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Mobilni genetické elementy v epidemiologii rezistence

bakterii k antibiotikum
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Souhrn

Mobilni elementy a mobilizace genu rezistence jsou nedilnou soucasti poznatku pro pochopeni
mechanismu epidemiologie antibiotické rezistence. Tento souhrnny ¢lanek popisuje recentni
znalosti o inser¢nich sekvencich, transpozonech, integronech a plazmidech ve vztahu k pirenosu
genu zodpovédnych za rezistenci bakterii k antibiotikum.
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Summary

Hrabak J., Zemanova A., Chudackova E.: Mobile Genetic Elements in the Epidemiology of

Bacterial Resistance to Antibiotics

The study of the role of mobile elements and mobilization of resistance genes is crucial for
understanding the epidemiology of antibiotic resistance. This review summarizes recent data on
the insertion sequences, transposons, integrons and plasmids that are involved in the
mobilization of bacterial antibiotic resistance genes.
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1. Uvod

Mikrobi obyvaji nasi planetu ptiblizné 3,5 mi-
liardy let. Ve srovnani s dobou vyskytu ¢lovéka je
to c¢as takrka nesouméritelny. Béhem té doby
byli mikrobi nuceni vzijemné soutézZit o Zivotni
prostiedi. Proto se nékteii z nich nauéili produ-
kovat toxické latky, jini se u¢inktm téchto latek
naucili naopak branit. Produkeci antibiotik, latek
toxickych pro jiné druhy mikrobt, objevili lidé az
v minulém stoleti. I kdyZ se za prvni pouzitelné
antibiotikum povazuje penicilin, jiz v roce 1899
popsali céesti bakteriologové Honl a Bukovsky
objev antibiotickych uéinkt pyocyaninu, produk-
tu bakterie Pseudomonas aeruginosa [23]. Velmi
rychle se v8ak zacéaly objevovat kmeny bakterii
k antibiotiktim rezistentni a dnes se muze zdat,
Ze stojime na zacatku konce antibiotické éry.
Vyrazenim, piipadné vyznamnou redukeci uéin-
nosti antibiotik by byly limitovany mnohé l1ékai-
ské obory, jejichz rozvoj si nelze bez efektivni
antibiotické terapie viibec predstavit.

Rezistence bakterii k antibiotikim vznika
obecné dvéma zpusoby [2, 4]:

1. Mutacemi

a. genu jejichz produkty jsou cilovymi misty
antibiotik,

b. gent kédujicich enzymy (ptip. obecné protei-
ny) inaktivujici uéinek antibiotika, jenz zpusobi
zménu jejich substratové specificity,

c. promotora zpusobujicich hyperprodukeci
inaktivujiciho enzymu, efluxnich pump, resp.
mutacemi dal§ich strukturalnich slozek bunécné
stény (napf. inaktivace porind snizujicich perme-
abilitu vnéjsi bunééné stény).

U téchto typt rezistence se jednéa pouze o zmé-
ny ve stavajicim genomu a lze ji oznacit jako rezi-
stenci adaptivni.

2. Akvizici novych genu. Zde dochazi k expanzi
genetické informace bakterie.

Geny rezistence mohou byt mobilizovany néko-
lika riznymi mechanismy — pfenosem na plazmi-
dech, konjugativnich transpozonech, pripadné
mohou byt pfeneseny bakteriofagy — transdukei.
Zaroven je dulezita jejich mobilizace uvniti bak-
terialni bunky tak, aby k intercelularnimu pieno-
su mohlo vubec dojit.

Nasledujici text je vénovan mechanismum
mobilizace a horizontalniho pienosu genetické
informace v bakterialnich populacich v souvis-
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losti s geny zodpovédnymi za rezistenci k anti-
biotiktim.

2. Inseréni sekvence

Inseréni sekvence (IS) jsou kratké useky DNA
(< 2,5 kb), schopné nezavislé transpozice v mikro-
bialnim genomu. Jejich funkce je obecné omezena
pouze na zajisténi jejich mobility [32]. Mimo bak-
terii se vyskytuji také u eukaryot. Diky svym
vlastnostem zputsobuji inser¢ni mutace, rekombi-
nace, piipadné mobilizuji geny virulence nebo rezi-
stence.

Bézna struktura IS je znazornéna na obrazku 1.
Zakladni slozkou je gen transposazy, ktery je ohra-
ni¢en kratkymi useky oznac¢ovanymi jako inverto-
vané repetice leva a prava (IRL a IRR — Inverted
Repeat Left, Inverted Repeat Right). Jedna se
0 mista rozpoznavana transpsoazou, ktera se skla-
daji ze dvou podjednotek (domén). Doména I je
usekem, ktery obsahuje kratky element (2-3 bp),
rozpoznavany transpsoazou jako S$tépné misto.
Doména II je vazebnym mistem transposazy. Nut-
no podotknout, Ze IRR a IRL nejsou obecné inverz-
ni komplementarni sekvence. IRL rovnéz obsahuje
promotor genu transposazy. Posledni soucasti
nalézanou u vétsiny IS jsou generované repetice,
v anglické literatute bézné oznacované jako DRs
(directly repeated sequences). Tyto sekvence, dlou-
hé 2-14 bp, jsou generovany pii inserci inseréni
sekvence do cilové molekuly DNA [32].

K transpozici inser¢ni sekvence dochazi piimou
vazbou transposidzy na invertované repetice
s naslednym rozpojenim vazby a pfenesenim na
cilové mistové recipientni molekuly DNA. V pri-
padé jednoduché inserce je prenesena IS kom-
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Obr. 1. Obvykla struktura inseréni sekvence. IRL — inverto-
vana repetice leva, IRR — invertovana repetice prava, P, — pro-
motor genu transposazy, I — doména rozpoznavana transposa-
zou jako $§tépné misto, II — vazebna doména transposazy, XYZ
— generované repetice. Volné podle [32].

