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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva detailni analyzou gend rezistence na antibiotika a tézké kovy a znaki
horizontalniho presosu genli u zastupcli anaerobnich bakterii. Antimikrobialni rezistence
(AMR) u bakterii je celosvétové rostouci hrozbou pro vefejné zdravi. U téchto bakterii
jsou geny AMR casto spojeny s mobilnimi genetickymi elementy (MGE), které podporuji
jejich mobilitu a umoznuji jim rychlé Siteni mezi rlznymi bakteriemi. V praci je popsan
horizontalni prenos genetické informace a problematika antimikrobialni rezistence. Bylo
otestovano 20 rliznych databazi pro detekci gend AMR a MGE, databaze byly popsany a
zhodnoceny. Poté bylo 6 z téchto databazi vybrano pro analyzu 452 bakterialnich anae-
robll. Byla navrzena metoda pro analyzu a charakterizaci gen(i rezistence na antibiotika a
tézké kovy a horizontalniho pfenosu, navrzend metoda byla implementovana v Pythonu.

KLICOVA SLOVA

horizontalni prenos genti, mobilni genetické elementy, bakterie, antimikrobialni rezistence,
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 mo-
bility, enabling them to rapidly spread throughout a bacterial community. The work
describes the horizontal gene transfer and the issue of antimicrobial resistance. 20 dif-
ferent databases for the detection of AMR genes and MGEs were tested, the databases
were described and evaluated. Then 6 of these databases were selected for analysis of
452 bacterial anaerobes. A method for the analysis and characterization of antibiotic
and heavy metal resistance genes and horizontal transfer was proposed, the proposed
method was implemented in Python.
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horizontal gene transfer, mobile genetic elements, bacteria, antimicrobial resistance,
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Uvod

V soucasné dobé je problém rezistence bakterii na antibiotika a tézké kovy jednou
z nejvétsich vyzev v oblasti verejného zdravi. Kvili rostouci rezistenci na antibio-
tika u patogenti se onemocnéni zptisobena témito patogeny stavaji vaznou hrozbou.
Antimikrobidlni rezistence proto predstavuje vaznou hrozbu pro velkou ¢ast zdra-
votnictvi, jak ji zndme. Bakterie mohou také obsahovat geny, které kéduji rezistenci
na biocidy, které jsou dulezité jako dezinfekéni prostredky, a kovy, které maji anti-
mikrobidlni uc¢inky.

Tato bakalarska prace se zabyva detailni analyzou genti rezistence na antibiotika
a tézké kovy a znakt horizontalniho prenosu genetické informace u zastupcti anae-
robnich bakterii. Prace se zaméfuje na vyuziti modernich bioinformatickych metod
a verejnych databézi pro detekci a charakterizaci téchto genti z genomickych dat.

Prvnim cilem této prace je provést literarni resersi, ktera bude zamérena na
stavajici poznatky o genech rezistence na antibiotika a tézké kovy u bakterii. Budou
zkoumany rtzné mechanismy horizontalniho prenosu gentt mezi bakteriemi. Druhym
cilem je seznameni s vefejnymi databazemi a bioinformatickymi néstroji urcenymi
pro detekci genti rezistence a horizontalniho prenosu.

Tretim cilem je provést detekci genti rezistence na antibiotika a tézké kovy u za-
stupctt anaerobnich bakterii. Bude navrzena metoda pro detekci a charakterizaci
téchto gent z genomickych dat bakteridlnich anaerobu a diléi ¢asti metod budou
realizovany a otestovany. To bude zahrnovat vyuziti riznych databazi a bioinforma-
tickych algoritmi.

Ctvrtym cilem je implementace navrzené metody ve zvoleném programovacim
jazyce. Patym cilem je otestovani algoritmu na souboru 453 genomu. Poslednim
cilem je ziskané vysledky vyhodnotit a diskutovat.

Tato bakalarska prace muze prispét k porozuméni riznych pristupt k detekci
a charakterizaci gent rezistence. Vysledky této bakalaiské prace poskytnou dilezité
informace o rozsiteni genu rezistence na antibiotika a tézké kovy mezi anaerobnimi
bakteriemi a mechanismech jejich prenosu. Mohou poskytnout informace pro bu-

douci diagnostiku a prevenci.
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1 Horizonalni prenos genetické informace

Genetickd informace se mezi organizmy prenasi dvéma cestami - vertikalné a horizon-
talné (lateralné). Vertikalni prenos je z generace na generaci (z rodi¢t na potomky).
Horizontalni ptrenos je sdileni genetického materidlu mezi neptibuznymi organizmy
(mezi organizmy, které nejsou ve vztahu rodi¢-potomek).[I]

Horizontalni prenos genetické informace (HGT) je zndmy mechanizmus adaptace
u bakterii a archea. U prokaryot probiha bez jakéhokoliv imunitniho rozpoznavani.
Je pro né univerzalnim prostiredkem, jak reorganizovat své genomy, aby ziskaly nové
metabolické reakce a nové vlastnosti jako patogenitu, virulenci a rezistenci na rizné
chemické latky vyskytujici se v prostiedi véetné 1éku 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 antibioticka rezistence a patogenita jsou nejcastéji
spojeny s HGT. HGT ale nesouvisi jen s organizmy zptsobujici 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 (obrézek.[Bﬂ Konjugace je prenos
gent, ktery je zprostredkovan 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 zprostredkovan vychytavanim volné DNA z okolniho prostredi.

Transdukce je prenos geni, ktery je zprostfedkovan ur¢itymi typy bakteriofagu. [4]

Recipientni bakterie
(TRANSFORMANT, TRANSDUKTANT,
TRANSKONJUGANT)

Obr. 1.1: Mechanizmy horizontalniho prenosu genetické informace.[5]

12



1.1 Konjugace

Bakterialni konjugace je promiskuitni mechanizmus transportu DNA, kdy dochazi
k prenosu genetické informace mezi dvéma bakteriemi prostfednictvim primého kon-
taktu a vymény plasmidii, coz jsou kruhové molekuly DNA. Konjugativni plazmidy
se prenaseji mezi vétsinou bakterii, jsou tedy jednou z hlavnich pfi¢in 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 bunkou a jsou typicky kodo-
vany plazmidem.[7] Schopnost dérce je urc¢ena specifickymi konjugativnimi plazmidy
nazyvanymi plazmidy plodnosti (F-plazmidy).[S]

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

Replikace DNA a transport makromolekul pres membrany jsou zakladnimi pro-
cesy zivota. Bakterialni konjugacéni systémy vykazuji podobnosti s replikaci DNA
a makromolekularnimi transportnimi systémy.[6] Mechanizmus konjugace v F-plaz-
midech zahrnuje relaxozom a transferozom. Relaxozom je proteinovy komplex, ktery
hraje dilezitou roli pii prenosu plazmidti v bakteriich. Shromazduje se na oriT
(pocatek prenosu na plazmidu). Sklada se z nékolika proteint, z nichz kazdy plni
specifickou funkei.[9] Transferozom je komplex konjugativnich proteini, 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 zahdjeni 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 piijemce. Preneseny fetézec T-DNA
se prevede na kruhovou dvouretézcovou F-plazmidovou DNA v recipientni bunce
a v darcovské bunce se syntetizuje novy fetézec, ktery nahradi preneseny fetézec.
Spojeni pres pilus je uvolnéno. Obé exkonjugantni bakterie jsou F+ a F-plazmid se

proto muze dél §itit infekei mezi geneticky kompatibilni populace bakterii.[S]

13



1.2 Transformace

Transformace je proces, pri kterém bakterie prijima cizi DNA z okolniho prostredi
a zacleniuje 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 specidlnich proteinti na povrchu bunééné membrany, které se
nazyvaji kompetencni faktory. Tyto faktory umoznuji vstup cizi DNA do bunééného
cytoplazmatického prostoru.[§]

V cytoplazmatickém prostoru bakterie se cizi DNA zpracovava a rekombinaci
muze byt zaclenéna do genomu bakterie. Rekombinace je proces, pii kterém dochazi
k preskupeni genetické informace mezi molekulami DNA. Tento proces je katalyzo-
van specialnimi enzymy nazyvanymi rekombinantni proteiny, které umoznuji presun
cizi DNA do genomu recipientni bakterie. DNA z darcovské 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 Transdukce

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

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

V lytickém cyklu se virus po infekci hostitelské bunky replikuje. Po replikaci viru
dochézi k lyze (rozpadu) hostitelské bunky, pfi které se uvolnuji nové vytvorené
virové castice. 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 spoleéné s genomem hostitelské bunky, aniz by
zpusoboval jeji poskozeni. Za urcitych podminek, jako je poskozeni DNA (napt. UV
zéfenim, ionizujicim zédfenim) nebo stresova situace (napt. nedostatek zivin, zmény
v prostiedi), muze dojit k indukei profagu. Indukce profiagu je proces, pti kterém je
profag uvolnén z genomu bunky a dochazi k prechodu viru z cyklu lysogenniho do
cyklu lytického.[11]
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Pti trandukci je geneticka informace darcovské bakterie béhem lytické replikace
zaClenéna do bakteriofdgu a je pfenesena do recipientni bunky infekci[10]. Existuji

dva typy transdukce, generalizovand a specializovana[3].

1.3.1 Generalizovana transdukce

P1i generalizované transdukci je ndhodny kousek hostitelské DNA zaclenén béhem
bunééné lyzy.[3] Generalizované transdukujici fagy produkované béhem lytického
cyklu obsahuji misto c¢asti fagové DNA nahodny segment bakteridlniho genomu.
Kazdy jednotlivy generalizovany transdukujici fig nese odlisnou sadu gent, které
predstavuji tento maly segment bakterialniho genomu. Kazda cast bakterialniho ge-
nomu ma priblizné stejnou pravdépodobnost zaclenéni do fagu a prenosu z darcovské

na recipientni bakterii.[§]

1.3.2 Specializovana transdukce

Pri specializované transdukci muze byt do recipientnich bakterii preneseno pouze
néekolik specifickych genti, 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 profagt. Pii 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-
muze dokoncit lyticky cyklus v infikovanych bunkach, pokud zde nejsou pritomny

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

1.4 Moaobilni genetické elementy

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

integronech a plazmidech. [4]

1.4.1 Inzeréni sekvence

Inzeréni sekvence (IS) jsou kratké tseky 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. Zptusobuji inzeréni

mutace, rekombinace, pfipadné mobilizuji geny virulence nebo rezistence.[13]
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Zakladni slozkou inzer¢ni sekvence je gen transpozazy, ktery je ohranicen inver-
tovanymi repeticemi (IRL, IRP), které rozpoznava transpozaza. Invertované repetice
se sklddaji ze dvou podjednotek, prvni podjednotka (I) je tsek rozpoznavany trans-
pozéazou jako $tépné 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 [LAT). [13)
IRL I Transpozaza
Obr. 1.2: Struktura inzercéni sekvence. IRL - invertovand repetice leva, IRP - invertovana

repetice prava, GR - generované repetice, P; - promotor genu transpozazy, I - tisek rozpoznavany

transpozdzou jako $tépné misto, II - vazebné misto transpozizy.[13]

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

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

Insercni sekvence ) Inseréni sekvence Dérce Recipient

IO O OO g:llHHHHHHHHHHIHHHH TITTIITT
| [ S

Voo ()

Darcovska molekula Darcovska molekula Darce
DNA s vystiizenou Plvodni DNA

S I IO O 3
3" 3
Recipientni molekula Recipientni molekula IS IS

5 GR DNA s IS 5. GR DNAs IS

T T R L T TTTTT :
3 GR N GR

Recipient
Jednoducha inzerce Ko-integrace

Obr. 1.3: Mechanizmy prenosu inzeréni sekvence mezi molekulami DNA. Jednoduch4
inzerce a ko-integrace. IS - inzer¢ni sekvence, GR - generované repetice.|[I3]
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Inzercni sekvence jsou klasifikovany podle slozeni transpozazy, invertovanych
a generovanych repetic, atd. U prokaryot bylo popsdno kolem 25 rtiznych rodin,
které obsahuji nékolik set riznych inzerénich sekvenci.[13]

Vyznamnou tlohou inzerénich sekvenci v s$iteni antibiotické rezistence je zvyseni
exprese genu rezistence. Invertované repetice inzercnich sekvenci jsou silné promo-
tory a lokalizace takového promotoru vede ke zvysené expresi genti nachazejicich se

za inzercéni sekvenci. [13]

1.4.2 Transpozony

Transpozony jsou mobilni genetické elementy, definovany jako sekvence DNA schopné
transpozice. Mohou preskakovat do riaznych mist genomu, proto se jim rika sko-
kové geny.[I4] Na rozdil od inzercnich sekvenci kdduji dalsi geny, které piimo ne-
souvisi s jejich funkei[13]. Transpozici transpozoni 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 funkcni slozky, gen transpozéazy, kterd umoznuje trans-
pozici, genetickou informaci nepottebnou k transpozici transpozonu (napf. geny re-
zistence) a invertované repetice na obou koncich transpozonu, které jsou stejné jako
v pripadé inzer¢ni sekvence rozpoznavany transpozazou (obrazek A).[13]

Rozlisuji se dva druhy transpozice, intermolekularni transpozice, ktera probiha
mezi darcovskou a recipientni molekulou DNA (napt. mezi plazmidem a chromoso-
mem), a intramolekuldrni transpozice, kterd probihd mezi donorovym a cilovym
mistem na jedné molekule DNA (napf. na molekule plazmidu)[15]. Déle se rozlisuji
dva zptisoby 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[l6].

