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Anotace

Tato bakalarska prace je literarni reSerSi, ktera se zabyva slozenim, vyznamem a funkci
sttevni mikroflory kufat. Vramci tohoto tématu popisuje patogenni mikroorganismy
ohrozujici jak kufata, tak jejich konzumenty. Zaméfuje se predevSim na patogenni druh
Salmonella enterica subsp. enterica a problémum, které zpusobuje ve velkochovech. Jelikoz
je prevence pied patogeny pomoci antibiotik od roku 2003 zakazan4, je potieba vyuzivat jiné,
predev§im udrzitelné prostredky a jako nejvhodnéj§i varianta se jevi probiotika. V této praci

popisuji mechanismy u¢inku a moznosti vyuziti probiotik ve velkochovech.
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Anotation

This bachelor thesis is a review of the composition, importance, and function of the chicken
gastrointestinal microbiome. It focuses on the presence of chicken and human pathogens in
the chicken’s cecal microbiome. It describes Sa/monella enterica subsp. enterica pathogenesis
and problems it causes in commercial chicken production. In 2003 the use of antibiotics as
prevention was banned. There is a need to find different and primarily sustainable nutritional
additives. Probiotics seem to be an ideal alternative. The last part of the bachelor’s thesis
describes probiotics mechanisms of action and deals with the possibility of usage of

probiotics in commercial chicken production.
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1. Uvod

Stievni mikroflora tvori velmi rozmanitou a komplexni ekologickou niku, ktera jedinci
pomaha s travenim potravy a chrani jej pred patogeny. Mlad’ata v bézné prirode ziskavaji
prvni zastupce své mikroflory od rodicu, at’ pii prichodu porodnimi cestami, nebo pfi souziti.
Kurata ve velkochovech se vyviji bez kontaktu s rodici a slozeni jejich mikroflory tak zavisi
pouze na vn¢jSich vlivech jako je krmivo, podestylka a vzduch v hale. Jejich mikroflora tak
neni plné rozvinuta a kufata jsou velmi nachylna k infekcim. Jeden z primarnich patogent je
bakterialni rod Salmonella, kterému se v této praci vénuji. Salmonely jsou v poslednich letech
kontrolovany programy pro tlumeni vyskytu salmonel, ale pro konzumenty dribeziho masa a
vajec stale predstavuji riziko.

Pro prevenci pred patogennimi organismy je jiz n€kolik let zakazano uzivani antibiotik,
které zaroven s patogeny eliminovaly i zdravé bakterie a zaroven zpusobily celosvétovy
problém antibiotické rezistence. Z toho divodu je prevence feSena probiotiky, tzv. zdravymi
bateriemi, které jsou schopny pomoci kompetitivni exkluze a dalSich mechanismt chranit

stfeva a posilovat imunitu jedince.

vees

vees

genetickych metod se znalost slozeni a vzajemnych vztahl mezi mikroorganismy znacné

zvysila



2. Cile bakalarské prace

Vytvorit literarni reSersi na téma stfevni mikroflora kutat
- Konkrétn€ popsat slozeni a vyznam stifevni mikroflory kurat
- Rovnéz se zaméfit na infekce zplisobené bakterii Salmonella enterica subsp. enterica
a problémy, které zptusobuje ve velkochovech kurat
- Vyvoj novych probiotik pfi boji se Salmonella enterica subsp. enterica a dalSimi

sttevnimi patogeny kufat



3. Strevni mikroflora kurat

3.1. Travici soustava ptaku
Travici soustava ptakl je rozdélena na Cast hlavovou a travici trubici (slozeni travici

soustavy slepice viz Obr. 1). Hlavova Cast zacind zobakem, ktery se pretvoril z Celisti. Zobak
je 1 nahradou za zuby, ptaci jim dokazou rozlousknout tvrdé plody a seminka. Horni patro
zobakové dutiny je opatfeno rohovymi vybézky umoziujici loupani semen. Do zobakové
dutiny usti n€kolik slinnych zlaz mucinozniho charakteru, ty obaluji potravu a u nékterych
druhti slouzi k lepeni jejich hnizd. Pfi polykani ma vyznamnou funkci hltan a jazyk. Jazyk
nema vlastni svalstvo, ale vstupuji do néj svaly hyobrachialniho aparatu a ty s nim pohybuji
(Zichacek, 2012).

Travici systém pokracuje jicnem, ten zacina hltanem v zadni Casti zobakové dutiny a
na konci je rozsifen ve vakovité vole (ingluvies). Pokud jsou zaludky plné, tak vole slouzi
jako zasobarna potravy (Zichacek, 2012). Ptaci maji zaludek zlaznaty (proventriculus),
zaludek svalnaty (ventriculus) a vratnikovou cast zaludku. Ve zlaznatém zaludku je potrava
travena chemicky a v zaludku svalnatém potom mechanicky. Zlaznaty zaludek je tenkosténny,
husté prostoupeny zlazami, které produkuji zalude&ni §tavu. Zalude¢ni §tava ptactva obsahuje
pepsin, chymozin a kyselinu chlorovodikovou. Svalnaty zaludek je tvofen kruhovou
svalovinou. Vnitini vrstvu zaludku vystyla sliznice kryta pevnou kutikulou. V dutiné zaludku
jsou zrnka pisku a jemné kaminky, které pomahaji mechanickému traveni potravy (Cerny,
2005).

Pres vratnikovou ¢ast zaludku potrava prechazi do tenkého streva (intestinum tenue),
jehoz hlavni funkci je traveni a resorpce. Na traveni v tenkém stfevé se podili zlu¢ a
pankreatické Stavy. Na tenké stfevo navazuje ileocekalni chlopefi, z které se vétvi tlusté
sttevo a dve slepa stieva. Tlusté stfevo (intestinum crassum) je kratké a vstfebava se zde voda
a soli. Slepa stfeva (ceacum) jsou pomérné dlouha a velmi bohata na mikrobialni floru, a
proto jsou zasadni pro traveni celulozy a imunitu (Obr. 2). V konecné Casti travici soustavy je
kloaka (cloaca), kde se spojuji jak vyvody travici, tak vyvody mocopohlavniho systému
(Cerny, 2005).



jicen
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Obr. 2 Slepé strevo slepice (autor fotky: Mgr. Eva Jahodarova Ph.D.)

10



3.2. Charakteristika strevni mikroflory a faktory, které ji ovliviiuji

vees

bakterie, houby a prvoci. Dominantni jsou bakterie a ve vztahu k hostiteli jsou tyto
mikroorganismy mutualistické a patogenni. Spravné slozeni mikroflory ma zasadni vyznam
pro fungovéani celého organismu. Dodéava hostiteli energii ze zivin, které by nezvladl
metabolizovat a hlavné ma nezastupitelnou funkci pro imunitni systém (Adil, Magray, 2012).
Kazda Cast stfev je osidlena jinym poctem bakterii. V tenkém stfevé se nachazi <10% g!.
Druhou &4sti jsou slepa stfeva, ktera obsahuji vice bakterii 10! g! a tfeti ¢asti je tlusté stfevo,
kde se nachazi bakterie z obou pfedchazejicich ¢asti (Adil, Magray, 2012).

Stfeva osidluji mikroorganismy fakultativné anaerobni a slepa stfeva pak striktné
anaerobni. Stfevni mikrofloru tvori pres 1000 druhti mikroorganismi z kment Firmicutes a
Bacteroidetes. Tyto dva kmeny mohou tvofit az 95 % z celkové stfevni mikroflory (Oakley a
kol. 2014). Ve znacn¢ mensim zastoupeni se zde objevuji zastupci kmenti Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobia (Harris a kol. 2012).

Sttevni mikrofléra se zacina vyvijet hned po vylihnuti kufete. V normalnich
podminkach je hlavnim donorem bakterii dospéla slepice a prostredi. Ve velkych lihnich, kde
jsou vejce rodiCovskym slepicim odebrana a sterilizovana, je kolonizace mikroflory zavisla
primarné na prostfedi. Pokud se v prostfedi velkochovu objevi patogen, snadno se usadi ve
slabé kolonizovaném stievé kutete (Videriska a kol. 2014).

Jeden z faktorti prostiedi je podestylka. Ta se sklada z pocateCni podestylky, trusu,
pefi a krmiva. V komer¢nich chovech se jako podestylka pouzivaji piliny z mékkého nebo
tvrdého dieva, hobliny z mékkého dieva, drcena slama a ryzové slupky. Typ podestylky mtze
byt zodpoveédny za zmény ve vahovych pfirtstcich v raném stadiu Zivota slepic (Torok a kol.
2009). Podestylka by me¢la byt sucha s dostate¢nou schopnosti absorpce vody. V ptipadé prili§
vlhké podestylky se patogeny mnozi rychleji a také se zvySuje produkce amoniaku.
V opacném piipade, kdy je podestylka moc suchd, vznika hrozba respiraCnich onemocnéni
(Carlile, 1984).

Dalsim faktorem je krmivo a jeho slozeni. I pfesto, ze jsou kufata oznaCovana za
semenozraveé zivoCichy, jejich anatomie, fyziologie i1 nutriCni strategie poukazuje na
vSezravost (Klasing, 2005). Nosnice a brojlefi jsou dva typy kufat pro hospodarské vyuziti.
Aby byl pln€ vyuzit geneticky potencial kazdého typu, musi mit specialn€ upravenou krmnou
smes. Pro krmivo nosnic je podstatny vapnik, ktery ovliviiuje kvalitu skofapek (Zelenka a kol,

2007), dale také karotenoidy, kterymi je ovliviiovana sytost barvy zloutku (Zelenka, 2014).
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Hlavnimi komponenty krmnych smési je kukufice, tou mize byt tvoreno 60-70 %
smési. Druhou dulezitou soucasti je pSenice, ktera tvoii az 50 % krmné smési. DalSimi
moznymi komponenty jsou jeémen, pSeni¢né otruby, rostlinné oleje, rybi moucka a
extrahovany §rot ze soji, slunec€nice, nebo fepky (Zelenka a kol, 2007).
stravitelné karbohydraty jsou straveny v tenkém stievé. Nestravitelné sacharidy, neskrobové
polysacharidy, nestravitelné oligosacharidy a Skrob se dostanou do slepych stfev, kde
podporuji rast bakterii napt. rodu Bifidobacterium, Lactobacillus, atd. (Haberecht a kol.
2020).

