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Genova exprese genu porint a beta-laktamaz béhem u€inku
beta-laktamovych antibiotik a efekt inokula u klinickych

izolatl Klebsiella pneumoniae

ABSTRAKT

V poslednich letech narusta pocCet publikaci, které se zabyvaji
Klebsiella pneumoniae jako jednim z nejvyznamnéjSich nozokomialnich
patogenu a pfredmétem studii je pfedevSim narUstajici rezistence k Sirokému
spektru antibiotik. Diplomova prace je zaméfena na expresi genu skupiny
AmpC - a to plaktamazy DHA-1 a jejiho negativniho regulatoru AmpR a
soucasné i porint OmpK35 a OmpK36 a na efekt inokula. V praci byly
pouzity jiz dfive charakterizované kmeny Klebsiella pneumoniae. Plazmidy,
které byly ziskany z téchto kmenl byly transformovany do typové odliSnych
divokych kmenl Klebsiella pneumoniae a nasledné byla provedena jejich
typizace s pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE) a multilokusové
sekvenacni typizace (MLST). Pro sledovani genové exprese byla pouzita
metoda RT-PCR s pouzitim specifickych primert a TagMan sond. Ve vétSiné
vzorkll byla exprese zavisla na pritomnosti induktoru. Vysoce rezistentni
kmeny vykazuji rlzny expresni profil, ale exprese blapya1 zUstava
indukovatelna cefoxitinem. RGzna regulace exprese byla také pozorovana
u transformantd. Na zakladé ziskanych udaji se domnivame, Ze dfive
popsany regulaéni mechanismus genu skupiny AmpC neni vSeobecné
pouzitelny a ziskané vysledky naznacuji, Ze regulace je ovlivnéna vice
faktory. Skute€nost, Ze AmpC se chova odliSné v riznych klonech, podstatné
komplikuje obecné pfijata interpretaCni kritéria a stejné tak i statistickou

analyzu klinickych nalezu.
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AmpC, B-laktamaza, ST11, OmpK35, OmpK36, efekt inokula



Gene expression of porin and beta-lactamases genes during
the beta-lactam antibiotic treatment and effect of inoculum

size on Klebsiella pneumoniae clinical isolates

ABSTRACT

In recent years, Klebsiella pneumoniae has been increasingly reported
to be one of the most important nosocomial pathogens, and it is usually
resistant to many antibiotics. In this work, we focused on the expression
of the AmpC group flactamase DHA-1 and its negative regulator AmpR,
as well as the porins OmpK35 and OmpK36 and on effect of inoculum.
We used well-characterized Klebsiella pneumoniae strains in this study.
Plasmids obtained from these strains were also transformed into different
wild-type Klebsiella pneumoniae strains, which were typed by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) and multi-locus sequence typing (MLST). Gene
expression analysis was performed by RT-PCR using specific primers
and TagMan probes. In most strains, expression was dependent on the
presence of an inducer. The highly resistant strain showed a different
expression pattern, but the expression of blapya.1 remained inducible
by cefoxitin. Different regulation was also observed in the transformants.
Based on our data, we suggest that the previously described regulatory
pathway for AmpC is not generally suitable, and we propose that there
are more regulatory factors in the pathway. The fact that AmpC behaves
differently in different clones also complicates the establishment of general

interpretation criteria as well as the statistical analysis of clinical outcomes.
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Seznam pouzivanych zkratek

ACC — typ B-laktamazy

ACT - typ B-laktamazy

ADP — adenosindifosfat

BHI — Brain heart infusion médium

BHQ - black hole quencher

bla — oznaceni genu kodujicich B-laktamazy
CAZ — ceftazidim

CFE - typ B-laktamazy

CFU - colony forming unit

CLSI — Clinical laboratory and standards institute
CMY - typ B-laktamazy

CTX — cefotaxim (vyplyva z textu)

CTX —typ B-laktamazy (vyplyva z textu)
DHA — typ B-laktamazy

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
ESBL - Sirokospektra B-laktamaza
EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FAM — karboxyfluorescein

FEP — cefepim

FOX — typ B-laktamazy

GES - typ B-laktamazy

IMP — typ B-laktamazy

IS — inzercni sekvence

LAT — typ B-laktamazy

LB — Luria — Bertani médium

Mbp — milion paru bazi

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MIR — typ B-laktamazy

MLST — multilokusova sekvenacni typizace
MOX — typ B-laktamazy

Omp — vnéjSi membranovy protein



OXA - typ B-laktamazy

PCR — polymerazova fetézova reakce
PFGE — pulzni gelova elektroforéza
PSE — typ B-laktamazy

RNA — ribonukleova kyselina

RT — reverzni transkripce

SDS — dodecylsulfat sodny

SHV — typ B-laktamazy

ST — oznageni kmenu

TE, TBE — Tris EDTA pufr, Tris-borat-EDTA pufr
TEM — typ B-laktamazy

UDP - uridindifosfat

VIM — typ B-laktamazy

Xbal — exonukleaza



0 Uvod

V poslednich letech prudce narlista pocet zdokumentovanych pfipadd
akvizice genul B-laktamaz (B-laktamazy s rozSifenym spektrem ucinku, AmpC
cefalosporinazy, karbapenemazy) u druhu Klebsiella pneumoniae. Mezi
vyznamné B-laktamazy patfi pfedevSim cefalosporinazy AmpC — serinoveé
proteazy, které jsou schopny hydrolyzy penicilinG a cefalosporind,
inhibovatelné kloxacilinem a kyselinou fenylboritou (HRABAK 2007). Rozsah
ucinku téchto cefalosporinaz je vyznamny predevsim z pohledu antibiotické
|éCby, protoze zminéna antibiotika patfi k vyznamnym lékim pfilécbé
zavaznych infekci.

Mechanismus odpovédi na antibiotikum ze strany Klebsiella
pneumoniae zahrnuje nejenom ziskané geny pro produkci cefalosporinaz
kam patfi i nami sledovana skupina genid AmpC, ale i regulace produkce
porin  OmpK35 a OmpK36, které umozfuji prostup B-laktami
do periplasmového prostoru (HRABAK 2008).

Jednou z rozsSifenych AmpC cefalosporinaz u kmenu Klebsiella
pneumoniae je ziskana cefalosporinaza DHA-1, kddovana genem blapya-1.
Puvod tohoto enzymu je pravdépodobné u vlastni (angl. intrinsic) AmpC
pfitomné v genomu Morganella morganii, kde se gen blapna.1 hachazi spolu
s negativnim regulatorem AmpR. Mobilizaci tohoto elementu inseréni
sekvenci ISCR1 doSlo k pfenosu celého clusteru na plazmid. Jestlize je
mobilizovan pouze gen blapna-1, k inducibilni produkci enzymu nedochazi.
Vyznam regulatoru AmpR, ktery je obecné popisovan jako DNA vazebny
protein regulujici expresi AmpC, byl popsan v pfedchozich studiich (REISBIG
et al. 2003).

Samotna indukce AmpC genu je popisovana jako podminéna
pfitomnosti genovych produktl v podobé AmpG, AmpD (proteiny podilejici
se na syntéze peptidoglykanu) a AmpR, lze ji v8ak také indukovat
pritomnosti nékterych antibiotik, jako napfiklad cefoxitin a imipenem
(REISBIG et al. 2003).

Na rozdil od sousednich stfedoevropskych statu, je vyskyt AmpC typu

DHA-1 u K. pneumoniae v Ceské republice pomé&rné& &asty, proto je



predmétem moji prace predevsim ovéfeni doposud popsanych mechanismi
rezistence na urovni studia exprese genu podilejicich se na expresi AmpC
a hlavnich porini OmpK35 a OmpK36 a vlivu subinhibiénich davek
cefotaximu. Cefotaxim byl zvolen z duvodu nizkych hodnot minimalnich
inhibi¢nich  koncentraci, kdy toto antibiotikum muze byt z hlediska
soucasnych interpretacnich kritérii (EUCAST, CLSI) pouzito k IéCbé infekci
zpusobenych takovymi kmeny. Prace je zaroven zaméfena na zjisténi efektu

inokula u kmenu Klebsiella pneumoniae produkujicich enzym DHA-1.

Konkrétni cile prace jsou:

1) Charakterizace klinickych izolatt Klebsiella pneumoniae ( metody
multilokusova sekvenaéni typizace (MLST), pulzni gelova elektroforéza
(PFGE), replikonova typizace plazmidd, identifikace B-laktamaz).

2) Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci.

3) Zjisténi zavislosti minimalnich inhibi¢nich koncentraci a velikosti inokula
u vybranych B-laktamu (cefalosporinl 3. a 4. generace a karbapenem).
4) Stanoveni exprese hlavnich porinl a S-laktamaz béhem raznych fazi

letalniho Udinku antibiotika.



1 Prehled literatury

Klebsiella sp. je popisovana jako bakterie vSudypfitomna v pfirodé.
Obvykle jsou v literatufe uvadény dvé oblasti vyskytu a to bézné v Zivotnim
prostiedi - v pudé, odpadnich vodach nebo na rostlinach a ve druhém
pfipadé na povrchu sliznic savciu — prasat, koni nebo Clovéka, které
kolonizuji. Vyskytuje se jako soucast pfirozené fléry v ustech, travicim traktu
nebo na kuzi.

Klebsiella pneumoniae patfi mezi gramnegativni, fakultativné
anaerobni  bakterie. Taxonomicky se fadi do rozsahlé Celedi
Enterobacteriaceae, kam mimo samotnou K. pneumoniae patfi dalSi druhy
jako napf. K. ozaenae nebo K. rhinoscleromatis, ale i jiné vyznamneé rody
bakterii, pfedevSim Shigella sp. (v souCasnosti z taxonomického hlediska

nalezejici k druhu E. coli), Escherichia coli, Enterobacter sp. nebo Yersinia

sp.
1.1 Taxonomie rodu Klebsiella

Od roku 1980 se do rodu Klebsiella zaradily i organismy znamé jako
,Klebsiella-like organismy®“. V ramci taxonomického rozdéleni byly popsany
Ctyfi nové druhy: Klebsiella terrigena, Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella
planticola, Klebsiella trevisanii, nicméné pozdéji byly posledni dva druhy
slou€eny pod druh Klebsiella planticola s ohledem na jejich vysokou
homologii sekvenci DNA (GAVINI 1986). Prvotni vyskyt novych druhl byl
sice zaznamenan predevSim v pudé a ve vodnim prostfedi, nicméné pozdéiji
byl prokazan i jejich vyznam jako puavodcl nozokomialnich infekcich,
u Klebsiella planticola navic s vysokou frekvenci prenosu. (PODSCHUN
a ULLMANN 1994). VétSina izolatu pochazela z respiracniho traktu, nicméné
pomérné Casty vyskyt byl zaznamenan i pfi infekci moCovych cest. Hlavnimi
patogeny zuUstavaji Klebsiella pneumoniae a Klebsiella oxytoca, nicméné
i jiné druhy Klebsiella mohou zpUsobovat infekéni onemocnéni. Pro uplnost
je nezbytné dodat, ze taxonomicka klasifikace se u rodu Klebsiella mezi

autory liSi a v nékteré literatufe je Klebsiella pneumoniae uvadéna jako



Klebsiella aerogenes, nicméné v diplomové praci je uvadéna jako
K.pneumoniae a to pfedevS§im v navaznosti na Bergey's Manual
(www.bergeys.org) Nejpouzivangjsi taxonomickou klasifikaci je klasifikace
dle Orskova. Prehled pouzivanych taxonomickych rozdéleni dle autoru je

uveden v Tab. 1.

Autor Cowan Bascomb Orskov

Druh K. aerogenes, edwardsii | K. aerogenes, oxytoca, | K. pneumoniae

subsp. edwardsii edwardsii subsp. pneumoniae
subsp. atlantae K. pneumoniae subsp. ozaenae
K. pneumoniae sensu stricto / lato subsp. rhinoscleromatis
K. ozaenae K. ozaenae K. oxytoca
K. rhinoscleromatis K. rhinoscleromatis K. terrigena
K. "unnamed group" K. planticola

Enterobacter aerogenes | (syn. K. trevisanii)

K. ornithinolytica

Tab.1 — Taxonomicky prehled rodu Klebsiella raznych autort
(MURRAY et al. 2007)

1.2 Fyziologie

Samotna Klebsiella pneumoniae je tyC€inkovita, nepohybliva,
opouzdiena bakterie, charakteristicka fermentaci laktézy, obvyklého rozméru
2um x 0.5 pm.

Klebsiella pneumoniae je opouzdiena polysacharidovym pouzdrem,
které chrani bakterii pfed fagocytézou a dava rostoucim koloniim
charakteristickou mukozni podobu. V literatufe bylo popsano 82 kapsulovych
antigenll, znichz 77 tvofi zakladni rozpoznavaci schéma pro popis
jednotlivych typu. Serotypizace byla jednou z nejrozSifenéjSich technik
pro srovnavani izolatl Klebsiella ssp. (ORSKOV 1984). V soucasnosti je
nahrazena molekularné-genetickymi metodami, jako napriklad
multilokusovou sekvenacni typizaci (MLST) (DIANCOURT et al. 2005).
Identifikace druhi se provadi také s pomoci biochemickych testq,




charakteristickym projevem je produkce lysinové dekarboxylazy, absence
ornithinové dekarboxylazy a vétsina druhd je pozitivni na Voges-Proskaueriv
test. Mezidruhové rozliSeni Ize provést na zakladé vysledku testl, uvedenych
v Tab. 2 (MURRAY et al. 2007). Pro uréeni nékterych druhl se pak pouzivaji
dalSi vybrané testy jako napfiklad utilizace m-hydroxybenzoatu nebo
hydroxy-L-prolinu.

Pro druh Klebsiella pneumoniae je charakteristicka fixace dusiku.
V Celedi Enterobacteriaceae se jedna o unikatni vlastnost, jejimz vysledkem
je redukce vzduSného dusiku na amoniak. (HSUEH 1977) Bylo zjisténo, ze
na regulaci genl pro nitrogenazu se podili strukturni geny
pro glutaminsyntazu gInA a gInG. DalSim produktem metabolismu je
1,3-propandiol, ktery vznika pfi anaerobni fermentaci z glukézy a nasledné
glycerolu. (HUANG 2002)

Druh Indol| ODC | VP |Malonat ONPG|Rast | Rust | ADM
/10°C | /44°C
K.oxytoca + - + + + - + -
K.ozaenae - - - - +/- NZ | NZ NZ
K.pneumoniae - - + + + - + -
K.rhinoscleromatosis | - - - + - NZ NZ NZ

Tab. 2 — Rozdéleni nékterych druhl Klebsiella dle fenotypovych
projevd. Vysvétlivky: ODC

ornithin dekarboxylaza, VP - Voges-
Proskauertv test, ONPG - o-nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid, ADM -

produkce kyseliny z D-melezitosy, NZ — neni znamo

1.3 Genetika

Kompletni genom K. pneumoniae byl sekvenovan vroce 2006
na Genome Sequencing Center Washingtonské university v St. Louis
u kmene Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578. Zahrnuje
jeden cirkularni chromozém o velikosti 5,3 Mbp. Z nich tvofi 57% GC pary.

Sekvenovany organismus obsahoval jesté 5 plazmidd, oznacovanych jako




pKPN3, pKPN4, pKPN5, pKPN6, pKPN7 o velikosti jednotlivych plazmid
0,18 Mbp, 0,11 Mbp, 0,089 Mbp, 0,0043 Mbp, a 0,0035 Mbp s cirkularni
DNA. Genom je pomérem GC part velmi podobny Escherichia coli K-12
(MC CLELLAND et al. 2000).

1.4 Patogenita

Prvni zminky se objevuji v literatufe jiz v pfedminulém stoleti a to
v souvislosti s patogenezi pneumonie (FRIEDLANDER 1882). Patogenni
uCinky Klebsiella pneumoniae i pfes rozvoj mediciny a predevSim
mikrobiologie pretrvavaji do dneSni doby. NejCastéji se jedna o puvodce
onemocnéni mocovych cest, septikémie, pneumonie, cholecystitidy a zanéty
mékkych tkani. NejCastéjSi jsou nozokomidlni mocové infekce (17%)
pfedevS§im u pacientd s neuropatiemi mocového méchyfe, zavedenym
mocCovym katetrem a u pacientd s diabetes mellitus (BENNETT 1995).
Nékteré literarni zdroje uvadeéji, ze rod Klebsiella zpUsobuje
az 10% nozokomidlnich infekci u pacientd v Evropé a jeji vyskyt je
na druhém misté hned za Escherichia coli (PODSCHUN a ULLMANN 1998).
Patogenni kmeny Klebsiella pneumoniae nalézame pomérné casto
u chronickych alkoholiki nebo dlouhodobé hospitalizovanych diabetik(.
Infekce zplsobené Klebsiella pneumoniae jsou také vyznamnym problémem
pfedevSim pro novorozenecka oddéleni nebo jednotky intenzivni péce.
Klebsiella pneumoniae je obvyklou pfi¢inou novorozeneckych sepsi
(GOTOFF 1992). NarGst vyskytu kmenl Klebsiella pneumoniae
produkujicich B-laktamazy s rozifenym spektrem UucCinku a souvisejici
rezistence kdalSim skupinam bézné pouzivanych antibiotik vede
v poslednich letech knarUstu zajmu o tuto bakteri a ke studiu
epidemiologickych charakteristik jejiho Sifeni.

Vyznam infekci, jejichz pficinou byla Klebsiella pneumoniae, byl znam
jiz dfive. Jsou znamy studie, kdy 2 tydny po prvni identifikaci v nemocnicnim
prostfedi vzrostl pocCet infikovanych pacientd diky nozokomialni nakaze
Klebsiella pneumoniae az CcCtyfnasobné (POLLACK 1972), pfiCemz

nozokomialni infekce postihla i pacienty 1é€ené Sirokospektrymi antibiotiky.



Zajimavé je, Ze u léCenych pacientl byl narust kolonizace Klebsiella
nékolikanasobné vysSi nez u pacientl nelécenych.

Jednim z kliG¢ovych parametri pro spravnou I|éCbu je odpovédna
antibioticka politika v nemocnicich. Nesystematické naduzivani antibiotik je
jednim zdavodd vyskytu multirezistentnich kmenG Klebsiella sp.
v nemochnicich.

Obzvlasté nebezpetné a na IéEbu narocné jsou infekce zpusobené
multirezistentnimi  kmeny. Jiz vroce 1970 byly identifikovany kmeny
Klebsiella s rezistenci  k aminoglykosidim (CHRISTENSEN 1972)
anasledné od roku 1982 byl opakované potvrzen vyskyt kmend,
produkujicich B-laktamazy s Sirokym spektrem uc€inku (ESBL — extended
spectrum B-lactamase) (BAUERNFEIND et al. 1981, COOVADIA et al. 1992,
REISH et al. 1993). Nasledkem produkce téchto enzymui jsou kmeny
rezistentni k cefalosporinim vsech generaci. Charakteristickym znakem je
pak jejich rezistence k ceftazidimu a to nejenom pro izolaty Klebsiella
pneumoniae ale také pro Klebsiella oxytoca. V Evropé nejCastéjsSi byly kmeny
produkujici B-laktamazu SHV-5, ve Spojenych statech americkych TEM-10
a TEM-12. V poslednich letech jsou dominantni ESBL typu CTX-M
(LIVERMORE 2007). Z aktualnich statistickych dat za rok 2009 vyplyva,
ze v Evropé je podil ESBL produkujicich kmenu Klebsiella pneumonie vU i
celkovému poctu rezistentnich k tfeti generaci cefalosporini od 72,7 %
do 100 %, v Ceské republice je to pak 79,9 % z celkového poétu 737 izolatd
zahrnutych do  statistickych dat (ANTIMICROBIAL RESISTANCE
SURVEILLANCE IN EUROPE, 2009). Z dlouhodobé statistiky pak vyplyva,
ze rezistence kmenu Klebsiella pneumoniae od roku 2005 do roku 2009
stoupla z 32,43 % na 52,08 %.

