kmen@ Enterobacteriaceae produkujicich ESBL zéroveri nesly PMQR gen. Castd byla

kombinace dvou gen( zéroven, konkrétné variant gnrB1 a aac(6’)-1b-cr ( ).

Geny PMQR jsou dokumentovany také u potravinovych zvifat zejména u drlibeZe (Jones-Dias et
al., 2013; Li et al., 2014; Szmolka et al., 2011; Veldman et al., 2011). Nejvyznamnéjsi praci v této oblasti
predstavuje recentni panevropska studie (Veldman et al., 2011). Rozsahly soubor izolatl Salmonella
enterica a E. coli pochazejici z ¢lovéka, potravinovych zvifat, potravin a prostredi z 13 evropskych zemi byl
v této studii vysetfen na pritomnost gendl PMQR. Frekventovany vyskyt gen( gnrB a gnrS byl pozorovan
zejména u rlznych serovarli Salmonella enterica z krat. V Ceské republice byly PMQR geny
dokumentovany u izolatl E. coli z jatecni dribezZe ( ) a z prostredi kritich farem
(M. Réderova et al., LF UP v Olomouci, nepublikovana data). Soubor kmen( z jatecni drlibeze navic
obsahoval multirezistentni kmeny EXPEC ( ). V chovech drlbeZe predstavuji
fluorochinolony antibiotika s nejvyssi spotiebou a jejich terapeutické ¢i profylaktické pouZiti vede k selekci
rezistentnich kmend. DrlibeZ je povaZovéna za pravdépodobny rezervoar kmenl s vysokou hladinou
rezistence k fluorochinolondm spojenou jak s mutacemi v gyrazach a topoizomerdzach tak s geny PMQR.

Potravni fetézec mUzZe tedy do jisté miry pfispivat k pfenosu téchto kmen( ke ¢lovéku.
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Enterobakterie nesouci geny PMQR byly izolovany i v bézné stfevni mikrofléfe volné Zijicich zvitat.
Ve 37 % vzork(d trusu synantropnich havrand polnich odebranych v deviti hnizdnich lokalitdch v rdmci
Evropy byly nalezeny enterobakterie s geny PMQR ( ). V ramci lokalit byly
zaznamenany velké rozdily v prevalenci téchto gentl, nejvys$si byla sledovana v Ceské republice (60 %),
naopak zadny PMQR gen nebyl zachycen na hnizdisti ve Svycarsku. Rozdilné vysledky byly ovlivnény spise
charakterem dané lokality (pfitomnost vyznamnych zdroji v prostiedi) nez jejich obecnym rozsifenim
v dané zemi. Nejfrekventovanéjsi byla varianta qnrS1. Podobnd studie byla realizovana u pfibuzného
druhu vrany americké v USA dokumentujici vyssi prevalenci v porovnani s Evropou, ktera v jednotlivych
lokalitach dosahovala 33-81 % (Halova et al., 2014). Rovnéz spektrum jednotlivych PMQR gen( se lisilo a
vyznamné dominoval gen qgnrB rlznych alelovych variant. PMQR izoladty byly v minulosti také
identifikovany z volné Zijicich druh( vodnich ptakd ( ; ; Veldman
et al., 2013). Kontaminované vodni prostiedi je tedy nutné povazovat za mozny zdroj téchto determinant
rezistence. VySe uvedené prace dokumentuji vyznamné Siteni plazmidové nesené rezistence

k chinolontim do Zivotniho prostredi.
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Horizontdlni prenos gent (HGT) je proces, pfi kterém dochazi k fyzickému pfesunu DNA z jedné
bunky do druhé bez nutnosti bunécného déleni. Pfenos je nasledovan zaclenénim této genetické
informace do genomu recipientni buriky. V literatufe se rovnéz setkdvame s pojmem laterdrni prenos
(LGT — ,lateral gene transfer”), ktery vyjadfuje prakticky totéZz. HGT predstavuje odliSny proces
v porovnani s prenosem vertikalni cestou, pfi kterém je genetickd informace predavana z rodicl na
potomky. HGT prekondava nejraznéjsi bariéry prenosu souvisejici napfiklad s ¢asovou, geografickou a
fylogenetickou vzdalenosti. Tok genli mlze probihat i mezi nepfibuznymi prokaryotickymi bunkami a také
napfri¢ taxonomickymi doménami (z bakteridlnich do eukaryotickych bunék a obracené). Pfenos gen( je
zprostredkovan vektory — mobilnimi genetickymi elementy. Jedna se o elementy rlizného typu disponujici
rozmanitou strukturou a zplsoby pfenosu. MGE maji obrovsky dopad na slozeni a velikost bakteridlniho

genomu a vyznamné pfispivaji k adaptaci bakterii.

Mikroorganizmy disponuji schopnosti pfizplsobit se Zivotu v nejriznéjsich ekologickych nikach,
mimo jiné diky rychlé a efektivni vyméné genetické informace. Pfenos gen(l horizontalni cestou do urcité
miry kompenzuje jinak vysoce klondini charakter Zivota prokaryotickych organizmd a ma vyznamné
dopady na jejich adaptaci a evoluci (Ochman a Wilson, 1987). Bylo prokdzano, Zze 17 % genomu E. coli a
Salmonella bylo za poslednich 100 miliénd let ziskano v disledku HGT (Lawrence a Ochman, 1998). HGT
ma za dlsledek tzv. mozaikovy charakter bakteridlnich genomd. Tyto genomy jsou tvorfeny variabilnimi
Useky DNA, které byly ziskany od rdznych predkd v rlznych ¢asovych bodech béhem evoluce. Tento
proces umoZiiuje bakteriim ziskat fadu vysoce vyhodnych vlastnosti. Pfenos a zaclenéni fragmentu DNA
kédujiciho virulenci mlze zménit komenzalni kmen E. coli na patogenni vjednom jediném kroku.
V pfipadé ziskani genl rezistence k antibiotikdm se jednd o presmyk z kmene plvodné citlivého

k antibiotikim na kmen rezistentni.

Horizontdlni prenos gen(l zprostfedkovany mobilnimi genetickymi elementy méa dnes vyznamnou
ulohu zejména v procesu vzniku, evoluce a Sifeni antimikrobidlni rezistence se zdvaznymi dopady
na zdravi Clovéka a zvirat. Nasledujici kapitoly jsou vénovany toku genl v bakteridlnich populacich
s dlrazem na geny rezistence k antibiotikim, jeho zdkonitostem a mechanizmm, kterymi probiha.
Budou predstaveny jednotlivé typy MGE gramnegativnich bakterii, bude popsana jejich struktura a
mechanizmus prenosu mezi genomy. Nejvétsi pozornost bude vénovana plazmidlm, které predstavuji

nejefektivnéjsi elementy v sifeni antibiotické rezistence.
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6.1 Horizontalni prenos gent u bakterii

Pfenos genetické informace z jednoho genomu na druhy probiha v nékolika dil¢ich krocich.
V prvni fadé musi byt pfipravena nukleova kyselina (DNA nebo RNA) k vlastnimu prenosu. Tento krok
mUze byt spojen s nejrliznéjsimi mechanizmy s ohledem na typ pfenosu a charakter pfenasené molekuly.
Zahrnuje napfiklad sbaleni nukleové kyseliny do fagové hlavicky v pfipadé pfenosu pomoci bakteriofaga,
replikaci plazmidu pfi pfenosu plazmidové DNA konjugaci nebo pasivni uvolnéni DNA do okolniho
prostiedi v dlsledku bunécné lyze. Pripravny krok je nasledovan vlastnim prenosem, ktery mize, jako
tomu je v pripadé bakteridlni konjugace, vyzadovat fyzicky kontakt bunék darce a prijemce. Aby se tato
pfenesena nukleova kyselina stala souc¢asti recipientni bakterie a mohla byt pfedavdna do dalsi generace,
musi v dalsim kroku dojit k jeji stabilizaci v recipientni bufice. To je umoZnéno jejim zallenénim
do cilového genomu homologni rekombinaci nebo transpozici. Ziskand genetickd informace se mdze

v bunce udrZovat také v podobé samostatné se replikujiciho elementu (Thomas a Nielsen, 2005).

Mechanizmy prenosu DNA mezi bakteriemi horizontalni cestou zahrnuji transformaci, transdukci

a konjugaci a jsou graficky zndzornény na Obr. 16.

Obr. 16: Horizontalni prenos genetické informace transdukci (A), konjugaci (B) a transformaci (C)

Upraveno podle Gyles a Boerlin, 2014. (A) Transdukce vyZaduje prenos DNA zprostredkovany bakteriofagem. Po kontaktu
faga s recipientni bunkou dochazi k injekci DNA do recipientni bunky. (B) MGE v podobé plazmidu je pfenasen z jedné
bunky do druhé konjugaci, kterd vyzaduje fyzicky kontakt bunék zprostfedkovany pily. Gen prenaseny konjugaci v podobé
plazmidu se mulzZe zaclenit do chromozomu recipientni bakterie (1) nebo zlstane volné v cytoplazmé v podobé
samostatné se replikujici jednotky (2). Maze také dojit k vyméné dil¢ich gend/inzer¢nich sekvenci a transpozond
s bakteridlnim chromozomem (3) nebo jinym plazmidem pfitomnym v burice (4). (C) Transformace je zprostredkovana

prijmem volné DNA (v linedrni nebo kruznicové podobé) z okolniho prostredi.
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6.1.1 Transformace

Jedna se o pfijem volné molekuly (pfipadné fragmentu DNA) z okolniho prostfedi nasledovany
jejim stabilnim zaclenénim do genomu recipientni buriky. DNA se do prostfedi dostdva obvykle jako
dlsledek lyze bakterialni buriky pfi bunééné smrti. Transformace byla popséna v roce 1928 F. Griffithem
(Griffith, 1928) jako pfirozeny proces (pfirozend transformace) nékterych druhd bakterii. Transformace je
rovnéz jednim ze zékladnich nastrojd molekularni genetiky. Je vyuzivéna jako technika v oblasti genového
inzenyrstvi pro prenos genetického materidlu do prokaryotickych i eukaryotickych bunék. V takovém
pripadé mluvime o transformaci umélé. Bez ohledu na typ transformace je recipientni bakterie, ktera
prijala volnou DNA, oznacovana jako transformant (Mascaretti, 2003; Snyder a Champness, 2007). Proces

transformace je schematicky zndzornén na Obr. 17.

S DNA fragmenty @ plazmid
e~
_ chromozom . chromozom
prijem DNA fragmentu prijem plazmidu

i tabilni
integrace DNA rozklad DNA S
rekombina)/ transformace

5
-
L4
ws
& %

stabilni nestabilni
transformace transformace

Obr. 17: Presun fragmentu DNA (A) nebo plazmidu (B) do recipientni bakteridlni buriky transformaci

Vytvoreno podle Snyder a Champness, 2007.

Pro prijem cizorodé DNA musi byt burka kompetentni, tj. ve stavu, kdy jsou pfitomné receptory
DNA na bunécném povrchu a proteiny specifické pro transformaci. Stav kompetence mdze byt pro radu
mikroorganizm( pfirozeny (pfirozenda kompetence) nebo mizZe byt navozen uméle v laboratornich

podminkach (umélad kompetence). Byla popsana rada klinicky vyznamnych grampozitivnich (napft. Bacillus
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subtilis, Streptococcus pneumoniae, E. faecalis) a gramnegativnich bakterii (napf. Neisseria spp.,
Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Campylobacter spp., E. coli) schopnych

pfirozené transformace (Baur et al., 1996; Mascaretti, 2003; Snyder a Champness, 2007).

Pfijatd DNA mUze slouZit jako zdroj uhliku a dusiku, k opravé vlastni poskozené DNA nebo mUze
byt zaclenéna do genomu buriky rekombinaci jako alternativa pohlavniho rozmnoZovani eukaryot vedouci
ke zvyseni diverzity a zrychleni evoluce (Mascaretti, 2003; Snyder a Champness, 2007). Toto téma

prehledné shrnuje recentni publikace Seitze a Blokescheho (Seitz a Blokesch, 2013).

6.1.1.1 Uloha transformace v éifenf rezistence k antibiotikam

Transformované geny mohou byt zdrojem vyhodnych vlastnostivéetné rezistence k antibiotikdm.
Byl prokazan prenos Useku chromozomalni DNA spojené s rezistenci k meticilinu (SCCmecll) do bunék
S. aureus (Morikawa et al., 2012) nebo ziskani mobilniho genetického elementu a gen( udilejici profil
multirezistence u Acinetobacter baylyi procesem transformace (Domingues et al., 2012b; Perron et al.,
2012). Transformace je rovnéz vyznamnym mechanizmem v prfenosu rezistence k penicilinu u ddleZitych

humannich patogen( Neisseria meningitidis a N. gonorrhoeae (Spratt et al., 1992).

Transformace ma vyznam predevsim ve vodnim prostfedi s vysokou koncentraci bakterii a volné
DNA lyzovanych bunék jakym je napfiklad odpadnivoda (Dodd, 2012). Schopnost pfirozené transformace
v podminkach prirozenych vodnich ekosystému byla experimentéainé prokazana také u E. coli (Baur et al.,

1996).

6.1.2 Transdukce

Pfenos genetického materidlu z jedné bakteridini bunky do druhé zprostfedkovany
bakteriofagem se nazyva transdukce. Bakteriofagy, neboli viry bakterii, byly prvni zkoumané organizmy
pro jejich wvyuZziti v molekularni biologii. Genom bakteriofagli se sklada z jednovldaknové nebo
dvouvlaknové DNA nebo RNA a dosahuje velikosti jednotek aZz stovek kilobazi. Virulentni bakteriofagy
po pomnoZeni v bakteridlni burice vyvolavaji jeji lyzi, zatimco Zivotni cyklus temperovaného bakteriofaga
zahrnuje nelytickou fazi zvanou lyzogenie. Pfi tomto procesu dochazi k zaclenéni genetické informace

faga do bakteridlniho chromozomu ve formé profaga (Mascaretti, 2003; Snyder a Champness, 2007).

Transdukce byla popsana v roce 1952 Zinderem a Lederbergem (Zinder, 1955). Tvorba virovych
partikuli pfi lytickém cyklu bakteriofaga, ktery mimo jiné zahrnuje baleni virové DNA do fagové hlavicky,
je vysoce specializovany proces. V nékterych pfipadech vSak mlzZe dojit k chybnému sbaleni &3asti
bakteridlni DNA chromozomalni ¢i plazmidové. Ptiinfekci dalsi bakteridlni buriky timto fagem se uvolnénd

bakteridlni DNA muze zaclenit do chromozomu bakterie rekombinaci nebo transpozici. Pokud se do
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fagové hlavicky sbalil plazmid, tak se po uvolnéni v recipientni bakteridlni burice mdze samostatné
replikovat. Burika, kterd pfijala DNA transdukci, se nazyvad transduktant (Mascaretti, 2003; Snyder a
Champness, 2007).

6.1.2.1 Uloha transdukce v $ifeni rezistence k antibiotiktim

Vyznam bakteriofagl v prenosu nejrliznéjsich gen S. aureus byl zdokumentovan uz v 60. letech
(Dowell a Rosenblum, 1962). Transdukce je u této patogenni bakterie nejvyznamnéjsim mechanizmem
horizontalniho prenosu gend rezistence krdznym skupindm antibiotik vcetné meticilinu (Cohen a
Sweeney, 1970; Maslanova et al., 2013). Hraje také dlleZitou roli v Sifeni virulentniho potencialu (Suzuki

etal., 2012).

Fagy jsou povaZovdny za nejpocetnéjsi mikroorganizmy v prostfedi zahrnujici oceany, jezera,
pladu a rovnéz mista ovlivnéna ¢lovékem jako napftiklad Cistirny odpadnich vod (Brown-Jaque et al., 2015;
Calero-Caceres et al., 2014; Parsley et al., 2010). V téchto ekosystémech dosahuji nékolikanasobné vyssi
koncentrace v porovnani s bakteriemi a jsou zde schopné dlouhodobé prezivat a odoldvat neptiznivym
faktordm vnéjsiho prostfedi (Muniesa et al., 2013). Geny rezistence k chinolonim (gnrA, gnrS) a
beta-laktamovym antibiotik(m (blasay, blatem, blacrx-m) byly nalezeny ve vzorcich fagové DNA izolované
z méstskych odpadnich vod, v fi¢ni vodé a odpadni vodé z hospodarské produkce (Colomer-Lluch et al.,
2011a; Colomer-Lluch et al., 2011b, 2014; Marti et al., 2014; Parsley et al., 2010). Tyto prace svédci

o vyznamu transdukce v pfenosu klinicky vyznamné rezistence k antibiotikdim.

Fagové partikule nesouci geny rezistence byly také nalezeny ve stfevnim mikrobiomu ¢&lovéka
(Minot et al., 2011; Modi et al., 2013; Quiros et al., 2014) a v plicich (Fancello et al., 2011). Mozny vyznam
transdukce v pfenosu rezistence k antibiotiklim v potravnim retézci dokumentuje recentni studie, ktera
prokazala pritomnost bakteriofdgl s geny rezistence ke kanamycinu, chloramfenikolu a ampicilinu

v kurecim mase (Shousha et al., 2015).

6.1.3 Konjugace

Prenos genetické informace konjugaci je proces pohybu DNA z jedné buriky do druhé. Na rozdil
od transformace a transdukce tedy vyZaduje pfimy kontakt téchto dvou bunék. Burka, kterd je darcem
DNA ve formé plazmidu, se oznacuje jako donorova, zatimco burka, do které se tato DNA prenasi, se
nazyva recipientni. Pro recipientni buriku, kterad pfijala DNA procesem konjugace, se pouzivad termin

transkonjugant (Snyder a Champness, 2007).

Proces bakteridlni konjugace byl popsan vroce 1947 (Lederberg a Tatum, 1953). Bylo

pozorovano, Ze smichani dvou rdznych kmen( E. coli vedlo ke vzniku kmen( s odlisnym genetickym
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profilem nez mély buriky plvodni. V té dobé se viak o existenci plazmid( nevédélo a pfesny mechanizmus
konjugace byl proto objasnén az pozdéji. Plazmidy schopné prenosu konjugaci se oznacuji jako
konjugativni. Konjugativni plazmidy byly identifikovany u mnoha druh( bakterii i archei a rovnéz
u nékterych eukaryotickych bunék. Z gramnegativnich bakterii jsou nejlépe prostudovany u E. coli a
Pseudomonas spp., z grampozitivll potom u Enterococcus spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp.,

Bacillus spp. a Streptomyces spp. (Dale a Park, 2004).

Vétsina konjugativnich plazmid se prenasi pouze mezi Uzce pribuznymi druhy bakterii. Byla
zdokumentovana existence rlznych plazmidd schopnych pohybu mezi prokaryotickou a eukaryotickou
bunikou. Prikladem je Ti plazmid bakterie Agrobacterium tumefaciens, ktery se prendsi do rostlinnych
bunék (Snyder a Champness, 2007). Déle byly popsany IncP plazmidy schopné konjugativni vymény

mezi E. coli a Saccharomyces cerevisiae (Bates et al., 1998).

BakteridIni konjugace je zdrojem genetické variability bakterii a je také nejddlezitéjsSim nastrojem
Siteni genl rezistence k antibiotikim v bakteridlnich populacich. Mechanizmu konjugativniho prenosu
plazmidd a Uloze téchto plazmidl v Sifeni rezistence k antibiotikim bude podrobné vénovana kapitola

6.5.8.

6.2 Mobilni genetické elementy

Chromozom predstavuje hlavni zasobdrnu genetického materidlu bakteridini buriky. Nese
veskeré esenciadlni geny pro zajisténi zakladnich Zivotnich funkci. VétSina bakterii navic disponuje
pridatnou genetickou informaci ve formé mobilnich genetickych elementl. Tyto elementy predstavuji
extrachromozomalni Useky DNA, které poskytuji bufice dal3i vyhodné vlastnosti. Nékteré typy MGE maji
schopnost se zaclenit do bakteridlniho chromozomu, proto vySe uvedena definice neni zcela pfesna.
Mobilni genetické elementy jsou lépe charakterizovany jako Useky DNA, které zajistuji pohyb genetické
informace v ramci genomU jedné bunky (intraceluldrni prenos) nebo mezi burikami (intercelularni
prenos). Byly nalezeny prakticky ve vSech dosud popsanych prokaryotickych genomech. Interceluldrni
pohyb zajistuji vySe popsané procesy transformace, transdukce a konjugace. Pfesuny v rdmci buriky pak
zprostfedkovavaji transpondzy a mistné specifické rekombindzy kédované témito elementy spolu se
systémem homologni rekombinace hostitelské buriky. Tyto procesy pak vedou k delecim, inzercim a jinym

typUm presmyku genetického materialu.

Mobilni genetické elementy maji zasadni Ulohu v evoluci bakterii. Mohou nést geny kaodujici
faktory virulence, rezistenci k antibiotikiim, dezinfekénim latkam, vysoké teploté, geny pro produkci

toxind, enzymU degradujicich rlizné polutanty v prostredi a dalsi funkce.
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Nasledujici kapitoly predstavuji vyéet MGE, které hraji dullezitou roli v Sifeni rezistence
k antibiotikim. Sousttfedi se pfedevsim na charakteristiku jednotlivych typ0 téchto element(l, na popis
jejich struktury a mechanizm jejich Sifeni mezi genomy. Podrobnéjsi informace k mobilnim genetickym

elementdm ddlezitym v epidemiologii ESBL se pak vénuje kapitola 7.

6.2.1 Inzeréni sekvence

Inzeréni sekvence (IS) jsou nejjednodussi a nejpocetnéjsi mobilni genetické elementy
s vyznamnou Ulohou na utvareni genomu hostitelské burky. Maji schopnost se zaclefiovat do rliznych
mist genomu mechanizmem, ktery nevyZaduje sekvencéni homologii s cilovou oblasti. Dosahuji velikosti
750-2000 bp a obsahuji jeden nebo dva ¢teci rdmce. Obvykle se vyskytuji v genomu ve vysokém poctu
kopii. Koduji pouze enzym transpondzu pro vlastni prenos, ¢imz se odlisuji od slozitéjsich transpozon(

nesoucich dalsi pridatné geny (Siguier et al., 2006a).

Struktura IS je schematicky zndzornéna na Obr. 18A. AZ na drobné vyjimky je na obou koncich
ohrani¢ena dvéma termindlnimi obracenymi repeticemi (IR) o délce 10 az 40 bp, repetici levou
(IRL— ,inverted repeat left”) a pravou (IRR — ,inverted repeat right”). Obé obracené repetice obsahuji
dvé domény rozpozndvané transpondzou. Doména | pfedstavuje Stépné misto, zatimco doména Il misto
vazebné. IRL navic obsahuje promotor genu transpondzy. Celd vySe popsand struktura IS je obvykle
ohranicena primymi repeticemi (DR — ,direct repeat”) o délce 2—14 bp, které netvori soucast IS, ale jsou
generovany pfi jejim zaclenéni do cilové sekvence DNA. Délka DR je obvykle charakteristicka pro rlizné
rodiny IS. Absence primych repetic v okoli IS obvykle vznikaji v disledku naslednych rekombinacnich a

dele¢nich zmén po zaclenéni IS do cilové sekvence (Mahillon a Chandler, 1998; Mahillon et al., 1999).

IS jsou klasifikovany do rodin na zakladé nékolika kritérii zahrnujicich: (a) sekvenci a délku IR, (b)
sekvenci a délku DR, (c) organizaci otevifeného cteciho ramce a (d) cilové sekvence DNA, do kterych se
zaclenuji. Primarnim ukazatelem pfislusnosti do stejné rodiny je vysoka sekvencni homologie geni
kodujicich transponazy (Siguier et al., 2014). Klasifikacni systém ¢leni bakteridlni IS do 26 zakladnich rodin
(Siguier et al., 2006b). Souborna databaze s ndzvem IS Finder obsahujici dosud popsané sekvence je

dostupnd na adrese https://www-is.biotoul.fr/. Do roku 2014 bylo zdokumentovéno vice nez 4000

raznych IS (Siguier et al., 2015), je vSak mozné predpokladat, Ze s pribyvajicimi daty celogenomovych
sekvenci bude ¢islo rychle nar(stat.
Nomenklatura IS se Fidi urcitymi pravidly. PGvodné byla zkratka IS nasledovana primo Cislem

(Campbell et al., 1979), napf. IS26. Pro prehlednost se pozdéji pfistoupilo k jinému systému, ktery

zohledfiuje plvod sekvence (Chandler a Mahillon, 2000). Nazev se skladad z pocatecniho pismene
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bakteridlniho rodu, u kterého byla IS popsdna a je nasledovano prvnimi dvéma pismeny jeho druhového

jména a ddle pofadovym Cislem (napf. ISBcel popsana u Bacillus cereus).

Pohyb IS je zajistén dvéma zpUlsoby, a to jejim vyStépenim z mista donorového na misto cilové
nebo se do cilového mista zacleriuje kopie elementu. Mechanizmus transpozice je blize popsan v kapitole
6.2.4. Zaclenéni IS do cilového genomu je obvykle spojeno s prerusenim ¢teciho ramce a delecemi celych
gend. IS maji rovnéz schopnost premistovat rdzné geny ve svém okoli nebo aktivovat jejich expresi. Bylo
napfiklad pozorovano, Ze zaclenéni IS1 nebo I1S10 u Salmonella enterica ovliviiuje expresi efluxni pumpy

AcrAB-TolC, coZ vede ke zvyseni rezistence k fluorochinolontm (Olliver et al., 2005).

Jednou z nejvyznamnéjsich IS v Sifeni rezistence k rliznym skupindm antibiotik je 1S26. Je typicka
predevsim pro oblasti multirezistence, ve kterych m(ze byt pfitomnd aZ v deseti kopiich a ohranicuje geny
rezistence k rdznym skupindm antibiotik. V epidemiologii rezistence k cefalosporinlm a v mensi mifre
také k fluorochinolonlim se uplatiiuje ISEcp1, ktera nejen mobilizuje pfilehlé geny rezistence, ale také
zvysuje jejich expresi (Partridge, 2011). Je spojena pfedevsim s genem blacrx-m kddujicim nejvyznamnéjsi

Sirokospektrou beta-laktamazu CTX-M. Pozornost ji bude blize vénovana v kapitole 7.10.1.

6.2.2 Transpozony

Transpozony se podobaiji svou strukturou inzerénim sekvencim. Nesou gen pro transponazu, jsou
ohraniCeny IR rozpoznavanymi pfi transpozici a jejich zaclenéni do cilové sekvence je obvykle spojeno
s tvorbou pfimych repetic (Obr. 18B). Na rozdil od IS obvykle nesou také gen pro vlastni regulaci a dalsi
geny, které nejsou potfebné pro prenos elementu (Roberts et al., 2008). Transpozony jsou vyznamné

struktury v Sifeni rezistence k mnoha skupinam antimikrobidlnich latek.

vvvvvv

strukturu maji kompozitni transpozony, které jsou ohrani¢eny dvéma kopiemi stejného typu inzercni
sekvence ve shodné nebo opacné orientaci (Obr. 18C). Pfikladem je kompozitni transpozon Tn9 nesouci
gen rezistence k chloramfenikolu a ohraniceny IS1 ve stejné orientaci nebo transpozon Tn10 ohrani¢eny
IS10 v opacné orientaci a spojeny s rezistenci k tetracyklinu. Inzeréni sekvence ohranicujici strukturu
transpozonu nejsou zcela autonomni. V dlsledku bodovych mutaci vytvari aktivni transponazu pouze
jedna ze sekvenci. Pfi transpozici kompozitniho transpozonu jsou obvykle rozpoznavany IR ohranicujici
transpozon na obou koncich (OE — , outside end”) a Usek je prenasen jako celek. V pfipadé rozpoznani
vnitfnich obracenych repetic (IE — ,inside end”) miZe byt transponovan vnitfni Usek kompozitniho
transpozonu. Transpozice vnitfnich Usekl vedou k delecim nebo ke vzniku nového typu kompozitniho
transpozonu. Nékteré transpozony disponuji schopnosti potlacovat tento nezddouci pohyb vnitfnich

usekl (Snyder a Champness, 2007).
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A. Inzer¢ni sekvence s jednim nebo dvéma otevfenymi Ctecimi ramci

B. Jednoduchy transpozon
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Obr. 18: Struktura inzerénich sekvenci a transpozon(

Leva a prava obracené repetice (IRL a IRR) jsou oznaceny ¢ernym trojuhelnikem; oranzové obdélniky ohranicujici strukturu
predstavuji pfimé repetice (DR) cilové sekvence, do které se MGE zaclefiuje; geny Ucastnici se transpozice jsou oznaceny
Sedé; ostatni geny jsou barevné odlisSeny podle nasledujiciho klice: zelend — operon mer tvoreny skupinou genl pro
rezistenci ke rtuti; oranZzovd —aphA1 pro rezistenci k aminoglykozid(im; cervena - tetA(A) véetné regulacniho genu tetR(A)
pro rezistenci k tetracyklinu; Zlutd — blarem-1 pro rezistenci k beta-laktamm. IE a OE znaci vnitfni a vnéjsi konce elementu

rozpoznavané transpondazou.
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V genomu gramnegativnich bakterii jsou nejrozsitenéjsi transpozony rodiny Tn3. Hraji vyznamnou
ulohu v soucasné epidemiologii antibiotické rezistence. Nesou gen pro transponazu (tnpA) a gen tnpR
kodujici bifunkéni protein, ktery plsobi jako resolvdaza napomahajici transpozici a zaroven jako represor
branici pfenosu dalsich kopii transpozonu do cilovych oblasti. Dale obsahuji pridatné geny, které nejsou
spojeny s procesem transpozice. Obvykle se jedna o geny rezistence k rlznym antibiotik(im. Transpozony
Tn3 rodiny zahrnuji dvé velké podskupiny, Tn2 a Tn21, které se lisi svou organizaci a prenasenymi geny.
Skupina Tn2 obsahuje tnpA a tnpR v opacné orientaci a nese gen rezistence k beta-laktamovym
antibiotikm blatem-1 (Partridge a Hall, 2005). U transpozon( podskupiny Tn21 jsou geny pro transpozici
orientovany stejnym smérem. Tn21 je typicky svoji kompozitni strukturou zahrnujici geny rezistence k
aminoglykozidm (aadA1) a sulfonamididm (sul/1) ve formé integronu a operon mer tvofenym sadou genu
podminujicich rezistenci ke rtuti (Liebert et al., 1999). Tn3 rodina zahrnuje také rozsifeny kompozitni
transpozon Tn1721 spojeny s rezistenci ktetracyklinu (Allmeier et al, 1992) a Tn4401 kédujici
karbapenemazu KPC (Naas et al., 2008).

