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ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast diplomové prace je orientovana na antimikrobidlni latky obecné i se
zaméfenim na pouziti antibiotik u hospodaiskych zvitat, skupiny antibiotik a jejich
mechanismy rezistence. Je zde popsan geneticky zdklad antibiotické rezistence
charakterizujici mobilni genetické elementy i1 horizontalni genovy pienos. Antibioticky
rezistom zahrnuje vSechny typy gent antibiotické rezistence a jejich prekurzory. Lze jej
zkoumat pomoci tradi¢nich nebo molekularnich metod. V praktické ¢asti diplomové prace
byl pomoci PCR a nasledné gelové elektroforézy zkouman vyskyt gent antibiotické
rezistence — blaTEM, tetA, gnrS a mcr-1, 2, 3, 4 a mcr-5 celkem u 28 vzorkl chlazeného
nebalené¢ho kufectho masa zakoupeného v maloobchodni siti ve Zling. K vytvofeni
vhodného protokolu PCR pro konkrétni gen/geny byly provedeny optimalizace pomoci
gradientové PCR. Zadny z vyse zminénych geni rezistence nebyl u vzorki kufeciho masa
detekovan. Pro zvySeni zachytu genli rezistence u kufeciho masa lze navrhnout zvySeni
poctu testovanych vzorkt, optimalizaci PCR metody ¢i pfipadné rozsiteni portfolia metod

studia antibiotického rezistomu.

Klicova slova: kufeci maso, antibioticky rezistom, polymerazova fetézova reakce



ABSTRACT

The theoretical part of the diploma thesis is focused on antimicrobial substances in general
and with a focus on the use of antibiotics in livestock and poultry, groups of antibiotics and
their mechanisms of resistance. Furthermore, the genetic basis of antibiotic resistance
characterising mobile genetic elements and horizontal gene transfer is described here.
Antibiotic resistome includes all types of antibiotic resistance genes and their precursors.
It can be examined using traditional or molecular methods. In the practical part of the
diploma thesis, the occurence of antibiotic resistance genes — blaTEM, tetA, gnrS and mcr-
1, 2, 3, 4 a mcr-5 was examined by PCR and agarose gel electrophoresis in a total of 28
samples of chilled unpackaged chicken meat purchased in a retail network in Zlin. Gradient
PCR optimizations were performed to create a suitable PCR protocol for a particular
gene/genes. None of the above-mentioned resistance genes have been detected in chicken
samples. To increase the capture of resistance genes in chicken meat, it is possible to increase
the number of tested samples, optimize the PCR method or possibly expand methods for the

study of antibiotic resistome.

Keywords: poultry, antibiotic resistome, polymerase chain reaction
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UVOD

Antimikrobidlni rezistence je jednou z nejnaléhavéjSich vyzev, kterym svét v soucasnosti
¢eli, a pfedstavuje hrozbu pro zdravotni péci i bezpecnost potravin. Antimikrobialni latky
hraji zasadni roli pfi zlepSovani zdravi a zvySovani efektivity produkce hospodaiskych zvitat
v intenzivnich chovech. Od 50. let 20. stoleti se antimikrobidlni latky pouzivaji v chovu
dobytka a driibeze k prevenci i 1€cbé nemoci, ke zlepSeni ucinnosti konverze krmiva
a podpote ristu. Navzdory jejich vyhodam piibyva dikazl o tom, Ze rozsadhlé pouzivani
antimikrobialnich latek u zvifat urenych k produkci potravin vede k selekci bakterii
pro antimikrobidlni rezistenci u hospodaiskych zvifat. Selekce bakterii nejen zvySuje
morbiditu a mortalitu hospodaiskych zvifat, ale také zvysuje riziko pfenosu rezistentnich
bakterii na cloveéka. Geny antimikrobiadlni rezistence bakterii v travicim traktu
hospodatskych zvifat mohou byt pieneseny na bakterie, které mohou pfijit do kontaktu

s lidmi bud’ ptfimo nebo z prostiedi.

V mnoha evropskych zemich bylo poté zakazdno pouzivani antimikrobidlnich latek
u hospodatskych zvifat pro neterapeutické ucely. Kromé téchto strategii bylo vyvinuto
nékolik alternativ (pouziti bakteriofagli, antimikrobidlnich peptidii nebo vakcin), kterymi
mohou byt nahrazeny antimikrobialni latky u zvifat ur¢enych k produkci potravin. I kdyz
jsou tyto strategie zasadni pro omezeni prevalence antimikrobidlni rezistence u zvifat
uréenych k produkci masa, lze stale detekovat geny antibiotické rezistence v systémech

Zivoc€isné vyroby i pies to, ze nebyly podavany zadné antimikrobidlni latky.

V poslednich letech, srozvojem technik sekvenovani nové generace, umoznily studie
charakterizovat sbirku genti antibiotické rezistence (rezistom) v riznych prosttedich, véetné
vody, pudy, traviciho traktu lidi i hospodarskych zvitat. Tradi¢n¢ se k detekci antibiotické

rezistence pouzivaji pfistupy zalozené na kultivaci a testovani antimikrobialni citlivosti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ANTIMIKROBIALNI LATKY

Antimikrobidlni latky jsou substance aktivni proti vSem mikroorganismim a jsou
ptispéla ke kontrole infek¢nich chorob, jez byly hlavni pfi¢inou nemocnosti a imrtnosti
lidské populace. Samotna historie antimikrobidlnich latek miiZze byt rozdélena na pre-

antibiotickou a antibiotickou éru (Aminov, 2010).

1.1 Pre-antibioticka éra

Jiz ve starovéké sudanské Nubii (350 — 550 n. 1) byly nalezeny v lidskych kosternich
poziistatcich stopy tetracyklinu (Bassett et al., 1980; Nelson et al., 2010). Dal§im ptikladem
byla studie histologickych vzorkli odebranych z ¢asti stehennich kosti koster z pozdniho
fimského obdobi z Egypta. Tyto vzorky vykazovaly pfitomnost tetracyklinu pochdzejiciho
ze stravy v této dobé (Cook et al., 1989). Tetracykliny jsou znamé diky své zabudovatelnosti
do mineralni ¢asti kosti i zubni skloviny, a tim poskytuji trvalé markery po expozici

tetracykliny (Aminov, 2010).

Dohledatelnost uziti jinych antimikrobidlnich latek u starovéké populace je mnohem
které se pouzivaly (a dodnes pouzivaji jako levna alternativa k farmaceutickym produktiim)
k 1é€beé koznich infekci a vedly k objevu mnoha antibiotika produkujicich bakterii v téchto
pudach (Falkinham et al., 2009). Konkrétn¢ se jednalo o aktinomycety produkujici
polypeptidové antibiotikum aktinomycin (Sobell, 1985).

DalSim ptikladem jsou prostiedky pouzivané v tradicni ¢inské mediciné (TCM, z angl.
Traditional Chinese Medicine). Mezi nejznamé;jsi patii objev silného antimalarika qinghaosu
(artemisinin), ktery byl extrahovan v 70. letech 20. stoleti z rostlin rodu Artemisia (pelyné€k),
pouzivany ¢inskymi bylinkafi tisice let jako 1ék na mnoho nemoci (Cui a Su, 2009). V fad¢
dal$ich bylin pouzivanych v TCM se skryva potencial k obohaceni soucasné vyuzivanych

antimikrobialnich latek (Aminov, 2010).

Zaroven ale mohly tyto Iéky pfispét k akumulaci geni rezistence v lidské populaci. Historii
genu antimikrobidlni rezistence 1ze odhalit pomoci fylogenetické rekonstrukce a tato analyza
naznacila pfitomnost genll rezistence k urCitym tfidam antibiotik v pfirodé dlouho

pred antibiotickou érou (Aminov a Mackie, 2007; Kobayashi et al. 2007).
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1.2 Antibioticka éra

Zacatek moderni éry antibiotik je obvykle spojovan se jmény Paul Ehrlich a Alexander
Fleming. Ehrlichova myslenka ,.kouzelné strely, ktera selektivné cili pouze na mikroby
zpusobujici onemocnéni, byla zalozena na pozorovani nové dostupného anilinu a dalSich
syntetickych barviv schopnych obarvit konkrétni mikroby. Ehrlich tvrdil, Ze 1ze syntetizovat
chemické slouceniny schopné uc¢inkovat vyhradné na parazita ukrytého v organismu. Tato
myslenka ho ptivedla v roce 1904 k zahdjeni rozsahlého screeningu s cilem najit 1€k proti
pohlavni nemoci syfilis, kterd byla v té dobé endemicka a témét nevylécitelnd. V roce 1909
narazili na organickou slouceninu arsenu, jez vylécila kraliky infikované syfilis (Ehrlich
a Hata, 1910). Navzdory zdlouhavému injekénimu postupu a vedlejsim ucinkiim byl 1ék
uveden na trh pod nazvem Salvarsan a spolu srozpustnéjSim a méné toxickym
Neosalvarsanem si do objevu penicilinu uchovaly status nejcastéji predepisované¢ho 1éku

(Mahoney et al., 1943).

Mezi dalsi 1é¢iva patfil naptiklad Prontosil (sulfonamido-chrysoidin), ktery byl syntetizovan
chemiky Josefem Klarerem a Fritzem Mietzschem a testovan na antibakterialni aktivitu
Gerhardem Domagkem (Domagk, 1935). Protoze byl Prontosil pouhym prekurzorem
aktivniho 1é¢iva a jeho aktivni c¢ast (sulfanilamid) se jiz nékolik let pouzivala
v chemickém priimyslu jako barvivo, nemohla byt jeho vyroba patentovdna. Vyroba
sulfanilamidu byla levna a snadno modifikovatelnd, a tim zacala masova vyroba
sulfonamidovych derivatli, coz mohlo byt jednim z faktori, pro¢ je rezistence na
sulfonamidy jednou z nejrozsifenéjSich (Aminov, 2010).

vvvvvv

udalost spojenou s antibiotiky patii objev penicilinu Alexanderem Flemingem v roce 1929.
Alexander Fleming kultivoval na Petriho miskach stafylokoky a po né¢jakém c¢ase si v§imnul
narostlé plisné rodu Penicillium, v jejimz okoli nerostly zminéné bakterie. Po svém
pozorovani se snazil ziskat zdjem chemikli o feSeni pfetrvavajiciho problému s ¢iSténim
a stabilizaci penicilinu. V roce 1940 se to povedlo oxfordskému tymu vedenému Howardem

Floreyem a Ernestem Chainem (Chain et al., 2005).
Obdobi 50. az 70. let 20. stoleti je nazyvano zlatou érou objevii novych tfid antibiotik a od té
doby nebyly objeveny zadné nové tfidy. Proto je hlavnim ptistupem k vyvoji novych

antibiotik modifikace stavajicich (Chopra et al., 2002). I ptes to, Ze tento piistup stale
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uspésné poskytuje ucinné antimikrobidlni latky, je tfeba si uvédomit, ze diive ¢i pozdéji

ziskaji bakterie rezistenci také vici témto modifikacim (Aminov, 2010).

1.3 Rozvoj a prevence antibiotické rezistence

Pied rozsahlym pouZzivanim penicilinu naznacovaly nékteré vyzkumy tomu, Ze ho mohou
k zavéru, ze syfilis byl 1écen arzenikem po dobu asi 40 let a nebyl pozorovan naznak
zvySeného vyskytu rezistence, a proto doufali, Ze rozsifené pouzivani penicilinu k ni také
nepovede (Rollo et al., 1952). Bohuzel to jiz neplati pro mnoho patogennich bakterii, véetné
zastupcil z Celedi Enterobacteriaceae, které se staly odolnymi nejen vicéi plvodnimu
penicilinu, ale i1 polysyntetickym peniciliniim, cefalosporinim a nov¢jSim karbapenemim
(Kumarasamy et al., 2010). Dal$im problémem byl také rozvoj multirezistentnich bakterii,
které se vyznacuji rezistenci k vice antibiotiklim, zpisobujicich infekce s vysokou imrtnosti

(Aminov, 2010).

Rezistence na antibiotika mize byt obecné rozdé€lena na rezistenci primarni, kterd je
geneticky podminénd (bakterie je rezistentni bez ohledu na ptedchozi kontakt
s antibiotikem) a rezistenci sekundarni (vznikd béhem lécby po podani antibiotika, kdy se
selektuji rezistentni kmeny). K sekundarni rezistenci patii také ptenos genetického materialu

konjugaci, transformaci ¢i transdukci.

Existuje spousta studii popisujicich mechanismy rezistence vuc¢i antibiotikim a tyto
mechanismy lze klasifikovat jako souvisejici scilovym mistem anebo samotnym
antibiotikem. Cilova mista mohou byt chranéna modifikaci (mutace je ¢ini necitlivymi vuci
plsobeni antibiotik — napifiklad mutace v RNA polymeraze), modifikovana enzymem
(naptiklad metylace adeninového zbytku pii tvorbé podjednotky 23S rRNA), nahrazena
(naptiklad ribozomalnimi ochrannymi proteiny), chrdnéna na bunééné nebo populacni
urovni (tvorba ochranné bariéry naptiklad sekreci velkého mnozstvi exopolysacharidl).
Antimikrobidlni latka mlze byt bud’ modifikovana tak, Ze ztradci ucinnost; znicena

anebo vypumpovana z bunky (efluxni pumpy) (Aminov, 2010).

Nedavné studie v oblasti antimikrobidlnich latek a rezistence naznacuji, ze ne vSechny
interakce antibiotika s bakteriemi lze vysvétlit vyse zminénymi koncepty. Byl popsan novy
mechanismus rezistence pouzivajici koncept ,altruismu®, ktery probihd na Urovni
populace/systému (Lee et al., 2010). Altruismus funguje pro makroorganismy a zdé se byt

pouzitelny i pro mikroorganismy, kdy maly pocet rezistentnich bakterii poskytuje ochranu
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pro buiiky citlivé na antibiotika, a tim zajiStuje pfeziti celé populace pod Utokem
antimikrobialni latky. Navic v biofilmu je ochrana pied antibiotiky nabizena v§em bakteriim

bez ohledu na ptibuznost (Aminov, 2010).

Soucasny stav v oblasti antimikrobidlnich latek, rezistence a chemoterapie se jiz neomezuje
na klinickou mikrobiologii, ale problém se stal komplexnim, sjednocujicim mikrobiologii,
ekologii, zdravotnictvi, pedagogiku, zdkonodarné organy, zemédélstvi, farmaceuticky

pramysl i Sirokou vefejnost (Aminov, 2010).

Moznosti 1écby, u jiz existujicich nebo nové objevenych obtizné 1é€itelnych bakterialnich
infekci zptsobenych rezistentnimi bakteriemi, jsou omezené a maji za nasledek vysokou
morbiditu a mortalitu (Aminov, 2010). Odhaduje se, ze infekce zpusobene rezistentnimi
bakteriemi zapficini do roku 2050 celosvétové 10 miliont umrti (Amarasiri et al., 2020).
Ackoliv existuji nékteré potencialni alternativy k lécb¢é antibiotiky, naptiklad pasivni
imunizace (Keller a Stiechm, 2000) nebo fagova terapie (Levin a Bull, 2004; Monk et al.,
2010), majorita stale spoléha na objev a vyvoj novéjsich, uc¢innéjSich antimikrobialnich
latek. VétSina antibiotik ze zlaté éry byla izolovana z ur¢itého poctu ekologickych nik
a taxonomickych skupin, pfedevsim z pudnich bakterii Actinomyces. Mezi mozné piistupy
objevu novych antibiotik patii prozkoumani jinych ekologickych nik, naptiklad mote
(Hughes a Fenical, 2010; Rahman et al., 2010), proptij¢eni si antimikrobialnich peptida
a komponent z rostlin a zvitat (Hancock a Sahl, 2006), mimikovani pfirodnich lipopeptidi
bakterii a hub (Makovitzki et al., 2006), pfistup k nekultivované casti mikrobioty
prostfednictvim metagenomiky (MacNeil et al., 2001), nebo cesta kompletni syntézy

(Aminov, 2010).

Nékteré 1éky plivodné navrzené pro jiny Gcel mohou najit uplatnéni jako antimikrobialni
latky. Naptiklad BPH-652, fosfosulfat, ktery byl dfive testovan na snizovani cholesterolu
u lidi, zaroven inhibuje dilezity enzym podilejici se na virulenci bakterie Staphylococcus
aureus a tim jej lze povazovat za mozny Iék kontrolujici MRSA (methicilin-rezistentni

Staphylococcus aureus) (Liu et al., 2008).

Mezi potencidlni cile zdsahu do bakteridlniho metabolismu patii biosyntéza mastnych
kyselin (Su a Honek, 2007), bunééné deleni (Lock a Harry, 2008), biosyntéza
aminoacyl-tRNA (Schimmel et al., 1998), quorum sensing (Njoroge a Sperandio, 2009),
bakterialni dvoukomponentova signalni transdukce (Gotoh et al., 2010) a protonova hybna

sila (Diacon et al., 2009). Samotné mechanismy antibiotické rezistence, jakou jsou efluxni
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pumpy nebo B-laktamdzy mohou byt také zaméfeny na obnovu ucinnosti antibiotik

(Lomovskaya a Bostian, 2006; Bush a Macielag, 2010).

