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ABSTRAKT

Tetracykliny inhibuji elongaéni fazi syntézy proteind vazbou na 30S podjednotku ribozomu
u velkého mnoZstvi grampozitivnich i gramnegativnich bakteridlnich druhii. Rezistence
vidi tetracyklinu je jednou z nejrozsifenéjsi v Zivotnim prostfedi a od 50. let 20. stoleti ma
stoupajici tendence. Zakladnimi mechanismy rezistence jsou efluxni systém, ochrana
ribozomti cytoplazmatickym proteinem a enzymaticka inaktivace tetracyklinu. Rezistentni fet
geny jsou nalézany v ruznych druzich bakterii izolovanych z ¢lovéka, zvifat i Zivotniho
prostiedi. VétSina téchto geni je asociovana s dal§imi mobilnimi elementy. Mezi nejvice
roz$ifené rezistentni geny patfi tet(M) a tet(B). Tato prace shrnuje dosud znamé mechanismy

rezistence a roz$ifeni rezistentnich geni v Zivotnim prostiedi.
KLiCOVA SLOVA

Tetracyklin, rezistence, efluxni geny, RPP, tef geny, enzymaticka inaktivace, antibiotikum,
bakterie

ABSTRACT

Tetracyclines are able to inactivate the elongation phase of the protein synthesis in the wide
range of gram-positive and gram-negative bacterial species by binding to the 30S subunit of
ribosome. The resistance to tetracycline is one of the most widespread resistances to
antibiotics over the environment and from the middle of the 20™ century is still increasing.
The basic mechanism of tetracycline resistance is the tetracycline efflux, ribosome protection
and tetracycline modification. The fef genes can be found in various bacteria isolated from
humans, animals, and also from the environment. Moreover, most of the fet genes are
associated with other mobile genetic elements. The most extended genes are fef(M) and tet(B)
genes. This bachelor thesis summarises the known resistance mechanisms and describes the

extension of resistant genes incident in the environment.
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1. SEZNAM ZKRATEK

708, 30S Sedimentaéni konstanty ribozomu
CtnDOT Konjugativni transpozon Bacteroides
DNA Deoxyribonukleova kyselina

EF-G Transla¢ni elongac¢ni faktor G

EF-Tu Transla¢ni elongacéni faktor (elongation factor thermo unstable)
erm(F) Gen pro rRNA metylazu

E. coli Escherichia coli

FAD Flavin adenin dinukleotid

FADH, Redukovana forma FAD

GDP Guanosintrifosfat

GTP Guanosindifosfat

In-1 Integron tfidy I

IS Inzer¢ni element

MFP Mebrane fusion protein

MFS Major facilitator superfamily

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
OmpC, OmpF Porinovy protein (outer membrane protein C, F)
OMF Outer membrane protein

ORF Otevieny ¢teci ramec (open reading frame)
otr Gen oxytetracyklinové rezistence

pH Vodikovy exponent (potential of hydrogen)
RBS Ribozomalni vazebné misto

RNA Ribonukleova kyselina

RND Resistance-nodulation-division family
RPP Ribozomalni protek¢ni protein

rRNA Ribozomalni RNA

SD Shine-Dalgarno sekvence

S. rimosus Streptomyces rimosus

tet Gen tetracyklinové rezistence

TH, Protonovana forma tetracyklinu

THMg Komplex tetracyklin a magnesium

Tn916 Konjugativni transpozon Tn916

tRNA Transferova RNA

AG Zména Gibbsovy volné energie
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2. UVOD

Problémy spojené s pfitomnosti bakterii rezistentnich k antibiotikim dosdhly v nedavnych
letech epidemickych proporci a jejich rozSiteni v prostfedi je zavislé na pfitomnosti a
transferu rezistentnich genti mezi mikroorganismy, mutacich a selekénim tlaku. Pravé
selekEni tlak je nutny k udrZeni rezistentnich genti v populaci (Bryan et al., 2004). Vysoky
podil rezistentnich organismi v Zivotnim prostfedi ma také pfimou souvislost s intenzivnim
uzitim antibiotik v lékafské a veterinarni praxi béhem poslednich Sedesati let.

Béhem 50. a 60. let 20. stoleti byl tetracyklin jednim z nejvice pouZivanych antibiotik.
Vzhledem k jeho pfiznivym antimikrobidlnim G¢inkim a absenci zavaZznych vedlejSich
uéinki se zacal intenzivné pouzivat pfi 1€¢b€ lidskych i zvifecich infekci (Bauer ef al., 2004) a
na subterapeutické urovni se zacal pridavat do zvifecich pokrmi jako ristovy faktor. P¥iznivy
ucinek na rist zvifat byl poprvé pozorovan pii pfidani chlortetracyklinu (Stockstad et al.,
1949). Nasledné se zacal intenzivné pifidavat oxytetracyklin a chlortetracyklin do pokrmu
prasat a skotu. Zvlast¢ pfi tomto subterapeutickém pouZiti dochazi v gastrointestinalnim
traktu zvirat k selekci rezistentnich druhti bakterii.

Rezistence byla poprvé detekovana v 50. letech a stala se jesté vice ztejmou v 70. letech 20.
stoleti. Do dne$ni doby byly determinanty rezistentni vii¢i tetracyklinu identifikovany u vice
neZ 39 gramnegativnich a 22 grampozitivnich druhd bakterii a uZivani tetracyklint i dalSich
antibiotik jako ristovych faktorii se stava stale vice kontroverzni, nebot’ miZe pfispét ke
vzniku rezistence u lidskych patogenti (Sawant et al., 2007).

Tato prace mapuje znamé mechanismy rezistence k tetracyklinu u gramnegativnich a
grampozitivnich bakterii na molekularni Grovni. Dal$im tématem je rozsifeni tetracyklinové

rezistence v prostfedi a mobilita gend.



3. TETRACYKLINY

Tetracykliny byli objeveny ve 40. letech 20. stoleti. Tyto Siroko-spektré agens vykazuji
aktivitu proti Sirokému mnoZstvi grampozitivnich i gramnegativnich bakterii, atypickym
organismim, mykoplasmam, rickettsiim a protozoalnim parazitim. Intenzivné jsou pouZivany
od 50. let 20. stoleti a mnoho bakteridlnich patogenti ziskalo k tetracyklinu rezistenci (Connel
et al., 2003).

Tato rodina antibiotik inhibuje proteosyntézu mikroorganismi tim, Z¢ vazbou na 30S
podjednotku ribozomu (Manavathu er al, 1990) zastavuje elonga¢ni fazi translace.
Konkrétné€, zabrafuje pfipojeni aminoacyl-tRNA (aa-tRNA) k ribosomalnimu akceptoru - A
mistu. Na 30S podjednotce ribozomu bylo nalezeno 6 vazebnych mist pro tetracyklin bez
vyraznych strukturnich podobnosti (Piolleti et al., 2001). Je moZné, Ze ribozomalni proteiny,
hlavné S7 protein, a n¢které baze 16 rRNA tvoii ¢ast vazebného mista tetracyklinu (Connell
etal, 2003).

Prvnimi popsanymi ¢leny tetracyklinové rodiny byly chlortetracyklin a oxytetracyklin, které
jsou produkovany Streptomyces auerofaciens respektive S. rimosus. Dalsi tetracykliny byly
identifikovany pozdéji, bud’ jako pfirozen¢ se vyskytujici molekuly (tetracyklin
z S.auerofaciens, S. rimosus a S.viridofaciens, demetylchlortetracyklin z S.auerofaciens) nebo
jako produkty semisyntetickych metod (napf. methacyklin, doxycyklin a minocyklin)
(Chopra, 1994). Nedavno objevenymi tetracykliny je semisynteticka skupina glycylcykling,
které jsou nazyvany tetracykliny 3. generace (Tally ef al, 1995). Tato prace se primarné
zabyva rezistenci k tetracyklinu.

Molekula tetracyklinu zahrnuje linearni tetracyklické jadro, ke kterému jsou pfipojeny
funk¢ni skupiny (obr. 1).