6.2.3 Struktury ptibuzné inzerénim sekvencim

Byly popsany elementy, které se rliznou mirou odlisuji od klasickych IS a tvofi jakési pomezi mezi

IS a transpozony (Obr. 19).
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Obr. 19: Derivaty inzercnich sekvenci a transpozond
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Vlastni ISCR1 je tvorena pouze genem rcr. Useky “a” a “b” znadi prilehlé sekvence, které mohou byt prostiednictvim ISCR1
procesem RC transpozice mobilizovany. Levé a pravé obracené repetice IRL a IRR jsou oznaceny ¢ernym trojuhelnikem;
oranzové obdélniky ohranicujici strukturu predstavuji primé repetice (DR) cilové sekvence, do které se MGE zaclenuje;
Oblasti orilS a terlS predstavuji pocatek a konec RC transpozice; geny Ucastnici se pohybu elementu jsou oznaceny Sedé;
ostatni geny jsou barevné odliSeny podle nasledujiciho klice: tmavé zelend — genova kazeta aadAl pro rezistenci
k aminoglykozidiim; modra - sull pro rezistenci k sulfonamiddm; Zluta — blarem-1 pro rezistenci k beta-laktamdm; fialova —
gnrD pro rezistenci k fluorochinolontm.
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ISCR (CR — ,,common region”) ndlezi do rodiny I1S91. Tyto elementy obsahuji pouze jediny gen
kodujici replikdzu rer. Od klasickych IS se dale lisi absenci terminalnich invertovanych repetic a pfimych
repetic cilovych sekvenci (Partridge, 2011). Jsou ohraniceny oblasti orilS a termindlni sekvenci terlS.
K pohybu v rdmci genomu vyuzivaji mechanizmus RC transpozice (RC— ,rolling circle”) zahrnujici replikaci
na otacejici se kruznici, pfi které neni terminalni oblast terlS elementu vidy rozpoznana, replikace
pokracuje a timto zplsobem se mohou prenaset i prilehlé DNA sekvence (Siguier et al., 2015). V okoli
ISCR se Casto nachdzi integrony a geny rezistence k antibiotikiim, které mohou byt timto mechanizmem
mobilizovany. Jedna se o geny rezistence k trimetoprimu a sulfonamidim ve formé genovych kazet
integron(, geny rezistence k chinolondim, aminoglykozidiim a beta-laktamovym antibiotikdm (Partridge,
2011; Partridge et al., 2009). V jediném kroku mohou ISCR prenaset extrémné dlouhé uUseky DNA
dosahuijici az 28 kb (Tavakoli et al., 2000).

Transportérové IS (tIS) vykazuji vlastnosti IS i transpozon( soucasné. Pfenasi geny pro regulaci
transkripce, metyltransferdzy a geny rezistence k antibiotiklim. Jsou obvykle mnohem delsi nez klasické
IS a vyskytuji se v genomu jen v jedné kopii (Siguier et al., 2009). Nékteré derivaty Tn3 transpozonU (napfr.
IS1071, 1SVsa19 a dalsi) disponuji vlastnostmi IS. Nemaji systémem mistné specifické rekombinace, kterd

je pro transpozony typicka, a také nenesou dalsi pfidatné geny (Siguier et al., 2015).

Dalsi skupinu odvozenych element( tvori derivaty, které nejsou schopné autonomniho prenosu.
MITE (,miniature inverted repeat transposable element”) jsou malé struktury o velikosti <300 bp, které
pravdépodobné vznikly z inzerénich sekvenci v ddsledku internich deleci. Podobné jako IS jsou ohraniceny
dvéma obracenymi repeticemi. Mobilni inzeréni kazety (MIC — ,,mobile insertion cassette”) obsahuji ve
své struktufe prfenasené geny, nekdduji viak transponazu. MIC nesouci gen gnrS2 udilejici rezistenci
k fluorochinolondm byla dokumentovana u aeromonad ( ). U enterobakterii byl

identifikovan gen gnrD rovnéz ve formé mobilni inzeréni kazety (Guillard et al., 2014).

6.2.4 Mechanizmus transpozice

Pohyb transpozonu nebo inzeréni sekvence z mista donorového do cilového je obvykle zajistén
dvéma zakladnimi procesy. Transpozice mize byt bud konzervativni, kdy dochazi k vystépeni elementu
z donorového mista a jeho vloZeni na misto cilové nebo replikativni, kdy se do cilového mista dostava
jeho kopie. Pfi konzervativni transpozici zajistuje transpondza excizi elementu z hostitelské molekuly a
nastépeni cilového Useku, do kterého je nasledné element prenesen. Specifita cilového mista
na molekule DNA je rlzna v zavislosti na typu transponazy (Snyder a Champness, 2007). Transpozice

probihd v bakteridini burice zfidka (vrozmezi 102 az 10®) a je zaroven pfisné regulovéna. Vysokd

81



frekvence transpozice je pro hostitelskou bunku nezddouci, zejména z dlivodu rizika vzniku inzercnich

mutaci (Nagy a Chandler, 2004).

Prvni skupinu tvofi tzv. DDE transpozony, pro které je charakteristickd tvorba duplikaci v cilové
DNA sekvenci a pritomnost dvou molekul aspartdtu (D) a jedné molekuly glutamatu (E) nezbytnych
pro transponazovou aktivitu. DDE transpozony zahrnuji rozsifené typy Tn3, Tn5, Tn7 nebo Tn10 sdruzené
s rezistenci k antibiotikdim. Transpozice Tn5 a Tn7 se déje konzervativnim “cut and paste” mechanizmem
(Obr. 20A). Transponaza vytvari zlomy v obou DNA fetézcich v okoli transpozonu a v cilové molekule.
Vystépeny transpozon se premistuje na cilové misto a donorova molekula je ndsledné degradovana (Dale
a Park, 2004; Snyder a Champness, 2007). Naopak Tn3 se pohybuje mechanizmem replikativni
transpozice a s cilovou molekulou fuzuje za tvorby prechodnych kointegrdt (Obr. 20B). Kointegrat je
v kone¢ném kroku rozloZzen mistné specifickou rekombinaci pomoci resolvdazy TnpR kddované
transpozonem. Jiné skupiny transpozond, které gen pro resolvazu nenesou, vyuzivaji rekombinacni aparat

hostitelské buriky (RecA).

Zvlastni typ transpozonl predstavuji RC (neboli Y2) transpozony, které byly popsany vyse
v souvislosti s ISCR elementy. Pfemistuji se mechanizmem replikace na otacejici se kruznici a jejich
transpozice neni spojena s duplikaci cilového mista. Dalsi méné pocetnou skupinou jsou Y a
S transpozony, jejichz nazev je odvozen od aminokyseliny pfitomné v aktivnim centru transpondzy
(tyrosin u Y transpozon(, serin u S transpozon(ll). BEhem transpozice se tvori kruznicové intermediaty
prenaseného transpozonu, ¢imZ se velice podobaji prenosu genovych kazet integrond, ktery je
zprostredkovan integrazou (Snyder a Champness, 2007). Zakladni mechanizmy transpozice bakterii

popisuje Obr. 21.
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Obr. 20: Mechanizmus konzervativni (A) a replikativni (B)
transpozice DDE transpozon(

Vytvoreno podle Snyder a Champness, 2007. Usek DNA tvoreny
transpozonem je oznacen ¢ervené. Sipky znadi tvorbu zlomu v DNA
na konci transpozonu a v cilové sekvenci.

(A)

(1) V sekvencich ohranicujicich transpozon se vytvari dvouretézcovy
zlom. V cilové DNA jsou zlomy jednofetézcové.

(2) Volné 3" konce transpozonu jsou pfipojeny k 5’ konci cilové DNA.
(3) DNA polymeraza vyplni mezery vedouci ke vzniku kratkych
duplikaci cilové sekvence, které ohranicuji transpozon. Donorova
DNA je po transpozici degradovana.

(B)

(1) Modre je oznaceno cilové misto transpozice, v jehoZz okoli
dochdzi k tvorbé zlomU. K sekvenci ohranicujici transpozon stejné
tak jako v cilové DNA se vytvafi jednoretézcové zlomy.

(2) Volné 3" konce transpozonu jsou pripojeny k 5" konci cilové DNA.
(3) Od 3’ volnych konct cilové DNA probiha replikace obéma sméry
zahrnujici Usek transpozonu a vede ke vzniku kointegratu.

(4-5) Vznikly kointegrat je rozrusen rekombinaci katalyzovanou
resolvazou TnpR v misté res.
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Obr. 21: Srovnani zakladnich mechanizmd transpozice u bakterii

Vytvoreno podle Snyder a Champness, 2007.
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6.2.5 Integrony

Integrony predstavuji expresni systémy, které zaclenuji oteviené Cteci ramce a prevadi je
do funkcnich gen( (Carattoli, 2001). Jsou vyznamnymi elementy v Sifeni gen( rezistence k antibiotikim
a dezinfekénim 1atkdm. Tento typ integrond je v literatufe Casto oznacovan jako mobilni rezistentni
integron (MRI — ,, mobile resistance integron”) a je blize pfedstaven v nasledujicich odstavcich. Zvlastni
skupinu potom tvofi tzv. superintegrony vyskytujici se na chromozomu vibrii, jejichz vyznam v pfenosu

rezistence k antibiotikim je omezeny.

Integrony byly popsédny v 80. letech minulého stoleti (Stokes a Hall, 1989). Bioinformatické
analyzy celogenomovych dat ukazuji, Ze se jednd o rozsitené typy MGE, které tvofi 10-17 % bakteriadlniho
genomu. Byly identifikovany pfevazné v genomu klinicky vyznamnych bakterii, ale predpoklada se jejich
prevalentni rozsireni také u komenzalnich bakterii pfirozené se vyskytujicich ve vodnim prostfedia v pldé

(Nield et al., 2001).

6.2.5.1 Obecna struktura MRI integron(

Pro integrony jsou typické tfi sloZky nezbytné pro vlastni funkci. Zahrnuji gen pro enzym integrazu
(intl), vazebné misto (att/) a promotor zajistujici expresi gend zaclenénych ve formé genovych kazet.

Zakladni struktura integronu na pfikladu integrond tfidy 1 je pfedstavena na Obr. 22.

ttl1
attC

Pc
[—>P2‘3
| D -

5CS 3'CS
“ | kazeta 2
Pc
’—’Pz g g =
S ] S
wil [T 2D ED
5CS 3'Cs

Obr. 22: SloZeni integrond tfidy 1 a proces mobilizace genovych kazet

Vytvofeno podle Carattoli, 2001. 5'CS je konzervativni oblast integronu na 5" konci tvofena genem int/1 kddujicim
integrazu a rekombinacnim mistem att/1. 3’CS je konzervativni oblast integronu na 3’ konci tvofena geny qacAE1
(rezistence ke kvartérnim amoniovym slouceninam), sull (rezistence k sulfonamidiim) a orf5 s nezndmou funkci. attC
pfedstavuje aktivni misto rekombinace rozpoznavané integrazou. Integrdza Intll katalyzuje integraci genovych kazet
ve volné kruhové formé do integronu mistné specifickou rekombinaci. Genové kazety integronu jsou prepisovany ze
spolecnych promotor( Pc a P2.
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Genové kazety predstavuji oteviené Cteci rdmce obvykle o velikosti 500—1000 bp. Vyskytuji se
ve dvou formach, a to volné v cytoplazmé v podobé kruhovych molekul DNA, které nemaji schopnost
vlastni replikace, nebo ve formé linedrni zac¢lenéné do integronu (Collis a Hall, 1992; Hall a Collis, 1998).
Na 3’ konci obsahuji sekvenci attC, ktera byva diky své charakteristické délce oznacovana jako 59-be
(be —, base element”). Byly popsany i attC odlisné délky pohybujici se v rozmezi 57 az 141 bp (Hall et al.,
1991). Oblast attC predstavuje aktivni misto rekombinace rozpoznavané integrazou. Genové kazety
obvykle postradaji vlastni promotor a pro expresi vyuZivaji spole¢ny promotor integronu. Bylo
identifikovano nékolik genovych kazet nesoucich vlastni promotor, napf. cmlA kédujici rezistenci
k chloramfenikolu (Bissonnette et al., 1991) nebo gnrVC pro rezistenci k chinolonim (da Fonseca a

Vicente, 2012).

Integraza katalyzuje integraci genovych kazet do integronu procesem mistné specifické
rekombinace. K té dochazi mezi mistem attC volné kruhové formy genové kazety a att/ oblasti integronu.
Pokud integron jiz obsahuje jednu Ci vice genovych kazet, nova kazeta se zaclefiuje vZdy do att/ oblasti,
v tomto pripadé tedy pfed prvni genovou kazetu integronu. Integraza také zajistuje vyclenéni kazety
z integronu. Jednd se o opacny proces v porovnani s integraci, pfi kterém prechazi kazeta zpét do volné
kruhové formy (Hall a Collis, 1998). Ve velmi nizké frekvenci mize dochazet také k rekombinaci attC
oblasti genové kazety s nespecifickym (sekundarnim) mistem v genomu. Tento jev byl popsan u kazety
aadB spojené srezistenci k aminoglykozidim, kterd byla nalezena na malém plazmidu RSF1010

postradajici integron (Recchia a Hall, 1995).

6.2.5.2 Klasifikace MRI integront

Integrony jsou klasifikovany do tfid na zakladé sekvencéni homologie integrazy Intl. Dababaze

INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt/) eviduje dosud popsané integrony. Poskytuje informaci o tridé

integronu, jeho strukture a bakteridlnim druhu, u kterého byl integron nalezen. V soucasné dobé ¢ita

devét trid integrond.

Integrony tfidy 1 (Obr. 22) jsou tvoreny dvéma konzervativnimi oblastmi ohranicujici integron
zobou stran, mezi néZ jsou zaclenény genové kazety. 5’ konec integronu nese oblast 5-CS
(CS— ,conserved segment”) tvorenou genem intl1, mistem att/ a dvéma promotory. Promotor Pc
(oznacovany také Pant) je hlavni promotor zajistujici expresi genovych kazet, zatimco druhy promotor P2
je inaktivni. Konzervovana oblast integronu na 3’ konci (3’-CS) obsahuje deletovany gen qacAE1 pro
rezistenci ke kvartérnim amoniovym sloucenindm, ndsledovany genem sull kédujici rezistenci
k sulfonamiddm a pfipadné také orf5 (a orf6) s nezndmou funkci (Carattoli, 2001). Integrony této skupiny
se u klinickych rezistentnich izolatl vyskytuji nej¢astéji a zaroven je pro né typickd vysokd variabilita

genovych kazet (http://integrall.bio.ua.pt/).
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Podobné jako integrony tfidy 1 vétsina integron( tfidy 2 obsahuje rekombinacni oblast att/2,
promotor Pc a intl2 pro integrdzu. Gen intl2 nese v kodujici oblasti vnitfni termindlni kodon, jehoz
dlsledkem je tvorba kratSiho a inaktivniho proteinu Intl2, ktery nemad schopnost rozpoznavat attC misto
genovych kazet a katalyzovat jejich zaclenéni do integronu. Tato vlastnost mlze byt vysvétlenim jejich

nizké variability v porovnani's integrony tfidy 1 (Deng et al., 2015).

Integrony tfidy 3 koduji funkéni integrazu, kterd v3ak v porovnanim s integrazou Intll vykazuje
vyrazné nizsi aktivitu (Collis et al., 2002). Byly prokazany ve spojitosti s beta-laktamazami GES (Correia et
al., 2003) a IMP-1 (Arakawa et al., 1995). Méné Casté integrony tfid 4-9 byly nalezeny u rlznych druhi

rodu Vibrio nebo u nekultivovatelnych bakterii (http://integrall.bio.ua.pt/) a nejsou obvykle spojeny

s rezistenci k antibiotikim. Integrony tfidy 4 ndlezi mezi superintegrony a budou bliZze popsany nize.

6.2.5.3 Mobilizace integroni

Integrony predstavuji elementy, které nejsou schopny vlastniho prenosu. Vyskytuji se viak jako
soucast jinych MGE (IS, transpozon(l, MITE, genomovych ostrov(), které zajistuji jejich intracelularni
pohyb. Horizontdlni pfenos integron mezi bufkami je umoznén predevsim konjugativnimi plazmidy.
Nejbéznéjsi mechanizmy intraceluldrniho pohybu integrond shrnuje Obr. 23. Integron se pfenasi do cilové
molekuly DNA jako soucast transpozonu (Obr. 23A). Integron ohraniceny obracenymi repeticemi (IRi a
IRt), ktery neni vnofen do transpozonu, se mizZe taktéZ prenaset do cilového mista transpozici. V tomto
pripadé je prenos zajistén transpondzami poskytovanymi in trans (Obr. 23B). Dals$i moznosti je vyména

integronu rekombinaci mezi dvéma homolognimi oblastmi prostfednictvim proteind RecA s funkci

resolvazy (Obr. 23C).

Integrony tfidy 1 se obvykle vyskytuji jako soucast transpozonu Tn402. Transpondaza kédovana tni
geny rozpoznava obracené repetice ohranicujici transpozon - IRi na 5" konci a IRt na 3’ konci integronu.
U vétsiny v soucasné dobé popisovanych integron( je tni oblast deletovéna a pohyb je zajistén vnorenim
celé struktury do plazmidu nebo dalsiho transpozonu, nejcastéji Tn21 (Partridge, 2011; Partridge et al.,

2009).
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Obr. 23: ZplUsoby mobilizace integrond tfidy 1

Vytvoreno podle Domingues et al., 2012a. Genové kazety integronu jsou vyjadfeny oranZzovym kruhem. Gen A znaci cilové
misto, do kterého se integron prenasi jednim ze tfi uvedenych mechanizm(. Moduly tniA a tnp obsahuji kodujici geny pro
tvorbu transponazy TnpA nebo TniA. IR znaci obracené repetice a ohranicuji (Obr. 23A) transpozon na obou strandach.
V pfipadé transpozice do genu A (Obr. 23A a B) dochazi k tvorbé primych repetic (DR) cilové sekvence. RecA je protein s
funkci resolvéazy Ucastnici se procesu homologni rekombinace (Obr. 23C). IRi je obracend repetice u genu integrazy, IRt je
obracend repetice u genu tni a spole¢né ohranicuji sekvenci integronu.
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C. Pohyb integronu zprostfedkovany homologni rekombinaci
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6.2.5.4 Rezistence sdruzena s integrony

Organizace integronu zajistuje soucasnou expresi viech genovych kazet z jediného promotoru.
Hladina exprese jednotlivych kazet je zavisla na radé faktord (napf. sile promotoru nebo pozici kazety).
Pfitomnost genové kazety v integronu nemusi byt vidy spojena s rezistenci k antibiotiku. Genové kazety
lokalizované ve variabilni oblasti integronu v prvnim pfipadné druhém poradi (tedy blize promotoru)
vykazuji vyssi expresi v porovnani s kazetami od promotoru vzdalenymi (Collis a Hall, 1995). Tato vlastnost
integron( je pravdépodobnym vysvétlenim limitovaného poctu genovych kazet u klinicky vyznamnych

integron(.

Vintegronech nalézdme rlizné kombinace genovych kazet. Nékteré z nich jsou sdileny napfic
rdznymi tfidamiintegron( (Partridge et al., 2009). Integrony obvykle nesou 1-3 kazety, byly viak popsany
integrony aZz s 8 genovymi kazetami (Naas et al., 2001). Kazety koduji rezistenci k beta--laktamm,
aminoglykoziddm, chloramfenikolu, trimetoprimu, rifampicinu, erytromycinu, chinolontim, fosfomycinu
a linkomycinu (Partridge et al., 2009). Mezi nejrozsifenéjsi patri kazety kddujici rlzné sekvencni varianty
acetyltransferaz (geny aacA) a adenyltransferdz (aadA) podminujicich rezistenci k aminoglykoziddm a
dihydrofolat reduktdz (dfrA) spojenych s rezistenci k trimetoprimu (Deng et al., 2015; Partridge et al.,
2009). Integrony hraji také vyznamnou roli v epidemiologii karbapenemaz IMP a VIM (Partridge et al.,
2009; ). Geny pro tyto beta-laktamazy jsou v integronech bézné sdruzeny

s vy$e zminénymi kazetami pro rezistenci k aminoglykoziddm a trimetoprimu (http://integrall.bio.ua.pt/).
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V epidemiologii antibiotické rezistence jsou z integrond nejdllezitéjsi zastupci tfidy 1. Nachazi se
u rlznych druhl gramnegativnich bakterii (zejména enterobakterii, pseudomondd, acinetobakter( a
vibrii), které kromé klinickych izolatl zahrnuiji i izolaty ze zvifat, potravin, pldy a vody. V. mensim méritku

se vyskytuji také u klinickych izolatl grampozitivnich bakterii (Domingues et al., 2012a).

6.2.5.5 Superintegrony

Tyto neobvyklé integrony byly popsany u V. cholerae (Mazel et al., 1998). Svoji strukturou se
podobaji MRI integrondm (Obr. 24). Na 5’ konci nesou gen pro integrazu, kterd katalyzuje zaclenéni
novych genovych kazet do cilového mista integronu att/. Vazebnd mista attC rozpozndvana integrazou
jsou oznacovana jako sekvence VCR (,vibrio cholerae repeated”) a na rozdil od MRI integron( vykazuji
vysokou sekvencéni homologii a podobnou délku (Rowe-Magnus a Mazel, 1999). Dosud identifikované
superintegrony nesou 36—219 genovych kazet a predstavuji tak 0,7-3,1 % celkové velikosti genomu
(Boucher et al., 2006). Obsahuji geny kédujici virulenéni faktory (Ogawa a Takeda, 1993; Rowe-Magnus
et al., 2003), rezistenci k antibiotikGim (Melano et al., 2002) a proteiny Ucastnici se metabolizmu
bakteridlni buriky (Barker a Manning, 1997). Nékteré genové kazety superintegronl nesou vlastni

promotor a jsou prepisovany v opacném sméru (Rowe-Magnus a Mazel, 1999).

Predpoklada se, Ze superintegrony predstavuji predchlddce MRI integrond. Superintegrony byly
identifikovany na chromozomu V. cholerae ve shirce z pfedantibiotické éry. Proces evoluce MRl integron(
a jejich dalsi siteni bylo nejspise spojeno se selekénim tlakem antibiotik (Mazel et al., 1998; Rowe-Magnus
a Mazel, 1999). Uspéiny experimentélni pfenos genovych kazet ze superintegrond do MRI integron(i

podpofil teorie pdvodu MRI v superintegronech (Rowe-Magnus et al., 2002).
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1 attl
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130 kb, 3 % genomu, 179 genovych kazet

Obr. 24: Chromozomalni superintegron V. cholerae

Vytvoreno podle Snyder a Champness, 2007. VCR — repetitivni oblasti pfedstavujici rekombina&ni attC misto. Sipky
indikuji smér transkripce genovych kazet.
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6.2.6 Integrativni konjugativni elementy

Dalsi skupinu tvofi integrativni konjugativni elementy neboli ICE (,integrative conjugative
elements”), které sdili vlastnosti plazmid( a bakteriofagll. Podobné jako plazmidy zajistuji vlastni prenos
konjugaci, ale nejsou schopny autonomni replikace. Zaclenuji se do bakteridalniho chromozomu obvykle
mistné specifickou rekombinaci a vyuZzivaji tak replikacni systém hostitelské burky, coz je vlastnost typicka
pro bakteriofagy (Wozniak a Waldor, 2010). Cilovym mistem je nejcastéji 3’ konec gen(l pro tRNA. Rlizné
elementy se lisSi mirou specifity cilového mista zaclenéni (Bellanger et al., 2014). ICE byly dokumentovany
u rlznych druh( grampozitivnich i gramnegativnich bakterii (Franke a Clewell, 1981; Toleman a Walsh,
2011; Zakharova a Viktorov, 2015). Podili se na horizontalnim prenosu gen( rezistence k antibiotiklim a

tézkym kovim nebo faktorl patogenity (Zakharova a Viktorov, 2015).

ICE jsou velice heterogennimi mobilnimi elementy, které byly jako skupina vytvofeny aZ v roce
2002 (Burrus et al., 2002; Pembroke et al., 2002). Rada z nich byla dfive fazena mezi transpozony (napf.
Tn916) nebo plazmidy (napf. pSAM2). Jejich soucasna klasifikace je zaloZena na stupni sekvencni
homologie genl pro integrazu a typu rfazeni kddujicich gend. Velikost ICE je variabilni a pohybuje se
v rozmezi desitek az stovek tisic pard bazi. Obvykle se vyskytuji pouze v jedné kopii vdaném genomu.
Vyznacuji se moduldrnim charakterem, kdy se geny zajistujici danou funkci nachazi spolec¢né ve formé
klaster(. Integrdaza, kterou kdduji, zajistuje excizi ICE z donorového mista a jeho inzerci do mista cilového

mechanizmem typickym pro bakteriofagy A (Zakharova a Viktorov, 2015).

Prvnim popsanym elementem této skupiny byl Tn916 u E. faecalis prenasejici rezistenci
k tetracyklinu (Franke a Clewell, 1981). Dal$im dobte prostudovanym ICE je SXT/R391 V. cholerae (Waldor
et al., 1996). Dosahuje velikosti 100 kb a nese geny rezistence ksulfonamidlm, trimetoprimu,

streptomycinu a chloramfenikolu. Pfiklady ICE jsou uvedeny na Obr. 25.

Nové ICE rychle pfibyvaji predevsim diky rostoucimu mnoiZstvi dat z celogenomového
sekvenovani. V roce 2012 byla vytvorena databaze téchto elementl ICEberg (Bi et al., 2012), kterou je

mozné nalézt na odkazu http://db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg/.
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Obr. 25: Pfiklady integrativnich konjugativnich element(

Vytvoreno volné podle Boyd a Mulvey, 2013. Geny pro konjugaci jsou vyznaceny tmaveé Sedé; dalsi typy MGE jsou
zvyraznény svétle sedou; barevné jsou oznaceny geny rezistence k antibiotikdm - tet(M) pro tetracyklin (¢ervené), sph pro
streptomycin (fialové), bimt pro bleomycin (zelené), aph pro neomycin (oranzové).

6.2.7 Genomové ostrovy

Genomové ostrovy (GEI — ,,genomic islands”) byly nalezeny na chromozomu nékterych druh(
bakterii. Pfedstavuji dlouhé Useky DNA (10-200 kb) s charakteristickou strukturou (Obr. 26), které se
podobné jako ICE zaclenuji k 3’ konci genu pro tRNA. Integrace GEl do chromozomu je zajisténa mistné
specifickou rekombinaci zprostfedkovanou vlastnim enzymem podobnym fagové integraze. Od okolnfi
sekvence se odlisuji procentudinim zastoupenim G+C. Jsou ohraniceny pfimymi repeticemi cilové
sekvence o délce 16-20 bp. Nesou plazmidové konjugacni systémy nebo fagové geny, které zajistuji
mobilitu celé struktury konjugaci nebo transdukci. Obsahuji také dalsi typy MGE (IS, transpozony), které

zpUsobuji  preskupeni genl v rdmci GEl, delece a inzerce genl (Dobrindt et al., 2004; Snyder a

Champness, 2007).
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Plvodné byly popisovany ve spojitosti s patogenitou u extraintestinalné patogennich kmen(
E. coli a byly proto oznacovany jako ostrovy patogenity (PAI- ,pathogenicity island”) (Hacker et al., 1990).
Kromé nejrliznéjsich virulen¢nich faktord koduji dalsi funkce zahrnujici metabolizmus sukrézy a
aromatickych sloucenin, rezistenci k tézkym kovdm a antimikrobidlnim 1atkdm pripadné ovliviuji fitness
hostitelské bakterie nebo jeji schopnost symbidzy. Jeden z nejlépe prostudovanych GEl spojeny
s antibiotickou rezistenci u klinicky vyznamnym gramnegativnich bakterii je SGI1 (,,salmonella genomic
island 1”). Byl poprvé identifikovan u multirezistentniho kmene Salmonella Typhimurium DT104 (Boyd et
al., 2000). SGI1 o velikosti 43 kb nese geny rezistence k aminoglykozidim (aadA2), amfenikolim (floR),
tetracyklinu (tetG), ampicilinu (blaese1) a sulfonamidim (su/l). Dalsim vyznamnym GEI je SSCmec
(SSC — ,staphylococcal cassette chromosome”) u S. aureus rezistentni k meticilinu (Shore a Coleman,

2013).

A. Obecna struktura

o'
a %) v &
\/. int konjugace H genl } I‘ gen2 }I ﬂ\/\
genom genomovy ostrov genom

B. Salmonella genomicisland 1 (SGI1) u Salmonella Typhimurium DT104

IRi IRt IRt

qgac gac |
w| oo - o D | s |

groEl/int orf6

Obr. 26: Genomovy ostrov

Vytvoreno volné podle Dobrindt et al., 2004; Fluit, 2005.

(A) Genom - cilova oblast v genomu bakterie, do které se v okoli tRNA zacleriuje genomovy ostrov; IS —inzercni sekvence;
DR — pfimé repetice. Oblast oznacend jako konjugace nese sadu genl pro zajisténi konjugativniho pfenosu celé
struktury genomového ostrovu.

(B) Geny kodujici rezistenci k antibiotikim jsou oznaceny barevné podle nasledujiciho klice: tmavé zelend — addA2
pro rezistenci k aminoglykoziddm; tmavé modrd — gacEA1 pro rezistenci ke kvartérnim amoniovym sloucenindm;
svétle modrd — sull pro rezistenci k sulfonamidlm; fialova — floR pro rezistenci k florfenikolu; cervena — tetG
pro rezistenci k tetracyklinu; Zlutd — blapse.r pro rezistenci k beta-laktamdm. Mobilni elementy (inzeréni sekvence,
geny pro integrazu, resolvazu) jsou vyznaceny Sedé; IRt a IRi - invertované repetice integronu.
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6.2.8 Plazmidy

Plazmidy predstavuji extrachromozomalni mobilni genetické elementy schopné autonomnf
replikace. Jsou charakteristickymi strukturami prokaryotickych bunék, ale byly identifikovany také
u nékterych eukaryot (kvasinek). Vyznamné ovliviiuji zakladni biologické vlastnosti svych hostiteld,

poskytuji jim selektivni vyhodu a podileji se na jejich diverzité a evoluci (Funnel a Phillips, 2004).

Plazmidy predstavuji jedny z nejvétsich MGE s komplexni strukturou. Jejich velikost se rGzni od
nekolika pard bazi az po stovky kilobazi. Jeden z nejvétsich plazmidd popsany u Streptomyces clavuligerus
dosahuje 1.8 Mbp, ¢imz se blizi velikosti bakteridlniho chromozomu (Alvarez-Alvarez et al., 2014). Obvykle
se vyskytuji ve formé kovalentné uzavfené kruznicové molekuly tvorené dvéma vldkny DNA, byly vsak

popsany plazmidy linedrni nebo jednovldknové (Snyder a Champness, 2007).

Na plazmidy je nékdy pohlizeno jako na bunécné parazity, jelikoz nenesou genetickou informaci
pro zajisténi zékladnich funkci bakteridlni buriky. Za urcitych okolnosti vSak svym hostitelim poskytuji
selekéni vyhody, napf. v pfitomnosti antibiotika, chemickych polutantl, v prostfedich s omezenym
spektrem Zivin apod. Plazmidy jsou vyznamné predevsim z klinického pohledu, jelikoz se vyznamné podili

na udrzovani a Sifeni rezistence k antibiotikim (Funnel a Phillips, 2004).

V nésledujicich kapitoldch jsou predstaveny zakladni charakteristiky plazmidd gramnegativnich
bakterii, je popsana jejich zakladni organizacni struktura, mechanizmy replikace, kontroly poctu kopi,
nastroje pro stabilni udrZovani v hostitelskych burikdch a zplUsoby horizontélniho Sifeni v bakterialnich
populacich. Posledni kapitoly jsou vénovany popisu plazmidd v kontextu funkci, které poskytuji svému

hostiteli s diirazem na rezistenci k antibiotikm.

