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Abstrakt

Acinetobacter baumannii je vyznamny nemocni¢ni patogen charakterizovany schopnosti
ziskavat a vyvijet komplexni rezistenci k antimikrobnim |atkdm. Na této schopnosti se zasad-
né podileji efluxové systémy, které odstranuji molekuly antibiotik z intracelularniho prostoru
bakterie. AdeABC je chromozomalni efluxovy systém typu RND, ktery je specificky pro A.
baumannii a vyznacuje se Sirokym substratovym spektrem. V této praci jsme se zaméfili na
funkéni analyzu systému AdeABC scilem definovat jeho roli pfi vzniku rezistence
k aminoglykozidlim u geneticky odliSnych kmenu. Vychodiskem byl soubor 15 epidemiolo-
gicky a genotypové definovanych kmenlG A. baumannii, které byly plné citlivé
k aminoglykozid(im a dalSim antibiotikiim primarné ucinnym na tento druh. U téchto kmen(
jsme urcili genotyp AdeABC a v pritomnosti netilmicinu selektovali rezistentni varianty. Po-
moci kvantitativni RT-PCR jsme porovnali expresi transportérového genu adeB u plvodné
citlivych kmenU a selektovanych variant. Ziskané vysledky potvrzuji, Ze zvySena exprese Ade-
ABC vyznamné snizuje citlivost k aminoglykozidiim a dalSim antibiotikim, a naznacuji, ze

tento systém poskytuje nemocni¢nim kmenlm A. baumannii vyznamnou selekéni vyhodu.

Klicova slova: Acinetobacter baumannii, AdeABC, efluxové systémy, RND, rezistence,

aminoglykozidy, netilmicin, gRT-PCR.



Abstract

Acinetobacter baumannii is an important nosocomial pathogen characterized by the abi-
lity to acquire and develop complex resistance to antimicrobial agents. This capability is cau-
sed by eflux systems removing molecules of antibiotics from bacterial intracellular spa-
ce. AdeABC is an RND—type chromosomal eflux system specific for A. baumannii which has a
broad substrate spectrum. In this work, we focused on functional analysis of AdeABC to de-
fine its role in the resistance development to aminoglycosides in genetically different strains.
We studied a set of 15 epidemiologically and genotypically well characterized strains of A.
baumannii which were fully susceptible to aminoglycosides and other antibiotics primarily
effective against this species. We determined genotyp of AdeABC for these strains and per-
formed a selection for resistant variants in the presence of netilmicin. Using real-time gRT-
PCR we compared the expression of the transporter gene adeB in originally sensitive strains
and selected variants. The obtained results confirmed that the increased expression of Ade-
ABC significantly reduces susceptibility to aminoglycosides and other antibiotics. The results
also suggest that the efflux system provides a significant selective advantage for nosocomial

strains of A. baumannii.

Keywords: Acinetobacter baumannii, AdeABC, efflux systems, RND, resistance, amino-

glycosides, netilmicin, real-time qRT-PCR.
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Seznam pouzitych zkratek

ABC
AFLP

CFU
G

IMP
LB
MATE

MHA

MFP
MFS
MIK

MLST
NA
omp
PCR
PFGE

skupina efluxovych systém, z angl. ATP-binding cassette superfamily

fingerprintova metoda pro detekci polymorfizm@ v DNA, z angl. amplified fragment
length polymorphism

Zivotaschopné bakteridlni jednotky, z angl. colony forming unit

prahovy cyklus, cyklus v RT-PCR, ve kterém se fluorescenéni signal stane detekova-
telnym, z angl. treshold cycle

protein vnitfni membrany, z angl. inner membrane protein

Médium Luria-Bertani, tekuta kultivacni ptda

skupina efluxovych systémd, z angl. mutlidrug and toxic compound extrusion super-
family

Mueller Hinton agar, agarova kultivacni plida s nizkym obsahem antagonist( antibi-
otik

fuzni membranovy protein, z angl. membrane fusion protein

skupina efluxovych systémQ, z angl. major facilitator superfamily

vizudlni rdst bakterie

multilokusova sekvencéni typizace, z angl. multilocus sequence typing

nutrient agar, pevna viceucelova kultivaéni pada

protein vnéjsi membrany, z angl. outer membrane protein

polymerdzova retézova reakce, z angl. polymerase chain reaction

pulzni elektroforéza, z angl. pulsed-field gel electrophoresis

Real-Time qRT-PCR  kvantitativni PCR v realném Case spojena s reverzni transkripci

RND
SMR
TMS

skupina efluxovych systémd, z angl. resistance-nodulation-cell division
skupina efluxovych systém, z angl. small multidrug resistance superfamily

transmembranovy segment



1. Uvod

Efluxové systémy hraji dalezitou roli u vSech organizm0 bakterie nevyjimaje. Jejich funk-
ce jsou velmi rozmanité, nicméné jejich pfirozena role v bakteriich je stale diskutovanym
tématem. Nejznaméjsi roli transportéru v bakteridlni burice je odstranovani toxickych latek,
které pochdzeji z vnéjsiho prostiedi, nebo export produktd metabolizmu, at uz produktd
fermentace, latek mifenych proti jinym organizmdm (Helling et al., 2002) ¢i signdlnich mole-
kul uplatiujicich se v mezibunécné komunikaci typu quorum sensing (Rahmati et al., 2002).
Transportérové systémy se uplatiuji i vinvazi, adherenci a kolonizaci eukaryotické buriky
patogennimi bakteriemi (Hirakata et al., 2002). Efluxové systémy typu AcrAB napfiklad chra-
ni Escherichia coli pted Zlu€ovymi kyselinami (Thanassi et al., 1997) nebo steroidnimi hormo-
ny (Elkins a Mullis, 2006) pfipadné se mohou uplatfiovat pfi homeostazi Ca** (Jones et al.,
2003).

Ptrirozené funkce efluxovych systému, které se podileji pti vzniku antimikrobnich re-
zistenci, jsou nicméné vétsSinou malo znamé. Efluxovy systém AdeABC bakterie Acinetobacter
baumannii patfici do skupiny RND (z angl. resistance-nodulation-cell division) toho neni vy-
jimkou. Byl objeven v souvislosti se snizenou citlivosti tohoto mikroorganizmu k Sirokému
spektru antimikrobnich latek jako aminoglykozidy, tetracykliny, fluorochinolony, B-laktamy
atd. (Magnet et al., 2001). Cilem této prace bylo definovat roli systému AdeABC pfi vzniku
rezistence k aminoglykozidim u souboru genotypové a epidemiologicky odlisnych kmen( A.
baumannii. Kmeny, které byly plné citlivé ke studovanym antibiotikim a u nichZ byl charak-
terizovan genotyp pro AdeABC, byly vystaveny selekci v pfitomnosti netilmicinu. Ziskané re-
zistentni varianty byly poté porovnany s rodi¢ovskymi kulturami s ohledem na kvantitativni

citlivost in vitro a expresi transportérového genu adeB.
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2. Cile prace

Cilem bylo definovat roli systému AdeABC pfi vzniku rezistence k aminoglykozid(im u
genotypové odliSnych kmenud A. baumannii. Dil¢i cile byly:

1. Vybér genotypové heterogenniho souboru kment A. baumannii.

2. Pomoci netilmicinu selektovat varianty s rezistenci nebo sniZzenou citlivosti k tomuto
antibiotiku a dalSim aminoglykozidim a antibakterialnim latkam.

3. Porovnat kvantitativni citlivost in vitro u vybranych kmenu a jejich rezistentnich vari-
ant na antimikrobni latky a urcit miru vzniklé rezistence.

4. Kvantifikovat expresi adeB u rodi¢ovskych kmenu a rezistentnich variant.

5. Posoudit vyznam systému AdeABC pro vznik rezistence porovndnim zmén exprese

adeB a citlivosti k substratim efluxu u selektovanych variant.
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3. Prehled literatury

3.1. Charakteristika rodu Acinetobacter

Bakterie rodu Acinetobacter patfi do tfidy Gammaproteobacteria, ktera zahrnuje fadu
vyznamnych patogenu. Jde o nefermentujici, nepohyblivé, striktné aerobni a gramnegativni
bakterie tyCinkovitého nebo kokovitého tvaru, obvykle usporadané ve dvojicich. Jsou rozsi-
fené zejména v pldnich a vodnich ekosystémech, ale izoluji se téZ z potravin a kiize nebo
sliznic zdravych lidi. Vyskytuji se pfirozené ve vlhkém prostredi, ale na rozdil od ostatnich
gramnegativnich bakterii mohou prezivat dny az tydny v suchych podminkach (Jawad et al.,
1998). Vyznamnym mistem jejich vyskytu je nemocnicni prostiedi, zejména oddéleni inten-
zivni péce, kde mohou kolonizovat a infikovat pacienty se zavaznym zdkladnim onemocné-
nim. Acinetobacter baumannii je klinicky nejvyznamnéjsi druh rodu a zaroven jednim
z nejvyznamnéjsich bakteridlnich pivodcl nemocnicnich infekci. Tento podminény patogen
zpUsobuje ventilacni pneumonie, septikémie, endokarditidy, meningitidy a infekce mocové-
ho ustroji a mékkych tkani (Bergogne-Bérézin, 1996). V prlibéhu poslednich tfi desetileti
dramaticky vzrostl klinicky a epidemiologicky vyznam acinetobakter( a infekce zplUsobené
témito organizmy, zvlasté A. baumannii, byvaji obtizné lécitelné a to v dlsledku vysoké pro-
porce kmend, které jsou rezistentni k vétSiné nebo ke vSem terapeuticky dostupnym antimi-

krobnim latkam (Dijkshoorn et al., 2007; Boucher et al., 2009).

3.2. Rezistence Acinetobacter baumannii k antibiotikiim

A. baumannii je pfirozené rezistentni k fadé antibiotik U¢innych na jiné gramnegativni
patogeny i ostatni druhy acinetobakter(, napf. k ampicilinu, cefalosporinim prvni a druhé
generace nebo chloramfenikolu. Antimikrobni latky primarné uéinné proti A. baumannii za-
hrnuji aminoglykozidy, ureidopeniciliny, cefalosporiny treti a ¢tvrté generace, sulbaktam,
karbapenemy, fluorochinolony, tetracykliny, glycylcykliny a polymyxiny. Se zavadénim téchto
antibiotik do klinické praxe se vSak u A. baumannii postupné objevily mechanizmy rezistence
ke vSéem témto antimikrobnim latkam. Tyto mechanizmy se mohou ridzné kombinovat, coz

vede k multirezistenci az panrezistenci nékterych kmen(. Léc¢ba infekci vyvolanych témito
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kmeny je obtiZznda a dalsi epidemické Sifeni multirezistence az panrezistence A. baumannii tak
vyvoldva opravnéné obavy (Boucher et al., 2009).

Na multirezistenci A. baumannii se podileji vSechny obecné mechanizmy rezistence
znamé u gramnegativnich bakterii. VétSina genu kodujicich enzymy zpUlsobujici rezistentni
fenotyp bakterie je ziskdna horizontalnim prenosem. Nejpocetné;jsi skupinou mechanizmi
rezistence jsou B-laktamazy, jichZz bylo u A. baumannii popsano vice nez 50 (Dijkshoorn et al.,
2007; Roca et al., 2012). Rozmanité jsou také mechanizmy aminoglykozidové rezistence, ji-
miz jsou vétSinou modifikujicimi enzymy ze skupin fosfotransferaz, nukleotidyltransferaz
nebo acetyltransferaz (Nemec et al., 2004; Seward et al., 1998). Bodové mutace v genech
kddujicich DNA gyrazu a topoizomerdzu IV zpusobuji rezistenci k fluorochinolontim (Vila et
al., 1997). Konstitutivni nadprodukce chromozomalnich druhové specifickych B-laktamaz
typu AmpC nebo OXA-51 muzZe byt zplsobena inzerci sekvence ISAbal obsahujici silny pro-
motor do promotorovych oblasti téchto genl (Heritier et al., 2005). V ptipadé AmpC zpUlso-
buje tato aktivace rezistenci k cefalosporinim treti generace, u OXA-51 pak sniZeni citlivosti
ke karbapenemdm (Turton et al., 2006). Mezi chromozomadlné kédované a pravdépodobné
pouze vertikalné prenosné systémy rezistence A. baumannii patii efluxové systémy, o kte-
rych se pojedndva dale. Vyjimku tvofi efluxy kédované horizontalné pfenasenymi geny tet a

cmlA pattici do skupiny MFS (z angl. major facilitator superfamily).

3.3. Efluxové systémy u A. baumannii

Efluxové systémy jsou soucasti cytoplazmatické membrany bakterii. Jejich hlavni funkci
je odstranovani toxickych latek, které vstoupily do bunky z vnéjsiho prostredi, produktl me-
tabolizmu (Helling et al., 2002) ¢i export signdlnich molekul potfebnych pro quorum sensing
(Kohler et al., 2001; Rahmati et al., 2002). Tyto pumpy se také mohou tvofit v ranych stadiich
infekce a uplathovat se pfi kolonizaci a invazi eukaryotické hostitelské buriky bakteriemi
(Hirakata et al., 2002), kde kromé virulen¢nich faktor(i mohou z buriky transportovat i bézné
pouzivana antibiotika. Antibiotickd rezistence je v mnoha pfipadech dana souhrou mezi sni-
Zenym prijmem antibiotika do buriky, vétsSinou kvili nizké permeabilité vnéjsi membrany, a
aktivnim exportem antibiotika skrze efluxové systémy (Nikaido, 2003).

Celogenomové sekvencni analyzy ukdzaly, Ze geny efluxovych systému tvofi u rdznych

bakterialnich druhl v priméru 10 % transporter( (Paulsen, 2003). Tyto systémy jsou schop-
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ny transportovat Siroké spektrum strukturné odliSnych substratl véetné antibiotik ven
z buniky (Paulsen, 2003). Jde tak o situaci odliSnou od inaktivacnich enzymovych systémd, jez
zpUsobuji rezistenci pouze k chemicky pribuznym latkam téze ttidy antibiotik. Prvnim popsa-
nym efluxovym systémem u acinetobakterd byl systém exportujici fosfoniové ionty (Midgley
et al., 1986).

