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2 Seznam pouzitych zkratek

2.1 Seznam zkratek kromé& aminokyselin

mikrogram

mikrolitr

aminokyseliny

amoxicilin/klavulanova kyselina

ampicilin

American Type Culture Collection

B-laktamaza ROB-1

B-laktamaza TEM-1

B-laktamaza negativni ampicilin rezistentni

B-laktamaza pozitivni ampicilin rezistentni

base pair

Based Upon Related Sequence Types algorithm

klonalni komplex

Centers for Disease Control and Prevention

Collection de I'Institut Pasteur

oxid uhli¢ity

cefuroxim

cefotaxim

Ceska republika

Cerebrospinal fluid

kyselina deoxyribonukleova (Deoxyribonucleic Acid)
2'-deoxynukleosid 5'-trifosfaty

on-line Based Upon Related Sequence Types algorithm
ethylendiamintetraoctova kyselina

Sirokospektra B-laktamaza (Extended Spectrum -Lactamase)
ethylalkohol

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
transpeptidaza | (synonymum PBP3)

gastrointestinalni trakt

global optimal on-line Based Upon Related Sequence Types



algorithm

H20 voda

Hib Haemophilus influenzae typ b

IgA imunoglobulin A

kbp kilo base pair

LOS lipooligosacharidy

MALDI-TOF MS hmotnostni spektrometrie (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization — Time Of Flight Mass Spectrometry)

Mbp mega base pair

MgCl2 chlorid hofe¢naty

MIC Minimum Inhibitory Concentration

MICso Minimum Inhibitory Concentration 50 % testované populace

MICo0 Minimum Inhibitory Concentration 90 % testované populace

MLST Multi-Locus Sequence Typing

ng nanogram

NaOAc octan sodny

NRL pro ATB Narodni referenéni laboratof pro antibiotika

PBP3 penicillin-binding-protein 3 (Ftsl)

PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PEN penicilin

PFGE Pulsed-field Gel Electrophoresis

PRP polyribitolfosfat

PubMLST Public databases for molecular typing and microbial genome
diversity

rPBP3 PBP3 s aminokyselinovymi zaménami vedoucimi k rezistenci
k B-laktamim

RT-PCR Real-Time Polymerase Chain Reaction

sPBP3 nezménény PBP3, bez rezistence k B-laktamim

ST sekvencni typ

szU Statni zdravotni Ustav

Tn transpozén

UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean

USA Spojené staty Americké

B-NAD

Nikotinamid adenin dinukleotid



2.2 Seznam proteinogennich aminokyselin

Nazev, zkratka a jednopismenkové oznaceni aminokyseliny
Aminokyseliny s alifatickym postrannim fetézcem

. Glycin Gly (G)

. Alanin Ala (A)

. Valin Val (V)

. Leucin Leu (L)

. Isoleucin lle (1)

S karboxylovou nebo amidovou skupinou na postrannim Fetézci
. Kyselina asparagova Asp (D)

. Asparagin Asn (N)

. Kyselina glutamova Glu (E)

. Glutamin GIn (Q)

S aminovou skupinou na postrannim Fetézci (bazické skupiny)
. Arginin Arg (R)

. Lysin Lys (K)

S aromatickym jadrem nebo hydroxylovou skupinou na postrannim fetézci
. Histidin His (H)

. Fenylalanin Phe (F)

. Serin Ser (S)

. Threonin Thr (T)

. Tyrosin Tyr (Y)

. Tryptofan Trp (W)

Se sirou v postrannim Fetézci

. Methionin Met (M)

. Cystein Cys (C)

Aminokyseliny obsahujici sekundarni amin

. Prolin Pro (P)



3 Souhrn

Podle vysledkl pravidelné surveillance rezistence bakterialnich puvodc
infekci dychacich cest vzrasta v Ceské republice poget kment Haemophilus
influenzae s neenzymatickou rezistenci k [-laktamovym antibiotikim.
Neenzymaticka rezistence je podminéna mutacemi v genu fts/ kddujicim
penicilin-vazici proteiny (PBP3), jejichz disledkem je snizena schopnost vazat
B-laktamazy, ktera je u H. influenzae stale nejCastéjSi priCinou rezistence
k aminopenicilinim.

Analyzou souboru 228 kmenl H. influenzae bylo zjisténo, Ze nejvyssi
mozny zachyt (99,5 %) izolatd s neenzymatickou rezistenci zplsobenou
mutacemi v genu ftsl, je mozno v rutinni praxi dosahnout pfi sou¢asném
vySetteni citlivosti vici penicilinu, ampicilinu, amoxicilinu a cefuroximu diskovou
difuzni metodou dle metodologie EUCAST. V soucasnosti doporuc¢ovanou

Sekvenacni analyza prokazala zna¢nou variabilitu mutaci genu ftsl.
V souboru 228 kmenu bylo zjisténo celkem 37 rGznych kombinaci
aminokyselinovych zamén, které se vyskytly na 23 pozicich v proteinu PBP3
(V329I, D350N, S357N, A368T, M3771, S385T, A388V, L389F, P393L, A437S,
1449V, G490E, 1491V, R501L, A502S, A502T, A502V, V511A, R517H, I1519L,
N526K, A530S a T532S). Nejcastéjsi kombinaci (35 %) aminokyselinovych
zameén byla kombinace D350N, M3771, A502V, N526K. Epidemiologicka
typizace MLST nenaznacuje klonalni rozSifeni konkrétniho typu/klonu. Celkem
bylo zjisténo 74 ST tvoficich Sest klonalnich komplextu (CC) s nalezenym
spole¢nym predkem, osm CC bez znamého predka a 33 singletonu.
NejrozSifengjsi ST 1034 byl spojen predev§im s kombinaci mutaci D350N,
M3771, A502V, N526K.
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3.1 Summary

According to the results of regular surveillance of resistance of bacterial
pathogens of respiratory tract infections, the number of Haemophilus influenzae
strains with non-enzymatic resistance to B-lactam antibiotics is increasing in the
Czech Republic. Non-enzymatic resistance is caused by mutations in the fts/
gene encoding penicillin-binding protein (PBP3), which result in a reduced ability
to bind B-lactam antibiotics. Demonstration of this type of resistance is more
difficult than detection of 3-lactamase, which is still the most common cause of
aminopenicillin resistance in H. influenzae.

Analysis of a set of 228 H. influenzae strains revealed that the highest
possible detection (99.5%) of isolates with non-enzymatic resistance due to
mutations in the fts/ gene could be achieved in routine practice by simultaneous
examination of penicillin, ampicillin, amoxicillin and cefuroxime disc diffusion
method according to the EUCAST methodology. The currently recommended
EUCAST method using only penicillin had a lower mutation detection rate of
95.7%.

Sequence analysis showed considerable variability in fts/ gene mutations.
In the set of 228 strains, a total of 37 different combinations of amino acid
substitutions were found to occur at 23 positions in the PBP3 protein (V329lI,
D350N, S357N, A368T, M3771, S385T, A388V, L389F, P393L, A437S, 1449V,
G490E, 1491V, R501, A502V, V511A, R517H, 1519L, N526K, A530S and
T532S). The most common combination (35%) of amino acid substitutions was
the combination D350N, M3771, A502V, N526K. Epidemiological typing did not
indicate a spread of particular MLST type/clone. 74 STs were found, forming six
clonal complexes (CCs) with a founder (ancestor) found, eight CCs without a
founder found, and 33 singletons. The most widespread ST 1034 was
associated mainly with a combination of mutations D350N, M3771, A502V,
N526K.
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4 Uvod

4.1 Haemophilus influenzae

H. influenzae je nejvyznamnéjSi zastupce rodu Haemophilus, ktery patfi do
Celedi Pasteurellaceae. Jsou to gramnegativni fakultativné anaerobni, nesporulujici
kokobacily s velikosti 1 x 0,3 um. Radi se mezi kultivaéné naroéné bakterie vyZaduijici
pridavek suplementu, faktoru X (protoporfyrinu IX - metabolického meziproduktu
v biosyntéze heminu) a faktoru V (NAD) do ristovych medii. Tyto ristové pozadavky
se odrazily pfimo v ndazvu bakterie: Haemophilus znamena ,milujici krev® a odkazuje
tak na fakt, Zze oba faktory potfebné pro rist se nachazeji v erytrocytech [1].
Obohaceny Cokoladovy agar obsahujici 5 % lyzované ovc€i krve a doplnény potfebnymi
suplementy pak pfedstavuje univerzalni médium, které je bézné pouzivané v klinickych
laboratofich ke kultivaci Haemophilus spp. DalSim pouzivanym médiem je Levinthal
agar, ktery nabizi diky své prahlednosti vyhodu v tom, ze umozZzriuje detekci iridescence
kolonii, vlastnosti, ktera je ¢asto spojovana s pfitomnosti polysacharidového pouzdra.
Optimalni kultivaéni podminky se nachazeji v rozmezi 35 — 37 °C v aerobni atmosfére
s pfidavkem 5 —7 % COz2 [2].

4.1.1 Typizace kmeni

Kmeny H. influenzae mohou produkovat jeden ze Sesti riznych kapsularnich
polysacharidl nebo mohou byt neopouzdiené. Neopouzdiené kmeny se oznacuiji jako
netypovatelné (NTHi). Podle pfitomnosti polysacharidového kapsularniho antigenu se
pak déli do 6 odliSnych typl, a az f. DalS§i moznosti podrobnéjsiho ur€ovani kment H.
influenzae je biotypizace, jejimz zakladem je produkce indolu, ornitindekarboxylazy a
ureazy (Tabulka 1). Kmeny kapsularniho typu b obecné spadaji do biotypa | a 1l [3,4].

4.1.2 Bunécné struktury

Bunécné struktury jsou podobné jako u ostatnich gramnegativnich bakterii.
Vnéj$i membrana bunécéné stény predstavuje interface mezi organismem a lidskym
hostitelem a spolu s lipooligosacharidy (LOS) obsahuje integralni a povrchové

v,

proteiny. Nejvyznamnéjsi jsou pak membranové proteiny P1 az P6. Funkce téchto
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proteind spociva ve tvorbé porinl (P2, P5) a dale napriklad ve vychytavani hemu (P4).
Nékteré maji vysoce konzervativni strukturu napfi¢ kmeny (P6), jiné se lisi kmen od
kmene (P1, P2, P5) [5]. Membranové LOS tvofi hlavni slozku bunécéné stény (az 4 %
suché hmotnosti celého organismu). LOS obsahuji klasickou &ast, lipid A, ale na rozdil
od enterobakterii u nich chybi O postranni fetézec [6]. SloZzeni mastnych kyselin
buné&né stény zahrnuje n-tetradekanoat (14:0), 3-hydroxy-tetradekanoat (3-OH-14:0),
n-hexadekanoat (16:0) a hexadekanoat (16:1). Genom o velikosti 1,8 Mbp se
vyznacuje obsahem G+C od 37 do 45 %. Podle sekvence genomu je druhu H.
influenzae nejblize pribuzny H. aegyptius vykazujici 90% homologii, naopak

nejvzdalenéjSi je druh H. ducreyi pouze s 18% homologii. Vyznamna je také
vnitrodruhova heterogenita, ktera se u kmenu H. influenzae pohybuje od 50 do 100 %

[7].

Tabulka 1. Ur€ovani biotypu H. influenzae podle biochemickych vilastnosti.

Biotyp indol ureaza ornitindekarboxylaza
I + + +
I + + -
M - + -
v - + +
Vv + - +
VI - - +
VI + - -
Vil - - -

4.1.3 Patogeneze

Mezi virulentnimi kmeny H. influenzae, které jsou vybaveny polysacharidovym
zavazného charakteru, jako napf. bakteriémii, epiglotitidu, pneumonii, nebo
meningitidu. Kmeny bez pouzdra jsou tzv. netypovatelné a jsou spojené predevsim
s neinvazivnimi infekcemi respiracniho traktu (otitis media acuta, sinusitis acuta, event.
akutni exacerbace chronické bronchitidy). U starSich déti a dospélych osob je

H. influenzae spojen nejcastéji s neinvazivnimi infekcemi typu sinusitida (az tfetina
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pfipadu) nebo konjunktivitida. Pfenasen je kapénkami nebo pfimym kontaktem [8,9].
V rozvojovych zemich do nedavna patfil mezi vyznamné pfiCiny détské mortality
zpusobené pneumonii [10]. Mira kolonizace nazofaryngu zavisi na véku a pohybuje se
od 20 % u ro¢nich déti do 50 % u Sestiletych a nasledné klesa na hodnotu 5 %
v dospélosti. U déti mize tvofit v priméru az 1,8 % celkové kultivovatelné mikrofléry
nazofaryngu [11,12]. Ve vétsSiné pfipadu je nazofaryng kolonizovan jednim kmenem
po dobu nékolika tydnu, poté se kmen ztrati a je nahrazen novym kmenem [13].

Patogeneze infekci dychaciho traktu spociva v kolonizaci nazofaryngu a pokud
koncentrace bakterii prekro€i kritickou uroven, Sifi se nasledné nejen do pfilehlych
mist, ale i do mozkovych blan, podkozi, kloubl, pohrudnice, osrde¢niku, plic atd
(Obrazek 1). Velmi Casto tomuto Sifeni pfedchazi poskozeni mukociliarni €innosti,
slizni€ni integrity a funkce neutrofild diky virové infekci. Anatomické abnormality a
oslabena imunita mohou byt predispozicemi pro hemofilové systémové infekce.
Inkubaéni doba pro rozvoj infekce zatim neni znama [14].

Hlavnim faktorem virulence u H. influenzae typu b je antifagocytarni
polysacharidova kapsula, ktera obsahuje ribézu, ribitol a fosfat (bézné oznacovany
jako polyribitolfosfat (PRP). Protilatky namifené proti pouzdru vyrazné stimuluji
bakterialni fagocytézu a komplementem zprostfedkovanou baktericidni aktivitu. Tyto
protilatky se vyvijeji v dusledku pfirozené infekce, vakcinaci purifikovanym PRP nebo
pasivnim pfenosem matefskych protilatek [15].

Vlastni prvotni nespecifickd adherence hemofili na orofaryngealni epitelialni
buniky je umoznéna pili na povrchu hemofild. Jako specifické receptory slouzi ale
sialylované glykosfingolipidy, proto jsou i kmeny bez pili schopné vazby na epitelialni
bufky. Pfes sliznice pak prochazi pfevazné intercelularné, i kdyz intracelularni pranik
byl také zaznamenan [15,16]. Pranik do krevniho fecisté se déje ze subepitelialni tkané
pfimo do kapilar zasobujicich epitelialni tkan. Kazdy krok v patogenezi je spojen
s kombinaci exprese nékolika virulenénich faktor, mezi které patfi nékteré proteiny P
(P2, P5), LOS, pili a IgA proteaza. Nékteré ztéchto virulenénich faktorl jsou
zodpovédné za vyvolani imunitni reakce u hostitele [17]. Zavaznost systémového
onemocnéni je pak nepfimo Umérna rychlosti odstrafiovani bakterii z krve. Pfitomnost
protilatek, komplementu a fagocytarnich bunék ur€uje clearance bakteriémie a muze
ovlivnit Sifeni bakterie v organismu. Riziko meningitidy a epiglotitidy je vyznamné vyssi

u pacientll bez anti-PRP protilatek, u pacientt s depleci komplementu a u pacientl po
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splenektomii. SloZzka lipooligosacharidu lipid A indukuje zanét mozkovych blan na

zvifecim modelu a maze byt odpovédna za iniciaci této reakce i u lidi [15,17].