6.2.8.1 Zakladni organizace plazmidt

Pro plazmidy je charakteristickd modularni
struktura (Obr. 27) tvorend geny zajistujici zakladni

funkce plazmidu, které jsou soucasti konzervativni
kostra plazmidu

oblasti neboli kostry plazmidu, a geny pro pridatné
funkce pritomné ve variabilni plazmidové oblasti
(Norman et al.,, 2009). Zakladni struktura plazmidl je

pFedstavena na Obr. 28. ; &

Obr. 27: Zakladni struktura plazmidd
Vytvoreno podle Norman et al., 2009.
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Obr. 28: Schematické zndzornéni struktury konjugativnich (A) a mobilizovatelnych (B) plazmidd

Konzervativni oblast kazdého plazmidu nese geny pro vlastni replikaci, které zajistuji sladéni
replikace plazmidu s bunécnym cyklem hostitele. Replikani oblast rovnéZ reguluje pocet kopii plazmidu
a zabrafuje tak vzniku nadmérné energetické zatéZe pro burku, které by mohlo nastat
pfi nekontrolovaném mnozZeni plazmidu. Pocet kopii plazmidd na buriku se lisi a je charakteristicky pro
dany typ plazmidu. Malé plazmidy se obvykle vyskytuji v desitkdch aZ stovkach kopii, jsou tzv.
vysokokopiové, zatimco velké plazmidy ¢itaji 1-10 kopii na bufku, jsou tedy nizkokopiové. Polet kopii
zasadnim zpUsobem ovliviiuje mechanizmy jejich stabilni propagace v bakterialnich populacich (Dale a
Park, 2004). Dalsi geneticka vybava konzervativni oblasti se u jednotlivych skupin plazmidd rdzni.
Nizkokopiové plazmidy obvykle obsahuji v blizkosti oblasti pro replikaci plazmidu moduly pro zajisténi
stabilni segregace pri déleni bunky. V pripadé plazmid( schopnych horizontélniho prenosu do jinych
bunék pak kostra plazmidu obsahuje sadu gen( pro mobilizaci nebo konjugaci. Konzervativni oblast
plazmidd nalezicich do stejné skupiny je vysoce homologicka, nicméné i v této oblasti mlze plazmid

prodélavat genetické prestavby (Norman et al., 2009).

Plazmidy predstavuji mozaikové struktury s vysokou plasticitou. Variabilni oblast plazmidu nese
geny pro pridatné funkce hostitelské buriky véetné gen( rezistence k antibiotikim a obsahuje rlizné typy

mobilnich genetickych element( (inzeréni sekvence, transpozony, integrony), které podporuji dalsi
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prestavby této oblasti vedouci ke zvySovani diverzity a komplexnosti plazmidu. Mozaikovy charakter
plazmidl a priklady jejich evoluce popisuje Obr. 29. Proces rekombinace mezi homolognimi oblastmi dvou
plazmidl vedouci k jejich fuzi je pfedstaven na Obr. 30. Tento typ prestaveb mUze plazmidu poskytnout
mnohé benefity; mlzZe rozsirovat hostitelské spektrum plazmidu, zvySovat frekvenci jeho horizontalniho

prenosu nebo poskytovat hostitelské bakterii dalsi selekéni vyhody.

Obr. 29: Mozaikovy charakter a plasticita plazmid( véetné prikladl jejich evoluce

(A) Priklad mozaikového charakteru variabilni oblasti plazmidu. Genova kazeta je soucasti integronu, ktery je vnoren do
kompozitniho transpozonu v oblasti multirezistence plazmidu. (B)—(F) evolu¢ni zmény spojené s plasticitou plazmidu, (B)
homologni rekombinace vedouci k inverzim, (C) integrace dalSich gen( rezistence a mobilnich genetickych element(, (D)
zaClenéni plazmidu nebo jeho ¢asti do chromozomu prostrednictvim homologni rekombinace; (E) fuze dvou plazmid jako
dusledek rekombinace mezi kopiemi stejného elementu na rdznych plazmidech; (F) ztrdta genu z oblasti multirezistence.
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Obr. 30: Rekombinace mezi homolognimi oblastmi plazmid( vedouci k plazmidovym fuzim

Obrazek popisuje fuzi multirezistentniho plazmidu pEQ1 z inkompatibilni skupiny IncHI1 (zvyraznén oranzové) a plazmidu
skupiny IncX1 (zvyraznén modre) nesouci gen rezistence k fluorochinolondm qnrS1 a gen blarew.1 integrovany do Tn2
(Dolejska et al., 2014%%). Kédujici geny jsou vyznaleny Sipkou, pficemZ orientace Sipky urCuje smér transkripce. Geny
rezistence k antibiotikim jsou vyznaceny Zlutou, modrou nebo zelenou barvou. Misto homologni rekombinace v oblasti
IS26 mezi IncX1 a pEQ1 plazmidy je zvyraznéno cervenym kiizkem. Homologni rekombinace mezi IS26 obou plazmidi
vedla ke vzniku plazmidu pEQ2 tvoreného kompletni sekvenci plazmidd pEQ1 a IncX1. Dasledkem této fuze je preruseni
transpozonu Tn2.
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6.2.8.2 Nomenklatura plazmidi

Plvodné byly plazmidy pojmenovavany podle fenotypu, ktery koéduji. Napfiklad Ti plazmid
(Ti — ,,tumor inducing”) z Agrobacterium tumefaciens ziskal jméno podle schopnosti indukovat nadory
rostlin (Engler et al., 1975). Jeden z prvnich popsanych plazmid( ColE1, identifikovany u Shigella a E. coli
v Japonsku, nese gen pro tvorbu kolicinu E1 (Snyder a Champness, 2007). Dalsim prikladem je Tol plazmid
kddujici enzymy pro degradaci toluenu (Williams a Murray, 1974). V soucasnosti se od tohoto pfistupu
ustupuje predevsim z dlivodu, Ze jeden plazmid obvykle kdduje riizné funkce kromé té, podle které byl
plvodné pojmenovan. Dnesni nomenklatura vyuzivd systému pismen a Cislic. Nazev plazmidu zacina
pismenem “p”, nasleduje jedno nebo vice velkych pismem reprezentujici inicidly autora nebo zkratku
laboratore, ve které byl plazmid popsan. Ndzev je zakoncéen sledem dislic charakteristickych pouze
pro dany plazmid (Snyder a Champness, 2007). Jeden z nejznaméjsich plazmidovych vektord pBR322

vyuzivanych v biotechnologii zkonstruoval Bolivar a Rodriguez (Bolivar et al., 1977).

6.2.8.3 Replikace plazmidl

Plazmidy se replikuji nezdvisle na replikaci bakteridiniho chromozomu, proto jsou spolu
s chromozomem a fagovou DNA fazeny mezi replikony. Nesou jeden nebo vice specifickych sekvenci
oznacCovanych jako pocatek replikace oriV (,origin of replication vegetative”), které zajistuji iniciaci
replikace (Funnel a Phillips, 2004). Geneticka informace plazmidu kdéduje pouze nékteré proteiny
pro replikaci, obvykle pouze ty, které jsou potfebné pro jeji zahajeni v misté oriV. Ostatni proteiny jako
DNA polymerazy, ligdzy, primazy, helikdzy a dalsi jsou propUjcovany od hostitelské burky. Pocatek
replikace obsahuje specifické repetitivni Useky zvané iterony a A+T bohaté oblasti. V prvnim kroku se Rep
protein kodovany plazmidem vaze na sekvence iterond. Tato vazba vyvold mistni denaturaci DNA
nezbytnou pro spravnou funkci DNA polymerdzy. Rep slouZi také jako podvojny regulator replikace.
V nizké koncentraci replikaci aktivuje, naopak ve vysoké koncentraci plsobi jako inhibitor. Zaroven
interaguje s dalSimi replikaénimi proteiny tvofenymi hostitelskou burikou (Dale a Park, 2004; Funnel a

Phillips, 2004).

Replikace plazmidd probiha jednim ze tfi zakladnich mechanizm( zahrnujicich (a) replikaci typu
théta, (b) replikaci na otacejici se kruznici a (c) mechanizmus nahrazeni fetézce neboli ,strand-
-displacement” (Obr. 31-33). Replikace théta je specifickd pro chromozom a nékteré plazmidy
gramnegativnich bakterii. Vétsina velkych a nizkokopiovych plazmidd se replikuje timto mechanizmem.
Své jméno ziskala diky strukture pfipominajici fecké pismeno théta, kterd se tvofi rozvolnénim dsDNA
v misté oriV (Obr. 31). Replikaci mechanizmem otdacejici se kruznice disponuji RC plazmidy (RC — , rolling
circle”). Jednd se obvykle o malé plazmidy s vysokym poctem kopii v burice. Jednotlivé kroky replikace,

které popisuje Obr. 32, pfipominaji mnozeni ssDNA fagli nebo prenos plazmidu pfi bakteridlni konjugaci
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(Snyder a Champness, 2007). Replikace mechanizmem nahrazeni fetézce je typicka pro IncQ plazmidy.
V pocatku replikace dochdzi k tvorbé charakteristické vidsenkové konformace, kterd umoznuje zahajeni
syntézy nového fetézce (Obr. 33). BEhem replikace je pak vytésiiovan jeden fetézec ve formé D-smycky

(del Solar et al., 1998).

oriV oriV

Obr. 31: Replikace bakteridlniho plazmidu typu théta

Vytvoreno podle Snyder a Champness, 2007. Replikace probihd jednim nebo obéma sméry od RNA primeru. V pfipadé
jednosmeérné replikace (A) se vytvori pouze jedna replikacni vidlice pohybujici se kolem molekuly smérem k pocatku
replikace. Nasledné dojde k rozestupu téchto dvou dcefinych molekul DNA. Pfi obousmérné replikaci (B) se dvé replikacni
vidlice pohybuji navzdjem opacnym smérem od oriV dokud se nepotkaji, coZ vede k rozestupu molekul.
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Obr. 32: Replikace na otéacejici se kruznici

Vytvoreno podle del Solar et al., 1998. V prvnim kroku rozpoznava Rep protein palidromatické sekvence DSO (,double
strand origin“). Nasleduje vytvoreni zlomu v jednom z retézcl a kovalentni spojeni Rep proteinu s fosfatem na 5’ konci
tohoto retézce. Volny 3’ konec plsobi jako primer pro DNA polymerazu, ktera syntetizuje novy retézec podle matrice
nenastépeného vlakna za tvorby kruznicové dsDNA (dvouvldknova, ds — ,,double strand”). Soucasné dochazi k odvijenf
puvodniho nastépeného vlakna za tvorby uzaviené kruznicové ssDNA. Vysledkem je tedy jedna molekula finalni dsDNA a
jedna ssDNA (jednovldknova, ss — ,single strand”), u které musi dojit k dokonceni replikace. V nasledujici fazi se tvori
komplementarni vldkno k odvijenému retézci ssDNA a to odliSnym mechanizmem oproti prvnimu kroku. RNA polymeraza
vytvari primer, ktery se vaze do oblasti SSO (,,single strand origin“) a zahajuje syntézu (Khan, 1997, 2000).

It sSiA /—4‘\.( o . . ey

o il — 3 Obr. 33: Iniciace replikace IncQ plazmidl pri
ssiB LbJ replikaci mechanizmem nahrady fetézce

Vytvoreno podle del Solar et al., 1998. Replikace se

Ucastni tri replikacni protein RepA (5’-3" helikaza),

. RepC = . RepC p p PA ( )

RepB (primaza) a RepC (iniciace replikace). Replikace
je zahajena v palidromatickych sekvencich ssiA a ssiB
interakci iteronl s RepA a RepC (vyobrazena pouze

interakce s RepC, RepB se vaze do oblasti bohatych

:.1— ﬁ na AT v blizkosti vazby RepC). Interakce s replikacnimi
— proteiny prevadi DNA v poclatku replikace

do jednovlaknové formy za vzniku vldsenky. V této
podobé je ssi oblast |épe pristupna pro RepB s funkci
primdzy, ktery tyto palidromatické sekvence
rozpoznava a specificky se knim vaze. Béhem

replikace RepA s funkci helikdzy oddéluje plvodni
vldkna DNA. Nové syntetizované vldkno je zvyraznéno

modfe. Sipky zna& smér syntézy (5'-3’) nového
:a—‘_,;— — N Jiskna,

- (@ RepA
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6.2.8.4 Regulace replikace plazmidud

Replikace plazr  u je energeticky ndrocny proces. Plazmidy disponuji vlastnimi autoregula¢nimi
mechanizmy, které zajistuji udrzovani optimalniho poctu kopii v zavislosti na velikosti plazmidu, frekvenci
replikace a kédovanych genech. Plazmidy s vysokym poctem kopii jsou obvykle malé a replikuji se
mechanizmem otacejici se kruznice. Naopak nizkokopiové plazmidy, které jsou obvykle velké (> 30 kb),
vyuzivaji replikaci typu théta a jejich mnoZeni je obvykle spjato s replikaci bakterialniho chromozomu

(Funnel a Phillips, 2004).

K regulaci poctu kopii vyuZivaji dvou zakladnich mechanizm. Pfi prvnim mechanizmu zalozeném
na principu protismysiné (antisense) RNA dochazi k inhibici tvorby primeru nebo Rep proteinu, které jsou

potfebné pro iniciaci replikace. Druhy mechanizmus vyuziva interakci iteronl s Rep proteiny.

Regulace replikace ColE1 plazmid( probiha prostiednictvim malé RNA (RNA I). K inhibici replikace
dochazi prostfednictvim interakce RNA | s molekulou RNA Il. Oba typy RNA jsou navzdjem
komplementdrni, jelikoz jsou prepisovany z opacnych retézcl stejného uUseku plazmidu. V pripadé
absence RNA | dochazi k vazbé molekuly RNA Il k DNA v misté oriV za tvorby hybridniho RNA-DNA
komplexu. V této formé je vidkno RNA | stépeno RNazou, ktera uvoliuje 3’ hydroxylovou skupinu slouzici
jako primer pro zahdjeni replikace DNA polymerdzou. RNA | se vytvafi pfi vysokém poctu kopii plazmidu
v bunce. Vaze se na komplementarni molekulu RNA Il za tvorby dsRNA duplexu, coZ vede k inhibici

replikace (Funnel a Phillips, 2004; Snyder a Champness, 2007).

Podobnym mechanizmem disponuji nékteré IncFIl plazmidy, které na rozdil od ColE1 plazmid(
nevyuZivaji protismysiné RNA k inhibici tvorby RNA primeru, ale jejim prostfednictvim potlacuji translaci
Rep proteinu. Gen repA kodujici Rep protein je u téchto plazmidl prepisovan ze dvou rliznych promotord.
Promotor P.ops zajistuje transkripci repA a soucasné copB. Druhy promotor Pepa pfitomny v sekvenci genu
copB pak prepisuje pouze gen repA. Bezprostfedné po vstupu plazmidu do buriky probiha transkripce
repA z obou promotor(, coz zajistuje rychly narlst Rep proteinu. Plazmidovd DNA se mnoZi aZ
do dosaZzeni poZadovaného poctu kopii. Translace proteinu CopB, ktery plsobi jako represor Prepa, vede

k poklesu Rep proteinu a zastaveni replikace (Snyder a Champness, 2007).

Druha skupina plazmid( vyuziva pro kontrolu poctu kopii iterony. Jak bylo vySe popsano, iterony
jsou repetitivni sekvence nezbytné pro iniciaci replikace, maji ale rovnéz schopnost regulovat mnozeni
plazmidu. Tohoto mechanizmu vyuZivaji pfedevsim nizkokopiové IncF nebo IncP plazmidy. S rostouci
koncentraci plazmid( v burice roste také mnoZstvi Rep proteinu. Rep proteiny pak vytvari dimery, které
se vazou k sekvencim iterond na dvou rozdilnych molekulach plazmid(. U takto zparovanych plazmidU
pak nemUZe probihat replikace. Iterond je také vyuzivano k zabrané replikace vzajemné inkompatibilnich

plazmidd. Pokud jsou v bufice pfitomné dva plazmidy se stejnou sekvenciiterond, dojde k parovani téchto
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plazmidd v homolognich oblastech iterond vedouci k inhibici jejich replikace (Funnel a Phillips, 2004,

Snyder a Champness, 2007).

6.2.8.5 Inkompatibilita plazmida

Bakteridlni burika mdze nést jeden nebo mnoho riznych plazmidd za spinéni podminky, Ze kazdy
z téchto plazmid( nese odlisny pocatek replikace oriV. Plazmidy se stejnym pocatkem replikace obvykle
nejsou schopny se mnozit v téze burice a jsou pak povazovany za neslucitelné neboli inkompatibilni
(Snyder a Champness, 2007). Pojem inkompatibilita plazmidd (Inc) je tedy definovana jako neschopnost
dvou rlznych plazmidl se stabilné udrZovat v jedné hostitelské burice (Novick et al., 1976; Novick a
Hoppensteadt, 1978). Plazmidy ze stejné skupiny inkompatibility sdili podobné mechanizmy replikace
véetné kontrolnich systémU a procesu segregace do délicich se dcefinych bunék (Novick, 1987). Tento

fenomén je priblizen v nasledujicich odstavcich.

Pfi bunécném déleni obvykle nedochdazi k rovhomérnému rozdéleni plazmidu do dcefinych
bunék. V pfipadé, Ze se jedna o plazmidy z rdznych Inc skupin, replikuji se v novych bunkdch az
do dosaZeni pozadovaného poctu kopii. Pfed bunéénym délenim tedy kazdy z plazmid{ dosahne stejného
poctu kopii jako v plvodni donorové burice (Obr. 34). Pokud v3ak burika nese dva plazmidy ze stejné Inc
skupiny, nemUze byt v disledku sdileni stejnych mechanizm kontroly replikace zajisténo dostatecné
namnozeni obou plazmidd. Kontrolni systémy totiz nerozeznavaji dva plazmidy jako odliSné a nahodné
replikuji jeden nebo druhy. Jeden z plazmidd pak obvykle byva méné zastoupen (Obr. 35). Pfi bunécném
déleni ma plazmid s mensim pocétem kopii v burice také nizsi pravdépodobnost rovhomérné distribuce

do dcefinych bunék a do nékteré z bunék se nemusi vliibec prenést (Snyder a Champness, 2007).

Dalsim faktorem, ktery ovlivriuje kompatibilitu plazmidd, je zplsob jejich rozestupu do dcefinych
bunék pfi bunééném déleni. | jinak odlisné plazmidy, které disponuji stejnym mechanizmem segregace,
jsou vzdjemné inkompatibilni. Takovéto plazmidy vytvari pfi procesu segregace pary a kazda
z dcefinych bunék pak nese pouze jeden plazmid z tohoto paru. Pfi bunécném déleni tedy dochazi

ke ztraté jednoho ¢i druhého plazmidu (Snyder a Champness, 2007).
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Obr. 34: Stabilni udrZovani dvou plazmidd ze stejnych inkompatibilnich skupin pfi bunééném déleni

Vytvoreno podle Snyder a Champness, 2007.
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Obr. 35: Ztrata plazmid( nalezicich do stejné inkompatibilni skupiny pfi bunééném déleni
Vytvoreno podle Snyder a Champness, 2007.

103



6.2.8.6 Koexistence plazmid( ze stejné Inc skupiny

Plazmidy ze stejné Inc skupiny se mohou za urcitych okolnosti stabilné mnoZzit v jedné burice. Jde
o ptipady, kdy jsou oba plazmidy vysokokopiové a nesou odlisné geny antibiotické rezistence nebo jiné

selekéni faktory. Zaroven musi plUsobit kontinualni selekéni tlak, ktery zajisti stabilitu obou plazmida.

Problém udrzovani plazmidd ze stejné Inc skupiny se tykd predevsim plazmid( nizkokopiovych.
Mezi tyto plazmidy naleZi IncF, které se v burnice nachazi obvykle v jedné kopii (Snyder a Champness,
2007). Pro stabilni udrzovani vyuzivaji rizné mechanizmy zahrnujici segregacni a adikéni systémy, které
budou popsany niZze. Fenomém inkompatibility rovnéZ? mohou pfekonavat svym mozaikovych
charakterem spojenym s pritomnosti dvou nebo i vice replikon na jednom plazmidu (Johnson a Nolan,
2009; Osborn et al., 2000). Sdruzovani Fll replikonu s pribuznymi replikony skupin FIA ¢i FIB bylo popsano
a predstavuje dUlezity proces v evoluci plazmidd skupiny IncF (Bergquist et al., 1982; Bergquist et al.,

1986; Osborn et al., 2000).

Mozaikové IncF plazmidy obsahujici vice replikond jsou popisovany u E. coli a Klebsiella spp.
ve spojitosti s klinicky vyznamnou rezistenci (Villa et al., 2010). Multirezistentni IncF plazmidy nesouci
replikony FIA a FIB spolu s blacrx-m udilejici ESBL fenotyp, aac(6’)-Ib-cr pro plazmidové determinovanou
rezistenci k fluorochinolonim a dalSimi geny pro rezistenci k jinym antibiotickym skupindm byly
zdokumentovany ( ; ). Siteni beta-laktamazy CTX-M-15
mezi raznymi sekvenénimi typy K. pneumoniae zprostfedkované IncF plazmidy bylo popsano
u pediatrickych pacientt na Klinice détské onkologie. U téchto kmenU byly nalezeny dva IncFllk plazmidy
spolu pfitomné v jedné burice. Oba plazmidy byly multireplikonové a vykazovaly minimalni odliSnosti
v sekvenci genu copA kédujici Flik replikon. Mensi z plazmidd pKDO1 nesl replikon Fllx sekvenéni varianty
7 (Fllk7) a dale replikon nélezici do Rep-3 rodiny. Vétsi plazmid pKPN-CZ obsahoval replikon FIBx a déle
Fllk sekvenéni varianty 8 (Fllks) ( ). Bylo prokazéno, Ze pro koexistenci dvou

pfibuznych IncF plazmidd postacuje pouze nékolika mutaci v genu copA (Osborn et al., 2000).

6.5.8.7 Klasifikace plazmid Enterobacteriaceae

Fenoménu inkompatibility je vyuzivano pfi klasifikaci plazmidd do skupin. Prvni pokusy
o vytvoreni systému byly uc¢inény Hedgesem a Dattou v 70. letech minulého stoleti. Pro detekci rliznych
skupin inkompatibilnich plazmidd Enterobacteriaceae byla navriena sada DNA préb homologickych
k oblastem kodujicim replikacni funkce (Couturier et al., 1988). Na zakladé této prvotni metodiky bylo
pozdéji vyvinuto nékolik technik zaloZenych na detekci replikont pomoci PCR (Carattoli et al., 2005a;
Fekete et al., 2002; Gotz et al., 1996; Johnson et al., 2012a; Johnson et al., 2007). Mezi ty nejpouzivangjsi

patfi metoda PBRT (,PCR-based replicon typing“) vyvinuta tymem A. Carattoli (Carattoli et al., 2005a),
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kterd se stala uziteCnym ndstrojem pro studium epidemiologie rezistentnich plazmid( (Carattoli, 2009).
Touto metodikou je mozné detekovat plazmidy nejvyznamnéjsich inkompatibilnich skupin zahrnujici FIA,
FIB, FIC, FIIA, HI1, HI2, I11-lgamma, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X2 a Y. Vy3e popsany fenomén, kdy nékteré

plazmidy nesou vice rdznych replikond, viak pfinasi problémy pfi klasifikaci.

Novym pristupem je pak klasifikace plazmid( na zakladé relaxaz (Compain et al., 2014; Francia et
al., 2004; Garcillan-Barcia et al., 2009; Pilar Garcillan-Barcia et al., 2015) nebo plazmidovych segregacnich

systému (Bousquet et al., 2015). Tato schémata vSak zatim nejsou vSeobecné pfijimana.

Plazmidy Enterobacteriaceae byly plvodné klasifikovany do 26 zakladnich inkompatibilnich
skupin (Funnel a Phillips, 2004). Diky rychle pfibyvajicimu mnoZstvi sekvencnich dat v genovych bankach
jsou nékteré plazmidy preklasifikovany a jsou rovnéz identifikovany nové inkompatibilni skupiny.
Neddvno byla vyvinuta online aplikace pro in silico detekci a charakterizaci plazmid{ Enterobacteriaceae
svyuzitim dat celogenomového sekvenovani (Carattoli et al., 2014), kterd je volné dostupna

na https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/. Tato databaze je pribézné aktualizovana na zakladé

soucasnych poznatkd.

6.2.8.8 Horizontalni pfenos plazmid(i

Nejefektivnéjsi ndstroj prenosu plazmidli mezi bunkami predstavuje konjugace. Plazmidy
schopné tohoto prenosu se nazyvaji konjugativni plazmidy. Konjugace je sloZity proces, na kterém se
podili skupina gend usporadana na plazmidu ve specifické oblasti Tra (,transfer” neboli pfenos). Tato
oblast zaujima podstatnou ¢ast celkové genetické informace plazmidu. V pfipadé IncF plazmidd, u kterych
je mechanizmus konjugace podrobné zdokumentovan, oblast Tra dosahuje prfes 30 kb a je tvorena
az 60 geny. Geny tra u IncF plazmidd zajistuji (Snyder a Champness, 2007) (a) biosyntézu a sestavovani
pilu (traA,B,CE,F,G,H,L K,QU,V,W), (b) stabilizaci konjugacniho paru (traG,N), (c) konjugativni
metabolizmus (traD,|,M,Y,Z), (d) regulaci pfenosu (tral, finO, finP) a (e) povrchovou exkluzi (traS, T).

Proces konjugace je blize popsan v ndsledujicich odstavcich a graficky shrnut na Obr. 36.
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V prvnim kroku konjugacniho procesu musi dojit ke kontaktu mezi donorovou a recipientni
bunkou. Ten je zajistén bud’ prostou kolizi nebo v pfipadé gramnegativnich bakterii prostifednictvim
konjugativnich (sex) pill, které rozpozndvaji pfislusné receptory na recipientni burce. Pily predstavuji
struktury tvorené proteiny piliny. Nachazeji se na povrchu bakteridlni burniky, dosahuji primeéru 10 nm a
obsahuji centralni kanal (Snyder a Champness, 2007). Struktura pill se mezi jednotlivymi plazmidovymi
transferovymi systémy znacné liSi. Komplexni transferové systémy (napr. IncF plazmidd) disponuji
dlouhymi a tenkymi pily se schopnosti kontrakce pro zajisténi uzkého kontaktu bunék, coZ je vyhodné
predevsim pro konjugaci v tekutych médiich. Naopak neohebné (tuhé) pily zajistuji konjugaci na pevnych

podkladech (Funnel a Phillips, 2004).

V dalsim kroku konjugace dochazi ke stabilizaci spojeni donorové a recipientni buriky a k tvorbé
konjugacéniho kandalu, kterym prochazi pfendsené vldkno DNA. Nékteré tra geny, které se podili na tvorbé
konjugacéniho kanalu, byly identifikovany, ale jeho presna struktura doposud popsana nebyla (Samuels et
al., 2000). Specifita pfenosu je zajisténa spojovacimi (,coupling”) proteiny, které se vazi ke konjugacnimu
kanalu a aktivuji enzym relaxazu. Relaxdza je specifickd DNA endonukledza, kterd vytvari jednoretézcové
zlomy v okoli oblasti oriT (,origin of transfer”), od které je zahajen pfenos DNA. Zlomené vidkno DNA
prechdzi ve sméru 5’-3" s navdzanou molekulou relaxazy do recipientni buriky. Recyklizace jednovldknové
DNA je po pfenosu zajisténa relaxazou. 3’ konec pfenaSeného vlakna slouZi v donorové bufice jako primer
pro zahajeni syntézy komplementarniho vldkna mechanizmem otacejici se kruZnice. V recipientni burice

primaza syntetizuje RNA primer potfebny pro tvorbu komplementarniho vldkna. Po pfenosu DNA se

konjugacni par rozpada (Snyder a Champness, 2007).

Proces konjugace je regulovan na mnoha urovnich. Z ddvodu vysoké energetické narocnosti je
transkripce genl tra po vétsinu Casu reprimovana. Vysoce konjugativni genetické elementy obvykle
koduji rzné povrchové exkluzni systémy, které reguluji nepotifebny prenos mezi burikami obsahujici
stejné nebo vysoce pribuzné plazmidy. Naptiklad u F plazmid( se tvofi vnéjsi membranovy protein TraT
branici stabilnimu spojeni bunék, které jiz obsahuji IncF plazmidy (F+). Pfipadné se tvofi protein vnitfni
membrany TraS, ktery znemoznuje vstup DNA do bunky pfi ndhodném spojeni dvou F+ bunék (Snyder a

Champness, 2007).

Konjugace je ovlivnéna celou fadou fyziologickych parametr( (hustotou bunék, teplotou,
hladinou kysliku, rastovou fazi). Napriklad konjugacéni systém plazmidd skupiny inkompatibility IncH je
vysoce termosenzitivni a plazmidy této skupiny jsou pfendseny pfi teplotnim optimu 20° C (Taylor, 2009).

Dalsi skupinu pfedstavuji mobilizovatelné (Mob) plazmidy, které koduji pouze nékteré z vyse
popsanych funkci a pro svij prfenos do recipientnich bunék vyuZivaji aparat vytvoreny konjugativnim
plazmidem (Snyder a Champness, 2007). Mob plazmidy nesou pocatek prenosu oriT a mob geny

pro tvorbu relaxdzy a helikdzy. Proces mobilizace je v podstaté identicky s konjugaci (Obr. 37). V prvnim
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kroku dochazi ke kontaktu bunék a tvorbé kandlu, coz je zajisténo plazmidem konjugativnim. Spojovaci
protein tvofeny opét konjugatvnim plazmidem aktivuje relaxdzu mobilizovatelného plazmidu. Relaxaza
se vaze do oriT, kde vytvari zlom v jednom z vldken. Nasledné je 5’ konec DNA vldkna vtahovan relaxazou
do recipientni bunky. Mezi nejznaméjsi mobilizovatelné plazmidy Enterobacteriaceae asociované
s rezistenci k antibiotikdim patri ColE plazmidy. K prfenosu vyuZivaji konjugacni aparat IncFl, Incll a IncP

plazmidl (Smillie et al., 2010).

Plazmidy, které nekdduji viastni pfenos se mohou Sifit horizontalni cestou prostfednictvim
bakteriofagl, transformaci nebo po jejich integraci do molekul prenosnych plazmid( také konjugaci nebo

mobilizaci (Smillie et al., 2010).

6.2.8.9 Hostitelské rozmezi plazmidu

Jednotlivé skupiny plazmid( se odlisuji rozmezim hostitelskych bakterii, ve kterych se mohou
replikovat. Z tohoto pohledu rozliSujeme plazmidy s Uzkym spektrem hostiteld, napf. ColE nebo pBR322,
které se replikujici pouze v E. coli a pfibuznych druzich. Druhou skupinu prfedstavuji plazmidy se Sirokym
spektrem hostitelt (napf. RK2, RSF1010 nebo RC plazmidy). Az na drobné vyjimky plati pravidlo, Ze
plazmidy gramnegativnich bakterii se nereplikuji v bunikach grampozitivnich bakterii a obracené.
Hostitelské rozmezi plazmidd je uréovéno charakterem replika¢niho pocatku oriV (Snyder a Champness,

2007).

