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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva vyskytem, Sitenim a detekci genti antibiotické rezistence v
odpadnich produktech vznikajicich v ramci zeméd¢€lské vyroby, zejména v oblasti Zivocisné
produkce. Zvlastni pozornost je vénovana anaerobni digesci jako bézn¢ vyuzivané metodé
zpracovani biologicky rozlozitelnych odpadu a jejimu vlivu na pfetrvavani genti antibiotické
rezistence v koneéném produktu — digestatu. Prace shrnuje soucasné poznatky o
diagnostickych metodach pro detekci gent antibiotické rezistence, diskutuje problematiku
pouzivani antibiotik v zemédé€lstvi, principy Gc€inku rezistence a mozné mechanismy Sifeni
genli mezi mikroorganismy a v zivotnim prostiedi. Cilem prace je poskytnout uceleny
prehled o rizicich spojenych s aplikaci digestaitu na zeméd€lskou ptidu a poukdzat na
ekologické dusledky Sifeni antibiotické rezistence. Prakticka ¢ast této prace je zaméfena na
detekci vybranych genti antibiotické rezistence ve vzorcich digestat pochdzejicich z

riznych bioplynovych stanic a na optimalizaci metodiky pro jejich stanoveni pomoci

kvantitativni polymerazové fetézoveé reakce.

Klicova slova: antibioticka rezistence, geny rezistence, anaerobni digesce, digestat,

zemédelska vyroba, diagnostika, qPCR

ABSTRACT

This bachelor’s thesis focuses on the occurrence, spread, and detection of antibiotic
resistance genes in agricultural waste products, particularly in the field of livestock farming.
Special attention is given to anaerobic digestion, a commonly used method for processing
biodegradable waste, and its impact on the persistence of antibiotic resistance genes in the
final product — digestate. The thesis summarizes current knowledge on diagnostic methods
for detecting antibiotic resistance genes, discusses the use of antibiotics in agriculture, the
mechanisms of resistance, and possible pathways for gene dissemination among
microorganisms and within the environment. The aim of this work is to provide an overview
of the risks associated with digestate application to agricultural soil and to highlight the
ecological implications of antibiotic resistance spread. The practical part of this thesis
focuses on the detection of selected antibiotic resistance genes in digestate samples from
various biogas plants and on the optimization of the methodology for their quantification

using quantitative polymerase chain reaction.



Keywords: antibiotic resistence, resistence genes, anaerobic digestion, digestate, agriculture,

diagnostics, environment
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UvVOD

Antibioticka rezistence predstavuje jednu z nejzavaznéjsich hrozeb 21. stoleti pro zdravi
vetejnosti. Rostouci vyskyt bakterii, které jsou rezistentni vaci bézné pouzivanym
antibiotikim, omezuje moznosti ucinné 1écby infekénich onemocnéni a zvySuje riziko
vzniku nelécitelnych infekci. Zeméde€lska vyroba, zejména intenzivni zivocisna produkce,

hraje v tomto procesu vyznamnou roli.

Zvitatim jsou Casto podavéana antibiotika za tcelem 1é€by, vyznamna cast podanych
antibiotik vSak neni metabolizovana a vylucuje se ve formé aktivnich latek ¢i jejich rezidui
spolu s exkrementy. Tyto exkrementy, kromé rezidui 1éCiv, ¢asto obsahujici také rezistentni
bakterie a geny antibiotické rezistence. Odpady ze zemédélské produkce jsou casto
vyuzivany jako surovina pro anaerobni digesci v bioplynovych stanicich. Anaerobni digesce
je biotechnologicky proces, pfi kterém mikroorganismy za nepfistupu kysliku rozkladaji
organickou hmotu za vzniku bioplynu. VedlejsSim produktem tohoto procesu je digestat —
smes zbytkového organického materidlu, mikroorganismu a zivin, které je bézné vyuzivana

jako hnojivo na zemédélskou pidu.

Ackoliv anaerobni digesce muze cCasteCné prispét ke snizeni mnozstvi patogent,
zustava otazkou, do jaké miry dochazi k eliminaci genti antibiotické rezistence. Digestat tak
muze predstavovat vyznamny environmentalni rezervoar téchto genii a pfispivat k jejich
Siteni v pudnich ekosystémech, vodnich tocich ¢i zemédé€lskych produktech. Tato
problematika nabyva na vyznamu zejména v kontextu cirkuldrniho hospodateni s odpady,

kdy jsou odpadni produkty zemédélské vyroby po digesci zpétné uvadény do prostredi.

Cilem této bakalaiské prace je popsat vyskyt a mozné diagnostické metody genii
antibiotické rezistence v odpadnich produktech ze zemédé€lstvi, se zvlastnim zamétenim na
anaerobni digesci a vlastnosti digestatu jako potencidlniho nosie genl antibiotické
rezistence. V praktické ¢asti byly detekovany geny rezistence a rezistentni mikroorganismy

v nékolika digestatech z riznych bioplynovych stanic.
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I

TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA ODPADNICH ZEMEDELSKYCH
PRODUKTU A PROCESU ANAEROBNI DIGESCE

Odpadni produkty zemé&d¢€lské vyroby predstavuji vyznamny zdroj organické hmoty, kterou
je mozné dale vyuzit v ramci udrzitelného hospodateni s odpady. Tyto substraty jsou bohaté
na organicky uhlik, dusik a dalsi ziviny, a zaroven casto obsahuji mikrobialni populace,
véetné potencidlné patogennich organismii a gentl antibiotické rezistence. Jednou z
efektivnich metod zpracovani zeméd¢€lskych odpadi je anaerobni digesce (AD), biologicky
proces, pii kterém mikroorganismy v prostiedi bez ptistupu kysliku rozkladaji organickou

hmotu na bioplyn a stabilizovany digestat.

1.1 Odpadni zemédélské produkty

Zemédelské odpady lze obecné rozdelit na odpady pochézejici z rostlinné a zivoc¢isné
vyroby.

Odpady vznikajici v zivo€iSné vyrob¢ zahrnuji Siroké spektrum materialt, jako je hnij,
kejda, zbytky krmiv, podestylka, odpadni voda a vedlejsi produkty z porazky zvitat — napf.
ktze, kosti, chrupavky, krev, tuk a jiné¢ kozni derivaty. Tyto odpady predstavuji vyznamnou
ekologickou zatéz v ptipad¢, ze nejsou adekvatné zpracovavany. Mezi hlavni rizika spojena
povrchovych a podzemnich vod dusi¢nany a fosfaty, emise sklenikovych plynt a produkce
zépachu. Vedlejsi zivocisné produkty zporazky zvirat, které nejsou urceny pro lidskou
spotfebu, jsou nejCastéji zpracovavany v krmivaiském pramyslu nebo likvidovany v
kafilernich zafizenich. Hntij a kejda se bézn¢ vyuzivaji jako statkova hnojiva nebo jsou dale
zpracovavany prostiednictvim AD pii vyrobé bioplynu. Neefektivni nakladani s témito

materialy miize rovnéZ pfispivat k §ifeni antimikrobilni rezistence. [**]

Rostlinné odpady tvoii prevazné biomasa, jako je slama, ofezky a zbytky zeleniny a
ovoce, kukufi¢né stvoly, odpad po CiSténi obilovin ¢i odpadni materidl z lesnické vyroby.
Tato biomasa mtize byt dale vyuZita jako krmivo pro hospodarska zvitata, ke kompostovani

nebo jako substrat pro AD za uéelem produkce bioplynu. 2%
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1.2 Anaerobni digesce a jeji vyuziti pro zpracovani odpadnich

zemédélskych produktii

AD je biologicky proces, pfi kterém dochazi k rozkladu organické hmoty za nepfitomnosti
kysliku za soucasné produkce bioplynu a stabilizovaného organického zbytku — digestatu.
Tento proces predstavuje efektivni a environmentalné Setrny zptsob vyuziti odpadnich
zemédelskych produktii, jako jsou statkova hnojiva, rostlinné zbytky, kejda nebo organické

odpady ze Zivo&isné vyroby. [16-17]

AD nejen Ze pfispivad ke sniZzeni mnoZstvi biologicky rozlozitelného odpadu, ale
zaroven umoziuje produkci obnovitelné energie ve forme bioplynu. Tento ptistup podporuje

cirkularni ekonomiku v zeméd&lstvi a vyznamné prispiva k ochrang Zivotniho prostiedi. ['¥!

1.2.1 Faze anaerobni digesce
Samotny proces AD lze rozdélit do ¢tyt hlavnich fazi, které na sebe plynule navazuji:

1. Hydrolyza
V prvni fazi dochazi k rozkladu komplexnich organickych latek (napf.
polysacharidi, bilkovin a lipidi) na jednodussi slouceniny, jako jsou
oligosacharidy, monosacharidy, aminokyseliny a mastné kyseliny. Hydrolyza je
Casto limitujicim krokem, zejména pii zpracovani materidlti s vysokym podilem

vlakniny. [1®!

2. Acidogeneze
V této fazi mikroorganismy pifeménuji produkty hydrolyzy na tékavé mastné
kyseliny, alkoholy, vodik a oxid uhli¢ity. Dochazi zde k vyznamnému poklesu pH,

coz miize ovlivnit stabilitu celého procesu. [®)

3. Acetogeneze
Béhem acetogeneze jsou t€kavé mastné kyseliny a alkoholy dale pfeménovany na
acetat, vodik a oxid uhli¢ity — slouceniny, které jsou kliCovymi substraty pro

naslednou tvorbu metanu. %

4. Metanogeneze
Zaveretna faze zahrnuje tvorbu bioplynu. Prvni skupina metanogennich bakterii
konvertuji acetat a vodik na methan (CH4) a oxid uhli¢ity (CO2). Druhé skupina

metanogennich bakterii vyuziva vodik jako donor elektronu a oxid uhli¢ity jako
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akceptor k produkci metanu. Tato faze je citliva na zmény teploty, pH a pfitomnost

toxickych latek. (¢

organické polymery
(polysacharidy, bilkoviny, atd.)

Hydrolyza
h 4
organické monomery
(aminokyseiny, cukry, peptidy, atd.)

Acidogeneze
4

nizsi mastné kyseliny
(maselna, propionova, atd.

vy v Acetogeneze v v
H, + CO, |« »(CH,COOH
hydrogenotrofni Metanogeneze acetotrqfni
metanogenni archea metanogenni archea
CH, + CO,

Obrazek 1 Schématické zndzornéni fazi anaerobni digesce. 1!

1.2.2 Bioplyn

Vysledkem AD je smés plynii oznacovana jako bioplyn. Typické slozeni bioplynu je
17]

nésledujici: [
e Methan (CHa4): 50-75 %
e Oxid uhlic¢ity (COz2): 25-45 %
e Vodik (H2): 1-5 %
e Sirovodik (H2S): 0,1-1 %
e Stopové mnozstvi dalSich plynti: napt. dusik (N2), kyslik (O2), amoniak (NHs)

Vysoky obsah metanu urcuje energetickou hodnotu bioplynu, zatimco piitomnost

sirovodiku a dalSich korozivnich plyni vyzaduje nasledné ciSténi bioplynu pted jeho

vyuzitim, [17)
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1.3 Bakterie pritomné v odpadnich zemédélskych produktech a

digestatu

Digestat vznikajici po procesu AD obsahuje mikroorganismy, které hraji klicovou roli pfi

rozkladu organickych materiald. Tento materidl, bohaty na organické zbytky, je osidlen

Sirokym spektrem bakterii podilejicich se na anaerobnim rozkladu. Diverzita a zastoupeni

jednotlivych bakteridlnich druhl jsou zna¢né proménlivé a zavisi zejména na slozeni

vstupnich surovin pouzitych pro vyrobu bioplynu. Ptesto se napfi¢ riznymi typy digestatl

vyskytuje n&kolik bakterialnich kmenti ve vyrazné pievaze. [!!

Nejcastéjsi kmeny bakterii ptitomné v digestatu jsou:

1.

3.

Firmicutes (synonymum Bacillota)

Bakterie tohoto kmene jsou dobie pfizpiisobeny anaerobnim podminkam panujicim
pfi vyrobé bioplynu. Jednad se o kokovité nebo tyCinkovité bakterie, vétSinou s
gram-pozitivni stavbou bunécné stény. Nejvyznamnéji je zastoupena tiida
Clostridia, tvofenda gram-pozitivnimi, sporotvornymi tyC¢inkami s anaerobnim
metabolismem. Tyto bakterie hraji zasadni roli v rozkladu celulozy a dalSich
komplexnich organickych sloucenin. Déle je vyznamna 1 tfida Bacilli, zahrnujici
fakultativné anaerobni, sporulujici tyCinkovité bakterie, které se rovnéz vyrazné

podileji na procesu AD. [1:2]

Bacteroidetes (synonymum Bacteroidota)

Tento kmen zahrnuje gram-negativni nesporulujici tyCinkovité bakterie. V kontextu
digestatu a bioplynovych stanic jsou dominantni anaerobni zastupci. Bakterie z této
skupiny jsou Siroce rozsifeny v pudé, sedimentech, motské vodé a v travicim traktu
zivo€ich. Vyznamnou schopnosti téchto bakterii je rozklad polysacharidi a
bilkovin. V digestatech dominuji zastupci tiidy Bacteroidia, zejména rody
Prevotella a Bacteroides, bézné se vyskytujici v tlustém stievé ¢loveka i jinych
zivogichi. 123

Actinobacteria

Jedna se o kmen gram-pozitivnich bakterii, mnohé druhy jsou vlaknité. Tento kmen
patii mezi nejrozsahlejsi taxonomické skupiny v doméné Bacteria. Actinobacteria
tvofi vyznamnou soucést stfevni mikrobioty a nckteré jejich tfidy, pfedevs§im

Bifidobacteria, jsou znamé vyuzitim v probiotickych preparatech. Patii sem vSak 1
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patogenni  rody jako  Corymebacterium,  Mycobacterium,  Nocardia,
Propionibacterium a Tropheryma. V ramci AD se tyto bakterie uplatiiuji diky své

schopnosti degradovat komplexni organické latky, naptiklad chitin a lignin. !4
4. Mycoplasmatota

Tento kmen zahrnuje gram-negativni bakterie, které postradaji peptidoglykanovou
bunéénou sténu a patii mezi nejmensi zndmé prokaryotické organismy. Diive byly
tyto bakterie fazeny do kmene Tenericutes, ten vSak jiz neni v moderni taxonomii
(napt. GTDB) povazovan za platny a jeho zastupci jsou nyni klasifikovani pod
kmenem Mycoplasmatota. Zastupci tohoto kmene se vyskytuji v rdznych
prostfedich, od motského dna az po travici trakt Zivocichii. Vyznamné jsou zejména

patogenni rody jako Mycoplasma, Ureaplasma, Entomoplasma a Spiroplasma. ']
5. Spirochaetes

Tento kmen zahrnuje tenkosténné, spiralovité bakterie, pohybujici se axiadlnimi
filamenty, které umoznuji pohyb 1 adhezi. Mezi nejzndméjsi rody patii Leptospira,

Borrelia a Treponema, z nichz mnohé jsou vyznamnymi patogeny. !- ¢!

6. Proteobacteria (nové oznaCované jako Pseudomonadota)

Jedna se o kmen gram-negativnich bakterii, které mohou byt fakultativné ci
obligatné anaerobni, pfi¢emz mnohé druhy jsou pohyblivé. Zahrnuje mnoho
vyznamnych rodi, jako naptiklad Escherichia, Salmonella, Brucella ¢i Vibrio. Tyto
bakterie se ptirozen¢ vyskytuji v travicim traktu savct, pficemz nékteré druhy jsou
vyznamnymi patogeny. V nékterych novych systémech (napi. GTDB) oznaovany

jako Pseudomonadota.!"%

1.4 Udrzitelnost a vyzvy vyuziti digestatu ze zemédélskych odpadi

AD pfedstavuje v souc¢asné dobé klicovou technologii pro stabilizaci organickych materiali
a produkci obnovitelné energie v podobé& bioplynu. S rostoucim objemem odpadi a zvySenou
poptavkou po udrZitelnych energetickych zdrojich se instalace bioplynovych stanic rozsituji
po celém svét, zejména v Evropé ?!). V ramci AD procesu vznika digestat, vedlej$i produkt
skladajici se z uhliku (10-30% v susing), dusiku (2-7% v susing), drasliku (2-6% v susing),

fosforu, siry a mikroprvki (vapnik, hot¢ik, Zelezo, mangan, zinek, méd’ a dalgi). [2!-31]

Digestat mlze byt vyuzit jako hnojivo vzemédé€lstvi, nicméné oproti statkovym

hnojiviim postrada kli¢ové slozky diilezité pro zdravi ptidnich bakterii, komplexni organické
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latky. Digestat ma niz§i pomér uhliku a dusiku (C:N), obvykle se pohybuje mezi 5:1 az 15:1,
nejcastéji kolem 8:1 az 10:1, ve srovnani s ¢erstvym hnojem (ktery miva C:N kolem 20—
30:1, v zavislosti na ptivodu a podestylce). Velka c¢ast organického uhliku byla béhem AD
preménéna na bioplyn. Vysledny produkt mé tedy mensi obsah snadno odbouratelného
uhliku a vyssi podil mineralniho dusiku, coz zvysuje jeho hodnotu jako rychle dostupného
hnojiva, ale zarovenn mize zvySovat riziko uniku dusiku (napf. ve formé amoniaku). Statkova
hnojiva také obsahuji zbytky podestylky (naptf. seno, slamu a piliny), které pfi hnojeni
prokypiuji ptidu a piispivaji tak ke zdravi pidy, ptidnich bakterii a kofenovych systému
rostlin. Tekutd frakce digestditu ma formu téméf homogenni husté tekutiny az pasty a
obvykle nepftispiva ke zlepSeni plidni struktury. Tuhd frakce digestatu vSak mutze ¢astecné
obsahovat nestravené organické slozky, které mohou strukturalni vlastnosti pady do urcité
miry ovlivnit. Dale digestat ptfedstavuje potencidlni environmentalni riziko, nebot’” mtize
obsahovat zbytky antibiotik (ATB), antibioticky rezistentni bakterie (ARB), geny
antibiotické rezistence (antibiotic resistence genes, ARG) a téZké kovy. Tyto kontaminanty
mohou byt pfenaSeny do ptudy a nasledn€ do potravniho fetézce, coz predstavuje hrozbu jak

pro ekosystémy, tak pro lidské zdravi. 1]

Vyznamné mnozstvi farmaceutickych latek a tézkych kovli obsazenych v digestatu
pochézi ze substratii pouzivanych v AD, zejména z kalti z COV, Zivo¢isnych exkrementi a
jinych zemédélskych odpadii. Vzhledem k tomu, ze ATB nejsou v télech hospodaiskych
zvitat pln€ metabolizovana, velké mnozstvi jejich rezidui je vylu¢ovano moci a trusem, které
jsou naslednd vyuzivany jako substraty v bioplynovych stanicich. Naptiklad v Ciné inila
celkova spotieba ATB v zeméd€lstvi v roce 2013 piiblizn€ 45 000 tun, z ¢ehoz vyznamna

¢ast mize byt vyloucena s exkrementy do Zivotniho prostedi. (!