Transpozony jsou vyznamnym faktorem sifeni rezistence na antibiotika, protoze
jsou na nich lokalizovany geny kodujici enzymy, které inaktivuji antibiotika. Pfenos
transpozonu z plazmidu na jiné plazmidy nebo z chromozomu DNA do plazmidu
a naopak zptisobuje prenos gent rezistence na antibiotika u bakterii. Nékteré trans-
pozony jsou vsak vzdy zachovany v misté inzerce v genomu. VétSina transpozont
je deaktivovana a v dusledku toho se nemuze pohybovat.[I4] Transpozony jsou také
dulezité pri mobilizaci integron[13].

Na zakladé zptisobu transpozice se transpozony déli do dvou hlavnich skupin,
retrotranspozony a DNA transpozony. Bakteridlni transpozony (napt. kompozitni
transpozony nebo transponovatelné bateriofidgy) patii do DNA transpozoni, 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 katalyzovand enzymem reverzni transkriptaza. Retro-
transpozon se v donorovém misté prepise do RNA, ktera se reverzni transkriptazou
prepise do DNA vkladajici se do cilového mista.[14]

Retrotranspozony a dalsi transpozony zalozené na transpozi¢nich proteinech se
déli do dvou skupin, autonomni a neautonomni. Autonomni retrotranspozony maji
otevieny cteci ramec a geny, které kéduji transpoziéni proteiny. Neautonomni re-
trotranspozony nejsou schopny tyto proteiny kdédovat, a proto vyuzivaji dostupné
proteiny autonomnich retrotranspozonu. [14]

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

retrony mobilnimi elementy.[14]

Kompozitni transpozony

Kompozitni transpozony jsou transpozony ohrani¢ené dvéma inzer¢nimi sekvencemi,
obvykle v opa¢né orientaci. Inzeréni sekvence poskytuji kompozitnimu transpozonu
enzym transpozazu a invertované repetice. Obecna struktura transpozonu obsahuje
gen transpozazy tpn ohraniceny genetickou informaci nepotiebnou 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 inzer¢nimi sekvencemi na koncich

(obrézek [1.4.2).[13]

IRL IRP

S e P
A

IRL IRP IRL

}[I%/////////////////////////////////////////////////////%{

B ‘

Obr. 1.4: Struktura transpozonui. A - obecnd struktura transpozonu, B - struktura kompo-
zitntho transpozonu, tnp - gen transpozazy, IRL - invertovand repetice leva, IRP - invertovana
repetice prava, GR - generované repetice, sedivé jsou zobrazeny mista obsahujici genetickou infor-

maci nepottebnou k transpozici transpozonu (napt. geny rezistence).[13]



Konjugativni transpozony

Konjugativni transpozony jsou mobilni genetické elementy schopné intercelularniho
prenosu konjugaci. Pri excizi transpozonu z darcovské molekuly DNA dojde k vy-
tvoreni kruhové dvousroubovice DNA, ktera je podobna plazmidu, ale neni schopné
autonomni replikace. Poté je jednoho vldkno DNA konjugativné preneseno do re-
cipientni bunky. Tato konjugace neni shodna s béznym konjugativnim prenosem
plazmidii, protoze na konjugativnich transpozonech nejsou kdédovany geny pro sex
pilus a ostatni proteiny potfebné k béznému konjugativnimu prenosu. Za konjugaci
transpozoni jsou pravdépodobné zodpovédné peptidové feromony. Po prenosu DNA
dochazi v darcovské i recipientni burice k replikaci druhého vldkna DNA a vytvoreni
puvodni kruhové dvousroubovice DNA transpozonu, ktery je integrovan do genomu
v obou bunkéch.[I3] 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 profiga, 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 tc¢inek. To znamena,
ze mutace v urcité oblasti genu ovliviiuje ¢teni nebo regulaci geni v jeho blizkém
okoli. Geny ve stejném operonu budou tedy také inaktivivany. Operon je tisek DNA
pakaryot, ktery obsahuje vice geni, ale funguje jako jedna transkrip¢ni jednotka.[17]

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

K prenosu genu rezistence dochézi 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 c¢teci ramce a konvertuji je
do funkénich genti, poskytuji jim silné promotory. Struktura integronu je zobrazena
na obrazku L5l
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Obr. 1.5: Struktura integronu a integrace genovych kazet. Genova kazeta rezistence se
integruje mezi 5’ a 3’ kozervatini sekvence integronu, Int! - gen pro integrazu, Piy, - promotor genu
pro integrazu, attll - vazebné misto pro integrazu na integronu, P; a P5 - promotory genovych
kazet integrovanych v integronu, attc - vazebné misto pro integrdzu na genové kazeté, qackF, sull

a orf5 - geny rezistence a oteviené ¢teci ramce. [18]

Integrony obsahuji gen pro integrdazu (Int1) a promotor genu pro integrazu Piy.
Integraza je enzym, ktery umoziuje integraci genovych kazet do integronu. Vazebné
misto integrazy na integronu je attl1.[1§]

Genové kazety jsou vyznamnou slozkou, ktera se podili na strukture integronu.
Jsou to mobilnimi elementy s kruhovou DNA, které se mohou vyskytovat volné
v cytoplazmé. Narozdil od plazmidta 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, Py 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 souc¢ést transpozonu. 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 sdruzend selekce rezistence ke vSem antibiotikiim, je-

jichZ genové kazety jsou integrovany v integronu.|[13]

1.4.4 Plazmidy

Plazmidy jsou molekuly dvouvlaknové kruhové DNA schopné samostatné replikace
v cytoplazmé bakterii. Obsahuji geny nutné pro zahéjeni a kontrolu vlastni replikace
a geny zajistujici trvalou pritomnost plazmidii u daného kmene, napiiklad 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.[I3] Nékteré plazmidy jsou kryptické a nemaji Zadné
rozpoznatelné uéinky na bakteridlni butiky, které je obsahuji.[§]

Proces horizontdlniho prenosu plazmidi se nazyva konjugace, aktivni (zavisly
na energii) kontaktni prenos genetické informace. Konjugace plazmidi je nejdi-
takovy plazmid, na kterém je kodovan cely bilkovinny aparat, ktery je pfi 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 plazmida kontroluje medicinsky dulezité 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 bakterif) nebo kolonizaci. Plazmidy, které urcuji rezistenci na antibiotika,

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

Sifeni antimikrobidln{ rezistence prostiednictvim horizontalniho pienosu genetické
rezistenci na antibiotika u patogenii se onemocnéni zptsobena témito patogeny sta-
vaji vaznou hrozbou, jsou-li zpisobena klony rezistentnimi na antibiotika.|19]
Zatimco antimikrobidlni 1éky jsou nejvice studovanymi a bézné diskutovanymi
antimikrobialnimi slouceninami, bakterie mohou také obsahovat geny které kéduji
rezistenci na biocidy, které jsou dilezité jako dezinfekéni prostiedky, a na kovy, které

maji antimikrobidlni G¢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 biotransformac¢nim procestim v organizmu, aby byly tc¢innéji elimino-
vany. K vylucovani téchto sloucenin a jejich metabolitii dochazi hlavné moci, stolici
nebo kombinaci obojiho.[21]

Primarnimi zdroji kontaminace antibiotiky z lidské perspektivy proto jsou do-
maci, méstské, nemocni¢ni a primyslové odpadni vody, akvakultura a intenzivni
chov dobytka. Vzhledem k tomu, zZe stavajici ¢istirny odpadnich vod je nedokazou
ucinné odstranovat, mohou se v detekovatelném mnozstvi dostavat do ptirodnich
povrchovych a podzemnich vod. Slabou u¢innost méstskych ¢istiren odpadnich vod
prokazuje detekce latek vyhradné pro lidské pouziti. Kontaminace podzemnich vod
byla prokazana pritomnosti latek ve studnich. Antibiotika, kromé jinych kontami-
nanti, mohou narusit mikroekosystém rozsirenim rezistence vuci nim.[21]

Antibiotika nejsou striktné selektivni pouze vici patogenim, takze pri kazdém
pouziti antibiotik je ovlivnén a podroben selekci na rezistentni klony nejen cilovy
patogen, ale také komenzalni mikrofléra. Jakékoli pouziti antibiotik k potlaceni in-
fekce zptisobené jednim bakteridlnim patogenem tedy nevyhnutelné vede k selekci
stovek komenzalnich druhti, které jsou také vuci jejich pusobeni odolné. Rezistentni
komenzalové mohou pozdéji puisobit jako rezervodry gent antibiotické rezistence.[19)]

Strevni mikrobiota predstavuje komplexni ekosystém s ohromnou diverzitou.
Sklada se z vice nez tisice druht bakterii, pocCet vsech jejich gent (mikrobiom)
prevysSuje vice nez stokratkrat pocet gent v lidském genomu.[22] Jednd se tedy
o velmi rozsahlé rezervoary genu antibiotické rezistence. Testy provedené u kurat
prokazaly, ze mikrofléra kuteciho stfeva predstavuje dilezity zdroj gent rezistence
na antibiotika[T9]
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2.2 Dopady antimikrobialni rezistence

Antimikrobidlni 14tky umoznily pokrok v mnoha oblastech lékaiské praxe. Uspésné
vysledky mnoha chirurgickych zakroki a imunosupresivni 1é¢by zavisi na antibiotické
profylaxi a schopnosti 1éc¢it infekéni komplikace. Antimikrobidlni rezistence proto
predstavuje vaznou hrozbu pro velkou ¢ast zdravotnictvi, jak ji zndme. M4 vyznamné
dusledky pro zdravi populace i ekonomické dopady. [23]

Pocet pripadu infekci, které jsou zpiisobeny bakteriemi zcela nebo témér zcela
rezistentnimi k antibiotiktim, stale stoupa. Vzhledem k rostoucimu podilu populace
ve véku nad 65 let, jejich vyssi mite komorbidity, a rostoucimu pouzivani stale kom-
plikovangjsich lékarskych postupt s pridruzenymi riziky infekce, muze potieba anti-
mikrobialnich latek jen nartistat. Méné i¢innd antibiotika zptsobi prodlouzeni doby
hospitalizace, negativni dopad na vysledky mnoha chirurgickych zakrokia a imu-
nosupresivni 1é¢by a nedostatek peroralnich antibiotik k 1é¢bé infekci v komunité.
Rostouci pocet nelécitelnych infekei a snizend tcinnost empirickych antibiotickych
reziml povede ke zvysené morbidité a mortalité. Odhaduje se, zZe tisice lidi rocné
zemie na infekce ziskané v nemocnici zptisobené rezistentnimi bakteriemi. [23]