Plazmidy s Sirokym spektrem hostitell disponuji fadou nastrojl (Funnel a Phillips, 2004).
Napriklad specifickd struktura oriV oblasti IncP plazmidd kterd spliuje pozadavky rlznych druh(
bakteridlnich hostiteld (Popowska a Krawczyk-Balska, 2013). RovnéZ IncQ plazmidy jsou vysoce
promiskuitni a maji schopnost mnoZit se v burikdch gramnegativnich i grampozitivnich bakterii. Nesou
genetickou informaci pro tvorbu dalSich protein( potfebnych pro replikaci (napr. helikdzu a primazu) a
jsou tedy nezavislé na replikacnich proteinech kddovanych chromozomem hostitelské burky (Meyer,

2009).

Hostitelska specifita plazmidi ma své dopady na antibiotickou rezistenci. Plazmidy nesouci geny
rezistence se schopnosti replikovat se v Ssirokém spektru hostitelll a horizontdlné se prenaset

do nepribuznych bakterii maji vyssi potencial Sifit prenaseny gen rezistence v bakterialnich populacich.

Dal$im nastrojem pro rozsifeni spektra hostitelskych bakterii je pritomnost dvou a vice rliznych
replikond v jedné molekule plazmidu (Funnel a Phillips, 2004). Tento problém byl pfedstaven v kapitole
6.5.8.6. Prikladem je pGS500 u klinickych izolatl K. pneumoniae obsahujici replikon alfa, ktery plazmid
fadi mezi Uzkospektré IncFll plazmidy a replikon beta pfibuzny plazmiddim IncN se Sirokym rozmezim

hostitelskych bunék (Osborn et al,, 2000). Tyto typy plazmidd jsou dokumentovany i ve spojitosti
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s antibiotickou rezistenci. Mohou vznikat fuzi dvou celych plazmidd nebo vyménou jejich ¢asti homologni
rekombinaci ( ). PFitomnost dvou i vice rdznych funkénich replikond vsak nemusi
automaticky zajistit vétsi rozmezi hostiteld. Typickym prikladem jsou IncF plazmidy, které nesou dva a
vice pribuznych F replikond (napf. FIA, FIB, FIIA, Flik atd.), Uzce vdzané na bunky enterobakterii, zejména

E. coli a K. pneumoniae (Funnel a Phillips, 2004).

6.2.8.10 Mechanizmy stabilniho udrzovani plazmidd

Plazmidy disponuji rGznymi mechanizmy pro stabilni udrzovani se v hostitelské burice. Nastroje
vysokokopiovych plazmidl se odlisuji od téch, které k preZiti pouZzivaji plazmidy s nizkym poctem kopii
na bunku. Tyto strategie zahrnuji aktivni segregacni mechanizmy, adikéni systémy nebo specifické

nastroje pro rozdélovani plazmidovych multimerd.

Segregacdni stabilita plazmidd

Jedna se o aktivni proces uplatfiovany predevsim nizkokopiovymi plazmidy, ktery zajiStuje pfeneseni
alesponi jedné kopie plazmidu do nové vzniklych dcefinych bunék pfi cytokinezi. Bez tohoto systému by
dochazelo k jejich ndhodné distribuci, coZ je v pfipadé plazmidd s jednou ¢i dvéma kopiemi na burku
spojeno s rizikem jejich ztraty pfi bunécném déleni. Tato funkce, oznacovana jako Par (,partitioning”), je

v principu totoZna se segregaci bakterialniho chromozomu (Snyder a Champness, 2007).

Bylo popsano nékolik typl Par systém, které se lisi usporadanim kédujicich gend a aminokyselinovou
sekvenci proteinl. Mezi nejrozsifenéjsi plazmidové segregacni systémy patfi ParA-ParB, SopA-SopB,
RepA-RepB, ParM-ParR a dalsi (Cerin a Hackett, 1993). Pro vSechny Par systémy je spole¢nd pritomnost
dvou plazmidové kédovanych proteinl Par a specifického vazebného mista v plazmidové sekvenci, které
funguje podobné jako centromera (Obr. 38). Jeden z Par proteind (ParB v pfipadé systému ParA-ParB
nebo SopB u systému SopA-SopB) se vaze na oba plazmidy v této specifické sekvenci (parC2/sopC) a dava
vznik plazmidovému péru. Druhy Par protein (ParA/SopA), ktery disponuje ATPazovou aktivitou, se vaze
na ParB/SopB spojujici plazmidovy par. Navic vyuziva energii uvolnénou z ATP k pohybu plazmidu
do stfedu hostitelské buriky. Polymeraci podjednotek ParA/SopA se vytvari vldkno, které postupné

oddaluje plazmidy z paru a segreguje je do dcefinych bunék (Bouet et al., 2007).
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Obr. 38: Schéma segregace plazmid( pfi bunécném déleni

Vytvoreno podle Bouet et al., 2007.

Plazmidové adikéni systémy

Plazmidy disponuji systémy, které

vyuzivaji k vlastni proliferaci smrt hostitelské

bunky, kterd ztratila plazmid. Plazmidové

adikéni systémy se skladaji ze dvou hlavnich

komponent (Obr. 39). Jedna z komponent plini

funkci toxinu a druhd predstavuje protilatku

neboli antitoxin, ktera toxin inaktivuje. Pokud

gen pro toxin — P2 J toxin I

*l cil v burice

NT £

‘ gen pro antitoxin }—-{ antitoxin ‘

Obr. 39: Schéma plazmidového adikéniho systému

Vytvoreno podle Funnel a Phillips, 2004.

bunka nese plazmid, vytvari se obé komponenty. V pfipadé ztraty plazmidu a tim i gend pro syntézu

adikéniho systému se 7adna z komponent nové nevytvafi, v burice viak pretrvava toxin a jeho antitoxin

vytvoreny pred ztratou plazmidu. Antitoxin je labilni, brzy se rozklada Gcinkem enzym a stabilnéjsi toxin

pak usmrcuje buriky bez plazmidu (Funnel a Phillips, Funnel, 2004; Rawlings, 1999).
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Adikéni systémy klasifikujeme do tfi zakladnich skupin na zakladé kroku v letaInim ucinku toxinu,
ktery je antitoxinem inhibovan, na (a) klasické proteinové systémy, (b) restrikéné modifikacni systémy a

(c) systémy regulované protismysinou RNA.

Klasické proteinové systémy (zndmé pod ndzvem systém toxin-antitoxin) jsou zalozZeny na inhibici
toxinu jeho pfimou vazbou s antitoxinem (Funnel a Phillips, 2004; Obr. 40). Jsou rozsifené na
multirezistentnich plazmidech E. coli a koliformnich bakterii nesoucich geny pro Sirokospektré beta-
-laktamazy CTX-M a dalsi klinicky vyznamné mechanizmy rezistence. Prevalentni adikéni systémy (nesené
zejména IncF plazmidy) zahrnuji CcdAB, PemKI, VagCD a RelBE (Mnif et al., 2010; Tamang et al., 2013).
Napf. toxin CcdB inhibuje podjednotku DNA gyrazy GyrA a je inaktivovan antitoxinem CcdA (Dao-Thi et
al., 2005).

Obecnou funkci restrikéné modifikacnich (RM) systémU je ochrana bunky pred cizorodou DNA
(Obr. 40). Predstavuji tak hlavni bariéru horizontédIniho toku gen( (Tock a Dryden, 2005), ale jsou rovnéz
nastrojem pro stabilni udrZzovani plazmid( v bunce. Funkci toxinu plini restrikéni enzym napadajici
specifickou sekvenci DNA na chromozomu hostitelské bakterie. Modifikacni systém, ktery chrani cilova
mista toxinu jejich metylaci, pak pUsobi jako antitoxin (Kobayashi, 2001). R-M systém EcoRll je rozsifeny
v sekvencich multirezistentnich IncN a IncF plazmidd (Carattoli et al., 2010; ;

Kayama et al., 2015; Woodford et al., 2009).

Treti typ plazmidového adikéniho systému je zaloZen na postranskripéni inhibici syntézy toxinu
prostiednictvim protismysiné RNA (Obr. 40). V pfipadé ztraty plazmidu je pak antitoxin rychle degradovén
RN&zou. Mezi zndmé systémy nesené rezistentnimi plazmidy enterobakterii patfi Hok-Sok, SrnB a PndAC
(Brouwer et al., 2014; Doumith et al., 2012; Funnel a Phillips, 2004; Yang et al., 2015). V pfipadé Hok-Sok
systém( koduje gen hok transmembranovy protein s funkci toxinu, ktery rychle vyvoldva ztratu
membranového potencidlu. Tvorba Hok toxinu je regulovdana Sok-RNA, kterd je komplementarni

k zacatku genu hok a pini tak funkci protismysiné RNA (Thisted a Gerdes, 1992).

Pro IncF plazmidy je charakteristickd pritomnost nékolika rlznych adikénich systémd na jednom
plazmidu soucasné ( ; Doumith et al., 2012; Woodford et al., 2009). Tato vlastnost
je jednim z vysvétlenijejich Uspéchu v celosvétovém siteni Sirokospektrych beta-laktamaz skupiny CTX-
M. Napfiklad na IncF plazmidech multirezistentniho epidemického klonu E. coli ST131 s produkci CTX-M-

15 bylo nalezeno az 5 rlznych adikénich systémU (Doumith et al., 2012).
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Klasicky proteinovy systém (typ A)

gen pro toxin toxin cil
ccdB CcdB DNA gyraza
gen pro antitoxin antitoxin
ccdA | CcdA I\
proteaza
Lon

Restrikéné modifikacni systém (typ B)

gen pro toxin toxin cil
gen pro restrikci restrikénienzym — specificka sekvence DNA
ecoRIR CcdB 5-GAATTC-3’
gen pro antltox!n antitoxin
gen pro modifikaci " | \,ifikagni enzym
EDAL M.EcoRI

Systém regulovany protismysinou RNA (typ C)

gen pro toxin toxin cil
hok L Hok membrana

antitoxin
antisense RNA
Sok-RNA

gen pro antitoxin
sok

M~ [Rnaz

Obr. 40: Plazmidové adikéni systémy
Vytvoreno podle Funnel a Phillips, 2004.
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Systém rozdélovani multimernich plazmidovych forem

Vysokokopiové plazmidy jsou nachylné k tvorbé dimernich az multimernich struktur v dtsledku
homologni rekombinace mezi identickymi DNA sekvencemi jednotlivych kopii plazmidl. Multimery se
snadnéji replikuji pravdépodobné v disledku pritomnosti nékolika pocatkd replikace. Tvorba téchto
struktur vsak muaze vést k problémim pfi segregaci plazmidd béhem bunécného déleni. Plazmidy
s vysokym poctem kopii nedisponuji systémem aktivni segregace jako plazmidy nizkokopiové a do bunky
se rozestupuji nahodné. Pfitomnost plazmidovych multimerd, které jsou rozpozndvany pri segregaci jako
jeden plazmid, je spojena s rizikem, ze se do jedné z dcefinych bunék nedostane zadna kopie plazmidu
(Snyder a Champness, 2007). Plazmidy vsak vyuZzivaji rizné mistné specifické rekombinacni systémy, které
tyto multimerni formy rozdéluji. Mezi nejlépe charakterizované patfi cer-XerC,D popsany u ColE1l
plazmidd. Resolvaza XerCD kédovana chromozomem hostitelské buriky rozpoznéava oblast plazmidu cer

a mistné specifickou rekombinaci prevadi dimerni struktury zpét na monomery (Crozat et al., 2014).

6.2.8.11 Funkce kédované plazmidy

Kromé genetické informace pro zakladni funkce plazmidd jakymi jsou replikace, stabilni udrzovani
se v bunce a horizontalni prenos, plazmidy koduji rizné funkce, které davaji hostitelské bunce selekéni
vyhodu. Hraji ulohu v patogenezi, poskytuji determinanty rezistence k Siroké paleté antimikrobidlnich
latek, dezinfekénich pripravkd a tézkych kovl nebo koduji enzymy degradujici organické polutanty. Jeden
plazmid mlzZe nést soucasné geny pro nékolik vyse uvedenych funkci (Obr. 41). V nasledujicich odstavcich
jsou tyto plazmidy prenasené funkce gramnegativnich bakterii bliZze pfedstaveny. Pozornost se soustiedi
zejména na sdruzeni pridatnych funkci s geny rezistence k antibiotikim nesené plazmidy. Prvni kapitola
vénovana jedné z klinicky nejvyznamnéjsich funkci plazmidd, rezistenci k antibiotiklim, je pouze stru¢nym
uvodem do problému. Plazmidy odpovédné za Siteni rezistence ke klinicky vyznamnym antibiotiklim

(na prikladu Siteni Sirokospektrych beta-laktamaz) budou blize popsany v kapitole 7.10.3.

Rezistence k antibiotikim

Plazmidy poskytuji hostitelské burce schopnost odolavat inhibi¢nimu Gcinku prakticky vsech
skupin antimikrobidlnich latek. Mezi nejcastéjsi mechanizmy asociované s plazmidy patfi rezistence
k beta-laktamdm, tetracyklindm, sulfonamidlm, aminoglykoziddm, amfenikoldm, makrolidim,
trimetoprimu a chinolondm. Tomuto tématu se podrobné vénuje recentni publikace A. Carattoli

(Carattoli, 2009).
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Obr. 41. Klebsiella pneumoniae ST416 nesouci IncFllx plazmidy sdruzené s rezistenci k Sesti antibiotickym skupinam a dalsimi pfidatnymi funkcemi

Kmen K. pneumoniae ST416 produkujici CTX-M-15 byl izolovan z pacientl na Klinice détské onkologie ve Fakultni nemocnici Brno (Dolejska et al., 2012%?). U kmene byla stanovena kompletni
sekvence plazmidd technikou nové generace sekvenovani s cilem charakterizovat kontext genu blacrxv-1s a identifikovat dalsi pridatné faktory, které se mohly podilet na Sifeni a udrzovani
kmene v nemocni¢nim prostredi (Dolejska et al., 2013a'7). Kmen obsahoval dva IncFll plazmidy, pKDO1 (127 508 bp; GenBank JX424423) a pKPN-CZ (207 819 bp; JX424424). Oba plazmidy
byly multireplikonové a vykazovaly drobné odlisnosti v sekvenci genu copA kodujici Fllx replikon. pKDO1 nesl replikon Fllx sekvenéni varianty 7 (Fll;) a dale replikon naleZici do Rep-3 rodiny.
Vétsi plazmid pKPN-CZ obsahoval replikon FIBx a déle Fllx sekvencni varianty 8 (Flls). Plazmid pKDO1 byl spojen s antibiotickou rezistenci. Obsahoval oblast multirezistence o velikosti 40 kb
(detail Sedé oblasti) s geny rezistence k Sesti antibiotickym skupinam zahrnujici beta-laktamy (blacrxm-1s, blarem-1, blaoxa1), fluorochinolony (gnrB1, aac(6’)-Ib-cr), tetracykliny [tet(A)],
aminoglykozidy [aac(3°)-11, strAB, aac(6°)-Ib-cr], sulfonamidy (su/2) a trimetoprim (dfrA14). Na plazmidu pKPN-CZ byly identifikovény rizné geny kédujici pridatné funkce, které se mohly podilet
na virulenci a perzistenci studovaného kmene (detail cervené oblasti). Jednalo se o geny pro produkci biofilmu, geny zajistujici rezistenci k vysokym teplotam, odolnost k tézkym kovim a sady
gen( kodujici potencidini virulencni faktory (napriklad systém pro prijem Zelezitych iontl). Vyse popsané variabilni oblasti obou plazmidd byly vnoreny do kostry plazmidd v okoli genl pro
replikaci (zelena oblast). Konzervativni oblast obou plazmidd dale obsahovala sadu gent pro konjugativni prenos (Tra; Zlutd) a stabilni udrzovani plazmidu (modra).



Rezistentni plazmidy dosahuji obvykle velikosti > 20 kb, nesou nastroje pro stabilni udrzovani se
v hostitelské burice (popsané vyse v kap. 6.5.8.8) a obvykle disponuji schopnosti konjugativniho pfenosu
mezi burikami. Zaclefiovani genl neni ndhodné a probiha v charakteristickych cilovych mistech plazmidu.
Oblast, kterd jiz nese néjaky gen rezistence, je pak nachylnéjsi k dalS$im genetickym pfestavbam. Geny
rezistence jsou na plazmidech pfitomné v multirezistentni oblasti oznacované jako MRR oblast
(,multidrug resistance region”) vnorené do zédkladni kostry plazmidu. Tato oblast je vysoce plastickd a
vykazuje mozaikovy charakter (Obr. 42). Diky tomuto usporadani pak rezistentni plazmid mUze burce
poskytnout fenotyp rezistence k rliznym antibiotickym skupindm soucasné. Geny pro rezistence nesené
plazmidy tvofi soucast jinych mobilnich elementd (transpozon(, integrond) nebo se nachazi v blizkosti
inzerénich sekvenci. Tato organizace zajistuje v hostitelské bufice jejich pfemistovani na jiné misto v ramci

téze molekuly plazmidu ptipadné i mobilizaci mezi riznymi genofory (Norman et al., 2009).

Rezistentni plazmidy enterobakterii nalezi do rliznych Inc skupin. Byla popsédna spojitost mezi Inc
skupinou a genem rezistence. Napfiklad plazmidy skupin IncF, IncA/C, IncL/M, IncN a Incll se vyznamné
podili na siteni beta-laktamaz CTX-M a CMY-2 (Carattoli, 2009, 2013). Tyto skupiny plazmidd v kontextu

Sireni klinicky vyznamnych mechanizm rezistence budou popsany v kapitole 7.10.3.

Rezistence ke kovlim a biocidiim

JelikoZ se tézké kovy v prostfedi nachazi pfirozené, je také rezistence bakterii k témto Iatkdm
velice béZna (Datta a Hughes, 1983). Mista ovlivnéna ¢lovékem (nemocnice, nemocnicni i primyslové
odpadni vody, zemédélska plda, téZebni oblasti) obsahuji zvysené podily bakterii s touto rezistenci
(Altimira et al., 2012; Bharagava et al., 2014; Heck et al., 2015; Mourao et al., 2015; Nakahara et al., 1977;
Sutterlin et al., 2014; Xiao et al., 2013).

AntimikrobidIni aktivity nékterych kov( je vyuzivdno napfiklad v dezinfekénich pfripravcich
v nemocnicich nebo pfi Upravé vody. V soucasnosti nachazi tézké kovy také uplatnéni v lékarstvi
pfi pfipravé nanocastic, které se vyznacuji zvySenou antibakteridlni aktivitou a snadnou distribuci
v lidském organizmu (Silver, 2003; Silver a Phung, 2005). Rezistence k témto latkdm mUzZe tedy vyznamné
komplikovat prevenci a terapii infekénich onemocnéni. Toxickému Gcinku kovi se bakterie brani riznymi
mechanizmy zahrnujici aktivni od¢erpdavani kovu, jeho enzymatickou modifikaci nebo tvorbu protein(
vazajicich kov. Tato rezistence je obvykle kédovana geny ve formé operon(l nesenych velkymi (100-300
kb) plazmidy rlznych Inc skupin. Na plazmidech byly nalezeny geny pro rezistenci ke stfibru, arsenu,

kadmiu, kobaltu, chromu, médi, rtuti, niklu, olovu, teluru nebo zinku.
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Obr. 42: Organizace MRR oblasti plazmidu pEQ1 a jeji srovnani s pfibuznymi oblastmi jinych plazmid(
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Plazmid pEQ1 (GenBank KF362121) byl identifikovén u izolatd E. coli z koni hospitalizovanych na Klinice chorob koni, VFU Brno. NaleZzel do skupiny

IncHI1 a nesl multirezistentni oblast s geny rezistence k Sesti skupinam antibiotik (geny rezistence vyznaceny barevné, orientace genu oznacena Sipkou) zahrnujici beta-laktamy (blacryw-

1), tetracykliny [tet(A)], aminoglykozidy [aphAla, aac(3°)-1ld, strAB), sulfonamidy (sul2), makrolidy [mph(A)] a amfenikoly (catA1) a operon mer pro rezistenci ke rtuti jako souc¢dst ATn21. Geny
Multirezistentni oblasti

s rGznou mirou sekvenéni homologie byly identifikovany na pribuznych IncHI1 plazmidech pO111_1 z E. coli 0111 (AL010961) a pHCM1 ze Salmonella Typhi (AL513383). Silna Seda cara v
sekvenci plazmidt pO111_1 a pHCM1 znaci > 99 % podobnost s multirezistentni oblasti pEQ1.

rezistence byly v této oblasti neseny rznymi rodinami transpozonl (hranice transpozonu vyznacena ¢arou) a sdruzeny s inzerénimi sekvencemi (Sedé Ctverce).



Rezistence ke kovim byva Casto sdruzena s odolnosti vici antibiotikim (Silver, 2003; Silver a
Phung, 2005). Prikladem je multirezistentni epidemicky klon K. pneumoniae ST258 odpovédny za Sifeni
karbapenemazy KPC-3. Tento klon nese plazmid ze skupiny IncFllx a zdroveri genové klastery
pcoABCDRSE, arsRDABC a silPABCRSE pro rezistenci k médi, arsenu a stribru (Garcia-Fernandez et al,,

2012). Pfibuzny IncFllx plazmid byl také popsan v Ceské republice u klinickych izolat& K. pneumoniae

s produkci CTX-M-15 ( ). Také plazmidy odpoveédné za celosvétové Sifeni
karbapenemazy NDM-1 nesou geny rezistence k nékolika tézkym kovim ( ; Huang
et al., 2013).

Jeden z nejCastéjSich transpozonl asociovany s rezistentnimi plazmidy je Tn21. Predstavuje
vysoce Uspésny transpozon s pandemickym rozsifenim u klinickych i komenzélnich izolatd z ¢lovéka,
zvirat i prostfedi. Tn21 obsahuje ve své sekvenci mer operon pro rezistenci ke rtuti a integrony tfidy 1
s genovymi kazetami pro odolnost k rdznym antibiotikim (Hobman et al., 2002; Liebert et al., 1999).
Operon mer je obvykle pfitomny na plazmidech kddujicich geny pro karbapenemadzy a ESBL (Chen et al.,
2009; ; Fernandez-Alarcon et al., 2011; ;

a,b’).

Rezistence k biocidlim je nejcastéji podminéna transportnimi systémy vazanymi na chromnozom.
Jedinou prevalen¢ni determinantou ve formé genové kazety na konjugativnich plazmidech je gacE1 (nebo
jeji deletovana forma gacEA1). Poskytuje rezistenci ke kvartérnim amoniovym slouc¢eninam. Jako soucast

integronll se nachazi na multirezistentnich plazmidech ve spojitosti s rezistenci k sulfonamidim,

aminoglykoziddm a beta-laktamm (Bean et al., 2009; Pal et al., 2015; Pastrana-Carrasco et al., 2012).

Virulence

Virulencni faktory usnadniuji prezivani bakterie v hostitelském organizmu. Zajistuji adhezi a invazi
v téle hostitele nebo interferuji s jeho imunitnim systémem. Geny pro virulenc¢ni faktory mohou byt
neseny chromozomem nebo plazmidy. Virulentni plazmidy jsou popisovédny zejména ve spojitosti
s patogennimi kmeny E. coli. Jednda se o velké nizkokopiové plazmidy obvykle nélezZici do skupiny IncF
(Johnson a Nolan, 2009). Bylo prokazano, ze vétsina humannich kmend ETEC nese na plazmidech geny
kodujici kolonizacni faktory (Gaastra a Svennerholm, 1996; Turner et al., 2006). Prekvapivé vysledky
pfinesla také studie, kterd zdokumentovala, Ze vétsina izolatl E. coli 0157:H7 nesla virulentni plazmid

p0O157 (Burland et al., 1998).

Vedle virulence mohou plazmidy kdédovat dalsi dualezité vlastnosti vietné rezistence
k antibiotikim. Vyznamné skupiny plazmid(, které spojuji tyto dvé funkce, nalezi do skupin IncF a Incl1.

Véechny dosud popsané Incl1 plazmidy nesou geny pro pily ¢tvrtého typu, ktery napomaha adhezi a invazi
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kment STEC (Johnson a Nolan, 2009). Mimo jiné je pro né charakteristickd asociace s rezistenci
k antibiotikim vcetné produkce ESBL (Carattoli, 2009). Multirezistentni IncF plazmidy klinickych izolat(
K. pneumoniae nesou virulenéni faktory, napf. systém ziskdvani Zeleza nebo TraT protein udavajici
rezistenci k séru a snizujici fagycytézu makrofagy ( ; Garcia-Fernandez et al., 2012).
U salmonel byl popsan rezistentni plazmid pSLF (IncF) nesouci vysoce konzervativni lokus sovRABCD, ktery
umoznuje salmoneldm pronikat do bunék hostitele pfi extraintestinalni fazi infekce a prezivat uvnitf

makrofagl (Rodicio et al., 2011).

Dalsi plazmidy kédovanou funkci, kterd mUze hrat Ulohu v patogenezi, predstavuje tvorba
biofilmu. Bakterie produkujici biofilm ulpivaji na nejriznéjsich povrsich, jsou spojené s dlouhodobou
perzistenci bakterie a jeji zvySenou odolnosti k inhibi¢nimu Gcinku antibiotik. Doposud bylo popsano
pouze nékolik rezistentnich plazmidd s geny pro tvorbu biofilmu, napfiklad pOLA52 u E. coli nebo

pKPN-CZ u K. pneumoniae ( ; Norman et al., 2008).

Vyse uvedené priklady podtrhuji vyznamnou spojitost mezi plazmidy determinovanou virulenci a
rezistenci k antibiotikim. Selekéni tlak spojeny s pouzivanim antibiotik tak mize nepfimo selektovat
virulencni faktory. Zaroven castd lokalizace gen( virulence na rezistentnich konjugativnich plazmidech je

spojena s rizikem dals$iho Siteni patogenniho potencidlu v bakteridlnich populacich.

Produkce bakteriocin

Bakteriociny jsou antimikrobidlni proteiny s baktericidni aktivitou, které se vyznamné podili
na udrzovani mikrobialni diverzity. Na rozdil od antibiotik plsobi proti Uzkému rozmezi cilovych bakterii,
obvykle proti druhtm pribuznym produkénim kmenlm. Kmen produkujici bakteriocin musi zaroven tvofit
protein, ktery zajistuje ochranu pfed viastnim poskozenim buriky. Kmeny E. coli jsou béZznymi producenty

bakteriociny, jejichZ tvorba je spojena s pfitomnosti Col plazmid( (Jeziorowski a Gordon, 2007).

Prvnim popsanym kolicinem byl ColE1 neseny mobilizovatelnymi ColE1 plazmidy (Dougan et al.,
1978). Dalsi skupinu plazmid{ nesoucich geny pro bakteriociny predstavuji konjugativni ColV plazmidy
skupiny IncF. Obsahuji gen pro produkci mikrocinu V a jsou rozsifené u extraintestinalné patogennich
kmenl APEC a UPEC (Jeziorowski a Gordon, 2007). Na téchto plazmidech jsou asociovany s rezistenci
k antibiotiklim a virulenci (Johnson a Nolan, 2009; Johnson et al., 2004). Dalsi typy bakteriocind, koliciny
B a M, byly nalezeny ve spojitosti s rezistentnimi IncF plazmidy kmen0 E. coli produkujici CTX-M-15
nebo SHV-12 ( ; Smet et al., 2010b). Geny pro tvorbu kolicinu Ib spolu s geny
pro beta-laktamazy CTX-M-1 nebo CMY-2 byly popsany také na Incl1 plazmidech (Lin et al., 2015; Wang
etal., 2014; Zurfluh et al., 2014).
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Dalsi funkce nesené plazmidy

Nékteré plazmidy nesou geny propujcujici bakteriim schopnost biologicky degradovat organické
slouceniny, které se bézné v pfirodé nevyskytuji. Jsou zndmé pod terminem degradativni plazmidy. Kéduji
¢ast prislusné degradacni drahy pro utilizaci kafru, toluenu, naftalenu, n-alkan(, polyaromatickych
uhlovodikd, bifenylu, pesticidd a dalSich organickych ldtek. Obvykle se jednd o veliké konjugativni
plazmidy ze skupiny inkompatibility P u Pseudomonas spp. (Funnel a Phillips, 2004). Nachazi praktické

vyuZziti pfi bioremediacich.

Dalsi skupinu plazmidd sdruzenou s pridatnymi funkcemi predstavuji symbiotické megaplazmidy.

Byly popsany u padnich rhizobii a nesou geny pro symbiotickou fixaci dusiku (Ding a Hynes, 2009).

Na rezistentnich plazmidech byly také nalezeny geny pro rezistenci k vysokym teplotam.
U klinickych kmenl K. pneumoniae byl popsan gen clpK na multirezistentnich IncF plazmidech, jehoz
produkt udili hostitelskym burikdm schopnost odoldvat vysoké teploté (Bojer et al., 2010;

; Garcia--Fernandez et al, 2012). Tato funkce by mohla ovliviiovat perzistenci kmen(

v nemocni¢nim prostredi.

Neddvno byly popsany rezistentni konjugativni plazmidy nesouci fos operon pro metabolizmus
kratkych fruktooligosacharidd ( ). Jednalo se o prvni studii, kterd zdokumentovala
sdruzeni genl pro antimikrobidlni rezistenci s geny pro metabolizmus cukrl. Tyto plazmidy byly
identifikovany u kmenU E. coli z koni a jejich prostredi ( ). Struktura fos operonu a
misto integrace do plazmidu jsou predstaveny na Obr. 43. Fruktooligosacharidy jsou béiné
metabolizovany mlécnymi bakteriemi, zatimco kmeny E. coli je nejsou schopny za normalnich okolnosti
vyuzivat (Obr. 44). JelikoZ tato skupina sacharidl predstavuje vyznamnou slozku rostlinné potravy koni,
kmeny E. coli schopné tyto cukry vyuZivat jako pfidatny zdroj energie pravdépodobné ziskavaji urlitou

selekéni vyhodu ve stfevnim traktu koni.

Plazmidy, které nenesou pridatné geny a neméni tak fenotyp bakteridlniho hostitele, se oznacuji
jako plazmidy kryptické. Pri studium potencidlnich novych funkci nesenych plazmidy nachazi uplatnéni

funkéni genomika (Jorgensen et al., 2015).
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Obr. 43: Struktura variabilni oblasti plazmidu pEQ1 s fos operonem pro metabolizmus kratkych
fruktooligosacharidl a jeji srovnani s pribuznymi sekvencemi

Vytvoreno podle Dolejska et al., 2014%*, Operon fos je tvofen sedmi geny vyznaéenymi zelenymi Sipkami, které uréuji
smér transkripce. Sedé Sipky oznacuji mobilni genetické elementy (inzeréni sekvence a transpozony). Operony fos s
vysokou sekvencni homologii (93-99,7 %) ale s odlisnym genetickym kontextem byly identifikovany na chromozomu E. coli
a E. cloacae. Misto integrace operonu se v ramci téchto sekvenci rézni. V pfipadé pEQ1 plazmidu byl operon soucasti
kompozitniho transpozonu ohrani¢eného dvéma inzer¢nimi sekvencemi 1S903. V této podobé byl operon vnofen
do transpozi¢ni jednotky v konzervované oblasti plazmidu (oranzova oblast) mezi geny orfX a orfY. Transpozice jednotky
byla spojena duplikaci cilové sekvence (Cervené obdélniky) o velikosti 5 bp ohranicujici transpozon na obou stranach.

