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1. UVOD

Uvedeni antibiotik na trh bylo rozhodn¢ jednim z nejvétsich milniki mediciny dvacéatého
stoleti. Diky antibiotikim se primérna délka zivota zvysila o 23 let a nékteré nemoci, které
byly dfive smrtelné, bylo mozné pomérné jednoduse vylécit (Hutchings et al. 2019). Brzy se
vsak zjistilo, ze 1 tento ,,zdzracny* 1ék ma sva omezeni. Bakterie, proti kterym antibiotika
pusobi, se na ptitomnost 1éku mohou adaptovat a vznika tak antibioticka rezistence (Fleming

1945).

Antibioticka rezistence ma geneticky zadklad a je kodovana specifickymi geny.
K vytvofeni genu antibiotické rezistence dochazi pii styku bakterie s antibiotikem. Pokud je
vsak gen rezistence pro bakterii evolu¢ni vyhodou, tento gen je spolu s dalSim genetickym
materidlem preddvan do dalSich generaci. Bakterie maji zaroven schopnost horizontalniho
ptenosu, a tak mohou byt geny rezistence, pomoci mobilnich genetickych elementt, predavany

mezi riznymi druhy bakterii (Barker 1999).

Geny antibiotické rezistence se tak mohou u bakterii vyskytovat i bez predchoziho
kontaktu bakterie s antibiotikem (Barlow 2009). Rezistentni bakterie vyznamné omezuji
efektivitu 1écby a nemoci, které byly donedavna 1é€itelné, se znovu stdvaji smrtelné. V disledku
infekci zpsobenych rezistentnimi bakteriemi roéné€ v Evropské unii zemie 33 000 lidi (OECD

2022).

Mista s nejvétsim vyskytem rezistentnich bakterii, oznafované jako rezervoary
antibiotické rezistence, jsou piedevS§im nemocnice a odpadni vody, ale také prostiedi
velkochovil hospodatskych zvirat (Bueno et al. 2018). Ve velkochovech se antibiotika od jejich
objeveni pouzivala k prevenci onemocnéni a také jako stimulatory ristu (Dibner a Richards
2005). I ptesto, ze tyto praktiky byly v Evropské unii zakazany pied témét dvaceti lety (v roce
2006), velkochovy dodnes piedstavuji velky rezervoar genli antibiotické rezistence (Florez-

Cuadrado et al. 2018).

Jelikoz antibiotika neptlisobi cilené pouze na patogenni bakterie, geny antibiotické
rezistence jsou dilezité 1 pro bakterie komenzalni (Marshall et al. 2009). Komenzalni bakterie
tak predstavuji obrovsky rezervodr, protoze naptiklad ve stfevni mikroflofe slepic se vyskytuje

az 10'° bakterii na gram traveniny (Juricova et al. 2021).

Diplomovéa prace navazuje na bakalarskou praci autorky s nazvem Strrevni mikroflora

kurat. Prvni kapitola teoretické €asti je vénovana tématu sttevni mikroflory, jejimu vyznamu a



slozeni. Dalsi kapitoly se vénuji antibiotikiim a jejich vyuziti ve veterinarni medicing, a dale

také problému antibiotické rezistence a metodam jeji detekce.

Cilem praktické casti je detekce vybranych genti antibiotické rezistence ve vzorcich sttevni
mikroflory slepic pomoci real-time PCR. Dale se prace zabyva popisem slozeni konkrétnich
vzorkl stievni mikroflory slepic. Vysledky obou experimenti jsou proti sobé vyneseny
v korela¢ni analyze, pomoci které je mozné predpovédet bakteridlni Celedé, jez jsou potencialné

vyznamnymi nositeli genti antibiotické rezistence.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Strevni mikroflora

Zdrava stfevni mikroflora plni pro hostitele mnoho dilezitych funkci. Napomaha traveni,
stimuluje vyvoj stfevnich tkdni a velmi vyznamné se podili na zdravi a odolnosti jedince
(Jandhyala 2015). Zdrava populace komenzalnich bakterii ve stfevé funguje na principu
kompetitivni exkluze, kdy zdrava populace znemozni kolonizaci stieva cizimi druhy bakterii,

které mohou byt i patogenni (Nurmi et al. 1992).

Slozeni stievni mikrofléry bylo dlouho popisovano jen pomoci kultiva¢nich metod, které
pro tuto oblast zkoumani nejsou dostatecné. Stieva obyva mnoho anaerobnich bakterii, které
bézné kultivovat nelze (Gong et al. 2002a; Jandhyala 2015). V dnedni dob&é miZeme celkové
slozeni mikrofléry popsat diky celogenomovému sekvenovani. Tato metoda umoznila
detailngjsi pochopeni slozeni mikroflory a jejiho vlivu na zdravi jedince (Gong et al. 2002a;

Ghanbari et al. 2015).

Zakladni slozeni stfevni mikroflory je u vSech vSezravych teplokrevnych zvitat, véetné
¢loveka, velmi podobné. Podobnost Ize ale pozorovat pouze na trovni kment. Zakladni slozeni
mikrofléry tvofi kmeny Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria a Actinobacteria
(Pushpanathan et al. 2019; Crespo-Piazuelo et al. 2018; Kubasova et al. 2019). Druhové sloZeni
je vSak velmi rozdilné, naptiklad Faecalibacterium nalézané u kufat mé s lidskym
Faecalibacterium prausnitzii, na zaklad¢ sekvenace 16S rRNA pouze 96-97% podobnost

(Rychlik 2020).

Riizné oblasti stiev obsahuji rizné mnozstvi a také druhové zastoupeni mikroorganismi
(Obrazek 1) (Glendinning et al. 2019). V ramci zkoumani stfevni mikroflory slepic je objektem
z4jmu predevsim slepé stievo, jelikoZ se zde vyskytuje nejvétsi podet (az 10'° bakterii na gram
traveniny) a také nejvice riznych druht mikrobt (kolem 700 druhil) z celého traviciho traktu

(Sergeant et al. 2014).
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% celkové mikrofléry

vole Zaludek tenké stievo cékum tlusté stievo

Obrazek 1 Slozeni mikrofléry traviciho traktu dospélé slepice

Jsou popsany pouze nejzastoupenéj§i rody. 1 — Lactobacillus, 2 — Veillonella, 3- Gallibacterium,
4 — Campylobacter, 5 — unclassified Lachnospiraceae, 6 — Bacteriodes, 7 — Faecalibacterium, 8 — Megamonas,
9 — Olsenella, 10 — Phascolarctobacterium, 11 — Prevotella, 12 — Blautia, 13 — Pseudoflavonifractor,
14 — Barnesiella, 15 — Desulfovibrio, 16 - Clostridium XlVa, 17 — unclassified Porphyromonadaceae,
18 — Alistipes Ptevzato z (Videnska et al. 2013a).

2.1.1 Stfevni mikroflora kurat

Nejvyznamnéj$im donorem spravné mikroflory pro kute jsou dospéli jedinci (Gong et
al. 2002b). Proto v bézném kurniku, kde jsou kutata v blizkosti slepic a jejich trusu, se
,»,dospéla* mikrofléra vyvine do jednoho tydne. To ale neplati pro kufata chovanéd v komer¢nich
lihnich (Kubasova et al. 2019). V komer¢nich lihnich je Gplné€ pieruSen kontakt s dosp&lymi
jedinci, a tak je hlavnim zdrojem mikroflory krmivo, podestylka a prostiedi 1ihn¢ (Gong et al.
2002b). Bez kontaktu s dospélymi jedinci se stfevni mikroflora vyviji mnohem pomaleji a neni
schopna plnohodnotné¢ zastoupit princip kompetitivni exkluze, a kurata se tak stavaji
nachylnéjsi k riznym patogenlim jako je Sal/monella (Crhanova et al. 2011; Videnska et al.

2013b) nebo Campylobacter (Patuzzi et al. 2021).

Dle obsahlé meta-analytické studie Chica Cardenas et al. (2021) se ve slepém stievé
objevuje 109 rodii bakterii z 11 kmeni. NejpocetnéjSimi kmeny jsou Firmicutes, Bacteroidetes
a Proteobacteria. Dale se velmi casto objevuji kmeny Spirochaetes, Verrumicrobia,

Deferribacteres, Tenericutes a Synergistetes. Na TUrovni rodl, jsou nejzastoupenéjsi
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Oscilospira, Bacteroides,  Helicobacter,  Lactobacillus, = Megamonas, = Ruminococcus

a Campylobacter.

2.1.2 Vyvaoj stievni mikroflory kuiat
Vyvoj sttevni mikroflory nosnic v komercni produkci se rozd€luje na Ctyti vyvojova
stadia (Obrazek 2). Jako prvni stadium je oznacovan prvni tyden, mezi 2.—4. tydnem nastava

druh¢ stadium, tfeti stadium trva do 6. mésice a od 6. mésice nastava stabilni ¢tvrta a posledni

faze vyvoje (Videnska et al. 2014).

Jako prvni stievo osidluji zastupci kmene Proteobacteria (21-50 %), a to predevsim
druh Escherichia coli (Videnska et al. 2014). Dochazi k tomu, jelikoz je E. coli vSudypiitomny
fakultativni anaerob (Tenaillon et al. 2010) a je tedy pravdépodobné, Ze piijde do kontaktu
i s vylihlym kufetem. Dle studie Glendinning et al. (2019) jsou vzorky odebrané ze slepych
sttev v prvnim dnu Zivota tvofeny predev§im rodem Clostridium sensu stricto 1 patiici do
kmene Firmicutes. Do konce prvniho tydne se dominantnim taxonem mikroflory slepych stiev

stanou zastupci celedi Lachnospiraceae (kmen Firmicutes) (Videnska et al. 2014).

Ve druhém stadiu je 90 % mikroflory tvofeno zastupci celedi Lachnospiraceae
a Ruminococcaceae (kmen Firmicutes). Zastoupeni kmene Proteobacteria se snizi pod 10 %.
Minoritné je v této fazi zastoupena také Celed’ Lactobacillaceae. V pocatcich tietiho stadia je
mikroflora tvofena cCeledémi Lachnospiraceae a Ruminococcaceae. Na trovni rodu

pak Faecalibacterium, Bifidobacterium (Glendinning et al. 2019).

Toto stadium je dale charakterizovdno nahrazovanim kmene Firmicutes bakteriemi kmene

Bacteroidetes (Videnska et al. 2014).

Ctvrté stadium je velmi komplexni a také stabilni. Kmeny Bacteroidetes a Firmicutes jsou
zastoupeny rovhomerné (cca 45 %). V této fazi se také znovuobjevuji zastupci kmene
Proteobacteria, ptedevSim rody Desulfovibrio a Succinivibrio, které tvoii kolem 5 %

mikroflory (Videnska et al. 2014).
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Obrazek 2 Vyvoj stievni mikroflory nosnic dle Videnska et al. (2014)
Graf znazoriuje procentualni zastoupeni nejvyznamnéjsich bakteridlnich ¢eledi ve slepych stievech nosnic béhem

60 tydnt. Kmen Bacteroidetes je znazornén fialove, Firmicutes zelené a Proteobacteria modrie.

2.1.3 Zpiusoby modifikace stfevni mikroflory kurat

V komerc¢nich chovech ma na slozeni stfevni mikroflory vliv pfedev§im slozeni
krmnych smési. Tyto smési mohou byt zaloZeny naptiklad na bazi kukufice, je¢menu nebo soji.
Pfi podavani kukuficnych smési dochdzi napiiklad ke zvySovani poctu zastupclti rodu
Enterococcus (Apajalahti et al. 2004), naopak dieta zalozend na séji zvySuje pocty
Lachnospiraceae a Lachnoclostridium (Li et al. 2020). Zastoupeni rodu Lactobacillus zvySuje

dieta zaloZena na je¢meni (Apajalahti et al. 2004).

Jako alternativa pfirozen¢ ziskané mikroflory se ve velkochovech pouzivaji probiotika.
Jde o izolované kultury mikroorganismd, které maji pfispivat ke zdravi hostitele (Kabir 2009).
Ptiznivy vliv na uzitkovost brojlerti, modulaci jejich stfevni mikroflory a inhibici patogent,
maji naptiklad probiotické druhy patfici do rodu Lactobacillus, Streptococcus, Bacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus a Saccharomyces (Zulkifli et al. 2000; Kalavathy et al. 2003;
Gil de Los Santos et al. 2010; Mountzouris et al. 2007).

Dale se na trhu objevuji pfipravky pro kompetitivni exkluzi jako Aviguard a Broilact.
Ty maji na rozdil od probiotik rozmanitéjsi sloZeni, podobné tomu, které se prendsi z dospélé
slepice na kutata. Tyto ptipravky se skladaji z rod Lactobacillus, Clostridiales, riznych druhii
Bacteroides, Megamonas, Megasphaera, Dialister, Phascolarctobacterium, Sutterella,

Parasutterella a Bifidobacterium (Rychlik 2020).

Dfive byla stfevni mikroflora modifikovana pfedevsim podavanim antibiotik. Antibiotika

z hlediska uzitkovosti pfiznivé ovliviiovala zdravi zvifat. ZajiStovala prevenci onemocnéni
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a vyssi vahové prirtstky (Ferket et al. 2002). Tyto postupy ale vedly k postupné adaptaci
bakterii ve stfevé, které se tak stdvaly k antibiotiklim rezistentni. Rutinni pouZzivani antibiotik
tak muselo byt zakdzano z divodu mozného Sifeni rezistentnich bakterii na ¢lovéka (Castanon

2007).

2.2 Antibiotika

Uvedeni antibiotik na trh ve 20. stoleti bylo jednim z nejvétSich milnikti moderni
mediciny (Hutchings et al. 2019). Antibiotika jsou latky, které inhibuji nebo pfimo usmrcuji
bakterie, aniz by Skodily lidskym bunkam a tkanim. Teoreticky by se tedy dalo fict, ze
antibiotika selektivné poSkozuji buiikky prokaryotni, a pfitom neovliviiuji buiikky eukaryotni
(Benes 2018). Antibiotika, ale nejenze 1¢é¢i bakterialni infekce, dokézou jim i predchézet. Uziti
antibiotik proto umoznilo provadét prvni transplantace organt a kardiochirurgické operace.
Zavedeni antibiotik na trh zvysilo délku primérného lidského Zivota o 23 let (Hutchings et al.

2019).

Produkce antibiotik je zivotni strategii nékterych bakterii a hub, které se takto snazi
omezit vyskyt potravnich konkurentl v jejich zivotnim prostfedi. Naptiklad jde o grampozitivni
bakterie kmene Actinobacteria rodu Streptomyces (Durand et al. 2019; Anderson et al. 2012).
Producenty antibiotik jsou ale i jiné bakterie a nckteré houby, které produkuji napiiklad
peniciliny a cefalosporiny. Dal§i moznosti ziskdvani antibiotik je chemicka syntéza. Diive byla
tato skupina latek nazyvana jako chemoterapeutika, ale toto rozd¢€leni se jiz nepouziva (Benes

2018).

2.2.1 Historie antibiotik

Prvni antibiotika byla pouZivana jiZ ve starovékych kulturdch. Zminky o antibiotické
1€¢bé sahaji az do roku 1550 pt. n. 1., kdy byl v Egypté vytvoien Eberstv papyrus, dokument
popisujici medicinské postupy své doby. V Ebersové papyru se objevuje zminka o 1écbé
plesnivym chlebem, ktery byl vyuZivan pro zdravotni problémy, jako byly hnisavé rany,
onemocnéni mocového méchyfe a stfevni problémy (Parkins 2001). Dalsim ptikladem je
medicina starovéké Ciny, podle které byly vhodnou 1é¢bou viedi a hnisavych ran plesnivé

sojoveé boby (Kourkouta et al. 2018).

Zpusob, jakym plesnivy chléb a plesnivé s6jové boby plisobily na tyto obtize, byl tehdy

nezndmy. Az o mnoho stoleti pozdé€ji bylo objeveno, Ze pliseni na chlebu, dnes nazyvana
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Penicillium, produkuje penicilin, coz je jedna z prvnich znamych latek s antibiotickymi

vlastnostmi (Kourkouta et al. 2018).

Dalsim ptipadem uzivani antibiotik bez znalosti toho, jak funguji, je tisic let stary recept
na lécbu infekce zptisobenou bakterii Staphylococcus aureus (Harrison et al. 2015). Harrison et
al. (2015) zrekonstruovali potencialni 1€k na infekci Staphylococcus aureus z Anglosaské knihy
medicinskych postupti z 10. stoleti. Tento 1€k byl schopen usmrtit kolonie Staphylococcus
aureus 1 methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA). Lék obsahoval nékolik slozek,
které jsou znamy pro svoji urcitou antibakterialni i€innost, ale plného potencidlu antibiotického
ucinku bylo dosazeno az jejich smichanim. Tato studie ukazuje, ze stiedoveéké texty jsou
moznym zdrojem ,,novych* antibiotik.

