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Anotace: 

Předkládaná práce se zabývá výskytem tetracyklin rezistenčních genů v půdním prostředí 

ovlivněném odpady z ţivočišné výroby. V experimentální části práce byl sledován přenos 

tetracyklin rezistenčních genů z exkrementů mléčného skotu do půdy. 

 

Annotation: 

This bachaleor thesis is dedicated to occurence of tetracycline resistance genes in the soil 

environment influenced by wastes from livestock production. In the experimental part, the 

transfer of tetracycline resistance genes from the excrements of a dairy cattle to the soils was 

studied. 
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Seznam zkratek: 

AMK řetězec  Aminokyselinový řetězec 

AT pár   Komplementární pár adenin-thymin 

ATB   Antibiotika 

atb-r geny   Rezistenčí geny k různým antibiotikům 

ATB-rezistence  Antibiotiková rezistence 

BSA   Hovězí sérový albumin (Bovine Serum Albumine) 

dATP    Deoxyadenosintrifosfát 

dCTP   Deoxycytidintrifosfát 

dGTP   Deoxyguanosintrifosfát 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Deoxyribonukleová kyselina 

dTTP   Deoxythimidintrifosfát 

EDTA    Kyselina ethylendiamintetraoctová 

GC pár   Komplementární pár bazí guanin-cytosin 

HGP   Horizontální genový přenos 

IT    Intestinální trakt zvířat 

otr-geny   Tetracyklin rezistenční geny přirozených producentů antibiotik 

PRP   Proteiny ribozomální protekce 

Rezistom  Skupina rezistenčních genů v určitém prostředí 

RNA   Ribonukleová kyselina 

TAE pufr   40 mM Tris, 20mM kys. octová, 1 mM EDTA, pH=8,0 

Taq-polymeráza Termostabilní DNA polymeráza bakterie Thermus aquaticus 

TET-r    Rezistence (odolnost) k tetracyklinovým antibiotikům 

tet-r    Tetracyklinová rezistence na úrovni genů 

tet-r geny   Tetracyklin rezistenční geny 

Tet-proteiny   Efluxní pumpy, proteiny ribozomální protekce, enzymy inaktivující 

   tetracyklinová antibiotika 

Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

Triton X-100   C14H22O(C2H4O)n 

ŢO    Ţivočišné odpady
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1. Úvod a cíle práce 
 

     Zabránění šíření antibiotické rezistence (ATB-rezistence) potravním řetězcem patří mezi 

současné priority, k jejichţ řešení je nezbytný také intenzivní ekologický výzkum. Mezi 

rizika šíření bakteriální rezistence nepochybně patří vstupy ATB-rezistentních 

mikroorganizmů do prostředí formou ţivočišných odpadů. V běţné praxi nedochází k 

separaci exkrementů zvířat ošetřených antibiotiky (ATB) od ostatních. Je otázkou, jak 

nestrávená ATB ovlivňují fekální mikroflóru a následně i půdní mikroflóru, pokud se 

ţivočišné odpady dostanou formou hnojení do půd. Předkládaná práce se soustředí na 

bakteriální rezistence k tetracyklinovým antibiotikům (TET-r), jejichţ aplikace je spojená 

s více neţ padesátiletou praxí v ţivočišné výrobě. 

     Cílem práce bylo (i) získání a zhodnocení literárních dat týkajících se problematiky 

výskytu a šíření tetracyklin rezistenčních genů (tet-r genů) v prostředí, zejména v půdách 

hnojených odpady z ţivočišné výroby; (ii) osvojení metodiky detekce tet-r genů ve vzorcích 

půdy a ţivočišných exkrementech a (iii) detekce tet-r genů v modelovém pokusu sledujícím 

přenos a perzistenci tet-r genů z exkrementu skotu léčeného tetracyklinovými antibiotiky do 

půdy. 

 

Pracovní hypotéza: 

 

     Mnoţství i pestrost (diverzita) tet-r genů v prostředí se bude zvyšovat v závislosti na 

selekčním vlivu tetracyklinových antibiotik a na diverzitě bakteriálního společenstva 

prostředí schopného sdílet, co nejpestřejší tet-r rezistom. Fekální bakteriální společenstvo je 

zdrojem tet-r genů obohacující rezistom bakteriálního společenstva půd. 
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2. Literární rešerše 

 

2.1. Antimikrobiální látky a tetracyklinová antibiotika 

 

     Antimikrobiální látky jsou přírodní nebo synteticky vyrobené chemické sloučeniny, které 

zabíjí nebo zamezují růstu mikroorganizmů. ATB jsou podskupinou antimikrobiálních látek 

původně povaţovanou za přírodní preparáty. Strategie vývoje ATB je charakterizována 

přechodem od izolace ATB z kultur nejrůznějších druhů mikroorganismů přes biosyntézu aţ 

po jejich chemickou syntézu. Některé druhy ATB jsou tedy vyráběny zcela synteticky 

(Bednář et al., 1996). Přesné rozdělení antimikrobiálních látek je zobrazeno v tabulce I. 

 

     Tab.I: Antimikrobiální látky (Madigan et Martinko, 2006). 

Antimikrobiální 

látky 

Pro vnější pouţití syntetické prostředky Sterilanty a dezinfekční prostředky 

Pro vnitřní pouţití 

syntetické léky 
Analogy růstových faktorů a 

chinolony 

přírodní a syntetické 

léky Antibiotika 

 

     Za objevitele prvního ATB, je povaţován skotský bakteriolog Alexander Fleming, který 

v roce 1928 popsal antimikrobiální účinky plísně Penicillium notatum na bakteriální kulturu 

Staphylococcus aureus. Stal se tedy objevitelem penicilinu, který však vstoupil do klinické 

praxe aţ o 14 let později (Geddes et al., 2008). 

     ATB mají různou strukturu, působí pouze na několika místech bakteriální buňky, takţe 

způsobů účinku je omezený počet. Příklady působení ATB v bakteriální buňce jsou uvedeny 

v tabulce II. 

 

     Tab. II: Příklady působení ATB v bakteriální buňce (Madigan et Martinko, 2006). 

Působení antibiotik v bakteriální buňce Příklady antibiotik 

Inhibice syntézy buněčně stěny 
Cykloserin, Bacitracin, Vankomycin, Beta-laktamová 

ATB (Peniciliny, Cefalosporiny, Monobaktamy) 

Inhibice proteosyntézy 
Aminoglykosidy (Streptomycin), Tetracykliny 

(Doxycyklin), Chloramfenikol, Makrolidy 

(Erytromycin), Spectinomycin 

Inhibice syntézy nukleových kyselin (DNA, 

RNA) 
Inhibitory RNA polymerázy (Rifampicin), Chinolony 

(Ciprofloxacin) 

Inhibice metabolismu kyseliny listové  Sulfonamidy, Trimethoprim 
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     Tetracyklinová ATB se řadí mezi další významné objevy ATB nedlouho po objevu 

penicilinů. Mezi prvními byl objeven chlortetracyklin a oxytetracyklin (tabulka III), které 

jsou produkovány mikroorganizmy Streptomyces aureofaciens a Streptomyces rimosus. 

Mezi tetracyklinová ATB přirozeně produkovaná patří dále tetracyklin (S.auerofaciens, S. 

rimosus a S.viridofaciens)a demethylchlortetracyklin (S.auerofaciens), mezi vyráběná 

polysynteticky patří methacyklin, doxycyklin a minocyklin (Chopra, 1994). Rolitetracykliny 

a limecykliny byly syntetizované později pro lepší rozpustnost ve vodě a pro lepší 

vstřebávání v těle. Nedávno objevenou skupinou tetracyklinů byly glycylcykliny (Chopra et 

Roberts, 2001). Přehled všech generací tetracyklinů se nachází v tabulce III. 

 

     Tab.III: Zařazení jednotlivých tetracyklinových ATB do příslušné generace (Chopra et 

Roberts, 2001). 

Generace Antibiotikum Rok objevení 

1.generace 

Chlortetracyklin 1948 

Oxytetracyklin 1948 

Tetracyklin  1953 

Demethylchlortetracyklin 1957 

Rolitetracyklin 1958 

Limecyklin 1961 

Clomocyklin 1963 

2.generace 

Methacyklin  1965 

Doxycyklin 1967 

Minocyklin 1972 

3.generace Tigecyklin 1993 

 

     Tetracykliny jsou širokospektrální ATB vykazující aktivitu proti grampozitivním i 

gramnegativním bakteriím, chlamydiím, mycoplasmatům a parazitickým prvokům. Příznivé 

antimikrobiální vlastnosti a absence některých vedlejších účinků vedly k intenzivnímu 

terapeutickému vyuţívání těchto látek při léčbě lidských i zvířecích infekcí. Tetracykliny 

jsou také uţívány např. jako prevence proti malárii a v některých státech, včetně USA, jsou 

přidávány v subterapeutických dávkách do krmiva zvířatům jako růstové stimulátory 

(Chopra et Roberts, 2001).  
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     Obecná struktura tetracyklinových antibiotik je zobrazena na obrázku 1. Zahrnuje vysoce 

stabilní tetracyklické jádro, ke kterému jsou připojeny funkční skupiny. Vlastnosti důleţité 

pro antimikrobiální aktivitu tetracyklinů jsou: zachování lineárního tetracyklického jádra, 

přirozeně se vyskytující α – stereochemická konfigurace v polohách 4A, 12A, 

dimethylaminoskupina v pozici 4 a konzervace keto-enol systému (11, 12, 12a) v blízkosti 

fenolického D kruhu (Chopra et Roberts, 2001). 

 

     Obr.1: Struktura tetracyklinu (Chopra et Roberts, 2001). 

 

     Tetracyklinové ATB působí bakteriostaticky, jako blokátor translace. Do buňky proniká 

přes buněčnou stěnu a cytoplazmatickou membránu aktivním transportem. Uvnitř 

mikroorganizmu se váţe na malou ribozomální podjednotku (30 S), kde brání vazbě tRNA 

k ribozomálnímu akceptoru – A místu. Nemůţe tedy dojít k přidání aminokyselin (AMK) do 

vznikajícího polypeptidového řetězce, dochází k zastavení proteosyntézy a dalšího růstu 

bakterie (Manavathu et al., 1990). 
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2.2. Antibiotická rezistence 

 

     Rezistenci (odolnost) bakterií k ATB lze definovat, jako schopnost bakteriální populace 

přeţít účinek inhibiční koncentrace příslušného ATB (Levy et al., 1998).  

     Minimální inhibiční koncentrace je nejmenší koncentrace ATB v ţivné půdě, která 

zabrání viditelnému růstu naočkované kultury (Bednář et al., 1996). 

     Rezistenci k tetracyklinu (TET-r) a dalším ATB můţeme rozdělit do dvou typů, jako 

přirozenou nebo získanou (Bednář et al., 1996).  

     Přirozená rezistence je typická pro mikroorganizmy, kterým chybí cílové místo účinku 

ATB, například mycoplasmata nemají buněčnou stěnu a jsou tudíţ přirozeně rezistentní 

k penicilinu (http://en.wikipedia.org/wiki/Mycoplasma). Přirozeně rezistentní jsou také 

mikroorganizmy produkující ATB, u nich zodpovídají za rezistenci proteiny kódované 

příslušnými geny. Mezi geny zodpovědnými za přirozenou tet-r patří otr(A) a otr(B), které 

jsou přítomny u rodu Streptomyces, producentů tetracyklinu a oxytetracyklinu (Alonso et al., 

2001; Roberts et al, 2005). Oba geny otr(B) i otr(A) jsou neseny chromozmomální DNA 

(Alonso et al., 2001). Produktem genu otr(A) jsou proteiny slouţící k aktivnímu vypuzování 

ATB, tzv. efluxní proteiny, umoţňují sníţení koncentrace ATB v buňce. Produktem genu 

otr(B) jsou proteiny slouţící k ochraně ribozomu před působením ATB, tzv. proteiny 

ribozomální protekce (PRP), modifikují cílové místo účinku ATB. Genů zodpovědných za 

získané typy tet-r je mnoho, mezi jejich produkty patří enzymy způsobující inaktivaci ATB, 

PRP, efluxní pumpy (Hogan et Kolter, 2002). Detaily uvádí následující kapitola. 