Obr. 44: RUst bunék E. coli nesoucich plazmid

0.30 pEQ1 s fos operonem v pritomnosti kratkych
fruktooligosacharid(
0.25
Pfevzato z Dolejska et al., 2014%. scFOS je smés
kratkych  fruktooligosacharidd. Rdst bunék byl
020 sledovan v minimainim médiu s pridavkem vyse
uvedenych cukrd.
0.15
0.10 " E. coli Top10 + pEQ1 (5 nM kestdza)
~ E. coliTop10 + pEQ1 (5 nM nystdza)
" E.coliTop10 + pEQ1 (smés scFOS, 0,2 %)
0.05 “7" E. coli Top10 (5 nM kestdza)
""" E. coli Top10 (5 nM nystdza)
“ " E.coliTop10 (smés scFOS, 0,2 %)
0
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NarUstajici rezistence zastupcl Celedi Enterobacteriaceae k cefalosporindm spojena s produkci
beta-laktamadz se Sirokym spektrem ucinku (ESBL, AmpC) pfedstavuje rostouci klinicky problém humanni
i veterindrni mediciny. Tyto enzymy jsou popisovany u komenzalnich i patogennich druh( a vyznacuji se
kosmopolitnim rozsifenim. Bakterie produkujici ESBL jsou identifikovany z pfipadd komunitnich i
nozokomialnich infekci, jsou izolovany z traviciho traktu potravinovych zvifat a nalézdme je rovnéz
v prostfedi a u zvifat volné Zijicich. Pro producenty ESBL je navic charakteristické sdruZeni s rezistenci
k dalsim antibiotikiim, ¢imz je podporovano jejich udrzovani v bakteridlnich populacich selekénim tlakem
antibiotik z rznych funkcnich trid.

V soucasné epidemiologii ESBL je sklorfiovana zejména beta-laktamaza CTX-M, jejiz Sireni je
pfirovnavano ke svétové epidemii ¢i pandemii. Geny kédujici CTX-M se sdruzuji s inzerénimi sekvencemi,
integrony a transpozony, které se podili na expresi genu, jeho Sifeni a na vytvareni vyhodnéjsich
kombinaci s dal$imi genetickymi platformami. V této podobé se geny blacrx-m zacleniuji do komplexnéjsich
genetickych stuktur zahrnujicich zejména plazmidy rlznych inkompatibilnich skupin a specifické
bakteridIni klony, které podporuji jejich Siteni. Na plazmidech jsou geny pro CTX-M sdruzeny s dalSimi
klinicky ~ vyznamnymi  mechanizmy, napfiklad AmpC beta-laktamazami, karbapenemadazami,
aminoglykozidovymi metyldzami a PMQR. Sifeni Usp&inych klond (zejména E. coli a K. pneumoniae) a
mobilnich genetickych elementd utvari dnesni epidemiologii CTX-M.

Nasledujici kapitoly jsou zaméfeny na vyde uvedené aspekty $iteni ESBL. Uvodni kapitoly blize
charakterizuji beta-laktamazu CTX-M, vysvétluji jeji plvod a vénuji se faktordm, které ovliviuji jeji
Uspésné sireni. Dalsi kapitoly, které obsahuji fadu pUvodnich praci autora, prinasi strucné informace
k soucasné epidemiologii producentl ESBL u ¢lovéka, zvifat a v prostfedi. Posledni kapitoly jsou pak

vénovany MGE v Sifeni beta-laktaméaz s ddrazem na enzymy rodiny CTX-M.

7.1 Charakteristika beta-laktamaz CTX-M

V poslednich dvaceti letech pozoroval svét zadsadni zménu v epidemiologii producent(
Sirokospektrych beta-laktamdz. Do konce 90. let dominovaly v Evropé mezi ESBL beta-laktamdazy TEM a
SHV, zatimco producenti CTX-M tvofili minoritni podil. Mezi nejcastéjsi producenty ESBL patfily
nemocnic¢ni kmeny K. pneumoniae s SHV-2 nebo SHV-5 (Gniadkowski et al., 1998). V roce 1989 byly
soucasné v Japonsku, Evropé a Severni Americe popsany pripady klinickych izolatl produkujicich CTX-M
(Bauernfeind et al., 1992; Bauernfeind et al., 1990; Matsumoto et al., 1988). BEhem nasledujicich let se
CTX-M enzymy rychle rozsitily po celém svété a nahradily drive frekventované skupiny TEM a SHV.
Z pocatku byly popisovany predevsim u nemocnicnich kmen( K. pneumoniae, pozdéji doslo k jejich Sifeni
v populaci E. coli (Pitout et al., 2005). Postupné zacaly pronikat do zdravé populace ¢lovéka, k farmovym

zvifatlm a také do prostredi. Zménu epidemiologie ndzorné dokumentuji dlouholeté lokaIni studie z Italie
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a Rakouska (Brigante et al., 2005; Eisner et al., 2006). Prevalence CTX-M beta-laktamdaz mezi ESBL
producenty byla v letech 1998-1999 velmi nizkd (0-12,5 %), béhem péti let vSak mnohonasobné vzrostla
na 38-85 %. Podobna Cisla dokumentuje USA, kde béhem let 2000-2005 doslo k rapidnimu nardstu
kmenU produkujicich CTX-M z 25 % na 90 % (Lewis et al., 2007).

V soucasné dobé je jejich rozsifeni kosmopolitni a ma rostouci charakter. CTX-M predstavuji

nejbéznéjsi ESBL u bakterii plvodem z Clovéka, zvifat i prostfedi. Nachazi se zejména u E. coli,
K. pneumoniae, Salmonella Typhimurium, ale i u jinych zastupcl Celedi Enterobacteriaceae. Distribuci
jednotlivych typ( cefalosporindz (ESBL a AmpC) v populace izoldtl E. coli z ¢lovéka, zvirat chovanych
ze zaliby (psi, kocky, koné) a vybranych skupin potravinovych zvifat v Evropé dokumentuje Obr. 45.

Distribuci jednotlivych variant CTX-M enzym v rlznych komoditach se pak blize vénuji kapitoly 7.4-7.8.

Clovék zvifata chovand ze zaliby

CTX-M-14
B CTX-M-15
B CcTX-m-8
B CTX-M-G1
B CTx-m-Go
B Jiné CTX-M
B TEM-52

[ Jiné TEM
B CTX-M-55
drdbe? skot a prasata W SHv-12
B Jiné SHY
B Jiné AmpC
B cTX-m-1
CTX-M-2
B CcTX-mM-9
W cvy-2

Obr. 45: Distribuce jednotlivych skupin cefalosporinaz (ESBL a AmpC) u E. coli huménniho i
veterinarniho plvodu v Evropé

Vytvoreno podle Ewers et al., 2012. CTX-M-G1 a CTX-G9 znaci enzymy podskupin 1 a 9 bez presného uréeni sekvenéni
varianty.
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Nazev CTX-M pochdzi ze schopnosti téchto enzymU Ucinnéji degradovat cefotaxim v porovnani
s ceftazidimem, ¢imz se odliSuji od ESBL typu SHV a TEM. Enzymy CTX-M ndélezi do molekuldrni tridy A
serinovych beta-laktamaz a vyznacuji se vysokou heterogenitou (D'Andrea et al., 2013). Ttidime je do
Sesti zakladnich podskupin: 1, 2, 8, 9, 25 a KLU, které se mezi sebou lisi v aminokyselinové sekvenci > 10 %
(Obr. 46). Cislo podskupiny predstavuje archetypalni enzym dané skupiny (napf. CTX-M-1
pro skupinu 1, CTX-M-2 pro skupinu 2 atd.). Variabilita v ramci skupiny je naopak nizkd a dosahuje
maximalné 5 %. Bylo rovnéz popsano nékolik hybridnich struktur CTX-M beta-laktamadz, které vykazuji
charakteristiky dvou rlznych skupin. Prikladem jsou CTX-M-64, CTX-M-123 a CTX-132, které predstavuji
hybridni varianty CTX-M-14 a CTX-M-15 a vznikly pravdépodobné v dlsledku rekombinace geny téchto
dvou beta-laktamaz (D'Andrea et al., 2013; He et al., 2013; Liu et al., 2015).

Obr. 46: Fylogeneticky strom CTX-M
beta-laktamaz

Vytvoreno podle Zhao a Hu, 2013. Délka
vétve  koresponduje s poltem  zmén
v aminokyselinové sekvenci. Méfritka
s oznacenim 0,05 a 0,05 predstavuji miru
----- odlisnosti aminokyselinové sekvence, tj. 5 %
respektive 0,5 %.
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Nejvice CTX-M-variant obsahuji podskupiny 1 a 9 a zaroven predstavuji nejrozsitrenéjsi ESBL
(D’Andrea et al. 2013). V soucasnosti mezi zastupci Celedi Enterobacteriaceae dominuji varianty

CTX-M-14 a CTX-M-15, dale také CTX-M-2, CTX-M-3 a CTX-M-1 (Canton et al., 2012b; Zhao a Hu, 2013).

Jednotlivé sekvencni varianty se mohou lisit riznou mirou aktivity k cefalosporinim. Napfriklad
CTX-M-15 a CTX-M-32 se lisi od CTX-M-1 a CTX-M-3 substituci Asp240->Gly, diky které maji
mnohonasobné vyssi schopnost hydrolyzy ceftazidimu (Cartelle et al., 2004; Poirel et al., 2002a). Recentni
studie Spanélskych autor( se vénovala evoluci CTX-M podskupiny 1 (Novais et al., 2010). Ve své praci
dokumentuji Ulohu selekéniho tlaku cefalosporinl (ceftazidimu a cefotaximu) v rychlé diverzifikaci
enzymu CTX-M-3. Antibiotika tedy nehraji pouze Ulohu v selekci bakterii nesoucich determinanty

rezistence, ale predstavuji také vyznamny faktor v evoluci rezistentnich variant.

7.2 Pivod CTX-M

Jako zdroj genu blacrx-m u klinicky vyznamnych bakterii byl identifikovan chromozom Kluyvera spp.
(Obr. 47). Kluyvera spp. nalezi do Celedi Enterobacteriaceae, vyskytuje se predevsim v prostredi a vykazuje
omezenou patogenitu pro ¢lovéka a zvifata (Farmer et al., 1981). Byla izolovana jako minoritni soucast
bézné stfevni mikroflory ¢lovéka, kde plni funkci saprofyta ¢i oportunniho patogena a dokumentovéna z

pripadud infekci mocovych cest a mékkych tkani (Sarria et al., 2001).

Beta-laktamdzy podskupiny CTX-M-1 jsou vysoce homologické s enzymem KLUC-1
identifikovanym u Kluyvera cryocrescens (Decousser et al., 2001). Podobné souvislosti byly nalezeny
v pfipadé dalsich podskupin CTX-M. Enzymy podskupiny 1 a 2 vykazuji vysokou miru podobnosti
aminokyselinové sekvence s chromozomalnimi cefotaximazami Kluyvera ascorbata (Humeniuk et al.,
2002; Rodriguez et al., 2004). Ziskané CTX-M beta-laktamazy podskupin 8, 9 a 25 jsou pfibuzné enzymim
popsanym u Kluyvera georgiana (Margarita Rodriguez et al., 2010; Olson et al., 2005; Poirel et al., 2002b).
Jednotlivé podskupiny CTX-M enzym( maji pravdépodobné svij plvod u rdznych druhd rodu Kluyvera.
Variabilita v ramci skupiny je pak dédna mikroevoluci genu po jeho pfenosu k sekundarnimu hostiteli
v dUsledku selekéniho tlaku cefalosporini (D'Andrea et al., 2013). Na mobilizaci gen( pro CTX-M beta-
-laktamazy z pfirozenych rezervoar( ke klinicky vyznamnym bakteriim se pravdépodobné podilely

inzeréni sekvence, zejména ISEcpl. Proces mobilizace genl blacrx-m bude vysvétlen v kapitole 7.10.1.
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Druh K. ascorbata K. georgiana K. cryocrescens

Vrozena cefotaximaza c-CTX-M-78

Identita 96.2%

Ziskana cefotaximéza CTX-M-39

Podskupina CTX-M 2 ‘ | 1 ‘ 9 | 8 H 25 ‘ 1 ‘ KLU ‘

Obr. 47: Vrozené cefotaximazy Kluyvera spp. jako zdroje beta-laktamaz rodiny CTX-M

Vytvoreno podle Zhao a Hu, 2013. Pfibuznost vrozenych cefalosporindz Kluyvera spp. a ziskanych CTX-M beta-laktamdz
Enterobacteriaceae je stanovena na zdkladé aminokyselinové sekvence enzymu a podobnosti okolnich sekvenci
sdruzenych s genem pro cefalosporinazu. Predpona ,,c”“ pred nazvem nékterych vrozenych cefalosporinaz Kluyvera spp.
znaci jejich lokalizaci na chromozomu. Ziskana cefalosporindza pKLUC-2 vykazujici 100 % sekvenéni homologii s vrozenou
cefalosporinazou KLUC-2 z K. cryocrescens, byla popsana na plazmidu u klinického izoldtu Enterobacter cloacae.

.7

7.3 Faktory ovliviujici Siteni CTX-M

Soucasna epidemiologie beta-laktamazy CTX-M je prikladem rychlého a globalniho sifenf klinicky
vyznamného mechanizmu rezistence fizené plazmidy. Dlvod pozoruhodného Uspéchu této skupiny beta-
-laktamaz nebyl zcela objasnén. Pravdépodobné se jedna o souhru nékolika faktord zahrnujici pfitomnost
genu blacrxm na vysoce konjugativnich plazmidech, nizké energetické néaroky pro bakteriadlni buriku
potfebné pro expresi blacrxm genu a pritomnost pribuznych genetickych elementl u bakteridlnich
hostiteld umoZnujici vyménu genl napf. rekombinaci. DalSim faktorem v jejich expanzivnim Sifeni je
vazba na Uspésné klony bakterii (Canton a Coque, 2006; D'Andrea et al., 2013; Rogers et al., 2011;
Rossolini et al., 2008; Woodford et al., 2011). Mobilnim genetickym elementdm a epidemickym klonlm
v §ifeni ESBL vCetné CTX-M budou blize vénovat kapitoly 7.9 a 7.10. Producenti CTX-M obvykle vykazuiji
rezistenci k dalSim antibiotikdm zahrnujici zejména aminoglykozidy, fluorochinolony, tetracykliny a
sulfonamidy. Kromé cefalosporinl se na jejich selekci mohou podilet i antibiotika z jinych funkénich trid

(Canton a Ruiz-Garbajosa, 2011).

Bylo identifikovano nékolik rizikovych faktord kolonizace nebo infekce bakteriemi s produkci
ESBL. Zahrnuji predevsim terapii cefalosporiny (pfipadné i dalsimi antibiotiky), hospitalizaci v nemocnici,
pobyt v [é¢ebné dlouhodobé nemocnych, cestovani do oblasti s endemickych vyskytem ESBL, chirurgické
zakroky atd. (Laupland et al., 2008a; Laupland et al., 2008b; Lytsy et al., 2008). V pripadé potravinovych

zvirat jsou vyznamnymi faktory profylaktické pouziti cefalosporin(, vlastni charakter produkce,
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preplnénost prostor chovu a stim souvisejici hygienické podminky a dalsi ;

Hammerum et al., 2014; Hering et al., 2014).

7.4 Rozsifeni ESBL u humannich izolatu

V poslednim desetileti je pozorovan vyznamny ndrdst prevalence enterobakterii rezistentnich
k cefalosporinim u hospitalizovanych pacientl a v komunité. Tento trend se tyka celého svéta véetné
Evropy a zahrnuje patogenni i komenzalni bakteridlni druhy. Z dlvodu klinické zavainosti tohoto
mechanizmu rezistence se monitoringem vyskytu producent ESBL zabyvaji programy na lokalni, narodni
i mezinarodnich Urovni. V Evropé se jedna predevsim o integrovany systém EARS-Net (Antimicrobial
resistance interactive database), ktery v soucasné dobé koordinuje ECDC (European Centre for Disease
and Prevention Control), a do néhoz je zapojena i Ceska Republika (http://ecdc.europa.eu/). V porovnani
s Evropou je prevalence producentl ESBL v Jizni Americe a Asii vy$si, naopak Severni Amerika
dokumentuje dlouhodobé nizsi vyskyt. Zaroven v ramci Evropy jsou pozorovany znacné geografické

odlisSnosti.

Pro soucasnou epidemiologii ESBL u humannich izoladtl v Evropé je charakteristickd obecna
dominance beta-laktamdazy CTX-M-15. Nicméné v nékterych zemich prevladaji jiné typy CTX-M, napf.
CTX-M-14 a CTX-M-9 ve Spanélsku a Portugalsku nebo CTX-M-1v [taliia Francii (Smet et al., 2010a).
Beta-laktamdaza CTX-M-15 prevaZuje také u klinickych izolatll enterobakterii v Ceské republice
(Cekanova et al, 2009; Micenkova et al., 2014; Papagiannitsis et al., 2015b). Tato varianta rovnéz
dominovala u izolatl celedi Enterobacteriaceae (zejména K. pneumoniae) s produkci ESBL v rektdlnich
vytérech kolonizovanych pacientl hospitalizovanych na Klinice détské onkologie (Obr. 48;

). U vétsiny izolatl byl gen blacrx-m-15s prokdzan na pribuznych IncFllk plazmidech, které mohly hrat
vyznamnou Ulohu v &ifeni ESBL mezi bakteriemi na sledovaném oddéleni. Uspéch této beta-
-laktamazy dokumentuje také Spanélskd studie (Diaz et al, 2010). V ramci narodni surveillance
nebyla beta-laktamaza CTX-M-15 ve sbirce ESBL izolatl z roku 2000 prokazana. V opakovaném vysSetreni
v roce 2006 se stala vsak tfeti nejcastéjsi variantou po beta-laktamazach CTX-M-14 a SHV-12. Podobné
v Polsku, kde na pocatku sifeni CTX-M enzymU dominovala varianta CTX-M-3 v souvislosti s diseminaci
vysoce konjugativniho epidemického plazmidu pCTX-M-3, postupné prevlada varianta CTX-M-15 (Empel
et al., 2008; Golebiewski et al., 2007; Izdebski et al., 2013; Pobiega et al., 2013). K jejimu pronikani dochazi
také ve statech Jizni Ameriky, kde nahrazuje variantu CTX-M-2 (Bonelli et al., 2014). Casty nalez této
beta-laktamazy mimo jiné souvisi s sifenim epidemického klonu E. coli ST131, ktery je sdruZen

s CTX-M-15, o ¢emz bude blize pojedndvat kapitola 7.9.
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Obr. 48: Charakterizace kmen( K. pneumoniae produkujicich ESBL z pacientd Kliniky détské onkologie

Vytvoreno podle . Dendrogram byl vytvofen na zakladé makrorestrikénich profilli genomové DNA.
Kmeny s podobnosti profilu > 80 % (ohraniceno ¢ervenou linii) byly vyhodnoceny jako epidemiologicky pribuzné. Kmeny
nalezely k jednomu ze sedmi sekvencnim typam (ST), byly multirezistentni a nesly plazmidové determinované geny
rezistence k fluorochinolontim. Pismeno za inkompatibilni (Inc) skupinou plazmidu vyjadfuje restrikéni profil plazmidu
nesouciho gen pro ESBL. Plazmidy se stejnym profilem jsou povaZzovany za identické. U rlznych pacientl byly nalezeny
kmeny se stejnymi genotypem a fenotypem.

Produkce ESBL je castd u plvodcl nozokomidlnich infekci v souvislosti s Zivot ohrozujici
bakteriémii a neonatalni sepsi (Canton et al, 2008). Hospitalizovani pacienti jsou také vystaveni
zvySenému riziku kolonizace gastrointestindlniho traktu (GIT) kmeny s produkci ESBL v porovnani se
zdravymi jedinci v komunité (Ben-Ami et al., 2006; Castillo Garcia et al., 2007; Garrido et al., 2014).
Z Ceské republiky jsou dostupnd recentni data z Olomoucka, kterd uvadi nosi¢stvi enterobakterii s ESBL
u 8 % hospitalizovanych pacientll a 3 % jedincl z komunity (Husickova et al., 2012). Pro nozokomidlni
kmeny je charakteristicka rezistence k rliznym skupinam antibiotik, terapeutické moznosti lécby infekci
témito kmeny jsou tedy omezené. U&inné jsou karbapenemy a v ptipadé nezavaznych infekci je mozné
podat kombinace beta-laktam( s inhibitory beta-laktamaz. Pri prokazané in vitro citlivosti se v zavislosti

na charakteru infekce Casto pfistupuje k 1é¢bé chinolony nebo aminoglykozidy (Canton a Coque, 2006).
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Kmeny E. coli produkujici CTX-M-15 jsou casté v pfipadech komunitnich i nozokomialnich
mocovych infekci (Martin et al., 2016; Pitout et al., 2005). K zajimavym vysledklim dospéla studie
Spanélskych autord, kterd prokazala kolonizaci GIT kmeny E. coli s produkci ESBL u 70 % komunitnich
pacientll s mocovou infekci (Rodriguez-Bano et al., 2008; Valverde et al., 2008). Zaroven 27 % rodinnych
prislusnik( téchto pacientl neslo ve stfevnim traktu kmen E. coli s ESBL. Vysledky téchto studii naznacuji,
Ze kolonizovani jedinci jsou vystaveni vy$simu riziku rozvoje mocové infekce vyvolané ESBL kmenem a
mohou byt také zdrojem pro dal$i osoby. Rizikové je vtomto ohledu cestovani do oblasti s vysokym
vyskytem ESBL. Byla prokazana spojitost mezi zvySenou kolonizaci GIT producenty ESBL a pobytem v Indii,
jihovychodni Asii, Africe a na Stfednim vychodé (Dhanji et al., 2011; Peirano et al., 2011; Tangden et al.,
2010; Tham et al., 2010). Recentni kanadska studie zdokumentovala nosic¢stvi ESBL v GIT u 46 % osob po
ndvratu z vySe uvedenych oblasti oproti 4 % zjisténym u lidi, ktefi po dobu 6 mésicl do zahranici

nevycestovali (Peirano et al., 2011).

7.5 Vyskyt ESBL u izolatl z potravinovych zvirat

Odbornych publikaci zamérenych na studium producentl ESBL v poslednich deseti letech rapidné
nar(istd. Bakterie s timto mechanizmem rezistence byly dokumentovény u viech skupin potravinovych
zvirat. Jejich vyskyt se rlzni s ohledem na mnoho faktor( zahrnujicich geografickou oblast, druh zvitete,
charakter konkrétniho chovu, lokality atd. Porovnani hodnot prevalenci ESBL ¢i konkrétnich variant téchto
enzymU popsanych v odborné literatufe narazi na Uskali z divodu pouZziti odliSnych metodickych pfistupt
rdznymi autory. Programy na narodni a mezinarodni Urovni sjednocuji metodické pristupy pro izolaci a
charakterizaci cilovych bakterii rezistentnich k cefalosporinim treti generace. Mechanizmus rezistence je
v ramci téchto program( vsak obvykle stanoven jen na uUroven fenotypu odliSujici producenty ESBL a
AmpC beta-laktamdz. Urceni dalSich charakteristik metodami molekuldrni biologie, zejména stanoveni
konkrétni varianty beta-laktamazy, sekvencéniho typu bakterie a plazmidu nesouciho tento mechanizmus
rezistence, se obvykle neprovadi. Tato informace je vSak zdsadni pro pochopeni epidemiologie

producentl ESBL v potravnim fetézci.

Prvni izolaty s produkci ESBL byly u potravinovych zvifat zachyceny v letech 2000-2001. Jednalo
se o kmeny E. coli zjate¢nych kufat ve Spanélsku vySetfenych v ramci narodniho monitorovaciho
programu (Brinas et al., 2003). Byly nalezeny kmeny s CTX-M-14 a SHV-12 v celkové prevalenci 1,6 %.
Navazna studie provedena o 3 roky pozdéji prokazala narlst na 5 % (Brinas et al., 2005). Dalsi pilotni
prace pak pochazi z Francie a Japonska, které dokumentuji u drlbeze vyskyt CTX-M-1, CTX-M-2 a
CTX-M-14 (Girlich et al., 2007; Kojima et al., 2005). Nasledné byly tyto varianty identifikovany také

v chovech skotu a prasat v Evropé a Japonsku (Aarestrup et al., 2006; Blanc et al., 2006; Liebana et al.,
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2006; Meunier et al., 2006; Shiraki et al., 2004). Vysoky podil izolat( E. coli a Salmonella spp. s ESBL
u dribeZe dnes dokumentuje Spanélsko, Italie, Nizozemi a Polsko. Naopak jejich vyskyt u skotu a prasat

je v Evropé obecné nizky (EFSA, 2011).

V soucasné dobé jsou u izolatl E. coli a Salmonella spp. z potravinovych zvifat nejcastéji
nachdzeny varianty CTX-M-1, -2, -9, -14, -15, -32, SHV-2, -12 a TEM-52. Nejrozsitenéjsi variantou CTX-M
enzymU u bakterii z potravinovych zvitat v Evropé je CTX-M-1 (EFSA, 2011; Ewers et al., 2012). Izolaty
s produkci CTX-M-1 tvofi u skotu a prasat 70 % producent( ESBL (Ewers et al., 2012). Beta-laktamaza
CTX-M-14 je pak typicka predevsim pro Asii, ddle je popisovdna ve Stfedomoti, jizni Evropé, ve Velké
Britanii a Belgii (Ewers et al., 2012). Variantu CTX-M-2 dokumentuje stfedni a severni Evropa, Velka
Britanie a Irsko (EFSA, 2011). Beta-laktamdaza CTX-M-15, ktera je typickd spiSe pro humanni klinické
izoldty, je nachazena u enterobakterii z potravinovych zvifat omezené. V Evropé je sporadicky
prokazovana napriklad u skotu (Endimiani et al., 2012; Fischer et al., 2014; Geser et al., 2012; Hunter et
al., 2010; Madec et al., 2012), ojedinéle také u prasat a drlibezZe (Fischer et al., 2014; Randall et al., 2011).

V Ceské republice byl prvni zachyt producent(i ESBL popsan v roce 2010 u driibeZe (Kolar et al.,
2010). Jednalose 07 (2,3 %) izolatl E. coli z kr(it a brojlerd, u kterych byla zjisténa pfitomnost ESBL variant
CTX-M-1, CTX-M-14 nebo SHV-12. Vyskytu ESBL u dribeZe jsme se vénovali také na nasem pracovisti.
V letech 2006-2007 bylo ve spolupraci se Statnim veterinarnim Ustavem vySetfeno 40 krltich farem
( ). Kmeny E. coli s produkci ESBL byly prokazany v prostfedi 20 % testovanych
farem. Dominovala beta-laktaméaza SHV-12 nesena konjugativnimi IncFll plazmidy. Vétsina analyzovanych
plazmidd vykazovala identicky restrikéni profil, coz ukazuje na Sifeni genu blaspv.12 horizontdlni cestou
mezi nepribuznymiizolaty E. coli zprostfedkovany dominantni plazmidovou linii. Na rlznych farmach byly
nalezeny izolaty s identickym genetickym profilem (Obr. 49). Tato studie upozorfiuje na mozné Sifeni
téchto kmen( z lihni v zahrani¢i, ze kterych pochdzi kritata zakoupend pro chovy v Ceské republice. Dal$i
studie se vénovala vy3etfeni jate¢né opracovanych tél brojlerd z 12 jatek v CR na pFitomnost E. coli
rezistentni k cefalosporinim a fluorochinolondm ( ). Ackoliv vyskyt izolatl E. coli

s rezistenci k fluorochinolontm byl vysoky, Zadné ESBL izolaty prokazany nebyly.

ESBL izolaty byly v Ceské republice u skotu a prasat prokazany poprvé v roce 2012 (Bardon et al.,

2013). Vysetfenim jatecnych tél byly identifikovany izoldty E. coli s ESBL (bez urleni konkrétni varianty)

v 17 % vzorkd. Na farmé s frekventovanym pouzitim ceftiofuru pro terapii a prevenci mastitid byly
7 39 % dojnic prokdzany izolaty E. coli s genem blacrx.m-1 nesenym plazmidem ze skupiny IncN (

). Vétsina izolatl vykazovala stejny geneticky profil. Studie poukazuje na vyznam selekéniho

tlaku ceftiofuru na klonalni a horizontalni Sifeni ESBL v tomto konvencnim chovu. V certifikovaném

organickém chovu, ve kterém tato skupina antibiotik zvifatim podavéana nebyla, byl identifikovan jeden

izolat s produkci ESBL ( ).
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Obr. 49: Typizace E. coli s produkci ESBL z prosttedi kriitich farem v CR

Vytvoreno podle Pribuznost izolatd byla stanovena makrorestrikéni analyzou genomové DNA
nasledovanou separaci fragmentl pulzni gelovou elektroforézou (PFGE). Podobnost PFGE profill izolatld zndzorriuje
dendrogram vlevo. Izolaty jsou vyhodnoceny jako pribuzné, pokud vykazuji alespori 85 % podobnost PFGE profill. Kmeny
s identickym genotypem byly nalezeny napfiklad na farmach I, Y, A (kmen s profilem A1) nebo na farméach Ka L (kmeny
s profily D1 nebo B).

7.6 Vyskyt ESBL u izolatl ze zvirat chovanych ze zaliby

Vyskyt producent(l ESBL je sledovan u cilovych skupin zvifat, zejména u psU, kocek a koni. Prvni
izolat s produkei ESBL (varianta SHV-12) byl prokdzan u psa s mocovou infekci ve Spanélsku v roce 1998
(Teshager et al., 2000). Brzy poté byly publikovany dalsi prace dokumentujici jejich vyskyt u pst v Italii a
Portugalsku (Carattoli, 2008; Carattoli et al., 2005b; Costa et al., 2004; Feria et al., 2002; Pomba et al.,
2009). Podobné jako u potravinovych zvifat rovnéz u zvifat chovanych ze zaliby v soucasnosti dominuje
beta-laktamdza CTX-M, konkrétné varianta CTX-M-1. Dalsi frekventovanou beta-laktamazou je CTX-M-

15, kterd se vyskytuje priblizné u 15 % izolatl s ESBL (Ewers et al., 2012).

