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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se soustfedi na identifikaci mcr genid a beta-laktamaz
u enterobakterii z klinickych vzorkd. Teoreticka Cast se zaméfuje na antibiotickou
rezistenci, mechanismy ucinku polymyxinii a mechanismy polymyxinové rezistence,
véetné plazmidem zprostiedkované rezistence. Dale se prace zabyva globalnim
roz§itenim vSech deseti variant mcr gend, naklady na fitness spojené s pfitomnosti
mcr genu v bakteriich a moznym Sifenim téchto gent.

V experimentalni Casti byla detekce mcr gend provedena pomoci PCR
amplifikace se sedmi specifickymi pary primert. Navic byly navrzeny dalsi ¢tyfi pary
primerd pro detekci vSech doposud popsanych variant mcr gend pomoci programu
Geneious Prime, tyto primery byly testovany in silico. Pti analyze klinickych vzorkt byly
identifikovany geny mcr-1, mcr-9 a mcr-10 pomoci PCR amplifikace, nasledované
potvrzenim pomoci celogenomovych dat. Na zakladé celogenomovych dat bylo také
zjisténo, ze vSechny zkoumané vzorky nesly minimalné jednu beta-laktamazu, pficemz
nejcastéji byly detekovany beta-laktamazy typu ACT, MIR, CTX-M, SHV, TEM a OXA.
Konkrétni izolaty vykazovaly specifické kombinace beta-laktamaz, nékteré vzorky nesly
az pét ruznych typt. V této praci byl také sestaven fylogeneticky strom, ktery ukazuje
podobnosti mezi MCR enzymy, byla provedena in silico analyza konzervovanych

aminokyselin a analyza bodovych mutaci k identifikaci evolucné aktivnich mist.
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SUMMARY

This diploma thesis focuses on identifying mcr genes and beta-lactamases
in Enterobacteriaceae from clinical samples. The theoretical part focuses on antibiotic
resistance, mechanisms of action of polymyxins, and mechanisms of polymyxin
resistance, including plasmid-mediated resistance. The thesis also discusses the global
distribution of all ten mcr gene variants, the fitness costs associated with mcr genes
in bacteria, and the potential spread of these genes.

In the experimental part, the detection of mcr genes was performed by PCR
amplification with seven specific primer pairs. In addition, four more primer pairs were
designed to detect all mcr gene variants described so far using Geneious Prime software,
and these primers were tested in silico. In the analysis of clinical samples, the mcr-1,
mcr-9 and mcr-10 genes were identified by PCR amplification, followed by confirmation
using whole-genome sequencing data. The whole-genome data also found that all samples
examined carried at least one beta-lactamase, with ACT, MIR, CTX-M, SHV, TEM
and OXA beta-lactamases being the most frequently detected. Specific isolates showed
specific combinations of beta-lactamases, with some samples carrying up to five different
types. In this work, a phylogenetic tree was constructed to show the similarity between
MCR enzymes, in silico analysis of conserved amino acids was performed, and point

mutation analysis was performed to identify evolutionarily active sites.
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1 UVOD

Bakterie z Celedi Enterobacteriaceae jsou Siroce rozSifené mikroorganismy,
vyskytujici se v pudé€, vodé€, na rostlinach a jsou také soucasti prirozené stievni mikroflory
zivoc€ichu, véetne ¢loveéka. I prestoze mnohé druhy enterobakterii jsou soucasti traviciho
traktu nekteré patogenni druhy zplsobuji zavazné infekce u lidi i zvifat napfiklad

salmonelozu, infekce mocovych cest, pneumonii nebo bfisni tyfus.

Lécba bakterialnich infekci je tradién€é zalozena na pouziti antibiotik,
avSak v souCasné dob¢ cCelime vaznému problému antibiotické rezistence. Bakterie
si v prubéhu evoluce vyvinuly rizné mechanismy, jak se branit ucinkim
antimikrobialnich latek a lidska Cinnost v€etné nadmérného uzivani antibiotik v klinické
mediciné a zemédélstvi vznik rezistence zna¢né urychluje. Celosveétoveé dochazi k §iteni
multirezistentnich a panrezistentnich bakterii Casto oznaCovanych jako , superbugs‘
neboli , superbakterie”, které jsou bud’ citlivé na par antibiotik posledni moznosti,
napfiklad polymyxiny a karbapenémy nebo uz nejsou citlivé na zadné z dostupnych
antibiotik. Lidstvo se tedy potyka s velmi vaznym problémem, s nartstajici
polymyxinovou a karbapenémovou rezistenci, ¢imz nam dochézeji posledni uc€inné
antibiotika. Tento problém muze vést k vysokému poctu infekci a snimi spojenym

umrtim v disledku netcinné 1écby.

Krome dobie znamych mechanismu rezistence na antibiotika, jako je modifikace
cilového mista, omezeni piijmu lé¢iva, efflux 1éCiva ven z buiiky nebo inaktivace 1é¢iva
byla nedavno objevena mobilni kolistinova rezistence, zkracené oznacovana jako mcr.
MCR predstavuje zvlast€ znepokojivou hrozbu, protoze poskytuje rezistenci vuci
kolistinu, coz je antibiotikum posledni moznosti. Navic je gen pro tuto rezistenci umistén
na mobilnim genetickém elementu, coz umoziuje horizontalni pfenos rezistence

mezi bakteriemi spolu s dalSimi geny rezistence vici karbapenemim a beta-laktamazam.

Tato diplomova prace se zamétuje na problematiku rezistence u enterobakterii
s dirazem na mobilni kolistinovou rezistenci. V experimentalni ¢asti byl sledovan vyskyt
mcr genu a beta-laktamaz v klinickych vzorcich spolu s frekvenci aminokyselinovych
mutaci v MCR enzymech. Byl sestaven fylogeneticky strom pro vizualizaci podobnosti
enzymi MCR a bylo navrzeno celkem 11 part primert pro detekci vSech variant gent

mcr, z nichZ sedm sad primert bylo ovéfeno také polymerazovou fetézovou reakci.



2 CiLE PRACE

Cilem diplomové prace je zvladnuti metod pouzivanych na Skolicim pracovisti, véetné
teoretickych zakladu a prace s genetickymi databazemi.

Teoreticka ¢ast: prace s odbornou literaturou a zpracovani reserSe na téma kolistinova
rezistence a beta-laktamaz s rozsifenym spektrem ucinku u enterobakterii.

Prakticka cast: izolace nukleovych kyselin z vybranych bakterii klinického pavodu,
designovani primert, provadéni PCR experimentd a gelové elektroforézy, vyhodnoceni

vysledka.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Enterobacteriaceae

Celed Enterobacteriaceae obsahuje velké mnozstvi lidskych patogennich
bakterii. VSechny bakterie v této celedi jsou tyc¢inkovitého tvaru, gramnegativni,
nesporulujici, aerobni nebo fakultativné anaerobni (Salzberger, 2023). Existuji
nepohyblivé druhy i pohyblivé, ty se pohybuji pomoci flagel a peritichoznich bicika
(Lister et Barrow, 2008). Enterobakterie jsou vSudypiitomné, jsou roz§ifené po celém
svété v pade, vode€, na rostlinach i v gastrointestinalnim traktu zivocicht vcetné ¢lovéka,

kde tvofti pfirozenou soucast mikroflory streva (NCBI, 2023; Salzberger, 2023).

Celed Enterobacteriaceae zahrnuje velké mnozstvi antigenné piibuznych
a biochemicky podobnych bakterii, které zahrnuji rody jako Citrobacter spp.,
Edwardsiella spp., Enterobacter spp., Escherichia spp., Hafnia spp., Klebsiella spp.,
Morganella spp., Pantoea spp., Plesiomonas spp., Proteus spp., Providencia spp.,
Salmonella spp., Serratia spp., Shigella spp. a Yersinia spp. (Salzberger, 2023). Mnohé
enterobakterie z vySe uvedenych rod zpisobuji zavazné infekce, které je mozné 1€Cit
pomoci antibiotik. V soucasné dobé se ovSem potykame s rezistenci enterobakterii vici
antimikrobidlnim latkam, coz omezuje terapeutické moznosti, zvySuje naklady

na zdravotni péci a také zvySuje umrtnost (De Angelis et al., 2020).

3.2 Bakterialni antimikrobialni rezistence

Bakterie béhem evoluce Celily riznym stresorim, hrozbam, napadeni a usmrceni
ze strany jinych mikroorganismil, konkuren¢nich bakterii, bakteriofagi a predatort
veetné lidského téla. V reakci na Cetné hrozby si bakterie za miliardy let vyvinuly
dimyslné obranné mechanismy, jako genetické modifikace, které dnes bakterie chrani
také pred lécebnymi prostiedky (Smith er al., 2023). Tvorba rezistence je piirozeny
proces, aby se mohly bakterie co nejrychleji mnozit, pfezit a §ifit se. Lidskou ¢innosti
znacné prispivame k rychlej§i tvorbé rezistence nadmérnym pouzivanim antibiotik,
nepfesnou diagnostikou a vtom dasledku nespravnému predepisovani antibiotik,
samolécbou pacienti dochazi ke ztraté citlivosti a v neposledni fadé rozsifenym
pouzivanim v zemédélstvi a chovu zvifat (Uddin er al., 2021). Bakterie rezistentni
na polymyxiny se velmi Casto vyskytuji u hospodarskych zvirat kvuli diivejsimu

pouzivani polymyxint jako stimulatort rastu (Ledger et al., 2022).



Antimikrobialni rezistence (AMR) je definovana jako pokraCovani rustu
mikroorganismua v pfitomnosti antimikrobialni latky v koncentraci u které se ocekava,
Ze inhibuje jeho rast (Mohapatra et al., 2021). Jinymi slovy se jedna o schopnost bakterii
a dalSich mikroorganismi odolavat pusobeni ATB na které byly puvodné citlivé.
AMR je nevyhnutelny jev diky genetickym mutacim mikrobli. Zaroven je AMR
v poslednich letech hlavnim zdrojem obav. V soucasné dobé je vice nez 70 %
patogennich bakterii rezistentnich vaci alesponi jednomu ATB. V souvislosti s AMR
ro¢né na celém svété zemie nejméné 700 000 lidi a predpoklada se, ze pokud se nebude
tento problém adekvatné fesit v roce 2050 zpusobi rezistentni organismy 10 miliona amrti
rocné (Cherak et al., 2021; Uddin et al., 2021). Z4dn4 zemé& ovem nemuiZe sama uspesne
bojovat proti AMR, protoze mezikontinentalni cestovani a obchod umoziuje,

aby se rezistentni mikroorganismy §ifily do zahrani¢i (O’Neill, 2014).

Rezistenci proti antimikrobidlnim latkam délime na pfirozenou a ziskanou.
Prirozena rezistence je pfirozené vyskytujici se rezistence, ktera neni zavisla na expozici
antibiotikim, ale vyskytuje se vSeobecné v genomu skupiny bakterii nebo v ramci
bakterialniho druhu (Morrison et Zembower, 2020). Ziskana rezistence je naopak
zpusobena dusledkem ziskani ciziho genetického materialu, ktery koduje geny rezistence
pomoci horizontalniho pfenosu gent, transdukci, konjugaci nebo transpozici
viz obrazek 1 (Uddin et al., 2021). Pti transdukci je fragment DNA z jedné bakterie
prenesen do druhé prostifednictvim bakterialniho viru, bakteriofagu. Transformace
je proces kdy bakterie piijme extracelularni geneticky material obvykle lyzované
bakterialni buiky a zacleni jej do svého chromozomu homologni rekombinaci
nebo jej prevede na autonomné se replikujici prvek. Nejdulezit€jSim a nejrozsitenéjsim
mechanismem pfenosu genu rezistence je konjugace. Konjugace zahrnuje pienos
plazmidu nebo konjugativniho transpozonu z darcovské bakterie do pfijemce
prostiednictvim  sex pillu, ktery je piitomny pouze u darcovské buiky
(Cherak et al., 2021). Plazmidy se mohou rychle §ifit bakterialnimi spoleCenstvy a napfic
bakterialnimi druhy a kmeny. Mezi ziskanou rezistenci se fadi také mutace vlastni

chromozomalni DNA (Morrison et Zembower, 2020).
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Obrazek 1: Transformace, transdukce, konjugace. Pfevzato a upraveno podle Soler et Forterre
(2020).
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3.3 Mechanismy rezistence vuci antibiotikum

Jednotlivé mechanismy AMR se déli do ctyt kategorii, prvni omezeni piijmu
1é¢iva, druha modifikace cilového mista, tieti inaktivace 1éCiva a Ctvrta je eflux 1éCiva
viz obrazek 2 (Uddin et al., 2021). Je velmi dulezité pochopit specifické mechanismy

rezistence pro navrhnuti u¢inné 1écebné strategie (Morrison et Zembower, 2020).
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Obrazek 2: Obecné mechanismy antimikrobialni rezistence. Pfevzato a upraveno podle Reygaert
(2018).



3.3.1 Modifikace cilového mista

Béznou strategii bakterii pii vyvoji rezistence je zabranit ATB, aby se navazalo
na cilové misto jeho modifikaci. Zmény cilového mista mohou spocivat v bodovych
mutacich v genech kodujici cilové misto, v enzymatickych zménach vazebného mista,
napfiiklad pfidanim methylové skupiny nebo v tplné zmeéné cilového mista, kdy bakterie
vyvinou novy cil, ktery plni podobné biochemické funkce jako piivodni cil, ale nejsou

inhibovany antibiotiky (Munita ef Arias, 2016).

3.3.2 Omezeni prijmu léciva

Antibiotika maji velmi casto intracelularni cile, proto musi antibiotikum
proniknout vné&jsi a cytoplazmatickou membranou. Bakterie proto vyvinuly
mechanismus, ktery brani ATB vstoupit do intracelularniho nebo periplazmatického
prostoru zménou porind. Zmeény porini lze dosahnout poskozenim funkce porinu,
zménou v Urovni exprese porinu a posunem v typu exprimovanych porind. Zmeény porint
vedou k nizké arovni rezistence, a proto jsou Casto spojeny sjinymi mechanismy

rezistence, nejCasteji se zvysenou expresi efluxnich pump (Munita et Arias, 2016).

3.3.3 Efluxni pumpy

Efluxni pumpy jsou rozmanitou skupinou transmembranovych proteind,
které slouzi  k aktivnimu  vyplavovani  antibiotik,  bakterialnich  metaboliti,
ale také dezinfekCnich prostfedkt z intracelularniho prostoru do extracelularniho
prostoru, ¢imz udrzuji nizké intracelularni koncentrace (Kapoor er al., 2017,
Uddin et al., 2021). Efluxni mechanismy pumpuji antimikrobialni latky vstupujici
do buriky stejnou rychlosti ven dfive, nez dosahnou svého cile (Kapoor et al., 2017).
Efluxni pumpy se vyskytyji u gramnegativnich i grampozitivnich bakterii. Pumpy mohou
byt substratoveé specifické nebo maji Sirokou substratovou specifitu, takové pumpy
se vyskytuji u bakterii s multirezistenci (MDR). Geny kodujici efluxni pumpy mohou
byt lokalizované na chromozomu nebo na mobilnich genetickych elementech

(Munita et Arias, 2016).

3.3.4 Inaktivace lé¢iva

Jednou z nejuspésnéjSich strategii bakterii, jak se vyrovnat s pfitomnosti
antibiotik je produkce enzymu, které 1éCivo degraduji nebo inaktivuji pridanim
specifickych chemickych skupin ke slouCening, ¢imz se ATB stane netCinnym. Mezi

nejcastejsi biochemické reakce patii acetylace, fosforylace a adenylace. Vysledny efekt



je stérickd zabrana, kterd snizuje afinitu léciva kcili, coz se projevuje vySSimi
bakterialnimi MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace). Tento mechanismus vyuzivaji

gramnegativni i grampozitivni bakterie (Munita et Arias, 2016).