     Nové genové determinanty ATB-rezistence buňka získá mutací vlastní DNA nebo 

přijetím cizorodé DNA. Trieber et Taylor (2002) identifikovali mutaci v 16S rRNA genu 

z izolátu Helicobacter pylori, která způsobuje TET-r změnou vazného místa pro ATB. 

Mutace v regulátorech a regulačních oblastech můţou přispět k ATB-rezistenci vedoucí 

k nadprodukci rezistenčních determinant, jako jsou efluxní pumpy (Beinlich et al., 2001). 

Mikroorganismus můţe získat DNA nesoucí geny rezistence pomocí procesu bakteriální 

konjugace, transdukce nebo transformace (Chee-Sanford et al., 2009). Tento přenos genů se 

nazývá horizontální a můţe probíhat na mezidruhové i mezirodové úrovni, na rozdíl od 

vertikálního přenosu probíhajícího v rámci jednoho druhu mezi buňkou mateřskou a 

dceřinou (Smalla et al., 2000). 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Mycoplasma
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     Tetracyklinové rezistence se u většiny bakterií vyskytují díky získání nových genů. Tyto 

geny jsou často sdruţeny s tzv. mobilními genetickými elementy, mezi které patří např. 

transpozony, integrony a plazmidy. Tyto mobilní elementy bývají často nositelem ATB-

rezistence a usnadňují šíření této rezistence pomocí horizontálního genetického přenosu 

(Smalla et al., 2000). Podrobnější informace poskytuje kapitola 2.4. 

     Rezistence k tetracyklinu je jednou z nejběţnějších ATB-rezistencí. Poprvé byla 

identifikována jiţ v roce 1959 u bakterie Shigella dysenteriae (Roberts et al., 1996).  
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2.3. Mechanismy tetracyklinové rezistence 

 

     Existují tři nejvýznamnější typy mechanismů tetracyklinové rezistence (tet-r): efluxní 

proteiny, PRP a enzymatická inaktivace ATB. Tyto mechanismy jsou kódované 

specifickými geny, které jsou zobrazeny v tabulce IV. Z těchto genů vznikají procesem 

transkripce a translace proteiny, které způsobují danou rezistenci.  

 

     Tab. IV: Přehled genů zodpovědných za rezistenci k tetracyklinovým antibiotikům a 

jejich výskyt v bakteriálních rodech a rozdělení podle mechanismu rezistence. 

(http://faculty.washington.edu/marilynr/, Roberts 2011), pozn. Tučně zvýrazněny 

grampozitivní rody. 

EFLUXNÍ PROTEINY 

tet(A) Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Bordetella, Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter, 

Escherichia, Flavobacterium, Chryseobacterium, Klebsiella, Laribacter, Plesiomonas, Proteus, 

Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Variovorax, Veillonella, Vibrio 

tet(B) Acinetobacter, Actinobacillus, Aeromonas, Aggregatibacter, Brevundimons, Citrobacter, Enterobacter, 

Erwinia, Escherichia, Gallibacterium, Haemophilus, Klebsiella, Mannheimia, Moraxella, Neisseria, 

Pantoea, Pasteurella, Photobacterium, Plesiomonas, Proteus, Providencia, Pseudomonas, 

Roseobacter, Salmonella, Shigella, Serratia, Treponemaa, Vibrio, Yersinia 

tet(C) Aeromonas, Bordetella, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Francisella, Halomonas, Chlamydia, 

Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Roseobacter, Salmonella, Serratia, Shigella, Vibrio 

tet(D) Aeromonas, Alteromoas, Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter, Escherichia, Halomonas, Klebsiella, 

Morganella, Pasteurella, Photobacterium, Plesiomonas, Salmonella, Shewanella, Shigella, Vibrio 

Yersinia 

tet(E) Aeromonas, Alcaligenes, Escherichia, Flavobacterium, Proteus, Providencia, Pseudomonas, 

Roseobacter, Serratia, Vibrio 

tet(G) Acinetobacter, Brevundimonas, Enterobacter, Escherichia, Fusobacterium, Mannheimia, 

Ochrobactrum, Pasteurella, Proteus, Providencia, Pseudomonas, Roseobacter, Salmonella, 

Shewanella, Vibrio 

tet(H) Acinetobacter, Actinobacillus, Gallibacterium, Histophilus, Mannheimia, Moraxella, Pasteurella, 

Psychrobacter, Pasteurella 

tet(J) Escherichia, Morganella, Proteus 

tet(K) Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Eubacterium, Gallibacterium, Haemophilus, Lactobacillus, 

Listeria, Mycobacterium, Nocardia, Peptostreptococcus, Staphylococcus, Streptococcus, 

Streptomyces 

tet(L) Acinetobacter, Actinobacillus, Actinomyces, Bacillus, Bifidobacterium, Citrobacter, Clostridium, 
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Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Flavobacterium,Fusobacterium, Gallibacterium, 

Geobacillus, Kurthia, Lactobacillus, Listeria, Mannheimia, Morganella, Mycobacterium, Nocardia, 

Oceanobacillus, Ochrobactrum, Paenibacillus, Pasteurella, Pediococcus, Peptostreptococcus, 

Pseudomonas, Rahnella, Salmonella, Sporosarcins, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces 

Vagococcus, Variovorax, Veillonella, Virgibacillus 

tet(V) Mycobacterium 

tet(Y) Aeromonas, Escherichia, Photobacterium 

tet(Z) Corynebacterium, Lactobacillus, 

tetA(P) Clostridium 

tcr Streptomyces 

otr(C) Streptomyces 

otr(B) Mycobacterium, Streptomyces 

tet(30) Agrobacterium 

tet(31) Aeromonas, Gallibacterium 

tet(33) Arthrobacter, Corynebacterium 

tet(35) Stenotrophomonas, Vibrio 

tet(38) Staphylococcus 

tet(39) Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Brevundimonas, Cellulosimicrobium, Enterobacter, 

Lysinibacillus, Providencia, Stenotrophomonas 

tet(40) Clostridium 

tet(41) Serratia 

tet(42) Bacillus, Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Staphylococcus 

PROTEINY RIBOZOMÁLNÍ PROTEKCE (PRP) 

tet(M) Acinetobacter, Actinomyces, Abiotrophia, Aerococcus, Aeromonas, Afipia, Amycolatopsis, Anaerococcus, 

Arthrobacter, Bacillus, Bacterionema, Bacteroides, Bifidobacterium, Brachybacterium, Catenibacterium, 

Citrobacter, Clostridium, Corynebacterium, Edwardsiella, Eikenella, Enterobacter, Enterococcus, 

Erysipelothrix, Escherichia, Eubacterium, Finegoldia, Flavobacterium, Fusobacterium, Gardnerella, Gemella, 

Granulicatella, Haemophilus, Hafnia, Kingella, Klebsiella, Kurthia, Lactobacillus, Lactococcus, Lawsonia, 

Listeria, Microbacterium, Mycobacterium, Mycoplasma, Neisseria, Paenibacillus, Paenibacillus, Pantoea, 

Pasteurella, Peptostreptococcus, Photobacterium, Prevotelal, Proteus, Providencia, Pseudoalteromonas, 

Pseudomonas, Psychrobacter, Ralstonia, Rhanela, Selenomonas, Serratia, Shewanella, Shigella, Sporosarcina, 

Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Ureaplasma, Veillonella, Vibrio 

tet(O) Actinobacillus, Aerococcus, Anaerovibrio, Bifidobacterium, Butyrivibrio, Campylobacter, Citrobacter, 

Clostridium, Eubacterium, Enterococcus, Fusobacterium, Gemella, Granulicatella, Lactobacillus, 

Megasphaera, Mobiluncus, Neisseria, Pasteurella, Peptostreptococcus, 

Psychrobacter,Staphylococcus, Streptococcus 
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tet(S) Citrobacter, Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus, Lactococcus, Listeria, Staphylococcus, 

Veillonella 

tet(W) Acidaminococcus, Actinomyces, Arcanobacterium, Bacillus, Bacteroides, Bifidobacterium, 

Butyrivibrio, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Fusobacterium, Klebsiella, Lactobacillus, 

Megasphaer, Mitsuokell, Neisseria, Porphyromonas, Prevotella, Selenomonas, Staphylococcus, 

Streptococcus, Streptomyces, Subdolgranulum, Veillonella 

tet(Q) Anaerovibrio, Bacteroides, Capnocytophaga, Clostridium, Eubacterium, Fusobacterium, Gardnerella, 

Lactobacillus, Mitsuokella, Mobiluncus, Neisseria, Peptostreptococcus, Porphyromonas, Prevotella, 

Selenomonas, Streptococcus, Subdolgranulum, Ruminococcus, Veillonella 

tet(T) Enterococcus, Streptococcus 

tetB(P) Clostridium 

otr(A) Bacillus, Mycobacterium, Streptomyces 

tet Streptomyces 

tet(32) Eubacterium, Streptococcus 

tet(36) Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus 

tet(44) Campylobacter, Clostridium 

ENZYMATICKÁ INAKTIVACE ATB 

tet(X) Bacteroides, Spingobacterium 

tet(34) Aeromonas, Pseudomonas, Serratia, Vibrio 

NEZNÁMÉ 

tet(U) Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus 

 

     Genová diverzita tet-r je vysoká, dnes je známo 38 tet genů, 3 otr geny a 1 tcr gen 

(http://faculty.washington.edu/marilynr/, Roberts 2011). Dva geny patří do jedné třídy, 

pokud se sekvence AMK v proteinech podobá aspoň v 80 %, jinak je povaţujeme za 

nepříbuzné (Levy et al., 1999). 

     Otr geny byly poprvé identifikované u oxytetracyklin-produkujících organizmů rodu 

Mycobacterium a Streptomyces (Roberts et al, 2005). 

 

 



10 

 

 

     Efluxní pumpy neboli efluxní proteiny jsou nejlépe prostudované Tet-proteiny. Kódují 

geny patřící do skupiny ,,major facilitator superfamily“, jejíţ produkty zahrnují více neţ 300 

jednotlivých proteinů. Všechny geny pro efluxní pumpy kódují proteiny spojené 

s membránou, které exportují tetracyklin z buňky. Tyto proteiny vyměňují proton za 

tetracyklin-kationtový kompex proti koncentračnímu gradientu (Paulsen et al., 1996). 

     Export tetracyklinu pomocí efluxních pump sniţuje koncentraci ATB uvnitř buňky aţ na 

koncentraci netoxickou pro buňku, tím dochází k ochraně ribozomů před působením ATB. 

Tyto efluxní proteiny byly nalezeny u grampozitivních i gramnegativních bakterií (Chopra et 

Roberts, 2001).  

     Efluxní pumpy mohou být řízené proton motivní silou nebo pomocí ABC – systému 

(ATP Binding Cassete). Analýzy genomových sekvencí ukázaly, ţe mnoho bakterií 

disponuje efluxnímy pumpami známými jako „muti-drug transportéry“.  

Tyto pumpy jsou schopné exportovat z buňky široké spektrum nepříbuzných ATB. Většina 

muti-drug transportérů nacházejících se u gramnegativních bakterií patří do skupiny RND 

(Resistance – Nodulation-Division) nebo do skupiny SMR (Small Multi-drug Resistance) 

(Hogan et Kolter, 2002). 

     Efluxní proteiny byly rozděleny do šesti skupin na základě homologie jejch AMK 

sekvencí (Chopra et Roberts, 2001). 

     První skupina zahrnuje proteiny, jako jsou Tet(A), Tet(B), Tet(C), Tet(D), Tet(E), Tet(G), 

Tet(H), Tet(Z), Tet(30). Tato skupina proteinů má z 41-78% shodnou sekvenci AMK. Pouze 

protein Tet(Z) byl nalezen u grampozitivních druhů (Tauch et al., 2000). Efluxní geny u 

gramnegativních druhů jsou široce rozšířené a nacházejí se na velkých plazmidech, většina 

z těchto plazmidů jsou dobře konjugovatelné a často nesou další ATB-rezistence. Schopnost 

předávat si tyto plazmidy v procesu bakteriální konjugace vedl k dramatickému zvýšení 

multirezistencí u bakterií během posledních 40 let (Chopra et Roberts, 2001). 