Fig. 1. General structure of the insertion sequence. IRL —
inverted repeat left, IRR — inverted repeat right, P, — trans-
posase gene promoter, I — transposase-recognized insertion
domain, II — transposase-binding domain, XYZ — generated
repeats. Based on [32].

pletnim vystfizenim. Volné konce na donorové
molekule DNA jsou nasledné spojeny. Ve druhém
pripadé dojde po nasledné replikaci ke ko-inte-
graci — spojeni donorové a recipientni molekuly
DNA (viz obr. 2) [32].

Neékteré inser¢ni sekvence jsou schopny vyvolat
na své materské molekule DNA stav ,imunity“,
kdy tataz inseréni sekvence nemuze byt na tuto
molekulu opétovné vloZena [32].

Specificita rozpoznavani cilového mista na
molekule DNA, kam ma byt IS vlozZena, se ruzni.
Neékteré IS, respektive jejich transposazy, se
vyznacuji nizkou specificitou (v fadu nékolika
nukleotidi), jiné vyZzaduji presné, relativné dlou-
hé sekvence [32].

Inseréni sekvence jsou klasifikovany podle své
struktury — sloZeni transposazy, invertovanych
a generovanych repetic, atp. Do soucasnosti bylo
u prokaryot popsano celkem 25 rtznych rodin,
které ¢itaji nékolik set rtznych IS. Databazi IS
Ize najit na internetové strance:
http://www-is.biotoul.fr/.

< Inser¢ni sekvence - Inseré¢ni sekvence Donor Recipient
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Obr. 2. Mechanismy pfenosu inser¢ni sekvence mezi jednotlivymi molekulami DNA. DRs — generované repetice. Volné podle [32]

Fig. 2. Mechanisms of insertion sequence transfer between DNA molecules. DRs — generated repeats. Based on [32]
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Obr. 3. Mechanismus RC transpozice. A — pti replikaci je roz-
poznano misto terIS a dochazi k pfenosu pouze samotné
inseréni sekvence. B — terIS neni rozpoznano a replikace
pokracuje. Nasledné dochéazi k pienosu delsiho dseku DNA
nez je samotna IS.

Fig. 3. RC transposition mechanism. A — the terIS site is
recognized during replication and only the insertion sequence
is transposed. B — the terIS site is not recognized and replica-
tion is going on. Subsequently a longer DNA part than the
single IS is transposed.

2.1. Inserc¢ni sekvence rodiny I1S91

Inseréni sekvence této rodiny se vyznacuji jinym
mechanismem transpozice nez je bézné u ostatnich
IS [32, 68]. Tento mechanismus je nazyvan RC
transpozice (Rolling-Circle transposition) (obr. 3).
V epidemiologii antibiotické rezistence se jedna
o vyznamné mobilni elementy, které nedisponuji
klasickymi invertovanymi repeticemi. Sekvence,
jez se nachazi v blizkosti 3’ konce genu transposa-
zy je oznaCovana jako orilS. Je rozpoznavana
transposazou a mistné specificky napojena na reci-
pientni molekulu DNA (obvykle rozpoznava
sekvenci 5-GTTC-3’). Nasledné dochazi k replika-
ci, ktera je ukonéena v misté terlS, nachazejicim se
v blizkosti 5 konce genu transposazy (obr. 3A).
Pokud vSak neni misto terlS rozpoznano, replikace
pokracuje (obr. 3B). Na recipientni molekulu je
poté prenesen delsi isek DNA, ktery muzZe obsa-
hovat dalsi geny, napt. geny rezistence k antibioti-
kam. Ke stejné situaci muze dojit pti chybném roz-
poznani sekvence oriIS [68].

P#i mobilizaci genu rezistence se vyznamné
uplatnuji inser¢ni sekvence ISCR (CRs — Com-
mon Regions), které byly dlouho znadmy pod ozna-
¢enim orf513 (ISCR 1). Tyto IS rovnéz nalezi do
rodiny IS91 [32, 68].

—b-

2.2. Inseréni sekvence a mobilizace genu

Pokud se na molekule DNA obsahujici IS v jeji
blizkosti vyskytuji sekvence podobné invertova-
nym repeticim (IR-like), mohou byt tyto
yhespravné“ rozpoznany a misto prenosu pouze
inseréni sekvence, dojde k transportu celého ele-
mentu (viz obr. 4) [30, 49, 50]. Stejné tak, pokud
je uréity usek ohraniéen dvéma shodnymi IS,
muze dojit k pienosu celého tohoto useku. Tako-
va struktura je nazyvana kompozitni transpozon
(viz dale) [17, 65].

Mezi nejcastéjsi inseréni sekvence spjaté
s mobilizaci gent rezistence patii ISEcpI (naleze-
jici do rodiny IS1380) [30, 49, 50] a ISCR [40, 53,
68]. ISEcpl je zodpovédna za mobilizaci nékte-
rych genu B-laktaméz, predev§im skupiny CTX-
M [30, 49, 50], ale byly nalezeny také v souvislos-
ti s geny gnr, zpusobujicimi rezistenci
k fluorochinolontim [39, 68]. Napiiklad v piipadé
ESBL, podskupiny CTX-M-1 lze zjisténim vzda-
lenosti ISEcp1 od genu bla ., \, mapovat geogra-
fickou pi¥ibuznost jednotlivych 1zolatu.

