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Testovani in vitro inhibi¢niho u¢inku kmenii laktobacilu a
bifidobakterii izolovanych z traviciho traktu vcel
medonosnych (Apis mellifera) viaci bakterialnim
patogentim v podobé ptivodci moru a hniloby véeliho
plodu

Souhrn

Viely (Apis mellifera) patii mezi hmyz blanoktidly (Hymenoptera). V ptirod¢ i v ekologii maji
nezastupitelné misto. Clovék je vyuziva zejména pro zisk véelich produktii jako jsou med, pyl
a matefi kaSicka. Obecné ale jakykoliv produkt pochézejici z v¢eliho tlu je velmi nutricné
pfinosny pro zdravi ¢lovéka a je hojné vyuzivan nejen v potravinaistvi, ale i v kosmetickém
pramyslu nebo ve farmacii. Mezi dalsi klicovou funkci vcel patii jejich role opylovace
kulturnich i volné rostoucich plodin. V soucCasnosti vSak dochazi k radikadlnimu ubytku
populace vcel, coz negativné ovlivituje fungovani celého ekosystému a zptisobuje znacné
ekonomické ztraty ve vcelaiském primyslu. Mor a hniloba v¢eliho plodu jsou znicujici nemoci
vcely medonosné rozsifené po celém svété. Jejich vyskyt je jednou z pficin tak rozsahlého
vymirani v€el, a proto je velmi dilezité vyvinout bezpecnou a u¢innou metodu vedouci ke
zlepSeni zdravi veel. V této praci byl hodnocen potencidlni in vitro inhibi¢ni i€inek 79 bakterii
z kmeni laktobacili a bifidobakterii izolovanych z traviciho traktu véel medonosnych viici 3
klinickym patogennim izolatdm Paenibacillus larvae subsp. larvae (plivodce moru vceliho
plodu) a jednomu patogennimu izolatu Melissococcus plutonius (pavodce hniloby vceliho
plodu). Vysledky ukazaly, Ze inhibi¢ni aktivitu vic¢i alesponi jednomu klinickému kmeni
vykédzalo 30 ze79 testovanych kment. Polovina z aktivnich kment nalezela mezi
bifidobakterie a polovina mezi laktobacily. Nejvyssi inhibi¢ni aktivita byla stanovena zejména
u laktobacilti druhu L. apis a L. melliventris. Mezi aktivni bifidobakterie pattily druhy B.
asteroides a B. indicum. Ve vétSiné ptipadl vSak vykdzaly pouze mirnou-vyssi inhibi¢ni
aktivitu. Urcita inhibice ristu M. plutonia byla zaznamenana pouze u 3 ze 79 testovanych
kment.

Kli¢ova slova: Laktobacillus, Bifidobacterium, probiotika, mor v¢eliho plodu, hniloba vceliho

plodu



In vitro testing of inhibitory effect of Lactobacilli and
Bifidobacteria strains isolated from digestive tract of
honey bees (Apis mellifera) towards bacterial pathogens in
the form of causal agents of American and European
foulbroods

Summary

Honey bees (Apis mellifera) are insects of the order Hymenoptera. They have an irreplaceable
position in nature and ecology. Humans keep them especially for their ability to produce honey,
but also for royal jelly and bee bread. Generally, any bee product is a very nutritious and healthy
and is frequently used in food industry, cosmetic industry and pharmacy. Another key function
of honey bees is pollination of cultural as well as wild plants. Nowadays, radical reduction of
bee population occurs, which negatively affects whole ecosystem and causes severe economic
losses in the beekeeping industry. American and European foulbroods are devastating diseases
for European honey bee, the most common species worldwide. That may be the reason of the
massive bee extinction and therefore it is crucial to develop an effective method to improve bee
health. In this thesis a potential in vitro inhibitory effect of 79 bacteria of the genus
Lactobacillus and Bifidobacterium isolated from bee gastrointestinal tract towards 3 pathogenic
isolates Paenibacillus larvae subs. larvae (causing American foulbrood) and 1 pathogenic
isolate Mellissococcus plutonius (causing European foulbrood) was evaluated. 30 bacteria
species from 79 tested showed inhibitory effect towards at least 1 clinical species. Half of the
active species were from bifidobacteria and half from laktobacilli. The strongest inhibitory
effect was identified with species L. apis and L. melliventris. Active species from genus
Bifidobacterium were B. asteroides and B. indicum. In most cases, the inhibitory activity was
only slightly higher. Growth inhibition of M. plutonia was identified only with 3 from 79 tested
species.

Keywords: Laktobacillus, Bifidobacterium, probiotics, American foulbrood, European

foulbrood
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1 Uvod

Vcely medonosné patii do fadu blanoktidli (Hymenoptera), jedné z nejpocetnéjsich
skupin hmyzu. Pfesto v¢ely v pfirod¢ vidame stale méné¢ Casto. A jelikoz jejich vyznam je nejen
pro cloveéka naprosto neodmyslitelny, je tieba tuto problematiku zacit diirazné fesit.

Jak uZ bylo naznafeno, vyznam vcel je velice komplexni a Siroky pojem. Vcely
pomahaji zemédélclim, ovocnaiim, zahradnikiim nebo lesnikim, jelikoz sklizen plodl, semen,
olejnin a picnin je az z 90 % zavisla na opyleni Zivo€ichy, hlavné véelami. Nezbytné jsou ale 1
k opylovani voln€ rostouci vegetace, ¢imz pomadhaji zachovat celkovou biodiverzitu.
Z historického hlediska ale byly véely vyuzivany zejména jako producenti medu, mateti
kasSicky, vosku nebo vceliho jedu. Pouzivani prvné jmenovaného produktu piitom neni
omezeno pouze na slazeni jako ndhrada cukru. Vyrobky pochézejici ze v¢eliho ulu, at’ uz jde o
med, matefi kasicku nebo propolis, jsou v dnesni dobé fazené mezi vysoce funkéni potraviny,
které se vyuZzivaji nejen v potravinaistvi praveé pro svoje pozitivni u€inky na lidské zdravi.

V soucasnosti ale dochazi k nebyvale radikélnimu tibytku druhové rozmanitosti hmyzu.
V dané souvislosti vcelafstvi na celém svété celijiz nékolik desetileti vyznamnym
ekonomickym ztratdm. Vyznamny vliv na tom nejspiSe maji abiotické faktory, napt. znecisténi
zivotniho prostiedi a aplikace insekticidl pro zeméd¢elské ucely. Ale také vyskyt velkych ploch
zemédelské monokultury, nenechavajici prostor pro mensi pole s rozmanitou nabidkou vceli
potravy. Mezi biotické stresy, zplsobujici ztratu kolonii, fadime bakteridlni ptvodce
(Paenibacillus larvae, Melissococcus plutonius), houbové patogeny (Ascosphaera apis,
Nosema spp.), parazity (Varroa destructor) a viry. V roce 2006 byl také poprvé hlasen tzv.
syndrom rychlého vymizeni kolonie dospélych véel. Definitivni pti¢ina ibytku neni zcela jasna,
ale nejspise se jedna o multifaktoridlni problém, kombinaci vySe zminénych. Kazdopadné téma
je to nepopiratelné/znatelné aktualni. Uz Albert Einstein fekl: ,,.kdyZ vcely zmizi ze zemé¢, pak
¢lovéku zbyvaji jen Ctyfi roky zivota. Uz nebude zadnych véel, Zadného opyleni, Zadnych
rostlin a zadnych lidi*.

Jeden ze smérii vyzkumu v dané problematice je zaméfen na vyuziti hostitelsky
specifickych komenzalné-symbiotickych bakterii traviciho traktu vcel, které pozitivné ovliviuji
fyziologii traveni. I tato diplomova prace je zamétfena na tento potenciondlni typ ochrany viici
vnéj$im patogenim.



2 Védecka hypotéza a cile prace
2.1 Védecka hypotéza

HI1:

Tréavici trakt vcel obyva celd fada komenzalnich-symbiotickych bakterii nalezejicich do
skupiny bakterii mlécného kvaSeni (predevSim rody Lactobacillus, Apilactobacillus,
Bombilactobacillus) a rodu Bifidobacterium, které diky svym primarnim metabolitim (té¢kavé
organické kyseliny) a specifickym sekundarnim metabolitim v podobé& napi. bakteriocint
mohou minimalné za in vitro podminek inhibovat bakterialni patogeny vcel. Mezi celou skalou
rozlicnych kment druhti klasifikovanych do vySe zminénych rodi se vyskytuji takové, které
vyznamn¢ inhibuji rist ¢i zptisobuji usmrceni bakteridlnich patogeni.

H2:
Bakteridlni kmeny vykazujici antagonistick¢é ptsobeni budou inhibovat vSechny klinické
izolaty ptivodce moru a hniloby v¢eliho plodu.

H3:
Inhibice bude véazéna predevSim na hostitelsky specifické druhy vramci celedi
Lactobacillaceae.

2.2 Cile prace

C1: Otestovat inhibi¢ni potencidl riznych izolatd bakterii mlééného kvaSeni a bifidobakterii
z traviciho traktu vcel vici aktualnim-virulentnim izolatim bakteridlnich patogent vcel
prostiednictvim specifikovanych in vitro metod. V ramci tohoto nalézt, respektive navrhnout
definované, vhodné kultivaéni médium pro obé skupiny testovanych bakterii, coz je nezbytny
ptedpoklad pro vypovidaci hodnotu dosazenych vysledkli. Ty budou diskutovéany, respektive
konfrontovany s dosud publikovanymi studiemi v dané badatelské oblasti.



3 Literarni reSerse
3.1 Evoluce, systematika a bionomie vcel

3.1.1 Strucny nastin evoluce a taxonomie vcel

O ptvodu v¢el neni pfili§ mnoho piesnych informaci, jelikoz jejich fosilni nélezy jsou
vzacné. Na zékladé riznych paleontologickych studii vznikla ale fada hypotéz. Podle nich se
poté vytvorila jednotna predstava o vyvoji v¢el. VEely se vyvinuly asi pred 80 milidny let. Jejich
predchiidkyné byly podobné vosam, které postupné meénily masitou stravu na stravu
vegetarianskou. Postupné se vcely vyvijely ke sbéru nektaru a pylu. Jejich télo se ptizptsobilo
vznikem pylovych kartacka a koSickl ke sbéru pylu, pokrylo se chloupky, vyvinul se medny
vacek slouzici k pfendseni nektaru a prodlouzil se sosak (Vesely et al. 1985).

Rod Apis obsahuje sedm odlisnych druhti, z nichz je vétSina rozSifena po celé Asii.
Zapadni vcela medonosnd byla fylogeneticky rozSifena po subsaharské Africe, Evropég, casti
zapadni Asie a na Stfednim vychod¢. Jednou z teorii je, Ze se tento druh oddélil od pfibuzného
A. cerana pted 6ti az 25ti miliony let, kdyZz dochazelo k pfesouvani druhu na zapad. Pozdé&ji,
kdyz evropsti osadnici zacdinali s kolonizaci ostatnich ¢asti zemékoule, dochazelo
k transportovani a zdejSimu usazovani riznych rodovych linii A. mellifera, coz vedlo
k naturalizaci vice ktizicich se linii (Cridland et al. 2017).

A. mellifera ve svém ptirozeném prostiedi vykazuje znacné genetické a fenotypové
variace jak behaviordlnich, tak morfologickych znakl. Bylo identifikovdno minimalné 26
morfologicky a geograficky odliSnych poddruhi. Podle autorli Cridland et al. (2017)
morfometrické analyzy spolené s genetickymi studiemi podpofily existenci ¢tyi odlisnych
linii, nazyvanych M, C, O a A. Pozdé&ji doslo k identifikaci jesté dalsi linie Y ze severovychodni
Afriky a Stfedniho vychodu. Vyskyt téchto taxoni je zobrazen v obrazku ¢. 1. Naopak Franck
et al. (1998) se shoduje s autory Garnery et al. (1992) a zminuji, Ze rod Apis mellifera je slozen
pouze ze tii evolucnich vétvi:

o Africkd (A): intermissa, monticola, scutellata, andansonii a capensis
e zipadni Severoevropska (M): mellifera subs.
e jihovychodni Evropska (C): caucasica, carnica, ligustica
Na piesném plivodu Apis mellifera se Zadny z autorti neshoduje, ale nejpravdépodobné;ji
se jedna o Stfedni vychod nebo severovychodni Afriku.
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Obrazek €. 1: Geografickd mapa zahrnujici rizné taxony vcel na mape zemékoule
Zdroj: Cridland et al. 2017

3.1.2 Systematika

Véela medonosna (Apis mellifera) patii zoologicky do velmi pocetného fadu hmyzu
blanokiidlého (Hymenoptera). Zoologické oznaceni zavedl Carl Linné, kdyz vroce 1758
vybudoval systém spojujici zivé organismy rostlinné i zivocisné fiSe. Z hlediska systematiky,
resp. taxonomie se jednd o samostatny druh patfici s dal$imi druhy do rodu véela (4pis).

