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Abstrakt

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) je vyznamnym nozokomidlnim
patogenem, ktery se vSak od 90. let 20. stoleti ¢im dal vice vyskytuje i v komunité (CA-MRSA).
Obecné jsou komunitni kmeny virulentnéj$i, avS§ak méné¢ rezistentni nez nemocnicni (HA-MRSA).
vice mistech ve svéte. Je znamo hned nekolik piiklada, kdy byly dominujici linie nahrazeny jinymi.
Klicové faktory rozhodujici o vybéru dominantni linie nejsou vzdy zcela zfejmé. V ramci této
diplomové prace byla provedena longitudindlni studie epidemiologie MRSA ve Fakultni
nemocnici v Motole v obdobi 2018-2020, s charakterizaci vyskytu klonalnich komplext. Zaroven
byla provedena multicentrickd studie epidemiologie MRSA na Slovensku v obdobi leden — duben
2020. Déle bylo n¢kolik izolatli z dominantnich linii fenotypové charakterizovano. Ve FN Motol
byl zjistén vysoky vyskyt klonalniho komplexu 5 se zastoupenim spa-typu t586, coz je ve shodé
s recentnimi studiemi v CR. Pfevazné zastoupeni klonalniho komplexu 5 bylo zjisténo i na
Slovensku. Rozdilem vSak byly signifikantni zachyty i1 jinych sekvenénich typl a klondlnich
komplexti, jako napt. EMRSA-15 (20 % izolatt). Dal$im vyznamnym objevem byl zachyt klonu
USA300, ktery je epidemickym klonem v Americe, ale v Evropé jsou dosud zaznamenany pouze

ojedin€lé zachyty.

Klicova slova: MRSA, rezistence, typizace, antibiotika, mecA, SCCmec, klonalni Siteni



Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major nosocomial pathogen that
has spread into the community since the 90s. In general, the community-associated (CA-MRSA)
strains are more virulent, but less resistant to antimicrobials than the hospital-acquired strains (HA-
MRSA). Some lineages of MRSA such as sequence type 8 have been transmitted more successfully
around the world than others and there are situations where a dominant lineage has been replaced
by a new one. The factors that are crucial for the selection of dominant lineage are often not clear.
As part of this thesis, a longitudinal study of MRSA epidemiology in the Motol University Hospital
during the period of 2018-2020 was performed and the occurrence of MRSA clonal complexes was
characterized. A multicenter study of the epidemiological situation of MRSA in Slovakia during
the period of January — April 2020 was also performed concomitantly. Moreover, several isolates
from dominant lineages were further characterized by their phenotype. In the Motol University
Hospital study, it was found that the HA-MRSA of the clonal complex 5 dominates and is
represented mainly by spa-type t586; a finding that concurs with recent studies from the Czech
Republic. In Slovakia, similar to the Czech Republic, MRSA lineages from clonal complex 5 were
predominant. Other lineages were also significantly present e.g. HA-MRSA lineages from clonal
complex 22, also known as EMRSA-15 (20% of isolates) and more importantly, the epidemic
USA300 clone was detected, which is an epidemic clone in the United States, but has so far been

was rarely reported in Europe.
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1. Uvod

Staphylococcus aureus (S. aureus) je grampozitivni bakterie, kterd mize svého hostitele
pouze kolonizovat, ale také zplisobovat zavazné infekce. Je spojovéna s infekcemi v souvislosti
s nemocni¢ni péci a je vyznamnym nozokomidlni patogenem. Z infekcet, které zptisobuje, prevazuji
infekce kiize a mekkych tkéni, jako jsou kozni 1éze, abscesy, furunkuly apod. Také se fadi mezi
castého puivodce endokarditid a osteomyelitid. Infekce S. aureus jsou velmi Casto u starsi populace
ve spojitosti s dlouhodobou nemocniéni péc¢i.

S. aureus v podobé rezistentnich kmenit MRSA je také zosobnénim jedné z nejvétsich hrozeb
soucasné doby, a to rezistence k antibiotikim. Vyvoj novych antibiotik je zdlouhavy a nepfilis
ekonomicky vyhodny proces, vzhledem k relativné rychlému vzniku rezistence i charakteru
antibiotik jakozto 1éCiva, které pacient potiebuje uzivat pouze n€kolik dni, pokud je terapie
uspésna. Vzhledem k riziku Sifeni jsou velkym problémem plazmidy a jiné mobilni genetické
elementy nesouci geny antibiotické rezistence (McCarthy a Lindsay 2012). Jednim z ptikladti
takového mobilniho genetického elementu je stafylokokova chromozomalni kazeta SCCmec, ktera
ma za nasledek rezistenci S. aureus k vét§iné B-laktamovych antibiotik, v¢éetné meticilinu, diky
némuz ziskal meticilin rezistentni S. aureus své jméno — MRSA. Toto B-laktamové antibiotikum
bylo zavedeno do klinické praxe na konci 50. let, v soucasné dobé¢ se jiz nepouziva, ale oznaceni
MRSA ziistalo.

0d 60. let, kdy se poprvé objevil MRSA, se kmeny rezistentni k meticilinu staly vyznamnymi
puvodci nemocni¢nich infekci. Pozdé&ji se zacaly objevovat piipady, které nesouvisely
s nemocnicni pé¢i a pochdzely z komunitniho prostiedi (Begier et al. 2004) a ptipady spojované
s pééi o zvitata (Witte et al. 2007). V Ceské republice byly prvni piipady vyskytu MRSA
zaznamenany v 90. letech (Melter ef al. 1999).

Epidemiologie MRSA je charakterizovdna vyskytem tUspé&Snych klonalnich linii
epidemickych klond, které mohou lokélné 1 globalné tvofit vétSinu detekovanych izolath MRSA.
Studium klondlni struktury je proto zasadnim bodem pro pochopeni §iteni MRSA a pro zavedeni
ucinnych protiopatteni.

V nasi zemi se vysttidalo nékolik dominantnich klonalnich linii MRSA. Tato prace navazuje
na studii nasi laboratofe analyzujici epidemiologii MRSA v CR v roce 2017, kdy v sougasné dobé
je v nemocnicich ¢asty klonalni komplex 5 v zastoupeni hlavné spa-typti t003, t014 a t586 (Tkadlec
etal 2021).



2. Cile prace

Cilem této prace bylo navazat na studii Tkadlec et al. 2021, kterd v roce 2017 studovala

epidemiologii MRSA v jedenacti Ceskych nemocnicich, sledovanim epidemiologie MRSA ve

Fakultni nemocnici v Motole. Dale srovnat situaci v CR se Slovenskem a provést podrobngjsi

analyzu izolatl z hlavnich linii MRSA.

Byly stanoveny nasledujici dil¢i cile této diplomové prace:

Analyza izolath MRSA ve Fakultni nemocnici Motol nasbiranych v obdobi 2018-2020,
zahrnujici urCeni citlivosti  k antibiotikim, detekci vyskytu Panton-Valentinova
Leukocidinu, charakterizaci klonalni struktury.

Analyza izolati MRSA ze Slovenska nasbiranych v obdobi leden-duben 2020, zahrnujici
urceni citlivosti k antibiotikim, detekci vyskytu Panton-Valentinova Leukocidinu,
charakterizaci klonalni struktury. Srovnani s izolaty MRSA z CR.

BliZ§i charakterizace izolath reprezentujici hlavni linie MRSA, stanoveni jejich rlstové
rychlosti, tvorby biofilmu a hemolyzy s cilem objasnit faktory ovliviiujici Siteni téchto linii

MRSA.

Byly stanoveny nasledujici hypotézy:

Dle dat z minulych let je pfedpoklad pretrvavajici dominance klonalniho komplexu 5 ve FN
Motol s ptevladajicim spa-typem t586

Vzhledem k neexistenci epidemiologickych dat na Slovensku, sousedstvim a Uzkym
kontaktem s Ceskou republikou je ptedpoklad vyskytu podobnych spa-typii jako v Ceské
republice

Piedpoklad rozdilli v riistovych rychlostech mezi analyzovanymi kmeny, rozdilny vliv
pfidani subinhibi¢nich davek antibiotik na nemocnicni versus komunitni linie MRSA
Predpoklad rozdili v tvorbé biofilmu a hemolyzy mezi komunitnimi a nemocni¢nimi

kmeny/izolaty
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3. Literarni prehled

3.1 Zakladni biologické vlastnosti a klinicky vyznam S. aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni fakultativné anaerobni kokovitd bakterie,
v mikroskopu tvoii hroznovité kokovité shluky. S. aureus je oportunni patogen a az 40 % populace
je bezptiznakové kolonizovano (Becker et al. 2016). Nejcastéji je toto nosi¢stvi na nosni sliznici a
je jednim z rizikovych faktorti predisponujici vznik pfipadné infekce, v ptipad¢ invazivni infekce
u pacientll s prokdzanym nosic¢stvim S. aureus je ve vétsSiné ptipadd pivodem ten samy kmen
(McCarthy et al. 2012). Tato primarné¢ komenzalni bakterie ma potencial vyvolat riizné typy
infekci, nejCastéji infekce kize a meékkych tkdni. Mezi dal§i onemocnéni, které S. aureus
zpusobuje, fadime infekce dychacich cest, endokarditidy, osteomyelitidy, infekce mocovych cest
a sepse. Jeho virulentni faktory, schopnost odolavat vysuSeni (Loftus et al. 2018) a piezivat ve
vysokych koncentracich soli — aZ v 25% koncentraci NaCl (Vaish et al. 2018) ho fadi mezi
vyznamné grampozitivni nozokomidlni patogeny.

Virulentni faktory Casto nejsou esencidlni, ale davaji svému nositeli selekéni vyhodu. Jsou
obvykle prenaseny na mobilnich genetickych elementech, mezi které se tfadi napt. plazmidy,
profagy nebo ostrovy patogenicity. Vzhledem k horizontalnimu pfenosu se vyskyt mobilnich
genetickych elementt 1i§1 mezi jednotlivymi liniemi S. aureus (McCarthy a Lindsay 2012) . Znamy
virulentni faktor S. aureus je napt. Panton-Valentinliv leukocidin (PVL). Tento leukocidin je
pfenasen na profagovi ¢2, byva ptitomen u cca 10 % izolath MRSA (Tkadlec ef al. 2021) a zhorSuje
pribéh stafylokokové infekce. DalSim z vyznamnych virulentnich faktorGi jsou hemolyziny.
Hemolyzin a se vaze na erytrocyty a vytvaii v jejich membrané pory, ¢imz je lyzuje. Pfi kultivaci

na krevnim agaru je tento jev pozorovan jako zprihlednéni krevniho agaru.

Tab 1. Seznam virulentnich faktort S. aureus. Pievzato a upraveno z (Badarau et al. Nagy 2017; McCarthy a Lindsay

2013; Holochova et al. 2010)

Virulen¢ni Zastupce Cil pisobeni Vyskyt
faktor
Adheziny Core  variable
genome
Koaguldza
Stafylokinaza Stépeni IgG Bakteriofag ¢3
Epitelidlni a  endotelidlni | Core  variable
Hla bunky genome — [EC2
Hemolyziny locus -
HigAB Erytrocyty | Leukocyty — lyze fagocytti | Core  variable
HIgCB (neutrofild, granulocytd, | genome -
monocytl a makrofagi) Sbi/Hlg locus
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PVL Bakteriofag ¢2
Core variable

Leukocidiny LukED Erytrocyty genome — GIP
locus
LukMF Bakteriofag @1
Enterotoxiny A-E T-bunky | Aktivace velkého poctu T | bakteriofdgové

bun¢k, proliferace a masivni

TSST-1 uvol.ngvzilm. chemokini a SaPl

syndrom toxického Soku

Exfoliativni ETA o . Profag
toxiny ETB Disociace keratinocytl Plazmid pETB
ETD SaPI
Phenol  soluble | PSMa , . PSMa locus core
modulins Lyze leukocytii genome
PSMp SCCmec

3.2 Antibioticka rezistence S. aureus

Po rychlém ziskéani rezistence k penicilinu se pro 1é¢bu S. aureus vyvinula 0€inngjsi B-
laktamov4 antibiotika, ktera jsou v mnoha ptipadech infekce prvnim antibiotikem volby. I k novym
B-laktamovym antibiotiklim si ale nékteré kmeny S. aureus ziskaly rezistenci. Mimo rezistence
k témto antibiotikiim jsou velkym problémem kmeny S. aureus, které ziskaly tzv. multirezistenci,
rezistenci k alesponi jednomu antibiotiku ve tfech riznych skupinach antibiotik (Magiorakos et al.
2012). Mnoho kmentt MRSA je mimo B-laktamovych antibiotik rezistentni také k jinym skupinadm

antibiotik, napft. k fluorochinoloniim, makrolidiim a linkosamidim (Tkadlec ef al. 2021).

3.2.1 Geneticky zaklad MRSA

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) je charakterizovan nékolika geny, které
mu déavaji schopnost odolat pisobeni p-laktamovych antibiotik. Tyto geny jsou soucasti
stafylokokové chromozomalni kazety SCCmec.

SCCmec je mobilni geneticky element o délce 21 kbp az 67 kbp (Zhang et al. 2005). Tento
mobilni geneticky element byl do S. aureus ptenesen horizontdlnim genovym transferem z
koagulaza negativnich stafylokokti (Couto et al. 1996). Harkins et al. provedli celogenomové
sekvenovani u izolatd, které se objevily ve Velké Britanii 60. a 70. letech a v Dansku v 60. az 80.
letech a zjistili, ze kazeta SCCmec zodpovédnd za rezistenci k meticilinu byla horizontalnim
genovym transferem pienesena do S. aureus s 95 % pravdépodobnosti v roce 1946 nebo diive.

wrwe

MRSA (Harkins ef al. 2017).
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Zékladni komponentou kazety SCCmec jsou rekombindzy Ccr, které zajistuji vysttizeni a
integraci kazety SCCmec. Tyto rekombindzy jsou kodovany geny ccrd, ccrB a ccrC. Gen ccrC
zajistuje prenos SCCmec samostatng, geny ccrA a B funguji dohromady (Ito ez al. 2004; Katayama
et al. 2000).

Dalsi soucasti SCCmec je gen mec. Ten koduje alternativni penicilin vazajici protein 2
(PBP2a), ve vétsingé ptipadii je kddovan genem mecA a podili se na biosyntéze peptidoglykanu
v piipad¢, Zze je MRSA vystaven B-laktamovym antibiotikim. Tato antibiotika cili na penicilin
vazajici protein (PBP), ktery je esencialni pti tvorbé peptidoglykanu. PBP2a zajist'uje rezistenci ke
vSem B-laktamovym a cefalosporinovym antibiotikiim vyjma ceftobiprolu a ceftarolinu (Becker et
al. 2014). V roce 2011 Garcia-Alvarez et al. popsali u izolatu LA-MRSA homolog genu mecA a
nazvaly jej mecArc42s1, dnes je gen oznacovan jako mecC. Tento gen nelze detekovat latexovou
aglutinaci ani PCR eseji pro detekci genu mecA. Gen mecC je nesen kazetou SCCmec typu XI.
(Garcia-Alvarez et al. 2011). Vroce 2020 byl popsan prvni piipad kmene, jehoz SCCmec
obsahovala gen mecA 1 mecC (Sekizuka et al. 2020). Gen mecB, jehoz produkt také nahrazuje PBP
v jeho funkci, byl u S. aureus popsan v roce 2018. Na rozdil od mecA a mecC je ale pfendSen na
plazmidu (Becker et al. 2018). Region mec déale obsahuje signalni transduktorovy protein
(kodovany genem mecR1) a represorovy protein (kodovany genem mecl).

Zbytek kazety, ktera neni soucésti ccr ani mec regiond je nazyvana regionem J (joining
region). Region J se rozd€luje do tii podskupin, J1-J3. V tomto regionu jsou v podobé
integrovanych plazmidl ¢i transpozonii kédovany geny rezistence k dalSim antibiotikiim, jako
napf. integrovany plazmid pUB110, ktery nese rezistenci k tobramycinu a kanamycinu. Region J
také muze obsahovat rezistenci k t€Zkym koviim jako je napt. kadmium. Tato rezistence je nesena
na transpozonu WYTn 554 (Ito et al. 2014).

U SCCmec rozliSujeme typy I az XIV, nejnovéjsi typ SCCmec XIV byl popsan v roce 2020
(Urushibara et al. 2020). Typy SCCmec se mezi sebou 1is§i kombinaci genil ccr, mec a typem
regionu J. VEtsi kazety SCCmec typu I a II jsou spojovany s nemocni¢ni MRSA a €asto nesou
dodatecné geny rezistence, zatimco SCCmeclV byva kratsi a vyskytuje se hlavné u komunitnich
MRSA (Ma et al. 2002). Tyto kazety jsou tedy vyznamné nejen pienosem rezistence k -
laktamovym antibiotikiim, ale v mnoha piipadech pfenasi rezistenci k fad¢ dalSich antibiotik (Ito

etal. 2014).
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3.3 Popula¢ni struktura MRSA

Podrobnéjsim zkoumanim Ize odhalit, Ze mezi izolaty S. aureus existuji znacné genetické
rozdily, ovliviujici jejich schopnosti zpusobit infekci a odolavat pisobeni imunitniho systému a
antibiotické 1é¢bé. Tyto rozdily zahrnuji pfitomnost genti kddujicich povrchové proteiny, gent pro
faktory interagujici s imunitnim systémem hostitele (Mccarthy a Lindsay 2010), a také pfitomnost
mobilnich genetickych elementi jako jsou plazmidy a s nimi spojené geny rezistence (McCarthy a
Lindsay 2012). Podle vzajemné podobnosti lze izolaty S. aureus rozdélit do genetickych linii, tzv.
klonalnich komplexii (Clonal complex — CC). Klonalni komplexy byly piivodn¢ urceny na zékladé
typiza¢ni metody multilokusové sekvenacni typizace (MLST) jako skupina sekvenc¢nich typt (ST)
mezi nimiz je rozdil nejvyse ve dvou alelach ze 7 srovnavanych genti (viz Kapitola 3.3.1.) (Enright
et al. 2000; Feil et al. 2003). Rozdéleni do skupin odpovidajicich klonalnim komplexiim ale
potvrzuje i podrobnéjsi analyza zalozena na celogenomovém sekvenovani. Planet ef al. analyzoval
129 vetejné dostupnych genoma S. aureus, fylogeneticka analyza téchto genomi ukazuje rozdéleni
do skupin korespondujicich s klonalnimi komplexy, zaroven ukazuje znacnou genetickou
vzdalenost mezi jednotlivymi klondlnimi komplexy (viz Obrazek 1) (Planet ef al. 2017). Jednim
z ditvodi tohoto jasného vymezeni klondlnich linii je pfitomnost mechanismi, které brani
horizontalnimu pfenosu genetické informace mezi nepiibuznymi izolaty a spoluurcuji tak klondlni
strukturu S. aureus. Piikladem mtize byt Saul — restrikéné modifikacni systém typu I (Waldron a
Lindsay 2006). Vzhledem k tomuto rozdéleni se evolu¢né vyhodné znaky, jako jsou geny kodujici
rezistenci k antibiotikiim, virulentni faktory a dalsi, $ifi dominantné populacni expanzi nositelli
téchto znak, tedy klondlnich komplexii. Rozd¢€leni do klondlnich komplexi je jesté vice patrné u
meticilin rezistentnich kment S. aureus (MRSA), kde pouze u nékterych klonélni linii doslo
k akvizici determinanty rezistence k meticilinu. Vyvoj epidemiologie MRSA je charakteristicky
epidemickymi ,,vlnami‘ (Chambers a Deleo 2009), kdy po ziskéani rezistence k meticilinu (a dalSich
genetickych determinant) dochédzi k rozsahlému rozsifeni Gspé$Sné klonalni linie. Pro ucely

identifikace téchto linii se pouZzivaji rizné typiza¢ni metody, viz dale.
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Obr. 1. Fylogeneticka analyza popula¢ni struktury S. aureus. A) analyza na zakladé ,,core genome* — tj. pouze genti
pritomnych ve vice nez 80 % analyzovanych genomd; B) celého genomu; C) pfidatného genomu (accessory genome).

Prevzato z (Planet et al. 2017).

3.3.1 Typizacéni metody pro studium populaéni struktury S. aureus

K rozliSeni izolati S. aureus, vcetné jejich zatazeni do klondlnich linii, se pouzivaji tzv.
typizacni metody. Z praktického hlediska je typizace bakteridlnich izolatl vyuzivana pro popis
epidemického Sifeni (outbreak), tzn. jestli jsou pfipady stafylokokové infekce vyskytujici se
v daném case a misté zplsobeny stejnym kmenem a jsou tedy v pfi¢inné souvislosti. Mimo to ma
typizace vyznam v monitorovani populacni struktury dané bakterie a umoziuje tedy sledovat vyvoj
a rozs8ifeni klondlnich linii, at’ uz z hlediska ¢asového nebo geografického, také tim typizace

poskytuje globélni pohled na epidemiologii S. aureus. K typizaci S. aureus se vyuZivalo nebo

vyuziva mnoho metod, ty hlavni z nich budou popsany v nasledujicich odstavcich.

Multilokusova sekvenaéni typizace — MLST (multilocus sequence typing)

V roce 2000 publikoval Enright et al. popis eseje pro typizaci izolatl S. aureus pomoci
MLST. V této studii si nejprve zvolili 14 tzv. ,house-keeping* genti. Tyto geny sekvenovali u 10
1zolath S. aureus a nasledne pro MLST typizacni schéma S. aureus vybrali 7 gent, jejichz sekvence
vykazovaly mezi srovndvanymi izolaty nejvétsi variabilitu, mély tedy nejvetsi pocet alel. Mezi tyto
geny se fadi gen pro karbamat kindzu (arcC), pro Sikimat dehydrogenazu (aroE), pro glycerol
kinazu (glp), guanylat kindzu (gmk), fostat acetyltransferazu (pta), triofosfat izomerazu (zpi) a
acetyl koenzym A acetyltransferdzu (ygiL). Analyzované useky téchto gent maji délku v rozmezi

402 az 516 bp. Sekvence jsou vyhodnoceny, porovnanim se sekvencemi jiz znamych alel a podle
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kombinace alel (alelicky profil) se urci ST typ (Enright et al. 2000). Pokud maji 2 izolaty
identickych vSech sedm alel, tak patii oba do stejného sekvenéniho typu. V ptipad¢ zamény, byt
jediné alely, je ST typ jiny (Feil et al. 2003).

MLST byla validovana pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE) (viz dale), predstavujici
tehdejsi standardni typizani metodu. ST typy, které si byly velmi podobné, byly rovnéz potvrzeny
jako ptibuzné pomoci PFGE, kdy se liSily pouze ve dvou az Sesti fragmentech, na rozdil od
sekvencné vzdalenych ST typd, které i PFGE urcila jako nepiibuzné lisici se ve velkém poctu
fragmenta (Enright ef al. 2000).

Ptibuzné ST typy se fadi do klonalnich komplexi (CC). Do jednoho CC patii takové ST,
které maji identické 5 a vice alel s minimaln¢ jednim ST (Feil et al. 2003). Do stejného klonalniho
komplexu mize patfit zairovein MSSA i MRSA, vysvétluje se to pfijetim kazety SCCmec MSSA
klonem nebo ztratou kazety SCCmec.

Oproti diive pouzivané¢ metodé¢ PFGE je MLST Iépe reprodukovatelnd a data jsou 1épe
srovnatelnd mezi laboratofemi. Nevyhodou MLST je relativné omezené rozliSeni, nerozeznani
dvou velmi podobnych izolath, které se 1isi v jinych genech, nez na které¢ MLST cili a také cena,

vzhledem k sekvenaci 7 fragmentti DNA.

spa-typizace

Dalsi metodou zalozenou na srovnavani sekvenci vybranych usekii DNA mezi izolaty S.
aureus je spa-typizace, oproti MLST cili pouze na jeden gen, a to na gen stafylokokového proteinu
A (SpA). SpA je vyznamny virulentni faktor S. aureus, je to povrchovy protein, jehoZ domény A-
E vazi protilatky a zabranuji tak oznaceni a zneSkodnéni bakterie imunitnim systémem. Gen pro
protein SpA obsahuje variabilni oblast X. Tato ¢ast genu spa zahrnuje repetitivni oblast Xr, ktera
je variabilné dlouhd a sklada se z rizného poctu a typu repetic o délce 24-27 bp (Santos-Junior et
al. 2016). Tato oblast je cilem spa-typizace.

V porovnani s MLST umoziuje spa-typizace, vzhledem k variabilité¢ cilové oblasti, vyssi
rozliSeni mezi izolaty, a je tedy vhodngjsi pro analyzu lokalnich epidemii. Zarovenl je ale
analyzovand variabilni oblast dostatecné stabilni, aby bylo mozné identifikovat piibuzné izolaty
(Robinson a Enright 2003). Gen pro protein A i geny analyzované v ramci MLST jsou lokalizovany
na chromozomu S. aureus, a jsou vzacné cilem rekombinace, a protoZe variabilni oblast genu pro
protein A se méni rychleji neZ geny MLST schématu, tak obvykle plati, ze vice spa-typi mize
patfit do jednoho ST nebo klondlniho komplexu, ale ne naopak. Praktickym disledkem je, ze
sekvenéni typ nebo klondlni komplex lze v mnoha ptipadech ze spa-typu odvodit, pokud je

informace o korelaci mezi danym ST a spa-typem dostupna (Mellmann et al. 2007).
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Vyhodou spa-typizace je také existence softwaru (Ridom StaphType) umoziujici
automatické pfifazeni analyzovanych sekvenci k existujicim spa-typtim a také klastrovaci analyzu
pomoci algoritmu BURP (based upon repeat pattern), ktery dokaze seskupit blizce ptibuzné spa-
typy (Harmsen et al. 2003). Vzhledem k analyze pouze jednoho lokusu je tato metoda také méné

pracna a levnéjsi nez MLST.