Nejvice praci je zaméreno na psy z dlvodu jejich blizkého kontaktu s clovékem a vyplyvajicich
rizik zoonotického prenosu rezistentnich a patogennich bakterii. Prevalence nosicstvi producent ESBL
ve stfevé psl se v jednotlivych zemich znacné lisi (Ewers et al., 2012). Popsané rozdily v sobé odrazi
jednak specifickou epidemiologii dané oblasti, odlisSné metodické postupy pfi odbéru vzorkd a kultivaci
producentl ESBL a v neposledni fadé také to, zda vzorek pochazi od zdravého jedince nebo od zvirete
izolaty selektivni kultivaci prokazany u 45-55 % zdravych i préjmujicich psd (Hordijk et al., 2013). V Ceské
republice se timto problémem zabyvala pouze jedna studie z naSeho pracovisté, kterad prokdzala izolaty

E. colis CTX-M-1 u 4 % zdravych ps( (Albrechtova et al., 2012a).
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Beta-laktamdza CTX-M-15 je u izolatl ze zdravych i nemocnych psl ¢asto popisovdna v souvislosti
s humannim pandemickym klonem E. coli ST131 ( ; ;
Bogaerts et al., 2015; Ewers et al., 2010; Haenni et al., 2014). Ze psU byly také izolovany enterobakterie
s produkci karbapenemaz OXA-48, NDM-5 a VIM-1 (Stolle et al., 2013). Plvod téchto kmen je s nejvyssi

pravdépodobnosti humanni.

Vyskytem enterobakterii s produkci ESBL u koni se zabyvalo pouze nékolik praci (Damborg et al.,
2012; Dierikx et al., 2012; Ewers et al., 2010; Maddox et al., 2012a; Schmiedel et al., 2014; Vo et al.,
2007). Hospitalizace a antibioticka terapie predstavuji vyznamné faktory pro kolonizaci GIT koni ESBL
kmeny (Damborg et al., 2012; Maddox et al., 2012b). Nosiéstvi enterobakterii s timto mechanizmem
rezistence u zdravych koni vSak nebyla vénovdna dostate¢nd pozornost. Vysetfenim hospitalizovanych
koni na pfitomnost producentll ESBL se zabyvala také nase vyzkumna skupina ( ).
Studie byla realizovéna na Klinice chorob koni (VFU Brno), ktera je nejvétsi klinikou v Ceské republice.
Selektivni kultivaci vzork( trusu byly nalezeny multirezistentni kmeny E. coli s produkci CTX-M-1 u tfetiny
vysSetfenych koni. Soucasné vsak byly také prokazany ve stérech z prostredi stajovych box( a u hmyzu
odchyceném na klinice. Frekventovany nélez kmen( s identickym genotypem u koni a v prostredi ukazuje
na nozokomidlni Sifeni ESBL kmen( mezi hospitalizovanymi jedinci a na pravdépodobnou perzistenci
téchto kmen( v prostiedi nemocnice. Z jednoho osetfovatele na klinice byl izolovan kmen identicky s tim,
ktery dominoval ve stfevé koni. Gen pro beta-laktamazu CTX-M-1 byl u vétsiny vysetfenych izolatd
nalezen na multirezistentnich konjugativnich IncHI1 plazmidech. HorizontdIni prenos gend rezistence

predstavoval vyznamny faktor v Sifeni CTX-M-1 mezi kmeny E. coli na klinice.

7.7 Siteni ESBL v prostiedi — vyznam odpadnich vod

Humanni i veterinarni odpady jsou povaZovany za dllezZité zdroje rezistentnich bakterii
pro pfilehlé vodni ekosystémy (Gao et al., 2014, Li et al., 2015; Rizzo et al., 2013; Schijyen et al., 2015;
Tennstedt et al.,, 2003). V rozvojovém svété je nedostate¢nd sanace odpadu spojena s kontaminaci
vodnich tok( a zdrojd pitné vody rezistentnimi bakteriemi. Enterobakterie produkujici ESBL byly
izolovany v 10-33 % vzork( studni¢ni, kohoutkové a balené pitné vody v Ciné, Bangladési a Demokratické
republice Kongo (De Boeck et al., 2012; Talukdar et al., 2013; Zhang et al., 2015). Prikladem je také sireni
bakterii s karbapenemazou NDM-1 v Novém Dilli v povrchové a pitné vodé (Walsh et al., 2011).
Kontaminace vodniho prostfedi antropogennimi odpady se tyka i svéta rozvinutého. Do vodnich tok( se

rezistentni bakterie dostavaji cestou COV, které nejsou schopné rezistentn{ bakterie spolehlivé odstranit.

V odpadnich vodach se bézné vyskytuji nizké koncentrace antibiotik, napriklad fluorochinolon,

trimetoprimu nebo sulfonamidd, které jsou v COV obtizné odstrafiovany (Gobel et al., 2005; Golet et al.,
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2002). Multirezistentni kmeny tak mohou byt pritomnymi antibiotiky selektovany. Vyvoj pokrocilych
technologii ¢isténi odpadnich vod, které zajisti redukci rezistentnich a patogennich bakterii, je nezbytny
pro omezeni siteni téchto kmen( do prostredi.

Recentni prace dokumentuji vysokou Uroveri kontaminace vody odchazejici z COV do vodnich
tokd bakteriemi s produkci ESBL (Amos et al., 2014; Blaak et al., 2015; Ojer-Usoz et al., 2014; Reinthaler
et al., 2010). Problematikou ESBL bakterii v odpadnich vodach jsme se zabyvali na nasem pracovisti.
Po dobu 45 dni byly odebirdny vzorky na odtoku z brnénské komunalni COV do Feky Svratky (

). Enterobakterie s ESBL byly izolovany ve dvou tfetindch vzork(. Podobné jako v jinych studiich
i v naSem souboru dominovala ESBL typu CTX-M-15. Vyznamnym vysledkem byl prikaz multirezistentni
patogenni klonalni linie E. coli ST131, ke které naleZelo 73 % izolovanych kmend E. coli. Cestou odpadnich
vod se tedy do prostfedi dostavaji bakterie, které se vyznacuji nejen rezistenci k riznym antibiotickym
skupindm, ale také zvySenou patogenitou. Kmeny s patogennim pUlsobenim ve stfevé a rovnéz kmeny
ExPEC tvori vyznamny podil v populaci koliformnich bakterii odpadnich vod ( ; Franz

etal., 2015).

Si¥eni rezistentnich a patogennich bakterii do vodnich tok(i m(ize byt spojeno se vznikem
zdravotnich rizik pro ¢lovéka. Nizozemska studie prokdazala ESBL izolaty v rekreacnich vodach v blizkosti
COV (Blaak et al., 2014a). Porovnanim sledovanych fenotypovych a genotypovych charakteristik byly
prokazany identické kmeny v odpadni i povrchové rekreacni vodé. Kontaminované povrchové vody
mohou byt také potencidlnim zdrojem rezistentnich bakterii pro zvifata. Enterobakterie s ESBL byly
prokazany napriklad u vodnich ptakl (Guenther et al., 2011). Tomuto tématu se blize vénuje nasledujici

kapitola.

7.8 Vyskyt ESBL izolatl u volné Zijicich zvirat

Prvni prace popisujici bakterie s ESBL u volné Zijicich zvitat byla publikovand v roce 2006 (Costa
et al., 2006). V nasledujicich letech aktivni monitoring u rlznych druhd volné Zijicich savcld a ptakd
potvrdilo jejich obecné rozsiteni. Souhrnny prehled praci publikovanych do roku 2011, které dokumentu;ji
vyskyt E. coli s produkci ESBL u volné Zijicich zvifat neddvno zpracoval tym némeckych autor( (Guenther
et al., 2011). Z této reSerSe a dalsich aktualnich publikaci vyplyva, Ze ESBL byly u volné Zijicich zvifat
popsany na vsech kontinentech s vyjimkou Antarktidy (Bonnedahl et al., 2014; ;
Guenther et al.,, 2011). Nejvice studii pochazi z Evropy (Guenther et al., 2011), nikoli z ddvodu vyssi
prevalence ESBL producentl v porovnani s ostatnimi ¢astmi svéta, ale diky aktivnimu vyzkumu nékolika

evropskych tymd.

134



Spektrum ESBL variant popsanych u volné Zijicich zvitat prakticky zrcadli sou¢asnou epidemiologii
v _humdnni i veterindrni provenienci. Nej¢astéjsi ESBL predstavuje CTX-M, zejména pak varianty
CTX-M-1 a CTX-M-15, omezené také CTX-M-9, CTX-M-14 a CTX-M-32 (Guenther et al., 2011). O plvodu
kmenl rovnéz svédci nalez specifickych klondinich linii u volné Zijicich zvifat, které jsou opakované

prokazovany u hospodarskych zvirat a ¢lovéka (Guenther et al., 2011; ).

Enterobakterie produkujici ESBL byly izolovany z vodnich ptak( (Guenther et al., 2011;

; Stedt et al., 2015; ; Veldman et al., 2013), dale u zastupcl skupiny
krkavcovitych ( ; Loncaric et al., 2013), dravcl (Guenther et al., 2012a; Pinto et al.,
2010) a drobnych hlodavcl (Guenther et al., 2012b; Ho et al., 2015; ). Ojedinéle byly

také zachyceny u vysoké zvére, divokych prasat, Selem, zajicovitych a ryb (Costa et al., 2006;

; Sousa et al., 2011).

Nejvice praci se soustfedi na vodni ptactvo, u kterého jsou navic ze vSech druh( volné Zijicich
ptakl dokumentovany nejvyssi prevalence ESBL. V nékterych zemich se pohybuji v desitkach procent a
vyznamné presahuji ¢isla popsana pro ¢lovéka a hospodarska zvirata. Napriklad Spanélska recentni studie
prokdzala producenty ESBL u 75 % vysetfenych rackd (Stedt et al., 2015). Producenti ESBL byly popsani
také u rack{ a jinych druh@ vodnich ptak( v Ceské republice ( ; ).
Pro racky je typicka Uzka vazba na prostfedi ovlivnéné lidskou ¢innosti a konzumace odpadu na skladkach
a v blizkosti farem. Z tohoto pohledu rackové pfedstavuji vhodny model pro studium Sifeni rezistentnich
bakterii do prostfedi. Frekventovany zachyt ESBL u vodnich ptakd mdlZe poukazovat na fekalni

kontaminaci povrchovych vod odpady z mést a hospodarské produkce.

U vodnich ptakd byly identifikovany bakterie s rezistenci ke karbapenemm. Tato antibiotika ze
skupiny beta-laktamd jsou vyhradné humannimi pfipravky a slouzi jako léky posledni volby pfi terapii
zadvaznych infekci ( ). Izolaty s touto rezistenci byly prokdzany u 40 % rackd z kolonie
v Novém lJiznim Walesu (Austrélie). Rezistence ke karbapenemim byla spojena s pfitomnosti genu
skupiny blawes. Karbapenemdza IMP-4 je rozSitenda u klinickych izoldatd v Austrdlii (AGAR;
www.agargroup.org), naopak v ostatnich ¢astech svéta se vyskytuje zfidka. Vysledky této studie ukazuji
na humanni plvod téchto kmend, kterymi byli rackové kolonizovani pravdépodobné v duasledku
pfiZivovani se na odpadcich na blizké sklddce komunalniho odpadu. Pfimy dlikaz o prfenosu rezistentnich
bakterii mezi racky a odpadem produkovanym ¢lovékem prindsi americka studie, kterd ve vzorcich z rack(

a odpadnich vod prokazala kmeny E. coli se stejnym ribotypizacnim profilem (Nelson et al., 2008).

Kolonizovana volné Zijici zvifata mohou rezistentni bakterie dale Sifit a predstavovat mozné

sekunddrni zdroje pro ¢lovéka a potravinova zvifata. V tomto jsou vyznamni zejména migrujici ptaci, ktefi
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mohou rezistentni kmeny pfendset mezi rliznymi staty pripadné ¢i kontinenty (Hernandez et al., 2010;

Hernandez et al., 2013).

7.9 Rizikové a uspésné klony E. coli v Sifeni ESBL

Jednim z hlavnich faktor(, ktery se odrazi v narlstajici prevalenci Enterobacteriaceae s produkci
ESBL, je expanze multirezistentnich klonalnich linii (Obr. 50, Tab. 8). Nékteré z téchto Uspésnych linii navic
disponuji extraintestindlné patogennim charakterem a vyznacuji se zoonotickym potencidlem. Vyznamné
multirezistentni linie E. coli sdruzené s CTX-M zahrnuji ST10, ST23, ST69, ST131, ST167, ST410, ST617 a
dalsi (Ewers et al., 2012; Woodford et al., 2011).

Nejvyznamnéjsi klon v soucasné dobé predstavuje E. coli ST131. V literatufe je nékdy tento klon
oznacovan pod plnym nazvem E. coli B2-025b:H7-ST131, ktery v sobé vedle sekvencniho typu (ST131)
dale zahrnuje fylogenetickou skupinu (B2) a sérotyp (025b:H7). Je odpovédny za celosvétové sifeni beta-
-laktamazy CTX-M-15, ale byl prokazan i ve spojitosti s dalsimi variantami CTX-M enzym( (napr.
CTX-M-3, -14, -27), jinymi skupinami cefalosporinaz (CMY-2, SHV-12) a nedavno také s karbapenemazami
KPC, NDM a VIM (Accogli et al., 2014; Nicolas-Chanoine et al., 2014). Kromé multirezistentniho fenotypu,
ktery mimo jiné zahrnuje rezistenci k fluorochinoloniim, se vyznacuje vysokou virulenci spojenou
s pfitomnosti gent pro rlizné virulencni faktory. E. coli ST131 je ¢astym plvodcem infekci mocovych cest,
bakteriémii a neonatalnich sepsi, vyvolava také infekce ran, pneumonie a intraabdomindlni infekce

(Banerjee a Johnson, 2014).

Podobnost restrikénich profill genomové DNA E. coli ST131 stanovenych pulzni gelovou
elektroforézou se pohybuje v rozmezi 60-100 %, coZ ukazuje na vysokou genetickou variabilitu tohoto
klonu. Komparativni analyzy rozsahlych sbirek kment potvrdily existenci nékolika subklonalnich linii, které
se odlisuji profilem antibiotické rezistence a pfitomnosti specifickych mutaci v zakladnim genomu
(Johnson et al., 2013a; Price et al., 2013). Geny rezistence jsou u této linie obvykle neseny

multirezistentnimi IncF plazmidy (Nicolas-Chanoine et al., 2014).

Prevalence ST131 mezi klinickymi izolaty E. coli je rliznd v zavislosti na geografické oblasti a
hostiteli a dosahuje a7 30 %. Diky ¢astému vyskytu tohoto klonu neni prekvapujici, Ze je rovnéz izolovan
ze zdravych i nemocnych zvitat, predevsim psl a také v potravinach ( ; Ewers et
al., 2010; Giufre et al., 2012; Schink et al., 2013; Vincent et al., 2010). Sifeni ST131 do prosttedi a k volné
Zijicim zviratdm bylo rovnéz zdokumentovano ( ; ; Vignaroli

et al., 2013). V soucasné dobé probiha na nasem pracovisti komparativni analyza rlznych genetickych

marker( u rozsahlého souboru izolatd této linie. Vysledky ukazuji na cirkulaci identickych izolatl v
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nemocnicich, v prostfedi odpadnich vod a také u volné Zijicich Zivolichl (I. Jamborova et al., VFU Brno,

nepublikovand data).

Faktory, které stoji za Uspéchem expanzivniho klonu E. coli ST131 nebyly doposud objasnény.
Zrejmé jde o souhru vlastnosti tohoto klonu zahrnujici efektivni mezilidsky prenos, zvySenou schopnost
kolonizace, perzistenci ve stfevé a mocovych cestach, vyssi virulenci a rozsahlejsi rezistenci k antibiotikim

v porovnani s jinymi kmeny (Banerjee a Johnson, 2014; Nicolas-Chanoine et al., 2014).

Tab. 8: Linie E. coli v Sifeni klinicky vyznamnych beta-laktamaz

Klonalni Potvrzena pfitomnost Rozsireni
korrvlplex el i Zvitata chovand Potravinovd Volné Zijici . & Xy
(pocet) " o i Clovék  2virata Clovék
ze zaliby zvitata zvifata

STC131 CTX-M-3,-9,-14,-15,-27,-32 X X X X globalni  globalni
(n=1013) SHV-5,-7,-12

AmpC (CMY-2)

NDM-1
STC648 CTX-M-14,-15,-32 X X X X globdini  globalni
(n=119) AmpC (CMY-2)

NDM-1
STC405 CTX-M-1,-3,-14,-15 X X X Evropa globalni
(n=101) AmpC (CMY-2)

NDM-1
STC38 CTX-M-1,-9,-14,-15,-27,-32 X X X X Evropa globalni
(n=83) AmpC (CMY-2)

OXA-48

NDM-1
STC101 CTX-M-1,-14,-15 X X X Evropa Evropa,
(n=50) AmpC (CMY-2) Asie,

NDM-1 Afrika
STC31 (n=30) CTX-M-14,-15 X X Némecko  globalni
STC23 CTX-M-1,-3,-14,-15 X X X X Evropa globalni
(n=85) SHV-12,-44

AmpC (CMY-2)

NDM-1

TEM-52
STC117 CTX-M-1,-2,-14,-15 X X X X Evropa Evropa,
(n=22) AmpC (CMY-2) Asie
STC10 CTX-M-1,-2,-14,-15,-27 X X X X globdlni  globalni
(n=227) SHV-5,-12

AmpC (CMY-2)

TEM-52
STC69 (n=16) CTX-M-1,-14,-27 X X X X Evropa globalni

AmpC (CMY-2)
STC95 (n=15) CTX-M-3,-14,-15 X - globaini
STC73 (n=11) CTX-M-14,-15 X X Némecko  globalni
Pfevzato z Ewers et al., 2012 a doplnéno o naSe prace ( a |. Jamborova et al., VFU Brno,

nepublikovana data).
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Obr. 50: Distribuce Sirokospektrych beta-laktamaz u vyznamnych linii E. coli

Upraveno podle Ewers et al., 2012. STC predstavuje soubor kmenU pribuznych sekvencnich typl definovany jako klonalni
komplex. Pocty izolatd nadlezicich k danému komplexu jsou uvedeny v zavorce. Graf zohledniuje zejména vyskyt
Sirokospektrych beta-laktamdz. Nékteré ST jsou zaroven vyznamnymi producenty AmpC beta-laktamaz a karbapenemaz.

Vyznamné linie se zvySenou schopnosti kolonizace a perzistence predstavuji multirezistentni
EXPEC kmeny ST405 a ST648, které u Clovéka vyvoldvaji zavazné infekce. Jsou asociovany nejen
s CTX-M (CTX-M-1, -15, -32), ale také s AmpC beta-laktamazou CMY-2 a karbapenemazou NDM (Ewers
etal., 2012; Hornsey et al., 2011; Tamang et al., 2013). E. coli ST648 produkujici CTX-M-15 je povaZovana
za novou expanzivni klonalni linii ze zoonotickym potencidlem, na jejimZ Sifeni se pravdépodobné
vyznamné podili zvifata chovana ze zaliby (Ewers et al., 2014). Tato linie byla prokazana u pacientd
v nemocnicich, u hospodarskych zvitat (dribeZe a prasat), u psd, koni a volné Zijicich zvifat (Cortes et al.,

2010; Ewers et al., 2014; Guenther et al., 2012a; Zong a Yu, 2010).

E. coli ST10 predstavuje vysoce heterogenni skupinu komenzalnich i patogennich kmend (EAEC,
ETEC, ExPEC). Je dokumentovana u lidi z pfipadld komunitnich i nozokomidlnich infekci, dale
u potravinovych zvifat, v potravinach a v prostredi, Obr. 51 ( ; Manges a Johnson,
2012). ExPEC linie ST69 je prokazovdana z infekci mocovych cest, ale nachazi se také u potravinovych zvifat,

predevsim drlbezZe (Blaak et al., 2014b; Leverstein-van Hall et al., 2011; Manges a Johnson, 2012).
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Obr. 51: eBURST diagram sekvencnich typt E. coli nesoucich cefalosporinazy (AmpC/ESBL) a/nebo
plazmidové determinovanou rezistenci k fluorochinolonim z trusu havran( polnich v Evropé

Prevzato z Diagram déli kmeny do tfi klondlnich komplexd (STC10, STC23 a STC155). Sekvencni
typy lisici se v jedné alele jsou vzajemné propojeny ¢arou. Kazdy ST je reprezentovan uzlem. Sekvencni typy identifikované
v této studii jsou oznaceny rlizovym krouzkem. Nejpocetnéjsi linii v této studii pfedstavovala E. coli ST10.

7.10 Mobilni genetické elementy v Sifeni ESBL

Geny kdédujici ESBL jsou sdruZeny s inzerénimi sekvencemi, integrony, transpozony pfipadné
dalsimi MGE. V této podobé jsou pak zaclenény bud do bakteridlniho chromozomu nebo jsou neseny
konjugativnimi plazmidy. Asociace s MGE vyznamné pfizpiva k Siteni bla genl v bakteridlnich populacich
a utvari charakteristicky obraz soucasné epidemiologie producentl ESBL. V nasledujicim textu jsou
predstaveny nejvyznamnéjsi MGE v Sifeni ESBL, pficem?Z pozornost je soustifedéna pfedevsim na ty, které
mobilizuji gen beta-laktamazy CTX-M. Text je doplnén grafickym znazornénim genetického kontextu
dalsich ESBL gen( vedle blacrx-m (Obr. 55). Pro Uplnost jsou zndzornény i struktury nesouci jiné skupiny

klinicky vyznamnych beta-laktamaz (Obr. 56-58).
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7.10.1 ISEcp1 v Sifeni ESBL

Pro blacrxm geny rlznych sekvencnich variant je charakteristické jejich sdruzeni sinzercni
sekvenci ISEcp1. Tato sekvence byla nalezena v souvislosti s blacrxm podskupin 1, 2, 25 a 9 (Canton et al.,
2012b; Zhao a Hu, 2013). Podili se také na mobilizaci genl spojenych s jinymi mechanizmy rezistence,
napriklad s AmpC beta-laktamazami nebo PMQR (Cattoir et al., 2008a; Partridge, 2011). ISEcp1 prendsi
sekvence lokalizované za svym 3’ koncem a zaroven poskytuje pfilehlému genu protomor a tim zvysuje

jeho expresi (Canton et al., 2012b).

7.10.1.1 Struktura modulu ISEcpI-blacrx-m

ISEcpl ndlezi do rodiny 1S1380, obsahuje gen kédujici transpondzu tvorenou
420 aminokyselinovymi zbytky a dvé nedokonalé obrdcené repetice. Inzercni sekvence je v modulu
ISEcpI-blacrx-m u klinickych izolatl nasledovéna kratkou oblasti oznacovanou jako ,spacer”. Na zakladé
vysoké sekvenéni homologie této oblasti s genetickym kontextem chromozomalnich genu blawy
u Kluyvera spp. se predpoklada, ze sekvence ,,spaceru” byla pfenesena spolu s genem pro beta-laktamazu
z chromozomu rezervoarovych bakterii. Sekvence ,spaceru” vykazuji v rdémci CTX-M podskupiny vysokou
sekvenéni homologii, coZz mlze ukazovat na mobilizaci genu zrezervoarovych bakterii jedinou
transpozicni udalosti (Canton et al., 2012b). Délka sekvence vyznamné ovliviiuje silu exprese a tim i
hladinu rezistence k cefalosporindm (Ma et al., 2011). V pfipadé blacrx-m podskupiny 1 sekvence dosahuje

velikosti 48—128 bp, u ostatnich podskupin se pohybuje v rozmezi 34 az 52 bp.

PFi 3’ konci platformy ISEcp1-blacrx-m se obvykle nachazi orf477, 1IS903 nebo pribuzné elementy.
Gen orf477 byl identifikovan v okoli blacrx-m na chromozomu Kluyvera spp., da se tedy predpokladat, Zze
byl z rezervodrovych druh mobilizovan spolu s genem pro vlastni beta-laktamdzu, Obr. 51 (Zhao a Hu,
2013). Sekvence ISEcpl mUze byt prerusena vnorenim jinych inzerénich sekvenci (IS, IS10, ISCR1, 1S26),
které ovliviiuji schopnost mobilizace modulu ISEcp1-blacrx-m. Nejcastéji je popisovana transpozice I1S26,
ktera probiha do rlznych oblasti ISEcpl sekvence. Priklady struktur okoli genl blacrxm sdruZzenych

s ISEcp1 jsou uvedeny na Obr. 52.
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Obr. 51: Kontext genu blacrw-s klinickych izolatd a srovnani s chromozomalni variantou Kluyvera spp.

Vytvoreno podle Rodriguez et al., 2004. Okoli genu blacrx-wm-3 klinickych izoldtl vykazuje vysokou urover podobnosti
s genetickym okolim rezervoarovych druhl(. Homologickd oblast (vyznacdena Sedym stinovanim) zahrnuje ,spacer”
(Cervena), gen blacrxws a Cast orf477 véetné alternativni obracené repetice (IRR-like). Tato repetice mize byt béhem
transpozice chybné rozpoznavéna ISEcpl, coZ vede k mobilizaci celého ISEcpI-blacrx-v modulu. Repetice je obvykle
zakoncena guanosinem, ktery pravdépodobné hraje ddleZitou Ulohu v procesu transpozice.

— ISEpl —Wm  blacyy.s — orf477 — — -ISEcp1 —# bIa cryrs :‘i—{\orf477 -
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Obr. 52: Struktura okoli blacrx-m genl sdruZzenych s ISEcp1

Vytvoreno podle Canton et al., 2012. Obracené a pfimé repetice nejsou ve strukture znazornény. Barevny obdelnik pred
blacrx-vm 0znacuje sekvenci ,spaceru.”

7.10.1.2 ISEcp1 v mobilizaci a expresi genu blacrx-m

ISEcpl sdruzend s genem blacrx-m zajistuje dvoji funkci, jednak expresi genu a dale jeho mobilizaci.
Tato podvojna funkce je jednim z faktord Uspésného sifeni beta-laktamazy CTX-M. Gen blacrx-m postrada
silny promotor a pro vlastni expresi vyuziva promotoru ISEcpl1. Rezervoarové bakterie rodu Kluyvera tuto

inzeréni sekvenci v okoli genu blay, postradaji. Hladina exprese je tedy u nich nizkd a neprojevi se
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fenotypem rezistence k cefalosporindm. Druhou funkci, kterou ISEcpl zajistuje, je pohyb genu blacrx-m
mezi genofory. Charakteristickd struktura modulu ISEcp1-blacrx-m umozZiiuje dvoji typ pfenosu, ktery je
predstaven na Obr. 53. Béhem procesu transpozice rozpozndva transpondza obracené repetice (IRLa IRR)
ohranicujici ISEcpl a inzeréni sekvence je prendsena z donorového mista do mista cilového jako
samostatnd jednotka. V dlsledku chybnému rozpoznani alternativnich pravych obracenych repetic (IRR-
like) lokalizovanych v okoli sdruzenych gend nastava nedokonald transpozice celé jednotky, v tomto
pripadé tedy i genu blacrxm. Alternativni IRR byly identifikovény i v okoli chromozomalnich genl blay.
Kluyvera spp. a s nejvyssi pravdépodobnosti tak hradly zasadni Ulohu v mobilizaci genu z rezervoarovych

bakterii (Canton et al., 2012b; Lartigue et al., 2008).

IRR-like

ISEcpT Olarenns

B
.

9 RL
. RR

X

. IRR-like

ISEcp1 ISEcp1

blacrymas

" RL
. RR
- RL

Obr. 53: Transpozice inzercni sekvence nespravnym rozpoznanim pravé obracené repetice vedouci
k prenosu prilehlého genu rezistence

IRL, leva obrdcena repetice; IRR, prava obracena repetice: IRR-like, alternativni obracena repetice prava vykazuje urcitou
miru sekvencni homologie s IRR; (1) Transpondza rozpozndva obracené repetice ohranicujici inzeréni sekvenci (IRL a IRR)
a prendsi se pouze oblast inzercni sekvence. (2) Transponaza chybné rozpoznava alternativni IRR (IRR-like) a prenasi kromé
vlastni inzercni sekvence i pfilehly gen.

Proces mobilizace genu blacrx-m zprostredkovany ISEcpl z chromozomu rezervoarovych bakterii
na plazmid klinickych izolatl se podafilo prokdzat v laboratornich podminkach (Obr. 54). Zarover bylo
zjisténo, Zze mobilizace blacrx.m genu prostrednictvim ISEcpl je indukovana stresovymi faktory, kterymi
mUZe byt zvySena teplota nebo Ucinkem nékterych antibiotik, napfiklad cefalosporin(i. Na zakladé téchto
vysledkd je spekulovano, Ze na sifeni blacrx.m by mohlo kromé rostouci spotfeby antibiotik mit také vliv

globalni oteplovani (Lartigue et al., 2006; Nordmann et al., 2008).
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ISEcp1B

Obr. 54: Mobilizace genu blacrx-m-2z chromozomu Kluyvera ascorbata prostiedictvim ISEcp1B

Schéma znazornuje kroky experimentalniho prfenosu genu popsané v publikaci autord Lartigue et al., 2006. (1) Pfenos
plazmidového vektoru s ISEcp1B (Seda Sipka) elektroporaci do bunék K. ascorbata nesoucich blacrxm-2 na chromozomu
(Zlutd Sipka). (2) Transpozice ISEcp1B pied blacxr-u-2 vedouci k ndrlstu exprese bla genu. Buriky obsahujici transponovanou
jednotku byly selektovany na kultivacni padé s pridavkem cefalosporinu (cefotaximu). (3) Pfenos konjugativniho plazmidu
do bunék K. ascorbata. (4) Transpozice jednotky ISEcp1B-blacrx-m-2 na konjugativni plazmid indukovana cefotaximem nebo
teplotou 40°C. (5) Pfenos plazmidu nesouciho jednotku ISEcp1B-blacrx-v-2 konjugaci do recipientnich bunék E. coli.

7.10.2 Dalsi mobilni elementy sdruzené s ESBL

Druhou vyznamnou inzer¢ni sekvenci mobilizujici bla geny je ISCR1. Byla popsana predevsim
ve spojitosti s blacrx-m podskupin 2 a 9 (Zhao a Hu, 2013). Modul ISCRI-blacrx-m se obvykle nachazi mezi
sekvenci integront tfidy 1 a duplikovanou 3’ oblasti integronu tvorenou Aorf3 a gacEA1/sull (Obr. 55).
Gen blacrxm v toto pripadé netvori klasickou genovou kazetu integronu. Podobné jako ISEcp1 se i ISCR1
ucastni mobilizace a exprese sdruzenych genl a je odpovédna za prenos blacrx.m genll z chromozomu
rezervoarovych bakterii. Vnoreni jednotky do integronu probéhlo pravdépodobné procesem homologni
rekombinace mezi dvéma Useky DNA sdruzenymi s ISCR1. Dalsi IS identifikované v okoli blacrx-m zahrnuji

napfiklad IS1, IS5, 1S10, 1S26, IS50A, 151294, 1S1326, 1S1300, 154321 a 1S6100 (Zhao a Hu, 2013).

Na mobilizaci geni se mohou podilet bakteriofagy (Colomer-Lluch et al., 2011b; Oliver et al.,
2005). Na 5" konci genu blacrx-m-10 byla identifikovana oblast sekvence bakteriofaga obsahujici gen
pro DNA invertdzu, kterd se Ucastni procesu mobilizace (Obr. 55). Charakteristicka struktura blizkého okoli
genu blacrx-m ukazuje na jeho prenos z rezervodrové bakterie K. cryocrescens transdukci (Oliver et al.,

2001).
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Kédujici geny Sirokospektrych beta-laktamaz typu TEM, napfiklad TEM-52, jsou obvykle neseny
transpozony Tn3 rodiny (Obr. 55). Do transpozonl se mohou integrovat také blacrxm geny sdruzené

s inzerénimi sekvencemi (Partridge et al., 2011; Zong et al., 2015).