Elementy ISCR mobilizuji celou fadu genu
rezistence. Jako priklad lze uvést B-laktaméazy
DHA-1, CMY, OXA-1, OXA-4, atd., dale pak
napriklad geny dfr zodpovédné za rezistenci k tri-
metoprimu, fluorochinolové rezistence gnr atp.
[39, 53, 68, 70, 71]. Tyto inser¢ni sekvence se
obvykle nachazi v 3’ CS regionu komplexnich sul1
integronu. Jejich vyznam je popsan v souhrnném
élanku [68]. Spolu s ISCR byly nalezeny v jejich
blizkosti dal$i inseréni sekvence, napi. 1S26
a IS6100 [70, 71], jejichZ vyznam vSak neni dosud
plné objasnén [68].

2.3. Inseréni sekvence jako promotor
genu rezistence

Vyznamnou tlohou inseré¢nich sekvenci v epide-
miologii antibiotické rezistence je zvySeni exprese
genu rezistence. To je zpusobeno tim, Ze nékteré
¢asti IS, predevsim invertované repetice, tvori sil-
né promotory. Lokalizace takového promotoru
v oblasti IRR vede ke zvySené expresi genu
nachazejicich se za IS [50, 51].

Typickym prikladem mutze byt opét ISEcpl
u enterobakterii a ISAbal u acinetobakteru [35,
51]. V ptipadé jiz zminénych gent ESBL, typu
CTX-M (blayy o) neni disledkem pouze mobili-
zace. Tyto geny jsou u svych materskych druha
z rodu Kluyvera exprimovany v zanedbatelné
kvantité, tzn. nezpusobuji klinicky vyznamnou
rezistenci k cefalosporintim s $irokym spektrem.
Jestlize vSak dojde k transpozici ISEcp1 pied gen
bla .y \p doide ke zvySeni jejich exprese a mani-
festnim projevim rezistence k cefalosporinum
[30, 49, 50].

Rovnéz u druhu Acinetobacter baumannii byl
popsan vliv inseréni sekvence na expresi karba-
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Obr. 4. Transpozice inseréni sekvence nespravnym rozpoznanim IRR podobné sekvence. IRR-like — sekvence podobna pravé
invertované repetici, IRL — invertovana repetice leva, IRR — invertovana repetice prava. A — pfenos pouze samotné inseréni
sekvence, B — transposazou chybné rozpoznana IRR-like misto IRR, vedouci k pfenosu celého segmentu.

Fig. 4. Insertion sequence transposition due to misrecognition of an IRR-like sequence. IRR-like sequence — right inverted
repeat-like, IRL — left inverted repeat, IRR — right inverted repeat. A — transposition of the insertion sequence alone, B — an

IRR-like sequence misrecognized by transposase as the IRR sequence and subsequent transposition of the whole segment.

penemaz skupiny OXA. Inser¢ni sekvence
ISAbal, ktera nalezi do rodiny 1S4, je ¢asto iden-
tifikovana pred genem blay, ,,, jehoZ produkt,
karbapeneméza OXA-23, vede ke snizené citlivos-
ti daného kmene ke karbapenemum. Genu kar-
bapeneméazy OXA-58, jez je také typicka pro aci-
netobaktery, rovnéz casto poskytuji promotor
inseréni sekvence — jiz zminéna I[SAbal, dale
ISAba2, ISAba3, a IS18. Tyto elementy vSak za
mobilizaci genu blay, ., pravdépodobné zodpo-
védné nejsou [51].

3. Transpozony

Stejné jako insercéni sekvence, jsou transpozony
mobilni genetické elementy schopné intracelular-
niho pfenosu v ramci jedné molekuly, popt. mezi
ruznymi molekulami DNA (napt. chromozom vs
plazmid atp.) [57]. Zvlastni skupinu tvoii konju-
gativni transpozony, které disponuji systémem
pro jejich konjugativni pienos [60]. Na rozdil od
inser¢nich sekvenci k6duji dalsi geny, které piimo
nesouvisi s jejich funkei.

Transpozony obecné obsahuji t¥i funkéni jed-
notky: gen transposazy, ktera umoznuje vlastni
transpozici, a invertované repetice na obou kon-
cich transpozonu, které jsou — stejné jako v pri-
padé IS — transposazou rozpoznavany (obr. 5A)
[57, 65].

Zvlastni skupinu transpozonu tvoii tzv. kompo-
zitni transpozony, ohrani¢ené dvéma inserénimi
sekvencemi, obvykle v opaéné orientaci. Tyto IS
poskytuji transpozonu enzym transposazu
a invertované repetice, oznacované nékdy jako
vnéjsi konec (OE — Outside End, obvykle leva
invertovana repetice) a vnitini konec (IE — Inside

IRL IRR

e T » B4

IRL/OE IRR/IE IRR/IE IRL/OE

‘- T v 4
B

Obr. 5. Transpozon. A — Obecné struktura transpozonu, tnp —
gen transposazy, IRL — invertovana repetice leva, IRR — inver-
tovana repetice prava; B — kompozitni transpozon se dvéma
opacné orientovanymi inserénimi sekvencemi na koncich, OE
— vnéjsi konec, IE — vnitini konec. Srafované jsou vyznacena
mista obsahujici genetickou informaci nepotfebnou k transpo-
zici transpozonu (nap¥. geny rezistence).

Fig. 5. Transposon. A — General structure of the transposon,
tnp — transposase gene, IRL — inverted repeatleft, IRR —
inverted repeat right; B — composite transposon with two ter-
minal inverted insertion sequences, OE — outer end, IE —
inner end. There are shaded the parts containing genetic
information that is not needed for the transposition of trans-
poson (e.g. resistance genes).

End, obvykle prava invertovana repetice). Struk-
tura kompozitnich transpozonu je zobrazena na
obrazku 5B.

Ruzné transpozony se dale mohou do sebe vno-
fovat a vytvaret tak slozité struktury [66].

Klasifikace transpozonu je, stejné jako v piipa-
dé inser¢énich sekvenci, provadéna podle jejich
struktury [57]. Databazi lze nalézt na webové
strance http://www.ucl.ac.uk/eastman/tn/.

