JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Vyskyt genii rezistence k tetracyklinu v prostiredich
s riznou mirou antropogenniho vlivu

Bakalatska prace

Zuzana Stehlikova

skolitel: Mgr. Martina Kyselkova Ph.D.
(BC AV CR, v.v.i. — UPB)

Skolitel — specialista: RNDr. Dana Elhottova Dr.
(BC AV CR, v.v.i. — UPB)

Ceské Budgjovice 2011



Stehlikova, Z., 2011: Vyskyt genil rezistence k tetracyklinu v prostfedich s riznou mirou
antropogenniho vlivu [Presence of tetracycline resistance genes in ecosystems with distinct
levels of human impact. Bc Thesis, in Czech.] — 53 p., Faculty of Science, The University of

South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech Republic.

Anotace:

Tato prace shrnuje soucasné poznatky o vyskytu gent tetracyklinové rezistence v prostiedich
s riznou mirou vlivu Clovéka. V experimentalni ¢asti byl sledovan vyskyt osmi vybranych
genu tetracyklinové rezistence v pudnich vzorcich z farem hnojenych kravskou mrvou a
farem nehnojenych (pfedstavujicich pudy clovékem ovlivnéné) a z ndrodnich parki

(ptedstavujicich pady ¢lovékem neovlivnéné).

Annotation:

The incidence of tetracycline resistance genes in the environments with different levels of
human impact were compared in this work. The experimental part included detection of eight
tetracycline resistance genes in soils from manured and non-manured farms (representing
man-affected environment) and soils from national parks (representing non-affected

environment).



Prohlasuji, ze svoji bakalaiskou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim prament

a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Dale prohlasuji, ze v souladu s § 47b zédkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své bakalatské prace, a to v nezkracené podobé¢ elektronickou cestou ve veirejné
pristupné &asti databaze STAG provozované Jihoéeskou univerzitou v Ceskych Budgjovicich
na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému
textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v
souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele a
oponentll prace i zaznam o prubéhu a vysledku obhajoby kvalifikacni prace. Rovnéz
souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz

provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych kvalifika¢nich praci a systémem na

odhalovani plagiata.

V Ceskych Budgjovicich dne 19.4.2011

Zuzana Stehlikova



Podékovani

Nejvetsi podekovani patii mé Skolitelce Mgr. Martiné Kyselkové Ph.D., za odborné vedeni,
poskytovani cennych rad a podkladd pro moji praci, za jeji Cas, trpélivost, ochotu a podporu.
Velmi rada bych také podékovala RNDr. Dané Elhottové Dr. za skvélou moZnost prace
v laboratofi na zajimavém tématu, za Sanci prezentovat své vysledky na konferenci, za cenné
pfipominky a za poskytnuti idaji o lokalitdch, uvedenych v praci. Timto také dékuji Mgr.
Jitimu Petraskovi za grafické upravy schémat odbérovych mist. Velky dik patii také vSem
ostatnim pracovnikiim Ustavu pidni biologie, se kterymi jsem méla &est se poznat a ktefi mi
po dobu prace v laboratoti velmi ochotné pomahali. V neposledni fad¢ d€kuji také své roding,
vsem svym blizkym a pratelim za jejich psychickou a mordlni podporu. Bakalaiska prace
byla finanén& podporovana projektem Grantové agentury GACR P504/10/2077 s nazvem
Charakteristika a hodnoceni rizik spojenych s rezervoary antibiotické rezistence v pude, a

z &asti také grantem MSMT CR (LC06066) Centra environmentdlni mikrobiologie.



I VO e 1
B 1 (3 - 4 1 BB (S £ SRR SR 4
2.1 ADEDIOTIKA. ..ottt et e 4
2.2 Rezistence k antibiotiklm ........cccueiiiiiiiiiiiii e 5
2.2.1 MechaniSmY TEZISTENCE ........ccevvurrreerrrrreeirireeieireeeeerreeeesereeeessreeeeessseeesssnnns 6

2.2.2  Horizontalni pfenos gent rezistence k antibiotikiim............cceeveeeviieenneennne. 6

2.2.3  Vyznam zeméd¢lské antibiotické praxe pro vznik a Sifeni antibiotické

TEZISTEIICE .. euieentie ettt ettt ettt ettt ettt sat e st e bt et e st eateeaeesaneeaneens 7
2.2.4 Detekce gent antibiotické rezistence v prostfedi...........ccceevcuveeiieeiiieenieennnn 7
2.3 Tetracyklinova antibiotiKa............cccveeeiiiiiieeiiiiie et ereee e 8
2.3.1  UGNKy tetraCYKINU ........ovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 8
2.3.2 Rezistence k tetracyklinu: mechanismy, geny a jejich distribuce................... 9
2.4 Vyskyt bakterialni rezistence k tetracyklinu v prostiedi..........cccceeveiieeiincinrennennn. 11
2.4.1 Bakterialni rezistence v prostfedi vysoce ovlivnéném clovékem................... 16
2.4.2 Bakterialni rezistence v prostfedi malo ovlivnéném ¢lovékem...................... 18
2.4.3 Bakterialni rezistence v ¢lovékem neovlivnéném prostiedi.............ccceeennneee. 21
3 EXPerimentalng CASt........oeiiiuiiie ettt et e et e et e et e et e e e e e e e nees 25
3.1 Charakteristika odb€rovych miSt.........cccoeieiiiiiiiiiiiiieee e 25
3.2 Izolace bakteridlni DNA Z PUAY ....coeeeeiiiiiieiiie et 29
3.3 Izolace DNA z bakterie rodu StrepromyCes .........cccueieeeeeeeeeceiieeeeiieeeecieeee e 30
3.4 Polymerazova fet¢zova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) ...................... 31
3.5 Gelova eleKtrofor€zZa........cooviiiiiiiiiiiiiiic et 34
4 VYSIEAKY oieeitiie ettt ettt e et e e e et e e e e tbeae e ttbaee e nrbaeeeannraeeanns 36
5 DISKUZE. ...ttt e e et 39
0 ZAVET .ottt et e ettt 42
7 SEZNAM TIEETALULY ...eeeiiiiieeesiiiie e ettt eeeeiieeeeeirteeeesereeeeseeraeeestbeeeessssaeeeenssseeessnsaeesassseeesssnsns 43

8 PHILORY ... eveeoeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e seeeee e ee s s e s e s e ee s e eee s e s e eeeeeee e ee s 51



Seznam zkratek

A-T par Komplementarni par adenin-thymin

ATP Adenosintrifosfat

BSA Hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumine)

Da Dalton

dATP Deoxyadenosintrifosfat

dCTP Deoxycytidintrifosfat

dGTP Deoxyguanosintrifosfat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dNTPs Deoxynukleotidtrifosfaty

dTTP Deoxythimidintrifosfat

eDNA Environmentalni DNA (DNA izolovana piimo z pudy,vody, apod.)
EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

G’ Gram pozitivni

G’ Gram negativni

G-C par komplementarni par bazi guanin-cytosin

MBC Minimalni baktericidni koncentrace

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

PCR Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
RNA Ribonukleova kyselina

RPM Pocet otacek za minutu (Revolutions Per Minute)

SDS Dodecylsiran sodny

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

Taqg-polymeraza

Termostabilni DNA polymeraza bakterie Thermus aquaticus

Tris

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100

C14H3,0(C,H,0),

16S rRNA

Ribozomalni RNA malé podjednotky prokaryotniho ribozomu




1 Uvod

Vznik a vyvoj populace Clovéka na nasi planet¢ doprovazi vznik a vyvoj populaci
bakterii. Vétsina bakterii osidlujicich télo ¢lovéka jsou komenzalové, nékteré¢ ale mohou byt
zdrojem zavaznych onemocnéni. V minulosti byli lidé proti bakteridlnim infekcim vétSinou
bezbranni, a dochdzelo tak k castym epidemiim. Velkym krokem kupiedu v I1écbé
bakterialnich infekci byl objev britského bakteriologa Alexandera Fleminga z roku 1929,
ktery zjistil, ze latka produkovand plisni Penicillium chrysogenum inhibuje rist okolnich
bakterii. Takto bylo tedy objeveno prvni antibiotikum - penicilin. Po zavedeni antibiotik do
klinické praxe po 2. svétové valce se zdalo, ze lidé zvitézili nad bakteriemi a bakteridlnimi
infekcemi, které byly jednim z hlavnich problémul v terapii onemocnéni ¢lovéka (Levy,

1998).

Se zvySujicim se pouzivanim antibiotik se ovSem zacaly vyskytovat ptipady, kdy
antibiotika nezabirala, a to proto, ze na n¢ byly bakterie rezistentni. To vedlo védce k hledani
antibiotik od novych producentti (pfedev§im bakterii) a také dalSich moznosti produkce
novych antibiotik, naptiklad modifikaci jejich chemické struktury nebo vytvafenim antibiotik
novych, Cist¢ chemickou cestou (semisyntetickd a syntetickd antibiotika). K témto novym
typim antibiotik se ovSem také selektovaly rezistentni kmeny bakterii a Sifily se dal do
prostiedi. Vznik a pfenos antibiotickych rezistenci predstavuje v souc¢asné dob¢ pro lidstvo
hrozbu v podob¢ bakteridlnich infekei, které nebudeme schopni Gc¢inné 1é¢it. Hledani novych

antibiotik pfedstavuje navic nemaly ekonomicky problém pfi financovani téchto vyzkumt.

Abychom mohli pfedchazet rizikim spojenym se Sifenim rezistenci na antibiotika,
musime nejprve pochopit pivod téchto rezistenci a také mechanismy, kterymi se mohou dale
vyvijet a §ifit. Pocatky vzniku antibiotické rezistence u bakterii miizeme s jistotou zatadit do
pre-antibiotické éry. Rezistence na antibiotika se totiz musela vzdy vyskytovat (a stale se
vyskytuje) u organismu, které takové latky produkuji a které se tedy samy musi chranit pied
jejich ti¢inkem (napf. u bakterii rodu Streptomyces). Jak se tedy objevila rezistence u bakterii,
které nejsou pfirozenymi producenty pouzivanych antibiotik (napt. Escherichia coli)?
Miuzeme si to vysvétlovat tak, Ze bakterie na antibiotikum pavodné citliva ziskala geny
rezistence od bakterie antibiotika produkujici — primarné rezistentni — pomoci takzvaného
horizontdlniho pienosu genti (Schwarz a Chaslus-Dancla, 2001). U bakterii navic stale

dochazi i ke vzniku novych genii rezistence, na zadkladé mutaci (zmén) v jejich genomech.



Nékteré geny rezistence na antibiotika se tak nejspise postupné vyvinuly z genti, které mély

v bakterialnich bunkach ptivodné jinou funkci (Piepersberg et al. 1988; Gaze et al. 2008).

Dnes jiz vime, ze kselekci gent rezistence u bakterii pfispiva nevhodné uzivani
antibiotik lidmi, napf. pfi nedobrani antibiotika, kdy nedojde k uplnému vyhubeni cilené
bakterie, nebo pii nasazovani antibiotik proti virovym nemocem, k jejichz 1éceni jsou
naprosto nevhodna (Levy, 2002). Za rozsifeni rezistenci k antibiotikim mize v nemalé mife
také jejich naduzivani v zeméd¢lstvi. Dfive se pouzivala antibiotika nejen jako léky na rGzna
onemocnéni zvirat, ale také jako prevence proti chorobam nebo dokonce jako stimulatory
rastu hospodaiskych zvitrat (Sarmah et al. 2006). Jako stimulatory rastu a profylaktika byla
podavana piedevsim antibiotika ze skupiny tetracyklini (Sawant et al. 2005), ktera se navic
pouzivaji i v klinické praxi, a to uz od 50. let (Aminov et al. 2001). Toto dlouhodobé
pouzivani u lidi a zvifat vedlo k selekci velkého mmnozstvi novych gent rezistence
k tetracyklinovym antibiotikim — v souc¢asné¢ dob¢ jich zndme ptes Ctyficet riznych tfid a
témet kazdy rok je popsana néjaka nova (Teo et al. 2002; Agerso a Guardabassi, 2005; Brown

etal. 2008).

Vyskyt identickych genti tetracyklinové rezistence u bakterii izolovanych z lidi,
hospodaiskych zvirat a ptdy (Aarestrup et al. 2000; Bryan et al. 2004) napovida, Ze hnojeni
pud zivoc¢isSnym odpadem z antibiotiky oSetfovanych zvifat zfejmé velkou mérou pfispiva
k vyskytu a naslednému Sifeni rezistentnich bakterii v pidach a dalSich ekosystémech.
Samotné zemédélské pidy jsou povazovany za dilezity rezervoar rezistenci k tetracyklinu
(Chee-Sanford et al. 2009). Otazkou ale zlstava, do jaké miry je vyskyt genl rezistence
k tetracyklinu v ptidé zavinén lidskymi aktivitami a do jaké miry odpovida ptirozenému
vyskytu rezistenci u ptidnich mikroorganism — napt. u pfirozenych producentll antibiotik
nebo bakterii zijicich v kontaktu stémito producenty. Studie provadéné v permafrostech
(Midlin et al. 2008) nebo v sedimentech starych nékolik milionti let (Brown et al. 2008) totiz
ukazuji, ze 1 v prostiedich nezasazenych priimyslovou vyrobou antibiotik se rezistence na

tetracyklin vyskytuji.

Hlavnim cilem této studie bylo porovnat vyskyt gent rezistence na tetracyklin v piidach
Clovékem neovlivnénych a vpidach s riznym zemédélskym zatizenim v souvislosti
s pouzitim antibiotik a organickym hnojenim. Na tetracyklin jsme se zaméfili z toho diivodu,
ze patii k nejdéle pouzivanym antibiotikiim s aplikaci v humanni i veterinarni medicing,

véetné stimulace rustu hospodatskych zvitat. Ke studii byly vybrany ptidy pochézejici z malo



ptistupnych kanadskych narodnich parki, zemédé€lské pudy nehnojené zivocisSnymi odpady a
zemédeélské pudy, do kterych se aplikuje hnidj z antibiotiky oSetfovanych zvifat. Geny
tetracyklinové rezistence byly detekovany v celkové pidni DNA pomoci polymerazové
fetézové reakce (polymerase chain reaction, PCR). Tato bakalaiska prace byla vypracovana
jako soudast projektu GACR P504/10/2077 s nazvem Charakteristika a hodnoceni rizik

spojenych s rezervodry antibiotické rezistence v piide.