Tento rod dale patii s ostatnimi rody — ¢melak, pacmelak, tropické bezzihadlové vcely a
samotarské vCely - do Celedi vEelovité (Apidae), nadCeledi Apoidea. Do této Celedi patii dalSich
asi 12 tisic druhit hmyzu, ktery se Zivi stejné jako vcela medonosné pylem a nektarem rostlin.
Nadceled’ vcel je s dalS§imi deseti nadceledémi soucasti podiadu Stihlopasych (Apocrita), tadu
blanokiidlého hmyzu (Hymenoptera). Spoleénym znakem blanokiidlych jsou 2 pary blanitych
ktidel s charakteristickou Zilnatinou, umisténych na hrudi. Proména je u blanokiidlého hmyzu
dokonal4, larvy tedy nejsou podobné dospelym jedinciim. Télo je ¢lenéné na hlavu, hrud’ a
zadecek. Hlava nese 3 pary ustnich ustroji, slozené oci a tykadla. K hrudi jsou pfipojené 3 pary
nozi¢ek (Tomsik et al. 1953; Vesely et al. 1985).
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Schéma:

Druh: Apis mellifera
Rod: 4pis
Celed: Apidae
Nadceled: Apoidea
Podrad: Apocrita
Rad: Hymenoptera
Ttida: Ectognatha
Podkmen: Tracheata
Kmen: Arthropoda

Na Zemi zije asi 20 000 druht v¢el, ale tato hodnota miize byt i vy$si. Do rodu Apis patii
sedm druht: 4. mellifera, A. cerana, A. nigrocincta, A. koschevnikovi, A. dorsata, A.
adreniformis a A. florea (Engel 1999).

Vciela medonosna (4. mellifera) je v souCasnosti rozSifend na vSechny kontinenty
s vyjimkou Antarktidy, i kdyZ ptivodné se vyskytovala pouze v Evropé, Africe a Asii. Do rodu
Apis patii celd fada dalSich podskupin (plemen). Tato plemena se daji rozdé€lit na skupinu
plemen piivodem ze Stfedomoii, Blizkého vychodu a Africké oblasti.

Druh 4. cerana se vyskytuje v Cing, Japonsku a Indii. Podobné jako véela medonosna si
stavi hnizda v dutinach skal nebo ve vykotlanych stromech. Délnice jsou ale o néco mensi nez
u véely medonosné.

Véely druhu 4. florea se vyskytuji v oblasti Indonesie a Indie. Stavi si na stromech hnizdo
v podobé jen jednoho plastu. Délnice jsou také mensi nez u druhu A. mellifera.

Druh A. dorsata zije ve vychodni Asii, konkrétné v Indii a je vétSi nez véela medonosna.
Stavi si hnizda v korunach stromi v podobé jednoho plastu o plose vice nez 1 m? (Navratil et
al. 2022).

3.1.3 Bionomie

Vely medonosné jsou spoleCensky hmyz, ktery zije v trvalych koloniich (véelstvech),
skladajicich se z kralovny snasejici vajicka, trubct, jejichz jedinou zndmou funkci je parit se
s kralovnou a dé€lnic, které béhem svého zivota vykonavaji rizné povinnosti a jsou nejpocetnéjsi
skupinou v kolonii (Gilliam 1997).

Vcelstvo je vysledkem piizplisobovani se zivotnim podminkam v dlouhé vyvojové dobé
vcel medonosnych. Vysledkem tohoto vyvoje je pevny celek, ktery lze chapat jako vyssi
biologickou jednotku, kterd se chova jako samostatny organismus. NejlepSim dikazem je
zpisob rozmnozovéni. Pfi rojeni se vcelstvo rozd¢li ptfiblizné na polovinu a mnozi se
nepohlavné, pfestoZze je tvofeno pohlavnimi jedinci. Rojeni je zpiisobem kolektivniho
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rozmnoZovani, které je nejdokonaleji vyvinuté pravé u véel. Cmelaci i mravenci se rozmnozuji
zpisobem, kdy dochézi ke spareni samct a samic a kazdd samice poté zaklada samostatné své
hnizdo.

Kazdé veelstvo je 1 spolecenska jednotka a ma své vnitini a vnéjsi ekologické zékonitosti.
Organizace Zivota ve vcelstvu nevznikla ndhodou, Zadnd medonosnd véela nemize zit delsi
dobu sama. Cely Zivot jednotlivych vcel a jejich prace, kterou vykonavaji vlle —
rozmnozovani, vyziva plodu, stavba plasti, pfinaSeni potravy, pylu a nektaru, pfezimovani a
opctovné zakladani plodu je mozné pouze za vzadjemné pomoci a spoluprace celého vcelstva.
Ve vrcholném obdobi rozvoje je vcelstvo tvofeno jednou matkou, 300-600 trubci, 50 000-
60 000 d€lnicemi, vajicky a plody, zdsoby medu a pylu, plodovych a mednych plast (Tomsik
etal. 1953; Vesely et al. 1985, Vesely et al. 2003).

Matka

Matka dosahuje velikosti asi 20 mm. Obvykle Zije 3-5 let. Vyviji se z oplozenych
vajicek v utvarech zvanych matec¢niky po 16 dni. Mateti plod je krmen plnohodnotnou vyzivou
(mateti kaSickou) az do zavickovani mateCniku. Mateti kasicka je hlavni pfi¢ina spravného
vyvoje ve vcelu — matku. Vyvoj plodu probihd podobné jako u ostatnich typt jedinct (trubci,
délnice). Po nakladeni nasleduje ryhovani vaji¢ka a za 3 dny vylihnuti larvy (plodu). Larvy se
behem svého rtstu a vyvoje nékolikrat sviéknou. Nejprve jsou krmeny délnicemi v otevienych
bunkach, po 5ti dnech je délnice v matecnikach zavickuji (plod d€lnic po 6ti dnech a plod trubct
po 7mi dnech). Po zavickovani se larva zatne ménit na kuklu. Dospé€léd véela se po dokoceni
promény prokouse vickem buiiky ven. Po vylihnuti matka dospiva, ptipadné se spafi. Obvykle
je oplodnéna po cely zivot a ul jiz neopousti (s vyjimkou piipadného rojeni). Matka zacina klast
vajicka na pfelomu ledna a tnora s vyvrcholenim v kvétnu a ¢ervnu, kdy mtize naklast az 2500
vajicek za den (Navratil et al. 2022).

Trubci
Trubci jsou vceli samci bez zihadel. Dosahuji velikosti 13-17 mm. Vyvijeji se

z neoplozenych vajicek po 24-25 dni. Jejich ukolem je oplodnit v¢eli matku (Navratil et al.
2022).

Délnice

D¢lnice dosahuji velikosti 9-13 mm. Vyvijeji se ze stejnych vaji¢ek jako matka po
21 dni. Vajicka jsou ale ulozené v mensich buiikach ve stiedu plastu. Jejich plody jsou krmeny
plnohodnotnou vyzivou (matefi kasickou) jen prvni tfi dny. Po vylihnuti prod€lavaji dalsi
Vvyvoj, s nimz se jim méni i jejich role ve véelstvu. Béhem prvnich tiech dni ma mlada vcela
(mladuska) funkci tzv. Cisticky, jejim tkolem je Cistit bunky. Od ¢tvrtého dne poté zastava
funkci krmicky a za¢ina krmit plody smiSenou stravou z medu, pylu, vody a mateii kasicky. Po
plném rozvinuti jejich hltanovych zlazek, kolem Sestého dne se mlada vcela stane koji¢kou. Jeji
praci je krmit nejmladsi plody a matku. Od dvanactého dne se funk¢nost hltanovych Zlazek
zastavuje a rozvijeji se zlazky voskotvorné. Po rozvinuti téchto zlazek se vcela stava
stavitelkou, stavi v¢eli dilo a zavickovava plodové bunky a builky se zdsobami. Béhem tohoto
obdobi se mulze vcela délnice také podilet na ukladani zdsob jako konzervatorka. Mezi
osmnactym a dvacatym prvnim dnem se véela ptesouva k ¢esnu, ktery strazi a po dvacatém
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prvnim dni se stava létavkou. Délnice ziji ptiblizné 30-40 dni od vylihnuti, pouze d€lnice
vylihnuté na podzim, pteckaji zimu a ziji 8-9 mésict (Navratil et al. 2022).

Vciely samotarky
Nékteré vcely jsou samotaiské. Takoveé vcely si samy stavi hnizdo a poskytuji potravu

svému potomstvu, bez pomoci ostatnich véel. VEétSinou zemfou diive, nez jejich potomstvo
dospéje (Michener 2000).
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3.2 Vyznam véel medonosnych

Véely medonosné (Apis mellifera) jsou pro lidstvo zasadni z biologickych, ekologickych
1 hospodarskych divodii (Khan et al. 2020). Vyznam vcel se s vyvojem lidské spolecnosti
vyrazné ménil. Nejprve byly véely vyuzivany hlavné kvili produkcei lidskému télu prospésnych
a biologicky cennych latek (med, pyl, propolis, matefi kaSicka, v¢eli vosk). V sou€asné dobé si
véel medonosnych cenime, protoze jsou zodpovédné za opyleni vétSiny kulturnich plodin a
volné rostouci vegetace. Odhaduje se, Ze ostatni volné€ Zijici hmyz (v¢ely samotaiky, ¢melaci
nebo jiné druhy hmyzu) opyluje jen asi 5 % vegetace (Navratil et al. 2022).

Dlouha historie domestikace a zamérného transportu véely medonosné lidmi zptisobila
jeji soucasné kosmopolitni rozsiteni, které zahrnuje vSechny kontinenty kromé& Antarktidy a
nckteré oceanské ostrovy. Z pohledu ekosystému je opyleni prostfednictvim Zzivocichl
nesmirné dulezité, jelikoz se odhaduje, ze 87,5 % druhti kvetoucich rostlin je opylovano
zivocichy. Opylovéani véelami mize také zvySovat produkci nékterych plodin a zachovat
celkovou biodiverzitu. Bez vcel by zacaly prevladat tzv. vétrosprasné rostliny, které k opyleni
vyuzivaji pouze vitr. Nasledkem by bylo vymfeni zivoc¢ichtl, ktefi byli na ostatnich rostlinach
zéavisli, coz by se ve vysledku dotknulo i lidské populace (Klein et al. 2007; Hung et al. 2018).

Vcely medonosné jsou povazovany také za bioindikatory zivotniho prostiedi. Indikuji
znecisténi tézkymi kovy, radioaktivnimi prvky nebo perzistentnimi organickymi polutanty,
jako jsou pesticidy (Barganska et al. 2016).

3.2.1 Vyznam v¢el medonosnych ve vyZivé clovéka

Nejdulezitéjsi vyznam vcel ve vyzivé Cloveéka je v pouzivani produktd ziskanych
z véelich ult, kterymi jsou med, matefi kasicka, vceli pyl, v¢eli chléb nebo propolis.
V soucasnosti se vyzkumu ohledné¢ vlivu vcelich produkti na lidské zdravi vénuje spousta
studii a vysledky jsou pozitivni nejen pro bézného spotiebitele, ale i pro vyrobce nutraceutik
nebo ve farmakologickém pramyslu.

Med

Med je pfirodni latka produkovand véelou medonosnou (Apis mellifera). Jedna se o
presyceny roztok sacharidi, vytvafeny sbérem nektaru z kvéti a medovice. Med byl jako jediné
dostupné ptirodni sladidlo dilezitou soucasti potravy jiz pro Homo sapiens, jelikoz vztah mezi
véelami a ¢lovékem zacal jiz v dobé kamenné. Aby clovek ziskal sladky med, byl ochoten
riskovat 1 svilj zivot ohrozeny poctem piipadnych vcelich zihadel. Prvni pisemna zminka o
medu pochazi z let 2100-2000 pted n. 1. a zminuje pouziti medu jako 1€ku a masti. UZ ve vétsSing
starovekych kultur byl med vyuzivan nejen pro nutricni, ale i 1€katské tcely.

Po dlouhou dobu v historii lidstva byl dulezitym zdrojem sacharidl a jedinym Siroce
dostupnym sladidlem. Priimyslova vyroba cukru jej zacala nahrazovat az po roce 1800.
Skute¢nost, ze ani dnes neni med vyuzivan pouze pro své nutricni hodnoty, se projevuje
v alternativni medicin€. V poslednich letech se v alternativni mediciné rozvinul novy obor
zvany apiterapie, ktery nabizi 1écbu na bazi medu a dalSich vcelych produktd proti mnoha
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nemocem. Mezi hlavni pouziti medu v 1éCitelstvi je dnes jeho aplikace na rany, popaleniny a
infekce. Med a jiné vceli produkty totiz inhibuji rGst mikroorganismi a plisni, ma
antibakterialni Gc¢inek (vétSinou proti grampozitivnim bakteriim) a také bylo prokdzano, ze
inhibuje virus zardének in vitro (Alvarez-Suarez et al. 2010; Bogdanov et al. 2013).