Pii podavani krmiva s velkym obsahem proteinti, mize dojit az k nekrotické enteritide,
protoze bakterie pfi traveni bilkovin produkuji toxické metabolity. Hlavné Enferococcus
Jaecalis, Enterococcus gallinarum a Proteus mirabilis. V tomto pifipadé jako léc¢ba slouzi
probiotikum obsahujici Bacillus subtilis, ktery provadi proteolyzu bez produkce toxinu. Dalsi
moznosti je strava s vysokym podilem tukd, pii té se zvySuje poCet bakterii mnoZzicich se v
lipidech jako Verrucomicrobia, Deltaproteobacteria, Ruminococcus, Lachnospiraceae, a
Bacteroidaceae. Tyto bakterie jsou v pifiméfeném poctu hostiteli pfinosné, pokud se jejich
pocet zvysi, dochazi k zanétam stiev a ke zvySeni jejich propustnosti (Haberecht a kol. 2020).

Krmivo je oznafovano jako primarni zdroj salmonel. Objevuji se jak v zivociSnych,
tak rostlinnych smésich, ale nejcastéjsi vyskyt byl potvrzen ve smésich bohatych na proteiny.
Bunky sérovaru S. Enteritidis jsou schopny v krmnych smeésich prezivat celé meésice

(Skifivanova a Rada, 2014).

3.3. Vyznam sti‘evni mikroflory kurat
Mikroorganismy stfevni mikroflory metabolizuji pro hostitele nestravitelné

karbohydraty na mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA’s — Short-Chain Fatty Acids), ty
je jedinec schopny stravit a vyuzit jejich energii (Adil, Magray, 2012). SCFA’s tvoii az 10 %
z celkové energie kufete. Dale také snizuji hodnoty pH ve stfevech, a tim tlumi katabolismus
zlu¢i a naslednou preménu na kyselinu zlucovou (Oakley a kol. 2014). Také podporuji tvorbu
erytrocytt, reguluji produkci mucinu a proudéni krve ve stievech (Pan a kol. 2014).

Jedny z dulezitych SCFA’s jsou acetat, propionat a butyrat. Butyrat je podstatny pro
metabolismus energie bun€k, a navic potlacuje sekrecni systém proteint typu III salmonel,
pomoci kterych dopravuji salmonely své efektorové proteiny do bunék hostitele. Butyrat
produkuji zastupci skupiny Firmicutes, rody Faecalibacterium, Roseburia a Fubacterium

(Van Immerseel a kol. 2005).
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Mikroorganismy cekalni mikrofléry mohou byt vyznamnymi producenty
aminokyselin a vitamind B a K. Slepa stfeva a tlusté stfevo ale nemaji schopnost dané
slouCeniny vstiebavat, jelikoz procesy vstfebavani probihaji v tenkém stfevé. Tyto slouCeniny
jsou proto vylouCeny spolu strusem. Kufata jsou zvifata koprofagicka, tudiz vyloucené
vitaminy a aminokyseliny, mohou projit travicim traktem znovu a byt vstfebany v tenkém
stieveé. Kurata chovana v klecich, tento zdroj vitamin nemaji (Pan a kol. 2014).

Dale pak mohou nékteré mikroorganismy produkovat latky, které pomahaji chranit
pred patogeny. Napiiklad Lactobacillus reuteri produkuje reuterin, ten inhibuje rist
koliformnich bakterii, salmonel a rotaviri (Adil, Magray, 2012). Lactobacillus reuteri je
povazovan za u¢inné probiotikum a se zvitaty i clovékem zije v symbiotickém vztahu (Casas
a Dobrogosz, 2000).

Zdrava stfevni mikroflora stimuluje vyvo} mukdzni vrstvy, epitelové vrstvy a
slizni€niho vaziva. Tyto vrstvy tvofi pfirozenou membranu mezi bakteriemi a hostitelem a
znesnadriuji patogennim bakteriim proniknuti do krevniho fecisté (Shang a kol. 2018). Dale
vyuziva principt kompetitivni exkluze, kdy jedna populace osidli trakt tak, ze znemoZzni
osidleni jiné populaci. Tato teorie byla poprvé pouzita v roce 1973, jako metoda prevence
pred patogennimi organismy (Adil, Magray, 2012).

Spravna stfevni mikrofléra je pro hostitele energeticky narocna. Bakterie
spotfebovavaji ziviny a proteiny, a proto jsou u bezmikrobnich kufat zaznamenany vyssi

prirastky vahy nez u konvencné chovanych (Gaskins, Collier, Anderson, 2002).

3.4. SloZeni stirevni mikroflory kurat
Kazda ze tii Casti stfev je osidlena jinym typem bakterii, nebo alespori v jiném

percentualnim zastoupeni (Tab. 1.). Proto ma kazda ¢ast stiev jinou funkci a jiny podil na
vstfebavani zivin, fermentaci a imunitnich reakcich (Xiao a kol. 2017).

Ve studii Xiao a kol. (2017), byla pomoci sekvenovani genu pro 16S rRNA zkouméana
sttevni mikroflora 40 zdravych, kufat, které byly staré 42 dni. Kufata vykazovala v ramci
sttevni mikroflory 97% shodu.

Studie potvrdila vyskyt 5 dominantnich kment: Firmicutes, Bacteroidetes,

Proteobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria.
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Tab. 1. Percentualni zastoupeni bakterialnich kment ve stfevech kufat (upraveno dle Xiao a

kol. 2017)

kmeny tenké stievo tlusté stievo slepa stieva
Firmicutes >60 % >70 % ~40 %
Bacteriodetes <10 % <10 % >50 %
Proteobacteria >10 % <10 % <10 %
Actinobacteria ~10 % ~5% <1 %
Cyanobacteria ~5% <1 % <1 %
ostatni <1 % <1 % <1 %

Diky konstantni télesné teploté 37-42 °C maji kurata podobné slozeni strevni
mikroflory jako ostatni teplokrevni zivocichové. Firmicutes a Bacteroidetes maji vétS§inoveé
zastoupeni v mikroflofe lidi, prasat i kurat. VéEtsi rozdily se objevuji az v ramci rodt a druhd.
Nekteré druhy, které jiz byly popsany u lidi, se u kufat mohou objevit jako hostitelsky
adaptované. Tyto taxony mohou mit mezi sebou pouze 94% podobnost genu pro 16S rRNA
(Kubasovéa a kol. 2019).

Na rozdil od zivota komer¢niho brojlera, zivot nosnic trva piiblizn€ jeden rok. Jejich
sttevni mikroflora ma tedy moznost se plné vyvinout. K ustaleni dochazi kolem 20. tydne
zivota (Rychlik, 2020).

Tenké stievo se vyznacuje malou diverzitou. Objevuji se zde predevSim bakterie
kmene Firmicutes, rodu Lactobacillus, Enterococcus, Turicibacter a Clostridium. Tento
kmen tvoti 94-98 % celkové mikroflory tenkého stieva dospélé slepice. Dale se zde objevuji
zastupci kmene Proteobacteria, konkrétn€ rody Escherichia coli a Helicobacter (Ranjitkar a
kol. 2016).

Mikroflora slepych stfev je rozmanitéj§i. Nekteré cekalni vzorky obsahuji 58-96 %
bakterii kmene Firmicutes. Odlisné cekalni vzorky mohou obsahovat 10-90 % zastupcu
Bacteroidetes. Proteobacteria a Actinobacteria se v bé&zné cekalni mikroflofe objevuji
v zastoupeni 2-3 % (Ranjitkar a kol. 2016), ale bylo pozorovano i 10% zastoupeni. U
zadného kufete svysokymi hodnotami rodu Proteobacteria a Actinobacteria nebyly
sledovany abnormalni projevy chovani (Rychlik, 2020).

Vzorky mikrobialniho slozeni tlustého stifeva jsou nejCastéji ziskavany z trusu kurat.

Vyskytuje se v ném 84-87 % zastupcu z tenkého stieva a az 99 % zastupcu ze slepého stieva.
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Mikroflora tlustého stfeva je, az na vyjimky, stejnd jako mikroflora slepého streva urcitého

kutete (Yan a kol. 2019).

3.5. Vyvoj strevni mikroflory
Zivot komer&niho brojlera trva vétsinou 42 dni. Za tuto dobu projde stfevni mikroflora

mnoha zménami. Zmeény jsou spojeny se stafim a s riznymi typy stravy. Tento typ chovu je
charakteristicky tim, ze nedochazi ke kontaktu kufete s rodiovskou slepici. Vyvoj je tedy
zcela zavisly na prostredi lihn€ (Oakley a kol. 2014).

Vétsina studii o vyvoji stfevni mikroflory tedy sleduje pouze 42 dni zivota slepice. Dle
vyzkumu Xi a kol. (2019) dochéazi k nejvétSimu rozvoji diverzity a mnozstvi cekalni
mikroflory od 1 do 28 dne. Dominantnimi kmeny jsou Firmicutes, Bacteroidetes a
Proteobacteria. Bylo zjisténo, Ze percentualni zastoupeni Firmicutes s vékem roste. Naopak
Bacteroidetes a Proteobacteria s vékem klesa. Mezi 28. a 42. dnem nedochéazi k zddnym
vyznamnym zménam. Nastavaji pouze malé zmény v druhovém slozeni, ale kmenové slozeni
se nelisi. Proteobacteria tvorila 42. den pouze 4,8 % mikrobiomu, ale obsahovala patogenni
taxony jako Salmonella, Vibrio a Helicobacter. Doslo také ke zmnozeni rodu Butyricicoccus,
jde o probioticky mikroorganismus produkujici butyrat. Ze studie vyplyva, Ze stfevni
mikrobiom byva ustalen od 1 mésice Zivota.

Dle vyzkumu Videnska a kol. (2014) se zivot nosnic z mikrobiologického hlediska
déli na Ctyfi Casti. Prvni Casti je prvni tyden zivota kufete. V této fazi je cekalni mikrobiom
tvoren témeér z 50 % kmenem Proteobacteria, tento kmen je reprezentovan primarné zastupci
Celedi Enterobacteriaceae, rodu FEscherichia. Zbytek mikroflory je tvoren kmenem
Firmicutes, ptevazné z Celedi Lachnospiraceae.

Jako druha ¢ast je oznaCovano obdobi od druhého do ctvrtého tydne zivota. V tomto
obdobi se témer 90 % cekalni mikroflory sklada ze zastupci Celedi Lachnospiraceae a
Ruminococcaceae a dalSich zastupcl kmene Firmicutes. Z Celedi Lachnospiraceae se ve
stfeve objevuji predevsim zastupci rodu Blautia a Roseburia, z ¢eledi Ruminococcaceae je to
rod Faealibacterium. V tomto obdobi tvoii Proteobacteria méné nez 10 % mikrobiomu.
Celed Lactobacillaceae z kmene Firmicutes ma pouze minoritni zastoupeni. Stejné kmeny
osidluji 1 stfevni mikrofloru kutat z tradi¢ni farmy, ty ale vykazuji az tfikrat vétsi druhovou
rozmanitost.