Béhem AD miiZze dochézet k castecnému odbourdvani ATB, ale tento proces na jejich
odstranéni neni primarné¢ navrzen, coz vede k velmi rozdilné G¢innosti degradace v zavislosti
na struktuie konkrétni latky. Naptiklad B-laktamy jsou za urcitych podminek anaerobni
digesce dobfe odbouratelné (v néckterych ptipadech >90 %), ale ucinnost zavisi na
specifickém procesu a podminkach, zatimco tetracykliny a fluorochinolony pfetrvavaji,

asto kvuli své chemickeé stabilité. Teplota a obsah suSiny pii AD ovliviiuji miru odbourani.
[22]

Nekontrolované vyuzivani digestatu miize vést k akumulaci ATB, t¢Zkych kovii a ARG
v pud¢, coz muze ovlivnit pidni mikrobiotu, zvysit Sifeni antibiotické rezistence a

kontaminovat plodiny. Navic mobilni genetické elementy (MGEs), jako integrony, umoziuji
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horizontélni pfenos gent rezistence mezi mikroorganismy, coz urychluje Sifeni rezistence v
zivotnim prostiedi. I nizké koncentrace ATB vytvareji selekeni tlak, ktery podporuje vznik
rezistentnich kment bakterii. Doba rozkladu ATB v pudé zavisi na jejich chemické
struktufe, pudnich podminkich a pfitomnosti mikroorganismii. Néktera ATB, napf.
fluorochinolony a tetracykliny, mohou mit polo¢as degradace v pudé¢ az stovky dni,

vyjimeéné i pres 1000 dni, coZ piedstavuje dlouhodobé riziko. 21221

Udrzitelné vyuzivani digestatu proto vyZaduje peclivé monitorovani jeho chemického
a mikrobiologického slozeni, predevsim koncentraci ATB, tézkych kovii a ARG. Existuje
vSak stale zna¢na vyzkumna mezera tykajici se obsahu téchto kontaminanti v digestatu na
bazi riiznych substratii a jejich dopadu na ptdni prosttedi, rostliny a zivoCichy. V soucasnosti
chybi rozsahlé studie hodnotici koncentrace Sirokého spektra antibiotik, ARG a t&zkych

kovil v digestatu a jejich dlouhodobé ekologické disledky. (2!

Zajisténi udrzitelného vyuzivani digestatu je proto spojeno nejen s jeho agronomickym
pfinosem, ale také s minimalizaci rizik souvisejicich s Sifenim antimikrobialni rezistence a

environmentalni kontaminace. *!1

1.5 Pokrocilé metody odstranovani antibiotik z digestatu a vodného

prostredi

1.5.1 Membranova separace

Membranovy bioreaktor (MBR) je moderni technologie pro odstranovani ATB, ktera
kombinuje biologické procesy s membranovou separaci. ATB jsou odstranovana
prostiednictvim zachyceni membranou, adsorpce, biodegradace a hydrolyzy. MBR
umoznuje efektivni odstranéni riznych ATB (napt. sulfamethoxazol az 94 %, trimethoprim

68 %). Vysoce u¢inné jsou i systémy s nanofiltraci a reverzni osmézou. 22!

MBR vyuziva biologicky reaktor s aktivovanym kalem, kde mikroorganismy rozkladaji
zne€iStyjici latky. Separace biomasy a €iSténé vody se provadi pfes membrany, nejcastéji
mikrofiltraéni nebo ultrafiltracni. Systémy s nanofiltraci a reverzni osmdzou se pak Casto
vyuzivaji jako nasledny krok pro dal$i docisténi vody. Vyhodou je vysokd ucinnost
odstranéni ATB a dalSich mikropolutantli a vys$si kvalita vycisténé vody neZ u béznych

COV. Nevyhodou této metody jsou vysoké investiéni naklady a naroénost udrzby.?!
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1.5.2 Pokrocilé oxidacni procesy

Pokrocilé oxidaéni procesy jsou ucinné pii odstraiiovani ATB a produktti rozkladu ATB,
které jsou rezistentni vici biodegradaci. Patii sem napf. ozonizace, Fentonova reakce,
fotolyza a elektrochemicka oxidace. VSechny generuji vysoce reaktivni hydroxylové
radikaly, které maji velmi vysokou oxida¢ni schopnost a mohou neselektivné napadat a

rozkladat slozité organické molekuly, véetné ATB. 2%

Ozonizace je uc¢innd metoda pro rozklad ATB ve vodé pomoci piimé (v kyselém
prostiedi) a neptimé (v zasaditém prostiedi) oxidace. Dosahuje vysokych ucinnosti, napt. az
79,9 % u cefalosporini. Kombinace ozonizace s biologickym ¢iSténim miize zvysit ucinnost
az na 100 %. Pouziti ultrazvuku zlepSuje pienos ozonu a tvorbu radikald. Ozon (Os) oxiduje
organické latky bud’ piimo, nebo prostiednictvim volnych radikalti vzniklych pii jeho

rozkladu ve vodg. 2%

Fentonova oxidace vyuziva reakci peroxidu vodiku (H20:) s Zelezem (Fe**) k produkci
vysoce reaktivnich hydroxylovych radikald, které za kyselého pH rychle a G€¢inné rozkladaji
ATB. Lze tak dosdhnout téméf Gplného odstranéni raznych ATB béhem nékolika minut.
Heterogenni (napft. foto-Fenton) procesy navic fesi problémy s pH, tvorbou kalu a recyklaci

katalyzatoru. [

Fotolyza je proces degradace ATB pomoci svétla, ktery probiha bud’ pifimo (pohlcenim
fotonti samotnou latkou), nebo nepiimo (pomoci fotosenzitizért, které generuji reaktivni
formy kysliku). Tato metoda je u¢inna zejména pro ATB s aromatickymi strukturami (napf.
tetracykliny, fluorochinolony). U¢innost se zvy$uje kombinaci s jinymi metodami, napf.

UV/H:0: nebo TiO: katalyzou. [*

Bioelektrochemické systémy, jako jsou mikrobialni palivové €lanky a elektrolyzéry,
se vyuzivaji k degradaci ATB oxidaci pomoci mikroorganismii na anod¢€. Odstranéni ATB
v mikrobidlnich palivovych ¢lancich dosahuje az 99 % (napt. B-laktamy, chinolony).
V elektrolyzérech se u€innost zvySuje pomoci aplikovaného napéti, které stimuluje aktivitu

biofilmu. 2%

1.5.3 Biochar
Biochar (uhlikaty material z biomasy) je levny, uc¢inny adsorbent pro odstranéni ATB z
digestatu. Jeho Uc¢innost zavisi na typu vstupni suroviny, teploté pyrolyzy a piipadnych

modifikacich. Adsorpce probiha pies elektrostatické interakce, zaplnéni pért, n-m interakce
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a tvorbu komplexti s povrchovymi funkénimi skupinami. Adsorp¢ni kapacita lze vyrazné
zvysit upravou biocharu (napt. chemické aktivace, kombinace s bentonitem). Vyhodou této
metody jsou nizké naklady (vyuziti odpadu jako suroviny), jednoducha vyroba, Siroka

dostupnost a rozsahlé spektrum cilovych ATB. [??!
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2  ANTIBIOTIKA A GENY ANTIBIOTICKE REZISTENCE
PRITOMNE V ODPADNICH PRODUKTECH ZEMEDELSKE
VYROBY

Antimikrobidlni rezistence u bakterii pfedstavuje zdvazny celosvétovy problém, ktery
ptispiva ke zvySené morbidit¢ a mortalité¢ jak u lidi, tak u zvifat. V poslednich letech je
zaznamenavan narust vyskytu multirezistentnich mikroorganisma, které jsou odolné vuci
vice skupinam antimikrobialnich latek soucasné. Infekce zptisobené takto rezistentnimi
patogeny jsou obtizn¢ léCitelné dostupnymi ATB, pfi¢emz moznosti efektivni terapie se
vyznamné zuzuji. 1%

Nedostatecna diagnostika a nevhodné pouziti ATB umoziuji snadné Sifeni
rezistentnich bakterii a ARG do zivotniho prostfedi. Situaci zhorSuje nedostatecny pocet
novych ATB ve vyvoji, snizujici se ucinnost stavajicich 1é¢iv a nedostatek rychlych a
dostupnych diagnostickych metod pro detekci rezistentnich mikroorganismii. Vyznamny
podil na eskalaci tohoto problému ma zeméd¢€lska vyroba, pfedevsim zivocisna produkce,
kde jsou ATB celosvétove vyuzivana nejen k 16€bé, ale 1 prevenci onemocnéni a k podpoie

ristu, s vyjimkou evropské unie (EU) kde jsou tyto praktiky zakdzany. 2233

Az 60-90 % podanych 1é¢iv neni vstiebano v gastrointestindlnim traktu a je z téla
vyluCovano v aktivni form¢ nebo jako metabolity prostiednictvim moci ¢i exkrementt.
Vzhledem k nemoznosti individudlni diagnostiky a 1écby zvitat jsou ATB casto aplikovéna
hromadné, coz vede k jejich naduzivani a ndslednému vzniku a Sifeni rezistentnich bakterii.
Tyto mikroorganismy dale horizontaln¢ prenaseji své rezistentni geny, ¢imz se ARG Sifi
mezi patogennimi, komenzalnimi 1 environmentalnimi bakteriemi. Spolu s MGEs a
bakteriofagy tvoii tzv. rezistom — soubor genetickych zdrojl rezistence, ze kterého mohou
patogeny ziskavat nové ARG. Lidské odpadni vody jsou v sou€asnosti vétSinou lépe
zpracovavany v centralizovanych COV nez Zivoéisné odpady, které Gasto prochazeji pouze
jednoduchymi zpiisoby Upravy, nebo v nékterych zemich mimo EU nejsou pied vypusténim

do Zivotniho prostiedi upravovany viibec 161, 122:33]

Na problém antimikrobialni rezistence upozornila i Svétova zdravotnickéd organizace,
kterd podpoftila globalni vyzkumné aktivity prostiednictvim kampané s mottem ,,Boj proti
1€kové rezistenci: Zddna akce dnes znamend Zadny 1€k zitra“. Tato vyzva vedla k identifikaci
nékolika nadéjnych strategii, které by mohly pfispét k obnoveni ucinné 1écby infekcei

vyvolanych rezistentnimi bakterialnimi patogeny. ©**
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2.1 Antibiotika vyuZivané ve veterinarni mediciné v EU

Evropské unie (EU) se stavi k problematice naduzivani ATB, jejich Sifeni do zivotniho
prostiedi pomérn¢ odpovédné a provedla fadu krokil k ochrané vseobecného zdravi a
zivotniho prostiedi. Natizeni Evropské komise COM(2020) 667, znamé jako ,,Strategie pro
udrzitelnost v oblasti chemickych latek, je kliCovym prvkem Green Deal. Jeho hlavnim
cilem je zajistit, aby chemické latky vyrabéné a pouzivané v EU byly bezpecné a udrzitelné.
V souvislosti s ATB a antimikrobialni rezistenci strategie stanovuje konkrétni opatteni, jako
je podpora vyvoje novych antimikrobialnich latek, optimalizace jejich pouzivani a zavedeni

piisné&jsich pravidel pro jejich uvadéni na trh. B4

Podle udaji Evropské agentury pro 1é€ivé ptipravky klesla v roce 2022 spotieba
veterinarnich antimikrobidlnich latek u hospodaiskych zvitat o 28 % ve srovnani s rokem
2018, coz piedstavuje vyznamny krok k naplnéni cile EU — 50% sniZeni do roku 2030. Nové
evropské predpisy zpiisiiuji jejich pouzivani a podporuji alternativy, coZ zaroven ptispiva

ke snizovani rizika antimikrobialni rezistence i environmentalni zatéze. 3

2.2 Kli¢ové geny antibiotické rezistence v odpadnich zemédélskych

produktech

Cetnost vyskytu ARG v odpadnich zemédélskych produktech tzce souvisi s druhy ATB
vyuzivanymi v chovech zvifat. Mezi nejCastéji vyuzivané skupiny ATB a k nim pfislusné
ARG patii tetracykliny (tet), sulfonamidy (sul), B-laktamy (bla), makrolidy-linkosamidy-
streptogramin B (erm), aminoglykosidy (aac), fenikolova ATB (fca, floR, cef), kolistiny
(mer) a vankomycin (van) 7). Geny rezistence na sulfonamidy (sul) a tetracykliny (tet) patii
k nejcastéji uvadénym ARG v raznych typech chovti, jako jsou vepfiny a dribezarny,
nasledované ARG na makrolidy (erm), déle na fenikolovda ATB (cmlA, floR, fexA, cfr a
fexB) 361,

Zakladnimi mechanismy rezistence jsou deaktivace ATB, jejich aktivni vylu¢ovani z
buiiky prostfednictvim efluxnich pump a ochrana cilovych struktur (napf. ribozomil)

specifickymi proteiny [7)

. Naptiklad geny tetW a tetM koduji ribozomalné ochranné
proteiny, které se vazi na ribozomy a méni jejich konfiguraci tak, aby tetracyklin nemohl
G¢inné inhibovat syntézu proteindl *8). Gen floR pak kéduje proton-dependentni efluxni
pumpu, ktera aktivné transportuje chloramfenikol i florfenikol z bakterialni buiky ven 3%,

Dtlezitou roli v horizontalnim pienosu ARG rezistence hraji také geny pro integrony (intl),
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které jsou Casto asociovany s MGEs, jako jsou transpozony a/nebo konjugativni plazmidy,

coz podporuje jejich ptenos mezi riiznymi bufikami i druhy mikroorganismii ),

Studie realizovana v roce 2016 pod vedenim Cinské akademie véd se zaméfila na
vyskyt 22 vybranych gent antibiotické rezistence (sull, sul2, cmlA, fexA, fexB, floR, tetM,
tetO, tetW, tetQ, tetS, tetT, tetA, tetG, tetH, tetX, ermB, ermC a ermE) v odpadnich vodach z
chovu prasat v fece Longkou a v zeleniné hnojené odpadni vodou z téchto chovil, po
predeslém zpracovani odpadi na farmach (naptf. kompostovani, AD). Detekce byla
provedena pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce (QPCR) ¢!, Celkem bylo
prokazano 19 ze 22 sledovanych ARG, pficemz jejich celkové mnozstvi se liSilo mezi
jednotlivymi farmami. V praméru byl vyskyt ARG az 31krat vyss$i nez v negativnich
kontrolach, pfi¢emz nejcetnéji se vyskytovaly geny tetd, ermE, tetH a sul2. V fece Longkou,
kam byly vypoustény odpadni vody ze dvou farem, byla zaznamenéna vyrazné vySsi
koncentrace ARG ve srovnani s kontrolnimi vzorky z horniho toku. Geny antibiotické
rezistence byly rovnéz casto detekovany v konzumni zelenin€, piicemZ referencni
(nezavlaZovana) zelenina vykazovala niz$i vyskyt ARG neZ ta zavlaZzovana odpadni vodou.
Ve vzorcich zeleniny odebranych v roce 2013 z poli hnojenych prasecimi exkrementy bylo

pozitivnich 18 z 22 sledovanych genti rezistence *¢!.
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3 VYBRANE METODY DETEKCE GENU ANTIBIOTICKE
REZISTENCE

3.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerdzova ftetézova reakce (PCR) je metoda umoziujici amplifikaci (zmnozeni)
specifickych usekti DNA na miliony kopii. Princip PCR vychazi z ptirozeného zptisobu
replikace DNA, tak jak probihd v buiice. Pro provedeni reakce je zapotiebi templatova DNA
(cilova sekvence nebo gen), specifické primery (kratké oligonukleotidy o délce 18-25 bp)
komplementarni k cilovym oblastem DNA, volné nukleotidy (INTPs) a DNA polymeraza.
Obvykle se pouziva termostabilni Tag DNA polymeréaza, izolovand z extremofilniho

mikroorganismu Thermus aquaticus, ktera odolava vysokym teplotdm b&hem cykld. 2!

PCR probiha v zatizeni nazyvaném termocyklér, které umoziuje opakovanou zménu

teplot podle potieby jednotlivych kroki reakce. Proces se sklada ze tii hlavnich fazi:

1. Denaturace — pii vysoké teploté (obvykle kolem 94-98 °C) dochazi k rozdéleni
dvousroubovice DNA (dsDNA) na jednotliva vldkna (ssDNA).

2. Annealing (nasednuti primeri) — pii nizs$i teploté (cca 50-65 °C) primery

specificky nasedaji na komplementarni sekvence na ssDNA.

3. Elongace (syntéza) — pii optimalni teploté (kolem 72 °C) DNA polymeraza
prodluzuje primery pfipojovanim volnych nukleotidii a syntetizuje nové vlakno

DNA.

Opakovanim téchto cykla (obvykle 25—40krat) dochazi k exponencialnimu zmnozeni
cilové DNA sekvence, coz umoziiuje jeji dalsi analyzu nebo vyuziti v riznych aplikacich.
Uspé&snost provedené amplifikace je nejéast&ji ovéfena pomoci gelové elektroforézy, ktera
umoziuje vizualizaci DNA produktl na zéklad¢ jejich délky. Od svého objevu v roce 1983
ma dnes klasickd PCR metoda mnoho modifikaci a vylepSeni, které jsou klicem pro dnesni

molekularné biologicky vyzkum. (2%

PCR se jiz osvédcila jako vhodnd metoda pro detekci ARG, pokud jsou primery
navrZzeny tak, aby specificky nasedaly na misto cileného genu. Napiiklad studie na
jihokorejskych farméch ukazala ptenos genti rezistence na oxazolidinony a fenikoly u péti z
deseti izolatl Enterococcus rezistentnich na linezolid, a to detekci plazmidovych genti optrA
a fexA. PCR byla také vyuzita k detekci vicendsobné rezistence u izolatd Staphylococcus

aureus ze vzorkll mléka, masa a jinych Zivoc¢isnych produktd z trznich siti. Z 125 izolatd
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vykazovalo 19 vicenasobnou rezistenci na penicilin, enteromycin, kanamycin a tetracyklin,

pficemz byly identifikovany geny blaZ, msrA, ermB, ermC a tetK. (!