ISCR1  blacyyas - 15903-like

- inth ISCRT ~—  blagyw, \}h{ orf3:::m-

integron tfidy 1 duplikace 3'oblasti integronu

Tn1000 orf2 orf3 , -\forf4 - blacry a0 orf7:‘;: ::orfs 154321 - orfl(iﬁ-ijorf11 {85

S

sekvence pfibuzna fagové DNA

Obr. 55: ISCR1 a sekvence odvozené od bakteriofagli sdruzené s blacrxw

Vytvoreno podle Canton et al., 2012b; Smet et al., 2010a. Obracené a pfimé repetice nejsou ve strukture zndzornény.

Tn2
tnpA tnpR blaes
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G- s Vi - o

Obr. 56: Priklady genetického kontextu dalsi skupin ESBL

Vlytvofeno podle Canton et al., 2012b; Smet et al., 2010a. Obracené a pfimé repetice nejsou znazornény. blarem-s; je
soucasti transpozonl rodiny Tn3; geny blasyy rodiny jsou obvykle neseny kompozitvnimi transpozony ohranicenymi
na obou stranach IS26. Geny pro jiné skupiny ESBL (VEB-1, GES-1, OXA-10) se vyskytuji ve fromé genové kazety integron(.
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Obr. 57: Priklady kontextu genli AmpC beta-laktamaz sdruzenych s inzerénimi sekvencemi

Vytvoreno podle Canton et al., 2012b; Smet et al., 2010a. Obracené a pfimé repetice nejsou ve struktufe zndzornény.
Beta-laktdza DHA-1 je sdruzena s ISCR1 ve strukture blizké okoli gend blacrx-m skupin 2 a 9. Modul ISCRI-blapua-1 je vélenén
mezi integron tfidy 1 a duplikovanou 3’ oblast integronu. Rozsifend beta-laktamaza skupiny CMY-2 je sdruzena s ISEcp1.
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Obr. 58: Pfiklady kontextu gend klinicky vyznamnych karbapenemadz

Vytvoreno podle Nordmann et al., 2012a. Obracené a primé repetice nejsou ve struktufe znazornény. Geny
karbapenemaz KPC a 0XA-48 jsou soucasti kompozitnich transpozonl. Geny metalo-beta-laktamaz NDM jsou sdruZeny
s ISAba125 a genem rezistence k bleomycinu. Jiné rodiny metalo-beta-laktamaz (VIM a IMP) jsou genovymi kazetami
integronl tridy 1, sporadicky takeé tridy 3.

7.10.3 Plazmidy v Sifeni ESBL

V sifeni ESBL hraji vyznamnou roli epidemické plazmidy z rdznych inkompatibilnich skupin. Jsou
dokumentovany celosvétoveé u rlznych druh celedi Enterobacteriaceae, zejména E. coli, Salmonella spp.
a Klebsiella spp. ze zvitat, clovéka a prostredi. Nejvyznamnéjsi plazmidy v Sifeni ESBL (CTX-M, TEM, SHV),
AmpC beta-laktamaz (CMY-2) a karbapenemaz nalezi do inkompatibilnich skupin F, A/C, N, HI2, 11, K a
L/M. Kromé gen( beta-laktamaz obvykle nesou také geny rezistence k antibiotiklim z jinych funkénich
trid, které podporuji jejich perzistenci v prostfedi se selekénim tlakem Sirokého spektra antibiotik.

Nékteré tfidy rezistentnich plazmidl disponuji nastroji pro proliferaci v hostitelskych bakteridinich
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bunkach, jak bylo popsano v kapitole 6.5.8.10. Jsou sdruzeny s faktory virulence, geny pro stabilni
propagaci plazmidu pfi bunééném déleni a dalsimi faktory, které zvysuji celkové fitness bakteridlniho
hostitele (Carattoli, 2009, 2013). Nasledujici odstavce blize charakterizuji plazmidy vybranych

inkompatibilnich skupin, které se vyznamné podili na Sifeni ESBL v enterobakterialnich populacich.

7.10.3.1 Virulentni plazmidy rodiny IncF v Sifeni CTX-M-15

Plazmidy skupiny IncF patii mezi nejlépe charakterizované plazmidy. Jsou nizkokopiové a replikuji
se v pomérné Uzkém spektru hostitell limitovaném na Celed Enterobacteriaceae (Osborn et al., 2000).
Patfi mezi nejcastéji detekované plazmidy u humannich i veterinarnich klinickych izoldtl této skupiny
bakterii véetné patogennich kment APEC a UPEC (Carattoli, 2008; Carattoli, 2009; Johnson et al., 2012b;
Johnson et al., 2007; Woodford et al., 2009). Jejich dobrou adaptaci na enterobakterie podporuje také
skutec¢nost, Ze byly frekventované detekovany ve sbirkach z predantibotické éry (Datta et al.,, 1980).
V soucasnosti predstavuji nejvyznamnéjsi plazmidy v celosvétovém Ssifeni CTX-M-15 (Carattoli, 2009,

2013).

Na rozdil od plazmid( jinych inkompatibilnich skupin se IncF vyznacuji vysokou variabilitou
zakladni kostry. Maji proménlivou velikost (50-200 kb), nesou rizny pocet replikond a mohou se rovnéz
lisSit mirou konjugacnich schopnosti. Vysoka proménlivost a rychld evoluce stoji za Uspéchem téchto
plazmidd. Zvysuji fitness bakteridlniho hostitele, kterému poskytuji rlizné virulencni faktory (bakteriociny,
siderofory, cytotoxiny, adherencni faktory) a multirezistentni fenotyp (Osborn et al., 2000). Disponuji
adikénimi systémy pro stabilni udrzovani v hostitelské burice (Woodford et al., 2009). Bylo prokazano, ze
IncF plazmidy asociované s CTX-M obsahuji vyssi pocet téchto systému nez ty, které nesou jiné typy
Sirokospektrych beta-laktamaz. Napfiklad na plazmidech nesoucich geny blacrx-m-15s nebo blacrx-m-s bylo

identifikovano aZz 5 rlznych systém( (Mnif et al, 2010). Tato charakteristickd asociace s adikénimi

systémy je jednim z dalsich faktord urcujicich dspéch CTX-M beta-laktamaz.

Plazmidy IncF rodiny sdruzené s genem blacrx-m-15 obvykle obsahuji replikon Fll, mohou vSak nést
dalsi pfibuzné replikony FIA nebo FIB a vykazovat multireplikonovy charakter (Villa et al., 2010). Gen
kodujici CTX-M-15 je soucasti multirezistentni oblasti, kterd nese geny pro Uzkospektré beta-laktamazy
OXA-1 a TEM-1 a determinanty rezistence k fluorochinolonm a aminoglykozid(im, zejména aac(6’)-1b-cr
( ; ; Woodford et al., 2009). Dalsi mechanizmy rezistence
k beta-laktamUm sdruzené s IncF zahrnuji jiné varianty CTX-M (-1, -2, -3, -9, -14, -24, -27), beta-laktamazy
SHV (-2, -5, -12) a AmpC (CMY-2, DHA-1) nebo karbapenemdzu KPC-2. Cast4 je také pritomnost geni gnr,
gepA pro rezistenci k fluorochinolondm a armA a rmtB podminujici rezistenci k aminoglykoziddm

(Carattoli, 2009, 2013).
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7.10.3.2 Multirezistentni IncA/C; plazmidy v Sifeni beta-laktamaz

Tato skupina plazmidd se dostala do popredi zajmu aZz v poslednich letech diky Sifeni klinicky
vyznamnych mechanizm rezistence k cefalosporiniim a karbapenemdm. IncA/C jsou velké (140-200 kb),
konjugativni a nizkokopiové plazmidy s Sirokym spektrem hostitel(, které vyuZivaji mechanizmus théta
replikace kontrolovany iterony. Byly identifikovany u rznych druh( gramnegativnich bakterii, zejména
K. pneumoniae, E. coli, Salmonella enterica, Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Aeromonas hydrophila a
Pseudomonas spp. ze zvirat, ¢lovéka i prostfedi (Harmer a Hall, 2015). Kombinace vlastnosti téchto
plazmidl zahrnujici Siroké spektrum hostitelll, multirezistentni fenotyp a efektivni pfenos konjugaci stoji

za jejich soucasnym Uspéchem.

Usporadani gena zakladni kostry IncA/C plazmid( je velice stabilni a celkové se tyto plazmidy
vyznacuji vysokou homologii primarni nukleotidové sekvence (99 %). Analyza genu repA pro replikaci
plazmidu prokazala existenci dvou linii A/Cy a A/Cy, k jejichZ diverzifikaci doslo nejspise pred stovkami tisic
let (Carattoli et al., 2006; Harmer a Hall, 2015). V kostfe IncA/C plazmid(, kterd obsahuje geny
pro zajisténi zdakladnich funkci, byly identifikovany prinejmensim tfi preferencni cilovd mista

pro zaclenovani inzerénich sekvenci, tranpozonl, genl rezistence k antibiotiklim a tézkym kovlm,

zejména ke rtuti (Harmer a Hall, 2015; MclIntosh et al., 2008).

V soucasné epidemiologii je vyznamna linie A/C,, kterd je rozdélovana do dvou podskupin
na zakladé charakteristickych znakd v konzervativni oblasti plazmidu (Harmer a Hall, 2015). IncA/C
plazmidlm je vénovana pozornost diky jejich asociaci s AmpC beta-laktamazami skupiny CMY-2. Kédujici
gen blacwy-2 je vnofen do specifického mista v Tra oblasti plazmidu ve formé platformy ISEcp1-blacmy-2-
-blc-sugE (Fernandez-Alarcon et al., 2011). IncA/C plazmidy nesouci blacwy-2 jsou kosmopolitné rozsireny
u E. coli a salmonel z hospodafskych zvifat, v prostfedi a jsou popisovany z pfipadl humannich
nozokomialnich infekci (Bortolaia et al., 2014; Carattoli, 2008; Carattoli, 2009; Guo et al., 2014; Hopkins
et al., 2006; Mataseje et al., 2010; Mulvey et al., 2009).

IncA/C plazmidy se podili na pfenosu ESBL (CTX-M-2, CTX-M-3) a nékterych karbapenemaz
(Carattoli, 2009; Randall et al., 2011). Hraly také vyznamnou ulohu v celosvétovém rozsifeni metalo-beta-
-laktamazy NDM-1 mezi klinickymi izoldty K. pneumoniae a E. coli (Carattoli, 2013; Dortet et al., 2014b;
Walsh et al., 2011). Pro Australii je typicka vazba genl karbapenemazy IMP-4 rodiny na plazmidy této
skupiny ( ; Espedido et al., 2008). V nasi recentni praci byla prokazana spojitost

IncA/C plazmidi s ifenim karbapenemaz VIM u klinickych izolat(i K. pneumoniae v Recku (

).
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7.10.3.3 IncN s Sirokym spektrem hostiteld v Sifeni CTX-M-1

IncN plazmidy patfi mezi nejrozsifenéjsi skupiny rezistentnich plazmidl u Enterobacteriaceae
humanniho i veterinarniho plvodu, coZ souvisi jednak s jejich schopnosti se replikovat v Sirokém spektru
hostitell a také s vysokou frekvenci konjugativniho prenosu. Podobné jako ostatni skupiny epidemickych
plazmidd také IncN disponuji systémy, které zajistuji jejich stabilni udrZovani v hostitelské burice.
V zakladni koste plazmidd byla nalezena dvé cilova mista pro integraci pfenosnych genetickych element(
a genl rezistence, kterd se vyskytuji mezi geny fipA a nuc a dale v blizkém okoli genl pro restrikéné

modifikacni systém EcoRll, Obr. 59 (Carattoli et al., 2010; ; Eikmeyer et al., 2012).
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Obr. 59: Schematické znazornéni struktury vybranych IncN plazmidu

Vytvoreno podle Plazmid pHHA45 (GenBank, JX065630) byl izolovan z E. coli v trusu prasat
v Dansku. Predstavuje epidemicky IncN plazmid ST1 sdruzeny s blacrxm-1. R46 (AY046276) je referencnim IncN plazmidem.
Plazmid pKT58A byl identifikovan u E. coli z vodniho ptéka v Polsku. Je epidemickym IncN plazmidem podskupiny ST3
sdruzeny s gnrS1. Charakteristické oblasti kostry spole¢né pro IncN plazmidy jsou oznaceny barevné podle nasledujiciho
klice: fialova — gen rep pro replikaci plazmidu; zelena — geny zajistujici odolnost plazmidu vaci restrikénim a modifikacnim
systémUm bunky; svétle modra — geny pro stabilni propagaci plazmidu; oranzova — geny pro prenos plazmidu konjugaci.
Mobilni genetické elementy (inzeréni sekvence, transpozony, integrony) jsou oznaceny Sedé. Modry kruh znaci misto
pocatku prenosu plazmidu, oriT. Mista ¢etné integrace gen(l rezistence do kostry IncN plazmidu (fipA, nuc a EcoRll) jsou
oznaceny tmavé modre. OranZovou barvou jsou vyznaceny geny rezistence k antibiotikdm, tézkym kovim a dezinfekénim
latkam. Sedé stinovani mezi jednotlivymi plazmidy vyjadiuje homologické oblasti plazmid( s podobnosti > 99 %.

IncN plazmidy jsou sdruzeny s nékterymi variantami ESBL, AmpC beta-laktamazami a
karbapenemazami, geny pro rezistenci k chinolondm, aminoglykoziddm, tetracyklinu, sulfonamiddm a
tézkym kovim. Potravinova zvifata jsou povazovana za rezervoar téchto plazmidd (Carattoli, 2009,
2011; Johnson et al., 2007). lejich vysoka prevalence byla zjisténa vysetfenim bézné stfevni mikrofléry
zdravych kurat (Johnson et al., 2007). IncN plazmidy se vyznamné podili na sifeni beta-laktamazy
CTX-M-1 v populaci E. coli a Salmonella enterica u lidi i zvifat v fadé evropskych zemi (Bortolaia et al.,
2010a; Bortolaia et al., 2010b; ; Moodley a Guardabassi, 2009). Studie v Dansku
prokdzala identické IncN plazmidy nesouci gen blacxr-m1 U komenzalnich izolatl E. coli ve stfevni

mikrofléte prasat a pracovnikd této farmy (Moodley a Guardabassi, 2009).
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V roce 2011 byla publikovdna metoda pMLST (,plasmid multilocus sequence typing“)
pro subtypizaci IncN zaloZend na multilokusové sekvenéni analyze tfi genl pritomnych v zakladni kostte
plazmidu (Garcia-Fernandez et al., 2011). Zaroven byla vytvorena verejné dostupnd databaze “Plasmid
MLST Dababase”, kterd shromazduje podrobné informace o plazmidech charakterizovanych touto

metodou (http://pubmist.org/plasmid/). V souc¢asné dobé je v ni evidovano 16 riznych sekvencnich typd

IncN plazmidd (ke dni 20. 2. 2016). Vyuziti této metody pro typizaci rozsahlych sbirek IncN plazmid
umoznila definovat specifické linie v ramci této plazmidové rodiny sdruZzené s urcitymi mechanizmy
rezistence (Obr. 60). Linie ST1 je v databazi zastoupena nejcastéji a je Uzce vazana na gen blacrx.m-1. Byla
identifikovana u izolatl E. coli a Salmonella spp. z hospodarskych zvitfat, zvirat chovanych ze zaliby,
Clovéka i prostfedi v Evropé ( ; ). Komparativni analyza
plazmidd IncN-ST1 nesoucich blacrx-m-1 prokazala vysokou homogenitu této linie ( ).
Geny PMQR (zejména gnrS1) jsou u E. coli a salmonel v Evropé vazany pfedevsim na IncN-ST3 plazmidy,
jejichz kompletni nukleotidovd sekvence byla neddvno popsana ( ). Treti
nejvyznamnéjsi linii je IncN-ST11 odpovédnd za lokalni Sifeni karbapenemadzy VIM-1 mezi humannimi

klinickymi izoldty v Recku (Garcia-Fernandez et al., 2011; Giakkoupi et al., 2003).
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Obr. 60: Dominantni linie IncN plazmid( v Sifeni gen CTX-M-1 a Qnr

Pfevzato z . Dendrogram sestaven na zakladé enzymatickych restrikénich profilli plazmidové DNA.

7.10.3.4 Multirezistentni IncHI plazmidy

IncHI jsou konjugativni plazmidy Celedi Enterobacteriaceae a dalsich zastupcl gramnegativnich
bakterii. Jsou charakteristické svou velikosti dosahujici vice neZ 150 kb, a vysokou plasticitou. Ackoliv by
replikace tak obrovského genetického aparatu IncHI plazmidl méla byt pro bunku energetickou zatézi,
bylo prokdzano, Ze naopak zvysuji fitness bakteridlni buriky a udrZuji se v prostfedi bez antibiotik

(Dahlberg a Chao, 2003; Dionisio et al., 2005).
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Konjugacni systém IncHI plazmid( je termosenzitivni a optimalni teplota pro jejich konjugacni
pfenos se pohybuje v rozmezi 22-30°C (Taylor a Levine, 1980). Pfedpokladd se tedy, Ze prostiedi
(zejména voda) hraje vyznamnou ulohu v jejich Siteni. Pfi teploté 37°C mUze konjugacni pfenos probihat,
nicméné frekvence se mnohonasobné snizuje. Teplota neovliviiuje vlastni morfologii H pilu, ale vyznamné

inhibuje tvorbu konjugacniho paru (Garcia et al., 2007; Taylor, 2009; Taylor a Levine, 1980).

IncHI plazmidy predstavuji vehikuly rezistence k antibiotik(im. Jejich vyznam byl dokumentovan
uz v 80. letech v souvislosti s globalnim Sifenim multirezistentniho fenotypu u plvodcl bfisniho tyfu
(Hasan et al., 2005; Taylor et al., 1985). V dnesni epidemiologii jsou sklofiovany v kontextu Siteni klinicky
vyznamné rezistence k cefalosporinlim a karbapenemUm u Enterobacteriaceae. Kromé rezistence
k antibiotikim nesou genetickou informaci pro rezistenci ke kolicinu a k Sirokému spektru kov( (teluru,
arsenu, médi, stfibru a rtuti), které mohou napomahat jejich udrZovani v prostfedi zatizeném témito

latkami (Johnson et al., 2006; Minh-Duy a Wain, 2008; Whelan et al., 1995).

Plazmidy této rodiny se déli do tfi heterogennich podskupin HI1, HI2 a HI3. Navzdory minimalni
sekvencéni homologii jsou vzdjemné inkompatibilni pravdépodobné v disledku vysoké podobnosti
replikacniho apardtu (Minh-Duy a Wain, 2008; Whiteley a Taylor, 1983). IncHI1 plazmidy jsou dobfe
adaptovany na kmeny salmonel. Snizeni vlastni biologické zatéze pro hostitelské buriky probiha
prostfednictvim modulace transkripce chromozomalnich genl regulacnimi proteiny H-NS, které tyto
plazmidy koduji (Doyle et al., 2007). U Salmonella Typhi a S. Paratyphi jsou IncHI1 odpovédné
za multirezistentni fenotyp zahrnujici beta-laktamy, tetracykliny, chloramfenikol, streptomycin a
sulfonamidy (Phan et al., 2009). IncHI1 plazmidy byly popsany izolatl E. coli s produkci CTX-M-1 z trusu
koni ( ). Kromé gen0 rezistence k antibiotikliim byl na plazmidech identifikovan
operon pro metabolizmus fruktooligosacharid{ ( ). SdruZeni rezistentnich plazmid(
s pridatnou metabolickou funkci pravdépodobné udili kmenlm E. coli urlitou vyhodu ve stfevni

mikroflére koni pod selekénim tlakem antibiotik.

IncHI2 plazmidy pfispivaji k sifeni beta-laktamdz CTX-M-2 a CTX-M-9 u nozokomidlnich kmen(
S. enterica a E. coli ve Spanélsku, Francii a Belgii (Fernandez et al., 2007; Garcia et al., 2005). Identické
plazmidy nesouci tyto beta-laktamazy byly zjistény také u drlbeZe, coZ podtrhuje jejich zoonoticky
potencidl (Fernandez et al.,, 2007). Komparativni analyza sbirky IncHI2 plazmid{ sdruZenych s genem
blacrx-m-2 navic prokazala jejich vysokou podobnost s plazmidy APEC kmen( z USA (Garcia et al., 2007,
Johnson et al., 2006). Nedavno bylo také upozornéno na souvislost mezi IncHI2 a Sitenim karbapenemazy
IMP-4 mezi klinickymi a environmentdlnimi druhy enterobakterii v Australii ( ;

Sidjabat et al., 2015).
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7.10.3.5 Zoonoticky potencidl Incl1 v Siteni Sirokospektrych beta-laktamaz

Dalsi skupinou plazmidl s vyznamnou Ulohou v Sifeni ESBL jsou Incl1 plazmidy. Dosahuji velikosti
okolo 100 kb, vyznacuji se vysokou frekvenci konjugace a Uzkym spektrem hostitell v rdmci Celedi
Enterobacteriaceae (Carattoli, 2009). V sekvencich vSech dosud popsanych Incll plazmid( byl
identifikovan soubor gen( kddujici pily ¢tvrtého typu, které jsou povazovany za faktory virulence
prispivajici k adhezi a invazi patogennich kmen( E. coli (Kim a Komano, 1997). VySetfenim rozsahlé sbirky
humannich a aviarnich izolatl E. coli byla prokdzana vyssi prevalence Incll plazmidd u patogennich
kmenU v porovnani s komenzalnimi (Johnson et al., 2007). Charakteristické virulen¢ni faktory a pfenasené
geny rezistence k antibiotikim pravdépodobné napomahaji jejich globalnimu siteni. Experimentalné bylo
také zjisténo, Ze nevytvari biologickou zatéz pro hostitelskou burniku a dlouhodobé perzistuji a ochotné se
prendsi konjugaci v prostfedi bez selekéniho tlaku antibiotik (Handel et al., 2015). V sekvencich Incll
plazmidd se také béiné nachazi geny pro produkci kolicinu, jehoZ produkce miZe zvysovat selekéni

vyhodu hostitelskych kmen(.

Soucasné poznatky ukazuji na kosmopolitni rozsifeni Incll a podobné, jak bylo dokumentovano
u IncN plazmid(, také na roli potravniho Fetézce v jejich Sifeni. Nesou geny pro ESBL rlznych typ(
(TEM-52, CTX-M-1, -2, -3, -9, -14, -15, -24) a AmpC beta-laktamdazu CMY-2 (Carattoli, 2009). Dostupnost
metodiky plazmidové MLST pro subtypizaci Incll plazmidl ukdzala na jejich vysokou diverzitu
(ke 20. 2. 2016 popsano 217 sekvencnich typ(). Zaroven odhalila dominanci nékterych vyvojovych linii

(ST3, ST7, ST12) a jejich spojitost s urcitymi typy beta-laktamaz (Garcia-Fernandez et al., 2008).

Incll plazmidy sdruzené s blacrx-m-1 byly prokazany u geneticky rGznorodych kmenl E. coli a
Salmonella enterica z rGznych zdrojd a geografickych oblasti. Jejich pfitomnost byla zjisténa ve stfevé
zdravych lidi, u hospodarskych zvifat (prasata, dribez, skot), zvifat chovanych ze zéliby a v prostredi
v Evropé, Austrdlii, Africe a Severni Americe (Ben Sallem et al., 2014; de Been et al., 2014;

: Haenni et al., 2014; ; Zurfluh et al., 2014). V naprosté vétsiné pripadd
nalezi do jedné ze dvou linii ST3 nebo ST7. Nizozemska studie prokazala geneticky pribuzné plazmidy
(ST7-CTX-M-1) u humannich klinickych izolatl E. coli a kmen( z dribeZe a dribeZiho masa (Leverstein-
-van Hall et al., 2011). Autofi poukazuji na rezervoar téchto plazmid( u drlibeze a vyznam potravniho
fetézce v jejich Sifeni k patogenim clovéka. Kosmopolitné je také rozsifen subtyp ST12 nesouci gen
blacmv-2 u humannich i veterinarnich izolatlQ E. coli a Salmonella enterica, pficemz drlibeZ je povazovana
za jejich pravdépodobny rezervoar ( ; Bortolaia et al., 2014; Dierikx et al., 2013; Folster

et al., 2010; Folster et al., 2012; Sidjabat et al., 2014; Tamang et al., 2012).
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7.10.3.6 IncL/M v globalnim Sifeni OXA-48

Plazmidy této skupiny jsou prokazovany v souvislosti s ESBL (CTX-M-3, SHV-5) a
karbapenemazami KPC, IMP, NDM a OXA-48 (Carattoli, 2008; Carattoli, 2013; Carattoli et al., 2015;
Woodford et al., 2009). Byly odpovédné za masivni Sifeni CTX-M-3 v polskych nemocnicich a sporadicky
byly prokazany ve vychodni Evropé a Francii (Baraniak et al., 2002; Carattoli, 2009; Golebiewski et al.,
2007). V Australii IncL/M plazmidy prenasi gen pro metalo-beta-laktamazu IMP-4 (Espedido et al., 2008).
V poslednich letech nabyly na svém vyznamu diky globainimu rozsifeni OXA-48. Diseminace IncL/M
plazmid( sdruzenych s blaoxa-as mezi rlznymi zastupci Celedi Enterobacteriaceae je dokumentovana
predeviim v nemocnicich (Nordmann, 2014) véetné Ceské republiky (J. Hrabak, LF UK v Plzni, osobni
sdéleni). Hrozi jejich postupné pronikani do zdravé lidské populace a ke zvifatdm chovanym ze zéliby
(Stolle et al., 2013; Zurfluh et al., 2015). Sekvencni analyzy ukazuji na vysokou homologii této plazmidové

linie (Carattoli et al., 2015; Poirel et al., 2012b; Pérez-Vazquez, 2016).

V 70. letech byly IncL/M plazmidy déleny na dvé vzdjemné kompatibilni skupiny IncL a IncM
(Hedges et al., 1974). Vysoka uroven sekvenéni homologie vedla pozdéji k jejich zarazeni do spole¢né
inkompatibilni skupiny (Richards a Datta, 1979). Soucasna epidemiologie vSak naznacuje, Ze plGvodni
¢lenéni bylo spravné a opétovné bylo navrzeno vytvoreni dvou skupin (Carattoli et al., 2015). Plazmidy
sdruZzené s OXA-48 pfislusi k IncL, zatimco ty, které nesou geny pro ESBL a jiné typy karbapenemaz patfi

do IncM.

7.10.3.7 IncK v Sifeni CTX-M-14 a CMY-2

Na IncK plazmidy je upozorfiovano v souvislosti s §ifenim beta-laktamdzy CTX-M-14. Byly
identifikovany u izolatl E. coli z prasat a skotu (Cottell et al., 2011; Hansen et al., 2014; Liao et al., 2015;
Liebana et al., 2006). Ve Spanélsku a Velké Britanii bylo také pozorovéno jejich &iteni mezi humannimi
klinickymi izolaty (Dhanji et al., 2012; Valverde et al., 2009). Hraji také ulohu v epidemiologii producent(
CMY-2 (de Been et al., 2014; Porres-Osante et al., 2015).
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8. Zaver

Rezistence bakterii k Sirokospektrym antimikrobidlnim latkdm ohroZuje medicinu 21. stoleti,
komplikuje lé¢bu infekci, zvySuje nemocnost a Umrtnost a ma rovnéz vyznamné dopady na svétovou
ekonomiku. Za kriticky je povazovan ptredevsim rostouci trend prevalence komenzalnich i patogennich
zastupcl Celedi Enterobacteriaceae rezistentnich k cefalosporinim vyssich generaci, karbapenemdm a
fluorochinolondm, které fadime mezi antibiotika urcend k |é¢bé zdvaznych a Zivot ohrozujicich infekci.
Recentni studie véetné nékolik plvodnich praci naseho tymu upozoriuji na podobnosti molekularné-
-genetickych charakteristik kmen( produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy izolovanych ze stfeva
zvifat s kmeny z kolonizovanych osob nebo z pfipadd humannich infekci. S ohledem na negativni dopady
cefalosporind na selekci, udrzovani a Sireni rizikovych rezistentnich mechanizm( je snahou regulovat a
vyznamné snizovat jejich spotiebu predeviim v chovech potravinovych zvitat, k é€emuz pfistupuje i Ceska
republika. VSeobecnym zajmem a cilem je zachovat klinickou Ucinnosti antimikrobialnich latek v terapii
humannich infekci.

Geneticka informace pro rezistenci ke sledovanym skupindm antibiotik je nesena mobilnimi
genetickymi elementy a vazana na Uspésné klony bakterii, které spolec¢né podporuji Sifeni multirezistence
v bakteriadlnich populacich. Nase recentni prace komentované v textu a dolozené kopiemi publikacnich
vystupUl upozornuji na klicovou roli horizontalniho prenosu gen( rezistence k rizikovym beta-laktamim a
fluorochinolonim prostrednictvim plazmidd a popisuji vyznam cetnych genetickych prestaveb v
plazmidovych sekvencich vedouci ke zvySovani komplexnosti oblasti multirezistence. Zaroven poukazuiji
na moznou ulohu sdruzovani multirezistentnich konjugativnich plazmidd s rezistenci k dezinfekénim
latkdm, tézkym kovlm, virulenci, produkci bakteriocin a dals$imi funkcemi, v obecné rostoucim
charakteru antibiotické rezistence. Zda se, Ze vedle rezistence k antibiotiklim poskytuji tyto plazmidy
nesené pridatné funkce bakteridlni burice jisté benefity a navysuji jeji celkové fitness. Pfedmétem dal$iho
vyzkumu je studium téchto sdruzenych funkci a jejich vliv na udrZovani plazmidy determinovanych
mechanizm rezistence v prostfedi bez antibiotik.

Tato habilitacni prace predstavila problematiku rezistence ke klinicky vyznamnym antibiotik(im
humanni i veterinarni mediciny v kontextu “jednoho zdravi” zahrnujici ¢lovéka, zvitata a Zivotni prostredi.
Vysledky naseho nékolikaletého vyzkumu dokumentuji zoonoticky potencidl rezistentnich bakterii,
poukazuji na sdileni multirezistentnich virulentnich klon( clovékem a zvifaty, popisuji cesty jejich prenosu
do prostredi a k volné Zijicim zvifatdm a v neposledni fadé dokladaji zasadni vyznam vybranych rodin
mobilnich genetickych elementld v diseminaci rezistentnich mechanizm(. Znalost epidemiologie
antibiotické rezistence a schopnost jednotlivé mechanizmy spolehlivé a rychle odhalit, je nezbytnym

predpokladem pro omezeni vyskytu a Sifeni multirezistentnich bakterii.
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Souhrn

V této studii byly vzorky kloakalnich vytért mladat rackd chechtavych hnizdicich na vodnim dile Nové Mlyny a
vzorky vody vysetfeny na pfitomnost rezistentnich izolatd £. coli a salmonel. Salmonely byly zjistény v 16 %
vzorkd vody a u 24 % rack(. E. coli s produkci ESBL (CTX-M-1, CTX-M-15, SHV-2, SHV-12) byly identifikovany
pouze ve vzorcich z rack(. Studie dokumentuje vyznamnou kontaminaci povrchové vody salmonelami a

rezistentnimi kmeny E. coli. Rackové predstavuji rezervoary rezistentnich kmen( véetné producent ESBL.
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Introduction

Abstract

Aim: To examine surface water from a pond in the northeastern part of the
Czech Republic and young black-headed gulls (Larus ridibundus) nesting on
the same pond for the presence of antibiotic-resistant Salmonella and Escheri-
chia coli.