Transpozice transpozonu probiha v nékolika
krocich. Obvykly mechanismus je zobrazen na
obrazku 6.V prvni fazi je transposaza navazana na
invertované repetice. Nasledné jsou nekovalentné
propojeny oba konce transpozonu a dochazi k jeho
excizi z donorové molekuly. Ve formé cirkularni,
avSak kovalentné nepropojené molekuly je piene-
sen na cilové misto recipientni molekuly [65].
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Obr. 6. Transpozice transpozonu. Transpozon je znazornén
Srafované, tnp — transposaza, 1 — vazba transposazy na inver-
tované repetice, 2 — synapse, 3 - excize, 4,5 — vazba transpo-
zonu do recipientni molekuly. Podle [65].

Fig. 6. Transposition of the transposon. Transposon is shaded,
tnp — transposase, 1 — binding of transposase to the terminal
inverted repeats, 2 — synapsis, 3 - excision, 4,5 — transposon
inserted into the recipient molecule. According to [65].

Kvali nebezpeci letalnich mutaci zpusobe-
nych nadmérnou transpozici, je tento mechanis-
mus regulovan raznymi mechanismy [20], stej-
né jako je tomu v ptipadé samotnych inserénich
sekvenci.

3.1. Konjugativni transpozony

Jedna se o neobvyklé mobilni genetické ele-
menty, schopné intercelularniho prenosu konju-
gaci [60]. Pfi excizi transpozonu z donorové
molekuly DNA dojde k vytvoieni kovalentné
uzavieného kruhu dvousroubovice DNA. Tato
struktura je podobna plazmidu, avSak neni
schopna autonomni replikace. Poté nasleduje
konjugativni prenos jednoho vldkna DNA do
recipientni bunky. Mechanismus konjugace
neni shodny s béznym konjugativnim pienosem
plazmidd, nebot na konjugativnich transpozo-
nech nejsou kédovany geny pro sex pilus
a ostatni proteiny potiebné k béznému konjuga-
tivnimu prenosu. Predpoklada se, Ze za konju-
gaci transpozond jsou zodpovédné peptidové
feromony. Po pfenosu DNA dochazi v obou bun-
kach (donoru i recipienta) k replikaci druhého
vlakna DNA a opétovnému vytvoreni puvodni
kruhové formy dvousroubovice DNA transpozo-
nu. Ten je poté integrovan do genomu v obou
bunkach (viz obrazek 7).

—b-

Obr. 7. Konjugativni transpozice. 1 — excize, 2 — konjugativni
prenos, 3 — ,replikace”, 4 — integrace. Podle [54].

Fig. 7. Conjugative transposition. 1 — excision, 2 — conjugati-
ve transposition, 3 — ,replication“, 4 — integration. According
to [54].

3.2. Transpozony a mobilizace genu
rezistence

Transpozony jsou dulezité predevsim pii mobi-
lizaci integront, jak je popsano v odstavci 4.3.
Napriklad gen ESBL, bla 1y o byl nalezen na
komplexnim sull integronu, ktery byl pravdépo-
dobné mobilizovan transpozonem Tn402 [40].
Dalgim typickym ptikladem je kompozitni trans-
pozon Tn21, ktery sdruzuje integron tiidy 1
a dale geny zodpovédné za rezistenci ke rtuti
a jejim slou¢eninam [31, 46]. Rovnéz kompozitni
transpozon ohrani¢eny dvéma inserénimi sekven-
cemi IS26 mobilizuje integron sdruzujici rtzné
geny rezistence, napi. gen pro ESBL, blay, |,
geny aminoglykosidové adenyltransferazy,
a arr-2 — gen pro ADP-ribosyltransferazu inakti-
vujici rifampicin, inherentni u Mycobacterium
smegmatis, atp. [37].

U grampozitivnich mikrobu se jedna o vyznam-
né mobilni elementy. Ridi pienos van gent,
jejichz produkty zptusobuji rezistenci k vankomy-
cinu a genu zopovédnych za rezistenci k amino-
glykosidim u enterokoku [12, 13, 56]. Jako pri-
klad 1ze wuvést kompozitni transpozony
ohranifené inserénimi sekvencemi IS1216V
(Tn1546) a 1S256 (Tnb5384) [56]. Transpozon
Tn1546 byl rovnéz nalezen v USA u meticilin
rezistentnich kment Staphylococcus aureus sou-
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Obr. 8. Schéma integronu a integrace genovych kazet u integronu ti¥idy 1. Intl — gen pro integrazu, P,

o — Promotor genu pro

integrazu, P, , P, — promotory genovych kazet integrovanych v integronu, attIl — vazebné misto integrazy na integronu, attc —
vazebné misto integrazy na genové kazeté, 5'CS — 5’ konzervativni sekvence, 3’'CS — 3’ konzervativni sekvence. Volné podle [5].

Fig. 8. Schematic representation of the integron and gene cassette integration in the class 1 integron. Int1 — integrase gene, P, |

— integrase gene promoter, P, P

— promoters of the gene cassettes integrated into the integron, attl1 — integrase binding site

in the integron, attc — integrase %inding site in the gene cassette, 5°CS — 5’ conserved sequence, 3’CS — 3’ conserved sequence.

Based on [5].

¢asné rezistentnich k vankomycinu (VRSA) [8].
Na transpozonu Tn5406 u stafylokoku byly
popsany determinanty zpusobujici rezistenci
k streptograminu A véetné dalfopristinu [22].
Dalsim piikladem muze byt mobilizace gent zod-
povédnych za rezistenci streptokoktt k makroli-
dam erm (ribosomalni metylaza) a geny mef
koédujici efluxni systém. Tyto geny byly nalezeny
na raznych transpozonech (Tn1207, Tn2009,
Tn2010, atp.) [19].

