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1 Uvod a cile prace

Odhaduje se, Ze bakterie existuji na Zemi jigspti miliardy let. Za tuto dobu si
vyvinuly mnozstvi obrannych mechanigmkterymi se chraniipd &inky nejtizr¢jSich
toxickych latek ze svého Zivotniho priesti. Jedami z takovych latek jsou i antibiotika.
VétSina dnes  pouzivanych antibiotik mé usvpavod v antimikrobialnich latkach
produkovanych mikroorganizmy — jsou to tedy latkg, kterymi se bakterie setkavaji od
nepangti.

Tetracyklinova antibiotika p#t do skupiny Sirokospektrych antimikrobialnich agen
Vykazuji bakteriostatickou aktivitu proti celgac® grampozitivnich i gramnegativnich
mikroorganiznii. Behem 50. a 60. let 20. stoleti se antibiotikum ttkéin zatalo intenzivié
pouzivat pi lécb¢ lidskych i zvfecich bakterialnich infekci, profylakticky jako pesce
malarie (zfisobované prvokerRlasmodium falciparuina v subterapeutickych davkach se
zatalo pridavat do zwviecich krmiv jako #istovy faktor. Nasledkem toho byl vznik a raesii
bakterialnich kmeinrezistentnich k tetracyklinu.

Prvni geny rezistence (R-faktory) byly poprvé st v 50. letech minulého stoleti
v Japonsku (Watanabe 1963) a od té doby je moZie&kaleat determinanty rezistencécv
tetracyklinu uc¢im dal tim ¥tSiho pdtu druhi bakterii. Geny rezistence sefiSmezi
bakteriemi konjugativnim fgnosem pomoci plazmida/nebo transpozdén (Chopraet
Roberts 2001). Obeérse dérici, Ze ¢im vice se antibiotika pouzivaji, tim vysSi je ki
vzniku rezistentnich kmérbakterialnich patogén(Levy 2002).

V sowasnosti dosahuji problémy spojené s @8 bakterii rezistentnich
k tetracyklinu epidemického rozsahu. Vysoky podiézistentnich mikroorganizim
v Zivotnim prostedi ma pimou souvislost s intenzivnim uzivanim tetracyklwlidske i
veterinarni mediciv praibéhu poslednich Sedesati let (Anders¢eSandaa 1994). Odhaduje
se, Zze az 80 %ralnt podavaného tetracyklinu je vyleeno zviecimi exkrety do progtdi, a
to z velkécasti jako aktivni metabolit (Feinmaat Matheson 1978; Hamschet al. 2002).
Tetracyklin pak mZe vytv&et selekni tlak na penos a udrZeni antibiotické rezistence
v padé a jeji dalSi §eni do prosedi. Pouzivani tetracyklinu k profylaktickyntalim ve
velkochovech hospodgkych zvfat se tedy stava nezadoucim, protoz&engispivat ke

vzniku rezistenci i u lidskych patoge(Sawantt al. 2007).



Tato diplomovéa prace byla vypracovana jako éést projektu GAR P504/10/2077:
Charakteristika a hodnoceni rizik spojenych s reaary bakteridlni antibiotické rezistence
v piude. Formalr je ¢lenéna do dvowasti — literarni reSerSe a experimentéhsti. Sézejni
casti experimentalniasti jsou konjugéni experimenty, jejichz cilem bylo zachyceni
horizontal® pirenosnych genetickych eleménfpodilejicich se na fpnosu rezistence
k tetracyklinu.

Tato prace navazuje na inkubé pokus, ktery byl proveden na Ustavidpi biologie
v Ceskych Budjovicich pod vedenim RNDr. Dany Elhottové, Ph.Dét roku 2011, za
Ucelem sledovaniienosu gein tetracyklinové rezistence z kravskych exkremedd pidy.
Smes exkrement od # krav |&enych metricyklinem (nitradozni globule
chlortetracyklinu) byla smichana siemi pidami, reprezentujicimi gradientguchoziho
zatizeni pastvou skotu [zimni pastviNe)(> pastvina ) > louka M)]. Exkrementy byly do
pad pridany bul samostaté [10% suché vahyF)], nebo s fidavkem nizké [0,2 pg™y
(LF)] nebo vysoké davky chlortetracyklinu [(100 pd, HF)], a pidy byly inkubovany
v uzavenych nadobach po dohii in¢sial. Exkrementy vSech krav obsahovaly geetyM),
tet(O) atet(W), a tyto geny byly proto viglach monitorovany pomoci kvantitativni PCR
v prab¢hu timesicni inkubace. Genyet(O) atet(Q) spadly ve #tSin¢ piipadi pod limit
detekce jiz po dvou tydnech inkubace, zatimcotg§V) byl detekovan ve vSechigach i
po tech ngsicich inkubace (Kyselkovét al, nepublikovano). Protozerqwiti fekalni
mikroflory v padé po dobu iti mésiair je nepravépodobné, usuzujeme, Ze alespgen
tet(W) mohl byt horizontal& prenesen dotanich bakterii.

1.1 Hypotézy

1. Bakterie z exkremefit krav |&enych tetracyklinovymi antibiotiky a z ug
inkubovanych s &mito exkrementy jsou zdrojem horizontélpirenosnych gein
rezistence k tetracyklinu.

2. Na tomto horizontalnim genovénigmosu se podileji plazmidy se Sirokym spektrem
hostiteli nebo konjugativni transpozény.

3. Spolu s geny rezistence k tetracyklinu se horidoatprenaseji i rezistence k jinym

typtim antibiotik.



1.2 Hlavni cile prace

1. V podoke literarni reSerSe kriticky zhodnotit dostupnouerdturu tykajici se
horizontalniho fenosu gehl rezistence k tetracyklinu u bakterii a jeho vyzomam
v souvislosti s uzivanim antibiotik v zédglstvi a Steni rezistence k tetracyklinu
v Zivotnim prostedi.

2. Prokéazat horizontalni genovygmos get rezistence k tetracyklinu mezi bakteriemi
z kravskych exkreme@it nebo z fidy inkubované <mito exkrementy, a
laboratornim  bakterialnim recipientemEsgcherichia coli K-12 CV601 gfp,
Pseudomonas putidaT2442-GFP,Acinetobacter baylyBD413-GFP).

3. Zjistit, které genetické elementy se uplatnily Iporizontalnim penosu jednotlivych
geni rezistence k tetracyklinu.

4. Podrobgiji identifikovat tyto elementy.

5. Zjistit fenotypové vlastnosti (konkrétni antibidt& rezistence) kddované&ntito
elementy.



2 Literarni reSerSe

2.1 Rezistence k tetracyklinovym antibiotikim

Jiz z&hy po uvedeni tetracyklinovych antibiotik klnické praxe byl zji&n vznik
rezistentnich kmenbakterii. Tetracyklin (viz Obr. 1) se & pouzivat v roce 1956 a uz za

¢tyii roky byly detekovany tetracyklin rezistentni bexké (SpizZelet al.2010).

Na Obr. 1 je zobrazen strukturni vzorec tetracyklin
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Obr. 1: Tetracyklin (http://www.wikipedia.org, pliagc 2012).

2.1.1Mechanizmy rezistence k tetracyklinovym antibiotikim

Zkoumanim rezistentnich kmeetvakterii bylo zji&no, Ze rezistenci na tetracyklinova
antibiotika v bakterialni hice zaji$uji bilkovinné produkty jednoho nebo vice ¢en
tetracyklinové rezistencetefr geny). Tyto bilkoviny zajiduji jeden ze ii mechanizm
rezistence:

o efluxni pumpy
* bilkoviny ribozomalni protekce

e enzymaticka inaktivace antibiotika

Déle se budu podrobjn vénovat bilkovinam ribozomalni protekce, protozikteré

z tetr gem, které je koduji, jsme detekovali i v naSich vioinc(viz Experimentalnfast).



2.1.2 Bilkoviny ribozomalni protekce (RPP, ribosomiprotection proteins)

Tento typ mechanizmu antibiotické rezistencetipapolu s effluxnimi pumpami
[genytet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), tet(l), tet(Jd), tet(K), tet(L), tet(A/P),
tet(V), tet(Y), tet(2), tet(30), tet(31), tet(33), tet(35), tet(38), tet(39), tet(40), tet(41), tet(42),
tcr(3), otr(B), otr(C)]; (Levy 1992; Schnappinget Hillen 1996) k nejasjSim zpisohim
ochrany bakterii &i pusobeni tetracyklinu (Aminoet al. 2001). Do této skupiny patl2
velkych cytoplazmatickych bilkovin tgt(M), tet(O), tet(S), tet(W), tet(32), tet(Q), tet(T),
tet(36), otr(A), tetB(P), tet a tet(44)]; (Roberts 2012), které chrani ribozémkegh akci
tetracyklinu; zprogedkovavdji také antibiotickou rezistenci k derivattetracyklinu (nap
k doxycyklinu, minocyklinu); (Chopra et Roberts 2001). Nejroz&rgjSi a
nejprostudovag)si bilkoviny z tidy RPP jsou Tet(M) a Tet(O); (Thaketral.2010).

Na Obr. 2 je znazoim fylogeneticky strom bilkovin ribozomalni protekce
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Obr. 2: Fylogeneticky strom bilkovin ribozomalnopekce (Aminowet al. 2001).

RPP maji velikost ffiblizné¢ 72,5 kDa (Tayloret Chau 1996) a sekvenaci gen
kOdujicich tyto bilkoviny se ukézalo, Ze maji sekwd podobnost s transiaimi
elong&nimi faktoryEF-TuaEF-G (Burdett 1991; Manavathet al. 1988; Sanchez-Pescador
et al. 1988). Aminov ve sveé studii zjistil, Ze geny pr@R maji monofyleticky fvod; dale
ve své praci navrhuje hypotézu, Ze tyto genkeggji jejich produkty) pinily pivodns
v bakteridlni biice rgjaké metabolické funkce — spiSe nez poskytovalyibinickou

rezistenci (Aminowet al.2001).

V Tab. | je uveden ighled ¢tyi tetr gemi RPPbézre se vyskytujicich v zeddélskych
pudacha jejich vyskyt v bakterialnich rodech.



Tab. I: Znamy vyskyt ganRPPtet(M), tef(O), tef(Q) a te{W) v bakerialnich rodech
(http://faculty.washington.edu/marilyriijen 2012).

PROTEINY RIBOZOMALNI PROTEKCE (PRP)

tet(M) | Acinetobacter, Actinomyces, Abiotrophia, Aerococcus, Aeromonas, Afipia, Amycolatopsis,
Anaerococcus, Arthrobacter, Bacillus, Bacterionema, Bacteroides, Bifidobacterium,
Brachybacterium, Catenibacterium, Citrobacter, Clostridium, Corynebacterium, Edwardsiella,
Eikenella, Enterobacter, Enterococcus, Erysipelothrix, Escherichia, Eubacterium, Finegoldia,
Flavobacterium, Fusobacterium, Gardnerella, Gemella, Granulicatella, Haemophilus, Hafnia,
Kingella, Klebsiella, Kurthia, Lactobacillus, Lactococcus, Lawsonia, Listeria, Microbacterium,
Mycobacterium, Mycoplasma, Neisseria, Paenibacillus, Paenibacillus, Pantoea, Pasteurella,
Peptostreptococcus, Photobacterium, Prevotelal, Proteus, Providencia, Pseudoalteromonas,
Pseudomonas, Psychrobacter, Ralstonia, Rhanela, Selenomonas, Serratia, Shewanella,
Shigella, Sporosarcina, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Ureaplasma,
Veillonella, Vibrio

tet(O) | Actinobacillus, Aerococcus, Anaerovibrio, Bifidobacterium, Butyrivibrio, Campylobacter,
Citrobacter, Clostridium, Eubacterium, Enterococcus, Fusobacterium, Gemella, Granulicatella,
Lactobacillus, Megasphaera, Mobiluncus, Neisseria, Pasteurella, Peptostreptococcus,
Psychrobacter,Staphylococcus, Streptococcus

tet(w) | Acidaminococcus, Actinomyces, Arcanobacterium, Bacillus, Bacteroides, Bifidobacterium,
Butyrivibrio, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Fusobacterium, Klebsiella, Lactobacillus,
Megasphaer, Mitsuokell, Neisseria, Porphyromonas, Prevotella, Selenomonas,
Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Subdolgranulum, Veillonella

tet(Q) | Anaerovibrio, Bacteroides, Capnocytophaga, Clostridium, Eubacterium, Fusobacterium,
Gardnerella, Lactobacillus, Mitsuokella, Mobiluncus, Neisseria, Peptostreptococcus,
Porphyromonas, Prevotella, Selenomonas, Streptococcus, Subdolgranulum, Ruminococcus,
Veillonella

Dale se budu ve své reSersi podigbweénovat geiim tet(M), tet(O), tet(Q) atet(W),
protoZze se jedna o geny tetracyklinove rezistent@xbse vyskytujici v zeguélskych
pudach a obecenv prostedi ovlivneném lidskowinnosti (Chee-Sanforet al. 2001; Schmitt
et al. 2006). Tyto determinanty byly také detekovany ve vzorcpeilly z manipul&niho
mikrokosmového pokusu, ktery jsme provedli ¥ [2011.

Tet(M)

Uvadi se, Ze tento gen je nejradeséjSi determinantou tetracyklinové rezistence
mezi aerobnimi grampozitivnimi bakteriemi a gramaiegimi neenterickymi druhy
(Roberts 1996); byl nalezen u 42 @ofRoberts 2005). N&pu S. aureuge tet(M) [spolu
stet(K)] nejbezrejSim genem tetracyklinové rezistence (Bismethal. 1990; Schmitzt al.
2001; Warsat al. 1996; Schwaret al. 1998).

Tato Siroka Skala hostiteje pravapodobr zpisobeno tim, zéet(M) byva sodasti
transpozoh a konjugativnich transpozon(které umo#uji horizontalni penos gef

rezistence); (Burrugt al. 2002). Obzvla$t u grampozitivnich streptokéka enterokok



byva nachazen na konjugativnich transpozénech imyoth916Tn1545 které pati mezi
transpozoény s extrémirsirokou Skalou hostitél(Rice 1998).

Je znamo, Ze gdaet(M) vykazuje mozaikovou strukturu; napgdggioni ve sveé studii
porovnal nukleotidové sekvence osmizmych tefM) genmi (pochazejicich z izolat
Enterococcus faecalisStreptococcus pneumonja8&taphylococcus aureudJreaplasma
urealyticuma Neisserig a timto porovnanim odhalil mozaikovou struktukterou tvdily
dvé riazné alely liSici se 0 8 % v nukleotidové sekvenenajici izny obsah G/C. Tato
heterogenita lokus genu tet(M) je zpisobeno pravpodobré homologni rekombinaci
(Oggioniet al. 1996; Dohertyet al. 2000).

Tet(O)

Je vyrazi homologni s genetet(M) u roduStreptococcua predpoklada se tedy, Ze
tyto dva geny maji spatay pivod (Taylor 1986). Sougakoff &it nukleotidovou sekvenci
genutet(O) na plazmidu plIP1433 izolovanéhoCampylobacter colBM2509 a zjistil, ze
tet(O) mél 76% sekvedni shodu s genentet(M) z bakterii Streptococcus sekvence
aminokyselin byla homologni ze 77% (Sougakeffal. 1987). Tyto dva geny také byly
detekovany spot@¢ v izolatechStreptococcus pneumonigkuna et Roberts 1998)Gen

tet(O) byl nalezen na plazmidech nebo na chromosoratcf®loret al.2004).

Tet(Q)

Poprvé byl izolovan ze igvnich bakterii roduBacteroides(Nikolich et al. 1992),
krom tohoto rodu byl nalezen i u bakterii roBuevotellaa PorphyromonagLacroix et
Walker 1996; Olsviket al. 1994; Olsviket al. 1993). Obzvlast u rodu Bacteroidestato
determinanta vyznandmrispiva ke vaziistajici rezistenci&i tetracyklinu; nap. Shoemaker
ve své praci uvadi, Ze za poslednich 30 let doslawsSeni vyskytu gentet(Q) v ramci
rodu Bacteroidesz 30 % na vice nez 80 % kmierMezi rodyPrevotellaa Bacteroideshyl
navic prokdzan horizontalnifgnos tohoto genu na konjugativnim transpozénu typu
CTnDOT (Shoemakeret al. 2001). Horizontalniho ienosu genuet(Q) se dale &astni
konjugativni transpozony typDTnERL(Valentineet al. 1988).



Po translaci poskytuje getef(Q) bilkovinu sloZzenou z 642 aminokyselin o
molekulové hmotnosti 72,5 kDa (Nikolicat al. 1992). Vypada to, zeet(Q) vykazuje
ribozém-dependentni GTP-azovou aktivitu podohjako determinantaet(M) a EF-G
(elong&ni faktorG); (Felsenstein 1985).

Tet(W)

TefW) je jednim 1z nejrozErgjSich germ tetracyklinové rezistence
v environmentalnich vzorcich (Aminoet al. 2001; Villedieuet al. 2003). Siroka Skéala
hostiteli genutet(W) zahrnuje grampozitivni, gramnegativni, aerobanhaerobni bakterie
(Roberts 2005). Tato 1,9 kbp velka determinanteadgklinové rezistence byla poprvé
identifikovana u kmeneButyrivibrio fibrisolvens 1.230, kde byla iitomna na velkém
chromozomalnim elementu (Barbateal. 1999; Scotet al. 1997).Te(W) byl detekovan na
konjugativnich transpozoénech (Billingtat al. 2002; Stantoret Humphrey 2003; Melville
et al.2004).