Geny B-laktamaz patficich do skupiny Sirokospektrych (ESBL) jsou
nejCastéji neseny na plazmidech. Diky pomérné snadnému pFenosu
plazmidd mezi Cleny Celedi Enterobacteriaceae dochazi ke kumulaci gen(
zodpovédnych za rezistenci a jednotlivé kmeny se  vyskytuji
s tzv. multirezistentnimi plazmidy. Ty jsou zodpovédné za rezistenci vUCi
vétSimu spektru antibiotik (napf. aminoglykosidy, fluorochinolony). U rodu
Klebsiella je vyskyt téchto plazmidd nesoucich geny pro sdruzenou

rezistenci spojen s vysokou stabilitou plazmidd, coz uzce souvisi se stale



Vigvivs

tyto plazmidy. Riziko nakazy témito kmeny je spojeno s délkou pobytu
v nemocnici (HIBBERTROGERS et al. 1995).

Vyskyt kmenU produkujicich ESBL znaéné omezuje moznosti
antibiotické terapie. Za jedny z Iéku, ke kterym jsou tyto kmeny citlivé, jsou
povazovany karbapenemy, pfedevsim pak imipenem a meropenem. Kromé
téchto antibiotik zlUstavaji tyto kmeny citlivé pouze k polymyxinum (kolistinu).
Nicméné evolu¢ni vyvoj Klebsiella sp. a mezidruhovy pfenos genu rezistence
je pravdépodobnou pfi€inou vyskytu rezistence nékterych kmend vUCi
imipenemu. Tyto kmeny obsahuji plazmidové kdédovanou karbapenemazu
(napf. KPC, NDM), ktera podstatné zuzuje moznosti antibiotické 1€Cby.

Pro béznou diagnostiku ESBL kmenl jsou pouzivany double-disc
synergy test modifikovany pro AmpC B-laktamazy (DRIEUX et al. 2008) nebo
komeréné& dostupny E test (napf. AB Biodisk, Dalvdgen, Svédsko). Prvni
metoda je zalozena na pouziti antibiotickych diskd kyseliny klavulanové
a nékterého z cefalosporinti tfeti a d¢tvrté generace (napf. ceftazidim).
Producent ESBL vytvafi zvétSenou inhibi¢ni z6nu, obvykle ve tvaru ,zatky
od Sampariského®, kolem disku alesporni jednoho z antibiotik (aztreonamu,
cefotaximu, ceftazidimu, cefepimu) na strané sousedici s diskem kombinace
amoxicilin/klavulanova kyselina (Obr. 1) Producent inducibilni AmpC vytvafi
deformovanou inhibi¢ni zénu ve tvaru pismene ,D“ u aztreonamu nebo
nékterého z cefalosporini na strané sousedici s diskem kombinace
amoxicilin/klavulanova kyselina (resp. cefoxitinu, nebo imipenemu) (Obr. 2).
Produkce ESBL mulze byt skryta, pokud kmen soucasné produkuje AmpC.
Pro prikaz ESBL je nutno produkci AmpC inhibovat (HRABAK, 2007). Druha
metoda je zaloZzena na porovnani rozdilu samotného ucinku ceftazidimu

a ucinku ceftazidimu a kyseliny klavulanové soucCasné.



Obr. 1. RozSireni inhibicnich zén mezi disky amoxicilinu/klavulanové
kyseliny a cefalosporini (aztreonamu), které je na obrazku zretelné. Mezi
inhibi¢nimi zénami u disku cefpodoximu a kombinace
cefpodoxim/klavulanova kyselina je rozdil =2 5 mm. RozloZeni disku (zleva
do prava, ze shora dolu): cefpodoxim/klavulanova k., cefpodoxim, ceftazidim,
cefotaxim, amoxicilin/klavulanova k., aztreonam, cefepim (prevzato
z www.betalaktamazy.cz, HRABAK et al. 2009).
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Obr. 2. Exprese [-laktamazy AmpC za pritomnosti induktoru
(1-kyselina klavulanova) — kmen K.pneumoniae produkujici enzym DHA-1.
Dochéazi k vytvofeni typické ,D“ zbny v mistech, kde je dostatecna
koncentrace induktoru — cefalosporin (2-cefotaxim, 3-ceftazidim) je v téchto
mistech hydrolyzovan B-laktamazou (prevzato z www.betalaktamazy.cz,
HRABAK et al. 2009).

NejvySsi vyskyt pfi nozokomidlnich infekcich Ize nalézt v moCovém
a dychacim ustroji. Rozdilnost lokalizace ucinku vede k domnénce, ze
patogeneze infekci vyvolanych Klebsiella sp. se bude dle lokalizace liSit.
Faktory virulence u rodu Klebsiella sp. jsou viceCetné (Obr. 3). V minulosti
byly zkoumany modely in vitro a in vivo pfedevSim na mysSich a potkanech.
Neni bez zajimavosti, ze vysledky zkoumani in vitro poskytly odliSné
vysledky nez vysledky ziskané na mysSich a to pfedevSim pfi zkoumani
patogeneze mocovych infekcich. In vivo modely se projevovaly nizSim
patogennim ucinkem a pribé&hy zpusobenych cystitid byly podstatné leh¢i,
nez bylo oCekavano (FADER et al. 1980). Podobné modely byly pouzity
pfi studiu patogeneze urosepse. Vysledky ziskané pomoci elektronové
mikroskopie nasvédcuji rozdilnym mechanismim patogeneze a rozdilnému
chovani in vivo a in vitro modell, coz ztéZuje laboratorni diagnostiku
a rozhodovani v navrhované |écbé (MAAYAN et al. 1985). Dlouholeté
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studium faktorll virulence zahrnuje predevSim oblasti studia patogenity

kapsularnich antigenu, adhesind, lipopolysacharidu a sideroforu.

Serum resistance Adhesins
Type 1 pili (MSHA)

A Type 3 pili (MR/K-HA)
o ' ® KPF-28 fimbriae
% ° CF29K (nonfimbrial)
® [ i i
. Ae Aggregative adhesin

Enterochelin
Aerobactin

]

Capsule .
(77 serotypes) Siderophores

Obr. 3. Schematicka prezentace faktorti patogenity Klebsiella
pneumoniae (PODSCHUN et al. 1998)

1.4.1 Kapsularni antigeny

Kapsularni antigeny jsou pfedmétem studia nejenom z pohledu
patogenity, ale v minulosti byly vyuzivany jako dulezity prvek laboratorni
diagnostiky pro ur€eni jednotlivych kmenl Klebsiella. Zaklad kapsuly tvofi
komplex polysacharidd s opakujicimi se polysacharidovymi podjednotkami
tvofenymi pfedevsim derivaty uronovych kyselin, diky nimz ziskavaji zaporny
naboj (ORSKOV 1984). Skladba jednotlivych jednotek vytvari povrch kapsuly
a dava moznost rozliSit az 77 serotypu. Rozdilnost jednotlivych serotypl je
pri€inou rozdilné virulence. Kapsula vytvafi na povrchu bakterie tlusty obal
s fibrilarni  strukturou, jehoz zakladni funkci je chranit bakterii pfed
fagocytdézou, polymorfonuklearnimi granulocyty a baktericidnimi latkami
(WILLIAMS et al. 1989). Jednim zvyznamnych faktori patogenity je
schopnost inhibice aktivace komplementu, pfedevsSim pak C3 komplementu
(WILLIAMS 1990). In vitro pokusy prokazaly, ze schopnost eliminovat

fagocytdzu je postavena na inhibici diferenciace a omezeni funk&ni kapacity



makrofagl (YOKOCHI et al. 1977). Je nezbytné poznamenat, Zze imunitni
odpovéd hostitele je zavisla na mnozstvi konkrétniho specifického
kapsularniho antigenu, resp. mnozstvi mikroorganismi zodpovédnych
za infekci. Zobecnit virulenci na zakladé skladby povrchovych polysacharidu
v8ak nelze. Studie rozlidujici rdzné polysacharidové antigeny poskytuji velmi
riznorodé vysledky. Jako jedny z mala reprodukovatelnych vysledkd jsou
prokazatelné virulentni ucinky serotypu K1 a K2 (SIMOONS-SMIT 1984).
Pravé tyto typy byvaji nejpouzivangjsi ve studijnich modelech zabyvajicich
se patogenitou a virulenci, nicméné je nezbytné zminit, Ze ne vSechny
kapsularni antigeny byly ve vztahu Kkjejich virulenci dostatecné
prostudovany. Studie PODSCHUNA a ULLMANNA z roku 1992 a OFEKA
etal. zroku 1993 se zabyva priCinou rozdilnych stupil virulence. Jednou
z hlavnich pfi€in je pravdépodobné rozdilny obsah mandzy v kapsularnich
polysacharidech. Kapsularni typy s nizkou virulenci, kam patfi napf. typy K7
nebo K21a obsahuji repetitivni sekvence mandzy-a-2/3-mandzy nebo
L-rhamnozy-a-2/3-L-rhamndzy. Tyto sekvence jsou dobfe rozpoznavany
povrchovymi lektiny makrofagu, které zprostfedkovavaji fagocytozu
nezavislou na opsoninu, znamou jako lektinfagocytézu. Lektinfagocytoza je
definovana jako neopsoninova fagocytéza postavena na rozpoznani
povrchovych lektin na jedné burice a povrchovych sacharidid na druhé
bufice. Tento typ fagocytézy mlze byt fizen nékterymi bakterialnimi
povrchovymi lektiny, jako jsou napfiklad fimbrie nebo lektinovymi strukturami
podilejicimi se na tvorbé struktury receptord. Makrofagy
s mandza-a-2/3-mandza specifickymi lektiny nebo receptory
rozpoznavajicimi manozu vstrebavaji, resp. nasledné zabijeji ty serotypy
Klebsiella, které obsahuji repetitivni sekvence manodza-a-2/3-man6za nebo
L-rhamndza-a-2/3-L-rhamndéza. Naopak serotypy, které maji malou frekvenci
nebo naprosty deficit téchto repetitivnich sekvenci nejsou makrofagy
rozpoznavany a nespoustéji proces fagocytézy. Jednim z dikazd muize byt
napfiklad virulence serotypu K2, ktery v kapsulovém obalu sekvenci
mandza-a-2/3-manéza vibec nema (OFEK et al. 1993). Rozdilnost
chemického slozeni povrchové kapsuly a predevSim vyskyt nebo absence
manozy nebo rhamndzy mize byt faktorem rozhodujicim o virulenci, resp.

o vyznamnosti infekce zplsobené riznymi serotypy Klebsiella sp.



Nicméné studium kapsulovych antigenu a jejich vyznam v imunitni
odpovédi hostitele ma i rozporupiné vysledky. Rizné studie uvadéji rizné
dominantni kapsularni typy, jednim z mala shodnych serotypu je serotyp K2
a jeho pfipadné rekombinanty. K2 je ve vétSiné studii zminovan jako pficina
infekci moCovych cest, pneumonii nebo bakteriémii. Za zminku v pfipadé
serotypu K2 stoji i skuteCnost, ze K2 se obvykle vyskytuje v klinickych
izolatech a jeho vyskyt v okolnim prostfedi je minimalni. Tato skuteCnost
potvrzuje i interakce jiz zminéné v pfipadé lektinofagocytézy — pravé
absence tohoto serotypu v bézZném prostfedi neumoziuje imunitnimu
systému hostitele dostate¢nou imunitni pfipravu a navazujici odpovéd.
Ani tato skutecCnost vSak neni jednoznacna a napfiklad ve studii KABHY et al.
zroku 1997 je uvadéno nékolik mechanismu, které maji vznik a prubéh
infekce vliv. V pfipadé pneumonii hraji vyznamnou roli alveolarni makrofagy
s takzvanym SP-A proteinem podilejicim se na fagocytéze spojené
s kapsularnimi typy obsahujicimi repetitivni sekvence mandzy (K21a). Prvni
mechanismus zahrnuje aktivaci makrofagd SP-A proteinem, druhy pak
vyzaduje nezbytnou opsonizaci mikroorganismu SP-A pfed samotnou

fagocytdzou.

1.4.2 Fimbrie (pili)

Nedilnou soucasti infekce mikroorganismem je vzdy prvotni
kontakt - adheze, ktery v pfipadé Klebsiella sp. zajistuji fimbrie (pili). Ukolem
fimbrii je zprostfedkovat kontakt s hostitelskym, obvykle mukdznim,
povrchem a udrzet mikroorganismus v kontaktu s hostitelskou burkou.
Fimbrie jsou neflagelarni, filamentézni struktury na povrchu bakterie.
Struktury jsou obvykle dlouhé do 10 ym a maji primér od 1 do 11 nm.
Obsahuji polymerni globularni proteinové podjednotky — piliny s molekulovou
hmotnosti od 15 do 26 kDa (OFEK a DOYLE 1994). Schopnost fimbrii
udrzovat kontakt bakterie s bunkami hostitele je obvykle demonstrovana
na erytrocytech. Fimbrie jsou schopny s povrchem erytrocytll aglutinovat
a na zakladé této aglutinacni reakce spolu s D-manézou Ize rozdélit bakterie
do dvou skupin — mandza-senzitivnich (MSHA) a mandza-rezistentnich

(MRHA). Oba tyto typy jsou charakteristické pro rod Klebsiella.



1.5 Charakterizace a typizace Klebsiella
pneumoniae

Identifikace izolatu jako Klebsiella sp., pfipadné jeho druhova
identifikace  vychazi  zobvykle uzivanych metod v rutinnich
laboratofich - b&Znou metodou je kombinace biochemickych testd
a kultivaénich postupu, pouzivan je také komeréné dostupny API systém,
ktery je zaloZzen na vyhodnoceni reakci se substraty nabizenymi uréované
bakterii (napf. vyrobce bioMérieux, SA, Marcy I|'Etoile, France). Nicméné
délka kultivace v kombinaci s biochemickymi testy neni pfilis vhodnou
metodou s ohledem na dobu odezvy pro ziskani vysledku ve vztahu
k zavaznosti epidemiologického nalezu. V minulosti béZnou metodou byla
serotypizace, ktera vyuziva rozlicnych forem kapsulovych antigenu
(ORSKOV 1984). Rod Klebsiella ma obvykle dobfe vyvinuty polysacharidovy
obal, ktery dava koloniim charakteristicky mukdézni vzhled a je jednou
z typickych vlastnosti pro urCeni druhu pfi kultivacnich vySetfenich. Jak jiz
bylo zminéno, celkem bylo popsano 82 kapsulovych antigenl, z nichz
77 bylo pouzito jako zaklad pro rozpoznavaci schéma kapsulovych antigena.
Nevyhodou serotypizace bylo velké mnozstvi zkfizenych reakci, které se
mezi 77 typy antigenu vyskytuji. Je nutné poznamenat, Ze serotypizace je
naro¢na na Cas a prostfedky (je nutné mit k dispozici velké mnozstvi sér)
a jeji interpretace je ponékud subjektivni, protoZze slabé reakce s antigeny je
nékdy obtizné interpretovat. Nevyhodou je také komercni nedostupnost
nékterych anti-kapsulovych sér, takze dourleni pak muze probihat az
ve specializovanych laboratofich. Objektivné je nutné poznamenat, zZe
biochemické testy, serotypizace, bakteriocinova typizace nebo fagova
typizace nejsou samostatné dostatecné vytéZznou metodou a pfi typizaci
musela byt pouzivana obvykle kombinace zminénych metod.

Fagova typizace byla poprvé pouzita jiz vroce 1960. Metoda je
pomérné snadna, ma pomérné dobrou reprodukovatelnost, nicméné typizace
je spolehliva od 19% do 67% v zavislosti na ur€ovaném kmeni. Metoda se
i pfes snadné provedeni prilis nerozSifila a je pouzivana obvykle v kombinaci
se serologickym testovanim (COOVADIA 1992).

Jednou z alternativ pro urCeni kmene je bakteriocinova typizace. Je

alternativou, ktera nezavisi na kapsulovych antigenech a je vhodnym



doplnénim pro typizaci s pomoci kapsulovych antigend (HART 1993).
Bakteriociny jsou baktericidni substance, obvykle proteiny, které bakterie
produkuji za u€elem inhibice rastu ostatnich bakterii, obvykle ¢lenu vilastniho
rodu. lzolaty je mozné charakterizovat diky jejich schopnosti inhibovat
specifické kmeny nebo diky jejich sensitivité k bakteriocinim jinych kmenu.
Rod Klebsiella je znam svoji nepfili§ vysokou frekvenci produkce
bakteriocini a bakteriocinova typizace je jednou z pouzivanych metod.
Nejpouzivanégjsi byla metoda ,scrape-and-point®, ktera nevyuziva na rozdil
od jinych jiz hotové bakteriociny, ale bakteriociny jsou syntetizovany
chemicky na agaru tésné pfed naoCkovanim mikroorganismem. K ockovani
se pouziva vicebodovy inokulator.

Modernimi a v posledni dobé stale vice vyuzivanymi metodami jsou
molekularné biologické metody. Mezi nej¢astéji pouzivané patfi ribotypizace,
multilokusova sekvencni typizace (MLST) nebo pulsni gelova elektroforéza
fragmentu (PFGE) DNA po $tépeni vhodnou endonukleazou. Ribotypizace
zahrnuje uréeni DNA fragmentl, které obsahuji geny kodujici 16S
a 23S podjednotky ribozomalni RNA. Databazovym porovnanim lze urcit
kmen zkoumaného mikroorganismu. Obdobné Ize s vyuzitim databazi
typizovat mikroorganismy metodou MLST, ktera vychazi z pfitomnosti
tzv. housekeeping genu (obvykle 7 genl). Pro typizaci se pouziva
sekvenovani fragmentd DNA o délce do 500 bp a rozdilnost v sekvencich
tzv. housekeeping genl dava moznost rozlisit jednotlivé bakterialni klony
(URWIN 2003). Pulzni gelova elektroforéza je uréena predevsim pro velké
fragmenty DNA. Bézna elektroforéza je schopna pomérné dobre rozliSit
fragmenty o velikosi do cca 15-20 kbp, diky pulzni gelové elektroforéze je
mozné rozliSit fragmenty o velikosti az 2 Mbp. Procedura je postavena
na principu bézné elektroforézy, nicméné s tim, Ze elektrody jsou rozlozeny
pod uhlem 120° a elektrické pole je do gelu vpousténo v definovanych
Casovych intervalech. Opakovana zména orientace elektrického pole je
schopna zajistit velmi dobré rozliseni velkych fragmentd DNA v agar6zovém
gelu (SCHWARZ 1984).