Obr. 1: Obecna struktura tetracyklini (vlevo) a molekula tetracyklinu (vpravo). Prevzato
Chopra&Roberts, 2001.
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tetracyklu na pozici 4a, 12a, 4 a konzervace keto-enol systému (pozice 11, 12 a 12a)
v blizkosti fenolického D kruhu. Tetracykliny jsou silna cheladni agens a ob¢ jejich vlastnosti,
antimikrobidlni a farmakokinetické, jsou ovlivnéné chelaci kovovych iontd. Chelaéni misto
zahruje B-diketonovy systém (pozice 11, 12), enolovou (pozice 1, 3) a karboxamidovou
(pozice 2) skupinu na A kruhu (Blackwood, 1985; in Chopra&Roberts, 2001).

Vzhledem k absenci antieukaryotické aktivity maji tetracykliny selektivni antimikrobialni
vlastnosti. Na molekularni Grovni je to zptisobeno relativné slabou inhibici proteosyntézy diky
ptitomnosti 80S podjednotky eukaryotického ribozomu a nizkou akumulaci v sav&ich
burikach. Na druhé stran€, vzhledem k pfitomnosti 70S podjednotky, na kterou se tetracyklin
muZe navazat, inhibuje mitochondrialni proteosyntézu. Antimikrobialni aktivita je tedy
v buiice (Pradines et al., 2001).

Nékteré analogy tetracyklinu (napf. chelokardin, anhydrotetracykliny), nazyvané atypické
tetracykliny, maji schopnost pfimo rozrusit bakteriadlni cytoplazmatickou membranu. Tato
vlastnost souvisi s relativni planaritou B, C a D kruhu, takZe pfevlada lipofilni, neionizovana
molekula (Oliva et al., 1992). Na rozdil od typickych tetracyklini jsou atypické tetracykliny
baktericidni agens, ale vzhledem k vysokému mnoZstvi vedlejSich G¢inkd nejsou tyto
molekuly terapeutickymi kandidaty. Jejich vedlej$i G¢inky pravdépodobn€ souvisi se
schopnosti nespecificky interagovat s eukaryotickou i prokaryotickou bunéénou membranou
(Chopra, 1994).

3.1 PRUCHOD MEMBRANOU

Aby mohli tetracykliny interagovat s cilovymi molekulami, potfebuji pfekonat jeden nebo
vice membranovych systémi, jejichz poet zavisi na tom, zda je citlivy organismus
grampozitivni nebo gramnegativni. Tetracykliny se mohou nachazet v protonované formé
(TH,), ktera miiZze difundovat fosfolipidovou dvojvrstvou, nebo ve formé¢ komplexu
tetracyklin-magnezium (THMg). Mezi cytoplazmou a vnéj$im prostfedim dochazi v
pfitomnosti iontli magnezia (Mg2+) k ustanoveni rovnovahy mezi protonovanou formou TH; a
komplexem THMg. Tato rovnovaha je zavisla na pH a koncentraci Mg2+. Vyssi pH a vySsi
koncentrace magnezia maji za nasledek vyss$i koncentraci komplexu THMg (Yamaguchi et
al, 1991).



U gramnegativnich bakterii prochazi kladné nabity komplex THMg vné&j$i membranou
skrze porinové kanaly OmpF a OmpC (obr. 2A). Tomuto prichodu napomaha Donnantiv
potencial, ktery usnadiluje prichod kationti vné€j$i bakterialni membranou. V periplazmé
dochazi k akumulaci tetracyklinu a diky niZ§imu pH i k disociaci. Uvolnény nenabity
tetracyklin v periplazmé je slabé lipofilni molekula, ktera je schopna difuse skrze lipidovou
dvojvrstvu vnitini cytoplazmatické membrany bakterii a neni zavisla na proteinovych
kanalech (obr. 2C). Pfi difusi tetracyklinu napii¢ vnitini cytoplazmatickou membranou je
vyZadovana energie a cely pfenos je pohanény ApH komponentou protonmotivni sily
(Thanassi et al., 1995). Po vstupu do cytoplazmy je tetracyklin pravdépodobné znovu
chelatovan. Chelataci dokladaji hodnoty intracelularniho pH a koncentrace divalentnich
metalovych iontt, které jsou vyssi, neZli hodnoty v periplazmé (Schnappinger&Hillen, 1996).

B) Al
gt +

tc == [M-tc]

b

* u? mt
N +

tc <7—\-—’ [M-tc]

g

C) cytoplasmic membrane

M* gt

< orer

Obr 2. Vstup tetracyklinu do buriky.

Ve vnéj$i membrané se nachazeji poriny (A), kterymi vstupuje komplex tetracyklin-magnezium (M-
tc)'do bakterialni periplazmy. Tetracyklin (tc) miZe vnéj$i membranou i penetrovat ve své elektricky
neutralni form& (B). Vnitini cytoplazmatickou membranou je tetracyklin schopen difundovat bez
zavislosti na proteinovych kanalech (C) a po vstupu do cytoplazmy je tetracyklin znovu chelatovan.
Prevzato z Schnappinger&Hillen, 1996.

Cytoplazmatickou membranou je schopna penetrovat i elektricky neutrdlni forma
tetracyklinu (obr. 2B) (Schnapinger&Hillen, 1996).

Je pravdépodobné, Ze aktivni formy, které se vaZou na ribozom, jsou znovu THMg
komplexy. Vzhledem ktomu, Ze tato vazba je vratna, pusobi tetracykliny pouze

bakteriostaticky.
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4. REZISTENCE K TETRACYKLINU

[N %3 1

Rezistence k tetracyklinu je jednou z nejb&éZnéjsich bakterialnich antibiotikovych rezistenci
a prvni identifikovanou rezistentni bakterii byla v roce 1959 Shigella dysenteriae (Roberts,
1996).

Bakterialni rezistence k tetracyklinu je zprostfedkovana tfemi hlavnimi mechanismy (obr.
3): i) energie-dependentni efluxni systém (Schnappinger&Hillen, 1996) ii) ochrana ribozomu
velkym cytoplazmatickym proteinem (Manavathu et al, 1990) iii) pfima enzymaticka
inaktivace tetracyklinu (Aminov ef al,, 2001). VSechny tyto mechanismy rezistence byly

nalezeny u klinickych izolati.

Obr. 3: Rizné mechanismy tetracyklinové rezistence

A) U citlivych bunék dochazi k akumulaci tetracyklinu (T) a pfi dostate¢n€ vysoké koncentraci
dochazi k vazbé tetracyklinu k ribozomu a zastaveni translace.

B) Bakterie nesouci efluxni typ rezistence produkuji cytoplazmaticky membréanovy protein, ktery
pumpuje tetracyklin ven z buriky takovou rychlosti, jakou prochazi dovnitf buriky. To udrzuje
vnitfni koncentraci tetracyklinu tak nizkou, Ze nedochazi k zastaveni translace.

C) Bakterie nesouci ribozom protekéni typ rezistence produkuji cytoplazmaticky protein, ktery
interaguje sribozomem a dovoluje pokraovéani translace i pfi vysoké intracelularni
koncentraci tetracyklinu.

D) Bakterie nesou gen, jehoZ produkt modifikuje molekulu tetracyklinu na inaktivni formu, ktera
difunduje membranou ven z buiiky. Tato reakce vyZzaduje pfitomnost NADPH a kysliku.
Pfevzato Speer, 1992.
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4.1 NOMENKLATURA REZISTENTNICH DETERMINANTU

Vroce 1980 Mendez er al. jako prvni zkoumali genetickou heterogenitu determinantd
tetracyklinové rezistence zrezistentnich plazmidd (Tc")  Enterobacteriaceae a
Pseudomonadaceae. Zatim bylo charakterizovano 35 riznych geni tetracyklinové rezistence
(tet), 3 geny oxytetracyklinové rezistence (otr) a 1 tcr gen (Cauwerts et al., 2006). Mezi geny
tetracyklinové a oxytetracyklinové rezistence neni Zadny podstatny rozdil. Geny tet jsou
nalézany v tetracyklin produkujicich Streptomyces spp. a otr geny u Mycobacterium spp.
(Pang et al., 1994).

4.2 EFFLUXNI PROTEINY

Efluxni proteiny jsou nejlépe prostudované Tet proteiny a vyskytuji se u gramnegativnich i
grampozitivnich bakterii. Kodujici geny patfi do skupiny MFS (major facilitator superfamily)
gend, jejichz produkty zahrnuji pfes vice neZ 300 samostatnych proteinti (Paulsen et al.,
1996).