Mezi dalsi velky problém, proti kterému by mohl byt med G¢inny, je vznik mnoha kmenti
bakterii odolnych vic¢i antibiotiklim. Bylo zjiSténo, Ze med je velmi u€inny proti riznym
klinickym izolatim bakterii a zesiluje ti€inek souc¢asnych antibiotik in vitro. Také se prokazalo,
7e je schopen zabijet bakterie i v jejich stavu vysoce odolného biofilmu (Wang et al. 2012).
Tuto antibakteridlni ti¢innost medu pozitivné ovlivituje produkce peroxidu vodiku, ktery je
vytvafen enzymaticky pomoci enzymu gluk6zooxidazy. Dale diky pfitomnosti véeliho peptidu
defensinu-1, vysoké osmolarit¢ a nizkému pH medu. Antibakteridlni u¢innost podporuji také
obsazen¢ fenolické slouceniny a flavonoidy (Almasaudi 2021). B€éhem produkce medu jsou
antibakterialni u¢inky podpofeny také pritomnosti symbiotickych bakterii jako jsou bakterie
mlécného kvaSeni nebo bifidobakterie, pfitomné v travicim traktu véel, v pylu a v nektaru. Tito
komenzélové produkuji antimikrobidlni metabolity a celkové podporuji imunitu svého hostitele
(Voidarou et al. 2020).

V soucasnosti je ro¢ni svétova produkce medu asi 1,2 miliont tun, coz je méné nez 1 %
celkové produkce cukru. Spotfeba medu se v jednotlivych zemich vyrazné 1i8i, vyssi spotieba
je ve vyspélych zemich, kde domaci produkce ne vzdy pokryje poptavku na trhu. Mezi staty
s nejvyssi spotiebou patii Némecko, Rakousko, Svycarsko, Portugalsko nebo Recko
(Bogdanov et al. 2013).

Tabulka ¢. 1: Slozeni medu

SloZeni medu (g/100 g)
Kvétovy med | Medovicovy med

Voda 17,2 16,3
Monosacharidy
Fruktoza 38,2 31,8
Glukoza 31,3 26,1
Disacharidy
Sacharé6za 0,7 0,5
Trisacharidy 4,4 18
Celkové sacharidy 79,7 80,5
Mineralni latky 0,2 0,9
Aminokyseliny 0,3 0,6
pH 3.9 5,2

Zdroj: upraveno dle Bogdanov et al. 2013
V tabulce €. 1 jsou uvedeny hlavni slozky medu. Sacharidy tvoii cca 95 % suSiny medu.

Kromé sacharidii med obsahuje také proteiny, aminokyseliny, organické kyseliny, mineralni
latky, polyfenoly a vitaminy.
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Hlavnimi sacharidy jsou monosacharidy fruktéza a glukéza. Medovicovy med navic
obsahuje mnohem vice riznych oligosacharida (18 g/100 g medu), coz je nutricné vyhodné;si
Vv procesu traveni.

Dalsimi latkami, které med obsahuje, jsou bilkoviny, pfedevS§im enzymy a volné
aminokyseliny. Med jich obsahuje cca 0,5 %. Mezi hlavni enzymy, které med obsahuje, patii
amyldza (rozkladajici Skrob nebo glykogen), sachardza (rozkladajici sacharézu na fruktosu a
glukosu) a glukozooxiddza (produkujici peroxid vodiku a kyselinu glukonovou z glukozy)
(Bogdanov et al. 2013). Bilkoviny, aminokyseliny a enzymy v medu pochazeji z rostlinnych 1
z zivoc¢isnych zdroji (sekrety slinnych Zlaz a hltanu vcel, mikroorganismy nachazejici se
v travicim traktu véel) (da Silva et al. 2016).

Tabulka ¢. 2: Mikronutrienty v medu

Mikronutrienty v medu
Nutrienty MnoZstvi (mg ve 100 g)
Mineralni latky
Sodik 1,6-17
Viépnik 3,0-31
Draslik 40-3500
Hoft¢ik 0,7-13
Fosfor 2,0-15
Zinek 0,05-2
Med 0,02-0,6
Zelezo 0,03-4
Mangan 0,02-2
Chrom 0,01-0,3
Selen 0,002-0,01
Vitaminy
K 0,025
Bi 0-0,01
B2 0,01-0,02
B3 0,10-0,20
Bs 0,02-0,11
Bs 0,01-0,32
C 2,2-2,5

Zdroj: upraveno dle Bogdanov et al. 2013

Mnozstvi vitaminli a mineralnich latek je vzhledem k doporucenné denni davce
marginalni. Nejvice med obsahuje draslik a vapnik z mineralnich latek, a z vitamint kyselinu
askorbovou (vit C), jak lze vidét v tabulce ¢. 2. Navic med obsahuje stopové slouceniny. Cholin
(0,3-25 mg/kg), ktery je nezbytny pro kardiovaskularni funkce, spravné fungovani mozku a
také slozeni a opravu bunécné membrany a napi. acetylcholin (0,06-5 mg/kg), ktery ptisobi jako
neurotransmiter.
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Dalsi diilezitou skupinou sloucenin, s ohledem na vzhled a funk¢ni vlastnosti medu, jsou
polyfenoly. Mnozstvi vSech polyfenoli se v riznych druzich medu objevuje od 56 do 500
mg/kg. PfedevSim jde o flavonoidy (kvercetin, luteolin, kempferol, apigenin, chrysin a
galangin), fenolové kyseliny a derivaty kyseliny fenolové. VétSina sloucenin je znama pro své
antioxidacni vlastnosti. Obsah flavonoidii se mize pohybovat mezi 60 az 460 mg/100 g medu.

Termin ,,oxida¢ni stres* popisuje nerovnovahu mezi produkci volnych radikalt a
antioxidacéni aktivitou v daném organismu. Antioxida¢ni ucinky jsou povazovany za prevenci
nékterych chronickych onemocnéni. Med tyto antioxida¢ni ucinky ma diky obsahu
glukézooxidazy, kataldzy, kyseliny askorbové, flavonoidl, fenolovych kyselin, derivati
karotenoidli a organickych kyselin. Déle jsou medu pfipisovany i U¢inky antimutagenni a
protinadorové (Alvarez-Suarez et al. 2010; Bogdanov et al. 2013).

Na druhou stranu stejn¢ jako kazda jind potravina miize byt i med kontaminovan
z prostiedi, napt. t¢Zkymi kovy, pesticidy, antibiotiky apod. Obecné¢ ale tyto druhy kontaminace
neptredstavuji v Evropé€ zdravotni riziko.

Materi kaSicka

Mateii kaSicka je bila a viskozni rosolovitd latka. Vylucuji ji vcely ze svych
hypofaryngedlnich a mandibularnich zlaz diky zpracovani vychozi latky pro jeji vyrobu —
véeliho pylu. Pylova zrna v zaludku vcely vlivem pfitomnych enzymi popraskaji a z jejich
obsahu vcela ziska dulezité slozky pro tvorbu mateti kaSicky. Mateii kasicka je latka spojujici
tradi¢ni ¢inskou 1 moderni medicinu, jelikoz diky svym t¢inkiim dokéaze bojovat proti riznym
chronickym nemocem. Mezi jeji 1éCivé ucinky patii antibakteridlni, antimykotické,
(Viuda-Martos et al. 2008; Pasupuleti et al. 2017).

Mateii kasicka se skldda z 50-60 % vody, 18 % tvoii bilkoviny, 15 % sacharidy,
3az 6 % lipidy a 1,5 % mineralni soli a vitaminy. Dulezity faktor kvuli stabilizaci mateti
kasSicky ma obsazena kyselina 10-hydroxy-2-decénova (Navratil et al. 2022). Pasupuleti et al.
(2017) ve své studii provedli moderni spektrometrickou analyzu, kde bylo detekovano piiblizné
185 organickych sloucenin nachazejicich se v mateti kasicce. Obsahuje také vyznamny pocet
bioaktivnich sloucenin, mastné kyseliny, acetylcholin, polyfenoly a hormony jako je
testosteron, progesteron, prolaktin a estradiol. Vyznamny vliv na vznik a sloZeni mateti kaSicky
ma také pisobeni komenzalné-symbiotickych mikroorganismil, nachazejicich se v travicim
traktu vcel.

Veéeli pyl

Pyly jsou sam¢i gametofyty kvetoucich rostlin. Véely poté, co pylova zrna seberou
z kvétii, smichaji je s vlastnimi sekrety. Tento produkt vytvoreny vcelami se nazyva vceli pyl
(Aylanc et al. 2021). V¢eli pyl pro vcely slouzi piredevsim jako zdroj bilkovin. V soucasnosti
se ale vCeli pyl vyuziva stale Castéji i v potravinaistvi diky svym nepostradatelnym nutricnim a
lécivym vlastnostem. Obsahuje vysokou koncentraci sacharidli, esencidlnich aminokyselin,
nasycené i nenasycené mastné kyseliny, mineralni latky (zinek, méd’, Zelezo, draslik, hoicik,
fosfor aj.) a fadu vitamind jako provitamin A, vitamin E a vitaminy skupiny B. Hlavnimi
biologicko aktivnimi slou¢eninami jsou flavonoidy a fytosteroly. Piijem vceliho pylu se mize
zvysit pridanim do béznych potravin (mléko, smoothies, jogurt). Mezi 1é¢ivé ucinky pylu
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mizeme dle riznych studii fadit napt. zlepSeni imunitniho systému, protirakovinné ucinky,
snizeni hladiny cholesterolu v krvi, snizeni vysokého krevniho tlaku, 1é¢bu hornich cest
dychacich nebo podptrnou Ié¢bu pii senné rymé (Campos et al. 2010; Thakur & Nanda 2020).

Propolis

Propolis je zndmy jako tzv. ,vceli lepidlo“. Nazev odkazuje na pryskyticnou latku
nahromadénou vcéelami zriznych druhl rostlin. Vcely jej vyrdbéji smisenim nasbirané
pryskyfice s vymésky hlavovych z14z a voskem. Propolis je pro véely prospésny pii utésniovani
dér a prasklin pfi opravach lu. Také se pouziva pro vyhlazeni vnitiniho povrchu tlu, zachovani
vnitini teploty a zabranuje invazi predatorim. Diky propolisu tvrdne bunécna sténa a prispiva
k aseptickému vnitinimu prostiedi v ulu. Po zahiati se propolis stavd mékkym a lepkavym
s pfijemnou vani. Je wuziteCny pro svoje antiseptické, protizanétlivé, antioxidacni,
antibakterialni, antimykotické, protirakovinné, protiviedové a imunomodula¢ni ucinky. Pro
tyto své U¢inky lze propolis vyuzivat vnitin¢ i zevné. Propolisové kapky nebo tinktury lze
nakapat do vody, mléka nebo jej konzumovat spole¢né s medem.

Propolis se sklada pievazné z pryskyfice (50 %), vosku (30 %), esencidlnich oleju
(10 %), pylu (5 %) a dal$ich organickych sloucenin (5 %) jako jsou fenolové slouceniny, estery,
flavonoidy, terpeny, aromatické aldehydy a alkoholy. Propolis také obsahuje dulezité vitaminy
skupiny B (B1, B2, Be), vitamin C a vitamin E. Mezi mineralni latky nachazejici se v propolisu
patii hotc¢ik, vapnik, draslik, sodik, méd’, zinek, mangan a Zelezo. Obsahuje také nckolik
enzymu, napt. glukdza-6-fosfatazu, trifosfatdzu nebo sukcinatdehydrogenazu (Viuda-Martos et
al. 2008; Pasupuleti et al. 2017).