Treti fazi mikrobialniho vyvoje je 2.—6. mésic zivota kurat. V tomto obdobi dochazi

k poklesu zastoupeni kmene Firmicutes, ten je nahrazovan zastupci Celedi
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Porphyromonadaceae a Bacteroidaceae z kmene Bacteroidetes. V Sestém mésici tvori
zastupci Bacteroidetes 55 % celkové mikroflory slepého stieva.

Po 7. mésici zustava sloZzeni mikroflory viceméné stejné, toto obdobi je Ctvrtou a
posledni ¢Casti vyvoje cekalniho mikrobiomu. Zastoupeni dvou nejpocetn€jSich kmena
Firmicutes a Bacteroidetes je stalé, kazdy tvoii zhruba polovinu mikrobiomu.

Percentualni zastoupeni bakterii se v ruznych studiich 1i$i, mize se také objevovat

znacna variabilita mezi jednotlivymi kufraty.

3.6. Casté patogeny kurat
Nejcastéjsi patogeny nachazejici se ve stievech dribeze jsou Salmonella,

Campylobacter, Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Listeria. VSechny tyto bakterie
zpusobuji celosvetovy problém alimentarnich onemocnéni (Bhaisare a kol. 2014).

Dribezi maso bézné€ patogeny neobsahuje, ale pii porazce dochazi ke kiizové
kontaminaci pfes vykaly. Maso se pak stava vhodnym médiem pro rust bakterii diky vlhkosti,
dostatku dusikatych latek a dostatku mineralt. I pH je idealni pro mnozeni mikroorganismd,
pohybuje se od 5,7-6,7 (Bhaisare a kol. 2014).

V Ceské republice je v poslednich 13 letech je u lidi nejcastéjsim ptvodcem
prijmovych onemocnéni Campylobacter. V roce 2018 byl prokazan v cékach 60 % brojlert
na jatkach. Dle studii se kampylobakter vyskytuje na povrchu 70 % veskerého chlazené¢ho
kufeciho masa. Vyskyt kampylobakteri je sledovan Narodni referenc¢ni laboratofi pro
kampylobaktery. U c¢lovéka staci k vyvolani kampylobakteriézy pouhych 500 bakterii.
Inkubagni doba onemocnéni je b&zné& 2-5 dnd (Spackova, 2018). Nej&asté&ji izolovanymi
druhy jsou C. jejuni, C. coli a C. lari (Bhaisare a kol. 2014). Hlavnim symptomem u ¢loveka
je krvavy prijem, horetka, kiete bficha a bolesti hlavy. V Ceské republice jsou
kampylobakteriozy hlageny jako sporadické nebo rodinné vyskyty (Spagkova, 2018).
V rozvojovych zemich kampylobaktery zptusobuji epidemie a to predevsim u déti (Kaakoush
a kol. 2015). Pro kufata neni kampylobakter ohrozenim, ve stfevech pusobi jako b&zna
komenzalni bakterie (Newell, Fearnley, 2003).

Pocet hlasenych salmoneléz se od roku 2005 znacné snizil, pravdépodobné je to

zpusobeno fungujicimi programy tlumeni salmonel6z (Graf 1.).
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Nemocnost salmonel6z a kampylobakteriéz v CR, EpiDat
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Graf 1. Nemocnost salmoneloz a kampylobakterioz v CR v letech 1951-2017, EpiDat, podet
nakazenych na 100 000 obyvatel (Spackova, 2018)

Staphylococcus aureus krom jinych onemocnéni zpisobuje u lidi stafylokokovou
enterotoxikézu. Jedna se o nejCastéjsi otravu z potravin u nas. Inkubacni doba infekce je 1-6
hodin. Onemocnéni je u lidi provazeno prijmem, zvracenim, kieCemi a bolestmi hlavy.

Symptomy jsou velmi intenzivni, ale prechézi do 24 hodin (Bhaisare a kol. 2014).

Escherichia coli je bézny saprofyticky organismus vyskytujici se ve stfevech. Jsou
znamy stovky sérovard a pfiblizn€¢ 10-15 % =znich je patogennich, zpusobujicich
kolibacil6zu. Jedna se o endemické onemocnéni, kvili kterému dochazi k thynu embryi a
kutat v lihnich. Vétsina sérovard vyvolava onemocnéni pouze u ptaku, ale nékteré se mohou
prenést i na ¢lovéka. Mezi projevy u kurat patii zanét zloutkového vacku, koliseptikéme,
aerosakulitida, salpingitida. Tyto klinické pfiznaky mohou zplisobovat uhyn (Nolan a kol.

2020).

Listerioza zpusobena bakterii Listeria monocytogenes je oznaCovana za jednou
z nejnebezpecnéjSich antropozoondz, jeji mortalita je az 20 %. Vyskyt listeriézy na 100 000
obyvatel je priblizné 0,15. Nejzavazné€jsi problémy zpusobuje lidem s oslabenou imunitou,

dichodcim a téhotnym Zenam, muze zpusobit i smrt plodu. Listerioza ma nékolik typa
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projevi. Jednim typem je prijem a horecka trvajici 2 dny. Listeriéza ale mlze zpusobit i
bakteriémii, meningitidu, encefalitidu nebo zanét osrdecniku (Rothrock a kol. 2017). Pro
kufata predstavuje listerie také velkou hrozbu. Onemocnéni se u nich projevuje septikémii

nebo encefalitidou (Dhama a kol. 2013).
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4. Rod Salmonella

4.1. Obecna charakteristika
Salmonella enterica sérovar Choleraesuis byla poprvé izolovana v USA v roce 1885

Theobaldem Smithem z prasete, které trpélo morem. Rod Salmonella byl pojmenovan podle
Daniela Elmeraa Salmona, feditele instituce kde vyzkum probihal (Katscher, 1997).
Salmonella je rod gramnegativnich nesporulujicich bakterii patficich do celedi
Enterobacteriaceae. Témeétr vSechny typy salmonel maji peritrichdlni bic¢iky umoziiujici
pohyb, pouze Salmonella enterica sérovar Gallinarum a Salmonella enterica sérovar
Pullorum nemaji biCiky zadné (Andrews-Polymenis, 2010). Z praktickych davodu se
salmonely d¢li na antropopatogenni a zoopatogenni. Do antoropopatogennich salmonel patfi
sérovary Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B a Paratyphi C, které zptusobuji onemocnéni bfisni
tyfus a paratyfus. Zoopatogenni sérovary jsou napfiklad S. Enteritidis a S. typhimurium, ty
zpusobuji salmonelozu. K prenosu dochazi pii konzumaci nakazenych potravin, jako vejce a
maso, obsahujici salmonely. Aby nedoSlo k ndkaze, je nutné potraviny tepelné zpracovat.
12-36 hodin (mize byt 6-72 hodin). Salmoneldza byva provazena prijmy, kieCemi bficha,
horeckou az 39°C, tyto pfiznaky by nemély trvat déle nez 7 dni. Salmonely jsou poté obvykle
4 tydny vyluéovany se stolici (Spackova a Daniel, 2019).

4.2. Taxonomie
Rod Salmonella se déli do dvou druht S. enterica a S. bongori. Salmonella enterica se

dale déli do Sesti poddruhti (Andrews-Polymenis, 2010) (Tab. 2.).

Taxonomie salmonel je popsana v Kauffmann—White-Le Minor schématu. To bylo
publikovano Fritzem Kauffmannem v roce 1934. Jde o dokument obsahujici vSechny dosud
znamé sérovary salmonel. V roce 1934 obsahovalo schéma 44 sérovar, do dnes jich bylo
popsano pres 2500 (Dédicova, Karpiskova, 2009). Sérovary jsou klasifikovany na zakladé
antigent vyskytujicich se na povrchu bakterii. Jedna se o antigen somaticky (O), bicikovy (H)
a kapsularni (Vi). 50 ztéchto sérovari bylo ureno jako patogeny cloveka a dalSich

obratlovct, vSechny patfi do poddruhu Salmonella enterica subsp. enterica (Liu a kol. 2014).
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Tab. 2. Taxonomie rodu Sal/monella (upraveno dle Brenner a kol., 2000).

rod druh poddruh pocet sérovaru
Salmonella enterica enterica 1454

salamae 489

arizonae 94

diarizonae 324

houtenae 70

indica 12
Salmonella bongori 20

O antigen je soucasti lipopolysacharidovych struktur na povrchu gramnegativnich
bakterii. Somatické antigeny se déli na dvé hlavni skupiny podle prvniho cukru O-struktury.
Prvni skupina obsahuje N-acetylglukosamin nebo N-acetylgalaktosamin, druha skupina
zaCina galaktozou. Podle O-antigenu bylo v Kauffmann-White- Le Minor schématu popsano
46 sérovari. VyznaCuji se alternativnimi kombinacemi struktur, coz poskytuje selektivni
vyhodu (Liu a kol. 2014). H antigen je tvofen proteinem flagelinem, ktery je kodovan geny
fliC a fliB, déli se na antigen prvni a druhé faze (McQuinston a kol. 2011). Vi antigen je
typicky pro sérovar S. Typhi. Je vyznamnym faktorem virulence, protoze obaluje celou
bakterii a inhibuje fagocytozu. Predstavuje protektivni antigen a ma dualezitou roli pfi vyvoji

vakcin proti bfisnimu tyfu (Hu a kol. 2017).

Casto se objevuji salmonely autoaglutinogenni, co? znamena, e aglutinuji bez
pfitomnosti antisér, a poté je neni mozné zaradit (Bale a kol. 2016). Také se mohou objevovat
salmonely monofazické. Monofazicky typ, ktery se v posledni dob& v Cesku Gasto objevuje,
je monofazicka S. Typhimurium (postrada gen fljB kodujici druhou fazi H antigenu), v letech
2017 a 2018 tvorila 0,6 % vSech piipadt a tim se dostala na 4. misto v prehledu nejcastéjSich

sérovaru Salmonella enterica subsp. enterica (Daniel a kol. 2019).

