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Role pudy v evoluci a Sireni
antimikrobialni rezistence
(AMR)

- Evoluce AMR v pudé (vyznamna - mnoho
prirozenych producenti ATB)

» Sifeni AMR v pudé (v souvislosti s AMR
kontaminujicimi zdroji)

* Prirozené a kontaminujici prostredi




Sifeni AMR v prostiedi: Hnlij a zemédélska
puda

MDR patogeny

=Zdroj kontaminujici AMR
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Cil prednasky

pohled nar. Acinetobacter
v procesu Sifreni AMR z
kravského hnoje do
zemédélskych pld a jeho
potencial byt oportunnim
patogenem

r. Acinetobacter

patfi mezi prospésné pudni bakterie, zlepSuje Urodnost pudy,
detoxikuje prostredi kontaminované tézkymi kovy i organickymi
polutanty

neobyva extrémni prostredi, ale vynika mimoradnou odolnosti k
vysychani a latkam s AM ucinkem, pfizpusobivosti k potravni
nabidce

snadna izolace z pldy, vody, odpadnich vod, bezobratlych, zvirat,
rostlin, lidského téla, potravy

A.spp. ¢astou pric¢inou environmentalnich infekci u jedincl s
oslabenou imunitou

Prominentni postaveni A. baumannii, nejvirulentnéjsSi mezi
ostatnimi druhy. Patfi do skupiny ESKAPE patogen( s vysokou
mirou antibiotické (multi)rezistence, odpovédny za vétsinu
nozokomialnich infekci (prevazné aspiracni pneumonie a
katetrizacni bakteriémie, stejné jako infekce mékkych tkani a
mocovych cest).



Pro sledovani interakce fekalniho a pudniho mikrobiomu:
Mikrokosmoveé inkubacni experimenty

Design horizontalniho vrstveni

Vrchni vrstva = Hnyj
smés 12 vzorkl odebranych z rekta dojnic z mlééné
farmy

Zo6na prirozené interakce hnuj a ptida (oddélena od hnoje
a spodni vrstvy pudy sitkou)

Plda trvalého travniho porostu (bio-farmy)




Hnuj mlééného skotu pod profylaktickou aplikaci
tetracyklinovych ATB (CTC-metricyklinové ¢ipky)

« TET-r geny byly stabilni ¢asti strevniho metagenomu mlééného skotu.
« Resistom zahrnoval vSechny zakladni typy TET-r mechanism
« Stado sdilelo ,core-resistome” od raneého véku jedincu (1-2 tydny),

« Vyskyt a mnozstvi TET-r genu v Cerstvém trusu jalovic a dospélych krav
zustaly neovlivnény intrauterinni aplikaci CTC

« Pida v blizkosti farmy i pole, na kterou byl aplikovan hnuj z farmy, byla
kontaminovana TET-r s perzistenci nékterych genl déle nez 3 mésice po
aplikaci hnoje.

- Mezi nositele TET-r genu patfil Acinetobacter johnsonii a A. soli: tet(Y)

Kyselkova et al., 2015, Frontiers in Microbiology



Hnuj mlééného skotu pod TET profylaxi
zdrojem MGE schopnych Sirit TET-r geny
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Exogenni izolace plazmidd nesoucich TET-r geny z
kravského hnoje pomoci recipientii a TET selekce
transkonjugant( ukazala, Ze

hndj je nejen zdrojem TET-r gent, ale i MGE
schopnych Sirit TET-r geny

Poprveé v kravském hnoji byl zachycen LowGC
plasmid (charakteristicky pro r. Acinetobacter)
nesouci tet(Y)

Kyselkova et al., 2016, FEMS Microbial Ecology



Role domaciho pudniho mikrobiomu

MICROCOSMS Control Soil Manure and soil Manure and y-irr soil

TOP

INTERLAYER

BOTTOM

Kultivaéni narlst Acinetobacter a dalSich NFGNB
(ChromAgarAcinetobacter medium, 28°C, 24 h)

Zleva: kontrolni ptida, ptda ovlivhéné hnojem a gamma ozarena
puda ovlivhéné hnojem

« Mikrokosmovy pokus zaméreny na

Sireni TET-r gent z hnoje do pudy
se zdravou a gamma radiaci
oSetrenou plidou ve tfech
nezavislych pokusech ukazal, ze
ozarené pudy pod hnojem
vykazovaly prikazné vyssi
pocetnost genll TET-r ve srovnani
se zdravou pudou.