4. Integrony

Integrony jsou genetické elementy sdruzujici
otevicené Cteci ramce a konvertujici je do funké-
nich gend — poskytuji jim obvykle silné promo-
tory [1, 5, 14, 34]. Kazdy integron obsahuje
enzym integrazu, vazebné misto (attl) [45]
a promotor (P), zajiStujici expresi integrova-
nych genovych kazet (struktura integronu viz
obr. 8) [1, 5, 14, 34]. Integrony nejsou samy
0 sobé mobilnimi elementy, avsak mohou byt
mobilizovany, obvykle jako soucast transpozonu
(viz odstavec 4.3) [11, 38, 44, 46, 52]. Z biologic-

kého hlediska lze integrony fadit do dvou hlav-
nich skupin — superintegrony (¢asto oznacované
zkratkou SI) a integrony sdruzujici geny rezi-
stence k antibiotikiim (se zkratkou RI) [14, 58].
RI jsou nékterymi autory popisovany jako
mobilni integrony, kvuli skuteénosti, Ze vétsina
téchto struktur byla nalezena na mobilnich ele-
mentech. Pokud nebude v nasledujicich odstav-
cich zminéno jinak, bude pojednavano o této
skupiné integronu (RI).

Vyznamnou slozkou, ktera se podili na formovani
integronu, jsou genové kazety. Ty jsou tvoieny otev-
fenym ¢tecim ramcem a sekvenci, ktera je obvykle
oznacovana jako attC, ptripadné jako 59-be (be —
Base Element, jehoz velikost vSak muze byt rtzna
—o0d 57 do 141 bp [1, 14, 34, 61]). Genové kazety jsou
mobilnimi elementy cirkularni DNA, které se
mohou vyskytovat volné v cytoplazmé. Narozdil od
plazmidu vSak nejsou schopny autonomni replikace.
Integraza zajistuje integraci volnych genovych
kazet do struktury integronu na pozici attl. Je zaro-
ven schopna vzajemné rekombinace genovych kazet
mezi ruznymi integrony. Vazebnou pozici integrazy
na genové kazeté je misto attC [5, 9, 11, 47].

Integraza je enzym, ktery neni endonukleazou,
ale chova se podobné jako topoizomeraza, tzn.
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k uplné integraci genové kazety dochazi az pri
nasledné replikaci molekuly DNA [5, 11, 14].
Mechanismus integrace genovych kazet je zobra-
zen na obr. 8.

4.1. Klasifikace integronu

Jak bylo zminéno na zacatku, lze integrony cle-
nit na superintegrony, které ¢itaji mnoho desitek
genovych kazet a jsou souéasti chromozomu nékte-
rych bakterii (Vibrio cholerae, Vibrio spp., Pseudo-
monas spp., Schewanella spp., Treponema dentico-
la, Xanthomonas spp. atd. [14]). Vzhledem k jejich
velikosti je jejich mobilizace velmi obtizna a neby-
la dosud popsana. SI se od RI obvykle lisi integra-
zou, ktera ma vsak stejnou funkci jako u RI [14].
U SI Vibrio cholerae se vyskytuji opakujici se
sekvence podobné 59-be, jez jsou oznacovany VCRs
(V. cholerae Repetitive DNA Sequences) [3, 14].

Do soucasnosti bylo popsano pét t¥id integronu
RI. Tyto integrony se opét lisi strukturou integra-
zy a strukturou 3’ konzervativni sekvence (3’CS)
[34]. Nejcastgjsi jsou integrony t¥idy 1. Podskupi-
nu téchto integronu tvoii sull komplexni integro-
ny, obsahujici v 3’CS regionu gen determinujici
rezistenci k sulfonamidiim a inser¢ni sekvenci
ISCR1 [37]. Integrony t¥idy 2 byly popsany jako
soucast transpozonu skupiny Tn7 [34, 64]. Tyto
integrony se vyznacuji nefunkéni integréazou.
Pravdépodobné z tohoto davodu bylo popsano pou-
ze Sest genovych kazet nesenych na integronech
této tiidy. Nedavno vSak byl popsan nalez integro-
nu této t¥idy s funkéni integrazou [33]. Integrony
tridy 3 rovnéz nejsou bézné a byly nalezeny napii-
klad v souvislosti s lokalizaci genové kazety pro
metalo-B-laktamazy IMP a karbapenemazu GES
[11]. Dosud byl popsan pouze jediny integron t¥idy
4 u Vibrio cholerae a tiidy 5 u V. salmonicida [34].

A¢ se aminokyselinova struktura integraz
a vazebnych mist a¢tl téchto tiid integronu lisi,
byly na rtznych integronech prokazany stejné
genové kazety. To ukazuje na moznost vzajemné-
ho toku genovych kazet mezi integrony rtznych
trid [34].

Internetovou databazi integronu lze nalézt na
strance http://integrall.bio.ua.pt [36]. V této data-
bazi je mozné zobrazit strukturu jednotlivych
integronu, pristupovy kéd databaze GenBank,
druh, u néhoz byl dany integron nalezen, a typ
integrazy. V dobé pripravy tohoto textu citala
databaze 5 313 polozek integront izolovanych ze
173 ruznych bakterialnich druht z 93 rodu.
U téchto integront bylo identifikovano 6 711
genovych kazet.

4.2. Evoluce integronu a genovych kazet

O evoluci integront a genovych kazet je dosud
znamo pomérné malo. Nékteré teorie byly vyslo-
veny, avSak nejsou obecné piijimany [34, 55]. Na
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zakladé nizké homologie jednotlivych integraz se
predpoklada, ze se vyskytuji déle nez 60 let, tedy
doby pouzivani antibiotik. K jejich rozsiieni vsak
selekéni tlak antibiotik muzZe vyrazné piispivat.