4.3. Patogeneze
V naprosté vétsiné€ pripadt se Salmonella do téla dostava kontaminovanou potravou.

vees

stiev€ napadat sliznici pomoci adhezint. Poté vstoupi do epitelu skrz M buriky, které jsou

soucasti Peyerovych kanalkd. V bazalni Casti epitelu jsou salmonely pohlceny makrofagy,
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dendrickymi burikami a neutrofilnimi granulocyty. V téchto burikdch pifeziva salmonela ve
specialni membranové organele SCV (Salmonella Containing Vacuole) (Santos a Baumler,
2004). Makrofagy obsahujici SCV jsou pasivné transportovany do miznich uzlin, sleziny a
jater (Ernst a kol. 2001).

Ke kontaminaci vajec dochazi pres skofapku, nebo pifimo v procesu utvareni vejce. S.
Enteritidis 1 S. Typhimurium maji schopnost kolonizovat i reproduk¢ni systém slepic. S.
Enteritidis je Castéjsi puvodce piimé kontaminace, diky jeji schopnost se l1épe prichytit

k epitelu reprodukéniho systému (Whiley a Ross, 2015).

4.4. Faktory virulence

4.4.1. Ostrovy patogenity
Soucasti chromozomu jsou i geny virulence, které jsou vzdy seskupeny. Tyto shluky

se nazyvaji ostrovy patogenity a maji velikost 10 000 pb az 200 000 pb. Ostrovy patogenity
zajistuji genetickou prizptsobivost a koduji faktory virulence, jako jsou toxiny, invaziny,
sekrecni systémy II, III a IV, apod. K pfenosu ostrovi patogenity dochazi horizontalné pies
genetické elementy, tj. plazmidy, bakteriofagy a transpozony (Hacker a kol. 1997). U
salmonel bylo dosud objeveno 21 ostrovi patogenity (SPI — Salmonella pathogenicity island),
ty jsou obsazeny v genomu téméf vSech sérovard (Lou a kol. 2019). Nejprobadangjsi jsou
SPI-1 a SPI-2, které zaroven koduji dva sekrecni systémy typu III (T3SS) (Hansen-Wester a
Hensel 2001).

SPI-1 ma klicovou roli pro invazi patogenu do hostitelské buiky. Je zde koédovan
jeden sekreCni systém typu III, ktery za tuto funkci zodpovida. Dalsi proteiny kddované
v SPI-1 zpusobuji zmény v cytoskeletu a metabolismu hostitelské buriky a také potlacuji
zanétlivou reakci hostitele. MnozZstvi a vyvoj exprese téchto proteind ma vliv na zavaznost

prubéhu infekce (Lou a kol. 2019).

V SPI-2 je koédovan T3SS druhého typu, ten ovlivilyje rist a replikaci v hostitelském
organismu. Jsou zde kodovany proteiny, které tvoii SCV membranu (Hansen-Wester a Hensel

2001).

Hlavni funkci SPI-3 je tvorba proteinu MgtCB, ktery je nezbytny pro preziti
v intracelularnim prostfedi makrofiagu s nizkou hladinou Mg?". Vyzkum mezi sérovary
ukazal, ze SPI-3 ma velmi variabilni sekvenci, ve struktufe se objevuji delece i pfidané

genové shluky (Hensel, 2004). SPI-4 koduje protein SiiE, ktery zprostfedkovava nefimbrialni
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adhezi (Gerlach a kol. 2007). SPI-5 koduje efektorové proteiny pro oba druhy T3SS.
Vyznamnym ostrovem patogenity je SPI-7, ktery se objevuje u sérovard S. Typhi, S.
Paratyphi C a S. Dublin. Tento ostrov je totiz zodpovédny za expresi kapsularniho antigenu

(Pickard a kol. 2003)

4.4.2. Sekrecni systém III
Sekrece proteinu je dulezita funkce prokaryotické buriky, umoziuje transport proteint

z cytoplazmy do organel bunky vlastni nebo cizi. Je popsano 7 typt sekreCnich systémd,
nekteré se nachazi témer u vSech bakterii, ale nékteré jsou vysoce specializované a nachazi se
pouze u par druhi, nebo slouzi k pfenosu pouze jednoho proteinu. Tyto sekrecni systémy
slouzi k rastu bakterii, a v nékterych ptipadech vytvari idealni vnéjsi prostfedi pro replikaci
(Green, Mecsas, 2016). Sekre¢ni systém III se objevuje u gramnegativnich bakterii, dosud byl
popsan u rodu Salmonella, Yersinia, Shigella, Escherichia, Chlamydia a Pseudomonas
(Schindler, 2014).

Sekrecni systém III, se podili na dvou na sobé nezavislych d€jich. Prvnim déjem je
vystavba obou zakladnich struktur bicCiku, coz jsou proteinové disky, které kotvi bicik do
cytoplazmatické membrany a bunécné stény. Druhou casti je samotné vlakno biciku, které
vznika polymerizaci flagelinu (Imada, 2018). Druhym dé&jem je sekrece toxickych proteini do
eukaryotické bunky, kterou poskodi, ¢i usmrti. Tento proces probiha pres komplexni strukturu
zvanou injektozom slozenou z jehlovitého pfivésku a bazalniho télesa. V bazalnim télese se
nachazi chaperony a ATPaza, které udrzuji protein v nesbaleném stavu, aby byl schopen
transportu skrz kanal jehlovitého pfivésku (Galan a kol. 2014) T3SS je schopen prekonat tfi
bariéry, a to vlastni cytoplazmatickou membranu a bunéCnou sténu a cytoplazmatickou

membranu hostitelské buriky (Green, Mecsas, 2016).

4.4.3. Endotoxiny a enterotoxiny
Soucésti vnejsi membrany bunécné stény salmonel je lipopolysacharid endotoxin.

Endotoxiny jsou zodpovédné za septicky Sok, ten zpusobuje bunéfné a metabolické
abnormality hostitelskych bunék, které vedou k apoptéze (da Silva a kol. 1993). Studie
ukazala, Ze rozpoznani endotoxinu kufecimi makrofagy zpusobilo mnoho signalnich kaskad,
které vedou ke zméné exprese geni. Makrofagy na endotoxiny salmonel reaguji nejvice po 4
hodinéach, po 8 hodinach jejich imunitni odpovéd’ prudce klesa. To znamen4, ze po prvotnim

Soku se makrofagy kurat rychle vraci k homeostaze (Ciraci a kol. 2010).
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Enterotoxin se dfive uvadeél jako pfi¢ina prijmu, ale enterotoxiny byly objeveny i u
sérovaru, které prujem nezpusobuji. Posledni studie naznacuji, Ze enterotoxiny nejsou faktory

virulence, ale udrzuji stavbu membrany a jeji integritu (Nakanoa a kol. 2012).

4.4.4. Plazmidy virulence
Plazmidy jsou kruhové molekuly DNA, které se pfirozené vyskytuji v cytoplazmé

prokaryotickych a nékdy i eukaryotickych organismu. Plazmidy se dé€li na nékolik typt, kdy
kazdy typ je zodpovédny za specifickou funkci. Pro virulenci patogend jsou podstatné
plazmidy virulence, které maji velikost 50 az 100 kpb. Plazmidy virulence koduji geny
odpovédné za preziti salmonel v makrofazich, invazi do zivoci§nych bunék i antibiotickou
rezistenci. Plazmidy virulence se nachazi pouze u nékterych sérovari rodu Salmonella.
Nejvice prozkoumané jsou ty, vyskytujici se u S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Dublin, S.
Choleraesuis, S. Gallinarum, S. Pullorum a S. Abortusovis (Rychlik, Gregorova a Hradecka,

2006).

4.5. Hostitelska specifita salmonel
Na zaklade¢ hostitelské specifity dle Uzzau a kol. (2000) se sérovary salmonel déli do

tfi skupin: hostitelsky specifické, hostitelsky adaptované a hostitelsky nespecifické.

Hostitelsky specifické jsou napiiklad S. enterica sérovar Typhi a Paratyphi, které jsou
pfizptisobeny pouze na Clovéka. Dale S. enterica sérovar Gallinarum, je adaptovana pouze k
infekci dribeze, S. Aburtosovis je vazana na ovce a S. Typhisuis na prasata.

Hostitelsky adaptované jsou ty organismy, které sice maji jednoho hlavniho hostitele,
ale jsou schopny nakazit i1 jiné druhy. Prikladem je S. Choleraesuis, jejimz hlavnim hostitelem
jsou prasata, ale onemocnéni se muze projevit i u Clovéka. Také S. Dublin je hostitelsky
adaptovana. Jeji primarni hostitel je skot, ale mize postihnout i ¢lovéka.

Hostitelsky nespecifické jsou napiiklad S. Enteritidis a §. Typhimurium, postihuji
Sirokou Skalu hostiteld a vyvolavaji rdzna onemocnéni. U clovéka vyvolavaji akutni

gastroenteritidu, naopak u dribeze nakaza probiha bez piiznaku.

4.6. Salmonely vyskytujici se u driibeze
Pocatkem 20. stoleti byly u dribeze nejcastéji sledovanymi sérovary S. Gallinarum a

S. Pullorum. Jelikoz jsou tyto sérovary hostitelsky specifické, adaptované k infekci drubeze,
zpusobovaly rozsahlé thyny hejn. Béhem 60. let minulého stoleti se tyto dva sérovary z

velkochovll podarilo eradikovat. Jejich ekologickou niku ale vyplnila S. Enteritidis. Pozd&jsi
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studie uvedly, ze S. Gallinarum potlacovala vyskyt S. Enteritidis pomoci kompetitivni exkluze
(Foley a kol. 2011).

Vroce 2004 v Ceské republice ve sledovanych velkochovech &inila Getnost S.
Enteritidis a S. Typhimurium 62 %. Jelikoz byl Evropsky promér 20 %, Ceska republika
dopadla nejhtife ze vech evropskych statd, proto od roku 2007 na tGzemi CR probihaji

narodni ozdravovaci programy (Fejfarova a Satran, 2008).

4.6.1. Narodni ozdravovaci programy
Na zakladé evropské legislativy, byly 1. 1. 2007 zahajeny programy pro tlumeni vyskytu

salmonel. Hlavnim cilem téchto programi je zajisténi produkce zdravotné nezavadnych
potravin (Fejfarova a Satran, 2008). Statni veterinarni sprava ministerstva zem&délstvi kazdy
rok vydava opatieni obecné povahy, kterym stanovuje metodiku kontroly zdravi zvifat a

nafizenou vakcinaci. Velkochovy nosnic a brojlert jsou kontrolovany tfemi programy.

I. Narodni program pro tlumeni vyskytu salmonel v chovech nosnic produkujicich
konzumni vejce.
Vsechna hospodaistvi, ktera produkuji konzumni vejce pro Ceskou republiku, musi
zajiStovat pravidelné odbéry vzorkl a jejich nasledné testovani. Dale vést fadnou
dokumentaci o chovu a provadét nafizenou vakcinaci a revakcinaci atenuovanou
vakcinou Salmonella spp. (SVS CR, 2018).