1.6 Antibioticka rezistence

Antibiotickou rezistenci Ize obecné rozdélit na dvé skupiny. Do prvni
skupiny, tzv. pfirozené (primarni) rezistence, patfi rezistence u organismd,
které ve své vlastni struktufe nemaji cilova mista, na ktera by antibiotikum
mohlo puUsobit. Druhy typ rezistence byva obvykle nazyvan jako ziskana
(sekundarni) a je vysledkem evoluce bakterialniho genomu a selekéniho
tlaku prostfedi. Ten je zpUsoben nejenom vyskytem antibiotika v prostifedi
obecné, ale v pfipadé patogennich organismu uCinkem k lé€bé vybranych
antibiotik a obvykle jejich naduzivanim. Ziskana rezistence k antibiotik(im
vznika obecné dvéma zpusoby — prvnim jsou mutace, druhym rozsifeni
genomu o nové, ziskané geny, které s sebou nesou informaci pro zajisténi
rezistence vuCi antibiotiku. Obecné pak lIze krezistenci dodat, Ze je
pfirozenym biologickym fenoménem a v prostfedi lze oc€ekavat vznik
rezistence viéi jakémukoliv, byt nové zavadénému antibiotiku. Sifeni
rezistence se odehrava nejenom na urovni druhu, ale i mezidruhové. Vznik
rezistence je vyznamné ovlivnén zplUsobem uzivani antibiotika (European

Surveillance of Antimicrobial Consumption Project, SINGER et al. 2003)

1.6.1 Mutace
Antibioticka rezistence vznikla mutacemi se v sou¢asné dobé rozliSuje

na dva typy. Tim prvnim je mutace gend, jejichz produkty jsou cilovymi misty
antibiotik. Vysledkem je, Zze se antibiotikum nenavaze. Patfi sem napfiklad
rezistence Mycobacterium tuberculosis vici streptomycinu (SANDER et al.
1997, HALLING et al. 2006).

Za zminku urcité stoji i ribosomalni mutace at uz v 16S podjednotce
napfiklad u Escherichia coli (STASIO et al. 1989) nebo 23S podjednotce
u Streptococcus pneumoniae nebo Chlamydia trachomatis (CANU et al.
2002, MISYURINA et al. 2004) nebo mutace gyrazy, ¢imz u nékterych
mikroorganism0 vznika rezistence vic&i fluorochinolonim (LUZZARO 2008,
SMITH et al. 2010)

DalSim typem jsou mutace genu, které koduji enzymy podilejici se
na inaktivaci ucinku antibiotika. V disledku tohoto typu mutace dochazi

ke zméné substratové specificity, ktera je cilena na strukturu antibiotika.



Mikroorganismy jsou schopny diky témto mutacim modifikovat aktivni mista
enzymuU a pfizpusobovat expresi genu kédujicich tyto enzymy aktualné
pusobicimu antibiotiku. Z pohledu rezistence je dullezité, Ze se zména
odehrava na urovni genetické informace, nikoliv zménou sekundarni nebo
terciarni struktury enzymu. Tim je tato informace dostateCné uloZzena
a pfipravena pro dal$i odpovéd vici novému antibiotiku nebo pro prenos do
jiného mikroorganismu (HEINRICHFREISSE et al. 2008,
RAMDANI-BOUGUESSA et al. 2011, RAYAMAJHI et al. 2011).

Dnes nejméné prostudovanou a pro charakterizaci antibiotické
hyperprodukci inaktivujiciho enzymu, exfluxnich pump podilejicich se
na exportu antibiotika z bunky nebo mutace dalSich slozek buné&cné stény.
Hyperprodukce inaktivujiciho enzymu jsou oblasti, kde je nezbytné zkoumat
celé regulaéni drahy, v€etné jejich negativnich i pozitivnich regulatort a
za podminek, které jsou pro konkrétni mikroorganismus v konkrétnim
prostfedi obvyklé. Jednou z takovychto regulacnich drah je regulacni draha
exprese DHA-1 B-laktamaz u kmenl Klebsiella pneumoniae, coz je ziskana
cefalosporinaza typu AmpC, kodovana genem blapya1 (REISBIG
et al. 2003). Praveé studium regulace této drahy je mimo jiné pfedmétem moji

diplomové prace.

v rv

1.6.2 RozSifeni genomu

Genetické vybaveni zajistujici rezistenci vuci antibiotiku muze burika
ziskat i jinymi zpusoby. Pfenos takovéto informace se muze odehravat
pfenosem na plazmidech, konjugativnich transpozonech nebo bakteriofagy
zajistovanou transdukci. Je samoziejmé, Ze takovyto pfenos genetické

informace vyZaduije i pfipravenost recipientni buriky (HRABAK 2010).

Inserc¢ni sekvence

Jednou z moznosti pfenosu je transpozice inserCnich sekvenci
kratkych usekl DNA s velikosti do 2,5 kbp. Funkce téchto inserénich
sekvenci je omezena pouze na zajisténi jejich mobility (MAHILLON 1998).
Tyto sekvence jsou diky svym vlastnostem schopny zpuUsobovat insercni

mutace, rekombinace, nékdy mobilizuji geny virulence nebo rezistence.



Zakladni  strukturou je gen transposazy, ktera je ohraniCena
tzv. invertovanymi repetice, z nichZ kazda ma dvé domény. Prvni doména je
kratky element 2-3 bp, ktery transposaza rozpoznava jako Stépné misto
a druha doména slouzi jako vazebné misto. K transpozici inser¢ni sekvence
dochazi pfimou vazbou transposazy na invertované repetice s naslednym
rozpojenim vazby a pfenesenim na cilové misto recipientni molekuly DNA.
Inseréni sekvence jsou klasifikovany podle své struktury. V souCasnosti je
u prokaryot popsano jiz kolem 25 rGznych rodin, z nichz kazda d&ita i nékolik
set riznych inser¢nich sekvenci (FLUIT et al. 2004, SOHN et al. 2009).

Inseréni sekvence se mohou podilet i na mobilizaci genli. Pokud se
na molekule DNA vyskytuji sekvence podobné invertovanym repeticim,
mohou byt tato mista transposazou nespravné rozpoznana a misto pfenosu
samotné insercni sekvence dojde k transportu celého elementu. Podobna
situace mlze nastat s Usekem, ktery ohranicuji dvé stejné inseréni sekvence.
Takovato struktura se nazyva kompozitni transpozon (POIREL et al. 2005,
GARZA-RAMOS et al. 2009). Mezi nejCastéjSi insercni sekvence spjaté
s mobilizaci genu rezistence patfi ISEcp1 a ISCR . ISEcp1 je zodpovédna
za mobilizaci nékterych B-laktamaz, predevSim skupiny CTX-M, ale jsou
nalézany také u genl zpUsobujicich rezistenci k fluorochinoloniim - qnr
(LARTIGUE et al. 2006). Elementy ISCR mobilizuji celou fadu genu
rezistence. Ze skupiny B-laktamaz patfi do této skupiny DHA-1, CMY,
OXA-1, OXA-4 nebo geny ze skupiny dfr zodpovédné za rezistenci
k trimetoprimu (TOLEMAN et al. 2006).

Inseréni sekvence se podileji také na zvySeni exprese genu
rezistence. Duvodem je prfedevSim to, Ze invertované repetice tvofi silné
promotory. Pokud se takovyto promotor nachazi v oblasti genu transposazy
dochazi ke zvySené expresi genl nachazejicich se za inseréni sekvenci.
Jednim z pfikladl je inseréni sekvence ISEcp1 u enterobakterii. V pfipadé
genu ESBL typu CTX-M (blactx-w) neni tedy disledkem pouze mobilizace.
U bakteridlnich izolatd s genem blactx.m V jejimz 5° okoli se nenachazi
inseréni sekvence jsou tyto geny exprimovany v zanedbatelné kvantité
a nezpusobuji klinicky vyznamnou rezistenci k cefalosporinim. Pokud vSak

dojde k transpozici ISEcp1 pfed gen blactx.m, dojde ke zvySeni exprese



vyznamnym zptisobem a k projeviim rezistence k cefalosporinim (HRABAK
et al. 2010).

Transpozony

Transpozony jsou mobilni genetické elementy, které jsou pfenaseny
vramci jedné, pripadné vice molekul DNA (mezi chromozomem
a plazmidem) v intracelularnim prostiedi (ROBERTS et al. 2008). Mezi
transpozony patfi jeSté konjugativni transpozony, které jsou vybaveny
systémem pro konjugativni pfenos. Rozdil mezi transpozony a inserénimi
sekvencemi spocCiva vtom, Ze koduji dalSi geny, které pfimo nesouvisi
s jejich funkci. Transpozony obecné obsahuji tfi funkéni jednotky — gen
transposazy, ktera stejné jako u inserCnich sekvenci umoziuje transpozici
a invertované sekvence na obou koncich. Zvlastni skupinou transpozoni
jsou kompozitni transpozony, které jsou ohraniCené dvéma insercnimi
sekvencemi v které mohou byt v opacné orientaci nebo jejichz vnitfni
repetice jsou neefektivni. Funkeni jednotky se pak liSi tim, Ze se na koncich
nachazi vnéjSi a vnitfni konec, které jsou vuci sob& opaCné orientované.
Mechanismus transpozice transpozonu zahrnuje nékolik krokl, jejichz
vysledkem je vystfizeni z molekuly DNA. Ziskana cirkularni molekula je pak
pfenesena na cilové misto recipientni molekuly, ¢imz dochazi k pfenosu
genetické informace, obsazené v transpozonu (HRABAK et al. 2010).

Transpozony jsou vyuzivany pfi mobilizaci integronu. JizZ zminény gen
ESBL blactx-m9 byl nalezen na komplexnim integronu tfidy 1 a jeho
mobilizaci zajiStuje pravdépodobné transpozon Tn402 (NOVAIS et al. 2006).
Podobnym pfikladem je kompozitni transpozon Tn271 , ktery sdruZuje
integron tfidy 1 a dale geny zodpovédné za rezistenci ke rtuti a jejim
slouCeninam (LIEBERT et al. 1999). U grampozitivnich bakterii se
transpozony podileji na pfenosu van genu, které kdduji produkty zpusobujici
rezistenci k vankomycinu a aminoglykosidim u enterokoku. Patfi sem
kompozitni transpozony ohraniené inserénimi sekvencemi 1S1216V
a 1S256. Transpozon Tn1546 byl rovnéz nalezen u kmenl meticilin
rezistentnich Staphylococcus aureus soucasné rezistentnich k vankomycinu
(VRSA) v USA (CLARK et al. 2005).



Integrony

Integron je dvoukomponentni systém, ktery se obvykle nachazi
v molekulach DNA — plazmidech, chromozomech a nékdy na transpozonech.
Prvni komponenta v sobé zahrnuje gen kodujici mistné specifickou
rekombinazu se specifickou sekvenci pro rekombinaci, druha komponenta
sestava z usekl DNA, které se nazyvaji genové kazety a které mohou byt
vlozeny nebo posunuty (KOVALEVSKAYA 2002). V literatufe je mistné
specifickda rekombindza nazyvana s ohledem na jeji funkci a lokalizaci
integraza. Obecné pak integron sdruzuje oteviené dteci ramce — genové
kazety a vklada je do jinych gend, €imz jim poskytuje silné promotory
a umoznuje jejich expresi (CARATOLLI 2001). Pro fadné nasednuti
promotoru je nezbytnou soucasti integronu vazebné misto. Integrony jsou
prezentovany jako samostatné nemobilni elementy, nicméné jsou-li soucasti
transpozonli, pak je jejich pFfenos zajiStén mechanismem pfenosu
transpozonu (NAAS et al. 2001). Integron muze obsahovat velky pocet
genovych kazet. Takové integrony lokalizované na chromozomu nékterych
bakterii se nazyvaji superintegrony. Doposud bylo popsano nékolik
cholerae na chromosomu 2 (FLUIT et al. 2004). Neni bez zajimavosti,
Ze nékteré sekvence, jejichz funkce neni znama, jsou v nékterych
integronech vysoce konzervované a jsou pfenaseny v ramci superintegronu.
Ve vztahu krezistencim jsou integrony zajimavé tim, ze sdruzuji geny
pro rezistenci k antibiotikim (FLUIT et al. 2004). Vyznamnou sloZkou
integronU sdruzujicich geny pro rezistenci jsou jiz zminéné genové kazety.
Jejich soucasti je Cteci ramec a sekvence obvykle oznacCovana jako attC
o velikosti od 57 do 141 bp. Genové kazety jsou mobilnimi elementy
cirkularni DNA, které se mohou volné vyskytovat v cytoplazmé, nicméné
nejsou schopny autonomni replikace. Integraci téchto volnych genovych
kazet zajiStuje do integronovych struktur zajiStuje jiz zminéna integraza.
Mechanismus integrace neni postaven na pfimém rozstépeni viakna DNA

jako je tomu u endonukleaz, ale je velmi podobny mechanismu rozstépeni



provadénym topoizomerazou. Integrace genové kazety je tedy dokoncena
az po replikaci celé molekuly DNA (HRABAK et al. 2010).

Mobilizace integrond nebyla dosud zcela popsana. Jedna se
pravdépodobné o multifaktorialni mechanismus s vice regulacnimi drahami
a s ohledem na velikost genetické informace obsazené v integronech je jejich
studium velmi naro¢né. V soucasné dobé je znamo 5 tfid integron(, které se
liSi predevSim strukturou integrazy a strukturou 3° konzervované sekvence.
Jednotlivé tfidy integronl jsou pak charakteristické obsazenymi genovymi
kazetami, nicméné je nutné poznamenat, Ze na rGznych integronech byly
prokazany stejné genové kazety, coz nasvédCuje vzajemné vymeéné mezi
jednotlivymi integrony.

Pavod integrond neni zcela znam. Nizkd homologie integraz
nasvédcuje vyskytu vice nez 60 let, tj. déle, neZ jsou pouzivana antibiotika.
Zajimavou teorii plvodu integront pfinesl napfiklad MAZEL v roce 20086,
nicméné v oblasti pldvodu integronu nepanuje pfiliSna shoda. Jako soucasti
chromozomdu jsou superintegrony pravdépodobné po dobu evoluce bakterii.
Jak uvadi FLUIT (2004) Ize se domnivat, ze plvod genovych kazet
souvisejicich s antibiotickou rezistenci je v superintegronech. Mezi
nejznamnéjSi geny vyskytujici se na superintegronech i integronech
kodujicich rezistenci k antibiotikiim patfi gnr, ktery kéduje proteiny zaijistujici
rezistenci k fluorochinolondim (HRABAK et al. 2010).

Vyskyt integrond byl jiz mnohokrat popsan u gramnegativnich bakterii,
nicméné jejich vyznam narusta s Sifenim metalo-B-laktamaz a dalSich
karbapenemaz, jenz jsou vétSinou kddovany na integronech. K integronim
se vazi i B-laktamazy GES, IMP,VIM, OXA a jiné (FLUIT et al. 2004).
Samotnd exprese na integronech svice kazetami je pak zavisla
od promotoru a poradi jednotlivych kazet. Obvykle je exprese nejvySsi
u prvnich genu za promotorovou oblasti, nicméné nékdy jsou tyto exprese
inhibovany a v expresnich profilech se objevuji jako podstatné vice
exprimované geny na vzdalenéjSich genovych kazetach (FONSECA et al.
2011). Nehledé na expresni profily je nezbytné zminit, Zze pofadi genovych
kazet zahrnutych vintegronu podstatné mikroorganismu zjednodusuje

produkci molekul podilejicich se na rezistenci, coz v dusledku znamena



sdruzenou selekci rezistence k vdem antibiotikim, jejichz genové kazety jsou
zahrnuty v integronu.

Pro moji praci je typickym a vhodnym pfikladem komplexni integron
tfidy 1 vyskytujici se u kmenU K. pneumoniae, které produkuji AmpC
B-laktamazu DHA-1. Ve studii VERDET et al. (2006) bylo sledovano
11 izolatl Klebsiella pneumoniae, u nichz byly nalezeny a sledovany 4 typy
integront se 2 — 4 genovymi kazetami obsahujicich rdzné typy genu
vztahujicich se k rezistenci. Podrobna analyza oblasti blapna-1 ukazala,
Ze nékteré oblasti zahrnuji sekvence velmi podobné nékterym operonim
ze zcela jinych bakterii (sap ze Salmonella enterica nebo psp obvykle
se vyskytujici v Enterobacteriaceae). Navic v nékterych integronech
se objevily inserty pravdépodobné kodujici aminoglykosidovou
acetyltransferazu a rifampinovou ADP-ribosyltransferazu. Je velmi
pravdépodobné, Ze bakterie obsahujici takovyto integron je schopna byt
rezistentni k Sirokému spektru antibiotik. Takovéto izolaty se objevuji
i v Ceské republice (HRABAK et al. nepublikovana data) a jsou mimo jiné

predmétem studia moji diplomové prace.

Plazmidy

Plazmid je obvykle mala kruhova dvouvlaknova molekula DNA
schopna autoreplikace. Geny obsazené na plazmidech nejsou
pro mikroorganismus esencialni, nicméné jejich vyznam, zvlasté pak ve
vztahu k rezistenci vUici antibiotiku nelze podcenit. Velikost plazmidd se
obvykle pohybuje od 1 do 1000 kbp a jejich poCet v burice dosahuje rozpéti
od 0 do nékolika set plazmidl na jednu bunku. Typové Ize plazmidy rozdélit
na F-plazmidy ko&dujici geny pro konjugaci, R-plazmidy kédujici geny
pro rezistenci, Col-plazmidy kodujici bakteriociny nebo degradativni plazmidy
kodujici geny pro degradaci nékterych chemickych slou€enin, napfiklad
toluenu. Nékteré literarni zdroje uvadeéji jesté dalSi skupiny plazmidd, obvykle
pak vztazené k funkci genli obsazenych na plazmidu (BARON et al. 1996).

KliCovym prvkem pro zachovani plazmidu v bakterialni burce je
vzdjemna inkompatibilita plazmidid. Dle NOVICKA (1987) lze rozdélit
inkompatibilitu na symetrickou nebo vektorovou. U symetrické se pfi déleni
ztraci kazdy rlzny plazmid ve stejném poméru Kk jinym plazmidim,

u vektorové se jeden plazmid ztraci s podstatné vyssi pravdépodobnosti nez



jiné pfitomné plazmidy. V jedné bunce se mohou vyskytovat oba
mechanismy inkompatibility. Symetricka je pravdépodobné zplsobena
sdilenim esencialnich replikacnich molekul a souvisejicich mechanism
vramci celkového plazmidového Cisla. Vektorova je pravdépodobné
ovlivnéna interferencemi mezi fragmenty klonovaného plazmidu obsahujiciho
prvky pro replikaéni kontrolu nebo podplrné systémy nebo prvky zajistujicimi
kontrolu replikace. Nékdy je replikace vybraného plazmidu zcela blokovana.
Je nezbytné poznamenat, Ze plazmidova inkompatibilita je vysoce
pravdépodobnostni zaleZitost, ktera je ovlivnéna mnoha faktory.

S ohledem na vzajemnou inkompatibilitu byly definovany &tyfi zakladni
skupiny plazmidl, oznacCované jako IncF, IncP, Ti, Incl, z nichz kazda ma
jesté vnitini rozdéleni.

Pfenos plazmidl a s nimi i nezbytné genetické informace je provadén
horizontalné a je nazyvan konjugaci. Jak uvadi HRABAK et al. (2010), je
a vurCittm ohledu je srovnatelna se sexualnim Zzivotem u eukaryot. Co
do objemu vymény genetické informace je konjugace asi nejvyznamnéjSim
mechanismem, zajistujicim tuto vyménu. Dnes jsou znamy transfery
z konjugativnich plazmid bakterii (Agrobacterium, Rhizobium) do genom
eukaryotnich bunék za ucelem prfenosu genetické informace obsazené
na plazmidu (THOMSON et al. 2011).

