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Souhrn

Pesticidy jsou latky, pouzivané k hubeni rostlinnych a zivocisSnych Skadca
v zeméd¢lstvi. Jsou velice vyznamnym a dtlezitym faktorem jak v produkci, tak ve vynosech.
V dnes$ni dobé¢ je pro zeméd€lce témeét nemozné se bez takovych latek obejit, avsak jejich
pusobnost v pudé nepiinasi vzdy jen uzitek. O pesticidech je vSeobecné zndmo, Ze mohou
pusobit nepfiznivé jak na ekosystém, ve kterém se vyskytuji, tak na lidsky ¢i zvifeci
organismus. V dusledku toho bylo jiz mnoho takovych latek béhem své plsobnosti zakazano
a vyrazeno z trhu. Pesticidy a jejich rezidua podléhaji mnoha kontrolam a laboratornim
rozborim ve snaze piedejit jejich negativnimu ptisobeni.

Cilem bakalarské prace bylo testovat vliv pesticidu (Roundup) na stfevni
mikroorganismy. Experiment zahrnoval jednoduchy pokus na Cerstvém vykalu skotu a dale
pak komplexni posouzeni vlivu Roundupu na kultury, izolované z vykalll riznych
hospodarskych zvitat. U Cistych kultur bakterii byly stanoveny specifické riistové rychlosti ve
ttech riznych koncentracich Roundupu. U kravskych vykalii byly stanoveny pocty
laktobacili, enterokokii, E. coli a koliformnich bakterii po kultivaci v Sesti riznych
koncentracich Roundupu.

V prvnim pokusu nebyla prokazana zadna korelace koncentrace Roundupu a poctu
kravskych stfevnich bakterii. U druhého pokusu byl vliv Roundupu na rist stievnich bakterii
zjevny u nejvyssi koncentrace. Pti koncentraci G¢inné latky glyfosatu ve vzorku 17 g/L
dosahovaly specifické rustové rychlosti znaéné niz§ich hodnot nez u nizsich koncentraci.
Kontrolni vzorek a vzorky o koncentraci glyfosatu 1,7 g/L a 0,17 g/L narostly ve vétSing
ptipadi podobné. Z toho vyplyva, ze v téchto koncentracich nebyl rist bakterii glyfosatem
prili§ inhibovan. Nejméné citlivé byly na pfitomnost glyfosatu byly celkové laktobacily. U
zvitat byla zjisténa nejvyssi citlivost na glyfosat u stfevnich bakterii skotu a nejnizsi u

stfevnich bakterii kura.

Kli¢ova slova: pesticidy, Roundup, glyfosat, stfevni mikrobiota



Impact of pesticides on the gut microbiota of animals

Summary

Pesticides are substances used to control plant and animal pest in agriculture. They
are very significant and important factor in both production and revenues. Nowadays it is
almost impossible for farmers to dispense without these substances but their presence in the
soil does not bring only benefits. About pesticides it is generally known that they may
adversely affect either on the ecosystem or the human or animal body. As the result many
substances had been banned from market. Pesticides and their residues are subject to many
controls and laboratory analysis in order to prevent their negative effects.

The aim of the thesis was to test the effect of pesticide (Roundup) on gut
microorganisms. For the experiments we used bovine fecal samples and pure bacterial
cultures isolated from various domestic animals for the testing of susceptibility to Roundup.
We have determined specific growth rates of pure cultures cultivated on three different
concentrations of Roundup and total counts lactobacilli, enterococci, E. coli and coliform
bacteria of bovine feces cultivated on six different concentrations of Roundup

In the first experiment, no correlation has been found between the concentration of
glyphosate (active substance of Roundup) and counts of bovine intestinal bacteria. The effect
of glyphosate on the growth of intestinal bacteria was visible at the second attempt. At the
highest concentration of glyphosate 17 g/L. Growth curves reached considerably lower levels
here than at lower concentrations of glyphosate. Control samples and the samples on the
concentration of glyphosate 1.7 mg/L and 0, 17mg/L increased similarly in most cases. This
implies that in these concentrations there was no inhibition of bacteria whatsoever. The least
susceptible genera to glyphosate were lactobacilli. The highest susceptibility to glyphosate

was detected in bovine bacteria and the lowest in chicken bacteria.

Key words: pesticides, Roundup, glyphosate, gut microbiota



T U OO 8
2. Cil BaKalaFské Prace ......cccceeeeeiiieeeiiiieeeiireeecesreneneesrenessssensssssrenssssrensssssnensssssrenssssssennnns 9
p 2% B 5 1Y/ Yo {7 2 TP 9
3. Literarni FESEISE ... iiiiiieieeeiciiiiititereeieies s reeesnnessssessseeessnnsssssssssanessnssssssssssenesnnnnsssssssnanes 10
20 I S T=T] o ' | PPN 10
3.1.1 Historie PestiCidU.......ccciiiiieeeiiie ettt ee et e e e e s 10
3.1.2 KIasifikace PestiCidU......c.uiicueeeiiieeciie ettt 11

. 2 0 B o 1T g o T T 1Y SRR 13
0 O €V {0 1Y | R 14

. T I T [ 0 1= 4 el [ 1 RS 17

K J0 Y S U V= ol o Y 2SR 17
3.1.7 Hrozba pestiCidl.........eeeieiiieec ettt et 18

3.2 Stievni mikrobiota zvifat.........cccceiiiiiiiiiiiiiiiiinin s 20
3.2.1 Funkce stfrevni MiKrobioty ........ccveeeeiiiieeccee e 20
3.2.2 Strevni mikrobiota drlbezZe........ccccueeeiieecieeeeeee e 21
3.2.3 Bachorova mikrobiota SKOtU .........cceeerieiiiiiiniieisiecceecsee e 21

3.3 Mikroorganismy osidlujici travici trakt .......cceeeeeereeiirieniiieniirenerecerenneeeenneenes 23
3.3.1 ESCREIICHIQA COli.....eeeeeniieiieiiiiieeiieee ettt 23

RIS TN Vo To [ Mo Ty £o) o o ol | 7 SRR 24
3.3.3 ROd BifidODACLErilUM ...........uuveeeeieeiecitiieeeee et e e e e s e e e e s 25
3.3.4 ROA ENEEIOCOCCUS ....eoeeveeeiieeesiieeeitee ettt ettt ettt e st e s e saneessanee s 26
3.3.5 RO CIOSEIIGIUM ...ttt st saaeeees 26

4 Materidl a Metody ..cc..cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiir s e s s anes 28
4.1 Pokus ¢. 1 - Mikrobiologicky rozbor stolice kravy........ccccceeeiriennicirrennnncnneen. 28
4.1.1 Odbér vzorkll @ KUItIVACE ....cc.eeeiieriieiieeieeee sttt 28
4.1.2 Mikrobiologicky rozbor..........eeeeeiiiiicceee e 29
41.3 Priprava redici fady a red@ni vzorkl .......cccceeeeecveeeiecineee e, 31
4.1.4 Inokulace Zivné pldy a KUItIVACe ........ccovcvieeieiiiee e, 32
4.1.5  Vyhodnoceni POCtU KOIONIT ....eeviieiiiiiciiieieee et e 33
4.1.6 Statistické VYhOdNOCENI ... e 33

4.2 PoKUS €. 2 — RUSTOVE KFIVKY....cceuueeeiieeniiirreniieiteeneerieenncereensseeseennnseeeesnnneeseenns 34
4.2.1 Pfiprava a sloZeni kultivaénich médii.......cccccooveiiiiiiiiiiiiieceeee e, 35
4.2.2 POSTUD MEBIENI..uuttieieeeeee ettt ee e e e e e e et e e e e e e eessabnraeeeeeeeesennnes 35
2 TV A/ o To Lot VAR USSR 36

B VYSIEAKY ..iiiiiriineiiiiiiiiiiierieiiiiniiiirerseissssssnrresasssssssssssnresasssssssssssnnesssssssssssssssssnssnsssssss 37



5.1 Ucinek glyfosatu na bakterie kravsk€ho vyKalU.........cccceeveerereeineecneicsneecnnennnes 37

5.1.1 Statistické vyhodNOCeN .......ccooeiiieeeeee e 38

5.2 Ucinek glyfosatu na &isté izolaty z travicich traktt hospodarskych zvifat......... 39
5.2.1 Vysledky rastu jednotlivych kmenl bakterii .........coeeeecieeeiiiiieiicieeeeee 39
5.2.2  Vysledky rlstu bakterii u jednotlivych zvifat........ccccceevviviieeniieieeeee, 43
5.2.3  Statistické vyhodnoceni ristovych Kfivek.........cccocuveeeiiiiieeiccieeecciee 45
5.2.3.1 Vyhodnoceni pro jednotlivé rody ........cccceeiviiieeiiiiieee e 46

6. DISKUZE ...oieirereeeniiiiiiiinennessiiiiiineessssssisiiiiieesssssssssstmmeessssssssssssnneesssssssssssssssesssssssssssssnns 50
R 171 53
8. Seznam POUZIte [ItEratury.......cccveerueiiiiiiiiiinenneiiiiiniinrersstiessssnirressssssssssssnnn 54
Y114 (oIS - 1 T3 o 11 o o Rt 61



1. Uvod

V dnesni dob¢ je k ochran¢ rostlin v zeméd¢€lstvi pouzivano Siroké spektrum latek, bez
kterych se rostlinnd vyroba jiz neobejde. Kazd4d chemicky syntetizovand latka ma své
specifické sloZeni a metodu aplikace na rostlinu. Také jeji u¢inek na organismus at’ uz lidsky
¢1 zvifeci je u kazdého posttiku jiny. Prostfedky na ochranu rostlin prochéazeji piisnymi
kontrolami a laboratornimi testy nez se viilbec dostanou na trh, avSak i po té velkad spousta

laboratornich studii naznacuje nepiiznivé G¢inky na organismus.

Kvuli negativnim vlastnostem byla celd fada pesticidd v minulosti zakazana, z nichz
nejznamejSim zakazanym prostfedkem na ochranu rostlin je DDT. Negativni vlastnost DDT
spocivala ve vysoké toxicité pro zvifata a akumulaci v jejich organech, ktera zpusobovala

dalsi zdravotni potize.

V poslednich letech je velice feSenym svétovym tématem V oblasti zemédélstvi Roundup
s ucinnou latkou glyfosat, ktery je momentalné nejprodavané;si pesticidni prostiedek na svéte.
Jedna se o totalni herbicid, poprvé vyrobeny firmou Monsanto company. Roundup ma velice
nizkou akutni toxicitu a pfi bézné konzumaci by nemé¢l ptedstavovat zdravotni riziko. I ptes to
vSak probiha mnoho vyzkumd, které se této latce podrobné vénuji a zkoumaji jeho ucinky

na lidsky a zvifeci organismus.



2. Cil Bakalarské prace

Cilem prace bylo testovat vliv glyfosatu v riznych koncentracich na stfevni bakterie

zivocichu izolovanych z jejich vykall a na Cerstvé vzorky kravskych vykali.

2.1 Hypotéza

Rzné mikroorganismy se budou lisit v citlivosti na jednotlivé koncentrace glyfosatu

ve vzorku.



3. Literarni reSerse

3.1 Pesticidy

Jsou latky nebo smési latek pfevazné chemického charakteru uzivané proti Skodlivym
zivocichiim, parazitickym houbam a plevelim, které ohrozuji péstovani polnich, zahradnich a
lesnich rostlin, dale zasoby potravin a zeméd¢lskych produkti, primyslové materidly,
hospodarska zvifata nebo i Clovéka samotného (Zvara, 1998). V dnesni dobé jsou pesticidy
v zemedélstvi velice dulezitym prvkem. Podileji se na snizovani vynosovych ztrat, udrzuji
vysokou kvalitu produkti a nékdy i zlepsSuji nutricni hodnotu potravin a jejich bezpecnost.
Z tohoto pohledu jsou pesticidy vybornym ekonomickym prvkem usnadiiujici praci a zaroven
efektivni nastroj proti skiidciim (Baligar, 2001). Navzdory mnoha vyhodam, které nam pesticidy
nabizi je tu i celd fada Skodlivych U€ink?, které mohou zplsobit at’ uZ na lidské zdravi nebo
na zivotni prostfedi. Rozsah téchto neptiznivych 0¢inkl na zdravi zahrnuje akutni a trvalé
poskozeni nervového systému, poSkozeni plic, poranéni pohlavnich organt, dysfunkce

imunitniho a endokrinniho systému, vrozené vady a rakovinu (Mansour, 2004).