Clenéni transportérd do skupin je zaloZeno na sekvenéni homologii, zdroji energie pro
eflux, poc¢tu komponent efluxu (jeden nebo vice), poctu oblasti prochazejicich membranou a
typu exportovanych substratt (Piddock, 2006). Transportéry pouZzivajici energii z ATP patfi
do skupiny ABC (z angl. ATP-binding cassette superfamily; van Veen a Konings, 1998). U
sekundarnich transportéru citlivych k latkam, které rusi protonovy gradient, je transport spo-
jen s vyménou protonu. K nim patti skupiny MFS (Piddock, 2006), SMR (z angl. small multi-
drug resistance superfamily; Paulsen et al., 1996) a RND (Putman et al., 2000). Zdrojem
energie pro sekundarni aktivni transport v pfipadé skupiny MATE (z angl. mutlidrug and toxic
compound extrusion superfamily; Brown et al., 1999) je antiport Na+/substrat nebo vyjimec-
né protonovy gradient (Su et al., 2005). Pfehled jednotlivych skupin efluxovych systém( a

jejich zastupcl se znazornénim zdroje energie je na obr. 1.

Environment
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Current Opinion in Micrebiology

Obr. 1. Skupiny efluxovych pump. Skupinu MFS tvoti sekundarni transportéry pohanéné chemiosmo-
tickou energii (antiportér H'/antibiotikum); prikladem je QacA u Staphylococcus aureus. Skupiny SMR
a RND obsahuji protonovou efluxovou pumpu, napf. AcrB a EmrE u E. coli. AcrB je nékolikajednotkovy
komplex funkéné spojeny s kanalem vnéjsi membrany TolC a membranovym fuznim proteinem AcrA.
Skupinu MATE tvoti efluxové pumpy pohdnéné sodikovymi ionty, pfikladem je NorM z Vibrio paraha-
emolyticus. Eflux skupiny ABC je pohdnén energii ze Stépeni ATP, prikladem je LmrA u Lactococcus
lactis. Pfevzato z Paulsen (2003).
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3.3.1. ABC

Transportéry skupiny ABC vyuZivaji energii uvolnénou pfi hydrolyze ATP. Transportér
ABC se obvykle sklada z membranového proteinu se Sesti transmembranovymi segmenty a
z ATP vaZici podjednotky. Casto dimerizuje. Systémy ABC transportuji mnoho substratl véet-
né cukrl, aminokyselin, iontll, toxickych latek, komplex( Zeleza, polysacharid( a proteint
(Fath a Kolter, 1993). Prikladem je pumpa LmrA bakterie Lactococcus lactis (Bolhuis et al.,
1996) a MacAB u E. coli (Kobayashi et al., 2001). U rodu Acinetobacter nebyl transportér typu
ABC dosud popsan.

3.3.2. MATE

Skupina efluxovych systémui MATE je u A. baumannii zastoupena efluxovym proteinem
AbeM tvorenym 448 aminokyselinami. Molekula AbeM obsahuje 12 hydrofébnich oblasti.
AbeM snizuje citlivost na norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin, gentamicin, 4,6-diamino-2-
fenylindol, triklosan, akriflavin, daunorubicin, doxorubicin, rhodamin 6G a ethidium bromid,
v mensi mife pak i na kanamycin, erytromycin, chloramfenikol, tetrafenylfosfonium chlorid a
trimetoprim (Su et al., 2005). Oproti vétSiné znamych systém( MATE je vSak AbeM pohdanén

proteinovym gradientem (Su et al., 2005).

3.3.3. SMR

Pumpy skupiny SMR tvofi transportni protein cytoplazmatické membrany (Paulsen et
al., 1996), ktery obsahuje 110 aminokyselinovych zbytkl a ¢tyfi transmembranové podjed-
notky (Schuldiner, 2007). Ptikladem této skupiny u A. baumannii je systém AbeS, ktery zpU-
sobuje rezistenci k antibiotikim erytromycinu, chloramfenikolu a novobiocinu, barviviim
akridin oranzi, akriflavinu a benzalkonium chloridu, detergentlim deoxycholdtu a dodecylsi-

ranu sodnému a desinfekénim prostredklm (Srinivasan et al., 2009).

3.3.4. MFS
Skupina MFS se podili na transportu cukrd, metabolitd, aniontl a malych toxickych mo-
lekul. UA. baumannii byl popsan efluxovy systém s vysokou sekvencéni podobnosti

s proteinem MFS u E. coli. Tento systém je odpovédny za pfirozenou chloramfenikolovou
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rezistenci A. baumannii a byl proto nazvan CraA (Roca et al., 2009). CraA je tvoren 409 ami-
nokyselinovymi zbytky a obsahuje 12 transmembranovych domén.

K horizontalné prenosnym genlim pro efluxové systémy MFS patfi geny tet zodpovédné
za rezistenci k tetracyklinu. U A. baumannii byly popsdny geny tet(A) a tet(B). Tet(B) oproti
Tet(A) udéluje rezistenci také k minocyklinu a doxycyklinu (Huys et al., 2005b).

V genomovém ostrové AbaR1 u multirezistentniho kmene A. baumannii byl navic nale-
zen horizontalné prenosny gen cmlA, ktery koduje efluxovy systém skupiny MFS zpUsobujici
rezistenci k chloramfenikolu (Fournier et al., 2006). U A. baumannii byla dale popsana eflu-
xova pumpa typu MFS nazvana AmvA (Rajamohan et al., 2010). Ta snizuje citlivost na Siroké

spektrum substratd, napf. fluorochinolony, erytromycin, akriflavin a ethidium bromid.

3.3.5.RND

Efluxy RND jsou protonové antiportéry, které vyménuji jeden H' iont za jednu molekulu
substratu (Eswaran et al., 2004). Do skupiny RND patfi hlavni efluxové systémy, které prispi-
vaji k multirezistentnimu fenotypu gramnegativnich bakterii. Za timto fenotypem obvykle
stoji nadmérna exprese pump RND zplsobena mutacemi v regulacnich genech. Casto je ale
uroven vyvolané rezistence natolik nizkd, Ze nedosahuje klinicky vyznamnych hodnot.
Nicméné snizeni koncentrace antibiotika v burice mlze bakterii poskytnout ¢as pro ziskani
kvantitativné vyssiho stupné rezistence, napf. ziskani inaktivujicich mechanizmi ¢i mutace
cilové struktury. ZvySena exprese efluxu tak muize byt mezistupném pfi vzniku kvantitativné
vysoké rezistence u pIné citlivych kmen( (Poole, 2004).

Vlastnimi transportéry RND jsou proteiny vnitfni membrany (IMP, z angl. inner membra-
ne protein), jez aktivné vylucuji urcité latky vné bunky. IMP funkéné interaguje s fuznim
membranovym proteinem (MFP, z angl. membrane fusion protein family) a proteinem vnéjsi
membrany (OMP, z angl. outer membrane protein), coz umoznuje transport substratu skrze
vnitfni i vnéjsi membranu gramnegativni bakterie (Zgurskaya a Nikaido, 2000). Pro funkci
efluxového systému jsou vSechny tfi komponenty esencidlni a jejich geny jsou obvykle uspo-
radany v operonu, jak je tomu u systému AdeABC (Magnet et al., 2001). Avsak v nékterych
pfipadech gen pro OMP nemusi byt souédsti genového klastru (Chau et al., 2004) a mlze byt
funkcéné nahrazen jinym OMP (Lopes a Amyes, 2013; Marchand et al., 2004).

Sekundarni struktura efluxovych systém RND skupiny je tvorena 12 transmembrano-
vymi segmenty (TMS) se dvéma dlouhymi smyc¢kami mezi TMS 1 a 2 a mezi TMS 7 a 8
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(Putman et al., 2000). Tercidlni struktura OMP je tvorena kontinudlnim kanalem, ktery spoju-
je vnéjsi membranu a periplazmaticky prostor (Wong et al., 2001). Tercialni strukturu trans-
portéru RND zndzornuje obr. 2.

Dosud byly popsany ctyfi efluxové systémy typu RND spojené s rezistenci
k aminoglykoziddm: AmrAB-OprA zplsobujici pfirozenou aminoglykozidovou a makrolidovou
rezistenci u bakterie Burkholderia pseudomallei (Moore et al., 1999), MexXY exportujici ami-
noglykozidy, tetracyklin a erytromycin u Pseudomonas aeruginosa (Mine et al., 1999), AcrD

v E. coli (Rosenberg et al., 2000) a AdeABC u A. baumannii (Magnet et al., 2001).

Obr. 2. Strukturni model transportéru skupiny RND. Zvyraznéné jsou sekvenc¢né konzervované useky.
Pfevzato z Putman et al. (2000).

3.3.5.1. AdeABC

Efluxovy systém AdeABC nalezZejici do skupiny RND se vyskytuje u vétSiny kmen( A.
baumannii (Nemec et al., 2007). Ma Siroké substratové spektrum, jez zahrnuje latky hydro-
fobni, amfifilni, hydrofilni, pozitivné nabité ¢i neutralni. Inaktivacni experimenty u klinickych
izolatll s nadmérnou expresi systému odhalily, Ze vede krezistenci ¢i snizené citlivosti
k aminoglykozidlim, cefotaximu, tetracyklinim, erytromycinu, chloramfenikolu, trimetopri-
mu, fluorochinoloniim, minocyklinu ale i k ethidium bromidu (Magnet et al., 2001). Nové;jsi
prace ukazaly, Ze substratem pro AdeABC je i tigecyklin, nové glycylcyklinové antibiotikum se

slibnym ucinkem na citlivé i nékteré multirezistentni kmeny A. baumannii (Peleg et al., 2007;
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Ruzin et al., 2007). Nadmérna exprese systému AdeABC mlze vést k multirezistentnimu fe-
notypu (Magnet et al., 2001). ZvySena exprese AdeABC kombinovana s dalsimi mechanizmy
rezistence vede ke kvantitativné vysoké rezistenci k nékterym antibiotikim. Prikladem je
synergicky ucinek AdeABC a oxacilindz na rezistenci k B-laktamim véetné karbapenem( (He-
ritier et al., 2005). Jinym prikladem je rezistence k fluorochinolonim zplisobend mutacemi

v gyrA a parC a soucasnou nadmérnou expresi pumpy AdeB (Higgins et al., 2004).

3.3.5.2. Struktura AdeABC

Systém AdeABC je tvoren tfemi komponentami (obr. 3). AdeA je MFP. Vlastni transpor-
tér AdeB je umistény v cytoplazmatické membrané. Obsahuje 1035 aminokyselinovych zbyt-
kGl a 12 transmembranovych podjednotek (Magnet et al., 2001) a je sekvencné polymorfni
(Huys et al., 2005a). AdeC je OMP umoziujici export skrze vnéjsi membranu. Jeho pfitom-
nost neni pro funkci systému nezbytna, nebot mlze byt pravdépodobné nahrazena jinym
OMP (Marchand et al., 2004), napt. proteinem AdeK spojenym s efluxovym systémem Ade-
IJK (Damier-Piolle et al., 2008; Lopes a Amyes, 2013). Efluxovy protein AdeB zachycuje sub-
strat z vnitfni fosfolipidové dvojvrstvy cytoplazmatické membrany nebo cytoplazmy a trans-
portuje jej vné bunky prostfednictvim AdeC (Wieczorek et al., 2008). Periplazmaticky protein
AdeA hraje roli v kooperaci mezi AdeB a AdeC a pravdépodobné v pfiblizeni obou membran

pro usnadnéni transportu a stabilizaci struktury OMP (Zgurskaya a Nikaido, 2000).

Amg Flu
AdeC Tet Clo
» | Ery Toi
EthBr Tge
Periplasm er
mbrane

Obr. 3. Usporadani efluxového systému AdeABC v bunécné sténé A. baumannii. Vyznacen je antiport
protonu a antibiotika skrze membranu. Amg, aminoglykozidy; Flu, fluorochinolony; Tet, tetracykliny;
Clo, chloramfenikol; Ery, erytromycin; Tri, trimetoprim; EthBr, ethidium bromid; Tge, tigecyklin. Pre-
vzato z Wieczorek et al. (2008).
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3.3.5.3. Geny AdeABC

Geny pro proteiny AdeA, AdeB a AdeC a pro regulacni systém AdeRS jsou umistény na
bakterialnim chromozomu (Magnet et al., 2001). Strukturni geny adeA, adeB a adeC umisté-
né za sebou tvori operon (Marchand et al., 2004). Nedavna studie (Lopes a Amyes, 2013)
nicméné naznacuje, Ze gen adeB mUze byt exprimovan nezavisle na adeA. Geny kédujici re-
gulacni proteiny AdeR a AdeS predchazeji genu adeA (Marchand et al., 2004). Gen kdédujici
transportérovy protein AdeB nebyl nalezen u Zadného jiného druhu nez A. baumannii, coz
naznacuje, Ze tento transportér je druhové specificky (Chu et al., 2006). Usporadani genu

systému AdeABC znazorniuje obr. 4.

1443 9208
|

< adeS adeR[| adeA > adeB adeC >

Obr. 4. Uspotadani strukturnich a regulacnich gent systému AdeABC u A. baumannii BM4454. Sipky
odpovidaji kddujicim sekvencim a ukazuji smér transkripce. Upraveno podle Marchand et al. (2004).