Ackoli PCR nabizi rychlou a u¢innou detekci ARG, jeji uspéSnost zavisi na raznych
vnittnich a vnéjsich faktorech, jako jsou podminky naklddani s vySetfovanym vzorkem,
teplotni profily cykli, koncentrace primeri a pouzitd metoda izolace DNA. Pfitomnost
slozek potravinovych matric, jako je mleté hovézi nebo kufeci maso, muze inhibovat
ucinnost PCR. Tento problém lze fesit efektivnim zpracovanim vzorkd, purifikaci nebo
koncentraci cilovych patogeni pfed samotnou amplifikaci. Navic konven¢ni PCR neni
schopna rozli$it mezi Zivotaschopnymi a neZivotaschopnymi bunikami, coZ lze pfekonat
pouzitim metod, jako je reverzni transkripéni PCR (RT-PCR) nebo kvantitativni reverzné
transkripéni PCR (RT-qPCR), které umoznuji neptimou detekci Zivotaschopnych bunék
diky cileni na RNA, kter4 je typicky pfitomna jen v aktivnich bufikach. 2!

3.1.1 RT-PCR

RT-PCR vyuziva enzym reverzni transkriptazu, ktery umoziuje prepis molekuly mRNA na
komplementarni DNA (cDNA), jez je nasledné amplifikovana klasickou PCR. Jedna se o
metodu s vysokou specificitou, senzitivitou a spolehlivosti. Bylo prokdzano, ze cDNA
cilového materialu. Tato metoda navic umoziuje detekcei replikujicich se bun¢k a vykazuje
vysokou citlivost pii detekci transkribovanych genli, coz miZze nepiimo indikovat Zivé

buriky, protoze RNA se degraduje po smrti buiiky. [2*]

RT-PCR je vhodna pro kvalitativni studium genové exprese a je nezbytna pro provadéni
dalSich molekularné-biologickych technik, jako je qPCR slouzici ke kvantifikaci hladiny
RNA, nebo mikroarray umoziujici detekci exprese vice cilovych genli soucasné. RT-PCR
se bézné vyuziva v experimentech zamétenych na rozliSeni exond a intronli v genetické
informaci eukaryotickych organismil, stejné¢ tak jako pifi diagnostice genetickych

onemocnéni a monitorovani uéinnosti antimikrobialni terapie. 2!

Vyznamnou nevyhodou této metody je vysoka nestabilita RNA molekuly. Z tohoto

diivodu predstavuje zpracovani vzorkl velkou vyzvu, prodluzuje celkovou dobu analyzy a
sivr [25]
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3.1.2 qPCR

Reakce qPCR probiha ve specializovaném termocykléru vybaveném optickym systémem
pro snimani intenzity fluorescenc¢niho signalu, ktery umoziuje sledovani amplifikaci DNA
v redlném cCase. Ve srovnani sklasickou PCR mé qPCR kratsi reakéni Cas a vysledky

okamzité. Proto je tato metoda hojné vyuzivana pii detekci ARG. [2*]

Reportérové molekuly mohou byt bud’ fluorescen¢ni barviva, kterd se nespecificky
vazou na dsDNA, coZ znamend, Ze oznacuji jak cilové, tak i1 nespecifické amplifikacni
produkty, nebo fluorescencni sondy, které se specificky vazou na cilovou oblast mezi
primery. Tento druhy pfistup poskytuje nejpresnéjsi kvantifikaci v redlném case.
Fluorescen¢ni sonda je kratky oligonukleotid, ktery je na 5' konci oznacen fluorescencni
znackou a na 3' konci zhéaseci molekulou. Sonda je navrzena tak, aby hybridizovala bud’ s
templatovou DNA, nebo vblizkosti primer, a je vyuZivana v kombinaci s DNA
polymerdzou, kterd disponuje 5'—3' exonukledzovou aktivitou. Béhem amplifikace
polymeréza sondu rozstépi, ¢imz dojde k odd€leni fluorescencni znacky od zhaseci molekuly

a k naslednému vzniku fluorescenéniho signalu. 22

Vyzkumna skupina vedena Jiyoung Lee z Korejské republiky vyuzila metodu
multiplexni qPCR k detekci methicilin-rezistentniho Staphylococcus aureus a vankomycin-
rezistentnich enterokoka z klinickych izolati v raném stadiu infekce. Multiplexni qPCR
umoziuje soucasnou amplifikaci a kvantifikaci vice cilovych genti v jediné reakci, ¢imz
zvysuje efektivitu diagnostiky. Ve své studii vyzkumnici detekovali gen mecA4 u S. aureus s

dosazenou specifitou 97,44 % a geny vanA nebo vanB u enterokoki se specifitou 96,15 %.
[32]

3.2 Sangerovo sekvenovani

Tuto metodu ¢teni nukleotidové posloupnosti DNA vyvinul v roce 1977 Frederick Sanger,
za coZ mu byla o tfi roky pozd¢ji udélena Nobelova cena, to vypovid4 o vyznamu, jakou
Sangerovo sekvenovani ma. Princip této metody spoc¢ivd v modifikovaném procesu DNA
replikace. Do reakéni smeési se ptidavaji fluorescencné znacené
dideoxyribonukleotidtrifosfaty (ddNTPs), které jsou nahodné zaclenény do nové
syntetizovanych fetézcl, ¢imz dochézi k jejich pfed¢asnému ukonceni. Vysledkem reakce
je smés ruzné dlouhych fragmentdl DNA, které jsou nasledné separovany kapilarni
elektroforézou. Po jejich rozdéleni podle délky lze na zaklad€ termindlnich nukleotidi

rekonstruovat celkovou sekvenci. (23261
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Sangerovo sekvenovani se primarné nevyuzivd jako diagnostickd metoda, ale
predstavuje dilezity nastroj v molekularni biologii a ¢asto navazuje na jiné diagnostické
metody. Umoziuje sekvenovat fragmenty o délce az 1000 bp. Mezi hlavni nevyhody patii
omezeny pocet ¢teni, v jednom béhu Ize analyzovat pouze jeden vzorek DNA. I pies néastup
vysoce vykonnych metod sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing, NGS)

ziistdva Sangerovo sekvenovani Siroce pouzivané diky své piresnosti a spolehlivosti. [23-26]

3.3 Next Generation Sequencing

NGS predstavuje souhrn modernich technik sekvenovani DNA, které¢ umoziuji simultanni
analyzu velkého mnozstvi genetickych sekvenci. Diky vyuziti bioinformatickych nastroja
lze tato data efektivné zpracovat a porovnat s referencnimi genomy. NGS technologie
zpracovavaji tisice az miliony fragmenti DNA soucasné, coz vede k ziskani rozsahlych a

detailnich informaci o genetickém materialu. 126!

NGS vyrazné zjednodusilo celogenomové sekvenovani (whole genome sequencing —
WGS), protoze umozituje precist cely genom v ramci jediné reakce. WGS se proto stale
Castéji vyuziva jako diagnosticky nastroj pro detekci ARG. Ze sekvenacnich Cteni se
sestavuji useky DNA oznaCované jako kontigy (contigs), které lze nasledné anotovat a
analyzovat za ucelem identifikace genti rezistence. Nekolik studii prokézalo efektivitu WGS
v detekci ARG a identifikaci rezistentnich mikroorganismii. Naptiklad vyzkumny tym z
Environmentalni a biotechnologické laboratoie z Hong Kongské Univerzity vyuzil WGS k
analyze exkrementl prasat, kurat a lidi, pficemz v genetickém materialu identifikoval nejen
fadu genil rezistence, ale také mobilni genetické elementy (MGEs) a geny souvisejici s
rezistenci vici tézkym kovim. (252

Sekvenace se rovnéz hojné vyuzivad k taxonomické identifikaci mikroorganisma
prostiednictvim tzv. amplikonového sekvenovani. U prokaryotickych organismi se
nejcastéji amplifikuje gen pro 16S ribozomalni RNA (16S rRNA), jehoz sekvence umoziuje
urcovat taxonomické zatrazeni izolatu az na uroven rodu, v nékterych ptipadech i druhu. Diky
metodam NGS Ize z jednoho vzorku soucasné identifikovat desitky aZz stovky rtznych
mikroorganismi, coZ umoziuje komplexni pohled na mikrobidlni diverzitu v prostfedi nebo

biologickém materialu. (2%
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Vybrané platformy pro sekvenovani nové generace
Illumina

Technologie Illumina pfedstavuje jeden z nejrozsifenéjSich piistupti NGS, konkrétné
metodu sekvenovani syntézou. Fragmenty analyzované DNA se pomoci adaptérii navazou
na povrch tzv. flow-cell, coz je sklenénd desticka pokrytd oligonukleotidy
komplementarnimi k adaptérim. Po navédzani dochéazi k amplifikaci fragmentl a vytvoteni
shlukti identickych kopii. Béhem sekvenace jsou do rostouciho fetézce zaclenovany
fluorescencné znacené nukleotidy, jejichZ specificky signdl je sniman opticky. Diky tomu

1ze piesné urcit sekvenci kazdého fragmentu a ziskat stovky cteni ve dvou smérech soucasné.
(23]

Nanopore sekvenovani

Dalsi vyznamnou metodou NGS je nanopore sekvenovani vyvinuté spolecnosti Oxford
Nanopore Technologies. Tato technologie vyuziva také tzv. flow-cells, které na rozdil od
sekvenovani technologii [lumina obsahuji pole nanoport zabudovanych v elektrorezistentni
membran¢. Kazdy nanopdr je propojen se senzorem, jenz zaznamenava elektricky proud
prochézejici skrze por. Pii prichodu molekuly DNA nebo RNA nanopérem dojde k naruSeni
proudu, ¢imz vznika charakteristicky elektricky signal. Tento signal je nasledné zpracovan
pomoci algoritmii basecallingu, které v realném case prevadéji signal na konkrétni sekvenci

nukleotida. %

3.4 Loop-mediated Isothermal Amplification

Metoda Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) je rychla screeningova technika
spadajici do skupiny metod amplifikace nukleovych kyselin. Metoda vzrostla na popularité
pii diagnostice koronaviru zpusobujici SARS, virG zapadonilské horecky. Pomoci LAMP
byly vyvinuty diagnostické testy zaméfené na on site detekci celé tady virovych,

bakterialnich, plisiovych i parazitdrnich patogent. [26-27]

LAMP vyuziva Ctyfi az Sest primert: vnéjsi primery (F3 a B3), vnitini primery (FIP —
tvofeny sekvencemi F2 a komplementem F1; a BIP — tvofeny B2 a komplementem B1). Pro
zvySeni rychlosti a efektivity amplifikace 1ze pfidat tzv. smyckové primery (LF, LB), které
umoznuji vznik charakteristické , . kvétakové* struktury obsahujici vice smycek. Tim lze cilit

a7z na osm rliznych sekvenci v ramci cilové oblasti DNA. [26-27]
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K amplifikaci se pouziva Bst DNA polymeraza, ktera méa schopnost vytésnéni vlaken
DNA (strand displacement) a pracuje optimaln¢ pii teplotich 60-65 °C. Diky témto
vlastnostem neni nutné teplotni cyklovani jako u PCR — amplifikace probihd izotermné. To
umoznuje provadét reakci v jednoduchych podminkach, napf. ve vodni ldzni nebo

vyhiivacim bloku, bez potieby sofistikovanych piistroji. 7]

Vysledky amplifikace lze detekovat riznymi metodami — gelovou elektroforézou,
pomoci DNA ¢iptl, fluorescenénimi barvivy vazicimi se na dsDNA, nebo vizudlné pomoci
barevnych indikatorti. Jednou z nevyhod této metody je vyss$i riziko falesSn€ pozitivnich

vysledk® v diisledku tvorby nespecifickych produktd. 27

3.5 Technologie zaloZené na CRISPR/Cas systémech

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) je antivirovy obranny
systém prokaryotickych organismt, ktery se vyskytuje ptiblizn€ u 40 % bakterii a 90 %
archei, u nichZ byl kompletné sekvenovan genom. Pro svou funkci vyZaduje endonukledzy
znamé jako Cas proteiny (CRISPR-associated proteins), které specificky stépi DNA. Diky
védeckym modifikacim a zjednodusenim byl tento systém ptizpiisoben pro editaci genomu

prakticky jakéhokoliv organismu. (¢!

Modifikovany CRISPR/Cas systém se sklada ze dvou hlavnich komponent: Prvni z
nich je tzv. navadéci RNA (single guide RNA, sgRNA), ktera je navrzena tak, aby svym 5’
koncem specificky hybridizovala s cilovou sekvenci DNA, zatimco 3’ konec véaze ptislusny
Cas protein. Druhou komponentou je samotny Cas protein, ktery je geneticky upraven tak,
aby mohl byt transportovan do bunécného jadra, kde nasledn¢ interaguje s DNA. V jadie
komplex Cas/sgRNA rozpozna cilovou sekvenci a provede jeji St€peni, ¢imz zahdji proces
editace genomu. Prvnim vyuZzitym systémem byl CRISPR/Cas9, ktery se béZné pouziva pro
cilené Stépeni dsDNA, tento systém je vyznamny v oblasti genového inzenyrstvi a genové

terapie. (26271

V poslednich letech se technologie CRISPR/Cas roz$ifuje také jako nastroj pro
molekularni diagnostiku, konkrétné pro detekci DNA a RNA s vysokou citlivosti a
specifitou. Diagnostické metody vyuzivajici efektorové Cas proteiny — Cas9, Cas12, Casl3
a Casl4, na rozdil od Cas9 maji ostatni Cas proteiny ,kolateralni aktivitu®, pfi které po
rozpoznani cile $té€pi necilové jednotfetézcové nukleoveé kyseliny (ssDNA nebo ssRNA). Na

zakladé této funkce byly vyvinuty rtizné CRISPR/Cas diagnostické platformy. 27!
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Protoze specifickd detekce pomoci CRISPR/Cas vyzaduje ptredamplifikaéni nebo
poamplifikacni krok, kombinuje se tato technologie s metodami amplifikace nukleovych
kyselin, jako jsou PCR, LAMP, rekombindzova polymerazova amplifikace (RPA), nucleic
acid sequence-based amplidication (NASBA) nebo replikace rotujiciho kruhu (RCA). Bylo
vyvinuto n¢kolik diagnostickych metod v zavislosti na typu Cas enzymu: naptiklad
CRISPR/Cas9 kombinovany s NASBA pro detekci viru Zika, systém SHERLOCK (Cas13
+ RPA) pro diagnostiku virt Zika a dengue nebo metoda DETECTR (Cas12 + LAMP/RPA)
pro specifickou detekci patogend. Tyto kombinované technologie piispély k vyvoji
rychlych, presnych a praktickych testd pro diagnostiku patogennich organismi v klinické

praxi. 7]

CRISPR/Cas systémy vykazuji znany potencial pti detekci ARG. Vyzkumné skupiné
Miillera a kol. se podatilo Uspésné propojit jednordzovy opticky test mapovani DNA s
technologii CRISPR-Cas9 za ucelem piimé identifikace specifickych gent rezistence
(blaCTX-M, blaNDM a blaKPC) na plazmidovych molekulach. Tato metoda umoznuje
ziskat sekven¢ni informace béhem nekolika hodin, coz ji ¢ini vhodnou pro rychlé sledovani
Siteni infekci. Technologie byla dale vyuzita k analyze typu plazmidu nesouciho gen
blaCTX-M béhem nozokomialniho vyskytu infekce, ptfi¢emz byla prokazana piitomnost

tohoto plazmidu ve vzorcich. %!

3.6 Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) je metoda identifikace a analyzy, vyuzivajici
fluorescencné znacené sondy, které se hybridizuji pfimo na DNA nebo RNA uvnitt buiky,
aniz by bylo nutné predem izolovat nukleové kyseliny. Sonda je kratky oligonukleotid DNA
nebo RNA, oznaceny fluorescenéni znackou za ti¢elem vizualizace pomoci epifluorescenéni
nebo konfokalni laserové skenovaci mikroskopie. Cilovy isek DNA nebo RNA se nachazi
pfimo v buiice, kterd musi byt pied hybridizaci vhodné upravena — naptiklad v ptipadé
biopsie se vzorek tkané€ pred zpracovanim zahteje, aby doslo k denaturaci dvouSroubovice
DNA na jednotlivé fetézce; u RNA neni tento krok nutny. Po hybridizaci fluorescenéné
znacené sondy s cilovym tsekem je vzorek ozéafen svétlem urcité vinové délky a nasledné

mikroskopicky vizualizovén. 1224

Ve studii z roku 2019 vyvinuli védci z Korejského vyzkumného institutu fluorescenéni
nanosondy pro detekci bakterii rezistentnich na ATB. Nanosondy byly pfipraveny metodou

sol-gel a skladaly se z poly(d,l-lactide-co-glycolide) (PLGA) a kiemicitych nanocastic, které
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byly oznaceny fluorescenénimi barvivy, coz vedlo k silnému fluorescen¢nimu signalu. Tyto
nanosondy byly upraveny tak, aby se zamérovaly na specifické geny, véetn¢ genu bla, ktery
kéduje enzym beta-laktamazu. Pomoci téchto nanosond bylo uspésné detekovano ampicilin-
rezistentni Escherichia coli. Charakterizace nanosond byla provedena pomoci elektronové

mikroskopie, infradervené spektroskopie a fluorescenéni analyzy. 24

3.7 Microarray technologie

Microarray technologie je technika vyuZzivana pro studium genové exprese a detekci ARG.
Umoziuje hybridizaci oligonukleotidovych sond na specifické molekuly RNA bez nutnosti
pfedchozi kultivace bakterii. I kdyZ microarray pfinesla vyznamny pokrok ve vyzkumu,
dnes$ni moderni technologie, jako jsou NGS, qPCR nebo CRISPR/Cas, postupné nahradily
jeji pouziti diky vys$si citlivosti, flexibilité a schopnosti detekovat Sirsi spektrum genetickych

informaci. 1233

Naptiklad Baumgartner a kol. pouzili microarray techniku k identifikaci ARG v
potravinach uréenych k pfimé konzumaci. Byly nalezeny geny rezistence na methicilin
(mecA), vankomycin (vanB), makrolidy (msr), tobramycin (aadD), tetracyklin (tet) a
chloramfenikol (cat). Vyzkumna skupina Morach a kol. také pouzili této metody k
vyhledavani patogennich mikroorganismt a genti kddujicich enterotoxiny. Celkové zjistili
nizkou prevalenci S. aureus a identifikovali geny kodujici enterotoxiny sea, seb, sec, seh, sel

a egc. [%°]

I kdyz n€které starsi metody, jako je PCR, FISH a Sangerova sekvenace, stale maji své
misto v diagnostice antibiotické rezistence, technologie jako CRISPR/Cas a NGS rychle
piebiraji hlavni roli diky své vyssi specifiteé, citlivosti a schopnosti zpracovavat veétsi
mnozstvi informaci. V budoucnu lze o¢ekavat, Ze tyto nové metody nahradi tradi¢ni pfistupy

a umozni rychlejsi, levn&jsi a presn&jsi detekci antibiotickych rezistenci. [2°)
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II PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material
e FEscherichia coli
e Staphylococcus aureus

e Pseudomonas aeruginosa

V Tabulce 1 je uveden seznam a zékladni charakteristika vzorkt digestati, které byly

v bakalatské praci analyzovany.