Pesticidy mohou byt anorganické ¢i organické povahy, ptevladaji vSak organické.
(Prousek, 20010) a pievaznd vétSina se pouziva v zemédélstvi a lesnictvi jako piipravky

na ochranu rostlin (Cremlyn, 1985).

3.1.1 Historie pesticidu

Od pocatku civilizace se ¢loveék neustale snazil zlepSovat své zZivotni podminky. Jeho
usili opatfit si naptiklad dostatecné zasoby potravy se vSak stavéji do cesty rizni Skidci a
choroby napadajici urodu (Cremlyn, 1945). Pesticidy byly pouzivany jiz po tisice let. Na
zaCatku 20. stoleti byly primarné pouzivany dvé hlavni tfidy pesticidd. Prvnimi byly
botanické, ptirodni chemikalie, ziskané z rostlinného materidlu a nasledné¢ upravené na
anorganické soli. Tyto latky byly Siroce pouzivany jako fungicidy, herbicidy a insekticidy.
Druhou skupinou latek byly syntetické pesticidy, jejichz éra pocala roku 1934 s objevem
DDT (dichlordifenyltrichlorethan), ktery disponoval insekticidnimi vlastnostmi (Gupta,
2004).

Hlavni rozmach vyroby pesticidd nastal po roce 1945. Pfispély Ktomu vysledky

intenzivniho vyzkumu v letech Druhé svétové valky a predevSim objev a vyuziti
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insekticidnich vlastnosti DDT (Cremlyn, 1985). Hartley (1969) ve své knize tvrdi, ze na
pocatku vyvojové cesty stoji organicti chemikové, ktefi nejprve vyberou skupinu novych
latek, o nichz tusi, Ze by mohly mit pesticidni ucinky, a pak hledaji vhodny zptisob syntézy
nekolika jejich predstavitelt. Tyto chemikalie po vy¢isténi a charakterizaci analytickymi tdaji

jsou pak podany biologiim, aby zjistili jejich potencialni pesticidni aktivitu.

3.1.2 Klasifikace pesticidi

Slovo ,,pesticidy* je zastfeSujici pojem pro vSechny insekticidy, herbicidy, fungicidy,
rodenticidy, prostfedky na ochranu dfeva, zahradni chemikalie a dezinfekéni prostredky
pro domécnost, pouzivané k usmrceni sktidct. Klasifikace syntetickych pesticidii je zaloZena
na mnoha rtiznych zplsobech, z nichZ jsou 3 nejcastéji pouzivané. Prvnim je klasifikace
zaloZend na zplsobu plsobeni, druhd je klasifikace dle cilenych skidci a tfeti je klasifikace

na zaklad¢ chemického slozeni pesticidu (Drum, 1980).

3.1.2.1 Klasifikace pesticidi zaloZena na zpisobu pusobeni

Timto zplGsobem jsou pesticidy klasifikovany jako kontaktni (nesystémové) a
systémové. Nesystémové pesticidy jsou ty, které nepronikaji do rostlinnych tkani, a tudiz
nejsou prepravovany uvniti cévniho systému rostlin. Pfinasi ucinek pouze tehdy, pokud se
dostanou do pifimého kontaktu scilenym Skidcem. Naopak systémové pesticidy
do rostlinnych tkani u¢inné pronikaji a pohybuji se v cévnich svazcich rostlin, aby dosahly

pozadovaného efektu (Buchel, 1983).

3.1.2.2 Klasifikace pesticidi dle cilenych Skiidci

V tomto typu Klasifikace jsou pesticidy pojmenovany po nazvech odpovidajicich
cilovych skudci (Buchel, 1983).

11



Tabulka ¢. 1 Rozd¢€leni skupin pesticida

Typ pesticidu Cilovy organismus
Insekticidy Hmyz
Herbicidy Plevele

Rodenticidy Hlodavci
Fungicidy Houby
Akaricidy (miticidy) Klistata, roztoci
Moluskocidy Mekkysi
Baktericidy Bakterie
Avicidy Ptaci
Algicidy Rasy

Zdroj: (Buchel, 1983)

3.1.2.3 Klasifikace zaloZena na chemické strukture

Podle chemické klasifikace jsou pesticidy kategorizovany podle u¢inné slozky. Tato
klasifikace je zdaleka nejucinngjsi pro vyzkumné pracovniky v oblasti pesticidi a prostiedi,
protoze jim vykldda podrobnosti a detaily o dané latce. Dava v ponéti jejich ucinnost,
fyzikalni a chemické vlastnosti, coz je dilezité v reZimu jejich aplikace a bezpe€nostnich
opatieni, které je tfeba pii aplikaci dodrzovat. Na zékladé chemické klasifikace jsou Ctyfi
hlavni skupiny pesticidii a to organochlorové, organofosforové, karbamaty a pyrethriny

s pyrethroidy (Buchel, 1983)

3.1.2.3.1 Organochlorové pesticidy

Jsou to perzistentni organické polutanty, které ptedstavuji hrozbu pro lidské zdravi a
zivotni prostfedi. Mezi tyto insekticidni latky fadime DDT (dichlordifenyltrichloretan),
heptachlor, aldrin, dialdrin, hexachlorcyklohexan a benzen hexachlorid. Tyto latky jsou
charakteristické malou rozpustnosti ve vod¢, perzistenci vii¢i prostfedi, toxicitou a schopnosti
bioakumulace. Diky témito vlastnostem jsou oznaceny jako prostiedi nebezpecné latky (Gray,

2008). V dusledku toho byly vyskrtnuty z registru a zakazany (Ware, 1983).
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3.1.2.3.2 Organofosforové pesticidy

Organofosforové pesticidy jsou nejpouzivanéjsi tifidou pesticidi na svete.
Nejcastéjsimi zastupci této tfidy jsou palathion a melathion (Proskocil, 2010). Tyto pesticidy
tvoii obrovskou skupinu chemickych latek pro ochranu plodin, hospodaiskych zvifat a
lidského zdravi. Na zaklad¢é konstruk¢nich charakteristik jsou rozd€leny do nejméné trinacti
typt zahrnujici skupinu fosfatd, fosfonati, fosfonthioati a dalSich (Gupta, 2006). Prvni
organofosfat byl syntetizovan v 19. stoleti, ale pouzivany zacaly byt az ve 30. letech 20.
stoleti. Némecky chemik Gerhard Schrader syntetizoval mnoho organogosfatovych slouc¢enin
jako naptiklad parathion, ktery se stale pouziva jako bézny pesticid (Costa, 2006). Toxicita
organofosfatovych pesticidii zavisi na jejich chemické struktutfe, cilovém organismu,

koncentraci, zpisobu aplikace a stupni rozkladu (Grli¢, 1988).

3.1.2.3.3 Karbamaty

Karbamaty ptedstavuji jednu z hlavnich kategorii syntetickych organickych pesticidi
jiz od jejich zavedeni na agrochemicky trh v roce 1950 (Tomlin, 1997). Dilezitou skupinou
karbamatovych latek pouZivanou pro své pesticidni vlastnosti jsou karbamatové insekticidy.
Tyto insekticidy obsahuji esterovou funkcni skupinu a zabijeji hmyz na zakladé reverzibilni
inaktivace enzymu acetylcholinesterazy (Robert, 2002). Mechanismus otravy karbamatl
(s vyjimkou  herbicidnich  karbamatt)  spociva v karbamylaci  aktivni  polohy
acetylcholinesterazy vedouci k inaktivaci tohoto nezbytného enzymu, ktery hraje dilezitou
roli v nervovém systému lidi a zvitat (Ecobichon, 2001). Hlavnimi zastupci této skupiny jsou
aldikarb (Temik), karbofuran (Furadan), karbanyl (Sevin), ethienokarb, fenobukarb, oxanyl a
methomyl (Robert, 2002).

3.1.3 Herbicidy

Herbicidy jsou nejcastéji klasifikovany podle chemické struktury, dale podle pouziti a
také podle efektu ¢i dopadu na rostliny. Mohou byt klasifikovany také podle toxicity ¢i stupné
nebezpecnosti (Zimdhal, 1993). Prvnim vyznamnym piipravkem pro selektivni hubeni
plevelt byl 2,4-dinitro-o-kresol (DNOK), zavedeny ve Francii roku 1993. DNOK je kontaktni
herbicid, ktery se aplikuje jako postfik na porosty obilovin, ve kterych hubi vétSinu
jednoletych plevelll, aniz vyznamné poskozuje kulturni plodinu. Viceleté rostliny bohuZzel
zasah prezivaji, ackoliv jejich nadzemni vegetace zasychd. DNOK totiz neni rostlinou

rozvadén a rozSifeny kofenovy systém proto oSetfeni preziva a za urCity Cas vyrazeji nové
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vyhonky (Green et al., 1979). Herbicidni ucinnost dinitrofenolti spociva v jejich schopnosti

prerusit oxida¢ni fosforylaci a inhibovat tak syntézu ATP (Martin, 1973).
Vaznym nedostatkem téchto latek je jejich velka toxicita pro savce (Stapley et al.,
1969). Hodnoty LDsg herbicidi 2,4-D a 2,4,5-T pro rtizna pokusna zvifata jsou uvedeny

v tabulce (Bajgar et al., 1991).

Tabulka ¢. 2 Hodnoty LD50 herbicida 2,4-D a 2,4,5-T

Pokusné LD50 per os v mg.kg?
2vire 2,4-D 2,4,5-T
Mys 360-710 390-550

Potkan 900-1500 500
Morce 400-800 400-700
Kralik 420 700
Pes 100 50-250
Opice 214 100

Zdroj: (Bajgar et al., 1991)

3.1.4 Glyfosat

Glyfosat, aneb aktivni ¢ast Round-upu je Sirokospektry, neselektivni, postemergentni
herbicid s u¢innosti na v§echny jednoleté i viceleté rostliny. Tento herbicid je rychle pfenasen
z listd do kofent, oddenkd a do apikalnich tkani oSetfovanych rostlin (Franz et al., 1997).
Jeho herbicidni G¢innost spociva v interferenci glyfosatu s biosyntézou fenylalaninu (Eto,
1974). Jakmile se dostane do rostliny, glyfosat potlacuje klicovy enzym znamy jako EPSPS
syntaza. Potlaceni tohoto dulezittho enzymu zabrafiuje rostliné v syntéze urcitych
aromatickych aminokyselin, které jsou zakladni pro rist rostliny. Vyssi formy Zivota (savci,
ptaci, plazi, obojzivelnici a hmyz) tento enzym nemaji (Franz et al. 1997). Glyfosat se také
pouziva k zabranéni ristu plevelti v polich s geneticky modifikovanymi (GM) plodinami
rezistentnimi na glyfosat, jako je soja, fepka, kukufice atd. Od roku 1996 se pocet geneticky
modifikovanych plodin dramaticky zvysil po celém svéte. Odhaduje se, ze 90 %

z transgennich plodin péstovanych po svéte jsou rezistentni na glyfosat (Duke, 2008).
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3.1.4.1 Vznik glyfosfatu

Glyfosat byl zavedeny firmou Monsanto Chemical vroce 1971 a pfipravuje
se z glycinu a chlormethylfosfonové kyseliny (Eto, 1974). Prvni molekula N-( fosfonomethyl)
glycinu byla syntetizovana vroce 1950 veédeckym pracovnikem Henrym Martinem,
zaméstnancem malé Svycarské firmy Cilag (Franz et al., 1997). Piesto, ze nebyla timto
objevem piedloZena zadna farmaceuticka perspektiva, latka byla zkoumana i nadale. O deset
let pozd&ji, prostiednictvim akvizice spole¢nosti, byl laboratorni vyzkum pieveden pod
spole¢nost Aldrich Chemical Co., spolu s vyzkumnymi vzorky firmy Cilag. Vyzkumu
si v§imla firma Monsanto (St. Louis, MO), ktera pozdé&ji rozsifila studii téchto slou¢enin
na testovani herbicidni Cinnosti a jejich potencialu proti vytrvalym plevelim (Dill et al.,

2010).