Antibioticka éra

Pocatek antibiotické éry byva spojovan se jmény Paul Ehrlich a Alexander Fleming,
faktem ale je, Ze prvni antibiotikem podavanym v nemocnicich byl 1ék zvany Pyocyanaza
(Aminov 2010), ktery vyvinuli némecti védci Rudolf Emmerich a Oscar Low (Emmerich a Low
1901). Pyocyandza byla zalozena na extraktech bakterie Pseudomonas aeruginosa (Gongalves
a Vasconcelos 2021), které pti laboratornim testovani dokazaly usmrtit bakterie zplisobujici
choleru, tyfus a antrax. Bohuzel pti praktickém vyuziti 1écba nebyla dostateéné efektivni, na

pacienty pusobila rizn€, a nakonec byla pro ¢lovéka spise toxicka (Kourkouta et al. 2018;

Aminov 2010).

Dilo Paula Ehrlicha vychazelo z jeho pozorovani syntetickych a anilinovych barev, pfi
kterém objevil, Ze tato barviva dokdzou zabarvit ur¢ité mikroby a jiné nikoliv. Toto pozorovani
jej nasmeérovalo k vytvoteni latky se selektivnim uc¢inkem proti ur¢itym mikrobtim. V roce 1904
zapocal vyzkum s cilem objevit 1€k proti syfilidé. Lécba tohoto onemocnéni byla tehdy témét

nemoznd (Winau et al. 2004; Aminov 2010).

Spolecné s chemikem Alfredem Bertheimem a bakteriologem Sachariem Hatou
syntetizovali stovky derivatii vysoce toxického 1éku nazyvaného Atoxyl. V roce 1909 v pribéhu
Sestisté série pokusti objevili latku, kterd byla schopna vylécit syfilidou infikované kraliky. Tuto
slouceninu pojmenovali Salvarsan, a do padesatych let 19. stoleti se stala nejpfedepisovanéj$im

Iékem proti syfilidé (Winau et al. 2004; Kawamura 2023).

Paul Ehrlich kromé& léku na syfilis pfedev§im piedstavil revoluéni metodiku pro

systematicky a rozsahly vyzkum. Jeho postup se stal zékladem pro vyvoj mnoha dalSich 1ékd,
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vcetn¢ antimikrobidlnich latek. Posilil tak zéklady moderniho 1ékaistvi a farmakologie (Valent

et al. 2016).

Avsak nejvyznamnéjS$im milnikem v rozvoji antimikrobialnich 1é¢iv bylo objeveni
penicilinu. V roce 1928 Alexander Fleming zaznamenal antibakteridlni vlastnosti plisné
rostouci na staré Petriho misce. Flemingovi se podafilo vzorek plisn€ izolovat a spravné jej
identifikoval jako plisent Penicillium (Fleming 1929). Proto nové latka dostala ndzev penicilin.
Béhem svych experimentl zjistil, ze penicilin ucinkuje proti stafylokoklim a obecné zejména
proti gram-pozitivnim bakteriim (Aminov 2010; Nicolaou a Rigol 2018). Byl to ale az tym
védci z Oxfordu vedeny Howardem Floreyem a Ernestem Chainem, kterému se podafilo
purifikovat dostate¢né mnozstvi ucinné latky z Penicillium (Chain a Florey, 2005). Az jejich
postup vedl k masové vyrobé a distribuci penicilinu v roce 1940 (Aminov 2010). Za sviij piinos
v oblasti mediciny obdrzZel Fleming spolu s Floreyem a Chainem v roce 1945 Nobelovu cenu
za fyziologii a lékafstvi (Fleming 1945). Ve stejném roce potvrdila Dorothy Hodgin beta-
laktamy jako ucinnou latku penicilinu, coz umoznilo vyvoj polysyntetickych derivati

penicilinu (Hutchings et al. 2019).

Fleming podobn¢ jako Ehrlich velmi ovlivnil védu a experimenty svym inovatorskym
ptfistupem k vyzkumu. Jeho metoda, vyuZzivajici inhibi¢ni zény na naockované tuhé pudé,
vyzadovala mnohem méné zdrojii nez testy na modelovych zvitatech, a proto se stala Siroce
vyuzivanou a zapocala tak zlatou éru objevovani novych antibiotickych latek mezi lety
1950-1970 (viz Obrazek 3). Antibiotika objevena v téchto letech jsou dodnes zédkladem 1écby
(Aminov 2010).
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Upraveno dle: Dogan 2022; Fleming 1929; Roberts 2003; Thumu a Halami 2012; Honor¢ a Cole 1994

2.2.2 Mechanismy pusobeni antibiotik

Antibiotika je mozné délit dle mnoha kritérii, napt. dle ptivodu, mechanismu pisobenti,
cilového mista G¢inku, sily uéinku, spektra ucinku, chemické struktury, rozpustnosti i zptisobu
podavani (Anderson et al. 2012). V této kapitole je pouzivano Cclenéni antibiotik dle
mechanismu plsobeni a jsou uvedeny piiklady antibiotik, ke kterym se vztahuji geny

antibiotické rezistence, kterym se vénuje prakticka cast.

Antibiotika piisobici proti bunécné sténé bakterii

Nepostradatelnou soucasti bunécné stény bakterii je peptidoglykan, ktery tvoii vnéjsi
kostru bakterialni buiiky. Jeho hlavni funkci je udrzovat tvar buiiky a branit jejimu rozpinani
(Vollmer et al. 2008). Peptidoglykan je idealnim cilem pro 1é¢bu, protoze jeho struktura ziistava
témer identicka u vSech grampozitivnich a gramnegativnich bakterii po miliony let. Dale je
vyhodou, Ze se nachdzi na povrchu buiniky grampozitivnich bakterii a pfimo pod vné&jsi

membranou gramnegativnich bakterii, coz zajistuje snadny ptistup (Benes 2018).

Vyznamnym kritériem je také skutecnost, Ze peptidoglykan neni pfitomen v
eukaryotnich bunkach, coZz znamend, ze antibiotika zaméfend na inhibici jeho syntézy
neposkozuji lidsky ani zvifeci organismus. Antibiotika, ktera blokuji syntézu peptidoglykanu,
maji svljj u€inek zejména proti mnozicim se bakteriim, které¢ jsou zavislé na intenzivni syntéze

této latky. Tato antibiotika jsou proto idealni pro 1é€bu akutnich infekei (Lima et al. 2020).
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Tato skupina antibiotik zahrnuje zejména B-laktamova antibiotika, ktera se déli do péti
hlavnich podskupin: peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy a inhibitory B-

laktamaz (Poole 2004).

Peniciliny

Peniciliny jsou antibiotika se Sirokym spektrem uc¢inku, které se vyuzivaji predevsim
k 1écb¢ infekci vyvolanych grampozitivnimi bakteriemi a nékterych smisenych infekci. Jde
piipadech v huméanni medicing pouzivaji jako antibiotikum prvni volby (Stefan 2022). Jedinym

nezddoucim ucinkem penicilinl byvaji razné alergické reakce (Shenoy et al. 2019).

Antibiotika piisobici na bunéénou membranu bakterii

Bunéénd membrana bakterii oddéluje bakterialni bunku od vnéjsiho prostiedi. Je
tvotena lipidovou dvouvrstvou s mnoha vmezefenymi proteiny. Bunééna membrana plni funkci

bariérovou a také zde dochazi k bunéénému dychani (Kimelberg 1976).

Antibiotika, jejichz cilovym mistem je cytoplazmatickd membrana, narusuji jeji funkci
a strukturu, coz vede ke smrti bakteridlni buniky. Nékterd antibiotika z této skupiny neptisobi na
grampozitivni bakterie, jelikoz nejsou schopny proniknout vrstvou peptidoglykanu. Jiné naopak
nepusobi na gramnegativni bakterie, protoZe se nedokazou navazat na vné€jsi membranu téchto
bakterii. U¢inek bohuZel neni zcela selektivni, jelikoZ piisobi na struktury podobné tém, které
se nachéazeji v eukaryotickych bunikach. Proto se tato antibiotika pouzivaji spiSe povrchové

(Stefan 2022).

Antibiotika piisobici na nukleové Kkyseliny

Antibiotika této skupiny cili na syntézu DNA. Na procesu syntézy DNA se podili mnoho
makromolekul, jako naptiklad enzymy topoizomerazy. Antibiotika této skupiny cili na enzym
topoizomeraza IV a DNA gyraza. Topoizomerdza IV odpojuje nové replikovanou DNA, ¢imz
umoziuje spravnou segregaci chromozomul a plazmidld. Bez funkéni topoizomerazy IV se
zreplikovana DNA neni schopna od ptivodniho chromozomu ¢i plazmidu odpojit. Pii poskozeni
DNA gyraza nedochézi ke sprdvnému nadSroubovicovému vinuti, coZ ma dopad na prostorové

uspotfadani DNA a jeji metabolismus (Khodursky a Cozzarelli 1998).

Jelikoz je DNA pro zivot kli¢ova, antibioticka rezistence vznika relativné rychle a také
se rychle $iii (Bene§ 2018). Antibiotika patfici do této skupiny se nazyvaji chinolony a pro

humanni 1ékatstvi jsou kli¢ova (European Medicines Agency 2019).
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Antibiotika pusobici na ribozomy

Tato skupina antibiotik ovliviiuje funkci ribozomii nékolika zphsoby, vdZzou se na
funk¢ni centra ribozomu a inhibuji proteosyntézu v riznych fazich. Zptsob, ktery vyuzivaji
napfiklad linkosamidy, je zabranéni pfistupu tRNA nesouci aminokyseliny, coz znemoziiuje
pokracovani proteosyntézy. Nekterd antibiotika mohou také zapfiCinit uvolnéni tRNA
piedcasné, to vede k vytvareni nefunkcnich bilkovin. Dalsi typ antibiotik zamezuje posunu

ribozomu po mRNA, coZ zptisobuje chyby bdhem procesu translace (Spizek a Rezanka 2017).

Tato antibiotika specificky neovliviiuji funkci eukaryotnich ribozomt, protoze se jejich
struktura vyrazné li§i. Mohou vSak narusovat funkci mitochondridlnich ribozomd, které jsou
témer identické s témi bakteridlnimi. Lécba tetracykliny je Casto spojovéna s nezadoucimi
ucinky, jako jsou Unava a celkova slabost, coz mlze byt zplsobeno pravé poSkozenim

mitochondrii pacienta (Singh et al. 2014).

Linkosamidy

Linkosamidy jsou uzkospektrd antibiotika piisobici pouze na grampozitivni bakterie,
jelikoz neproniknou vnéj$i membranou gramnegativnich bakterii. Linkosamidy poSkozuji
bakterie i v malych davkach a nedovoluji pIn€ uplatnit mechanismy virulence. Linkosamidy se
pouzivaji na anaerobni nebo smisené infekce, které maji chronicky priibéh (Spizek a Rezanka,

2017; Stefan 2022).

Ve veterinarni mediciné se fadi do skupiny antibiotik skupiny C, coZ znamena, ze
v humanni mediciné jsou dostupné alternativy k tomuto antibiotiku (European Medicines

Agency 2019).

Tetracykliny

Tetracykliny byly jedny z prvnich antibiotickych ptipravki viibec. Diive byly oblibené
predevsim kvili Sirokospektrym bakteriostatickym G¢inkiim. PouZivaly se od 1é¢by bronchitid,
infekci mocovych cest az po 1é€bu pohlavné pienosnych bakteridlnich infekci. Tetracykliny se
ale brzy zacCaly vyuzivat 1 v Zivocisné vyrobé nejen jako 1éky, ale 1 jako rlistové stimulatory.
Diisledkem tohoto naduzivani se samoziejmé brzy objevila rezistence u mnoha patogennich

bakterii (Roberts 2003).

Ve veterinarni mediciné se fadi do skupiny antibiotik skupiny D, coz znamena, Ze se

fadi mezi antibiotika prvni volby (European Medicines Agency 2019).
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Aminoglykosidy

Aminoglykosidy na bakteridlni buiiky ptisobi navazanim na 30S podjednotku ribozomu,
nasledkem toho dochézi k tvorbé nefunkcnich proteinti. Aminoglykosidy ale na rozdil od
ostatnich antibiotik, které piisobi na ribozomy ptisobi baktericidn¢. Aminoglykosidy tedy musi
pusobit i na jiné struktury v bakteridlni bunice. Pravdépodobné se jednéd o poSkozeni bunécné
membrany nebo inhibici replikace DNA. Do skupiny aminoglykosida se fadi antibiotikum
streptomycin. Ten se pouziva pro 1écbu tuberkuldéz, mykobakteriéz a enterokokovych

a streptokokovych onemocnéni (Stefan 2022).

Ve veterinarni medicin€ se fadi do skupiny antibiotik skupiny C (European Medicines
Agency 2019).
Oxida¢né pisobici antibiotika

Tato antibiotika zplisobuji té¢zké poSkozeni bakteridlnich bun€k. Antibiotikum se vaze
na makromolekuly bakterii, na enzymy 1 nukleové kyseliny. Jakmile se antibiotikum navaze,
pozméni strukturu makromolekul a ty nejsou schopny dale fungovat (Benes 2018). Kviili

nespecifickému mechanismu ucinku, je pro bakterie téméf nemozné vytvofit rezistenci

(McOsker a Fitzpatrick 1994).

Antibiotika inhibujici jednotlivé metabolické drahy
Antibiotika této skupiny pisobi na enzymy metabolickych drah bakterii. Tato
antibiotika na zivo¢i$né bunky nepisobi, protoze vyuzivaji jiné metabolické drahy nez bakterie,

a v piipadé stejnych metabolickych drah vyuZivaji bakterie jiné enzymy (Benes 2018).

Sulfonamidy

Sulfonamidy piisobi na rizné grampozitivni 1 gramnegativni bakterie. PouZivaji se na
t&Z81 prijmové infekce a zanéty mocovych cest. Diky nim byla eradikovéana lepra (Benes 2018).
Sulfonamidy maji stejnou strukturu jako kyselina p-aminobenzoova, kterd je kli¢ova pro
syntézu enzymu dihydropterodt-syntdza, ktery je soucasti metabolické drahy kyseliny listové.
Tim Ze se sulfonamid navaze misto kyseliny p-aminobenzoové, vznikaji nefunkéni enzymy pro
tvorbu kyseliny listové. Bez kyseliny listové dochdzi k porucham nukleovych kyselin

a poskozeni bakterialni buniky (Skold 2000).
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2.2.3 Antibiotika ve veterinarni mediciné

2.2.3.1 Historie pouZivani antibiotickych litek ve veterinarni mediciné

Antibiotika se brzy po objeveni zacala vyuzivat i ve veterinarni medicin€é. Kdyz se
antibiotika pouzivaji jako ¢k, podavaji se kratkodob¢ ve vyssich koncentracich. Brzy bylo ale
zjisténo, ze v malych koncentracich a dlouhodob¢ funguji jako stimuldtory rdstu a prevence
onemocnéni (Moore et al. 1946). I pfes varovani, Ze pii tomto zptusobu podavani si bakterie
rychle buduji rezistenci (Fleming 1945), byla antibiotika velmi vyhodna, a tak se zacala na

farméch rutinn€ vyuzivat (Skiivanova a Rada 2014).

Jedna z prvnich studii, kterd potvrdila schopnost antibiotik v malych davkach pisobit
jako stimulatory rustu, byla studie Moore et al. (1946). Béhem této studie bylo zjisténo, ze
pfidani streptomycinu a sulfadimidinu do krmiva dribeze vedle k vétSim piibytkiim na véaze
nez udribeze, kterd byla krmena bez téchto aditiv. Tyto vysledky ptisuzovali tomu, ze
streptomycin a sulfadimidin inhibuji ¢innost stievnich bakterii, které produkuji toxiny nebo
vyuzivaji ziviny na ukor zvitete.

Jako antibiotické stimulatory rlstu jsou dnes oznacovany latky, které jsou podavany
v malych dévkéch, maji schopnost podpofit riist zvitete a zlepSit vstfebavani zivin a zefektivnit
celkovou zivocisnou produkci (Ronquillo a Hernandez 2017). Jak stimulatory rtstu funguji,
neni dodnes spolehlivé vysvétleno, pravdépodobné inhibuji rust stfevni mikroflory a tim snizuji
konkurenci o Ziviny mezi mikroflorou a zvifetem nebo eliminuji patogenni bakterie, coz

zlepSuje celkové zdravi zvifat (Ronquillo a Hernandez 2017).