Pulzni gelova elektroforéza — PFGE

Pro typizaci S. aureus se diive hojn¢ vyuzivala makrorestrikéni analyza genomové DNA s vyuzitim
pulzni gelové elektroforézy, oznacovana obvykle zkracené jako pulzni elektroforéza (PFGE —
Pulse field gel electrophoresis). Principem metody je Setrna extrakce chromozomalni DNA,
nastiithani DNA restrikénimi enzymy s nizkou frekvenci vyskytu cilovych mist (Smal u S. aureus)
a nésledné rozdéleni vzniklych fragmentii genomové DNA pomoci pulzni elektroforézy dle jejich
velikosti. U izolatl se pak porovnaval velikostni profil ptitomnych fragmentd. Vyhodou PFGE je
vysoka diskriminacni sila, dokédze identifikovat rozdily mezi izolaty stejnych ST typu i spa-typu,
coz je vhodné pii analyze epidemii na lokalni urovni. Nevyhodou této metody je, Ze nepracuje
ptimo se sekvencemi DNA, ale pouze s velikosti fragmentl, a také ze postup analyzy je pracny a
vyhodnoceni pomérné subjektivni. Disledkem je nizké reprodukovatelnost mezi jednotlivymi
laboratofemi. PFGE také nedokaze urcit pfislusnost ke klondlnim komplextim. Z téchto divodu

byla PFGE postupné nahrazena metodami jako je MLST, spa-typizace a nové¢ji i WGS, které

wevr

Celogenomové sekvenovani

S rozvojem a vétsi dostupnosti metod celogenomového sekvenovani (WGS — Whole
Genome Sequencing) se z WGS stava univerzalni metoda pro charakterizaci bakteridlnich izolatt
a své uplatnéni nasla i jako typizac¢ni metoda izolatt S. aureus (Durand et al. 2018).

WGS poskytuje ohromné mnoZstvi dat o genomu studovanych izolatl, ze kterych lze urcit
jak spa-typ, tak ST typ daného izolatu (Bartels et al. 2014; Larsen et al. 2012), navic lze urcit
pfitomnost genu rezistence a virulence a dalSich genetickych markert. Celogenomova data
jednotlivych izolatlh umoziuji rozpoznat rozdily v jednotlivych nukleotidech, tzv. single nucleotide
polymorfism (SNP), mezi studovanymi izolaty, coZ umoziuje rozliSeni mezi izolaty, jaké MLST
ani spa-typizace neumoziuji, ale 1ze izolaty spolehlivé ptifadit ke klonalnim komplexiim, coz je
naopak limitaci PFGE (Durand et al. 2018). Na zékladé rozdilu SNP mizeme urcit ptibuznost
jednotlivych izolatd. Nevyhodou této metody je finan¢ni narocnost, délka trvani a zpracovani

velkého mnozstvi dat.
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Kmeny MRSA se typizuji také urcenim stafylokokové chromozomalni kazety mec

(SCCmec). Tato kazeta je blize popsana v kapitole 3.2.1.

3.3.2 Globalni linie MRSA

Jak uz bylo zminéno vyse, S. aureus se $iti klondlné. V prubéhu let ziskavaly vyhodu riizné
linie. V soucasné dobé¢ je na svéte priblizné 10 dominantnich klonalnich komplext MRSA, které
globalné zahrnuji vétsinu ptipadi MRSA. Mezi né patii CC5 zastoupeny napi. spa-typy t003 a
t014 (Grundmann et al. 2014), nebo také CC8 v Americe zastoupeny jako velmi uspé$ny klon
USA300 (Tenover et al. 2006). Pivod n¢kterych MRSA je v nemocnicich a jsou spojeny
s nozokomialnimi infekcemi, nékteré MRSA se ale $iti i v komunité (Rolo et al. 2012). Déale mtze
byt MRSA spojovan s péci o hospodarska zvitata (Voss ef al. 2005). V soucasné dobé s vyvojem

klonalnich linii rozdily mezi nemocni¢ni a komunitni MRSA mizi.

?b

. Resistance of
Staphylococcus aureus
to oxacillin (MRSA) (%)

m <1

m 1-<5
5—<10
10-<25

B 25-<50

H =50
Not available

Nature Reviews | Disease Primers

Obr. 2. Prevalence MRSA ve svété. V severni Evropé (Island, Norsko, Finsko, Svédsko a Dansko) a Nizozemi je
prevalence do 5 %, diky jejich cilenému programu na snizeni prevalence MRSA. V USA je takto vysoka prevalence
diky severoamerické varianté USA300, v Jizni Americe se jedna o jihoamerickou variantu USA300. Prevzato z (Lee

et al. 2018).
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Nemocni¢ni MRSA (HA-MRSA)

MRSA se objevil jiz rok po zavedeni meticilinu do klinické praxe v roce 1959 ve Velké
Britanii (Lee ef al. 2018). Diky zavedeni meticilinu ziskal MRSA selek¢ni vyhodu v $ifeni a stal
se vyznamnym nozokomialnim patogenem. Az do 80. let 20. stoleti byl spojovan hlavné s ptipady
spojenymi s nemocnicni péci, tzv. hospital-associated MRSA (HA-MRSA). V 60. az 70. letech se
v Dénsku vyskytovaly MRSA izolaty s rezistenci k penicilinu, streptomycinu, tetracyklinu a ¢asto
také k erytromycinu, tento antibioticky profil byl také pozorovan na izolatech, které¢ se objevovaly
ve Velké Britanii v 60. letech (Criséstomo et al. 2001).

Az do konce 70. let se v nemocnicich ve svéte vyskytovaly tzv. archaické klony MRSA, které
potom ale zahadn¢ vymizely. Tyto klony se nerozsifily mimo nemocni¢ni zafizeni a vyvinul se z
nich napt. Iberijsky klon, ktery byl dominantni ve velké casti Evropy (Oliveira et al. 2001).
Crisostomo et al. porovnavali archaické klony MRSA a MSSA s novéjsimi klony. U MSSA klont
se nasly podobnosti napi. s EMRSA-16 (Cris6stomo et al. 2001).

Na konci 60. let 20. stoleti se zacal §ifit sekvenéni typ 239 (Castillo-Ramirez et al. 2012;
Harris et al. 2010). Na prvni pohled je vysoka podobnost mezi ST8 a ST239, tyto dva sekvencni
typy se lisi v jednom genu MLST (gen arcC). Robinson a Enright ale objevili, Ze piiblizné 20 %
genomu ST239 (minimalné 557 kb) bylo horizontalné pteneseno od ST30 (Robinson a Enright
2004). Jako jeden zmala je ST239 nositelem SCCmeclll. VSechny tyto elementy ze ST239
zahrnuji operon pro rezistenci ke kadmiu, nekteré SCCmeclll elementy také kdduji operon pro
rtutovou rezistenci. Dle studie od Monecke et al. 1ze rozliSit SCCmeclll ST239 na 39 odliSnych
subtypl se tfemi vyznamnymi kmeny: Eurasijsky, Jihoamericky/kmen Stfedniho vychodu a kmen
jihovychodni Asie (Monecke ef al. 2018). Eurasijsky kmen byl popsan Harris et al. a Castillo-
Ramirez et al. vletech 2010 a 2012 jako Turecky kmen vzhledem k vyznamnému rozsiteni
v Turecku, pozd&ji byl ale pfejmenovan na Eurasijsky z dlivodi vyskytu tohoto kmene nejen
v Turecku, ale i ve vychodni Evropé, Rusku, na Balkanu a v Pakistanu (Castillo-Ramirez et al.
2012; Harris et al. 2010). Pro tento kmen je charakteristickd integrace transpozonu IS431 do genu
nsaB. Kmen jihovychodni Asie je vyznamny pfitomnosti genu sasX/sesl, ktery je nesen na
profagovi. U Jihoamerického/kmene Stfedniho vychodu tento gen naopak chybi (Monecke ef al.
2018). V Evropé se v 90. letech vyznamné rozsitily nékteré klony spadajici pod ST239. Na zacatku
90. let v portugalskych nemocnicich dominoval tzv. Portugalsky klon (ST239-III), postupné byl
ale nahrazen Iberijskym klonem (ST247-I) v poloviné 90. let. Z JiZzni Ameriky se do Evropy ptes
Portugalsko dostal tzv. Brazilsky klon (ST239-I11A), ktery v Portugalsku nahradil Iberijsky klon
(Aires De Sousa a De Lencastre 2004). Brazilsky klon je (napft. spa-typ t037) ve vétsing piipada

rezistentni  k erytromycinu, klindamycinu, ciprofloxacinu, gentamicinu tetracyklinu a
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trimetroprim-sulfametaxazolu (Kong et al. 2017). Dal§im z vyznamnych klont ST239 byl
Madarsky klon, ktery v 90. letech pievladal v Mad’arsku — 74 % izolati MRSA patiilo
Madarskému klonu. Postupné byl v Mad’arsku nahrazen Jihonémeckym klonem (ST228-I) a
Newyorksko-japonskym klonem (ST5-II) (Conceigao et al. 2007).

V 90. letech dominoval v Evrop¢ Iberijsky klon (ST247, SCCmecl). Tento klon patii do
klonalniho komplexu 8 a zichyty byly zaznamenany od Portugalska az po Ceskou republiku,
Skotsko a Italii (Mato et al. 1998). VSechny izolaty byly rezistentni k ciprofloxacinu, gentamicinu,
oxacilinu a tobramycinu. V¢EtSina izolath pak byla rezistentni k erytromycinu, rifampinu,
pefloxacinu a cefalosporinim. V novém tisicileti byl Iberijsky klon postupné nahrazovan jinymi
klony, napf. Italskym klonem (ST228-MRSA-I) v Itlii (Campanile et al. 2009).

V 90. letech 20. stoleti se ve Velké Britanii rozsitil klon EMRSA-15 a béhem 10 let se stal
dominantnim klonem ve Velké Britanii (Johnson ef al. 2001). V dal$ich letech se rozsifil napt. do
Némecka a Ceské republiky. EMRSA-15 patii do sekvenéniho typu 22 a v roce 2011 to byl jeden
z nejvyznamnéjSich klonli v Evropé (Grundmann et al. 2014). EMRSA-15 nedominoval pouze
v Evropé, ale i v Australii. V roce 2016 tam tvofil % izolath HA-MRSA, béhem let tak nahradil
ST239-MRSA-III, ktery v Australii v roce 2003 tvofil 86,8 % izolati HA-MRSA (AGAR 2017;
Coombs et al. 2004).

Mezi vyznamné linie HA-MRSA patii klondlni komplex 5 (CC5). Na konci 90. let byl
v Némecku pozorovan vzestup kmene nového pulzotypu, pozde€ji nazvaného Rynsko-Hessensky
klon, ktery v roce 2006 podle Institutu pro lékafskou mikrobiologii a hygienu v Tiibingenu tvofil
60 % zachycenych izolath (Schulte ef al. 2013). V té dob¢ byly vyznamné spa-typy t002 a t003 a
postupem cCasu se zacal prosazovat 1 spa-typ t014. Ve studii od Grundmann et al., ve které
charakterizovali 1130 izolath MRSA z 25 evropskych zemi, byl t003 druhym nejcastéjSim spa-
typem a t002 ctvrtym nejcastéjSim (Grundmann et al. 2014). Rynsko-Hessensky klon je
vyznamnym klonem také v Rakousku a Polsku (Chmielarczyk et al. 2017; Zarfel et al. 2016). STS
casto nesou SCCmecll nebo IV, zatimco u izolat ST225 (patii k CCS5) byla detekovana pouze
SCCmecll. VétSina izolatd STS a ST225 je rezistentni k oxacilinu, erytromycinu, klindamycinu a

ciprofloxacinu (Schulte et al. 2013).
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Komunitni MRSA (CA-MRSA)

V roce 2000 vydalo americké centrum pro kontrolu a prevenci nemoci definici komunitni
MRSA (community-associated MRSA, CA-MRSA). Infekce CA-MRSA je takova, kdy dochazi
k izolaci MRSA do 48 hodin od pfijeti pacienta do nemocnice, a zaroven od jiné hospitalizace,
chirurgického zékroku, dialyzy nebo pobytu v zatizeni dlouhodobé péce ub¢hl vice nez 1 rok, dale
pacient v dobé¢ izolace MRSA nema zavedeny katetr nebo perkutanni zatizeni a v predchozi dobé
mu nebyla diagnostikovana MRSA (Buck et al. 2005). Kmeny vyskytujici se jako CA-MRSA se
od HA-MRSA 1i8i v n¢kolika vyznamnych faktorech. Jednim z téchto faktorti je SCCmec typ, kdy
u HA-MRSA se nejcastéji vyskytuje SCCmec 1, 11 a III, zatimco u CA-MRSA jsou nalézany
SCCmec IV a V, které jsou kratsi a predpoklada se, ze svou krats$i délkou ptisobi mensi zatéz na
fitness MRSA (Ma et al. 2002). Multirezistentni CA-MRSA jsou spiSe vyjimkou, napf.
nemultirezistentni izolaty klonu komunitni MRSA USA-300 maji vétSinou kromé rezistence k f3-
laktamovym antibiotiklim jen rezistenci k erytromycinu a ciprofloxacinu (Tenover et al. 2006). U
HA-MRSA je situace odlisnd, dusledkem vétSiho tlaku v rdmci nemocni¢niho prostiedi jsou
rezistentni k vice antibiotikiim. CA-MRSA byva virulentnéj$i nez HA-MRSA, ale ne vice nez
mnoho meticilin citlivych kment (Cheung ef al. 2011). Dal§im rozdilem je Panton-Valentiniv
leukocidin (PVL). Tento cytolyticky toxin neni v zékladni vybavé S. aureus, ale je kodovan na
profagovi, proto se vyskytuje pouze u nékterych linii, u HA-MRSA se vyskytuje minimalné a
nalézame ho Casto u komunitnich kmenit MRSA (Vandenesch et al. 2003).

Vyssi virulence CA-MRSA byla pozorovana také v korelaci s vyssi aktivitou agr quorum
sensing regulacniho systému (Cheung ef al. 2011). Doplitkkovy genovy regulator Agr (Accessory
gene regulator) je jednim z dvoukomponentovych systému, které ovliviuji virulenci S. aureus. Agr
se podili na regulaci vyznamnych faktorii virulence, jako je napt. alfa toxin, gamma-hemolyzin,
leukocidiny (lukAB, lukGH) a moduliny rozpustné ve fenolu (phenol soluble modulins, PSM).
Zaroven se podili na regulovaném sniZeni exprese nékterych povrchovych proteinti, jako je SpA
nebo povrchové receptory MnhA, MnhF a MnhG. Vyznamnou roli ve virulenci hraji ale i dalsi
regulacni vlivy (Li ef al. 2009).

V 80. letech se zaCaly objevovat piipady komunitni infekce MRSA, (CA-MRSA) (Saravolatz
et al. 1982). Do té doby se lékati setkavali s rezistentnimi kmeny, které ale nebyly tak virulentni a
nebyl u nich pfitomen PVL. Jak jiz bylo zminéno vySe, CA-MRSA je oproti HA-MRSA
virulentnéj$i a nekteré izolaty produkuji PVL (Vandenesch et al. 2003). CA-MRSA se zacalo
veénovat vice pozornosti az v 90. letech, kdy se v USA objevily fatalni pfipady sepse a pneumonie
u jinak zdravych déti (Herold et al. 1998). Tyto infekce MRSA se projevovaly odlisné od téch
pfedchozich, tyto kmeny byly virulentnéjsi. Pozdé&ji byly reportovany piipady infekce MRSA
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sportovnich tymi a armadnich rekrutli, opét bez spojitosti s nemocnicni péci (Aiello et al. 2006;
Begier et al. 2004). Tyto infekce zpisobil PFGE pulzotyp USA400, ktery byl pozd¢ji nahrazen
pulzotypem USA300 (CC8, spa-typ t008) (Jones et al. 2014).

Jednim z vyznamnych klonalnich komplext, ve kterém se vyskytuje CA-MRSA je klondlni
komplex 8 (CC8). Mezi jeho vyznamného zastupce patii zminény epidemicky klon USA300, ktery
se zacal §ifit v 90. letech v USA a postupné¢ zacal dominovat i v nemocni¢nim prostiedi. Mezi lety
2001 — 2004 se vyskyt USA300 v USA signifikantné zvysil (Tenover et al. 2006) a v roce 2005
bylo v San Franciscu témét 90 % ptipadd MRSA z komunity, z toho 78,5 % ptipadi bylo
zpusobeno izolaty USA300. Mimo rezistence k B-laktamovym antibiotikiim jsou ve vétSiné
ptipadu izolaty patiici k USA300 rezistentni k erytromycinu a nékteré izolaty i k fluorochinoloniim
(Liu et al. 2008).

Oznaceni USA300 odkazuje ke klasifikaci klonalnich linii (pulzotypll) metodou pulzni
elektroforézy (PFGE), kterd byla v dobé pocatku Siteni CA-MRSA standardem pro typizaci MRSA
(McDougal et al. 2003). USA300 se vyskytuje hlavné¢ v Severni a Jizni Americe. RozliSujeme
severoamerickou a jihoamerickou variantu, ptestoze je pulzotyp PFGE obou téchto variant shodny.
Tyto dvé varianty maji spolecného piedka, ktery je datovan piiblizn€ do roku 1975 (Planet ef al.
2015). Obe¢ tyto varianty obsahuji PVL, ktery vyznamné pfispé€l k GspéSnému rozsifeni USA300
nejen v komunité, ale i v nemocnicich (Gustave et al. 2020). Severoamericka varianta, zkracené
USA300-NAE, je nositelem mobilniho genetického elementu kodujicim katabolismus argininu
(arginin catabolism mobile element, ACME), u kterého je dillezity enzym arginin deaminéza, ktery
pomaha piezit USA300 pii niz§im pH (Degnan ef al. 2000). To mtze byt jeden z faktorii, diky
kterym USA300 1épe pieziva na klizi a zptisobuje prevazné kozni infekce. U jihoamerické varianty,
USA300-LV, se vyskytuje mobilni geneticky element zajist'ujiciho rezistenci ke rtuti a médi
(COMER). Gustave et al. porovnali ristové schopnosti obou téchto variant a v mediu bez
jakychkoli ptidanych latek je rlistova rychlost USA300-NAE vyssi, nez u USA300-LV. V ptipadé
piidani rtuti nebo médi do media ale roste rychleji USA300-LV. Rozsiteni USA300-LV v Jizni
Americe geograficky koreluje s vyskytem dolti médi a rtuti (Gustave et al. 2020). V Evropé¢ se
USA300 téméf nevyskytuje, zatim jsou reportovany pouze raritni zachyty. Mezi lety 2005 az 2009
bylo zachyceno 34 ptipadi USA300 v Belgii (Brauner et al. 2013) a v letech 2014/2015 byl v
Belgii reportovan outbreak o celkovém poctu 12 klinickych ptipadii a 6 nosicii (Kairet et al. 2017).

Dal$i z vyznamnych klondlnich komplexti, do kterych se fadi i CA-MRSA, je CCR80,
reprezentovany ST80. Do tohoto sekven¢niho typu se fadi MSSA 1 MRSA a vyskytuje se v Evropé,
severni Africe a Blizkém vychod¢. ST80 ziskala SCCmeclVc a ve vétSing piipadil je rezistentni

k fusidové kyseling, tetracyklinu, kanamycinu a amikacinu. Také je nositelem genti pro PVL
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(Stegger et al. 2014). Od 90. let byly reportovany zachyty ST80 v zdpadni Evropé (Brauner ef al.
2013; Stam-Bolink et al. 2007; Witte et al. 2005), Dansku, Norsku (Hanssen et al. 2005), Svédsku
(Fang et al. 2008) a Recku (Drougka et al. 2014). O vyskytu ST80 ve zbytku evropskych zemich
nejsou publikovany studie. VétSina studii, ktera popisovala vyskyt CA-MRSA ST80 v Evropé€ je
datovana do roku 2013 a v poslednich letech jsou zachyty ST80 popisovany hlavné v Severni
Africe a [ranu. Z toho miizeme usuzovat, Ze ST80 je v Evropé na Gstupu.

V Australii je CA-MRSA hojné rozsifen. V roce 2016 tam CA-MRSA tvofil skoro % (73,6
%) vSech i1zolath MRSA. Velice rozsifen je tam ST93-1V, jehoz izolaty tvoftily 21,8 % ze vSech
izolath MRSA. Tento sekvencni typ v poslednich letech nahradil STI-IV, ktery v roce 2003 tvofil
10,8 % izolath MRSA, zatimco v tom samém roce ST93-IV tvoftil pouze 2,9 % izolati MRSA. Je
pravdépodobné, ze diky dominanci ST93 zacal komunitni MRSA pievazovat. V roce 2003 se 133
fadilo mezi CA-MRSA, zatimco izolath HA-MRSA bylo 393, naopak v roce 2016 bylo 368 izolatl
CA-MRSA a pouze 132 izolati HA-MRSA (AGAR 2017; Coombs et al. 2004).

MRSA u hospodaiskych zvirat (LA-MRSA)

MRSA miZze kromé nemocni¢nich a komunitnich zdroji pochéazet také od kontaktu se
zvifaty, tzv. livestock-associated MRSA — LA-MRSA. Castym klondlnim komplexem, ktery
s témito ptipady byva spojovan je CC398. Izolaty MRSA, které patti do CC398 jsou nejcasteji
reprezentovany spa-typy t011 a t034. Price et al. provedli fylogenetickou analyzu, pfi které bylo
zjisténo, Ze MSSA CC398 je potencidlni predchiidce MRSA CC398 (Price et al. 2012). 1zolaty
MSSA CC398 nemaji gen mecA a zéaroven jsou citlivé k tetracyklinu (Mama et al. 2021). Gen
mecA se u CC398 objevil aZ u izolath spojenych s hospodarskymi zvifaty, stejné jako gen pro
tetracyklinovou rezistenci, fef (Price ef al. 2012). CC398 u hospodatskych zvifat je faktor zvysujici
pravdépodobnost infekce u lidi v pfimém styku s hospodaiskymi zvitaty. Clovék miize byt také
kolonizovan CC398 pouhou inhalaci prachu, ktera se v kolonizovanych kravinech/prasecincich
vyskytuje (Bos ef al. 2016). Nosi¢stvi LA-MRSA zavisi na délce expozice. V ptipad¢ doby nizké
nebo zaddné expozice se prevalence MRSA mitize snizit (Graveland ef al. 2011), pfesto ale MRSA
CC398 mize zpusobovat outbreaky mezi prasaty a lidmi (Grentvedt et al. 2016). Napi. ve
Spanélsku je signifikantni rozdil vyskytu MRSA CC398 v regionech s nizkou a vysokou hustotou
chovu prasat (Ceballos et al. 2019). 1zolaty CC398 mohou u lidi zptisobovat napt. infekce kiize a
mekkych tkdni nebo bakteriémie (Murra ef al. 2019; Witte et al. 2007).

Druhy nejcastéjsi klonalni komplex, ktery je spojovan s LA-MRSA je CC9. Tento klonalni
komplex je dominantni LA-MRSA v Asii, a to napf. v Taiwanu, Thajsku a Cing&. CC9 je
reprezentovan napt. spa-typem t899 a spa-typem t337, ktery nese SCCmeclX (Cui et al. 2009;
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Fang et al. 2014; J. Larsen et al. 2012). U nékterych izolati LA-MRSA se vyskytuje misto genu
mecA jeho homolog mecC s SCCmecXI, napt. u ST130 (Loncaric et al. 2013). Izolaty nesouci
SCCmecXI s mecC jsou rezistentni pouze k B-laktamovym antibiotikiim, na rozdil od izolatl
CC398, u kterych je pfitomen gen pro tetracyklinovou rezistenci (Aires-de-Sousa 2017). Diky
celogenomovému sekvenovani byl zjistén pienos mezi hospodaiskymi zviraty a clovékem

(Harrison et al. 2013), coz mize znamenat, hospodarska zvitata jako potencialni rezervoar mecC.

Tab. 2. Hlavni linie MRSA u lidi a zvifat ve svété. Tuc¢né zvyraznéné sekvencni typy reprezentuji dominantni ST typy

na jednotlivych kontinentech. Pfevzato a upraveno z (Aires-de-Sousa 2017).

Lidé Zvitata

HA-MRSA CA-MRSA | Prasata Dobytek
Evropa STS, STS, ST22 ST80 ST1, ST97,ST398 | ST, ST130, ST398
Severni STS, ST8 STS ST398
Amerika
Jizni Amerika | ST5, ST239 STS8
Asie STS, ST239 ST30, STS59 | ST9
Oceénie ST22, ST239 ST30, ST93
Afrika STS, ST88, ST239

3.3.3 MRSA v CR a sti‘edni Evropé (diskuse z ¢lanku 2020, mapa stiedni Evropy)

Mezi vyznamné epidemické klony, které v Ceské republice dominovaly, patii Iberijsky klon
(Sanches ef al. 1995), Brazilsky klon (Aires De Sousa ef al. 1998) a E-MRSA — 15 (Enright et al.
2002).

Prvni ptipady MRSA v Ceské republice se objevily v 90. letech. Studie Meltera z roku 1999
popsala dominanci Brazilského (ST239-111A-t037) a Iberijského (ST247-1) klonu (Melter et al.
1999). Nasledna sbirka izolatd v letech 2000-2002 pak potvrdila dominanci Iberijského klonu,
Brazilsky klon byl ovSem nahrazen novym, ,,Ceskym klonem* (Czech clone, ST239-I11-t030),
ktery sice patfil do stejného sekvencniho typu, byl ale jiného spa-typu (Melter et al. 2003). Co se
tykd antibiotické rezistence, Iberijsky klon byl rezistentni k ciprofloxacinu, gentamicinu a
tobramycinu. Brazilsky klon byl ve vétsiné piipadl rezistentni k erytromycinu, klindamycinu,
ciprofloxacinu, gentamicinu, tetracyklinu a trimetoprim-sulfametaxazolu, Cesky klon byl
k trimetoprim-sulfametaxazolu citlivy, rezistentni byl navic k rifampinu, zbytek antibiotik se

shodoval s Brazilskym klonem (Melter et al. 1999; 2003).
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Obr. 3. Dominantni klony MRSA v Ceské republice od 90. let do soudasnosti. Cervena hvézda zna¢i zvyseni

prevalence MRSA v Ceské republice.