II. Narodni program pro tlumeni vyskytu salmonel v reprodukénich chovech kura
domaciho
V ramci tohoto programu dochazi k pravidelnym odbérim vzorki a sledovani
sérovaru S. Enteritidis, S. Typhimurium, monofazické S. Typhimurium, S. Infantis, S.
Virchow a S. Hadar. Na zakladé vysledka pfijimaji hospodafstvi opatieni pro zdravi
lidi a také dalsich hejn dribeze. Vakcinace v reprodukcnich chovech je dobrovolna

(SVS CR, 2018).

III. Narodni program pro tlumeni salmonel v chovech kurat chovanych na maso
Cilem tohoto programu je zjiStovani vyskytu S. Enteritidis, S. Typhimurium a
monofazické S. Typhimurium v hejnech chovanych na maso, ktera maji byt porazena
na jatkach. Hejno je povazovano za pozitivni, pokud se v jakémkoli vzorku objevi
zminéné sérovary, nebo pokud jsou vzorky pozitivni na antimikrobialni latky (SVS

CR, 2018).
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P11 konfirmaci onemocnéni pfijima chovatel mimoradna veterinarni opatieni. Chovatel
musi zlikvidovat konzumni vejce, pokud se mu to nepodafi, krajskd veterinarni zprava
zprostiedkuje porazku hejna a zlikvidovani vajec. Naptiklad v roce 2007 bylo v ramci
narodnich programt pro tlumeni vyskytu salmonel utraceno 278 000 kust dribeze (Fejfarova

a Satran, 2008).
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5. Studium a identifikace stirevni mikroflory

5.1. Kultiva¢ni metody a mikroskopie
I pfes velky rozvoj modernich a alternativnich metod zustavaji standardnim

vySetienim kultivacni techniky. Tyto metody jsou dobfe znamé, cenové dostupné a mohou byt
pouzity pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Kvalitativni analyza ma za ukol zjistit
ptitomnost ¢i absenci urCitého mikroorganismu a probiha v nékolika krocich, témi jsou
pfedpomnozeni, pomnozeni, izolace a konfirmace. Kvantitativni metody jsou zaméfeny na
zjistovani poctu zivotaschopnych mikroorganisma ve vzorku. Jejich nevyhodou je dlouha
doba ristu mikroorganisma a tim prodlouzena doba identifikace druht (Bursova a kol. 2014).

Mikroskopie je druhou ze zakladnich mikrobiologickych laboratornich metod.
Nejstarsim druhem mikroskopie je svételna, neboli opticka mikroskopie. Obvykle je vzorek
nanesen na sklicko a pro zvySeni kontrastu k podlozi obarven. Dal§imi druhy jsou
fluorescencni mikroskopie, ktera vyuziva rozdily ve vlinovych délkach svétla a elektronova

mikroskopie, ktera ma rozliSovaci schopnosti v rozmezi nanometra (Bursova a kol. 2014).

5.2. Imunologické metody
Imunologické metody jsou zaloZeny na vysoce specifické reakci mezi protilatkou a

antigenem. Jednim z typd imunologickych metod je aglutinace, které nachazi vyuziti pro
identifikaci bakterii pfi klinické diagnostice (Bursova a kol. 2014). Je to naptiklad nejcastéjsi
metoda k prikazu a identifikaci salmonel. Tato metoda je velmi dobfe probadana a je
aplikovatelna na kterykoli sérovar. Vysledky aglutinace je snadné taxonomicky zaradit. Toto
testovani ale trva >3 dni, je potfeba udrzba >250 specifickych komercné vyrabénych zvifecich
sér, coz dela cely proces velmi ndkladnym (Daniel a kol. 2019).

Metoda ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) je vyuzivana k detekci
patogend, ale i k detekci a izolaci mikroorganismi na kultivaénim médiu. Tato metoda, stejné
jako vSechny ostatni imunologické metody, je zalozena na specifické reakci mezi protilatkou
a antigenem. Metody ELISA jsou diky vysoce citlivym protilatkdm dostatecné specifické.
Jsou schopny detekovat rod, druh, i sérovar. Provedeni metody je jednoduché, a diky své
rychlosti jsou vyvaZeny i vyssi finan¢ni naklady. Citlivost t&chto testdl je 10° bun&k v ml,
proto pred samotnym testem musi byt provedeno pomnozeni vzorku. Bez tohoto kroku by
bakterie s nizkou infekéni davkou, jako je E. coli a C. jejuni, nemusely byt detekovany

(Bursova a kol. 2014).
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5.3. Metody molekularni biologie
Metody molekularni biologie jsou hojné vyuzivany v mnoha biologickych

disciplinach. Jsou schopny prokazat pfitomnost a kvantitu mikroorganismu, urcit piesnou
sekvenci bazi a identifikovat cela spoleCenstva ve velmi kratkém case. Tyto metody jsou
zalozeny na izolaci nukleonovych kyselin, jejich amplifikaci a sekvenovani (Bartova a
Literak, 2011). Na konct 70. let minulého stoleti byly vyvinuty prvni dvé metody
sekvenovani, Sangerova metoda a Maxam-Gilbertova metoda. Od t¢ doby byly vyvinuty dalsi
3 generace sekvenovani, tzv. New Generation Sequencing (NGS). Hlavni rozdil mezi
puvodnimi metodami a NGS je rychlost a kvantita sekvenovani. Zatimco pifi Sangeroveé
metode dochazi k sekvenaci pouze jednoho fragmentu DNA, NGS jsou schopny sekvenace

miliond fragmentt najednou (Slatko, Gardner a Ausubel, 2018).

Izolace DNA

Podstatou vSech téchto metod je oddé€leni nukleové kyseliny od ostatnich soucasti
bunky. Izolace musi byt provedena spravnym a standardnim postupem aby izolovanda DNA
byla kvalitni, Cistd a nefragmentovana. Izolace nukleové kyseliny zahrnuje lyzu bunék,
popiipadé naruSeni bunénych membran, uvolnéni bunéného obsahu a odde€leni nukleové
kyseliny. K naruseni bunéénych membran se uzivaji iontové detergenty, neiontové detergenty,
nebo ultrazvuk. K naruSeni bunécné stény se uziva enzym lysozym. Lyza probiha v solném
roztoku obohaceném o fadu enzymu napf. proteinaza K, ktera slouzi k denaturaci bilkovina a
RNaza, kterd odstraiiuje RNA. Také obsahuje ethylendiamin triacetat, jehoz funkci je
potlaceni degradace DNA (Konvar, 2016).

PCR
Polymerazova tetézova reakce je cyklicky se opakujici amplifikace useku DNA

pomoci enzymu DNA-polymerazy. Polymerazy jsou ziskavany z bakterii zijicich v horkych
pramenech, jedna se o druhy Thermus aquaticus a Thermus thermofilus (Ishino, 2014). PCR
probiha ve tfech krocich. V prvnim je DNA zahtatd na 95 °C, pii ¢emz dochazi k rozpadu
vodikovych mistk( a denaturaci DNA. Tato faze probiha 20-30 sekund. Vysledkem jsou dvé
jednotetézcové DNA vlakna. Druhy krok probiha pii teplote¢ 50-65 °C po dobu 30-60
sekund, tzv. annealing, neboli pfipojeni primert k templatové DNA. Pfipojenim primert je
ohrani¢en vybrany usek DNA, ktery je v posledni Casti zvané elongace amplifikovan pfi
teploté 72 °C. Syntéza probiha ve sméru od 5" ke 3" konci. Posledni faze trva 45 sekund az
dvé minuty. Tyto 3 kroky se nékolikrat po sobé opakuji. Cely proces PCR probiha v pfistroji

zvaném termocykler, ve kterém se teplota méni automaticky (Bursova a kol. 2014).
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Maxam-Gilbertova metoda
Sekvenace probiha na jednovlaknové DNA, kterda je na jednom konci radioaktivné

znaCena. Tato metoda je provadéna ve cCtyfech zkumavkach, pfiCemz v kazdé dochazi
k chemickému S$tépeni pouze jedné z bazi. Tim vznikaji rizné dlouhé fragmenty, koncici
v misté urcité baze. Poté se provede elektroforéza v hustém polyakrylamidovém gelu a pii
porovnani fragmenti se ukaze pozice jednotlivych bazi A, T, C a G. Po odecteni pozice
jednotlivych bazi ve vSech ctyfech reakcich je mozné stanovit sekvenci daného useku

(Maxam a Gilbert, 1977)

Sangerova metoda
Sangerova metoda vyuziva principu DNA replikace, kdy je jednovlaknova DNA

mnozena pomoci primerd a DNA polymerazy. V pavodni verzi syntéza probiha ve Ctyfech
zkumavkach, pfi¢emz kazda obsahuje deoxyribonukleotidy, templat, primer, polymerazu a
individualni fluorescencné znaCeny dideoxynukleotid (ddNTP). Témto dideoxynukleotidim
chybi — OH skupina na 3’uhliku, takze po zaclenéni se na né nemize pfipojit dalsi nukleotid a
syntéza fetézce konci. Zafazeni dANTP je Cisté nahodné a vysledkem jsou tedy ruzn€ dlouhé
fragmenty DNA. Fragmenty ze vSech zkumavek jsou poté elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu sefazeny dle velikosti. Po ozafeni vnikne obraz dle
fluorescencnich prouzkd, které znazornuji sekvenci DNA. Metoda je schopna precist
fragmenty dlouhé az 1000 pb. Dnes uz je mozné sloucit vSechny cCtyfi reakce do jedné
zkumavky, tzv. metodou kapilarni elektroforézy, kdy sefazené fragmenty projizdi kapilarou a
detektor na konci zaznamenava pravé projizd€jici barvu. Diky jeji presnosti je Sangerova
metoda stale nejpouzivanéjsi pro sekvenaci de novo. Na této metodé byl vystaven cely proces

Human Genome Project, ktery byl zahajen roku 1990 (Adams, 2008).

Fingerprintové molekularni metody

Fingerprintové molekularni metody DGGE, TGGE a T-RFLP, zkoumaji celkové
zmény mikroflory, zaméfuji se na dominantni druhy a jsou schopny detekovat disledky
antimikrobialni nebo probiotické 1écby (Palmer, 2000).

