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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva detailni analyzou gend rezistence na antibiotika a tézké kovy a znaki
horizontalniho presosu genii u zastupcl anaerobnich bakterii. Antimikrobialni rezistence
(AMR) u bakterii je celosvétové rostouci hrozbou pro vetejné zdravi. U téchto bakterii
jsou geny AMR Casto spojeny s mobilnimi genetickymi elementy (MGE), které pod-
poruji jejich mobilitu a umoznuji jim rychlé Siteni mezi riznymi bakteriemi. V praci je
popsan horizontalni prenos genetické informace, problematika antimikrobialni rezistence
a databaze pro detekci geni AMR a MGE. Poté byla provedena detekce a analyza geni
AMR a MGE u zastupcli anaerobnich bakterii. Témér polovina z nich obsahovala alespon
1 gen AMR, celkem 112 riiznych gend. Poté bylo detekovano 66 rliznych MGE, 4 z nich
prenasely 6 rlznych detekovanych geni AMR.

KLICOVA SLOVA

Horizontalni prenos genl, mobilni genetické elementy, bakterie, antimikrobialni re-
zistence, geny rezistence, databaze pro detekci genl rezistence, antibiotika, tézké kovy

ABSTRACT

This thesis deals with a detail analysis on antibiotic and heavy-metal resistance genes and
horizontal gene transfer traits in anaerobic bacteria. Antimicrobial resistance (AMR) in
bacteria is a growing threat to public health globally. In these bacteria, AMR genes are
often associated with mobile genetic elements (MGEs), which promote their mobility,
enabling them to rapidly spread throughout a bacterial community. The work describes
the horizontal gene transfer, the issue of antimicrobial resistance and the database for
the detection of AMR genes and MGEs. After that, the detection and analysis of AMR
genes and MGEs in anaerobic bacteria was done. Almost half of them contained at least
1 gene coding for antibiotic or heavy-metal resistance, 112 different genes overall. Then,
66 different MGEs were detected, 4 of which carried 6 different AMR detected genes.

KEYWORDS

Horizontal gene transfer, mobile genetic elements, bacteria, antimicrobial resistance,
resistance genes, database for resistance gene detection, antibiotics, heavy-metals
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Uvod

Bakalarska prace se zabyva detailni analyzou genii rezistence na antibiotika a tézké
kovy a znakt horizontalniho prenosu genetické informace u zastupcti anaerobnich
bakterii.

Sifeni antimikrobidlni rezistence prostiednictvim horizontélniho pfenosu gene-
tické informace patii mezi jednu z nejzavaznéjsich vyzev soucasné mediciny. Kvili
rostouci rezistenci na antibiotika u patogent se onemocnéni zptsobena témito pato-
geny stavaji vaznou hrozbou. Antimikrobidlni latky navic umoznily pokrok v mnoha
oblastech 1ékaiské praxe. Antimikrobialni rezistence proto predstavuje vaznou hrozbu
pro velkou ¢ast zdravotnictvi, jak ji zname. Bakterie mohou také obsahovat geny,
které koduji rezistenci vici biocidiim, které jsou dilezité jako dezinfekéni prostiedky;,
a vuci koviim, které maji antimikrobialni i¢inky. Primarnimi zdroji kontaminace an-
tibiotiky jsou doméci, méstské, nemocnic¢ni a prumyslové odpadni vody, akvakultura
a intenzivni chov dobytka. Identifikace genetickych determinant antimikrobialni re-
zistence je kritickou soucasti epidemiologickych Setfeni.

Cilem bakalarské préace je vypracovat literarni resersi zabyvajici se detekei genti
rezistence na antibiotika a tézké kovy u bakterii, sezndmit se s verejnymi databazemi
pro detekci genii rezistence a horizontalniho prenosu a navrhnout metodu pro detekci

a detailni charakterizaci téchto genti z genomickych dat bakterialnich anaerobii.
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1 Horizonalni prenos genetické informace

Geneticka informace se mezi organizmy prenasi dvéma cestami - vertikalné a horizon-
talné (lateralné). Vertikdlni prenos je z generace na generaci (z rodi¢i na potomky).
Horizontalni prenos je sdileni genetického materidlu mezi nepiibuznymi organizmy
(mezi organizmy, které nejsou ve vztahu rodi¢-potomek).|[1]

Horizontalni prenos genetické informace (HGT) je znamy mechanizmus adaptace
u bakterii a archea. U prokaryot probiha bez jakéhokoliv imunitniho rozpoznavani.
Je pro né univerzalnim prostiedkem, jak reorganizovat své genomy, aby ziskaly nové
metabolické reakce a nové vlastnosti jako patogenitu, virulenci a rezistenci na rtizné
chemické latky vyskytujici se v prostiedi véetné 1éki a antibiotik.[2] Mutace je po-
maly proces a vétsina mutaci je pro bakterie skodliva nebo neutralni, neni pro né tak
prinosna. Oproti tomu je HGT rychlym zptsobem, jak najednou ziskat velké kusy
DNA z jiné bakterie. Mikrobialni antibiotickd rezistence a patogenita jsou nejcastéji
spojeny s HGT. HGT ale nesouvisi jen s organizmy zpusobujici nemoci, vyskytuje
se mezi prokaryoty, prokaryoty a eukaryoty a i mezi mnohobunéénymi eukaryoty.|[3]

Nejvice znamé mechanizmy horizontalniho prenosu genetické informace u proka-
ryot jsou konjugace, transformace a transdukce (obrazek 1.1).[3] Konjugace je pfenos
gent, ktery je zprostiedkovan urcitymi plazmidy nebo konjugativnimi transpozony
s relevantnimi prenosovymi geny. Na rozdil od transformace nebo transdukce je pro
konjugaci nutny kontakt mezi darcovskou a recipientni bunkou. Transformace je pre-
nos gent, ktery je zprostfedkovan vychytavanim volné DNA z okolniho prostredi.

Transdukce je prenos gent, ktery je zprostiedkovan urcitymi typy bakteriofagi.[4]

Mrtva bakterie

Reci kterie
(TRANSFORMANT, TRANSDUKTANT,
TRANSKONJUGANT)

Obr. 1.1: Mechanizmy horizontélniho pfenosu genetické informace[5]
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1.1 Konjugace

Bakterialni konjugace je promiskuitni mechanizmus transportu DNA, kdy dochézi
k prenosu genetické informace mezi dvéma bakteriemi prostiednictvim primého kon-
taktu a vymény plasmidi, coz jsou kruhové molekuly DNA. Konjugativni plazmidy
se prenaseji mezi vétsinou bakterii, jsou tedy jednou z hlavnich pricin siteni antibi-
otické rezistence mezi patogennimi bakteriemi. Konjugace poskytuje bakteriim jedi-
necny prostiedek pro genetickou vymeénu a je to silny zdroj genetické variability.[6]

Ackoli je konjugace definovana jako prenos DNA z bakterie na bakterii, je mozné,
ze jako prijemce muze slouzit jakykoli typ bunky, protoze vsechny udalosti, ke kte-
rym dochazi béhem konjugace, jsou fizeny darcovskou burikou a jsou typicky kédo-
vany plazmidem.[7] Schopnost dérce je urc¢ena specifickymi konjugativnimi plazmidy
nazyvanymi plazmidy plodnosti (F-plazmidy).[§]

Konjugace vyzaduje fyzicky kontakt mezi darcovskou a recipientni bunkou pro-
stfednictvim konjugacniho pilu (vlasovity utvar na povrchu mnoha bakterii slouzici
ke konujugaci), pres ktery se prenasi geneticky materidl.[3]

Replikace DNA a transport makromolekul pfes membrany jsou zakladnimi pro-
cesy zivota. Bakterialni konjugacéni systémy vykazuji podobnosti s replikaci DNA
a makromolekuldrnimi transportnimi systémy.[6] Mechanizmus konjugace v F-plaz-
midech zahrnuje relaxozom a transferozom. Relaxozom je proteinovy komplex, ktery
hraje dtlezitou roli pii prenosu plazmidi v bakteriich. Shromazduje se na oriT
(pocatek prenosu na plazmidu). Sklada se z nékolika proteint, z nichz kazdy plni
specifickou funkci.[9] Transferozom je komplex konjugativnich proteint, ktery se-
stavuje membranovy transportér. Patii do sekreéniho systému typu IV (T4SS).
Sousedi s konjugacnim pilem.[6] Konjugativni systémy navic zahrnuji vazebny pro-
tein, ktery pusobi jako spojovaci ¢lanek mezi témito dvéma komplexy (relaxozomem
a transferozomem).[9)]

Pro konjugaci je nutny plazmid zvany F-faktor. Bakterie obsahujici F-faktor se
nazyvaji F+, ty bez néj se nazyvaji F-. Bunka F+, tedy darce, vytvari pilus, kte-
rym se spojuje s recipientni bunkou. Pro zahajeni konjugace je F-faktor prerusen na
oriT relaxozomem, ktery se spojuje s Fetézcem, ktery ma byt prenesen (T-DNA).
Dojde k uvolnéni pomocnych proteint relaxozomu, ale ¢ast relaxozomu zvana rela-
xaza zustava pripojena k T-DNA. Tento komplex T-DNA a relaxazy je rozpoznan
vazebnym proteinem a prenesen na membranovy transportér. Transportér tlac¢i kom-
plex T-DNA a relaxdzy pres pilus do bunky prijemce. Preneseny fetézec T-DNA
se prevede na kruhovou dvouretézcovou F-plazmidovou DNA v recipientni burice
a v darcovské bunce se syntetizuje novy fetézec, ktery nahradi preneseny retézec.
Spojeni pres pilus je uvolnéno. Obé exkonjugantni bakterie jsou F+ a F-plazmid se

proto muze dél sifit infekci mezi geneticky kompatibilni populace bakterii.[8]
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1.2 Transformace

Transformace je proces, pri kterém bakterie prijima cizi DNA z okolniho prostredi
a zaclenuje ji do svého genomu.[3]