     Druhá skupina zahrnuje proteiny Tet(K) a Tet(L) s  59% shodou sekvence AMK, byly 

primárně nalezeny u grampozitivních bakterií. Tyto proteiny umoţňující rezistenci 

k tetracyklinu a chlortetracyklinu. Geny pro tyto proteiny se nacházejí hlavně na malých 

přenosných plazmidech, které se mohou inkorporovat např. do chromozomu stafylokoků 

(Chopra et Roberts, 2001). 

     Třetí skupina zahrnuje proteiny Otr(B) a Tcr, oba nalezené u Streptomyces (Chopra et 

Roberts, 2001). 



11 

 

     Čtvrtá skupina zahrnuje protein TetA(P) nalezený u Clostridium. Pátá skupina zahrnuje 

jeden protein Tet(V) z Mycobacterium smegmatis. Šestá skupina zahrnuje protein Tet(33) 

z Corynebacterium striatum a jeden protein, který preferuje jako zdroj energie ATP neţ-li 

protonový gradient (Chopra et Roberts, 2001). 

 

     PRP (proteiny ribozomální protekce) jsou cytoplazmatické proteiny, které chrání 

ribozomy před působením tetracyklinu, deoxycyklinu a minocyklinu. PRP vykazují 

homologii k elongačním faktorům EF-Tu a EF-G. Tato skupina zahrnuje proteiny Tet(M), 

Tet(O), Tet(S), Tet(W), Tet(Q), Tet(T), Otr(A), TetB(P), Tet(32), Tet(36) (Chopra et 

Roberts, 2001). 

     Proteiny Tet(M), Tet(O) a Otr(A) sniţují citlivost ribozomu na tetracyklin. Tet(M) protein 

dovoluje aminoacyl-tRNA navázat se na akceptorové místo ribozomu i při takové 

koncentraci tetracyklinu v buňce, která inhibuje proteosyntézu. Geny tet(M) a tet(Q) se často 

nacházejí na velkých konjugativních transpozonech (Chopra et Roberts, 2001). 

     PRP můţeme rozdělit do třech skupin podle porovnání sekvence AMK. První skupina 

zahrnuje proteiny Tet(M), Tet(O), Tet(S), Tet(W), druhá TetB(P) a Otr(A), třetí Tet(Q) a 

Tet(T) (Chopra et Roberts, 2001). 

     Enzymatickou aktivitu nalezneme pouze u proteinů (enzymů) kódovaných geny tet(X), 

tet(34) a tet(37) (Roberts, 2005). Protein Tet(X) je cytoplazmatický protein, který chemickou 

modifikací zajišťuje inaktivaci tetracyklinu. Gen tet(X) byl nalezen na transpozonu dvou 

blízce příbuzných anaerobních bakterií rodu Bacteroides (Chopra et Roberts, 2001). 
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2.4. Šíření tetracyklinové rezistence  

 

     Jak jiţ bylo zmíněno v kapitole 2.2. tzv. mobilní genetické elementy jsou významným 

faktorem usnadňujícím šíření rezistenčních genů. Mezi geneticky mobilní elementy patří 

plazmidy, transpozony a integrony. Plazmidy jsou malé cyklické molekuly DNA, existující 

nezávisle na bakteriálním chromozómu, dovedou se samostatně replikovat (Votava et al., 

2005). Transpozony jsou úseky DNA, které se mohou replikovat a být vloţeny na nová 

místa v genomu, někdy se jim říká pohybliví genomoví parazité (Roberts et al., 2005). 

Integrony jsou genetické mobilní elementy, které mohou nést jeden nebo více genů 

kódujících rezistenci ve formě genových kazet. Kazety jsou mobilní genetické elementy, 

které se mohou pomocí integrázy začlenit do integronu. Integrony mají mimořádnou 

schopnost inkorporovat geny rezistence, které mohou být exprimovány a přenášeny 

horizontálním přenosem genů jako jeden celek (D'Costa et al., 2007).  

     Od objevu plazmidu, který nesl ATB-rezistenci u rodu Shigella v roce 1959 (Watanable, 

1963), je známo, ţe mobilní genetické elementy jsou důleţité pro přenos ATB-rezistenčích 

determinant mezi bakteriemi. Tyto faktory umoţňují rozšíření rezistenčních genů, které 

bakteriím udělují ATB-rezistenci ať uţ ve vnějším prostředí nebo v nemocnicích (Nwosu, 

2001). Integrony, které mohou obsahovat aţ osm rezistenčních kazet, byly nalezeny u 

multirezistentních klinických izolátů. (Naas et al., 2001). Dále superintegrony, kódující 

desítky různých funkcí, byly nalezeny u rodu Vibrio (Rowe-Magnus et al., 2002) a u 

nepatologických divokých kmenů rodu Pseudomonas (Vaisvila et al., 2001). Tyto poznatky 

zdůrazňují důleţitou roli, kterou integrony můţou hrát v získávání genů u gramnegativních 

bakterií.  
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2.5. Rezervoáry tetracyklinové rezistence v prostředí 

 

     Objev a klinické pouţívání ATB sníţilo lidské utrpení a redukovalo pečet úmrtí 

v důsledku bakteriálních infekcí. Nicméně masivní uţívání ATB ať uţ z terapeutických nebo 

subterapeutických důvodů (Cromwell, 2001), vedlo k rozšíření výskytu rezistentních 

bakterií. Klinický výzkum ukazuje zvyšující se počet patogenních mikroorganizmů nesoucí 

rezistenci k několika různým typům ATB tzv. multirezistenci 

(http://search.who.int/search?q=antibiotic+multiresistance&ie=utf8&site=default_collection

&client=_en&proxystylesheet=_en&output=xml_no_dtd&oe=utf8). 

     Pro pochopení ekologie těchto mikroorganizmů a jejich šíření se současný výzkum 

zaměřuje také  na výskyt bakteriálních rezistencí v prostředí (Aminov, 2010; Nwosu, 2001). 

Studie autorů Ghosh et LaPara (2007) a Schmitt et al. (2006) prokazují, ţe existuje značné 

mnoţství atb-r genů (včetně tet-r genů) v půdě hnojené kejdou nebo hnojem (tj. odpady 

z ţivočišné výroby, ŢO). Příčina spočívá v masivní aplikaci veterinárních ATB v ţivočišné 

výrobě nejen z léčebných důvodů, ale také z důvodů profylaxe a za účelem zvýšení výnosů 

masa a zvýšení rychlosti růstu jatečních zvířat (Cohen, 1998; Jindal et al., 2006; Ghosh et La 

Para, 2007). Je odhadováno, ţe aţ 75% ATB podávaného zvířeti, se v těle nevstřebává a je 

vylučováno v exkrementech (Andermont, 2003). 

     Jestliţe ATB nejsou účinně degradována, jejich rezidua (zbytky) mohou napomáhat 

k udrţování a rozvoji rezistentních bakteriálních populací. Opakované aplikace ţivočišných 

odpadů na téţe půdě mohou vyústit v rezervoár rezistentních bakterií (Witte, 1998). Navíc 

ţivočišné odpady neobsahují pouze nestrávená ATB, ale také fekální bakterie nesoucí 

rezistenční geny např. na mobilních genetických elementech. Ty mohou být následně 

přeneseny pomocí horizontálního genového přenosu (HGP) do půdních bakterií (Götz et 

Smalla, 1997). Navíc lze předpokládat, ţe bakterie v prostředí (Mindlin et al., 2008), 

zejména producenti ATB, jako rody Bacillus a Streptomyces (Thomashow et al., 1997), se 

mohou podílet na šíření rezistence mezi patogeními bakteriemi a přirozenou půdní 

mikroflórou (Davies, 1994; Nwosu, 2001).  

     V půdě ošetřované ţivočišnými odpady se můţe vyvíjet rezervoár ATB-rezistentních 

bakterií a atb-r genů (Schmitt et al., 2006). Jaké podmínky jsou klíčové pro šíření ATB-

rezistence v hnojených půdách a zda-li to má nepříznivý vliv na člověka a ekosystém zatím 

není dobře prostudováno. 

http://search.who.int/search?q=antibiotic
http://search.who.int/search?q=antibiotic%20%0b+multiresistance&ie=utf8&site=default_collection&client=_en&proxystylesheet=_en&output=xml_no_dtd&oe=utf8
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2.6. Geny způsobující rezistenci k tetracyklinu v intestinálním traktu zvířat, 

v živočišných odpadech, v půdě ovlivněné člověkem 

 

     Rezistence na tetracyklin se vyskytla brzy po jeho objevu zhruba před 60 lety (Roberts et 

al., 1996). Intenzivní pouţívání této skupiny ATB, vedle klinické aplikace zejména 

v ţivočišné výrobě, vedlo k selekci velké skupiny rezistenčních determinant, dohromady 

nazývané tetracyklinový rezistom (Thaker et al., 2009). Tato kapitola shrnuje dostupné údaje 

o jejich výskytu v prostředí intestinálního traktu ţivočichů (kromě člověka), v ţivočišných 

odpadech a v půdě, které shrnují tabulky V, VI a VII, rozdělené na zákadě funkce genových 

produktů na efluxní pumpy, proteiny ribozomální protekce a enzymy inaktivující ATB. 

 

     Do skupiny genů intestinálního traktu (IT) jsem zahrnula tet-r geny vyskytující se ve 

střevech zvířat a tet-r geny detekované v čerstvém exkrementu. O výskytu těchto genů v IT 

informovala rozsáhlá studie Patterson et al. (2007), která porovnávala výskyt tet-r genů u 

různých hospodářských zvířat. Zaměřovala se hlavně na prasata, která v severských zemích 

mají niţší výskyt tet-r genů, neţ v ostatních evropských zemích hlavně z důvodu niţšího 

uţívání ATB. Práce Alexandera et al. (2011) se týkala pouze výskytu tet-r genů v čerstvých 

kravských exkrementech. Studie autorů Literák et al. (2009) charakterizovala intestinální 

mikroflóru pěti druhů divoce ţijících zvířat. 

     Na základě výše uvedených prací se jedná o celkem 15 tet-r genů: tet(A), tet(B), tet(C), 

tet(D), tet(H), tet(J), tet(Y), tet(Z), tetA(P), tet(30), tet(O), tet(W), tet(Q), tet(32), tet(X).  

     U prasat se vyskytovalo celkem 14 různých tet-r genů: tet(A), tet(C), tet (D), tet(H), 

tet(J), tet(Y), tet(Z), tetA(P), tet(30), tet(O), tet(W), tet(Q), tet(32), tet(X) (Patterson et al., 

2007). U krav bylo nalezeno 7 tet-r genů tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(Z), tet(M) tet(W) 

(Patterson et al., 2007; Alexander et al., 2011). U ovcí byly nalezeny také tet(O), tet(W), 

tet(X) (Patterson et al., 2007). U divokých zvířat byly nalezeny geny tet(A), tet(B) (Literák 

et al., 2009). U norníka rudého a jelena lesního z narodního parku byl objeven tet(A), 

zatímco tet(B) u myši a lišky obecné.  

     Z přehledu vyplývá, ţe v IT byla zaznamenána vyšší diverzita detekovaných genů pro 

efluxní pumpy neţ pro proteiny ribozomální protekce. Studie Patterson et al. (2007) pomocí 

qPCR doplnila, ţe translatované PRP převaţovaly nad efluxními pumpami.  
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     V IT všech sledovaných hospodářských zvířat tj. krav, prasat, ovcí se vyskytoval gen 

tet(W). Dále frekventované byly geny tet(A), tet(C), tet(D), tet(Z) vyskytující se u krav a 

prasat a tet(O) detekovaný u prasat a ovcí, u kterých byl navíc objeven gen pro 

enzymatickou inaktivaci ATB tet(X). 

 

     Tab. V: Distribuce tetracyklin rezistenčních genů pro efluxní pumpy v intestinálním 

traktu ţivočichů, ţivočištých odpadech a půdách. 

