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1. Uvod a cile prace

Zabranéni Sifeni antibiotické rezistence (ATB-rezistence) potravnim fetézcem patii mezi
soucasné priority, k jejichz feseni je nezbytny také intenzivni ekologicky vyzkum. Mezi
rizika Sifeni Dbakteridlni rezistence nepochybné patii vstupy ATB-rezistentnich
mikroorganizmii do prostfedi formou zivociSnych odpadi. V bézné praxi nedochazi k
separaci exkrementl zvifat oSetfenych antibiotiky (ATB) od ostatnich. Je otazkou, jak
nestravena ATB ovliviiyji fekalni mikrofloru a nasledné¢ i pidni mikrofléru, pokud se
zivoCisné odpady dostanou formou hnojeni do pud. Predkladana prace se soustfedi na
bakteridlni rezistence k tetracyklinovym antibiotikim (TET-r), jejichz aplikace je spojena
S vice nez padesatiletou praxi v Zivo¢isné vyrobe.

Cilem prace bylo (i) ziskani a zhodnoceni literarnich dat tykajicich se problematiky
vyskytu a Sifeni tetracyklin rezistencnich genti (tet-r genid) v prostiedi, zejména v pidach
hnojenych odpady z zivo¢isné vyroby; (ii) osvojeni metodiky detekce tet-r genti ve vzorcich
pudy a zivocisnych exkrementech a (iii) detekce tet-r geni v modelovém pokusu sledujicim

pfenos a perzistenci tet-r gent z exkrementu skotu lé¢eného tetracyklinovymi antibiotiky do

pudy.

Pracovni hypotéza:

Mnozstvi i1 pestrost (diverzita) tet-r genti v prostiedi se bude zvySovat v zavislosti na
selekénim vlivu tetracyklinovych antibiotik a na diverzité bakteridlniho spolecenstva
prostiedi schopného sdilet, co nejpestiejsi tet-r rezistom. Fekalni bakterialni spolecenstvo je

zdrojem tet-r gent obohacujici rezistom bakterialniho spolecenstva pud.



2. Literarni reSerse

2.1. Antimikrobialni latky a tetracyklinova antibiotika

Antimikrobialni latky jsou pfirodni nebo synteticky vyrobené chemické slouceniny, které

zabiji nebo zamezuji ristu mikroorganizmii. ATB jsou podskupinou antimikrobidlnich latek

puvodné povazovanou za piirodni preparaty. Strategie vyvoje ATB je charakterizovana

pfechodem od izolace ATB z kultur nejrtiznéjSich druhti mikroorganismi pfes biosyntézu az

po jejich chemickou syntézu. Nékteré druhy ATB jsou tedy vyrabény zcela synteticky

(Bednaf et al., 1996). Pfesné rozd¢€leni antimikrobialnich latek je zobrazeno v tabulce I.

Tab.l: Antimikrobialni latky (Madigan et Martinko, 2006).

Pro vngjsi pouziti | syntetické prostfedky | Sterilanty a dezinfek¢ni prostredky

Antimikrobialni : Analogy rustovych faktort a
latky . . syntetické 1éky 24 chinc;%ny
Pro vnitini pouziti = ; —
ptirodni a syntetické
Antibiotika

Za objevitele prvniho ATB, je povaZzovan skotsky bakteriolog Alexander Fleming, ktery

v roce 1928 popsal antimikrobialni G¢inky plisné Penicillium notatum na bakterialni kulturu

Staphylococcus aureus. Stal se tedy objevitelem penicilinu, ktery vSak vstoupil do klinické

praxe az o 14 let pozdéji (Geddes et al., 2008).

ATB maji riznou strukturu, piisobi pouze na n¢kolika mistech bakteridlni buiiky, takZe

zpuisobu ucinku je omezeny pocet. Piiklady ptisobeni ATB v bakterialni bunice jsou uvedeny

v tabulce II.

Tab. II: Priklady ptisobeni ATB v bakterialni bunice (Madigan et Martinko, 2006).

Pusobeni antibiotik v bakterialni burice

Priklady antibiotik

Inhibice syntézy bunécné stény

Cykloserin, Bacitracin, Vankomycin, Beta-laktamova
ATB (Peniciliny, Cefalosporiny, Monobaktamy)

Inhibice proteosyntézy

Aminoglykosidy (Streptomycin), Tetracykliny
(Doxycyklin), Chloramfenikol, Makrolidy
(Erytromycin), Spectinomycin

Inhibice syntézy nukleovych kyselin (DNA,
RNA)

Inhibitory RNA polymerazy (Rifampicin), Chinolony
(Ciprofloxacin)

Inhibice metabolismu kyseliny listové

Sulfonamidy, Trimethoprim




Tetracyklinova ATB se fadi mezi dal$i vyznamné objevy ATB nedlouho po objevu
penicilini. Mezi prvnimi byl objeven chlortetracyklin a oxytetracyklin (tabulka III), které
jsou produkovany mikroorganizmy Streptomyces aureofaciens a Streptomyces rimosus.
Mezi tetracyklinova ATB ptirozené produkovana patii dale tetracyklin (S.auerofaciens, S.
rimosus a S.viridofaciens)a demethylchlortetracyklin (S.auerofaciens), mezi vyrabéna
polysynteticky patii methacyklin, doxycyklin a minocyklin (Chopra, 1994). Rolitetracykliny
a limecykliny byly syntetizované pozdé&ji pro lepSi rozpustnost ve vodé a pro lepsi
vstiebavani v téle. Nedavno objevenou skupinou tetracyklini byly glycylcykliny (Chopra et
Roberts, 2001). Prehled vSech generaci tetracyklinii se nachazi v tabulce I11.

Tab.IIl: Zatazeni jednotlivych tetracyklinovych ATB do pfislusné generace (Chopra et
Roberts, 2001).

Generace Antibiotikum Rok objeveni
Chlortetracyklin 1948
Oxytetracyklin 1948
Tetracyklin 1953
1.generace Demethylchlortetracyklin 1957
Rolitetracyklin 1958
Limecyklin 1961
Clomocyklin 1963
Methacyklin 1965
2.generace Doxycyklin 1967
Minocyklin 1972
3.generace Tigecyklin 1993

Tetracykliny jsou Sirokospektralni ATB vykazujici aktivitu proti grampozitivnim i
gramnegativnim bakteriim, chlamydiim, mycoplasmatiim a parazitickym prvokiim. Pfiznivé
antimikrobialni vlastnosti a absence nékterych vedlejSich ucinki vedly K intenzivnimu
terapeutickému vyuZzivani téchto latek pii lecbé lidskych 1 zvifecich infekei. Tetracykliny
jsou také uzivany napt. jako prevence proti malarii a v nékterych statech, v€etné USA, jsou
pfidavany v subterapeutickych davkach do krmiva zvifatim jako rlstové stimulatory

(Chopra et Roberts, 2001).




Obecna struktura tetracyklinovych antibiotik je zobrazena na obrazku 1. Zahrnuje vysoce
stabilni tetracyklické jadro, ke kterému jsou pfipojeny funkcéni skupiny. Vlastnosti dulezité
pro antimikrobidlni aktivitu tetracyklinii jsou: zachovani linearniho tetracyklického jadra,
pfirozené¢ se vyskytujici o — sterecochemickd konfigurace v polohach 4A, 12A,
dimethylaminoskupina v pozici 4 a konzervace keto-enol systému (11, 12, 12a) v blizkosti
fenolického D kruhu (Chopra et Roberts, 2001).

N(CH,);

OH C OH 0
Obr.1: Struktura tetracyklinu (Chopra et Roberts, 2001).

Tetracyklinové ATB pisobi bakteriostaticky, jako blokator translace. Do buiiky pronika
pfes bunéénou sténu a cytoplazmatickou membranu aktivnim transportem. Uvnitf
mikroorganizmu se vaze na malou ribozomalni podjednotku (30 S), kde brani vazbé tRNA
K ribozomalnimu akceptoru — A mistu. Nemize tedy dojit k pfidani aminokyselin (AMK) do
vznikajicitho polypeptidového fetézce, dochazi k zastaveni proteosyntézy a dalSiho ristu

bakterie (Manavathu et al., 1990).



2.2. Antibioticka rezistence

Rezistenci (odolnost) bakterii k ATB lze definovat, jako schopnost bakterialni populace
prezit ucinek inhibi¢ni koncentrace piislusného ATB (Levy et al., 1998).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace je nejmensi koncentrace ATB V zivné pud¢, ktera
zabrani viditelnému rustu naockované kultury (Bednar et al., 1996).

Rezistenci k tetracyklinu (TET-r) a dalsim ATB mutzeme rozd¢lit do dvou typu, jako
ptirozenou nebo ziskanou (Bednar et al., 1996).

Pfirozena rezistence je typicka pro mikroorganizmy, kterym chybi cilové misto ucinku
ATB, napfiklad mycoplasmata nemaji bunécnou sténu a jsou tudiz pfirozené rezistentni
k penicilinu  (http://en.wikipedia.org/wiki/Mycoplasma). Pfirozené rezistentni jsou také
mikroorganizmy produkujici ATB, u nich zodpovidaji za rezistenci proteiny kodované
ptislusnymi geny. Mezi geny zodpovédnymi za pfirozenou tet-r patii otr(A) a otr(B), které
jsou piitomny u rodu Streptomyces, producenti tetracyklinu a oxytetracyklinu (Alonso et al.,
2001; Roberts et al, 2005). Oba geny otr(B) i otr(A) jsou neseny chromozmomalni DNA
(Alonso et al., 2001). Produktem genu otr(A) jsou proteiny slouzici k aktivnimu vypuzovani
ATB, tzv. efluxni proteiny, umoziuji snizeni koncentrace ATB v buiice. Produktem genu
otr(B) jsou proteiny slouzici k ochran¢ ribozomu pied plsobenim ATB, tzv. proteiny
ribozomalni protekce (PRP), modifikuji cilové misto u¢inku ATB. Genl zodpovédnych za
ziskané typy tet-r je mnoho, mezi jejich produkty patii enzymy zptisobujici inaktivaci ATB,
PRP, efluxni pumpy (Hogan et Kolter, 2002). Detaily uvadi nasledujici kapitola.

Nové genové determinanty ATB-rezistence bunka ziskd mutaci vlastni DNA nebo
pfijetim cizorodé DNA. Trieber et Taylor (2002) identifikovali mutaci v 16S rRNA genu
z izolatu Helicobacter pylori, ktera zptsobuje TET-r zménou vazného mista pro ATB.
Mutace v regulatorech a regulacnich oblastech mizou pfispét k ATB-rezistenci vedouci
k nadprodukci rezistencénich determinant, jako jsou efluxni pumpy (Beinlich et al., 2001).
Mikroorganismus muze ziskat DNA nesouci geny rezistence pomoci procesu bakterialni
konjugace, transdukce nebo transformace (Chee-Sanford et al., 2009). Tento pienos genti se
nazyva horizontalni a mlZe probihat na mezidruhové i1 mezirodové urovni, na rozdil od
vertikalniho pifenosu probihajiciho Vv ramci jednoho druhu mezi buiikkou matefskou a

dcefinou (Smalla et al., 2000).


http://en.wikipedia.org/wiki/Mycoplasma

Tetracyklinové rezistence se u vétSiny bakterii vyskytuji diky ziskani novych gent. Tyto
geny jsou Casto sdruzeny s tzv. mobilnimi genetickymi elementy, mezi které patii napf.
transpozony, integrony a plazmidy. Tyto mobilni elementy byvaji ¢asto nositelem ATB-
rezistence a usnadnuji Sifeni této rezistence pomoci horizontalniho genetického pienosu
(Smalla et al., 2000). Podrobnéjsi informace poskytuje kapitola 2.4.