Schopnost bakterii prijimat extracelularni DNA a transformovat se, nazyvana
kompetence, se lisi podle fyziologického stavu bakterii. Bakterie prijima cizi DNA
dovnitt bunky pomoci specialnich proteint na povrchu bunééné membrany, které se
nazyvaji kompetencni faktory. Tyto faktory umoznuji vstup cizi DNA do bunécéného
cytoplazmatického prostoru.|[8]

V cytoplazmatickém prostoru bakterie se cizi DNA zpracovava a rekombinaci
muze byt zac¢lenéna do genomu bakterie. Rekombinace je proces, pri kterém dochézi
k preskupeni genetické informace mezi molekulami DNA. Tento proces je katalyzo-
van specidlnimi enzymy nazyvanymi rekombinantni proteiny, které umoznuji presun
cizi DNA do genomu recipientni bakterie. DNA z déarcovské bakterie se obvykle
nemuze replikovat v recipientni bakterii, pokud se rekombinaci nestane soucasti

replikonu, coz jsou sekvence DNA, které obsahuji informaci nutnou pro replikaci.[§]

1.3 Trandukce

Transdukce je proces, pti kterém se geneticky material prenasi mezi bakteriemi po-
moci bakteriofagti. To jsou viry, které infikuji bakterie. Bakteriofag vlozi nékteré
bakterialni geny do svého genomu, které se nasledné mohou prenést na dalsi bakte-
rie, které jsou timto bakteriofdgem infikovany.|3]

Transdukce zac¢ina infekci bakterie. Bakteriofag se vaze na specifické receptory
na povrchu bakterialni bunky a vstupuje dovnitt. Po vstupu do bakterie vyuziva
bakteriofag replikac¢ni systém bakterie k replikaci svého vlastniho genomu a k tvorbé
novych virovych ¢astic. Tento proces muze probihat v cyklu lytickém nebo v cyklu
lysogennim.[10]

V lytickém cyklu se virus po infekci hostitelské bunky replikuje. Po replikaci viru
dochazi k lyze (rozpadu) hostitelské bunky, pri které se uvoliuji nové vytvorené
virové cCastice. Ty mohou infikovat dalsi bunky. V lysogennim cyklu se virus po
infekci hostitelské bunky integruje do genomu bunky a je pritomen ve formé profagu.
Profag je neaktivni a replikuje se spolecné s genomem hostitelské bunky, aniz by
zpusoboval jeji poskozeni. Za urcitych podminek, jako je poskozeni DNA (napt. UV
zalenim, ionizujicim zafenim) nebo stresova situace (napt. nedostatek zivin, zmény
v prostredi), muze dojit k indukci profagu. Indukce profagu je proces, pii kterém je
profag uvolnén z genomu bunky a dochézi k prechodu viru z cyklu lysogenniho do
cyklu lytického.[11]
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Pri trandukci je genetickd informace darcovské bakterie béhem lytické replikace
zaclenéna do bakteriogdgu a je prenesena do recipientni burky infekei[10]. Existuji

dva typy transdukce, generalizovand a specializovana[3].

1.3.1 Generalizovana transdukce

Pri generalizované transdukci je ndhodny kousek hostitelské DNA zaclenén béhem
bunécné lyzy.[3] Generalizované transdukujici fagy produkované béhem lytického
cyklu obsahuji misto ¢asti fagové DNA ndhodny segment bakteridlniho genomu.
Kazdy jednotlivy generalizovany transdukujici fag nese odlisnou sadu gent, které
predstavuji tento maly segment bakterialniho genomu. Kazda c¢ast bakterialniho ge-
nomu ma priblizné stejnou pravdépodobnost zaclenéni do fagu a prenosu z darcovské

na recipientni bakterii.[8]

1.3.2 Specializovana transdukce

Pri specializované transdukci mutze byt do recipientnich bakterii preneseno pouze
nékolik specifickych gent, které se nachazeji v misté integrovaného profagu. Specia-
lizovana transdukee je tedy vysledkem lysogenizace.[10] Specializované transdukujici
fagy se tvori tehdy, kdyz darcovska bakterie z cyklu lysogenniho vstoupi do cyklu
lytického a dojde k indukci integrovanych profagi. Pri indukci mohou tyto fagy do
svého genomu zaclenit sousedni geny z genomu hostitelské bunky a prenést je na
recipientni bakterii. Mnoho specializovanych transdukujicich fagt je defektnich a ne-
mitize dokoncit lyticky cyklus v infikovanych bunkach, pokud zde nejsou pritomny

pomocné fagy, které poskytuji chybéjici fagové funkce.[8]

1.4 Mobilni genetické elementy

Mobilni genetické elementy (MGE) jsou segmenty DNA, které kéduji enzymy a dalsi
proteiny, které zprostredkovavaji pohyb DNA v ramci genomu (intraceluldrni mo-
bilita) nebo mezi bakteridlnimi burikami (interceluldrni mobilita). Antibiotickd re-
zistence bakterii se Sifi ziskavanim gent rezistence, které existuji v transpozonech,

integronech a plazmidech.[4]

1.4.1 Inzeréni sekvence

Inzercni sekvence (IS) jsou kratké tiseky DNA, které jsou schopné nezavislé transpo-
zice v mikrobidlnim genomu. Nekoduji zadné jiné funkce nez ty, které se podileji na
jejich mobilité.[12] Mimo bakterii se vyskytuji také u eukaryot. Zpusobuji inzerc¢ni

mutace, rekombinace, pfipadné mobilizuji geny virulence nebo rezistence.|[13]
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Zékladni slozkou inzeréni sekvence je gen transpozazy, ktery je ohranicen inver-
tovanymi repeticemi (IRL, IRP), které rozpoznava transpozaza. Invertované repetice
se skladaji ze dvou podjednotek, prvni podjednotka (I) je tsek rozpozndvany trans-
pozazou jako Stépné misto, druhd podjednotka (II) je vazebnym mistem transpo-
zazy. Posledni soucasti u vétsiny inzercnich sekvenci jsou generované repetice (GR),

které jsou generovany pii inzerci inzeréni sekvence do cilové molekuly DNA (obra-

zek 1.4.1).[13]
Transpozaza l IRP

/ \

Obr. 1.2: Struktura inzer¢ni sekvence[13]

S
i

IRL - invertovana repetice leva, IRP - invertovana repetice prava, GR - generované repetice, P; -
promotor genu transpozazy, I - tsek rozpoznavany transpozizou jako Stépné misto, I1 - vazebné

misto transpozazy.

K transpozici inzercéni sekvence dochazi primou vazbou transpozazy na inverto-
vané repetice s naslednym rozpojenim vazby a prenesenim na cilové misto recipientni
molekuly DNA. Rozlisuji se dva mechanizmy transpozice inzercéni sekvence, jedno-
duchéa inzerce, kdy je inzercni sekvence prenesena kompletnim vystfizenim a volné
konce na déarcovské molekule DNA jsou nésledné spojeny, a ko-integrace, kdy po

replikaci dojde ke spojeni darcovské a recipientni molekuly DNA (obréazek 1.4.1).[13]

Inseréni sekvence Inseréni sekvence Darce Recipient

Voo ()

Dércovské molekula Darcovska molekula Darce
o DNA s vystiizenou . Pavodni DNA

SENNERRRRRRRRRRRRRERE
3 >

IS

Recipientni molekula Recipientni molekula IS
GR DNA s IS GR NA s IS

GR GR
Recipient

Jednoducha inzerce Ko-integrace

Obr. 1.3: Mechanizmy prenosu inzercni sekvence mezi molekulami DNA[13]

Jednoduché inzerce a ko-integrace. IS - inzercéni sekvence, GR - generované repetice.
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Inzeréni sekvence jsou klasifikovany podle slozeni transpozéazy, invertovanych
a generovanych repetic, atd. U prokaryot bylo popsano kolem 25 rtznych rodin,
které obsahuji nékolik set rtiznych inzer¢nich sekvenci.[13]

Vyznamnou tlohou inzerénich sekvenci v siteni antibiotické rezistence je zvyseni
exprese genu rezistence. Invertované repetice inzerc¢nich sekvenci jsou silné promo-
tory a lokalizace takového promotoru vede ke zvysSené expresi genti nachazejicich se

za inzercni sekvenci.|[13]

1.4.2 Transpozony

Transpozony jsou mobilni genetické elementy, definovany jako sekvence DNA schopné
transpozice. Mohou preskakovat do riiznych mist genomu, proto se jim rika sko-
kové geny.[14] Na rozdil od inzer¢nich sekvenci koduji dalsi geny, které piimo ne-
souvisi s jejich funkei[13]. Transpozici transpozont katalyzuje enzym transpozaza,
ktery rozeznava koncové obracené repetice transpozonu, stépi cilové sekvence, do
kterych se vklada transpozon, a po transpozici spojuje cilové sekvence s vlozenym
transpozonem|[14].

Transpozony obsahuji tii funkéni slozky, gen transpozazy, ktera umoznuje trans-
porzici, genetickou informaci nepotiebnou k transpozici transpozonu (napr. geny re-
zistence) a invertované repetice na obou koncich transpozonu, které jsou stejné jako
v piipadé inzercni sekvence rozpoznavany transpozazou (obrazek 1.4.2 A).[13]

Rozlisuji se dva druhy transpozice, intermolekularni transpozice, ktera probiha
mezi darcovskou a recipientni molekulou DNA (napf. mezi plazmidem a chromoso-
mem), a intramolekularni transpozice, ktera probihd mezi donorovym a cilovym
mistem na jedné molekule DNA (napf. na molekule plazmidu)[15]. Dale se rozlisuji
dva zpusoby transpozice, konzervativni transpozice, kdy dojde k excisi transpozonu
z donorového mista a inzerci do cilového mista, a replikativni transpozice, kdy se
transpozon v donorovém misté zreplikuje a jeho kopie se vlozi do cilového mista[16].

