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GENETICKA CHARAKTERIZACE TETRACYKLINOVE REZISTENCE U
VYBRANYCH PUDNICH IZOLATU BAKTERII

Abstrakt

Rezistence k antibiotikim se stdle vice rozsifuje mezi bakterialnimi mikroorganizmy.
Abychom byli schopni na tuto situaci reagovat, je nutné podrobn¢ porozumét vSem
mechanizmiim rezistence a moznosti rozsifovani genti rezistence v prostredi.

V této praci jsme se pokusili identifikovat determinantu rezistence k tetracyklinu
u vybranych pudnich izolati grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii. Tyto izolaty
pochéazeji z pidy nehnojené a pidy, ktera byla hnojena mrvou kontaminovanou
tetracyklinem.

U izolath jsme testovali pfitomnost dvaceti tfech vybranych determinant rezistence
k tetracyklinu a pfitomnost determinant rezistence k tetracyklinu v knihovné DNA.
U izolath rodu Staphylococcus jsme identifikovali determinantu rezistence tet(K).
U izolatu rodu Arthrobacter byl amplifikovan fragment DNA primery pro tet(M)
determinantu, jeji pfitomnost vSak nebyla potvrzena sekvenacné. U izolath rodi
Chryseobacterium a Stenotrophomonas nebyla pifitomna zddnd z testovanych
determinant rezistence k tetracyklinu. Podafilo se vSak prokazat probihajici horizontalni
prenos gentt mezi rody Stenotrophomonas a Chryseobacterium a u rodu
Chryseobacterium byly identifikovany geny kodujici hybridni protein a efluxni pumpu
SmeW, oba specifické pro rod Stenotrophomonas. Spojeni hybridniho proteinu
a rezistence k tetracyklinu nebylo v této studii prokédzano. Gen hybridniho proteinu je
pravdépodobné soucasti mobilniho elementu, jehoz ptfenos byl prokdzan konjugativni

reakci v laboratornich podminkéch.

Kli¢ova slova:

tetracyklin, rezistence, MDR pumpy, horizontdlni ptenos gent, Stenotrophomonas
maltophilia, Staphylococcus sp, Chryseobacterium sp., Arthrobacter sp.



GENETIC CHARACTERIZATION OF TETRACYCLINE RESISTANCE IN
SELECTED SOIL ISOLATES OF BACTERIA

Abstract

Antibiotic resistance is becoming increasingly widespread among bacterial organisms.
To respond to the situation it is necessary to understand in detail all the mechanisms
of resistance as well as expansion possibilities of resistance genes in the environment.

In this study we attempted to identify tetracycline resistance determinants in selected
soil gram-positive and gram-negative isolates. The isolates originate from unfertilized
soil and from soil fertilized with tetracycline-contaminated manure. We tested the soil
isolates for the presence of twenty three selected tetracycline resistance determinants
and presence of tetracycline resistance determinants in DNA libraries.

We identified one of the tetracycline resistance determinants tet(K) in Staphylococcus
sp. A DNA fragment was amplified with primers for tef(M) determinant in Arthrobacter
sp., but its presence was not confirmed by the sequence analysis. None of the tested
tetracycline resistance determinants were present in the genera Chryseobacterium and
Stenotrophomonas. However, we managed to prove the ongoing horizontal gene
transfer between the genus Stenotrophomonas and the genus Chryseobacterium.
The transferred sequences encoded hybrid protein and efflux pump SmeW, both of them
specific for genus Stenotrophomonas. Association of hybrid protein with resistance
to tetracycline was not demonstrated in this study. The gene encoded hybrid protein is
probably a component of a mobile element, whose transfer was confirmed

by conjugation reaction under laboratory conditions.

Keywords:

tetracycline, resistance, MDR pumps, horizontal gene transfer, Stenotrophomonas
maltophilia, Staphylococcus sp., Chryseobacterium sp., Arthrobacter sp.
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1. UVOD

Antibiotika jsou v 1écbé nckterych onemocnéni nenahraditelnd, proto je rezistence
k antibiotikiim zadvaznym problémem. V soucasnosti existuje stale snaha vytvaret nové
derivaty antibiotik, které by byly schopné obchdzet rozsitené mechanizmy rezistence.
Je tedy velmi dulezité témto mechanizmliim porozumét a studovat moznosti rozsifovani
genil rezistence v riznych ekosystémech a mezi riznymi druhy bakterii.

Tetracykliny patii 1 dnes mezi velmi dualezitd antibiotika. Jejich vyuzivani
v hospodarskych chovech vede k jejich zanaseni do pidy a vytvafeni selekéniho tlaku
na mikroorganizmy. To ma za nasledek Sifeni determinant rezistence a vzhledem
k provazanosti s dal§imi ekosystémy i rozsifovani téchto determinant az do klinického
prostiedi.

V této praci se snazime identifikovat genetické determinanty rezistence
k tetracyklinu u pldnich bakterii izolovanych z hnojené a nehnojené lucni pidy
ze stejné lokality v Ceské Republice, z nichz nékteré patii k oportunnim patogentim
Cloveka. Tato prace je prvni genetickou charakterizaci bakteridlni rezistence ptidnich

izolatt k tetracyklinu v Ceské republice.

Hlavnimi cily této diplomové prace jsou:

1. Skenovat pudni izolaty z hnojené a nehnojené pudy na pfitomnost znamych
determinant rezistence k tetracyklinu.
2. Vysledovat piipadné Sifeni determinant rezistence mezi jednotlivymi bakteridlnimi

druhy.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 TETRACYKLIN

Tetracykliny (Tc) jsou Sirokospektra antibiotika objevena v roce 1948 jako fermentacni
produkt Streptomyces aureofaciens (STEPHENS et al. 1954). Vzhledem k tomu, Ze tato
antibiotika maji malo vedlejSich nezaddoucich ucinkli, jejich vyroba je levna
a nenaro¢na, zalaly se terapeuticky vyuZivat jiz na za¢atku padesatych let. Uginkuiji
proti grampozitivnim 1 gramnegativni bakteriim, intracelulirnim a protozoalnim
parazitim i neinfekénim onemocnénim (CHOPRA a ROBERTS 2001). V soucasnosti
je diskutovéana schopnost tetracyklint inhibovat matrixové metaloproteinazy, tj. skupinu
proteolytickych enzymi, a angiogenezi (NIP et al. 1993). Tyto G¢inky by mohly byt
vyuzity pii 1é¢bé rakovinového bujeni (DUIVENVOORDEN et al. 1997, SAPADIN
a FLEISCHMAIJER 2006). Dale byla prokazana interakce tetracyklind s priony a jejich
naslednd degradace protedzami. Tato schopnost by mohla byt vyuzita pii 1écbé
neurodegenerativnich onemocnénich (FORLONI ez al. 2002).

Tetracykliny lze rozdélit do tfech zakladnich skupin. Prvni skupinu tvoii pvodni
tetracykliny, kam se fadi tetracyklin, chlortetracyklin, ktery byl purifikovan a chemicky
definovén jako prvni v roce 1948 Duggarem, a oxytetracyklin, objeveny v roce 1950
(FINLAY et al. 1950, STEPHENS et al. 1954, NELSON 1998). Druhou skupinou jsou
semisyntetické tetracykliny, upravené tetracykliny prvni skupiny, kam se fadi
doxycyklin, minocyklin a metacyklin. Doxycyklin a minocyklin se v soucasnosti
vyuzivaji pii 1é¢bé akné (HAIDER a SHAW 2004). V porovnani s tetracykliny prvni
skupiny jsou az pétkrat vice lipofilni. Tieti skupinou jsou chemicky modifikované
tetracykliny (CMT, chemically modified tetracyclines), které nevykazuji
antimikrobialni u¢inky (STEPHENS et al. 1954, GOLUB et al. 1992, GOLUB et al.
1998). Do této skupiny patii napiiklad CMT-3, u kterého byla prokazana schopnost
inhibice vzniku tumorli a metastdzi pomoci jiz zminéné inhibice matrixové

metaloproteinazy (LOKESHWAR et al. 2002, ZAKERI a WRIGHT 2008).
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2.1.1 MECHANIZMUS UCINKU

Podle mechanizmu ucinku lze tetracykliny rozdélit na typické a atypické.

Uginek typickych tetracyklint, napiiklad tetracyklinu, minocyklinu a chlortetracyklinu,
spocCiva v inhibici syntézy proteind vazbou na 30S podjednotku ribozomu (CHOPRA
1985, RASMUSSEN et al. 1991).

Atypické tetracykliny, kam Ize zafadit chelokardin, anhydrotetracyklin,
6-thiatetracyklin, anhydrochlortetracyklin a 4-epi-anhydrochlortetracyklin, se vyznacuji
baktericidnim Géinkem (OLIVA et al. 1992, CHOPRA 1994). Tento ucinek je
pravdépodobné spojeny s rozruSenim cytoplazmatické membrany a lyzi buiky
(RASMUSSEN et al. 1991, OLIVA et al 1992). Pii studiu jejich vlivu
na proteosyntézu bylo naznaceno, Ze se pravdépodobné nevazou na vazebna mista
na 30S podjednotce typicka pro tetracyklin (RASMUSSEN et al. 1991). Z hlediska
terapeutick¢ho vyuziti je u atypickych tetracyklinli problémem vyskyt zavaznych
vedlejSich ucinki, které jsou spojené s moznou interakci s membranou savcich bunck

(CHOPRA 1994).

2.1.1.1 Struktura tetracyklinu

Tetracykliny patii mezi polyketidy. Jsou tvofeny tetracyklem — DCBA kruhem —
s riznymi funkénimi skupinami a substituenty a unikétni 3D strukturou. Tetracykliny
1ze na riiznych pozicich chemicky modifikovat. Tato moznost je vyuzivana pfi vytvareni
novych derivatii. Substituce se mohou vyskytovat na pozici od C4 smérem k C7,
a na pozici C4 mize dochazet k reverzibilni epimerizaci. Dimetylaminova skupina
na pozici C4 je také dulezitou skupinou pro bioaktivitu. Pozice C1 a C10-C12 jsou
na substituce velmi citlivé. (NELSON 1998, HALLING-SORENSEN et al. 2002,
THAKER et al. 2010) (Obr. 1). V extracelularnim prostoru se na ruzné pozice
molekuly tetracyklinu vazou kationty Ca’", Mg®"a Fe*" (pozice C11, C12), zatimco
v intraceluldrnim prostoru prevazuje vazba Mg®* (OHYAMA a COWAN 1995).
Tetracykliny jsou amfoterni molekuly, které se vyskytuji ve dvou forméch, jako
lipofilni nebo hydrofilni. Lipofilni forma je dulezitd pti pfechodu do bunky, zatimco
hydrofilni forma je nutna pro vazbu na ribozom (HUGHES et al. 1979, RASMUSSEN
et al. 1991, NOVAK-PEKLI et al. 1996).
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Obr. 1: Chemicka struktura tetracyklinu. Podle (HALLING-SORENSEN et al. 2002).

2.1.1.2 Vstup do cytoplazmy

Aby mohlo dojit k interakci tetracyklinu s ribozomem, musi tetracyklin
u grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii pfekonat membranu. Jak bylo zjiSténo,
tetracyklin se v médiu vyskytuje prevazng v nabité formé — v komplexu s Mg*" (Tc-
Mg®") respektive Ca’’. V této form& mize proniknout pies vn&jsi membranu
porinovymi kanaly (napt. OmpF a OmpC u enterobakterii), které preferuji kationty,
a dochazi k jeho akumulaci v periplazmé. Prichodu poriny napomaha Donnantv
potencial, ktery vznikd u membran propustnych pouze pro urcité ionty. V periplazmé
dochazi k disociaci komplexu Tc-Mg**, a lipofilni molekula tetracyklinu pohanéna
protonmotivni silou difunduje pies vnitini membranu do cytoplazmy (CHOPRA et al.
1992, NIKAIDO a THANASSI 1993, THANASSI et al. 1995, NIKAIDO 2003).
V cytoplazmé nasledné dochazi, diky vys$imu pH a vy3si koncentraci Mg®* v porovnani
s extracelularnim prostorem, znovu k vytvofeni komplexu s Mg*", jehoZ piitomnost je
nutna pro interakci s ribozomem (SCHNAPPINGER a HILLEN 1996).

U grampozitivnich bakterii tetracyklin pravdépodobné v nenabité lipofilni formé
prostupuje membranou procesem, ktery je zavisly na energii (NIKAIDO a THANASSI
1993, SCHNAPPINGER a HILLEN 1996).

2.1.1.3 Interakce s ribozomem

Tetracyklin se po vstupu do buiiky vaze reverzibilné¢ na 30S podjednotku ribozomu
a dochazi k inhibici translace. Tento proces a identifikace vazebnych mist byl studovéan

ne¢kolika skupinami rentgenovou strukturni analyzou. BRODERSEN et al. (2000)
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u Thermus thermophilus identifikovali dv€é vazebnd mista, primarni a sekundarni,
na 30S podjednotce ve funkéné dllezitych mistech. Z jejich modelu vyplyva,
ze tetracyklin nebrani vazbé ternarniho komplexu, ale nasledné¢ dochazi ke srazce
aminoacylované tRNA s tetracyklinem v A misté. V dalsi studii 7. thermophilus
PIOLETTI et al. (2001) identifikovali 6 moznych vazebnych mist, Tet-1 vazebné misto
v podobné pozici jako BRODERSEN et al. (2000) jako misto primarni a Tet-5 jako
misto sekundéarni. Na zdklad¢ tohoto modelu byla vyslovena hypotéza, Zze vSechna tato
vazebna mista pisobi soucinné a podileji se na inhibici translace (PIOLETTI et al.
2001). Tato moznost byla v roce 2008 ovéfena simulaci molekularni dynamiky 30S
podjednotky

a porovnanim primarniho (Tet-1) a sekunddrniho (Tet-5) vazebné misto z hlediska
volné vazebné energie. Z téchto vysledk vyplyvda, ze Tet-1 je dominantni vazebné
misto pro tetracyklin a alosterické spfazeni mezi vazebnymi misty neni pro funkci
tetracyklinu dulezité (ALEKSANDROV a SIMONSON 2008). V dominantnim misté
Tet-1 dochézi k interakci tetracyklinu s regionem H31 a H34 16S rRNA. Region H34
se zaroven podili na vazbé aminoacylované molekuly tRNA. Molekula tetracyklinu
je stabilizovana dvéma Mg®" kationty a tfemi fosfatovymi skupinami (BRODERSEN et
al. 2000, ALEKSANDROV et al. 2008).

2.1.2 MECHANIZMUS REZISTENCE

Tetracykliny (Tc) se staly Casto vyuzivanymi antibiotiky nejen pii 1é€bé infekénich
onemocnéni Cloveka, ale také ve veterinarni praxi a zemédélstvi. Kratce po zavedeni
tetracyklinh do praxe se objevil prvni rezistentni mikroorganizmus — Shigella
dysenteriae v roce 1953 (AKIBA et al. 1960, ROBERTS 2003).

Rezistence k tetracyklinim ma od 50. let stoupajici tendenci, ale vzhledem k jejich
Siroké moznosti pouziti a nizké toxicité stale existuje snaha vytvaret nové derivaty,
které by obchazely mechanizmy rezistence. Vychozim tetracyklinem k pfipravé derivati
byl zvolen minocyklin. Posléze byly na jeho zaklad€ pfipraveny glycylcykliny,
které¢ byly ucinné i1 u bakteridlnich druht rezistentnich k pltvodnim tetracyklinim
(TESTA et al. 1993). V roce 2005 se zacal terapeuticky vyuzivat prvni ¢len této tiidy —
tigecyklin (LIVERMORE 2005). Glycyleykliny, podobné jako tetracykliny, inhibuji
syntézu proteini vazbou na ribozomalni podjednotku. Efektivita vazby je ale

u glycyleyklint pétkrat vy$si (BERGERON et al. 1996).
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V soucasnosti jsou znamy Ctyii mechanizmy rezistence k tetracyklinim: 1) sniZeni
intracelularni koncentrace tetracyklinu jeho aktivnim vypuzovanim z bunky,
2) zabranéni vazby tetracyklinu k ribozomalni podjednotce pomoci ochrannych
proteint, 3) enzymatickd inaktivace tetracyklinu specifickou monohydroxylaci
a 4) zména cilového mista mutaci 16S rRNA (BALL et al. 1980, BURDETT 1991,
ROSS et al. 1998, YANG et al. 2004).

2.1.2.1SniZeni intracelularni koncentrace tetracyklinu

Snizeni intracelularni koncentrace tetracyklinu jeho pumpovanim z bunky specifickymi
efluxnimi  proteiny je nejbéznéjSim mechanizmem rezistence rozsifenym
u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii (LEVY 1992, HIRATA et al. 2004).

V soucasnosti bylo popsano 27 tfid efluxnich tet gentli, jejichz produkty jsou
transmembranové proteiny, které vazou tetracyklin v komplexu s hotéikem (Tc-Mg")
a aktivné ho vypuzuji do periplazmy vyménou za proton (MCMURRY et al. 1982,
THANASSI et al. 1995, ROBERTS 2010b).

SIGLER et al. (2000) ve své studii urcili rychlost difuze tetracyklinu do buiiky E. coli.
Jimi zjisténd hodnota difusniho koeficientu ukazala, Ze rychlost priniku tetracyklinu
je nizka a vysvétluje, jak 1ze ucinné snizovat intracelularni koncentraci tetracyklinu jeho
vypuzenim efluxnimi pumpami pouze do periplazmy. Pokud funguji jako transportéry
tetracyklinu endogenni pumpy, které pieklenuji u gramnegativnich bakterii periplazmu
i vnéj$i membranu, vypuzuji tetracyklin pfimo do media (THANASSI et al. 1995).
VétSina efluxnich Tet proteinli patii do rodiny transportéri "major facilitator" (MF),
ale nékteré pumpy rodiny "resistance nodulation division" (RND) rozeznavaji jako sviij
substrat tigecyklin a pumpuji ho z buinky (LOMOVSKAYA a WATKINS 2001,
HIRATA et al. 2004). Efluxni Tet proteiny byly rozdéleny do 9 skupin na zaklad¢ jejich
podobnosti na aminokyselinové urovni (Tab. 1). Nejpocetnéjsi je prvni skupina
zahrnujici 14 tfid fet genl, které jsou pod kontrolou represoru TetR, a zahrnuje
determinanty identifikované u gramnegativnich (tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E),
tet(G), tet(H), tet(J), tet(V), tet(Y), tet(30), tet(31)), i grampozitivnich (tet(Z), tet(33))
bakterii (CHOPRA a ROBERTS 2001, ROBERTS 2010b). Do této skupiny mimo jiné
patii nejrozsifenéjSi efluxni determinanta rezistence te#(B), kterd byla identifikovana

do dnesni doby u 29 rodd gramnegativnich bakterii (ROBERTS 2010c).
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Efluxni Tet proteiny obvykle rozpozndvaji a exportuji tetracyklin, chlortetracyklin
a oxytetracyklin. Jedinymi zndmymi transportéry tetracyklinu i minocyklinu jsou

Tet(B) a Tet(L) (BUTAYE et al. 2003).

Efluxni zet geny

tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), tet()), tet(V), tet(Y), tet(Z),
tet(30), tet(31), tet(33)

tet(35)

tet(39), tet(41)

tet(K), tet(L), tet(38)

tetA(P), tet(40)

otr(B), otr(C)

ter
tet(42)
tet(43)

Tab. 1: Identifikované efluxni geny rezistence k tetracyklinu rozdélené podle vzajemné
podobnosti jimi kodovanych proteini. Podle (ROBERTS 2010b).

2.1.2.2 Ochrana ribozomu

Ochrana ribozomi pied vazbou tetracyklinu je zprostfedkovana ochrannymi
cytoplazmatickymi proteiny (RPP, ribosomal protection proteins). Tyto proteiny
jsou pravdépodobné odvozené od elongacnich faktortt EF-Tu (elongation factor thermo
unstable) a EF-G (elongation factor G), u kterych po ztrat¢ pivodni funkce doslo
k adaptaci na tlohu RPP. K diverzifikaci RPP doslo jesté pred tim, nez ¢lovek zacal
antibiotika intenzivné pouzivat (TAYLOR a CHAU 1996, AMINOV et al. 2001,
CONNELL et al. 2003a). Tato funkce byla dosud popsana u produktti dvanacti tet
determinant, které jsou rozsifené u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii (Tab. 2)
(ROBERTS 2010Db).

Mezi nejvice studované RPP patii Tet(M) a Tet(O), které¢ sdili sekvenéni identitu
s EF-G, a to zejména v oblasti podilejici se na vazbé a hydrolyze GTP. Tetracyklin
po vazb¢ na ribozom, ktera je pravdépodobné provazena konformacni zménou, blokuje

A misto pro vstup aminoacylované tRNA, ktery je kontrolovany EF-Tu. Tetracyklin
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nebrani vzniku ternarniho komplexu a je mozné, Ze opakovan¢ dochazi k jeho vytvareni
a hydrolyze GTP, aniz by dochdzelo k obsazeni A mista. Tento neproduktivni cyklus
by byl pro bunku energeticky velmi naro¢ny. Po rozeznani prazdného A mista RPP
proteinem, dochézi v pritomnosti GTP k jeho vazb¢ na ribozom, do stejného vazebného
mista jako elongacni faktory, a vytvofeni stabilniho komplexu. V ptipadé¢ Tet(O) tato
interakce zeslabi vazbu tetracyklinu a dochazi k jeho uvolnéni z ribozomu. Toto
oslabeni vazby je pravdépodobné zplisobeno lokalni konformacni zménou v oblasti
H34, ktera nebrani pokraCovani elongac¢niho cyklu translace. Je ptfedpokladano,
ze zména konformace pretrvavd i po disociaci Tet(O) a ribozom je dale imunni
k pasobeni tetracyklinu (Obr. 2) (BURDETT 1991, BURDETT 1996, DANTLEY et al.
1998, NOAH et al. 1999, BRODERSEN et al. 2000, SPAHN et al. 2001, CONNELL et
al. 2003Db).

Zvlastni skupinou determinant jsou mozaikové derivaty zndmych genl rezistence
k tetracyklinu kodujicich RPP. Tyto derivaty sdileji svou c¢asti vysokou sekvencni
identitu (80%) s jednou determinantou a druhou ¢asti s jinou znamou nebo novou
determinantou. Pfikladem mohou byt te#(O/W/O) nebo tet(0/32/0) (MELVILLE et al.
2001, STANTON et al. 2004).

RPP geny

tet(M), tet(O), tet(S), tet(W), tet(32), tet(Q), tet (T), tet(36)

otr(A), tetB(P)b, tet

tet(44)

Tab. 2: Identifikované RPP geny rezistence k tetracyklinu rozdélené podle vzajemné
sekven¢ni podobnosti jimi kédovanych proteini. Podle (ROBERTS 2010b).
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2.1.2.3 Enzymaticka inaktivace

Inaktivace nebo modifikace antibiotika je u nckterych tiid antibiotik rozsifenym
mechanizmem rezistence. U tetracyklinu byly do dne$ni doby popsany 3 geny, jejichz
produkty se podileji na inaktivaci tetracyklinu — tet(X), tet(37) a tet(34) (SPEER
a SALYERS 1988, NONAKA a SUZUKI 2002, ROBERTS 2010b, THAKER et al.
2010).

Protein Tet(X) byl charakterizovan jako flavin (FAD) zavisla monooxiddza, kterd
hydrolyzuje tetracyklin. Tato mistn¢ specifickd hydrolyza (oblast mezi C11 a C12)
probihd za pfitomnosti kysliku a NADPH za vzniku FAD-4a-hydroperoxidu. Tato
reakce ma pravdépodobn& vliv na vazbu Mg®', jehoz piitomnost je nutna k interakci
s ribozomem (YANG et al. 2004).

Protein Tet(37) vykazuje podobné vlastnosti jako Tet(X), i kdyZ mezi nimi nebyla
prokazana vyznamna sekvenc¢ni identita (DIAZ-TORRES et al. 2003).

Protein Tet(34) byl identifikovan u Vibrio sp. a sekvencné odpovida xantin-guanin

fosforibosiltransferaze V. cholerae (NONAKA a SUZUKI 2002).

2.1.2.4 Mutace 16S rRNA

Mutace cilového mista pro antibiotikum je znadmym mechanizmem rezistence.
V piipadé tetracyklinu byla tato moznost, jak snizit citlivost buniky k antibiotiku,
popsana pouze u n€kolika organizmtl.