Meningitida

CSF 50%-95% kultivaéné pozitivni

Krewv 50%-95% kultivaéné pozitivni
/

Zanét spojivek

Oko 50%-75% kultivatné pozitivni

Krev <10 % kultivatné pozitivni

Sinusitida
Sinusovy aspirat 50%-75% kultivaén

Celulitida
KiZe 75%-90% kultivaéné pozitivni
Krev 50%-75% kultivaéné pozitivni

.Kre\.l' 90%-95% kulﬂvaény \
Pneumonie, bronchitid

Sputum 25%-75% kultivaéné pozitivni
Krev 10%-30% kultivaéné pozitivni

Artritida

Synovialni tekutina 70%-90% kulti
Krev 50%-80% kultivacné pozitivni

Obrazek 1. Mista moznych infekci zpusobenych kmeny H. influenzae. S
prichodem konjugované vakciny se veétSina infekci u dospélych vyskytuje v
oblastech sousedicich s orofaryngem (tj dychaci cesty, dutiny, usi). Zavazné
systémové infekce (napf. meningitida, epiglotitida) se mohou objevit u neimunnich
pacientu.

Upraveno dle Murry, P.R. MEDICAL MICROBIOLOGY, EIGHTH EDITION, Copyright © 2016,
Elsevier Inc. All rights reserved.

15



4.1.4 Epidemiologie

Epidemiologie hemofilovych onemocnéni se za poslednich 20 let dramaticky
zménila. Pfed zavedenim konjugovanych vakcin proti H. influenzae typu b se ve
Spojenych statech u déti mladSich 5 let vyskytlo roéné odhadem 20 000 pripadu
invazivniho onemocnéni. Typ b byl zodpovédny za vice nez 95 % vSech invazivnich
hemofilovych infekci. Zavedeni ploSného ockovani proti opouzdfenym kmenim
serotypu b minimalizovalo vyskyt zavaznych hemofilovych invazivnich onemocnéni a
dnes jsou tyto infekce vzacnéjSi a jsou nejCastéji zplsobené neopouzdienymi
netypovatelnymi kmeny [18].

Zanéty stfedou8i zplsobené témito organismy jsou primarné détska
onemocnéni, ale mohou se objevit i u dospélych. Plicni onemocnéni nejcastéji
postihuje starSi osoby, zejména ty, kitefi maji v anamnéze zakladni chronickou
obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) nebo stavy predisponujici k aspiraci (napf.
alkoholismus, zménény dusSevni stav). Novorozenci maji nizké riziko infekce kvuli
pfitomnosti matefskych protilatek ziskanych prostfednictvim kolostra. Pfiblizné ve
dvou mésicich jiz zaénou materské protilatky proti pouzdru PRP ubyvat a kojenci jsou
tak vystaveni vysokému riziku rozvoje invazivniho onemocnéni H. influenzae [18].
Bylo zjisténo, ze kmeny biotypu IV, alespori v dobé pfed ockovanim Hib, ¢asto
zpusobovaly systémové infekce u novorozencu a také agresivni infekce genitalniho
traktu u zen po porodu [19].

Prvni polysacharidové vakciny proti H. influenzae typu b neposkytovaly ochranu
pro déti mladsi 18 mésicl (populace s nejvétsim rizikem onemocnéni), protoze u nich
neni je$té dostate¢né vyvinuta imunitni odpovéd na polysacharidové antigeny. V roce
1987 byly v USA =zavedeny vakciny obsahujici purifikované PRP antigeny
konjugované s proteinovymi nosici (ij. difterickym toxoidem, tetanovym toxoidem,
meningokokovym proteinem vnéjSi membrany). Tento typ vakciny dokaze navodit
protilatkovou odpovéd i u dvoumeési¢nich a starSich kojenci. Diky tomu byla
systémova onemocnéni u déti mladSich 5 let ve Spojenych statech prakticky
eliminovana, v roce 2011 bylo hlaSeno pouze 14 pfipadl [20].

Vétdina infekci H. influenzae typu b se nyni vyskytuje u déti, které nejsou imunni
(kvali neuplnému ockovani nebo Spatné odpovédi na vakcinu) a u starSich osob s
oslabenou imunitou nebo po chirurgickém vykonu. Kromé toho se invazivni
onemocnéni zpusobené ostatnimi sérotypy opouzdienych kmenu (sérotypy a, ¢, d, e,

f) a neopouzdfenymi kmeny nyni stalo mnohem bézné&jSim nez onemocnéni
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zpUsobené sérotypem b. V roce 2011 uvadéla zprava amerického Centra pro kontrolu
a prevenci nemoci (CDC) vyskyt typu u invazivnich izolatd za obdobi deseti let
nasledovné: 69,5 % netypovatelnych kmend, 2,2 % jako typ a, 3,6 % jako typ b, 0,3 %
jako typ ¢, 0,3 % jako typ d, 5,7 % jako typ e a 18,3 % jako typ f[21,22]. | v CR doslo
po zavedeni ockovani proti Hib vroce 2001 k poklesu nemocnosti timto typem
z 1,1/100000 obyvatel na 0,19/100000 obyvatel v roce 2020. Od roku 2009 byl pak
nejCastéjSim pavodcem zavaznych onemocnéni neopouzdfeny typ (59 %), dale typ f
(9 %) a typ e (5 %). Hib ve sledovaném obdobi zplsobil 5 % onemocnéni [23].

H. influenzae typu b zlstava i pfes zavedené ocCkovani nejvyznamnéjSim
détskym patogenem v mnoha zemich svéta. Odhaduje se, Ze na prelomu stoleti kazdy
rok dochézelo na celém svété u déti ke tfem miliondm pfipadd vaznych onemocnéni
a az k 700 000 amrti [24].

Pocet studii o epidemiologii rPBP3 H. influenzae je omezeny, a proto je obtizné
vyvodit jakykoli zavér o klinickém vyznamu kmenu s timto mechanismem rezistence.
Dostupnost technologie sekvenovani celého genomu (WGS) mize zvysit naSe znalosti
o genomové struktufe patogennich bakterii a WGS provedené na kmenech H.
influenzae by mohlo poskytnout pohled na genetickou diverzitu, pfitomnost faktord
virulence a determinanty antibiotické rezistence, které zlepSily schopnost urcitych
klon H. influenzae kolonizovat a perzistovat u citlivych hostitelu.

4.2 Ampicilin, 1é&ba hemofilovych infekci

Aminopeniciliny jsou Iékem volby u neinvazivnich hemofilovych infekci od
60tych let 20 stoleti. Do té doby se klécbé& pouzival chloramfenikol [9].
Polosynteticky penicilin ampicilin je hydrofilni baktericidni antibiotikum, které Spatné
pronika pres biologické bariéry. Jeho jadro tvofi molekula benzylpenicilinu, ktery vznika
kondenzaci thiazolidinového kruhu se zakladnim [-laktamovym kruhem. Do
postranniho fetézce benzylpenicilinu ma pfipojenou aminoskupinu (Obrazek 2) a
v dusledku této Upravy se plvodni spektrum penicilinu rozSifilo o ¢etné gramnegativni
bakterie [25].
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Obrazek 2. Strukturalni chemicke vzorce vybranych B-laktamovych antibiotik
a mechanismus Ucinku B-laktamaz (Cervena Sipka).
Michael T. Madigan, et al. Brock biology of microorganisms — Fourteenth edition. Copyright © 2015
Pearson Education, Inc. All rights reserved.

Ampicilin se velmi omezené vstiebava z GIT, proto musi byt podavan
parenteralné. Jeho 0c&inek zavisi na dobé, po kterou je koncentrace antibiotika nad
arovni MIC (t>MIC) a jeho distribu¢ni objem pfiblizné odpovida objemu extracelularni
tekutiny. Na bilkoviny se ho vaze 10-20 % a celkem mala ¢ast je metabolizovana
(10 %). Ampicilin, i jeho neaktivni metabolit, je vylu€ovan modci, pficemz velky podil
pfipada na tubularni sekreci [26]. Velmi podobné viastnosti ma i amoxicilin, ktery se
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liSi pouze pridavkem jedné hydroxylové skupiny na benzenovém jadre. Tato
skute€nost ma ale za nasledek velky rozdil ve vstfebavani z traviciho traktu, kdy u
ampicilinu dosahuje cca 40%, zatimco u amoxicilinu cca 80 %. Amoxicilin je tak uréen
pro peroralni Ié¢bu aminopeniciliny [27].

Davkovani ampicilinu je diky vyS§Simu biologickému polo¢asu mozné v 6
hodinovém intervalu a to v rozsahu 8-12 g/den, u zavaznych infekci az 16 g/den.
Spektrum u¢inku aminopenicilind zahrnuje vybrané grampozitivni bakterie a navic
gramnegativni tyCinky jako jsou H. influenzae, salmonely, Escherichia coli.
V porovnani s penicilinem G je uc€innéjS§i na Enterococcus faecalis a Listeria
monocytogenes. V kombinacich s inhibitory B-laktamaz (kyselina klavulanova,
sulbaktam) je u€inny na bakterie produkujici zakladni B-laktamazy (ne ESBL), jako
jsou TEM a SHV. K relativné ¢etnym nezadoucim ucinkm léEby aminopeniciliny patfi
rozvoj dysmikrobie. K zavaznym nezadoucim G&inkim aminopenicilinG patfi
klostridiova kolitida a téZké alergické reakce (anafylaxe, toxické epidermalni nekrolyza)
[28].

4.3 [-laktamazy TEM a ROB

Prvni kmeny H. influenzae rezistentni na ampicilin byly hlageny v 70. letech 20.
stoleti v Evropé a ve Spojenych statech [29]. Bylo zjisténo, Zze mechanismem
rezistence je produkce plazmidem zprostfedkované B-laktamazy, ktera je inhibovana
kyselinou klavulanovou nebo sulbaktamem. Takové kmeny se nazyvaji B-laktamaza-
pozitivni ampicilin-rezistentni izolaty, BLPAR. Vlastni mechanismus rezistence
spociva ve §tépeni molekuly B-laktamu (konkrétné laktonového kruhu) enzymem [3-
laktamazou. Jednoducha detekce produkce B-laktamaz je zaloZzena na hydrolyze
chromogenniho cefalosporinu nitrocefinu, dal§i moznosti je pouziti metody
polymerazové fetézové reakce (PCR) k prikazu pfitomnosti gent B-laktamaz. Kmeny
produkujici B-laktaméazu maji obvykle vyssi MIC ampicilinu (= 16mg/l) a jsou citlivé ke
kombinaci ampicilinu ¢i amoxicilinu s inhibitory B-laktaméaz. Cefalosporiny druhé i treti
generace zUstavaji uc¢inné [29,30]. U H. influenzae byly popsany dva rizné typy -
laktamaz, TEM-1 a ROB-1, obé& z Amblerovy skupiny A [29,30].
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4.3.1 ROB-1 p-laktamaza

Tato B-laktamaza je zndma od roku 1981. Obvykle je nesena na malych
plazmidech (4-5 Kbp). ROB-1 patfi do laktaméz tfidy A a pochazi zfejmé ze zvifecich
patogenu, rodu Pasteurella [31]. U ROB-1 enzymu byly popsany obtize s detekci
pomoci nitrocefinové metody [32]. Prevalence této B-laktamazy je vySSi pouze
v nékterych svétovych regionech (USA, Mexiko, Japonsko) a jako vysvétleni se udava
vys8i spotfeba cefakloru v téchto zemich. Korelaci mezi rezistenci k cefakloru a
vyskytem ROB-1 pozitivnich izolatl uvadéji napfiklad Karlowsky et al. [33].

4.3.2 TEM-1 B-laktamaza

Druhda, a vcelosvétovém méfitku mnohem vice rozSifena, je TEM-1
B-laktamaza. Kmeny s touto B-laktamazou byly poprvé zaznamenany v roce 1970, ale
az v roce 1975 byla charakterizovana a potvrzena jeji role pfi rezistenci k B-laktamum.
Existuje se tfemi riznymi promotory, 60 % kmenl obsahuje promotor Pa/Pb, 20 %
Pdel a 20 % Prpt. Méné Casto se vyskytujici promotory jsou odvozené od zakladniho
Pa/Pb a to pomoci delece 135 bp (mezi G23 a C157) u Pdel [34] nebo pomoci inzerce
sekvence 54 bp (u Prpt), kterd ma za nasledek repetici oblasti 145T az 198A [35]. Diky
zvySené genové expresi mohou vykazovat kmeny s promotorem Pdel vySsi hladinu
rezistence k nékterym B-laktamim. TEM-1 mze byt nesena na malych (10 kpb)
nekonjugativnich plazmidech nebo €astéji na konjugativnich (40 kbp) plazmidech, na
kterych jsou obvykle neseny i geny determinujici rezistenci k dalSim antibiotikim
(chloramfenikol, tetracyklin) [36]. Diky schopnosti pfenosu hraji tyto konjugativni
plazmidy mnohem vétsi dlohu pfi Sifeni rezistence nejen k B-laktamim. TEM-1 byla
do hemofilt zfejmé pfenesena na Tn2 nebo Tn3 (Obrazek 3) z Enterobacteriaceae
[37]. V roce 2002 byla u dvou kmenu H. parainfluenzae detekovana TEM B-laktaméaza
z rodiny ESBL. Presto, Zze mezi druhy H. influenzae a H. parainfluenzae dochéazi
k vyméné konjugativnich plazmidu, nebyl nastésti vyskyt ESBL B-laktamaz u H.

influenzae do dnesni doby prokazan [38].
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Obrazek 3. Schéma struktury transpozénu Tn3. Transpozén Tn3 je ¢lenem
rodiny transposont TnA. Centralni oblast obsahuje tfi geny (tnpA, tnpR a bla)
kodujici transpozazu (TnpA), resolvazu (TnpR) a B-laktamazu — propujcujici
rezistenci k ampicilinu. Sipkou je ozna&eno misto vyuzivané pro transpoziéni
replikacni proces.

Murry, P.R. MEDICAL MICROBIOLOGY, EIGHTH EDITION, Copyright © 2016, Elsevier Inc. All

rights reserved.

4.4 Prehled moznych fenotypu citlivosti k B-laktamim u H. influenzae

Podle vysledkl vySetieni citlivosti k B-laktamum diskovou difuzni metodou a
vySetfeni produkce B-laktamazy se u H. influenzae vyskytuji tyto fenotypy citlivosti:

a) Kmeny citlivé, které vytvari inhibiéni z6nu = 12 mm kolem disku s1 J
benzylpenicilinu a jsou citlivé ke vSem B-laktamim.

b) Producenti B-laktamazy TEM-1, rezistentni k penicilindm nechranénym
inhibitory B-laktamazy (ampicilinu, amoxicilinu a piperacilinu) a citlivé ke
kombinacim téchto antibiotik s inhibitory B-laktamazy.

c) Kmeny s neenzymatickou rezistenci, rezistentni k penicilinu (pramér inhibi¢ni
zoény < 12 mm) a neprodukujici B-laktamazu. U téchto kmenu je tfeba vySetfit
dalSi B-laktamy, nebot jejich citlivost k antibiotikiim se v zavislosti na typu mutace
muze liSit od citlivosti k penicilinam az po rezistenci k cefalosporinim 3.
generace.

d) Producenti B-laktamazy ROB-1, ktera se u Ceskych kmenu také vyskytuje, jsou
rezistentni k aminopenicilindm a k piperacilinu; Spatné v8ak reaguji pfi klasickém
prikazu pomoci nitrocefinové metody a mohou byt tudiz zaménény za kmeny s
neenzymatickou rezistenci.

e) Kmeny s kombinovanou rezistenci produkuji B-laktamazu a souc¢asné maji
neenzymatickou rezistenci. Tyto kmeny jsou rezistentni k penicilinm
nechranénym i chranénym inhibitory B-laktamazy (ampicilinu, amoxicilinu,
piperacilinu) a ze stejnych davodul, uvedenych v bodé c), je u nich zapotfebi

vySetfit dalSi B-laktamy.
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4.5 Neenzymaticka rezistence

Rezistence na ampicilin u H. influenzae zpusobena jinym mechanismem
rezistence nez produkci B-laktamazy byla popsana v 80. letech [39]. Bylo zjiténo, Ze
za timto novym mechanismem stoji strukturalni zmény proteinu vazajiciho penicilin
(PBP3) kbdovaného genem ftsl[40]. 1zolaty vykazujici tento typ rezistence jsou znamé
jako B-laktamaza negativni ampicilin-rezistentni (BLNAR) nebo rPBP3 a na rozdil od
kmenu produkujicich B-laktamazu neni jejich snizena citlivost k aminopenicilinim
ovlivnitelna inhibitory B-laktamazy. Podle European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) je vSak termin BLNAR nepfesny, protoze zahrnuje
nejen takio puvodné oznaCované kmeny srezistenci kaminopenicilindm a
neprodukujicimi B-laktaméazu, ale i kmeny, které maji specificky typ mutace ovliviujici
citlivost i k jinym B-laktamdm, zejména k nékterym cefalosporinim [41]. Produktem
genu ftsl je transpeptidaza Fisl, kterd se ucastni syntézy peptidoglykanu. V genu fts/
jsou zejména dulezité mutace vedouci k substitucim aminokyselin (AA) v

transpeptidazové oblasti proteinu PBP3 [40].

