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2 Souhrn

Podle vysledkti pravidelné surveillance rezistence bakteridlnich pivodct infekci
dychacich cest vzristd v Ceské republice pocet kment Haemophilus influenzae s
neenzymatickou rezistenci k p-laktamovym antibiotikiim. Neenzymatickd rezistence je
podminéna mutacemi v genu ftsl kédujicim penicilin-vaZzici protein (PBP3), jejichz disledkem
je snizena schopnost vazat -laktamova antibiotika. Priikaz tohoto typu rezistence je obtizn&jsi
nez detekce P-laktamdzy, kterd je u H. influenzae stidle nejCastéjs$i piiCinou rezistence
k aminopenicilinim.

Analyzou souboru 228 kment H. influenzae bylo zjisténo, Ze nejvyssi mozny zachyt
(99,5 %) izolati s neenzymatickou rezistenci zptisobenou mutacemi v genu ftsl, je mozno v
rutinni praxi dosdhnout pii soucasném vySetieni citlivosti vac¢i penicilinu, ampicilinu,
amoxicilinu a cefuroximu diskovou difizni metodou dle metodologie EUCAST. V soucasnosti
doporuc¢ovanou metodou EUCAST s vyuzitim pouze penicilinu byl zachyt mutaci nizsi, 95,7
%.

Sekvenac¢ni analyza prokdzala znacnou variabilitu mutaci genu ftsl. V souboru 228
kmenid bylo zjiSténo celkem 37 riznych kombinaci aminokyselinovych zamén, které se
vyskytly na 23 pozicich v proteinu PBP3 (V3291, D350N, S357N, A368T, M3771, S385T,
A388V, L389F, P393L, A437S, 1449V, G490E, 1491V, R501L, A502S, AS02T, A502V,
V511A, RS517H, I519L, N526K, AS530S a T532S). Nejcastéjsi kombinaci (35 %)
aminokyselinovych zdmén byla kombinace D350N, M3771, A5S02V, N526K. Epidemiologicka
typizace MLST nenaznacuje klonélni rozsifeni konkrétniho typu/klonu. Celkem bylo zjiSténo
74 ST tvoticich Sest klondlnich komplexti (CC) s nalezenym spolecnym piedkem, osm CC bez
znamého predka a 33 singletont. Nejrozsitenéjsi ST 1034 byl spojen predevsim s kombinaci
mutaci D350N, M3771, AS02V, N526K.

3 Summary

Ampicillin-resistant B-lactamase-negative Haemophilus influenzae
strains isolated in the Czech Republic in 2010-2018

According to the results of regular surveillance of resistance of bacterial pathogens of
respiratory tract infections, the number of Haemophilus influenzae strains with non-enzymatic

resistance to B-lactam antibiotics is increasing in the Czech Republic. Non-enzymatic resistance



is caused by mutations in the fzs/ gene encoding penicillin-binding protein (PBP3), which result
in a reduced ability to bind B-lactam antibiotics. Demonstration of this type of resistance is
more difficult than detection of B-lactamase, which is still the most common cause of
aminopenicillin resistance in H. influenzae.

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

Sequence analysis showed considerable variability in ftsI gene mutations. In the set of
228 strains, a total of 37 different combinations of amino acid substitutions were found to occur
at 23 positions in the PBP3 protein (V3291, D350N, S357N, A368T, M3771, S385T, A388V,
L389F, P393L, A437S, 1449V, G490E, 1491V, R501, A502V, V511A, R517H, I519L, N526K,
A530S and T532S). The most common combination (35%) of amino acid substitutions was the
combination D350N, M3771, A502V, N526K. Epidemiological typing does not indicate a
spread of particular MLST type/clone. A total of 74 STs were found, forming six clonal
complexes (CCs) with a founder (ancestor) found, eight CCs without a founder found, and 33
singletons. The most widespread ST 1034 was associated mainly with a combination of
mutations D350N, M3771, A502V, N526K.

4 Uvod

4.1 Haemophilus influenzae

H. influenzae je nejvyznamng&jsi zdstupce rodu Haemophilus, ktery patii do celedi
Pasteurellaceae. Radi se mezi kultivaéné ndroéné bakterie vyZzadujici piidavek suplementi
(protoporfyrinu IX a NAD) do riistovych medii. [1]. Obohaceny ¢okoldadovy agar obsahujici 5
% lyzované ovci krve a doplnény potiebnymi suplementy pfedstavuje univerzalni médium,
které je b&zn¢ pouzivané v klinickych laboratotich ke kultivaci Haemophilus spp. Optimalni
kultivacni podminky se nachazeji v rozmezi 35 — 37 °C v aerobni atmosféte s pfidavkem 5 — 7
% CO2 [2].

4.1.1 Typizace kmen

Kmeny H. influenzae mohou produkovat jeden ze Sesti rtiznych kapsuldrnich
polysacharidi nebo mohou byt neopouzdiené. Neopouzdiené kmeny se oznacuji jako
netypovatelné (NTHi). Podle pfitomnosti polysacharidového kapsuldrniho antigenu se pak d¢li
do 6 odlisnych typt, a az f. Dal$i{ moZnosti podrobnéjsiho urovani kment H. influenzae je

biotypizace, jejimz zdkladem je produkce indolu, ornitindekarboxyldzy a uredzy [3,4].