Hypotézy:

e Geny rezistence na tetracyklin se vyskytuji v pidach vsech testovanych oblasti, tedy jak

v pudach narodnich parkd, tak i v ptidach hnojenych a nehnojenych farem.

e Nejvice typl genl rezistence na tetracyklin ocekavame v plidach z hnojenych farem,

méne pak z farem nehojenych.

e Nejmén¢ typl genll rezistence ocekdvame v narodnich parcich. Zde piedpokladame

vyskyt predevsim producentskych gent.

Jednotlivé cile prace:

e Kriticky zhodnotit soucasné poznani o vyskytu bakteridlnich rezistenci na tetracyklin

v prostfedich s riznou mirou antropogenniho vlivu.

e Zvladnout zakladni metody molekularni biologie, pfedevsim izolaci DNA z ptdnich

vzorkil a metodu PCR pouzivanou pro detekci jednotlivych gent v padé.

e Pomoci reakce PCR porovnat vyskyt gent tetracyklinové rezistence v pudach
neovlivnénych clovékem (pudy kanadskych narodnich parkl) a v ptdach s riznym

zemeédélskym zatiZzenim (ptudy z farem hnojenych a nehnojenych).



2 Literarni reSerse

2.1 Antibiotika

Antibiotika jsou nizkomolekularni latky (mensi nez 2000Da) rGznorodych chemickych
struktur, pfirozen¢ produkované né€kterymi organismy jako jedny ze sekundarnich metabolitt.
Tyto latky, na rozdil od metaboliti primarnich, nejsou nezbytné nutné pro rist a mnoZzeni
organismi, ale ma se za to, ze v pfirodé zvySuji konkurenceschopnost vic¢i druhiim
s podobnymi ekologickymi naroky nebo zvySuji odolnost proti nékterym parazitim C¢i

herbivoraim (Spizek, 2007).

Antibiotika produkuji rizné druhy bakterii (napt. z rodu Streptomyces), hub (napt. rod
Penicillium), ale i rostlin (napt. fytoncidy se vyskytuji u kfenu selského (Armoratia
rusticana); Thurzova et al. 1983) a zivocicht (napi. polypeptidy defenziny tvotené v bilych
krvinkadch cloveéka (Ganz, 2003)). Nejvice znamych antibiotik je produkovano pidnimi
bakteriemi rodu Streptomyces (kmen Actinobacteria), coz jsou gram pozitivni aerobni
tyCinkovité bakterie tvofici v pad¢ vlaknita mycelia. Nejznaméjsi pro produkei antibiotik jsou
napt. Streptomyces griseus (streptomycin), Streptomyces kanamyceticus (kanamycin),
Streptomyces erythraeus (erythromycin), Streptomyces venezuelae (chloramfenikol) ¢i

Streptomyces aureofaciens (chlortetracyklin)'.

Pro¢, za jakych podminek, a vjakém mnozstvi jsou antibiotika produkovana
v pfirozeném prostfedi (napt. u bakterii Zijicich v pid¢) je stale ptedmétem debat (Yim et al.
2006). Zda se, ze koncentrace antibiotik uvoliiovanych do okoli bunék urcuji, jakou budou
mit tyto latky funkci (Davies et al. 2006). Zatimco v nizkych koncentracich mohou antibiotika
fungovat jako prostfedek komunikace mezi buiikami (signalni molekuly), ve vysokych
koncentracich zabranuji ristu bunék (i¢inek bakteriostaticky) nebo je pfimo zabijeji (0¢inek
bakteriocidni), coz mtize mit u padnich bakterii vyznam pfi likvidaci potravniho konkurenta.
Prave pro své bakteriostatické ¢i bakteriocidni u€inky zacali 1idé vyuzivat antibiotika k 1é¢bé

mikrobialnich infekei.

Antibiotika byla zavedena do 1écebné praxe pocatkem padesatych let dvacatého stoleti.
Od té doby se zpisob jejich produkce i pouziti velmi posunuly, ¢imZ se smazal rozdil mezi

antibiotiky a synteticky pfipravenymi chemoterapeutiky. Dnes tak jiz hovofime o

! http://www.gate2biotech.cz/nova-latka-klicem-ke-stovkam-antibiotik/, 13.11.2008
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antibiotickych a chemoterapeutickych latkdch souhrnné jako o antimikrobidlnich latkach
(Bednaft et al. 1996). Podle toho, na které mikroorganismy ptisobi, Ize mezi antimikrobidlnimi
latkami rozliSit latky antibakteridlni (antibiotika), antimykotika, antivirotika nebo
antituberkulotika (Lochmann, 1990). Pojem antibiotikum muze tedy v $irSim slova smyslu
zahrnout vSechny antimikrobialnich latky, nebo v uzs§im smyslu pouze latky ucinné proti
bakteriim — a pravé vtomto uz$im smyslu budeme v této praci dale pojem antibiotikum

pouzivat.

Dutlezitou pozadovanou vlastnosti antibiotik pro jejich pouziti pfi 1écbé infekei ¢loveka
a zvifat je jejich selektivni toxicita, kterd zajistuje pusobeni téchto latek pouze na bunky
prokaryotické a tak neskodi buitkdm makroorganismu (Votava, 2005). Selektivity uc¢inku lze
dosahnout pasobenim na struktury v buiice nebo na enzymatické pochody specifické pro
bakterie. Typické mechanismy ucinku antibiotik na bakterie jsou potlaceni syntézy bunécné
stény bakterii (napf. peniciliny, cefalosporiny), poskozeni funkce cytoplazmatické membrany
(napt. polypeptidy — polymyxiny aj.), potlateni syntézy bilkovin (napt. makrolidy,
tetracykliny, aminoglykosidy), potlaceni syntézy nukleovych kyselin (napf. chinolony,
rifampicin) a potlaceni syntézy rustovych faktorti (sulfonamidy) (Votava, 2005; Spizek,
2007).

Utinnost antibiotika na bakterie miZeme hodnotit podle minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) dané latky. MIC je
mikroorganismu (Andrews, 2001). MBC je definovana jako minimalni koncentrace latky,
kterd usmrti 99,9% ptvodni populace mikroorganismii (Votava, 2005). Podle spektra u¢inku
délime antibiotika na uzkospektra, ktera ovliviiuji jen uzké skupiny bakterii a Sirokospektra,
ktera piisobi na Sirokou Skalu mikroorganismi, véetné téch, které se vyskytuji v organismu

ptirozené, coz miiZe mit negativni dopad na béznou, komenzalni mikrofloru.

2.2 Rezistence k antibiotikim

Rezistenci bakterie k antibiotiku Ize definovat jako schopnost bakterialni populace
prezit v prostfedi s inhibi¢ni koncentraci pfislusného antibiotika (Levy, 1998). Nékteré
bakterie jsou pfirozené rezistentni k urcitému typu antibiotik, napf. proto, Ze pro né¢j nenesou
zasahové misto v bunce. V tom piipad¢é hovofime o primarni rezistenci. Ziskana (sekundéarni)
rezistence naopak vznika jako dusledek genetickych zmén v pivodné citlivé populaci, a to

bud’ jako dusledek postupnych mutaci predavanych vertikalné (pti déleni bakterii) nebo jako
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disledek horizontadlniho ptfenosu genetické informace (organismus pfijima cast genetické
informace jiného jedince) (Spizek, 2007). V této praci se budeme nadale zabyvat prevazné

ziskanymi rezistencemi.

2.2.1 Mechanismy rezistence
Geny zajistujici rezistenci k antibiotikim maji rizny fenotypovy projev, na jehoz

zaklad¢ muzeme rozlisit rizné typy mechanismu rezistence (Spizek, 1999):

e Zména zdsahového mista antibiotika v bunice — antibiotikum se na takovéto misto uz
nedokaze navazat a bakterie se stdva rezistentni. Jako piiklad lze uvést zmény ve
vazebnych bilkovinach pro penicilin — jsou to bilkoviny obald buiiky, které syntetizuji

bakterialni bunécnou sténu.

e Aktivni vypuzovani antibiotika z bunky — bakterie produkuji membranové proteiny
(takzvané efluxni pumpy), které¢ z bunky antibiotikum odstranuji. Tento typ rezistence

zahmuje rezistenci na tetracyklin nebo nékteré chinolony.

e Zneskodnéni antibiotika pomoci bakterialnich enzymil — pfikladem mize byt rezistence na
B-laktamova antibiotika, kdy bakterie produkuji enzymy B-laktamézy, které¢ se vazou na

antibiotika a otviraji B-laktamovy kruh.

e Zména prostupnosti oballl buniky — snizi pronikani antibiotika do bunky (Spizek, 2007).

2.2.2 Horizontilni pienos gent rezistence k antibiotikiim

Horizontalni pfenos genetické informace se mize odehravat jak mezi bakteriemi té¢hoz
druhu, tak mezi nepiibuznymi bakteriemi. Na horizontalnim pfenosu genid rezistence se
vyznamné podili plazmidy (Roberts, 1996). Plazmidy jsou pfidatné kruhové molekuly DNA,
které Casto nesou praveé geny antibiotické rezistence a mohou byt mezi bakteriemi pfenaseny
procesem konjugace. Geny rezistence jsou navic casto asociovany také s integrony a
transpozony, které umoziuji akumulaci vétSiho mnozstvi genil rezistence a jejich pienos mezi
riznymi ¢astmi genomu bakterie (napf. mezi plazmidem a chromozomem), nebo v piipadé

konjugativnich transpozontl i mezi riznymi bakteriemi (Spizek, 1999).



2.2.3 Vyznam zemédélské antibiotické praxe pro vznik a Sifeni antibiotické rezistence

Ma se za to, Ze na udrzeni a dal$im pfenosu antibiotické rezistence v pid¢ se podili
selekéni tlak vyvolany pfitomnosti rezidui antibiotik v pidé (kterd projdou travicim traktem
zvitat a dostanou se do pudy spolu s hnojem ¢i jinou formou exkrementti). Stopy antibiotik se
podaftilo detekovat v ptidé, hnoji i v povrchové vodé (Chee-Sanford et al. 2009). Vzhledem
k tomu, ze mnozstvi antibiotik produkovanych do pidy pfirozenymi pidnimi bakteriemi je
velmi malé a tézko detekovatelné (Raaijmakers et al. 2002), hlavni tlohu v udrzeni tohoto
selekéniho tlaku maji pramyslové produkovana antibiotika. Naptiklad v roce 1996 bylo
celosvétové pouzivani antibiotik odhadovano na 27000 tun, zc¢ehoz 25% pftipadalo na
tehdejsi staty Evropské unie. Z celkové distribuce antibiotik v Evropské unii v roce 1996 bylo
50% pouzito k terapeutickym ucelim (terapie lidi a zvifat) a 25% jako ptidavky do krmiv
(Boatman, 1998). Uvadi se, ze z ro¢ni produkce antibiotik v USA se az polovina pouzije v
zeméd@lstvi a z toho 90% je pouzito na podporu ristu (Levy, 1998 a 2001). Odhaduje se, Ze
zna¢né mnozstvi téchto antibiotik (az 75%) je vylucovano spolu s exkrementy zvirat jako

aktivni metabolity (Chee-Sanford et al. 2009).

Selekce rezistentnich bakterii probiha ale uz v travicich traktech hospodaiskych zvirat
(Levy a Marshall, 2004). Podavani antibiotik pro podporu ristu ma daleko vétsi dopad na
vznik rezistentnich kment bakterii, nez terapeuticka lécba (Van den Bogaard et al. 2001),
protoze zde se antibiotika podavaji v subterapeutickych davkach. Tyto davky nejsou pro
bakterie smrtelné, naopak, bakterie jsou schopny v takto nizkych koncentracich antibiotik
prezit a pro svoji obranu si vytvaret rezistenci. Pti hnojeni zivoc¢iSnymi exkrementy se tedy do
pudy dostavaji jak rezidua antibiotik, tak vlastni rezistentni mikrofléra nesouci horizontalné

prenosné geny rezistence (Sengelov et al. 2003; Schmitt et al. 2006).

2.2.4 Detekce genii antibiotické rezistence v prostredi

Mikroorganismy, které dokadzeme v laboratofi kultivovat, jsou zdrojem téméf vSech
dosud popsanych gent antibiotické rezistence. Geny antibiotické rezistence se izoluji bud’ z
kultivovatelnych bakterii, nebo z DNA izolované piimo z ptirodnich vzorkt (environmentalni
DNA; napt. Aminov et al. 2001). V obou pfipadech je mozno geny amplifikovat pomoci PCR
a nasledn¢ klonovat do vhodnych vektorii. Vysledek PCR reakce ale zavisi na pouzitych
primerech, které jsou vybrany na zéklad¢ sekvenci jiz popsanych genti rezistence (Riesenfeld

et al. 2004). Proto pomoci této metody nachazime geny rezistence, které jsou jiz znamé nebo



znamym gentm velmi podobné. VétSina plidnich bakterii nelze ale v laboratofi kultivovat,
proto mnoho gend rezistence jesté ¢eka na své objeveni. Jednou z cest pro objevovani novych

gend rezistence jsou metagenomove knihovny (Riesenfeld et al. 2004; Spizek et al. 2010).

2.3 Tetracyklinova antibiotika

Roku 1948 byl izolovan a charakterizovan prvni z tetracyklint, chlortetracyklin,
produkt bakterie Streptomyces aureofaciens a o néco pozdéji tetracyklin (viz Obr. 1), taktéz
z bakterie Streptomyces aureofaciens. Do roku 1980 bylo synteticky pfipraveno na 1000
tetracyklinovych derivatd (Chopra et al. 1992). Pro tetracyklinovad antibiotika je
charakteristickd chemicka struktura odvozend od struktury ctyi Sesticlennych kruhti, z nichz

prvni je aromaticky.