0Od 50. let se jako stimulatory rlstu pouZzivaly peniciliny, streptomyciny,
chlortetracykliny a oxytetracykliny. Pozdé&ji se zaCala vyuzivat skupina antibiotik nazyvana
»specificka nutriéni antibiotika®. Do této skupiny patfil zejména bacitracin, flavofosfolipol,
virginiamycin, avoparcin a dal$i (Skiivanova a Rada 2014). Vyuzivani antibiotik jako
ristovych stimulatort bylo velmi oblibené. Pro vykrm zvifat bylo potfeba méné krmiva, a
proto maso a jiné zivocisné produkty mohly byt pro spotiebitele levnéjsi (Al-Dobaib a Mousa
2009).

Rutinni pouzivani antibiotik v ZivociSné vyrob€ ma ale zdvazné disledky. Mezi né€ patii
zejména vznik antibiotické rezistence a prenos rezistentnich bakterii na ¢lovéka. Zpocatku

nebyla antibioticka rezistence povazovana za velkou hrozbu, jelikoZ stale dochéazelo k objevu

novych antibiotik a bakteridlnich mechanismu, na které mohou antibiotika plsobit. AvSak
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koncem 80. let 20. stoleti doslo k témét uplnému zastaveni vyvoje novych antibiotik a vyznam

rezistence jako zdvazného problému pro vetejné zdravi se zvysil (Mancuso et al. 2021).

Dalsim disledkem rutinniho pouzivani antibiotik v zivocisné vyrobé jsou rezidua
antibiotickych latek v zivocisSnych produktech. Antibiotika mohou pfetrvavat v masnych
a mlécnych produktech a mohou mit potencidlni negativni dopady na lidské zdravi, véetné

nartstu rezistence v lidském mikrobiomu (Ronquillo a Hernandez 2017).

Prvni zemi, ktera zakézala pouZivani antibiotik jako stimulatort riistu, bylo Svédsko
v roce 1986. Postupné se piidavaly 1 dalsi staty, ale ty zakazovaly vyuzivani pouze n¢kolika
druhti antibiotik. AZ v roce 2006 bylo Evropskym parlamentem plosné zakdzano vyuzivani
veskerych antibiotik jako krmnych aditiv za u¢elem prevence nebo stimulace rustu (Skiivanova

a Rada 2014).

2.2.3.2 Spotreba antibiotik ve veterinarni mediciné

V ramci zivo€isné vyroby jiz neni mozné antibiotika pouzivat preventivné nebo za
ucelem stimulace ristu. Pro ochranu welfare zvifat jsou ve veterinarni mediciné stéle
vyuZzivéana. I v rdmci veterindrniho 1ékafstvi je ale nadmérna spotieba antibiotik, a tim zvySena
antibiotickd rezistence, dlouhodobym problémem. Z tohoto divodu je potfeba spotiebu
antibiotik monitorovat, vyhodnocovat a podnikat ur¢ité¢ kroky k napravé (OECD 2022).
V Ceské republice je spotieba antibiotik ve veterinarni medicing dlouhodob& monitorovana.
Komentované spotieby antimikrobik ve veterinarni medicing vydava Ustav pro statni kontrolu

veterinarnich biopreparati a 1é¢iv (USKVBL) od roku 2003 (Hera et al. 2010).

Spotteba antibiotik je zaznamenavana dvéma zplsoby. Prvnim je sledovani poctu
vyuzitych baleni antibiotik, ze kterych jsou v hmotnostnich objemech vyjadieny Ccisté
antibiotické latky. Druhou moznosti je standardizovany ukazatel mg/PCU, pficemZ mg je
spotiebovana davka antibiotik a PCU (Population Correction Unit) vyjadiuje souc¢in hmotnosti
populace hospodatskych zvitat (v kilogramech zivé hmotnosti) a korekéniho koeficientu, ktery
odrazi primérnou hmotnost jednoho zvifete v daném druhu. Pro stanoveni hodnoty PCU jsou
v Ceské republice vyuzivana predeviim data z databazi EUROSTAT a TRACES, jelikoz jde o

mezinarodn& uznavané databaze a je mozné porovnavat hodnoty mezi staty (USKVBL 2020).

Ve veterinarni mediciné v Ceské republice prevazuje kazdorocné pouzivani sedmi
skupin antibiotik, konkrétn¢ tetracyklinti, sulfonamidi a penicilini, makrolidi, pleuromutilint,

aminoglykosidl a fluorochinolonii (Obrazek 4). I ptes dlouhotrvajici trend snizovani spotieby
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antibiotik ve veterinarni mediciné jsou tyto skupiny antibiotik kazdoro¢né vyuzivany

v celkovém mnozstvi presahujicim tunu (USKVBL 2020).
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Obrazek 4 Spotieba antibiotik ve veterinarni mediciné mezi lety 2003—-2022

(Hera et al. 2010; USKVBL 2020; European Medicines Agency 2023; European Medicines Agency 2022)

V Ceské republice je ve veterinarni medicing tzv. skupina ,,TOP 3 antibiotickych
skupin, které se pouzivaji nejvice. Jsou to tetracykliny, sulfonamidy a peniciliny. Jiz n¢kolik let

zastupuji tyto skupiny zhruba 75 % veskerych spotfebovanych antibiotik (USKVBL 2020).

Ceska republika je jednou ze zemi s nejvyssi spotfebou tetracyklinti a sulfonamidi,
pouzivanych pro medikaci zvifat. Dlouhodoba spotieba tetracyklini a sulfonamidt se promita
do profilli rezistence bakterii. Rlizné typy genu fet a sul, kodujicich rezistence, jsou nalézany
ve vzorcich odebranych od riiznych druhit hospodaiskych zvifat. Spotieba tetracyklinti ale
klesd, mezi lety 2010 a 2018 klesla o 57 % (pfepocet z vyjadieni v mg/PCU). Poprvé
v hodnocené historii u nas prodej penicilinu pfevazil tetracyklinova antibiotika v roce 2018
(USKVBL 2020).

Dulezitou soucasti pouZzivani antibiotik ve veterinarni mediciné je také méfeni
zbytkového mnozstvi antibiotika v zivocisSnych produktech. Legislativné jsou stanoveny
hodnoty MRL (maximum residue level), coZ jsou maximalni hladiny rezidui v Zivo¢isnych

produktech uréenych ke konzumaci (Schwarz a Chaslus-Dancla 2001).
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V rdmci monitoringu antibiotickych rezidui bylo v roce 2021 vysetfeno 1810 vzorkt
tkani a hodnoty MRL byly piekroceny pouze ve trech ptipadech. V roce 2022 byly ze 1 751
vysetfovanych vzorkl hodnoty piekro¢eny pouze ve dvou piipadech. Situace je tedy
hodnocena pozitivné, jelikoz §lo vzdy o jednotlivé selhani, napt. nedodrzeni ochranné lhtity

po posledni aplikaci 1éku (Statni vetetinarni sprava 2022).

2.2.4 Antibioticka politika
Ptedepisovani antimikrobidlnich 1é¢iv je regulovano antibiotickou politikou, coz
piedstavuje souhrn opatfeni zaméfenych na efektivni a bezpecné uzivani antibiotik jak v

humanni, tak veterinarni praxi (Cully 2014).

V Ceské republice zacala antibioticka politika vznikat v 50. letech 20. stoleti, tedy v
dobé, kdy byl zaveden penicilin do klinické praxe. V roce 2003 byla jmenovéna komise pro
Nérodni program antibiotické politiky a v roce 2009 byl ustanoven Narodni antibioticky
program (NAP). Cilem NAP je zajisténi dostupné a u¢inné antibiotické 1é¢by a systémovy boj

s antibiotickou rezistenci (Statni zdravotni ustav 2009).

NAP dodnes vytvofil dva akéni plany pro boj s antibiotickou rezistenci. Prvni akéni plan
NAP pro obdobi 2011-2013 byl vytvofen na popud naduzivani a nespravného pouZzivani
antibiotik ve vSech druzich 1écebnych zatizeni. Tento stav se tykal vétSiny evropskych zemi a
Ceska republika se v ramci nékterych rezistenci patogenti fadila k nejhorsim v Evropé. Bylo
tteba implementovat principy z Doporuceni Rady EU (2002/77/ES) o obezietném pouZivani
antimikrobialnich latek v Iékafstvi a Doporuceni Rady EU (2009/C 151/01) o bezpecnosti
pacientli v€etné prevence a kontroly infekci (Statni zdravotni ustav 2011).Pro tento plan bylo
velkou vyhodou, Ze jiz v té dobé byla v Ceské republice funkéni sit’ antibiotickych stiedisek;
existujici metodika vySetteni citlivosti k antibiotikiim; dlouhodoba kontinuita epidemiologicky
relevantnich dat a také dlouha ucast v projektu EARS-Net (Evropsky systém surveillance

antibiotické rezistence) (Statni zdravotni ustav 2011).

Druhy akéni plan NAP pro obdobi 2019-2022 navazoval na prvni akéni plan. Hlavnimi
pilifi tohoto programu bylo: zlepSeni informovanosti Siroké vefejnosti o problému rezistenci k
ATB, pokracovani v kontroldch a prevencich antibiotické rezistence a podpora vyzkumu
rezistenci. Tento plan dbal na spolupraci mezi humanni a veterinarni medicinou (Stétni

zdravotni Gstav 2019).

V ramci Evropy se antibiotické rezistenci vénuje n€kolik organizaci. Evropsky systém

surveillance antibiotické rezistence (EARS-Net) byl prvnim nezavislym projektem (1999),
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ktery shromazd’oval a analyzoval stav antibiotické rezistence u klinicky vyznamnych bakterii
na narodni a Evropské urovni. Ceska republika se tohoto projektu ucastni téméf od zacatku

(ECDC, 2024). Dalsi agenturou Evropské unie je Evropské centrum pro prevenci a kontrolu

nemoci (ECDC), které je zaméieno na prevenci a kontrolu infekénich nemoci (ECDC 2024).

Za posuzovani novych 1€Civ, jejich registrace a doporuceni spravného podavani je

zodpovédny Evropsky utad pro 1é¢ivé piipravky (EMA) (EMA, 2024). Naslednou spotiebu

antibiotik monitoruje Evropsky systém sledovani spotieby antibiotik (ESAC-Net), ktery dale

poskytuje data potiebnd k monitorovani trendt a identifikaci oblasti s vysokym rizikem
rezistence (ECDC, 2024). Organizaci celosvétovych programi pro kontrolu a prevenci

onemocnéni a dalSich zdravotnich hrozeb mé na starost Svétova zdravotnickd organizace

(WHO) (World Health Organisatin 2024).

Aktudlni strategie, podle které¢ se fidi antibiotickd politika v Evropské unii, byla
ptedstavena v roce 2019 v ramci Zelené dohody pro Evropu (Green Deal). Jednim z pilifa
Zelené dohody je strategie Farm to Fork, ktera se vénuje udrzitelnému zemédélstvi, snizovani
emisi, ale také snizeni prodeje antimikrobialnich latek pro hospodatska zvirata. Bylo stanoveno,
ze do roku 2030 by se mél prodej antibiotik ve veterinarnim sektoru sniZit o 50 %. Prodej
antibiotik v EU v roce 2018 ¢inil 118,3 mg/PCU, proto byla cilova hodnota stanovena na 59,2
mg/PCU (European Commission 2020). Evropska unie se pomalu k tomuto cili blizi, v roce

2022 byla hodnota prodanych antibiotik 84,8 mg/PCU (European Medicines Agency 2023).

V roce 2019 byla Evropskou unii vydana také Kategorizace antibiotik za ucelem jejich
uvazlivého a zodpovédného pouZivani u zvifat. Kategorizace slouZi predev§im jako navod pro
veterinarni 1ékare. Tato zprava kategorizovala antibiotika do Ctyf skupin, dle potencidlnich
disledkt zvysené antibiotické rezistence pii pouzivani u zvifat (European Medicines Agency
2019):

A: Vyvarujte se (do této kategorie patii antibiotika, kterd nejsou registrovana jako
veterinarni 1€¢ivé pripravky a nesmi se podavat zddnym zvitatim)

B: Omezte (tato antibiotika jsou kriticky vyznamnéd v humdnnim I¢kafstvi a méla by
slouzit jako posledni moZnost 1écby zvitat)

C: PouZivejte obezfetn¢ (v humdnnim Iékafstvi existuji alternativy k témto
antibiotikim, 1 pfesto by méla byt pouZivana, pouze pokud antibiotika ze skupiny D nemohou
byt klinicky uc¢inna)

D: Pouzivejte uvazlivé (pokud je 1écba antibiotiky nutnd, prvni volnou by méla byt

antibiotika z této skupiny)
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V roce 2021 v Ceské republice ze viech prodanych antibiotik pro veterinarni medicinu
tvotila antibiotika ze skupiny D 75,8 %, ze skupiny C 18,8 %, ze skupiny B 5,3 %. V minulém
roce (2022) byly tyto hodnoty témét totozné (European Medicines Agency 2022; European
Medicines Agency 2023).
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2.3 Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence je jednim z nejvétsich problémt moderni mediciny. Kazdorocné
je rezistentnimi bakteriemi zplisobeno vice nez 670 000 nemoci a vice nez 33 000 lidi
v disledku téchto infekci umird. Antimikrobialni rezistence zplsobuje také velkou
infekci zptisobenych rezistentnimi bakteriemi v Evropé rocné vychdzi na 1,1 miliard euro

(OECD 2022).

Viibec prvni, kdo varoval pfed antibiotickou rezistenci, byl Alexander Fleming.
Zduraznoval nutnost spravného pouzivani antibiotik. Pokud je béhem I1écby antibiotika
podavano malé mnozstvi anebo neni podavano dostatecné dlouho, bakterie se stanou

rezistentnimi (Fleming 1945).

Bakterie, které jsou rezistentni ke tfem a vice neptibuznych antibiotik, oznacujeme jako
multirezistentni. Pivodné se multirezistentni kmeny objevovaly pouze v nemocnicich, dnes je
ale lze najit kdekoliv (Livermore 2007; Summers 2006). Multirezistentni kmeny, které jsou
vyznamné nebezpecné, byvaji oznaCovany terminem ,,superbugs®. Mezi skupinu superbugs
patii enterobakterie produkujici Sirokospektré beta-laktamazy, bakterie se ziskanou rezistenci
ke kolistinu, multirezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa, vankomycin-rezistentni
enterokoky, methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus a bakterie se ziskanou rezistenci
k aminoglykosidim (Kolat 2019). V¢tSina téchto bakterii je dokumentovana v ramci

organizace Ears-Net (ECDC 2024).

2.3.1 Vznik antibiotické rezistence

Urcita rezistence vici antibiotiklim pfedstavuje pfirozeny jev zndmy jako primarni
antibiotickd rezistence. Naptiklad mykoplazmata jsou ptfirozené odolna vici B-laktamovym
antibiotikiim, Streptococcus spp. ma pfirozenou rezistenci vi¢i aminoglykosidim a
Escherichia coli viici penicilinim (Bene$ 2018). Primarni rezistence se u bakterii vyskytuje, i

kdyZ se nikdy nesetkaly s antibiotiky (Aminov 2010).

Naproti tomu ziskand rezistence predstavuje nezddouci a vazny jev, ktery vznikl az po
zavedeni antibiotik do 1écebného procesu. Ziskand rezistence vznikd vlivem dlouhodobé
expozice nevhodnym nebo nedostatenym davkam antibiotik (Fleming 1945). Hlavnimi
mechanismy ziskané rezistence jsou: modifikace cilového mista, kde antibiotikum ptlisobi,
enzymatickd inaktivace antibiotika, efluxni pumpy a zmény propustnosti membrany (Kapoor

etal. 2017).
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2.3.1.1 Mechanismy vzniku antibiotické rezistence

Je popsano sedm mechanismu, které zajistuji antibiotickou rezistenci bakterii (Bene$
2018). Nekteré jsou velmi specifické, jako napiiklad mechanismus, ktery zabranuje aktivaci
antibiotika. Tento mechanismus je funkéni pouze vici antibiotikiim, kterd ke své aktivaci
potiebuji bakteridlni enzymy, naptiklad nitroimidazoly (Van Der Wouden a Kleibeuker 2000).
Pokud antibiotikum ptlisobi na metabolickou drédhu, bakterie se muze branit pouzitim
alternativni dréhy. Rezistence k sulfonamidim tak miize vzniknout tak, Ze bakterie zacne
vyuzivat kyselinu listovou z prostiedi, misto toho, aby si ji sama vyrabéla (Skold 2000). Dalsim
specifickym mechanismem je vytvaieni cilovych mist v nadbytku. Bylo objeveno, ze naptiklad
mykobakterie mohou byt rezistentni k fluorochinolonim produkci peptidd MfpA, jejichz
strukturou napodobuji DNA. Antibiotikum se tak navdze na uméle vytvotené peptidy misto na

DNA-topoizomerazy a bakterii tak neposSkodi (Montero et al. 2001).

vvvvvv

Bakterie je schopna se pied antibiotiky branit napiiklad mutaci struktury, na kterou
antibiotikum cili, antibiotikum pak neni schopné se na ni navazat, a ztraci uc¢inek. DalSim
ucinnym a pro bakterii vyhodnym mechanismem je enzymatickd inaktivace antibiotika, pfi
kterém enzym antibiotikum rozstépi nebo pfipoji postranni skupinu a antibiotikum tak ztrati

své vlastnosti (Wright 2003).