Tabulka 1 Seznam vzorkl digestatd, jejich typ, piivod a druh substratu.

Cislo Typ
oznaceni BPS Vzorek substrat
BPS

1 cov digestat |smés primarniho a aktivovaného kalu

2 zemedelska | digestat | kejda prasat, kukutice

3 cov digestat | smé&s primarniho a aktivovaného kalu

4 zemedelska | digestat | kejda skotu, hntj, zbytky krmiv, odpady z vyroby,
kukuftice

5 zemedelska | digestat | kejda skotu, kukufice

6 zemedelska | digestat | kravska kejda, kukutic¢na silaz, travni senaz

7 zemedelska | digestat | kravska kejda, kukufic¢nd silaz, travni senaz, jadro

8 zemedelska | digestat *

9 Ccov digestat | smés primarniho a aktivovaného kalu

10 Ccov digestat | smé&s primarniho a aktivovaného kalu, ptilezitostné
externi substrat

11 zemedelska | digestat *

12 zeméedelska | digestat | kukufice, silaz, senaz, kravsky a konsky hnij,
biologicky rozlozitelny odpad

13 zemédélska | fermentat | kukufice, silaz, senaz, kravsky a konsky hntj,
biologicky rozlozitelny odpad

* informace o sloZeni substratu nebyly poskytnuty

4.2 Pouzité chemikalie, kity a roztoky
Pouzité chemikalie:

e Destilované voda

e 70 % a96 % ethanol

e Agardza (Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe, Némecko)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

e PCR ddH20 (Biologix Europe GmbH; Shandong, Cina)
e Primery pro PCR (Metabion international AG, Planegg, Némecko)

e VWR Red Taq DNA Polymerase Master Mix (2x Master Mix Kit (1.5 mM MgCl);
VWR international bvba, Haasrode, Belgie)

e Luna® Universal gPCR Master Mix (New England Biolabs Inc.; Massachusetts,
USA)

Pouzité kity:
e DNeasy blood and tissue Kit (Qiagen, Némecko)
e DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen, Némecko)
e Fluorescence Quantification Assays, dSDNA High Sensitivity (DeNovix, USA)
e NucleoMag SEP (Macherey-Nagel, Némecko)
Pouzité roztoky:
e krystalova violet’
o krystalova violet 10 g/500 ml
o 96% ethanol 100 ml/500 ml
o 1% Stavelan amonny 400 m1/500 ml
e Lugolav roztok
o I»1g/100ml
o KI2g/100 ml
e safranin
o safranin 1 g/100 ml
e TAE pufr
o 10 mmol.I"! Tris
o 1 mmol.lI" EDTA, pH =8

o 0,5 mmol.I" kyselina octova
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Marker molekulové hmotnosti Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific; Waltham, USA)

GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, Fremont, USA)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

laminarni box (SCS I1I-4; MERCI s.r.0., Brno, CR)

dekontamina¢ni box (AURA PCR work station; BioAir SpA, Siziano, Italie)
mrazici box -20 °C (Beko CSA 34020; Beko Cesko s.r.o., Praha, Ceska republika)
laboratorni mikroskop Olympus CX41RF-3 (Olympus, Sidzuku, Japonsko)

zdroj stejnosmérného napéti Consort EV243 (Consor bvba, Turnout, Belgie)
aparatura pro horizontalni gelovou elektroforézu (Cleaver Scientific, Somers, UK)
gelovy zobrazovaci systém, InGenius system (Syngene, Bengaluru, IND)
fluorometr QFX DeNovix (DeNovix, Wilmington, USA)

vortex mixer Labnet (Labnet international, Inc., Edison, USA)

stolni centrifuga HERMLE Z 100 M (Hermle LaborTechnik GmbH, Wehingen,

Némecko)

centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

mikrovlnna trouba Electrolux EMS21400S (Electrolux, Stockholm, Svédsko)
digitalni ptredvazka KERN 440-45N (KERN, Némecko)

termocyklér pro PCR Aeris™ (Esco Micro Pte. Ltd., Singapur)

termocyklér pro PCR C1000 Touch™ (Bio-Rad Laboratoties, Hercules, USA)
CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad Laboratoties, Hercules, USA)
termostat Bio TDB-100 (Biosan, Riga, Litva)

automatické pipety Xplorer (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svycarsko)

Automaticky pipetovaci robot (OT-2 Robot; Opentrons labworks, Inc., New York,
USA)
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4.4 Prediprava vzorku digestati

Pro ucely tohoto vyzkumu bylo dodano 13 vzorkl digestatli pochazejicich z rtznych
bioplynovych stanic, které zpracovavaji odpady pievazné ze zeméd¢lské vyroby, zejména
zchovu dobytka. Tyto vzorky byly vyuzity k optimalizaci metodiky a k screeningu
ptitomnosti ARG.

Z jednotlivych digestatti byly nasledné kultivovany mikroorganismy rezistentni vuci
vybranym ATB, konkrétné: tetracyklin, erytromycin, ciprofloxacin, vankomycin, ampicilin,
polymyxin B, sulfamethoxazol, chloramfenikol a streptomycin. Po inkubaci byly pomoci

preockovani ziskany Cisté kultury rezistentnich mikroorganismu.

Vybrané rezistentni izolaty byly nasledné identifikovany pomoci Sangerova
sekvenovani. Kultivace mikroorganismti probihala ve spolupraci s doc. Mgr. Magdou

Janalikovou, Ph.D.
4.5 Metodika identifikace rezistentnich izolatu

4.5.1 Mikroskopie a Grammovo barveni

Pfed samotnou izolaci DNA z izolati rezistentnich mikroorganisml byla u vSech vzorkt
provedena kontrola Cistoty kultur pomoci Gramova barveni. Tato metoda umoziiuje rozliSeni

bakterii na zaklad¢ rozdili ve struktute jejich bunécné stény.

Gram-pozitivni (G*) bakterie maji bunéfnou sténu tvofenou silnou vrstvou
peptidoglykanu, ktera je prostoupena teichovymi kyselinami a polysacharidy. Béhem
barviciho postupu dochazi k penetraci této vrstvy krystalovou violeti, kterd v pritomnosti
Lugolova roztoku vytvaii stabilni fialovy komplex. Tato silnd vrstva peptidoglykanu

neumoziuje vymyti komplexu alkoholem, a bakterie si tak zachovavaji fialové zbarveni.

Naopak Gram-negativni (G) bakterie maji buné¢nou sténu sloZenou z tenci vrstvy
peptidoglykanu, ptekryt¢é wvné&j§i membranou tvofenou lipopolysacharidy. Tenka
peptidoglykanova vrstva nedokaze udrzet barvici komplex, ktery je pii plisobeni alkoholu
rychle vymyt, a buiky jsou nasledn€¢ dobarveny kontrastnim barvivem, nejcastéji

safraninem.

Pti mikroskopickém pozorovani se tak Gram-pozitivni bakterie jevi fialové, zatimco
Gram-negativni bakterie se barvi riZzov€ az ¢ervené, v zavislosti na pouZitém kontrastnim

barvivu.
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Barveni bylo provedeno nésledujicim postupem:
1. Na podlozni sklo byla nanesena kapka destilované vody.

2. Sterilni mikrobiologickou klickou byla odebrana c¢ast samostatné bakteridlni

kolonie z Petriho misky s vykultivovanou ¢istou kulturou.

3. Kli¢ka byla polozena do kapky vody, prvné bylo inokulum rozmichano a

nasledné rozetieno po plose sklicka.
4. Sklicko bylo vysuSeno a nasledné zafixovano plamenem plynového kahanu.
5. Po vychladnuti, bylo sklicko namoceno na jednu minutu do krystalové violeti.

6. Nasledn¢ bylo sklicko vytazeno a prevrstveno Lugolovym roztokem. Po
uplynuti jedné minuty byl Lugoliiv roztok oplachnut destilovanou vodou a poté

proudem acetonu, dokud nebyl odtékajici roztok bezbarvy.

7. Destilovanou vodou bylo sklicko znovu oplachnuto a na dal$i minutu namoceno

do Safraninu. Nakonec bylo sklicko oplachnuto destilovanou vodou a ususeno.

Po provedeni barveni byly preparaty pozorovany pod laboratornim mikroskopem
Olympus CX41RF-3 (Olympus, Sidzuku, Japonsko) za pouziti imerzniho oleje a pii zvétsenti
1600x. Cilem barveni a mikroskopovani byla i1 kontrola mikroskopické morfologie, a tudiz

jestli jsou kultury opravdu ¢isté.

4.5.2 Izolace DNA z rezistentnich izolatu

Pro izolaci DNA byl pouzit komercni kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Némecko).
Princip této metody spociva v rozruseni bunécné struktury pomoci lyzy cytoplazmatické
membrany a bunééné stény, ¢imz dojde k uvolnéni DNA do pufrovaného prostedi. Nasledné
se DNA navaze na kfemicitanovou membranu v pfitomnosti chaotropnich soli, které
podporuji vazbu nukleovych kyselin na membrénu. V dalSich krocich dochéazi k promyvani
membrany s navazanou DNA za Gcelem odstranéni bunéénych zbytkl, proteint a dalSich
kontaminantt. V zavére¢né fazi je DNA eluovana Cistym eluénim pufrem nebo vodou, ¢imz
je ziskéana Cista DNA.

Postup izolace DNA:

1. Do 1,5 ml eppendorf zkumavky bylo napipetovano 200 ul PBS pufru.

2. Z Petriho misky s Ccistymi kulturami bylo odebrano inokulum sterilni

mikrobiologickou klickou a rozmichano ve zkumavce s PBS pufrem.
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3. Poté bylo ptidano 20 ul proteinasy K. Krok 1 az 3 byl provadén v laminarnim boxu.

4. K objemu bylo nasledn¢ pfidano 200 pl AL pufru, zkumavky byly uzavieny a
promichany na vortexu. Poté¢ byly inkubovany pii 56 °C po dobu 10 minut.

5. Po inkubaci bylo k objemu ptfiddno 200 pl 96 % ethanolu a promichéano

vortexovanim.

6. Cely objem zkumavky byl poté pfenesen na DNeasy mini spin kolonu umisténou
na Cistou zkumavku. Zkumavky s kolonou byly poté centrifugovany pii 8000 rpm
po dobu jedné minuty. Kolona byla poté pfemisténa do Cisté 2 ml zkumavky a

zbytek vyhozen.

7. Na kolonu bylo naneseno 500 ul AW1 pufru a opét byla provedena centifugace pti
8000 rpm jednu minutu. Kolona byla opét pfemisténa do Cisté 2 ml zkumavky a

zbytek vyhozen.

8. Na kolonu bylo naneseno 500 ul AW2 pufru a poté byla provedena centifugace pti
14500 rpm tfi minuty. Tento krok byl jesté jednou zopakovan, aby byla dokonale
vysusena membréana. Kolona byla poté pfemisténa do Cisté 2 ml uzaviratelné

eppendorf zkumavky a zbytek vyhozen.

9. Do stfedu membrany bylo napipetovano 100 ul EA elu¢niho pufru, kolona byla
inkubovana pti pokojové teploté po dobu péti minut. Poté byla provedena
centrifugace pii 8000 rpm po dobu jedné minuty. Kolona byla vyhozena, ponechana

byla pouze zkumavka s elu¢nim objemem.

4.5.3 Meéreni koncentrace DNA fluorometricky

Pro dalsi préci s vyizolovanou DNA bylo nezbytné stanovit jeji koncentraci, k ¢emuz byla
zvolena fluorescenéni metoda kvantifikace. Méfeni bylo provedeno pomoci fluorometru
QFX DeNovix (DeNovix, Wilmington, USA) s vyuZitim sady Fluorescence Quantification
Assays Kit (DeNovix, USA) urcené pro kvantifikaci dvoufetézcové DNA (dsDNA) s

vysokou citlivosti.

Princip této metody spociva v navazani fluorescen¢niho barviva na dsDNA, pfi¢emzZ
interakce barviva se strukturou DNA zesiluje fluorescencni signal. Po excitaci barviva
svétlem o specifické vlnové délce dochazi k emitaci zafeni, jehoz intenzita je Umé&rna
koncentraci pfitomné DNA. Tato emise je detekovana fluorometrem a vyslednd hodnota

umoznuje presny vypocet koncentrace DNA ve vzorku.
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Postup méteni koncentrace DNA:
1. Pted pouzitim byly v§echny vzorky a roztoky vytemperovany na pokojovou teplotu.
2. Nasledné byly vSechny roztoky vortexovany a odstfedény.

3. Poté byl pfipraven pracovni roztok smichanim DeNovix dsDNA High Sensitivity
Dye s DeNovix dsDNA High Sensitivity Buffer v poméru 1:100 tak, aby bylo
dostatek roztoku na alikvot 190 ul pro standard a 199 pl na kazdy vzorek.

4. Standart byl pfipraven z 10 pl standardy dsDNA a 190 pl pracovniho roztoku.
Stanovované vzorky byly pfipraveny z 1 pl izolované DNA a 199 ul pracovniho

roztoku.
5. Vzorky a standardy byly inkubovéany po dobu péti minut pti pokojové teploté.

6. Po inkubaci bylo provedeno méteni na fluorometru QFX DeNovix (DeNovix,

Wilmington, USA).

4.5.4 Amplifikace DNA pomoci Touchdown PCR

Po stanoveni koncentrace izolované DNA byla provedena amplifikace genu pro 16S rRNA
pomoci PCR. Gen pro 16S rRNA koduje malou podjednotku ribozomalni RNA (30S) a jeho
sekvence jsou bézn¢ vyuzivany k identifikaci prokaryotickych organismi i ke studiu jejich
fylogenetickych vztahd, jelikoz v této Casti genomu dochdzi k evoluénim zménam velmi

pomalu, coz zajist'uje jeji konzervovanost napiic druhy.

Gen pro 16S rRNA byl amplifikovan pomoci primert FD1 a RD1 (Metabion
international AG, Planegg, Némecko) metodou Touchdown PCR (TD-PCR), sekvence a
délka vysledného produktu je uvedena v Tab. 3. Pii metodé TD-PCR je v tvodnich cyklech
pouzita vysSi teplota annealingu, kterd zajiStuje vyssSi specificitu nasedani primerii na
templatovou DNA a snizuje riziko nespecifické amplifikace. V nasledujicich cyklech
dochazi k postupnému snizovani teploty annealingu, coz zvySuje efektivitu reakce a
umoznuje amplifikaci i méné dostupnych templati.

Ptiprava reak¢ni smési byla provedena v PCR boxu AURA PCR Work Station (BioAir
SpA, Siziano, Italie) za sterilnich podminek (viz Tabulka 2). PCR reakce nasledné probihala

v termocykléru Aeris™ (Esco Micro Pte. Ltd., Singapur), pficemz reakéni podminky jsou

podrobné uvedeny v Tabulce 4. "]
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Tabulka 2 Schéma pipetovani PCR reakéni smési pro 1 vzorek/25 pl.

Slozka PCR reakéni Koncentrace Findlni Objem ve
smesi zasobniho roztoku | koncentrace | 25 ul reakci
2x Master Mix Kit 2xX 1x 12,5
Forward primer 10 umol.I"! 1 pmol.I'! 0,5
Reverse primer 10 umol.I"! umol.1"! 0,5
DNA - 0,1-0,5 ng 1
ddH>O - - 10,5
Tabulka 3 Primery pouZité pro PCR.
Nézev Sekvence primeru (5'— 3") Delka produktu Pouziti
primeru [bp]
FDI AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1500 amplifikace genu
RDI AAGGAGGTGATCCAGCC 16S rRNA
Tabulka 4 Podminky PCR reakce.
krok reakce teplota [°C] cas pocet cykla
denaturace 95 2 min 1
denaturace 95 30s
62-57 9
annealing | kazdy cyklus-0,5| 30s
syntéza elongace 72 1,5 min
denaturace 95 30s
annealing 57 30s 24
elongace 72 1,5 min
extenze 72 10 min 1
udrzovani 8 0 1

Uspésnost PCR reakce byla ovéiena pomoci horizontalni gelové elektroforézy (ELFO),
provedené v 1,5 % agarézovém gelu za pfitomnosti fluorescenéniho barviva. Gel byl
pfipraven rozpusténim agarozy (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Némecko) v TAE
pufru, pficemz ke zviditelnéni DNA fragmenti bylo pfidano barvivo GelRed Nucleic Acid

Stain (Biotium, Fremont, USA).

Separace PCR produkti probihala v horizontdlni elektroforetick¢ vané (Cleaver
Scientific, Somers, UK) po dobu 50—70 minut pfi napéti 120 V. Pro orienta¢ni urceni

velikosti amplifikovanych fragmentli byl na zacatek (a piipadné i konec) kazdé tady
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aplikovan DNA marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA), obsahujici fragmenty o zndmé velikosti.

Z celkového objemu PCR reakce bylo pro ELFO pouzito 5 pl produktu. Vysledky byly
nasledné vizualizovany pomoci zobrazovaciho systému InGenius (Syngene, Bengaluru,
Indie) a ziskané snimky byly upraveny v grafickém editoru GIMP 2.10 (The GIMP

Development Team).

4.5.5 Purifikace DNA amplifikovaného fragmentu genu 16S rRNA

Pro purifikaci amplifikovaného genu byl vyuzit magneticky separacni kit NucleoMag SEP
(Macherey-Nagel, Némecko), pipetovani reakce bylo provedeno multikandlovou pipetou
Xplorer (Eppendorf, Hamburk, Némecko) a k suSeni vzork byl vyuzit termostat Bio TDB-
100 (Biosan, Riga, Litva).

Postup purifikace:

1. Byly promichény vSechny chemikalie, s dirazem na NucleoMag B-Beads kovové

kulicky, aby byly rovnhomérné rozprostieny v celém objemu.

2. Do jamky reakéni desticky bylo napipetovano 20 pl PCR reakce s 16 pul NucleoMag
B-Beads, cely obsah byl poté promichan pipetovanim a ponechdn inkubovat 1
minutu pii pokojové teploté.

3. Po inkubaci byla reak¢ni desticka se vzorky prenesena na separacni magnetickou

desticku, kde byly ponechany, aby kovové kulicky sedimentovaly na dn¢ jamek.

4. K reakci bylo poté ptidano 180 pl 85 % ethanolu, po 30 sekundach byl cely objem

reakce odpipetovan tak, aby ztistaly na dn¢€ jamky pouze magnetické kulicky.