4.1.2 Patogeneze

Mezi virulentnimi kmeny H. influenzae, které jsou vybaveny polysacharidovym
zavazného charakteru, jako napf. bakteriémii, epiglotitidu, pneumonii, nebo meningitidu.
Kmeny bez pouzdra jsou tzv. netypovatelné a jsou spojené predevSim s neinvazivnimi
infekcemi respiracniho traktu (otitis media acuta, sinusitis acuta, event. akutni exacerbace
chronické bronchitidy). U starSich déti a dospélych osob je H. influenzae spojen nejCastéji
s neinvazivnimi infekcemi typu sinusitida (az tfetina piipad) nebo konjunktivitida. Pfendsen
je kapénkami nebo pfimym kontaktem [5,6,7]. Mira kolonizace nazofaryngu zavisi na véku a
pohybuje se od 20 % u rocnich déti do 50 % u Sestiletych a néasledné klesd na hodnotu 5 %
v dospélosti [8,9,10]. Patogeneze infekci dychaciho traktu spociva v kolonizaci nazofaryngu a
pfedchozimu poskozeni mukocilidrni ¢innosti, slizni¢ni integrity a funkce neutrofila diky
virové infekci [11]. Vlastni prvotni nespecifickd adherence hemofilli na orofaryngedlni
epitelidlni buiiky je umoZnéna pili na povrchu hemofilt. Jako specifické receptory ale slouzi
sialylované glykosfingolipidy, proto jsou i kmeny bez pilti schopné vazby na epitelidlni bunky.
Ptes sliznice prochdzi pfevazné intercelularné, i kdyZ intraceluldrni priinik byl také zaznamenan
[12,13]. Kazdy krok v patogenezi je spojen s kombinaci exprese n¢kolika virulen¢nich faktora,

mezi které patii n¢které proteiny P (P2, P5), LOS, pili a IgA protedza [12,14].
4.1.3 Epidemiologie

Epidemiologie hemofilovych onemocnéni se dramaticky zmeénila. Zavedeni ploSného
ockovani proti opouzdfenym kmentim sérotypu b minimalizovalo vyskyt zdvaZnych
hemofilovych invazivnich onemocnéni a dnes jsou tyto infekce vzacnéjsi a jsou nejcastéji
zpiisobené neopouzdienymi netypovatelnymi kmeny a jinymi typy nez Hib [15]. I v CR doglo
po zavedeni o¢kovani proti Hib v roce 2001 k poklesu nemocnosti timto typem z 1,1/100000
obyvatel na 0,19/100000 obyvatel v roce 2020. Od roku 2009 byl pak nej€astéj$im pivodcem
zévaznych onemocnéni neopouzdieny typ (59 %), déle typ f (9 %) a typ e (5 %). Hib ve
sledovaném obdobi zptisobil 5 % onemocnéni. V CR bylo v letech 2009-2020 evidovéno 258
zévaznych infekei zplsobenych H. influenzae. Nejvyssi vékove specifickd nemocnost byla
hlaSena u déti do jednoho roku a u osob nad 65 let [16]. VétSina infekci H. influenzae typu b se
nyni vyskytuje u déti, které nejsou imunni (kvili nedplnému ockovani nebo Spatné odpovédi
na vakcinu) a u starSich osob s oslabenou imunitou nebo po chirurgickém vykonu [17,18]. H.
influenzae typu b zistava i ptes zavedené ockovani nejvyznamnéj$im détskym patogenem v
mnoha zemich svéta. Odhaduje se, Ze na prelomu stoleti kazdy rok dochazelo na celém svété u
déti ke tfem milionim piipadd vaZznych onemocnéni a az k 700 000 umrti [19]. Pocet studii o
epidemiologii TPBP3 H. influenzae je omezeny, a proto je obtizné vyvodit jakykoli zavér o

klinickém vyznamu kment s timto mechanismem rezistence.



4.2 Ampicilin, 1é¢ba hemofilovych infekci

Aminopeniciliny jsou 1ékem volby u neinvazivnich hemofilovych infekci od 60tych let
20 stoleti. Do té doby se k 1écbé pouZzival chloramfenikol [9]. Ampicilin se velmi omezené
vstitebava z GIT, proto musi byt podavan parenterdlné [20]. Velmi podobné vlastnosti ma i
amoxicilin, ktery je ale uréen pro perordlni 1é¢bu aminopeniciliny [21]. V kombinacich
s inhibitory B-laktamdz (kyselina klavuldanové, sulbaktam) je G¢inny na bakterie produkujici
zékladni B-laktamazy, jako jsou TEM a SHV [22].

4.3 B-laktamdzy TEM a ROB

Prvni kmeny H. influenzae rezistentni na ampicilin byly hlaSeny v 70. letech 20. stoleti
v Evrop¢ a ve Spojenych stiatech [23]. Bylo zjiSténo, Ze mechanismem rezistence je produkce
plazmidem zprostfedkované B-laktamdzy, kterd je inhibovana kyselinou klavuldnovou nebo
sulbaktamem. Takové kmeny se nazyvaji -laktamdza-pozitivni ampicilin-rezistentni izolaty,
BLPAR. U H. influenzae byly popsany dva ruzné typy B-laktamaz, TEM-1 a ROB-1 [23,24].

ROB-1 B-laktaméaza je zndma od roku 1981. Obvykle je nesena na malych plazmidech
(4-5 Kbp) [25,26,27]. Druh4, a v celosvétovém métitku mnohem vice rozsitend, je TEM-1 B-
laktaméza. Kmeny s touto B-laktamdzou byly poprvé zaznamenany roku 1970. TEM-1 muze
byt nesena na plazmidech, na kterych jsou obvykle neseny i geny determinujici rezistenci
k dal$im antibiotiktim (chloramfenikol, tetracyklin) [28,29,30].

4.4 Neenzymaticka rezistence

Rezistence na ampicilin u H. influenzae zpisobend jinym mechanismem rezistence nez
produkci B-laktamazy byla popsdna v 80. letech [31]. Bylo zjiSténo, Ze za timto novym
mechanismem stoji strukturdlni zmény proteinu vazajiciho penicilin (PBP3) kédovaného
genem ftsl [32]. 1zolaty vykazujici tento typ rezistence jsou znamé jako B-laktamdza negativni
ampicilin-rezistentni (BLNAR) nebo rPBP3 a na rozdil od kment produkujicich B-laktamédzu
neni jejich sniZzend citlivost k aminopeniciliniim ovlivnitelnd inhibitory B-laktamdzy. Podle
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) je vSak termin
BLNAR nepfesny, protoze zahrnuje nejen takto pivodné oznaCované kmeny s rezistenci
k aminopeniciliniim a neprodukujicimi B-laktamdzu, ale i kmeny, které maji specificky typ
mutace ovliviiujici citlivost i k jinym B-laktamlm, zejména k n¢kterym cefalosporinim [33].
Produktem genu f#s/ je transpeptiddza Ftsl, kterd se ucCastni syntézy peptidoglykanu. Mutace v
genu ftsI vedou k substitucim aminokyselin (AA) v transpeptiddzové oblasti proteinu PBP3
[32].