Efluxni pumpy jsou soucdasti bakteridlni bunky. Bakterie jimi od¢erpavaji nezddouci
latky z cytoplazmy. SlouZi tak i1 k od¢erpavani pro bakterii neZzddoucich molekul antibiotika.
Cinnost efluxnich pump je ale energeticky naroéna, coz znamena, ze nedokaze antibiotika uplné
neutralizovat, ale spise jejich ucinek potlacit. Je vSak vyhodou, ze mize odCerpavat nékolik
raznych typl antibiotik najednou. Mezi bakteriemi se mohou horizontalnim pfenosem §ifit geny

kodujici vyhodnégjsi typy efluxnich systémii (Poole 2009).

Ctvrty zékladni typ rezistence je moZné pozorovat u gramnegativnich bakterii, je
zpusoben zménou propustnosti jejich vnéjsi membrany. Tato zména je zptisobena bud’ Gplnou
ztratou nebo mutaci porinovych proteint, které normalné slouzi k transportu Zivin do bunky
(Delcour 2009). Napfiiklad p-laktamova antibiotika, ktera pronikaji do bunky skrze poriny
OmpC a OmpF, mohou byt blokovana mutacemi téchto proteint (Jaffe et al. 1982).

2.3.2 Prienos genu rezistence mezi bakteriemi

Geny rezistence se Sifi jednak z generace na generaci, a jednak horizontalné¢ mezi

ruznymi druhy bakterii. Pokud jsou geny rezistence pro bakterii selekéni vyhodou, rezistentni
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kmeny postupné vytla¢i populaci pivodni. Mezi riznymi druhy jsou geny piendsSeny
horizontalnim pfenosem pomoci mobilnich genetickych elementi (MacGowan a Macnaughton

2017).

Jednim z hlavnich mechanismi horizontdlniho pfenosu je transformace. Pfi
transformaci mohou bakterie pfijmout cizi DNA z okolniho prostfedi. Procesu transformace je
schopno asi 80 druhti bakterii (Johnston et al. 2014), mezi které patii i dilezité patogeny jako
Neisseria gonorrhoeae, Vibrio cholerae a Streptococcus pneumoniae (Blokesch 2016). Dalsim
vyznamnym mechanismem je konjugace. Pfi konjugaci mtize bakterie prenaSet plazmidy
obsahujici geny rezistence na jiné bakterie prostfednictvim pfimého bunécného kontaktu
konjugativnim pilusem (Clark a Adelberg 1962). Tfetim mechanismem horizontalniho pfenosu
je transdukce. Béhem transdukce mohou bakteriofagy, viry infikujici bakterie, pfenaset geny
rezistence mezi bakteriemi. KdyZ bakteriofdg infikuje bakterii, mize se stat, Ze béhem svého
replikacniho cyklu prevezme ¢ést bakteridlni DNA a nasledné pienese tento geneticky material

do dalsi bakterie, kterou infikuje (Ozeki a Ikeda 1968).

Mobilni genetické elementy, které se mohou pohybovat v nebo mezi molekulami DNA,
jsou inser¢ni sekvence, transpozony, integrony a genové kazety. Mobilni genetické elementy,

které se mohou pohybovat mezi bunikami jsou plazmidy a integrac¢ni konjugativni elementy

(Partridge et al. 2018).

Komenzalni bakterie jako nositelé antibiotické rezistence

Jelikoz antibiotika neptisobi cilené pouze na patogenni bakterie, geny antibiotické
rezistence jsou dllezité pro preziti 1 bakterii komenzalnich (Marshall et al. 2009). Pokud jsou
tedy komenzalni bakterie opakované vystavovany ucinku antibiotik, vznika u nich rezistence
jako nutna odpovéd’ na selekéni tlak. Vznikly gen antibiotické rezistence je pro bakterii
evolu¢ni vyhodou, a tak je pfedavan do dalSich generaci (MacGowan a Macnaughton 2017).
Dany bakteridlni kmen se tak stavd rezervodrem genu antibiotické rezistence. Rezervoary
rezistentnich genti mohou byt i komenzalni bakterie, které je mohou dale pienaset na patogenni

bakterie a dle na ¢lovéka (Marshall et al. 2009).

Studie o pfitomnosti antibiotické rezistence u konkrétnich bakteridlnich taxond jsou
kvili jejich specifickym poZzadavkiim na kultivaci omezené. Z toho divodu byla antibioticka
rezistence studovana napiiklad u laktobacili a bifidobakterii, u kterych jsou selektivni

podminky kultivace zndmy (Dec et al. 2017).
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Jelikoz selektivni podminky kultivace pro vétSinu stievnich bakterii nejsou znamy, pro
jejich charakterizaci je vyuzivana predev§im metoda shotgun sekvenovani DNA ziskané z trusu
nebo stiev. Tato metoda u kutat ukazala, ze stfevni mikrofléra kutat predstavuje dilezity zdroj

genll pro antibiotickou rezistenci, pii¢emz nejhojnéjSimi geny jsou ty, které koduji efluxni

pumpy a rezistenci k fluorochinoloniim a tetracyklinim (Qu et al. 2008).

Shotgun sekvenovani je sice schopné zaznamenat celkovy obsah gend antibiotické
rezistence, ale neni schopné urcit ptivodniho bakterialniho hostitele detekované antibiotické
rezistence. Metoda schopnéa zaznamenat jak konkrétni bakterii, tak gen rezistence, ktery nese,

je metoda celogenomového sekvenovani (Zhang et al. 2015).

2.3.3 Prenos genii antibiotické rezistence v prostiredi

Svétova zdravotnickd organizace na problém antibiotické rezistence nahlizi z pohledu
konceptu Jedno zdravi. Jde o pristup, ktery zdaraziuje vzajemné propojeni lidského zdravi,
zdravi zvifat a zdravi Zivotniho prostiedi. Aby bylo mozné efektivné tesit globalni problém

antibiotické rezistence, je zdsadni tomuto propojeni porozumét (Hernando-Amado et al. 2019).

Antibioticka rezistence vznika pfedevsim kontaktem bakterie s antibiotiky. Rezistence
tedy vznikd kvuli nespravnému podavani antibiotik, ale také dusledkem antibiotického
zneCisténi  zivotniho prostiedi. Do Zivotniho prostiedi se antibiotika mohou dostavat
prostfednictvim vyméski lidi a zvitat, nevhodnou likvidaci 1€k, ptimym zneciSténim Zivotniho
prostfedi v rostlinné produkci a prosttednictvim odpadnich tokii z vyroby antibiotik (Larsson a

Flach 2022).

Razné bakterie maji vSak riizné Zivotni naroky a napfiklad mnoho bakterii v travicim
traktu je zdsadn€ anaerobniho charakteru, a proto vykazuje Spatné preziti a omezenou schopnost
disperze mimo lidské télo (Berg et al. 2005). Hlavni cesty pfenosu rezistentnich bakterii jsou
proto spiSe mezi lidmi a mezi zvitaty a lidmi (Larsson a Flach 2022). K pfenosu rezistentnich
bakterii mezi lidmi, at’ uz v rdmci nemocni¢niho prostfedi anebo ve spolecnosti, dochazi
stejnymi cestami jako kterychkoli jinych bakterii. Jde o pfenos pomoci aerosold, Spatnych
hygienickych navykl a nedodrZzovanim hygienickych opatfeni pfi ptipraveé jidla. Dodrzovani

v rw

zékladnich hygienickych zasad ma tak vliv 1 na zpomaleni §ifeni rezistentnich bakterii mezi
lidmi (Mattner et al. 2012). Na Sifeni rezistence mezi lidmi ma v dne$ni dobé velky vliv také
globalizace svéta a vysoka frekvence cestovani mezi jednotlivymi staty a kontinenty (Prestinaci
et al. 2015). Ze Zivotniho prostfedi jsou to pak dale voda a vitr, které dokézou $itit bakterie na

velké vzdalenosti (Allen et al. 2010). Mista, kde dochazi k nejvétsi kumulaci rezistentnich
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bakterii, jsou oznaCovana jako rezervodry antibiotické rezistence. Jde pfedevSim o nemocnice

a odpadni vody, ale také prostfedi velkochovii (Bueno et al. 2018).

Rodi¢ovské chovy brojleri a nosnic v Ceské republice

Cilem rodi¢ovskych chovil je produkce nasadovych vajec, ze kterych se lihnou kurata
findlnich hybridd brojlerti a nosnic. Tyto chovy hraji zdsadni roli v produkci vajec pro dalsi
chov slepic, ackoli nejsou urCeny piimo pro masnou produkci. Do rodi¢ovych chovil jsou
skupovany jednodenni kufice a kohoutci z prarodicovskych chovi, ve kterych je zajistovana

genetickd diverzita a udrzovan vyssi geneticky kapital (Broucek et al. 2011).

V rodi¢ovském hejné slepic je cilem dosdhnout maximalni produkce nadsadovych vajec.
Hejno byva tvofeno v poméru 12 kohout na 100 slepic. Do hejna se fadi pouze slepice a
kohouti v dobrém zdravotnim stavu a ostatni kufata se vytadi jako nevhodna pro dalsi chov.
V hale rodi¢ovského hejna jsou instalovana snaSkova hnizda, kdy jedno hnizdo ptipada na 4-5
slepic. Slepicim neni umoznéno nocovat v hnizdech a snaset mimo n¢ vejce. Snesena nasadova
vejce se sbiraji minimalné tiikrat denné a po sebrani byvaji dezinfikovany formaldehydovymi

parami (Broucek et al. 2011).

Délka Zivota slepic a kohoutti v rodi¢ovskych chovech byva riiznd, dle intenzity snasek.
Produktivni Zivot té€chto slepic je oznacen jako snaskovy cyklus a ten trva cca od 20. tydne do

maximalné 80. tydne (Broucek et al. 2011).

2.3.4 Rezistence u vybranych skupin antibiotik

B-laktamova antibiotika

Rezistence vici B-laktamovym antibiotikim vzniké nekolika zptsoby. Prvnim je zména
cilového mista ptisobeni antibiotika, ddle zmény v propustnosti membran, a predevsim tvorbou
enzymu B-laktaméza (Pitout et al. 1997). Bakterie také mohou aktivné B-laktamova antibiotika

z bunky odstrafiovat pomoci efluxnich pump (Li et al. 1994).

B-laktamazy jsou enzymy, které §t€pi molekuly B-laktamovych antibiotik. Déli se do tfid
A-D podle Amblerova schématu, ve kterém jsou ¢Clenény dle sekvenci aminokyselin (Ambler
1980). Klinicky dtlezité se brzy staly Sirokospektré B-laktaméazy (ESBL — extended-spectrum
B-lactamases) (Blanc et al. 2006). Prvni vyskyty ESBL byly zaznamenany jiz v 90. letech
minulého stoleti (Sirot et al. 1987). ESBL patfici do tfidy A jsou schopny S§tépit Siroké spektrum
cefalosporinti i 3. a 4. generace a monobaktamy. Mezi enzymy této tfidy patii enzymové rodiny

TEM, SHV, CTX-M, VEB, and GES (Canton et al. 2012).
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NejrozsifenéjSimi ESBL jsou enzymy TEM, SHV a CTX-M. Enzymy téchto
enzymatickych rodin snadno mutuji, TEM enzymu se v této dob¢ vyskytuje pies 140 a CTX-
M bylo objeveno pies 240 (Rana et al., 2022; Canton et al. 2012).

TEM laktamazy byly plivodné uzkospektré, pisobily pouze na peniciliny a
cefalosporiny prvni generace, ale stale byly citlivé na inhibitory B-laktamaz. Intenzivni
pouzivani téchto inhibitori zptsobilo evoluci rezistence a TEM se zatradily mezi ESBL.
Koncem 20. stoleti se objevila tfeti generace TEM enzymu tzv. complex mutant TEM enzymy.

Enzymy skupiny TEM jsou kodovany genem blaTEM (Robin et al. 2007).

Rezistence ke streptomycinu

Hlavnim mechanismem ucinku streptomycinu je navazédni se na ribozomalni
podjednotku, ¢imz inhibuje proteosyntézu. Jednim z vyhodnych mechanismi rezistence je tak
mutace v genech rpsL, rrs kodujici komponenty 30S ribozomalni podjednotky tedy S12 al6S
rRNA (Rocha et al. 2021).

wev

inaktivace antibiotika plsobenim modifikujicich enzyml. Ty zméni prostorové usporadani
molekuly antibiotika, a tim znemozni jeji vazbu na cilové misto (Zhang et al. 2023). Enzymy
modifikujici aminoglykosidy délime do tii skupin podle typu reakce, kterou zplisobuji, na
acetyltransferdzy, fosfotransferazy a adenyltrasferazy (Ramirez a Tolmasky 2010). Geny
kodujici tyto enzymy se nachéazeji na plazmidech a transpozonech. Jedna se napiiklad o Str4
kodujici fosfotranferazovy enzym a aadA koédujici enzym adenyltransferaza (Hollingshead a

Vapnek 1985)

Linkosamidy

Utinku linkosamid@l se bakterie brani tfemi zpiisoby. Prvnim z nich je modifikace
cilového mista, a to prostfednictvim mutaci v 23S rRNA ¢asti velké ribozomalni podjednotky.
Druhym mechanismem je vyuziti efluxnich pump. Tietim zpisobem obrany je enzymaticka
inaktivace antibiotik (Spizek a Rezanka 2017). Tyto enzymy, nazyvané nucleotidyltransferazy
jsou kodovany geny /nu (diive /in). Bylo popséno 10 gent kodujicich tyto enzymy piikladem
linA a linB (dnes oznacované lnuA, [nuB) (Yang et al. 2024).

Tetracykliny

Nositeli mechanismi antibiotické rezistence jsou geny tet a ofr. Je zndmo nékolik

desitek fet gent, které kdduji rizné mechanismy rezistence. Prvnim mechanismem je tvorba
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efluxnich pump, druhym je tvorba specidlnich ribozomalnich bilkovin a tfetim je syntéza

inaktivac¢nich enzymu.

Kdyz se ochranné ribozomdlni proteiny navdZzou na ribozom, dojde k uvolnéni
tetracyklinu od ribozomu a proteosyntéza mize nadale pokracovat. Aktudlné je znamych 13
gentl kddujicich ochranné proteiny. Jsou to naptiklad zetO, tet32, tetW, tetd4, tetQ (Warburton
et al. 2016). Nejbéznéjsi formou rezistence k tetracyklinlim jsou efluxni pumpy. Eflux geny se
nachazi predev$im na plazmidech a transpozonech, coz je jednim z divodu jejich Sirokého
rozsifeni. Je popsano 36 gent kddujicich proteiny efluxnich pump, jednim z nich je gen fetA(P)

(Zhu et al. 2021).

Sulfonamidy

Rezistence k sulfonamidiim je zplsobena mutacemi v genu pro syntézu enzymu
dihydropteroat-syntetaza (DHPS) anebo piimo ziskdvanim alternativnich DHPS (Perreten a
Boerlin 2003). Rezistence také miize vznikat nadprodukci kyseliny p-aminobenzoové, jelikoz
pusobeni sulfonamidi je zalozeno na kompetici s touto kyselinou. Zvysenim jeji koncentrace

se snizi ucinnost antibiotika (Benes 2018).

Rezistence k sulfonamidiim je ale nejcastéji zptisobena alternativnimi geny pro
syntézu DHPS, geny sul. Je popsano 5 sul gentl. Ty se vyskytuji na chromozomech i

plazmidech (Lin et al. 2021).

2.4 Metody detekce bakterialni rezistence

Testovani antibiotické rezistence je vyznamnou soucasti klinické praxe,
epidemiologickych analyz a monitorovani jejiho vyskytu a ptenosu. V kazdé z téchto oblasti
jsou preferovany jiné metody hodnoceni antibiotické rezistence vzhledem k jejich pfesnosti,

dostupnosti a cené (Kolaf et al. 2020).

Vramci klinické praxe by prfed zahdjenim antibiotické lé€by mélo vzdy dojit
k mikrobiologickému vysetfeni, které stanovi konkrétniho piivodce infekce a jeho citlivost
k antibiotikiim (Kolaf et al. 2020). Kvili velkému nartstu rezistentnich mikrobt se testovani
citlivosti k antibiotikiim rychle stalo nedilnou soucasti péce o pacienty s infek¢nimi chorobami

a ziistava zakladem klinického rozhodovani o vybéru antibiotik (Tan 2014).