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

mych zdroju.[23]

2.3 Detekce genti rezistence a horizontalniho prenosu

Antimikrobiélni rezistence (AMR) je hrozbou pro globélni verejné zdravi a identifi-
kace genetickych determinant antimikrobialni rezistence je kritickou soucasti epide-
miologickych Setieni.[20]

Kontrola a zkouméni antimikrobidlni rezistence je velmi narocnéd i proto, ze
mnoho genetickych determinant miize byt pfeneseno a rozsifeno mezi rtzné typy
bakterii. Pochopeni, pripadné predvidani, vzniku a pfenosu antimikrobialni rezistence
vyzaduje charakterizaci determinant rezistence mezi patogeny a nepatogeny. Cha-
rakterizace celého mikrobiomu je nyni mozna diky sekvenovani nové generace (next-
generation sequencing, high-throughput sequencing), které poskytuje pristup ke ge-
netickym determinantiim pro antimikrobidlni rezistenci napii¢ 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 pristup zdiraznil vyznam mikrobidlni ekologie
pri vzniku a perzistenci antimikrobidlni rezistence, véetné interakce mezi procesy,

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

2.3.1 Databaze pro detekci genii rezistence a horizontalniho pre-

nosu

Existuje fada riznych databazi geni AMR. Rizné databaze a jejich rizné reSeni
splnuji rizné potieby, proto se do zna¢né miry spise doplnuji, nez ze si konkuruji.[24]

Detekce a charakterizace genetickych prvki, které zprostredkovavaji AMR, je
problematicka z mnoha divodi, z nichz mnohé souvisi s problémy s databazemi
AMR. Jednak mtze mit evolu¢ni dynamika AMR za nasledek rychle se hromadici
sekvencni variace, coz znamend, ze databaze AMR musi byt neustale aktualizovany,
aby zahrnovaly nové varianty.

Kromé toho jsou genetické mechanizmy antimikrobidlni rezistence rtzné, coz
znamena, ze identifikace genu AMR v rdamci metagenomickych datovych souboru
musi brat v avahu geny AMR na zdkladé mechanizmu. Napiiklad databize 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 rdmci bioinformatického pristupu k identifikaci
a pocitani determinant rezistence v ramci metagenomickych dat. Databédze by podle

toho méla byt strukturovand. [20]

ACLAME

ACLAME (A CLAssification of Mobile genetic Elements, Klasifikace mobilnich ge-
netickych elementi) (http://aclame.ulb.ac.be) je databédze prokaryotickych mo-
bilnich genetickych elementti z riiznych zdroji, zahrnujici velké mnozstvi zndmych
genomu bakteriofagii, plazmidia a transpozont. Kromé informaci o kompletnich ge-
nomech a genetickych entitach si klade za cil vytvorit komplexni klasifikaci funkénich
moduli MGE na trovni proteinu a gent.[25]

Prvni verze této databaze obsahuje rozsdhlou klasifikaci 5069 proteinii ze 119
DNA bakteriofagii do vice nez 400 funkénich rodin. Tato klasifikace byla vytvorena
automaticky a nasledné byla rué¢né upravena. Hlavnimi cili jsou shromazdit a ra-
cionalné organizovat komplexitu spojenou s MGE, rozsitit a zlepsit nedostatecné

anotace souvisejici s MGE a provérit znamé genomy pro validaci a objev novych
MGE.[25]
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AcrDB

Bakterie vyvijeji obranu, aby se chranily pred fagy, a fagy vyvijeji protistrategie,
jak tyto obrany obejit. Adaptivni imunitni systém CRISPR-Cas je mechanismus,
kterym se bakterie chrani pred fagovou infekci. V reakci na CRISPR-Cas si fagy
vyvinuly proteinové inhibitory znamé jako anti-CRISPR neboli Acr proteiny. Jsou
vytvareny fagy a dalsimi mobilnimi genetickymi elementy, aby inhibovaly systémy
CRISPR-Cas jejich hostitelu.[26]

AcrDB (https://bcb.unl.edu/AcrDB/) je databédze vypocetné predikovanych
anti-CRISPR (Acr) a Acr-asociovanych (Aca) operonii. Ve srovnani s podobnymi
predchozimi databdzemi, mezi které patii Anti-CRISPRdb (https://crisprdb
.org), CRISPRminer (http://www.microbiome-bigdata.com/CRISPRminer/)
a AcrCatalog (http://acrcatalog.pythonanywhere.com/catalog/)), se jedna
o databéazi na genomové trovni s nejrozsahlejsi sbirkou dat, celkem 39 799 Acr-
Aca operonii. Nabizi webové rozhrani s riznymi funkcemi pro prochazeni, grafické
zobrazeni, vyhledavani a stahovani Acr-Aca operont. Zaméruje se na genomicky
kontext kandidatt na Acr a Aca misto jednotlivych rodin Acr proteint a sbird data

pomoci 3 nezavislych unikatnich programi, AcrFinder, AcRanker a PaCRISPR.[20]

AcrHub

AcrHub (http://pacrispr.erc.monash.edu/AcrHub/) je dalsi databéze, kterd
poskytuje komplexni feseni pro studium, predikci a mapovani Acr proteinti. AcrHub
obsahuje 339 neredundantnich experimentalné ovérenych Acr proteint a vice nez
70 000 predpovézenych Acr proteint, které byly extrahovany z genomovych sekvenci

ruznych prokaryotickych organismu a jejich vira.[27]

BacAnt

BacAnt (http://bacant.net/BacAnt/)) je kombinovany anotacni server pro bak-
terialni DNA sekvence k identifikaci gent antibiotické rezistence, integronu a trans-
ponovatelnych elementi. Jako jeden z mala poskytuje databéazi pro vyhledavani
a anotaci prenosovych elementii a genti rezistence soucasné. Vysledky se daji riizné
vizualizovat. [2§]

Pro BacAnt jsou pouzity 3 databaze, ResDB (databédze sekvenci genti rezistence),
IntegronDB (databéze sekvenci integronti) a TransposonDB (databéze sekvenci trans-
posonti). Do ResDB je shromazdéno 5029 sekvenci z databaze referencénich gent bak-
teridlni antimikrobidlni rezistence NCBI, do IntegronDB je zahrnuto 1094 sekvenci
z INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt) a do TransposonDB je zahrnuto
234 sekvenci z The Transposon Registry (https://transposon.lstmed.ac.uk).[2§]
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BacFITBase

BacFitBase (http://bacfitbase.tartaglialab.com) je manualné spravovani
databaze bakteridlnich gent, ktera poskytuje informace o jejich vyznamu pti infekci
hostitelskych organismi, méreném pomoci transpozonové mutageneze. Shromazduje
vice nez 90 000 zaznamt o vlivu gent na bakteridlni zdatnost béhem infekce hosti-
telskych organismii. Data pochazeji z 15 studii zamérenych na transpozonovou mu-
tagenezi a zahrnuji 15 patogennich bakterii a 5 hostitelskych obratlovei v riiznych
tkénich.[29]

Diilezitym cilem je pochopeni mechanismt bakteridlni infekce pro vyvoj novych
antimikrobialnich terapii. Transpozonova mutageneze umoznuje mérit zdatnost jed-
notlivych genu a identifikovat ty, které jsou klicové pro infekci. Pti transpozonové
mutagenezi se vytvarejl mutace, které jsou nasledné testovany pii infekci hostitel-
skych organismi. Ziskavaji se data o mife ispésnosti mutaci pri infekei, coz pomahé
urcit, které geny jsou klicové pro infekci. Zdatnost gent se méri jako pomér frekvence
mutaci pred a po infekei.[29]

BacFITBase poskytuje cenny zdroj informaci pro vyzkum infekénich procesi.
Shromazduje data z riznych studii, kterd poméahaji 1épe porozumét bakteridlni invazi
do hostitelskych tkani a identifikovat geny s vyznamnou roli v infekénich procesech.
Identifikace klicovych gent zapojenych do infekénich procesti miize vést k novym

cilim pro terapeutické zasahy.[29]

CARD

CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database, Komplexni databéze
antibiotické rezistence) (http://arpcard.mcmaster.ca) je bioinformatickd data-
baze genu rezistence, jejich produkti a souvisejicich fenotypi. Obsahuje geny re-
zistence na antibiotika, dezinfekéni prostredky a biocidy. Je Siroce vyuzivdna ve
vyzkumu, diagnostice a monitorovani rezistence bakterii.

CARD obsahuje nastroje 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 predikei rezistomt z pro-
teinovych nebo nukleotidovych dat na zadkladé homologie a SNP modelt. Rezistom
je termin, ktery se pouziva pro soubor vSech genti a mechanizmi, které umoznuji mi-
kroorganismim odolat tc¢inktim antimikrobialnich latek. Tvori sirokou skalu genti,
enzymil a transportnich systémi, které jsou kédovany bud na chromozomu mikro-

organismu nebo na mobilnich genetickych elementech.[30]

26


http://bacfitbase.tartaglialab.com
http://arpcard.mcmaster.ca
https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi

CicerSpTEdb

CicerSpTEdb (http://cicersptedb.easyomics.org) je webova databdze pro
genomovou identifikaci transponovatelnych elementtt u druht Cicer, coz zahrnuje
napiiklad druhy cizrny. Tato databaze poskytuje informace o specifickych mobilnich
genetickych elementech a genech rezistence, které jsou pritomné v genomickych da-
tech téchto rostlin. CicerSpTEdb je uzitecnym nastrojem pro studium interakci mezi
geny rezistence a mobilnimi elementy v rdamci tohoto konkrétniho rodu.[31]
Dilezitou soucasti databaze je analyza genomického kontextu mobilnich genetic-
kych elementt. To znamena zkoumani, jak se tyto prvky nachézeji v blizkosti jinych
gent, a jaké jsou jejich potencidlni interakce. Diky dattim o mobilnich elementech
a genech rezistence z rodu Cicer umoznuje CicerSpTEdb studium evoluce téchto
struktur a jejich biologickych funkci. To mtze prinést cenné poznatky do oblasti in-
terakci mezi rostlinami a bakteriemi. Bakterie mohou interagovat s rostlinami a byt
soucasti korenového mikrobiomu. Geny rezistence, které jsou pritomné v téchto bak-
teriich, mohou byt vystaveny tlaku selekce zptisobenému pouzitim pesticidi nebo
antibiotik v zemédélské praxi. To muze vést k horizontalnimu prenosu téchto genti

mezi bakteriemi v rostlinném prostiedi. [31]

ConTEdb

ConTEdb (A Comprehensive database of Transposable Elements in conifers, Kom-
plexni databéze transponovatelnych elementt u jehlicnant) (http://genedenovowe
b.ticp.net:81/conTEdb/index.php) je komplexni databaze transponovatelnych
element u jehlicnatych stromti. Jehliénaté stromy predstavuji nejvétsi a nejrozsi-
renéjsi skupinu nahosemennych rostlin, které maji zna¢ny ekologicky a ekonomicky
vyznam. Nicméné jejich obrovské a slozité genomy komplikuji proces sekvenovani
a zkoumani gent jehlicnatych stromt. Webova databdze ConTEdb, ktera slouzi vy-
zkumnikim v tomto oboru, obsahuje celkem 413 423 transponovatelnych elementt
z ruznych jehlicnani. Tato identifikace byla provedena kombinaci rtznych metod
a vedla k jejich zatazeni do 11 133 rtznych rodin. ConTEdb umoznuje snadno pro-
chéazet, vyhledavat a stahovat sekvence transponovatelnych prvka z databaze. Ob-
sahuje Tadu nastroji pro analyzu, které usnadnuji sbér dat o transponovatelnych

elementech.[32]