Také strategie zamétfend nejen na cil mize pomoci vytvofit nové antibakterialni terapie
(Kohanski, et al., 2010). Lécba kombinujici antibiotika s antibiotiky obohacenymi fagy
prokézala zajimavy potencidl (Lu a Collins, 2009).

Hlavnim problémem, se kterym se setkdvame u antibiotické terapie je to, Ze po zavedeni
nového antibiotika na néj vznika rezistence, a proto pokracuje pomyslny zavod mezi
objevem a vyvojem novych antimikrobidlnich latek a bakteriemi, jez budou reagovat
na tento selektivni tlak vznikem mechanismi rezistence. Existuje mnoho faktorti, které

pfispivaji ke vzniku a $ifeni antibiotické rezistence (Aminov, 2010).

Vyznamnym faktorem je pouzivani antibiotik lidskou populaci, protoze troven infekci
zpiisobenych rezistentnimi bakteriemi siln¢ koreluje s Girovni spotieby antibiotik (Goossens
et al., 2005). Pacienti mohou naptiklad vyzadovat ptedpis antibiotik, pokud nejsou potieba
(naptiklad pfi virovych infekcich), a studie potvrzuji, Ze nedostatek znalosti o antibiotické
rezistenci pozitivn¢ koreluje s vyssi prevalenci rezistence (Grigoryan et al., 2007). Dale je
jako je tuberkuldza, obtizné. Faktorem pfispivajicim k Sifeni rezistence mulze byt praxe
predepisovani antibiotik zaloZena na piedchozich zkuSenostech ze strany doktora (coz tvofi
vétSinu vydanych receptil). Vyvoj expresnich testi ABR (antibiotickd rezistence, z angl.
antibiotic resistance) by pomohl zah4jit nejucinnéjsi dostupnou terapii, ktera by se vyhnula

problémim spojenym s pfitomnym rezistentnim patogenem (Aminov, 2010).

Jin4 je situace v zemich, kde je prave prodej antimikrobidlnich latek regulovan nedostate¢né
a antibiotika jsou dostupna bez I¢katského predpisu. Samolécba postrada atributy uspésné
1é¢by, jako je spravna diagndza, vhodny vybér antibiotik, spravné pouziti, jeho dodrzovani

a sledovani t¢innosti 1é¢by (Aminov, 2010).

1.4 Pouziti antibiotik u hospodarskych zvirat

Intenzivni chov hospodaiskych zvifat do znacné miry zavisi na pouZzivani antibiotik (Van
Boeckel et al., 2015). Antibiotika se u zvifat nepouzivaji pouze terapeuticky k lécbe
infek¢nich onemocnéni a prevenci pooperacnich infekci, ale mohou se také pridavat
v nizkych koncentracich do krmiva pro zvitrata jako stimulatory riistu nebo jako profylaxe

pro zvySeni produktivity a zisku farmy (Hao et al., 2014; Turnidge, 2004). Enteralnim
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onemocnénim (napf. prijem po odstaveni) Ize obvykle predejit podavanim
subterapeutickych davek antibiotik (Hao et al., 2014; Turnidge, 2004). Naptiklad nizké
davky tetracyklinli se bézné podavaly, a nyni stale jesté¢ v nékterych zemich podavaji, ke
snizeni morbidity a podpofe zvySeni hmotnosti zvifat (Hao et al., 2014). Takova
neterapeutickd spotifeba antibiotik je sice ekonomicky vyhodnd, ale obvykle se podava

prostfednictvim krmiva celé skupiné zvitat (Zhao et al., 2021).

Svédsko bylo prvnim prikopnikem zakazu antibiotického ristového stimulatoru (AGP,
z angl. antibiotic growth promoter). Zakaz AGP ve Svédsku (1986), Finsku (1996) a Dansku
(1998) (Levy, 2014) nasledovalo v roce 2006 Spojené kralovstvi a dalsi zemé Evropské unie
(EU), coz vedlo k nizsi spotieb¢ antibiotik (zejména tetracyklinu a kolistinu) (Cogliani et al.,
2011). Celosvétova spotieba antibiotik u zvifat vS§ak dramaticky roste s lidskou poptavkou
po potravinach zivocisSného plvodu. S nedostatkem regulace nebo zdsahu v prevazné
rozvojovych zemich bude spotteba pravdépodobné nadale riist kviili posunu z extenzivniho
zemédé@lstvi k rozsdhlym primyslovym systémim v zemich se stfednimi piijmy (Van
Boeckel et al., 2015). Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD, z angl.
Organization for Economic Cooperation and Development) predpovédéla 67% narhst
celosvétové spotfeby antibiotik u zvifat (z 63 151 tun antibiotik na 105 596 tun) v obdobi
2010 az 2030, pii¢emz Cina a Spojené staty se na celkovém riistu budou podilet asi ze 40 %

(Van Boeckel et al., 2015).

Na zaklad¢ konceptu Jedno zdravi (One health) byl vroce 2015 Svétovou organizaci
pro zdravi zvitat (OIE, z angl. World Organization for Animal Health) zahdjen globalni
akéni plan o antimikrobidlni rezistenci a vice nez 100 zemi vytvofilo své ndrodni akéni plany
proti antimikrobialni rezistenci u zvifat (Gochez et al., 2019). Cinska vlada zvefejnila v roce
2017 ,,Narodni akcéni plan pro kontrolu bakterii zivoc¢isného pavodu rezistentnich
vici antibiotikiim (2016 —2020)“ s integrovanym konceptem Jedno zdravi (Xiao a Li, 2016).
Pied timto krokem sméfovala v Ciné téméf polovina roéni produkce antibiotik v celkovém
mnozstvi 105 000 tun do zivoc¢isného primyslu (Collignon a Voss, 2015). Intenzivni chov
hospodatskych zvitat v Cine pravdépodobné uginil z &inskych farem jedno z nejvétsich

ohnisek genti antibiotické rezistence na celém svété (Van Boeckel et al., 2019).

Spotieba antibiotik se v jednotlivych zemich 1i§i — v Jizni Koreji bylo v roce 2007 hlaSeno
relativné ¢asté pouzivani antibiotik pro zZivocisnou vyrobu (0,91 kg na tunu hospodaiskych
zvitat) ve srovnani s Japonskem (0,35 kg/t), USA (0,14 kg/t), Novym Z¢landem (0,04 kg/t),
Dénskem (0,04 kg/t) a Svédskem (0,03 kg/t) (Won-Sup, 2007). Pro méfeni spotieby
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antibiotik u zvitat byly pouzity rizné metriky, a proto je potfeba standardizovat definici
davky, aby bylo mozné 1épe informovat o ucinnosti krokti konkrétnich zemi pti feSeni
globalni krize antimikrobidlni rezistence (Cuong et al., 2018). Za timto ucelem vytvoftila
OIE globalni databazi antibiotik urcenych k pouziti u zvitat a zvefejnila metodiku sbéru dat

v roce 2019 pro globalni rozvoj monitoringu a dozoru (Gochez et al., 2019).

Spotieba antibiotik neni u Zivo€isnych druhil jednotna. Nedavna revize v roce 2018 shrnula
pouzivani antibiotik pro zivociSnou vyrobu v zemich snizkymi a stfednimi piijmy
a zdlraznila, ze ddvkovani antibiotik bylo nejvyssi u kutat (138 davek/1000 zvifecich dnti),
nasledovano prasaty (40) a dojnym skotem (10) (Van Boeckel et al., 2015). Ve srovnani
s Danskem ptipadalo vice nez 80 % spotieby antibiotik u zvifat na prasata a skot, pouze 1 %
na kufata (DANMAP, 2016). V jedné metagenomické studii analyzovali vzorky stolice ze
181 prasat a 178 driibezich farem z deviti evropskych zemi a zjistili vyssi vyskyt gent

v

u prasat, zatimco driibezi rezistomy byly zase rozmanitéjsi (Munk et al., 2018).

Pro hospodatskd zvifata se pouzivaji antibiotika uzkospektralni (makrolidy, penicilin G)
i Sirokospektralni (vétS§ina aminoglykosidli, sulfonamidi a tetracyklin). Svétova
zdravotnicka organizace (WHO, z angl. World Health Organization) sestavila seznam
kriticky dtlezitych antibiotik pouZzivanych v boji proti zivotu ohrozujicim rezistentnim
infekcim u lidi. Mezi tato antibiotika patii nékolik aminoglykosidd, tetracyklinti, chinolont,
makrolidit a karbapenemu, z nichz byly néckteré schvéleny pro pouziti ve veterindrnich
lé¢ivech nebo jako stimulatory rlstu (napf. aminoglykosid amikacin, makrolid tylosin,
kyselina nalidixova z tfidy chinolon®) (Collignon et al., 2009). Pouziti téchto antibiotik
u zvifat mize potencialné zvysit moznost vyskytu rezistentnich lidskych patogent. Nedavno
bylo na ¢inskych akvakulturnich farméach odhaleno aplikovani vice nez dvacet rtiznych
antibiotik v€etné chloramfenikolu, ciprofloxacinu a erythromycinu, které se pouzivaji pro
klinické ucely u lidi (Liu et al., 2017). V Bangladési bylo nejméné sedm riznych antibiotik
véetné sulfadiazinu, erythromycinu a trimethoprimu podavano s krmivem (pfiblizné 70 %)
nebo aplikovano piimo (23 %) do akvakultury ryb a m&kkysa za ucelem 1écby onemocnéni
a jako stimulatory rastu (Ali et al., 2016). Je proto potieba zdiiraznit, ze v rozvojovych
zemich je pouzivani antibiotik u hospodatskych zvifat malo monitorovano a intervenovano,
v disledku ¢ehoz miize dojit k pouZzivani typil antibiotik nepovolenych pro zvitata (Zhao

et al., 2021).

Zda se, ze pouzivani antibiotik u zvifat podporuje vyskyt rezistentnich bakterii v chovech

zvitat. Antibiotika v krmivu mohou selektovat geny rezistence k antibiotiklim a mobilni
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genetické elementy ve stfevnich mikrobiomech zvitat (Ghosh a LaPara, 2007; Xiao et al.,
2016; Yazdankhah et al., 2014; Zhao et al., 2018). Existuje vSak diskuse, zda nizka
koncentrace stimulatorii rastu zvifat predstavuje vyznamné riziko zvySujici se rezistence
lidskych patogenti (Ashbolt et al., 2013; Turnidge, 2004). Zastanci AGP tvrdi, Ze u takto
nizkych davek antibiotik nemusi selekce rezistentnich genli ani nastat (nebo je ucinek
minimalni) a vyhody spojené s AGP ptevazuji nad riziky (Turnidge, 2004). Odptrci se
domnivaji, ze urcité ¢asti antibiotik podavanych zvitatim jsou vyluovany jako bioaktivni
molekuly ve zvitecich vykalech spolu s vybranymi geny rezistence, rezistentnimi bakteriemi
a mobilnimi genetickymi elementy (Berendonk et al., 2015). V disledku toho se rezidua
antibiotik dostanou do Zivotniho prostfedi a mohou vyvolat selekéni tlak na mistni bakterie
a zpusobit environmentalni vyvoj a pienos genu rezistence na lidské patogeny (Ashbolt

et al., 2013; Chee-Sanford et al., 2009).

Nedavné studie naznacuji, Ze rozptyleni rezistentnich geni/bakterii z ohnisek, vcetné
zvitecich farem, vyznamnégji pfispivd k environmentalnimu Sifeni genl rezistence nez
environmentalni selekce in situ (Brandt et al., 2015; Karkman et al., 2019; Zhu et al., 2017).
Celkem 74 % ptedchozich publikaci poskytlo dikazy o pfenosu antimikrobidlni rezistence
mezi zvifaty a ¢lov€kem, z toho 18 % naznaCovalo pfenos ze zvifat na ¢loveéka, zatimco

u zbyvajicich 56 % studii nebylo mozné urcit smér prenosu (Muloi et al., 2018).

Farmy se zvitaty ur€enymi k produkci potravin jsou povazovany za ohniska rozvoje a §ifeni
antimikrobialni rezistence, kdy je zvifeci mikrobiom bohatym rezervoarem gent
antibiotické rezistence (Argudin et al., 2017). Geny rezistence na tetracyklin a sulfonamidy
byly nejcastéji hldSeny na farmach zvifat z riznych zemi a obséhle zkoumdny pomoci
kvantitativni polymerazové fetézové reakci (Ghosh a LaPara, 2007; Olonitola et al., 2015).
V nedévno publikované studii bylo shromazdéno 901 publikovanych dat o genech
antibiotické rezistence z let 2000 az 2018 ze zemi Asie, Afriky a Ameriky s nizkymi
a sttednimi pfijmy (Van Boeckel et al., 2019). U téchto zemi byl popsan vice nez 50% narast
rezistence (Jia et al., 2017). Antibiotika a rezistentni bakterie se mohou dostat do zivotniho
prostredi také prostfednictvim zemédélského odpadu, hnoje a biopevnych latek (Chen et al.,

2021).
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2 SKUPINY ANTIBIOTIK A MECHANISMY REZISTENCE

Slovo antibiotikum se skldda z terminu anti (z tec. proti) a bios (z tec. zivot) a odkazuje
na substanci, jez puisobi proti bakteriim. Plivodné se tento termin pouZzival u substanci (napf.
penicilin, streptomycin) produkovanych nebo odvozenych z jinych zivych organismd, jako
jsou bakterie nebo houby se schopnosti ukoncit (baktericidni) ¢i zastavit (bakteriostatické)
rist bakterii. Casem se tento termin zagal uZivat vétsinou lidi pro vSechny léky pouzivané
v boji proti bakteridlnim infekcim. DalSi substance (ocet, chlor, alkohol, kovy — pt. méd’)

maji antibakteridlni aktivitu, ale k antibiotikiim se netadi (Wilson, 2019).

Antibiotika se bézn¢ pouzivaji pii 1é€b€ a prevenci infekci. Dle struktury a stupné afinity
k cilovému mistu se déli na peniciliny, cefalosporiny, tetracykliny, aminoglykosidy,
makrolidy, sulfonamidy, chinolony, diaminopyrimidiny, polymyxiny a karbapenemy

(Sengupta et al., 2013; Bi et al., 2015; Liu et al., 2016).

Antibiotika, ktera jsou specifickd svym t¢inkem na rizné bakterialni druhy, cili na (Obr. 1):
(1) ovlivnéni syntézy bunécné stény (B-laktamy), (i) mechanismus syntézy proteinti
prostiednictvim interakce s ribozomalnimi podjednotkami (tetracyklin, chloramfenikol,
aminoglykosidy, atd.), (iii) naruSeni mechanismu nukleovych kyselin (Rifampicin,
fluorochinolony), (iv) naruseni metabolickych drah (analogy kyseliny listové, sulfonamidy)
a (v) naruSeni struktury bakteridlni membrany (polymyxiny; Walsh, 2010) (Sultan et al.,
2018).
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Antibiotické cile Antibioticka rezistence Efflux
Fluorochinolony

— Aminoglykosidy
Tetracykliny
B-laktamy
Makrolidy

Buné&&na sténa

B-laktamy

Vankomycin \
Syntéza DNA/RNA

Fluorochinolony
Rifamycin

Imunita & Bypass
Tetracykliny
Trimetoprim
Sulfonamidy
Vankomycin

Syntéza k. listové Modifikace cile

Trimetoprim Fluorochinolony
Sulfonamidy Rifamycin
Vankomycin
. . — . g . 2 Peniciliny
Buné¢nd membréana Syntéza proteinii Inaktivace enzymi Makrolidy
Daptomycin Linezolid B-laktamy X .
Tetracykliny Aminoglykosidy Aminoglykosidy
Makrolidy Makrolidy
Aminoglykosidy Rifamycin

Obrazek 1. Prehled antibiotickych cili a mechanismi antibiotické rezistence (Wright,
2010; upraveno)

2.1 Aminoglykosidy

Aminoglykosidy byly poprvé zavedeny jako antibiotika ve 40. letech 20. stoleti a jsou stale
celosvétoveé pouzivany (Gualerzi et al., 2013). Mezi Cleny této tfidy patii naptiklad amikacin,
arbekacin, gentamicin, netilmicin, tobramycin, streptomycin (Sultan et al., 2018).
Aminoglykosidy se ziskavaji pfi fermentaci Streptomyces, Micromonospora, Bacillus
a nevratn¢ inhibuji syntézu proteind a bunééné membrany. Jsou piedevSim aktivni vici
gramnegativnim  bakteriim. Chemicky se skladaji zaminocukri pfipojenych
ptes glykosidické vazby k jadru, kterym mulze byt streptamin, 2-deoxystreptamin nebo
streptidin. Bylo objeveno nékolik ptirodnich i semisyntetickych derivatii s cilem zlepsit
problémy s toxicitou (zejména ototoxicitou a nefrotoxicitou) a bojovat proti zvysSené
rezistenci. Studie zdlraznily dulezitost poctu a polohy aminoskupiny pro antibakteridlni
aktivitu. Nedavno se zdjem o tuto skupinu opét zvysil kvili jejich spektru aktivity

a pozorované synergické aktivité s jinymi tfidami antibiotik (Houghton et al., 2010).

