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Abstrakt

Stafylokoky jsou béZznou soucasti lidské fléry, ale jsou také nebezpeénymi patogeny. Mezi
stafylokoky je velmi rozsifena rezistence k meticilinu. Za rezistenci k meticilinu je odpovédny
gen mecA usporadany do mec komplexu, ktery je soucasti mobilniho genetického elementu
— stafylokokové chromozomové kazety SCCmec. SCCmec je rozsahly variabilni mobilni
geneticky element, je vidy tvorfen tfemi ¢astmi, kterymi jsou mec komplex, ccr komplex a J
oblasti. Komplex mec obsahuje gen mecA a jeho regulacni geny mecR1 a mecl. Komplex ccr
koduje geny pro rekombindzy, které jsou odpovédné za vystfizeni a vioZzeni SCCmec kazety. )
oblasti jsou zbyvajici ¢asti SCCmec kazet, které obsahuji dalsi mobilni genetické elementy, ty
maji bud" primy vliv na expresi genld pro rezistence k meticilinu, nebo nesou geny pro
rezistence kjinym antimikrobidlnim Iatkam. Celd kazeta nebo jeji soucasti se mohou
rozSifovat horizontalnim prenosem genl mezi stafylokoky stejného druhu i mezidruhové, i
kdyZz mechanizmus pfenosu je stale nejasny. V soucasnosti je popsano celkem jedenact typu
SCCmec kazet. Vtéto praci jsem shrnula poznatky o molekuldarnim sloZzeni SCCmec,
horizontalnim prenosu genl odpovédnych za rezistenci k meticilinu a molekularni evoluci
SCCmec. Mobilni genetické elementy hraji kliCovou roli pro evoluci a adaptaci bakterii.
Porozuméni témto mechanizmim je dulezité pro kontrolu dalsiho Sifeni meticilin-

rezistentnich kmena.

Klicova slova: SCCmec, horizontalni prenos, mobilni genetické elementy, MRSA,

Staphylococcus sp.



Abstract

Staphylococci are common part of human flora but also they are a dangerous pathogen.
Among staphylococci strains, methicillin resistance is widespread. The mecA gene, organized
in mec complex, is responsible for methicillin resistance. The mec complex is part of mobile
genetic element — staphylococcal chromosome cassette SCCmec. SCCmec is large variable
mobile genetic element and it is always composed of three parts — mec complex, ccr
complex and J regions. Complex mec consists of mecA gene and its regulatory genes mecR1
and mecl. Complex ccr encodes recombinase genes, they are responsible for excision and
insertion of SCCmec. J regions are remaining parts of SCCmec, which include other mobile
genetic elements that directly influence methicillin resistance genes expression or carry
genes for resistance to other antimicrobial agents. SCCmec or its parts can be transferred by
horizontal gene transfer between staphylococci both intraspecific and interspecific, although
mechanism of its transfer is still unknown. Eleven types of SCCmec have been described so
far. In this thesis, | summarized the findings about molecular composition of SCCmec,
horizontal gene transfer of the genes encoding methicillin resistance and molecular
evolution of SCCmec. Mobile genetic elements play a key role in evolution and adaptation of
bacteria. Understanding of these mechanisms is important for control of methicillin

resistance spread.

Key words: SCCmec, horizontal transfer, mobile genetic elements, MRSA, Staphylococcus sp.
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1. Uvod

Era antibiotik zacala v roce 1928 objevenim penicilinu a pokracovala od 40. letech 20.
stoleti jeho pouzivanim v klinické praxi. Zahy po zavedeni antibiotik pro 1é¢bu infekénich
onemocnéni se zacaly vyskytovat prvni rezistentni kmeny. | kdyZz nékteré kmeny ziskaly
rezistenci mutaci v jejich genomu, za Sifeni dalsi a dalSich rezistentnich kment mohou hlavné
mobilni genetické elementy nesouci geny pro rGzné antibiotikové rezistence a jejich
schopnost Sifit se horizontalnim pfenosem mezi jedinci stejného druhu i mezidruhové. Pravé
selekéni tlak antibiotik urychlil evoluci téchto elementa.

Mezi prvni infekce |éCené penicilinem patrily také ty zplsobené bakteriemi rodu
Staphylococcus. U nich se pomérné rychle vyvinula rezistence na témér vSechna B-laktamova
antibiotika tim, Ze ziskaly gen pro B-laktamazu, kterd stépi B-laktamovy kruh téchto
antibiotik. Proto byl vr. 1959 zaveden meticilin, ktery byl k tomuto enzymu odolny.
Rezistence na meticilin byla objevena v klinickych izolatech z nemocnic severovychodni
Anglie vr. 1961 (Jevons, 1961). Vyznamny patogen Staphylococcus aureus ziskal rezistenci
k meticilinu integraci chromosomové kazety SCCmec, kterd nese mimo jiné gen mecA
kodujici pridavny penicilin-vazajici protein PBP2a, ktery je zodpovédny za rezistence
k meticilinu. Zdroj tohoto elementu neni zatim znamy. Kazeta SCCmec je rozSifend i mezi
koagulaza-negativnimi stafylokoky, u kterych se predpoklada, Zze by mohly byt plvodcem
tohoto elementu. | kdyZ se nyni meticilin v klinické praxi aplikuje jen zfidka, je nutné stdle
sledovat a zkoumat kmeny rezistentni na meticilin, jelikoz meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus ma schopnost pfijimat a akumulovat dal$i determinanty rezistence,
hrozi tak nebezpedi vzniku multirezistentnich klon stafylokok(d, u kterych bude velice
omezend moznost lécby.

Vtéto praci bych se chtéla zaméfit predevsim na molekuldrni aspekty rezistence
k meticilinu, shrnout poznatky o vzniku a Sifeni rezistence mezi stafylokoky, o stavbé
mobilnich genetickych elementl odpovédnych za tuto rezistenci. Pravé porozuméni
mechanizmUm rezistence na molekularni Urovni je klicové pro dalsi boj proti vzniku a Sifeni

multirezistentnich kmenu, které by mohly velmi zkomplikovat Ié€bu bakteridlnich infekci.



2. Charakteristika kmenu Staphylococcus

Stafylokoky patfi mezi grampozitivni koky, které se shlukuji nejcastéji do typickych
hroznovitych utvar(. Jsou nepohyblivé, a i kdyZz netvofi spory, jsou dosti odolné vici vnéjsim
podminkam. Jejich velikost se v priméru pohybuje kolem 0,8 um. Ve vztahu ke kysliku jsou
fakultativné anaerobni. Jsou to chemoorganotrofové s respiracnim nebo fermentativnim
metabolismem, jako zdroj uhliku vyuZivaji rlizné cukry nebo aminokyseliny, hlavni konecné
produkty jsou CO; a kyselina octova. VSechny druhy stafylokokd, kromé dvou anaerobnich
druht, produkuji kataldzu. Jsou mezofilni, jejich teplotni optimum pro rlst se pohybuje
kolem 37°C. VétsSina druh( je nepatogennich, jsou soucasti normalni flory kize a sliznic u lidi
i zvirat, nékteré druhy ale mohou zplsobovat lehké i tézké infekce, zvlasté pak u

imunodeficientnich jedincu.

2.1. Taxonomie

Rod Staphylococcus se taxonomicky tfadi do tiSe Bacteria oddéleni Firmicutes, tridy
Bacilli, ¥adu Bacillales a ¢eledé Staphylococcaceae. Do soucasné doby bylo popsano 56 druht
stafylokokUl, véetné poddruhl. Zprava o objevu zatim posledniho druhu byla publikovana
1. bfezna tohoto roku v IJSEM (Bel et al., 2013). Dnes se pro urceni taxonomie na zakladé
fylogenetické analyzy stanovuje podobnost sekvenci 16S rRNA a nékterych provoznich gena,
tzv. multilokusova sekvenéni analyza (Ghebremedhin et al., 2008). Tradicné se stafylokoky
rozdéluji podle schopnosti produkovat koaguldzu, enzym, ktery zpUsobuje srazeni krve. Mezi
koaguldza-pozitivni (CoPS) patfi 8 druhl, mezi né i nejvyznamnéjsi Staphylococcus aureus,

ostatni druhy jsou koagulaza-negativni (CoNS).

2.2. Patogenita stafylokoku

2.2.1. Staphylococcus aureus

S. aureus je béznou soucdsti lidské flory klize a mékkych tkani, zvlasté pak nosni sliznice.
Pokud je ale tato pfirozenad bariéra porusena, at uZz lehkym poranénim kiZe nebo
chirurgickym zakrokem, stafylokok vstoupi do organizmu a stdva se patogenem.

Stafylokokovou infekci jsou vice ohroZeni imunitné oslabeni jedinci. Je typickym



nozokomidlnim patogenem. Pribéh onemocnéni zavisi na interakci obrannych mechanism
hostitele a faktorl virulence bakterie. Proto S. aureus zplsobuje Siroké spektrum
onemocnéni, od lehkych po tézké infekce kGize a mékkych tkani (Hanakawa et al., 2002;
Miller et al., 2005; Patil et al., 2006), az ke generalizovanym infekcim, jako je naptiklad
syndrom toxického Soku (Kashiwada et al., 2012) a bakteriémie (von Eiff et al., 2001). Pokud
se tedy bakterie dostane do krevniho fecisté, pacient je ohrozen sepsi, kterd muze
propuknout v septicky Sok. S. aureus napada i vnitfni organy a zpUsobuje zavaina
onemocnéni jako napfiklad endokarditidu (Fowler et al., 2005) nebo nekrotizujici pneumonii

(Garnier et al., 2006).

2.2.2. Koagulaza-negativni stafylokoky

CoNS jsou také béZnou soucasti lidské flory kGze a sliznic. Na rozdil od S. aureus jsou
patogenni pouze pro imunodeficientni jedince, jako jsou napfiklad lidé nakazeni virem HIV.
Dale jsou ohroZeni novorozenci, intravendzni uzivatelé drog a dlouhodobé hospitalizovani
pacienti. Vyjimku tvofi pouze infekce mocovych cest zplsobenda bakterii S. saprophyticus
(Higashide et al., 2008) a endokarditida, za kterou je nejcastéji zodpovédny S. epidermidis
(Zinkernagel et al., 2005). Tato onemocnéni se vyskytuji i u imunokompetentnich jedincl. U
imunitné oslabenych osob jsou CoNS kmeny odpovédné za podobné Sirokou skalu
onemocnéni, jakou zplsobuje S. aureus. Jsou to mimo jiné infekce spojené s implantaci
ciziho télesa, napfriklad pfi opakované dialyze (Monsen et al., 2000), bakteriémie (Costa et

al., 2006) a endoftalmitida (Karacal et al., 2007).

3. Rezistence k meticilinu

Meticilin je B-laktamové uzkospektré polosyntetické antibiotikum. Je odolny vici
pusobeni B-laktamdz, proto se vroce 1959 zacal uZivat pro |écbu kmen( rezistentnich
k penicilinu. JenZe kratce po zavedeni meticilinu do klinické praxe, v roce 1961, se v Anglii
objevili prvni rezistentni kmeny meticilin-rezistentni S. aureus (MRSA) (Jevons, 1961).

Jako vSechna B-laktamova antibiotika, meticilin je baktericidni tim, Ze inhibuje biosyntézu
peptidoglykanu. Cilovy protein meticilinu je penicilin-vazajici protein PBP. PBP obsahuje
doménu s transpeptiddzovou aktivitou, ktera tvofi kfizové peptidové vazby mezi retézci
peptidoglykanu (Sauvage et al., 2008). Transpeptiddzova aktivita je inhibovana tak, Ze se
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otevie B-laktamovy prstence antibiotika a vytvori kovalentni vazbu se serinem v aktivnim
misté enzymu PBP (Chambers et al.,, 1994). Po poddani tohoto antibiotika tedy dochazi k
rozruSeni bunécné stény a k lyzi bakterie.