3.1.4.2 Chemie a biochemie glyfosatu

Chemicky nazev glyfosatu je 2-(fosfonomethyl) aminooctova kyselina. Nazev glyfosat
vznikl odvozenim gly(cin) a fos(fon)at. Molekula glyfosatu obsahuje nékolik
hydrolyzovatelnych vodiki, obzvlasté vodik na prvnim misté fosfatové skupiny. Molekula mé
tendenci pasobit ve formé zwitterionu, neboli obojetného ionu, kde disociuje fosfatovy vodik
a pripoji se k aminoskupiné. Zabijeni mnoha druh rostlin a bakterii je zpisobeno interferenci
se syntézou aromatickych aminokyselin, jako jsou fenylalanin, tyrosin a tryptofan. Glyfosat je
specifickym inhibitorem enzymu EPSPS (5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntaza), ktery je
nezbytnou soucasti biosyntézy danych aromatickych aminokyselin a jeho zablokovéani vede

k naruseni tvorby bilkovin (Schuette, 1998).

3.1.4.3 Glyfosat u nas a ve svété

V Ceské republice bylo za rok 2013 oficialné spotfebovano vice nez 935 tun glyfosatu,
coz je vice neZ 1/6 celkové spotfeby pesticidil u nas. Glygosat byl v poslednich letech viibec
nejvice pouzivanym pesticidem v Cesku, pii¢emz téméf polovina jeho spotfeby v roce 2013

byla pouzita na obiloviny (451,6 t) a tietina (312 t) na olejniny, zejména fepku (Suta, 2015).
V roce 2011 se celosvétove aplikovalo kolem 650 000 tun glyfosatovych ptipravki a

odhaduje se, Ze jejich pouzivani se do roku 2017 zdvojnasobi. Pokud by EU schvalila vice

geneticky modifikovanych plodin, mohlo by mnozstvi pouzivaného glyfosatu nartst az o 800
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procent (Benbrook, 2012). Na konci roku 2012 se stala Cina nejvétsim celosvétovym

producentem glyfosatu, s produkci o kapacité 600 000 tun v daném roce (Wood, 2013).

3.1.4.4 Toxicita glyfosatu

O toxicité glyfosatu se vede ve svét€ mnoho sporii. Vzniklo jiz mnoho studii, které se

timto tématem zabyvaly, protoze se jedna o velice vyznamnou a celosvétoveé zadanou latku.

(Cox, 1995) ve své studii uvedl, ze US EPA ftadi glyfosat do ,skupiny E*“ —
nekarcinogenni latky pro lidi. Rozhodnuti je zalozeno na tfech celozivotnich studiich
provedenych mezi roky 1979 a 1990, tykajicich se laboratornich zvifat krmenych rtznou
davkou glyfosatu.

V roce 2002 dostal glyfosat souhlas Evropskou unii a zirovenl evropskd komise
uvedla, ze ,,glyfosat v potravinach nebo v prostiedi nemé zadné skodlivé G€inky na zdravi lidi
a zvifat“(DG SANCO, 2002). Dale spole¢nost Monsanto (2005) uvedla, ze herbicid Roundup
ma ,,velmi nizkou akutni toxicitu“. Avsak informace o lidskych otravach ukazuji, Ze poziti
vice nez 85 ml glyfosatu obsazeného v herbicidu, miize zptsobit zavazné reakce v organismu

(Bradberry et al, 2004).

(Marschall, 2009) ve své studii uvedl, Ze pfitomnost glyfosatu byla zjisténa v moci
zemédélskych pracovnikd. Padni mikroby rozkladaji glyfosat na aminomethylfosfonickou
kyselinu (AMPA). Glyfosat, glyfosatové formulace a AMPA indukuji oxidativni stres
U hlodavcii a in vitro. Dale mohou indukovat DNA a zpusobit chromozomalni poskozeni
u savcl, clovéka a zivocisnych bunék in vitro. Jedna studie poukazuje na nartst krevnich

markerl poskozenych chromozomi u obyvatel urcitych oblasti, kde byl glyfosat aplikovan.

3.1.4.5 Glyfosat jako ptiivodce chorob

Glyfosat inhibuje enzym cytochrom P 450 (CYP). Jedna se o enzym, ktery hraje
kli¢ovou roli v detoxikaci xenobiotik z organismu. Omezuje tedy likvidaci Skodlivych latek a
ma negativni dopad pro télo. Nasledky se projevuji pomalu v pribéhu casu zanétlivym

poskozenim bunéénych membran po celém téle. Nasledkem jsou bézné onemocnéni
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spojované se zapadnim zplisobem stravy, jako jsou obezita, deprese, poruchy zazivaciho

traktu, autismus, rakovina, cukrovka a Alzheimerova choroba (Samsel a Seneff, 2013).

3.1.5 Insekticidy

Insekticidy jsou latky, které chemicky reguluji vyskyt hmyzu (dezinsekce). Patii pod
skupinu pesticidl, které se dé€li dale podle cilovych organismii. Nicméné nékteré insekticidni
ucinné latky se mohou vyuzivat i jako akaricidy (latky urcené k hubeni roztoct), naptiklad

permethrin (Junquera, 2014).

3.1.5.1DDT

Prvnim a nejrozSifenéjSim organochlorovym insekticidem bylo DDT, které bylo
zavedeno v roce 1943. Béhem valky se zdalo, ze je to vubec nejlepsi insekticid, ktery spojuje
Siroké spektrum insekticidni ucinnosti s pomérné malou akutni toxicitou a ma uzitecné
vlastnosti srovnatelné s vlastnostmi aspirinu. Tyto insekticidni latky se zdaly neskodné
do roku 1950, kdyz byla jejich pfitomnost prokdzana v mléce krav, které konzumovali
rostlinnou potravu, jez pfisla s organochlorovymi insekticidy do styku (Mellanby, 1970).
Navzdory mnoha skodlivym ucinktim bylo DDT ve vét§iné svétovych zemi zakazano (Gupta,

2004).

DDT a dalsi organochlorové slouceniny jsou velice stabilni latky, které se jen velice
pomalu biologicky odbouravaji (Moriarty, 1975). V dusledku toho byla cela zemékoule
zamotfena DDT a jeho metabolity. Nachazime je v destové vodé, antarktickém snchu,
ve vzduchu, rybéach a tukovych tkanich savct, ¢lovéka nevyjimaje. Tukova tkan lidi obsahuje

kolem 10 ppm DDT (Ehrlich, 1972).

3.1.6 Fungicidy

Vyznamnou skupinou pesticidnich latek jsou fungicidy, tj. prostfedky pouZivané proti
cizopasnym houbam apod. Proti dive hojné uplatiiovanym fungicidiim anorganickym nebo
s anorganickou slozkou pfitomnou v molekule, se dnes aplikuji riizné fungicidy ftalimidové,

dithiokarbamatové apod. (Davidek a kol., 1983).

(Brooks, 1999) tvrdi, ze velké mnozstvi fungicidnich rezidui obsaZenych v potravinach

pro lidskou potiebu je zplisobeno poskliziovym oSetfenim.

17



3.1.7 Hrozba pesticidu

Vétsina pouzivanych pesticidll jsou uméle syntetizované chemické slouceniny, které
jsou pro organismy cizorodymi latkami a jsou proto v prostiedi Casto rozkladany jen pomalu.
Z toho vyplyva nebezpeci akumulace jejich rezidui.

Na hrozbu pesticidli poprvé upozornila svét kniha Silent sring (MI¢ici jaro) od Rachel
Carsonové vroce 1962. (Carsonova, 1962) ve své knize popsala proces znamy jako
biozesilovani (biomagnification), v dusledku néhoz se latky jako dichlordifenilchlorethan
(DDT) a jiné uhlovodiky, které se v ptirod¢ nerozkladaji, koncentruji v potravnich fetézcich.
Kromé toho opakovana aplikace pesticidi se stejnym mechanismem vyvoldva u Skodlivych
organismu vznik rezistence, coz ma zpétné za nasledek sniZzeni nebo uplnou ztratu ucinnosti.

V pomérné raném stadiu vyvoje je tieba urcit toxikologické vlastnosti budouciho
pesticidu, a to ne jen akutni toxicitu, ale 1 mozné dlouhodobé ucinky na zivotni prostiedi.
Toxicita se vétSinou udava hodnotou LDsp, coz je davka potfebnd k usmrceni 50% populace
testovanych zvifat a vyjadfovana poctem miligraml pfipadajicich na 1 kilogram télesné
hmotnosti zvifete. Cim je tedy hodnota LDso mensi, tim je chemikalie jedovat&jsi (Cremlyn,

1974). Toxicitu chemikalii 1ze tedy podle hodnot LDso odstupiiovat takto:

Tabulka ¢. 3 Srovnani hodnot toxicity chemikalii

Chemikalie LD50 (mg.kg)

1. Extrémné toxické 1

2. Vysoce toxické 1 az 50

3. Stfedné toxické 50 az 500

4. Nepatrn¢ toxické 500 az 5000

5. Prakticky 5000 az 15000
netoxické

6. Relativné Vétsi nez 15000
neskodné

Zdroj: Cremlyn, 1974
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Tabulka ¢. 4 Potencialni vystaveni organismu vici pfipravku Roundup v riiznych prostredich

Druh Potencialni cilové Hlavni cesta
prosticedi skupiny kontaktu
Vodni Mikroorganismy (pf. Voda
Rasy)
Makrofyta (pf. Voda
Okiehkovité)
Bezobratli (pf. Voda
Hrotnatka)
Ryby (pft. Pstruh, Voda
slune¢nice)
Obojzivelnici Voda
Pidni Pldni mikroorganismy Pida
(pt. Bakterie, houby)
Pudni bezobratli (pf. Pida
Zizala)
Pozemni Uzite¢ni ¢lenovci Ptimy kontakt
(Vcela medonosna,
zlatoocka)
Necilové rostliny Naneseno
vétrem
Ptaci (pt. Kiepelka) Vyziva
(semena ovoce,

hmyz, tkadn¢)

Savci (pf. Mys) Vyziva
(semena ovoce,
hmyz, tkané)

Zdroj: Giesy a kol.,2000
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3.2 Stirevni mikrobiota zvirat

ey

Stievni mikrobiota tvofi spoleCenstvi mikroorganismt, které ziji v zazivacim traktu
zvitat (Cummings, 1997). Mikrobialni osidleni traviciho traktu patfi ontogenicky a
fyziologicky Kktzv. zevnimu prostiedi organismu. Tento mikrobialni systém predstavuje
specificky vyvazenou soustavu, kterou lze vhodné oznacit jako mikrobidlni ekosystém, nebot’
rovnovaha je jednou z jejich zakladnich vlastnosti (Zboftil, 2005). Stfevni mikrobiota je také
viibec nejvetsi zasobarnou mutualistickych mikroorganismi spojenych se zvifaty (Cummings,
1997). Prostfedi gastrointestinalniho traktu poskytuje prostfedi bohaté na ziviny
pro mikroorganismy, které¢ jsou velice dulezité pro hostitele. Mikroorganismy poskytuji savci
jako hostiteli tvorbu imunologického prostfedi, produkci vitaminii a traveni komplexnich

sacharidt (Hooper et al, 2002, Cummings, 1984)

Mikroorganismy osidluji travici trakt ihned po narozeni a jsou jeho nezbytnou soucasti
po cely zivot. Tvofi rovnovazny komplex mikrobidlniho ekosystému tzv. stfevni mikrofloru,
kterd je zastoupena nejriizn€jS§imi druhy eukaryot, bakterii, archei, bakteriofagh, virti a
Vv malém mnozstvi i houbami a prvoky. Striktn¢ anaerobni bakterie pfedstavuji nejveétsi cast
tohoto dynamického systému. V zazivacim ustroji bylo detekovano ptes 500 rozdilnych

bakterialnich druhti (Lupp a Finlay, 2005)

3.2.1 Funkce stievni mikrobioty

Spravné mikrobialni osidleni traviciho traktu je velice dilezitym faktorem zdravi jak
lidského, tak zvifeciho. Neni pravidlem, Ze zde nalézdme jen bakterie organismu piinosné.
V télech lidi a Zivoc¢ichl se nalézaji také patogenni, neboli télu Skodlivé bakterie. Nyni se ale

zamé&fime na funkce mikrobioty, kterymi bakterie spravnému chodu organismu prospivaji.