Gen  Výskyt genů v prostředí (intestinální trakt, exkrement, půda) 
Bakteriální Izoláty / 

izolace DNA 

Metoda 

detekce 
Citace 

tet(A) 

exkrementy prasat, krav bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

intestinální trakt norníka rudého (Clethrionomys glareolus), les  izoláty E.coli PCR Literák et al., 2009 

intestinální trakt jelena lesního (Cervus elaphus), národní park izoláty E.coli PCR Literák et al., 2009 

exkrementy malých savců ţijících na prasečích farmách, 

skládkách a ve městech 

izoláty E.coli, 

Salmonella enterica 
PCR Allen et al., 2011 

exkrementy prasat, slepic 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda ze zahrad bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

půda z farmy, kde byly krávám podávány ATB z léčebných i 

profylaktických důvodů 

izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

půda z okolí prasečích farem DNA izolace  PCR Wu et al., 2010   

tet(B) 

exkrementy krav bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

intestinální trakt lišky obecné (Vulpes vulpes), národní park 
izoláty E.coli PCR Literák et al., 2009 

intestinální trakt myši křovinné (A. sylvaticus), les izoláty E.coli PCR Literák et al., 2009 

gastrointestinální trakt myšice temnopásé (Apodemus agrarius), 

urbanizované prostředí) izoláty E.coli PCR 
Literák et al., 2009 

exkrementy krav (jedinci s podávaným ATB, i kontrolní jedinci 

bez ATB) 
DNA izolace  

qPCR 
Alexander et al., 2011 

kejda prasečí 

izoláty E.coli, 

Enterococcus  qPCR 
Hölzel et al., 2009 

exkrementy malých savců ţijících na prasečích farmách, 

skládkách a ve městech 

izoláty E.coli, 

Salmonella enterica 
PCR Allen et al., 2011 

exkrementy prasat, slepic, chlévská mrva prasečí 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda hnojená prasečímí exkrementy, půda hnojená slepičími 

exkrementy, nehnojená půda 

izoláty např. 

Burgholderia, Afipia  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda z farmy, kde byly krávám podávány ATB z léčebných i 

profylaktických důvodů 

izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

zemědělská půda před hnojením i po hnojení hnojným kalem DNA izolace qPCR Walsh et al., 2011 

exkrementy prasat  DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

tet(C) 

exkrementy prasat bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

exkrementy krav (jedinci s podávaným ATB, i kontrolní jedinci 

bez ATB) 
DNA izolace  

qPCR 
Alexander et al., 2011 
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prasečí exkrement smíchaný s močí, půda smíchaná s prasečím 

exkrementem, půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými 

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, 

inkubace 8 dnů) 

DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými koncentracemi 

oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnů) 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

exkrementy malých savců ţijících na prasečích farmách, 

skládkách a ve městech 

izoláty E.coli, 

Salmonella enterica 
PCR Allen et al., 2011 

exkrementy prasat, slepic 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda ze zahrad bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

půda z okolí prasečích farem DNA izolace  PCR Wu et al., 2010 

tet(D) 
půda ze zahrad bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

exkrementy prasat, krav bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

tet(E) 
exkrementy prasat DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006 

půda z okolí prasečích farem  DNA izolace PCR Wu et al., 2010 

tet(G) 

půda ze zahrad bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

půda z farmy, kde byly krávám podávány ATB z léčebných i 

profylaktických důvodů 

izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

půda hnojená slepičími exkrementy, nehnojená půda 
izoláty např. 

Burgholderia, Afipia  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda z okolí prasečích farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010   

tet(H) 

exkrementy prasat bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

exkrementy prasat, slepic 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda dlouhodobě hnojená kravským hnojem, gen nalezen před 

hnojením i 212 dnů po hnojení  
DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006 

půda dlouhodobě hnojená prasečí kejdou, gen nalezen před i po 

hnojení, i v samotném prasečím hnoji  
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

prasečí exkrement smíchaný s močí, půda smíchaná s prasečím 

exkrementem, půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými 

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, 

inkubace 8 dnů) 

DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými koncentracemi 

oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnů) 
DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006 

tet(J) 

exkrementy prasat, slepic, chlévská mrva prasečí 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda hnojená prasečímí exkrementy, půda hnojená slepičími 

exkrementy, nehnojená půda 

izoláty např. 

Burgholderia, Afipia  
PCR Kobashi et al., 2007 

exkrementy prasat bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

tet(K) půda z okolí prasečích farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010   

tet(L) 
kejda prasečí 

izoláty Enterococcus 

faecalis 
PCR Schwaiger et al., 2009 

půda z okolí prasečích farem DNA izolace  PCR Wu et al., 2010   

tet(Y) 

exkremnty  prasat bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

exkrementy prasat 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

prasečí exkrement smíchaný s močí, půda smíchaná s prasečím 

exkrementem, půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými 

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, 

inkubace 8 dnů) 

DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 
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půda dlouhodobě hnojená kravským hnojem, gen nalezen před 

hnojením i 212 dnů po hnojení  
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda dlouhodobě hnojená prasečí kejdou, gen nalezen před i po 

hnojení, i v samotném prasečím hnoji  
DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006 

půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými koncentracemi 

oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnů) 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

tet(Z) 

exkrementy prasat, krav  bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

půda ze zahrad bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

půda hnojená slepičími exkrementy, nehnojená půda 
izoláty např. 

Burgholderia, Afipia  
PCR Kobashi et al., 2007 

prasečí exkrement smíchaný s močí, půda smíchaná s prasečím 

exkrementem, půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými 

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, 

inkubace 8 dnů) 

DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda dlouhodobě hnojená kravským hnojem, gen nalezen před 

hnojením i 212 dnů po hnojení  
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda dlouhodobě hnojená prasečí kejdou, gen nalezen před i po 

hnojení, i v samotném prasečím hnoji  
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými koncentracemi 

oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnů) 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

tetA(P) 
exkremnty  prasat bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

půda z okolí prasečích farem  DNA izolace  PCR Wu et al., 2010 

tet(30) 

půda ze zahrad bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

exkrementy prasat 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

exkrementy prasat bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

 

     Dostupné literární údaje pro skupinu genů v živočišných odpadech (ŢO) jsou zaloţeny 

na výskytu tet-r genů v prasečí kejdě a drůbeţím hnoji. Obsáhlá práce Kobashi et al. (2007) 

se zabývala studiem tet-r genů v bakteriálních izolátech z exkrementů prasat a slepic. Hölzel 

et al. (2009) zkoumali vztah mezi nestrávenými zbytky ATB a mikrobiální rezistencí 

v prasečí kejdě. Studie autorů Schmitt et al. (2006) se zabývala studiem diverzity tet-r genů 

v prasečí kejdě. Práce Schwaigera et al. (2009) byla zaměřená na měření koncentrace 

tetracyklinu v prasečí kejdě a detekci tet-r genů v izolátech Enterococcus faecalis 

izolovaných z kejdy. Peak et al. (2007) studovali kvantifikaci vybraných tet-r genů 

v jímkách ţivočišných odpadů. Allen et al. (2011) se zabývali ATB-rezistencí a 

rezistenčními geny v izolátech Escherichia coli a Salmonella enterica, které byly izolovány 

z exkrementů savců ţijících na prasečích farmách, ve městech, na polích a v přírodě. 

     Na základně výše uvedených prací se jedná celkem o 16 tet-r genů: tet(A), tet(B), tet(C), 

tet(E), tet(H), tet(J), tet(L), tet(Y), tet(Z), tet(30), tet(M), tet(O), tet(S), tet(W), tet(Q), tet(T). 
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     V prasečích exkrementech a prasečí kejdě bylo nalezeno 16 tet-r genů: tet(A), tet(B), 

tet(C), tet(E), tet(H), tet(J), tet(L), tet(Y), tet(30), tet(Z), tet(M), tet(O), tet(S), tet(W), tet(Q) 

tet(T) (Kobashi et al., 2007; Hölzel et al., 2009; Schmitt et al., 2006; Schwaiger et al., 2009; 

Peak et al., 2007). V slepičích exkrementech byly identifikovány geny tet(A), tet(C), tet(H), 

tet(J), tet(M), tet(O), tet(W), tet(Q), tj. 8 tet-r genů (Kobashi et al., 2007). V exkrementech 

malých savců ţijících na prasečích farmách se vyskytovaly geny tet(A), tet(B), tet(C) (Allen 

et al., 2011).  

     Geny tet(A), tet(C), tet(H), tet(J), tet(M), tet(O), tet(W), tet(Q) byly nalezeny jak 

v prasečích odpadech, tak i ve výkalech slepic.  

 

     Tab. VI: Distribuce tetracyklin rezistenčních genů pro proteiny ribozomální protekce v 

intestinálním traktu ţivočichů, ţivočišných odpadech a půdách. 

Gen  Výskyt genů v prostředí (intestinální trakt,exkrement,půda) 
Bakteriální Izoláty / 

DNA izolace  

Metoda 

detekce 
Citace 

tet(M) 

kejda prasečí 
izoláty Enterococcus 

faecalis 
PCR Schwaiger et al., 2009 

exkrementy krav (jedinci s podávaným ATB, i kontrolní jedinci bez 

ATB) 
DNA izolace  

qPCR 
Alexander et al., 2011 

kejda prasečí 

izoláty E.coli, 

Enterococcus  qPCR 
Hölzel et al., 2009 

exkrementy prasat, slepic, chlévská mrva prasečí 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

nehnojená půda 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

exkrementy prasečí DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

prasečí exkrementy v jímkách  DNA izolace  qPCR Peak et al., 2007 

půda z farmy, kde byly krávám podávány ATB z léčebných i 

profylaktických důvodů 

izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

lesní půda 
izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

zemědělská půda před hnojením i po hnojení hnojným kalem DNA izolace qPCR Walsh et al., 2011 

půda z okolí prasečích farem DNA izolace qPCR/PCR Wu et al., 2010 

tet(O) 

kejda prasečí 
izoláty Enterococcus 

faecalis 
PCR Schwaiger et al., 2009 

kejda prasečí 

izoláty E.coli, 

Enterococcus  qPCR 
Hölzel et al., 2009 

exkrementy prasečí DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006 

prasečí exkrementy v jímkách  DNA izolace qPCR Peak et al., 2007 

exkrementy slepic 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda z farmy, kde byly krávám podávány ATB z léčebných i 

profylaktických důvodů 

izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 
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lesní půda 
izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

exkrementy prasat, ovcí bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

půda z okolí prasečích farem DNA izolace  qPCR/PCR Wu et al., 2010 

tet(S) 

prasečí exkrement smíchaný s močí, půda smíchaná s prasečím 

exkrementem, půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými 

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, 

inkubace 8 dnů) 

DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda dlouhodobě hnojená prasečí kejdou, gen nalezen před i po 

hnojení, i v samotném prasečím hnoji 
DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006 

půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými koncentracemi 

oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnů) 
DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006 

chlévská mrva prasečí 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda z farmy, kde byly krávám podávány ATB z léčebných i 

profylaktických důvodů 

izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

lesní půda 
izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

kejda prasečí 
izoláty Enterococcus 

faecalis 
PCR Schwaiger et al., 2009 

půda z okolí prasečích farem  DNA izolace PCR Wu et al., 2010 

tet(W) 

půda dlouhodobě hnojená kravím hnojem, gen nalezen před 

hnojením i 212 dnů po hnojení  
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda dlouhodobě hnojená prasečí kejdou, gen nalezen před i po 

hnojení, i v samotném prasečím hnoji 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

prasečí exkrement smíchaný s močí, půda smíchaná s prasečím 

exkrementem, půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými 

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, 

inkubace 8 dnů) 

DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými koncentracemi 

oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnů) 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

exkrementy krav (jedinci s podávaným ATB, i kontrolní jedinci 

bezATB) DNA izolace  qPCR Alexander et al., 2011 

exkrementy prasat, slepic, chlévská mrva prasečí 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda hnojená prasečímí exkrementy, půda hnojená slepičími 

exkrementy, nehnojená půda 

izoláty např. 