Te(W) je mezi ostatnimtet geny ribozomalni protekce unikétni tim, Ze vykazuj
vysoky obsah G+C (53%); to by mohlo nasmaat, Ze tento gen maipod v bakteriich
s vysokym obsahem G+C [nafelenomonagStackebrandet al. 1985),Mitsuokella(Shah
et Collins 1982)]. S ostatnintet geny jetet{W) homologni z mé&hnez 65% nukleotidové
sekvence; neptSi mira podobnosti byla zjita s genemtet(O) ze Streptococcus
pneumoniaea stet(M) na transpozénu W16 zEnterococcus faecalig65% shoda
nukleotidové a 68% shoda aminokyselinové sekven@&grbosaet al. 1999). Dale bylo
prokazano, zeet(W) ma velkou sekveimi podobnost s transiaimi elong&nimi faktory,

piedevsim na svém N-konci (TaylerChau 1996).

Mozaikové geny tetracyklinové rezistence

Tyto geny jsou derivaty d@nych gefi rezistence; v takovém mozaikovém genu je
jedna jehaiast homologni miniméathz 80 % s BZnym genem rezistence a dalsi jeélast je
homologni s jinym (nebo stejnym) genem rezistengzaikové geny jsou tdeny

determinantami rezistence ze skupiny RPP. Bilke&iprodukty skterych mozaikovych



geni mohou vykazovat vysSi rezistenci na tetracyklid peodukty gefi, ze kterych jsou
tyto mozaikové struktury sloZzeny (Thaledral. 2010).

Do skupiny mozaikovych gé&nse fadi tet(O/W); (Stantonet Humphrey 2003),
tet(O/W/0); (Stantonet al. 2004), tet(O/32/0), tef O/W/32/W/O); (Thakeret al. 2010) a
tet(S/M); (Barileet al.2012).

2.2. Steni rezistence ktetracyklinu v zerddélské padé jako diusledek hnojeni

exkrementy od hospodéskych zviat oSefovanych antibiotiky

Siteni geri rezistence mezi environmentalnimi bakterieniedstavuje v kontextu
k 1écb¢ lidskych patogein zavazny problém, protoZe pgawbakterie environmentalniho
puvodu jsou oznévany jako vyznamny zdroj rezist@rich geri u Klinickych izolaf
(Martinez 2009).

Antibiotika jsou jiz ges 60 let pouzivana v humanni i veterinarni medidfnpribéhu
této doby je mozZné sledovat ugtajici trend ve zvySovani @o rezistentnich kmen
bakterii (patogennich i benignictklinickych vzorcich (Martinez 2009Jednim z faktar
prispivajicich k selekci rezistentnich bakteriiaza byt pouzivani ZzZivéiSnych odpad
(chlévska mrva, prasekejda) od zuiat oSetovanych antibiotiky ke hnojeni zeflskych
pud. Fida je tak obohacena o rezidua antibiotik a/neboosaéngeny rezistence, zanesené
spolu s fekalnimi bakteriemi. Studie archivnich nkiopiad z tiznych lokalit v Holandsku
z obdobi let 1940 — 2008 ukazala, Ze mnozstvi \njmta osmnacti genrezistence vidach
vyznamm vzrostla od roku 1940 (viz grafy na Obr. 2); (Kpagt al. 2010). Co se @e
konkrétre tet-r geni, nejrychleji gibyvalo v pidach mnozstvi géntet(M), tet(O) atet(Q).

Problematicka je i otazka akumulace a perzistepeesternich geti v ZivociSnych
odpadech ayjmé. Alexander ve své praci (Alexander al. 2011) zkoumal &inek aplikace
subterapeutickych davek antibiotik Raimu dobytku v souvislosti s ndslednym vyskytem a
pietrvavanim gein antibiotické rezistence v mikrobialnich spmastvech fekalnich bakterii
z exkrement tohoto dobytka. Za&ry této studie ukazuji, Ze koncentrace igeazistence
v exkrementech &ného dobytka se ke casem zvySovat a tyto geny mohou

v exkrementechietrvavat v detekovatelném mnozstvi az 176.dn

Na Obr. 2 je znazowmo relativni zvySeni mnoZstvi gemezistence vidé na @ti mistech
Holandska v letech 1940 az 2008.
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Obr. 2: Grafy pirustki rezistednich getd v padé
(Knappet al. 2010).

DalSim krokem ve vyzkumu vlivu hnojeni zéadlskych pid ZivadiSnymi odpady na
vyskyt a diverzitu geh antibiotické rezistence v udé jsou mikrokosmové
(inkubaini/manipul&ni) pokusy.Schmitt (Schmittet al. 2006) studovala diverzittetr (a
sukr) gemi v padach hnojenych prasie kejdou (mikrokosmovy pokus) a vigach
dlouhodols nehnojenych (dvpolni lokality ve Svycarsku adhecku). V mikrokosmovych
vzorcich mdy byl po gidani kejdy zejmy jasny vzestup g@tu tetr geni. Fridani TC do
mikrokosmovych vzork mélo jen maly aditivni vliv na zenu diverzitytetr geni. Do pidy
v mikrokosmech byly z pragekejdy zaneseny gerngf(Y), tet(S), tet(C), tet(Q) atet(H).

Studii zabyvajici se problematikou vyskytu geantibiotické rezistence v zZigdnych
odpadech a zetdélské pdé publikovala dale ndap Smalla (Smallaet al. 2000). V této
praci byly z prasé kejdy jako zdroje dondr bakterialnich plazmiid metodou exogenni
izolace zachyceny plazmidy nesouci geny antibiétidzistence. Pro zachyt plaziniolyly
pouzity laboratorni kmeny recipiéntEscherichia coliCV601 a Pseudomonas putida
UWCL1. VP. putidaUWCL1 transkojugantech byly detekovany plazmidy kompatibilni

skupiny IncQ. Byly objevenytyii rizné profily antibiotické multirezistence nesenéQnc
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plazmidy. Zachyt IncQ plazmidkojuga&nim experimentem poukazuje nejenom na vysoky
vyskyt tchto plazmid v praseéi kej&, ale i na pitomnost dos@ého mnoZstvi
mobilizujicich plazmid. Dale byla provedena amplifikace celkové DNA iz@né pimo

z raznych vzork ZivociSnych exkremerit odpad a zemgdélské pidy, ktera odhalila
vysoky vyskyt IncQ plazmid v téchto prostedich. Hlavni vyznam této studie tkvi ve
zjisteni, Ze IncQ plazmidy mohou hrat vyznamnou roli z3iwvani antibiotickych
rezistenci, protoze se tyto plazmidy hojayskytuji v Ziva@isnych odpadech a dalSich
prostedich, maji BHR &asto nesouizné kombinace gérmrezistence (multirezistence).

Podobnym tématem jako vy3e uvedené studie se Zabypakalé#ska prace moji
kolegyre Petry Havlékoveé (Havltkova 2011). Cilem této prace bylo detekovat ponéair
tetr geny v modelovém pokusu sledujicifepostet-r geni z exkrementu skotu ¢éného
tetracyklinovymi antibiotiky do fdy a owiit zda tetr geny fekalniho bakterialniho
spol&enstva obohatily rezistom bakterialniho spetestva jgd. Exkrement skotu byl do
pudnich vzork: pridavan opakovah Detekcetet-r geni byla provedena pddch tydnech od
posledniho pdani exkrementu dotgly. Slabinou tohoto pokusu byla skértest, Ze nebylo
mozné zjistit, zda detekovatet-r geny pochazely odiezivSich fekalnich bakterii nebo zda
opravdu doslo k HGTeéthto geri do padnich bakterii.

Z Sesti tetr germi detekovanych v exkrementech se dady negenaSel (v
detekovatelném mnozstvi) pouze jeden gen. Dale bjdteno, Ze tetracyklinovy rezistom
pudnich vzork byl vyznami obohacentet+ geny fekalniho bakterialniho spéémstva.
Rozdil mezi penosem geh z exkrementu kEeného a nelieného zwiete do [idy byl
minimalni, autorka proto vyvodila z&y Ze rezidua tetracyklinovych antibiotik v
exkrementu rfla zanedbatelny vliv na rezistom bakterialniho lsfEnstva exkrementy
obohacenych jul. Autorka dale uvadi, Ze tento minimalni rozdilzmpfenosem geh z
exkrementu l&eného a nelieného zviete do idy Ize vys¥tlit ziskanim rezistetnich geri
kontrolnim zvfetem v dsledku pedchozi |éby tetracyklinovymi antibiotiky v pibehu
Zivota.

Jak jiz bylo zmigno vySe — detekcetet+ geni prokéhla uz po tech tydnech od
posledniho pdani exkremerit do pidy, proto neni jisté, zda skdte doslo k HGTtet+
gemi mezi fekalnimi bakteriemi a bakteriemi wdg. Na tuto otazku ®i |épe odpowdét
,novy* inkubaini pokus provedeny nasi labomdte [ét 2011 (viz Uvod a cile prace).
V tomto pokusu jsmeet+ geny detekovali az porech ngsicich — byla tedy mensi

pravdEpodobnost, Ze fekalni bakterigegily (preziti fekalni mikroflory v gdé po dobu it
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meésial je nepravépodobné), a podstatrse zvySila Sance, Ze doSlo k H&T+ do pidnich
bakterii (Kyselkovéet al, nepublikovano).

Nicmérg, existuji dikazy, které mohou s$dcit o HGT prenosutetr geni: detekce

stejnych get rezistence i u néfbuznych bakterii (Roberts 2005), detekce stejnyehi
rezistence u bakterii aznych prostedi (klinické izolaty humanni a veterinarniadni
bakterie, atd.). Aplikace Zziwsnych odpafl do zenddélské pidy miaze tedy hrat
vyznamnou roli pi rozSiovani geid tetracyklinové rezistence mechanizmy horizont&nih
genového fenosu v Zivotnim prosdi. Bakterie environmentalnihégymdu mohou tytdet-
r geny pgedavat pomoci HGT dale a tinfigpivat ke vzniku rezistentnich patogennich
bakterii. ZvySujici se mnozsttét+ geni v prostedi tak nize mit gimy (negativni) vliv na
lé¢bu nemoci zfisobenych lidskymi patogeny (Martinez 2009).

Ve sveé literarni reSerSi se dale budinavat mechanizém HGT genosutetr geni

mezi bakteriemi v progtdi a elemeiiim, které se tohotorpnosu dastni.

2.3 Bakterialni mobilni genetické elementy

Mobilni genetické elementy je moznéiadit do dvou hlavnich skupin: elementy
schopné se ipmigovat z jedné bakterialni bBky do druhé (intercelularni ipnos) a
elementy, které se mohou pohybovat z jednoho ngistemu na druhé v ramci jedné a té

samé biiky (intracelularni penos).

Do prvni skupiny pdt plazmidy a konjugativni transpozoény, které senug’uji z
jedné buky do druhé procesem zahrnujicim replikaci; do drskupiny je mozné géat
transpozony, genoveé kazety a ISCR (,insertion secge with common regions®) elementy.
Elementy z druhé skupiny se pohybuji v ramci jedmaekuly DNA nebo mezitznymi
molekulami @jem spojenym s rekombinaci, kterdiZze (a nemusi) v s¢bzahrnovat
replikaci (Bennett 2005).

2.3.1 Transpozény

Transpozony pétdo skupiny mobilnich genetickych elemi&atanych transponzibilni

genetické elementy [spolu s IS (,insertion sequ&nekementy a skterymi bakteriofagy]
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(Bennett 2004). Mohou mitazné formy odliSujici se od sebe strukturou, geketic
piibuznosti a mechanizmem transpozice. Tyto elememji schopnost sei@migovat
vramci jedné a té samé molekuly DNA i meazmymi molekulami (nap z jednoho
plazmidu na druhy, z plazmidu na bakterialni chream apod.). Pohybuji se intra- i

intercelulars.

Pfi pifenosu antibiotické rezistence mezi bakteriemi hmajznamnou roli tzv.
konjugativni transpozony (conjugative transpos@ig;s; viz Tab. 1), které je mozné nalézt
mezi mnoha Kklinicky vyznamnymi skupinami baktenietr® grampozitivnich kok a
Bacteroidesspp. (Clewellet al. 1995). Jedna se o jasohranéené DNA elementy, které
jsou po ¥tSinu ¢asu sotasti bakterialniho chromozomu (Bedzgkal. 1992); kombinuji v

soke charakteristiku transpozonplazmidi a bakteriofad zarove.

Na Obr. 3 je schématicky zndzéma struktura transpozénu 916 nesouciho gen rezistence
tet(M).

D)) =D 1) D D D ) B (D) =) I

242322 21 20 191817 16 15 14 1312 tetM) 69107 8 xis int

Obr. 3: Transpozon B16 (Robertset al. 2001;¢isla ORFs podle Flannagaegal. 1994, viz
Tab. 111).

V Tab. lll je uvedeno 24 potencialnich ORFs trazgpu Tr9l6 a jejich gedpokladané
bilkovinné produkty.

Tab. lll: ORFs a bilkoviny transpozonu 916 (Flannaganat al. 1994).

ORF? Velikost ®  Hmotnost ¢ ORF? Velikost ®  Hmotnost ©

1 xis-Tn 67 8,1 13 310 35,7
2int-Tn 405 47,1 14 333 36.8
3 361 41,7 15 754 84,9
4 324 37,6 16 815 93,7
5 83 9,1 17 168 19,1
6 62 7.4 18 165 19,1
7 157 18,4 19 73 8,1
8 76 8,9 20 329 39,1
9 117 13,5 21 461 53,4
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10 23 29 22 128 14,4
11 tet(M) 639 72,5 23 104 11,9

12 tet(M) leader 28 3,4 24 39 4,6
@ Pokud byla determinanta pojmenovana, je jeji denauvedeno vedl&sla ORF.

® \elikost bilkovin je vyjadena v pétu aminokyselin.

¢ Molekulova hmotnost bilkovin je uvedena v kilodalech (kDa).

Konjugativni transpozény jsou podobné ostatnimsijpaadrim ve smyslu svoji excize
a nasledného Zkenéni se do molekuly DNA. Tyto dvaspe vSak probihaji odliZhnez nap.
u dol¥e prostudovanych transpoZo6rmnS a TrilO (Bedzyk et al. 1992). Konjugativni
transpozony se podobaji plazrinm, protoZe seienaseji procesem konjugace a t#ghu
této konjugace vyti@ji kovalet uzaweny kruhovy intermediat (Scodt al. 1988). Co se
ty¢ce podobnosti s bakteriofagy, konjugativni transpgzdésice netvéi virové castice,
nicméreé se bakteriofagm podobaji svoji excizi a integraci do hostitelskélekuly DNA;
sekverni analyzy integraz dkterych konjugativnich transpoznnaznguji, Ze tyto
integrazy pat do rodiny lambda integrdz (Poyart-Salmeedml. 1990).

Transpozdny nesouci geny rezistence maji schoadishit uity gen rezistence do
plazmidu nebo bakteridlniho chromozomu. Pro tent {tzv. transpozici) neni
bezpodminéné nutna stejnorodost nukleotidovych sekvenci tram8po a mista, do kterého
se tento element vlozi. Jsou ovSem popséfpady, kdy ugity transpozon ufgdnosiuje

pro svoji transpozici specifickou sekvenci DNA ({gra997).

V Tab. Il jsou uvedeny dkteré konjugativni transpozény z rodiny 96 nesouci rezistenci

k tetracyklinu.

Tab. II: Konjugativni transpozony z rodiny 916.

Oznaceni transpozénu  Typ rezistence Velikost (kb) Pavod Citace

Tn916 Ter 18 Enterococcus faecalis Franke et Clewell 1981

Tn918 Ter 16 Enterococcus faecalis Clewell 1990

Tn919 Ter 15,4 Streptococcus sanguis Fitzgerald et Clewell 1985

Tn920 Tcr 23 Enterococcus faecalis Murray et al. 1988

Tn925 Tcer 18 Enterococcus faecalis Christie et al. 1987
Streptococcus

Tn1545 Emr, Kmr, Tcr 25,4 pneumoniae Courvalin et Carlier 1987

Tn3702 Tcer 18 Enterococcus faecalis Horaud et al. 1990
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Streptococcus

Tn3703 Emr, Tcr 19,7 pyogenes Horaud et al. 1990
Streptococcus

Tn3704 Emr, Tcr 20,3 anginosus Horaud et al. 1990
Streptococcus

Tn5251 Ter 18 pneumoniae Ayoubi et al. 1991

Tn5381 Tcer 18 Enterococcus faecalis Rice et al. 1992

Tn5383 Tcer 18 Enterococcus faecalis Rice et al. 1992
Streptococcus

Tn5397 Ter >10,4 agalactiae Mullany et al. 1996

2.3.2 Integrony

Integrony pé&t mezi elementy schopné rozpoznat a zachytit dpkéifsekvence
genetické informace. Strukturnse skladaji z genu kdédujiciho enzym integramt),(
genovych kazet a intedgfiaiho mista pro genové kazestt]. Integraza zajidije vyriznuti a
zatleréni genovych kazet z a do integronu, ale integroamys 0 sob nejsou mobilni.

Genové kazety nemusi nethyt sowdésti integronu.