Mechanizmus rezistence byl odhalen vroce 1981 objevenim pfidavného penicilin
vazajiciho proteinu PBP2a u MRSA (Hartman and Tomasz, 1981). PBP2a je kdédovan genem
mecA, ktery je vétSinou soucdasti mobilniho genetického elementu SCCmec zaclenéného do
chromozomu meticilin-rezistentnich kmend. SCCmec je jediny nalezeny vektor pro mecA,
gen pro rezistenci k meticilinu se nevyskytuje na zadném jiném mobilnim genetickém
elementu (MGE), mecA je jediny determinant zpUsobujici rezistenci k meticilinu. SCCmec
neni plvodni soucast chromozomu S. aureus, ale byla ziskana horizontalnim prenosem. Gen
mecA koéduje pfidavny penicilin-vazajici protein PBP2a, ktery nahrazuje transpeptiddzovou
aktivitu domény proteinu PBP2 a ve spoluprdci s transglykozyldazovou doménou tohoto
pfirozeného PBP2 zodpovida za biosyntézu bunécné stény (Pinho et al., 2001). Tento
pridavny PBP2a ma nizkou afinitu k B-laktamovym antibiotikim, takZe tato antibiotika ho

neinhibuiji.

3.1. Stafylokoky rezistentni k meticilinu

Meticilin rezistentni stafylokoky jsou ty, jejichz genom obsahuje gen mecA, ktery je u
klinicky vyznamnych druh( stafylokok(i soucasti kazety SCCmec, u nékterych druht
stafylokok(i se gen mecA mize vyskytovat v chromozomu bakterie samostatné, nemusi byt
soucdst SCC. Zklinického hlediska nejvyznamnéjsi nositel tohoto elementu, meticilin-
rezistentni S. aureus, je jediny zastupce CoPS, u kterého byla zjiSténa rezistence k meticilinu.
Pravé u MRSA byl gen podminujici tuto rezistenci poprvé objeven a zkouman, nejprve jako
tzv. pfidavna DNA (Beck et al., 1986). SCCmec je rozsitena i mezi CoNS. Nejbéznéjsi meticilin-
rezistentni  koaguldza-negativni stafylokok (MR-CoNS) je S.epidermidis, nasleduje

S.haemlyticus, S.hominis, dale napfiklad S.cohnii, S.capitis a dalsi (Garza-Gonzdlez et al.,

2010; Lebeaux et al., 2012; Mombach Pinheiro Machado et al., 2007).



4. Unikatni mobilni geneticky element — stafylokokova

chromozomova kazeta SCCmec

4.1. Stavba SCCmec

Jak jiz bylo poznamendno vyse, Ustfedni geneticky element podminujici existenci
meticilin rezistentnich kmen( je stafylokokova chromozomova kazeta SCCmec, jejiz soucasti
je gen mecA kdduijici protein PBP2a. SCCmec je relativné velky fragment DNA, jeho velikost
se pohybuje vrozmezi od 21 kb do 53 kb. Jednd se o unikatni mobilni geneticky element
vyskytujici se pouze u stafylokok(. Stafylokokové kazety existuji i jako mobilni element pro
jiné geny nez mecA, tyto kazety se nazyvaji SCC non-mec (Luong et al., 2002;
Mongkolrattanothai et al., 2004). SCC se integruje do specifické sekvence attBSCC
v unikatnim misté chromozomu, které se nachazi v blizkosti pocatku replikace na 3 konci
genu orfX, otevieného ¢teciho ramce, jehoz funkce byla do neddvné doby neznama. V roce
2013 bylo zjisténo, zZe orfX kdéduje metyltransferazu, jejiz exprese neni inzerci kazety
ovlivnéna (Boundy et al.,, 2013). Tento orfX je lokalizovan v blizkosti pocatku replikace
chromozomu oriC (Ito et al., 1999, 2001). SCCmec ohranicuji zprava i zleva 15 bp pfimé
repetice, které jsou nezbytné pro pohyb elementu pomoci rekombinazy Ccr (Katayama et al.,
2000). | kdyzZ existuji rizné typy SCCmec elementu, vsechny sdileji stejnou sestavu nékolika
gend, kterd zahrnuje mecA komplex, komplex genl pro rekombindzy ccr a 3 variabilni oblasti
sousedici s mec a ccr komplexy, kterym se Fikd J oblasti (joining regions — spojovaci oblasti).

Vzhledem k velké diverzifikovanosti SCCmec bylo potfeba urcit konkrétni pravidla pro
klasifikaci SCCmec element(l. Proto byla zaloZena mezindrodni pracovni skupina pro
klasifikaci SCC elementl (International Working Group on the Classification of Staphylococcal
Cassette Chromosome Elements IWG-SCC), ktera postulovala pravidla klasifikace SCCmec do
typU a podtypl a mec a ccr komplex( do tfid. Podle jimi uréeného klice se klasifikuji i nové
objevené SCCmec. Aktualni informace o klasifikaci SCCmec jsou k nalezeni na webovych

strankach této skupiny (http://www.sccmec.org/).

4.1.1. mec komplex
Komplex mec zahrnuje gen mecA a proti sméru transkripce orientované regulacni geny

mecR1, ktery funguje jako transduktor signalu, a mecl, ktery ma funkci represoru. Vliv
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represoru mecl na expresi mecA a tedy i na miru rezistence k meticilinu byl potvrzen jeho
inaktivaci. Kmeny MRSA, v jejichz genomu byl tento gen inaktivovan, se staly k meticilinu
plné rezistentni (Kuwahara-Arai et al., 1996). Podle rozdilné struktury v oblasti gend mecl-
mecR1 bylo klasifikovano pét (A-E) tfid mec komplexu (Katayama et al., 2001; Shore et al.,
2011). Ttidy A-D jsou znazornény na obrazku ¢.1, tfida E je zndzornéna na obrazku ¢.4.

V mec komplexu se ddle nachdzeji dva typy inzer¢nich sekvenci. 1S431 se nachazi ve
vSech typech mec komplexu, po sméru transkripce mecA v blizkosti orfX (Katayama et al.,
2001). V nékterych mec komplexech se navic nachazi jesté druha inzercni sekvence, 15431
nebo 1S1272. Obé jsou vyznamné pro expresi mecA genu, 1S431 zpUsobuje deleci represoru
mecl v mec komplexech tfidy C, 1S1272 v komplexu tfidy B. Tim dereprimuji expresi mecA
genu, ktery se pak muaze plné transkribovat (Kobayashi et al., 2001). Ohranicuje tedy cely
mec komplex. 1S431 obsahuje dva oteviené cteci ramce, které by podle nukleotidové
sekvence mohly kddovat transpondzu (Barberis-Maino et al., 1990), 151272 obsahuje dva
oteviené cCteci rdmce o neznamé funkci (Archer et al.,, 1996). Komplex mec ohranieny
inzerénimi sekvencemi ma tedy strukturu kompozitniho transpozonu, jeho funkce vsak
nebyla potvrzena. Lze se jen domnivat, Ze inzeréni sekvence meély vyznam v prvotnim
zaclenéni mec komplexu do SCC a poté byla schopnost transpozice ztracena.

Predpoklada se, Ze nejplvodnéjsi je tfida A (1S431-mecA-mecR1- mecl), tfidy B-D byly od
této struktury odvozeny. Pouze tato tfida obsahuje neprerusené geny pro regulacni proteiny
genu mecA, ma funkéni silny represor transkripce mecl. Kmeny, tzv. pre-MRS, které obsahuji
element s touto tfidou mec komplexu, vykazuji pouze nizké hodnoty rezistence k meticilinu
(Hiramatsu et al., 1992). Bylo ale zjiSténo, Ze nékteré kmeny obsahujici SCCmec s mec
komplexem tfidy A jsou k meticilinu rezistentni stejné jako kmeny s deleci mecl represoru.
Tyto kmeny maji navic tfeti regulacni gen mecR2, coi je anti-represor odpovédny za
proteolytické Stépeni represoru mecl (Arede et al., 2012).

V mec komplexu tfidy B (IS431-mecA-mecR1-1S1272) jsou geny mecl a ¢astecné 3’konec
mecR1 preruseny vloZzenou sekvenci IS1272.

Trida C se déli na dva podtypy, C1 a C2 (IS431-mecA-mecR1-15431), obecnou strukturu
maji oba podtypy identickou. Rozdil je vtom, Ze tfida C2 obsahuje rozsahlejsi deleci genu
mecR1 nez tfida C1. Podtypy maji jinou orientaci 1S431 elementl, v C1l jsou 15431

usporaddany ve stejném sméru, v C2 jsou usporadany v opacné orientaci.



Trida D (IS431-mecA-mecR1) byla nalezena pouze u S. caprae. Regulacni gen mecR1
obsahuje castec¢nou deleci, inzeréni sekvence odpovédna za tuto deleci byla nejspis
v prlibéhu evoluce ztracena. Komplex tfidy D nema strukturu kompozitniho transpozonu, to
mUlze vysvétlovat konzervovanost této struktury pouze u S. caprae, ztrata druhého IS
elementu nejspis znemoznila tomuto komplexu pohyb.

Ttida E (blaZ-mecA-mecR1-mecl) byla objevena v neddvné dobé a je zatim posledni
tfidou, ktera byla identifikovana. Kmeny nesouci tuto tfidu mec komplexu, respektive typ
SCCmec s timto komplexem, vykazuji rezistentni fenotyp, i kdyZ represor transkripce neni
prerusen. VSechny drive objevené geny mec komplexu byly sekvenéné témér identické, tyto
ale vykazuji pouze 62%, 45% a 66% totoznost s dfive publikovanymi sekvencemi
aminokyselin téchto gend. Tento komplex neni ohrani¢en inzer¢nimi sekvencemi, jako je
tomu u ostatnich tfid mec komplexd. Bylo navrieno, Ze tato tfida by mohla tvorit
samostatnou vyvojovou vétev. V mec komplexu je navic zahrnut gen blaZ, ktery kdéduje gen

pro B-laktamazu. (Shore et al., 2011).

IS431 ":%I, T - IS43£

A W | meckl H mecA — ——
AISI272 S AﬂecRI. - e 1S431

B A 0 mecA } B |
1S431 A'MCR,I,,, - > 18431

C1 L H meed } =
:15431 A‘mech - 1S431

C2 . necd I

Ameckr . 1501,

D £ H  meed 1} I
1kb

Obr.1 Schéma organizace tiid mec komplext A-D (pfevzato z Katayama et al., 2001). Sipky naznaduji
smér transkripce. Ttida E je zndzornéna niZe na obrdzku ¢.4, v ramci SCCmec elementu typu XI.

4.1.2. ccr komplex

Komplex genl ccr je dalsi nepostradatelnd souc¢dst SCCmec. Enzymy Ccr jsou nezbytné

pro pohyb SCCmec komplexu, i kdyZz mechanizmus tohoto pohybu zatim neni zndm. Komplex



ccr se sklada z jednoho nebo dvou genl ccr a okolnich otevienych ¢tecich rdmc(, které maji
vétSinou neznamou funkci. Gen ccr kéduje DNA rekombindzy z rodiny invertaz-resolvaz, tedy
enzymy, které katalyzuji mistné specifické vystfizeni a integraci SCCmec elementu (Katayama
et al.,, 2000). Katalyticky zbytek serinu v aktivnim misté rekombinazy je konzervovany ve
vSech Ccr proteinech (Ito et al., 2001). Byly odliseny tfi fylogeneticky rozdilné geny, ccrA,
ccrB a ccerC, prizemz ccrA i ccrB se vyskytuji v nékolika alotypech, ccrC pouze v jednom.
K dnesnimu dni bylo identifikovano celkem 8 typ( komplexu ccr, které jsou tvoreny raznymi
kombinacemi alotypl ccr gen(. Jsou to typ 1 (ccrA1B1), typ 2 (ccrA2B2), typ 3 (ccrA3B3), typ
4 (ccrA4B4), typ 5 (ccrC1), typ 6 (ccrA5B3), typ 7 (ccrA1B6) a typ 8 (ccrA1B3) (IWG-SCC, 2009)

(http://www.sccmec.org/).