4.5 PBP3, tvorba peptidoglykanu a bunécné déleni

Proteiny, na které se vdze penicilin a které diky své transglykosylazové a
transpeptiddzové aktivité syntetizuji a remodeluji peptidoglykan, hlavni sloZku bunécné stény
bakterii, kterd dodava bunce jeji tvar a tuhost, se oznacuji jako PBP (penicillin-binding-protein).

PBP jsou nalézany téméi ve vSech bakteriich a patfi mezi hlavni cile v antibiotické terapii,
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zejména pro Siroce pouzivand P-laktamovd antibiotika [34]. Béhem bunécného déleni je
peptidoglykan syntetizovan periplazmatickou ¢asti makromolekularniho komplexu zvaného
divisom. Transpeptiddzova aktivita PBP3 je zavisla na serinu, ktery zde ptsobi jako katalyzator
hydrolytické reakce [35]. Prostfednictvim PBP3ss 165 subdomény se zfejm¢ odehravaji
interakce s ostatnimi proteiny divisomu. Pomoci studii mutageneze geni dacA a dacB,
kédujicich geny PBP4 a PBPS, bylo prokdzano, Ze vliv na rezistenci k B-laktamim maji pouze
zmény v proteinu PBP3 [32,36].

4.6 Aminokyselinové substituce v PBP3

Diusledkem AA substituci je sniZend afinita vazby aminopenicilinti a cefalosporinli na
proteiny. Afinita B-laktami k PBP3 je ovlivnéna pouze mutacemi (AA substitucemi) v blizkosti
funkéné nezbytnych vysoce konzervovanych aminokyselinovych motivl, které jsou na
pozicich 327 (motiv S327-T-V329; serin-threonin-valin), 379 (motiv S379-S-N381; serin-
serin-asparagin) a 512 (motiv K512-T-G514; lysin-threonin-glycin). Oba mechanismy
rezistence, enzymaticky i neenzymaticky, se vyskytuji i spolecné [32,37,38,39]. Kmeny H.
influenzae s rPBP3 jsou klasifikovany do genotypovych skupin podle pfitomnosti specifickych
AA substituci [32]. Genotyp se zménénym PBP3 ud¢€lujicim rezistenci se oznacuje jako rPBP3.
Genotyp sPBP3 neobsahuje substituci N526K ani R517H a obsahuje pouze mutace v genu f#s/,
které nevedou k rezistenci na -laktamy. Skupina I obsahuje substituci R517H a skupina II nese
substituci N526K. Skupina III navic obsahuje mutace v blizkosti motivu S379S-S-N381,
zejména S385T. Skupiny I a II se vyznacuji nizkou rezistenci viici B-laktamiim, zatimco izolaty
skupiny III maji vysoky stupeii rezistence vuci PB-laktamim, véetné cefalosporinti druhé
generace (cefuroxim) a dokonce i tieti generace (cefotaxim, ceftriaxon) a karbapenemlm
[32,37,38].

5 Cile prace

Pfi testovani citlivosti mohou nékteré kmeny H. influenzae s neenzymatickou rezistenci
uniknout pozornosti, protoZze mohou byt k aminopenicilinim citlivé. Pro ovéfeni mozZnosti
fenotypové detekce kmenti rPBP3 v rutinni praxi diskovou diftizni metodou s vybranymi f3-
laktamy byly mikrobiologické laboratofe v CR vyzvany k zasildni kment H. influenzae s
podezienim na neenzymatickou rezistenci do Narodni referencni laboratofe pro antibiotika
(NRL pro ATB). Prestoze se v ndzvu disertacni prace piSe jen o -laktamdza negativnich
kmenech, byly do projektu zafazeny vSechny kmeny s neenzymatickou rezistenci, to znamend
i ty, které produkovaly B-laktamézu.

U ziskanych izolatli byla nejdiive stanovena citlivost na vybrana antibiotika. Nasledn¢

byl sekvenovéan gen fts] a v ndvaznosti na ziskané sekvence byla provedena komparativni



analyza za ucelem zjisténi jednotlivych aminokyselinovych substituci a ddle bylo pomoci

z Vv

typizaéni metody MLST zjistovéano, zda ma §ifeni kmenti rPBP3 v CR klondln{ charakter.

6 Materiialy a metody

6.1 Kmeny

V letech 2010 az 2018 bylo do NRL pro ATB (SZU Praha, CR) zasldno 228 kment H.
influenzae s domnélou neenzymatickou rezistenci k B-laktamim (2010-2014: n = 33 kmend,
2015: n =41, 2016: n =68, 2017: n =71 a 2018: n = 16). Kmeny byly izolovany ze sputa (n =
104), vytéru z nosu (n = 31), krve (n =23), vytéru z krku (n = 21), ucha (n = 17), mozkomisniho
moku (n = 8), punkce (n = 6), vytéru oka (n = 3), vytéru z pochvy (n = 2) a ptivod 13 kment
nebyl zndm. 137 kment bylo izolovdno od muzi, 91 izolat byl od Zen. Do vékové kategorie 0
— 6 let pattilo 52 kmenil, do vékové kategorie 7 — 19 let 21 kmen, 20 — 60 let 64 kmeni a nad
60 let 91 kmen. Kmeny byly zasldny z 39 laboratoii ze viech 14 krajii CR; Hlavni mésto Praha
- 53 kment, Stfedocesky kraj - 18, JihoCesky kraj - 33, Plzensky kraj — 19, Karlovarsky kraj —
7, Ustecky kraj — 3, Liberecky kraj — 2, Krdlovéhradecky kraj — 26, Pardubicky kraj — 3, Kraj
Vysoc€ina — 4, Jihomoravsky kraj — 18, Olomoucky kraj — 27, Moravskoslezsky kraj — 15 a
Zlinsky kraj — 1. Pii zasilani do NRL ATB se laboratofe tidily doporu¢enim EUCAST [33].