Vazebné misto tetracyklinu na ribozomu zahrnuje 16S rRNA, region H34 a H31, a dalsi
ribozomalni proteiny. Pti studiu Propionibacterium acnes rezistentniho k tetracyklinu
byl objeven mechanizmus, ktery zahrnuje zaménu bazi v oblasti H34 16S rRNA (ROSS
et al. 1998, BRODERSEN et al. 2000). Mutace v jiném regionu 16S rRNA, v regionu
H31, byla popsana i u Helicobacter pylori. V pitipadé H. pylori bylo prokazano,
Ze mutace v této oblasti snizuje schopnost tetracyklinu vazat se na ribozom (TRIEBER
a TAYLOR 2002, NONAKA et al. 2005). Nedavno bylo popsano obdobné snizeni
citlivosti k tetracyklinu diky mutaci 16S rRNA u Mycobacterium pneumonie
a Mycobacterium hominis a k doxycyklinu u Brachyspira hyodysenteriae (PRINGLE et
al. 2007, DEGRANGE et al. 2008).
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2.2 ANTIBIOTIKA A REZISTENCE V PUDNICH EKOSYSTEMECH

Hlavni cestou, jak se dostavaji antibiotika do prostiedi, je jejich vyuzivani pii 1écbe
zvitat, profylaxi nebo jako rastovych stimuldtorii. Kromé aplikace antibiotik
ve zvifecich chovech jsou vyuzivana i v zemédélstvi, naptiklad oxytetracyklin byl
od 50. let vyuzivan jako pesticid pii péstovani ovoce a zeleniny (D'COSTA et al. 2007).
Nedavno byl popsan vliv tetracyklinu na pidni mikroorganizmy. Pfi jeho vyuzivani
na podporu rastu v hospodaiskych chovech se pfidava do krmiva subterapeutickd
koncentrace. Tetracykliny jsou nasledné vylucovany v moci a fekaliich a dostavaji se
do mrvy a vody. Tato mrva je tedy kontaminovana antibiotiky a pravdépodobné
1 rezistentnimi fekalnimi mikroorganizmy, které jsou selektovany v gastrointestinalnim
traktu zvifat. Pokud se tato mrva dale pouzivd k hnojeni, mize to vést ke vzniku
rezistentnich bakterii v prostiedi a naslednému rozSifovani determinant rezistence
do dalsich ekosystému i potencionalnich patogent ¢lovéka (CHEE-SANFORD et al.
2001). Pii rozsifeni determinant rezistence do puvodnich ptudnich mikroorganizmi,
které¢ jsou dobfe adaptované na preziti v pid€, miize vzniknout rezervoar genu
rezistence. Tento rezervoar muze v pud€ dlouho pietrvavat, a to i po odstranéni
selekéniho tlaku. Pfi tomto procesu pravdépodobné dochdzi i k selekci determinant
rezistence k dalSim antibiotikim. (GHOSH a LAPARA 2007). O perzistenci genu
rezistence k tetracyklinu svéd¢i i vysledky metagenomické studie fekalnich bakterii
u prasat z ekologického chovu, u kterych nebyly Zadnym zpisobem pouZity antibiotika.
I u téchto bakterii byly identifikovany geny rezistence k tetracyklinu, které se mohly
rozsifit z prirodniho prostiedi, a pfetrvavaji v gastrointestinalnim traktu prasat i bez
jakéhokoliv selekéniho tlaku antibiotik (KAZIMIERCZAK et al. 2009).

Jaky maji antibiotika v ptd¢ dopad na piivodni mikroorganizmy, jakym zplisobem
je pohanén pienos determinant a jejich perzistence v prosttedi, by mélo byt predmétem

intenzivniho zkoumani.

2.2.1 VYVOJ A ROZSIROVANI REZISTENCE K ANTIBIOTIKUM

Pres 80% antibiotik, plivodnich nebo semisyntetickych, kterd jsou vyuZzivana k 1éc¢bé
v lékafstvi, pochazi z pldnich bakterii. U producentii antibiotik se vyvinuly

mechanizmy ochrany pted jimi produkovanymi antibiotiky. Pfitomnost té€chto antibiotik
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v pudé pak vytvaii selekéni tlak na ostatni mikroorganizmy ve stejné nice,
a u téchto mikroorganizmti se muize jako odpovéd vyvinout rezistence. Ta mulze
vzniknout bud’ mutaci, nebo byt ziskdna horizontdlnim pienosem geni (HGT,
horizontal gene transfer), pro ktery mohou byt zdrojem producenti antibiotik
(BENVENISTE a DAVIES 1973, D'COSTA et al. 2007). Rozsifovani rezistence
k antibiotikim Ize pak vysvétlit jako evolucéni proces pohdnény selekénim tlakem.
Takto se pravdépodobné pivodné rozsifily geny pro specifické efluxni pumpy
rezistence k tetracyklinu (DAIRI ez al. 1995).

Mimo nemocnic¢ni prostiedi, v pfirodnich habitatech, nemusi byt tak silny selek¢éni tlak
plisobenim antibiotik. U oportunnich patogent, které maji ptivod v tomto prostiedi,
doslo ke vzniku pfirozené rezistence pravdépodobné béhem jejich vyvoje v pivodnich
habitatech dlouho piedtim, nez lidé objevili antibiotika (MARTINEZ 2009). Naopak
ziskana rezistence u nemocni¢nich patogenu je nedavna udalost a vysledek selekéniho
tlaku pusobeného vyzivanim antibiotik ¢lovékem (ALEKSHUN a LEVY 2007,
SALMOND a WELCH 2008).

V ekosystémech, kde se vyskytuji producenti antibiotik, je tedy funkéni role
determinant rezistence ochrana pfed témito antibiotiky. U pfirozené rezistentnich
bakterii, ptivodem z pfirodnich habitatli, kde se producenti antibiotik nevyskytuji, neni
funkce determinant rezistence tak jasna. Je pravdépodobné, ze u téchto determinant neni
rezistence jejich hlavni funkéni roli a pfed vyuzivanim antibiotik mély jinou
metabolickou funkci. Piikladem jsou pumpy podilejici se na rezistenci k mnoha
antimikrobidlnim latkdm (MDR, multidrug resistance) mikroorganizmi, které byly
izolovany jest¢ pred vytvorenim syntetickych fluorochinolonii, a které jsou piesto
schopné je rozeznavat a pumpovat z buiky (ALONSO et al 1999, AMINOV
a MACKIE 2007, FAJARDO et al. 2008). Tuto myslenku podporuje i fakt, ze nékteré
determinanty na urovni proteinové struktury a funkce sdileji vlastnosti s proteiny,
jejichz funkci neni rezistence. Je mozné, ze determinanty rezistence vznikly
z prekurzord, které byly citlivé na pfitomnost antibiotik nebo k nim mély malou afinitu

(WRIGHT 2007).
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2.2.1.1 RozS§ifovani determinant rezistence HGT

Bakterie muze ziskat exogenni DNA transformaci, konjugaci nebo transdukci.
Mobilnimi elementy, kterymi je horizontalni pienos zprostiedkovan, mohou byt
plazmidy, transpozony nebo integrony. Na téchto elementech mitize dochéazet
k akumulaci gent rezistence, které dovoluji vznik kment rezistentnich k mnoha
antibiotikim. RozSifovani determinant rezistence HGT je podporovano vyuzivanim
antibiotik a jejich uvoliiovani do prostiedi (D'COSTA et al. 2007).

Transpozice n¢kterych transpozonit mize byt podporovana subinhibi¢ni koncentraci
antibiotik. Piikladem je stimulacni efekt tetracyklinu na konjugativni transpozony
Tn916 (nesouci tetM), Nbul nebo CTnDOT (nesouci tetQ) (SHOWSH a ANDREWS
1992, SONG et al. 2009). Castgjsi udalost konjugace mize byt vysvétlena zvysenim
selekéniho tlaku na ziskéni rezistence nebo castéjsim zahdjenim pfenosu, piipadné
kombinaci obou (BAHL et al. 2004). Nizka koncentrace tetracyklinu muze tedy
zvySovat pravdépodobnost horizontalniho transferu mobilnich elementd (SONG et al.
2009).

U gramnegativnich bakterii se na rozSifovani rezistence podili pfitomnost integront
L. tfidy. Jejich pfitomnost byla ovéfena i u grampozitivnich bakterii. S témito integrony
byla spojena i pfitomnost gent rezistence k tetracyklinu (MARTIN et al. 1990, FLUIT
a SCHMITZ 1999, WHITE et al. 2001).

2.2.2 TRANSPORTNI PROTEINY

Transportni proteiny (efluxni pumpy) jsou velmi dulezitou soucasti v systému
akumulace a efluxu antibakteridlnich latek (VAN BAMBEKE et al 2000).
Mechanizmus efluxu, jako moZnost rezistence k antibiotikiim, byl prvné popséan v roce
1980 (MCMURRY et al. 1980). Molekula antibiotika je vypuzovana z bakterialni
bunky aktivnim procesem, ktery je pohdnény energii. Transportni proteiny lze podle
rozeznavanych substrati — antibiotik — rozd¢€lit na specifické a nespecifické (MDR)
pumpy.

Jak bylo naznaceno, geny rezistence k antibiotikim maji pivod v organizmech,
kterda produkuji antibiotika. MDR pumpy se vSak pravdépodobné vyvinuly

z piirozenych transportnich systéma pro toxické zplodiny metabolismu a nejsou
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omezeny pouze na producenty antibiotik. Mnoho analyzovanych MDR pump je
kodovano chromozomalné a jejich exprese je piisné regulovana (BENVENISTE
a DAVIES 1973, GRKOVIC et al. 2002, BUTAYE et al. 2003). V pidé jsou Casto
nalézany organizmy, které koduji mnoho MDR pump (KONSTANTINIDIS a TIEDJE
2004). Toto mnozstvi lze vysvétlit pravé tak, Zze tyto pumpy maji mnoho rtznych
fyziologickych funkci a podileji se na adaptivité bakterii (MARTINEZ et al. 2009).
MDR pumpy patii do riiznych nadrodin a rodin transportéri — ABC, MF, RND, SMR
a MATE (zkratky viz Kap. 2.2.2.1, Kap. 2.2.2.2, Kap. 2.2.2.3, Kap. 2.2.2.4 a Kap.
2.2.2.5) (SAIER et al. 1994, CHUNG a SAIER JR 2001, PAULSEN et al. 2001,
MORIYAMA et al. 2008).

2.2.2.1 Transportéry nadrodiny ABC

Transportéry patfici do nadrodiny ABC (ATP-binding cassette) se vyskytuji u bakterii,
archei i eukaryot. Transport substrati je pohanény hydrolyzou ATP (Obr. 3) a proteiny
v této nadrodiné lze rozd¢lit do vice nez 30 rodin. Tyto transportéry se skladaji ze Ctyt
proteinovych domén - dvou integralnich membranovych domén se Sesti
transmembranovymi useky (TMS, transmembrane segment) a vazebnym mistem
pro substrat a dvou cytoplazmatickych domén se Sesti vlasenkami a vazebnym mistem
pro nukleotid (Obr. 4). Zde dochazi k hydrolyze ATP a tato ATPdzova doména je
vysoce konzervovana. Proteinové domény mohou tvofit homodimery nebo
heterodimery, u kterych jedna transmembranovd doména fizuje s jednou doménou
vazajici nukleotid. Pfitomnost vSech ctyf domén je nutnd k vytvofeni funkéniho
transportéru (FATH a KOLTER 1993, SAIER et al. 1998, SCHNEIDER a HUNKE
1998, LUBELSKI et al. 2007). Funkce pump nadrodiny ABC jako MDR pump je dobie
popsana u grampozitivnich bakterii. Naopak u gramnegativnich bakterii je ABC pump
MDR typu identifikovano dosud velmi malo.

Prvnim popsanym MDR transportérem v ABC nadrodiné byl LmrA u Lactococcus
lactis. Tento protein ma dvé vazebna mista pro substrat a pii jeho expresi v E. coli byla
pozorovana rezistence k tetracyklinim, aminoglykosidim, chloramfenikolu,
chinolonim a dal§im antibiotikim (VAN VEEN et al. 1996, VAN VEEN et al. 2000,
LUBELSKI et al. 2007). Dal§imi zastupci z této nadrodiny, které se mohou podilet
na rezistenci k antibiotikiim, jsou MacAB a LolCDE z E. coli, MsrA z S. epidermis,

25



Car(A), TIr(C) a Smr(B) ze streptomycét nebo Vcam z Vibrio cholerae, u kterého byla
pii expresi v E. coli pozorovana rezistence k tetracyklinu (DAVIDSON et al. 2008).

ATB
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plazmaticka
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cytoplazma
ATP ADP + P,
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Obr. 3: Schéma efluxni pumpy nadrodiny ABC. Transport substratu je pohanén hydrolyzou
ATP. Podle (HUDA et al. 2003, KUMAR a SCHWEIZER 2005).

cytoplazma
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Obr. 4: Strukturni model efluxni pumpy nadrodiny ABC. ABC transportéry jsou slozené
ze ¢ty domén - dvou transmembranovych a dvou cytoplazmatickych domén, které vazou

nukleotid. Mohou tvorit homodimery nebo heterodimery. Podle (SAIER et al. 1998).



2.2.2.2 Transportéry nadrodiny MF

MF (major facilitator) je velkd nadrodina dobfe charakterizovanych transportérd,
které se vyskytuji u prokaryot i eukaryot. Mechanizmy transportu mohou byt symport
(substrat/kation), antiport (substrat/substrat) nebo uniport riznych substrati (GRIFFITH
et al. 1992, SAIDIJAM et al. 2006) (Obr. 5). Tuto nadrodinu Ize rozdélit do 58 rodin
(LAW et al. 2008).

Struktura vsech transportérii neni prozkoumana a je znama pouze u nékterych zastupcu.
Tyto proteiny maji 12, 14 nebo 24 transmembranovych usekd a vyvinuly se
pravdépodobné z prekurzoru se tfemi TMS dvojitou duplikaci nebo fuzi (PAULSEN et
al. 1996a, HVORUP a SAIER JR 2002, SAIDIJAM et al. 2006). Vétsina z transportéru
MF nadrodiny mé pravdépodobné 12 TMS, které jsou spojené hydrofilnimi vlasenkami,
a N- a C- konec proteinu se nachazi v cytoplazmé (SAIER et al. 1999, SAIER 2003).
Pro studium rezistence k antibiotikiim je relevantni druha a tfeti rodina transportnich
proteind, které jsou odliSeny na zikladé membranové topologie — s 14 a 12
transmembranovymi useky. Mezi prvnimi 200 aminokyselinami efluxnich proteina
z 12 TMS a 14 TMS rodiny jsou velké podobnosti (GUILLAUME et al. 2004). Rodina
proteini se 14 TMS zahrnuje 30 ¢lenti, rodina proteini s 12 TMS 46 clent,
mezi které patii proteiny specifické pro dané antibiotikum 1 proteiny se SirSim
mnozstvim substrati (MDR) (PAULSEN et al. 1996a, SAIER 2003). U téchto rodin
byly také identifikovany specifické motivy, jejichz konzervace hraje funkéni i strukturni

roli (PAULSEN a SKURRAY 1993, PAULSEN et al. 1996a).

ATB ‘\ H*
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Obr. 5: Schéma antiportéru nadrodiny MF. Podle (KUMAR a SCHWEIZER 2005).
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2.2.2.1.1 Rodina s 12 TMS

Rodina s 12 TMS (Obr. 6) zahrnuje proteiny, jejichz substratem jsou antibiotika. Tyto
proteiny se pravdépodobné vyvinuly z proteinii se Sesti transmembranovymi useky
duplikaci (SAIER 2003). Proteiny s 12 TMS se vyskytuji v ramci organizmu ¢astéji nez
proteiny se 14 TMS (PAULSEN et al. 1996a, PAO et al. 1998, SAIER et al. 1998).

Do této rodiny patii transportéry Bmr, Blt a NorA, které vykazuji funk¢ni podobnost.
Proteiny Bmr a BIt, identifikované u Bacillus subtilis, se podili na rezistenci
k chloramfenikolu, fluorochinoloniim a dal§im antibakterialnim latkam. Protein NorA je
efluxni pumpa identifikovana u Staphylococcus aureus. Mezi dalsi Cleny patii Ber
a EmrD z E. coli nebo transportéry tetracyklinu prvni skupiny Tet(A), Tet(B), Tet(C),
Tet(D), Tet(E), Tet(G), Tet(H), Tet(J), Tet(Z), Tet(30), Tet(31) a Tet(33)
(GUILLAUME et al. 2004).

cytoplazma

COOH
Obr. 6: Strukturni model efluxni pumpy superrodiny MF s 12 TMS. Podle (SAIER et al.
1998).

2.2.2.1.2 Rodina se 14 TMS

Transportéry se 14 TMS se pravdépodobné vyvinuly nezavisle z transportérii s 12 TMS
piidanim centralni cytoplazmatické vlasenky do membrany (PAULSEN et al. 1996a,
SAIER 2003).

Jednim ze zastupcii této rodiny je EmrB, kodovany emrRAB operonem. Exprese emrAB
je stimulovana piitomnosti substratu, naptiklad nalidixové kyseliny, a pod kontrolou

regulatoru EmrR. Déle tato rodina se 14 TMS (Obr. 7) zahrnuje protein QacA

28



identifikovany u S. aureus, transportéry tetracyklinu Tet(K), Tet(L), Tcr, OtrB a dalsi
efluxni pumpy (GUILLAUME et al. 2004).

cytoplazma

COOH

Obr. 7: Strukturni model efluxni pumpy superrodiny MF se 14 TMS. Podle (SAIER et al.
1998).

2.2.2.3 Transportéry rodiny RND

Transportéry RND (resistance nodulation division) rodiny se vyskytuji u bakterii, archei
1 eukaryot. VétSinou funguji jako antiportery substratu a protonu (Obr. 8). Tuto rodinu
1ze rozdélit do 7 podrodin, prvni tfi zahrnuji proteiny gramnegativnich bakterii. Proteiny
v téchto tfech podrodinéch sdileji substratovou specifitu, na exportu antibiotik se podili
druha podrodina proteind. Patd podrodina zahrnuje proteiny grampozitivnich proteint
(SAIER a PAULSEN 2001).

Transportéry RND rodiny se skladaji ze tii slozek: vnitintho membranového proteinu
(IMP, outer membrane protein), vné¢jStho membranového proteinu (OMF, outer
membrane factor) a adaptérového proteinu (membrane fusion protein, MFP). IMP je
nutny k doddvani energie pro efluxni systém a je pumpou RND systému. OMF je
v pfimém kontaktu s IMP a zajistuje pokraCovani kanalu k transportu antibiotika
do media. MFP piimo interaguje s obéma proteiny, cely komplex stabilizuje a podili se
na jeho skladani. VSechny komponenty jsou pro funkci transportéru esencialni (SAIER

et al. 1994, MISRA a BAVRO 2009).
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Efluxni pumpy (IMP) RND systému maji vétSinou 12 TMS a dvé extracytoplazmatické
domény. Prvni polovina proteinu je homologni druhé poloviné proteinu
a pravdépodobné¢ vznikly intragenovou tandemovou duplikaci (Obr. 9.) (SAIER et al.
1994, SATIER a PAULSEN 2001).

ATB

TN T

vnéjsi
l ‘ membrana
OO COOrn pOCCO0OUCT
H+
AR A AR IR T AR AR ARAC
||| plazmaticka
membrana
DU OO OO UCCCCCOC
+
H cytoplazma

ATB

Obr. 8: Schéma transportéru rodiny RND. Modre znazornén IMP, zelené adaptérovy protein

MFP, ¢erné OMF. Podle (KUMAR a SCHWEIZER 2005).
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NH,

cytoplazma COOH

Obr. 9: Strukturni model IMP proteinu (pumpy) rodiny RND. Vritini membranovy protein
transportéru RND nadceledi se sklada z jednoho TMS useku na N-konci, nadsleduje
extracytoplazmaticka doména, Sest dalsich TMS usekii, druha extracytoplazmaticka

doména a pét koncovych TMS usekii na C- konci. Podle (SAIER et al. 1998).

2.2.2.3.1 Podrodina Hael

Do této podrodiny patii efluxni systémy gramnegativnich bakterii. Mezi zastupce Hael
(hydrophobe/amphiphile efflux-1) rodiny patii efluxni systémy Mex z Pseudomonas
aeruginosa, Acr z Escherichia coli nebo AdeABC z Acinetobacter baumannii (TSENG
et al. 1999).

Hlavni MDR pumpou E. coli je transportni systém AcrAB-TolC. Mezi substraty tohoto
systému patii erytromycin, minocyklin a dalsi antibakteridlni latky. Antiporter AcrB
interaguje pres periplazmaticky AcrA protein s kandlem TolC ve vnéj§i membrané
a dochazi k transportu antibiotik pfimo do extracelularniho media (MA et al. 1993,
TIKHONOVA a ZGURSKAYA 2004).

Sedm znamych Mex systému P. aeruginosa se odlisuji svoji substratovou specifitou.

MexAB-OprM je nejrozsitenéjsi efluxni systém, ktery je exprimovan konstitutivné
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a podili se na pfirozené rezistenci P. aeruginosa k antimikrobidlnim latkdm. MexA je
u tohoto systému MFP, ktery interaguje s ostatnimi slozkami systému — MexB (IMP,
pumpa) a OprM (OMP) (LI et al. 1995, L1 et al. 2000).

Transportéry MexCD-OprJ a MexEF-OprN jsou exprimované pouze u nékterych kmenti
P. aeruginosa a jsou schopné kompenzovat ztratu MexAB-OprM systému. Pti zvySené
expresi efluxnich systému MexCD-Opr] nebo MexEF-OprN dochdzi u mutanti
k projevu rezistence k tetracyklinu, chloramfenikolu a chinolonim (LI ez al. 1994, LI et
al. 2000).

Efluxni systém MexXY je exprimovan inducibilné pii pfitomnosti substratu a jeho
soucasti neni vlastni OMP. Tento systém vyuziva OprM, OMP systému MexAB-OprM.
Delece mexXY operonu zvysila citlivost bakterii k tetracyklinu, aminoglykosidim
a erytromycinu. Substratova specifita efluxniho syst¢ému MexJK je omezena pouze
na tetracyklin, erytromycin a triklosan, antimikrobidlni latku vyuzivanou
v domaéacnostech. Nedavno identifikovany efluxni systtm MexVW rozeznava
fluorochinolony, tetracykliny, chloramfenikol a erytromycin. Poslednim zndmy efluxni
systtm RND rodiny u P. aeruginosa je MexGHI-OpmD, jehoZz soucasti je maly
integralni protein MexG s neznamou funkci (LI e al. 1995, LI et al. 2000, AIRES et al.
2002).

2.2.2.3.2 Podrodina Hae?

Podrodina transportnich proteint Hae2 (hydrophobe/amphiphile efflux-2) zahrnuje
efluxni pumpy grampozitivnich bakterii. Jednim ze Clent je efluxni pumpa Actll3
identifikovana u Streptomyces coelicolor, kterd by se pravdépodobné mohla podilet

na rezistenci k antibakterialnim latkam (TSENG ef al. 1999).

2.2.2.4 Transportéry rodiny SMR

Do rodiny SMR (small multidrug resistance) transportérii patii malé homo-oligomerni
proteiny, které maji pravdépodobn¢ 4 TMS. Vzhledem k jejich malé velikosti (kolem
110 aminokyselin) se pfedpokladda, ze v membrané tvoii homotrimery. Transportéry
rodiny SMR byly rozdéleny do dvou podrodin. Do prvni podrodiny se fadi MDR

pumpy. Proces efluxu probiha mechanizmem antiportu antimikrobialni latky a H'
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(PAULSEN et al. 1996b, SAIER et al. 1998) (Obr. 10). Jednim ze zastupct prvni
podrodiny je transportér Smr kodovany S. aureus a dalSimi stafylokoky, ktery se
vyskytuje na konjugativnich i nekonjugativnich plazmidech. Efluxni pumpa Smr se
podili na rezistenci k antiseptickym latkam (LITTLEJOHN et al. 1991). Dalsim ¢lenem
je EmrE, efluxni pumpa E. coli, kterd se podili na rezistenci k tetracyklinu nebo

erytromycinu (YERUSHALMI et al. 1995).
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Obr. 10: Schéma a strukturni model efluxni pumpy rodiny SMR. Transportéry patiici
do rodiny SMR maji 4 TMS useky a transportuji antimikrobialni latku vyménou
za proton. Podle (KUMAR a SCHWEIZER 2005).

2.2.2.5 Transportéry rodiny MATE

Transportéry rodiny MATE (multidrug and toxic compound extrusion) byly
identifikovany u prokaryot, archei i eukaryot a rozdéleny do tfi podrodin. Membranové
transportéry prokaryot byly zatazeny do prvni a tieti podrodiny.

Vétsina Clenti rodiny MATE ma 12 TMS, sdili mezi sebou asi 40% sekvencni identitu
a dosud u nich nebyl nalezen zadny charakteristicky sekvencni konsenzus. Proteiny
MATE rodiny ptisobi jako antiportery toxickych kationti a protoni nebo sodikovych
kationtdi, a mohou fungovat jako MDR pumpy (BROWN et al. 1999, OMOTE et al.
2006) (Obr. 11). Prvnim identifikovanym ¢lenem této rodiny byl protein NorM
u Vibrio parahaemolyticus, ktery se muze podilet na rezistenci k streptomycinu,
daunomycinu a dal§im antibakteridlnim latkam. Mezi dalsi identifikované zastupce patii

MepA u S. aureus, ktery je spojovan s rezistenci k tigecyklinu, PmpM u P. aeruginosa,
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YdhE u E. coli nebo AbeM u 4. baumannii (MORITA et al. 1998, HE et al. 2004,
KAATZ et al. 2005, SU et al. 2005, OMOTE et al. 2006).

plazmaticka
membrana

cytoplazma

NH,

toplazma
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Obr. 11: Schéma a strukturni model efluxni pumpy rodiny MATE. Transport efluxnimi
proteiny MATE rodiny probihd vyménou za proton nebo sodikovy kation. Proteiny
maji 12 TMS. Podle (KUMAR a SCHWEIZER 2005).
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2.3 REZISTENCE K ANTIBIOTIKUM U GRAMNEGATIVNICH BAKTERI{

Rezistence k tetracyklinu je u gramnegativnich bakterii pomérné rozsifena, zejména
diky pfirozené rezistenci a moznosti horizontadlniho pienosu gend. Rezistence
k n€kolika rtiznym tfidam antibiotik zaroven je Casto spojena s pfitomnosti MDR pump
a miZze vést az ke vzniku panrezistentnich bakterii. V piipadé gramnegativnich bakterii
efluxni pumpy vétSinou preklenuji vnitini i vné&j$i membranu, kterd vytvari bariéru
pro hydrofilni i hydrofobni antibiotika, a patii do rodiny RND transportér. To dovoluje
vypuzeni substratu az do extracelularniho media (ZGURSKAYA a NIKAIDO 2000).
Vnéjs§i membradna gramnegativnich bakterii pfitom predstavuje pro hydrofilni
1 hydrofobni antibiotika u¢innou bariéru.