V roce 2006 probéhla mezinarodni studie, kde se ukazala nova nastupujici dominance t003
(CC5-11, 66,7 %) a t032 (CC22-1V, 13,7 %). spa-typ t003 byl vyznamny i v sousednim Némecku,
kde byl znamy jako Rynsko-Hessensky klon. spa-typ t032 byl v té dobé epidemicky vyznamny
hlavné ve Velké Britanii a Irsku, oznacovany jako EMRSA-15 (Grundmann et al. 2010).
Dominanci CC5 potvrdila 1 studie od Neradova et al., kdy ze 62 izolatd, zachycenych v obdobi
2010-2016 v kralovehradecké nemocnici, patfilo 61 do klonalniho komplexu 5 (Neradova et al.
2020). Dal3i studie, kterda mapovala vyskyt MRSA v CR, byla z nasi laboratote od Tkadlec ef al.
zroku 2021. Sbér MRSA na tuto studii probihal na ptelomu roku 2017/2018 v 11 ceskych
nemocnicich (viz Obrazek 4). V roce 2017 v Ceské republice dominoval klonalni komplex 5, ktery
byl reprezentovan hlavné spa-typy t003 (SCCmecll, pokracujici dominance), t014 (SCCmecll) a
nove se objevujicim spa-typem t586 (SCCmecll, nastupujici dominance). Tyto 3 spa-typy byly ve
veétSiné pripadl rezistentni k erytromycinu, klindamycinu a ofloxacinu (Tkadlec et al. 2021).
V dalsi recentni studii bylo v obdobi 2016-2018 v CR dale nasbirano 618 izolati MRSA, kdy byl
CC5 opét dominantnim klonalnim komplexem (91,7 % izolatd), vétsina izolath byla tvoiena spa-

typy t003 (38,8 %) a t586 (20,9 %) (Pomorska e al. 2021).
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Obr. 4. Rozlozeni jednotlivych spa-typii v nemocnicich v Ceské republice na pielomu let 2017, 2018. Sbér probihal
v 11 ¢eskych nemocnicich a je zde vidét vyrazna dominance klonalniho komplexu 5 reprezentovaného hlavné Rynsko-
Hessenskym klonem. Pievzato z (Tkadlec ef al. 2021).

Na Slovensku zatim neexistuji vefejné dostupné studie ohledn¢ epidemiologie MRSA.
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4. Material a metody

4.1 Material
4.1.1 Bakterialni kmeny a izolaty

V ramci této diplomové prace byly provedeny dvé studie zamétfené na analyzu klinickych a
nosicskych izolathi MRSA:

e Multicentricka studie epidemiologie MRSA na Slovensku, rok 2020
Mezi lednem a dubnem 2020 bylo ziskano 413 izolath MRSA. Sbér probihal ve
vSech 8 krajich Slovenska, zahrnoval izolaty od pacient hospitalizovanych v 16
nemocnicich a izolaty od pacientli navstévujicich ambulantni pracovisté nemocnic,
poliklinik nebo praktickych 1ékaiti v 77 méstech na Slovensku.

e Longitudinélni studie vyskytu MRSA ve FN Motol, 2018-2020
Sbér probihal mezi lednem 2018 a prosincem 2020. Za tii roky studie bylo nasbirdno

347 neduplikovanych izolati MRSA.

U v8ech téchto izolatl byla provedena spa-typizace, SCCmec typizace a diskovy difuzni test
pro stanoveni citlivosti k antibiotikim (viz Vysledky kapitola 5.1 a 5.2).

Vramcei této prace byly také porovnany fyziologické vlastnosti izolath reprezentujici
dominantni klondlni linie z vySe uvedenych studii a sbirkové kmeny z pfedchozich studii nasi
skupiny reprezentujici dominantni linie MRSA vyskytujici se v CR od poloviny 90. let minulého

stoleti:

Tab. 3. Seznam izolatd vybranych pro blizsi charakteristiku jejich fyziologickych vlastnosti s jejich spa-typem, linii,
puvodem linie a vyskytem. Pivod linie: HA (hospital-associated) — nemocni¢ni; CA (community-associated) —

komunitni; LA (livestock-associated) — hospodatska zvitata.

Nazev izolatu spa-typ | Linie Pivod | Vyskyt Reference
M870 t008 CC8 (ST8) CA Slovensko 2020

M8&97 t032 CC22 HA Slovensko 2020 Tato prace
MO11 t311 CC5 (STS) CA Slovensko 2020

Brazilian clone 185 t037 CC8 (ST239) | HA CR 1996-2002

KV (BC)

Iberian clone 21 pl t051 CC8 (ST247) | HA CR 19962002 (Melter et al.
(IC) 1999; 2003)
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Czech clone 52 (CC) | t030 CC8 (ST239) | HA | CR 1996-2002

UK EMRSALI5 t379 CcC22 HA | CR 2001-2004

HN729 (EMRSAL15)

M23 £586 CC5 (ST225) | HA | CR 2017

M25 t003 CC5 (ST225) | HA CR 2017

M30 t034 CC398 LA CR 2017

M66 t032 CC22 HA | CR 2017 (Tkadlec et al.
M93 t014 CC5(ST225) | HA | CR 2017 2021)
M117 t011 CC398 LA CR 2017

M122 t008 CC8(ST8) | CA CR 2017

M276 t005 CC22 CA CR 2017

4.1.2 Chemikalie a kity
Chemikalie a kity pouzité pfi experimentech uskutecnénych v ramci diplomové prace jsou

uvedeny v tabulce 4.

Tab. 4. Seznam nazvl a vyrobcl pouzitych chemikalii a kitt.

Nazev chemikalie/Kitu Vyrobce

Manitol salt agar Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd
Tryptone soya broth (TSB) Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd
Brain heart infusion (BHI) Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd
Columbia krevni agar (5 %) Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd
Muller-Hinton agar Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd

MIKROLATEST® - Set pro stanoveni MIC u S. aureus | Erba Lachema s.r.o0.

Disky pro testovani antibiotické citlivosti Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd
Oxacilin Bristol-Myers Squibb

Azitromycin Sigma-Aldrich s.r.o.

Fosfatovy pufr (PBS) Sigma-Aldrich s.r.o.

Chelex-100 BIO-RAD

HotStartTaqg® Master Mix Kit Qiagen

HotStartTag® DNA Polymerase Qiagen

Deoxynucleotide Set Sigma-Aldrich s.r.o.

SeaKem® LE Agar6za Lonza
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GelRed® Biotium

Agencourt® AMPure XP Beckman Coulter
Agencourt® CleanSEQ Beckman Coulter
BigDye® Direct Sanger Sequencing Kit Thermo Fisher Scientific
BigDye® Enhancing Buffer MCLAB

Triton™ X-100 Sigma-Aldrich s.t.0.

4.1.3 Primery a sondy
Seznam primera a sond pouzitych pii experimentech uskute¢nénych v ramci diplomové

prace jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab. 5. Seznam primerd a sond pouzitych v experimentalni ¢asti této diplomové prace, véetné jejich komeréniho nazvu,
sekvence a velikosti produktu.
*Pri pouziti primerdt SCCmecV lze detekovat jednak SCCmecV, jednak variantu SCCmecV,, které se lisi délkou
produktu (325 bp vs 1600 bp).

Cilovy Nazev ' At Velikost
gen oligonukleotidu Sekvence 5'-3 produktu Reference
a spa-1113F TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC Va;é?glni (Strommenger
spa-1514R CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT produktu | ¢ al. 2008)
mA1l TGCTATCCACCCTCAAACAGG
mecA 286bp
mA2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA
cerAl al AACCTATATCATCAATCAGTACGT 695bp
ccrd2 o2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 937bp
ccrd3 o3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 1791bp
ccrBl, kombinace
ccrB2, BC ATTGCCTTGATAATAGCCITCT sal, o2, | (Kondoeral
ccrB3 a3 2007)
ccrd4 ad.2 GTATCAATGCACCAGAACTT 1987h
ccrB4 B4.2 TTGCGACTCTCTTGGCGTTT P
CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATA
vF AT
cerC CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAA | - 180P
YR TAT
SCCmecl-F GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG
SCCmec 1 613bp
SCCmecl-R GTTCTCTCATAGTATGACGTCC
SCCmec 11 |—SCCmecll-F CGTTGAAGATGATGAAGCG 398bp
SCCmecll-R CGAAATCAATGGTTAATGGACC (Zhang et al.
SCCmec | SCCmecllI-F CCATATTGTGTACGATGCG 280bp 2005)
il SCCmeclll-R CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG
SCCmec | SCCmeclVa-F GCCTTATTCGAAGAAACCG 776bp
IVa SCCmeclVa-R CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG
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SCCmec

SCCmecIVb-F

TCTGGAATTACTTCAGCTGC

493bp
IVb SCCmecIVb-R AAACAATATTGCTCTCCCTC
SCCmec | SCCmecIVe-F | ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC 200bp
IVe SCCmeclVe-R TTGGTATGAGGTATTGCTGG
SCCmec | SCCmecIVd-F5 | CTCAAAATACGGACCCCAATACA 88 1bp
1vd SCCmecIVd-R6 TGCTCCAGTAATTGCTAAAG
SCCmec | SCCmeclVg-F TGATAGTCAAAGTATGGTGG 792bp
Vg SCCmeclVg-R GAATAATGCAAAGTGGAACG (Milheirigo et
SCCmec | SCCmecIVh-F TTCCTCGTTTTTTCTGAACG 663bp al. 2007)
IVh SCCmecIVh-R CAAACACTGATATTGTGTCG
SCCmecV-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG 325bp (Zhang et al.
SCCmec V
SCCmecV-R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC | (1600 bp)* 2005)
arcA-F GAGCCAGAAGTACGCGAG (Diep et al.
arcA 724 bp
arcA-R CACGTAACTTGCTAGAACGAG 2006)
TTACACAGTTAAATATGAAGTGAAC
lukSF lukSF-F TGGA 118 bp
(PVL) IukSF-R AGCAAAAGCAATGCAATTGATG
lukSF-sonda Hex-AAGTGAAAGGACATAATTG
spa-F CAGCAAACCATGCAGATGCTA 101 bp
spa spa-R CGCTAATGATAATCCACCAAATACA (Nakagawa et
spa-sonda Rox-TCAAGCATTACCAGAAAC al. 2005)
mecA-F TGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGAT
CTAATCTCATATGTGTTCCTGTATTG
mecA mecA-R GC 155 bp
Fam-TTCCAGGAATGCAGAAAGACCA
mecA-sonda AAGCA-BHQ-1
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4.2 Metody

4.2.1 Kultivace

Klinické izolaty byly kultivovany na Manitol Salt agaru (OXOID) po dobu 24 h. Toto médium
obsahuje 7,5% koncentraci soli inhibujici rist vétsSiny bakterii mimo stafylokoky a manitol, jehoZ
fermentace vizualizovand zménou barvy pfitomného pH indikatort je druhové specifickou
vlastnosti S. aureus (viz Obrazek 5). Po nartstu byla totoznost kolonii ovéfena pomoci hmotnostni
spektrometrie Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight, Bruker Daltonics
(MALDI-TOF). Pro dlouhodobé uchovani byly kultury skladovany v —80°C v zamraZovacim
médiu (Trypton sdjovy bujon) obsahujicim DMSO.

Obr. 5. Ukazka narastu S. aureus, S. epidermidis a E. coli na plotn¢ s manitol agarem. Rust E. coli je inhibovan
v dusledku vysoké koncentrace soli (az 7,5 %). Stafylokoky takovou koncentraci soli toleruji, a proto je vidét narast

S. aureus 1 S. epidermidis.

4.2.2 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim
Diskovy difuzni test

Citlivost klinickych izolath MRSA k antibiotikiim byla testovana pomoci diskového
difuzniho testu. Antibiotikum, které je obsazeno v disku difunduje do okoli, inhibuje rist bakterii
a tim se vytvofi inhibi¢ni zona, ve které nedochdzi k viditelnému rlstu. Primér této zony se odecte
posuvnym méfitkem a porovna se s referen¢ni hodnotou urcujici citlivost/rezistenci k danému
antibiotiku. Rezistence ke klindamycinu mtze byt inducibilni, v nepfitomnosti induktoru se takovy
izolat jevi citlivym. V pfipad¢ testovani citlivosti diskovym difuznim testem indukce
klindamycinové rezistence dosahuje blizkosti disku s erythromycinem (v rozmezi 12-20 mm),

(SZU 2014), ktery rezistenci indukuje a zptisobuje jednostrannou deformaci zény kolem disku
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s klindamycinem, tzv. D-zéna (viz Obrazek 6). 1zolat tvotici D-zonu by nemé¢l byt povazovan za

citlivy ke klindamycinu.

Obr. 6. Ukazka D-zony na plotné s Mueller-Hintovym agarem. Zalezi na vzdalenosti mezi diskem s erytromycinem a
klindamycinem. Na obrazku nahofe je vidét nerovnomérny nardst okolo klindamycinového disku. Tento jev se nazyva
tzv. D-z6na a dochazi k ni v disledku inducibilni rezistence. Tento jev mlizeme pozorovat pouze v uréité vzdalenosti
od disku s erytromycinem. Na obrazku dole je vidét rovnomérné rozlozena zéna v dusledku velké vzdalenosti od

erytromycinu, a tudiZz nedochazi ke tvorbé D-zony a izolat se jevi jako citlivy.

Postup: Z kolonii narostlych na Manitol Salt agaru byl ve fyziologickém roztoku pfipraven
zakal o hodnot¢ 0,5 McFarland. Ptipravenou suspenzi byla plosné naockovana plotna s Muller-
Hintonovym agarem (Oxoid). Raznici byly na plotnu umistény jednotlivé disky obsahujici tato
antibiotika (Oxoid): oxacilin, sulfametaxazol-trimetoprim, erytromycin, klindamycin, cefoxitin,
tetracyklin, gentamicin, teicoplanin, vankomycin, ofloxacin, rifampicin, linezolid, ceftarolin,
tigecyklin a ciprofloxacin. Plotny byly kultivovany pies noc pii teplot€¢ 37 °C a druhy den byly
pruméry inhibi¢nich zon hodnoceny dle platnych doporuceni Evropské komise pro testovani

citlivosti k antimikrobnim latkam (EUCAST 2020).

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
U vybranych izolatd (viz. Kapitola 4.1.1) byla citlivost k antibiotikim uréena také
stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) mikrodilu¢ni metodou (MIKROLATEST®,

Erba Lachema s.r.0.).
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Postup: Z kolonii narostlych na Manitol Salt agaru byl ve fyziologickém roztoku vytvotren
zakal 0,5 McFarlanda (odpovidajici pfiblizné koncentraci bunék 1,5 x 10® bun&k/ml). Do 13 ml
MIC suspenzniho media bylo pfiddno 60 pl pfipravené bakteridlni suspenze. Nasledné bylo
suspenzni médium v mnozstvi 100 ul na jamku rozplnéno do 96 jamkové mikrotitrani desticky
s lyofilizovanymi antibiotiky. Mikrotitra¢ni desticka byla inkubovéna pii 37 °C pies noc.

Druhy den bylo odecteno MIC, odpovidajici koncentraci antibiotika v prvni jamce ve
vzestupné fad¢, ve které jiz neni pfitomen viditelny zakal. Hodnoty MIC byly interpretovany dle
kazdoro¢né aktualizovaného doporuceni Evropské komise pro testovani citlivosti k antimikrobnim

latkam (EUCAST 2020).

4.2.3 Molekularné geneticka analyza studovanych kmenu
Izolace DNA

DNA vybranych izolath byla extrahovana pomoci Chelexu. Chelex je pryskyfice, ktera se
skladd ze styren divinylbenzen kopolymeru obsahujici parové iminodiacetatové ionty. Pii lyzi
butiky dochézi k aktivaci endonukledz. Na aktivaci se podileji ionty Mg?", které se ale v piipadé
izolace Chelexem navazi na iminodiacetatové ionty.

Postup: Nejprve byla bakteridlni kultura homogenizovana v 5% roztoku Chelexu-100. Tato
smés byla dale inkubovana 10 min pii 100 °C v termobloku. V této fazi dochdzi k lyzi bunky a
denaturaci DNA. Poté byla suspenze sto¢ena po dobu 10 min pii 13500 rcf. Horni faze byla
pienesena do nové 1,5ml zkumavky tak, aby nedoslo k odsati Chelexu s bunécnymi zbytky. DNA
byla dale skladovana pii —20 °C.

Detekce pritomnosti mecA, spa a lukSF

Pro detekci ptitomnosti genti mecA, spa a luksF (gen pro PVL) byla pouzita kvantitativni
polymerazova fetézova reakce (QPCR) v redlném case na cycleru Biorad CFX96. Princip detekce
je zaloZen na monitorovani fluorescence vznikajici pii hydrolyze DNA vazebnych fluorescen¢né
znacenych sond. Tyto sondy obsahuji na svém 5’ konci fluorescencni znaceni a na 3° je zhasec,
ktery blokuje fluorescenci fluoroforu, pokud je v jeho blizkosti. V ptipadé, ze je ve vzorku
detekovany tsek DNA, sonda na néj nasedne v oblasti mezi obéma primery a pii amplifikaci ji
DNA polymeraza svou 5’ exonukleazovou aktivitou rozstépi. Tim se fluorofor uvolni z dosahu
zhaSeCe a zacne emitovat svétlo odpovidajici vinové délky, které zachyti optické detektory
v termalnim cycleru. D& se opakuje pii dalSich cyklech PCR, vzhledem k rostoucimu poctu kopii

detekovaného useku DNA se v kazdém cyklu zvySuje intenzita signdlu. V ptipadé, ze detekovany
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gen ve vzorku neni, nedojde k hydrolyze sondy, zhase¢ zlstane v blizkosti fluoroforu a zadny
signal neni.

Pro detekci [ukSF byla pouzita sonda 5° Hexachloro-Fluorescein (HEX), pro spa byl pouzit
6-Karboxyl-X-Rhodamin a pro mecA4 sonda 6-Karboxylfluorescein (FAM). V tabulce 6 jsou
objemy chemikalii pouzité na jeden vzorek a v tabulce 7 program amplifikace PCR. Sekvence sond

a primert jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tab. 6. Seznam a objem chemikalii pouzitych pii PCR. Primer mix = primer F i R od jednoho genu ve stejném poméru.

Chemikalie Objem/vzorek
Voda bez RNaz doplnit do 20 pl
10xHotStart PCR buffer 2 ul
MgCl12 2 ul
dNTP 0,8 ul
Primer mix a0,6 ul
Sonda a0,6 ul
HotStart Taq polymeraza 0,256 ul

Tab. 7. Program PCR amplifikace pro qPCR, stanoveni pfitomnosti mec4, spa a [ukSF (PVL).

Teplota| Doba trvani | Pocet opakovani
96 °C 15 min 1
96 °C 20s
45
58 °C 60 s
72 °C 10s 1

spa-typizace

Metoda spa-typizace je zaloZena na analyze sekvence variabilni ¢asti (oblast X) genu pro
stafylokokovy protein A (spa). Primery (viz Tabulka 5) pouzivané na spa-typizaci nasedaji na
okolni konzervované tseky a namnozi variabilni usek mezi nimi. Ziskany produkt je
sekvenovan a dle jeho sekvence je izolatu pfifazen tzv. spa-typ.

Postup: DNA byla extrahovdna zizoldtu pomoci Chelexu (viz kapitola 4.2.3),
nasledovala PCR amplifikace produktu. V tabulce 8 jsou uvedeny objemy chemikalii pocitané
pro 1 vzorek. Jednotlivé chemikalie byly promichany, kratce sto¢eny a napipetovany do sterilni
zkumavky. Vysledny mastermix byl fadn€ promichan, stocen a rozplnén do jednotlivych 0,2ml

PCR zkumavek. Jako templat byl pouZit 1 ul extrahované DNA.
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PCR probihala dle programu, ktery je v Tabulce 9 v PCR cycleru Veriti™ 96-Well
(Applied Biosystems™).

Tab. 8. Seznam a objem chemikalii pouzitych pii PCR

Chemikalie | Objem/vzorek

HotStart mix 6,25 ul
Voda bez RNaz 4,75 ul
F primer 0,25 pl

R primer 0,25 pl

Tab. 9. Program PCR spa-typizace

Teplota | Doba trvani | Pocet opakovani
96 °C 15 min 1
96 °C 45s
60 °C 45s 30
72 °C 90 s
72 °C 10s 1

Pritomnost a délka produkti PCR byly detekovany pomoci gelové elektroforézy v 2%

agarozovém gelu.

Obr. 7. Ukazka variability v délce spa produktu a variabilni oblasti X.
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Nasledné byly produkty PCR pfecisStény pomoci magneticky kulicek Agencourt®
AMPure XP, na které se navazala dvouvldknova DNA. Magnetické kulicky s navazanou DNA
byly 2x promyty v 75% roztoku etanolu. Nasledovalo odsati veskerého etanolu, ktery by
inhiboval sekvenac¢ni reakci, a vysuSeni vzorku. DNA byla poté eluovana ve 40 pl sterilni
injek¢éni vody a pfenesena do Cisté zkumavky. V tomto stavu byl vzorek pfipraven pro
sekvenacni reakci.

Jednotlivé chemikalie, které jsou vypsany v Tabulce 10 byly promichany, kratce stoceny
a napipetovany do sterilni zkumavky. S reagenciemi bylo nutné pracovat na ledu kviili stabilité
BigDye Terminator v3.1. Vysledny mastermix byl fddné promichan, kratce stoen a rozplnén
do 96ti jamkové desticky, ktera je kompatibilni se sekvenatorem. Na kazdou sekvenac¢ni reakci

byly pouzity 2 pl precisténého PCR produktu. Program amplifikace je v Tabulce 11.

Tab. 10. Seznam a objem chemikalii pouzitych pfi sekvenacni reakci.

Chemikalie Objem/vzorek

Injekéni voda 5,18 ul

BigDye® Terminator v1.1, v3.1 5x 15l
Sequencing Buffer

BDX 64(BigDye® Enhancing Buffer) 0,875 ul
BigDye Terminator v3.1 0,125 pul

Primer 0,32 ul

Tab. 11. Program sekvenacni reakce.

Doba Pocet
Teplota
trvani opakovani
96 °C 3 min 1
96 °C 10s
50°C 5s 30
60 °C 2 min

Po sekvenacni reakci byly produkty pre€iStény pomoci magnetickych kulicek
Agencourt® CleanSEQ, na které se navazala DNA. Zbytky mastermixu sekvenacni reakce byly
odmyty 85% roztokem etanolu. Po odsati etanolu a vysuseni vzorku nésledovala eluce DNA do
80 ul injekeéni vody. 96ti jamkova deska byla vlozena do sekvenatoru ABI 3130x1 Genetic

Analyzer a vzorky byly osekvenovany pomoci kapilarni elektroforézy.
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Vysledné sekvence byly vyhodnoceny pomoci programu RidomStaphType, ktery na
zaklad¢ sekvence urcil typ jednotlivych repetitivnich sekvenci a dle jejich typu a potadi ur¢il,
o jaky spa-typ se jednalo. Vysledné spa-typy pak byly rozfazeny do jednotlivych MLST
klonalnich komplexl na zdklad¢ udaji dostupnych v databazi https://spaserver.ridom.de/, nebo

v odborné literatufe.

SCCmec typizace

Typizace SCCmec slouZi k odliSeni variant stafylokokové chromozomalni kazety (SCC
— Staphylococcal chromosomal cassette) mec, tj. mobilniho genetického elementu nesouciho
gen mecA zodpovédny za rezistenci k meticilinu u vétSiny kmeni MRSA. Typizace SCCmec
byla provadéna kombinaci PCR metod prokazujicich specifické oblasti jednotlivych typt a
subtypu kazety SCCmec. V prvni fazi byla provedena u vSech vzorka PCR esej dle Kondo et
al. (mastermix viz Tabulka 13, program PCR viz Tabulka 12). Ve druhé fazi byla provedena
PCR esej dle Zhang et al. (mastermix viz Tabulka 13, program PCR viz Tabulka 12) k odliseni
typt Il a IV, a odliseni subtypu a-d u typu IV (Zhang et al. 2005). Vzorky, které vysly v prvni
fazi jako 1V, ale nevysly jako SCCmec II nebo IVa-d byly dourceny jako typ IVh pomoci
primert ze studie Milheirico ef al. (Milheirico ef al. 2007). PCR protokol byl stejny jako od

Zhang et al., pouze s pouzitim jinych primert.

Obr. 8. Ukazka typizace kazety SCCmec pomoci eseje dle Kondo et al. 2007
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Tab. 12. Seznam pouzitych PCR pro stanoveni jednotlivych typi SCCmec.

*60-65 °C rozmezi teplot kvili rozdilné teploté nasedani jednotlivych primerd.

Metoda Pouziti Pozn. PCR protokol

(Kondo et al. | Rozliseni typi [ — VI | Pouzitd reakce | 96 °C 15 min

2007) + mecA nerozlisi typy | (96 °C90s, 60 °C 90 s, 72 °C 105 s) x 35
MalVv 72 °C 5 min

(Zhang et al. | Odliseni typu II, a

2005) subtypizace typi 96 °C 15 min

IVa-IVd, konfirmace (96 °C 60 s, 60-65* °C 90 s, 72 °C 90 s) x
(Milheirico, | Subtypizace IVg a 35
Oliveira, and | IVh 72 °C 10 min

de Lencastre

2007)

Tab. 13. Seznam a objem chemikalii pouzitych pii typizaci SCCmec podle riznych eseji. Kombinaci primerti mA1
a mA2 vznika produkt mecA; kombinaci primerti Alfal a BetaC vznika produkt SCCmecl (695 bp); kombinaci
primerd Alfa2 a BetaC vznika produkt SCCmecll (937 bp); kombinaci primert Alfa3 a BetaC vznika produkt
SCCmeclll (1791 bp); kombinaci primera Alfa4.2 a Beta4.2 vznika produkt SCCmecVI (1287 bp); kombinaci
primerd gammaR a gammaF vznika produkt SCCmecV (518 bp)

Objem/vzorek
Chemikalie
Kondo Zhang/Milheirico
HotStart mix 6,25 pul 6,25 pul
Voda bez RNaz Ll ol
Primer mA1 0,5 ul -
Primer mA2 0,5 ul -
Primer Alfal 0,5 ul -
Primer Alfa2 0,5 ul -
Primer Alfa3 0,5 ul -
Primer BetaC 0,5 pl -
Primer Alfa4.2 0,5 pl -
Primer Beta4.2 0,5 ul -
Primer GammaR 0,5 ul -
Primer GammaF 0,5 ul -
Primer mix* - 1 ul
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Ptitomnost a délka PCR produktl byly detekovany pomoci gelové elektroforézy ve 2%

agarozovém gelu.