Hlavni mechanismus rezistence na aminoglykosidy zahrnuje modifikaci enzymti. Podle
druhu modifikace jsou klasifikovany tfi hlavni tfidy proteini: AAC (acetyltransferazy),
ANT (nukleotidyltransferazy nebo adenyltransferazy) a APH (fosfotransferazy) (Kotra
et al., 2000; Ramirez a Tolmansky, 2010).
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2.2 B-laktamy

B-laktamova antibiotika, objevena ve 30. letech 20. stoleti a produkovana Penicillium, jsou
Sirokou tfidou antibiotik, jez se vyznacuje pfitomnosti B-laktamového kruhu. Na zakladé
substituci centralniho pB-laktamového jadra lze rozlisit podtiidy B-laktamd. Peniciliny véetné
penamil, karbapenamt a oxopenami obsahuji nasyceny pentacykl, penemy a karbapenemy
nenasyceny pentacykl a cefalosporiny véetné cefemtl, karbacefemt a oxacefemli nenasyceny
hexacykl (Gualerzi et al., 2013). Mezi karbapenemy fadime napiiklad ertapenem,
faropenem, imipenem, meropenem (Sultan et al., 2018). VSechny B-laktamy pisobi
na biosyntézu bunécné stény a cili na enzymy proteinu véazajiciho penicilin (PBP, z angl.
penicillin binding protein), které se ucastni biosyntézy peptidoglykanu. U cefalosporinil
aktivnich pfedevsim vii¢i grampozitivnim bakteriim vznikly diky modifikacim postranniho
fetézce nové generace semisyntetickych cefalosporind, jez maji vyrazné lepsi gramnegativni
antimikrobialni vlastnosti. Mezi baktamy je jediny Siroce klinicky pouZzivany aztreonam.
Kombinaci B-laktamu s inhibitorem B-laktamazy vznikla antibiotika, mezi kterd fadime

napiiklad kyselinu klavulanovou, sulbaktam nebo tazobaktam (Gualerzi et al., 2013).

Rezistence bakterii se ziskava produkci B-laktamaz, jako jsou Sirokospektré p-laktamazy
(ESBL, zangl. extended spectrum [-lactamases), ESBL geny (blaCTX-M, blaSHYV,
blaTEM), plazmidy zprostfedkované enzymy AmpC a [-laktamdzy hydrolyzujici
karbapenem (karbapenemazy). Nicméné naptiklad Stenotrophomonas maltophilia maji
endogenni metalo B-laktamazy (MBL) L1, diky kterym jsou odolné vici karbapenemiim
(Sanchez, 2015). Rezistence ke karbapenemiim mezi grampozitivnimi bakteriemi se ziskava
mutacemi v penicilin vazajicich proteinech (PBPs), av§ak u gramnegativnich bakterii je nizsi
penetrace 1éku dosazena snizenim exprese purinovych proteind vnéj$i membrany (Bonomo
a Szabo, 2006). Trojstranna efluxni pumpa vyluc€ujici karbapenemy z periplazmatického

prostoru také ptispiva k rezistenci (Poirel et al., 2007; Walsh, 2010).

2.3 Glykopeptidy

Glykopeptidy maji strukturu makrocyklickych peptidii s rozptylenymi piemosténymi
aromatickymi skupinami a sacharidovymi postrannimi fetézci spojenymi glykosidickymi
vazbami. Mezi zastupce této skupiny patii naptiklad teikoplanin nebo vankomycin, které
ucinkuji na jednotky peptidoglykanu (Sultan et al., 2018). Vankomycin zavedeny do klinické
praxe v roce 1959 byl izolovan ze Streptomyces orientalis (dnes Amycolatopsis orientalis).

Glykopeptidova antibiotika jsou omezena na lécbu infekci zptisobenych grampozitivnimi
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bakteriemi, protoZe nemohou proniknout vnéj$i membrdnou gramnegativnich bakterii
(Gualerzi et al., 2013). Vankomycinova rezistence vznikla produkci modifikovaného
peptidoglykanového prekurzoru d-Ala-d-Lac (VanA, VanB, VanD) nebo d-Ala-d-Ser
(VanC, VanE, VanG), na které vykazuji glykopeptidy sniZenou vazebnou afinitu. Operony
vanA a vanB jsou umistény na plazmidech, ale i chromozomu (Klare et al., 2003; Depardieu

et al., 2007). Rezistenci zptisobuji také efluxni pumpy AcrF (Sultan et al., 2018).

2.4 Chinolony

Chinolony jsou skupinou syntetickych Sirokospektralnich antibiotik (Gualerzi et al., 2013).
Zakladni strukturou je chinolonové jadro s typickou cyklickou skupinu vazanou pies dusik
a rizné substituenty v polohach C(6) a/nebo C(7) (Sultan et al., 2018). VétSina klinicky
pouzivanych chinolont patii do podskupiny fluorochinolont, které maji pfipojeny atom
fluoru. V roce 1962 byla zavedena do klinické praxe kyselina nalidixova, jez je povazovana
za predchtdce vSech ¢lent chinolonti (Gualerzi et al., 2013). Mezi chinolony se fadi také
cinoxacin, kyselina pipemidova, ciprofloxacin a dal§i. Obecn¢ inhibuji dva zakladni
bakteridlni enzymy — DNA gyrdzu atopoizomerazu IV v rizném rozsahu v zévislosti

na patogenu (Sultan et al., 2018).

Ackoliv bylo zjisténo, ze mechanismus rezistence pro chinolony je omezen na chromozomy,
byly popsény tfi mechanismy zprostiedkované plazmidy (Courvalin, 2008; Martinez-
Martinez et al., 2008). Chromozomalné¢ kodovana rezistence zplsobuje snizenou
permeabilitu vnéjSi membrany spojenou se ztrdtou porinu, zatimco nadmérna exprese
pfirozené existujicich efluxnich pump vytvaii mutace DNA gyrazy a topoizomerazy IV
(Hooper, 2000; Jacoby, 2005). V genech gyrd, gyrB, parC a parE kodujici podjednotky
DNA gyrazy a topoizomerazy IV byly nalezeny mutace determinujici chinolonovou
rezistenci. Mezi prvni rozpoznany gen rezistence vici chinolonim zprosttedkovany
plazmidy patii gnr, na jehoz zékladé bylo objeveno pét novych linii genu — gnrd, gnrB,
qnrC, gnrD a gnrS. Druhym typem plazmidoveé umisténého genu rezistence je cr varianta
(aac(6)-1b-cr) kodujici aminoglykosid acetyltransferazu (Park et al., 2006; Jacoby et al.,
2015). Ttetim popsanym druhem je gepA, plazmidem zprostfedkovanad efluxni pumpa
(QepA2 u E. coli) schopna vyloucit hydrofilni fluorochinolony jako napftiklad ciprofloxacin
(Périchon et al., 2007).
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2.5 Chloramfenikol

Chloramfenikol se skldda z nitrobenzenového kruhu tvoreného nitro a dichloracetylovou
skupinou. Patfi zde také napfiklad azidamfenikol nebo thiamfenikol. Zplsob ucinku
chloramfenikolu je inhibice syntézy proteinl. Rezistence na chloramfenikol piisobi jako
Sirokospektralni  mechanismus  zahrnujici  enzymatickou  inaktivaci  acetylaci
zprostitedkovanou chloramfenikol acetyltransferdzami (CATs, zangl. chloramphenicol
acetyltransferases) (Schwarz et al., 2004; Wright, 2005). Kromé enzymov¢ inaktivace se zde
fadi také inaktivace fosfotransferazami, mutace v cilovém misté, bariéry permeability

a efluxni pumpy (Schwarz et al., 2004).

2.6 Polymyxiny

Polymyxiny patii diky své struktuie mezi cyklické peptidy s dlouhym lipofilnim postrannim
fetézcem (Gualerzi et al., 2013). Kolistin (polymyxin E) se sklada z cyklického heptapeptidu
s tripeptidovym postrannim fetézcem acylovanym mastnou kyselinou na amino konci
(Sultan et al.,, 2018). Polymyxiny jsou produkovany grampozitivni bakterii Bacillus
polymyxa a jsou selektivné toxické pro gramnegativni bakterie diky jejich specifi¢nosti
pro molekulu lipopolysacharidu (LPS), ktera charakterizuje vn&jSi membrany
gramnegativnich bakterii. Hydrofobni konec je dulezity pii poSkozeni membrany, coz
pfipomind zptsob ucinku podobny detergentu. Polymyxin B, nonapeptid postradajici
hydrofobni konec, se vaZe na LPS a zplsobuje ur€ity stupein dezorganizace membrany, ale
bakterialni buniku nezabiji. Kolistin byl schvalen pro klinické uziti v roce 1958, ale jeho
toxicita (zejména nefrotoxicita) omezila jeho pouziti na topické (mistni) aplikace.
V soucasné dobé bylo pouziti polymyxini obnoveno piedevSim na lécbu infekei

zpiisobenych multirezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi (Gualerzi et al., 2013).

Rezistence k polymyxinu je fizena dvouslozkovymi systémy PhoP/PhoQ a PmrA/PmrB
(Olaitan et al., 2014), které reaguji na koncentraci kationtl (vapnik, Zelezo, hoi¢ik) a zmény
pH. Tyto systémy se zabyvaji zménami LPS, jez maji za nasledek polymyxinovou rezistenci.
Pfidéani kationtovych skupin na lipid A v disledku mutaci vytvaii méné€ anionicky lipid A,
coz zpusobuje mensi fixaci polymyxinl. Polymyxiny zistavaji jednou z poslednich tiid
antibiotik, u kterych neni znadmo, Ze by se rezistence Sifila z builkky na buniku pomoci
plazmidu. V soucasné dobé se v Cine §ifi rezistence na kolistin na plazmidu — gen mcr-1

(Liu et al., 2016), je vSak jiz popsana na péti kontinentech (Asie, Evropa, Afrika, Severni
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a Jizni Amerika) (Schwarz a Johnson, 2016). V nasledujicich letech bylo objeveno jiz

n¢kolik variant az devét variant genu mcr (mcr-1 az mer-9) (Sultan et al., 2018).

2.7 Sulfonamidy

Sulfonamidy maji ve své struktuie spole¢nou arylsulfonamidovou skupinu. Sulfonamidova
rezistence v chromozomu se objevuje prostfednictvim mutaci v genu folP, kdédujicim
dihydropteroatsyntazu (DHPS; Grape 2006). Ziskana rezistence na sulfonamidy byla
identifikovana v 60. letech 20. stoleti a po 80. letech 20. stoleti byly popsany plazmidy
zprostfedkované geny sull a sul2 (Swedberg a Skold, 1983; Rédstrom a Swedberg, 1988).
Poté byl také rozpozndn tieti gen zprostiedkovany plazmidem su/3 (Perreten a Boerlin,

2003).

2.8 Tetracykliny

Tetracykliny se vyznaCuji  polycyklickou  strukturou, kdy sdili spole¢nou
oktahydrotetracenovou kostru. Obvykle je produkuji kmeny Streptomyces aureofaciens,
Streptomyces rimosus a nove€ji Micromonospora a Actinomadura brunea. Tyto molekuly se
vazi na syntézu proteind inhibujicich ribozomy a jsou klasifikovany jako Sirokospektralni
antibiotika. Prvni ¢len chlorotetracyklin (aureomycin) byl objeven koncem 40. let 20. stoleti
(Gualerzi et al., 2013). Mezi zéastupce této tiidy patii napiiklad tetracyklin, docycyklin,
thiacyklin, tigecyklin. Jejich mechanismus akce je zaméfen na 30S ribozomadlni
podjednotku. Mechanismy rezistence na tetracyklin maji tii klicové strategie: energeticky
zavislé efluxni pumpy (ABC efluxni pumpy), ribozomalni ochranné proteiny (RPPs, TetO)
nebo enzymatickou inaktivaci (TetX) (Roberts, 2002).
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3 GENETICKY ZAKLAD ANTIBIOTICKE REZISTENCE

Bakterie se na této planeté objevily pfed miliardami let, béhem kterych si zdokonalily své
schopnosti pfi ochrané pied toxickymi chemikaliemi. Bakterie jsou kompetentni udrzet
a pfenést geny odpoveédné za antimikrobialni rezistenci jako soucast mobilnich genetickych
elementii (MGEs, z angl. mobile genetic elements) — plazmidy, transpozony, integrony.
Transpozony a integrony diky své genomové plasticité pfispély velkou mérou k fitness
a odolnosti bakterii k pfeziti v riznych prostfedich. Integrony, typicky transportované
plazmidy nebo uzaviené v transpozonech, hraji dalezitou roli u superbakterii (Xu et al.,
2011). Vzhledem ke své schopnosti ptemist'ovat se mezi hostitelskymi genomy hraji MGEs
zasadni funkci, protoze ptsobi jako prostfedky pro zisk genil rezistence a jejich postupnou

propagaci (Sultan et al., 2018).

Rezistence vii¢i antibiotikim udélené chromozomdlné nebo mobilnimi genetickymi
elementy je dosazeno (i) snizenim permeability membrany pro antibiotika poklesem piijmu
nebo zvysenim efluxu, (ii) inaktivaci 1é¢iva hydrolyzou nebo modifikaci, (ii1) zménou v cili

lé¢iva a sniZzeni vazebné permeability a (iv) mutaci, viz obrazek (Obr. 2) (Walsh, 2000).
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Obrazek 2. Mechanismy antibiotické rezistence (Walsh, 2000; upraveno)
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3.1 Mobilni genetické elementy

Plazmidy, které zprostfedkovavaji horizontalni pienos gentl, jsou zodpovédné za globalni
Sifeni rezistence u grampozitivnich, ale 1 gramnegativnich bakterii (Carattoli, 2013).
Velikost plazmidi se lisi od méné nez jedna kilobdze aZ po né€kolik megabazi (Shintani et al.,
2015). Plazmidy obsahuji geny kodujici funkce pro udrzovani plazmidu a poté doplikové
geny, které jsou piinosem pro hostitelskou buiitku. V plazmidech rezistence jsou tyto
doplitkové oblasti tvofeny jednim nebo vice geny rezistence a souvisejicimi mobilnimi prvky

(inzertni sekvence, transpozony, integrony) (Partridge et al., 2018).

Replikace plazmidu za¢ind v definované oblasti, pocatku (ori), spousti se bud’ transkriptem
na plazmidu. Plazmidy tedy koéduji vlastni iniciaci replikace, ale obvykle pro samotnou
syntézu DNA vyuzivaji hostitelsky chromozomalné kodovany replikacni aparat (helikaza,

primaza, polymeraza atd.) (Partridge et al., 2018).

Plazmidy nesouci rezistenci na bézn¢ pouzivana antibiotika jsou vétSinou konjugativni; dalsi
jsou mobilizovatelné. Konjugativni plazmidy vykazuji Sirokou (bez omezeni hostitele
v ramci déleni) i tzkou (omezeni na maly pocet piibuznych bakteridlnich skupin) skalu
hostitelli. Geny ziskané homologni rekombinaci, integraci a excizi z hostitelského
chromozomu se piemistuji z darcovskych do recipientnich bun¢k pomoci konjugace.
Mobilizovatelné plazmidy nesou geny pro pifenos DNA nezbytné pro strukturu relaxozomu,
ale postradaji geny nezbytné pro tvorbu pilusu. Studie odhalily, Ze pfenos plazmidu muiize
také probihat, 1 kdyZ mobilizujici plazmid a mobilizovany plazmid jsou ve dvou riznych
bakteridlnich bunikdch (Andersen a Sandaa, 1994; Sia et al., 1996). Tento pfijem, pti kterém
jeden kmen majici samopienosny plazmid ziskava druhy plazmid od piijemce, je znamy jako
retrotransfer. Zpétny pienos probihd ve dvou fazich — samoptenosny plazmid se piesune
od darce k pfijemci a probihd mobilizace plazmidu od piijemce zpét k darci (Ankenbauer,
1997). Retrotransfer pravdépodobné hraje vyznamnou ulohu ve vyvoji systému pienosu

plazmidi (Sultan et al., 2018).

Transponovatelné elementy (TE) jsou sekvence DNA, které poskytuji genomu flexibilitu
(Na‘was et al., 2013). Jednotkové transpozony byly tradicné povazovany za prvky vétsi nez
inzertni sekvence zahrnujici gen pro transpozéazu a vnitini gen, ktery mize kdédovat rezistenci
na antibiotika (Partridge et al., 2018). Diky tomu, Ze jsou schopny ménit svou pozici, mohou

meénit své genetické pozadi se zménou genetického nastaveni lokusu, kam se vkladaji



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

(Wicker et al., 2007; Shapiro, 2010). Na zaklad¢ jejich role pfti identifikaci a rekombinaci
konkrétnich sekvenci jsou TE kategorizovany do dvou tiid: (1) slozené transpozony (tiida I)
a (2) komplexni transpozony (tfida II). Ttida I nebo retro-transpozony funguji kopirovanim
RNA z DNA transkripci a RNA do DNA reverzni transkripci, tim se vlozi do genomu na
rizném misté (Kapitonov a Jurka, 2008). Transpozony tfidy II pasobi jako tzv. cut and paste
(vyjmout a vlozit) a nezahrnuji meziprodukt RNA (Wicker et al., 2007). Ackoli transpozony
poskytuji rezistenci vii¢i antibiotikim diky existenci dodate¢ného genu na plazmidu, existuji
Sance, ze transpozony mohou pieskocCit z chromozomalni DNA na plazmidovou DNA

(Wagner, 2006).