Rodina MF exportérii (obr. 4A) je téméi vZdy kodovana geny pfitomnymi na mobilnich
genetickych elementech (plazmidy, transpozony, integrony a IS elementy). Geny MF
exportéri jsou Casto nalézany spolu s dal$imi rezistentnimi geny, aCkoliv tyto geny jsou

v organismech produkujicich tetracyklin ¢asto koédovany chromozomalné (Poole, 2005).

A) B) C)

Vnéj$i membrana

Periplazmaticky prostor

Cytoplazmaticka membrana

TC

Obr. 4: Schematické zobrazeni zastupci efluxniho systému u gramnegativnich a grampozitivnich
bakterii, zobrazujici rizné typy pump zapojené v rezistenci k tetracyklinu. TC = tetracyklin;
MF = major facilitator family; RND = resistance-nodulation-division family; MFP = mebrane fusion
protein; OMF = outer membrane factor; A) Efluxni pumpa grampozitivnich bakterii lokalizovana
v cytoplazmatické membrané. B) Efluxni pumpa gramnegativnich bakterii lokalizovana
v cytoplazmatické membrané. C) Efluxni multikomponentni pumpa gramnegativnich bakterii, ktera
preklenuje bunéény plast. Pfevzato z Poole, 2005.
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Exkluzivné u gramnegativnich bakterii byly nalezeny multikomponentni efluxni proteiny,
tohoto typu spojena s tripartitni multidrogovou rezistentni pumpou AcrAB-TolC (de Cristébal
et al., 2006). Tyto multidrogové efluxni pumpy, a hlavné ty patiici k RND (resistance-
nodulation-division) rodin€, hraji hlavni roli v ustanoveni ,,vlastni nebo ziskané* rezistence
gramnegativnich bakterii k velkému mnoZstvi toxickych slouéenin zahrnujicich antibiotika
(Poole, 2004; Perez et al., 2007).

Dosud znamé efluxni geny vtabulce €. 1 koduji proteiny asociované s membranou
o velikosti pfiblizné¢ 46 kDa. Tyto proteiny exportuji tetracyklin z bakterialni buiiky a
zakladem mechanizmu je vyména protonu H' za komplex THMg proti koncentraénimu
gradientu. Export sniZuje intracelularni koncentraci tetracyklinu na velmi nizkou arovei, pfi

které nedochazi k zastaveni translace (Yamaguchi et al., 1999; Vila et al., 2007).

Tab. 1: Efluxni systém

Prevzato z Poole 2005
Efluxni systém Pumpa | Lokace genu | Organismus |
Tet(A), Tet(B), Tet(C), Tet(D) MF | Plazmid Gramnegativni bakterie
Tet(E), Tet(G), Tet(H), Tet(I), Tet(J)
Tet(Y), Tet(Z), Tet(30), Tet(39)
Tet(K), Tet(L) MF | Plazmid Grampozitivni bakterie
Tet38 MF |Chromozom |S. aureus
Tet(V) MF | Chromozom | M. tuberculosis, M. fortuitum
MdfA MF  |Chromozom |[E. coli
MexAB-OprM, dalsi tfikomponentni
pumpy RND rodiny

Proteiny byly rozdéleny do Sesti skupin na zdkladé¢ homologie sekvence aminokyselin
(tab. 2). Prvni skupina zahrnuje Tet(A), Tet(B), Tet(C), Tet(D), Tet(E), Tet(G), Tet(H), Tet(Z)
a pravdépodobné Tet(I), Tet(J), Tet(30) a Tet(39). Z této skupiny byl pouze Tet(Z) nalezen i u
grampozitivnich bakterii a byl prvnim popsanym grampozitivnim efluxnim proteinem, ktery
je regulovan represorovym proteinem (Tauch et al, 2000). Gen tet(I) nebyl zatim
sekvenovan, ale fenotypové studie naznacuji, Ze také koduje efluxni pumpu (Gilliane et al.,

2004).
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Tab. 2: Geny eflux-zprostifedkované rezistence

Geny

Eflux
tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), ter(1), tet(J), tet(Z), tet(30), tet(39)
te(K), tet(L)
otr(B), tcr3!
tetA(P)
tet(V)
te(Y)
tet(38)
tet(31)
te(33)
'genu 1cr3 nebylo udé&leno nové oznakeni (vychazi z oznageni plazmidu Tc")
Pfevzato z Chopra&Roberts 2001; Poole 2005

Zda se, Ze mnoho efluxnich proteini je usazeno v lipidové dvojvrstvé a hydrofilni smycky
vy¢nivaji do periplazmy a cytoplazmatického prostoru. Syntéza nékterych (ale ne vSech)
gramnegativnich efluxnich pump je pevné regulovana pfitomnosti tetracyklinu. Pfi absenci
tetracyklinu je exprese efluxnich proteinti regulovana represorovym proteinem Tet(R)
(Yamaguchi, 1999; Ramos, 2005). VSechny efluxni geny gramnegativnich bakterii maji dvé
funkéni domény, alfa a beta, které koresponduji s N- a C- terminalnimi ¢astmi proteint
(Rubin&Levy, 1991). Mutace v jakékoliv ¢asti proteinu eliminuji rezistenci, coZ naznacuje, Ze
rezidua roztrousena napfi¢ proteinem jsou diileZité pro jeho funkci (Chopra&Roberts, 2001).

Druha skupina zahrnuje proteiny Tet(K) a Tet(L), které jsou primdrn€ nalézany u
grampozitivnich bakterii. Tyto geny jsou nalézany hlavné na malych pfenosnych plazmidech,
které se mohou inkorporovat do chromosomu stafylokoki, B. subtilis nebo do velkych
stafylokokovych plazmidii (Schwarz et al., 1998).

Tteti skupina zahrnuje proteiny Otr(B) a Tcr3, oba nalezené v Streptomyces. (Pang et al.,
1994)

Ctvrta skupina zahrnuje protein TetA(P) z Clostridium (Bannam&Rood, 1999).

Pata skupina zahrnuje protein Tet(V) z Mycobacterium smegmatis (Chopra&Roberts, 2001).

Sesta skupina zahrnuje nepojmenované determinanty z Corynebacterium striatum a jeden
protein, ktery nejspiSe preferuje jako zdroj energiec ATP neZli protonovy gradient
(McMurry&Levy, 2000; in Chopra&Roberts, 2001). Novéji popsanymi geny jsou tet(Y)
identifikovany u E. coli, tet(31) nalezeny u Aeromonas a tet(Z) nalezeny u Corynebacterium

(Gilliane et al., 2004).
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Tetracyklinové efluxni proteiny vykazuji podobnosti aminokyselinovych sekvenci a
podobnosti na trovni struktury proteini s dal$imi efluxnimi a transportnimi proteiny (napf.
transport arabinosy pomoci proteinu AraB u E. coli) (Levy, 1992). Gramnegativni efluxni

geny maji béZnou genetickou organizaci a vykazuji vyvojovy vztah s regulaénimi proteiny.

4.3 RIBOZOMALNI PROTEKCNI PROTEINY

Tab. 3: Geny ribozomalnich protekénich proteint

Ochrana ribozomi

tet(M), te{O), te«(S), tet(W)
tel(Q), te(T)

otr(A), tetB(P), tet(32), tet(36)
Pievzato Chopra, Roberts 2001.

Ochrana ribozomii pomoci ribozomalnich protekénich proteini (RPP) je dilezitym
mechanismem pro tetracyklinovou rezistenci u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
(Connell et al., 2003). Ribozomalni protekéni proteiny jsou cytoplazmatické, ochrariuji
ribozomy pied pusobenim tetracyklinu a prokazuji $ir$i spektrum rezistence k tetracyklinu,
neZ je vidéno u bakterii nesouci efluxni proteiny (Chopra&Roberts, 2001).

Ribozomalni protekéni proteiny maji homologii k elongaénim faktorim EF-Tu a EF-G
(Taylor&Chau, 1996). Kobayashi et al. (2007) se ve své studii zabyvali evoluénim pivodem
RPP. Podle jejich vysledkii nejspiSe vznikly nezavisle na pfitomnosti tetracyklinu a mohou
slouzit i jiné funkci neZ rezistenci k antibiotikiim. RPP (tab. 3) mohou poskytovat ochranu i
proti dal$im chemickym substancim v prostredi.