Jsou znamy dyskupiny integrofi: integrony pro rezistenci (RI) a superintegron).(S
Témetr vSechny znamé genové kazety pochazejici z intégrgno rezistenci koduji
rezistence proti ngjezn¢jSim drulim antibiotik a dezinfednich prostedki. Tyto integrony
se nachazeji na plazmidech, transpozonech a kalkieli chromozomech. Superintegrony
byvaji umisény na bakterialnich chromozomechi@sto obsahuji vice nez 100 genovych
kazet (na rozdil od RI, kde byvéiftmmno obvykle mé&anez 10 kazet), které mohou kddovat

v bakterialni bice Siroké spektrum funkci.

Na Obr. 4 je zndzo#mo zachyceni genu integronem a jeho exprese.
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Obr. 4: Zachyceni genu integronem (Ochretal. 2000).

2.3.3 Bakterialni plazmidy

Plazmidy jsou u bakterii vyznamnym zdrojem @eamtibiotické rezistence (Roberts
1996). Je mozné je charakterizovat jako malé, amwn genetické elementy tiené
kruhovou nadSroubovicovou (ccc) (Obr. 5) nebo lineadvouSroubovicovou DNA,
v n¢kterych gipadech s kovalentruzaxtenymi konci (Kinashet al. 1987; Barbouet Garon
1987). Obect se datici, Ze v buice petrvavaji oddlen¢ od hlavniho bakterialniho
chromozomu a jejich replikace probiha fyzicky negl@v na gm; nicmér vétSina dju
nutnych pro tuto replikaci je zaji@vana hostitelskou fkou.

Plazmidy neobsahuji geny nutné pro zakladniboé funkce a buitné ctleni, mohou
ale nést geny umadgjici prezivani (a fip. &leni) buky v potenciald nepgatelském
prostedi — nap v pritomnosti antibiotik, dezinfekich prostedki a toxickych &zkych
kovi (méd’, kadmium, gfbro). Spoléné umistni geni kédujicich rezistence naizna
antibiotika na jednom mobilnim elementuize vést ke vzniku multirezistentnich knien
bakterii (Szczepanowski al. 2004). Plazmidy daléasto poskytuji geny kddujici enzymy,
které dovoluji bunému energetickému metabolismép&ni alternativnich zdrdjZivin,
determinanty virulence, které umagi bakteriim pronikani do novych Zivotnich piesti
(Hinnebuschet al. 2002; Lathenret al. 2007), @ip. geny zjsobujici lepsSi fungovani DNA
repar&nich mechaniziin (Stanisich 1988).

Plazmidy nesouci geny rezistence byvaji dvojihoutyp tzv. konjugativni nebo
mobilizovatelné plazmidy. Geny konjugativnich pladinkdduji struktury nutné proipnos
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plazmidové DNA z jedné hiky (darce) do druhé laky (piijemce). Mobilizovatelné

plazmidy naproti tomu takovéto geny nemaji. Vyskiyse v butkdch spolu s konjugativnimi

plazmidy, které jim poskytuji vSe gebné pro pesun jejich vlastni DNA do jinych bek.

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze konjugativni plazmimyvaji wtsSi (30 kbp a vice) nez
mobilizovatelné plazmidy ¢asto méa nez 10 kbp). Konjugativni plazmidy
v grampozitivnich bakteriich jsou menSi neZz v gragativnich; dvodem je odlisny

mechanizmus vzniku bgtného spojeni ip prenosu DNA (Bennett 2005). Konjugace je
replikativni &j, jehoz vysledkem je dity pocet kopii plazmidu v bice darcovske i

recipientni (Wilkins 1995).

Transmisibilita plazmid je zavisla na ffmém kontaktu bakteridlnich béna na jejich
fyzickém propojeni $ procesu konjugace; plazmidygehazeji jako molekuly DNA a na
rozdil od nap. bakteriofag nikdy nevytvdeji bilkovinné obaly, které by jim umbdvaly
existenci i mimo bikky bakterii [vyjimkou n@ize byt intenzivd studovany ,plazmid“ P1
(IncY), coZ je ale nejspiSe bakteriofatizpisobeny k dlouhodobé existenci ve férrolné
DNA v buice (Lobockeet al. 2004)].

Systém a nomenklatura plazmidsou zaloZeny zejména na tzv. inkompatibilit
plazmidi; tato inkompatibilita je &né spjata s rovnovaznym piem plazmid na jednu
bakterialni biiku (tzv. ,copy number,” c. n.). Tento ¢&t je charakteristicky pro kazdou
skupinu plazmid. U velkych plazmid je c. n.¢asto jen 1 - 2, u malych plazniid n¢kolik
desitek¢i stovek. Soubor plazmidpaticich do uéité inkompatibilni skupiny v bakterii
vyprodukuje takovou koncentraci represoru replik&terd zabrani jim i dalSi skugiinebo
skupinam) plazmidl s tymz replikatorem (t.j. na kteryagobi represor replikace) mnozit se,
dokud se biika nerozdli. Nova skupina plazmid je tim z populace vysnéna, pokud
nenese genci geny), ktery hostitelskou bakterii vdaném pfedt réjakym zpisobem

zvyhodiuje; v tom gipadt naopak vyisni pivodni plazmidy.

Na Obr. 5 je snimek malého bakterialniho plazmidlektronového mikroskopu.

18



Déale se budu &novat plazmidm, které casto penaSeji determinanty rezistence
k antibiotikim a jsou charakteristické Sirokym spektrem hosti(BHR, ,broad-host-range
plasmids®). BHR plazmidy se mohotigmaset i mezi fylogeneticky velmi vzdalenymi druhy
bakterii zijicimi v nejizréjSich habitatech (Schluteret al. 2007). V souvislosti
s rezistencemi Kk antibiotikn (Wetné tetracyklinu) jsou neépsgji zminovany tyto
inkompatibilnich skupiny plazmid IncF, IncHI, IncP-1, IncP-9, IncQ, IncU, IncW,

LowGC

V Tab. IV jsou uvedeny vybrané BHR plazmidy nes@eiy rezistence na tetracyklin.

Tab. IV: BHR plazmidy.

Plazmid Skupina Velikost [kbp]  Hostitel Citace

pFBAOT6 IncU 85 Aeromonas caviae Rhodes et al. 2004
pHH1107 LowGC 58 Acinetobacter spp.* Heuer et al. 2009
pHHV216 LowGC 58 Acinetobacter spp.* Heuer et al. 2009
pIE1069 IncN 58 E. coli Gotz et al. 1996
pIE1072 IncN 106 E. coli Gotz et al. 1996
pIE1093 IncN 39 E. coli Gotz et al. 1996
pIE1096 IncN 36 E. coli Gotz et al. 1996
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plE1100
pIE319
pIE322
plE331
pIE393
pIE465
pIE500
pIE601
pIE765
pM3
pM77
pM80
plE1120

pIE1101
PRSB107

NR1/R100
pIE1105

pIE321
R478

pTB1l1
pB2
pB3
pB10

pKJIK5
pHHV35

IncN
IncN
IncN
IncN
IncN
IncN
IncN
IncN
IncN
IncP-9
IncP-9
IncP-9
InQa

IncN
IncFI

IncFIl
IncW

IncW
IncHI

IncP-1a
IncP-1B
IncP-1p3
IncP-1B

IncP-1¢
LowGC

45
39
45
52
39
42
45
38
45
75
75
75
9

45
121

95
30

38
275

69
61
56
65

54
59

E. coli

Shigella sonnei

E. coli

Salmonella dublin
Shigella sonnei
Shigella sonnei
Klebsiella pneumoniae
Shigella flexneri

Salmonella typhimurium

Pseudomonas putida
Paracoccus spp.
Paracoccus spp.
y-proteobacteria

Neznamy
Enterobacteriaceae

Shigella flexneri
Salmonella dublin

Salmonella enterica
Serratia marcescens

Neznamy
Neznamy
Neznamy
Neznamy

Neznamy
Acinetobacter spp.*

Gotz et al. 1996

Gotz et al. 1996

Gotz et al. 1996

Gotz et al. 1996

Gotz et al. 1996

Gotz et al. 1996

Gotz et al. 1996

Gotz et al. 1996

Gotz et al. 1996
Krasowiak et al. 2002
Krasowiak et al. 2002
Krasowiak et al. 2002
Sakai et Komano 1996

GOtz et al. 1996
Szczepanowski et al. 2005

Womble et Rownd 1988
Gotz et al. 1996

Gotz et al. 1996
Gilmour et al. 2004

Tennstedt et al. 2005
Heuer et al. 2004
Heuer et al. 2004
Schliter et al. 2003

Bahl et al. 2007
Heuer et al. 2009

* predpokladany hostitel (Heuet al. 2009)

IncF plazmidy

Plazmidy patici do inkompatibilni skupiny IncF

jsou charakstické tim, Ze

poskytuji svym hostitéim nebyejné Siroké spektrum vyhodnych vlastnostfepaseji nap

geny antibiotickych rezistenci (Wombét Rownd 1988), kdduji faktory virulence (Herrero
et al. 1988), nebo geny pro produkci bakterialniho toxiolicinu (Spierset al. 1993). Tyto

plazmidy maiji také schopnost se velice rychle tijohnsomt Nolan 2009).

Inck plazmidy se @i do Sesti podskupin: IncFl — IncFVI (Saadt al. 1987).

Prototypovym plazmidem této skupiny je fertilityktar F z bakteridcscherichia col(Perez-

Casalet al. 1989). Mezi kmenyE. coli jsou tyto plazmidy obzvla&thojné rozSteny

(Johnsoret Nolan 2009).




Zavaznym problémem se stavare&i multirezistentnich kmén bakterii rodu
Enterobacteriaceaer nemocninim prostedi; vyznamnymi fenaSéi geni antibiotickych
rezistenci meziémito bakteriemi jsou pravincF plazmidy (Dolejskat al. 2012).

Na Obr. 6 je znazowma konjugace dvou btk E. coli, pii které jedna biika predava druhé

skrze sex pilus plazmid fertility faktor F.

Obr. 6: Bakterialni konjugace (http://www.nicerwetm, listopad 2012).

IncHI plazmidy

IncH plazmidy zahrnuji d¥ skupiny — IncHI a IncHII; toto rozdeni je zalozené na
podobné strukfite jejich H-pilu (povrchova struktura slouzici kenkegaci); (Tayloret Grant
1977). Na zaklatidalSiho zkoumani @&beni restriknimi enzymy, DNA-DNA hybridizace
apod.) byly vytveéeny ti podskupiny pro IncHI plazmidy: IncHI1, IncHI2 andHI3
(Whiteley et Taylor 1983).

VSechny IncH plazmidy maiji velikost 150 kb neb&sv a vSechny jsou citlivé na
teplotu, @i které probihd jejich konjugativnit@nos (Tayloret Levine 1980). Plazmidy
z podskupiny IncHI1 maji optimélni teplotu prdepos 22 °C — 30 °C, proto se da

predpokladat, Ze tyto plazmidy jsou potencidlnim gekin pro penos geti mezi bakteriemi

21



v prostedi (pida, voda, ...); (Maheat al. 1993).

IncP-1 plazmidy

Plazmidy néleZici do inkompatibilni skupiny IncPpati mezi plazmidy s Sirokym
spektrem hostitél V sowasnosti jsou povazovany za nejvice promiskuitni psiw

plazmidi a mezi BHR plazmidy jsou nejvice prostudovany (Sehnet al. 2007).

V kontextu k rezistencim na antibiotika budi tyt@biini genetické elementy velkou
pozornost, protoZze mohoufi§iantibiotické rezistence n#p bakterialnimi taxony a tim
piispivaji k selekci rezistentnich kmienbakterii v @irodnim prostedi i klinickym
podminkach (Thomas 2000). DalSim vyznamnym ryserjejjeh schopnost mobilizovat
mobilizovatelné plazmidy, které mohou tak&eméaSet antibiotické rezistence (Tep al.
1994; Boonet al. 2001). IncP-1plazmidy ¢asto obsahuji nejenom geny antibiotické
rezistence, ale i geny rezistence waké kovy a geny kodujici enzymycastnici se
biodegradace organickych st@mmin obsahujicich atomy chloru (obsazenych inap
v nékterych dezinfe&nich prostedcich); (Schluteet al. 2007).

V sowasnosti se na zakladylogenetické pibuznosti rozdluji IncP-1 plazmidy do
péti podskupin:a (Pansegraet al. 1994),3 (Thorstedet al. 1998),y (Haineset al. 2006;
Hill et al. 1992),6 (Vedleret al.2004),s (Bahlet al. 2007),( (Norberget al. 2011). Hlavnim
genetickym markerem pro izzeni do fisluSné podskupiny je gdrfA (Bahl et al. 2007;
Haines et al. 2006; Vedleret al. 2004). Tento gen kbéduje bilkovinu TrfA, ktera leraj

dulezitou roli @i zahajeni replikace plazmidové DNA.

IncP-1 plazmidy vykazuji modularni strukturu; mésavni moduly jsou zdeneény
piidavné genetické elementy, které mohou nést min®ijgeny rezistence na antibiotika a
téZké kovy. Bmito piidavnymi genetickymi element§asto byvaji transpozény z rodiny
Tn402 nesouci na sa@hintegrony tidy 1 (,class 1 integrons®). Hlavni moduly pak Zéjiji
replikaci plazmid a funkce nutné k udrzeni se plaziidhostitelskych bikach (Schltter
et al.2007).
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IncP-9 plazmidy

Plazmidy patici do skupiny IncP-9 byly né&stji detekovany v izolatech bakterii
z rodu PseudomonasTlyto izolaty pochazely z kontaminovanidy, proto se ma za to, ze
IncP-9 plazmidy hraji vyznamnou roli v adaptaci tesik rodu Pseudomonasa znéisténi
Zivotniho progtedi. Co se t§e Skaly hostitél IncP-9 plazmid, nebyl zjiS&€n genovy transfer

mimo bakterie rodiPseudomonafKrasowiaket al. 2002).

Oproti IncP-1 plazmi@m jsou plazmidy z inkompatibilni skupiny IncP-9 niemn
mére prostudovany. Na zakladekvenci geinoriV arep bylo vytva‘eno dewt podskupin.
Prekvapive je, Ze v sekvenci gerep se jednotlivé IncP-9 plazmidy mezi sebou liSi up®
sedmi procentech — nap IncP-1 plazmitl je to 22 — 29 procent. Sevastsyanovich provedla
hybridizatni experimenty, z jejichz vysledkvyvozuje, Ze skteré IncP-9 plazmidy mohly

vzniknout rekombinaci meziiznymi IncP-9 replikony (Sevastsyanoviehal. 2008).

IncQ plazmidy

IncQ plazmidy jsou relativh malé, mobilizovatelné plazmidy s extrénBirokym
spektrem bakterialnich hostitel(gramnegativni i grampozitivni bakterie); (Gormley
Davis 1991). Tyto plazmidy mohou byté¢iané mobilizovany pedevsim plazmidy
Z inkompatibilnich skupin IncP, Ingl IncM a IncX (Guiney 1993). IncQ plazmidgldna
dvé¢ podskupiny — Inc@ (plazmidy typu RSF1010) a In@Q(plazmidy typu plE1107).
Smalla objevila odlisny plazmid plE1130, ktery atépdo IncQu ani do Inc@ podskupiny;
ve své publikaci navrhuje, aby byla vyteoa dalSi poskupina IneQdo které by tento
plazmid paitl (Smallaet al. 2000).

Protoze se IncQ plazmidy vyskytuji ve velkém mneiZzstnejiiznéjSich g@irodnich
nikach, maji Siroké spektrum hostite(Frey et Bagdasarian 1989) aignaSeji iizné
kombinace geinrezistence, jsou povazovany za vyznamneé elematydmntalniho penosu
antibiotickych rezistenci (Smalkt al. 2000).
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IncU plazmidy

Tato skupina plazmidje ¢asta zejména mezi tetracyklin rezistentnimi kmeatdrii
rodu Aeromonas Jednotlivé IncU plazmidy jsou si navzajem velipgbuzné a maji
spole&nou kostru (geneticky zaklad); (Adaresal. 1998; Rhodesgt al. 2000; Sorunet al.
2003), je mozné je roztit do dvou skupin: pASOT skupina (Adaresal. 1998) a pFBAOT
skupina (Rhodegt al. 2000). Na mnohathto plazmidech byly detekovany transpozony
z rodiny TriL721, které nesly determinantu rezistence k tetracukiat(A) a ¢asto i integrony
tiéidy 1 (Rhodegt al.2004).

IncW plazmidy

Tato skupina plazmiddostala své ozgani podle T. Watanabeho, ktery popsal prvni
plazmid tohoto typu, pSa (Watanabeal. 1968). IncW plazmidy jsou mobilizovatelné a
maji jeden z nejmenSich gendmezi plazmidy, které byly dosud studovany; inaggnom
plazmidu R388 obsahuje pouze 33 926 bp (Detttéedges 1972).

IncW plazmidy jsou nachazeny v mnoha druzich békteroto jsou povazovany za

plazmidy s Sirokym spektrem hostitdBHR); (Fernandez-Lopezt al. 2006).

LowGC plazmidy

LowGC plazmidy byly objeveny na zakkakoumani vlivu veterinarnich lékna
pienos antibiotickych rezistenci ze tadich exkremeit do pidy. Sekvenovanimfit
plazmidi z této skupiny - pHHV35, pHHV216, pHH1107 — byiS®&n neobvykle nizky
obsah G+C nukleotig v paiméru 36 procent. DalSi analyza sekvenci odhalila egpolu,
vysoce konzervovanou kostru (geny pro replikactenps plazmid) a dophkové genetické
moduly, které koduji rezistence k antibidtik. LowGC plazmidy se mezi sebou liSi
predevsimdmito moduly (Heueet al. 2009).