Véeli chléb

Ve¢eli chléb vznika fadou biochemickou piemén z veeliho pylu. Biochemicky proces trva
asi 7 dni a jednotlivé faze zahrnuji:

e Mnozeni bakterii mlééného kvaseni, Escherichie, aerobnich bakterii a kvasinek

e Vyuziti zivin bakteriemi a pokles pH

e SniZeni poctku bakterii Streptococcus na ukor rustu bakterii Lactobacillus

e Smrt bakterii mlééného kvaseni a nékterych kvasinek dasledkem kyseliny mlécné

Vc¢eli chléb obsahuje bilkoviny, aminokyseliny, sacharidy, lipidy, vitaminy, mineralni
latky, fenolové kyseliny a polyfenoly. Obsahuje jesté vice zivin nez samotny vceli pyl. Neméné
dilezitym bodem v jeho nutri¢ni hodnoté je i lepsi stravitelnost, diky jiz prob&hlé fermentaci.

w1

al. 2021).
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3.3 Mikroorganismy traviciho traktu vcel

Symbioticky mikrobiom traviciho traktu dospélych vcel (4. mellifera) se sklada
z gramnegativnich, grampozitivnich a gramvariabilnich bakterii, plisni a za urcitych podminek
1 z kvasinek. Ziskavaji ho konzumaci pylu, konzumaci dal§i potravy nebo prostfednictvim
kontaktli se starSimi v¢elami v kolonii. Mezi typické stfevni mikroby vcely patii bakterie
Lactobacillus, Bifidobacterium a Bacillus (Kacaniova et al. 2009). V travicim traktu vcel
dominuje asi 9 konzistentnich druht, jejichz mnozstvi ovliviiuje vyvojova faze vcely
medonosné, konkrétni umisténi ve stieveé, pocasi a geograficka poloha (Khan et al. 2020). Tento
symbioticky mikrobiom vcel miize ale vyznamné proménit podavani antibiotik v€elam. Po
podani dochazi k naruSeni mikrobioty a rozmnoZzeni kvasinek a plisni na tkor prospésnych
bakterii. To miiZze vést k poSkozeni traveni a celkové zhorSené imunité. Funkci mikroorganismi
je prevazné ucast na biochemickém procesu béhem traveni (uprava a konzervace pylu) (Rada
et al. 1997).

Ziskani stalého stfevniho mikrobiomu dochézi se zmiflovanou konzumaci potravy. Tato
sttevni mikrobiota dospélych vcelich délnic se mize lisit v zavislosti na véku vcely, roénim
obdobi a geografické poloze (Rada et al. 1997; Gilliam 1997; Kacaniova et al. 2004; Khan et
al. 2020).

3.3.1 Typy stievnich mikroorganismu

Tréavici trakt vcel je bohatym zdrojem mikroorganismill. Vyskytuje se zde asi 1 %
kvasinek, 29 % grampozitivnich bakterii a 70 % gramnegativnich a gramvariabilnich bakterii
(Rada et al. 2009). Charakteristické stfevni bakterie dospélych vcel kolonizuji larvu béhem
prvnich nékolika dnti po vylihnuti z kukly. Pocty bakterii u larev jsou nizké a skladaji se
predevsim z Celedi Acetobacteraceae a rodu Lactobacillus (Moran 2015).

Mezi endemické bakteridlni skupiny, které se Casto nachdzeji v mikrobiomu dospélych
vcel patii bakterie mlééného kvaSeni a bakterie octového kvaseni. Bakterie mlééného kvaseni
jsou grampozitivni, acidorezistentni a mikroaerofilni bakterie. Bézn¢ se vyskytuji v travicim
traktu mnoha druht hmyzu 1 obratlovcii. Jsou prospésné pro svého hostitele diky jejich
imunomodula¢nim u¢inklim, prostfednictvim antimikrobidlnich metaboliti a udrZzovanim
zdravého stievniho mikrobiomu. Bakterie octového kvaseni jsou velkou skupinou aerobnich
gramnegativnich  bakterii (vyskytuji se napt. rody Gluconobacter, Acetobacter,
Gluconacetobacter, Saccha ribacter). Pravé u téchto dvou skupin bakterii lze predpokladat
pozitivni ucinky na zdravi véel, diky potencialu pro inhibici riistu patogennich bakterii citlivych
na kyseliny (Hamdi et al. 2011).

Mikrobiota vcel se skldda z grampozitivnich druhit (Firmicutes rod Lactobacillus a
Actinobacteria rod Bifidobacterium) a gramnegativnich druhli (proteobakterie Snodgrasella
alvi, Gilliamella apicola a Frischella perrara) (Moran 2015).

Zrodu Lactobacillus dominuje Lactobacillus kunkeei a déle L. melliventris a L.
helsinborgensis (Moran 2015), a z rodu Bifidobacterium se u vcel objevuji B. asteroides, B.
indicum a B. coryneforme (Wu et al. 2013). Mezi dalsi symbionty patii aerobni sporotvorné
bakterie, ptibuzné rodu Bacillus spp., u kterych byla podle autorti Hamdi et al. (2011) prokdzana
schopnost vylucovani peptidovych antibiotik.
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Podle Kwong et al. (2017) patii mezi stabilni zastupce v mikrobiomu vcel bakterie
Snodgrasella, Gilliamella, Lactobacillus Firm-4, Lactobacillus Firm-5 a Bifidobacterium. Mezi
specidlni druhy, vyskytujici se pouze urodu Apis, autofi uvadéji bakterie Bartonella apis a
Frischella a mezi dalsi bakterie vyskytujici se v mikrobiomu zminuji Apibacter, Lactobacillus
Firm-3, Alpha2.1, Parasaccharibacter, Pseudomonas, Leuconostocaceae, Acetobacteriaceae,
Lactobacillus spp. a dalsi.

Mezi nejcastéji se vyskytujicimi plisnémi v travicim traktu jsou rody Penicillium a
Aspergillus, mezi bézn¢ identifikovatelné druhy patii P. freventans, P. cyclopium, A. flavus a
A. niger. Mezi méné Casto se objevujici se fadi Cladosporium cladosporioides a Alternaria
tenuissima. Kvasinky se vyskytuji u v€elich délnic nejspiSe pouze v piipadeé nemoci, pfi krmeni
nedostateCnou stravou, antibiotiky nebo v ptipad¢ styku s pesticidy. Jedna se o druhy
Torulopsis magnoliae, T. glabrata, Candida parapsilosis a Hansenula anomola. Ve zdravém
plodu jsou kvasinky vzacné (Gilliam 1997).

3.3.2 Vyznam symbiotickych bakterii traviciho traktu véel a opylovacii

Dobte vyvazené spektrum mikrobidlnich druhid, oznacované jako gastrointestinalni
mikrobiota, tvoii nedilnou soucést kazdého dobte fungujiciho zdravého organismu (Kacaniova
et al. 2004). Vyznam symbiotickych bakterii traviciho traktu vcel spociva prevazné v
podpote biochemického procesu béhem traveni zivin, pteméné a konzervaci pylu uloZzeného
v bunikach plastu, slozeni a zpracovani medu, vykonnosti v¢elstev a podpote odolnosti vceliho
organismu vici patogeniim a raznym chorobam.

Nekteré typy enzymi (alkalicka fosfatdza, a-glukosidaza, B-glukosiddza) se v travicim
traktu vcel objevuji ve zvySeném mnozstvi pravé diky ptitomnosti Enterobacteriaceae a
Bacillus. Vlivem mikroorganismil jsou zvySené i hladiny celkovych a vétSiny jednotlivych
aminokyselin. Symbiotické bakterie zplsobuji pfeménu pylu na vceli chléb, piedevsim
mléénym kvaSenim zplUsobenym bakteriemi a kvasinkami. Tato fermentace zpUsobi
prodlouzeni trvanlivosti a zlepSeni chuti, stravitelnosti i nutri¢ni hodnoty.

Symbiotické bakterie jsou prospésné i v podpote imunity. Vcely, které do pylu béhem
jeho sbéru a skladovani ptidaji bakterie z rodu Bacillus spp. (nachazejici se v jejich travicim
traktu), dokazi inhibovat patogen (Ascosphaera apis) zptsobujici houbové onemocnéni, které
kon¢i mumifikaci larev véel (Gilliam 1997; Khan et al. 2020).

Cetné studie také berou v tivahu moznost vyuziti véelich mikrobidlnich symbionti v boji
proti v€elim patogentim a parazitiim, nebo k posileni imunity vcel pfi onemocnénich. Bakterie
mlécného kvaSeni jsou pravdépodobné nejefektivnéji piisobicimi bakteriemi s probiotickym
ucinkem stimulujicim imunitu véel. Praveé G¢inek kyseliny mlééné u bakterii rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium ma nejspise schopnost inhibovat rust P. larvae a dalSich vcelich patogend,
jako je A. apis. Tyto poznatky potvrzuji, ze probiotické bakterie mohou formovat stfevni
mikrobiom tak, aby chranil vceli larvy pied patogeny. Mechanismy, kterymi je tato ochrana
zprostiedkovanad jsou rizné, od piimého antagonismu s patogenem az po aktivaci nebo
stimulaci vrozené imunitni odpovédi (Hamdi et al. 2011).
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3.3.3 Fyziologie traveni

Véely medonosné se zivi sbiranim kvétinového nektaru jako hlavniho zdroje sacharida
a pylu, ktery poskytuje zdroj dalSich sacharidi, aminokyselin, lipidd a vitamint. Travici
soustava plni funkci pfijimani potravy, zpracovani zivin, vylu¢ovani nestravenych zbytkl
potravy (nebo jejich hromadéni béhem zimniho obdobi) a také pfenosu a zpracovani sladiny,
ktera ma dtlezitou roli pfi vzniku medu (Rada et al. 2009).

Cela travici soustava se sklada ze tii ¢asti:

- Stomodeum: hltan (pharynx), jicen (oesophagus), medny vacek/volatko
(ingluvies, proventriculus)

- Mesenteron: zaludek (ventriculus)

- Proctodeum (zadni stfevo): vratnik (pylorus), tenké stievo (ileum),
Malpighiovy zlazy (vasa Malpighii), vykalovy vak, konecnik (rectum),
kone¢nikové zZlazy (glandulae rectales)

Zacina Gstnim otvorem, kde se nachédzi kusadla a sosdk a pokracuje do hltanu. Pod
kotenem jazyka se vustech nachazi také pyskova (slinnd) zldza, jejiz sekret slouzi
k navlhéovani tuhé potravy (Navratil et al. 2022). Do hltanu vyustuji hltanové zlazy
(hypofaryngeélni zlazy), které jsou znakem charakteristickym pro rod Apis. Nejdokonaleji jsou
vyvinuté u tzv. koji¢ek. Tyto specializované parové zlazy slouzi jako sekre¢ni organ zapojeny
do zpracovani a distribuce vyzivy véelstva. Jejich sekret véely vyuzivaji ke krmeni plodid a
matky (Ricigliano et al. 2017). Jicen, navazujici na hltan, ma podobu dlouhé tenké trubice.
Z nektaru a medovice zde dochazi ke vzniku fidkého medu, ktery vcely mezi sebou opakované
vyvrhédvaji a polykaji, aby zajistily dostate¢né mnozstvi riznych enzymu (Rada et al. 2009).
Jicen se rozSifuje v medny vacek, ktery plni funkci rezervoaru potravy nebo k pfenaSeni nektaru
avody. Mezi jeho vlastnosti patii, Ze jej v€ela dle potieby mlize zpétné€ vyvrhnout. Behem doby,
kdy je potrava v medném vacku, zafina probihat jeji pfeména na med za UuCasti
hypofaryngedlnich zlaz. Sekrety téchto zlaz obsahuji enzymy jako je invertaza a glykosidové
hydrolazy, které¢ se podileji na hydrolyze glykosidickych vazeb ve slozitych cukrech. Celé
zpracovani kvétového nektaru zahrnuje vyuziti 1 dalSich sekretl vcel obsahujici a-glukosidazu
a B-glukosidazu, které katalyzuji hydrolyzu neredukujicich sacharidi, jako je sacharoza a
maltoza (Ricigliano et al. 2017).

Dalsi ¢asti travici trubice je Zaludek. Od medného vacku je oddélen Ceslem (valvula
cardiaca) z divodu zabranéni pronikani obsahu Zaludku zpét. Zaludek ma podobu ohnutého
vacku, ve kterém jsou za Ucasti proteolytickych enzyml (chymotrypsin, pepsin, trypsin)
traveny proteiny. Zadni stfevo je oddéleno od zaludku pylorickou chlopni, za kterou se nachazi
vratnik. V tomto misté usti do travici trubice Malpighiovy Zlazy (trubice), coz je exkrecni orgén
vcel, ktery odvadi Skodlivé latky z hemolymfy do stieva. Na vratnik navazuje tenké stfevo,
které¢ prechazi ve vykalovy vak (ptedni ¢ast konecniku). Tento vak ma schopnost zna¢né¢ho
rozsifeni, aby mohlo dochédzet k hromadéni vykalii béhem zimniho odbdobi. Vykalovy vak
obsahuje konecnikové Zlazy, jejichz sekret inhibuje rozvoj hnilobnych bakterii nachézejicich
se ve vaku. Travici soustava je ukon¢ena analnim otvorem (Navratil et al. 2022).
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3.4 Patogenni organismy vcel

Zvysené poveédomi o dilezitosti opylujiciho hmyzu vedlo ke zvySenému zdjmu o zdravi
vcel. Zdravi v€el ur€uje mimo jiné nepfitomnost virovych, bakteridlnich nebo plisnovych
patogent. Pro rozvoj opatfeni k zajisténi zdravych vcel a udrzitelného opyleni je nezbytnou
podminkou znalost téchto patogenii a nemoci které zptisobuji.