3.3.5.4. Regulace AdeABC

Regulacni systém efluxu AdeABC je dvouslozkovy (Magnet et al., 2001), jenz obecné
umoziuje adaptaci bakterie ke zménam v prostfedi zménou genové exprese (Szurmant et
al., 2007). Geny pro dvouslozkovy regulaéni systém u A. baumannii (adeR a adeS) jsou sou-
casti operonu prepisovaného oproti strukturnim genim AdeABC v opacném sméru
(Marchand et al., 2004). Ve dvouslozkovych systémech je odpovédi na podnét autofosforyla-
ce senzoru (kindzy) na vnitfnim histidinu (box H). Fosfatova skupina je poté prenesena na
aspartatovy zbytek reguldtoru. Fosforylace a prenos fosfatové skupiny mezi témito domé-
nami je vratny defosforylaéni aktivitou senzoru. Pfepindnim mezi fosforylaci a defosforylaci
moduluje histidinkindza stav regulatori a nasledné tak reguluje expresi strukturnich gend
(Koretke et al., 2000). Transkripénim regulatorem systému AdeRS je AdeR, ktery je tvoren
228 aminokyselinami. Histidinkinaza AdeS je o 100 aminokyselin krats$i a je esencialni pro
expresi operonu AdeABC (Marchand et al., 2004).

Mutace v regulacnich genech mohou vést k nadprodukci AdeABC, jejimz nasledkem je
snizeni citlivosti k radé latek (Marchand et al., 2004). Jde napf. o bodové mutace v adeR

(Prol116—>Leu) a adeS (Thr153->Met) (Marchand et al., 2004). Nadmérnou expresi AdeABC
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mUze vyvolat také inzerce sekvence ISAbal do oblasti predchazejici operon adeABC (Ruzin et
al., 2007). Nedavné studie nicméné naznacuji, Ze regulace AdeABC je komplexnéjsi a zahrnu-
je dosud neznamé regulacni slozky (Hornsey et al., 2010; Sun et al., 2010; Lopes a Amyes,

2013).

3.3.5.5 Dalsi efluxové systémy RND

Vedle AdeABC se u acinetobakter( vyskytuji dalsi exfluxové systémy patfici do skupiny
RND, napf. AdeDE, AdellK, AdeFGH a AdeXYZ. Zatimco AdellK a AdeFGH jsou charakteristic-
ké pro A. baumannii (Coyne et al., 2010 b; Damier-Piolle et al., 2008), transportéry AdeE a
AdeY byly zjistény u Acinetobacter pittii (Chu et al., 2006), klinicky vyznamného druhu, jenz
je prfibuzny A. baumannii. Strukturni proteiny rGznych systém( RND jsou sekvencné pribuz-
né. Mezi vlastnimi transportéry maji nejvyssi sekvenéni identitu AdeB a MexD (53 %; Magnet
et al., 2001). Vysoka identita (67 %) byla nalezena také mezi AdeZ a AdeC (Chu et al., 2006;
Piddock 2006).

Systém AdellK pfispiva k rezistenci A. baumannii na B-laktamy, chloramfenikol, tetra-
cyklin, erytromycin, linkosamidy, fluorochinolony, kyselinu fusidovou, novobiocin, rifampin a
trimetoprim (Damier-Piolle et al., 2008). AdellK navic vylu€uje aktidin, pyronin, safranin a
dodecylsiran sodny, avsak nikoli ethidium bromid (Damier-Piolle et al., 2008). Chemicka
struktura téchto molekul naznacuje, Ze amfipatické latky jsou preferovanymi substraty. Ade-
IJK spolu s AdeABC vyznamné pfrispiva k rezistenci k tetracyklinu, minocyklinu a tigecyklinu a
uplatniuje se pfi primarné snizené (neziskané) citlivosti A. baumannii k rGznym antibiotikim
(Damier-Piolle et al., 2008). Exprese AdellK je striktné regulovand a nadprodukce systému je
omezend. Hladina exprese adellK je nizsi nez u adeABC (Coyne et al., 2010 a). Nedavno byl
popsan transkripéni regulator adeN, ktery reprimuje expresi systému (Rosenfeld et al.,
2012).

Coyne et al. (2010 b) popsali u A. baumannii systém AdeFGH, ktery byl objeven pfi se-
lekci chloramfenikolem a norfloxacinem. Jeho nadmérna exprese vede k vysokému stupni
rezistence k vétsiné antibiotik kromé B-laktamU a aminoglykozida.

AdeDE je efluxovy systém popsany u A. pittii (Chau et al., 2004). Podili se na snizené cit-
livosti k amikacinu, ceftazidimu, chloramfenikolu, ciprofloxacinu, erytromycinu, ethidium
bromidu, meropenemu, rifampinu a tetracyklinu. U AdeDE nebyl za geny adeD a adeE nale-

zen Cteci ramec pro protein vnéjsi membrany. Je mozné, Ze se nachazi jinde v genomu a neni
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regulovan spolu s témito geny nebo jeho funkci nahrazuji jiné proteiny vnéjsi membrany
(Chau et al., 2004). U A. pittii se vyskytuje téZz efluxovy systém AdeYXZ, jenZ se uplatiuje

v esencialnich bunécnych procesech spiSe nez v antimikrobni rezistenci (Chu et al., 2006).
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4. Material a pristroje

4.1. Bakterialni kmeny

Kmeny Acinetobacter baumannii pouzité ve studii a jejich charakterizace jsou uvedeny nize
(viz kapitola 6.1).

Kontrolni kmeny pro vysetfeni citlivosti na antibiotika: Escherichia coli ATCC 25922, Staphy-
lococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a A. baumanni NIPH 56

4.2. Bakteriologické pudy
LB (Luria-Bertani) médium. SloZeni: trypton (10 g/l), kvasni¢ny extrakt (5 g/l), chlorid sodny
(10g/1), pH 7,0

Konzervaéni médium Caso Bouillon (Merck, Némecko). SloZeni: Pepton z kaseinu (17 g/l),
pepton ze sdji (3 g/l), chlorid sodny (5 g/l), hydrogenfosforecnan draselny (2,5 g/l), mono-
hydrat glukdzy (2,5 g/l), pH 7,3. Asepticky pfidan glycerol p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

v poméru 1:1

Mueller Hinton agar (MHA, Oxoid, Velkd Britanie). SloZzeni: Hovézi hydrolyzovana infuze (300
g/l), hydrolyzat kaseinu (17,5 g/l), skrob (1,5 g/l1), agar (17 g/1), pH 7,3

Mueller Hinton Il Agar (MHA IlI, Becton, Dickinson and Company, USA). SloZeni: Hovézi bu-
nécény extrakt (2 g/l), kysely hydrolyzat kaseinu (17,5 g/l), skrob (1,5 g/l), agar (17 g/l), pH 7,3

Nutrient agar (NA, Oxoid, Velkd Britanie). SloZeni: kvasni¢ny extrakt (4 g/l), trypton (5 g/l),
glukdza (50 g/l), dihydrogenfosfore¢nan draselny (0,55 g/l), chlorid draselny (0,425 g/l), chlo-
rid vapenaty (0,125 g/l), siran hofecnaty (0,125 g/|, chlorid Zelezity (0,0025 g/l), siran man-
ganaty (0,0025 g/l), bromkresolova zelen (0,022 g/1), agar (15 g/l), pH 5,5

4.3. Antimikrobni latky

Disky s antimikrobnimi latkami (Oxoid, Velka Britanie) pro diskovy difuzni test, obsah téchto
latek v discich uvadi tab. 1

Etest tobramycin a netilmicin (bioMérieux, Francie). Rozmezi koncentrace: 0,16-256 mg/I

Netilmicin (ADATAB Mast Group, Velka Britanie) pro agarovou dilu¢ni metodu vysetreni citli-

vosti. Koncentrace: 3,2 mg na disk
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Tab. 1. Disky s antimikrobnimi latkami.

Antimikrobni latka  pg/disk Antimikrobni latka pg/disk
Amikacin 30 Netilmicin 30
Cefepim 30 Ofloxacin 5
Cefotaxim 30 Piperacilin 100
Ceftazidim 30 Sulfametoxazol 100
Ciprofloxacin 5 Tetracyklin 30
Doxycyklin 30 Tigecyklin 15
Gentamicin 10 Tobramycin 10
Kanamycin 30 Trimethoprim 5
Nalidixova kyselina 30

4.4. Roztoky a ingredience pro analyzu DNA
Agardza (Serva, Némecko)
Agaroza s nizkym bodem tani (Bio-Rad, USA)
Agaréza SeaKem LE (Lonza Group, Svycarsko)
H,0 pro molekuldrni analyzu (Bio-Rad, USA)
Lysozym (Merck, Némecko). Aktivita >100000 U/mg
Lyzujici roztok. SloZeni: dodecylsiran sodny (2,5 g/l), hydroxid sodny (2 g/l), H,O

Lyzujici roztok EC. SloZeni: Tris (7,3 g/lI), NaCl (0,06 g/l), EDTA (29,2 g/l), Brij 58 (5 g/l), deoxy-
cholat (2 g/l), sarkosyl (5 g/l), lysozym (1 g/1), RNazy (0,02 g/l), H,0, pH 7,6

Marker lambda (Bio-Rad, USA). Standard molekulovych hmotnosti pro PFGE (0,05-1 Mb)
Proteinaza K (Roche, Svycarsko). PCR grade

Pufr ESP. SloZeni: EDTA (146,1 g/), sarkozyl (1 g/l), proteinaza K (0,05 g/l), H,0, pH 9,0-9,5
Pufr TBE. SloZeni: kyselina borita (5,5 g/l), Tris (10,8 g/1), EDTA (5,9 g/I), H,0, pH 8,0

Pufr TE. SloZeni: Tris (1,21 g/l), EDTA (0,29 g/l), H,0, pH 7,5

Roztok PIV. SloZeni: Chlorid sodny (58,4 g/l), Tris (1,2 g/l), H,0, pH 7,6

Roztok pro restrikéni Stépeni. SlozZeni: bovinni sérovy albumin (2 ul), pufr NE4 (New England
Biolabs, Velka Britanie; 20 pl), Apal (0,6 pl, aktivita 50 U/ul), H,O (178 pl)

4.5. Firemni kity
Master PCR mix (Qiagen, Némecko)

QuantiFast SYBR Green RT-PCR Master Mix (Qiagen, Némecko)
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QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Némecko): pufr gDNA Wipeout, Quantiscript
Reverse Trancriptase, pufr Quantiscript RT, RT Primer Mix, RNase free H,0

QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Némecko): pufr PB, pufr PE, pufr EB (Tris 0,001 g/I, pH
8,5)

RNeasy Protect Bacteria Mini Kit (Qiagen, Némecko): RNAprotect Bacteria Reagent, Cinidlo
RLT, ¢inidlo RW1, RPE + 80 % 96% etanolu, RNase-free H,0

4.6. Primery

Dodavatel: Generi Biotech, Ceska republika
03 (5'=>3’): GTATGAATTTGATGCTGC
04 (5'->3’): CACTCGTAGCCAATACC
adeB_rtR (5'->3’): TTTCGCAATCAGTTGTTCCA
adeB_rtF (5'->3’): GAATAAGGCACCGCAACAAT
rpoB_rtR (5'>3’): ATTGCTTCATCTGCTGGTTG

rpoB_rtF (5'>3’): GAGTCTAATGGCGGTGGTTC

4.7. Pristroje a software
Centrifuga Mikro 120 (Hettich, Némecko)
Centrifuga Universal 320R (Hettich, Némecko)
Elektroforetickd vana DNA Sub-Cell + zdroj 3000Xi (Bio-Rad, USA)
Pulzni elektroforéza Chef-DR Ill System (Bio-Rad, USA)
Spektrofotometr WPA S800 (Biochrom, Velka Britanie)
Termoblok Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)
Stolni tfepacka (Gilson, Némecko)
Spektrofotomer NanoDrop 1000 V.3.8 (Thermo-Scientific, USA)
Termalni gradientovy cykler (Sensoquest GmbH, Némecko)
Termalni cykler CL000™ a opticky reakéni modul CFX96 (Bio-Rad, USA)
Trepaci lazen s teplotni regulaci (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Némecko)

Program Bio-Rad CFX Manager (Bio-Rad, USA), verze 1.6.541.1028.

24


http://www.insideview.com/directory/ika-werke-gmbh-co-kg

5. Metody

5.1. Selekce rezistentnich variant

Zvybranych kmend A. baumannii jsme selektovali varianty se sniZzenou citlivosti
k netilmicinu. Pro tento Ucel jsme pfipravili plotny s dvojnasobné se zvysujici koncentraci
netilmicinu (0,5 az 16 mg/I) smisenim 2 ml roztoku antimikrobni latky pfislusné koncentrace
a 18 ml rozehraté agarové pudy MHA Il. Na predsusené plotny jsme rozetreli po 200 pl ino-
kula obsahujiciho pFiblizné 10° CFU. Zaroveri jsme pro kazdé inokulum uréili CFU dle vzorce
1. Naockované plotny jsme inkubovali 48 hod. pfi 35°C. K dalsi praci jsme vybirali kolonie
narostlé v nejvyssich koncentracich antibiotika a takové, které se na téze plotné liSily svoji

velikosti. Izolaty jsme precistili pasazi na NA a uchovali v konzerva¢nim médiu pfi-20°C.

(1) CFU _ podet kolonii x dilucni faktor

ml pocet ploten

5.2. Vysetreni citlivosti k antimikrobnim latkam

Pro vysetreni citlivosti bakteridlnich kmenG a ziskanych variant na antimikrobni latky
jsme pouzili tfi metody: semikvantitativni diskovy difuzni test, kvantitativni agarovy diluéni
test a kvantitativni Etest. Kontrolnimi kmeny se znamymi hodnotami citlivosti byly E. coli
ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853 a A. baumanni NIPH 56. V tab.
2 jsou uvedeny nami pouzité hrani¢ni hodnoty pro necitlivost (rezistenci nebo intermediarni

citlivost) k dané antimikrobni latce.

5.2.1. Diskovy difuzni test
Diskovy difuzni test je zaloZen na difuzi antimikrobni latky obsazené v disku do agarové

pldy a nasledném potlaceni rastu bakteridlni kultury. Vysledkem je vznik inhibi¢ni zény, jejiz
pramér je semikvantitativnim ukazatelem miry citlivosti testované bakterie. K provedeni
tohoto testu jsme pouzili standardni pddu MHA, jeZ obsahuje nizké koncentrace antagonistu
ucinku antibiotik. Plotny s MHA jsme predsusili pfi 35°C a prelili jsme je 2 ml bakterialniho
inokula ve fyziologickém roztoku o koncentraci ~10° CFU/ml. P¥ebyte¢nou tekutinu jsme

odsali Pasteurovou pipetou. Disky s antimikrobnimi l[atkami jsme po nékolika minutach umis-
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tili na plotny s pomoci dispenzoru a po zaschnuti inokula jsme otocili plotny dnem vzhiru a

inkubovali 24 h pti 35°C. Vysledné inhibi¢ni zény jsme méfili posuvnym méritkem.