PFi hledani fylogenetického vztahu Ccr rekombinaz zahrnutych v SCCmec byla nalezena
evoluéni pribuznost s rekombindazami u nékolika dalSich druhd organismi. Pribuzna je
naptiklad invertdza u bakteriofaga TP901-1 bakterie L. lactis, mistné-specifickd rekombinaza
spolVCA bakterie B. subtilis a nebo transpondza, kterou kdéduje konjugativni transpozon

Tn4451 nalezeny u C. perfringens (Ito et al., 2001).

4.1.3. J oblasti

Zbyvajici sekvence SCCmec jsou variabilni ¢asti nazyvané J oblasti, které tvofi pro expresi
rezistence k meticilinu postradatelnou slozku elementu. MUzeme rozlisit celkem tfi J oblasti
(J1-J3). J3 je oblast mezi levym koncem SCCmec a mec komplexem, J2 je oblast mezi
komplexy mec a ccr a J1 je oblast mezi ccr komplexem a pravym koncem SCCmec. Velkou
Cast J oblastni tvofi oteviené cteci rdmce o neznamé funkci, duilezité ale je, Ze jsou zde
integrované mobilni genetické elementy nesouci mimo jiné geny pro rezistenci vici dalSim
antibiotikim a tézkym kovim. Podle variability vtéchto oblastech se SCCmec déli do

podtypa.

4.2. Klasifikace SCCmec

Podle rlznych kombinaci typl mec a ccr komplex(i bylo nalezeno zatim celkem jedenact
(I-X1) typh SCCmec (typy I-VIII jsou znazornény na obrdzku €. 2, typy IX a X na obrazku ¢.3 a

typ Xl na obrdzku ¢.4). Jednotlivé typy kazet SCCmec se klasifikuji na zakladé objevi u MRSA,


http://www.sccmec.org/

vétsina z nich byla nalezena i u MR-CoNS. Prvni tfi typy I-lll byly nalezeny v roce 2001 (Ito et
al., 2001), zatim posledni typ XI byl nalezen v roce 2011 (Shore et al., 2011). Do budoucna se
predpoklada objev jesté dalsi typl tohoto elementu, mozny je také dalsi vznik novych typu
SCCmec, které v soucasné dobé neexistuji, hlavné diky velkému mnozstvi MGE obsazenych
v SCCmec a selekénimu tlaku antibiotik.

Pokud se u néjakého typu lisi stavba zbyvajicich sekvenci elementu, odliSuje se nékolik
dalsi podtypl SCCmec. Variabilita J1 oblasti se znaci malymi pismenky, napfiklad IVa.
Pfitomnost nebo nepfitomnost dalSich konkrétnich mobilnich genetickych elementd je
oznacovana velkymi pismenky, napfiklad IlIA. Variabilita ve vSech J oblastech J1, J2 a J3 je

znazornéna arabskymi Cisly, napfiklad 11.1.2.1 (IWG-SCC, 2009).

V nasledujicich podkapitolach popisu sloZeni jednotlivych typ( kazet SCCmec.

4.2.1. SCCmec typul
Typ | obsahuje mec komplex tfidy B a ccr komplex typu 1. V tomto typu nejsou zahrnuty

Zadné geny odpovédné za rezistenci k dalsSim antibiotikim (Ito et al., 2001).

4.2.2. SCCmec typull

Typ Il obsahuje mec komplex tfidy A a ccr komplex typu 2. Byly zde nalezeny dva
integrované MGE, plazmid pUB110 s geny pro rezistenci k bleomycinu (ble) a pro rezistenci k
aminoglykosidim tobramycinu/kanamycinu (ant4) v J3 oblasti a transpozon Tn554 s geny
pro rezistenci k erytromycinu a spektinomycinu (erm/spc) vJ2 oblasti. Oba MGE jsou

ohraniceny parem 1S431 (Ito et al., 1999).

4.2.3. SCCmec typu lll
Typ 1l obsahuje mec kompex tfidy A a ccr komplex typu 3 a byl povazovan za nejdelsi
elementy (Ito et al., 2001). Pozdéji po objeveni tohoto typu bylo zjiSténo, Ze se ve
skutecnosti skldda ze dvou SCC a to konkrétné z SCCmec a SCCHg (Chongtrakool et al., 2006).
V obou SCC jsou integrované dalsi MGE, které nesou geny podminujici rezistence v{ci
jinym antibiotiklim nez je meticilin. SCCmec obsahuje v J3 oblasti plazmid pT181 ohrani¢eny

parem 15431, jez koéduje rezistenci ktetracyklinu (tetK). VJ2 oblasti se nachazi
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(pseudo)transpozon YTn554, ktery nese dva geny pro rezistenci ke kadmiu (cadB/cadC).
SCCHg nese gen pro rekombinazu ccrC, transpozon Tn554 obklopeny parem 1S431 s geny pro
rezistenci k erytromycinu a spektinomycinu (erm/spc) a déale pak samostatny gen pro

rezistenci ke rtuti (mer).

4.2.4. SCCmec typu IV

Typ IV obsahuje mec komplex tfidy B a ccr komplex typu 2. Vtomto typu nejsou
zahrnuty geny pro dalsi rezistence (Ma et al.,, 2002). Existuji ale tfi vyjimky. Podtyp IVc
obsahuje v J3 oblasti transpozon Tn4001, ktery nese operon aacA-aphD zajistujici rezistenci
k aminoglykosiddm, transpozon je ohranicen parem I1S256 (Gillespie et al., 1987; Ma et al.,
2006). Podtyp IVA obsahuje integrovany plazmid pUB110. Ten nese geny pro rezistenci
k riznym aminoglykosidiim, gen ant4’ se vyskytuje u vSech kmen( stimto podtypem
SCCmec, geny aac6’/aph2‘ se vyskytuji jen u nékterych kmend (Park et al., 2009). Dalsi
zvlastnosti je sloZzeni podtypu IV variant (2B&5). Kromé toho, Ze gen mecR1 je prerusen
transpozonem Tn4001, ktery obsahuje gen pro rezistenci k aminoglykosidim, ma jesté navic

v J3 oblasti treti rekombinazu ccrC (Heusser et al., 2007).

4.2.5. SCCmec typuV

Typ V obsahuje mec komplex tfidy C2 a ccr komplex typu 5. V J1 oblasti se nachazeji
geny hdsR, hdsS a hdsM kdédujici ¢astecny restrikéné-modifikaéni systém typu I, ktery mlze
prispivat ke stabilizaci elementu (Ito et al., 2004). Nejsou zde vloZené zadné MGE nesouci
geny pro dalsi antibiotika. Vyjimkou je podtyp Vc, ktery ma v J1 oblasti integrovany plazmid
pT181 s genem pro resistenci k tetracyklinu (tetK), plazmid je ohrani¢en parem 1S431 (Li et

al., 2011).

4.2.6. SCCmec typu VI
Typ VI obsahuje mec komplex tfidy B a ccr komplex typu 4. Tento typ nezahrnuje zadné

geny odpovédné za rezistenci k dalSim antibiotikdm (Oliveira et al., 2006).
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4.2.7. SCCmec typu VIl
Typ VII obsahuje mec komplex tfidy C1 a ccr komplex typu 5. Vtomto typu nejsou

vlozené zadné geny odpovédné za rezistenci k dalSim antibiotik(im (Berglund et al., 2008).

4.2.8. SCCmec typu VIl
Typ VIl obsahuje mec komplex tfidy A a ccr komplex typu 4. V J2 oblasti je zaclenén
transpozon Tn554, ktery nese geny pro rezistenci kerytromycinu (ermA) a

streptomycinu/spektinomycinu (aad9) (Zhang et al., 2009).

4.2.9. SCCmec typu IX
Typ IX obsahuje mec komplex tfidy C2 a ccr komplex typu 1. V J1 oblasti se nachazi
nékolik genl pro rezistenci k rlznym kovim. V tomto typu SCCmec nebyly nalezeny geny pro

rezistenci k dalSim antibiotikdm (Li et al., 2011).

4.2.10.SCCmec typu X
Typ X obsahuje mec komplex tfidy C1 a ccr komplex typu 7. V J1 a J3 oblasti se nachazi
nékolik genl pro rezistenci k riznym kovim. V tomto typu SCCmec nebyly nalezeny geny pro

rezistenci k dalsSim antibiotik(im (Li et al., 2011).

4.2.11.SCCmec typu XI

Typ Xl obsahuje mec komplex tfidy E a ccr komplex typu 8. V ramci mec komplexu je
zaclenén proti sméru transkripce od mecA gen blaZ kédujici B-laktamazu. J1 obsahuje
operon genl zajistujici rezistenci vici arzenu (Shore et al., 2011). Pfitomnost blaZ v ramci
mec komplexu je u SCCmec zvladstnosti, tato kombinace byla objevena jen u bakterie
M. caseolyticus, ktery ma v genom zaclenény transpozon s mec komplexem se stejnou
organizaci jako SCCmec typu Xl (Tsubakishita et al., 2010a). Spekuluje se tedy, Ze MRSA ziskal
tuto strukturu pravé od M. caseolyticus. Pfitomnost mec komplexu u M. caseolyticus je
velice zvlastni, je to totiz jediny druh bakterie kromé stafylokok(l, ve které byl nalezen.

Mohlo by tedy jit o novou evolucni linii SCCmec, kterd ma plivod pravé v této bakterii.
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Obr.2 Struktura zakladnich typtd SCCmec element(i objevenych do roku 2009. Kéd v prvni zdvorce
popisuje strukturu elementu, kod v druhé zavorce je oznaceni kmene MRSA, ze kterého byl dany typ
poprvé izolovan (pfevzato z IWG-SCC, 2009). Sedivé jsou oznacené J oblasti (J3-J1), ¢ervené mec
komplex a modre ccr komplexy. Geny a MGE znazornéné v obrazku jsou popsany v textu vyse
(kapitoly 4.2.1 a7 4.2.8).
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Obr.3 Struktura SCCmec typu IX a X (prevzato z Li et al., 2011). R{Zové jsou vyznaceny ccr komplexy,
tmavé modie mec komplexy, zbyvajici ¢asti jsou J oblasti (J3-J1). ZIuté Sipky vyznacuji inzeréni
sekvence. VJ oblastech se nachazeji geny pro rezistence ke kovim, jsou vyznaceny barevnymi
Sipkami (geny pro rezistenci ke kadmiu cadDX Cervené, pro rezistenci k arzenu arsRBC zelené, pro
rezistenci k médi copB oranZové). Bile jsou oznaceny oteviené cteci ramce o neznamé funkci.
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Obr.4 Struktura SCCmec typu X| (pFevzato z Shore et al., 2011). Sedivé jsou oznaceny J oblasti (J3-J1),
cervené mec komplex tfidy E, zelené ccr komplex typu 8, modfe operon s geny pro rezistenci
k arzenu. Fialové je oznacena prilehld oblast detekovana pomoci PCR spolu s SCCmec Xl, zahrnuje 3
oteviené Cteci ramce o neznamé funkci.