3.4.1 Bakterialni nakazy

Paenibacillus larvae subsp. larvae

Paenibacillus larvae je nejlépe prozkoumanym bakteridlnim patogenem larev vcely
medonosné. P. larvae je grampozitivni, aerobni az mikroaerofilni ty¢inka. Za neptiznivych
podminek tvoii endospory. Tyto spory jsou jedinou infekéni formou P. larvae a jedinym
znamym hostitelem tohoto patogenu jsou larvy véely medonosné (Fiinfhaus et al. 2018).

Tento patogen zplsobuje nemoc zvanou mor vceliho plodu (American foulbrood —
AFB) a zptsobuje ohromné ekonomické ztraty po celém svété. Podle Statni veterinarni spravy
bylo v Ceské republice v roce 2020 potvrzeno celkem 108 ohnisek moru véeliho plodu, v roce
2019 pak 134 ohnisek. V¢eli plod byva infikovan do tii dnli po vylihnuti z vajicka. Takto
napadena larva vétSinou uhyne pied zakuklenim a zavickovanim bunky. Mezi typické
symptomy patii ptiSkvary na dné¢ bunék, propadld vicka a tahnouci se hmota zbunck s
napadenymi plody. Za méné nez deset dni obsahuje infikovana larva vice nez 2,5 miliardy spor
(Rada et al. 2005).

Melissococcus plutonius

Melissococcus plutonius je pivodcem smrtelného bakteridlniho onemocnéni vcelich
larev, znamého jako hniloba vceliho plodu (European foulbrood — EFB). Podle Statni
veterinarni spravy bylo v Ceské republice potvrzeno v roce 2020 celkem 5 ohnisek nakazy touto
nemoci, v roce 2019 to bylo 16 ohnisek. K onemocnéni nejsou nachylné pouze larvy vcely
medonosné (4. mellifera), ale také larvy Apis cerana a Apis laboriosa. M. plutonius je
celosveétove rozsifena mikroaerofilni az anaerobni, grampozitivni, nesporotvorna bakterie,
patfici do Celedi Enterococcaceae. Infekéni formou této bakterie jsou nepohyblivé koky M.
plutonius.

Larvy se nakazi pozitim kontaminovan¢ larvalni potravy. PfestoZe jsou k nakaze nejvice
nachylné mladé larvy do 48 hod po vylihnuti z vaji¢ek, mohou se nakazit i larvy star$i. VEtSina
uhynulych larev se ve vcelstvu nachazi v otevienych bunikach, ¢tyfi az pét dni po vylihnuti
z vajicek. K rozkladu mrtvych larev dochdzi za pomoci saprofytt Paenibacillus alvei nebo
Enterococcus faecalis. Rozlozené mrtvé larvy nakonec vyschnou na snadno odstranitelné
nahnédlé vlocky, které 1ze nalézt v zavickovanych buiikach. Patogeneze infekci M. plutonius je
zatim nevysvétlena (Fiinfhaus et al. 2018).

Spiroplasma spp.

Spiroplasma patii do tfidy Mollicutes a zahrnuje skupinu bakterii, které postradaji
peptidoglykanovou bunéénou sténu. Pivodné byla izolovand jako patogen z rostlin. Hmyzi
patogenita je spojena se schopnosti infikovat epitel stfedniho stfeva s narusenim epitelidlni
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vrstvy. Spiroplasma apis a Spiroplasma melliferum jsou druhy patogenni pro vcely.
Spiroplasma apis byla izolovana ve Francii z traviciho traktu a hemolymfy nemocnych
dospélych vcel vykazujicich pfiznaky nemoci, vyskytujici se pfevazné v kvétnu nebo v Cervnu,
a proto se Casto oznacuje jako ,,majova nemoc*. Takto postizené v¢ely nejsou schopné 1état, ale
pouze lezou po zemi a chvéji se. Za normalnich okolnosti se vcelstva zotavuji spontanné.
Pocatecni zdjem o studium Spiroplasmy v 80. letech rychle vyprchal a az teprve nedavno se
zdjem znovu objevil v disledku obecné zvySeného povédomi o dilezitosti zdravi vcel
medonosnych. Dosavadni vyzkumné Usili se ale nezamétovalo na pochopeni patogeneze, ale
spiSe na studium prevalence téchto patogenti. Je tedy potieba dalSiho zkoumani (Fiinfhaus et
al. 2018).

Serratia marcescens

Serratia marcescens je ty¢inkovita gramnegativni bakterie z celedi Enterobacteriaceae.
Jedna se o Casty hmyzi bakterialni patogen. Patogeneze infekci S. marcescens u hmyzu zahrnuje
ptijem bakterii pravdépodobné z rostlin a nasledného proniknuti bakterii do hemocoelu a
proliferaci v hemolymf¢€ vedouci ke smrti. S. marcescens napada nejen dospélé jedince vcely
medonosné, ale byla izolovana i z nemocnych larev (Fiinthaus et al. 2018).

3.4.2 Virové nakazy

Diagnéza infekci véelimi viry je obtizna, protoze viry vcely medonosné obvykle
pretrvavaji jako inaparentni infekce a nezplsobuji zaddné zjevné piiznaky onemocnéni.
Nejcastgjsi virové infekce jsou ve Spojenych statech. VétSina virGh véely medonosné jsou
izometrické picoviry (velikosti 30 nm) typu RNA a postihuje larvy, kukly i dospélé jedince vcel
(Chen et al. 2004). Prvni objevené virové onemocnéni véel zplisoboval vir pytlickovitého
plodu. Pozd¢ji se zjistilo, Ze §lo o ,.filtrovatelny vir poprvé identifikovany u hmyzu (Rada et
al. 2009).

Virus deformovanych kiidel (Deformed wing virus — DWYV)

Virus deformovanych kiidel je jednovldknovy RNA virus v€ely medonosné pfenaseny
parazitickym roztocem Varroa destructor. Prestoze DWV piedstavuje celosvétové velkou
hrozbu pro zdravi vcel, patogeneze neni dobfe objasnéna. Veely postizené timto virem jsou
pomalej$i nez normalni véely a asi o 30 % se vnakazeném vcelstvu zvy$i Umrtnost.
Hypofaryngealni zlazy u postizenych vcel jsou hypoplastické s mensim poctem sekrecnich
vackl. Mandibularni Zlazy jsou také hypoplastické.

Varroa destructor je ektoparaziticky rozto¢. Ma dvé faze zivotniho cyklu. Béhem
reprodukéni faze, kdy se rozto¢i rozmnozuji, se zivi v€elimi plody. Béhem druhé faze roztoci
parazituji na dospélych vcelach. Vcely tedy ovliviiuji nékolika zplisoby — konzumuji
hemolymfu vyvijejicich se 1 dospélych vcel, snizuji imunitu a pfenaseji viry (napt. DWV).

Mezi ptiznaky infekce viru deformovanych kiidel patii odumieni kukly a nové narozené
vcely, deformovana kiidla a nafoukla, odbarvend a zkracend bticha vcel (Koziy et al. 2019).
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Virus akutni paralyzy vcel (Acute bee paralysis virus — ABPV)

Virus akutni paralyzy vcel je stejné jako virus kasmirskych véel (KBV) a virus izraelské
akutni paralyzy (IAPV) zptisobovan blizce pfibuznymi viry z Celedi Dicistroviridae. VSechny
tyto viry byly objeveny podobnym zplisobem, jako dusledek §ifeni viru v medu.

Mezi ptiznaky nakazeni virem akutni parylyzy vcel patii rychle postupujici paralyza,
chvéni, neschopnost 1état, postupné tmavnuti a ztrata chloupkt z bficha, a nakonec smrt véely
(De Miranda et al. 2010). Virus se Sifi sekretem slinnych zldz, které se dostavaji do
uskladiiovanych zasob. Napadé larvy i dospélé jedince. PfenaSeCem opét mize byt rozto¢
Varroa destructor (Rada et al. 2010).

Virus chronické paralyzy véel (Chronic bee paralysis virus — CBPV)

Virus chronické paralyzy vcel byl jednim z prvnich vira, které byly izolovany ze vcel
medonosnych. Zplisobuje infek¢ni onemocnéni vyznacujici se shluky nelétavych, tfesoucich se
a plazicich véel vyskytujicich se u ¢esna tlu. Zdravé vcely napadaji nemocné jedince, okusuji
je, a tim nakazu §ifi dale. Symptomy nemoci jsou podobné priibéhu otravy zplisobené pesticidy
(Rada et al. 2010). CBPV je vysoce nakazlivym onemocnénim, které zplisobuje znacné ztraty
ve veelstvu. Nakazu podporuji Spatné podminky jako je nevyhovujici pocasi v 1été, t€zké zimy
nebo nedostate¢na vyziva vcel (Ribiére et al. 2002).

Virova nakaza vceliho plodu (Sacbrood virus — SBV)

Virova ndkaza vceliho plodu je onemocnéni larev v€ely medonosné. Onemocnéni byva
také nazyvano jako pytlickovity plod (Rada et al. 2010). Onemocnéni se objevuje hlavné na
jate. Nemoc se projevuje po zavickovani plodu. Larvalni pokozka se oddéli od nové pokozky
kukly, ale nedojde ke svléknuti hmyzu, ale k akumulaci ekdysidlni tekutiny pod takto
uvolnénou pokozkou. V této tekutin€ se nachazi velké mnozstvi SBV (Bailey 1969). Napadené
larvy maji bledé Zlutou barvu, a jejich télo vysycha do tmaveé hnédé Supiny. Dospélé veely takto
napadenou larvu rozpoznaji a odstrani (Rada et al. 2010). Tento vir se mnozi v dospélych
jedincich vcelich dé€lnic, které jsou vétSinou bez priznakd. Nejvice viru se hromadi
v hypofaryngealnich zlazach infikovanych dé€lnic, a ty infekei §ifi dale krmenim plodu (Bailey
& Fernando 1972).

3.4.3 Houbova onemocnéni

Ascosphaera apis

Ascosphaera apis je heterothalickd houba zplisobujici houbové onemocnéni vcel
nazyvané zvapenaténi vceliho plodu (chalkbrood disease). Napada pouze vceli plody. U
nemocnych larev dochdzi k mumifikaci a zméné barvy z lesklé bilé, na Zlutavou, Sedou nebo
¢ernou (Gilliam et al. 1988). Spory této houby pfijima larva potravou, kde poté vykli¢i v jejich
stievech a mycelium zacne pronikat dale do organismu. K dal§imu roznéaseni spor poté dochdzi
na povrchu mrtvé larvy, kde vznikaji nové plodnice. Tato houba se vyskytuje hlavné u vcelstev,
kde nedochdzi k dostatecnému zahtivani zavickovanych plodii (Rada et al. 2010).
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Aspergillus

Aspergillus je rod hub, které zplisobuji onemocnéni zvané zkamenéni vceliho plodu
(stonebrood). Aspergillus spp. jsou vsudypiitomné houby, které jsou spojované s mnoha
chorobami hmyzu, rostlin, zvitat i lidi. Jsou povazovany za oportunni patogeny, které¢ ke vzniku
infekce potfebuji imunokompromitované hostitele (Foley et al. 2014). Onemocnéni zplisobuje
ptedevsim Aspergillus flavus. K infekci dochézi proniknutim této houby do gastrointestinalniho
traktu vceliho plodu. Patogenni jsou toxiny této plisné (Rada et al. 2010).

Nosema apis a Nosema ceranae

Nosema apis a Nosema ceranea jsou intracelularni parazité (Cesky hmyzomorky),
infikujici epitelidlni bunky stfedniho stfeva dospélych véel (Forsgren & Fries 2010). Zptsobuji
infekéni onemocnéni zvané nosemoéza, kterd je celosvétové rozsifena. V Ceské republice je
podle vyzkumného vcelatského tstavu dlouhodobé 30-50 % pozitivnich vcelstev.