4.2.4 Analyza fyziologickych vlastnosti studovanych kmeni
Stanoveni ristové rychlosti

U vybranych izolata (viz Kapitola 4.1.1) byla stanovena rastova rychlost. Kazdy izolat
byl rozmrazen a vyockovan na manitol salt agar. Po nartistu byla 1 kolonie kultury pfeockovana
do sterilni konické 50ml zkumavky Falcon (KARTELL) s 10 ml Cerstvého sterilniho trypton
so6jového bujonu (TSB) a kultivovana v tfepacce pii 200 otackach za minutu a 37 °C pies noc.
Vytemperované (37 °C) TSB medium bylo v triplikatu naockovéano z narostlé nocni kultury na
optickou denzitu ODgo v rozmezi 0,05-0,09. Cisté médium slouzilo jako negativni kontrola.
Kultury byly vlozeny do tfepacky a kultivovany pti 200 otackéach za minutu a 37 °C. Po dobu
8 hodin se kazdou hodinu méftila opticka denzita (ODeoo) rostoucich kultur. Poté se kultury
ttepaly az do dals$iho dne, kdy bylo po 24 hodinach od naockovani provedeno posledni méfeni.

Studované kmeny byly kultivovany v ¢isttm TSB médiu nebo v pfitomnosti
subinhibi¢nich koncentraci antibiotik. Subinhibi¢ni koncentrace byly pouzity s cilem simulovat
prostiedi znecisténé zbytkovym mnozstvi antibiotika, napt. prostiedi nemocnic, ve kterém
probiha selekce rezistentnich kment. Pouzité koncentrace byly ur€eny pomoci dat o distribuci
hodnot MIC pro dand antibiotika zaznamenanych u klinickych izolath S. aureus sbiranych
Evropskou komisi pro testovani citlivosti k antimikrobnim latkdm (dostupné na
https://www.eucast.org/mic_distributions_and_ecoffs/), vybrany byly koncentrace, pro néz

nebyl zaznamenan izolat, jenZ by byl takovou koncentraci inhibovan (viz tabulka 14).

Tab. 14. Seznam pouZitych antibiotik pfi stanoveni ristové rychlosti, s koncentraci, kterd byla pouzita v pokusech

a s mezi pro urceni rezistence.

Antibiotikum Pouzita koncentrace Mez pro urceni rezistence
Oxacilin 0,008 mg/1 0,25 mg/1
Azitromycin 0,016 mg/1 2 mg/l

Doba zdvojeni jednotlivych izolath byla vypoctena dle nasledujiciho vzorce:

t
GT =

3,3 logg (b/B)

Obr. 8. Vzorec pro vypocet doby zdvojeni. GT = doba zdvojeni, ¢ = interval mezi méfenim b a B, b = hodnota

ODgoo bakterialni populace po Case 7, B = pocatecni hodnota ODggo bakterialni populace.
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Kvantifikace tvorby biofilmu

U vybranych izolath (viz. Kapitola 4.1.1) byla kvantifikovdna produkce biofilmu
s pouzitim modifikované Christensenovy metody (O’Toole 2010). Zamrazené izolaty byly
vyockovany na Manitol salt agar. Po nartstu byla 1 kolonie z kazdé kultury inokulovana v 50ml
zkumavce Falcon ve 3 ml Cerstvé pfipraven¢ho TSB média s 1% glukdézou. Zkumavka byla
kultivovéna v tfepacce pii 200 otackach za minutu a 37 °C po dobu 18 hodin. Noé¢ni kultura
byla nafedéna TSB médiem v poméru 1:100 a po 200 pl byla naockovana do mikrotitracni
desticky. Jako pozitivni kontrola byl pouzit kmen ATCC 25923, jako negativni kontrola sterilni
TSB médium. Mikrotitracni desticka byla kultivovana staticky pti 37 °C po dobu 24 h. Dalsi
den byla kultura opatrné slita a desticka byla 3x proplachnuta ponotfenim do fosfatového pufru
(PBS — phosphate buffered saline). Po okapani bylo do kazdé¢ z jamek mikrotitra¢ni desticky
ptidano 200 pl 0,1% krystalové violeti. Po 15 minutach inkubace pti pokojové teploté bylo
barvivo slito, mikrotitra¢ni deska byla 3x proplachnuta v PBS a pifes noc vysuSena dnem
vzhuru. Dalsi den byl obarveny biofilm rozpustén v 200 pl smési etanol:aceton (80:20). Po 15
minutach bylo 100 pl suspenze ptfeneseno do Cisté mikrotitracni desticky a zméfila se
absorbance pfi 620 nm. Vyhodnocovéani probihalo porovnanim s pozitivni a negativni

kontrolou.

Kvantifikace tvorby hemolyzy

Kvantifikace tvorby hemolyzy byla provedena u vybranych izolath (viz. Kapitola 4.1.1)
modifikaci postupli Tsenga a Majerczyka (Majerczyk et al. 2008; Tseng et al. 2016). Kazdy
izolat byl vyockovan na Manitol salt agar. Po nariistu byla 1 kolonie zkazdé kultury
inokulovana ve 3 ml cerstvé pfipraveného sterilntho TSB média v 50ml sterilni zkumavce
Falcon a kultivovana pies noc v tfepacce pii 200 otackach za minutu a 37 °C. Noc¢ni kultura
byla naockovana do 10 ml sterilntho TSB média v nové sterilni 50ml zkumavce Falcon na
optickou denzitu ODeoo = 0,05 a kultivovéna ptes noc v tiepacce pii 200 otackach za minutu a
teploteé 37 °C. Dalsi den byla zkumavka s kulturou stoc¢ena po dobu 10 min pii 5000 rcfa 4 °C,
supernatant byl odebran a sterilovan filtraci. Byla pfipravena dvojnasobna fedici fada
supernatantu v PBS. Jednotliva fedéni byla inkubovana v poméru 1:1, 100 pl supernatantu se
100 pl 2% suspenzi krvinek v PBS pii 37 °C po dobu 30 minut. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit roztok 1% Triton X-100, negativni kontrola bylo sterilni PBS. Po inkubaci byla suspenze
stoCena 5 minut pii 1000 rpm a supernatant byl opatrné (aby nedoslo k lyze peletovanych
erytrocytll) prenesen do Cisté mikrotitraéni desticky s plochym dnem. Byla zméfena opticka

denzita suspenze pii ODs4. Hemolytickd aktivita odpovidajici zméné optické denzity
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v dasledku uvolnéni hemoglobinu z lyzovanych erytrocytli se vyjadiila v procentech podle

nasledujiciho vzorce:

(test ODs40 — negativni kontrola ODsa40)/(pozitivni kontrola ODs40 — negativni kontrola ODs40)

Obr. 9. Vzorec pro vypocet hemolyzy.

4.2.5 Statistické a bioinformatické metody

Pro urceni spa-typu byl vyuzit software RidomStaph Type. Ten umoziuje automatické
piifazeni analyzovanych sekvenci k existujicim repeticim, jejichz poradi pfifadi sekvenci ke
spa-typu. Také umoznuje klastrovaci analyzu pomoci algoritmu BURP, ktery dokaze seskupit

blizce pribuzné spa-typy (Harmsen et al. 2003).
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Obr. 10. Snimek obrazovky zobrazujici vyhodnoceni spa-typu t003 v softwaru RidomStaph Type. DNA izolatu je
osekvenovana Sangerovym sekvenovanim a tato data jsou vlozZena do softwaru. Program si podle sekvenci najde
3¢ a 5° konec, které¢ maji shodné sekvence pro vSechny spa-typy a poté pfifadi zbylé sekvence k jednotlivym
repeticim. Podle typu a potadi repetic je pak uren spa-typ, na obrazku v levé ¢asti jsou pak zobrazeny dalsi mozné

spa-typy, které se oproti danému spa-typu lisi pouze v jedné repetici.
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5. Vysledky

5.1 Epidemiologie MRSA ve Fakultni nemocnici Motol 2018-2020

Od roku 2018 do konce roku 2020 probihal ve Fakultni nemocnici Motol (FN Motol) sbér
MRSA izolath. Cilem tohoto sbéru bylo monitorovani epidemiologické situace MRSA ve FN
Motol. Celkem bylo nasbirano 347 neduplikovanych izoldth MRSA, jejichz druhova
identifikace byla ovéfena pomoci metody MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Rezistentni
fenotyp MRSA byl ovéfen pomoci testovani citlivosti k oxacillinu a cefoxitinu a pfitomnost

genetické determinanty rezistence (gen mecA) byla ovéiena pomoci PCR.

5.1.1 Izolaty MRSA

Izolaty MRSA pochézely z nemocni¢nich ambulanci (n=91), odd¢€leni urgentniho piijmu
(n = 24), standardnich [izkovych oddéleni (n = 132) a z jednotek intenzivni péce (JIP, n = 100)
FN Motol. Ambulance a urgentni pfijem piedstavuji odd€leni zabyvajici se pacienty
pfichazejicimi z komunity, u izolath MRSA od téchto pacientl je tedy vétsi Sance, Ze se jedna
o linie cirkulujici mezi populaci mimo nemocnice tzv. komunitni MRSA, naproti tomu lizkova
oddéleni a JIP jsou obvyklym mistem vyskytu nemocni¢nich linii MRSA. Primérny vék
pacientii s MRSA byl 43 let a ze 347 izolatt 60,81 % pochazelo od muzii (n = 211). Nejcastejsi
material, ze kterého byly izolaty MRSA vykultivovany, byl stér z rany v poctu 139 izolath
(40,06 %), z toho 81 materialii pochéazelo z ortopedickych a chirurgickych klinik.

Tab. 15. Demografické srovnani ptivodu izolatl, véetné primérného véku, pfitomnosti PVL a rozlozeni pohlavi

pacientii.
Ambulance + urgentni prijem Standardni oddéleni + JIP
Pocet izolath 116 229
Primérny vék 43,18 let 42,85 let
Pohlavi 57,76 % muzi 62,45 % muza
Ptitomnost PVL 32 izolatt (27,59 %) 23 izolati (10,04 %)

5.1.2 Antibioticka citlivost

U izolatd byla diskovou difuzni metodou testovana citlivost k nasledujicim
antistafylokokovym antibiotikim: oxacilin, sulfametaxazol-trimetoprim, erytromycin,
klindamycin, cefoxitin, tetracyklin, rifampicin, gentamicin, vankomycin, teikoplanin, linezolid,

ofloxacin, tigecyklin a ceftarolin.
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Citlivost k témto antibiotikim je rutinné¢ testovana v klinické praxi ve FN Motol.
Z testovanych izolatl bylo 29 rezistentnich pouze k oxacilinu a cefoxitinu. U 83 % izolatl se
vyskytovala navic rezistence k erytromycinu (n = 288), 81,56 % izolatl bylo rezistentnich ke
klindamycinu (n=283) a 74,35 % rezistentnich k ofloxacinu (n=258). Pomoci D testu byla
prokédzana inducibilni rezistence ke klindamycinu u 7 izolat. Dale byla prokdzana rezistence
ke gentamicinu u 46 izolatl (13,26 %) a k tetracyklinu u 45 izolatd (12,97 %).

Z 288 izolath, které byly rezistentni k erytromycinu, bylo 280 zaroven rezistentni i ke
klindamycinu. Rezistence k ofloxacinu byla ve 244 izoldtech spojena s rezistenci
k erytromycinu a klindamycinu. U 5 izolati byla kromé rezistence k oxacilinu a cefoxitinu
rezistence ke gentamicinu a tetracyklinu. Pouze 2 z izolath byly rezistentni k sulfametaxazol-
trimetoprimu, dalsi dva k rifampicinu a pouze jeden izolat byl rezistentni k ceftarolinu. U
zadného zizolati se neprokdzala rezistence k vankomycinu, teikoplaninu, linezolidu a

tigecyklinu. Podrobnéjsi kombinace rezistenci k antibiotikiim je uvedena v Tabulce 16.
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Tab. 16. Profily antibiotické rezistence u motolskych izolathi MRSA v souvislosti s pivodem izolatl a jejich spa-typy. Tucné jsou zvyraznény spa-typy, u nichz byl detekovan PVL.

Procenta u jednotlivych kombinaci antibiotik znaci podil ambulantnich/nemocni¢nich izolatl, které byly touto kombinaci zastoupeny. Ve sloupci celkovy pocet je uvedena procentualni

hodnota v celkovém rozlozeni izolatu.

Vysvétleni zkratek: OXA = oxacilin; FOX = cefoxitin; ML = makrolidy (erytromycin) + linkosamidy (klindamycin); OFL = ofloxacin; GEN = gentamicin; TET = tetracyklin; RIF =

rifampicin; SXT = sulfametaxazol-trimetoprim; CPT = ceftarolin
Ostatni kombinace: ML, GEN, TET (n = 1, t437, PVL+, ambulance/urgent); ML, SXT, OFL (n = 1, t586, JIP/Standard); ML, SXT, TET (n = 1, t437, ambulance/urgent), ERY, TET,
OFL (n =1, t345, PVL+, JIP/Standard), ERY (n = 1, t214, ambulance/urgent), ML, OFL, CPT (n = 1, t003, JIP/Standard)

Kombinace Ambulance + urgentni prijem (n=116) Standardni oddéleni + JIP (n=229) Celkovy
antibiotik Pocet spa-typy Pocet spa-typy pocet
ML, OFL 52 t002, t003, t014, t045, t264, t586, t1282, | 153 t002, t003, t008, t014, t045,t091,t151,t311, t437,t586, | 205

(45,22 %) | t1623,t2379 (65,95 %) | t626,t1224, 11282, t1623, t2379, t3195 (59,09 %)
ML, OFL, GEN 8 t002, t005, t014, t586, t7428 24 t002, t003, t014, t223, t586 32

(6,95 %) (10,35 %) (9,22 %)
Pouze OXA, FOX |9 1002, t008, t019, t091, t190, t304, t8727 | 20 1002, t008, t026, t045,t050,t091, t197, 1223, 1304, t311, | 29

(7,82 %) (8,63 %) t437, t728, t786, 12461 (8,36 %)
ML, TET 14 t011,t014, t034, t437, t441, t1751,t1950 | 7 t034,t127, t437 21

(12,17 %) (3,02 %) (6,05 %)
TET 5 t044, t437, 1339 8 t014, t376, t954, t1339 13

(4,35 %) (3,45 %) (3,75 %)
ML 7 t008, t026, t437, t685, t1950 4 1024, t311, t437, t3401 11

(6,09 %) (1,72 %) (3,17 %)
OFL 3(2,61%) | t008,t032,t550 1 (0,43 %) | t008 4 (1,15 %)
ERY, OFL - - 4 (1,72 %) | t008, t032, t264 4 (1,15 %)
OFL, GEN 4 (3,48 %) | t00S - 4 (1,15 %)
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ML, TET, GEN 1(0,87 %) | t437 2(0,86%) | t437 3 (0,86 %)
CLL TET 1(0,87 %) | t571 2(0,86 %) | t034 3 (0,86 %)
GEN 2(1,74 %) | 1355, 13092 1(0,43%) | t4019 3 (0,86 %)
TET, GEN 3(2,61%) | t127, 1346, 359 - - 3 (0,86 %)
ERY, OFL, GEN | 1(0,87 %) | t008 1(0,43%) | t008 2 (0,58 %)
ML, OFL, RIF 1(0,87 %) | t003 10,43 %) | 2379 2 (0,58 %)
ML, OFL, TET 1(0,87 %) | t011 1043 %) | 034 2 (0,58 %)
Ostatni kombinace | 3 t011, 214, t437, 3 £003, t345, t586 6 (1,73 %)
(2,61 %) (1,29 %)
Celkem 115 232 347
(33,14 %) (66,86 %)
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5.1.3 Klonalni struktura

Pro ucely analyzy klondlni struktury byla u vSech 347 izolati provedena spa-typizace,
vyhodnoceni sekvenci a ptifazeni spa-typi k jednotlivym izolatim probchlo pomoci softwaru
Ridom StaphType. Vétsinu izolath tvotily spa-typy t586 (n = 125), t003 (n = 34), t014 (n =45)
a t002 (n = 18) z klonalniho komplexu 5 (CCS5). Dalsim ¢astym spa-typem byl t437 (n = 17)
z klonalniho komplexu CC59. Ctrnéact izolath spa-typd: t008, t024, t304, t197 patiilo do
komplexu CCS.
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Graf 1. RozloZeni klonalnich komplexti u izolati z FN Motol. Vzhledem k vysokému zastoupeni spa-typu t586,
ktery patii do klonalniho komplexu 5, byl tento spa-typ vyobrazen samostatné. Jako material z dychacich cest byl
povazovan aspirat dolnich dychacich cest, aspirat nasofaryngedlni a sputum. Jako obsah byl povazovan tekuty
material odebrany z primarné sterilnich dutin a tkani. Za ostatni material byl povazovan katetr, dren, likvor, lochie,

stér z amnia, vytér z rekta a stolice.

Nejvyssi pocet z nasbiranych izolati nesl SCCmec typu I, a to v poctu 236 izolata (68,01
%). Tento SCCmec typ byl reprezentovan hlavné spa-typy t003, t014 a t586, které vSechny patii
do klonalniho komplexu 5. Druhé nejvyssi zastoupeni mél SCCmeclV v poctu 66 izolatd (19,02
%). U tohoto SCCmec typu byly déale uréeny podtypy. Nejvice bylo podtypu [Va v poctu 39
izolatl, dale 16 izolati podtypu IVc, 1 izolat IVd a 1 izolat IVh. U 9 izolath nebyl podtyp
SCCmeclV dourcen. Byl detekovan 1 izolat typu SCCmecVI a zbylych 44 izolatd (12,68 %)
neslo typ SCCmec V, z toho 2 izolaty nesly variantu SCCmec V-.
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Tab. 17. RozlozZeni typt SCCmec, jejich procentualni zastoupeni u izolatti ve FN Motol a Casté spa-typy, které se

vyskytovaly u izolatd jednotlivych typi SCCmec.

SCCmec typ Pocet | Procentualni spa-typ
izolatl | zastoupeni
I 236 68,01 % t002, t003, t014, t045, t151, t264, t586, 1626, t1224,
t1282, 11623, t2379, t3195
IV |a 39 11,24 % t002, t005, t008, t024, t026, t127, t190, t214, t223, t304,
t437, t728, t786, t1339
c 16 4,61 % t002, t008, t019, t044, t045, t197, 1223, t376, t685,
t2461, t7428
d 1 0,29 % t437
h 1 0,29 % t032
nedourceno | 9 2,59 % t032, t050, t091, t311, t3401, t8727
\Y% 44 12,68 % t011,t034,t091, t127, t345, t346, t355, 359, t437, t441,
t550, t571, t1751, 1950, t3092, t4019
VI 1 0,29 % t954

5.1.4 Panton-Valentiniiv leukocidin

Panton-Valentintiv leukocidin je vyznamny faktor spojeny s virulenci S. aureus. PVL
pozitivni izolaty mohou zplisobovat napf. zavaznou nekrotizujici pneumonii, a i dalsi infekce
témito izolaty myvaji horsi progndzu. Proto byla u izolath provedena real-time PCR na detekci
genu pro PVL toxin. PVL se detekuje Castéji u nékterych linii CA-MRSA (Vandenesch et al.
2003). Izolaty téchto linii pochazi ve vétSin€ pripadi z komunity, ale mutze dojit 1 k
jejich vyskytu v nemocnicich.

Celkem bylo detekovano 55 izolatt (15,85 %) s PVL toxinem. Primérny veék pacientli
s izolatem produkujicim PVL toxin (28,87 let) se signifikantné lisil (p <0,001) od primérného
veku pacienti s izolatem bez PVL toxinu (45,73 let).

63,67 % (n = 35) PVL pozitivnich izolath pochazela ze stéru zrany, dale 8 izolath
z obsahu, 9 izolatl bylo zachyceno pii screeningu nosi¢stvi MRSA (vytér z nosu a krku), 2 ze
stéru ucha a 1 vzorek z hemokultivace (viz Graf 2).

Tradi¢ni genetické linie CA-MRSA nesouci PVL byly zastoupeny spa-typy napt. t008
(CCS8), t005 (CC22),t437(CC59) at034 (CC398) (viz Grafy 2 a 3). spa-typ t005 s PVL toxinem
se vyskytoval pouze u ambulantnich pacientl ze stéru z rany, blizsi souvislost mezi témito
izolaty vSak nebyla prokazana. Jedenact z PVL pozitivnich izolath pattilo ke spa-typu t008
(CC8) a bylo tedy podezielych na ptislusnost k epidemickému klonu USA300 (t008-MRSA-
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IVa; PVL+, ACME+). Sedm z izolatli bylo potvrzeno na zékladé prukazu SCCmec typu IVa a
genu arcC (soucast mobilniho genetického elementu ACME) jako USA300. Tti ze zbylych
izolatd nesly SCCmec IVc a u jednoho z izolati nebyl prokdzdn ACME.
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Graf 2. RozloZeni spa-typu u jednotlivych materialti u PVL pozitivnich izolatt.
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Graf 3. Zobrazeni ptivodu a rozlozeni spa-typti PVL pozitivnich izolat. Nejcastéjsimi zastupci PVL pozitivnich

izolatl jsou spa-typy t008 (n=11) at437 (n = 15).
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5.2. Epidemiologie MRSA Slovensko leden-duben 2020
Dalsi casti predkladané prace byla analyza Slovenskych izolati MRSA, kterda byla

umoznéna diky spolupraci se spolecnosti Unilabs Slovensko provozujici sit’ mikrobiologickych
laboratofi na Slovensku. Sbér probihal od ledna do dubna 2020. Izolaty pochéazely z nemocnic
(n = 167) a zambulanci (n = 245) v osmi krajich na Slovensku (Banska Bystrica, Bratislava,
Kosice, Nitra, PreSov, Tren¢in, Trnava a Zilina). Celkem bylo nasbirano 413 neduplikatnich

izolath MRSA, kter¢ byly ovéfeny pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

5.2.1 MRSA izolaty

Praméry veék pacientti byl 42 let a 45,96 % bylo muzt (n = 199). Necela tfetina izolatt
pochézela od pacientt s infekci nebo kolonizaci hornich cest dychacich (n = 130; 31,48 %)
ptiblizn¢ dalsi tfetina od pacientil s infekci kize a mekkych tkdni (n = 117; 28,33 %). Zbyla
tretina izolatl pochazela z hemokultivaci, moce a riznych vytért, jako napt. vytér z oka, usi,

pochvy nebo uretry.

5.2.2 Antibioticka citlivost

Pomoci diskové difuzni metody byla testovana citlivost k nasledujicim antibiotikiim:
oxacilin, sulfametaxazol-trimetoprim, erytromycin, klindamycin, cefoxitin, tetracyklin,
rifampicin, gentamicin, vankomycin, teikoplanin, linezolid, tigecyklin, ceftarolin, norfloxacin,
ciprofloxacin, kyselina fusidova a mupirocin.

U 54 izolath byla prokdzéana rezistence pouze k oxacilinu a cefoxitinu. Stejné¢ jako u
ceskych izolatl byla u slovenskych izolatli vyznamna rezistence k makrolidiim, linkosamidiim
a fluorochinoloniim: 77,72 % izolati bylo rezistentnich k erytromycinu (n = 321), 64,9 %
izolatd bylo rezistentnich ke klindamycinu (n = 268), z toho u 119 z nich byla rezistence ke
klindamycinu inducibilni, a 63,44 % izolath bylo rezistentni k fluorochinolonim (v 261
ptipadech rezistentnich k ciprofloxacinu a v 247 ptipadech rezistentnich k norfloxacinu). U 18
izolath byla prokézana rezistence k fusidové kyseliné (4,36 %), 15 izolatl bylo rezistentni
k tetracyklinu (3,63 %), 12 izolatl ke gentamicinu (2,9 %), 4 izolaty k rifampicinu (0,97 %) a
3 izolaty k mupirocinu (0,73 %). 1 izolat byl rezistentni k tigecyklinu, rezistence byla ovétena
pomoci MIC (1 mg/l). U zaddného z izolatl nebyla detekovana rezistence k sulfametaxazol-
trimetoprimu, vankomycinu, teikoplaninu, linezolidu a ceftarolinu.

NejcastejSi kombinaci antibiotik, ke kterym byly izolaty rezistentni, byla kombinace:

erytromycin, klindamycin a fluorochinolony (ciprofloxacin a norfloxacin) v po¢tu 129 izolati
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(31,23 %). V této kombinaci nebyl detekovan jediny izolat, ktery by mél PVL. Druhou
nejcastej$i kombinaci byla kombinace rezistence k erytromycinu s inducibilni rezistenci ke
klindamycinu (n = 70; 16,95 %). V Tabulce 18 jsou rozepsany veskeré zbylé kombinace
rezistenci. K oxacilinu a cefoxitinu byly rezistentni vSechny izolaty, a proto nejsou, kromé

piipadu, kdy byly izolaty rezistentni pouze k nim, zminény.
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Tab. 18. Profily antibiotické rezistence u slovenskych izolatht MRSA v souvislosti s ptivodem izolatl a jejich spa-typy. Tuéné jsou zvyraznény spa-typy, u nichz byl detekovan gen
pro PVL toxin. Procenta u jednotlivych kombinaci antibiotik znaéi podil ambulantnich/nemocni¢nich izolatt, které byly touto kombinaci zastoupeny. Ve sloupci celkovy pocet je
uvedena procentualni hodnota v celkovém rozloZeni izolatd.