3.4 Beta-laktamazy

Gramnegativni bakterie produkuji enzymy beta-laktamazy, které hydrolyzuji
amidovou vazbu ctyi¢lenného beta-laktamového kruhu ATB, jako jsou peniciliny,
cefalosporiny a karbapenemy (Tooke et al., 2019). Beta-laktamazy produkuji
také grampozitivni bakterie u nichz jsou vyluCovany do prostiedi, zatimco ty,
které produkuji gramnegativni bakterie obvykle zustavaji v periplazmatickém prostoru

(Sandhu et al., 2019).

V soucasné dobé existuje rozmanita skupina beta-laktamaz schopnych inaktivace
vSech klinicky pouzivanych beta-laktamovych antibiotik. Geny kodujici beta-laktamazy
s roz§itfenym spektrem ucinku (ESBL) jsou casto neseny na plazmidech a vkladany
do transpozoni nebo inzer¢nich sekvenci, coz umoznuje rychlé efektivni Sifeni rezistence
(Oelschlaeger, 2021). Na zaklade sekvencni analyzy se beta-laktamazy rozdéluji do Ctyt
tfid, A, B, C a D. Mezi klicové rodiny enzymu patii CTX-M, SHV, TEM a KPC (tfida A),
NDM a VIM (tfida B), ADC a CMY (tiida C) a OXA (oxacilinazy, tiida D) (Tooke et al.,
2019). Podrobny pohled na tuto problematiku poskytuje Chudobova ve své diplomové
pract z roku 2021 (Chudobova, 2021).

3.5 Polymyxiny

Polymyxiny pfedstavuji rodinu antimikrobialnich cyklickych oligopeptidi
o hmotnosti ~ 1 200 Da produkovanych grampozitivnim organismem Bacillus polymyxa,
pozdéji pregmenovanym na Paenibacillus polymyxa. Pro klinické pouziti jsou vhodné
pouze polymyxin B a polymyxin E neboli kolistin z patnacti znamych molekularnich
variaci (Mlynarcik ef Kolar, 2019). Strukturné obsahuji Sest kationtovych zbytkl kyseliny
L-a-y-diaminomaselné (L-Dab) a patii tak ke kationtovym antimikrobialnim peptidim
(CAMP). Polymyxiny se skladaji z cyklického heptapeptidového kruhu a tripeptidového
postranniho fetézce, ktery je acylovan mastnou kyselinou (Yin et al., 2020). Kolistin
a polymyxin B se li§i pouze o jednu aminokyselinu na pozici 6 v polykationtovém
peptidovém kruhu, kdy kolistin v této poloze nese d-leucin (D-Leu) a polymyxin B
jej ma nahrazeny za d-fenylalanin (D-Phe) viz obrazek 3 (Nation et al., 2015). Kationtovy
peptidovy kruh poskytuje polymyxinim hydrofilni povahu, mastny acylovy fetézec
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je hydrofobni, tyto zakladni vlastnosti umoziiuji polymyxinim prostupovat bunécnou

membranou (Mohapatra et al., 2021).

V soucasnosti se polymyxin B 1 kolistin pouzivaji jako antimikrobialni latky
,,posledni moznosti“ kvuli dfive zaznamenané renalni a nervové toxicité. Proto jsou
polymyxiny vyhrazeny pro 1écbu zavaznych gramnegativnich bakteridlnich infekci,
které jsou rezistentni vaci jinym dostupnym antibiotikim (Trimble et al., 2016).
Polymyxiny se vyuzivaji k 1é€bé infekci mocovych cest, mozkovych blan ¢i krevniho
feCisté zpusobené multirezistentnimi Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii a Klebsiella pneumoniae (Trimble et al., 2016; Shatri et Tadi,
2023). Pro snizeni toxicity je kolistin podavan ve formeé neaktivniho proléciva, sodné soli
kolistinu methansulfonatu (CMS), také znamy jako kolistinmethat, ve kterém jsou kladné
naboje neutralizovany (Nation er al., 2015). CMS postrada antibakterialni aktivitu
a po podani vyzaduje in vivo pfeménu na kolistin (Nation et al., 2014). Polymyxin B
je podavan ve své aktivni forme¢ jako sulfatova sul a ma nizsi nefrotoxicitu nez prolécivo

kolistinmethat (Phe et al., 2014).

Polymyxin B i kolistin se nejcastéji podavaji intravenozné, infuzi.
Mohou se podavat také inhalacné ve forme aerosolu. Pfi aplikaci intratekalné
nebo intraventrikularné je nutné aplikovat cist¢é ATB bez konzervacnich latek.
Polymyxin B miize byt podavan také lokalné pro ocni a usni pouziti pomoci roztoku

nebo ve formé masti pro oSetfeni koznich infekci (Shatn ef Tadi, 2023).
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Obrazek 3: Chemicka struktura polymyxinu B a kolistinu (polymyxinu E). Pfevzato a upraveno

podle Jerke et al. (2016).



3.6 Mechanismy uc¢inku polymyxinu

Vroce 1956 Newton navrhl, Ze mechanismus u¢inku polymyxinu B spociva
ve schopnosti  spojovat se a dezorganizovat struktury Dbakterialni  bunky,
které jsou zodpoveédné za udrzeni osmoticke rovnovahy buriky. Nyni vime, ze primarnim
cilem polymyxinQ je lipopolysacharidova slozka vnéj§i membrany gramnegativnich
bakterii. Molekuly lipopolysacharidi (LPS) jsou bohaté na zaporné nabité fosfatové
skupiny v doméné lipidu A, ktery je stabilizovan dvojmocnymi kationty, jako jsou
Mg?* a Ca?* (Yin er al., 2020). Kinterakci dochazi pomoci kationtového naboje
v polypeptidové ¢asti polymyxinu, ktery se elektrostaticky vaze na negativné nabity LPS,
¢emuz napomaha interakce lipidového konce s mastnymi kyselinami casti lipidu A
molekuly LPS. Duasledkem navazani polymyxinu na fosfatové zbytky lipidu A dojde
ke kompetitivnimu vytésnéni membranu stabilizujicich iontd hotciku a vapniku,
tim dojde k destabilizaci vn€j§i membrany a naruseni propustnosti (Trimble et al., 2016).
Prinik polymyxini pfes vné€js$i membranu je zavisly na amfipatické vlastnosti
polymyxini (Nang et al., 2021). Diky naruseni permeability polymyxiny pronikaji
do periplazmy a nasledné narusuji fyzickou integritu cytoplazmatické membrany,
coz je klicové pro baktericidni aktivitu (Yin er al., 2020). Navzdory predpokladim,
Ze naruSeni integrity vnéjsi a cytoplazmatické membrany je jedinym cilem polymyxint,
existuji dikazy pro alternativni mechanismy ucinku. Ukazalo se také, ze pro bunécnou

smrt neni nutna bunécna lyza (Trimble et al., 2016).

3.6.1 Bakterialni dychani

Polymyxiny cili na permeabilizaci membrany, coz ma za nasledek naruSeni
bunécné struktury az lyzy buiky. NaruSeni integrity cytoplazmatické membrany
zpusobené polymyxiny vede k negativnimu ovlivnéni bunécné energetiky, bunééného
déleni abiosyntézy bunécné stény. Bakterialni dychani vyzaduyje ke spravnému
fungovani neporuSenou membranu. U A. baumannii uz subletalni koncentrace
polymyxinu B vede kinhibici spotfeby kysliku, aniz by ATB proniklo
do cytoplazmatické membrany. Inhibice dychani polymyxinem vede ke snizeni zasoby
ATP v burice. Inhibice bakterialniho dychéni je dal§im cilem polymyxinu, a i kdyz nema
baktericidni u€inky prispiva k jejich zabijeni tim, ze ovliviiuje bunécnou energetiku

(Trimble et al., 2016; Ayoub Moubareck, 2020; Mohapatra et al., 2021).



3.6.2 Vazba ribozomu

Jiz pted vice nez padesati lety bylo zji§téno, Ze polymyxin precipituje ribozomy
Escherichia coli podobné jako jina polykationtova antibiotika. V roce 2013 McCoy et al.
zacali zkoumat vztah polymyxinu k aminoglykosidim, coz jsou kationtova sacharidova
baktericidni antibiotika, kterd se vazi na ribozomy. Zjistil, ze polymyxin m4 mirnou
vazbu na A-misto 16S rRNA ribozoml E. coli desetkrat slabsi nez kanamycin,
ale desetkrat siln€jSi nez negativni kontrola, neaktivni derivat kolistinu
se sulfomethylovanymi aminokyselinami (neutralizovany naboj). I ptes schopnost vazby
polymyxinu na ribozom nebyla bakterialni translace nijak ovlivnéna. Naproti tomu
eukaryoticka translace byla ovlivnéna negativné. Je prokazano, ze se polymyxin vaze
na A-misto 18S rRNA eukaryotickych bunék (McCoy et al., 2013). Vazba na ribozomy
se nepovazuje za alternativni mechanismus tc¢inku, kvili nedostatku zjevnych dusledku
vazby ribozomu na prokaryotickou translaci ani diikazi, ze polymyxin pronika dostatecné
rychle do cytoplazmy, aby inhiboval velky pocet ribozoma v bakterialnich burikach
(Trimble et al., 2016; Mohapatra et al., 2021).

3.6.3 Bunécné déleni

Bunécné déleni je zasadni proces, ktery je mechanicky spojen s cytoplazmatickou
membranou a membranovym potencidlem. Pii oSetfeni bunék subletalni koncentraci
kolistinu byl pozorovan vyznamny pokles poctu délicich se bunék spolu s mirnym
poklesem poctu jednotek tvoticich kolonie, nicméné bez vyznamného zabijeni. Zastaveni
ristu je zpusobené membranovou perturbaci, ktera naruSuje pfipojeni genomu,
¢imz inhibuje replikaci DNA. Nemoznost replikace DNA a nasledného bunécného déleni
podporuje baktericidni aktivitu polymyxind. I kdyz v soucasnosti nemuzeme fict,
ze bunécné déleni je pfimym cilem polymyxind, vime, ze jej polymyxiny pifimo

nebo nepiimo ovliviiuji (Trimble et al., 2016).

3.64 ExPortal

Grampozitivni  bakterie  vétSinou neovliviluje pfitomnost polymyxind,
i kdyz pfesny mechanismus rezistence je z velké ¢asti neznamy. Pfedpoklada se, ze velka
peptidoglykanova vrstva brani interakci s cytoplazmatickou membranou. Streptococcus
pyogenes je jednim druhem, ktery vykazuje polymyxinovou citlivost, coz je zpusobené
absenci genu mprF, ktery koduje enzym zodpovédny za modifikaci negativniho naboje
fosfatidylglycerolu na kapsularnim polysacharidu. Bylo také zjisténo, ze polymyxin B

cili na strukturu ExPortal S. pyogenes. ExPortal je mikrodoména bunééné membrany
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pro sekre¢ni systém Sec, ktery exportuje proteiny. Kazda burika ma pouze jeden ExPortal,
ktery se nachdzi v sousedstvi mista budouciho déleni. Subletalni koncentrace
polymyxinu B narusuji lipidovou strukturu kolem ExPortalu a brani sekreci cysteinové
proteazy SpeB, streptolysinu O a cytolyzinu. I kdyz dochazi k naruSeni lipidové struktury
v okoli ExPortalu jiz pfi subletalnich davkach, nedochazi k naruseni integrity membrany.
Tento fakt podporuje alternativni mechanismy u€inku (Rosch et Caparon, 2005; Trimble

et al., 2016; Mohapatra et al., 2021).

3.6.5 Reaktivni formy kysliku

Lécba polymyxiny muze vést k endogenni produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS), coz vede koxidativnimu zabijeni bakterialni builky prostfednictvim
hydroxylovych radikalti. V bakterialnich burnikach aktivita redoxnich enzymi extrahuje
elektrony z molekularniho kysliku a nepfetrzit¢ tvoii intracelularni superoxid (O2),
peroxid vodiku (H20:) a hydroxylové radikaly (-OH). To vede k oxidativnimu poskozeni
bunécnych struktur jako jsou lipidy, DNA a proteiny, coz mize vést az k bunéné smrti.
Tento velice kontroverzni mechanismus u¢inku vedouci k smrti bakterialnich bunék jesté
neni plné€ akceptovan a je potieba provést dalsi studie ke zjisténi role ROS v celkové
inhibici rastu bunék a jejich smrti (Trimble et al., 2016; Ayoub Moubareck, 2020;
Mohapatra et al., 2021; Nang et al., 2021).

3.7 Polymyxinova rezistence

Vzhledem k tomu, ze polymyxiny jsou antibiotika posledni moznosti a vyuzivaji
se k 1écbé bakterialnich infekci s MDR, je velmi dulezité prozkoumat mechanismy
rezistence, které se objevily jak v laboratofi, tak v klinice. Znamé mechanismy rezistence
zahrnuji vnitfni, mutacni a adaptivni mechanismy. VétSina znamych mechanismi
je spojena s primarnim cilem polymyxinu, s vnéj§i membranou LPS, aby se stala mén¢
propustnou pro polymyxiny. Mezi nejCastéj§i zmény vedouci k naruSeni interakce
antibiotika s LPS je snizeni negativniho naboje, snizeni tekutosti LPS, zvySeni efluxu

1éCiva, snizeni porinové drahy, tvorba kapsul nebo hypervezikulace (Trimble ez al., 2016).

3.7.1 Modifikace lipidu A

Nejcastéjsi mechanismus polymyxinové rezistence u ruznych patogennich
bakterii jsou kovalentni modifikace fosfatovych skupin lipidu A LPS pfidanim kladné
nabitych skupin, jako je fosfoethanolamin (pEtN) a 4-amino-4-deoxy-L-arabindza

(L-Ara4N). Tyto modifikace vedou ke snizeni negativniho naboje bakterialniho povrchu
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a zabranuji pocatecni elektrostatické interakci skladn€ nabitymi polymyxiny,
coz vede ke zvysené odolnosti vic¢i polymyxinim az rezistenci (Mlynarcik er Kolar,

2019).

Modifikace pEtN i L-Ara4N jsou regulovany dvouslozkovymi regula¢nimi
systémy (TCS) (Mlynarcik er Kolar, 2019). Bakterialni dvouslozkové systémy prenosu
signalu hraji vyznamnou tlohu pfi snimani enviromentalnich podnétt, mezi které patii
nizké pH, nizké koncentrace Mg?" a Ca?*, vysoké koncentrace Fe’* a Al**, makrofagové
fagozomy nebo piitomnost CAMP vcetné polymyxin. Nasledna reakce na zmény
je modulace exprese nékolika genli zpusobujici upregulaci a naslednou nadmérnou
expresi gend a operont modifikujicich LPS (Rodriguez-Santiago et al., 2021). Témér
vSechny bakterialni druhy maji ve svém genomu nékolik TCS, jejich pocty souvisi
s velikosti genomu a rozsahem environmentalnich nik, ve kterych organismus Zije.
Bakterialni TCS se sklada ztransmembranové senzorové histidinkinazy (HK),
ktera se autofosforyluje po piijeti externiho signalu. Nasledné se signal prenasi
na cytoplazmaticky regulator odezvy (RR) jeho fosforylaci na konzervovaném miste.
Aktivovany RR pusobi jako transktripéni faktor a ovliviiyje transkripci nékolika gent.
RR se nasledné defosforyluje. Do polymyxinové rezistence je zapojeno nékolik TCS,
nejlépe prostudovanymi jsou PhoPQ a PmrAB TCS, ty jsou pfitomny u vétSiny
gramnegativnich patogent. Mezi dalsi TCS podilejicich se na polymyxinové rezistenci
pomoci modifikace lipidu A u P. aeruginosa jsou ColRS, CprRS, CbrAB a ParRS. ParRS
je nezbytny pro aktivaci operonu arnBCADTEF, ktery koduje vsechny enzymy potiebné
pro syntézu, transmembranovy transport a pripojeni L-Ara4N (Mohapatra et al., 2021).
ParRS také fidi expresi dalSich genti zapojenych do lékové rezistence vCetné gent
kodujicich efluxni systém MexXY (OprM) a soufasné¢ downregulaci porinu OprD
specifického pro karbapenem (Moffatt er al., 2019). Je pravdépodobné, ze tyto TCS
reaguji na jiné environmentalni podnéty a aktivuji se za riznych okolnosti, avsak vSechny
aktivuji geny modifikujici LPS. U K. pneumoniae byl nalezen dal§i TCS CrrAB
(Mohapatra et al., 2021). Mutace v TCS CrrAB vedou k aktivaci PmrAB prostfednictvim
crrC (Baron et al., 2016). Vibrio cholerae ma regulacni dvouslozkovy systém VprAB,
ten indukuje modifikaci lipidu A pfimou regulaci exprese alm operonu, ktery koduje

proteiny nezbytné pro glycinovou modifikaci lipidu A (Huang et al., 2020).
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3.7.1.1 Dvouslozkovy regulacni systém PhoPQ

Systém PhoPQ koduje dva proteiny, regulaéni protein PhoP a membranoveé
umisténou senzorovou proteinkindzu PhoQ. Zatimco kinaza snimé specificky signal
z prostiedi, konkrétné nizké koncentrace hoiciku a vapniku, kyselé pH nebo pfitomnost
CAMP, odpovidajici regulator odezvy zprostiedkovava bunécnou odpovéd’, expresi
cilovych genti. PhoQ je protein s tyrosinkinazovou aktivitou, ktery aktivuje PhoP
prostiednictvim fosforylace. Aktivni PhoP fidi transkripci sedmigenového operonu
pmrHFIJKLM, také znamého jako arnBCADTEF, ktery se podili na chemické modifikaci
LPS prostfednictvim pfidani L-Ara4N k LPS. PhoP muze také aktivovat gen pmrA
bud’ pfimo nebo prostfednictvim proteinového konektoru PmrD. PmrA nasledné spousti
expresi pmrC, znamého také jako eprA, kodujici pEtN transferazu, coz zpusobuje pridani
pEIN k LPS (Ayoub Moubareck, 2020). Aktivovany PhoPQ dale zprostfedkovava
acylaci, deacylaci a hydroxylaci lipidu A regulovanou geny koédujicimi enzymy Pag,
Pagl. a LpxO (Mlynarcik er Kolar, 2019). Dvouslozkovy systém PhoPQ je popsan
napiiklad u K. pneumoniae a Salmonella spp., ale vyskytuje se i u jinych bakterii

(Stefaniuk er Tyski, 2019).