Izolaty gramnegativnich bakterii, které jsou vyuzity v této studii, patii mezi

nefermentujici, aerobni bakterie.

2.3.1 STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA

Stenotrophomonas maltophilia (dtive Pseudomonas maltophilia, poté Xanthomonas
maltophilia) patii mezi nefermentujici, obligatn¢ aerobni, nesporulujici gramnegativni
bakterie a oportunni patogeny. Taxonomicky se fadi do kmene Proteobacteria, tiidy
Gammaproteobacteria, a Casto je izolovana z pudy, vody a povrchi na jejich rozhrani
v ruznych geografickych oblastech. V soucasné dobé se tadi vedle Acinetobacter sp.
a Pseudomonas aeruginosa mezi dulezité nosokomialni patogeny zplsobujici zavazné
infekce hlavné¢ u imunokompromitovanych osob (PALLERONI a BRADBURY 1993,
DENTON a KERR 1998). Lécba téchto infekci je, zejména diky genotypové
a fenotypové wvariabilité, piirozené 1 ziskané rezistenci a snizené permeabilité
membrany, velmi problematicka (BERG et al. 1999).

S. maltophilia je Castou souldsti rhizosféry. Rhizosféra je nikou velmi bohatou
na ziviny a dochazi zde k vysoké kompetici mezi mikroorganizmy. Mikroorganizmy
rhizosféry jsou casto producenty antibakterialnich latek, dochazi zde k castému
horizontadlnimu pfenosu genli a rozSifovani gent rezistence. U S. maltophilia byla
identifikovana produkce antibiotika — maltophilinu, ktery je pravdépodobné odvozen
od polyketidt. V rhizosféfe dochazi k vzajemnému plisobeni mezi hostitelskou rostlinou

a bakteriemi a mnoho téchto mechanizmii je shodnych s mechanizmy bakteridlni
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patogeneze. Je mozné, Ze stejné mechanizmy jsou vyuzity i pii kolonizaci lidského téla
a tyto bakterie pak mohou byt oportunistickymi patogeny (RAHME et al. 1995,
JAKOBI et al. 1996, BERG et al. 2005). Pii srovnani klinického izolatu S. maltophilia
K279a a environmentélniho izolatu R551-3 bylo zjisténo, Ze geny nutné k infekci
hostitele a/nebo patogenité jsou u izolatu z rizného prostiedi konzervované (ROCCO et

al. 2009).

2.3.1.1 Rezistence u S. maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia je rezistentni k rGznym tfidam antibiotik. Klinické
izolaty jsou casto rezistentni k tetracyklinu, B-laktamim, aminoglykosidim
a fluorochinolonim (ZHANG et al. 2001, CHANG et al. 2004). Tato skuteCnost je
spojena s identifikovanim inducibilnich B-laktamaz L1 a L2, acetyltransferazy,
MDR pump v genomu S. maltophilia a moznosti horizontadlniho pfenosu genu
rezistence.  Horizontdlni pfenos mlze probihat mezi  Stenotrophomonas
a gramnegativnimi bakteriemi, ale i grampozitivnimi bakteriemi. Tato moZnost byla
popsana u izolatu S. maltophilia D457, u kterého byl identifikovan klastr gena
rezistence k antibiotiktim a tézkym koviim pochazejici z grampozitivnich bakterii.

Pfi studiu izolath S. maltophilia rizného pivodu bylo zjisténo, ze profil rezistence
nesouvisi s tim, zda jsou klinického nebo environmentalniho ptivodu (WALSH et al.
1997, BERG et al. 1999, LAMBERT et al. 1999, ALONSO a MARTINEZ 2000,
ALONSO et al. 2000, AVISON et al. 2001). Znamé MDR pumpy identifikované
u S. maltophilia patii do rodiny RND. U klinického izolatu K279a bylo identifikovano
nekolik efluxnich MDR pump RND typu — SmeABC, SmeDEF, SmeYZ, SmeJKL,
SmeGH, SmeMN, SmeVWX a SmeOP. Krom¢ pump patficich k RND rodinég, byly
u S. maltophilia identifikovany efluxni systémy pattici k MF a ABC nadrodiné. U nich
dosud nebyl stanoven podil na rezistenci k antibiotikim (ALONSO a MARTINEZ
2000, LI et al. 2002, CROSSMAN et al. 2008, SANCHEZ et al. 2009).

Integrony nebo plazmidy pravdépodobné nehraji dilezitou roli v rezistenci
S. maltophilia. Geny rezistence identifikované u S. maltophilia R551-3 a K279a nebyly
spojené s pohyblivymi elementy a nebyly tedy v nedavné dob¢ ziskané HGT (CHANG
et al. 2004, CROSSMAN et al. 2008).
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Jedinymi identifikovanymi determinantami rezistence k tetracyklinu byly dosud efluxni
pumpy Tet(35) a Tet(39). Determinanta te#(35) byla identifikovana u izolatu
Stenotrophomonas z rybi farmy v Chile. Tento gen pro efluxni pumpu byl piedtim
identifikovan u Vibria a lze predpokladat, ze tato determinanta je typicka
pro mikroorganizmy Zzijici ve studenych vodach. Determinanta fef(39) byla
identifikovana u izolatu Stenotrophomonas maltophilia ze znecCisténé teky v Nigérii.
Tato determinanta byla pravdépodobné ziskdna horizontalnim pienosem mezi rody
Stenotrophomonas a Acinetobacter, u kterého byla pivodné identifikovana v nedavné
dobé. Vyskyt téchto determinant byl v obou pfipadech pravdépodobné spojeny
s pritomnosti plazmidi a jejich horizontalniho pfenosu (MIRANDA et al. 2003,

ADELOWO a FAGADE 2009, ROBERTS 2010c).

2.3.1.1.1 SmeDEF

Transportni systtm SmeDEF byl prvni objevenou  MDR pumpou u rodu
Stenotrophomonas, ktera se podobala dal§im pumpam popsanych u gramnegativnich
bakterii. Patfi do rodiny RND a je tedy tvofena MFP (SmeD), OMF (SmeE) a IMP
(SmeF) (ALONSO a MARTINEZ 2000).

Exprese MDR pump je Casto regulovéana represorem a zvyseni jejich exprese obvykle
souvisi s mutaci v genu pro represor (GRKOVIC er al. 2002). Pro smeDEF byl
identifikovan represor SmeT, ktery patii do rodiny TetR represort (Obr. 12).
Je pravdépodobné, ze SmeT reguluje i1 vlastni expresi a neni jedinym regulacnim
systémem smeDEF..

SmeDE sdili vysoky stupen identity s AcrAB, MDR pumpou E. coli (ALONSO
a MARTINEZ 2000, ALONSO a MARTINEZ 2001, SANCHEZ et al. 2002, GOULD
a AVISON 2006). Pti zvySené expresi smeDEF doslo u klinickych izolatd ke snizeni
citlivosti pro rizné druhy antibiotik — tetracyklin, chloramfenikol, erytromycin

a chinolony (ALONSO a MARTINEZ 2001).

— et | RRP| ek p-{ smer p—

Obr. 12: Struktura operonu smeDEF. Podle (VILA a MARTINEZ 2008).
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2.3.1.1.2 SmeABC

Transportni systém SmeABC byl identifikovan na zéklad¢ aminokyselinové podobnosti
s MDR pumpami Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli.
Na zéklad¢ dal$iho studia je pfedpokladéano, ze systém SmeABC nefunguje jako MDR
pumpa, ale SmeC (OMP) je na systému nezavisly a pravdépodobné je soucasti jiného
MDR systému. Tato moznost byla prokazana schopnosti SmeC zastoupit funkci OprM,
komponenty efluxniho syst¢tmu MexAB-OprM P. aeruginosa. Exprese smeABC je
pravdépodobné pod kontrolou identifikovaného dvouslozkového systému SmeS/SmeR
(Obr. 13). Pii deleci smeC doslo ke zvySeni senzitivity mutanta k B-laktamm, zatimco

delece smeAB neméla vliv na citlivost k antibiotikiim (LI ez al. 2002).

o P s )| e

Obr. 13: Struktura operonu smeABC. Podle (VILA a MARTINEZ 2008).

2.3.1.1.3 SmekK, SmeZ, SmeJ

SmeZ je soucasti SmeYZ systému, jehoz exprese je pravdépodobné pod kontrolou
dvouslozkového systému Smlit2199 a Smlt2200. Nejvice podobnosti na proteinové
urovni sdili s AdeAB efluxni systémem Acinetobacter baumanii. SmeZ pravdépodobné
souvisi s rezistenci k aminoglykosidim (CROSSMAN et al. 2008, VILA a MARTINEZ
2008).

SmeK je soucasti SmeJKL systému, ktery se na proteinové urovni nejvice podoba
MtdABC transportéru E. coli. Produkty genii smeJK nejspise nejsou schopné fungovat
oddé€lené, a poruSeni genu smeJ a/nebo smeK, vede k mirnému zvySeni citlivosti

k tetracyklinu (CROSSMAN et al. 2008).
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2.3.2 CHRYSEOBACTERIUM SP.

Chryseobacterium sp. (pavodné Flavobacterium) patii mezi nefermentativni, aerobni,
nesporulujici gramnegativni bakterie. Taxonomicky se fadi do kmene Bacteroidetes,
ttidy Flavobacteria. Chryseobacterium sp. je casto izolovdno z puady, vody
1 potravindiskych vyrobkii jako jsou masné a mlééné vyrobky a zelenina
(BERNARDET et al. 2006).

Chryseobacterium sp. se v soucasnosti stava i dillezitym oportunnim patogenem, ktery
infikuje pfevazné novorozence a imunokompromitované osoby (KIRBY et al. 2004).
Z klinického hlediska mohou byt n¢které kmeny povazovany za pficinu meningitid,
pneumonii, bakteriémii a koznich onemocnéni (BLOCH et al. 1997). V soucasnosti je
diskutovdna také moznost vyuziti nékterych druhtt Chryseobacterium pii Cisténi
znecisténého prostfedi nebo aplikace nékterych specifickych enzymii produkovanych

Chryseobacterium v biotechnologiich (BERNARDET et al. 2006).

2.3.2.1 Rezistence u Chryseobacterium sp.

Rezistence k riznym antibiotikim je u Chryseobacterium sp. poméerné rozsifena,
popsana byla pfirozena rezistence k aminoglykosidiim, chloramfenikolu, vétSiné
3-laktamti a polymyxinim. Dale byly popsdny kmeny rezistentni ke karbapenemtm,
tetracyklinim a erytromycinu (CHANG et al. 1997, ROSSOLINI et al. 1998,
ROSSOLINI et al. 1999).

Pti studii klinickych izolath v roce 2005, bylo 88% izolath Chryseobacterium
rezistentnich k tetracyklinu (SADER a JONES 2005). Jedina determinanta rezistence
k tetracyklinu popsand u rodu Chryseobacterium byla efluxni pumpa Tet(A)
(ROBERTS 2010c).
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2.4 REZISTENCE K ANTIBIOTIKUM U GRAMPOZITIVNiICH BAKTERI{

Vzhledem k rozdilim ve stavbé membrany u grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii, hlavné¢ pfitomnost/neptitomnost vnéj§i membrany, je rozdilna i jejich citlivost
k antibiotikim. Grampozitivni bakterie jsou citlivéjsi k lipofilnim penicilintim,
erytromycinu, fluorochinolonim a chinolonim (VAARA 1993). Podobné jako
u gramnegativnich bakterii je 1 u grampozitivnich bakterii rezistence k vice tfidam
antibiotik spojena s pfitomnosti MDR pump. Tyto pumpy mohou byt tvofené pouze
jednim proteinem, ktery je dostacujici k efluxni funkci (ZGURSKAYA a NIKAIDO
2000).

Mezi grampozitivni bakterie patfi velmi dilezitymi patogeny, zejména Staphylococcus
aureus, koaguldza negativni stafylokoky nebo enterokoky, a rezistence k antibiotikiim

je u nich stale rozsifeng;si.

2.4.1 ARTHROBACTER SP.

Arthrobacter sp. je nefermentujici, koryneformni bakterie, ktera je Casto izolovéana
z pudy, vody a extrémnich stanovist’. Vlastnosti tohoto rodu je vysoky obsah G+C para
a intenzivni sekundarni metabolismus. Taxonomicky patii do kmene Actinobacteria,
ttidy Actinobacteria. Rod Arthrobacter je asporogenni, netvoii mycelia a jeho zastupci
jsou schopni degradovat mnoho rGznych substratli (napiiklad chlorokatechol, nékteré
herbicidy a pesticidy) a jsou rezistentni k velkému mnozstvi tézkych kovi (TIEDJE et
al. 1969, ROBERTS et al. 1987, PIPKE a AMRHEIN 1988, FOGARTY a TUOVINEN
1991, MARGESIN a SCHINNER 1997). V soucasné dobé jsou n¢ktefi zastupci rodu
povazovani za oportunni patogeny c¢loveéka. V klinickém prostiedi byl izolovan
z krve a moci pacientli, v nékterych piipadech endoftalmitidy a poSevnich zanétt

(FUNKE et al. 1996, BURTON et al. 2003).

2.4.1.1 Rezistence u Arthrobacter sp.

Rezistence u rodu Arthrobacter neni, vzhledem k tomu, ze se jednd spiSe o pidni

mikroorganizmus, zcela zmapovana. Néktefi zastupci rodu Arthrobacter se tadi mezi
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producenty erytromycinu a k tomuto antibiotiku jsou tedy pfirozené rezistentni. Dale
byly izolovany kmeny rezistentni k linkosamidiim, nalidixové kyselin€, rifampicinu
a cefalosporinim (ROBERTS ef al. 1985, QUIROS et al. 1988, ZHANG a XU 1993,
FUNKE et al. 1998, GUPTA et al. 2004).

Pii studiu klinickych izolath rodu Arthrobacter a jejich rezistenci k tetracyklinu
a dalSim antibiotikim, byla minimalni inhibicni koncentrace (MIC) tetracyklinu
u vétSiny izolatd niz8i nez hrani¢ni bod stanoveny CSLI (Clinical and Laboratory
Standard Institute). Pouze u dvou izolat byla MIC tetracyklinu stanovena na 16 pg/ml
(FUNKE et al. 1996). Podobn¢ i ve studiich environmentalnich izolatd byly
identifikovany spise kmeny senzitivni k tetracyklinim (GUPTA et al. 2004, BAFANA
et al. 2010).

U rodu Arthrobacter byl popsan vyskyt determinant rezistence k tetracyklinu fet(M),
patfici mezi geny pro RPP, a fef(33). Determinanta tet(33), kddujici efluxni pumpu, byla
identifikovana u izolati z chovu prasat v Dansku. U téchto izolath byl pfitomen mobilni
element s integronem . tfidy a determinantou ze#(33) (AGERSO a SANDVANG 2005,
ROBERTS 2010b).

2.4.2 STAPHYLOCOCCUS SP.

Staphylococcus sp. patii mezi fakultativné anaerobni, grampozitivni bakterie s nizkym
obsahem G+C part. Taxonomicky se fadi do kmene Firmicutes, tiidy Bacilli. BEzn¢ je
soucasti kozni mikroflory, néktefi zastupci rodu patii mezi oportunni patogeny a mohou
zpusobovat abscesy, endokarditidy, septikémie, syndrom toxického Soku a pneumonie
(DIEKEMA et al. 2001).

Tento rod lez rozdélit na koaguldza pozitivni stafylokoky, zastupcem S. aureus,

a koaguldza negativni stafylokoky, zastupcem S. epidermidis.

2.4.2.1 Rezistence u Staphylococcus sp.

Zastupci rodu Staphylococcus Casto nesou mobilni elementy, hlavné plazmidy
a transpozony, s geny rezistence. Ty mohou byt u rodu Staphylococcus ziskédvany
horizontalnim nebo vertikilnim pfenosem. Castym mechanizmem rezistence

je snizovani intracelularni koncentrace efluxnimi proteiny — specifickymi i MDR
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pumpami. U rodu Staphylococcus byly popsany pumpy podilejici se na rezistence
k antibiotikim z rodiny ABC, MF, MATE a SMR (HASSAN et al. 2007).

Velkym problémem jsou v soucasnosti stafylokokové rezistentni k methicilinu (MR).
Jejich vyskyt je prokdzdn u klinickych izolati 1 izolati z doméacich zvirat.
V nemocni¢nim prostiedi jsou izolaty MR cCasto rezistentni k dal$im tfidam antibiotik
— aminoglykosidiim, tetracyklinim, makrolidiim a fluorochinolonim. Podobny profil
rezistence maji i izolaty z domacich zvitat (AARESTRUP et al. 2000a, MORRIS et al.
2006).

U stafylokoku byly identifikovany determinanty rezistence k tetracyklinu zet(K), tet(L),
tet(M), tet(O), tet(W), tet(U), tet(S), tet(38), tet(42) (ROBERTS 2010a).

2.4.2.1.1 QacA a QacB

Determinanta gacA kéduje prvni popsanou MDR pumpu, a spolecné s gacB jsou Casto
neseny na plazmidu. Transportéry QacA a QacB jsou spojovany s rezistenci
k antibiotiklim a dal$im antimikrobidlnim slouc¢eninam (naptiklad k ethidiu, safraninu)
(LEELAPORN et al. 1994, MITCHELL et al. 1998, BROWN a SKURRAY 2001).
Tyto determinanty jsou Casté u stafylokokt rezistentnich k methicilinu (MAYER et al.
2001). Exprese gacA, qacB je pod kontrolou represoru QacR patficiho do rodiny TetR
represorit (GRKOVIC et al. 1998).

2.4.2.1.2 NorA

Determinanta nord je lokalizovana na chromozomu a koduje transportér, ktery je
spojovan s rezistenci k chloramfenikolu, nalidixové kyselin¢ a dal$Sim antibiotikiim

(UBUKATA et al. 1989, NEYFAKH et al. 1993).

2.4.2.1.3 Tet(K) a Tet(L)

Determinanta tet(K) (a blizce pfibuzna tet(L)) koduje 50, 7 kDa velky protein, jehoz
funkci je antiport tetracyklinu v komplexu s dvoumocnym kovem a protonu
(YAMAGUCHI et al. 1995). Tento mechanizmus rezistence je podobny mechanizmu

Tet pump u gramnegativnich bakterii, s tim rozdilem, ze u Tet(K) a Tet(L) je antiport
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elektrogenni. Lze tedy pfedpokladat, Ze mnozstvi translokovanych protoni a molekul
tetracyklinu neni v poméru 1:1. Proteiny Tet(K) a Tet(L) patii do nadrodiny
transportéric MF a jsou tedy tvofeny jednim polypeptidovym fetézcem, ktery kiizuje
membranu (YAMAGUCHI et al. 1995, PAULSEN et al. 1996a, GINN et al. 1997).
U stafylokokil je determinanta fe#(K) povazovana za pivodni a byla identifikovana
u klinickych izolat, izolath koagulaza pozitivnich i1 koaguldza negativnich stafylokokt
z domacich zvifat a stafylokokt u voln¢ Zijicich hlodavct a hmyzozraved (SCHWARZ
etal. 1998, SCHMITZ et al. 2001, HAUSCHILD et al. 2003).

Exprese gent tet(K) a tet(L) je pravdépodobné kontrolovéna atenuaci, ale pii studiu
transkripcniho regulonu mgrA byl zjistén vliv na expresi tet(K) a tedy dal$i moznost

regulace (SCHWARZ et al. 1992, LUONG et al. 2006).

2.4.2.1.4 Tet(38)

Determinanta tet(38) koduje efluxni pumpu, kterd je spojovana s rezistenci
k tetracyklinu. S transportéry tetracyklinu Tet(K) a Tet(L) sdili 46% respektive 45%
sekvencni identitu na aminokyselinové trovni. Exprese chromozomalni determinanty
tet(38) je pod kontrolou MgrA represoru, ktery kontroluje i1 expresi norA transportéru

(TRUONG-BOLDUC et al. 2005).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 MATERIAL

3.1.1 BAKTERIALNI KMENY

Studované piidni izolaty ziskané z Ustavu pudni biologie v Ceskych Budg&jovicich,
Biologické centrum AV CR, v. v. i.:
e Arthrobacter sp.* AR
e Chryseobacterium sp. CHR1
e Chryseobacterium sp. CHR2
e Chryseobacterium sp.> CHR3
e Chryseobacterium sp.> CHR4
e Chryseobacterium sp.> CHR5
e Chryseobacterium sp.® CHR6
e Staphylococcus sp.® SP1
e Staphylococcus sp.*> SP2
e Stenotrophomonas sp.1 STI
e Stenotrophomonas sp.1 ST2

e Stenotrophomonas sp.2 ST3

Tyto ptidni izolaty pochazeji z cyklicky hnojené lucni piidy a kontrolni nehnojené ptidy
ze stejné lokality (Obr. 14). Pida byla hnojena 30 let dvakrat rocné¢ mrvou
z velkovykrmny prasat, kde byly na subterapeutické i terapeutické trovni vyuzivany
chlortetracyklin a doxycyklin. Ziskané vzorky pudy byly poté inkubovéany s riiznou
koncentraci tetracyklinu (0; 0,1; 1,0 a 100 mg Tc . kg suché pudy) za stabilnich
kultivaénich podminek po dobu 2, 7 a 14 dni. (ELHOTTOVA, osobni sdé&leni).

"Kmeny ziskané 11/2007
?Kmeny ziskané 11/2009
3 Kmeny ziskané 1/2010
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Vsechny piidni izolaty byly predbézné druhové zatazeny na zaklad¢ profilu mastnych

kyselin (MIS Sherlock System) na Ustavu piidni biologie. Toto zafazeni bylo poté
oveéteno sekvenaci 16S rRNA (primery srna, Kap. 3.1.3). Podle sekvenci 16S rRNA
byly izolaty CHR1-CHRG6 urceny jako pfisluSnici rodu Chryseobacterium, informace
vSak byla nedostacujici pro pfesnou determinaci do druhu. Izoldty ST1 a ST2 byly
podle sekvenci urceny jako ptisluSnici rodu Stenotrophomonas, druh Stenotrophomonas

maltophilia.

Tetracykliny
v potravé

Mrva kontaminovana antibiotiky
a rezistentnimi bakteriemi
z gastrointestinalniho traktu

Kontrolni nehnojena ptida
bez kontaminace tetracyklinem

Padni izolaty CHR1 a AR

Inkubace ptdnich vzorki s tetracyklinem:

0 mg Tc . kg! 0,1 mg Tc. kg! 1,0 mg Te . kg"! 100 mg Tc . kg
CHRS5, CHR6 CHRI1, CHR2, ST1, ST3,CHR4,
CHR3, ST2, SP1 AR, SP2

Obr. 14: Piavod studovanych puadnich izolatd. Studované piidni izoldty pochdzeji z hnojené a
nehnojené pudy, kterd byla p7i laboratornim pokusu inkubovana s riiznou koncentraci
tetracyklinu po riizné dlouhou dobu.

(Zdroj obrazku www.exploringnature.org)
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Kompetentni buiiky:

e Escherichia coli DHS5a (deoR endAl gyrA96 hsd R17(tk , mk') recAl reldl
supE44 thi-1 (lac ZYA-arg F)U169 ¢p80lacZ M15 F— A —) (CLONTECH)

e Escherichia coli TransformMax EPI300 F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
D80dlacZAMI15 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A
rpsL (Str®) nupG trfA dhfr  (EPICENTRE)

Dalsi pouzité kmeny:
e Bacillus subtilis 168 Rif® — recipient pfi konjugaci, rezistentni k rifampicinu

(izolovan v pribéhu diplomové prace)

e Escherichia coli K-12 Rif®- recipient p¥i konjugaci, rezistentni k rifampicinu
(izolovén v pribéhu diplomové prace)

e Escherichia coli 4 — klinicky izolat, pozitivni kontrola pfi amplifikaci tetAC
primery (zaptjéen z Ustavu pidni biologie)

e S. maltophilia 4 — padni izolat, REP typizace (zaptijéen z Ustavu padni biologie

AVCR)
e S maltophilia 22 — padni izolat, REP typizace (zaptjéen z Ustavu ptdni
biologie AVCR)

3.1.2 PLAZMIDY

pCC1BAC (EPICENTRE)

Vektor pCCIBAC byl vyuzivan pii vytvaieni DNA knihovny (Obr. 15). Tento vektor
o velikosti 8128 bp ma 2 pocatky replikace - vysokokopiovy oriV a nizkokopiovy ori2
(replikon F-plazmidu). K iniciaci replikace z vysokopiového oriV je vyzadovan produkt
genu trfA. Inducibilni gen t7f4 koduji kompetentni E. coli TransformMax EPI300 (Kap.
3.1.1).