Rezistence k tetracyklinu je jednou z nejbéznéjSich ATB-rezistenci. Poprvé byla

identifikovana jiz v roce 1959 u bakterie Shigella dysenteriae (Roberts et al., 1996).



2.3. Mechanismy tetracyklinové rezistence

Existuji tfi nejvyznamnéj$i typy mechanismu tetracyklinové rezistence (tet-r): efluxni

proteiny, PRP a enzymaticka inaktivace ATB. Tyto mechanismy jsou kddované

specifickymi geny, které jsou zobrazeny v tabulce IV. Z téchto gen vznikaji procesem

transkripce a translace proteiny, které zptisobuji danou rezistenci.

Tab. IV: Ptehled genli zodpovédnych za rezistenci k tetracyklinovym antibiotikiim a
jejich vyskyt v bakterialnich rodech a rozdéleni podle mechanismu rezistence.
(http://faculty.washington.edu/marilynr/, Roberts 2011), pozn. Tucné zvyraznény
grampozitivni rody.

EFLUXNI 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,




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

ter 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 RIBOZOMALNI PROTEKCE (PRP)

tet(|\/|) 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




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

ENZYMATICKA INAKTIVACE ATB
tet(X) | Bacteroides, Spingobacterium
tet(34) | Aeromonas, Pseudomonas, Serratia, Vibrio
NEZNAME
tet(U) | Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus

Genova diverzita tet-r je vysokd, dnes je znamo 38 tet genti, 3 otr geny a 1 tcr gen

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

pokud se sekvence AMK v proteinech podoba aspont v 80 %, jinak je povazujeme za

nepiibuzné (Levy et al., 1999).

Otr geny byly poprvé identifikované u oxytetracyklin-produkujicich organizmti rodu

Mycobacterium a Streptomyces (Roberts et al, 2005).




Efluxni pumpy neboli efluxni proteiny jsou nejlépe prostudované Tet-proteiny. Koduji
geny patfici do skupiny ,,major facilitator superfamily*, jejiz produkty zahrnuji vice nez 300
jednotlivych proteinti. VSechny geny pro efluxni pumpy koduji proteiny spojené
S membranou, které exportuji tetracyklin z buiiky. Tyto proteiny vymeénuji proton za
tetracyklin-kationtovy kompex proti koncentra¢nimu gradientu (Paulsen et al., 1996).

Export tetracyklinu pomoci efluxnich pump snizuje koncentraci ATB uvnitt bunky az na
koncentraci netoxickou pro buiiku, tim dochazi k ochrané ribozomu pied ptisobenim ATB.
Tyto efluxni proteiny byly nalezeny u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii (Chopra et
Roberts, 2001).

Efluxni pumpy mohou byt fizené proton motivni silou nebo pomoci ABC — systému

(ATP Binding Cassete). Analyzy genomovych sekvenci ukazaly, Ze mnoho bakterii
disponuje efluxnimy pumpami znamymi jako ,,muti-drug transportéry*.
Tyto pumpy jsou schopné exportovat z buiiky Siroké spektrum nepiibuznych ATB. Vétsina
muti-drug transportérii nachazejicich se u gramnegativnich bakterii patéi do skupiny RND
(Resistance — Nodulation-Division) nebo do skupiny SMR (Small Multi-drug Resistance)
(Hogan et Kolter, 2002).

Efluxni proteiny byly rozdéleny do Sesti skupin na zakladé¢ homologie jejch AMK
sekvenci (Chopra et Roberts, 2001).

Prvni skupina zahrnuje proteiny, jako jsou Tet(A), Tet(B), Tet(C), Tet(D), Tet(E), Tet(G),
Tet(H), Tet(2), Tet(30). Tato skupina proteind ma z 41-78% shodnou sekvenci AMK. Pouze
protein Tet(Z) byl nalezen u grampozitivnich druhti (Tauch et al., 2000). Efluxni geny u
gramnegativnich druht jsou Siroce rozsifené a nachdzeji se na velkych plazmidech, vétSina
z téchto plazmidu jsou dobfe konjugovatelné a ¢asto nesou dalsi ATB-rezistence. Schopnost
predavat si tyto plazmidy v procesu bakterialni konjugace vedl k dramatickému zvySeni
multirezistenci u bakterii béhem poslednich 40 let (Chopra et Roberts, 2001).

Druha skupina zahrnuje proteiny Tet(K) a Tet(L) s 59% shodou sekvence AMK, byly
primarné nalezeny u grampozitivnich bakterii. Tyto proteiny umoziujici rezistenci
k tetracyklinu a chlortetracyklinu. Geny pro tyto proteiny se nachazeji hlavné¢ na malych
pfenosnych plazmidech, které se mohou inkorporovat napt. do chromozomu stafylokokil
(Chopra et Roberts, 2001).

Treti skupina zahrnuje proteiny Otr(B) a Tcr, oba nalezené u Streptomyces (Chopra et
Roberts, 2001).
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Ctvrta skupina zahrnuje protein TetA(P) nalezeny u Clostridium. Pata skupina zahrnuje
jeden protein Tet(V) z Mycobacterium smegmatis. Sesta skupina zahrnuje protein Tet(33)
z Corynebacterium striatum a jeden protein, ktery preferuje jako zdroj energie ATP nez-li

protonovy gradient (Chopra et Roberts, 2001).

PRP (proteiny ribozomalni protekce) jsou cytoplazmatické proteiny, které chrani
ribozomy pied pusobenim tetracyklinu, deoxycyklinu a minocyklinu. PRP vykazuji
homologii k elonga¢nim faktoram 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) snizuji citlivost ribozomu na tetracyklin. Tet(M) protein
dovoluje aminoacyl-tRNA navazat se na akceptorové misto ribozomu i pii takové
koncentraci tetracyklinu v bunce, ktera inhibuje proteosyntézu. Geny tet(M) a tet(Q) se Casto
nachazeji na velkych konjugativnich transpozonech (Chopra et Roberts, 2001).

PRP muizeme rozd¢lit do tfech skupin podle porovnani sekvence AMK. Prvni skupina
zahrnuje proteiny Tet(M), Tet(O), Tet(S), Tet(W), druha TetB(P) a Otr(A), treti Tet(Q) a
Tet(T) (Chopra et Roberts, 2001).

Enzymatickou aktivitu nalezneme pouze u proteint (enzymit) kodovanych geny tet(X),
tet(34) a tet(37) (Roberts, 2005). Protein Tet(X) je cytoplazmaticky protein, ktery chemickou
modifikaci zajiSt'uje inaktivaci tetracyklinu. Gen tet(X) byl nalezen na transpozonu dvou

blizce ptibuznych anaerobnich bakterii rodu Bacteroides (Chopra et Roberts, 2001).
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2.4. Sireni tetracyklinové rezistence

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2. tzv. mobilni genetické elementy jsou vyznamnym
faktorem usnadiujicim $ifeni rezistencnich gen. Mezi geneticky mobilni elementy patii
plazmidy, transpozony a integrony. Plazmidy jsou malé cyklické molekuly DNA, existujici
nezavisle na bakteridlnim chromozému, dovedou se samostatné replikovat (Votava et al.,
2005). Transpozony jsou useky DNA, které se mohou replikovat a byt vloZeny na nova
mista v genomu, nékdy se jim fika pohyblivi genomovi parazité (Roberts et al., 2005).
Integrony jsou genetické mobilni elementy, které mohou nést jeden nebo vice geni
kodujicich rezistenci ve formé genovych kazet. Kazety jsou mobilni genetické elementy,
které se mohou pomoci integrazy zaclenit do integronu. Integrony maji mimoiadnou
schopnost inkorporovat geny rezistence, které mohou byt exprimovany a piendSeny
horizontalnim pfenosem gent jako jeden celek (D'Costa et al., 2007).

Od objevu plazmidu, ktery nesl ATB-rezistenci u rodu Shigella v roce 1959 (Watanable,
1963), je znamo, ze mobilni genetické elementy jsou dilezité pro pienos ATB-rezistencich
determinant mezi bakteriemi. Tyto faktory umoziuji rozsifeni rezisten¢nich gent, které
bakteriim udéluji ATB-rezistenci at’ uz ve vnéjSim prostfedi nebo v nemocnicich (Nwosu,
2001). Integrony, které mohou obsahovat az osm rezisten¢énich kazet, byly nalezeny u
multirezistentnich klinickych izolata. (Naas et al., 2001). Dale superintegrony, kodujici
desitky raznych funkci, byly nalezeny u rodu Vibrio (Rowe-Magnus et al., 2002) a u
nepatologickych divokych kment rodu Pseudomonas (Vaisvila et al., 2001). Tyto poznatky
zduraziuji dulezitou roli, kterou integrony mizou hrat v ziskavani genti u gramnegativnich

bakterii.
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2.5. Rezervoary tetracyklinové rezistence v prostiredi

Objev a klinické pouzivani ATB snizilo lidské utrpeni a redukovalo pecet Umrti
v disledku bakterialnich infekei. Nicméné masivni uzivani ATB at’ uz z terapeutickych nebo
subterapeutickych davodia (Cromwell, 2001), vedlo K rozsifeni vyskytu rezistentnich
bakterii. Klinicky vyzkum ukazuje zvysSujici se pocet patogennich mikroorganizmt nesouci
rezistenci k nékolika riznym typum ATB tzv. multirezistenci
(http://search.who.int/search?g=antibiotic+multiresistance&ie=utf8&site=default_collection
&client=_en&proxystylesheet=_en&output=xml_no_dtd&oe=utf8).

Pro pochopeni ekologie téchto mikroorganizmi a jejich Sifeni se soucasny vyzkum
zamétuje také na vyskyt bakteridlnich rezistenci v prostiedi (Aminov, 2010; Nwosu, 2001).
Studie autord Ghosh et LaPara (2007) a Schmitt et al. (2006) prokazuji, Ze existuje zna¢né
mnozstvi atb-r gend (v€etné tet-r gend) v pudé hnojené kejdou nebo hnojem (tj. odpady
z zivogi§né vyroby, ZO). Pi¢ina spo¢iva v masivni aplikaci veterindrnich ATB V Zivo&isné
vyrob& nejen z l1é¢ebnych duvodd, ale také z diivodi profylaxe a za uc¢elem zvySeni vynosu
masa a zvyseni rychlosti rustu jate¢nich zvirat (Cohen, 1998; Jindal et al., 2006; Ghosh et La
Para, 2007). Je odhadovano, ze az 75% ATB podavaného zvifeti, se v téle nevstiebava a je
vylucovano v exkrementech (Andermont, 2003).