Burgholderia, Afipia  
PCR Kobashi et al., 2007 

exkrementy prasat, krav, ovcí bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

půda z farem, kde byly krávám podávány ATB z léčebných i 

profylaktických důvodů 

izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

lesní půda 
izoláty 

Enterobacteriaceae 
PCR Srinivasan et al., 2007 

prasečí exkrementy v jímkách  DNA izolace qPCR Peak et al., 2007 

zemědělská půda před hnojením i po hnojení hnojným kalem DNA izolace qPCR Walsh et al., 2011 

půda z okolí prasečích farem  DNA izolace  qPCR/PCR Wu et al., 2010 

tet(Q) 

půda dlouhodobě hnojená kravím hnojem, gen nalezen před 

hnojením i 212 dnů po hnojení 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda dlouhodobě hnojená prasečí kejdou, gen nalezen před i po 

hnojení, i v samotném prasečím hnoji 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

prasečí exkrement smíchaný s močí, půda smíchaná s prasečím 

exkrementem, půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými 

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, 

inkubace 8 dnů) 

DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006 
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půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými koncentracemi 

oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnů) 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

exkrementy prasat, slepic 
izoláty např.E.coli, 

Enterococcus  
PCR Kobashi et al., 2007 

půda hnojená slepičími exkrementy 
izoláty např. 

Burgholderia, Afipia  
PCR Kobashi et al., 2007 

exkrementy prasat bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

prasečí exkrementy v jímkách  DNA izolace  qPCR Peak et al., 2007 

půda z okolí prasečích farem DNA izolace  qPCR/PCR Wu et al., 2010   

tet(T) 

půda dlouhodobě hnojená kravím hnojem, gen nalezen před 

hnojením i 212 dnů po hnojení 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda dlouhodobě hnojená prasečí kejdou, gen nalezen před i po 

hnojení, i v samotném prasečím hnoji  
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

prasečí exkrement smíchaný s močí, půda smíchaná s prasečím 

exkrementem, půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými 

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, 

inkubace 8 dnů) 

DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda smíchaná s prasečím exkrementem a různými koncentracemi 

oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnů) 
DNA izolace  PCR Schmitt et al., 2006 

půda z okolí prasečích farem  DNA izolace  qPCR/PCR Wu et al., 2010 

tetB(P) půda z okolí prasečích farem  DNA izolace  PCR Wu et al., 2010 

otr(A) půda hnojená prasečímí exkrementy, nehnojená půda 
izoláty např. 

Burgholderia, Afipia  
PCR Kobashi et al., 2007 

tet(32) exkrementy prasat bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

 

     Do skupiny genů detekovaných v půdě jsem zahrnula tet-r geny vyskytující se v půdě 

ovlivněné člověkem tj. v zemědělské půdě hnojené (prasečí, kravské, slepičí exkrementy), 

v zemědělské půdě nehnojené, v zahradní půdě a lesní půdě. 

     O výskytu tet-r genů v půdě informuje studie Patterson et al. (2007), která se také 

zabývala testováním přítomnosti tet-r genů v půdě ze zahrad z několika různých evropských 

zemí, není udáno, zda a jak byly tyto půdy hnojeny. Studie Srinivasan et al. (2007) 

vyhodnocovala přítomnost tet-r genů v izolátech Enterobacteriaceae z půdy, která byla 

obohacována exkrementy krav, a z lesní půdy s neznámou historií. Těmto krávám byl 

podáván tetracyklin a streptomycin z léčebných i preventivních důvodů. Wu et al. (2010), 

publikovali rozsáhlou studii zabývající se mnoţstvím a diverzitou tet-r genů v asijských 

půdách v blízkosti prasečích chovů. Další uţ výše zmíněná studie Kobashi et al. (2007) 

testovala přítomnost tet-r genů v půdách ošetřených prasečí kejdou a slepičími exkrementy a 

dále v půdách nehnojených ţádným organickým materiálem, historii těchto půd publikace 

neuvádí. Skupina autorů Walsh et al. (2011) kvantifikovala vybrané tet-r geny v půdě 

ošetřované organickými hnojivy, o jaký typ hnojení se jednalo publikace neuvádí. Podrobná 

a jiţ výše zmíněná studie kolektivu Schmitt et al. (2006) také prověřovala výskyt tet-r genů 
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in situ v půdách hnojených prasečími exkrementy a kravským hnojem, dále v laboratorním 

inkubačním experimentu (mikrokosmos) po přidání prasečích exkrementů do půdy. 

     Dle výše uvedených prací se v půdě vyskytovalo celkem 23 tet-r genů: tet(A), tet(B), 

tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H) tet(J), tet(K), tet(L), tetA(P), tet(Y), tet(Z), tet(30), tet(M), 

tet(O), tet(S), tet(W) tet(Q), tet(T), otr(A), tetB(P), tet(X).  

     V zemědělské půdě hnojené (prasečí, kravské, slepičí exkrementy) i nehnojené se 

vyskytovalo celekem 21 tet-r genů.  

     V půdě ošetřované prasečími exkrementy byly objeveny všechny výše jmenované geny 

s vyjímkou genu tet(D) a tet(30), tj. 21 tet-r genů (Wu et al., 2010; Kobashi et al., 2007; 

Schmitt et al., 2006). V půdě ošetřované kravským hnojem byly identifikovány geny tet(A), 

tet(B), tet(G), tet(H), tet(Y), tet(Z), tet(M), tet(O), tet(S), tet(W), tet(Q), tet(T), tj. 12 tet-r 

genů (Srinivasan et al., 2007; Schmitt et al., 2006). V půdě hnojené slepičími exkrementy 

byly detekovány tet(B), tet(G), tet(J), tet(Z), tet(W), tet(Q), tj. 6 tet-r genů (Kobashi et al., 

2007).  

     V půdách ošetřovaných exkrementy hospodářských zvířat tj, krav, prasat a slepic byly 

detekovány geny tet(B), tet(G), tet(Z), tet(M), tet(Q). V půdě hnojené prasečími exkrementy 

byl dokonce objeven i gen pro enzymatickou inaktivaci ATB tet(X). Pro půdy ošetřované 

prasečími nebo kravskými odpady bylo společné široké spektrum tet-r genů pro efluxní 

pumpy i pro proteiny ribozomální protekce: tet(A), tet(B), tet(G), tet(H), tet(Y), tet(Z), 

tet(M), tet(O), tet(Q), tet(S), tet(W), tet(T). 

     V zemědělské půdě nehnojené byly nalezeny geny tet(B), tet(G), tet(J), tet(Z), tet(M), 

tet(W), otr(A) tj. 7 tet-r genů (Kobashi et al., 2007).  

     V zahradní půdě byly detekovány geny tet(A), tet(C), tet(D), tet(G), tet(Z), tet(30), tj. 6 

tet-r genů (Patterson et al., 2007). Geny tet(M), tet(O), tet(S), tet(W) (Srinivasan et al., 2007) 

byly objeveny i v lesní půdě. Geny tet(M) a tet(W), typické pro IT, ŢO i hnojené půdy, byly 

nalezeny také v nehnojené zemědělské i lesní půdě.  

 

     Tab. VII: Distribuce tetracyklin rezistenčního genu pro enzymatickou inaktivaci ATB v 

gastrointestinálním traktu ţivočichů, ţivočišných odpadech a půdách. 

Gen Výskyt genů v prostředí (intestinální trakt,exkrement,půda) 
Bakteriální Izoláty / 

izolace DNA 

Metoda 

detekce 
Citace 

tet(X) 
exkrementy prasat, ovcí bakteriální izoláty  PCR  Patterson et al., 2007 

půda z okolí prasečích farem  DNA izolace PCR Wu et al., 2010 
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     Z literárních dat vyplynulo, ţe skladba tet-r genů se lišila ve všech třech typech prostředí. 

V intestinálním traktu zvířat (IT) se vyskytovaly geny tet(D), tetA(P), tet(32), tet(X), které 

nebyly nalezeny v ţivočišných odpadech (ŢO), kde naopak byly detekovány geny tet(L), 

tet(E), tet(M), tet(S), tet(T), jak ukazuje obrázek 2. Gen tet(32) je unikátní pro IT, 

nevyskytoval se nikde jinde. Dále také existuje skupina genů společná pro půdu, IT a ŢO. 

Jednalo se o geny tet(A), tet(B), tet(C), tet(H), tet(J), tet(Z), tet(O), tet(W), tet(Q), tet(30) 

(obrázek 2). Výskyt genů otr(A), tet(K), tetB(P) a tet(G) byl popsán pouze v půdě. Výskyt 

genů otr(A), tet(K) přísluší rodu Streptomyces, typickému představiteli producentů ATB. 

Z obrázku 2 je dále patrné, ţe pro půdu a IT byly společné geny tet(D), tetA(P), tet(X) a pro 

půdu a ŢO geny tet(L), tet(E), tet(M), tet(S), tet(T).  

 

 

Obr. 2: Výskyt genů tetracyklinové rezistence v různých prostředích (intestinálním traktu zvířat, 

ţivočišných odpadech a půdě). 
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          Jak vyplynulo z literární rešerše, a jak shrnuje obrázek 3, největší pestrost 

tetracyklinového rezistomu byla zaznamenána v půdě, celkem z 23 detekovaných tet-r genů. 

Rozdíl v počtu detekovaných genů v ţivočišných odpadech (ŢO, 16 genů) a intestinálním 

traktu (IT, 15 genů) byl zanedbatelný, po kvalitativní stránce se však obě prostředí lišila 

skladbou genů kódující efluxní pumpy a v ŢO byla zaznamenána větší variabilita genů 

kódující PRP.  

 

 

Obr. 3: Počet tetracyklin rezistenčních genů v různých prostředích (intestinálním traktu 

zvířat, ţivočišných odpadech a půdě).  

     Literární data naznačila, ţe půda hnojená ŢO poskytuje nejbohatší rezervoár tet-r genů. Je 

však stále nedostatek prací, které by současně a za pouţití téţe metodiky sledovaly výskyt 

tet-r genů ve všech typech prostředí našeho zájmu a napomáhaly vysvětlit, které faktory ve 

vytváření rezervoárů ATB-rezistence a šíření rezistenčních genů v prostředí hrají významnou 

roli. 
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Experimentální část předkládané práce, sledující výskyt vybraných tet-r genů v exkrementu 

léčeného a neléčeného skotu tetracyklinovými antibiotiky, v nehnojených půdách a v půdách 

obohacených těmito exkrementy, je takovým příspěvkem. Jejím cílem bylo ověřit zda tet-r 

geny fekálního bakteriálního společenstva budou obohacovat rezistom bakteriálního 

společenstva půd.  

2.7. Metody detekce genů způsobujících rezistenci k tetracyklinu 

 

     Nejpouţívanější metodou pro detekci tet-r genů v prostředí je polymerázová řetězová 

reakce (PCR). K provedení vlastní PCR je třeba vyizolovaná DNA z toho prostředí. Pomocí 

této metody můţeme určit přítomnost nebo nepřítomnost (na určité hladině detekce) genu ve 

vzorku (Walsh et al., 2011). 

     Další metodou detekce je qPCR (kvantitativní PCR) neboli real-time PCR, je zaloţena na 

sledování průběhu PCR přímo během reakce pomocí fluorescenčních sond či barviv, které 

detekují mnoţství PCR produktu během reakce zvýšením své fluorescenční aktivity. Její 

výhodou oproti konvenční PCR je moţnost přesného stanovení výchozícho počtu kopií 

cílové templátové sekvence DNA, čili schopnost kvantifikace např. kvantifikace tet-r genu v 

prostředí (Walsh et al., 2011).  

     Multiplexní PCR je další metodou slouţící k detekce tet-r genů. Vyznačuje se amplifikací 

více odlišných úseků DNA současně v jedné reakční kyvetě. Metoda pouţívá několik párů 

primerů s odlišnou specifitou v jedné reakci. Umoţňuje detekci několika úseků nukleových 

kyselin - např. detekci více typů tet-r genů najednou. Multiplexní aplikace jsou výhodné z 

hlediska úspory času a nákladů pro analýzu (Ng et al., 2001).  

     Hybridizace DNA vychází ze schopnosti DNA denaturovat při vysoké teplotě nebo v 

silně alkalickém prostředí, kdy se separují obě vlákna DNA. Za příznivých podmínek (stačí 

teplota 65°C) řetězce mohou opět reasociovat tzv. renaturace DNA = hybridizace. Jsou-li 

řetězce komplementární, mohou se spojit, i kdyţ jsou z různých zdrojů (DNA-RNA). Těmito 

technikami je moţno zjistit příbuznost DNA molekul, detekovat přítomnost hledaných úseků 

DNA pomocí komplementárních nukleotidových sekvencí (značenými sondami), 

identifikovat nebo izolovat geny. Hybridizace můţe probíhat na membráně nebo pomocí 

DNA čipu (Patterson et al., 2007).  
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3. Experimentální část 

 

     V experimentální části práce jsem se zabývala detekcí vybraných tet-r genů, typických 

pro různé skupiny bakterií, ve vzorcích DNA extrahované ze vzorků půd a exkrementů. 