Tento vektor nese rezistenci k chloramfenikolu jako selekéni marker a silny T7

promotor vedle klonovaciho mista. Vektor lze Stipat Cre rekombindzou v loxP mist¢.
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Obr. 15: Vektor pCC1BAC.
3.1.3 PRIMERY PRO PCR
. Predpokladana
Nazev
o Sekvence primert Tm (°C) | délka produktu
primeru
(bp)
700-FW 5°- GTGCTGGCGTTGCCGCTGGCCGA - 3¢ 66
700-RV 5- GTCGCCCACGTGCACGTGGCCC- 3¢ 66 700
Kin-FW 5°- CATGAAGCTTTGACCTACKCGCC -3¢ 57,1-58,8
3500
Kin-RV 5-TCGTAGATCTCTGCGCKWCGATCC -3¢ | 59,1-60,8
OTR-FW 5°- GGCATYCTGGCCCACGT - 3¢ 51,9-54,3
212
OTR-RV 5°- CCCGGGGTGTCGTASAGG -3¢ 57,2
Pep-FW 5°- CACGCCAAKYTCCTTC — 3¢ 43,4-48,5
2500
Pep-RV 5- TGGTGKCTTCAKCGCC - 3¢ 45,9-51,1
Smal4 5°- GGTAGTGCCGGCCGCT - 3¢ 53,6 -
srnaAF 5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG — 3¢ 51,8 1500
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srnaFR 5¢- ACGAGCTGACGACAGCCATG - 3¢ 55,9

srnaHR 5¢- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3¢ 55,9 1000
EP1-FW 5¢- GTGCCGCTGTCGCTGGCC -3¢ 59,4 250
EP1-RV 5‘- GAACACCGCCACCAGCGA -3¢ 54,9

EP3-FW 5¢- GCCGCGCTGTAYGARAGCTG — 3¢ 55,9-60 550
EP3-RV 5‘- GAGGTCATCACGATCGGGCGCA -3¢ 60,4

tet30-FW 5¢- CATCTTGGTCGAGGTGACTGG - 3¢ 56,3 210
tet30-RV 5¢- ACGAGCACCCAGCCGAGC -3¢ 57,2

tet34-FW 5‘- ATGAAAACGAACGCTAATTAACCA -3¢ | 50,6 205
tet34-RV 5‘- ACATAGAGATCGATGCTAGTACTA -3¢ 52,3

tetA-FW 5¢- GCGCGATCTGGTTCACTCG - 3¢ 55,4 L64
tetA-RV 5¢- AGTCGACAGYRGCGCCGGC -3¢ 57,6-61,9
tetB/P-FW | 5- AAAACTTATTATATTATAGTG -3¢ 38,7 169
tetB/P-RV | 5- TGGAGTATCAATAATATTCAC -3¢ 41,5

tetB-FW 5- TACGTGAATTTATTGCTTCGG - 3¢ 48,5 206
tetB-RV 5¢- ATACAGCATCCAAAGCGCAC -3¢ 51,8

tetC-FW 5¢- GCGGGATATCGTCCATTCCG — 3¢ 55,9 207
tetC-RV 5‘- GCGTAGAGGATCCACAGGACG - 3¢ 58,3

tetD-FW 5‘- GGAATATCTCCCGGAAGCGG - 3¢ 55,9 187
tetD-RV 5¢- CACATTGGACAGTGCCAGCAG - 3¢ 56,3

tetE-FW 5¢- GTTATTACGGGAGTTTGTTGG — 3¢ 50,5 199
tetE-RV 5- AATACAACACCCACACTACGC -3¢ 524

tetG-FW 5¢- GCAGAGCAGGTCGCTGG - 3¢ 54,3 134
tetG-RV 5¢- CCYGCAAGAGAAGCCAGAAG -3¢ 53,8-55,9
tetH-FW 5¢- CAGTGAAAATTCACTGGCAAC -3¢ 50,5 185
tetH-RV 5‘- ATCCAAAGTGTGGTTGAGAAT - 3¢ 48,5

tet]-FW 5¢- CGAAAACAGACTCGCCAATC -3¢ 51,8 184
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tet]-RV 5¢- TCCATAATGAGGTGGGGC - 3¢ 50,3

tetK-FW 5¢- TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC — 3¢ 51,8 200
tetK-RV 5¢- GCAAACTCATTCCAGAAGCA — 3¢ 49,7

tetL-FW 5¢- CATTTGGTCTTATTGGATCG -3¢ 47,7 456
tetL-RV 5¢- ATTACACTTCCGATTTCGG — 3¢ 46,8

tetM-FW 5¢- ACAGAAAGCTTATTATATAAC -3¢ 42,6 1
tetM-RV 5- TGGCGTGTCTATGATGTTCAC — 3¢ 524

tetO-FW 5¢- ACGGARAGTTTATTGTATACC - 3¢ 46,5-48,5 1
tetO-RV 5¢- TGGCGTATCTATAATGTTGAC — 3¢ 48,5

tetQ-FW 5 AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG - 3¢ 524 169
tetQ-RV 5‘- GGAGTGTCAATGATATTGCA -3¢ 47,7

tetS-FW 5‘- GAAAGCTTACTATACAGTAGC -3¢ 48,5 169
tetS-RV 5¢- AGGAGTATCTACAATATTTAC - 3¢ 44,6

tetT-FW 5- AAGGTTTATTATATAAAAGTG - 3¢ 40,7 169
tetT-RV 5- AGGTGTATCTATGATATTTAC -3¢ 44,6

tetW-FW 5‘- GAGAGCCTGCTATATGCCAGC -3¢ 56,3 168
tetW-RV 5‘- GGGCGTATCCACAATGTTAAC -3¢ 52,4

tetX-FW 5¢- CAATAATTGGTGGTGGACCC -3¢ 51,8 468
tetX-RV 5¢-TTCTTACCTTGGACATCCCG — 3¢ 51,8

tetY-FW 5¢- ATTTGTACCGGCAGAGCAAAC -3¢ 52,4 81
tetY-RV 5¢- GGCGCTGCCGCCATTATGC - 3¢ 57,6

tetZ-FW 5 CCTTCTCGACCAGGTCGG - 3¢ 54,9 204
tetZ-RV 5¢- ACCCACAGCGTGTCCGTC - 3¢ 54,9
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3.1.4 ENZYMY A PROTILATKY

Nazev Vyrobce
Anti-DIG-AP ROCHE

Bell FERMENTAS
Bglll FERMENTAS
Klenow fragment FERMENTAS
Kpnl FERMENTAS
Proteindza K SIGMA

Psul FERMENTAS
Rnéza SIGMA

Sall FERMENTAS
T4 ligaza FERMENTAS
Taq DNA polymeraza FERMENTAS
Nhe I FERMENTAS
Lysozym FLUKA

3.1.5 STANDARDY MOLEKULOVYCH HMOTNOSTI DN A

Nazev Vyrobce

Lambda DNA/Eco RI + Hind 111 Marker | FERMENTAS
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder FERMENTAS
GeneRuler FERMENTAS
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3.1.6 KOMERCNI SADY

e MasterPure Gram Positive DNA Purification Kit (EPICENTRE)
- izolace chromozomalni DNA
e Genomic DNA Purification Kit (FERMENTAS)
- izolace chromozomalni DNA
e DNA Extraction Kit (FERMENTAS)
- izolace DNA z agar6zového gelu, precisténi DNA
e CopyControl BAC Cloning Kit (EPICENTRE)
- knihovna DNA

Pfi pouzivani komercnich sad bylo postupovano podle navodii dodanych vyrobcem.

3.1.7 ANTIBIOTIKA

, . Pouzita i , i

Nazev antibiotika Zasobni roztok Vyrobce
zkratka

Rifampicin Rif 10 mg/ml (methanol) FLUKA
Spektinomycin Spc 50 mg/ml SERVA
Tetracyklin hydrochlorid | Tet 12,5 mg/ml (ethanol) FLUKA
Chloramfenikol Cam 34 mg/ml (ethanol) ROTH
Streptomycin Str 300 mg/ml GALENIKA
Nalidixova kyselina Nal 30 mg/ml (300 mM NaOH) SIGMA
Ampicilin Amp 100 mg/ml SERVA
Kanamycin Kan 30 mg/ml SIGMA
Erytromycin Ery 9 mg/ml FLUKA

Vodné roztoky byly sterilizovany filtraci. VSechny zasobni roztoky byly uchovavany

ve 20°C.
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3.1.8 CHEMIKALIE

Nazev Vyrobce
Agar ROTH
Agar OXOID
Agardza SIGMA
Amonium acetat PENTA
Bacto Tryptic Soy Broth BD

BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat p-toluidinova siil) SIGMA
Chlorid draselny LACHEMA
Chloroform SIGMA
Citronan sodny LACHEMA
DMSO MERCK
dNTP mix FERMENTAS
EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) LACHEMA
Ethanol LACHEMA
Ethidium bromid SIGMA
Fikol SIGMA
Glukosa MERCK
Glycerol SIGMA
HCI LACHEMA
HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin — N’-[-ethansulfonova SIGMA
kyselina]

Hydroxid sodny BDH

IPTG (Izopropyl-B-thiogalaktopyranozid) SERVA
[zopropanol LACHEMA
Kasein FLUKA
Kyselina maleinova ROTH
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Ledova kyselina octova LACHEMA
LiCl BDH

NaCl PENTA
NaOH BDH

NBT (Nitroblue tetrazolium) SIGMA
N-laurylsarcosin sodna stl SIGMA
Octan sodny LACHEMA
Polyethylen glykol 8000 SIGMA
Polyvinylpyrrolidon SIGMA
Sachar6za PENTA
Salmon sperm DNA SIGMA

SDS (dodecylsulfat sodny) SIGMA
Sephadex G-50 PHARMACIA
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) SIGMA
Tween 20 SIGMA

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galaktosid) FERMENTAS
Na,EDTA LACHEMA
Bromfenolova modf SIGMA

Xylen cyanol MERCK

3.1.9 KULTIVACNI MEDIA
Ke kultivaci bakterialnich kultur byla pouzivana pevna a tekutda média. Média byla

sterilizovana v autoklavu pti 120 °C a pretlaku vodni pary 0,15 MPa po dobu 20 minut.

Pted sterilizaci byl pfiddvan agar na kone¢nou koncentraci 2 % (w/v).
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3.1.9.1 KOMPLEXNI MEDIA

LB (Luria-Bertani) medium

10 g tryptonu

5 g kvasni¢ného autolyzatu
10 g NaCl

dH,O

Rozpusténo v destilované vode¢.
pH upraveno na 7,0 pomoci 1 M NaOH.

Doplnéno na objem 1 litr.

Sojové medium

7,5 g Bacto Tryptic Soy Broth
5 g agaru
dH,O

Rozpusténo v destilované vodé.
Doplnéno na objem 250 ml.

Ptidano ptislus$né antibiotikum v potfebné koncentraci.

3.1.10 ROZTOKY

3.1.10.1 TE PUFR

I M Tris—pH 8
0,5 M Na,EDTA — pH 8
dH,O

Sterilizovano v autoklavu.
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3.1.10.2 ROZTOKY PRO HORIZONTALNI GELOVOU ELEKTROFOREZU

50x TAE
36,3 g Tris

8,57 ml ledové kyseliny octové

Doplnéno destilovanou vodou na objem 135 ml.

Smichano s 15 ml 0,5 M EDTA.

NanasSeci pufr

0,25 % (w/v) bromfenolova modf
0,25 % (w/v) xylen cyanol

30 % (w/v) glycerol

Uchovavéno pti 4 °C.

3.1.10.3 ROZTOKY PRO PULZNI ELEKTROFOREZU

HE pufr
10 mM HEPES — pH 8
1 mM EDTA

HES pufr

25 mM HEPES — pH 8
25 mM EDTA

0,3 M sacharosa

HEPES pufr

16 mM HEPES —pH 7,5
16 mM octan sodny

0,8 mM EDTA
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Proteinaza K
100 mM EDTA —pH 8
1 mg/ml proteinazy K

3.1.10.4 ROZTOKY PRO IZOLACI PLAZMIDOVE DNA

Roztok I

50 mM glukosa
10 mM EDTA
10 mM Tris

Roztok 11
0,2 M NaOH
1% SDS

Amonium acetat

7,5 M amonium acetat

Roztok IIT
30 % polyethylen glykol 8000
1,5 M NaCl

3.1.10.5 ROZTOKY PRO SOUTHERN BLOTTING

Denaturaéni roztok
1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

Neutraliza¢ni roztok
1,5 M NaCl
0,5 M Tris

Upraveno na pH 7.
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HCl
0,25 M HCI

20x SSC

3 M NaCl

0,3 M citronan sodny
dH,O

Upraveno na pH 7.

3.1.10.6 ROZTOKY PRO HYBRIDIZACI

100 x Denhartiiv roztok
2% fikol

2% polyvinylpyrrolidon
dH,O

Sterilizace filtraci.

Uchovavano pti -20 °C.

Prehybridizac¢ni roztok

5x SSC

5x Denhartiiv roztok — ptidan pied hybridizaci
0,1% N-lauroylsarcosin

0,2% SDS

1% BSA

dH,O

Hybridizaé¢ni roztok

5x SSC

0,1% N-lauroylsarcosin

0,2% SDS

1% Salmon sperm DNA — ptidano pted hybridizaci
dH,O
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Nizkostringentni roztok I
2x SSC

0,1% SDS

dH,O

Nizkostringentni roztok I1
0,2x SSC

0,1% SDS

dH,O

3.1.10.7 ROZTOKY PRO CHROMOGENNI DETEKCI

Maleinovy pufr

0,1 M kyselina maleinova
0,15 M NaCl

dH,O

Upraveno na pH 7,5.

Promyvaci pufr
0,3% Tween 20
Maleinovy pufr

Blokaéni roztok
1% kasein

Maleinovy pufr

Roztok protilatky

1: 5000 Anti-Dig-AP — centrifugace 5 minut

Bloka¢ni roztok
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Detekéni pufr
0,1 M Tris

0,1 M NaCl
dH,O

Upraveno na pH 9,5

NBT/BCIP
0,1 ml zasobniho roztoku NBT/BCIP
10 ml detekéniho pufru

Zasobni roztok:
BCIP 9.4 mg/ml rozpusténo v 67% DMSO
NBT 18,75 mg/ml rozpusténo ve 100% DMSO

3.1.10.8 ROZTOK SEPHADEX PRO GELOVOU FILTRACI

Sephadex G-50
10% (w/v) Sephadex G-50 v TE pufru

Sterilizovano v autoklavu.
Odstranén piebyte¢ny pufr a ptidan Cerstvy sterilni TE puft.

Uchovavano ve 4°C.

3.1.11 INTERNETOVE DATABAZE A PROGRAMY

e Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas.html)

- vyhodnocovani vysledkii sekvenacni analyzy
e Melting Temperature Calculator

(http://www.biophp.org/minitools/melting_temperature/demo.php)

- stanoveni teplot tani primera

e NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

- analyza sekvenci
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EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk)

- analyza sekvenci

Antibiotic Resistance Gene Database (http://ardb.cbcb.umd.edu)

- porovnani sekvenci gent rezistence

3.1.12 PRISTROJE A LABORATORNI VYBAVENI

Kultivaéni zarizeni

Termostat (MEMMERT)
Vzdus$na tiepacka NB-205 (N-BIOTEK)

Centrifugy

MiniSpin (EPPENDORF)
Mikro 20 (HETTICH)
Centra CL3R (IEC)
Mikro 22R (HETTICH)

Ostatni

PCR cycler (VWR Doppio)

PCR cycler MasterCycler (EPPENDORF)
Elektroporator Gene Pulser (BIO-RAD)
Fotoaparat SP-565UZ (OLYMPUS)
pHmetr Orion 2 Star (THERMO)
Spektrofotometr DU530 (BECKMAN)
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3.2 METODIKA

3.2.1 PRACE S BAKTERIALNI KULTUROU

3.2.1.1 KULTIVACE NA PEVNEM MEDIU

Pidni izolaty byly kultivovany na pevnych agarovych ptdach v Petriho miskach
s pridavkem tetracyklinu v termostatu pfi teploté 28°C. Kmeny B. subtilis a E. coli byly
kultivovany na pevnych agarovych pudach v Petriho miskach v termostatu pfi teploté

37°C.

3.2.1.2 KULTIVACE V TEKUTEM MEDIU

Pti kultivaci v tekutém mediu byly bakterie kultivovany v Erlenmeyerovych bankach.
Objem kultur byl vzdy udrzovan pod hodnotou 1/10 objemu kultiva¢ni baiiky, aby bylo
dosazeno dobré aerace. Kultury byly péstovany pii 37 °C a tfepany s frekvenci 210
otaCek za minutu (dale uvadéno jako standardni podminky). Pii kultivaci byla

pouzivéana vodni a vzdusna tfepaci zafizeni.

3.2.1.3 UCHOVAVANI BAKTERIALNICH KMENU

Pro dlouhodobé uchovavani byl k bakterialni kultufe pfidavan glycerol na konecnou
koncentraci 20% (v/v). Kultura v glycerolu byla 15 minut inkubovana na ledu a poté

umisténa do -70°C.

3.2.1.4 RAZITKOVANI KOLONII

Na raznici, kterd ma stejny rozmér jako Petriho miska, byla pfiloZena sterilni sametka
a pritlacena miska s bakteridlni kulturou. Na tuto sametku byla poté pfitlacena nova
prazdnd miska s pevnym mediem a takto byly bakterialni kolonie pfeneseny

ve shodném uspotadani.
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3.2.1.5 E-TEST (AB bioMérieux)

Bylo postupovano podle protokolu dodaného vyrobcem (AB bioMérieux, Solna,
Svédsko).

Prouzek E-testu byl aplikovan na pevnou agarovou pudu s inokulem tak, aby celou
plochou celou plochou pfiléhal k médiu. Po 24 hodinové inkubaci v optimalni teploté

v termostatu byla odec¢tena hodnota MIC tetracyklinu.

3.2.1.6 AGAROVA DILUCNI METODA

Do tady Petriho misek byly nality agarové pudy s rtiznou koncentraci tetracyklinu.
Na tyto pidy byly naoCkovany bakterialni kultury a po inkubaci byl odecitan rist.
Pevna agarova puda, kde nebyl pozorovan rist ve formé uzaviené kolonie, obsahovala

minimalni inhibi¢ni koncentraci antibiotika.

3.2.1.7 PRIPRAVA KOMPETENTNICH BUNEK ESCHERICHIA COLI
NA ELEKTROPORACI

1. E. coli DH5a (Kap. 3.1.1) zaoCkované do tekut¢ho LB média kultivovany
za standardnich podminek ptes noc (Kap. 3.2.1.2).

2. Noc¢ni kulturou zaockovano 250 ml vytemperovaného tekutého LB média na ODggg
=0,1.

3. Kultura kultivovana za standardnich podminek do doby, nez ODgg kultury doséhla
hodnoty 0,7-0,9 a zchlazena 10-35 minut na ledu.

4. Kultura centrifugovana 10 minut pii 3200 x g a 4 °C.

5. Dalsi kroky rovnéz provadény za disledného chlazeni.

6. Pelet diukladné resuspendovan v 50 ml ledové deionizované vody s pouzitim
vortexu.

7. Centrifugovano 10 minut pti 3200 x g a 4 °C.

8. Pelet dikladn¢é resuspendovan ve 25 ml ledové deionizované vody s pouzitim
vortexu.

9. Centrifugovano 10 minut pti 3200 x g a 4 °C.
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10.

11.
12.

13.
14.

15.

Pelet diikladné resuspendovan v 50 ml ledového 10 % glycerolu fedéného
deionizovanou vodou s pouzitim vortexu.

Centrifugovano 10 minut pii 3200 x g a 4 °C.

Pelet dikladné resuspendovan ve 20 ml ledového 10 % glycerolu fedéného
deionizovanou vodou s pouzitim vortexu.

Centrifugovano 10 minut pti 3200 x g a 4 °C.

Pelet dikladné resuspendovan v 2 ml ledového 10 % glycerolu fedéného
deionizovanou vodou s pouZzitim vortexu.

Suspenze rozdélena do mikrozkumavek po 200 pl a uchovéavana v -70 °C.

3.2.1.8 TRANSFORMACE KOMPETENTNiCH BUNEK ESCHERICHIA

COLI

Ve sterilni elektroporacni kyveté (vzdalenost elektrod 2 mm) smichano 100 pl

na ledu rozmrazené suspenze kompetentnich bun€k E. coli a 10 pl roztoku DNA.
Na elektroporatoru aplikovan pulz pii kapacitanci 25 pF, napéti 2,5 kV a odporu
200Q.

Thned po pulzu pfidan 1 ml tekutého LB média.

Inkubovano 1 hodinu pti 37°C.

Vyseto na piislusné selekéni agarové pevné medium.

3.2.2 PRACE S BAKTERIALNI DNA

3.2.2.1 IZOLACE DNA

K izolaci DNA grampozitivnich i gramnegativnich bakterii byl pouzivan MasterPure
Gram Positive DNA Purification Kit (EPICENTRE) nebo Genomic DNA Purification
Kit (FERMENTAS). Pfi izolaci DNA gramnegativnich bakterii byl vynechavan krok

inkubace s lysozymem. Dale bylo postupovano podle pokynt vyrobce.
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3.2.2.2 VYTVARENI LYZATU Z BAKTERIALNICH BUNEK

Bakteridlni buiikky z pevného media byly pieneseny do 500 pl vody a resuspendovany.
Tato suspenze byla poté dvakrat zmrazena a rozmrazena, ¢imz doSlo k rozruSeni

membrany a uvolnéni DNA. Pfi rozmrazovani byla suspenze intenzivné vortexovana.

3.2.2.3 IZOLACE PLAZMIDOVE DNA

Izolace plazmidt byla provadéna upravenou metodou alkalické lyze dle (HERINGA et
al. 2007).

—_—

Buniky resuspendovany ve 100pul roztoku 1.

Pfidano 5-10ul RNazy.

Ptidano 200ul cerstvého roztoku II a promichéno.

Inkubovano 5 minut pfi pokojové teploté.

Pfidano 150ul 7,5 M amonium acetatu a 150pul chloroformu a promichano.
Inkubovano 10 minut na ledu.

Centrifugovano 10 minut pii 18500 x g a 4°C.

Supernatant pfeveden do 200ul roztoku III a promichéno.

A S S N e R

15 minut inkubovano na ledu.

—_
=]

. Centrifugovano 10 minut a supernatant odstranén.

—
—

. Pelet po vysuseni rozpustén v TE pufru.

3.2.2.4 CISTENI VZORKU DNA GELOVOU FILTRACI

Tento postup byl pouzivan pro procisténi znacené sondy DNA urcené k hybridizaci.

1. Do strikacky utésnéné skelnym vldknem piidano 200 pl sterilni suspenze
Sephadexu G-50.

Stiikacka vloZena do sterilni 15 ml zkumavky.

Centrifugovano 2 minuty pii 5000 x g

Stiikacka pfenesena do nové sterilni 15 ml zkumavky.

Na Sephadex G-50 nanesen vzorek DNA.

M
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6. Centrifugovano 2 minuty pti 5000 x g.
7. Promytd DNA ptenesena do 1,5 ml mikrozkumavky.

3.2.2.5 PRECIPITACE DNA CHLORIDEM LITHNYM A ETHANOLEM

Tento postup slouzi k precisténi DNA od ostatnich slozek roztoku, zejména iontt soli.

1. Roztok DNA byl nafedén destilovanou vodou na objem 100 pl.
Ptidano 10 pl 5 M LiCl a 200 pl ledového etanolu.
Promichano a umisténo na 1 hodinu do -20 °C.
Centrifugovano 10 minut pii 4 °C a 22000 x g.

Pelet vysuSen ve vakuovém exsikatoru.

AN

Pelet rozpusten ve sterilni vodé€ a uchovavan v -20 °C.

3.2.2.6 HORIZONTALNI AGAROZOVA ELEKTROFOREZA

Horizontalni agarézovéa elektroforéza byla vyuzivana ke kontrole vysledkil izolace
DNA, metody PCR, restrik¢ni analyzy DNA, k odhadu koncentrace molekul DNA
ve vzorku a izolaci fragmenti DNA. K vizualizaci byl vyuzivan ethidium bromid,
pridavan z 1% zésobniho roztoku do tekuté agarézy v poméru 1 : 20 000.

Gely byly pfipravovany s koncentraci agarézy 1% (w/v). K piipravé gelt i naplnéni
elektroforetické nadoby byl vyuzivan 1x koncentrovany TAE pufr. Vzorky DNA byly
nanaSeny ve vzorkovém pufru s pigmentem umoziujicim sledovat pribéh
elektroforézy. Pfi pfipravé membrany na hybridizaci bylo pouZzivdno stejnosmérné
napéti o velikosti 3-4 V/em, pii béZznych kontrolach a izolacich DNA bylo pouzivano

stejnosmerné napéti o velikosti 6-7 V/em.

3.2.2.7 PULZNI ELEKTROFOREZA

1. Buiky odebrané z Petriho misky natfedéné na 5 ml a ODgg = 2.
Centrifugovano 10 minut pti 3200 x g.
Promyto HE pufrem a centrifugovano 10 minut pii 3200 x g.

K buitkam piidan HES pufr na ODggp=1.

A
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

18.

K buiikdm piidéno stejné mnozstvi uvarené 1% agardzy.
Buniky s agar6ézou preneseny do tvotitka vyhtatého na 37°C a uchovavany v lednici
do zatuhnuti.
Tvotitko rozebrano a vzorky preneseny do malé Petriho misky.
Ptidany 4 ml HES puftru s lysozymem (1 mg/ml) a inkubovano 2 hodiny pii 37°C.
Dvakrat promyto roztokem 100 mM EDTA a 1% SDS.
Pfidana cerstva EDTA, SDS, proteinaza K a inkubovano 18 hodin pii 50°C.
Odstranéni roztoku proteinazy K.
Ptidan HES pufr s ImM PMSF a inkubovano 1 hodinu pii 4°C.
Ttikrat promyto 1 hodinu v HE pufru pti 4°C.
Ptekryto HE pufrem.
Ptipraveno 200 ml 1% agar6zového gelu v HEPES pufru.
V aparatufe vychlazen HEPES pufr na 4°C.
Po ztuhnuti gelu do jamek vloZzeny vzorky.
Nastaveni elektroforézy: 170 mA; 0,1 sekundy, 30 minut
170 mA; 30 sekund, 4 hodiny
170 mA; 15 sekund, 13 hodin

Gel obarven ethidium bromidem.

3.2.2.8 KONJUGACE NA PEVNEM MEDIU

Donor a recipient naockovani v poméru 1:1 do 1,5 ml tekutého LB media a 200 pl
vyseto na Petriho misku s pevnym LB mediem.

Inkubace 96 hodin pfi teploté 28°C.

Pfidano 2 ml LB media, buiiky pfevedeny do suspenze a pteneseny do sterilni
mikrozkumavky.

100 ul suspenze vyseto na pevné LB medium s tetracyklinem (15 pg/ml)
a rifampicinem (50 pg/ml).

