Vyskyt genu antibiotické rezistence v dribezim
mase

Adéla Himmerova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2024 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostedi

Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jménoaprijmeni:  Adéla Himmerova

Osobni cislo: 121540

Studijni program: B0721A210002 Technologie a hodnoceni potravin
Specializace: Potravinarské biotechnologie a aplikovana mikrobiologie
Forma studia: Prezencni

Téma prace: Vyskyt geni antibiotické rezistence v driibeZzim mase

Zasady pro vypracovani

V teoretické ¢dsti se vénujte antibiotické rezistend a cestam Sifeni.

Popiste antibioticky rezistom dribeiiho masa.

Zaméite se na metody molekulami biologie vyuZitelné ke studiu rezistomu.
Experimentdlné aplikujte vybrané metody pro detekci geni rezistence u dribeZiho masa.
Vysledky analyzujte a formulujte zavéry.



Forma zpracovani bakalaske prace: tisténa/elektronicka

Seznam doporucené literatury:

SAMTIYA, Mrinal, Karl R, MATTHEWS, Tejpal DHEWA a Anil Kumar PUNIYA. Antimicrobial Resistance in the Food Chain:
Trends, Mechanisms, Pathways, and Possible Requlation Strategles. Foods [online]. 2022, 11{19} [cit. 2023-06-17]. 155N
2304-8158. Dostupné z: doi:10.3390/foads 11192966

WANG, Yanan, Na LYU, Fei LIU, et al. More diversified antibiotic resistance genes in chickens and workers of the li-
ve poultry markets. Environment Intemational [online). 2021, 153 [cit. 2023-06-17]. I55M 01604120 Dostupné z:
doi:10.1016/j.envint.2021.106534

GALHAMDO, Beatriz 5. P, Rafaela G. FERRARI, Pedro PANTEMHAGEN, Ana Carolina 5. DE JESUS a Carlos A. CONTE-
-JUKIOR. Antimicrobial Resistance Gene Detection Methods for Bacteria in Animal-Based Foods: A Brief Review of
Highlights and Advantages. Microgrganisms [enline]. 2021, 9(5) [dt. 2023-06-17]. 155N 2076-2607. Dostupné z:
doi:10.3390/microorganisms9050923

LI, YiMing, WeilWei CAQ, ShuLi LIANG, Shinji YAMASAKI, Yun CHEN, Lei SHI a Lei YE. Metagenomic characterization of
bacterial community and antibiotic resistance genes in representative ready-to-eat food in southern China. Scientific Re-
ports [online]. 2020, 10(1) [cit. 2023-06-17]. 155N 2045-2322. Dostupné z: doi:10.1038/541598-020-72620-4

Vedouci bakalarske prace: doc. Mgr. Magda Janalikova, Ph.D.
Ustav inZenyrstvi achrany Zivotniho prostfedi

Datum zadani bakalarskeé prace: 2. ledna 2024
Termin odevzdani bakalafské prace: 17. kvétna 2024

LS.

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. Ing. Jaroslav Filip, Ph.D.
dékan faditel dstavu

Ye Zling dne 6. Onora 2024



PROHLAE;@NI’ AUTORKY
BAKALARSKE PRACE

Beru na védomi, Ze:

o  bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podobé v univerzitnim informacnim systému
a dostupna k nahlédnuti;

e na moji bakalarskou praci se plné vztahuje zikon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech
souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakont (antorsky zakon) ve znéni
pozdgjsich pravnich predpist, zejm. § 35 odst. 3;

o podle § 60 odst. 1 autorského zakona ma Univerzita Tomase Bati ve Zliné pravo na uzavieni
licenéni smlouvy o uziti kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zikona;

o podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — bakalarskou praci nebo poskytnout
licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomase Bati ve Zliné,
ktera je opravnéna v takoveém pfipadé ode mne pozadovat piiméfeny prispévek na uhradu naklada,
kter¢ byly Univerzitou Tomase Bati ve Zliné na vytvoreni dila vynaloZeny (az do jejich skutecne
vyse):

*  pokud bylo k vypracovani bakalaiske prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase
Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym Géelim (tj. k nekomerénimu
vyuziti), nelze vysledky bakaldiske prace vyuzit ke komer¢nim Géelim;

o pokud je vystupem bakaldrské prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za sou¢dst price
rovnéz 1 zdrojové kody, popf. soubory, ze kterych se projekt skladd. Neodevzdani této soucasti
mize byt divodem k neobhdjeni prace.

Prohlasuji,
e 7e jsem na bakalafské praci pracovala samostatné a pouzitou literaturu jsem citovala. V piipade
publikace vysledki budu uvedena jako spoluautorka.

e 7e odevzdana verze bakalaiské prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou obsahove
totozne.

Ve Zliné dne:

Jméno a prijmeni studentky:

podpis studentky



ABSTRAKT

Antibioticka rezistence predstavuje aktudlni hrozbu pro lidstvo 21. stoleti. K Sifeni genii
determinujicich rezistenci dochézi predev§im diky naduZzivani antibiotik pfi 1é€b¢ infekci
nejen v humanni, ale také ve veterinarni mediciné. Potraviny zivociSného pavodu, veetné
dribeziho masa, mohou byt rezervoary rezistentnich bakterii a pfispivat k jejich Sifeni
prostfednictvim potravinového fetézce. Cilem této bakalarské prace bylo sledovat vyskyt
genu blatem, blaoxa-7, ereA, sull, floR, catAl, tet(A), tet(M) a mcrl v dribezim mase
zakoupeném v maloobchodnich fetézcich Zlinského kraje. K jejich detekei byla pouzita
polymerazova fetézova reakce. Nejcastéji byla detekovana ptitomnost gend rezistence
k B- laktamovym antibiotikiim, sulfonamidim, tetracyklinim a amfenikolim, nejméné
k makrolidim a polypeptidovym antibiotikim. Z driibeziho masa bylo navic izolovano a
identifikovano 12 bakteridlnich kmend patiicich do péti rodad — Comamonas, Hafnia,
Kluyvera, Pseudomonas a Serratia. Metodou diskové difuze bylo stanoveno, Ze vSechny
izolaty jsou rezistentni na makrolidy, velka vétsina na betalaktamova antibiotika, mén¢ nez
polovina na polypeptidy, tetracykliny a chinolony a tii a méné kmend bylo rezistentni
na antibiotika z ostatnich skupin. Tato studie naznaCuje rozsifeni gent antibiotické
rezistence v chlazeném driibeZim mase, byl také prokdzan vyskyt multirezistentnich bakterii.
Je potieba hledat cesty, jak Ize Sifeni antibiotické rezistence zabranit, jelikoz multirezistentni

kmeny mohou mit brzy zdvazny dopad na vetejné zdravi.



ABSTRACT

Antibiotic resistance represents a current threat to humanity in the 21st century. The spread
of genes determining resistance mainly occurs due to the overuse of antibiotics in treating
infections not only in human but also in veterinary medicine. Food of animal origin,
including poultry meat, can serve as reservoirs of resistant bacteria and contribute to their
spread through the food chain. The aim of this bachelor's thesis was to monitor the
occurrence of blatem, blaoxa-7, ereA, sull, floR, catAl, tet(A), tet(M), and mcrl genes in
poultry meat purchased from retail chains in the Zlin region. Polymerase chain reaction was
used for their detection. The presence of resistance genes to [B-lactam antibiotics,
sulfonamides, tetracyclines, and amphenicols was most frequently detected, while the least
resistance was observed to macrolides and polypeptide antibiotics. Furthermore, 12 bacterial
strains belonging to five genera — Comamonas, Hafnia, Kluyvera, Pseudomonas, and
Serratia - were isolated and identified from poultry meat. By disk diffusion method, it was
determined that all isolates were resistant to macrolides, the vast majority to beta-lactam
antibiotics, less than half to polypeptides, tetracyclines, and quinolones, and three or fewer
strains were resistant to antibiotics from other groups. This study indicates the spread of
antibiotic resistance genes in chilled poultry meat, and the occurrence of multidrug-resistant
bacteria was also demonstrated. It is necessary to seek ways to prevent the spread of
antibiotic resistance, as multidrug-resistant strains may soon have a significant impact on

public health.
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UVOD

Dribezi maso vykazuje narust v jeho produkci a konzumaci. V diasledku zachovani
bezpecnosti zivocisSnych potravin jsou antibiotika pouzivana VvV ramci profylaxe a terapie
infek¢énich onemocnéni hospodaiskych zvitat. Dfive se pouzivala i jako stimulatory ristu,
ale Natizenim Evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 1831/2003 byla vymazana z registru a
tento zakaz vesel v platnost 1. 1. 2006. I pfesto se antibiotika nachazi ve velkém mnozstvi
nejen v prostfedi zemédélské produkce, ale ipodzemnich vodach, pidé a cistiCkach
odpadnich vod, kdy se do roku 2050 predpoklada az 65% narast koncentrace 1éCiv
ve zdrojich pitné vody. Nadmérné uzivani antibiotik jak v humanni, tak veterinarni mediciné
muze bakterie tvotici mikrobiotu ZivociSnych potravin vystavovat selekénimu tlaku, ktery
umoznuje vznik rezistence. Zpracovani a konzumace ZzivociSnych potravin tak miize
zpisobit pfenos a Sifeni gentl rezistence nejen do prostredi, ale také do zazivaciho traktu lidi
1 zvifat.

Antimikrobidlni rezistence je schopnost mikroorganismi odoldvat u¢inkiim antibiotik.
Mikroorganismy si vyvinuly rizné obranné mechanismy, kterymi znemoziuji proniknuti
antibiotika k buné¢nym cilim. Jedna se pfedevS§im o enzymatickou inaktivaci antibiotika,
efluxni mechanismy, alternace bunécného cile nebo sniZeni permeability bunécné stény
a plazmatické membrany. Sifeni rezistence probiha rychlym tempem, coz umoznilo vznik
multirezistentnich mikroorganismi. Multirezistentni patogenni mikroroganismy se stavaji
sttedobodem z4jmu, jelikoZz disponuji rezistenci na nékolik skupin antibiotik. Predstavuji
riziko pro spole¢nost, jelikoz jsou nejéastéjsimi pivodci nozokomialnich infekei, se kterymi
se setkdvame v nemocniénim prostfedi. Multirezistentni bakterie Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter
baumannii a Pseudomonas aeruginosa byly Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)
uvedeny jako nejCastéj$i bakterie zplsobujici infekce dolnich cest dychacich, které byly

v roce 2019 ptic¢inou umrti 3,57 miliont lidi.

Vzhledem k zavaznosti této problematiky, se tato prace zabyva zjisténim aktualniho vyskytu
fenotypové a zejména genotypové antibiotické rezistence v dribezim mase z maloobchodni

sit¢ Zlinského kraje.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ANTIBIOTIKA A ANTIBIOTICKA REZISTENCE

Antibioticka rezistence je aktualnim problémem budouciho fungovani medicinského
a veterinarniho sektoru. Kazdym rokem piibyvaji druhy bakterii, u nichz se prokazala
rezistence v dasledku castého vystaveni u¢inkiim jednotlivych antibiotik v klinické praxi
nebo potravinovém fetézci. Experti odhaduji, ze incidence bakteridlnich infekci
zpusobenych multirezistentnimi (MDR) kmeny v nésledujicich letech rapidné vzroste, s tim
ze vroce 2050 pii neschopnosti produkce novych antibiotik dojde k ro¢ni tmrtnosti
10 miliont lidi na komplikace s nimi spojenymi [1][2]. Svétova zdravotnickd organizace
(WHO) aktualné uvadi, ze Enterobacteriaceae piedstavuje jednu z nejproblematictéjsich
Celedi, kvili vicedruhové schopnosti produkovat karbapenemazy a 8- laktamazy s Sirokym
spektrem (ESBL) [3]. Bakterie z této ¢eledi mohou byt rezistentni i na polymixin E [4][5].
Dale WHO sd¢lila, ze karbapenem rezistentni Acinetobacter baumanii a Pseudomonas
aeruginosa patii mezi kritické patogeny, které je nutno potlacit. Situace je ztizena jejich
hojnym vyskytem v nemocni¢nich zatizenich. Dulezitou soucasti prevence Sifeni téchto

kment je obsahly screening, epidemiologicka opatteni a vyvoj novych uc¢innych latek [3].

Vyvin novych antibakterialnich latek je klicovy ke snizeni poctu nartstajicich infekci, které
nejsou dostupnd antibiotika schopna lé¢it. Americky ufad pro kontrolu potravin a 1éciv
(FDA) vroce 2018 schvalil nové terapeutické moznosti — plazomicin, eravacyklin,
sarecyklin, omadacyklin a rifamycin [6]. Plazomicin piedstavuje nové semisyntetické
aminoglykosidové antibiotikum, které ptisobi dokonce proti nékterym zastupcim celedi

Enterobacteriaceae rezistentnich na karbapenem [7].

1.1 Betalaktamova antibiotika

Betalaktamova antibiotika jsou nejvice pouZivanou skupinou antibiotik, kdy ve Spojenych

statech tvotila 65 % vsech piedepsanych receptii [8]. Je tomu tak kvuli jejich mirné toxicite.

Ve struktufe maji typicky &tyiélenny betalaktaamovy kruh. Radime k nim cefalosporiny,
karbapenemy, monobaktamy a peniciliny. Jejich baktericidni G¢inek spociva v preruseni
syntézy bunééné stény vysledkem kovalentni vazby na serinové aktivni misto penicillin-
binding proteina (PBP) [8]. Tyto proteiny jsou transpeptidazy nebo karboxypeptidazy
katalyzujici zesitovani peptidoglykanu bunééné stény [8][9]. Pfi¢inou vazby betalaktami je

naslednd autolyza bunky.
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Rezistence na tento mechanismus vznika riznymi zptisoby. Nejcastéji se jedna o expresi
a produkci B-laktamaz, které zabranuji navazani antibiotika na penicilin vazajici protein
(PBP). Karbapenemazy pouzivaji kationty Zn?* k hydrolyze p-laktamového kruhu a jeho
inaktivaci, kdezto B-laktamazy téidy A, C, D vyuzivaji K hydrolyze serin jako nukleofil
[10][11]. Dalsimi zpGsoby jsou modifikace efluxni pumpy nebo mutace, které méni funkci

porint nebo samotnych penicilin vazajicich proteint.

Gen blaoxa7 nese informaci k produkci oxicillinazy patiici do P-laktamaz tiidy D.
Hydrolyzuji oxacillin, meticilin a cloxacilin. Oxacillinazy mohou byt inhibovany chloridem
sodnym (NaCl) nebo kyselinou klavulanovou [12][13]. Gen blatem koduje enzym TEM-1
pattici do tridy A, které produkuji Sirokospektré p-laktamazy (ESBL). Hydrolyzuji
peniciliny, cefalosporiny vSech generaci a monobaktamy. Maji stejnou citlivost ke kyseling
klavulanové jako B-laktamazy tfidy D [14]. Specificky karbapenemova antibiotika jsou
pouzivana jako volba prvni instance pti 1é¢bé infekci. Nejvétsim nebezpecim jsou pak
zastupci Celedi Enterobacteriaceae produkujici karbapenemazu, jako napi. Klebsiella
pneumoniae, ukterych byla zaznamenana produkce karbapenemazy (KPC)
a metalo- p- laktamazy vyuzivajici Zn?* jako kofaktor namisto serinového zbytku pro
nukleofilni Gtok B- laktamového kruhu [15][16]. Ze vSech zastupcu této Celedi jsou nejvice
ohrozujicimi bakteriemi Klebsiella spp., Escherichia coli a Enterobacter spp. [13]. Dale byl
tento typ rezistence zjiStén také u zastupcl z jinych celedi, a to u bakterii Enterococcus

faecium, Acinetobacter baumanii a Pseudomonas aeruginosa [13][17].

Aktualni mira rezistence u Escherichia coli na cefalosporiny tieti a ¢tvrté generace rychle
stoupa. V roce 2023 byl pro E. coli hlaSen median ze 76 zemi ve vysi 42 % vuci
cefalosporiniim tieti generace. Stav u bakterie Staphylococcus aureus byl pouze o 7 % nizsi
[18]. Pii studiu rezistence predstavuje modelovy mikroorganismus E. coli, kvili jejimu
vyskytu ve stfevnim traktu, ktery predstavuje idedlni misto pro pfenos genli mezi

patogennimi druhy.

1.2 Makrolidy

Makrolidy jsou slozené z laktonovych kruhd s navazanymi deoxy cukry [19]. Pusobi
baktericidn€é a mohou pfedstavovat nahradu za betalaktamova antibiotika. Nejvice
pouzivanymi antibiotiky jsou erytromycin, klaritromycin a azitromycin. Pouzivaji se hlavné

pii lécbé infekci spojenych s gramnegativni bakterii Helicobacter pyroli [20] nebo
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pfi atopické pneumonii zpusobené Mycoplasma pneumoniae ¢i Legionella pneumophila
[21; 22].

Makrolidy inhibuji aparat zodpovédny za syntézu proteini. Reverzibiln¢ se navazou
na bakterialni ribozomalni podjednotku 50S, ¢imZ znemozni translaci mRNA inhibici

peptidyltransferazy [19][23].