6.2 Testovani citlivosti na -laktamy

V NRL pro ATB se testovala diskovou difizni metodou citlivost na penicilin (1 J),
cefuroxim (30 pg), ampicilin (2 pg) a amoxicilin/kyselinu klavuldnovou (2/1 pg). Miniméln{
inhibi¢ni koncentrace (MIC) cefotaximu (SIGMA) a ampicilinu (ADATAB) byla stanovena
mikrodilu¢ni bujénovou metodou. Jak metoda diskové difize, tak mikrodilu¢ni metoda byly
provadény podle metodiky EUCAST [33]. Interpretace vysledkli testovani citlivosti byla
provedena podle doporuceni smérnic EUCAST, verze 10.0. Hrani¢ni hodnoty pro rezistenci
byly stanoveny nasledovné: diskové difizni metoda - penicilin (<12 mm), ampicilin (<18 mm),
amoxicilin/kyselina klavuldnova (<15 mm) a cefuroxim (<25 mm); MIC - ampicilin >1 mg/l,
cefotaxim >0,125 mg/l. Pro kontrolu kvality provedenych metod vySetieni citlivosti byly
pouzity kmeny H. influenzae ATCC 49766 a ATCC 49247. Produkce B-laktamdzy byla

testovana nitrocefinovou metodou [40].

6.3 Testovani citlivosti na ostatni antibiotika

V ramci stanoveni citlivosti na B-laktamova antibiotika bylo mikrodilu¢ni bujonovou
metodou, podle metodiky EUCAST [33], provedeno stanoveni MIC doplikovych antibiotik:
ciprofloxacinu, tetracyklinu, chloramfenikolu a trimetoprim-sulfametoxazolu. Interpretace

vysledki testovani citlivosti byla provedena podle doporuceni smérnic EUCAST, verze 10.0.



6.4 Detekce mutaci v genu fsI a komparativni analyza
Sekvenace genu fisI:

VSechny kmeny byly osekvenovany v oblasti 977-1597* bp genu fisI (fragment 621
bp), aby se ovéfila piitomnost mutaci v oblasti transpeptiddzy PBP3 dle idaji publikovanych
v PubMLST [41].

Sekvence primert (ve sméru 5~ 37) byla ndsledujici: primer ftsI1F:
GTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGTTAATGCGTAACCGTGCAATTAC a primer ftsI1R:
TTGTGAGCGGATAACAATTTCACCACTAATGCATAACGAGGATC*

* Cislovéani osekvenované oblasti se vztahuje k &islovani sekvence ftsI H. influenzae Rd
KW20 (ATCC 51907), accesion number [42023. Zelené je oznacena cilova sekvence pro

sekvenacni primery.

6.5 Aminokyselinova sekvence analyzovaného useku ftsl
Nize je uvedena peptidova sekvence odvozena ze sekvenovaného fragmentu 621 bp:
326GSTVKPFVVLTALQRGVVVKRDEIIDTTSFKLSGKEIVDVAPRAQQTLDEIL
MNSSNRGVSRLALRMPPSALMETYQNAGLSKPTDLGLIGEQVGILNANRKRWADIER
ATVAYGYGITATPLQIARAYATLGSFGVYRPLSITKVDPPVIGKRVFSEKITKDIVGILE
KVAIKNKRAMVEGYRVGVKTGTARKIENGHYVNKY VAFT532

Zelené jsou vyznaceny konzervované motivy (viz kapitola 4.9) na pozicich 327, 379 a
512.

Ziskand nukleotidova sekvence byla pfeloZena na aminokyselinovou (AA) sekvenci
v programu Bionumerics 7.6.2 (Applied Maths, Gent, East Flanders, Belgie) a porovndna s AA
sekvenci (pozice 326-532) nemutovaného referencniho kmene H. influenzae ATCC 51907
(GenBank accession number 1.42023) [42].

6.6 Multi-Locus Sequence Typing a klondlni analyza

U metody Multi-Locus Sequence Typing (MLST) se sekvenuje ptiblizné 450 bp dlouhy
vnitini fragment sedmi housekeeping gent (H. influenzae: adk, atpG, frdB, fucK, mdh, pgi a
recA) [41,43] a porovnava se jejich alelicky profil.

6.6.1 Multi-Locus Sequence Typing
MLST byla provedena u vSech 228 kmeni. Amplifikacni reakce probihala s pouZitim

primerti popsanych v https://pubmlst.org/. Cisla alel a sekvenénich typt byla pfifazena pomoci

Bionumerics 7.6.2 (Applied Maths, Ghent, Vychodni Flandry, Belgie) a volné pfistupné
webové stranky (Vetejnd databaze pro molekuldrni typizaci a diverzitu mikrobidlniho genomu,

https://pubmlst.org/organisms/haemophilus-influenzae).

6.6.2 Klondlni analyza

Typizace populace do klondlnich komplexti byla zaloZzena na datech pochazejicich
z MLST a byla provedena algoritmem goeBURST (global optimal on-line Based Upon Related
Sequence Types algorithm) [44]. Princip klastrovani BURST spocivd ve spojeni kmenil s
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omezenym poctem neshod v alelickych profilech do jednoho klondlniho komplexu. Klonalni
komplex byl definovan jako skupina ST, které maji alespon Sest alel (ze sedmi) spole¢nych s
jinym c¢lenem definované skupiny [43]. Bylo pouZito vychozi nastaveni programu pro Ctyii
populaéni MLST analyzy: goeBURST level 1, goeBURST — Full MLST, Hierarchical
Clustering - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) a Neighbor-
Joining (Studier-Keppler Criterion).