Obr. 1 Strukturni vzorec tetracyklinu®

2.3.1 Utinky tetracyklinu

Tetracykliny vykazuji bakteriostatickou aktivitu. V bakteridlni bufice se reverzibilné
vazou na ribozom a brani syntéze bilkovin (Schnappinger et al. 1996). Svoji pfitomnosti
v ribozomu zabrani nasednuti molekuly aminoacyl-tRNA na A misto (ribozomalni akceptor)
vmalé podjednotce ribozomu, a tak nedochdzi k pfidavani aminokyselin a tvorbé
peptidického fetézce. Jsou to antibiotika se Sirokym spektrem ucinku, diky kterému ptisobi na
G' (gram pozitivni) a G~ (gram negativni) bakterie a na organismy jako jsou chlamydie,

mykoplazmata, ricketsie a prvoci (Chopra a Roberts, 2001).

2 http://cs.wikipedia.org/wiki/Tetracyklin 13.3.2011




2.3.2 Rezistence k tetracyklinu: mechanismy, geny a jejich distribuce

Rezistence k tetracyklinu byla zjiSténa jiz Ctyfi roky po jeho zavedeni do klinické praxe
vroce 1956 (Spizek et al. 2010). Vyzkum rezistentnich bakterii ukazal, Ze rezistence na
tetracyklinova antibiotika je zajiSténa pfitomnosti jednoho nebo vice geni tetracyklinové
rezistence (oznaCované fet, piipadné otr a tcr v ptipadé producentil z rodu Streptomyces — viz
Tab. 1). Tyto geny koduji proteiny zajistujici jeden ze tfi mechanismi rezistence: efluxni
pumpa, proteiny ribozomalni ochrany, nebo pifima enzymatickd inaktivace 1éku (acetylaci
nebo fosforylaci tetracyklinu) (Chopra a Roberts, 2001). Jednotlivé geny tetracyklinové
rezistence jsou rozdélovany do tfid (rozliSovanych pismeny abecedy a pozdéji i Cisly, viz Tab.
1) s tim, Ze geny s vice nez 80% shodou sekvence aminokyselin patii k téze tiidé (Levy et al.,
1999). V ramci jednotlivych tfid je ale variabilita sekvenci pomémé nizka (u genli patiicich
do ttidy tet(B) je napiiklad shoda nukleotidovych sekvenci nejméné 99%; Kyselkova et al.,
osobni komunikace). Nékteré tfidy gend tetracyklinové rezistence se nachazeji u velkého
poctu bakteridlnich rodt (viz Tab. 1) a jsou tedy nejspise piedmétem cCastého horizontalniho
prenosu. Existuji ale i geny, které byly nalezeny jen u jednoho bakterialniho rodu, a neni tedy

zatim znamo, zda mohou byt pfeneseny i do neptibuznych bakterii.

Tab. 1 Distribuce genti rezistence k tetracyklinu® a jimi kodovany mechanismus rezistence™”

Mechanismus rezistence Geny rezistence Pocet rodi bakterii
Efluxni pumpa tet(A) 12
Vsechny tyto geny kdduji membranové tet(B) 16
proteiny, které transportuji tetracyklin
z butiky. Export snizuje intracelularni tet(C) 19

koncentraci latky a chrani tak ribozomy

uvniti bunky. tet(D) 10
tet(E) 3
tet(G) 5
tet(H) 7
tet(1) 0
tet(J) 1

3 http://ardb.cbcb.umd.edu/index.html




tet(K) 2

tet(L) 10

tet(A/P) 18

tet(V) 1

te(Y) 4

tet(Z) 1

tet(30) 1

tet(31) 1

tet(33) 2

tet(35) 0

tet(38) 1

tet(39) 1

tet(40) 4

tet(41) 1

tet(42) 0

ter(3) 1

otr(B) 1

otr(C) 0

tet(M) 18
tet(O) 16
tet(B/P) 20

tet(Q) 5

Ochrana ribozomi
Tyto geny koduji cytoplazmatické ret(S) !
proteiny, které chrani ribozom pted akci tet(T) 2
tetracyklinu. Zajist'uji také rezistenci také
rezistenci k derivattim tetracyklinu jako tet(W) 19
napt. k doxycyklinu a minocyklinu.

tet(32) 10

tet(36) 1
tet 88

otr(A) 1
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tet(X) 4
Enzymaticka inaktivace

Priklad genti rezistence, které koduji tei(34) 2

enzymatické zmény tetracyklinu.

tet(37) 2

Chopra a Roberts (2001) ® Speer et al. (1991)

2.4 Vyskyt bakterialni rezistence k tetracyklinu v prosti‘edi

Vyznam lidské ¢innosti pro vznik a Sifeni rezistence k tetracyklinu mizeme pochopit
pomoci porovnani vyskytu rezistence v prostiedi clovékem neovlivnéném s prostfedimi
vrizné mife Clovékem ovlivnénymi. K nejcastéji studovanym neklinickym prostfedim
v souvislosti s vyskytem rezistence k tetracyklinu patfi travici trakt a exkrementy zvirat, pida
a voda. Zde ptevladaji prace z prosttedi hluboce ovlivnénych lidskou Cinnosti (pfedevsim
zeméd@lstvim) nad pracemi z prostiedi ¢lovékem nedotcenymi. Porovnani také ztézuje fakt,
Ze se prace riznych autor lisi v pfistupu a pouzité metodice. V nekterych pracich jsou
stanovovany pouze frekvence rezistenci u vybrané¢ho typu izolatdi, zatimco v nékterych
studiich najdeme i stanoveni vyskytu vybranych gent rezistence u izolatl. Jiné studie se
zabyvaly detekci ¢i kvantifikaci rezistencnich gend pfimo v environmentalni DNA. Vybér
hledanych genii se také lisi studii od studie. O piehledné shrnuti vysledki téchto studii jsem

se pokusila v Tab. 2.

Tab. 2 Vyskyt bakteridlni rezistence k tetracyklinu v prostfedi s riznym antropogennim

vlivem
. o % tet" , o .
Prostiedi Izolat ¢i eDNA e Vyskyt gentl Citace
izolatd
Permafrost Gram pozitivni 5%
g - Midlin et al. (2008)
§ (1,5 —40m) Gram negativni 5%
o
) 5
= Pudzi ;ogd ;;(i\(/)rchem Gram pozitivni
2 (170 - 210m) - tet(42) Brown et al. (2008)
& tivni
z (stétd 3 miliony lof) | OTmHEAMIVAI
(]
<l
5 [ Miocénni sediment
2 fiocenni sediment Chrofidkové et al.
2 (stati 17 — 19 miliont Streptomyces 5% -
e (2010)
~ let)
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Pramen feky v misté

nedotceném lidskou eDNA - tet(O) Pei et al. (2006)
¢innosti
Nikolakopoulou et
Moiska - A), otr(B
ofska voda Streptomyces otr(A), otr(B) al. (2005)
1-2 roky 2,4% -
i)
S < 11-12
(=] <t 0, -
% \ let 3.6%
% ; S Chronakova et al.
Ea 2122 freptomyces (2010)
=z 2,3% -
£ o let
® O
£ 2
e
[-PIN 43-44
2 11,7° -
s let 1%
Literak et al.
Escherichia coli 7,6% tet(A), tet(B) ! 6(:;1) 0% a
A t al.
Enterococcus 8% tet(O) ndz:;;(z)r;)e a
Nak t al.
- Escherichia coli 15% - a ezrln;gezl)e a
[0}
B Escherichia coli 12%
E 0 Livermore et al.
>0 =
=S Enterococcus 8,5% (2001)
>0
|
>
'v'—g Enterococcus 29% tet(M), tet(L) Poeta et al. (2005)
[©]
= . Nascimento et al.
g i Gram negativni 11% - ascimento et a
=) S = (2003)
)8 g —
= 3!: 17,)
8 Z £ tet(M) a tet(W);
- ‘_g E (jiz se neuvadi zda
= 2 Firmicutes se oba geny nasly u
A N - obou skupin Jeters et al. (2009)
;@ Bacteroidetes bakterii)
Gram neeativni pramérné Rolland et al.
& 20% (1985)
12% jeleni
. . a lisky, tet(A), tet(B); u Literak et al.
Escherichia coli 0% jelent a lisek (2009)
medvedi
Rout: t al.
Escherichia coli 0% - ou(r1n9a§15§: a
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Gram negativni

94%

Rolland et al.

(1985)
Rout t al.
Escherichia coli 5,3% - ou(rlnga;; a
tet(M), tet(W) a
Firmicutes tet(Q) (jiz se
. - neuvadi vSechny tfi | Jeters et al. (2009)
£ Bacteroidetes geny nasly u obou
= skupin bakterif)
=
g Escherichia coli 3% - Sayah et al. (2005)
S
i Escherichia coli 4% tet(B) Bryan et al. (2004)
Hauschild et al.
17 9 1K), tet(L
Staphylococcus 6% tet(K), tet(L) (2003)
tet(A), tet(B) u
L . divokych prasat; u Literak et al.
E o
scherichia coli 3,7% hmyzoZraved a (2009)
hlodavct jen fet(B)
- Escherichia coli 10% - Sayah et al. (2005)
=
=
& tet(A), tet(B
- Escherichia coli 17% el(A), tei(B), Bryan et al. (2004)
z tet(C)
=S
i Authier et al.
E Escherichia coli 42% - " ( zlg(r);:) a
8 Escherichia coli 79% - Clark et al. (2008)
g Escherichia coli 28% - Sayah et al. (2005)
o2
>O
=
5 tet(O), tet( W), .
i) A t al.
© eDNA ; 1e1(Q), tet(M), fmov eta
| (2001)
)8 tet(S)
&=
3 tet(A), tet(B),
g = Escherichia coli 42% tet(C), tet(D), Bryan et al. (2004)
2 =
> = tet(M)
3 >
2 - o =
S S gerso et al.
g iz DNA -
= g € tet(39) (2004)
<)
&
S z toho tet(B) v 93%
= S t et al.
Escherichia coli 93% a tet(A) ve zbylych awant et a
(2005)
7%
Van den Bogaard
E o . 40 _
scherichia coli 64% et al. (2001)
Enterococcus 64% tet(M), tet(L), Aarestrup et al.
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tet(O)

(2000)

Anderson et al.

Enterococcus 43% tet(O) (2008)
tet(A), tet(R
Vibrio harveyi - ¢ (te)t : 32)( ), Teo et al. (2002)
Zemedelské Gram neeativni tet(A), tet(C), Bronstad et al.
organické pidy 8 tet(E) (1996)
Zemédelské piscité Gram negativni ) tet(A), tet(C), Bronstad et al.
piidy & tet(D), tet(E) (1996)
, S ezl tet(M), tet(O), Chee-Sanford et al.
Podzemni voda - ) W 2001
Gram negativni et(Q), tet(W) (2001)
Ri&ni sedimenty
ovlivndné ¢DNA ; te1(0), tet(W), Pei ct al. (2006)
. " . tet(T)
zemédélskou Cinnosti
Ri&ni sedimenty
ovlivnéné méstskou eDNA - tet(O), tet(W) Pei et al. (2006)
¢innosti
Ri&ni sedimenty
ovlivnéné méstskou a eDNA - tet(0), tet(W) Pei et al. (2006)
zemedélskou ¢innosti
Povrchové vody feky L .
E. / 9 - hetal. (2
v zeméadalské oblasti scherichia coli 0% Sayah et al. (2005)
A h et al.
Priméstska jezera eDNA - tet(A) ue?;(l)iﬁ)e a
Escherichia coli 27% - Sayah et al. (2005)
Zemédelské prostredi
(farmy) Agerso a
DNA - tet(39 .
€ ef(39) Guardabassi (2004)
. SRS Nikolakopoulou et
Puda a rhizosféra - otr(A), otr(B) al. (2005)
Zemédé€lska pida tet(T), tet(W), .
. . DNA - Smitt et al. (2006
pred aplikaci hnoje € tet(Z) mitt et al. ( )
tet(C), tet(H),
Zemédelska puda po tet(Q), tet(S), .
DNA - Smitt et al. (2006
aplikaci hnoje © tet(T), tet(W), mitt et al. ( )
tet(Z), tet(Y)
Odpadni vod eDNA tet(39) Agerso a
¢ J Guardabassi (2004)
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Escherichia coli

28%

Reinhalter et al.

(2003)
Lidské jimky Escherichia coli 33% - Sayah et al. (2005)
tet(A), tet(B),
tet(C), tet(D),
Auerbach et al.
¢DNA ; tet(E), tet(G), uebﬁ&f a
tet(M), tet(O),
tet(Q), tet(S)
Aktivované kaly
Nikolakopoulou et
- A), otr(B
Streptomyces otr(A), otr(B) al. (2005)
Reinhalter et al.
E . . 270 _
scherichia coli 7% (2003)
Nikolakopoulou et
Streptomyces - otr(B) al. (2005)
tet(B), tet(C),
ag tet(H), tet(M),
Hngy tet(E),
eDNA - tet(0),tet(Q), Smitt et al. (2006)
tet(S), tet(T),
tet(W), tet(Z),
tet(Y)
eDNA tet(0), tet(Q),
Gram porzitivni a ) tet(W), tet(M), Chee-Sanford et al.
Gram negativni tetB/(P), tet(S). (2001)
Kejdové jimky izolaty tet(T), otr(A)
tet(M), tet(O),
eDNA - tet(Q), tet(W), Peak et al. (2007)
tet(B), tet(L)
Aarest t al.
Enterococcus 37% tet(M),tet(S) arisz(%%; a
Lidé (exkrementy)
tet(A), tet(B),
Escherichia coli 21% el(A), el(B) Bryan et al. (2004)

tet(C)
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2.4.1 Bakterialni rezistence v prostiredi vysoce ovlivnéném ¢lovékem

Za prosttedi vysoce ovlivnéna Clovékem povazujeme <z hlediska rezistence
k tetracyklinu ptedevsim lidska sidla a jejich okoli véetné septiki a odpadnich vod, ale také
domaci a hospodaiska zvirata, zivo¢isné odpady a zemédélskou ptdu. Jedna se tedy o
prosttedi, kde se antibiotika pfimo aplikuji, nebo prostfedi, kam se mohou rezidua antibiotik

dostat a vytvaret tak tlak na selekci a udrzeni gent rezistence.

ey

Domaci zvitata zijici v tésném kontaktu s clovékem (pfedev§sim kocky, psi) jsou
dilezitymi rezervodry rezistentnich ¢i multirezistentnich bakterii (Devriese et al. 1996;
Weese, 2008). Vyzkumy provadéné na citlivost izolatl bakterie Escherichia coli v Kanad¢ na
psich (Authier et al. 2006) a koniskych (Clark et al. 2008) plemenech poukazuji na vice jak
50% vyskyt rezistence na tetracyklin. Vysoky vyskyt rezistentnich bakterii u domacich
mazlicki se vysvétluje jako dusledek jejich vlastni antibiotické terapie i jako dusledek
kontaktu s lé€enymi majiteli (Prescott et al. 2002). Vedle domacich mazlicka jsou zdrojem
rezistence k tetracyklinu i hospodaiska zvitata. Zajimavé vysledky ptinasi vyskyt rezistenci u
E. coli z hospodaiskych (prasata atd.) a domacich (kocky, psi) zvifat v porovnani
s rezistencemi z lidskych zdroji a divokych zvifat (jelentl): Bryan et al. (2004) zjistili, Ze 31%
izolatl (z celkového poctu) bylo vysoce rezistentni na tetracyklin a 97% z téchto kment neslo
nejméné 1 ze 14 testovanych gend rezistence. Nejcastejsi vyskyt byl zaznamenan u genu
tet(B) (63%) a u genu tet(A) (35%). Izolaty E. coli ziskané z prasat vykazovaly nejvétsi
primérnou MIC na tetracyklin (vice jak 150pg/ml) v kontrastu s primérnou hodnotou MIC u
izolatl z jelend, ktera byla nejmensi (10pg/ml). MIC lidskych izolat byla srovnatelnd s MIC
izolatl z kocek a psti a také u nich byly nalezeny shodné rezistenc¢ni geny. Vyskyt genu zet(B)
u lidi, koc¢ek, psti a i u jelend, poukazuje na snadné Sifeni tohoto genu v pfirodé, coz mize byt

déano Sirokym spektrem jeho bakteridlnich hostitelti (Tab. 1).