Transpozony jsou vyznamnym faktorem siteni rezistence na antibiotika, protoze
jsou na nich lokalizovany geny koédujici enzymy, které inaktivuji antibiotika. Pfenos
transpozonu z plazmidu na jiné plazmidy nebo z chromozomu DNA do plazmidu
a naopak zptisobuje prenos genu rezistence na antibiotika u bakterii. Nékteré trans-
pozony jsou vsak vzdy zachovany v misté inzerce v genomu. VétSina transpozoni
je deaktivovana a v dusledku toho se nemuze pohybovat.[14] Transpozony jsou také
dilezité pfi mobilizaci integront[13].

Na zakladé zptisobu transpozice se transpozony déli do dvou hlavnich skupin,
retrotranspozony a DNA transpozony. Bakteridlni transpozony (napt. kompozitni
transpozony nebo transponovatelné bateriofagy) patii do DNA transpozonu, které

jsou obvykle nositeli genti pro antibiotickou rezistenci.[14]
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Retrotranspozony

Retrotranspozony se prenasi procesem nazyvanym retropozice. Retropozice je trans-
pozice zpétnou transkripci katalyzovana enzymem reverzni transkriptdza. Retro-
transpozon se v donorovém misté prepise do RNA, kterd se reverzni transkriptazou
prepise do DNA vkladajici se do cilového mista.[14]

Retrotranspozony a dalsi transpozony zalozené na transpozicnich proteinech se
déli do dvou skupin, autonomni a neautonomni. Autonomni retrotranspozony maji
otevieny cteci ramec a geny, které koduji transpozicéni proteiny. Neautonomni re-
trotranspozony nejsou schopny tyto proteiny kodovat, a proto vyuzivaji dostupné
proteiny autonomnich retrotranspozont.[14]

Retrotranspozony byly nalezeny v bakteriich, archaea i eukaryotech. Casto se
nachazeji v genomu eukaryot. Bakterialni retrotranskriptaza byla nalezena v re-
tronech a nékterych intronech. Retrony jsou sekvence DNA, které kdduji reverzni
transkriptazu. Byly nalezeny v genomu mnoha bakterii. Zatim neni jasné, jestli jsou

retrony mobilnimi elementy.|[14]

Kompozitni transpozony

Kompozitni transpozony jsou transpozony ohranic¢ené dvéma inzerc¢nimi sekvencemi,
obvykle v opacné orientaci. Inzercéni sekvence poskytuji kompozitnimu transpozonu
enzym transpozazu a invertované repetice. Obecna struktura transpozonu obsahuje
gen transpozazy tpn ohraniceny genetickou informaci nepotfebnou k transpozici
transpozonu a levou a pravou invertovanou repetici IRL a IRP. Kompozitni trans-
pozon obsahuje genetickou informaci nepotiebnou k transpozici transpozonu, jsou
to napr. geny rezistence, s opacné orientovanymi inzerc¢nimi sekvencemi na koncich
(obrazek 1.4.2).[13]

Vi -
A

N - =

Obr. 1.4: Struktura transpozont[13]

A - obecnd struktura transpozonu, B - struktura kompozitniho transpozonu, tnp - gen
transpozazy, IRL - invertovana repetice leva, IRP - invertovana repetice prava, GR - generované
repetice, sedivé jsou zobrazeny mista obsahujici genetickou informaci nepotiebnou k transpozici

transpozonu (napf. geny rezistence).



Konjugativni transpozony

Konjugativni transpozony jsou mobilni genetické elementy schopné intercelularniho
prenosu konjugaci. PTi excizi transpozonu z darcovské molekuly DNA dojde k vy-
tvoreni kruhové dvousroubovice DNA, ktera je podobné plazmidu, ale neni schopna
autonomni replikace. Poté je jednoho vldkno DNA konjugativné preneseno do re-
cipientni bunky. Tato konjugace neni shodnd s béznym konjugativnim pienosem
plazmidi, protoze na konjugativnich transpozonech nejsou kdédovany geny pro sex
pilus a ostatni proteiny potiebné k béznému konjugativnimu prenosu. Za konjugaci
transpozonu jsou pravdépodobné zodpovédné peptidové feromony. Po prenosu DNA
dochéazi v darcovské i recipientni burice k replikaci druhého vlakna DNA a vytvoreni
puvodni kruhové dvousroubovice DNA transpozonu, ktery je integrovan do genomu
v obou bunkdéch.[13] Konjugativni transpozony mohou mobilizovat plazmidy, které

nemaji obvyklé vlastnosti mobilizovatelnych plazmidi.[17]

Transponovatelné bakteriofagy

Transponovatelné bakteriofagy jsou viry, které mohou transponovat svou DNA do
bakteridlniho chromozomu, plazmidu nebo profaga, béhem tohoto procesu casto
duplikuji sekvenci obklopujici jejich misto vlozeni. Tyto temperované fagy mohou
zustat ve svych hostitelskych genomech jako latentni profagy (lysogenni cyklus) nebo
se aktivné replikovat (lyticky cyklus).[17]

Inzerce tohoto elementu do genu, nebo jeho regulacni sekvence, muze vést k inak-
tivaci genu. Mutace vytvorené témito elementy maji polarni uc¢inek. To znamena,
ze mutace v ur¢ité oblasti genu ovliviiuje ¢teni nebo regulaci gent v jeho blizkém
okoli. Geny ve stejném operonu budou tedy také inaktivivany. Operon je isek DNA
pakaryot, ktery obsahuje vice gent, ale funguje jako jedna transkripéni jednotka.[17]

Transponovatelné bakteriofagy mohou vyvolat tvorbu riznych genomovych preu-
sporadani, rizné velikosti deleci nebo inverzi nebo tvorbu ko-integrati, které vznikaji
kombinaci dvou nebo vice genetickych elementi. Mohou také stimulovat mobilitu
jinych bakteriofagl nebo vyvolat rekombinaci mezi transponovatelnymi prvky.[17]

K prenosu genu rezistence dochazi béhem lytického cyklu transponovatelného
bakteriofagu, kdy jsou nékteré geny bakterialni rezistence zabaleny ve fagu. Pokud

jsou jiné bakterie infikovany fagem, jsou tyto geny rezistence prenaseny.|[14]

1.4.3 Integrony

Integrony jsou genetické elementy, které sdruzuji oteviené ¢teci ramce a konvertuji je
do funkénich gent, poskytuji jim silné promotory. Struktura integronu je zobrazena

na obrazku 1.5.
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Obr. 1.5: Struktura integronu a integrace genovych kazet[18]

Genova kazeta rezistence se integruje mezi 5” a 3’ kozervatini sekvence integronu, Int! - gen pro
integrazu, Pyt - promotor genu pro integrazu, attl1 - vazebné misto pro integrazu na integronu,
P, a Py - promotory genovych kazet integrovanych v integronu, attc - vazebné misto pro

integrazu na genové kazeté, qacE, sull a orf5 - geny rezistence a oteviené Cteci ramce.

Integrony obsahuji gen pro integrazu (Int1) a promotor genu pro integrazu Pjy;.
Integraza je enzym, ktery umoznuje integraci genovych kazet do integronu. Vazebné
misto integrazy na integronu je att/1.[18]

Genové kazety jsou vyznamnou slozkou, kterd se podili na struktufe integronu.
Jsou to mobilnimi elementy s kruhovou DNA, které se mohou vyskytovat volné
v cytoplazmé. Narozdil od plazmidi ale nejsou schopny autonomni replikace. Jsou
tvofeny otevienym ¢tecim rdmcem a vazebnym mistem pro integrazu, attC.[13]

Genové kazety antibiotické rezistence jsou integrovany mezi 5" a 3’ kozervatini
sekvence integronu. Genové kazety nemaji promotor pred kodujici sekvenci. Pro-
motor umistény v 5" konzervativni sekvenci integronu je tedy nezbytny pro expresi
genovych kazet. V integronech obsahuje 5’ konzervativni sekvence dva potencidlni
promotory, P a Py.[18]

Integrony se déli do dvou hlavnich skupin, superintegrony (SI), které ¢itaji mnoho
desitek genovych kazet a jsou soucasti chromozomu nékterych bakterii, a integrony,
které sdruzuji geny rezistence na antibiotika (RI). Integrony se od sebe lisi struk-
turou integrazy. Integrony nejsou mobilnimi elementy, ale mohou byt mobilizovany,
obvykle jako soucast transpozont. VSechny RI byly popsany jako souc¢ast mobilnich

elementt, proto byly samy integrony diive povazovany za mobilni elementy.|[13]
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Funkce integronii jako expresnich jednotek je vyznamna v Siteni antibiotické re-
zistence, protoze umoznuje soucasnou expresi vsech integrovanych genovych kazet
najednou. Dusledkem toho je sdruzené selekce rezistence ke vsem antibiotiktim, je-

jichz genové kazety jsou integrovany v integronu.[13]

1.4.4 Plazmidy

Plazmidy jsou molekuly dvouvlaknové kruhové DNA schopné samostatné replikace
v cytoplazmeé bakterii. Obsahuji geny nutné pro zahajeni a kontrolu vlastni replikace
a geny zajistujici trvalou pritomnost plazmida u daného kmene, naptiklad gen, ktery
synchronizuje replikaci plazmidu s bunéénym délenim nebo geny, které umoznuji
konjugaci. Tyto geny nejsou pro bakterie esencialni, proto jsou plazmidy pro zakladni
funkce bakterie postradatelné.[13] Nékteré plazmidy jsou kryptické a nemaji zadné
rozpoznatelné u¢inky na bakteridlni bunky, které je obsahuji.[§]

Proces horizontalniho prenosu plazmidi se nazyva konjugace, aktivni (zavisly
na energii) kontaktni prenos genetické informace. Konjugace plazmidu je nejdu-
takovy plazmid, na kterém je kodovan cely bilkovinny aparat, ktery je pti kon-
jugaci nutny pro prenos z darcovské bunky do recipientni. Plazmidy, které jsou
schopné konjugace pouze za ucasti pomocného konjugativniho plazmidu, se nazy-
vaji mobilizovatelné.[13]