Vzorky pocházely z modelového pokusu sledujícího přenos tet-r genů z exkrementu skotu 

léčeného/neléčeného tetracyklinovými ATB do půdy. Pokus byl uspořádán v roce 2009 na 

kanadském pracovišti (University of Sherbrooke, Department of Biology, Sherbrooke, 

Québec, Canada) v rámci projektu OECD (JA00054767). 

 

3.1. Uspořádání pokusu a pokusný materiál 

 

     Pro testování hypotézy, ţe exkrementy zvířat jsou zdrojem tet-r genů, obohacujících 

rezistom půdního bakteriálního společenstva, byl uspořádán střednědobý mikrokosmový 

experiment. Uspořádání pokusu schématicky zobrazuje obrázek 4. 

 

     Obr. 4: Uspořádání mikrokosmového experimentu. 
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     Byly pouţity exkrementy skotu léčeného oxytetracyklinovými antibiotiky (OE) a 

exkrementy kontrolního neléčeného zvířete (E) z téţe farmy (Dairy and Swine Research and 

Development Centre, Lennoxville, QC, Canada). Léčebná dávka antibiotika (oxytetracyclin 

hydrochlorid, 100mg/ml) byla aplikována léčenému zvířeti injekčně dvakrát denně (2x20 

ml/den) po dobu 3 dnů. Během této doby byly shromaţďovány exkremety od léčeného i 

neléčeného zvířete a následně byly pouţity k inkubaci s půdou. Před zahájením pokusu byly 

oba vzorky důkladným promícháním homogenizovány a část vzroků zamraţena (-20°C). 

Vzorek E neobsahoval ţádná rezidua oxytetracyclinu, ve vzorku OE bylo detekováno 

mnoţství 33 µg/g č.h. (nepublikovaná data posyktnutá v rámci projektu P504/10/2077). 

Půdní vzorky (S) byly odebrány v červenci na třech soukromých farmách v oblasti Québeck, 

vzdálených od farmy v Lennoxville cca 60 km. Všechny půdy pocházely z půdy oseté 

kukuřicí. Na všech třech farmách nebylo více jak 20 let pouţíváno hnojení ţivočišnými 

odpady. Doprovodné základní charakteristiky analyzovaných půdních vzorků shrnuje 

tabulka VIII. Půdní vzorky byly následně homogenizovány za semisterilních podmínek 

(vydesinfikované nerezové síto; roka = 50 mm). Kaţdá ze tří půd byla rozdělena po 1000 g do 

12 plastových boxů, z nichţ 1/3 půdních vzorků zůstala neošetřena (varianta S), 1/3 byla 

obohacována exkrementem od neléčeného zvířete (varianta SE) a 1/3 byla obohacována 

exkrementem od léčeného zvířete (varianta SOE). Byly tedy 4 technická opakování od kaţdé 

půdy.  

     Tab. VIII: Zakladní charakteristika inkubovaných půd. 

 Vlhkost (%) pH (1 M KCl) Corg (%) Ntot (%) 

Farma 1  17,94 ± 0,27 5,95 ± 0,08 3,71 ± 0,67 0,24 ± 0,05 

Farma 2 23,45 ± 0,16 7,03 ± 0,04 2,43 ± 0,41 0,19 ± 0,04 

Farma 3  21,00 ± 0,28 5,39 ± 0,02 2,03 ± 0,24 0,15 ± 0,02 

Data byla poskytnuta v rámci projektu P504/10/2077. 

 

     Exkrementy (20 g) byly do mikrokosmu přidávány kaţdý týden a po důkladném 

promíchání byly mikrokosmy inkubovány ve tmě při 15°C. Tři týdny před ukončením 

inkubace k půdě jiţ nebyly přidávány ţádné exkrementy. V této době byly exkrementy 

zamraţeny (-20°C). Po ukončení inkubace byly vzorky půd i přidávaných exkrementů 

zamraţeny (-20°C) a zamraţené transportovány z Kanady do ČR, kde byl posléze proveden 

genový screening vybraných tet-r genů. 
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     Genový screening se u obou exkrementů prováděl ze vzorků odebraných na začátku 

experimentu a na konci experimentu, aby byly zachyceny případné změny ve sloţení tet-r 

genů během skladování exkrementů.  

 

3.3. Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

 

     PCR umoţňuje získat poţadovanou a specifickou sekvenci DNA bez jejího předchozího 

klonování ve vektorech. Princip PCR je zaloţen na replikaci nukleových kyselin, která je 

základním molekulárním procesem všech ţivých organizmů. Podstatou PCR je cyklicky se 

opakující enzymová syntéza nových řetězců vybraných úseků dvouřetězcové DNA ve směru 

5'→3' prostřednictvím DNA-polymerázy. Studovaný úsek nukleotidové sekvence je 

vymezen připojením dvou primerů, které se váţou na protilehlé řetězce DNA tak, ţe jejich 

3'-konce směřují proti sobě (Šmarda et al., 2005). 

     Primery jsou jednovláknové krátké úseky DNA nasedající na DNA v místě s 

komplementární sekvencí. Pokud známe sekvenci, můţeme navrhnout primer, který bude za 

určité teploty (annealingové teploty) specificky nasedat na určité místo v templátové DNA. 

Specifitu reakce zajišťuje vedle správné annealingové teploty také dostatečná délka primeru 

(okolo 20 nukleotidů). Takto můţeme DNA dependentní DNA-polymeráze určit, od kterého 

místa a kterým směrem má začít syntetizovat nové vlákno. Sekvence primerů musí být 

unikátní, navrţená tak, aby se v cílové DNA jejich sekvence vyskytovala pouze jednou.  

     Pro nasednutí primerů na templátové vlákno DNA, je nutná počáteční denaturace DNA. 

Při teplotě cca 95°C se DNA rozestoupí na dvě komplementární vlákna, která poté budou 

přístupná pro nasednutí primerů. Denaturací dvoušroubovice vzniknou dvě vlákna DNA, 

proto jsou k syntéze daného úseku potřeba dva primery (forward a reverse), z nichţ kaţdý 

bude nasedat na jedno vlákno. Řetězové vytváření produktu umoţňuje především cyklické 

střídání teplot. Vzdálenost mezi místy nasednutí primerů udává délku amplifikovaného 

úseku. 

     Při navrhování primerů se dbá na to, aby oba měly přibliţně stejnou teplotu tání 

(annealingovou teplotu), která závisí na jejich délce (čím delší je molekula, tím více 

vodíkových můstků se v ní nachází a tím je potřeba více energie k denaturaci) a na jejich 

sekvenci, především na poměru GC párů a AT párů (čím více GC párů se třemi vodíkovými 
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můstky, tím vyšší teplota tání). Pro navrhování primerů se dnes pouţívají počítačové 

programy (Sambroock et Russel, 2001). 

 

     Po přidání DNA polymerázy a nukleotidů pak probíhá syntéza nových vláken na obou 

matricových řetězcích protisměrně. K syntéze DNA se pouţívají termostabilní polymerázy 

izolované z termofilních mikroorganizmů, např. Taq DNA-polymeráza z Thermus aquaticus 

odolávající teplotám, při nichţ DNA denaturuje. To umoţňuje, aby syntéza DNA probíhala 

opakovaně formou cyklů, kde se pravidelně střídají tři kroky, během nichţ probíhají tři 

odlišné děje s odlišnými nároky na teplotu: 

 

● denaturace dvouřetězcových molekul DNA (94-95°C) 

● nasednutí primerů na komplementární místa oddělených řetězců (30-65°C) 

● syntéza nových řetězců DNA prostřednictvím DNA-polymerázy (65-75°C) 

 

     Výsledným produktem PCR jsou amplikony – úseky DNA definované délky v mnoha 

kopiích o velikosti obvykle desítky aţ tisíce bp, jejichţ přítomnost se v reakční směsi 

prokazuje stanovením jejich velikosti elektroforézou v agarózovém nebo 

polyakrylamidovém gelu nebo kvantitativním měřením mnoţství produktu v reálném čase. 

     Reakce se provádějí v zařízení nazývaném termocykler, v němţ se teplota mění 

automaticky v naprogramovaných časových intervalech. Postupným opakováním tohoto 

procesu se exponenciálně vytváří aţ miliarda kopií vybraného úseku cílové molekuly. 

Jelikoţ výsledkem PCR je mnohonásobné zmnoţení vybraného úseku DNA, lze ji označit za 

způsob klonování DNA (Šmarda et al., 2005). 

 

     Sloţky reakční směsi:         

 ● ultračistá voda 

 ● pufr s obsahem Mg
2+

, které potřebují všechny termostabilní polymerázy pro svou 

    aktivitu, jednomocné kationty (standardní PCR pufr obsahuje 50mM KCl), Tris-Cl 

    (ve standardních PCR reakcích pouţíván o koncentraci 10mM). Pufr tedy zajišťuje 

    vhodné podmínky pro působení polymerázy 

 ● dvojice vhodných primerů 

 ● deoxyribonukleosidtrifosfáty (dNTPs) slouţící k syntéze polynukleotidového   

    řetězce, mezi které patří dATP, dTTP, dCTP a DTP 
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 ● termostabilní DNA-dependentní DNA - polymeráza (Taq polymeráza) 

 ● templátová DNA (vlastní vzorek) 

 

     Do reakční směsi se někdy přidávají další komponenty, které mají za úkol zvýšit výtěţky 

a téţ specificitu reakce. Pouţívají se např. při podezření na přítomnost inhibitorů Taq 

polymerázy v roztoku templátové DNA. 

 

 ● BSA - hovězí serum-albumin. Prostřednictvím tohoto enzym-stabilizujícího  

    proteinu můţeme dosáhnout vyšších výnosů PCR reakce 

 ● DMSO - dimethyl sulfoxid (molekulární vzorec C2H6OS), rozšiřuje optimální     

    rozmezí koncentrací MgCl2, zlepšuje denaturaci DNA 

 

     Praktické provedení: 

 

     PCR reakci jsme vţdy míchali ve sterilním boxu, který byl zbaven (sterilizujícím UV 

světlem) mikroorganismů a veškeré DNA, která by mohla kontaminovat vzorky a slouţit 

jako nechtěný templát. Přesné sloţení reakční směsi jsme stanovili podle jiţ vyzkoušeného 

protokolu, hodnoty jsou znázorněny v tabulce X. Poté jsme stanovili sloţení master mixu, 

tedy reakční směsi vynásobené počtem vzorků, včetně pozitivní a negativní kontroly. Jako 

pozitivní kontrola nám slouţila templátová DNA, obsahující úsek DNA specifický pro 

danou reakci, tzn. nesoucí gen, který chceme amplifikovat, poţité pozitivní kontroly jsou 

v tabulce IX. Negativní kontrola obsahovala pouze master mix, tedy všechny sloţky PCR 

kromě templátové DNA. Negativní kontrola ověřovala čistotu reakční směsi od náhodné 

kontaminace DNA a také vylučovala falešně pozitivní výsledek amplifikace. Sloţení master 

mixu jsme počítali bez objemu templátové DNA, který se pak přidával do kaţdé 

mikrozkumavky zvlášť. 

     Před vlastním mícháním master mixu jsme si nejdříve sterilní box vysterilizovali (20 min 

UV světlem), poté jsme si připravili potřebné roztoky a nechali je pomalu rozpouštět na ledu. 

V boxu jsme podle protokolu namíchali master mix do sterilní zkumavky (začali jsme vodou 

končili polymerázou). Z takto připraveného master mixu jsme odpipetovali 24 µl (vţdy 

stejný objem) do jednotlivých mikrozkumavek, kalibrovaných na objem 200 µl. 
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     DNA jsme přidávali mimo PCR box na stole, který je určen jen pro tuto činnost. 