Tab. 2. Hrani¢ni hodnoty pro necitlivost k antimikrobnim latkdm pro A. baumannii.

Diskovy difuzni test

Antimikrobni latka pg/disk I1Z (mm) Reference
Amikacin 30 <16 CLSI (2011)
Cefepim 30 <17 CLSI (2011)
Cefotaxim 30 <22 CLSI (2011)
Ceftazidim 30 <17 CLSI (2011)
Ciprofloxacin 5 <20 CLSI (2011)
Doxycyklin 30 <12 CLSI (2011)
Gentamicin 10 <14 CLSI (2011)
Kanamycin 30 <17 CLSI (2011)*
Nalidixova kyselina 40 <18 CLSI (2011)*
Netilmicin 30 <14 CLSI (2011)*
Ofloxacin 5 <15 CLSI (2011)*
Piperacilin 100 <20 CLSI (2011)
Sulfametoxazol 100 <16 CLSI (2011)*
Tetracyklin 30 <14 CLSI (2011)
Tigecyklin 15 <19 Navon-Venezia et al. (2007)
Tobramycin 10 <14 CLSI (2011)
Trimethoprim 5 <15 CLSI (2011)*

Agarovy diluéni test a Etest

Antimikrobni latka MIK (mg/l1) Reference
Netilmicin <16 CLSI (2011)
Tobramycin <8 CLSI (2011)

Vysvétlivky: I1Z, inhibi¢ni zédna ; MIK, minimalni inhibi¢ni koncentrace; *, prevzaty hodnoty pro Ente-
robacteriaceae.

5.2.2. Dilucni agarovy test
Agarovy dilu¢ni test slouzi k urc¢eni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIK) na zakladé

inhibice rlastu bakterie na pevném médiu s dvojnasobné rostouci koncentraci antimikrobni
vySetfeni MIK bakterii timto testem jsme pouZili rozmezi koncentraci latek uvedené v tab. 3.
2 ml roztoku antimikrobni latky o pfislusné koncentraci jsme smichali s 18 ml rozehraté aga-
rové plidy MHA II. Pfipravené plotny jsme susili nékolik min. pfi 35°C. Inokulum o koncentra-

ci ~10° CFU/ml jsme o¢kovali replikatorem. Po zaschnuti inokula jsme plotny umistili dnem
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vzhlru do termostatu a inkubovali 24 hod. pfi teploté 35°C. Poté jsme odeditali hodnoty

MIK.

Tab. 3. Rozmezi koncentraci antimikrobnich latek pouzitych pro vyset-
feni citlivosti agarovou diluéni metodou.

Antimikrobni latka Rozmezi koncentraci (mg/l)
Amikacin 0,25-128
Cefotaxim 0,125-64
Ceftazidim 0,25-128
Ciprofloxacin 0,125-32
Gentamicin 0,125-32
Kanamycin 0,125-32
Netilmicin 0,125-64
Tetracyklin 0,125-32
Tigecyklin 0,125-64
Tobramycin 0,064-16
Trimethoprim 0,125-32

5.2.3. Etest
Etest kombinuje principy diskového difuzniho a agarového dilu¢niho testu za poutziti

prouzku, jenz obsahuje gradient antimikrobni latky a je opatfen stupnici pro odecet MIK.
Hodnota MIK se odecita v misté, kde se inhibi¢ni zéna bakteridlniho ridstu dotyka prouzku
Etestu. Pfedsusené plotny s 20 ml paddy MHA Il jsme zaockovali prelitim 2 ml inokula o kon-
centraci ~10° CFU/ml a pfebyteénou tekutinu jsme odsali Pasteurovou pipetou. Po zaschnuti
inokula jsme polozZili na plotny pinzetou prouzky Etestu. Plotny jsme inkubovali 24 hod. pfi

teploté 35°C a poté jsme odecitali hodnoty MIK.

5.3. Makrorestricni analyza genomové DNA

Tato metoda umoznuje separaci fragmentl DNA vétsich neZz 20 kb. Je zaloZena na pfi-
pravé intaktni genomové DNA v agarozovych bloccich, jejim Stépeni pomoci restrikénich en-
donukleaz rozeznavajicich maly pocet cilovych sekvenci a separaci vzniklych fragmentd DNA

pomoci pulzni elektroforézy. Pulzni elektroforéza je zaloZzena na zméndch orientace elektric-
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kého pole, kdy na rozdil od konvencni elektroforézy dochazi ke stfidani jeho sméru v dhlu

60°.

5.3.1. Pfiprava agarézovych blocku
Bakterie uchované pfi -20°C jsme vyockovali na NA a kultivovali 24 hod. pfi 30°C. Na-

rostlou kulturu jsme preockovali na MHA a 10 mg narostlé biomasy jsme navazili do mikroz-
kumavky, do které jsme pfidali 0,5 ml roztoku PIV. Vzorek v mikrozkumavce jsme homogeni-
zovali na stolni michadce a centrifugovali 2 min. pfi 13 000 ot./min. Odstranili jsme superna-
tant a pelet resuspendovali ve 200 ml PIV. Do d{lkd mikrotitracni desti¢ky jsme vnesli 200 pl
PIV a 2 pl resuspendovaného peletu a promichali. Spektrofotometrem jsme zméfili optickou
denzitu pfi 590 nm. Poté jsme peletovou suspenzi naredili PIV, jehoZ mnozstvi jsme vypocita-
li podle vzorce (2).

(2) (40 x ODsgg x 210) — 410

Poté jsme odebrali 150 ul nafedéného vzorku do mikrozkumavky a inkubovali 10 min.
pfi 42°C v termobloku. Ddle jsme pfipravili 150 pl 1,5% agardzy smisenim agardzy s nizkym
bodem tani s PIV v a inkubovali 10 min. pfi 42°C. Do mikrozkumavky se 150 pl naredéného
vzorku jsme pfidali 150 pl 1,5% agardzy, smés promichali na stolni michacéce a nalili do forem

na blocky, které jsme poté umistili na 5 min. do -20°C.

5.3.2. Lyza DNA
Do uzaviratelné plastové zkumavky o objemu 15 ml jsme vnesli 1 ml lyzujiciho roztoku

EC, pridali pfipravené agardzové blocky a inkubovali ve vodni 1azni 5 hod. pfi 37°C. Poté jsme
EC slili pfes gazu, pridali 1 ml ESP, inkubovali 24 hod. ve vodni lazni pfi 50°C. ESP jsme slili

pres gazu a vzorek pétkrat promyli v 13 ml TE pomoci stolni tfepacky po dobu 30 min.

5.3.3. Restrik¢ni Stépeni DNA
Pomoci zZiletky jsme odfizli z agarézového blocku tenky prouzek a prenesli jej do mikroz-

kumavky s 200 ul restrikéni smési a inkubovali 2 hod. pfi 25°C. Jako standard jsme pouZili

marker lambda, ktery jsme inkubovali v TE 2 hod. pfi 37°C.

5.3.4. Pulzni elektroforéza (PFGE)
Pfipravili jsme 1% agar6zu SeaKem LE a rozehfatou na 50°C ji zalili do formy

s pripravenymi agarézovymi blocky prilnutymi k elektroforetickému hrebenu. Po ztuhnuti
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agardzy jsme vzniklé otvory zalili rozehfatou agardzou. Gel jsme umistili do elektroforetické
vany vychlazené na 14°C a obsahujici 2 | 2x fedéného TBE. PFGE probihala za nasledujicich
podminek: rozmezi zmén sméru elektrického pole bylo 5-20 s pfi napéti 6 V/cm, teploté 14°C
a uhlu mezi sméry elektrického pole 120°C; doba separace byla 19 hod. Vysledny gel jsme
barvili 45 min. v roztoku ethidium bromidu, 30 min. odbarvovali v destilované vodé a na-

sledné fotografovali.

5.4. Prukaz genli pomoci PCR
Pomoci dvou sad primer( (O3 a O4, adeB_rtR a adeB_rtF) jsme testovali pfitomnost ge-

nu adeB u matefskych kmenu.

5.4.1. Pfiprava bunécnych alkalickych lyzatt

Kmeny jsme naockovali na MHA a kultivovali 24 hod. pti 30°C. Nasledné jsme do 1,5 ml
mikrozkumavek rozplnili po 20 ul lyzujiciho roztoku, v némz jsme plastovou klickou resus-
pendovali po jedné kolonii. Po inkubaci 15 min. v termobloku pfi 95°C jsme vzorky kratce
centrifugovali pfi 13000 ot./min. Nasledné jsme pridali 180 pl H,O pro molekularni analyzu.
Takto pfipraveny lyzat jsme homogenizovali na stolni tfepacce a centrifugovali 5 min. pfi

13000 ot./min. Pro PCR jsme pouZili supernatant. Lyzat jsme uschovali v -20°C.

5.4.2. PCR
Celkem 10 pl Master PCR mixu jsme smisili s 6 pl H,O pro molekularni analyzu, 1 pl

25mM MgCl,, 1,6 pl 2,5uM primerQ a 1,4 pl roztoku DNA. Podminky PCR jsou uvedeny v tab.
4. Pocet cykll byl 35.

Tab. 4. Podminky PCR.

Faze cyklu PCR Teplota Cas
Inicialni denaturace 94°C 3 min.
Denaturace 94°C 50s
Annealing 53°C 30s
Elongace 72°C 2 min.
Termindlni elongace 72°C 5 min.
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5.4.3. Elektroforéza
Smisenim 1,2 g agardzy (Serva) s 60 ml TBE, naslednym povarenim a vylitim do elektro-

foretické formy s hfebenem jsme pripravili ~2% agardzovy gel. Separace probihala 30 min.
pfi 110 V. Poté jsme gel obarvili v roztoku ethidium bromidu, promyli v destilované vodé a

fotografovali.

5.5. Real-time qRT-PCR

Kvantitativni PCR v redlném c¢ase spojena s reverzni transkripci (Real-time gRT-PCR)
slouzi ke kvantifikaci templatové nukleové kyseliny a umozniuje pribézné monitorovat pri-
rastky DNA béhem amplifikace. VyuZiva signdl vyvolany fluorescenénim znacenim dvousrou-
bovicové DNA (dsDNA) pomoci SYBR Green v kazdém amplifika¢nim cyklu. Metoda umoziuje
pfimou kvantifikaci poctu kopii sekvenci DNA, respektive cDNA (DNA pfipravena reverzni
transkripci RNA). Zjisténi absolutni kvantity cDNA (copy number) v daném vzorku je dosaze-
no interpolaci hodnoty C; (prahovy cyklus, ve kterém se fluorescencni signal stane detekova-
telnym, z angl. treshold cycle) testovaného vzorku vici hodnotdm C; tzv. standard(i o zna-
mém mnozZstvi DNA. Pfi relativni kvantifikaci je vysledek dan pomérem relativniho mnozstvi
testované cDNA (v naSem pfipadé selektovand varianta) a cDNA kontrolniho vzorku (matef-
sky kmen). Obé tyto metody jsou normalizovany pomoci referen¢niho provozniho genu
(rpoB), jehoz exprese je konstantni. Pro nas ucel jsme pouzili absolutni i relativni kvantifikaci.
Princip kvantifikace templatové DNA pomoci Real-Time gRT-PCR zndzorfiuje obr. 5. SYBR
Green je fluorescencni barvivo, které se nespecificky vaze na dsDNA, kdy je jeho signal az
1000x vétsi oproti volné formé v roztoku. Proto je celkovy fluorescenéni signal v reakci pfimo

umérny mnozstvi dsDNA.

5.5.1. Priprava standardti pro qRT-PCR
10 ul Master PCR mixu jsme smisili se 7 pl vody, 1,6 ul 2,5 uM primerd (adeB_rtR,

adeB_rtF) a 1,4 ul roztoku templatové DNA. Podminky PCR jsou uvedeny v tab. 5. Pro precis-
téni PCR amplikonu jsme poufZili QlAquick PCR purification kit. K amplikonu jsme pfidali pufr
PB v poméru 1:5. Do 2ml mikrozkumavky jsme vlozili filtr, na ktery jsme nanesli cely vzorek a
takto pripravené vzorky jsme centrifugovali 60 s pfi 13000 ot./min. Po vyliti obsahu centrifu-

gacni zkumavky jsme na filtr napipetovali 750 pl pufru PE a vzorky jsme centrifugovali za
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stejnych podminek. Tento proces jsme jesté jednou opakovali. Filtr s DNA jsme poté vlozili
do nové 1,5ml mikrozkumavky a pridali 50 ul pufru EB. Takto pfipravené vzorky DNA jsme
ponechali stat 1 min. pfi laboratorni teploté a poté znovu centrifugovali 1 min. pfi 13000
ot./min. Pro dalsi experimenty jsme zméfili koncentraci DNA a vzorek naredili desitkovou

fedici fadou. Vzorek jsme uchovali pfi teploté -20°C.
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Obr. 5. Princip Real-Time gRT-PCR. Na ose x je pocet cykll, na ose y intenzita fluorescenéniho signalu.
Signal je Umérny mnozstvi amplifikovaného produktu. Zpocatku nejsou prirtstky signalu méritelné,
prestoZe dochazi v ¢ase k exponencialni amplifikaci DNA. Hodnota na ose x se v okamziku, kdy se
signal stane méritelnym, nazyva prahovy cyklus (C;), ktery je Umérny mnozstvi pocatecniho templatu.
Nasleduje exponencidlni faze, kdy mnozstvi DNA ve vzorku exponencidlné pfibyva. Posledni je faze
plateau, v niz akumulace produktu DNA ustane v disledku limitace mnozZstvi reakénich komponent.
Prevzato a upraveno z VanGuilder et al. (2008).