7 Vysledky

Vysledky fenotypovych i1 genotypovych analyz jsou vétSinou prezentované za cely
soubor méfeni / kmend. Rozdélenim souboru kment na ¢asti, které by se logicky nabizely
(skupiny rPBP3 I, II a III nebo dle epidemiologického ¢lenéni — v€kové skupiny, sex, material),

nebyly ziskany vysledky odlisné od analyz celého souboru kment.

7.1 Fenotypova detekce mutaci

V NRL ATB bylo v letech 2010 az 2018 vysetfeno celkem 228 izolata H. influenzae.
32 (14,0 %) kment bylo pozitivnich na gen B-laktamazy blatem-1 a jeden (0,4 %) na gen blarogs-
1. Kmen produkujici ROB-1 B-laktamdzu byl citlivy k penicilinu a detekce B-laktamdzy
nitrocefinovou metodou byla negativni. Izolaty byly klasifikovany do vSech Ctyt skupin PBP3.
Patnéct kmenti (6,6 %) patiilo do rPBP3 skupiny I a 175 kmenti (76,8 %) do rPBP3 skupiny II.
VétSina kmend v téchto skupindch byla rezistentni, ale existovaly také kmeny citlivé na rizné
B-laktamy. Pro oznaceni kmene jako citlivého/rezistentniho k ampicilinu byla rozhodujici
hodnota minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC), nikoliv velikost inhibi¢ni z6ny pii testovani
diskovou difizni metodou. VSechny kmeny (n = 26, 11,4 %) ze skupiny III rPBP3 byly
rezistentni k ampicilinu (rozmezi MIC 2-16 mg/l) a 88,5 % (n = 23) kmena vykazovalo
rezistenci k cefotaximu. Rozmezi MIC cefotaximu u rPBP3 skupiny III bylo 0,125-2 mg/l.
Pouze 12 (5,3 %) izolath bylo pfifazeno ke skupiné sPBP3. U tiif kment v této skupiné vSak
byla zjiSténa rezistence k cefuroximu. Jednotlivé kombinace zdmén AA u kmenii rPBP3
skupiny I a Il vykazovaly rizné drovné rezistence k ampicilinu, které asto kolisaly od citlivych
po rezistentni 1 v rdmci dané kombinace. Senzitivita detekce mutaci v genu ftsl pro jednotlivé
antibiotické disky se pohybovala od 84,6 % (amoxicilin/kyselina klavulanovd) do 92,6 %
(cefuroxim), 95,7 % (ampicilin) a 95,7 % (penicilin) a byla kalkulovana jako pomér poctu [3-
laktamdza negativnich rPBP3 kment rezistentnich k danému antibiotiku k souctu B-laktamaza
negativnich kment ze skupin rPBP3 I, I a III (n = 188). Celkova senzitivita detekce mutaci
(99,5 %) byla vypocitdna jako pomér z poctu B-laktamdza negativnich kment rezistentnich
alespon k jednomu z testovanych B-laktamovych antibiotik (n = 187) k souctu B-laktamaza
negativnich kment ze skupin rPBP3 I, IT a III (n = 188).
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7.2  Aminokyselinové zdmény v PBP3

Komparativni analyza 228 osekvenovanych izolatd odhalila 23 riznych AA substituci:
V3291, D350N, S357N, A368T, M3771, S385T, A388V, L389F, P393L, A437S, 1449V,
G490E, 1491V, R501L, A502S, A502T, AS502V, V511A, R517H, IS19L, N526K, A530S, a
T532S. Ve studii bylo nalezeno celkem 37 moZnych kombinaci (Graf 1) téchto AA substituci.

. 2
Piehled kombinaci AA substituci :E;gg;' AR K
A5025
AS02T, N5 26K
= ASO2V, N526K
m AS02V, R517H
m D350N
= D350N, A4375, ASD2V, N526K
= D350N, AS02T, N526K
= D350N, AS02V, N526K
m D350N, G490E, ASD2V, N526K
m D350N, G490E, ASD2V, N526K, AS305
D350N, G490E, N526K, AS305
D3S0ON, 1449V, NS26K
D350N, M3771, ASD2V, N526K
D350N, M3771, G490E, AS02V, N526K
m D3S0N, M3771, 1491V, ASO2V, N526K
D3S0N, M3771, S385T, L3BOF, 15191, N526K
= D350N, 5357N, AS02Y, N526K
= D350N, 357N, M3771, S385T, L389F, GAS0E, N526K, AS30S
= D350N, 5357N, M 3771, S3B5T, L3BOF, NS26K
m D350N, 5357N, M 3771, 53B5T, L389F, P393L, R517H, T5325
m D350MN, 5357N, M 3771, 5385T, L389F, R517H
u D350N, 5357N, M3771, 5385T, L389F, R517H, T5325
D3S0ON, 5357M, M 3771, 5385T, RS17H,T5325
G490E, N526K, AS305
GA90E; AS02V; NS26K
1449V, NS26K
M3771, ASO2V, NS26K
M3T71, 1445V, N526K
= M3771, 538B5T, L3BSF, R517H
= N526K
m N526K, AS305

= R501L, N526K
= R517H
m V3291, D350N, 5357N, M3771, 5385T, L389F, N526K

Graf 1. Piehled kombinaci AA substituci zjiSténych v této studii u 228 klinickych izolath
H. influenzae. Graf zobrazuje celkové zastoupeni kombinaci bez ohledu na produkci -
laktamdzy. Nej€astéji detekovanou kombinaci byla D350N, M3771, A502V, N526K (35 %).