V akutnich piipadech ale muze byt potfeba zahajit antibiotickou terapii ihned. Pii
akutnim zahajeni antibiotické 1écby lékaf nebo veterinaf musi vychazet z kvalifikovaného

ptedpokladu na urceni pravdépodobného plivodce infekce, vEetné znalosti aktualnich udaji o

34



primarni a sekundarni rezistenci daného druhu mikroorganismu. I v pfipadé akutni infekce a
zahdjeni antibiotické 1é¢by pouze na zékladé¢ kvalifikovaného odhadu je na misté tento postup
potvrdit mikrobiologickym vySetfenim, které stanovi konkrétniho ptivodce infekce a jeho
citlivost k antibiotikiim a antibioticka terapie tak mtze byt adekvatn¢ upravena (Kolaf et al.
2020). Cilem antibiotické terapie by mélo byt pouziti antibiotika s prokazatelné nejveétSim

ucinkem na danou bakterii a zarovei s co nejuz§im spektrem ucinku (Stefan 2022).

V ramci epidemiologickych analyz a monitoringu antibiotické rezistence jde predevsim
o zaznamenavani udaji, které vedou ke zvySovani kvality pouzivani antibiotik a umoznuji

formulovat antibiotickou politiku (Statni zdravotni ustav 2019).

Metody testovani rezistence na antibiotika se dé€li na kultiva¢ni a molekularné biologické.
Pro ucely klinické praxe se vyuzivaji spiSe metody kultivacni, pro oblast vyzkumu se pouzivaji
ptevazné metody molekularné biologické. Toto rozdéleni neplati striktné, oba typy metod maji

své misto v obou oblastech (Kolarova 2020).

2.4.1 Kaultiva¢ni metody

Kultiva¢ni metody neboli metody fenotypové se dle udaji, které poskytuji, déli na
kvalitativni a kvantitativni. Kvalitativnimi testy pouze zjiStujeme, jestli je bakterie k
antibiotikiim citlivd anebo rezistentni. Kvantitativni metody jsou oproti tomu piesnéjsi a
antibiotika vii¢i zkoumané bakterii (Barker 1999), a tak poskytuje udaje potiebné pro kvalitni

antibiotickou terapii (Kolaf et al. 2020).

Hodnota MIC udava minimalni koncentraci antibiotika, kterd je schopna zabranit rastu
bakterii (Wiegand et al. 2008). Pokud je tfeba bakterii usmrtit, je zapotiebi nasadit antibiotikum
v koncentraci MBC (minimdlni baktericidni koncentrace), coZz je koncentrace potiebnd

k usmrceni mikroorganismu (Syal et al. 2017).

Vysledné hodnoty kultivaénich metod se porovnavaji s tzv. breakpointy, coz jsou
hodnoty koncentrace antibiotika, které¢ oddéluje kmeny rezistentni a citlivé a citlivé pii zvySené
expozici (Arendrup et al. 2020). Hodnoty pro interpretaci vysledkl jsou v Evropé stanovovany
dle syst¢ému EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Klinické
breakpointy se méni v zavislosti na objevech novych mechanismt rezistence, vyskytu kment

se zvySenou rezistenci nebo v zavislosti na novych klinickych indikacich (Kolafova 2020).
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Diskova difuzni metoda je kvalitativni metoda stanoveni citlivosti vii¢i antibiotikiim,
kterd pracuje s ¢istymi kulturami nebo s bakteridlni suspenzi kolonie vyrostlé na agaru. Tyto
kultury jsou naockovany na Mueller-Hilton agar, na ktery jsou po zaschnuti pfeneseny disky
napusténé antibiotiky o zndmé koncentraci (Kolafova 2020). Petriho miska s disky a
bakterialnim kmenem je kultivovéana dle narokii testovaného kmene. Pii kultivaci se z diska
uvolnuji acinné latky. Nasledujici den je citlivost testovaného kmene hodnocena podle velikosti
inhibi¢nich zon, které se vytvotily, nebo nevytvofily kolem antibiotického disku (Obrazek 5)
(Barker 1999). Pokud se inhibicni zona nevytvofi vibec, znamena to, ze kmen je zcela
rezistentni. Pokud je antibiotikum 0UcCinné, kolem disku se vytvofi prizracna zona bez
mikroorganismu a v milimetrech je hodnocen jeji prumér. Vysledné hodnoty jsou poté

porovnavany s jiz zminénymi klinickymi breakpointy (Kolatrova 2020).

Obrazek 5 Méfeni inhibi¢nich z6n

Prevzato z: EUCAST 2021a

Kvalitativni kultivaéni metodou je bujonova diluéni metoda. Tato metoda je zaloZena na
ockovani stejného mnozstvi bakterialni kultury do fady zkumavek s bujonem a vzestupnou
koncentraci antibiotika. Z tohoto testu se ziskdva hodnota MIC. Vysledky jsou hodnoceny
proti tmavému pozadi, zkumavky, ve kterych je pozorovatelny svétly zékal, obsahuji Zivé
bakterie, zkumavky bez zakalu znamenaji, Ze je pfitomné antibiotikum v dostatec¢né

koncentraci, ktera dokaze usmrtit bakterie (Obrazek 6).

dilu¢ni metody, ale v miniaturizované verzi. Rlst mikroorganismil je hodnocen v kratkych
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intervalech, a tak je mozné stanovit hodnotu MIC (ktera je zasadni pro spravnou antibiotickou

1é¢bu) béhem nekolika hodin (Funke et al. 1998).

Obrazek 6 Uréeni MIC pomoci bujonové diluéni metody
Cerveng jsou zaznaleny jamky, ve kterych nedoslo k nartistu kolonie. Koncentrace antibiotika odpovida MIC.
Pievzato z: EUCAST 2021b

Kombinaci diftizni a diluéni metody je takzvany E-test. E-test je komeréné€ vyrabény plastovy
prouzek, ktery je napustén postupné se snizujicimi ddvkami antibiotika. Po¢atecni faze je stejna
jako u difizniho testu, kdy je agar naockovan urcitou bakterialni kulturou. Na ni je poté polozen
E-test. Po nasledné inkubaci je odeéten vysledek. Inhibi¢ni zony kolem E-testu jsou ve tvaru
elipsy. Misto, kde spodni okraj elipsy protina prouzek, znac¢i hodnotu MIC (Obrazek 7) (Brown
a Brown 1991).
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Obrazek 7 Inhibi¢ni zony vytvotené kolem E-testu
Ptfevzato z: Biomerieux 2023

2.4.2 Molekularné biologické metody

Molekularné biologické metody jsou dnes béznou soucasti epidemiologickych analyz,
surveillence infekci a antibiotickych rezistenci. Diky mnohym vyhodam se postupné dostavaji
do klinické praxe, kde je ale stale zapotiebi minimalné kombinace kultivacnich 1 molekularné
biologickych metod. Jejich hlavni vyhoda spociva v rychlosti, specifité a citlivosti. Nevyhodou
je nemoZnost urcit zivotaschopnost organismu a piipadné falesné pozitivni vysledky (Kolatrova,
2020). V dnesni dobé jsou zakladnimi molekularné biologickymi metodami PCR, real-time
PCR, sekvenovani a rizné metody zaloZené na hybridizaci v€etné mikro€ipit (Woodford a

Sundsfjord 2005).

Cilem molekularné biologickych metod vyuZivanych v rdmci zkoumani antibiotické rezistence
je detekce genti kodujicich rizné mechanismy rezistence, popiipadé také zptisob jejich Sifeni.
Horizontalni pfenos muze byt detekovan pomoci specifickych markertt mobilnich genetickych

elementti (Luby et al. 2016).

Pravdépodobné nejpouzivangjsi molekuldrné biologickou metodou je metoda real-time PCR
zaloZena na principu klasické PCR. Reakce probiha ptiblizné ve Etyficeti cyklech, které se déli
do Ctyf fazi. Iniciacni faze trva né€kolik prvnich cykli, po ni nasleduje faze exponencialni, pfi
které dochézi k nartistu novych DNA molekul. V dalsi fazi narist zpomaluje, a kdyz dojde
k vycerpani reak¢nich slozek nésleduje faze plateau. Vyslednou hodnotou této metody je tzv.

Ct hodnota (z angl. cycle of treshold). Kromé& gent z4jmu je pfi reakci nutné vyuzit 1 jeden
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referencni gen, ktery slouzi jako kontrola mnozstvi vstupniho materidlu (Bustin et al. 2009).
Pro detekci gentl antibiotické rezistence u bakterii se vyuzivaji naptiklad ribozomalni geny jako

gen rpsL (Dumas et al. 2006) nebo gen rrs pro 16S rRNA (Salerno et al. 2022).

Nartist DNA ve vzorku je zaznamenavan pomoci fluorescencniho substratu, ktery po navazani
se k molekule DNA vysle fluorescen¢ni signal. Pro znaCeni se nejCastéji uziva univerzalni

substrat Sybergreen (Obrazek 8).

denaturation

H

i

primer annealing

W‘mm

extension

Obrazek 8 Funkce Sybergreenu pfi real-time PCR
Pii fazi denaturace, jsou molekuly Sybergreenu voln€¢ ve vzorku a nevysilaji zadny fluorescencni signal.
Fluorescence se za¢ina zvySovat pti nasedani primerti. Na konci kazdého cyklu je zaznamenana vysledna hodnota

fluorescence. Prevzato z: Fraga et al. 2014

Pti testovani celého genomu urcitého vzorku (napt. DNA stfevni mikroflory) real-time PCR
dokaze zaznamenat pfitomnost genu rezistence, ale z vysledku neni mozné vycist, kdo je
nositelem daného genu. Tuto informaci lze zjistit pomoci celogenomového sekvenovani.
Z vysledkli celogenomového sekvenovani je mozné zjistit pifitomnost gent kodujicich
rezistenci 1 markerit mobilnich genetickych elementl. Na zékladé¢ téchto vysledkl je mozné
predpokladat a pozorovat princip Sifeni genli mezi bakteriemi, nebo mezi bakteriemi

a prostfedim (Luby et al. 2016).

Jednou z nejstarsich, ale stdle vyuzivanych molekularné biologickych metod je hybridizace
(Kolafova 2020). Umoznuje detekci DNA a RNA piimo z biologického materidlu. Princip
spociva v parovani jednotetézcovych fragmentli ve vzorku s jednofetézcovou sondou znacenou

markerem. Na principu hybridizace funguje naptiklad metoda DNA mikro¢ipi, pii které je na
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¢ipu pevné ukotveno mnoho jednofetézcovych oligonukleotidl, ke kterym se miize navazat
komplementarni fetézec DNA. Pomoci této metody je mozné detekovat velké mnozstvi

sekvenci najednou (Harrington et al. 2000).

Vyuzivanou hybridiza¢ni metodou je také metoda FISH (fluorescenc¢ni in situ hybridizace).
V tomto piipad¢ je sonda znacCend fluorescenéné a pii navazani oligonukleotidli je mozné

pozorovat fluorescencni signal z dané sondy (Moter a Gobel 2000).

Hmotnostni spektrometrie

V posledni dob¢ je identifikace bakteridlnich agens pro terapeutické ucely provadéna pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Technika MALDI-TOF vyuziva laserovy paprsek
k ionizaci vzorku a méteni ¢asu letu iontli, coz umoznuje identifikaci biomolekul na zakladé
jejich hmotnosti. Tato technika je rychla, ptesna a ekonomicky vyhodna a bez potieby kultivace
bakterii. Nahrazuje tak fenotypické metody identifikace. Pro ovéteni antibiotické rezistence
vsak neni mozné MALDI-TOF MS vyuzivat univerzalné. MALDI-TOF MS je schopen odhalit
naptiklad rezistenci ke karbapenemim u Acinetobacter baumannii (Kempf et al. 2012)
a Bacteroides fragilis (Johansson et al. 2014). Také je mozno pfesné urc¢it vankomycin citlivé a
rezistentni kmeny Eterococcus faecium (Nagy et al. 2011). Detekce rezistentnich kment
pomoci hmotnostni spektrometrie ma velky potencial, ktery jesté nebyl dostatecné prozkouman

(Charretier a Schrenzel 2016).
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3. CILE PRACE

Cilem této diplomové prace je:

1. Popsat slozeni stfevni mikroflory rodiCovskych generaci brojleri a nosnic po

produktivnim veku.

2. Stanovit Cetnost gent antibiotické rezistence ve slepych sttevech rodi¢ovskych generaci

brojlerti a nosnic.
3. Porovnat pfitomnost gent pro rezistenci k antibiotikiim mezi jednotlivymi farmami.

4. Pomoci korelacni analyzy predpovédét hlavni bakteridlni celedé, které jsou nositeli

genu antibiotické rezistence ve slepych stievech brojlerti a nosnic.
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4. PRAKTICKA CAST

4.1 Material a metody
Material

K experimentu byla vyuzita DNA ze vzorki slepych stfev dospélych jedincii brojlerti a nosnic.
Jednalo se o jedince z farem rodi¢ovskych generaci. Brojlefi byli utraceni ve staii 50 a 55 tydnd,
nosnice byly utraceny v 60—74 tydnech. Z Farmy 1-4 pochazeji brojlefi a z Farmy 5 pochazeji

nosnice. Celkové bylo utraceno 18 jedinct (12 brojlerii a 6 nosnic).

Typ farmy Farma Oznaceni zvirete  Typ farmy Farma  Oznaceni zviiete

brojlefi Farma 1 Slepice 1 Farma 4 Slepice 1
Slepice 2 Slepice 2

Slepice 3 Slepice 3

Farma 2 Slepice 1 nosnice Farma 5 Slepice 1

Slepice 2 Slepice 2

Slepice 3 Slepice 3

Farma 3 Slepice 1 Slepice 4

Slepice 2 Slepice 5

Slepice 3 Slepice 6

Obrazek 9 Oznaceni brojlerd a nosnic z jednotlivych farem

Metodika prace

4.1.1 Pitva

Pti pitvé byl slepicim odebran obsah slepych stiev. Obsah byl ihned po vyjmuti ulozen na led
pro ucely izolace bakterialni DNA k sekvenovani a real-time PCR analyze. Tyto vzorky byly
zamrazeny a uchovany pii -20 °C. Pitva probihala v souladu s ¢eskou legislativou podle zdkona

0 ochrané zvirat a welfare ¢. 246/1992 Sb.

4.1.2 Izolace DNA

DNA ze vzorkl slepych stfev byla extrahovdna pomoci kitu QIAamp DNA Stool Mini kit
(Qiagen) dle navodu uvedeného vyrobcem. Dale byla stanovena koncentrace DNA pomoci
spektrofotometru Nanodrop a nasledné zamrazena a uchovavana pfi teploté —20 °C.

4.1.3 Real-time PCR

Izolovand DNA byla pouzita jako templat pro real-time PCR kvantifikaci gentt blaTEM, aadA,
strd, sul2, tet(Q), lind, tet(W), tet(32), tet(O), tet(44), tetA(P) (Tabulka 1).
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Pro reakci byly nejprve pripraveny PCR smési obsahujici 94 ul PCR vody, 3 pl forward primeru
a 3 pl reverse primeru. A dale smési obsahujici 60 pul PCR vody a 20 ul DNA. Real-time PCR
byla provedena pomoci QuantiTect SYBR Green PCR Master Mixu (Qiagen) v celkovém
objemu 3 pl na 384-jamkovych destickdch. Smés DNA, smés primeri a master mix byly

rozpipetovany pomoci pipetovaci stanice Nanodrop NS-2 Stage (Innovadyne).

Real-time PCR probihala ve fazich: Hot start 95°/15 min, ddle samotnd PCR reakce probihala
v 40 cyklech. PCR probihala ve fazich denaturace 94°/20 sek, nasedani 61°/30 sek, extenze

72°/30 sek. Real-time PCR a nartst fluorescence byly provedeny a zaznamendny pomoci

LightCycler IT (Roche).

Vystup tohoto procesu piedstavovaly hodnoty Ct (cycle of treshold) pro kazdy vzorek. Vzorky
byly zhotoveny v triplikatech a pro vypocty byly pouzity primérné hodnoty z opakovani. Jako
referencni gen byl pouZit gen prol6S rRNA.