Vzhledem k tomu, Ze jsou SI soucasti chromozo-
mu nékterych bakterialnich druhi jiz velmi davno
(predpoklada se az stovky milionu let) a nékteré
genové kazety objevené na SI byly soufasné nale-
zeny na RI, lze se domnivat, Zze ptavod RI je
v superintegronech [14, 15, 59]. Pro tuto hypotézu
sveéddi zaroven fakt, Ze integrony tiidy 1 byly nale-
zeny i u druhu Vibrio cholerae [14]. Z genovych
kazet zodpovédnych za rezistenci, které byly nale-
zeny soucasné na superintegronech i RI Ize jme-
novat napi. gnr — gen kédujici protein zodpovédny
rezistenci k fluorochinolontim [15], pf¥ipadné se
jednalo o kazety velmi podobné [14, 67].

4.3. Mobilizace integronu

Vsechny RI byly popsany jako soucast mobil-
nich elementa [34]. Proto byly zpoé¢atku samotné
integrony povazovany za mobilni elementy [34].
Integrony tiid 1 az 3 byvaji soucasti transpozont
(Tn21 — integron ttidy 1, Tn7 — integron tiidy 2).
Velmi zajimavou strukturu tvoii integron tvidy 4,
ktery byl nalezen jako soucast konjugativniho
transpozonu oznacovaného SXT element [34].
Integron tiidy 5 je soucasti kompozitniho trans-
pozonu neseného na plazmidu [34].

Nedavno byly popsany struktury nazyvané jed-
notky mobilizujici integron (IMU - Integron
Mobilization Unit) v souvislosti s genem pro
p-laktamazou GES (ESBL,pp, 4 [18]) [48]. Gen
bla s 5> lokalizovany na defektnim integronu tii-
dy 1, byl ohrani¢en dvéma identickymi elementy
dlouhymi 288 bp v opaéné orientaci (viz obr. 9).
Tato struktura byla podobna kompozitnimu
transpozonu, byly zde identifikovany invertované
repetice typické pro inseréni sekvence, avsak ele-
ment nekédoval zZadny otevieny c¢teci ramec
(ORF), tedy zZadnou transposazu. Analyzou inver-
tovanych repetic byla zjisténa podobnost
s ISSo0d9 a zaroven experimentalné prokazano, ze
transposaza této IS (kédovana v jiné oblasti)
umoznuje transpozici celé této struktury.

4.4. Integrony a sdruzena rezistence
Integrony jsou nalézany u celé fady gramne-
gativnich bakterii, avSak jejich vyznam
narusta s Sifenim metalo-f-laktamaz a dalsich
ziskanych karbapenemaz, jejichz geny (resp.
genové kazety) jsou vétSinou na integronech
kédovany. S integrony jsou spjaty i jiné deter-
minanty antibiotické rezistence, jejichz prehled
lze nalézt v prehledové praci [14], jako napr.
B-laktamazy GES, IMP, VIM, OXA atp., acetyl-
a adenyltransferazy zodpovédné za rezistenci
k aminoglykosidim, proteiny Qnr chranici
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gyrazu/topoizomerazu pred uéinkem fluorochi-
nolonu a dalsi [14, 47].

Exprese genovych kazet sdruzenych na integro-
nu muze byt ruzna. Vétsinou je nejintenzivnéji
exprimovana prvni genova kazeta a exprese dal-
gich genovych kazet byva nizsi [27]. Piesto je
funkce integront jako expresnich jednotek v epi-
demiologii antibiotické rezistence velmi vyznam-
na, nebof idealné umoznuje soucasnou expresi
v8ech integrovanych genovych kazet najednou
[27]. Dtsledkem toho je sdruzena selekce rezi-
stence ke vSem antibiotikim, jejichz genové kaze-
ty jsou integrovany v integronu. Detailni popis
integronu je vyznamnym prediktorem ko-selektu-
jicich antibiotik.

Prikladem muze byt komplexni sull integron
popsany u kmenu Klebsiella pneumoniae produ-
kujicich AmpC B-laktamazu DHA-1 [70, 71],
ktery byl detekovan i u téchto producenta izolo-
vanych v Ceské republice [Hrabék et al., nepub-
likovana data]. Tento velmi atypicky integron
koduje dalsi determinanty rezistence, jako
napriklad aac(6’)-Ib — acetyltransferazu inakti-
vujici nékteré aminoglykosidy, OXA-1 (v praci
[70] je OXA-1 popisovana synonymem OXA-30)
— B-laktamazu hydrolyzujici peniciliny a amino-
peniciliny véetné kombinaci s inhibitory a ADP-
-ribosyltransferazu (kazeta arr3) zpusobujici
rezistenci k rifampicinu. P#i infekcich vyvola-
nych témito producenty vede podani kteréhoko-
liv ze zminénych antibiotik k selekci rezistence
k ostatnim skupinam, jejichZ determinanty jsou
sdruZeny na integronu.

5. Plazmidy

Plazmidy jsou molekuly dvouvlaknové DNA
uzaviené do kruhu a schopné samostatné repli-
kace v cytoplazmé bakterii. Geny nesené na plaz-
midech nejsou pro bakterii esencialni, tedy
i plazmidy jsou pro zakladni funkce bakterie
postradatelné [6, 62].

Prirozené se vyskytujici plazmidy maji velky
rozptyl vlastnosti jak do velikosti, tak i poétu
kopii. Molekula mutZze mit velikost az 400 kb
a podobné i pocet kopii plazmidu v burce saha od
jediného exemplare az po stovky kopii. Pocet
kopii je stalou charakteristikou uréitého plazmi-
du za konstantnich podminek, kdy dalsi jeho rep-
likace je omezena na plazmidu kédovanym systé-
mem [41, 62].