GyDB

Databéaze GyDB (https://gydb.org) ma za cil analyzovat a klasifikovat rozmani-

tost mobilnich genetickych elementti, zejména Gypsy retrotranspozont, v kontextu
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evolu¢nich profili a stromu zivota. Projekt se zaméfuje na vztahy mezi viry, mo-
bilnimi genetickymi elementy a opakujicimi se sekvencemi v genomu. Dtraz je kla-
den na odhalovani molekularnich zmén, které ovlivinuji horizontalni prenos, infekce
a onemocnéni.[33]

Zvlastni pozornost je vénovana neredundantnim elementiim vykazujicim uréitou
miru rozdilnosti a tomu, jak je 1ze kolektivné zarovnat nebo propojit. To umoznuje
odvodit evoluci elementti, které jsou klasifikovany na zdkladé spolecné vnitini ob-
lasti. GyDB tedy umoznuje pochopeni taxonomie a evolu¢ni historie prvki, které
klasifikuje.[33]

ICEberg

ICEberg (http://db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg/) je databaze, kterd posky-
tuje komplexni informace o bakteridlnich 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 databdzi také zahrnuty.[37]

ICEberg také poskytuje online nastroj ICEfinder pro predikci ICE nebo IME
v sekvencich bakterialniho genomu. ICEfinder byl navrzen tak, aby usnadnil rych-
lou detekci ICE a IME typu T4SS v sekvencich bakterialnitho genomu. ICEfinder
nejprve detekuje sekvence rekombinacnich 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 relaxdzou, jsou oznaceny jako domnélé IME.
ICEfinder se také pokousi detekovat nékteré konkrétni IME s integrazou a oriT, ale
bez relaxdzy.[37]

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

rovat horizontalni prenos geni.[37]

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 sekvencéni data a nomenklaturu, které védcim
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nabizi snadny a interaktivni pristup k sekvencim DNA integronu, jejich molekular-

nimu usporadéani a jejich genetickym souvislostem. [3§]

ISfinder

[Sfinder (https://isfinder.biotoul.fr) je databaze, ktera poskytuje seznam in-
zerc¢nich sekvenci izolovanych z bakterii a archea. Obsahuje jejich obecné vlastnosti,
jejich DNA a potencidlni proteinové sekvence. Zahrnuje také urcité transpozony.
Vyhleddva¢ umoznuje vyhledani a zobrazeni jednotlivych IS nebo skupin IS na za-
kladé kombinace jejich obecnych vlastnosti. ISfinder také zahrnuje prohlize¢ genomt
[Sbrowser, ktery umoznuje vizualizaci IS v urcitych genomech, a ISsaga navrzeny

tak, aby pomahal pti anotaci genomu IS.

mMGE

mMGE (https://mgedb.comp-sysbio.org) je komplexni databaze extrachro-
mozomaéalnich mobilnich genetickych elementi (eMGE), zahrnujici plazmidy a fagy
z lidskych metagenomickych vzorkii. Mohou se pohybovat mezi riiznymi mikroby;,
hraji dulezitou roli v evoluci genomu a formovani struktury mikrobialnich komu-
nit. mMGE zahrnuje 517 251 jedinecnych eMGE, z toho 424 759 fagi a 92 492
plazmidi. Databaze poskytuje anotace, taxonomickou prislusnost, hostitele a preva-

lenci eMGE. Projekt mé4 za cil zvysit porozuméni eMGE a jejich vlivu na mikrobiom. [39]

MobileElementFinder

MobileElementFinder (https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFi
nder/) je nastroj k identifikaci mobilnich genetickych elementu a jejich vztahu ke
genum antimikrobialni rezistence a faktorim virulence. Byl vyvinut tak, aby umoz-
nil rychlou detekci MGE a jejich genetického kontextu v zarovnanych sekvenénich
datech.[34]

MobileElementFinder je provozovan jako online sluzba na serveru CGE. Online
verze se lisi od instalovatelné tim, Ze jsou v ni integrované ResFinder, Virulence-
Finder nebo PlasmidFinder. Databaze obsazena v MobileElementFinder byla vy-
tvorena z nukleotidovych sekvenci shromazdénych z dat v NCBI (National Cen-
ter for Biotechnology Information, Narodni centrum pro biotechnologické infor-
mace) RefSeq a GenBank s vyjimkou syntetickych a ¢asteéné mobilnich prvki. Ano-
tace a metadata byly shromazdény z databazi The Transposon Registry (https:
//transposon.lstmed.ac.uk), [Sfinder (https://isfinder.biotoul.fr) a ICE-
berg (http://db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg/). MGE jsou detekovany na zakladé

sekvenc¢ni podobnosti s databazi 4452 znamych element.[34]
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MEGARes

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

Dilezitym aspektem databaze MEGARes je specifickd anotace genti, které vy-
zaduji pritomnost jednonukleotidovych polymorfismi (SNP, single nucleotide poly-
morphisms) ve specifickych lokusech ke vzniku rezistence. SNP je variace v jediném
nukleotidu, kterd je v populaci ptitomna v jisté patrné mitre. Informace o SNP lze po-
uzit k integraci RGI (resistance gene identifier, identifikdtor genu rezistence) pro po-
tvrzeni pritomnosti aminokyselinovych zbytkia potfebnych k udéleni rezistence.[20]
RGI lze pouzit k predikci rezistomu z proteinovych nebo nukleotidovych dat na
zékladé homologie a SNP modeli[35]. To usnadiiuje analyzu SNP pro tyto geny
a zaroven zlepsuje pfesnost identifikace genu AMR z metagenomickych dat[20].

MEGARes je strukturovan jako relacni databaze. Obsahuje sekvence antimik-
robidlni rezistence ziskané stazenim a zaclenénim novych sekvenci z nejnovéjsich
dostupnych verzi CARD, Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Data-
base (Databéaze referencnich gent bakterialni antimikrobialni rezistence) a ResFin-
der. Vysledna databaze MEGARes 2.0 obsahuje 7 868 unikatnich sekvenci antimik-
robidlni rezistence. Uzly hierarchické ontologie zahrnuji ¢tyti typy antimikrobidlnich
sloucenin, 57 tiid, 220 mechanizm rezistence a 1 345 skupin genii, které klasifikuji
7 868 pristupu.[20]

PHASTER

PHASTER (https://phaster.ca) je webovy server pro rychlou identifikaci a ano-
taci profagovych sekvenci v bakteridlnich genomech a plazmidech. Fagy jsou viry in-
fikujici bakterie a jejich studium je dilezité nejen z evolu¢niho hlediska, ale také pro
porozuméni mikrobidlnim komunitdm a moznym lécebnym aplikacim. PHASTER je
vyznamnym vylepsenim webového serveru PHAST, kroky v procesu identifikace fa-
govych prvkua v PHASTER zistavaji z velké ¢ésti stejné jako v puvodnim PHAST,
ale Tada softwarovych a hardwarovych vylepseni nyni ¢ini PHASTER rychlejsim,

efektivnéjsim, vizudlné a uzivatelsky privétivéjsim.[40]

PlasmidFinder

PlasmidFinder (https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) je
webovy nastroj pro detekei a charakterizaci celogenomovych sekvenci a celych plazmi-
dovych sekvencnich dat z Enterobacteriaceae. Tyto nastroje usnadni bakterialni ty-
pizaci na zakladé navrhi genomt Enterobacteriaceae rezistentnich na vice 1é¢iv rych-

lou detekci znamych typt plazmidi. Sekvence replikonu byly shroméazdény z 559
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plné sekvenovanych plazmidt pritomnych v nukleotidové databazi NCBI spojené
s Enterobacteriaceae. Databaze PlasmidFinder v soucasnosti obsahuje 116 repliko-
novych sekvenci, které se shoduji alespon na 80 % nukleotidové identity se vSemi
replikonovymi sekvencemi identifikovanymi v 559 plné sekvenovanych plasmidech.

PlasmidFinder je provozovan jako online sluzba na serveru CGE.[4]]

ResFinder

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

Aktualni verze ResFinder je postavena na trech Git repozitarich, oddélujicich da-
tabéze ziskanych gent (databdze ResFinder), bodové mutace (databéze 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 potteby zaclenit do svych vlastnich vyzkumt. Pro splnéni ptvodniho cile Re-
sFinder je poskytovan také uzivatelim s omezenymi bioinformatickymi schopnostmi
prostfednictvim jednoho z webovych néastroju CGE.[24]

ResFinder se sklada z rtiznych databéazi se znamymi geny, jako zaklad byla pou-
zita databdze CARD. Na zakladé literarnich resersi byla upravena se snahou zahr-
nout pouze geny AMR, které byly ziskany horizontalnim prenosem genii. Neustéle se
vyviji a nejnovejsi funkce zahrnuji predpovédi fenotypt na zakladé identifikovanych
gent 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 zprostredkované mutacemi. Srovnéni,
které bylo provedeno pro ResFinder 4.0, ukazalo shodu mezi genotypové predpoveé-

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

TADB

TADB (http://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/TADB2/) je databdze poskytujici kom-
plexni informace o bakteridlnich lokusech toxin-antitoxin (TA) typu II. Obsahuje
6193 lokustu TA typu II v 870 replikonech bakterii a archei, zahrnujicich 105 experi-
mentalné ovérenych lokusi TA. Poméaha také zkoumat genomicky kontext predpo-
vézenych lokust TA pro mozné faktory virulence, determinanty antimikrobidlni re-
zistence a mobilni genetické elementy pomoci porovnavani s konkrétnimi verejnymi
databazemi. Nastroj TAfinder-Compare umoznuje porovnavat pritomnost danych

TA lokustu napfi¢ genomovymi sekvencemi. [42]
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Toxin-antitoxin systém je mikrobidlni mechanismus, ve kterém se vyskytuji dva
spojené geny, gen pro toxin a gen pro antitoxin. Tyto dva geny jsou casto kédovany
blizko sebe na stejné ¢i blizké lokaci v genomu bakterii a jinych mikroorganismii.
Toxin je obvykle skodlivy protein, ktery mutze bunku poskodit nebo zastavit jeji
normalni funkce, coz vede k riznym biologickym tuc¢inktm, jako je napiiklad za-
staveni bunécéného rustu nebo zptusobeni bunécné smrti. Na druhé strané antitoxin
je protein nebo RNA molekula, kterda ma schopnost neutralizovat ptisobeni toxinu.
Toxiny a antitoxiny jsou vzajemné stabilizovany a vytvareji takovy systém, ktery
muze regulovat rizné biologické procesy v mikrobidlnich bunkéach.[42]

Toxin-antitoxin systémy jsou dulezité pro adaptaci a preziti mikroorganismu
v riznych podminkach a mohou hrat klicovou roli v regulaci riiznych biologickych
procest v téchto bunkéach. V bakteriich mohou ovliviiovat rezistenci na antibio-
tika tim, ze produkuji toxiny, které narusuji bunécné procesy citlivé na antibiotika.
Tyto systémy také mohou hrat roli v horizontalnim prenosu gent, kdyz jsou sou-
¢asti mobilnich genetickych elementii, stabilizujicich prenesené geny v hostitelskych
bunkéach.[42]

TnCentral

TnCentral (https://tncentral.ncc.unesp.br) je databaze anotovanych proka-
ryotickych transponovatelnych elementi ziskanych z riznych zdroji. Obsahuje in-
formace o ruznych typech transpozonti, véetné jejich strukturalnich charakteristik,
sekvenci a funkci, a umoznuje pristup k témto informacim pro studium evoluce ge-
nomil, horizontalniho prenosu genii a dalsich genetickych procest. Aktualné obsahuje
pres 400 peclivé anotovanych transponovatelnych elementti, zahrnujici transpozony
rodin Tn3, Tn7, Tn402 a Tn554, slozené transpozony, integrony a souvisejici inzercéni
sekvence. Tyto elementy prenasi geny, vcéetné genu rezistence na antibiotika a tézké
kovy, nebo geny zodpovédné za patogenezi u rostlin, pary gent toxin/antitoxin, tran-
skripéni faktory a geny ucastnici se metabolismu. Piinos TnCentralu spoé¢iva v jeho
schopnosti prispét k porozuméni mechanismii transpozice transponovatelnych ele-

menti, coz je klicové pro vyvoj strategii boje proti bakteridlni patogenezi.[43]

WASPS

WASPS (https://archaea.i2bc.paris-saclay.fr/wasps/) je webovy nastroj
umoznujici vyhledavani podobnosti proteinovych a DNA sekvenci v databazi obsa-
hujici vsechny kompletné sekvenované prirozené plazmidy bakteridlniho, archealniho
a eukaryotniho ptivodu. Specializované databaze plazmidu jsou vzacné, ¢asto zahr-
nuji pouze bakterialni plasmidy a umoznuji pristup pouze k vyhleddvani podobnych

sekvenci. [44]
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3 Detekce a charakterizace genii rezistence

3.1 Analyzovany dataset

Do analyzy bylo zahrnuto celkem 452 izolatii bakteridlnich anaerobt ziskanych ze
zemeédelskych zvitat, kurat a prasat, a jsou to komenzalni bakterie, které nejsou
cilem pri uzivani antibiotik. Slouzi ale jako rozsdhlé rezervoary genii rezistence na
antibiotika a tézké kovy. Jedna se o draft genomy, genom organizmu je tedy sestaven
ze scaffoldil, jejichz presnou polohu v genomu nezname. To znamend, ze v ném
nekteré segmenty chybi, nebo v ném jsou naopak vicekrat, ze jsou ve Spatném poradi,
nebo v opacné orientaci, a ze genom neni kompletni.