Zameény se vyskytovaly pfevazné v kombinacich od dvou az do osmi zdmén (n = 213),
pouze 15 kmenti obsahovalo pét riznych jedno-aminokyselinovych substituci. Tti kmeny s
jedno-aminokyselinovou substituci, N526K, patfily do skupiny II a 12 kmenl obsahujicich
ruzné zamény (AS502S, V511A, D350N a A388V) pattilo do genotypu sPBP3. Nejcastéjsi byla
kombinace Ctyt substituci (D350N, M3771, A502V a N526K), kterou neslo 35 % kmeni (n =
80) a z nich Sest kment zaroven produkovalo TEM-1. Tato kombinace trvale prevladala napiic
¢asovymi obdobimi, 2010-2014: 33,3 %, 2015: 31,7 %, 2016: 33,8 %, 2017: 39,4 % a 2018:
25 %. Substituce N526K byla nalezena v kombinaci (25x) nebo samostatné u 184 kment (80,7
%). Druhd zékladni substituce, R517H, byla nalezena v Sesti kombinacich (33 kment, 14,5 %).
Substituce N526K a R517H nebyly nalezeny spole¢né v Zadné kombinaci. Pokud se v PBP3
nachézela vice jak jedna AA zdména, byla v kombinacich vZdy pfitomna substituce N526K
nebo R517H. Kromé zdkladni mutace N526K nebo R517H mély vSechny kmeny skupiny III (n
= 26) také mutace S385T, M3771 a dalsi. Z 228 vysettenych kment bylo 32 kment pozitivnich
na gen blatem.1 a 1 kmen na gen blaros-1. Z 12 kment sPBP3 produkovalo B-laktamazu TEM-
1 pét kment. Z 15 kmeni skupiny I produkoval jeden kmen B-laktamdzu TEM-1 a jeden ROB-
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1. Ve skupiné II, kam patfilo celkem 175 kment s 23 rGznymi kombinacemi AA zamén,
produkovalo B-laktamazu TEM-1 15 kmena. Nejvetsi pomérné zastoupeni v produkci -
laktamazy TEM-1 méla rPBP3 skupina II1, 42,3 %.

7.3 Multi-Locus Sequence Typing, klonalni analyza

Ve sbirce 228 kment bylo zjisténo celkem 74 riiznych ST, vcetn¢ 15 novych ST: ST
1820, ST 1822, ST 1824, ST 1825, ST 1826, ST 1836, ST 1837, ST 1840, ST 1841, ST 2032,
ST 2043, ST 2044, ST 2457, ST 2458, a ST 2459. U vybranych novych ST bylo také
detekovano Sest novych alel: aptG (alela 138, ST 2458), frdB (197, ST 2044), mdh (285, ST
1825; 303, ST 2043 a 325, ST 2457) a pgi (272, ST 1826). Ve ctyfech ST dosdhl pocet kment
10 nebo vice: ST 1034 (n =49, 21,5 %), ST 103 (n=17,7,5 %), ST 14 (n =13, 5,7 %) a ST
1218 (n = 13, 5,7 %). Vysledky vSech ¢tyt pouzitych populac¢nich analyz ukazuji na velkou
epidemiologickou riiznorodost kmenti (Obrazek 1) a na velmi nizkou pifibuznost kment
obsahujicich AA zdmény R517H a N526K. U kment (n = 80) s nejcastéjsi kombinaci zdmén
(D350N, M3771, A502V a N526K) bylo identifikovano 12 rtiznych ST, z nichZ dominoval ST
1034 (n = 47; 58,8 %). Klondlni analyza odhalila Sest klondlnich komplexti (CC) se spoleCnym
ST predkem (celkem 113 kmenti), osm CC bez nalezeného spole¢ného ST predka (obsahujici
pouze 2 ST; n = 36) a 33 singletont (n = 79). Nalezené CC s nalezenym ST predkem byly: CC
11 (n=38, ST 11, ST 103, ST 145, ST 1826 a ST 2032), CC 14 (n = 64, ST 14, ST 1034 a ST
1206), CC 367 (n=6, ST 3, ST 136, ST 367 a ST 2031), CC 396 (n = 11, ST 396, ST 687, ST
695, ST 1202 a ST 1860), CC 422 (n =7, ST 411, ST 422 a ST1822) a CC 1218 (n =17, ST
159, ST 1218, ST 1840, ST 1841 a ST 1858).

13



2043 2044 142

12 2459”

2457 196 =

34 401
/1/202
262 122
687
155 \ 695 /__1820
1025
124 1825 396 1858 1837
o/
1860 33 201
159
184
203 P / e 165 &5 834
152
1218
1841
iR 136 o031 a4l 390
556 367
844~ = 160 /
5 1609
3 426
264
5 2032 5 388
5 / / 146
11 98 253,2458
/% 107 -
1824 950 s == ~
1822 14
1857 "4 /

422
P,

e 411 1034

Obrazek 1. Vysledek analyzy MLST goeBURST - level 1 u 228 kment H. influenzae.
Cisla koresponduji s ST. Vechny tidaje byly generovany (vypo&itany a vizualizovany) pomoci
PHYLOViZ 2.0 (www.phyloviz.net). Klondlni analyza pocitana jako single locus variant of
alleles (algoritmus goeBURST) odhalila Sest klondlnich komplexti (CC) s nalezenym
puvodnim ST (komplexy s fialové oznaCenymi ST, kde prostiedni, zelené oznacené ST je
puvodni, od kterého jsou fialové ST odvozené; celkem 113 kmentl), osm CC bez nalezeného
puvodniho ST (obsahujici pouze 2 spojené ST; n = 36) a 33 singletont (n = 79). Témét shodné
vysledky byly ziskdny u kalkulace a vizualizace pfi implementaci pravidel double locus variant
of alleles a dokonce i triple locus variant of alleles. ProtoZe je klondlni komplex definovén jako
skupina ST, které maji alespon Sest alel (ze sedmi) spole¢nych s jinym Clenem definované

skupiny (tzn — single locus variant), je detailn¢ uvedena jen tato varianta.
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Graf 2. Trend rezistence k B-laktamovym antibiotikim u H. influenzae v letech 2010-
2019 a podil enzymatického a neenzymatického mechanismu rezistence v Ceské republice.
Graf vychazi z udajt surveillance rezistence k ampicilinu a amoxicilinu/kyseliné klavulanové
u H. influenzae zptusobujicich infekce dychacich cest (http://www.szu.cz/respiracni-studie-atb-
rezistence). Data  (https://apps.szu.cz/rp/respiracni_patogeny.php) jsou  kaZdorocné
shromaZzd’ovana Narodni referencni laboratofi pro antibiotika, Statni zdravotni Ustav, Praha,
Ceska republika.