Konjugativhim plazmidem se rozumi plazmid, ktery koduje kompletni
genetickou informaci nezbytnou pro jeho transfer z jedné burnky do druhé.
Nékteré plazmidy, které toto vybaveni nemaji a vyuzivaji pomoci
konjugativnich plazmidud, se nazyvaji mobilizovatelné. Samotny konjugativni
plazmid miva velikost i vice nez 30 kbp, mobilizovatelné plazmidy maji
velikost obvykle mensi nez 15 kbp, nicméné na rozdil od konjugativnich
se vyskytuji ve velkém poctu kopii. Pro samotny transfer do recipientni buriky
je nezbytné, aby plazmid obsahoval MOB oblast potfebnou k mobilizaci,
konjugativni plazmidy maji navic genetickou informaci pro T4SS protein,
ktery umoznuje vytvoreni spojovaciho kanalu mezi donorovou a recipientni
burikou (GARCILLAN-BARCIA et al. 2009).

Typizace plazmidd s pomoci PCR replikonového typovani je relativné

mlada metoda a epidemiologicka data o typech plazmidd nesoucich geny



rezistence jsou dosud neuplna. Pfesto se zda, Ze geny nékterych
Sirokospektrych B-laktamaz nebo nékterych ostatnich genu rezistence jsou
kédovany na plazmidech stejnych typ (HRABAK et al. 2010). Naptiklad
blacyy na plazmidech IncA/C,Incl1, IncN, blay na plazmidech IncA/C, IncN.
Komplexni analyza kmenu Escherichia coli produkujicich ESBLa typu
CTX-M-15 izolovanych v rznych zemich svéta prokazala plazmidy IncFlI,
nékdy pak s replikony FIA a FIB. Na téchto plazmidech byly neseny geny
blaoxa-1 a aac(6°)-1b-cr (COQUE et al. 2008).

1.6.3 Membranové elementy podilejici se na rezistenci

Mezi dalSi oblasti studia rezistence patfi napfiklad chovani
mikroorganismu vac¢i raznym typum antibiotik. Zakladni rozdéleni antibiotika
na hydrofobni a hydrofiini je dulezitou diferenci pro chovani
u gramnegativnich bakterii a na syntéze porin, obsazenych v membrané
a zaijistujicich vstup do bunky. Pravé mnozstvi porind, regulované na urovni
exprese, muze byt kliCovou odpovédi bunky na ucinek antibiotika.
Zajimavym mechanismem jsou i efluxni pumpy, které aktivné z buriky
vypuzuji antibiotikum. Efluxni pumpy a poriny jsou pro Enterobacteriaceae
typickou kombinaci pro zajisténi odpovidajici membranové permeability.
Kontrola efluxnich pump a exprese porinovych genu je zajis§téna na nékolika
urovnich. Prvni z nich je pozitivni regulace obecnymi nebo specifickymi
transkripénimi faktory, které koordinuji expresi na vice genech, dale je to
negativni regulace represorl na genech kédujicich porinové nebo efluxové
komponenty a odpovéd na chemické faktory, které spoustéji jeden nebo vice
komplext provazanych regulacnich kaskad (DAVIN-REGLI et al. 2008,
TAKATSUKA et al. 2010).



1.7 Poriny

Bunéfné membrany jsou zakladem adaptivni bariéry, ktera chrani
prokaryoticky genom pfed jeho poskozenim. Na tomto nepropustném
povrchu vytvareji buriky hydrofilni kanaly tvofené proteinovymi strukturami,
jejichz ukolem je zajistit prostup membranou pro definovanou skupinu
molekul, obvykle Zivin (Obr. 4). Takovym typem kanalu jsou poriny. NejCastéji
se poriny vyskytuji u gramnegativnich tycek, coz je dano pfedevsim skladbou
membran na jejich povrchu, ktera se od grampozitivnich vyznamné liSi.
Vyznamnou roli hraje periplasmovy prostor, ktery u gramnegativnich bakterii
muze tvofit az 40 % objemu buriky. V periplasmé probiha velké mnozstvi
biochemickych reakci vedoucich k ziskavani zivin, syntéze peptidoglykanu,
transportu  elektrond a zneSkodrovani toxickych slou€enin. Pravé
v periplasmé se nachazeji enzymy podilejici se na rezistenci k antibiotikim
(HOLST et al. 2005, KLEIN et al. 2005).

Poprvé byly poriny popsany vroce 1976 (NAKAE). Prvni
identifikované poriny byly OmpC a OmpF u Escherichia coli. Pozdéji byly
objeveny i u grampozitivnich bakterii a k dneSnimu dni jsou nalézany napfic
druhy jak zprokaryot, tak zeukaryot. V zavislosti na jejich
fyzikalnéchemickych vlastnostech a okoli se poriny vyskytuji nejastéji jako
trimerni nebo monomerni struktury. OmpA u Escherichia coli nebo OprF
u Pseudomonas aeruginosa jsou typickymi monomernimi poriny, OmpF
u E. coli je pfikladem trimerniho proteinu. Trimerni poriny jsou tvofeny tfemi
monomery, které jsou vétSinou spojeny Cetnymi povrchovymi smyCkami nebo
podjednotkami (WEISS et al. 1992). Disociace téchto monomerl je mozna
pouze za velmi kritickych podminek — za vysokych teplot nebo pfi ucinku

silnych detergent(.



Obr. 4. Schematické znazornéni nékterych kanalt zajistujicich prostup
bakterialnimi membranami. Vlevo trimerni porin, vpravo efluxova pumpa.
(kresbu poskytla E. Chudackova)

Proteiny tvofici poriny jsou v zavislosti na druhu a podminkach
exprimovany v pomérné vysokém mnozstvi, poCet monomeru pfipadajicich
na jednu buriku se pohybuje od 10* -10° kopii. Regulace syntézy porinl je
nékdy zavisla na pfitomnosti odpovidajici molekuly vyskytujici se v prostfedi
— maltdéza indukuje expresi maltoporinu LamB, sachardéza nebo fruktdéza
podobné reguluje porin ScrY. Hladovéni na fosfaty umozriuje expresi PhoE.
Uroveri exprese osmoporinu OmpC u Escherichia coli je Ffizena ompB
regulonem, slozeného zenvZ a ompR genu — jedna se o Kklasicky
dvoukomponentovy regulacni systém s histidinkinazovou aktivitou. Exprese
osmoporinu je pozitivné regulovana vysokym pH, vysokou iontovou silou a
vysokou teplotou. Naopak exprese OmpF u Escherichia coli a OmpK35
u Klebsiella pneumoniae je za téchto podminek regulovana negativné.

(PRATT et al. 1996). Podobna regulace muze nastat pfi odpovédi buriky



na vyskyt antibiotika, téZkych kovu, detergentl — jejich vyskyt byva iniciacnim
krokem pro regulaci porin Fizenych regulaéni kaskadou kodovanou
mar nebo sox operony.

Kanal, ktery tvofi porin, je vice nez jen regulacnim prvkem pro prostup
malych hydrofilnich molekul. Dulezitym prvkem je vnitfni uzavfeny region,
jakési ,0Cko“, které je vazano ke kanalu zaporné nabitymi karboxylovymi
skupinami a obklopené kladné nabitymi rezidui argininu a lyzinu, které jsou
k nému nasmeérovany z B-listu tvoficiho sténu porinu. Tato specificka
struktura vytvari elektrostatické pole v lumenu, ¢imz je regulovana difuze
skrze konstrikéni oblast uvnitf porinu. Funkénost tohoto systému nebyla
doposud zcela dobfe zdokumentovana (DELCOUR 1997). Primarni struktura
proteinu tvoficich poriny je kliCovym prvkem pro zachovani jejich funkénosti.
Pfi studiich mutaci, které se zabyvaly zménou nékterych aminokyselin
v primarni struktufe bylo zjis§téno, Ze i bodové mutace zpulsobujici zaménu
jedné aminokyseliny za jinou mohou vyznamné ovlivnit funkénost porinu
(DELCOUR 2009).

Struktura porintd je obvykle tvofena hydrofobnimi doménami, které
jsou zapojeny do okolni membrany a obsahuji mnoho £-barelovych struktur.
Zkoumané proteiny vnéjSi membrany, jejichz struktura je jiz znama, byly
tvofeny 16 fetézci B-barell u nespecifickych porini a 18 Fetézci u porind
zajistujicich transport cukril. Rozmisténi hydrofobnich a hydrofilnich skupin
je vzdy specifické ve vztahu k druhu mikroorganismu, ve kterém se protein
vyskytuje. Typickou strukturou je pak kruh aromatickych aminokyselin
lokalizovanych blizko spojeni monomernich jednotek uprostfed lipidove
dvojvrstvy (KOEBNIK et al. 2000). Krystalografické studie prokazuji, ze
B-listy jsou orientovany kolmo ksobé&, ¢imz se vytvafi struktura
tzv. B-cylindru — ten je ve svém nejuzSim misté kliCovym regulaénim bodem
pro prichod porinem. Je dulezité zminit, Ze terciarni struktura proteint
tvoficich poriny je napfi€ druhy vysoce konzervativni a nasvédcCuje efektivni a
stabilni funkci porinl jako soucasti vnéjSi membrany. Pfipadna variabilita
struktury je zplsobena rozdily v délce a orientaci smyc¢ek vystavenych na
povrch membrany, rozdily v délce a organizaci B-listd, rozdily v interakcich
B-struktur s lipopolysacharidy s ohledem na ruzné sterické branéni
a vznikajicimi interakcemi mezi podjednotkami (ACHOUAK et al. 2001).



Poriny hraji  dulezitou roli vrezistenci va&i  antibiotikiim.
U gramnegativnich bakterii zpUsobujicich ¢etné infekce v nemocnicich byla
zdokumentovana Siroka flexibilita v expresi porinu ve vztahu k jejich mnozstvi
i aktivité. U Neisseria meningitidis, Klebsiella pneumoniae nebo Enterobacter
aerogenes byly zdokumentovany vyskyty izolatd s variabilnimi primarnimi
strukturami porini a to predev§im v oblastech domén zajistujicich transport
porinem. Tato variabilita ukazuje na rdzné fenotypové projevy ve vztahu
k antibiotické rezistenci. Tim lze alespon cCaste¢né vysvétlit pretrvavani
infekénich agens i pfes obvyklou antibiotickou 1é€bu. Variabilita v pozici
otvoru porinu a fenotypové chovani je vzdy spojena se zaménou
aminokyseliny, obvykle s jinym nabojem. Zména naboje se zobrazi uvnitf
lumenu a narusuje normalni difuzi antibiotika. Pfi zméné velikosti otvoru a pfi
variabilité exprese porind mlize dochazet k velmi rozdilnému chovani pfi
reakci na antibiotikum, resp. pfi Sifeni infekce. Nozokomialni infekce
pfedevSim u enterobakterii se Sifi obvykle diky produkci B-laktamaz
s rozSifenym spektrem. Produkce [(-laktamaz témito mikroorganismy
inaktivuje vétSinu R-laktamovych antibiotik a jejich rezistence Kk jinym
antibiotikim, napfiklad aminoglykosidim nebo chinolonim, vyznamné
omezuje vybér ucinnych antibiotik. PFi vyskytu nékterych antibiotik bakterialni
patogeny vypinaji nebo snizuji expresi porint. Toto chovani bylo jiz nékolikrat
potvrzeno (PAGES et al. 2008, BOLLA et al. 2011). Ztrata porind u ESBL,
resp. AmpC produkujicich Klebsiella pneumoniae zpUsobuje rezistenci
k cefoxitinu, narlistd rezistence k cefalosporinlm tfeti generace
a monobaktamUim a vici fluorochinolonovym antibiotikiim. Né&které izolaty
Klebsiella pneumoniae s nizkou produkci ESBL exprimuji dva
poriny - OmpK36 a OmpK35, pfi¢emz vétSina ostatnich izolatd produkujicich
ESBL exprimuje pouze OmpK36 a OmpK35 je obvykle exprimovan velmi
malo nebo je jeho exprese zcela potlatena (HERNANDEZ-ALLES et al.
1999, DOMENECH-SANCHEZ et al. 2003).

Diky svoji lokalizaci a vysokému poctu kopii ziskaly poriny v evoluci
bakterii multifunkéni vyznam. Jsou schopny plnit funkci fagovych receptord,
bakteriocinu, podileji se na produkci protilatek imunitniho systému, jsou
vazebnou doménou pro komplement, podileji se na pfFijmu rdznych

vyzivovych latek. Na téchto ulohach se podileji pfedevsim peptidové domény



na povrchu buriky. Porinové domény jsou potencialni stranou pro vazbu
baktericidnich latek k povrchu gramnegativnich bakterii. Pfikladem muze byt
vazba lactoferrinu jako antibakterialniho c¢inidla k porinim. Po navazani
lactoferrinu na poriny se méni stabilita a permeabilita vnéjSi bakterialni
membrany (SALLMANN et al. 1999). Porinové proteiny Klebsiella
pneumoniae pfi kontaktu s imunitnim systémem aktivuji komplement
po vazbé na C1q a aktivace tohoto systému vede k produkci opsonizacnich
proteind C3b nebo iC3b. Imunitni odpovéd pak vyuZivd poriny jako

rozpoznavaci mista pro spusténi fagocytézy (ALBERTI et al. 1993).

1.8 AmpC B-laktamazy

Nejcastéjsi pFiinou rezistence gramnegativnich bakterii k flaktamim
je hydrolyza téchto antibiotik B-laktamazami. ProtoZze p-laktamy patfi mezi
mechanizmu rezistence ktéto skupiné antibiotik dullezitou soucasti
|ékarsko-mikrobiologického vyzkumu (HRABAK et al. 2009).

Vubec prvni zminka o bakterialnim enzymu, ktery je schopen znicit
penicilin, byla AmpC B-laktamaza u Escherichia coli a to jiz vroce 1940
(ABRAHAM). Mutace s postupné rozSifujicimi se rezistencemi byly nazvany
ampA a ampB (ERIKSSON-GRENNBERG et al. 1965). Mutace v ampA
kmeni jejichz vysledkem byla snizena rezistence, byla oznacena jako ampC
(LINSTROM et al. 1970). Sekvence ampC genu z E. coli, ktera byla zjiSténa
vroce 1981 (JAURIN et al.), se od sekvenci B-laktamaz penicilinazovych
typu (napf. TEM-1) li$i, nicméné enzym ma v aktivnim misté stejné jako tyto
B-laktamazy serin. V Amblerové strukturni klasifikaci -laktamaz patfi AmpC
do tfidy A (AMBLER 1980), ve funkéni klasifikaci dle Bushové patfi
do skupiny 1 (BUSH et al. 1995).

Geny ampC jsou zahrnuty ve skupiné COG 1680 (cluster
for orthologous groups, GenBank), kam mimo zminénych gent patfi i
penicilin vazebné proteiny tfidy C. Skupina zahrnuje mimo jiné proteiny
z gramnegativnich i z grampozitivnich bakterii, striktnich anaerobud nebo
fakultativnich anaerobl. Samotna sekvenace je pro diferenciaci AmpC

B-laktamaz nedostate¢na. Napf. E. coli nékdy produkuje strukturné velmi



podobny protein AmpH, tomuto proteinu vSak chybi B-laktamazova aktivita
(HENDERSON et al. 1997).

Molekulova hmotnost enzymu typu AmpC se obvykle pohybuje od 34
do 40 kDa s isoelektrickym bodem obvykle vétSim nez 8,0. Za zminku stoji
skuteCnost, Ze isoelektricky bod plazmidové prenasenych FOX enzymu je
podstatné nizsi (6,7 — 7,2) (PHILIPPON et al. 2002) a jedna
z chromozomalné kédovanych AmpC z Morganella morganii (kmen PP19)
ma isoelektricky bod 6,6 (POWER et al. 2006). Enzymy jsou lokalizovany
v periplazmé&, nicméné i zde existuje vyjimka, kdy AmpC B-laktamaza
Psychrobacter immobilis je vylu€ovana do okolniho média (FELLER et al.
1997). Aktivita téchto enzym( je zaméfena predevSim na cefalosporiny
a mohou hydrolyzovat cefamyciny jako napr. cefoxitin,
oxyiminocefalosporiny - ceftazidim, cefotaxim apod. nebo  nékteré
monobaktamy. Hydrolyza nékterych antibiotik je pomalad diky nizké
deacetylaci, ale enzymova afinita k substratu je vysoka, coz je velmi dulezité
pro nizké koncentrace substratu (JACOBY et al. 2009). Inhibitory enzymd
tfidy A jako kyselina klavulanova, sulbaktam nebo tazobaktam maji
podstatné nizsi efekt na AmpC B-laktamazy. AmpC [B-laktamazy jsou
v ojedinélych pFipadech inhibovany p-chloromerkurbenzoaty, viibec nejsou
inhibovany EDTA. Dobrymi inhibitory jsou kloxacilin, oxacilin nebo aztreonam
(MONNAIE et al. 1993, BUSH et al. 1993, BUSH et al. 1995)

Terciarni struktury AmpC enzym( jsou si velmi podobné (Obr. 5).
Struktura je obvykle tvofena a-helikalni doménou na jedné strané molekuly
a a/B-doménou na druhé. Aktivni strana je umisténa uprostied enzymu vedle
opakujicich se B-listd a z druhé strany ji uzavird NHs-konec centralniho
a-helixu. Obecné Ize konstatovat, Ze struktura AmpC je podobna
B-laktamazam tfidy A kromé vyjma vazebné strany pro substrat, ktera je vice
oteviena pro enzymy tfidy C. Didvodem tohoto rozdilu je pravdépodobné
objemnéjsi struktura substratu — cefalosporin. Katalyticky aktivni misto
u AmpC enzymu tvofi jiz zminény Ser64 a Lys67, Tyr150, Asn152, Lys315
a Ala318. Substituce  kterékoliv aminokyselin  vyznamné  snizuje
enzymatickou aktivitu (CHEN et al. 2006). VétSina popsanych enzymi AmpC
vyznaCuje rezistenci k pouzivanym inhibitorim serinovych f-laktamaz

(k. klavulanove, tazobaktamu a sulbaktamu). Nicméné byl popsan i enzym,



ktery je citlivy k tazobaktamu a sulbaktamu, méné ke kyseliné klavulanové.
Popsany enzym se liSil od inherentné pfitomné AmpC druhu E. coli substituci
nékterych aminokyselin a tripeptidovou deleci. Pravé zjisténa tripeptidova
delece byla zodpovédna za citlivost k inhibitordm. Byt by se dle &lenéni
Bushové a Amblera mélo jednat o enzym tfidy 2, resp. A, puvodem tato
f-laktamaza spada do skupiny 1, resp. C. Zminény pfiklad ukazuje
na vzajemnou prostupnost a prolinani jednotlivych skupin f-laktamaz
(KAZMIERCZAK et al. 1990, KAYE et al. 2004)

U AmpC inherentné pfitomné u druhu Serratia marcescens byl
pozorovan fenomén, kdy delece 4 aminokyselin zplsobila zménu
substratové specifity. Pdvodni kmen byl rezistentni k penicilinim
a cefalosporinim prvni a druhé generace (v€etné cefoxitinu). Nové vznikly
enzym mél schopnost hydrolyzovat ceftazidim, cefepim a cefpirom. Relativné
stabilni zuUstal ceftriaxon, cefotaxim a aztreonam. Pfi vySetfeni citlivosti
nebyla zjisténa zadna synergie mezi cefalosporiny a kyselinou klavulanovou
(MAMMERI et al. 2004, HRABAK et al. 2009).



Obr. 5. AmpC inherentni u E.coli v komplexu s ceftazidimem
v aktivnim misté (POWERS et al. 2001).