Heuer vytvail PCR primery pro detekci této skupiny plaziigiggpomoci real-time PCR
nasledg zjistil velkou cetnost &chto plazmid v padnich vzorcich. Z tohoto vyvozuje, ze

v M A

LowGC plazmidy hraji vyznamnou rolitipSiteni antibiotickych rezistenci meziiginimi
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bakteriemi. Na zaklad nékolika negimych dikazi dale tento autor ipdpoklada, zZe
piirozenymi hostiteli LowGC plazmidjsou bakterie rodcinetobactelHeueret al. 2009).

2.4 Horizontélni pfenos plazmidi mezi padnimi bakteriemi

Ze studia dostupné literatury jsem zjistil, Zze popablizné tretina publikaci (které
jsem nashromazdil agetl) zabyvajicich seipnosemtetr germi pomoci MGE vychazi ze

studia Kklinickych vzort (huméannich a/nebo veterinéarnich).

Existuji mnohé studie, které nazof, Ze k horizontalnimu genovémuieposu
dochéazi v pdnim prostedi s nizSi frekvenci nez v laboratornich podmihkagi
konjuga&nich pokusech (Smett al. 2003). Nepiznivym faktorem je omezené spektrum
Zivin v pad¢, coZz u mnohych bakterii #pobuje nizsi metabolickou aktivitu (HewstiSmalla
2012).

V piadé mohou horizontalnimuipnosu napomahat faktory jako najvorba gdnich
agregai, vznik biofilma (Molin et Tolker-Nielsen 2003) a vysoka hustota bakteri&nic
burék v jednotlivych mikrokoloniich. Navic existuji stie dokladajici fitomnost plazmid
v bakteridlnich izolatech z préeti pdni rhizosféry (van Elsast al. 1998). DalSimi
moznymi ,hot spots” (misty se zvySenou frekvenciTH@ize byt rozkladajici se organicka
hmota, travici trakt fdnich ¢lenovai, hlistic a Zizal (van Elsast al. 2003; Thimmet al.
2001), Ziva@isné odpady ze zefdélstvi (hnij); (Binh et al.2008).

Nap. Heuer ve své praci (Heuet Smalla 2007) zkoumal v mikrokosmovém pokusu
vliv aplikace praséich exkremerit obsahujicich SDZ (sulfadiazin) daigy na frekvenci
HGT mezi mdnimi bakteriemi a laboratornim recipientnim kmenevysledky tohoto
experimentu potvrdily zvySenyignos plazmid nesoucich SDZ rezistenci mezidmimi
bakteriemi a recipientnim kmenefncoli po aplikaci prase kejdy. Ritomnost antibiotika a
zérover i velké mnoZstvi Zivin v substratu vyznamnymuggbem zvysily horizontalni
genovy genos mezi bakteriemi.

Je mozno usuzovat, Ze podéhbiomu bude i v fipadt HGT gerii tetracyklinovych
rezistenci, ale na rozdil od sulfonafhidSDZ apod.) setetracyklinova antibiotika

(tetracyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklin) pammé pevre vaZzou na fidni castice (Krapac
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et al. 2004) a jejich vliv na fdni mikrofléru je diskutabilni (Kyselkov&t al, osobni
komunikace).

Jen malo dostupnych ekologickych studii zabyvajide problémem antibiotickych
rezistenci a jejich ienosem do pro&tdi reSi konkrétd rezistenci na tetracyklin. Auito
environmentélnich studii s tématikou tetracyklinoegistencetasto zkoumaji diverzitu a
procentualni zastoupetgtr gen v nejizrgjSich [gasto i obskurnich, népmaska houba
Haliclona simulans(Phelanet al. 2010)] prostedich, jen velmi malo z nich vSak sleduje
vyskyt (@ip. prenos) plazmill nesoucich tyto rezisténi geny. Pokud &ktery autor
plazmidy detekuje, &Sinou je jiz blize necharakterizuje a neidentifikyaké konkrétnfet+
geny tyto plazmidy nesou.

Casto autti uvadsji, Ze se jim podélo izolovat plazmidy o ufité velikosti a frekvenci
pienosu ha pevném nebo v tekutém médiu, a z tohatozwyi, o jaké plazmidy by se mohlo
jednat Nap. Anderson ve své komparativni studii (Andersen al. 2008) detekoval
v exkrementech prérijnich bizora pastevniho skoturipomnost konjugativnich plazmid
(autor usuzuje, Ze se jednad o konjugativni plazmmdy zaklad frekvence penosu do
recipientaEnterococcus faecali©G1RF) nesoucich getet(O), blizSi identifikace (nap
nekterymi/dalSimi metodami molekularni biologie) v&atkybi. Podob& Agersg (Agerset
Sandvang 2005) popisuje vyskyt plazinid velikosti cca 30 kbp nesoucithtr geny
[tet(C) a tet(A)] v bakteriich z prasg kejdy a mdy ji hnojené; oft chybi zdazeni do
konkrétni inkompatibilni skupiny.

Co se tge laboratornich (mikrokosmovych) a polnich pakugrenos tet+ geni
horizontalnim genovym tpnosem z fekalnich izotatdo pidnich nebyl dosud ipmo
prokazan. Konkréth neni znamo, mezi kterymi fekalnimi a@dmimi bakteriemi dochazi

k predavantetr geri a které mobilni genetické elementy se tohdgenpsu dastni.
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3 Experimentalni ¢ast

Hlavnim cilem projektu, v jehoZz ramci byla magisi€r prace vypracovana, bylo
prokazat horizontalnitgnos get tetracyklinové rezistence mezi bakteriemi z feskstu
lé¢eného antibiotiky a jmni mikroflérou. Diki experimentalni cile zadané pro tuto

magisterskou praci pak byly:

» prokazat horizontalni genovygnos gef rezistence k tetracyklinu mezi bakteriemi
z kravskych exkremedit pripadré pady smichané s kravskymi exkrementy, a
bakteridlnim recipientem

» ziskat cisté kultury transkonjugafit (bakterialni recipient stjjatym MGE)
rezistentni k tetracyklinu

» zjistit, které MGE se uplatnilyiphorizontalnim penosu rezistence k tetracyklinu

Y

zjistit, které geny tetracyklinové rezistence bgitgnesenydmito MGE
» fenotypovad charakterizace ziskanych bakteridlniglanskonjugarit (zjisteni
rezistenci kodovanyckmito MGE)

3.1 Material

3.1.1 Média

LB agar 100 mL
Tryptone 19
Yeast extract 0,59
NaCl 19
Agar 159
TSB 1/10 100 mL
Tryptone 0,15g
Soyotone 0,05¢g
NacCl 0,05¢

pH 7,3 +0,2 i 25 °C
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Schaedler broth
Enzymatic digest of casein

Enzymatic digest of soybean

meal
Enzymatic digest of animal
tissue

Yeast extract
NaCl

K3sPOy

Dextrose

Tris aminomethane
Hemin

L-Cystine
pH7,6+0,2p 25 °C

M-H agar

Beef infusion

Acid casein peptone
Starch

Agar

MacConkey broth
Enzymatic digest of gelatin
Lactose

Oxbile

Bromcresol Purple
pH7,3+£0,2p 25°C

PCA agar
Peptone

Yeast extract
Glucose

Agar

3.1.2 Antibiotika

Antibiotikum  Zkratka
Cykloheximid  Cyclo
Kanamycin Kana
Rifampicin Rif
Sulfadiazin SDZz
Chlortetracyklin CTC

100 mL
0,56 g

0,19

0549
0,59
0,179

0,082 g
0,582 ¢
0,39
0,001g
0,049

100 mL
0,29
1,759
0,15¢
159

100 mL
29

05¢
0,001 g

100 mL
0,59
0,25¢g
0,19
15¢g

Zasobni roztok Rozpoustédlo

10 mg/mL
50 mg/mL
25 mg/mL
50 mg/mL
10 mg/mL

kO

7
methanol

0,25 N NaOH
50% ethanol
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Finalni koncentrace antibiotik v médiich

Antibiotikumm Koncentrace

Cycloioo 100pug/mL
Cycloxo 200pg/mL
kanso 50 pg/mL
rifso 50 pg/mL
SDZ;00 100pg/mL
CTC 1 ug/mL
CTGs 5ug/mL
CTCip 10 pg/mL
CTCyo 20 ug/mL

3.1.3 Bakterialni kmeny

Acinetobacter baylyBD413-GFP
Escherichia colK-12 CV601 gfp
Pseudomonas putidaT2442-GFP

3.1.4 Kity pro izolaci a fecisSteni DNA

NucleoSpiff Plasmid (Qiaget)

QIAGEN® Plasmid Mini Kit

Amicon Ultra-0,5 mL Centrifugal Filters for DNA (E®I Millipore®)
GenEluté" PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrié)

3.1.5 Vzorky fdy

W puda ze zimni pastviny

WF puada ze zimni pastviny giplavkem exkrement

WFH puda ze zimni pastviny Fiplavkem exkremeits vysokou davkou CTC
MFH puda z louky s fidavkem exkrements vysokou davkou CTC

29



3.1.6 Vzorky feces od kravdénych metricyklinem

Krava plemend stari pocet telat** doba l&eni
H C 100% 5 let 4 telata 7 dn

I C80%/R20% 9 let 7 telat 7dn

J C88%/R 12% 4 roky 2 telata 30 a (dn
K C84%/A16% 8rok 6 telat 14 da

L C 100% 3 roky 2 telata 7 dn

N C 100% 2 roky 1tele 7 dn

P N/A N/A N/A 7 dm

Q N/A N/A N/A 5 dna

V N/A N/A N/A 5 dni

* A - Ayshire; C -Ceska straka; R - Red Holstein

** kazdé tele odpovida jedné profylaktick€lb& metricyklinem

3.2 Metody prace

3.2.1 Exogenni izolace plazniid

Princip:

Technika exogenni izolace plazmi{téZz zvana Triparental mating) unioie izolovat
z prostedi, nap. z pidniho vzorku, bakterialni plazmidy bez nutnostitikavat jejich
piirozeného hostitele. K tomu se vyuZivaji recipiérkmeny, které jsou schopnyijimat
plazmidy konjugaci, pokudijpdou do fyzického kontaktu se vzorkem. Recipiesgi daji
zpstné selektovat pomaoci rezistence na antibiotika arflaocence (fitomnost genu pro GFP
protein, konstitutivni exprese). fiPselekci transkonjugafit se navic pouzije selekce
antibiotikem, ke kterému by ¢hziskany plazmid nést rezistenci.

Na Obr. 7 je schématicky znazémprincip exogenni izolace plazniid
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pudni bakterie E. coli— GFP
plazmid nesouci rif-r
O @ tet-rezistenci Kan-r O O

fyzicky kontakt muze nastat konjugace

o0

transkonjugant l
rif-r
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Obr. 7: Exogenni izolace plazniid
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Konjugaéni pokus 0O
(laboratd prof. K. Smally, Julius-Kuhn Institut, BraunschgeNémecko)

Vzorky exkrementu kravy t&né metricyklinem atuni vzorky (WF) slouzily jako
zdroj bakterialnich donar plazmidi. Recipientnimi kmeny bakterii byly rifampicin a
kanamycin rezistentni kmerg. coli K-12 CV601 gfp @Pseudomonas putid€T2442-GFP.
Oba recipientni kmeny (40L tekuté kultury od kazdého kmene) byly preinkubowao
druhého dne v tekutém meédiu LB (20 mL)igdavkem rifampicinu a kanamycinu o kéné
koncentraci 5Qug/mL na tepae (180 RPM) fi 28 °C. Zarové bylo pouZzito 20 mL LB
média s antibiotiky jako negativni kontrola. Vzgrkbsahujici donory (1 g od kazdého
vzorku) byly aktivovany v tekutém médiu TSB 1/10n(®) pii 20 °C na tepace (50 RPM)
do druhého dne.

Druhy den probhl mating. Kultury donar (cca 8 mL supernatantu odebraného nad
usazeninou od kazdého vzorku) i recipie¢it,4 mL tekuté kultury od kazdého kmene) byly
staeny (2800 g, 10 a 5 min). Peleta fekalnidllpich mikrolii byla resuspendovana v TSB
1/10 (8 mL) a stéena (2800 g, 10 min), peleta recipiefityla resuspendovana v LB (1,4
mL, bez antibiotik) a stena (2800 g, 5 min). Kotea peleta dondrbyla resuspendovana v
TSB 1/10 (80QuL), recipienti byly resuspendovani v TSB 1/10 (fn4).

100 uL donoii a 100uL recipienti bylo smichano dohromady a &moo (2800 g, 5
min). Vznikla peleta byla resuspendovana v médiuB TI$10 (100uL). Tato smés byla

nanesena na Durapore® membanové filtry wnétna pevné médium PCA #Hgavkem
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cykloheximidu o konéné koncentraci 10Qug/mL. Médium s filtry bylo inkubovano 20
hodin @i 28 °C. Pro mating byly pouzity tyto kombinace dana recipient:
» WF +E. coliK-12 CV601 gfp
» Ex+E. coliK-12 CV601 gfp
» WF +Pseudomonas putidaT2442-GFP
» Ex +Pseudomonas putidaT2442-GFP
Zarove byly na filtry naneseny kultury samotnych recigiiea samotnych dondr100uL
od kazdé kultury). Tyto ,singles* nam slouzily jakontrola pozadi.

ProtoZe prof. K. Smalla zkouma vyskyt genezistence na sulfadiazin (SDZ) &d¢ a
hospodéskych odpadech, pouZivali jsme pro selekci kromatgklinu i SDZ (oddleng).
Selekce potencialnich transkonjugabtyla tedy provedena na dvou typech pevného média
s pidavkem antibiotik a cykloheximidu: a) PCA cyglg rifso, karse, TCoo; b) MH cycloiog,
rifso, karno, SDZgo Filtry s nafisty bakterii byly zvortexovany (1 min) kazdy v 10.m
fyziologického roztoku (0,85 % roztok NaCl) a 100 vzniklé suspenze bylo naneseno
v nékolika fedénich (107, 103 10% na selekni misky s antibiotiky a rozigno sklegnymi
hokejkami. Stejnym zjsobem jsme vyseli suspenze z fils kontrolou pozadi (,singles®),
v tomto fpads bylo ale pouZito pouzéedsni 10% V nasledujicich pokusech jsme pro
kontrolni misky pouzilitedsni 10° a 10°, protoZe i fedsni 10% misky ¢asto peristaly
plisré a kvasinky, coZinilo odetet problematickym.

K vypoctu celkového mnozstvi CFU/mL pro kazdou kombinagnalti a recipient
nam slouzil tzv. ,Drop-Test;" jednalo se 0 misky R€yclo;g, rifso, karse. Tyto misky jsme
rozclili na ¢tvrtiny a do kazdého kvadrantu jsme nakapgakapky (kazda o objemu 2d)
suspenze z filtr v fedénich 10° — 10°.

Inkubace vSech misek probihala do druhého dne Z6chod) pi 28 °C. Selekni
misky byly inkubovany dnem vaiu, misky s ,,Drop-Tests" dnem dol

Druhy a fteti den jsme provedli odet vSech misek a igpichli potenciélni
transkonjuganty na ifslusné selaini misky. Po zisk&nicistych kultur jsme vzorky

zakonzervovali v glycerolovych konzervach a umigtido — 80 °C.

Na Obr. 8 je zndzoemo schéma vysevu suspenze s potencialnimi trargdaaiy na selaii
misky s antibiotiky.
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Obr. 8: Schéma vysevu na salekmisky.