5. Rozsifeni typti SCCmec

Informace o rozsiteni jednotlivych typld SCCmec mohou byt ndpomocny k predikci dalSiho
vyvoje téchto elementd, stejné tak k odhaleni plvodu a molekuldrni evoluce MRSA. Také
z toho dlivodu se provadi typizace SCCmec jako jedna ze zakladnich charakteristik kmene pfi
nalezu stafylokokd rezistentnich k meticilinu v nemocniénich izolatech. Cetnost jednotlivych
typd SCCmec je celosvétové rozrliznénd. Tato skute¢nost mimo jiné podporuje teorii, Ze

Siteni meticilin-rezistentnich kmenl nemd klonalni charakter, coz byla dfive obecné
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pfijimand hypotéza. | kdyZ cetnost typli SCCmec kolisa v zavislosti na oblasti vyskytu daného
kmene, Ize vypozorovat urcité trendy v celosvétovém rozsiteni typl SCCmec.

Rozsifeni urcitého typu SCCmec mezi S. aureus zavisi kromé geografické lokalizace hlavné
také na tom, jestli jde o kmen tzv. nemocnicné ziskany (hospital-acquired HA-MRSA) nebo
ziskany ve spolecnosti (community-acquired CA-MRSA). Nejvice rozsifené kmeny MRSA
nesou SCCmec IV (Strandén et al., 2009; Vindel et al., 2009). Typ IV mizZeme nalézt hlavné u
CA-MRSA. Mezi HA-MRSA se nejvice vyskytuje SCCmec |, 1l a lll (Rodrigues et al., 2013; Tsuji
et al., 2007), ale pocet SCCmec typu IV u tohoto HA-MRSA stéle narUsta (Faria et al., 2005;
Susan L. Davis et al., 2006).

MR-CoNS jsou velmi rliznorodou skupinou, stejné tak je u nich rozriznény vyskyt SCCmec
v zavislosti na druhu stafylokoka i na misté vyskytu. U MR-CoNS byla nalezena vétsina
doposud popsanych typy SCCmec. Studie typl SCCmec u MR-CoNS se provadi hlavné
v nemocnicich, pocet zastupcl jednotlivych druh( stafylokok(i neni vyrovnany a proto pfi
analyzach téchto izolatl pocet jednotlivych typl SCCmec kolisa. Nejrozsirenéjsi MR-CoNS je
S. epidermidis, u kterého se nejcastéji vyskytuje SCCmec IV, stejné jako u CA-MRSA. Mezi
S. haemolyticus je nejvice zastoupen typ V, u S. hominis je to typ VI a VIl (Garza-Gonzalez et
al., 2010; Ibrahem et al., 2009; Jamaluddin et al., 2008; Ruppe et al., 2009; Wisplinghoff et
al., 2003; Zong et al., 2011).

Standartni metodou pro urceni typu SCCmec je SCCmec typizace. Tato sekvencni analyza
je zaloZena na raznych metodach PCR. Pro urcovani SCCmec typu I-VI se pouzivd multiplex
PCR (Milheirico et al., 2007; Oliveira and Lencastre, 2002). Pro urceni zbyvajicich typu
SCCmec neni vyvinutd jednotna komplexni PCR strategie. Jind stejné cCasto aplikovand
metoda vyuziva rizné PCR analyzy pro charakterizaci mec a ccr komplex( (metodu vyvinuli
Ito et al., 2001). Tyto metody jsou navrZzeny, standardizovany a zdokonalovany pro urceni jiz
znamych typl SCCmec u MRSA, pouzivaji se ale i pro typizaci SCCmec u MR-CoNS. Z toho
dlvodu se pfi komplexnich analyzach nemocni¢nich izolatli meticilin-rezistentnich
stafylokok(l nachdazeji zvlasté u MR-CoNS urcité procento netypizovatelnych SCCmec, které
mohou predstavovat nové typy SCCmec. Nové typy jsou ale vidy uréeny na zdkladé objevl u
MRSA. V nékterych studiich byly u MR-CoNS objeveny nové kombinace mec a ccr komplexa,
nejsou ale zarazeny do platné klasifikace SCCmec, protoze zatim nebyly nalezeny u MRSA

(Bouchami et al., 2011; Zong et al., 2011)

14



Zvlasté u zvirecich stafylokok(i se vyskytuje homolog genu mecA samostatné bez
pfitomnosti SCCmec v genomu. Je tomu naptiklad u S. sciuri, S. fleuretti, S. vitulinus
(Schnellmann et al., 2006; Tsubakishita et al., 2010b; Wu et al., 1998). Predpoklada se, ze
gen mecA obsazeny v SCCmec ma puvod v nékterém z téchto stafylokok(, touto evoluéni
teorii se budu zabyvat v dalsi kapitole. Samostatny gen mecA bez SCCmec byl objeven i

v nemocnicnich izolatech S. haemolyticus, coz je lidsky oportunni patogen (Zong, 2013).

6. Pivod a molekularni evoluce SCCmec

| kdyZ je plivod SCCmec predmétem intenzivniho zkoumani, je stdle neznamy. Byla ale
ziskdna data, kterd urcity smér vyvoje SCCmec naznacuji, avSak stale nepotvrzuji. Vychozi
problém, kterému se vénuje nejvice studii, je zjiSténi plivodu a porozuméni evoluce SCCmec
u MRSA s ohledem na jeho klinicky vyznam.

Predpoklada se, Ze gen odpovédny za rezistenci k meticilinu u stafylokokll pochazi z
jednoho spole¢ného predka. Na rozdil od genu ccr, jejichz nukleotidové sekvence jsou velice
rozdilné, homology mecA genu jsou totiZz témér identické u vSech druh( stafylokokt (Ito et
al., 2001). V soucasné dobé obecné pfijimané teorie o vzniku MRSA je takova, Zze homolog
genu mecA byl z jednoho, nejspis zvifeciho, druhu CoNS prenesen do jiného druhu, pfipadné
druh(, CoNS, ktery jiz obsahoval SCC bez mec. V¢lenénim homologu mecA do této struktury
vznikla kazeta SCCmec. Tento stafylokok by mél figurovat jako rezervodr SCCmec.
Pfedpoklada se, Ze tento rezervodr je parazitem zvifat i lidi, coz vytvafi podminky
k horizontalnimu prenosu SCCmec, resp. mecA. SCCmec se pak horizontdlnim prenosem
rozsSifila i mezi S. aureus. Jak jiz bylo fe€eno vySe, mechanizmus prenosu téchto prenosl je

ale stale neznamy.

6.1. Pavod mec komplexu

Prvotni hypotéza predpokladala, Ze stafylokok, ktery by mohl byt plvodni nositel genu
mecA je S. sciuri. Genom vétSiny kmenu tohoto druhu bakterie obsahuje homolog mecA
s 80% shodou nukleotidové sekvence s genem mecA obsazenym v SCCmec, gen mecA u
tohoto kmene ale neni souédsti mec komplexu a neni ohrani¢en Zadnymi inzerénimi

sekvencemi. U nékterych kmen( je homolog mecA spolu s regula¢nimi geny mecl a mecR1
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usporadan do mec komplexu a cely komplex je ohrani¢en IS431 elementy, ma tak strukturu
kompozitniho transpozonu. Tento homolog mecA dosahoval 99% shody nukleotidové
sekvence s mecA z MRSA (Wu et al., 1998). Tyto kmeny by mohly byt plvodcem mec
komplexu, ktery se mohl rozsitit jakozto kompozitni transpozon.

Podle druhé teorie a novéjsich vyzkumi by plvodni nositel mecA mohl byt S. fleuretti.
Sekvenacni analyzy blizce pfibuznych druht S. sciuri odhalily, Ze homolog mecA u bakterie S.
fleuretti, oznacCeny jako mecAs; dosahuje 99% shody s nukleotidovou sekvenci mecA u MRSA.
Po podrobnéjsi analyze oblasti mecA u S. fleuretti bylo navic zjisténo, Ze jeji stavba je témér
identickd s mec komplexem tfidy A zahrnuty v SCCmec Il, po sméru transkripce od mecA se
ale nevyskytoval 1S431 element, ktery se ale na tomto misté nachazi ve vSech tfidach mec
komplexd u MRSA. Témér identické jsou i geny, které ohranicuji mec komplex. Porovnani
obou komplex0 je zndzornéno na obrazku ¢€.5. Tato vysoka shoda nukleotidové sekvence byla
nalezena i u dalSich typl SCCmec obsahujici mec komplex tfidy A, tedy SCCmec 1ll a VI

(Tsubakishita et al., 2010b).

a
S. fleurettii strain CCUG 438347 «X
e

MRSA strain N315 (Type Il SCCmec)

Tn554

e L OH
184319},

%

Class A mec gene complex

Obr.5 Srovnani oblasti mecAs S.fleuretti a mecA MRSA (pfevzato z Tsubakishita et al., 2010b).
OranZové pole znazoriuje geny obsazené v mec komplexu a pfilehlé geny, které jsou u obou druh(
stafylokok( identické.

6.2. Puvod SCCmec

Dale se védci zabyvali otazkami, jaky CoNS byl ten, ve kterém se zformovala prvni
SCCmec, kterd se pak rozsifila i do S. aureus, jak vznikly prvni MRSA kmeny a jak se dale
vyvijely.

Je velmi obtizné zpétné nalézt plvodniho nositele SCCmec a to hlavné kvdli

dynamickému genomu stafylokokd. Diky stdle probihajicimu horizontdlnimu pfenosu
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mobilnich genetickych elementi a blizké pribuznosti druhl stafylokokl je tézké urcit, které
Casti genomu jsou pro dany druh stafylokoka plvodni a které byly ziskany od jinych druht
stafylokokd.

Existuji dvé odlisSné teorie o vzniku prvnich kmenl MRSA. Prvni fikd, Zze SCCmec se
vélenila pravé jednou, tedy Ze existuje pouze jeden puvodni MRSA kmen a ostatni kmeny
maji klonalni ptvod (Deplano et al., 2000), podle jinych teorii vznikly tyto plvodni MRSA
kmeny v raznych geografickych oblastech nezdavisle na sobé a nejen Ze se stéle Sifi, ale téz
vznikaji stale nové klony (Enright et al., 2002; Robinson and Enright, 2003). Vétsi ¢ast
evolucnich biologli zabyvajicich se timto tématem se pfiklani k druhé varianté.

Rezervoar a druh stafylokoka, ve kterém se zformovala kazeta SCCmec je obtizné urcit,
tento druh je stale neznamy. Neexistuje jednotny ndzor na to, ktery stafylokok by mohl
figurovat jako plvodce SCCmec. Vysledky dosavadnich studii pfinesly jen nepfimé duikazy, ze
kterych vyplyva, Ze rezervoar a puavodni nositel SCCmec by mohl byt S. epidermidis,
S. haemolyticus (Ruppe et al., 2009) a S. hominis. Tyto druhy jsou pribuzné S. aureus a
zpUsobuji infekce kdze a sliznic u lidi i zvifat. Je ale mozné, Ze SCCmec se poprvé zformovala

az v S. aureus a z néj se pak rozsifila do ostatnich druhd.