Determinantou makrolidové rezistence je ereA gen, ktery nese informaci pro expresi
erytromycinesterazy (EreA), hydrolyzujici makrolaktonovy kruh. Dal§imi jsou geny erm (A,
B, C), které modifikuji ribozomalni cil 23S rRNA metylaci, nebo msrA specificky
pro efluxni mechanismus [24][25]. Vyskyt téchto gend u dribeziho masa neni ojedinély.
Garofalo a spol. zjistil vysoky nalez ermB genu u celkové DNA izolované z kufeciho masa
[26].

1.3 Sulfonamidy

Sulfonamidy jsou sirokospektralni chemoterapeutika obsahujici ve struktuie skupinu
SO2NH.. Cina spoleéné s Evropskou unii (EU) patii mezi nejvyssi spotiebitele zminénych
chemoterapeutik pii 1écb¢ zvitat [27][28]. Hojné¢ se pouzivaji jako antiparazitika
a antipyretika [29]. Dale jsou vyuzivany pro svou diuretickou aktivitu pfi 1é¢bé mocovych
infekei [30][31].

Baktericidni  G¢inek  sulfonamidi  spociva v kompetitivni  inhibici  kyseliny
p- aminobenzoové (PABA), ktera se podili na syntéze kyseliny listové. Kyselina listova je
dilezitym substratem, ktery je potfebny béhem syntézy DNA. Zajistuje také jeji ochranu
pied endonukleazovou aktivitou pomoci metylace [29] [32]. Jestlize dojde k zaméné PABA
navazané v enzymu dihyrdopteroatsyntetaza (DHPS) za sulfonamidy, zastavi se tvorba
dihydrofolatu potiebného k syntetickym reakcim kyseliny listové. Jeji nedostatek v burice
zastavi replikaci DNA [29][30]. Sulfonamidy pusobi zejména na grampozitivni bakterie,
ale také na gramnegativni: Klebsiella sp., Escherichia sp., Salmonella sp. a Enterobacter sp.
[29][30].

Rezistence k sulfonamidim je dana geny sull az sul3, které exprimuji DHPS s nizsi afinitou
pro sulfonamidy [27][33]. Prevalence gent sull v pudé ziskané z drtbezich farem
v jihovychodni Ciné koreluje s piitomnosti rodii Bacillus, Pseudomonas a Shigella [27].
Sulfonamidy nepiisobi inhibi¢ni aktivitou proti Pseudomonas aeruginosa a Serratia sp.
[29][30].
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1.4 Amfenikoly

Ze skupiny amfenikolll je chloramfenikol jedinym zastupcem, ktery se v soucasné dobé
Kvuli jeho nezadoucim u¢inktim je pouzivan pii ojedinélych pripadech. Chloramfenikolem
se 1é¢1 o¢ni infekce nebo biisni tyfus a skvéle pisobi proti bakteridlni meningitidé zptisobené
Haemophilus influenzae [34; 35]. Ve své struktuie obsahuje p — nitrofenylovy kruh, ktery je
spojen s dichloracetylem  pomoci  2- amino- 1,3- propandiolu.  Chloramfenikol
se reverzibilné vaze na aminoacylovou ¢ast tRNA v misté A ribosomalni podjednotky 50S.
Znemozni se tak interakci tRNA a peptidyltrasnferazy. Nasledkem je pferuSeni syntézy
proteint [35; 36].

Gen catAl je sititelem rezistence k chloramfenikolu. Derivat chloramfenikolu florfenikol,
ktery je uren pouze pro veterinarni praxi, se li§i od chloramfenikolu ve dvou skupinovych
substitucich. Nitro skupina (-NOz) chloramfenikolu je nahrazena sulfometylovou (-SO2CH3)
a hydroxylova skupina fluorovou [37]. Rezistence florfenikolu je determinovana genem
floR. Byla zjisténa piedevsim u bakterii, které zptisobuji respira¢ni onemocnéni zvitat [38;
39]. Gen catAl koéduje enzym — chloramfenikol acetyltransferazu typu A, ktery prevadi
acetylovou skupinu z acetyl-S-CoA na 3° hydroxylovou skupinu chloramfenikolu. Vznikla
molekula 3- acetoxychloramfenikol neni schopna navazani na ribozom a pteruSeni syntézy
proteint [40]. Gen byl zaznamenan predevsim u bakterii Acinetobacter spp. z odpadnich vod
farmaceutickych zatizeni nebo v malém mnozstvi u kolistin rezistentnich Escherichia coli
ziskanych z dribeziho masa [41; 42]. Vyskyt genu floR byl hlasen u patogennich Salmonella
enterica subsp. enterica Sérovar Typhimurium, Vibrio cholerae a Klebsiella pneumoniae
[43]. V Nigérii byl zjistén vyskyt floR v izolatech z pitné vody u rodti — Pseudomonas spp.,
Serratia spp., Acinetobacter spp. a predevsim Proteus spp. [44].

1.5 Tetracykliny

Tetracykliny jsou Sirokospektralni bakteriostaticka antibiotika. Pouzivaji se k 1é¢bé
bakterialnich infekcei, predevs§im skvrnitého tyfu zpisobeného bakterii Rickettsia prowazekii
nebo leptospirdzy ¢i brucelozy [45]. VSeobecné se preferuji tetracykliny druhé generace,
jako je minocyklin potlacujici nozokomialni infekce Acinebacter baumanii [46].
Tetracykliny se do roku 2006 v EU pouzivaly jako piisada krmiv pro stimulaci ristu zvifat

[47]. T kdyz tetracykliny v letech mezi 2019 az 2021 zaznamenaly trend niz$i spotieby
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u 26 z 27 ¢lenskych stati EU (kromé& Bulharska), Islandu a Norska, vznikla rezistence a jeji

mechanismy piedstavuji predmét neustalého studia [48].

Mechanismus pusobeni tetracyklinti spo¢iva ve schopnosti prochazet skrz poriny (OmpF
a OmpC) vné&jsi membrany gramnegativnich bakterii v navaznosti s kationtem hoiciku.
Utvoreny kladny komplex uvolni tetracyklin do cytoplazmy, ktery se prostfednictvim
protonové hybné sily dostane az k vazebnému mistu, které se nachazi na 30S ribozomalni
podjednotce RNA [47]. Navaznost antibiotika je reverzibilni a zabranuje specifické vazbé
aminoacyl-tRNA K ribozomalnimu akceptoru A [45; 47]. Vazbou na ribozom ztraci buiika

schopnost proteosyntézy.

Vzniklé mechanismy rezistence byly nalezeny u genu tet (A, B, C, D, G), které jsou
asociovany s mechanismem membranovych Tet-efluxnich pump. Gen tetA koduje TetA
protein spadajici do Major Facilitator Superfamily (MFS) membranovych transportéri
zavislych na elektrochemickém gradientu — hybné sile protont [49]. TetA efluxni pumpa
cerpa komplex tetracyklin-hoi¢ik z cytosolu do periplazmatického prostoru a nasledné mimo
bunku [50]. Snizuje se tak koncentrace tetracyklinu uvnité buiiky a jeho navaznost
naribozom neprobéhne — proteosyntéza zistane zcela funkéni. Dal§i mechanismus
rezistence je zprostiedkovan geny tet (O, M, S, T, Q, P, W) kddujici ribozomalni ochranné
proteiny (RPP). Tyto proteiny znemoziuji vazbu tetracyklinu na 30S ribozomalni
podjednotku jeho uvolnénim z vazebného mista A za ptitomné GTP hydrolyzy [51; 52].
Geny tet se poprvé objevily u celedi Enterobacteriaceae a Pseudomonadaceae. Presto
se mohou nachazet i U zastupcu z rodt — Nesseria, Haemophilus a Vibrio [47]. Geny tet (L,
M, O, A, K, Q) se hojné vyskytuji v mikrobioté kufeciho masa [53]. Dokonce i v syrovém
mléce byl detekovan gen tet(M) [54].

1.6 Polypeptidova antibiotika

Jedna se o kationtova lipopeptidovd antibiotika narusuji membranu gramnegativnich
bakterii. Maji vyznamny baktericidni U¢inek a povazuji se za sekundarni antibiotika
pouzivané k 1é€bé MDR kmenti gramnegativnich bakterii. Strukturdlné jsou uspotfadany
do cyklického heptapeptidu s tripeptidovym postrannim fetézcem, ktery je navazan
nafetézec mastnych kyselin [55][56]. Polymyxiny byly poprvé objeveny u bakterie
Paenibacillus polymyxa subs. colistinus [57]. V soucasné dob¢ jsou komeréné dostupné dva

druhy polymyxint: polymyxin B a polymyxin E (kolistin) [58]. Vzajemné se odlisuji pouze
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V jednom aminokyselinovém zbytku peptidového kruhu. U polymyxinu E je nahrazen

D- fenylalaninovy zbytek za D-leucinovy [57].

Mechanismus jejich G¢inku spoc¢iva v navazani kladné nabitého polymyxinu na zaporné
nabity nasyceny fetézec lipidu A, ktery je van der Waalsovymi silami propojen s vngjsi
membranou. Dojde k vytésnéni Mg nebo Ca?" kationfl, zodpovédnych za vaznost
na lipopolysacharid (LPS) ajeho celkovou stabilitu. Integrita vn&jSi i vnitfni bunécné
membrany se poskodi a vede ke destabilizaci, a tim zvySenim permeability. Nasledkem je
pak wvyliti bunééného obsahu ausmrceni bunky [58][55]. Kolistin putisobi
na: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a dalsi

Enterobacteriaceae [59][58][55].

Opétovné nasazeni kolistinu pii 1écbe infekei zpisobilo pfiliv globalni rezistence.
Escherichia coli piedstavuje vyznamny indikator pii sledovani vyskytu antibiotické
rezistence. Jeji izolaty z hospodatskych zvifat v soucasnych letech vykazuji 21% miru

rezistence, Klebsiella pneumoniae dokonce 75% [4].

Je tomu tak vznikem riznych mechanismt pisobicich proti polymyxinim. Nejbéznéjsi
je modifikace LPS ptidanim 4-amino-4-deoxy-L-arabinozy (LAra4N) k fosfatové skupiné
lipidu A. Snizi se tak jeho negativni naboj a pravdépodobnost navazani polymyxinu.
Biosyntéza a pienos LAra4N na lipid A je zprostiedkovan geny v operonu arn. Obdobna
biosyntéza byla uz pozorovana u bakterii Pseudomonas aeruginosa a Yersinia pestis [55]
[60]. Dalsi modifikaci je zvySeni produkce pouzdrového polysacharidu u Klebsiella
pneumoniae [55]. Naopak piirozenou vnitini rezistenci disponuji: Serratia marcescens,
Edwardsiella spp. Providencia spp., Burkholderia cepacia a n¢které druhy Aeromonas
[58][59].

Nejbéznéji se vSak vyskytuje mobilni gen nesouci rezistenci na kolistin (mcr- 1) detekovany
u druhti Enterobacteriacceae, Escherichia coli, Salmonella enteritica, Kluyvera ascorbata.
Gen mcr-1 je pfitomen na rezervoarovych plazmidech Incl2, IncHI2 a IncX4 [61]. Tento
gen koduje enzym MCR-1 patfici mezi fosfoetanolamin transferazy. Dochazi k ptenosu
fosfoetanolaminu na lipid A za snizeni jeho afinity vic¢i polymyxinim [62]. Podle Gelbi¢ova
a spol. byl gen mcr-1 detekovan ve 21 % pfi screeningu celkové DNA krutiho masa a jater
z riznych zemi EU. Naopak ¢etnost vyskytu mcr- 1 az mer-5 genti U vzorkt kufeciho masa
a jater byla negativni nebo v malém mnozstvi [63]. Za zminku stoji také fakt, Ze gen mcr10

byl identifikovan v lidském, tak i kufecim stfevnim mikrobiomu.
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1.7 Zpisoby Sifeni rezistence na antibiotika

Pienos rezistence se vaze na prostiedi odpadnich vod, potravin, humanni i veterinarni
medicinu a zemé&délstvi. Rezistence je zpusobena pifedevS§sim horizontalnim pienosem
rezistencnich genti vyskytujicich se Vv extrachromozmalnim genetickém materidlu

(plazmidech), nebo pomoci transpozont [64].

Plazmidy jsou genetické mobilni elementy vyskytujici se v jedné ¢i mnoha kopiich a jsou
schopny autonomni replikace cyklické dsDNA. Nesou geny rezistence, které jsou pro butiku
postradatelné a nezavisi na nich dulezité procesy. Geny maji vlastni specifi¢nost a zpiisob,
jakym se fenotypicky projevi v hostitelské burice, jestlize dojde k jejich pfenosu — vétSinou
inaktivuji ucinnost antibiotik [65]. Plazmidy pfedstavuji dulezité vehikulum pro Sifeni
rezistence. Je znamo mnoho druhd plazmidi: epizomalni plazmidy, které se reverzibilné
integruji crossing-overem do chromozomu cilené buniky a zpusobi tak rekombinaci;
kolicinogenni plazmidy, produkuji bakteriociny; R plazmidy nesouci geny antibiotické
rezistence. Existuji i kryptické plazmidy, které se fenotypicky nijak neprojevi a jejich funkce

nebyla podrobné popsana [66] [67].

Transpozony jsou DNA sekvence lisici se od plazmidi svou neschopnosti autonomni
existence. Jsou schopny piemistovat ¢ast genetického informace mezi bakteridlnim

chromozomem a plazmidem. Zminény pienos je bud’ v téZe bunce, nebo v ramci jiné [68].

Rozvoj rezistence také zalezi na frekvenci spontannich nebo indukovanych mutaci v riznych
lokusech chromozomu. Genovd mutace piedstavuje jakoukoliv zménu sekvence bazi
v DNA. Vétsinou dochéazi ke zméné jednoho paru bazi (bodova mutace), nastane tak
transverze nebo tranzice. Casto dochézi také k deleci a inzerci. Jestlize se zkouma populace
bakterii, bere se zfetel na frekvenci mutace, kterd udava pravdépodobnost jejiho vzniku
po kazdém déleni bunky [66]. Dé&je se tak naptiklad u perzistentni grampozitivni bakterie
druhu Mycobacterium tuberculosis [69]. Ma relativné vysokou frekvenci spontannich

mutaci pro rezistenci na rifampicin pohybujici se v rozmezi 10® az 1077 [70] [71].
Nejdilezitéjsi je vSak horizontalni pfenos genll antibiotické rezistence, ktery probiha tfemi
metodami: transformaci, transdukci a konjugaci.

1.7.1 Transformace

Jedné se 0 ptenos genu, ktery probihd mezi darcovskou butikou a recipientni, aniz by doslo

k jejich kontaktu. Prvné byla pozorovana u grampozitivni bakterie Streptococcus
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pneumoniae a je mechanismem s nejvyssi frekvenci rekombinaci. Probiha vniknutim externi
DNA do cytoplazmy hostujici bunky pies vnéjsi a nasledné vnitini membranu, coz umozni
jeji integraci do genomu a homologni rekombinaci [72]. Timto zplUsobem ziska
transformovana buiika nové vlastnosti — nej¢astéji rezistenci vuci antibiotiku. Homologni
rekombinace je omezena na jedince stejného nebo piibuzného druhu, v disledku piitomnosti
nutnych homolognich usekd. Na druhou stranu pienos plazmida, které funguji jako
autonomni jednotka uvnité hostitelské buiky, neni druhové omezen. Je znamo nékolik
pfirozené kompetentnich transformovatelnych bakterii: Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter baylyi, Vibrio cholerae, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp., Agrobacterium sp. a Staphylococcus sp.
[72; 73].

1.7.2 Transdukce

Transdukce se od transformace odliSuje pfitomnosti virového vektoru — bakteriofaga.
Bezkontaktnost je zprostiedkovana intracelularnim bakteridlnim parazitem, ktery
horizontalné pfenasi geny rezistence na antibiotika z jedné bunky na druhou. Déje se tak
vniknutim faga do bakterialni buiiky, kde se mnozi a §tépi hostitelskou chromozomalni DNA
na fragmenty. Fragmenty DNA se enkapsiduji — vzniknou transdukéni castice, které
se pfenesou infekci na novou recipientni bunku [74]. Mohou se rekombinovat
do chromozomu hostitelské bunky. Dale se pfeneseny fragment nemusi rekombinovat a
pouze se replikuje do jedné dcefiné buiiky nebo se ptenese cely plazmid, ktery se replikuje
Vv hostitelské bunice a prechazi do obou dcefinych bunck. Nejcastéji probihd transdukce

u bakterii — Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Shigella sp. [75].