Nejlépe prostudovanymi RPP jsou determinanty Tet(O) a Tet(M), které byly izolovany
hlavn¢ z Campylobacter jejuni a Streptococcus spp., ackoliv oba jsou Siroce distribuovany
(Connell et al., 2003). RPP vaZou a hydrolyzuji GTP ribozom-dependentnim zplsobem
(Burdett, 1996; Connel, 2003). V pfitomnosti Tet(M) nebo Tet(O) proteinu a GTP je
omezovana vazba tetracyklinu k ribozomu, ale k tomuto omezeni nedochéazi v pfitomnosti
GDP nebo GMP (Trieber et al., 1998). Vazbou RPP kribozomu dochazi ke zméné
ribozomalni konformace, ktera zabrani vazb¢ tetracyklinu, aniZ by doSlo ke zméné
nebo zastaveni translace. Energii pro zménu konformace mize poskytnout pravé molekula
GTP. Vzhledem k tomu, Ze RPP a elongac¢ni faktor EF-G maji pfekryvajici se vazebna mista,
musi RPP disociovat od ribozomu, aby se mohl navazat EF-G (Brodersen et al., 2000;
Connel, 2003).
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Spahn et al. (2001) popsali model mechanizmu tetracyklinové rezistence zprostiedkovany
Tet(O) proteinem (Obr. 5 reakce f-j). Pfi nepfitomnosti tetracyklinu 70S podjednotka
ribozomu postupuje pfes rizna stadia elonga¢niho cyklu (Obr. 5 reakce a-€).

Obr.5: Draha Tet(O) zprostfedkované rezistence

Pfirozeny elongaéni cyklus je znazornén reakcemi a az e. Pfi vazbe tetracyklinu (reakce f)
vstupuje ribozom do neproduktivniho cyklu, ktery je ilustrovan reakcemi i a j. V tomto cyklu
se snazi komplex aa-tRNA+EF-Tu+GTP vazat aktivovanou tRNA do A mista, které je
inhibovano pfitomnosti tetracyklinu. Protein Tet(O) je schopen ribozom odblokovat
z neproduktivniho cyklu uvolnénim tetracyklinu z jeho vazby na 30S podjednotce (reakce g).
Po uvolnéni tetracyklinu, protein Tet(O) hydrolyzuje navazané GTP a uvolni se z ribozomu
(reakce h). Tim se ribozom vrati k pfirozenému elonga¢nimu cyklu (pfevzato Spahn et al.
2001).

V pfitomnosti tetracyklinu dochazi k pferuseni elongace a ribozom je blokovan na
posttranslokaénim misté€, protoZe nasledujici A misto je inhibovano. Ackoliv tato blokace je
pravdépodobné v disledku ptimé prostorové sraZky mezi tetracyklinem a pfichazejici
aa-tRNA, je moZné, Ze vazba tetracyklinu k ribozomu (Obr. 5 reakce f) je doprovazena
strukturnim pfeskupenim. Kontakt mezi proteinem Tet(O) a ribozomem je zprostfedkovan
hlavné pomoci rRNA, s vyjimkou jednoho kontaktu mezi doménou III proteinu Tet(O) a
ribozomalniho proteinu S12. (Spahn et al., 2001). V roce 2002 Connel et al. prokazali dvé
mista interakce Tet(O) a 16S podjednotky — nukleotidy C1214 a A1408.
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Ackoliv byly studovany hlavné proteiny Tet(M) a Tet(O), je pfedpokladano, na zakladé
podobnosti aminokyselinovych sekvenci, Ze i dal$i proteiny z rodiny RPP (Tet(S), Tet(T),
Tet(Q), TetP(B), Tet(W) a Otr(A)) maji GTPazovou aktivitu a interaguji s tetracyklinem a
ribozomy podobnym zptisobem (Connel et al., 2003).

Gen tef(Q) je podobné jako gen tef(M) casto asociovan svelkym konjugativnim
transpozonem, ktery nese gen erm(F) kodujici metylazu rRNA a prokazujici erytromycinovou
rezistenci (Chung et al, 1999). Tento transpozon nazvany CTnDOT byl nalezen v mnoha
druzich Bacteroides (Wang et al, 2005). Vystfihnuti i transfer CTnDOT je stimulovan
tetracyklinem a ob€ funkce jsou zprostfedkovany tfi-genovym operonem, jeZ sestava
z tetracyklin rezistentniho genu terQ, a tfech regula¢nich genti (Wang et al., 2005). Regulaéni
geny zahrmuji domnély senzor rte(A), domnély regulator rte(B) a rte(C), ktery stimuluje
transfer dosud neznamym zplisobem. Rte(A) a Rte(B) jsou nejspiSe c¢leny
dvoukomponentniho regula¢niho systému a kontroluji expresi genu rte(C) (Whittle et al,,
2002).

V roce 2003 Whittle et al. identifikovali gen tet(36) prokazujici tetracyklinovou rezistenci u
E. Coli a dalSich Bacteroides. Protein Tet(36) je v E.coli funkéni, pokud je vybavena
prisluSnou promotorovou sekvenci. Transfer tef(36) nebyl v laboratornich podminkach

prokazan, ale je mozné, Ze je nesen na CTn nebo jinych integranich elementech.

4.4 ENZYMATICKA INAKTIVACE TETRACYKLINU

Gen tet(X) je ptikladem rezistence vici tetracyklinu nasledkem enzymatické alterace
tetracyklinu. Byly popsany 2 tésné€ souvisejici anaerobni Bacteroides transpozony obsahujici
gen fet(X), ktery je casto spojen sgenem erm(F). Pii sekvenéni analyze byla zjiSténa
aminokyselinova homologie proteinu s dal§imi NADPH-dependentnimi oxidoreduktazami
(Speer et al., 1991). Pozdéji byl protein Tet(X) charakterizovan jako flavin-dependentni
monooxygenaza, ktera mistn¢ specificky degraduje tetracyklin a vyZaduje pro své pisobeni
NADPH a kyslik (Young et al., 2004). Podle Younga et al. (2004) pfitomnost prostetické
skupiny — flavinu — naznacuje, Ze inaktivace tetracyklinu miiZe byt vysledkem reduktivniho
transferu elektroni nebo hydroxylaéni reakce. Vzhledem k nutnosti pfitomnosti NADPH a
kysliku dochazi pravdépodobné k redukci flavinového kofaktoru pomoci NADPH na FADH,.
Nasleduje reakce kysliku s vyslednym elektron-bohatym produktem (isoaloxazinem) na
formu reaktivniho FAD-4a-hydroxyperoxidu. Tetracyklinova inaktivace je tedy spusténa

mistné specifickou hydroxylaci.
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4.5 DALSI MECHANISMY REZISTENCE

Gen ret(U) prokazuje tetracyklinovou rezistenci nizké urovné (Ridenhour ef al., 1996). Tento
gen koduje protein obsahujici 105 aminokyselin, ktery je mensi neZ efluxni i ribozomalni
protein. Existuje 21% podobnost téchto aminokyselin mezi proteiny Tet(U) a Tet(M). Tyto
podobnosti nezahrnuji shodu GTP-vazajici sekvence, ktera hraje roli v rezistenci u tet(M) a
ptibuznych genid (Chopra&Roberts, 2001).

Mechanismus rezistence otr(C) genu ze Streptomyces, neni znamy, nebot’ nebyl dosud
sekvenovan (Roberts, 2002).

Unikatni determinant tetracyklinové rezistence, Tet(P), z Clostridium sestava ze dvou
prekryvajicich se gend. Prvni, fetA(P), kdduje klasickou efluxni pumpu, a druhy, tetB(P),
koduje protein souvisejici s RPP a s vysokou tirovni podobnosti s genem tet(M). Zadny dalsi
gen s touto organizaci nebyl dosud popsan. I po separaci tetB(P) je samotné tetA(P) funkéni
(Bannam&Rood, 1999; Bannam et al., 2004).