4.6 PBPS3, tvorba peptidoglykanu a bunécné déleni

Proteiny, na které se vaze penicilin a které syntetizuji a remodeluji
peptidoglykan, hlavni slozku bunééné stény bakterii, ktera dodava burice jeji tvar a
tuhost, se oznaduji jako PBP (penicillin-binding-protein). PBP jsou nalézany témeér ve
vSech bakteriich a patfi mezi hlavni cile v antibiotické terapii, zejména pro Siroce
pouzivana B-laktamova antibiotika. PBP Ize délit do tfi tfid, kdy tfida A obsahuje
enzymy, které se podili na roz8ifovani peptidoglykanové sité. Tyto enzymy maji kromé
transpeptidazové aktivity i aktivitu transglykosylazovou. Inaktivace téchto enzymi
pGsobi rozpad bun&éné stény. Cast enzymu tfidy B m& za Ulohu pfedevsim
prodluzovat bakterialni buriku do délky. Jsou-li nefunkéni, méni se tycinkovité bakterie
v kulovité utvary. Dal8i enzymy této tfidy hraji roli pfi vytvafeni septa u délicich se
bunék, jejich inaktivace vede Casto k filamentaci. Tfida C zahrnuje enzymy, které
reguluji hustotu peptidoglykanové sité [42].

PBPs patficich do rodiny acyl-serin transferaz obsahuje H. influenzae sedm a
jsou rozdéleny podle snizujici se molekulové hmotnosti. Tyto proteiny jsou také nékdy
oznacovany jako PBPs IA, IB, 2, 3A (3B), 4, 5 a 6, a to podle pfibuznosti k PBPs E.coli.
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Pozdéji se zjistilo, ze PBP3A a PBP3B jsou riizné formy jednoho proteinu, nebot jsou
oba exprimovany z genu fts/ [39, 40].

PBP3 patfi do tfidy PBPs, ktera se uc€astni déleni bunék. BEéhem buné&ného
déleni je peptidoglykan syntetizovan periplazmatickou ¢&asti makromolekularniho
komplexu zvaného divisom. Prekurzory peptidoglykanu jsou transportovany pres
cytoplazmatickou membranu do periplazmatického prostoru pomoci baktoprenolu
(Obrazek 4, 5). Bunécné déleni je iniciovano polymeraci homologu tubulinu FtsZ do
kontraktilniho kruhu, celého déleni se nasledné Gcastni cca 20 proteint z rodiny FTS
a jinych (Obrazek 5, 6, 7 a 8) [43].

——— Hydrophobic portion ———

Peptidoglycan {Q—Zﬁi—&

precursor

Obrazek 4. Bactoprenol (undekaprenol difosfat). Vysoce hydrofobni ¢ast
molekuly transportuje prekurzory peptidoglykanu bunétné stény pres
cytoplazmatickou membranu. G - N-acetylglukosamin; M - N-acetylmuramova

kyselina.

Michael T. Madigan, et al. Brock biology of microorganisms — Fourteenth edition. Copyright © 2015
Pearson Education, Inc. All rights reserved.
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Obrazek 5. Cesta syntézy peptidoglykanu, transpeptidace.

(a) Transport prekurzoru peptidoglykanu pres cytoplazmatickou membranu
do mista rlstu bunécné stény. Autolysin rozbiji glykolytické vazby v existujicim
peptidoglykanu, zatimco transglykosylaza syntetizuje peptidoglykan a spojuje stary
peptidoglykan s novym.

(b) Transpeptidacni reakce, kterd vede ke kone¢nému zesitovani dvou
glykosidi peptidoglykanovych Fetézcl. Penicilin tuto reakci inhibuje. G -
acetylglukosamin; M - N-acetylmuramova kyselina.

Michael T. Madigan, et al. Brock biology of microorganisms — Fourteenth edition. Copyright © 2015

Pearson Education, Inc. All rights reserved.

— HisZ ring —

Wall bands Growth zone
Obrazek 6. Syntéza bunécné stény u grampozitivnich bakterii - lokalizace
syntézy bunééné stény béhem bunééného déleni. U kokl probiha syntéza bunééné
stény (znazornéno zelené) pouze po obvodu z jednoho mista, FtsZ kruhu.

Michael T. Madigan, et al. Brock biology of microorganisms — Fourteenth edition. Copyright © 2015
Pearson Education, Inc. All rights reserved.
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Obréazek 7. Déleni bunék fizené divizomovym komplexem. Protein MinE
fidi tvorbu prstence FtsZ a divizomového komplexu v roviné déleni bunék. Na

obrazku je schéma pro bunky E. coli rostouci s rychlosti déleni 80 min.

Michael T. Madigan, et al. Brock biology of microorganisms — Fourteenth edition. Copyright ©
2015 Pearson Education, Inc. All rights reserved.
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Obrazek 8. Morfologie bunék na za¢atku bunééného déleni.

Cytoskeletalni protein MreB je analogem aktinu, ktery se vine jako spirala
skrze dlouhou osu ty€inkovité buriky a je na nékolika mistech (Cervené Carkované
krouzky) uchycen k cytoplazmatické membrané. Jedna se o mista syntézy nové
bunécéné stény.

Michael T. Madigan, et al. Brock biology of microorganisms — Fourteenth edition. Copyright © 2015
Pearson Education, Inc. All rights reserved.

4.7 Struktura PBP3

PBP3 (synonymum Ftsl) je esencialni protein divisomu katalyzujici tvorbu
cross-mustkd mezi glykanovymi fetézci peptidoglykanu (Obrazek 9). Interaguje pfimo
i sjinymi enzymy divisomu svou N-terminalni casti, a podili se na inkorporaci
vznikajiciho glykanového fetézce do existujictho peptidoglykanu. Jeho
transpeptidazova aktivita hydrolyticky odStépuje z pentapeptidu  koncovou
aminokyselinu (D-alanin) a zbytek pfipoji k jinému Fetézci (cross-mustek, Obrazek 5b
a9).
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Obrazek 9. Transpeptidacni reakce zajistujici tvorbu cross-mustka. Jedna
peptidova vazba (produkovana uvnitf buriky) je vyménéna za jinou (mimo buriku) s
uvolnénim D-alaninu. Enzymy, které katalyzuiji tuto reakci, se nazyvaji D-alanin, D-
alanin transpeptidazy nebo karboxypeptidazy. Tyto enzymy jsou cilem -
laktamovych antibiotik a nazyvaji se proteiny vazajici penicilin (penicillin-binding
proteins, PBP). GIcNAc, N-acetylglukosamin; MurNAc, N-acetylmuramova

kyselina.
Murry, P.R. MEDICAL MICROBIOLOGY, EIGHTH EDITION, Copyright © 2016, Elsevier Inc. All

rights reserved.

PBP3 také pfimo interaguje s FisK a s FtsA (Obrazek 10) [42,44,45]. Tyto
proteiny jsou schopné vytvaret diskrétni komplex nezavisle na ostatnich proteinech
buné&cného déleni. Interakce PBP3 s FtsN, FtsW, FtsQ nebo FtsL byly rovné&z popséany,
ale podrobnosti o struktufe a misté interakce mezi PBP3 a témito proteiny nejsou zatim
znamé [44,45,46].
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Obrazek 10. FtsZ prstenec a vzajemné interakce mezi jednotlivymi enzymy.
Pohled v fezu na buriku ve tvaru ty¢ky zobrazujici kruh molekul FtsZ kolem roviny
déleni. Vyfez ukazuje usporadani jednotlivych proteinu divizomu. ZipA je kotva
proteinu FtsZ, Ftsl je protein biosyntézy peptidoglykanu, FtsK pomaha pfi separaci
chromozom a FtsA je ATPaza.

Michael T. Madigan, et al. Brock biology of microorganisms — Fourteenth edition. Copyright © 2015
Pearson Education, Inc. All rights reserved.

Strukturalné se PBP3 déli na cytoplazmatickou &ast, ktera je nasledovana
transmembranovym segmentem, N-terminalni ¢asti a C-termindlni &asti, které
zasahuji do periplazmatického prostoru (Obrazek 11). Gen fts/ kdduje protein s 588
aminokyselinovymi rezidui, ale proteolytickym Stépenim je posttranslaéné odstranéno
11 aminokyselin na C-terminalni ¢asti proteinu [47].
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Obrazek 11. Zobrazeni krystalové struktury periplazmatické oblasti 57-577
PBP3 druhu E. coli. Trasa smycek nedefinovanych v krystalové strukture je

znazornéna Sedé. Aktivni centrum je oznaceno Cervené.
(Sauvage, E; et al. doi.org/10.1371/journal.pone.0098042.g001)

4.7.1 C-terminalni modul

Aktivni misto odpovédné za transpeptidazovou aktivitu PBP3 se nachazi
v dlouhém Zlabku, ktery mdze pojmout koncové karboxy zbytky substratu PBP3 -
peptidoglykanového pentapeptidu L-Ala-c-D-Glu-meso-diaminopimelové Kkyseliny
(mDAP)-D-Ala-D-Ala (Obrazek 12).
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Obrazek 12. Model molekuly tripeptid D-Glu-mDap-D-Ala v aktivnim misté
PBPS3. Tripeptid (Zluté) je modelovan jako acyl-enzym a je navazan na aktivni serin
zobrazeny zelené. Atomy dusiku jsou znazornény modre a atomy kysliku cervené.
(Sauvage, E; et al. doi:10.1371/journal.pone.0098042.g002)

Transpeptidazova aktivita PBP3 je zavisla na osmi zbytcich, Ser307, Lys310,
Ser359, Asn361, Lys494, Thr495, Gly496 a Thr497, nalezenych s nékolika vyjimkami
ve vSech penicilin-vazajicich enzymech (Obrazek 13) [48].

Serin zde pUsobi jako katalyzator hydrolytické reakce. Tyto zbytky tvofi tfi
konzervované sekvencni motivy (Ser-Xaa-Xaa-Lys, Ser-Xaa-Asn a Lys-Thr-Gly-Thr) a
jsou také zodpovédné za vazbu B-laktamovych antibiotik k aktivnimu mistu PBP. Zadni
strana aktivniho mista PBP3 je tvofena zbytky Phe417-Gly-Tyr-Gly (Obrazek 13).
Motiv Tyr/Phe/lle-Gly-Tyr/GIn-Gly a terciarni struktura segmentu 400-420 jsou
konzervované v kazdé tiidé PBP [49].
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Obrazek 13. Struktura aktivniho mista transpeptidazy PBP3. Smycka 400—
420 (zadni strana aktivniho mista PBP3 tvofena zbytky Phe417) je znazornéna
azurovou barvou. Atomy dusiku jsou znazornény modfe a atomy kysliku Eervené.

(Sauvage, E; et al. doi:10.1371/journal.pone.0098042.g002)

Asn361 je dulezity pro spravné umisténi interpeptidické amidové skupiny, ktera
spojuje predposledni D-Ala se zbytkem kyseliny diaminopimelové. Threoninové zbytky
motivu Lys-Thr-Gly-Thr by mély slouzit jako kotva pro C-koncovou karboxylatovou
skupinu pentapeptidu. Jsou vazané k predposlednimu D-Ala karboxylatu ve struktufe
DD-peptidaz v komplexu s peptidovymi fragmenty [48].

4.7.2 N-terminalni modul

N-terminalni modul poskytuje tfi smycky (180-190; 202-228; 280-294) a jednu
subdoménu (88-165) (Obrazek 11) pro potencialni interakci s jinymi proteiny divizomu.
Kazda ze smyCek ma svou vlastni strukturu a specifickym zpusobem interaguje

s ostatnimi ¢astmi. Zbytky mezi témito smyckami a subdoménou tvofi fadu motivi
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dobfe konzervovanych v primarni sekvenci PBP proteint tfidy B. Jednotlivé od sebe
oddélené moduly jsou flexibilni ve svém spojeni, coz je nezbytné k tomu, aby enzym

dosahl svého cile nebo se dokazal posunout pfi déleni podél septa [42,48].

4.7.3 PBP3s:-16s subdoména

PBP3ss-165 subdoména ziejmé hraje stézejni roli v interakci mezi proteiny. Osm
molekul (fetézcu A — H) v asymetrické jednotce je organizovano ve C&tyfech parech,
pficemz v kazdém paru je 18 N-koncovych zbytka. Zbytky predstavuji helix a p-vliakno,
které se vklada mezi dvé B-vlakna druhé molekuly za vzniku tfi vidknového [3-listu.
Interakce mezi témito molekulami jsou Cetné a zahrnuji mnoho vodikovych vazeb,
solné muastky a hydrofobni klastry (Obrazek 14). Prostfednictvim této domény se
ziejmé odehravaji nejen interakce s proteiny PBP1b, FtsN nebo FisW, ale i se
subkomplexem proteind FtsQ/FtsL/FtsB. Bylo dokazano, zZe tato doména neni
esencialni pro vazbu peptidoglykanu, jejim ucelem je interakce s ostatnimi enzymy
divizomu [42,44,48].

Obrazek 14. Detail PBP3ss-165 subdomény se znazornénymi interakcemi
mezi zbytky z fetézcd D (zluté) a H (zelené). Atomy dusiku jsou znazornény modfe
a atomy kysliku Cervené.

(Sauvage, E; et al. doi:10.1371/journal.pone.0098042.g004)
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4.7.4 Interakce PBP3 s B-laktamy

Pocitatové modelovani ukdzalo, jak aminokyselinové zamény ovliviuji interakci
B-laktam s PBP3. U AA zamény S357N se pfedpoklada, Ze postranni fetézec
asparaginu vytvari sterickou bariéru se sousednim valinem v poloze 362, coz zméni
orientaci smycky V362-P366. Jelikoz tato smycka sousedi s aktivnim mistem PBP,
zména v poloze mize omezit pfistup nékterym B-laktamam [50].

Pomoci studii mutageneze genl dacA a dacB, kddujicich geny PBP4 a PBPS5,
bylo prokazano, ze vliv na rezistenci k B-laktamdm maji pouze zmény v proteinu PBP3
[40,50].

4.8 Aminokyselinové substituce v PBP3

Disledkem AA substituci je snizena afinita vazby aminopenicilind a
cefalosporint na PBP. Afinita B-laktam0 k PBP3 proteinu H. influenzae je ovlivnéna
pouze mutacemi (AA substitucemi) v blizkosti funkéné nezbytnych vysoce
konzervovanych aminokyselinovych motivu, které jsou na pozicich 327 (motiv S327-
T-V329; serin-threonin-valin), 379 (motiv S379-S-N381; serin-serin-asparagin) a 512
(motiv K512-T-G514; lysin-threonin-glycin) [40,51,52,53]. Kmeny H. influenzae s
rPBP3 jsou klasifikovany do tfi zakladnich genotypovych skupin podle pfitomnosti
specifickych AA substituci [40]. Skupina | obsahuje substituci argininu za histidin v
poloze 517 (R517H) a skupina Il nese substituci asparaginu za lysin v poloze 526
(N526K). Skupina Il navic obsahuje mutace v blizkosti motivu S379S-S-N381,
zejména S385T. Skupinu Il dale déli néktefi autofi na dalSi podkategorie podle
pritomnosti dalSich specifickych mutaci. Dle naSich poznatkl je takovéto ¢lenéni na
podskupiny zbytecné, protoze podskupiny nejsou definovany zadnymi spoleénymi
vlastnostmi, jen pfitomnosti urcité kombinace AA zameén. S dal§imi nové objevenymi
AA zaménami by tak mohly vznikat dalSi podskupiny. Kmeny v naSem projektu by se
pak €lenily do mnoha podskupin, coz by bylo nepfehledné a zbyte¢né. V zadné
publikaci totiz nebylo detekovano tolik AA zamén (a jejich kombinaci) jako v nasem
projektu.