Stfeva savcil obsahuji obrovské mnoZstvi bakterialnich bunék, které z daleka prevySuji
mnozstvi bun€k hostitele. Dokonce i mnoZstvi genil, zastoupené v mikrobialni komunité stfev
se pohybuje mezi dvéma az ¢tyfmi miliony, tudiZ asi stondsobné pfevysuje mnozstvi genl
u ¢loveéka (Backhed a Ley, 2005). Prostfednictvim exprese takto obrovského mnoZzstvi genii,
mohou stfevni bakterie provadét fadu enzymatickych reakei, které neni savci hostitel schopen
katalyzovat. To je divod pro¢ je stfevni mikrobiota povazovana za ,,organ v ramci organu,

s vlastnimi funkcemi. Mezi funkce mikrobioty patii modulace exprese genu, podilejiciho se
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na opevnéni slizni¢ni bariéry, angiogeneze a postnatalni stfevni zrdni. Ma také rozhodujici
roli pii podpote traveni a ovliviiuje zisk a skladovani energie piijaté z potravy Vv hostitelském
organismu (Hooper, 2001). Stfevni mikrobiota ma imunomodula¢ni kapacitu, ktera ovlivituje
celou fadu signalnich drah a moduluje reakce imunitni, zanétlivé a alergické. Nerovnovaha
sttevni mikrobioty nebo odpovéd’ hostitele na jeji nerovnovédhu jsou povazovany
za patogenezi a mohou byt nasledkem stfevnich poruch ¢i komplikaci (Sharma et al., 2010).
Zbotil a kol, (2005) ve své studii popisuji stievni mikrobiotu jako receptorovou blokadu, kdy
mikrobiota obsadi vazebna mista stievniho epitelu, tudiz patogenni organismy se uzZ nemohou
K receptoriim navazat. V misté osidleném normalni slizni¢ni mikrobiotou se miize uplatnit jen
vyrazny patogen, kdezto v nekolonizovanych tkanich miize adherovat a mnozit se i méné
virulentni druh. Tento mechanismus samoziejm& nemd vliv na ty mikroorganismy, jez

ucinkuji vlivem svych toxind.

3.2.2 Stirevni mikrobiota drubeze

Travici trakt ptdkli neni pln€é osidlen mikroorganismy od samého zacatku jeho
existence. Barnes a kol., (1972) tvrdi, ze béhem prvnich dvou az ¢tyt dnti je osidleno tenké
stievo streptokoky a enterobakteriemi. Po prvnim tydnu zivota maji kufata v tenkém stieve
pfevahu laktobacilii a pozd¢ji je kolonizovano hlavné anaerobnimi organismy, mezi které
fadime napiiklad zastupce rodu Bacteroides a bifidobakterie, pticemz fakultativné anaerobni
bakterie se uz vyskytuji v mensim mnozstvi. U zdravych slepic je sloZzeni mikroflory také
popsano. Byly tam prokazany ve zna¢nych mnozstvich anaerobni i aerobni bakterie,
enterokoky, Escherichie, plisné a kvasinky (Leittgeb, 1988). Celkové mnozstvi
mikroorganismu v travicim Ustroji ptakl kolisd podél celé délky traviciho traktu. Déje se tak
diky zménam v kyselosti, mnoZstvi Zivin nebo dostupnosti kysliku, které¢ neni v kazde ¢asti
traviciho ustroji stejné a vyrazné se lii. Zaludek a dvanactnik obsahuji 10 - 10% bakterii
Iml, v laéniku a ky¢elniku jich najdeme 10%-10" /ml a v traéniku se nachazi kolem 10%-10'2
bakterii/ml (O Hara a Shanahan, 2006).

3.2.3 Bachorova mikrobiota skotu

Uvnitt bachoru skotu Zije piiblizné 10 - 10! mikroorganismii piipadajicich na 1 ml
bachorové tekutiny. Tyto mikroorganismy jsou predev§im zodpovédné za zde probihajici

fermentacni procesy. Bachorové organismy hraji také dulezitou roli v biotransformaci
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komplexnich sacharidi na jednodussi cukry (Dijkstra et al., 2005). Dalsimi dilezitymi
funkcemi probiotickych bakterii u skotu jsou prevence a boj proti zazivacim porucham
(ptedevsim prijem u hospodaiskych zvirat béhem laktace). Dale ovliviiuji predzaludkovy
metabolismus Zivin a stimuluji ¢innost piedzaludkovych mikroorganismi, které pomahaji

udrzovat zdravi, zlepSovat produktivitu a vykon (Phillips, 1985).
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3.3 Mikroorganismy osidlujici travici trakt

3.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli je v souCasnosti pravdépodobné nejznaméj§im a nejvice
prozkoumanym mikrobem (Votava a kol. 2003). Patfi do domény Bacteria, kmene
Proteobacteria, ttidy Gamaproteobacteria, fadu Enterobacteriales, ¢eledi Enterobacteriaceae
a rodu Escherichia. (Sedlac¢ek 2007). Jedna se o gramnegativni, nesporulujici fakultativné
anaerobni bakterii, kterd je obyvatelem stfev a fekalii teplokrevnych zvitat a plazi (Berg,
1996). Bakterie se naléza ve stfevni mikrobiot¢, ktera se sklada z vice nez 500 druhd bakterii.
Také je Casto pouzivana jako indikator fekalniho znecisténi vody (Savageau, 1983). Jeji
buriky jsou tvaru ty¢inek asi 2,0 um dlouhé a 0,25 — 1 pm v praméru (Kubitschek, 1990).

Zpocatku byly tyto bakterie povazovany za nepatogenni organismy. AvSak v roce
1940 byly kmeny této bakterie identifikovany ve spojeni s prijmem u déti (Bray, 1945).
Patogenni druhy E. coli miizeme roz¢lenit podle klinickych pfiznakt do nékolika kategorii. E.
coli je jednim znejCastéjSich pivodci prujmt u déti, ale také zpusobuje infekce
urogenitalniho traktu, sepsi a meningitidy nebo stfevnich — prijmovych onemocnéni (Votava
a kol., 2003).

Ve stievech se E. coli vyskytuje nejcastéji jako symbioticky organismus,
kde se ucastni syntézy nékterych vitamint (pfedevs§im vitaminu K). Tato bakterie inhibuje
svou pfitomnosti ostatni patogeny v adherenci na povrch slizni¢niho epitelu. Jejich rist

zabranuje syntézou mikrocind a kolicin (Madigan et al., 2012).

Obr. 1. Escherichia coli
www.columbiariverkeeper.org
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3.3.2 Rod Lactobacillus

Zastupci rodu Lactobacillus jsou grampozitivni bakterie, patiici mezi Firmicutes
(Reiss, 2013), které se vyskytuji bézné v prostiedi souvisejicim s potravinami jako je vino,
mléko, maso, ovoce, zelenina ¢i obiloviny a jsou ¢asto vyuzivany jako startovaci kultury
pro kvasné procesy (Zhang et al., 2011). V soucasné dobé tvoii nejvétsi skupinu bakterii
mlééného kvaseni. Tento rod ¢ita vice nez 120 druht a 20 poddruha (Kun Lee a Salminen,
2009). Navic nékteti zastupci rodu Lactobacillus jsou pfirozené spojovany S povrchem
sliznice v travicim traktu, vaginalni a ustni dutiné ¢lovéka a zvitat (Tannock, 2003). Krejsek
a kol., (2007) tvrdi, Ze bakterie rodu Lactobacillus se krom¢ stievniho traktu vyskytuji i
ve volné piirod¢ a v disledku toho jsou i ¢astou soucasti potravy. U ¢lovéka jsou dominantni
populaci Vv proximalni Casti tenkého stieva. Bylo popsano celkem asi 128 druh@ rodu
Lactobacillus, ze kterych je pouze n€kolik vyuzivano pro své probiotické vlastnosti. Opét jsou
povazovany za bezpeéné s vyjimkou Lactobacillus rhamnosus, jehoz aplikace
u imunokompromitovanych osob je nékterymi autory oznacovana za diskutabilni, na druhou
stranu vykazuje oproti jinym probiotickym kulturam lepsSich vysledku terapii mnoha

onemocnéni.

Obr. 2. Lactobacillus Casei
www.buffalobeerbiochemist.com
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3.3.3 Rod Bifidobacterium

Bifidobacterium je rod anaerobnich, gram-pozitivnich nesporulujicich bakterii,
podilejici se na vyrobé kyseliny mlécné. Bifidobakterie byly poprvé objeveny a izolovany
Z vykalu kojeného ditéte v roce 1899. Jedna se o bézné slozky domorodého mikrobialni fléry

ve stfevnim traktu ¢lovéka.

Obr. 3. Zastupce rodu Bifidobacterium
http://www.probiotic-cn.com

Co se tyce struktury bunky, zastupci rodu Bifidobacterium jsou tycinky o velikosti 0,5

- 0,8 x 2,0 - 8,0um, velmi riznorodych tvarti, obvykle mirn¢ zaktiveného az kyjovitého tvaru,

velmi cCasto ztloustlé ¢i vétvené. Jsou usporadany jednotlivé, do seskupeni ve tvaru pismena

»V“, obCas v fetizcich, palisadach nebo rizicich. Misty tyto bakterie vykazuji ztloustlé

kokovité tvary (Ventura a kol., 2004)

Nékteré kmeny rodu Bifidobacterium jsou povazovany za dulezitd probiotika
pouzivana v potravinaiském priamyslu. Rizné druhy a kmeny rodu Bifidobakterium mohou
imponovat fadou prospéSnych ucinkii na zdravi, vcetné regulace stfevni mikrobidlni
homeostdzy, inhibice patogeni a Skodlivych bakterii, které kolonizuji, pfipadné napadaji
sttevni sliznici. Déale se mohou ucastnit produkce vitamind ¢i konverze fady sloucenin
do bioaktivnich molekul (Mayo et. Sinderin, 2010). Dalsi dulezitou funkci Bifidobakterii je
produkce kyseliny octové a mlééné z fermentovanych sacharid v poméru 2:3 (Gorner a

Valik, 2004).
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3.3.4 Rod Enterococcus

Zastupci rodu Enterococcus jsou grampozitivni, nesporulujici a fakultativné anaerobni
bakterie nachazejici se v intestinalnim traktu lidi a zvifat (Burdychova, 2007). Témto
bakteriim se velice dobfe daii v prostfedi bohatém na Ziviny a malé mnozstvi kysliku, jaky
intestinalni trakt poskytuje. Avsak pfi vylouceni ze stfevnich hostiteld jsou snadno K nalezeni

i v prostiedi (Mundt, 1963).

Obr. 4. Bakterie rodu Enterococcus
www.upload.wikimedia.org

Rod Enterococcus se sklada z vice nez 40 ekologicky rozlisnych druhti (Jett et al.,
1994), vyskytuji se jako saprofyté a komenzalové traviciho Gstroji ¢loveéka a zvifat. Saprofyté
jsou organismy vyuzivajici ke svému zivotu rozkladajici se ¢asti jiného organismu, nebo jeho

vymeéskl aniz by mu tim zptisobil poskozeni. Komenzalové jsou organismy Zzijici v blizkém

vztahu K jinému organismu, aniz by mu pusobily skodu (Komprda, 2007).