U Helicobacter pylori neni tetracyklinova rezistence spojovana s efluxnimi geny nebo geny
ribozomalni ochrany, ale s mutaci 16S rRNA genu (Nonaka et al., 2005). 16S rRNA je
soucasti 30S ribozomalni podjednotky, kterd je cilovym mistem tetracyklinu. Tento typ
rezistence byl poprvé popsan u Propionobacterium acnes u n¢hoz byla pozorovana mutace
G—C na pozici 1058. (Ross et al., 1998; Nonaka et al., 2005). U H. pylori je tripl mutace
(pozice 965 az 967) lokalizovana na smyc¢ce helixu 31, ktery je komponentou primarniho
vazebného mista pro tetracyklin. Touto mutaci dochazi ke sniZeni afinity ribozomu k
tetracyklinu (Dailidiene et al., 2002). Nicmén¢ zatim neni znamo jak asta je tato mutace a
jaka je jeji klinicka dileZitost.

Dalsi moZnosti rezistence je alterace porinovych proteint (napf. OmpF) u gramnegativnich
bakterii. Alterace limituje moZnost difuze tetracyklinu do periplazmy a sniZuje citlivost
bakterii k tetracyklinu 16krat az 18krat (Cohen et al., 1989; Speer et al., 1992).
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5. REGULACE REZISTENCE GENOVOU EXPRESI

5.1 EFLUXNI GENY

Efluxni determinanty gramnegativnich bakterii sestavaji ze dvou genil, prvni kéduje efluxni
protein TetA a druhy koduje represorovy protein TetR (Yamaguchi, 1999; Chopra&Roberts,
2001). Oba tyto geny jsou regulovany tetracyklinem (Schnappinger et al., 1998), orientovany
divergentné a sdileji centrdlni regulacni oblast s pfekryvajicimi se promotory a operatory
(Ramos et al., 2005). Homodimer Tet(R) (obr. 6) se vaze k operatorim, které se nachazi
v intergenové oblasti mezi geny fet(R) a tet(A). Vzhledem k tomu, Ze operatory piekryvaji
promotory genu fet(R) a tet(A), dochazi k blokaci exprese obou genti (Ramos et al., 2005).
Indukce systému nastava pii vstupu komplexu THMg do buriky a jeho vazb€ na represorovy
protein. Touto vazbou dojde ke zméné¢ konformace represoru, ktery se uz nemiize vazat na

DNA oblast operatoru a tim k transkripci obou gena.

Obr. 6: TetR homodimer

Monomery jsou odliSeny barevné — Eervend, modra. Dvé tetracyklinové
molekuly, kazda se vaze k monomeru, jsou zobrazeny Sedou barvou. Aifa-
Sroubovice 2 a 3 a analogicky 2"a 3 pfedstavuji spole¢nou HTH (helix-
turn-helix) DNA-vazebnou doménu. (pfevzato z Ramos et al. 2005).

Pokud je koncentrace tetracyklinu niZ$i neZ nanomolarni, miZe se represorovy protein
znovu navazat na DNA. Tento typ regulace se pravdépodobné vyskytuje u gramnegativnich
efluxnich geni tet(A), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), a pravdépodobne€ i u fet(I) genu
(Chopra&Roberts, 2001).
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Odlisnym mechanismem je regulovana exprese u grampozitivnich rezistentnich gentt tet(K)
a rtet(L), u kterych nebyl nalezen Zadny represorovy protein. Regulace téchto geni je
pravdépodobné zaloZena na mechanismu translaéni atenuace. Nad plazmidovym genem tet(L)
se naléza leader sekvence s potencionalnimi smy¢kami mRNA se dvémi vazebnymi misty pro
ribozom (RBS). Jedna ze smyc¢ek prekryva mRNA pro leader peptid a druha smycka zakryva
RBS pro strukturni gen (Schwarz ef al., 1992). V nepfitomnosti tetracyklinu se ribozom vaze
na prvni vazebné misto RBS1, poté je translatovan kratky leader peptid a translace kon¢i pred
vazebnym mistem RBS2 (obr. 7a).

Obr. 7: Pravdépodobna stem-loop konfigurace mRNA transkribovana z fef(L) kontrolniho
regionu

20+ -24 heal/mel

(a)

40+ -39 koalimel

START o - START st
a)  Moina sekundami struktura mRNA v nepfitomnosti tetracyklinu. AG = -9,4
kcal/mol, AG = -16,1 kcal/mol
b) MoZna sekundamni struktura mRNA v pfitomnosti tetracyklinu. AG = -16,8
kcal/mol
SD = Shine-Dalgamo sekvence = RBS. ORF (otevieny ¢teci ramec) je znazornén
&ernou siln&j$i &arou. Start a stop kodony jsou ohrani¢eny rameckem. Pievzato
Schwarz et al., 1992
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Naopak v pritomnosti tetracyklinu jsou ribozomy pravdépodobné zastaveny b&hem
translace leader peptidu. Zastaveni miZe vést ke konformaéni zméné& mRNA na
termodynamicky vice stabilni stem-loop strukturu (AG -16.8 kcal/mol) (obr. 7b) a touto
zménou je poskytnut piistup ribozomu k RBS2 mistu a syntézu Tet proteinu (Schwarz et al.,
1992).

5.2 RIBOZOMALNI OCHRANA

Exprese proteini Tet(M) a Tet(O) je pravdépodobné regulovana, ale o kontrolnim
mechanismu neni znamo pfili§ mnoho informaci. Je znamo, Ze pro expresi genu fef(O) je
nutny asi 400 bp dlouhy region proti sméru kodujici oblasti, atkoliv funkce tohoto regionu
neni dosud znama. Podobné€ i u genu fef(M) je nejspise region proti sméru kodujici oblasti
velmi dulezity pro regulaci genové exprese. U regionu po sméru kodujici oblasti jsou
nalézany pomérné€ velké variability a zatim nebyla popsana Zadna jeho role pro regulaci
exprese genu (Wang&Taylor, 1991; Chopra&Roberts, 2001).

Znamy mechanizmus regulace genové exprese popsali vroce 2005 Wang ef al. u genu

tet(Q). Produkce proteinu Tet(Q) je pravdépodobné kontrolovana translacni atenuaci (viz
obr.8). Za normalnich okolnosti translatuje ribozom kratky leader peptid a opousti mRNA.
Pfi vstupu tetracyklinu do buiiky miize byt ¢ast ribozomii zastavena na mRNA v oblasti leader
peptidu a dochazi k formaci Hpl-Hp2 vlasenky. Délka leader peptidu na mRNA ovliviiuje
bazalni uroveii produkce proteinu. Pokud je leader peptid delsi, zvySuje se i bazalni trovei
produkce proteint.

-21 -



Obr.8: Regulace tetQ-rteA-rteB operonu

N

“~@ ﬁz%f T\
KTetQ /

V nepftitomnosti tetracyklinu (krok I) se ribozomy vaZzou na mRNA a translatuji leader tripeptid.
Region obsahujici domnélé ribozom-vazebné misto pro te?(Q) (rbs) je svazan v Hp1-Hp8 vlasence a
vazba ribozomu neni moZna. V pfitomnosti tetracyklinu ribozomy, které maji navazan tetracyklin,
zastavi na mRNA v oblasti leader peptidu (krok IT) — poté dochdzi ke zméné¢ struktury mRNA na
formu, kdy je rbs dostupné pro Tet(Q). Gen ferfQ miZe byt poté translatovan, podle vieho témi
ribozomy, které nemaji navazan tetracyklin (krok III). Jakmile je translatovan Tet(Q), dojde ke zméné
konformace ribozomu a dojde k uvolnéni navazaného tetracyklinu (krok IV). Tyto konformaéni
zmény redukuji pocet ribozomii, které tetracyklin mohou vazat.

Efekt modifikovanych ribozomii na translaci, naznacen Sipkou (krok IV), je navratem Kk situaci
v kroku 1. ProtoZe ribozomy jiZ nejsou citlivé k tetracyklinu, struktura mRNA, ktera zakotvuje rbs,
muze byt reformovana. U zménénych struktur, v kroku II a III, je opét zamezeno pietvareni. Procento
ribozomi zabezpecené interakci s Tet(Q) miZe tedy predurcit uroveii pozorované modulace
promotoru. Tento fakt mize vysvétlit pro¢ koncentrace Tet(Q) produkovaného z multikopiového
vektoru muze mit siln€j$i negativni regulacni efekt, nezli mnozstvi Tet(Q) produkovaného z jedné
kopie 7et(Q) na chromosomu.