Mikrozkumavky jsme po přídavku DNA umístili do ledovacího stojánku, abychom sníţili 

riziko nespecifického nasednutí primerů na ne zcela komplementární místa v DNA, coţ se 

můţe přihodit při laboratorní teplotě a DNA–polymeráza by mohla, byť s nízkou účinností, 

syntetizovat neţádoucí úseky DNA. Do kaţdé mikrozkumavky, kromě negativní kontroly, 

jsme přidali 1μl příslušné DNA (naředěné na 20-50 ng/µl). 

     Takto připravené vzorky jsme vloţili do termocykleru (viz výše). Zkumavky s reakční 

směsí jsou v termocykleru umístěny v kovovém bloku, jehoţ teplota je řízena podle 

programu nastaveného uţivatelem, PCR podmínky a primery jsou popsány v tabulce IX. 

 

 

 



 

31 

 

     Tab. IX: PCR podmínky a primery pouţívané pro amplifikaci genů tetracyklinové rezistence. 

Gen Primery Sekvence primerů 5'-3' 

(Odkaz) 
Cykly PCR reakce 

Délka 

výsledného 

produktu [bp] 

Pozitivní kontrola 

tet(B) tet(B) (F) 

tet(B) (R) 

TACGTGAATTTATTGCTTCGG 

ATACAGCATCCAAAGCGCAC 

(Aminov et al., 2002) 

I.     4min/94°C 
II.    30s/94°C 

III.  31s/61°C 

IV.  30s/72°C (zpět na krok II., 
opakovat 34x) 

V.   3min/72°C 

206 Plazmid nesoucí gen tet(B) 

(pRT11 obsahující 2,7 kb HpaI fragment s tet(B) z 

lambda: Tn10) 

(Aminov et al. 2002) 

tet(L) tet(L) (F) 

tet(L) (R) 

CATTTGGTCTTATTGGATCG 

ATTACACTTCCGATTTCGG 

(Aarestrup et al., 2000) 

I.    5min/94°C 

II.   30s/94°C 

III.  30s/55°C 
IV.  1min/72°C (zpět na krok II., 

opakovat 34x) 

V.   3min/72°C 

494 Staphylococcus aureus pSTS9 

(Aarestrup et al. 2000) 

tet(V) tet(V) (f) 

tet(V) (frc) 

CGAGACCACCTTCGACAGCG 

GCCTACGGTTTCATCCTGGC 

(Kyselková et al., nepublikováno) 

I.     7min/95°C 
II.    1min/94°C 

III.   15s/65°C 

IV.  30s/72°C (zpět na krok II., 
opakovat 34x) 

V.    5min/72°C 

331 Mycobacterium DNA 4C 

(Kyselková et al., nepublikováno) 

otr(B) otr(B) (F) 

otr(B) (R) 

CCGACATCTACGGGCGCAAGC 

GGTGATGACGGTCTGGGACAG 

(Nikolakopoulou et al., 2005) 

I.     5min/94°C 

II.    1min/94°C 
III.   1min/68°C 

IV.   1min/72°C (zpět na krok II., 

opakovat 34x) 
V.    7min/72°C 

947 Streptomyces rimosus subsp. rimosus 

DSMZ 40260 

(ATTC 10970) 

tet(Z) tet(Z) (F) 

tet(Z) (R) 

CCTTCTCGACCAGGTCGG 

ACCCACAGCGTGTCCGTC 

(Aminov et al., 2001) 

I.     4min/94°C 

II.    20s/94°C 
III.  30s/60°C 

IV.  50s/72°C (zpět na krok II., 

opakovat 34x) 
V.   7min/68°C 

204 Plazmid, nesoucí gen tet(Z) 

(pAGHD1 obsahující tet(Z) z pAG1 plazmidu z 

Corynebacterium glutamicum) 

(Tauch et al., 2000) 

tet(M) tet(M) (F) 

tet(M) (R) 

ACAGAAAGCTTATTATATAAC 

TGGCGTGTCTATGATGTTCAC 

(Aminov et al., 2001) 

I.     4min/94°C 

II.    20s/94°C 

III.  30s/52,3°C 

IV.  1min/72°C (zpět na krok II., 
opakovat 34x) 

V.   7min/68°C 

171 Plazmid pAT101, nesoucí gen tet(M) 

z transpozonu 

 

Tn1545 rodu Streptococcus 

(Martin et al., 1986) 
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     Tab. X: Výsledné sloţení PCR reakčních směsi pro jednotlivé geny tetracyklinové rezistence. 

Výsledné koncentrace ve 25μl reakci 

Amplifikovaný gen tet(B) tet(L) tet(V) otr(B) tet(Z) tet(M) 

Pufr 1x
a
 1x

a
 1x

a
 1x

b
 1x

a
 1x

a
 

MgCl2 1,5mM 1,5mM 1,5mM - 1,5mM 1,5mM 

dNTPs 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 

Forwad primer 500nM 1000nM 500nM 100nM 250nM 500nM 

Reverse primer 500nM 1000nM 500nM 100nM 250nM 500nM 

DMSO 5 % 5 % 5 % - 5% 5 % 

BSA 0,12mg/ml 0,12mg/ml 0,12mg/ml - 0,12mg/ml 0,12mg/ml 

DreamTaqTM 

polymeráza 
0,05U/µl 0,05U/µl 0,05U/µl - 0,05U/µl 0,05U/µl 

Templátová DNA 0,8 – 2ng/µl 0,8 – 2ng/µl 0,8 – 2ng/µl 0,8 – 2ng/µl 0,8 – 2ng/µl 0,8 – 2ng/µl 

Q-solution - - - 1x - - 

Quiagen Taq - - - 0,05U/µl - - 

 

a
 Pufr bez přídavku MgCl2, který obsahuje 500mM KCl, 100mM Tris-Cl (pH 9.0) a 0,1% Triton X-100 v optimalizovaném poměru (Fermentas) 

b 
Pufr dodávaný s QuiagenTaq (Quiagen; obsahuje jiţ Mg

2+
 ionty, přesné sloţení nezveřejněno) 
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3.4. Elektroforéza  

 

     Elektroforéza patří v molekulární biologii k nejpouţívanějším separačním technikám při 

izolaci a analýze nukleových kyselin a bílkovin. Principem elektroforetické separace je 

pohyb nabitých molekul v elektrickém poli. Hlavním nositelem náboje nukleových kyselin 

jsou negativně nabité fosfátové skupiny, a proto se nukleové kyseliny v elektrickém poli 

pohybují k opačně nabité elektrodě – anodě (Šmarda et al., 2005). 

 

3.5. Gelová elektroforéza 

 

     Z praktických důvodů se elektroforéza neprovádí přímo v roztoku, ale ve vhodném 

nosiči, tím bývá obvykle gel. Elektroforetické gely pouţívané pro separaci nukleových 

kyselin jsou nejčastěji tvořeny polyakrylamidem nebo agarózou, které vytvářejí síťovou 

strukturu polymerních molekul s póry, jejichţ velikost lze ovlivnit sloţením roztoku a 

koncentrací polymeru. Agarózové gely jsou vhodné pro separaci molekul nukleových 

kyselin o velikosti od 100bp aţ po zhruba 50kb. Podle polohy gelu v elektroforetické 

aparatuře rozlišujeme horizontální a vertikální gelovou elektroforézu, které mají deskové 

uspořádání a dále kapilární elektroforézu, u níţ je gel uvnitř kapiláry.  

     Velikost nukleové kyseliny nebo jejího fragmentu o neznámé velikosti lze stanovit 

srovnáním jejich elektroforetické pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivostí molekul nebo 

fragmentů o známé velikosti, které se označují jako standardy velikosti nebo hmotnostní 

standardy.  

     Po dokončení elektroforézy jsou polohy separovaných molekul neviditelné, je třeba je 

zviditelnit vhodným barvivem. Nejčastěji je poţíván ethidiumbromid, který se vmezeřuje 

mezi sousední páry bází v DNA a vytváří s ní komplex, který po osvětlení ultrafialovým 

světlem fluoreskuje. Molekuly DNA o stejné velikosti jsou pak na gelu patrné jako prouţky, 

jejichţ intenzita je úměrná koncentraci DNA (Šmarda et al., 2005). 
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     Praktické provedení: 

 

     V našem případě jsme pracovali s agarózovými gely v horizontální elektroforetické 

aparatuře. Nejčastěji jsme poţívali 1% nebo 2% gel, v závislosti na velikosti PCR produktu. 

Pro menší PCR produkty jsme volili 2% gel pro větší 1% gel, příprava agarózových gelů je 

zobrazena v tabulce XI. 

     Do Erlenmayerovy baňky jsme naváţili agarózu a smíchali ji s pufrem v daném poměru 

(viz tabulka). Baňku jsme vloţili do mikrovlnné trouby a nechali jsme agarózu v pufru 

dokonale rozpustit (cca 3 min na 800W). Vzniklý gel jsme částečně zchladili pod proudem 

vody a nalili ho do předem připravené vany s hřebenem. Po ztuhnutí gelu jsme hřeben 

odstranili. Gel jsme vloţili do elektroforetické nádoby, obsahující TAE pufr. Do první jamky 

jsme nanesli marker (měřítko, podle kterého se odečítá velikost jednotlivých prouţků DNA) a do 

dalších jamek vlastní vzorky (5μl z PCR reakční směsi) smíchané s nanášecím pufrem (6x 

Orange DNA Loading Dye, Fermentas) v poměru 1:6. Pufr, tedy hlavně jeho barva, 

umoţňuje orientaci při nanášení vzorků do jamek a také umoţňuje kontrolovat, jestli vzorky 

správně putují gelem při vlastní separaci. Jedná se o velmi hustou kapalinu a po smíchání se 

vzorkem dobře klesá do jamek v gelu. Pouţívali jsme napětí 100V a elektroforézu jsme 

nechali běţet přibliţně 45min. Po uplynutí této doby jsme gel obarvili ethidium-bromidem 

(1mg/l pufru). DNA s navázaným ethidium-bromidem jsme detekovali pomoci UV lampy. V 

místě, kam doputovaly molekuly DNA o stejné velikosti, se utvořil viditelný prouţek. 

Přibliţnou velikost molekul DNA v jednotlivých prouţcích jsme odečetli podle markeru. 

 

     Tab. XI: Příprava agarózových gelů podle velikosti fragmentů DNA, vhodné markery. 

 Agaróza 

[g] 

Pufr 

(1xTAE
a
) 

[ml] 

Velikosti fragmentů 

[pb] 

Pouţitý marker 

1 % gel 1 100 947 Gene RulerTM 1kb DNA 

Ladder 

2 % gel 2 100 171 - 494 Gene RulerTM 100bp DNA 

Ladder 
a
 40 mM Tris, 20mM kys. octová, 1 mM EDTA, pH=8,0 
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4. Výsledky 

 

     Výsledky PCR detekce vybraných tet-r genů shrnují tabulky XII a XIII. Z výsledků je 

patrné, ţe rezistom exkrementu léčené krávy (OE) obsahoval na začátku i na konci 

experimentu geny tet(B), tet(L), tet(Z), tet(M), tet(W) a tet(Q). Gen tet(V) byl detekován na 

začátku experimentu pouze v jednom opakování.  

     Nad naše očekávání byly rezistenční geny detekovány také v kontrolním exkrementu 

neléčeného zvířete (E). Tyto vzorky obsahovaly na začátku i na konci experimentu geny 

tet(Z), tet(M), tet(W) a tet(Q) ve všech opakováních. Gen tet(L) byl překvapivě detekován na 

začátku experimentu pouze v jednom opakování, na konci experimentu však byl nalezen uţ 

ve všech opakováních. Gen tet(V) byl detekován na začátku a na konci experimentu 

v jednom opakování. 

     Lze shrnout, že rezistom exkrementu léčeného zvířete se od rezistomu kontrolního 

neléčeného zvířete jasně lišil pouze v přítomnosti genu tet(B). 

     Půdní vzorky bez přídavku exkrementu (S), měly podle očekávání, velmi chudý 

profil screenovaných tet-r genů. Detekován byl pouze tet(L) gen a to ve všech vzorcích, a 

tet(V) gen, a to pouze ve vzorcích z farmy 1. Gen otr(B), charakteristický pro producenty 

tetracyklinu, nebyl nalezen v ţádném půdním ani jiném vzorku. 