Skupiny | a Il se vyznacuji nizkou rezistenci vuci B-laktamam, zatimco izolaty

skupiny Il maji vysoky stuper rezistence vaci B-laktamum, v&etné cefalosporind druhé
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generace (cefuroxim) a dokonce i tfeti generace (cefotaxim, ceftriaxon) a
karbapenemum [40,51,52].

Genotyp sPBP3 neobsahuje substituci N526K ani R517H a obsahuje pouze
mutace v genu ftsl, které nevedou k rezistenci na B-laktamy. Pravé poloha mutaci
zfejmeé urcuje, ke kterym B-laktamim a do jaké miry bude kmen rezistentni.

Produkce B-laktamazy =zastava v Evropé prevladajicim mechanismem
rezistence [51,52,53]. Podil izolatd BLPAR byl v poslednich desetiletich relativné
stabilni, avSak vzrustajici incidence rPBP3 vzbuzuje v Evropé obavy. Oba
mechanismy rezistence, enzymaticky i neenzymaticky, se vyskytuji i spole¢né [52,53].
Byly popsany dalSi mechanismy rezistence, napf. nadmérna exprese efluxni pumpy
AcrAB zplsobena mutacemi regulaéniho genu acrR [54]. Ze studii provedenych
z riznych &asti svéta vyplyva, ze nejCastéjsSimi rPBP3 kmeny jsou izolaty ze skupiny Il
[55,56,57,58].
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5 Cile prace

Pfi testovani citlivosti mohou nékteré kmeny H. influenzae s neenzymatickou
rezistenci uniknout pozornosti, protoze mohou byt k aminopenicilinim citlive. Pro
ovéfeni moznosti fenotypové detekce kmend rPBP3 v rutinni praxi diskovou difuzni
metodou s vybranymi B-laktamy byly mikrobiologické laboratofe v CR vyzvany k
zasilani kmenu H. influenzae s podezienim na neenzymatickou rezistenci do Narodni
referencni laboratofe pro antibiotika (NRL pro ATB). Pfestoze se v nazvu disertaéni
prace piSe jen o B-laktamaza negativnich kmenech, byly do projektu zafazeny vSechny
kmeny s neenzymatickou rezistenci, to znamena i ty, které produkovaly B-laktamazu.

U ziskanych izolatd byla nejdfive stanovena citlivost na vybrana antibiotika.
Nasledné byl sekvenovan gen ftsla v navaznosti na ziskané sekvence byla provedena
komparativni analyza za ucelem zjisténi jednotlivych aminokyselinovych substituci a
dale bylo pomoci typizaéni metody MLST zjiStovano, zda ma Sifeni kmena rPBP3 v
CR klonalni charakter.
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6 Materialy a metody

6.1 Kmeny

V letech 2010 az 2018 bylo do NRL pro ATB (SZU Praha, CR) zaslano 228
kmenu H. influenzae s domnélou neenzymatickou rezistenci k B-laktamim (2010—-
2014: n =33 kmen(, 2015: n =41,2016: n =68, 2017: n =71 a2018: n = 16). Kmeny
byly izolovany ze sputa (n = 104), vytéru z nosu (n = 31), krve (n = 23), vytéru z krku
(n = 21), ucha (n = 17), mozkomisniho moku (n = 8), punkce (n = 6), vytéru oka (n =
3), vytéru z pochvy (n = 2). Pivod 13 kmenu nebyl znam. 137 kmen( bylo izolovano
od muzu, 91 izolat byl od zen. Do vékové kategorie 0 — 6 let patfilo 52 kmen(, do
veékové kategorie 7 — 19 let 21 kmen, 20 — 60 let 64 kmend a nad 60 let 91 kmen.
Kmeny byly zaslany z 39 laboratofi ze v8ech 14 kraja CR; Hlavni mésto Praha - 53
kmen(, StfedocCesky kraj - 18, JihoCesky kraj - 33, Plzensky kraj — 19, Karlovarsky kraj
— 7, Ustecky kraj — 3, Liberecky kraj — 2, Kralovéhradecky kraj — 26, Pardubicky kraj —
3, Kraj Vysocina — 4, Jihomoravsky kraj — 18, Olomoucky kraj — 27, Moravskoslezsky
kraj — 15 a Zlinsky kraj — 1.

PFi zasilani do NRL ATB se laboratore fidily doporu¢enim EUCAST (Obrazek
15) [41] a vybiraly kmeny, které:

1) kolem disku s 1 J penicilinu vytvarely inhibi¢ni zénu < 12 mm a neprodukovaly

B-laktamazu.

2) meély negativni skriningovy test s penicilinem, ale naopak vykazovaly rezistenci

k dal§im B-laktamum, nap¥. k cefuroximu.

3) produkovaly B-laktamazu, ale byly rezistentni i k antibiotikim rezistentnim k

ucinkim hemofilové B-laktamazy (amoxicilin/klavulanova kyselina, cefuroxim).

Ziskané kmeny byly nao¢kovany na Levinthal agar (Oxoid, Ceské& republika) a
inkubovany pres noc pfi 35 £ 1 °C a 5 % COg2. Identifikace byla provedena pomoci
MALDI-TOF MS (Microflex, Bruker Daltonics, Némecko), dle navodu od vyrobce.
Uspésnost identifikace kmenti H. infleunzae metodou MALDI-TOF MS se pohybuje
nad 98 % [59].

Z celkového poctu 228 kmenu byla neenzymaticka rezistence potvrzena nize
popsanymi metodami u 216 kmenl. Tyto kmeny se obecné oznaduji jako rPBP3 na
rozdil od kmenu bez neenzymatické rezistence, které se oznacuji jako sPBP3
(neobsahuji R517H nebo N526K). V nasem souboru kmenu bylo jako sPBP3 uréeno
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12 kmenu, tyto kmeny byly laboratofemi interpretovany jako kmeny s neenzymatickou

rezistenci.

Diskovy difuzni test s diskem
1 J benzylpenicilinu
|

Primérzony 2 12 mm | Priimérzény < 12 mm ‘

Hlasi se jako citlivy ke vSem beta- | Test pro g-laktamazu |
laktamtm u nichZ jsou k dipozici
breakpointy. Takovy vysledek vylucuje ‘
produkci B-laktamazy i rezistenci |

zplsobenou jinym mechanizmem

B-laktamaza B-laktamaza
pozitivni negativni
Rezistentni k ampicilinu, VySetil se ostatni p-laktamy VySetii se p-laktamy a hlasi
amoxicilinu a piperacilinu ahlasi sety, které Ize sety, které lIze klinicky
(bez inhibitoru B-laktamazy) klinicky pouzit pouzit

Obrazek 15. Algoritmus screeningu rezistence k B-laktamim u H. influenzae
dle EUCAST

6.2 Testovani citlivosti na B-laktamy

V NRL pro ATB se testovala diskovou difuzni metodou citlivost na penicilin (1
J), cefuroxim (30 ug), ampicilin (2 pg) a amoxicilin/kyselinu klavulanovou (2/1 ug).
Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) cefotaximu (SIGMA) a ampicilinu (ADATAB)
byla stanovena mikrodilu¢ni bujonovou metodou. Jak metoda diskové difuze, tak
mikrodiluéni metoda byly provadény podle metodiky EUCAST (Tabulka 2) [41].
Interpretace vysledkl testovani citlivosti byla provedena podle doporu¢eni smérnic
EUCAST, verze 10.0. Hrani¢ni hodnoty pro rezistenci byly stanoveny nasledovné:
diskova difuzni metoda - penicilin (<12 mm), ampicilin (<18 mm), amoxicilin/kyselina
klavulanova (<15 mm) a cefuroxim (<25 mm); MIC - ampicilin >1 mg/l, cefotaxim
>0,125 mgl/l.

Pro kontrolu kvality provedenych metod vyS$etfeni citlivosti byly pouzity kmeny
H. influenzae ATCC 49766 a ATCC 49247. Produkce B-laktamazy byla testovana
nitrocefinovou metodou [60]. Kmeny B-laktamaza negativni byly fenotypové
definovany jako rPBP3 pfi rezistenci na alespon jedno z B-laktamovych antibiotik.
Kmeny pozitivni na B-laktamazu byly definovany jako rPBP3, pokud byly rezistentni na
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amoxicilin/kyselinu  klavulanovou nebo cefuroxim. Béhem studie byly kmeny

uchovavany pfi -80 °C v 70 % séroglycerinovém bujonu.

Tabulka 2.

Podminky pro vySetfeni citlivosti H. influenzae

B-laktamum diskovou difuzni metodou [41].

Puda

Krevni agar + 5% defibrinovana kornska krev + 20 mg/!
B-NAD (Oxoid)

Objem inokula

2 — 5 ml ve fyziologickém roztoku

Pfiprava inokula

PFfima metoda roztérem kolonii z kultury narostlé na
Levinthal agaru pfes noc

Koncentrace inokula

0,5 dle McFarlandova zakalu

Disky

penicilin (1 J), ampicilin (2 pg), amoxicilin/kyselina
klavulanova (2/1 ug), cefuroxim (30 ug), Oxoid

Inkubace

35°C £ 1 °C, v atmosféfe 5 % CO2 po 1812 h

Odecitani

Pramér inhibiéni zony od okraju nevykazujicich rust

6.3 Testovani citliv

osti na ostatni antibiotika

kK

V ramci stanoveni citlivosti na [-laktamova antibiotika bylo mikrodiluéni

metodou, podle metodiky EUCAST [41], provedeno stanoveni MIC doplikovych

antibiotik: ciprofloxacinu, tetracyklinu, chloramfenikolu a trimetoprim-sulfametoxazolu.

Interpretace vysledkl testovani citlivosti byla provedena podle doporu¢eni smérnic

EUCAST, verze 10.0. Hrani¢ni hodnoty pro rezistenci byly stanoveny nasledovné:

ciprofloxacin >0,06 mg/l; tetracyklin >2 mg/l; chloramfenikol >2 mg/l a trimetoprim-

sulfametoxazol >1 mg/I.

6.4 PCR detekce B-laktamaz

Ovéreni produkce B-laktamazy bylo provedeno pomoci PCR detekce blatem-1 a
blaros-1 [35]. Kmeny H. influenzae CIP 107112 a CIP 104278 byly pouzity jako pozitivni
kontroly pro detekci genu blartem-1 a blaros-1, v daném pofadi.
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e sekvence primeru (ve sméru 5°- 3):
a. blarem-1: primer F:-TGG GTG CAC GAG TGG GTT AC
primer R: TTATCC GCC TCC ATC CAG TC
b. blaros-1: primer F: ATC AGC CAC ACA AGC CAC CT
primer R: GTT TGC GAT TTG GTA TGC GA
e PCR: MasterMix (BioRad); primer R + primer F, voda (Sigma) + 1 ul templatové
DNA; na 1 vzorek: 12,5 ul MM (Mastermix), 0,5 ul primer F (pracovni roztok 10
uM), 0,5 ul primer R (pracovni roztok 10 uM), 10,5 ul vody, koncentrace primer(
FiR=0,3125 uM
» Protokol pro béh PCR: 98 °C — 2 min; 30 cyklG:
1. 95 °C po dobu 10s (denaturace)
2. 53 °C, 30s (annealing)
3. 72 °C, 30s (elongace)
e Vizualizace produktd PCR (viz kapitola 6.9)

6.5 Detekce mutaci v genu fts/ a komparativni analyza

6.5.1 Real-Time PCR pro detekci mutace N526K
Na zacCatku studie byly zaslané kmeny podrobovany dvéma PCR na
pFitomnost/nepfitomnost mutace v genu ftsl, ktera vede k AA zaméné N526K, ktera se
dle literarnich zdroju [61] méla u kmenu vyskytovat. Dvé souc¢asné Real-Time PCR
(RT-PCR, pfistroj BioRad CFX96) byly designované na pouziti bez sond s barvivem
Sybr® Green:
a. RT-PCR pro gen bez mutace vedouci k AA zameéné
b. RT-PCR pro detekci mutace vedouci k zaméné N526K
e sekvence primerd (ve sméru 5”- 3°):
a. PBP-3 (bez mutace):
primer F: ACG GTATTG AGG GCATTG AG
primer R: GCA GTA AAT GCC ACATACTTA
b. PBP-3_N526K:
primer F: ACG GTATTG AGG GCATTG AG
primer R-1(N526K-G): GCA GTA AAT GCC ACA TAT CTC
primer R-2(N526K-A): GCA GTA AAT GCC ACA TAT GTT
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e Protokol pro béh RT-PCR: 95°C 5min; 34 cyklu:
1. 95 "C po dobu 30s
2. 55°C, 30s
3. 72 °C, 3 min, ¢teni vzorkl

Vyhodnoceni RT-PCR:
a. Kmeny neobsahujici mutaci N526K maji pozitivni prvni amplifikacni reakci a
negativni druhou. Vysledky u kmenu s mutaci jsou opacné.
b. Pfi negativité obou detek&nich amplifikacnich reakci je pravdépodobné, ze se
jedna o jinou mutaci.
c. Pozitivni vysledek u obou amplifikaci znamena chybu v postupu a RT-PCR je

tfeba zopakovat

VySe uvedenym postupem bylo ziskavano stale vice nekonzistentnich
vysledkd, které nekorespondovaly s fenotypem rezistence. Proto bylo rozhodnuto o

zméné postupu k detekci AA zameén, viz sekce 6.5.2.

6.5.2 Sekvenace genu ftsl/

Pro dalsi postup bylo rozhodnuto vSechny kmeny (i jiz vySetfené) osekvenovat
v oblasti 977-1597 bp genu fts/ (fragment 621 bp), aby se ovéfila pfitomnost mutaci v
oblasti transpeptidazové domeény PBP3 dle udaju publikovanych v PubMLST [62]:

Prvni amplifikacni reakce, ve které je ziskan 705 bp dlouhy amplikon:
e sekvence primeru (ve sméru 5°- 3°):

a. primer ftsl1F (cilova sekvence fts/ - 936-960%):
GTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGTTAATGCGTAACCGTGCAATTAC

b. primer ftsI1R (cilova sekvence fts/— 1640-1617%):
TTGTGAGCGGATAACAATTTCACCACTAATGCATAACGAGGATC
* Cislovani nukleotidi se vztahuje k &islovani sekvence fts/ H.
influenzae Rd KW20 (ATCC 51907), accesion number L42023. Zelené

je oznagena cilova sekvence pro sekvenaéni primery.
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e PCR mix (na jednu reakci):
H20 - 31,2 pl
dNTPs (kazdy 5 uM) - 2 pl
MgClz (25 mM) - 5 pl
ftsl1F (10 uM) - 2 ul
ftsl1R (10 uM) - 2 pl
High-fidelity Tag polymerase — 0,3 pl
10 X pufr-5 ul
DNA extract - 5 pl
e PCR program: 3 min, 94 °C (denaturace), nasledovano:
a. 10 cyklu: 30 sec, 94 °C; 30 sec, 50°C; 40 sec, 72 °C
b. 30 cykli: 30 sec, 94 °C; 30 sec, 60°C; 40 sec, 72 °C
c. 5minut72°C

Purifikace produktu prvni PCR:
e K ¢isténi amplikond byl pouzit kit ROCHE (viz kapitola 6.8.1.).