Mnoho plazmidi kontroluje medicinsky dilezité vlastnosti patogennich bakterii,
véetné rezistence na jedno nebo nékolik antibiotik, produkce toxint a syntézy struk-
tur bunééného povrchu potiebnych pro adherenci (interakce mezi strukturami na
povrchu bakterii) nebo kolonizaci. Plazmidy, které urcuji rezistenci na antibiotika,

se ¢asto nazyvaji R-plazmidy (R-faktory).[§]
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2 Rezistence na antibiotika a tézké kovy

Sifeni antimikrobialn{ rezistence prostiednictvim horizontalniho pfenosu genetické
rezistenci na antibiotika u patogentii se onemocnéni zpusobend témito patogeny sta-
vaji vaznou hrozbou, jsou-li zpusobena klony rezistentnimi na antibiotika.[19]
Zatimco antimikrobidlni 1éky jsou nejvice studovanymi a bézné diskutovanymi
antimikrobialnimi slou¢eninami, bakterie mohou také obsahovat geny které koduji
rezistenci na biocidy, které jsou dulezité jako dezinfekéni prostiedky, a na kovy, které

maji antimikrobialni Gc¢inky (napf. méd, zinek).[20]

2.1 Zdroje genii rezistence na antibiotika

Antibiotika jsou kritickou slozkou moderni mediciny, vyvinuta tak, aby vyvolavala
prospésné ucinky na infekce vyvolané patogeny. Antibiotika bézné podléhaji meta-
bolismu nebo biotransformacénim procesim v organizmu, aby byly G¢innéji elimino-
vany. K vylucovani téchto sloucenin a jejich metabolitti dochazi hlavné moci, stolici
nebo kombinaci obojiho.[21]

Primarnimi zdroji kontaminace antibiotiky z lidské perspektivy proto jsou do-
maci, méstské, nemocnicni a priumyslové odpadni vody, akvakultura a intenzivni
chov dobytka. Vzhledem k tomu, Ze stavajici ¢istirny odpadnich vod je nedokazou
uc¢inné odstranovat, mohou se v detekovatelném mnozstvi dostdvat do prirodnich
povrchovych a podzemnich vod. Slabou tc¢innost méstskych c¢istiren odpadnich vod
prokazuje detekce latek vyhradné pro lidské pouziti. Kontaminace podzemnich vod
byla prokazana pritomnosti latek ve studnich. Antibiotika, kromé jinych kontami-
nantt, mohou narusit mikroekosystém rozsirenim rezistence vuci nim.[21]

Antibiotika nejsou striktné selektivni pouze vici patogenium, takze pri kazdém
pouziti antibiotik je ovlivnén a podroben selekci na rezistentni klony nejen cilovy
patogen, ale také komenzalni mikroflora. Jakékoli pouziti antibiotik k potlaceni in-
fekce zpuisobené jednim bakteridlnim patogenem tedy nevyhnutelné vede k selekci
stovek komenzalnich druht, které jsou také vici jejich ptisobeni odolné. Rezistentni
komenzalové mohou pozdéji pusobit jako rezervoary geni antibiotické rezistence.[19]

Strevni mikrobiota predstavuje komplexni ekosystém s ohromnou diverzitou.
Sklada se z vice nez tisice druht bakterii, pocet vsech jejich gent (mikrobiom)
prevysuje vice nez stokratkrat pocet gent v lidském genomu.[22] Jednd se tedy
o velmi rozsahlé rezervoary genii antibiotické rezistence. Testy provedené u kurat
prokazaly, ze mikrofléra kufeciho streva predstavuje dulezity zdroj genu rezistence
na antibiotika[19]
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2.2 Dopady antimikrobialni rezistence

Antimikrobiln{ 14tky umoznily pokrok v mnoha oblastech 1ékaiské praxe. Uspésné
vysledky mnoha chirurgickych zakrokt a imunosupresivni 1é¢by zavisi na antibiotické
profylaxi a schopnosti 1é¢it infek¢éni komplikace. Antimikrobidlni rezistence proto
predstavuje vaznou hrozbu pro velkou ¢ast zdravotnictvi, jak ji zname. Ma vyznamné
dusledky pro zdravi populace i ekonomické dopady.[23]

Pocet pripadt infekei, které jsou zplisobeny bakteriemi zcela nebo témér zcela
rezistentnimi k antibiotiktim, stale stoupa. Vzhledem k rostoucimu podilu populace
ve véku nad 65 let, jejich vyssi mife komorbidity, a rostoucimu pouzivani stale kom-
plikovanéjsich 1ékatrskych postupti s pridruzenymi riziky infekce, miize potieba anti-
mikrobidlnich latek jen nartistat. Méné 1i¢inna antibiotika zptsobi prodlouzeni doby
hospitalizace, negativni dopad na vysledky mnoha chirurgickych zakroki a imu-
nosupresivni 1é¢by a nedostatek peroralnich antibiotik k lécbé infekci v komunité.
Rostouci pocet nelécitelnych infekei a snizena tcéinnost empirickych antibiotickych
reziml povede ke zvysené morbidité a mortalité. Odhaduje se, zZe tisice lidi ro¢né
zemre na infekce ziskané v nemocnici zptisobené rezistentnimi bakteriemi.|[23]

Zatimco se antimikrobidlni rezistence stale zvysuje, zdroje pro vyvoj novych an-
tibiotik dochazeji. Po osmi desetiletich pouzivani antibiotik se bakterialni infekce,
které byly kdysi snadno 1écCitelné, stavaji nelécitelnymi. Antibioticka rezistence ko-
reluje s uzivanim antibiotik, takze lepsi antimikrobialni dohled s lepsi prevenci a di-
agnostikou infekci muze pomoci zachovat v soucasnosti dostupnd antimikrobidlni
¢inidla. Ma-li vyvoj novych antiinfekénich pripravka drzet krok se zvysujici se re-
zistenci, je zapotiebi vyznamnych globalnich akci a investic, z vefejnych i soukro-

mych zdroji.[23]

2.3 Detekce genii rezistence

Antimikrobidlni rezistence (AMR) je hrozbou pro globélni vefejné zdravi a identifi-
kace genetickych determinant antimikrobidlni rezistence je kritickou soucasti epide-
miologickych Setteni.[20]

Kontrola a zkoumani antimikrobialni rezistence je velmi narocnda i proto, ze
mnoho genetickych determinant miuze byt preneseno a rozsifeno mezi rtzné typy
bakterii. Pochopeni, ptipadné predvidani, vzniku a pfenosu antimikrobidlni rezistence
vyzaduje charakterizaci determinant rezistence mezi patogeny a nepatogeny. Cha-
rakterizace celého mikrobiomu je nyni mozné diky sekvenovani nové generace (next-
generation sequencing, high-throughput sequencing), které poskytuje pristup ke ge-
netickym determinantiim pro antimikrobialni rezistenci napti¢ vsemi mikrobidlnimi

genomy ve vzorku (tj. metagenomu). Rychly vyvoj v technologiich sekvenovani nové
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generace zpristupnil tuto technologii vyzkumnikiim a mikrobiologtim v rutinnich la-
boratorich po celém svété.[24] Tento piistup zdiraznil vyznam mikrobialni ekologie
pri vzniku a perzistenci antimikrobidlni rezistence, véetné interakce mezi procesy,

jako je horizontalni pfenos genetické informace a kiizova selekce.[20]

2.3.1 Databaze pro detekci gent rezistence

Existuje fada ruznych databazi geni AMR. Ruzné databéze a jejich rizna reseni
splnuji rizné potieby, proto se do znacné miry spise dopliuji, nez ze si konkuruji.[24]

Detekce a charakterizace genetickych prvku, které zprostiredkovavaji AMR, je
problematickd z mnoha diivodi, z nichz mnohé souvisi s problémy s databazemi
AMR. Jednak miize mit evolu¢ni dynamika AMR za nasledek rychle se hromadici
sekvencni variace, coz znamena, ze databaze AMR musi byt neustale aktualizovany,
aby zahrnovaly nové varianty.

Kromé toho jsou genetické mechanizmy antimikrobidlni rezistence ruzné, coz
znamend, ze identifikace genu AMR v ramci metagenomickych datovych souboru
musi brat v tvahu geny AMR na zéakladé mechanizmu. Napiiklad databdze musi
rozliSovat bodové mutace, které modifikuji cilova mista antibiotik, oproti genovym
sekvencim plné délky, které poskytuji rezistenci, kdyz jsou vyjadreny jako funkéni
proteiny. To musi byt zohlednéno v ramci bioinformatického pristupu k identifikaci
a pocitani determinant rezistence v ramci metagenomickych dat. Databaze by podle
toho méla byt strukturovana.

Dale také existuji geny, které jsou rezistentni na vice sloucenin (véetné biocidu,

kovii a antibiotik), zatimco jiné geny jsou rezistentni pouze na jednu slouc¢eninu.|[20]

CARD

CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database, Komplexni databaze
antibiotické rezistence) (http://arpcard.mcmaster.ca) je bioinformatickd data-
baze genu rezistence, jejich produktt a souvisejicich fenotypti. Obsahuje geny re-
zistence na antibiotika i tézké kovy. Je Siroce vyuzivana ve vyzkumu, diagnostice
a monitorovani rezistence bakterii.