Inzertni sekvence (ISs; velikost <2,5 kb) jsou zdkladni formou mobilnich genetickych
elementil Sifenych v bakteriich. ISs tvofi vice nez devatenact rodin, které maji rozdilnou
velikost (Wagner et al., 2007). Obsahuji otevieny Cteci rdmec, jenz kdduje transpozazovy
enzym obklopeny invertovanymi repetitivnimi sekvencemi 10 az 40 pard bazi na obou
koncich. Enzym transpozéza stitha cilovou DNA a vklada inzertni sekvenci (Sultan et al.,
2018). Tradicné nebyly ISs povazovany za nositele ,,passenger* gentl, ale mohou pfesouvat
geny rezistence jako soucast slozeného transpozonu, oblasti ohrani¢ené dvéma kopiemi
stejné nebo ptibuzné IS, které se mohou pohybovat jako jedna jednotka (Partridge et al.,

2018).

Integrony pfispivaji k fitness a odolnosti bakterii k pfeziti v riznych prostiedich. Jejich
kategorizace je zalozena na aminokyselinovych sekvencich integrazy Intl, tfida 1 (IntIl),
titida 2 (Intl2), tfida 3 (IntI3) a tfida 4 (Intl4). Integrdza Intll, Intl2 a IntI3 je spojena
s mobilnimi genetickymi elementy, zatimco Intl4 s chromozomélnimi integrony (Sultan

etal., 2018).

Integrony tifidy 1 jsou asociované se ziskem a mobilizaci genl rezistence na antibiotika.
Skladaji se z genu integrazy, genu rezistence ke kvarternim amoniovym slouceninam
(gacEl) a genu rezistence k sulfonamidiim (su//) (Cambray et al., 2010). Integrony tiidy 1
jsou spojeny s ruznymi kazetami genu rezistence, ale vétSina integronii obsahuje aadA
kodujici rezistenci na streptomycin-spektinomycin. Casto jsou také detekovany
determinanty rezistence na trimethoprim (Fluit a Schmitz, 2004; Mazel, 2006; Cambray

etal., 2010).

Integrony tiidy 2 obsahuji segment s péti tns geny (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD, tnsE) asociovany
s pohybem a inzerci v rdmci bakteridlniho chromozomu (Hansson et al., 2002; Labbate et al.,

2009). Maji casto nefunkcéni gen intl2 kvuli vnitinimu stop kodonu a pravdépodobné
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v disledku toho obsahuji omezenou skélu kazet (Ramirez a Pineiro, 2010). Klasicka
struktura integrond tfidy 2 obsahuje fadu genovych kazet, vcetné streptotricin
acetyltransferazy (satl), adenyltransferazy (aadA 1), dihydrofolat reduktazy (dfrA1; Hansson
etal., 2002; Xu et al., 2009).

Integrony tiidy 3 byly poprvé identifikovany u Serratia marcescens v roce 1993 a poté
nalezeny asociované s blaGES-1 u Klebsiella pneumoniae (Sultan et al., 2018). Jsou
podobné spiSe integrontim tiidy 1 a zda se, ze jsou spojeny s urcitymi transpozony (Collis

et al., 2002).

Integrony tidy 4 se li$i od ostatnich integroni rezistence piedevsim zaclenénim stovky kazet
a vysokou podobnosti mezi misty attC téchto sestavenych kazet (Poirel et al., 2010).
Integrony tiidy 4 nesou genové kazety pro antibiotika chloramfenikol a fosfomycin (Fluit

a Schmitz, 2004).

Genova kazeta je maly mobilni prvek (zhruba 0,5 — 1 kb) sestavajici z jednoho genu (obcas
dvou) typicky postradajicitho promotor a rekombinacni misto a##C. Genové kazety mohou
existovat ve volné kruhové formé, ale jsou nereplikativni a obvykle se nachazeji vlozené
do integronu charakterizovaného genem int/, rekombina¢nim mistem att/ a promotorem
(Pc). Diky rekombinaci mezi mistem a##/ integronu a mistem a#C kazety mize byt kazeta
vloZena do integronu. Do stejného integronu lze vlozit vice kazet a tim vzniké pole kazet,

které miize poskytnout multirezistenci (Partridge et al., 2018).

3.2 Mechanismy horizontalniho genového prenosu

Antibiotika sama o sob¢ rezistenci nezplsobuji, ale Castd a vysokd expozice antibiotik
bakteriim vytvaii selekeni tlak, ktery spousti strategie rezistence bakterii. Ziskani genti
rezistence horizontalnim pfenosem zahrnujicim mobilni genetické elementy je povazovano
za hlavni cestu $ifeni a zvySeni antimikrobidlni rezistence (Xu et al., 2011). Jejich pfitomnost
na MGEs usnadituje pfenos na nepiibuzné bakterie v procesu oznaCovaném jako
horizontdlni ptenos genti (HGT, horizontal gene transfer) prostfednictvim konjugace,
transdukce nebo transformace (viz Obr. 2) (Aminov a Mackie, 2007; Martinez, 2008). Pohyb
genu propujcuje piijemci nové metabolické schopnosti a tim mu poméha v adaptaci na nové
ekologické niky (Sultan et al., 2018). Frekvence HGT zavisi do zna¢né miry na vlastnostech
mobilniho genetického elementu, charakteristikdich déarcovské a recipientni populace
a prostiedi. Kromé konjugace, transdukce a transformace se v pfirodé mohou vyskytovat

dalsi mén€ zndmé mechanismy prenosu DNA (Keese, 2008).
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3.2.1 Konjugace

Konjugace je pirenos DNA, ke kterému dochizi mezi zivymi bakteridlnimi bunkami
a vyzaduje pfimy kontakt mezi darcovskou a recipientni bunikou (Verraes et al., 2013).
Konjugace potiebuje autonomné se replikujici genetické elementy znamé jako konjugativni
plazmidy, jeZ vyuzivaji pilus proteinové struktury k vytvoieni spojeni mezi buiikami (Sultan
et al.,, 2018). Geny antimikrobialni rezistence jsou velmi cCasto pfitomny na MGEs
(plazmidy, transpozony) a mohou byt dopliikoveé asociovany s inzerénimi sekvencemi,
integrony a genovymi ostrivky. Protoze mnoho genl antimikrobidlni rezistence bylo
nalezeno na MGE, je konjugace povazovana za hlavni zptsob pfenosu téchto genli mezi

bakteriemi (Mathur a Singh, 2005).

Konjugace je vSak omezena fadou molekuldrnich a epidemiologickych faktort:
(1.) ekosystém by mél umoznit kontakt mezi kmeny; (2.) kmeny by mély mit uréitou
pohyblivost (sami o sob& nebo vnéjsimi faktory); (3.) existuje nekompatibilita plazmida; (4.)
genetické pozadi buniky by meélo umoznit integraci (spojeni) integrativnich mobilnich
elementll (IME) a (5.) ur€ité syst¢tmy MGEs by nemély byt vylouceny z buiiky v disledku

zapric¢inéni bunécné smrti (Verraes et al., 2013).

Zda se, ze u gramnegativnich bakterii se konjugace fidi obecnym mechanismem, jenz za¢ina
tvorbou konjugativnich pilusti. Grampozitivni bakterie pouZzivaji alternativni mechanismy
k dosazeni bunétného kontaktu jako naptiklad feromony indukovany pienos plazmidu
u enterokokll nebo prenos plazmidu zprosttedkovany agregaci u Bacillus thuringiensis ssp.

israelensis (Andrup et al., 1993).

3.2.2 Transformace

Transformace bakterii je proces piijmu holé DNA z prostiedi bakterialnimi buitkami (Kelly
et al., 2009). Bakteridlni DNA se nejprve uvoliiuje z bakteridlnich bun€k pasivné po smrti
alyze nebo unékterych bakterii aktivné v ur€itém bod¢ ristového cyklu (Lorenz
a Wackernagel, 1994; Matsui et al., 2003). DNA je vychytavana kompetentnimi bakteriemi
z okoli a poté stabilné zaclenéna do akceptorové buiiky. Nakonec dochdzi k expresi vElenéné

DNA (Verraes et al., 2013).

Teoreticky mlize byt transformaci pfenesena jakakoli bakteridlni chromozomalni nebo
extrachromozomalni DNA. N¢&které bakteridlni druhy jsou piirozen¢ kompetentni
(Campylobacter spp., Bacillus subtilis, Streptococcus spp.) (Seitz a Blokesch, 2013). Doba,

pfi které dochazi k transformaci, zavisi na druhu bakterii. Pfirozen¢ transformovatelné druhy
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jsou schopné kompetence v pribéhu logaritmické rustové faze (Acinetobacter spp.), jiné
jsou kompetentni kratkou dobu (Streptococcus pneumoniae) a nékteré bakterie (napf.
Bacillus subtilis) rozviji kompetence pouze na zacatku staciondrni faze (Johnsborg et al.,
2007). Kompetence nékterych bakteridlnich druht, naptiklad Escherichia coli, mohou byt
indukovany in vitro chemickymi nebo fyzikalnimi podminkami — pfitomnost CaCl,, EDTA,

teplotni posuny, elektroSoky nebo osvétleni (Cérémonie et al., 2004; 2006; Davison, 1999).

Dosud nebyl prokazan vyznam pienosu genu antimikrobidlni rezistence v potravinaiskych
produktech transformaci, coz je zplisobeno nizsi frekvenci a obtiznosti detekce ve srovnani
s konjugaci. V lidskych i zvifecich stfevech a béhem zpracovani potravin je DNA citlivéjsi
na pusobeni nukledz DNA, fyzikalni (napf. teplo) a chemickou degradaci. AvSak slozita
potravinova matrice a prostfedi zpracovani potravin (napf. biofilmy) mohou DNA chrénit
(Straub et al., 1999). DNA muze byt také chranéna jednotlivymi slozkami potravin (napf.
argininem, maltolem) (Van den Eede et al., 2004; Bauer et al., 2004).

3.2.3 Transdukce

Transdukce je proces prenosu zprostiedkovany bakteriofagy. Nejprve se bakteriofag ptipoji
k bakterii a vstiikne jeho geneticky materidl, potencidlné vcetné hostitelské bakteridlni
DNA. Po vstupu do bakteridlni buiky musi byt DNA stabilizovana bud’ vytvofenim
autonomng se replikujiciho prvku anebo integraci do bakteridlni DNA. Jakmile je cizi DNA
stabilizovana v bakterialni bunice, mtze fidit produkci ¢astic novych fagi. Timto zplisobem
lze ptenést bakteridlni plazmid a/nebo genomovou DNA riznych délek zjedné bakterie
do druhé v zdvislosti na ucastnicim se fagovi. Rozsah hostitelll je spiSe omezeny kvuli
hostitelské specifit¢ bakteriofagii, a proto k transdukci obecné dochdzi mezi blizce
pfibuznymi bakteridlnimi kmeny. Pfenos genli antimikrobialni rezistence je zaznamenéan

pouze ziidka (Verraes et al., 2013).

3.3 Integrativni a konjugativni elementy

Integrativni a konjugativni elementy (ICEs, z angl. integrative a conjugative elements) jsou
odli$né mobilni elementy, které byly nalezeny u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii
(Burrus et al., 2002). Jedna se o samopienosné integracni prvky koédujici konjugacni aparat.
Podporuji vlastni mobilizaci usnadniujici horizontalni pfenos genil rezistence na antibiotika,
faktort virulence a riznych bakterialnich znakt. ICEs maji tfi genetické moduly: (i) modul

integrace a excize; (i) konjuga¢ni modul; (ii1) regulacni modul. Moduly obsahuji rizné pole
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gen kodujici proteiny fungujici odliSnymi mechanismy. ICEs obsahuji gen kddujici
integrazu (Int), kterd podporuje integraci a excizi z chromozomu hostitelského organismu
(Boyd a Almagro-Moreno, 2009). Nékter¢é ICEs mohou nést systém toxin-antitoxin
(Wozniak a Waldor, 2009). Na rozdil od plazmidi se ICEs nenachazeji
extrachromozomalné, protoZze postradaji autonomni replikaci. Kromé rezistence
na antibiotika (Boltner et al., 2002; Whittle et al., 2002) vykazuji integrativni a konjugativni
elementy napfiklad rezistenci na tézké kovy (Boltner et al., 2002; Davies et al., 2009) nebo
schopnost degradovat aromatické slouceniny (Ravatn et al., 1998). Kromé toho byly
rozpozndny komplexni vlastnosti jako schopnost obyvat eukaryotického hostitele, fixovat
dusik (Sullivan a Ronson, 1998) nebo podporovat virulenci a vyvoj biofilmu (Drenkard

a Ausubel, 2002; He et al., 2004; Davies et al., 2009).

3.4 Systémy toxin-antitoxin

Systémy toxin-antitoxin (TA), plivodné identifikovany jako moduly kdédované na plazmidu,
se Casto vyskytuji na chromozomu vétSiny bakterii z prostredi (Xie et al., 2018). Systémy
TA poskytuji odolnost bakteridlnim populacim ve stresovych podminkéch jako je nedostatek
zivin nebo pravé tlak antibiotik (Harms et al., 2016). Obecné jsou TA systémy slozeny
ze stabilniho toxinu kodujiciho proteiny a labilniho antitoxinu kodujiciho RNA nebo
antitoxické proteiny (Lee a Lee, 2016). Toxiny piisobi na rizné cile, aby narusily urcité
bunécné procesy, jako je replikace DNA, syntéza bunécné stény nebo syntéza proteind.
Volné toxiny zpisobuji klidovy stav bakteridlnich bunék, coz mize podporovat bakterialni

toleranci vii¢i antibiotikiim (Gerdes a Maisonneuve, 2012).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

4 ANTIBIOTICKY REZISTOM

Termin antibioticky rezistom byl poprvé pouzit v roce 2006 skupinou Gerryho Wrighta,
ktery definoval ptdni rezistom jako determinanty rezistence piitomné v padé, ¢imz dokazal
vys$$i prevalenci multirezistence v populaci environmentalnich bakterii, nez bylo dfive
predpokladano (D‘Costa et al., 2006). Pozd¢ji byl rezistom definovan jako soubor vSech
genu antibiotické rezistence a jejich prekurzor v patogennich i nepatogennich bakteriich
(Wright, 2007). Po publikaci velkého mnozstvi studii o rezistomu byla dale definice
upfesnéna oznacenim typll rezistence, jako je ziskand rezistence (vertikdlné¢ nebo
horizontalné pienosnd, taxonové nespecifickd), vnitini rezistence (pouze vertikalné
pfenosna, specifickd pro taxony), tichd rezistence (fenotypovée citlivd, funkcni, ale
nevyjadiend) a protorezistence (fenotypové citlivd, s malou/zddnou aktivitou, dokud
nezmutuje) (Perry et al., 2014). Souhrnné lze fici, Ze antibioticky rezistom zahrnuje v§echny
typy gent antibiotické rezistence, jejich prekurzory a nékteré mechanismy potencidlni
rezistence, které vyzaduji evoluci nebo zmény v kontextu exprese k udéleni rezistence (Kim

a Cha, 2021).

Diivejsi spekulace byly potvrzeny a kriticky zhodnocené nové poznatky byly shrnuty
nasledovné: (i) antimikrobidlni rezistence je prastard a vSudypfitomnd v riznych
mikrobiomech (D’Costa et al., 2011; Finley et al., 2013; Pawlowski et al., 2016);
(i1) antibioticky rezistom je slozity a riznorody (D’Costa et al., 2007; Dantas a Sommer,
2012); (ii1) environmentalni rezistom je zdrojem a rezervoarem gentl antibiotické rezistence
(Finley etal., 2013; D’Costa et al., 2007; Forsberg et al., 2012); (iv) rezistom je obecn¢ uren
strukturou mikrobidlniho spoleCenstvi v pfirozeném prostfedi (Forsberg et al., 2014);
(v) antropogenni Cinnosti utvareji environmentalni rezistom (Perry a Wright, 2014);
(vi) mobilni genetické elementy jsou zodpovédné za pienos genl antibiotické rezistence
(Perry a Wright, 2013) a (vii) tyto geny proudi mezi lidmi, zvifaty a Zivotnim prostfedim
(Hu et al., 2017).