Po 48-72 hodinach kontrola a pfeockovani narostlych kolonii.
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3.2.2.9 STEPENI DNA RESTRIKCNIMI ENZYMY

Restrikce DNA probihala v mikrozkumavkach s nasledujicim sloZzenim reakéni smési:

Slozka MnoZstvi
DNA 0,1 -1pg
Pufr 2,5 ul

Enzym 5 jednotek

Destilovana voda

Doplnéno na konec¢ny objem 25 pl

Reakéni smés byla inkubovana 2 —16 hodin pfti teploté uvedené vyrobcem.

Po skonceni restrikce byla restrikéni endonukleaza tepelné deaktivovana dle pokynti

vyrobce.

Nakonec byla §tépena DNA precipitovana chloridem lithnym (Kap. 3.2.2.5).

3.2.2.10 LIGACE

Ligace DNA probihala v mikrozkumavkach s nasledujicim slozenim reak¢ni smési:

Slozka MnoZstvi

10 x pufr 2ul

Vektorovy plazmid 0,1-0,5 pg

Inzeréni DNA Dvojnasobna molarni koncentrace vektorové DNA
Ligaza 3U

Destilovana voda

Doplnéno na kone¢ny objem 10-30 pl

Inkubace probihala pies noc v termocycleru s nastavenim cyklu:

16 °C 50 minut
20 °C 3 minuty
24 °C 5 minut

37°C 1 minuta

67



3.2.2.11 KNIHOVNA DNA

9.

DNA byla nastipana pfisluSnym restrikénim enzymem.
Reakéni smés: 1 pul pCC1BAC

4 ul DNA

81 ul deionizované vody
Inkubovano 10 minut pii 55°C a zchlazeno na laboratorni teplotu.
K reakéni smési pridano: 10 pl 10x pufru

1 ul T4 ligazy

Ligace (Kap. 3.2.2.10) 4 hodiny.
Precipitace chloridem lithnym (Kap. 3.2.2.5) pfes noc.
Transformace (Kap. 3.2.1.8) kompetentnich bun¢k Escherichia coli TransformMax
EPI300 (Kap. 3.1.1).
Vyseto na pevné LB medium s chloramfenikolem, IPTG a X-Gal.
Po 24 hodinach prerazitkovano (Kap. 3.2.1.4) na pevné LB medium
s chloramfenikolem.

Po 24 hodinach pterazitkovano na pevné sojové medium s tetracyklinem.

10. Po 24-48 hodinach vyhodnoceno.

3.2.2.12 SOUTHERN BLOTTING

S A T R

Gel po elektroforéze oplachnut v destilované vodé na kyvacce.
Depurinace DNA fragmentt 5 minut 10 objemy 0,25M HCIl na kyvacce.
Opléachnuti v destilované vodé.

Denaturace 20 minut v 10 objemech denatura¢niho roztoku na kyvacce.
Oplachnuti v destilované vodé.

Dvakrat promyto 20 minut v deseti objemech neutraliza¢niho roztoku.

Ptenos DNA na nylonovou membranu kapilarni metodou.

Velikost Whatman papirti, membrany, filtraénich papirti a papirovych utérek upravena

na velikost gelu. U jednotlivych vrstev odstraniovany vzduchové bubliny.

e Na misku s 20x SSC pufrem poloZeno sklo.

¢ Na sklo poloZen filtracni papir s pfesahy do 20x SSC pufru.
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Na filtra¢ni papir umistény 2 Whatman papiry namocené ve 20x SSC
pufru.

Na Whatman papiry umistén gel namocen v 20x SSC pufru.

Na gel polozena nylonovd membrana namocena v 5x SSC pufru.
Orientace membrany urcena usttizenim levého rohu.

Na membranu umistén Whatman papir namoceny v 5x SSC pufru.

Na Whatman papir poloZeno 5 suchych filtracnich papiri.

Na filtracni papiry poloZena 5-10 cm vrstva suchych papirovych utérek.

Zatizeno sklem a 0,5 kg zdvazim.

8. Blotovano pftes noc.

9. DNA fixovana na membranu 3 minuty pomoci UV zéfeni.

10. Membrana oplachnuta v 2x SSC pufru.

11. Membrana vysuSena mezi dvéma filtracnimi papiry a skladovana zatavena do folie

v -20°C.

3.2.2.13 NERADIOAKTIVNI ZNACENI DNA SONDY

3.2.2.13.1 Random primed

1. Vzorky DNA (300-600 ng) naifedény sterilni vodou na objem 34 pl.

Eal

O © N o«

Denaturace 50 minut ve vodni l4zni.
Zchlazeni 50 minut na ledu.
Pfidano: 5 pl pufru

4 pl 10mM dNTPS

0,7 ul DIG-UTP

1 pl Klenow fragmentu (5U)
Centrifugovano a inkubovano 2 hodiny pii 37°C.
Inkubovéno ptes noc pfi laboratorni teploté.
Reakce zastavena inkubaci 10 minut pii 65°C.
Precisténo gelovou filtraci (Kap. 3.2.2.4).
Skladovéno pfti -20°C.
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3.2.2.13.2 Znaceni DNA sondy pomoci polymerdzove retezové reakce

1. Slozeni reakce:

Slozka MnoZzstvi
DIG-UTP 10 uM DIG-U
dNTP mix (10 mM) 1wl

Ptimy primer (0,1 mM) 2ul

Reverzni primer (0,1 mM) 2ul

DNA 200 pg—1 pg
MgCl, (25 mM) 4 ul

Taq polymeraza 1,5U

Taq pufr (s (NH4),SO4) Sul

Destilovana voda

Doplnéno na 50 pl

2. Promichano a kratce centrifugovano.

3. Program termocycleru:

Pocate¢ni denaturace 95°C 2 minuty
Denaturace 95°C 1 minuta
Nasedani primert Tm primert 30 sekund
Syntéza DNA 72°C 1 minuta/1 kbp

4. Vysledek zkontrolovan na horizontalni agar6zové elektroforéze.
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3.2.2.14 KVANTITATIVNI VYHODNOCENI ZNACENI DNA

Stanoveni bylo provedeno metodou "dot blot" podle protokolu "Evaluation of Probe

Labeling Efficiency" (ROCHE).

Na nylonovou membranu napipetovano 10 ul sondy nafedéné v poméru 1:10, 1:100,

1:1000, 1:10 000, 1:100 000.

—

Fixovano 3 minuty pod UV svétlem.

Membréana promyta na kyvacce 2 minuty v 15 ml promyvaciho roztoku.
Membréna inkubovana na kyvacce 30 minut v 15 ml bloka¢niho roztoku.
Membréna inkubovana na kyvacce 30 minut v 5 ml roztoku s protilatkou.
Membrana promyta dvakrat 15 minut v 15 ml promyvaciho roztoku.
Membrana inkubovana 3 minuty v 5 ml detek¢niho roztoku.

Membrana ponotena do 5 ml detekéniho roztoku s NBT a BCIP.

Inkubace ve tmé pies noc.

$ ® N n kWD

Reakce ukoncena promytim membrany v TE pufru.

3.2.2.15 HYBRIDIZACE

Hybridizace byla provedena podle manualu "Techniques for Hybridization of DIG-
labeled probes to a blot" (ROCHE).

1. Membréna s fixovanou DNA (Kap. 3.2.2.12) navlh¢ena roztokem 6x SSC.
2.  Membrana umisténa do hybridizac¢ni trubice a inkubovana 2 hodiny

v prehybridiza¢nim roztoku pfti hybridiza¢ni teploté 70°C.

1. 300-600 ng znacené DNA (Kap. 3.2.2.13) denaturovano 5 minut pii 90°C.
Sonda 5 minut zchlazena na ledu.

Do 15 ml hybridiza¢niho roztoku ptidana sonda a 76 pul Salmon sperm DNA.
Odstranén prehybridiza¢ni roztok.

Do trubice ptidan hybridizaéni roztok se sondou a Salmon sperm DNA.

Hybridizace pies noc pii hybridizaéni teploté.

S A o

Sonda slita do centrifuga¢ni zkumavky a uchovavana v -20°C.

71



8. Membrana pét minut inkubovana pii laboratorni teplot€¢ v nizkostringentnim
roztoku I.

9. Membrana pét minut inkubovéna pii laboratorni teplot¢ v nizkostringentnim
roztoku II.

10. Membréna ihned detekovana protilatkou.

Hybridizac¢ni teplota byla vypocitana dle vzorce:
Twm=16,6 log [c Na']+ 0,41 (%G+C) + 81,5
Thyb = Tm - 25°C

¢ [Na'] — molarni koncentrace sodnych ionti v hybridizaénim roztoku
%G+C — procento G a C bazi v sekvenci proby

Thyb = optimalni teplota hybridizace

3.2.2.16 CHROMOGENNI DETEKCE

1. Membrana promyta 2 minuty ve 100 ml promyvaciho roztoku na kyvacce.
2. Membrana inkubovana 30 minut ve 100 ml bloka¢niho roztoku na kyvacce.
3. Membréna inkubovana 30 minut v 15 ml roztoku s protilatkou.

4. Membrana promyta dvakrat 15 minut ve 100 ml promyvaciho roztoku.

5. Membrana inkubovana 3 minuty ve 20 ml detek¢niho pufru.

6. Membrana inkubovana ve tmé ve 20 ml detekéniho roztoku s NBT a BCIP

pies noc.
7. Reakce ukoncena promytim v TE pufru.
8. Detekovand membrana skladovana po vysusSeni ve tm¢ v -20°C.

3.2.2.17 ODSTRANENI NAVAZANE SONDY Z MEMBRANY
1. Membrana ponotena do vrouciho 0,5% SDS na 10 minut bez pfistupu vzduchu.

2. Membrana ponechana v 0,5% SDS do vychladnuti.

3. VysuSend membrana skladovana ve tmé¢ v -20°C.

72



3.2.2.18 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

1. Slozeni reakce:

Slozka MnoZzstvi
Taq pufr (s (NH4)2SO4) Sul

MgCl, (25 mM) 4 ul

Taq polymeraza 1,5U

dNTP mix (10 mM) 1wl

DNA 200 pg—1 pg
Ptimy primer (0,1 mM) 2ul

Reverzni primer (0,1 mM) 2ul

Destilovana voda

Doplnéno na 50 pl

2. Promichano a kratce centrifugovano.

3. Program termocycleru:

> 35x

95°C 3 minuty
Pocatecni denaturace
Denaturace 95°C 1 minuta
Nasedani primera Tm primera 30 sekund
Syntéza DNA 72°C 1 minuta/l kbp
Konec¢né prodlouzeni 72°C 3 minut

4. Vysledek zkontrolovan na elektroforéze.




3.2.2.19 SEKVENOVANI

Sekvenacni analyza byla provadéna na servisnim pracovisti biologické sekce PifUK.
Precistény vzorek DNA dodavan ve form¢ vodného roztoku v pozadované koncentraci
s relevantnim primerem. K vyhodnoceni vysledkli pouzivan program CHROMAS

(Kap. 3.1.11).
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4. VYSLEDKY

4.1 STANOVENI MINIMALNI INHIBICNI KONCENTRACE TETRACYKLINU
U PUDNICH 1IZOLATU

Cil: Stanoveni miry rezistence k tetracyklinu u grampozitivnich a gramnegativnich
pudnich izolati.

4.1.1 E-TEST

K porovnani miry rezistence k tetracyklinu u jednotlivych izolati byl vyuzit E-test (AB
bioMérieux, Kap. 3.2.1.5). Tento test spociva ve vyuziti gradientu tetracyklinu
na nosi¢i s méritkem, na kterém lze odecCist hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC). V nasem ptipadé¢ je hodnota MIC povazovéana pouze za orientacni.

Pro S. pneumonie a S. aureus je ur¢ena hrani¢ni hodnota MIC (breakpoint) tetracyklinu
16 pg/mL (www.abbiodisk.com). U rodt Chryseobacterium, Stenotrophomonas
a Arthrobacter hrani¢ni hodnoty MIC tetracyklinu pro E-test nebyly zatim stanoveny
CLSI (2005), k vyhodnoceni jsme tedy pouzili hodnoty stanovené pro aerobni
organizmy. U aerobnich bakterii obecné jsou za rezistentni k tetracyklinu povazovany
mikroorganizmy, které na E-testu dosahuji hodnoty MIC tetracyklinu 16 pg/mL a vice
(www.abbiodisk.com).

Z vysledkt je patrna shoda MIC tetracyklinu u rodu Stenotrophomona, kmenti ST1,
ST2, ST3 (24 pg/mL), které pochazeji z nehnojené lucni pudy. Stejnd hodnota MIC (24
pg/mL) byla odectena i u izolatu rodu Arthrobacter (AR), ktery byl izolovan z hnojené
pudy. U rodu Staphylococcus kmeny SP1 a SP2 vykazuji rozdily ve stanovenych MIC
tetracyklinu (24 pg/mL respektive 32 pg/mL) (Obr. 16). Oba tyto kmeny pochazeji
ze stejné oblasti nehnojené pidy. U rodu Chryseobacterium nebyl E-test
z ekonomickych divodl aplikovéan u vsech Sesti izolatd, ale pouze u vybranych kmenti
- CHR1, CHR4, CHRS a CHR6. Hodnota MIC tetracyklinu byla stanovena 8 pg/mL
pro kmen CHRI1, ktery byl jako jediny izolovan z hnojené pidy, 16 pg/mL pro kmeny
CHR2 a CHRS a 24 pg/mL pro kmen CHR6 z nehnojené pidy (Obr. 17). U kmene
CHR1 byla odectena intermediatni hodnota MIC (8 pg/mL), piesto je snim dale

pracovano a je povazovan za kmen rezistentni k tetracyklinu.
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Obr. 17: E-test provedeny u izolati rodu Chryseobacterium.

4.1.2 AGAROVA DILUCNI METODA

Pti agarové dilu¢ni metodé (Kap. 3.2.1.6) byla MIC tetracyklinu vyhodnocena na pevné
sojove pude s riznou koncentraci tetracyklinu. Tato metoda byla pouzita u kmene ST1,
ST2 a CHRI a rozmezi koncentraci tetracyklinu bylo zvoleno od 0 az po 80 pg/ml.
Vysledky byly odecitdny po 24 a 36 hodinach. Pro vyhodnoceni ristu bylo zvoleno
kritérium vytvoieni uzaviené kolonie. Pevné agarové piidy, kde nebyl pozorovan rist,
obsahovaly minimalni inhibi¢ni koncentraci antibiotika.

U rodu Stenotrophomonas kmene ST1 a ST2 byla stanovena MIC tetracyklinu
20 pg/ml. U rodu Chryseobacterium kmene CHR1 byla stanovena MIC 10 pg/ml.
Hodnoty MIC ziskané agarovou dilu¢ni metodou ptiblizné odpovidaji vysledkiim

ziskanych pii aplikaci E-testu.
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4.2 STANOVENI CITLIVOSTI PUDNICH 1ZOLATU K DALSIM ANTIBIOTIKUM

Cil: Ziskani profilu rezistence k testovanym antibiotikim u grampozitivnich
a gramnegativnich pudnich izoldti.

U studovanych pldnich izolati byla testovdna citlivost k osmi antibiotikim
— ampicilinu (koncentrace 100 pug/ml, Obr. 18), kanamycinu (30 pg/ml, Obr. 19),
chloramfenikolu (5 pg/ml, Obr. 20), erytromycinu (0,3 pug/ml, Obr. 21), nalidixové
kyselin¢ (20 pg/ml, Obr. 22), rifampicinu (50 pg/ml, Obr. 23), streptomycinu (340
pg/ml, Obr. 24) a spektinomycinu (0,5 pg/ml, Obr. 25). Citlivost kment k jednotlivym
antibiotikim byla posuzovana po 24 hodinach inkubace pii 28°C v termostatu. Kmeny
byly vyhodnoceny jako rezistentni (R), stfedné rezistentni (R/S), stfedné citlivé (S/R)
a citlivé (S) k antibiotiku, na zaklad¢ kvantitativniho zhodnoceni rastu na pevném
mediu.

Podle ziskanych wvysledki byly vSechny izolaty rodti Chryseobacterium
a Stenotrophomonas vyhodnoceny jako rezistentni k ampicilinu, kanamycinu,
erytromycinu a spektinomycinu. Kmen CHR4 rodu Chryseobacterium, kmeny ST1,
ST2, ST3 rodu Stenotrophomonas a kmen SP1 rodu Staphylococcus byly vyhodnoceny
jako rezistentni k chloramfenikolu. Kmeny SP1 a SP2 rodu Staphylococcus byly
vyhodnoceny jako rezistentni k nalidixové kyseling, erytromycinu a spektinomycinu.
Izolat rodu Arthrobacter byl vyhodnocen jako rezistentni k nalidixové kyseling,
streptomycinu a spektinomycinu (Tab. 3).

Pfi srovnani grampozitivnich a gramnegativnich izolatd byl pozorovan nejvyraznéjsi
rozdil v citlivosti k ampicilinu, kanamycinu a nalidixové kyseliné. V ramci skupiny
grampozitivnich 1 gramnegativnich izolati byl pozorovan podobny profil rezistence
k antibiotiktim.

Citlivost 1izolath Stenotrophomonas k rifampicinu byla poté vyuzita pfi simulaci

konjugativni reakce (Kap. 4.7).
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Amp Kan Ery Spe Rif Nal Str Cam
G- izolaty
ST1 R R R R S S R R
ST2 R R R R S S R/S R
ST3 R R R R S S R R
CHR1 R R R/S R S S R/S S/R
CHR2 R R R R S S R S/R
CHR3 R R R R S S R S/R
CHR4 R R R R S S R R
CHRS R R R R/S S S R S/R
CHR6 R R R R S S R S/R
G+ izolaty
SP1 S S R R/S S R S S
SP2 S S R R/S S R S R
AR S S/R S R S R R S

Tab. 3: Rezistence studovanych pidnich izolati k testovanym antibiotikim.

vysvétlivky: R — rezistentni

R/S — stfedné rezistentni

S/R — stiedné citlivé

S - citlivé

Obr. 18: Rezistence studovanych pidnich izolata k ampicilinu.
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Obr. 21: Rezistence studovanych pidnich izolata k erytromycinu.
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Obr. 24: Rezistence studovanych pidnich izolata k streptomycinu.
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Obr. 25: Rezistence studovanych pidnich izolata k spektinomycinu.
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4.3 IDENTIFIKACE DETERMINANT REZISTENCE K TETRACYKLINU

4.3.1 IZOLACE PLAZMIDOVE DNA

Cil: Uréeni pFitomnosti mimochromozomdlni DNA

Aby bylo mozné identifikovat determinantu rezistence k tetracyklinu, bylo nutné
nejprve ovefit moznou pritomnost plazmidld. Za timto Ucelem byla vyuzita
modifikovand metoda alkalické lyze (Kap. 3.2.2.4) a pulzni elektroforéza (Kap.
3.2.2.7). Vzhledem ke Spatné dostupnosti zatfizeni a k Casové narocnosti pulzni
elektroforézy byla pouzita ke kontrole vysledkli alkalické lyze pouze u kment
ziskanych v roce 2007 (kmeny ST1, ST2 a CHRI1). U kmenti, které byly ziskany v roce
2009 (ST3, CHR2, CHR3, CHR4, CHRS, CHR6, AR, SP1, SP2) byla pouzita pouze
metoda alkalické lyze.

Zadnou z metod se nepodaftilo zjistit pritomnost plazmidi
u studovanych ptidnich izolatd (Obr. 26, Obr. 27) a nadéle bylo pracovano pouze
s chromozomdlni DNA. Viditelné prouzky na gelu jsou pouze pozistatky

chromozomalni DNA.

HS §8T1 §8T2 S8T3 CHRI CHRZ CHR3 CHR4 CHRS5 CHR6 SP1 SP2 AR

Obr. 26: Vyhodnoceni pritomnosti plazmidové DNA metodou alkalické lyze.
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HS ST1 ST2 CHRI1

21226

5148
4268
3530
2027
1904
1 584
1375

947
831

Obr. 27: Vyhodnoceni pritomnosti plazmidové DNA metodou pulzni elektroforézy.

4.3.2 ANALYZA PRITOMNOSTI DETERMINANTY REZISTENCE METODOU PCR

Cil: Identifikace determinant rezistence k tetracyklinu u studovanych padnich izolati
metodou PCR.

Pro kvalitativni identifikaci determinant rezistence k tetracyklinu byla zvolena metoda
PCR (Kap. 3.2.2.18). K tomuto ucelu byly vybrany geny rezistence k tetracyklinu
s vysokou cetnosti vyskytu, patfici do riznych skupin mechanizma rezistence.
K identifikaci determinant byly pouzity primery (Kap. 3.1.3) pievzaté z nckolika
environmentalnich studii, ve kterych byla ovéfena jejich funkénost u pidnich izolath
(AARESTRUP et al. 2000b, NG et al. 2001, AMINOV et al. 2002, MIRANDA et al.
2003, YU et al. 2005). Specifita téchto primerd byla poté ovéfena i v databazi genu
rezistence a n&které byly otestovany u klinickych izolatd kolegou z Ustavu pudni
biologie.

Ze skupiny gent efluxnich pump byly analyzovana pritomnost fet(A), tet(AC)', tet(B),
tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), tet(J), tet(Y), tet(Z), tet(30), tet(K), tet(L).

! Primery zaptjéené z Institutu piidni biologie AVCR v Ceskych Budéjovicich
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Ze skupiny genli ribozomdlni ochrany byla analyzovéna piitomnost gent terB(P),
tet(M), tet(0), tet(Q)", tet(S), tet(T), tet(W)"' a otr(A). Dale byla analyzovana pfitomnost
genti tet(X) a tet(34) ze skupiny genu rezistence, jejichz produkty enzymaticky
inaktivuji tetracyklin (Tab. 4). Celkem bylo do skupiny analyzovanych determinant
zafazeno 23 genl rezistence k tetracyklinu.

Jako templat byla pti PCR reakcich pouzivéna izolovand chromozomalni DNA (Kap.
3.2.2.1) nebo zlyzované bakteridlni bunky — lyzat (Kap. 3.2.2.2). Pii reakcich byla
pouzita optimalni teplota tani pfislusnych primert (Kap. 3.1.3) ziskana vypoctem podle
zastoupeni G+C part (Kap. 3.1.12). Pokud bylo reakci PCR amplifikovano piili§
mnoho nespecifickych produktd, byla teplota tani zvySena o 2-3°C. V pfipadé
amplifikovani specifického produktu o jakékoliv velikosti, byla reakce za stejnych
podminek jesté jednou opakovana, a poté byl produkt izolovan z agar6zového gelu,
precistén (DNA Extraction Kit, FERMENTAS) a sekvenovan (Kap. 3.2.2.19).

U gramnegativnich izolatl byla analyzovana pfitomnost vSech dvaceti tfech determinant
rezistence, které byly v této studii zastoupené. U grampozitivnich izolati byla
ze zastoupenych determinant analyzovdna pfitomnost vSech determinant RPP,
u efluxnich pump byly k testovani vybrany pouze determinanty, které jsou

u grampozitivnich bakterii rozsifené.
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ST1 | ST2 | ST3 | CHR1 | CHR2 | CHR3 | CHR4 | CHR5 | CHR6 | SP1 | sp2 | AR
otrA) | — | - | - - - - - - - | - | - [~D
ter30) | — | - | - - - - - - - -1 -1-
ter34) | - | - | - - - - - - - -1 -1-
tedy | - | - | - - - - - - ~ | ND|ND|ND
tettAC) | — | - | - - - - - - ~ | ND|ND|ND
tet) | - | - | - - - - - - ~ | ND|ND|ND
teBP) | - | - | - - - - - - ~ | ND|ND|ND
terC) | - | - | - - - - - - ~ | ND|ND|ND

tet(E)

tet(G)

tet(H)

tet(J)

tet(K)

tet(L)

tet(M)

tet(0)

tet(Q)

te(S)

tet(T)

tet(W)

tet(X)

tet(Y)

ND

ND

tet(Z)

Tab. 4: Vysledky analyzy piitomnosti jednotlivych zef gent u pidnich izolati stanovené

metodou PCR.

... PCR reakci nebyl amplifikovan fragment;

PCR reakci byl amplifikovan fragment;

.. amplifikace nebyla provadéna
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4.3.2.1 Pritomnost determinant rezistence k tetracyklinu u rodi

Stenotrophomonas a Chryseobacterium

U rodu Stenotrophomonas byl dosud popsan vyskyt determinant fe#(35) a tet(39),
které koduji efluxni pumpy. Tyto determinanty nebyly do ndmi analyzované skupiny
zahrnuty. Vyskyt determinanty fef(35) byl prokdzdn pouze u izolath rodu
Stenotrophomonas z rybich farem v Chile, determinanta fe#(39) byla identifikovana
u Stenotrophomonas maltophilia izolované ze znecisténé feky v Nigérii (MIRANDA et
al. 2003, ADELOWO a FAGADE 2009, ROBERTS 2010c).

U rodu Chryseobacterium byl popsan vyskyt determinanty fet(A), kterd koduje efluxni
pumpu (ROBERTS 2010c). Za ucelem zjisténi, zda se u studovanych izolati vyskytuje
determinanta fef(A) byly pouZity primery tetAC', které jsou specifické pro t¥idu fes gentt
tet(A) a tet(C), a jako pozitivni kontrola klinicky izolat E. coli 4* (Tab. 5) Té&mito
degenerovanymi primery lze amplifikovat i dosud neidentifikované ¢leny piislusné tridy
genu tet(A) nebo tet(C) (YU et al. 2005). Pfitomnost determinanty rezistence patiici
do tiidy tet(A) nebo tet(C) nebyla u studovanych pidnich izolath rodu
Chryseobacterium prokazana (Obr. 28).