8 Diskuse

Udaje ze surveillance antibiotické rezistence u H. influenzae zpusobujici infekce
dychacich cest (akutni sinusitida, akutni otitis media a komunitni pneumonie), které kazdoro¢né
shromaZzd’'uje NRL pro ATB, ukazuji rostouci trend (Graf 2) u kmena H. influenzae s
neenzymatickou rezistenci na p-laktamova antibiotika v CR [45]. Od roku 2010 doslo k
celkovému ndrastu rezistence viici ampicilinu u H. influenzae z 8,6 % v roce 2010 na 22,1 % v
roce 2019. Ve stejném obdobi vzrostl podil kmenti rPBP3 z 0,8 % na 7,7 %. Zatimco mira
BLPAR je témét konstantni, podil kmena rPBP3 se od roku 2010 zvysil 10krat [45]. Bylo
prokdzano, Ze expozice cefuroximu ma stimula¢ni G¢inek na zvyseni vyskytu rPBP3 kment H.
influenzae ve srovnani s amoxicilinem/kyselinou klavuldnovou [46,47]. V Ceské republice
vzrostl vyskyt kmenl H. influenzae tPBP3 ve stejném obdobi, kdy se spotfeba cefuroximu
zdvojnasobila ze 1,2 definovanych dennich ddvek [DDD] na 1000 obyvatel v roce 2010 na 2,3
DDD na 1000 obyvatel v roce 2017 [48].
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Disertaéni prace je prvni komplexni praci v Ceské republice, ktera se zabyva vyskytem
rPBP3 u kment H. influenzae. Je zamétena na popis fenotypové detekce kmenti rPBP3, jejich
klondlni distribuci a také podrobnou analyzu AA substituci v PBP3 a jejich kombinaci.

Senzitivita detekce neenzymatické rezistence jednotlivymi B-laktamovymi antibiotiky
byla stanovena pomoci analyzy vSech 228 kment. Nejvyssi citlivost detekce kment rPBP3
prokdzal screeningovy test s 1 J penicilinu (95,7 %). To je v souladu s EUCAST a napftiklad i
s vysledky autorti Aguirre-Quifionero et al. [49]. Stejnou citlivost (95,7 %) ale prokdzal i test s
ampicilinem (2 pug). Screening s penicilinem a ampicilinem pii spolecném testovani diskovou
diftzni metodou Ize doporucit pro detekci kmenti s mutacemi v PBP3. Tento screening dosahuje
kombinované citlivosti 98,9 %.

Provedend komparativni analyza odhalila 37 kombinaci a 23 riznych AA substituci v
proteinu PBP3. Tato ¢isla jsou vySsi nez v podobnych studiich [49,50,51], pravdépodobné kviili
naSemu vetsimu poc¢tu kment nebo delSimu sledovanému ¢asovému tseku. Substituce N526K,

YV wev

nejcastéji nalézand substituce na svété [32,52,53,54], byla nejbéznéjsi substituci také v nasi
studii. Nejc€astéjs$i kombinace substituci v testovaném souboru byla D350N, M3771, AS02V a
N526K, kterou mélo 35 % (n = 80) kment. VySe zminénd kombinace byla velmi ¢asto nalezena
i v nékterych dalSich zemich [49,50]. Vzhledem k velkému poctu AA substituci a jejich
kombinaci neni mozné urcit konkrétni pfispévek kazdé substituce k B-laktamové rezistenci.
Jako ptiklad lze uvést unikatni substituci V3291, kterd se jako jedind ze vSech 23 nalezenych
substituci nachdzi ptimo v oblasti vysoce konzervovaného AA motivu (S327-T-V329). Tato
substituce byla popsdna pouze v jediné publikaci [55]. V nasi sbirce je V329I piitomna u
jediného kmene, ktery je rezistentni k cefotaximu (MIC 1 mg/l), s kombinaci AA substituci
V3291, D350N, S357N, M3771, S385T, L389F a N526K. Pro MIC cefotaximu 1 mg/l postacuji
ale jen zdmény S385T a M3771 [54,56]. Jak je vidét, dokonce ani mutace zasahujici pfimo do
konzervovaného motivu neudéluje kmenu vyssi MIC k cefotaximu, neZ které je dosaZeno u
kmenti bez této zdmény. Druhou nejcastéji se vyskytujici zdménou je D350N, kterd byla
pfitomna v 19 kombinacich i samostatné (celkem 151 kment, 66,2 %). Tato substituce je
nejcastéjsi napt. v Austrdlii [57]. Z osmi kmenii nesoucich samotnou substituci D350N bylo pét
citlivych na vSechny testované B-laktamy. Jeji pfinos k hodnot¢ rezistence je tudiz diskutabilni.
To samé plati i pro AA zdmeénu A388V vyskytujici se samostatné u jednoho kmene. Né&kteri
autofi [51,58] uvadégji, Ze tyto substituce spolu s A368T a R5SI0L nemaji Zadny vliv na
rezistenci. V nasem studijnim souboru bylo 26 kmenii rPBP skupiny III, se substitucemi M3771,
S385T a N526K nebo R517H nalezenymi ve vSech téchto kmenech. Substituce S385T spolecné
s N256K nebo R517H jsou dle dostupné literatury nezbytné pro rezistenci na cefalosporiny 3.
generace [32,54,56]. Tti z péti kmentli s kombinacemi D350N, S357N, M3771, S385T, R517H
a T532S byly ale na cefalosporiny 3. generace citlivé (MIC cefotaximu 0,125 mg/1). Naproti
tomu kmeny rezistentni k cefotaximu byly nalezeny ve skupiné II v kombinacich D350N,
G490E, A502V, N526K, A530S (jeden kmen s produkci B-laktamdzy) a M3771, 1449V,

«, e
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nékterych asijskych regionech [54,59,60]. V evropskych zemich byl vyskyt aZz do roku 2008
velmi vzacny a prvni klondln{ §ifeni bylo popsdno z Norska [61], v CR byly prvni takové kmeny
zachyceny v roce 2015 [62].