Konjugaéni pokus |

Postup byl shodny s KP 0, krémasledujicich bad
o jako dondgi plazmidi slouzily bakterie ze vzotk pady (MFH a WFH)
z tretiho manipuléniho pokusu.
0 recipientnimi kmeny bakterii byly rifampicin a kamgcin rezistentni kmeny
E. coliK-12 CV601 gfp @Acinetobacter baylyBD413-GFP.
Mating
Koncentraci cykloheximidu ve vSech médiich jsme&tvyna 200ug/mL a tuto koncentraci
jsme pouzili i ve vSech nasledujicich pokusech.
Kombinace dondr a recipieni:
» WFH +E. coliK-12 CV601 gfp
» MFH +E. coliK-12 CV601 gfp
» WHFH + Acinetobacter baylyBD413-GFP
» MFH + Acinetobacter baylyBD413-GFP
Selekéni média:
a) PCA cyclago, rifso, karso, CTG
b) PCA cyclagg, rifso, karse, CTCio

Konjugaéni pokus Il
Postup byl shodny s KP 0, krémasledujicich bad
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0 jako dondgi plazmidi slouzili bakterie ze vzork pady (W, WF a WFH)
z tretiho manipuléniho pokusu.
o padni vzorky (1 g od kazdého vzorku) byly aktivovamyekutém meédiu
MacConkey (9 mL) p 28 °C natepace (50 RPM) do druhého dne.
0 recipientnimi kmeny bakterii byly rifampicin a kamgcin rezistentni kmeny
E. coliK-12 CV601 gfp @Acinetobacter bayly8D413-GFP.
Mating
Konetna peleta dondrbyla resuspendovana v MacConkey broth (809 recipienti byly
resuspendovani v médiu LB (1,4 mL).
Kombinace dondr a recipieni:
» W +E. coliK-12 CV601 gfp
WF +E. coliK-12 CV601 gfp
WFH +E. coliK-12 CV601 gfp
W + Acinetobacter baylyBD413-GFP
WEF + Acinetobacter baylyBD413-GFP
» WEFH + Acinetobacter baylyBD413-GFP
Selekni média:
a) PCA cyclag, rifsg, kansg, CTCyo
b) PCA cyclao, rifse, karse, CTCyo

>
>
>
>

Konjugaéni pokus Ili

Postup byl shodny s KP 0, krémasledujicich bad

o jako dondi plazmidi slouzily bakterie z exkremeinbd dvou krav (vzorek H
a ) po sedmi dnechdby metricyklinem

o exkrementy od obou krav byly smichany a zé&srbyly vytva‘eny vzorky o
hmotnosti cca 1 g

o recipientnim kmenem bakterii byl rifampicin a karyam rezistentni kmek.
coli K-12 CV601 gfp

o vzorky exkremernt byly aktivovany ve dvou druzich tekutych médii -
MacConkey broth a TSB 1/10 — beddavku a s fidavkem chlortetracyklinu
o kone&né koncentraci mg/mL

o inkubace probihalaip28 °C natepace (50 RPM) do druhého dne.
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Mating

Koneina peleta dondr byla resuspendovana v MacConkey broth (8Q), recipient byl
resuspendovan v médiu LB (1,4 mL).
Kombinace dondr a recipien:

» Ex (TSB-TET) +E. coliK-12 CV601 gfp

» Ex (TSB) +E. coliK-12 CV601 gfp

» Ex (MC-TET) +E. coliK-12 CV601 gfp
Selekce potencialnich transkonjugabtyla provedena na pevném médiu PCAidgvkem
antibiotik a cykloheximidu (PCA cychgy, rifso, karse, CTCy).

Konjugaéni pokus 1V

Postup byl shodny s KP 0, krémasledujicich bad
o jako dondgi plazmidi slouzily bakterie z exkremanbd dvou krav (vzorek J a
K) po sedmi dnech &y metricyklinem
o exkrementy od obou krav byly smichany a zé&sirbyly vytva‘eny vzorky o
hmotnosticcalg
o recipientnim kmenem bakterii byl rifampicin a karyam rezistentni kmek.
coli K-12 CVv601 gfp
o vzorky exkremerit byly aktivovdny v tekutém médiu Schaedler broth
s pidavkem chlortetracyklinu o kotieé koncentraci ig/mL a 5ug/mL
0 na 1g vzorku sisi exkrement bylo pouzito 11 mL sterilniho média
o inkubace probihala anaerabimez tepani pi 37 °C dva dny
Mating
Kultury s exkrementy byly zvortexovany a sonikoy&h minuty, poté byly nechany ustéat
jednu hodinu fi pokojové teplat. Peleta s recipienty byla promyta v 1,4 mL LB naédi
staena (2800 g, 5 min), pelety s donory v 9 mL Schareifoth a stéeny (2800 g, 10 min).
Konené pelety dondr byly resuspendovany v Schaedler broth (819, recipient byl
resuspendovan v médiu LB (1,4 mL). Peleta se¢ssmdonofi a recipieni byla
resuspendovana v médiu Schaedler broth (@00 Filtry byly inkubovany v anaerobnich
podminkach 37 °C do druhého dne.
Mating schéma:
» Ex+E.coliK-12 CVv601 gfp -1 - AE
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» Ex+E. coliK-12 CV601 gfp - 5 - AE

» Ex+E. coliK-12 CVv601 gfp -1 - AN

» Ex+E. coliK-12 Cv601 gfp - 5 - AN
»L“ = vzorek exkrementu za&kovany do Schaedler broth sgavkem chlortetracyklinu
o kone&né koncentraci 1ig/mL
.D" = vzorek exkrementu z&&ovany do Schaedler broth Hgavkem chlortetracyklinu
o kone&né koncentraci ng/mL
LAE" = aerobni selekce
»,AN“ = anaerobni selekce
Selekce potencialnich transkonjugabtyla provedena na pevném médiu PCAidavkem
antibiotik (PCA cyclego, rifso, kanso, CTCyg). Inkubace probihala dva dnyi pi37°C.

Konjugaéni pokus V

Postup byl shodny s KP 0, krémasledujicich bad
o jako dondi plazmidi slouzily bakterie z exkremenbd ti krav (vzorek L, N
a P) po sedmi dnechclédy metricyklinem
o recipientnim kmenem bakterii byl rifampicin a karyam rezistentni kmek.
coli K-12 CV601 gfp
o vzorky exkremerit byly aktivovdny v tekutém médiu Schaedler broth
s pidavkem chlortetracyklinu o kotieé koncentraci ig/mL a 5ug/mL
0 na 1g vzorku sisi exkrement bylo pouzito 11 mL sterilniho média
o inkubace probihala anaerabfbez tepani) pi 37 °C dva dny
Mating
Peleta s recipienty byla promyta v 1,4 mL LB médist@ena (2800 g, 5 min), pelety
s donory v 9 mL Schaedler broth acgoy (2800 g, 10 min). Koxeé pelety dondr byly
resuspendovany v Schaedler broth (800, recipient byl resuspendovan v médiu LB (1,4
mL). Peleta se sési donot a recipieni byla resuspendovana v médiu Schaedler broth (100
pL). Filtry byly inkubovany v anaerobnich podminkgeh37 °C do druhého dne.
Mating schéma:
» Ex+E.coliK-12CV601 gfp-1-AE
» Ex+E. coliK-12 CV601 gfp - 5 - AE
» Ex+E. coliK-12 CV601 gfp -1 - AN
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» Ex+E. coliK-12 CV601 gfp - 5 - AN
»1" = vzorek exkrementuigdinkubovany ve Schaedler brothigdpvkem chlortetracyklinu
o kone&né koncentraci ig/mL
.D" = vzorek exkrementuiedinkubovany ve Schaedler brothigdavkem chlortetracyklinu
o kone&né koncentraci fig/mL
LAE" = mating za aerobnich (standardnich) podminek
»+AN“ = mating za anaerobnich podminek

Selekce potencialnich transkonjuganibyla provedena na pevném médiu PCA

s pridavkem antibiotik a cykloheximidu (PCA cyelg rifso, karso, CTCy). Inkubace
probihala dva dnyip 37°C za aerobnich podminek.

Konjugaéni pokus VI

Postup byl shodny s KP 0, krémasledujicich bad
o jako donai plazmidi slouzily bakterie z exkremeinbd ¢tyt krav (vzorky H4,
14, Q, V) po sedmi (H4, 14) a& (Q, V) dnech Iéby metricyklinem
o vzorky exkremerit byly aktivovany v tekutém médiu TSB 1/10 i$davkem
chlortetracyklinu o konaé koncentraci fng/mL
o inkubace probihalafppokojové teplat na tepace (50 RPM) jeden den
Mating
Peleta sdonory byla promyta v8 mL TSB 1/10. Kowe pelety dondr byly
resuspendovany v TSB 1/10 (8Q0), recipient byl resuspendovan v meédiu LB (1,4 mL)
Peleta se stsi donofi a recipieni byla promyta v médiu LB (1,4 mL), stena (2800 g, 5
min) a resuspendovana v TSB 1/10 (1Q0). Filtry byly inkubovany v aerobnich
podminkéach p 28 °C cca 20 hodin.
Mating schéma:
» ExH4 +E. coliK-12 CV601 gfp
» ExI4 +E. coliK-12 CV601 gfp
» ExV1 +E. coliK-12 CV601 gfp
» ExQ1 +E. coliK-12 CV601 gfp
Selekce potencialnich transkonjugabtyla provedena na pevném médiu PCAidgvkem
antibiotik a cykloheximidu (PCA cychgy, rifso, karso, CTCy).
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Konjugaéni pokus VI (2. vysev)

Byla vyseta pouze kombinade coli K-12 CV601 gfp - 14 wedsni 10° a 10° na
selektivni misky PCA cyclgo, rifso, karso, CTGo. Pro tento vysev byla pouzita suspenze po
vortexovani filtru, ktery byl po matingu konzervaova glycerolové konzegva uloZen do -
80 °C.

3.2.2 Test antibiotické citlivosti (difazni miskowdetoda)

Princip

Antibiogram je vysledkem laboratorniho testovatlivasti izolovanych bakterialnich
kultur na fizna antibiotika. Z principu se jedna o testovatiivasti in vitro.

Difazni miskova metoda testovani citlivosti na hittfika je semikvantitativni metoda
zaloZena na difuzi antibiotika do pevného médiagnpapirové disky obsahujici antibiotika
(tzv. antibiotické tefiky) jsou umistny na agar s nakovanou bakterialni kulturou.
Antibiotikum difunduje do oblasti kolem disku a ibhje bakterialni st, coz se projevi

vznikem viditelné zony (http://en.wikipedia.org/wikntibiogram, listopad 2012).

Provedeni

Pro antibiogram jsme vzdy pouzili kultury narostié pevném PCA médiu. Malé
mnozstvi bakteridlni kultury jsme pomoci mikrobigické klicky pienesli do sterilni
zkumavky (kratke, gka 18 mm) se sterilnim fyziologickym roztokem (earju testovanou
misku 1 mL roztoku). Zkumavku jsme uzali a zvortexovali (dokud nevznikl rovnamy
zakal). Zakal jsme zs#iili na denzitometru (DEN-1, Biosan, Latvia); (pobadna hodnota
byla 0,5 — 1,0).

Jeden mL suspenze jsme nanesli pipetou na miskdHsalglarem (pimér misky 9 cm,
piesrt 20 mL média na misku),fipravenou pedchoziho dne, dde rozlili po celém
povrchu misky. Rebyt&nou suspenzi jsme odsali.

Pomoci raznice jsme na kazdou misku sterumistili antibiotické tetiky. Inkubace
misek probihala 24 hodin dnem vizh pri 28 °C.

Druhy den jsme pomoci pravitka @edi velikost jednotlivych zd6n inhibice

bakterialniho #stu.
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3.2.3 ldentifikace bakterii na zakkadrofilu mastnych kyselin (MIS Sherlock
System)

Princip
Mastné kyseliny fosfolipil (PLFA, phospholipid fatty acids) jsou zakladnimi

stavebnimi prvky mikrobialnich b&énych membranTyto mastné kyseliny mohou byt
analyzovany nap pomoci plynové chromatografie. Soubor mastnyckeky z neznamého
vzorku vytv&i profil, ktery je mozné porovnat s databazi znampoofili (zde pouzivana
databaze MIS Sherlock System, ver. 6.0), a na d&ktahoto srovnani je mozné
identifikovat organizmus, ze kterého vzorek pochafittp://en.wikipedia.org, listopad
2012).

Provedeni

Kultury transkonjugarit byly rozaikovany (doétytr kvadrant)) na TSBA agar (misky o
praméru 9 cm, 20 mL média) a inkubovany 24 hodiin 28 °C. Kultury na analyzu byly
vzdy odebrany zetvrteho kvadrantu (nejpozfl narostlé kolonie, v exponencialni fazi
rastu). Riprava vzork pro plynovy chromatograf probihala podle protokMiDI Instant
FAME™ for Sherlock. Analyzu vzork na plynovém chromatografu a vyhodnoceni
ziskanych dat provedl RNDr.iddirout, Ph.D.

3.2.4 Izolace plazmidové DNA

a) izolace kitem NucleoSpfhPlasmid
b) izolace kitem QIAGEN Plasmid Mini Kit s modifikaci pro velké plazmidyrof. K.
Smalla, osobni komunikace)

Ad a):
Izolace kitem NucleoSpif? Plasmid

Princip
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Izolace plazmidové DNA komens dostupnym kitem NucleoSginPlasmid zahrnuje
tyto kroky:
» alkalickou lyzi bakterialnich bk
* precisteni lyzatu (precipitace bilkovin a genomové DNA, wds:ni buréénych
Glomki)
* navazani plazmidové DNA nadmicitou membranu
» promyti DNA ethanolovym pufrem
* vysuSeni membrany

* eluce plazmidové DNA z membrany do @&liho roztoku

Provedeni

Jednu plnou bakteriologickou &ku od kazdé bakterialni kultury jsme z&ovali do
10 mL LB média s pslusnymi seleénimi antibiotiky. Inkubace probihalags noc na
trepace (170 RPM) 28 °C. 1,4 mL tekuté kultury jsme st pti pokojoveé teplat (2800
g, 5 min), odsali zbytek média a pelety jsme skiadios -20 °C.

Izolace DNA kitem NucleoSpfhPlasmid probihalaipsré podle protokolu od
vyrobce. DNA byla skladovanaip20 °C. Owieni gitomnosti plazmidové DNA ve

vzorcich probhla pomoci gelové elektroforézy.

Ad b):
Izolace kitem QIAGEN® Plasmid Mini Kit s modifikaci pro velké plazmidy

Princip

Izolace podle tohoto upraveného protokolu vésaahrnuje jeden spaley krok
(izolace plazmidové DNA kitem QIAGENPIlasmid Mini Kit), ktery nasleduji dvaizné
zpusoby purifikace a zakoncentrovani DNA uyrecipitaci DNA nebo igcisttni DNA
zachycené na Amicon filtrech).

Provedeni

Pro kazdou bakterialni kulturu jsme sifigravili dvé pelety. Jednu plnou
bakteriologickou kitku od kazdéterstw narostlé bakterialni kultury jsme resuspendovali
v 1 mL 0,85 % NacCl a centrifugovaltigppokojové teplot (1358 g, 7 min).
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Lyze burgk prokehla v pufrech P1 a P2. Vzniklé pelety jsme resudpeali (mozno
pipetou nebo vortexem) v 600L pufru P1, pidali jsme 600uL pufru P2 a dkladnre
promichali (gevracenim eppendorfek nahoru aujolVzorky jsme nechali inkubovat 5
minut @i pokojové teplal.

Nasledovala precipitace acetatem draselnym. Kedraadvzorku jsmefidali 600 puL
pufru P3 vychlazeného na cca 4 °C (uchovavan itedh Kazdou eppendorfku jsme ihned
dukladre promichali (pevracenim nahoru a dgl Vzorky jsme inkubovali 15 minut na ledu
a poté centrifugovaliip 4 °C (21885 g, 12 min). Supernatant jsnfepipetovali do nove
eppendorfky a afi centrifugovali i 4 °C. Redchozi krok jsme zopakovali.

PreciSténi plazmidové DNA prokhlo na Qiagen kolonk&ch. Supernatant ziskany
precipitaci acetatem draselnym jsme nanesli naibkawané Qiagen kolonky (ekvilibrace
probhla 1 mL pufru QBT). Po zachyceni DNA na kolonkgsme kolonky ctyiikrat
promyli 1 mL pufru QC. Eluce plazmidové DNA z kokdndo roztoku prokhla 800uL
pufru QF pedeltdtého na 65 °C. Takto ziskanou DNA jsme dale pavfali a

zakoncentrovali dsma riznymi zpisoby: 1. precipitaci; 2. pomoci Amicon filtr

Ad 1.:
Precipitace isopropanolem

K DNA ziskané izolaci kitem jsmefidali 560uL 70 % isopropanolu a centrifugovali
pii 4 °C (15000 g, 30 min). Opatfrjsme odpipetovali supernatant &dali 1 mL 70 %
ethanolu. Ot jsme centrifugovali § 4 °C (15000 g, 15 min). Opatirjsme odpipetovali
supernatant a vyt¥ené pelety jsme susSilifippokojové teplat. Po odp#eni ethanolu jsme
plazmidovou DNA rozpustili ve 3QL 10 mM Tris/HCI o pH 8,0 (mozZno pouzit 1x TE o pH
8,0; dopordeny objem je 20 - 5QL).

DNA byla skladovanaip -20 °C. Owieni gitomnosti plazmidové DNA ve vzorcich

probihla pomoci gelové elektroforézy.

Ad 2.:

Purifikace a zakoncentrovani na Amicon filtrech

DNA ziskanou izolaci kitem QIAGEN Plasmid Mini Kit jsme napipetovali do
kolonek s Amicon filtry, stéili pti pokojové teplat (13000 g, 15 min). ProtoZe objem
kolonek s filtry je jen 50QuL, museli jsme tento krok opakovat. Po zachyceniADia
filtrech jsme kolonkyitkrat promyli 450uL ultragisté vody, vzdy centrifugaceigokojove
teplog (13000 g, 10 min). Posledni promyti bylo proveddd® uL Tris/HCI o pH 8,0.
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Tricet uL stejného roztoku bylo pouZito pro eluci (mozZnoupid el&ni pufr z kitu
PowerSoif DNA Isolation Kit); nanesli jsme tento roztok niétri a kolonky s fitry jsme
umistili ,hlavou dot* do novych mikrozkumavek a centrifugovalii ppokojové teplat
(1000 g, 2 min).

DNA byla skladovanaip -20 °C. Owieni gitomnosti plazmidové DNA ve vzorcich
probihla pomoci gelové elektroforézy.