Podobné to ilustruje markantni
rozdil v nartstu NFGNB kolonii ve
zdravé a gamma ozarené pudé
ovlivnéné hnojem (foto)

Pérez Valera et al., 2019, Scientific Reports



Experiment S Experiment B

Cerstvy hnuj spousti H\\ 1
masivni, ale kratkodobou 1 | e
dominanci acinetobacteru v Y |k

FUNNVIN

mikrobialnim spolecenstvu
pastevni pudy

log CFU g' dw
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« Relativni skladba celkovych i
kultivovanych spolecenstev (sekvenace

7 - /
16SrRNA amplikont) potvrdila dominanci _‘ T .y
acinetobakter(l 2.-7. den po aplikaci T e —
hnoje, po té je nahrazuji dalsi « 0O 2-3rady vyéé.l' kultivovatelné pocty
nefermentuiici G- bakterie (NFGNB) (ChromAgarAcinetobacter, 24 h, 28°C) v

., pudach ovlivnénych hnojem oproti
zejmeéna r. Stenotrophomonas a

kontrolni pldé, zejména 2.-7. den, po té
Pseudomonas pokles
, ) . ¢ v gamma ozarené pudé oproti zdravé
Pérez Valera et al., Applied Soil Ecology, 2022 plidé zUstavaiji podty cca o Fad vyssi.



« Celogenomové shotgun analyzy
llumina NovaSeq 6000 (Novogene)
smésné kultury NFGNB
(CHromAgarAcinetobacter) izolované z
hnoje, z pldy a z pldy ovlivhéné hnojem
potvrdily dominanci acinetobakter( na
zacatku inkubace, urdily skladbu AMR,
pomohly vytvorit asociacni mapy
spojujici taxony NFGNB s
tetracyklinovym resistomem.

« Kromé jiného potvrdily, Ze hnuj je
zdrojem acinetobactert nesoucich
tet(Y), které jsou prenaseny do
hnojené pudy.

* Nejbohatsi TET resistom byl indikovan u
Stenotrophomonas a Pseudomonas

Sardar et al., 2023, FEMS Microbial
Ecology
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Znaky IZO|a'tl°] « Celogenomova shotgun analyza 11 Acinetobacter
v wr_ izolatl z hnoje a hnojem ovlivhéné pldy + 7
usnadntICI referencnich genomu véetné klinickych A.

perzistenci v baumanii
prostredi a kolonizaci - 164 vybranych genti mapuijicich: AMR, HGT,
hostitele indikovaly virulenci, tvorbu biofilmu, resistenci k vysychani,

quorum sensing/quenching, kapsularni

VySOk)'[ poten(:iél polysacharidy, lipopolysacharidy, vychytavani
= zeleza, vSestrannost v rlstovych pozadavcich,
patogenlty tvorbu rezervniho materialu, chemotaxi

isky traits of Acinetobacterisolates * Tep|0tnI’ rlo'IStova" analylza (370C-44°C)!

« ATB multirezistence klinicky relevantnich
kategorii (Magiorakos et al., 2012)

W} - Potencial patogenity izolat(i a referencnich

aaaaaa

kmenu byl hodnocen pomoci PathogenFinder
(Cosentino et al., 2013)

Dede et al., 2025, Microbial Pathogenesis




Risky traits of Acinetobacterisolates
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Shrnuti role r. Acinetobacter v procesu Sireni AMR
z ¢erstvého kravského hnoje do zemédélskych pud
a jeho potencial byt oportunnim patogenem

« Ano, environmentalni kmeny predpovézeny jako lidské patogeny

« Potvrzeny prenos AMR acinetobaktert a obohaceni z hnoje do pldy

« Vysoka schopnost akumulovat geny AMR a Sirit se pomoci MGE

« Po aplikaci hnoje pouze kratkodoba dominance v plvodni pudni komunité
« Rizikovéjsi pro prostredi s degradovanym domacim pudnim mikrobiomem

« Domaci mikrobiom pudy tlumil Sifeni AMR a acinetobakter(l z hnoje do pudy



K diskusi

« 2 typy kolonizace/infekce
oportunnim patogenem:

Prudka - traumata, popaleniny,
imunodeficience, ...

Ticha - chronicky stres, Spatna
Zivotosprava

vyznam domaciho hostitelskeho
mikrobiomu

2 zasadni vlivy ATB aj latek s
antimikrobialnim uc¢inkem na
hostitelsky mikrobiom: 1. narUst
AMR a 2. pokles diverzity a vitality

Domaci hostitelsky mikrobio

Pldni mikrobiom

Rezervoar prirozené AMR

DR patogeny 3’?’?

ktory AMR

BARIERY éiffENi V PROSTREDI
DOMACI PUDNi MIKROBIOM

Fekalni mikrobiom

Zdroj kontaminujici AMR,
E. selekcni tlak ATB

y
AMR
//




Nepodcenujme vliv AM na zdravy mikrobiom prostredi/

hostitele

Vyzkum viceslozkového systému (liSejnik), a
uplatnéni komplexniho vyuzivani -omickych
metod je cesta, ktera dovolila lépe odkryt a
upresnit dopady 4 AM c¢asto pouzivanych v
zemeédeélstvi na mikrobiom dosud nenaru$seneho
prirozeného prostredi (Wicaksono et al., 2022:
Trade-off for survival: Microbiome response to
chemical exposure combines activation of
intrinsic resistances and adapted metabolic
activity. Environment International 168).

Ugdinek
glyfosatu>alkylpyrazinu>tetracyklinu>kolistinu
ukazal na urovni transkriptomu a proteomu:

1. posileni AMR na ukor metabolické aktivity
2. zménu diverzity a vitality mikrobiomu
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