CARD obsahuje néastroje pro analyzu molekularnich sekvenci, véetné BLAST
a softwaru RGI. RGI (Resistance Gene Identifier, Identifikdtor genu rezistence)
(https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi) lze pouzit k predikci rezistomu z pro-
teinovych nebo nukleotidovych dat na zakladé homologie a SNP modelti. Rezistom
je termin, ktery se pouziva pro soubor vSech genti a mechanizmi, které umoznuji mi-
kroorganismtim odolat t¢inkiim antimikrobidlnich latek. Tvori Sirokou skalu gent,
enzymu a transportnich systémi, které jsou kédovany bud na chromozomu mikro-

organismu nebo na mobilnich genetickych elementech.[25]
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ResFinder

ResFinder (https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/) je online sluzba
provozovana na serveru CGE (Center for Genomic Epidemiology, Centrum pro geno-
mickou epidemiologii). Jejim pivodnim cilem bylo umoznit uzivatelim s omezenymi
bioinformatickymi zkusenostmi identifikovat geny antimikrobialni rezistence v da-
tech ziskanych sekvenovanim nové generace.[24]

Byl vyvinut tak, aby poskytoval volné dostupné, snadno pouzitelné online bioin-
formatické nastroje umoznujici nezkusenym vyzkumniktim a mikrobiologim prova-
dét jednoduché bioinformatické analyzy. Software a databaze ResFinder jsou volné
dostupné.[24]

Aktuélni verze ResFinder je postavena na trech Git repozitarich, oddélujicich da-
tabaze ziskanych gent (databéaze ResFinder), bodové mutace (databaze PointFinder)
a aplikaci ResFinder (software ResFinder). To umoznuje uzivatelim s bioinformatic-
kymi zkusenostmi pouzivat ResFinder offline a lokalné na svych pocitacich a také ji
podle potreby zaclenit do svych vlastnich vyzkumi. Pro splnéni ptivodniho cile Re-
sFinder je poskytovan také uzivatelim s omezenymi bioinformatickymi schopnostmi
prostiednictvim jednoho z webovych néastroji CGE.[24]

ResFinder se sklada z rtiznych databazi se znamymi geny, jako zaklad byla pou-
zita databaze CARD. Na zakladé literarnich resersi byla upravena se snahou zahr-
nout pouze geny AMR, které byly ziskany horizontalnim prenosem genii. Neustale se
vyviji a nejnovéjsi funkce zahrnuji predpovédi fenotypti na zakladé identifikovanych
genii AMR. Rovnéz byly implementovany druhové specifické predikce pro vybrané
antimikrobialni latky, aby byly prezentovany pouze klinicky relevantni fenotypy pro
tyto druhy a také aby byly zahrnuty fenotypy zprostiredkované mutacemi. Srovnani,
které bylo provedeno pro ResFinder 4.0, ukazalo shodu mezi genotypoveé predpoveé-

zenymi a fenotypové detekovanymi fenotypy v celkovém praméru nad 95 %.[24]

MobileElementFinder

MobileElementFinder (https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFi
nder/) je nastroj k identifikaci mobilnich genetickych elementt a jejich vztaht ke
gentim antimikrobidlni rezistence a faktortim virulence. Byl vyvinut tak, aby umoz-
nil rychlou detekci MGE a jejich genetického kontextu v zarovnanych sekvencénich
datech.[26]

MobileElementFinder je, stejné jako ResFinder, provozovan jako online sluzba na
serveru CGE. Online verze se lisi od instalovatelné tim, Ze jsou v ni integrované Res-
Finder, VirulenceFinder nebo PlasmidFinder, které se pouzivaji k anotaci gent anti-
mikrobialni rezistence, genti virulence a plazmidii. Databaze obsazena v MobileEle-

mentFinder byla vytvorena z nukleotidovych sekvenci shromézdénych z dat v NCBI
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(National Center for Biotechnology Information, Narodni centrum pro biotechnolo-
gické informace) RefSeq a GenBank s vyjimkou syntetickych a ¢astecné mobilnich
prvku. Anotace a metadata byly shroméazdény z databazi The Transposon Registry
(https://transposon.lstmed.ac.uk), [Sfinder (https://isfinder.biotoul.fr)
a ICEberg (http://db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg/). MGE jsou detekoviny na

zékladé sekvencéni podobnosti s databézi 4452 znamych elementi.[26]

MEGARes

MEGARes (https://megares.meglab.org) je komplexni databaze gent antimikro-
bidlni rezistence. Zahrnuje sekvence rezistence pro antimikrobidlni 1é¢iva a sekvence
pro determinanty rezistence na kovy a biocidy.[20]

Dulezitym aspektem databaze MEGARes je specifickda anotace genii, které vy-
zaduji pritomnost jednonukleotidovych polymorfismu (SNP, single nucleotide poly-
morphisms) ve specifickych lokusech ke vzniku rezistence. SNP je variace v jediném
nukleotidu, ktera je v populaci ptitomna v jisté patrné mite. Informace o SNP lze po-
uzit k integraci RGI (resistance gene identifier, identifikator genu rezistence) pro po-
tvrzeni pritomnosti aminokyselinovych zbytki potfebnych k udéleni rezistence.[20]
RGI 1ze pouzit k predikci rezistomt z proteinovych nebo nukleotidovych dat na
zédkladé homologie a SNP modeli[27]. To usnadiiuje analyzu SNP pro tyto geny
a zaroven zlepsuje presnost identifikace genu AMR z metagenomickych dat[20].

MEGARes je strukturovan jako relacni databaze. Obsahuje sekvence antimik-
robialni rezistence ziskané stazenim a zaclenénim novych sekvenci z nejnovéjsich
dostupnych verzi CARD, Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Data-
base (Databaze referencnich gent bakterialni antimikrobidlni rezistence) a ResFin-
der. Vysledna databaze MEGARes 2.0 obsahuje 7 868 unikatnich sekvenci antimik-
robialni rezistence. Uzly hierarchické ontologie zahrnuji ¢tyti typy antimikrobialnich
sloucenin, 57 t¥id, 220 mechanizmt rezistence a 1 345 skupin genti, které klasifikuji
7 868 pristupt.[20]

ISEScan

[SEScan (https://github.com/xiezhq/ISEScan) je software k identifikaci inzeré-
nich sekvenci v genomu. Standardné hlasi tplné i ¢astecné IS elementy. Lze pouzit
k identifikaci/anotaci IS elementt v jakékoli sekvenci DNA, ale byl testovan pouze na
prokarytoickém genomu vcéetné daft genomu a metagenomu. ISEScan pri spusténi
nejprve naskenuje sekvence ve FASTA souboru jednu po druhé, poté identifikuje
IS elementy v kazdé sekvenci, nakonec vypise vSechny identifikované IS elementy
pro kazdou sekvenci a statistiku identifikovanych IS elementt ze vsech sekvenci ve

vstupnim souboru.[28§]
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ISfinder

[Sfinder (https://isfinder.biotoul.fr) je databéze, kterd poskytuje seznam
inzercnich sekvenci izolovanych z bakterii a archea. Obsahuje jejich obecné vlast-
nosti (jméno, velikost, ptivod nebo rodina), jejich DNA a potencialni proteinové
sekvence. Zahrnuje také urcité transpozony. Vyhledava¢ umoznuje vyhledani a zob-
razeni jednotlivych IS nebo skupin IS na zakladé kombinace jejich obecnych vlast-
nosti. ISfinder také zahrnuje prohlize¢ genomt ISbrowser, ktery umoznuje vizualizaci

IS v urc¢itych genomech, a [Ssaga navrzeny tak, aby poméahal pii anotaci genomu IS.

ICEberg

ICEberg (http://db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg/) je databdze, kterd posky-
tuje komplexni informace o bakterialnich integrativnich a konjugativnich elementech
(ICE). Mnoho ICE nese pravdépodobné determinanty virulence, geny antibiotické
rezistence a geny kédujici dalsi vlastnosti prospésné pro bakterie. ICEberg nabizi
organizovany, snadno prozkoumatelny archiv jak predpoklddanych, tak experimen-
talné podporovanych ICE dat. Soucasné obsahuje podrobnosti o 1032 ICE. ICE
¢asto mobilizuji integrativni a mobilizovatelné elementy (IME) a cis-mobilizovatelné
elementy (CIME), které jsou v databazi také zahrnuty.[29]

ICEberg také poskytuje online nastroj ICEfinder pro predikci ICE nebo IME
v sekvencich bakteridlniho genomu. ICEfinder byl navrzen tak, aby usnadnil rych-
lou detekci ICE a IME typu T4SS v sekvencich bakterialntho genomu. ICEfinder
nejprve detekuje sekvence rekombina¢nich a konjugac¢nich moduli. Hleda také ob-
last oriT. Poté lokalizuje, filtruje a seskupuje odpovidajici gen. Prvky nesouci gen
integrazy, gen relaxdzy a genové klastry T4SS jsou povazovany za ICE, zatimco
prvky bez T4SS, ale s integrazou a relaxazou, jsou oznaceny jako domnélé IME.
ICEfinder se také pokousi detekovat nékteré konkrétni IME s integrazou a oriT) ale
bez relaxazy.[29]

ICEberg poskytuje dobrou moznost pro pochopeni biologickych vlastnosti ICE,
zejména proto, ze jejich interakce s mobilizovatelnymi elementy miize dale podpo-

rovat horizontalni pfenos gent.[29]

INTEGRALL

INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt) je volné dostupny textovy vyhleda-
vaci systém vyvinuty s cilem shromazdovat a organizovat informace o integronech
v jediné databazi. Aktualni verze obsahuje pres 4800 integronovych sekvenci a posky-
tuje verejné genetické repozitare pro sekvenéni data a nomenklaturu, které védctim
nabizi snadny a interaktivni pristup k sekvencim DNA integronu, jejich molekular-

nimu uspofadani a jejich genetickym souvislostem.[30]
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3 Analyza geni rezistence

3.1 Metody

3.1.1 Bakterialni izolaty

Do analyzy bylo zahrnuto celkem 452 izolatti bakteridlnich anaerobii ziskanych ze
zemédélskych zvitat. Jednd se o komenzalni bakterie, které nejsou cilem pti uzivani
antibiotik. Slouzi ale jako rozsahle rezervoary gent rezistence na antibiotika a tézké

kovy. Tyto genomové sekvence jsou ulozeny v NCBI.

3.1.2 Pouzité databaze

Pro detekci genu rezistence na antibiotika a tézké kovy u zastupci bakterialnich
anaerobti byly na nékolika vybranych izolatech vyzkousSeny rtzné databaze, jako
CARD, ResFinder, MobileElementFinder, MEGARes, ISfinder nebo ICEberg. Kazda
databaze je koncipovana jinak, proto také kazda databaze poskytuje trochu jiné vy-
sledky, které se viceméné doplnuji.