1.7.3 Konjugace

Konjugace je jedina metoda ptenosu genetické informace, kdy dochazi k pfimému kontaktu
mezi donorovou a recipientni buitkou. Poprvé byla pozorovana u Escherichia coli. Donorova
bunka nese sekvenci DNA — fertilni faktor, ktery je potiebny ke spravnému prub&hu
konjugace [76; 77]. Koduje pilus, ktery provadi inicialni kontakt mezi butikami a umoziuje
ptrenos genetické informace ve form¢ plazmid nebo malé cirkuldrni DNA pies vytvoieny
cytoplazmaticky miustek [75]. V mnoha pfipadech slouzi konjugace pro ptenos F-plazmida
(fertilniho faktoru), ktery se mliZze v¢lenit do chromozomu hostitelské bunky a predat mu
informaci potiebnou pro uskute¢néni dalSi konjugace. Konjugace byla pozorovana napf.

u Escherichia coli, Shigella sp., Proteus sp., Bacillus sp. a Enterococcus faecalis [78].
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1.8 Multirezistence

Neuvazlivé predepisovani antibiotik ve zdravotnictvi i hospodaistvi v ramci profylaxe zvifat
vedlo ke vzniku multirezistentnich kmenti a podpoie jejich Sifeni. Bakterie jsou neustale
vystavovany selektivnimu tlaku a dokazou se rychle adaptovat. Ke vzniku tohoto tlaku
dochazi napiiklad pii predéasném vysazeni antibiotik béhem 1é¢by infekce.
Neopomenutelnym zdrojem antibiotické rezistence jsou také &istirny odpadnich vod (COV).
Piedstavuji idealni prostfedi, kde se bakterie vystavuji antibiotickym reziduim a pienosu
geni [79]. Odpadni vody obsahuji bakterie z enviromentalniho, lidského a zvifeciho

prostiedi, které mohou nést geny rezistence [79].

Multirezistentni kmeny vykazuji odolnost viéi nékolika antibiotikiim zaroven. Mohou byt
rezistentni na antibiotika s obdobnou strukturu — tzv. zkiiZzena rezistence. V piipadé
mnohocetné rezistence na antibiotika odlisujici se Vv chemické struktufe, maji bakterie
v disledku hromadéni ARG riizné obranné mechanismy. U MDR kment se musi Casto volit

kombinovana terapie [80].

V publikaci Murray a spol. zjistili, ze imrtnost pacientl na infekce dolnich cest dychacich
byly v roce 2019 nejvice spojovany s nasledujicimi rezistentnimi patogeny — Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii a Pseudomonas aeruginosa [81]. Pravé MDR patogenni bakterie
predstavuji nejvétsi riziko. Dobfe popsan byl grampozitivni meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA), ktery je zaroven odolny viéi gentamycinu, ciprofloxacinu,
erytromycinu a tetracyklinu [80]. Vreakci na tuhle skuteCnost se pouzivaji
protistafylokokova antibiotika a chemoterapeutika — nejc¢astéji vankomycin. Glykopeptidové
antibiotikum vankomycin vS8ak neplsobi na vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE),
zpusobujici infekce mocovych cest [80]. U MDR Enterobacteriaceae se nejcastéji
setkdvame s produkci B-laktamaz s rozsifenym spektrem (ESBL) a karbapenemaz. Svétova
zdravotni organizace (WHO) zvefejnila v roce 2017 seznam bakterii, pro které je urgentni
potieba vyvoje novych 1éciv. Karbapenem rezistentni a ESBL produkujici
Enterobacteriaceae byly zatazeny do prvotni kritické skupiny [3]. Zminéné multirezistentni
bakterie se vyskytuji pfedevS§im v lidském organismu, ale Vv poslednich letech se hojné
izoluji také ze zvifat, masa a masnych vyrobki [82; 83]. Byl zaznamenan znacny vyskyt
v driibezich chovech. Z rakouské studie podle Zarfel a spol. byly z kufeciho masa izolovany
ESBL E. coli, které obsahovaly geny blasnv-12, blactx-m-1 @ blarem. Vétsina izolata E. coli

méla  potvrzenou  fenotypovou  multirezistenci na  glykosidy, karbapenemy
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a ciprofloxacin [82]. Bakterie Enterococcus faecium obsahovaly geny vanA a byly
rezistentni na vankomycin. Bakterie zrodu Staphylococcus (S. fleurettii, S. sciuri,

S. vitulinus) obsahovaly geny mecA a vykazovaly rezistenci pouze na penicilin a cefotaxim
[82].
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2 MIKROBIOTA DRUBEZIHO MASA

vvvvvv

40% zastoupenim v celosvétové produkci masa [84]. Produkce a konzumace driibeziho masa
nadale stoupaji, tudiz jsou kladeny i vysoké naroky na jeho kvalitu a nezavadnost, ¢ehoz
se dosahuje pouzivanim antibiotik v ramci profylaxe a 1é¢bé infekénich onemocnéni
dribeze. Nevyhodou piilisného pouzivani antibiotik je vyskyt jejich rezidui ve finalni
zivo¢isném produktu, podzemnich vodach, pidé nebo krmivech. Z tohoto davodu
ptredstavuji potraviny zivo€isné produkce zdroj gent antibiotické rezistence V potravinovém

fetézci a nepiimo je mohou $ifit na ¢loveka [85].

Antibioticky rezistom dribeziho masa pfedstavuje vSechny geny antibiotické rezistence
napfi¢ jeho celou mikrobiotou. Studie podle Li spol. zjistila celkové 132 ptitomnych gent
rezistence na 10 antibiotickych tfid ve vzorcich syrového kufeciho masa. VétSina
detekovanych genti byla spojovana s rezistenci na aminoglykosidy a B-laktamova antibiotika
[86; 87]. Dalii studie z Ciny zjistila vysoky vyskyt genii rezistence na tetracykliny,
aminoglykosidy a erytromycin z kutecich vykalu [88]. Wang a spol. uvadi vysokou ¢etnost
genti rezistence vu¢i aminoglykosidim, MLS (makrolid-linkosamidy-streptogramin)

a - laktamovym antibiotiktim v prostiedi driibezich farem [89].

Rezistom se da zkoumat pomoci molekularnich metod — konven¢ni a multiplex PCR, gPCR
(quantitative PCR), RT-PCR (real time — PCR), PCR-RFLP (PCR - resctriction fragment
lenght polymorphism) a microarray [90]. Nejlesi metodou studia rezistomu je vSak
metagenomika, ktera dokaze sekvenovat cely ptitomny mikrobiom [90]. Spektrum gent

antibiotické rezistence tizce souvisi s pfitomnou mikrobiotou [85].

Mikroflora se béhem procesu zpracovani dribeze od vykrvaceni az po finalni produkci
neustadle méni. Béhem kazdého kroku zpracovani jate¢niho téla se musi dodrZzovat ptisné
hygienické postupy. Cely proces je shrnut do sedmi krok — doprava, porazka, opateni,
eviscerace, myti, chlazeni a porcovani. Proteobacteria ptedstavuji pfevazujici mikrobiotu
driibeziho masa a zaroven vyznamné ovliviiuji jeho kvalitu. Jednéd se pfedevSim o rody
Pseudomonas, Acinetobacter a Enterobacteriaceae [91; 92]. V prubé¢hu dalsich
zpracovatelskych postupli se vSak pocty bakterii zvySuji co do poctu 1 rozmanitosti.
Eviscerace (vyjmuti vnitinich organi) je dulezitym kontrolnim bodem kontaminace

rezistentnimi patogeny rodtu Campylobacter, Salmonella a Escherichia. Je nutné zamezit



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

kontaktu obsahu slepého stfeva s povrchem driibeziho masa, protoze piedstavuje rezervoar

vyskytu zminénych bakteridlnich rodt zptisobujicich alimentarni infekce [91; 93].

Campylobacter jejuni zpisobuje kampylobakteriozu — zanétlivé prijmy s horeckou, ktera
ma podobnou cetnost vyskytu V letnich mésicich jako salmonel6za. NejCastéji se prubéh
infekce zmirni makrolidy [94]. Salmonella enteritica subs. enterica sérovar Enteritidis anebo
Salmonella enterica subs. enterica sérovar Typhimurium jsou ptvodci salmonelozy.
Projevuje se nauzeou, zvracenim, prujmem a hore¢kou [95]. Témto infekcim lze zamezit
spravnym tepelnym opracovanim a zachazenim s driibezim masem. Vyjimaje moznou
pfitomnosti patogennich bakterii, mikrobiota dribeziho masa ma rozmanity charakter.
Variabilita mikrobiota dribeziho masa je zavisla na urcitém ro¢nim obdobi. Podle Kim
aspol. byla mikrobiota v syrovém nebaleném kufecim mase variabilngjsi a piitomna
ve vys$§im mnozstvi, kKdy v ¢ervenci ptevladaly bakterie z kmene Firmicutes, kdezto v lednu
to byly bakterie z kmene Proteobacteria [92; 96]. Je to nejspiS zpusobeno specifickymi
teplotami a pfistupem kysliku, kterym jsou bakterie na povrchu masa vystavovany.
Nejcastéji Cerstvé chlazené drubezi maso obsahuje — Pseudomonas sp., zastupce Celedi
Enterobacteriaceae, Lactobacillus sp., Acinetobacter sp. a Brochothrix thermophacta [91;
97]. Dale byl ve vzorcich kufecich prsou identifikovan vyskyt zastupci roda Yersinia,

Serratia, Hafnia, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Buttiauxella ¢i Erwinia [86].

2.1 Rad Enterobacterales

Rad Enterobacterales se nové od roku 2016 déli na &eleds: Enterobacteriaceae,
Budviciaceae, = Erwiniaceae,  Hafniaceae,  Morganellaceae,  Pectobacteriaceae

a Yersiniaceae [98].

Celed’ Enterobacteriaceae jsou gramnegativni, nesporulujici ty¢ky o délce 1-6 p a o Sifce
0,4— 1 u [99]. Jsou tizce spjaty druhovou piibuznosti a vV ramci taxonomie piedstavuji ¢eled’
S nejvetsi rozmanitosti. Mohou mit peritrichalni bi¢iky (Shigella sp., Klebsiella sp.) nebo
jsou nepohyblivé. Vyznacuji se fakultativné anaerobnim rstem. Pfirozenym prostfedim je
tlusté stfevo teplokrevnych zvifat a ¢lovéka jako soucast mikroflory. Dale se vyskytuji
v pidé, vodeé a rozkladajicich materialech. Jsou oxidaza-negativni a katalaza-pozitivni.
Dokazou redukovat nitraty na nitrit a fermentuji glukozu za tvorby kyselin a plynt [100].
Do celed¢ Enterobacteriaceae se fadi mnoho druht, nejznaméjsimi jsou — Citrobacter,
Cronobacter, Enterobacter, Escherchia, Klebsiella, Kluyvera, Salmonella a Shigella [101].

V ramci Enterobacteriaceae se definuje skupina koliformnich bakterii klasifikujici
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se na zakladé¢ rychlé fermentace laktozy — Citrobacter, Escherichia coli, Enterobacter
a Klebsiella [102]. Ptedstavuji indikatory fekalniho znecisténi potravin, povrchovych
a podzemnich vod. U nefermentujicich druht jako Salmonella a Shigella je pozorovana
vyssi virulence. Kluyvera intermedia je ubikvitni a byla izolovana z lidské stolice a stiev,
odpadnich vod i potravin. Byly u ni nalezeny karbapenem a kolistin rezistentni
geny — blakpc-2, blakpc-3, mcrl0.1, merl.1 a mer9.2. Escherichia coli ma multirezistentni
charakter a muze obsahovat hodné¢ ARG [103; 104].

Hafniaceae je taxonomicky mala ¢eled’. Obsahuje rody Hafnia a Edwardsiella [98; 105].
Jedna se o fakultativné anaerobni tyCinky. Rod Hafnia ma negativni test na indol, citrat
ametylovou cerven. Jediny pozitivni ma Voges Proskaueriv test pro detekci
3- hydroxybutan-2-onu [106]. Mezi nejznamé&jsi zastupce rodu Hafnia patii Hafnia alvei,
kterou Ize izolovat z potravin, vody, pudy a gastrointestinalniho traktu saveu i lidi [107].
Vyskytuje se v potravinach zivocisného puvodu, zejména v mase —mletém hovézim,
vakuové baleném hovézim a veprovém. Dale se vyskytuje v mlé¢nych vyrobcich, syrech
dokonce i v medu [107; 108]. Hafnia alvei ptedstavuje oportunni lidsky patogen. Existuji
ptipady, kdy Hafnia alvei zpisobila stievni infekce, které nejsou vsak casté [109].
Do povédomi se dostala, kdyZ u ni byla pozorovana rezistence na karbapenemy v dasledku
nedostatku proteinu OmpK36, uréujiciho permeabilitu vn€jsi membrany [110; 109]. O 13 let
pozdéji byla zaznamenana prvni zprava o Hafnia alvei, ktera byla rezistentni vaci
aminopenicilinim a cefalosporinim prvni generace, protoze produkovala B-laktamazu
OXA-48 [109]. Rezistenci s nejvétsi pravdépodobnosti ziskala horizontalnim pfenosem
genu z Enterobacter cloacae, pro kterou je typicka terapie karbapenemy [109].

Bakterie Celedi Yersiniaceae jsou o néco vétsi ¢eledi oproti Hafniaceae. Maji fakultativné
anaerobni charakter ristu a neprodukuji sirovodik. Zastupuji ji typové rody Serratia
a Yersinia [98]. Bakterie rodu Serratia jsou vsudypfitomné, pohyblivé S pozitivnim
citratovym a Voges Proskauerovym testem. Nejsou schopné pieménit tryptofan na indol
a reaguji variabilné na metyl¢ervenovy test [106]. Jsou typické produkci deoxyribonukleazy,
lipazy a zelatinazy. Nejvice se setkavame s nasledujicimi druhy — Serratia marcescens,
Serratia grimesii, Serratia liquefacines, Serratia fonticola atd. Typovym druhem je Serratia
marcescens, ktera produkuje Cerveny pigment prodigiosin, kterého si lze povSimnout
pfi tvorbé biofilmu [111]. Vyskytuje se vpude, vodé a ve vlhkém prostiedi. Jedna
se 0 oportunni lidsky i1 zvifeci patogen. Izolaty Serratia marcescens z nemocnicnich

prostredi vykazuji multirezistenci, jelikoz disponuji rezistenci na ampicilin, prvni a druhou
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generaci cefalosporint, makrolidy, tetracykliny, peniciliny a kolistin [112; 113; 114]. Muze
zpusobit nozokomidlni infekce dychaciho traktu u lidi s oslabenym imunitnim systémem.
Pomérn¢ G¢inné na ni zabira piperacilin [115]. I pfesto byla v roce 2017 zatazena podle
WHO mezi problémové bakterie, pro které je nutno nalézt novou antimikrobialni latku [3].
Serratia fonticola se bézné vyskytuje u zvifat a neni Castym lidskym patogenem. Stejn¢ jako
S. marcescens ji lze izolovat ztrusu ptakda, vody a pudy [116; 117]. Také byl
prokazan pienos rezistentnich genti na jiné bakterie a mize vykazovat i multirezistenci
[117]. Serratia grimesii je spojovana s produkci grimelysinu, coz je metaloproteaza podobna

proteaze ECP32 od Escherichia coli, ktera hydrolyzuje aktin [118].

2.2 Rad Pseudomonadales

Rad Pseudomonadales se vétvi na nékolik ¢eledi — Moraxallaceae, Pseudohongiellaceae,
Ventosimonadaceae a Pseudomonadaceae [119]. Nejpocetnéjsi celed piedstavuje
Pseudomonadaceae. Radi se mezi gramnegativni nefermentujici aerobni ty¢ky o délce
1- 3 p a tloustce 0,8 u [120]. Maji pozitivni oxidazovou i katalazovou aktivitu a polarni
bi¢iky, které jim umoziuji pohyb. Jsou Siroce rozsiteny v okolnim prostiedi jako saprofyté
nebo komenzalové. Patfi zde mnoho rodu jako napiiklad — Azomonas, Azorhizopilus,
Azotobacter, Halopseudomonas, Pseudomonas a Rhizobacter [121]. Dulezitym rodem je
Pseudomonas, ktery obsahuje bakterie predstavujici lidské oportunni patogeny. Nejbéznéjsi
je Pseudomonas aeruginosa asociovana s nemocni¢nimi infekcemi. Produkuje fadu
viruletnich faktori jako — nekrotoxin A, elastazu, proteazy a hemolyziny [120].
Problémovost P. aeruginosa spociva v jeji multirezistenci a vét§inou se musi proti ni volit
kombinovana 1é¢ba. Je snadno rozeznatelna kvili produkci né€kolika pigmentl. Nejb&znéjsi
je modry pyocyanin [120]. Dale zeleny pyoverdin, ¢erny pyomelanin a ¢erveny pyorubin.
Pseudomonas fluorescens je oproti P. aeruginosa méné virulentni. NepovaZzuje
se ani za patogen. Jeji bézny vyskyt je v pudé€, pobliz kofenovych systému rostlin, nebo
Vv chlazenych potravinach, kde produkuje enzymy a pigmenty béhem jejich kazeni. Je

typicka produkci fluoresceinu, ktery pod UV fluoreskuje nazloutlou barvou [122; 123].