     Ve všech půdách inkubovaných s exkrementy léčeného (SOE) i neléčeného (SE) zvířete 

byly nalezeny geny tet(L), tet(Z), tet(M), tet(W). Gen tet(V) byl nalezen ve všech 

opakováních v SE i SOE půdách pouze u farmy 1 a dále ve dvou SE vzorcích u farmy 3. Gen 

tet(B) byl nalezen pouze v jednom opakování v SOE půdě z farmy 1.  

     Gen tet(Q), charakteristický pro exkrementy, nebyl detekován v ţádném půdním vzorku 

obohaceném exkrementy. 

     Tetracyklinový rezistom půdních vzorků byl významně obohacen tet-r geny 

fekálního bakteriálního společenstva.  

     Rozdíl mezi přenosem genů z exkrementu léčeného a neléčeného zvířete do půdy byl 

minimální. 

     Z šesti tet-r genů detekovaných v  exkrementech se do půdy nepřenášel, 

v detekovatelném množství, pouze gen tet(Q).  
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tet-r geny / výskyt 

Exkrement S SE SOE 

E na 

začátku 

E na  

konci 

OE na 

záčátku 

OE na 

konci 
Farma 

1 

Farma 

2 

Farma 

3 

Farma 

1 

Farma 

2 

Farma 

3 

Farma 

1 

Farma 

2 

Farma 

3 

EFFLUXNÍ 

PUMPY 

tet(B) 

 častý u G- 

- - + + - - - - - - - - - 

- - + + - - - - - - + - - 

- - + + - - - - - - - - - 

- - + + - - - - - - - - - 

tet(L)  

zejména G+ 

s nízkým obsahem 

GC 

- + + + + + + + + + + + + 

+ + + + + + + + + + + + + 

- + + + + + + + + + + + + 

- + + + + + + + + + + + + 

tet(Z)  

G+ s vysokým 

obsahem GC 

(Corynebacterium) 

+ + + + - - - + + + + + + 

+ + + + - - - + + + + + + 

+ + + + - - - + + + + + + 

+ + + + - - - + + + + + + 

tet(V) 

G+ s vysokým 

obsahem GC 

(Mycobacterium) 

+ + - - + - - + - - + - + 

- - + - + - - + - + + - - 

- - - - + - - + - + + - - 

- - - - + - - + - - + - - 

otr(B) 

 (Streptomyces, 

Mycobacterium) 

- - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - 

     Tab.XII: Distribuce tetracyklin rezistenčních genů, pro efluxní pumpy, v exkrementech a inkubovaných půdách. 
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     Tab.XIII: Distribuce tetracyklin rezistenčních genů, pro proteiny ribozomální protekce, v exkrementech a inkubovaných půdách. 

Pozn. Tet(Q), tet(W) výsledky získané pomocí real-time PCR (Kyselková et al., nepublikováno). 

 

 

tet-r geny / výskyt 

Exkrement S SE SOE 

E na 

začátku 

E na  

konci 

OE na 

začátku 

OE na 

konci 
Farma 

1 

Farma 

2 

Farma 

3 

Farma 

1 

Farma 

2 

Farma 

3 

Farma 

1 

Farma 

2 

Farma 

3 

PRP 

tet(M) 

G+/G- 

+ + + + - - - + + + + + + 

+ + + + - - - + + + + + + 

+ + + + - - - + + + + + + 

+ + + + - - - + + + + + + 

tet(W) 

G+/G-  zejména 

fakultativně anaerobní  

+ + + + - - - + + + + + + 

+ + + + - - - + + + + + + 

+ + + + - - - + + + + + + 

+ + + + - - - + + + + + + 

tet(Q) 

G+/G- zejména 

anaerobní 

+ + + + - - - - - - - - - 

+ + + + - - - - - - - - - 

+ + + + - - - - - - - - - 

+ + + + - - - - - - - - - 
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5. Diskuse 

 

     Výsledky neprokázaly rozdíl mezi přítomností tet-r genů v exkrementech léčeného a 

kontrolního (nelečeného) zvířete, výjimkou byl gen tet(B) detekovaný v exkrementu 

léčeného zvířete. 

Gen tet(B) se typicky vyskytuje u třidy Gamma Proteobacteria, zejména u enterobakterií (tj. 

čeledi Enterobacteriaceae) např. u rodů Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Salmonella, 

Shigella,  Proteus. Je dobře zdokumentováno, ţe bakterie E. coli snadno získávají rezistence 

a jsou více odolné k antibiotikům neţ ostatní fekální mikroflóra (Ősterbalt et al., 2000). Tito 

autoři zjistili, ţe míra ATB-rezistence proporcionálně odpovídá hladině antibiotika 

působícího na intestinální mikroflóru. Tato skutečnost by vysvětlila rozdíl mezi oběma typy 

vzorků, jelikoţ v exkrementech léčeného zvířete byly detekovány rezidua tetracyklinového 

antibiotika na rozdíl od kontrolního vzorku neléčeného zvířete. Dolejská et al. (2008) 

sledovali prevalenci TET-r izolátů E. coli na dvou mléčných farmách, kde byla zvířata 

ošetřována tetracyklinovými antibiotiky. Studie také ukázala, ţe tetracyklinový rezistom byl 

reprezentován výhradně geny tet(B) a tet(A), ţe výskyt TET-r isolátů odpovídal spotřebě 

tetracyklinových antibiotik, a ţe rezistence se lišila v závislosti na stáří zvířat. V této práci 

bohuţel byly sledovány pouze geny tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E).  

     Shodný výskyt ostaních tet-r genů ve vzorku léčeného i neléčeného zvířete, lze vysvětlit 

získáním rezistenčních genů kontrolním zvířetem v důsledku předchozí léčby 

tetracyklinovými antibiotiky v průběhu ţivota (přesné údaje bohuţel nejsou dostupné) nebo 

sdílením společné mikroflóry, jak je typické pro uzavřená společenstva. Rybaříková et al. 

(2010) ukázali, ţe významným rezervoárem i vektorem rezistentních E. coli je v kravínech 

mléčných farem hmyz. 

     Půdy bez přídavku exkrementu měly nízký výskyt tet-r genů. Oproti našemu očekávání 

jsme v těchto  půdách nedetekovali gen otr(B), typický pro půdní producenty tetracyklinu – 

Streptomycety. Je moţné, ţe se zde gen otr(B) vyskytuje, ale není dostatečně abundantní na 

to, abychom ho mohli detekovat. Detekovali jsme pouze gen tet(L), který je velmi rozšířený, 

byl nalezen v půdě i v ŢO (Wu et al., 2010, Schwaiger et al., 2009), dokonce i 

v nedotčených půdách (Ghosh et La Para, 2007). Gen tet(L) byl zatím nalezen u 38 

bakteriálních rodů (tabulka IV), vyskytuje se hlavně u kmenů Firmicutes, Bacteroidetes a 

Actinobacteria. To, ţe jsme ho detekovali i v půdě s přídavkem exkrementu od lečené a 
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kontrolní krávy je v souladu s jeho promiskuitou u velkého mnoţství G+ a G- bakteriálních 

rodů, a tedy asi častým HGP. Dále jsme také detekovali v půdě jedné z farem gen tet(V) ve 

všech opakováních. Tento gen je typický pro mykobakterie, tedy skupinu bakterií patřící do 

kmenu Aktinobacteria (tabulka IV). Je pravděpodobné, ţe právě půda z této farmy byla 

bohatá na mykobakterie.  

    Do půdy ošetřovné exkrementy neléčeného i léčeného zvířete se přenesly geny tet(Z), 

tet(M) a tet(W). Buď tedy došlo k adaptaci fekálních bakterií na půdní prostředí, nebo došlo 

k HGP mezi fekálními a půdními bakteriemi. Gen tet(Z) byl zjištěn zatím pouze u dvou 

bakteriálních rodů Lactobacillus a Corynebacterium, je tedy charakteristický pro kmeny 

Firmicutes a Actinobacteria. V případě genu tet(Z) bude hrát asi větší roli adaptace nositele 

genu v novém prostředí neţ-li HGP, protoţe právě Corynebacterium patřící do kmene 

Actinobacteria, vykazuje tedy schopnost čelit nepříznivým podmínkám. Podobně i 

Lactobacillus můţe přeţívat v půdě, např. v rhizosféře (Holt et al., 1994). 

     Zatímco geny tet(W) a tet(M) byly nalezeny u mnoha bakteriálních rodů, dokonce 

v případě genu tet(M) u 68 rodů. U obou genů se jedná především o zástupce kmenů 

Firmicutes, Proteobacteria a Actinobacteria, u tet(W) za zmínku stojí také bakteriální kmen 

Bacteroidetes (tabulka IV). Geny tet(M) a tet(W) se nacházejí na konjugovatelných 

plazmidech a transpozonech (Chopra et Roberts, 2001), data tedy naznačují, ţe můţe 

docházet k HGP.  

     To ţe gen tet(B) byl detekován pouze v jednom opakování v půdě s přídavkem 

exkrementu od léčené krávy ukazuje na neschopnost enterobakterií přeţít v takovýchto 

podmínkách. Přenos genu tet(V) lze na základě výsledků prokázat pouze v případě přidání 

exkrementů neléčeného zvířete do půdy z farmy 3, jeho přenos byl však sporadický stejně 

jako jeho výskyt ve vzorcích exkrementu.  

     Přenos genu tet(Q) z obou exkrementů do půdy nebyl detekován. Gen tet(Q) je 

charakteristický především pro striktní anaerobní bakterie, zejména zástupce Bacteroidetes 

(tab VI), které tvoří aţ 40 % fekální mikroflóry skotu (Durso et al., 2010) a v půdě, která 

byla kaţdý týden během dvou měsíční inkubace promíchávána, pravděpodobně špatně 

přeţívaly. Z literárních údajů vyplývá, ţe gen tet(Q) byl nalezen ve všech třech typech 

prostředí (Kobashi et al., 2007; Patterson et al., 2007; Peak et al., 2007; Wu et al., 2010; 

Schmitt et al., 2006).  
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6. Závěr 

 

     V teoretické části své práce jsem shrnula výsledky prací zabývajících se výskytem genů 

odpovědných za rezistenci k tetracyklinu v intestinálním traktu, ţivočišných odpadech a 

půdě.  

     Literární data naznačila, ţe půda obohacená ţivočišnými odpady poskytuje nejbohatší 

rezervoár tet-r genů. Je však stále nedostatek prací, které by současně a za pouţití téţe 

metodiky sledovaly výskyt tet-r genů ve všech typech prostředí našeho zájmu a napomáhaly 

vysvětlit, které faktory ve vytváření rezervoárů ATB-rezistence a šíření rezistenčních genů 

v půdním prostředí hrají významnou roli. 

     Z výsledků experimentální části vyplynulo, ţe zdrojem tet-r genů byly exkrementy skotu 

nezávisle na aktuální léčbě antibiotiky, a ţe tyto geny byly následně přenositelné do půdy.  

 

     Vliv reziduí tetracyklinových antibiotik v exkrementu hrál zanedbatelnou roli na rezistom 

exkrementů i exkrementy obohacených půd. 

 

     Výsledky experimentu naznačily rozdělení sledovaných genů do několika skupin 

s odlišným potenciálem pro jejich šíření v prostředí: 

(i) Jako nejvíce invazivní se jevil gen tet(L), nalezený ve všech vzorcích, včetně 

nehnojených půd a dále geny tet(M) a tet(W). Jedná se o geny detekované 

v širokém spektru bakterií. Lze usuzovat, ţe pro šíření těchto tří genů hraje 

pravděpodobně významnou roli horizontální přenos.  

(ii) Geny tet(Z) a tet(V) se také přenášely do půdy, ale vzhledem k omezenému 

výskytu mezi bakteriálními taxony, je předpokládána pouze adaptace jejich 

nositelů v novém prostředí. Méně úspěšný v přenosu se jevil gen tet(V). 

(iii) Výskyt genu tet(B) byl podmíněn selekčním tlakem ATB v exkrementu a jeho 

přenos do půdy byl velmi omezený. 

(iv) Gen tet(Q) se nepřenášel, pravděpodobně z důvodů nevhodných podmínek 

pro přeţití či HGP mezi nositeli a případnými půdními recipienty.  
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