U vétSiny clend Celedi Enterobacteriaceae je exprese nizka, ale
inducibilni s navaznosti na pfitomnost B-laktamd. Mechanismus indukce je

komplexni (HANSON et al. 1999). PoruSeni biosyntézy mureinu za

pfitomnosti B-laktamu vede k akumulaci
N-acetylglukosamin-1,6-anhydro-N-acetylmuramatoveho oligopeptidu.
N-acetylglukosaminova Cast je odstranéna za vzniku

1,6-anhydro-N-acetylmuramatového tri-, tetra- a pentapeptidu. Tyto
oligopeptidy soutézi s oligopeptidy UDP-N-acetylmuramatu o vazebnou
doménu u AmpR, ktery patfi do LysR rodiny transkripénich regulatora.
Nahrazeni UDP-N-acetylmuramatu alternativnim peptidem vede ke
konformacni zméné AmpR, ktery aktivuje transkripci ampC. Kromé toho,
burika ma k dispozici AmpD, coz je cytoplazmaticka
N-acetyl-muramyl-_-alanin amidaza, ktera odstépuje peptidovy zbytek z

1,6-anhydro-N-acetylmuramatovych a



N-acetylglukosamin-1,6-anhydro-N-acetylmuramatovych oligopeptidl, ¢&imz
shizuje jejich koncentraci a brani zvySené expresi AmpC (Obr. 6).

Castou prFiginou zvy$ené exprese u klinickych izolatd je mutace
v ampD vedouci ke zvySené inducibilité nebo konstitutivni nadprodukci
AmpC (HANSON et al. 2006). Mutace AmpR jsou méné Casté ale projevu;ji
se také konstitutivni nadprodukci nebo zvySenou inducibilitou (KANEKO
et al. 2005). Nejméné Castymi jsou mutace v AmpG, jejichz vysledkem jsou
konstitutivni  nizkoproduktivni exprese. AmpG je permeaza na vnéjsSi
membrané, ktera prfenasi oligopeptidy zucasthujici se recyklace bunécné
stény a regulace AmpC v cytosolu (LINDQUIST et al. 1993).

V regulaci AmpC pomahaji u riznych organismd i jiné funkce. U E.coli
chybi ampR gen (HONORE et al. 1986). AmpC je vtomto pfipadé tedy
neindukovatelny, ale je regulovan atenuaénimi mechanismy, coz je napfiklad
i pfipad produkce AmpC u Shigella sp. U Acinetobacter baumanii také chybi
ampR, takze AmpC Rg-laktamaza je neinducibilni (BOU et al. 2000).
U Serratia marcescens je AmpC regulovan ampR, ale ampC transkript ma
neobvykly region nepodléhajici translaci o velikosti 126 bazi, ktery vytvafi

regulacéni smyc¢ku ovliviujici prabéh transkripce (MAHLEN et al. 2003).
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Obr. 6. — Schéma regulacni drahy AmpR/AmpC (pfevzato
z www.betalaktamazy.cz, HRABAK, 2007)

B-laktamy se li8i svoji schopnosti indukce. Benzylpenicillin, ampicilin,
amoxicilin a cefalosporiny jako cefazolin a cefalotin jsou silnymi induktory
dobrymi substraty pro AmpC B-laktamazy (SANDERS et al. 1986,
LIVERMORE 1987). Cefoxitin a imipenem jsou také silnymi induktory, ale
jsou vice odolnymi hydrolyze. Cefotaxim, ceftazidim, cefepim, cefuroxim,
piperacillin a aztreonam jsou slabymi induktory a slabymi substraty, ale
mohou byt hydrolyzovany, pokud je k dispozici dostate¢né mnozstvi enzymu.
Z toho vyplyva, Ze minimalni inhibi¢ni koncentrace slabé indukujicich
oxyimino-B-laktamu vyznamné rostou se zvySenou produkci AmpC. Naopak,
minimalni inhibicni koncentrace latek, které jsou silnymi induktory, nevykazuji
vyznamnéjSi zmény v zavislosti na mutacich, protoZze uroven exprese
indukovaného ampC je vzdy vysoka. B-laktamazové inhibitory jsou také
induktory, zvlasté pak kyselina klavulanova, ktera ma maly inhibi¢ni efekt
na AmpC [(-laktamazovou aktivitu (WEBER et al. 1999). Paradoxné

se v navaznosti na maly inhibi¢ni efekt mudze objevit narlstajici AmpC



zprostfedkovana rezistence. Induk¢ni efekt klavulanové kyseliny je zvlasté
dllezity u Pseudomonas aeruginosa (LISTER et al. 1999).

B-laktamazy AmpC koédované na plazmidu jsou znamy od roku 1989
(PHILLIPON et al. 2002). Byly nalezeny v klinickych izolatech prevazné
enterobakter(, kde produkce téchto enzymu nebyla oCekavana. Malé rozdily
mezi aminokyselinovym sloZzenim davaji moznost zarazeni do jednotlivych
rodin. Vroce 2009 (JACOBY) bylo znamo 43 CMY alel a v databazi
GenBank bylo k dispozici 7 rlznych druhtu pro FOX, &tyfi druhy pro ACC,
LAT a MIR, tfi druhy pro ACT a MOX a dva druhy pro DHA. Nékteré z téchto
druht byly kédovany chromozomalnimi geny a reprezentovany jako mozni
predchldci plazmidové kédovanych enzymd. V souCasné dobé je znamo
73 CMY alel a napf. DHA je znamo 8 alel. Jak uvadi JACOBY (2009), jsou
nékteré z téchto genl velmi podobné chromozomalné kdédovanym AmpC
B-laktamazam. Plazmidové kodované enzymy typu CMY jsou
reprezentovany hned dvéma skupinami, puvod jedné skupiny je velmi blizky
Aeromonas spp., plvod druhé skupiny je pravdépodobné blizky Citrobacter
freundii. Plazmidové kbédované AmpC [B-laktamazy se stejné jako
chromozomalné kdédované podileji na rezistenci vici Sirokému spektru
B-laktamu véetné penicilind, oxyimino-B-cefalosporinim, cefamyciniim
a nékdy aztreonamim. Citlivost vici cefepimu, cefpiromu a karbapenemum
je mala, pokud se vubec vyskytuje. Vyjimku tvofi ACC-1, ktera se nepodili
na rezistenci vici cefamycinim a je inhibovana cefoxitinem (GIRLICH et al.
2000). Geny pro ACT-1, DHA-1, DHA-2 a CMY-13 jsou velmi blizké ampR
genum a jsou indukovatelné, zatimco ostatni AmpC geny nejsou a to v€etné
ostatnich CMY alel a CFE-1 propojeného s geny ampR (NAKANO et al.
2004). Umisténi genu na plazmidu nebo chromozomu hraje vyznamnou roli
v jeho expresi. Napfiklad u Enterobacter cloacae je exprese plazmidové
kédovanych at uz inducibilnich (ACT-1) nebo neinducibilnich (MIR-1)
33 az 95-krat vy8Si nez exprese chromozomalné kédovanych AmpC gend
ato predevSim diky plazmidovému c&islu plazmidd kédujicich tyto geny
(2 kopie pro blaact-1 a 12 kopii pro blayr-1) a silngjsi vazbé promotoru
pro plazmidové kodované geny (REISBIG et al. 2003). Plazmidim kdédujicim
AmpC chybi ampD geny, ale urovenn ACT-1 exprese narUsta se ztratou

funkce chromozomalné kdédovaného AmpD. AmpD deficientni kmeny E.coli



produkujici ACT-1 jsou CasteCné citlivé k imipenemu (MIC, 2 ug/ml), ale
napf. u klinickych izolatl Klebsiella pneumoniae byly hodnoty MIC vétsi
nez 16 ug/ml a byly spojeny se ztratou produkce porinli na vnéj§i membrané
(BRADFORD et al. 2003). Izolaty Klebsiella pneumoniae s deficitem porind
meély plazmidové kdédované AmpC enzymy zajiStujici rezistenci vaci
imipenemu a meropenemu (JACOBY et al. 2004). Takové kmeny byvaji
citivé k cefepimu, ale jinak jsou rezistentni k oxyimino-B-cefalosporinim.
Plazmidy nesouci geny pro AmpC B-laktamazy casto nesou i geny
pro rezistenci vici jinym antibiotikim — aminoglykosidim, chloramfenikolu,
chinolonim, sulfonamidu a také geny pro jiné B-laktamazy jako napfiklad
TEM-1, PSE-1, CTX-M-3 a razné typy SHV. Gen kodujici AmpC (blaampc)
byva Casto soucasti integronu ale neni inkorporovan do genové kazety
s pfidruzenym 59bp elementem. TentyZz blaampc gen muizZe byt nesen
na rliznych vlaknech na rtznych plazmidech (CARATOLLI et al. 2002).

Jak uvadi HRABAK (2007), je klinicky vyznam B-laktamaz AmpC
pravdépodobné zcela srovnatelny s ESBL. U producentt AmpC se vybér
vhodnych antibiotik jednozna¢né omezuje o kombinaci B-laktam/inhibitor,
resp. o cefamyciny. Nékteré inhibitory mohou v pfipadé inducibilnich enzym{
fungovat jako induktory a cefamyciny jsou hydrolyzovany.

V pfipadé producentd ESBL byly tyto dlouhou dobu povazovany
za klinicky rezistentni ke vSem B-laktamum kromé karbapenemu, bez ohledu
na vysledky vysSetfeni citlivosti. U producentd AmpC podobny konsensus
dosud neexistuje, avSak celd fada studii zabyvajici se jejich klinickym
vyznamem naznacuje, ze by obdobna definice mohla platit i v téchto
pfipadech.

| kdyZ nebyl ve skupiné AmpC dosud popsan zadny enzym, ktery by
mél schopnost hydrolyzovat karbapenemy, je rezistence ktéto skupiné
B-laktamU u producentl AmpC popisovana relativné Casto. Ta je obvykle
dana snizenim permeability vnéjSi bunétné stény. Dale je u producentu
AmpC  popisovana rezistence  k ostatnim  skupinam  antibiotik,
napf. fluorochinolonim, rifampicinu, aminoglykosidim atp., kodovana
pravdépodobné geny nesenymi na stejném mobilnim elementu jako AmpC
(PHILIPPON et al. 2002, HRABAK 2007).



Zajimavy pfipad prenosu gentd AmpC in vivo a vzniku adaptivni
rezistence ke karbapenemim popsal BIDET (2005). Jednalo se o jednoro¢ni
dité, u néhoz byla izolovana K. pneumoniae produkujici enzym ACC-1.
Pod selekénim tlakem imipenemu doSlo ke vzniku rezistence tohoto kmene
ke karbapenemim (snizenim exprese porl). Nasledné byl enzym ACC-1
in vivo pfenesen na pfitomny kmen E. coli.

DalSi nebezpeCi selhani 1é€by u producentt AmpC spociva
v projevujicim se efektu inokula (KANG et al. 2004). Jedna se o jev, kdy
minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) neni konstantou, ale je zavisla
na mnozstvi pfritomnych bakterii. Pfi standardnim vySetfeni citlivosti je
pouzivano inokulum 10° CFU/ml (URBASKOVA, 1998). V organismu v&ak
muze byt pfi infekci koncentrace bakterii i o nékolik Fadd vy3Si, a tak
pritomna koncentrace antibiotika, byt je kmen hodnocen jako citlivy, nemusi
byt uc€inna.

Nebezpeéi producentl AmpC dle Hrabaka (2007) Ize tedy shrnout
v nasledujicich bodech:

e vznik a Sifeni B-laktamaz s novym spektrem ucinku,

e Sifeni rezistence kostatnim skupinam antibiotik vazanych

na stejném mobilnim elementu jako AmpC,

e sniZeni permeability vné&jSi buné&fné stény — vznik rezistence

k ostatnim skupinam antibiotik, predevsim karbapenemum,

e projevujici se efekt inokula.

Tyto duvody mohou vést k selhani lécby, v kratkodobém pohledu,
resp. k Sifeni novych typl rezistence v prostfedi z hlediska dlouhodobého

pohledu.



2 Material a metodika

2.1 Material

2.1.1 Bakterialni kmeny

Pro diplomovou praci byly pouzity tyto kmeny Klebsiella pneumoniae:
e Kmen 5 (EMPEL et al. 2010), v praci uvadén jako kmen S12

e Kmen 18 (EMPEL et al. 2010), v praci uvadén jako kmen S4

e Kmen 32 (EMPEL et al. 2010), v praci uvadén jako kmen 1371

U téchto kmenl byla jiz v minulosti provedena molekularné
epidemiologicka charakterizace (EMPEL et al. 2010; CHUDACKOVA et al.
2010). Kmeny patfi ke klonu ST11.

Pro transformaci byly pouzity tyto klinické izolaty Klebsiella
pneumoniae (izolované od pacientt ve Fakultni nemocnici Plzen):

e Kmen 1784, klon ST461

e Kmen 1785, klon ST11 s jinym profilem PFGE

e Kmen 1877, klon ST8

2.1.2 Primery

Pro gRT-PCR analyzu byly navrzeny primery uvedené v Tab. 3.
Ze sledovanych gend OmpK35, OmpK36, DHA-1, AmpR byla vybrana
sekvence o délce cca 300-400 nukleotidd, zvolen rozsah Forward a Reverse
sekvence, velikost PCR produktu a definovana teplota tani. Pro ziskani
primer( byl pouzit webovy nastroj Primer BLAST. Pro kazdou analyzu byla
navrzena Forward a Reverse sekvence, pro PCR vrealném cCase pak
Tagman proba formatu 5°-(FAM)-sekvence-(BHQ)-3", kde FAM predstavuje
6-carboxyfluorescein a BHQ Black hole Quencher. Primery byly dodany dle

navrzenych sekvenci Sigma — Life Science (Praha, Ceska republika).



Typ primer / probe

Sekvence

OmpK35 — Forward
OmpK35 — Reverse
OmpK35 — Probe
OmpK36 — Forward
OmpK36 — Reverse
OmpK36 — Probe
DHA-1 — Forward
DHA-1 — Reverse
DHA-1 — Probe
AmpR — Forward
AmpR — Reverse
AmpR — Probe

16S — Forward

16S — Reverse

16S — Probe
AmpR1 — Forward
AmpR1 — Reverse
AmpR1 — Probe
AmpR2 — Forward
AmpR2 — Reverse
AmpR2 — Probe

5-GTGGTGATCCCTGCCCTGCT-3’
5-CCACTGGCCGTAGCCGATCA-3’

5’ (FAM)-TCGGCGAGCACGTCTGGACCACCAAT-(BHQ)-3'
5*-GTCCCTCCTGGTACCGGCTC-3¢
5*-TGCCAGACGAGTCCATGCCT-3
5'-(FAM)-CGTCGACGGCGACCAGACCTACAT-(BHQ)-3’
5" TGAATGATCCGGCGGCAAAA-3’

5 -TCAGCAACTGCTCATACGGC-3’
5'-(FAM)-AGGCGGACTGCCGTTACAGGTGCC-(BHQ)-3’
5-GTAACCGCGTCAGCCAGTAG-3’

5 -TGTTCACCGCTTTACCCTGC-3’

5’ (FAM)-CGGCTGTACCAGTGCGCCTGACTGTAAC-(BHQ)-3’
5'-ACATGCAAGTCGAGCGGTAG-3’

5. AAGGTCCCCCACTTTGGTCT-3’

5’ (FAM)-CTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGA-(BHQ)-3
5 -GGCGAATTGCTGCATGGCCG-3’
5-CCGCTTTACCCTGCTGCGCT -3’

5’ (FAM)-ACCCCGGCACCCAGTTGTGCCGCC-(BHQ)-3

5 -TCCGCAATCCGGTCAAACGC-3’

5 -TGAATGTCACCCATGCCGCCG-3’

5" (FAM)-TGCGCGCCTTTGAGGCCGCCGC-(BHQ)-3'

Tab. 3. Pouzité primery pro qRT-PCR analyzu



2.1.3 Chemikalie

Nazev Vyrobce
Agaroza Bio-Rad
Ethidium bromid Sigma
Krevni agar Bio-Rad
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) Sigma
EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) | Sigma
Izopropanol Sigma
70% ethanol Lachema
Trypton Oxoid
SDS - dodecylsulfat sodny Sigma
Kyselina borita Sigma
NaCl Sigma
Kvasni¢ny autolyzat Oxoid
Sarkozyl Sigma
Zkumavky Eppendorf Eppendorf
Pipetovaci Spicky

Pipety Eppendorf Eppendorf

Sklenéné zkumavky

2.1.4 Komerc¢ni sady

SeaKem® Gold Agarose (vyrobce Cambrex Bio Science Rockland, Inc.)

- agardza pro pfipravu pulzni gelové elektroforézy

Aurum™ Total RNA Mini Kit (vyrobce Bio-Rad Laboratories, Inc.)

- souprava pro izolaci a precisténi RNA

AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (vyrobce Applied Biosystems)

- souprava pro polymerazovou fetezovou reakci s reverzni transkripci

NucleoBond® Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel, Duren)

izolaci a precisténi plazmidové DNA

Pfi pouziti komer¢nich souprav bylo postupovano dle pfilozenych

navodl a doporuceni vyrobcu.

- souprava pro



2.1.5 Enzymy

Nazev Vyrobce
lysozym Sigma
proteinaza K Sigma
ribonukleaza A Sigma
Xbal Fermentas

Pouziti enzymu, jejich pfiprava a uchovavani bylo provedeno
v souladu s pokyny vyrobce. Xbal od firmy Fermentas byla pouzita vCetné

dodaného pufru.

2.1.6 Antibiotika

Nazev Vyrobce
Cefotaxim (sodna sl) Sigma

Ceftazidim (hydrat) Sigma

Cefepim (Hcl) Livzon Syntpharm
Cefoxitin (sodna sul) Sigma

Pouzita antibiotika byla pfipravovana do zasobnich roztokd vzdy pred
pouzitim v konkrétnim laboratornim postupu. Pfed pouzitim byla antibiotika
uchovavana dle pokynl vyrobce. Cefoxitin byl pfidan do LB média pfi

ochlazeni pod 50 °C.



2.1.7 Kultivaéni média

2.1.7.1 Komplexni média
LB (Luria — Bertani ) médium

e 1% (w/v) trypton

e 0,5 % (w/v) kvasni¢ny autolyzat

e 0,177 M NaCl

e destilovana voda
pH bylo upraveno na 7,0 a to pfidanim 1 M NaOH, sterilizace provedena
autoklavovanim, pfiprava pevné pudy byla provedena pfidanim po upravé pH

2 % (w/v) agaru a sterilizovana autoklavovanim.

Brain heart infusion (BHI) médium

e 18,5 g suSeného média
e 500 ml destilované vody
pH média bylo upraveno na rozmezi 7,4 + 0,2. Medium bylo po pfipravé

autoklavovano po dobu 20 minut pfi teploté 121 °C.

2.1.8 Roztoky

TE pufr

Tris, pH upraveno pro zpusob pouziti

EDTA, pH upraveno pro zpusob pouziti

Pufry byly sterilizovany filtraci. Jednotlivé pouzité koncentrace Tris a EDTA

jsou uvedeny v pracovnich postupech.