Pievzato Wang et al. 2005.
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6. DISTRIBUCE A MOBILITA fet GENU

Geny fet jsou nalézany v riznych druzich bakterii izolovanych z ¢lovéka, zvifat i Zivotniho
prostiedi (tab. 4, 5, 6). VétSina fet genu je asociovana s dal$imi konjugativnimi nebo
mobilnimi elementy, které mohou &aste¢né vysvétlit Sirokou distribuci mezi bakteridlnimi
druhy (Jones et al., 1992). Siroka distribuce specifickych tet gent, jako je tet(B) nebo fet(M),
podporuje hypotézu, Ze fet geny jsou vyméiiovany bakteriemi z riiznych ekosystémi a dale
mezi lidmi, domécimi zvifaty a hospodafskymi zvifaty. Stejné typy fet genii jsou nalézany u
bakterialnich patogenti, oportunistickych mikrobd a ¢lenl normadlni stfevni flory. Vyjimkou
neni ani pfitomnost fet genl typickych pro grampozitivni bakterie u gramnegativnich druht
bakterii. To podporuje hypotézu, Ze grampozitivni geny jsou v pfirodé zavedeny do ob&hu a
udrZzovany v gramnegativnich druzich (Chopra&Roberts, 2001).

Tab. 4 : RozSifeni genti tetracyklinové rezistence mezi gramnegativnimi bakteriemi. Pfevzato z

Chopra&Roberts, 2001.
Efluxni geny
Jeden gen Dva a vice genii
Rod Gen Rod Geny
Actinobacillus |teqB) | Edwardsiella|tef(A), tet(D)
Erwinia tet(B) Providencia |tet(B), tet(E), te(I)
Moraxella tet(B) Plesiomonas | tet(A), tet(B), tet(D)
Pantoea tet(B) Enterobacter | tet(B), tet(C), tet(D)
Treponema tet(B) Mannheimia | tef(B), tet(G), tet(H)
Yersinia tef(D) Proteus tet(A), tet(B), tet(C), tet(J)

Alcaligenes tet(E) Serratia tet(A), tet(C), tet(E), tet(G)

Eubacterium | tet(K) Citrobacter |tet(A), tet(B), tet(C), tet(D)

Agrobacterium | tet(30) | Klebsiella tet(A), tet(B), tet(C), tet(D)

Shigella tet(A), tet(B), tet(C), tet(D)

Salmonella | tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(G)

Aeromonas | tet(A), tet(B), tet(D), teE), tet(31)

Vibrio tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G)
Escherichia |tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), te(E), tet(1), tet(Y)
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Tab. 5 : RozSifeni geni tetracyklinové rezistence mezi grampozitivnimi bakteriemi. Pfevzato z
Chopra&Roberts, 2001.

Geny ribozomalni ochrany a/nebo efluxni geny
Jeden gen Dva a vice genii
Rod Gen Rod Geny
Eikenella tet(M) Butyrivibrio tet(0), tet(W)
Kingella tet(M) Mitsuokella tet(Q), tet(W)
Neisseria tet(M) Selenomonas tet(Q), tet(W)
Campylobacter tei(Q) Porphyromonas | tet(Q), tet(W)
Capnocytophaga |tet(Q) Bacteroides tet(M), te(Q), tet(X)
Prevotella tet(Q) Fusobacterium | tet(L), tet(M), tet(W)
Haemophilus tet(B), tet(M), tet{(Q)
Veillonella te(L), tet(M), tef(Q)
Pasteurella tet(B), tet(D), tet(H), tef(G), tet( M)

Tab. 6 : RozSifeni geni tetracyklinové rezistence mezi grampozitivnimi bakteriemi, Mycobacterium,
Mpycoplasma, Nocardia, Streptomyces a Ureaplasma. Ptevzato z Chopra&Roberts, 2001.

Jeden determinant | Dva determinanty TFi a vice determinanta

Rod Gen |Rod Geny Rod Geny

Abiotrophia | tet(M) | Actinomyces tet(L), tet(M) | Eubacterium tet(K), tet(M), tet(Q)

Bacterionema | tet(M) | Aerococcus tet(M), tet(O) | Bacillus tet(K), tet(L), tet(M)

Gemella tet(M) | Bifidobacterium | tet(M), tet(W) | Listeria tet(K), tet(L), tet(M), tet(S)

Mycoplasma | tet(M) | Gardnerella tet(M), tet(Q) | Staphylococcus tet(K), tet(L), tet(M), tet(O)

Ureaplasma | tet(M) | Lactobacillus tet(0), tet(Q) | Clostridium tet(K), tet(L), tet(M), tet(P), tet(Q)

Nocarida tet(K) | Mobiluncus te(0), tet(Q) | Peptostreptococcus | tet(K), tet(L), tet(M), tet(O), tet(Q)

Corynebacterium | tef( M), tet(Z) | Enterococcus tet(K), tet(L), tet(M), tet(0O), ter(S), tet(U)

Streptococcus tet(K), tet(L), tet(M), tet(O), tet(Q), te((T)
Mycobacterium tet(K), tet(L), tet(V), otr(A), otr(B)
Streptomyces tet(K), tet(L), otr(A), otr(B), otr(C), tcr3, tet

Gramnegativni efluxni geny jsou Siroce distribuovany a obvykle asociovany s velkymi

plazmidy, znichZ je mnoho konjugativnich. Plazmidy pochazi z mnoZstvi rozmanitych

nekompatibilnich skupin (Jones ef al, 1992) a ¢asto nesou dal$i rezistentni geny pro

antibiotika, rezistenci na t¢Zké kovy nebo faktory patogenity napf. toxiny. Selekce pro

jakykoliv z t&chto faktorii poté selektuje cely plazmid. Tento fenomén cross-selekce pfispél

k dramatickému vzestupu mnoZstvi multi-rezistentnich bakterii v poslednich &tyficeti letech

(Levy, 1992; Vila et al., 2007). U grampozitivnich bakterii jsou efluxni geny asociovany

vétSinou s malymi plazmidy (Schwarz et al., 1998).

Nékteré RPP geny jsou transportovany plazmidy a konjugativnimi transpozony, a proto

mohou byt pfenaSeny do taxonomicky divergentnich bakterii. RPP jsou nalézdny u

streptomycét, které produkuji tetracyklin, a to napovidd, Ze existuje moZnost lateralniho
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genového transferu ze streptomycét do dalSich bakterii. Nicméné neexistuje Zadny dikaz
tohoto transferu RPP zaloZeny na shodné sekvenc¢ni informaci (Kobayashi et al., 2007).
Geny ribozomalni ochrany, fet(S) a tetf(O) se mohou nalézat na konjugativnich plazmidech
nebo chromosomech (Luna&Roberts, 1998) a geny ret(M) a tet(Q) jsou asociovany
predevsim s konjugativnimi chromosomalnimi elementy, které koduji geny pro sviij vlastni
pfenos (Salyers et al, 1995; Chopra&Roberts, 2001). Geny tet(Q) operonu byly
identifikovany jako zprostfedkovatelé excize a cirkularizace diskrétnich nesousedicich
segmentli chromozomalni DNA Bacteroides. V blizkosti stfedu jednoho z konjugativnich
transpozonti Bacteroides bylo lokalizovano misto pocatku transferu oriT (Li et al., 1995;
Hinerfeld&Hurchward, 2001).

Existuji dikazy o tom, Ze geny fef(W) a ftet(32) jsou asociovany s konjugativnimi
chromosomalnimi elementy, ac¢koliv ty nejsou jesté dobfe charakterizovany (Villedieu et al.,

2003).

6.1 PUDNI PROSTREDI

O vlivu uzivani antibiotik na prevalenci rezistentnich genu v Zivotnim prostiedi je stale
malo poznatkil. Hlavni cestou Sifeni antibiotik do pudniho prostfedi je nejspiSe pouZivani
mrvy hospodaiskych zvifat, ktera byla oSetfovana antibiotiky, na hnojeni zemé&d¢lské pudy
(Halling—Serensen et al., 1998; in Schmitt ef al., 2005). Antibiotika ve zvifecim krmivu pro
podporu ristu, kontrolu a prevenci chorob byly Siroce pouzivany od 50. let 20. stoleti. Pfi
tomto pouzivani dochdzi u zvifat k vyluovani tetracyklinu v aktivni formé moéi a
exkrementy. Nasledkem toho mohou byt detekovany fekalni bakterie nesouci rezistentni geny
v mrvé a hnojenych ptidach. Tyto geny se vyskytuji pravdépodobné na mobilnich elementech
a mohou byt nasledné horizontaln¢ pfenaseny do pidnich bakterii (Sengelov et al. 2003).