Pii pfenosu bakterialnich gent rezistence mezi jednotlivymi druhy zivocichii (vCetné
cloveka) nesdilejicich stejné zivotni arealy hraji s nejvétsi pravdépodobnosti dilezitou roli
exkrementy, z nichZ se rezistentni bakterie dostavaji do vod a pid. Mezi dulezité rezervoary
genu antibiotické rezistence do prostiedi se proto fadi odpadni vody a Cisticky odpadnich vod
(Yang a Carlson, 2003). Reinhalter et al. (2003) napiiklad testovali izolaty E. coli ze tii
¢isticek odpadnich vod v jiznim Rakousku na rezistenci k 24 antibiotikim. Nejcastéji se
vyskytovala rezistence na tetracyklin, a to v priméru u 24% izolatii. Auerbach et al. (2007)

pak nalezli v aktivovanych kalech Ccisticek z Wisconsinu (USA) az deset riznych gent
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tetracyklinové rezistence, z nichz tfi se vyskytovaly v mens$i mife i v pfiméstskych jezerech

(Tab. 2).

Dalsim dulezitym rezervoarem genll rezistence jsou pak zivo¢isné odpady ze
zemédelské vyroby, jako napftiklad praseci kejda a kravsky hntij. Vyskyt genil rezistence
k tetracyklinu v zivocisnych odpadech se zda byt zavisly na mife pouZiti antibiotik na
farmach, jak ukézali naptiklad Peak et al. (2007). V kalojemech z farem, kde se antibiotika
podavala zvifatim pouze pro terapeutické ucely, bylo o tfi fady méné rezistentnich bakterii
nez v kalojemech z farem, kde se antibiotika pouzivala i za ucelem profylaxe. Prosakovanim
kalojemti se mohou geny tetracyklinové rezistence dostat i do podzemnich vod, casto

pouzivanych jako zdroj pitné vody (Chee-Sanford et al. 2001).

Vliv lidské Cinnosti na Sifeni rezistence k antibiotikim v povrchové vodé zase dobie
ukazali Pei et al. (2006) ve své studii sedimentti feky Cache La Poudre (Colorado). Autofi
kvantifikovali rezidua tetracyklinu a sulfonamidi a zaroven i vybrané geny rezistence k témto
antibiotikim v péti lokalitich srlznou urovni méstského a zemédélského dopadu.
V oblastech urbanizovanych ¢i zemédelskych se vyskytovalo prokazatelné¢ vice gent
rezistence, neZ v oblastech nedotCenych lidskou spolecnosti, a zaroven zde byla detekovana
rezidua antibiotik. Odlisné vysledky z povrchovych vod ziskali Sayah et al. (2005). Ve své
studii zjiStovali rezistenci k antibiotikiim u izolatd bakterie E. coli ze septiki, z vykald zvirat
chovanych na farmach, hnoje a praseci a kejdy, a z okolnich povrchovych vod v povodi feky
Red Cedar v Michiganu. Zatimco vyskyt tetracyklin rezistentnich izolatii £. coli dosahoval u
zvitat 28%, v zemédé€lském prostiedi (hntyj, chlévy) témét 27% a v odpadnich jimkéach az
33%, v povrchovych vodach zemédélskych oblasti nebyly tetracyklin rezistentni izolaty
nalezeny. Tento vysledek ale maze byt dan tim, Ze se jednalo pouze o jeden typ izolatu, a Ze

v ptipadé¢ vzorkl z povrchovych vod autofi vysetfovali pouze 26 izolatu.

Pienos genti rezistence ze zemédé€lskych odpada ptimo do ptdy prokazali napt. Schmitt
et al. (2006). Autofi studovali rozmanitost genti tetracyklinové rezistence v pudé ovlivnéné
hnojenim praseci kejdou. Zatimco na pocatku pokusu detekovali v piidé pomoci PCR pouze
geny tel(T), tet(W) a tet(Z), po aplikaci hnoje mohli detekovat i tet(C), tet(H), tet(S), tet(Q) a
tet(Y), které byly pfitomny i v samotném hnoji. Vliv masivniho pouzivani tetracyklinu
v prubéhu 20. stoleti na vzrlst poctu genl rezistence v zeméd¢€lskych ptudach ukazuje i
originalni studie archivnich piid odebiranych mezi roky 1940 — 2008 v Nizozemsku (Knapp et
al. 2010). Autofi ukazali, ze se od roku 1940 zvysil pocet detekovatelnych tfid geni
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rezistence k riznym antibiotikim v ptidé. Nejvyssi byl nartist poctu tfid gent tetracyklinové

rezistence, jez stoupl jen od roku 1970 patnactkrat.

2.4.2 Bakterialni rezistence v prostiedi malo ovlivnéném ¢lovékem

Za prostredi malo ovlivnéna ¢lovékem povazujeme takova prostiedi, kam by se neméla
rezidua primyslové vyrdbénych antibiotik dostat vibec a nebo pouze vyjimecné.
Predpokladame ale, ze se tam mohly dostat rezistentni bakterie z prostiedi clovékem
ovlivnéného, napt. pomoci povrchové vody (Pei et al. 2006), podzemni vody (Chee Sanford
et al. 2001), prostfednictvim méné plachych zvitat nebo fyzickymi silami ptirody (Allen et al.

2010).

Ukazuje se, ze i vpidach, které zjevné nebyly vystaveny zivociSnym odpadim
z antibiotiky krmenych zvirat, se vyskytuji tetracyklin rezistentni bakterie nesouci rozsirené
geny tetracyklinové rezistence (tet(A), tet(C), tet(D), tet(E); Bronstad et al. 1996). Vyskytem
téchto genli v pudach nezemédé€lskych, napt. v lesich, nebylo doposud vénovano piilis
pozornosti. Mlizeme zde ale vyskyt téchto genii predpokladat, jak napovidaji cetné studie
izolatl z divokych zvitat a jejich exkrementti (Livermore et al. 2001; Nascimento et al. 2003;

Literak et al. 2009 a dalsi).

Rozsiteni gent antibiotické rezistence u volné zijicich zvifat se ovSem lisi mezi
jednotlivymi druhy Zivo&ichtl. Piesvédéili se o tom Literak et al. (2009), kteii v Ceské a
Slovenské republice stanovovali pfitomnost antimikrobialni rezistence v divoce Zijicich
savcich. V Ceské republice byli odchyceni mensi savci a divoka prasata (v piiméstskych a
lesnich prostfedich), ve slovenském narodnim parku Poloniny byly pofizeny vzorky
z medveédu, lisek a jelend. Ze vzorkil byly izolovany bakterie E. coli, jez byly testovany na
citlivost ke 12 druhtim antibiotik. Vyskyt genli antibiotické rezistence v izolatech byl
stanoven metodou PCR. Nejvétsi zastoupeni (12%) tetracyklin-rezistentnich izolath E. coli
bylo nalezeno u pfezvykavel a u liSek, méné¢ u divokych prasat (1,7%), hlodavci a
hmyzozravel (2%). Je piekvapivé, ze aCkoliv by se medvédi mohli dostat do blizkosti
lidskych obydli, kde by se mohli pfizivovat napiiklad na zbytcich jidla, jejich izolaty
nevykazovaly zadnou rezistenci. Vysoky vyskyt rezistenci u izolat z lisSek bychom si mohli
vysvétlovat napiiklad jako dasledek propojenych zivotnich aredld lisSek a kocek a prenosu
rezistence mezi t€mito zvitaty. Srovnatelné vysledky pro hlodavce a hmyzozravce pfinesla i
studie Hauschild et al. (2003). Autofi sledovali (1995 — 2001) vyskyt rezistence na tetracyklin

u 158 izolatd bakteridlniho rodu Staphylococcus z hlodavci a hmyzozravei odchycenych
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v lesich, na loukach, u bazin a v narodnich parcich v oblastech severovychodniho Polska.

Nasli 6% tetracyklin-rezistentnich izolata.

Jako dulezity prenaSe¢ na dlouhé vzdalenosti, a tedy jako spojka v pfenosu rezistence
mezi nejriznéj$imi ekosystémy, se jevi ptaci. Casto se totiz pfiZzivuji na zbytcich lidské nebo
zvifeci potravy, véetné nestravenych rostlinnych ¢asti v exkrementech zvirat, a mohou tak
snadno ziskat rezistentni bakterie a pfendset je dale do prostiedi. Autofi Literdk et al. (2007)
se zabyvali vyskytem tetracyklin rezistentnich bakterii u ruskych havrant rodu Corvus
frugileus, kteti zimuji v Ceské republice. Poukézali na vyskyt tetracyklin rezistentnich
bakterii (7,6%) Escherichia coli a Salmonella u téchto st¢hovavych ptakt. Podle autort
¢lanku mohli byt havrani infikovani rezistentnimi bakteriemi ze zdroju potravy nebo vody v
zivotnim prostfedi, v némz se pohybovali. Podobné vysledky byly ziskany i na strakach (Pica
pica), odchycenych v oblastech jizniho Walesu, u kterych nasli Livermore et al. (2001)
tetracyklin-rezistentni bakterie rodu Enterococcus (v roce 1999 5%, v roce 2000 necelych
18%) a druhu E. coli (v roce 1999 40%, v roce 2000 necelych 6%). Pfitomnost rezistentnich
bakterii se potvrdila také u divoce zijicich ptdkd v povodi feky Jequitinhonha, v Brazilii
(Nascimento et al. 2003). Z celkového poctu 191 G izolatd ziskanych z kloakalnich stéra
bylo 11% tetracyklin-rezistentnich. Odchyceni ptaci byli pfevazné hmyzoZzravei a jejich
teritoria v povodi feky se nachazela v blizkosti farmarské krajiny s pastvinou pro skot a
s policky pro domaci obzivu. Je tedy mozné, ze ptaci ziskali geny rezistence piimym
kontaktem se zeméd€lskym prostredim, anebo neptimo, pitim vody z feky, kam se bakterie
s geny rezistence mohly dostat kontaminovanou deStovou vodou, splachnutou spolu s
rezistentnimi bakteriemi z hnojenych poli. OvSem 1 divoce zijici vrany (Corvus

macrorhynchos japonensis), které¢ byly v malém nebo zadném kontaktu s lidskou populaci,

nesly tetracyklin rezistentni bakterie E. coli (Nakamura et al. 1982).

Migrace zZivocichii muze byt jednou moznosti, jak se bakterie nesouci geny rezistence
k tetracyklinu dostavaji i do oblasti clovékem malo zasazenych, jakymi jsou napi. evropské
narodni parky. Na vyskyt bakterii rodu FEnterococcus rezistentnich na rizna antibiotika
(v€etné tetracyklinu) u divoce zijicich zvifat z portugalskych narodnich parki poukazala
studie autorti Poeta et al. (2005). Ze 140 izolati rodu Enterococcus pochazejicich ze 77

“ey

divoce Zijicich zvifat bylo 29% izolatl rezistentnich na tetracyklin. VSechny rezistentni
izolaty nesly gen fe#(M) a vétSina z nich navic i gen tet(L). Zjisteéni, ze u zvifat zijicich na
uzemi narodniho parku (ekosystému nezatizeného primyslové vyrdbénymi antibiotiky) byl

prokazan vyskyt genil rezistence na tetracyklin, které jsou jinak bézné u izolatd z chovanych

19



zvitat ¢i ¢loveka (Aarestrup et al. 2000), je jednim z neptehlédnutelnych vysledkt této studie.
Navic vyskyt tetracyklin rezistentnich bakterii rodu Enterococcus v tomto prostiedi nebyl o
mnoho niz8i, nez zjistili Aarestrup et al. (2000) u bakterii téhoz rodu izolovanych z lidi
(37%). Na druhou stranu ale nedosahoval frekvence zjisténé u brojlerd a prasat (kolem 60%)

z danskych farem, kde se tetracyklin ve velké mife pouziva.