TBE pufr (10x koncentrovany)
108 g Tris

55 g kyselina borita

40 ml 0,5 M EDTA

doplnéno do 1| H,O




2.1.9 Pocitacové programy a internetové databaze

Bioedit ( Tom Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, USA,
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)
REST (M.W.Pfaffl, Physiology Weihenstephan, Technical University of

Munich, Germany, http://www.gene-quantification.de/rest.html)

http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mist/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

http://www.sigmaaldrich.com/life-science/custom-oligos.html

21.10 Pristroje a laboratorni zarizeni

Kultivaéni zafizeni

Termostat Innovens IGO

Trepacka Infors HT

Centrifugy
Centrifuga Eppendorf

Ostatni

Vortex

Densi-La-Meter (Lachema, Ceska republika)
SmartCycler® Il (Cepheid®, Dunnyvale, USA)

Gene Pulser™ (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA)
PFGE CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA)
Sekvenator ABI 3130 (Applied Biosystems, USA)


http://www.gene-quantification.de/rest.html

2.2 Metodika

2.2.1 Kultivace bakterii v tekutém médiu

Pro kultivaci bakterii v tekutém médiu bylo pfipraveno Brain Heart
Infusion (BHI) - Broth medium. Kultivace bakterialnich kultur probihala

ve zkumavkach umisténych v termostatu pfi 37 °C.

2.2.2 Kultivace bakterii na pevném médiu

Pro kultivaci bakterii na pevném médiu byl pouzit komeréné dodavany
krevni agar na Petriho miskach. Bakterialni kultura byla nanesena
arozetfena na pevné médium. Kultivace bakteridlnich kultur probihala

v Petriho miskach umisténych v termostatu pfi 37 °C.

2.2.3 Uchovavani bakterialnich kultur

Bakterialni  kultury byly dlouhodobé uchovavany pfi -70 °C
ve zkumavkach Eppendorf v médiu BHI s pfidavkem 10% glycerolu. Pro
jejich opakované pouziti byly zamrazené kultury ohfaty na pokojovou teplotu
a kultura byla opakované vyocCkovana ke kultivaci na tekutém nebo pevném

médiu.
2.2.4 Méreni optické denzity bakterialni kultury

Pro méfeni optické denzity bakteridlni kultury byl pouzit
spektrofotometr Densi-La-Meter. Méfeni probihalo na fixni vinové délce
525 nm. Jako slepy vzorek byl pouzit vzorek obsahujici matrici (fyziologicky
roztok, sterilni médium) bez bunécné kultury. Minimalni objem pro méfeni

vzorku byl 2 ml, pro méfeni byly pouZzity sklenéné zkumavky.



2.2.5 Rustova krivka Klebsiella pneumoniae

1. Zamrazené vzorky odpovidajicich kmenu byly rozmrazeny a temperovany
na laboratorni teplotu. Poté byl vzorek vyoCkovan na pevné meédium
a kultivovan 24 hodin v termostatu pfi teploté 37 °C.

2. Z pevného média byl vzorek pfeoCkovan do tekutého média a bakterialni
kultura byla péstovana pres noc v termostatu pfi teploté 37 °C.

3. Poté bylo 100 pl kultury pfeoCkovano do vytemperovaného meédia
oobjemu 10 ml a to tak, aby optickda denzita zaoCkovaného média
dosahovala hodnoty 0,1. Poté byla kultura péstovana do hodnoty optické
denzity 0,7-0,8.

4. Takto narostla kultura byla opét pfeoCkovana do 10 ml vytemperovaného
média na optickou denzitu 0,1, ke vzorkim byl pfidan cefotaxim
v koncentracich uvedenych v Tab. 4. Koncentrace cefotaximu byly uréeny na
zakladé predchoziho testovani citlivosti jednotlivych kmend  vUCi
cefotaximu - jednalo se o subinhibiéni koncentrace (HRABAK, nepublikovana
data).

5. Poté byla bakteridlni kultura péstovana v termostatu pfi teploté 37 °C
a v Casech 0;2;3;3,5;4;5 hodin byl odebran vzorek kultury do zkumavky
Eppendorf a uchovan pfi teploté.

6. Z naméfenych hodnot byly vynesenim proti ¢asu sestaveny rlstové
kfivky. Pro kazdy kmen byla rGstova kfivka stanovena pro tfi samostatné

zpracované vzorky.

Kmen MIC / CTX (mg/l) koncentrace CTX (mg/l)

S4 1,00 0,00 0,25 0,50 0,75
S12 1,00 0,00 0,25 0,50 0,75
1371 32,00 4,00 8,00 12,00 | 16,00

Tab. 4 — koncentrace cefotaximu (CTX) pro jednotlivé kmeny

Klebsiella pneumoniae s uvedenym minimalnimi inhibi¢nimi koncentracemi
(MIC) jednotlivych kment



2.2.6 Stanoveni minimalnich inhibiénich koncentraci

Pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci byl pouzit postup
fedénim v bujonu mikrodiluéni metodou doporuceny European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) a interpretace byla provedena

dle odpovidajicich doporu€eni (www.eucast.org).

1. Vychozi koncentraci pro pfipravu inokula byla zaoCkovana kultura
s optickou densitou dle McFarlanda 1,0.

2. Pro zohlednéni efektu inokula byly pfipraveny koncentrace inokula CFU
3x10°%, 1x107,1x10°,1x10°.

3. S ohledem na dfive ziskané informace o citlivosti jednotlivych kmenu byly
pouzity vychozi koncentrace cefepimu 1024 pg/ml, ceftazidimu 1024 pg/ml
a cefotaximu 1024 pg/ml.

4. V mikrotitraéni destiCce byly pfipraveny do vychozi jamky antibiotika
s bujonem o vychozi koncentraci uvedené v pfedchozim bodé a fedénim 1:1
v kazdé nasledujici jamce byla pfipravena koncentra¢ni fada pro cefepim
vrozmezi 1024 - 4 pg/ml, pro ceftazidim v rozmezi 1024 - 0,031 pg/mi
a pro cefotaxim v rozmezi 1024 - 0,031 pg/ml.

5. Takto pfipravené koncentracni fady bujonu s antibiotikem byly ockovany
bakterialni kulturou s definovanym inokulem.

6. Po 18 hodinové inkubaci v termostatu pfi teploté 37 °C byl proveden
odecCet inhibice pro jednotlivé koncentrace antibiotik a vyhodnocena

rezistence / citlivost pro jednotliva inokula a antibiotika.

2.2.7 Sledovani genové exprese genu porintl a beta-
laktamaz

2.2.7.1 Priprava vzorku

Pro sledovani exprese RNA byly pfi provadéni rustovych kfivek
odebirany vzorky v definovanych cCasech. Takto odebrané vzorky byly
prepipetovany do zkumavek Eppendorf a zamrazeny pfi teploté -70 °C.

Po rozmrazeni byla ze vzorku nize uvedenym zpusobem izolovana
RNA.


http://www.eucast.org/

2.2.7.2 lzolace RNA

Pro izolaci RNA byla pouzita souprava Aurum™ total RNA Mini Kit.
Dle pokynu vyrobce byly pfipraveny k pouziti roztoky pro izolaci RNA
S pomoci uvedené soupravy.
1. Rozmrazené vzorky byly rozpustény ve fyziologickém roztoku a jejich
opticka densita byla fedénim upravena na stupen 3,0 dle McFarlanda.
2. 1,5 ml takto pfipravené bakterialni kultury bylo pfepipetovano
do mikrocentrifugacni zkumavky a vzorek byl centrifugovan po dobu 15 minut
pfi 12 000 x g.
3. Z centrifugovaného vzorku byl slit supernatant a k sedimentu bylo pfidano
100 pl 500 pg/ml lysozymu rozpusténého v TE pufru (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 7,5). Po pfidani pufru byl vzorek fadné promichan pipetou
a inkubovan pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.
4. Po inkubaci bylo pfidano 350 ul lyza¢niho roztoku s B-merkaptoethanolem
a vzorek byl fadné promichan pipetou.
5. Poté byl pfidan 250 ul 70% isopropanolu a vzorek byl fadné promichan
tak, aby vznikl homogenat bez viditelnych fazovych rozhrani.
6. Takto pfipraveny vzorek byl prelit do 2ml RNA izolaénich kolonek.
7. Kolonky byly centrifugovany po dobu 30 s pfi 12 000 x g. Po centrifugaci
byl filtrat slit a kolonka ponechana v centrifugacni nadobce.
8. Na kolonku byl napipetovan low stringency promyvaci roztok o objemu
700 ul a vzorek byl centrifugovan dobu 30 s pfi 12 000 x g. Po centrifugaci byl
filtrat slit a kolonka ponechana v centrifugaéni zkumavce.
9. Pro ucely rozstépeni DNA ve vzorku byla pfipravena DNaza |, ktera je
soucasti soupravy, rozpusténim v 250 pyl 10 mM Tris, pH 7,5.
10.Pro kazdy vzorek bylo pfipraveno 5 ul rozpusténé DNazy | spolu s 75 pl
DNazového fediciho roztoku. Takto pfipravena DNaza | byla pfidana
na membranu kolonky a vzorek byl s pfidanou DNazou inkubovan pfi
pokojové teploté po dobu 15 minut.
11.Po inkubaci bylo pfidano 700 pl high stringency promyvaciho roztoku
do RNA kolonky a vzorek byl centrifugovan dobu 30 s pfi 12 000 x g.



12.Po promyti high stringency promyvacim roztokem bylo pfidano 700 pl low
stringency promyvaciho roztoku a vzorek byl centrifugovan dobu
30 s pfi 12 000 x g.

13.Poté byl vzorek centrifugovan dobu 2 minut pfi 12 000 x g pro odstranéni
zbytkd Fediciho roztoku.

14.Na membranu kolonky bylo naneseno 80 pl elu€¢niho roztoku a vzorek byl
takto inkubovan po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté. Poté byl vzorek
centrifugovan po dobu 2 minut pfi 12 000 x g. Ziskany vzorek obsahoval RNA

k dalSi analyze.

2.2.7.3 Priprava transformantt pro qRT-PCR

Pro provedeni gRT-PCR s transformovanymi burikami dle postupu
FOURNETA-FAYARDA byly ziskané transformované bunky kultivovany nize
uvedenym zpusobem.

1. Ziskané vzorky transformovanych kmena vyockovany na pevné médium
a kultivovany 18 hodin v termostatu pfi teploté 37 °C.

2. Z média byl vzorek pfeockovan do LB média a bakterialni kultura byla
kultivovana 1 hodinu v termostatu pfi teploté 37 °C.

3. Poté byl z bakterialni kultury odebran vzorek do zkumavky Eppendorf
a uchovan pfi teploté -70 °C.

4. Do LB média s naoCkovanou kulturou byl pfidan cefoxitin a kultivace
probihala dalSi 2 hodiny.

5. Poté byl z bakteridlni kultury odebran druhy vzorek do zkumavky
Eppendorf a uchovan pfi teploté -70 °C.

6. Takto pfipravené vzorky byly zpracovany postupem uvedenym v kapitole

gRT-PCR / Polymerazova fetezova reakce s reverzni transkripci.



2.2.7.4 gRT-PCR / Polymerazova retezova reakce s reverzni

transkripci

Pro detekci ziskané RNA a jeji kvantifikaci metodou qRT-PCR byla
pouzita souprava AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit. Pro prtibéh reakce byl

pfipraven mastermix dle Tab. 5 a to vZdy s odpovidajicim Forward primerem,

Reverse primerem a Taq sondou. Pfiprava mastermixu probihala v chladicim

stojanku dodavaném firmou Cepheid spolu s termocyklerem.

SloZzka mixu Objem / ul
2x RT-PCR pufr 12,5
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
Tagman probe 0,5
25x RT-PCR enzyme mix 1,0
RNA / vzorek 1,0
Nuclease-free H,O 9,0
Celkem 25,0

Tab. 5. SloZzeni mastermixu pro provedeni PCR.

Reakce s uvedenym mastermixem byla provedena dle niZze uvedeného

programu.

Pocet Y
Proces Poradi . | Teplota Cas
cyklu
Reverzni transkripce 1 1 45 °C 10 min
RT inaktivace / uvodni denaturace 2 1 95 °C 15 min
Amplifikace 40 95 °C 15s
60 °C 60 s




Jako kontrola pro provedeni qRT-PCR byl pouzit Forward primer,
Reverse primer a Taq sonda 16S bakterialni podjednotky ribozomu. VSechny
vzorky byly méfeny v triplikatu. Pro vyhodnoceni qRT-PCR byl pouzit
software REST 2009 (Verze 2.0.13) (PFAFFL et al. 2002).

2.2.8 Transformace plazmidu

2.2.8.1 Ziskani plazmidové DNA

Plazmidova DNA z kmenU Klebsiella pneumoniae S4, S12 a 1371 byla
ziskana s pomoci NucleoBond® Xtra Midi kitu dle nize uvedeného postupu.
1. Na pevné médium byly vyoCkovany dotfené kmeny a byly inkubovany
v termostatu pfi teploté 37 °C.

2. Kmeny byly pfeoCkovany vrozsahu 1 kolonie do tekutého LB meédia
o objemu 3 ml a inkubovany v termostatu pfi teploté 37 °C za stalého michani
o frekvenci 300 rpm po dobu 8 hodin.

3. Takto narostla bakterialni kultura byla pfeoCkovana v pomeéru
1/1000 (kultura/ LB médium) a inkubovana v termostatu pfi teploté 37 °C
za stalého michani o frekvenci 300 rpm po dobu 16 hodin.

4. Dle vzorce V = 400 / ODeggo, kde V je potiebny objem vzorku byl stanoven
objem vzorku k centrifugaci. Vzorek byl centrifugovan rychlosti 5000 x g
po dobu 15 minut pfi teploté 4 °C, ziskany supernatant byl odstranén.

5. Ziskana peleta byla resuspendovana 8 ml resuspendaéniho pufru
obsahujiciho RNasu A, vzorek byl homogenizovan vortexovanim.

6. K ziskané suspenzi bylo pfidano 8 ml lyzaéniho pufru a vzorek byl ruéné
promichan. Po promichani byl inkubovan pfi laboratorni teploté po dobu
5 minut.

7. Kolonky pro ziskani plazmidové DNA byly promyty ekvilibraCnim pufrem
o objemu 12 ml.

8. Ksuspensi bylo pfidano 8 ml neutralizacniho pufru a bunécny lyzat byl
ruéné promichan ( 10 - 15 krat oto€enim zkumavky) tak, aby byl homogenni.
9. Homogenni vzorek byl postupné nanasSen na kolonku az do uplného
spotfebovani lyzatu ze zasobni nadobky.

10.Po odteCeni lyzatu byl filtr promyt 5 ml ekvilibracniho pufru. Poté byl

odstranén filtr z kolonky a kolonka byla promyta 8 ml pufru.



11.Pfidanim 5 ml eluéniho pufru byla kolonka promyta a eluat byl zachycen
do pfidané zkumavky.

12.Do eluatu byl pfidan 3,5 ml izopropanolu za u€elem precipitace eluované
DNA a vzorek byl zvortexovan. Poté byl vzorek centrifugovan pfi 15000 x g
po dobu 30 minut pfi teploté 4 °C. Supernatant byl slit.

13.K peleté byly pfidany 2 ml 70% ethanolu a vzorek byl centrifigovan pfi
15000 x g po dobu 5 minut pfi pokojovée teploté. Poté byl ethanol
ze zkumavky odpipetovan tak, aby peleta mohla dobfe vyschnout.

14.Pro dalSi praci byla peleta rozpusténa v TE pufru pH 7,5 promichavanim

pipetovaci Spickou.

2.2.8.2 Transformace kompetentnich bunék Klebsiella
pneumoniae elektroporaci

Pro transformaci kompetentnich bunék Klebsiella pneumoniae je
nezbytné pouzit postup dle FOURNET-FAYARDA et al. (1995). Postup
transformace je volen pfedevSim s ohledem na polysacharidové pouzdro
Klebsiella pneumoniae, které transformaci béZznym postupem €ini neuc€innou.
1. Bakterialni buriky kmenu 1784, 1785 a 1877 byly kultivovany v BHI bujonu
s 0,7 mM EDTA a po 4 hodinach byly odebrany vzorky z kultivacnich médii
a ochlazeny na 4 °C.

2. Vzorky byly centrifugovany 4000 x g po dobu 15 minut pfi teploté 4 °C
a promyty Ctyfikrat v 10% glycerolu.

3. Buriky byly poté resuspendovany v 10% glycerolu s vytézkem 10° CFU/mlI
a to prepoctem dle optické denzity dle McFarlanda.

4. Pro elektroporaci bylo smichano 200 ng plazmidové DNA a 40 pl
bakterialni suspenze, smés byla promichana ve sterilni kyveté. Takto
pfipravena smés byla inkubovana na ledu po dobu 5 minut.

5. Po ukonCeni inkubace byla smés podrobena elektroporaci s vyuzitim
Gene Pulser™ a to s nastavenim 25 pF, 200 Q a 18 kV/cm.

6. |hned po pulsu byly burnky vyjmuty z elektrod a smichany s 1ml BHI
bujénu a inkubovany po dobu 1 hodiny pfi 37 °C.

7. Po inkubaci byly kultivované burnky zaoCkovany na LB médium s pfidanim
64 pg/ml cefoxitinu.

8. Takto pfipravené transformované buriky byly odebrany do zkumavek

Eppendorf a zamrazeny pfi -70 °C pro dalSi analyzy.



2.2.9 Pulzni gelova elektroforéza

Pulzni gelova elektroforéza je modifikovanym postupem dle SEIFERT
et al. (2005) v modifikaci R. Izdebského (HRABAK, osobni sdé&leni).

2.2.9.1 Priprava vzorku

Vychozim materialem je urCeny kmen Klebsiella pneumoniae

kultivovany na krevnim agaru 24 hodin pfi teploté 37 °C.

1. Ve fyziologickém roztoku byla pfipravena suspenze bakterii s hustotou

4.0 dle McFarlanda.

2. Do nadobky Eppendorf byla pfepipetovana suspenze o objemu 1 ml,

centrifugovana, odlit supernatant a sediment byl rozpustén ve 150 pl

roztoku (0,1 M Tris, 0,1 M EDTA, pH 8,0).

3. Takto pfipravena suspenze byla inkubovana pfi 55 °C po dobu 10 minut.

4. K suspenzi bylo pfidano 20 pl proteinazy K (20 mg/ml) a po pfidani byla

smés dobfe promichana pipetovaci Spickou.

5. Byla pfipravena agar6za SeaKem Gold dle pokynu vyrobce

o koncentraci 1,5% v TE pufru o pH 8,0 s 1% SDS. Po dukladném

rozpusténi byla agaréza uchovavana pfi teploté 55 °C.

6. K suspenzi bylo pfidano 170 pl agarozy o teploté 55 °C a vzorek byl

dobfe a rychle promichavan.

7. Ziskana smés byla nanesena na sklenénou desku pokrytou parafilmem

v kapkach o objemu 20 pl a s pomoci skel byly z nanesené smési vytvoreny

disky.

8. Disky na skle byly ponechany na 5 minut pfi teploté 5 °C.

9. Po vyjmuti z 5 °C byly disky umistény do zkumavek o objemu 15 ml

a bylo pfidano 2,5 ml lyza¢niho pufru (50 mM Tris, 50 mM EDTA, pH 8,0,

1% sarkozyl), dale 12 pl proteinazy K (20 mg/ml) a 20 pg/ml RNazy A (2 pl

na 1 ml).

10. Takto pfipraveny vzorek byl umistén do temperované vodni lazné

teploté 55 °C za stalého michani po dobu 2 hodin.

11.Po inkubaci v temperované lazni byl roztok slit a disky dvakrat

promyvany v 10 ml H,O (ohfaté na 55 °C) po dobu 15 minut v temperované

vodni lazni na teplotu 55 °C za stalého michani.



12.Nasledné byly disky tfikrat promyvany v 10 ml TE pufru o pH 8,0
(ohfatém na 55 °C) po dobu 15 minut v temperované vodni Iazni na teplotu
55 °C za stalého michani.