Ct hodnoty vzorki byly normalizovany na primérnou Ct hodnotu genu pro 16S

rRNA (ACt) a prepoéitany jako 2 “A¢t,

Tabulka 1 Seznam pouzitych primert. F — forward primer; R — reverse primer

Primer Sekvence primeru Reference
blaTEM F ACCAATGCTTAATCAGTGAG Olesen et al. 2004
blaTEM R GCGGAACCCCTATTTG Olesen et al. 2004

aad4 F CAGCCCGTCTTACTTGAAGC Faldynova et al. 2013

aadA R GATCTCGCCTTTCACAAAGC Faldynova et al. 2013

strd F ACCCTAAAACTCTTCAATGC Faldynova et al. 2013

strd R TCCCCAATACATTGAATAGG Faldynova et al. 2013

sul2 F CGCAATGTGATCCATGATGT Faldynova et al. 2013

sul2 R GCGAAATCATCTGCCAAACT Faldynova et al. 2013

tetQ F AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG Aminov et al. 2001

tetQ R CGGAGTGTCAATGATATTGCA Aminov et al. 2001

linA F GGTGGCTGGGGGGTAGATGTATTAACTGG Seidlerova et al. 2020

linAR ~ GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTCGATC Seidlerova et al. 2020

tetW' F AGCGACAGCGTGAGGTTAAA Juricova et al. 2021

tet’ R AAGTTGCGTAAGAGCGTCCA Juricova et al. 2021
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tet(32) F GCTCACTCCGGAAGTGTCTC Juricova et al. 2021

tet(32) R TTCAAAGGTTCCCCCGCAAT Juricova et al. 2021
tetOF ACGGAAAGTTTATTGTATACC Aminov et al. 2001
tetOR TGGCGTATCTATAATGTTGAC Aminov et al. 2001
tet44 F CGAAAGCAAAGTTTCACTCGGT Juricova et al. 2021
tet44 R AAGCGAAAATCCGAGGGAGT Juricova et al. 2021

tetA(P) F AGTTGCAGATGTGTACAGTCG Juricova et al. 2021

tetA(P) R CTTCCGCAATCCAAGCTTCA Juricova et al. 2021

16S ¥rRNA F TCCTACGGGAGGCAGCAG Juricova et al. 2021
16S rRNA R CGTATTACCGCGGCTGCT Juricova et al. 2021

4.1.4 Sekvenovani oblasti V3/V4

Slozeni bakteridlniho spolecenstvi bylo stanoveno pomoci sekvenovani 18 vzorki DNA pftes

variabilni useky V3 a V4 genu pro 16S rRNA.

Izolovand DNA byla nafedéna na koncentraci 5 ng/pl byla pouzita jako templat v PCR
s forward primerem 5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-MID-
GT-CCTACGGGNGGCWGCAG-3" areverse primerem 5 -GTCTCGTGGGCTCGGAGATG
TGTATAAGAGACAG-MID-GT-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3".  Sekvence psané

kurzivou slouZzi jako index/adaptor, MID je kratka sekvence nukleotidii slouzici k rozeznani
jednotlivych vzorkl, GT je mezernikova sekvence, ktera slouzi k oddé€leni MIDu a samotného
primeru. Sekvence primeru je oznacena podtrzitkem a slouzi k amplifikaci oblasti V3/V4 16S

rRNA.

Primer

Obrazek 10 Design primeru pro 16S rRNA pro Illumina Miseq sekvenovani

Po ligaci adaptorti nasledovala PCR amplifikace pomoci KAPA HiFi Hot Start Ready Mix kit.
Vysledné PCR produkty byly purifikovany pouzitim AMPure kulicek. Koncentrace DNA byla
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meéiena fluorimetricky a byla nafedéna na koncentraci 100 ng/ul. Nékolik vzorka s rozdilnymi
MID sekvencemi byly smichany a opatfeny indexy pomoci Nextera XT Index Kit (Illumina),
coz umoznuje sekvenovani vice vzorki béhem jednoho cyklu. Koncentrace jednotlivych DNA
ve smesi byla stanovena pomoci KAPA LC Quantification Complete kit (Kapa Biosystems).
Vsechny vzorky byly natfedény 4 ng/ul a bylo pfidano 20 % phiX DNA. Samotné sekvenovani
probihalo pomoci MiSeq Reagent Kit v3 a pfistroje MiSEQ 2000 podle navodu vyrobce

(Illumina).

Vysledné sekvence byly roziazeny do taxonomickych jednotek. Pro vytvofeni taxonomické
jednotky byla hranice podobnosti 97 %. Pro vygenerovani tabulkového souboru byl pouzit

software Qiime.

Vyhodnoceni dat

Pro vyhodnocovéni byly brany v potaz pouze Celed¢, které alespont v jednom vzorku tvofily

alesponi 1 % z celkového slozeni.

Pro vyhodnoceni a zobrazeni dat byl vyuzit program R a Microsoft Excel. Korela¢ni analyza,
ve které proti sob¢ byly vyneseny vysledky relativni ¢etnosti genil rezistence vii¢i zastoupeni
¢eledi ve vzorcich byla provedena v programu R. Aluvialni diagram, ktery zobrazuje vyskyt

nejvice zastoupenych genti na jednotlivych farmach, byl také zpracovan v programu R.
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4.2 Vysledky

4.2.1 SloZeni stFevni mikrofléry
V prvni ¢asti prace bylo stanoveno slozeni stfevni mikroflory 18 brojlerti a nosnic pomoci
sekvenovani variabilnich oblasti V3 a V4 genu pro 16S rRNA. Ve vzorcich z cekalniho obsahu

bylo nalezeno 14 kmenu (Obrazek 11).

Nejdominantnéj§im kmenem v cekalni mikroflofe brojleri a nosnic byl kmen Bacteroidota
(58,6 £ 10,4 %). U brojlert z Farmy 2 tvofil tento kmen téméf tii ¢tvrtiny cekalni mikroflory.
Naopak u brojlerti z farem 1 a 4 netvofil ani polovinu. Druhym nejpocetnéj§im kmenem byl
kmen Firmicutes (18,3 = 5,2 %). Pouze na Farmé 2 tento kmen tvofil méné nez 10 % celkové

cekélni mikroflory.

Kmeny Fusobacteriota (5,1 + 4,6 %) a Verrucomicrobiota (3,5 = 4,5 %) se na farmach
vyskytovaly ve velmi rizném zastoupeni. Cekalni mikroflora brojlerti z Farmy 4 byla ze 13,9 %
tvofena zastupci kmene Fusobacteriota. Tento kmen na ostatnich farmach tvofil pét a méné
procent z celkové cekalni mikroflory. Kmen Verrucomicrobiota u brojlertt z Farmy 1 tvofil

12,1 % cekalni mikroflory, na Farmeé 2 a 5 se ale tento kmen nevyskytoval viibec.

Minoritni kmeny, které tvofily méné nez 5 % celkové mikroflory, byly kmeny Spirochaetota,
Desulfobacterota, Cyanobacteria, Deferribacterota, Proteobacteria, Campilobacterota,

Synergistota, Elusimicrobiota, WPS-2 a Actinobacteriota.
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Obrazek 11 Procentualni zastoupeni bakteridlnich kmena v cekalni mikrofléte rodicovskych generaci brojlert a
nosnic po produktivnim véku
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SloZeni stievni mikroflory zvirat z jednotlivych farem

Farma 1

V cekalni mikrofloie slepic z Farmy 1 byly dominantni tfi ¢eledé, jejichz zastoupeni bylo vétsi
nez 10 %. Jednalo se o ¢eled¢ Bacteroidaceae (19,3 = 3 %) a Rikenellaceae (12,1 + 2,7 %)
z kmene Bacteroidota a ¢eled WCHB1-41 (11,6 + 6,7 %) z kmene Verrucomicrobiota. Celed
Bacteroidaceae byla zcela zastoupena pouze rodem Bacteroides. V ramci ¢eledi Rikenellaceae

se jednalo pfedevsim o zastupce rodi Alistipes a Rikenellaceae RC9_gut_group.

Mensi procentualni zastoupeni pak tvotila ¢eled’ Spirochaetaceae (7,7 + 5,0 %), zastoupena
rody Treponema a Spirochaetaceae uncultured. Z kmene Firmicutes se ve stievni mikroflote
objevovalo mnoho zastupct tiidy Clostridia, ¢eledi Clostridia vadinBB60 group (6,5 + 2,6 %)
a Clostridia_UCG-014 (0,9 £ 0,3 %) zastoupenych stejnojmennymi rody.

Kmen Bacteroidota byl reprezentovan celedémi Bacteroidales  Other (5,4 + 2,2 %),
Prevotellaceae (4,5 + 1,6 %) a Tannerellaceae (2,3 + 0,4 %). Z Celedé Tannerellaceae se zde
vyskytovali piedev§im zastupci rodu Parabacteroides (1,7 0,2 %). Pomémé vyznamné
zastoupenou cCeledi byla celed” Gastranaerophilales z kmene Cyanobacteria, ta tvorila
4,5+ 0,9 % cekalni mikroflory slepic z Farmy 1. Ostatni Celed¢, které se v céku brojlerti

z Farmy 1 vyskytovaly, tvotily méné nez 2 % celkové mikroflory (Tabulka 2).

Farma 2

Témét polovinu cekalni mikroflory brojlert z Farmy 2 tvofili zastupci rodu Bacteroides
(43+2,4 %) celed¢ Bacteroidaceae z kmene Bacteroidota. Kmen Bacteroidota byl dale
zastoupen cCeledémi Rikenellaceae (14,1 + 0,9 %), Prevotellaceae (7,7 = 1,8 %),
Bacteroidales__Other (4,4 + 1,2 %) a Tannerellaceae (2,7 + 0,3 %). Celed’ Rikenellaceae byla
zastoupena pievazné rody Alistipes a Rikenellaceae_RC9_gut_group. Dale se zde objevily rody
Alloprevotella, Prevotellaceae_Ga6Al_group a Prevotellaceae_UCG-001, pattici do celedé

Prevotellaceae.

wev

zastoupena pouze zastupci rodu Fusobacterium, ten u jednoho zvifete tvofil az 11,6 %
mikroflory.

Méné nez 5 %, ale vice nez 1 % tvotily Celedé Desulfovibrionaceae (3,3 = 0,9 %),
Synergistaceae (2,0 + 0,5 %) a Spirochaetaceae (1,3 + 0,7 %). Do této kategorie 1-5 % patfily

také Celed¢ Oscillospiraceae (2,5 + 0,9%), Lachnospiraceae (1,9+ 1,0%)
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a Acidaminococcaceae (1,5 + 1,1 %) z kmene Firmicutes a dale Barnesiellaceae (1,2 + 0,2 %)
a Marinifilaceae (1,2 + 0,6 %) z kmene Bacteroidota. Ostatni Celedé popsané v cekalni
mikroflofe brojlert z Farmy 2 tvotily méné nez 1 %. Napiiklad kmen Proteobacteria primérné
tvotil pouze 0,4 % cekalni mikroflory brojlerit z Farmy 2 a byl zastoupen pouze celedémi
Sutterellaceae, Rhodospirillales__uncultured a Succinivibrionaceae. Kmen

Verrucomicrobiota se na této farm¢ viibec nevyskytoval (Tabulka 2).

Farma 3

Stejné jako na predeslych farmach i na Farmé 3 byl nejzastoupenéj$im taxonem rod Bacteroides
(38,6 + 3,8 %). Kmen Bacteroidota byl pfevazné zastoupen jiz zminénym rodem Bacteroides
a dale Celedémi Prevotellaceae (8,8 + 1,2 %), Rikenellaceae (7,0 + 1,5 %), Tannerellaceae
(2,7 +£0,2 %) a Bacteroidales__Other (2,7 = 0,5 %). Ostatni ¢eledé kmene Bacteroidota tvoftily

mén¢ nez 0,5 % celkové cekalni mikroflory.

Z kmene Firmicutes byly v céku nejpocetnéjsimi ¢eledémi Oscillospiraceae (5,1 = 1,1 %),
Lachnospiraceae (4,9 + 1,6 %) a Ruminococcaceae (2,8 + 0,7 %). Ve slepych stievech se dale
objevoval rod Fusobacterium ¢eledé Fusobacteriaceae a z celkového bakterialniho zastoupeni
tvotil 3,7 + 2,6 %. Zhruba dvéma procenty byly zastoupeny celedé Spirochaetaceae
(2,3 +£0,5 %) a Helicobacteraceae (2,1 + 1,3 %). Z ¢eledé Spirochaetaceae se zde vyskytovaly
predevsim rody Treponema a Spirochaetaceae uncultured. Celed Helicobacteraceae byla

zastoupena pouze rodem Helicobacter.

Rody Sutterella a Parasutterella patiici do ¢eledi Sutterellaceae, tvotily 2,1 + 0,4 % cekalni
mikroflory. Posledni celedi, ktera primérné tvofila vice neZ 2 % mikroflory, byla celed
WCHB1-41 (2,1 + 2,9 %). Celed WCHB1-41 ale nad procentniho zastoupeni dosahla pouze

Vv céku jednoho brojlera, kde tvofila 6,2 % celkové cekalni mikroflory.

Na Farmé 3 se vyskytovaly viechny z nejéetngjsich 40 &eledi. Celedg, které nejsou zminéné
v tomto textu, tvotily méné nez 2 % celkové cekalni mikroflory brojlert z této farmy (Tabulka
2).

Farma 4

Bakterialni zastoupeni v cékéach jednotlivych slepic z Farmy 4 se mezi sebou pomérné lisilo.

vewr

dominantni pouze u slepice 1 (41,7 %). V cékach slepic 2 a 3 byla spolecné s celedi

Bacteroidaceae (18,8 = 1,6 %) dominantni eled” Fusobacteriaceae (20,5 + 4,3 %). Celed’
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Bacteroidaceae byl zastoupena pouze rodem Bacteroides a ¢eled” Fusobacteriaceae rodem
Fusobacterium. V cekalni mikroflofe slepice 1 vSak ¢eled’ Fusobacteriaceae netvorila ani 1 %

celkového slozZeni.

Rozdil mezi slepici 1 a slepicemi 2 a 3 byl také v procentudlnim zastoupeni celede
Bacteroidales__Other, kdy u slepice 1 tato ¢eled’ tvotila 14,56 % mikroflory a u slepic 2 a 3
maximaln¢ 0,2 %. Dalsimi ¢eledémi z kmene Bacteroidota v mikrofloie slepic z Farmy 4 byly
¢eledé Prevotellaceae (5,3 + 2,9 %), Barnesiellaceae (3,7 + 3,0 %), Rikenellaceae (3,3 +1,3 %)

a Tannerellaceae (2,9 + 0,7 %) a Muribaculaceae (2,8 = 1,6 %).

Dalsim rozdilem bylo zastoupeni rodu Mucispirillum z ¢eled¢ Deferribacteraceae. Ten tvotil
5 % cekalni mikroflory slepice 2. U slepic 1 a 3 byl ale vyskyt Deferribacteraceae maximalné
0,4 %. Mikroflora slepice 3 byla specificka zastoupenim rodu Cerasicoccus (8,9 %) Celedé
Puniceicoccaceae, a rodu Elusimicrobium (2,4 %) c&eledé Elusimicrobiaceae. U ostatnich

slepic z Farmy 4 se tyto rody ani ¢eled¢ viibec neobjevily.

Kmen Firmicutes byl zastoupen piedev§sim celedémi Oscillospiraceae (6,8 = 3,5 %),
Ruminococcaceae (3,5 + 1 %), Lachnospiraceae (2,7 + 0,7 %). Dalsi pocetnou ¢eledi, ktera
tvotila vice nez jedno procento, byla ¢eled’ Desulfovibrionaceae (6,4 + 3,7 %), zastoupena rody
Desulfovibrio a Desulfovibrionaceae_uncultured. Jedinym nad procentnim rodem z kmene
Proteobacteria se zde ukazal rod z ¢eled¢ Sutterellaceae (1,2 + 0,3 %) (Tabulka 2).

Farma5

Z Farmy 5 pochazi nejstarsi jedinci tohoto experimentu. Z této farmy jsme ziskavali cekalni
obsah od rodicovské generace nosnic po produktivnim véku, coz znamend staii 60—74 tydnda.
Deset nejpocetnéjSich Celedi zde tvorily pouze ¢eledé kmenu Bacteroidota a Firmicutes.
Pocetn&jsi byl ale kmen Bacteroidota zastoupen ¢eledémi Bacteroidaceae (31,8 + 2,8 %),
Prevotellaceae (12,1 + 2,4 %), Rikenellaceae (8,0 + 2,4 %), Bacteroidales__Other
(4,5+ 1,0 %) a Tannerellaceae (2,6 + 0,4 %). Celed Bacteroidaceae byla opét zastoupena
pouze rodem Bacteroides. Z Rikenellaceae se zde objevily pouze dva rody, a to
Rikenellaceae_RC9 gut_group a Alistipes. Z ¢eled¢ Tannerellaceae se Vv céku objevil

naptiklad rod Parabacteroides.

Nejzastoupenéjsi ¢eledé kmene Firmicutes, které obyvaly cékum nosnic byly celedé
Ruminococcaceae (3,9 + 2,1 %), Selenomonadaceae (3,5 + 2,9 %), Acidaminococcaceae
(3,4 £ 2,7 %), Lachnospiraceae (3,2 + 1,8 %), Oscillospiraceae (2,3 + 1,1 %). Dalsi ¢eled¢

kmene Firmicutes, které tvorily vice nez 1 % cekalni mikroflory byly Lactobacillaceae
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(1,9+1,1 %), zastoupena pouze rodem Lactobacillus. Dale c¢eledé Muribaculaceae
(1,3 + 0,9 %), Veillonellaceae (1,2 + 0,9 %) a Clostridia_vadinBB60_group (1,2 = 0,7 %).