Vysvétleni zkratek: OXA = oxacilin; FOX = cefoxitin; ML = makrolidy (E = erytromycin) + linkosamidy (CLI = klindamycin); iCLI = indukovana rezistence ke klindamycinu; F =
fluorochinolony (CIP = ciprofloxacin, NOR = norfloxacin); GEN = gentamicin; TET = tetracyklin; TGC = tigecyklin; RIF = rifampicin; CPT = ceftarolin; FA = fusidova kyselina

* U jednoho vzorku nebyl dohledatelny jeho ptivod

Ostatni kombinace: ML, F, FA (n = 1, t003, nemocnice); CLI, TET (n = 1, t034, ambulance); ML, GEN, F, MUP (n = 1, t032, nemocnice); ML, RIF, F (n = 2, t032, t014, ambulance);
ML, RIF, F, FA (n = 1, t003, ambulance); ML, TET (n = 2, t034, ambulance, nemocnice); ML, TET, GEN, F (n = 1, t014, ambulance); E, GEN, F (n = 1, t008, ambulance); E, RIF,
F, FA (n =1, t008, nemocnice); E, TET (n = 1, t656, ambulance); E, iCLI, F, MUP (n = 1, t008, nemocnice); E, iCLI, FA (n =2, t010, t330, nemocnice, ambulance); E, iCLI, TGC,
F (n =1, t032, ambulance); FA (n = 2, t311, nemocnice); MUP (n = 1, t311, nemocnice); TET (n = 1, t5163, ambulance); TET, F (n = 1, t4652, ambulance); TET, FA (n = 1, t044,
nemocnice); TET, GEN, FA (n = 2, t044, t314, nemocnice, ambulance); ML, CIP (n = 1, 1026, ambulance); E, NOR (n= 1, t19659, ambulance); CIP (n =2, t010, t015, ambulance)

Kombinace | Ambulance (n=245) Nemocnice (n=167) Celkovy
antibiotik Podet spa-typy Podet spa-typy pocet
ML, F 57 t002, t003, t014, t022, t032, t264, t1282, t19658, | 72 t003, t014, t025, t032, t535, t4232 129

(23,27 %) 19660 (43,11 %) (31,23 %)
E, iCLI 50 t008, t010, t015, t026, t179, t311, t330, t706, t1215, | 20 t010, t026, t179, t311, t855, t1683, | 70

(20,41 %) t1303, t1683, t2065, t4545, 19710, t11862, t19662 (11,98 %) t3235 (16,95 %)
OXA, FOX 37 t002, t010, t015, t024, t026, t065, t311, t548, t671, | 17 t010, t026, t095, t179, t311, t586, t761, | 54

(15,11 %) t880, t1265, t1345, t4264, 17603, t7768 (10,18 %) t779, 112321, t19661 (13,07 %)
E,F 28 t008, t622 12 t003, t008 40 + 1*

(11,43 %) (7,18 %) (9,93 %)
E,iCLL F 15 t003, t008, t014, t020, t026, t032, t045, t910, t2892 | 13 t002, t014, t022, t032, t586, t10016 28

(6,12 %) (7,78 %) (6,78 %)
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F 10 (4,08 %) t008, 1032, t179, t6589, 19753 12 (7,18 %) t003, t008, t032, t1302, t6589 22 (5,33 %)
E,iCLL CIP | 10 (4,08 %) t008, t010, t045, t330 2(1,2%) 1010, 19657 12 (2,9 %)
ML 5 (2,04 %) 1010, 1065, 3235 - - 5(1,21 %)
ML, GEN, F |3 (1,22 %) t003, 008 2(1,2%) 1003 5(1,21 %)
E 4 (1,63 %) 1008, 1311 1(0,6 %) 1026 5(1,21 %)
E,F, FA 4 (1,63 %) t008, 316 - - 4(0,97 %)
F,FA 1 (0,41 %) 1032 3 (1,8 %) 1026, 1032 4(0,97 %)
E,iCLL TET | 3 (1,22 %) t127, t2393, t17565 - - 3

(0,73 %)
E,  iCLL |1 t008 2 1026, t032 3
TET, GEN, F | (0,41 %) (1,2 %) (0,73 %)
Ostatni 17 1003, t008, 1010, t014, 1015, t026, 1032, 034, t314, | 11 1003, t008, t010, 1032, 1034, t044, t311 | 28
kombinace | (6,94 %) 1656, t4562, 15163, 119659 (6,59 %) (6,78 %)
Celkem 245 (59,32 %) 167 (40,44 %) 412+ 1%

52




5.2.3 Klonalni struktura

Za ucelem studia klondlni struktury MRSA cirkulujicich na Slovensku byla u izolatt
provedena spa-typizace. Hojné byly zastoupeny spa-typy t003 (n =42),t014 (n=55)at311 (n
= 29) reprezentujici klonalni komplex 5 (n = 192). Na rozdil od FN Motol se na Slovensku
Casto vyskytoval spa-typ t032 (n = 63) zklonalniho komplexu 22. Z epidemiologického
hlediska je vyznamny vyskyt spa-typu t008 (n = 61), u kterého byl ve vétSin€ ptipadt detekovan
PVL toxin. Izolaty se spa-typem t008 byly dale pomoci PCR testovany na piitomnost ACME
(arginine catabolic mobile element), mobilniho genetického elementu zprosttedkujicim lepsi
odolnost stafylokokti na povrchu kiize. 1zolaty se spa-typem t008 a s piitomnym ACME jsou
znamy jako klon USA300, ktery spadd pod CA-MRSA a je epidemiologicky vyznamny hlavné
v USA. Vyskyt hlavnich spa-typt dle kraji na Slovensku shrnuje Tabulka 19.

Tab. 19. Zastoupeni spa-typi v jednotlivych krajich na Slovensku.
* U 1 izolatu spa-typu t008 nebyl dohledatelny jeho ptivod, celkem bylo nasbirdno 61 izolati se spa-typem t008.

Tento jeden izolat neni zahrnut do celkového souctu v této tabulce, proto je celkem = 412.

CCs CCS8 CC22 Ostatni
Kraj Celkem
t003 | t014 | t311 | Ostatni | t008 | Ostatni | t032 | ostatni CC
Banska
) 8 16 4 13 13 2 5 4 17 82
Bystrica
Bratislava 0 1 0 4 1 0 1 0 0 7
Kosice 16 16 22 9 17 0 28 2 22 132
Nitra 1 4 0 13 8 0 4 0 1 31
PreSov 10 7 3 13 15 0 15 2 24 89
Trencin 0 5 0 6 1 0 5 1 2 20
Trnava 4 1 0 0 4 1 5 2 4 21
Zilina 3 5 0 8 1 1 0 0 12 30
Celkem 42 55 29 66 60* 4 63 11 82 412

U izolath MRSA bylo provedeno urceni SCCmec typl. Nejvetsi podil ze 413 nasbiranych
1zolath tvotil SCCmec IV (61,26 %), z toho 67 izolath neslo subtyp SCCmec 1Va, 7 izolath
SCCmec 1VDb, 5 izolati SCCmec Ve, 74 izolath SCCmec IVh a u 101 izolati se nepodafilo
urcit podtyp. Zastoupen byl také SCCmec typ 1l s poctem 106 izolatl (25,67 %). 9,69 % izolath
(n =40) bylo uréeno jako SCCmec 1, 9 1zolath (2,18 %) neslo SCCmec V.
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59 z 67 izolath, které nesly SCCmec IVa, bylo typizovano jako spa-typ t008 (88,1 %). Ze 106
izolath SCCmec 1I jich bylo 55 typizovano jako t014 (51,89 %) a 42 typizovano jako t003
(39,62 %). Korelace jednotlivych SCCmec a spa-typt je zobrazena v Tabulce 20.

Tab. 20. Rozlozeni SCCmec typi, jejich procentudlni zastoupeni u izolath na Slovensku a spa-typy, které se

vyskytovaly u jednotlivych SCCmec typti.

SCCmec typ Pocet | Procentualni spa-typ
izolati | zastoupeni
I 41 9,93 % t010, t045, t855, t1683, t2065, t19657, t19662
I 106 25,67 % t002, t003, t014, t264, t535, t586, t1282, t19658,
t19660
IV]a 66 15,98 % t008, t015, t179, t622, t1345, 19710, t12321, t19659
b 7 1,69 % t330, t706, t4545
c 5 1,21 % t002, t008, t044
h 75 18,16 % t020, 022, t025, t032,t910, 1302, 12892, t4232, t6589,
t10016, t19753
nedouréeno | 101 24,45 % t015, t024 t026, t095, t127, t179, t311, t330, t622,
t656, t671, t779, t1215, t1265, t1282, t1303, t2393,
t3235, 14264, t5163, t11862, t12321, t17565, t19661
\% 9 2,18 % t034, t065, t314, t316, t880, t4652
Neurceno 3 0,73 % t548, 17603, t17768

5.2.4 Panton-Valentiniv leukocidin

Real-time PCR na detekci genu mecA, genu spa a genu luksF pro PVL potvrdila
ptitomnost PVL toxinu u 73 izolat (17,68 %). Ve 49,3 % ze zminénych 73 izolath se jednalo
o0 izolaty z infekce klize a m&kkych tkani (n = 36). Relativné vysoké procento ptitomnosti PVL
vysvétluje pritomnost spa-typu t008 (n = 54) a spa-typu t311 (n = 10) ve studovaném souboru.
U obou téchto spa-typt se PVL Casto vyskytuje. Primérny vék pacienti s PVL byl 27,87 let.
Tento vékovy prameér se signifikantné 1isi (p <0,001) od vekového primeru pacientli bez PVL

(45,5 let). 71,23 % PVL pozitivnich izolata pochdzelo z ambulantniho prosttedi (viz Graf 3).
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Graf 3. Zobrazeni ptivodu a rozlozeni spa-typd PVL pozitivnich izolatd. Jednotlivé spa-typy jsou zobrazeny
barevné dle legendy vpravo od grafu. Nejcastéjsimi zastupci PVL pozitivnich izolatl jsou spa-typy t008 (n = 54)
at3ll (n=10).

5.2.4 mecC

Nejcastéjsi genetickou determinantou rezistence k meticilinu je gen mecA. Pomoci
multiplexniho real-time PCR byly detekovany PVL pozitivni izolaty a zaroveii byla potvrzena
ptfitomnost genu mecA. U jednoho z 413 izolatd nebyl gen mecA prokazéan, dodate€nym testem
se u tohoto izolatu potvrdila pfitomnost genu mecC. Tento izolat byl spa-typu t7603 a

rezistentni byl pouze k oxacilinu a cefoxitinu. Vzorek pochézel z ambulantniho stéru z rany.

5.3 Fyziologické vlastnosti dominantnich linii MRSA v CR a na Slovensku
Fyziologické vlastnosti, jako je ristova rychlost, produkce biofilmu nebo virulence
(reprezentovana v této praci produkei hemolytickych exotoxinll) mohou byt vyznamné faktory
ovliviiyjici uspéch odlisnych linii dané patogenni bakterie. Proto jsme se rozhodli tyto vlastnosti
zkoumat u izolatli reprezentujici sou¢asné dominantni linie MRSA v CR a na Slovensku a také
u izolatd kment dominujicich v CR v nedavné minulosti. Byly vybrany takové izolaty, jejichz
klonélni linie se vyskytuji v sou¢asné dob& v Ceské republice a na Slovensku a z pfechozich
studii provedenych v Ceské republice byly vybrany kmeny, jejichz klony se v Ceské republice
vyskytovaly/vyskytuji nejéastéji a hraly roli v epidemické situaci MRSA v CR. Izolaty kmenti
MRSA vyskytujici se v devadesatych letech minulého stoleti a v prvni dekadé nového tisicileti
byly ziskdny laskavosti doc. Oto Meltera. U izolath byla provedena podrobna charakterizace.

Podrobnosti o typizaci téchto zastupct jsou uvedeny v Tabulce 21.
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Tabulka 21. Klonalni charakterizace testovanych kment.

Oznaceni
izolatu/kmene Pactyp ST cc
M23 t586 ST225 CCs
M25 t003 ST225 CCs
M30 t034 ST398 CC398
M66 t032 ST22 CC22
M93 t014 ST225 CCs
M117 t011 ST398 CC398
M122 t008 STS8 CC8
M276 t005 ST22 CC22
M870 t008 STS8 CC8
Mg97 t032 ST22 CC22
MI11 t311 ST5 CCs
IC t051 ST247 CC8
BC t037 ST239 CC239
CcC t030 ST239 CC239
EMRSA-15 t379 ST22 CC22

5.3.1 Stanoveni MIC a PVL

U vybranych kmeni, které jsou shrnuty v Tabulce 21, byla otestovana minimalni inhibi¢ni
koncentrace mikrodiluéni metodou. Testovana byla MIC k nésledujicim antibiotikiim:
erytromycin, klindamycin, linezolid, chloramfenikol, tetracyklin, ciprofloxacin,
sulfametaxazol-trimetoprim, gentamicin, vankomycin a nitrofurantoin. V Tabulce 22 jsou
shrnuty hodnoty MIC u antibiotik, ke kterym byl minimalné jeden kmen rezistentni, kromeé
penicilinu a cefoxitinu. U téchto dvou antibitiotik pfesahovaly vSechny kmeny maximalni
hodnotu testu, v ptipadé¢ penicilinu > 4 mg/1, u cefoxitinu >16 mg/1.

Tyto izolaty byly také charakterizovany pomoci real-time PCR na pfitomnost genti mecA4, spa
a lukS (gen pro PVL). VSechny testované izolaty mély pozitivni gen spa, ktery stanovuje
druhovou specifikaci S. aureus 1 gen mecA. Z téchto testovanych izolati mély 4 pozitivni

vysledek na lukF'S geny, a to konkrétné¢ M 122 (t008), M276 (t005), M870 (t008) a M911 (t311).
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Tabulka 22. Hodnoty MIC testovanych kmenii. Rezistentni hodnoty jsou znaceny ¢ervené. Pod nazvem antibiotika
jsou uvedeny hrani¢ni hodnoty rezistence podle EUCAST 2021 pro kazdé antibiotikum pro S. aureus. Vysvétleni

zkratek: ERY = erytromycin, CLI = klindamycin, TET = tetracyklin, CIP = ciprofloxacin, GEN = gentamicin

MIC (mg/l)

Oznaceni kmene ERY CLI TET CIp GEN

>2 >0,5 >2 >1 >1
M23 >8 >4 1 >8 0,25
M25 >8 >4 1 >8 0,5
M30 >8 >4 >8 0,2 4
M66 0,25 0,06 4 >8 0,25
M93 >8 >4 2 >8 0,25
M117 1 >4 >8 0,5 0,5
M122 >8 0,06 0,25 >8 0,5
M276 1 0,12 4 >8 >16
MS870 >8 0,25 2 >8 1
M897 >8 >4 4 >8 0,5
MOI11 >8 0,25 2 0,5 0,25
IC >8 >4 2 >8 >16
BC >8 >4 >8 >8 >16
CC >8 >4 >8 >8 16
EMRSAIS >8 0,06 0,5 >8 <0,12

5.3.2 Riistova rychlost

U vybranych izolath (viz Tabulka 21) byla testovana rdstova rychlost v riznych
podminkach: v TSB mediu, v TSB mediu s oxacilinem (OXA) o koncentraci 0,001 mg/l a
v TSB mediu s azitromycinem (AZI) o koncentraci 0,016 mg/l. Testované subinhibi¢ni
koncentrace byly vybrany jako koncentrace danych antibiotik, u ktery nebyla pozorovana
inhibice ristu S. aureus pti testovani mikrodiluéni metodou, s pfihlédnutim k distribuci hodnot
MIC u izolath S. aureus v databazi Evropské komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti

(EUCAST; dostupné z https://mic.eucast.org/).

VSechny izolaty byly kultivovany v triplikatu. Rastovéa rychlost byla méfena kazdou
hodinu po dobu 8 hodin a posledni méfeni bylo provedeno po 24 h od zaockovani kultury.
Z namétenych hodnot byla vypocitdna doba zdvojeni, ztéchto hodnot byla vypocitana

primérna doba zdvojeni u jednotlivych kmenti, shrnuti dob zdvojeni je v Tabulce 23.
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Tab. 23. Piehled primérnych dob zdvojeni u jednotlivych kmeniit MRSA.
U kazdého kmene byl od primérné doby zdvojeni vypocitdn rozdil mezi dobami zdvojeni. Pomoci Kruskal-
Wallisova testu byla vypoditana statisticka vyznamnost rozdilu dob zdvojeni. Cervend zvyraznéné rozdily jsou

statisticky signifikantni na hladiné vyznamnosti 0,05. Vypocet byl proveden z dob zdvojeni kazdého triplikatu.

Primérna doba zdvojeni (Cas) Rozdil od kultivace bez ATB
Izolat Bez ATB 0,01 mg/l 0,016 mg/l 0,01 mg/l OXA | 0,016 mg/l AZI
OXA AZ1
M23 34 min23s 31min42s 32min49s =+ -2min4l s -l min34s
+15s +43s 13s
M25 33minls+ | 32min58s 34min20s =+ 3s 1 min 19 s
10s +11s 46 s
M30 34min42s 34min 19s 35min45s+ -23s I min3s
+15s +7s 23s
34min28s | 35minS5s+ 34min6s=+ 37s 228
M66
+26s 19s 29 s
MO3 33min 19s 32min9s 36 min22 s+ -l min 10's 3min3s
+15s +46s 14s
MI17 36 min40 s 33min23s | 36 min1s=+1 3minl17s -39s
+29s +1minSs min
36 min2s+ | 33min26s 35min22s+ -2min 36 s 40 s
M122
36s +29s 6s
32min 8 s+ 33min30s 34min25s+ 1 min22s 2minl17s
M276
24 s +26s 44 s
29 min 41 s 31 min44s 3l min43 s+ 2min3s 2min?2s
MZ870
+31s +23s 32s
34 min25s 30 min40s 32min+ 13 s -3min45s -2min25s
M897
+545s +45s
MO 33min6s=+ 35min32s 35min33s=+ 2 min 26 s 2min 27 s
1 min15s +38s 35s
I 32min 14 s 3lmin7s+ | 29min26s=+ -lmin7s -2min48 s
+18s 8s 9s
BC 37min 48 s 32min40s 30min 15s+ -Smin 8 s -7min 33 s
+51s +22s 8s
cc 32min 13 s 32 min 39 s 29 min 41 s + 26's -2min 32 s
+42s +42s 16s
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33min37s 3lmin7s+ | 29min2l s+ -2min 30 s -4 min 16 s
EMRSA15
+21s Il min6s 14 s

V médiu bez ptidanych antibiotik mél pfi vzdjemném porovnani testovanych kment
nejrychlejsi primérnou dobu zdvojeni kmen komunitni MRSA M870 (t008, USA300) s casem
29 min a 41 s. Naopak nejpomalejsim byl za téchto podminek kmen nemocni¢ni MRSA BC
(ST239) s primérnym casem 37 min 48 s. Vmédiu s pfidanym oxacilinem o vysledné
koncentraci 0,01 mg/1 byla nejrychlejsi doba zdvojeni pozorovana u kmene nemocnicni MRSA
M897 (t032) s casem 30 min 40 s a nejpomalejsi u kmene z komunitni linie MRSA M911 (t311)
s casem 35 min 32 s. Kmen EMRSA15 (CC22) predstavujici nemocni¢ni MRSA vyskytujici se
na zacatku tisicileti mél nejrychlej§i primérnou dobu zdvojeni v mediu s pfidanym
azitromycinem o vysledné koncentraci 0,016 mg/1, v t€chto podminkéch rostl nejpomaleji kmen
nemocni¢ni MRSA M93 (t014) s casem 36 min 22 s. Nejvyssi rozdil v primérnych dobach
zdvojeni vykazoval Brazilsky klon (ST239), a to konkrétné 5 min 8 s mezi médiem bez
antibiotik a s pfidanym oxacilinem a 7 min 33 s mezi médiem bez antibiotik a s pfidanym
azitromycinem, pfiddni antibiotik paradoxné vedlo ke zkraceni doby zdvojeni. Kmeny M25,
M66, M117, M870, M911 a CC nevykazovaly signifikantni rozdily hodnot doby zdvojeni, a
proto nebyly zahrnuty do dalSich vypocta srovnavacich podminek jednotlivych kmeni.

Kmeny M23, M117, M122, M897, IC, BC a EMRSA1S5 vykazovaly paradoxné kratsi
dobu zdvojeni po pfidani antibiotika nez pfi ristu v samotném médiu. Kmen M177 je spa-typ
t011 a patii do klonalniho komplexu CC398, ve kterém se vyskytuje také LA-MRSA, kmen
M122 je spa-typ t008 (CCS8) a vyskytuje se prevazné v komunité. Ostatni kmeny, u kterych
byla pozorovana krat$i doba zdvojeni patii mezi HA-MRSA (M23 — t586, M897 — t032, IC —
ST247, BC — ST239, EMRSA1S5 — CC22).

Srovnani primeérnych ristovych rychlosti mezi v§emi kmeny ukazovalo signifikantni

odliSnost mezi kmeny jak v riistu bez antibiotik, tak pfi jejich ptidani (viz Tabulka 24).
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Tab. 24. Srovnani ristovych rychlosti vSech kmenid pii ristu bez antibiotik, v pfitomnosti oxacillinu nebo
azitromycinu (TSB/OXA/AZI). Pomoci Kruskal-Wallisova testu byla vypocitana statistickd vyznamnost rozdilu
dob zdvojeni. Cervené zvyraznéné rozdily jsou statisticky signifikantni na hladiné vyznamnosti 0,05. Kmeny jsou
sefazeny v nasledujicim pofadi: M23, M25, M30, M66, M93, M117, M122, M276, M870, M897, M911, IC, BC,
CC, EMRSALS.

p_

Prostiedi Doba zdvojeni (¢as)
hodnota

TSB bez ptidani | 34 min 23 s/33min 1 s/34min42s/34min28s/33 min 19 s/
antibiotik 36 min40s/36min2s/32min8s/29min4ls/34min25s/ <0,001
33min6s/32min 14s/37min48s/32min 13s/33 min 37 s
TSBs0,0lmg/l | 31min42s/32min58s/34min19s/35min5s/32min9s/
OXA 33min23s/33min26s/33min30s/31 min44s/30min40s <0,001
/35min32s/3lmin7s/32min40s/32min39s/31 min7s
TSBs 0,016 mg/l | 32min49s/34min20s/35min45s/34min6s/36 min22s/
AZI 36 minls/35min22s/34min25s/31 min43s/32min/ <0,001
35min 33 s/29 min 26 s /30 min 15 s/29 min 41 s/ 29 min 21 s

Kmeny, které shrnuje Tabulka 21, byly podrobeny dalsimu Kruskal-Wallis testu pro srovnani
dob zdvojeni v riznych ristovych podminkach, a to konkrétn€ porovnani dob zdvojeni v riistu
v médiu bez ptidanych antibiotik a v médiu s koncentraci oxacilinu 0,01 mg/l. V tomto ptipadé
se doba zdvojeni signifikantné liSila u kmene M23 (p = 0,011), M122 (p = 0,007), M897 (p =
0,007). V ptipad¢ srovnani dob zdvojeni mezi ristem v médiu bez antibiotik a v médiu
s koncentraci azitromycinu 0,016 mg/l byl pozorovan signifikantni rozdil v dobach zdvojeni u
kmeni IC (p = 0,007), BC (p=0,007) a EMRSAI1S5 (p =0,007). Porovnavany byly také rozdily
v dobach zdvojeni mezi médiem s koncentraci 0,01 mg/l oxacilinu a médiem s koncentraci
0,016 mg/l azitromycinu. Signifikantni rozdil byl pozorovan u kmenit M30 (p = 0,007), M93
(p=0,011)aM276 (p=0,011).

Tab. 25. Pomoci Kruskal-Wallisova testu byla vypocitana statisticka vyznamnost rozdilu dob zdvojeni u

jednotlovych kment. Cervené zvyraznéné rozdily jsou statisticky signifikantni na hlading vyznamnosti 0,05.

Izolat a doba zdvojeni M23 | M122 | M897 IC BC EMRSA15
Srovnavaci | TSBvs TSB+OXA | 0,011 | 0,007 0,007 0,180 0,180 0,180
podminky | TSBvs TSB+AZI | 0,136 | 0,180 0,180 0,007 0,007 0,007

Ristové rychlosti testovanych kmenil byly vzéjemné porovnany, v podminkach ristu bez

antibiotik (Tabulka 26), v pfitomnosti oxacilinu 0,01 mg/l (Tabulka 27) a v pfitomnosti
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azitromycinu 0,016 mg/1 (Tabulka 28). V pfipad¢ samotného média bez pfidanych antibiotik
kmen EMRSA1S5 (primérna doba zdvojeni 33 min 37 s) jako jediny nerostl signifikantné
odlisné vici Zzadnému kmenu. Pfidani antibiotik zptsobilo signifikantné rychlejsi rast (kratsi
dobu zdvojeni) EMRSA15 vic¢i kmentim: M30 (t034; OXA p = 0,010; AZI p = 0,002), M66
(t032; OXA p =0,003; AZI p = 0,047), M276 (t005; OXA p =0,047; AZI p = 0,025) a M911
(OXA p = 0,002, AZI p = 0,003). Ve vsSech téchto ptipadech rostl kmen EMRSA15
signifikantné rychleji.

Kmen M870 (t008) vykazoval signifikantn¢ krats$i dobu zdvojeni v porovnani s kmenem
M30 (t034) ve vSech tfech testovanych podminkach (TSB p = 0,006; OXA = 0,023; AZI =
0,047). Vici kmenim M66 (t032) a M117 (t011) mél kmen M870 signifikantné kratsi dobu
zdvojeni ve dvou podminkach. U kmene M66 se jednalo o médium bez antibiotik (p = 0,010)
a s ptidanym oxacilinem (p = 0,008), u kmene M117 se jednalo o médium bez antibiotik (p
<0,001) a 0 médium s pfidanym azitromycinem (p = 0,030).

Pti porovnani kmenii M93 (t014) a BC (ST239) se ukazalo, ze v podminkach bez
antibiotik ma M93 signifikantné krats$i dobu zdvojeni (p = 0,030), ale po pfidani azitromycinu
o koncentraci 0,016 mg/l mé signifikantné krat§i dobu zdvojeni BC. Kmen BC vykazuje
takovéto chovani i pfi porovnani s kmenem M911 (t311), kdy v médiu bez antibiotik ma dobu
zdvojeni signifikantn€ krats$i nez BC (p = 0,013), ale v piipad¢ ptidani oxacilinu o koncentraci
0,01 mg/l (p = 0,047) nebo piidani azitromycinu o koncentraci 0,016 mg/l (p = 0,020) ma
signifikantné krat§i dobu zdvojeni BC.