2.3 Rad Burkholderiales

Rad Burkholderiales jsou Betaproteobacteria patici do stejného kmene jako Fad
Pseudomonadales. D¢li se na celedé —  Alcaligenaceae, Burkholderiaceae,
Comamonadaceae, Oxalobacteraceae a  Sutterellaceae  [124; 125].  Celed’

Comamonadaceae je ruznoroda a obsahuje velky pocet rodi — Comamonas, Delftia,
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Acidovorax apod. Rod Comamonas piedstavuji bakterie, které se mohou vyskytovat
Vv prostiedi vody, pidy a stfevniho mikrobiomu zvifat. Hojné se vyskytuji i v aktivnich
kalech a odpadnich vodach [126]. Jsou gramnegativni, oxidaza i katalaza pozitivni ty¢inky.
Rostou pii aerobnich podminkach a neutvaieji spory. Maji biCiky polarn¢ umistény po péti

vlaknech a nefermentuji glukozu [126].

Rod Comamonas ma obecné velmi blizko k rodu Pseudomonas. Nekolik druhti z rodu
Pseudomonas bylo taxonomicky pietazeno do Comamonas jako — Comamonas acidovorans
a Comamonas testosteroni [126; 127]. Dalsim zastupcem je Comamonas terrigena, ktera
disponuje skvélymi biodegrada¢nimi vlastnostmi. Odolava kombinaci fenolu a reaktivnich
forem kysliku [128]. U Comamonas testosteroni byla prokazana rezistence
na betalaktamova antibiotika, jelikoz produkovala p-laktamazy téidy A [126; 129]. Dale byly
nalezeny geny rezistence tetA, sull, sul2, floR i blaoxa-1 u Comamonas kerstersii [126].
Dokonce i zptibuzné vétve celedé Burkholderiaceae, rodu Burkholderia je druh
Bulkholderia cepacia vyznacujici se vnitini rezistenci na polymyxin [58]. Vesmés bakterie
rodu Comamonas nejsou az tak patogenni pro ¢lovéka, jako napiiklad P. aeruginosa. Bylo
zaznamenano par piipadid, kdy zptsobily infekci u lidi, avSak virulentni faktory jsou

v zavislosti na specifickych druzich [126].
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3 CILPRACE

Cilem této prace bylo detekovat geny antibiotické rezistence (floR, catAl, blatem, blaoxa-7,
ereA, sull, tet(A), tet(M)) z 5 skupin antibiotik, zjistit jejich prevalenci a charakterizovat tak
¢ast rezistomu dribeziho masa. Dil¢im cilem bylo izolovat a identifikovat bakterie
z testovaného dribeziho masa. Ty charakterizovat fenotypovymi a genotypovymi metodami
Z hlediska vyskytu antibiotické rezistence a zjisténé vysledky porovnat s vysledky studia

rezistomu drubeziho masa.
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4 MATERIAL A METODIKA

V nasledujici kapitole je uveden veskery pouzity material, chemikalie a pfistroje. Dale
obsahuje informace o pouzitych kultivatnich médiich a pouzitych primerech
U polymerazové tetézové reakce (PCR). VSechen material ma uvedeného vyrobce a zemi

puvodu, poptipad¢ odkaz na literaturu.

4.1 Material

4.1.1 Vzorky

Vzorky chlazeného nebaleného driibeziho masa s kuzi (kufeci — K, kruti — R) byly
zakoupeny Vv obdobi ¢ervenec-srpen 2023 v rtiznych maloobchodnich prodejnach feznictvi
Zlinského kraje (okresy Zlin a Vsetin). Vzorky byly pfevezeny v chladici tasce do dvou

hodin do laboratofe k mikrobiologickému rozboru a stanoveni.

4.1.2 Laboratorni pomiicky, pristroje a spotfebni material

V Tabulce 1 jsou vyjmenované vsechny pfistroje a software pouzivany Vv laboratofi véetné

vyrobct a sidla firmy. V Tabulce 2 je uveden pouzity spotiebni material.

Tabulka 1 Seznam laboratornich pomiicek, pfistrojt a softwaru

Laboratorni pristroj Vyrobce

Aeris™ PCR Thermal Cycler ESCO, Singapur

Binokularni mikroskop se ¢tyfmi objektivy Intraco Micro, Ceska republika
Dekontaminaéni digestof Aura PCR BioAir, Italie

Elektroforeticka vana Cleaver Scientific Ltd, UK
InfiniteM200 Tecan, Svycarsko

InGenius transluminator Syngene, UK

Magneticky separator NucleoMag SEP MACHREY-NAGEL, Némecko
Mikropipety a pipety Eppendorf, Némecko
Pocitacovy program SnapGene InGenius Syngene, UK

Pocitacovy program TNW Erba Lachema, Ceska republika
Spiral plater EDDY JET 2 ILU Instruments, Spanélsko
Stolni centrifuga miniSpin Eppendorf, Némecko
Stomacher Classic UL BioTech, Ceska republika
Suchy blokovy termostat CH-100 BioSan, Ceska republika
Trepacka VX-200 Vortex Mixer Labnet International, USA
Véhy KB KERN, Némecko

Zéakalomér Densi-La-Meter Erba Lachema, Ceska republika
Zdroj energie EV243 Consort, Belgie
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Tabulka 2 Spotiebni material

Material

Vyrobce

Eppendorfovy zkumavky 1,5 ml

BioTech, Ceska republika

Mikrotitra¢ni desti¢ka

GAMA, Ceska republika

PCR mikrozkumavky

BioTech, Ceska republika

4.1.3 Kultiva¢ni média a roztoky

V Tabulkach 3, 4, 5 a 6 jsou uvedeny hmotnostni zastoupeni latek obsazenych v kultiva¢nich

pudach a roztocich na litr destilované vody.

Tabulka 3 Slozeni Violet Red Bile Lactose Agar

Violet Red Bile Lactose Agar HIMEDIA, Indie

Slozeni Mnozstvi [g/l destilované vody]
Agar 15

Krystalova violet’ 0,002

Kvasni¢ny extrakt 3

Laktoza 10

NaCl 5

Neutralni Cerven 0,03

Pepton 7

Sm¢és zlucovych soli 1,5

Tabulka 4 SloZeni Muel

ler Hinton agar

Mueller Hinton agar

HIMEDIA, Indie

SloZeni Mnozstvi [g/1 destilované vody]
Agar 17

Ekvivalent hovéziho vytazku 300

Ekvivalent hydrolyzatu kyseliny kaseionové 1,5

Skrob 1,5

Tabulka 5 Slozeni peptonové vody

Peptonova voda

HIMEDIA, Indie

Slozeni

Mnozstvi [g/1 destilované vody]

Pepton

10

NaCl

5
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Tabulka 6 Slozeni fyziologického roztoku

Fyziologicky roztok -
SloZeni Mnozstvi [g/1 destilované vody]
NaCl 8,5

4.1.4 Chemické latky a antibiotika

Seznam pouzitych chemikalii a antibiotik uvadi Tabulka 7 a Tabulka 8, véetné vyrobce

a zeme puvodu.

Tabulka 7 Chemikalie

Chemikalie Vyrobce
Aceton PENTA, Ceska republika
Agaroza Sigma-Aldrich, USA

Elucni pufr AE (Buffer AE)

QIAGEN, Némecko

Etanol

PENTA, Ceska republika

Gelred Nucleic Acid Stain 10,000x Water

Biotium, USA

Imerzni olej

Sigma-Aldrich, USA

Krystalova violet’

PENTA, Ceska republika

Lugolav roztok

Erba Lachema, Ceska republika

Lyzaéni pufr (Buffer AL)

QIAGEN, Némecko

Parafin

Sigma-Aldrich, USA

Peqlab pegGOLD, DNA Ladder, 100 bp Plus

Avantor, Litva

Promyvaci pufr AW1 (Buffer AW1)

QIAGEN, Némecko

Promyvaci pufr AW2 (Buffer AW2)

QIAGEN, Némecko

Proteinaza K

QIAGEN, Némecko

Red Taq 2X Master Mix 1 .5 mM MgCl;

VWR International, USA

Safranin

HIMEDIA, Indie

Souprava mikrotesti ENTEROtest 24 N

Erba Lachema, Ceska republika

SPRIselect magnetické kulicky

Beckman Coulter, USA

Tris-acetatovy pufr (TAE pufr) 50X

Biogen, Ceska republika
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Tabulka 8 Seznam antibiotickych diskt

. . Koncentrace . ,
Skupina antibiotik (ng/disk] Nazev Vyrobce
. Chloramfenikol | HIMEDIA,
Amfenikoly 30 ©) Indie
. . Streptomycin HIMEDIA,
Aminoglykosidy 300 (HLS) Indie
V. . .
30 Cefepim (FEP) | Oxoid, UK
generace
Cefalosporiny | 111 30 Cefotaxim HIMEDIA,
generace (CTX) Indie
Imipenem HIMEDIA,
Karbapenemy 10 (IPM) Indie
Betalaktamova Aztreonam HIMEDIA
M k . ’
onobaktamy 30 (AT) Indie
- .. ) Amoxicilin HIMEDIA,
Peniciliny | Sirokospektra | 10 (AMX) Indie
. . Ciprofloxacin HIMEDIA,
Chinolony Chinolony 2. generace 10 (CIP) Indie
Makrolidy 1. generace 5 Erytromycin HIMEDIA,
. (E) Indie
akeolcy Makrolidy 2. generace 30 Azitromycin HIMEDIA,
ye9 (AZM) Indie
Polypeptidova 10 Kolistin (CT) Oxoid, UK
. Tetracyklin HIMEDIA,
Tetracykliny 10 (TE) Indie

415 PouZité primery

V Tabulce 9 je uveden seznam primert pouzitych pro detekci geni antibiotické rezistence

metodou PCR. Kazdy primer ma své specifické teploty annealingu (Ta) a vytvaii rizné

dlouhé nukleotidové sekvence Vv jednotkach pari bazi (bp).

Tabulka 9 Seznam pouzitych primertd

Skupina Cileny gen Sekvence 5°—3° Ta  bp ref.
antibiotik (°0)
Sulfonamidy | sull F: CGCCGCTCTTAGACGCCCTGT 58 | 433 | @O
R: CAACGGTGGCGCCCAAGAAGG prace
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Makrolidy | ereA F: GCCGGTGCTCATGAACTTGAG 58 | 419 | [130]
R: CGACTCTATTCGATCAGAGGC
Polymyxiny | mcr1 F:AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC |58 | 320 [131]
R: AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
floR F: CACGTTGAGCCTCTATATGG 55 | 868
R: ATGCAGAAGTAGAACGCGAC
Amfenikoly
[132]
catAl F: AGTTGCTCAATGTACCTATAACC 55 | 547
R: TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC
tetA F: GGCCTCAATTTCCTGACG
_ R: AAGCAGGATGTAGCCTGTGC | 22 | 372 | [133]
Tetracykliny
tetM F: GTGGACAAAGGTACAACGAG
R: CGGTAAAGTTCGTCACACAC | > | 406 | [134]
blaoxa-7 F: AGTTCTCTGCCGAAGCC 50 | 591
R: TCTCAACCCAACCAACCC
B-laktamova [135]
blarem F: GAGTATTCAACATTTTCGT 50 | 857
R: ACCAATGCTTAATCAGTGA
Sekvenace 16S rRNA FD1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
RD1: AAGGAGGTGATCCAGCC 57 | 1500 | [136]
4.2 Metodika

4.2.1 Priprava vzorki a izolace bakteridlnich kmenit

Pro izolaci celkové DNA ze vzorku driibeziho masa, byly mikroorganizmy nejdiive

neselektivné predpomnozeny. P&t gramt 32nnealing masa bylo sterilné vlozeno do 45 ml

peptonové vody a kultivovano aerobné pii 37 °C po dobu 24 hodin. Dalsi postup je uveden

v kapitole 4.2.2.

Pro izolaci gramnegativnich bakterii ze vzorkli masa byla vyuzita selektivni ptida Violet red

bile agar with lactose (VRBL). Slozky uvedené v Tabulce 3 zajist'uji jejich optimalni rust.
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Mezi selektivni latky zde patii zluCové soli a krystalova violet inhibujici rust
grampozitivnich mikroorganismti. Substratem, hlavnim zdrojem uhliku a energie, je laktoza.
Neutralni ¢erven indikuje pH v oblasti pisobnosti 6,8 a 8,0. Jestlize dochazi k fermentaci
laktozy, nastava zména barvy kolonie na ¢ervenofialovou s fialovym precipitatem zlucovych
soli a jedna se o laktdza pozitivni koliformni bakterie patiici do ¢eledi Enterobacteriaceae.
Fialovy precipitat je ojedinély a mohou ho mit bakterie Escherichia coli, kdezto Klebsiella
aerogenes ma zbarveni kolonii nartizovélé. Kdyz je fermentace pomald, nebo k ni nedochazi,
barva kolonii je svétla az nazelenald. Laktoza negativni mohou byt naptiklad bakterie rodu

Salmonella. Kombinaci téchto faktort byla zajisténa piedbézna selekce bakterii.

Celkem 5 g od vybranych vzorki masa bylo navazeno do sacku a spolu s 45 ml sterilniho
fyziologického roztoku homogenizovano po dobu 90 s Vv pfistroji Stomacher. Nasledovalo
desitkového fedéni az do 1073, Pro naneseni nafedéné bakterialni suspenze na selektivni
médium VRBL byl pouzit Spiral plater Eddy Jet 2. Sest set pl fedéni se pipetovalo
do sterilniho poharku, ktery se vkladal do spiral plateru. Na Petriho miskach vznikly
Archimédovy spirdly za nastavené¢ho programu Log Mod 50. Koncentrace nandSené¢ho
fedéni se logaritmicky snizuje ze stiedu Petriho misky smérem k jejimu okraji. Misky byly
kultivovany pti 37 °C po dobu 24 h. Pro izolaci byly vybrany kolonie s riznou morfologii.

Pteockovani kiiZovym roztérem probéhlo u kazdého izolatu nejméné pétkrat.

4.2.2 lzolace DNA

Pro izolaci DNA z ptedptipravenach vzorkd (kap. 4.2.1) byl zvolen Dneasy® Blood
& Tissue Kit, QIAGEN (Némecko), jehoz principem je purifikace nukleovych kyselin
na chromatografickych kolonkach v kombinaci s centrifugaci [137]. Postup se fidil

doporucenim vyrobce a byl nasledujici.

Nejprve probéhl odbér 1000 pl suspenze po kultivaci do eppendorfovy zkumavky a oddéleni
bakterialnich bun¢k od ristového média prostrednictvim Sminutové centrifugace na 15 000
rpm. Supernatant byl odpipetovan a k vytvofenému sedimentu bakterii bylo ptidano 200 pl
PBS roztoku a 20 pl proteinazy K. Cely obsah zkumavky se dikladné promichal na tfepacce
vortexového typu. Jakmile se do zkumavky ptidalo 200 pl lyza¢niho pufru AL, ihned
se vlozila do ptredehiatého suchého termostatu na 56 °C po dobu 10minut. Po uplynuti dané
doby se ke smési pridalo 200 pl 96% chladného etanolu. Dale se smés napipetovala
na kolonku a provedla se minutova centrifugace pii 8000 rpm. Supernatant byl vylit

do kolonky a ptidalo se 500 ul vymyvaciho pufru AW1. Znovu se centrifugovalo 1 minutu
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pti 8000 rpm. Tento krok se opakoval, jenom za pouziti vymyvaci pufru AW2 a centrifugace
po dobu 3 minut pii 15 000 rpm. Sbérna zkumavka byla nahrazena za eppendorfovu, do niz
se vlozila kolonka se zachycenou dsDNA. Finalnim krokem byla eluce do 100 ul elu¢niho
pufru AE, ktery se nechal ptsobit 10 minut. Zisk extrahované DNA prob¢hl posledni

minutovou centrifugaci na 8000 rpm. 1zolace dsSDNA z ¢istych kultur probihala analogicky.

4.2.3 Meéfreni Cistoty a koncentrace dsDNA

Me¢éieni koncentrace dsDNA probéhlo spektrofotometricky pii vinovych délkach 260
a280+1 nm na zakladé empirického zjisténi linedrni zavislosti mezi jeji absorbanci
a koncentraci. Plati tedy, ze pfi absorbanci A=1 ma koncentrace dsDNA 50 pg/ ml s nutnym
piedpokladem, Ze se v roztoku nevyskytuji dal§i absorbujici latky [138]. Stanoveni je

postaveno na principu Lambert-Beerova zakona:
A=¢c-c-1 1)

Cistota byla uréena dle pomé&ru hodnot absorbance dsDNA a bilkovin. Optimum by mélo

mit hodnotu 1,8 znacici obecné pfijimanou hodnotu Cistoty.

Kazdy ze ctyt nukleotidii obsazenych v DNA mé odliSnou na sobé nezavislou hodnotu
podilu 260/280. Nejvyssi ma adenin s 4,50. Cytosin ma 1,51 a Tymidin 1,47. Nejméné svétla
pak pohlcuje guanin s 1,15. Celkové ma dsDNA niz§i hodnotu 260/280 nez RNA, jelikoz

postrada uracil ve své struktufe. Uracil ma podil roven 4,00 [139].