Vétsina téchto genomovych sekvenci je publikovana v NCBI. Seznam vSech bak-
teridlnich izolatt je uveden v tabulce bakterialni_izolaty.csv v elektronické ptiloze,
ke kazdému izolatu je uvedeno oficialni jméno v NCBI, BioSample, ID projektu, ID
izolatu, rise, kmen, trida, rad a celed.

Bakterialni izolaty byly zatazeny do 9 ruznych kment, Firmicutes (245 izolatu),
Bacteroidota (113 izolati), Actinobacteriota (65 izolatu), Proteobacteria (14 izolatu),
Fusobacteriota (7 izolatn), Desulfobacterota (5 izolatw), Verrucomicrobiota (1 izolat),

Synergistota (1 izolat) a Elusimicrobiota (1 izolat).

3.2 Testovani databazi

K detekci bylo vyzkouseno 20 riznych databéazi. Byly vybrany tak, aby pokryly
sirokou skalu genetickych a funkénich aspektii spojenych s rezistenci bakterii a s ho-
rizontalnim prenosem gent. Seznam téchto databézi, co je s jejich pomoci mozné
detekovat a odkaz, je uveden v tabulce|3.1

Databéaze byly otestovany na 5 bakteridlnich izolatech, které patii do 4 riznych
kment, Alistipes onderdonkii An90 (SAMNO06473769) z kmenu Bacteroidota, Bifi-
dobacterium boum An918 (SAMN15872570) z kmenu Actinobacteriota, Clostridium
spiroforme An158 (SAMNO06473626) z kmenu Firmicutes, Escherichia coli An190
(SAMNO06473654) z kmenu Proteobacteria a Streptococcus alactolyticus ET54 (SAM-
N15872590) z kmenu Firmicutes.
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Tab. 3.1: Databdaze pro detekci genti rezistence a mobilnich genetickych elementti

Databaze Detekce

ACLAME mobilni genetické elementy, fagy
AcrDB Acr-Aca proteiny

AcrHub Acr-Aca proteiny

BacAnt geny rezistence, transpozony, integrony
BacFITBase bakteridlni geny béhem infekce hostitele
CARD geny rezistence

CicerSpTEdb mobilni genetické elementy z rodu Cicer
ConTEdb mobilni genetické elementy z jehlicnant
GyDB mobilni genetické elementy

ICEberg ICE, IME

INTEGRALL integrony

ISfinder inzer¢ni sekvence

mMGE mobilni genetické elementy

MEFinder mobilni genetické elementy

MEGARes geny rezistence

PHASTER fagy

PlasmidFinder | plazmidy

TADB toxin-antitoxin systémy

TnCentral transpozony

WASPS plazmidy

Odkaz

http://aclame.ulb.ac.be

https://bcb.unl.edu/AcrDB/

http://pacrispr.erc.monash.edu/AcrHub/:

http://bacant.net/BacAnt/

http://bacfitbase.tartaglialab.com

https://card.mcmaster.ca

http://cicersptedb.easyomics.org

http://genedenovoweb.ticp.net:81/conTEdb/index.php
https://gydb.org

http://db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg/

http://integrall.bio.ua.pt

https://isfinder.biotoul.fr

https://mgedb.comp-sysbio.org

https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFinder/

https://megares.meglab.org

https://phaster.ca

https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/
http://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/TADB2/

https://tncentral.ncc.unesp.br

https://archaea.i2bc.paris-saclay.fr/wasps/
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3.2.1 Stazené databaze
MyDbFinder

MyDbFinder (https://cge.food.dtu.dk/services/MyDbFinder/)) je néstroj na
serveru CGE, ktery identifikuje geny a MGE z vasi vlastni databaze v tplné nebo
castecné sekvenovanych izolatech bakterii. Nahrana databaze musi byt FASTA sou-
bor se sekvencemi DNA. Nastavi se prah pro shodu mezi geny nebo MGE v databézi
a ve vstupni genomové sekvenci a také délka genu/MGE v genomu, ktery pokryva
délku genu/MGE v databdzi.

Na vystupu je poté tabulka, ve které jsou ndzvy genti/MGE, které byly ziskané
z FASTA hlavicek sekvenci, proti kterym byl zarovnam vstupni genom, procento
identity ve srovnani mezi nejlépe odpovidajicim genem/MGE v nahrané databazi
a odpovidajici sekvenci ve vstupnim genomu, déle je zde uvedena délka genu/MGE
v databazi a délku zarovnani mezi genem/MGE v databézi a odpovidajici sekvenci
v genomu, informace o nazvu scaffoldu, ve kterém byl gen/MGE nalezen, a jeho
pozice na daném scaffoldu. Rizné barvy radku slouzi k vizualizaci shody mezi sek-
vencemi. Tmavé zelend znaci 100 % shodu a pokryti celé délky referencni sekvence,
svétle zelenda znamena, ze délka zarovnani se shoduje s délkou sekvence v databazi,
ale nenf mezi nimi 100 % shoda, a Sed& barva znamena, Ze zarovnani je kratsi nez
délka sekvence v databézi, ale je mezi nimi 100 % shoda. Cervend barva znadi, Ze
nebyl nalezen zadny gen/MGE se shodou pres nastaveny prah. Rozsifeny vystup
ukazuje detailni zarovnani vsech shodnych sekvenci, kde zelend znaci shodujici se
nukleotidy, Cervend nesrovnalosti a Seda absence nukleotidi v zarovnani. Tabulka
muze byt stazena ve formatu TSV, dale je k dispozici FASTA soubor obsahujici
nejlépe odpovidajici sekvence z testovaného genomu a TXT soubor obsahujici vy-

slednou tabulku a zarovnéani sekvenci.

BacAnt, MEGARes

BacAnt je webovy server, ktery, jako jeden z mala, umoznuje anotaci gent rezistence,
integront a transponovatelnych elementt soucasné. Na vstup ale nelze nahrat multi-
FASTA soubor s vice sekvencemi, pouze FASTA soubor s 1 sekvenci. Rozdélit multi-
FASTA soubor by bylo vzhledem k tomu, Ze je potfeba otestovat draft genomy s de-
sitkami sekvenci, velmi nevyhodné. Proto byly z BacAnt serveru stazeny databaze
Integron.fasta (http://bacant.net/ftp/v3.1/IntegronDB) a Transposon.fasta
(http://bacant.net/ftp/v3.1/TransposonDB), které poskytuji informace o in-
tegronech a transpozonech. MEGARes je databdze genii rezistence na tézké kovy,
biocidy a antibiotika, ktera neposkytuje zadny webovy nastoj pro detekci téchto

gentl, databéaze proto byla také stazena. Poté byl na detekci genti rezistence a MGE
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z téchto databédzi pouzit MyDbFinder. Prah pro shodu mezi genem/MGE v databazi
a ve vstupni genomové sekvenci byl nastaven na identitu 90 % a délka genu/MGE
v genomu, ktery pokryva délku genu/MGE v databdzi, na 60 %.

7 databéaze BacAnt bylo u bakterie Escherichia coli An190 detekovano 6 transpo-
zont, u bakterie Streptococcus alactolyticus E'TSH/ byl detekovan 1 traspozon, u ostat-
nich testovanych bakterii nebyly detekované zadné transpozony, ani nebyly deteko-
vany zadné integrony. Z databaze MEGARes byl u bakterie Alistipes onderdonkii
An90 detekovan gen tet(Q) a u bakterie Bifidobacterium boum An918 gen tet(W),
které koduji rezistenci na tetracykliny, u bakterie Clostridium spiroforme An158
byly detekovany 2 geny dfrF a ANT6 kédujici rezistenci na trimethoprimy a ami-
noglykosidy, u bakterie Fscherichia coli An190 bylo detekovano 177 rtznych gent
rezistence na rizné druhy antibiotik, tézkych kovi a biocidl, a u bakterie Strepto-
coccus alactolyticus ET54 bylo detekovano 7 riznych genti rezistence na rtizné druhy
antibiotik.

3.2.2 Online databaze
CARD

RGI databaze CARD je bioinformaticka databdze genu rezistence, jejich produkti
a souvisejicich fenotypu. Na vstup muze byt nahran soubor jak ve FASTA formatu,
ktery muze obsahovat DNA i proteinové sekvence, tak GenBank formatu. Velikou
vyhodou této databéaze je, ze je mozné nahrat na vstup nékolik FASTA soubortu
najednou, coz pri analyze velkého souboru genomu vyznamné usnadnuje praci a Setii
cas. Poté se zvoli, jak presné vysledky jsou pozadované. Byly zvoleny pouze presné
shody, vysoka kvalita a coverage.

Na vystupu je poté tabulka, kterd muze byt stazena v JSON a TXT souboru.
Tabulka obsahuje sloupce s informacemi o presnosti detekce, nazvu genu rezistence,
podle jakého kritéria byl gen detekovan, do jaké skupiny AMR genti gen patti, dale
antibiotikum, na které gen kdéduje rezistenci, mechanismus rezistence, a nakonec
procento shody zarovnanych sekvenci a procento délky sekvence oproti referenénimu
genu.

Byly vybrany pouze vysledky, které vykazovaly shodu mezi sekvencemi nad 90 %.
U bakterie Alistipes onderdonkii An90 byl detekovan gen tet(()) kédujici rezistenci
na tetracykliny pomoci modifikace cilové struktury antibiotika, u bakterie Bifido-
bacterium boum An918 byly detekovany 2 geny tet(W) a rpoB kdéduji rezistenci na
tetracykliny a rifamyciny, u bakterie Clostridium spiroforme An158 byl detekovan
gen dfrF kédujici rezistenci diaminopyrimidiny, u bakterie Escherichia coli An190
bylo detekovano 53 rtiznych genti kdédujicich rezistenci na 19 rtiznych skupin antibi-

otik a u bakterie Streptococcus alactolyticus ET54 bylo detekovano 5 riznych genti
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na 4 ruzné skupiny antibiotik.

ICEberg

Databaze ICEberg poskytuje komplexni informace o bakterialnich integrativnich
a konjugativnich elementech (ICE). Na vstupu je soubor s nukleotidovymi sekven-
cemi ve FASTA formatu, nahran muze byt také GenBank soubor, poté se jen zvoli,
o genom jakého organismu se jedna.