Koncept One-Health je definovan jako spoluprdce vice oborl (pracujicich lokalné,
celostatné i globaln¢) k dosazeni optimalniho zdravi lidi, zvifat a Zivotniho prostiedi
prostfednictvim politiky, vyzkumu, vzdélavéani a praxe (Rubin et al., 2013; Gronvall et al.,
2014). Obecné plati, ze infekéni nemoci, véetné zoondz, jsou hlavnimi obavami a cili
pfistupu One-Health. Antimikrobidlni rezistence, jeZ pfimo souvisi s t€émito nemocemi, byla
povazovéana za jednu ze tfi priorit One-Health na tripartitnim zaseddni Organizace pro

vyzivu a zeméedélstvi (FAO, z angl. Food and Agriculture Organization), Svétové organizace
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pro zdravi zvitat (OIE) a Svétové zdravotnické organizace (WHO) v roce 2011 (WHO et al.,
2011). Na obrazku (Obr. 3) jsou zobrazeny drahy pfenosu genti antibiotické rezistence nebo
rezistentnich bakterii ze zvifat na c¢lovéka v ramci One-Health, kdy Sipky zobrazuji

potencialni cesty prenosu rezistentnich bakterii/gent (Zhao et al., 2021).

Antimikrobialni latky
[ ]
Citlivé bakterie

o0

Bakterie rezistentni na antibiotika

. Patogenni bakterie

..a Horizontalni genovy transfer (HGT)

(O  Bakterialni genom
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Q  Geny antibiotické rezistence (ARGs) o B
g
Ty \

% §

Obrazek 3. Drahy pi'enosu bakterii/genti antibiotické rezistence ze zviirat na ¢lovéka
(Zhao et al., 2021; upraveno)

4.1 Mikrobiom Kkureciho masa

Spotfeba kutfeciho masa celosveétoveé neustale roste (Ritchie a Roser, 2017). Syrové kuteci
maso je zdkladni potravinou s relativné vysokou mikrobidlni zatézi (~4,5 log CFU/ml
celkovych aerobti v kufecim vyplachu) (USDA FSIS, 2012). SloZeni a rozmanitost
mikrobiomu se méni béhem chovu, zpracovani driibeze (pateni, Skubani, kuchani, oplach,
chlazeni, zrani), maloobchodniho prodeje, skladovani a ovliviiuje jej typ baleni a zpusob

zpracovani. Nékteré piiklady zahrnuji mikrobidlni kontaminaci v disledku prasknuti stfeva
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a rozliti jeho obsahu béhem vykuchani (Gill, 2005), oSetfeni zafizeni (Bailey et al., 1986)
a myti jatecné upravenych tél (Kemp et al., 2000).

Dle americké studie zkoumajici diverzitu mikrofléry kufecich prsou byly dominantni
bakterie vakuové balenych produkti rozmanitéjsi s fakultativné anaerobnimi bakteriemi
(rody Aeromonas, Buttiauxella, Carnobacterium, Hafnia, Serratia) ve srovnani se vzorky
v atmosféte propustné pro vzduch, kde byly v ¢ele psychrotrofni bakterie rodu Pseudomonas
a Shewanella. Obligatn¢ aerobni gramnegativni Pseudomonas byly dominantni také na
kutecich fizcich v baleni s modifikovanou atmosférou (MAP, z angl. modified atmosphere
packaging) s vyS$im procentem kysliku (Rouger et al., 2018) a na hovézich fizcich
skladovanych v chladni¢ce na vzduchu (Ercolini et al., 2011). Ptitomnost Pseudomonas
na vakuové balenych vzorcich potvrzuje pfitomnost zbytkil kysliku ve vakuovych obalech

(Li et al., 2020).

Mikrobiomy kutecich prsou se liSily od jinych mikrobiomi (jiné ¢asti driibeze, skotu nebo
prase¢i trus) niz§im zastoupenim genl antibiotické rezistence k tetracyklinlim,
aminoglykosidiim a makrolidiim. Tato antibiotika pfedstavovala nejvEtsi objem tuzemského
prodeje 1ékarsky vyznamnych antimikrobidlnich 1é¢iv u hospodatskych zvitat v roce 2017
(FDA CVM, 2018). Nizky vyskyt genl antibiotické rezistence na kufecich prsou byl
potvrzen bez ohledu na pouziti antibiotik v chovu. Bylo zjisténo, ze u hovézich vyrobki
nebyly potvrzeny zadné geny antibiotické rezistence a zasahy béhem pordzky by mohly
sniZzovat pfenos téchto genl na spotiebitele (Noyes et al., 2016). Podobné vysledky byly
naméfeny mezi konvencnimi a bezantibiotikovymi produkty z mletého hovéziho masa
(Vikram et al., 2018) a hovézim dobytkem (Vikram et al., 2017). Vyssi vyskyt genti
rezistence je potvrzen u husté osidlené populace, jako je piida hospodaiskych zvitat a stievni
(fekalni) mikrobiomy (Li et al., 2020). Revue z roku 2021 (Gaire et al., 2021) zabyvajici se
epidemiologickymi studiemi u zvifat ur¢enych k produkci potravin naznacuje, Ze entericka
antimikrobialni rezistence se méni s tim, jak hostitel starne (Gaire et al., 2021). Pro predstavu
byl vytvoten graf (Obr. 4) normalizovaného mnozstvi genl antibiotické rezistence
v mikrobiomech kufecich prsou a dalsich vzorki z riiznych zdrojii. Cetnost kazdé t¥idy genti
antibiotické rezistence byla vypoctena jako soucet normalizovanych ¢etnosti genti patficich

do této tridy (Li et al., 2020).
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Obriazek 4. Normalizované mnoZstvi gent antibiotické rezistence v riiznych
ZivociSnych mikrobiomech (Li et al., 2020; upraveno)

4.2 Antibioticky rezistom kureciho masa

V intenzivnich chovech driibeze se Casto pouZzivaji antimikrobidlni latky jako tetracyklin,
bacitracin, tylosin, salinomycin, virginiamycin a bambermycin (Cuong et al., 2018; Diarra
a Malouin, 2014). V USA predstavuji tetracykliny vice nez dv¢ tfetiny antimikrobialnich
latek podavanych pfi chovu driitbeze (Ronquillo a Hernandez, 2017), zatimco v Evropské
unii pfedstavuji pouze 37 % (Carvalho a Santos, 2016). Amoxycilin, oxytetracyklin
a ceftriaxon nasledované ofloxacinem a norfloxacinem jsou nejbéZnéji pouzivanymi
u drtibeze v Ciné (Xu et al., 2020). Stejné jako u piedchozi americké studie (Li et al., 2020),
u studie zaméfené na 49 zdkladnich genil rezistence k antibiotikim identifikovanych
v driibezim trusu odebraném z 9 evropskych zemi prevladaly tetracyklinové a makrolidové

geny rezistence (Ma et al., 2016).

Nedavné studie v Ciné porovnavala fekalni rezistom kufat na dribezich farmach s témi
na trzich s Zivou dribezi v Cing. Pro ob& mista byly Gast&jsi geny antibiotické rezistence
na aminoglykosidy, tetracykliny, MLS (makrolidy, linkosamidy a streptograminova
antibiotika, z angl. macrolides, lincosamides, streptogramines) a B-laktamy. Kromé toho
byly tyto tfidy antibiotik Castéji detekovany u dribeze na trhu (Wang et al., 2021), coz by

mohlo byt zpisobeno zménami mikrobiomu zvySenym stresem ptakd (Ma et al., 2021).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

Nékolik studii zkoumalo pouziti specifickych antimikrobialnich latek na profily fekalniho
rezistomu dribeze. Naptiklad podavani ampicilinu vedlo ke zvyseni vétSiny B-laktamovych
1 bacitracinovych genl rezistence a sniZzeni gent spojenych s rezistenci k tetracyklinim
v kufecim trusu (Zhou et al., 2020). Terapeutické davky chlortetracyklinu v krmivu zvysily
vyskyt rezistence na tetracyklin (fetd a tetW) a snizily Cetné multirezistentni geny
ve vykalech brojler. Tato reakce na chlortetracyklin byla pfisuzovana poklesu populace
Escherichia, hlavniho hostitele multirezistentnich gentl, a obohaceni Bifidobacterium, které

obsahuje vice tetWW (Xiong et al., 2018).

4.3 Metody studia rezistomu v potravinach

Existuje nekolik metod identifikace rezistentnich bakterii (fenotypova rezistence) a jejich
pfislusnych gent rezistence (genotypova rezistence). Tradi€ni metody jsou primarné
zalozeny na kultivaci mikroorganismti za specifickych podminek. Ac¢koli jsou jednoduché
a snadno proveditelné, zahrnuji také spoustu nevyhod, jako je existence zivotaschopnych
nekultivovatelnych mikroorganismi nebo dlouha doba jejich mnozeni (Lee et al., 2017;

Braga et al., 2013; Ekong et al., 2017; Chahorm a Prakitchaiwattana, 2018).

Na druhé¢ strané jsou molekularni metody, jez jsou zaloZeny na amplifikaci cilovych gent
— polymerazova fetézova reakce (PCR, z angl. polymerase chain reaction), multiplexni PCR,
reverzni transkriptizova PCR (RT-PCR, zangl. reverse transcriptase PCR), PCR
kombinovana s polymorfismem délky restrikénich fragmentd (PCR-RFLP, zangl.
restriction fragment length polymorphism), kvantitativni PCR (qPCR, z angl. quantitative
PCR) neboli PCR vredlném case (z angl. real-time PCR), ndhodné amplifikovana
polymorfni DNA (RAPD, z angl. random amplified polymorphic DNA); mikrocipy (z angl.
microarrays), metagenomika a celogenomové sekvenovani (WGS, z angl. whole-genom
sequencing) (Rodrigues et al., 2020; Nakajima et al., 2009; Frasao et al., 2017). I kdyZ jsou
drazsi nez tradicni kultivace, spousta téchto technik ma velké vyhody, jako je rychla doba
provadéni qPCR a identifikace vSech rezistomli ve vzorku pomoci metagenomiky. Kazda
metoda ma i své nevyhody, naptiklad doba provadéni, nizka reprodukovatelnost vysledki,
nestabilita molekuly RNA, specifickd vybaveni, technici schopni ji provést
a bioinformaticka odbornost (Rodrigues et al., 2020; Rasmussen, 2012; Rovira et al., 2019).
Tabulka (Tab. 1) uvadi souhrn vyhod a nevyhod nejbéznéjsich tradi¢nich a molekularnich

metod identifikace mikroorganismu a genti antimikrobialni rezistence (Galhano et al., 2021).
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Tabulka 1. Vyhody a nevyhody tradi¢nich a molekularnich metod identifikace
mikroorganismi a gent antimikrobialni rezistence (Galhano et al., 2021)

Metoda Princip Vyhody Nevyhody
o lelfa‘cena, Vysf)ka Doba provedeni,
Morfologické citlivost, zlaty .. .
. C zivotaschopné
oy, a biochemické standard pro . .
Tradi¢ni - . : . nekultivovatelné
charakteristiky identifikaci s
., . o kmeny, nizka
kolonii mikroorganismu spocifita
(MO) b
Exponencialni )
‘v amplifikace .. Amp hﬁk,ace o Nedetekuje
Konvenéni R zivotaschopnych gent ..
specifickych . ; zivotaschopnost
PCR . nekultivovatelnych <
sekvenci DNA MO bunck
a RNA
Soucasna Primery s podobnou
Multiplexni amplifikace Amplifikace riznych 1y's poco®
T o . T teplotou annealingu
PCR n¢kolika cilt typl gend soucasné .,
. (nasedani)
najednou
Moli;ggil:uil\rlll: 3¢ Detekce zivych
molekulu bunék, rpolekula Nestabilita molekuly
RT-PCR . cDNA mé vysokou
komplementarni Sistotu. vvsoké RNA
DNA (cDNA), poté oui ﬁyta
klasicka PCR P
Frggmer}ty ,DNA Néklady, snadné e
jsou ziskany navrhovani. neni Nékteré enzymy
PCR-RFLP stépenim DNA potieba drahé mohou bt drahé,
restrikénimi . . zpozdéni v zisku
materialy, snadné , .
enzymy rovedent vysledkt
(endonukledzami) P
Kvantifikace je
umoznéna
ﬂuggz;iilicrri;ml Kratsi reakéni Cas, Vysoké cena,
qPCR o 1 urcuje relativni interference MO
specifickych C e
. .., . | aabsolutni po¢et MO z prostiedi
primerech emitujici
detekovatelné
signaly
Vyzaduje piechozi
znalosti
Hybridizaci vzorku | Nevyzaduje pfedchozi o studovanych
Mikrodi DNA a sekvenéné kultivaci bakterii, genomovych
. py specifickych DNA | detekce nékolika genti | oblastech, oblast je
(microarray) R . e y
sond navazanych na | rezistence soucasné na pfedem

povrchu ¢ipu

stejném substratu

determinovana, coz
zpusobuje ztratu
dalSich informaci
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Potieba prechozi
. znalosti
Detekce celého . .
, s . , v bioinformatice,
Sekvenovani mikrobimu, neni .
1 Ly . vysoké naklady,
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II. PRAKTICKA CAST
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CiL PRACE

Cilem prace bylo stanovit antibioticky rezistom, tudiz zjistit pfitomnost genl rezistence
(rezistomu) v DNA izolované ze vzorkl chlazenych kufat dostupnych v maloobchodni trzni

siti Zlinského kraje CR.
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5 MATERIAL A METODIKA

V této kapitole je shrnut veskery materidl pouzity pii praktické casti diplomové prace

a metodické postupy.
5.1 Material

5.1.1 Vzorky potravin

Celkem bylo v maloobchodni siti ve Zliné v obdobi od 29. 11. 2021 do 3. 12. 2021
zakoupeno 20 chlazenych kutecich ktidel tfidy jakosti A a 10 chlazenych kutecich Spalickt
tiidy jakosti A. Polovina kufecich kiidel pochazela z feznictvi B, zatimco druha polovina
a vSechny Spalicky z feznictvi A. Maso bylo prodavano jako nebalené a chov i porazka kutat

probihaly v Polsku. Podrobny seznam vzorki je uveden v Ptiloze P I.

5.1.2 PouZité kmeny

Kmeny Escherichia coli izolované z volné zijicich zvifat, charakterizované a ulozené
ve sbirce UIOZP FT UTB ve Zliné (Pavli¢kova, 2016), byly pouZity jako pozitivni kontroly
pti PCR reakcich (Tab. 2).

Tabulka 2. Specifikace pozitivnich kontrol (Pavlickova, 2016)

Oznaceni | Rok izolace | Puvod Geny rezistence
2 2010 bazant qnrS, blaTEM, aphAl
2H 2010 bazant qnrS, blaTEM, aphAl
2MB 2014 bazant sull, gnrsS, tetA, int, qac, mer, aphAl, sul2
3MB 2014 bazant tetB, aphAl, blaOXA-7
2FB 2014 bazant aphAl, blaCTX-M-1g

5.1.3 Pristroje a pomiicky
e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
e Bio Vortex V1 (BIOSAN, Lotyssko)
e Centrifuga minispin plus (Eppendorf, Némecko)
e Denzitometr McFarland typ DEN-1 (Biosan, USA)
e Elektricky zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgie)

o Elektroforeticka vana s ptislusenstvim (Owl Separation Systems, Inc., USA)
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e Erlenmayerova baiika (Simax, CR)

e Hiebeny (Owl Separation Systems, Inc., USA)

o [KA® MSI shaker (IKA, Némecko)

e Kadinky, 25 ml (Simax, CR)

e Laminarni box, Telstar Bio II — A (KRD, Velka Britanie)

e Lednice s mrazicim boxem CSA34020 (BEKO, Turecko)

e MikrovInna trouba (Electrolux, Svédsko)

e Mini-centrifuga CD-1008 (PHOENIX Instrument, Némecko)

e Mini-centrifuga HERMLE Z 100 M (Hermle LaborTechnik, Némecko)
e Multifunkéni modularni reader INFINITE 200 PRO (Tecan, Svycarsko)
e Odmémy vélec (Simax, CR)

e PCR box AURA PCR™ (BIOAIR, Italie)

e Petriho misky plastové

e Pocita¢ s programem Gene Snap (SynGene, Indie)

e Stomacher Classic — IUL (BioTech, CR)

e Termocycler Aeris™ (ESCO, Singapur)

e Termostat (t = 37 °C) (Nanbei Instrument, Cina)

e Termostatovy blok Bio TDB-100 (Biosan, USA)

e UV-Transluminator InGeniusLHR (SYNGENE, Velka Britanie)

e Vahy KB d=0,1 g (KERN, Némecko)

e Dalsi pomucky: kovova 1Zice, mikrotenové sacky, nitrilové rukavice, ntizky, pinzeta,
plynovy kahan, pravitko, prkénko, skalpel, sterilni gaza, sterilni jednorazové klicky,
sterilni mikrozkumavky (1,5 a 2 ml), sterilni pinzeta, sterilni Spicky, stojanek
na mikrozkumavky, stojanek na stripy, stripy po 8 kusech svicky, zapalky,

zkumavky
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5.14

Chemikalie

Agaro6za (Sigma-Aldrich, USA)

Antibiotické disky charakterizované v tabulce (Tab. 4) (HIMEDIA, India; Oxoid

Ltd., Velkra Britanie)

DNeasy® mericon Food Kit (50) (QIAGEN, Némecko)
DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) (QIAGEN, Némecko)
Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)

Etanol 96% (Sigma-Aldrich, USA)

GelRed® Nucleic acid gel stain (Biotium, USA)

GoTaq® G2 Hot Start Green Master Mix (Promega™, USA)

o Slozeni: GoTaq DNA polymeraza, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM

dCTP, 400 uM dTTP, 4 mM MgCl,; pH = 8,5

Chloroform (Sigma-Aldrich, USA)
Masopeptonovy agar (HIMEDIA, India)

o Slozeni: vytazek z masa, pepton, stl, agar
Mueller-Hinton agar (HIMEDIA, India)

o Slozeni: hovézi vytazek, pepton z kaseinu, Skrob a agar
Nuclease-Free H,O (Promega™, USA)
Nutrient agar (HIMEDIA, India)

o Slozeni: masovy extrakt, pepton z masa a agar
Sterilni destilovana voda
Ix TAE pufr (Sigma-Aldrich, USA)

o Slozeni: 20 mM Tris-base, 10 mM acetét sodny, 0,5 mM EDTA; pH = 7,4

100 bp DNA ladder (VWR Peglab, CR)
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5.1.5 Seznam pouzitych primeru

Sekvence PCR primert a velikost hledaného produktu je uvedena v tabulce (Tab. 3).