13.Po promyti byly disky pfeneseny do zkumavek Eppendorf, byl pfidan
TE pufr o pH 8,0 tak, aby byly disky zcela v pufru ponofeny a dale byly
disky uchovany pro dalSi analyzu pfi teploté 4 °C.

14.Po vyjmuti z lednice byl disk obsahujici DNA pfenesen do nové
zkumavky Eppendorf, bylo pfidano 100 ul pufru pro restriktazu Xbal a takto
pripraveny vzorek byl inkubovan pfi pokojové teploté 30 min.

15. Po inkubaci byl pufr odstranén a disk umistén v 50 pl téhoz pufru
obsahujiciho 10 U enzymu Xbal . Vzorek byl inkubovan pfi teploté 37 °C
po dobu 3 hodin.

16.Po inkubaci s u€inkem restriktazy byl pufr s restriktazou slit a vzorek byl
zalit TE pufrem o pH 8,0. Takto pfipravené disky s nastépenou

chromozomalni DNA byly umistény do agarézového gelu.

2.2.9.2 Provedeni pulzni gelové elektroforézy

Elektroforéza byla provedena na pfistroji Gene Pulser™ (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA). Elektroforéza byla provedena v 0,5krat

koncentrovaném pufru TBE za nastaveni uvedeného v Tab. 6.

Parametr Hodnota / nastaveni
Teplota 12 °C
Napéti 6 V/cm
Pocate¢ni impuls 1s
Konec¢ny impuls 30s
Délka trvani 20 h

Tab. 6. Nastaveni pulzni gelové elektroforézy

Po provedeni elektroforetického déleni v pulznim poli byl gel
s rozdélenymi fragmenty DNA obarven po dobu 30 minut v roztoku ethidium

bromidu a odbarven v destilované vodé po dobu 120 minut.



2210 Multilokusova sekvenacéni typizace (MLST)

Analyticka Cast multilokusové sekvenacni typizace (MLST) byla
provadéna v ramci jiné studie, kam byly zafazeny i kmeny 1784, 1785, 1877
a zahrnovala izolaci DNA z poskytnutych kmend, dale amplifikaci
housekeeping gent metodou PCR s MLST primery a naslednou sekvenaci
s pouzitim BigDye® barviv. Sekvenace probihala na analyzatoru ABI 3130
(Applied Biosystems, USA). Kromé pfipravy kmenu pro izolaci DNA nebyla
Cast MLST soucasti diplomové prace.

Pfedmétem diplomové prace pak bylo vyhodnoceni ziskanych
sekvenci s pomoci programu BIOEDIT (Tom Hall, Ibis Biosciences,
Carlsbad, USA, http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). Na zakladé
ziskanych sekvenci a porovnanim s databazi alel pro Klebsiella pneumoniae
na www.pasteur.fr ve formatu FASTA byly urCeny jednotlivé typy alel

a typizovan kmen ve formatu ST.



3 Vysledky

Vysledky diplomové prace jsou prezentovany v logickém sledu, ve
kterém byly ziskany. S ohledem na udaje, tykajici se pfedevSim predchozi
typizace kmenu a hodnot minimalnich inhibi¢nich koncentraci, které byly
ziskany pred realizaci diplomové prace a v ramci jinych projektu, byly prace
provadény v nasledujicim sledu:

1) sledovani efektu inokula u minimalnich inhibicnich koncentraci
2) sledovani exprese B-laktamazy DHA-1, regulaéniho proteinu
AmpR a porin OmpK35 a OmpK36

3) ovéreni produkce DHA-1 ovlivnéné cefoxitinem
4) transformace plazmidd

5) pulzni gelova elektroforéza

6) multilokusova sekvenacni typizace

Ziskané vysledky a jejich pfipadna logicka navaznost je komentovana

v jednotlivych kapitolach vysledku a v diskuzi.



3.1 Sledovani efektu inokula u minimalnich
inhibicnich koncentraci

Cil: Ovérit vliv efektu inokula pri stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci pro antibiotika cefotaxim, ceftazidim a cefepim.

Zavislost minimalni inhibiéni koncentrace cefotaximu, ceftazidimu
a cefepimu na velikosti inokula byla stanovena u vSech tfi testovanych
kmenl S4, S12 a 1371. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 7. VG¢&i cefepimu jsou
v8echny sledované kmeny rezistentni nehledé na velikost inokula
a koncentraci antibiotika. Pro inokulum 3x10° jsou v8echny kmeny vU(éi
sledovanym antibiotikim rezistentni. Kmen S4 vykazuje v zavislosti
na velikosti inokula (10° -107) citlivost pro ceftazidim v rozpéti 16-128 pg/ml,
pro cefotaxim v rozpéti 4-128 ug/ml. Podobné kmen S12 pro ceftazidim
v rozpéti 32-128 pg/ml, pro cefotaxim v rozpéti 4-16 ug/ml. Zcela odliSna je
situace u kmene 1371, ktery je ve vSech objemech inokula vic&i ceftazidimu

rezistentni, vuci cefotaximu vykazuje citlivost v rozpéti 64-128 ug/ml.

Kmen S4 S12 1371
MICs (ug/ml)

Velikostinokula FEP CAZ CTX FEP CAZ CTX FEP CAZ CTX
10° >512 >32 >8 >512 >128 >16 >512 >512 >128
10° >512 >16 >4 >512 >32 >4 >512 >512 >64
10 >512 >128 >128 >512 >64 >512 >512 >512 >512
3x10 8 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512

Tab. 7. Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) pro kmeny S4,
S12 a I1371a pro uvedena antibiotika FEP — cefepim, CAZ — ceftazidim, CTX

— cefotaxim.



3.2 Odbér vzorku pro sledovani exprese
B-laktamazy DHA-1, regulaéniho proteinu
AmpR a porini OmpK35 a OmpK36

Cil: Pripravit vzorky pro sledovani exprese DHA-1, AmpR, OmpK 35,
OmpK36 s pridavkem cefotaximu (CTX) jako induktoru v riznych bodech
rastové Krivky.

Pro potfeby sledovani exprese sledovanych genu DHA-1, AmpR,
OmpK35, OmpK36 byly béhem kultivace v BHI médiu s cefotaximem
odebirany vzorky v intervalech 0; 2; 3; 3,5; 4 a 5 hodin po zaockovani.
Z pfedchozich udaju byly znamy minimalni inhibi¢ni koncentrace, s ohledem
na které byla koncipovana i koncentraCni fada cefotaximu pro jednotlivé
kmeny. Pro kmeny S4 a S12 byly zvoleny koncentrace 0,00; 0,25; 0,50
a 0,75 mg/l, pro kmen 1371 byly zvoleny koncentrace 4,00; 8,00; 12,00
a 16,00 mg/l. VSechny vzorky byly méfeny a odebirany v triplikatech.
Vysledky rlstovych kfivek jsou uvedeny v Tab. 8,9,10 a pfrehled zpracovan
v Obr. 7,8,9. Z grafického zpracovani je ziejmé, ze vSechny kfivky postihuji
lag fazi a exponencialni fazi ristu. U kmene S4 je viditelné potlaceny rust
s narustajici koncentraci cefotaximu, rozdily vrdstu u koncentraci
0,50 a 0,75 mg/l cefotaximu nejsou jiz rozliSitelné a pohybuji se v mezich
standardni odchylky méfeni. U kmene S12 je rustova kfivka témér shodna
pro vSechny zvolené koncentrace antibiotika. VSechny viditeIné odchylky jsou
vramci standardni odchylky méfeni. Kmen 1371 se chova jiz jinak.
S pfidanim antibiotika se zvySuje sklon kfivky v exponencialni fazi mezi
3 a 4 hodinou, po 4 hodiné dochazi ke zpomaleni rlstu s tim, Ze se zvySujici
se koncentraci antibiotika se rust po 4 hodiné zpomaluje. Je pravdépodobné,
Ze ucCinek antibiotika nastava v dobé kolem 4 hodiny, ¢emuz odpovida
i charakter kfivky. U nizké koncentrace cefotaximu (4,00 mg/l) je prubéh
ristové kfivky velmi podobny kmenim S4 a S12. Se zvysujici se koncentraci
antibiotika dochazi k rychlejSimu rastu do 4 hodiny, reciprocné po 4 hodiné
dochazi se zvySujici se koncentraci k rychlejSimu zpomalovani ristu.
Vezmeme-li v uvahu, Ze koncentrace cefotaximu jsou vybrany ve vztahu
k dfive naméfenym minimalnim inhibi¢nim koncentracim, chova se kmen
1371 odliSné nez kmeny S4 a S12.



Kmen S4 1. vzorek 2. vzorek 3. vzorek
Casodb (h) | 00] 20] 30| 35| 40] 50| 0,0] 20| 3,0] 3,5] 4,0] 50| 0,0] 20| 3,0] 35| 4,0] 5,0
c CTX (mg/l) McFarland McFarland McFarland
0,00 0,7/09(15(2,7|44/59/08/09(1424|4,0(6,2|0,7|0,7|1,2|2,1|3,8]|6,0
0,25 0,7/08/12[19/36/58/0,7/08|1,1/18/3,2[53/0,7[08/12]19]|3,2/53
0,50 0,7]07/12(20/35|53/0,7/07]10/16]29/50/0,7[08|11]18]|3,2|56
0,75 0,7/07(11/18(32/54/09/09(12(1,7|28|54]08|08|1,2|1,8|3,1|5,5
Tab. 8. Namérené hodnoty rastové kfivky dle McFarlanda pro kmen S4 za
pfidani cefotaximu v uvedenych koncentracich.
Kmen S12 1. vzorek 2. vzorek 3. vzorek
Gasodb (h) |00]20]30]|35]|40][50]00]20]/30]35]40]50/00]20]30]35]40]50
¢ CTX (mg/l) McFarland McFarland McFarland
0,00 07/07(11119(3,3/55(0,7/0,7(1,1(15(26(5,1({0,7(0,7|1,1|1,7]|2,9]5,2
0,25 07/07(11]|1730|51/|0,7/0,7(10(15(25(5,1/0,8|0,8|1,2|1,7]|2,9]|5,3
0,50 09(11(15121(32/55(/09/09(1,3(18(28(51(06(0,7/1,0|1,6]|2,8]|5,0
0,75 08(10(13|18(3,1/53(0,7/08(10(15(25(4,8(0,7(0,7/1,2|1,8]|3,2|5,3
Tab. 9. Namérfené hodnoty rustové kfivky dle McFarlanda pro kmen S12 za
pfidani cefotaximu v uvedenych koncentracich.
Kmen 1371 1. vzorek 2. vzorek 3. vzorek
Gasodb (h) |00]20][30]35]40]50]00]20]30]35]40]50/00][20]30]35]40]50
¢ CTX (mg/l) McFarland McFarland McFarland
4,00 08(09(14(21/3,7|52|08|09|11]|15|26|46|0,7|0,7|1,1]|1,7|3,3|5,1
8,00 06({11(15(21/35]/5,0(09|06({10(14]2,7|46|06|06|1,0[{15|4,1|4,6
12,00 06(07[12[20|32/48/06|0,7/12[1,7/3,7/48/06[0,7]1,3[2,0]/3,6/4,8
16,00 0,7/08(15(23/43|50(06|0,7{14(24|4,3|149|06|0,7|15|2,4|4,3|4,9

Tab. 10. Namérené hodnoty rastové krivky dle McFarlanda pro kmen 1371 za

pfidani cefotaximu v uvedenych koncentracich.




Rustova kfivka kmene S4 s definovanymi koncentracemi
cefotaximu (CTX)

Mc Farland

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50
¢as (hodiny)

| —— CTX0,00 mg/l —=— CTX0,25 mg/I CTX0,50 mg/l < CTX0,75 mg/l |

Obr. 7. Graf rustové kfivky dle McFarlanda pro kmen S4 za pfidani cefotaximu

v uvedenych koncentracich.

Rustova kfivka kmene S12 s definovanymi koncentracemi
cefotaximu (CTX)

6,0

5,0
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3,0

Mc Farland

2,0
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0,0
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
¢as (hodiny)
| —+— CTX 0,00 mg/l —=— CTX 0,25 mg/| CTX0,50 mg/l —~ CTX0,75 mg/|

Obr. 8. Graf rustové kfivky dle McFarlanda pro kmen S12 za pfidani
cefotaximu v uvedenych koncentracich.
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Riastova kfivka kmene 1371 s definovanymi koncentracemi
cefotaximu (CTX)
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Obr. 9. Graf rastové kfivky dle McFarlanda pro kmen 1371 za pridani

cefotaximu v uvedenych koncentracich.

3.3 Sledovani exprese gentii DHA-1, AmpR,
OmpK35, OmpK36

Cil:  Zjistit expresi jednotlivych genu zucastnénych v odpovédi
K.pneumoniae na pfitomnost antibiotika v definované koncentraci.

Protoze soubézné sledovani exprese genu DHA-1, AmpR, OmpK35
a OmpK36 neni v literatufre zminéno a detailni charakterizace uvedenych
kmenu nebyla metodou gRT-PCR v minulosti provadéna, byly po dohodé
s vedoucim diplomové prace vybrany vzorky postihujici pfedevSim oblast
exponencialni faze, kde lze odpovidajici transkripty oCekavat. Vysledky
ziskané metodu qRT-PCR byly zpracovany v programu REST a praci jsou
uvadény jako relativni exprese z triplikatl vztazenych ke kontrole v podobé
primer0 pro 16S ribozomalni podjednotku.

Vysledky qRT-PCR sledovanych genl u kmene S12 potvrdily
omezenou expresi OmpK36 a zadnou expresi OmpK35. Transkript

pro OmpK36 se objevuje az ve Ctvrté hodiné rustové kfivky a s narlstem



koncentrace cefotaximu je jeho exprese postupné potlaovana. Exprese
blapya-1 narusta az v pozdéjSich hodinach (3-4) a u vysSich koncentraci
antibiotika (0,50-0,75 mg/l). Exprese AmpR je konstatni po celou dobu
kultivace a je potlaCovana az ve ¢tvrté hodiné a to pro vSechny koncentrace
antibiotika, v€etné nulové.

Podobna situace je viditelna u kmene S4. Ani jeden z porinovych gent
neni exprimovan po cely sledovany Casovy interval a ani pro zadnou
koncentraci antibiotika. Exprese AmpR je ve druhé hodiné potlatovana
ve v8ech koncentracich antibiotika, postupné vSak s pfibyvajicim Casem
u nizkych koncentraci cefotaximu suprese zanika a gen je konstantné
exprimovan. Ve Ctvrté hodiné je potlaCeni viditelné az u nejvyssi koncentrace
(0,75 mg/l). Exprese blapna-1 je ve druhé a treti hodiné zvySena az pfi vétsi
koncentraci cefotaximu (0,75 mg/l). Ve ¢&tvrté hodiné zacina byt v nizkych
koncentracich antibiotika exprese potlacovana, v nejvysSi koncentraci
cefotaximu stale pretrvava zvysSena exprese.

Kmen 1371 se chova odlisné od kmenl S4 a S12. Na prvni pohled
se liSi absenci exprese AmpR, ktera chybi v celém sledovaném spektru
kultivace. Exprese blapua1 je od druhé hodiny zvySena, pouze pro vysSi
koncentrace antibiotika neni zvySena. Vibec nejvySSi exprese jsou
a ve Ctvrté hodiné je exprese zvySena pro vSechny koncentrace cefotaximu.
OmpK35 je v prvnich hodinach zvySena u nizkych koncentraci, s naristem
koncentraci cefotaximu prechazi do normalni exprese. Ve C¢tvrté hodiné
v nizkych koncentracich je taktéz normalni exprese, se zvysSujici se
koncentraci dochazi ke zvySené expresi. Naopak exprese OmpK36 je
ve druhé hodiné v nizSich koncentracich potlaCovana, postupné s ¢asem
kultivace potlateni vymizi a zlstava pouze pro nejvys$Si koncentraci
cefotaximu.

Exprese kmenl S4 a S12 jsou si podobné i s ohledem na oekavané
chovani gent za pfitomnosti antibiotika (JACOBY 2009), kmen 1371
se chova naprosto odlisné. Ziskané vysledky jsou uvedeny v Tab. 11-14 a
na Obr. 10-12.



2 hodina

3 hodina

4 hodina

sledovany| koncentrace cefotaximu koncentrace cefotaximu koncentrace cefotaximu
gen (mg/l) (mg/l) (mg/l)
0,00 | 0,25 | 0,50 | 0,75 | 0,00 | 0,25 | 0,50 | 0,75 | 0,00 | 0,25 | 0,50 | 0,75
16S 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
AmpR 0,956 |1,350]0,851]0,630|0,423 0,574 0,194 | 0,031 | 0,025 | 0,001 | 0,101 | 0,014
DHA-1 0,892 0,955 1,000 | 0,416 | 0,236 | 0,119 | 0,955 | 1,741 | 0,387 | 0,445 | 1,782 | 4,287
OmpK35 | ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
OmpK36 | ND ND ND ND ND ND ND ND [1,765 2,520 | 0,397 | 0,020

Tab. 11. Relativni exprese gent AmpR, DHA-1, OmpK35, OmpK36 u vzorki
kmene S12 odebranych ve 2, 3 a 4 hodiné rastové krivky. Hodnoty v radcich

u jednotlivych genu jsou hodnoty relativni exprese vztazené k 16S genu. ND

— nedekovatelny signal.

Relativni exprese k 16S (log)

10,000

1,000

0,100

0,010

kmen S12 - relativni exprese - DHA-1, AmpR, OmpK36

0,001 —
cefotaxim (mg/l)
——AmpR/2h  —=—DHA-1/2h AmpR/3h DHA-1/3h
—+—AmpR/4h ——DHA-1/4h —— OmpK36/4h

Obr.10. Grafické znazornéni relativni exprese exprimovanych gend kmene

S12 ze vzorkii odebranych ve 2,3 a 4 hodiné riastové kfivky. Relativni

exprese je v logaritmickém méritku.




2 hodina

3 hodina

4 hodina

koncentrace cefotaximu

koncentrace cefotaximu

koncentrace cefotaximu

sledovany (mg/l) (mg/l) (mg/l)
gen 0,00 | 0,25 | 0,50 | 0,75 | 0,00 | 0,25 | 0,50 | 0,75 | 0,00 | 0,25 | 0,50 | 0,75
16S 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
AmpR 0,102 {0,010 0,157 | 0,000 | 0,897 | 0,956 | 0,102 | 0,076 | 0,756 | 0,425 | 1,235 | 0,029
DHA-1 0,892 | 0,536 | 0,831 | 1,726 | 0,972 | 0,877 | 0,941 | 2,352 | 0,212 | 0,223 | 0,561 | 5,040
OmpK35 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
OmpK36 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Tab. 12. Relativni exprese gent AmpR, DHA-1, OmpK35, OmpK36 u vzorki
kmene S4 odebranych ve 2, 3.5 a 4 hodiné ristové kfivky. Hodnoty v radcich

u jednotlivych genu jsou hodnoty relativni exprese vztazené k 16S genu. ND

— nedekovatelny signal.

Relativni exprese k 16S (log)

10,000

1,000

0,100 1

0,010

0,001

S4 - Exprese - AmpR,DHA-1

0,

cefotaxim (mg/l)

|~—AmpR/ 2h -+~ DHA-1/ 2h

AmpR / 3h

DHA-1/ 3h — AmpR / 4h —— DHA-1 /4h‘

Obr. 11. Grafické znazornéni relativni exprese exprimovanych gent

kmene S4 ze vzork( odebranych ve 2,3 a 4 hodiné rustové kfivky. Relativni

exprese je v logaritmickém meritku.