Na vystupu je souhrnna tabulka se seznamem vsech predikovanych ICE a IME
v bakteridlnim genomu, s jejich lokaci, délkou a typem ICE nebo IME. Po roz-
kliknuti konkrétnich ICE nebo IME v tabulce se zobrazi detailnéjsi informace pro
konkrétni element, kde je zobrazena také mapa pro vizualizaci umisténi detekova-
nych ICE a IME v ramci genomu, seznam gent obsazenych v predikovanych ICE
a IME a proteinové a DNA sekvence téchto genu. Vysledky se ale bohuzel nedaji
stahnout v zadném takovém formatu, aby se s nimi mohlo dale efektivné pracovat,
a aby bylo mozné je pouzivat pro dalsi analyzu.

U bakterie Alistipes onderdonkii An90 byly detekovany 2 IME a 1 ICE s T4SS,
u bakterii Bifidobacterium boum An918 a Clostridium spiroforme Ani158 byly de-
tekovany 2 ICE s T4SS, u bakterie Fscherichia coli An190 byly detekovany 2 ICE
s T4SS a 1 IME a u bakterie Streptococcus alactolyticus E'T54 byl detekovan 1 mo-
bilni ICE s T4SS.

ISfinder

Databéze ISfinder poskytuje seznam inzercnich sekvenci izolovanych z bakterii a ar-
chea. Na vstupu je soubor s nukleotidovymi sekvencemi ve FASTA formatu. Déle
je zde mozné nastavit, v jakém formatu budou vysledky zobrazeny, jestli v podobné
rizné forméatované tabulky, nebo zarovnani sekvenci ukazujici shodu mezi nimi.

Na vystupu je zobrazena tabulka s detekovanymi inzerénimi sekvencemi, jejich
pivod a E-hodnota, kterd udava pravdépodobnost, ze podobnost mezi predikovanym
genomem a databézi je ndhodna, a neni diikazem opravdové biologické podobnosti
nebo homologie, ¢im nizsi ma hodnotu, tim relevantnéjsi vysledky jsou. Dale zde
podle vstupniho nastaveni uzivatele muze byt zobrazeno zarovnani sekvenci ukazujici
shodu mezi nimi. Vysledky z této databaze se ale bohuzel nedaji stdhnout v zadném
takovém formétu, aby se s nimi mohlo dale efektivné pracovat, a aby bylo mozné je
pouzivat pro dalsi analyzu.

V pribéhu analyzy testovanych bakterii bylo identifikovano velké mnozstvi in-
zercnich sekvenci. Nicméné pouze u mensiho poc¢tu z nich byly dosazeny E-hodnoty,

které naznacovaly statisticky vyznamné a relevantni vysledky.
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MobileElementFinder

MobileElementFinder je néstroj k identifikaci mobilnich genetickych elementii. Na
vstupu je soubor s nukleotidovymi sekvencemi ve FASTA formatu. Poté se zde mii-
zou zvolit databaze pro anotaci doplinkovych genii, na vybér je ResFinder pro geny
antimikrobidlni rezistence a VirulenceFinder pro geny virulence. Pro kazdy néstroj
jsou pouzity defaultni parametry. Ve vychozim nastavenim jsou vybrany vsechny
databéaze.

Na vystupu je umoznéno filtrovat vysledky nékolika zpiisoby, které zahrnuji ome-
zeni vysledkil na ur¢ité typy MGE, minimalni povolenou shodu sekvenci, coverage
zarovnani a maximalni povolené zkraceni. Vysledky zobrazuji, které MGE byly pre-
dikovany pro dany scaffold. Predikované plazmidy, geny rezistence a virulence jsou
zobrazeny pod hlavickou MGE spolu s jejich kvalitou predikce a metadaty. Infor-
mace o detekovanych MGE zahrnuji synonymni jména, informace o skupiné, do které
patti, a také odkazy na sekvence a externi databéaze, ze kterych byly identifikovany.
Déle je zde coverage zarovnani, identita s referenc¢ni sekvenci, pocet substituci a také
umisténi na scaffoldu, pokud byl element zkrécen, zobrazi se Groven zkraceni. Pre-
dikce nizké kvality jsou oznaceny a ve vysledcich je zvyraznéna kvalita predpovédi.
Detekované MGE je mozné stahnout jako tabulku ve formatu TSV, ktera obsa-
huje nazev MGE, metodu predikce, typ MGE, identitu sekvenci a coverage, scaffold
a konkrétni pozici na scaffoldu. Jejich DNA sekvence také mohou byt stazeny ve
FASTA formatu.

U bakterii Bifidobacterium boum An918 a Streptococcus alactolyticus E'TS5/ byla
detekovana 1 inzercni sekvence, u bakterie Fscherichia coli An190 bylo detekovano
19 riznych MGE, které zahrnovaly rizné inzercni sekvence, transpozony, kompozitni
transpozony a miniaturni invertované repetice, a u bakterii Alistipes onderdonkii
An90 a Clostridium spiroforme An158 nebyl detekovan zadny MGE.

PHASTER

PHASTER umoznuje identifikaci a anotaci profagovych sekvenci. Na vstupu je sou-
bor s nukleotidovymi sekvencemi ve FASTA formatu, pokud se ale v souboru nachazi
vice sekvenci, je nutné zaskrtnou policko, které informuje o tom, zZe se jedna o multi-
FASTA soubor. Je mozné nahrat také GenBank soubor.

Na vystupu se zobrazi tabulka, ve které je uvedena délka sekvence, predikce,
zda sekvence obsahuje cely nebo neuplny profag na zakladé rtzné vypocitanych
kritérii a skore, pocet proteinii pritomnych v sekvenci, které obsahuje predikovany
fag, pocatecni a koncova poloha na scaffoldu, na kterém se predikovany fag nachazi,
poté jsou zde uvedeny fagy s nejvyssim poctem proteini nejpodobnéjsich tém v

sekvenci, a nakonec procento GC nukleotidi. Tato tabulka mtze byt stazena v TXT
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formatu. Déle je mozné stahnout PNG obrazek s cirkularnim zobrazenim genomu,
na kterém jsou vyznaceny predikované fagy, a jina genomova zobrazeni.

U bakterii Alistipes onderdonkii An90 a Clostridium spiroforme An158 byl pre-
dikovan 1 netplny fag, u bakterie Bifidobacterium boum An918 nebyl predikovan
zadny fag, u bakterie Escherichia coli An190 bylo predikovano 10 fagu, z toho jeden
byl oznacen jako cely, a u bakterie Streptococcus alactolyticus ET54 byly deteko-
vany 3 nekompletni fagy. Vétsina predikovanych fagu byla netuplnych, to je u draft

genomil bézné.

PlasmidFinder

PlasmidFinder je webovy nastroj, ktery umoznuje detekci plazmidi. Na vstupu je
soubor s nukleotidovymi sekvencemi ve FASTA forméatu. Prah pro shodu mezi sek-
vencemi v databazi a ve vstupni genomové sekvenci byl nastaven na 90 % a délka
elementu v genomu, kterda pokryva délku elementu v databazi, byla nastavena na
60 %.

Na vystupu je poté tabulka, ve které je seznam detekovanych plazmidi, je zde
uvedena databaze, ze které byl plazmid detekovan, nazev plazmidu, procento iden-
tity ve srovnani mezi nejlépe odpovidajicim plazmidem v databéazi a odpovidajici
sekvenci ve vstupnim genomu, délka plazmidu v databazi a délka zarovnani mezi
plazmidem v databazi a odpovidajici sekvenci v genomu, dale je zde uvedena infor-
mace o nazvu scaffoldu, ve kterém byl plazmid nalezen, a pozice na daném scaffoldu.
Rozsiteny vystup ukazuje detailni zarovnani vsech shodnych sekvenci. Barevné zna-
ceni vysledki nese stejnou informaci jako u MyDbFinder a jinych néstroji provozo-
vanych na serveru CGE.

U bakterie Fscherichia coli An190 byly detekovany 4 plazmidy, u bakterie Strep-
tococcus alactolyticus E'TH4 byl detekovan 1 plazmid, u ostatnich testovanych bak-

terii zadné plazmidy nalezené nebyly.

TnCentral

TnCentral je databaze anotovanych prokaryotickych transponovatelnych elementii.
Na vstupu je soubor s nukleotidovymi sekvencemi ve FASTA formatu. Déle je zde
mozné nastavit, v jakém formatu budou vysledky zobrazeny, jestli v podobné rizné
forméatované tabulky, nebo zarovnani sekvenci ukazujici shodu mezi nimi.

Na vystupu je zobrazena tabulka s detekovanymi transponovatelnymi elementy,
jejich puvod a E-hodnota, ktera udava pravdépodobnost, ze podobnost mezi pre-
dikovanym genomem a databazi je nahodnd, a neni dikazem opravdové biologické

podobnosti nebo homologie, ¢im nizsi ma hodnotu, tim relevantnéjsi vysledky jsou.
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Déle zde podle vstupniho nastaveni uzivatele mtze byt zobrazeno zarovnani sek-
venci ukazujici shodu mezi nimi. Vysledky z této databaze se ale nedaji stahnout
v zddném takovém formatu, aby se s nimi mohlo dale efektivné pracovat, a aby bylo
mozné je pouzivat pro dalsi analyzu.

V prubéhu analyzy testovanych bakterii byly identifikovany desitky rtznych
transponovatelnych elementii. Pouze u mensiho poc¢tu z nich byly dosazeny E-hodnoty,

které naznacovaly statisticky vyznamné a relevantni vysledky.

BacFITBase, GyDB, INTEGRALL, mMGE, WASPS

Databaze BacFITBase poskytuje informace o vyznamu bakterialnich gent pfi in-
fekci hostitelskych organismti, GyDB a mMGE o rtznych mobilnich genetickych
elementech, INTEGRALL o integronech a WASPS o rtznych plazmidech. Tyto in-
formace jsou vyznamné v kontextu horizontalniho prenosu genetické informace mezi
bakteriemi.

Nicméné nahravani vstupnich sekvenci do téchto databazi vykazuje rizna ome-
zeni a pozadavky. Databaze BacFITBase a INTEGRALL vyzaduji vlozeni jediné
sekvence ve formatu FASTA. U databidze GyDB je sice deklarovan format multi-
FASTA, pri nahravani souboru se ale vzdy objevi chybova zprava, ze je soubor prilis
velky. U databiaze mMGE lze nahrat FASTA soubor s 1 DNA sekvenci a u databaze
WASPS je mozné nahrat FASTA soubor s 1 DNA nebo proteinovou sekvenci.

Tato omezeni 1ze obejit naptiklad rozdélenim multi-FASTA souboru na soubory
s jednotlivymi scaffoldy, to je ale pfi analyze rozsahlého souboru genomu velice
neefektivni. V téchto pripadech je vhodné zvazit alternativni pristupy nebo vyuziti
jiné nastroje a databaze, které jsou schopny lépe zpracovat a analyzovat rozsahlé

soubory genomickych dat.

ACLAME, AcrHub, CicerSpTEdb, ConTEdb

Vysledky se nepovedlo ziskat ze vSech uvedenych databazi. Béhem opakovanych
pokusu o pristup k databazim ACLAME, AcrHub, CicerSpTEdb a ConTEdb se
objevily technické potize, které zabranily tspésnému nacteni stranek nebo pripojeni
k serverim. Divody nejsou zcela jisté. Webové stranky a databaze mohou byt ovliv-
nény ruznymi faktory, véetné zmén v provozu, technickych problému nebo presunt
serveri. Stane se, ze tvurci databaze zméni své umisténi nebo infrastrukturu, coz

muze mit vliv na dostupnost a fungovani stranky.
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3.3 Metody detekce a charakterizace genii rezistence

3.3.1 Vybrané databaze

Detekce genti rezistence a horizontalniho prenosu u souboru 452 bakteridlnich ge-
nomil byla provedena pomoci 6 databazi, CARD, MEGARes, MobileElementFinder,
PlasmidFinder, BacAnt a PHASTER. Tyto databaze byly vybrany s cilem pokryt
co nejvétsi spektrum raznych gent rezistence a ruznych mobilnich genetickych ele-
mentl. Dalsim kritériem byla moznost provadét analyzu na multi-FASTA souborech
a moznost vysledky z databazi stahnout a vyuzit tak pro dalsi analyzu a charakte-
rizaci.