Stanoveni Cistoty a koncentrace dsDNA probéhlo na zatizeni Infinite®M200, Tecan
(Svycarsko) v programu Infinite 200 PRO. Nejprve byla desti¢ka nanoquant o¢isténa 70%
etanolem. Jako slepy vzorek pro kalibraci pfistroje se pouzil eluéni pufr AE, ktery
se napipetoval na sklicko o objemu 2 pl. Po slepém méfeni absorbance rozpoustédla
se provedlo nové s 2 pl roztoku izolované dsDNA. Vysledky byly zaznamenany v programu
Microsoft Office Excel.

424 Metoda PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) probiha zcela in vitro. Cilem metody je rychla
a efektivni amplifikace konkrétni nukleotidové sekvence zodpovédné za antibiotickou
rezistenci obsazené v dsSDNA [137]. Pro kazdy gen byla provedena PCR reakce nejméné
tiikrat. Pfislusné geny jsou ohraniceny specifickymi oligonukleotidové primery
(viz. Tabulka 9) [140]. Je dilezité, aby nebyly primery mezi sebou vyrazné komplementarni,

jelikoz by mohly vznikat dimery. Déle nesmi byt komplementarita v ramci sekvence jednoho
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primeru, coz by zptisobilo vznik vlasenky a jeho nefunk¢énost. Slozeni PCR smési je uvedeno

v Tabulce 10.

Tabulka 10 Slozeni PCR smési

Slozky MnozZstvi [pl/vzorek]
PCR destilovana H.O 7

Red Taq 2X Master Mix 1.5 mM 10

MgCl;

Primer ® 1

Primer (F) 1

DNA 1

PCR ma tti faze — denaturace, annealing a extenze, které probihaji za rozdilnych teplot [141].
Inicialnim krokem v termocycleru je pre-denaturace dsDNA pii 95 °C/ 3 minuty. Nasledna
denaturace probihala pii 95 °C/ 30sekund. Teplota annealingu byla pievzata z literatury, ev.
optimalizovana S vyuzitim gradientové PCR. Teplota extenze se odvijela podle teplotniho
optima pouzité DNA-polymerazy obsazen v mastermixu, ktera ¢inila 72 °C po dobu
1 minuty. Finalni extenze pak trvala 10 minut pii stejné teploté. Denaturace, annealing
aextenze se opakovaly ve 35 cyklech. Inicialni a finalni krok nejsou soucasti cykli

a probéhly jenom jednou (Tabulka 11, 12).

Tabulka 11 PCR program pfi teploté annealingu 55-58 °C

Pre-denaturace | Denaturace Annealing | Extenze Finalni extenze | Chlazeni
95 °C/ 3 min 95°C/30s |55°C/30s| 72°C/1min | 72°C/ 10 min | 4°C/
35 cyklia

Tabulka 12 PCR program pfi teploté annealingu 50-52 °C

Pre-denaturace | Denaturace | Annealing Extenze Finalni extenze | Chlazeni
95°C/3min | 95°C/30s | 52°C/30s | 72°C/1 min | 72°C/10 min | 4°C/ o
35 cyklia

425 Gelova elektroforéza

Elektroforéza nukleovych kyselin je separacni technika vyuzivajici principu migrace
nabitych molekul v elektrickém poli. Fosfatova skupina obsazena ve struktute dsDNA ma
negativné nabity naboj a zpusobuje pohyb nukleové kyseliny smérem k anod¢, ktera ma
naboj kladny. Rychlost pohybu iontl je zavisla na velikostech dsDNA fragmentl. Kratsi

se pohybuji rychleji, kdezto delsi pomaleji, coz se projevi na jejich vzdalenosti
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v elektroforetickém gelu [142]. Rychlost pohybu iontu ve stejnosmérném elektrickém poli

vychazi z nasledujiciho vzorce:
v =qE/6rnr (@)

Kdy v je rychlost pohybu iontu, q je velikost elektrického naboje iontu, E je intenzita
elektrického pole, r je polomér iontu, 1 je viskozita prostiedi a © Ludolfovo ¢islo. Nabitou

¢astici pohani tzv. ,,hnaci sila“ Fi, ktera je vyjadiena dle vzorce:
Fi=E-q 3)

V homogennim prostiedi dochazi k velmi rychlému ustaleni hnaci sily se silou vnitiniho

tfeni a nastane stav rovnovahy. Sila vnitiniho tfeni F2 vychdzi ze Stokesova zédkona:
F, = —6mrnu 4)

Jakmile byly vztahy (2) a (3) dany do rovnosti, byl odvozen vzorec pro vypocet rychlosti
pohybu iontu (1) [143],[144] Z rychlosti pohybu ionti se vyjadifuje elektroforeticka
pohyblivost pe. coz je rychlost pohybu dsDNA fragmentti:

Me = q /6T Q)

Elektroforeticka pohyblivost amplikoni se posuzuje na agar6zovém gel S nanesenym

standardem o velikosti 100bp.
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Hmotnost

bp DNA (ng/ 5pul)

1000 —
800
700

600
500/517

400

300

200

Obrazek 1 100bp DNA ladder (Avantor, Litva)

Agardza je polysacharid skladajici se z galaktézovych a 3,6-anhydrogalaktéozovych
podjednotek. Zprostfedkovava vznik polymerni struktury, kterd ma jasné¢ definované
velikosti pori v zavislosti na slozeni roztoku a koncentraci agar6zy. VyuZziva se pro své
vlastnosti separace molekul o velikostech od 100 bp — 50 kb [142].

Gel byl ptipraven v koncentraci 1,5 %. V Erlenmeyerové barice se smichalo 100 ml 1x TAE
pufrua 1,5 g praskové agardzy. Suspenze byla vlozena do mikrovinné trouby na 1,5 minuty,
neZ byla agardza zcela rozpusténa. Po mirném zchladnuti se pfidaly 3 kapky interkala¢niho
barviva Gelred Nucleic Acid Stain 10,000x Water. Jedna se o barvivo navrzené k nahradé
toxického ethidium bromidu (EtBr) pro svou identi¢nost spektra, a dokonce vyssi citlivost
[145]. Jakmile nality gel ve vani¢ce ztuhnul, odstranilo se t€snéni a hieben. Vanicka byla
umisténa do elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem s elektrodami na opacnych
koncich. Jamky musely byt u zaporného polu a ponofeny pod pufrem zhruba 1-2 mm [146].
Do vzniklych jamek se pipetovala amplifikovand dsDNA o objemu 4 pl/ jamku. Hmotnostni
standard, 100bp DNA ladder (Obrazek 1), byl pipetovan v objemu 3 ul/ jamku.

Hodnoty na elektroforetickém zdroji stfidavého proudu byly nastaveny v zavislosti

na velikosti elektroforetické vany. U vétsi vany bylo nastaveno 120 V/ 75 minut a u mensi
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90 V/ 60 minut. Dokumentace gelt byla pofizena v programu SYNGENE, GeneSnap
version 7.09.11.

4.2.6 Gramovo barveni

vvvvvv

bunécnych stén u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Fixovany preparat se barvil
krystalovou violeti (60 sekund) a nasledné motil Lugolovym roztokem (30 sekund). Lugoliv
roztok je rozpusStény elementarni jod a jodid draselny, ktery spolu s krystalovou violeti
vytvaii komplex barviva, jodu a bunécné stény. Rozdil zbarveni nastal pfi promyvani
preparatu acetonem (2 sekundy). U gramnegativnich bakterii aceton rozpusti vné&jsi
lipopolysacharidovou vrstvu a komplex je vymyt skrz tenkou vrstvu peptidoglykanu.
Nasledkem promyti bylo odbarveni bunék, a proto musely byt dobarveny safraninem
(60 sekund).

Preparat podle Grama se mikroskopoval objektivem 100x a okulary 16x s imerznim olejem.
Byly pozorovany tvary, typické shluky, ev. pouzdra a velikosti bakterii a jejich povaha

bunécné stény.

4.2.7 Fenotypova identifikace

Souprava ENTEROtest 24N je sada biochemickych mikrotestti urena pro fenotypovou
identifikaci gramnegativnich stfevnich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae, Vibrionaceae
a Aeromonadaceae. Obsahuje ¢tyfi sady na jedné mikrotitracni destice pro identifikaci étyt

kmenti. Jednotlivy test zahrnuje 24 biochemickych testi [147].

Principem biochemickych testl je utilizace substratu. Pozoruje se produkce kyselin
pii Sté€peni cukrl — salicin (SAL), sorbitol (SOR), melibioza (MLB), celobiza (CEL), laktoza
(LAC), trehaldza (TRE), manitol (MAN), dulcitol (DUL), adonitol (ADO), arabitol (ART),
sachar6za (SUC), inositol (INO) a rafindza (RAF). Poté se prokazuje aktivita enzymi, které
jsou specifické pro ur¢ité druhy bakterii — ureaza (URE), B — galaktosidaza (ONP),
B — glukuroniddaza (GLR) a B — xylosidasa (bXY). Jes$té se zjistuje, zda bakterie
dekarboxyluji uréité aminokyseliny —arginin (ARG), ornithin (ORN) a lysin (LYS). Zkouma
se utilizace malonatu (MAL) a Simmons citratu (SCI). A v posledni fadé¢ ENTEROtest 24 N
disponuje indikaci hydrolyzy eskulinu (ESL) a produkci sirovodiku (H2S).

Exemplarnim prikazem aktivity enzymu je URE. Spociva v pfitomnosti amoniaku (NH3),

ktery vznikl hydrolyzou moc€oviny. NH3 zpisobil zménu barvy indikdtoru na Cervenou
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az ¢ervenooranzovou [148]. Dal§im je produkce H2S, ktery se projevi ¢ernou barvou kvili
siranu zeleznatému. Na stejném principu funguje hydrolyza ESL, pii niz vznika
6,7- dihydroxykumarin (eskuletin) reagujici s ionty Fe* indikujici ¢erné barvy. U rozkladu
cukrii je pozorovan vznik kyselin, které se projevi zlutym zbarvenim acidobazického
indikatoru — bromtymolové modii. Zbytek testi funguje obdobné s vysledkem zmény

nebo tvorby barevnych spekter indikatort v lyofilizované ptude [148].

Pro piipravu inokula se odebral nartst 24hodinové ¢isté kultury z neselektivniho média
standardizovanou bakteriologickou technikou a resuspendovala se ve 3 ml fyziologického

roztoku. Pfipravend suspenze se denzitometricky zméfila, aby vykazovala hodnotu 1,0 McF.

Postup prace probihal dle protokolu vyrobce. Nejprve se strhnula aluminiovad vrstva,
pod kterou byly piipravené lyofilizované substraty. Do kazdé jamky stripu se piidalo 100 pl
homogenizované suspenze. Testy v prvnich péti jamkdch prvni fady musely probihat
anaerobn¢. Jednalo se o URE, ARG, ORN, LYS a H2S. Anaerobni prostiedi bylo
zprostiedkovano pridanim dvou kapek parafinu [147]. Desticky byly s bakterialni suspenzi
vlozeny do polyethylenového sacku a inkubovany pii 37 °C/ 24 hodin. Vyhodnocené zmény
barev byly zaznamenany podle barevné srovnavaci stupnice ENTEROtest 24N.

Pro vyhodnoceni se pouzil software TNW Pro Auto 7.0 — modul automatickych odectu.

4.2.8 Genotypova identifikace

Pro genotypovou metodu identifikace bylo zvoleno sekvenovani genu 16S ribozomalni RNA
(16S rRNA). Tento gen o délce 1500bp koduje RNA slozku malé ribozomalni podjednotky
30S [149]. Tteti konec sekvence genu 16S rRNA obsahuje ribozomalni vazebné misto
anti- Shine-Dalgarnovu sekvenci interagujici s Shine-Dalgarnovou sekvenci, ktera
zprostiedkovava vazbu ribozomalni podjednotky 30S s 5° koncem messengerové RNA
(mMRNA) [150]. Dtsledkem téchto interakei je iniciace syntézy proteint [151; 152]. Z téchto

ditvodi je gen 16S rRNA Siroce pfitomen u vSech bakterii a esencidlni pro jejich pieziti.

Primery FD1 5°‘-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3°aRDI1 5‘-AAG GAG GTG ATC CAG
CC-3° byly navrZzeny pro konzervativni oblasti genu 16S rRNA [136]. Klasifikaci
a identifikaci bakterii pak zprostiedkovavaji variabilni oblasti genu, které jsou pro jednotlivé
bakterii unikatni. Primery FD1, RD1 sekvenuji cely gen 16S rRNA a obsahuji variabilnimi
oblasti: V1 =69 —99; V2 = 137; V3 = 433 — 497; V4 = 576 — 682; V5 = 822 — 879; V6 =
986 — 1043; V7 = 1117 —1173; V8 = 1243 — 1294; V9 = 1435 — 1465.
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Ptiprava vzorku na sekvenaci musela probéhnout dle doporuc¢eného protokolu vyrobce.

Purifikaci PCR produktt a jejich smichanim s primery FD1, RD1 se docililo nésledovné¢:

Nejdiiv se 15 pul PCR produktu napipetovalo do jamek mikrotitracni desticky. Ptidalo
se 15x0,8 ul SPRIselect magnetickych kulicek. Smés kuli¢ek s amplifikovanou dsDNA
se 5x promichala a mikrotitracni desti¢ka se ponechala na magnetické podlozce po dobu
Iminuty. Potom se ptidalo 180 pl 85 % denaturovaného etanolu, ktery se nechal pisobit
30 sekund. Desticka se vratila zpét na magnetickou podlozku. Separace trvala 1minutu.
Etanol se nasledné odpipetoval a destic¢ka byla vysu$ena na termobloku pii 65 °C/ 5 minut.
Ptidavkem 20 pl PCR vody se kuli¢ky resuspendovaly. Celkem se promichaly 10krat.
Vracenim mikrotitraéni desticky na magnetickou podlozku a odpipetovanim piebyte¢né

PCR vody byla dsDNA purifikovana a ptipravena ke smichani s primery.

Pro kazdy zpéti vzorklh se vytvofila fada FDI a RDI. Celkové bylo pouZito
10 mikrozkumavek. K 1,25 ul primeru se ptidalo 8,75 ul purifikované dsDNA,

a takto ptipravené vzorky se poslaly na Sangerovu sekvenaci [153].

Sangerova metoda vyuZzivd fluorescenné znacenych dideoxyribonukleotidovych bazi
(ddNTP) a kapilarové elektroforézy. Fluorescenéné znacené ddNTP nemaji na tietim uhliku
hydroxylovou skupinu, tudiZ znemoznuji navazani fosfatové skupiny ostatnich nukleotida.
Stavaji se tak fluorescencné znaCenymi termindtory fetézce. Ke kazdé ze Ctyf bazi je
pfitazeno jiné fluorescen¢ni barvivo emitujici svétlo o jinych vlnovych délkach ukazujici
posledni piipojenou bazi amplifikovanych fragment [154]. PCR smés obsahuje ddNTP,
deoxyribonukleotidové baze (ANTP), primery, DNA-polymerazu a purifikovanou dsDNA.
Pti kapilarové elektroforéze se pomoci snimace sekvenuji pozice nukleotidl. Tyto sekvence
se nahraji do vefejné databaze a je mozné nalézt oblasti podobnosti mezi sekvencemi
s bakteriemi jiz uloZenymi ve vetejné databazi (NCBI). Ziskané vysledky sekvenacnich
reakci byly opraveny v programu DNA BASER assembler v5. 15. 0 (Heracle BioSoft,
Rumunsko) a vyhodnoceny pomoci nastroje Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
porovnanim s databazi [155]. Vysledky s97% a vyssi shodou byly povazovany

za relevantni.

4.2.9 Diskova difuzni metoda

Ugelem Kirby-Bauer metody je uréeni citlivosti nebo rezistence bakterii vii¢i antibiotiktim.

Rezistence a citlivost se posuzuje podle pramért inhibi¢nich zon. Zvolilo se 12 antibiotik,
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které byly impregnovany do jednotlivych diski s urcitou koncentraci. Disky mély
koncentrace antibiotik v rozmezi 5 az 300 pg/ disk.

Pripravené inokulum o objemu 1000 pl se zakalem 0,5 McF bylo vylito na misky
se standardizovanym Mueller-Hinton agarem (MHA). Zvolené médium neobsahuje
inhibitory, pouze definované koncentrace hote¢natych a vapenatych kationtd, které ovliviiuji
vysledky testu [156]. Jakmile se bakterialni suspenze vstiebala po celém povrchu, polozily
se impregnované disky kruhovité ke stiedu misky. Plotny se inkubovaly 18-20 hodin
pii 37 °C. V posledni fad¢ se zmétily pruméry vzniklych inhibicnich zon, pti kterych se dbal

zetel na 6 mm pramér disku [157].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato bakalatska prace se zabyva stanovenim antibiotické rezistence v chlazeném driibezim
mase. Hlavni ¢ast prace byla provedena molekularné biologickou metodou detekce
specifickych gent antibiotické rezistence pro amfenikoly, B-laktamova antibiotika,
makrolidy, sulfonamidy a tetracykliny v celkové DNA izolované z kufeciho a kriitiho masa.
Dale byla provedena izolace 12 bakteridlnich kment, u nichz byla stanovena rezistence
fenotypové diskovou difuzni metodou a genotypové byly sledovany stejné geny rezistence

jako u celkové DNA. Na zavér byly tyto dva piistupy porovnany.