3.2.5 Detekce génrezistence pomoci PCR

Princip

Polymerazovédetézova reakce umaiije amplifikovat libovolny tsek DNA, s pouzitim
termostabilni DNA-dependentni DNA-polymerazy. Tentgek musi byt na Zatku a na
konci ohranten kratkymi oligonukleotidy DNA - tzv. primery. PCgodukty mohou byt
nasleds elektroforeticky separovany na agar6zovém gelbaneny v barvivu, které se
vaze na DNA. Po ozéni UV s¢tlem v transiluminatoru je mozné separované uselpD

vizualizovat a odhadnout jejich velikost podle keBtniho standardu.

Provedeni

PCR reakce probihaly sreagenciemi uvedenymi v Téb(viz Ptilohy) podle
optimalizovanych protokél (Tab. VI, viz Rilohy) vcykleru (Biometr3 T3000
Thermocycler, Schoeller INSTRUMENTS). Jako temmkuzila plazmidovd DNA nebo
bakterialni lyzaty.

3.2.6 Sekvenovani genu pro 16S rRNA

Princip:

Jednou z moznosti identifikace bakterii je sekvengenu pro 16S rRNA, ktery je
béZzné pouzivanym taxonomickym markerem u bakterii (WoesEox 1977; Woeset al.
1990). Jedna se o gen koédujici RNA malé ribozompabdjednotky, ktery je po#énné
konzervovany a ma se za to, Ze jeho fylogenezéedoystihuje fylogenezi bakterii. Jeho
velikost je fiblizn¢ 1500 bazi.

42



Provedeni

PCR produkty ziskané amplifikaci genu pro 16S rRjN#e gecistili pomoci kitu
GenElutéd" PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldri®). Sekvenani reakce o celkovém objemu
7,5 uL se skladala z DNA (10 - 20 ng), primeru pA (2/mq) a PCR HO. Sekvenace
(Sangeret al. 1977) probihala za standardnich podminek (teplasgdani primeru 50 °C) na
pristroji ABI PRISM 3130xI v laboratd genomiky Ustavu molekularni biologie rostlin, BC
AV CR, v. v. i.,Ceské Budjovice.

3.2.7 Uprava sekvenci a identifikace pomoci alguriBLAST

Princip

Sekvence ziskané ze sekvenéatdasto obsahuji mista, kdgigtroj nebyl schopny
jednoznéné urcit, kterou bazi ma zadit. Na takové misto gadi pismeno (B, D, H, R, Y,
K, M, S, W nebo V) zn&ci, které baze mohou na tomto myibit (viz IUPAC/IUB kody).
Doplnit spravnou bézi je mozné pomoci stanovenivyi$gjho piku v chromatogramu
upravované sekvence. K tomutgeiu se pouziva specializovany software.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) je algowus pouzivany v
bioinformatice pro porovnavani biologickych dat,kgajsou sekvence aminokyselin
v bilkovinach nebo sekvence nukledti# DNA. BLAST umo#uje porovnat neznamou
sekvenci s databazemi znamych sekvenci a tak fikentat uritou bilkovinu nebo gen.
Voln¢ je pristupny na adrese http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

K Upraw sekvenci byl pouzit program BioEdit Sequence Atigmt Editor (v. 7.1.3.0).
Upravené sekvence byly uloZeny ve formatu FASTAsledr’ piitazeny k nejpodolisim
sekvencim z databazi pomoci algoritbdastn (nucleotide blast), optimalizovany pro vysoc

podobné sekvence (megablast).
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4 Vysledky

4.1 Konjug&ni pokusy

Konjugaéni pokus 0O

Z exkrementu od metricyklinemdéné kravy jsme nedostali Zadné transkonjuganty,
protoZe misky byly masivnprerostlé plisami (prestoZze jsme pouZzili cykloheximid). Ze
vzorku WF z inkubéniho pokusu (fda zimni pastviny smichand s feces kratemch
metricyklinem, viz vyse) jsme ziskali transkonjugapouze pi selekci na SDZ (32 kultur;
frekvence konjugace byla 10CFU/mL), @ selekci na tetracyklin jsme Zadné
transkonjuganty nedostali. Transkonjugarfiseudomonas putidakKT2442-GFP byli
pravdEpodobré pouze faledh pozitivni (tj. nejednalo se o transkonjuganty, gleazdné*
recipienty), coZ nazmtavaly vysoké nérsty (10 CFU/mL) na miskach s kontrolou pozadi
(vyseta samotna kultuRrseudomonas putidaT2442-GFP na médium s antibiotiky) a také
to, Ze jsme z nich nemohli vyizolovat Zadné plazmiBlestovani antibiotickych citlivosti a
molekulérni screening jsme tedy z#ii na transkonjugant¥. coliK-12 CV601 gfp.

Fenotypova charakterizaée coli K-12 CV601 gfp transkojugaintbyla provedena
pomoci antibiogramu; kultury transkonjugantoyly testovany na citlivost k osmi
antibiotikim (tetracyklinu, streptomycinu, kysedimalidixové, chloramfenikolu, ampicilinu,
sulfadiazinu, gentamycinu a ciprofloxacinu). Na |laék tohoto antibiogramu bylo mozné
urcit, zda se antibiotické profily transkojuganisi od profilu parentalniho kmerte coli K-

12 CV601 gfp.

Na Obr. 10 je fotografie agar6zového gelu z eldatéry produki PCR pro genrfA (IncP-
1 plazmidy).
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Obr. 10: Detekce IncP-1 plazniid
1: size-marker

2 — 6: vzorky WFE. coli

7 — 10: vzorky WHP. putida

15 — 19: pozitivni kontroly

20: negativni kontrola

Konjugaéni pokus |

Oproti KP 0 jsme v tomto pokusu pouzili jako drutegipientni kmerAcinetobacter
baylyi BD413-GFP, protoZze tento druh je nespi&rogenym hostitelem pro LowGC
plazmidy (Heueret al. 2009), jejichz pitomnost ve vzorcich ukazaltrguchazejici
konjugani pokus. Plazmidy jsme se snazili ziskat ze vitdl—H a MFH z inkub&niho
pokusu (fida zimni pastviny nebo louky, smichand s feces la&nych metricyklinem a
vysokou davkou chlortetracyklinu, viz vySe). Doufgbme, Ze ptomnost vysoké
koncentrace (100 pg™y chlortetracyklinu v pdé naponiize horizontalnimu jnosu.
Prestoze jsme v tomto pokusu nepouzili vzorky exkmngako prevenci fed geristanim
misek plisgmi jsme zdvojnasobili davku cykloheximidu (na konteaci 200ug/mL).

Bylo ziskano celkem Sest potencialnich transkomjtigdpét Acinetobacter baylyi
BD413-GFP ,transkonjugaiit a jedenE. coli K-12 CV601 gfp ,transkonjugant®). VSechny
piepichlé kolonie ,transkonjugalit byly Zluté (zatimco samotni recipienti #¥dilé nebo
krémové kolonie). Déle byl zji& rast kolonii o stejné batva morfologii na miskach
s vysevem fdnich vzork z MP 1l (kontrola pozadi). S nejt8i prava@podbnosti se tedy
jednalo o kontaminujicietr bakterie pochazejici Zignich vzorki. Identifikace systémem
Sherlock (Tab. VII) a sekvenovani genu pro 16S rRNAb. VIII) tento zagr potvrdily -
jednalo se o bakterie rodtariovoraxa Stenotrophomona®ale byl proveden antibiogram.
Kultury téchto kontaminujicich bakterii byly konzervovanylyagrolu a uloZzeny do -80 °C,
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protoze jejich dalSi zkoumani se jevi jako potdnéiZajimavé - tyto bakterie mohou byt

rezervoarentetr geni.

V Tab. VIl jsou vysledky identifikace systémem Sbek pro Zluté kontaminujici bakterie

ziskané v KP I.

Tab. VII: Identifikace systémem Sherlock.

Vzorek Identifikace systémem Sherlock % shody
MFH — A. baylyi -3 #1  Acidovorax / Hydrogenophaga / Variovorax 66
MFH — A. baylyi -3 #4  Acidovorax / Hydrogenophaga / Variovorax 68
MFH — A. baylyi -3 #5 Acidovorax / Hydrogenophaga / Variovorax 68
MFH #1 Micrococcus / Stenotrophomonas 35
MFH #2 Stenotrophomonas 46
WFH — A. baylyi -3#1 Stenotrophomonas 42
WFH — A. baylyi -3 #2 Stenotrophomonas 46
WFH — E. coli -3 #1 Stenotrophomonas 47
WFH #1 Stenotrophomonas 43
WEFH #2 Stenotrophomonas 42

V Tab. VIII jsou vysledky sekvenovani genu pro I&BIA pro Zluté kontaminujici bakterie
ziskané v KP I.

Tab. VIII: Sekvenovani genu pro 16S rRNA.

Vzorek Primer Délka sekvence [b] BLAST % identity
MFH #1 pA 405 Stenotrophomonas sp. 100%
MFH - A. baylyi -3 #1 pA 572 Variovorax sp. 100%
WFH - A. baylyi -3 #1 pA 574 Stenotrophomonas sp. 100%

Konjugaéni pokus I

Oproti KP | jsme pouzili pro fgdkultivaci dono médium MacConkey, abychom
selektivie zvySili rist enterobakterii ve vzorcich. Doufali jsme, Ze tsk zvySi
pravdEpodobnost konjugace s recipiery coli K-12 CV601 gfp aAcinetobacter baylyi
BD413-GFP. Plazmidy jsme se snazili ziskat ze ko, WF a WFH z inkub&niho
pokusu (fida zimni pastviny, jda zimni pastviny smichana s feces kravemgch
metricyklinem, a fidda zimni pastviny smichana s feces a vysokou déektmstetracyklinu,
viz vyse). Zvysili jsme koncentraci chlortetracykli v seleknich médiich (1Qug/mL a 20

ug/mL), abychom snizilo riziko fale8rmpozitivnich vysledk.
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V tomto pokusu bylo ziskdno celkem dvanact poténith transkonjugaiit (jeden
Acinetobacter baylyiBD413-GFP ,transkojugant* a jedendEt coli K-12 CV601 gfp
Jranskojugani®). Kromé ,transkonjugant‘ byl zjiStén i rast drobnych kolonii na
kontrolnich selektivnich miskachEs coli K-12 CV601 gfp, pedevSim fi koncentraci
chlortetracyklinu 10 pg/mL. @vodem niize byt girozena nizka rezistende. coli K-12
CVv601 gfp na chlortetracyklin nebo postupna degradéohoto antibiotika v médiu
(pripadre i kombinace obojiho). Vyvstala tedy alternativee haSi ,transkonjuganti*
(respektive ¥tSina z nich) jsou pouze ,prazdné” bakteliecoli K-12 CV601 gfp. DalSim
problémem bylaasta kontaminacegistych” kultur @i pasazovani. ife¢dpoklad, Ze ziskané
kultury nejsou transkonjuganti, dale podpofakt, Zze @ pouziti dvojnasoné davky
cykloheximidu (k cemuz doSlo omylem) v selékim médiu nevyrostly té& zadné
bakterialni kolonie [cykloheximid gsobi jako inhibitor syntézy bilkovin, a to pouze u
eukaryotickych organizin(www.wikipedia.orgfijen 2012)].

Dalsi zkoumani ziskanych ,transkonjugénspativalo v porovnéni jejichtistu na
seleknich s miskach sifdavkem dvoji koncentrace chlortetrackylinu (10 mig/a 20
png/mL) s dstem kontrolnich kmenE. coli K-12 CV601 gfp @Acinetobacter baylyBD413-
GFP. Na zaklaglvysledki tohoto testu bylo vybrano Sest kultur pro testdtivosti na 13
vybranych antibiotik.

Déle byl proveden pokus o izolaci plazrnid kontrola GFP fluorescence pod UV
swtlem. Ze¢tyi vybranych kultur ,transkonjugaiit se nam nepod#do vyizolovat zadné
plazmidy, test GFP fluorescence byl pro vSechnyukulnegativni. Pokus o identifikaci
Jranskojugani“ systémem Sherlock nebo sekvenovanim genu pro FIS$A nebyl
proveden. Bylo provedeno mikroskopické pozorovamipprat zhotovenych z vybranych
kultur ,transkonjugarit’, které potvrdilo, Zze zkoumané kultury nefpainezi prokaryota
(byly to pravé&podobré houby).

Na zéklad vysSe uvedenych testa zkoumani jsme doSli k z&wu, Ze v KP Il jsme
neziskali ZadnéE. coli K-12 CV601 gfp ani Acinetobacter baylyi BD413-GFP
transkojuganty. Narostlé kultury mohly fiado jedné z dvou skupin: a) eukaryota (houby,
plisng) — tyto kultury byly rezistentni na tetracyklinvdechna dalSi testovana antibiotika; b)
.prazdni recipienti — kultury slab rezistentni na tetracyklin (jednalo se t@irgzenou

rezistenci).

a7



Konjugaéni pokus Ili

Protoze jsme viedchozich pokusechigou?ziti pidnich vzork z inkub&niho pokusu
neziskali zadnétetr transkojuganty, rozhodli jsme se vtomto pokysouzit vzorky
cerstvych exkrement (predpokladali jsme, Ze v prdeti bohatSim na Ziviny afipvétSi
hustot bakterialnich bukk se Sance na ziskani transkonjugawysi). Abychom jestvice
stimulovali bakterialni konjugaci,iplali jsme do kultivéniho média s exkrementy nizkou
davku chlortetracyklinu (5ug/mL); (Whittle et al. 2002). Pro selekci potencialnich
transkonjugarit jsme pouzili médium s koncentraci chlortetracykliBO pg/mL, protoze
v predchozim pokusu jsme zjistili, Ze recipientni kntencoli K-12 CV601 gfp vykazuje
rezistenci na uitou nizkou davku tetracyklinu - alit jsme timto zabranit faleSnym
pozitivnim vysledkm.

V KP 1l bylo ziskano 14 potencialnich transkonjogia kteri byli dale zkoumani.
Nejdtive byl proveden pokus o identifikaci 11 kulturgiskonjugarit' systémem Sherlock.
U dvou kultur ,transkonjugaft z kombinace TSB-TETE. coli byl zjiS&n profil mastnych
kyselin podobny profillE. coliK-12 CV601 gfp, uif zbyvajicich kultur nebyla identifikace
mozna, protozZe tyto kultury byly pro spolehlivoeidifikaci timto systémem malo narostlé.
Profily ,transkonjugant” ze zbyvajicich dvou kombinaci obsahovaly houbowgrker
(mastnou kyselinu 18:2w6,9). Pro vSechny potencidtanskonjuganty byl proveden
antibiogram (viz Obr. 11).

Na z&klad antibiotickych profiti, vysledki identifikace systémem Sherlockast&né
i pozorovanych fenotypovych odliSnosti (tvar koipriapach) bylo mozné it naSe
»ranskojuganty” do dvou skupin: a) skupina z méd&B; b) skupina z média MacConkey
broth (viz Tab. IX). Kolonie ze skupiny média Maat&ey broth jsme vyhodnotili jako
kvasinky.

Pro sekvenaci genu pro 16S rRNA jsme na zakiadledki z identifikace systémem
Sherlock vybrali d¥ kultury potencialnich transkojugdiniz kombinace TSB-TEE.coli
(pét ze Sesti kultur pod UV stlem zelew fluoreskovalo). Vysledky této sekvenace (viz
Tab. IX) potvrdily, Ze kultury z kombinace TSB-THH.- coli jsou s nejétSi
praveEpodobnosti opravduE. coli K-12 CV601 gfp transkonjuganti. Kulturyéahto
transkojugant jsme pozdji pouzili k izolaci plazmid a kdetekci determinant

tetracyklinové rezistence.

V Tab. IX je grehled kultur potencialnich transkonjugariskanych v KP 11.
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Tab. IX: ,Transkonjuganti“ z KP IIl.

Oznacéeni kombinace Fluorescence pod UV Sherlock identifikace Sekvenova  ni 16S rRNA

TSB-TET-E.coli-2-1 GFP
TSB-TET-E.coli-2-4 GFP

ND E. coli (100% identity)

profil podobny E. coli
TSB-TET-E.coli-2-5 GFP

profil podobny E. coli E. coli (100% identity)
TSB-TET-E.coli-2-6 GFP o

Slaby signal
TSB-TET-E.coli-2-7 GFP L

Slaby signal
MC-TET-E.coli-2-2

ND

MC-TET-E.coli-2-3
MC-TET-E.coli-2-6

houbovy marker 18:2w6,9

houbovy marker 18:2w6,9
MC-TET-E.coli-2-8

ND
MC-E.coli-2-1 houbovy marker 18:2w6,9
MC-E.coli-2-8 ;

houbovy marker 18:2w6,9
MC-E.coli-2-16

ND
MC-E.coli-2-23 ND

%0znaeni transkonjuganta zahrnuje médium (TSB nebo M@ Conkey),iedni -2,&. kolonie
°ND — nedlano

Konjugaéni pokus IV

Opet jsme pouzili vzorkycerstvych exkrement které jsme fedkultivovali v médiu
Schaedler broth (cklf jsme selektive podpdit rast anaerobnich bakterii a bakterii
narainych na Ziviny) s idavkem dvoutznych koncentraci chlortetracyklinu gg/mL a 5
ug/mL). Preinkubace vzotki selekce transkonjuganttedy probihala za aerobnich i
anaerobnich podminekid®l matingem byla suspenze exkremehiminuty sonikovana, aby
se lépe uvolnily bakterie z matrice exkrentent

Pri odetitdni nebyly na selektivnich miskéach zji$y Zadné bakterialni kolonie, pouze
plisné a kvasinky — v tomto pokusu jsme tedy neziskading transkojuganty.