Kombinaci téchto databazi mizeme ziskat komplexni pohled na horizontalni pre-
nos gent rezistence v bakterialni populaci. Tato strategie nam umozni provést ana-
Iyzu a charakterizaci genti rezistence na antibiotika a tézké kovy a jejich interakci
s riznymi typy mobilnich genetickych elementil v anaerobnich bakteriich.

K detekci genti rezistence na antibiotika a tézké kovy byly pouzity databaze
CARD a MEGARes. Databaze CARD byla pouzita k detekci genu rezistence na
antibiotika, databaze MEGARes byla pouzita k detekci genu rezistence na tézké
kovy a biocidy, ale také na antibiotika.

K detekei riiznych genetickych elementii a fagt byly pouzity databaze MobileEle-
mentFinder, PlasmidFinder, BacAnt a PHASTER. Databaze MobileElementFinder
byla pouzita k detekci riznych MGE, jako inzeréni sekvence, transpozony, inte-
grativni konjugativni a mobilizovatelné elementy a miniaturni invertované repetice.
Databédze PlasmidFinder byla pouzita k detekci plazmidi. Databaze BacAnt byla
pouzita k detekci transpozoni a integroni. A databaze PHASTER byla pouzita
k detekci fagi.

3.3.2 Unifikace vysledki

Po ziskani vysledkii z vybranych databazi byla navrzena metoda, pomoci které se
vysledky s riznymi formaty unifikovaly do jednotného formatu. Navrzend metoda
byla implementovana v programovacim jazyce Python.

Vysledky z databazi CARD a MEGARes byly unifikovany do tabulky AMR,
CARD_ MEGARes _done.csv pomoci kédu unifikace vysledku AMR_ geny.py. V ta-
bulce je uveden nazev bakterie, ktera gen obsahuje, scaffold a konkrétni start a stop
pozice na scaffoldu, na kterém se gen nachazi, nazev genu rezistence, druh latky
a konkrétni latka, na kterou gen poskytuje rezistenci, a nakonec nazvy databazi,
ze kterych byl gen detekovan. Témér vsechny geny detekované pomoci databaze
CARD se shodovaly s geny detekovanymi pomoci databaze MEGARes, ktera ale

v porovnani s databazi CARD poskytla mnohonasobné vétsi mnozstvi vysledka.
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Vysledky z databazi MobileElementFinder, PlasmidFinder, BacAnt a PHASTER
byly unifikovany do tabulky MGE_MEF PF PHASTER_ BacAnt_ done.csv po-
moci kodu unifikace vysledku MGE_ fag.py. V tabulce je uveden nazev bakterie,
kterd element obsahuje, scaffold a konkrétni start a stop pozice na scaffoldu, na kte-
rém se element nachazi, typ a nazev elementu, a nakonec nazev databaze, ze které
byl element detekovan. Neékolik transpozoni detekovanych pomoci databdze Mobi-
leElementFinder a BacAnt se shodovalo, mimo to ale kazda databaze poskytovala
unikatni vysledky s informacemi o rtiznych typech MGE, které se doplnovaly.

Tabulky a kody jsou soucasti elektronické prilohy.

3.3.3 Ptenos genli rezistence

Po unifikaci vysledki byla navrzena metoda pro analyzu a charakterizaci prenosu
genu rezistence mezi bakteriemi. Navrzend metoda byla implementovana v progra-
movacim jazyce Python ve skriptu prenos_genu.py, ktery je soucasti elektronické
prilohy.

Prenos gent rezistence byl hodnocen dvéma pristupy. Prvni metoda zkouma4, zda
jsou detekované geny rezistence obsazeny v identifikovanych mobilnich genetickych
elementech, které jsou schopny tyto geny prenaset. Druhy pristup analyzuje umisténi
genu rezistence na scaffoldu. Pokud se tyto geny nachéazeji na stejném scaffoldu
za sebou a tato struktura se opakuje u vice bakterii, predpokladame, ze se geny
prenaseji spolecné.

Kéd vytvori TXT soubor se seznamem vsSech genti, které jsou soucasti mobil-
nich genetickych elemetti nebo fagl, a seznamem vsSech gent, které se nachazi na
scaffoldu tésné za sebou, a které se pravdépodobné prenasi spole¢né. Pro bezchybné
fungovani kodu je nutné mit ve stejné slozce ulozen skript prenos_genu.py a sou-
bory AMR__CARD MEGARes_ done.csv a MGE_ MEF PF PHASTER Bac-
Ant__done.csv, které obsahuji unifikované vysledky z vybranych databazi. Kompletni
sada funkci je popsana primo ve skriptu. Aby byl vygenerovan vysledny soubor ve
formatu TXT, stac¢i skript spustit. Vygenerovany soubor penos genu.txt je také

soucasti elektronické prilohy.

3.3.4 Ptehled ziskanych vysledktli pro vybranou bakterii

V programovacim jazyce Python byl navrzen kéd, ktery vytvori TXT soubor s veske-
rymi informacemi ziskanymi pomoci databazi CARD, MEGARes, MobileElement-
Finder, PlasmidFinder, BacAnt a PHASTER. Pro bezchybné fungovani kédu je
nutné mit ve stejné slozce ulozen skript informace o bakterii.py, a soubory AMR__

CARD MEGARes done.csv a MGE MEF PF PHASTER BacAnt done.csv,

které obsahuji unifikované vysledky z vybranych databazi. Kompletni sada funkci
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je popsana piimo ve skriptu. Aby byl vygenerovan vysledny soubor ve formatu
TXT, staci zadat na vstup funkce main jméno bakterie, pro kterou chceme tyto
vysledky ziskat. Soucasti elektronické prilohy je pro ukazku prilozen TXT soubor
info_ o bakterii An190.txt vygenerovany pro bakterii Escherichia coli An190
Vytvoreny TXT soubor, ktery je vzdy pojmenovany podle ID bakterialniho izo-
latu, obsahuje nasledujici informace: po uvedeni jména bakterie nasleduje seznam
vsech detekovanych gent rezistence na antibiotika a tézké kovy, pro kazdy gen je
zde uvedena jeho poloha na scaffoldu, druh latky a konkrétni latka, na niz gen po-
skytuje rezistenci. Déle nasleduje seznam identifikovanych MGE, kde je uvedena
poloha MGE na scaffoldu, jeho jméno a typ. Na zavér jsou prezentovany informace
o prenosu genu rezistence. Ty zahrnuji seznam MGE, které maji ve své strukture
geny rezistence, které prenaseji, a také seznam genii rezistence, které se nachazeji za

sebou na stejném scaffoldu, a pravdépodobné tedy putuji mezi bakteriemi spolu.

3.4 Vysledky detekce a charakterizace genii rezistence

3.4.1 Geny rezistence

Porovnani s databazemi CARD a MEGARes ukazalo, ze témér polovina bakterial-
nich izolatu (221 izolatu, 48,9 % z celkovych 452 izolat) obsahovala alespon 1 gen
rezistence na antibiotika nebo tézké kovy.

V 221 bakteridlnich izoladtech bylo celkové detekovano 867 gent rezistence na
antibiotika a tézké kovy. Jednalo se o 252 ruznych gent. Gen tet(W) byl nejcas-
téji detekovany gen ze vsSech. Byl detekovan v 73 izolatech. Poskytuje rezistenci
na tetracykliny. Dalsi hojné detekované geny byly tet(Q) (ve 39 izolatech), ANT6
(ve 32 izolatech), Mef(En2) (ve 26 izolatech), InuA (ve 26 izolatech) a tet(O) (ve
24 izolatech), InuC (ve 23 izolatech) a ANT9 (ve 20 izoldtech). Ostatni geny se
vyskytovaly v méné nez 13 izolatech.

Nejvice genti rezistence bylo detekovano v bakteridlnich izolatech FEscherichia,
které patti do kmene Proteobacteria, tiidy Gammaproteobacteria, fadu Enterobacte-
rales a celedi Enterobacteriaceae. 1zolat Escherichia coli An190 obsahoval 180 rtiz-
nych gent rezistence, izolat Escherichia coli An786 obsahoval 158 rtiznych genti re-
zistence a izolat Escherichia ferqusonii ET78 obsahoval 106 riznych gent rezistence
na rizné skupiny antibiotik, tézkych kovti a biocidi. Ostatni izolaty obsahovaly méné
nez 17 riznych gent rezistence.

Je nutné podotknout, zZe to, Ze je v genomu bakterie detekovany gen rezistence,
nemusi znamenat, ze je gen funkéni. Aby byl gen aktivni, musi byt exprimovany.
Exprese genu by se méla experimentalné ovérit. To se ale ve vétsiné genomickych

studiich nedéla, in silico analyzy to pouze néjakym zpusobem predikuji. Naopak to,
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ze v genomu bakterie nebyl detekovany zadny gen rezistence, nemusi znamenat, ze
bakterie nemé zadny takovy gen. Znamend to jen, ze nic v pouzité databdzi gent

rezistence rezistenci nenaznacuje, a ze gen neni soucasti databéaze.

3.4.2 Antibiotika a tézké kovy

V bakterialnich izolatech byly detekovany geny, které poskytovaly rezistenci na 53
riznych skupin antibiotik, tézkych kovii a biocidi. 221 izolatd obsahovalo gen re-
zistence na antibiotika, 6 izolat obsahovalo gen rezistence na vice druhi latek, 3
izolaty obsahovaly gen rezistence na tézké kovy a 3 izolaty obsahovaly gen rezistence
na biocidy. Zastoupeni antibiotik, na které jsou bakterie nejcastéji rezistentni, je
zobrazeno v grafu na obrézku

Rozdél&ni genl rezistence na antibiotika

Tetracykliny
Makrolidy
Linkosamidy
Aminoglykosidy
Streptograminy
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Obr. 3.1: Rozdéleni genti rezistence na antibiotika. V grafu jsou zobrazeny jednotlivé
skupiny antibiotik, v porovnani s po¢tem bakteridlnich izolatd, u kterych byly detekovany geny,
které koduji rezistenci na tato antibiotika.

Nejvice detekovanych genti poskytovalo rezistenci na tetracykliny. Tetracykliny
jsou skupinou Sirokospektralnich antibiotik, ktera se pouzivaji k 1é¢bé infekei zptiso-
benych riznymi bakteriemi. Patii mezi semisynteticka antibiotika odvozena z pri-
rodniho zdroje. Inhibuji bakteridlni riist tim, Ze se vazou na ribozomy. Interferuji
tak s procesem syntézy proteinti. Blokovanim ribozomalni funkce zabranuji bakte-
riim v tvorbé novych proteint a tim brani jejich ristu a mnozeni.[45]

Celkem 185 bakterialnich izolata (40,9 % z celkovych 452) obsahovalo alespon
1 gen rezistence na tetracykliny. Rezistenci na tetracykliny poskytovalo 32 riznych
genu. Gen tet(W) byl detekovan v 73 izolatech, tet(Q) byl detekovan ve 39 izolatech,
tet(O) byl detekovan ve 24 izolatech, tet(O/W), tet(40) a tet(A) byly detekovany v 6
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izolatech a tet(M) a tet(B(P)) byl detekovan v 5 izolatech, zbytek geni rezistence

na tetracykliny byl detekovan v méné nez 4 izolatech.

3.4.3 Mobilni genetické elementy

Porovnani s databiazemi MobileElementFinder, PlasmidFinder, BacAnt a PHAS-
TER ukézalo, Ze témér vSechny bakteridlni izolaty (424 izolatu, 93,8 % z celkovych
452 izolati) obsahovaly alesporn 1 mobilni geneticky element nebo fag. V bakteriél-

nich izolatech bylo detekovano 7 typti MGE. Jejich zastoupeni je zobrazeno v grafu
na obrazku 3.2

Zastoupeni mobilnich genetickych elementi
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Obr. 3.2: Zastoupeni mobilnich genetickych elementii.V grafu jsou zobrazeny jednotlivé
typy mobilnich genetickych elementti, v porovnani s po¢tem bakterialnich izolatu, u kterych byly

detekovany.