U pudnich izolatd rodd Stenotrophomonas a Chryseobacterium byla déle testovana
pritomnost determinanty fe#(30), tet(34), tet(A), tet(B), tetB(P), tet(C), tet(E), tet(G),
tet(H), tet(J), tet(K), tet(L), tet(M), tet(O), tet(Q), tet(S), te(T), tet(W), tet(X), tet(Y),
tet(Z) a otr(A). Amplifikaci nebyl potvrzen vyskyt zddné z téchto determinant u izolat
rodt Chryseobacterium a Stenotrophomonas, ale u kmentt ST1, ST2, ST3 a CHRI,
CHR2, CHR3, CHR4, CHRS5 a CHR6 byl amplifikovan PCR produkt z tetD primert
(Obr. 29). Velikost ziskaného produktu (~300 bp) vSak neodpovidala velikosti
ocekavané (~187 bp). Na zaklad¢ sekvenacni analyzy fragmentu bylo zjiSténo, ze je
soucasti 3,5 kbp dlouhého hybridniho genu kédujiciho Na'/solut symportér
a histidinovou kinazu, ktery je specificky pro rod Stenotrophomonas. Nukleotidové
sekvence 300 bp dlouhého fragmentu u jednotlivych ptidnich izolath byly identické.
Gen kodujici hybridni protein (hybridni kindzu) byl identifikovan 1 u izolata
S. maltophilia K279a, S. maltophilia R551-3 a Stenotrophomonas sp. SKA14 (Tab. 6,
Obr. 30).

? Kmen zapiijéen z Institutu padni biologie AVCR v Ceskych Budg&jovicich
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Trida geni GenBank Acession Hostitelsky organizmus (plazmid)
rezistence k Number
tetracyklinu
AJ307714 Escherichia coli
AJ313332 Escherichia coli pTOJO2
129404 Escherichia coli
X00006 Escherichia coli RP1
tet(A) Y19119 Salmonella entrerica serovar Dublin
X75761 Pseudomonas aeruginosa pRP4
X61367 Transpozon G- bakterii Tn1721
NC 001621 Birmingham IncP-alfa plazmid
NC 002109 Francisella tularensis pPOM1
NC 002056 Salmonella typhimurium
tet(C) AY046176 Salmonella typhimurium pR46
NC 001389 Plazmid pAA3.7X

Tab. 5: Determinanty rezistence k tetracyklinu tiidy ze#(A) a tet(C), které mohou byt
amplifikovany primery tetAC'. Podle (YU et al. 2005).

HS CHRI CHR2 CHR3 CHR4 CHR5 CHR6 E.colid?

Obr. 28: Analyza pritomnosti determinanty rezistence k tetracyklinu zef(A) a tet(C)

u studovanych pudnich izolati rodu Chryseobacterium.
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Obr. 29: Analyza pritomnosti determinanty rezistence k tetracyklinu amplifikované

primery tetD u izolati rodu Chryseobacterium a Stenotrophomonas.

Izolaty Stenotrophomonas

GenBank Accession

Podobnost proteinového

s identifikovanou hybridni Number (lokus) produktu fragmentu genu
kinazou pro hybridni kinazu hybridni kinazy

S. maltophilia K279a AM743169.1 100%

S. maltophilia R551-3 YP_002030360.1 98%

Stenotrophomonas sp. SKA14 | YP_002705508.1 100%

Tab. 6: Podobnost proteinového produktu amplifikovaného fragmentu genu hybridni

kindzy se znamymi osekvenovanymi hybridnimi kindazami.
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CHR3 VILALPLAEGRNALALTAY ARTGMVIVSSIALATMVSNDLVMPVLLRR

GGFS
CHR4 VLALPLAEGRNALALTAYEGGESAATGMVIVSSTALATMVSNDLVMPVLLRR
CHRZ VLALPLAEGRNALALTAYEGGESAATGMVIVSSTIALATMVSNDLVMPVLLRR
CHR1 VLALPLAEGRNALALTAYEGGESAATGMVIVSSTIALATMVSNDLVMPVLLRR
ST3 VLALPLAEGRNALALTAYEGGEFSAATGMVIVSSTATLATMVSNDLVMPVLLRR
STZ2 VLALPLAEGRNALALTAYEGGEFSAATGMVIVSSTATLATMVSNDLVMPVLLRR
ST1 VLALPLAEGRNALALTAVEGGESAATGMVIVSSTATLATMVSNDLVMPVLLRR
K27%a VLALPLAEGRNALALTAYEGGESAATGMVIVSSTATLATMVSNDLVMPVLLRR
SKn14 VLALPLAEGRNALALTAYRGGESAATGMVIVSSTATLATMVSNDLVMPVLLRR
R551-3 VLALPLAEGRNALALTAYEGGESAATGMVIVSSTATLATMVSNDLVMPVLLRR

* ok ok ok

L A A A i A A A A A A i A A e A e A A A A A A A A A

CHR3 SGDHQEAADVASRVLWIRRLATILLLAL
CHR4 SGDHQEAADVASRVIWIRRLATILLLAL
CHR2 SGDHQEAADVASRVIWIRRLATILLLAL
CHR1 SGDHQEAADVASRVIWIRRLATILLLAL
ST3 SGDHQEAADVASRVILWIRRLATILLLAL
ST2 SGDHQEAADVASRVIWIRRLATILLLAL
ST1 SGDHQEAADVASRVLWIRRLATLLLAL
K27%9a SGDHQEAADVASRVLWIRRLATILLLAL
SKAl4 SGDHQEAADVASRVLWIRRLATLLLAL
R551-3 SGDHQEAADVASRVIWIRRLATILLLAL
* Kk

LR S S RS R E R T RS I R R i

Obr. 30.: Srovnani aminokyselinové sekvence proteinového produktu amplifikovaného
fragmentu genu hybridni Kinazy u pudnich izolata s osekvenovanymi hybridnimi

kinazami u rodu Stenotrophomonas. Cervenée znazornény bodové mutace.

4.3.2.2 Pritomnost determinant rezistence k tetracyklinu u rodu Staphylococcus

U rodu Staphylococcus bylo pii vybéru testovanych determinant rezistence
k tetracyklinu vychazeno z prokdzaného vyskytu gent tet(K), tet(L), tet(M), tet(O),
tet(W), tet(U), tet(S), tet(38) a tet(42) (ROBERTS 2010a). V této studii nebyly primery
pro determinanty tet(U), tet(38), tet(42) k dispozici a dale byla testovana mozna
pritomnost determinant rezistence tet(X), tet(T) tet(Z), tet(30), tet(34), tet(D), otr(A),
tet(K), tet(L), tet(M), tet(O), tet(W), tet(S) a tet(30).

Jedinou amplifikovanou a sekvenacné ovérenou determinantou rezistence k tetracyklinu
u kmen SP1 i SP2 byl gen fe#(K) kodujici efluxni pumpu (Obr. 31, Tab. 7).
Nukleotidové sekvence identifikovanych determinant fe#(K) byly u kmeni SP1 a SP2
identické.

U studovanych pudnich izolath rodu Staphylococcus nebyla zjisténa piitomnost
fragmentu genu hybridniho proteinu, ktery byl amplifikovan tetD primery u izolati rodt

Stenotrophomonas a Chryseobacterium.
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Obr. 31: Analyza pritomnosti determinant rezistence k tetracyklinu amplifikovanych

primery tetD, tetK, tetL u izolata rodu Staphylococcus, kmenii SP1 a SP2.

Podobnost
Hostitelské organizmy (plazmidy) GenBa.nk S identifikovanym
identifikovanych geni fef(K) Accession fragmer:tem genu fet(K)
Number u kmenu SP1 a SP2
na nukleotidové tirovni
S.aureus plazmid pSTE2 AJ888003 99%
Plazmid pNSI1 NC 001391 100%
S. aureus COL plazmid pT118 NC 006629 100%
S. aureus plazmid pUSA02 NC 007791 100%
S. epidermidis plazmid pSE-12228-01 | NC 005008 100%
S.aureus plazmid pKH6 NC 001767 100%
S. lentus plazmid pSTE2 NC 006871 100%
S. aureus plazmid pT118 S67449 100%
S. rostri tet(K) FN435328 100%
Nocardia seriolae tet(K) AB513133 43%

Tab. 7: Podobnost nukleotidové sekvence amplifikovaného fragmentu genu zet(K)

u kmenii SP1 a SP2 se znamymi osekvenovanymi geny zef(K) v databazi.
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4.3.2.3 Pritomnost determinant rezistence k tetracyklinu u rodu Arthrobacter

U rodu Arthrobacter byl popsan vyskyt determinant rezistence k tetracyklinu tet(M)
a tet(33). Determinanta fe#(33) byla identifikovana na mobilnim elementu u izolata
z chovu prasat (AGERSO a SANDVANG 2005, ROBERTS 2010a). Jeji ptfitomnost
nebyla v této studii analyzovana.

U izolatu rodu Arthrobacter byla testovana piitomnost determinant rezistence
k tetracyklinu te#(30), tet(34), tet(D), tet(K), tet(L), tet(M), tet(S), tet(T), tet(X) a tet(Z).

U studovaného izoldtu rodu Arthrobacter byl amplifikovan produkt z primerd
pro determinantu fe#(M) (Obr. 32), ktery velikostné¢ (210 bp) pftiblizné¢ odpovidal
velikosti predpokladaného PCR produktu (171 bp) (AMINOV et al. 2001). Pfitomnost
determinanty rezistence tet(M) se ale nepodatilo prokéazat sekvenaci. Ani po né€kolika
sekvenacnich analyzach nebyla ziskana Zadné sekvence amplifikovaného fragmentu.

U studovaného izolatu AR nebyl amplifikovan fragment genu hybridni kinazy, ktery byl

amplifikovan u izolat rodu Stenotrophomonas a Chryseobacterium tetD primery.

3000

Obr. 32: Analyza pritomnosti determinanty rezistence k tetracyklinu zet(M) u izolatu rodu

Arthrobacter.
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4.4 IDENTIFIKACE DETERMINANTY REZISTENCE K TETRACYKLINU
V KNIHOVNE DNA

Cil: Identifikace pFitomnych determinant rezistence k tetracyklinu u vybranych
pudnich izolatii ve vytvoiené knihovné DNA.

V soucasnosti je znamo 43 ruznych determinant rezistence k tetracyklinu (ROBERTS
2010b). Aby bylo mozné identifikovat determinanty rezistence k tetracyklinu, jejichz
pritomnost nebyla analyzovéana amplifikaci, objevit nové neznamé determinanty anebo
odhalit procesni chyby pfi identifikaci determinant metodou PCR, vyuzili jsme dalsi
experimentalni pristup. Ten spocival ve vytvofeni knihovny DNA (Kap. 3.2.2.11)
z vybranych pidnich izolati. K tvorbé knihovny byl vyuzit linearizovany
a defosforylovany vektor pCC1BAC (Kap. 3.1.2), do kterého byla zaligovana (Kap.
3.2.2.10) chromozomalni DNA nastipana restrikénimi enzymy.

Chromozomalni DNA byla izolovana z kmenti CHR1, ST1 a ST2 a byla nastipana vzdy
jednim restrikénim enzymem, a to Bcll, Bgll nebo Psul (Kap. 3.2.2.9). Tyto restrikéni
enzymy byly vybrany na zdkladé¢ mnozstvi cilovych mist v genomu a rozeznavanych
sekvenci. Od kazdého pouzitého kmene jsme tedy ziskali tfi vzorky chromozomalni
DNA nastipané jednotlivymi enzymy, kterd byla zaligovdna do vektoru pCC1BAC
vektoru a vektor transformovan do kompetentnich bun¢k E. coli TransformMax EPI300
(Kap. 3.1.1). Ziskani transformanti byli poté vyseti na pevné LB medium
s chloramfenikolem (12,5 pg/ml), IPTG (0,4 mM) a X-Gal (40 pg/ml). Ptidavek IPTG
a X-Gal byl nutny k odliSeni klonii, které nesly prazdné vektory pCC1BAC, tedy
bez fragmentu DNA. Po 24 hodinéch byli transformanti pterazitkovani (Kap. 3.2.1.4)
na pevné LB medium s tetracyklinem (5 a 30 pg/ml), IPTG (0,4 mM) a X-Gal (40
pug/ml) (Obr. 33). Medium s tetracyklinem slouzilo k selekci rezistentnich klont a tedy
klonli obsahujicich hledanou determinantu.

Pfi tomto experimentu se ndm nepodafilo ziskat zadny klon rezistentni k tetracyklinu,

tedy zadny klon s funk¢ni determinantou rezistence, a to ani pii opakovani pokusu.
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HS STI1 CHRI1 EcoR 1332

. ‘ pIB BamH 1353
Bell Psul Bglll Bell Psul Bglll FP Hmd 111 383
Hpa 17618 1
Peil 7471 Sy pIBRP
Sca |l 793
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Bsa | 6799
parC
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L4
Ligace fragmentu l paB  CopyControl™ jede *f Bstz17 11832
DNA do vektoru pCC1BAC™

pCC1BAC
pCCI1BAC 8128 b
P ™ Xho 1 2380
oriV
SnaB 15620 parA "
. e re orl.
Restrikce chromozomalni DNA x ropE

BstX | 5074 /\, N\
EcoN 13458

Afe | 4555

Transformace vektoru
pCCI1BAC do E. coli

v TransformMax

EPI300

Pevné LB r‘nedium @ Pevné LB medium s chloramfenikolem, IPTG a X-Gal
s tetracyklinem, IPTG a X-Gal

Obr. 33: Schéma postupu pii vytvareni knihovny DNA.
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4.5 LOKALIZACE A POCET KOPIi GENU HYBRIDNI KINAZY V GENOMU PUDNICH
IZOLATU

Cil: Lokalizace a zjisténi pravdépodobného poctu kopii genu hybridni kinazy
v genomu pudnich izolati.

Vzhledem k tomu, Ze se nam nepodafilo identifikovat zndmou determinantu rezistence
k tetracyklinu metodou PCR ani vytvofenim knihovny DNA, pokracovali jsme
ve studiu hybridni kindzy. Abychom urcili pfibliznou lokalizaci a pocet kopii genu
hybridni kinazy, jehoz fragment byl amplifikovan u izolatd roda Stenotrophomonas
a Chryseobacterium, pouZili jsme metodu DNA hybridizace (Kap. 3.2.2.15).
Chromozomalni DNA putdnich izolatd byla jednotlivé nastipana restrikénimi enzymy
Bcell, Bglll, Sall a Kpnl (Kap. 3.2.2.9) a pouzita jako templat, ktery byl blotovanim
pienesen na nylonovou membranu (Kap. 3.2.2.12). K tomuto ucelu jsme vybrali
izolaty, které byly v tuto dobu k dispozici, a to kmeny ST1, ST2, ST3 a CHR1. Kromé
toho byla pouzita chromozomalni DNA kmene SP1 rodu Staphylococcus naStipana
restrikénim enzymem Sall, kterd nam slouzila jako kontrola specifity hybridizace.
Jako sonda (Obr. 34) byl pouzit fragment genu hybridni kindzy amplifikovany primery
tetD, ktery byl neradioaktivné znaceny DIG-znackou pomoci PCR reakce (Kap.
3.2.2.13.2).

Ziskana restrik¢ni analyza u izolath rodu Stenotrophomonas doklada pravdépodobnou
genotypovou rozdilnost kment ST1 a ST2, a stejné tak pravdépodobnou genotypovou
shodu kment ST2 a ST3 (Obr. 35, Obr. 37). Tato rozdilnost respektive shoda byla déle
potvrzena REP typizaci (Kap. 4.9).

Jak je patrné z obrazku (Obr. 36), pfi pienosu chromozomalni DNA na nylonovou
membranu metodou Southern blottingu, nedoSlo k pfenosu chromozomalni DNA
izolatu rodu Chryseobacterium, kmene CHRI1. Hybridizace proto v piipadé tohoto
izolatu nebyla UspéSnd az tohoto divodu byla opakovana. Chromozomalni DNA
pudnich izolath ST1, ST2 a CHR1 byla tentokrat naStipana restrikénimi enzymy Bcll,
Bglll a Psul. V tomto piipadé jsme u kmene CHR1 ziskali pozitivni hybridizacni signal,
ale v pribc¢hu hybridizace doSlo vlivem vysoké teploty k vysrazeni SDS

v hybridiza¢nim roztoku a sniZzeni kvality membrany (Obr. 38).
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Hybridizaci znaeného fragmentu genu hybridni kindzy s nastipanou chromozomalni
DNA jsme ziskali vice hybridiza¢nich signdlti u vSech restrikénich profil plidnich
izolatli. Vzhledem k jejich poctu a velikosti je pravdépodobné, ze se v genomu piidnich
1zolatl rodt Stenotrophomonas 1 Chryseobacterium hybridni kinadza vyskytuje ve vice
kopiich a patrné s riiznym stupném genetické identity, jak lze soudit dle intenzity

hybridiza¢nich signald.

fedéni 1:10
fedéni 1:100
fedéni 1:1 000
fedéni 1:10 000
fedéni 1:100 000

Obr. 34: Ovéreni uspéSnosti neradioaktivniho znaceni sondy pouzité pri hybridizaci.
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HS ST1 CHRI1 ST3 SP1
Bell Bglll Sall Kpnl Bell Bglll Sall Kpnl  Bgll Bell Sall Sall

Obr. 35: Restrikce chromozomalni DNA izolati rodu Stenotrophomonas, kmenu ST1, ST2,
ST3, rodu Chryseobacterium, kmene CHRI1 a rodu Staphylococcus, kmene SP1
enzymy Becll, Bgll, Sall a Kpnl.

HS STI CHRI 5T3 SP1
Becll Bglll Sall Kpnl Bcll Bglll Sall Kpnl  Bgll Bell Sall  Sall
| s e e Swsn ; —

8 SRS L
Obr. 36: Hybridizacni signaly ziskané po hybridizaci chromozomalni DNA a znaceného

fragmentu genu hybridni kinazy.
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HS ST1 CHRI
Bell Bglll Psul Bell Bglll Psul

Obr. 37: Restrikce chromozomalni DNA rodi Stenotrophomonas a Chryseobacterium,
kmenii ST1, ST2, CHR1 enzymy Bell, BglII a Psul.

HS STI CHRI
Bcell Bglll Psul Bell Bglll Psul
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Obr. 38: Hybridizac¢ni signaly ziskané po hybridizaci chromozomalni DNA a znaceného

fragmentu genu hybridni kinazy.
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4.6 SPECIFIKACE IDENTIFIKOVANE HYBRIDNIHO KINAZY

Cil: Analyza hybridni kindzy.

Aby bylo mozné posoudit moznost podilu hybridni kindzy (hybridniho proteinu)
na rezistenci k tetracyklinu, analyzovali jsme ji na irovni aminokyselinové sekvence.
Identifikovany fragment genu hybridni kindzy u studovanych izolath ma sekvencni
podobnost s dal§imi hybridnimi kindzami u osekvenovanych S. maltophilia (Kap. 4.4,
Tab. 4). Tyto hybridni kindzy S. maltophilia se skladaji ze 4 domén — symportérové
domény, histidin kindzy, ATP vazebné domény a regulatoru odpovédi (Obr. 39).
Histidin kindza a regulator odpovédi jsou soucasti systému signdlni transdukce.
U hybridniho proteinu bylo predikovéno 12 transmembranovych usekti — helixt.

Nami amplifikovany fragment genu hybridniho proteinu je ¢asti Na'/solut symportérové
domény hybridniho proteinu a sekvence tohoto fragmentu odpovida tseku
4753793...4754037 hybridniho proteinu S. maltophilia K279a. Na'/solut symportéry
patii do nadrodiny SSSS (sodium/solut symporter superfamily) transportérta (REIZER et
al. 1994).

Zatim nezname celou sekvenci hybridni kindzy identifikované u studovanych ptidnich
izolatlh a neni ndm zndma linie pidnich izolath Stenotrophomonas. Pii analyze okoli
genu hybridni kinadzy u osekvenovanych S. maltophilia K279a a R551-3 bylo zjisténo,
ze se v sousedstvi genu kindzy u obou linii vyskytuje gen pro peptidazu S46 respektive
S7 (Obr. 40). Do této oblasti byly navrzeny degenerované primery (Pep, Kap. 3.1.3),
kterymi se ndm vSak gen pro peptiddzu u zadného izolatu nepodatilo amplifikovat.
Dalsi degenerované primery (Kin, Kap. 3.1.3) byly navrzeny do znamé intergenové
oblasti v sousedstvi genu hybridni kinazy S. maltophilia K279a a R551-3. Témito
primery se vSak nepodafilo amplifikovat gen hybridni kindzy ani u jednoho
studovaného izolatu.

U nékterych izolati Chryseobacterium a Stenotrophomonas se tetD primery podatilo
amplifikovat slabsi 700 bp dlouhy fragment genu hybridni kinazy, ktery byl
osekvenovan u kmene ST2 rodu Stenotrophomonas. Ziskana sekvence v sobé
kompletné zahrnovala 300 bp dlouhy fragment (Obr. 39, Kap. 4.3.2.1), pficemZ se
zménila nasedaci sekvence jednoho z dvojice primert. Sekvence 700 bp dlouhému

fragmentu odpovida useku 4753316...4754029 genu hybridni kinazy v genomu S.
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maltophilia K279a. Na tento osekvenovany 700 bp dlouhy usek byly navrZeny
specifické primery (700, Kap. 3.1.3) a plidni izolaty byly porovnany na zaklad¢ jeho
pritomnosti ¢i nepfitomnosti. 700 bp dlouhy tusek genu hybridni kinazy byl
amplifikovan u kment ST2, ST3, CHR2, CHR3, CHR4 a CHRS. Z primeri pro 700 bp
dlouhy usek byl amplifikovan také krat$si usek DNA, dlouhy 600 bp. Tento kratsi
fragment byl amplifikovan u izolatd ST1, ST2, ST3, CHR3, CHR4, CHRS, a nebyl
sekvenovan. U izolatu CHR1 byl amplifikovan pouze 300 bp dlouhy fragment genu
hybridni kindzy tetD primery (Obr. 41).

MVSSWILLLVSVAYAALLFGVAWWGDRRPMYPDRPWLRPVVYSLALAVYCSSWTFYGAVGTAVR
NGVGYLPIYIGPLLLLLFGWRIIERLALIARSONVVSIADFISSRFGRSRRLAALVAITALIGI
IPYLALQYKAVAMSLOVLTGNTGPTGFEFSDPALYVALLMALFATLFGTRQVDATEHHHGMMLAT
ALESVIKLVAMVAVGVFAYVWLSDRNEAVVESVHTLFTGLPPVGFISQTLLSFLAIICLPRQFH
VAVVECGDVRDVRRARWMEGGYLVLISAMVLPIATAGVSLEGTGSSVADDSMVLALPLAEGRNA
LALTAYVGGEFSAATGMVIVSSTALATMVSNDLVMPVLLRRSGDHOEAADVASRVLWIRRIATILL
LALMAYSYYRSSSNDSTLASYGLMAFAAVAQFAPGLIGGLYWRGASRRGVETGMLLGFATWLYT
LLLPAMT IAGWMDDGWVONGPFGIAWLRPOQOLEFGMTGWDPLTHGTFWSLLVNAATMMLVSARWR
PGVDERLRAAPFLDPYAERPSVAGGWPGHVHVGDLLALASRVVGERHARRSFFEQAQSLGRELQ
SSAPADRPWVQFTERLLAASIGAASARLLLTSLLRGSGMDLGEVVAVLDEAGQELREFNREILST
TLENISAGVSVVDPDMRLTAWNRRYQDMFGYPDGMLYVGRPVADLIRYNAERGELGEGDIEIQT
NRRIGYMRAGSPHVFERTRSDGKVIEMRGOALPGGGYVTSYNDITDYKHAERALLEANETLEQR

vaERsHEAEVAQQSKTRE LA

S - - ! "= '/ 2705 VAR PVRS
..+ RVLCVDNDEETLDGNRALLGRWQVQVITAATYDQALEKI AERPQVMLYDYHLADRMDG
LDALVALREAAGYALPGALLTADGRDELKRUARERGYRVLIKPIKPASLRAFLGALR. . i - -

Obr. 39: Domény a aminokyselinové sloZeni hybridni kinazy S.maltophilia K279a.

Seda ........ Na'/solut symportér - podtrzena ¢ast amplifikovana primery tetD, ervené pismo
oznacuje ¢ast amplifikovanou primery 700
fialova ..... Histidin kinaza

Cervend .... Regulétor odpovédi
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—smiri621 | 4RI )| Smiti62d )| Smirds26_ 4 Smitds27

—~ BB Sy sma 3975~ smat 3975 - smal 3977 - Smal-378 Sinal_3980

Obr. 40: Okoli genu pro hybridni kindzu v genomu S. maltophilia R551-3 a S. maltophilia

K279a. Prerusovanou carou zndazornény ortology.