Plazmidy obsahuji nejen geny nutné pro zaha-
jeni a kontrolu vlastni replikace (obvykle negativ-
ni zpétna vazba), ale také geny zajistujici trvalou
pritomnost plazmidi u daného kmene — napfti-
klad gen synchronizujici replikaci plazmidu
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Obr. 9. Jednotky mobilizujici integron (IMU) v souvislosti
s genem f-laktamazy GES-5. Podle [48].

Fig. 9. Integron mobilization unit (IMU) as a source of mobi-
lity of the beta-lactamase gene GES-5. According to [48].

s bunéénym délenim nebo geny umoznujici konju-
gaci [6].

Plazmidy lze klasifikovat mnoha ruznymi zptso-
by. Jednou z mozZnosti je klasifikace podle funkce
v bunce. Rozeznavame 5 hlavnich funkénich sku-
pin plazmida: fertilni plazmidy (F-plazmidy), rezi-
stence (R), Col-plazmidy obsahujici geny pro kolici-
ny — substance smrtici jiné bakterie, degradativni
plazmidy umoznujici pohlcovani nezvyklych latek
a virulentni plazmidy, kédujici faktory patogenity
bakterii. Jeden plazmid muze nalezet zaroven do
nékolika raznych funkénich skupin [62].

5.1. Inkompatibilita plazmidu

Dalsim systémem je klasifikace podle inkompa-
tibility, coZ je neschopnost dvou plazmidu byt
trvale pritomny u stejné bunécéné linie. Je to
dusledek piibuznosti - sdileni replikace, replikaé-
nich kontrolnich mechanismu, nebo délicich ele-
mentua [41, 54].

Inkompatibilita maze byt symetricka, neboli
oba plazmidy jsou ztraceny se stejnou pravdépo-
dobnosti, nebo vektorova, kdy jeden z plazmidu je
ztracen s vétsi pravdépodobnosti nez druhy, &
zcela exkluzivné. Predpoklada se, Ze mechanismy
podilejici se na téchto dvou typech inkompatibili-
ty jsou odlisné. U symetrického typu se ziejmé
jedna o neschopnost vyrovnat kolisani v poctu
vznikajicich kopii riznych plazmida v dasledku
nahodného vybéru jednotlivych entit pro replika-
ci a déleni. Pii vektorové inkompatibilité vétsinou
interferuji s replikaci fragmenty klonovaného
plazmidu obsahujici geny pro kontrolu replikace
nebo mutace v systému kontrolujicim replikaci
u primo regulovanych plazmidu [41, 54].

Na zakladé inkompatibility byly definovany 4
zakladni skupiny:

— skupina IncF, zahrnujici: IncF, IncS, IncC,

IncD, Incd;

—skupina IncP, zahrnujici: IncP, IncU, IncM,

IncW;

— skupina Ti plazmidt, kam jsou fazeny IncX,

IncH, IncN, IncT;

— skupina Incl, k niz nalezi Incl, IncB a IncK [6].

5.2. Horizontalni pirenos plazmidu
Proces horizontalniho pienosu plazmida je
nazyvan konjugaci. Jedna se o prenos kontaktni
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a na energii zavisly, tedy aktivni. Konjugace plaz-
tické informace u bakterii, v uréitém ohledu srov-
natelna se sexualnim rozmnoZovanim u eukaryot,
ackoli zde nesplyvaji gamety, nevznika zygota,
presto dochézi k vyméné genetické informace
mezi dvéma individui, priéemz se nemusi jednat
o jedince stejného druhu. U roda Agrobacterium
a Rhizobium byl dokonce zaznamenan transfer
informace z konjugativniho plazmidu do genomu
eukaryotnich rostlinnych bunék [6, 61].

Jako konjugativni plazmid je oznacovan takovy
plazmid, na némz je kédovan cely bilkovinny apa-
rat nutny pro transfer z jedné bunky do druhé pti
konjugaci. Plazmidy schopné konjugace pouze za
ucasti pomocného konjugativniho plazmidu se
nazyvaji mobilizovatelné. Zatimco plazmidy kon-
jugativni byvaji obvykle velké (> 30 kb) s malym
poctem kopii v cytoplazmé, mobilizovatelné jsou
malé (pod < 15 kb) s vysokym poétem kopii [16].

Pri konjugaci se nejprve rozstépi transferovana
DNA v misté oznacovaném oriT enzymem relaxa-
zou, ktera pak zustava v kovalentni vazbé na oriT
DNA. Vznikly nukleoproteinovy komplex je
transportovan do bunky recipienta bilkovinnym
exportnim mechanismem T4SS (Type IV secre-
tion system), vlastni DNA je pak aktivné vprave-
na do buniky proteinem T4CP (type IV coupling
protein) [16].

Vsechny plazmidy schopné transferu do reci-
pientni bunky musi obsahovat MOB oblast nut-
nou k mobilizaci, pticemz konjugativni plazmidy
disponuji navic proteinem T4SS, ktery umoznuje
vytvoieni a funkei “spojovaciho” kanalu [16].

Na zakladé sekvenéni analyzy relaxaz je mozné
rozdélit konjugativni systémy plazmida do Sesti
MOB rodin: MOB,, MOB,, MOBQ, MOB., MOB,
a MOB,. Sekvenace genii kddujicich relaxazy
jsou vyuzivany k fylogenetickym studiim a jako
jedna z moznosti klasifikace plazmidu [16].