Vsechny primery byly dodany firmou IDT, USA anebo Metabion international AG,

Némecko.
Tabulka 3. Seznam pouzitych primeri
. ¢ ¢ Velikost
Primer F/R Sekvence (5°-3¢) amplikonu [bp]
F GAGTATTCAACATTTTCGT
blaTEM 857
R ACCAATGCTTAATCAGTGA
F AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
mcr-1 320
R AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
F CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT
mcr-2 715
R TCTAGCCCGACAAGCATACC
F AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG
mcr-3 929
R AATGGAGATCCCCGTTTTT
F TCACTTTCATCACTGCGTTG
mcr-4 1116
R TTGGTCCATGACTACCAATG
F ATGCGGTTGTCTGCATTTATC
mer-5 1644
R TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG
F ACGACATTCGTCAACTGCAA
qnrS 600
R TAAATTGGCACCCTGTAGGC
F GGCCTCAATTTCCTGACG
tetA 372
R AAGCAGGATGTAGCCTGTGC
5.2 Metody

5.2.1 1Izolace DNA z driubeziho masa

Prvnim krokem izolace DNA bylo navazeni 10 g kufeciho masa s kizi a pfidani 20 ml
sterilni destilované vody do mikrotenového sacku. Poté byla tato smés homogenizovana
v Stomacheru po dobu 180 sekund a vyslednd smés zfiltrovana ptes sterilni gazu do kadinky.
Dale nasledovala samotnd izolace DNA pomoci komeréni soupravy DNeasy® mericon Food

Kit (50) (QIAGEN, Némecko). Nize je popsan postup izolace DNA:
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1.

10.

5.2.2

Z filtratu byly odebrany 2 ml, které byly centrifugovany pii 14 500 rpm (otacky za
minutu, z angl. revolutions per minute) po dobu 10 minut a laboratorni teploté.

Supernatant byl odpipetovan a peleta na dn¢ zkumavky vyuzita v dalSich krocich.

K peletu bunék byl pfidan 1 ml pufru Food Lysis a 2,5 pl proteindzy K. Tato smés

byla jemné promichéana pfi nizSich otakach na vortexu.

. Zkumavka byla umisténa do termobloku pfedehiatého na 60 °C a inkubovéna po dobu

30 minut, béhem kterych byla pravidelné promichdvana na vortexu. Po inkubaci
nasledovalo vychladnuti pti pokojové teplotg.

Poté byla provedena centrifugace pti 2 500 rpm po dobu 5 minut a laboratorni teploté.
Do cist¢ 2 ml eppendorf zkumavky bylo napipetovano 500 pl chloroformu
a z puvodni zkumavky byl odebran supernatant, ktery byl poté ptenesen do zkumavky
s chloroformem.

Supernatant s chloroformem byl 6x zvortexovan po dobu 15 sekund a poté prob¢hla
centrifugace pii 14 000 rpm po dobu 15 minut a laboratorni teploté.

Do cisté eppendorf zkumavky bylo napipetovano 350 pl pufru PB a pfidan veSkery
supernatant z kroku 6. Tato smés byla zvortexovéana tak, aby doSlo k dokonalému
promichani a 700 pl bylo ptfepipetovano do kolonky pfiloZzené ke komer¢nimu kitu.
Nasledovala centrifugace pfi 14 500 rpm po dobu 2 minut a laboratorni teploté,
tekutina ze zasobni kolonky byla odlita a do kolonky byl napipetovan zbytek z kroku
7. Opét byla provedena centrifugace pii 14 500 rpm po dobu 2 minut a laboratorni
teploté a tekutina ze zdsobni kolonky vylita.

Do kolonky bylo pfidano 500 pl pufru AW2 a kolonka byla zcentrifugovéana pfi
14 500 rpm po dobu 2 minut a laboratorni teploté. Tekutina ze zasobni kolonky byla
vylita a centrifugace prob¢hla jesté jednou za stejnych podminek s naslednym vylitim
tekutiny.

Kolonka byla umisténa do 1,5 ml eppendorf zkumavky a na jeji membranu bylo
ptfidano 150 pl pufru EB. Déle prob¢hla centrifugace pii 14 500 rpm po dobu 2 minut
a laboratorni teploté, kolonka byla vyjmuta a v eppendorf zkumavce zlistala izolovana

DNA, ktera byla uchovavéana pii —20 °C.

Izolace DNA z bakterialnich kmenu

Zmrazené kmeny byly nejprve ptfeockovany pomoci sterilni bakteriologické klicky

na masopeptonovy agar a kultivovany pfi teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Po kultivaci



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

mikroorganismu byla vytvotrena bakteridlni suspenze ve sterilni destilované vod¢ a nasledné

probéhla izolace DNA komer¢ni soupravou DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) (QIAGEN,

Némecko). Nize je popsan postup izolace DNA:

1.

Z bakteridlni suspenze byly odebrany 2 ml do eppendorf zkumavky, probéhla
centrifugace pti 7 500 rpm po dobu 10 minut a laboratorni teplot¢ a supernatant byl

vylit.
K bunééné peleté bylo pridano 180 ul pufru ATL.

Dale nasledovalo ptidani 20 pl Proteindzy K a tato smés byla jemné promichana na
vortexu. Zkumavka byla umisténa do termobloku piedehiatého na 56 °C
a inkubovéna po dobu 10 minut, béhem kterych byla pravidelné promichavéana

na vortexu. Po inkubaci nésledovalo vychladnuti pii pokojové teploté.

K obsahu zkumavky bylo pfiddno 200 pl pufru AL, michédno na vortexu a dale
ptidano 200 pl 96% ethanolu.

Po dokonalém promiseni na vortexu byl veSkery obsah napipetovan do kolonky
ptilozené ke komerénimu kitu a probéhla centrifugace pii 8 000 rpm po dobu

1 minuty a laboratorni teploté.

Tekutina ze zasobni kolonky byla vylita a do kolonky bylo pfidano 500 ul pufru
AW1. Smés byla centrifugovana pti 8 000 rpm po dobu 1 minuty a laboratorni teploté

a zbyla tekutina v zasobni kolonce opét vylita.

Do kolonky bylo pfidano 500 pl pufru AW2. Smés byla centrifugovéna pii 14 000

rpm po dobu 3 minut a laboratorni teploté a tekutina v zasobni kolonce byla vylita.

Kolonka byla umisténa do eppendorf zkumavky a na membréanu bylo pfidano 200 pl
pufru AE, poté probéhla inkubace pfi laboratorni teploté po dobu 1 minuty a obsah
byl centrifugovan pti 8 000 rpm po dobu 1 minuty a laboratorni teploté. Kolonka
byla vyjmuta a v eppendorf zkumavce zlstala izolovand DNA, ktera byla uchovana

pfi —20 °C.

5.2.3 Méreni koncentrace a ¢istoty DNA

Koncentrace a ¢istota DNA byly méteny spektrofotometricky multifunkénim modularnim

readerem INFINITE 200 PRO (Tecan, Svycarsko). NiZe je popsan postup méfeni:

1.

Nejprve byl ptistroj zapnut véetné pocitace, ktery je s pfistrojem propojeny.
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2. Vprogramu Infinite 200 PRO bylo nejprve vybrano vychozi nastaveni (Default

script), poté aplikace (Applications) a zvoleno méteni koncentrace a Cistoty dsDNA.
3. Byla vyjmuta desticka NanoQuant ptilozena k pfistroji a ocisténa 70% etanolem.

4. Na desticku NanoQuant byly napipetovany 2 pl eluéniho roztoku, kterym byl
v pfipad¢ izolace DNA zdribeziho masa pufr EB a v pfipadé izolace DNA

z pozitivnich kment pufr AE.

5. Desti¢ka NanoQuant byla vlozena do pfistroje a byla zmétena koncentrace a Cistota

DNA pufri neobsahujicich DNA.

6. V dalsim kroku byla desticka vyjmuta, vysuSena a na stejné jamky v desticce byly

napipetovany 2 pl vzorkt obsahujicich DNA.

7. Desticka NanoQuant byla opét vlozena do pfistroje a bylo provedeno méfeni
koncentrace a Cistoty DNA tentokrat ve vzorcich. Vysledky byly zaznamendny

v programu Microsoft Office Excel.

8. Po méfeni byla desti¢ka ocisténa 70% etanolem a piipravena na dal§i méteni.

5.2.4 Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je zptsob semikvantitativniho stanoveni citlivosti nebo rezistence
k antimikrobidlnim latkam, kdy se kladou papirové disky obsahujici antibiotikum na agarové
plotny. Pfi kultivaci difunduje antimikrobialni latka z disku do okoli agaru a jeji i€innost se
projevi vytvofenim tzv. inhibi¢ni zoény kolem disku, kdy se méii jeji pramér (od kraje ke
kraji). Vysledkem je citlivost, intermedidrni rezistence nebo rezistence bakterie
k testovanému antibiotiku o urc¢ité koncentraci. Seznam antibiotickych diskll, koncentraci

a primért inhibi¢nich z6n je charakterizovéan v tabulce (Tab. 4).

Vybrané kmeny E. coli ze sbirky UIOZP FT UTB ve Zliné (Pavlickova, 2016) nesouci geny
rezistence (gqnrS, tetA, blaTEM) byly naoCkovany na zivny agar (Nutrient agar)
a inkubovany pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Po inkubaci bylo pfipraveno inokulum
ve sterilnim  fyziologickém roztoku o zdkalu 0,5 stupiitt McFarlandovy stupnice.
Na Mueller-Hinton agar byl napipetovan 1 ml kultury v roztoku. Po zaschnuti byly na misky
polozeny pomoci sterilni pinzety vzdy 4 testované disky s antibiotiky charakterizované

v tabulce (Tab. 4). Poté probéhla inkubace pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.
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Tabulka 4. Seznam antibiotickych diskii, koncentraci a limiti priméri inhibi¢nich
z6n (EUCAST, 2022)

Antibiotikum Skupina Zkratka | Koncentrace [pg] [E"i] [1;:1]
Aztreonam Monobaktamy ATM30 30 26 21
Cefuroxim Cefalosporiny CXM30 30 50 19

Ciprofloxacin | Fluorochinolony CIPS 5 25 22
Doxycyklin Tetracykliny D030 30 ! -1

Kolistin Polymyxiny CL10 10 -2 2
Meropenem Karbapenemy MEM10 10 22 16

Streptomycin | Aminoglykosidy S300 300 -3 -

Tetracyklin Tetracykliny TE10 10 -1 !

Legenda: S ... citlivy (susceptible, standard dosing regimen)
R ... rezistentni (resistant)
Mezi S a R je I = intermediarné rezistentni (susceptible, increased exposure)
I ... EUCAST ustoupila u Enterobacteriaceae od zafazeni breakpointl kvili
nevhodnosti pouziti antibiotika k 1é¢b¢ infekci zpisobenych timto rodem
... pro rezistenci ke kolistinu se doporucuje pouziti metody MIC (minimalni
inhibi¢ni koncentrace, z angl. minimum inhibitory concentration test)
3 ... neni stanoven pro Escherichia coli

2

5.2.5 Polymerazova retézova reakce

Pro smés na polymerazovou fetézovou reakci (PCR) byl pfipraven MasterMix, PCR voda,
potiebné primery, DNA a pozitivni kontroly (pokud byly k dispozici). Poté bylo vSe
promichano na vortexu a dle tabulky (Tab. 5) do 1,5 ml eppendorf zkumavky pfipravena
smés na PCR, kterd byla zvortexovana. Tato sm¢s byla poté rozplnéna do stripti po osmi
kusech a byl ptidan urcity objem DNA. Do poslednich stripii nalezela pozitivni kontrola
ovetujici spravny prabeh reakce a negativni kontrola prokazujici, ze nedoslo ke kontaminaci
smési. Po rozplnéni a zavickovani stripti byla smés odstiedéna v centrifuze. Poslednim
a zéroven nejpodstatnéjSim krokem bylo umisténi stripti do termocycleru, na kterém byl

nastaven program dle tabulky (Tab. 6).
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Tabulka 5. Rozpis PCR smési

Reakce blaTEM mcr-1-5 qnrS tetA
Komponenty Objem komponent (pl)

MasterMix 10 12,5 10 10
PCR H>O 7 5,5 7 7
Primer Fw (10 uM) 1 0,5 1 1
Primer Rv (10 uM) 1 0,5 1 1
DNA 1 2 1 1

Celkem 20 25 20 20

Tabulka 6. Program PCR reakci

blaTEM mcr-1-5 qnrS tetA
1. ivodni denaturace DNA 94 C 94 C 94 C 95 C
3 min 15 min 3 min 15 min
94 °C 94 °C 94 °C 94 °C
2. denaturace DNA 30's 30's 30's 30's
3. pfipoient brimert 55 °C 58 °C 58 °C 56 °C
-pripojent p 1 min 90 s 45 s 30s
4. amplifikace DNA 68 C 72 C 68 C 72 C
3 min 1 min 3 min 1 min
5. pocet cyklu kroku 2. — 4. 30 25 30 30
r e v . 72 °C 72 °C 72 °C 72 °C
6. zavérecna amplifikace DNA 10 min 10 min 10 min 10 min
7. chlazeni 4°C/ o 4°C/ 4°C/ 4°C/

5.2.6 Gelova elektroforéza

Pro vizualizaci PCR produktl byla pouzita agarézova gelova elektroforéza. Nejprve byl dle
tabulky (Tab. 7) pfipraven 1,5% agarozovy gel, kdy byla smichana agaréza s 1x TAE
pufrem. Tato smés byla rozvafena v mikrovlnné troubé az do uplného rozpusténi agardzy
a byla zchlazena pod proudem studené vody do teploty zhruba 60 °C. Po vychladnuti byly
pfidany dvé kapky barvy GelRed® Nucleic acid gel stain. Agardza byla spolu s barvou
promichana a nalita do pfedem pfipravené¢ formy s umisténymi hiebeny. Poté byly
odstranény veskeré bublinky a gel se nechal utuhnout. Po zatuhnuti byly odstranény hiebeny
a gel byl ve formé& umistén do elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem.

Do jamek zatuhnutého gelu bylo napipetovano 5 pl PCR produktd a do prvni a posledni
jamky kazdého tadku 2 pl velikostniho markeru (zebiik, z angl. ladder) usnadiujiciho
orientaci vysky PCR produktii (bandll). Pro v§echny gelové elektroforézy byl pouzit marker

o velikosti 100 bp. Kromé ladderu byla nanesena také pozitivni a negativni kontrola
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v mnozstvi stejném jako DNA. Poté byla elektroforetick4 vana zaviena vikem, pfipojena ke
zdroji elektrického napéti a dle tabulky (Tab. 7) zvolen pfislusny program. PCR produkty
obsahujici molekuly DNA jsou zaporné nabité, a proto v elektrickém poli migruji gelem
smérem ke kladné nabité anodé.

Po uplynuti Casu potfebného k elektroforetick¢é separaci byl gel vlozen do UV
transluminatoru, kdy je gel zespodu osvicen pomoci UV svétla a vyfocen. Tato fotografie se

zobrazi v programu Gene Snap (SynGene) na PC a vyhodnoti se pozitivita vzorku.

Tabulka 7. Rozpis pripravy agar6zového gelu a podminky elektroforézy
1,5 % gel (velkd vana)

Agaroza (g) 3
1x TAE (ml) 200
Barva GelRed® (ul) 10
Elektrické napéti (V) 180
Cas (min) 45
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem této diplomové préace bylo zjisténi pfitomnosti gend rezistence — gnrs, tetA,
blaTEM (simplex PCR) amcr-1-5 (multiplex PCR) ve vzorcich kufeciho masa
z maloobchodni sité. U pozitivnich kontrol ze sbirky UIOZP FT UTB ve Zling (Pavli¢kova,
2016), jez nesly vyse zminéné geny rezistence, byla navic testovana antibioticka rezistence

fenotypove.

6.1 Izolace DNA ze vzorkua kureciho masa

Pro dalsi praci bylo nejdfive nutné izolovat DNA z kufeciho masa. Dale byla, pro tcely
pouziti jako pozitivni kontrola k pldnovanym PCR, izolovana DNA z péti bakterialnich
kmeni (Tab. 2), u nichZ byl diive potvrzen vyskyt hledanych gent rezistence (Pavlickova,

2016). Veskera izolovand DNA byla podrobena kontrole Cistoty a koncentrace DNA.