V roce 1993 se Lee et al. zabyvali detekci fet geni ze tfi praseich stad s riznou minulosti
v uZivani antibiotik. Z izolati enterickych bakterii ziskali ¢tyfi rezistentni determinanty
Tet(A), Tet(B), Tet(C) a Tet(E). Vice nez 84% ze viech izolati neslo plazmid a determinanty
na plazmidech byly ve vy$$i mife nalézany u stad, ktera byla vystavena ptisobeni tetracyklinu.
Na plazmidech byly detekovany efluxni geny tet(A), tet(B), tet(C) a na chromozomech geny
tet(B) a tet(E). Pfevladajicim determinantem byl Tet(B), ktery byl nalezen u 68% izolovanych
druht rezistentnich vii¢i tetracyklinu. Gen fe#(B) na plazmidu byl dominantnim genem
v izolatech ze stad, které byla vystavena vlivu antibiotik, zatimco geny te#(C) a tet(E) byly
nejbéZnéj$imi u stada, které nebylo vystaveno uc¢inkim tetracyklinu v poslednich 146
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mésicich. Pouze jeden izolat nesl gen fef(A) a jeden izolat nesl zaroveti geny fet(A) a tet(B).
Pravé gen tet(B) je vSeobecné velmi rozsifenym, vyskytuje se u pomémé velkého mnoZstvi
rodd bakterii.

Vroce 2005 se Schmitt er al. ve své studii zabyvali diverzitou rezistentnich
tetracyklinovych a sulfonamidovych geni v pudnim mikrokosmu ovlivnéném hnojenim
prase¢i mrvou. Hnojivo vykazovalo vysokou diverzitu rezistentnich genti bez ohledu na to,
zda bylo sebrano zfarmy s vysokou nebo nizkou regulaci pouZiti antibiotik. V ptadé
mikrokosmu do$lo vlivem hnojeni touto mrvou k vzestupu mnozZstvi rezistentnich gent.
Rezistentni RPP geny te(T), tet(W) a efluxni gen tet(Z) se vyskytovali viude v pidé i mrvé,
zatimco RPP geny fet(Q), tet(S) a efluxni geny tet(Y), tet(C) a tet(H) byly do mikrokosmu
zavedeny hnojenim. Hnojivo je tedy prokazatelné urcujicim faktorem diverzity rezistentnich
genti v mikrokosmu. V kontrastu, u polnich lokaci (ve Svycarsku a Némecku) neprokazali
jasny vliv hnojeni mrvou na diverzitu genti. Hlavnim divodem byla podobnost rezistentnich
geni mezi mrvou a zemédélskou pudou, takZe dal$i vstup gend z hnojiva se dal obtizné
pozorovat.

Agersg a Sandvang (2005) upozornili svou studii, Ze plidni bakterie, které jsou v uzkém
kontaktu s mrvou nebo vepfi, mohou hrat velmi dileZitou roli v horizontalnim rozsifeni
rezistence (nejen tetracyklinové, ale i multidrogové) zplisobené piitomnosti fer genl a
integront tfidy I (in-1). Integrony ttidy I pfispivaji k Sifeni rezistentnich genti a byly nalezeny
u Enterobacteriaceae a dal§ich gramnegativnich bakterii. Pfi analyze vzorki pldy a fekalii
byla nalezen in-1 u 5% gramnegativnich a 12% grampozitivnich plidnich vzorkd, 33%
gramnegativnich a 17% grampozitivnich fekalnich vzorkd. U té€chto vzorkd poté
identifikovali efluxni geny fet(A), tet(B), tet(C) a tet(33). Bylo zjisténo, Ze in-1 se nachazi na
konjugativnim plazmidu, na kterém se muiZe nalézat rezistentni gen tef(A). U izolatu
Pseudomonas byl experimentalné prokazan kotransfer fet gent a in-1 do E. coli nebo P.
putida. Horizontalni kotransfer fef(A) a in-1 byl jiz dfive pozorovan a sladkovodnich
Aeromonas (Schmidt et al., 2001; Agerse&Sandvang, 2005)

Koike et al. (2007) monitorovali dlouhodoby vyskyt, distribuci a kvantitu rezistentnich gend
v odpadové a spodni vod¢ v podlozi kalového zadrZzovaciho zafizeni prasecich farem.
Opakované detekovali 7 tet genid (tet(M), tet(O), tet(Q), tet(W) kodujici RPP a tet(C), tet(H),
tet(Z) kodujici efluxni pumpu). Geny se vyskytovaly na obou mistech po tfech letech
monitorovani bez jasného Easového vzorce ve frekvenci detekce nebo mnoZzstvi kopii
libovolného specifického genu. Prokazali, Ze prosakovani kontaminované vody do spodni

vody ma tedy na roz$ifeni rezistentnich genu.
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6.2 VODNI PROSTREDI

Hlavnim divodem Sifeni rezistentnich genii ve vodnim prostiedi je chov ryb, které jsou
oSetfovany antibiotiky. Napftiklad Chile, s velmi intenzivnim chovem ryb, je druhym
nejvétsim producentem lososti na svét€¢ (Miranda et al, 2003) a tetracykliny (hlavné
oxytetracyklin) jsou v chilském chovatelstvi ryb nejfrekventovanéji  pouZivané
antimikrobialni agens. To ma za nasledek vzrist tetracyklinové rezistence u gramnegativnich
bakterii, které jsou spojené viemi aspekty chovu ryb. I kdyZ je pied prodejem ryb ukonceno
podavani antibiotik, Samuelsen ef al. (1992) prokazali perzistenci rezistentnich bakterii
v sedimentu rybich farem po vice neZ 18 mésicich po ukonceni chemoterapie.

V roce 2003 provedli Furushita ef al. studii na rybich farmach v Japonsku. Ze tiech farem
izolovaly 66 bakterialnich druhii rezistentnich vii¢i tetracyklinu. Nejvice izolati obsahovalo
rezistentni gen tet(B) a dalsi izolaty geny tet(C), tet(D), tet(G) a tet(Y), které koduji efluxni
pumpu.

Vroce 2007 izolovali Agerse a Petersen z thajskych integrovanych farem rezistentni
bakterie vici tetracyklinu zrodu Acinetobacter. Integrované farmy sestdvaji z malych
jednotek s pomérné nizkou vyménou vody a produkce ryb je spojena s chovem zvitat. Izolaty
pochazely ze 4 integrovanych rybich (vzorky vody) a kufecich farem (vzorky hnojiva). U
75% vzorkl vody a hnojiva prokazali efluxni gen fe#(39) a v 6,8% gen tet(A). Naopak Zadny
z izolath neobsahoval gen tet(B). Prokazali, Ze gen tet(39) byl Siroce distribuovan mezi
vzorky zvodniho prostiedi i hnoje a ¢asto byl asociovan s horizontdlné pfenosnym
plazmidem. Tento plazmid miiZe tet(39) distribuovat mezi rodem Acinetobacter a nejspise i
dal$imi druhy bakterii.

Diverzitou rezistentnich genti u australskych akvakultur se vroce 2007 zabyvali
Akinbowale ef al. U 20 vzorki byla prokazana rezistence k tetracyklinu. Deset z té€chto
izolath obsahovalo gen tet(M) kodujici RPP, devét gen tet(E), sedm gem fet(A) a tfi izolaty
gen tet(D).