5.3. Plazmidy nesouci geny rezistence

Bézné pouzivanid metoda typizace plazmidu
pomoci PCR replikonového typovani je relativné
mladou metodou, proto epidemiologicka data
o typech plazmidu nesoucich geny rezistence jsou
dosud neuplna. Piesto se zda, Zze geny nékterych
Sirokospektrych B-laktamaz (ESBL zde v obec-
ném smyslu [18]), piipadné ostatnich genua rezi-
stence (napi. aac(6’)-1b-cr) jsou kédovany na plaz-
midech stejnych typt - napf. bla,,, na
plazmidech IncA/C, Incll, a IncN, bla,,, na plaz-
midech IncA/C a IncN [7]. Rovnéz pii komplexni
analyze kmeni E. coli produkujicich ESBL, typu
CTX-M-15 izolovanych v ruznych zemich svéta
byly zjistény plazmidy IncFII, u nékterych kme-
nu spolu s replikony FIA a FIB. Na téchto plaz-

midech byly zaroven neseny geny blay, ,

—b-

a aac(6)-Ib-cr [10]. Stejné tak i v Ceské republice
byly ESBL, nalezeny pfedevsim na plazmidech
IncF, IncA/C a Incll [24].

6. SCC (Staphylococcal Cassette
Chromosome)

Stafylokokové chromozomaélni kazety jsou nalé-
zany u raznych druhua stafylokoka (Staphyloco-
ccus aureus, S. hominis, S. haemolyticus, S. epi-

dermidis, atp.) [25, 63]. Nejznaméjsi je
stafylokokova chromozomalni kazeta mec

(SCCmec), ktera kéduje gen mecA zodpovédny za
expresi alternativniho typu PBP — PBP2a, ktery
ma sniZenou afinitu k meticilinu a zptusobuje tak
rezistenci k tomuto antibiotiku (MRSA — metici-
lin rezistentni Staphylococcus aureus) [25, 42].

SCCmec je slozena ze t¥i podjednotek — mec
genovy komplex, ktery sdruZzuje samotny mecA
gen, a geny zodpovédné za regulaci jeho exprese.
Ty byvaji v nékterych piipadech pieruseny
inserénimi sekvencemi IS431 a IS1272 [26, 29].
Dalsim komplexem je ccr (Cassette Chromosome
Recombinase) genovy komplex, na némz je kédo-
van gen, pripadné geny pro mistné specifickou
rekombinazu. Tieti podjednotkou je tzv. J-kom-
plex (Junkyard), ktery sdruzuje dalsi geny, naptr.
geny zodpovédné za rezistenci k ostatnim anti-
biotiktim [26, 42, 43, 69].

Rekombinaza (rekombinazy) kédované na
SCCmec rozpoznavaji na tomto elementu misto
oznacfované jako attB. Misto, kde dochazi na
recipientni molekule DNA k integraci kazety se
nazyva ISS (Integration Site Sequence). U dru-
hu Staphylococcus aureus je toto misto pritomné
u 3’ konce oteviceného étecitho ramce orfX. Teore-
ticka sekvence ISS je isek DNA dlouhy 18 bp —
jedna se tudiz o pomérné specifickou rekombina-
ci [28, 42].

7. Vyznam analyzy mobilnich elementu
v epidemiologii antibiotické rezistence

Analyza mobilnich elementt DNA ma v epide-
miologii antibiotické rezistence nezastupitelné
misto. Zakladnim dtsledkem lokalizace rtznych
genu zodpovédnych za rezistenci k odliSnym sku-
pinam antibiotik na stejném mobilnim elementu
(resp. integronu) je sdruzena rezistence ke vSem
témto antibiotikim. Rovnéz podavani antibiotika
z jedné skupiny vede v takovém pripadé ke sdru-
zené selekci rezistence k ostatnim skupinam.
Proto tyto analyzy umoznuji efektivné optimali-
zovat antibiotickou politiku. Podobnou analyzu
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nelze relevantné provést zadnym statistickym
modelem.

Druhym dusledkem je evoluéni analyza rezi-
stence v bakterialnich populacich. Podrobnou
analyzou mechanismt mobilizace lze presné sto-
povat puvod rezistence, cesty pienosu, klonalni
pribuznost, geografické aspekty Siieni rezistence,
atd. Jako priklad lze uvést dva ptipady VRSA ve
Spojenych statech (Michiganu a Pensylvanii),
u nichz doslo k pfenosu transpozonu Tn1546
nesouciho vanA gen a ostatni geny van z entero-
koku. Analyzou PFGE bylo zjisténo, Ze se jedna
o tentyz klon, avSak analyza zminénych mobil-
nich elementt dokazala, Ze se jedna o dva zcela
nepribuzné izolaty [8]. Obdobnym piikladem jsou
i enterokoky, kde metoda PFGE, ve vyspélych
statech bézné pouzivana jako soucast epidemiolo-
gického Setfeni, nema dostate¢nou diskriminaéni
schopnost a teprve analyza mobilnich elementa
nesoucich prislusné geny rezistence umoznuje
ziskat validni data [12, 21].

8. Zavér

Siteni determinant rezistence na mobilnich ele-
mentech DNA, piipadné jejich sdruzovani na
integronech je vyznamnéjsi nez rezistence vznik-
14 mutacemi. Pochopeni této problematiky je rov-
néz nezbytné pro efektivni prevenci vzniku a Site-
ni rezistence k antibiotikim. Piestoze tento
souhrnny ¢lanek poskytuje recentni informace
o této problematice, 1ze oéekavat, ze ke zpresto-
vani nasich znalosti uvedenych principu, pripad-
né objevovani novych mechanismt mobilizace
bude dochazet neustale. Informace zde uvedené
proto nelze povazovat za neménné dogma.

Podékovani: Autori dékuji RNDr. Pavle Urbdsko-
vé, CSc., MUDr. Helené Zemlic¢kové, Ph.D. a prim.
MUDr. Tamare Bergerové za kritické precteni
a cenné pripominky k rukopisu. Prdce byla podpo-
rena granty MSMT ¢ 2E08003 o IgAMZ NS
9717-41/2008.
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