Nosema apis a Nosema ceranea jsou mali jednobunééni zivoc€ichové, kteti patii do kmene
Mikrosporidia. Ten je klasifikovan jako primitivni sesterska vétev hub. Jak je jiz podle nazvu
zjevné, mikrosporidia jsou sporotvorné organismy, u kterych spora slouzi k rozmnozovani a
jako agens, kterym se parazit $ifi mezi hostiteli. Nejvyrazn&j$im charakteristickym znakem
mikrosporidii je duté polarni vldkno svinuté ve vytrusu, kterym parazit vstupuje do hostitelské
bunky (Fries 1993). Poziena spora vykli¢i v zaludku a svym dutym polarnim vldknem pronika
do plazmy epitelidlnich buné€k, kde probiha vyvojovy cyklus. Uvniti hostitelské buniky dochazi
k mnoZeni mikrosporidii, dokud bunka nepraska a neuvolni se do okoli velké mnozstvi novych
spor. V ule se nakaza §ifi koprofagii (pojidani vykall). Koprofagie je pfirozené chovani vcel,
které je v pfipad¢ ndkazy podpoteno sladkou chuti (Rada et al. 2010).
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3.5 Imunita véel

Socialni hmyz je schopen vytvofit obranu proti patogeniim na skupinové 1 individualni
urovni. Péce o povrch téla, hygiena tlu a dalsi faktory objevené u socidlniho hmyzu mohou
snizit dopady patogennich bakterii, hub a parazitickych roztoca. Klasickym ptikladem socidlni
ochrany je ,.hygienické chovani“ poprvé popsané u vcel medonosnych. Vcely identifikuji a
odstranuji infikované larvy ze zdravého potomstva. Mezi dal§i obranu patfi stavba ull
z antimikrobialnich materiald.

Hmyz ma rizné mechanismy boje proti infekci patogeny. VéEtSina hmyzu je chranéna
vrstvou antimikrobialnich sekreti na téle a v prostfedi stfev, které je neptatelské viici
patogentim. KdyzZ se patogeny dostanou i ptes epitel a prekonaji morfologickou bariéru, setkaji
se s u¢innou bunéénou a humoralni imunitni odpovédi. Hmyzi imunita vykazuje mnoho paralel
k vrozenym imunitnim reakcim lidi a jinych obratlovcii (Evans et al. 2006).

3.5.1 Socialni imunita

Kolektivni obranou proti parazitim a patogenim je ,socialni imunita®. Spociva
v behavioralni spolupraci mezi jednotlivci v celé kolonii, jelikoz kazdy jednotlivec mé svoji
funkeci, kterd ma poté vliv na celou kolonii a omezeni $ifeni patogenti a parazitd. Mezi tyto
funkce patii jiz zminované hygienické chovani. Dale se jedna o termoregulacni chovani,
zprostiedkované predevsim vcelimi d€lnicemi. Jejich snahou je vyvolat ,,socidlni horecku*
ucinnou proti patogeniim citlivym na teplo (napt. Ascophaera apis). Antibakteridlni a
antivirovy obal ulu je vytvofen pomoci rostlinné pryskyftice (propolis) (DeGrandi-Hoffman &
Chen 2015).

3.5.2 Individualni imunita

Na individudlni urovni maji vcely né€kolik linii vrozené imunitni obrany proti cizim
patogenim. Fyzikalni a chemické bariéry, vcetné kutikuly exoskeletu a peritrofickych
membran lemujicich travici trakt, jsou prvni linii imunitni obrany, kterd brani patogeniim
prilnout k t€lu nebo do néj vstoupit. Pokud patogen porusi fyzikalni a chemické bariéry, véely
se mohou pfed infekci chranit bunéénymi a humoralnimi imunitnimi odpovéd'mi, které
predstavuji druhou linii imunitni obrany.

Vliv na individudlni imunitu véel mé také vyziva. Mezi primarni zdroj potravy vcel patii
nektar a pyl. Nektar obsahuje velké mnozstvi sacharidl a je hlavnim energetickym substratem.
Pyl poskytuje véelam dtilezity zdroj bilkovin a Zivin potfebnych pro fyziologické procesy jako
je chov mlad’at, rst a imunita. Pravé pyl poskytuje nezbytné esencidlni aminokyseliny potfebné
pro syntézu peptidit vyuzitych béhem humoralni imunity. Sacharidy poskytuji energii pro
metabolické procesy spojené s vrozenymi humoralnimi a bunénymi imunitnimi reakcemi a
sekundarni rostlinné metabolity jsou rovnéz vyuzitelné svymi antimikrobialnimi vlastnostmi
(DeGrandi-Hoffman & Chen 2015). Buné¢nou imunitu zajistuji hemocyty, tedy bunky
podilejici se na enkapsulaci, nodulaci ¢i fagocytéoze mikroorganismt proniknuvsich do téla
vcely. Dilezitou funkci hemocyti je produkce latek ucastnicich se humordlni imunitni
odpovédi, tudiz bunécnd a humoralni imunita jsou spolu Uzce svdzany. Jako hlavni slozky
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humoralni imunity se obvykle ftadi aglutininy (lektiny), lysiny, antimikrobidlni
peptidy/polypeptidy a fenoloxidazova kaskada (Danihlik & Petiivalsky 2015).

Komenzalni-symbiotické bakterie traviciho traktu vcel pfispivaji k zadouci imunitni
odpovédi inhibici nezadoucich-patogennich  mikroorganismi  pfedevSim  syntézou
antimikrobidlnich latek v podobé bakteriocini, organickych kyselin aj., ale rovnéz napf.
vytésnénim z dané ekologické niky pii soupeteni o zdroje zivin (tzv. ,,competitive exclusion
effect™) (Schmid-Hempel 2005).
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3.6 Mikrobiologické metody stanoveni inhibi¢niho u¢inku symbiotickych-komenzalnich
bakterii TT vcel s probiotickym potencialem viici bakteridlnim patogentim vcel

3.6.1 Metoda deskova difuzni

Tato metoda je zaloZena na principu, kdy se antibiotika ¢i jiné inhibi¢né plisobici latky,
bakterialni kultury aj. umisti do pravidelného dalku uprostied polotuhého agarového media,
které je pfedem naoCkované testovanou bakterii. Antagonisticky pisobici latka se postupné
uvolni a difunduje radidln€ ven pies agarové médium. Koncentrace antibiotik je nejvyssi uvnitf
dilku. Se zvétsujici se vzdalenosti od dilku, se koncentrace postupné zmensuje az do mista,
kde piestava byt inhibitorem pro bakterie. V téchto mistech zaCinaji bakterie volné rast. Pokud
¢inidlo inhibuje bakterialni rast, vytvoii se kolem diilku po inkubaci ¢ira zona nebo prstenec.
Cim pomaleji se dany kmen bakterii rozmnoZuje, tim je zona pfi stejné citlivosti kmene v&tsi.

Deskova diftizni metoda se vétSinou provadi pomoci Mueller-Hinton agaru (MHA),
ktery je nejvhodnéjsim mediem pro klasické testy citlivosti. Je dobte reprodukovatelny, ma
nizky obsah sulfonamidovych, trimethoprimovych a tetracyklinovych inhibitorti a poskytuje
efektivni prostfedi pro vétSinu bakterialnich patogenii. Inokulum pro diskovou difuzni metodu
se ptipravuje pomoci vhodného bujonu, jako je trypticky s6jovy vyvar (Tendencia 2004). Nutno
dodat, Ze pro dan¢ ucely lze vyuzit celé¢ spektrum riznych kultiva¢nich médii.

3.6.2 Metoda diskova difazni s pouzitim sterilnich vatovych ¢i papirkovych terciki
uprostied

Tato metoda je zaloZena na podobném principu jako jiz vySe popsana deskova difuzni
metoda. Na polotuhé agarové medium, které je pfedem naockované testovanou bakterii, se
doprostfed umisti disk, vtomto piipad¢ sterilni vatové ¢i papirkové terciky, které jsou
naimpregnované antagonisticky pusobicim roztokem latek, bakterialni kulturou apod. Tyto
latky se postupné uvolni a difunduji radialn€ ven ptes agarové médium. Nejvyssi koncentrace
antibiotik je na okrajich disku a postupné se zmensuje se zvétsujici se vzdalenosti od disku az
do mista, kde prestava byt inhibitorem pro bakterie. V téchto mistech zacinaji bakterie volné
rust. Pokud cinidlo inhibuje bakterialni rist, vytvoii se kolem dalku po inkubaci ¢ira zona
neboli prstenec, inhibi¢ni zéna. Cim se dany kmen bakterii pomaleji rozmnozuje, tim je zéna
pii stejné citlivosti kmene vétsi (Tendencia 2004).

Existuje ovSem cela fada dalSich metod umoznujicich in vitro odhalit inhibici jedné ze
dvou slozek roztoku. V souvislosti stématem prace je mySleno vzijemné ovlivnéni
mikrobialniho patogenu a komenzalniho-symbiotického mikroorganismu. Pii uréeni pocatecni
koncentrace bunék Ize v kokultivaci za vhodnych podminek pro ob¢ sledované entity po
uritém case stanovit konecny pocet bunék prostfednictvim selektivnich médii. V ramci
kokultivaénich metod je mozno vyuzit celou fadu modifikaci, poc¢inaje sloZenim kultiva¢nich
médii a konc¢e vhodné zvolenymi metodami pro stanoveni poctu zivych bunék.
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4 Material a metodika

4.1 Bakterialni kmeny

Pro splnéni cilii prace bylo testovdno 79 kmenii bifidobakterii (36) a laktobacilii (43)
(Tabulka €. 3) izolovanych diive z traviciho traktu veel. Pro zvySeni lokalni rozmanitosti byly
bakterie izolovany z 5 rGznych lokalit: Suchdol, Dol, Kralupy nad Vltavou, Postfizin a
Vétrusice, pricemz lokalni ptivod kmenti je zaznamenan prvnim pismemem v oznaceni kmend
(Tabulka ¢. 3). Bakterialni kmeny jsou soucasti interni sbirky mikroorganismi Laboratoie
anaerobni mikrobiologie, UZFG AV CR, v.v.i. Izolovany byly prostiednictvim 3 médii:

modifikovany TPY agar (g/L: trypton 10, glukéza 10, kvasni¢ny extrakt 5, s6jovy pepton
5, beef extrakt 2, NaCl 2, KH2PO4 3, KoHPO4 0,5; MgCl2 x 6H20 1, cystein x HCI 0,5;
bakteriologicky agar 14, mupirocin 0,1; Tween 80 1 mL a ledova kyselina octova 1 mL) pro
izolaci bifidobakterii, M.R.S. agar (g/L: glukéza 20, pepton 9, NaCl 6, kvasni¢ny extrakt 5,
soOjovy pepton 5, acetat sodny 5, K2HPO4 2, Tween 80 1 mL) pro neselektivni izolaci bakterii
mlééného kvaseni a Rogosa agar (Oxoid, VB) pro selektivni izolaci zastupcl celedi
Lactobacillaceae.

Tabulka ¢. 3: Kmeny bifidobakterii a laktobacila

&. Kmen Klasifikace na zakladé
16S rRNA sekvenci
| SMTP/2 Biﬁc{ochterium
indicum
2 SMTP/4 B. indicum
3 SMTP/6 B. asteroides
4 STP/4 Lactobacillus apis
5 STP/6 L. melliventris
6 STP/2 L. helsinborgensis
7 STP/3 L. apis
8 STP/5 L. apis
9 SR1/4 L. helsinborgensis
10 SR2/2 Lactobacillus sp.
11 SR2/8 L. melliventris
12 SMTP/6 B.asteroides
13 D1/TP2 B. asteroides
14 D1/TP4 B. indicum
15 D1/MR6 B. asteroides
16 D1/RO5 L. apis
17 DI/MR12 L. melliventris
18 DI1/TP6 B. asteroides
19 D1/TP9 B. asteroides
20 DZH L.melliventris
21 D1/TP1 B. asteroides
22 DI/MR11 L. kullabergensis
23 D1/TP12 B. asteroides
24 DI1/TPS B. indicum
25 D1/MR2 B. asteroides
26 D1/MR3 B. indicum
27 D1/MR4 B. indicum
28 D1/RO1 L. melliventris
29 D1/RO2 L. melliventris
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Tabulka ¢€.3: Kmeny bifidobakterii a laktobacill (pokracovani)

‘. Kmen Klasifikace na zakladé
16S rRNA sekvenci

30 DI1/MRY. L. kullabergensis

31 DI/MR10 B. indicum

32 D1/TP7 B. asteroides

33 DI1/TP11 B. indicum

34 D1/TP13 B. indicum

35 KR10 L. helsinborgensis

36 KM1 L. kimbladii

37 KT2 B. asteroides

38 KM3 B. asteroides

39 KR2 L. melliventris

40 KR3 L. apis

41 KR7 L. melliventris

42 KR9 L. helsinborgensis

43 KT3 L. kimbladii

44 KT8 L. melliventris

45 KM2 L. helsinborgensis

46 KM10 L. helsinborgensis

47 KR4 L. helsinborgensis

48 KRS L. helsinborgensis

49 KRS8 L. helsinborgensis

50 KR1 L. melliventris

51 P1/TP8 Bifidobacterium sp.

52 P1/RO2 L. apis

53 P1/RO4 L. melliventris

54 P1/TP11 Bifidobacterium sp.

55 P1/TP3 B. asteroides

56 P1/TP2 B. asteroides

57 P1/MR10 L. apis

58 PI/MR11 L. melliventris

59 P1/MR10 L. apis

60 P1/MR1 B. indicum

61 P1/MR2 L. melliventris

62 P1/TP1 Bifidobacterium sp.

63 PL/TP7 B. indicum

64 P1/TP9 B. indicum

65 P1/TP10 B. indicum

66 P1/TP12 B. asteroides

67 P1/MR8 L. apis

68 P1/MR12 L. apis

69 VM9 B. asteroides

70 VMI10 B. asteroides

71 VMI11 Bifidobacterium sp.

72 VRS L. helsinborgensis

73 VT3 B. indicum

74 VT6 B. inidcum

75 VT9 L. melliventris

76 VM7 L. melliventris

77 VRS L. helsinborgensis

78 VR9 L. melliventris

79 VTS L. apis

Zdroj: vlastni
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Izolaty byly poté klasifikovany na zékladé 16S rRNA genové komparativni analyzy (Killer
et al. 2018) a uchovavany ve 20% roztoku glycerolu pii — 70 °C.