Jestlize ATB nejsou uéinné degradovana, jejich rezidua (zbytky) mohou napoméahat
k udrzovani a rozvoji rezistentnich bakterialnich populaci. Opakované aplikace Zivo¢isnych
odpadi na téze pudé mohou vyustit v rezervoar rezistentnich bakterii (Witte, 1998). Navic
ZivociSné odpady neobsahuji pouze nestravend ATB, ale také fekalni bakterie nesouci
rezistenéni geny napf. na mobilnich genetickych elementech. Ty mohou byt nésledné
pfeneseny pomoci horizontalniho genového ptenosu (HGP) do pidnich bakterii (Gotz et
Smalla, 1997). Navic lze piedpokladat, ze bakterie v prostiedi (Mindlin et al., 2008),
zejména producenti ATB, jako rody Bacillus a Streptomyces (Thomashow et al., 1997), se
mohou podilet na Sifeni rezistence mezi patogenimi bakteriemi a pfirozenou pudni
mikroflorou (Davies, 1994; Nwosu, 2001).

V pudé oSetfrované zivocCiSnymi odpady se muze vyvijet rezervoar ATB-rezistentnich
bakterii a atb-r gend (Schmitt et al., 2006). Jaké podminky jsou klicové pro Sifeni ATB-
rezistence v hnojenych ptdach a zda-li to ma nepfiznivy vliv na ¢lovéka a ekosystém zatim

neni dobie prostudovano.


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

2.6. Geny zpiusobujici rezistenci k tetracyklinu v intestinalnim traktu zviiat,

v Zivo¢iSnych odpadech, v pudé ovlivnéné ¢lovékem

Rezistence na tetracyklin se vyskytla brzy po jeho objevu zhruba pied 60 lety (Roberts et
al., 1996). Intenzivni pouzivani této skupiny ATB, vedle klinické aplikace zejména
v zivo¢isné vyrobé, vedlo k selekci velké skupiny rezisten¢nich determinant, dohromady
nazyvané tetracyklinovy rezistom (Thaker et al., 2009). Tato kapitola shrnuje dostupné tdaje
o jejich vyskytu v prostiedi intestindlniho traktu zivocichti (kromé ¢loveka), v zivo¢isnych
odpadech a v pidé, které shrnuji tabulky V, VI a VII, rozdélené na zakadé funkce genovych

produktl na efluxni pumpy, proteiny ribozomalni protekce a enzymy inaktivujici ATB.

Do skupiny gend intestinalniho traktu (IT) jsem zahrnula tet-r geny vyskytujici se ve
stievech zvifat a tet-r geny detekované v Cerstvém exkrementu. O vyskytu téchto genii v IT
informovala rozsahla studie Patterson et al. (2007), ktera porovnavala vyskyt tet-r gent u
ruznych hospodarskych zvifat. Zamétovala se hlavné na prasata, kterd v severskych zemich
maji nizsi vyskyt tet-r gend, nez V ostatnich evropskych zemich hlavné z diivodu nizsiho
uzivani ATB. Prace Alexandera et al. (2011) se tykala pouze vyskytu tet-r gend v Cerstvych
kravskych exkrementech. Studie autorti Literak et al. (2009) charakterizovala intestinalni
mikrofloru péti druhti divoce zijicich zvifat.

Na zakladé vyse uvedenych praci se jedna o celkem 15 tet-r gend: 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 riznych tet-r geni: tet(A), tet(C), tet (D), tet(H),
tet(J), tet(Y), tet(2), 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 genu tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(2), tet(M) tet(W)
(Patterson et al., 2007; Alexander et al., 2011). U ovci byly nalezeny také tet(O), tet(W),
tet(X) (Patterson et al., 2007). U divokych zvitat byly nalezeny geny tet(A), tet(B) (Literak
et al., 2009). U nornika rudého a jelena lesniho z narodniho parku byl objeven tet(A),
zatimco tet(B) u mysi a lisky obecné.

Z ptehledu vyplyva, ze v IT byla zaznamenana vyssi diverzita detekovanych gent pro
efluxni pumpy nez pro proteiny ribozomalni protekce. Studie Patterson et al. (2007) pomoci

qPCR doplnila, Ze translatované PRP ptrevazovaly nad efluxnimi pumpami.

14



V IT vsech sledovanych hospodaiskych zvitat tj. krav, prasat, ovci se vyskytoval gen

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

prasat a tet(O) detekovany u prasat a ovci, u kterych byl navic objeven gen pro

enzymatickou inaktivaci ATB tet(X).

traktu zivo€icht, zivocCistych odpadech a ptdach.

Tab. V: Distribuce tetracyklin rezistencnich genta pro efluxni pumpy v intestinadlnim

. o TR s, o Bakterialni Izolaty / | Metoda .

Gen Vyskyt genii v prostiedi (intestinalni trakt, exkrement, piida) izolace DNA detekce Citace
exkrementy prasat, krav bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
intestinalni trakt nornika rudého (Clethrionomys glareolus), les izolaty E.coli PCR Literak et al., 2009
intestinalni trakt jelena lesniho (Cervus elaphus), narodni park izolaty E.coli PCR Literak et al., 2009
exk'ren}enty maly?h savcl zijicich na prase¢ich farmach, izolaty E.coli, _ PCR Allen et al., 2011
skladkach a ve méstech Salmonella enterica

tet(A) . . .
. izolaty napt.E.coli, .
exkrementy prasat, slepic Enterococcus PCR Kobashi et al., 2007
pida ze zahrad bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
puda z farmy, kde byly kravam podavany ATB z 1é¢ebnych i izolaty -
profylaktickych divodii Enterobacteriaceae PCR Srinivasan et al., 2007
puda z okoli prase¢ich farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010
exkrementy krav bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
intestinalni trakt lisky obecné (Vulpes vulpes), narodni park izolaty E.coli PCR Literék et al., 2009
intestinalni trakt mysi kfovinné (A. sylvaticus), les izolaty E.coli PCR Literak et al., 2009
gastro_mtestlr}alm trvakt’myswe temnopasé (Apodemus agrarius), o ) Literak et al., 2009
urbanizované prostiedi) izolaty E.coli PCR
exkrementy krav (jedinci s podavanym ATB, i kontrolni jedinci .
bez ATB) DNA izolace 4PCR Alexander et al., 2011
izolaty E.coli, .
kejda praseci Enterococcus gPCR Holzel etal., 2009
tet(B) exk,ren}enty malys:h savcu zijicich na prasecich farméch, izolaty E.coli, _ PCR Allen et al., 2011
skladkach a ve méstech Salmonella enterica
exkrementy prasat, slepic, chlévska mrva prase¢i izolaty napf.E.coll, PCR Kobashi et al., 2007
Enterococcus
puda hnojena prase¢imi ez(krementy, puda hnojena slepi¢imi izolaty napi. o PCR Kobashi et al., 2007
exkrementy, nehnojena pida Burgholderia, Afipia
puda z farm){, kdeebylynkravam podavany ATB z 1écebnych i izolaty _ PCR Srinivasan et al., 2007
profylaktickych divodi Enterobacteriaceae
zemédélska puda pied hnojenim i po hnojeni hnojnym kalem DNA izolace gPCR Walsh et al., 2011
exkrementy prasat DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
exkrementy prasat bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
tet(C) PRT PR - PESETIY
exkrementy krav (jedinci s podavanym ATB, i kontrolni jedinci DNA izolace Alexander et al., 2011
bez ATB) gPCR
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praseci exkrement smichany s mo¢i, pida smichana s prase¢im
exkrementem, ptida smichana s prase¢im exkrementem a riznymi

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
inkubace 8 dnil)
puda smlchapa s prase¢im exqumentem a rliznymi koncentracemi DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnti)
exkyren}enty maly?h savcl zijicich na prasecich farmach, izolaty E.coli, . PCR Allen et al., 2011
skladkach a ve méstech Salmonella enterica
exkrementy prasat, slepic izolaty napt.E.coli, PCR Kobashi et al., 2007
Enterococcus
pida ze zahrad bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
pida z okoli prase¢ich farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010
pida ze zahrad bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
tet(D)
exkrementy prasat, krav bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
exkrementy prasat DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
tet(E)
pida z okoli prase¢ich farem DNA izolace PCR Wau et al., 2010
puda ze zahrad bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
pida z farmy, kde byly krdvam podavany ATB z 1éebnych i izolaty -
€l(G) profylaktickych divodt Enterobacteriaceae PCR Srinivasan et al., 2007
(]
o - ar C s izolaty napf. .
puda hnojena slepi¢imi exkrementy, nehnojena puda Burgholderia, Afipia PCR Kobashi et al., 2007
pida z okoli prase¢ich farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010
exkrementy prasat bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
. izolaty napt.E.coli, .
exkrementy prasat, slepic Enterococcus PCR Kobashi et al., 2007
pudg dl’oul.lodobe l:nOJena kraYskym hnojem, gen nalezen pred DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojenim i 212 dnii po hnojeni
tet(H) iudg dlyophodobe hr}OJena praseéi keg.dou, gen nalezen pied i po DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
nojeni, i v samotném prase¢im hnoji
praseci exkrement smichany s moci, ptida smichana s prase¢im
exkrementem,_puda smlchar_la s prase¢im e_xkrem_entem ariznymi | oy noolace PCR Schmitt et al., 2006
koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos,
inkubace 8 dntl)
puda smlchapa s prasecim exkre_mentem a riiznymi koncentracemi DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnt1)
exkrementy prasat, slepic, chlévska mrva prase¢i izolaty napt.E.coli, PCR Kobashi et al., 2007
Enterococcus
tet(J) | pida hnojena praseCimi exkrementy, piida hnojena slepic¢imi izolaty napft. PCR Kobashi et al.. 2007
exkrementy, nehnojena pida Burgholderia, Afipia v
exkrementy prasat bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
tet(K) [ ptda z okoli prasecich farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010
kejda praseci ;ZO]atIY Enterococcus PCR Schwaiger et al., 2009
tet(L) aecalis
puda z okoli prasec¢ich farem DNA izolace PCR Wau et al., 2010
exkremnty prasat bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
exkrementy prasat IEZ(ﬂaty napr.E.coll, PCR Kobashi et al., 2007
nterococcus
te(Y) praseci exkrement smichany s mo¢i, ptida smichana s prase¢im
exkrementem, piida smichana s prase¢im exkrementem a rtiznymi DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos,
inkubace 8 dniti)
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puda dlouhodobé hnojena kravskym hnojem, gen nalezen pied

hnojenim i 212 dnii po hnojeni DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
pudg dl,oyhodobe herJena praseéi ke_J.dou, gen nalezen pted i po DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojeni, i v samotném prase¢im hnoji
pida smichana s prase¢im exkrementem a riiznymi koncentracemi . .
oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnt) DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
exkrementy prasat, krav bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
pida ze zahrad bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
o - e C s izolaty napf. .

puda hnojena slepi¢imi exkrementy, nehnojena ptida Burgholderia, Afipia PCR Kobashi et al., 2007
praseci exkrement smichany s moci, ptida smichana s prase¢im
exkrementem,_ puda srnlchar_la s prase¢im e_xkrem_entem arlznymi | oy nioolace PCR Schmitt et al., 2006

tet(Z) koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos,
inkubace 8 dnil)
pudg dl,ouhodobe l}nOJena kraxzskym hnojem, gen nalezen pied DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojenim i 212 dnt po hnojeni
pudg dlroyhodobe herJena praseéi ke_J.dou, gen nalezen pted i po DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojeni, i v samotném prase¢im hnoji
puda smichana s prase¢im exkrementem a riznymi koncentracemi - .
oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dni) DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
exkremnty prasat bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007

tetA(P)
puda z okoli praseéich farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010
puda ze zahrad bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007

izolaty napt.E.coli, .

tet(30) | exkrementy prasat Enterococcus PCR Kobashi et al., 2007

exkrementy prasat bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007

Dostupné literarni idaje pro skupinu gendl v Zivo¢isnych odpadech (ZO) jsou zalozeny

na vyskytu tet-r genti v praseci kejdé a driibezim hnoji. Obsahla prace Kobashi et al. (2007)

se zabyvala studiem tet-r gent v bakterialnich izolatech z exkrementi prasat a slepic. Holzel

et al. (2009) zkoumali vztah mezi nestravenymi zbytky ATB a mikrobialni rezistenci

Vv praseci kejdé. Studie autord Schmitt et al. (2006) se zabyvala studiem diverzity tet-r gent

v praseCi kejdé. Prace Schwaigera et al. (2009) byla zaméfena na méfeni koncentrace

tetracyklinu v prase¢i kejdé¢ a detekci tet-r geni vizolatech Enterococcus faecalis

izolovanych z kejdy. Peak et al. (2007) studovali kvantifikaci vybranych tet-r gend

v jimkach zivoéisnych odpadid. Allen et al. (2011) se zabyvali ATB-rezistenci a

rezisten¢nimi geny v izolatech Escherichia coli a Salmonella enterica, které byly izolovany

z exkrementt savcu zijicich na prasecich farmach, ve méstech, na polich a v pfirod¢.