Dal§im molekularnim determinantem, ktery hraje kliCovou roli v polymyxinové
rezistenci u K. pneumoniae je gen mgrB. Jednd se o konzervovany gen o délce
141 nukleotidd, kodujici kratky transmembranovy protein o 47 aminokyselinach,
ktery je negativnim regulatorem systému PhoPQ. Funk¢ni inaktivace nebo mutace MgrB
vede k upregulaci PhoPQ a nasledné zvySuje transkripci downstream gent zapojenych

do polymyxinové rezistence (Nang et al., 2021).

3.7.1.2 Dvouslozkovy regulacni systém PmrAB

Systém PmrAB koduje protein s tyrosinkinazovou aktivitou PrmB,
ktery fosforylaci aktivuje transkripcni regulator PrmA. Stimuly prosttedi, které aktivuji
PrmB jsou makrofagové fagozomy, trojmocné Zzelezo, ionty hliniku a nizké pH.
PrmA aktivuje transkripci operonu pmrHFIJKLM, ktery se ucastni modifikace
LPS pridanim L-Ara4N a také aktivuje expresi operon pmrCAB (Ayoub Moubareck,
2020). Gen pmrC koduje pEtN transferazu podobnou EptA, ktera katalyzyje pfidani pEtN
k 1'- nebo 4'-fosfatové skupiné lipidu A LPS. U A. baumannii aktivovany PmrAB
upreguluje také gen naxD, coz je gen zapojeny do biosyntézy galaktosaminu,
ktery je nasledné pfidan zatim neznamym enzymem do 1°‘-fosfatové pozice lipidu A.

Dulezité je, ze na rozdil od Enterobacteriaceae postrada A. baumannii vSechny geny
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pottebné pro biosyntézu L-AradN (Jeannot et al., 2017). Dvouslozkovy systém PmrAB
maji E. coli, K. pneumoniae, Salmonella enterica, A. baumannii, Yersinia pestis,

Citrobacter rodentium a P. aeruginosa (Stefaniuk ef Tyski, 2019; Huang et al., 2020).

Podobné systémy se nachazeji v mnoha bakteriich citlivych na polymyxin,
nejsou ale konstitutivné  aktivni. Rezistence na polymyxin je Casto ziskana
prostfednictvim mutaci typu ,,gain-of-function™ v genech kodujicich regulacni systémy,
jako je PhoPQ, MgrB nebo PmrAB, které reguluji expresi pmr (arn) operonu a eptA,
coz vede ke konstitutivni expresi, a tedy polymyxinové rezistenci (Ledger ez al., 2022).
Zpravy otakovych zmeénach jsou dostupné pro E. coli, Enterobacter cloacae,
P. aeruginosa a A. baumannii (Ayoub Moubareck, 2020). Dalsi informace o genech
zapojenych do modifikace LPS, které ptispivaji k odolnosti gramnegativnich bakterii

vuéi polymyxinu, jsou podrobnéji popsany na jiném misté (Mlynarcik et Kolar, 2019).

3.7.1.3 Snizeni tekutosti LPS

Kromé modifikaci L-Ara4N nebo pEtN dochazi k deacylaci lipidu A,
aby se snizila tekutost LPS a tim i schopnost kationtovych peptidi prostupovat vnéjsi
membranou. U rodu Salmonella systém PhoPQ aktivuje pagL, jehoz produkt deacyluje
lipid A. Dale naptiklad v pfipad€¢ Francisella tularensis je za deacylaci lipidu A

zodpovédny gen naxD (Trimble et al., 2016).

3.7.2 Ztrata LPS

Nejzajimavejsi mutaci vedouci k polymyxinové rezistenci je uplna ztrata LPS
u patogenu A. baumannii, coz ji ¢ini odolnou vici polymyxinim. K tomu dochazi
v disledku inzer¢ni inaktivace prvkem ISAball v biosyntetickém klastru lipidu A
zahrnujiciho geny IpxA, IpxC a IpxD nebo prostiednictvim spontannich mutaci v té€chto
genech (substituce, delece, posun Cteciho ramce). Jakmile je syntéza lipidu A zastavena,
polymyxinovy cil jiz neni v buiikach A. baumannii dostupny, coz vede k velmi vysoké
urovni rezistence (Moffatt et al., 2011; Nang et al., 2021). V dusledku ztraty LPS ztraci
A. baumannii také faktory virulence, to ma za nasledek dramaticky pokles fitness,
coz vede k nizké prevalenci izolati A. baumannii rezistentnich na polymyxin diky ztrate
LPS v klinickém prostiedi (Ayoub Moubareck, 2020). Dalsi divody nizké prevalence
muize byt také to, ze vnéj§i membrana s nedostatkem LPS je vysoce propustna,
coz zvysuje bakterialni citlivost vii¢i dalsim antimikrobialnim latkam, jako je rifampicin,

cefepim, teikoplanin a azithromycin (Nang et al., 2021). A. baumannii ziskava rezistenci
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na polymyxiny také diky nadmérné expresi genti IpsB, IptD a vacJ, které vedou ke snizené

fluidité a zvySené osmotické rezistenci vnéj§i membrany (Ayoub Moubareck, 2020).

3.7.3 Stresové reakce
3.7.3.1 Biofilm

Biofilm je shromazdéni mikroorganismt povrchové piipojenych a uzavienych
v extracelularni matrici, kterd chrani mikroorganismy pted negativnimi vnéjSimi vlivy
veetné antimikrobialnich latek. Tvorba biofilmu je dalsi strategii k ziskani polymyxinové
rezistence. Biofilmy vznikaji vreakci na stres, predev§im na ROS a dalsi latky
poskozujici DNA. Diky architekture biofilmu jsou bakterie biofilmu vyrazné vice odolné
vuci vysokym koncentracim antibiotik, vCetné polymyxint, nez geneticky identické

neadherujici planktonické bakterie (Mohapatra et al., 2021).

Geny psrA a cbrA u P. aeruginosa, carR u V. cholerae a mig-14 u S. enterica
reguluji tvorbu biofilmu a rezistenci na polymyxin B. Je zajimavé, ze psrA reaguje
na kationtové peptidy, vybrana antibiotika 1 na zvySeni obsahu mastnych kyselin
a zarover je aktivatorem o faktoru stacionarni faze RpoS (Trimble et al., 2016; Mlynarcik
et Kolar, 2019). Podle studie Azimi et Lari zroku 2019 je rezistence na kolistin
doprovazena poruchou tvorby biofilmu kvili ztrate¢ 47 969 bp genomové oblasti
obsahujici geny ppk a modA, které jsou spojeny s produkci biofilmu u Enterobacteriaceae
a Pseudomonas. V této studii byla pozorovana tvorba biofilmu pouze u kmenu citlivych
na kolistin. Naopak u P. aeruginosa citlivé na kolistin byla tvorba biofilmu slaba (Azimi

et Lari, 2019).

3.7.3.2 Tvorba kapsul

Kapsle se vyskytuji u nékterych bakterii pfirozené rezistentnich na polymyxiny,
napiiklad u Neisseria meningitidis a Campylobacter jejuni. U N. meningitidis vede ztrata
pouzdra nebo pouzdra a lipopolysacharidu k 10ndsobnému zvySeni citlivosti
na polymyxin B (Baron et al., 2016). Schopnost vyluCovat kapsularni polysacharid (CPS)
ze svého povrchu ma také K. pneumoniae. Bylo pozorovano, ze K. pneumoniae zvySovala
mnozstvi CPS, kdyz rostla v pfitomnosti polymyxinu B (Rodriguez-Santiago et al.,
2021). Zaroven byl akapsularni mutant K. pneumoniae citlivéjsi na polymyxin B
avykazoval zvySenou vazbu polymyxinu B na bakteridlni povrch ve srovnani
s kapsularni variantou. To naznacuje, Ze kapsularni polysacharid mize zachytit a vazat

polymyxiny, rusit jejich vazbu k vné&si membrané a tim i jejich baktericidni ucinek
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(Moffatt et al., 2019). Vazbou CPS k polymyxinim se také snizuje mnozstvi 1éCiva,
které se dostane na povrch bakterie buiiky, coz vede ke zvySené polymyxinové rezistenci.
Zakladnim mechanismem vazby je elektrostaticka interakce mezi kationtovymi

polymyxiny a aniontovymi CPS (Olaitan et al., 2014).

Neékteré regulatory tvorby kapsli, jako je Cpx a Rcs, se ucastni rezistence
na polymyxiny aktivaci efluxni pumpy KpnEF a dvouslozkového systému PhoPQ
(Baron et al., 2016). Aktivovany PhoPQ je nezbytny pro indukci cps operonu.
Rcs pfispiva k rezistenci na polymyxin B také regulaci exprese genu ydel. Syntéza
polysacharidové kapsle, sestavena na periferii bakterialni bunécné stény, ktera se muze
ptipojit k LPS ve vnéj§i membrané gramnegativnich bakterii, je také regulovana geny

siaD a ompA (Mlynarcik et Kolar, 2019).

3.74 Efflux

Efluxni pumpy se podileji na antimikrobialni rezistenci nebo zvysSuji urovein
tolerance svou nadmémou expresi a synergii sjinymi mechanismy rezistence.
U gramnegativnich bakterii se na rezistenci vici mnoha toxickym latkam nejCastéji
podileji efluxni systémy rodiny RND z anglického Resistance Nodulation Division.
Rodina RND jsou viceslozkové pumpy slozené z proteinu vn€j§i membrany (OMP),
proteinu vnitini membrany (IMP) a membranového fuzniho proteinu (MFP),
ktery prochézi periplazmou a spojuje OMP s IMP viz obrazek 4. Trojdilné efluxni pumpy
jsou vice ucinné nez jednoslozkové efluxni pumpy diky tomu, ze odCerpavaji 1éCivo
pres vnéj§i membranu ven, zatimco jednoslozkové efluxni pumpy (rodina SMR, MFS,
MATE a ABC) eliminuji 1é¢ivo do periplazmatického prostoru, coz dava 1éku Sanci

difundovat zpét do cytoplazmy burky (Auda et al., 2020).

RND rodina je klinicky nejvyznamnéjsi, protoze je spojena s MDR. Mezi efluxni
pumpy RND patii AcrAB-TolC u E. coli, Salmonella spp. a K. pneumoniae,
jeji homology MexAB-OprM, MexCD-Opr] a MexXY-OprM u Pseudomonas spp.,
CmeABC u Campylobacter spp., MtrCDE u Neisseria spp. a AdeABC u A. baumannii
(Weston et al., 2018). Mezi dalsi efluxni pumpy zajistujici toleranci k polymyxintim
u raznych bakterialnich patogenti patii RosAB, KpnEF, VexAB, MtrCDE a NorM
(Trimble et al., 2016).

U enterobakterii je operon acrRAB kodujici efluxni pumpu AcrAB-TolC

regulovan genem acrR, coz je mistni regulator. DalSimi vzdalenymi regulatory

16



jsou MarA, SoxS, Rob a RamA (Mmatli et al., 2020). Mutace v regulacnich genech
jsou zodpovédné za nadmérnou nebo konstitutivni expresi operonu efluxni pumpy

AcrAB-TolC, coz vede ke zvySeni MIC hodnoty a rozvoji MDR rezistence (Auda et al.,
2020).

K. pneumoniae nese dalsi efluxni pumpu KpnEF, ktera patii do rodiny SMR.
KpnEF reguluje syntézu kapsli a zprostfedkovava rezistenci na ruzna antibiotika,
jako je ceftriaxon, erythromycin, rifampicin a kolistin. Reguluje také svou expresi

prostiednictvim regulacniho systému Cpx (Baron et al., 2016; Auda et al., 2020).

G9995550) (8885559
oM
55
IM

Obrazek 4: Struktura efluxni pumpy AcrAB-TolC. OM - vn¢js$i membrana, PG — peptidoglykan,

IM — vnitini membrana. Prevzato z Chen et al. (2022).

3.7.5 Plazmidem zprostredkovana rezistence

Do konce roku 2015 byla rezistence na kolistin spojena pouze s muta¢nimi
a regulacnimi zménami zprostfedkovanymi chromozomalnimi geny. Béhem rutinniho
sledovani ATB rezistence v Ciné byl poprvé identifikovan mobilizovany gen rezistence
na kolistin, gen mcr, byl nesen konjugativnim plazmidem a byl nalezen ve vzorcich

z hospodatskych zvifat, vizolatech E. coli a K. pneumoniae (Liu et al., 2016;

Ledger et al., 2022).

Pritomnost genii polymyxinové rezistence nesené plazmidy predstavuje
vyznamné riziko kvuli rychlému horizontalnimu pfenosu geni (Wang et al., 2018a).

Kazdy mcr gen je vétSinou nesen konjugativnim plazmidem s mobilnimi genetickymi
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elementy. Gen mcr-1 je soucasti kazety o velikosti 2 600 bp, ktera se sklada z domnélého
promotoru zodpovédného za expresi genu mcr-1 (1 626 bp) a hypotetického proteinu
pozdé¢ji identifikovaného jako pap2 (765 bp) (Mmatli et al., 2022). Samotny gen mcr-1
je casto lemovan inzeréni sekvenci ISApll a genem nikB v tomto poradi.
Predpoklada se, ze ISApll (Clen rodiny IS30) je klicovou slozkou pii mobilizaci genu
mcr-1 (Dalmolin et al., 2018). Na mobilizaci kazety s mcr-2 se podili elementy IS7595.
Gen mcr-3 je lemovan ISKpn40 a na mobilizaci mcr-4 se podili element IS5. Gen mcr-8
je obvykle lemovan IS903 stejné jako mcr-9 a mcr-10 (Mmatli et al., 2022). VétSina
mcr gent byla mobilizovana pouze jednou a nasledné se rozsifily po svéteé (Martiny et al.,
2022). Vyjimkou je gen mcr-1, ktery se vyskytuje na riznych plazmidech. Bylo popsano
vice nez 20 typt plazmidi nesoucich mcr-1. Mezi prevladajici typy replikont patii IncX4,

IncI2 a IncHI2 (Liu et al., 2023).