3.3.5 Rod Clostridium

Clostridium, je rod ty¢inkovitych, nej¢ast&ji grampozitivnich sporulujicich bakterii, at’
uz pohyblivych ¢i nepohyblivych. Obvykle se nachazeji v pud¢, vodé a intestinalnim traktu
lidi a jinych zivo€ichti. Vétsina druhd tohoto rodu ma kulovité nebo ovalné spory, které ¢asto
roztahuji bunku. Tyto spory jsou velice odolné vysokym teplotam, procesu vysuseni,
toxickym chemikaliim a detergentim (Jay et al., 2005). Pro ¢lovéka maji vyznam jako
producenti hospodarsky vyuzitelnych metabolitt. Jen nékolik malo druht je schopno vyvolat
infekéni onemocnéni u lidi a zvifat prostfednictvim Cetnych exotoxinlii proteinové povahy
(Bednaf et. al, 1999)

Nektefi zastupci rodu Clostridium se podileji na maselném kvaseni, tedy anaerobnim

rozkladu cukri nebo kyseliny mlééné na kyselinu maselnou. Dale vznika oxid uhli¢ity a
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vodik. Mezi druhy klostridii ti¢astnicich se produkce kyseliny maselné fadime Clostridium
saccharoperbutylacetonicum, C. acetobutylicum, C. beijerinckii a C. aurantibutyricum (Jones
a Woods, 1986).

https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Clostridium
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4  Material a metody

4.1 Pokus ¢. 1 — Mikrobiologicky rozbor stolice kravy

4.1.1 Odbér vzorku a kultivace

K nasemu vyzkumu byl pouzit vzorek odebrany z cerstvych vykali kravy chované

ve stajich na pozemku CZU.
0,1 mg cerstvych vykali bylo inokulovano do pfipravenych zkumavek obsahujici
kompletni zivny bujon (Wilkins-Chalgren) pro kultivaci anaerobnich mikroorganismu a

davku Round-upu uvedenou v nasledujici tabulce:

Tabulka ¢. 5 Koncentrace glyfosatu ve vzorku (mg/mL)

Vzorek Glyphosate (mg/mL)
C 0
0 17
1 1,7
2 0,17
3 0,017
4 0,0017
5 0,00017

Nasledné byly zkumavky ponechany 24 h pii 37 °C v inkubdatoru a poté byl proveden

rozhor.
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4.1.2 Mikrobiologicky rozbor

4.1.2.1 Priprava a sloZeni kultiva¢nich médii

Zivné médium Wilkins - Chalgren bujén (Oxoid) s pfidavkem s6jového peptonu
Univerzalni tekuté péstebné prostiedi pro kultivaci celkovych poctti anaerobnich

bakterii. Hodnota pH je 7,1+ 0,2

Tabulka ¢. 6 Slozeni zivného média Chalgren bujon (Oxoid)

. Mnozstvi ve 100
Slozeni
ml
Trypton 10g
Pepton 10g
Kvasni¢ni extrakt 5¢
Pyruvat sodny 19
Menadion 0,0005g
Hemin 0,005¢g

Tabulka ¢. 7 Ptidani s6jového peptonu, cysteinu a tweenu ke 33 g Wilkins — Chalgren bujonu

., Mnozstvi ve 100
SloZeni
ml
Séjovy pepton 0,59
Cystein 0,059
Tween 0,1ml

Wilkins-Chalgren anaerobe agar (Oxoid) s piidavkem sojového peptonu a mupirocinu
(100 mg/L) a ledové kyseliny octové (1mL/L)
Zivné médium pro stanoveni rodu Bifidobacterium s pfiddnim antibiotika Mupirocinu

a ledové kyseliny octové Rada podle Rady a Petra (2000)
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Tabulka ¢. 8 Slozeni zivného média Wilkins-Chalgren anaerobe agar (Oxoid) s ptidavkem

s6jového peptonu a mupirocinu (100 mg/L) a ledové kyseliny octové (1 mL/L)

Slogeni MnozZstvi ve
100 ml
Wilkins-Chalgren agar 43¢
Séjovy pepton 0549
Cystein 0,05¢g
Tween 0,1 ml
Muciprocin 0,019
Ledova kyselina octova 0,1 ml

Rogosa agar s pridavkem ledové kyseliny octové (1,32ml/l)
Zivné médium pro kultivaci rodu Lactobacillus

Tabulka ¢. 9 Slozeni zivného média Rogosa agar s ptidavkem ledové kyseliny octové (132

mi/)

Slogeni Mnozstvi ve
100 ml
Trypton 109
Glukéza 209
Kvasni¢ni extrakt 5¢
Tween 80 1ml
Octan sodny 17 g
Citran amonny 29
Dihydrogenfosforec¢nan draselny 69
Siran hote¢naty 0,575¢
Siran manganaty 0,12 ¢
Siran zelezity 0,034 ¢
Agar 20¢

Po rozvateni pti 80-90°C upravuje pH agaru kyselinou octovou z pH 6,2 na pH 5,4.

30



Slanetz-Bartley agar

Zivné médium pro kultivaci rodu Enterococcus. Hodnota pH je 7,2 + 0,2

Tabulka ¢. 10 Slozeni zivného média Slanetz-Bartley agar

Slozeni Mnozstvi

Tryptoza 209
Kvasni¢ny extrakt 59
Glukéza 29
Hydrogenfosforec¢nan sodny 49

Azid sodny 049

Tetrazoliumchlorid 01g
Agar 109

Trypton Bile X-Glucuronide (TBX) agar
Zivné médium pro detekci a stanoveni Escherichia Coli

Tabulka ¢. 11 Slozeni zivného média Trypton Bile X-Glucuronide (TBX) agar

Slozeni Mnozstvi
Pepton z kaseinu 209
Zlugové soli 1,59
X-B-D glukuronidu 0,075¢g
Agar 15¢

Do 100 ml destilované bylo pfidano 3,66g TBX agaru a nasledné sterilovano
Vv autoklavu pii teplot¢ 121°C po dobu 15 minut. Nasledné¢ bylo médium vytemperovani

na 50°C a agar byl nalit na sterilni Petriho misky.

4.1.3 Priprava fedici Fady a fedéni vzorki

K dosazeni potiebného natfedéni vzorku vyuzivame fedici fady.
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Tabulka ¢. 12 Ptiprava tedici fady

Ptisady Mnozstvi
Trypton 45¢
Nutrient broth 45¢g
Kwvasni¢ni extrakt 2549
Tween 0,45¢
Cystein 0,225¢g

Nakultivované vzorky byly fedény decimalnim fedénim az do hodnot 10 pivodniho

poctu bakterii.

4.1.4 Inokulace Zivné pudy a kultivace

Po zaockovani byly misky zality zivnou ptidou, krouzivym pohybem promichany a

dnem vzhlru ulozeny do anaerostatu. Z anaerostatu byl odCerpan kyslik a jeho wvnitini

prostiedi nahrazeno jinymi plyny. Vzduchotésné uzaviené anaerostaty s fizenou atmosférou

byly dale ulozeny do termostatu, kde dochazi ke kultivaci pii 37°C po dobu 48 hodin. Petriho

misky uréené ke kultivaci rodu Lactobacillus, byly po zatuhnuti znovu pfelity vrstvou

zivného média k vytvotfeni mikroaerofilniho prostiedi. Nasledné byly ulozeny do termostatu

ke kultivaci.
Tabulka ¢. 13 Podminky kultivace jednotlivych roda
M. . . x . Prostiedi
Typ Zivné médium | Teplota kultivace | Cas kultivace :
kultivace
Celkové pocty Wilkins-Chalgren 37°C 48 hodin Anaerobné
anaerobe agar
e Rod . Wilkins-Chalgren 37°C 48 hodin Anaerobné
Bifidobakterium anaerobe agar
Rod Lactobacillus Rogosa agar 37°C 48 hodin Mikroaerofilng
Rod Enterococcus Slane;zg-&IIBrartley 37°C 48 hodin Aerobné¢
E. coli T.B.X. agar 37°C 24 hodin Aerobné
Koliformni T.B.X. agar 37°C 48 hodin Aerobn
bakterie
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4.1.5 Vyhodnoceni po¢tu kolonii

Pro vyhodnoceni poctu kolonii bylo vyuzito deskové metody, kdy byly vzdy dva
reprezentativni vzorky po sobé¢ nasledujicich fedéni spocitany. Ziskané data byla zapsana

do tabulky a pouzita v nasledujicim vzorecku.
P=[(P1+ P2)/11] * F (KTJ/ml)

P1,P2 — Pocet kolonii na dvou po sobé jdoucich pocitatelnych plotnach. Pokud mame jen
jedno fedéni, tak nedélime 11, ale 1.
F — Pfevracena hodnota vyssiho fedéni (10°,...)

KTJ — kolonie tvorici jednotka

Vysledné ¢islo zlogaritmujeme a ziskame pocet kolonii v 1 ml vzorku.

4.1.6 Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny v programu Statgraphics Centurion XV
(StatPoint, Warrenton, VA, USA). Byla pouZzita analyza rozptylu pfi jednoduchém tfideni

ANOVA a analyza linedrni regrese a korelace.
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4.2 Pokus €. 2 — Riistové krivky

Pro méfeni rustovych kiivek byl pouzit pfistroj McFarland denzitometr (DEN-1B),
schopny detekovat ménici se stupné zékalu (turbidity). Pro méfeni byly dodany bakterialni
kmeny rodu Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium a Escherichia coli ze sbirkovych

kultur Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, Ceské zemé&délské univerzity v Praze.

Tabulka ¢. 14 Pouzité bakteridlni kmeny a jejich ptivod

Cislo Kmen Pavod
1. Lactobacillus sp. Prase (tenské stievo)
2. Lactobacillus salivarius Kure
3. Lactobacillus sp. Kuie
4. Lactobacillus murinus Kure
5. Clostridium sp. Tele
6. Clostridium sp. Tele
7. Lactobacillus sp. Tele
8. Lactobacillus sp. Tele
9. Lactobacillus sp. Tele
10. Escherichia coli Tele
11. Escherichia coli Tele
12. Clostridium sp. Kuzle
13. Clostridium sp. Kuzle
14. Bifidobacterium sp. Tele
15. Bifidobacterium sp. Tele
16. Bifidobacterium sp. Tele
17. Bifidobacterium sp. Tele
18. Bifidobacterium sp. Kuzle
19. Bifidobacterium sp. Koza
20. Bifidobacterium sp. Koza
21. Bifidobacterium pseudolongum Tele
22. Bifidobacterium sp. Tele
23. Bifidobacterium Tele

34



4.2.1 Priprava a sloZeni kultiva¢nich médii

Tabulka ¢. 15 Koncentrace glyfosatu ve vzorku (g/L)

Vzorek Glyfosat (g/L)
C 0
1 17
2 1,7
3 0,17

Tabulka ¢. 16 Kultivacni médium Wilkins - Chalgren bujon se sojovym peptonem (W + sp)

Destilovana voda 1000 ml
Trypton 10 g
Pepton 109
Kvasni¢ni extrakt 50
Chlorid sodny 59
Pyruvat sodny 19
L - arginin 1lg
Glukosa 1lg

Haemin 0,005 ¢

Menadione 0,0005 g

Tabulka ¢. 17 Latky pfidané ke 33,0 g Wilkins - Chalgren bujonu

Soja pepton 59
L - cystein 0,59
Tween 80 1ml

4.2.2 Postup méreni

Naockované zkumavky

lazn€ o konstantni teploté 37

se vzorky o danych koncentracich byly vlozeny do vodni

°C. Po té byly vdanych casovych intervalech pravidelné

vyjimany, suSeny, aby nedochazelo ke zkreslovani namétenych vysledkll diky ulpivajicim

kapkam vody na povrchu a vkladany do piistroje McFarland Denzitometr (DEN-1B). Po

zji$téni a zapsani hodnoty na pfistroji byly zkumavky opét vkladany do vodni lazné€. Posledni

méteni prob&hlo 24 hodin po zacatku méfeni.
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4.2.3 Vypocty
Riistové krivky

Namétené hodnoty optické density pfi 600 nm byly pfevedeny na CFU/mL
vynasobenim hodnotou 3 000 000. Hodnoty CFU/mL byly pouzity na tvorbu grafii.