Jednim z mozZnych rezervoarl je S. epidermidis. S. epidermidis a S. aureus jsou pfibuzné
druhy, které obyvaiji v téle hostitele stejna prostredi a dochazi mezi nimi velice ¢asto k HGT.
Na zakladé vysledkl nékolika projektli se zda pravdépodobné, ze SCCmec typu IV ma puvod
v S. epidermidis a z néj se rozsifil do S. aureus. SCCmec typu IV je nejrozsifenéjSim typem
mezi MRSA i MRSE. Je to nejmensi popsany SCCmec, mala velikost tohoto typu SCCmec také
mohla usnadnit jeho rozsifeni. Byl popsan pfipad, kdy prokazatelné doslo in-vivo k pfenosu
SCCmec z MRSE (meticilin-rezistentni S. epidermidis) do MSSA (meticilin-citlivy S. aureus).
Byly porovnany nukleotidové sekvence dvou nemocnicnich izolati MRSA a MRSE. U obou
izolat byl nejvice zastoupen typ SCCmec IV, jehoZ nukleotidova sekvence navic vykazovala
témér 100% homologii (Barbier et al., 2010). Pokud tato data nedokazuji, Ze S. epidermidis je
pavodcem SCCmec, s jistotou ale potvrzuji horizontalni pfenos SCCmec mezi rliznymi druhy
stafylokok(l. Wisplinghoff et al. analyzovali nemocnic¢ni izolaty S. aureus a S. epidermidis ze
70. a 80. let 20. stoleti a zjistili, Ze v 70. letech se kazeta SCCmec typu IV vyskytovala pouze u
MRSE, teprve od 80. let se zacala vyskytovat také u MRSA (Wisplinghoff et al., 2003), coZ by
mohl byt dlikaz, Ze SCCmec IV nachazejici se u MRSA ma plivod v MRSE.
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Jinym prvotnim nositelem by mohl byt S. haemolyticus. Na zédkladé sekvenacénich studii
izoldth MRSA a MR-S. haemolyticus ze Svédskych nemocnic byla zjisténa 99% shoda
nukleotidové sekvence mec komplexu tfidy C2, coZ muUZe naznacovat nedavny prenos
SCCmec typu V, ktery byl u obou druh( stafylokokl velmi rozsiten (Berglund and Séderquist,
2008).

Predpoklada se, Zze prvotni forma SCCmec typu | pochdzi z S. hominis. U S. hominis byla
objevena stafylokokova kazeta SCC bez genu mecA, obsahovala ale geny pro rekombinazy
ccrAB1. Tato SCC obsahuje oblasti vysoce homologni s SCCmec typu | u MRSA (Katayama et
al., 2003). Podle Bouchami et al. by mohl byt S. hominis rezervoar pro SCCmec typu |, VI a
VIII. Velmi ¢asto se u nich objevuji komplexy genl ccrAB4, ccrAB1 a komplex mecA tridy A.
Kombinace téchto genu tvofi vySe uvedené typy SCCmec. Geny ccrB4 a ccrB1 vykazovaly 92-

97% shodu nukleotidové sekvence s ccrB4 a ccrB1 geny z MRSA (Bouchami et al., 2011).

7. Horizontalni prenos SCCmec a mecA

K horizontalnimu prenosu gent dochazi u vSech bakterii velmi ¢asto. Je to dlleZity motor
evoluce bakterii a odpovidd za dynamiku bakteridlniho genomu. Uvedenim antibiotik do
klinické praxe se zvysil selekéni tlak, ktery uprednostiuje rezistentni bakterie. Geny pro
rezistence na antibiotika jsou vazany na MGE, jejichZz evoluce se timto selekénim tlakem
zrychluje. V genomu bakterii mGZeme nalézt mnoho gen(, které jsou plvodem z jiného
druhu bakterie, a tudiz byly ziskany horizontdlnim prenosem. Abychom zjistili, zda je dand
sekvence v genomu bakterie plvodni, mGZeme urcit obsah GC parll v genomu. Tato hodnota
je typicka pro kazdy druh, ale neni vidy vypovidajici pro uréeni evolu¢niho plvodu dané
nukleotidové oblasti, blizce pfibuzné druhy maji obsah GC par( podobny. Obsah GC parQ u
S. aureus kolisd mezi 32-36%, napfiklad pro SCCmec Il je celkovy obsah GC pard 33%, ovsem
nékolik oblasti ma obsah GC pard znaéné rozdilny, coz naznacuje odliSny evolucni plvod (viz.
obrazek 6. Ito et al., 1999). Pfedpokladame, Ze oblasti s takto odliSnym pomérem GC para
byly ziskdny horizontalnim pfenosem z jinych druhd.

Dale existuje velké mnozstvi evidovanych ptipadl, kdy prokazatelné doslo k prenosu
genl pro meticilinovou rezistenci horizontalnim prenosem gen, at uz v rdmci druhu nebo i
mezidruhové. Byl prokazan in-vivo pfenos SCCmec u pacienta béhem |éCby antibiotiky.

V urcitém casovém uUseku byly vzorky jeho krve a stéry z nosni sliznice testovany na
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pritomnost rezistence k antibiotikiim u izolovanych bakterii. V prvnim odbéru byl zjiStén
MSSA, z odbéru po nékolika dnech byl jiz zjistén MRSA. Ddle byl izolovan meticilin-rezistentni
S. epidermidis (MRSE). Ribotypizaci a naslednym osekvenovanim celého genomu téchto
izolatu MSSA, MRSA a MRSE bylo zjisténo, Zze MSSA a MRSA jsou identické klony, kromé
nepfitomnosti SCCmec u MSSA. SCCmec nalezena u MRSA byla kromé jedné bodové mutace
identicka s tou, kterd byla identifikovana u MRSE (Bloemendaal et al., 2010). Lze tedy fici, Ze
v tomto ptipadé témér jisté doslo k horizontalnimu pfenosu SCCmec mezi dvéma druhy
stafylokokd.

Védci stale vyviji usili, aby zjistili, jakym zplUsobem dochazi k Sifreni genl podminujici
rezistenci k meticilinu. Nevi se, zda k tomu dochazi transformaci, transdukci, konjugaci nebo
uplné jinym neznamym zplsobem horizontalniho prenosu. Mechanizmus prenosu MGE

obsahujici determinanty meticilinové rezistence je stéle nejasny.

50%,
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Obr.6 Ménici se obsah GC parl v SCCmec Il. Zluta oblast znazorfiuje obsah GC pard u S. aureus, tato
hodnota kolisa mezi 32% — 36%. Cervené pruhy vyznacuji oblasti s podstatné niz&i hodnotou poméru
GC pari nez je priimér (1 — attL, leva oblast vélenéni SCCmec do chromozomu, 3 — ¢ast transponazy,
4 — oblast obsahuijici regulacni geny mecl a mecR1, 6 — pravy konec mecA). Zelené pruhy vyznacuji
oblasti s podstatné vyssi hodnotou poméru GC parQ nez je primér (2 — oteviené Cteci ramce
homologni ke kdp operonu vyskytujici se v Mycobacterium tuberculosis, Clostridium acetobutylicum a
Escherichia coli, 5 — oblast obsahujici vlozeny pUB110 s geny pro rezistenci k bleomycinu a
tobramycinu, 7 — orfX). Pfevzato z Ito et al., 1999.

7.1. Transformace

Jeden ze zpuUsobl prenosu genl je transformace, tedy ziskani cizi DNA pfirozené
kompetentni burikou. Do nedavna neexistovaly zadné zpravy, Zze by se u stafylokok
prirozené kompetentni buriky vyskytovaly. Byl ale objeven novy sekundarni sigma faktor
SigH, jehoZ aktivaci se bunky S. aureus staly kompetentni pro transformaci chromozomalni
nebo plazmidovou DNA. SigH za urcitych specifickych podminek asociuje s katalytickym
jddrem RNA polymerazy a dochazi k transkripci operonu, ktery je tvofen homology gen(
comE a comG odpovédnych za navozeni stavu kompetence (Morikawa et al., 2003). Za

laboratornich podminek ale gen sigH nebyl exprimovan. Prvni Uspésna transformace
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prirozené kompetentnich bunék S. aureus byla provedena az nékolik let poté, kdy se védcim
podafilo najit vhodné podminky, pfi kterych je SigH aktivovan. Nasledné dokazali poprvé
pomoci transformace prenést celou SCCmec typu Il (52 kb) z MRSA kmene N315 do
N315ex-h, coZ je kmen odvozeny od N315 s deleci SCCmec, Cili je meticilin-citlivy (Morikawa
et al.,, 2012). Ackoliv do nedavné doby byly stafylokoky povazovény za druh, u kterého se
pfirozend kompetence nevyskytuje, dnes se zdd, Ze i pfirozend transformace je jeden
z moznych zpUsob(, jak mohly stafylokoky ziskat rezistenci k meticilinu. Toto poznani je
dllezité ztoho dlvodu, Ze ziskani cizi DNA transformaci neni vazano na urcity druh.
Pfirozené kompetentni burika mUze ziskat v podstatné jakoukoliv DNA, i kdyzZ dalsi pretrvani
cizorodé DNA v recipientni bunce zavisi na pravdépodobnosti rekombinace cizorodé DNA
s hostitelskym chromozomem na zakladé homolognich sekvenci. V pfipadé transformace
SCCmec ale neni homologie nejspiS nutnd, inzerce do specifického mista v chromozomu je

zprostifedkovana rekombinazami Ccr, tato skutecnost vsak nebyla doposud potvrzena.

7.2. Transdukce

Transdukce je prenos genetické informace pomoci temperovanych bakteriofagl, u
stafylokokll je to nejefektivnéjsi zplsob horizontalniho prenosu gend. Jiz vroce 1970 se
podafilo transdukci prenést rezistenci k meticilinu, aniz by se védélo, jaky gen je za ni
zodpovédny. Tato transdukce byla provedena mezi dvéma kmeny S. aureus, donor byl MRSA
a recipient MSSA, pficemz vznikly transduktanty s rliznou citlivosti k meticilinu (Cohen and
Sweeney, 1970). K pfenosu genu pro rezistenci k meticilinu transdukci in vitro dochazi
s nizkou frekvenci 10°%, co? podle autort mdze naznacovat, e in vivo tento pienos rezistence
k meticilinu musi byt velmi vzdcny (Stewart and Rosenblum, 1980). Bylo ale prokdzano, Ze s
velkou efektivitou 10°-10° dochazi pomoci transdukce k pfenosu plazmidt nesouci gen pro
rezistenci k tetracyklinu a gen pro penicilinazu mezi klony USA300 MRSA (Varga et al., 2012).

Nejvice bakteriofdgl vyskytujicich se u S. aureus patfi do Celedi Siphoviridae, jde o
temperované fagy s velikosti genomu 40-45 kb (Kwan et al., 2005). SCCmec mensi nez 45 kb
mohou byt témito fagy prendseny. Bakteriofagy celedé Siphoviridae jsou nejrozsSitenéjsimi
fagy i u CoNS (Deghorain et al., 2012; Gutiérrez et al., 2010). Doposud ale nebyl objeven
bakteriofag, ktery by byl schopen za laboratornich podminek prenaset geny pro rezistenci k

meticilinu mezi dvé riznymi druhy stafylokok( (Katayama et al., 2001).
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7.3. Konjugace

Presnos genetické informace za pomoci konjugativnich plazmidd mulzieme nalézt i u
stafylokok(. Konjugativni plazmidy obsahuji geny pro rezistence na antibiotika, ty se mohou
Sitit konjugaci i mezidruhové, napfriklad konjugativni plazmidy ze S. epidermidis se mohou
pfenést do S. aureus (McDonnell et al., 1983). Konjugace je podminéna pfitomnosti
genového komplexu tra. Ten se muze vyskytovat bud na konjugativnim plazmidu nebo
na konjugativnim transpozonu, ktery se nachazi integrovany do chromosomu. Komplex tra
ale neni v SCCmec pfitomen (Ito et al., 1999), pfenos SCCmec nebo mecA pomoci konjugace
nebyl doposud zjistén (Lacey, 1972). Novéjsi studie, které by méli za cil zjiSténi moznosti

prenosu SCCmec konjugaci, nebyly zatim provedeny.