5. Reakéni desticka byla oddélana z magnetické desticky a vzorky byly ponechany susit
pii 65 °C po dobu 5 minut.

6. Do vysusSenych jamek bylo pfidano 30 pl ddH2O pro PCR, cely objem byl promichan
pipetovanim a ponechan inkubovat po dobu 1 minuty pii pokojové teploté.
7. Reakeéni desticka byla opét pfenesena na magnetickou separacni desticku, po

sedimentaci kovovych kuli¢ek byl obsah reakce odpipetovan tak, aby nedoSlo

k rozvifeni kuli¢ek a jejich nabrani.

Purifikovand DNA byla nasledn¢ kvantifikovana fotometricky pomoci modulérniho

readeru Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Svycarsko) za Gi¢elem ovéfeni
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koncentrace a Cistoty vzorki. DNA obsahuje vysoky podil purinovych bazi, diky cemuz
vykazuje absorpéni maximum pii vinové délce 260 nm. Pfi této vinové délce vSak castecné
absorbuji i jiné biomolekuly, zejména bilkoviny, které maji své absorpéni maximum pti 280

nm.

Pomeér absorbanci pti 260/280 nm (A260/A280) je proto bézné pouzivan k posouzeni
Cistoty DNA. Hodnota tohoto poméru se u vysoce Cisté DNA pohybuje ptiblizn¢ kolem 1,8,

coz svéd¢i o minimalni kontaminaci bilkovinami nebo jinymi organickymi slou¢eninami.

4.5.6 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je metoda urCovani sekvence DNA, kterd vyuziva modifikovanou
PCR. Béhem sekvenovani se k replikovanému DNA ftetézci ptidavaji fluorescencné znacené
ddNTPs, které postradaji 3'-OH skupinu, coz zptsobi ukonceni syntézy fetézce. Vysledkem
je smés rtizné€ dlouhych DNA fragmenti, z nichZ kazdy kon¢i na specifickém ddNTP. Tyto
fragmenty jsou nasledné separovany pomoci kapilarni elektroforézy, ktera umoznuje rozlisit
jejich délku a detekovat fluorescenéni signal, ¢imz se ziska piesna sekvence templatove

DNA.

Ptesné slozeni reakcni smési je uvedeno v Tabulce 5. Zkumavky byly jednoznacné
popsany a nasledné odeslany ke Sangerovu sekvenovani do specializované laboratote

SEQme s.r.0.

Tabulka 5 Rozpis slozek reakce pro Sangerovo sekvenovani.

Slozka reakce pro sekvenaci | Objem ve | Slozka reakce pro sekvenaci | Objem ve
- forward 10 pl reakci - reverse 10 pl reakci

purifikovany PCR produkt 8,8 purifikovany PCR produkt 8,8

PCR primer FD1 1,2 PCR primer RDI 1,2

Ze sekvenace byly obdrZeny ready, jez byly nasledn¢ upraveny v programu DNA baser
assembler (SciVance Technologies). Jednotlivé opravené ready (+)ssDNA a (-)ssDNA byly
poté spojeny dle komplementarity do dsDNA, ta byla z programu pievedena do HTML
formatu. Sekvence dsDNA v HTML formatu byly identifikovany na webové strance BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool; National Library of Medicine, USA) s diirazem na

maximalni shodu.!®!
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4.6 Metodika detekce gent rezistence v rezistentnich izolatech

Po provedené identifikaci rezistentnich izolatl bylo pfistoupeno k jejich vyuziti za Gcelem
optimalizace PCR reakce pro screeningu ptitomnosti ARG. Ve spolupraci s doc. Mgr.
Magdou Janalikovou PhD.,Ing. Janou Serou PhD. a Mgr. Adélou Batovou byla
vypracovana reserSe (viz. kapitola 5.1.4.) vybranych ATB a snimi asociované¢ ARG.
Soucasti reSerSe byl rovnéz strucny popis principu ucinku jednotlivych genovych
mechanismi a vybér primert vhodnych pro jejich amplifikaci. Vybrané primery (viz

Tabulka 6 a 6a) byly nasledné objednany u spole¢nosti Metabion international AG, Planegg,

Némecko.
Tabulka 6 Seznam primerti pouzitych pro optimalizaci PCR.
Néazev : Delia ibioti
. Sekvence primeru produktu Sk. antibiotik

primeru [bp]
tetA F GCTACATCCTGCTTGCCTTC 274 tetracykliny
tetA R CATAGATCGCCGTGAAGAGG
tetC F GCGGGATATCGTCCATTCCG 207 tetracykliny
tetC R GCGTAGAGGATCCACAGGACG
tetW _F GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 168 tetracykliny
tetW R GGGCGTATCCACAATGTTAAC
tetM_F ACAGAAAGCTTATTATATAAC 406 tetracykliny
tetM R TGGCGTGTCTATGATGTTCAC
ermA F GAAATYGGRTCAGGAAAAGG 130 makrolidy
ermA R AAYAGYAAACCYAAAGCT C
ermB F GATACCGTTTACGAAATTGG 364 makrolidy
ermB R GAATCGAGACTTGAGTGTGC
MsrAB F | GCAAATGGTGTAGGTAAGACAACT 399 makrolidy
MsrAB R |ATCATGTGATGTAAACAAAAT
mefA F AGTATCATTAATCACTAGTGC 348 makrolidy
mefA R TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG
gyrA F GGTACACCGTCGCGTACTTT 311 fluorochinolony
gyrA R GCCTTGCGCTACATGAATTT
qepA_F GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 199 fluorochinolony
qepA_R CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
qnrA_F ATTTCTCACGCCAGGATTTG 140 fluorochinolony
qnrA R GCAGATCGGCATAGCTGAAG
parC_F ATCGGCGACGGCCTGAAGCC 73 fluorochinolony
parC R CGGGATTCGGTATAACGCAT
VanA F ATCAACCATGTGATGTAGC 136 vankomycin
VanA R AAGGGATACCGGACAATTCA
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Tabulka 6a Seznam primert pouzitych pro optimalizaci PCR, pokracovani.

Nazev : Detla ibioti
. Sekvence primeru produktu Sk. antibiotik
primeru bp]
VanB F ACCCTGTCTTTGTGAAG 121 vankomycin
VanB R GAAATCGCTTGCTCAAT
VanD F TGGAATCACAAAATCCGGCG 311 vankomycin
VanD R TWCCCGCATTTTTCACAACS
blaTEM F |TTCCTGTTTTTGCTCACCCAG 112 betalaktamy
blaTEM R |CTCAAGGATCTTACCGCTGTTG
blaSHV F |CCATTACCATGAGCGATAACA ) betalaktamy
blaSHV R | ACCACAATGCGCTCTGC
mecA F GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 310 betalaktamy
mecA R CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA
blaz F AAGAGATTTGCCTATGCTTC 278 betalaktamy
blaZ R GCTTGACCACTTTTATCAGC
mcerl F AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 320 polymyxin
mcerl R AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
mcer2 F CCTTTTGTGCTGATGGGTT .
279 polymyxin
mcr2 R ATTTTGGAGCATGGTGGTGT
sull F CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 162 sulfonamidy
sull R TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG
sul2 F TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG 191 sulfonamidy
sul2 R CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG
sul3 F TCCGTTCAGCGAATTGGTGCAG 128 sulfonamidy
sul3 R TTCGTTCACGCCTTACACCAGC
catl F CGAACTGGCAAAATAACGCA . ,
catl R TCAACAAGTAACACTCCGCT 199 | fenikolova ATB
catlll F TTCGCCGTGAGCATTTTG 236 fenikolova ATB
catlll R TCGGATGAGTATGGGCAAC
floR F AATCACGGGCCACGCTGTATC 715 fenikolova ATB
floR_R CGCCGTCATTCTTCACCTTC
strA_F CCGTCAATCCCGACTTCTTA 63 aminoglykosidy
srtA R CCAGTTCTCTTCGGCGTTAG
strB_F CGGTCGTGAGAACAATCTGA 313 aminoglykosidy
srtB R ATGATGCAGATCGCCATGTA
aadA2 F GCAGCGCAATGACATTCTTG . .
282 aminoglykosidy
aadA2 R ATCCTTCGGCGCGATTTTG
rpsL_F GCAAGCGCATGGTCGACAAGA 201 aminoglykosidy
rpsL R CGCTGTGCTCTTGCAGGTTGTGA
intl2 F GTTATTTTATTGCTGGGATTAGGC 166 multirezistence,
intl2 R TTTTACGCTGCTGTATGGTGC MGEs
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4.6.1 PCR detekce genii rezistence ve vybranych rezistentnich izolatech

V prvni fazi experimentdlni ¢asti bylo nezbytné ovéfit funkénost vybranych primert a
optimalizovat podminky PCR reakce tak, aby dochéazelo ke specifickému nasedani primert
na cilové sekvence DNA a zdaroveii byla minimalizovana tvorba nespecifickych
amplifikac¢nich produktii. Slozeni reakéni smési bylo shodné s protokolem pouzivanym pro
amplifikaci genu 16S rRNA (viz Tabulka 2).

Primery byly rozdéleny do tfi skupin podle teploty nasedani (annealingu, T.), konkrétné
na 50 °C, 55 °C a 60 °C. Kazdy primer byl zafazen do pfiislusné skupiny tak, aby se
experimentalni annealingova teplota co nejvice ptibliZila jeho optimalni hodnot€. S ohledem

na rozsah analyzy byly PCR reakce provadény paralelné¢ ve dvou termocyklech: Aeris™

(Esco Micro Pte. Ltd., Singapur) a C1000 Touch™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA).
Detailni podminky PCR reakce pro jednotlivé skupiny jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 Podminky PCR reakce zkouska primeri rezistence.

krok reakce teplota [°C] cas pocet cykla

denaturace 95 2 min 1
denaturace 95 30s
. 50/55/60
synteza annealing (dle Ta skupiny) 30s 33
elongace 72 1,5 min

extenze 72 10 min 1
udrzovani 8 00 1

Po provedeni PCR byla jeji GspéSnost opétovné ovérena pomoci ELFO na 1,5 %
agardzovém gelu. Postup ptipravy gelu a podminky ELFO odpovidaly protokolu popsanému
v kapitole 4.5.4, s vyjimkou prodlouzené doby reakce, ktera byla upravena na 1 hodinu a 40

minut.

4.7 Metodika detekce genti rezistence v digestatech

Ttinact vzorkl digestatl, které byly vyuZity pro kultivaci rezistentnich izolati, bylo rovnéz
pouzity k izolaci DNA. Z kazdého vzorku byla pro ucely izolace odebrana tii technicka
opakovani (oznacena A, B, C), pfi¢emz hmotnost kazdého z nich ¢inila 250 mg. K izolaci

DNA byl pouzit komeréné dostupny DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen, Némecko).
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Izolace DNA byla provedena ve spolupréci s Ing. Janou Serou, Ph.D., a Ing. Veronikou

Kucabovou. Pii ptipravé vzorkll byly vyuzity pfistroje vortex mixer Labnet (Labnet

International, Inc., Edison, USA) a centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Hamburk,

Némecko).

4.7.1

Izolace DNA ze vzorku digestati

Postup izolace DNA:

1.

10.

Prvné bylo navazeno 250 mg vzorku do PowerBead Pro Tube a poté bylo ptidano

800 pl CD1 roztoku. Cely obsah byl zvortexovan.

Zkumavky byly pfemistény na tfepaku a ponechany michat na maximalni rychlost

po dobu 10 minut.

. Po promichéni byly zkumavky centrifugovéany pii 15 000 g po dobu 1 minuty.

Supernatant byl pfemistén do €isté 2 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky, poté bylo

pfidano 200 pl roztoku CD2 a promichano na vortexu.

Opét byla provedena centrifugace pii 15 000 g po dobu 1 minuty a nasledné¢ bylo
pievedeno 700 pl supernatantu do Cist¢ 2 ml mikrocentrifugacni zkumavky, tak aby

nebyl porusen pelet.
Nasledné bylo pfidano 600 pl roztoku CD3 a promichano vortexem.

Promichany lyzat byl pfenesen v objemu 650 ul na MS Spin kolonu, ta byla poté
centrifugovana pii 15 000 g po dobu 1 minuty. Zbyvajicich 650 ul lyzatu bylo také
pieneseno na MS Spin kolonu a centrifugace byla opakovana. Kolona byla pfenesena

do cisté 2 ml kolekéni zkumavky.

Na kolonu bylo napipetovano 500 ul roztoku EA a byla provedena centrifugace pii
15000 g po dobu 1 minuty. Poté byla kolona pfemisténa do Cisté 2 ml kolek¢ni

zkumavky.

Opét na kolonu bylo pfidano 500 pl roztoku CS5, byla provedena centrifugace pfti
15 000 g po dobu 1 minuty. Po centrifugaci byla kolona ptemisténa do Cisté 2 ml

kolekéni zkumavky.

Kolona byla opét centrifugovana 16 000 g po dobu 2 minut, poté byla kolona

pfemisténa do 1,5 ml elu¢ni zkumavky.
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11. Na zavér bylo do stfedu kolony napipetovano 100 pl C6 elu¢niho pufru a byla

provedena centrifugace pti 15 000 g po dobu 1 minuty.

Aby byla ovéfena uspéSnost izolace DNA, bylo provedeno fotometrické méieni
koncentrace a Cistoty DNA na modularnim readeru Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd.,

Minnedorf, Svycarsko).

4.7.2 PCR detekce gent antibiotické rezistence z DNA digestatu

SloZeni jednotlivych PCR reakci bylo identické se sloZzenim pouZitym pii amplifikaci genu
16S rRNA (viz Tabulka 2). Pro prvni zkusebni reakci byl vybran primer intl2 a vzorky DNA
oznacené jako 11A, 12A a 13A.

Na zakladé¢ vysledki predchozich PCR reakci provedenych s rezistentnimi izolaty (viz
kapitola 5.1) nasledovala optimalizace podminek PCR pro primery parC, blaTEM a aadA2.
Vzhledem k rozdilnym T, téchto primera byla provedena gradientova PCR, umoznujici

simultanni testovani vice teplot nasedani v jedné reakci.

PCR s primerem blaTEM byla provedena se vzorky DNA 42 (rezistentni izolat), 11A,
12A, 13A, ajejich 10x fedénymi variantami (oznacené jako 11AfT, 12Af a 13Af¥).

Gradientova PCR s primerem parC byla provedena na vzorcich 38, 38t (10x fedéné),

39 a 40 (rezistentni izolaty), spolu se vzorky 11Af, 12At a 13Af.

Pro primer aadA2 byla gradientovd PCR provedena se vzorky 22 (rezistentni izolat),

11AfT, 12Ar a 13Af.

Nasledné byla provedena PCR analyza se zbyvajicimi primery za pouziti vzorkiit DNA
oznacenych jako 1A az 10A. U vSech téchto vzorki byla DNA pied amplifikaci 10x
natfedéna, nebot’ pfedchozi reakce prokazaly, ze koncentrace piivodnich zasobnich roztokli

byla pftilis vysoka.

Vzhledem k rozsahu experimentu byly PCR reakce provadény paralelné v
termocyklech Aeris™ (Esco Micro Pte. Ltd., Singapur) a C1000 Touch™ (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA). Podminky cyklovani odpovidaly protokolu uvedenému v
Tabulce 7, s vyjimkou optimaliza¢nich reakci pro primery parC, blaTEM a aadA2, jejichz

specifické annealingové teploty jsou uvedeny v Tabulkach 8 a 9.
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Tabulka 8 Teplota annealingu pro optimaliza¢ni PCR s primerem blaTEM.

.umlstenl vzorku v T, [°C]
jamce termocykleru
C 62,2
E 60,0
H 58,0

Tabulka 9 Teplota annealingu pro optimalizani PCR s primery parC a aadA2.

.umisténi vzorku v T, [°C]
jamce termocykleru
A 60,0
C 58,7
E 55,2
H 52,0

Uspésnost amplifikace PCR produktii byla ovétena ELFO v 1,5 % agar6zovém gelu.
Ptiprava a podminky reakce byly pouzity shodné¢ jako v kapitole 4.6.1.

4.7.3 qPCR detekce genu antibiotické rezistence ve vybranych vzorcich digestata

gPCR detekce genii antibiotické rezistence ve vybranych vzorcich digestati qPCR je
kvantitativni metoda umoziujici amplifikaci specifickych usekti DNA a soucasné sledovani
mnozstvi vznikajiciho PCR produktu v realném case. Princip této metody vychazi z klasické
PCR, 1isi se vSak tim, ze v kazdém amplifikatnim cyklu je monitorovana intenzita

fluorescencniho signalu, kterd je pfimo imérna mnozstvi vzniklé dsDNA.

Pro optimalizaci qPCR reakce byly vybrany pouze geny koédujici rezistenci viici ATB
z péti skupin: tetracykliny, ciprofloxaciny, erytromyciny, sulfonamidy a fenikolova ATB.
Ke kazdému ATB byl zvolen jeden ARG, ktery vykazoval nejlepsi vysledky v predchozich
PCR experimentech (viz kapitola 5.2) a sice tetW, ermB, parC, sul2 a floR.

Z analyzovanych digestati byly pro qPCR vybrany vzorky €. 1A, 2A, 6A, 7A a 11A,
které vykazaly nejvyssi usp&Snost amplifikace genlt ARG napfic¢ sledovanym spektrem. Pro
provedeni qPCR byla pouzita komeréni smés Luna® Universal gPCR Master Mix (New
England Biolabs Inc., Massachusetts, USA). SloZeni a objem reakéni smési jsou uvedeny v

Tabulce 10. Pro kazdy primer, byla pfipravena jedna reakcni destika, kdy v jedné fadé byly
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umistény fedéni jednoho vzoreku digestditu, DNA byla nafedéna Okrat, 10krat, 100krat,
1000krat a 10000krat. Vétsina reakéni destiCky byla pfipravena pomoci automatizovaného
pipetovaciho systému (OT-2 Robot; Opentrons labworks, Inc., New York, USA), pficemz
negativni kontroly byly na desti¢ku pipetovany manudalné. Jako negativni kontrola byla
pouzita ddH-O a dale DNA mikroorganismu neobsahujiciho geny rezistence k ptislusnému

ATB, ktera slouzila jako kontrola falesné pozitivity.

Amplifikace probihala v termocykléru C1000 Touch™ (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA) za podminek uvedenych v Tabulce 11, pouze T. byla upravena na optimalni
teplotu pro dany primer. Pro primery tetW a sul2 byla zvolena teplota 60 °C, pro ermB a
parC teplota 55 °C, pro primer floR teplota 62 °C.

Tabulka 10 Schéma pipetovani reakéni smési pro 1 vzorek/20 pl pro qPCR.