Specifické riistové rychlosti

Dale byla spocitana specificka rtistova rychlost (i) podle vzorecku:

1= (Inx * 100) - (Inxo* 100) / (t - to)

Kde x je vétsi namétena hodnota zlogaritmované OD bakterii, X0 je hodnota mensi. t

je doba (v hodinach), ve které byla odectena hodnota x a t0 je doba pfi odecteni hodnoty x0
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5. Vysledky

5.1 U¢inek glyfosatu na bakterie kravského vykalu

Vybrané bakteridlni druhy stfevni mikrobioty hovéziho skotu, byly kultivovany
na zivnych médiich a byl sledovan jejich rist pfi raznych koncentracich glyfosatu. Graf ¢. 1
znazornuje hodnoty CFU/mL pro rizné skupiny bakterii v zavislosti koncentraci glyfosatu.
Nejvyssi koncentrace glyfosatu ve vzorku odpovida 17 g/L a nejnizsi 0,00017 g/L. Rozpéti
hodnot log CFU/mlI je v tomto grafu 5 az 9,5.

Graf €. 1: Rist bakterii pfi riznych koncentracich glyfosatu
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Koncentrace glyfosatu

Kultivovany a nasledné¢ vyhodnoceny byly rody Lactobacillus, Enterococcus,
Escherichia coli a Bifidobacterium, dale celkové pocty bakterii, gramnegativni a koliformni
bakterie. Nariist ve vSech hodnotach koncentrace glyfosatu byl zaznamenan u vSech skupin
kromé rodu Bifidobacterium a koliformnich bakterii. Anaerobni bakterie rodu
Bifidobacterium nenarostly ani pii jedné koncentraci glyfosatu, tudiz nejsou v grafu
ani zaznamenany. Koliformni bakterienarostly pouze v hodnotach koncentrace glyfosatu 17
g/L, 1,7 g/L a v kontrolnim vzorku. Jejich hodnoty log CFU/mL vsak dosahovaly mirné
nizsich ¢isel nez hodnoty CFU/mL u ostatnich narostlych skupin.

Nejveétsi narast byl zaznamenan u rodu Enterococcus pii koncentraci glyfosatu 0,0017

g/L a dosahl 8,88 log CFU/mL. Pii této koncentraci glyfosatu byl také nejvetsi nartst u rodu
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Lactobacillus, ktery dosahl 8,49 log CFU/mL a E.coli, kde byla nejvyssi hodnota 8,78 log

SV

cvwr

celkové pocty bakterii, kde hodnota log CFU/mL klesla pod hodnotu 8.

5.1.1 Statistické vyhodnoceni

Koncentrace n  Primér Smérodatn Varia¢ni Minimum  Maximum
glyfosatu a odchylka koeficient

17°¢ 5 8,15 0,30 3,78% 7,61 8,36
1,73b 5 7,89 0,18 2,36% 7,67 8,15

0,172 5 761 0,57 7,509% 6,66 8,16
0,0172P 5 7,89 0,29 3,64% 7,6 8,23
0,0017¢ 5 851 0,32 3,82% 8,08 8,88
0,000172P 5 7,99 0,45 5,66% 7,56 8,59
Kontrola®® 5 8,01 0,28 3,56% 7,66 8,44

Tabulka ¢. 18 Vysledky kultivace kravskych stievnich bakterii na riznych koncentracich
glyfosatu. Hodnoty jednotlivych skupin bakterii byly seéteny a porovnany jednofaktorovou
analyzou rozptylu ANOVA. Horni indexy znadi statisticky vyznamné (P < 0,05) rozdily mezi

jednotlivymi skupinami.

Dale byla pomoci analyzy linearni regrese a korelace ovéfena zavislost mnozstvi
bakterii ve vzorcich na koncentraci glyfosadtu. Nebyla nalezena Zadna korelace mezi
koncentraci glyfosatu a mnozstvim bakterii ve vzorcich (P = 0,66), korela¢ni koeficient je

roven 0,20.
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5.2 Uéinek glyfosatu na &isté izolaty z travicich trakti hospodaiskych zvirat
5.2.1 Vysledky ristu jednotlivych kment bakterii

Z namé¢tfenych hodnot optické density pfi 600 nm byla data nejdiive pifepocitana
z McFarlandovy zakalové stupnice na hodnoty CFU/mL. Na zékladé hodnot CFU/mL byly
vypracovany grafy porovnavajici hodnoty bakterialnich kmeni a samostatnych Zzivocichu

Vv jednotlivych koncentracich glyfosatu.

QGraf ¢. 2: Porovnani hodnot CFU/mL u vSech kmenu bakterii

VSechny kmeny

18000000

16000000

14000000

12000000

10000000 A(17gL)
8000000 B(1.7¢L)
6000000 C(0.17gL)

4000000 Kontrola
2000000
0

CFU/ml

F X A O RN DN PN
N ~ \',P‘ n]’\ "bb‘ nﬁ\ 'Di'Q c.}\ (R qrb QQ \an q,b‘

Nejvyssi narist muzeme sledovat u kontrolniho vzorku, jehoZ nejvétsi hodnota
dosahuje pii 24 hodindch hodnoty vys$si 1,6%107 CFU/mI. Oproti tomu vzorek s nejvyssi
koncentraci glyfosatu dosahuje ve svém maximu poloviéni hodnot. Vzorky o koncentracich
glyfosatu 1,7 g/L a 0,17 g/L dosahuji nizSich hodnot nez kontrolni vzorek av$ak neni

mezi nimi statisticky vyznamny rozdil.
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Graf ¢. 3: Porovnani hodnot CFU/mL u zastupct rodu Lactobacillus
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Podobné jako u grafu ¢.2 mizeme zpozorovat nejniz$i narst vzorkli o nejvyssi
koncentraci glyfosatu. Vzorky o nizS§ich koncentracich a kontrolni vzorek narostly téméf
stejné. Jejich nejvyssi hodnoty dosahuji 1,76*10° CFU/ml, coz je o néco vice neZ

u primérnych hodnot v§ech kment.

Graf ¢. 4: Porovnani hodnot CFU/mL u zastupcti rodu Clostridium
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V grafu €. 4 byl opét zaznamenan znatelné nizky ndrast bakterii pfi koncentraci
glyfosatu 17g/L. Nejvyssi zaznamenana hodnota u této koncentrace ¢inila 6,6%10% CFU/m.
Nartiist u této koncentrace je znatelné nizs§i nez v predchozich dvou grafech. Oproti tomu
dosahuji az 1,91*10" CFU/ml, coz je zatim nejvy$§i primérmd hodnota, ktera byla
zaznamenana. Na rozdil od pfedchozich grafii se vSemi kmeny a laktobacily ma vzorek
s koncentraci glyfosatu 1,7g/L mirnéjsi vzestup rustu nez u vzorku s koncentraci glyfosatu

0,17g/L a kontrolniho vzorku.

Graf ¢. 5: Porovnani hodnot CFU/mL u zastupct rodu Escherichia coli
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V grafu ¢. 5 opét narostl kontrolni vzorek nejvice, av§ak oproti pfedchozim bakteriim
hodnoty CFU/ml kontrolniho vzorku dosahuji niZ§ich hodnot. Nértst zaznamenany po 24
hodinach byl u kontrolniho vzorku 1,34*10” CFU/ml a u vzorku s koncentraci glyfosatu
0,17g/L 1,28*10" CFU/mI. Vzorek s koncentraci glyfosatu 1,7 g/L jiz tolik nenarostl a jeho
nejvyssi hodnota jen mirné piesahuje 1*10” CFU/ml. Nejméné opét vyrostl vzorek s vysokou

koncentraci glyfosatu.
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Graf ¢. 6: Porovnani hodnot CFU/mL u zastupct rodu Bifidobacterium
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Z grafu ¢.6 muzeme u vzorkl bifidobakterii s koncentraci 0,17 g/L, 1,7 g/L a
kontrolniho vzorku zpozorovat oproti pfedchozim grafim prudky néstup ristu az po 4.
hodiné. Vzorky o téchto tfech koncentracich glyfosatu vyrostly do podobnych hodnot, které
se pohybuji vrozmezi 1,5*10" — 1,7%10° CFU/ml. Nejvice koncentrovany vzorek narostl
nejméné a jeho nejvyssi hodnota CFU/ml mirné piesahuje hranici 8*10°. Nartst bakterii

pfi této koncentraci glyfosatu zacal prudce stoupat mezi 10. a 24. hodinou méfeni.
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5.2.2 VysledKky riistu bakterii u jednotlivych zviirat

Na nasledujicich grafech budou zndzornény rastové kiivky stfevnich bakterii
U jednotlivych zvitat, zjejichz vykali byly vzorky izolovany. Dané grafy znazornuji
primémé hodnoty CFU/ml zastupcti vZzdy jednoho druhu. Plvod a rozclenéni jednotlivych

bakterialnich kment viz Tabulka ¢. 15.

Graf ¢. 7: Rustové kiivky stievnich bakterii telete
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U stfevnich bakterii telete dosdhly nejvySsSich hodnot CFU/ml bakterie kontrolniho
vzorku a vzorku s nejmensi koncentraci glyfosatu. Kiivky téchto dvou koncentraci jsou zcela
totoZzné, avSak v konecné fazi ristu dosahl kontrolni vzorek mirné vysSich hodnot. Nejvyssi
dosahujici hodnota CFU/ml u &istého vzorku je 1,67*107 a u vzorku o koncentraci glyfosatu
0,17 g/L 1,60*10°. U vzorku o koncentraci 1,7 g/L byl nariist mensi, avSak jeho nejvyssi
hodnota je 1,42*10" CFU/ml. Nejméné& narostly bakterie ve vzorku o nejvyssi koncentraci
glyfosatu. Kfivka na Grafu ¢. 6 naznacuje, Ze jejich mirny rust zapocal az na 4. hodiné

méfeni.
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Graf ¢. 7: Rustové kiivky stfevnich bakterii u kura
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U stfevnich bakterii kura bylo dosazeno vysokych hodnot CFU/ml u vSech
koncentraci. Kontrolni vzorek a vzorky o koncentracich glyfosatu 0,17 g/L a 1,7 g/L narostly
nejvice a jejich maxima se pohybuji mezi 1,86*10° a 1,87*10° CFU/ml. Vzorek
0 koncentraci glyfosatu 17 g/L ze zacatku kultivace prudce narostl a po 6. hodiné¢ se jeho

nariist zastavil a hodnota CFU/ml stagnovala na hodnot¢ 1,2 *107.

Graf ¢. 8: Ristové kiivky sttevnich bakterii kiizlete
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Z Grafu €. 8, znazornujici rastové kiivky stfevnich bakterii kiizlete mizeme nejvyssi
nariist u vzorkll s koncentraci glyfosatu 0,17 g/L a kontrolniho vzorku. Nejvyssi hodnoty
téchto dvou vzorkd vzorkd pfesahuji 1,78*10° CFU/ml. Ki¥ivka vzorku o koncentraci
glyfosatu 1,7 g/L pii zacatku kultivace s pfedchozimi dvéma vzorky uzce koreluje, avSak
po 7. hoding kultivace se rist mirn€ zpomaluje a maximalni hodnota CFU/ml je nizsi. Vzorek
s nejvyssi koncentraci zdaleka tolik nenarostl a jeho maximalni hodnota CFU/ml dosahla
1*10.

5.2.3 Statistické vyhodnoceni ristovych kiivek

Tabulka ¢. 19 Popisna tabulka srovnani primérQ vSech bakterii a jejich citlivosti na rizné
koncentrace glyfosatu. Horni indexy u hodnot primérnych specifickych rustovych rychlosti

znadi statisticky vyznamné rozdily (P < 0,01).

Vzorek  Koncentrace n  Specificka Smérodatna  Variacni ~ Minimum Maximum

glyfosatu riistovd odchylka  koeficient
(g/L) rychlost
Priimér
A 17 23 0,172 0,12 70,26% 0,01 0,47
B 1,7 23 0,290 0,10 38,07% 0,02 0,49
C 0,17 23 0,31P 0,11 36,73% 0,07 0,53
Kontrola 0 23 0,29 0,10 34,15% 0,08 0,48

Tabulka ¢. 20 Statistické vyhodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (P < 0,01).