8. Multirezistentni kmeny stafylokokul spojené s rezistenci

k meticilinu

Meticilin rezistentni kmeny stafylokokl jsou casto odolné i vici dalsi antimikrobidlnim
latkam, jsou tedy multirezistentni. To je dédno jiZ samotnou stavbou SCCmec, nékteré mobilni
genetické elementy nesouci geny pro rezistenci k dalsim antibiotiklm jsou integrované
v Joblastech SCCmec a tvori tak charakteristickou strukturu pro jednotlivé typy a podtypy
SCCmec. Nékteré typy SCCmec viak obsahuji jen gen pro rezistenci k meticilinu.

Dllezité je, Ze velkd ¢ast MGE zahrnutych v SCCmec je ohrani¢ena inzerénimi
sekvencemi, které se v genomu stafylokok( vyskytuji i samostatné. Stejné inzeréni sekvence
proto mohou homologni rekombinaci vnést do chromozomu dalsi MGE s geny pro rezistence
k antibiotikim. Inzeréni sekvence se Casto pdruji a vytvareji kompozistni transpozony,
vznikaji tak nové MGE (Byrne et al., 1989; Rouch et al., 1987).

V SCCmec se nachazeji transpozony a integrované plazmidy. ZtranspozonU jsou
zastoupeny Tn554 (obsahuje geny ermA, spc, aad9), Tn4001 (aacA-aphD) a YTn554 (cadB,
cadC). Integrované plazmidy jsou pT181 (tet) a pUB110 (ble, ant4), (viz. kapitoly 4.2.1 az
4.2.11)

V evoluci multirezistentnich stafylokokll s rezistenci k meticilinu probiha jednak
dynamické preskupovani MGE v ramci SCCmec, navic jsou ale s témito kmeny spojeny i dalsi

MGE, které nesou geny pro rzné rezistence bez vazby na SCCmec.
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K 1é¢bé zavainych infekci zplUsobenych meticilin-rezistentnimi stafylokoky, zvlasté pak
témi multirezistentnimi, se pouziva glykopeptidové antibiotiku vankomycin (Walsh, 1999).
Nékteré tyto kmeny se ale v neddvné dobé staly k vankomycinu rezistentni. Kmeny S. aureus
rezistentni souc¢asné na meticilin a vankomycin se nékdy objevuji v nemocnicnich izolatech
(Thati et al., 2011). Prvni pfipad S. aureus s velmi vysokou mirou rezistence k vankomycinu
byl evidovan vroce 2002. Nékteré kmeny S. aqureus ziskaly konjugativni plazmid, ktery
obsahuje transpozon Tn1545 nesouci gen pro rezistenci k vankomycinu vanA od bakterie
Enterococcus faecalis (Chang et al., 2003). Tento plazmid obsahuje navic determinanty pro
rezistence na dalSi antibiotika, a to na trimethoprim (dfrA), B-laktamy (blaZ) a
aminoglykosidy (aacA-aphD) (Weigel et al., 2003).

Mobilni genetické elementy nesou geny, které zvyhodnuji hostitele, takové jsou i geny
pro rtzné faktory virulence. Tyto MGE se u stafylokok( kumuluji a tim se vytvari kmeny se
zvysenou virulenci, coZ spolu s vyskytem multirezistenich kmenU predstavuje velky problém.

S CA-MRSA je nékdy spojeny vyskyt toxinu Panton-Valentin(iv Leukocidin (PVL), ktery je
vyznamny pro patogenezi stafylokokovych infekci (Isobe et al., 2012; Vandenesch et al.,
2003). Geny pro PVL (lukS-PV a IukF-PV) se nachazeji vgenomu nékolika druhd
temperovanych bakteriofagl, napriklad ®Sa2958, ®Sa2MW, OPVL, ®108PVL, OSLT a
®Sa2USA. Ti se zacleni do genomu stafylokoka a preZivaji ve formé profaga (Boakes et al.,
2011).

MGE jsou zdrojem genetické variability a flexibility. Ziskdvani dalSich MGE, jako jsou
transpozony, inzercni sekvence a plazmidy, je pro stafylokoky nezbytné vzhledem k tomu, Ze
se v klinické praxi antibiotika pouZivaji stale vice a vytvari se tak na bakterie selekéni tlak. To
vede ke vzniku multirezistentnich kmen(, u kterych je |écba pomérné omezena. Vyvoj
novych antibiotik ale vede ke vzniku dalSich rezistenci. V dnesni dobé je jiz kladen dlraz na
omezeni pouZivani antibiotik a na vyvoj novych prostfedkd pro boj s bakteriemi. Mezi nové
vyvijené metody lécby patii napriklad fagova terapie (Capparelli et al., 2007) nebo aplikace

antimikrobialnich peptidd (Maisetta et al., 2006).
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9. Zaveér

Infekce zplsobené bakteriemi rodu Staphylococcus patfi mezi nejcastéjsi nozokomialni
onemocnéni. ZpUsobuji Siroké spektrum onemocnéni, od drobnych vyrazek po Zivot
ohrozujici sepse. Jako vSechny bakteridlni infekci i ty stafylokokové se |é¢i pomoci antibiotik
a jako u vSech bakterii se i u stafylokok( ¢asto objevuji rezistence k antibiotikim. Velka ¢ast
genl pro rezistenci k antibiotikim se nejen u stafylokok(l vyskytuje v ramci mobilnich
genetickych elementl, pomoci kterych se rezistence muize Sifit horizontdlnim pfenosem
genl. Mezi stafylokoky je zvlasté rozsifena rezistence k meticilinu. Za rezistenci k meticilinu
je odpovédny gen mecA kddujici pfidavny penicilin-vazajici protein PBP2a. Gen mecA se
nejcastéji vyskytuje jako soucast stafylokokové chromozomové kazety SCCmec, jejiz soucasti
jsou geny pro rekombindzy Ccr, které jsou zodpovédné za pohyb tohoto mobilniho
genetického elementu. | pres to, Ze jsou soucasti SCCmec tyto rekombindzy a Ze prenos
SCCmec mezi bakteriemi byl zjistén in-vivo, presny zplsob mechanismu Sifeni SCCmec neni
doposud zndm. Stejné tak neni znamy evolucni plvod tohoto mobilniho genetického
elementu. Dalsi studie mechanism( sifeni SCCmec jsou dulezité zvlasté diky uloze SCCmec pfri
vzniku multirezistentnich kmenl stafylokokd. Nékteré typy SCCmec obsahuji geny pro
rezistence k dals$im antibiotikim a diky selekénimi tlaku antibiotik a mozZnosti horizontalniho
lé¢bu stafylokokovych infekci velky problém, proto je nezbytny dalsi intenzivni vyzkum v této

oblasti a vyvoj jinych zplsobi boje s infekcemi neZ pouzivani antibiotik.

23



9.

1.

10.

11.

12.

Seznam pouzité literatury

Arede, P., Milheirico, C., de Lencastre, H., and Oliveira, D.C. (2012). The Anti-Repressor MecR2
Promotes the Proteolysis of the mecA Repressor and Enables Optimal Expression of ?-lactam
Resistance in MRSA. PLoS Pathog 8.

Archer, G.L., Thanassi, J.A., Niemeyer, D.M., and Pucci, M.J. (1996). Characterization of IS1272, an
insertion sequence-like element from Staphylococcus haemolyticus. Antimicrob Agents
Chemother 40, 924-929.

Barberis-Maino, L., Ryffel, C., Kayser, F.H., and Berger-Bachi, B. (1990). Complete nucleotide
sequence of 1IS431mec in Staphylococcus aureus. Nucleic Acids Res 18, 5548.

Barbier, F., Ruppé, E., Hernandez, D., Lebeaux, D., Francois, P., Felix, B., Desprez, A., Maiga, A.,
Woerther, P.-L., Gaillard, K., et al. (2010). Methicillin-resistant coagulase-negative staphylococci
in the community: high homology of SCCmec IVa between Staphylococcus epidermidis and major
clones of methicillin-resistant Staphylococcus aureus. J. Infect. Dis. 202, 270-281.

Beck, W.D., Berger-Bachi, B., and Kayser, F.H. (1986). Additional DNA in methicillin-resistant
Staphylococcus aureus and molecular cloning of mec-specific DNA. J Bacteriol 165, 373—-378.

Bel, A.D., Hoorde, K.V., Wybo, |., Vandoorslaer, K., Echahidi, F., Brandt, E.D., Schumann, P., leven,
M., Soetens, O., Piérard, D., et al. (2013). Staphylococcus jettensis sp. nov., a novel coagulase-
negative staphylococcal species isolated from human clinical specimens. Int J Syst Evol Microbiol.

Berglund, C., and Soderquist, B. (2008). The origin of a methicillin-resistant Staphylococcus
aureus isolate at a neonatal ward in Sweden—possible horizontal transfer of a staphylococcal
cassette chromosome mec between methicillin-resistant Staphylococcus haemolyticus and
Staphylococcus aureus. Clinical Microbiology and Infection 14, 1048—-1056.

Berglund, C,, Ito, T., Ikeda, M., Ma, X.X., Soderquist, B., and Hiramatsu, K. (2008). Novel Type of
Staphylococcal Cassette Chromosome mec in a Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
Strain Isolated in Sweden. Antimicrob Agents Chemother 52, 3512—-3516.

Bloemendaal, A.L.A., Brouwer, E.C., and Fluit, A.C. (2010). Methicillin Resistance Transfer from
Staphylocccus epidermidis to Methicillin-Susceptible Staphylococcus aureus in a Patient during
Antibiotic Therapy. PLoS One 5.

Boakes, E., Kearns, A.M., Ganner, M., Perry, C., Hill, R.L., and Ellington, M.J. (2011). Distinct
Bacteriophages Encoding Panton-Valentine Leukocidin (PVL) among International Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus Clones Harboring PVL. J Clin Microbiol 49, 684-692.

Bouchami, O., Ben Hassen, A., de Lencastre, H., and Miragaia, M. (2011). Molecular Epidemiology
of Methicillin-Resistant Staphylococcus hominis (MRSHo): Low Clonality and Reservoirs of
SCCmec Structural Elements. PLoS ONE 6, e21940.

Boundy, S., Safo, M.K., Wang, L., Musayev, F.N., O’Farrell, H.C., Rife, J.P., and Archer, G.L. (2013).
Characterization of the Staphylococcus aureus rRNA Methyltransferase Encoded by orfX, the
Gene Containing the Staphylococcal Chromosome Cassette mec (SCCmec) Insertion Site. J. Biol.
Chem. 288, 132-140.

24



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Byrne, M.E., Rouch, D.A., and Skurray, R.A. (1989). Nucleotide sequence analysis of 1S256 from
the Staphylococcus aureus gentamicin-tobramycin-kanamycin-resistance transposon Tn4001.
Gene 81, 361-367.

Capparelli, R., Parlato, M., Borriello, G., Salvatore, P., and lannelli, D. (2007). Experimental Phage
Therapy against Staphylococcus aureus in Mice. Antimicrob Agents Chemother 51, 2765-2773.

Cohen, S., and Sweeney, H.M. (1970). Transduction of Methicillin Resistance in Staphylococcus
aureus Dependent on an Unusual Specificity of the Recipient Strain. J Bacteriol 104, 1158-1167.

Costa, S.F., Barone, A.A., Miceli, M.H., van der Heijden, I.M., Soares, R.E., Levin, A.S., and
Anaissie, E.J. (2006). Colonization and molecular epidemiology of coagulase-negative
Staphylococcal bacteremia in cancer patients: A pilot study. American Journal of Infection
Control 34, 36—40.

Deghorain, M., Bobay, L.-M., Smeesters, P.R., Bousbata, S., Vermeersch, M., Perez-Morga, D.,
Dreze, P.-A., Rocha, E.P.C., Touchon, M., and Van Melderen, L. (2012). Characterization of novel
phages isolated in coagulase-negative staphylococci reveals evolutionary relationships with
Staphylococcus aureus phages. J. Bacteriol. 194, 5829-5839.