Cista DNA obsahuje zbytky purinii a jeji absorpéni maximum je pfi 260 nm. Mezi asté
kontaminanty patii RNA, organickd rozpoustédla, detergenty a proteiny, které absorbuji
stejné jako DNA pii 260 nm a jejich absorpéni maximum je pii 280 nm. V praxi se tedy
pouziva pomér absorbanci pii 260 a 280 nm. U Cist¢ DNA by se tato hodnota méla
pohybovat v rozmezi 1,8 a 2,0 (Li et al., 2014). Z celkového poctu vzorkti podrobenych
izolaci DNA byly na zékladé¢ vysledkl vyfazeny dva vzorky (€. 7 a 21), u kterych byla Cistota
DNA nedostatecnd. Pomér absorbanci pii 260 a 280 nm byl naméfen v rozmezi nejnizsi
hodnoty rovné 1,64 a nejvyssi 2,29. Kromé kvality templatové DNA miZze optimalizace
kvantity DNA vyrazné prispét k uspésnosti PCR reakci. Piestoze je vhodné stanovit
mnozstvi v ng/ul, jak bylo stanoveno v diplomové préci, relevantni jednotkou pro uspésny
PCR experiment je pocet molekul, diky kterému zjistime, kolik kopii templatu DNA
obsahuje sekvenci komplementarni k primerim PCR. Optimum se pohybuje mezi 10* a 107
molekul (Lorenz, 2012). Koncentrace DNA m¢la nejnizs$i hodnotu 1,5 ng/ul a nejvyssi

19,1 ng/ul. Jednotlivé hodnoty jsou uvedeny v Ptiloze P I.

Zvolené pozitivni kontroly byly podrobeny izolaci DNA a nasledné kontrole cistoty

a koncentrace DNA. Vysledky analyzy jsou zaznamenany v tabulce (Tab. 8).
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Tabulka 8. Vysledky méreni Cistoty a koncentrace DNA u pozitivnich kontrol

Oznaceni Koncentrace [ng/pl] P"mirz“g:)sg;‘l’ﬁglﬂ? 260
2 13,6 2,06
2H 28,7 2,13
2MB 18,2 1,96
3MB 14,7 2,01
2FB 10,9 2,02

6.2 Stanoveni antibiotické rezistence fenotypovou metodou

Pozitivni kontroly byly nejprve vybrany na zéklad€ nesoucich gent antibiotické rezistence

(Pavlickova, 2016) a poté podrobeny diskové difuzni metodé. Pii hodnoceni
antimikrobialniho G¢inku se provedlo méfeni priméru vzniklych inhibi¢nich zén v mm
pomoci pravitka a tyto hodnoty (Tab. 9) byly porovnany s EUCAST (z angl. European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) breakpointy (EUCAST, 2022) (Tab. 4).
Tabulka 9. Velikost inhibi¢nich zén a vysledky diskové difuzni metody u pozitivnich
kontrol (vyhodnoceno dle EUCAST, 2022)

Vzorky 2H 2MB 3MB 2FB
Antibiotikum Velikost zony inhibice (mm)

ATM30 21 31 28 28

CXM30 6 6 6 6
CIP5 31 39 40 36
D030 20 15 11 21
CL10 13 17 17 16

MEM10 19 24 23 20
S300 29 19 30 24
TE10 20 9 7 22

Legenda: oranzov¢ oznacené ... rezistentni

modie oznacené ... intermediarné rezistentni

zelen¢ oznacené ... citlivy

neoznacené ... nejsou stanoveny breakpointy

Byly porovnany geny antibiotické rezistence (Tab. 2) a velikosti inhibi¢nich zon diskové

difuzni metody (Tab. 9). VSechny pozitivni kontroly by mély nést rezistenci
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k aminoglykosidiim (gen aphA 1) — antibiotikum streptomycin (S300). Kontrola s oznacenim
2H by méla byt dale rezistentni k fluorochinoloniim (gen gnrS) — antibiotikum ciprofloxacin
(CIP5) a beta-laktamovym antibiotikim (gen blaTEM) — antibiotikum meropenem
(MEM10), aztreonam (ATM30) a cefuroxim (CXM30). Z tabulky (Tab. 9) vyplyva, ze tento
vzorek je fenotypové rezistentni k cefuroximu (<19 mm) a intermedidrné rezistentni
k aztreonamu (21 — 25 mm) i meropenemu (16 — 21 mm). Rezistenci k streptomycinu nebylo
mozné zhodnotit kvilli nestanovenym breakpointim. Pozitivni kontrola 2MB by méla byt
rezistentni k fluorochinolonim (gen gnrS) a tetracyklinim (gen tet4) — antibiotikum
tetracyklin (TE10) a doxycyklin (DO30). Z tabulky (Tab. 9) je patrné fenotypicka rezistence
k cefuroximu (<19 mm). Pozitivni kontrola oznacena jako 3MB nesla gen rezistence
k tetracyklinlim (fet4) a gen rezistence k beta-laktamovym antibiotikim (blaOXA4-7).
Z tabulky (Tab. 9) je patrnd fenotypova rezistence pouze k cefuroximu (<19 mm). Posledni
pozitivni kontrola — 2FB nesla gen rezistence k beta-laktamovym antibiotikim (blaCTX-M-
1g) atabulka (Tab. 9) prokazuje rezistenci k cefuroximu (<19 mm) a intermediarni rezistenci

k meropenemu (16 — 21 mm).

Vysledky porovnani genotypové (Tab. 2) a fenotypové (Tab. 9 + Obr. 5) metody se ne
ve vsech piipadech shoduji. U rezistence k fluorochinolontim jsou shodné vysledky kment
3MB (citlivy) a 2FB (citlivy), zatimco kmeny 2H (citlivy) a 2MB (citlivy) jsou pozitivni na
gen gnrS, a tudiz by mély byt viici ciprofloxacinu rezistentni. Rezistence k beta-laktamovym
antibiotikiim, genotypova i fenotypova, byla v souladu, az na kmen 2MB. Kmen 2MB byl
rezistentni k antibiotiku cefuroxim. Je ale mozné, Ze nesl jiny (netestovany) gen antibiotické
rezistence k beta-laktamovym antibiotikim nez blaTEM, blaOXA-7 a blaCTX-M-1g.
Kmeny 2H, 3MB a2FB potvrdily diskovou difuzni metodou rezistenci k cefuroximu
prokazanou geny rezistence k beta-laktamovym antibiotikim. Kmen 2H byl navic
intermediarné rezistentni k aztreonamu i meropenemu a kontrola 2FB intermediarné
rezistentni k meropenemu. Kmeny byly vhodné zvoleny jako pozitivni kontroly pro reakci
prokazujici gen blaTEM i tetA. Pro reakci detekujici gen rezistence gnrS by byla potieba

volba jiného kmene.

V jedné studii z roku 2010 (Scaria et al., 2010) probéhlo srovnani detekce antibiotické
rezistence pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a microarray genu rezistence.
Pouziti microrarray (mikro€ipit) pfineslo vétsi rozliSeni gent rezistence, kdy nekteré vzorky
nevykazovaly Zadnou rezistenci na trovni MIC, ale vykazovaly pfitomnost gent rezistence

v mikroc¢ipové analyze. Tento fakt poukazuje na moznost kmend, jez obsahuji tyto geny, ale
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neexprimuji je (tzv. tiché geny rezistence) (Scaria et al., 2010). V dalsi studii, z roku 2019
(Lepuschitz et al., 2019), bylo ziskano né€kolik odlisnych fenotypovych a genotypovych
antimikrobialnich nalezli. VSechny sekvenované izolaty obsahovaly gen tet(34) kodujici
enzym inaktivujici tetracyklin, zatimco vSechny izolaty byly citlivé na tetracykliny. Je tedy
mozné, ze za podminek in vitro testl citlivosti nebyl tento gen exprimovan. U 6/46
environmentalnich a 3/8 klinickych izolatl byl ptitomen gen catB9 kddujici chloramfenikol
acetyltransferdzu a ud¢lujici rezistenci k chloramfenikolu, ale Zadny z izolati nebyl odolny
vuci chkoramfenikolu (Lepuschitz et al., 2019). Podobny problém nastava u nékterych gent
rezistence, jako napiiklad gen mcr-9, ktery za normalnich podminek neudéluje rezistenci ke
kolistinu a byvéa chybné fenotypovée charakterizovan jako citlivy (Kieffer et al., 2019). Na
zakladé téchto poznatkli je nejvhodnéjSim zplsobem kombinace fenotypovych
a genotypovych metod, a proto byla u stejnych vzorki kufeciho masa provedena genotypova

(tato prace) i fenotypova (Zaymlova, 2022) analyza antibiotické rezistence.

horni Fada
6
CL10
3 4 7 8
D030 | CIP5 CXM30 | ATM30

Obrizek 5. Diskova difuzni metoda (vlastni fotografie a schéma)
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6.3 Detekce genii rezistence

Celkovy pocet vzorkli podrobenych detekci genti rezistence pomoci PCR byl 28. U vSech
téchto vzorkl byla provedena detekce genl blaTEM, tetA, gnrS a mcr-1 az mcr-5. Byly
testovany také nc¢které dalsi geny rezistence, jejichz amplifikace neprobéhla tispésné. Jednou
z moznosti optimalizace bylo provedeni PCR s teplotnim gradientem. Nékdy totiz doslo
u puvodni PCR k nevhodnému urceni teploty annealingu neboli nasedani primert, a proto
byla provedena reakce v teplotnim gradientu, ktery pomohl urcit vhodnou teplotu
annealingu. Vhodn¢ zvolend teplota nasedani primerd je velmi diilezita. Pfi nizké teploté se
vytvaii nespecifické produkty, kdy primery nasedaji na sekvence, jez jsou komplementarni
jen Caste¢né. Naopak pii vysoké teploté se mize vytvotit nedostatecné mnozstvi produktu
z dlvodu nizké hybridizace primerd. V nékterych piipadech tato optimalizace PCR
s teplotnim gradientem nepomohla a dochazelo ke vzniku zminénych nespecifickych
produktt. Pfi¢in mohlo byt n€kolik, naptiklad nedostatecna Cistota a koncentrace DNA,
potfebna optimalizace PCR nebo nevhodné zvolena metoda izolace DNA z kufecich vzorkd.
Jednim ze zplisobu optimalizace PCR je pfiprava novych c¢inidel pouzivanych do reakéni
smési. Postupnych pfidavanim vzdy nového Ccinidla lze zjistit, které zpiisobovalo
neuspesnost experimentu (Lorenz, 2012).

Tvorba primerovych dimerti, kdy primery pfednostné nasedaji na jiny primer v reakci, je
zobrazena na agar6zovém gelu jako maly produkt, mensi nez 100 bp. Pfi této chybé je
nejvhodnéjsi zménit pomér templatu k primeru, protoze pokud je koncentrace primeru
k templatové DNA. Problém muze byt vyfeSen piidavkem dimethylsulfoxidu (DMSO),
polarnim rozpoustédlem schopnym rozpoustét polarni i nepolarni slou¢eniny nebo pouzitim
metody Hot Start PCR. Tato metoda vyuziva Hot Start DNA polymeraz, jejichz enzymaticka
aktivita je reverzibiln€ blokovéana. K odblokovani této aktivity dojde pfi prvnim cyklu PCR
a tim je zajiSténo, Ze pii piipravé PCR smési nedochédzi k amplifikaci usekd s primery
nespecificky vazanymi na DNA (Lorenz, 2012).

Posledni moznosti je navrhnuti novych primerti vhodnégjsich pro tuto reakci. Nespecifické
produkty jsou vyobrazeny jako pasy s proménlivou délkou vytvarejici zebiikovy efekt
na agar6zovém gelu, jak je patrné na obrazku (Obr. 6). Nejvhodnéjsi feSeni spociva ve
zméné podminek PCR reakce zvySujici jeji specifitu. Nedostatek produkti PCR je
pravdépodobné zpiisoben pfili§ specifickymi reakénimi podmikami. Jednou z vhodnych

analyz je kontrola obsahu G-C. PCR oblasti bohaté na G-C (obsah G-C>60 %) ptedstavuji
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pro PCR spoustu problémt (Lorenz, 2012). Pro zlepSeni specifi¢nosti byly vyvinuty rizné
strategie, jako je nested PCR vyuZzivajici dvou samostatnych sad primerti (Zhong et al.,
2016); touchdown PCR, kdy primery nasedaji pfi teploté vyssi o 5 — 10 °C nez je jejich
T (teplota tani, z angl. melting temperature) a v nasledujicich cyklech se teplota nasedani
postupné snizuje az ke konecné teploté nizsi o 2 — 5 °C nez je jejich Ty (Green a Sambrook,
2018). V poslednich letech se v systému PCR pouzivaji nanomaterialy, véetné kovovych
nanocastic, polovodi¢ovych kvantovych tecek, uhlikovych nanomateriali a polymernich
nanocastic (Zhong et al., 2016).

Studie z roku 2015 (Hou et al., 2015) rozdé¢lila kuteci, kachni a husi vzorky do tii skupin.
Jedna skupina byla pouzita ptimo pro extrakci DNA. Vzorky druhé skupiny byly vafeny
pfi 100 °C po dobu 15 minut a poté pouzity pro extrakci DNA. Tieti skupina byla
autoklavovéna pii 121 °C po dobu 15 minut a poté pouzita pro extrakci DNA. VSechny
vzorky prvni skupiny byly Gspésné amplifikovany a ze vzorkti DNA z druhé a tieti skupiny
byly amplifikovany pouze specifické produkty (Hou et al., 2015). Z této studie vyplyva, Ze
by pfimé extrakce DNA méla byt vhodné zvolenou metodou.

Prvni reakci bylo testovani piitomnosti genu 16S rRNA u ndhodné¢ vybranych vzorkl
k potvrzeni spravné provedené izolace DNA. Tento gen kéduje podjednotku ribozomu
o velikosti 16S nesenou prokaryotickymi organismy. VSechny vybrané vzorky (€. 1, 4, 6, 8,
11, 13, 17, 20, 24, 29) byly pozitivni. Diky témto vysledkiim byla potvrzena nepfitomnost
inhibitord PCR u téchto vzorki.

Dalsi reakei byla detekce genu aphA 1 kodujici rezistenci k aminoglykosidim. U této reakce
vznikla spousta nespecifickych produktt, kdy se i po druhé PCR, tentokrat s teplotnim
gradientem (Obr. 6), tyto nespecifické produkty stale objevovaly. Bohuzel zadna z ptivodné
oznacenych pozitivnich kontrol nesouci gen aphAl nebyla piekvapivé prokdzana jako
pozitivni. Mezi reakce, u kterych by bylo potieba n¢kolik optimalizaci PCR, patii multiplex
PCR genti kodujicich rezistenci k tetracyklinim (tetA, tetB, tetO, tetM, tetK) inspirovana
protokolem z roku 2001 (Ng et al., 2001), simplexni PCR genu aadA I nesouciho rezistenci
k aminoglykosidiim, multiplexni PCR s geny kodujicimi rezistenci k beta-laktamovym
antibiotikiim (blaTEM, blaOXA-7) a multiplex PCR genil rezistence k chloramfenikolu
(catAl), erytromycinu (ereA) a beta-laktamovym antibiotikiim (blaCIT-M).
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Obrazek 6. Fotografie gelu — aphA1I (gradientova PCR) a nespecifické produkty
1 -3 ... testované vzorky
t ... urcita teplota
PK ... pozitivni kontrola (2MB)
L ... 100 bp ladder (zebtik/velikostni marker)

Mezi dal§i reakci patfila multiplex PCR gent mcr-1,-2,-3,-4,-5 kodujici rezistenci
ke kolistinu. Tato reakce byla inspirovana protokolem (Rebelo, et al., 2018) s n¢kterymi
upravami. Ze vSech 28 vzorkl nebyl zddny potvrzen jako pozitivni (Obr. 7).