Vzorek Koncentrace Homogenn Prumeéry a
glyfosatu i skupiny  smérodatna

(g/L) odchylka.
A 17 X 0,17 +0,12
B 1,7 X 0,29+0,10
Kontrola 0 X 0,31+0,11
C 0,17 X 0,29+0,10
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Obr. 6. Krabicovy diagram vyznacujici specifickou ristovou rychlost pfi danych

koncentracich glyfosatu.
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Podle vyhodnoceni linearni regrese a korelace zde byla zjisténa korelace mezi
koncentraci glyfosatu a specifickou ristovou rychlosti bakterii (P < 0,01). Korela¢ni

koeficient je roven — 0,99, jde tedy o silnou zavislost. Hodnoty specifické rustové rychlosti

jsou tedy nepfimo umérné koncentraci glyfosatu.

5.2.3.1 Vyhodnoceni pro jednotlivé rody

Tabulka ¢. 21 Popisna tabulka srovnani jednotlivych rodt bakterii a jejich citlivosti na rizné

koncentrace glyfosatu. Horni indexy u hodnot primérnych specifickych riistovych rychlosti

znadi statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).

Zastupce

Bifidobakterie
Bifidobakterie
Bifidobakterie
Bifidobakterie
Klostridie

Klostridie

Koncentrac
e glyfosatu
(g/L)

17
1,7

0,17

17

1,7

n

10

10

10

10

4

4

Specificka
rustovd
rychlost
Primeér

0,092
0,23bc
0,25b,c,d,e
0,24b.cd
0,15ab

0,364¢
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Smerodatna

odchylka

0,06
0,12
0,10
0,10
0,09

0,09

Variacni
koeficient
60,38%
50,29%
40,78%
42,08%
59,39%

25,51%

Min.

0,01
0,02
0,07
0,08
0,07

0,28

Max.

0,17
0,36
0,35
0,42
0,25

0,48



Klostridie
Klostridie
Laktobacily
Laktobacily
Laktobacily

Laktobacily

Tabulka ¢. 22 Statistické vyhodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (P < 0,05).

0,17

17
1,7

0,17

Vzorek Koncentrace

glyfosatu
(9/L)
Bif A 17
CIA 17
Bif B 1,7
Bif 0
Kont
Bif C 0,17
Lb A 17
Lb 0
Kont
Lb B 1,7
Lb C 0,17
ClB 1,7
Cl 0
Kont
ClIC 0,17

Homogenni

skupiny

X

XX
XX
XXX

XXXX
XXXX
XXXX

XXX
XX
XXX

0,39"
0,38"
0,29¢de!
0,340
0,34¢f

0'320,d,e,f

Primery a
smeérodatna
odchylka
0,09 + 0,06
0,15+ 0,09
0,23+0,12
0,24+ 0,10

0,25+0,10
0,25+0,12
0,32 +0,09

0,34+ 0,08
0,34 +£0,11
0,36 + 0,09
0,38 £ 0,07

0,38+ 0,11
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Obr. 7. Krabicovy diagram vyznacujici specifickou ristovou rychlost pifi danych

koncentracich glyfosatu u jednotlivych rodu.
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Tabulka ¢. 23 Popisna tabulka srovnani jednotlivych druhti zvitat a jejich citlivosti na rizné
koncentrace glyfosatu. Horni indexy u hodnot primérnych specifickych ristovych rychlosti

znaci statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).

Vzorek C n Specificka  Smérodatna ~ Variacni  Minimum  Maximu
glyfosdtu ristovd odchylka koeficient m

(g/L) rychlost

Primeér
Koza 17 5 0,162P 0,07 43,70% 0,07 0,26
Koza 1,7 5 0,30¢d 0,13 43,26% 0,17 0,49
Koza 0,17 5 0,33¢d 0,14 44,18% 0,18 0,53
Koza 0 5 0,28°¢ 0,07 26,86% 0,20 0,36
Kur 17 3 0,37¢d 0,08 22,73% 0,31 0,47
Kur 1,7 3 0,36¢ 0,05 14,67% 0,32 0,41
Kur 0,17 3 0,43¢ 0,06 13,10% 0,38 0,49
Kur 0 3 0,37¢d 0,02 6,71% 0,34 0,39
Skot 17 14 0,112 0,08 69,21% 0,01 0,32
Skot 1,7 14 0,26b¢ 0,11 42,12% 0,02 0,43
Skot 0,17 14 0,28° 0,09 34,49% 0,07 0,41
Skot 0 14 0,28° 0,12 41,01% 0,09 0,47
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Tabulka ¢. 24 Statistické vyhodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (P < 0,05).

Vzorek Koncentrace Homogenni  Priimeéry a
glyfosatu skupiny smérodatnad
(g/L) odchylka.
Skot 17 X 0,11+0,8
Koza 17 XX 0,16 £ 0,07
Skot 1,7 XX 0,26 £0,11
Koza 0 XX 0,28 £ 0,07
Skot 0,17 X 0,28 £ 0,09
Skot 0 X 0,28+0,12
Koza 1,7 XX 0,30+0,13
Koza 0,17 XX 0,33+0,14
Kur 1,7 XX 0,36 £ 0,05
Kur 0 XX 0,37 £0,02
Kur 17 XX 0,37+ 0,08
Kur 0,17 X 0,43 +£0,06

Obr. 8. Diagram s 95% intervaly spolehlivosti porovnavajici specifickou rstovou rychlost
Vv zavislosti na koncentraci glyfosatu u jednotlivych Zivocichil.
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6. Diskuze

V prvnim pokusu byly vybrané bakteridlni rody kultivovany na Zzivnych médiich
asledovan jejich rust pfi péti ruznych koncentracich glyfosatu. Hodnoty koncentrace
glyfosatu ve vzorku byly od nejvyssi 17 g/L. desetindsobné fedény az na 0,00017 g/L.
Na zéklad¢ Grafu €. 1 a statistického vyhodnoceni tohoto pokusu lze usoudit, Ze v danych
koncentracich glyfosatu se vysledky nijak extrémné nevymykaji kontrolnimu vzorku. Narast
ve vSech hodnotach koncentrace glyfosatu byl vSak zaznamenan u vétSiny rodu. Pouze
koliformni bakterie narostly jen v kontrolnim vzorku a vzorku s koncentraci glyfosatu
1,7g/L. Rod Bifidobacterium nenarostl vibec, tudiz nebyl ani zaznamenan v grafu.

Pravdépodobné nebyl ve vzorku obsazen v detekovaném mnozstvi.

V druhém pokusu jsme se zabyvali méfenim specifickych rastovych rychlosti bakterii
izolovanych z traviciho traktu hospodaiskych zvifat. Nejdiive byla stanovena suma CFU/ml
vSech kmenl bakterii, kdy nejvice narostl kontrolni vzorek, jehoZz nejvy$si hodnota
dosahovala 1,69*10” CFU/mI. Suma ndriistu vzorkii 0 nejnizsi koncentraci glyfosatu se od
kontrolnich téméf nelisila Oproti tomu vzorky o nejvyssi koncentraci glyfosatu dosahovaly ve
svém maximu polovi¢nich hodnot. Je tedy ziejmé, Ze pii koncentraci glyfosatu ve vzorku
0,17 g/l nema v tomto pokusu glyfosat vliv na rist stfevnich bakterii naopak pii koncentraci

17 g/L ma glyfosat na jejich riist inhibi¢ni ucinky.

Co se tyce specifickych rastovych rychlosti, nejvyssich hodnot dosahly klostridie.
Bylo tomu tak ve vzorku o nejniz$i koncentraci glyfosatu 0,39 + 0,11 a v kontrolnim vzorku
0,38 + 0,07. Po nich nasledovaly laktobacily ve vSech ¢tyfech koncentracich glyfosatu se

specifickymi rtistovymi rychlostmi v rozmezi 0,25 + 0,12 az 0,34 + 0,11. Nejnizsi specifické

Sv v

cvwr

specifickymi rastovymi rychlostmi se objevil vzorek klostridii s hodnotou 0,15 + 0,09
a s koncentraci glyfosatu 17 g/L. MizZeme tedy u klostridii zpozorovat zvySenou citlivost na
glyfosat az piti vyssi koncentraci glyfosatu. U zvifat dosahuje nejvyssi specifické rychlosti
vzorek bakterii z kura pfi koncentraci glyfosatu 0,17 g/L tésn¢ nasledovany Cistym vzorkem.

v

specifické ristové rychlosti 0,11 + 0,8 dosahl vzorek skotu o koncentraci glyfosatu 17 g/L.
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Nelze z tabulky vy¢ist, u kterého zviiete byla specificka rustova rychlost nejmensi. Hodnoty

se u koz a skotu sttidaji.

v

viuci glyfosatu laktobacily. Diky pomérné vysokym a vyrovnanym hodnotdm CFU/ml Ize
pokladat laktobacily za nejodolnéjsi bakterie vici glyfosatu v tomto méfeni. U klostridii byla
zaznamenana nejvyssi naméfena hodnota CFU/ml, ktera dosahovala 1,91*107 v kontrolnim
vzorku a témé&f totozna hodnota ve vzorku s nejnizsi koncentraci, avSak vzorek o koncentraci
glyfosatu 17 g/L vykazoval vysokou citlivost a nedoséhl ani tfetinovych hodnot CFU/ml
ptedchozich vzorkl. Toto tvrzeni ndm potvrzuje i statistické vyhodnoceni pomoci analyzy
rozptylu, kdy klostridie v nizkych koncentracich vykazuji nejnizsi citlivost vici glyfosatu
ze vSech bakterii, avSak pfi koncentraci 17 g/L je jejich citlivost velmi vysoka. Oproti tomu
laktobacily pfi nejvyssi koncentraci glyfosadtu ve vzorku maji vici nému citlivost znatelné

vys$si a vV analyze rozptylu vykazuji stalejsi charakter.

Shehata et al. (2012) ve své studii tvrdi, ze glyfosat inhibuje rust rodu Lactobacillus
spp. pfi koncentraci 0,6 mg/ml a zptisobuje morfologické zmény zahrnujici otoky a vlnitost
bunééné stény. V nasem pokusu jsme inhibici rastu laktobacili vtomto rozmezi
nezaznamenali. Naopak laktobacily nevykazovaly znatelnou citlivost vici glyfosatu ani
pfinejvyssi koncentraci. Hodnota 0,6 mg/mL tedy 0,6 g/L neodpovida vysledkiim naseho

méfeni.

Shehata et al.(2012) dale tvrdi, Ze bifidobakterie vykazuji vysokou citlivost
na glyfosat, ktery narusuje stfevni mikrobiotu. Z vysledkli naseho pokusu nemizeme potvrdit
jimi zmifiovanou vysokou citlivost, protoZze hodnoty méteni CFU/ml u bifidobakterii vykazuji
snizeni pouze u nejvyssi koncentrace glyfosatu 17 g/L. U ostatnich koncentraci se vzorky

statisticky vyznamné nelisi.

U zvitecich rustovych kiivek vykazuje nejvysSich hodnot CFU/ml vzorek kufete.
V kontrolnim vzorku a vzorcich o koncentracich glyfosatu 1,7 g/L a 0,17 g/L neni patrna
inhibice rastu bakterii. Vzorek s nejvyssi koncentraci vSak inhibovan byl, ale celkové nam
bakterie z traviciho traktu kufete vykazuji nejnizsi citlivost vici glyfosatu coz jednoznacné
potvrzuje i jednofaktorovd analyza rozptylu. Naopak nejvyssi citlivost vykazuji bakterie

skotu. I tam ale pozorujeme zvySenou citlivost jen u nejvySsi koncentrace. U ostatnich
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koncentraci jiz jsou rozdily statisticky nevyznamné. U bakterii izolovanych z traviciho traktu
koz neni prokazatelné patrny vztah mezi koncentraci glyfosatu a specifickou rlstovou

rychlosti bakteridlnich kmend.