5.1 Detekce genu antibiotické rezistence

Ptenos a Sifeni gend predstavuje problém ve veterinarnim, potravinaiském a zdravotnickém
sektoru, a dé&je se napfi¢ kontinenty. Antimikrobialni latky se pouzivaji ke zlepSeni
podminek a zdravotniho stavu zvitat a lidi. Celosvétova spotieba antibiotik kazdym rokem
roste, kdy zacatkem 21. stoleti byl zaznamenan 35% narast [158][159]. Jejich uzivanim
se zamezi Sifeni nemoci a zajisti celkova bezpecnost potravin. Na druhou stranu miize
potravinovy fetézec podporovat Sifeni bakteridlni rezistence a vzniku patogennich MDR

bakteridlnich druhti, které by mohly piedstavovat zdravotni riziko pro spole¢nost.

Cilem prace bylo zjistit vyskyt ARG v potravinach Zivo€isného ptivodu. V této praci bylo
zpracovano celkem 19 vzorkl chlazeného driibeziho masa zakoupeného v maloobchodnich
prodejnach Zlinského kraje. Ze vSech vzorkl masa byla vyizolovana celkova DNA, ktera
byla pouzita jako matrice pro studium rezistomu. Byly detekovany geny asociované
s rezistenci na antibiotika Casto pouzivané ve veterinarni medicing, a to z téchto skupin:
amfenikoly (floR, catAl); p-laktamova antibiotika (blaoxa-7z, blatem); makrolidy (ereA);
polypeptidova antibiotika (mcrl); sulfonamidy (sull); tetracykliny (tetA, tetM).
Obrazek 2 piedstavuje elektroforetickou dokumentaci reprezentativnich vysledka pro ARG

vyskytujicich se v celkové DNA vzorkd.
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Obrazek 2 Detekce genu blatem u DNA izolované z kuieciho a kritiho masa

V nékterych ptipadech se pii detekci vyskytla neptesnost nékterych bandu, kterd mohla byt
zpisobena Jouleovym teplem produkovanym na vodi¢ich béhem elektroforézy. Jeho pfima
umeéra napéti, proudu a casu méni odpor prostiedi, ktery je tizce spjat se silou vnitiniho tfeni,

a tak i s rychlosti migrace [143].

Souhrnné vysledky vsech detekovanych gend zptsobujicich rezistenci vi¢i amfenikolim
(floR, catAl), p-laktamovovym antibiotikim (blaoxa7, blatem), makrolidim (ereA),
polypeptidovym antibiotikim (mcrl), sulfonamiddm (sull) a tetracyklinim (tetA, tetM)
prezentuje nize pfilozena Tabulka 13. Jestlize byl gen pfitomen ve vzorku, oznacil

se znaménkem (+). Naopak, kdyz se nevyskytoval, oznacil se dany gen znaménkem (-).

Tabulka 13 Vyskyt ARG ve vzorcich dribeziho masa

Skupiny antibiotik
X Amfenikoly B-laktamova |Makrolidy | Polypeptidy | Sulfonamidy | Tetracykliny
S Geny asociované s rezistenci
> floR | catAl | blaoxa7 | blatem | ereA mcrl sull tetA | tetM
Kufeci maso
K1 + + + + - + + + |+
K2 + + + + - + + + |+
K3 — + - + - — + + |+
K4 — — + + - — + + |+
K5 — — + + - — + + |+
K6 — — + + - — + + |+
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K7 |+ + |+ + |+ + + - |+
K8 |+ + |+ + |- + + - |+
K9 |+ + |+ + |- — + + |+
K10 |- + |+ + |+ — + + |+
K1l |- + |+ + |- — + + |+
K12 |- + |+ + |- — + + |+
K13 |+ + |+ + |+ — + + |+
K14 |+ + |+ + |+ — + + |+
K15 |+ + |+ + |+ — + + |+
K17 |+ + |+ + |- — + + |+
K18 |+ + |+ + |- — + + |+
K19 |+ + |+ + |- — + + |+
celkem 11 15 18 19 5 4 19 16 19
celkem

za 15 19 5 4 19 19
skupinu

Kriti maso
R16 |+ + |+ + |- - + + |+

Vyskyt ARG byl pozorovan u celkem 6 skupin antibiotik. U vzorkt byly sledovany jeden
nebo dva geny z kazdé sledované skupiny a to nasledovné: dva geny byly pozorovany
u amfenikola (floR, catAl), B-laktamovych antibiotik (blaoxa-7, blatem) a tetracyklini (tetA,
tetM). Jestlize obsahoval vzorek oba geny rezistence, bylo provedeno jeho oznaceni
znaménky (+ +). KdyZ neobsahoval ani jeden ze zkoumanych genti, oznacil se znaménky
(— ). Jestlize vzorek nesl jeden gen a druhy postradal, byl oznacen znaménky (+ —) nebo
(—+) v zavislosti na jejich potadi v Tabulce 13. U makrolidi (ereA), polypeptidti (mcrl)
a sulfonamidi (sull) se uroval pouze jeden gen. U téchto skupin antibiotik byla znacena
ptitomnost (+) nebo nepiitomnost (—) sledovaného genu rezistence.

Nejdiive byla pozornost zaméfena na celkovy pocet pritomnych genti rezistence. Geny byly
z celkového poctu vzorka 19) - u skupin antibiotik, kde byly sledovany dva geny: blarem
(n=19), tet(M) (n=19), blaoxa-7 (n=18); tet(A) (n=17), catAl (n=16) a floR (n=12);
u antibiotik s jednim sledovanym genem: sull (n=19), ereA (n=5) a mcrl (n=4). Vysledky

jsou srovnatelné sudaji ve studii [160], ktera zkoumala prevalenci gend rezistence
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na antibiotika skrze modelovy mikroorganismus Escherichia coli, ktery byl izolovan
z kufeciho masa. Rahman a spol. zjistili, ze nejvyssi prevalence rezistentnich genti byla vici

tetracyklinim v podobé¢ tet(A) a sulfonamidim v podobé sull [160].

Geny rezistence k sulfonamidum byly detekovany ve vSech 19 vzorcich, geny tetracyklinové
rezistence byly nalezeny také u vSech 19 vzorkd. U dvou vzorkiu (K7, K8) byl ptitomen
jenom jeden gen tet(M). Betalaktamovové geny rezistence se vyskytovaly ve viech 19 vzorcich,
z ¢ehoz ve vzorku K3 byl pfitomen jenom gen blatem. Vysledné rezistenéni geny
na amfenikoly byly pfitomny v 16 z 19 vzorki. Pozitivni detekce obou genti rezistence (floR,
catAl) byla ve 12 vzorcich, u zbylych ctytech (K3, K10, K11 a K12) byl detekovan pouze
gen catAl. Makrolidova rezistece spada spolu s polypeptidobou do méné se vyskytujicich.
Geny kodujici rezistenci na makrolidy byly pfitomny v5 z 19 vzorka. Pozitivni nalez
vykazovaly vzorky K7, K10, K13, K14 a K15. Podobny trend byl pozorovan u gent
spojenych s rezistenci vuci polypeptidovym antibiotikim. Pozitivni detekce byla ze vSech

nejnizsi, a to pouze ve 4 z 19 vzorkl. Pozitivnimi vzorky byly K1, K2, K7 a K8.

U jednotlivych vzorki se vyskytly vzorce stejnych profili v rozlozeni jednotlivych gent,
které urcovaly genotypovou piitomnost/ nepfitomnost rezistence Vramci vSech
antibiotickych skupin. Vétsi pocet vzorkd, ktery vykazoval stejny genovy profil, byl
rozdélen do péti skupin (I-V). Zbylé ¢tyfi vzorky K3, K7, K8 a K10, m¢ly unikatni profily
v rozlozeni ARG (Tabulka 15) a nebyly zahrnuty do zadné skupiny.

Nejpocetnéjsi skupina I, kterd obsahuje vzorky K9, K17, K18, K19 a R16, méla
genotypovou rezistenci vici amfenikolim (+ +), tetracyklinim (+ +), karbapenemum (+ +),
sulfonamidim (+). Negativni rezistenci m¢la na makrolidy (—) a polypeptidova antibiotika
(). Druha nejpocetnéjsi skupina Il obsahuje vzorky K13, K14, K15. Je rezistentni vici
amfenikolim (+ +), tetracyklinim (+ +), karbapenemim (+ +), sulfonamidim (+)
a makrolidam (+). Negativni rezistenci ma jenom vuci polypeptidovym antibiotikiim (—).
Druha skupina se lisi v jeji rezistenci na makrolidy, jinak ma identické rozloZeni geni jako
skupina 1. Skupina I, ktera zahrnuje vzorky K4, K5 a K6, vykazuje rezistenci
na tetracykliny (+ +), karbapenemy (+ +) a sulfonamidy (+). Postrddd rezistenci
na amfenikoly (— —), makrolidy (-) a polypeptidova antibiotika (—). Skupina IV obsahuje
profily dvou vzorkd — K11 a K12. Vykazuje rezistenci na amfenikoly (— +), tetracykliny
(+ +), karbapenemy (+ +) a sulfoanmidy (+). Nedisponuje rezistenci vici makrolidam (-)

a polypeptidovym antibiotikim (-). Posledni skupina V ma také jenom dva
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zastupce — K1 a K2. Tyto dva vzorky byly rezistentni na v§echny antibiotické skupiny (+ +),
krom¢& makrolida (—).

Tabulka 14 Vyskyt genotypové rezistence v ramci jednotlivych skupin/ vzorku

3 Skupina antibiotik
2 x
c 2
4 § Amfenikoly | B-laktamova | Makrolidy | Polypeptidy | Sulfonamidy | Tetracykliny
>
7y
|

+ + — - + +
(n=5)
(nIYZ) + + — - + +
K3 + + — — + +
I
(n=3) + + + - + +
K10 + + + - + +
(n\—/2) + + — + + +
K8 + + — + + +
i

— + — - + +
(n=3)
K7 + + + + + +

Napfic¢ rozdilnym rozlozenim gent rezistence, skupiny I, 1V a vzorek K3 sdilely stejny profil
genotypovych rezistenci na urcité skupiny antibiotik. Byly jimi amfenikoly, tetracykliny,
- laktamova antibiotika a sulfonamidy. Nedisponuji vSak rezistenci na makrolidy a
polypeptidova antibiotika. U skupiny Il a vzorku K10 je ptitomna rezistence u vsech
antibiotik krom¢ polypeptidovych, kdezto u skupiny V a vzorku K8 neni pouze u makrolidt.
Samostatna skupina III se vyznacuje rezistenci na tetracykliny, B-laktamova antibiotika a
sulfonamidy. Neni rezistentni na amfenikoly, makrolidy a polypeptidova antibiotika. Jedna
se 0 jedinou skupinu, kde neni rezistence na amfenikoly a vykazuje rezistenci pouze na
polovinu antibiotickych skupin. Naopak vzorek K7 je ojedin€ly, protoze je rezistentni na

vSechny skupiny antibiotik.
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Tabulka 15 Celkovy pocet pozitivnich ARG a rezistentnich vzorka

V Tabulce 15 jsou uvedeny souhrnné vysledky prevalence vsech deviti sledovanych gent
v ramci kufeciho a kratiho masa. V poslednim sloupci jsou poéty vzorki, které vykazovaly

diky ptitomnosti genii rezistenci.

Typ vzorku
[pocet vzorku]
Skupina Gen Kufeci Kriti Kufeci + kriiti
antibiotik (n=18) (n=1) (n=19)
y Pocet rezistentnich
Cetnost vyskytu ARG
vzorkll
Sulfonamidy sull 18 1 19
B-laktamova blatem 18 1
19
blaoxa-7 17 1
Tetracykliny tet(M) 18 1
19
tet(A) 16 1
Amfenikoly catAl 15 1
16
floR 11 1
Makrolidy ereA 5 0 5
Polypeptidy mcrl 4 0 4

Podle Gelbi¢ové a spol. maji Enterobacteriaceae, izolované z kuteciho masa a jater, mensi
Cetnost vyskytu genti mcrl az mcr5 [63]. Nase prace potvrzuje toto zjisténi, jelikoz byla
detekce pozitivni pouze ve 4 ptipadech z 18 vzorkd kufeciho masa (viz. Tabulka 15).
Naopak u kratiho masa a jater studie tvrdi az 21% vyskyt mcrl pti screeningu celkové
DNA v ramci raznych zemi EU. V této bakalaiské praci byl testovan pouze jeden vzorek
krutiho masa, ktery byl na detekci mcr-1 genu negativni a nelze tedy vytvaret predbézné
zaveéry o daném vysledku. Dalsi studie dokonce uvadi, ze byl gen mcrl0 identifikovan jak

Vv lidském, tak kufecim stfevnim mikrobiomu [89]. Dochazi k tomu nepiimou cestou, kdy je
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konzumovéna potravina ptechovavajici bakterie nesouci mcrl0 gen, nebo piimou cestou
prostfednictvim kontaktu se zvifaty [85]. VétSinou se nachazi u pracovnikl farem. Jediné
pozitivni vzorky K1, K2, K7 a K8 mohou obsahovat bakterie s mechanismem zodpovédny
za sniZeni afinity polymyxinu E vaci lipidu A — piedev§im Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, patogenni Salmonella enteritica nebo Pseudomonas aeruginosa [55; 58; 59].
Rezistence na polypeptidova antibiotika Vv chlazeném nebaleném kufecim mase neni
detekovana ve vysoké mife, coz je zpusobeno zdkazem uzivani kolistinu jako stimulatoru
rastu ve zvifecich krmivech. Zakaz byl uveden v platnost 1. 1. 2006 Natizenim Evropského
parlamentu a rady (ES) ¢. 1831/2003. Jiné dopliikky nez kokcidiostatika a histomonostatika
byly vymazany z registru [161].

Ve studii podle Garofalo a spol. byla zjisténa pfitomnost geni tet(M), z celkové DNA
driibeziho masa, v poétu 11 z 28 testovanych vzorki [162]. V porovnani s touto praci je
patrné, Ze se gen tet(M) Casto a ve velké mife vyskytuje v dribezim mase. | kdyz nejcasté;jsi
vyskyt v ramci gramnegativnich bakterii ma gen tetB, v celkem 20 rodech, u genu tet(M)
byla prokazan vétsi variabilita v ramci gramnegativnich i grampozitivnich bakterii. Celkové
se gen tet(M) vyskytoval u 26 roda [47]. Co se ty¢e genu tet(A), studie v Tunisku prokazala
jeho nalez ve 176 z 195 vzorkli DNA z kloakalnich vytéri brojlerovych kufat. Z té samé
studie byl gen tet(M) pfitomen ve 192 vzorcich [53]. Z toho vyplyva, ze mikrobiota
obyvajici povrchy Zivé drubeZe, obsahuje tet geny, které mohou byt prenaseny na bakterie
vyskytujicich se ve stfevech zvifete a zpusobit tim jejich vyskyt ve findlnim ZivociSném

produktu — driibezim mase.

V ramci gent blaoxa7 a blatem nebyl v soucasné praci pozorovan piekvapivy vysledek.
Vsech 19 vzorku drubeze obsahovala geny rezistence na p-laktamova antibiotika. Vysoka
mira vyskytu rezistence je v souladu s vysledky filipinské studie z roku 2019, kdy z 69
ESBL izolati E. coli byl detekovan gen blatem v 58 % [163]. Izolaty pochazely z vytéru
kloak brojlerti a navlekd na boty zaméstnancti. Vyysoka Cetnost blatem se da srovnat s dalsi
studii podle Seo a spol., kde byl blatem detekovan v 55 % z celkovych 59 betalaktamaza
produkujicich E. coli izolovanych z kufeciho masa brojlerti [164]. Vyskyt blatem a blaoxa-7
je celosvétove vysoky a predstavuji klinicky relevantni ARG [89]. Ve vzorcich dribeziho
masa byl dfive prokazan vyskyt ESBL E. coli nebo bakterii rezistentnich vuci
karbapenemim - Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii a Enterobacter cloacae [13; 17]. Tyto bakterie disponuji mechanismy

horizontalniho pfenosu gent a mohou je §ifit mezi pfitomnou mikrobiotu.
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Rahman a spol. zjistili, ze v izolatech E. coli z povrchovych stérti kufeciho masa, byla
prevalence genu ereA 31,23 % [160]. Ze soucasné studie vyplyva, ze gen ereA nebyl v tak
vysokém zastoupeni, jak uvadi Rahman a spol. Je to zplsobeno rozdilnou matrici,
kdy v bakalaiské praci byly geny detekovany z celogenomové DNA dribeziho masa,
nikoliv. z DNA jednotlivych izolatd E. coli. Gen ereA se nevyskytuje tak Ccasto
Vv celogenomové DNA  kufeciho masa, naopak spiSe v patogennich izolatech
rodt — Escherichia, Salmonella, Staphylococcus a Campylobacter [165]. Cast&jsi vyskyt
u celogenomové DNA z drubeziho masa sledujeme u genu ermB. Studie podle Garofalo
a spol. uvadi jeho vyskyt v 11 z 21 vzorka dribeziho masa [162]. Gen ermB je asociovan

s rezistenci na makrolid-linkosamid-streptogranin B [166].