Nejcastéji detekovanym typem MGE byly inzeréni sekvence, které byly deteko-
vany u 72 bakteridlnich izolatt. Inzeréni sekvence neobsahuji geny rezistence. Casto
se ale nachézely pred nebo za detekovanym genem rezistence. Jejich invertované
repetice slouzi jako silné promotory. Zvysuji tak expresi genti nachazejicich se za in-
zer¢nimi sekvencemi. Tim hraji vyznamnou roli v sifeni antimikrobialni rezistence.
Mohou také podporovat mobilitu vytvarenim kompozitnich transpozont.

Integrativni mobilizovatelné elementy byly detekovany ve 21 izolatech, transpo-
zony byly detekovany ve 14 izolatech, kompozitni transpozony a plazmidy byly dete-
kovany v 11 izolatech, integrativni konjugativni elementy ve 4 izolatech, miniaturni
invertované repetice ve 3 izolatech a integrony ve 2 izolatech. Celkem 419 bakteri-
alnich izolatt obsahovalo predikovany fag, témeér vSechny z nich ale byly necelé, coz

je u draft genomii bézné.
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3.4.4 Prenos genu rezistence

Jednim z pristupt, pomoci kterého byl analyzovan prenos genu rezistence, bylo
zkoumani, zda jsou detekované geny rezistence soucasti detekovanych MGE.

Kompozitni transpozon cn_ 4228 ISBbil obsahoval 3 geny rezistence, sul2, APH3
a APHGO, transpozon Tn10 obsahoval také 3 geny rezistence, tet(B), tet(D) a tet(R),
u bakterie Fscherichia coli An190 byl detekovan intaktni fag, ktery také obsahoval
3 geny rezistence, cprA, CprAR a sodA. Déale byly detekovany rtizné transpozony,
jeden integron a nékolik netiplnych fagi, které ve své strukture také obsahovaly geny
rezistence.

Nejcasteji detekovanym MGE s genem rezistence byl integrativni mobilizovatelny
element MThSagl, ktery prenasi gen InuC. Byl detekovan u 21 rtznych bakterii.

Dalsim pristupem, pomoci kterého byl analyzovan prenos genii rezistence, bylo
zkoumani polohy genii rezistence na scaffoldu, které geny rezistence se nachazi na
scaffoldech pobliz sebe a jestli se tyto nalezené paterny opakuji u vice bakterii.

Geny Mef(En2) a InuA se nachazely za sebou v tésné blizkosti na scaffoldu, tento
patern byl zaznamendn u 26 riznych bakterii. Geny tedy s urcitou pravdépodob-
nosti putuji mezi bakteriemi spolecné. Geny tet(A) a tet(B(P)) byly detekovany na
scaffoldu u 4 riznych bakterii. Dale bylo nalezeno 6 takovych paternu, které se opa-
kovaly u 3 ruznych bakterii, 9 raznych paternii nalezenych u 2 raznych bakterii, 46
riznych paternt nalezenych pouze u 1 bakterie

Vsechny tyto vysledky jsou zaznamenany v souboru prenos genu.txt, ktery byl

vygenerovany pomoci skriptu prenos_ genu.py, v externi priloze.
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4 Diskuze

Siten{ antimikrobidlni rezistence horizontalnim prenosem genetické informace je jed-
genti antimikrobialni rezistence mezi komenzéalnimi bakteriemi izolovanymi ze ze-
meédélskych zvitat. Do analyzy bylo zahrnuto celkem 452 izolat bakterialnich anae-
robiu, zafazenych do 9 ruznych kment, Firmicutes (245 izolatu), Bacteroidota (113
izolat), Actinobacteriota (65 izolatt), Proteobacteria (14 izolatu), Fusobacteriota
(7 izolatu), Desulfobacterota (5 izolatw), Verrucomicrobiota (1 izolat), Synergistota
(1 izolat) a Elusimicrobiota (1 izolat).

I pres to, Ze se jedna o bakterie, které nikdy nebyly cilem antimikrobialni terapie,
vysledky ukazuji, Ze témér polovina bakteridlnich izolatt (221 izolatt, 48,9 % z cel-
kovych 452 izolati) obsahovala alespon 1 gen rezistence na antibiotika nebo tézké
kovy. Témér vSechny z nich (424 izolatu, 93,8 % z celkovych 452 izolat) obsahovaly
alespon 1 mobilni geneticky element, se kterym se muize gen rezistence prenaset.
Komenzalni bakterie jsou vyznamnym rezervoarem gent rezistence.

K detekei bylo vyzkouseno 20 rtznych databazi. Byly vybrany tak, aby pokryly
sirokou skalu genetickych a funkénich aspektii spojenych s rezistenci bakterii a s ho-
rizontalnim prenosem gent. Jen nékteré z databazi se ale ukazaly jako efektivni
nastroje pro bioinformatickou sirokospektralni analyzu.

U databazi ACLAME, AcrHub, CicerSpTEdb a ConTEdb byl problém s pti-
pojenim k serveru. Diivod neni zcela jisty, webové stranky a databdze mohou byt
ovlivnény riznymi faktory, véetné zmén v provozu, technickych problémt nebo pre-
sunt servert. Stane se, ze tvurci databaze zméni své umisténi nebo infrastrukturu,
coz muze mit vliv na dostupnost a fungovani stranky.

Databaze BacFITBase, GyDB, INTEGRALL, mMGE a WASPS byly zhodno-
ceny jako nevhodné, protoze se s jejich pomoci neda analyzovat multi-FASTA sou-
bory s draft genomy bakterie. Toto omezeni by se dalo vyfesit rozdélenim multi-
FASTA souboru na jednotlivé fasta sekvenvece a provadét analyzu postupné u jed-
notlivych scaffoldi. Tento pristup by ale byl pti analyze tak rozsahlého datasetu
draft genomii velmi zdlouhavy a neefektivni.

Databaze ICEberg, ISfinder a TnCentral sice umoznuji analyzu multi-FASTA
soubort, byly ale také zhodnoceny jako nevhodné, protoze se vysledek analyzy nedé
exportovat a stahnout v zadném formatu, ktery by byl mozny vyuzit pro dalsi ana-
Iyzu a charakterizaci. Vysledky by se musely ru¢né zkopirovat nebo prepsat, coz by
opét bylo pri analyze tak rozsahlého datasetu zdlouhavé a neefektivni.

Databaze BacAnt a MEGARes sice neposkytuji online sluzbu, ktera by umoz-
novala analyzu genomit, databaze se ale daji stdhnout a muze byt pouzit MyDb-

Finder. MyDbFinder je néastroj, ktery umoznuje analyzu genomi pomoci jakékoli
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datbaze v multi-FASTA formatu. Presnost vysledkti mtuze byt nastavena podle po-
treby. Vysledky se daji stahnout jako TSV tabulka, ktera se dobre zpracovava pro
dalsi analyzu a charakterizaci. Databdze CARD, MobileElementFinder, Plasmid-
Finder a PHASTER umoznuji analyzu draft genomii, nabizeji export vysledki ve
formatech umoznujicich dalsi analyzu a charakterizaci, a rovnéz zobrazuji droven
presnosti vysledki. Tyto databaze umoznuji rychlou a efektivni bioinformatickou
sirokospektralni analyzu.

Zkoumanim polohy genti na scaffoldech bylo zjisténo, Ze se urcité geny rezistence
Siti napri¢ bakteriemi spolecné. Geny Mef(En2) a InuA v tésné blizkosti na scaffoldu
byly detekovany u 26 riznych bakterii. Geny tet(A) a tet(B(P)) byly detekovany
v tésné blizkosti na scaffoldu u 4 rtiznych bakterii. O téchto dvojicich gent se jiz da
s jistou pravdépodobnosti tvrdit, ze putuji mezi bakteriemi spolecné.

Zkoumani, jestli jsou geny v tésné blizkosti na scaffoldu, je jeden z moznych
pristupt, mezi geny rezistence se ale ¢asto nachazeji také hypotetické geny, jejichz
tlohu nezname, a které potom nejsme schopni detekovat. Téchto hypotetickych genti
muze byt obrovské mnozstvi.

Zkoumanim mobilnich genetickych elementti, které maji ve své strukture geny
rezistence, bylo zjisténo, ze mezi bakteriemi ¢asto putuje integrativni mobilizovatelny
element MTnhSagl, ktery prenasi gen InuC kodujici rezistenci na linkosamidy. Byl
identifikovan u 21 bakterialnich izolatt.

Nejvice detekovanych genii kdédovalo rezistenci na tetracykliny, a to pravdé-
podobné kvili Sirokému pouziti tetracyklini jako prisad do krmiv a stimulatori
rustu[I9]. Antibiotika, na které detekované geny kéduji rezistenci, se do znacné
miry shoduji s antibiotiky ve studii [19], nejéetnéjsi skupiny antibiotik, jako jsou
tertacykliny, makrolidy, linksamidy, streptograminy a aminoglykosidy, se shoduji,
a to i pres to, ze k detekci gent byla pouzita jind databaze, konkrétné databaze
ResFinder, nez v této praci.

Nejcastéji detekovanym genem rezistence byl gen tet(W). Gen tet(W) se uvadi
jako jeden z nejrozsirenéjsich gentu rezistence na tetracykliny, pritomny v anaerob-
nich bakteriich[49].

Tato ¢isla mohou byt ve skutecnosti mnohonasobné vyssi, protoze byly deteko-
vany pouze geny a MGE, které jsou obsazeny v databazich CARD, MEGARes, Mo-
bileElementFinder, PlasmidFinder, BacAnt a PHASTER. Evolu¢ni dynamika genti
antimikrobialni rezistence ma za nasledek hromadéni sekvenc¢nich variaci, které mo-
hou byt dost odlisné od variant zaznamenanych v databézi. Navic se jedna o draft
genomy. To znamend, ze genom néni kompletni, ze tam nékteré segmenty chybi,
nebo tam jsou naopak vicekrat, ze jsou ve Spatném poradi, nebo v opa¢né orientaci.
Pri detekci se tedy gen nebo MGE nemusi ukazat, i pres to, ze je tam skutecné

pritomny.
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Zavér

Tato bakalarska prace se zabyvala detailni analyzou genti rezistence na antibiotika
a tézké kovy a znakt horizontalniho prenosu genetické informace u zastupcti anae-
robnich bakterii. Prace se zaméfuje na vyuziti modernich bioinformatickych metod
a verejnych databazi pro detekci a charakterizaci téchto genti z genomickych dat.

V teoritické c¢asti prace byla provedena literarni reserse zamérena na stavajici po-
znatky o genech rezistence na antibiotika a tézké kovy u bakterii. Byly prozkoumany
rizné mechanismy horizontalniho prenosu gentt mezi bakteriemi. Poté byly popsany
verejné databaze a bioinformatické nastroje urcené pro detekci genti rezistence a ho-
rizontalniho prenosu.

V praktické casti prace byla provedena detekce geni rezistence na antibiotika
a tézké kovy a horizontalniho prenosu gent u zastupci anaerobnich bakterii. Bylo
vyzkouseno 20 ruznych databazi, které byly vybrany tak, aby pokryly sirokou skalu
genetickych a funkcénich aspektt spojenych s rezistenci bakterii a s horizontalnim
prenosem gent. Byla navrzena metoda pro detekci a charakterizaci genti rezistence
z genomickych dat bakterialnich anaerobi, dil¢i ¢asti metod byly realizovany a otes-
tovany na 5 bakteridlnich izolatech.

Pro analyzu a charakterizaci genti rezistence a horizontalntho pfenosu bylo pou-
zito 6 databazi, CARD, MEGARes, MobileElementFinder, PlasmidFinder, BacAnt
a PHASTER. Navrzend metoda byla implementovana v programovacim jazyce Py-
thon. Byla otestovana na souboru 453 genomii. Vysledky byly vyhodnoceny a dis-

kutovany.
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