Pro analyzu vsSech 452 izolatu byla z vyzkousenych databéazi vybrana databaze
CARD. Je velmi rozsahla a poskytuje komplexni informace o genovych determinan-
tech rezistence na antibiotika i tézké kovy, mnoho dalsich databézi ji uvadi jako
zdroj informaci, nebo jako svij zaklad. Je povazovana za jednu z nejkomplexnéjsich
a nejaktualnéjsich databazi v oblasti genii rezistence. Jeji pouziti je snadné a rychlé,
vyhodou je také moznost provadét detekci genti na vice genomovych sekvencich
najednou. Poté byla pouzita databaze MobileElementFinder ke zjisténi, zda jsou
detekované geny rezistence soucasti znamych MGE a prenasi se spolecné s nimi dél

mezi ruzné bakterie.

3.2 Vysledky

Celkem 452 bakteridlnich izolati bylo klasifikovano do 9 kmenu: Bacillota (247 izo-
latt, z toho 52 % obsahovalo geny rezistence), Bacteroidota (113 izolatu, z toho
58 % obsahovalo geny rezistence), Actinomycetota (63 izolata, z toho 21 % ob-
sahovalo geny rezistence), Pseudomonadota (14 izolatu, z toho 21 % obsahovalo
geny rezistence), Fusobacteriota (7 izolatu, z toho 57 % obsahovalo geny rezistence),
Thermodesulfobacteriota (5 izolatu, z toho 20 % obsahovalo geny rezistence), Elusi-
microbiota (1 izolat, neobsahoval zadné geny rezistence), Synergistota (1 izolat, ne-
obsahoval zadné geny rezistence) a Verrucomicrobiota (1 izolat, neobsahoval zadné

geny rezistence).
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Klasifikace bakterii je detailnéji popsana v tabulce 3.1, kde jsou uvedeny kmeny,
tiidy a rady bakterialnich izolatt zastoupenych v analyze, pocet bakteridlnich izo-
latt v jednotlivych taxonomickych kategoriich a poté pocet bakteridlnich izolati, ve

kterych byly detekovany néjaké geny rezistence.

Tab. 3.1: Klasifikace bakterii zastoupenych v analyze.

o Pocet re-
. ., Pocet
Kmen Trida Rad zistentnich
bakterif bakterii
Acidaminococcales 7 1
Actinomycetales 3 2
Actinomycetes Bifidobacteriales 8 8
Actinomycetota Micrococcales 1 0
Propionibacteriales | 1 0
Coriobacteriales 48 2
Coriobacteriia
Eggerthellales 2 1
Bagcillales 5 2
Bacilli
Lactobacillales 59 18
Clostridia FEubacteriales 140 99
Bacillota
Erysipelotrichia Erysipelotrichales 21 5
Selenomonadales 9 3
Negativicutes
Veillonellales 6 0
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales 113 65
FElusimicrobiota FElusimicrobia FElusimicrobiales 1 0
Fusobacteriota Fusobacteriia Fusobacteriales 7 4
Betaproteobacteria Burkholderiales 9 0
Pseudomonadota Aeromonadales 2 0
Gammaproteobacteria
FEnterobacterales 3 3
Synergistota Synergistia Synergistales 1 0
Thermodesulfobacteriota | Desulfovibrionia Desulfovibrionales 5 1
Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | 1 0
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3.2.1 Geny rezistence

Porovnéani s databazi CARD ukézalo, Ze témér polovina (214 izolatu, 47,3 % z cel-
kovych 452 izolati) bakteridlnich izolatt obsahovala alespon 1 gen rezistence na
antibiotika nebo tézké kovy. Seznam vsSech bakterialnich izolati vcéetné jejich kla-
sifikace a poc¢tu detekovanych genii je uveden v tabulce v priloze 1. V priloze 2 je
tabulka se vsemi detekovanymi geny pomoci databaze CARD, jsou zde uvedeny izo-
laty, ve kterych byly detekovany geny rezistence, scaffold, na kterém se dany gen
nachdzi a ¢islo genu, pozice (start a stop), na které se v daném scaffoldu nachazi
detekovany gen, nazev genu, procentualni shoda genu a sekvence, skupina antibiotik,
na kterou poskytuje gen rezistenci, a mechanizmus rezistence.

V 214 bakterialnich izolatech bylo celkové detekovano 446 genti rezistence na
antibiotika a tézké kovy. Jednalo se o 112 riznych genti. Z toho 72 geni poskytuje
rezistenci na 1 skupinu antibiotik, 12 genti poskytuje rezistenci na 2 skupiny antibi-
otik, 9 gent poskytuje rezistenci na 3 skupiny antibiotik, 5 gent poskytuje rezistenci
na 4 skupiny antibiotik, 4 geny poskytuji rezistenci na 5 skupin antibiotik, 1 gen
poskytuje rezistenci na 6 skupin antibiotik, 5 gent poskytuje rezistenci na 8 sku-
pin antibiotik, 1 gen poskytuje rezistenci na 9 skupin antibiotik, 2 geny poskytuji
rezistenci na 12 skupin antibiotik a 1 gen (70lC') poskytuje rezistenci na 15 skupin
antibiotik. Z toho 105 genu poskytuje 1 mechanizmus rezistence, 6 genti poskytuje
2 rizné mechanizmy rezistence a 1 gen (Escherichia coli soxS s mutaci udélujici
antibiotickou rezistenci) poskytuje 3 rizné mechanizmy rezistence. Seznam jednotli-
vych genii s poctem izolati, ve kterych byly detekovany, s poc¢tem a vypisem skupin
antibiotik, na které poskytuji rezistenci, a s poctem a vypisem jejich mechanizmi
rezistence jsou uvedeny v tabulce v priloze 3.

Gen tet(W) byl nejcastéji detekovany gen. Byl detekovan v 75 izolatech. Posky-
tuje rezistenci na tetracykliny. Mechanizmus rezistence je ochrana cilové struktury
antibiotika. Dalsi hojné detekované geny byly tet(Q) (ve 40 izolatech), Mef(En2)
(ve 26 izolatech), tet(O) (ve 26 izolatech) a InuC' (ve 22 izolatech). Ostatni geny se
vyskytovaly v méné nez 10 izolatech.

Nejvice genii rezistence bylo detekovano v bakteridlnich izolatech Escherichia,
které patii do kmene Pseudomonadota, t¥idy Gammaproteobacteria a tadu Ente-
robacterales. 1zolat Escherichia coli An190 obsahoval 53 ruznych genu rezistence,
izolat Escherichia coli An786 obsahoval 48 ruznych gent rezistence a izolat Esche-
richia ferqusonii ET78 také obsahoval 48 riznych gent rezistence na rtzné skupiny
antibiotik, dezinfekéni prostiedky a antiseptika. Ostatni izolaty obsahovaly méné

nez 7 ruznych gent rezistence.
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Antimikrobialni latky

V bakterialnich izolatech byly detekovany geny, které poskytovaly rezistenci na 27
ruznych skupin antibiotik, dezinfekénich prostredki a antiseptik. Jejich zastoupenti je
zobrazeno v grafu na obrazku 3.1, v grafu je také zobrazeno procentualni zastoupeni

gent (z celkovych 112), které poskytuji rezistenci na dané latky.

Skupiny anibiotik, dezinfekéni prostfedky a antiseptika
Teetracy ki iy 1 25,9 %
Fluorochinolony I 24,1 %
Penamy 21,4%
Cefal iny 18,8%
Dezinfekéni prostfedky a antiseptika GGG 14,3 %
Makrolidy I 13,4 %
Aminoglykosidy I 13,4 %
Fenikoly 10,7 %
Rifamyciny IS 8,9 %
Peptidy I 8,9 %
Glycylcykliny I 2,0 %
Penemy I 2,0 %

Link y
Cephamyciny GGG 7,1 %
Aminocoumariny IEEEEEEEEEEGGG—G—G— 2 %
Karbapenemy I 6,2 %
Nukleosidy I 5,4 %
Nitroimidazoly I 4,5 %
Streptograminy I 4,5 %
Fosfonity I 36 %
Glykopeptidy I 3,6 %
Monobaktamy I 2,7 %
Streptograminy A I 2,7 %
Streptograminy B I 2,7 %
Sulfonamidy N 1,8 %
Diaminopyrimidiny M 1,8 %
Pleuromutiliny = 0,9%

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Potet genti rezistence

Obr. 3.1: Skupiny antibiotik, definfekéni prostredky a antiseptika

V grafu jsou zobrazeny jednotlivé skupiny antibiotik, dezinfek¢ni prostredky a antiseptika, které
byly detekovany v bakteridlnich izoldtech, v zavislosti na poctu genti, které poskytovaly rezistenci
na dané latky. Procenta vyjadiuji zastoupeni gent (z celkovych 112), které poskytovaly rezistenci

na danou latku, 1 gen mohl poskytovat rezistenci na vice rtiznych skupin antibiotik.

Nejvice detekovanych gent poskytovalo rezistenci na tetracykliny (29 z celkovych
112). Tetracykliny jsou skupinou Sirokospektralnich antibiotik, kterd se pouzivaji
k 1é¢bé infekei zptisobenych riznymi bakteriemi. Patii mezi semisyntetickd antibio-
tika odvozena z prirodniho zdroje. Inhibuji bakteridlni riist tim, Ze se vazou na ribo-
zomy. Interferuji tak s procesem syntézy proteinti. Blokovanim ribozomalni funkce
zabranuji bakteriim v tvorbé novych proteint a tim brani jejich ristu a mnozeni.[31]

Celkem 162 bakteridlnich izolati (35,8 % z celkovych 452) obsahovalo alespon
1 gen rezistence na tetracykliny. Rezistenci na tetracykliny poskytovalo 27 riznych
gent. Gen tet(W) byl detekovan v 75 izolatech, tet(Q) byl detekovan ve 40 izolatech,
tet(O) byl detekovan ve 26 izolatech, tet(40), tet(O/W) a tetB(P) byly detekovany v 6
izolatech a tet(M) byl detekovan v 5 izolatech, zbytek genti rezistence na tetracykliny
byl detekovan v méné nez 4 izolatech. Mezi mechanizmy rezistence téchto genti patii

ochrana cilové struktury antibiotika a eflux antibiotika.
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Mechanizmy rezistence

V bakterialnich izolatech byly detekovany geny, které poskytovaly 6 riznych me-
chanizmi rezistence. Jejich zastoupeni je zobrazeno v grafu na obrazku 3.2, v grafu
je také zobrazeno procentudlni zastoupeni gent (z celkovych 112), které poskytuji

dany mechanizmus rezistence.