Slozka PCR reak¢ni Koncentrace Finalni Objem ve
smeési zasobniho roztoku koncentrace 20 pl reakci
2x Master Mix Kit 2x 1x 10
Forward primer 10 pmol.1"! 0,25 umol.I"! 0,5
Reverse primer 10 pmol.I"! 0,25 pmol.1'! 0,5
DNA - 0 az 10 000x fedéna 5
ddH-O - - 4
Tabulka 11 Schéma kroka termocykléru pro qPCR.
krok reakce teplota [°C] cas pocet cyklu
denaturace 95 60 s 1
svntéza denaturace 95 15s 45
4 extenze (dle optim. Ty) 1 min
extenze (dle optim. Ta) 10 min 1
denaturace 95 1
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky analyzy rezistentnich izolati

5.1.1 Koncentrace DNA izolované z rezistentnich mikroorganismi

Pomoci Gramova barveni bylo ovéfeno, ze vSechny rezistentni izolaty jsou Cisté kultury.
Izolace DNA byla uspésné provedena u vSech 51 rezistentnich bakteridlnich kmend, také
koncentrace DNA, kterd byla naméfena na zatizeni QFX DeNovix (DeNovix, Wilmington,
USA), byla vyhodnocena jako dostacujici pro naslednou amplifikaci a identifikaci izolatt

pomoci sangerovi sekvenace (Tab. 12).

Tabulka 12 Koncentrace DNA izolované z ¢istych kultur rezistentnich mikroorganisma.

o Rezistence na | koncentrace | Rezistence na | koncentrace
cislo ATB o] | SO ATB [ng/pl]
1 [tetracyklin 0,41 27 |vankomycin 43,40
2 |tetracyklin 105,7 28 |vankomycin 28,00
3 |tetracyklin 19,80 29 |vankomycin 17,50
4 |tetracyklin 3,65 30 |sulfametoxazol 2,23
5 |[tetracyklin 0,82 31 |sulfametoxazol 1,65
6 |tetracyklin 2,88 32 |sulfametoxazol 11,70
7 | vankomycin 2,90 33 |sulfametoxazol 1,19
8 | vankomycin 4,21 34 | sulfametoxazol 5,06
9 |erythromycin 14,60 35 |tetracyklin 22,90
10 |erythromycin 23,40 36 |tetracyklin 53,00
11 |polymyxin B 28,40 37 |tetracyklin 4,34
12 |polymyxin B 12,69 38 |ciprofloxacin 52,80
13 |polymyxin B 4,16 39 |ciprofloxacin 46,30
14 | polymyxin B 2,09 40 | ciprofloxacin 38,20
15 |polymyxin B 0,38 41 |erythromycin 3,91
16 |polymyxin B 0,83 42 | ampicilin 24,60
17 |erythromycin 4,18 43 | chloramfenikol 21,40
18 |erythromycin 7,91 44 | chloramfenikol 38,60
19 |erythromycin 2,04 45 |streptomycin 26,90
20 |erythromycin 7,94 46 |polymyxin B 4,15
21 |tetracyklin 47,70 47 |sulfametoxazol 10,50
22 |streptomycin 5,10 48 |sulfametoxazol 27,20
23 | vankomycin 12,50 49 | vankomycin 33,90
24 | vankomycin 16,90 50 |chloramfenikol 40,20
25 |vankomycin 43,10 51 |vankomycin 18,40
26 |vankomycin 40,30
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5.1.2 Amplifikace genu 16S rRNA

Uspésnost amplifikace DNA ve viech vzorcich byla ovéfena pomoci ELFO, jejiz vysledky

jsou zachyceny na Obrazcich 2, 3 a 4.

Ve vétSing ptipadt byla PCR tspésna a specificka, coz potvrzuji jednoznacné pruhy
odpovidajici oekavané délce amplifikovanych fragmentt. Vyjimku pfedstavovaly vzorky
¢. 25,40 a 50, u nichz byla detekovana nespecificka amplifikace dvou produktii rizné délky,
patrna jako dvojity band na elektroforegramu (Obr. 3 a 4). Nespecifické produkty vSak
nebyly vyznamné vyrazné a pravdépodobné nemély zasadni vliv na dalsi analyzu. K tvorbé
nespecifickych produkti mtize béhem PCR dochdzet v piipade, Ze se na templatové DNA
vyskytuji sekvence s ¢astecnou homologii k primertim, na které mohou primery nespecificky
nasednout. Alternativnim vysvétlenim mize byt fragmentace vzniklého PCR produktu,

ktery byl nasledné dale amplifikovan v dalSich cyklech.

Zbylych 20 pl reakéni smési bylo pouzito k purifikaci PCR produkti magnetickym
kitem, jejichZ koncentrace a Cistota byly nasledn¢ ovéreny spektofotometricky (viz Tabulka
13). Koncentrace vSech vzorkl byla vyhodnocena jako dostate¢na pro sekvenaci. Poté byla

DNA ve vzorcich sekvenovana pomoci Sangerova sekvenovani.

15 308 230 B4R SR (Ol BVA el 9 110" 78 128 15" 814

- —— — —
1000 bl iadadad ot -y
s 500 bp

150 16 gl 849 20 21 27 0
1000 bp T
—

Obrazek 2 Ovéfeni GspeéSnosti amplifikace genu 16S rRNA se vzorky 1-22.
23 80480 SEE6EPTE) REI ORI (R [E B0 8358343 5836837 38

- Y ) ) e 1000bp
“ 500 bp

1000bp

39 40 41 42 43 44 45 46 0

1000 bp o e ) Wl B e
— —

Obrazek 3 Ovéfeni GspeSnosti amplifikace genu 16S rRNA se vzorky 23-46.
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47 4849 5051
1000bp w - - - — -

== 500 bp

Obrazek 2 Ovéfeni tspeSnosti amplifikace genu 16S rRNA se vzorky 47-51.

Tabulka 13 Koncentrace DNA fragmentt po purifikaci.

Cislo | koncentrace Cislo koncentrace

vzorku [ng/pl] vzorku [ng/pl]
1 3,96 24 22,40
2 36,10 25 51,30
3 8,91 26 52,30
4 56,80 27 60,50
5 30,80 28 49,30
6 40,80 29 18,60
7 32,10 30 61,60
8 53,90 31 72,20
9 8,30 32 60,60
10 11,40 33 54,10
11 61,30 34 56,70
12 30,60 35 59,60
13 31,00 36 63,80
14 19,80 37 51,70
15 17,60 38 58,90
16 30,40 39 66,80
17 49,20 40 35,20
18 49,00 41 55,10
19 19,70 42 62,30
20 43,10 43 60,40
21 25,00 44 22,10
22 42,80 45 52,00
23 58,10 46 50,80

5.1.3 Identifikované mikroorganismy

Vysledky Sangerova sekvenovani (viz kapitola 4.5) jsou zaznamenany v Tabulce 14 a 14a,
které shrnuji taxonomickou identifikaci jednotlivych rezistentnich izolatd na trovni druhu a
zatazeni do Celedi. Sekvenace a identifikace byla uspésnd u vSech analyzovanych vzork.
V tabulce je dale uvedeno konkrétni ATB, na které byly jednotlivé rezistentni izolaty

rezistentni.
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Tabulka 14 Souhrnny seznam identifikovanych rezistentnich bakterii.
Cislo ATB Identifikovany Celed
vzorku mikroorganismus

1 tetracyklin Paenalcaligenes faecalis Alcaligenaceae
Pseudochrobactrum

2 tetracyklin asaccharolyticum Brucellaceae

3 tetracyklin Providencia rettgeri Morganellaceae

4 tetracyklin Alcaligenes faecalis Alcaligenaceae
Bacillus amyloliquefaciens / B.

5 tetracyklin velezensis / B. subtilis Bacillaceae
Bacillus amyloliquefaciens / B.

6 tetracyklin velezensis Bacillaceae

7 vankomycin Pseudomonas guangdongensis Pseudomonadaceae

8 vankomycin Acinetobacter radioresistens Moraxellaceae

9 erythromycin | Providencia rettgeri Morganellaceae

10 erythromycin | Proteus mirabilis Morganellaceae
Brevundimonas diminuta / B.

11 polymyxin B naejangsanensis Caulobacteraceae

12 polymyxin B Halopseudomonas formosensis Pseudomonadaceae

13 polymyxin B Bacillus thuringensis / B. cereus Bacillaceae

14 polymyxin B Bacillus licheniformis Bacillaceae
Bacillus pumilus / B.

15 polymyxin B zhangzhouensis / B.stratosphericus | Bacillaceae
Bacillus pumilus / B.

16 polymyxin B zhangzhouensis / B.stratosphericus | Bacillaceae

17 erythromycin | Bacillus sonorensis Bacillaceae

18 erythromycin | Bacillus paralicheniformis Bacillaceae

19 erythromycin | Bacillus licheniformis Bacillaceae

20 erythromycin | Bacillus paralicheniformis Bacillaceae

21 tetracyklin Proteus mirabilis Morganellaceae

22 streptomycin Lysinibacillus sphaericus Bacillaceae

23 vankomycin Comamonas denitrificans Comamonadaceae

24 vankomycin Providencia alcalifaciens Morganellaceae

25 vankomycin Pseudomonas stutzeri Pseudomonadaceae

26 vankomycin Pseudomonas saudiphocaensis Pseudomonadaceae

27 vankomycin Comamonas jiangduensis Comamonadaceae

28 vankomycin Pseudomonas denitrificans Pseudomonadaceae

29 vankomycin Proteus mirabilis Morganellaceae
Peribacillus simplex / P.

30 sulfametoxazol | frigoritolerans Bacillaceae

31 sulfametoxazol | Bacillus tequilensis / B. subtilis Bacillaceae

32 sulfametoxazol | Paenalcaligenes hermetiae Alcaligenaceae

33 sulfametoxazol | Bacillus tequilensis / B. subtilis Bacillaceae

34 sulfametoxazol | Bacillus subsp. Bacillaceae

35 tetracyklin Paenalcaligenes hermetiae Alcaligenaceae

36 tetracyklin Alcaligenes faecalis Alcaligenaceae
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Tabulka 15a Souhrnny seznam identifikovanych rezistentnich bakterii, pokra¢ovani.

Cislo ATB identifikovany Seled
vzorku mikroorganismus

37 tetracyklin Sporosarcina newyorkensis Planococcaceae

38 ciprofloxacin Bre\./undlmonas' diminuta /1.3' . Caulobacteraceae
naejangsanensis / B. sanguinis

39 ciprofloxacin Brevundimonas diminuta Caulobacteraceae

40 ciprofloxacin Glutamicibacter sp. Micrococcaceae
Bacillus licheniformis / B.

41 erythromycin | paralicheniformis / B. haynesii Bacillaceae

42 ampicilin Aeromonas media Aeromonadaceae

43 chloramfenikol | Halopseudomonas xiamenensis Pseudomonadaceae

44 chloramfenikol | Halopseudomonas xiamenensis Pseudomonadaceae

45 streptomycin Paenibacillus amylolyticus Paenibacillaceae

46 polymyxin B Bacillus tequilensis / B. subtilis Bacillaceae
Peribacillus simplex / P.

47 sulfametoxazol |frigoritolerans Bacillaceae

48 sulfametoxazol | Mesobacillus foraminis Bacillaceae

49 vankomycin Pseudomonas denitricikans Pseudomonadaceae
Stutzerimonas nitrititolerans/ S.

50 chloramfenikol |xanthomarina Pseudomonadaceae

51 vankomycin Paenibacillus cookii Paenibacillaceae

Mezi 51 analyzovanymi vzorky rezistentnich izolatt bylo identifikovano celkem 11
riznych celedi bakterii, pfiCemz nejvySs$i zastoupeni vykazovala celed” Bacillaceae,
reprezentovana 19 izolaty. Druhou nejcetnéjsi skupinou byla Celed’ Pseudomonadaceae s 9
izolaty, zatimco zbyvajici celedi byly mezi rezistentnimi mikroorganismy zastoupeny
jednim az péti zastupci.

Zastupci Celedi Bacillaceae se vyznamné podileji na procesech AD, jelikoz se jedna o
sporulujici fakultativné anaerobni bakterie. Nékteii ¢lenové této Celedi, naptiklad Bacillus
cereus, jsou schopni produkovat termostabilni toxiny zplsobujici potravinové intoxikace.
Tato celed” je rovnéz casto spojovana s vyskytem rezistence vuc¢i ATB, zejména
vankomycinu, erytromycinu a gentamycinu. RUzné studie prokédzaly vysoky podil
rezistentnich zastupct této celedi v digestatech, bez ohledu na typ vstupni suroviny, at’ uz se
jednalo o Zivo€iSny hnlij nebo zbytky potravin, pficemzZ Bacillaceae byly ve srovnani s
jinymi ¢eledémi dominantni. %1% 111

Druhd nejpocetngjsi celed Pseudomonadaceae zahrnuje bakterie s vysokou
ekologickou plasticitou a Sirokym metabolickym spektrem, coz jim poskytuje vyznamnou

evoluéni vyhodu. Vyznamnym zastupcem této celedi je Pseudomonas aeruginosa, znama
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jako pivodce nozokomidlnich infekci, pficemz jeji rezistence vici vice typum ATB
predstavuje zavazny problém v klinické praxi. Rezistentni kmeny rodu Pseudomonas jsou

¢asto detekovany ve vodnim a odpadnim prostiedi, kde se vyskytuji ve vysoké miie. [1?!

Z cCeledi Morganellaceae byl jako vyznamny patogenni zastupce identifikovan druh
Proteus mirabilis, zndmy jako etiologicky agens infekci mocovych cest. Tento druh byl
detekovan ve tiech rtiznych vzorcich (10, 21 a 29), pricemz vykazoval rezistenci vuci
erytromycinu, tetracyklinu a vankomycinu. Dal$im identifikovanym patogenem z této celedi

byl Providencia alcalifaciens, bakterie zptisobujici priijmova onemocnéni u lidi i zvifat. 13
14]

Ze skupiny dalSich identifikovanych patogeni byl rovnéz detekovan druh Aeromonas
media z Celedi Aeromonadaceae, ktery je rovnéz spojovan s alimentarnimi prijmovymi
nemocemi. Tento mikroorganismus je typicky vazan na vodni prostfedi, kde se pfirozené

vyskytuje. (1]

5.1.4 Vysledky detekce genii rezistence ve vybranych rezistentnich izolatech

Pfed samotnym zahdjenim experimentalni ¢asti bylo nezbytné provést literarni resersi a
nasledny vybér relevantnich ARG asociovanych s mikroorganismy bézné se vyskytujicimi
v odpadnich produktech zeméd¢€lské vyroby. Tato reSerSe byla provedena ve spolupraci s
doc. Mgr. Magdou Janalikovou, Ph.D., Ing. Janou Serou, Ph.D., a Mgr. Adélou Bat'ovou.
Na jejim zaklad¢ byla sestavena Tabulka 15 a 15a, kterd shrnuje ptehled vybranych genti

antibiotické rezistence, cilovych antibiotik a stru¢ny popis jejich mechanismu uc¢inku.

Na zaklad¢ této reserSe byly ke zvolenym gentim nasledné vybrany specifické primery

vhodné pro qPCR, jak je uvedeno v kapitole 4.6 a v Tabulce 6 a 6a.

Tabulka 16 Seznam vybranych antibiotik a genti rezistence.

Skupina ATB | Gen Princip funkce genu

tetracykliny tetA metal-tetracyklin/H" antiporter (efluxni pumpa) “!!
tetracykliny tetC metal-tetracyklin/H" antiporter (efluxni pumpa) “!!
tetracykliny tetW zplsobuje nekovalentni modifikace ribozomi 1*®
tetracykliny tetM zplsobuje nekovalentni modifikace ribozomii [**!
makrolidy ermA methyluji adenin v 23S rRNA - modifikace ribozomii **
makrolidy ermB methyluji adenin v 23S rRNA - modifikace ribozomii **
makrolidy Msr(A/B) | ABC-F protein (transportni pumpa) 4]
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Tabulka 15a Seznam vybranych antibiotik a gent rezistence, pokracovani.

Skupina ATB | Gen Princip funkce genu

efluxni pumpa, patiici do Major Facilitator
makrolidy mefA Superfamily (MFS) [4*]

mutace genu zpusobuji zmény v podjednotce A DNA
fluorochinolony | gyrA gyrazy 44
fluorochinolony | gepA chinolonova pumpa (patii do MFS) 4]

mutace genu zusobuji zmény DNA gyrazy a topoisomerazy
fluorochinolony | gnrA IV [46]

mutace genu zpusobi zmény struktury topoisomerazy IV
fluorochinolony | parC [44]

protein vytvarejici ester D-alanin : D-lactat v bunééné sténé
vankomyciny | VanA [47]

protein vytvarejici ester D-alanin : D-lactat v bunééné sténé
vankomyciny | VanB [47]

protein vytvarejici ester D-alanin : D-lactat v bunééné sténé
vankomyciny | VanD [47]
betalaktamy blaTEM | TEM B-laktaméaza hydrolyzujici B-laktamové kruhy !
betalaktamy blaSHV | SHV B-laktaméza hydrolyzujici B-laktamové kruhy 48]

low-affinity penicillin-binding protein (PBP) — PBP 2A,
betalaktamy mecA ochrana proteosyntézy [°°
betalaktamy blaZ Z B-laktamazu hydrolyzujici B-laktamové kruhy [**]

MCR-1 protein, fungujici jako lipid A fosfoethanolamin
polymyxiny mer-1 transferaza (zména stavby bunééné stény) [

MCR-2 protein, fungujici jako lipid A fosfoethanolamin
polymyxiny mcr-2 transferaza (zména stavby bunééné stény) [
fenikolova
ATB catl protein CAT (chloramfenikol acetyl transferasa) !
fenikolova
ATB catlll protein CAT (chloramfenikol acetyl transferasa) !
fenikolova
ATB floR enzym acetylujici florfenikol [**)

enzymy aminoglykosid-3"-fosfotransferazu (APH(3")-Ib) a
aminoglykosidy | strA aminoglykosid-6-fosfotransferazu (APH(6)-1d) B!

enzymy aminoglykosid-3"-fosfotransferdzu (APH(3")-Ib) a
aminoglykosidy | strB aminoglykosid-6-fosfotransferazu (APH(6)-1d) B!
aminoglykosidy | aadA2 enzym aminoglykosid-nukleotidyltransferaza [°!]

mutace genu zpusobuji zmény ve stavbé 12S podjednotce
aminoglykosidy | rpsL 30S rRNA ribozom !

protein dihydropteorat syntaza (DHPs), alternativni cesta
sulfonamidy sull syntézy kyseliny listové 5]
sulfonamidy sul2 DHPs, alternativni cesta syntézy kyseliny listové [
sulfonamidy sul3 DHPs, alternativni cesta syntézy kyseliny listové [

mobile genetic elements, zkiizena rezistence na vice ATB
MGEs intl2 [40]
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Primery byly rozdéleny do tii skupin dle Ta, konkrétné na 50 °C, 55 °C a 60 °C, tak,
aby se experimentalni T, co nejvice pfiblizila optimalni hodnoté daného primeru (viz. Tab.
16 a 17). Ke kazdému primeru byly zpravidla vybrany alesponi dva reprezentativni vzorky s
diirazem na zachovani diverzity bakteridlnich celedi. Do skupiny s Ta 55 °C byly zatazen

pouze primery intl2, které byly pouzity vyhradné na izolatech z digestatt (viz kapitola 4.6).