Andersen et al. v roce 1994 informovali o diverzité gent u Cistého a zne€isténého moiského
sedimentu v Dansku a Norsku. U 63% izolatti prokazali gen tet(E), ktery byl nejvice
roz$ifenym determinantem. Naopak gen fef(A) byl nalezen pouze u 5% izolati a gen fet(D) u
4% izolati. Ve srovnani se studii Akinbowaleho byla frekvence izolovanych genu fet(E),
tet(A), tet(D) u Andersena podobna. Je tedy evidentni, Ze rezistentni geny tet(E), tet(A),
tet(D) jsou ptitomné v akvakulturach v Australii a vyskytuji se i v dalSich geografickych

regionech.
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6.3 LIDSKE IZOLATY

Lécba lidi (i zvifat) antibiotiky neplisobi pouze na cilové patogenni bakterie, ale také na
komplex komenzalnich mikrobialnich komunit obyvajicich kiiZi a slizni¢ni membrany. Vyvoj
rezistence mezi komenzalnimi bakteriemi je dilezitym vedlej§im efektem uZivani antibiotik
v mediciné, protoZe komenzalové mohou zptsobit extraintestindlni infekci (Karami et al,
2006), sifit se do dalSich hostiteli (Orskov&Orskov, 1985; in Karami ef al., 2006) nebo
prenaset rezistenci genetickymi elementy do jinych mikrobialnich ¢lent (Levy, 2000). Zatim
neni piili§ jasn¢ prokdzano, zda rezistence k antibiotiku ovliviiuje schopnost danych druhid
pretrvavat v normalni mikrobialni fléfe nebo zda rezistentni geny jsou udrzovany nebo mizi
béhem kolonizace (Karami et al., 2006).

V normalni lidské stfevni mikroflofe se vyskytuje lidsky oportunni patogen rodu
Bacteroides. Z piedchozich studii lidskych klinickych a stfevnich izolati vyplyva vysoky
vzestup tetracyklinové rezistence. Pfed rokem 1970 Shoemaker et al. zjistili, Ze 30% lidskych
stievnich izolatii Bacteroides je rezistentni k tetracyklinu. Po roce 1990 se podil rezistence u
izolath zvysil na 80%. Stejny vzestup v incidenci tetracyklinové rezistence byl shledan u
klinickych i komenzalnich izolati Bacteroides. To znamend, Ze komenzalni bakterialni druhy,
které tvofi stfevni mikrofloru, jsou ovlivnéné uzivanim antibiotik stejné tak jako bakterie
zpusobujici infekce (Shoemaker er al, 2001). Nejrozsifené€jSim rezistentnim genem u
Bacteroides je tet(Q), ktery kéduje RPP (Whittle et al., 2003).

Enterokokové jsou piirozenym spoleCenstvem gastrointestinalniho systému savcti, ale
mohou se vyskytovat v pidé a fekaliemi znecisténych povrchovych vodach nebo na rostlinach
a zeleniné (Niemi ef al, 1993; Huys et al, 2004). Vzhledem k jejich vysoké pievaze
v gastrointestinalnim traktu mnoha zvifat, je nevyhnutelné, Ze tyto organismy vstupuji do
lidského potravniho fetézce skrze kontaminované syrové mléko nebo syrové maso (Huys ef
al., 2004). U rodu Enterococcus je tetracyklinova rezistence jednou z nejbézné€jsich (Peters et
al., 2003). Byly rozpoznany dvé hlavni skupiny tet genii u Enterococcus. Prvni skupina
zahrnuje geny ribozomalni ochrany tet(M), tet(O) a te/(S), druha skupina efluxni geny te#(K) a
tet(L) (Huys et al., 2004).

E. coli je béznou fakultativni bakterii v intestinalni mikrobialni fléfe lidi a dalSich zvitat.
Tetracyklin se nepouZziva na oSetfeni infekci E. coli u lidi, ale rezistence je pravé u E. coli
béZna (Calva et al., 1996; Karami et al., 2006).

Dal$i bakterii gastrointestinalniho traktu vykazujici rezistenci k tetracyklinu je

Bifidobacterium. Rezistentni geny, patfici ke genim ribozomélni ochrany, nalezené u
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bifidobakterii byly pouze tet(M) a tet(W) (Lacroix et al.,, 1995; Aires et al., 2007), pti¢emz
studie mezi druhy Bifidobacterium prokazala $ir$i distribuci genu tet(W) (Aires et al., 2007).
Aires et al. (2007) prokazali vysokou prevalenci a $irokou distribuci ziskané tetracyklinové
rezistence mezi lidskymi izolaty Bifidobacteria a tfemi druhy v Zivotnim prostfedi. Tyto
nalezy poukazuji, Ze bifidobakterie maji pfistup k tetracyklinovym rezistentnim genim a
mohou byt zapojené v jejich rozsifeni.

Tetracykliny se béZné pouzivaji v stomatologické praxi jako profylaktické agens a pro
oSetfeni ustnich infekci. V roce 2003 bylo ze vzorku slin a plaku izolovano 105 tetracyklin
rezistentnich bakterii. VétSina nesla rezistenci zprostfedkovanou RPP (Villedieu et al., 2003).
V tstni dutiné ¢loveéka je tetracyklinova rezistence nejcastéji zprostiedkovana genem tet(M),
ktery je c&asto asociovan s transpozonem Tn916 nebo blizkymi pfibuznymi elementy
(Lancaster et al., 2004; Villedieu et al., 2007). Dal$imi nejcastéji izolovanymi rezistentnimi
geny ustni dutiny jsou geny te#(W) a nasledné tet(O) a tet(Q) a tet(S). Vzhledem k Siroké
rozmanitosti rezistentnich genii je zfejmé, Ze oralni bakterie maji moZnost kontaktu s dalSimi
bakteriemi z jinych ¢asti t€la a jsou rezervoarem rezistentnich geni.

Z téchto studii vyplyva, Ze gen fet(M) je velmi rozsifenym u lidskych izolati a vyskytuje se
u bakterii v Gstni dutinég i stfevni mikroflofe.
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7. ZAVER

Tetracykliny byly objeveny pied vice neZ Sedesati lety. Jsou to relativné levna antibiotika
s Sirokym spektrem aktivity, ktera inhibuji bakterialni elonga¢ni fazi syntézy proteini. Proto
doslo k jejich intenzivnimu uZiti v profylaxi, infekénich terapiich a také jako rtstovych
faktord pfi chovu zvitat. Selekéni tlak nasledkem uzivani tetracyklinu v téchto prostfedich
mél za nasledek vznik rezistentnich organismii.. Prvni rezistentni organismus byl objeven
vroce 1959 a od té doby dochazi k Sifeni rezistence u gramnegativnich i grampozitivnich
druhi bakterii. Dramaticky vzestup v mnoZstvi rezistentnich druhti vedl ke sniZeni G¢innosti a
poté i sniZeni uZivani tetracyklinu pro terapii mnoha chorob.

Pro potencialni vyuziti v klinické praxi jsou nyni zkoumany nové derivaty tetracyklini jako
glycylcykliny, dactylocykliny a dal§i analogy s velkymi hydrofébnimi skupinami. Tento
vyzkum je dan snahou obejit mechanismy tetracyklinové rezistence mikroorganismda.
Bakterialni rezistence k novym derivatim mtiZze vzniknout za velmi kratkou dobu, a proto je
nutné, aby dal$i strategie brala bakteridlni rezistenci v ivahu a doslo k vyvoji derivati
s unikatnimi antimikrobidlnimi vlastnostmi.

V Zivotnim prostfedi existuje pomémeé vysoka diverzita rezistentnich genti. Rozsifeni je
spojeno s vyskytem genu na mobilnich elementech a vyména téchto genti mezi bakteriemi.
Zakladnimi rezistentnimi mechanismy jsou u bakterii efluxni pumpy, ribozomalni protek¢ni
proteiny a pfima enzymaticka inaktivace tetracyklinu. Efluxni pumpy jsou rozsitené hlavné u
gramnegativnich bakterii a efluxni geny se vyskytuji u bakterii v riznych prostfedich i
lidskych izolatech. U grampozitivnich bakterii se vyskytuje prevazné mechanismus
ribozomalni ochrany cytoplazmatickym proteinem a roz§ifeny jsou predevsim geny fet(M) a
tet(Q). Velmi rozsifenym genem je fet(B) kodujici efluxni pumpu, ktery je nachazen ve
vodnim i pidnim prostfedi. Nejvét§i mnozZstvi riznych fef genti nese rod Escherichia a Vibrio
spp., Streptomyces spp.

Proménna povaha rezistentnich genti naznacuje, Ze rezistence viéi tetracyklinu v pfirozené
a ovlivnéné populaci mikroorganismi je dynamickym ikazem vystavenym fluktuaci

v organismech, migraci genu, pfetrvavanim mikrobialnich populaci a selekénimu tlaku.
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