Kmen IC (ST247) vykazoval signifikantné kratsi dobu zdvojeni ve vSech tfech
testovanych podminkéach v porovnani s kmeny: M30 (t034; TSB p = 0037; OXA p = 0,005;
AZIp=0,003), M117 (t011; TSB p = 0,003; OXA p = 0,040; AZI p = 0,001) a M122 (t008;
TSB p=0,007; OXA p=0,030; AZI p = 0,007). Dale kmen M276 (t005; OXA p =0,025; AZI
p =0,027) a kmen M9I11 (t311; OXA p <0,001; AZI p = 0,003) méli signifikantn¢ delsi dobu
zdvojeni vici IC ve dvou podminkach, konkrétné v pfitomnosti oxacilinu a azitromycinu.

Kmeny M30 (t034), M117 (t011) a M122 (t008) mé¢li signifikantni delsi dobu zdvojeni
ve dvou podminkach pfi porovndni s dobou zdvojeni kmene CC. Jednalo se o podminky
v médiu bez pfidanych antibiotik a v médiu s pfidanym azitromycinem na finalni koncentraci
0,016 mg/1 (M30: TSB p=0,047; AZI p=0,005; M117: TSB p =0,003; AZI p =0,003; M122:
TSB p =0,009; AZI p = 0,013).

Shrnuti vysledkti Kruskal-Wallisovych testi dob zdvojeni mezi izolaty v riznych
podminkach je uvedeno v Tabulkach 26-28.
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Tab. 26. Vysledky Kruskal-Willisova testu u doby zdvojeni mezi izolaty v TSB mediu bez ptidani antibiotik.

Signifikantni rozdily jsou zvyraznény Cervené. p-hodnoty byly vypocteny z jednotlivych Casi

TSB M23 (34 min 23 s)

M25 0,238 | M25 (33 min15s)

M30 0,780 | 0,144 | M30 (34 min 42 s)

Mo66 0,926 | 0,203 | 0,852 | M66 (34 min 28 s)

M93 0,384 | 0,756 | 0,250 | 0,335 M93 (33 min 19 s)

M117 0,225 10,017 |0,351 | 0,263 0,037 M117 (36 min 40 s)

M122 0,367 | 0,037 | 0,534 | 0,419 0,076 0,756 | M122 (36 min 2 s)

M276 0,071 | 0,534 | 0,037 | 0,058 0,351 0,003 | 0,007 | M276 (32 min 8 s)

M870 0,013 0,192 | 0,006 | 0,010 0,106 <0,001 | <0,001 | 0,494 | M870 (29 min 41 s)

M897 0,975 10,250 | 0,756 | 0,901 0,401 0,214 | 0,351 | 0,076 | 0,014 | M897 (34 min 25 s)

M9I11 0,238 | 1,000 | 0,144 | 0,203 0,756 0,017 0,037 {0,534 | 0,192 | 0,250 | M911 (33 min 6 s)

IC 0,071 | 0,534 | 0,037 | 0,058 0,351 0,003 | 0,007 | 1,000 | 0,494 | 0,076 | 0,534 | IC (32 min 145)

BC 0,192 | 0,013 | 0,305 | 0,225 0,030 0,926 | 0,686 | 0,002 |<0,001 0,181 |0,013 | 0,002 | BC (37 min48s)

CC 0,087 10,597 | 0,047 | 0,071 0,401 0,003 | 0,009 |0926 |0,437 |0,093 |0,597 | 0,926 | 0,003 | CC(B32minl3s)

EMRSA15 | 0,514 | 0,597 | 0,351 | 0,456 0,828 0,062 | 0,120 | 0,250 | 0,067 | 0,534 |0,597 | 0,250 | 0,050 | 0,291 | EMRSA15
34 min | 33 min | 34 min | 34 min | 33 min | 36 min | 36 min | 32 min | 29 min | 34 min | 33 min | 32 min | 37 min | 32 min | 33 min 37 s
23s Is 42s 28s 19s 40 s 2s 8s 41s 25s 6s 14s 48 s 13s
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Graf 4. Casy zdvojeni u jednotlivych kment v mediu bez piidanych antibiotik. Nejrychleji rostouci kmen byl za téchto podminek M870 s primérnou dobou zdvojeni 29 min 41
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Tab. 27. Vysledky Kruskal-Willisova testu u doby zdvojeni mezi izolaty v TSB mediu s oxacilinem o koncentraci 0,01 mg/l.

Signifikantni rozdily jsou zvyraznény €ervené. p-hodnoty byly vypocteny z jednotlivych cast.

0,01 mg/l

OXA M23 (31 min 42 s)

M25 0,456 | M25 (32 min 58 s)

M30 0,120 | 0,419 | M30 (34 min 19 s)

M66 0,619 |0,804 |0,291 | M66 (35 min5s)

M93 0,040 10,192 |0,619 |0,120 | M93 (32 min95s)

M117 0,082 0,320 |0,852 |0,214 | 0,756 | M117 (33 min23s)

M122 0,214 | 0,619 |0,756 | 0,456 | 0,419 | 0,619 | M122 (33 min265s)

M276 0,456 | 1,000 |0,419 |0,804 |0,192 |0,320 | 0,619 | M276 (33 min30s)

M870 0,663 | 0,238 |0,047 |0,351 |0,013 ]0,030 {0,093 |0,238 | M870 (31 min44 s)

M897 0,686 | 0,250 | 0,050 |0,367 |0,014 {0,032 |0,09 |0,250 |0,975 | M897 (30 min 40 s)

MI11 0,136 | 0,456 | 0,950 |0,320 |0,576 |0,804 | 0,804 |0,456 |0,054 |0,058 | M911 (35min32s)

IC 0,144 | 0,027 0,003 |0,050 |<0,001 | 0,001 10,007 10,027 |0,305 |0,291 | 0,003 |IC (31 min7s)

BC 0,401 0,113 |0,017 |0,181 |0,004 |0,010 {0,037 {0,113 |0,686 |0,663 |0,020 |[0,534 | BC (32min40s)

CcC 0,214 | 0,047 0,005 |0,181 |<0,001 | 0,003 |0,013 0,047 |0,419 |0,401 | 0,006 |0,828 |0,686 | CC (32min39s)

EMRSAI1S | 0,136 | 0,025 | 0,002 | 0,047 |<0,001 | 0,001 |0,006 |0,025 |0,291 |0,277 |0,003 |0,975 0,514 |0,804 | EMRSA
31 min | 32 min | 34 min | 35 min | 32 min | 33 min | 33 min | 33 min | 31 min | 30 min | 35 min | 31 min | 32 min | 32 min | 15
42s 58s 19s 5s 9s 23s 26s 30s 44 s 40 s 32s 7s 40 s 39s 31min7s
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Graf 5. Casy zdvojeni u jednotlivych kmenti v mediu s oxacilinem o koncentraci 0,01 mg/1.

Za téchto podminek byl nejrychleji rostouci kmen M897 s primérnou dobou zdvojeni 30 min 40 s.
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Tab. 28. Vysledky Kruskal-Willisova testu u doby zdvojeni mezi izolaty v TSB mediu s azitromycinem o koncentraci 0,016 mg/1.

Signifikantni rozdily jsou zvyraznény ¢ervené. p-hodnoty byly vypocteny z jednotlivych ¢asa.

0,016 mg/l

A7 M23 (32 min 49 s)

M25 0,456 | M25 (34 min 20 s)

M30 0,120 0,419 | M30 (35 min45s)

M66 0,619 0,804 | 0,291 | M66 (34 min 6 s)

M93 0,040 0,192 | 0,619 | 0,120 | M93 (36 min 22 s)

M117 0,082 0,320 0,852 |0,214 | 0,756 | M117 (36 min 1 s)

M122 0,214 0,619 0,756 | 0,456 | 0,419 | 0,619 | M122 (35 min22s)

M276 0,456 1,000 0,419 |0,804 | 0,192 | 0,320 | 0,619 | M276 (34 min 25 s)

MS870 0,663 0,238 0,047 10,351 | 0,013 | 0,030 | 0,093 |0,238 | M870 (31 min 43 s)

M897 0,686 0,250 | 0,050 | 0,367 | 0,014 |0,032 |0,099 |0,250 | 0,975 | M897 (32 min)

MI11 0,136 0,456 | 0,950 | 0,320 | 0,576 | 0,804 | 0,804 | 0,456 | 0,054 | 0,058 | M911 (35 min 33 s)

IC 0,144 0,027 10,003 | 0,050 | <0,001 | 0,001 | 0,007 0,027 |0,305 |0,291 | 0,003 | IC (29 min 26 )

BC 0,401 0,113 0,017 0,181 | 0,004 |0,010 |0,037 |0,113 | 0,686 | 0,663 | 0,020 | 0,534 | BC (30 min 155)

CC 0,214 0,047 0,005 {0,181 | <0,001 {0,003 | 0,013 |0,047 |0,419 |0,401 | 0,006 | 0,828 | 0,686 | CC (29 min41s)

EMRSAI15 0,136 0,025 0,002 |0,047 | <0,001 | 0,001 0,006 | 0,025 |0,291 |0,277 | 0,003 | 0975 |0,514 | 0,804 | EMRSA15
32 min | 34 min | 35 min | 34 min | 36 min | 36 min | 35 min | 34 min | 31 min | 32 35 min | 29 min | 30 min | 29 min | 29 min 21 s
49 s 20's 45s 6s 22's s 22's 25s 43 s min 33s 26's 15s 41's
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Graf 6. Casy zdvojeni u jednotlivych kmenii v mediu s azitromycinem o koncentraci 0,016 mg/I.

Za téchto podminek byly nejrychleji rostouci kmeny EMRSA-15 HN 729 a Iberijsky klon 21 pl s primérnymi dobami zdvojeni 29 min 21 s a 29 min 26 s.
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5.3.2 Tvorba biofilmu

U vybranych kmend (viz Kapitola 3.1.1) byla stanovena tvorba biofilmu pomoci
modifikované Christensenovy metody (provedeni na Obrazku 11). Jako referencni byl pouzit
kmen ATCC 25923, u kterého je zndma silna produkce biofilmu, po zméteni vyslednych hodnot
na spektrofotometru vykazoval tento kmen dle o¢ekavani nejvyssi hodnoty OD. Z testovanych
kment byly nejvyssi hodnoty naméfeny u kmene Brazilského klonu (BC). Nejniz8i hodnoty
byly naopak naméfeny u kmentt M25, M117, M911 a CC. Na Grafu 7 jsou zobrazeny boxploty
znézornujici hodnoty OD naméfenymi pii délce 620 nm pro jednotlivé kmeny testované v

triplikatech.

Obr. 11. Testovani biofilmu, vzorky po obarveni 0,1% krystalovou violeti a optisobeni smési etanol:aceton
v poméru 80:20. Na tomto obrazku byly testovany tyto kmeny: levy sloupec shora dolti: M23, M25, M30, M66,
M93, M117, M122 a M276, pravy sloupec shora dolti: M870, M897, M911, IC, BC, CC, EMRSAL1S5 a referen¢ni
kmen ATCC 25923. VSechny tyto kmeny byly délany v triplikatu. Lze vidét rizné odstiny fialové v dusledku
rozdilné tvorby biofilmu. Cim tmavsi fialové, tim vy$§i produkce biofilmu. Jako negativni kontrola bylo pouzito

¢isté TSB medium s 1% glukézou.

68



0.2004

01751 ==

01504

oDa20

01251

0100+ $ p——
I———|

==

0.075- r T r r r r r r r r r r r r
ATCCZ5923 BC cc EMRSA Ic M117 M12z2 M23 M25 M27E M30 MEG Mavo Maav Ma11 Maz

Graf 7. Zobrazeni jednotlivych kment pti ODgo pti stanoveni tvorby biofilmu. Kmen ATCC 25923 byl pouzit jako referencni kmen tvofici biofilmu. Kmeny M25, M93, M117,
M122, M911 a CC byly vyhodnoceny jako kmeny netvofici biofilm.
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5.3.3 Hemolyticka aktivita

Vramci testovani fyziologickych vlastnosti vybranych kment byla testovana 1
hemolytickd aktivita, a to podle modifikované metody vychazejici z postupu Tsenga a
Majerczyka.

Kmeny BC 1 CC, které maji stejny ST typ vykazovaly nizkou hemolytickou aktivitu.
Stejné tak tomu bylo i u ST225 (CC5), kdy kmeny M23, M25 a M93 ukazovaly stejné vysokou
az mirné vyssi hemolytickou aktivitu jako ST 247 (kmen BC a CC). U ostatnich kmenti byla

namefena vysoka hemolytické aktivita.
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Graf 8. Znazornéni procentudlniho zastoupeni tvorby hemolyzy u testovanych kmenti. Kmeny BC, CC, M23 a M25 byly vyhodnoceny jako kmeny bez hemolytické aktivity.
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6. Diskuze
6.1 MRSA Fakultni nemocnice v Motole 2018-2020

Prvnim cilem této diplomové prace bylo analyzovat izolaty MRSA, které byly nasbirany
v obdobi let 2018-2020 ve FN Motol. Tyto izolaty pochazely od pacientli ambulanci, oddéleni
urgentniho pfijmu, standardnich oddéleni a jednotek intenzivni péce FN Motol.

Klondlni analyza prokazala dominanci klonalniho komplexu 5 (n = 241) mezi izolaty
MRSA z FN Motol, proporce CC5 byla ale niZsi oproti studiim epidemiologic MRSA v CR
z minulych let (69,45 % vs 81,41 % a 91,7 %) (Pomorska ef al. 2021; Tkadlec et al. 2021).

Ze vsech spa-typt byl nejvice zastoupen spa-typ t586 s 125 izolaty. VSechny izolaty t586
byly rezistentni k erytromycinu, klindamycinu a ofloxacinu, 4 izolaty byly navic rezistentni ke
gentamicinu a 1 k sulfametaxazol-trimetoprimu. VétSina izolatl t586 (n = 93) pochazela ze
standardnich oddéleni nebo z jednotek intenzivni péce. Kromé studie od Tkadlec a ef al., kde
byl zachycen zvySeny vyskyt spa-typu t586 a Pomorské a ef al., kterd analyzovala izolaty
MRSA z hemokultur a spa-typ t586 byl zastoupen u 129 izolatl z 618 izolatl, se t586 v Evropé
vyskytuje velmi ojedinéle. Studie z ostatnich evropskych zemi nachazi tento spa-typ pouze u
jednotlivych vzorkl, at’ uz se jedna o izolaty od pacientl (Blumental et al. 2013; Fenner ef al.
2008) nebo ze vzorkd odpadnich vod (Borjesson ef al. 2010). Dalsi hojn€ zastoupeny spa-typ,
ktery se také fadi do CC5 byl t014 (n = 45). Krom¢ jednoho izolatu, ktery byl rezistentni
k erytromycinu, klindamycinu a tetracyklinu, byly vSechny izolaty patfici k tomuto spa-typu
rezistentni k erytromycinu, klindamycinu a ofloxacinu. Oproti t586, u kterého byly ke
gentamicinu rezistentni pouze 4 izolaty (3,2 %), bylo u t014 ke gentamicinu rezistentnich 18
izolath (40 %).

Ttetim nejcastéjSim spa-typem byl t003, vSechny izolaty t003 byly stejné jako t014 a t586
rezistentni k erytromycinu, klindamycinu a ofloxacinu, ale Zadny z t&chto izolatd nebyl
rezistentni ke gentamicinu. spa-typ t003 je vyznamnym zastupcem CCS5, ktery dominuje ve
sttedni Evropé (Chmielarczyk ef al. 2017; Grundmann et al. 2014; Zarfel et al. 2016), ale tato
prace a dalsi recentni studie naznacuji, Ze v Praze a stiednich Cechach ho za¢ina postupng
nahrazovat t586 (Pomorska ef al. 2021; Tkadlec et al. 2021).

U izolath HA-MRSA se vyskytuji hlavné SCCmecl-1I1 (Ma et al. 2002). spa-typy t003,
t014 a t586 ve vétsine piipadi nesou SCCmecll, coz vysvétluje vysoky podil SCCmecll (68,01
%) u izolati z FN Motol. Nebyl zachycen zadny izolat, ktery by nesl SCCmecl nebo
SCCmeclll. Tyto dva typy SCCmec kazety se v Ceské republice vyskytovaly hlavné v 90.
letech a na zacatku 21. stoleti, hlavnimi zastupci byl Iberijsky klon (ST247-I), Brazilsky klon
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(ST239-I1IA) a Cesky klon (ST239-II) (Melter et al. 1999; 2003), postupné ale z Ceské
vymizeni SCCmecl a IIl.

Nejcastéjsi CA-MRSA byl CC59 (n = 22) reprezentovany hlavné spa-typem t437 (n =
17). Vétsina izolatd CC59 byla pozitivni na PVL. Dva izolaty t437 nesly SCCmecVy, ktery
odpovida Taiwanskému klonu (Monecke ef al. 2011), dalsi 2 izolaty nesly SCCmeclV, a to
konkrétné podtyp SCCmecIVa a SCCmeclVd. Zbytek izolatl t437 nesl SCCmecV. Kromé tii
izolatl, z nichz 2 byly rezistentni pouze k oxacilinu a cefoxitinu, tieti z nich byl rezistentni i
k tetracyklinu, byly vSechny izolaty CC59 rezistentni k erytromycinu a klindamycinu. 14
izolatl, vcetné jiz zminéného, bylo rezistentni mimo jiné i k tetracyklinu. Rezistence
k erytromycinu a klindamycinu byla detekovana u vétSiny izolatd t437 zachycenych
v desetiletém evropském sbéru (Glasner ef al. 2015). Klonalni komplex 59 je dominantni CA-
MRSA v Ciné (Chen et al. 2021), ale zachyty byly reportovany i v Evropé (Glasner et al. 2015).
Tkadlec et al. zachytili 10 izolatd spadajici do CC59 a Pomorska et al. zachytili 6 izolatt t437,
coz by naznacovalo vzrustajici tendenci vyskytu t437, na takto malém vzorku se to ale neda
stanovit.

Druhym klondlnim komplexem, jehoz izolaty se fadi mezi CA-MRSA byl CC8 s 16
izolaty. Tento klonalni komplex byl reprezentovan hlavné spa-typem t008 (ST8-IV).
Epidemiologicky vyznamny klon spadajici do CC8 je USA300 (t008-ST8-IVa), ktery se
postupné rozsifil v Severni a JiZzni Americe, v Evropé€ jsou ale reportovany pouze raritni zachyty
(Brauner et al. 2013; Kairet et al. 2017). Tento klon se vyznacuje ptfitomnosti PVL a
v severoamerické varianté je nositelem ACME (arginine catabolic mobile element), mobilniho
genetického elementu kodujicim katabolismus argininu a zlepSujici prezivani stafylokokl na
povrchu ktze. Z 12 izolatd t008 jich 7 neslo zidroven ACME, PVL i SCCmeclVa,
charakteristiky odpovidajici epidemickému kmenu USA300. 1 izolat t008 nebyl PVL pozitivni,
dalsi tfi izolaty nesly SCCmeclVce a u posledniho nebyl detekovan ACME. Antibioticky profil
byl u t008 rozmanity. Pouze k oxacilinu a cefoxitinu byly rezistentni 2 izolaty, rezistence
k erytromycinu se prokazala u 8 izolatd, ale ke klindamycinu byly rezistentni pouze 4 izolaty.
Rezistence k ofloxacinu byla detekovéana u 7 izolatl a 2 izolaty byly rezistentni ke gentamicinu.
Pomorska et al. Nezachytili Zadny izolat USA300 a Tkadlec et al. detekovali 6 izolati USA300
(Pomorska ef al. 2021; Tkadlec et al. 2021).

Ve FN Motol bylo za tfi roky také zachyceno 12 izolatl linie CC398, livestock-associated
(LA) MRSA, z toho bylo 9 izolatl spa-typu t034 a u 6 z nich byl pfitomen PVL. Izolaty MRSA

z tohoto klondlniho komplexu jsou spojovéany s osobami v kontaktu s hospodafskymi zvitaty,
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hlavné s prasaty (Santos et al. 2020; Sieber et al. 2018). VSechny izolaty patiici do CC398
zachycené¢ ve FN Motol nesly SCCmec V a byly rezistentni k tetracyklinu. Rezistence
k tetracyklinu je u MRSA CC398 jednou z vlastnosti, kterou ziskaly u hospodarskych zvirat a
tato rezistence je brana jako marker pro detekci LA-CC398-MRSA (Ceballos et al. 2019; Price
et al. 2012). Mimo rezistenci k oxacilinu, cefoxitinu a tetracyklinu byly vSechny tyto izolaty
rezistentni ke klindamycinu, 9 ztéchto izolati bylo rezistentni jesté k erytromycinu a 2
k ofloxacinu.

Primérny vék pacienti s MRSA byl 43,06 let, na rozdil od studie Tkadlec et al, kde byl
prumérny veék pacienta s MRSA 67,06 let (Tkadlec ef al. 2021). Tak velky rozdil vysvétluje
vysoky podil déti do 1 roku véku v roce 2018, kdy bylo nasbirdno 48 takovych izolatd
v souvislosti s lokalnim rozsifenim MRSA mezi pacienty novorozeneckych a détskych
oddéleni (Brown et al. 2019). V dalSich letech byly nasbirany jiz jen dva a jeden izolat od déti
do 1 roku. Primérny vék pacienta s MRSA ve FN Motol v roce 2018 byl 34,69 let, na rozdil od
roku 2020, kdy byl praimérny veék 56,01 let.

Pomoci real-time PCR bylo detekovano 55 izolatd s PVL. V roce 2018 a 2020 bylo
detekovano 11-12 % PVL pozitivnich izolati (10,88 a 11,86 %). Tyto hodnoty také ptiblizné
odpovidaji studii od Tkadlec et al., kde byla prevalence PVL 8,6 %. Za rok 2019 bylo nasbirano
32 PVL pozitivnich izolatil, coz odpovida dvojnasobnému mnozstvi jako za rok 2018 (22,7 %
vs 10,88 %). Casté&ji byly PVL pozitivni kmeny zachyceny u pacientti v ambulancich/na
oddéleni urgentniho pfijmu ve srovnani s pacienty standardnich oddéleni a JIP (32 vs 23). PVL
se vyskytuje u komunitni MRSA, a proto je toto logické vysvétleni. Zaroven byl primérny veék
pacientll s PVL (28,87 let) signifikantné nizsi (p <0,001) nez pramérny veék pacientii bez PVL
(45,73 let). Stejné tak tomu bylo ve studii od Tkadlece et al., kdy primérny veék pacienta s PVL
byl 31,5 let a primérny vek pacienta bez PVL 69 let (Tkadlec ef al. 2021). VSechny izolaty
s PVL nesly SCCmeclV (konkrétné SCCmeclVa/IVc) nebo SCCmecV, nebyl detekovan zadny
PVL pozitivni izolat s SCCmecll.

6.2 MRSA Slovensko, leden — duben 2020

Tato ¢ast diplomové prace byla iniciovdna na zéklad€ toho, Ze neexistuji vefejn€ dostupna
data o epidemiologické situaci MRSA na Slovensku a diky spolupraci se spole¢nosti Unilabs
Slovensko provozujici sit’ mikrobiologickych laboratofi, se naskytla pfileZitost charakterizovat
MRSA cirkulujici na Slovensku. Ze slovenského sbéru bylo celkem nasbirdno 413

neduplikovanych izolatl, ty pochdzely z ambulanci a nemocnic vSech osmi slovenskych krajt.
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Geografické rozlozeni izolat neni rovnomérné, a zatimco nejvice izolatl bylo nasbirano
z Kosického kraje (n = 132), z PreSovského kraje (n = 89) a z Banskobystrického kraje (n =
82), tak napftiklad z Bratislavy bylo ziskano pouze 7 izolatl. V porovnani se sbérem ve FN
Motol, ktera predstavuje terciarni zdravotnické zatizeni soustifed’ujici vysoce odbornou péci o
pacienty z celé CR, byly ve Slovenské studii zahrnuty spiSe lokalni zdravotnicka zafizeni
(okresni nemocnice), nebo dokonce zatizeni primarni péce (prakticti 1ékati a polikliniky). Nelze
tedy jednoznacné srovnavat.

Nicméné podobné jako ve FN Motol byly nejcastéj$imi spa-typy t014 (n = 55; 13,32 %)
at003 (n =42; 10,17 %) z klonalniho komplexu 5. Tyto poCty jsou srovnatelné s pocty izolat
spa-typu t003 (n = 34; 9,80 %) a t014 (n = 45; 12,97 %) ve FN Motol. U slovenskych izolath
t014 nebyla prokazana rezistence ke gentamicinu, naopak ve FN Motol bylo 18 ze 45 (40
%) izolath t014 rezistentni ke gentamicinu. Na Slovensku byl CC5 dale reprezentovan spa-
typem t311 (ST5-1V). Na Slovensku bylo celkem zachyceno 29 izolat, 10 z nich bylo pozitivni
na PVL. Tkadlec et al. zachytil celkem 2 izolaty t311, jeden izolat PVL pozitivni a jeden PVL
negativni. Ve FN Motol (2018-2020) byly zachyceny 3 izolaty, vSechny bez PVL. Oproti spa-
typtim t003, t014 a t586, které patii do ST225 a nesou SCCmecll, t311 patii do STS a nese
SCCmeclV. Podtyp tohoto SCCmec se vSak nepodatilo dourcit. Od ST225 spa-typt t003, t014
apod. typicky s rezistenci k erytromycinu, klindamycinu a fluorochinoloniim se izolaty spa-
typu t311 1isi 1 absenci fluorochinolonové rezistence a pouze 18 z 29 izolath t311 bylo
rezistentnich k erytromycinu, 17 z nich i inducibiln€ ke klindamycinu. Navic nékteré izolaty
t311 byly rezistentni pouze k oxacilinu a cefoxitinu (n = 8).