Druha, sekvenacni, amplifikacni reakce:
e sekvence primerd (ve sméru 5”- 3°):
a. primer seqftsl1F:
GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA
b. primer seqftsl1R:
TTGTGAGCGGATAACAATTTC
e PCR forward a reverse sekvenacéni reakce (na jednu reakci):
H20 - 7,8 pl
SeqftsF nebo SeqftsR (1 uM) - 3,2 ul
5X pufr - 3 ul
BigDye v3.1* - 2 ul
4 pl purifikovaného prvniho PCR produktu (minimalné 20 ng DNA)
* BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit

Pro klasické PCR amplifikacni reakce byl pouzivan pfistroj BioRad DYAD.
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e PCR program: 1 min, 96 °C (denaturace), nasleduje 25 cykli:

1. 10 sec, 96 °C
2. 5sec, 50 °C
3. 1 min, 60 °C

Purifikace produktu sekvenacni PCR:

e K &isténi amplikond byl pouzit postup uvedeny v kapitole 6.8.2.

6.5.3 Sekvence bazi a aminokyselinova sekvence analyzovaného useku fts/
Kompletni analyzovana sekvence v&etné primer( fisl1F a fisl1R, zlutou barvou
je zvyraznéna analyzovana sekvence:
GTTAATGCGTAACCGTGCAATTACCGATACTTTTGAGCCAGGTTCTACGGT
AAAACCTTTCGTTGTTTTAACCGCACTTCAACGAGGTGTAGTTAAACGAGAT
GAAATTATTGATACTACGTCCTTTAAATTAAGCGGTAAAGAAATTGTGGACG
TTGCACCACGTGCTCAGCAAACTTTAGACGAGATTTTAATGAACTCTAGTAA
CCGTGGTGTAAGTCGTCTTGCATTACGTATGCCACCTAGTGCATTAATGGA
AACTTATCAAAATGCAGGTTTAAGTAAACCGACAGATTTAGGCTTGATCGG
AGAGCAAGTTGGGATTTTGAATGCAAATCGTAAACGCTGGGCAGATATTGA
GCGTGCAACAGTCGCTTATGGTTATGGTATTACTGCGACACCTTTACAAAT
TGCTCGTGCCTATGCAACCCTTGGTAGTTTCGGTGTTTATCGTCCGCTTTC
TATCACTAAAGTTGATCCGCCAGTTATTGGGAAACGGGTTTTCTCTGAAA
AAATAACTAAAGATATTGTGGGAATTTTAGAGAAAGTAGCAATTAAAAATAA
ACGCGCAATGGTGGAAGGCTACCGTGTCGGCGTAAAAACAGGTACGGCAC
GTAAGATTGAAAATGGACATTATGTAAATAAGTATGTGGCATTTACTGCGG
GTATTGCACCAATTAGTGATCCTCGTTATGCATTAGTGGT
Nize je uvedena 207 AA dlouha peptidova sekvence odvozena z 621 bp
fragmentu:
326GSTVKPFVVLTALQRGVVVKRDEIIDTTSFKLSGKEIVDVAPRAQQTLDEI
LMNSSNRGVSRLALRMPPSALMETYQNAGLSKPTDLGLIGEQVGILNANRKRWADI
ERATVAYGYGITATPLQIARAYATLGSFGVYRPLSITKVDPPVIGKRVFSEKITKDIVGI
LEKVAIKNKRAMVEGYRVGVKTGTARKIENGHYVNKYVAFT532
Zelené jsou vyznaceny konzervované motivy (viz kapitola 4.12) na pozicich 327
(motiv S327-T-V; serin-threonin-valin), 379 (S379-S-N; serin-serin-asparagin) a 512
(K512-T-G; lysin-threonin-glycin).
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6.5.4 Komparativni analyza

Ziskand nukleotidova sekvence byla pfelozena na aminokyselinovou (AA)
sekvenci v programu Bionumerics 7.6.2 (Applied Maths, Gent, Vychodni Flandry,
Belgie) a porovnana s AA sekvenci (pozice 326-532) nemutovaného referencniho
kmene H. influenzae ATCC 51907 (GenBank accession number L42023) [63].
Porovnani bylo provedeno v programu Bionumerics, kdy program porovnava sekvenci
bazi, oznacuje silent i missense mutace a vypisuje jakd AA se diky missense mutaci
zménila, a v jakou AA se zménila. Druhou vyuzivanou moznosti bylo porovnavani AA
sekvenci v excelu, kdy zménéné AA byly automaticky oznaceny diky vyuziti funkce If
(podminka ano/ne).

6.6 Multi-Locus Sequence Typing (MLST)

K popisu populaéni struktury kmenu rPBP3 se daji vyuzit rGzné typizaéni
metody, jako je pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), Multiple-Locus Variable
Number Tandem-Repeat Analysis (MLVA) nebo Multi-locus Sequence Typing (MLST).
Metoda MLST, zalozena na alelickém profilu housekeeping genu, je dobfe zavedenou
metodou i pro typizaci bakterii H. influenzae [64] a je diky produkci objektivnich a
jednoznacnych dat nejvhodnéjsi k celorepublikové surveillance infekci zpusobenych
témito kmeny. U metody MLST se sekvenuje pfiblizné 450 bp dlouhy vnitfni fragment
sedmi housekeeping genl (H. influenzae: adk, atpG, frdB, fucK, mdh, pgi a recA).
Podle sekvence se alelam jednotlivych genu pfidéluje &islo a kombinaci téchto
alelickych profilu se ziskava vysledny sekvencni typ (ST) [62].

6.6.1 PCR Multi-Locus Sequence Typing

MLST byla provedena u vSech 228 kmenu. Amplifikaéni reakce probihala s
pouzitim primer( (Tabulka 3) a program@ popsanych nize. Cisla alel a sekvenénich
typu byla pfifazena pomoci programu Bionumerics 7.6.2 a volné pfistupné webové
stranky (Verfejna databaze pro molekularni typizaci a diverzitu mikrobialniho genomu,
https://pubmist.org/organisms/haemophilus-influenzae).
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Tabulka 3. Primery pouzité u sedmi housekeeping gent pro MLST u H.

influenzae
Délka
Lokus Protein Sekvence primeru (5°-3") sekvenovaného
fragmentu (bp)
adk Adenylate up | GGTGCACCGGGTGCAGGTAA 477
kinase dn CCTAAGATTTTATCTAACTC
ATP synthase | up | ATGGCAGGTGCAAAAGAGAT
atpG F1 subunit 447

gamma dn | TTGTACAACAGGCTTTTGCG
Fumarate up | CTTATCGTTG GTCTTGCCGT
frdB | reductase iron- 489
sulfur protein dn TTGGCACTTTCCACTTTTCC

up | ACCACTTTCGGCGTGGATGG

fuck | Fuculokinase " A AGATTTCC CAGGTGCCAGA 345

mdh Malate up | TCATTGTATGATATTGCCCC 405
dehydrogenase | dn | ACTTCTGTACCTGCATTTTG
Glucose-6- up | GGTGAAAAAAT CAATCGTAC

pgi phosphate 468
somerase dn | ATTGAAAGACCAATAGCTGA

recA RecA protein up | ATGGCAACTCAAGAAGAAAA 426

dn | TTACCA AACATCACGCCTAT

Prvni amplifikacni reakce:
e sekvence primera (ve sméru 5°- 3): viz Tabulka 3
e PCR mix (na jednu reakci):
H20 - 20 pl
primer up (10 uM) - 1 pl
primer dn (10 uM) - 1 pl
master mix — 25 pl
DNA extrakt - 3 pl
e PCR program: 4 min, 95 °C, nasledovano
a. 30 cyklu:
1. 30 sec, 95 °C
2. 30 sec, 55 °C
3. 1min, 72 °C
b. 10 min, 72 °C

Purifikace produktu prvni PCR:
e K cidténi amplikond byl pouzit kit ROCHE (viz kapitola 6.8.1.).



Druha, sekvenacni, amplifikacni reakce:
e sekvence primera (ve sméru 5°- 3): viz Tabulka 3
e PCR forward a reverse sekvenaéni reakce (na jednu reakci):
H20 - 3 ul
Seqfts F nebo Seqfts R (1 uM) - 1 pl
5X pufr -1 pl
BigDye v3.1* - 2 ul
3 pl purifikovaného prvniho PCR produktu (minimalné 20 ng DNA)
* BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit
e PCR program: 4 min, 95 °C (denaturace), nasledovano:
a. 30 cyklu:
1. 30 sec, 95 °C
2. 30sec, 55°C
3. 1min, 72 °C
b. 10 min, 72 °C

Purifikace produktu sekvenacni PCR:

e K &isténi amplikond byl pouzit postup uvedeny v kapitole 6.8.2.

6.7 Klonélni analyza

Typizace populace do klonalnich komplexd byla zaloZzena na datech
pochazejicich z MLST a byla provedena algoritmem goeBURST (global optimal on-
line Based Upon Related Sequence Types algorithm) [65], ktery implementuje obecna
pravidla BURST. Pro vypolty a vizualizaci dat byl pouZit program PHYLOViZ
(https://www.phyloviz.net), ktery pracuje pravé na zakladé goeBURST. Algoritmus

BURST obecné vyhodnocuje genetickou vzdalenost mezi kmeny pomoci parové
matice vzdalenosti zaloZzenych na alelickych profilech. Princip klastrovani BURST
spociva ve spojeni kmend s omezenym pocétem neshod v alelickych profilech do
jednoho klonélniho komplexu. Klonalni komplex byl definovan jako skupina ST, které
maji alespon Sest alel (ze sedmi) spole€nych s jinym ¢lenem definované skupiny [64].
Bylo pouzito vychozi nastaveni programu pro ¢tyfi populaéni MLST analyzy:
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1) goeBURST: je Java implementace pravidel algoritmu BURST navrzena
Meatsem et al. [64] vyuZivajici graficky matroidni pfistup, ktery zajistuje
optimalni FeSeni pro umisténi vazeb mezi sekvenacnimi typy (ST).

a) goeBURST level 1 — single locus variant: algoritmus se snazi na
podkladé rozdilu v alelickych variantach zafadit ST do klonalnich
komplexa.

b) goeBURST — Full MLST: algoritmus se snazi na podkladé alelickych
variant dat do vzajemného epidemiologického vztahu vSechny
analyzované ST

2) Hierarchical Clustering - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean (UPGMA): metoda nevazeného parovani s aritmetickym pramérem je
jednoducha aglomerativni hierarchickd shlukova metoda, kdy se nejprve
shlukuji pary sobé nejpodobnéjsi, které se nasledné shlukuji az do konecné
sité.

4) Neighbor-Joining (Studier-Keppler Criterion): jedna se o metodu shlukovani
zdola nahoru (aglomerativni) pro vytvareni fylogenetickych stromd. Algoritmus

vyzaduje znalost vzdalenosti mezi kazdym parem sekvenacnich typa.

6.8 Cisténi produktli po amplifikaénich reakcich

6.8.1 Precisténi po prvni amplifika¢ni reakci

a. Na precisténi malého poc¢tu amplikonu byl pouzit kit High Pure PCR product
Purification Kit, ROCHE. Bylo postupovano dle navodu vyrobce.

b. Na precisténi velkého poctu vzorkl (az 96) byl pouZzit navod pro precisténi
96ti jamkové mikrotitracni desticky + kit Wizard® SV96 PCR Clean-Up
System, Promega:

e SuSeni + precisténi: vakuova aparatura (Promega)

e Roztok MBS protfepat, multikanalovou pipetou napipetovat 50 ul do
jamek, promichat 2-3x, a po 50 ul dat do desticky s filtry, ktera se
zapoji do vakuové aparatury Promega, inkubace 1 minutu, odsavani
30s

e Proplach 80 % etanolem (EtOH): 200 pl, inkubace s EtOH 1 minuta,
vakuum 30 sekund. 3x EtOH promyti
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Na zaveér precisténi destiCku s filtry rdzné oklepat na utérku
Elu€ni aparatura: desticka s filtry a produktem + mikrotitracni
desticka

Sigma voda, 100 pl na jamku. Inkubace 1 minuta, vakuum 1-2
minuty

Po odsati mikrotitracni desti¢ku s produktem zalepit nebo ihned

provést sekvenacni amplifikacni reakci

6.8.2 Precisténi po druhé, sekvenacni, amplifikacni reakci

Chemikalie — octan sodny (NaOAc), EDTA, 100 % etanol (EtOH),
formamid

Do kazdé jamky pfidat 42 pl smési NaOAc + EDTA + EtOH -
promichavani — musi byt pfitomen zakal

Desticku prelepit folii a otoCit 4x dnem vzh(ru (promichani)
Inkubace v mrazaku (-20 °C) — 1 hodina

Centrifugace (centrifuga Universal 32R, Hettich) zalepené desti¢ky —
1 hodina / 4000 rpm

Po centrifugaci odlepit flii z desticky, desticku preklopit na filtracni
papir, poté preklopit na novy filtracni papir a vioZit do centrifugy
dnem vzhdru, 1 min / 500 rpm — dojde k odstranéni zbytku tekutiny
Pfipravit 70% EtOH

Do kazdé jamky napipetovat 60 pul 70% EtOH, prelepit félii,
centrifugace 30min / 3500 rpm

Po centrifugaci vylit obsah na filtracni papir, desti¢ku centrifugovat
1 min /500 rpm dnem vzhUru na filtraénim papiru — dojde k
odstranéni zbytku tekutiny

Desti¢ku vysusit v exikatoru — cca 25 minut

Napipetovat 10 pl formamidu do kazdé jamky

Desticku prelepit folii, inkubovat ve tmé pres noc v chladni¢ce

Po inkubaci sekvenovat nebo ulozit do mrazaku (-20 °C)
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6.9 Vizualizace produktu PCR

Vizualizace produktl klasickych PCR probihala v 1,5% agarézovém gelu
(SeaKem® LE Agarose, Lonza) s pfidavkem barviva Midori Green Advance (NIPPON
Genetics). Pro elektroforetické déleni produktl byla pouzita aparatura CS Cleaver,
Scientific Ltd, s délicim napétim 5 V/cm. K vizualizaci byl pouzit dokumentacni systém
s UV svétlem Infinity, Vilber Lourmat.

6.10 Extrakce DNA

DNA byla izolovana z ¢&isté kultury rostouci 24h v 36 °C na Levinthal agaru v
mikroaerofilnim prostfedi za pfitomnosti 5 % CO2. Postup izolace byl proveden dle
navodu izola¢niho kitu (GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit, Sigma)
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7 Vysledky

Vysledky fenotypovych i genotypovych analyz jsou vétSinou prezentované za
cely soubor méfeni / kmenud. Rozdélenim souboru kmenu na €asti, které by se logicky
nabizely (skupiny rPBP3 [, Il a lll nebo epidemiologické Elenéni Zeny/muzi, material
atd.), nebyly ziskany vysledky odliSné od analyz celého souboru kmend. U vysledkd,
u kterych se jedna o hodnoceni néjaké specifické podskupiny, je tato skuteénost vzdy
uvedena. V téchto pfipadech se také jedna o vétsi podskupinu kmenu se statisticky
dostateCnym poctem zastupcu v dané podskupiné (napf. kmeny produkujici -
laktamazu, kmeny nejpocetnéji zastoupeného sekvencniho typu, kmeny obsahujici

nejcastéjSi kombinaci aminokyselinovych zamén, atd).