Mozny in vitro inhibicni ucinek kment byl testovan vici 4 klinickym izolatim
Paenibacillus larvae subsp. larvae VUV 2, VUV 41, VUV 48 a Melissococcus plutonius
CZ2020. Ty byly ziskany z mikrobiologické laboratofe Vyzkumného ustavu vcelaiského
v Dole.

4.2 Kokultivace bakteridlnich izolati s klinickymi izolaty vcel pro in vitro testovani
mozného inhibi¢niho u¢inku

Pro tyto ucely bylo nutno empiricky zjistit vychozi fyziologické a metabolické
charakteristiky obou skupin bakterii, aby byly schopné kultivace ve stejném médiu, ve stejné
atmosféfe a za stejné teploty. Jako nejptihodnéjsi kultivaéni médium byl zvolen modifikovany
BHI (ang. Brain Heart Infusion) bujon (Roth, Némecko) doplnény o (g/L) glukézu 13,
kvasni¢ny extrakt (yeast extract, Merck, Némecko) 3, sdjovy pepton (soybean peptone, Roth,
Némecko) 3, beef extract (Oxoid, Anglie) 2, KH2PO4 3, MgCl> x 6H20 1, cystein x HCI 0,3 a
Tween80 1 mL. Hodnota pH byla po promichani komponent upravena na hodnoty mezi
7,0 - 7,2 pomoci SM NaOH. Kultiva¢ni médium bylo poté povaieno 10 minut ve vodni lazni.
Cisty CO: (Cistota > 99,995%) byl pouzit pro zajiiténi mirné anaerobni atmosféry
(oxida¢né-redukéni potencial Eh =-70 do -55 mV) pred sterilaci za mirnych podminek (107 °C
/ 50 minut).

Po rozmrazeni byly kultury 2 x pasazovany pii 36 °C v modifikovaném BHI médiu pro
zajisténi Cerstvosti, resp. co nejvyssi vitality bun¢k pied zaloZenim experimentt.

Pro vlastni in vitro testovani bylo pouzito modifikované BHI médium s ptidavkem
bakteriologického agaru (14 g /L), pticemz i v tomto piipad¢ bylo zajisténo mirn¢ anaerobni
prostiedi prostfednictvim COa. Do sterilnich Petriho misek bylo aplikovano 0,5 mL narostlé
kultury ve 20 mL penicilinkach (Obrazek &. 2) klinickych izolatt (koncentrace bungk 2,2 x 10°
- 5,9 x 10’/mL). Po zatuhnuti byl uprostfed vytvoten kulaty diilek o priméru 10 mm (Obrazek
¢. 3) do kterého bylo aplikovano 0,2 mL (koncentrace 1,1 x 107 —4,7 x 103/mL) &erstvych kultur
bakterialnich izolatl z traviciho traktu vcel. Vzorky byly vloZeny do anaerostatu (Obrazek ¢.
4.; Oxoid, Anglie) a v pfitomnosti vyvijece (Campygen 3,5L; Oxoid, Anglie) mikroaerofilni
atmosféry (po 24 hodnindch: Oz dosahujici koncentrace 6,2 - 10% a CO2 od 4,0 do 10%)
kultivovany pfii 35 °C po dobu 96 hodin. Po vyjmuti byla méfena (mm) inhibi¢ni zona (Cira
oblast okolo dalku) tak, ze byl do vyslednych hodnot zahrnut pramér dulka. V principu se jedna
o difuzni deskovou metodu. Inhibice bakteriemi mlééného kvaseni celedi Lactobacillaceae a
bifidobakterii viici klinickym bakterialnim izolatim byla zaznamenana takto (inhibi¢ni zona,
mm): zadné < 16, mirna 17-20, vyssi 21-25 (oznaeno ve vysledné tabulce s !), vysoka 26-30

(oznaceno ve vysledné tabulce s !!) a zna¢na > 31 (oznaceno ve vysledné tabulce s !!!).
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Obréazek €. 2: Narostla kultura klinickych izolatl v penicilinkach
Zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 3: Vytvoteni kulatého dilku uprostied zatuhlého media
Zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 4: VloZeni vzorka do anaerostatu
Zdroj: vlastni
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5 Vysledky
5.1 Vysledky zobrazujici hodnoty inhibi¢nich zén

V nésledné¢ Tabulce €. 4 jsou zahrnuty hodnoty (mm) stanovenych inhibi¢nich zén 79
testovanych kment viici 5 klinickym izolatiim bakteridlnich patogenti vcel.

Tabulka ¢. 4: Vysledky stanoveni inhibi¢nich zon. — oznacuje vzorky, které nevykazaly zadnou
inhibi¢ni aktivitu.

Kmen Klasifikace na Paenibaci{lus Paenibaci{lus Paenibaci{lus Paenibaciglus Melissococcus
zakladé 16S rRNA larvae VUV larvae VUV larvae VUV larvae VUV plutonius
sekvenci 2 41 48 52 CZ2020
SMTP/2 Bifidobacterium - - - - -
indicum
SMTP/4 B. indicum - - - - _
SMTP/6 B. asteroides 24! 21! 17 18 -
STP/4 Lactobacillus apis - - - - -
STP/6 L. melliventris - - - - -
STP/2 L. helsinborgensis - - - - -
STP/3 L. apis - - - - -
STP/5 L. apis - - - - -
SR1/4 L. helsinborgensis - - - - -
SR2/2 Lactobacillus sp. - - - 16 -
SR2/8 L. melliventris - - - - _
SMTP/6 B. asteroides - - 16 - -
D1/TP2 B. asteroides - 21 - - -
D1/TP4 B. indicum - - - - _
D1/MR6 B. asteroides - - - - _
D1/ROS5 L. apis - - - - -
DI/MR12 L. melliventris - - - - -
D1/TP6 B. asteroides - - - - -
D1/TP9 B. asteroides - 16 24 - B
DZH L.melliventris - - - - -
DI/TP1 B. asteroides - - - - -
DI/MR11 L. kullabergensis - - - - -
DI1/TP12 B. asteroides - - - - _
DI1/TP5 B. indicum - - - - _
D1/MR2 B. asteroides 18 16 20 22! -
D1/MR3 B. indicum - - - - _
D1/MR4 B. indicum - - - - _
DI/ROL1 L. melliventris 21! 36! - 22! -
DI1/RO2 L. melliventris 321 22! 3211 341 -
D1/MRO. L. kullabergensis - - - 36! -
DI/MR10 B. indicum - 33m 3411 4211 -
D1/TP7 B. asteroides - 20 381 38! -
D1/TP11 B. indicum - - - - -
DI1/TP13 B. indicum - 36! - -
KR10 L. helsinborgensis - - - - -
KM1 L. kimbladii - - - - _
KT2 B. asteroides - - - - -
KM3 B. asteroides - - - - -
KR2 L. melliventris - - - - -
KR3 L. apis - - - - -
KR7 L. melliventris - - - - -
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Tabulka €. 4: Vysledky stanoveni inhibi¢nich zon. — oznacuje vzorky, které nevykézaly zadnou
inhibi¢ni aktivitu (pokracovani)

Kmen Klasifikace na Paenibaci{lus Paenibaci{lus Paenibaciglus Paenibaci{lus Melissococcus
zakladé 16S rRNA larvae VUV larvae VUV larvae VUV larvae VUV plutonius
sekvenci 2 41 48 52 CZ2020
KR9 L. helsinborgensis - - - - -
KT3 L. kimbladii - - - - -
KT8 L. melliventris - - - - -
KM2 L. helsinborgensis - - - - -
KM10 L. helsinborgensis - - - - -
KR4 L. helsinborgensis - - R R i
KR5 L. helsinborgensis 20 18 - 24! 26!
KR8 L. helsinborgensis - - 21! 17 -
KR1 L. melliventris - - 36! 22! -
P1/TP8 Bifidobacterium sp. - - - - -
P1/RO2 L. apis - - - - -
P1/RO4 L. melliventris - - - - -
P1/TP11 Bifidobacterium sp. - - - - -
P1/TP3 B. asteroides 17 18 18 - -
P1/TP2 B. asteroides - - - - -
P1/MR10 L. apis - - - - N
P1/MR11 L. melliventris - - - - R
P1/MR10 L. apis - 3 - - 18
PI/MR1 B. indicum 18 19 18 18 -
P1/MR2 L. melliventris - 17 - 17 -
P1/TP1 Bifidobacterium sp. - - 21! - -
P1/TP7 B. indicum - 441! - - -
P1/TP9 B. indicum - - - 40! -
P1/TP10 B. indicum - 46! - - -
P1/TP12 B. asteroides - - - - -
P1/MR8 L. apis - 24! 421 421 -
PI/MR12 L. apis - 441 341 40! -
VM9 B. asteroides 19 - 25! 20 -
VM10 B. asteroides 20 28! 20 17 -
VMI11 Bifidobacterium sp. - - - - -
VR8 L. helsinborgensis - - - - -
VT3 B. indicum - - - - N
VT6 B. inidcum - - - - -
VT9 L. melliventris - - - - -
VM7 L. melliventris - - 18 - -
VRS L. helsinborgensis 22! 22! 24! 26!! 22!
VRO L. melliventris - - - - -
VTS5 L. apis 26!! 341 26!! 24! -

Zdroj: vlastni

Po zhlédnuti tabulky je patrné, ze inhibi¢ni aktivitu vaci alespoil jednomu klinickému
kmeni vykazalo 30 ze 79 testovnych kment, tedy témét 38 %. Sestnact z aktivnich kment
nalezelo mezi bifidobakterie a ¢trnact do rodu Lactobacillus. Tudiz kmenové specificka
inhibi¢ni aktivita byla zaznamenédna u necelych 45 % testovanych bifidobakterii a 33 %
laktobacilt. Urcita inhibicni aktivita viici alesponi 3 klinickym kmentim byla zaznamenéana u 15
kmenti a vii¢i 4 pouze u 8 kmeni, z nichZ polovinu tvofili bifidobakterie a polovinu laktobacily.
Vys$i, vysokd a znac¢nd inhibi¢ni aktivita byla ov§em stanovena zejména u laktobacili druhu L.
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apis a L. melliventris. Aktivni bifidobakterie druhii B. asteroides a B. indicum vykazaly ve
vétsing pripadi mirnou-vys$si inhibi¢ni aktivitu. Urcitd inhibice ristu M. plutonia byla
zaznamenana pouze u 3 ze 79 testovanych kmend.

Na Obrazcich ¢. 5-8 jsou ilustrovany vzorky nevykazujici Zadnou inhibi¢ni aktivitu,
naopak v Obrazcich €. 9-12 jsou zahrnuty vzorky kment vykazujici vysokou-zna¢nou inhibi¢ni
aktivitu.