Na zakladné vySe uvedenych praci se jedna celkem o 16 tet-r gend: tet(A), tet(B), tet(C),
tet(E), tet(H), tet(J), tet(L), tet(Y), tet(2), tet(30), tet(M), tet(O), tet(S), tet(W), tet(Q), tet(T).
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V prasecich exkrementech a prasei kejd¢ bylo nalezeno 16 tet-r genua: 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; Holzel et al., 2009; Schmitt et al., 2006; Schwaiger et al., 2009;
Peak et al., 2007). V slepicich exkrementech byly identifikovany geny tet(A), tet(C), tet(H),
tet(J), tet(M), tet(O), tet(W), tet(Q), tj. 8 tet-r genti (Kobashi et al., 2007). V exkrementech
malych savci zijicich na prasecich farmach se vyskytovaly geny tet(A), tet(B), tet(C) (Allen
etal., 2011).

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

v prasecich odpadech, tak i ve vykalech slepic.

Tab. VI: Distribuce tetracyklin rezisten¢nich gent pro proteiny ribozomalni protekce v

intestinalnim traktu Zivo¢ichu, Zivo¢isnych odpadech a ptidach.

, o TN s s o Bakterialni Izolaty / Metoda .
Gen Vyskyt genii v prostiedi (intestinalni trakt,exkrement,ptida) DNA izolace detekce Citace
: o izolaty Enterococcus .
kejda praseci faccalis PCR Schwaiger et al., 2009
exkrementy krav (jedinci s podavanym ATB, i kontrolni jedinci bez -
ATB) DNA izolace GPCR Alexander et al., 2011
_ izolty E.coli Holzel et al., 2009
kejda praseci Enterococcus gPCR
exkrementy prasat, slepic, chlévska mrva praseci izolaty napt.E.coli, PCR Kobashi et al., 2007
Enterococcus
nehnojené pada izolaty napr.E.Coli, | pop Kobashi et al., 2007
tet(M) Enterococcus
exkrementy praseci DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
praseci exkrementy v jimkach DNA izolace gPCR Peak et al., 2007
puda z farmy, kde byly kravdm podavany ATB z 1é¢ebnych i izolaty -
profylaktickych divodi Enterobacteriaceae PCR Srinivasan et al., 2007
lesni ptida izoldty PCR Srinivasan et al., 2007
Enterobacteriaceae
zemé&d¢€lska puda pied hnojenim i po hnojeni hnojnym kalem DNA izolace gPCR Walsh et al., 2011
puda z okoli prasecich farem DNA izolace gPCR/PCR | Wu et al., 2010
kejda praseéi izolaty Enterococcus | pop Schwaiger et al., 2009
faecalis
_ , izolaty E.coli, Holzel et al., 2009
kejda praseci Enterococcus gPCR
©) exkrementy praseci DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
tet
praseéi exkrementy v jimkach DNA izolace gPCR Peak et al., 2007
exkrementy slepic izolaty napt.E.coli, PCR Kobashi et al., 2007
Enterococcus
puda z farmy, kde byly kravam podavany ATB z 1é¢ebnych i izolaty -
profylaktickych divodi Enterobacteriaceae PCR Srinivasan et al., 2007
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izolaty

lesni puda Enterobacteriaceae PCR Srinivasan et al., 2007
exkrementy prasat, ovci bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
puda z okoli prase¢ich farem DNA izolace gPCR/PCR | Wu et al., 2010
praseci exkrement smichany s mo¢i, ptida smichana s prasecim
exkrementem,. puda smlchar.la s prase¢im e.xkrem.entem ariznymi | 5\ A ioolace PCR Schmitt et al., 2006
koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos,
inkubace 8 dnil)
pudg dlyoghodobe hI:leeIla praseci keldou, gen nalezen pied i po DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojeni, i v samotném prase¢im hnoji
ptuda smichana s prase¢im exkrementem a rtiiznymi koncentracemi . .
oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dniti) DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
tet(S) | chlévska mrva prase&i IEZOIE“Y napr.Ecoli, | pop Kobashi et al., 2007
nterococcus
puda z farmy, kde byly kravam podavany ATB z 1é¢ebnych i izolaty -
profylaktickych divodui Enterobacteriaceae PCR Srinivasan et al., 2007
. izolaty -
lesni pada Enterobacteriaceae PCR Srinivasan et al., 2007
. o izolaty Enterococcus .
kejda praseci faccalis PCR Schwaiger et al., 2009
puda z okoli prasecich farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010
pudg dlyoul_lodobe Izno_lena k_ra\flm hnojem, gen nalezen pted DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojenim i 212 dni po hnojeni
pudg dlyoghodobe hI}o_]ena praseci ketl.dou, gen nalezen pied i po DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojeni, 1 v samotném prase¢im hnoji
praseci exkrement smichany s mo¢i, ptida smichana s prase¢im
exkrementem,_ pada smlchar_la s prase¢im e_xkrem_entem ariznymi | N\ A isolace PCR Schmitt et al., 2006
koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos,
inkubace 8 dnt1)
puda smichana s prase¢im exkrementem a rtiznymi koncentracemi - .
oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnti) DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
exkrementy krav (jedinci s podavanym ATB, i kontrolni jedinci
bezATB) DNA izolace gPCR Alexander et al., 2011
. s o izolaty napft.E.coli, .
tet(W) | exkrementy prasat, slepic, chlévskd mrva praseci Enterococeus PCR Kobashi et al., 2007
puda hnojena prase¢imi ezckrementy, puda hnojena slepi¢imi izolaty napi. o PCR Kobashi et al., 2007
exkrementy, nehnojena pada Burgholderia, Afipia
exkrementy prasat, krav, ovci bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
puda z farem, kde byly kravam podavany ATB z lé¢ebnych i izolaty -
profylaktickych divodi Enterobacteriaceae PCR Srinivasan et al., 2007
lesni ptida izoldty PCR Srinivasan et al., 2007
Enterobacteriaceae
praseci exkrementy v jimkach DNA izolace gPCR Peak et al., 2007
zem&d¢€lska puda pied hnojenim i po hnojeni hnojnym kalem DNA izolace gPCR Walsh et al., 2011
puda z okoli prasecich farem DNA izolace gPCR/PCR | Wu et al., 2010
pudg dl,oul'lodobe lznOJena kraYlm hnojem, gen nalezen pted DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojenim i 212 dnd po hnojeni
ﬁudg dly01.1h0d0be hr}OJena praseéi keldou, gen nalezen pted i po DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
tet(Q) |hmojeniiv samotném prase¢im hnoji
praseci exkrement smichany s mo¢i, puda smichana s prase¢im
exkrementem, piida smichana s prase¢im exkrementem a riznymi DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006

koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos,
inkubace 8 dnt1)
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pida smlchapa s prase¢im exkrgmentem a rznymi koncentracemi DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnt)
exkrementy prasat, slepic izolaty napt.E.coli, PCR Kobashi et al., 2007
Enterococcus
o — PV izolaty napft. .
ptda hnojena slepi¢imi exkrementy Burgholderia, Afipia PCR Kobashi et al., 2007
exkrementy prasat bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
prase¢i exkrementy v jimkach DNA izolace gPCR Peak et al., 2007
puda z okoli prase¢ich farem DNA izolace gPCR/PCR | Wu et al., 2010
pud?. dlyouI'lodobe }:IIO]ena kraxflm hnojem, gen nalezen pied DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojenim i 212 dnt po hnojeni
pud?. dlyoghodobe hr’10Jena prasei kegfiou, gen nalezen pied i po DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
hnojeni, i v samotném praseé¢im hnoji
praseci exkrement smichany s mo¢i, puda smichana s prase¢im
tet(T) [ exkrementem, piida smichana s prase¢im exkrementem a riznymi DNA izolace PCR Schmitt et al.. 2006
koncentracemi oxytetracyklinu a tetracyklinu (microkosmos, "
inkubace 8 dnt1)
puda smlchapa s prasecim exkrgmentem a riznymi koncentracemi DNA izolace PCR Schmitt et al., 2006
oxytetracyklinu (microkosmos, inkubace 14 dnti)
ptda z okoli prase¢ich farem DNA izolace gPCR/PCR | Wu et al., 2010
tetB(P) | ptida z okoli prasecich farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010
o o o S izolaty napf. .
otr(A) | pida hnojena prase¢imi exkrementy, nehnojend pida Burgholderia, Afipia PCR Kobashi et al., 2007
tet(32) | exkrementy prasat bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007

Do skupiny gent detekovanych v padé jsem zahrnula tet-r geny vyskytujici se v pudé
ovlivnéné Clovékem tj. v zeméde€lské padé hnojené (praseci, kravské, slepi¢i exkrementy),
v zemédélské pade nehnojené, v zahradni pid¢ a lesni pade.

O vyskytu tet-r gent v pidé informuje studie Patterson et al. (2007), ktera se také
zabyvala testovanim pfitomnosti tet-r gend v ptid¢ ze zahrad z n€kolika rliznych evropskych
zemi, neni udano, zda a jak byly tyto ptdy hnojeny. Studie Srinivasan et al. (2007)
vyhodnocovala pfitomnost tet-r gent v izolatech Enterobacteriaceae z pudy, ktera byla
obohacovana exkrementy krav, a zlesni pldy snezndmou historii. Témto kravam byl
podavan tetracyklin a streptomycin z 1é¢ebnych i preventivnich divodi. Wu et al. (2010),
publikovali rozsdhlou studii zabyvajici se mnozstvim a diverzitou tet-r genti v asijskych
pudach v blizkosti prase¢ich chovi. Dalsi uz vySe zminéna studie Kobashi et al. (2007)
testovala ptitomnost tet-r gend v pudach osetfenych praseci kejdou a slepic¢imi exkrementy a
dale v ptidach nehnojenych Zddnym organickym materidlem, historii téchto pid publikace
neuvadi. Skupina autort Walsh et al. (2011) kvantifikovala vybrané tet-r geny v padé
oSetfované organickymi hnojivy, o jaky typ hnojeni se jednalo publikace neuvadi. Podrobna

a jiz vySe zminéna studie kolektivu Schmitt et al. (2006) také provérovala vyskyt tet-r geni
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in situ v pudach hnojenych prasecimi exkrementy a kravskym hnojem, déale v laboratornim
inkuba¢nim experimentu (mikrokosmos) po pfidani prasecich exkrementt do pudy.