Byly popsany piipady koexistence dvou plazmidi nesoucich mcr v jednom
bakterialnim izolatu. Ovsem MIC hodnota pro kolistin u izolat nesoucich vice nez jeden
mcr gen vruznych plazmidech nebyla zvySena (Dalmolin et al., 2018). Hlavnim
problémem u Enterobacteriaceae jsou ESBL typu CTX-M a plazmidové AmpC
beta-laktamazy s KPC karbapenemazy, které se Casto vyskytuji na plazmidu s mcr-1
genem (Livermore et Woodford, 2006; Wang ef al., 2018a). Nékteré plazmidy nesouct
mcr-1 nesou dalsi geny koduyjici rezistenci vici klinicky vyznamnym antibiotikim jako
jsou aminoglykosidy, chinolony, fosfomycin, sulfonamidy a tetracykliny (Poirel et al.,
2017). Pritomnost mcr gend na multirezistentnich plazmidech je velice znepokojiva,
protoze pouziti jinych antimikrobialnich latek muze selektivné podporovat rast izolatd
nesoucich mcr geny a jejich nasledné §ifeni s potencialem vyvinout panrezistenci (Ayoub

Moubareck, 2020; Hussein et al., 2021).

Geny mcr koduji vnitini membranou ukotveny protein s N koncovou doménou
s p€ti hydrofobnimi transmembranovymi a-helixy vedle C koncové periplazmatické
katalytické domény (Liu er al., 2023). MCR protein je homologni s enzymem pEtN
transferaza zapojenym do drdhy modifikace lipidu A v periplazmatickém prostoru
(Mohapatra et al., 2021). Enzym pEtN transferdza funguje tak, ze k zaporné€ nabité
4° fostatové skupiné lipidu A prida ,,ping-pong™ mechanismem kladné nabitou skupinu

pEtN, coz vede k nizsi vazebné afinit€ kolistinu k cilovému mistu (Mmatli ez al., 2022).
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Exprese mcr-1 zvySuje MIC polymyxinu Ctyf- az osminasobné, jediny krok
ziskani plazmidu konjugaci nebo transformaci muze uCinit citlivé bakterie odolnymi vuci
polymyxinim. Od prvni zpravy o mcr-1 bylo globalné hlaseno dalSich devét mcr
homologh (mcr-2 az mcr-10) koédovanych na riznych plazmidech a Siroce
distribuovanych v Enterobacteriaceae (Mohapatra et al., 2021). Ackoli vsech 10 mcr
geni koduje enzymy pEtN transferazy obsahujici transmembranové i katalytické
domény, podobnost jejich aminokyselinové identity ve srovnani s mcr-1 se podstatné lisi.
To naznaCuje, Ze pochazeji z ruznych genetickych zdroji (Ledger er al., 2022).
Zda se, ze exprese plazmidovych mcr geni je do znaCné miry fizena podobné,

jako exprese chromozomalné lokalizovanych gent, tj. TCS (Moffatt et al., 2019).

3.8 Naklady na fitness

Ziskani plazmidi nesoucich mcr-1 ma priznivy efekt na hostitele, protoze zlepsuje
preziti bakterii v pfitomnosti kolistinu. Exprese genu mcr-1 vede k inkorporaci MCR-1
do bakterialni membrany a fosfoethanolaminové modifikaci LPS. Exprese zarovefi
zpusobuje naklady na fitness tim, ze zvysuje energetickou zatéz, zhorsuje bunécny rust
a snizuje celkové fitness bakterie, coz se projevuje v prostiedi bez pfitomnosti kolistinu,
kdy citlivé kmeny piekonavaji kmeny rezistentni. Naklady na fitness u bakterii nesouci
mcr-1 jsou druhové specifické. Bylo také pozorovano, ze nadmérna exprese mcr-1
vede ke zménam v architektuie vnéjsi membrany a zpusobuje unik cytoplazmy, coz vede

k bunécné smrti (Mmatli et al., 2022).

Plazmidy nesouci mcr-1 se 1i§i od jinych rezistenci zprostfedkovanych
plazmidem, jako je napfiklad gen rezistence na beta-laktam, svym negativnim dopadem
na fitness bakterii. Prestoje mcr-1 globalné rozsiten. Pro pfeziti a Siroké rozsifeni je nutné
udrzeni nizkého poctu kopii plazmidu pomoci PcnR (represor poctu kopii plazmidu)
a relativné vysokého konjugacniho pfenosu pro perzistenci plazmidu mcr-1 (Liu et al.,
2023). Pro sniZeni toxicity plazmidu nesouciho mcr-1 dochéazi ke kompenzacni adaptaci
mutacemi. Pii odstranéni selektivniho tlaku, kolistinu, jsou plazmidy nesouci mcr-1 méné

udrzované a je mozna uplna eliminace mcr-1 genu z populace (Mmatli et al., 2022).
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3.9 Varianty mcr genu

Detekce genu mcr-1 vedla k védeckému zaymu identifikovat jeho varianty.
V soucasnosti ma mcr-1 37 variant, tedy mcr-1.1 az mcr-1.37 (NCBI, 2024a).
V roce 2016 Xavier et al. popsal gen mcr-2 u E. coli v Belgii a do roku 2023 bylo
identifikovano 35 variant (mcr-2.1 az mcr-2.35), tyto varianty jsou velmi podobné, lisi
se priblizné v 44 az 211 nukleotidech (Xavier et al., 2016; Shahzad et al., 2023). Pokud
jde o tento enzym, Narodni Centrum pro Biotechnologické Informace popisuje osm
podtypt MCR-2 (NCBI, 2024b). Yin et al. v Ciné v roce 2017 poprvé identifikovali
mcr-3 u E. coli (Yin et al., 2017). Gen mcr-3 ma 42 variant, které se opét lisi pouze
o nékolik nukleotidi (Shahzad et al., 2023; NCBI, 2024c¢). V Italii v roce 2017
Carattoli et al. detekovala gen mcr-4 ze S. enterica sérovaru Typhimurium (Carattoli
et al., 2017). Gen mcr-4 ma 8 variant (NCBI, 2024d). V roce 2017 byl v Némecku
objeven gen mcr-5 vizolatu S. enterica v sérovaru Paratyphi B a gen mcr-6, ktery byl
objeven ve Velké Britanii u kmene Moraxella pluranimalium (AbuOun et al., 2017,
Borowiak et al., 2017). Zatimco mcr-5 ma 5 variant, gen mcr-6 zadnou subvariantu nema

(Gogry et al., 2021; NCBI, 2024e; NCBI, 2024f).

V Ciné byly v roce 2018 objeveny geny mcr-7 a mer-8 v izolatech K. pneumoniae
(Wang et al., 2018b; Yang et al., 2018). Stejné jako mcr-6 ani mcr-7 nema zadné
subvarianty (NCBI, 2024g), kdezto gen mcr-8 se vyskytuje v 5 variantach (Gogry et al.,
2021). V databazi NCBI jsou uvedeny c¢tyfi varianty (NCBI, 2024h). Ve staté Washington
byl vroce 2019 objeven gen mcr-9 vizolatu Salmonella typhimurium a od té¢ doby
byl tento gen zaznamenan ve tfech subvariantach (Carroll et al., 2019; Gogry et al., 2021;
NCBI, 2024i). Naposledy byl objeven gen mcr-10 v Cing v kmeni Enterobacter
roggenkampii a dodnes bylo zaznamenano jeho 5 variant (Wang er al., 2020a; NCBI,
2024j).

Analyza fylogenetického stromu odhalila, ze MCR-1 sdili vysokou podobnost
aminokyselinové sekvence s MCR-2 (81 %) a MCR-6 (83 %), které spadaji do jedné
podskupiny. Nicméné MCR-3 (32 %), MCR-4 (34 %), MCR-7 (35 %), MCR-8 (31 %),
MCR-9 (36 %) a MCR-10 (36 %) tvori dalsi podskupinu diky své aminokyselinové
homologii. MCR-5 (36 %) patii do samostatné podskupiny kvuli své nizsi

aminokyselinové homologii ve srovnani s ostatnimi ¢leny (Liu ez al., 2023).

20



3.10 Globalni epidemiologie mcr genu

Hlavnim bakterialnim nositelem mcr genl jsou Enterobacteriaceae. U E. coli byly
detekovany geny mcr-1, mcr-2, mcr-3, mer-4, mer-5 a mer-9, které byly nejcastéji neseny
plazmidem Incl2. K. pneumoniae je nositelkou mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-7, mcr-8
a mcr-9 genu a nejrozsirenéjSim plazmidem je IncX4. U S. enterica byly identifikovany
geny mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5 a mcr-9, vétSina geni byla detekovana
na plazmidu typu IncHI2, nasledovany IncI2 a IncX4. U E. cloacae byl identifikovan
mcr-9 au E. roggenkampii mcr-10. Gen mcr-6 se vyskytuje vyhradné u Moraxella spp.
Geny mcr byly zaznamenany také u Shigella sonnei, Escherichia fergusonii, Kluyvera
ascorbata, Klebsiella aerogenes, Cronobacter sakazakii, Raoultella ornithinolytica,
P. aeruginosa a v dalSich rodech, jako je napt. Acinetobacter, Citrobacter
a Leclercia (Luo et al., 2020; Ledger et al., 2022; Mmatli et al., 2022; Liu et al., 2023).
Studie souhrnné€ popisuji mcr geny u ruznych bakterialnich kmend a vice

nez 27 bakterialnich druht (Elbediwi et al., 2019).

Od prvniho zachytu mer-1 v Ciné se plazmidem zprostiedkovana polymyxinova
rezistence §ifila ze zvifat na ¢loveéka a zaroveni do sousednich zemi jihovychodni Asie
(Laos, Thajsko) a dal do Afriky (Nigérie), kde je kolistin hojné vyuzivan v zivocisné
vyrobé (Arcilla er al., 2016). V soucasné dobé€ je hlasen zachyt mcr genu z vice
nez 72 zemi na Sesti raznych kontinentech (Asie, Evropa, Severni Amerika, Jizni
Amerika a Oceanie svyjimkou Antarktidy). Geny byly izolovany ze zvitat, lidi
a z zivotniho prostfedi. V lidskych vzorcich jsou mcr geny Casto izolované z E. coli,
K. pneumoniae a S. typhimurium ze vzorkl prevazné stolice a moci. U zvifat patii
mezi nejbéznéjsi vzorky vykaly a maso, které bézn€ obsahuje E. coli, K. pneumoniae

a Salmonella spp. (Mmatli et al., 2022).

Celkove je prevalence mcr-1 pozitivnich izolatd ve vét§in€ zemi nizka (<5 %),
vysoka prevalence (10 — 40 %) byla pozorovana v nékolika asijskych zemich, zejména
v Cingé a Vietnamu. V Evropé napiiklad v Nizozemsku, Francii, Italii a Némecku
(Mmatli et al., 2022; Liu et al., 2023). 1 kdyZ je vyskyt mcr gena globalni, jednotlivé
varianty jsou celosvétoveé nerovnomérné distribuované. V urcitych oblastech se vyskytu;ji

jen nékteré mcr varianty viz obrazek 5 (Wang et al., 2018a; Martiny et al., 2022).

Po prvnim zachytu mcr-2 v Belgii byl nasledné detekovan také v Cing, Iranu,

Egypté, Bangladési a Velké Britanii. Gen mcr-2 neni globalné rozsiteny, ale je Siroce
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roz§iten v celé Celedi Enterobacteriaceae. V ramci Enterobacteriaceae je Siroce rozsifen
také mcr-3 ajeho varianty, ty byly detekovany v 18 zemich s nejvéts§imi pocty v Kolumbii
a Thajsku. Zachyt genu mcr-4 je hlagen z Italie, Spané&lska, Belgie, Velké Britanie a Ciny
(Mmatli et al., 2022). Sekvence MCR-4 byla detekovana u S. enterica, E. cloacae,
Shewanella spp., A. baumannii a Acinetobacter nosocomialis (Khedher et al.,
2020). I pres ne piili§ dobré S§ifeni genu mcr-5 vramci celedi Enterobacteriaceae
byl mcr-5 hlaSen z deseti zemi, kdy byl nejrozsitené;si v Japonsku, Némecku a Francii
(Mmatli et al., 2022). Neyméné rozSifeny je gen mcr-6, ktery byl zachycen pouze
ve Francii, v Anglii a Thajsku (Martiny et al., 2022). Varianta mcr-7 je hlaSena z Thajska,
Brazilie a Ciny, ziroveii byla tato varianta identifikovana pouze u E. coli
a K. pneumoniae. Gen mcr-8 byl hlasen z osmi zemi, pfi¢emz v Ciné je nejrozsifendjs
(Mmatli et al., 2022). Sekvence MCR-8 byla identifikovana pouze u K. pneumoniae
au R. ornithinolytica (Khedher et al., 2020). V ramci Enterobacteriaceae je §iroce
roz§iten mcr-9, zejména v ramci Enterobacter spp., Citrobacter telavivum,
Salmonella spp., K. pneumoniae a E. coli. Nejvice zachytd mcr-9je ve Svédsku a Thajsku
a v dalSich sedmi zemich (Mmatli et al., 2022). Od prvni identifikace mcr-10 v roce 2020
v klinickém kmeni E. roggenkampii byl nalezen u mnoha druhi Enterobacteriaceae

v mnoha zemich, coz naznacuje, ze jiz dosahl Siroké distribuce (Hussein et al., 2021).

Nejvice variant mcr gent je hlaseno z Ciny (mcr -1, mer-3, mer-4, mcer-5, mer-7,
mcr-8, mcr-9 a mer-10). Z Thajska je hlaseno Sest mcr genu (mcr-1, mcr-3, mcr-6,
mcr-7, mcr-8 a mer-9). Dal§i zemé jako USA, Turecko, gpanélsko, Nigérie, Korea,
Japonsko, Italie, Francie, Anglie, Kambodza, Brazilie, Belgie, Bangladés a Ceska
republika hlasili vyskyt tii az ¢tyf mcr gent s tim, Ze vzdy byla ptitomna varianta mcr-1
(Mmatli et al., 2022).
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Obrazek 5: Geograficka distribuce genu mcr-1 az mer-10. Modfe zvyraznéné oblasti, kde byl

identifikovan vyskyt mcr genu. Pievzato a upraveno podle Liu ef al. (2023).

3.11 Sireni mcr genu

Plazmidy nesouci mcr-1 byly identifikovany v potravinach, v syrovém mase,
Cerstvé zeleniné a ovoci, ve vzorcich povrcha z vefejné dopravy, ve vodnim prostiedi
(feky 1 mofe), v nemocni¢ni odpadni vod€, v Cistirnach odpadnich vod, ve vodnich
studnach venkovskych oblasti, u infikovanych 1 kolonizovanych lidi, ve volné Zzijicich
ptacich a jinych zvifatech zejména v hospodarskych, u kufat, krit, prasat, selat, skotu

a telat, ale také napfiklad u mouchy domaci (Ledger et al., 2022; Shahzad et al., 2023).

Ve vodnim prostiedi byly detekovany vSechny dosud popsané varianty mcr gen,
coz naznacuje, ze vodni prostiedi je hlavnim rezervoarem a zdrojem mcr genti. Méstské
Cistimy odpadnich vod jsou jednim z nejbéznéjSich rezervoari genti antibiotické
rezistence proti riznym tfidam antibiotik (Khedher et al., 2020). Velice znepokojivy
byl zachyt mcr-1 genu v upravené pitné vodé v Cing z roku 2018. Nedavno byl tento gen
detekovan také v pitné vodé v Némecku (Cherak er al., 2021). Podle nedavného

screeningu je nejvyssi 22% prevalence vyskytu mcr-1 v zivotnim prostiedi, predevsim
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v akvakultufe a vodnim prostfedi. Nasleduji zvirata s 11% prevalenci, potraviny s 5,4%

prevalenci alidé s 2,5% prevalenci (Ayoub Moubareck, 2020).