7.1 Fenotypova detekce mutaci

V NRL ATB bylo v letech 2010 az 2018 vySetieno celkem 228 izolatd H.
influenzae. 32 (14,0 %) kmenu bylo pozitivnich na gen B-laktamazy blatem-1 a jeden
(0,4 %) na gen blaros-1. Kmen produkujici ROB-1 B-laktamazu byl citlivy k penicilinu a
detekce B-laktaméazy nitrocefinovou metodou byla negativni. I1zolaty byly klasifikovany
do vSech ¢tyf skupin PBP3 (rPBP |, Il, Ill a sPBP). Patnact kmen (6,6 %) patfilo do
rPBP3 skupiny | a 175 kmenu (76,8 %) do rPBP3 skupiny Il. VétS§ina kmenu v téchto
skupinach byla rezistentni, ale existovaly také kmeny citlivé na rtzné [B-laktamy
(Tabulka 4 a 5). Pro oznaceni kmene jako citlivého/rezistentniho k ampicilinu byla
rozhodujici hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), nikoliv velikost inhibi¢ni
zony pfi testovani diskovou difuzni metodou. VSechny kmeny (n = 26, 11,4 %) ze
skupiny Il rPBP3 byly rezistentni k ampicilinu (rozmezi MIC 2-16 mg/l) a 88,5 % (n =
23) kmenud vykazovalo rezistenci k cefotaximu. Rozmezi MIC cefotaximu u rPBP3
skupiny Il bylo 0,125-2 mg/l. Pouze 12 (5,3 %) izolatu bylo pfifazeno ke skupiné
sPBP3. U tfi kmenu v této skupiné vSak byla zjisténa rezistence k cefuroximu.
Jednotlivé kombinace zamén AA u kmenl rPBP3 skupiny | a Il vykazovaly rizné
urovné rezistence k ampicilinu, které €asto kolisaly od citlivych po rezistentni i v ramci
dané kombinace, viz Tabulka 4 a 5. Hodnota MICso prekrocila breakpoint ampicilinu
(>1 mg/l) u 17 kombinaci a breakpoint MICg byl pfekrocen u 19 z 22 kombinaci
zjisténych u B-laktamaza negativnich kment rPBP3 skupin | a Il (Tabulka 4 a 5).
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Tabulka 4. Tabulka uvadi kombinace substituci (seskupenych do skupin rezistence) zjisténé v této studii, rozsah citlivosti k

antibiotikiim a vysledky MLST typizace B-laktamaza negativnich klinickych izolata H. influenzae.

B-laktamaza negativni

Rozmezi naméfenych hodnot MLST
: P . . MIC AMP  MIC CTX  PEN AMC CRX AMP
PBP3 skupiny AA zamény a jejich kombinace N (mg /) (mg /1) (mm) (mm) (mm) MI(CniOg/I\/A:)CgO ST/CC*a
o< A502S 1 1 0.06 12 15 26 11 1218/1218
6-;_] ;’ D350N 6 025-1 0.016-0.03 12-16 17-21 26-28 0.25/0.5 124 (5), 145/11
. A502V, R517H 13 1-4 0.03-0125 6-19 12-19 14-27 2/4 1218/1218 (11),
o s 1840/1218,
L2c 1841/1218
- A368T, A502T, N526K 2 1-4 0.06 6-11 17 20 -23 1/4 950, 1825
A502T, N526K 1 2 0.125 6 13 21 2 12
A502V, N526K 5 1-2 0.03-0.06 6-11 11-15 21-25 2/2 142 (2), 411/422 (3)
g D350N, A437S, A502V, N526K 6 1-4 0.03-0.06 6-11 9-16 15-23 2/4 196 (5), 1837
% D350N, A437S, G490E, N526K, A530S 1 4 0.06 6 7 21 1 390
é D350N, A502T, N526K 8 1-4 006-0125 6-11 10-14 6-21 2/4 183 (2), 1362, 1820,
S 1025 (4)
i D350N, A502V, N526K 1 4 0.06 10 14 22 4 122
% D350N, G490E, A502V, N526K 1 2 0.03 9 15 21 2 2457
) D350N, G490E, N526K, A530S 18 0.25-4 0.008-0.06 6-11 10-18 17-25 2/4 107 (14), 159/1218,
201, 203, 425
D350N, 1449V, N526K 1 1 0.03 12 16 24 1 152
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D350N, M3771, A502V, N526K 74 0.25-16 0.016-0.125 6-12 6-20 11-29  2/8  14/14 (13), 98, 124,
136/367 (2), 165 (8),
203 (3), 262,
367/367 (2),
422/422, 1034/14
(47), 1206/14 (2),
1218/1218
D350N, M3771, G490E, A502V, N526K 6 1 0.03-0.06 6-11 10-14 18-21 1/ 33, 556, 834, 844
3)
D350N, M3771, 1491V, A502V, N526K 1 4 0.125 6 10 18 4 1034/14
D350N, S357N, A502V, N526K 1 2 0.125 9 12 17 2 1822/422
G490E, N526K, A530S 1 2 0.125 9 12 19 2 1858/1218
GA490E; A502V; N526K 1 2 0.06 10 14 17 2 85
1449V, N526K 17 1-4 003-006 6-10 9-15 15-27  2/4 57, 253 (4), 390,
396/396 (7),
687/396, 695/396,
1202/396, 2458
M3771, 1449V, N526K 5 1-4  006-025 6 6-14 12-19 44  11/11(3), 1826/11,
2032/11
N526K 3 05-4 003-0068 8-11 13-17 19-27  1/4 34 (3),
N526K, A530S 5 1-4 006-0125 6-11 12-17 17-25 24 2459, 142 (4)
R501L, N526K 2 1 0.06 6-8 12-13 19-24 1/ 196 (2)
D350N, M3771, S385T, L389F, I519L, N526K | 1 4 0.5 6 6 6 4 2044
= D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, G490E, | 2 4-8 0.5 6 6-12 6-12  4/8 107, 1859
T N526K, A530S
Ej D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, N526K | 2 4- 16 1 6 6 6 4/16 472 (2)
w
o5 D350N, S357N, M3771, S385T, R517H,T532S | 5 2-8 0125-1 6-11 8-15 6-21 4/8 57, 155 (2), 1857,
&9 2031/367
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D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, R517H, | 3 16 1-2 6 6-11 6-17 16/16 142, 264, 2043
T532S

M3771, S385T, L389F, R517H 1 8 1 6 6 6 8/8 142
V3291, D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, 1 8 2 6 13 15 8/8 1609
N526K

N - poCet kmenu; ST — sekvenéni typ; CC - klonélni komplex; MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace; AMP - ampicilin; AMC -
amoxicilin/kyselina klavulanova; CRX - cefuroxim; CTX - cefotaxim; PEN - penicilin; 2 - pocet kmenl ST v zavorce (pouze pokud je
pocet vétSi nez 1); * - CC je uveden pouze u komplexu s nalezenym pfedkem; ST bez uvedeného CC patfi mezi singletony nebo bez

predka; tuéné - nové popsané ST; kurzivou — rezistentni hodnoty.
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Tabulka 5. Tabulka uvadi kombinace substituci (seskupenych do skupin rezistence) zjisténé v této studii, rozsah citlivosti k

antibiotikiim a vysledky MLST typizace B-laktamaza pozitivnich klinickych izolata H. influenzae.

B-laktamaza pozitivni

Rozmezi naméfenych hodnot MLST

PBP3 " AA zamény a jejich kombinace N MICCTX — AMC CRX " g1/cC*2
skupiny (mg /L) (mm) (mm)

V511A 1 0.06 11 23 426

D& D350N 3 0.016 15-16 21-29 388 (3)

s}

a ;’ A388V 1 0.03 17 27 401
P S A502V, R517H 2b 0.016 - 0.06 13-19 23 - 31 146,
= 1218/1218
& % S

A502V, N526K 2 0.03 - 0.06 10- 14 21-23 34,411/422
o D350N, A437S, A502V, N526K 2 0.03 - 0.06 10-13 17-23 836 (2)
I
\=C/ D350N, A502T, N526K 1 0.06 9 19 1860/396
g D350N, G490E, A502V, N526K, A530S 1 0.25 6 12 836
o
% D350N, M3771, A502V, N526K 6 0.03-0.125 6-14 15-23 165 (5),
) 1206/14
i
o M3771, A502V, N526K 3 0.03 - 0.06 11-15 19-20 165 (3)

= D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, G490E, 2 0.5 6-16 8-16 107 (2)

@ N526K, A530S

£

2 % D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, P393L, 1 1 6 6 388

> < R517H,T5328

a8

E D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, R517H 1 1 12 16 422/422
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D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, R517H, 6 1-2 6-12 6 3/367, 103/11

T532S8 (2), 160,
1521, 1824
M3771, S385T, L389F, R517H 1 1 6 6 1836

N - poCet kmenU; ST — sekvenéni typ; CC - klonalni komplex; MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace; AMC - amoxicilin/kyselina
klavulanova; CRX - cefuroxim; CTX - cefotaxim; 2 - poCet kmena ST v zavorce (pouze pokud je pocet vétsi nez 1); © - jeden kmen
obsahoval B-laktaméazu ROB'; * - CC je uveden pouze u komplexl s nalezenym predkem; ST bez uvedeného CC patii mezi singletony
nebo bez predka; tuéné - nové popsané ST; kurzivou — rezistentni hodnoty.
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v . s . s | |
Prehled kombinaci AA substituci . 2§§§$ AS02T, 526K
= A502S
= A502T, N526K
m A502V, N526K
m A502V, R517H
= D350N
m D350N, A437S, A502V, N526K
m D350N, A502T, N526K
= D350N, A502V, N526K
m D350N, G490E, A502V, N526K
m D350N, G490E, A502V, N526K, A530S
= D350N, G490E, N526K, A530S
= D350N, 1449V, N526K
= D350N, M377I, A502V, N526K
D350N, M3771, G490E, A502V, N526K
= D350N, M3771, 1491V, A502V, N526K
= D350N, M3771, S385T, L389F, I519L, N526K
m D350N, S357N, A502V, N526K
m D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, G490E, N526K, A530S
m D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, N526K
m D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, P393L, R517H, T532S
m D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, R517H
m D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, R517H, T532S
= D350N, S357N, M3771,S385T, R517H,T532S
= G490E, N526K, A530S
G490E; A502V; N526K
1449V, N526K
= M3771, A502V, N526K
= M3771, 1449V, N526K
m M3771, S385T, L389F, R517H
m N526K
m N526K, A530S
m R501L, N526K
m R517H
m V3291, D350N, S357N, M3771, S385T, L389F, N526K

Graf 1. Pfehled kombinaci AA substituci zjisténych v této studii u 228 klinickych izolatd H. influenzae. Graf zobrazuje celkové
zastoupeni kombinaci bez ohledu na produkci B-laktamazy. NejCastéji detekovanou kombinaci byla D350N, M3771, A502V, N526K
(35 %).



Citlivost detekce mutaci v genu fts/ pro jednotlivé antibiotické disky (Obrazek
16) se pohybovala od 84,6 % (amoxicilin/kyselina klavulanova) do 92,6 % (cefuroxim),
95,7 % (ampicilin) a 95,7 % (penicilin) (Tabulka 6) a byla kalkulovana jako pomér poctu
B-laktamaza negativnich rPBP3 kmena rezistentnich k danému antibiotiku k souctu 8-
laktaméaza negativnich kmenu ze skupin rPBP3 I, Il a lll (n = 188). Celkova senzitivita
detekce mutaci (99,5 %) (Tabulka 6) byla vypocitana jako pomér z poctu B-laktamaza
negativnich kmenu rezistentnich alespon k jednomu z testovanych B-laktamovych
antibiotik (n = 187) k souctu B-laktamaza negativnich kmenl ze skupin rPBP3 I, Il a lll
(n = 188).

Tabulka 6. Senzitivita detekce mutaci genu fts/ u 228 kmenu H. influenzae

vybranymi antibiotiky, vySetfenymi diskovou difuzni metodou, EUCAST v 10.0

Breakpoint o
Senzitivita

o Obsah (mm)
Antibiotikum _ _ | detekce
disku | pro rezistentni .
mutaci

kmeny
penicilin 1J <12 mm 95,7 %
ampicilin 2 ug <18 mm 95,7 %
amoxicilin/kyselina klavulanova 2/1 ug <15 mm 84,6 %
cefuroxim 30 ug <25 mm 92,6 %

enicilin+ampicilin+amoxicilin/kys.
P P y 99,5 %
klavulanova+cefuroxim?

! obsah diskt a breakpointy jsou uvedeny u jednotlivych disku

7.2 Vysledky vysetfeni citlivosti na ostatni antibiotika

K ciprofloxacinu bylo rezistentnich sedm kmenu (3,1 %), k tetracyklinu pét
kmend (2,2 %), k chloramfenikolu C¢&tyfi kmeny (1,8 %) a ke trimetoprim-
sulfametoxazolu 96 kmena (42,1 %). Jeden kmen produkujici B-laktamazu TEM-1,
sekvencniho typu 1521 a s kombinaci mutaci D350N, S357N, M3771, S385T, L389F,
R517H, T532S byl oznagen jako multirezistentni, byla u néj prokazana rezistence ke

vSem vySetfenym antibiotikm.
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Obrazek 16. Foto diskové difuzni metody klinického kmene B0037174
z naSeho souboru kmenul H. influenzae. Na obrazku jsou patrné disky s antibiotiky,
v pofadi (od shora doprava) amoxicilin/klavulanovéa kyselina, cefuroxim, ampicilin,
penicilin. U tohoto kmene byla hrani¢ni hodnota pro rozliSeni citlivého/rezistentniho
kmene pfekro¢ena u cefuroximu, ampicilinu a penicilinu.

7.3 Diskrepance mezi vysledky vysetifeni MIC a diskovou difuzni

metodou

Z duvodu porovnani vysledkl ziskanych pomoci bujénové mikrodiluéni metody
(MIC) a diskové difuzni metody byl ampicilin testovan obéma vySe zminé&nymi
metodami. Vysledna interpretace (citlivy / rezistentni) by se samoziejmé méla u obou
metod shodovat. Z dostupnych literarnich Udaji [66,67] ale vyplyva, Ze u kmena
BLNAR byvaji ve vyslednych intepretacich nalézané vétsi diskrepance, nez jsou meze
statistickych odchylek. V nasem souboru 228 méreni (228 MIC a 228 diskova difuzni
metoda) bylo pomoci diskové difuzni metody 214 kmenl interpretovano jako
rezistentni, vySetfeni MIC detekovalo rezistenci u 179 kmenu. Shoda obou metod
v rezistenci nastala u 173 kmenu (75,9 %), Sest kmen( bylo pomoci MIC rezistentnich,
diskovou difuzi byly ur€eny jako citlivé. Naopak 41 kmen stanoveny diskovou metodou
jako rezistentni byl pomoci MIC interpretovan jako citlivy. Z tohoto 41 kmene mélo 37
kmenu hodnotu MIC 1 mg/l, cozZ je pfesné hrani¢ni hodnota pro rezistenci (tfi kmeny
s MIC 0,5 mg/l a jeden s 0,25 mg/l). 36 kmenl spadalo do rPBP skupiny II. U této
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skupiny kmenu bylo dale detekovano 26 riznych ST (MLST viz nize, Sekce 7.5), takze

maji velmi malou epidemiologickou souvislost.

7.4 Aminokyselinové zamény v PBP3

Studie zacala s PCR detekci zamény N526K, protoze dle literatury [61] mélo jit
o nejrozSifenéjsi typ mutace. S pfibyvajicimi kmeny s negativnim vysledkem PCR ale
BLNAR fenotypem bylo od PCR skriningu upusténo a vSechny kmeny byly
sekvenovany. PCR dobfe detekovala mutaci N526K pouze v pfipadé, kdy se vyskytla
samostatné, v kombinacich s jinymi mutacemi jiz klesala spolehlivost PCR zachytu.