Methods and Results: A total of 16% (n = 87) of water and 24% (n = 216) of
gull samples yielded Salmonella. Salmonella Enteritidis PT8 and PT4 were the
most prevalent. Antibiotic resistance was found in 12% (n = 14) of water and
28% (n = 51) of gull salmonellae. Escherichia coli were found in 83 (95%) and
213 (99%) of pond water and gull samples, respectively. Totals of 18%
(n = 83) of water and 28% (n = 213) of gull E. coli isolates were resistant to
antimicrobial agents tested. Class 1 integrons were found in 21% (n = 14) of
water and 15% (n = 60) of gull antibiotic-resistant E. coli isolates. Class 2
integrons and extended-spectrum beta-lactamase-producing E. coli isolates
(with blactxa-1, blacrxo-is-like, blasyy., and blagyy.i,) were found in 13%
(eight positive, n = 60 gull-resistant E. coli isolates) and 3% (seven positive,
n =216 gull E. coli isolates) of gull isolates, respectively. Antibiotic-resistant
E. coli isolates with identical pulsed field gel electrophoresis (PFGE) patterns
were found in either gulls or water, but not both. Salmonellae of the same
serotype and PFGE profile were found in both gulls and water.

Conclusion: A high prevalence of antibiotic-resistant salmonellae and E. coli
were found in both pond water and in sympatric black-headed gulls.
Significance and Impact of the Study: Intensive contamination of pond surface
water by antibiotic-resistant E. coli and salmonellae was documented. Black-
headed gulls were identified as important reservoirs of antibiotic-resistant
salmonellae and E. coli, including extended-spectrum beta-lactamase-producing
isolates.

multiresistant (resistant to two and more antimicrobi-
als) strains of bacteria is a major concern of health

Increased introduction of antimicrobial agents into the
environment via medical therapy, agriculture and
animal husbandry has resulted in selective pressures on
bacterial populations (Schwarz and Chaslus-Dancla
2001). The increase in the number of resistant and

© 2009 The Authors
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officials worldwide. Recently, bacterial resistance arising
through the production of extended-spectrum beta-
lactamases (ESBL) has been recognized as a worldwide
therapeutic problem (Bush 2008; Canton ef al. 2008;
Hawkey 2008).
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Bacterial contamination of surface water, and particu-
larly contamination with faecally derived bacteria, has
long been a water quality issue owing to the potential for
disease transmission. Antibiotic-resistant bacteria have
been detected in various aquatic environments, including
drinking water (Shehabi et al. 2006), rivers (Cernat et al.
2002), sewage (Anderson and Sobrey 2006) and marine
water (Boehm et al. 2003). The transmission of resistance
genes from environmental bacteria to human pathogens
is considered an important risk for public health (Cernat
et al. 2002; Walia et al. 2004). The introduction of resis-
tant bacteria to surface waters through faecal contamina-
tion plays a role in both the occurrence and
dissemination of resistance.

The black-headed gull (Larus ridibundus) is an abun-
dant, migrating species that nests in colonies on water
reservoirs in inland Eurasia (Hudec and éfastn}? 2005).
Many studies have recorded the presence of both human
and animal pathogens, mainly Salmonella spp. (Literak
et al. 1992; Cizek et al. 1994; Nesse et al. 2005; Palmgren
et al. 2006; Pennycott et al. 2006), in gulls. Moreover,
gulls have been involved in several outbreaks of salmonel-
losis in animals (Johnston et al. 1979) and humans
(Kruse et al. 2004).

Gulls have been identified as important reservoirs of
antibiotic-resistant commensal bacteria, particularly
Escherichia coli, including antibiotic resistance genes and
integrons (Tsubokura et al. 1995; Dolejska et al. 2007;
Gionechetti et al. 2008), probably reflecting the presence
of such strains in their sources of food and/or water.

The aim of this study was to examine both pond
surface water samples and samples from young, unfledged
black-headed gulls nesting on the same pond for the pres-
ence of antibiotic-resistant Salmonella and E. coli. Any
antibiotic resistance genes, integrons and ESBL in bacteria
thus isolated were analysed and the identity of water and
gull isolates were compared. In addition, the dynamics of
occurrence of these bacteria in water was studied over the
course of a year.

Materials and Methods

Sample collection

A total of 87 water samples were taken from the Hefma-
nicky Pond near Ostrava in the northeastern part of the
Czech Republic. Pond water was regularly sampled every
14 days over a 1-year period between November 2005 and
November 2006. The samples were taken using the Moore
swab method (Moore 1948). The swabs, sterilized at
121°C before use, were placed into the water for 24 h: at
two sites at the inflow and two at the outflow of the pond.
Next day, the swabs were taken out and placed into sterile
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bags and transported to the laboratory in an isothermal
box. A total of 216 cloacal swabs from young black-headed
gulls nesting at this pond were taken in May 2006. Cloacal
smears of gulls were placed on Amies Transport Medium
(Oxoid, UK) and transported within several hours in an
isothermic box to the laboratory for processing.
Hermanicky Pond lies in a valley of the River Odra
and has a total area of about 120 ha. The source of the
water for the pond is the River Vrbicka Struzka. This
river receives surface water that includes water probably
contaminated by municipal waste from the the cities of
Petrvald, Orlova and Rychvald, with a total population of
about 100 000 inhabitants. Water from the pond then
flows back into the River Vrbicka Struzka and, thereafter,
into the River Odra. There is no evidence of contamina-
tion of the pond by agricultural waste. The pond serves
as a nesting site for almost 250 species of birds (in parti-
cular for around 2000 nesting pairs of black-headed gulls)
and as a traditional stop for migrating water birds. It is
also intensively used for sport angling (Mandak 2004).

Salmonella and Escherichia coli isolation and antibiotic
susceptibility testing

On the same day as sampling, Moore swabs and cloacal
swabs from gulls were placed into buffered peptone water
(BPW; Oxoid) and examined for Salmonella and E. coli as
previously described by Cizek et al. (2007) and Literak
et al. (2007). Salmonella isolates were serotyped and char-
acterized by phage typing (Cizek et al. 2007).

The antibiotic susceptibility of Salmonella and E. coli
isolates was tested using the disc diffusion method on
Mueller-Hinton Agar (Oxoid), in accordance with Clini-
cal Laboratory Standards Institute guidelines (CLSIL
NCCLS 2002) and using 12 antibacterial substances as
previously described by Cizek et al. (2007).

Polymerase chain reaction (PCR) for detecting antibiotic
resistance determinants and integrons

In E. coli and Salmonella isolates found to be resistant to
one or more antibiotics, PCR was used for detecting spe-
cific antibiotic resistance genes, the class 1 and 2 integrase
genes intll and intl2, respectively, and gene cassettes
within class 1 and 2 integrons (Dolejska et al. 2007). The
list of primers and control strains is shown in Table S1
(see Supporting Information). PCR products of the class
1 integron region amplified using the dhfrl/F and
aadA5/R primers were purified (DyeEx 2:0 Spin Kit;
Qiagen) and sequenced using an ABI 310 Genetic Analy-
ser (Applied Biosystems). The results were compared with
sequences previously published on the internet: http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
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Figure 1 Numbers of Salmonella isolates 2
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S. Enteritidis; W, S. Typhimurium; g3, S. Derby;
N S. Indiana; @, S. Infantis; @, S. Hadar).

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

The one-day standardized laboratory protocol for mole-
cular subtyping of E. coli and Salmonella by PFGE, as rec-
ommended by PulseNet (Molecular Subtyping Network
for Foodborne Bacterial Disease Surveillance, US — http://
www.cdc.gov/pulsenet), was used on selected water and
gull E. coli strains exhibiting the same antibiotic resistance
phenotype and antibiotic resistance genes in order to
compare their macrorestriction profiles and determine
epidemiological relatedness, as well as for all antibiotic-
resistant Salmonella isolates from water and gulls. The
relatedness of the samples was analysed according the cri-
teria by Tenover et al. (1995). The samples with indistin-
guishable PFGE patterns (clones) were inscribed with the
same letters. The samples with more than seven differ-
ences in PFGE patterns were designed as not related and
inscribed with different letters.

Extended-spectrum beta-lactamases

The samples were enriched in MacConkey broth and sub-
cultivated onto MacConkey agar containing cefotaxime
(2 mg I™'; Wu et al. 2008). The colonies were examined
using the double-disc synergy test for the production of
ESBL (Thomson and Sanders 1992; NCCLS 2002) and
identified by the API 10S test kit (bioMerieux, France).
The genes responsible for the ESBL phenotype (blatgys,
blasyy, blagxa_i-like, blagxa»-like and blacrx.) were
identified by PCR and the PCR products were further anal-
ysed using sequencing (ABI 310 Genetic Analyser; Applied
Biosystems). The list of primers used is shown in Table S1.

Results

Salmonella

A total of 14 (16%) of 87 pond water samples yielded
Salmonella isolates. Using Fischer’s exact test (P = 0-022),
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the prevalence of salmonellae was found to be signifi-
cantly higher in samples from the water inflow (14 sam-
ples) as compared with those collected from the water
outflow (3 samples). The highest number of isolates was
found in water in November compared with the other
months (Fig. 1). Salmonella Enteritidis was the most
prevalent serotype, being found in 50% (n = 7) of Salmo-
nella-positive samples (Fig. 1).

Cloacal swabs were taken from 216 young black-headed
gulls, of which 51 (24%) yielded Salmonella. Seven differ-
ent serotypes were found in gulls (Fig. 2). Salmonella
Enteritidis was the most prevalent serotype and S. Enteri-
tidis PT4 followed by PT8 were predominant.

Resistance to one or more antibiotics was found in
14% (n = 2) and 29% (n = 15) of water and gull Salmo-
nella isolates, respectively (Table 1). Four isolates of
Salmonella Hadar with the same antibiotic-resistance pro-
file (NaST — resistance to nalidixic acid, streptomycin and
tetracycline) were detected in water and gulls. Resistance
to nalidixic acid was the most prevalent, being found in
25% (n = 16) of the isolates, and in particular in five of
the six S. Hadar and 10 of 36 S. Enteritidis isolates. The
following genes were identified in Salmonella isolates:
blatgm (resistance to ampicillin), strA (streptomycin) and
tetA (tetracycline).
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Figure 2 Salmonelae isolated from black-headed gulls including
serotypes and phagotypes. (—, S. Enteritidis; W, S. Typhimurium; &z,
S. Derby; @, S. Ohio; @, S. Kentucky; &, S. Infantis; @, S. Hadar).
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Table 1 Antimicrobial-resistant Sa/monella

Antibiotic No. of  Antibiotic isolates from pond water and black-headed

Source Serotype (phagotype) resistance profile* isolates resistance genes Pulsotype qulls
Water  Salmonella Hadar NaST 2 StrA, tetA L
Gulls Salmonella Enteritidis (PT 1) Na 1 K

S. Enteritidis (PT 4) Na 8 K

S. Enteritidis (PT 31) Na 1 K

S. Hadar Na 1 L

S. Hadar NaST 2 StrA, tetA L

Salmonella Derby A 1 blatenm M

S. Derby Na 1 M

*A, ampicillin; Na, nalidixic acid; S, streptomycin; T, tetracycline.

All antibiotic-resistant salmonellae were tested by
PEGE. Salmonella isolates of the same serotype, indepen-
dent of the antibiotic resistance phenotype, exhibited the
same macrorestriction profile (Table 1).

Escherichia coli

Escherichia coli isolates were found in 83 (95%) of 87
pond water samples. Resistance to one or more antibiot-
ics was detected in 14 (17%) of 83 E. coli isolates. In
total, 6 (7%) of the 83 isolates were resistant to only one
antimicrobial agent and the remaining 8 isolates were
resistant to more than one agent. Tetracycline resistance
was predominant, detected in nine isolates, followed by
resistance to sulphonamides, ampicillin and trimetho-
prim-sulfamethoxazole. The most common antibiotic
resistance phenotypes were monoresistance to tetracycline
and monoresistance to ampicillin. The results of the

antimicrobial susceptibility of E. coli isolates from pond
water are summarized in Table 2.

A total of 213 (99%) E. coli isolates were obtained from
216 gull cloacal swab samples. Sixty (28%) of the isolates
displayed resistance to antibiotics. Twelve (6%) of the
213 isolates were resistant to only one antimicrobial agent
and the remaining 48 isolates were resistant to more than
one agent. Resistance to the three antibiotics was most
prevalent. Resistance to tetracycline was predominant,
found in 46 of the isolates, followed by resistance to
ampicillin, streptomycin, sulphonamides and trimetho-
(Table 2).
antibiotic resistance phenotypes were resistance to ampi-
cillin, streptomycin and sulphametoxazole (phenotype
AST), found in nine isolates.

The following genes were identified in E. coli isolates:
blatgn, blaoxa.-like (resistance to ampicillin), fetA, tetB
(tetracycline), strA, aadAl, aadA2, aadA5 (streptomycin),

prim-sulfamethoxazole The most common

No. of resistant isolates
(prevalence %)

Table 2 Prevalence of antibiotic resistance
of Escherichia coli isolates from pond

Statistical water and black-headed gulls

Pond water Gulls significance of

Antibiotics (n=283) (n=213) differences*
Tetracycline 9 (11) 46 (22) P = 0-021
Sulphonamides 8 (10) 28 (13) NS
Ampicillin 7 (8) 41 (19) P=0016
Trimethoprim-sulfamethoxazole 7 (8) 19 (9) NS
Streptomycin 3 (4) 32 (15) P = 0-003
Chloramphenicol 2(2) 6 (3) NS

Nalidixic acid 1(1) 13 (6) NS
Ciprofloxacin 0 (0) 7 (3) NS
Cephalotin 0(0) 3(1) NS
Gentamicin 0 (0) 1(<1) NS
Amoxicillin-clavulanic acid 0 (0) 0 (0) NT
Ceftazidime 0 (0) 0 (0) NT

Differences in prevalence were compared using Fisher's exact test. Statistical significance is

indicated at P < 0-05.
*NS, not significant; NT, not tested.
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sull, sul2, sul3 (sulphonamides) and cat, cmlA, floR (chlo-
ramphenicol). The majority of water and gull ampicillin-
resistant isolates yielded the blargy gene while two
isolates were negative for all bla genes tested. As regards
tetracycline resistance determinants, the gene fetA was
predominant in tetracycline-resistant isolates from gulls
while the gene tefB was found in the majority of isolates
from water. Isolates with both genes (fetA and tetB) were
frequent in gulls. One tetracycline-resistant isolate from a
gull was negative for all fet determinants tested. The sul2
gene was the predominant sulphonamide resistance deter-
minant in both groups of isolates and a combination of
two sul genes (sull and sul2) was frequently found in
both water and gull samples. A list of all antibiotic-resis-
tant E. coli isolates from pond water and black-headed
gulls, including antibiotic resistance profiles and antibiotic
resistance genes, is shown in Table 3.

Integrons and gene cassettes in Escherichia coli isolates

Three of 14 antibiotic-resistant E. coli isolates from water
yielded the intll gene and class 1 integron. A class 1
integron of 16 kb with the gene cassette dhfri2-aadA2
was present in two E. coli isolates, and one isolate con-
tained a 1-5 kb integron with the dhfri-aadAl cassette.
One sull-positive isolate with the aadA5 gene cassette but
without the intll gene was detected, suggesting a muta-
tion in the 5" conservative region of the integron.

Nine of the 60 antibiotic-resistant E. coli isolates from
gulls possessed the intIl gene and gene cassettes in vari-
able regions of the class 1 integron. The spectrum of
integrons in gull isolates was heterogeneous and varied
from those found in water samples; seven different types
of integrons were found in total: integrons of 1 kb with
aadAl or aadA2 cassette, 1-5kb integron with dhfri-
aadAl, 17 kb integron with dhfri17-aadA5, 1-9 kb integ-
ron with blagxa.-like-aadAl. Two intl1-positive samples
were negative for variable region of class 1 integron; one
of them with dhfrl cassette and the other contained
aadAl gene. One 2 kb integron with an unusual combi-
nation of gene cassettes, dhfrl-catB3-aadA4, was found in
a gull isolate. The sequence analysed was identical to
sequences stored in the GenBank under accession no.
AM939644 (E. coli isolate 980, class 1 integron) and
AY214164 (E. coli plasmid pAPEC-02-R). Two isolates
were negative for a variable region of the class 1 integron,
probably as a result of a mutation inside the integron
structure (data not shown). One sull-positive isolate
proved negative for intll as well as for all gene cassettes
tested.

Class 2 integrons were found only in gull isolates. Eight
of all antibiotic-resistant isolates were positive for the
intl2 gene; however, the PCR reaction for the variable
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region of the class 2 integron was negative in one of
these. Three types of class 2 integrons were found. A class
2 integron with a variable region of 2-5 kb in size and the
estX-sat-aadAl gene cassette was found in three E. coli
isolates; an integron 2 kb in size with the dhfrl-sat-aadAl
cassette was found in three isolates and a 1-5 kb integron
with the sat-aadAl cassette was seen in one isolate.

Macrorestriction profile analysis

Sixteen E. coli isolates (five from water, eleven from gulls)
that exhibited the same antibiotic-resistance profile and
genes were analysed by PFGE. Identical isolates (clones)
were found among gull isolates or among water isolates,
but no relatedness was found between gull and water
isolates (Table 4). PFGE patterns of the isolates can be
seen in Fig. S1 (see Supporting Information).

ESBL-producing Escherichia coli

No ESBL-producing isolates were found in water samples.
Escherichia coli isolates producing ESBL were found in
seven (3%, n =216) samples from gulls. The genes
blactx.m.1 (one isolate) blacrxm.is-like (two), blasyy.o
(one) and blagyy_1, (two) were found. One ESBL-produ-
cing isolate was negative for all bla genes tested. All
blagyy-positive isolates exhibited the same antibiotic
resistance profile, ACf (resistance to ampicillin and cepha-
lothin). All blacrx.m-positive isolates were resistant to
four to seven antimicrobials. Two of these carried a class
1 integron of 1-7 kb with the dhfri17-aadA5 gene cassette,
and the remaining one contained a 1-5 kb class 1 integron
with dhfrl-aadAl.

Discussion

Contamination of surface water with untreated manure
and sewage continues to be a serious environmental prob-
lem. The pond that we examined is situated within a
large industrial area densely inhabited with humans. The
area is not important from an agricultural point of view
and there are no large livestock farms that introduce an
influential amount of wastes of animal origin into surface
waters. In our study, we demonstrate a high level of con-
tamination of pond surface water by salmonellae. The
spectrum of serotypes and phagotypes of Salmonella
enterica isolated from pond water indicates their human
and/or animal origin. Salmonella Enteritidis PT8 was the
most prevalent serotype found in water in 2006 and, at
the same time, this phagotype was also predominant in
both humans and animals in the Czech Republic (Renata
Karpiskova, National Institute of Public Health in Prague,
personal communication). Salmonella Hadar isolates with
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Table 3 List of antibiotic-resistant Escherichia coli from pond water and gulls

M. Dolejska et al.

Source Antibiotic resistance phenotype* Antibiotic resistance genest No. of strains
Water A blatem 1
ND 1
T tetA 2
tetA, tetB 1
Su sull, aadA5 1
cT cmlA, tetA 1
SuSxt sul2 1
SSuT StrA, sul2, tetB 1
ASuSxt b/aTEM, sul2 1
ASuSxtT blaten, sull, sul2, tetA, intl1, 11 1-5 kb: dhfri-aadA1 1
ANaSuSxtT blaten, sull, sul2, intl1, 11 1-6 kb: dhfr12-aadA2 1
ASSuUSxtT blaten, StrA, sul2, tetA 1
ACSSuSxtT blaten, cat, strA, sull, sul2, tetB, intl1, 11 1-6 kb: dhfr12-aadA2 1
Gulls A b/aTEM 3
Na NT 1
S aadAl, intl2 1
T tetA 1
T tetB 3
T tetd, intl2, 12 2-5 kb: estX-sat-aadA1 1
T tetB, intl2, 12 2-5 kb: estX-sat-aadAT 1
AS blatenm, aadAl, intl2 1
ASxt blatenm 1
CipNa NT 1
NaT tetB 2
SSu StrA, sul2 1
ST StrA, tetB 1
SuT sul3, tetA 1
ACT blaTEM, cat, tetA 1
Aclea b/aTEM 1
ANaT blaten, tetB 1
AST blaten, StrA, tetA 4
blaten, StrA, tetB 2
StrA, tetB 1
blaten, StrA, tetA, tetB 1
ASuT blaten, sul3, tetB 1
SSuT sull, tetB, intl1, 11 1 kb: aadA1, 11 1 kb: aadA2 1
SuCipNa sult 1
SuSxtT sull, tetA, intl1, 11 2 kb: dhfr1-catB3-aadA4, intl2 1
ACipNaT blatey, tetB 1
ACSSu blaten, cat, strA, sul2 1
ACSuUT cat, sull, tetB, intl1, 11 1-8 kb: blapxa-1-like-aadA1 1
ASSuSxt blaten, StrA, sull, sul2, intl1, 11 1-5 kb: dhfr17-aadA5 1
ASSuT blaten, StrA, sul2, tetA 1
ASuSxtT blatenm, sull, tetA, intl1, 11 1:5 kb: dhfr1-aadA1 1
blaten, sul3, tetB 1
CSuSxtT cat, sul2, tetA 1
ACTSSuT blatenm, StrA, sul2, tetB 1
ASSuUSxtT blaten, StrA, sul2, tetA 3
blaten, StrA, sul2, tetA, intl2, 12 2 kb: dhfri-sat-aadA1 1
blaten, StrA, sul2, tetA, intl2, 12 2-5 kb: estX-sat-aadAT 1
blaten, StrA, sul2, tetB 1
blaten, StrA, sull, sul2, tetA, tetB, intl1, 11 1-5 kb: dhfr17-aadA5 1
ACTSSuSxtT blaten, StrA, sul2, tet A 1
blaten, StrA, sul2, tetB 1
ACSSuUSxtT blaten, StrA, sul2, tetA 1
1

blaten, cat, strA, sul2, tetB, intl2, 12 2 kb: dhfr1-sat-aadA1

© 2009 The Authors

1946 Journal compilation © 2009 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology 106 (2009) 1941-1950



M. Dolejska et al.

Table 3 (Continued)

Antibiotic-resistant Salmonella and E. coli

Source Antibiotic resistance phenotype* Antibiotic resistance genest No. of strains
ANaSSuSxtT blaten, StrA, sull, sul2, tetB, intl1, dhfr1 1
ACipNaSSuSxtT StrA, sull, sul2, tetA, tetB, intl1, 11 1:5 kb: dhfr1-aadAT 1
ACCfCipGnNaSSuSxtT blaten, floR, strA, sull, sul2, tetB, intl1, aadATl 1

*A, ampicillin; C, chloramphenicol; Cf, cephalotin; Cip, ciprofloxacin; Gn, gentamicin; Na, nalidixic acid; S, streptomycin; Su, sulfonamides cp.;

Sxt, trimethoprim-sulfamethoxazole; T, tetracycline.

+ND, not determined; NT, not tested; I1, class 1 integron; 12, class 2 integron.

Table 4 Escherichia coli isolates analysed by

pulsed field gel electrophoresis Antibiotic resistance Pulsotype
Group phenotype* Antibiotic resistance genes Designation Source
1 A blatem A Water (1)
B Gulls (3)
2 T tetA C Water (2)
D Gulls (2)
3 ASuSxtT blaten, sull, sul2, tetA, intl, E Water (1)
1-5 kb integron: dhfr1-aadA1 F Gulls (1)
4 ASSuSxtT blaten, StrA, sul2, tetA G Water (1)
H Gulls (5)

*A, ampicillin; S, streptomycin; Su, sulfonamides cp.; Sxt, trimethoprim-sulfamethoxazole;

T, tetracycline.

resistance to nalidixic acid, streptomycin and tetracycline
are exclusively isolated from human samples in the Czech
Republic (Renata Karpiskova, personal communication),
indicating contamination of the water in the pond by
human sewage. On the other hand, Salmonella Derby,
isolated from pond water, is exclusively found in pigs in
the Czech Republic Karpiskova, personal
communication).

A high prevalence of Salmonella was recorded among
young black-headed gulls. A total of 24% (n = 216) of
gull samples yielded Salmonella isolates as compared with
27% (n = 132) of isolates found from the same colony in
2005 (Cizek et al. 2007). The spectrum of serotypes and
phagotypes in gulls varied between 2006 and 2005, proba-

(Renata

bly reflecting different contamination sources for gull
colonization. The most prevalent phagotype in 2005,
S. Enteritidis PT6, was replaced by PT4 and PT8 in 2006.
The PT4 phagotype is predominant to the west of the
Czech Republic, suggesting an additional source of this
phagotype in black-headed gulls outside their nesting
area. Salmonella Enteritidis PT8, S. Derby and antibiotic-
resistant S. Hadar were frequently found in gulls as well
as in pond water.

Escherichia coli was isolated in pond surface water from
both the inflow and outflow throughout the year. Various
studies provide evidence that E. coli can persist in second-
ary, nonhost habitats such as freshwater and water sedi-
(Hendricks 1967; Flint 1987;

ments and Morrison
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Anderson et al. 2005). An increase in faecal E. coli con-
tamination of natural waters in the summer months and
higher survival and growth at warmer temperatures was
reported by Ksoll et al. (2007), although a negative rate
of growth and decreased survival in secondary habitats
was also observed. There is probably, therefore, a conti-
nuous bulk transfer from human and animal sources to
maintain a stable population outside the animal hosts
(Savageau 1983). Our results demonstrate an intensive
and permanent faecal contamination of the pond.
Black-headed gulls have been identified as reservoirs of
antibiotic-resistant salmonellae and E. coli, including
integron-carrying isolates (Cizek et al. 2007; Dolejska
et al. 2007). Edge and Hill (2005) demonstrated that bird
faeces might be a more prominent contributor of E. coli
to surface waters than municipal wastewater sources.
Omnivorous adult black-headed gulls from colonies in
the Czech Republic gather food for their young over an
area of about 10 km around the nesting colonies (Hudec
and Stastny 2005) and, as such, have sufficient opportuni-
ties to become infected through by-products of animal
and human origin. We consider the sources of E. coli
infections in young black-headed gulls to be from outside
the pond water and local environment owing to the dif-
fering spectrum of E. coli isolates found in gulls in 2006
and in the water of the Hefmanicky Pond in November
2005/November 2006, as well as the differing spectrum of
E. coli isolates found in gulls in 2006 and gulls examined
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at the same location in 2005. However, further investiga-
tions must be performed to confirm this statement. We
did not find any isolate with the same antibiotic-
resistance profile, antibiotic resistance genes and macro-
restriction profile in isolates from water and gulls in
2006. A few studies have reported little genetic similarity
between E. coli populations in hosts and those in the
environment where faeces from those hosts accumulate
(Gordon 2001; Gordon et al. 2002; McLellan 2004). As
with our study, McLellan (2004) found that some E. coli
strains isolated from river water were more closely related
to isolates taken from different river sites or collected on
other days than they were related to E. coli strains from
known sources of faecal contamination (e.g. gulls) at
these sites.

We found integrons in both water and black-headed
gull isolates. The prevalence of integron-positive E. coli
was higher in gulls as compared with water and the
spectrum of integrons was more variable in gulls. We
believe that this is because of additional sources of
strains with integrons in the food of gulls outside the
pond water. A class 1 integron, 2 kb in size, with a
unique combination of gene cassettes (dhfrl-catB3-
aadA4) was detected in a black-headed gull isolate. A
similar type of integron was recently found in poultry
E. coli in Hungary (24 kb, dhfrl-catB3-aadA5; Nogrady
et al. 2006). The sequence of the integron we detected
was identical with the integron described by Kadlec and
Schwarz (in press) in an animal E. coli isolate in Ger-
many between 2004 and 2006 (GenBank accession no.
AM939644). This type of integron was also identified
as part of the pAPEC-O2-R plasmid in an avian patho-
genic E. coli strain isolated from an chicken with obvi-
ous disease manifestation in the United States in 2005
(Johnson et al. 2005).

Class 2 integrons were demonstrated only in gull iso-
lates, with integrons 2-5 kb in size with estX-sat-aadAl
and 2 kb with dhfrl-sat-aadAl being the most prevalent.
The same types of integrons have been sporadically found
in E. coli from pigs in Norway and Switzerland (Sunde
2005; Cocchi et al. 2007). According to our knowledge,
this is the first report of class 2 integrons in wildlife.

Some isolates with class 1 and class 2 integrons were
positive for streptomycin-resistant gene aadA but did not
exhibit corresponding antibiotic resistance phenotype. It
was demonstrated that streptomycin resistance genes asso-
ciated with integrons mostly provide reduced susceptibi-
lity to these agents rather than full resistance, probably
owing to low-level gene expression (Collins and Hall
1995; Martinez-Freijo et al. 1998).

We detected ESBL-producing E. coli in 3% of the
black-headed gull samples. The ESBL genes blargm,
blagyy and blacrx.y that we found in these isolates are
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the most prevalent ones world-wide. The blacrx.\ and
especially blacrx.., genes have now become increasingly
dominant in Europe (Cantén et al. 2008). All the blacrx -
positive E. coli from gulls in our study contained class 1
integrons with genes cassettes; blacrx_m.1-positive E. coli
contained dhfrl-aadAl and blacrx m.s-like  positive
E. coli isolates were positive for dhfri7-aadA5. The
blactx.m gene has recently been identified as frequently
found on the same genetic elements as class 1 integrons
(Canton et al. 2008). The ESBL SHV-12 and SHV-2 that
we found in gull E. coli isolates are the most prevalent
enzymes within the SHV family (Cantén et al. 2008).
They have been reported all over the world in Klebsiella
pneumoniae and, more recently, in E. coli from humans
and food-producing animals (Valverde et al. 2004;
Hernandez et al. 2005; Mir6 et al. 2005; Blanc et al. 2006;
Machado et al. 2008). Little information is available on
the spreading of ESBL-producing E. coli isolates into the
environment and wildlife. ESBL-producing E. coli with
blactx v and blasyy 1> has been found in birds of prey
in Portugal (Costa et al. 2006). We therefore consider our
observation of the occurrence of ESBL-producing E. coli
in black-headed gulls that commonly occupy water reser-
voirs in inland Europe somewhat alarming. It provides
evidence that the ESBL-producing E. coli selected for in
humans and food-producing animals are colonizing wild
gulls and that, via these birds, the emerging ESBL-
producing E. coli isolates can be spread into the environ-
ment in the same way as E. coli isolates resistant to older
generations of antimicrobials, as we recently documented
(Dolejska et al. 2007).
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