Tabulka 17 Vzorky izolat vybranych pro zkousku primert skupiny T, 50°C.

Skupina
T, 50°C
Nazev
skupiny |Ta optimum )
primert |[°C] ¢islo vzorku | Celed’

2 Brucellaceae
tetM >3 6 Bacillaceae

10 Morganellaceae
ermA >3 41 Bacillaceae

10 Morganellaceae
MsrA/B 32 41 Bacillaceae

38 Caulobacteraceae
qepA 48 40 Micrococcaceae

38 Caulobacteraceae
qnrA > 40 Micrococcaceae

38 Caulobacteraceae
parC 33 40 Micrococcaceae

49 Pseudomonadaceae
VanA >2 51 Paenibacillaceae

49 Pseudomonadaceae
VanB >2 51 Paenibacillaceae

43 Pseudomonadaceae
cat 11 >0 50 Pseudomonadaceae
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Tabulka 18 Vzorky izolat vybranych pro zkousku primert skupiny T, 60°C.

Skupina
T, 60°C
Nézev |Ta optimum
primeru | [°C] ¢islo vzorku | Celed’
2 Brucellaceae
A
tet 60 6 Bacillaceae
2 Brucellaceae
tetC 68 6 Bacillaceae
2 Brucellaceae
4
tetW 6 6 Bacillaceae
10 Morganellaceae
B 58
erm 41 Bacillaceae
10 Morganellaceae
fA 57
me 41 Bacillaceae
38 Caulobacteraceae
A 57
eyt 40 Micrococcaceae
49 Pseudomonadaceae
D 4
Van 6 51 Paenibacillaceae
blaTEM 60 42 Aeromonadaceae
blaSHV 60 42 Aeromonadaceae
mecA 60 42 Aeromonadaceae
blazZ 60 42 Aeromonadaceae
merl 67 11 Caulobacteraceae
12 Pseudomonadaceae
mer? 59 11 Caulobacteraceae
12 Pseudomonadaceae
31 Bacillaceae
11 60
st 32 Alcaligenaceae
31 Bacillaceae
12 59
st 32 Alcaligenaceae
31 Bacillaceae
13 61
su 32 Alcaligenaceae
cat I 57 43 Pseudomonadaceae
50 Pseudomonadaceae
43 Pseudomonadaceae
floR 67 50 Pseudomonadaceae
22 Bacillaceae
StrA 60 45 Paenibacillaceae
22 Bacillaceae
strB 60 45 Paenibacillaceae
22 Bacillaceae
aadA2 60 45 Paenibacillaceae
22 Bacillaceae
L
ps 60 45 Paenibacillaceae
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Tabulka 19 Vysledky detekce genti rezistence u vybranych DNA rezistentnich bakterii.

Nazev . vysledek | Nazev . vysledek

primeru Skupina ATB PCR | primeru Skupina ATB PCR
tetA tetracykliny - mecA betalaktamy -
tetC tetracykliny - blaZ betalaktamy -
tetW tetracykliny - mcrl polymyxiny -
tetM tetracykliny - mcr2 polymyxiny -
ermA makrolidy - sull sulfonamidy -
ermB makrolidy - ) vz.31 -
Msr(A/B) |  makrolidy - sul2 sulfonamidy vz.32 +
mefA makrolidy - sul3 sulfonamidy -
gyrA fluorochinolony - catl fenikol. ATB -
gepA fluorochinolony - catlll fenikol. ATB -
qnrA fluorochinolony - floR fenikol. ATB -
parC fluorochinolony - . . vz.22 +

trA lykosid
VanA vankomyciny - - AMIMOETyROSICY vz.45 +
VanB vankomyciny - strB aminoglykosidy -
VanD vankomyciny - ) ) vz.22 +
dA2 lykosid

blaTEM betalaktamy - aa aminogiykosidy vz.45 +
blaSHV betalaktamy - rpsL aminoglykosidy -

Tabulka 18 shrnuje vysledky detekce vybranych ARG u rezistentnich izolati, pozitivni
zachyt byl pouze u genu sul2, strA a aadA2. Na elektroforetickych gelech byla pozorovana
vyrazna mira nespecifickych amplifika¢nich produktd, pfipadné k amplifikaci cilového
fragmentu nedoslo viibec. Tato skutecnost mize byt vysvétlena nékolika faktory. Jednim z
nich je skutecnost, ze existuje Siroké spektrum ARG, pficemz v této praci byl analyzovan

pouze omezeny vybér cilovych sekvenci, coz mohlo vést k nizkému zachytu 37,

Pouzity komerc¢ni izola¢ni kit je urcen k izolaci celkové DNA, kterd zahrnuje jak
chromozomalni, tak plazmidovou slozku, jelikoz tato DNA byla pouzita také pro identifikaci
mikroorganisml pomoci sekvenovani. Z ¢asovych a finan¢nich divodi jiz nebyla izolovana
kitem pro izolaci plazmidové DNA. Snimky zELFO, ze kterych bylo provedeno

vyhodnoceni a kompletni Tabulka 18 se nachézeji v Ptiloze I.

Jednim z dalSich diivodii nizkého zachytu genli rezistence mizZe byt 1 skutecnost, Ze
DNA byla extrahovéna z kolonii rostoucich na pevném médiu, které obecné poskytuje mensi

mnoZstvi biomasy ve srovnani s kultivaci v tekutém médiu. Kultivace mikroorganismu v
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tekutém médiu zpravidla umoziuje ziskat vyssi koncentraci bun¢k, coz mize vést k vétsi

vytéznosti a kvalitnéjsi izolaci DNA pro nésledné analyzy.

Vzhledem k cilim bakalatské prace (detekce genti rezistence piimo v digestatu) nebyla
dale metodika detekce gent v izolovanych mikroorganismech optimalizovana. Vybrané
izolaty vSak budou déle charakterizovany pomoci celogenomového sekvenovani, které

umozni identifikaci vSech gent, vCetné téch, jez nebyly zachyceny pfedchozimi metodami.

5.2 Screening genii rezistence v digestatech pomoci PCR

Po provedené izolaci DNA (viz kapitola 4.7.1) byla fotometrickou metodou stanovena
koncentrace a Cistota ziskanych vzorki DNA (Tab. 19). Izolace byla vyhodnocena jako
velmi uspésnd, nebot’ se podatilo ziskat DNA s vysokou koncentraci a odpovidajici Cistotou,
ktera je vhodna pro nasledné analyzy. DNA byla izolovana z kazdého vzorku v triplikatech

(A, B, C).

Tabulka 20 Namétené koncentrace DNA po izolaci z digestati.

Cislo | koncentrace | Cislo | koncentrace | Cislo | koncentrace
vzorku [ng/ul] vzorku [ng/pl] vzorku | [ng/ul]
1A 283.4 1B 349,9 1C 277,8
2A 157,0 2B 118,4 2C 92,1
3A 183,1 3B 152,4 3C 115,2
4A 190,3 4B 172,5 4C 160,2
5A 108,3 5B 97,4 5C 96,2
6A 159,4 6B 158,1 6C 196,2
TA 132,0 7B 135,3 7C 124,4
8A 123,3 8B 116,6 8C 131,3
9A 220,2 9B 177,4 9C 197.9
10A 145,3 10B 152,9 10C 106,2
11A 135,6 11B 140,5 11C 205,2
12A 156,0 12B 184,7 12C 189,4
13A 323,6 13B 140,7 13C 188,0
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62,256 60°C
plaT. blaT. baT. blaT. blaT. blaT. blaT. blaT. blaT.| plaT. blaT. blaT. blaT. blaT. blaT. blaT| blaT. blaT
1A 12A 13A 11AF 12AF 13A8 0 42 ||NA 12A 13A 11AF 12AF 13ATF © 42 1A
W""‘i‘i e 1000 bp
500 bp . - 500bp
— et
100 bp - p— 100 bp
58,7°C
blaT. blaT. blaT. blaT. blaT. blaT. parC parC parC parC parC parC parC parCljparC parC parC parC parC
12A 13A 11AF 12AF 13AF O | 38 38F 39 40 11AF 12Ar 13Ar O || 38 38 39 40 1A
— —_—
1000 by N
00 bp
- - -
— — e s e p— = —

100 bp s ——

- Oy = v
58,7°C 55.2°C
parC parC parC||parC parC parC parC parC parC parC par(] parC parC parC parC parC parC parC par

12A7 13AF 0 || 38 38t 39 40 11AF12AF 13AF O | 38 38F 39 40 11AFI12Af 13AF 0O

Obrazek 4 Vysledky gradientové PCR s primery blaTEM (blaT.) a parC.

60°C S8, 55,250
43042 3adA2 2adA2 03dA2 108 2adA? 33dA2 33dA2 3002 3adATPadA2 3002 3adA2 aadA2 20dA2

22 11AF 12AF 13AF 0 |R2  11AF 12AF 13AF O (|22 11AF 12AF 13AF O

1000 bp' s 1000 bp
500bp _- 500 bp
- ¢ - - - — e — ——
100 b |- ® 100 bp

aadA2 aadAl aadAl aadA2 aadA2

22 11AF 12AF 13AF O

1000 bp Kl
s00bp

100 bp -

Obrazek 3 Vysledky gradientové PCR s primerem aadA2.

Po vyhodnoceni detekce ARG u vybranych izolath byla provedena optimalizace PCR
reakci pro primery blaTEM, parC a aadA2, u nichZ bylo zjiSténo, Ze pouzité podminky
annealingu neodpovidaly optimalnim hodnotdm doporu¢enym vyrobcem. Kromé DNA
rezistentnich izolatd byla do reakci pfidana desetkrat fedéna DNA z digestatt 11A, 12A a
13A. Vysledky ELFO jsou zobrazeny na Obrazcich 5 a 6. Na zaklad¢ elektroforegrami bylo
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uréeno, ze optimalni T, jsou 60 °C pro primer blaTEM, 55 °C pro primer parC a 60 °C pro
primer aadA2.

mntl2 intl2 intl2 intl2 ntl2 intl2
12A  13A 11AF 12AF 13A1F 0O

intl2
11A

-
1000 bp
—

500 bp -
—

— . — —— —
100 bp .

Obrazek 7 Amplifikace genu intl2 se vzorky DNA 1A, 2A a 3A.

tetA tetA tetA tetA tetA tetA tetA  tetC tetC  tetC  tetC  tetC

GA TA BA 0A 10A 0O 1A 2A 34 4A S5A

tetA  tetA fetA tetA
1A 2A 3A 4A S5A

1000 bp M- 1000 bp
500 bp — 500 bp
e — — -— -— -
100 bp 100 bp
tetC tetC tetC tetC tetC tetC tetW tetW tetW tetW tetW tefW tefW tetW tetW tetW
GA TA SA 9A 10A O 1A 24 3A 4A SA 6A TA  BA %A 10A
1000 b W B 1000 by
500 bp ! 00 bp
e —
D D G S ———
100 bp 100 bp
tetW ermB ermB ermB ermB ermB ermB ermB ermB ermB ermB ermB mefA mefA mefA mefA
0 TA  2A 3A 4A 0 5A 6A TA BA 9A 10A 0 1A 2A  3A  4A
1000
toi 1000 by
500 bpa. B
— o w— — — —— —
100 by 100 bp

Obrazek 8 Amplifikace gentl tetA, tetC, tetW a ermB se vzorky DNA 1A-10A.

Screening vyskytu ARG ve vzorcich DNA izolovanych piimo z digestath vykazal
vyrazn€é vysSi UspéSnost ve srovnani sdetekci v DNA rezistentnich izolatd. Nejcastéji
detekovanymi geny byly tetW, ermB, sul2, strA a strB. Tyto geny byly uspésné
amplifikovany ve vSech analyzovanych vzorcich, pfi¢emz amplifikaéni produkty

odpovidaly o¢ekavané délce a nebyla pozorovéna tvorba nespecifickych produkti.
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Detekovany byly také geny sull, floR, aadA2 a intl2, u nichz byla pfitomnost cilové
sekvence potvrzena ve 12 ze 13 vzorkt. I v tomto ptipad¢ byla amplifikace vysoce specificka
a bez vedlejsich produktd. U 13 z celkovych 31 sledovanych gent byla amplifikace cilové
DNA méné efektivni, v nékterych piipadech nebyl cilovy tsek vibec amplifikovan nebo
reakce produkovaly vysoky podil nespecifickych produkti. Do této skupiny spadaji geny
tetM, gyrA, qepA, VanA, VanB, VanC, blaSHV, mecA, blaZ, mcrl, mcr2, catl a catll. Tyto
geny se ve veétsine vzorkl digestati pravdépodobné nevyskytovaly a rezistence na piislusna

antibiotika byla ziejm¢ zplsobena pritomnosti jinych genti rezistence.

Vzorky digestat s nejvyssim poctem detekovanych ARG byly 1A, 2A, 3A, 6A, 9A,
12A a 13A. Vyskyt ARG v digestatech vyrazné koreluje se sloZzenim vstupnich surovin
pouzivanych pii vyrob¢ bioplynu, které urcuji jak bakteridlni konsorcium, tak i diverzitu

pfitomnych gend.

U vzorkit 12A a 13A byl soucasti vstupni suroviny pro anaerobni digesci hniyj
pochézejici z chovii koni a skotu. Zatimco v zemédélskych provozech s mléénym skotem se
antibiotika pouzivaji pouze v nezbytnych piipadech, pfedevsim z diivodu vysokych nakladt
a piisné kontroly obsahu rezidui v mléce, v hobby chovech koni je situace odligna (53,
Indikace ATB v zajmovych chovek nepodléha tak piisné restrikci jako je tomu u zZivocisné
produkce 7). Koné se bézné dozivaji vyssiho véku a chovatelé ¢asto vénuji znaénou péci
zdravotnimu stavu zvitat, coz mize zahrnovat Castéjsi podavani ATB a dalSich 1é¢iv. Trus
téchto zvirat tak predstavuje vyznamny vektor Sifeni ARG. U vzork 6A a 7A byla také
jednou ze vstupnich surovin kravska kejda, dale u vzorku 2A kejda prasat. I u téchto vzorki

bude mit pravdépodobné vliv na vyskyt ARG mnozstvi a druhy ATB vyuzivané v téchto

chovech.

Vzorky 1A, 3A, 9A a 10A pochazely z COV, kam mize pfitékat odpadni voda z
domacnosti, zeméd¢lskych provozi, zdravotnickych zatfizeni a pecovatelskych domovi.
Tyto zdroje mohou obsahovat stopovd mnozstvi ATB a mikroorganismy nesouci geny ARG,
a tim pfispivat k jejich akumulaci v digestatech. Tyto vzorky slouzily jako kontrola a
srovnani pro vzorky zbioplynovych stanic. U vzorkit 7A a 11A nam bohuzel nebyly
poskytnuty informace o vstupnich surovinach pro AD, takze nemiiZzeme vyskyt ARG
porovnat s ostatnimi vzorky. Vime pouze, Ze vzorky pochazeji ze zemédélskych

bioplynovych stanic.

Vysledky detekce ARG jsou shrnuty v tabulce €. 20, kterd byla sestavena na zékladé
analyzy snimka z ELFO. Ilustrativni piiklady vysledki amplifikace genil intl2, tetA, tetC,
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tetW, ermB a mefA jsou vyobrazeny na obrazcich 7 a 8. Kompletni dokumentace ostatnich

amplifikovanych genil je obsaZena v Ptiloze II.

Tabulka 21 Vysledky detekce geni rezistence u DNA izolované z digestatu.

pljian?::u Skupina ATB Vyls)léclifk
tetA tetracykliny pozitivni u vSech digestatl s vyjimkou SA a 9A
tetC tetracykliny pozitivni u vzorku 1A, 2A, 3A, 9A, 10A
tetW tetracykliny pozitivni u v§ech vzorku digestatl
tetM tetracykliny negativni u vSech vzorkl digestatl
ermA makrolidy pozitivni u vzorkl 2A, 3A, 8A
ermB makrolidy pozitivni u vSech vzorkl digestatt
Msr(A/B) makrolidy pozitivni u vzorku 3A
mefA makrolidy pozitivni u vzorkli 1A, 2A, 3A, 4A, 6A, 7A, 8A, 9A
gyrA fluorochinolony negativni u vSech vzorkl digestatl
gepA fluorochinolony negativni u vSech vzorkt digestati
qnrA fluorochinolony pozitivni u vzorku 6A, 12A, 13A
parC fluorochinolony pozitivni u vzorkli 1A, 11A, 12A, 13A
VanA vankomyciny negativni u vSech vzorkl digestatt
VanB vankomyciny negativni u vSech vzorkl digestatt
VanD vankomyciny negativni u v8ech vzorki digestatl
blaTEM betalaktamy pozitivni u vzorkl 1A,éiz 31?,A4A, 5A, 6A, 7A, 11A,
blaSHV betalaktamy negativni u vSech vzorkl digestatl
mecA betalaktamy negativni u vSech vzorkt digestatt
blaZ betalaktamy negativni u v8ech vzorki digestati
mcrl polymyxiny negativni u vSech vzorkl digestati
mcr2 polymyxiny negativni u vSech vzorkt digestatt
sull sulfonamidy pozitivni u vSech vzorki s vyjimkou 1A
sul2 sulfonamidy pozitivni u vSech vzork digestati
sul3 sulfonamidy pozitivni u 1A
cat I fenikol. ATB negativni u vSech vzorkl digestati
cat III fenikol. ATB negativni u vSech vzorkl digestati
floR fenikol. ATB pozitivni u vSech vzorki s vyjimkou 5A
strA aminoglykosidy pozitivni u vSech vzorkl digestati
strB aminoglykosidy pozitivni u vSech vzorki digestatli
aadA2 aminoglykosidy pozitivni u vSech vzorki s vyjimkou 8A
rpsL aminoglykosidy pozitivni u vSech vzorki s vyjimkou 1A, 2A, 3A
intl2 GMEs pozitivni u vSech vzorki s vyjimkou 9A
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Evropské agentura pro 1éCivé ptipravky (European Medical Agency, EMA) vydala
kategorizaci ATB pro pouziti ve veterindrni mediciné¢ v ramci EU. ATB jsou v tomto
systému rozdelena do ctyt kategorii (A—D) na zaklad¢é rizika vzniku antimikrobidlni

rezistence a jejich vyznamu pro humanni medicinu. 7

Kategorie A (,,Avoid®) zahrnuje ATB s nejvysSim rizikem rozvoje rezistence a jejich
pouziti ve veterinarni medicin€ je zakazano, s vyjimkou individuélni [éCby zajmovych zvifat
(napt. psu, kocek, koni). Podle klasifikace EMA spadaji tetracykliny a sulfonamidy do
kategorie D (,,Prudence®), tedy skupiny antibiotik, jejichz pouziti je veterinarnimi lékati
obecné povazovano za piijatelné v bézné praxi. Geny rezistence na tetracykliny (tet) a
sulfonamidy (sul) jsou svym vyskytem &asto spojovany s odpady z Zivocisné produkce 6,
Gen blaTEM je spojen pfedevSim s rezistenci na peniciliny, které EMA zatazuje do
kategorie D. Ostatni testované geny pro rezistenci k betalaktamovym ATB koduji rezistenci
ke konkrétnim ATB (napf. cefalosporiny), které spadaji do kategorie B. Tyto geny nebyly
ve vzorcich detekovany. Testované geny spojené s rezistenci k aminoglykosidim predevsim
(strA a strB) byly Siroce detekovany ve vzorcich digestatl, tyto geny jsou spojeny s
rezistenci na aminoglykosidy, které EMA vétSinou fadi do kategorii C nebo D v zavislosti
na konkrétnim antibiotiku. Pro vétSinu bézné pouzivanych aminoglykosidii ve veterinarni
mediciné€ plati, Ze patii spiSe do kategorie D. Vysoka frekvence vyskytu genli skupiny tet,
sul, str a genu blaTEM v analyzovanych vzorcich odpovida pravé tomuto zafazeni a jejich

roz§ifenému vyuziti v chovech hospodatskych zviiat. 7]