5.5.2. I1zolace RNA
Kulturu jsme vyockovali na NA a ndsledné kultivovali 24 hod. pfi 35°C. Poté jsme tfi na-

rostlé kolonie inokulovali do 5 ml LB v Erlenmayerovych barnkach a kultivovali v tfepaci lazni
24 hod. pfi 35°C. Poté jsme 100 pl této kultury pfenesli do Erlenmayerovy barnky s 10 ml LB.
Zaockované médium jsme kultivovali v tfepaci vodni lazni, dokud opticka denzita pti 600 nm
nedosahla ~0,5. Odebranych 0,25 ml kultury jsme Fedili desitkovou rfadou ve fyziologickém
roztoku a vzorky o koncentraci 10™ az 10°® jsme poutzili pro uréeni CFU. Za timto ucelem jsme
100 pl nafedéného vzorku rozetreli na NA a inkubovali 24 hod. pti 30°C. 0,5 ml zbylé kultury
jsme smisili s 1 ml ¢inidla RNAprotect Bacteria Reagent, vzniklou smés nasledné homogeni-

zovali na stolni tfepacce a poté inkubovali 5 min. pfilaboratorni teploté. Kulturu jsme poté
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centrifugovali 10 min. pfi 9000 ot./min. Nefedéné vzorky zbavené supernatantu jsme ucho-
vali pfi -20°C. K jednotlivym vzorkim kultury jsme ptidali 200 ul TE s lysozymem a proteina-
zou K, homogenizovali 10 s na stolni michacéce a poté 10 min. inkubovali pti laboratorni tep-
loté za opakované homogenizace po dobu 2 min. Po skonceni inkubace jsme ke kultufe pfi-
dali 700 pl ¢inidla RLT s B-merkaptoethanolem o koncentraci 10 pl/ml. Po nasledné homo-
genizaci na stolni michaéce jsme pfidali 500 ul etanolu (96%) a dlkladné resuspendovali pi-
petou.

Lyzat se vzniklou srazeninou jsme prenesli do 2ml mikrozkumavky, pridali 700 pl Cinidla
RW1 a vznikly roztok centrifugovali 15 s pfi 10000 ot./min. Po odstfedéni jsme filtrat vylili a
sbérnou zkumavku jsme vymeénili za novou. Ke vzorku jsme dale ptidali 500 ul roztoku ¢inidla
RPE a opétovné centrifugovali. Vznikly filtrat jsme vylili a ke vzorku pfidali 500 ul ¢inidla RPE
a nasledné po dobu 2 min. centrifugovali pfi 10000 ot./min. Poté jsme vznikly filtrat vylili a
sbérnou zkumavku vymeénili za novou. Nakonec jsme ke vzorku ptidali 50 pl RNAse-free H,0O
a po 10 min. inkubace pfi laboratorni teploté jsme vzorek odsttedili 1 min. pfi 10000 ot./min.

Pro dalsi experimenty jsme zméfili koncentraci RNA a naredili ji na koncentraci 1000 mg/I.

5.5.3. Eliminace DNA
K ziskani RNA zbavené primesi genomové DNA jsme vzorek 1 pg izolované RNA (o kon-

centraci 1 g/l) smichali se 7 pl pufru gDNA Wipeout a RNAse-free H,0 tak, aby vysledny ob-
jem byl 14 ul. Smés jsme homogenizovali a inkubovali 6 min. pfi 42°C. Vzorky jsme nasledné

pouzili pro Real-time qRT-PCR.

5.5.4. Reverzni transkripce
Reakéni smés pro reverzni transkripci jsme si pfipravili smisenim 1 ul roztoku Quantis-

cript Reverse Trancriptase, 4 pl pufru Quantiscript RT a 1 pl RT Primer Mixu. Smés jsme du-
kladné homogenizovali a smisili se vzorkem precisténé RNA (5.5.2.). Reverzni transkripce

probihala 20 min. pfi 42°C néasledovana inaktivaci 3 min. pti 95°C.

5.5.5. Kvantifikace cDNA
Reakéni smés pro kvantifikaci cDNA jsme si pfipravili smisenim 12,5 pl QuantiFast SYBR

Green RT-PCR Master Mixu, 1 pl 25 uM primert (adeB_rtR a adeB_rtF, rpoB_rtR a rpoB_rtF),
1 pl cDNA, ptipadné RNA (negativni kontrola) ¢i DNA (standardy), a 10,5 pl RNase-free H,0.
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Samotna kvantifikace cDNA probihala v 8mi jamkovém stripu za podminek uvedenych v tab.

5. KaZzdou reakci jsme provadéli duplicitné v poctu cykl( 40.

Tab. 5. Podminky Real-Time gRT-PCR pro kvantifikaci cDNA.

Faze cyklu PCR Teplota Cas

Inicialni denaturace 95°C 5 min.

Denaturace 95°C 10s

Annealing/elongace 60°C 30s
5.5.6. Vypocty

Real-time qRT-PCR jsme provadéli dvéma pristupy pro ziskani vétsi pfesnosti méreni.

Prvni z nich, relativni kvantifikace, umoznuje zjisténi zmény v expresi selektované varian-
ty vci materskému kmeni za pouziti referenéniho provozniho genu (rpoB) jako vnitini kont-
roly. Jde o metodu, jez zohlediuje mozny rozdil mezi rychlosti (efektivitou) amplifikace u
jednotlivych gend, a tedy umoznuje korekci této efektivity. Pro vypocet jsme pouZili vzorce
podle Pfaffl (2001). Efektivitu jsme vypocitali ze smérnice primky (3).
(3) E= 10t-Y/smérnice)

Samotny vypocet poméru exprese genu adeB mateiského kmene a jeho varianty jsme

vypocitali podle nasledujiciho vzorce (4),
. (Ecjﬂctcﬂ{—t:l
(4) Pf - (Erjﬂctrﬂ:{—t:l

kde Pf je pomér exprese genu adeB materského kmene a jeho varianty dle metody podle
Pfaffl (2001), E efektivita genu, c cilovy gen adeB, r referenéni gen rpoB, Ct prahovy cyklus, k
kalibra¢ni (matersky) kmen a t testovany kmen (selektovana varianta).

Druhy pfistup je zaloZen na poutziti absolutni kvantifikace PCR. Pomoci programu CFX
Manager™ (Bio-Rad) se vypocitd polateéni mnoiZstvi templatu interpolaci C; do kfivky stan-

dardu. Toto pocatecni mnozstvi jsme vztahli k provoznimu genu dle nasledujiciho vzorce (5),
PMCt XPMI'I{

(5) P =

kde P je pomér exprese genu adeB selektované varianty vztazeny k refere¢nimu (pro-
voznimu) genu, PM pocatecni mnozstvi molekul, c cilovy gen adeB, t testovany kmen (selek-

tovana varianta), r referen¢ni gen rpoB a k kalibra¢ni (matefsky) kmen.
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6. Vysledky

6.1. Vybér a charakterizace kmen

Prvni fazi studie byl vybér souboru genotypové a epidemiologicky odlisSnych kmena A.
baumannii s Uplné nebo ¢astecné zachovanou citlivosti k antimikrobnim latkam, jez jsou
primarné Gcinné na tento mikroorganismus. Zdrojem téchto kmenu byla studie Nemec et al.
(2007) zamérena na vyskyt gen(l systému AdeABC u souboru genotypoveé a epidemiologicky
precizné charakterizovanych 116 kmen0 A. baumannii. Kritéria pro nas vybér byla nasleduji-
ci: (1) kmeny bez zjevné nadprodukce systému AdeABC, tj. kmeny s hodnotami MIK k netil-
micinu (0,5-1 mg/l) charakteristické pro pfirozenou (wild-type) populaci A. baumannii; (2)
kmeny s kvantitativni citlivosti ke vSem nebo vétsiné dalSich antimikrobnich latek odpovidaji-
ci hodnotdm pfirozené citlivé populace A. baumannii; (3) kmeny vzajemné genotypové od-
lisSné na zakladé analyzy metodou AFLP (Nemec et al., 2007), tj. kmeny, jejichz podobnost
podle profilt AFLP byla nizsi nez 83 % (obr. 6); (4) rizné kombinace pritomnosti strukturnich
a regulacnich gen( systému AdeABC. Na zakladé téchto kritérii bylo vybrano 15 kmen( uve-
denych v tab. 6.

Podle udajli studie Nemec et al. (2007) mélo kompletni sestavu gen( pro funkéni efluxo-
vy systém AdeABC (tj. adeA, adeB, adeR a adeS) celkem sedm kmenU (NIPH 45, NIPH 67, NI-
PH 70, NIPH 201, NIPH 601, NIPH 2165 a NIPH 2264). NIPH 601 navic nesl gen adeC pro OMP.
Gen adeB obsahovaly dalsi dva kmeny: NIPH 335, ktery neobsahoval Zadny dalsi gen efluxu, a
NIPH 190 s obéma regulacnimi geny ale s negativnim vysledkem pro adeA. MIK pro netilmi-
cin byla u vSech kment v rozmezi 0,5-1 mg/I. Deset kmen( bylo plné citlivych ke vSsem 11
testovanym antimikrobnim latkam (tab. 6), tfi kmeny byly rezistentni k jednomu a jeden
kmen ke dvéma z téchto latek. U téchto 14 kmen( odpovidala kvantitativni citlivost vZdy
hodnotam prirozené citlivé populace A. baumannii pro danou antimikrobni latku (kromé
uvedenych rezistenci). Jediny kmen (NIPH 335) byl multirezistentni (rezistentni k Sesti antibi-

otikiim), ale MIK k netilmicinu u tohoto kmene byla 0,5 mg/I.
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Pearson correlation

o Strain City (country) year Specimen Efflux No. of Netilmicin
Ed H w8 9 e = 2Vy = w2 no. of isolation genes resistances MIC (mg/L)
IPH 601 Praha (CZ) 1993 Urine ABCRS 0 0.5 ]
RUH 2688 Rotterdam (NL) 1987 Pharynx BRS 2 1
LUH 8225 Leiden (NL) 2002 Bronchial wash ABRS ) 0.5
RUH 3410 London (UK) 1982 Skin ABRS 1) 1
LUH 8102 Tilburg (NL) 2000 Wound ABRS 6 0.5
LUH 8850 Amsterdam (NL) 2003 Pus ABRS 6 8
NIPH 1734 MlL. Boleslav (CZ) 2001 Sputum ABRS 8 32
LUH 6374 Leiden (NL) 2000 Throat ABRS 6 32
LUH 8147 BuenosAires(AR)1995 Sputum ABRS a4 a4
LUH 9716 Ede (NL) 2004 Bowel ABRS 10 16
IPH 615 Praha (C7) 1994 Tracheostomy - 0 0.5 ]
rine ABRS 0 T