Pro zjisténi epidemiologické souvislosti kment byla pouzita metoda MLST. Nasledné
klonédlné fylogenetické analyzy ukézaly velikou heterogenitu populace Ceskych rPBP3 H.
influenzae. Podobné fragmentovand populace byla hldsena napf. z Norska, Spanélska, Itdlie a
Japonska [63,64,65,66,67]. 1 pii porovnani fylogenetické vzdalenosti mezi jednotlivymi
skupinami rPBP3 vykazaly vSechny MLST analyzy nizkou piibuznost mezi kmeny rPBP3
skupin I, IT a III, reprezentovanymi ST 1218 a ST 1034. ST 1218 prevladal ve skupin¢ I (n =
12/ 15) a nevyskytoval se u kment ze skupin II a III. ST 1034 prevaluje v Ceské republice a
naopak ST 1218 byl zjiStén jako dominantni v Japonsku [67]. Ani kmeny izolované z krve (n
= 25), ani kmeny produkujici B-laktamdzu (n = 33), netvotily homogenni skupiny, spadaly do
15ti, respektive 19ti riznych ST. Kmeny rezistentni k cefotaximu (n = 26) byly izolovany
pievazné od cizinct nebo se jednalo o importované kmeny. U této skupiny kment tak neni
prekvapenim velkd diverzita, patfily do 15ti riznych ST. Pouze u 20 % kment zaslanych z 19
laboratoii reprezentujicich deset regioni CR se da hovofit o klondlnim a témdf
celorepublikovém rozsiteni. Jednd se o 49 kment ST1034 s kombinaci AA zamén D350N,
M3771, A502V, N526K.

Podle Thegerstroma [68] 1 uméle zaklonované mutace jiné nez ty, které byly zjiStény v
této studii, snizovaly citlivost k aminopeniciliniim. To naznacuje, Ze rozsah mutaci vedoucich
k rezistenci je Siroky a Ze se mohou nadéle vyskytovat nové AA substituce. Velkou otdzkou je,
jak velky vliv na vyslednou hodnotu citlivosti mohou mit domnélé/ptidruzené mechanismy
rezistence, jako je nadmérnd exprese efluxni pumpy AcrAB [69]. Tento mechanismus by mohl
vysvétlit vyskyt Sirokého rozmezi citlivosti 1 v ramci jedné AA kombinace [49]. Nase
nepublikovand data ukazuji, Ze mutace v AcrR represoru efluxni pumpy AcrAB mohou vést k

rezistenci dokonce i v nepfitomnosti AA substituci v PBP3.

9 Zavéry

V Ceské republice se podil kmenti rPBP mezi kmeny rezistentnimi na ampicilin neustéle
zvySuje [45]. Alarmujici je také ndrdst poctu kmeni rezistentnich na cefotaxim. Rostouci
prevalenci kmenti rPBP3 Ize vysvétlit zvySenou spotifebou cefuroximu, ale také vznikem
genotypu rPBP3 H. influenzae s vyssi klinickou vyznamnosti.

Fenotypova detekce kmenti BLNAR je obtiZn4, a proto lze predpoklddat, Ze skute¢ny
vyskyt tohoto typu rezistence miZe byt vyssi. Dosavadni pozorovdni skute¢né naznacuji, Ze
nalezené mutace nemusi byt vzdy fenotypové vyjadfeny a rutinni testovani citlivosti na
aminopeniciliny spolehlivé nerozliSuje kmeny BLNAR od citlivych populaci. Pro rutinni
vyhleddvani kment s mutacemi v PBP3 v klinické praxi lze v rdmci zachovani rozumnych
finan¢nich ndkladt doporucit jako screenning pouziti pouze dvou disku, penicilinu (1 J) a

ampicilinu (2 pg). Tento screening dosahuje kombinované senzitivity 98,9 %.
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9.1 Zavéry v bodech:

1.

Nalezena Sirokd Skdla aminokyselinovych zdmén, celkem 23 rGznych AA substituci:
V3291, D350N, S357N, A368T, M3771, S385T, A388V, L389F, P393L, A437S, 1449V,
G490E, 1491V, R501L, A502S, AS502T, A502V, V511A, R517H, IS19L, N526K,
A5308S, a T532S.

2. Zamény byly u kment pfevazné v kombinacich, celkem ve 37.

Nejcastejsi byla kombinace Ctyi substituci D350N, M3771, AS02V a N526K, celkem u
80 kmenti

Nejasny piispévek jednotlivych AA zdmén k trovni rezistence je zfejme také ovlivnén
moznymi jinymi mechanismy rezistence.

Analyzy zalozené na MLST odhalily malou vzdjemnou epidemiologickou souvislost
mezi vSemi kmeny.

Klondlnim Sifenim je moZny nazvat pouze vyskyt 47 kmenli s kombinaci substituci
D350N, M3771, AS02V a N526K, které spadaly do jednoho ST 1034 a klonalniho
komplexu CC 14.

Nejlepsi predpoklady pro odhaleni kment s neenzymatickym mechanismem rezistence
pomoci finan¢né€ nenaro¢né diskové difuzni metody ma antibiotikum penicilin spolecné

s ampicilinem (kazdé 95,7 % senzitivita, spolu 98,9 %)
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