Hybnou silou globalniho Sifeni mcr gent je obchod s potravinovymi zvitaty
a masem. Vyznamny podil ma také globalni pohyb kolonizovanych a infikovanych lidi
(Wang et al., 2018a). K prenosu mcr genu na ¢loveéka dochazi ptfimym kontaktem
s domacim nebo hospodarskym zvifetem (Shahzad et al., 2023). Nejvétsimu riziku
ziskani rezistentnich mikroorganisma jsou vystaveni lidé s neustalym kontaktem
se zviraty jako jsou farmari a veterinafi. Hlavnim mistem pfenosu jsou jatka a farmy,
kde se bakterie rezistentni na kolistin pfenaSeni ze zvifat na cClovéka,
ale také do potravinového fetézce a zivotniho prostiedi prostfednictvim odpadnich vod

viz obrazek 6 (Binsker et al., 2022).

Domaci
zvirata

Zivocisna
vyroba

Hospodarska
zvifata

Nemocnice
Qo0 1000
] e, 8

Volné Zijici
zvifata

Zivotni prostredi

Obrazek 6: Mozné cesty pfenosu mcr pozitivnich enterobakterii. Rezistentni izolaty se mohou
§ifit riznymi prostiedi, jak je oznaceno Cervenymi Sipkami. Pfevzato a upraveno podle Binsker

et al. (2022).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Biologicky material pouZity k testovani pochazel z bakteriologické sbirky Ustavu
mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Celkem bylo
testovano 103 klinickych izolatd enterobakterii rezistentnich ke kolistinu. Mezi tyto
izolaty patfilo 31 kmena Enterobacter bugandensis, 16 kment Enterobacter kobeli,
14 kment E. cloacae, 8 kmenu Enterobacter asburiae, 4 kmeny Enterobacter hormacheli,
1 kmen Enterobacter ludwigii, 1 kmen E. roggenkampii, 2 kmeny E. coli, 15 kment
K. pneumoniae, 3 kmeny Klebsiella oxytoca, 3 kmeny Klebsiella variicola, 1 kmen

K. aerogenes, 3 kmeny Salmonella enteritidis a 1 kmen Citrobacter freundii.

4.2 Seznam pouzitych chemikalii

o Agarodza pro elektroforézu DNA (SERVA, Némecko; kat. ¢. 11404.05)

o Barvivo SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA; kat. ¢. S33102)

o Combi PPP Master Mix (Top-Bio Praha, CR; kat. &. C210)

o Deionizovana voda (dH-O)

o DNA marker molekulové hmotnosti o velikosti 200-1500 bp (Top-Bio, CR; kat.
& D110)

o Forward/reverse primery (East Port Praha; v tabulce)

o PCR Loading buffer (Top-Bio, CR; kat. &. P048)

o PCR Ultra H,O (Top-Bio, CR; kat. &. P340)

4.3 Seznam pouzitych souprav
o NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Némecko; kat. ¢. 740952.50)
o QIAseq FX DNA Library prep Kit (Qiagen, Némecko, kat. ¢. 180477)

4.4 Seznam pouzitych roztoku

o 10x TBE pufr (Tris-Borate-EDTA; pH 8,3; Bio-Rad, USA; kat. ¢. 1610770)
o 1x TBE pufr (Tris-Borate-EDTA): 70 ml zasobniho roztoku 10x TBE pufru ziedit
v 630 ml dH>O
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4.5 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

o Automatické pipety v rozmezi objemu od 0,5 pl do 1000 ul (Thermo Fischer
Scientific)

o Centrifuga MC-24 (Benchmark Scientific)

o Centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

o Dokumentacéni systém Azure 200 (Azure Biosystems)

o Elektroforeticka komora multiSUB Choice (Cleaver Scientific)

o Geneious Prime (Biomatters, Novy Zéland)

o Hlubokomrazici box (-80 °C) MDF-U53V (Sanyo)

o Inokula¢ni klicky 1 pl, sterilni (Biologix)

o Laboratorni vaha MXX-5001(Denver Instruments)

o Laminarni box MSC-Advantage (Thermo Fischer Scientific)

o Mikrovlnna trouba (Daewoo)

o Minicentrifuga (Cleaver Scientific)

o NanoPhotometer NP8O (Implen)

o Pipetovaci nastavec Pipetus (Hirschmann)

o Sterilni §picky 0,5-5 pl; 220 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl (Alpha Laboratories)

o Termoblok Dri-Bath type 16500 (Thermolyne)

o Termocycler TRIO (Biometra)

o Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Inc.)

o Zdroj stejnosmérného elektrického napéti MP-300 V (Major Science)

4.6 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.6.1 Sekvencni analyza

Pii této analyze bylo zNCBI (posledni pfistup 31. ledna 2024) stazeno
a prozkoumano 800 nukleotidovych sekvenci, v€etn¢ 114 referen¢nich sekvenci
kodujicich enzymy MCR. Konkrétné se jednalo o 480 nukleotidovych sekvenci
koédujicich gen mcr-1, 22 sekvenci pro mcr-2, 185 sekvenci pro mcr-3, 23 sekvenci
pro mcr-4, 17 sekvenci pro mcr-5, tii sekvence pro mcr-6, tii sekvence pro mcr-7,

23 sekvenci pro mcr-8, 28 sekvenci pro mcr-9 a 16 sekvenci pro mcr-10.

Sekvence nukleotidi a aminokyselin byly srovnany pomoci algoritmu MUSCLE

(s vychozim nastavenim) (Edgar, 2004), ktery je soucasti programu Geneious Prime.

26



K analyze aminokyselinovych substituci byly pouzity proteinové statistiky generované

programem Geneious jako soucast zarovnani sekvenci.

4.6.2 Navrhovani primeru pro polymerazovou retézovou reakci (PCR)

Primery byly navrzeny na zakladé homolognich nukleotidovych sekvenci pomoci
programu Primer3 (Geneious Prime) tak, aby amplifikovaly nasledujicich 10 gent:
mcr-1 az mer-10. Primery byly navrzeny podle postupu popsaného v nasi pedchozi studii
(Mlynarcik et al., 2021). Pro vyhodnoceni specifity navrzenych pari primera byly
nejprve provedeny in silico vazebni testy. VSechny primery byly testovany proti
specifickym nukleotidovym sekvencim kodujicim MCR enzymy pomoci testu s moznosti

ulozenych primert v Geneious programu.

Sedm part primert bylo syntetizovano firmou East Port Praha (Ceska republika)
a testovano na 103 klinickych izolatech pomoci PCR. Kromé toho byly navrzeny Ctyfi
dals§i pary primerd (které nebyly experimentalné testovany) pro detekci zbyvajicich

variant gent mcr. Podrobné specifikace pouzitych primert jsou uvedeny v tabulce 3.

4.6.3 Izolace bakterialni DNA
Zaucelem izolace genomové DNA a jeji nasledné detekce na pfitomnost mcr genti
pomoci PCR byly jednotlivé izolaty naneseny na krevni agar (Oxoid s.r.o., CR)

a inkubovany aerobné pii 37 °C po dobu 16 hodin.

Izolace DNA byla provedena dikladnym suspendovanim kolonie kazdého
bakteridlniho vzorku pomoci bakteriologické klicky ve 100 ul deionizované vody.
Vzorky byly inkubovany pii 95 °C po dobu 10 minut v termobloku, nésledoval tepelny
Sok, kdy byly vzorky zmrazeny v hlubokomrazicim boxu na —80 °C po dobu 10 minut.
Pro rozmrznuti byly vzorky umistény zpét do termobloku (95 °C) na 2 minuty. Nasledné
byly vzorky centrifugovany po dobu 5 minut pii 13 000 RPM, coz vedlo k odd€leni peletu
a supernatantu obsahujiciho uvolnénou bakteridlni DNA. Mnozstvi vyizolované
genomické DNA bylo stanoveno spektrofotometricky promoci NanoPhotometru

(Implen).

4.6.4 PCR amplifikace DNA

PCR reakéni smés byla pfipravena tak, aby obsahovala vSechny nezbytné
reagencie pro uspéSnou amplifikaci templatové DNA. PCR reakéni smeés
obsahovala optimalizovany reakcni pufr Combi PPP Master Mix (Top-Bio), ve kterém

jsou pritomny hofecnaté ionty a Tag DNA polymeraza. Dale obsahovala primery
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(forward/reverse), templatovou DNA a PCR vodu. Tato smés byla pfipravena ve vétSim
objemu podle po¢tu vzorkii a nasledné byla rozdélena do PCR mikrozkumavek
po 11,5 ul. Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan 1 pl templatové bakterialni DNA
(Tabulka 1). Po dikladném centrifugovani byla smés vlozena do PCR termocycleru
s predem nastavenymi Casovymi a teplotnimi podminkami (Tabulka 2). Pro kontrolu
spravného prubéhu PCR reakce byla pouzita pozitivni a negativni kontrola (pouziti

sterilni dvakrat destilované vody misto DNA).

V této praci bylo pouzito celkem devét pozitivnich kontrol v podobé genomové
DNA obsahujici geny mcr (mcr-1 az mcr-9, laskavy dar Dr. Dolejské). Nebyla k dispozici

pozitivni kontrola pro variantu genu mcr-10.

Tabulka 1: Slozeni PCR smési pro jednu PCR reakci.

PCR reagencie Objem pro jednu reakci [pl]
Combi PPP 6,25
PCR voda 5,00
Forward primer 0,13
Reverse primer 0,13
Templatova DNA 1,00
Celkem 12,50

Tabulka 2: Teplotni a ¢asové podminky PCR reakce.

Krok PCR Teplota [°C] Doba trvani Pocet cyklu
Uvodni denaturace 94 1 min 1
Denaturace 94 15s
Annealing 54-58 15s 32
Elongace 72 I minna 1 kb
ZavéreCna elongace 72 7 min 1
Chlazeni 4 ) -
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Tabulka 3: Sekvence primertu pouzitych pro detekei mcr genti pomoci PCR.

Velikost

Tm

Niazev primeru Detekovany gen Nukleotidova sekvence (smér 5° — 3°) Délka (pocet bazi) amplikonu (bp) [°C] Reference
P 1145451 TR
P36 TR 1
o TGCATGTTYTCCAAYATGGGG: S e g Miynarcik ef

mer-3,7 CGRATGGTRTTGTCATAGGTGTT Kolar, 2019)
OO i54133city S TRTTI
P5 8 SUNTusaE e 20/20 634 54  Tatostudie
P6 I Preaaas 19/19 440 53 Tato studie
P7 er 10 S AN 20/20 779 54 Tato studie
P8 mer-1,2,6 iy et 18/20 1157 55  Tato studie
P9 mer-3 DU s 20120 356 54 Tato studie
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Tabulka 3: Pokrac¢ovani

Nazev primeru Detekovany gen Nukleotidova sekvence (smér 5° — 3°) Délka (pocet bazi) amp\l,ielg)l;(:t(bp) ;‘Zn:] Reference

YGYCAGCTACACCATGATGA;

P10 mer-3 GCTGGTGAAGGSRTTGGTCTC 20/21 526 60 Tato studie
AAGGTGAATTTGTTGCTGGT; .
P11 mer-7 ACTGTTGTTGGTCTCCACTA 20/20 300 52 Tato studie

Pro degenerované primery: M = A nebo C; R=A nebo G; S=Gnebo C; Y = Cnebo T.

30



4.6.5 Elektroforeticka separace PCR produktu

Ziskané PCR produkty byly separovany pomoci horizontalni gelové elektroforézy
v 1% agar6zovém gelu. Pro pfipravu gelu bylo rozehiato 1,2 g agardzy (SERVA)
ve 110 ml destilované vody a 12 ml 10x TBE pufru (Bio-Rad). Po ochlazeni na pfiblizné
50 °C bylo do gelu pifidano 5 pl barviva SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen)
k vizualizaci DNA v gelu. Ptipraveny 1% agarozovy gel byl nalit do elektroforetické
vanicky, kde ztuhnul. Gel byl nasledné pfelit 1x TBE pufrem, aby byly elektrody
elektroforetické komurky ponofené. V prvni jamce gelu bylo aplikovano
10 ul DNA markeru molekulové hmotnosti o velikosti 200-1 500 bp (Top-Bio)
smichaného se 3 pl PCR loading bufferu (Top-Bio) pro vizualizaci pohybu DNA markeru
v gelu. Do ostatnich jamek byly aplikovany PCR produkty o objemu 12 pl.

Elektroforeticka separace PCR produktti byla provedena po pfipojeni elektrod
ke zdroji jednosmérného elektrického napéti (MP-300 V; Major Science) pii napéti
105 V po dobu 55 minut. Po skonceni separace byla DNA v gelu vizualizovana pomoci
zobrazovaciho systému Azure 200 (BioTech, CR) a velikost jednotlivych PCR produktd

byla ur€ena pomoci markeru molekulové hmotnosti.

4.6.6 Sekvenovani celého genomu, anotace a molekularni analyza genu mcr
a beta-laktamaz

Genomova DNA ze 70 enterobakterii byla extrahovana a preci§téna pomoci
komeréniho kitu (NucleoSpin® Tissue, Macherey-Nagel, Némecko). Knihovna
fragmentl byla vytvorena pomoci soupravy QIAseq FX DNA library prep kit (vSechny
tyto postupy byly provedeny v laboratofi Dr. Dolejské) a nasledné sekvenovana pomoci
platformy Illumina NovaSeq 6000 podle pokynt vyrobce. Sekvenovani celého genomu
bylo provedeno jako komercné dostupna sluzba (Institute of Applied Biotechnologies,

Olomouc, Ceska republika).

K urCeni piitomnosti gent mcr jsme pouzili na§ soubor dat obsahujici 25 riznych
genu mcr obsahujicich razné varianty mcr-1 az mcr-10 prostrednictvim funkce nazvané
"anotace z databaze" zabudované do softwarového balicku Geneious Prime. Pro anotaci
genu mcr ve vSech 70 genomech byl pouzit prah 50 % identity. Nasledné byly sekvence
vyhledavany ve verejnych databazich sekvenci pomoci BLASTn (Basic Local Alignment
Search Tool program; verze 2.15.0; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/; ptistup 6. biezna
2024).
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V pripadé¢ identifikace beta-laktamaz byla pouzita naSe dalsi interni databaze
vytvofena v program Geneious Prime, ktera obsahovala 434 genu beta-laktamaz,
se stejnym prahem podobnosti. Shody sekvenci aminokyselin byly néasledné

identifikovany pomoci funkce BLDB BLAST (http://www.bldb.eu:4567/).

4.6.7 Konstrukce fylogenetického stromu

Fylogeneticky strom byl vytvofen za pomoci softwaru Geneious Prime,
ktery vyuzival algoritmus PhyML (Guindon et al., 2010) s pouzitim modelu Le a Gascuel.
Fylogeneticky strom byl ziskan porovnanim 800 aminokyselinovych sekvenci enzymu
MCR.
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5 VYSLEDKY

5.1 Designovani primeri a jejich testovani

Cilem prace bylo navrhnout primery pro detekci vSech dosud popsanych variant
genu mcr vyskytujicich se u riznych bakterii. Pii hledani gent mcr v databazi NCBI bylo
identifikovano 17 bakterialnich rodd, konkrétné rod Acinetobacter, Aeromonas,
Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Kluyvera, Mixta,
Moraxella, Providencia, Pseudomonas, Raoultella, Salmonella, Serratia, Shewanella
a Shigella, které tyto enzymy nesou. Pomoci Primer 3 (implementovaného v Geneious
Prime) bylo vytvofeno celkem 11 specifickych parG primert (Tabulka 3), z nichz Ctyfi
pary primera byly popsany v nasi predchozi publikaci (Mlynarcik et Kolar, 2019).

Tyto dfive popsané primery P1 dokazaly zachytit vSech 37 specifickych variant
genu mcr-1 (mcr-1.1 az mcr-1.37), sedm z osmi specifickych variant genu mcr-2
(vSechny kromé& mcr-2.7) a jednu alelickou variantu genu mcr-6 (mcr-6.1). NaSe in silico
analyza zahrnujici referenni a jiné nukleotidové sekvence kodujici geny mcr vSak
ukézala, Ze tento primer je schopen detekovat 479 ze 480 nukleotidovych sekvenci
kodujicich geny mcr-1, 20 z 22 sekvenci mcr-2 a tii ze tii v ptipadé genti mcr-6. Novy
lépe navrzeny primer P8 byl schopen detekovat celou tuto sadu nami analyzovanych

sekvenci.