aestveg

eiden (N 2 Wound BRS 5
4 Praha (CZ) 1 a a 5 ]
I{_: (317 Mink farm (N} 1865 1 BRS z ,
NCTC 1030 Before 196
1991 Urinary catheter E%é 1
RUH 109 Rotterdam (N putum BRS 3
RUH 3425 Vejle (DK) 1990 Urine ABRS 0 1
INCTC 7844 ___ Before 1948 Clinical specimen ABRS 2 1 1
RUH 1752 Enschede (NL) 1986 Bronchus ABRS [ 1
ATCC 19606 Before 1949 Urine ABRS 3 32
NIPH 47 Praha (CZ) 1991 Burn ABRS 4 8
LUH 5684 Utrecht (NL) 1994 Faeces [horse ABRS 2 1
IPH 67 Prah: Z) 1992 Trach m! ABR 0 1 |
PH1717 Praha (CZ) 2001 uﬁﬁ@u Aﬁz 4 8
NIPH 1683 Praha (CZ) 2001 Blood ABRS 2 4
LUH 5691 Utrecht (NL) 1997 Indolent ulcus [cat] ABRS [} 1
LUH 8088 Leiden (NL) 2002 Sputum - 0 0.5
H 9136 e 04 Sputum BRS 5
PH.329 RS ]
1 g BRS
1992 BRS ]
eiden (NL) 1978 aud. BRS
RUH 3413 London (UK) 1981 Nail fold ABRS 3 8
LUH 7841 Leiden (NL) 2002 Intravenous catheter - 1 2
RUH 1486 Rotterdam (NL) 1985 Umbilicus ABRS ) 1
RUH 2180 Nijmegen (NL) 1887 Sputum ABRS 1] 1
_l RUH 3424 Vejle (DK)1990 Urine ABCRS 2 0.5
LUH 5703 Warsaw (PL) 1999 Liquor ABCRS 7 8
NIPH 24 Praha (CZ) 1991 Urinary catheter ABCRS 7 32
NIPH 455 Jihlava (CZ) 1996 Blood ABCRS 7 8
NIPH 330 Tébor (CZ) 1994 Pus ABCRS 3 8
LUH 6126 Coimbra (PT) 1998 Blood ABCRS 8 2128
RUH 3245 Salisbury (UK) 1989 Urinary catheter ABCRS 4 64 [aacC2]
LUH 5868 Lille (FR) 1997 Blood ABCRS 10 21
LUH 6024 Seville (ES) 1998 Blood ABCRS 8 64 [aacC2]
RUH 134 Rotterdam (NL) 1982 Urine ABCRS 5 8
RUH 3422 Odense (DK) 1984 Ulcer ABCR 1 1
LUH 6021 Krakow (PL) 1998 Sputum ABCRS 8 4
LUH 5682 Utrecht (NL)1993 Catheter tip [horse] ABCRS 4 8
LUH 1398 St. Zagora (BG) 1997 Throat ABCRS 7 4
NIPH 657 Praha (CZ) 1996 Tracheostomy ABCRS 7 8
RUH 3381 Cork (IE) 1989 Sputum ABCRS 3 16
1 LUH 1245 Debrecen (HU) 1993 Tracheal aspirate ABCRS 7 16
NIPH 1362 Praha (CZ) 2000 Tracheal aspirate ABCRS 5 16
RUH 3240 Newcastle (UK) 1989 Respiratory tract ABCRS 5 64 [aacC2]
LUH 6034 Madrid (ES) 1998 Sputum ABCRS 11 2128 [aacC2]
= NIPH 1945 Praha (CZ) 2003 Tracheal aspirate ABCRS 7 16
- 1992 - 0 0.5 ]
— UR 6 Darwin (AU] ajter 1980 B BC T 0.5
LUH 7493 Leiden (NL) 2001 Sputum - 7 0.5
3 Sputum B 6 0.5 ]
NIPH 1445 Plzen (CZ) 2000 Sputum B 8 0.5
RUH 1316 Mink farm (NL) 1964 Mink - o 0.5
RUH 1907 Rotterdam (NL) 1986 Bronchus ABRS 1] 1
LUH 5874 Lille (FR) 1997 Blood ABRS 6 a4
LUH 5875 Utrecht (NL) 1997 Blood ABRS 8 16
] LUH 6009 Paris (FR) 1997 Sputum ABRS 8 16
LUH 6028 Seville (ES) 1997 Wound ABRS 7 16
LUH 6035 Madrid (ES) 1998 Sputum ABRS 8 16
LUH 6037 Barcelona (ES) 1997 Blood ABRS 8 8
LUH 6012 Genoa (IT) 1998 Respiratory tract ABRS 8 32
LUH 6215 Heerlen (NL) 2000 Skin ABRS 8 16
LUH 8056 Groningen (NL) 2000 Clinical specimen ABRS 8 8
LUH 5687 Utrecht (NL) 1996 Throat swab [dog] ABRS 0 1
LUH 5685 Utrecht (NL)1994 Nose fluid [dog] ABCRS o 1
NIPH 1605 Sedl¢any (CZ) 2001 Urine ABCRS 7 16
RUH 436 Utrecht (NL) 1984 Sputum ABCRS 4 8
RUH 875 Dordrecht (NL) 1984 Urine ABCRS 6 32
LUH 9668 Dublin (IE) 2003 Wound [horse] ABCRS 6 16
RUH 510 Nijmegen (NL) 1984 Bronchus ABCRS 6 32
LUH 1396 Sofia (BG) 1997 Respiratory tract ABCRS 8 16
RUH 3242 Basildon (UK) 1989 Burn wound ABCRS 6 8
RUH 3239 London (UK) 1985-8 Urine ABCRS 7 32
RUH 2037 Venlo (NL) 1986 Sputum ABCRS 7 16
L LUH 6224 Sydney (AU) after 1990 Blood ABCRS 9 64
RUH 3238 Sheffield (UK) 1987 Burn wound ABCRS 5 8
NIPH 321 Tabor (CZ) 1994 Urine ABCRS 8 16
RUH 3247 Leuven (BE) 1990 Rectal mucosa ABCRS 8 2128 [aacAd]
RUH 3282 Salford (UK) 1990 Tracheostomy ABCRS 9 2128
NIPH 7 Praha (CZ) 1991 Burn ABCRS 7 16
NIPH 10 Praha (CZ) 1991 Blood ABCRS 9 32
LUH 6015 Rome (IT) 1998 Blood ABCRS 5 8
LUH 3584 Debrecen (HU)1995 Hand of a nurse ABCRS 6 8
LUH 7140 London (UK) 2000 Sputum ABCRS 7 32
NIPH 470 Budéjovice (CZ)1997 Bronchial secretion ABCRS 7 64
L LUH 6125 Krakow (PL) 1998 Sputum ABCRS 7 8
LUH 8592 Sofia (BG) 2001 Urine ABCRS 7 8
LUH 8809 Leiden (NL) 2003 Wound ABCRS 9 >128
NIPH 56 Praha (CZ) 1992 Burn ABCRS 2
— i Wound BCRS
ﬂ&’ 2) 1992 Tracheostomy BRS m:|I
eiden (NIJ 2001 Drainage tip ABRS 4
INIPH 80 Praha (CZ) 1993 Intravenous cannula
RUH 2207 Malmoe (SE) 1980 Sputum BRS .25
LUH 5628 Leiden (NL) 1999 Sputum - 1 0.25
LUH 6555 Tilburg (NL) 1996 Bronchial sample ABRS 0 0.5
RUH 3281 Cork (IE) 1989 Tracheal aspirate ABRS 5 2
it 4 Sputum - 0 0.5
Cannula - ()] 1 J
e | LUH 9084 Leiden (NL) 2003 Urinary catheter - (] 0.5
LUH 9143 Leiden (NL) 2004 Eye swab ARS o 0.5
Nail fold ABRS 0 1 |
I TIra i [1] 0.5
RUH 3212 Nijmegen ;NLg 1990 Sypaon i 8RS 0 0.5

Obr. 6. Dendrogram AFLP fingerprintl 116 izolatd A. baumannii, ktery byl vychodiskem pro vybér
kmen( pro tuto studii. Sipka oznauje 83% Uroveri podobnosti, na niz se kmeny rozdéluji do skupin
zahrnujicich klonalné pribuzné kmeny. Uvedeno je misto a rok izolace, charakter a puvod klinického
vzorku, pritomné geny systému AdeABC, pocet zjiSténych rezistenci u 11 testovanych antimikrobnich
latek a MIK netilmicinu, za jejiz hodnotou je v pfipadé pritomnosti genu pro enzymy modifikujici ne-
tilmicin uveden néazev tohoto genu. Pfevzato z Nemec et al. (2007). Cervené jsou oznac¢eny kmeny vy-
brané pro tuto studii. A, adeA; B, adeB; C, adeC; R, adeR; S, adeS; —, zZadny gen nezjistén.
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Tab. 6. Vybrané kmeny A. baumannii a jejich charakterizace.

men s A M PO s
NIPH 45 N.T. N.T. Praha, 1991 Mocovy katétr ABRS 0 1
NIPH 60 34 9-3-2-2-5-4-14 Praha, 1992 Sputum - 0 0,5
NIPH 67 35 1-2-2-2-3-1-2 Praha, 1992 Tracheostomie ABRS 0

NIPH 70 36 3-2-2-2-7-1-2 Praha, 1992 Tracheostomie ABRS 0

NIPH 80 37 3-2-15-6-6-4-5 Praha, 1993 Intravendzni kanyla S 1

NIPH 143 N.T. N.T. Praha, 1993 Kréni vytér S 1 0,5
NIPH 190 9 3-1-5-3-6-1-3 Praha, 1993 Tracheostomie BRS 0 0,5
NIPH 201 38 10-4-3-2-13-1-2  Liberec, 1992 Nosni vytér ABRS 0 1
NIPH 329 11 1-2-6-2-3-4-4 Tabor, 1994 Tracheostomie ABRS* 0 1
NIPH 335 10 1-3-2-1-4-4-4 Tabor, 1994 Sputum B 6 0,5
NIPH 410 39 1-2-2-2-5-1-14 Brno, 1996 Kanyla - 0 1
NIPH 601 40 1-1-2-2-12-1-5 Praha, 1993 Mo¢ ABCRS 0 0,5
NIPH 615 12 3-5-7-1-7-2-6 Praha, 1994 Tracheostomie - 0 0,5
NIPH 2165 52 3-2-2-7-9-1-5 pfedr. 1948 Klinicky vzorek ABRS 2 1
NIPH 2264 54 12-3-18-2-17-4-5  predr. 1963 Mo¢ ABRS 1 1

Vysvétlivky: Skvencni typ (ST) a odpovidajici alelicky profil jsou zaloZzeny na multilokusové sekvencni typizaci (MLST, z angl. multilocus
sequence typing) podle sedmi provoznich gen (Diancourt et al., 2010). Ostatni Udaje jsou prevzaty z Nemec et al. (2007). Testované an-
timikrobni latky byly: amikacin, ampicilin+sulbaktam, ceftazidim, imipenem, kotrimoxazol (sulfamethoxazol+trimethoprim), netilmicin,
ofloxacin, piperacilin, tetracyclin a tobramycin. N.T., netestovano; *, pfitomnost genu adeB u kmene NIPH 329 byla prokdzana v této stu-
dii pomoci nové dvojice primer( (kapitola 6.6).



6.2. Selekce variant rezistentnich na netilmicin

Pro selekci variant s pfredpokladanou nadprodukci systému AdeABC jsme zvolili netilmi-
cin. Aminoglykozidy netilmicin a gentamicin jsou substraty, jez AdeABC exportuje s nejvétsi
efektivitou (Magnet et al., 2001). Vyhodou netilmicinu oproti gentamicinu (a vétsiné dalSich
substratd systému jako napf. fluorochinolonl) je skutecnost, Ze enzymatické modifikace ne-
tilmicinu jsou oproti gentamicinu vzacné a vyskyt dalSich mechanizm (tj. jinych nez nadpro-
dukce AdeABC nebo chemickd modifikace) je velmi nepravdépodobny (Nemec et al., 2004;
2007).

Pti selekci jsme postupovali podle metodiky uvedené v odstavci 5.1. Na obr. 7 je tento
postup znazornén na prikladu kmene NIPH 45, ktery nese kompletni sestavu gent pro funké-
ni systém AdeABC a jehoZ vychozi MIK k netilmicinu byla 1 mg/l. Kultura kazdého z kmenu
byly vyseta na fadu ploten s MHA obsahujici koncentrace netilmicinu 0,5, 1, 2, 4, 8 a 16 mg/I.
Po inkubaci jsme u kazdého kmene vybrali 4 az 10 kolonii narostlych v miskach s nejvyssimi
koncentracemi antibiotika s tim, Ze pokud se kolonie na téZze misce vyznamné lisily velikosti,
izolovali jsme zastupce téchto morfologickych variant (velikost kolonii mlze odrazet rGznou
miru exprese efluxového systému). Podrobnou informaci o vysledcich selekce shrnuje tab. 7
a konecny vybér selektovanych variant je uveden v tab. 8.

Jak uvadi tab. 8, pro dalsi experimenty byly pro kazdy kmen vybrany dvé selektované va-
rianty s nejvyssimi hodnotami MIK k netilmicinu a to na zakladé vySetfeni antimikrobni citli-
vosti a genotypizace vsech izolovanych subkultur (vysledky neuvedeny). Tyto varianty byly
ziskany z ploten s koncentracemi netilmicinu v rozmezi 4-8 mg/I. Citlivost u ostatnich variant
ziskanych od téhoz donorového kmene se od vybranych variant lisila nevyznamné a u variant
izolovanych z pld o koncentraci netilmicinu 4 mg/| a nizsi obvykle nedochazelo k vyraznému

snizeni citlivosti.

37



Tab. 7. Vysledky selekce variant na netilmicinu a CFU.

Selektované varianty Frekvence
CFU 4 mg/| 8 mg/| 16 mg/I 4 mg/| 8 mg/| 16 mg/|
5 3,2x10% (V) + 3,6x10™° (V) + 1,5x10° (S) 9
NIPH 45 2,8x10 90V +31M 1V+425+1M 15M | 110° (M) +3,6x10" (M) 5,4x107 (M)
NIPH 60 1,3x10° nepotitatelné 3V+130M v - 2,3x107° (V) + 10x107 (M) 7,7x10™"° (V)
NIPH 67 1,0x10° 55V 1V+12M 2V 5,5x107 (V) 10x10°® (V) + 1,2x107 (M) 2x10°% (V)
NIPH 70 6,0x10° nepotitatelné 14V+27M+drt 7S - 2,3x107 (V) + 4,5x10° (M) 1,2x107 (S)
9 .. ] 2,17 (V) + 1,1x10% (S) +
NIPH 80 3,8x10 nepocitatelné 8V+40S+150M 0 3,9x10‘8 (s) 0
NIPH 143 1,4x10° 332 1 0 2,4x107 (V) 7,1x10"° 0
9 2,3x10° (V) + 10
NIPH 190 2,6x10 60V+100 M 1 0 3.8x10° (M) 3,8x10 0
8
NIPH 201 1,1x10° 18V+130M 18V+120M 1 1i62xjfo_7((\&; 1,6x10°% (V) + 1,1x107(M) 9,1x10°
5 4,1x107 (V) + 0 8
NIPH 329 1,7x10 7V+120M 6V+24M 0 7 1x10°(M) 3,5x107 (V) + 1,4x10°8 (M) 0
9 1,6x107 (V) + 10
NIPH 335 5,0x10 8V+100M 3 0 7x10% (M) 6,00x10 0
NIPH 410 2,0x10° 74 4 0 3,70x10” 2,00x10® 0
8 5x107 (V) + 08
NIPH 601 1,0x10 50V+14M 4 0 1 4x107 (M) 4,00x10 0
NIPH 615 2,0x10° 150 1V+8M 0 7,50%x10” 5x107 (V) + 4x10°® (M) 0
-8
NIPH 2165 2,7x10° 150V+10M 20V+100M 16 53’67211%_9((\/'\)/'; 7,4x10° (V) + 3,7x10°% (M) 5,90x10°
8 1,5x107 (V) + 5
NIPH 2264 6,0x10 80V+50M 86 0 9,1x10° (M) 1,60x10 0
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Vysvétlivky: CFU je vztazeno na objem inokula (200 pl) vysetého na misku. Selektované varianty — pocet

vzniklych kolonii na miskach s koncentraci netilmicinu 4, 8 a 16 mg/|. Frekvence — vypocitana frekvence vzniku

kolonii na miskach o koncentraci netilmicinu 4, 8 a 16 mg/I. Velikost kolonii velké (V), stfedni (S) a malé (M).

Tab. 8. Vybér izolovanych variant.