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je metoda zaloZena na separaci
DNA v polyakrylamidovém gelu, podle rozdilné sekvence nukleotidi. Metoda probiha tak, ze
dvouvlaknova DNA putuyje gelem, ktery méa vurCitém bodé vysokou koncentraci
denaturaCnich latek. V tomto bodé se DNA zac¢ne rozdélovat na dvé vlakna a rychlost tohoto
procesu zavisi na poCtu vodikovych mustkth mezi nukleotidy. Jednovlaknova DNA gelem

putuje pomaleji a v urcitém bode se zastavi. Gel je nabarven fluorescenénim barvivem a
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analyzovan specialnim programem. Podle mnozstvi vzniklych prouzki je mozné urcit
diverzity spoleCenstva, protoze kazdy znich predstavuje jeden druh. Aby byly prouzky
ostiej§i, pouziva se na jedné strané tzv. CG-svorka (Muyzer a Smalla, 1998), coz je asi 40 pb
dlouhy usek skladajici se pouze z cytosinu a guaninu. Pfedpoklada se, ze metoda zvladne
detekovat 1-2 % celkové stfevni mikroflory. Princip teplotni gradientové gelové
elektroforézy (TGGE) je shodny, pouze k denaturaci vyuziva ménici se teplotu. Tyto metody
jsou rychlé levné a dostupné (Krsek, 2014).

Treti metodou pro vyzkum diverzity bakterialnich spoleCenstev je T-RFLP, tedy
polymorfismus délky terminalnich restrikénich fragmentd. Pii reakci jsou jeden nebo oba
primery fluorescencné znacené, takze po PCR a elektroforéze jsou na gelu vidét pouze
restrikéni fragmenty. Vysledkem je obraz, kde je jednou nebo dvéma c¢arkami na gelu
reprezentovan jeden druh. Nevyhodou této metody je pravdépodobnost, ze pribuzné druhy
maji spolecny terminalni fragment a proto nebudou rozpoznany. Pro zkoumani bakterialnich
spoleCenstev je nejCasteji vyuzivan marker 16S rRNA (Krsek, 2014).

Sekvenac¢ni metody nové generace

NGS jsou zalozeny na principu, ze se vSechny zkoumané fragmenty ukotvi na Cip,
ktery ma pouze n€kolik centimetrti a pomoci velmi podrobnych metod jsou detekovany. Proto
jsou NGS schopny béhem jedné sekvenace precist miliony bazi (Krsek, 2014). Pro zkoumani
bakterialnich spoleCenstev se vyuziva predev§im sekvenace amplikoni 16S rRNA a shotgun
sekvenace. Vysledkem je obrovské mnozstvi vystupnich dat, kterd jsou naro¢na na rozttizeni
a analyzu (Schuster, 2008). Tyto metody se pouzivaji pro metagenomické studie, pro
sekvenovani mitochondrii a jednotlivych chromozomu, pro studium genetické variability a

proteinovych interakci (Krsek, 2014).

16S rRNA
Typ ribonukleové kyseliny rRNA, je stavebnim materialem malé a velké jednotky

ribozoma. Ribozomy prokaryotickych organizmii maji velkou podjednotku 50S, slozenou
z23S a 5S rRNA a 34 proteinti a malou podjednotku 30S slozenou z 16S rRNA a 21 proteint
(Sladek, 2007). Pti identifikaci bakterii se metody zaméfuji na usek 16S rRNA, ktery
obsahuje jak useky spolecné pro vSechna prokaryota, tak useky pro kazdy druh specifické.
Diky molekularné biologickym metodam zalozenych na sekvenaci 16S rRNA je mozné
vytvaret fylogenetické stromy (Suau a kol. 1999) a soucasné bez nutnosti predchozi kultivace

urcit presny druh (Krsek, 2014).
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Metagenomika
Metagenomika se zabyva charakteristikou komplexnich spoleCenstev a kombinuje

poznatky molekularni biologie a genetiky (Suau a kol. 1999). Vice nez 99 % mikroorganismu
zijicich na zemi je nekultivovatelnych. Metagenomické metody na kultivaci nejsou zavislé, a
tak poskytuji zcela nové poznatky o slozeni mikrobialnich spolecenstev (Allan, 2014).
V metagenomickych studiich jsou uzivany dva pristupy, a to sekvenovani a funkéni detekce
genu. Sekvenovani slouzi k detekci daného markeru. Tento marker je specificky pro urcité
skupiny organismt, napt. pro bakterie se nejcast€ji vyuziva gen pro malou podjednotku
ribozomu 16S rRNA (Krsek, 2014). Metodou funk¢ni detekce gentt mohou byt objeveny nové
funkce, ale mizou se zde projevit funkcni produkty hostitelské buriky (Krsek, 2014), protoze

genom mikrobd, pro zachovani v metagenomickych knihovnach, byva vkladan do

heterologniho organismu (Allan, 2014).
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6. Antibioticka rezistence
Antibiotika jsou chemické latky, které inhibuji rast bakterii. Jsou produkovany

mikroorganismy, nebo jsou vytvareny synteticky (Eng a kol. 2015). Antibiotika byla
objevena v roce 1928 Alexandrem Flemingem. S objevem dalSich druht bakterii a pochopeni
jejich patofyziologie a epidemiologie se manufakturni procesy zjednodusily a pfistup
k antibiotikim mé¢l témér kazdy. Od té doby se zna¢n€ snizila imrtnost na infek¢ni choroby.
Antibiotika se stala velmi popularni a byla uzivana na 1écbu témért vSech infekci, i téch, které
nebyly bakterialniho ptivodu (Alanis, 2005).

Antibiotika se ptfi chovu hospodarskych zvitat nepouzivala pouze k 1écbé bakterialnich
onemocneéni, ale také k jejich prevenci (Eng a kol. 2015) a zaroven slouzila jako stimulatory
rastu. Tyto latky totiz ovliviiuji stfevni mikrofloru, ¢imz dochazi k pozitivnimu ovlivnéni
zdravi a uZzitkovosti. Stimto fenoménem se ale objevovalo vice mikroorganismi vcetné
salmonel s ur¢itym druhem antibiotické rezistence (Skiivanova a Rada, 2014). Prvni zdznam
o salmonele rezistentni k antibiotikim se objevil na zacatku 70. let (Eng a kol. 2015).
V disledku toho, vySla tzv. Swannova zprava, ktera podminila nafizeni, ze antibiotika
uzivanad v humanni 1écb€, nesmi byt pfidavana do krmnych smési (Skfivanova a Rada, 2014).

Dnes je uzivani antibiotik fizeno tzv. antibiotickou politikou, kterd se snazi o zdravé

nakladani s antibiotiky, jak v humanni, tak ve veterinarni péci (Skfivanova a Rada, 2014).
V EU funguje agentura ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control), ktera
se snazi posilit ochranu proti infekénim nemocem. V této agentuie vznikl projekt EARSS
(European Surveillance Resistance System), ktery ma za ukol sledovat antibiotickou
rezistenci na evropském uzemi (Jakubt, 2008).

Napriklad dle regulace Evropské unie je od roku 2003 zakazano pfidavat antibiotika
do krmnych smési. V USA bylo podobné nafizeni zavedeno az v roce 2013, ale je pouze

dobrovolné (Skifivanova a Rada, 2014).

6.1. Primarni a sekundarni rezistence
Oba druhy rezistence jsou urCité druhy genetické mutace, kterymi se bakterie

pfizptsobuje prostiedi. Primarni rezistence je vrozena, je urena vlastni stavbou bakterialni
bunky. Bakterie je tudiz rezistentni i bez predchoziho kontaktu s antibiotikem (Cosby a kol.
2015). Napftiklad gramnegativni stfevni tyCky jsou primarné rezistentni vaci penicilinim,
makrolidim a linkosamidim. Dale enterokoky a listerie jsou typicky rezistentni vici
cefalosporinim (Votava, 2010). Druhy primarné citlivé mohou ziskat tzv. sekundarni

rezistenci. Resistence bakterii je velmi komplexni a raznoroda. Nejcastéji je ziskavana
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horizontalnim pfenosem pies plazmid. Zaroven svyvojem novych antibiotik, si bakterie
vyvijely obranné mechanismy. Ke kazdému typu antibiotik existuje minimaln¢ jeden obranny
mechanismus (Alanis, 2005).

Bakterie mohou byt rezistentni vic¢i jednomu typu antibiotik, nebo mohou byt
multirezistentni, coz znamena, ze jsou rezistentni vici vice typim antibiotik (MDR — multi-
drug resistance) (Eng a kol. 2015). Typickym multiresistentnim sérovarem je S.
Typhimurium, ktera je rezistentni vaci péti antibiotikim (ampicilin, chloramfenikol,

streptomycin, sulfonamidy a tetracyklin) (Mouttotou a kol. 2017).

6.2. Mechanismy vzniku rezistence
Dosud byly objeveny 4 biochemické mechanismy, kterymi si bakterie vytvari

rezistenci. V burice se mize objevovat i vice nez jeden mechanismus. Prvnim mechanismem
je produkce specifickych proteint, prevazné enzymu, které inaktivuji antibiotickou latku
(Regea, 2018). Piikladem je produkce beta-laktaméaz salmonelami, které inaktivuji celou
skupinu betalaktamovych antibiotik. Druhym mechanismem je zabranéni antibiotiku dostat se
do cilové struktury v buiice. K tomu slouzi takzvané efflux pumpy, které vypuzuji antibiotika
ven zbuiky. V gramnegativni bakterii vytvafeji trojdilny komplex efflux pumpy
s cytoplasmatickou membranou a bunécnou sténou. Tento komplex vytvaii vykonny kanalek
pro vypuzeni antibiotik a jinych skodlivych sloucenin. Piikladem je rezistence salmonel vici
tetracyklinim a chloramfenikolu. Tento trojdilny komplex je vypudi jest¢ predtim, nez
zasahnou 30S ribozomalni podjednotku, kde by zastavily proteosyntézu. Tretim
mechanismem je chemickd zména antibiotického cile, coz antibiotiku znemozni se na négj
navazat (Cosby a kol. 2015). Ctvrtym mechanismem je adaptace. Pro preiti v hostiteli musi
bakterie odolavat hostitelskému imunitnimu systému a k preziti se musi adaptovat. Podobna
situace nastava 1 pii stalé pfitomnosti antibiotik. Vyznamnym piikladem je Streptococcus
aureus, ktery se adaptoval na prostfedi s pfitomnosti daptomycinu a vankomycinu (Regea,

2018).