Z cCeled¢ Ruminococcaceae se Vcekalni mikroflofe vSech slepic objevoval rod
Faecalibacterium. U slepice 5 se zc¢eledé Ruminococcaceae navic vyskytovaly rody
Fournierella a Subdoligranulum. Z ¢eledé¢ Selenomonadaceae se zde vyskytoval pouze rod
Megamonas. Stejné tak ¢eled’ Acidaminococcaceae byla reprezentovana pouze jednim rodem,
a to Phascolarctobacterium. Dale také celed’ Veillonellaceae byla zastoupena pouze jednim

rodem, rodem Megasphaera.

24

Proteobacteria se v cekalni mikrofléfe v nadprocentnim zastoupeni objevila celed
Succinivibrionaceae (2,0 £ 1,6 %) zastoupena predevsim rodem Anaerobiospirillum a celed’
Sutterellaceae (1,1 = 0,9 %), ktera stejné jak na ostatnich farmach byla zastoupena rody

Parasutterella a Sutterella

Méné nez 2 % cekalni mikroflory dale tvorily ¢eledé Desulfovibrionaceae (1,7 = 0,2 %),
Fusobacteriaceae (1,2 + 0,9 %). Ostatni z vybranych 40 ¢eledi se zde vyskytovaly v zastoupeni
mensim nez 1 %. Nejmensi zastoupeni zde mél kmen Verrucomicrobiota, ktery se vyskytoval
v cekalni mikroflofe pouze jedné nosnice v podobé rodu Cerasicoccus z celedi

Puniceicoccaceae 0,03 % (Tabulka 2).
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Celed’ Farmal Farma2 Farma3 Farma4 Farmab
Bacteroidaceae 193+3 43+£2.4 38,6+3,8 264+10,9 31,8+2.38
Rikenellaceae 12,1+£2,7 141+£09 7+1,5 33+£1,3 8+24
Prevotellaceae 45+1,6 77+1,8 88+1,2 53+29 12,1 +2,4
Fusobacteriaceae 1,8+1,4 51+£45 3,7+26 139+10 1,2+0,9
Bacteroidales __ Other 54+22 44+12 27+05 49+68 45+1
Oscillospiraceae 2+0,7 25+09 51+1,1 6,8+35 23+1,1
Lachnospiraceae 1,8+0,3 1,9+1 49+1,6 27+07 32+18
Tannerellaceae 23+04 27+03 27+02 29+£0,7 26+04
Spirochaetaceae 7,7+5 1,3+£0,7 23+0,5 0+£0 22+1,3
Ruminococcaceae 09=+0,1 0,2+0,3 2,8+0,7 35+1 39+21
Desulfovibrionaceae 0,6 +0,1 3,3+0,9 1,2+0,5 6,4+3,7 1,7+0,2
WCHB1-41 11,6£6,7 0+0 2,1+29 0,1+02 0+0
Clostridia_vadinBB60_group 6,5+2,6 0,7+0,5 1,5+1,1 1,9+1,7 1,2+0,7
Acidaminococcaceae 0,7+0,2 1,5+1,1 1,6 £2,2 1,609 34+27
Selenomonadaceae 0+0 0+0 09+09 09+06 3,5+29
Barnesiellaceae 1,2+0,5 1,2+02 0,3+0,1 3,7+£3 1,1+£0,7
Muribaculaceae 03+0,2 0+0 1,3+£0,2 28+1,6 1,3+0,9
Sutterellaceae 0,8+0,2 03+£02 2,1+04 1,2+0,3 1,1 +£0,9
Deferribacteraceae 1,5+08 0.8+0,7 09+0,6 1,9+22 0,6+0,7
Lactobacillaceae 04+01 0,1+0,1 04+04 06+0,8 19+1,1
Gastranaerophilales 45+09 0+0 0,2+0 0+0 0,2+0,2
Succinivibrionaceae 0,2+0,1 0=x0,1 0,7£0,3 0+0,1 2+ 1,6
Clostridia_UCG-014 09+03 0,7+06 07+03 04+03 0,8+0,5
Marinifilaceae 0,5+0,1 1,2+£0,6 0,5+0,1 0,7+0 0,5+0,2
Paludibacteraceae 14+13 02+03 04+03 02+02 08=+0,5
Synergistaceae 0,4+0,2 2+0,5 0,3+0,2 0,1+0,1 0,5+04
Veillonellaceae 0,1+0,1 04+03 03+02 03+0,2 1,2+0,9
Puniceicoccaceae 0,5+£0,2 0+0 0,1+0,1 3+42 0+0
UCG-010 14+12 07+02 03+02 0,1+02 05+0,2
Helicobacteraceae 0,2+0 0,1+0,1 2,1+1,3 03+0,2 0,1+0,1
F082 0,5+03 03+03 03+02 0+0 0,7+0,3
Elusimicrobiaceae 0,1+£0,2 02+£03 0=+0,1 0,8+1,1 0,7+0,4
Rhodospirillales uncultured 1,8+03 0,1+0,1 01+01 0,1+0,1 02+03
Peptostreptococcaceae 0,1 £0,1 0,3+0,5 0,1+0,1 0,4+04 0,5+04
Atopobiaceae 0,1+0,1 02+03 0,1+0,1 0,1+0,1 0,5+0,3
WPS-2 0,1+0,1 0,1+0,1 02+02 0+0 0,5+0,5
Butyricicoccaceae 0,1+0,1 0,1+£02 06+06 0,1+0,1 0,1+0,1
Enterococcaceae 0,1+£0,1 04+06 0+0 0,1+£0,1 0=+0
Brachyspiraceae 0+0 0+0 0+0 05+0,5 0,1+0,1
Enterobacteriaceae 0+0 0+0 0+0 0+0 0,2+0,5
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4.2.2 Geny rezistence v cekalni mikroflére
V dalsi Casti prace jsem se zabyvala pfitomnosti genl pro antibiotické rezistence ve stievni
mikrofléte brojlert a nosnic. Bylo vybrano 11 geni antibiotické rezistence: blaTEM, aadA,

strd, sul2, tet(Q), linA, tet(W), tet(32), tet(O), tet(44) a tetA(P).

Vyskyt vybranych genii rezistence v celkové DNA odebrané ze slepych stiev slepic byl
zjiStovan pomoci real-time PCR. Po normalizaci vii¢i genu pro 16S rRNA jsme stanovili
relativni Cetnost sledovanych gent na jednotlivych farmach. Z péti testovanych farem se bylo

nejvice gent rezistence pozorovano na Farme 2 a Farmé 3 (Obrazek 12)
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RELATIVNI CETNOST

N

Obrazek 12 Relativni ¢etnost zkoumanych genti rezistence na jednotlivych farmach

Jednotlivé geny antibiotické rezistence se vSak na farmach vyskytovaly s riznou ¢etnosti. Gen
kodujici rezistenci k B-laktamovym antibiotikim blaTEM se nejvice vyskytoval v DNA
odebrané z cék slepic z Farmy 4. I zde se se ale vyskyt tohoto genu bliZil nule. Gen rezistence
k sulfonamidiim su/2 se objevoval piedev§im na Farmé 2, ale také na Farmé 1. LinA kodujici
rezistenci k linkosamidiim se objevoval na vSech farmach a jeho relativni Cetnost kolisala
v rozmezi hodnot 0,01 az 0,05. Nejvice genu lind se vyskytovalo na Farmé¢ 2 a Farmé 3,
nejméné potom na Farmé 4. Dale byl zkouman vyskyt genl rezistence ke streptomycinu,
konkrétné strd a aadA. Ze zkoumanych farem se jako nejvetsi rezervoar téchto genii ukazala
Farma 2. Geny str4 a aadA byly dale detekovany i na Farmé 1. Na ostatnich farmach se geny

rezistence ke streptomycinu témeét nevyskytovaly.
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Obrazek 13 Relativni ¢etnost vybranych genl antibiotické reistence k betalaktamtim (blaTEM), sulfonamidiim

(sul2), linkosamidtim (linA) a streptomycinu (strA, aadA) na jednotlivych farmach

Geny kodujici rezistenci k tetracyklinovym antibiotikiim byly nalezeny ve vzorcich ze vSech
zkoumanych farem. Nejcastéji se ve stievni mikroflote vyskytovaly geny fetQ a tetW, a naopak

nejméné gen tetA(P).

Nejvyssi relativni Cetnost genu tetQ byla detekovana na Farmé 3, kde doséhla hodnoty vice nez
0,05. Primeérna relativni Cetnost genu tetQ na ostatnich farmach (1, 2, 4, 5) byla 0,03. Nejvyssi
vyskyt genu tetWW byl detekovan na farméch 1, 2 a 4. Na zbylych dvou farméch byly naméfeny
hodnoty mensinez 0,01. Dal$im zkoumanym genem byl gen fefO. Nejvétsim rezervodrem genu
tetO byla sttevni mikroflora slepic z Farmy 4, kde relativni ¢etnost dosahovala hodnoty 0,003.
Na ostatnich farmach gen tetO dosahoval hodnoty 0,002 a nizsi.
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Gen fet44 se nejvice vyskytoval na Farme 1 a Farmé 2, kde dosahoval hodnot vétsich nez 0,001.

Naopak na Farmé 4 se hodnoty blizily nule.

Jako nejvétsim rezervodrem genu fet(32) se ukdzaly vzorky mikrofléry z Farmy 5, 3 a 2
s relativni Cetnosti vice nez 0,001. Na Farmé 4 se tento gen vyskytoval nejméné. Farma 4 ale
byla nejvétsim rezervoarem genu fetA(P) kde relativni Cetnost dosahovala hodnoty 0,005.

Hodnoty mensi nez 0,0001 byly naméfeny na farmach 1,2 a 3.
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Obrazek 14 Relativni cetnost genti antibiotické rezistence k tetracyklinu na jednotlivych farmach
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Z jedenacti zkoumanych gent antibiotické rezistence vykazovaly nejvySsi prevalenci geny
tetQ, linA, tetW a tetO. Geny linA a tetQ se na v§ech farmach dohromady vyskytovaly s relativni
cetnosti vyssi nez 0,13. Geny linA a tetQ se s nejvyssi Cetnosti vyskytovaly na Farmé 2 a 3

a geny fetW a tetO spiSe na Farmé 1 a 4 (Obrazek 15).
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Obrazek 15 Relativni cetnost genti antibiotické rezistence na jednotlivych farmach
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V nasledujicim grafu (Obrazek 16) je zobrazen vyskyt nejzastoupenéjSich gent, tedy tetQ, linA,
tetW a tetO na jednotlivych farmach. Z tohoto grafu je patrné, ze vyskyt genti /inA a tetQ velmi

prevazuje vyskyt gent tetW a tetO.

I v pfipadé€, Ze bereme v potaz pouze Ctyfi nejzastoupengjsi geny, Farma 2 a Farma 3 jsou

nejveétsimi rezervoary antibiotické rezistence z péti pozorovanych farem.

farma |

linA
farma Il

tetO
farma lll

tetQ

QW

farma IV
farma V tetW

Obrazek 16 Vyskyt nejvice zastoupenych gend na jednotlivych farmach
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4.2.3 Korelacni analyza
Pomoci programu R byla provedena korelacni analyza, ve které proti sob& byly

vyneseny vysledky relativni ¢etnosti genti rezistence vici zastoupeni ¢eledi ve vzorcich.

Vysoka mira korelace mezi geny rezistence a bakterialnim osidlenim byla nalezena u
celedi Rikenellaceae, Ruminococcaceae a Muribaculaceae. Naopak nizka mira korelace byla
pozorovana u  Celedi  Succinivibrionaceae,  Elusimicrobiaceae,  Lactobacillaceae

a Selenomonadaceae (Obrazek 17).

Ve vzorcich, kde se vyskytovaly celed¢ Bacteroidaceae, Rikenellaceae a
Ruminococcaceae, byl zachycen vyssi vyskyt gent antibiotické rezistence ke streptomycinu,
pti¢emz Bacteroidaceae byly jedinymi vyznamnymi nositeli genu aadA. Gen strA se vyznamné
pojil se vSemi tfemi ¢eledémi. Nizkd mira korelace mezi geny rezistence ke streptomycinu se
naopak objevila u Celedi Barnesiellaceae a Brachyspiraceae. Brachyspiraceae vykazovala

nizkou miru korelace k obéma genlim, ¢eled’ Barnesiellaceae pouze k strA.

Z4dna z &eledi nebyla korelaéni analyzou oznaéena jako vyznamny nositel genu sul2.
Nizka korelace sul2 byla prokazana u ¢eledi Barnesiellaceae a Lactobacillaceae. Také pro gen

blaTEM nebyla prokazana korelace s zddnou ze zkoumanych celedi.

Jako celed€, které jsou pravdépodobnym rezervoarem genu lind, se ukdazaly
Rikenellaceae, Ruminococcaceae, Muribaculaceae a Synergistaceae. Nizkd mira korelace genu

linA se pojila s Celedémi Selenomonadaceae, Lachnospiraceae, UCG-010 a Sutterellaceae.

Vysoké korelace genli antibiotické rezistence k tetracykliniim se se objevila u dvanacti
celedi. Konktrétné€ celed’ Rikenellaceae byla spojena s geny fetQ a tet44. DalSimi vyznamnymi
nositeli genu tetQ byly celed€ Bacteroidales Other, Synergistaceae a Ruminococcaceae.
Nizkd mira korelace genu tetQ se ukazala vic¢i Celedim Helicobacteraceae, UCG-010 a

Sutterellaceae.
Celed” Ruminococcaceae spolu s &eledi Muribaculaceae byly vyznamnymi nositeli

genu tetQ, tet44 a tetA(P). Dalsi Celedi, ktera se ukazala jako moZny nositel genu tet4(P), byla

celed’ Brachyspiraceae.

Jedinou statisticky vyznamnou celedi v tomto experimentu pojici se s genem fetW se
stala Celed Butyricicoccaceae. Nizkd korelace genu tetW se pojila naopak s Celedi

Barnesiellaceae.
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U cCeled¢ Marinifilaceae byla pozorovana vyznamna korelace s genem fet(32). Oproti tomu
nizka korelace byla pozorovana vuci celedim Prevotellaceae, Succinivibrionaceae,

Elusimicrobiaceae a Clostridia UCG-014.

Celed Spirochaetaceae byla dle korelaéni analyzy nositelem pouze jednoho genu
antibiotické rezistence, a to genu fetO. DalSimi ¢eledémi, které byly korelacni analyzou spojeny

s genem tetO byly ¢eled€ Gastranaerophilales, Paludibacteraceae a Sutterellaceae.

Zbyvajici Celede Fusobacteriaceae, WCHBI-41, Oscillospiraceae,
Clostridia vadinBB60 group, Desulfovibrionaceae, Puniceicoccaceae, Acidaminococcaceae,
Deferribacteraceae, Tannerellaceae, Rhodospirillales uncultured, WPS-2,
Enterobacteriaceae, Enterococcaceae a Bacteroidales F(082 nevykazovaly zZadnou statisticky

vyznamnou miru korelace vii¢i zkoumanym geniim antibiotické rezistence.
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Obrazek 17 Heat-mapa znazornujici korelace mezi frekvenci vyskytu gent antibiotické rezistence a bakterialnimi
celedémi

Modra barva zobrazuje negativni korelaci, ¢ervena korelaci pozitivni.
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5. DISKUZE

Diplomova prace se zabyvala charakterizaci mikroflory a detekci vybranych genti
antibiotické rezistence ve stfevni mikroflofe rodiCovskych generaci brojleri a nosnic po
produktivnim véku. Tyto slepice pochazely z komer¢ni produkce, vylihly se tedy do prostredi
lihn¢ a dale byly pfesunuty do prostorii rodicovské farmy. Béhem Zivota se tak nepotkaly se
zvitaty jiného staii a veskeré bakterie osidlujici jejich trakt tedy pochazely pouze z prostiedi

farem a z krmiva.

Jelikoz vyskyt genti rezistence muze byt spojovan s urcitymi taxony bakterii, prvni Cast
praktické casti se vénovala popisu cekalni mikroflory slepic z vybranych farem. Jednalo se
o pét farem, ze kterych pochazelo 12 rodicovskych brojlert a osm rodi¢ovskych nosnic. Tyto
slepice jiz byly staré, po tzv. produktivnim véku. Byly utraceny mezi 54.—72. tydnem Zivota,
coz v ramci vyvoje jejich cekdlni mikroflory odpovida ¢tvrtému stadiu vyvoje dle Videnska et

al. (2014).