Dle vyse uvedenych praci se v pudé vyskytovalo celkem 23 tet-r genu: tet(A), tet(B),
tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H) tet(J), tet(K), tet(L), tetA(P), tet(YY), tet(2), tet(30), tet(M),
tet(0O), tet(S), tet(W) tet(Q), tet(T), otr(A), tetB(P), tet(X).

V zemédelské pudé hnojené (praseci, kravské, slepi¢i exkrementy) i nehnojené se
vyskytovalo celekem 21 tet-r geni.

V ptidé osSetfované prase¢imi exkrementy byly objeveny vSechny vySe jmenované geny
s vyjimkou genu tet(D) a tet(30), tj. 21 tet-r gend (Wu et al., 2010; Kobashi et al., 2007;
Schmitt et al., 2006). V pidé osetfované kravskym hnojem byly identifikovany 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
genu (Srinivasan et al., 2007; Schmitt et al., 2006). V ptdé hnojené slepi¢imi exkrementy
byly detekovany tet(B), tet(G), tet(J), tet(Z), tet(W), tet(Q), tj. 6 tet-r genti (Kobashi et al.,
2007).

V pidach oSetfovanych exkrementy hospodaiskych zvitat tj, krav, prasat a slepic byly
detekovany geny tet(B), tet(G), tet(2), tet(M), tet(Q). V pidé hnojené prasecimi exkrementy
byl dokonce objeven i gen pro enzymatickou inaktivaci ATB tet(X). Pro pudy oSetiované
prase¢imi nebo kravskymi odpady bylo spolecné Siroké spektrum tet-r genti pro efluxni
pumpy i pro proteiny ribozomalni 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 zemédé€lské padé nehnojené byly nalezeny geny tet(B), tet(G), tet(J), tet(Z), tet(M),
tet(W), otr(A) tj. 7 tet-r genti (Kobashi et al., 2007).

V zahradni pudé byly detekovany geny tet(A), tet(C), tet(D), tet(G), tet(2), tet(30), tj. 6
tet-r genti (Patterson et al., 2007). Geny tet(M), tet(O), tet(S), tet(W) (Srinivasan et al., 2007)
byly objeveny i v lesni ptidé. Geny tet(M) a tet(W), typické pro IT, ZO i hnojené pidy, byly

nalezeny také v nehnojené zeméd¢lské i lesni pade.

Tab. VII: Distribuce tetracyklin rezistenéniho genu pro enzymatickou inaktivaci ATB v
gastrointestinalnim traktu zivocicht, zivo¢isnych odpadech a pudach.

. o TR s, o Bakterialni Izolaty / Metoda .
Gen Vyskyt genii v prostiredi (intestinalni trakt,exkrement,ptida) izolace DNA detekee Citace
exkrementy prasat, ovci bakterialni izolaty PCR Patterson et al., 2007
tet(X)
puda z okoli prasecich farem DNA izolace PCR Wu et al., 2010




Z literarnich dat vyplynulo, ze skladba tet-r genti se lisila ve vSech tiech typech prostiedi.
V intestinalnim traktu zvifat (IT) se vyskytovaly geny tet(D), tetA(P), tet(32), tet(X), které
nebyly nalezeny v Zivoéisnych odpadech (ZO), kde naopak byly detekovany geny tet(L),
tet(E), tet(M), tet(S), tet(T), jak ukazuje obrazek 2. Gen tet(32) je unikatni pro IT,
nevyskytoval se nikde jinde. Dale také existuje skupina genti spole¢na pro padu, IT a ZO.
Jednalo se o geny tet(A), tet(B), tet(C), tet(H), tet(J), tet(Z), tet(O), tet(W), tet(Q), tet(30)
(obrazek 2). Vyskyt genu otr(A), tet(K), tetB(P) a tet(G) byl popsan pouze v pudé. Vyskyt
gena otr(A), tet(K) ptislusi rodu Streptomyces, typickému predstaviteli producenta ATB.
Z obrazku 2 je dale patrné, ze pro pidu a IT byly spole¢né geny tet(D), tetA(P), tet(X) a pro
pidu a ZO geny tet(L), tet(E), tet(M), tet(S), tet(T).

tet(A),tet(B),tet(C),
tet(H),tet(J),tet(Z),
tet(0),tet(W), tet(L),
tet(Q),tet(30) / tet(E),
tet(M),
tet(Sj),
tet(T)

Obr. 2: Vyskyt genl tetracyklinové rezistence v riiznych prostiedich (intestinilnim traktu zvifat,

zivocisnych odpadech a pade).
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Jak vyplynulo z literarni reSerSe, a jak shrnuje obrazek 3, nejvétsi pestrost
tetracyklinového rezistomu byla zaznamenana v pidé, celkem z 23 detekovanych tet-r gent.
Rozdil v poétu detekovanych gendi v Zivo&isnych odpadech (ZO, 16 gend) a intestinalnim
traktu (IT, 15 genil) byl zanedbatelny, po kvalitativni strance se vSak obé prostiedi liSila
skladbou genti kodujici efluxni pumpy a v ZO byla zaznamenana vét§i variabilita gent

kodujici PRP.

25 A
20 A
E
gﬁn 15 A
E Enzymatickainaktivace ATB
v
o Proteiny ribozom:ilni protekce
N
>g 10 A H Efluxni pumpy
=
5 -
0 T

w

1T 7.0 P

Obr. 3: Pocet tetracyklin rezisten¢nich genii v riznych prostfedich (intestindlnim traktu

zvitat, zivo¢iSnych odpadech a pude).

Literarni data naznagila, ze ptida hnojena ZO poskytuje nejbohatsi rezervoar tet-r gent. Je
v8ak stale nedostatek praci, které by souCasné a za pouziti téze metodiky sledovaly vyskyt
tet-r gend ve vSech typech prostfedi naSeho z4jmu a napomahaly vysvétlit, které faktory ve
vytvareni rezervoari ATB-rezistence a sifeni rezistenc¢nich gent v prostiedi hraji vyznamnou

roli.

23



Experimentalni ¢ast predkladané prace, sledujici vyskyt vybranych tet-r gend v exkrementu
1éceného a neléceného skotu tetracyklinovymi antibiotiky, v nehnojenych ptidach a v ptidach
obohacenych témito exkrementy, je takovym piispévkem. Jejim cilem bylo ovéfit zda tet-r
geny fekalniho bakterialniho spolecenstva budou obohacovat rezistom bakterialniho

spoleCenstva pud.

2.7. Metody detekce genti zpusobujicich rezistenci k tetracyklinu

Nejpouzivangjsi metodou pro detekci tet-r gent v prostiedi je polymerazova fetézova
reakce (PCR). K provedeni vlastni PCR je tfeba vyizolovana DNA z toho prostiedi. Pomoci
této metody mizeme urc€it pfitomnost nebo nepifitomnost (na urcité hladin€ detekce) genu ve
vzorku (Walsh et al., 2011).

Dalsi metodou detekce je qPCR (kvantitativni PCR) neboli real-time PCR, je zalozena na
sledovani priabéhu PCR piimo béhem reakce pomoci fluorescencnich sond ¢i barviv, které
detekuji mnozstvi PCR produktu béhem reakce zvySenim své fluorescencni aktivity. Jeji
vyhodou oproti konvenéni PCR je moznost pfesného stanoveni vychozicho poctu kopii
cilové templatové sekvence DNA, ¢ili schopnost kvantifikace napt. kvantifikace tet-r genu v
prostiedi (Walsh et al., 2011).

Multiplexni PCR je dal§i metodou slouzici k detekce tet-r genti. Vyznacuje se amplifikaci
vice odliSnych tsekiit DNA soucasné v jedné reakéni kyveté. Metoda pouziva nékolik part
primert s odliSnou specifitou v jedné reakci. Umoziuje detekei nékolika usekti nukleovych
kyselin - napf. detekci vice typl tet-r genti najednou. Multiplexni aplikace jsou vyhodné z
hlediska uspory ¢asu a nakladt pro analyzu (Ng et al., 2001).

Hybridizace DNA vychazi ze schopnosti DNA denaturovat pii vysoké teploté nebo v
siln¢ alkalickém prosttedi, kdy se separuji obé vlakna DNA. Za ptiznivych podminek (staci
teplota 65°C) fetézce mohou opét reasociovat tzv. renaturace DNA = hybridizace. Jsou-li
fetézce komplementéarni, mohou se spojit, 1 kdyZ jsou z riznych zdrojii (DNA-RNA). Témito
technikami je mozno zjistit ptibuznost DNA molekul, detekovat ptitomnost hledanych usekt
DNA pomoci komplementdrnich nukleotidovych sekvenci (znacenymi sondami),
identifikovat nebo izolovat geny. Hybridizace mtze probihat na membrané nebo pomoci
DNA ¢ipu (Patterson et al., 2007).
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3. Experimentalni ¢ast

V experimentalni Casti prace jsem se zabyvala detekci vybranych tet-r geni, typickych
pro razné skupiny bakterii, ve vzorcich DNA extrahované ze vzorka pud a exkrementd.
Vzorky pochazely z modelového pokusu sledujiciho pfenos tet-r genti z exkrementu skotu
lé¢eného/neléceného tetracyklinovymi ATB do pudy. Pokus byl uspotadan v roce 2009 na
kanadském pracovisti (University of Sherbrooke, Department of Biology, Sherbrooke,
Québec, Canada) v ramci projektu OECD (JA00054767).

3.1. Usporadani pokusu a pokusny material

Pro testovani hypotézy, ze exkrementy zvifat jsou zdrojem tet-r genli, obohacujicich
rezistom pudniho bakteridlniho spolecenstva, byl uspofddan sttednédoby mikrokosmovy

experiment. Usporadani pokusu schématicky zobrazuje obrazek 4.

NELECENE ZVIRE LECENE ZVIRE
¢

S T

" oxymyciN

b

=oxytetracyklin
hydrochlorid
100mg/mi, 3dny, 2x20
mifden
PUDA EXKREMENT (E) ATB EXKREMENT (OE)
[ 1000 g pudy | [ 20 g exkrementu / 1000 g phdy / tydné |
Cerstvy exkrement obsahoval Cerstvy exkrement obsahoval
0 ug/g ATB-residui 33 uglg ATB-residui
| ' I S
Farma1 Farma2 Farma3 Farma1 Farma2 Farma3 Farma1 Farma2 Farma3  pgpyze 3
[ 1 [ | [ 1 [ 1 [ ] [ ] =] —/ | “EAREM
[ 1 [ 1 [ ] [ | [ ] [ | — [ o] = 200t
[ ] [ ] [ | [ ] [ ] [ ] —— = [ =
[ T T ] I i A i ] ——_—— heosetrovane
hnojem

L J
INKUBACE 9 TYDNU

!