Dal§i zajimavosti ve srovnani s FN Motol a Ceskou republikou je téméF uplna absence
t586, ktery patii ve FN Motol a dalsich ¢eskych nemocnicim k dominantnim spa-typiim a na
Slovensku byly zachyceny pouze 2 izolaty spa-typu t586. Ve studii od Tkadlec et al.
v Olomouckém, Zlinském a Moravskoslezském kraji, které sousedi se Slovenskem, nebyl
zachycen zadny izolat spa-typu t586, ten se vyskytoval hlavné v Praze, StfedoCeském a
Libereckém kraji. Ve Zlinském kraji patfila vétSina izolatl spa-typu t003, v Moravskoslezském
kraji byl také dominantni spa-typ t003, byl detekovan i t014. V Trencinském kraji, ktery
sousedi se Zlinskym krajem, ale nebyl detekovan ani jeden izolat t003, zato bylo zachyceno 5
izolatd t014 a dalsich 6 izolatd patfici do CC5. V Zilinském kraji, ktery sousedi
s Moravskoslezskym krajem byly zachyceny 3 izolaty t003 a 5 izolat t014. Rozdil v téchto
zachytech muize byt vysvétlen tim, ze vétSina slovenskych izolath z téchto kraji pochézela
z ambulantniho prostiedi, zatimco izolaty ze Zlinského a Moravskoslezského kraje pochazely

z nemocnic (Tkadlec ef al. 2021).
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Dal$im vyznamnym klondlnim komplexem byl CC22 (n = 74) s vysokym zastoupenim
spa-typu t032 (n = 63). VSechny izolaty t032 nesly SCCmec IVh a byly rezistentni
k fluorochinolonlim, k erytromycinu bylo rezistentnich 52 izolatd, ztoho 12 izolati bylo
indukovan¢ rezistentnich ke klindamycinu, 40 izolati, které byly rezistentni k erytromycinu
bylo také rezistentnich ke klindamycinu. Tento spa-typ se fadi mezi vyznamné zastupce HA-
MRSA znamy jakozto epidemicky klon EMRSA-15 nebo také Barnim klon, Tento klon patii
mezi hlavni linie MRSA v Evropé¢, s vyskytem v Némecku (Grundmann et al. 2014), Rakousku
(Zarfel et al. 2016), v Mad’arsku tvoii vétSinu izolat (66,67 %) z hemokultur (Horvath et al.
2020), ale v Ceské republice, kde se ve vyssi frekvenci vyskytoval kolem roku 2006
(Grundmann et al. 2010) postupné vymizel. Recentné Tkadlec et al. zachytili pouze 1 izolat
t032 ze 441 izolatu a Pomorska et al. zachytili 2 takovéto izolaty (Pomorska et al. 2021; Tkadlec
et al. 2021). Ve studii izolath FN Motol byl pouze jeden izolat t032.

Ttetim vyznamné zastoupenym klonalnim komplexem byl CC8 (n = 64) reprezentovany
spa-typem t008 (n = 60). U 54 izolati t008 byla zjisténa ptitomnost genu [ukSF pro PVL
soucasn¢ s pritomnosti ACME. Tyto izolaty patii k epidemickému kmeni USA300, ktery se ale
v okolnich evropskych zemich pfili§ nevyskytuje a vyznamny je hlavné¢ v USA a v JiZzni
Americe (Gustave ef al. 2020; Nurjadi ef al. 2019; Reyes ef al. 2009; Tenover et al. 2006). Klon
komunitni MRSA USA300 je krom¢ rezistence k B-laktamovym antibiotikiim rezistentni
k erytromycinu a fluorochinolontim (Tenover et al. 2006). Kromé 4 izolatd byly vSechny
slovenské izolaty rezistentni k fluorochinoloniim a 54 izolatl bylo rezistentni k erytromycinu.
Relativné casty vyskyt USA300 na Slovensku je vyznamny objev z epidemiologického
hlediska. Slovensko mtize piedstavovat potencialni rezervoar USA300 v Evropé€. V budoucnu
planujeme provést blizsi charakterizaci téchto izolatii véetné celogenomového sekvenovani,
které by umoznilo zasadit Slovenské izolaty USA300 do globalni epidemiologie tohoto
vyznamného kmenu komunitni MRSA.

Dal$im ptedstavitelem komunitni MRSA v Evropé je tzv Evropsky klon CA-MRSA
CC80, ktery patii mezi dominantni zastupce CA-MRSA v Evropé (Rolo et al. 2012). Z tohoto
klonalniho komplexu byly ale zachyceny pouze dva izolaty spa-typu t044. Systematické review
studii reportujici vyskyt CC80 naznacuje, Ze tento kmen CA-MRSA je v fad¢ Evropskych zemi
postupné nahrazovan jinymi kmeny (Mairi et al. 2020).

Z 413 Slovenskych izolatl bylo zachyceno 5 izolatt patiici do CC398 LA-MRSA, z toho
3 izolaty pattily do spa-typu t034. Kromé¢ jednoho izolatu spa-typu t779, ktery byl rezistentni
pouze k oxacilinu a cefoxitinu a nesl SCCmeclV, byly vSechny izolaty CC398 rezistentni

k tetracyklinu a nesly SCCmecV, stejné¢ jako tomu bylo u izolath CC398 z FN Motol.
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Ptekvapivé byl na Slovensku, v zemi s tradici chovu dobytka, detekovan nizsi pocet izolata
CC398 (5 z413 izolath; 1,2 %) nez ve FN Motol (12 z 347 izolati; 3,46 %).

Z izolath pochézejicich ze Slovenska byl detekovan 1 izolat patiici do ST130 (spa-typ
t7603, CC130), u kterého byl detekovan gen mecC, ktery je homologem genu mecA a také
zajistuje rezistenci k B-laktamovym antibiotikim. Prvni zachyt genu mecC byl v roce 2011
z kravského mléka a byl detekovan u nékolika linii — CC130, CC705, ST245 (Garcia—Alvarez
et al. 2011). Ve stejném roce byl tento gen detekovan také u dvou pacientll z nemocnic v Irsku
(Shore et al. 2011). V obou t&chto studiich byl gen mecC nesen na SCCmecXI (Garcia-Alvarez
et al. 2011; Shore et al. 2011). Vzhledem k absenci primerti pro SCCmecVII — SCCmecXIV,
v PCR eseji pouzité v této studii, nebyl u tohoto izolatu stanoven SCCmec typ. Jedna se o prvni
zachyt mecC na Slovensku. V Ceské republice byl detekovan prvni piipad mecC v roce 2010
(MaliSova et al. 2018). V roce 2020 byl reportovéan piipad izoldtu MRSA u zdvodniho kon¢
v Japonsku, ktery nesl 2 geny zpisobujici rezistenci k f-laktamovym antibiotikiim — mecA 1
mecC. Tento izolat byl spa-typu t127 (CC1) (Sekizuka et al. 2020). Z izolatd na Slovensku byl
detekovan jeden izolat se spa-typem t127, tento izolat ovS§em nesl pouze gen mecA.

Piestoze spolu Ceska republika se Slovenskem sousedi a dochazi mezi nimi k aktivnimu
pfesunu osob 1 zboZzi, zastoupeni jednotlivych spa-typil je mezi témito zemémi odlisné. Jednim
z faktord ovlivilyjici toto porovnani mize byt rozdilné zaméteni sbéru izolatht MRSA, Tkadlec
et al. 1 tato studie z FN Motol cilily hlavné€ na izolaty pochazejici z nemocni¢niho prostiedi,
sbér izolatl na Slovensku probihal vice jak z poloviny v ambulancich. Nelze tedy pfimocare
srovnavat vysledky charakterizace Slovenskych MRSA se situaci ve FN Motol, potazmo ani
v CR (Tkadlec et al. 2021). Nicméné presto véFim, Ze nase studie reflektuje vyznamné rozdily

v epidemiologii MRSA mezi obéma zemémi a je v tomto sméru dilezitym pocinem.

6.3 Fyziologické vlastnosti dominantnich linii MRSA v CR a na Slovensku
Staphylococcus aureus, respektive MRSA, je jedna z pfednich patogennich bakterii
reprezentujici celosvétovy problém antimikrobidlni rezistence. VSestrannost a schopnost
adaptace MRSA se projevuje variabilitou prostfedi, do nichz kmeny MRSA pronikly, at’ uz se
jedna o prostiedi nemocni¢nich zafizeni, komunity, nebo chovu hospodarskych zvitat. Od
prvnich zaznamenanych ptipada v 60. letech 20. stoleti byly zdokumentovany vzestupy a pady
fady linii MRSA, které se v urcité oblasti nebo i globaln¢ staly dominantnimi a po urcité dobé
byly vystfidany jinou linii MRSA. Tak tomu bylo napf. v Portugalsku s Iberijskym a
Brazilskym klonem (Aires-de-Sousa a De Lencastre 2004). Nebo piimo v piipadé Ceské
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republiky, kde dominanci Iberijského a Brazilského klonu vystiidal kmen EMRSA-15, ktery
byl posléze nahrazen klonalnim komplexem 5 se spa-typy t002, t003, t014 a nejnovéjsSim t586
(Grundmann et al. 2010; Melter et al. 1999, 2003; Pomorska et al. 2021; Tkadlec et al. 2021).
CC5 dosud pretrvava v Ceské republice jako dominantni linie MRSA, jak potvrdila i prvni &ast
této diplomové prace monitorujici epidemiologii MRSA ve FN Motol.

Mezi jednotlivymi liniemi MRSA existuji vyznamné rozdily ovlivitujici schopnost dané
linie uspét v kompetici s jinymi kmeny MRSA v daném prostfedi. Rychlost rlstu, ktera
reprezentuje efektivitu vyuzivani dostupnych zdroji, mize byt zdsadni vyhodou selektujicim
mezi kmeny. Vzhledem k exponencialnimu rastu bakterii i drobny rozdil v dob¢ zdvojeni mtize
vést k rychlému prevladnuti rychleji rostouciho kmene. Pfitomnost antibiotik je vyznamnym
faktorem ovlivitujici kompetici bakterii. Zatimco vliv vysoké koncentrace antibiotika na
kompetici citlivého a rezistentniho kmene je ziejmy, pii kompetici rezistentnich kment neni
vysledek takto sndze predpovéditelny. Navic prostiedi s antibiotiky v koncentraci vyssi, nez je
minimalni inhibi¢ni koncentrace existuje viceméné pouze po ptrechodnou dobu u pacienta na
dané¢ antibiotické terapii, mnohem castéji spolu bakterie kompetuji v prostiedi
kontaminovaném subinhibi¢nim mnoZstvim antibiotik. Inspiraci pro tuto studii byla prace
Gustave ef al., ve které autofi porovnavali ristovou rychlost a provadéli kompeti¢ni pokusy
mezi izolaty kmene USA300 a jeho piedchiidci, z nichz se tento kmen vyvinul. Akvizice genti
rezistence predchiidci kmene USA300 méla pii ristu v ¢istém médiu za nasledek prodlouzeni
doby zdvojeni vici citlivym izolatim bazalni linie kmene, vysledky kompeti¢nich pokusu
v mediu bez antibiotika potvrdily rlstovou vyhodu citlivého kmene, nicméné pii piidani
subinhibi¢niho mnozZstvi ceftriaxonu (0,125 mg/l) nebo ofloxacinu (0,003 mg/l) vychazely
kompeti¢ni pokusy ve prospéch rezistentnich kment (Gustave et al. 2018). Drobnym
nedostatkem studie je, Ze autofi nestanovili ristovou rychlost i v prostfedi s koncentracemi
antibiotik testovanymi v kompeti¢nich pokusech.

V této diplomové praci bylo cilem srovnat obdobnym zpiisobem dominantni klonalni
linie MRSA v CR, byly proto sledovany rozdily v riistové rychlosti (primérna doba zdvojeni)
mezi izolaty reprezentujici vyznamné linie MRSA v CR za podminek riistu v &istém médiu
(TSB), ale i v médiich s ptfidavkem subinhibi¢ni koncentrace oxacilinu (0,001 mg/l) nebo
azitromycinu (0,016 mg/l). Tato antibiotika byla vybrana dle udaji o spotiebé antibiotik
v Evropé (Plachouras ef al. 2018) a také vzhledem k tomu, Ze testované kmeny byly k témto
latkam rezistentni.

V prostfedi bez antibiotik vykazoval izolat reprezentujici CA-MRSA kmen USA300
nejkrat$i dobu zdvojeni a rostl tedy rychleji nez porovnavané izolaty HA-MRSA i LA-MRSA,
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studiim, které prokazaly nizsi negativni dopad na rychlost ristu u mensiho SCCmec elementu
typu IV, typicky pro CA-MRSA, v porovnéni s vétsim typem II béznym u HA-MRSA (Collins
et al. 2010).

V prostfedi s oxacilinem a azitromycinem méli nejkratsi dobu zdvojeni izolaty
reprezentujici HA-MRSA: EMRSA-15 a Iberijsky klon, respektive ty, které rostly signifikantné
rychleji nez vétSina ostatnich CA-MRSA a HA-MRSA klonti. Kmeny LA-MRSA patfily pfi
vSech podminkdch mezi izolaty s nejdelsi dobou zdvojeni, coz pravdépodobné souvisi
s relativné vzacnou detekci téchto kmenti jak u hospitalizovanych pacientti, tak v komunité
(Voss et al. 2005).

Zajimavym zjiSténim nasi studie bylo, ze u fady kmenu pfitomnost antibiotik
v subinhibi¢ni koncentraci vedla paradoxn¢ ke zkraceni doby zdvojeni.

Nicméné je mozné, ze vysledky mohly byt ovlivnény zvolenou metodou stanoveni
ristové rychlosti, pfipadné nereflektovanou zménou — naptiklad zménou Sarze kultiva¢niho
média apod. Proto planujeme jiz mimo ramec diplomové prace pokusy zopakovat s vyuzitim
ptistroje umoziujicim kontinudlni méteni optické density pii kultivaci v 96 jamkové desticce.
Tento piistroj bude v nejblizsich tydnech instalovdn na pracovisti Skolitele.

Kompeti¢ni esej mezi studovanymi kmeny, kterd se z asovych divodu nestihla, by

mohla také pomoci potvrdit vysledky testovani riistové rychlosti.
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7. Souhrn

U izolath MRSA pochazejicich z FN Motol za obdobi 2018-2020 byla potvrzena
stavajici dominance CCS5 reprezentovaného hlavné spa-typem t586.

Byla vyvracena hypotéza ptedpokladajici stejné rozlozeni spa-typt u slovenskych
izolath pochazejicich z obdobi leden-duben 2020. PiestoZe je, stejné jako v Ceské
republice, dominantni CCS5, jsou bohaté zastoupeny i dalsi klonalni komplexy, napf.
CC8 a CC22.

Ve FN Motol jednozna¢né dominuje CC5 se spa-typem t586, na Slovensku byl tento
spa-typ zachycen pouze ve dvou ptipadech. Pfesto se tam CC5 vyskytuje, a to hlavné
t003 a t014, mimo téchto spa-typl je vyznamny vyskyt t311, v nékterych piipadech
PVL pozitivni. t311 se fadi do ST5 (t003 a t014 spadaji pod ST225). Vyznamny je také
podil HA-MRSA t032 (SCCmecIVh), jak jiz bylo zminéno vyse. Oproti FN Motol, kde
byly detekovany 2 izolaty t026 z CC45 a Tkadlec et al, kde detekovali 1 izolat t026,
bylo na Slovensku detekovano 21 izolatl t026 (SCCmeclV). Pro longitudinélni trend
by bylo potieba tento sbér zopakovat a rozsiftit.

Byl objeven vyskyt epidemického klonu USA300 na Slovensku v celkovém poctu 54
izolatd. Jedna se o jedinecny evropsky zachyt.

Byl zachycen izolat s genem mecC, jedna se o prvni zachyt mecC na Slovensku.
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Objectives: Togaindata onthe current molecular epidemiclogy and resistance of MRSA in the (zech Republic

Methods: Between September 2017 and Jonuary 2018, a total of 441 single-patient MRSA isolates were
colected from 11 Czech hospitals and analysed by spa typing, SCCmec typing, antibiotic susceptibility testing,
detection of the PVL toxin and the arcd gene.

Results: Of all MRSA isolates, 81.41% (n=359) belonged to the CC5-MRSA done represented by the spa types
t003 (n=136), t586 (n=92), t014 (n==81), tO02 (n=20) and other spa types (n=30); a majority of the CCS iso-
lates (n= 348, 96.94%) carried SCCmec type IL The cocurrence of CCS5-MRSA was more likely in older inpatients
and associated with a healthcare origin (P<0.001). The CC5-MRSA isolotes were resistant to more antimicrobial
drugs compared with the other MRSAs (P<0.001). Interestingly, t586 was detected in blood samples more often
than the other spa types and, contrary to other spa types belonging to CC5-MRSA, t586 was not associated with
patients of advanced age. Other frequently found lineages were CCE (n=17), CC398 (n=11) and CC59 (n=10).
The presence of the PVL wasdetected in 8.62% (n=38) of the MRSA isolates.

Conclusions: The healthcare-associoted CC5-MRSA-11 lineage (1003, £586, t014) was found to be predominant
in the Czech Republic. t586 is a newly emerging spa type in the Czech Republic, yet reported rarely in other coun-
tries. Our observations stress the need for MRSA surveillance in the Czech Republic inorder to monitor changes in
MRSA epidemiology.

Introduction

Staph Wococeus aureus is one of the leading causes of healthcare-
associated infections in Europe' and MRSA has become a
substantial burden in terms of healthcare costs, morbidity and
mortality. >

Since 2000, the Czech Republic has been actively participating
in the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
(EARS-Met), which collects data on the prevalence of MRSA isolates

cultured from blood and CSF. The EARS-Net data showed an
overall increase in the prevalence of MRSA among invasive
isolates from 4% in 2000 to 13% in 2005 in the Czech Republic
(European Antimicrobial Resistonce Surveillance Systemn, EARSS
Annual Report 2005, httpss Avww.rivm.nl/bibliotheekirapporten/
210624001.pdf). Since then, the prevalence of MRSA in the Czech
Republic has remained at the same level, which is slightly lower
than theEU popul ation-weighted mean of 16.9%.%
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The characterization of MRSA isolates is not induded in the
EARS-net reporting so data on the molecular epidemiology of
MRSA are available only from a few time-limited studies. Between
1996 and 1997, the 5T239-MRSA-IIT (Brazilion/Hungarian) clone
was found to predominate (80%), followed by the ST247-MRSA-T
{Therion) clone (12%) in 59 isolates investigated.” In a follow-up
study conducted in 21 Czech hospitals between 2001 and 2002,
frorn 100 characterized MRSA isolates, ST239-MRSA-IIT still predo-
minated (74%).°

In 2006, the European multicentre study observed a decline
in 5T239-MRSA-IIT and CC5/5T2 25-MRSA-II (£003) was found to
be the new dominant clone in the Czech Republic, accounting
for 34 (66.67%) of 51 invasive MRSA isolates followed by 7
(13.7%) isolates of t03 2 (CC22-MRSA-IV, EMRSA-15).7 In asubse-
quent study in 2011, ameng the 49 submitted MRSA isolates,
t003 (61.2%) was still found to be dominant, followed by t014
(14.3%), and both belonged to the same CC5/ST225-MRSA-II
clone.”

To map the current epiderniology of MRSA in the Czech
Republic, MRSA isolates from 11 hospitals were collected. They
were characterized by spa typing, SCCmec typing, assessed for
Panton-Valentine leucocidin (PVL) genes and subject to anti-
ricrobial susceptibility testing.

Materials and methods

Ethics

Ethics approval and informed consent were not required forthis study since
it was laboratory bosed. MRSA isolates were obtained as port of routine

diagnostic testing and the data were anonymized. The results of the study
had no impact on the patients’ care.

Study design
Between September 2017 and Jaonuary 2018, 11 micrebiclogical
departments, of six tertiary and five secondary care hospitals, collected
non-duplicated (single-patient) MRSA isolates. Both groups of MRSA iso-
lates that were cultured either from the site of infection or from nasal,
throat or skin screening swabs (asymptomatic colonization) of inpatients
and outpatients were included. The MRSA screening of patients with
risk factors for developing an MRSA infection (history of MRSA infection/
colonization, ICU admission, surgery, hospitalization abroad orin hospital
with high MRSA prevalence) was based on the national standard
operating procedure.®

The following anonymized data were collected: age, gender, source
of isolation and diagnosis associated with MRSA isolation. The origin of the
MRSA isolate was defined as hospital associoted (HA-MRSA) when the
symptoms of an infection and the cdlection of an MRSA-positive sample
happened more than 48h after admission, or, if in the year before MRSA
isolation, the patient was hospitalized; any infections that did not meet
these criteria were classified as community associated (CA-MRSA) 17

Identification of isolates

The identification of 5. qureus isolates was confimed using a MALDI-TOF
mass spectrometer Biotyper v 3.1 (Bruker Dattonics). The presence of the
mecA gene was determined by quantitative PCR (gPCR) in order to confimm
the genetic base of methicillin resistance. Moreover, the genes lukSF-PV,
encoding PVL, and the gene arcd, specific for the arginine catabolic mobile
element (ACME), were also detected. '

Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility to oxacillin, cefouitin, erythromycin, clindamy-
cin, gentamicin, tetracycline, rifampicin, ofloxacin, vancomycin, teicoplanin,
trimethoprim/sulfamethoxazole, linezdid, tigecycline and ceftaroline was
determined by the disc diffusion methed and/for the broth microdilution
method, depending on the routine practice of the participating microbio-
lngical loboratories. Resistance o teicoplanin and linezolid, which was
detected by disc diffusion, was confimed by MIC determination using the
gradient diffusion (Oxoid) or broth microdilution method (Erba Lachema).
The current EUCAST breakpoints were applied.’® Inducible clindamycin
resistance was tested by D-test.!?

Clonal analysis

spa typing was performed according to the protocol published on the
website of the European Network of Laboratories for sequence-based
typing of microbial pathogens (http iwww.segnet.org).™ To increase the
discriminatory power of spa typing, PCR-based SCCmec typing was per-
formed as described previously.' *1* The spa types were assigned using the
Ridom StaphType software (Ridom, Germany). To assess the relatedness of
detected spa types the BURP (Based Upon Repedt Pottem) dgorithm
was used. The MLST STs wene infermed from the spa type using information
available in the SpaServer database (httpy/fspasener ridom.de) orfrom pre-
viously published studies.*” Information about STs and the relatedness of
the spo types was used to assign isolotes to MRSA clonal complexes (CCs)
For 12 selected isolates, ML ST was perform ed as described previously. ™

Statistical analysis

Differences between groups were evaludted using the ” test for categoric-
al variables and the Wilcoxon test for continuous variables. The Spearman
correlation coefficient was used to determine the comelation between the
age of the patient and the level of resistance of the MRSA isolates (i.e. the
numbercof antimicrobial drugs to which the isclate was resistant). The Pval-
ues were adjusted for muttiple comparisons using the Holm-Bonferroni
method and a P value of <0.05 was considered statistically significant
Analyses were conducted using the R statistical software version 3.5.1.

Results

Patient data

During a 5 month study, 441 non-duplicated MRSA isolates from
11 hespitals were collected. The geegraphical location of the par-
tidpating hospitals and the numbers of MRSA isolates subrmitted
fromeoch hospital are shownin Figure 1 and Table 1.

The median age of patients was 67.06years (range 1day to
107years), 284 (64.40%) of patients were male, 303 (68.71%)
were inpatients and 136 (30.84%) were outpatients. For two
isolates, the inpatient/outpatient origin was unknown. Inpatients
were older than outpatients (medion &9 wversus 62 years;
P=0.0086).

MRSA isolates were derived most frequently from skin and soft
tissue infections (S5TIs; n=222), asymptomatic colonization
(MRSA carriage; n= 112), respiratory tract infections (RTls; n=53),
bloodstream infections (BSIs; n=20), urinary tract infections
{n=20) and bone and joint infections (n=14). Patients with MRSA
asymptomatic colonization were significantly younger compared
with patients with MRSA infection (medion oge 60.5 wversus
69 years; P<0.001); there was no significant difference inthe origin
{P=0.329), inpatient/outpatient setting (P=0.063), level of resist-
ance (P=0749) or patient's gender (P=0.886). The detaied
epidemiclogical characteristics of the MRSA isclates cultured from
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Figure 1. The distribution of participating hospitals in the study. The pie charts show the most common spa types identified per hospital The num-
bers im the centre represent the number of MRSA isolates sent for molecular characterzation. This figure appears in colour in the online wersion of J4C

ondin black and white in the print version of JAC.

Table 1. Distribution of MRSA spa types and CCs in 11 participating hospitals in the Czech Republic between September 2017 and January 2018

s cce
Hospital tOD2 tO03 tD14 t586 otherCC5 tODB otherCC8 CC398 (59 CC30 CC1 (CC22 QC20 97 OCtheriCs
A(n=96) 3 11 20 38 5 2 3 2 0 2 1 1 2 1 5
B (n=53) 0 1% 10 10 g 1 0 0 3 1 1 0 1 0 3
Cin=18) 1 8 0 5 1 1 0 0 0 o 1 0 0 0 1
Din=37) 0 13 3 £ 3 1 1 2 2 2 1 il 0 0 &
E (n=55) o 17 14 15 2 0 1 2 1 0 0 0 0 0 3
F (n=34) 10 4 8 0 3 o} 1 & 0 1 0 2 0 1 0
G(n=35) & 5 1 13 2 1 0 0 2 0 1 0 0 0 0
Hin=21) 1 11 0 3 0 0 1 2 1 1 1 0 0 0
Iin=39) 1 24 24 1 2 5 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Jin=12) 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 b 0
K (n=21) 0 18 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0
Total (n=441) 20 136 81 92 30 11 & 11 10 7 & 5 5 4 17
infections by CC are shown in Toble S1 (ovailable as  (84.81%) and ofloxacin (82.77%). The resistance to clindamydn

Supplementary data at JAC Online).

By origin, 70.52% of isolates were HA-MRSA (n=311) and
16.78% were CA-MRSA (n=74); in 12.70% (n=56) the origin of the
isolates was unknown. Patients with HA-MRSA were older com-
pared with patients with CA-MRSA (P<0001; median 69 versus
33.5 years) (Table 2).