Makrolidy a fenikoly jsou klasifikovany jako kategorie C (,,Caution®), coz znamena,
ze by mély byt nasazeny pouze tehdy, neni-li dostupnd vhodna alternativa z kategorii D.
Pfesto byl gen ermB, souvisejici s rezistenci k makrolidiim, detekovan ve vSech vzorcich
digestatil, coz naznacuje, Ze tyto latky mohou byt vyuzivany castéji nez doporucuje regulace,
nebo ze geny rezistence pretrvavaji dlouhodobé v prostiedi. Podobné byl gen floR,
asociovany s fenikoly, nalezen témét ve vSech vzorcich (s vyjimkou 5A), coz rovnéz
podporuje obavy z pretrvavajici environmentalni zatéze rezistentnimi determinantami i u

méné bézné& pouzivanych antibiotik. °7)

Fluorochinolony jsou zatfazeny do kategorie B (,,Restrict™) a jejich pouziti by mélo byt
omezeno na specifické klinické ptipady, vzdy s testem citlivosti. Pfesto byly geny spojené s
rezistenci vici této skupiné (parC a qnrA) detekovany ve vybranych vzorcich. parC byl
pfitomen napf. ve vzorcich 12A a 13A, u nichz byla vstupni surovina tvofena mimo jiné

hnojem z hobby chovu koni — sektoru, ktery neni pod tak ptisnou kontrolou jako produkéni
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fluorochinolont, tak jejich perzistence v Zivotnim prostiedi. 7!

Naopak geny, jejichz pfitomnost je spojena s antibiotiky pfisn¢ omezenymi ¢i zakdzanymi
(napt. vankomyciny — VanA, VanB, VanC, polymyxiny — mcrl, mer2, nékteré betalaktamy
—blaZ, mecA, nebo chloramfenikoly — catl, catlIl) nebyly ve vzorcich digestati detekovany
nebo byly pfitomny ve velmi nizké mite. Tyto vysledky odpovidaji zatazeni téchto antibiotik
do kategorie A nebo B, kdy jejich pouziti ve veterinarni medicin€ je bud’ zakézano, nebo

silné omezeno. 7

5.3 Geny detekované v digestatech pomoci PCR

Pomoci qPCR byly ziskany hodnoty Ct (threshold cycle) pro jednotlivé vzorky digestath.
Tyto hodnoty poskytuji informace o mnozstvi cilovych genl rezistence ptfitomnych ve
vzorcich. Soucasti vysledkil jsou také amplifikaéni kiivky, které potvrzuji spravny pribéh
reakce a specifitu amplifikace. Pfiklad amplifikacnich ktivek je zndzornén na Obrazku 9,
ktery ukazuje pribéh amplifikace v Case pro gen tetW ve vzorku digestatu 2A. Pied
samotnym vyhodnocenim dat bylo nezbytné zkontrolovat a piipadné upravit hodnoty
prahové linie (threshold baseline), jelikoz urcité zakladni urovné fluorescence jsou ptitomny
ve vSech jamkach jiz pfed zacatkem detekovatelné amplifikace. Tyto hodnoty se mohou
mezi jamkami mirn¢ lisit. Software pro qPCR vyuzivé algoritmus pro odecteni prahové linie,
ktery nastavuje vSechny hodnoty baseline na stejnou hodnotu. Timto zptisobem jsou hodnoty

Ct uréovany ze stejného vychoziho bodu, coZ zajistuje konzistenci mezi vzorky. 54

vV

dvé reakce a vysledné hodnoty Ct byly zprimérovany. V piipadech, kdy hodnoty mezi sebou
vyrazné nekorelovaly, byly odlehlé vysledky vyfazeny. Kompletni pfehled hodnot Ct je

uveden v Pfiloze P IIL

Pomoci qPCR byla sledovana amplifikace DNA gent tetW, ermB, floR, sul2 a parC ve
vzorcich 1A, 2A, 6A, 7A a 11A. Tyto geny byly vybrany s ohledem na pokryti co nejvétsiho
spektra skupin ATB a také na vysledky ptedeslé PCR analyzy, nebot’ u vétSiny téchto gent
byl vysoky zachyt napfi¢ vzorky digestatu.

V programu Microsoft Excel byly z hodnot Ct (osa y) a desitkového logaritmu
koncentrace (osa x) vytvoteny standardni kiivky. Méfené body byly prolozeny spojnici, ke

které byla automaticky pfifazena rovnice ptimky a korelacni koeficient (R?). Hodnota R? by
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m¢éla idedlné presahovat 0,97, coz potvrzuje kvalitu linedrni zavislosti mezi logaritmem
koncentrace a hodnotami Ct. Na zéklad¢€ rovnice standardni kiivky byla nasledné vypoctena
reak¢ni efektivita a provedena absolutni kvantifikace, tedy ur¢eni mnozstvi cilové sekvence

DNA ve vzorku. P4 3]

Hodnota R? ve vsech pfipadech piesahla pozadovanou mez 0,97. Efektivita qPCR by se
idedlné¢ méla pohybovat v rozmezi 90-110 % 31, U vétsiny vzorkd byly tyto hodnoty v
akceptovatelném rozmezi. Pro ilustraci vysledkli gPCR byl zvolen vzorek digestatu 2A a
gen tetW. Na tomto piikladu jsou prezentovany amplifikacni kiivky (Obrazek 9) a rovnice

regrese (Obrazek 10). Efektivita této reakce byla 94,4 % a R? 0,99.

Armnplification
qoo0 L. "f,"___,_ SRR
1000 - ------------- -------------- -------- .-_.f_/___.-r""
aoo L. L S
E 600 __ ............. .............. ........

qon0 Lo D oo
a0 Lo DTN A SURRY SR St /f

[ — :

— |

0 10 20
Cycles [] Log Scale
Obrazek 9 Amplifikacni kiivky qPCR genu tetW, vzorek 2A.

tetW - vzorek 2A

35

y = 3,4642x + 14,006
30 F R?=0,995

25

Ct [1]

15

10

log,,(c)[1]

Obrazek 10 Graf standardni kiivky genu tetW, vzorek 2A.
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Efektivita qPCR pro geny floR a parC piekrocila hodnotu 110 %, coz naznacuje
moznou nespecifickou amplifikaci nebo suboptimalni podminky reakce. Z tohoto divodu
bude nutnd dal$i optimalizace qPCR protokolii pro tyto geny v rdmci budouci prace.
Vysledné kvantifikace téchto dvou geni je proto tfeba povazovat za orientacni.
V nasledujicich sloupcovych grafech (Obr. 11-15) jsou porovnany hodnoty Ct jednotlivych

10krat fedénych vzorkd DNA pii amplifikaci jednotlivych genti rezistence.

Na Obrazku 11 jsou zndzornény hodnoty Ct pro gen tetW. Obecné plati, ze ¢im nizsi je
hodnota Ct, tim vét§i mnozZstvi cilové DNA bylo ve vzorku pfitomno na pocatku reakce [°°1,
Hodnota Ct tedy uzce koreluje s koncentraci cilové DNA ve vzorku. NejnizSich hodnot Ct
bylo dosazeno u vzorkd 6A a 7A, coz svéd¢i o nejvyssi koncentraci genu tetW napftic

testovanymi geny.

Obrazek 12 znazornuje srovnani hodnot Ct pti amplifikaci genu ermB. VétSina hodnot
Ct je pomérné nizkd, coz ukazuje na dostatecné mnozstvi cilového genu ve vzorcich.
Nejnizsich hodnot bylo dosazeno u vzorkli 1A a 2A, coZ naznacuje, zZe ve jmenovanych

vzorcich je nejvyssi koncentrace genu ermB.

Na Obrazku 13 jsou zobrazeny vysledky amplifikace genu floR. Ve vzorcich 1A, 6A a
7A byly zaznamenany vysoké hodnoty Ct. qPCR pro amplifikaci tohoto genu vyzaduje
optimalizaci, ovSem v piedeslé PCR analyze byl zachyt genu floR ve vzorcich 1A, 6A a 7A

velmi nizky, z toho diivodu jsou hodnoty Ct vyssi.

cvwr

hodnotu Ct, coz znaci Ze ve vzorku je nejvyssi koncentrace genu sul2.

Na Obrazku 15 je znazornéno porovnani hodnot Ct pro gen parC. Hodnoty Ct jsou zde
pfevdzné stfedni ve srovnani s ostatnimi analyzovanymi geny, coZ naznacuje primérné

mnozstvi cilové DNA ve vzorcich.
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tetW
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Obrazek 11 Graf porovnani hodnot Ct 10krat fedéné DNA, gen tetW.

ermB
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Obrazek 12 Graf porovnani hodnot Ct 10krat fedéné DNA, gen ermB.

floR
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Obrazek 13 Graf porovnani hodnot Ct 10krat fedéné DNA, gen floR.
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sul2
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Obrazek 5 Graf porovnani hodnot Ct 10krat fedéné DNA, gen sul2.

parC
24,50 2471 24,29 24 19
24,00
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—
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vzorek DNA

Obrézek 15 Graf porovnani hodnot Ct 10krat fedéné DNA, gen parC.

Vyzkumna skupina Wolak a spol. se ve své studii zaméfila na vyskyt ATB a ARG v
digestatech pochézejicich z bioplynovych stanic a COV !, Tetracykliny a sulfonamidy byly
detekovany ve vsSech vzorcich digestatl, bez ohledu na typ vstupni suroviny. Nejvyssich
koncentraci tetracyklind bylo dosazeno v digestatech ziskanych z kravské kejdy. Naproti
tomu fluorochinolony a makrolidy byly detekovany pouze ve vzorcich pochazejicich z COV.
Geny rezistence sull a sul2 vykazovaly napfi¢ vzorky nejvySsi koncentrace. Ve vSech
vzorcich digestatl byly rovnéz detekovany geny tetA, tetM a ermF. Zajimavym zjiSténim
této studie je, Ze zatimco sulfonamidova antibiotika byla detekovana pouze ve vzorcich z
COV, geny sul byly ptitomny ve viech vzorcich, bez ohledu na ptivod substratu ', Geny

v

vyznamnou piitomnost v testovanych digestitech. Amplifikace téchto genli probéhla
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v dostate¢nou efektivitou, coz také naznacuje vysokou piitomnost t€chto gend ve vzorcich.
Vyzkum skupiny Haffiez a spol. se zamétil na vyskyt ARG v digestatech v prubehu celého
procesu AD a prokazal vysoké koncentrace skupiny genti tet, sul, erm, bla a intl. Ze skupiny
tet dominoval napfi¢ vzorky gen tetW, zatimco u genli ze skupiny sul/ byl zaznamenan
vyrazné vyssi vyskyt genu sull, i kdyz gen sul2 byl rovnéz detekovan ve vSech vzorcich.
Zajimavy je také pokles koncentrace genu ermB v prib&hu digesce ve srovnani s ptivodnimi
vstupnimi surovinami, coZ mize naznacovat ¢astecnou degradaci nebo snizeni prevalence
tohoto genu béhem AD procesu ¥, Vysledky této publikace koreluji s vysledky bakalarské
prace, nebot’ byly prokazany vysoké koncentrace genu tetW, také detekce genti sul2 byla
uspesna u vSech vzorki 1 kdyZ hodnoty Ct byly vyS$i nez u tfeba genli tetW a ermB, coz

znaci niz8i koncentraci genu sul2 ve vzorku.
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace byla detekce ARG v odpadnich zemédélskych produktech po
anaerobni digesci, které mohou vyznamné pfispivat ke vzniku a Sifeni rezistentnich
mikroorganismi a genu rezistence. Byly analyzovany vzorky 13 anaerobnich digestatti z
bioplynovych stanic a COV, kde primarni surovinou byly pravé odpadni zemédélské
produkty. Detekce byla provedena pomoci metod PCR a qPCR se zaméfenim na vybér
vhodnych primerti, ovéfeni jejich funk¢énosti a optimalizaci amplifikac¢nich reakci pro dalsi

vyzkum.

Vzhledem k existenci tisici ARG a stovkam typti ATB bylo vybrano 32 gent rezistence
(tetA, tetC, tetW, tetM, ermA, ermB, Msr(A/B), mefA, gyrA, qepA, qnrA, parC, VanA,
VanB, VanD, blaTEM, blaSHV, mecA, blaZ, mcrl, mcr2, sull, sul2, sul3, catl, catlll, floR,
strA, strB, aadA2, rpsL, intl2) zodpoveédnych za rezistenci k 9 skupindm ATB (tetracykliny,
makrolidy, fluorochinolony, vankomyciny, betalaktamy, polymyxiny, sulfonamidy,

fenikoly a aminoglykosidy), jejichz vyskyt je Casto spojovan s odpady ze Zivo€isné vyroby.

Primery pro amplifikaci vybranych genti byly nejprve testovany metodou PCR na DNA
izolované z rezistentnich mikroorganismii kultivovanych na vybranych skupinach ATB.
Pozitivni amplifikace byla zaznamenana pouze u genu sul2, strA a aadA2. Vyrazné
uspésneé detekovano 19 z 32 sledovanych ARG. Ve vsech vzorcich byly konzistentné
detekovany geny tetW, ermB, sul2, strA a strB. Pro analyzu pomoci qPCR bylo nasledné
vybrano 5 genti (tetW, ermB, floR, sul2 a parC) a 5 vzork digestat (1A, 2A, 6A, 7A a9A).
Vzorky byly mezi sebou srovnany na zakladé¢ Ct hodnot. Mnozstvi jednotlivych gent
rezistence se mezi jednotlivymi digestaty lisilo, Ize tedy pfedpokladat, ze rozdily ve slozeni
vstupnich substratl nebo pivodu digestaitu mohou ovliviiovat pfitomnost a mnoZzstvi

sledovanych genti rezistence.

Vysledky detekce ARG v digestatech odpovidaji kategorizaci EMA, kdy nejcastéji se
vyskytuji geny spojené s ATB z kategorii D (tetracykliny, sulfonamidy, peniciliny) a C
(makrolidy, fenikoly), coz reflektuje jejich b&zné pouzivani ve veterinarni praxi. Geny
rezistence na ATB z pfisné regulovanych kategorii A a B (napf. vankomyciny, polymyxiny,
nékteré betalaktamy) nebyly nebo byly jen vyjimecné detekovany, coz potvrzuje omezené

vyuziti téchto latek. Pretrvavani gend rezistence v environmentalnich vzorcich poukazuje na
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potiebu pokracujiciho monitoringu a opatrného ptistupu k pouzivani ATB ve veterindrni
medicing.

Soucasti prace byla i amplifikace genu 16S rRNA rezistentnich izolatl a jejich nasledna
identifikace pomoci Sangerova sekvenovani. Identifikace byla Gspésné u vSech 51 izolatd a
nejvice zastoupenou taxonomickou skupinou byla celed Bacillaceae, coz odpovida

o¢ekavanému slozeni mikrobidlniho konsorcia anaerobniho digestatu.

Zjisténé vysledky podtrhuji vyznam monitorovani genit ARG v odpadnich produktech,
jako jsou anaerobni digestaty, které¢ mohou predstavovat potencialni zdroj Sifeni rezistence
do Zivotniho prostiedi, pfedevSim pii jejich vyuziti jako hnojiv na zemédé€lskou pidu.
Vzhledem k castému vyskytu ARG v téchto materidlech je dilezité zavést systematicky
dohled a ptipadné navrhnout technologicka opatfeni ke sniZeni jejich vyskytu v koneénych
produktech AD. Vysledky této prace tak mohou slouzit jako zéklad pro dalsi vyzkum v
oblasti bezpecného naklddani s organickymi odpady, pro tvorbu doporuceni pro
provozovatele bioplynovych stanic a potencialné i pro tvorbu budouci legislativy zamétené

na omezeni Sifeni antibiotické rezistence z antropogennich zdrojt.
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AD anaerobni digesce

ARB antibioticky rezistentni bakterie
ARG geny antibiotické rezistence

bp para bazi

Cas CRISPR-asociovany protein

COVID-19  Coronavirus disease 2019

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

Ct treshold cyklus

cov ¢isticka odpadnich vod

ddH-O destilovana a deionizovand voda
ddNTPs dideoxyribonukleotidtrifosfaty

DHPs protein dihydropteorat syntaza

dNTPs deoxyribonukleotidtrifosfaty

dsDNA dvouvlaknovd DNA

ELFO horizontalni gelova elektroforéza

EMA Evropska agentura pro 1éCivé piipravky
FISH fluorescencni in situ hybridizace
GTDB Genom Taxonomy Database

LAMP loop-mediated isotermalni reakce
NASBA Nucleic acid sequence-based amplification
NGS sekvenovani nové generace

MBR membranovy bioreaktor

MEFS major facilitator superfamily
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PBP penecilin-vazajici protein
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PCR
qPCR
RZ

RCA

rpm
rRNA
RT-PCR
SARS
sgRNA
ssDNA
Ta
TD-PCR

WGS

polymerazova fetézova reakce
kvantifika¢ni polymerazova fetézova reakce
korela¢ni koeficient

replikace rotujiciho kruhu

rekombindzova polymerazova amplifikace
otacek za minutu

ribozomalni RNA

reverzné transkripcni polymerazova fetézova reakce
tézky akutni respiracni syndrom

single guide RNA

jednovldknova DNA

teplota annealingu

touch down PCR

celogenomové sekvenovani
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