Pro ¢tvrtou fazi vyvoje je typické rovnomérné zastoupeni kmenl Bacteroidota a
Firmicutes (Videnska et al., 2014). U slepic z téchto farem se ale ve stfevni mikroflofe
vyskytovalo téméf o dvé tfetiny vice zastupci kmene Bacteroidota (58,6 = 10,4 %) nez
Firmicutes (18,3 £ 5,2 %). Pro ¢tvrté stadium jsou dale typické Celedé Prevotellaceae,
Bacteroidaceae, Bacteroidales _ Other, Deferribacteraceae, Lachnospiraceae,
Peptostreptococcaceae, Lactobacillaceae, Acidaminococcaceae, Desulfovibrionaceae
(Rychlik 2020). Z nichZ se na pozorovanych farmach vyskytovaly vS§echny zminéné. Dle studie
(Xu et al. 2023) jsou pro takto staré slepice typické rody Faecalibacterium,
Rikenellaceae RC9 gut group, Desulfovibrio a FEubacterium. Z téchto rodii se u mnou

pozorovanych slepic nevyskytoval pouze rod Eubacterium.

Na Farmé& 2 a 4 byl pozorovan zvySeny vyskyt rodu Fusobacterium, které se ve stfevni
mikroflofe slepic vyskytuje spiSe ojedinéle (Rychlik 2020). Dle studie Kollarcikova et al.
(2019) je vyskyt rodu Fusobacterium nad 5 % spojovano s nizsi produkci vajec, coz odpovida
stafi téchto slepic. Na Farmé 4 rod Fusobacterium tvotil 13,9 % cekélni mikroflory. Bohuzel
nemame zaznamy o zdravotnim stavu téchto slepic, a tak nelze zhodnotit ptipadny vliv tohoto

rodu na zvife.

Mezi farmami se také objevovaly rozdily v zastoupeni Celed€¢ Spirochaetaceae. Na
Farmach 1, 2, 3 a 5 se v rizném zastoupeni objevoval rod Treponema, do kterého se fadi mnoho

patogennich druhii (Shukla et al. 2022), ale bézn¢ se ve stievni mikroflotfe slepic vyskytuje
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(Rychlik 2020). Z celedé Spirochaetaceae je pro slepice potencidlnim patogenem rod
Brachyspira (Stephens a Hampson 2001). Ten byl v nadprocentnim vyskytu zaznamenéan pouze
na Farmé 4. Vyskyt rodu Brachyspira mize naznacovat specifické environmentalni faktory na
Farmé 4, které podporuji jeho piezivani a Sifeni, coz mize mit disledky pro zdravi a vykonnost

slepic chovanych na této farmé.

Také kmen Verrucomicrobia je ve stievni mikroflére slepic spiSe ojedinély (Rychlik
2020). Na Farmé 1 tento kmen tvofil témét 12 % cekalni mikroflory. Jednalo se konkrétn€ o
celed WCHBI1-41, neddvny vyzkum ukazal, ze tato Celed vyznamné ovliviiuje nutricni
pozadavky béhem chladu. Podili se totiz na biosyntéze argininu a mastnych kyselin a je také
schopna rozkladat mucin a pfeménovat jej na mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které
poskytuji ziviny dal§im bakteriim ve sttevé. WCHB1-41 tak mtze piispivat k produkci energie
behem studeného obdobi (Guo et al. 2021). Tento vyznamny podil celedi WCHBI1-41 muze
naznacovat specifické adapta¢ni mechanismy mikroflory slepic v daném prostfedi Farmy 1,

které by mohly zahrnovat i reakci na chladnéjsi podminky.

Stfevni mikrofléra slepic byva vétSinou zkouména maximalné do staii 45 dnd, coz je
béZzna délka Zivota brojlera z komercni farmy (Yang et al. 2011; Bjerrum et al. 2006; Lundberg
et al. 2021). Neexistuje proto moc studii, se kterymi by se vysledky uvedené v této diplomové
praci daly porovnavat. Dale je stfevni mikroflora Castéji zkoumana pomoci odbéru vzorkt
z trusu, protoze v rdmci tohoto pfistupu neni potieba ob&tovat zviie a je mozné vzorky odebirat
opakovang. Jde o preferovany zplsob studia mikroflory, jelikoz stejnd zvifata mohou byt
pozorovana v del§im ¢asovém obdobi. Vzorky z trusu ale nelze porovnavat se vzorky z cekalni
mikroflory. Ve vzorcich z trusu jsou obsaZeny spiSe bakterie z tenkého stfeva nez ze stiev
slepych. Vzorky ztrusu a slepych stfev se shoduji pouze v 88 % jednotlivych taxond a

kvantitativni zastoupeni jednotlivych celedi se také velmi 1i8i (Stanley et al. 2015).

V porovnani s dostupnymi studiemi a poznatky byla stfevni mikrofléra pozorovanych
slepic tvofena bakteriemi béznymi pro slepice tohoto stafi. Objevovaly se pouze zna¢né rozdily
v procentudlnim zastoupeni jednotlivych taxonti. Metodika chovu rodi¢ovskych generaci slepic
a kohoutl je pro nosné typy i brojlery stejnd (Broucek et al. 2011), nejspiSe proto se

neobjevovaly vyznamné rozdily mezi farmami brojlerd a farmou nosnic.

V dalsi casti diplomové prace byly pomoci real-time PCR detekovany vybrané geny
antibiotické rezistence ve vzorcich cekdlni mikrofléry slepic. Je zndmo, Ze geny antibiotické
rezistence se vyskytuji ve stfevni mikroflote brojlert 1 ptesto, ze jim nikdy nebyla antibiotika
podavana (Xiong et al. 2018).
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Jelikoz je plosné uzivani antibiotik zakazano, tak je velmi pravdépodobné, ze bakterie,
které se nachazely ve stfevech téchto zvirat, nikdy nebyly v kontaktu s antibiotiky, a i pfesto se
na farmach objevovaly nckteré geny antibiotické rezistence s relativné vysokou cetnosti.
Jednalo se pfedevSim o geny kodujici rezistenci k tetracyklinu, koédujici tvorbu proteinti
chranicich ribozomalni protein, a to geny tetQ a tetW a tetO a dale gen [linA kédujici

nucleotidyltransferazy.

Zvyseny vyskyt téchto genl rezistence muze byt zptisoben tim, Ze chlortetracyklin,
oxytetracyklin (Skiivanovd a Rada 2014) a lincomycin byly dlouha léta pouzivany jako
stimuldtory rtstu (Thumu a Halami 2012). Tetracykliny jsou také dodnes pii 1écbé zvirat
antibiotikem prvni volby (European Medicines Agency 2019), coz muze také ptispét k udrzeni
selekéniho tlaku na geny rezistence v bakterialni populaci na farmach. Neptimérené davkovani
antibiotik tak vede k postupnému hromadéni rezistentnich mikroorganismi v prostiedi, coz
bylo zjisténo 1 v ptipadé stfevni mikroflory sledovanych slepic. Tato skute¢nost ukazuje na
potiebu odpovédného a cileného vyuzivani antibiotik v zivo¢isné produkci a potiebu kvalitni

surveillence antibiotické rezistence.

Geny antibiotické rezistence samoziejmé piedstavuji nejveétsi problém, pokud se objevi
u patogennich bakterii. Piehlizenym rezervoarem téchto genti jsou ale komenzalni bakterie
(Yang et al. 2022). V dalsi casti diplomové prace byly pomoci korelaéni analyzy
prognostikovany bakteridlni celedé, které jsou moznym rezervoarem gentl antibiotické
rezistence. Tento pfistup slouZzi k identifikaci klicovych skupin bakterii, které by mohly hrat
rozhodujici roli v Sifeni antibiotické rezistence v mikrobiomu a tim napomoci k lepSimu

porozuméni tohoto problému.

Vysledky této metody ale nelze brat jako definitivni. I kdyz se u nékteré Celed€ vyskytuje
vy$si frekvence genti pro rezistenci, neznamena to automaticky, Ze vSichni zastupci dané celedé
tyto geny nesou. Také malo zastoupené taxony mohou nést geny pro rezistenci s vysokou
frekvenci, ale kvili jejich malému poctu se tyto informace nemusi projevit v celkové analyze.
Zaroven Celedé s nizkou korelaci s geny pro rezistenci k antibiotikim nemusi nutné znamenat,

Ze nejsou nositeli téchto rezistentnich gent.

Tématem komenzalnich bakterii jako rezervoaru gent rezistence se obsdhle zabyvala
studie Juricova et al. (2021), pti které bylo zjisténo, Ze téméf polovina vzorkl odebranych ze
slepych sttev slepic obsahovala alespoii jeden typ antibiotické rezistence s tim, Ze nejcetnéjsi
byly geny tetW, tet32, tetO and tetQ). Dle této studie se geny rezistence k tetracyklinlim
vyskytovaly u tfi kment, a to Firmicutes, Bacteroides a Actinobacteria.
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Korelacni analyza jako potencidlni rezervoary genli antibiotické rezistence
k tetracykliniim tetQ, tetA(P), tet44, tetW a tet32 oznacila také predev§im kmeny Bacteroidetes
a Firmicutes (kmen Actinobacteria se ve vzorcich nevyskytoval). Gen tetO se ukazal jako
nejrozsitenéjsi, jeho vyskyt koreloval se ¢tyfmi kmeny, a to Bacteroidota, Firmicutes,
Proteobacteria a Spirochaetota. Kmen Spirochaetota se také vyznamné pojil s vyskytem genu

tetA(P).

Studie Yang et al. (2022) oznacila jako hlavni nositele genti antibiotické rezistence rody
Escherichia, Enterococcus, Staphylococcus, Klebsiella, a Lactobacillus. U zkoumanych slepic
se vSak rody Escherichia, Staphylococcus a Klebsiella vibec nevyskytovaly a s vyskytem rodt

Lactobacillus a Enterococcus se dle korelaéni analyzy vyskyt gent rezistence nepojil.

Pfi nahlizeni na tyto vysledky je ale nutno brat v potaz i stafi zvirat. Jako vyznamny
nositel gend rezistence byl oznacen kmen Proteobacteria (Poirel et al. 2018; Xiao et al. 2023),
do kterého patii i Escherichia coli. Escherichia coli je jedna z prvnich bakterii, ktera osidluje
stfeva slepic (Videnska et al. 2014). Zastoupeni kmene Proteobacteria s ptibyvajicim vékem
klesa a spolecn¢ s nim klesa i ¢etnost genti antibiotické rezistence (Xiao et al. 2023; Zhu et al.

2021).

Zvyseny vyskyt genli antibiotické rezistence neni problém pouze Ceské republiky a
Evropy, ale také naptiklad Indie, kde jsou antibiotika jako rustové stimulatory uzivany dodnes
(Paul et al. 2022). Dalsim ptikladem je studie Yang et al. (2022), dle které se ve stfevech kurat
z Ciny objevuje signifikantné vice gendl rezistence nez u kufat evropskych. Tento rozdil je
nejspiSe zplsoben odlisSnymi postupy v chovu zvitfat a pouzivani antibiotik v téchto zemich.
Jelikoz se jednéd o globalni problém, bylo by vhodné jej feSit koordinované na mezinarodni

urovni.

To, ze jsou velkochovy nebezpetnym rezervoarem antibiotické rezistence, dokazuje
studie Wang et al. (2021), ve které porovnavali stfevni mikrofloru pracovnikt velkochovi kurat
a kontrolni skupiny lidi Zijicich vice nez 5 km od velkochovu. Vysledky této studie ukazuji, zZe

pracovnici z velkochovli maji ve své mikroflote o 27 % genti antibiotické rezistence vice.

Téma antibiotické rezistence ve stievni mikroflote slepic, ale i dalSich hospodaiskych
zvitat ve velkochovech, je dilezitym a komplexnim problémem pro lidské zdravi. Studie
ukazuji, Ze 1 pfes zakazy pouzivani antibiotik ve velkochovu slepic jsou geny rezistence k
antibiotikiim stale Siroce rozsifené. Komenzalni bakterie ve stfevech slepic jsou dilezitym

rezervodrem téchto genit a mohou byt stézejnim prostfednikem pifenosu rezistence mezi
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mikroorganismy. Porozuméni témto procestim je nezbytné pro efektivni kontrolu a prevenci

antibiotické rezistence v zivocisné produkci i pro ochranu veiejného zdravi.
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6. ZAVER

Antibioticka rezistence je problémem diskutovanym jiz od doby objeveni antibiotik
(Fleming 1945). Postupné se ale stala jednou z nejvétSich zdravotnich hrozeb nasi doby. Dle
Svétové zdravotnické organizace je problém antibiotické rezistence zafazen mezi 10 nejvétsich

hrozeb pro lidské zdravi (World Health Organisation 2019).

Rezistence vznika pfedevsim neadekvatnim podavanim antibiotik pii 1écb¢ bakterialnich
infekci, coz bylo poprvé zminéno jiz v roce 1945, kdy Alexander Fleming pied timto jevem
varoval. Od t¢ doby se ukazalo, zZe tento problém mé mnohem hlubsi dopady, nez se ptivodné
oc¢ekavalo. Nejen zdravotnictvi, ale i sektor zivo€isné vyroby se vyznamné podilel na rozsiteni
antibiotické rezistence. Antibiotika se zde vyuzivala dlouhd 1éta jako stimuldtory rlstu, coz
znamena, Ze byla podavéana dlouhodobé a v malych davkach (Castanon 2007). Tento zplisob

podavani je pfesné opaény, nez je pro bezpetné pouzivani antibiotik doporugeno (Stefan 2022).

Jednou ze strategii boje s antibiotickou rezistenci je celkové snizeni spotieby antibiotik
(European Commission 2020), ¢ehoz se v hospodaiském sektoru dati dosdhnout (European
Medicines Agency 2023). V Ceské republice napiiklad doslo k vyznamnému poklesu spotieby
antibiotik v tomto odvétvi od roku 2011 (USKVBL 2020), coz odpovida zavedeni prvniho NAP

(Statni zdravotni ustav 2011).

V ramci veterinarni mediciny doslo k zdsadni zméné v roce 2006, a to k zakazu vyuzivani
antibiotik jako stimulatort rGstu. Dale byla v roce 2019 vydéana kategorizace antibiotik pro
veterinarni medicinu, kterd rozdéluje antibiotika dle impaktu na humanni medicinu. Tato
opatfeni byla zavedena s cilem snizit riziko rezistence mikroorganismt vuci antibiotikiim
a zachovat G¢innost té€chto 1é¢iv v 1écbe lidskych 1 zvifecich onemocnéni (European Medicines

Agency, 2019).

Jako vyznamny rezervoar genu antibiotické rezistence byly oznaceny také komenzalni
bakterie ve stfevech hospodatskych zvitat (Juricova et al. 2021). Tato skutecnost zdlraziuje
dilezitost sledovani a porozumeéni slozeni stfevni mikroflory v chovech zvifat. Proto bylo v
praktické Casti jako prvni popsano sloZeni stfevni mikroflory slepic z rodicovskych farem.
Stfevni mikrofldra slepic z téchto farem byla tvofena pievazné bakteriemi kmene Bacteroidota
a Firmicutes, coz jsou kmeny bézné pro takto staré slepice a jejichZ zmény mohou odrazet
potencialni vlivy prostiedi, stravy nebo chovatelskych postupti (Videnska et al. 2013). Detailni
pochopeni mikrobiomu zvifat poskytuje cenné informace pro strategie prevence a kontrolu

antibiotické rezistence v zemedélskych systémech (Juricova et al. 2021).
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V dalsim kroku byly ve vzorcich ze slepych stfev detekovany geny antibiotické rezistence
vaci  B-laktamovym antibiotiklim, tetracyklinim, linkosamidim, sulfonamidim a
streptomycinu. Na vSech farmach se s nejvetsi prevalenci vyskytovaly geny kodujici rezistenci
k tetracyklinim a gen linA, kodujici rezistenci k linkosamidim. Tato skutecnost mize byt
vysvétlena tim, ze se tato antibiotika dlouho vyuzivala jako stimulatory ristu (Skifivanova a
Rada 2014). Tetracykliny jsou zaroven dodnes antibiotiky prvni volby ve veterinarni mediciné

(European Medicines Agency 2019).

Poslednim cilem diplomové prace bylo pomoci korelacni analyzy ptredpovédét Celedé, které
jsou potencialnimi rezervoary vybranych genu antibiotické rezistence. V ramci provedené
korela¢ni analyzy byly identifikovany Celed¢ z kmenQ Firmicutes a Bacteroidetes jako hlavni
rezervoary antibiotické rezistence ve sttevech. Tyto kmeny jsou zaroven nejzastoupenéjSimi
kmeny ve sttevni mikrofloie ,,dospélych slepic (Videnska et al. 2013). Tato prace ukazuje na
spojeni mezi slozenim stfevni mikrofléry a potencidlnimi rezervodry genli antibiotické
rezistence. Porozuméni témto procestim a souvislostem je dtlezitym krokem k pochopeni §ifeni
rezistentnich bakterii a vyvoji strategii pro kontrolu antibiotické rezistence v chovech

hospodaiskych zvitat.
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