Nabhote: S. maltophilia R551-3
zleva:  Smlit4621 — gen pro predpokladany protein MF nadrodiny
Smlit4622 — gen pro hypoteticky protein
acsA — gen pro acetyl CoA syntetazu
Smlit4624 — gen pro pravdépodobny regulator odpovédi dvouslozkového systému
Smlit4626 — gen pro pravdépodobny transmembranovy systém
Smit4627 — gen pro pravdépodobnou hybridni kindzu
Smit4628 — gen pro hypoteticky protein — peptidazu S46, peptidazu S7

hesC — gen pro transmembranovy Hsp70 chaperon

Dole: S. maltophilia K279a
zleva: Smal 3973 — gen pro pravdépodobny sekretovany protein
Smal 3974 — gen pro acetat/CoA ligazu
Smal 3975 — gen pro transkripcni regulator LuxR rodiny
Smal 3976 — gen pro protein neznamé funkce DUF1578 — pravdépodobnd transponaza
Smal 3977 — gen pro protein neznamé funkce DUF204
Smal 3978 — gen pro multisenzorovou hybridni histidin kinazu
Smal 3979 — gen pro hypoteticky protein — peptidazu S46, peptidazu S7
Smal 3980 — gen pro protein neznamé funkce DUF490
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HS STl S8T2 §ST3 CHR! CHR2 CHR3 CHR4 CHR5 CHR6
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900
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Obr. 41: Analyza pritomnosti fragmentu genu hybridni kinazy amplifikovaného primery
700 u pidnich izolati ST1, ST2, ST3 a CHR1-CHRG6 a primery tetD u ptidniho
izolatu CHRI.
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4.7 HORIZONTALNI PRENOS DETERMINANTY REZISTENCE K TETRACYKLINU

Cil: Prokazani horizontalniho pienosu determinanty rezistence do dalSich

bakterialnich grampozitivnich a gramnegativnich druhi

Vzhledem k pfitomnosti genu hybridni kinazy specifické pro rod S. maltophilia u rodu
Chryseobacterium, je pravdépodobny jeji horizontalni pfenos. Abychom tuto moznost
prokézali, provedli jsme konjugativni reakci v laboratornich podminkach mezi pidnim
izolatem Stenotrophomonas a Escherichia coli a mezi pladnim izoldtem
Stenotrophomonas a Bacillus subtilis (Kap. 3.2.2.8). Vzhledem k problémim
s péstovanim kultur rodu S. maltophilia v tekutém mediu, byla provedena konjugace
na pevném agarovém mediu.

Jako donora jsme pfi konjugativni reakci pouzili kmen ST2 rodu Stenotrophomonas
a jako recipienty E. coli K-12 Rif* a B. subtilis 168 Rif%, kteii byli izolovani b&hem
diplomové prace. Pii selekci transkonjugantti bylo vyuzito senzitivity izolatu rodu
Stenotrophomonas respektive rezistence E. coli a B. subtilis k rifampicinu (50 ug/ml)
(Kap. 4.2) a senzitivity E. coli a B. subtilis k tetracyklinu (15 pg/ml).

Pti konjugativni reakci mezi E. coli a S. maltophilia se ndm podafilo ziskat né¢kolik
potenciondlnich transkonjugantt (Tr) E. coli rezistentnich k tetracyklinu (15 pg/ml).
Transkonjuganty oznacené jako TrB, TrC, TrD byly ziskany vzdy z jedné kolonie,
transkonjugant oznaceny jako TrA byl ziskan setfenim nartistu z pevného media. Ze se
opravdu jednd o E. coli bylo ovéfeno porovnanim fenotypt S. maltophilia a E. coli
a genotypove pouzitim primert specifickych pro E. coli. U ziskanych transkonjuganta
byla ovéfena metodou PCR (Kap. 3.2.2.18) pfitomnost fragmentu genu hybridni kinazy
(primery tetD a 700, Kap. 3.1.3). U vsech 4 ziskanych transkonjuganti se podafilo
amplifikovat fragment genu hybridni kindzy o velikosti 300 bp tetD primery. Fragment
byl ovéfen sekvenéné a shodoval se sekvenci donora ST2. Amplifikace 700 bp
fragmentu nebyla piesvédciva (Obr. 42, Obr. 43).

Konjugativni reakci mezi S. maltophilia a B. subtilis se nepodafilo ziskat Zzadné
transkonjuganty rezistentni k tetracyklinu.

Timto zplisobem se podafilo prokdzat moznost ptenosu hybridni kindzy mezidruhovym

horizontalnim pienosem.
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HS TrA TrD
tetD 700 tetD 700

Obr. 42: Analyza pritomnosti fragmentu genu hybridni kindzy amplifikovaného primery

TrA
ST2

tetD a 700 u ziskanych transkonjugantu.

TCATGGTGCTGGCCGTTGCCGCTGGCCGAGGGCCGCAACGCGCTGGCACTGATCGCCTATA ©
TCATGGTGCTGGCGTTGCCGCTGGCCGAGGGCCGCAACGCGCTGGCACTGATCGCCTATA ©

b R R R R R R R R R R R

TCGGCGGGTTCTCTGCCGCCACCGGCATGGTCATCGTGTCCTCGATCGCGTTGGCGACGA
TCGGCGGGTTCTCTGCCGCCACCGEGCATGGTCATCGTGTCCTCGATCGCGTTGGCGACGA

b R R R R R R R R R R R

TGGTCAGCAACGATCTGGTGATGCCGGTGCTGCTGCGTCGCAGTGGCGACCACCAGGAAG
TCGGTCAGCAACGATCTGCTGATGCCGGTGCTGCTGCGTCGCAGTGGCGACCACCAGGAAG

b R R R R R R R R R R R

CGGCCGATGTCGCCTCGCGGGTGCTGTGGATCCGCCGGCTGGCGATCCTGCTGCTGGCAC
CGGCCGATGTCGCCTCGCGGGTGCTGTGGATCCGCCGGCTGGCGATCCTGCTGCTGGCAC

B R e R i b e R i R R e R i R R o

TGTCCAATGTGA 252

TGTCCAATGTGA 252
Kk K ok kk ok ok Kk kK

Obr. 43: Srovnani nukleotidovych sekvenci fragmenti genu hybridni kinazy

amplifikovanych tetD primery u rodu Stenotrophomonas, kmene ST2

a transkonjuganta TrA.
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4.8 PRITOMNOST ZNAMYCH EFLUXNICH PUMP RODU STENOTROPHOMONAS
U PUDNICH 1IZOLATU

Cil: Zjisténi, zda se v genomech izolatii Chryseobacterium sp. nachdzeji geny
potenciondlnich transportéri tetracyklinu typickych pro S. maltophilia

U S. maltophilia bylo identifikovano n¢kolik MDR efluxnich systémii. Pfi jejich studiu
bylo prokédzano, ze by se nékteré z nich mohly podilet na rezistenci klinickych izolatt
S. maltophilia k antibiotikim. Efluxni systémy SmeDEF a SmeJKL jsou spojovany
s rezistenci k tetracyklinu (ZHANG et al. 2001, CROSSMAN et al. 2008).

Na efluxni systém SmeJKL, gen smelL, byly navrzeny specifické primery (EP1, Kap.
3.1.3), které byly pouzity k analyze ptfitomnosti tohoto efluxniho systému u padnich
izolatd rodl Stenotrophomonas, Chryseobacterium a Staphylococcus. U izolati rodu
Stenotrophomonas, kment ST1 a ST2, byla amplifikaci potvrzena pfitomnost ¢asti genu
smeL. Slabé prouzky odpovidajici velikosti ocekavané¢ho produktu byly amplifikovany
1uizolath ST3 a CHRS. (Obr. 44).

Dale byly navrzeny obecné primery do konzervované oblasti gent dalSich efluxnich
pump rodu Stenotrophomonas, a to SmeABC, SmeDEF a SmeVWX (EP3, Kap. 3.1.3).
Teémito primery byly amplifikovany fragmenty u rodu Stenotrophomonas, kment ST1,
ST2, ST3 a rodu Chryseobacterium, kment CHR1, CHR2, CHRS (Obr. 44). Fragmenty
amplifikované u izolati rodu Chryseobacterium byly osekvenovany. Ziskané sekvence
sdilely vysokou identitu s transportéry RND rodiny identifikovanymi u osekvenovanych
S. maltophilia (Tab. 8), a jejich vyskyt u Chryseobacterium je patrné dusledkem
horizontdlniho  pfenosu.  Nejvyssi  identita  amplifikovanych  fragmentt
na aminokyselinové Urovni byla sdilena se SmeW, ktery je soucasti SmeVWX
transportniho systému u Stenotrophomonas maltophilia K279a. Tento protein, je sice
v databazich uvadén jako MFP, ale vzhledem k homologii s efluxnimi pumpami SmeB,
SmeE a SmeZ je tento zapis pravdépodobné mylny a SmeW je efluxni pumpou systému
SmeVWX. Nukleotidové sekvence amplifikovanych fragmentl u jednotlivych kmeni
rodu Chryseobacterium mezi sebou sdilely vysokou identitu (98%, Obr. 45).

Obecné primery byly pouzity i u transkonjugantl E. coli, a u transkonjuganti TrA, TrB
a TrD byly témito primery amplifikovany fragmenty odpovidajici velikosti. Pfi jejich
sekvenaci byl ziskan smésny signdl, z néjz bylo mozné vy¢ist fragmenty sekvenci gent

acrF a acrD E. coli K-12. Tyto geny jsou blizce ptibuzné efluxnim sme gentim
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ze Stenotrophomonas. V mnoha nukleotidovych pozicich se objevovalo vice peakil,
patrné se tedy amplifikovaly i dal§i sekvence. Komplexita signadlu vSak nedovolila
jednozna¢né urcit, zda jsou mezi nimi pfitomné 1 sekvence efluxnich gent

ze Stenotrophomonas.

HS 811] ST2 ST3CHRI 2 4 5 SP1 SP2 ST1S8T2 ST3 CHR1 2 4 5 SPI SpP2

3000

1000

500
400
300
200
100

Obr. 44: Analyza pritomnosti fragmenti MDR pump Stenotrophomonas u pudnich izolata

amplifikovanych primery EP1 a EP2.

Efluxni systémy GenBank Accession | Podobnost
Number s amplifikovanym
fragmentem na
proteinové urovni

S. maltophilia K279a — SmeW, YP 001971655 100%
rodina RND

S. maltophilia R551-3 - transportér YP_002027956.1 97%
rodiny Hae-1

X. axonopodis - transportér MexF , NP 641817.1 97%
rodina RND

X. campestris - transportér MexF , YP _001904262.1 97%
rodina RND

Tab. 8: Podobnost fragmenti amplifikovanych u Chryseobacterium primery EP2

s osekvenovanymi transportéry Stenotrophomonas na proteinové urovni.
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CHR2Z
CHR5
CHR1

CHRZ
CHR5
CHR1

CHRZ
CHRS
CHR1

CHR2Z2
CHRS
CHR1

Obr. 45: Srovnani nukleotidovych sekvenci fragmenti amplifikovanych primery EP2

GG TGATCGT GATGACCCTGCTGTCCGCGCTGTTCGGCGTGTGGATGACCGGCGG
GG TGATCGT GATGACCCTGCTGTCCGCGCTGTTCGGCGTETGGATGACCGGCGG
GG TGATCGT GATGACCCTGCTGTCCGCGCTGTTCGGCGTETGGATGACCGGCGGE

Hhkw kwhkhkkhkkhkhk khkhhkhhkd bbb bk bbbk bbbk bbbk kb kkrhk kb hdkkk bk kwdh kb r

CGACAACAACGTGTTCGTGCAGGTCGGCCTGGTGGTGCTGATGGGCCTGGCGRGCAAGAA
CGACAACAACGTGTTCGTGCAGGTCGGCCTGGTGGTGCTGATGGGCCTCGGCGMGCARGAR
CGACAACAACGTGTTCGTGCAGGTCGGCCTGETGETGCTGATGGGCCTEGGCEMGCARGAA

Hhkrhkkr bk bk hkhkhk kbbb bbbk bk bk kb bk vk k bk kkkkkwk ko dhkdkkdhdt dwdkdhdr

CGCGATCCTGATCGTCGAGTTCGCC GAGCTGGARAATGGGCGGCAAGGGCATCGTCGA
CGCGATCCTGATCGTCGAGTTCGCC GAGCTGGAAATGGGCGGCAAGGGCATCGTCGA
CGCGATCCTGATCGTCGAGTTCGCC GAGCTGGARATGGGCGGCAAGGGCATCGTCGA

khkrkkhrhhhhhhhkhrhkhkrkrhdhrhhdrd dhkhkdhhrhhrkhkdkrkhkhhdrhbhrhkhkrrhrkkhdk

AGCGGCACTGGRAAGCCTGCCGCCTGCGICTGCGCCCGATCGTGATGACCTCA 232
AGCGGCACTGGAAGCCTGCCGCCTGCGTICTGCGCCCGATCGTGATGACCTCA 232
AGCGGCACTGGAAGCCTGCCGCCTGCGTICTGCGCCCGATCGTGATGACCTCA 232

khhhkhkhhhkhhkkhhhhbhbhkhkhbhkbrbhbrhbhhhbbhkbhbhrhbhhrhkbrhkhkhhkkhhhhhhk

u rodu Chryseobacterium. Cervené znazornény bodové mutace.
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4.9 TYPIZACE STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA

Cil: RozliSeni izolatit Stenotrophomonas maltophilia

K rozliSeni jednotlivych izolath Stenotrophomonas byla vyuzita ptitomnost REP
sekvenci v genomu. Tyto vysoce repetitivni sekvence a jejich rozmisténi v genomech
Stenotrophomonas jsou specifické pro jednotlivé linie (NUNVAR et al. 2010).
K typizaci jednotlivych linii byly pouzity specifické primery Smal4 (Kap. 3.1.3)
komplementarni k casti sekvence REP elementu Smal4 (NUNVAR et al. 2010). Tyto
primery byly pouzity u ptidnich izolata rodu Stenotrophomonas, kmene ST1, ST2, ST3
a izolatt S. maltophilia 4 a S. maltophilia 22, které byly zaptjéeny z Ustavu piadni
biologie v Ceskych Budgjovicich.

Podle ziskanych REP profild Stenotrophomonas muzeme rozlisSit 3 rizné linie
S. maltophilia — ST1, ST2 a S. maltophilia 22. 1zolaty ST2 a ST3 respektive ST1
a S. maltophilia 4 1ze pravdépodobné povazovat za klonaln¢ piibuzné (Obr. 46).
Vzhledem k prokdzanému pienosu chromozomalni DNA ze Stenotrophomonas
do Chryseobacterium existuje moznost, ze se v preneseném uUseku DNA budou
vyskytovat REP elementy. U izolati CHR1 ani CHR4 vSak nebyla prokazana
pritomnost sekvenci amplifikovatelnych s pouzitim primerd odvozenych od REP

elementu.
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HS ST1 ST2 ST3 Sm.22S8Sm.4 CHRI CHR4
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Obr. 46: Porovnani REP profili u izolata S. maltophilia, které byly ziskany amplifikaci

s vyuZitim Smal4 primeru.

vysvétlivky —  zluté: spolecny znak kmene ST1 a S. maltophilia (S.m.) 4
zelena: spolecny znak kmenti ST2 a ST3

modra: unikatni znak S. maltophilia (S.m.) 22
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5. DISKUZE

Frekvence rezistence k antibiotikiim ma u bakterii stale stoupajici tendenci a nékteré
bakteridlni kmeny jsou dnes jiz rezistentni ke vSem pouzivanym antibiotikim.
Abychom byli schopni na tuto situaci reagovat a nemuseli se vratit do preantibiotické
doby, je nutné porozumét vSem mechanizmim rezistence a zptsobum, jak se mohou

determinanty rezistence mezi bakteriemi rozsifovat.

Cilem této prace bylo identifikovat determinanty rezistence k tetracyklinu u pidnich
izolatl grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, které pochdzeji z nehnojené ptdy

a z pudy hnojené mrvou kontaminovanou timto antibiotikem.

Velké cast této prace spocivala v identifikaci determinanty rezistence k tetracyklinu
metodou PCR. Tento postup byl zvolen po zjiSténi, ze u pldnich izolati nejsou
pritomné mimochromozomalni elementy (Kap. 4.3.1).

V soucasnosti je znamo 43 riiznych determinant rezistence k tetracyklinu, které jsou
nalézany u riznych mikroorganizmt s riznou ¢etnosti (ROBERTS 2010b, ROBERTS
2010a, ROBERTS 2010c). V této praci jsme vybrali dvacet tii determinant rezistence
k tetracyklinu, které jsou v prostiedi a u riiznych izolatl rozsifené (Kap. 4.3.2).

U izolath grampozitivnich bakterii jsme analyzovali pfitomnost vSech determinant
zahrnutych do studie, které patii do skupiny RPP a ¢ast determinant efluxnich pump,
u kterych byla prokdzdna moZznost vyskytu u grampozitivnich bakterii.
U obou izolatd rodu Staphylococcus byla metodou PCR a poté sekvenaci prokazana
pritomnost determinanty rezistence k tetracyklinu te#(K), kterd koéduje specifickou
efluxni pumpu. Jeji vyskyt u rodu Staphylococcus neni prekvapivy, tato determinanta
rezistence k tetracyklinu byla identifikovana u izolatd rodu Staphylococcus z riznych
prostiedi a zdroji a je povaZzovana u tohoto rodu za pivodni (Kap. 4.3.2.2)
(SCHWARZ et al. 1998, SCHMITZ et al. 2001, HAUSCHILD et al. 2003). U izolatu
rodu Arthrobacter byla vylou€ena ptitomnost determinant rezistence k tetracyklinu
tet(30), tet(34), tet(D), tet(K), tet(L), tet(S), tet(T), tet(X) a tet(Z). U tohoto izolatu se
podatilo amplifikovat determinantu tet(M), ale tento vysledek se nepodafilo ovéfit
sekvenacni analyzou (Kap. 4.3.2.3). Determinanta fe#(M) byla u rodu Arthrobacter jiz

diive identifikovana (ROBERTS 2010a). U tohoto izolatu je dale nutné analyzovat
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pfitomnost determinanty tet(33), jejiz pfitomnost byla u rodu Arthrobacter nedavno
zaznamenana (AGERSO a SANDVANG 2005).

U studovanych izolath  gramnegativnich bakterii rodu  Stenotrophomonas
a Chryseobacterium byla analyzovana ptitomnost vSech dvaceti tiech determinant
rezistence tetracyklinu zahrnutych do nasi studie (Kap. 4.3.2). U vSech kment izolatt S.
maltophilia 1 Chryseobacterium sp. byla vylou¢ena piitomnost determinant
tet(30),tet(34), tet(B), tetB(P), tet(C), tet(E), tet(Q), tet(H), tet(J), tet(K), tet(L), tet(M),
tet(Q), tet(S), tet(T), tet(W), tet(X), tet(Y), tet(Z) a otr(A). Primery tetD, které jsou
specifické pro determinantu tet(D) identifikované dosud u jedenacti bakteridlnich
druhti, jsme vSak amplifikovali fragment o velikosti 300 bp, ktery se svou velikosti 1isi
od predpokladané. Po jeho osekvenovani bylo zjiSténo, Ze se jednd o ¢ast hybridniho
genu kodujictho Na'/solut symportér a histidinovou kindzu specifického
pro S. maltophilia, ktery dosud nebyl davan do souvislosti s rezistenci k antibiotiklim
(Kap. 4.3.2.1).

Ptitomnost genu hybridniho proteinu (hybridni kindzy) u izolatd Chryseobacterium sp.
je s nejvyssi pravdépodobnosti disledkem horizontdlniho ptfenosu, ktery miize byt
stimulovan nizkou koncentraci antibiotika v prostiedi. V nehnojené ptidé¢ by mohla byt
takto nizkd hladina antibiotika udrzovana ptitomnosti producentti antibiotik, v piipadé
tetracyklinu tedy streptomycét, kteti by vytvaieli selek¢ni tlak na organizmy ve stejné
nice (BENVENISTE a DAVIES 1973, D'COSTA et al. 2007, SONG et al. 2009).
K stimulaci horizontalniho pfenosu mohlo vSak dojit i béhem inkubace ptdnich vzorki
s nizkou koncentraci tetracyklinu pii laboratornim experimentu. Gen hybridniho
proteinu byl ale identifikovan i u izolati CHRS a CHRG6, které pochazeji z hnojené pidy
a byly pfed izolaci inkubovany v nulové koncentraci tetracyklinu a tedy bez ptimého
selekéniho tlaku (Kap. 3.1.1). V tomto piipad¢ l1ze tedy predpokladat, Ze horizontalni
pienos probéhl jiz v pidnim ekosystému.

Vzhledem k tomu, ze jsme nezjistili pfitomnost plazmidi u zddného ze studovanych
pudnich izolatl, Ize uvazovat o pfitomnosti integronu nebo transpozonu. U nékterych
konjugativnich transpozonii bylo prokdzéno zvyseni pravdépodobnosti horizontalniho
pienosu v piitomnosti nizké koncentrace tetracyklinu. Geny rezistence k tetracyklinu
byly identifikovany na integronech I. tfidy (SHOWSH a ANDREWS 1992, WHITE et
al. 2001, SONG et al. 2009). Pienos integronit vSak byva spojen s pritomnosti
plazmidu, proto se lze spise priklonit k moznosti, ze se u studovanych ptidnich izolata

vyskytuji konjugativni transpozony.
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Abychom prokézali moznost horizontdlniho ptenosu, pokusili jsme se simulovat
konjugativni reakci v laboratornich podminkach. Konjugaci na pevném mediu se ndm
podaftilo ziskat n€kolik transkonjugantii E. coli rezistentnich k tetracyklinu. Nasledné
byl u téchto transkonjugantti amplifikovan fragment genu hybridniho proteinu, ktery byl
sekvenéné identicky se sekvenci fragmentu donora (Kap. 4.7). Zadné transkonjuganty
se nam nepodafilo ziskat konjugaci mezi Stenotrophomonas maltophilia a Bacillus
subtilis. Vzhledem k tomu, ze ke konjugaci mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi
bakteriemi dochézi obecné méné castéji, nelze z tohoto vysledku vyvozovat zadné
zéveéry. Nizsi pravdépodobnost probehnuti konjugativni reakce je spojena s tloustkou
peptidoglykanové vrstvy u grampozitivnich bakterii, kterd mulze branit vytvofeni
funkéniho kontaktu mezi bakteriemi. I kdyz v ptipad¢ konjugativniho transpozonu
Tn916 se podaiilo prokdzat jeho horizontalni pienos z gramnegativniho donora
do grampozitivniho recipienta a nasledné¢ dosSlo i jeho expresi v recipientni buiice.
I v tomto pokusu byl vSak transpozon vnesen do donorové buiky pii konjugaci
na mobilnim plazmidu a neni tedy upln¢ jasné, zda nedoslo k pfenosu diky ptitomnosti
plazmidu a za pouziti jeho transferovych funkci (BERTRAM et al. 1991). V nasem
pfipadé se pravdépodobné jednd o horizontdlni pienos vétsiho tseku DNA,
bez pfitomnosti plazmidu, a mohlo tedy dojit k destabilizaci kontaktu a pieruseni
konjugativni reakce pfed dokoncenim pienosu nebo tento pfenos nebyl viibec iniciovan.
Kromé toho existuji bariéry v heterologni expresi proteinii z gramnegativnich bakterii
u grampozitivnich bakterii a nelze tedy vyloucit, ze po dokon¢eném pienosu nedoslo
k expresi prenesené determinanty rezistence k tetracyklinu v donorové buinice Bacillus

subtilis (BERTRAM et al. 1991, COURVALIN 1994).

Za ucelem identifikace determinant rezistence, které nebylo mozné zachytit metodou
PCR, jsme vytvofili knihovhu DNA za pouziti vektoru pCC1BAC a kompetentnich
bun¢k TransformMax EPI300 (Kap. 4.4). Podobny experiment byl proveden
KAZIMIERCZAK et al. (2009), ktefi za pouziti stejného vektoru identifikovali
3 znamé a 2 nové determinanty rezistence k tetracyklinu v metagenomické knihovné.
V nasem ptipad¢ se ndm ani po opakovani experimentu nepodafilo ziskat zadny klon
rezistentni k tetracyklinu. Tento vysledek lze vysvétlit nékolika zpisoby: 1) Funkéni
determinanta ma vice slozek, jak je tomu naptiklad u efluxnich pump RND superrodiny
(Kap. 2.2.2.3). Pokud by se vSechny ze slozek nevyskytovaly na stejném fragmentu

DNA, nedoslo by k vytvofeni funkéniho komplexu. VétSina znamych efluxnich pump

111



rezistence k tetracyklinu patii ale do superrodiny MF (Kap. 2.1.2.1), které jsou
pravdépodobné tvofeny pouze jednim peptidovym fetézcem s riznym poctem TMS
(SAIER et al. 1999, LOMOVSKAYA a WATKINS 2001, SAIDIJAM et al. 2006).
KAZIMIERCZAK et al. (2009) se obdobnym experimentem podafilo identifikovat
zastupce determinant rezistence k tetracyklinu ze skupiny efluxnich pump i RPP. 2) Je
mozné, ze exprese hledané determinanty je slozitéji regulovana a tento regulator nebyl
v E. coli exprimovan. AvSak konjugativni reakci byly ziskdny rezistentni
transkonjuganty E. coli a hledand determinanta rezistence k tetracyklinu byla tedy
v E. coli funk¢éni. 3) Mohlo dojit k restrikci v tseku DNA kodujicim hledanou
determinantu. I kdyz pfi naSem experimentu jsme vytvofili tfi rizné typy knihoven
pfi restrikci chromozomalni DNA tfemi riznymi enzymy s rtznou frekvenci Stipani.
Psul vSak generovalo vétSinu fragmenti o velikosti mensi nez délka primérného genu
(Obr. 37). 4) Pti experimentu jsme i1 po optimalizovani podminek ziskavali relativné
malo klont s inzertem v plazmidu. Vzhledem k velikosti genomu bakteridlnich izolata
a tedy relativné nizké pravdépodobnosti ziskdni klonu s determinantou je mozné,
ze nedoslo k inzerci fragmentu s hledanou determinantou. Z tohoto divodu jsme
experiment opakovali, ale ani pfi opakovani neziskali klon rezistentni k tetracyklinu.

Pfi tomto experimentu nebyl k dispozici izolat rodu Arthrobacter. U tohoto izolatu jsme

tedy v této studii s urcitosti neidentifikovali piitomnou determinantu rezistence.