Koncentrace Pavodni Koncentrace  Puvodni

Izolat netilmicinu velikost Izolat netilmicinu velikost

(mg/l) kolonie (mg/l) kolonie
NIPH 45-2 8 Vv NIPH 45-3 8 S
NIPH 60-2 8 Vv NIPH 60-3 8 M
NIPH 67-1 16 Vv NIPH 67-3 8 M
NIPH 70-1 16 Vv NIPH 70-4 8 \Y,
NIPH 80-1 8 Vv NIPH 80-3 8 M
NIPH 143-1 8 - NIPH 143-2 4 \Y,
NIPH 190-1 8 - NIPH 190-2 4 S
NIPH 201-1 16 - NIPH 201-4 8 M
NIPH 329-1 8 Vv NIPH 329-2 8 Vv
NIPH 335-1 8 - NIPH 335-2 4 Vv
NIPH 410-1 8 M NIPH 410-2 4 M
NIPH 601-1 8 - NIPH 601-2 4 Vv
NIPH 615-1 8 V NIPH 615-2 8 M
NIPH 2165-2 16 M NIPH 2165-3 8 Vv
NIPH 2264-1 8 - NIPH 2264-3 4 M

Vysvétlivky: M, mala kolonie; V, velka kolonie; S, stredné velka kolonie, -, kolonie shodné velikosti.
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Obr. 7. Selekce kmene NIPH 45 na plotnach MHA s netilmicinem a izolace rezistentnich kolonii. Koncentrace netilmicinu na miskach:
nahofe z levé strany: 16 mg/|, 8 mg/l, 4 mg/l; dole z levé strany: 2 mg/l, 1 mg/l, 0,5 mg/|. Zaotkované plotny byly inkubovany 48 hod.
pfi 35°C.
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6.3. Antimikrobni citlivost donorovych kmenu a z nich odvozenych variant

Citlivost kmenU a vybranych variant na antimikrobni latky jsme vySetfili diskovym difuz-
nim testem (17 latek uvedenych v tab. 2), agarovym dilu¢nim testem (netilmicin) a Etestem
(netilmicin a tobramycin). Cilem tohoto kroku bylo posoudit zménu citlivosti u selektovanych
variant oproti plvodnim (donorovym) kulturdm kmenu s ohledem na predpokladané prefe-
rované substraty pro AdeABC.

Vysledky vySetreni citlivosti uvadi tab. 9, v niZ jsou vyznaceny hodnoty citlivosti, jeZ pre-
kracuji hranice pro snizenou citlivost az rezistenci uvedené v tab. 2. Témér vSsechny materské
kmeny (14) byly rezistentni na cefotaxim, jenz md obecné malou primarni Ucinnost na A.
baumannii. Podle vysledkl diskového difuzniho testu byly u kmenu s plnou funkéni sestavou
genu pro AdeABC izolovany varianty s novou rezistenci az pro 8 antimikrobnich latek (NIPH
67-1). Na jednu izolovanou variantu u téchto kmen( v priméru pripadalo 3,5 nové rezisten-
ce. U kmen( bez kompletni funkéni sestavy genl pro AdeABC vznikly maximalné 4 nové re-
zistence (NIPH 80-3). Primérné u téchto kmen( vzniklo 1,6 novych rezistenci na izolovanou
variantu.

U 16 selektovanych variant kmen( obsahujicich funkéné kompletni systém AdeABC
vznikly nové rezistence zejména na netilmicin (14), trimethoprim (12), gentamicin (6), cefe-
pim (6) a tigecyklin (7), tedy na typické substraty systému. U 17 selektovanych variant kmen(
neobsahujicich systém AdeABC vznikly nové rezistence nejcastéji na trimethoprim (10) a ne-
tilmicin (5), coz ukazuje na jinou pficinu vzniklé rezistence. Varianty ziskané z téchto kmenu
mély v pfipadé vzniklych rezistenci kvantitativné vyssi hodnoty citlivosti ve srovnani s kmeny
s kompletni sestavou systému AdeABC.

Vysledky rlznych testl pro netilmicin byly v celkové shodé. V souladu s publikovanymi
udaji jde vétsSina rozdild na vrub nizsich hodnot MIK v Etestu (oproti dilu¢nimu agarovému

testu).
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Tab. 9. Citlivost plvodnich a selektovanych variant.

Kmen Geny* AK FEP CTX CAZ (] DO CN K NA NET  OFX PRL RL TE TGC TOB w MIK  Etest Etest Selek-
NET NET TOB  ce**

NIPH 45 ABRS 24 27 19 24 32 31 23 25 25 25 30 26 6-22 22 21 22 15 1 1 1
NIPH 45-2 23 23 19 23 25 27 18 21 22 11 27 24 25 21 19 19 12 32 32 1 Vv, 8
NIPH 45-3 21 22 18 20 26 25 19 21 20 15-18 26 21 20 18 18 18 11 8 8 1 S,8
NIPH 60 - 21 24 19 25 33 31 23 23 27 23 29 23 23 22 21 21 18 1 1
NIPH 60-2 21 25 19 22 29 26 18 21 24 16 27 22 24 21 20 19 15 32 8 0,25 V, 8
NIPH 60-3 21 23 18 22 29 27 18 20 23 16 27 24 24 21 19 17 14 8 4 2 M, 8
NIPH 67 ABRS 22 21 15 21 26 28 20 22 21 22 29 21 24 20 19 20 15 1 1 1
NIPH 67-1 17 11 15 17 18 13 12 17 15 11 21 20 17 15 14 15 6 32 32 4 V, 16
NIPH 67-3 21 21 15 21 25 24 19 20 21 15-18 26 20 22 19 18 19 11 16 8 2 M, 8
NIPH 70 ABRS 21 22 18 24 29 30 20 21 26 21 28 23 26 21 20 20 17 1 1
NIPH 70-1 17 16 19 22 21 24 14 19 22 13 24 25 24 17 16 15 10 32 16 2 V, 16
NIPH 70-4 17 16 19 22 23 24 14 20 20 13 22 22 24 17 15 16 11 16 16 2 V, 8
NIPH 80 S 21 22 14 22 27 24 20 22 20 22 25 22 20 19 19 17 1 1 1
NIPH 80-1 20 21 15 20 23 24 19 21 18 13 22 21 17 18 18 10 32 8 1 V, 8
NIPH 80-3 16 23 17 22 28 27 13-16 19 20 ! 9-14 26 22 20 19 16 64 8 2 vV, 4
NIPH 143 S 21 24 14 20 27 18 21 22 18 22 26 22 23 i 6-13 17 20 i 9-15 1 1 1
NIPH 143-1 22 21 13 20 26 17 19 21 20 16-19 25 20 22 i 6-13 17 19 16 4 0,5 8
NIPH 143-2 22 19 12 19 22 16 19 23 14 17 22 19 22 i 6-13 16 20 8 4 - vV, 4
NIPH 190 BRS 23 27 23 26 32 30 23 25 29 24 30 28 23 23 22 21 17 1 1 0,25
NIPH 190-1 23 28 22 24 28 26 20 23 26 17 28 26 23 21 21 20 14 8 4 1 8
NIPH 190-2 20 26 22 24 30 28 18 20 27 18 30 25 22 22 21 19 13 8 2-3 - S, 4
NIPH 201 ABRS 23 26 19 24 31 29 22 24 25 22 29 24 31 24 21 21 '10-23 1 0,5 1
NIPH 201-1 19 15 19 20 22 24 15 21 20 14 24 23 26 17 15 16 13 16 8 1 16
NIPH 201-4 21 24 19 22 28 28 18 20 23 14 28 22 27 22 22 18 15 32 8 2 M, 8
NIPH 329 ABRS 21 25 16 22 31 27 20 21 24 22 29 22 30 22 20 20 19 1 1 2
NIPH 329-1 16 14 19 19 22 22 11 18 17 12 23 21 22 15 14 15 11 16 16 2 Vv, 8
NIPH 329-3 21 23 18 21 26 25 20 21 22 17 25 21 21 19 19 19 12 16 4 - M, 8
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Tab. 9 — pokracovani.

Kmen  Geny* AK FEP CIX CAZ CP DO  CN K NA NET OFX PRL RL TE Tec ToB w MK Etest Etest Selek-
NET NET TOB ce**

NIPH 335 B 23 18 15 21 6 19 9 12 6 24 9 21 6 12 18 10 613 1 1 32
NIPH 335-1 24 24 18 22 6 23 6 6 6 19 | 7 21 6 18 19 6 10 4 8 | 128 8
NIPH 335-2 23 22 | 16 21 6 23 6 6 6 18 | 7 21 6 18 18 6 9 4 4 RV
NIPH 410 - 23 27 22 25 34 29 22 23 26 23 31 27 28 22 21 21 1520 1 1 1
NIPH 410-1 20 24 21 23 29 26 18 21 23 19 26 23 20 23 21 19 | 10 4 2 1 M8
NIPH 410-2 20 24 22 22 28 26 19 22 22 20 26 23 21 23 21 19 | 10 4 2 - M4
NIPH601  ABCRS 23 29 22 27 32 30 22 23 27 24 32 27 29 24 22 21 18 1 1 1
NIPH 601-1 19 25 19 23 27 29 17 20 24 17 27 22 25 22 21 17 12 16 4 05 8
NIPH 601-2 21 25 21 22 29 27 19 21 23 18 27 23 25 21 20 18 1214 4 4 2 V4
NIPH 615 - 24 26 22 26 31 30 23 24 27 23 31 28 923 24 21 22 19 1 1
NIPH 615-1 19 24 21 22 28 27 16 19 24 15 27 24 24 22 21 18 | 14 8 4 1 Vs
NIPH 615-2 22 28 24 25 31 34 17 21 27 15 34 25 24 29 25 18 15 16 4 1 M8
NIPH 2165  ABRS 210 23 69 19 29 29 21 23 22 22 28 12 6 22 21 19 19 1 1 1
NIPH 2165-2 17 15 13 18 23 25 12 19 20 12 22 | 14 6 19 17 15 11 32 16 2 M 16
NIPH 2165-3 18 18 12 19 24 25 13 21 20 14 23 15 6 20 18 17 10 16 16 05 V.8
NIPH 2264  ABRS 22 23 14 23 28 30 23 24 26 24 28 22 6 23 21 21 1521 1 1 1
NIPH 2264-1 21 2026 1619 22 29 30 18 20 27 15 28 | 20 6 23 22 18 611 16 4 - 8
NIPH 2264-3 22 2029 1520 25 30 40 18 23 28 1114 36 20 6 32 32 21 6 16 - - V4

Vysvétlivky: Vysledky citlivosti diskového difuzniho testu jsou uvedeny v mm prdmeéru inhibi¢ni zény, hodnoty MIK pro agarovy dilu¢ni test (MIK NET, netilmicin) a
Etest (Etest NET, netilmicin ; Etest TOB, tobramycin) v mg/I. Zvyraznény jsou hodnoty citlivosti v oblasti rezistence resp. snizené citGivosti (viz. tab. 2). Zkratky an-
timikrobnich latek: AK, amikacin; FEP, cefepim; CTX, cefotaxim; CAZ, ceftazidim; CIP, ciprofloxacin; DO, doxycyklin; CN, gentamicin; K, kanamycin; NA, nalidixova
kyselina; NET, netilmicin; OFX, ofloxacin; PRL, piperacilin; RL, sulfametoxazol; TE, tetracyklin; TGC, tigecyklin; TOB, tobramycin; W, trimethoprim. Velikost selekto-
vané kolonie velka (V), stfedni (S), mala (M). *, pfitomnost gen( systému AdeABC: A, adeA, ; B, adeB; C, adeC; R, adeR; S, adeS. **, M, mala kolonie; V, velka kolo-
nie; S, stredné velka kolonie.
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6.4. Genotypizace donorovych kmenu a z nich odvozenych variant

Cilem tohoto kroku bylo ovéfit, Ze selektované varianty byly skutec¢né ziskany z daného
donorového kmene a Ze tudiz pracujeme s izogennimi liniemi izolatd (a nikoliv s kontamina-
ci). Ktomu ucelu jsme pouzili makrorestrikéni analyzu genomové DNA pomoci Apal spojenou
se separaci vzniklych fragmentld DNA v pulznim elektrickém poli (kapitola 5.3.). Tato metoda
umoziuje velmi citlivé rozliSeni genotypové neidentickych izolatli A. baumannii (Nemec et
al., 2008). Vyuzili jsme pfitom zaroven fakt, Ze vSechny vybrané kmeny se navzajem vyrazné

genotypové lisily (kapitola 6.1).
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Obr. 8. Makrorestrik¢ni analyza genomové DNA donorovych kmenu a z nich selektovanych variant.
Restrikéni Stépeni bylo provedeno enzymem Apal a elektroforetickd separace metodou PFGE.

Na obr. 8 jsou zobrazeny vysledky makrorestrikéni analyzy pro vSech 15 donorovych
kmenu a 30 z nich odvozenych variant (tab. 8). Vysledky jednoznacné potvrdily, Ze ve vSech

pfipadech jde o izogenni izolaty. Variace v poloze jednoho restrikéniho fragmentu zjisténé u
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variant kmen( NIPH 80 a NIPH 143 nelze povaZovat z tohoto hlediska za vyznamné, nebot
podobné rozdily se vizogennich populacich nékterych kmenl A. baumannii objevuji. Tyto

vysledky zaroven potvrdily vzdjemnou genotypovou odlisnost vSech donorovych kmend.

6.5. Prikaz genu adeB pomoci PCR s novou sestavou primeru

Ddvodem pro tento krok byl znamy fakt, Ze negativni vysledek PCR nemusi vzdy zname-
nat nepfitomnost sledovaného genu a to predevsim z dlivodu neocekdvaného polymorfizmu
v cilovych sekvencich pro primery. To plati zvlasté v pfipadech, kdy se studuje geneticky he-
terogenni populace kmen( a sledovany gen je chromozomalni a sekvenéné polymorfni jako

je tomu v pripadé adeB (Huys et al., 2005a).
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Obr. 9. Srovnani dvou setll primerd pro gen adeB pomoci konvencni PCR. V horni ¢asti jsou vysledky
amplifikace pomoci primer( O3 a 04 (Magnet et al., 2001), v dolni ¢asti vysledky ziskané pomoci nové
sestavy primer( adeB_rtR a adeB_rtF (Higgins et al., 2004).