Deplano, A., Witte, W., Van Leeuwen, W.J., Brun, Y., and Struelens, M.J. (2000). Clonal
dissemination of epidemic methicillin-resistant Staphylococcus aureus in Belgium and
neighboring countries. Clinical Microbiology and Infection 6, 239-245.

Von Eiff, C., Becker, K., Machka, K., Stammer, H., and Peters, G. (2001). Nasal Carriage as a Source
of Staphylococcus aureus Bacteremia. New England Journal of Medicine 344, 11-16.

Enright, M.C., Robinson, D.A., Randle, G., Feil, E.J., Grundmann, H., and Spratt, B.G. (2002). The
evolutionary history of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Proc Natl Acad Sci U
SA 99, 7687-7692.

Faria, N.A., Oliveira, D.C., Westh, H., Monnet, D.L., Larsen, A.R., Skov, R., and Lencastre, H. de
(2005). Epidemiology of Emerging Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in
Denmark: a Nationwide Study in a Country with Low Prevalence of MRSA Infection. J. Clin.
Microbiol. 43, 1836—-1842.

Fowler, V.G., Jr, Miro, J.M., Hoen, B., Cabell, C.H., Abrutyn, E., Rubinstein, E., Corey, G.R.,
Spelman, D., Bradley, S.F., Barsic, B., et al. (2005). Staphylococcus aureus endocarditis: a
consequence of medical progress. JAMA 293, 3012—-3021.

Garnier, F., Tristan, A., Francois, B., Etienne, J., Delage-Corre, M., Martin, C., Liassine, N., Wannet,
W., Denis, F., and Ploy, M.-C. (2006). Pneumonia and New Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus Clone. Emerg Infect Dis 12, 498-500.

Garza-Gonzalez, E., Lépez, D., Pezina, C., Muruet, W., Bocanegra-Garcia, V., Muioz, |., Ramirez,
C., and Llaca-Diaz, J.M. (2010). Diversity of staphylococcal cassette chromosome mec structures
in coagulase-negative staphylococci and relationship to drug resistance. J. Med. Microbiol. 59,
323-329.

Ghebremedhin, B., Layer, F., Konig, W., and Konig, B. (2008). Genetic Classification and

Distinguishing of Staphylococcus Species Based on Different Partial gap, 16S rRNA, hsp60, rpoB,
sodA, and tuf Gene Sequences. J Clin Microbiol 46, 1019-1025.

25



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

Gillespie, M.T., Lyon, B.R., Messerotti, L.J., and Skurray, R.A. (1987). Chromosome- and plasmid-
mediated gentamicin resistance in Staphylococcus aureus encoded by Tn4001. J. Med. Microbiol.
24,139-144.

Gutiérrez, D., Martinez, B., Rodriguez, A., and Garcia, P. (2010). Isolation and Characterization of
Bacteriophages Infecting Staphylococcus epidermidis. Curr Microbiol 61, 601-608.

Hanakawa, Y., Schechter, N.M,, Lin, C., Garza, L., Li, H., Yamaguchi, T., Fudaba, Y., Nishifuji, K.,
Sugai, M., Amagai, M., et al. (2002). Molecular mechanisms of blister formation in bullous
impetigo and staphylococcal scalded skin syndrome. J Clin Invest 110, 53-60.

Hartman, B., and Tomasz, A. (1981). Altered penicillin-binding proteins in methicillin-resistant
strains of Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents Chemother 19, 726—735.

Heusser, R., Ender, M., Berger-Bachi, B., and McCallum, N. (2007). Mosaic Staphylococcal
Cassette Chromosome mec Containing Two Recombinase Loci and a New mec Complex, B2.
Antimicrob Agents Chemother 51, 390-393.

Higashide, M., Kuroda, M., Omura, C.T.N., Kumano, M., Ohkawa, S., Ichimura, S., and Ohta, T.
(2008). Methicillin-Resistant Staphylococcus saprophyticus Isolates Carrying Staphylococcal
Cassette Chromosome mec Have Emerged in Urogenital Tract Infections. Antimicrob Agents
Chemother 52, 2061-2068.

Hiramatsu, K., Asada, K., Suzuki, E., Okonogi, K., and Yokota, T. (1992). Molecular cloning and
nucleotide sequence determination of the regulator region of mecA gene in methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). FEBS Letters 298, 133-136.

Chambers, H.F., Sachdeva, M.J., and Hackbarth, C.J. (1994). Kinetics of penicillin binding to
penicillin-binding proteins of Staphylococcus aureus. Biochem. J. 301 ( Pt 1), 139-144.

Chang, S., Sievert, D.M., Hageman, J.C., Boulton, M.L., Tenover, F.C., Downes, F.P., Shah, S.,
Rudrik, J.T., Pupp, G.R., Brown, W.J., et al. (2003). Infection with Vancomycin-Resistant
Staphylococcus aureus Containing the vanA Resistance Gene. New England Journal of Medicine
348, 1342-1347.

Chongtrakool, P., Ito, T., Ma, X.X., Kondo, Y., Trakulsomboon, S., Tiensasitorn, C., Jamklang, M.,
Chavalit, T., Song, J.-H., and Hiramatsu, K. (2006). Staphylococcal Cassette Chromosome mec
(SCCmec) Typing of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Strains Isolated in 11 Asian
Countries: a Proposal for a New Nomenclature for SCCmec Elements. Antimicrob Agents
Chemother 50, 1001-1012.

Ibrahem, S., Salmenlinna, S., Virolainen, A., Kerttula, A.-M., Lyytikdinen, O., Jagerroos, H., Broas,
M., and Vuopio-Varkila, J. (2009). Carriage of methicillin-resistant Staphylococci and their
SCCmec types in a long-term-care facility. J. Clin. Microbiol. 47, 32—-37.

Isobe, H., Takano, T., Nishiyama, A., Hung, W.-C., Kuniyuki, S., Shibuya, Y., Reva, |., Yabe, S., Iwao,
Y., Higuchi, W., et al. (2012). Evolution and virulence of Panton-Valentine leukocidin-positive
ST30 methicillin-resistant Staphylococcus aureus in the past 30 years in Japan. Biomed. Res. 33,
97-109.

Ito, T., Katayama, Y., and Hiramatsu, K. (1999). Cloning and Nucleotide Sequence Determination

of the Entire mec DNA of Pre-Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus N315. Antimicrob
Agents Chemother 43, 1449-1458.

26



39.

40.

41.

42.

43,

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Ito, T., Katayama, Y., Asada, K., Mori, N., Tsutsumimoto, K., Tiensasitorn, C., and Hiramatsu, K.
(2001). Structural Comparison of Three Types of Staphylococcal Cassette Chromosome mec
Integrated in the Chromosome in Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus. Antimicrob
Agents Chemother 45, 1323-1336.

Ito, T., Ma, X.X., Takeuchi, F., Okuma, K., Yuzawa, H., and Hiramatsu, K. (2004). Novel Type V
Staphylococcal Cassette Chromosome mec Driven by a Novel Cassette Chromosome
Recombinase, ccrC. Antimicrob Agents Chemother 48, 2637-2651.

IWG-SCC, I.-S. (2009). Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec):
Guidelines for Reporting Novel SCCmec Elements. Antimicrob Agents Chemother 53, 4961-4967.

Jamaluddin, T.Z.M.T., Kuwahara-Arai, K., Hisata, K., Terasawa, M., Cui, L., Baba, T., Sotozono, C.,
Kinoshita, S., Ito, T., and Hiramatsu, K. (2008). Extreme genetic diversity of methicillin-resistant
Staphylococcus epidermidis strains disseminated among healthy Japanese children. J. Clin.
Microbiol. 46, 3778-3783.

Jevons, M.P. (1961). “Celbenin” - resistant Staphylococci. Br Med J 1, 124-125.

Karacal, H., Kymes, S.M., and Apte, R.S. (2007). Retrospective analysis of etiopathogenesis of all
cases of endophthalmitis at a large tertiary referral center. Int Ophthalmol 27, 251-259.

Kashiwada, T., Kikuchi, K., Abe, S., Kato, H., Hayashi, H., Morimoto, T., Kamio, K., Usuki, J.,
Takeda, S., Tanaka, K., et al. (2012). Staphylococcal enterotoxin B toxic shock syndrome induced
by community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus (CA-MRSA). Intern. Med. 51,
3085-3088.

Katayama, Y., Ito, T., and Hiramatsu, K. (2000). A New Class of Genetic Element, Staphylococcus
Cassette Chromosome mec, Encodes Methicillin Resistance in Staphylococcus aureus. Antimicrob
Agents Chemother 44, 1549-1555.

Katayama, Y., Ito, T., and Hiramatsu, K. (2001). Genetic Organization of the Chromosome Region
Surrounding mecA in Clinical Staphylococcal Strains: Role of 1IS431-Mediated mecl Deletion in
Expression of Resistance in mecA-Carrying, Low-Level Methicillin- Resistant Staphylococcus
haemolyticus. Antimicrob Agents Chemother 45, 1955-1963.

Katayama, Y., Takeuchi, F., Ito, T., Ma, X.X., Ui-Mizutani, Y., Kobayashi, I., and Hiramatsu, K.
(2003). Identification in methicillin-susceptible Staphylococcus hominis of an active primordial
mobile genetic element for the staphylococcal cassette chromosome mec of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. J. Bacteriol. 185, 2711-2722.

Kobayashi, N., Alam, M.M., and Urasawa, S. (2001). Genomic rearrangement of the mec
regulator region mediated by insertion of 1IS431 in methicillin-resistant staphylococci. Antimicrob.
Agents Chemother. 45, 335-338.

Kuwahara-Arai, K., Kondo, N., Hori, S., Tateda-Suzuki, E., and Hiramatsu, K. (1996). Suppression of
methicillin resistance in a mecA-containing pre-methicillin-resistant Staphylococcus aureus strain
is caused by the mecl-mediated repression of PBP 2’ production. Antimicrob Agents Chemother
40, 2680-2685.

Kwan, T, Liu, J., DuBow, M., Gros, P., and Pelletier, J. (2005). The complete genomes and

proteomes of 27 Staphylococcus aureus bacteriophages. Proc Natl Acad Sci U S A 102, 5174-
5179.

27



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Lacey, R.W. (1972). Genetic control in methicillin-resistant strains of Staphylococcus aureus. J.
Med. Microbiol. 5, 497-508.

Lebeaux, D., Barbier, F., Angebault, C., Benmahdi, L., Ruppe, E., Felix, B., Gaillard, K., Djossou, F.,
Epelboin, L., Dupont, C., et al. (2012). Evolution of Nasal Carriage of Methicillin-Resistant
Coagulase-Negative Staphylococci in a Remote Population. Antimicrob Agents Chemother 56,
315-323.

Li, S., Skov, R.L., Han, X., Larsen, A.R., Larsen, J., S?rum, M., Wulf, M., Voss, A., Hiramatsu, K., and
Ito, T. (2011). Novel Types of Staphylococcal Cassette Chromosome mec Elements Identified in
Clonal Complex 398 Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Strainsv. Antimicrob Agents
Chemother 55, 3046-3050.

Luong, T.T., Ouyang, S., Bush, K., and Lee, C.Y. (2002). Type 1 capsule genes of Staphylococcus
aureus are carried in a staphylococcal cassette chromosome genetic element. J. Bacteriol. 184,
3623-3629.

Ma, X.X., Ito, T., Tiensasitorn, C., Jamklang, M., Chongtrakool, P., Boyle-Vavra, S., Daum, R.S., and
Hiramatsu, K. (2002). Novel Type of Staphylococcal Cassette Chromosome mec Identified in
Community-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Strains. Antimicrob Agents
Chemother 46, 1147-1152.