DNA izolace a PCR screening tetracyklin rezistenénich genu

Obr. 4: Uspotadani mikrokosmového experimentu.
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Byly pouzity exkrementy skotu léCeného oxytetracyklinovymi antibiotiky (OE) a
exkrementy kontrolniho neléceného zvirete (E) z téze farmy (Dairy and Swine Research and
Development Centre, Lennoxville, QC, Canada). LéCebna davka antibiotika (oxytetracyclin
hydrochlorid, 100mg/ml) byla aplikovéna lécenému zvifeti injek¢né dvakrat denné (2x20
ml/den) po dobu 3 dnli. Béhem této doby byly shromazd’ovany exkremety od 1é¢eného i
neléceného zvifete a nasledné byly pouzity k inkubaci s pidou. Pfed zahajenim pokusu byly
oba vzorky dikladnym promichanim homogenizovany a ¢ast vzroki zamrazena (-20°C).
Vzorek E neobsahoval zadna rezidua oxytetracyclinu, ve vzorku OE bylo detekovano
mnozstvi 33 pug/g ¢.h. (nepublikovana data posyktnuta v ramci projektu P504/10/2077).
Pladni vzorky (S) byly odebrany v cervenci na tfech soukromych farmach v oblasti Québeck,
vzdéalenych od farmy v Lennoxville cca 60 km. VSechny piidy pochézely z pudy oseté
kukufici. Na vSech tfech farmach nebylo vice jak 20 let pouzivano hnojeni ZivociSnymi
odpady. Doprovodné zdkladni charakteristiky analyzovanych ptidnich vzorkd shrnuje
tabulka VIII. Pidni vzorky byly néasledné homogenizovany za semisterilnich podminek
(vydesinfikované nerezové sito; roka = 50 mm). Kazda ze tii pid byla rozdélena po 1000 g do
12 plastovych boxt, z nichz 1/3 ptdnich vzorki ziistala neoSetiena (varianta S), 1/3 byla
obohacovéana exkrementem od neléceného zviiete (varianta SE) a 1/3 byla obohacovana

exkrementem od lé¢eného zvifete (varianta SOE). Byly tedy 4 technicka opakovani od kazdé

pudy.
Tab. VIII: Zakladni charakteristika inkubovanych pid.
VIhkost (%) pH (1 M KCI) 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 ramci projektu P504/10/2077.

Exkrementy (20 g) byly do mikrokosmu pfidavany kazdy tyden a po dikladném
promichani byly mikrokosmy inkubovany ve tmé pii 15°C. Tii tydny ptred ukoncenim
inkubace k pidé jiz nebyly pfidavany zadné exkrementy. V této dobé byly exkrementy
zamrazeny (-20°C). Po ukonceni inkubace byly vzorky pud i ptfiddvanych exkrementt
zamraZzeny (-20°C) a zamraZené transportovany z Kanady do CR, kde byl posléze proveden

genovy screening vybranych tet-r genti.



Genovy screening se u obou exkrementd provadél ze vzorki odebranych na zacatku
experimentu a na konci experimentu, aby byly zachyceny piipadné¢ zmény ve slozeni tet-r

genti béhem skladovani exkrementd.

3.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR umoziuje ziskat pozadovanou a specifickou sekvenci DNA bez jejiho piedchoziho
klonovani ve vektorech. Princip PCR je zalozen na replikaci nukleovych kyselin, ktera je
zakladnim molekularnim procesem vsech zivych organizmi. Podstatou PCR je cyklicky se
opakujici enzymova syntéza novych fetézcii vybranych tsekli dvoufetézcové DNA ve sméru
553" prostiednictvim DNA-polymerazy. Studovany usek nukleotidové sekvence je
vymezen pripojenim dvou primert, které¢ se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, ze jejich
3'-konce sméfuji proti sobé (Smarda et al., 2005).

Primery jsou jednovldknové kratké tseky DNA nasedajici na DNA v misté s
komplementarni sekvenci. Pokud zndme sekvenci, miizeme navrhnout primer, ktery bude za
urcité teploty (annealingové teploty) specificky nasedat na urc¢ité misto v templatové DNA.
Specifitu reakce zajiStuje vedle spravné annealingové teploty také dostate¢na délka primeru
(okolo 20 nukleotidll). Takto mizeme DNA dependentni DNA-polymeraze urcit, od kterého
mista a kterym smérem ma zalit syntetizovat nové vlakno. Sekvence primerti musi byt
unikatni, navrzena tak, aby se v cilové DNA jejich sekvence vyskytovala pouze jednou.

Pro nasednuti primerti na templatové vlakno DNA, je nutnd pocate¢ni denaturace DNA.
Pii teploté cca 95°C se DNA rozestoupi na dvé komplementarni vlakna, ktera poté budou
ptistupnd pro nasednuti primert. Denaturaci dvousroubovice vzniknou dvé vlakna DNA,
proto jsou k syntéze daného useku potieba dva primery (forward a reverse), z nichz kazdy
bude nasedat na jedno vldkno. Retézové vytvaieni produktu umoziluje predeviim cyklické
stiidani teplot. Vzdalenost mezi misty nasednuti primert udava délku amplifikovaného
useku.

Ptfi navrhovani primerti se dba na to, aby oba meély piiblizn€ stejnou teplotu tani
(annealingovou teplotu), kterd zavisi na jejich délce (¢im delsi je molekula, tim vice
vodikovych mustkil se v ni nachdzi a tim je potfeba vice energie k denaturaci) a na jejich

sekvenci, predev§im na poméru GC parti a AT part (¢im vice GC part se tfemi vodikovymi
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mustky, tim vysSi teplota tani). Pro navrhovani primerti se dnes pouzivaji pocitacové

programy (Sambroock et Russel, 2001).

Po pridani DNA polymerazy a nukleotidii pak probiha syntéza novych vldken na obou
matricovych fetézcich protismérné. K syntéze DNA se pouzivaji termostabilni polymerazy
izolované z termofilnich mikroorganizmti, napt. Taq DNA-polymeraza z Thermus aquaticus
odolévajici teplotam, pti nichz DNA denaturuje. To umoziiuje, aby syntéza DNA probihala
opakovan¢ formou cykll, kde se pravidelné stfidaji tfi kroky, béhem nichz probihaji tfi

odlisné déje s odliSnymi naroky na teplotu:

e denaturace dvoutetézcovych molekul DNA (94-95°C)
e nasednuti primerti na komplementarni mista odd€lenych fetézci (30-65°C)

e syntéza novych fetézcli DNA prostfednictvim DNA-polymerazy (65-75°C)

Vyslednym produktem PCR jsou amplikony — Gseky DNA definované délky v mnoha
kopiich o velikosti obvykle desitky az tisice bp, jejichz ptitomnost se v reakéni smési
prokazuje  stanovenim  jejich  velikosti  elektroforézou v agar6zovém = nebo
polyakrylamidovém gelu nebo kvantitativnim méfenim mnozstvi produktu v redlném case.

Reakce se provadéji v zafizeni nazyvaném termocykler, vnémz se teplota méni
automaticky v naprogramovanych casovych intervalech. Postupnym opakovanim tohoto
procesu se exponencialné vytvaii az miliarda kopii vybraného Useku cilové molekuly.
Jelikoz vysledkem PCR je mnohonasobné zmnozeni vybraného tiseku DNA, Ize ji oznacit za

zpiisob klonovani DNA (Smarda et al., 2005).

Slozky reakéni smési:

e ultracista voda

e pufr s obsahem Mg?*, které pottebuji viechny termostabilni polymerazy pro svou
aktivitu, jednomocné kationty (standardni PCR pufr obsahuje S0mM KCI), Tris-Cl
(ve standardnich PCR reakcich pouzivan o koncentraci 10mM). Pufr tedy zajistuje
vhodné podminky pro plsobeni polymerazy

e dvojice vhodnych primera

e deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTPs) slouzici k syntéze polynukleotidového
retézce, mezi které patii dATP, dTTP, dCTP a DTP
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e termostabilni DNA-dependentni DNA - polymeraza (Taq polymeraza)

e templatova DNA (vlastni vzorek)

Do reak¢ni smési se nékdy ptidavaji dalsi komponenty, které maji za kol zvysit vytézky
a téz specificitu reakce. Pouzivaji se napf. pfi podezieni na pfitomnost inhibitori Taq

polymerazy v roztoku templatové DNA.

e BSA - hovézi serum-albumin. Prostiednictvim tohoto enzym-stabilizujiciho
proteinu mizeme dosahnout vyssich vynosi PCR reakce
e DMSO - dimethyl sulfoxid (molekularni vzorec C,HgOS), rozsifuje optimalni

rozmezi koncentraci MgCly, zlepSuje denaturaci DNA

Praktické provedeni:

PCR reakci jsme vzdy michali ve sterilnim boxu, ktery byl zbaven (sterilizujicim UV
svétlem) mikroorganismil a veSkeré DNA, kterd by mohla kontaminovat vzorky a slouzit
jako nechtény templat. Piesné slozeni reakéni smési jsme stanovili podle jiz vyzkousené¢ho
protokolu, hodnoty jsou znazornény v tabulce X. Poté jsme stanovili sloZzeni master mixu,
tedy reakcni smési vynasobené poctem vzorku, véetné pozitivni a negativni kontroly. Jako
pozitivni kontrola ndm slouzila templatovd DNA, obsahujici usek DNA specificky pro
danou reakci, tzn. nesouci gen, ktery chceme amplifikovat, pozité pozitivni kontroly jsou
v tabulce IX. Negativni kontrola obsahovala pouze master mix, tedy vSechny slozky PCR
kromé& templatové DNA. Negativni kontrola ové&fovala Cistotu reakéni smési od nahodné
kontaminace DNA a také vylucovala faleSn€ pozitivni vysledek amplifikace. SloZzeni master
mixu jsme pocitali bez objemu templatové DNA, ktery se pak piidaval do kazdé
mikrozkumavky zv1ast’.

Pted vlastnim michdnim master mixu jsme si nejdfive sterilni box vysterilizovali (20 min
UV svétlem), poté jsme si piipravili potfebné roztoky a nechali je pomalu rozpoustét na ledu.
V boxu jsme podle protokolu namichali master mix do sterilni zkumavky (zacali jsme vodou
koncili polymerazou). Z takto pifipraveného master mixu jsme odpipetovali 24 ul (vzdy

stejny objem) do jednotlivych mikrozkumavek, kalibrovanych na objem 200 pl.
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DNA jsme ptfidavali mimo PCR box na stole, ktery je uren jen pro tuto Cinnost.
Mikrozkumavky jsme po piidavku DNA umistili do ledovaciho stojanku, abychom snizili
riziko nespecifického nasednuti primerti na ne zcela komplementarni mista v DNA, coz se
muze ptihodit pfi laboratorni teploté a DNA—polymeraza by mohla, byt s nizkou G¢innosti,
syntetizovat nezadouci tiseky DNA. Do kazdé mikrozkumavky, kromé negativni kontroly,
jsme piidali 1ul pfislusné DNA (nafedéné na 20-50 ng/ul).