Vzhledem k tomu, Ze jsme zaznamenali probihajici horizontdlni pfenos mezi rody
Stenotrophomonas a Chryseobacterium a nepodafilo se nam u téchto izolata
identifikovat Zddnou zndmou determinantu rezistence, pokracovali jsme ve studiu genu
hybridni kindzy a jeho horizontdlniho pienosu. U dvou pldnich izolath
Stenotrophomonas a jednoho izolatu Chryseobacterium jsme se pokusili metodou
hybridizace urcit velikost restrikéniho fragmentu a pocet kopii genu hybridni kinazy
v jejich genomu. Jako sonda byl pouzit fragment genu hybridni kinazy, ktery byl
amplifikovan u vSech studovanych izolati gramnegativnich bakterii. Z vysledkt
provedené hybridizace je patrné, ze izolaty rodi Stenotrophomonas (kmeny ST1, ST2)
a Chryseobacterium (kmen CHRI1) maji stejny hybridizacni profil pii restrikci
enzymem Psul (Obr. 38). Je pravdépodobné, ze tyto casti DNA u izolatu rodu
Chryseobacterium, u kterych doslo k hybridizaci se sondou, pochéazeji z izolatu rodu
Stenotrophomonas. Z mnozstvi shodnych signalii Ize usuzovat, ze doslo k pfenosu

vétsitho fragmentu DNA a gen hybridniho proteinu se vyskytuje v tomto fragmentu
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ve vice kopiich (Kap. 4.5). Izolat rodu Chryseobacterium CHR1 jako jediny z rodu
Chryseobacterium pochézel z hnojené pudy, ze které nepochédzi zadny studovany izolat
Stenotrophomonas.

Pti porovnani hybridizac¢nich profil u DNA nastipané restrikénimi enzymy Psul, Bcll
1 BglllI se zd4, Ze by donorem pfi horizontalnim ptenosu do Chryseobacterium mohl byt
izolat rodu Stenotrophomonas ST2. Vzhledem k tomu, ze mikroorganizmy rodu
Stenotrophomonas jsou v prostiedi velmi rozsifené, je mozné, ze linie ST2 se vyskytuje
v hnojené i1 nehnojené pidé a tato linie byla donorem pii horizontalnim pienosu.
U ostatnich izolatd rodu Chryseobacterium nebyla hybridizace provadéna a nelze tedy

urc€it, zda byl donor pfi horizontalnim pfenosu shodny nebo rozdilny nez u CHRI.

Zustava otazkou, zda by mohl tento hybridni protein plnit roli efluxniho proteinu
rezistence k tetracyklinu. Pokud vezmeme v tvahu teorii, Zze determinanty rezistence
mohly vzniknout z prekurzorti, které byly citlivé na pfitomnost antibiotik nebo k nim
mély malou afinitu a plvodné plnily jinou funkci, nelze vyloudit, Ze by se tento
hybridni protein na rezistenci Stenotrophomonas maltophilia k tetracyklinu podilet
mohl (AMINOV a MACKIE 2007, WRIGHT 2007).

Identifikovany hybridni protein neni klasickou efluxni pumpu, ale jedna z jeho domén
je Na'/solut symportér, u kterého bylo predikovano 10 TMS useki a u kterého neni
znama substratova specifita. Z hlediska zafazeni do rodiny transportérii tvoii Na'/solut
symportéry zvlastni nadrodinu (SSSS), jejichz mechanizmus kotransportu se nelisi
od nadrodiny H'/symportér (tedy MF nadrodiny, Kap. 2.2.2.2) (GRIFFITH et al.
1992, REIZER et al. 1994). Pfi porovnani aminokyselinové sekvence Na'/solut
symportérové domény hybridniho proteinu s MDR pumpami patiicimi do rodiny MF,
neni patrna pfili§ vysoka identita (14% identita s proteinem NorA S. aureus, 15%
identita s proteinem QacA S. aureus). O néco vyssi identita byla zjiSténa pii porovnani
se specifickymi transportéry tetracyklinu MF nadrodiny na aminokyselinové urovni
(20,6% identita s proteinem Tet(A) E. coli, 20,1% s proteinem Tet(B) Pseudomonas sp.,
22% identita s proteinem Tet(D) Salmonella sp.).

Déle jsme porovnali symportérovou doménu hybridniho protein na aminokyselinové
urovni se znamymi IMP, které jsou soucasti MDR efluxnich pump RND rodiny
S. maltophilia (Kap. 2.3.1.1). Nékteti ze zéastupcti téchto efluxnich systémi jsou
spojovani s rezistenci k tetracyklinu. Ani v tomto piipad¢ nebyla zjiSténa identita

na aminokyselinové Urovni pfili§ vysoka (8,1% identita s proteinem SmeE, 3,2%
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identita s proteinem SmeB, 9,7% identita s proteinem SmeZ S. maltophilia K279a).
Identita symportérové domény hybridniho proteinu s transportnimi systémy, které
rozeznavaji antibiotika, tedy neni dostatecné¢ vysoka, aby jednoznac¢né vypovidala

o sekvencni homologii.

Na zéklad¢ vySe popsanych ziskanych vysledkid nelze vyloucit ani potvrdit podil
hybridniho proteinu na rezistenci k tetracyklinu u studovanych pidnich izolata.
Vzhledem k tomu, Ze doslo k pfenosu genu hybridniho proteinu pii konjugativni reakei,
je mozné, Ze je hledanou determinantou rezistence. Je také pravdépodobné, ze se gen
pro hybridni protein, nebo pouze ¢ast pro symportérovou doménu, vyskytuje
na mobilnim elementu ve vice kopiich, cemuz odpovidaji i shodné vysledky hybridizace
u izolatd roda Stenotrophomonas a Chryseobacterium. To by mohlo napovidat, Ze je
tato doména néjak spojena s rezistenci k tetracyklinu a pod selekénim tlakem doslo
k duplikaci genu v rdmci mobilniho elementu. Na druhé strané je ale mozné, Ze by na
mobilnim elementu mohla byt pfitomna i neidentifikovand determinanta rezistence
k tetracyklinu a pii konjugativni reakci by doslo k jejimu ptenosu spole¢né s hybridni

kinazou. Transkonjuganty by pak projevovaly rezistenci k tetracyklinu.

Protoze S. maltophilia byla donorem pfi horizontadlnim pienosu, ktery pravdépodobné
probéhl v pideé, pokusili jsme se u plidnich izolath analyzovat pifitomnost dalSich
efluxnich pump, které se podileji na rezistenci u S. maltophilia (Kap. 2.3.1.1).
Specifické primery byly navrzeny na ¢ast operonu kédujiciho efluxni systém smeJKL
(Kap. 2.3.1.1.1), ktery je spojovan s rezistenci k tetracyklinu (CROSSMAN et al.
2008). Ptitomnost smelL byla amplifikaci potvrzena u izolatd rodu Stenotrophomonas.
Slaby prouzek byl amplifikovan také u izoldtu CHRS rodu Chryseobacterium. Tento
fragment nebyl zatim osekvenovan, ale jeho velikost odpovidd velikosti ocekavané
(Obr. 44).

Dale byla analyzovana ptitomnost dal$ich efluxnich systémi rodu Stenotrophomonas,
které jsou kodovany geny smeABC, smeDEF a smeVWX. Na ¢asti téchto operontl byly
navrzeny degenerované primery. Efluxni syst¢tm SmeABC pravdépodobné nefunguje
jako klasicky efluxni systém, ale byla prokdzana souvislost SmeC a rezistence
k B-laktamum (LI et al 2002) (Kap. 2.3.1.1.2). Systém SmeDEF pravdépodobné

souvisi s rezistenci tetracyklinu, chloramfenikolu, erytromycinu a chinolonim
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(ALONSO a MARTINEZ 2000) (Kap. 2.3.1.1.3). Ostatni efluxni systémy nebyly zatim
dopodrobna analyzovany.

V pfipad¢ izolati rodt Chryseobacterium a Stenotrophomonas se nam podafilo
amplifikovat smeW, Cast efluxniho systému, ktery je kodovan geny smelVWX (Kap.
4.8). Je mozné, ze smel je soucasti mobilniho elementu spole¢né s genem hybridniho
proteinu, k jehoz ptenosu doslo pii simulaci konjugace. Vzhledem k tomu,
ze pti amplifikaci smel u transkonjugantt E. coli byl ziskan smésny sekvenacéni signal,
nelze u nich vyloucit pfitomnost smeW a tedy ani jeho ptenos pii konjugaci.

K ptenosu genu smeW ze Stenotrophomonas mohlo dojit jiz v ptidnim ekosystému
nebo pii kultivaci vzorkli piidy s nizkou koncentraci tetracyklinu pii laboratornim
pokusu (Kap. 3.1.1). Tomu napovida i identifikace smeW u izolath CHR1 a CHR2,
které byly inkubovany v 0,1 mg Tc . kg spoleéné s izolatem ST2, ktery mohl byt
donorem pii horizontdlnim pienosu genu hybridniho proteinu (viz vyse). Tretim
izolatem, u které¢ho byl amplifikovan gen smelW byl CHRS, ktery byl inkubovéan
s nulovou koncentraci tetracyklinu spolecn¢ s CHR6, u kterého smelW amplifikovan
nebyl. V ptipadé CHRS tedy pravdépodobné doslo k horizontadlnimu ptenosu jiz
v pudnim ekosystému. Je tedy mozné, Ze horizontalni ptfenos probihal v plidnim
ekosystému 1 pii inkuba¢nim pokusu v laboratofi.

Je mozné, ze ptitomnost smel a smelW ma vliv na rezistenci pltdnich izolati rodu
S. maltophilia k tetracyklinu. V ptipadé¢ S. maltophilia nejednd o klasického
nemocni¢niho patogena a je pravdépodobné, ze se u ni rezistence vyvinula jiz davno
v puvodnim habitatu, kterym Casto byva rhizosféra rostlin a pidni ekosystém. Tedy
oblasti, kde se vyskytuji i producenti antibiotik (BERG et al. 2005, MARTINEZ 2009).
Tento fakt ale také vysvétluje pfitomnost velkého mnozstvi MDR efluxnich systému
v genomu S. maltophilia, které nepochybné ptispivaji vysokou mérou a k jeji ptirozené
rezistenci k velkému mnozstvi antibiotik. Je proto pravdépodobné, Ze tyto izolaty jsou
prirozené rezistentni k tetracyklinu pravé diky pfitomnosti MDR pump a proto se nam
nepodafilo identifikovat znamou determinantu rezistence k tetracyklinu u izolath
Stenotrophomonas. 7Zvlasteé kdyz nékteré duhy rodu Stenotrophomonas jsou
producentem maltophilinu, latky odvozené od polyketidi, kam patii 1 tetracykliny

(JAKOBI et al. 1996).
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Studované pudni izolaty byly izolovany z piidy ze dvou mist téZe lokality — z hnojené
a nehnojené pidy pficemz plidni vzorky byly inkubovany v riznych koncentracich
tetracycklinu. Proto jsme se pokusili izoldty porovnat z hlediska rezistence
k tetracyklinu (Kap. 4.1) a tyto hodnoty dat do kontextu ziskanych vysledkdi.

U izoldtu z hnojené plidy rodu Chryseobacterium, kmene CHRI1, byla zjisténa
intermediatni hodnota MIC tetracyklinu - 8 pg/mL (Kap. 4.1.1). Tato hodnota byla
ovéfena 1 agarovou diluéni metodou (Kap. 4.1.2). U ostatnich izolati rodu
Chryseobacterium z nehnojené ptdy, byla zjisténa MIC 16 pg/mL a 24 ug/mL. Tento
rozdil, mezi izolaty z hnojené a nehnojené pudy, by mohl byt zplisoben piitomnosti
riznych determinant rezistence. Vzhledem k tomu, Ze se ndm nepodafilo identifikovat
znamou determinantu rezistence k tetracyklinu, lze tuto moznost pfipustit. Dalsi
moznosti je, ze u jednotlivych izolat rodu Chryseobacterium existuje rizna hladina
exprese nebo odlisné mnozstvi kopii stejné determinanty v genomu. Kromé toho,
rody Stenotrophomonas a Chryseobacterium jsou fylogeneticky vzdalené a je
pravdépodobné, Ze se bude liSit 1 u€innost exprese v porovnani s ptivodnim hostitelem
Stenotrophomonas. Uinnost exprese mize byt odli§na i u jednotlivych druhti rodu
Chryseobacterium. Funkcénost determinanty u izolatu CHR1 by mohla byt sniZena
1 vlivem bodovych mutaci. Pokud by touto determinantou byl identifikovany hybridni
protein, bodové mutace by mohly vysvétlit, pro¢ se nepodafilo u tohoto izolatu
amplifikovat vétsi 700 bp dlouhy fragment hybridniho proteinu (Kap. 4.6).

Izolaty rodu Stenotrophomonas byly vSechny ziskdny z nehnojené pidy (Kap. 3.1.1)
a u vSech byla stanovena stejna hodnota MIC 24 pg/mL (Kap. 4.1.1). Tato shoda MIC
u izolat rodu Stenotrophomonas ukazuje na ptitomnost stejné determinanty rezistence.
Pii porovnani s hodnotou MICy, tetracyklinu u klinickych izolatd, u kterych byla
stanovena na 64 ug/ml, se zdéa relativné nizka. V ptipad¢ téchto klinickych izolath
by vSak mohla byt spojena se zvySenou expresi n¢jakého efluxniho MDR systému.
V jiné studii se MIC tetracyklinu pohybovala v rozmezi 4-32 pg/ml u rtznych linii
S. maltophilia (ALONSO a MARTINEZ 1997, VALDEZATE et al. 2001).

U izolatt rodu Staphylococcus byla hodnota MIC stanovena na 24 pg/mL respektive
32 pg/mL (Kap. 4.1.1). Oba izolaty Staphylococcus pochazeji z nehnojené pudy,
ktera byla inkubovana s odliSnou koncentraci tetracyklinu (Kap. 3.1.1). U obou téchto
izolatl byla identifikovéna stejnd determinanta rezistence tet(K), a jeji nukleotidova
sekvence byla u obou izolatl identicka (Kap. 4.3.2.2). Regulace exprese determinanty

tet(K) je kontrolovana atenuaci a pravdépodobné je i pod kontrolou MgrA (SCHWARZ
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et al. 1992, LUONG et al. 2006). Izolat SP2, u kterého byla stanovena vyssi MIC
tetracyklinu, byl inkubovan v laboratornim experimentu ve vys§i koncentraci
tetracyklinu a je mozné, ze béhem této inkubace doSlo plsobenim selekéniho tlaku
ke zvySeni hladiny exprese fef(K) determinanty vlivem mutace a tedy i pfizptisobeni
dané koncentraci tetracyklinu.

U jediného izolatu rodu Arthrobacter, ktery pochézi z hnojené ptdy, byla hodnota MIC
stanovena na 24 ug/mL (Kap. 4.1.1), stejn¢ jako u izolatd rodt Stenotrophomonas
a Staphylococcus. Tato hodnota je vyssi, nez ve studii klinickych izolath Arthrobacter
provedené¢ FUNKE (1996). U tohoto izolatu nebyl amplifikovan fragment genu hybridni
kinazy Stenotrophomonas nebo genu efluxni pumpy tet#(K) rodu Staphylococcus (Kap.
4.3.2.3).

U studovanych plidnich izolatl byla stanovena i citlivost k urcité koncentraci vybranych
antibiotik. Studované pldni izolaty rodt Stenotrophomonas a Chryseobacterium byly
rezistentni k ampicilinu (100 pg/ml, patii do skupiny penicilinii), streptomycinu (340
pug/ml), spektinomycinu (0,5 pg/ml), kanamycinu (30 pg/ml, skupina aminoglykosidi),
erytromycinu (0,3 pg/ml, skupina makrolidii) a chloramfenikolu (5 pg/ml, skupina
amfenikolll). Spole¢na pro izolaty rodt Stenotrophomonas a Chryseobacterium byla
1 senzitivita k rifampicinu (50 pg/ml, skupina ansamycinl) a nalidixové kyseliné
(20 pg/ml, skupina chinolon) (Kap. 4.2).

Klinické izolaty rodu Stenotrophomonas, které jsou studované vice nez izolaty
environmentalni, jsou Ccasto rezistentni k tetracykliniim, B-laktamim (kam patfi
peniciliny, karbapenemy, cefalosporiny a monobaktamy), aminoglykosidiim
a fluorochinolonim (ZHANG et al. 2001, CHANG et al. 2004). Vzhledem
k pritomnosti B-laktamaz, acetyltransferazy, MDR systéml a snizené permeability
vnéjSi membrany u S. maltophilia, neni rezistence k riznym tfiddm antibiotik
ptekvapiva (WALSH et al. 1997, LAMBERT et al. 1999, ALONSO a MARTINEZ
2000, AVISON et al. 2001). Pritomnost nizké koncentrace tetracyklinu, které byly
izolaty vystaveny pravdépodobné jiz v pade a poté pii inkubaci ptidnich vzorki, miize
také stimulovat expresi MDR systému, ktery rozeznavad jako své substraty i dalsi
antibiotika, jak bylo popsano ALONSO a MARTINEZ (1997). Potom tedy ani
rezistence studovanych ptidnich izolati k vySe uvedenym testovanym antibiotikim neni

udivujici. Zvlasté pokud vezmeme v uvahu, jaké byly pouzité koncentrace antibiotik

117



v na$i studii. Napiiklad u klinickych izolath byla stanovena hodnota MICy
(koncentrace antibiotika, kterd inhibuje 90% bakterii) kanamycinu na >256 ug/ml,
erytromycinu na 256 pg/ml, nalidixové kyseliny na 32 upg/ml, chloramfenikolu
na 64 pug/ml. Tyto minimalni inhibi¢ni koncentrace jsou tedy mnohem vyssi nez
koncentrace pouZité v nasi studii.

Podobné¢ i u izolati rodu Chryseobacterium byla popsdna pfirozend rezistence
k aminoglykosidim, chloramfenikolu, B-laktamim a polymyxinim. Se S. maltophilia
tedy sdili podobny profil rezistence. U nékterych druhti rodu Chryseobacterium byla
popsana 1 rezistence k erytromycinu, ke kterému byly rezistentni i ndmi studované
pudni izolaty rodu Chryseobacterium (ROSSOLINI et al. 1998, ROSSOLINI et al.
1999, CHANG et al. 2004). V ptipadé chloramfenikolu byl rezistentni pouze
izolat CHR4. Tento izoladt byl inkubovan ve stiedni koncentraci tetracyklinu
(1,0 mg Tc . kg) spoleén& s izolaty Stenotrophomonas ST1 a ST3, které byly také
klasifikovany jako rezistentni k chloramfenikolu. Vzhledem k tomu, Ze ostatni izolaty
rodu Chryseobacterium byly k chloramfenikolu stfedné¢ senzitivni, lze se divodné
domnivat, Ze u CHR4 byla determinanta rezistence k chloramfenikolu rovnéz ziskéna
horizontaln€, mozna od S. maltophilia.

U studovanych izolati rodu Staphylococcus byl profil rezistence k antibiotikiim
s vyjimkou chloramfenikolu shodny. Izolaty rodu Staphylococcus nesou ¢asto mobilni
elementy s geny rezistence a Casty je i vyskyt efluxnich pump (HASSAN et al. 2007).
Studované izolaty byly rezistentni k pouzitym koncentracim nalidixové kyseliny
a erytromycinu a stfedné rezistentni k pouzité koncentraci spektinomycinu, izolat SP2
byl rezistentni také k chloramfenikolu. Rezistence k nalidixové kyseliné
a chloramfenikolu je spojovana s pfitomnosti efluxni pumpy NorA a je tedy mozné,
ze se vyskytuje i u izolatu SP2 (UBUKATA et al. 1989, NEYFAKH et al. 1993).
Studovany izolat rodu Arthrobacter byl rezistentni k pouzité koncentraci
spektinomycinu, nalidixové kyseliny a streptomycinu. Nékteré druhy rodu Arthrobacter
jsou producenty erytromycinu a jsou k nému pfirozené rezistentni (ROBERTS et al.
1985). Nas studovany izolat byl senzitivni ke koncentraci 0,3 pg/ml erytromycinu.

Pravdépodobné se tedy netadi k producentiim tohoto antibiotika.

V posledni ¢asti jsme se pokusili rozlisit jednotlivé studované izolaty S. maltophilia

na zéklad¢ ptitomnosti REP sekvenci v genomu. K typizaci jednotlivych linii jsme
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vyuzili poznatky o dynamice a variabilit¢ REP elementli a specifické primery Smal4,
které jsou komplementarni k ¢asti sekvence REP elementu Smal4 (NUNVAR et al.
2010). Tyto primery byly pouzity u pidnich izolatd rodu Stenotrophomonas (Kap. 4.9).
Na zéklad¢ vysledkl ziskanych REP profili izolatd S. maltophilia jsme byli schopni
rozlisit tii rGzné linie. Toto rozliSeni souhlasi 1 s rozdily v restrikénich profilech
jednotlivych izolath, které byly zjiStény pii hybridizaci. Bylo tedy ovéfeno,
ze specifické REP elementy lze vyuzit pti typizaci S. maltophilia. Zda bude mozné tento
systém vyuzit v praxi, pfipadné¢ i u dalSich mikroorganizm@, bude nutné dale

analyzovat.

V této studii se ndm podafilo zachytit intenzivné probihajici recentni horizontéalni
pfenos mezi fylogeneticky velmi  vzddlenymi rody  Stenotrophomonas
a Chryseobacterium. VétSina ndmi studovanych kment pochazi z pudy, kterd nebyla
pod piimym selekénim tlakem tetracyklinu, coz svédci o tom, ze je v tomto ekosystému
vytvoien rezervodr genl rezistence k tetracyklinu a pravdépodobné 1 k dalsSim
antibiotikim. N¢které vysledky také nasvédcuji, Ze horizontalni pienos byl stimulovan
1 pfi inkubaci pidy v nizkych koncentracich tetracyklinu. Zachyceny pienos genil je
prvnim popsanym probihajicim horizontalnim ptenosem mezi rody Stenotrophomonas
a Chryseobacterium.

To, Ze se nam podafilo prokdzat moznost horizontdlniho ptenosu mezi S. maltophilia
a E. coli také ukazuje na urcitou nebezpeCnost S. maltophilia. Vzhledem k tomu,
ze S. maltophilia je rozsiteny mikroorganizmus, ktery se vyskytuje i v nemocni¢nim
prostiedi, mize byt donorem v procesu rozsifovani determinant rezistence k riznym
antibiotikim do nemocni¢nich patogenti. A to tim vice, ze byl prokazan i probihajici
horizontdlni pfenos mezi grampozitivnimi bakteriemi a Stenotrophomonas,
coZ znasobuje mozny potencial pritomnosti riznych determinant rezistence.

Ponévadz byl zjistén 1 pfenos casti efluxniho systému specifického pro rod
Stenotrophomonas u kterého neni znama substratova specifita, bylo by zajimavé zjistit,
jaky by mohl byt jeho podil na rezistenci k tetracyklinu, piipadné i analyzovat
pritomnost dalSich blizce ptibuznych Sirokospektrych efluxnich pump u rodu
Chryseobacterium. Tyto efluxni systémy, které jsou vSudyptitomné, by mohly hrat roli

v procesu antropogennich zmén bakteridlniho padniho ekosystému.
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6. SOUHRN

Cilem mé diplomové prace bylo identifikovat genetické determinanty rezistence

k tetracyklinu u ptidnich izolatd z hnojené a nehnojené pidy ze stejné oblasti v Ceské

Republice a pokusit se nastinit moznosti rozSifovani téchto determinant

mezi jednotlivymi bakteridlnimi druhy.

Bylo dosazeno téchto vysledku:

10.

Ur¢ili jsme MIC tetracyklinu u studovanych ptidnich izolatu.

Vylou¢ili jsme pfitomnost mimochromozomalni DNA u vSech piidnich izolatt.
Identifikovali jsme pfitomnost determinanty fe#(K) u izolath rodu Staphylococcus
metodou PCR.

Amplifikovali jsme fragment DNA primery specifickymi pro tef(M) determinantu
rezistence k tetracyklinu u izolatu rodu Arthrobacter. Jeji ptitomnost nebyla
potvrzena sekvenacné.

U izolath rodt Chryseobacterium a Stenotrophomonas jsme vyloucili piitomnost
23 testovanych determinant rezistence k tetracyklinu.

Nepodatilo se nam identifikovat determinantu rezistence k tetracyklinu u izolatt
rodl Stenotrophomonas a Chryseobacterium ve vytvorené knihovné DNA.

U vSech izolath rodu Chryseobacterium jsme amplifikovali ¢ast symportérové
domény genu hybridniho proteinu typického pro Stenotrophomonas. Metodou
hybridizace jsme zjistili, Ze se fragment genu hybridni kindzy vyskytuje v genomu
rodl Stenotrophomonas a Chryseobacterium ve vice kopiich.

Zaznamenany  horizontalni pienos mezi rody  Stenotrophomonas
a Chryseobacterium, byl potvrzen konjugativni reakci na pevném mediu
v laboratornich podminkéch. Ziskali jsme n¢kolik transkonjugantti Escherichia coli
rezistentnich k tetracyklinu. U téchto transkonjugantd byl amplifikovan stejny
fragment genu hybridniho proteinu rodu Stenotrophomonas.

Nepodatilo se ndm ani potvrdit ani vyvratit, Ze se identifikovany hybridni protein
podili na rezistenci k tetracyklinu u studovanych pldnich izolatd rodd
Stenotrophomonas a Chryseobacterium.

U izolath rodu Stenotrophomonas byla zjisténa ptritomnost ¢asti efluxniho systému

SmeJKL a dalSich efluxnich systémii, které nebyly specifikovany. U izolath rodu
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11.

Chryseobacterium  jsme  zjistili  pfitomnost ¢asti  efluxniho  systému
Stenotrophomonas SmeVWX, u kterého neni zatim znama substratova specifita.

Byla ovéfena moznost vyuziti pritomnosti specifickych REP sekvenci v genomu
Stenotrophomonas k typizaci jednotlivych linii rodu S. maltophilia. Na zakladé
tohoto vysledku jsme u studovanych puadnich izolatd Stenotrophomonas rozlisili

dvé rizné linie S. maltophilia.
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