2 hodina 3 hodina 4 hodina
sledovany koncentrace cefotaximu koncentrace cefotaximu koncentrace cefotaximu
gen (mg/l) (mg/l) (mg/l)
4,00 | 8,00 | 12,00| 16,00 4,00 | 8,00 | 12,00|16,00| 4,00 | 8,00 | 12,00 | 16,00
16S 1,000 | 1,000 |1,000|1,000| 1,000 |1,0001,000]1,000]1,000| 1,000 | 1,000 | 1,000
AmpR ND ND ND ND ND ND ND ND | ND ND ND ND
DHA-1 13,620 | 2,860 | 5,040 | 0,099 | 25,398 | 4,000 | 2,470 | 0,123 | 5,040 20,159 | 16,000 | 64,000

OmpK35

1,254 11,876 0,257 | 0,158

1,897 11,994 0,189

0,189 |1,000| 4,000 | 1,587 | 6,350

OmpK36

0,099 10,198 0,489 0,315

0,099 10,198 0,315

0,315]0,039]| 0,157 | 0,157 | 1,587

Tab. 13. Relativni exprese gent AmpR, DHA-1, OmpK35, OmpK36 u vzorku
kmene 1371 odebranych ve 2, 3 a 4 hodiné rastové krivky. Hodnoty v fadcich

u jednotlivych gent jsou hodnoty relativni exprese vztazené k 16S genu. ND

— nedekovatelny signal.

Relativni exprese k 16S (log)

100,000

kmen 1371 - relativni exprese - DHA-1, OmpK35, OmpK36

10,000

0,010

cefotaxim (mgl/l)

——DHA-1/2h

—e—OmpK35/ 2h —=— OmpK36 / 2h

—%—OmpK36 / 3h —e—DHA-1/4h ——OmpK35/ 4h

DHA-1/ 3h OmpK35 / 3h
OmpK36 / 4h

Obr. 12. Grafické znazornéni relativni exprese exprimovanych gent kmene

1371 ze vzorku odebranych ve 2,3 a 4 hodiné riastové krivky. Relativni

exprese je v logaritmickém méritku.




Kmen

1371

Genova Cas Koncentrace CTX (pg/ml)
exprese (h) 4,00 8,00 12,00 16,00
AmpR 2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
4 ND ND ND ND
DHA-1 2 1 1 0 0
3 t t | 1 0
4 1 1 1 1
OmpK35 2 i 1 0 0
3 i i 0 0
4 0 1 1 1
OmpK36 2 i} i} l 0
3 0 0 0 )
4 0 0 0 i}
S12
Koncentrace CTX (pg/ml)
0,00 0,25 0,50 0,75
AmpR 2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 ! ! ! !
DHA-1 2 0 0 0 0
3 0 0 0 1
4 0 0 i i
OmpK35 2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
4 ND ND ND ND
OmpK36 2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
4 0 0 l |
S4
Koncentrace CTX (pug/ml)
0,00 0,25 0,50 0,75
AmpR 2 i} i} l i}
3 0 0 l )
4 0 0 0 i}
DHA-1 2 0 0 0 i
3 0 0 0 1
4 ! ! 0 1
OmpK35 2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
4 ND ND ND ND
OmpK36 2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
4 ND ND ND ND

Tab. 14.

kriterii dle REST 2009. Symboly: “|” — potlacena exprese, “” —

exprese,

cefotaxim

Tabulka exprimovanych gent s vyhodnocenim dle interpretacnich

zvysena

“0” — exprese beze zmény, “ND” — nedekovatelny signal, CTX -



3.4 Produkce DHA-1 ovlivhéna cefoxitinem

Cil: Oveérit produkci DHA-1 u vSech kmenu pfi pridani cefoxitinu jako
induktoru DHA-1

S ohledem na rozdilné a neoCekavané vysledky exprese gent AmpR
a blapua1 byl proveden pokus, ve kterém jsme se snaZzili ovéfit chovani
uvedenych genu za pfidani cefoxitinu. Z Tab. 15 je zjevné, Ze po pfidani
cefoxitinu jsou produkovany oba genové produkty v podobé AmpR a DHA-1.
Exprese AmpR je konstantni, ale exprese blapua1 zjevné po pfidani
cefoxitinu narista. U kmene 1371 je po pfidani cefoxitinu podstatné vyssi
narlist exprese blapya-1 oproti kmenim S4 a S12. Vysledky jsou uvedeny
v Tab. 15.

1371 1371 + FOX
Cas (h) DHA-1 AmpR DHA-1 AmpR
1 2,95 3,28 3,85 3,60
2 3,03 3,21 2,19 3,53
3 2,91 3,22 2,49 3,45
S12 S$12 + FOX
Cas (h) DHA-1 AmpR DHA-1 AmpR
1 4,42 3,74 4,28 3,40
2 3,76 3,46 2,23 2,87
3 4,46 3,30 1,94 2,93
S4 S4 + FOX
Cas (h) DHA-1 AmpR DHA-1 AmpR
1 3,82 2,56 3,65 3,07
2 3,31 2,63 1,90 3,07
3 3,19 2,53 2,82 3,35

Tab. 15. Exprese DHA-1 a AmpR sledovana s pridanim cefoxitinu jako
induktoru exprese (cefoxitin byl pfidan po 1 hodiné kultivace do konecné
koncentrace 100 mg/l). Uvedené exprese jsou relativni exprese vuci 16S a

cas je uveden od pocatku kultivace.



3.5 Transformace plazmidu
Cil: Overit lokalizaci genu DHA-1 a souvisejicich regulacnich elementt

na plazmidech a jejich expresi

Pro transformaci plazmidd byly pouzity klinické izolaty z FN Plzen
s oznacenim 1784, 1785 a 1877. Vysledky exprese u transformovanych kmenu
jsou uvedeny v Tab. 16. Kmeny S4 a S12 potvrzuji snizenou expresi DHA-1
po pfidani cefoxitinu, u kmene 1371 je produkce naopak mirné zvySena.
Kmen se v navaznosti na pfedchozi méfeni s pfidanym cefoxitinem chova
ponékud rozdilné, nez je tomu u S4 a S12. Ziskana data u transformant(
1784/S4 a 1785/1371 (C. recipienta/€. kmene od néhoz byly ziskany plazmidy)
ukazuji na zvySenou expresi DHA-1, u transformovanych kmenl 1785/S4,
I877/S12 je naopak znatelny pokles produkce DHA-1. Plazmidy
transformované z kmene 1371 ukazuji na atypické chovani, proto Ize
predpokladat zapojeni dalSich faktorl v regulatnim mechanizmu exprese

blapna-1 a odliSné chovani v raznych klonech.

Cas (h) 1 3
Kmen/Transformant blapna-1 blapna-1

S4 6,38 3,51
S12 5,65 3,43
1371 4,01 5,53
1784/S4 5,60 7,89
1785/1371 ND 7,02
1785/S4 4,93 3,86
1877/S12 6,98 3,58
S4 kontrola * 6,45 8,12

Tab. 16. Transformace plazmid(. Exprese je relativni k 16S and * predstavuje
kontrolu bez cefoxitinu (FOX). Transformant — kmen od néhoz byly ziskany

plazmidy.



3.6 Pulzni gelova elektroforéza

Cil: Typizace kmendu, pouZitych v experimentech
Typizace pulzni gelovou elektroforézou byla provedena s transformanty 1785/S12,
1877/S12, 1785/S4, 1877/S4, 1784/S4, 1785/1371, 1784/1371, 1877/1371. Ziskané

vysledky jsou uvedeny na Obr. 13. Vyhodnoceni bylo provedeno na zakladé kritérii
dle TENOVERA et al.(1995).

Obr. 13. Pulzni gelova elektroforéza provedena s transformanty (poradi
uvedeno zleva) 1785/S12, 1785/S12/A, 1785/1371/A, 1785/54/A, 1785/1371,
1785/S4, 1877/S12, 1877/S12/A, 1877/S4, 1877/S4/A, 1784/S4, 1784/S4/A,
1784/1371, 1784/1371/A, 1877/1371.
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3.7 Typizace kmenu metodou multilokusové
sekvenacéni typizace

Cil: Typizace izolati pouzitych v experimentech

Typizace metodou multilokusové sekvenacni typizace (MLST) byla
provedena na zakladé ziskanych sekvenci. Sekvenovany byla izolaty 1784,
785, 1877. Ziskané sekvence byly analyzovany v programu BIOEDIT
a porovnany s profilovou databazi na www.pasteur.fr. Na zakladé ziskanych
alelickych profild byl uréen kmen. V Tab. 17 jsou uvedeny jednotlivé alely,

na zakladé kterych byl kmen typizovan.

Izolat 1785 1784 1877

Alela Typ Typ Typ
gapA 3 3 4
infB 3 1 1
mdh 1 13 1
pgi 1 34 1
phoE 1 63 1
rpoB 1 1 5
tonB 4 64 6

Kmen ST11 ST461 ST8

Tab. 17. Prehled alel a urenych kment pro jednotlivé izolaty 1785, 1784,
1877.



4 Diskuze

Diplomova prace navazuje na praci vyzkumné skupiny Ing. Jaroslava
Hrabaka, Ph.D. a na jiz publikované prace tykajici se izolatl Klebsiella
pneumoniae z klinickych vzorkt (CHUDACKOVA et al. 2010, HRABAK et al.
2009). Rozsifeni rezistentnich kmen( Klebsiella pneumoniae je vazny
problém pro soufasnou medicinu, ktery je c¢asto zmifilovan v mnoha
publikacich tykajicich se této problematiky. Vysoky stupen rezistence vici
antibiotikim u téchto kmenu, v€etné rezistence ke karbapenemim, byl jiz
popsan i v Ceské republice (CHUDACKOVA et al, 2010). Tato prace
charakterizuje vybrané klinické izolaty v detailech a se zaméfenim na vztah
efektu velikosti inokula a exprimovanych genu, které se podileji na rezistenci.
Zaroven jsme se pokusili ovéfit jiz dfive popsany mechanismus regulace
(HANSON et al. 1999) v expresi blapya1 Vv ruznych izolatech Kilebsiella
pneumoniae. DOvodem byla predev§im zvySena rezistence jednotlivych
kmenu a vzajemné rozdilné fenotypové chovani vuci jednotlivym
antibiotikim.

V Ceské republice je rozsifeni kmenl Klebsiella pneumoniae
produkujicich  DHA-1 plaktamazy AmpC velmi vyznamné a je témér
srovnatelné s vyskytem plaktamaz s rozSifenym spektrem ucinku (ESBL)
(EMPEL et al. 2010, HRABAK, ZEMLICKOVA nepublikovana data). V&echny
tyto izolaty vSak nalezely k jedinému sekvenénimu typu ST11, ktery nalezi
k epidemicky uspéSnému, mezinarodné rozSifenému klonalnimu komplexu
CC11 (DAMJANOVA et al. 2008). Dosud publikovana data ukazuji znaénou
rozdilnost v rezistenci k p-laktamdm i v ramci tohoto klonu. PfestoZze se
v téchto izolatech nepodafilo identifikovat inkompatibilni skupiny plazmidu
kédujicich blapya-1 s pomoci PCR metod dle CARATOLLI et al. (2005),
u vSech izolatl se jednalo o plazmidy shodné velikosti. Proto bylo nasim
cilem zjistit chovani téchto kmenu u rdznych klont K. pneumoniae nalezejici
k divoké populaci urCenych jako ST461, ST11 (s jinym PFGE profilem nez
maji testovani DHA-1producenti) a ST8. Zde se ukazal nas pfedpoklad, ze
exprese genu blapua1 Vv riznych klonech je odliSna. Z toho vyplyva velmi

obtizna unifikace interpretacnich kritérii pro kmeny produkujici ziskanou



AmpC s ohledem na odliSné chovani. Tyto vysledky rovnéz naznacuji podil
dalSich faktor(i na expresi blapuya.1 .

Jak jiz bylo uvedeno, v Ceské republice pochazeji producenti DHA-1
Mlaktamaz u Klebsiella pneumoniae zjednoho mezinarodné rozSifeného
kmene ST11 (EMPEL et al. 2010). Proto jsme se zaméfili na testovani
rezistence vzorkU, u nichz byla provedena transformace plazmidu do rliznych
divokych (wild-type) kmenu s typickymi profily rezistence (produkce enzymu
SHV-1). Vysledky ukazuji, Ze transformanty, které ziskaly plazmid z izolatu
1371, se chovaji jinak, nez transformanty s plazmidy zizolatd S4, S12.
Podobné rozdilné je chovani i vexpresi OmpK35 a OmpK36. Exprese
uvedenych genu je u izolatd S4 a S12 nedetekovatelna, pfipadné je
vyznamné potladena a projevuje se velmi malo, navic az po delSi ¢asové
odezvé pfi pusobeni antibiotika. Kmen 1371 vykazuje i interné odliSné
chovani indukce mezi OmpK35 a OmpK36, kdy OmpK35 je pozitivnhé
regulovan s délkou ucinku a zvysujici se koncentraci antibiotika, OmpK36 je
v prvnich hodinach regulovan negativné a tento ucinek se projevuje i pfi
vySSi koncentraci antibiotika. Tato skuteCnost je zajimava s ohledem na to,
Ze se predpoklada vyznamny podil OmpK35 a OmpK36 na transportu
Flaktamu do periplasmového prostoru buriky. Kmeny S4 a S12 vSak
vykazovaly vyS$Si citlivost k cefalosporinim Ill. a IV. generace nez klon 1371.

KliCovym zjisténim je pak naprosto odliSna a necCekana
nedetekovatelna produkce AmpR v pfitomnosti cefotaximu a pozitivné
regulovana produkce DHA-1 rostouci s Casem i koncentraci antibiotika. Toto
zjisténi ukazuje, Zze doposud popisovany regulacni mechanismus negativni
regulace AmpR vi¢&i DHA-1 (HANSON et al. 1999, LINDBERG et al. 1985)
neni zcela jednoznacny a regulatni draha ma pravdépodobné vice
regulacnich mist. Je mozné, Zze se na expresi podili jiné usporadani genu
AmpC, zodpovédnych za produkci DHA-1 a AmpR.

Neni bez zajimavosti, Zze pribéh rustové kfivky s cefotaximem je
pro sledované kmeny odliSny. Rustova kfivka kmene 1371 ma meazi
3. a 5. hodinou jiny prabéh nez kmen S4 a S12. Hledat pfimou souvislost
mezi rustovou kfivkou s cefotaximem a expresi genu podilejicich se

na rezistenci samozfejmeé bez dalSich experimentalnich praci nelze.



Uginek jiného antibiotika, cefoxitinu, vykazuje u tohoto kmene jiz dfive
popsanou regulaci exprese, kdy pfidani cefoxitinu zvySuje expresi DHA-1
anema zadny efekt na produkci AmpR. Naméfena data, souvisejici
s cefoxitinem, ale u kmene 1371 ukazuji na nizSi negativni regulaci exprese,
nez je tomu u kmentd S4 a S12. Je samozfejmé otazkou, do jaké miry se
na odpovédi k cefotaximu a srovnavana antibiotika cefepimu, ceftazidimu,
pripadné cefoxitinu podileji u kmene 1371 syntetizované poriny a do jaké miry
produkce flaktamazy. Je vSak velmi pravdépodobné, ze regulacni
mechanismus AmpC genu, produkujici dle HANSON et al. (1999) AmpG,
AmpR a AmpD jako komponenty regulacni drahy pro expresi cefalosporinaz,
bude ovlivnén vice faktory nebo se na produkci f-laktamaz podileji i jiné
regulacni faktory, které mohou byt ovlivnény u€inkem vybraného antibiotika.

O ziskanych datech nas presvédCuje i vysledek transformace
plazmidi do jinych kloni diskutovany vySe, kdy, jak jiz bylo zminéno,
samotna exprese DHA-1 po pfidani cefoxitinu je u kmene 1371 vySSi na rozdil
od kmenu S4 a S12. Nedetekovatelna DHA-1 v transformantu 1785/1371
vykazuje po pfidani cefoxitinu a po dalSich dvou hodinach inkubace pomérné
vysokou expresi.

Nami ziskané vysledky popisuji riznorodé chovani nékterych kmenu
Klebsiella pneumoniae s ruznou odpovédi na ruzné typy a koncentrace
antibiotik. Prfekvapivé i u dobfe charakterizovaného kmene 1371 se IliSi
exprese produktt podilejicich se na odpovédi na rlizna antibiotika. Otazkou
zustava, jaky systém regulace se zucastriuje odpovédi na konkrétni
antibiotikum a jak hodné se tyto odpovédi v zavislosti na typu antibiotika liSi.
Znalost systému regulace odpovédi na rizna antibiotika konkrétniho kmene
muze byt cestou ke spravné volbé a spravnému davkovani antibiotika

a nastaveni spravnych interpretacnich kritérii.



5 Souhrn

Cilem diplomové prace bylo charakterizovat klinické izolaty Klebsiella
pneumoniae molekularné-genetickymi metodami, stanovit pro definovana
antibiotika minimalnich inhibi¢ni koncentrace, zjistit zavislosti minimalnich
inhibiénich koncentraci a velikosti inokula u vybranych B-laktamu a zabyvat
se expresi hlavnich porint a B-laktamaz béhem rlznych fazi letalniho u€inku.

Z vySe uvedenych cild se podafilo v8echny splnit, s tim Ze:

7) Molekularné-genetické metody v podobé multilokusové sekvencni
typizace (MLST) a pulzni gelové elektroforézy (PFGE) nam poskytly dobré
vysledky, se kterymi bylo mozné pracovat pfi rozliSeni jednotlivych kmenu
a jejich zafazeni. Obé metody jsou pracovné i financné pomérné narocne,
nicméné z pohledu moznosti typizace Klebsiella pneumoniae se jedna
o standard, ktery umozriuje kmeny velmi spolehlivé urcit.

8) Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci bylo provedeno
doporuc¢enym postupem (EUCAST, 2009) a jeho vysledky koreluji s ostatnimi
vysledky, ziskanymi vjinych metodach. U interpretace vysledki a
pro sledovani exprese porini a B-laktamaz jsou minimalni inhibi¢ni
koncentrace kliCovou informaci pro definici podminek, za kterych se metody
provadi.

9) Velikost inokula se ukazala jako velmi dulezita informace, pficemz
samotné provedeni metody neni naroéné a pro ziskani vysledkd je metoda
velmi dobfe pouzitelna a ma dobrou reprodukovatelnost. Z vysledkl je
ziejmé, Ze velikost inokula hraje vyznamnou roli pfi stanoveni minimalnich
inhibiCnich koncentraci a Ze davkovani antibiotika ma na Klebsiella
pneumoniae vyznamny Vliv.

10) Stanoveni exprese porinl a B-laktamaz se oproti puvodnimu zaméru
stalo stézejni metodou v ramci celé diplomové prace. Diky velmi zajimavym
vysledkim, které oteviely nékolik hypotéz, byla metoda rozSifena
na sledovani exprese -laktamazy DHA-1 ovlivnéné cefoxitinem a
na sledovani exprese (-laktamazy DHA-1 po transformaci plazmida.
PFi sledovani expresnich profilG bylo ziskano velké mnozstvi dat, které bude

mozné vyuzit v dalSim studiu klinickych izolatd Klebsiella pneumoniae.



Diplomova prace diky velmi zajimavym vysledkim nejenom splnila
definované cile, ale také oteviela dalSi otazky a témata, kterd nejsou
doposud v publikacich zmifnovana a ktera do jisté miry popiraji doposud
publikované poznatky. Ziskané vysledky oteviraji dalSi moznosti studia této

problematiky.
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