Takto ptfipravené vzorky jsme vlozili do termocykleru (viz vyse). Zkumavky s reakéni
smési jsou v termocykleru umistény v kovovém bloku, jehoz teplota je fizena podle

programu nastaveného uzivatelem, PCR podminky a primery jsou popsany v tabulce IX.
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Tab. IX: PCR podminky a primery pouzivané pro amplifikaci gent tetracyklinové rezistence.

. o . Délka
Gen Primery Sekvence I(;ll'(lme"“ 5'-3 Cykly PCR reakce vysledného Pozitivni kontrola
(Odkaz) oroduktu [bp]
tet(B) tet(B) (F) TACGTGAATTTATTGCTTCGG I 4min/94°C 206 Plazmid nesouci gen tet(B)
tet(B) (R) ATACAGCATCCAAAGCGCAC IL - 30s/94°C
(Aminov et al., 2002) w 2%)5//%2( S (pRT11 obsahujici 2,7 kb Hpal fragment s tet(B) z
. S, Zpf€t na Kro . .
opakovat 34x) Ia.mbda' Tni0)
V. 3min/72°C (Aminov et al. 2002)
tet(L) tet(L) (F) CATTTGGTCTTATTGGATCG L 5min/94°C 494 Staphylococcus aureus pSTS9
tet(L) (R ATTACACTTCCGATTTCGG 1L 30s/94°C
L R) (Aarestrup et al., 2000) IIL 30s/55°C (Aarestrup et al. 2000)
Y IV. 1min/72°C (zpét na krok IL.,
opakovat 34x)
V. 3min/72°C
tet(V) tet(V) (f) CGAGACCACCTTCGACAGCG I 7min/95°C 331 Mycobacterium DNA 4C
tet(V) (frc) GCCTACGGTTTCATCCTGGC I 1min/94°C . I
(Kyselkova et al., nepublikovano) LI 155/65°C (Kyselkova et al., nepublikovéno)
v IV. 30s/72°C (zpét na krok II.,
opakovat 34x)
V.  5min/72°C
otr(B) otr(B) (F) CCGACATCTACGGGCGCAAGC L 5min/94°C 947 Streptomyces rimosus subsp. rimosus
otr(B) (R) GGTGATGACGGTCTGGGACAG I 1min/94:C DSMZ 40260
(Nikolakopoulou et al., 2005) IL Imin/68°C (ATTC 10970)
IV. 1min/72°C (zpét na krok II.,
opakovat 34x)
V. 7min/72°C
tet(Z) tet(Z) (F) CCTTCTCGACCAGGTCGG L 4min/94°C 204 Plazmid, nesouci gen tet(Z)
IL  20s/94°C
©t(2) (R) AC%&Q%SS&TGZTO%%GTC 1L 305/60°C (pPAGHDI obsahujici tet(Z) z pAG1 plazmidu
?;ékso(\)/ZZ ézg)(Zpét nakrok IT, Corynebacterium glutamicum)
V. 7min/68°C (Tauch et al., 2000)
tet(M) | tet(M) (F) ACAGAAAGCTTATTATATAAC I 4min/94°C 171 Plazmid pAT101, nesouci gen tet(M)
tet(M) (R) TGGCGTGTCTATGATGTTCAC I 20s/94°C Z transpozonu

(Aminov et al., 2001)

I 30s/52,3°C

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

V. 7min/68°C

Tn1545 rodu Streptococcus
(Martin et al., 1986)
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Tab. X: Vysledné slozeni PCR reakénich smési pro jednotlivé geny tetracyklinové rezistence.

Vysledné koncentrace ve 25ul reakci

Amplifikovany gen tet(B) tet(L) tet(V) otr(B) tet(2) tet(M)
Pufr 1x° 1x° 1x° 1x° 1x° 1x°
MgClI2 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/mi 0,12mg/mi 0,12mg/ml - 0,12mg/ml 0,12mg/ml
E;fyf"n’?;:g:'\" 0,05U/ul 0,05U/ul 0,05U/4l i 0,05U/4l 0,05U/ul
Templatova DNA 0,8 — 2ng/ul 0,8 — 2ng/ul 0,8 — 2ng/ul 0,8 — 2ng/ul 0,8 — 2ng/ul 0,8 — 2ng/ul
Q-solution - - - 1x - -
Quiagen Taq - - - 0,05U/ul - -

% Pufr bez ptidavku MgCl,, ktery obsahuje 500mM KCI, 100mM Tris-Cl (pH 9.0) a 0,1% Triton X-100 v optimalizovaném poméru (Fermentas)
® Pufr dodavany s QuiagenTaq (Quiagen; obsahuje jiz Mg?" ionty, pfesné sloZeni nezveiejnéno)
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3.4. Elektroforéza

Elektroforéza patii v molekuldrni biologii k nejpouzivanéjsim separa¢nim technikdm pfi
izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Principem elektroforetické¢ separace je
pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin
jsou negativné nabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové kyseliny v elektrickém poli

pohybuji k opaéné nabité elektrodd — anodé (Smarda et al., 2005).

3.5. Gelova elektroforéza

Z praktickych davodu se elektroforéza neprovadi pfimo v roztoku, ale ve vhodném
nosici, tim byva obvykle gel. Elektroforetické gely pouzivané pro separaci nukleovych
kyselin jsou nejcastéji tvoieny polyakrylamidem nebo agardzou, které vytvareji sitovou
strukturu polymernich molekul s pory, jejichz velikost 1ze ovlivnit slozenim roztoku a
koncentraci polymeru. Agardézové gely jsou vhodné pro separaci molekul nukleovych
kyselin o velikosti od 100bp aZ po zhruba 50kb. Podle polohy gelu v elektroforetické
aparatufe rozliSujeme horizontalni a vertikalni gelovou elektroforézu, které maji deskové
uspotadani a dale kapilarni elektroforézu, u niz je gel uvnitt kapilary.

Velikost nukleové kyseliny nebo jejiho fragmentu o neznamé velikosti lze stanovit
srovnanim jejich elektroforetické pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivosti molekul nebo
fragmentl o znamé velikosti, které se oznacuji jako standardy velikosti nebo hmotnostni
standardy.

Po dokonceni elektroforézy jsou polohy separovanych molekul neviditelné, je tieba je
zviditelnit vhodnym barvivem. Nejcastéji je pozivan ethidiumbromid, ktery se vmezefuje
mezi sousedni pary bazi v DNA a vytvaii s ni komplex, ktery po osvétleni ultrafialovym
svétlem fluoreskuje. Molekuly DNA o stejné velikosti jsou pak na gelu patrné jako prouzky,

jejichz intenzita je imérna koncentraci DNA (Smarda et al., 2005).
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Praktické provedeni:

V naSem piipad¢ jsme pracovali sagarézovymi gely v horizontalni elektroforetické
aparatute. NejcCastéji jsme pozivali 1% nebo 2% gel, v zavislosti na velikosti PCR produktu.
Pro mens$i PCR produkty jsme volili 2% gel pro vétsi 1% gel, ptiprava agardézovych gell je
zobrazena v tabulce XI.

Do Erlenmayerovy banky jsme navazili agarézu a smichali ji s pufrem v daném poméru
(viz tabulka). Banku jsme vlozili do mikrovinné trouby a nechali jsme agardézu v pufru
dokonale rozpustit (cca 3 min na 800W). Vznikly gel jsme ¢aste¢né zchladili pod proudem
vody a nalili ho do pfedem pfipravené vany s hiebenem. Po ztuhnuti gelu jsme hieben
odstranili. Gel jsme vlozili do elektroforetické nadoby, obsahujici TAE pufr. Do prvni jamky
jsme nanesli marker (méfitko, podle kterého se odecita velikost jednotlivych prouzktt DNA) a do
dalsich jamek vlastni vzorky (Sul z PCR reakéni smési) smichané s nanasecim pufrem (6x
Orange DNA Loading Dye, Fermentas) v poméru 1:6. Pufr, tedy hlavné jeho barva,
umoziuje orientaci pii nanaseni vzorka do jamek a také umoziiuje kontrolovat, jestli vzorky
spravné putuji gelem pfi vlastni separaci. Jedna se o velmi hustou kapalinu a po smichéni se
vzorkem dobfe klesa do jamek v gelu. Pouzivali jsme napéti 100V a elektroforézu jsme
nechali bézet ptiblizné 45min. Po uplynuti této doby jsme gel obarvili ethidium-bromidem
(1mg/l pufru). DNA s navazanym ethidium-bromidem jsme detekovali pomoci UV lampy. V
misté, kam doputovaly molekuly DNA o stejné velikosti, se utvofil viditelny prouzek.

Ptibliznou velikost molekul DNA v jednotlivych prouzcich jsme odecetli podle markeru.

Tab. XI: Piiprava agarozovych geld podle velikosti fragmenti DNA, vhodné markery.

Agar6za Pufr Velikosti fragmenti Pouzity marker
(1IXTAE?®) [pb]
1 % gel 1 100 947 Gene RulerTM 1kb DNA
Ladder
2 % gel 2 100 171 - 494 Gene RulerTM 100bp DNA
Ladder

240 mM Tris, 20mM kys. octova, 1 mM EDTA, pH=8,0
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4. Vysledky

Vysledky PCR detekce vybranych tet-r gent shrnuji tabulky XII a XIII. Z vysledkt je
patrné, Ze rezistom exkrementu lécené kravy (OE) obsahoval na zacatku i na konci
experimentu geny tet(B), tet(L), tet(Z), tet(M), tet(W) a tet(Q). Gen tet(V) byl detekovan na
zacCatku experimentu pouze v jednom opakovani.

Nad nase ocekavani byly rezistenéni geny detekovany také v kontrolnim exkrementu
neléceného zvitete (E). Tyto vzorky obsahovaly na zacatku i na konci experimentu geny
tet(2), tet(M), tet(W) a tet(Q) ve vSech opakovanich. Gen tet(L) byl piekvapivé detekovan na
zacatku experimentu pouze v jednom opakovéni, na konci experimentu vSak byl nalezen uz
ve vSech opakovanich. Gen tet(V) byl detekovan na zaCatku a na konci experimentu
V jednom opakovani.

Lze shrnout, Ze rezistom exkrementu lé¢eného zvirete se od rezistomu kontrolniho
neléeného zviiete jasné lisil pouze v pritomnosti genu tet(B).

Pidni vzorky bez pridavku exkrementu (S), mély podle ocekavani, velmi chudy
profil screenovanych tet-r genii. Detekovan byl pouze tet(L) gen a to ve vSech vzorcich, a
tet(V) gen, a to pouze ve vzorcich z farmy 1. Gen otr(B), charakteristicky pro producenty
tetracyklinu, nebyl nalezen v Z&dném ptidnim ani jiném vzorku.

Ve vsech pudach inkubovanych s exkrementy 1é¢eného (SOE) i nelééeného (SE) zvitete
byly nalezeny geny tet(L), tet(Z), tet(M), tet(W). Gen tet(V) byl nalezen ve vSech
opakovanich v SE i SOE padach pouze u farmy 1 a dale ve dvou SE vzorcich u farmy 3. Gen
tet(B) byl nalezen pouze v jednom opakovani v SOE pud¢ z farmy 1.

Gen tet(Q), charakteristicky pro exkrementy, nebyl detekovan v Zadném pidnim vzorku
obohaceném exkrementy.

Tetracyklinovy rezistom ptdnich vzorkd byl vyznamné obohacen tet-r geny
fekalniho bakterialniho spoleCenstva.