Primer P2 byl schopen zachytit 33 ze 42 alelickych variant referencnich gena
mcr-3 (devét nedetekovanych variant: mcr-3.15, mer-3.27, mer-3.31, mcr-3.32, mer-3.34,
mcr-3.35, mcr-3.37, mcr-3.38 a mcr-3.42) a vSech pét podtypa genu mcr-5 (mcr-5.1
az mcr-5.5). Dalsi primer P3, detekoval 41 ze 42 variant genu mcr-3 (vSechny kromé genu
mcr-3-like s ptistupovym kodem MZ031277.1 do GenBank) a jednu alelickou variantu
referencniho genu mcr-7 (mcr-7.1). Oba tyto primery P2 a P3 spolecné nedetekovaly
pouze jednu variantu referen¢niho genu mcr-3. V nasem studijnim souboru vsak prvni
primer (P2) zachytil 104/185 mcr-3 sekvenci a 17/17 mcr-5 sekvenci, zatimco druhy
primer (P3) zachytil 144/185 mcr-3 sekvenci a dve sekvence mcr-7 ze tii. Primery P2 a P3
byly spole¢né schopny rozpoznat 149/185 (80,5 %) nukleotidovych sekvenci genu
mcr-3. Pomoci dodate¢né navrzenych primerd P9 a P10 v kombinaci s primerem
P3 se podatilo identifikovat vSechny zkoumané sekvence mcr-3 (185/185, 100 %).
Kromé toho byly vSechny zkoumané sekvence genu mcr-7 detekované pomoci primeru

PI11.
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Primer P4 byl schopen zachytit v§ech osm alelickych variant referen¢nich gent
mcr-4 (mcr-4.1 az mcr-4.8) a vSech 23 nami zkoumanych sekvenci mcr-4. Totéz platilo
pro primery PS5, P6 a P7, které zachytily Ctyfi referencni varianty genu mcr-8 (vSech
23 nami analyzovanych sekvenci mcr-8), tii referenCni varianty genu mcr-9 (vSech
28 nami analyzovanych sekvenci mcr-9) a pét referenCnich variant genu mcr-10 (vSech

16 nami analyzovanych sekvenci mcr-10).

Kromé toho byla analyzovana specifita prvnich sedmi part primerd pomoci

PCR analyzy, ktera je popsana v nasledujici ¢asti.

5.2 Vyskyt mcr-pozitivnich izolata enterobakterii v klinickych vzorcich

Pomoci PCR se sedmi specifickymi pary oligonukleotidi byla otestovana
ptitomnost mcr genli ve 103 klinickych vzorcich s pouzitim riznych pozitivnich kontrol
mcr-1 az mcr-9. VSechny pozitivni kontroly poskytly amplikony s pfedpokladanymi

velikostmi part bazi (Tabulka 3) a potvrdily specifi¢nost pouzitych primert.

Celkem 20,4 % (21 ze 103) zkoumanych klinickych vzorkd bylo metodou
PCR povazovano za pozitivni na mcr geny (vysledek neni zobrazen). Téchto vysledka
bylo dosazeno pomoci nasledujicich oligonukleotida — P1 (mcr-1,2,6), P3 (mcr-3,7),
P6 (mcr-9) a P7 (mcr-10). V souCasné dobé jsou k dispozici udaje celogenomového
sekvenovani (WGS) pouze pro 14 ztéchto 21 mcr-pozitivnich izolati potvrzenych
pomoci PCR. U zbyvajicich sedmi vzorkli proto nebylo mozné definitivné vyloucit

nebo potvrdit piitomnost téchto gend kvili nedostatku dat WGS.

Celogenomova analyza odhalila, zZe sedm ze 14 PCR-pozitivnich izolatt
s pouzitim primert P1 nese misto o¢ekavanych mcr genti geny eptA. Zbyvajicich sedm
izolatl bylo potvrzeno jako skute¢né mcr pozitivnich. Zajimavé je, ze t€chto sedm kment

je rovnéz eptA pozitivnich.

V ptipadé mcr-pozitivnich kment se jednalo o K. pneumoniae a Sest riznych
druha rodu Enterobacter. U K. pneumoniae byl identifikovan gen mcr-1 a dva kmeny
E. bugandensis nesly mcr-9. V jednom ptipadé se jednalo pouze o zkraceny gen mcr-9
odélce 1104 bp, 68,1 % plvodni délky tohoto genu. Dale byl gen mcr-10 zjistén

u jednoho kmene E. asburiae a E. roggenkampii a u dvou kment E. kobei.

Krome vyse uvedenych 21 PCR-pozitivnich izolati vykazovalo dalSich 19 vzorku

slaby pas v elektroforetickém gelu po PCR s primery P2 a P3 (vysledek neni zobrazen).
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Z téchto 19 izolati mame v soucasné dob€ k dispozici WGS data pouze pro deset izolatt

a jejich analyza potvrdila pfitomnost gend eptA.

Na druhou stranu PCR reakce na piitomnost mcr geni byla negativni
v 63 piipadech. Z toho ve 46 pripadech jsme méli k dispozici data WGS, ktera potvrdila
pouze piitomnost gend eptA. Nicméné u jednoho kmene E. asburiae, ktery byl
PCR negativni pfi pouziti primert urCenych k amplifikaci nami studovanych gena mcr,

byla pfitomnost genu mcr-9 potvrzena in silico analyzou celogenomovych dat.

5.3 Vyskyt beta-laktamaz u izolatu enterobakterii

Homologni sekvence beta-laktamaz byly identifikovany v 70 sekvenovanych
genomech enterobakterii pomoci analyzy BLAST v programu Geneious s anotovanymi
beta-laktamazami ulozenymi v nasi interni databazi. Nalezené sekvence byly nasledné
analyzovany pomoci analyzy BLAST v datab4zi BLDB, coz vedlo k identifikaci téchto
beta-laktamaz. Z beta-laktaméaz tfidy A byly zjistény CTX-M, LEN, OXY, SHV a TEM.
Ttida B zahrnovala beta-laktamazy jako NDM a SER. Zjisténé beta-laktamazy tfidy C
predstavovaly typy ACT, Ear a MIR. Z tfidy D byly zjistény pouze OXA.

Vsech 70 klinickych vzorkt neslo alespon jednu beta-laktamazu (Tabulka 4).
Zaroven u vSech mcr pozitivnich izolatt byla prokazana alespori jedna beta-laktamaza.
Konkrétni izolaty vykazovaly specifické kombinace beta-laktamaz. Kromé genu mcr-1
byly u K. pneumoniae identifikovany beta-laktamazy typa CTX-M, SHV, TEM a OXA.
Kromé gentt mcr byly u jednoho izolatu E. asburiae a dvou kment E. kobei zjistény
beta-laktamazy typu MIR. U jednoho kmene E. asburiae, E. bugandensis
a E. roggenkampii byla spolu s enzymem MCR zisténa beta-laktamaza typu ACT. Dalsi
izolat E. bugandensis vykazoval kromé zkraceného genu mcr-9 pritomnost beta-laktamaz
typu MIR, CTX-M, TEM, a NDM. Podrobnéjsi informace o vyskytu raznych typt

beta-laktamaz u konkrétnich izolata jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4: Zastoupeni MCR enzymi a beta-laktamaz u vybranych enterobakterii

se sekvenovanym genomem.

WGS

Betheriélni PCR WGS Beta-laktamazy
meny MCR MCR Tdida A TiidaB TiHdaC Tiida D
EA EptA, MCR-9 ACT
EA EpiA MIR
EA MCR-10 __ MCR-10, EptA MIR
EA EpiA TEM ACT
EA EpiA ACT
EA EptA MIR
EA  MCR3.7? EptA ACT
EB EpiA ACT
EB EpiA ACT
EB EpiA ACT
EB  MCR-3.7? EpiA MIR
EB EptA MIR
EB EpiA ACT
EB EptA MIR
EB EptA ACT
EB EpiA ACT
EB MCR-9 __ MCR-9, EptA ACT

MCR-9 (zkraceny), TEM,

EB MCR-9 E(p " ooh NDM  MIR
EB EptA MIR
EB EpiA ACT
EB EptA MIR
EB EptA SHV
EB EptA MIR
EB EptA MIR
EB EptA MIR
EB MCR-3.7 EpiA MIR
EC _ MCR-3.7? EpiA ACT
EC EpiA TEM ACT
EC  MCR35? EpiA OXY
EC EpiA ACT
EC EpiA TEM ACT
EC EpiA ACT
EC EpiA ACT
EC EpiA ACT
EH EpiA ACT _ OXA
EH EptA ACT
EH EpiA ACT
EH EpiA ACT

EA - E. asburiae, EB - E. bugandensis, EC - E. cloacae, EH - E. hormachei. ? - potencialni
enzym (slaba pozitivni reakce pii PCR).
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Tabulka 4: Pokracovani

WGS
Bakterialni PCR WGS Beta-laktamazy
kmeny MCR MCR Ttida A Tiida Tiida Trida
B C D
EK MCR-3,7? EptA ACT
EK MCR-3,7? EptA ACT
EK EptA MIR
EK EptA MIR
EK EptA ACT
EK EptA ACT
EK MCR-10 MCR-10, EptA MIR
EK MCR-10  MCR-10, EptA MIR
EK EptA MIR
EK EptA MIR
EK EptA ACT
EK EptA ACT
EK EptA ACT
EL EptA ACT
ER MCR-10 MCR-10, EptA ACT
MCR-
KA 1.2.3.5.6.87 EptA Ear
KO MCR-3,5? EptA OXY
KP MCR-3,7 EptA TEM, SHV
KP MCR-3,7 EptA SHV
KP EptA TEM, CTX-M, SHV OXA
KP MCR-1,2,6 MCR-1, EptA CTX-M, TEM, SHV OXA
KP MCR-3,7? EptA SHV
KP MCR-3,7 EptA CTX-M, SHV OXA
KP MCR-3,7? EptA SHV
KP MCR-3,7 EptA CTX-M, TEM, SHV OXA
KP MCR-3,7 EptA SHV
KP EptA SHV
TEM, SHV, CTX-M,
KV EptA LEN OXA
KV MCR-3,7 EptA TEM, CTX-M, SHV OXA
SHV, TEM, CTX-M,

KV EptA LEN OXA
SE EptA SER
SE EptA SER

EK - E. kobei,EL - E. ludwigii, ER - E. roggenkampii, KA - K. aerogenes, KO - K. oxytoca,
KP - K. pneumoniae, KV - K. variicola, SE - S. enteritidis. 7 - potencialni enzym (slaba
pozitivni reakce pii PCR).
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5.4 Insilico analyza MCR enzymu

Vramci 114 referencnich enzymi MCR uvedenych v databazi NCBI bylo
identifikovano celkem 79 konzervovanych aminokyselin (kromé start a stop kodonu),
konkrétné leucin v poloze 79, tyrosin v poloze 93, kyselina asparagova v poloze 98,
methionin v poloze 101, asparagin v poloze 104, threonin v poloze 108, kyselina
glutamova v poloze 112, arginin v poloze 180, prolin v poloze 191, kyselina asparagova
a alanin v polohach 219-220, prolin v poloze 231, valin v poloze 237, glycin-kyselina
glutamova-threonin v polohdch 239-241, arginin v poloze 243, glycin a tyrosin
v polohdch 251-252, threonin v poloze 256, fenylalanin v poloze 268, serin-cystein-
glycin-threonin v polohach 273-276, threonin a alanin v polohach 278-279, prolin-
cystein-methionin-fenylalanin-serin v polohach 283-287, tryptofan v poloze 318,
asparagin v poloze 321, lysin a glycin v polohach 326-327, cystein v polohach 346 a 351,
kyselina asparagova v poloze 353, leucin v polohach 357 a 360, kyselina asparagova
v poloze 371, histidin v poloze 377, glycin v poloze 380, histidin v poloze 382, tyrosin
v poloze 386, arginin a tyrosin v polohach 389-390, cystein v polohach 401 a 409, leucin
v poloze 414, asparagin v poloze 416, tyrosin-asparagin-asparagin v poloze 418-420,
threonin a kyselina asparagova v poloze 425-426, leucin v poloze 436, tyrosin v poloze
449, serin-kyselina asparagova-histidin-glycin-kyselina glutamova-serin-leucin-glycin
v poloze 451-458, tyrosin-leucin-histidin-glycin v poloze 463-466, prolin v poloze 468
a 473, glutamin v poloze 476, prolin v poloze 480, tryptofan v poloze 484, histidin
a kyselina asparagova v polohach 511-512 a leucin v poloze 519 (vysledek neni
zobrazen). Vramci 800 nami studovanych enzymd MCR bylo konzervovano

74 identickych aminokyselin (kromé start kodonu; vysledek neni zobrazen).

Srovnanim nasich 800 aminokyselinovych sekvenci enzymi MCR nebo jen
114 referencnich sekvenci MCR ukézalo 31,9 — 100%, resp. 32,3 — 99,8% sekvencni
identitu mezi nimi (vysledek neni zobrazen). Napftiklad nejnizsi identita byla zisténa
mezi enzymem rodiny MCR-1.23 (QHD57408.1) ve srovnani s enzymem rodiny
MCR-4.1 (AVP73878.1), ktery mél pouze 32,3% aminokyselinovou identitu
(373 aminokyselinovych rozdilt). V pfipadé in silico analyzy specifickych enzymu
MCR to vypadalo nasledovné. Po porovnani 480 aminokyselinovych sekvenci nami
studovanych enzymi MCR-1 byla zjisténa jejich sekvencni identita v rozmezi
95 — 100 %. Naopak porovnani 37 referen¢nich aminokyselinovych sekvenci enzymu

MCR-1 odhalilo 96,5 — 100% sekven¢ni identitu. Napiiklad MCR-1.23 (QHD57408.1)
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a MCR-1.24 (QHD64700.1) vykazovaly 96,5% identitu aminokyselin. U 22 enzymu
MCR-2 a osmi referencnich aminokyselinovych sekvenci byla zji§téna 96,3 — 100%, resp.
96,5 - 99,8% sekvencni identita. Napiiklad MCR-2.4 (QLP89644.1) a MCR-2.5
(QLP89641.1) mely 96,5% identitu aminokyselin.

U 185 enzymti MCR-3 nebo 42 referencnich aminokyselinovych sekvenci to byla
sekvenc¢ni identita 73,2 — 100 %, resp. 80 — 99,8 %. Napiiklad MCR-3 (QUW44365.1)
a MCR-3.17 (AWM11659.1) mély 80% identitu aminokyselin. U 24 enzymu MCR-4,
véetné osmi referenCnich aminokyselinovych sekvenci, to byla 98,9 —100%,
resp. 99,3 —99,8% sekvencni identita. U enzymd MCR-5 byla porovnavanim nami
analyzovanych 17 enzymu nebo péti referen¢nich aminokyselinovych sekvenci zjisténa
96,5 — 100%, resp. 99,6 —99,8% sekvencni identita. V pfipadé enzymi MCR-6 byla
dosud popsana pouze jedna varianta. Podobné v pfipadé enzymu MCR-7 byla v NCBI
popsana pouze jedna varianta, ale v nasi analyze se nam podaiilo identifikovat dalsi
enzym MCR-7 (BBQ52497.1), ktery s referencni sekvenci MCR-7.1 (AURS80098.1)
sdilel 79,8% aminokyselinovou identitu. Dale u 23 enzymid MCR-8 nebo Ctyf
referencnich aminokyselinovych sekvenci to byla sekvencni identita 96,4 — 100 %,
resp. 99,1 — 99,8 %. U enzymiu MCR-9 byla zjisténa 99,6 — 100% sekvencni identita
porovnanim 28 nami analyzovanych enzymu a 99,6 — 99,8% identita porovnanim tii
referencnich aminokyselinovych sekvenci. Pro 16 enzymi MCR-10 nebo pét
referenCnich aminokyselinovych sekvenci to bylo 99,3 — 100 %, resp. 99,3 — 99,8 %

aminokyselinové identity.