Mechanizmy rezistence

Eflux antibiotika

43,8%

Inaktivace antibiotika 27,7%

Modifikace cilové struktury

antibiotika 18,8%

Ochrana cilové struktury

antibiotika 10,7 %

Nahrazeni cilové struktury
antibiotika

45%

SniZena propustnost pro
antibiotikum

18%

o
wn

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Pocet genu rezistence

Obr. 3.2: Mechanizmy rezistence

V grafu jsou zobrazeny jednotlivé mechanizmy rezistence v zavislosti na poctu gent, které
poskytuji dany mechanizmus rezistence. Procenta vyjadruji zastoupeni detekovanych gent
(z celkovych 112), které poskytovaly dany mechanizmus rezistence, 1 gen mohl poskytovat vice

riznych mechanizmi.

Nejvice geni, 43,8 % (49 z celkovych 112), poskytovalo mechanizmus rezistence
eflux antibiotik. V bakteridlnich izolatech byl detekovan celkové 160krat. Tento me-
chanizmus spoc¢iva v aktivnim vylucovani antibiotika z bakterialni bunky pomoci
specidlnich transportnich proteint, které puisobi jako pumpy (efluxni pumpy). Tyto
proteiny odcéerpavaji antibiotikum z bunééného prostoru do vnéjsiho prostredi a za-
branuji tim jeho vazbé a koncentraci na cilovych strukturach, kde by mohlo vyvinout
svlj tcinek.[32]

Inaktivaci antibiotika poskytovalo 27,7 % geni (31 z celkovych 112). V bakterial-
nich izolatech byl detekovan celkové 74krat. Tento mechanizmus spociva v enzyma-
tické inaktivaci antibiotik v bakterialni bunce. Bakterie mohou produkovat enzymy;,
které umozni rozklad antibiotika na neaktivni metabolity. Antibiotikum poté ne-
dokaze interagovat s cilovou strukturou nebo vykazovat své baktericidni (zabijeni

bakterii) nebo bakteriostatické (inhibice rtustu a reprodukce bakterii) tcinky.[33]



Modifikaci cilové struktury antibiotika poskytovalo 18,8 % genu (21 z celkovych
112). V bakteridlnich izolatech byl detekovan celkové 51krat. Tento mechanizmus
spoc¢iva v modifikaci cilovych struktur antibiotik. Dochazi k mutaci nebo zméné
cilové struktury. Antibiotika Casto pusobi na specifické molekularni cile v burce,
jako jsou enzymy, bilkoviny nebo ribozomy, které jsou nezbytné pro zivot a funkci
bakterii. Bakterie méni strukturu nebo vlastnosti cilové struktury tak, aby se na
ni antibiotikum jiz nedokazalo vazat nebo ptisobit. To zabranuje antibiotiku v jeho
ucinném pusobeni.[34]

Ochranu cilové struktury antibiotika poskytovalo 10,7 % gentu (12 z celkovych
112). V bakteridlnich izolatech byl detekovan nejvicekrat, celkové 167krat, hlavné
proto, ze ho poskytovaly dva nejcastéji detekované geny tet(W), tet(Q) a jiné casto
detekované geny rezistence na tetracykliny. Tento mechanizmus spoc¢iva v ochrané
cilovych struktur antibiotik, které jsou v bakterialni buiice zodpovédné za bunécné
procesy a preziti. Bakterie vyvinou ochranny mechanizmus, ktery zabranuje antibio-
tiku v navazani nebo tuc¢inku na cilovou strukturu. Ochranny mechanizmus muze byt
zména vazebnych vlastnosti cilové struktury nebo tvorba ochrannych proteint, které
brani pusobeni antibiotika. Antibiotikum poté neni schopno se na cilovou strukturu
vazat nebo inhibovat jeji aktivitu.[33]

Nahrazeni cilové struktury antibiotika poskytovalo 4,5 % genu (5 z celkovych
112). V bakteridlnich izolatech byl detekovan celkové 15krat. Tento mechanizmus
spociva v nahrazeni cilovych struktur antibiotik v bakterialni buiice novymi, odlis-
nymi proteiny, které se nemohou vazat na antibiotikum. Tim se antibiotikum stava
neucinné, protoze neni schopné se vazat na novou cilovou strukturu nebo na ni
pusobit.[33]

Nejméné zastoupenym mechanizmem mezi detekovanymi geny byla snizena pro-
pustnost pro antibiotikum, poskytovalo ji 1,8 % genu (2 z celkovych 112). V bakteri-
alnich izolatech byl detekovan celkové 6krat. Tento mechanizmus spociva v redukci
propustnosti membrany bakterie pro antibiotika, coz zabramnuje jejich vstupu do
bunécéného prostoru a tim i jejich uc¢inku na cilové struktury. Zména propustnosti
membrany miize byt zptisobena snizenim poctu nebo zménou struktury porint, coz
jsou bunécéné proteiny umoznujici prichod latek pfes membranu, nebo zvysenim
vyvoje vnéjsi membrany s nizsi propustnosti. Diky témto zménam se bakterie sta-
vaji méné citlivé na antibiotika, protoze je méné pravdépodobné, Ze se antibiotika

dostanou dovniti buiiky a budou ptuisobit na cilové struktury.[33]
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3.2.2 Mobilni genetické elementy

Pomoci néstroje a databaze MobileElementFinder bylo v bakteridlnich izolatech
identifikovano celkové 159 MGE. V priloze 4 je tabulka se vSemi detekovanymi MGE
pomoci MobileElementFinder, jsou zde uvedeny izolaty, ve kterych byly detekovany
MGE, nazev a typ MGE, scaffold, na kterém se dany MGE nachézi, pozice (start
a stop), na které se v daném scaffoldu nachazi detekovany MGE, a délka MGE. Poté
jsou v tabulce uvedeny geny rezistence, které se na daném MGE nachazi, véetné
scaffoldu, pozice (start a stop) a délky genu. Jednalo se o 66 riznych MGE. Jejich
seznam je uvedeny v tabulce v priloze 5, ve které je nazev a typ MGE, pocet izolat1,
ve kterych byl MGE detekovany, a gen rezistence, ktery se na MGE nachazi.

V bakteridlnich izolatech bylo detekovano 6 typti MGE. Jejich zastoupeni je
zobrazeno v grafu na obrazku 3.3, v grafu je také zobrazeno procentualni zastoupeni
typt MGE (z celkovych 66).

Typy mobilnich genetickych elementi

Kompozitni transpozon 13,6%

Transpozon . 4,5%

Integrativni konjugativni

1,5%
elemen

element 15%

Miniaturni invertovana

repetice

Integrativni mobilizovatelny I
I 1,5%

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Pocet mobilnich genetickych elementd

Obr. 3.3: Typy mobilnich genetickych elementti

V grafu jsou zobrazeny jednotlivé typy mobilnich genetickych elementt v zavislosti na poc¢tu
jednotlivych mobilnich genetickych elementt detekovanych v bakteridlnich izolatech. Procenta

vyjadiuji zastoupeni jednotlivych typu (z celkovych 66).

Nejcastéji detekovanym typem MGE, 77,3 % (51 z celkovych 66), byly inzerc¢ni
sekvence. V bakteridlnich izolatech byly detekovany celkové 106krat. Nejcastéji se
vyskytujici inzeréni sekvence byla ISEnfal10, kterd byla detekovana ve 24 izolatech.
Inzercni sekvence 15612 byla detekovana v 8 izolatech, ISLjo1 byla detekovana v 6
izolatech a 1561/, ISBf3, ISBf6 a ISLhej byly detekovany ve 3 riznych izolatech.

Ostatni inzercéni sekvence se vyskytovaly v méné néz 3 izolatech.
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Mezi detekovanymi MGE se vyskytovalo 13,6 % (9 z celkovych 66) kompozitnich
transpozont. Kompozitni transpozony cn_ 1731 ISLhe30 a cn_ 3635 ISS1W se
vyskytovaly ve 2 riiznych izolatech. Na posledni pozici v nazvu kompozitniho trans-
pozonu je vzdy uvedena obsazend inzercéni sekvence (ISLhe30 a ISS1W). Ostatni
kompozitni transpozony se vyskytovaly v 1 izolatu.

Mezi detekovanymi MGE se vyskytovalo 4,5 % (3 z celkovych 66) transpozonu.
Transpozony Th2, Thn917 a Th6082 se vyskytovaly kazdy v 1 izolatu.

Mezi detekovanymi MGE byl 1 integrativni mobilizovatelny element MTnhSagl
(téz tISSag10), ktery se vyskytoval ve 21 izolatech, 1 miniaturni invertovana repetice
MITEFEc1, ktera se vyskytovala v 11 izolatech, a 1 integrativni konjugativni element
Tn6009, ktery se vyskytoval ve 3 izolatech.

Jen 4 MGE z celkovych 66 obsahovaly ve své strukture detekované geny re-
zistence (tabulka 3.2). Ostatni MGE se nachazely bud na scaffoldu tésné pred nebo

za detekovanym genem rezistence, nebo na jiném scaffoldu, nez detekované geny

rezistence.
Tab. 3.2: Mobilni genetické elemnety s geny rezistence.