Podle Wang a spol. je nejrozsifenéj$im genem rezistence v ramci mikrobioty kufeciho stfeva
sull spolu s geny blatem a tet(O) [89]. V bakalaiské praci je gen sull ptitomen Vv nejvys$sim
poctu u vsech vzorkt kufeciho a kritiho masa. Gen sull se pravidelné¢ vyskytuje v ramci
plazmida u bakterii — Enterobacter hormaechei, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii,
Klebsiella quasipneumoniae a Serratia marcescens [89]. Vysoky pocet genti sull v celkové
DNA driibeziho masa neni neobvykly. Gen sull je ¢asto spojovan také s vyskytem u E. coli
izolovanych z driibeziho masa. Rahman a spol. detekovali gen sull v 44,16 % z 381 E. coli

izolovanych z masa brojlert a nosnic [160].

Studie od Li a spol. zjistila Zze nejvice hojnym genem v mase piipraveného pro piimou
spotfebu byl catAl [96]. Dale byl gen catAl identifikovan v celkové DNA ziskané z 11
vzorkl prostiedi U 4 z 6 brojlerovych hejn [131]. Je zajimavé, Zze v soudobé praci pozorujeme
pomérné vysoky vyskyt genu catAl, i kdyz pouzivani chloramfenikolu je u zvifat od roku
1994 v EU zakazano. Studie tvrdi, Ze vys$8i vyskyt gent catAl je zpusobeno jeho
pravdépodobnou navaznosti na plazmid, ktery nese jesté jiné geny [131]. Co se tyka genu
floR, jeho detekce byla pozitivni u bakterii izolovanych z rozvodt pitné vody, kdy byl
pritomny v 11 z 30 izolatd. Nejcastéji se vyskytoval u rodu Proteus (72,7 %), ktery muze
tvofit soucast mikrobioty dribeziho masa jako napt. Proteus mirabilis, ktery se vyskytuje u
infikované driibeze, masa a vejci [167; 168]. Prostiedi, v jakém zvitata ziji, predstavuje
dilezity faktor. Dochazi k neustalému pfenosu téchto genti mezi bakteriemi skrze biologické
slozky (krev, mo¢, sliny, vykaly), ale i vodu a vzduch [85]. Proto je dulezité zavadét
a dodrzovat stanovené hygienické podminky a snazit se zamezit vzniku vétsim selekénim

tlakm.
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5.2 ldentifikace a charakterizace bakterialnich izolata

Izolace bakterialnich kmena byla provedena u vzorka K1, K2 a K3. Z téchto tii vzorku,
pomoci selektivniho kultivaéniho média VRBL, bylo ziskano celkem 12 izolatd, které byly

dale charakterizovany a identifikovany bud’ metodami fenotypovymi ¢i genotypovymi.

Pomoci Gramova barveni byla potvrzena gramnegativni bunéénd sténa. Pod mikroskopem
byly pozorovany svétle riazové az Cervené tyCinky, kokotyCinky, samostatné
nebo v typickych shlucich — palisadach. Pouze ukmene K1B byla navic pozorovana
ptitomnost pouzder. Na zékladé testl na cytochromoxidézu a katalazu byly kmeny rozdéleny
do dvou skupin: 1) KAT+/OXI- 2) KAT+/OXI+. Do prvni skupiny spadalo 7 kment, které
byly nasledné testovany na mikrotestu Enterotest 24N, do druhé skupiny pak nalezelo
5 kment, které byly poslany na sekvenaci genu pro 16S rRNA.

Fenotypova a genotypova identifikace odhalila rodovou variabilitu bakterii vyskytujicich se
Vv chlazeném kufecim mase. Enterotest 24N identifikoval 3 rody — Hafnia, Kluyvera
a Serratia. Kazdy z rodi mél odlisné druhové zastoupeni s tim, Ze Serratia méla celkem tfi
zastupce — S. fonticola (2x), S. grimesii a S. marcescens. Rod Hafnia m¢l pouze jednoho
zastupce — Hafnia alvei (2x) stejné tak jako rod Kluyvera — Kluyvera intermedia. Byla
zvolena urcita kritéria, které musely vSechny identifikované izolaty splnit. VSech
7 KAT+/OXI- izolath zvolena kritéria splnila s tim, Ze kmeny vykazovaly alespon 80 %
identifika¢ni skore a T-index 0,75. Kdyby nesplnily zminéné parametry, byly by poslany
na sekvenaci genu pro 16S rRNA spolu s ostatnimi KAT+/OXI+ izolaty. Podrobnéjsi
prehled nabizi Tabulka 16.

Druha skupina KAT+/OXI+ nepatii do ¢eledi Enterobacteriaceae, tudiz nejsou vhodné
pro identifikaci pomoci Enterotestu 24N. Z téchto 5 kment byla izolovana DNA, dale byl
amplifikovan tsek genu pro 16S rRNA, po jehoz sekvenaci byla provedena identifikace

pomoci nastroje BLAST a porovnani s NCBI databazi.

Sekvenovani identifikovalo 2 rody — Comamonas a Pseudomonas. Z rodu Comamonas byla
zjisténa pouze jedna druhova identifikace — Comamonas terrigena. Zbylé 3 izolaty bakterii
ze vzorka K1, K2 a K3 bylo mozné zafadit pouze do rodu. Jediny identifikovany druh z rodu

Pseudomonas byla bakterie Pseudomonas fluorescens.
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Tabulka 16 Seznam identifikovanych kment

Vzorek ENTEROtest 24 N 16S rRNA
K1A X Comamonas sp.
K3C X Comamonas sp.
K3D X Comamonas sp.
K2A X Comamonas terrigena
K1D Hafnia alvei X
K2D Hafnia alvei X
K2B Kluyvera intermedia X
K1B X Pseudomonas fluorescens
K1C Serratia fonticola X
K2C Serratia fonticola X
K2E Serratia grimesii X
K3E Serratia marcescens X

Celkem bylo identifikovano 12 izolatu, které pattily do péti rodia: Comamonas, Hafnia,

Kluyvera, Pseudomonas a Serratia. Bakterie Hafnia alvei, Kluyvera intermedia, Serratia

fonticola, Serratia grimesii a Serratia marcescens spadaji do fadu Enterobacterales.

Pseudomonas fluorescens je fazena do fadu Pseudomonadales a Comamonas spp.
do fadu Burkholderiales (viz. Obrazek 3).

Bacteria

Pseudomonadota

Gammaproteobacteria

Enterobacterales

Pseudomonadales

Yersiniaceae

Hafniaceae Enterobacteriaceae

Pseudomonadaceae

Serratia

Hafnia Kluyvera

Pseudomonas

Betaproteobacteria

Burkholderiales

Comamonadaceae

Serratia
fonticola

L Hafnia alvei L

Kluyvera
intermedia

Pseudomonas

Sfluorescens

Comamonas

Comamonas sp.

Serratia marcescens |

Serratia grimesii |

Obrazek 3 Postaveni identifikovanych bakterii v nomenklatuie
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V piipad¢ bakterii vyskytujicich se v kufecim mase, pfevazovaly rody zitadu
Enterobacterales, predevsim Serratia a Hafnia. Studie podle Ridell a spol., kdy Hafnia alvei
tvofila 50 % izolovanych stievnich bakterii z chlazeného mletého masa, potvrzuje
ptitomnost bakterii rodu Hafnia v potravinach zivocisného pivodu [169]. V dalsi publikaci
se vyskytovaly Hafnia alvei a Hafnia paraalvei ve 40 % izolovanych stievnich bakterii
z dribeziho masa balené¢ho v ochranné atmosféie [170]. Lze tedy piedpokladat, ze Hafnia
alvei je béznou soucasti mikrobioty dribeziho masa. Dale se ve vétsim pocétu vyskytovaly
bakterie rodu Serratia. Studie podle Sade a spol. zjistila vyskyt Serratia fonticola, Serratia
grimesii, Serratia liquefaciens a Serratia proteamaculans v dribezim baleném a nebaleném
mase ve vysokych poctech — 42 % z celkovych izolovanych Enterobacteriaceae [170].
Vseobecné jsou Serratia spp. Siroce rozsifeny V piirodé, vodé i ptac¢im trusu [117; 116].
Bakterie rodu Pseudomonas nejsou vyjimkou a jejich ptitomnost je v driitbeZim mase bézna,
jelikoz patii mezi hlavni pfic¢iny kazeni potravin. Stejné tak béznymi mikroorganismy jsou

bakterie z celedi Enterobacteriaceae a Yersiniaceae [91; 97].

Pro rozsifenéjsi charakteristiku bylo vSech 12 jiz identifikovanych kmenu (viz. Tabulka 16)
testovano na vyskyt rezistence ke specifickym antibiotickym latkam (Tabulka 8). Diskovy
difuzni test se vyhodnocoval z primért inhibi¢nich zo6n a jejich porovnanim s limity
uvedenymi v dokumentu European Commitee on Antimicrobal Susceptibility Testing
(EUCAST) [171]. Vysledné pruméry inhibi¢nich zon byly uvedeny v Piiloze P 1.
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Primér inhibiéni zény je pifimo Umérny citlivosti k antibiotiku. Naopak piitomnost
bakteridlniho rstu ¢i mala zdéna inhibice poukazuje na rezistenci bakterie pro dané
antibiotikum difundujiciho z disku. Tabulka 17 uvadi, jestli jsou bakterie rezistentni (R),

intermediarni (I) nebo citlivé (S) na pouzité antibiotické latky (viz. Tabulka 8).
Tabulka 17 Uréeni rezistentnich, intermedidrnich a citlivych bakterii

Dokument EUCAST neposkytuje limity pro streptomycin (HLS). Jeho inhibi¢ni zony jsou

uvedeny v Priloze P. 1.

g sl 2zl & | E|5 8
2 I z | 2 = X | X X
] Q = ~ S| & o
IS o
E N > | = S =] e c
= =y
S <
>
o
°
N
IPM | FEP | AT | CTX | AMX | CT | CIP | E | AZM | TE | C | HLS
Tgfnia alevei I I I S R S R S S S N
2Hgfnia alvei S R I S R S R S S S N
Kluyvera
intermedia I R | S R I S |R| S R |S *
Serratia
fonticola 1C I R | S S R I S |R| S S |S *
Serratia
fonticola 2C I I | S R I R|IR| R S | R *
Serratia
grimesii I R | R S R S| S|R| S R|S| *
Seratia
marcescens I R | S S I R|S |R| S R |S *
Comamonas
sp. 1A | R | R I R R|IRIR I | |s| =
Comamonas
sp. 3C | | R I R S| R|IR| S S | g | =*
Comamonas
sp. 3D R | | I R R|RI|R| S RIR| =
Comamonas
terrigena I R | | R S Il [R| S S |Ss| *
Pseudomonas
fluorescens S R I l R I I |R| S R |R *

Porovnanim inhibi¢nich zon s limity, které byly uvedeny v dokumentu EUCAST, se zjistilo,
ze nejvice bakterii bylo rezistentni na erytromycin (n=12), dale na amoxicilin (n=11),

cefepim (n=8), kolistin (n=5) a tetracyklin (n=5). Nejmén¢ rezistentnich bakterii bylo
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na ciprofloxacin (n=4), chloramfenikol (n=3), aztreonam (n=3) a azitromycin (n=1).
Bakterie nevykazovaly rezistenci vici jedinému B-laktamovému antibiotiku — cefotaximu

(viz. Obrazek 4).

12
- 11
8
’ 5 5
4
3 3
‘ 1 1
i [
E (Sug C (5pg)

AZM (30pg) TE (10pg)

Pocet izolovanych bakterii

AMX (10pg) FEP (30ug) AT (30ug) IPM(10pg) CTX (30pug) CT(10pg) CIP (10ug)
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Obrazek 4 Cetnost vyskytu antibiotické rezistence U izolovanych bakterii

U nékterych bakterii byla pozorovdna multirezistence. Ttiskupinovou multirezistenci
vykazovalo celkem 5/12 testovanych bakterii (Serratia grimesii, Hafnia alvei 2D, Kluyvera
intermedia, Comamonas sp. 3C, Hafnia alvei 1D). Ctyiskupinovou multirezistenci mélo
4/12 testovanych bakterii (Comamonas sp. 1D, Pseudomonas fluorescens, Serratia fonticola
2C, Serratia marcescens) a dvouskupinovou rezistenci mély 2/12 bakteri (Serratia fonticola
1C, Comamonas terrigena). Pouze Comamonas sp. 3D méla multirezistenci na $est skupin
antibiotik.

Z antibiotickych skupin, u kterych se testovaly bakterie na vice antimikrobialnich latek, byly
pozorovany urcité vzorce. U B-laktamovych antibiotik méely bakterialni izolaty nejcastéji
rezistenci na amoxicilin (n=11), poté na cefepim (n=8), aztreonam (n=3), imipenem (n=1).
Na amoxicilin byly vSechny kmeny rezistentni az na S. marcescens. U imipenemu byla
rezistence zjisténa pouze u Comamonas sp. 3D. Na aztreonam byly rezistentni 3/12 kmenti
— S. grimesii, Comamonas sp. 1A a Comamonas sp. 3C. U makrolidi vykazovaly izolaty
veétsi rezistenci vici erytromycinu (n=12), nez azitromycinu (n=1), kdy azitromycinovou

rezistenci méla jenom Serratia fonticola 2C.
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V ramci tiiskupinové multirezistence byly vSechny bakterie rezistentni na f-laktamova
antibiotika a makrolidy. Posledni tieti antibiotickd skupina byla u jednotlivych kment
variabilni. Serratia grimesii a Kluyvera intermedia mély rezistenci na tetracykliny, oba
izolaty Hafnia alvei mély rezistenci na polypeptidova antibiotika a Comamonas sp. 3C byla
rezistentni na chinolony. U ¢tyiskupinové multirezistence byly vSechny bakterie také vzdy
rezistentni na P-laktamova antibiotika a makrolidy. Zbylé dvé antibiotické skupiny byly
variabilni Vramci jednotlivych kmentu, kdy Comamonas sp. 1A byla rezistentni
na polypeptidy a chinolony. Pseudomonas fluorescens byla rezistentni na amfenikoly
a tetracykliny. Serratia fonticola 2C m¢la rezistenci na chinolony a amfenikoly. Serratia
marcescens na polypeptidy a tetracykliny. Serratia fonticola 1C a Comamonas terrigena
s dvouskupinovou rezistenci byly pokazdé rezistentni na p-laktamova antibiotika

a makrolidy.

Testovani prostrednictvim Kirby-Bauer metody zjistilo, ze vSechny izolaty byly rezistentni
na B-laktamova antibiotika a makrolidy. Deset kment bylo multirezistentnich, z ¢ehoz
Serratia grimesii, Hafnia alvei 2D, Kluyvera intermedia, Comamonas sp. 3C, Hafnia alvei
1D m¢ély multirerezistenci na 3 odlisné skupiny antibiotik a Comamonas sp. 1A,
Pseudomonas fluorescens, Serratia fonticola 2C, Serratia marcescens vykazovaly
multirezistenci na 4 rizné skupiny antibiotik. Serratia fonticola 1C a Comamonas terrigena
byly rezistentni na 2 skupiny antibiotik. Jedina Comamonas sp. 3D vykazovala

multirezistenci na 6 riznych antibiotickych skupin.

Kmeny Serratia spp. byly ze 75 % rezistentni na cefepim a amoxicilin. Ze 100 % byly
rezistentni na erytromycin. Jedina Serratia grimesii byla rezistentni na aztreonam, kdy
podobnou rezistenci vykazovala i Serratia fonticola 1C, jenomZe na chloramfenikol.
Serratia grimesii a Serratia marcescens byly rezistentni na tetracyklin. Oba izolaty Hafnia
alvei byly rezistentni na amoxicilin, erytromycin a kolistin. Pouze Hafnia alvei 2D m¢la
rezistenci na cefepim. Kluyvera intermedia vykazovala rezistenci na cefepim, amoxicilin,
erytromycin a tetracyklin. Pseudomonas fluorescens byla rezistentni na cefepim, amoxicilin,
erytromycin, tetracyklin a chloramfenikol. Comamonas spp. byly ze 100 % rezistentni
na amoxicilin a erytromycin. Ze 75 % pak na ciprofloxacin. Comamonas sp. 1A a 3C byly
rezistentni na aztreonam a Comamonas sp. 1A spolu s 3D zase na kolistin. Comamonas
terrigena a Comamonas sp. 1A byly rezistentni na cefepim. Jedina Comamonas sp. 3D byla

rezistentni na imipenem, tetracyklin a chloramfenikol.
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Studie podle Jayol a spol. uvadi, ze Hafnia spp. (Hafnia alvei, Hafnia paraalvei) jsou
ptirozené rezistentni na kolistin, coz se v nasi studii potvrzuje, jelikoz oba izolaty Hafnia
alvei byly rezistentni [172]. Kluyvera intermedia se vyskytuje jako koliform v ramci
dominantni bakterialni komunity v oSetiené splaskové vod¢. Studie podle Shekhawat a spol.
uvadi, ze Kluyvera intermedia byla citliva na cefepim, imipenem, ciprofloxacin a kolistin
[173]. Vnasi studii byla Kluyvera intermedia na cefepim rezistentni a imipenem
intermediarni, jinak se s ostatnimi vysledky shoduje. P¥i¢inou mohou byt odlisné vzorky, ze
kterych byly bakterie izolovany. Bakterie rodu Serratia, predev§im Serratia marcescens,
jsou rezistentni na velkou fadu antibiotik — peniciliny, cefalosporiny, tetracykliny. Postupné
se stavaji rezistentni i na karbapenemy a teti generaci cefalosporint [3; 114]. Na imipenem,
patiici do karbapenemd, byly vSechny Serratia spp. intermediarni a rezistenci vykazovaly
na peniciliny (amoxicilin), makrolidy (erytromycin) a cefalosporiny IV. generace (cefepim).
Ve studii podle Thomassen a spol. byla Pseudomonas fluorescens, izolovana
ze zpracovatelského prostiedi lososit a jejich rtiznych naporcovanych ¢&asti, ve vétSing
pfipadti rezistentni vuéi cefotaximu, ampicilinu a imipenemu [174]. Pseudomonas
fluorescens, ktera byla testovana v bakalarské praci, se ziskala z kufeciho masa. Tato
pseudomonada méla stejnou rezistenci na cefotaxim, ale na imipenem byla citliva. U rodu
Comamonas dosud nebyly provedeny rozsahlej§i studie a testovani na pusobnost
antibiotickych latek.