Zajimavé jsou piedevsim studie, kde byl vyskyt rezistentnich izolatii ¢i gent rezistence
k tetracyklinu porovnavan v populacich stejnych (nebo alespoii ptibuznych) druhti zivo¢icht
zijicich v prostiedi s riznym vlivem Clovéka. Naptiklad Anderson et al. (2008) hledali geny
rezistence nejen u skotu chovaného na pastvinach, ale také u volné Zzijicich bizont (Bison
bison) z chranénych oblasti prérie Konza (Kansas) a tyto vysledky mezi sebou porovnavali.
Bakterialni izolaty (charakterizované jako rod Enterococcus) vykazovaly u skotu rezistenci ve
43% (z 63 testovanych koloniti), izolaty z bizont v 8% (ze 125 testovanych kolonii). VSechny

izolaty ze skotu a také vétSina z bizonll nesly gen fe#(O), a zajimavé bylo, Ze u dvou izolatd

z bizoni byl navic pfitomen i gen tet(M).

Dvé podobné studie z roku 1985 zkoumaly vyskyt antibiotické rezistence u africkych
divokych paviana a dalo by se fici, ze doséhly i podobnych vysledkd. Obé¢ studie testované
opice rozdé€luji do nékolika skupin dle mist pohybu paviani a jejich mozného kontaktu s
lidmi. Publikace Routman et al. (1985) uvadi nejCastéji zaznamenany vyskyt rezistence
izolath E.coli ke streptomycinu (téméf 8% vSech izolatl), néasledovany rezistenci na
tetracyklin, ktera byla téméf 6% u izolatl z paviant, ktefi byli v kontaktu s lidmi. U paviant
bez kontaktu uvadéji autoii nulovy vyskyt tetracyklinové rezistence. Podobnych vysledku
dosahli autofi Rolland et al. (1985), kteti zkoumali vyskyt antibiotické rezistence u paviant
(Papio cynocephalus) z narodniho parku Amboseli a ktefi prokazali u paviand s témét dennim
kontaktem s turistickymi chatami a latrinami 94% vyskyt G tetracyklin-rezistentnich izolatu.
U paviani vyskytujicich se na tizemi s velmi malym kontaktem s lidskou populaci bylo
pfiblizné¢ 40% izolat tetracyklin-rezistentnich. Rozdily mezi opicemi Zzijicimi v kontaku
s lidmi a divokymi opicemi byl ukdzan i na genové trovni. Jeters et al. (2009) se zaméfili na
geny tetracyklinové rezistence tet(M), tet(W), tet(Q) u bakteridlnich skupin Firmicutes a
Bacteroidetes z vaginalnich stéri z dospélych samic odchycenych divokych paviant (Papio
hamadryas). Vaginalni mikroflora byla zvolena proto, ze zde byla pravdépodobnost ovlivnéni
bakteridlni populace druhem stravy minimalni. Geny tet(M), tet(W) byly s vétsi Cetnosti
detekovany u odchycenych pavianii nez u paviana divokych (i kdyz pocet opic srovnavanych

v této studii byl pomérné nizky). Navic gen zet(Q) byl nalezen pouze u odchycenych paviant.
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Z vysledku téchto studii se da shrnout, ze zvitata v kontaktu s lidmi nesou ve vétsing
ptipadu vice tetracyklin rezistentnich bakterii (popfipad¢é gent tetracyklinové rezistence), nez
zvitata s omezenym kontaktem s lidmi. Poukazuje to tedy na vliv ¢lovéka na Sifeni rezistence
k tetracyklinu v prostfedi. Pfedpokladame, ze tomu tak bude i v pud¢, i kdyz prace, které by
jednotnou metodikou porovnavaly vétsi mnozstvi pud s riznou tirovni antropogenniho vlivu a
jasnéji ukazovaly zavislost mezi lidskymi aktivitami a mnozstvim rezistenci, chybi. Vyjimkou
je studie archivnich pad (Knapp et al. 2010, viz vySe). Za zvySovani mnozstvi rezistenci
k tetracyklinu a jinym antibiotiklim v prub¢hu 20. stoleti nemusi stat ovSem jen primyslova
vyroba antibiotik. Také zvySend mnozstvi tézkych kovi v prostfedi mohou napomdhat
k (ko)selekci a udrzeni gent rezistence k antibiotikiim i bez piitomnosti vlastnich rezidui

antibiotik (Baker-Austin et al. 2006; Berg et al. 2005).

2.4.3 Bakterialni rezistence v ¢lovékem neovlivnéném prostredi

Zatimco vyskytem rezistenci k tetracyklinu v zemédélskych pidach se zabyvalo velké
mnozstvi studii (Aarestrup et al. 2000; Sayah et al. 2005; Pei et al. 2006; Schmitt et al. 2006),
o vyskytu rezistenci v clovékem neovlivnénych pidach madme podstatné mén¢ informaci, coz
muze byt dano praveé obtiZznosti najit prostiedi clovekem skutecné neovlivnéna. Za prostiedi
¢lovékem neovlivnéna povazujeme mista, kam se ¢lovék dostane jen velmi obtizn¢ a ktera
jsou obvykle clovékem navs$tévovana jen vramci specialnich vyzkumnych vyprav. Navic
takovato prostfedi musi byt dostatecn¢ odlehla od lidské Cinnosti, aby se minimalizovala
moznost pienosu rezistentnich bakterii napt. zvitaty. Typickymi ptiklady takovych prostiedi
jsou napt. hluboky ocean, nepiistupné polarni oblasti a vysokohorské oblasti. V soucasné
dob¢ je ale vyzkum v tomto sméru komplikovan tim, Ze i do prostiedi, ktera jsou ¢lovékem
zdanlivé nedotena, mohly byt zaneseny bakterie nesouci nove selektované geny rezistence
vzniklé v obdobi antibiotické éry, napt. vétrem (Kellog et al. 2006), vodou nebo prave
divokymi zvitaty (Literak et al. 2007; Jeters et al. 2009). Z tohoto pohledu se zdaji byt jako
priklad clovékem neovlivnénych piid, vhodnych ke studiu, predev§im hluboké vrstvy
sedimentti vzniklé pfed mnoha miliony let nebo permafrost. Studium téchto prostiedi,
skute¢né osvobozenych od vlivu lidského uzivani antibiotik, mtize byt velkym piinosem pro

porozumeéni pivodu antibiotické rezistence u bakterii (Allen et al. 2010).

Jako jedni z mala se vyskytem rezistenci k tetracyklinu v takovych prostiedich zabyvali
Mindlin et al. (2008). Autoii izolovali G* a G~ bakterie z vrstev sibifského permafrostu

starych tii tisice az tfi miliony let, a nasli ptiblizné€ 5% tetracyklin rezistentnich izolati u obou
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skupin bakterii. Jako jedno vysvétleni pfitomnosti rezistentnich bakterii by byl pifenos
rezistence i v ekologickych podminkach permafrostu. Jako druhé vysvétleni se nabizi, Ze
rezistentni bakterie existovaly v pid¢ jiz v dob¢ jejiho vzniku. Tomu by napovidala i prace
autortt Brown et al. (2008). Ti v sedimentech z hloubek 170 — 210 m, starych piiblizné tfi
miliony let, nasli nékolik G" i G izolath nesoucich dosud nepopsany gen (tfidu)
tetracyklinové rezistenc zet(42). Tento gen byl zna¢n¢ odlisSny od gen bézné nachazenych
v zemédelskych padach. Nejvice se podobal genu tfidy te#(Z), zndmému z bakterie
Corynebacterium (kmen Actinobacteria).

Je velmi pravdépodobné, ze geny tetracyklinové rezistence nalézané v historickych
vrstvach patfi vlastnim producentiim antibiotik ¢i bakteriim, které s nimi byly v kontaktu a
tyto geny od nich ziskaly (Smith, 1967), ptipadné si vyvinuly geny vlastni, aby v blizkosti
producentit mohly pfezivat. Svéd¢i o tom i studie autort Chronakova et al. (2010), kteti
zkoumali rozmanitost bakterialniho rodu Strepfomyces v izolatech z vysypek v Sokolove
v Ceské republice. Vzorky byly ziskany z &erstvé vyhloubenych sedimentd, vzniklych
v obdobi miocénu (pfed 17 — 19 miliony let) a ze Ctyf mist ponechanych ptirozené sukcesi na
vysypkach (stafi od 1 do 44 let). Ve vlastim sedimentu, pfedstavujicim prostiedi ¢lovékem
neovlivnéné, nasli jak producenty antibiotik (bakterie Streptomyces inhibujici rist jinych
bakterii), tak tetracyklin-rezistentni bakterie tohoto rodu (5% izolatl, ale celkovy pocet
izolatl ze sedimentu byl maly). V mistech, kde byl vyzdviZzeny sediment ponechany sukcesi a
ktera mohla byt do jist¢ miry ovlivnéna ¢lovékem, pak mnozstvi tetracyklin-rezistentnich
izolath stoupalo se stafim sukcesnich stadii, s maximem 16% rezistentnich izolatd z vrchniho
horizontu ptidy z nejstarsiho sukcesniho stadia. Izolaty produkujici antibiotika a rezistentni ke
znamym antibiotikiim vcetné tetracyklinu byly ziskany i z motské vody u Antarktidy, Terra
Nova Bay (Lo Giudice et al. 2007). Nejvice rezistenci vykazovaly izolaty kmene
Actinobacteria, ale nékteré tetracyklin-rezistentni izolaty pattily i do kmene Proteobacteria.
Naopak studie pudy z Antarktidy neukdzala vyskyt tetracyklin-rezistentnich bakterii, pocet
testovanych izolati byl vtomto piipadé ale velmi nizky (Wong et al. 2011). Vyskyt
tetracyklin-rezistentnich bakterii kmene Proteobacteria byl prokazan také ve sladkych vodach
v Nérodnim parku Serra de Cip6 v Brazilii (Lima-Bittencourt et al. 2007). V destivém obdobi

dosahoval vyskyt tetracyklin-rezistentnich izolati az 49%, v suchém obdobi pak 16%.

Vétsina vySe zminénych studii bakteridlnich izolatl nezahrnuje studium gent, které
rezistenci k tetracyklinu zajist'uji. Neni tedy jasné, zda izolaty nesou geny znamé z ¢lovékem

ovlivnénych prostredi, geny typické pro znamé producenty (Nikolakopoulou et al. 2005) nebo
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geny dosud nepopsané, jako byl napt. te#(42) (Brown et al. 2008). Mozny vyskyt starobylych,
dosud nepopsanych genl rezistence naznacuji predev§im prace zaméfené na rezistenci
k betalaktamovym antibiotikim. Na zaklad¢ analyzy sekvenci genil pro betalaktamazy Hall et
al. (2004) odhaduji, ze nékteré z téchto genti byly funkéni jiz pred dvéma miliardami let.
Prace autord Allen et al. (2009) zaméfena na rezistence k betalaktamovym antibiotikiim
ukazala, ze na t€zko pfistupném ostrove uprostied divoké feky Tanana na Aljasce se nachazeji
jak geny pro betalaktamazy podobné jiz popsanym gentim, tak geny dosud nepopsané. Autofi
pouzili k vyhledavani genil rezistence metagenomicky pfistup, coz jim umoznilo ziskat geny i
z nekultivovanych bakterii. Zajimavé bylo, ze vétSina téchto genti byla funkéni po jejich
vneseni do E. coli, coz naznacuje, ze pudni rezervoar antibiotickych rezistenci miize byt
pouZzitelny pro patogenni bakterie. To by vysvétlovalo rychly nastup antibiotické rezistence

patogennich bakterii po zavedeni antibiotik do klinické praxe (Allen et al. 2010).

Ze srovnani vyskytu bakterii rezistentnich k tetracyklinu v prostiedich s riiznou mirou
antropogenniho vlivu (Tab. 2) se da soudit, Ze vyskyt rezistentnich bakterii stoupa s mirou
vlivu ¢loveka, ovsem neni nulovy ani v prostfedich clovékem naprosto neovlivnénych. Tato
porovnani mohou byt samoziejmé do jisté miry zkreslena typem a mnozstvim izolovanych
bakterii. Srovnani na genetické tirovni (diverzita a kvantita genti tetracyklinové rezistence) je
jeste téz8i, protoZze mnoho studii se geny vibec nezabyva, nebo se studie li§i v typech

hledanych gent (Brown et al. 2008; Chee-Sanford et al. 2001; Yang a Carlson, 2003).

V experimentalni casti této prace jsme se proto rozhodli zkoumat vyskyt genil
rezistence k tetracyklinu v puidach s riznym vlivem antropogenniho vlivu pomoci stejnych
metod. Aby vysledky nebyly zkresleny kultivovatelnosti bakterii, izolovali jsme celkovou
DNA piimo z ptidnich vzorkd a v ni stanovovali vyskyt vybranych genti pomoci metody
PCR. Ke studiu jsme si z celkového poctu gent kodujicich rezistenci k tetracyklinu (Tab. 1),
vybrali osm genil na zaklad¢ jejich funkce a distribuce mezi bakteriemi. Vybrané geny
koédovaly jak efluxni pumpy, tak proteiny ribozomalni protekce (RPP) (enzymy modifikujici
antibiotikum jsme nezkoumali, protoze jejich rozsiteni je pomémeé malé; Tab. 1) a nachazely

sejak v G', tak v G bakteriich, v&etné bakterii anaerobnich.

Z genl kodujicich efluxni pumpy jsme vybrali gen o#r(B) s vyskytem u producenta
tetracyklinu (Streptomyces (G')) a u nékterych bakterii rodu Mycobacterium, gen tet(V)
nalezeny doposud pouze u rodu Mycobacterium (G'), geny tet(K) a tet(L) typicky se

vyskytujici u Firmicutes (G") s tim, Ze spektrum hostitelti zet(L) je ale §irsi a zahrnuje i G
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bakterie, a gen te#(C) vyskytujici se u velkého mnozstvi bakteridlnich rodt (Tab. 1),
predevsim G (Acinetobacter, Escherichia). Z. genli koédujicich RPP jsme vybrali producentsky
gen otr(A), gen tet(M), ktery je velmi rozsifeny mezi G™ i G bakteriemi (18 rodi), vietné
patogenti jako Klebsiella (G'), Mycoplasma (G") nebo Neisseria (G'), a dal$i velmi rozsiteny

(19 rodh) gen tet(W), jehoz spektrum hostiteld zahrnuje i (fakultativne) anaerobni bakterie.
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3 Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti jsem testovala vzorky ptid na pfitomnost vybranych tetracyklin-
rezistentnich genti. Mym ukolem bylo porovnat vyskyt rezisten¢nich genti mezi pudami
neovlivnénymi ¢lovékem a mezi pidami z farem hnojenych a nehnojenych. Vzorky pid a
data o nich mi byla poskytnuta v rdmci projektu P504/10/2077, jehoz je bakalaiska prace

soucasti.