Nasledujici reakci byla simplex PCR genu gnrS kodujici rezistenci k fluorochinoloniim,
u které nevysly zadné nespecifické produkty. Problémem bylo, Ze vybrana pozitivni kontrola
2MB, jez méla obsahovat tento gen, byla negativni. Na ziklad€ tohoto vysledku byla
provedena PCR s teplotnim gradientem u pozitivnich kontrol obsahujicich gen gnrS (2MB,
2, 2H) a vSechny vybrané teploty v rozmezi 57 a 67 °C vysly také negativné — viz obrazek
(Obr. 8). Timto se potvrdilo, Ze piivodni PCR reakce probéhla v pofadku a lze spekulovat
o tom, Ze tento kmen mobhl ztratit plazmid nesouci tento gen ¢i mohl byt diive analyzovan
chybné jako pozitivni (nesouci gen gnrS). Diskova difuzni metoda navic neprokazala
rezistenci ani intermedidrni rezistenci pozitivnich kontrol 2MB a 2H k fluorochinolontim,

konkrétné ciprofloxacinu (Tab. 9).
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Obrazek 7. Fotografie gelu — mcr-1 az mcr-5
1 —30 ... testované vzorky
NK ... negativni kontrola

L ... 100 bp ladder (zebtik/velikostni marker)

PK 2MB PK 2
I 2. 3 480 6 7 8 8910 1112 1. 2853 4 5 Gk

1=57,0°C
2=5872°C
3=57,6°C
4 =58,5°C
5=59,6 °C
6=61,0°C

PK 2 PK 2H

7=62,7°C

8 =64,1°C

789101112 1 2 34 5 67 8 9 101112 L 9=652°C
10 =66,2 °C

11 =66,7°C
12=67,0°C

Obrazek 8. Fotografie gelu — gnrS (gradientova PCR)
1 —12 ... rizné teploty gradientu
PK ... pozitivni kontroly (2MB, 2, 2H)
L ... 100 bp ladder (zebtik/velikostni marker)
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Stejné jako v pripadé vytvoreni falesné pozitivniho vysledku, miize dochazet k falesné
negativnim vysledkiim. Mezi pficiny patii lidska chyba, technické problémy, nizké cilova
koncentrace v klinickém vzorku a nerozpoznani cilového mista kviilli mutacim a inhibici
(Burkardt, 2000). Chemicka podstata inhibice miize byt velmi rtiznoroda: mize za to
biologicky materidl ptitomny v klinickém vzorku (hemoglobin, heparin, nékteré hormony),
detegenty a rozpoustédla pochazejici z ptipravy vzroku (dodecylsulfat sodny, ethanol, atd.)
a/nebo Casticové latky (Rolf, 1992; Mahony et al., 1998). Nejjednodussim zplsobem
pfekonani inhibice je opakovani PCR testu. Divodem je to, Ze podobné jako cilové
molekuly, mohou byt molekuly/materidl inhibitoru pfitomny v nizké koncentraci
a nerovnomérné distribuovany. V takovém piipadé existuje Sance, ze druhy alikvot
klinického vzorku nevykazuje inhibici. Pokud takovy postup nepomuize, miize byt druhym
krokem urcité fedéni vzorku. Nevyhodou této metody je, ze cilovd DNA bude rovnéz
nafedéna a jeji koncentrace by poté mohla klesnout pod detek¢ni limit testu (Burkardt, 2000).
Jini autofi doporucuji vzorek ohfat, ochladit, zmrazit nebo nechat stit z diivodu lability
nckterych inhibitor (Verkooyen et al., 1996; Berg et al.,, 1997; Toye et al., 1998).
Zdlouhav¢jSim zpisobem by bylo cisténi nukleové kyseliny. V posledni dobé byly
predstaveny komercni systémy pro purifikaci nukleovych kyselin. Nejvhodnéj$im feSenim
by bylo sekvenovani cilové DNA a porovnani sekvence se sekvenci primert (Burkardt,
2000).

Naésledujicimi simplexnimi reakcemi byla PCR genu kédujiciho rezistenci k tetracyklinim
(tetA) (Obr. 9) a poté k beta-laktamovym antibiotikiim (blaTEM) (Obr. 10). Obé reakce
vysly negativni pro vSechny testované vzorky. Reakce prob¢hly tspésné, coz bylo ovéfeno

pozitivni a negativni kontrolou.
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Obrazek 9. Fotografie gelu — fetA

1 —30 ... testované vzorky
PK ... pozitivni kontrola (2MB)
NK ... negativni kontrola
L ... 100 bp ladder (zebtik/velikostni marker)

L 12 3 45 6 8 9 1011 12 13 1415 161718 PK L

L 1920 22 23 24 25 262728 2930 NKPK L

=== 1000 bp
Sl 000 bp -
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s=s500 bp

Obrazek 10. Fotografie gelu — blaTEM

1 -30 ... testované vzorky
PK ... pozitivni kontrola (2H)
NK ... negativni kontrola
L ... 100 bp ladder (zebtik/velikostni marker)
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Zadny z testovanych osmi genii nebyl nalezen u 28 testovanych vzorki kufeciho masa.
V japonské studii z roku 2009 (Ahmed et al., 2009) porovnavaly vysledky PCR a DNA
sekvenovani. Gen rezistence k beta-laktaméze blaTEM-1 byl identifikovan u 17,3 % izolatt
Escherichia coli avjednom zizolath rodu Salmonella. Gen blaTEM-1 byl diive
identifikovan v sérovarech Salmonella z maloobchodniho prodeje masa ve Spojenych
statech a v Cinské lidové republice (Chen et al., 2004). Vysledky analyz naznaduji, Ze
nejhojnéjsimi geny u kutat jsou blaCMY-2 a blaCTX-M-2 produkovany Sirokospektrymi
beta-laktamazami produkujici E. coli. Zaroven neexistuji zddné zpravy o E. coli rezistentni
na karbapenem a kolistin izolované z kufat ve Vietnamu nebo Japonsku (Nakayama et al.,
2022).

Izolaty E. coli byly jiz diive pouzity k detekci gend mcr pomoci multiplexni PCR. Vysledky
ukdzaly, ze pti multiplexni PCR (mcr-1 az mcr-5) byl detekovan pouze gen mcr-1, a to
u vSech zbyvajicich izolat (35/36) (Nakayama et al., 2022). V tfadé evropskych zemi byla
zjiSténa vyssi prevalence gramnegativnich bakterii s geny mcr u dribeze, zejména krut, ve
srovnani s prasaty a skotem. Mezi lety 2002 a 2014 byla prokazana prevalence genu mcr-1
1,2 % u rezistentnich E. coli z kutat. Tyto izolaty byly detekovany ptedev§im v Némecku,
Nizozemsku a Francii. P¥imé PCR testovani genti ukazalo vysokou prevalenci mcr-1 v Cing
a pritomnost mcr-2, mcr-3, mcr-4 a mcr-5 v kloakdlnich a orofaryngeédlnich vytérech
z dribeze. Gen mcr-1 byl identifikovan az ve 31,8 % vzorka dribeze. Celkové je vSak
obtizné porovnavat udaje o prevalenci plazmidy zprostiedkované rezistenci ke kolistinu
v jednotlivych zemich kvili rozdilim v metodickych postupech pouzivanych v rtiznych
studiich. Ve studii zroku 2019 (Gelbicova et al., 2019) bylo zjisténo, Zze vyskyt
Enterobacteriaceae s genem mcr-1 ptevlada ve vzorcich kritiho masa a jater ze zemi EU
a mimo EU. Vzorky masa a jater kufete a jiné dribeze byly shledany negativni na pfitomnost
bakterii nesouci geny mcr-1 az mer-5 (Gelbicova et al., 2019).

Studie zkoumajici fluorochinolonovou rezistenci u E. coli pochézejici z brojlerti popsala 54
(54/65; 83,08 %) vzorkil pozitivnich na E. coli. Test citlivosti na antibiotika odhalil, Ze
z téchto 54 izolatl bylo potvrzeno 18 (33,33 %) izolath rezistentnich na alespon jedno
fluorochinolonové antibiotikum. Pomoci PCR bylo zjisténo, ze z 18 E. coli byl u 13 (72,22
%) z nich potvrzen pfitomny gen rezistence gnrS. Zadny z izolatd nebyl shledan pozitivni
na gnr4 (Mahmud et al., 2018).

Studie z Bangladése zkoumajici multirezistentni izolaty E. coli pochdzejici z brojlerd
i nosnic potvrdila u 77,17 % gen tetA, ktery byl nejrozsitengjsi, nasledovany su/l (kddujici

rezistenci k sulfonamidiim; 45,94 %), aadA I (pro rezistenci na streptomycin; 34,65 %), ereA
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(pro rezistenci na erythromycin; 31,23 %), aac-3-1V (pro rezistenci na gentamicin; 24,67 %)
a dva geny cmlA (22,05 %) a catA1 (7,09 %) kodujici rezistenci na chloramfenikol (Rahman
et al., 2020).

Moznostmi feSeni vy$siho zachytu genti rezistence k antibiotikiim by kromé vysSe zminénych
bylo zvySeni poctu testovanych vzorki; zména druhu vzorki — namisto kufecich kiidel
a Spalickil naptiklad droby; popiipadé zkoumani masa z velkoobchodu. Dals$im feSenim by
mohla byt zména metodiky na né€kterou z uvedenych v tabulce (Tab. 1). Konkrétné naptiklad
sekvenovani nové generace, které se se svou rychlosti a pfesnosti diagnostiky stava velmi
pfinosnym v oblasti mikrobiologie. Genomy patogentd poskytuji mnozstvi informaci
charakterizujici dané bakterie v€etné citlivosti na 1éky a vzajemnych vztahl rGznych
patogent. Ackoli je pouziti této metody stale v oblasti klinické diagnostiky cenové naro¢né
a ¢asové omezen¢, pokracuje snaha o snizovani nédkladii na sekvenovani a zlepSovani

vypocetnich algoritmti (Behjati a Tarpey, 2013).
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ZAVER

V soucasné dobé existuje jasny diikaz o pouzivani antimikrobialnich latek u hospodarskych
zvitat, ktery vede k selekci a odolnosti mikrobti vici antibiotikiim, globdlnimu S§ifeni
antimikrobialnich latek, patogenti pfenaSenych potravinami a genti antibiotické rezistence
pomoci rtiznych cest prenosu a slozek prostiedi. Uplny obraz Sifeni genti antibiotické
rezistence je vSak stale nejasny. Zaroven rozmanitost potravin a jejich mikrobiomu vyzaduje
rozSifeni vyzkumu na vice potravinovych matric, aby bylo mozné 1épe prozkoumat

a vyhodnotit oblast bezpecnosti a kvality potravin.

Tato diplomova prace se v teoretické Casti zabyva antimikrobidlnimi latkami obecné i se
zaméfenim na pouziti antibiotik u hospodaiskych zvitat, skupiny antibiotik a jejich
mechanismy rezistence. V dalSich kapitoldch je rozebiran geneticky zéklad antibiotické
rezistence charakterizujici mobilni genetické elementy i horizontdlni genovy pienos a novy
pojem antibioticky rezistom vcetné metod vyuzivanych k jeho studiu. V praktické c¢asti
diplomové prace byl pomoci PCR a nésledné gelové elektroforézy zkouman vyskyt genti
antibiotické rezistence — blaTEM, tetA, gnrS a mcr-1, 2, 3, 4 a mcr-5 u celkem 28 vzorkl
chlazeného kutfeciho masa (Spalickt a kiidel) zakoupenych v feznictvi Zlinského kraje.
Pozitivni kontroly byly vybrany ze sbirky UIOZP FT UTB ve Zliné na zékladé potvrzenych
gent rezistence a byla u nich provedena diskova difuzni metoda, ktera slouzila k porovnani
fenotypu a genotypu. K vytvofeni vhodného protokolu PCR byly provedeny optimalizace
pomoci gradientové PCR. Celkové vysledky lze shrnout tak, ze neptitomnost testovanych
genu rezistence v kufecim mase by mohla byt povazovana za pozitivni zpravu, nicméné
vzhledem k pilotni studii bude potieba zvysit pocet testovanych vzorki, optimalizovat PCR

metodu a piipadné rozsifit portfolio metod studia antibiotického rezistomu.

V nadchazejicich letech je nezbytnosti nepfetrzit¢ sledovani spotieby veterinarnich
antibiotik a antimikrobidlni rezistence z pohledu konceptu ,,JJedno zdravi“, ktery pokryva
celé spektrum zivocicht, vcetné ¢lovéka a rtiznych slozek Zivotniho prostiedi jako je voda,
puda a vzduch. Je dulezité standardizovat metody a vytvofit globalni databaze ke zlepSeni
porozuméni piispévku zivocisnych produkti ke zvySovani prevalence genii antibiotické
rezistence u humannich patogent. Je poukazano na dtilezitost pouziti kombinovanych metod
pro co nejptesnéjsi identifikaci genli rezistence. Aby byla zajiSténa potifebnd spolehlivost
a pfesnost genetickych determinant antimikrobidlni rezistence, je metagenomika zdlraznéna

jako kompletngjsi metoda ve srovnani s jinymi molekuldrnimi metodami. Velkou vyhodou

metagenomiky je zisk vSech informaci o mikrobiomu pfitomném ve studovaném vzorku.
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Avsak neexistuje zaddna lepS$i nebo horsi technika stanoveni antimikrobidlni rezistence

a nejlepsi pohled na véc je kombinace vyhod, které kazdad metoda nabizi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAC

ABR

AGP

ANT

APH

CATs

DHPS

DMSO

DNA

EDTA

ESBL

EU

EUCAST

FAO

HGT

ICEs

IME

ISs

LPS

MAP

MBL

acetyltransferazy

antibiotickd rezistence (z angl. antibiotic resistance)

antibioticky riistovy stimulétor (z angl. antibiotic growth promoter)
nukleotidyltransferazy nebo adenyltransferazy

fosfotransferazy

chloramfenikol  acetyltransferdzy  (zangl.  chloramphenicol

acetyltransferases)

dihydropteroatsyntaza

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

ethylendiamintetraoctova kyselina

Sirokospektré B-laktamdzy (z angl. extended spectrum -lactamases)
Evropské unie

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (z angl. Food and Agriculture

Organization)
horizontalni pfenos gent (z angl. horizontal gene transfer)

integrativni a  konjugativni elementy (z angl. integrative

a conjugative elements)

integrativni mobilni elementy (z angl. integrative mobile elements)
inzertni sekvence (z angl. insertion sequences)

lipopolysacharid

baleni s modifikovanou atmosférou (z angl. modified atmosphere

packaging)

metalo B-laktamazy (z angl. metalo B-lactamases)
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MGEs

MIC

MLS

MRSA

OECD

OIE

PBP
PCR

PCR-RFLP

qPCR

RAPD

RNA
rRNA

tRNA

RT-PCR
TA

TAE
TCM

TE

mobilni genetické elementy (z angl. mobile genetic elements)

minimdlni inhibi¢ni koncentrace (z angl. minimum inhibitory

concentration)

makrolidy, linkosamidy a streptograminova antibiotika (z angl.

macrolides, lincosamides, streptogramines)

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (z angl. methicillin-

resistant Staphylococcus aureus)

Organizace pro hospodafskou spoluprdci a rozvoj (zangl

Organization for Economic Cooperation and Development)

Svétova organizace pro zdravi zvifat (World Organization for

Animal Health)
protein vazajici penicilin (z angl. penicillin binding protein)
polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reactrion)

PCR kombinovand s polymorfismem délky restrikénich fragmentt

(z angl. restriction fragment length polymorphism)

kvantitativni PCR (z angl. quantitative PCR) neboli PCR v redlném

Case (z angl. real-time PCR)

ndhodné amplifikované polymorfni DNA (z angl. random amplified

polymorphic DNA)

ribonukleova kyselina

ribosomalni RNA

transferovd RNA

otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)

reverzni transkriptdzova PCR (z angl. reverse transcriptase PCR)
systémy toxin-antitoxin

tris-acetat-EDTA (z angl. tris-acetate-EDTA)

tradi¢ni ¢inskd medicina (z angl. Traditional Chinese Medicine)

transponovatelné elementy (z angl. transposable elements)
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UIOZP FTUTB  Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi Fakulty technologické

Univerzity Tomase Bati ve Zlin¢
WGS celogenomové sekvenovani (z angl. whole-genom sequencing)

WHO Svétova zdravotnické organizace (z angl. World Health

Organization)
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SEZNAM PRILOH

Pfiloha P I: Seznam vzorku



PRILOHA P I: SEZNAM VZORKU
Y Koncentrace Pomér .
Oznaceni Pivod Reznictvi DNA [ng/pl] absorbanci pri
260 a 280 nm

K1 Kufteci Spalicek A 11,8 -

K2 Kureci Spalicek A 10,4 1,96
K3 Kureci Spalicek A 8,0 1,95
K4 Kureci Spalicek A 5.4 2,08
K5 Kureci Spalicek A 11,1 1,91
K6 Kureci ktidlo A 11,1 2,22
K7 Kufeci kfidlo A 2,2 2,75
K& Kufreci kiidlo A 5,5 2,29
K9 Kureci ktidlo A 16,0 1,76
K10 Kufeci kfidlo A 52 2,00
K11 Kufeci kfidlo A 59 1,79
K12 Kufeci kfidlo A 6,7 1,97
K13 Kureci ktidlo A 2,3 1,64
K14 Kufreci kiidlo A 7,3 2,09
K15 Kureci ktidlo A 8,0 1,95
K16 Kureci ktidlo B 12,6 1,91
K17 Kureci ktidlo B 19,1 1,75
K18 Kureci ktidlo B 10,5 1,81
K19 Kufeci kfidlo B 5,2 1,68
K20 Kureci ktidlo B 11,0 1,90
K21 Kureci Spalicek A 0,7 3,50
K22 Kureci Spalicek A 8,0 1,74
K23 Kureci Spalicek A 3,7 1,85
K24 Kureci Spalicek A 6.4 1,78
K25 Kureci Spalicek A 32 1,78
K26 Kufreci kiidlo B 1,5 2,14
K27 Kureci ktidlo B 4,2 2,10
K28 Kufeci kfidlo B 6.9 1,97
K29 Kureci ktidlo B 2,9 1,71
K30 Kufeci kfidlo B 6,6 1,78