Na piitomnost genti souvisejicich s rezistenci na amfenikoly (floR, catAl), B-laktamova
antibiotika (blaoxa-7, blatem), makrolidy (ereA), polypeptidy (mcrl), sulfonamidy (sull) a
tetracykliny (tet(A), tet(M)), bylo testovano pét identifikovanych bakterii — Comamonas sp.
1A, Comamonas sp. 3C, Comamonas sp. 3D, Comamonas terrigena, Pseudomonas
fluorescens, které se nezafazuji mezi bézné Sititele rezistence vyjma Pseudomonas

fluorescens [126].
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Tabulka 18 Vyskyt ARG v bakterialnich izolatech kufeciho masa

Amfenikoly | [B-laktamova | Makrolidy | Polypeptidy | Sulfonamidy| Tetracykliny
kmen

floR [catAl|blaoxa-7| blatem ereA mcrl sull tet(A) | tet(M)
Comamonas
sp. 1A - + - - - - + - -
Comamonas
sp. 3C - + - - - - - - -
Comamonas
sp. 3D - + + - - - + - -
Comamonas
terrigena -t~ - - - + + -
Pseudomonas
fluorescens - + - - - - - - +

V Tabulce 18 Comamonas sp. 1A obsahuje geny catAl a sull. Comamonas sp. 3C byla
pozitivni na detekci catAl a Comamonas sp. 3D na geny catAl, blaoxa-7 a sull. Druhovy
zastupce Comamonas terrigena, izolovany ze vzorku K2, byl pozitivni na geny catAl, sull
atet(A). A v posledni fadé Pseudomonas fluorescens izolovana ze vzorku K1, byla pozitivni

na geny catAl a tet(M).

catAl (547bp)

M 1A 2A 1B 3C 3D

bp

1,000

— -
500/517 - -—— - - p—

Obrazek 5 Detekce genu catAl u izolovanych bakterialnich kmenti
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Vsechny nefermentujici bakterie vykazovaly rezistenci na gen catAl (n=5) (viz. Obrazek 5).
Druhym nejéastéj$im genem byl sull (n=3). Nasleduji pak geny blaoxa-7 (n=1), tet(A) (n=1)
a tet(M) (n=1). VSechny bakterie byly negativni na vyskyt floR, blarem, ereA a mcrl gent.

vvvvvv

V soucasné praci byly u Comamonas terrigena detekovany stejné geny, coz nejspis SOUVisi
s tim, ze Comamonas kerstersii je podskupinu Comamonas terrigena [175]. U Pseudomonas
protegens (patiici do komplexu P. fluorescens) izolované z pudy, byl detekovan gen catAl.
Detekce genu tet(M) neni u Pseudomonas fluorescens piekvapiva, protoze jiz prvni nalezy

tet gend byly v ramci ¢eledé Pseudomonadaceae [47].

Bakterie Comamonas sp. 1A obsahuje geny catAl, sull a zaroven bylo diskovou difuzni
metodou zjiSténa jeji rezistence na B-laktamova antibiotika (cefepim, aztreonam,
amoxicilin), polypeptidova antibiotika (kolistin), chinolony (ciprofloxacin) a makrolidy
(erytromycin). Piitomny gen sull nemohl byt porovnan s vysledky diskového difuzniho
testu, jelikoz nebyl proveden pro sulfonamidové antibiotikum. Comamonas sp. 1A nebyla
rezistentni na chloramfenikol, i kdyZ u ni byl catAl gen detekovan. Je mozné, Ze obsahuje
jiné geny asociované s rezistenci na urcité skupiny antibiotik. Dale Comamonas sp. 3C nese
catAl a zaroven je rezistentni na f-laktamova antibiotika (aztreonam, amoxicilin), chinolony
(ciprofloxacin) a makrolidy (erytromycin). Piitomny gen se opé&t neprojevil, jelikoZz byla
bakterie na chloramfenikol citliva. Comamonas sp. 3D nese nejvice gent — catAl, blaoxa-7
a sull. Diskova difuzni metoda urcila jeji rezistenci k B- laktamovym antibiotikiim
(imipenem, amoxicilin),  polypeptidovym  antibiotikim  (kolistin),  chinolonim
(ciprofloxacin), makrolidam (erytromycin), tetracyklinam (tetracyklin) a amfenikolim
(chloramfenikol). Geny catAl i blaoxa-7 mohou zptisobovat rezistenci u Comamonas sp. 3D.
I kdyz Comamonas sp. 3D neobsahuje geny floR, blatewm, ereA, mcrl, tet(A) a tet(M), miize
nést jiné, které zpuisobujici rezistenci na dané tiidy antibiotik.

U Comamonas terrigena byly detekovany geny catAl, sull a tet(A). Diskovy difuzni test
urcil jeji rezistenci na B-laktamova antibiotika (cefepim, amoxicilin) a makrolidy. Opét byl
pozorovan catAl gen, ktery neni fenotypove potvrzen pritomnou rezistenci na amfenikoly.
Je bézné, ze se geny nemusi projevit ve fenotypu. Mohou vznikat mutace a jejich rezistence
je pak neucinna a bakterie se jevi jako citlivé [176]. Comamonas terrigena vykazuje citlivost
na chloramfenikol, 1 kdyz nese catAl gen. Obdobn¢ tomu tak je i u citlivosti na tetracyklin

a zaroven piitomnému genu tet(A).
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Pseudomonas fluorescens obsahuje geny catAl a tet(M). Fenotypové je rezistentni
k B- laktamovym antibiotikim (cefepim, amoxicilin), makrolidim (erytromycin),
tetracyklinim (tetracyklin) a amfenikolim (chloramfenikol). Zde je fenotypova
a genotypova rezistence v souladu a lze konstatovat, Ze je tetracyklinova a amfenikolova
rezistence zpusobena piitomnymi geny tet(M) a catAl. Shoduji se v jak v genotypové
rezistenci, tak fenotypové.

Piitomna fenotypova rezistence na makrolidy u vétSiny testovanych izolati je
pravdépodobné zptisobena jinymi mcr geny nez sledovanym mcrl. To stejné plati pro ostatni
ptitomné fenotypové rezistence, které se neshodovaly v pfitomnosti genu.

V porovnani rezistomu a gent pfitomnych v izolatech bylo zjisténo, Zze izolované bakterie
obsahovaly nejvice genti catAl a sull, coz odpovida i rezistomu kutfeciho masa. Shoda byla
zaznamenana i u gent floR, ereA a mcrl, které u izolati nebyly detekovany, a zaroven byly
Vv rezistomu zastoupeny V nejniz§im mnoztvi. Piekvapivé geny blatem, blaoxa7, tet(A)
atet(M) nejsou pritomny ve vysokych poctech jako v rezistomu, coz s vysokou
pravdépodobnosti znamenda, Ze tyto geny jsou neseny bakteriemi jinymi nez z rodi
Comamonas a Pseudomonas. Muze se jednat o bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae,

Hafniaceae, Yersiniaceae a dalich, které jsou typické pro prostiedi kufeciho masa.
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ZAVER

Prace byla zaméfena na detekci gent antibiotické rezistence u bakterii, které tvotily
pritomnou mikrobiotu U 19 vzorkii nebaleného chlazené¢ho kutfeciho (n=18) a krttiho (n=1)
masa. Driibezi maso je potencidlnim rezervoarem MDR bakterii, které jsou zodpovédné
za prenos genl i mezi patogenni bakterie a vznik rezistence u ¢lovéka nepfimou cestou pres
potravinovy fetézec. Ve studii bylo zkouméano celkem 9 geni rezistence u 19 vzorkl
driibeziho masa. Nejvétsi prevalenci mély geny: sull (n=19), blatem (n=19), tet(M) (n=19),
blaoxa-7 (n=18), tet(A) (n=17), catAl (n=16), floR (n=12), ereA (n=5) a mcrl (n=4). Vsech
19 vzorkt mélo rezistenci vuci sulfonamidim, f-laktamovym antibiotiktim a tetracyklinim.
u drubeziho masa prokazana vuéi makrolidim s 5 pozitivnimi vzorky a polypeptidim se

4 vzorky. U vsech 19 vzorki byla zjisténa rezistence vici 3 a vice skupinam antibiotik.

Dale bylo izolovano 12 bakterii ze tfi vzorkd kufeciho masa prostfednictvim selektivné
diagnostické pudy VRBL. Identifikovaly se pomoci Enterotestu 24N a sekvenace
pro 16S rRNA. Identifikované bakterie spadaly celkem do péti rodi: Comamonas, Hafnia,
Kluyvera, Pseudomonas a Serratia. Dale byly testovany na rezistenci vuci antibiotikim
prostiednictvim diskové difuzni metody. Zjistilo se, Ze nejvice bakterii bylo rezistentni
na erytromycin (n=12), déle na amoxicilin (n=11), cefepim (n=8), kolistin (n=5)
atetracyklin (n=5). Nejméné rezistentnich bakterii bylo na ciprofloxacin (n=4),
chloramfenikol (n=3), aztreonam (n=3) a azitromycin (n=1). Ani jeden kmen nebyl
rezistenci vaci cefotaximu. Deset kment bylo multirezistentnich, z ¢ehoz 5/12 bakterii mélo
multirerezistenci na 3 odlisné skupiny antibiotik, 4/12 bakterii vykazovalo multirezistenci
na 4 razné skupiny antibiotik a 2/12 bakterii bylo rezistentnich jenom na 2 skupiny
antibiotik. Pouze jedna bakterie z rodu Comamonas byla multirezistentni na 6 rtiznych
antibiotickych skupin. A Vv posledni fad¢ bylo pét nefermentujicich, katalaza a oxidaza
pozitivnich bakterii podrobeno detekci na stejné geny rezistence jako u celkové DNA
vyizolované z dribezich vzorkt. Ctyii bakterie byly z rodu Comamonas a jedna z rodu
Pseudomonas. Vsechny vykazovaly rezistenci na gen catAl (n=5). Druhym nejcastéjSim
genem byl sull (n=3), po kterém néasledovaly geny blaoxa-7 (n=1), tet(A) (n=1) a tet(M)
(n=1).

Porovnanim genotypové a fenotypové rezistence u riznych druht bakterii bylo zjisténo
nasledujici: U Comamonas sp. 1A gen catAl nezpusobil rezistenci na chloramfenikol, ale

muze zpusobit rezistenci na sulfonamidy diky pfitomnosti genu sull. U Comamonas sp. 3C
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se gen catAl neprojevil ve fenotypu, jelikoz byla bakterie citlivd na chloramfenikol.
U Comamonas sp. 3D se pritomnost gent catAl a blaoxa7z shodovala s fenotypovou
rezistenci na chloramfenikol, imipenem, amoxicilin a zaroven gen sull mtze zpusobovat
fenotypovou rezistenci na sulfonamidy. Naopak u Comamonas terrigena pfitomnost gent
catAl, sull a tet(A) nezptsobila zadnou rezistenci ve fenotypu. U Pseudomonas fluorescens
se projevily oba geny — catAl a tet(M), ¢imz bakterie vykazovala rezistenci na

chloramfenikol i tetracyklin.

Rezistom vykazoval shodu v pfitomnosti genti catAl, sull, floR, ereA, amcrl s izolovanymi
bakteriemi rodd Comamonas a Pseudomonas. Naopak geny blaoxa-7, blatewm, tet(A) a tet(M)
nebyly u téchto bakterii zastoupeny v tak vysokych poctech jako u rezistomu. S nejvetsi
pravdépodobnosti nedetekované geny nesou bakterie z Celedi Enterobacteriaceae,

Hafniaceae, Yersiniaceae a dalSich, které tvofi pfitomnou mikrobiotu kufeciho masa.

Tato prace poukazuje na rozSifeny vyskyt gentl antibiotické rezistence v bakteridlnich
populacich ptitomnych v dribezim mase, pravdépodobné v diusledku naduzivani antibiotik
ve zvifeci produkci a dalSich faktori pfispivajicich k Sifeni rezistence v potravinovém
fetézci. Vétsina izolovanych bakterii vykazuje fenotypovou multirezistenci, coz muze byt
zpisobeno horizontalnim pfenosem geni mezi bakteriemi. Studium této problematiky
a moznosti zabranéni §ifeni antibiotické rezistence je nutno podporovat jak z finan¢niho,
tak védeckého hlediska, jelikoz multirezistence a jeji globalni dosah zpasobuje

bezprostiedni hrozbu pro vetrejné zdravi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

16S rRNA 16S ribozomalni RNA

A Absorbance

ADO Adonitol

AMX Amoxicilin

ARG Gen antibiotické rezistence
ART Arabitol

AT Aztreonam

AZM Azitromycin

bXY Xylosidasa

C Chloramfenikol

CEL Celobioza

CIP Ciprofloxacin

CTX Cefotaxim

cov Cistirna odpadnich vod
ddNTP Dideoxyribonukleotidové baze
DHPS Dihydropteoratsyntetiza
dNTP Deoxyribonukleotidové baze
dsDNA Dvouietézcova DNA

DUL Dulcitol

E Erytromycin

EreA Erytromycinesteraza

ESBL Sirokospektré B-laktamazy
ESL Eskulin

EtBr Ethidium bromid

EU Evropské unie
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FDA
FEP
GLR
GTP
H2S
HLS

I

INO
IPM
KAT
KPC
LAC
LAra4N
LPS
LYS
MAL
MAN
MDR
MFS
MHA
MLB
MRNA
MRSA
NH3
ONP

ORN

Americky ufad pro kontrolu 1é¢iv
Cefepim

B-glukuronidaza

Guanosintrifosfat

Sirovodik

Streptomycin

Intermediarni

Inositol

Imipenem

Kataldza

Klebsiella pneumonieae karbapenemaza
Laktéza

4-amino-4-deoxy-L-arabindza
Lipopolysacharid

Lysin

Malonat

Manitol

Multirezistentni bakterie

Major facilitator superfamily
Mueller-Hinton agar

Melobioza

Messengerova ribonukleotidova kyselina
Meticilin-rezistentni Stafylococcus aureus
Amoniak

[-galaktosidaza

Ornitin
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OXI Oxidaza

PABA Kyselina p-aminobenzoova
PBP Penicilin binding protein

PCR Polymerazova fetézova reakce

PCR-RFLP  Polymerazova fetézova reakce-polymorfismus délky restrikénich fragmentt

RPP Ribosomal protection proteins

RT-PCR Polymerazova fetézova reakce v redlném Case
gPCR Kvantitativni polymerazova fetézova reakce
R Rezistentni

RAF Rafin6za

S Citlivy

SAL Salicin

SClI Simmons citrar

SOR Sorbitol

SUC Sachar6za

TAE pufr Tris-acetatovy pufr

TE Tetracyklin

TRE Trehal6za

tRNA Transferova ribonukleotidova kyselina
URE Ureaza

VRBL Violet red bile agar with lactose

VRE Vankomycin rezistentni enterokoky

WHO Svétova zdravotnické organizace
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Hafnia alevel |\ 55 | 505|045 315 | 135 | 9 |305| 7 | 21 | 21 | 28 | 285
kmen 1D

Hafnia alvei 31 | 19 | 235/ 265 13 9 32 [115| 32 |195]| 30 |275
kmen 2D

Kluyvera 30519 |24 | 27 | 12 |13 |32 | 0 | 28 |17 |275] 27
intermedia

Serratia 31 |145[265| 27 | 12 | 12 | 29 |115| 23 |205]| 28 | 305
fonticola 1C
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;)Org?:monas 30 [215| 12 | 295 | 16 [205| 16 | O | 22 | 21 | 255|285
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305| 10 | 215 | 245 0 13 | 29 0 26,5 | 18 | 155|335
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