3.1 Charakteristika odbérovych mist

Vzorky pud byly potizeny jiz pred zahajenim bakalatrské prace a to v regionu Québec
v Kanad¢ béhem mésice srpna a zati 2009. Vzorky byly vzdy odebirany na vytyCeném
100m transektu, kazdy vzorek sestaval zdeseti podvzorkd, které byly po odbéru
v semisterilnich podminkdch homogenizovany (Smm sito), zamrazeny (-20°C) a
transportovany do Ceské republiky. Lokalizace odbérovych mist je znazornéna na Obr. 2.
Vzorky reprezentujici pidy neovlivnéné lidskou ¢innosti byly odebrany ve 2 narodnich
parcich v jeho nepfistupnych ¢astech (tzv. ekologické rezervace) a na ostrové Anticosti.
Dale byly odebrany vzorky pud pravidelné hnojenych kravskou mrvou a vzorky pid bez
aplikace organického hnojeni minimalné 20 let. Zakladni charakteristiky pid pouzitych

v této praci a prislusnych odbérovych mist shrnuje Tabulka 3.
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[ N-R:vzorky zemédé&lskych ptd dlouhodobé hnojenych organickymi hnojivy
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©: D. Elhottova, J. Petrasek, BC AV CR; S. de Bellefeuille, Université Laval, Kanada; www. sepag.com

Obr. 2 Lokalizace odbérovych mist s riznym antropogennim vlivem

26



LZ

MoTL NoSt
Y 00.1qIYS
‘ . ‘ . oLy (2o0y11dv PgOpOYNOIP ‘
seel 671 68 8¢ L1°0 | 89T | 19 | 6'SL o ) . . JSEIqO dIIAXOUud]
ajod dqoada pustpoaiz z fpuy) Kupis - ONV anuoy Juswdo[aAs( pue
[oIBISAY dUIMS pue AIre( YL,
MoTL ‘NoSt :2¥001q1YS
“ ‘ “ ‘ doLmyny (20py11dv pgopoynojp ISEIqO ‘[IIAXOUUd]
LL9C 91 ovl ol 810 FLt 76’9 S8 N - 9104 ‘Aqo.da gusipoaiz z fuy) Kufis - ONV anua)) wowdoaAd( pue
[oIBISAY dUIMS pue AIre( YL,
“ ‘ “ ‘ Uy 0L9 “MolL ‘No9¥
b1T & SL 651 9¢'0 | 80¢ | L¥'€ | €9L g s3] Jufgalog (4uppz) AN “jonae.) sonbaep dN
06% €L L€l Ly €80 | 969 | 6F'c | Tt .| s9] Ju[palog (duppz) AN AU 0L9 *MoTL No9¥
J1nae) sanboer gN
A 0TE “Mo0L NoLb
£6£9 L1S LI 6 8€'1 | 8IL | TI'S | Loy H s3] Jupgaiog (dupvz) AN dleqrein
BIIIATY ©[ 9p sdney SIp dN
- AU 0TE *Mo0L NoLb
L9 19 IL1 §> wo | 0% | e | §9§ O | gyswdpe-qng (4uppz) AN . s@“wmﬁﬁ 5o dN
“ n “ n — AN 0TE *Mo0L NoLb
LST €s al (43 980 | 619 | 6T | $T§ | —oxom (duppz) AN dreqreN
PO BIIIATY ©[ 9p S9ney SIp dN
n ‘ n ‘ Uy €761 “MoT9 ‘NoGl
8LS1 vEl 9L $> LEO | 89F | 0S¥ | 989 A |isorod puael] (2 ppypyodpadau) Kuszow(Q “ psoanuy AonsQ
n ‘ n ‘ Uy €761 “MoT9 ‘NoGl
110€ 18 L91 0z 6L°0 | YIL | LS'E | 09 D |isosodjuel] (2 ppypyodpadou) Kuszow(Q “ soonuy A01sQ
[3 .
(B3] | [ByBw] | g | BuBwl | (%] [%] | (e | 1%] | o0 | soeeson di (o1qup lo4pz) ———
13 SIN . d JOIN X0D Hd | euigns AT[A TUudgodomyuy

Andweaed rupnd upepjez

ISTW YO£A0IqPO BYIISLIAP{LIRYD TUPEDEZ

1opxd 0191 A yoAnznod 1sw yofaorqpo yofusnystid e pnd Ansienyereto [Uperye7 € ‘qel,




8¢

£9¢1 LS bL oL 0c0 | s¥l | w9 | Tus m>w%m2 (np Qﬁwwwwﬁwwﬁw%w\mwws%ﬂ pa.0 Mmﬁmﬁwﬂmﬂﬂﬂ
seec | 6l | L8 | b | 860 | 608 | S0 | €5 wowod e | (o | a oty poroshoe
8L 8L 801 96 810 | 861 | TI'S | £c8 &MWMM (np Qﬁwwwwﬁw%&w%w\mmmNsm%wcmé Nﬁﬂﬁﬁ%ﬂ%w
18LT €1 | LLT 29 620 | TvT | 099 | 0%L ow_www (np eﬁwwwwﬁw%&w%ﬁmmE%%wcmé Nowmﬁwuwwmwwm
1181 19¢ | e o sT0 | oLz | so9 | LsL ow_www (p eﬁw\%ww@mw%&w%%mﬁs% M\:&é Mﬁ%%uwwmﬁm
s o e | e e o] a | | e | e
o | o e v e s | o | R | G| e
%Amw “zwﬁu
. RUIRI
€081 wi | vor | osI pI'o | 9T | 129 | o°LL ow_www gouts MMNNMW wﬁm w\mmﬂw oy :«_aw ,u__u;uw..ﬁ

anuo)) yuswdo[oad( pue
[oIe9say JuIMS pue A1red Y[,




3.2 Izolace bakterialni DNA z pudy

Neselektivni, pfiméa izolace genomové DNA z pidy byla provedena pomoci kitu Power
Soil™ DNA Isolation Kit (Mo Bio). Tento kit byl zvolen pro jeho schopnost izolovat DNA
z piirodnich vzorkli (pfedev§im takovych, které maji vysoky obsah huminovych kyselin —

vvvvvv

DNA.

Z kazdého vzorku pudy bylo pro izolaci DNA pouzito 0,25g zeminy. Tyto vzorky pud
byly na pocatku rychle a dikladné homogenizovany v rozbijecich zkumavkach, které
obsahovaly rozbijeci kulicky (sklenéné) a lyzujici pufr (pomaha rozpustit pidni Castice,
zacina rozkladat huminové kyseliny a chrani nukleové kyseliny pfed degradaci). V prubéhu
nasledného vortexovani nastala bunécéna lyze prostfednictvim mechanickych a chemickych

metod.

Po homogenizaci jsme ke kazdému vzorku ptidali 60ul roztoku C1 (obsahujici SDS),
¢imz byl podpofen bunéény rozklad. Zkumavky jsme za ucelem jemného promichani obsahu
nekolikrat obratili. Nasledné jsme vzorky vortexovali na zatizeni FastPrep System (MGP) po
dobu 40s pfi rychlosti 5,5 m/s. Pidni castice a jednotlivé bunky byly opét rozkladany
spojenim uc¢inku chemickych €inidel a mechanickych sil (nardzeni rozbijecich kuli¢ek). Po
vortexovani jsme zkumavky centrifugovali 30s pfi 10000g (vSechny centrifugace byly
provadény pii pokojové teplote). Vznikly supernatant jsme prenesli do ¢isté 2ml zkumavky,
pridali k nému 250ul roztoku C2, vortexovali 5 sekund a inkubovali 5 minut na ledu.
Plasobenim roztoku C2 se vysrazely organické (kromé& DNA) a anorganické necistoty, vcetné
huminovych kyselin, tlomk bunc¢k a proteinli. Poté jsme smés centrifugovali 1min pfi
10000g. Pfipravili jsme si Cistou 2ml zkumavku a do ni pifenesli 600ul supernatantu.
K supernatantu jsme ptidali 200pl roztoku C3 (A€inky podobné roztoku C2), kratce
vortexovali a nechali znovu vysrazet piipadné kontaminujici latky (Smin na ledu). Smés jsme
poté centrifugovali 1min pfi 10000g a kromé sedimentu pienesli do Cisté 2ml zkumavky
nejvySe 750ul supernatantu. K supernatantu jsme ptidali 1200l roztoku C4 a vortexovali 5
sekund. C4 je vysoce koncentrovany solny roztok, ktery umozni vazbu DNA na kfemicitou

membranu kolonky v dal$im kroku.

Ptipravili jsme si mikrozkumavky s kolonkou (soucasti kitu) a ptenesli 675ul do
kolonky. Nésledné jsme kolonky centrifugovali Imin pii 10000g. Ptefiltrovanou kapalinu

jsme vylili a postup opakovali, protoze kazdy vzorek bylo nutno rozdélit na tfi davky. Ve
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vysledku se ndm na membrané kolonky zachytila témét vyhradné DNA, protoze se selektivné
vazala na kiemicitou membranu kolonky pii vysoké koncentraci soli. Témeét vSechny

kontaminujici slozky prosly pfes membranu.

Po wyliti posledni pfefiltrované kapaliny jsme na kolonku napipetovali 500ul
promyvaciho roztoku C5 (na bazi ethanolu) a centrifugovali 30s pti 10000g. Prefiltrovanou
kapalinu jsme opét vylili a vzorek centrifugovali ,na sucho* 1min pfi 10000g. Tato
centrifugace odstranila rezidudlni zbytky ethanolu z membrany. Po této centrifugaci jsme
prenesli kolonku do ¢isté 2ml zkumavky a ptidali 100l roztoku C6 (sterilni 10mM Tris), tak,
aby se zvlh¢il cely povrch membrany. Centrifigovali jsme 30s pii 10000g a nésledné jsme

kolonku odstranili, protoze veskera DNA se uvolnila do zkumavky.

Koncentraci a distotu vyizolované DNA jsme poté méfili pomoci pfistroje
NanoDrop2000 (Fisher Scientific), ktery prométuje absorbanci vzorkid pii vinovych délkach
220 — 350nm. Pfistroj pocita koncentraci DNA ve vzorku na zaklad¢ absorbance pii 260nm.
Piipadné necistoty ve vzorku, jako napt. fenol ¢i proteiny, je mozno odhalit na zakladé
zvySené absorbance pifi 230 a 280nm. Pfipravenou DNA jsme skladovali zmrazenou pfti

minus 20°C.

3.3 1Izolace DNA z bakterie rodu Streptomyces

Izolovali jsme genomovou DNA z bakterie Streptomyces rimosus subsp. rimosus DSM
40260, produkujici antimikrobialni latku oxytetracyklin a nesouci zaroven geny rezistence
k oxytetracyklinu ofr(A) a otr(B). Tuto vyizolovanou DNA jsme poté mohli pouZit jako

pozitivni kontrolu pro reakce PCR.

Kulturu jsme nejprve predpéstovali v tekutém médiu (65. GTM Streptomyces Medium;
0,4% glukéza, 0,4% kvasnicovy ektrakt, 1% sladové vytazky, 0,2% CaCOs, 1,2% agar, pH
7,2). Zaockovani bakterialni kultury jsme provadéli sterilné ve flow boxu. Do
Erlenmayerovych ban¢k (objem 100 ml) jsme steriln€ napipetovali 10ml média. Médium jsme

zaockovali 1ml predpéstované bakterialni kultury a kultivovali pii 28 °C, 280 RPM, 3 dny.

Narostlou bakterialni kulturu Strepromyces rimosus jsme centrifugovali Smin pii 4500g.
Supernatant jsme slili a k peleté¢ pridali 480ul EDTA (50mM, pH 8), 120ul lysozymu
(100mg/ml; Sigma) a jemné propipetovali. Toto jsme inkubovali 60 min pti 37°C. Poté jsme
kulturu ptenesli do 1,5ml eppendorfky a centrifugovali jsme 2min pii 16000g. Vznikly
supernatant jsme vylili, k peleté ptidali 600ul Nuclei Lysis Solution (Wizard Genomic DNA
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Extraction kit, Promega) a fadn¢ propipetovali. Po dobu 5Smin pfi 80°C jsme nechali lyzovat
buniky a poté vzorek zchladili na pokojovou teplotu. Pfidali jsme 3ul enzymu RNazy
(4mg/ml; Wizard Genomic DNA Extraction kit, Promega) a smés promichali 5x obracenim
zkumavky. Timto zacalo $tépeni molekuly RNA (30min pii 37°C). KdyZ jsme pak kulturu
zchladili na pokojovou teplotu, ptidali jsme 200ul Protein Precipitation Solution (Wizard
Genomic DNA Extraction kit, Promega) a vortexovali 20s. Proteiny jsme nechali vysrazet
na ledu po dobu 5min a centrifugovali 3min pti 16000g. Vznikly supernatant obsahujici DNA
jsme napipetovali do sterilnich eppendorfek a v digestofi jsme k supernatantu piidali 600ul
isopropanolu a jemné promichali. Centrifugovali jsme 10min pii 16000g. Supernatant
obsahujici isopropanol jsme slili do specialni odpadni lahve a peletu DNA proplachli
pfidanim 600ul 70% ledového ethanolu. Centrifugovali jsme 2min pii 16000g, odebrali
opatrn¢ ethanol a nechali dobfe vysusit pfi pokojové teploté. Nakonec jsme piidali S0pl Tris
pufru (10mM, pH 7) a vyizolovanou DNA jsme nechali rozpustit (rehydratovat) 60min pfi
65°C. Po zchlazeni jsme proméfili koncentraci DNA na piistroji NanoDrop2000 (Fisher

Scientific).

3.4 Polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) (Sambrook and

Russel, 2001)

PCR je biochemicka reakce, kterd vyuziva enzym DNA-dependentni DNA polymerazu

k amplifikaci vymezenych usekit DNA — jednotlivych gent ¢i jejich ¢asti.