Komparativni analyza 228 osekvenovanych izolatd odhalila 23 rdznych AA
substituci: V3291, D350N, S357N, A368T, M3771, S385T, A388V, L389F, P393L,
A437S, 1449V, G490E, 1491V, R501L, A502S, A502T, A502V, V511A, R517H, I519L,
N526K, A530S, a T532S. Ve studii bylo nalezeno celkem 37 moznych kombinaci
téchto AA substituci (Tabulka 4 a 5, Graf 1). Zdmény se vyskytovaly pfevazné
v kombinacich od dvou az do osmi zamén (n = 213), pouze 15 kmenl obsahovalo pét
riznych jedno-aminokyselinovych substituci. Tfi kmeny s jedno-aminokyselinovou
substituci, N526K, patfily do skupiny Il a 12 kmenl obsahujicich rizné zamény
(A502S, V511A, D350N a A388V) patfilo do genotypu sPBP3. NejCastéjSi byla
kombinace ¢tyr substituci (D350N, M3771, A502V a N526K), kterou neslo 35 % kmena
(n = 80) a z nich Sest kmenu zaroven produkovalo TEM-1. Tato kombinace trvale
prevladala napfi¢ ¢asovymi obdobimi, 2010-2014: 33,3 %, 2015: 31,7 %, 2016: 33,8
%, 2017: 39,4 % a 2018: 25 %. Substituce N526K byla nalezena v kombinaci (25x)
nebo samostatné u 184 kmenu (80,7 %). Druh&a zékladni substituce, R517H, byla
nalezena v Sesti kombinacich (33 kmen(, 14,5 %). Substituce N526K a R517H nebyly
nalezeny spole¢né v Zzadné kombinaci. Pokud se v PBP3 nachazela vice jak jedna AA
zaména, byla v kombinacich vzdy pfitomna substituce N526K nebo R517H. Kromé
zakladni mutace N526K nebo R517H mély vSechny kmeny skupiny Il (n = 26) takeé
mutace S385T, M377I a dalsi (Tabulka 4 a 5).
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Nize (Cervené) jsou oznaceny pozice s nalezenymi zaménami v 207 AA dlouhé
peptidové sekvenci odvozené z 621 bp fragmentu genu ftsl. V pozici 502 byly nalezeny
celkem tfi zamény. Zelené jsou vyznaceny konzervované motivy (viz kapitola 4.12) na
pozicich 327, 379 a 512:

326GSTHIKPFVVLTALQRGVVVKRDEIBTTSFKLEBGKEIVDVAPREQQTLDEI
LEINSSNRGVERLEBERMPESALMETYQNAGLSKPTDLGLIGEQVGILNANRKRWADI
ERATVHYGYGITATPLQJARAYATLGSFGVYRPLSITKVDPPVIGKRVFSEKITKDIVE
LEKVAIKNKREMVEGYRVGEKTGTARKIENGHYVEKYVEFE532

7.4.1 B-laktamazy u rPBP3 a sPBP3 kmen

Z 228 vySetfenych kmenu bylo 32 kmenu pozitivnich na blatem-1 a 1 kmen na
blaros-1. Z 12 kmenl sPBP3 produkovalo B-laktamazu TEM-1 pét kmend. Z 15 kmena
skupiny | produkoval jeden kmen B-laktamazu TEM-1 a jeden ROB-1. Ve skupiné II,
kam patfilo celkem 175 kmenu s 23 riznymi kombinacemi AA zadmén, produkovalo (3-
laktamazu TEM-1 15 kmenu. NejvétSi pomérné zastoupeni v produkci B-laktamazy
TEM-1 méla rPBP3 skupina Ill, 42,3 % (Tabulka 5).

7.4.2 Mutace v genu fisl

V jednotlivych tripletech se vyskytovala vétSinou jedna mutace, at' uz silent nebo
missense, ktera zpusobuje AA zaménu. Vyjimkou je zdména glycinu na kyselinu
glutamovou v pozici 490, kdy v 16 pfipadech z celkem 25 vyskytl byl triplet dané AA
zasazen mutacemi ve druhé i tfeti pozici sou€asné (8lo o kmeny rdznych ST i s rGznymi
kombinacemi zamén). VySetiované kmeny ¢asto obsahovaly i mnoho silent mutaci v
genu pro PBP3. Byl detekovan kmen, ktery kromé kombinace zamén D350N, M3771,
A502V, N526K, obsahoval dokonce dalSich 35 silent mutaci.

7.4.3 Vztah mezi aminokyselinovymi zaménami a citlivostmi k B-laktamim

Z priméru inhibi¢nich z6n se neda, az na vyjimky, usuzovat na pfitomnost
konkrétnich AA zamén &i jejich kombinaci. Rozsah naméfenych hodnot byl ¢asto velmi
Siroky (Tabulka 7). Jako pfiklad Ize pouzit nejCastéji se vyskytujici kombinaci zameén
D350N, M3771, A502V, N526K, kdy je v Tabulce 7 uveden rozsah naméfenych hodnot
inhibi€nich zén u jednotlivych B-laktamd a MIC ampicilinu. Pouze u nékolika kment

citlivost korelovala s AA zaménami, i kdyz ne na 100 %. Jednalo se o kmeny obsahuijici
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kombinaci zamén A502V, R517H, které byly €asto citlivé k penicilinu a rezistentni

k cefuroximu.

Tabulka 7. Pfiklad rozsahu naméfenych hodnot inhibi¢nich z6n jednotlivych (-
laktam@ a MIC ampicilinu. V tabulce jsou uvedeny rozsahy naméfené u kombinace AA
substituci D350N, M3771, A502V, N526K.

Obsah Rozmezi | Rozmezi | % kmena
Antibiotikum . hodnot hodnot | v citlivé

disku .

(mm) (mg/l) oblasti

penicilin 1J 6-12 1,3
ampicilin 2 ug 6-20 3
ampicilin MIC 0,25-16 11,3
amoxicilin/kyselina klavulanova | 2/1 ug 6-20 5
cefuroxim 30 ug 11 -29 5

7.5 Multi-Locus Sequence Typing a analyza klonalnich komplexu

Ve sbirce 228 kmenu bylo stanoveno celkem 74 raznych ST, v€etné 15 novych
ST: ST 1820, ST 1822, ST 1824, ST 1825, ST 1826, ST 1836, ST 1837, ST 1840, ST
1841, ST 2032, ST 2043, ST 2044, ST 2457, ST 2458 a ST 2459, viz tabulky 4 a 5. U
vybranych novych ST bylo také detekovano Sest novych alel: aptG (alela 138, ST
2458), frdB (197, ST 2044), mdh (285, ST 1825; 303, ST 2043 a 325, ST 2457) a pgi
(272, ST 1826). Devét novych ST byly nové kombinace jiz znamych alel. Ve &tyfech
ST doséahl pocet kment 10 nebo vice: ST 1034 (n = 49, 21,5 %), ST 103 (n=17,7,5
%), ST 14 (n =13, 5,7 %) a ST 1218 (n = 13, 5,7 %). Od roku 2014 je dominantni ST
1034 (31,6 %), s oscilaci incidence v nasledujicich letech mezi 15-28 %. Vysledky
vSech Ctyf pouzitych populacnich analyz, goeBURST — level 1 — single locus variant;
goeBURST — Full MLST; MLST-Hierarchical Clustering UPGMA a MLST - Neighbor-
Joining Studier-Keppler Criterion, ukazuji na velkou epidemiologickou riznorodost
kmenu a na velmi nizkou pfibuznost kmenud obsahujicich AA zamény R517H a N526K.
Vzajemna fylogeneticka vzdalenost mezi jednotlivymi ST je znazornéna na Obrazku
17, 18, 19 a 20. U kmenu (n = 80) s nej¢astéjsi kombinaci zamén (D350N, M3771,
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A502V a N526K) bylo identifikovano 12 rdznych ST, z nichz dominoval ST 1034 (n =
47; 58,8 %) (Graf 2). Klonalni analyza pocitana jako single locus variant of alleles
(algoritmus BURST) odhalila Sest klonalnich komplext (CC) se spoleénym ST
predkem (celkem 113 kmenu), osm CC bez nalezeného spoleéného ST predka
(obsahujici pouze 2 ST; n = 36) a 33 singletonu (n = 79), Obrazek 18. CC s nalezenym
ST predkem byly: CC 11 (n =8, ST 11, ST 103, ST 145, ST 1826 a ST 2032), CC 14
(n=64, ST 14, ST 1034 a ST 1206), CC 367 (n =6, ST 3, ST 136, ST 367 a ST 2031),
CC 396 (n =11, ST 396, ST 687, ST 695, ST 1202 a ST 1860), CC 422 (n = 7, ST
411, ST 422 a ST1822) aCC 1218 (n =17, ST 159, ST 1218, ST 1840, ST 1841 a ST
1858).

50
45
40
35

30

O T©

25

20

= D O

15

10

ST14 ST98 ST 124 ST 136 ST 165 ST 203 ST 262 ST 367 ST 422 ST ST ST
1034 1206 1218
MLST

Graf 2. Zastoupeni jednotlivych ST u nej¢astéjsi kombinace AA zamén D350N,
M3771, A502V, N526K (n = 80). U této kombinace bylo celkem nalezeno 12 rlznych

ST, dominoval ST 1034 (n = 47). Tyto ST patfily do péti klonalnich komplexu (CC 14,
CC 367, CC 422, CC 1218 a CC 98/1362) a jednoho singletonu.
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7.5.1 goeBURST - single locus variant
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Obrazek 18. Vysledek analyzy MLST goeBURST — level 1 u 228 kmenl H.
influenzae. Cisla koresponduji s ST. V8echny Udaje byly generovany (vypod&itany a
vizualizovany) pomoci PHYLOViZ 2.0 (www.phyloviz.net). Klonalni analyza, po¢itana
jako single locus variant of alleles (algoritmus goeBURST), odhalila Sest klonalnich
komplexua (CC) s nalezenym plvodnim ST (komplexy s fialové oznacenymi ST, kde
prostfedni, zelené oznaCené ST je puvodni, od kterého jsou fialové ST odvozené;
celkem 113 kmenU), osm CC bez nalezeného plavodniho ST (obsahujici pouze 2
spojené ST; n = 36) a 33 singletonu (n = 79).

Témeér shodné vysledky byly ziskany u kalkulace a vizualizace pfi implementaci
pravidel double locus variant of alleles a dokonce i triple locus variant of alleles.
ProtozZe je klonalni komplex definovan jako skupina ST, které maji alespon Sest alel
(ze sedmi) spolecnych s jinym &lenem definované skupiny (tzn — single locus variant),

je detailné uvedena jen tato varianta.
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7.5.2 goeBURST - Full MLST
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Obrazek 19. Vysledek analyzy MLST goeBURST — Full MLST u 228 kmenu H.
influenzae. Cisla koresponduji s ST. V8echny Udaje byly generovany (vypoditany a
vizualizovany) pomoci PHYLOViZ 2.0 (www.phyloviz.net). Algoritmus goeBURST —
Full MLST se snazi dat do vzdjemného epidemiologického vztahu vSechny
analyzované ST. Z analyzy je patrné velké rozvétveni znacici malou vzajemnou
pFibuznost kment. Cisla mezi jednotlivymi ST udavaji poget odlinych alel mezi
danymi ST. Jesté pfi kalkulaci quadruple locus variant of alleles se soubor kmenu
rozpada na 19 distinktnich skupin a singletond. Az pfi pouziti maximalniho mozného
poctu alelickych variant (6 odliSnych alel) algoritmus BURST propojil celou populaci.
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7.5.3 Hierarchical Clustering - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic

Mean

—q—:gﬁ * * ST 1218 (n = 13, 57 %) byl
L . nejcastéjsi ST se substituci R517H
155 (kombinace A502V, R517H, n = 11).

— 1
E— |—i§§§ ** ST 1034 — nejvice zastoupeny ST

I g v celém souboru (n = 49, 21,5 %)
367
| £ kmen(, z nichz 48 mélo nejbézné;si

183 kombinaci AA substituci ve studii:

203
ﬂ—l—:;g% D350N, M3771, A502V a N526K.
930

HammingDistance

Obrazek 17. Vysledek analyzy MLST-Hierarchical Clustering (metoda UPGMA,
vzdalenost méfitka: 150; vySka meéfitka: 16; mezni prah: 3,49) 228 kmenl H.
influenzae. Cisla koresponduji s ST. V8echny Gdaje byly generovany (vypoéitany a
vizualizovany) pomoci PHYLOViZ 2.0 (www.phyloviz.net). Fylogeneticka vzdalenost
jednotlivych ST naznacuje Siroky puvod a maly vzajemny vztah mezi kmeny rPBP3

skupiny I, skupiny Il, skupiny Il a sPBP.
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7.5.4 Neighbor-Joining - Studier-Keppler Criterion
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Obrazek 20. Vysledek analyzy MLST - Neighbor-doining Studier-Keppler
Criterion u 228 kment H. influenzae. Cisla koresponduji s ST. VSechny Gdaje byly
generovany (vypocitany a vizualizovany) pomoci PHYLOViZ 2.0 (www.phyloviz.net).
Algoritmus Neighbor-Joining Studier-Keppler Criterion se snazi dat do vzajemného
epidemiologického vztahu vS8echny analyzované ST. Zanalyzy je patrné velké
rozvétveni znacici malou epidemiologickou pfibuznost kmenu. Ze vSech pouzitych
epidemiologickych analyz tento algoritmus nejlépe ilustruje velkou fylogenetickou
vzdalenost dvou hlavnich ST, které jsou na obrazku pro lepS$i pfehlednost zvyraznéné.
ST 1218 (n = 13, 5,7 %) byl nejcastéjSi ST se substituci R517H (kombinace A502V,
R517H, n = 11). ST 1034 — nejvice zastoupeny ST v celém souboru (n = 49, 21,5 %)
kmenu, z nichZ 48 mélo nejbéznéjsi kombinaci AA substituci ve studii: D350N, M3771,
A502V a N526K. Z analyzy je patrna velice nizka vzajemna pfibuznost kmenu se

zvyraznénymi ST.
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Graf 3. Trend rezistence k B-laktamovym antibiotikdm u H. influenzae v letech
2010-2019 a podil enzymatického a neenzymatického mechanismu rezistence v
Ceské republice. Graf vychazi z udaji surveillance rezistence k ampicilinu a
amoxicilinu/kyseliné klavulanové u H. influenzae zpusobuijicich infekce dychacich cest
(http://www.szu.cz/respiracni-studie-atb-rezistence).

Data (https://apps.szu.cz/rp/respiracni_patogeny.php) jsou kazdoro¢né
shromazdovana Néarodni referenéni laboratofi pro antibiotika, Statni zdravotni Ustav,
Praha, Ceska republika.
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8 Diskuse

Udaje ze surveillance antibiotické rezistence u H. influenzae zptsobuijici infekce
dychacich cest (akutni sinusitida, akutni otitis media a komunitni pneumonie), které
kazdoro¢né shromazduje NRL pro ATB, ukazuji rostouci trend (Graf 3) u kmenl H.
influenzae s neenzymatickou rezistenci na B-laktamové antibiotika v CR [68]. Od roku
2010 doslo k celkovému narastu rezistence vaci ampicilinu u H. influenzae z 8,6 % v
roce 2010 na 22,1 % v roce 2019. Ve stejném obdobi vzrostl podil kmenu rPBP3 z 0,8
% na 7,7 %. Zatimco mira BLPAR je téméF konstantni, podil kmenu rPBP3 se od roku
2010 zvysil 10krat [68]. V prvnich letech sledovani byl vyskyt kmenu rPBP3 vzacny;
od roku 2014 se prevalence zvyS$ila na maximum v roce 2017 (71 kmen). Postupné
byly kmeny rPBP3 izolovany z celé CR. V ramci celého &asového Useku studie mély
vSechny spravni kraje CR zastoupeni mezi izolovanymi kmeny.

Rozdéleni kmenu podle vékovych kategorii odrazi obecné pravidlo, Zze nejvyssi
prevalence onemocnéni byva u lidi v seniorském véku a mezi malymi détmi. Také u
zavaznych infekci zptsobenych H. influenzae, kterych bylo v letech 2009-2020 v CR
evidovano 258, byla nejvétsi vékové specifickd nemocnost hldSena u déti do jednoho
roku a u osob nad 65 let [23].

Bylo prokazano, Zze expozice cefuroximu ma stimulaéni uc€inek na zvyseni
vyskytu rPBP3 kmenl H. influenzae ve srovnani s amoxicilinem/kyselinou
klavulanovou [69,70]. V Ceské republice vzrostl vyskyt kmena H. influenzae rPBP3 ve
stejném obdobi, kdy se spotieba cefuroximu zdvojnasobila ze 1,2 definovanych
dennich davek [DDD] na 1000 obyvatel v roce 2010 na 2,3 DDD na 1000 obyvatel v
roce 2017 [71].