Pomoci fylogenetického stromu byly ilustrovany vztahy mezi MCR enzymy
na zakladé jejich podobnosti aminokyselinovych sekvenci. Zakotfenény fylogeneticky

strom nam umoznil identifkovat nékolik hlavnich skupin a podskupin (obrazek 7).
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MCR-3, MCR-7

Obrazek 7: Fylogeneticky strom ziskany porovnanim 800 enzymti MCR pomoci Geneious PhyML. Jednotlivi zastupci rodin MCR jsou zvyraznéni barevnymi
carami.

40



5.4.1 Bodové mutace v enzymech MCR

Studie bodovych mutaci pro jednotlivé enzymy MCR ukazaly rizny stupeni
zachovani aminokyselinovych zbytkd. U enzymu MCR-1 bylo pfi porovnani
480 aminokyselinovych sekvenci s referencni sekvenci WP_049589868.1 (MCR-1.1)
s 542 aminokyselinami identifikovano 166 aminokyselinovych zmén (obrazek 8). Kromé
substituci aminokyselin byly zaznamenany také adice a delece. Obrazek 8 také ukazuje
cetnosti mutaci pro kazdou pozici se zvyraznénymi evolucné aktivnimi misty. Ukazuje
nékolik aktivnich mist podél vicenasobného zarovnani aminokyselinovych sekvenci,
které obsahuji vice nez 160 mutaci, z nichz Ctyfi aktivni mista méla vice nez pét mutaci.
Frekvence mutaci byla nejvys§i na pozicich rezidui Ala216, Met2, GIn3 a Serl5
(v sestupném poradi). Pro enzym MCR-2 bylo srovnano 22 aminokyselinovych sekvenci
s referencni sekvenci WP_065419574.1 (MCR-2.1) o délce 539 aminokyselin. Celkem
bylo zaznamenano 148 aminokyselinovych zmén, pficemz pét aktivnich mist melo deset
a vice mutaci. Cetnost mutaci byla nejvy$si na pozicich aminokyselinovych zbytki
Ala534 (17krat), His4 (14krat), Gly528 (13krat), Val509 (11krat) a 10krat u Val57

(vysledek neni zobrazen).

V aminokyselinové sekvenci enzymu MCR-3 bylo zaznamenano nejvice zmeén,
konkrétné¢ 8 934 aminokyselinovych mutaci pifi srovnani 185 aminokyselinovych
sekvenci s referencni sekvenci WP_039026394.1 (MCR-3.1) o délce 542 aminokyselin
(vysledek neni zobrazen). Pfi tomto vysokém poctu zmén aminokyselin bylo v deviti
aktivnich mistech vice nez 100 mutaci. Frekvence mutaci byla vysoka
na aminokyselinovych pozicich Gly428, Metl3, Ala496, Thr488, Val493, Ser525,
Arg297, Gly530 a Val122 (sefazeno postupné). U Ctyt sekvenci bylo rovnéz pozorovano
pfidani dvou (QSR74932.1) a 17 aminokyselin (AUV50255.1, AWHS58347.1,
WHVO03556.1) pied start kodon. Zarovnani stop kodonu pro tento typ enzymu nebylo
stejné, naptiklad 113 sekvenci koncilo na pozici 542 a 69 sekvenci koncilo na pozici 541.
Dale se napiiklad v jedné sekvenci jednalo o odstranéni nejméné 70 aminokyselin
pred stop kodonem (AXK59209.1) a v jiné o pfidani nejmén¢ Sesti aminokyselin za stop

kodon (WP_272954244.1).

V piipadé enzymu MCR-4 bylo provedeno srovnani 24 aminokyselinovych
sekvenci s referencni sekvenci WP_099156046.1 (MCR-4.1) o délce 542 aminokyselin.
Celkem bylo zaznamenano 39 aminokyselinovych zmén, pficemz tfi aktivni mista maji

osm nebo vice mutaci. Frekvence mutaci byla nejvyssi na aminokyselinovych pozicich
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Val236 (12krat), GIn331 (11krat) a osmkrat na Vall79 (vysledek neni zobrazen).
U enzymu MCR-5 bylo provedeno srovnani 17 aminokyselinovych sekvenci s referen¢ni
sekvenci WP_053821788.1 (MCR-5.1) o délce 548 aminokyselin. Celkem bylo
zaznamenano deveét aminokyselinovych zmén (vysledek neni zobrazen), pficemz nejvyssi
pocet zmén byl zaznamenan u alaninu na pozici 414 (Ctyfi zmény na serin). Dale
v dostupnych sekvencich enzymu MCR-6 nejsou zadné mutace. Existuje pouze jedna

varianta tohoto enzymu a to MCR-6.1 (WP_099982813.1).

U enzymu MCR-7 bylo provedeno srovnani tii aminokyselinovych sekvenci
s referencni sekvenci WP_104009851.1 (MCR-7.1) o délce 540 aminokyselin. Bylo
zjisténo celkem 109 aminokyselinovych zmén oprosti referencni sekvenci (vysledek
neni zobrazen), z nichz vSechny byly spojeny s odliSnou aminokyselinovou sekvenci
ve varianté MCR-7 popsané u Aeromonas veronii (BBQ52497.1). Pro enzym MCR-8
bylo provedeno srovnani 23 aminokyselinovych sekvenci s referencni sekvenci
WP_114699275.1 (MCR-8.1) o délce 566 aminokyselin. Ve srovnani s referencni
sekvenci bylo zji§téno celkem 60 aminokyselinovych zmén. Frekvence mutaci byla
nejvyssi na aminokyselinovych pozicich Ala51 (devitindsobna zména na valin), Ala232
(devitinasobna zména na serin), Asn365 (osminasobna zména na tyrosin) a osminasobna

zmeéna asparaginu na lysin na pozici 480 (vysledek neni zobrazen).

Pro enzym MCR-9 bylo provedeno srovnani 28 aminokyselinovych sekvenci
sreferencni sekvenci QCC62183.1 (100% aminokyselinova shoda s MCR-9.1 -
AYWO01299.1) o délce 540 aminokyselin. Celkem bylo zaznamenano
19 aminokyselinovych zmén od referencni sekvence (vysledek neni zobrazen). Vétsina
zmeén aminokyselin v tomto pfipad€ tzce souvisela s umisténim stop kodonu na pozici
540 (u 13 sekvenci) nebo na pozici 541 (u 15 sekvenci). U enzymu MCR-10 bylo
provedeno srovnani celkem 16 aminokyselinovych sekvenci s referencni sekvenci
WP_023332837.1 (MCR-10.1) o délce 540 aminokyselin. Bylo identifikovano celkem
osm aminokyselinovych zmén oproti referencni sekvenci, véetné dvou zmeén z alaninu

na serin a z kyseliny glutamové na valin v polohach 114 a 391 (vysledek neni zobrazen).
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u mnoha variant enzymi MCR jsou uvedeny nad referen¢ni sekvenci (ref. sek.) enzymu
MCR-1.1 (WP_049589868.1). Chybgjici aminokyseliny v barevnych c¢tvercich pfedstavuji
nulové identifikované substituce. Frekvence zmén pro kazdou pozici jsou uvedeny
nad pozorovanymi aminokyselinovymi substitucemi. Barevné cCtverce charakterizuji obecné
kategorie aminokyselin. Cisla jsou &tena vertikalng a oznaduji pozice aminokyselinovych zbytka
na zaklad¢ referenéni sekvence MCR-1.1. Poml¢ka v primami sekvenci enzymu MCR v poloze
7 ptedstavuje piidani tfi aminokyselin v této poloze (jednou kyselina glutamova a dvakrat valin).
Pomlcka ve Etverci na pozici 307 pfedstavuje deleci aminokyseliny u jedné z variant MCR.
Na obrazku neni zobrazeno pfidani dvou aminokyselin pred start kodon v jedné z variant MCR

(QPJ36140.1) a také pridani 30 aminokyselin za stop kodon v jin¢ varianté¢ MCR (AZZ00689.1).

44



6 DISKUSE

AMR je celosvétovy problém s vaznymi disledky v oblasti humanni i veterinarni
mediciny. RozSifeni multirezistentnich a panrezistentnich gramnegativnich bakterii
pfinasi obtizné 1éCitelné infekce, komplikace béhem terapie, delsi hospitalizace
a zvySenou umrtnost. Zejména rezistence enterobakterii vici karbapenemtim a produkce
ESBL vyrazné¢ omezuje moznosti 1éCby, neékdy vyzadujici uziti antibiotik posledni
instance, napiiklad kolistinu. Bohuzel, bakterie rychle vyvinuly mechanismy rezistence
vucéi kolistinu, jak chromozomalné kédované v genech, tak i plazmidem pienasené (mcr),

coz komplikuje Iécbu (Binsker et al., 2022).

Kolistinova rezistence byla hlasena z rtiznych zdroju, vCetné hospodaiskych
zvitat, lidi a vzorku Zivotniho prostfedi. Hospodarska zvifata jsou rezervoarem mcr genti
diky hojnému vyuziti kolistinu pii 1é¢b€ a prevenci infekci zptisobenych gramnegativnimi
bakteriemi a jako stimulatoru rastu. Abychom zabranili Sifeni mcr gent a posoudili rizika
spojena s jejich pfitomnosti, je nezbytné vyvinout efektivni metody k monitorovani
prevalence mcr genu a zavést u¢inna opatieni k prevenci jejich §ifeni (Smelikova et al.,

2022).

Pro snadnou identifikaci je nezbytna ucinna diagnostika, ktera je levna, rychla,
jednoducha, citliva a specificka. V klinické praxi vSak neexistuje standardni a uznavany
protokol pro screening, identifikaci a potvrzeni gramnegativnich bakterii rezistentnich

na kolistin nebo Enterobacteriaceae produkujici mcr (Osei Sekyere, 2019).

Pro testovani citlivosti na antimikrobialni latky se Casto pouziva diskova difuze,
ale tato metoda neni vhodna pro testovani citlivosti na kolistin kviili vysoké mife falesné
pozitivnich vysledkt. Detekce kolistinové rezistence zprostiedkované mcr 1ze provést
pomoci amplifikace DNA kauzalniho genu. Tento pfistup je nezavisly na kultivaci,
ale pro zvyseni citlivosti je mozné piidat krok obohaceni. PCR detekce mcr genti se hojné
vyuziva v epidemiologickych studiich, kde je DNA bud’ pfimo extrahovana z klinickych
vzorkll nebo je extrahovana po predchozim obohaceni, aby se minimalizovaly falesné
negativni vysledky zptisobené napfiklad inhibitory PCR. Specificnost PCR produktti
je dulezité ovéfit sekvenovanim. Jednou z nevyhod je omezeni PCR reakce designem
pouzitych primert, coz brani detekci novych variant mcr genu (Smelikova et al., 2022).
Molekularni testy identifikuji pfitomnost znamych mcr gend, ale neurcuji fenotypovou

rezistenci na kolistin, protoze existuji MCR-pozitivni kmeny citlivé na kolistin (Osei
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Sekyere, 2019). Tento piistup umozinuje zkoumani velkého pocétu vzorkt v kratkém

casovém obdobi pii relativné nizkych nakladech (Smelikova et al., 2022).

Existuje také fada komercnich chromogennich i nechromogennich fenotypovych
testd zalezenych na kultivaci pro detekci rezistence na kolistin v klinickych, veterinarnich
i environmentalnich vzorcich. Mezi takovéto média patii naptiklad Agar CHROMID®
Colistin R (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francie) a médium CHROMagar™ COL-APSE
(CHROMagar, Patiz, Francie). Rezistence bakterii pé&stovanych na selektivnich
agarovych plotnach s kolistinem je nutné potvrdit testovanim citlivosti na tuto latku,
protoze vyznamna Cast bakterialnich izolatd je na kolistin citliva. Mozné pficiny zahrnuji
nerovnomérnou distribuci kolistinu v agarovych plotnach, adhezi kolistinu na plast
Petriho misky nebo degradaci kolistinu béhem skladovani nebo inkubace, protoze jeho
stabilita je zavisla na teploté¢ (Smelikova er al., 2022). Fenotypové testy sice stanovi
pfitomnost nebo nepfitomnost rezistence na kolistin, ale neposkytuji informace

o zakladnim mechanismu rezistence (Osei Sekyere, 2019).

Pro testovani kolistinové citlivosti mezi gramnegativnimi bakteriemi doporucuje
Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST) pouze mikrodilucni
bujénovou metodu s pouzitim sulfatové soli kolistinu bez ptidavku povrchové aktivnich
latek (Smelikova et al., 2022). Nicméné tato metoda ma své omezeni, jako je Casova
naro¢nost a metodologické problémy, coz vede k hledani alternativnich zptisobti detekce

polymyxinové rezistence (Leshaba et al., 2022).

Pro epidemiologické ucely je nutna charakterizace mcr genti. WGS predstavuje
konecnou typizacni metodu, umoziiuje identifikaci vSech mechanismt rezistence
a poskytuje mnohem vice informaci nez fenotypové metody (Osei Sekyere, 2019;

Smelikova et al., 2022).

Mezi lety 2018 a 2019 byla v Ceské republice zaznamenana prevalence genu
mcr-1 v klinickych vzorcich (rektalni vytéry a vzorky stolice) ve vysi 0,21 %. Geny
mcr-2 az mcr-8 nebyly detekovany a geny mcr-9 a mer-10 nebyly sledovany (Tkadlec
et al., 2021). Jiné studie sledujici vyskyt mcr-1 genu v klinickych vzorcich zaznamenaly
ve Francii prevalenci 0,58 % a v Nizozemsku 0,35 % (Terveer et al., 2017; Wang et al.,
2020b). Pii screeningu byly pouzivany razné metodologie. Nekteré studie testovaly
vzorky pomoci PCR detekce nebo pomoci obohacenych bujont s naslednou selektivni

kultivaci a PCR pozitivnich vzorkli. Vétsina evropskych studii pouzivala selektivni
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kultivaci s naslednou PCR nebo WGS detekci mcr genu v izolatech rezistentnich
na kolistin (Tkadlec et al.,2021). Zajimavé je, Ze celosveétove je mensi diverzita mcr genti
v klinickych vzorcich (mcr-1, mer-2, mer-3 a mer-5) nez ve vzorcich zviftat, zdravych lidi
a zivotniho prostfedi. V Asii byly v klinickych testech zachyceny geny mcr-1, mcr-2
a mcr-3. V Evropé byly detekovany varianty mcr-1 a mcr-2, v Americe pak mcr-1
a mcr-5 a v Africe pouze mcr-1. Navzdory nizké diverzité byla nejvyssi prevalence mcr
genu v klinickych vzorcich v Africe shodnotou 7,58 %. Nasledovala Amerika
s prevalenci 3,59 %, Asie s 1,56 % a Evropa s 0,522 % (Bastidas-Caldes et al., 2022).
V Ciné byla provedena studie sledujici prevalenci genti mcr-9 a mcr-10 v klinickych
vzorcich, ktera prokazala vysokou prevalenci jak u kolistin rezistentnich, tak u citlivych
enterobakterii. U enterobakterii rezistentnich na kolistin byla prevalence mcr-9 8,4 %
a mer-10 12,6 % zatimco u izolata citlivych na kolistin byla prevalence 14,8 % a 6 %

(Liao et al., 2022).

Celosvétova analyza z roku 2022 ukazala, Ze hlavnim rezervoarem mcr pozitivni
E. coli jsou kurata a prasata s prevalenci 15,8 % a 14,9 %. Zdravi lidé a klinické izolaty

vykazovali prevalenci 7,4 % a 4,2 % (Gaballa et al., 2023).

Nizka prevalence mcr gent v klinickych vzorcich muze byt zptsobena
negativnimi vlivy na fitness, kdy nadmérna exprese mcr genu zvySuje energetickou zatéz,
snizuje bunéény rust a oslabuje bakterialni zdatnost. Pfitomnost plazmidu nesouciho mcr
gen ma priznivy ufinek pouze v pfipadé 1éCby kolistinem. Naopak, chromozomalni
mutace v genech pmrAB, phoPQ a mgrB nevykazuji vyznamné vlivy na fitness. Siroké
vyuziti kolistinu jako terapeutického 1éku a stimulatoru ristu u hospodaiskych zvirat
a v zemédélstvi vede k vysoké prevalenci mcr pozitivnich, kolistin rezistentnich
enterobakterii v tomto prostiedi. Selek¢ni tlak dale podporuje ziskavani a Siteni mcr genti

do environmentalniho prostfedi a mezi lidi (Mmatli et al., 2022).