Glyfosat je specifickym inhibitorem enzymu EPSPS, ktery je nezbytnou soucasti
biosyntézy danych aromatickych aminokyselin a jeho zablokovani vede k naruseni tvorby
bilkovin (Schuette, 1998). Vzhledem k tomu, Ze travici trakt je nika bohata na mnoho zdroju
zivin, nehraje ziejm¢ glyfosat podstatnou roli v naruSovani bakteridlni populace

hospodatskych zvirat.
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7. Zavér

V této praci byl testovan vliv aéinné latky glyfosatu v raznych koncentracich
na stievni bakterie zivocichii, izolované z jejich vykala a na Cerstvy vzorek kravského vykalu.
Vysledky této prace nam ukazuji, Zze v urCitych koncentracich ma glyfosat inhibicni vliv
narast stfevni mikrobioty. V naSem méfeni je to nejcastéji pouze ta nejvyssi hodnota
koncentrace glyfosatu, 17 g/L, v jejiz pritomnosti je bakteridlni rast v nékterych piipadech i
nekolikanasobné inhibovan. Vysledky naSeho vyzkumu z velké ¢asti spliiuji hypotézu danou
v uvodu této prace, avSak ne zcela.

Vzhledem k tomu, ze pokud byly mikroorganismy na glyfosat citlivé, tak pouze
na jeho nejvyssi koncentraci. Aby vSak bylo dosazeno piesnych hodnot, pii jaké koncentraci
glyfosatu nastava inhibice danych druhd stfevnich bakterii, muselo by byt pouzito mnohem

Sirsi mnozstvi bakterialnich kultur i vicero koncentraci glyfosatu.
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9. Samostatné prilohy

Tabulka ¢. 25 Log CFU/ml u jednotlivych vzorku stievnich bakterii (¢ast 1.)

1Lb-A Prase | 608 626 638 648 657 670 68 704 715 7,16 717 7,16 6,99
Lb-B  Prase | 6,38 6,26 642 659 6,69 687 7,00 724 7,26 7,27 727 726 713
Lb-C  Prase | 6,32 655 674 687 69 7,09 7,9 726 7,28 7,28 727 727 1715
Lb-0  Prase | 643 668 684 697 705 716 724 727 727 127 127 126 17,15
2Lb-A Kufe | 602 615 621 630 643 656 673 708 7,09 7,08 7,10 7,05 7,08
Lb-B  Kufe | 6,15 6,33 655 6,71 6,89 7,07 7,9 721 7,22 7,22 723 723 726
Lb-C  Kufe | 597 6,26 650 6,65 685 7,06 7,19 721 724 724 725 7125 727
Lb-0  Kufe |591 603 641 658 675 698 7,14 7,9 722 723 724 724 727
3Lb-A Kuie | 615 628 632 641 649 665 68l 711 7,00 7,00 7,11 7,08 7,06
Lb-B  Kufe | 6,18 642 664 681 696 7,00 7,20 7,22 723 724 725 7124 727
Lb-C  Kufe | 6,07 6,33 655 671 685 7,04 7,18 722 7,23 7,25 725 725 725
Lb-0  Kufe | 608 630 647 662 678 7,00 713 723 724 725 725 725 7,27
4Llb-A Kufe | 612 622 623 632 642 657 673 7,09 7,08 7,08 7,07 699 7,02
Lb-B  Kufe | 611 6,24 645 6,62 678 701 7,15 718 7,21 7,22 723 723 723
Lb-C  Kufe | 595 6,14 626 641 657 683 7,01 720 722 722 724 725 7,29
Lb-0  Kuie | 602 628 647 663 68L 698 7,13 7,20 721 720 724 724 7,27
5CI-A Tele [612 619 614 618 619 616 618 620 618 620 617 6,19 6,11
Cl-B  Tele |622 645 6,67 680 69 706 713 721 721 721 718 712 6,69
Cl-C  Tele | 618 651 681 698 7,0 722 724 730 7,28 728 727 726 711
Cl-0  Tele | 628 662 68 705 7,14 722 724 729 7,30 7,30 7,29 727 711
6CI-A Tele | 613 621 623 62 625 629 630 639 636 641 645 645 625
Cl-B  Tele | 640 676 7,01 713 718 722 725 728 728 728 728 729 729
Cl-C  Tele | 647 694 715 721 725 727 729 730 7,30 7,30 730 7,29 7,30
Cl-0  Tele | 635 683 711 719 724 727 729 731 731 731 729 730 731
7Lb-A Tele [603 612 612 620 630 648 671 708 7,8 7,8 7,18 7,17 7,13
Lb-B  Tele |594 613 633 655 6,76 7,03 7,21 725 725 724 724 7124 727
Lb-C  Tele |598 615 633 655 681 706 7,22 726 726 725 7,25 7,24 727
Lb-0  Tele [594 610 626 645 670 7,00 719 7,27 726 726 725 725 7,29
8Lb-A Tele [600 605 602 606 597 603 59 600 600 603 597 626 7,10
Lb-B  Tele |598 595 592 592 591 594 592 595 595 600 615 681 7,23
Lb-C  Tele | 610 602 592 607 591 597 594 603 58 600 618 688 7,27
Lb-0  Tele |612 606 594 598 598 597 602 597 602 614 623 687 7724
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Tabulka ¢. 26 Log CFU/ml u jednotlivych vzorki stifevnich bakterii (¢ast 2.)

9Lb-A Tele | 602 603 597 59 607 612 618 642 660 664 651 691 7,00
Lb-B  Tele |605 623 636 653 664 679 692 711 715 7,22 7,21 7,23 7,21
Lb-C  Tele |605 617 635 650 664 678 692 7,12 7,16 7,22 7,23 7,22 7,22
Lb-0  Tele | 613 624 639 654 6,66 680 694 7,12 7,06 720 722 7,22 7,20
10.Ec-A Tele | 603 623 626 629 624 628 637 639 641 639 640 645 645
Ec-B  Tele |626 653 663 668 674 679 685 692 694 694 693 694 696
Ec-C  Tele | 632 6,63 676 68 695 699 7,05 7,04 7,04 7,04 7,05 7,05 7,07
Ec-0 Tele | 648 673 68 695 699 7,03 7,05 7,06 7,07 7,06 7,07 7,07 7,10
11.Ec-A Tele [608 623 631 639 643 649 649 654 658 659 658 659 6,64
Ec-B  Tele 633 666 68 68 691 695 699 700 700 7,01 7,01 7,02 703
Ec-C  Tele 635 675 694 702 706 709 7,0 712 712 7,12 7,13 7,2 714
Ec-0 Tele | 652 685 701 705 709 710 7,10 7,12 7,13 714 714 714 715
12.Bif-A Kizle | 614 6,18 6,20 618 627 632 637 653 661 666 669 697 692
Bif-B  Kizle | 617 642 664 68 697 7,12 7,6 721 7,18 7,18 7,18 7,18 7,17
Bif-C  Kizle | 615 643 6,66 68 702 7,16 7,20 721 721 723 7,19 7,20 7,22
Bif-0 Kizle [ 614 639 660 680 697 712 720 724 723 7,23 7,22 725 723
13Bif-A Kizle | 6,17 635 647 660 665 676 692 7,02 7,05 7,06 7,07 7,0 7,07
Bif-B  Kizle | 638 685 7,08 717 722 725 7,25 727 727 7,26 7,25 7,26 728
Bif-C  Kazle | 635 686 7,10 7,19 721 726 7,26 727 726 7,25 7,26 7,29 7,28
Bif-0 Kizle [ 651 697 7,19 720 721 7,26 726 726 7,25 7,24 7,33 727 729
14.Bif-A Tele [610 612 612 612 622 621 632 648 660 664 670 6,79 694
Bif-B  Tele | 607 613 624 631 639 657 676 686 693 696 7,06 7,07 7,15
Bif-C  Tele | 597 610 621 623 635 647 676 68 696 7,01 7,09 7,11 7,21
Bif-0 Tele [614 624 631 641 653 668 678 695 7,00 7,03 7,09 711 722
15Bif-A Tele |612 617 608 607 612 616 618 628 644 651 6,67 692 7,08
Bif-B  Tele | 605 614 611 623 626 642 660 695 7,14 7,26 7,28 7,29 7,31
Bif-C  Tele |595 606 614 617 624 641 659 696 7,16 7,27 7,28 7,30 7,31
Bif-0 Tele [608 614 619 623 630 644 663 7,00 7,18 7,27 7,28 7,26 7,30
16.Bif-A Tele | 6,07 607 606 610 610 598 611 6,10 613 607 616 6,15 6,39
Bif-B  Tele |613 626 632 641 651 664 684 708 7,18 7,20 7,20 7,24 723
Bif-C  Tele |607 624 629 638 648 665 687 711 720 7,22 7,20 7,20 7,25
Bif-0 Tele [610 622 633 643 656 670 692 7,15 721 7,21 7,21 7,20 725
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Tabulka ¢. 27 Log CFU/ml u jednotlivych vzorki stievnich bakterii (¢ast 3.)

17.Bif-A  Tele | 562 5,73 556 571 571 562 576 582 588 580 580 595 6,27
Bif-B Tele | 6,01 578 578 580 584 584 6,02 6,23 648 6,67 7,00 7,23 7,24
Bif-C Tele | 586 588 586 576 584 6,00 612 637 6,64 692 7,18 7,24 727
Bif -0 Tele | 5,76 576 5,73 573 578 586 576 630 660 687 7,14 725 727
18'2“ "~ Kuzle | 6,05 548 6,00 6,06 595 601 6,08 602 606 609 615 6,26 6,45
Bif-B  Kuzle | 595 595 594 594 6,00 602 6,18 6,35 648 6,60 6,76 6,93 7,08
Bif-C Kuzle | 595 6,00 6,03 609 6,16 6,18 6,47 6,73 693 7,02 7,12 713 7,17
Bif-0 Kuzle | 6,09 6,15 6,18 6,23 641 650 669 692 7,03 706 7,09 714 713
19'2” ~ Kuzle | 6,05 6,06 6,05 606 617 6,18 6,28 641 656 6,62 6,70 691 7,08
Bif-B  Kuzle | 6,06 610 6,20 6,33 645 661 685 7,12 725 725 725 7,26 731
Bif-C Kuzle | 595 598 6,08 6,18 6,30 645 6,76 7,05 7,22 727 728 7,27 731
Bif-0  Kuzle | 6,08 6,18 6,28 6,38 653 6,66 694 714 725 730 7,27 7,27 7,30

20.Bif -A  Kuzle | 6,08 6,12 6,10 6,07 6,02 612 6,10 6,18 6,23 6,35 6,44 6,72 7,18
Bif-B  Kuzle | 6,18 6,19 6,18 6,17 6,20 6,32 642 6,68 694 7,10 7,25 7,27 7,27
Bif-C Kuzle | 6,00 6,03 6,05 606 611 621 632 6,57 689 7,08 725 7,28 7,27
Bif-0 Kuzle | 6,12 6,18 6,19 6,23 6,26 6,34 648 6,70 697 7,12 7,23 7,26 722

21.Bif-A Tele | 6,00 6,00 588 586 580 576 576 589 582 584 580 589 6,02
Bif-B Tele | 597 597 582 582 576 578 584 571 586 584 588 589 6,23
Bif-C Tele | 595 595 586 584 600 589 580 580 595 589 582 595 6,73
Bif - 0 Tele | 601 595 591 589 588 588 592 586 594 597 589 595 7,10

22.Bif-A Tele | 610 6,00 598 6,01 597 597 6,05 6,05 6,02 6,00 6,00 615 7,04
Bif-B Tele | 6,00 597 589 588 591 591 589 597 6,06 603 6,06 632 7,08
Bif - C Tele | 6,02 584 584 584 584 576 586 592 584 6,05 6,13 6,60 7,13
Bif -0 Tele | 6,06 6,00 594 6,08 598 598 6,02 6,05 6,00 600 611 656 7,18

23.Bif-A Tele | 612 6,15 6,22 6,26 6,35 6,36 644 6,57 6,70 683 690 6,96 7,13
Bif-B Tele | 6,11 6,18 6,31 652 666 6,72 695 712 720 726 7,29 7,30 7,32
Bif - C Tele | 595 6,06 6,28 646 659 6,71 694 711 7,19 726 7,29 7,30 7,32
Bif -0 Tele | 6,14 632 650 6,70 682 69 7,06 715 721 728 7,30 7,31 7,32
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