Rozdil mezi prenosem genii z exkrementu lé¢eného a neléCeného zviiete do pidy byl
minimalni.

Z Sesti tet-r genli detekovanych v exkrementech se do piidy nepFenasel,

v detekovatelném mnoZstvi, pouze gen tet(Q).
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Tab.XII: Distribuce tetracyklin rezistencnich gent, pro efluxni pumpy, v exkrementech a inkubovanych ptadach.

tet-r geny / vyskyt

Exkrement

SE

SOE

E na
zacatku

E na
konci

OE na
zacatku

OE na
konci

Farma

Farma

Farma

Farma

Farma

Farma

Farma

Farma

Farma

EFFLUXNI
PUMPY

tet(B)
casty u G-

+

tet(L)
zejména G+
s nizkym obsahem
GC

+

+

+

+

tet(2)
G+ s vysokym
obsahem GC
(Corynebacterium)

+ + + |+

+

+ + + o+ |+ o+ + o+ + o+ 4+

+ + + o+ |+ o+ + o+ + o+ 4+

+ + + |+

+

+ + + + |+ + o+ o+

+ + + + |+ o+ o+ o+

tet(V)
G+ s vysokym
obsahem GC
(Mycobacterium)

+ 4+ + A+ |+ + o+ + |+ + o+ o+

+

+

+ + + 4+ |+ + + [+ o+ o+ o+

+l+ + + +[+ + + +

otr(B)
(Streptomyces,
Mycobacterium)
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Tab.XIII: Distribuce tetracyklin rezisten¢nich gend, pro proteiny ribozomalni protekce, v exkrementech a inkubovanych puadach.

Exkrement S SE SOE
tet-r geny / vyskyt E na E na OE na OE na Farma | Farma | Farma | Farma | Farma | Farma | Farma | Farma | Farma
zacatku konci zalatku konci 1 2 3 1 2 3 1 2 3
+ + + + - - - + + + + + +
tet(M) + + + + - - - + + + + + +
G+/G- + + + + - - - + + + + + +
+ + + + - - - + + + + + +
+ + + + - - - + + + + + +
tet(W) + + + + - - - + + + + + +
PRP G+/G- zejména
fakultativné anaerobni + + + + ) ) ) + + + + + +
+ + + + - - - + + + + + +
+ + + + - - - - - - - - -
tet(Q) + + + + - - - - - - - - -
G+/G- zejména
anaerobni + + + + - - - - - - - - .
+ + + + - - - - - - - - -

Pozn. Tet(Q), tet(W) vysledky ziskané pomoci real-time PCR (Kyselkova et al., nepublikovano).
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5. Diskuse

Vysledky neprokazaly rozdil mezi piitomnosti tet-r geni v exkrementech 1é¢eného a

kontrolniho (neleéeného) zvifete, vyjimkou byl gen tet(B) detekovany v exkrementu
léceného zvitete.
Gen tet(B) se typicky vyskytuje u tfidy Gamma Proteobacteria, zejména u enterobakterii (tj.
¢eledi Enterobacteriaceae) napt. u rodu Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Salmonella,
Shigella, Proteus. Je dobife zdokumentovano, ze bakterie E. coli snadno ziskavaji rezistence
a jsou vice odolné k antibiotikiim neZ ostatni fekalni mikroflora (Osterbalt et al., 2000). Tito
autofi zjistili, ze mira ATB-rezistence proporciondlné¢ odpovida hladiné antibiotika
pusobiciho na intestinalni mikrofloru. Tato skutecnost by vysvétlila rozdil mezi obéma typy
vzorkd, jelikoz v exkrementech 1éceného zvifete byly detekovany rezidua tetracyklinového
antibiotika na rozdil od kontrolniho vzorku nelééeného zvifete. Dolejska et al. (2008)
sledovali prevalenci TET-r izolatd E. coli na dvou mléénych farmach, kde byla zvitata
oSetfovana tetracyklinovymi antibiotiky. Studie také ukazala, ze tetracyklinovy rezistom byl
reprezentovan vyhradné geny tet(B) a tet(A), Zze vyskyt TET-r isolati odpovidal spotiebé
tetracyklinovych antibiotik, a Ze rezistence se liSila v zavislosti na stafi zvitat. V této praci
bohuzel byly sledovany pouze geny tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E).

Shodny vyskyt ostanich tet-r genti ve vzorku 1é¢eného i neléeného zvifete, Ize vysvétlit
ziskdnim rezistenénich genli kontrolnim zvifetem V dusledku ptfedchozi 1écby
tetracyklinovymi antibiotiky v prubéhu zivota (pfesné udaje bohuzel nejsou dostupné) nebo
sdilenim spole¢né mikroflory, jak je typické pro uzaviena spoleCenstva. Rybatikova et al.
(2010) ukazali, ze vyznamnym rezervoarem i vektorem rezistentnich E. coli je v kravinech
mlécnych farem hmyz.

Pady bez pridavku exkrementu mély nizky vyskyt tet-r genii. Oproti nasemu o¢ekavani
jsme v téchto pudach nedetekovali gen otr(B), typicky pro pudni producenty tetracyklinu —
Streptomycety. Je mozné, Ze se zde gen otr(B) vyskytuje, ale neni dostatecné abundantni na
to, abychom ho mohli detekovat. Detekovali jsme pouze gen tet(L), ktery je velmi rozsifeny,
byl nalezen vpudé i vZO (Wu et al., 2010, Schwaiger et al., 2009), dokonce i
v nedotéenych pudach (Ghosh et La Para, 2007). Gen tet(L) byl zatim nalezen u 38
bakterialnich rodd (tabulka 1V), vyskytuje se hlavné u kment Firmicutes, Bacteroidetes a

Actinobacteria. To, Zze jsme ho detekovali i v pud¢ s piidavkem exkrementu od leCené a
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kontrolni kravy je v souladu s jeho promiskuitou u velkého mnozstvi G+ a G- bakterialnich
rodd, a tedy asi ¢astym HGP. Dale jsme také detekovali v pud¢ jedné z farem gen tet(V) ve
vSech opakovanich. Tento gen je typicky pro mykobakterie, tedy skupinu bakterii patiici do
kmenu Aktinobacteria (tabulka 1V). Je pravdépodobné, Ze pravé puda ztéto farmy byla
bohat4 na mykobakterie.

Do pidy osetifovné exkrementy neléCeného i 1ééeného zvifete se pienesly geny tet(Z),
tet(M) a tet(W). Bud’ tedy doslo k adaptaci fekalnich bakterii na pudni prostfedi, nebo doslo
kK HGP mezi fekalnimi a pidnimi bakteriemi. Gen tet(Z) byl zjistén zatim pouze u dvou
bakterialnich rodt Lactobacillus a Corynebacterium, je tedy charakteristicky pro kmeny
Firmicutes a Actinobacteria. V ptipadé genu tet(Z) bude hrat asi vétsi roli adaptace nositele
genu Vv novém prostredi nez-li HGP, protoze pravé Corynebacterium patiici do kmene
Actinobacteria, vykazuje tedy schopnost celit nepfiznivym podminkdm. Podobné i
Lactobacillus muze piezivat v pudé¢, napt. v rhizosféte (Holt et al., 1994).

Zatimco geny tet(W) a tet(M) byly nalezeny u mnoha bakterialnich rodt, dokonce
Vv piipad¢ genu tet(M) u 68 rodd. U obou genil se jednd predev§Sim o zastupce kmenil
Firmicutes, Proteobacteria a Actinobacteria, u tet(W) za zminku stoji také bakterialni kmen
Bacteroidetes (tabulka 1V). Geny tet(M) a tet(W) se nachdzeji na konjugovatelnych
plazmidech a transpozonech (Chopra et Roberts, 2001), data tedy naznacuji, Ze muze
dochazet k HGP.

To ze gen tet(B) byl detekovan pouze Vjednom opakovani v pudé s piidavkem
exkrementu od 1écené kravy ukazuje na neschopnost enterobakterii piezit v takovychto
podminkach. Pfenos genu tet(V) lze na zaklad¢ vysledkd prokazat pouze v ptipadé pridani
exkrementt neléceného zvitete do pudy z farmy 3, jeho pienos byl vSak sporadicky stejné
jako jeho vyskyt ve vzorcich exkrementu.

Pienos genu tet(Q) z obou exkrement do pidy nebyl detekovan. Gen tet(Q) je
charakteristicky predev§im pro striktni anaerobni bakterie, zejména zastupce Bacteroidetes
(tab VI), které tvoii az 40 % fekalni mikroflory skotu (Durso et al., 2010) a v pud¢, ktera
byla kazdy tyden béhem dvou mési¢ni inkubace promichdvana, pravdépodobné Spatné
prezivaly. Z literarnich udaji vyplyva, ze gen tet(Q) byl nalezen ve vsech tfech typech
prostiedi (Kobashi et al., 2007; Patterson et al., 2007; Peak et al., 2007; Wu et al., 2010;
Schmitt et al., 2006).

39



6. Zavér

V teoretické Casti své prace jsem shrnula vysledky praci zabyvajicich se vyskytem gent
odpovédnych za rezistenci k tetracyklinu v intestinalnim traktu, Zivoc¢isnych odpadech a
pudé.

Literarni data naznacila, Ze pida obohacend zivoCisnymi odpady poskytuje nejbohatsi
rezervoar tet-r gend. Je vSak stdle nedostatek praci, které by soucasné a za pouziti téze
metodiky sledovaly vyskyt tet-r gent ve vSech typech prostfedi naseho zdjmu a napomahaly
vysvétlit, které faktory ve vytvaieni rezervoaru ATB-rezistence a Sifeni rezisten¢nich gent

V pudnim prostfedi hraji vyznamnou roli.

Z vysledkt experimentalni ¢asti vyplynulo, ze zdrojem tet-r gent byly exkrementy skotu

nezavisle na aktualni 1é¢b¢ antibiotiky, a Ze tyto geny byly nasledné ptenositelné do pidy.

Vliv rezidui tetracyklinovych antibiotik v exkrementu hral zanedbatelnou roli na rezistom

exkrementt i exkrementy obohacenych pid.

Vysledky experimentu naznaCily rozd€leni sledovanych genii do nékolika skupin
s odlisnym potencidlem pro jejich Sifeni v prostiedi:

(1) Jako nejvice invazivni se jevil gen tet(L), nalezeny ve vSech vzorcich, v¢etné
nehnojenych pud a dale geny tet(M) a tet(W). Jedna se o geny detekované
v Sirokém spektru bakterii. Lze usuzovat, Ze pro Sifeni téchto tii gent hraje
pravdépodobné vyznamnou roli horizontalni pfenos.

(i)  Geny tet(2Z) a tet(V) se také pienasely do pidy, ale vzhledem k omezenému
vyskytu mezi bakterialnimi taxony, je pfedpokladana pouze adaptace jejich
nositeltl v novém prostiedi. Méné GspéSny v pienosu se jevil gen tet(V).

(iif)  Vyskyt genu tet(B) byl podminén selekénim tlakem ATB v exkrementu a jeho
pfenos do plidy byl velmi omezeny.

(iv)  Gen tet(Q) se nepienasel, pravdépodobné z duvodt nevhodnych podminek

pro preziti ¢1 HGP mezi nositeli a pfipadnymi piidnimi recipienty.
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