V nékterych zemich, napiiklad v Brazilii, Thajsku, Cing, Japonsku, Argenting
a v zemich EU, bylo zakézano pouzivani kolistinu jako stimulatoru rastu s cilem zachovat
jeho tcinnost v humanni medicing, protoze jeho nadmérné pouzivani piispiva k rostouci
hrozbé antibiotické rezistence (Mmatli ez al., 2022). Nékolik epidemiologickych studii
prokazalo, ze zakaz kolistinu jako stimulatoru rastu vedl ke snizeni prevalence mcr-1

v E. coli u zvitat, coz je piipisovano negativnim nakladim na fitness. Zatimco zakaz
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pouzivani kolistinu v zeméd¢lstvi vede ke sniZeni prevalence mcr gent u zvifat i lidi,

stale dochazi ke klinickému Sifeni mcr pozitivnich bakteri (Liu et al., 2023).

Mobilizované geny rezistence na kolistin (mcr), kodujici pEtN transferazy, jsou
blizce pifibuzné schromozomalné koédovanou variantou pEtN, zndmou jako EptA.
Analyza sekvencni podobnosti a fylogeneze pomoci metody maximum likelihood
pro geny mcr a eptA naznacuje, ze sekvencni podobnost neni dostatecna k rozliSeni mezi
mcr a eptA geny. Existuje fada dikaza podporujici nazor, ze se mcr vyvinul z eptA
prostiednictvim mobilizace. Geny eptA jsou typicky chromozomalné kodované
v operonu s dvouslozkovym regulacnim systémem nebo sousedici s regulatorem typu

TetR, zatimco mcr sousedi s pap2 nebo inser¢nimi sekvencemi (Gaballa et al., 2023).

V nedavné studii Gaballa et al. z roku 2023 bylo zjisténo, ze z celkového poctu
69 814 shod BLASTP s MCR a MCR-like proteiny, které¢ byly identifikovany,
jich 15 321 (21,9 %) odpovidalo proteinim anotovanym jako EptA (Gaballa et al., 2023).
Aminokyselinova sekvence ukazuje, ze alely MCR sdili 61 az 76 % sekvence s EptA.
Nékteré alely MCR vykazuji vys§i stupefi podobnosti s EptA nez jiné alely MCR.
Naptiklad MCR-8.1 vykazuje pramérnou podobnost 72,8 £ 1,1 % s EptA a 70 £7 %
s jinymi alelami MCR. Naopak MCR-1.1 vykazuje primérnou podobnost 64,5 + 1,5 %
s EptA a 76,1 + 18,1 % s jinymi alelami MCR. Tento vysledek naznaCuje, ze samotna
sekvencni podobnost nemuze dostatecné rozlisit EptA od MCR (Elizabeth et al., 2022).

Exprese mcr-1 zvySuje MIC polymyxint ¢tyf- az osminasobné. Pritomnost mcr
genu proto staCi k udéleni polymyxinové odolnosti bez pomoci jinych mechanisma
rezistence (Kai er Wang, 2020). U endogenniho genu eptA je situace odlisna. Enzymy
EptA se nachazeji v mnoha gramnegativnich patogenech (napf.S. enterica,
K. pneumoniae, E. coli atd.), nevykazuji ale samy o sob€ odolnost vii¢i terapii kolistinem.
Test transkripéni exprese na sedmi izolatech postradajici jakykoli mcr gen neprokazal
zadnou zménu v expresi eptA jak v ptitomnosti, tak nepfitomnosti kolistinu. Nicméné
u péti izolatd obsahujici gen eptA i mcr-1 byla pozorovana zvySena exprese obou genu
pfi vystaveni sub-inhibi¢ni koncentraci kolistinu. To naznacuje, ze pro spusténi exprese
eptA se musi podilet dalsi regulacni faktory. Ziejma je také geneticka interakce mezi geny

mcr-1 a eptA pii expozici kolistinu (Elizabeth et al., 2022).

V literatufe byla popsana fada primert pro detekci genu mcr. Mnohé z téchto

oligonukleotida vSak nepokryvaji vSechny varianty té€chto gent, ale pouze nejbéznéjsi
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varianty genti mcr. V publikaci Smelikova et al. jsou shrnuty rizné primery pro detekci
genl mcr (Smelikova et al., 2022). Napriklad primery pro geny mcr-1 byly schopny
detekovat 34 variant z 37 referencnich sekvenci. Analyza téchto primerli a nasich
480 sekvenci gent mcr-1 ukazala, ze pokryvaji 98,1 % sekvenci (471/480). Dale primery
pro detekci gent mcr-2 pokryvaly 25 % (2/8) referencnich sekvenci a 22,7 % (5/22) nami
analyzovanych sekvenci. U primerd pro mcr-3 byla specifita 71,4 % (30/42)
u referen¢nich sekvenci a 44,9 % (83/185) u nasich sekvenci. Cilem této studie proto bylo
navrhnout specifické primery pro PCR detekci Siroké skaly gent mcr popsanych

v databazi NCBI.

Nedavno jsme navrhli ¢tyfi pary primert pro sledovani gent mcr u klinicky
vyznamnych bakterii (Mlynarcik er Kolar, 2019). Vysledky analyzy primer-BLAST
ukazaly, ze tyto diive publikované oligonukleotidy jsou schopny detekovat 98 %
(100 ze 102) alelickych variant referencnich gent mcr-1 az mer-7 uvedenych v databazi
NCBILI. S ohledem na nami analyzované sekvence a tyto diive popsané primery byla jejich
detek¢ni schopnost 93,9 % (688 ze 733), coz predstavuje 45 nedetekovatelnych mcr
variant ve srovnani se dvéma variantami pifi detekci referenénich mcr sekvenci.
Tato zjisténi naznacuji, ze nékteré mcr varianty v databazi NCBI dosud nebyly pfifazeny.
Kromé této skuteCnosti jsme se v této praci pokusili navrhnout celkem 11 part
oligonukleotida (véetné Ctyf part primert popsanych v predchozi praci) pouzivanych
pro detekci vSech referencnich mcr-1 az mcr-10 gena, vCetné mcr genti neznamé varianty

(Tabulka 3).

Tato studie poukazuje na rozmanitost enzymi MCR a nase data mohou pomoci
definovat hranice podrodiny enzyma MCR. Na druhou stranu, tyto nejméné podobné
varianty mohou také predstavovat nové enzymy MCR. Stejné jako tomu bylo naptiklad
v piipadé KLUC-1 a CTX-M-1 podtypt beta-laktamaz, které sdilely 85 — 86% identitu
aminokyselin (Decousser et al., 2001). V této souvislosti je tfeba upozornit na nékteré
enzymy MCR-3, u nichz jsme zjistily nejnizsi aminokyselinovou identitu 73,2 %

nebo také enzymy MCR-7 s identitou 79,8 %.

Fylogeneticky strom ukazal, ze vSech 800 aminokyselinovych sekvenci nami
studovanych MCR enzymu bylo spravné seskupeno do 8 klastri (skupina MCR-1,
MCR-2 spole¢né s MCR-6, MCR-3 spolecné¢ s MCR-7, MCR-4, MCR-5, MCR-8,

MCR-9, MCR-10). Co se tyce enzymu, které mély nejniz§i aminokyselinovou identitu
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ve srovnani se svymi protéjsky, opét byly tyto enzymy spravné seskupeny do klastrt.
Je vSak tifeba poznamenat, ze stejnym zpusobem je enzym MCR-6 zafazen k enzymim
MCR-2 a tedy do jednoho shluku, pfi¢emz aminokyselinova identita napiiklad mezi

MCR-2.1 (SBV31106.1) a variantou MCR-6.1 (ASK49942.1) ¢ini 87,9 %.

Studie mutacni analyzy ukazuje, Ze nejvyssi podil aminokyselinovych zmén mezi
deseti enzymy MCR (MCR-1 az MCR-10) byl pozorovan u enzymi MCR-3 a MCR-1
(166 aminokyselinovych zmén enzymi MCR-1 je uveden na obrazku 8). U prvniho z nich
obsahoval tento soubor vice nez 8 930 mutaci pokryvajicich celkem 256 z 542 pozic
rezidui enzymu MCR-3, které jsou zde ozna¢ovany jako mutacni , hotspoty*. Tato aktivni

mista obsahovala alespon jednu mutaci, pifi¢emz 39 hotspoti mélo 70 a vice mutaci.

Vtéto studii bylo dosud komplexné analyzovano 70 izolati enterobakterii
klinického ptvodu rezistentnich ke kolistinu. Vysledky PCR a WGS jasné potvrdily
pfitomnost gent mcr u sedmi izolatt. Na druhé stran€ byl jeden vzorek negativni pii PCR
reakci s primery urCenymi k amplifikaci mcr genti. Na zakladé udaji WGS vsak tento
vzorek E. asburiae nesl gen mcr-9. Za zminku stoji, ze nase in silico vazebna analyza
primeru P6 potvrdila jeho specifitu viici tomuto identifikovanému mcr genu. Skutecnost,
ze gen mcr nebyl zachycen PCR reakci, mohla byt zplisobena ptitomnosti inhibitora
v reakci, protoze DNA nebyla izolovana pomoci komeréni purifikacni soupravy

nebo mohla souviset s degradaci DNA béhem skladovani.

Vysledky PCR reakci vSak naznacuji, ze ndmi navrzené primery se nespecificky
vazou také na geny eptA. Rada autord (Elizabeth er al., 2022) upozornila na jejich
pomémeé vysokou sekvencni podobnost (61 az 76 %). Na tomto misté je dulezité
poznamenat, Ze naSe in silico analyza 1 500 nahodné vybranych enzymi EptA ukazala,
Zze mezi nimi existuje 15,4 az 100% sekvencni identita (vysledky nejsou uvedeny).
Z toho vyplyvaijejich rozdilna podobnost s enzymy MCR. To naznacuje, ze u nékterych
bakterialnich rodi nemusime mit pii pouziti nasich primert zadné fale$n€ pozitivni
vysledky. Presto by bylo lepsi navrhovat specifi¢téjsi primery pouzivané k detekci gent
mcr z jedné konkrétni rodiny a pii navrhovani primeri nespojovat riazné podrodiny
dohromady, a to i v pfipadé, ze existuje pomérné vysoka aminokyselinova identita,

jako je tomu napiiklad u proteind MCR-1, MCR-2 a MCR-6.

Nase genomové analyzy dale potvrdily spolecny vyskyt téchto gent

s beta-laktamazami. Zkoumané kmeny obsahovaly riizné kombinace variant AmpC
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(napf. blaacr, blagar a blavir), gent beta-laktamaz s Sirokym nebo rozsifenym spektrem
ucinku (blasuv, blatem, blactxm, blaoxy) a oxacilindzy (blaoxa). Kromé toho byla
vjednom piipadé u E. bugandensis zjisténa piitomnost genu blanpm kodujiciho
karbapenemazu, ktery rovnéz obsahoval gen mcr-9. V tomto ptipadé se pravdépodobné
jednalo o nefunkcni gen mcr-9, protoze tento gen byl zkraceny a obsahoval pouze 68,1 %
puvodni sekvence, pfiCemz zbyvajici gen byl nahrazen inser¢ni sekvenci. Data WGS dale
odhalila pfitomnost dalSich gent rezistence (vysledky nejsou uvedeny) jako jsou tet, sul,
mph, msr(E) a aph, coz potvrzuje profil multirezistence vici polymyxinim,
beta-laktamtim, tetracyklinim, sulfonamidim, makrolidim a aminoglykosidim.
Podobné jako v této studii i v jinych pracich byla zaznamenana koexistence gentu mcr
s geny ESBL (Chopjitt et al., 2024) a karbapeneméazami (Sanikhani er al., 2024),

coz predstavuje vyznamnou a rostouci hrozbu pro celosvétoveé vetejné zdravi.

Tyto skutecnosti dale naznacuji, ze WGS poskytuje uplnéjsi obraz bakterialniho
genomu z hlediska rezistence vaci antibiotikim. Na druhou stranu je vsak tieba
si uvédomit komplikace spojené s WGS jako jsou naklady, vybaveni, odborné znalosti
v oblasti bioinformatiky, ¢as na ziskani vysledkd a jejich interpretaci. Proto muze byt
detekce mcr genti na zakladé PCR uzitecna v laboratotich, které nemaji rozsahlé financni
zdroje nebo platformy pro sekvenovani nové generace. Obecné lze fict, ze PCR reakce
predstavuji nizsi naklady, rychlejsi dobu realizace a schopnost detekovat specifické geny

rezistence, jako jsou geny mcr.
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7 ZAVER

Jiz vroce 1945 Alexander Fleming varoval pfed nevyhnutelnym vyskytem
antibiotické rezistence a tato predpoveéd se ukazala jako presnd. Mezi nejobavanéjSimi
patogeny v nemocniCnich zafizenich jsou Enterobacteriaceae, Pseudomonas
a Acinetobacter. Tyto patogeny si vytvorili rezistenci vu¢i karbapenemum,
beta-laktamtim i polymyxinum, jejichz geny rezistence jsou Casto neseny spolecné
na plazmidech, coz umoziuje horizontalni Sifeni rezistence napii¢ bakteridlnimi
populacemi.

Mobilni kolistinova rezistence je zvlasté znepokojiva, protoze kolistin se stava
stale dualezitéjsim ATB posledni linie obrany proti fatalnim infekcim zpisobenym
multirezistentnimi organismy. V soucasnosti zname deset variant mcr gent a 114 alel.
Tyto geny koduji fosfoethanolaminové transferazy, které katalyzuji adici pEtN
k fosfatové skupiné lipidu A. Tim dochézi ke snizeni negativniho naboje bakterialni
vnéj§i membrany a zeslabeni afinity kolistinu, coz vede k rezistenci proti tomuto
antibiotiku.

V experimentalni Casti prace byla provedena detekce mcr genti u 103 klinickych
izolati pomoci PCR reakce s pouzitim sedmi specifickych pard primerti navrzenych
v bioinformatickém programu Geneious Prime. Navic byly ve stejném programu
navrzeny dalsi Ctyfi nové pary primerd, které byly navrzeny tak, aby spolu s predchozimi
primery umoznily detekci vSech doposud znamych mcr variant, které se vyskytuji
u bakterii. Na zakladé udaja WGS byla celkova prevalence funk¢nich gent mcr u dosud
studovanych klinickych izolatd 10 %. Detekované byly geny mcr-1, mcr-9 a mcr-10
s prevalenci 1,4 %, 2,9 % a 5,7 % v daném potadi. Dale byla provedena in silico analyza
pfitomnosti beta-laktamaz u 70 osekvenovanych klinickych vzorki. U vSech izolatt
se vyskytovala minimaln¢ jedna beta-laktaméza, nejcastéji se jednalo o ACT (45,7 %),
MIR (27,1 %), SHV (20 %) a TEM (15,7 %). Dale byl vytvoren fylogeneticky strom
a provedeny studie bodovych mutaci pro jednotlivé MCR enzymy s cilem identifikovat
evolucné aktivni mista.

V souvislosti s budoucimi opatifenimi by mohlo byt uzite¢né zvazit zavedeni
systematického monitorovani v nemocnicich, zeméd€lskych podnicich, potravinach
a zivotnim prostiedi. To by mohlo pfispét k rychlé identifikaci bakterii rezistentnich vaci
kolistinu a produkujicich MCR, coz by néasledné¢ mohlo pomoci zabranit jejich Siteni.

Pravidelny screening je klicovy pro ziskani skutecné prevalence kolistinové rezistence
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a mcr genu. Zaroven by mél byt zaveden standardni a uznavany protokol pro screening,

identifikaci a konfirmaci kolistin-rezistentnich bakterii produkujicich MCR enzymy.
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