6.3. Disledky antibiotické rezistence
Zvysujici se antibioticka rezistence pro populaci znamena, ze 1é¢ba bakterialni infekce

béznymi antibiotiky jiz nebude mozna. Rezistence muze brzdit terapii, také hrozi vyssi riziko
hospitalizace a naslednych komplikaci, které mohou zptsobit i smrt (Mouttotou a kol. 2017).
Rezistentni bakterie zvySuji nakladnost lécby, jelikoz je potieba intravendzni terapie a

zaroveni delSi hospitalizace. Velmi obavany scénar je, ze antibiotika prestanou zcela fungovat.
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Uz konec 20. stoleti je oznaCovan za post-antibiotickou éru, protoze doslo k pochopeni
zéavaznosti problému rezistence (Holub a kol. 2013).

Jelikoz se antibiotika neukazala jako udrzitelny zplisob k1écbé bakterialnich
onemocnéni, je v posledni dob& diskutovana moznost efektivni nahrady. Moznymi

alternativami antibiotické 1écby by se mohly stat probiotika a prebiotika (Skiivanova a Rada,
2014).
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7. Probiotika

Dle definice WHO jsou probiotika zivé mikroorganismy, které v pfimeéfeném
mnozstvi pozitivné ovliviluji zdravotni stav jedince, diky zlepSeni stfevni mikrobialni
rovnovahy. Jsou to zdravi prospé$né, netoxické a nepatogenni mikroorganismy (Kabir, 2009).
Slovo probiotikum znamend ,pro zivot“, je opakem pojmu antibiotikum. Na rozdil od
antibiotik, kterd maji za cil usmrtit Skodlivé bakterie, podstatou probiotik je podpora zdravych
bakterii (Skiivanova a Rada, 2014).

Probiotika jako takova jsou znama tisice let. Uz ve starém Rimé bylo doporu¢ovano
piti kyselého mléka pfi zazivacich obtizich. Na zacatku 20. stoleti zacala skupina veédct
vénovat pozornost dlouhovékosti v navaznosti na konzumaci jogurti s laktobacily a
doporucovali podavani bifidobakterii novorozencum, ktefi trpéli prijmy. Lilli a Stivel v roce
1965 poprvé pouzili pojem probiotikum, pro oznaCeni latky, ktera je vyluCovana jednim
organismem a podporuje rust jiného (Schrezenmeir a de Vrese, 2001). V této dobé nastal
velky rozvoj v pouzivani probiotik. Nejvyuzivan€jsi byly bakterie mlééného kvaSeni,
predevsim laktobacily. Uz v roce 1973 se probiotika ukézala jako ucinna v prevenci salmonel
u dribeze (Nurmi and Rantala, 1973). I pfesto, ze jsou probiotické G¢inky znamé jiz dlouho,
jejich vyuziti ve vyzivé hospodarskych zvitat je ukdzkou moderniho pfistupu. Probiotika totiz
chrani stfeva pred patogeny a zaroveni vytvareji optimalni prostfedi pro vyuziti zivin v krmivu

(Skifivanova a Rada, 2014).

7.1. Uc¢inek probiotik
Probiotika maji dilezitou roli ve spravném a zdravém traveni a zarovenn v celkovém

zdravotnim stavu jedince. Hlavni divody pro zafazeni probiotik do bézného krmiva pro

zvifata jsou dle Corcionivoschi a kol. (2010) nasleduyjici:

- jiz existujici mikrofloru méni tak, aby pro hostitele byla jesté vyhodnéjsi

- stimuluji procesy, jako jsou proliferace perifernich mononuklearnich bunék

- podporuji imunitni systém pii zanétlivych onemocnénich

- inhibuji rist gramnegativnich i grampozitivnich patogent, pomoci inhibi¢nich latek
bakteriocintl a organickych kyselin

- Bifidobacterium longum produkuje protein BIF, ktery se podili na anti-patogenni aktivité
probiotik. Tento protein cili na gramnegativni bakterie

- kmen Bifidobacterium produkuje lipofilni slouCeniny, které maji silné antimikrobni

ucinky viuci S. Typhimurium a E. coli
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Probiotika ale zarovel musi spliiovat urcitd kritéria. Zaprvé, musi byt béznymi zéstupci
sttevni mikroflory daného organismu. Musi byt schopny piekonat nizké pH zaludku a
kyselinu zluCovou v tenkém stievé. Dal§im faktorem je schopnost adherence a kolonizace

traviciho traktu (Kabir, 2009).

Proces selekce vhodnych probiotik probiha tak, ze se z kurat izoluji bakterialni kmeny a in
vitro se vyberou vhodné druhy. /n vivo se poté hodnoti probioticky potencial. Ten zahrnuje
kategorie jako produkce inhibi¢nich sloucenin, faktory rezistence, faktory adherence a soutéz
o ziviny. In vivo se také hodnoti schopnost kolonizace a histopatologie. Po téchto Setfenich
jsou probiotika vystavena patogenim. Pokud probiotikum projde vSemi testy, nasleduje

hodnoceni ekonomické vyhodnosti a proces registrace (Kabir, 2009).

7.2. Mechanismus ucinku
Brojlefi diky velké metabolické aktivité produkuji vice tepla, proto u nich Castéji

dochazi k prehfivani. Piehfivani a teplotni Soky zpusobuji snizeni piirGstkli vahy a vyssi
mortalitu kufat a s tim spojené velké ekonomické ztraty (Khan a kol. 2016). Pfi teplotnim
Soku se v burikach tvori bilkoviny teplotniho Soku (HSP), které chrani spravné prostorové
usporadani ostatnich proteint a tim, udrzuji vazby mezi epitelovymi buiikami stfev a chrani
mukozu. HSPs jsou rozdéleny do 4 kategorii podle jejich molekularni vahy, jsou to malé hsp,
hsp60, hsp70, hsp90. Ve stievech je tvoren protein hsp25, ktery stabilizuje aktin, a hsp72,
ktery predchazi denaturaci bunék. Probiotika stimuluji tvorbu téchto stresovych proteint a
chrani strukturu stiev (Aureli a kol. 2011).

V epitelovych burkach stfev jsou obsazeny systémy vyvolavajici imunitni odpoveéd.
V cytoplazmé se nachazi neaktivni NFkB skupina faktord navazana na inhibi¢ni molekulu
IxB kinazy. Kdyz se objevi mozny puvodce zanétu, IkB se odpoji od NFkB a NF«kB vstoupi
do jadra a spusti zanétlivou odpovéd (transkripci urcitych gent). Néktera probiotika maji
schopnost degradace kB, nebo simulace NFxB, ¢imz je zrychluji imunitni odpovéd’ (Aureli a
kol. 2011).

Nektera probiotika jsou schopna potlacovat apoptozu epitelovych bunék stiev aktivaci
anti-apoptickych proteint, nebo inhibici pro-apoptickych proteint. Lactobacillus rhamnosus
aktivuje proteiny p75 a p40, které urychluji déleni bunék, a aktivuje ani-apopticky protein
Akt. L. rhamnosus je dulezity pro udrzovani stfevni homeostazy a muze potlacovat zanétlivé
reakce (Yan a kol. 2011).

Probiotika indukuji cytokiny, diky kterym jsou schopna ovliviiovat imunitni odpovéd’

makrofagl skrz pfimé nebo nepiimé vlivy na signalni drahy. Makrofagy se déli na typ M1 a
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M2. M1 makrofagy maji pro-zanétlivé schopnosti a jsou spojovany s aktivaci imunitnich
reakc, jsou aktivovany cytokiny TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-q, IL1p a IL-4. M2
makrofagy jsou spojovany s homeostazou mukozy a aktivuji protizanétlivou odpoveéd, jsou
aktivovany cytokiny IL-10, TGF a IL-1Ra (Yousefi a kol. 2019; Hegazi a kol. 2009). Nekdy
je nutné zmirnit zanétlivé reakce, kvuli nebezpeci chronického zanétu a poskozeni vlastnich
soucasti. Bifidobakterie a laktobacily produkuji cytokin IL-10, ktery ma velky vliv na
zmirnéni zanétlivych odpovédi organismu (Skiivanova a Rada, 2014).

Dal§im mechanismem je produkce SCFAs, které jsou schopny redukovat pocty
salmonel ve stfevech a dodavat hostiteli energii (Van Immerseel a kol. 2004). Jako ucinny se
ukézal naptiklad druh Propionibacterium acidipropionici (Campaniello a kol. 2015).

Svou schopnosti aktivace mitézy a indukci proliferace epitelovych bunék stfeva, jsou
probiotika schopna stimulovat rust klkd. Delsi klky, u kufat krmenych probiotiky, znamenaji

zvySeni absorpce zivin (Park a kol. 2016).

7.3. Priprava probiotik
Zaklad kazdé produkce cCistych bakteridlnich kultur se nachazi v mezinarodni sbirce

mikroorganismi, kam je kultura zafazena po peclivé genotypové identifikaci. Ve sbirce je
zajisténo uchovani ptvodniho kmene. Kultury jsou hluboce zamrazeny v tekutém dusiku
(—176°C), v mrazéku (—80°C) nebo jsou lyofilizovany (Saxelin a kol. 1999). Aby mohla byt
probiotika uvedena na trh musi projit sérii hodnoceni. Prostrednictvim in vitro testi se testuje
rezistence na kyseliny, schopnost adherence, produkce metabolitti a bezpecnost kultury (Rada,
2010). Probiotika musi byt peclivé znaCena po celou dobu vyroby, aby se dalo kdykoli najit
ptvodni kolonii (Saxelin a kol. 1999). Po zhodnoceni uzitkovosti a schvaleni urcitého biovaru
muze zaCit vyroba pro potravinové dopliky a startovaci kultury pro mlééné vyrobky.
Fermentace probiotik probihd v mediu bohatém na dusikaté latky, karbohydraty, soli a ziviny
nezbytné pro rust. Fermentace je zastavena, kdyZ se zpomali spotfeba média. Tento proces
trva priblizn€ den pii 37°C. Buiiky jsou poté pomoci centrifugace oddéleny od média. Do
Cisté kultury jsou pfidavany kryoprotektanty nebo lyoprotektanty, podle toho jakd bude
pozdéji zvolena metoda stabilizace. Zmrazené kultury jsou odesilany do podnika

zpracovavajicich probiotika (Fenster a kol. 2019; Saxelin a kol. 1999).

7 4. VyuZiti probiotik v chovech driibeze
Stfevni mikroflora se u kufat z velkochovli nevyviji pfirozené, protoze se lihnou a

vyviji bez kontaktu s dospélymi slepicemi. Proto jejich travici trakt potiebuje alternativni

zdroj prospéSnych bakterii, a to probiotik (Kabir, 2009). Za poslednich 20 let kdy jsou
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probiotika Castéji implementovana do krmiva kufat prokazaly se jejich pozitivni u€inky na
vys$§i hmotnostni prirastky, zlepSeni traveni, vys$si produkce vajec a snizeni vyskytu
onemocnéni a tim padem 1 snizeni mortality (Park a kol. 2016).