Nazev MGE Typ MGE Pocet izolatti | Gen rezistence

MTnSag1; (tISSag10) | Integrativni mobilizovatelny element | 21 InuC
sul2

cn_ 4228 ISBbil Kompozitni transpozon 1 APH(3”)-1b
APH(6)-Id

Tn2 Transpozon 1 TEM-1

Tn917 Transpozon 1 ErmB

Integrativni mobilizovatelny element MTnSag! (nebo t1SSag10) byl detekovan
ve 21 izolatech a obsahoval ve své strukture gen InuC, ktery poskytuje rezistenci na
linkosamidy. Kompozitni transpozon cn_ 4228 [SBbil byl detekovan v izolatu Bac-
teroides wylanisolvens An931 a obsahoval ve své struktufe 3 geny rezistence, sul2,
ktery poskytuje rezistenci na sulfonamidy, APH(3”)-1b, ktery poskytuje rezistenci
na aminoglykosidy, a APH(6)-1d, ktery také poskytuje rezistenci na aminoglykosidy.
Transpozon Th2 byl detekovan v izolatu Escherichia coli An190 a obsahoval ve své
strukture gen TFEM-1, ktery poskytuje rezistenci na monobaktamy, cefalosporiny,
penamy a penemy. Transpozon Th917 byl detekovan v izolatu Enterococcus ceco-
rum Anlj4 a obsahoval ve své struktufe gen ErmB, ktery poskytuje rezistenci na

makrolidy, linkosamidy, streptograminy, streptograminy A a streptograminy B.
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4 Diskuze

Sifeni antimikrobidlni rezistence horizontalnim pfenosem genetické informace je jed-
antimikrobialni rezistence mezi komenzalnimi bakteriemi izolovanymi ze zemédél-
skych zvitat. Jedna se tedy o bakterie, které nikdy nebyly cilem antimikrobialni
terapie. I pres to vysledky ukazuji, ze témér polovina izolatu (214 izolatu, 47,3 %
z celkovych 452 izolati) obsahovala alespon 1 gen rezistence na antibiotika nebo
tézké kovy. Celkové bylo v bakterialnich izolatech detekovano 446 gent rezistence
na antibiotika a tézké, jednalo se o 112 rtznych genii.

Toto cislo muze byt ve skutecnosti mnohonasobné vyssi, protoze byly deteko-
vany pouze geny, které jsou obsazeny v databazich CARD a MobileElementFinder.
Evolu¢ni dynamika gent antimikrobiadlni rezistence ma za nasledek hromadéni sek-
venc¢nich variaci, které muizou byt dost odlisné od variant zaznamenanych v databazi.
Navic se jedna o draft genomy, genom organizmu je tedy sestaven ze scaffoldu, jejichz
presnou polohu v genomu nezname. To znamend, ze tam nékteré segmenty chybi,
nebo tam jsou naopak vicekrat, ze jsou ve Spatném poradi, nebo v opacné orientaci.
Pri detekci se tedy gen nemusi ukazat, i pres to, ze je tam skutecné pritomny.

I s timto omezenim byly detekovany geny rezistence na 27 riznych skupin an-
tibiotik a na tézké kovy, které se mtizou pouzivat jako dezinfekéni prostiedky nebo
antiseptika. Nejvice genu (25,9 %) kédovalo rezistenci na tetracykliny, a to prav-
dépodobné kvili sirokému pouziti tetracyklini jako prisad do krmiv a stimulatora
rustu[19]. Bylo detekovdno 6 rtznych mechanizmu rezistence, z nichz nejcetnéjs
(43,8 %) byl podle ocekavani eflux antibiotika.

Nejcastéji detekovanym genem rezistence byl gen tet(W), ktery byl detekovan
v 16,6 % (75 z celkovych 452) bakteridlnich izolatd, ve 2 ruznych kmenech a 7
riznych fadech, v kmenu Bacillota a tadech Fubacteriales, Lactobacillales a Seleno-
monadales, a v kmenu Actinomycetota a fadech Actinomycetales, Bifidobacteriales,
Coriobacteriales a Eggerthellales. Gen tet(W) se uvadi jako jeden z nejrozsifenéjsich
gent rezistence na tetracykliny, pritomny v anaerobnich bakteriich. Vétsina ziska-
nych tet geni se pfesouva mezi nepiibuznymi druhy konjugaci.[35]

Vysledky dale ukazuji, ze v bakterialnich izolatech obsahujicich geny rezistence
se nachazelo 159 mobilnich genetickych elementi, jednalo se o 66 riznych MGE.
Z toho jen 4 MGE ve své struktufte prokazatelné obsahovaly geny rezistence, které se
prostrednictvim téchto MGE mohou sitit mezi bakteriemi. Podle toho bychom mohli
predpokladat, Ze geny rezistence na téchto mobilnich elementech jsou prenositelné,
a ostatni geny rezistence jsou zakotveny v chromozomu.

MGE jsou tseky DNA definované jejich schopnosti pohybovat se uvnitt a/nebo

mezi bakteridlnimi bunkami. Jsou razeny do typt na zakladé jejich vlastnosti a ge-
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netického usporadéani. Detekovano bylo 6 typi.

Nejcastéji detekovanym typem MGE byly inzercni sekvence. Inzercni sekvence
neobsahuji geny rezistence. Casto se ale nachézely t&né pred nebo za detekovanym
genem rezistence. Jejich invertované repetice slouzi jako silné promotory. Zvysuji
tak expresi genti nachazejicich se za inzercnimi sekvencemi. Tim hraji vyznamnou
roli v §ifeni antimikrobidlni rezistence. Mohou také podporovat mobilitu vytvarenim
kompozitnich transpozoni.|26]

Komporzitni transpozony byly dalsim casto detekovanym typem MGE. Ve své
strukture mohou obsahovat geny rezistence a na krajich jsou ohranicené dvéma
inzerénimi sekvencemi v opacné orientaci. Opét tak mohou zvysovat expresi gent.
Kompozitni transpozon cn_ 4228 [SBbil obsahoval 3 geny rezistence, sul2, APH(3”)-
Ib a APH(6)-1d, a inzer¢ni sekvenci ISBbil.

Integrativni mobilizovatelné elementy a integrativni konjugativni elementy jsou
vétsi MGE schopné konjugace. Mohou se bud konjugovat nezavisle, nebo byt komo-
bilizovany konjugaci jingch prvku.[26] Mohou nést mnoho pridatnych gent a dalsich
MGE. Integrativni mobilizovatelny element M7TnSagl (téz t1SSag10) obsahoval ve
své strukture gen rezistence InuC. Byl detekovan ve 21 izolatech ze dvou kmenu
a 7 tadu, v kmenu Bacillota a fadech Acidaminococcales, Eubacteriales, Erysipe-
lotrichales, Lactobacillales a Selenomonadales, a v kmenu Fusobacteriota a tadu
Fusobacteriales.

Transpozony mohou nést pridatné geny a dalsi MGE. Transpozon Th2 obsahoval
ve své strukture gen rezistence TEM-1 a transpozon Th917 obsahoval ve své struk-
ture gen rezistence £rmB. Miniaturni invertované repetice jsou neautonomni inzercéni
sekvence nebo transpozony, které prosly delecemi ve svych zdkladnich genech, ale
zachovaly si invertované repetice a mohou vytvaret struktury podobné kompozitnim
transpozonim.|[26] V 11 izolatech byla detekovana miniaturni invertovand repetice
Tn6009, ktera se sklada z konjugativniho transpozonu Th916 spojeného s Staphylo-
coccus aureus mer operonem.

MGE vzajemné interaguji a vytvareji komplexni sit s potencidlem ziskavat a sitit
geny v celé bakterialni populaci. Tim hraji klicovou roli v AMR. Schopnost identi-
fikovat a charakterizovat MGE je zdsadni pro objasnéni epidemiologie AMR.[26]

Je nutné podotknout, ze to, zZe je v genomu bakterie detekovany gen rezistence,
nemusi znamenat, ze je gen funkcni. Aby byl gen aktivni, musi byt exprimovany.
Exprese genu by se méla experimentalné ovérit. To se ale ve vétsiné genomickych
studiich nedéld, in silico analyzy to pouze néjakym zptusobem predikuji. Naopak to,
ze v genomu bakterie nebyl detekovany zadny gen rezistence, nemusi znamenat, ze
bakterie neméa zadny takovy gen. Znamena to jen, ze nic v pouzité databazi geni

rezistence rezistenci nenaznacuje, a ze gen neni soucasti databaze.
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Zavér
Cilem bakalarské prace bylo vypracovat literarni resersi zabyvajici se detekci gent
rezistence na antibiotika a tézké kovy u bakterii, seznamit se s verejnymi databazemi
pro detekci genii rezistence a horizontalniho prenosu a navrhnout metodu pro detekci
a detailni charakterizaci téchto genti z genomickych dat bakterialnich anaerobii.

Nejprve byl popsan horizontalni prenos genetické informace, jeho nejvice znamé
mechanizmy konjugace, transformace a transdukce, a mobilni genetické elementy.
Poté byla popsana problematika rezistence na antibiotika a tézké kovy a byly uve-
deny ruzné priklady databazi pro detekci genti zprostiedkovavajicich rezistenci a mo-
bilnich genetickych elementti. Nasledné byla provedena detekce a analyza gentu re-
zistence a mobilnich genetickych elementti z genomickych dat bakteridlnich izolatt.

Pro detekci gent rezistence a mobilnich genetickych elementi byly pouzity da-
tabaze CARD a MobileElementFinder. V bakteridlnich izolatech bylo detekovano
446 genu rezistence na antibiotika a tézké, jednalo se o 112 rtznych gent. Nejvice
genil rezistence poskytovalo podle ocekavani rezistenci na tetracykliny, nejc¢etnéji
detekovany gen byl tet(W).

Poté bylo v bakteridlnich izoldtech detekovdno 159 mobilnich genetickych ele-
mentt, jednalo se o 66 ruznych MGE, které se délily na 6 typt. Jen 4 MGE obsa-
hovaly ve své struktufe detekované geny rezistence, které se prostiednictvim téchto

MGE mohou sifit bakteriemi.
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