Konjugaéni pokus V

Tento pokus @ stejny design jako KP [V, pouze jsme neprovediinikaci

darcovskych bakteriiipd matingem.
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Pt prvnim vysevu nebyly na selektivnich miskachtjiy Zadné bakterialni kolonie,
pouze opt plisré a kvasinky. Z druhého vysevu se nam giddaiskat jednu kolonii, ktera
se pozdji ukazala bytE. coli K-12 CV601 gfp transkonjugant (identifikace sys&m

Sherlock a nasledné sekvenovani genu pro 16S rRNA).

Konjugaéni pokus VI

V dobé provedeni tohoto pokusu jsme jigdéli, Ze ¢ast kultur ziskanych v KP Il jsou
opravdu transkonjuganti, proto jsme v KP VI pouzdtejné médium, koncentraci
chlortetracyklinu pro fedkultivaci exkremeriti podminky @i piredkultivaci jako v pipact
uspEsné kombinacesthto faktoii v KP IlI.

Ze dvou vysetr KP VI se ndm pod#do ziskat 47¢istych kulturtetr E. coli K-12
CVv601 gfp transkonjugafit Potvrzeni, Ze se skudtg® jednd o transkojuganty, bylo
postaveno na pozorovani fenotypu (tvar a barva rikiplazapach), GFP fluorescenci,
identifikaci systétmem Sherlock a sekvenovani gegoulpS rRNA (viz Tab. XI).

Sest transkonjugahtbylo nasleds pouZito pro izolaci plazmid a detekci gein

tetracyklinové rezistence.

V Tab. Xl jsou uvedeny vysledky sekvenace genuli@® rRNA pro d¥ vybrané kultury
transkonjugarit z Konjuga&niho pokusu VI.

Tab. XI: Sekvenace genu pro 16S rRNA pro translamiyg z KP VI.

Vzorek BLAST Délka sekvence [b] % identity
E. coli-2-4-1 Escherichia coli 518 100%

E. coli-2-8-1 Escherichia coli 580 100%

E. coli-2-10-1 Escherichia coli 517 100%

E. coli-2-16-1 Escherichia coli 580 100%

E. coli-2-25-1 Escherichia coli 580 99%

E. coli-2-6-2 Escherichia coli 580 100%

E. coli-2-9-2 Escherichia coli 580 100%

E. coli - GFP* Escherichia coli 483 99%

* prazdny” recipientni kmer. coliK-12 CV601 gfp

Ze sedmi konjuganich pokus byly ti (KP 1ll, KP V, KP VI) usgdné — celkem jsme

ziskali 53 tetr transkojugarit. Tito transkonjuganti byli dale zkoumani, fenotypo
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(antibiogramy) a genotypév(HGT elementy, geny rezistence) charakterizovaniekteri

byli pouZziti na izolaci plazmidové DNA.

4.2 Fenotypova charakterizace transkonjugyant

U transkonjugarit z KP 0 byly prokazanytyti profily antibiotické rezistence (viz
Obr. 9).

Na Obr. 9 je graf zobrazujici zastoupétyii zjisSttnych profili antibiotické rezistence mezi

transkojuganty z KP 0.

Profily ATB-rezistenci transkonjugant Gz KP O
30 -
25 -
o3
& 20
S
N
— 15
(]
0
8 10 -
5 4L_#
0 |
profil # 1 profil # 2 profil # 3 profil # 4

Obr. 9: Profily antibiotické rezistence transkargati z KP O.

profil # 1: sulfadiazin, streptomycin, gentamyqimofil # 2: sulfadiazin, streptomycin; profil
# 3: sulfadiazin, streptomycin, ciprofloxacin; pr¢ 4: sulfadiazin, streptomycin, ampicilin,
kyselina nalidixova, ciprofloxacin, gentamycin

Na Obr. 11 je zobrazen graf zn&agjici rezistenci transkonjugant KP Ill na jednotlivd

antibiotika.
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Rezistence transkonjugant U z KP Il na jednotliva antibiotika

pocet rezistentnich izolat a
N
L

0 T T T T T T T T T T

CM TIG TE AMX PB c TMP DO S GM MEM CIP

antibiotikum

SSS

Obr. 11: Graf antibiotickeé rezistence transkonpiga KP Ill.
CM - klaritomycin; TIG — tigecyklin; TE — tetracykt AMX — amoxycilin; PB — polymixin;
C — chloramfenikol; TMP — trimetoprim; DO — doxytiy; S — streptomycin; GM —

gentamycin; MEM — meropenem; CIP — ciprofloxa@S$S — sulfonamidy

Na Obr. 12 je zobrazen graf rezistence transkonjiaga KP V na jednotliva antibiotika.

Rezistence transkonjugant G z KP V na jednotliva antibiotika

[
|

pocet rezistentnich izolat a

o

CM TIG TE AMX PB c T™MP DO S GM MEM CIP

antibiotikum

SSS

Obr. 11: Graf antibiotické rezistence transkonpiga KP V.
CM - klaritomycin; TIG — tigecyklin; TE — tetracykt AMX — amoxycilin; PB — polymixin;
C — chloramfenikol; TMP — trimetoprim; DO — doxyti; S — streptomycin; GM —

gentamycin; MEM — meropenem; CIP — ciprofloxa@S8S — sulfonamidy

Na Obr. 13 je znazoén graf rezistence na jednotliva antibiotika u tkajsganti z KP VI.
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Rezistence na jednotliva antibiotika u izolat G z KP VI

Poéet rezistentnich izolat G
N
o
L

CM TIG TE AMX  PB C T™MP DO S GM MEM CIP SSS
Antibiotikum

Obr. 13: Graf antibiotické rezistence transkonpuga KP VI.
CM - klaritomycin; TIG — tigecyklin; TE — tetracykt AMX — amoxycilin; PB — polymixin;
C — chloramfenikol; TMP — trimetoprim; DO — doxytiy; S — streptomycin; GM —

gentamycin; MEM — meropenem; CIP — ciprofloxa@S$S — sulfonamidy

Na Obr. 14 je znazoén souhrnny graf antibiotické rezistence pro tramgkganty ze vSech

ttech uspsnych konjugénich pokug se selekci na tetracyklinovou rezistenci.

Souhrnny graf

S 50 | ] 1 T ]
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< o KP VI
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£ mKP V
@ 20 BKP Il
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8‘ 0 T T . T T T I:| T T ._Y_. T T T I:| T ._\

CM TIG TE AMX PB C TMP DO S GM MEM CIP SSS

antibiotikum

Obr.: 14: Souhrnny graf antibiotické rezistene@mskonjugarii z KP 1ll, V a VI
(selektovanych na rezistenci k chlortetracyklinu).

CM - klaritomycin; TIG — tigecyklin; TE — tetracykt AMX — amoxycilin; PB — polymixin;
C — chloramfenikol; TMP — trimetoprim; DO — doxytiy; S — streptomycin; GM —

gentamycin; MEM — meropenem; CIP — ciprofloxa@S$S — sulfonamidy
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4.3 Izolace plazmiil

Z peti transkonjugarit z KP 1l a jednoho transkonjugantu z KP V se naoddilo
vyizolovat kitem NucleoSpin plazmidy o velikosticeijak 10 kb (viz Obr. 15).

Na Obr. 15 je zobrazena fotografie agar6zového pelelektroforéze plazmidz KP Il a

.
.o
.t
L
=

" e
& L&

g |

Obr. 15: Plazmidy z KP lll a V.
1; 9: size-marker

2 —8: vzorky

Z KP VI jsme pouzili pro izolaci plazmidSest kme# transkojugarit; ze vSech se nam

poddilo vyizolovat plazmidy o velikosti vice jak 10 Khkiz Obr. 16).

Na Obr. 16 je zobrazena fotografie agar6ézoveho pelelektroforéze plazmicdz KP VI.
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Obr. 16: Plazmidy z KP VI.
1: size-marker
2 —8: vzorky

4.4 Detekceet-r geni

Vyizolovanou plazmidovou DNA z transkojugéartiskanych v KP Ill a V jsme pouzili
pro detekci gein rezistencdet(M), tet(O), tet(Q) atet(W) pomoci metody PCR. Geat(M)
jsme detekovali ve dvou vzorcich plazmidové DNA.nGet(O) jsme detekovali pouze u
jednoho vzorku.Te{Q) nebyl detekovan v zadném vzorku. Determinatet@/V) byla
detekovéna ve stejnych vzorcich jaket(M). Pfitomnost &chto geri byla potvrzena i
sekvenaci (viz Tab. XII).

V Tab. Xll jsou uvedeny vysledky sekvenaegr geni [tet(M) a tet(W)] amplifikovanych
z plazmidové DNA izolované z transkonjugaatKP Il1.

Tab. XII: Sekvenaceet-r geni [tet(M) atet(W)] na plazmidech z KP IIl.

Délka sekvence %
Vzorek [b] BLAST identity
Riemerella anatipestifer ribosomal protection
TSB-TET-E. coli-2-6 124 protein (tetM) gene 100
Enterococcus faecium DO plasmid 1, complete
(primer tetM-F, Sequence 99
Clostridium difficile strain CD2403B transposon
Aminov et al. 2001) Tn916-like TetM protein (tetM) gene 99
Enterococcus faecium DO plasmid 1, complete
TSB-TET-E. coli-2-7 115 Sequence 100
(primer tetM-F, Clostridium difficile strain CD2403B transposon
Aminov et al. 2001) Tn916-like TetM protein (tetM) gene 100
TSB-TET-E. coli-2-6 113 Lactobacillus reuteri strain CH1-1-T-32 TetW 99
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(tetwW) gene
(primer tetW-F, Clostridium difficile tetW gene for tetracycline
Aminov et al. 2001) resistance protein, strain CI7 99
Lactobacillus reuteri strain CH1-1-T-32 TetW
TSB-TET-E. coli-2-7 108 (tetW) gene, partial Cds 100
(primer tetW-F, Clostridium difficile tetW gene for tetracycline
Aminov et al. 2001) resistance protein, strain CI7 100
VySe uvedené geny rezistence jsme se pokusili &kgdat iz 10x

frednych bakterialnich lyzéaf v tomto gipact jsme vSak zZadny z nich nedetekovali. Pro
jediného transkonjuganta z KP V jsme nedetekovatia’zané geny v plazmidové DNA ani
v bakterialnim lyzatu.

Pro Sest vzork plazmidové DNA z transkojugahtz KP VI jsme provedli PCR reakce
na detekci geinrezistenceaet(O) atet(W). Jako templat jsme pouzili plazmidovou DNA, na
bakterialnich lyzatech jsme PCR reakce nezkouggtiledek detekce byl negativni pro oba

dva geny.

4.5 Detekce IncP-1 a lowGC plazraid

GentrfA (marker pro IncP-1 plazmidy) jsme detekovalifech (viz Obr. 17) a gen
traN (marker pro LowGC plazmidy) u dvou (Obr. 18) vibiplazmidové DNA izolované
z transkonjugairitz KP VI. Pro transkojuganty z KP Il a KP V jsmelifikaci téchto dvou
gerni zatim neprovadi.

Pritomnost plazmid skupiny IncP-1 byla nasledmpotvrzena sekvenovanim (viz Tab.
XIIl), zatimco produkttraN (marker pro LowGC plazmidy) se nep#itta prosekvenovat.
Pozdji byl tento produkt opt osekvenovan a vyhodnocen jako marker plagnsikupiny
IncP-%k.

V Tab. XIll jsou uvedeny vysledky sekvenace gdrfd amplifikovaného z plazmidové

DNA izolované z transkonjugaihiz KP VI.

Tab. XIlI: Sekvenace genufA.

Vzorek Délka sekvence [b] BLAST % identity
Pseudomonas putida strain KT2442 plasmid pMLUA3

2-34-1 214 TrfA (trfA) gene, partial cds 99%
Uncultured bacterium plasmid pKS77, complete
sequence 99%
IncP-1 plasmid pKJK5 complete sequence 99%
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Ralstonia pickettii plasmid p712, complete sequence 96%

Pseudomonas putida strain KT2442 plasmid pMLUA3

3-51-1 215 TrfA (trfA) gene, partial cds 96%
Uncultured bacterium plasmid pKS77, complete
sequence 96%
IncP-1 plasmid pKJK5 complete sequence 96%
Ralstonia pickettii plasmid p712, complete sequence 91%

Na Obr. 17 je fotografie agar6zového gelu z eld&tézry produki PCR pro genrfA (IncP-

1 plazmidy).

Obr. 17: Detekce IncP-1 plazndid
1; 13: size-marker

2 —7:vzorky

8 — 11: pozitivni kontroly

12: negativni kontrola

Na Obr. 18 je fotografie agar6zového gelu z eld&téry produki PCR pro gertraN
(LowGC plazmidy).

Obr. 18: Detekce LowGC plazmiid
1; 11: size-marker
2 —7:vzorky
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8; 9: pozitvni kontroly

10: negativni kontrola

58



5 Diskuze

Metodou exogenni izolace plaznmigkonjuga&ni experimenty) jsme ziskali bakterialni
tetr E. coli K-12 CV601 gfp transkojuganty @m se nam poddo prokazat horizontalni
genovy enos get rezistence k tetracyklinu mezi bakteriemi z krausk exkremerit a
laboratornim bakterialnim recipientdascherichia colK-12 CV601 gfp.

Konjugaini pokusy byly Usgsné jen i pouziti ¢erstvych kravskych exkremenjako
zdroje darcovskych bakterii a pouze pokud jsmeamkenty preinkubovali v médiu s malym
mnozstvim CTC. Co se &g preinkubace exkrements darcovskymi bakteriemi v médiu
s malym mnozstvim CTC (pg/mL), byl tento krok zahrnut do pokusu z&lem zvySeni
frekvence bakteridlni konjugace (Whittet al. 2002). Je zndmo, Ze riagkonjugativni
transpozony zrodiny CTnDOT/ERL fip preinkubaci v médiu obsahujicim nizkou
koncentraci tetracyklinu (luig/mL) zvySi frekvenci svéhoienosu a mobilizaci ostatnich
HGT elemeni 100 — 10 000 x (Shoemaketral.2001; Whittleet al. 2002).

Je mozné iedpokladat, Ze ip pouziti vzorkKi pad inkubovanych s kravskymi
exkrementy byly pokusy neu&ne z dvodu Spatné adaptace fekalnich bakterii
z exkrementu fidaného do fdy na midni prostedi; bylo prokadzano, zeuagni bakterialni
spolg&enstva se odith fekalnich vyrazalisi (Hammesfahet al 2008). Pedpokladame ale,
Ze rekteré mdni bakterie mohly konjugaci ziskat plazmidy neloojlugativni transpozony
od fekalnich bakterii. Na&p gen tet(W) byl detekovan vipdnich vzorcich i na konci
inkubatniho pokusu (Kyselkovat al, nepublikovano), t.j. pareéch ngsicich inkubace, kdy
uz negedpokladameig?ziti fekalnich bakterii vime.

Také aktualni fyziologicky stav darcovskych baktemize hrat vyznamou roli
v procesu konjugace; problematickdaiza byt dlouhodoba inkubacdigy s exkrementy —
fekalni (darcovské) bakterie se dostanou do (@onevhodného prokdi, kde se navic
musi kompetitivll délit o Ziviny s pidnimi bakteriemi, které jsou pro toto presti lépe
uzpisobeny a proto maji vyhodu. Otazkou tedgtava, po jak dlouhou dobu jsou fekalni
bakterie schopnéigzivat v idnim prostedi — navic ve stavu, kdy jsou je&chopné
konjugace.

Gotz a Smalla (1997) ukazali, Zze hospséié odpady (hij) a BHR plazmidy v nich
obsaZzené mohou zvysit horizontalni genovy trangéeii rezistence dotanich bakterii az
po dobu 79 din
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DalSimi problémy riZze byt mald abundance bakterii nesoucich plazmiplydy (ve
srovnani s fekalnimi bakteriemi) a tedy menSi p¢pedobnost zachytu, nebo
nekompatibilita gdnich bakterii nesoucich plazmidy s nasSim bakt@n@lrecipientemk.
coli K-12 CVv601 gfp. Vykr recipientnich laboratornich kmeérdo nasSich konjugmich
pokugi byl limitovan dostupnosti ¢chto kmeri; zlaboratée prof. K. Smally
v Braunschweigu (kde jsme se metodu exogenni ieofdazmidr wili) jsme do naSi
laboratde privezli tii rifampicin a kanamycin rezistentni kmeny recigierPseudomonas
putida KT2442-GFP Escherichia coliK-12 CV601 gfp acinetobacter baylyBD413-GFP.
V KP 0 se kmerP. putidaKT2442-GFP neos\cil, v dalSich pokusech jsme ho tedy jiz
nepouzili. Smalla pouZzila kmep. putidaUWC1 jako recipienta pro zachyt IncQ plazinid
nesoucich multirezistence z fekalnich bakterii @iiakejdy (Smallaet al. 2000). Ve vSech
P. putidaUWC1 transkonjugantech byla dot blot hybridizacivprena pitomnost IncQ
plazmidi. ProtoZe tyto plazmidy nesly mimo jiné i rezistiena tetracyklin, bylo by vhodné
tento kmen v dalSich konjugrich pokusech znovu vyzkouSet (zejména pro zadhytrpdi
z ¢erstvych exkremenj. Urcitou nevyhodou u bakterii rod@seudomonaby pro nas mohl
byt fakt, Ze jsou firozere rezistentni na antibiotikum chloramfenikol (Alonstoal. 1999).