PCR probiha na principu replikace molekuly DNA, procesu pravidelné nastavajicim v
zivych buiikach pted jejich rozdélenim na dvé dcetiné bunky. Pti PCR je tato replikace uméle
navozena in vitro a jeji pribéh je kontrolovan zménami teplot. Diky této reakci je mozné
selektivné namnozit ur€ité oblasti genomu z né€kolika malo kopii do fadoveé biliond kopii,
pokud zname sekvence, leZici na okrajich této cilové oblasti. DNA tseky namnoZené pomoci
PCR mohou byt vyuzity napi. pro ucely detekce pfitomnosti vybranych gent v urcitém

organismu nebo prostiedi nebo k molekularnimu klonovani.

Pti PCR se pouzivaji DNA-dependentni DNA polymerdzy, pochazejici

z mikroorganismil zijicich za extrémné vysokych teplot — napt. v hloubce moti pobliz usti

podmoiskych sopek. Nejcastéji se pouziva tzv. Taq polymerdza (nazvana podle Archaea

Thermus aquaticus) s teplotnim optimem 72°C. Pouziti této termostabilni polymerazy umozni

amplifikaci za teplot, kdy DNA zlstava z velké casti denaturovana, a tedy ptistupna replikaci.

Prakticky se tedy v prabéhu cykli PCR pravidelné€ stiidaji tfi teploty: denaturacni (94-95°C —
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rozestoupeni dvousroubovice templatové DNA), annealingova (54-65°C — nasednuti primera
na komplementarni tiseky templatovych vlaken) a polymeracni (72°C — maximalni aktivita

Taq polymerazy, ktera od primert prodluzuje komplementarni vldkna).

DNA-dependentni DNA polymeraza syntetizuje komplementarni vlakno podle ptedlohy
jednovlaknové DNA tak, ze pridava k existujicimu useku druhého vldkna nové nukleotidy ve
sméru od 5° ke 3° konci. Ktomu polymeraza potiebuje templatové vlakno (ptedlohu),

nukleotidtrifosfaty (stavebni kameny) a useky DNA, od kterych reakci zapocne (primery).

Primery jsou kratké jednovlaknové DNA (oligonukleotidy), které nasednou na DNA
v misté s komplementarni sekvenci. Na zéklad¢ znalosti sekvence si tedy miizeme navrhnout
primer, ktery bude za urcité teploty (tzv. annealingové teploty) specificky nasedat na urcité
vybrané misto v templatové DNA. Specifitu této reakce zajisti vedle vhodné annealingové
teploty také dostate¢na délka primeru (cca 20 nukleotidll). Takto jsme schopni ur¢it DNA-
dependentni DNA polymeraze, od kterého mista a kterym smérem (od 3 konce primeru) ma
zacCit syntetizovat nové vlakno. Primery musi byt navrzené tak, aby se v cilové DNA jejich
sekvence vyskytovala vzdy pouze jednou (unikatnost zabezpecuje mimo jiné délka sekvence

cca 20 nukleotidd).

K tomu, aby mohly primery nasednout na templatové vlakno DNA, je nezbytna
pocateCni denaturace DNA. Pii teploté cca 95°C se dvouSroubovice rozestoupi na dvé
komplementarni vldkna, kterd tak budou pfistupnd nasednuti primerti. Vzhledem k tomu, ze
denaturaci jednoho useku DNA vzniknou dvé¢ vlakna, jsou zapotiebi k uspéSnému kopirovani
zadaného tseku dva primery (z angli¢tiny nazyvané forward a reverse), z nichz kazdy bude
nasedat na jedno vlakno. Pouzitim dvou primert je zajiSténo, Ze dojde k fet€ézovému
hromadéni produktu. Vzdéalenost mezi misty nasedani primerti na komplementarni vldkna

DNA pak udava délku amplifikovaného tiseku.

Primery musi byt navrzeny tak, aby oba mély pfiblizn¢ stejnou teplotu tani (a tedy
annealingovou teplotu). Teplota tani zavisi na délce molekuly (¢im delsi molekula, tim vice
vodikovych mistktl, tim vEtsi energie je nutna k denaturaci) a na jeji sekvenci, pfedevsim na
poméru G-C part a A-T part (¢im vice G-C paru se tfemi vodikovymi mistky, tim vyssi

teplota tani). Pro navrhovani primerti se dnes pouzivaji rizné pocitacové programy.
Reakéni smés tedy obsahuje tyto komponenty:

e Termostabilni DNA-fizenou DNA polymerazu (7aq polymerazu)
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e Deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTPs) - dATP, dTTP, dCTP a dGTP, slouzici k syntéze
polynukleotidového fetézce

e Dvojici primerti

e Vhodny pufr zajistujici optimalni podminky pro aktivitu 7ag polymerazy. Obsahuje
Mg2+, které vyzaduji vSechny termostabilni polymerazy pro svou aktivitu, jednomocné
kationty (standardni PCR pufr obsahuje 50mM KCI), Tris-Cl (ve standardnich PCR
reakcich pouzivan o koncentraci 10mM)

e Templatovou DNA

Za urcitych podminek (napf. pfi podezieni na pfitomnost inhibitord 7ag polymerazy
v roztoku templatové DNA) se do reakce pridavaji dalsi aditiva, majici za ukol predejit

inhibici a zvysit vytézky a nekdy téz specificitu reakce:

e Hovézi sérum-albuminu (BSA). Prostiednictvim tohoto enzym-stabilizujiciho proteinu
muzeme dosahnout vysSich vynost PCR reakce
e Dimethyl sulfoxid (DMSO, molekularni vzorec C,HgOS), rozsifuje optimalni rozmezi

koncentraci MgCl,, zlepSuje denaturaci DNA

Praktické provedeni:

Namichani reakce pro PCR jsme provadéli ve sterilnim boxu, ktery byl prosty nejen
mikroorganismti, ale také veskeré DNA, ktera by mohla kontaminovat vzorky a slouzit jako
nechtény templat. Stanovili jsme si piesné slozeni reakéni smési, naptf. podle jiz
vyzkouseného protokolu (Tab. 6, viz Ptilohy). Nasledn¢ jsme si stanovili slozeni master mixu,
tj. reakéni smési vyndsobené poctem vzorkl, vcetné pozitivni a negativni kontroly. Jako
pozitivni kontrola slouzila reakce s templatovou DNA, ktera obsahovala isek DNA specificky
pro danou reakci (Tab. 7, viz Prilohy). Po amplifikaci tohoto produktu a elektroforetickém
vyhodnoceni by se nam mél na gelu objevit pruh, odpovidajici svou polohou délce sekvence
pozadovaného produktu (viz déale). Negativni kontrola obsahovala vSechny slozky PCR
kromé templatové DNA. Ovétovala Cistotu reakéni smesi od ndhodné kontaminace DNA,
vylucovala falesné pozitivni vysledek amplifikace. Pfi elektroforetickém vyhodnoceni se na
gelu nesmél objevit Zadny pruh. Slozeni master mixu jsme pocitali bez objemu templatové

DNA, ktery se pak ptidaval do kazdé mikrozkumavky zv1ast’.
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Pied praci v boxu jsme si pfipravili vS§echny potfebné roztoky na led, aby se pomalu
rozmrazily. V boxu jsme si pfipravili do sterilni zkumavky master mix podle protokolu
(zacinali jsme pufrem a vodou a koncili 7ag polymerazou), ze kterého jsme pipetovali vzdy

stejny objem (24ul) do jednotlivych tenkosténnych mikrozkumavek (objem 200pul).

Piidani DNA jsme provadéli mimo PCR box, na vyhranéném mist¢ vedle boxu.
Obvykle jsme mikrozkumavky pii pfidavani DNA umistili do chladiciho blo¢ku. Casteénd
jsme tak snizili pravdépodobnost, ze pii laboratorni teploté primery nespecificky nasednou na
mista, kterd neodpovidaji zcela jejich sekvenci, a Tag polymeraza zahéji jejich extenzi. To by
mohlo vést ke vzniku nespecifickych PCR produkti. Do kazdé mikrozkumavky, kromé
negativni kontroly, jsme pfidali 1l pfislusné DNA (nafedéné na cca 20-50 ng/ul).

Takto ptipravené vzorky jsme umistili do termocykleru, sjehoz pomoci Ize
automatizovan¢ fidit cyklické zmény teplot reakéni smési. Zkumavky s reakéni smési jsou v
termocykleru uloZeny v kovovém bloku, jehoz teplota je fizena podle programu nastaveného
uzivatelem (Tab. 7). Nastavenim teplot denaturace, annealingu a extenze na termocykleru,

véetné prislusného poctu opakovani cykli se zajisti fetézova reakce.

3.5 Gelova elektroforéza

Principem gelové elektroforézy je vyuziti rozdilné pohyblivosti nabitych castic ve
stejnosmérném elektrickém poli k jejich separaci. Toto elektrické pole se vytvaii vloZzenim
konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody. Vzhledem k tomu, Ze rychlost pohybu
castic v gelu je zavisla na velikosti naboje a velikosti molekuly, rizné¢ velké a rizn¢ nabité
molekuly se pohybuji odlisnou rychlosti. Molekuly nukleovych kyselin nesou zaporny naboj,

tudiz se pohybuji smérem k elektrod¢ s kladnou polaritou.

Molekuly DNA o stejné velikosti putuji v gelu v jednom pruhu. Pokud jsou ve vzorku
molekuly DNA o rGznych velikostech, budou tyto putovat v gelu rizné rychle a vytvoii tak
vetsi mnozstvi pruhtl, stim, Ze nejmensi molekuly budou putovat nejrychleji a budou se

nachazet v pruhu, ktery bude nejdale od jamek v gelu.

Dva hlavni faktory, ovlivitujici rychlost pohybu DNA molekul v gelu, jsou velikost
molekul DNA a hustota gelu. Pro nase ucely jsme pouzivali agar6zové gely, jejichz
koncentraci jsme volili podle velikosti fragmenti, které mély byt separovany. 1% na rozd¢leni

delsich molekul a 2% na rozdéleni kratSich molekul. Agaréza vytvaii sit z dlouhych
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cukernych polymerti, vazanych nekovalentnimi vodikovymi mistky a hydrofébnimi vazbami.

Cim del3i molekula DNA, tim pomaleji se v agarézovém gelu pohybuje.
Cely postup byl nasledujici:

Agar6zu jsme smichali s pufrem v daném poméru (Tab. 4) a nechali dokonale rozpustit
v mikrovIinné troubé. Vznikly gel jsme zchladili na cca 50 °C a nalili do pfedem pfipravené
vani¢ky s hfebenem. Po ztuhnuti jsme hieben odstranili z gelu. Gel z nalévaci vanicky jsme
vlozili do elektroforetické nadoby, obsahujici TAE pufr. Abychom mohli odhadovat velikost
molekul DNA, do prvni jamky jsme nanesli marker (méfitko, podle kterého se odecita
velikost jednotlivych pruhti DNA) a do ostatnich jamek nase vzorky (Sul z PCR reakéni
smési) smichané s nandSecim pufrem (6x Orange DNA Loading Dye, Fermentas) v poméru
1:5. Barva pufru usnadiiuje orientaci (ve kterych jamkach je jiz nanesen vzorek). Pufr je navic
velmi husty, takze po smichani s nim vzorek dobie klesa do jamek v gelu. Pufr téz barevné
oznacuje Celo migrace molekul v gelu, takze v pribéhu migrace mizeme kontrovat, jak
molekuly postupuji. Pouzivali jsme napéti 100V a elektroforézu nechali béZet ptiblizné 30-45
min. Po uplynuti této doby jsme gel obarvili ethidium-bromidem (1mg/l pufru), coz je
fluorescencni barvivo, které se velmi intenzivné a specificky vaZze na dsDNA. DNA
s navazanym ethidium-bromidem jsme detekovali pomoci UV zafeni. V misté, kam
doputovaly molekuly DNA o jednotné velikosti, se utvofil viditelny prouzek. Pfibliznou

velikost molekul DNA v jednotlivych prouzcich jsme odecitali podle markeru.

Tab. 4 Ptiprava agardzovych gelt dle velikosti fragmentii DNA, vhodné markery

Agardza Pufr (1xTAEa) Velikosti fragmentli Pouzity marker
[g] [ml] [pb]
1% gel 1 100 250 - 10000 Gene RulerTM 1kb DNA
Ladder
2% gel 2 100 100 - 1000 Gene RulerTM 100bp DNA
Ladder

* 40 mM Tris, 20mM Kkys. octova, 1 mM EDTA, pH=8,0
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4 Vysledky

Podatilo se nam vyizolovat DNA ze vSech 17 vzorkd odebranych pud, t.j. 7 vzorkl
z kanadskych narodnich parkt, 5 vzorka z nehnojenych farem a 5 hnojenych farem. Z 0,25 g
vlhké pudy jsme ziskali pfiblizné 1,5-5pug DNA. Pomoci amplifikace genu pro 16S rRNA
jsme ovetili, ze DNA lIze reakei PCR amplifikovat ze vSech vzorki, tedy ze neobsahuje
inhibitory branici pribéhu PCR reakce. Mohli jsme tedy piikrocit k vlastni PCR detekci

jednotlivych genii tetracyklinové rezistence ve vzorcich.

Ve vSech vzorcich jsme stanovovali pfitomnost gent tef(C), tet(K)/tet(L) (spolec¢na
detekce), tet(V), tet(M), tet(W), otr(A) a otr(B) pomoci PCR. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 5.
Z tabulky je patrné, ze zadny z téchto genli nebyl detekovan v ¢lovékem neovlivnénych
pudach kanadskych ndrodnich parkii. Naopak v zemédélskych ptidach, a to jak v hnojenych
tak nehnojenych pudach, jsme detekovali geny tet(K)/tet(L), tet(V) a tet(M). Vzorky, které
davaly produkt o ocekavané velikosti s primery pro spole¢nou detekci tet(K)/tet(L), jsme dale
zvlast analyzovali pomoci primert specifickych pro geny te#(K) a tet(L). Vysledky ukazaly,
ze gen tet(L) byl pritomen ve dvou vzorcich z nehnojenych farem a ve dvou vzorcich z farem
hnojenych (Tab. 5). Gen fet(V) jsme detekovali v ptidé pouze jedné nehnojené farmy a ve
vSech piidach hnojenych farem. Gen fet(M) byl detekovatelny (velmi slabé specifické bandy)
ve tfech pudach z nehnojenych farem a ve tfech ptidach z farem hnojenych. Geny fet(C),

tet(W) a producentské geny orr(A) a otr(B) jsme nedetekovali v Zadné z pad (Tab. 5).