Pro detekci genu adeB jsme poufZili konvencni PCR (kapitola 5.4) se dvéma rlznymi se-
stavami primer( (kapitola 4.6). Jak znazornuje obr. 9, vysledky detekce adeB byly v obou

pfipadech shodné s vyjimkou kmene NIPH 329, u néhoz nové primery (adeB_rtR a adeB_rtF)
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poskytly oproti primerim O3 a 04 pouzitym ve studii Nemec et al. (2007) pozitivni vysledek.
Dostupnost celogenomové sekvence kmene NIPH 329 (pfistupové Cislo sekvence v databazi
NCBI je APQY00000000) ndm umoznila provéfit tento rozdilny vysledek pomoci analyzy in
silico. Pomoci znamé sekvence adeB u A. baumannii ATCC 19606' (pfistupové ¢islo
IJN646777) a prohleddvaciho algoritmu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) jsme v genomu
NIPH 329 nalezli intaktni gen adeB. Vysledek detekéni PCR pro adeB pomoci primer(i 03 a 04

byl tak falesné negativni.

6.6. Exprese genu adeB

Cilem této casti bylo pomoci Real-Time qRT-PCR kvantifikovat zménu exprese transpor-
térového genu adeB na transkripéni Urovni u variant selektovanych z donorovych kmenu
s plnou sestavou gen( pro funkéni systém AdeABC.

V experimentu jsme pouZili sedm donorovych kmen( (NIPH 45, NIPH 67, NIPH 70, NIPH
201, NIPH 601, NIPH 2165 a NIPH 2264) a po jedné rezistentni varianté od kazdého z nich.
Real-Time qRT-PCR jsme provadeéli dvéma ptistupy pro ziskani co nejvétsi presnosti (kapitola
5.7.6). Tab. 10 shrnuje vysledky méfeni exprese ziskané ze dvou amplifikacnich reakci refe-
ren¢niho genu rpoB a transportérového genu adeB potiebné pro vypocet poméru exprese
genu materského kmene a jeho varianty obéma metodami.

Zvyseni exprese genu adeB selektované varianty oproti donorovému kmeni bylo v roz-
mezi 0,3-88 ndsobku. Pro pét dvojic byla tato hodnota v rozmezi 29-88, cozZ je v souladu
s predpokladem nadprodukce systému AdeABC u testovanych variant. Ve vSech téchto pfi-
padech doslo k vyraznému kvantititavnimu sniZeni citlivosti k latkdm, jeZz jsou znamymi sub-
straty systému AdeABC (aminoglykozidy, fluorochinolony, trimethoprim, tetracykliny a ti-
gecyklin). U NIPH 2264/2264-3 bylo zjisténo pouze trojnasobné zvyseni exprese, coz je obtiz-
né interpretovatelnd hodnota sohledem na moZnou nadprodukci systému vedouci
k fenotypové rezistenci. Nutno vsak uvést, Ze profil zmény citlivosti u NIPH 2264-3 pIné ne-
odpovida ocekdvanému fenotypu (napf. chybi snizeni citlivosti k fluorochinolonim). U dvoji-
ce NIPH 601/601-1 nebylo zjisténo zadné zvyseni exprese a pficina ziskané snizené citlivosti
NIPH 601-1 k netilmicinu tak z(stdvd neznamad. | vtomto pfipadé byl kvantitativni posun

hodnot citlivosti vi¢i donorovému kmenu pomérné nevyrazny.
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Tab. 10. Vysledky Real-Time qRT-PCR.

gen adeB gen rpoB
Relativni
Izolat Efek_ti.vita Primér C, | Primér PM Efek.ti.vita Primér C, | Primér PM Pf P exprese
amplifikace amplifikace adeB
NIPH 45 1,808 28,57 1,11x10" 1,827 18,22 4,50x10° - 29 61 29
NIPH 45-2 1,808 22,35 4,55x10° 1,827 17,68 6,23x10° '
NIPH 67 1,808 29,57 1,050x10" 1,820 20,42 1,11x10° 26 69 59 7
NIPH 67-1 1,808 22,91 4,970x10° 1,820 21,06 7,55x10° ’
NIPH 70 1,808 26,61 3,590x10" 1,827 17,61 6,51x10° 16 4695 16
NIPH 70-1 1,808 21,50 7,560%x10° 1,827 18,94 2,92x10° '
NIPH 201 1,808 27,89 2,680x10" 1,820 19,46 2,00x10° 16 4426 45
NIPH 201-1 1,808 20,64 1,880x10° 1,820 18,67 3,1x10° '
NIPH 601 1,808 28,68 1,040x10" 1,827 21,90 4,95x10° 03 028 0
NIPH 601-1 1,808 29,54 6,240x10° 1,827 20,61 1,07x10° ’ '
NIPH 2165 1,808 33,65 5,450x10° 1,827 25,58 5,38x10" 88 91 30 %
NIPH 2165-2 1,808 23,76 1,970x10° 1,827 23,29 2,13x10° ’
NIPH 2264 1,808 27,54 3,290x10* 1,820 20,33 1,17x10° 3 5 86 3
NIPH 2264-3 1,808 24,75 1,690x10° 1,820 19,35 2,10x10° '

Vysvétlivky: Primér C,, primér prahového cyklu; Primér PM, primér pocatecniho mnozstvi vzorku (molekul cDNA/ml); Pf, pomér exprese genu adeB matefského

kmene a jeho varianty podle metody Pfaffl; P, pomér exprese genu adeB selektované varianty vztazeny k referecnimu genu rpoB.
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7. Diskuze

Z dosud publikovanych studii plyne, ze systém AdeABC A. baumannii disponuje Sirokym
substratovym spektrem a mUze hrat vyznamnou roli pti vzniku rezistence u tohoto vyznam-
ného nemocnicniho patogena. Tyto studie se vSak vesmés zamérily na jiz multirezistentni
izolaty a jejich interpretace, s vyjimkou primarnich studii Magnet et al. (2001) a Marchand et
al. (2004), spocivaly hlavné na posouzeni vazby mezi mirou rezistence k urcitym antibiotik(im
a pritomnosti gend systému AdeABC nebo mirou jejich exprese. Oproti tomu jsme se v nasi
praci pokusili posoudit roli AdeABC pfi vzniku rezistence nebo snizené citlivosti u vesmés
primarné plné citlivych kmen( A. baumannii. Vysli jsme z predpokladu, Ze pokud citlivy kmen
nese kompletni sestavu genl potifebnou pro funkéni systém AdeABC, Ize z néj v pfitomnosti
antimikrobni latky, jez je zaroven substratem systému AdeABC, selektovat rezistentni varian-
ty (pravdépodobné obsahujici mutace v regulacnich genech systému).

Vychodiskem nasi prace byl taxonomicky a epidemiologicky precizné definovany soubor
15 klinickych izolat(, jez byly jasné odliSné na kmenové Urovni a pro néz byla k dispozici in-
formace o pritomnosti resp. nepritomnosti genl systému AdeABC i mife citlivosti ke spektru
antimikrobnich latek. K selekci variant z téchto kmenu jsme zvolili netilmicin, jenz je jednim
z nejlepsich znamych substrati systému AdeABC (Magnet et al., 2001) a pro néjz jsou jiné
mechanizmy rezistence (véetné modifikujicich enzyma) vzacné (Nemec et al., 2007). Vybrané
kmeny jsme vystavili selekci v prostfedi netilmicinu a ziskané rezistentni varianty studovali
pomoci Skaly mikrobiologickych technik s cilem posoudit moZznou roli nadmérné exprese
AdeABC pro vznik rezistence. Tyto metody zahrnovaly téZz porovnani donorovych kmen( a
z nich odvozenych variant s ohledem na kvantitativni hodnoty jejich citlivosti k radé antimik-
robnich latek lisicich se svoji afinitou k systému AdeABC a posouzeni zmén exprese transpor-
térového genu adeB u vybranych izogennich para.

Predpokladali jsme, Ze kmeny obsahujici geny pro funkéni systém AdeABC, budou vytva-
fet varianty rezistentni k netilmicinu s vyssi frekvenci a Ze fenotyp citlivosti téchto variant
bude odpovidat znamému substratovému spektru systému AdeABC. Predpoklad vyhody pfi-
tomnosti systému AdeABC se celkové potvrdil, jak ukazuji rozdily ve frekvencich vzniku re-
zistentnich variant u kmenU nesoucich funkcni sestavu gent efluxu a kmenu s nelplnou se-
stavou téchto gend. Pri selekci v prostfedi netilmicinu 4 a 8 mg/I byla frekvence variant vyssi

nez 10 u vétdiny kmend se kompletnim genotypem AdeABC a oproti kmentm bez komplet-
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niho systému AdeABC (tab. 7). Podobné v prostfedi netilmicinu 16 mg/l vétsina kmend
s kompletnim efluxovym genotypem vytvarela rezistentni varianty na rozdil od kmen( s ne-
kompletnim genotypem AdeABC. Z tohoto shrnuti plyne, Ze se i kdyz pfi selekci pravdépo-
dobné uplatiuji rdzné mechanizmy, pfitomnost funkéniho systému AdeABC je asociovdna se
zjevnou selekéni vyhodou.

Potvrdil se i predpoklad, Ze kmeny obsahujici geny pro funkéni systém AdeABC budou pfi
selekci netilmicinem generovat varianty s kvalitativné i kvantitativné vyssi rezistenci
k antimikrobnim [atkam, jeZ jsou zndmymi substraty systému AdeABC. Nové vzniklé rezisten-
ce se prevainé tykaly aminoglykozid(, trimethoprimu, fluorochonolon(, tetracyklini a ti-
gecyklinu, coz plné odpovida substratovému spektru systému AdeABC (Magnet et al., 2001).
K cefotaximu byly rezistentni témér vSechny materské kmeny pravdépodobné z divodu pfi-
rozené rezistence A. baumannii diky produkci chromozomalni cefalosporinazy typu AmpC,
jejiz aktivita byla zjisténa v 98 % kmenU tohoto druhu (Vila et al., 1993).

Pomoci metody Real-Time qRT-PCR jsme se pokusili urcit rozdily v expresi donorovych
kmen( a z nich odvozenych variant u sedmi kmenU obsahujicich kompletni sestavu genu pro
funkéni AdeABC. Predpokladali jsme vyraznéjsi zvyseni exprese transportérového genu adeB
u variant s vy$sim kvantitativnim posunem v citlivosti k netilmicinu a souc¢asné snizenou citli-
vosti ke znamym substratim systému AdeABC. | tento predpoklad se do znacné miry potvr-
dil. Hodnoty relativni exprese byly prikazné zvyseny u péti ze sedmi dvojic donorového
kmene a z néj odvozené varianty a ve vSech téchto pripadech byly v souladu s mirou snizeni
citlivosti k netilmicinu a dalSim substratdm systému AdeABC. Oproti tomu u dvou zbyvajicich
dvojic nebylo prlikazné zvyseni exprese prokazano, nicméné ani v jednom z téchto pripadi
neodpovidal selektovany fenotyp ocekdvanému profilu asociovanému s nadprodukci Ade-
ABC.

Navzdory tomu, Ze naSe vysledky jsou celkové v souladu s pfedpokladanou roli AdeABC
pfi vzniku vertikdlné ziskané rezistence u A. baumannii, je zjevné, Ze pfi vzniku této rezisten-
ce hraji roli i dalsi mechanizmy. K témto mechanizmim muze patfit dosud neprostudovany
systém RND, na jehoz existenci poukazala nedavna studie Rumbo et al. (2013), nebo dosud
neznamé neefluxové mechanizmy (Chen et al., 2014). V této souvislosti je nutno pripome-
nout, Ze v naSem experimentalnim usporadani lze jednoznacné vyloucit roli horizontalné

ziskanych mechanizm.
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Nase vysledky ukazuji, Ze pritomnost gent pro funkéni efluxovy systém AdeABC muze
byt vyznamnou selekéni vyhodou pro plné citlivé kmeny A. baumannii v prostiedi
obsahujicim nizké avSak na citlivé kmeny uGc¢inné koncentrace antimikrébnich latek.
Prototypem takového prostfedi je nemocnicni ekosystém, jenZz obsahuje rlizné koncentrace
Sirokého spektra antibiotik i dezinfekénich prostfedkd, z nichz fada je substratem pro
efluxovy systém AdeABC. Je zndmo, Ze v podstaté vSechny epidemické a multirezistentni
kmeny A. baumannii disponuji konstitutivné exprimovanym systémem AdeABC a to navzdory
pfitomnosti mnohem ucinnéjSich mechanizm( rezistence. Efluxovy systém AdeABC tak mUize
byt jednim zvyznamnych predpokladd Uspéchu A. baumannii jakoito vyznamného

nemocni¢niho patogenu.
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8. Souhrn

V souladu s cily studie jsme realizovali nasledujici kroky.

1. Podle stanovenych kritérii jsme vybrali 15 genotypové odlisSnych kmenl A. baumannii

2. Selekci na ptdach s netilmicinem jsme z kazdého z téchto kmenl ziskali po dvou vari-
antdch, jez byly dale studovany.

3. Porovnali jsme antimikrobni citlivost u donorovych kmen( a odvozenych variant a zjis-
tili, Ze varianty odvozené z kmen( s funkéné kompletnim systém AdeABC jsou oproti vétsiné
zbyvajicich variant kvantitivné a kvalitativné rezistentnéjsi k antimikrobnim latkam, které
jsou zndmymi substraty pro systém AdeABC.

4. Kvantifikovali a porovnali jsme expresi genu adeB na transkripéni Urovni u sedmi do-
norovych kmen( a z nich odvozenych variant.

5. Porovnanim pfitomnosti genl pro systém AdeABC, frekvence vzniku rezistentnich va-
riant, kvantitativni a kvalitativni vySe vzniklé rezistence a uréeni exprese genu adeB jsme
ukazali, Ze nase vysledky jsou v souladu s predpokladem, Ze systém AdeABC poskytuje citli-
vym kmenUm A. baumannii potencialni selekéni vyhodu a mze tak hrat vyznamnou roli pfi

vzniku jejich rezistence ke klinicky vyznamnym antibiotik(im.
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