Antimicrobial susceptibility testing
Except for oxadllin and cefoxitin, the MRSA isolates were found to
be frequently resistont to erythromydn (87.98%), clindamycin

was inducible in 51 isolates. The resistance of the MRSA isclates to
other antimicrobials did not reach 10% except for gentarnidn
(1451%) and tetracycline (10.43%). Linezolid resistance, detected
by disc diffusion (n=1), was confirmed by the gradient diffusion
method (MIC=6&mg/L). For the isolate resistant to teicoplanin
(n=1), an MIC determination by broth microdilution (MIC=0.5
mag/L) did not confirm a resistant phenoty pe. On average, the iso-
lates were resistant to three of all the tested antimicrobials
{excluding cefoxitin and oxadillin) and o highly MDR phenotype
was observed in 13 (2.95%) isolates; these isolates were resistant
to five or more different antibiotics, induding combinations of
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Table 2. Statistical analysis of the correlation between MRSA type and patients’ characteristics (Czech Republic between September 2017 and

January 2018) (n=441)

CC5(n=339) spatype t003 (n=136) spatypet0l4 (n=81) spatype t586 (n=92) ML in=38)
Pvalue Pvalue Pvalue Pvalue Pvalue
Age, years (median) 70 <0.001 FL5 <0.001 72 0.002 &7 0.666 315 <0.001
infection 7l <0.001 72 0.002 T4 0.003 68.5 1.000 315 <0.001
colonization 66 0023 67.5 0.030 69 0.039 125 0.009 32 0.354
No. of males (%) 226(6295) 0669  B5(62.50) 1.000 45 160.43) 0.454 59 (64.13) 1000  25(85.79) 0.992
infection 168 (62670 0137 B6(61.11) 0.801 29(58.00) 0.356  44(B&4.T1) 1000 23(67.65) 0.853
colonization 5BI63.74) 1.000 15 (67 .86) 1.000 20(64.52) 1.000 15(62.50) 1.000 2 (50.00) 0.623
% of dominant 91.53 (HA) <0001  85.42 (HA) 0.054 57.33 (HA) <0.001 53.83 (HA) 0.008 8333 (CA) <0.001
MRSA origin®
infection S0.63 (HA) <0001 B8.46 (HA) 0.060 G7.83 (HA) 0.003 S3.44 (HA) 0.013 28438 (CA) <0.001
colonization 93.58 (HA) <0001 59231 (HA) 1.000 96.55 (HA) 0.317 55.00 (HA) 0551  75.00(CA) 0037
% of inpatients 75.49 <0.001 66.91 1.000 90.12 <0.001 8222 0.018 21.05 <0.001
infection 73.31 <0.001 63.85 0.801 50.00 0.001 78.79 0.074 20.59 <0.001
colonization 83.52 0031 78.57 1.000 50.32 0.317 51.67 0.471 25.00 0.091
Resistance (median)® 3 <0.001 3 0.007 3 <0.001 3 0111 2 <0.001
infection 3 <0.001 = 0.012 3 <0.001 3 0.315 2 <0.001
colonization 3 <0.001 3 1.000 3 0.0%8 3 0.471 1 0.037
MRSA colonization 91 (25.35) 0.753 28 (20.59) 0458 31(38.27) 0.010 24 (26.09) 1.000 4 (10.53) 0.089
isolates (%)

Groups of isclates, determined by molecular characteristics (top row), were companed separately against all remaining isclates for selected demo-
graphical characteristics (first column). Differences batween groups were evaluated using the y test for categorical variables and the Wilcoxon test

for continuous variables.
P< 0.05was considered statistically significant.

Isolates of unknown origin (n= 56), age (n=1) and inpatient'outpatient setting (n=2) were excluded from calculation.

“Dominant origin in parentheses.
*Median number of antimicrobiols to which the isolate was resistant.

erythromycin, clindamycdn, gentamidn, ofloxacin, tetracycline, ri-
fompicin, trimethoprimisulfamethoxazole and linezolid (Table 3).
The mean number of antibiotics towhich the isolates were resist-
ant differed significantly between HA-MRSA and CA-MRSA (two
versus three, P<0.001). The mean number of antimicrobial drugs
towhich the isolate was resistant also correlated with the patients'
advanced age (Spearman’s correlation coefficient p=0.237,
P<0.001). No difference was observed (P=0.749) in antibiotic re-
sistance between colonizingand infecting MRSA isolates (Table 2).

Clonal analysis

For 343 MRSA isolates, the MLST CC was inferred from the spa type
using the SpaServer database or taken from previously published
data. The designation of the MLST CC could not be determined in
92 isolates of spa type t586, due to an insufficient number of
repeats for BURP analysis in this spa type. Thus, we performed
MLST in four randemly chosen isolates representing t586 and the
results confirmed that t586 belongs to 5T225, which is a single-
loeus variant of ST5 and belongs to CC5. MLST was also perfarmed
for six singleton spa types: t073 (CC45/ST4AS), t457 (CCS/ST225),
te65 (CC30/5T1472), t7093 (CCB/STSV12), t16230 (CC38/5TE8)
and t17929 (CC30/5T1472).

The following SCCmec types were detected through SCCmec
typing: 1 (n=2), II (n=350), IVa (n=23), IVb (n=4), IVc (n=186),
vd (n=1), V (n=22), Vr (n=8) and VI in=1). Four isolates pos-
sessed an unspecified type IV and 10 isolates were non-typeable
(Table & and Table S2).

CC5-MRSA lineage

From 441 MRSA isolates, 58 different spo types belonging to 18
MLST CCswere identified (Table &4 and Table 52). The clonal struc-
ture of the MRSA isolates in our study was dominated by spa types
belonging to CC5-MRSA, which constituted 81.41% (n=359) of
isolates; CC5-MRSA was represented rmainly by the S5T225 spa
types t003 (n=136; 30.84%; all hospitals), t586 (n=92; 20.86%;
7/11 hospitals), t014 (n=281; 18.37%; 8/11 hospitals) and ST5 spa
type 1002 (n=20; 454%; 6/11 hospitals) (Figure 1). An SCCmec
type II waos detected in a majority of the CCS-MRSA isolates
{n=348), olthough twoisolotes were non-typeable. The age of the
patients infected or colonized by CC5-MRSA strains was significant-
ly higher than that of patients with MRSA belonging to other CCs
(P=0.001; median age 70 versus 33 years). The some pattern was
observed when comparing the age of the patients infected or
colonized with t003 or t014 only with the age of patients infected
or colonized by all other spo types (71.5 wersus B4&5years;
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Table &. Clonal structure of MRSA isolates (Czech Republic between September 2017 and January 2018)

Most frequent spa types
cC No. (%) Qrigin® (%) SCCmec types (no.) 1st (no.) 2nd (no.) 3rd (no.) Other ino.)
s 350 (B1.41) HA-MRSA (FTR2T) IT(348) T(2); IV 1) 003 (136) 586 (92) 014 (81) 002 (20); t010(1);
IVa (1), Ve (3); V(1) t045(7); t105(2);
VI (1% NT(2) t264(2);t311(2);
57(1); 1626 (2);
tEE8(1); t893 (1);
11282 (3); t1623 (5);
t1954 (1);13195 (2)
oce 17 (3.85) CA-MRESA (B4.71) IWa (7); IVc (4) Tvd (1), 008 (11) - - t024;t197; t622;
NT (5} t1576; t7093;
t17930
358 11 (2.49) HA-MRSA (B3.64) Iva (2); V (9) t034 (B) 011 (&) t898 (1) -
59 10(2.27) CA-MRSA (70.00) IV (1 VLV, (@) 437 (8) 441 (1) 13245 (1) -
30 7(1.59) CA-MRSA (T143) Ia (2} Vb (1); Tvic (&) 015 (4) - - t665; t4179; 117929
ol 6 (1.36) CA-MRSA (BE.67) Va (3);V (3) t127 (6) - - =
22 5(1.13) CA-MRSA (B000) Va (3); IV (2) 1005 (3) 032 (1) t747 (1) -
20 5(1.13) HA-MRSA (80.00) Ve (&) W (1) 2461 (2) - - t148; tEE 4, t4087
o7 4(0.91) CA-MRSA (100.00) Va (2 Ivb (1x W (1) 1267 (2) £359(2) - "
Other CC* 17 (3.85) - IT (2); IVa (3); Vb (2 - - - "

Ve (1) W (B); NT(3)

NT, non-typeable.

For 343 MRSAisolates the MLST CC was inferred from the spa type using the SpaServer database or taken from previously published data. The desig-
nation of the MLST CC could not be determined in 92 isclates of spa type t586, due to an insufficient number of repeats for BURP analysis in this spa
type. Thus, we performed the MLST in four randomily chosen isolates representing t586 and the results confirmed that t586 belongs to ST225, which
is a single-locus wariant of STS and belongs to CCS. The MLST was also performed for six singleton spa types: t073 (CC45/5T45), t457 (CC5/ST225),
t665 (CC30/5T1472), t7093 (CCB/STST12), 16230 (CCBE/STEE) and t17929 (CC30/ST1472).

“Prevailing origin of isclates from comesponding CC; percentoge of isolates with predominant origin stated in parentheses.

"0ther CCs included (no. of isolates; spa types): CC6 (1; t701), CC7 (2;t091), CC15 (3; tDB4, t085), CC45 (& 1015, 1026, t073, t330), CCBO (1; t044), CCBR
(2; 1786, t16230), CC133 (2;£2379), CC152 (1; t355), ST239(1; t037). For details see Table 52.

P<0.001; 72 versus 66 years; P=0.002, respectively). Mo significant
difference was found between the age of patientswith t586 MRSA
and the age of patients infected or colonized by other spa types

(67 versus 67.5years; P=0.666) (Table2). Of note, o collection
of t586 isolates (n=92) induded 14 isolates (11 isolates from
colonization, 2 isolates from RTI and 1 isolate from SSTI) from the
neonatology department of a single hospital.

In the CC5-MRSA isolates, an HA originwas more frequent than
a CA origin (P<0.001; 281/311 of HA-MRSA isolates) and the CC5-
MRSA isolates were more oftenderived from inpatients (P< 0.001);
CC5-MRSA also formed a significant part of the CA-MRSA cases
(35.14%; 26/74). Compared with other spa types, the CC5-MRSA
spa type t014 waos associoted with asymptomatic colonization
(P=0.010; 38.27%; 31/81 isolates versus 22.50%; 81/360 isolates).
In addition, no correlations were found for t003 or t586 spa types
(P=0.458 and 1.000, respectively) (Table 2).

In 268 (81.46%) coses, CC5-MRSA isolates were isolated from
an infection; spa types t003, t014 and t586 were the cause of 108
(32.83%), 50 (15.20%) and 68 (20.67%) infections, respectively.
The distribution of these spa types in different kinds of infections
corresponded to their relative abundance, except for a notable in-
crease inthe frequency of t586 (40%; 8 of 20 BSI isolates) and the
absence of t014 among BSI isolates (Table 52).

Other MRSA lineages

The rernaining 41 spa types (82 isolates) belonged to 17 different
CCs. Of the non-CCS lineages, the most frequently identified
was CC8-MRSA (1008, t024, 1197, 1622, t1576, 7093, t17930), rep-
resented by 17 isolates; the CC8-MRSA included 10 PVL-positive
isolates; six (tOD8, t622) of themn were also ACME positive and
SCOmectype Vo, one tD0S-MRSA-IVa (PVL+) isolate lacked ACME;
three PVL-positive isolates (tD08, t197, t17930) carried SCCmec
type IVc. Other lineages were represented by 10 isolotes (t437,
t441, 113245) belonging to CCS9-MRSA (SCCmec types IV, W and
Vr) and seven isolates belonged to CC30 (1019, t665, t4179,
t17929). The STBO-MRSA-IVc was represented by one isolate
(t044) ond lineages CC398-MRSA-IVo/V (n=11) and CC1-MRSA-
Wa/V (n=6) were dlsoidentified; other lineages were represented
by five or fewer isolates (Table 4).

Collectively, non-CC5 isolates were identified in 48 cases as CA-
MRSA (5854%) and in 30 cases as HA-MRSA (36.59%); in & of the
isolotes (4.88%) the origin was unknown. The CC398-MRSA
12.25%; 7/311) was the second most frequent cause of HA-MRSA
cases after the CC5-MRSA isolates. In CA-MRSA, the most frequent
non-CC5 lineages were CCB-MRSA (14.86%; 11/74) and CC59-
MRSA (9.46%; 7/74). In addition, 12 lineages (CC1, CC6, CC7, CC15,
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(CC22, OC30, CC45, CCBO, CCB8, CC97, ST239 ond CC398) coused
five or fewer CA-MRSA infections each, but together represented a
significant portion of the CA-MRSA coses (40.54%; 30/74). In the
non-CC5 lineoges, the outpatients (60.98%, 50 isolates) were
found to be more affected than inpatients (P< 0.001).

PVL

The presence of PVLwas detected in 38 isolates. Of these, 31 were
from S5TIs, 4 were detected through screening, 2 ariginated from
blood cultures and 1 originated from an RTI (pneumonia). The age
of the patients from whom the PVL-positive isolates were
recovered differed significantly from the age of patients infected
by PVL-negative isolates (median 31.5 versus 69 years; P<0.001).
PVL-positive isclates were more frequently CA-MRSA (P<0.001;
30/38 isolates) and demanstrated resistance to fewer antimicro-
bial drugs (P< 0.001; two antibiotics on average) (Table 2). There
was no significant difference in the gender distribution between
PVL-positive and -negative isolotes (P=0.992). In PVL-positive
MRSA, the most frequently identified clones were t008-CC8-MRSA-
IVa/IVe (n=7) and t437-CC59-MRSA-VV, (n=7) and these were
detected in 6 and 5 of 11 participating hospitals, respectively.
SCCmec types detected among PVL-positive isolates included IV
(n=1;t311), IVa (n=12;t005, tDO8, t622, t665, 117929), IVb (n=2;
t019, t701), Ve (n=11; t002, tO0B, 1019, 1044, t105, t197, t4179,
t17930), V (n=4; t034, t127, t355, t437) and V1 (n=8; t437, th4l,
t13245). The spa types of all PVL-positive isolates are summarized
inTable 3.

Discussion

Our study aimed to gaindata on the clonal structure of MRSA drcu-
lating in the Czech Republic This study presents a large collection
of 441 MRSA isolates collected by 11 hospitals covering a substan-
tial area of the country during a 5 month period.

Our results confirmed the continuing dominance of CC5/ST225-
MRSA-IT (mainty t003, t586 and t014) in Czech hospitals in 2017
and patterns of MRSA epidemiology similar to other Central
European countries. In our study, the prevalence of t003 (up to
90% of iolotes) was found to be the highest in the Moravian/
Silesian regions (East, Morth East) and, given that t003 was found
recently to be the most common spa type among MRSA isolates in
southern Poland,*® it suggests that there may be some cross-
border transmmission. The CCS5-MRSA-II clone (1002, tD03, t014,
t626, £10303), which makes up 37.2% of all MRSA isolates, was
dorminant insouth-east Austria in 20127 In a study investigating
ICU patients from eight European countries, the spa types t003
and t002 were also found frequently among isolates from
Slovenia, Luxemburg and Greece?! as well as in patients in the
Czech Republic suffering from cystic fibrosis.” A recent study of 62
invasive MRSA isolates, collected between 2010 and 2016 in one
Czech tertiary hospital, confirmed the continuing presence of the
clone in Czech heolthcare fadlities since all but one isolate
belonged to CC5/ST225-MRSA-T1(t002, t003, 1014 and related ).

When the data on the epidemiology of MRSA were compared
with those of countries neighbouring the Czech Republic, the CC22-
MRSA (£032) clone was found to be predominant in a tertiary hos-
pital in Saxony, Germany, where it constituted almost 50% of
MRSA isolotes in 2015 and 2016, and in Austrio, where a

significant increase of this clone waos detected in 2012, in our
study only one isolate of CC22 MRSA (1032) was found.

In our study, we identified an emergence of the spa type t586
that belongs to the CC5/ST225-MRSA done; it is an interesting ob-
servation since until now isolates of t586 were reported rarely in
MRSA isolates from studies conducted in other countries, such as
Germany, Belgium, Sweden, New Zealand, the USA and Ching,”**°
In 2012, o single t586 was identified among 38 isolates during an
investigation into an outbreak of MRSA cases in a Czech secondary
hospital.®® In cur current study, the occurrence of t586 was highly
variable among hospitals. Even though t586 was not detected in
eastern and western parts of the country, it was frequently found
in central Bohemia and in neighbouring southern and northern
regions of the country. We suggest that the t586 is probably a des-
cendant of t003, t014 or a genetically related spa type, because
they belong to the sarme 5T225 and possess the sarme SCCmec
type I; however, the independent introduction of t586 from
abroad and its subsequent spread cannat be ruled out without the
use of highly discriminatory methods like WGS. Similar to t003 and
1014, t586 was associcted with an HA origin or inpatients, but it is
worth noting that its association with patients of a higher age was
not confirmed. This could be explained, in part, by an endemic
presence of {586 in the neonatology department in one of the par-
ticipating hospitals. Moreover, t586 was also the most frequent
cause of BSIs (8 from 20 cases), underlining its possible higher
virulence; however, the total number of BSI isolates was low and
further epidemiclogical monitorng is needed.

Eleven isolates belonged tothe CC398 (1011, t034). CC398 was
reported previously in more than 109% of MRSA cases in European
countries witha high livestock density, such as Belgium, Denmark,
Spain, the Nethedands and Slovenio,*? although data from the
Czech Republic were not included. However, the later Czech study
identified CC398 as dominant (150 of 159 isolates) in MRSA col-
lected from livestock ond food of animal erigin.®® CC398 isolates
are frequently resistant to tetracycline, a drug used frequently in
the veterinary sector,* and this waos also found in all CC398 iso-
lates in this study, but CC398 isolotes are increasingly being
detected in people who have had no contact with livestock.**

In our analysis of CA-MRSA, the isolates belonged more fre-
quently to the CCB-MRSA lineage. A variant of this lineage, known
as the USA300 done, often carries PVL genes, SCCmec type IV and
ACME and, after its emergence in the 1990s, completely changed
MRSA epidemiclogy in the USA. An epidemic of USA300 led to an
increase in MRSA infections of community origin in the USA*® and
within a few years USA300 replaced older HA-MRSA clones and, in
different US medical centres, became the leading cause of SSTIs
and invasive infections coused by MRSA7 In our study, CC8-MRSA
was the most frequent non-CCS lineage found in 7 of 11 participat-
ing hospitals. Inthe 10 PVL-positive CC8-MRSA isolates identified in
our study, four different resistance profiles were detected and &
isolates (originating from five hospitals) had the characteristics of
USA300 (PVL+, SCCmec type IVa, ACME+). Observed wariability
suggests independent introduction rather than epidemic spread of
CC8-MRSA. The repeated introduction of the USA300 clone into
Europe from Morth America, where its prevalence is high, was also
suggested by a study analysing the genetic relatedness of USAI00
isolates collected across Europe® From 2002 to 2009, 21 CA-
MR5A isolates were collected in the Czech Republic and CC8-MRSA
{n=13)was found to be the most frequent clone. The same study
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olso reported that STEO-MRSA (i.e. the European CA-MRSA) wasthe
second most frequent, with a total of five isolates; however, inour
study STBO-MRSA-TVc was anly found in one isolote (t044).

CCS9-MRSA was the second most frequent CA-MRSA lineage,
with 10 isclates that were collected in five different hospitals; in
7 isolates, CA origin was recorded. CC59-MRSA is represented by
the Asian CA-MRSA (t437 and related, PVL+, SCCmec type V or Wy),
a high-risk epidemic done with a high prevalence of CA-MRSA in
Ching,*® but it has also been detected globally.*” The occurrence of
(59 across Europe was confirmed by a study of t437 (n=147) iso-
latesfrom 11 European countries collected during a 10 year period.
The high genetic similarity between t437 isolates from Europe
and China, wherethis strainis endernic, pointed to the recent intro-
duction of CC59 from Asion countries to Europe, and its rapid
spread.*?

The CA-MRSA cases in our study were, in general, associated
with patients of a lower age, the ocutpatient setting, a lower num-
ber of tested antibiotics to which the isolate was resistant, and
the presence of PYL. Similar findings were reported previously by
David and Daum,*”

It is worth noting that a significant portion of the CA-MRSA
cases in our study were coused by HA-MRSA lineage CC5-MRSA,
which could be exploined partly, in some cases, by an unreported
link to healthcare exposure. Howewer, the blurring of the lines
between dassical HA-MRSA and CA-MRSA lineages has already
been reported to be the result of an increasing exposure of the
general population to healthcare ** On the other hand, detection
of CC8-MRSA, CC59-MRSA and CC398-MRSA clones in our study
could indicate the successful establishment of these epidemic
clones in in both a cormmunity and a healthcare environment in
the Czech Republic. The replacement of HA-MRSA clones by clones
of CAorigin in hospitals was observed in multiple studies and was
followed by changes in MRSA epidemniology that affect the severity
and types of infections, age groups, antibiotic treatrnent,
etc.*®* ¥ This trend is supported theoretically by mathematical
maodeling and takes into account the growing reservoir of CA-
MRSA inthe community and the constant influx of CA-MRSA clones
into hospitals.*® Further, it stresses the need for the reqular surveil-
lance of the clonal structure of MRSA ona naticnal and internation-
al level in order to track and analyse epidemiological changes
that could have a significant impact on infection prevention and
treatment strategies.

Limitations of the study

This study has a nurnber of potential limitations. The susceptibility
of isolotes to glycopeptide antibiotics (vancomycin and teico-
planin) was tested using the disc diffusion method and only iso-
lates showing o resistant phenaotype were retested by the gradient
diffusion method. Although glycopeptide resistance is rare in
S. aurews, the use of the disc diffusion method is no longer recom-
mended since the method cannot reliably detect glycopeptide
resistance.”” Isolates were assigned to 5. aureus CCs based on the
detected spa type; however, in cases of rare spa types and STs, or
inlineages where large genome recombination has cccurred, such
asinST239, 5T2249, ST34 and ST&42,*57 the CC assignment bosed
on spa type may be less reliable. In addition, SCCmec typing was
performed in order to increase the discriminatory power of spa
typing. The results of our study could have been influenced by the

indiscriminate inclusion of isclates, including those originating
from possible outbreaks, which led to an overrepresentation of
spedfic strains in our data. However, based on the available data,
anaccurate exdusion of outbreak isolates was naot possible.

Conclusions

The healthcare-associoted CC5-MRSA lineage (1003, t586, t014)
was found to be predominant in the Czech Republic. Interestingly,
t586 is a newly emerging spa type that so far has been reported
only rarely in the Czech Republic and other countries. Our observa-
tions stress the need for MRSA surveilance inthe Czech Republicin
order to monitor changes in MRSA epidemiology.
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The epidemiology of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in outpatients

31st E Cc M I D and inpatients in Slovakia: Emergence of USA300, a pandemic CA-MRSA clone
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INTRODUCTION * One mecC positive isolate (CC130, t7603) Clone Hospitalized | Outpatients Total
(%) (%) (%)
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a « PVL detected in 73 isolates: CC5 -MRSA-IT 54 (32.35) 50(20.08) 104 (25.00)
leading cause of healthcare-associated infections. CC22-MRSA-IV 47 (28.14) | 28(11.24) 75 (18.03)
Additionally, in last decades spread of community o] @‘ RSA-IVa; ACME+ 6 CC8-MRSA-IV 17 (10.18) 48 (19.28) 65 (15.63)
associated (CA-MRSA) clones became a serious problem. ‘Q * CC5-MRSA-IV (t311; t3235) ( 3) CC45-MRSA-IV 13 (7.78) 41 (16.47) 54 (12.98)
Understanding the dynamics of clonal expansion and i . - Ve (£044) (n SEV RS R [ CCS -MRSA-IV 20(11.98) | 29(11.65) 49 (11.78)
displacement is key factor when implementing preventing z_ - N £ = (n=1} CC5 -MRSA-T 7(4.19) 32(12.85) 39(9.38)
strategies. Unfortunately information about molecular . Other clones 9(5.39) 21(3.43) 30(7.21)
epidemiology of MRSA in central-eastern and eastern fe) a]0, 3 * Resistance Total 167 229 216
europe is scarce. In our previous study we described MRSA { * Erythromycin 77% ( 21)
epidemiology in Czech Republic! and recently we focused on - A P e
the MRSA epidemiology in neighboring country, Slovakia. n? ¢ Clindamycin 64% (n=267)

Table 1: Distribution of MRSA clones among hospitalized
+ in 45% inducible (n=119) patients and outpatients

© Hospiualhospitaized params Ciprofloxacin 63 =261)

il tasce ks Fusidic acid 4% (n=18) CEEMRSA- Y

AlM Figure 1: L lization icipating hi itals and outpatien artmen illi iti = * t008/t622; PVL+; ACME+; [Va (n=56)
igure 1 : Localization of participating hospitals and outpatient dep ents Oxacillin/cefoxitin only (n=54) - t008; PVL-: ACMES; IVa (n=5)

To characterize epidemiological structure of MRSA strains el P U e e el il G T e Gentamicin, tetracycline, rifampin 008; PVL-; ACME-; IVt (n=
Hat, e,' ',P] 3 Sl wht s a collected in Slovakia from: 167 inpatients hospitalized in 16 hospitals; 249 ! . WLILR & - Ve (n=2) ’
currently circulating in healthcare and community in the R & 7 i 5 ? * rare less than 4% +  t024/t656; PVL-;ACME-;IV (n=2)
; v outpatients attending outpatient hospital departments; and medical centres in L e
Slovakia. SR
77 cities.
HMCC5-MRSA-Il M CC22-MRSA-IV 1 CC8-MRSA-IV N CC45-MRSA-IV M CC5-MRSA-IV 1 CC5-MRSA-1 M Other

METHOD - L N | I
Resi ¢ illin/cefoxitin ~ and  other ~ CONCLUSIONS
antistaphylococcal antib s tested by s
diffusion methiod To the best of our knowledge this is the first study on molecular epidemiology
of MRSA in Slovakia. The study confirmed the presence of epidemic
healthcare associated clones encountered in neighboring countries (CCS-
MRSA-II, CC22-MRSA-IV) but we also found a high number of isolates of the
global pandemic CA-MRSA clone, USA300 (CCB-MRSA-IV; PVL+; ACME+),
mobile element ( spe : for the among inpatients and outpatients. Taking into account the data from
countries surrounding Slovakia, the high prevalence of the USA300 clone is
highly unexpected and warrants further investigation and also rise the

S A0 YDl eI RE DE e 150l ek iEre perarmed) question about role of the Slovakia in epidemiology of USA300 in Europe Figure 2: Proportion of major MRSA lineages in regions of Slovakia

ed to the known multilocus sequence
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