Zatim nepublikované a neovéfené degenerované primery pro spolec¢nou detekci
producentskych genti otr(A) a tet (Kyselkova, nepublikovano) jsme testovali se dvéma vzorky
clovékem neovlivnénych piid, jednim vzorkem nehnojené piidy a jednim vzorkem hnojené
pudy. Ve vSech ptipadech (vCetné pozitivni kontroly) jsme ziskali PCR produkt o o¢ekavané
velikosti a velké mnozstvi silnych nespecifickych bandt (Obr. 3, ocekavany produkt oznacen
Sipkou). Vzhledem k tomu, Ze vlastni gen otr(A) nebyl pomoci specifickych primerit ve
vzorcich detekovan (Tab. 5), mohli bychom usuzovat na pfitomnost genu tet, nebo na
pritomnost jiného, jemu podobnému genu, ktery je mozno zachytit pomoci degenerovanych
primert. Velké mnozstvi silnych nespecifickych produktt vznikajicich spolu s produktem o
oc¢ekavané velikosti vedlo ale kpochybam o specificit¢ primeri a nebyly proto dale

pouzivany s ostatnimi vzorky.
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Obr. 3 PCR produkty z degenerovanych primerti pro spole¢nou detekci producentskych
genl otr(A) a tet. DNA elektroforéza, 2% agardézovy gel. Nanaska 5ul z 25ul PCR reakce.
Vzorky G, K, O a V byly pouzity vtéto praci. Marker, GeneRuler 100pb DNA ladder
(Fermentas) odspodu 100, 200, 300...1000 pb; +, pozitivni kontrola; -, negativni kontrola.

Tab. 5 Souhrn dosazenych vysledkd; detekce rezistencnich genti v pidach s riznym
antropogennim vlivem. Legenda: - .gen nedetekovan; NSB nespecificky band; +++ gen
detekovan, silny specificky band; + gen detekovan, velmi slaby specificky band o

predpokladané velikosti; ND nepouzité pudy
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5 Diskuze

V predlozené praci jsme porovnavali vyskyt genl tetracyklinové rezistence
v oblastech neovlivnénych lidskou Cinnosti a v oblastech s riznym zeméd€lskym zatizenim.
V experimentalni ¢asti prace tyto oblasti predstavovaly ptidy z ¢lovékem neovlivnénych mist
kanadskych narodnich parki a pudy zclovékem ovlivnénych mist, konkrétn¢ pudy
z nehnojenych farem a pudy z farem hnojenych zivo¢isSnym odpadem. Cilem experimentalni
¢asti bylo porovnat mezi sebou tyto tfi typy prostiedi a nasledné porovnat zjistény pocet gend
rezistence s pocty zjinych studii. Provést porovnani s jinymi studiemi je obtizné, nebot’ se
nejen lisi hledané geny rezistence studii od studie, ale autofi ostatnich publikaci ¢asto ani
pfimo po rezistennich genech nepatraji a jejich prace se li§i pouzitou metodikou, véetné
zpusobu ziskani DNA. N¢kteti izolovali DNA ptimo z prostfedi a pak stanovovali rezistencni
geny (Pei et al. 2006) — podobna metodika nasi studii, zatimco v jinych pracich nejdiive
kultivovali bakterie, které ndsledn¢ pouze testovali na citlivost k dané antimikrobialni latce a
konkrétni rezistencni geny nehledali (Sayah et al. 2005). My jsme v této praci hledali geny
tetracyklinové rezistence, objevujici se u nejriznéjSich skupin bakterii (Tab. 1), a to v celkové
pudni DNA pomoci reakce PCR. Pro vSechny testované ptdni vzorky jsme pouzili stejnou
metodu, a to hlavné z toho diivodu, aby vysledky nebyly zkresleny kultivovatelnosti padnich
bakterii.

Jak vyplynulo z literarni reSerSe, informaci o vyskytu gent antibiotické rezistence
(vCetn¢ casto studovaného tetracyklinu) v clovékem skutecné nezasazenych oblastech je
podstatné méné, nez informaci o t€chto genech v zemedélskych, ¢i zeméde€lstvim ovlivnénych
oblastech. Pfitom tyto informace ndm mohou pomoci pii zhodnoceni vlivu ¢lovéka na Sifeni
rezistenci, a napovédét néco o pivodu rezistencnich gent. Je znamo, Ze geny rezistence
k tetracyklinu jsou velmi rozsifené (Chopra a Roberts, 2001) a byly nejspiSe zaneseny i do
divoké prirody (napf. turisty nebo pohybem zvéte; Poeta et al. 2005). Proto jsme si ke
studovani zvolili pravé pady z odlehlych mist kanadskych narodnich parkd, predevsim z tzv.
ekologickych zon pristupnych pouze se specialnim povolenim. V pidach z téchto oblasti bylo
nasi snahou hledat geny tetracyklinové rezistence, které jsou jinak bézné v klinickém (Agerso
a Guardabassi, 2004) a zeméd¢€lském (Sayah et al. 2005) prostfedi. V téchto oblastech jsme
predpokladali velmi maly ¢i nulovy vyskyt téchto genii a naopak jsme ocekavali vyskyt gent
typickych pro piidni producenty tetracyklinu (bakterie z rodu Streptomyces; Nikolakopoulou

et al. 2005). Abychom m¢li predstavu o vyskytu geni rezistence v zemédélském prostiedi,
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studovali jsme zaroven vyskyt téchto genti v polich a sadech na dvou typech farem —
hnojenych a nehnojenych odpady z zivocisné vyroby. Pidy z farem bez aplikace zivo¢isnych
hnojiv mély predstavovat relativné nezasazenou pudu, tedy jakousi stiedni cestu mezi ptidami

narodnich parki a piidami z farem pravidelné a dlouhodobé¢ hnojenych Zivoc¢isnymi odpady.

Vysledky neprokazaly vyskyt béznych gend tetracyklinové rezistence (jinak castych
v zemédelském prostiedi) v clovékem neovlivnéném prostiedi kanadskych narodnich parku.
Zda se tedy, ze do téchto tézko pristupnych prostiedi nebyly geny rezistence zaneseny ani
zvitaty (Literak et al. 2007) ¢i ptirodnimi silami (Kellog et al. 2006), alesponl ne v takovém
mnozstvi, které bychom v nasich laboratornich podminkach byli schopni detekovat. Tyto nase
vysledky jsou odlisné od vysledkti studie Ghosh a La Para (2007), ktefi ve zdanlivé
nedotcenych pudach (napft. oblastni parky v Kanad¢) detekovali velmi rozsiteny (Aarestrup et
al. 2000; Hauschild et al. 2003; Poeta et al. 2005) gen tet(L), coZz by mohlo byt nejspise

odrazem navstévnosti testovanych oblasti.

Oproti naSemu ocekavani jsme v narodnich parcich pomoci pouzitych primeri
nedetekovali ani producentské geny o#r(A) a otr(B), které se vyskytuji u ptidnich bakterii rodu
Streptomyces a které se v takovychto prostfedich nachazet mohou (nepublikovana data
laboratote). Mlze to byt ddno pomérné nizkym vyskytem téchto gent u zminovanych bakterii
(otr(B) detekovan u 6%, otr(A) u necelych 1,5% izolatli; Nikolakopoulou et al. 2005), které
samotné mohou piedstavovat méné neZ jedno procento pidnich bakterii (Janssen, 2006)*.
Dalsim vysvétlenim muze byt, Ze se sice v panenskych ptidach producentské geny vyskytuji,
ale ze jsou odlisné od nami studovanych otr(A) a otr(B). Této domnénce by nasvédcoval
vyskyt PCR produktu spravné velikosti (vedle velkého mnozstvi nespecifickych bandi), ktery
byl ziskan degenerovanymi primery pro spole¢nou detekci producentskych gent otr(A) a tet.
V budoucnu by tedy stalo za to tento produkt osekvenovat a zjistit, zda se jedna o
producentsky gen fet, gen jemu ptibuzny, nebo zda jde o artefakt. To, Zze se v panenskych
pudach (naptiklad vrstvach izolovanych od povrchu po dobu tii miliont let) vyskytuji dosud
nepoznané geny rezistence k tetracyklinu, které¢ se jen vzdalen¢ podobaji t¢m popsanym u
rodu Actinobacteria (konkrétné genu tet(Z) z Corynebacterium) ukazali jiz Brown et al.

(2008).

* hitp://www.bacterio.cict.fr/index.html , duben 2011
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Pudy z tak odlehlych mist, jako jsou tézko pfistupnd mista narodnich parkt, by bylo
vhodné zkoumat pomoci novéjsich metod, mezi které muzeme fadit rozvijejici se
metagenomiku. Jeji vyhoda spociva v tom, Ze neni zavisla na kultivovatelnych bakteriich a
mohou se s jeji pomoci objevovat i rezistencni geny dosud neznamé — metagenomika, na
rozdil od PCR metody totiz nevyuziva k detekci rezisten¢nich gent primery (Spizek et al.
2010). Touto metodou nasli Allen et al. (2010) v clovékem neovlivnéném prostiedi nové geny

pro betalaktamazy.

Nase vysledky poukazuji dale na to, Ze u jednotlivych typil farem se neliSilo zastoupeni
typt rezistencnich gent. Na farméach hnojenych i nehnojenych jsme nasli geny tet(M), tet(L) a
tet(V). Vyskyt gend tet(L) (Aarestrup et al. 2000) a fet(M) (Chee-Sanford et al. 2001)
v zemédélském prostredi v souvislosti s hnojenim je jiz dobfe popsan. Zde je ptekvapive, ze
se tyto geny vyskytuji i na farmach, které nebyly hnojené jiz vice jak 20 let organickymi
odpady zivo¢isného puvodu. Oba geny jsou nejspiSe predmétem castého horizontalniho
prenosu, protoze se vyskytuji u velkého mnozstvi bakterialnich rodid (viz Tab. 1). Je u nich
tedy vétSi pravdépodobnost, Zze budou spolu snéjakou bakterii zaneseny i do pud
nehnojenych, napiiklad zvifaty nebo farmaii. Gen tet(V) byl nalezen ve vSech nami
testovanych ptidach hnojenych farem, na rozdil od pid z farem nehnojenych, kde byl
detekovan pouze ve vzorku jedné pudy. Gen tet(V) je zatim znam pouze u rodu
Mycobacterium (viz Tab. 1) a nejspiSe patfi k vlastnimu rezistomu téchto bakterii (nepienasi
se horizontaln¢) (De Rossi et al. 1998). Vyskyt tohoto genu v piid€ nebyl doposud zkouman a
neni tedy jisté, zda jeho vyskyt skutecné souvisi se selekénim tlakem antibiotik nebo zda se
ptirozené vyskytuje v urcitych populacich téchto bakterii, které se zjinych davoda, nez je

pritomnost rezidui antibiotik, vyskytuji ve zvySené mife v hnojenych ptdach.

V zadné z testovanych pud jsme nedetekovali geny fe#(C), tet(K), tet(W), piestoze geny
tet(C) (Bronstad et al. 1996) a tet(W) (Schmitt et al. 2006) se v zeméd€lském prostiedi
vyskytuji Casto. Tento vysledek mlze byt dan mistnimi rozdily ve vyskytu jednotlivych
rezistencnich genti (Schmitt et al. 2006) anebo je samoziejmé mozné, Ze se tam tyto geny

vyskytuji, ale nejsou dostatecné abundantni na to, abychom byli schopni je detekovat.
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6 Zavér

V teoretické Casti své prace jsem shrnula vysledky praci zabyvajicich se vyskytem
rezistenci k tetracyklinu v piidach a dalSich prostiedich s riznou mirou antropogenniho vlivu.
Z porovnani vysledki uvedenych publikaci (Tab. 2) se da usoudit, Ze vyskyt bakterii
rezistentnich k tetracyklinu a genil rezistence k tetracyklinu se zvySuje s mirou vlivu ¢loveka
a pouzitim prumyslové vyrabénych antibiotik. OvSem i v oblastech ¢lovékem neovlivnénych
se vmen$i mife bakterie rezistentni k tetracyklinu vyskytuji a genetické zaklady jejich

rezistence jsou zatim malo prozkoumany.

Z vysledku experimentalni ¢asti vyplynulo, ze v ptdach ¢lovékem neovlivnénych se
nevyskytuji geny tetracyklinové rezistence bézné v zemédélskych piidach (i ve staté Québec,

ze kterého vSechny zkoumané pidy pochazely), jako napf. tet(L) a tet(M).

Vysledky této prace nepfispivaji k hypotéze, Ze nejvice typli genli rezistence na
tetracyklin je v hnojenych ptdach z farem, kde se antibiotika pouzivaji, a méné pak ze
zemédelskych ptid dlouhodobé nehojenych Zivo¢isnymi odpady. Podle vysledki nasi prace se
v obou typech pud nachazeji stejné geny rezistence, coZ mulze ukazovat na vSeobecnou
roz§ifenost gend tetracyklinové rezistence v pude v této oblasti. Porovnani vice vzorka pud a
rozsifeni spektra sledovanych gent, ptipadné i kvantitativni PCR by mohly pomoci pfi dalsim
zhodnoceni vlivu hnojeni zivo¢isnymi odpady z antibiotiky krmenych zvitat na vyskyt gent

rezistence.

V ptdach clovékem neovlinénych jsme nenasli o¢ekavané producentské geny ofr(A) a
otr(B). Protoze tyto dva geny mohou pfedstavovat jen zlomek zcelkové diverzity gent
rezistence prirozenych pudnich bakterii, dalsi vyzkum v tomto sméru by se nemél opirat o
hledani genli jiz znamych zjinych prostfedi, ale zaméfit se na hledani genti dosud

nepoznanych, naptiklad s pouzitim jiz zminéné metagenomiky.
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