Druhy probiotik uzivanych v chovech kufat by mély byt ziskdny z bézné stfevni
mikroflory kurat. Jak ukazala studie Kollarcikova a kol. (2020) na bakteriich rodu
Bacteroides, druhy izolované z lidské mikroflory nebyly schopny kolonizovat stfeva dribeze.

Dostupna probiotika jsou zalozena pfedevsim na rodech Lactobacillus, Enterococcus a
Bacillus. Ukazuje se ale, ze Lactobacillus v prostiedi lihni je pro kufata plnohodnotnym
zdrojem a rody Enterococcus a Bacillus nejsou schopny kolonizovat travici trakt, pokud jsou
podavany jako Cisté kultury (Kubasova a kol 2019).

Existuji 1 pfipravky pro kompetitivni exkluzi jako Aviguard a Broilact, kterd maji na
rozdil od probiotik nedefinované a rozmanité slozeni, podobné tomu, které se prenasi z
dospélé slepice na kurata. Tyto pfipravky se skladaji zrodt Lactobacillus, Clostridiales,
razné druhy Bacteroides, Megamonas, Megasphaera, Dialister, Phascolarctobacterium,

Sutterella, Parasutterella, Bifidobacterium (Rychlik, 2020).

7.4.1 Charakteristika vybranych probiotickych bakterialnich roda
rod Lactobacillus

Laktobacily jsou robustni grampozitivni tyCinky casto spojené do fetizkd. Jsou
soucasti pfirozené stievni mikroflory. Jedna se o nejvétsi skupinu Celedi Lactobacillaceaceae,
obsahuji vice nez 100 druhti a poddruht. Déli se na dvé skupiny dle schopnosti kvaseni cukru.
Prvni skupina je homofermentativni, coz znamena, ze fermentuje cukry na kyselinu mlé¢nou.
Heterofermentativni skupina fermentuje cukry na kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou, etanol
a oxid uhli¢ity (Votava, 2010). Jako probiotika pro kufata jsou uzivany druhy L.
thermophilus, L. acidophilus, L. brevis, L. bulgaricus, L. casei, L. fermentum, L. gallinarum,
L. jensenii, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus a L. salivarius (Popova, 2017). L.
salivarius produkuje bakteriociny pusobici proti grampozitivnim bakteriim a Campylobacter

Jejuni (Stern a kol. 2000).

rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou grampozitivni bakterie tyCinkovitého tvaru, které se spojuji do
vétvicich se vlaken. Jsou vyznamné pro udrzovani rovnovahy stfevni mikroflory. Pii
podavani antibiotik se jejich pocty redukuji a nerovnovaha se projevuje rizné zavaznymi
prujmy. Do probiotickych pfipravka pro kufata se ptidavaji druhy B. animalit, B. bifidum,
B. bifidus, B. thermophilus, B. longum, B. breve (Popova, 2017).

37



rod Enterococcus

Bakterie rodu Enterococcus jsou schopny osidlovat prostredi Sirokého rozpéti pH 1 teploty.
Jsou rezistentni vici vn€j§im vlivim a také vylucuji bakteriociny, které jsou velmi ucinné
proti patogennim bakteriim. Maji velky potencial pro nahrazeni antibiotik v boji proti
multirezistentnim patogenim. Mezi enterokoky patii zastupci jak komenzald, tak patogent
(Hanchi a kol. 2018). Jelikoz jsou nékteti zastupci enterokokt patogenni, jejich uZiti

v probioticich je stale problematické (Franz a kol. 2011).

rod Bacteroides

Rod Bacteroides patti do cCeledi Bacteroidaceae, coz jsou zastupci bézné mikroflory
teplokrevnych zivocichti. Pro bakteroidy je typicka produkce beta-laktamaz. Jejich buriky jsou
pleomorfni a tvoii pouzdra (Votava, 2010). Pfi tvorbé probiotik pro stfevni mikrofloru kurat
je dle studie Kollarcikova a kol. (2020) vhodné vyuziti druh Bacteroides gallinaceum, B.
caecigallinarum, B. mediterraneensis, B. caecicola, B. plebeius, B. coprocola a Mediterranea
massiliensis. Bacteroides je prospéSny pouze v mikrobiomu stfeva, pokud se dostane do jiné

Casti téla, stava se patogenni (Votava, 2010).

rod Bacillus

Bacily jsou fakultativn€ anaerobni grampozitivni tyCinky, které v aerobnim prostredi sporuluji
(Votava, 2010). Jejich schopnost piezit nizké pH zaludku a vykyvy teplot jim dava vyhodu
nad ostatnimi mikroorganismy. Bylo objeveno pres 100 druha rodu Bacillus a jako probiotika
pro kufata se pouzivaji B.coagulans, B. clausii, B. cereus, B. subtilis a B. licheniformis.
Spory bacild jsou hydrofobni, coz je spojovano slepsi schopnosti adherence

(Mingmongkolchai, Panbangred, 2018).

rod Clostridium

Studie Yang a kol. (2012) ukazala Ze suplementace nékterych biovart rodu Clostridium
butyricum funguje jako ucinné probiotikum, diky jejich schopnosti snizovani poctii salmonel

a C. perfringens ve stievech a zaroven podporit rist laktobacild a bifidobakteri.
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7.5. Prebiotika

Prebiotika jsou zivoCichy nestravitelné zbytky potravy, které jsou metabolizovany
komenzalnimi bakteriemi ve stfevech. Jedna se pfedev§im o rezistentni Skrob, neskrobové
polysacharidy (pektin, celuléza a hemiceluloza), oligosacharidy (laktoza, laktuloza, rafindza,
oligofruktdza), glykoproteiny produkované poharkovymi buiikami a mukopolysacharidy
(vymeésky pankreatu a ostatnich bakterii). Do tlustého stfeva se dostanou i nékteré peptidy a
bilkoviny pfijaté s potravou, ale v mnohem menS§im mnozstvi nez zminéné sacharidy.
Prebiotika poskytuji probiotikim vys§i pravdépodobnost pieziti ve stfevni mikroflofe

(Manning a kol. 2004).

Aby byla prebiotika G¢inna musi dle Manning a kol. (2004) spliiovat tii kritéria:
1) nesmi byt stravena v zaludku nebo tenkém stieve

2) musi byt vhodna pro komenzalni bakterie

3) fermentace téchto latek je zdravi prospé§na

Prebiotika byla zkoumana i v souvislosti s eliminaci salmonel u kurat, za predpokladu,
ze se cukry navazou na pili salmonel a zabrani jim v adhezi. V testech se jako neucinna
ukézala glukéza, maltoza a sachardza. Oproti tomu laktéza a mandza mély pozitivni ucinek
(Skifivanova a Rada, 2014).

Studie prebiotik jsou zaméfeny predevSim na oligosacharidy tfi skupin
mannanoligosacharidy (MOS), galaktooligosacharidy (GOS) a fruktooligosacharidy (FOS).
Prebiotika zalozena na MOS, maji schopnost snizit koncentrace Campylobacter spp. a upravit
mikrofloru. MOS jsou obsazeny i v bunétné sténé kvasinek Saccharomyces cerevisiae a
Saccharomyces boulardii. FOS prebiotika snizuji koncentrace salmonel a zajistuji lepsi
vstiebavani zivin. GOS jsou pfirozené obsazeny v zivo¢isném mléku a pozitivné ovliviiuji
vyvoj kolonii laktobacili (Miccichea a kol. 2018).

Prebiotika se pfirozené nachazi v zeleniné a v zivoc¢iSnych produktech jako je med
nebo mléko. Jsou syntetizovany skrz chemické a biochemické reakce, nebo ptfirodni formou,
jsou syntetizovany né€kterymi mikroorganismy, napt. Aureobasidium pullulans, Aspergillus
niger, Bacillus circulans, Pseudomonas aurantiaca, Aspergillus aculeatus, Penicillium
sp., Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis, a Lactobacillus reuteri (Farias a kol.

2019).
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8. Zavér
I presto ze se jiz od 70. let minulého stoleti vi, ze kufata, kterd jsou ve styku s dospélymi
slepicemi a jejich trusem jsou odolnéjsi viici salmonelovym infekcim, tak se ve velkochovech
kufrata lihnou sama ve sterilnim prostfedi. Proto se stale vyvijeji nové zpusoby jak tuto
pfirozenou mikrofloru kufatim zajistit alternativni cestou. Snaha puasobit na mikrofloru
antibiotiky se ukézala jako trvale neudrzitelnd a v Evropské unii je tato suplementace
zakazana. Probiotika by mohla slouzit alespon jako ¢astecnd nahrada pfiirozené ziskavanych
bakterii. Nemohou ale nahradit mikroorganismy, které kufatim poskytuji dospélé slepice.
V poslednich studiich se ukézalo, ze Cisté kmeny Enterococcus a Bacillus, které se podavaji
v probioticich nejsou schopny trvale osidlit travici trakt. Stfevni mikroflora byva v poslednich
letech oznaCovana za , samostatny organ* a vyzkumy tohoto komplexniho spoleCenstvi stale
pokracuji. Metody sekvenovani nové generace, které prinaseji nové poznatky o spolecenstvi
mikroorganismi ve stievech, umoziuji sledovat diverzitu, vztahy mezi bakteriemi a poskytuji
informace pro sestaveni vhodnych suplementt. Spravné sestavena probiotika maji vliv na

zvySeni celkového wellfare kurat v halach a také na prevenci alimentarnich onemocnéni.
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9, Seznam zKkratek

SCFA’s — Short-Chain Fatty Acids

ELISA - (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

ddNTP - dideoxynukleotid
DGGE - denaturacni gradientova gelova elektroforéza

TGGE - teplotni gradientova gelova elektroforéza

T-RFLP — polymorfismus délky terminalnich restrikénich fragmenta.

PCR - polymerazova fetézova reakce

NGS — New Generation Sequencing

SCYV - Salmonella Containing Vacuole

SPI - Salmonella pathogenicity island

T3SS — sekrecni systémy typu III

ECDC - European Centre for Disease Prevention and Control
EARSS — European Surveillance Resistance Systém

HSP — heat shock protein

MOS — mannanoligosacharidy

GOS - galaktooligosacharidy

FOS - fruktooligosacharidy
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