V KP | a KP Il jsme pouZili jako recipientni kmeiy coli K-12 CV601 gfp iA. baylyi
BD413-GFP; bohuZzel desigéchto prvnich dvou pokusse ukazal jako nevhodny (neziskali
jsme zadné bakterialni transkonjuganty) a v dalfickusech jsme z kapacitniclivebdi
pouzili uz jen recipientni kmek. coli K-12 CV601 gfp. Heueet al. ve své studii z roku
2009 zkoumali plazmidy, které potenci&lmohou zvysit §&ni a mezidruhovy ipnos
antibiotickych rezistenci mezi fekalnimi aignimi bakteriemi. Jako ipdpokladaného
piirozeného hostitele LowGC plazniids zenedélskych odpadech auplé urcili bakterie
rodu Acinetobacter ProtoZze se nam pada z naSich vzork izolovat LowGC plazmidy,
bylo by v budoucich konjugaich pokusech vhodné pouZzit pro zachyt LowGC pldirAi
baylyiBD413-GFP jako recipientniho kmene.

Z peti transkonjugant z KP Ill, jednoho transkonjuganta zKP Va Sesti
transkonjugarit z KP VI se nam poddo vyizolovat plazmidy o velikosti vice jak 10 ki
z rekterych vzork plazmidové DNA se nam poftil@ amplifikovat geny tetracyklinove
rezistence — plazmidy izolované z bakterialnicimgkanjugant se tedy uplatnily i HGT
gemi rezistence kTC. Pro podrofsi charakterizaci (nd&p restrikinim Sgpenim)
detekovanych plazmid jsme bohuZel ne#i dostatek plazmidové DNA — & jsme
opakovas problémy s jeji izolaci afpuspesSné izolaci jsme dostavali malé ¥¥ky. Z nizké

koncentrace plazmidové DNA ve vzorcich po izolarhg tedy usoudili, Ze by se mohlo
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jednat o nizkokopiové plazmidyroblematické pro nas bylo i daeni velikosti ziskanych
plazmidi, které jsme provedli jen orierda@ pomoci gelové elektroforézy. Pro tentaeliby
bylo vhodné pouZzit pulzni gelovou elektroforézuhiBartz et Cantor 1984), naSe laborato
na ni ale bohuzel neni vybavena.

Na rekterych zplazmid jsme detekovali genové markery pro plazmidy
z inkompatibilnich skupin IncP-1 (podskupina IncB-A LowGC. Tyto skupiny BHR
plazmidi jsou svym vyskytem charakteristické pro predt se zvySenou frekvenci HGT
(tzv. ,hot spots”); (Heueet al.2009).

Pfi pokusech o amplifikadietr gemi z plazmidové DNA izolované z transkonjugant
z KP 1l jsme detekovali gentet(M), tet(O) atet(W). Pro amplifikaci get byly pouzity
raizné pary primer. PCR reakce pro getet(M) probéhla asgsSné s primery navrzenymi
podle studie Aminowet al. (2001); (nukleotidy 57 — 227), zadné produkty jsmeelostali fi
pouziti primefi od autoi Ng et al. (2001); (n. 105 — 510). Naopak primery od Bigal.
(2001); (n. 12 — 526) byly pouzityripuspsné amplifikaci genuet(O), a primery podle
studie Aminovet al. (2001); (n. 58 — 228) byly pro tento gen nevhodaéntet(\W) nebyl
amplifikovan g pouziti primefi od autoé Call et al. (2003); (n. 899 — 1447), U&ae
reakce probhla s primery od Aminowet al. (2001); (n. 61 — 228). VSechny determinanty
tetracyklinové rezistence, které jsme se snazikldevat v naSich vzorcich, gatdo skupiny
RPP. O genech kdédujicich tyto bilkoviny je zname¢asto vykazuji mozaikovou strukturu
(Pattersoret al. 2007; van Hoelet al. 2008).

Mozaikovy gen vSak fiZe byt derivatem i dvouiznychtetr geni. Stantonet al.
(2004) ve své studii detekovali mozaikotetr geny v kulturdchMegasphaera elsdenii
izolovanych z praséch vykali. Tyto geny byly iznymi kombinacemi gantet(O) atet(W).

V piipact naSich vzort je mozné pedpokladat, Ze obsahuji mozaikové geny sloZzeteérz
geni, které jsme ve vzorcich detekovali. Z analy#gkpyvi oblasti ohrardenych primery se
da v naSemifipact usuzovat na mozaikové geny tylet(O/W/O) atet(O/M/O).

Nami detekované gerntgt(M), tet(O) atet(W) byvaji horizontala pienaseny na BHR
plazmidech a konjugativnich transpozonech. @#M) je ¢asto sodasti transpozanTn916
a Tnl545 Agersget al. (2002) detekovali tento gen v rezistentnich izshtroduBacillus
izolovanychz praseich exkremernit a ze zerddélské pidy, ktera byla dmito exkrementy
hnojena. VSechny izolaty pozitvni na ge(M) zaroveir obsahovaly transpozén Jh6 a
byly schopné tento mobilni elementiepést do laboratornich recipientnich krinen
Enterococcus faecaligH2-2, Enterococcus faeciunBM4105, Bacillus subtilis AW59 a

Staphylococcus aureu®/94RF. V bakterialni transkojugantech nebyla &jidtgitomnost
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plazmidi, proto se da iedpokladat, Ze getet(M) do nich byl genesen na transpoz6nu
Tnol6

Ze ¢tyi determinant tetracyklinoveé rezistendet(M), tet(O), tet(Q), tet(W)], jejichz
piitomnost jsme asfovali ve vzorcich plazmidové DNA z naSich transkgjof, jsme
nedetekovali pouze gdat(Q). VSechny zmi¢né determinanty byly detekovany ve vzorcich
pudy z inkub&niho pokusu, ktery jsme provedli vd&011, a je o nich znamo, Ze sEZitE
vyskytujici v zenddélskych pidach a obeanv prostedi ovlivniiném lidskowinnosti (Chee-
Sanfordet al. 2001; Schmittet al. 2006). Charakteristickymifpozenymi nositeli genu
tet@Q) jsou pedevsSim _anaerobnibakterie z kmein Firmicutes Actinobacteria a
Bacteroidetes z nichZ Bacteroidetesmohou pedstavovat az 40 % bakterii exkrementu
(Dursoet al.2010).

ProtoZze mating dvou konjugaich pokusf, ze kterych jsem ziskali drtivoutéinu
transkonjugarit, probihal za aerobnich podminek, bylo neptépedobné, Ze by se gen
tet(Q) prenesl do naSich transkonjugariz KP V, jehoZz mating probihal za anaerobnich
podminek, jsme ziskali pouze jednu kolonii trangkganti, ale ani u & jsme gentet(Q)
nedetekovali).

Pfi testovani naSich transkonjugannta citlivost ke iinacti vybranym druim
antibiotik (CM, TIG, TE, AMX, PB, C, TMP, DO, S, GMEM, CIP, SSS) jsme zjistili, ze
kultury transkonjugarit ze vSech fech uspsSnych pokus ziskaly krond rezistence na
tetracyklin dale jest rezistenci na doxycyklin, streptomycin a sulfondyni Kultury
transkonjugarit z KP V a VI byly dale rezistentni i na amoxicilia trimetoprim.
Transkonjuganti z KP VI vykazovali navic oproti tuam z KP Il a V rezistenci na dalSi
dvé antibiotika — chloramfenikol a ciprofloxacin.

Je znamo, Ze k ziskani nové antibiotické rezistandeakterie mze dojit temi
moznymi zmisoby — mutaci &terého genu na bakteridlnim chromozomu (Martieéz
Baquero 2000), rekombinaci cizorodé DNA z pifedt do chromozdému (Davies 1997) nebo
HGT genu rezistence (neseného na plazmidu nebspwannu) z progtdi do bakterie
(Davies 1994). \tasovém horizontu, ve kterém byly progag naSe konjugmi pokusy,
piipada v avahu prakticky jen HGT novych rezisteich gefi do nami pouzitého
recipientniho kmend. coli K-12 CV601 gfp. V sotasnosti jsou znamy rezistan geny
nesené na plazmidech prétdinu Bzné pouzivanych antibiotik &asto se stava, Ze jeden
jediny plazmid niZze genaSet geny rezistence né& @z Sestiznych antibiotik zarove
(Sherleyet al. 2004). Do nasiclk. coliK-12 CV601 gfp se spolu s rezistenci na T€ngslo
jeS€ sedm dalSich antibiotickych rezistenci (rezistenaeAMX, C, TMP, DO, S, SSS a
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CIP). Smallaet al (2000) pouzili pro zachyt BHR plazniidz fekalnich bakterii prage
kejdy jako laboratorniho recipienta kmén coli CV601. V této studii se do bakterialnich
transkonjugarit prenesla determinanta rezistence nejenom na TC, ale C, S, SSS,
kanamycin a ampicilin.

V kontextu k hromaghi multirezistenci v environmentalnich bakteriisloy, krong
odpadi ze zenddéIské Ziva@isné vyroby, vyznamnym zdrojem rezistafch geri i odpadni
vody. Szczepanowsket al. (2004) ve své praci izolovali z aktivnich #&ak cisticky
odpadnich vod desetiaznych BHR plazmid. Podrobg charakterizovali ,IncQ-like”
plazmid pod ozngenim pRSB101. Tento mobilizovatelny plazmid nesllgs rezistenci na
TC i dalSi antibiotické rezistence — na erytromyaiaxytromycin, SSS, cefalosporiny,
spektinomycin, S, TMP, kyselinu nalidixovou a nakoiu koncenraci norfloxacinu.

Tato zjiS€ni indikuji, Ze rezistence na TGegmasena BHR plazmidy je doprovazena

dalSimi rezistencemi, zejména na SSS a S.
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6 Zavér

> bakteridlnitetr E. coli K-12 CV601 gfp transkojuganty jsme ziskali pouze v
konjuganich pokusech (exogenni izolace plazipjdve kterych jsme pouZili
jako zdroje darcovskych bakteriderstvé exkrementy od krav ¢Enych
metricyklinem (chlortetracyklin)

> kravské exkrementy pouzité v konjégéch pokusech jako zdroj darcovskych
bakterii bylo teba ped matingem preinkubovat v médiu s malym mnoZstvim
chlortetracyklinu (Jug/mL)

» z dvanacti bakteridlnictetr E. coli K-12 CV601 gfp transkonjugaintse nam
poddilo vyizolovat plazmidy (o velikosti > 10 kb)

» na tech plazmidech izolovanych z bakterialntelzr E. coli K-12 CV601 gfp
transkonjugarit jsme detekovali rezisténi genytet(M), tet(O) atet(\W)

» na zadném z testovanych plazinjdme nedetekovali gaet(Q)

» PCR reakce pro amplifikactetr gemi z plazmidové DNA s&kterymi
ovérenymi pary primer fungovaly, s jinymi ne; evodem niize byt vyskyt
mozaikovychtet-r geni

» na c¢tyfech testovanych plazmidech jsme detekovali genowgkeny pro
plazmidy inkompatibilnich skupin IncP-1 a LowGC

» pritomnost plazmitl podskupiny IncP-dbyla potvrzena sekvenovanim
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8 Prilohy

Tab. V: Finalni sloZzeni PCR reakich sngsi - vysledné koncentrace vei@Beakci.

tet(M) tet(0) tet(Q) tet(W) 16S rRNA trfA traN
Pufr 10x* 10x? 10x? 10x* 10x? 10% 10%
MgCl, - - . - - 1,5mM 1,5mM
dNTPs 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM
Forwad primer 500nM 500nM 500nM 500nM 500nM 500nM 500nM
Reverse primer 500nM 500nM 500nM 500nM 500nM 500nM 500nM
DMSO - - - - - 1,5mM 1,5mM
BSA - - - - - 0,12mg/ml 0,12mg/ml
DreamTag'™ - - - - - 0,05U/ul 0,05U/ul
polymeraza
Templatova DNA 20 - 50ng/pl 20ng/ul 20ng/ul 20ng/pl 20 - 50ng/ul 20 - 50ng/ul 20 - 50ng/y
Q-solution 5x° 5x° 5% 5% 5% - -
Quiagen Taq 0,05U/ul 0,05U/ul 0,05U/pl 0,05U/ul 0,05U/pl - -
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& Pufr bez pidavku MgC}, ktery obsahuje 500mM KCIl, 100mM Tris-Cl (pH 9&p,1% Triton X-100 v optimalizovaném

poneru (Fermentas)

® pufr dodavany s QuiagenTaq (Quiagen; obsahujdgi ionty, presné sloZeni nezk&néno)

¢ Pufr B33, ktery obsahuje 750 mM Tris-HCI (pH 8,8300mM (NH,),SO, a 0,1% (v/v) Tween 20 (Fermentas)

Tab. VI: Primery a PCR podminky pouzivané pro afilalci gen.

Gen Primery Sekvence prines'-3' Cykly PCR reakce Délka vyslednéhg Pozitivni kontrola (Citace)
produktu [bp]
(Citace)
tet(M) tet(M) (F) ACAGAAAGCTTATTATATAAC I 4min/94°C 171 Plazmid pAT101, nesouci gé¢gt(M) z transpozonu
I. 20s/94°C Tn1545 roduStreptococcus (Martin et al. 1986)
tet(M) (R) TGGCGTGTCTATGATGTTCAC M. 30s/52,3°C
V. 1min/72°C (zpt na krok 1.,
B opakovat 34x)
(Aminov et al. 2001) v Zmin/68°C
tet(M) (F) GTGGACAAAGGTACAACGAG . 4min/94°C 406
1. 1min/94°C
tet(M) (R) CGGTAAAGTTCGTCACACAC 1. 1min/55°C
V. 90s/72°C (zpt na krok I1.,
(Ng et al. 2001 opakovat 35x)
V. 3min/72°C
tet(O) tet(O) (F) AACTTAGGCATTCTGGCTCAC I 5min/95°C 515 Plazmid pGEM nesouci get(O) (Aminovet al.
I. 30s/94°C 2001)
tet(0) (R) TCCCACTGTTCCATATCGTCA 1. 30s/58°C
V. 30s/72°C (zpt na krok II.,
opakovat 34x)
(Ngetal. 2001) vi 5min/74°C
tet(O) (F) ACGGARAGTTTATTGTATACC L 5Min/95°C
1. 30s/94°C
tet(0) (R) TGGCGTATCTATAATGTTGAC 1. 30s/52°C
V. 30s/72°C (zpt na krok II.,
(Aminov et al. 2001) opakovat 34x)
V. 5min/72°C
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tet(Q) tet(Q) (F) AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG I 4min/94°C 169 Plazmid pBT-1 nesouci gei(Q) (Aminovet al. 2001)
1. 30s/94°C
tet(Q) (R) CGGAGTGTCAATGATATTGCA 1. 30s/64°C
V. 30s/72°C (zpt na krok II.,
. opakovat 34x)
(Aminov et al. 2001) v 5min/72°C
tet(W) tet(W) (F) GAGAGCCTGCTATATGCCAGC l. 4min/94°C 168 Plazmid pGEM nesouci geet(W) (Aminov et al.
1. 20s/94°C 2001)
tet(W) (R) GGGCGTATCCACAATGTTAAC M. 20s/64°C
\A 20s/72°C (zpt na krok I1.,
B opakovat 34x)
(Aminov et al. 2001) vi 5min/72°C
tet(W) (F) GGGAAATTGTTCGGACAGAC L 2Min/95°C 549
1. 30s/96°C
tet(W) (R) AACGGATACCATCCCTGACA 1. 30s/60°C
V. 50s/72°C (zpt na krok 1.,
(Call et al. 2003) opakovat 30x)
V. 10min/72°C
16S rRNA pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG . 5min/95°C 1500 Streptomyces rimosus subsp. rimosus DSMZ 40260
1. 1min/94°C (ATTC 10970)
pH AAGGAGGTGATCCAGCCGCA M. 30s/61°C
V. 1min 30s/72°C (z§ na krok I1.,
opakovat 34x)
(Edwardset al. 1989) v 5min/72°C
trfA trfA 733 (F) TTCACSTTCTACGAGMTKTGCCAGGAC . 5min/94°C 281 Plazmidy pQKH54 (IncPy), pKJIK5 (IncP1r1),
1. 30s/94°C pEST4011 (IncP3)
trfA 1013 (R) GWCAGCTTGCGGTACTTCTCCCA M. 20s/60°C
V. 20s/72°C (zpt na krok 1.,
) opakovat 30x)
trfA-e (F) TTCACGTTCTACGAGCTTTGCCAGGAC V. 3min/72°C
trfA-e (R) GTCAGCTTGCGGTACTTCTCCCA
trfA-d (F) TTCACGTTCTACGAGCTTTGCACAGAC
trfA-d (R) GACAGCTCGCGGTACTTTTCCCA
trfA-z (F) TTCACTTTCTACGAAATCTGCAAAGAC
trfA-z (R) GATAGCTTCCGATACTTTTCCCA
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(Bahlet al. 2009)

traN

traN (F)

traN (R)

GCTTGGCGGTCAGCAATT
TTAGGAATAACAATCGCTACACCTTTAC

(Binh et al. 2008)

5min/94°C

30s/94°C

20s/60°C

20s/72°C (zpt na krok 1.,
opakovat 30x)
3min/72°C

48

Plazmid pHHV216
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