Disertaéni prace je prvni komplexni praci v Ceské republice, ktera se zabyva
vyskytem rPBP3 u kmenu H. influenzae. Je zaméfena na popis fenotypové detekce
kmenl rPBP3, jejich klonalni distribuci a také podrobnou analyzu AA substituci a jejich
kombinaci v PBPS3.

Senzitivita detekce neenzymatické rezistence jednotlivymi [(-laktamovymi
antibiotiky byla stanovena pomoci analyzy vSech 228 kmenu. Nejvyssi citlivost detekce
kmenl rPBP3 prokazal screeningovy test s 1 J penicilinu (95,7 %). To je v souladu s
EUCAST a napfiklad i s vysledky autort Aguirre-Quifionero et al. [72]. Stejnou citlivost
(95,7 %) ale prokazal i test s ampicilinem (2 pug). Screening s penicilinem a ampicilinem
pfi spole€ném testovani diskovou difuzni metodou Ize doporucit pro detekci kmenu s
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mutacemi v PBP3. Tento screening dosahuje kombinované citlivosti 98,9 %. Pouze
dva (0,9 %) kmeny rPBP -laktaméaza negativni (AA kombinace A502V, R517H) byly
citlivé na penicilin i ampicilin.

Byly zaznamenany rozdily ve vysledcich testovani citlivosti na ampicilin mezi
metodou MIC a metodou diskové difuze, stejné, jak ukazaly vysledky i jinych studii
[66,67]. Definice B-laktamové rezistence u H. influenzae je spojena s hodnotami MIC.
Na rozdil od produkce B-laktamazy je chromozomalné kédovana rezistence spojena s
postupnym a méné vyraznym zvySenim MIC, ktera se ¢asto pohybuje kolem hodnoty
breakpointu a tim se interpretace vySetfeni citlivosti stava obtiznou, protoze
opakovana stanoveni MIC se od sebe mohou liSit 0 £1 hodnotu dvojnasobné fedéné
koncentracni fady [66]. V zavislosti na pouzité metodice existuji rozdily v procentech
shody mezi metodami. Metodika CLSI [73] udava hodnotu breakpointu ampicilinu 2
mg/l. Pfi takto nastavené hodnoté je dle autort Barry et al. [67] shoda mezi MIC a
diskovou difuzni metodou provadénou na médiich rdznych vyrobcl dokonce jen 12 —
44 %. Metodika EUCAST [41] udava hraniéni hodnotu u ampicilinu pro rezistenci 1
mg/l, ktera jiz 1épe detekuje kmeny BLNAR, pfesto z naSeho souboru méfeni vyplynula
shoda MIC s diskovou difuzni metodou pouze ve vysi 75,9 %. Data z Tabulky 7 pak
ilustruji konkrétni pfipad, kdy u kombinace substituci D350N, M3771, A502V a N526K
je uvedeno srovnani detekce rezistence pomoci diskové difuzni metody a MIC
ampicilinu.

Poc&atecni vyuziti screeningu N526K [61] pomoci PCR detekce se ukazalo jako
nedostate€né pro zachyt kmend se zménénymi PBP3, protoZze neodrazelo
fenotypovou detekci rPBP3. Bylo rozhodnuto prejit k sekvenovani oblasti 977-1597
bp genu ftsl [62], pfevodu ziskané sekvence bazi do sekvence aminokyselin a
nasledné komparativni analyze se sekvenci nemutovaného kontrolniho kmene.

Provedena srovnavaci analyza odhalila v nasi sbirce 228 kmen( 37 kombinaci
a 23 ruznych AA substituci v proteinu PBP3. Tato Cisla jsou vy$$i nez v podobnych
studiich [72,74,75], pravdépodobné kvuli nasemu vét§imu poctu kmenl nebo delSimu
sledovanému ¢asovému obdobi. Substituce N526K, nej¢astéji nalézana substituce na
sveété [40,55,56,76], byla nejbéznéjsSi substituci také v nasi studii. Nejcastéjsi
kombinace substituci v testovaném souboru byla D350N, M3771, A502V a N526K,
kterou mélo 35 % (n = 80) kmenu. VySe zminéna kombinace byla velmi ¢asto nalezena

i v nékterych dalSich zemich [72,74]. Nejvétsi poCet zaznamenanych AA substituci v
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jednom kmeni byl osm a vyskytl se u péti kmenu, u kterych jsou pfidavné mutace v
okoli 379S-S-N381 motivu a tyto kmeny jsou rezistentni k cefotaximu.

Vzhledem k velkému poctu AA substituci a jejich kombinaci neni mozné urcit
konkrétni pfispévek kazdé substituce k B-laktamové rezistenci. Jako pfiklad Ize uvést
unikatni substituci V329I, ktera se jako jedina ze vSech 23 nalezenych substituci
nachazi pfimo v oblasti vysoce konzervovaného AA motivu (S327-T-V329). Tato
substituce byla popséana pouze v jediné publikaci [77]. V naSi sbirce je V329l pfitomna
u jediného kmene, ktery je rezistentni k cefotaximu (MIC 1 mg/l), s kombinaci AA
substituci V3291, D350N, S357N, M3771, S385T, L389F a N526K. Pro MIC cefotaximu
1 mg/l postacuji ale jen zamény S385T a M3771 [76,78]. Jak je vidét, dokonce ani
mutace zasahujici pfimo do konzervovaného motivu neudéluje kmenu vyssi MIC
k cefotaximu, nez které je dosazeno u kmenUl bez této zameény.

Druhou nejcastéji se vyskytujici zaménou je D350N, ktera byla pfitomna v 19
kombinacich i samostatné (celkem 151 kmenu, 66,2 %). Tato substituce je nejcasté;si
napf. v Australii [58]. Z osmi kmenU nesoucich samotnou substituci D350N bylo pét
citlivych na vSechny testované B-laktamy. Jeji pfinos k hodnoté rezistence je tudiz
diskutabilni. Co je doopravdy pFi¢inou rezistence u zbylych tfi kmenu s touto zaménou
je nejasné. To samé plati i pro AA zaménu A388V vyskytujici se samostatné u jednoho
kmene. Dany kmen produkoval B-laktaméazu, ale byl citlivy k amoxicilin/klavulanatu i
k cefuroximu. Néktefi autofi [75,79] uvadéji, ze tyto substituce spolu s A368T a R510L
nemaji zadny vliv na rezistenci. Pozice A502 je nejvariabiln&jsi pozici s ohledem na
pocet AA zamén v proteinu PBP3. Na této pozici byly nalezeny tfi rizné substituce,
A502S, A502T a A502V. Substituce na pozici A502 jsou dale tieti nejCastéjSi zaménou
(nalezeny v 16 kombinacich nebo samostatné, celkem u 134 kmenu, 58,8 %). Podle
Skaare [55] a Tristam [79] udéluje zaména A502V rezistenci k B-laktamim v nizkém
stupni. Z&meény v této pozici ale zfejmé také nebudou mit velky pfinos k rezistenci. Lze
to vyvodit z faktu, Ze v naSem souboru kmenu byl nalezen jeden kmen s jedinou AA
zaménou (A502S), ktery byl citlivy na v8echny B-laktamy.

V nasem studijnim souboru bylo 26 kmenu rPBP skupiny Ill, se substitucemi
M3771, S385T a N526K nebo R517H nalezenymi ve vSech téchto kmenech. Substituce
S385T spoleéné s N256K nebo R517H jsou dle dostupné literatury nezbytné pro
rezistenci na cefalosporiny 3. generace [40,76,78]. Byla ale nalezena jedna kombinace
zamén, u které tento predpoklad neplatil: tfi z péti kmend s kombinacemi D350N,
S357N, M3771, S385T, R517H a T532S byly citlivé na cefalosporiny 3. generace (MIC
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cefotaximu 0,125 mg/l). Naproti tomu kmeny rezistentni k cefotaximu byly nalezeny ve
skupiné Il v kombinacich D350N, G490E, A502V, N526K, A530S (jeden kmen s
produkci B-laktamazy) a M3771, 1449V, N526K (dva z péti kmenu se stejnou kombinaci
AA substituce bez produkce B-laktamazy). Kmeny rPBP3 rezistentni k cefotaximu se
vyskytuji jiz od 90. let 20. stoleti zejména v nékterych asijskych regionech [76,80,81].
V evropskych zemich byl vyskyt az do roku 2008 velmi vzacny a prvni klonalni Sifeni
bylo popsano z Norska [82], v CR byly prvni takové kmeny zachyceny v roce 2015
[83].

Pro zjisténi epidemiologické souvislosti kmend byla pouzita metoda MLST.
Opouzdrené typy H. influenzae na zakladé analyzy sedmi housekeeping gent spadaji
dle literarnich zdroji0 pouze do nékolika klonalnich komplext (CC), zatimco
netypizovatelné kmeny vykazuji vysoky stupen diverzity. Existuje dokonce i souvislost
mezi urcitymi sekvenéni typy (ST) a specifickou kolonizaci sliznic nebo dokonce typem
infekce [70,84]. Nasledné klonalné fylogenetické analyzy ukazaly velikou heterogenitu
populace Ceskych rPBP3 H. influenzae. Podobné fragmentovana populace byla
hlagena napf. z Norska, Spanélska, Italie a Japonska [85,86,87,88,89]. | pii porovnani
fylogenetické vzdalenosti mezi jednotlivymi skupinami rPBP3 vykazaly vSechny MLST
analyzy nizkou pfibuznost mezi kmeny rPBP3 skupin I, Il a lll, reprezentovanymi ST
1218 a ST 1034. ST 1218 pfevladal ve skupiné | (n = 12/ 15) a nevyskytoval se u
kment ze skupin Il a lll. ST 1034 prevaluje v Ceské republice a naopak ST 1218 byl
zjistén jako dominantni v Japonsku [89]. Ani kmeny izolované z krve (n = 25), ani
kmeny produkujici f-laktamazu (n = 33), netvofily homogenni skupiny, spadaly do 15ti,
respektive 19ti rdznych ST. Kmeny rezistentni k cefotaximu (n = 26) byly izolovany
pfevazné od cizincl nebo se jednalo o importované kmeny. U této skupiny kmenu tak
neni prekvapenim velka diverzita, patfily do 15ti rGznych ST. Pouze u 20 % kmenu
zaslanych z 19 laboratofi reprezentujicich deset regiont CR se da hovofit o klonalnim
a témér celorepublikovém rozsifeni. Jedna se o 49 kmenld ST1034 s kombinaci AA
zamén D350N, M3771, A502V, N526K.

Nase studie ma urcitd omezeni. Klonalni experimenty k potvrzeni pfinosu
jednotlivych AA substituci k B-laktamové rezistenci nebyly provedeny a mohou byt
predmétem dalSich studii. Podle Thegerstréma [90] i uméle zaklonované mutace jiné
nez ty, které byly zjistény v této studii, snizovaly citlivost k aminopenicilindm. To
naznacuje, ze rozsah mutaci vedoucich k rezistenci je Siroky a Zze se mohou nadéle

vyskytovat nové AA substituce. Experimenty k detekci dalSich domnélych mechanismu
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rezistence, které by mohly mit vliv na citlivost na B-laktamy, nebyly provedeny. Velkou
otazkou je, jak velky vliv na vyslednou hodnotu citlivosti mohou mit tyto
domnélé/piidruzené mechanismy rezistence, jako je nadmérng exprese efluxni pumpy
AcrAB [54]. Tento mechanismus by mohl vysvétlit vyskyt Sirokého rozmezi citlivosti i
v ramci jedné AA kombinace [72]. NaSe nepublikovana data ukazuji, Ze mutace v AcrR
represoru efluxni pumpy AcrAB mohou vést k rezistenci dokonce i v nepfitomnosti AA
substituci v PBP3.
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9 Zavéry

Zavérem lze fici, ze nalezené kombinace AA substituci a heterogennich
populaci kmenlt rPBP jsou v souladu s nékterymi vysledky uvadénymi ostatnimi
zahrani¢nimi autory. Byly nalezeny kmeny s N526K a kmeny s R517H a nejbé&znégjsi
kombinaci AA substituci je D350N, M3771, A502V a N526K. V Ceské republice se podil
kmenl rPBP mezi kmeny rezistentnimi na ampicilin neustale zvySuje [68]. Alarmuijici
je také narust poc¢tu kmenu rezistentnich na cefotaxim. Rostouci prevalenci kmena
rPBP3 Ize vysvétlit zvySenou spotiebou cefuroximu, ale také vznikem genotypu rPBP3
H. influenzae s vyssi klinickou vyznamnosti.

Fenotypova detekce kment BLNAR je obtizna, a proto Ize predpokladat, Zze
skute€ny vyskyt tohoto typu rezistence muze byt vySSi. Dosavadni pozorovani
skute€né naznacuji, ze nalezené mutace nemusi byt vzdy fenotypové vyjadieny a
rutinni testovani citlivosti na aminopeniciliny spolehlivé nerozliSuje kmeny BLNAR od
citlivych populaci. Ke $patnému rozliSeni BLNAR od citlivych populaci pfispiva i to, Zze
mnoho kmenu vytvafi kolem diskd inhibi€ni zony s nejasnymi okraji a mnohdy Ize na
plotné pozorovat i nékolik inhibiCnich z6n kolem jednoho disku. To muize vést
k nespravné zméfenym hodnotdm a k chybnému zafazeni kmene jako BLNAR
negativni ¢i naopak jako BLNAR pozitivni. Je proto nanejvy$ vhodné pokracovat ve
sledovani antibiotické rezistence na narodni urovni a naucit klinické laboratofe
spolehlivé rozpoznavat kmeny rPBP v klinickych vzorcich. Pro maximalni spolehlivost
fenotypové detekce vSech znamych typd mutaci genu fts/ musi byt vSechna &tyfi 3-
laktamova antibiotika testovana sou¢asné pomoci diskové difuzni metody. Pro rutinni
vyhledavani kmend s mutacemi v PBP3 v klinické praxi lze vramci zachovani
rozumnych finanénich nakladu doporucit jako screening pouziti pouze dvou diskd,
penicilinu (1 J) a ampicilinu (2 pg). Tento screening dosahuje kombinované senzitivity
98,9 %.

72



9.1 Zavéry v bodech:

1.

Nalezena Sirokd Skala aminokyselinovych zamén, celkem 23 ruznych AA
substituci: V3291, D350N, S357N, A368T, M377l, S385T, A388V, L389F,
P393L, A437S, 1449V, G490E, 1491V, R501L, A502S, A502T, A502V, V511A,
R517H, I519L, N526K, A530S, a T532S.

Zameény byly u kmenu prevazné v kombinacich, celkem ve 37.

3. NejCastéjsi byla kombinace Ctyf substituci D350N, M3771, A502V a N526K,

celkem u 80 kment

Nejasny prFispévek jednotlivych AA zamén k Urovni rezistence je ziejmé také
ovlivnén moznymi jinymi mechanismy rezistence.

Analyzy zaloZzené na MLST odhalily malou vzajemnou epidemiologickou
souvislost mezi vSemi kmeny.

Klonalnim Sifenim je mozny nazvat pouze vyskyt 47 kmenlG s kombinaci
substituci D350N, M3771, A502V a N526K, které spadaly do jednoho ST 1034
a klonalniho komplexu CC 14.

Velka fylogenetickd vzdalenost mezi kmeny obsahujicimi dvé zakladni AA
zamény, R517H a N526K.

Nejlepsi predpoklady pro odhaleni kmend s neenzymatickym mechanismem
rezistence pomoci finanéné nenaro¢né diskové difuzni metody ma antibiotikum
penicilin spole¢né s ampicilinem (obé 95,7 % senzitivita)

Relativné velké procento (10,1 %) kmenu rezistentnich k cefalosporinim treti

generace mezi zachycenymi kmeny.

10.Pro lepSi celkovou detekci a pro lepSi shodu mezi vysledky MIC a diskové

difuzni metody u kmend s neenzymatickou rezistenci by muselo dojit k Upravé

EUCAST breakpointl testovanych B-laktamovych antibiotik.
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