Ma, X.X., Ito, T., Chongtrakool, P., and Hiramatsu, K. (2006). Predominance of Clones Carrying
Panton-Valentine Leukocidin Genes among Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Strains
Isolated in Japanese Hospitals from 1979 to 1985. J Clin Microbiol 44, 4515-4527.

Maisetta, G., Batoni, G., Esin, S., Florio, W., Bottai, D., Favilli, F., and Campa, M. (2006). In vitro
bactericidal activity of human beta-defensin 3 against multidrug-resistant nosocomial strains.
Antimicrob. Agents Chemother. 50, 806—-809.

McDonnell, R.W., Sweeney, H.M., and Cohen, S. (1983). Conjugational transfer of gentamicin
resistance plasmids intra- and interspecifically in Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis. Antimicrob Agents Chemother 23, 151-160.

Milheirico, C., Oliveira, D.C., and Lencastre, H. de (2007). Update to the Multiplex PCR Strategy
for Assignment of mec Element Types in Staphylococcus aureus. Antimicrob. Agents Chemother.
51,3374-3377.

Miller, L.G., Perdreau-Remington, F., Rieg, G., Mehdi, S., Perlroth, J., Bayer, A.S., Tang, A.W.,
Phung, T.O., and Spellberg, B. (2005). Necrotizing Fasciitis Caused by Community-Associated
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus in Los Angeles. New England Journal of Medicine
352, 1445-1453.

Mombach Pinheiro Machado, A.B., Reiter, K.C., Paiva, R.M., and Barth, A.L. (2007). Distribution of
staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) types |, 11, lll and IV in coagulase-negative
staphylococci from patients attending a tertiary hospital in southern Brazil. J. Med. Microbiol. 56,
1328-1333.

Mongkolrattanothai, K., Boyle, S., Murphy, T.V., and Daum, R.S. (2004). Novel non-mecA-
containing staphylococcal chromosomal cassette composite island containing pbp4 and tagF
genes in a commensal staphylococcal species: a possible reservoir for antibiotic resistance islands
in Staphylococcus aureus. Antimicrob. Agents Chemother. 48, 1823-1836.

28



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Monsen, T., Olofsson, C., Ronnmark, M., and Wistrém, J. (2000). Clonal spread of staphylococci
among patients with peritonitis associated with continuous ambulatory peritoneal dialysis.
Kidney Int 57, 613—-618.

Morikawa, K., Inose, Y., Okamura, H., Maruyama, A., Hayashi, H., Takeyasu, K., and Ohta, T.
(2003). A new staphylococcal sigma factor in the conserved gene cassette: functional significance
and implication for the evolutionary processes. Genes Cells 8, 699—-712.

Morikawa, K., Takemura, A.J., Inose, Y., Tsai, M., Nguyen Thi, L.T., Ohta, T., and Msadek, T.
(2012). Expression of a Cryptic Secondary Sigma Factor Gene Unveils Natural Competence for
DNA Transformation in Staphylococcus aureus. PLoS Pathog 8.

Oliveira, D.C., and Lencastre, H. de (2002). Multiplex PCR Strategy for Rapid Identification of
Structural Types and Variants of the mec Element in Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus.
Antimicrob. Agents Chemother. 46, 2155-2161.

Oliveira, D.C., Milheirico, C., and de Lencastre, H. (2006). Redefining a Structural Variant of
Staphylococcal Cassette Chromosome mec, SCCmec Type VI. Antimicrob Agents Chemother 50,
3457-3459.

Park, C., Shin, H.-H., Kwon, E.-Y., Choi, S.-M., Kim, S.-H., Park, S.H., Choi, J.-H., Yoo, J.-H., Lee, D.-
G., and Shin, W.S. (2009). Two variants of staphylococcal cassette chromosome mec type IVA in
community-associated meticillin-resistant Staphylococcus aureus strains in South Korea. ] Med

Microbiol 58, 1314-1321.

Patil, R., Baveja, S., Nataraj, G., and Khopkar, U. (2006). Prevalence of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) in community-acquired primary pyoderma. Indian Journal
of Dermatology, Venereology and Leprology 72, 126.

Pinho, M.G., Filipe, S.R., de Lencastre, H., and Tomasz, A. (2001). Complementation of the
Essential Peptidoglycan Transpeptidase Function of Penicillin-Binding Protein 2 (PBP2) by the
Drug Resistance Protein PBP2A in Staphylococcus aureus. J Bacteriol 183, 6525-6531.

Robinson, D.A., and Enright, M.C. (2003). Evolutionary models of the emergence of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus. Antimicrob. Agents Chemother. 47, 3926-3934.

Rodrigues, M.V.P., Fortaleza, C.M.C.B., Riboli, D.F.M., Rocha, R.S., Rocha, C., and Cunha, M. de
L.R. de S. da (2013). Molecular epidemiology of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in a
burn unit from Brazil. Burns.

Rouch, D.A., Byrne, M.E., Kong, Y.C., and Skurray, R.A. (1987). The aacA-aphD Gentamicin and
Kanamycin Resistance Determinant of Tn4001 from Staphylococcus aureus: Expression and
Nucleotide Sequence Analysis. J Gen Microbiol 133, 3039-3052.

Ruppe, E., Barbier, F., Mesli, Y., Maiga, A., Cojocaru, R., Benkhalfat, M., Benchouk, S., Hassaine,
H., Maiga, |., Diallo, A., et al. (2009). Diversity of Staphylococcal Cassette Chromosome mec
Structures in Methicillin-Resistant Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus haemolyticus
Strains among Outpatients from Four Countries. Antimicrob Agents Chemother 53, 442—449.

Sauvage, E., Kerff, F., Terrak, M., Ayala, J.A., and Charlier, P. (2008). The penicillin-binding
proteins: structure and role in peptidoglycan biosynthesis. FEMS Microbiology Reviews 32, 234—
258.

29



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84,

85.

86.

87.

88.

Shore, A.C., Deasy, E.C., Slickers, P., Brennan, G., O’Connell, B., Monecke, S., Ehricht, R., and
Coleman, D.C. (2011). Detection of Staphylococcal Cassette Chromosome mec Type Xl Carrying
Highly Divergent mecA, mecl, mecR1, blazZ, and ccr Genes in Human Clinical Isolates of Clonal
Complex 130 Methicillin-Resistant Staphylococcus aureusv. Antimicrob Agents Chemother 55,
3765-3773.

Schnellmann, C., Gerber, V., Rossano, A., Jaquier, V., Panchaud, Y., Doherr, M.G., Thomann, A.,
Straub, R., and Perreten, V. (2006). Presence of New mecA and mph(C) Variants Conferring
Antibiotic Resistance in Staphylococcus spp. Isolated from the Skin of Horses before and after
Clinic Admission. J Clin Microbiol 44, 4444—-4454,

Stewart, G.C., and Rosenblum, E.D. (1980). Transduction of methicillin resistance in
Staphylococcus aureus: recipient effectiveness and beta-lactamase production. Antimicrob.
Agents Chemother. 18, 424-432.

Strandén, A.M., Frei, R., Adler, H., Fliickiger, U., and Widmer, A.F. (2009). Emergence of SCCmec
type IV as the most common type of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in a university
hospital. Infection 37, 44-48.

Susan L. Davis, P., Michael J. Rybak, P., Muhammad Amijad, P., Glenn W. Kaatz, M., and

Peggy S. McKinnon, P. (2006). Characteristics of Patients With Healthcare-Associated Infection
Due to SCCmec Type IV Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus e. Infection Control and
Hospital Epidemiology 27, 1025-1031.

Thati, V., Shivannavar, C.T., and Gaddad, S.M. (2011). Vancomycin resistance among methicillin
resistant Staphylococcus aureus isolates from intensive care units of tertiary care hospitals in
Hyderabad. Indian J Med Res 134, 704-708.

Tsubakishita, S., Kuwahara-Arai, K., Baba, T., and Hiramatsu, K. (2010a). Staphylococcal Cassette
Chromosome mec-Like Element in Macrococcus caseolyticus. Antimicrob Agents Chemother 54,
1469-1475.

Tsubakishita, S., Kuwahara-Arai, K., Sasaki, T., and Hiramatsu, K. (2010b). Origin and molecular
evolution of the determinant of methicillin resistance in staphylococci. Antimicrob. Agents
Chemother. 54, 4352-4359.

Tsuji, B.T., Rybak, M.J., Cheung, C.M., Amjad, M., and Kaatz, G.W. (2007). Community- and health
care-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus: a comparison of molecular
epidemiology and antimicrobial activities of various agents. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 58, 41—
47.

Vandenesch, F., Naimi, T., Enright, M.C,, Lina, G., Nimmo, G.R., Heffernan, H., Liassine, N., Bes,
M., Greenland, T., Reverdy, M.-E., et al. (2003). Community-Acquired Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus Carrying Panton-Valentine Leukocidin Genes: Worldwide Emergence.
Emerg Infect Dis 9, 978-984.

Varga, M., Kuntovj, L., Pantlcek, R., Maslanova, I., Rizickova, V., and Doskar, J. (2012). Efficient
transfer of antibiotic resistance plasmids by transduction within methicillin-resistant
Staphylococcus aureus USA300 clone. FEMS Microbiology Letters 332, 146—152.

Vindel, A., Cuevas, O., Cercenado, E., Marcos, C., Bautista, V., Castellares, C., Trincado, P.,

Boquete, T., Pérez-Vazquez, M., Marin, M., et al. (2009). Methicillin-Resistant Staphylococcus

30



aureus in Spain: Molecular Epidemiology and Utility of Different Typing Methods. J. Clin.
Microbiol. 47, 1620-1627.

89. Walsh, C. (1999). Deconstructing Vancomycin. Science 284, 442-443.

90. Weigel, L.M., Clewell, D.B., Gill, S.R., Clark, N.C., McDougal, L.K., Flannagan, S.E., Kolonay, J.F.,
Shetty, J., Killgore, G.E., and Tenover, F.C. (2003). Genetic Analysis of a High-Level Vancomycin-
Resistant Isolate of Staphylococcus aureus. Science 302, 1569-1571.

91. Wisplinghoff, H., Rosato, A.E., Enright, M.C., Noto, M., Craig, W., and Archer, G.L. (2003). Related
clones containing SCCmec type IV predominate among clinically significant Staphylococcus
epidermidis isolates. Antimicrob. Agents Chemother. 47, 3574—3579.

92. Wu, S., de Lencastre, H., and Tomasz, A. (1998). Genetic Organization of the mecA Region in
Methicillin-Susceptible and Methicillin-Resistant Strains of Staphylococcus sciuri. J Bacteriol 180,
236-242.

93. Zhang, K., McClure, J.-A., Elsayed, S., and Conly, J.M. (2009). Novel Staphylococcal Cassette
Chromosome mec Type, Tentatively Designated Type VIII, Harboring Class A mec and Type 4 ccr
Gene Complexes in a Canadian Epidemic Strain of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus.
Antimicrob Agents Chemother 53, 531-540.

94. Zinkernagel, A.S., Speck, R.F., Ruef, C., Zingg, W., Berger-Bachi, B., and Springer, B. (2005).
Rapidly destructive Staphylococcus epidermidis endocarditis. Infection 33, 148-150.

95. Zong, Z. (2013). Characterization of a complex context containing mecA but lacking genes
encoding cassette chromosome recombinases in Staphylococcus haemolyticus. BMC Microbiol.
13, 64.

96. Zong, Z., Peng, C., and LU, X. (2011). Diversity of SCCmec elements in methicillin-resistant
coagulase-negative staphylococci clinical isolates. PLoS ONE 6, e20191.

Internetové zdroje

http://www.sccmec.org/ - databaze klasifikace SCCmec vytvorena International Working Group on
the Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome Elements IWG-SCC.

31


http://www.sccmec.org/