Obrazek €. 5: Vzorek nevykazujici zddnou inhibi¢ni aktivitu ¢.1
Zdroj: vlastni

Obrazek €. 6: Vzorek nevykazujici zddnou inhibi¢ni aktivitu ¢. 2
Zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 7: Vzorek nevykazujici Zadnou inhibi¢ni aktivitu €. 3
Zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 8: Vzorek nevykazujici Zadnou inhibi¢ni aktivitu €. 4
Zdroj: vlastni
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Obrézek €. 9: Vzorek vykazujici vysokou-znacnou inhibicni aktivitu €. 1
Zdroj: vlastni

Obrazek €. 10: Vzorek vykazujici vysokou-zna¢nou inhibi¢ni aktivitu €. 2
Zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 11: Vzorek vykazujici vysokou-zna€nou inhibi¢ni aktivitu €. 3
Zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 12: Vzorek vykazujici vysokou-znacnou inhibi¢ni aktivitu ¢. 4
Zdroj: vlastni
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6 Diskuze

Pouzivani antibiotik proti v€elim patogenim je ve vétSiné zemi na svéteé, veetné celé
Evropy, zakazano. Navic v zemich, kde se antibiotika pouzivaji, dochazi k rezistenci téchto
patogenti. Existuji opatfeni ke kontrole vyskytu moru vceliho plodu, jako selektivni §lechténi
vcel pro hygienické chovani, aplikace bioaktivnich esencialnich olejl, bakteriofagova terapie
nebo podavani syntetickych indoli k inhibici kli¢eni P. larvae. Tyto pfistupy k 1écbé
onemocnéni jsou uzitecné, ale bohuzel ¢asto neti¢inné (Daisley et al. 2020). Stale castéji tedy
dochazi ke snaze nalézt dlouhodobé a ucinné terapeutické ¢i vylozené 1écebné feSeni. Na
dilezitosti nabyva inovativni pfistup vyuzivajici ptirozenou inhibici téchto patogenii pomoci
fyziologické mikrobioty (probiotik). Tyto pozitivni inhibi¢ni vlastnosti se projevuji diky
schopnosti prospesnych bakterii uvoliiovat antimikrobialni latky (organické kyseliny, reaktivni
formy kysliku, antibiotické peptidy) (Lazzeri et al. 2020).

V nasem experimentu jsme zjiStovali potencidlni in vitro inhibici tfi klinickych izolath
Paenibacillus larvae subsp. larvae a jednoho izolatu Melissococcus plutonius, pomoci
testovanych prospésnych bakterii z kment laktobacill a bifidobakterii izolovanych z traviciho
traktu véel medonosnych. Ackoli podobnému tématu se v posledni dobé€ vénovalo vicero studii,
jen minimum z nich (napf. autofi Pachla et al. 2014 nebo Zeid et al. 2021) vyuzivalo bakterie
izolované prave z traviciho traktu véel. Ve vétSing studii se setkdme s bakteriemi izolovanymi
z externich zdrojii. Autofi Yoshiyama et al. (2012) vyuzivali bakterie mlééného kvaSeni
izolované z fermentovanych krmiv a potravin, autofi Alippi & Reynaldi (2006) stejné jako
Bielik et al. (2021) zase bakterie obsazené v medu. Objevuji se i studie zabyvajici se pouze
patogenem Melissococcus plutonius. Autofi Wu et al. (2012) testovali izolované bifidobakterie
z traviciho traktu Apis cerana japonica na jeho potencialni in vitro inhibi¢ni efekt a Vezeteu et
al. (2017) zkoumali antibiotické ucinky matefi kasicky proti M. plutonius.

Velmi klicové bylo zajistit spolecny rust bakterialnich izolath s klinickymi izolaty vcel pro
in vitro testovani. A pro tyto Ucely jsme pracovali, jako Gplné¢ prvni, s nové navrzenym
kultivaénim médiem, které zajiStovalo fyziologické a metabolické podminky pro obé skupiny
bakterii. Za timto ucelem jsme zvolili BHI (ang. Brain Heart Infusion) bujoén a vhodné se jej
snazili modifikovat. Doplnili jsme jej o glukézu, kvasni¢ny extrakt, sojovy pepton, beef extract,
KH2PO4, MgClL2 x 6H20, cystein x HCI a Tween80. Ve studii Yoshiyami et al. (2012) byl pro
kultivaci pouzit klasicky BHI bujon, ale bakterie mlééného kvaSeni, jimi testované, pochazely
z fermentovanych potravin a krmiv. Ve studii autorti Pachla et al. (2014) vSechny izolované
bakterie mlécného kvaSeni vykazovaly typické fruktofilni vlastnosti a za anaerobnich podminek
rostly dobfe na fruktdze, ale Spatné na glukdze. Rychly rist bakterii na gluk6ze byl zaznamenan
pouze v pritomnosti kysliku. Bakterie izolované ze stfev vcel, ale pfi rustu na glukoze,
produkovaly kyselinu mlécnou, kyselinu octovou a stopova mnozstvi ethanolu, ¢imz dochazelo
k inhibici P. larveae. VéEtsina jinych autori pouzivala pro rist bakterii mlécného kvasSeni a
patogennich organismt rizné typy agard. Coz znamend, ze jednotlivé bakterie maji ideélni
podminky k rastu, ale takové podminky jsou in vivo neredlné a vysledky tedy nejsou zcela
relevantni. Napf. autoti Forsgren et al. (2010) bakteridlni kmeny P. /arvae kultivovaly v jiném
typu agaru, konkrétn¢ MYPGP podle Nordstroma & Friese (1995). Tento agar obsahoval g/L
destilované vody: Muller-Hinton broth 10, kvasni¢ny extrakt 15, HPO4 3, pyruvat sodny 1, agar
20 a glukézu 2. Déle jak uz bylo zminéno, autofi pouzili pro jednotlivé bakterie mlééného
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kvaSeni rizné typy bujont nejen pii kultivaci, ale i pozd&ji pii samotném testovani inhibice.
Zkumavky a Petriho misky poté vétSina vySe zminénych autord inkubovala v anaerobnim
prostiedi.

Jak je jiz zminéno v kapitole vysledky, z tabulky €. 4 je patrné, ze vici klinickym izolatim
vcelich patogentll pusobila in vitro inhibicné pouze ¢ast z testovanych kment bifidobakterii a
laktobacild. Inhibi¢ni aktivitu proti alespon jednomu klinickému kmeni vykéazalo necelych 38
% testovanych kmenii. Vysledky tedy demonstruji, Ze zkoumané inhibi¢ni vlastnosti jsou
kmenove, nikoliv druhové zavislé. Tuto informaci potvrzuje i studie autorti Forsgren et al.
(2009), kteti na moznou inhibi¢ni aktivitu testovali jednotlivé druhy bakterii mlééného kvaSeni
i kombinaci vSech testovanych fylotypi. Vysledky ukazaly rozdilnou ucinnost jednotlivych
druhii, podobné¢ jako u nas, ale pti piisobeni vSech 11 druhti bakterii zaroven nezaznamenal ani
jeden ze Ctyt zkoumanych kment P. larvae nartst. Z naSich vysledku lze také vycist, Ze mezi
aktivnimi kmeny, potvrzujicimi inhibici patogenti, se nachéazely z poloviny bifidobakterie a z
poloviny laktobacily. Urcité vlastnosti potfebné k inhibici maji tedy ob¢ testované skupiny.
OvSem vétsi inhibi¢ni zony byly zjiStény u testovanych laktobacilli, coz bylo pravdépodobné
zpisobeno specifickymi vlastnostmi laktobacili. Je znamo, ze bakterie rodu Lactobacillus
svym metabolismem produkuji antimikrobidlni slouceniny, mezi které patii organické kyseliny,
peptidové latky podobné antibiotikiim, peroxid vodiku a baktericidni proteiny. U téchto latek
se ukazalo, Ze maji antagonistickou aktivitu i proti P. larvae a M. plutonius (Forsgren et al.
2009, Hamdi et al. 2010). Ve studii autort Zeid et al. (2021) vysledky prokazaly jako
nejucinngjsi kmen Fructobacillus fructosus. Autoii dale analyzovali bioaktivni metabolity F.
fructosus a mezi mozné vlastnosti zpiisobujici nebo podporujici inhibici odhalili tfi slouc¢eniny
produkované bakteriemi (kyselina hyodexicholova, 1,2-benzendikarboxylova kyselina a
heptyl-2-methylbutyrat).

Zaroven je tfeba zminit ndmi testovany pocet kment laktobacilt a bifidobakterii. Kdyz
zohlednime podminky naseho experimentu, da se fici, Ze jsme se vyrovnali zahrani¢nim
autorim. Na potencialni inhibi¢ni aktivitu jsme otestovali téméer 80 testovanych kment. U
autorti Zeid et al. (2021) se lze docist, ze béhem 3 let odebrali a otestovali 120 izolatl ze vzorkt
vcel medonosnych.

Je tfeba zdlraznit znany vyznam inhibi¢niho testovani klinickych patogennich izolatd,
které podobné jako typové kmeny opakovanym pasdzovanim ve sbirkdch neztraceji virulenci.
Pokud by ptipadné doslo k selekci kmenli bakterii vhodnych pro potencidlni probiotika, je
nutno vzit v ivahu, Ze naSe vzorky patogennich organismi nebyly opakovanym pasdzovanim
nejspise tak oslabeny. Tuto informaci potvrzuji i studie autorti Cao et al. (2021) zabyvajici se
vlivem poctu pasazi na bunécnou linii. Vysledky potvrdily, Ze zvySeny pocet pasazi bunék ma
negativni vliv. Ovlivituje distribuci bunééného cyklu a snizuje proliferacni a migracni
schopnosti bun¢k. Metabolicka analyza také potvrdila zfejmy metabolicky rozdil mezi buiikami
s riznym poctem pasazi. Je tedy potieba, aby kmeny, které se nam podafilo béhem naSeho
testovani vyselektovat jako ucinné, byly dale zkoumany a testovany ve striktnéjSich
podminkach.

Mezi dalsi uskali, kterd ovliviiuji relevanci nasich vysledkd, patii testovani in vitro. Tyto
vysledky nemusi byt vzhledem k mnoha faktorim smérodatné. Bakterie pfirozené se
vyskytujici v travicim traktu Ziji v obrovském vlastnim ekosystému, ktery je charakterizovan
vzajemnymi interakcemi s jinymi vyskytujicimi se mikroorganismy 1 se samotnym
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makroorganismem véely. V umélych, in vitro systémech pouze napodobujeme jejich chovani
ve zjednodusené forme a nejsme schopni napodobit podminky panujici v pfirozeném prostiedi.
Kultivaci za vhodnych a konstantnich podminek podporujeme optimalizaci rastu (rychlou
proliferaci), kterd je v zivém organismu neredlnd. Tim ale dochazi ke vzniku bunécné
monokultury a ztrdcime pozitivni efekt interakci riznych typi bunck, ke kterym dochazi
v organismu. /n vitro testovani méa samoziejmé také vliv na chovani patogennich organismu
v porovndni s zivym prostfedim hostitele. Ve sterilnim prostfedi dochézi k rychle;jsi proliferaci
a zméné metabolismu. Mezi nové trendy v in vitro testovani patii napt. bunécné sferoidy
(shluky bun¢k), kultivace v hypoxickych podminkach, mikrofluidni kultivace nebo 3D
kultivace (Novak 2015). Testovani probiotickych bakterii na patogenni organismy by mélo byt
dale in vivo zkoumano, aby bylo mozné pochopit cely rozsah probiotickych vlastnosti. Ve studii
autorti Forsgreen et al. (2010) byl potvrzen Gc¢inek nekterych bakterii mlé¢ného kvaSeni na
snizeni poctu infikovanych larev P. larvae. Abychom zjistili, jaké G¢inky bude mit pfipadné
podavani probiotik celym koloniim vcel, je tfeba dalSiho vyzkumu.

Hypotéza 1 nebyla vyvracena, jelikoz se potvrdil pfedpoklad, Ze travici trakt vcel obyvaji
komenzalné-symbiotické bakterie nalezejici do skupiny bakterii mlééného kvaSeni, které diky
svym vlastnostem dokdzaly za in vitro podminek inhibovat bakterialni patogeny vcel.

Hypotéza 2 byla vyvracena. Bakteridlni kmeny vykazujici antagonistické pulsobeni
neinhibovaly v§echny klinické izolaty ptiivodce moru a hniloby vceliho plodu. Urcita inhibiéni
aktivita vuci alespon 3 klinickym kmentim byla zaznamenana u 15 kmenti a vici 4 pouze u 8
kmeniti. Vysledky lze interpretovat moznosti, ze se citlivost P. larvae a M. plutonius na kmeny
bakterii mlééného kvaseni znaéné lisi.

Hypotéza 3 nebyla vyvracena. Potvrdil se naS odhad, Ze hostitelsky specifické druhy
v ramci ¢eledi Lactobacillaeceae zptisobuji vétsi inhibici nez bifidobakterie. To ovSem plati
pouze pro miru velikosti inhibi¢ni zoény. Z pohledu distribuce antagonistické aktivity pouze
mezi kmeny laktobacill byla ov§em tato hypotéza vyvracena. Polovina z pozitivné testovanych
kment totiz nalezela mezi laktobacilové taxony, polovina mezi bifidobakterie.
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7 Zavér

V posledni dobé se lze v mnoha studiich docist o potencidlnim podavéani probiotik
zivo¢ichiim, napf. vCelam, a to za ucelem hledani nového zpusobu ochrany nebo podpory
zdravi, pfipadn¢ nahrazeni nutnosti podavani antibiotik na bakterialni choroby (ve statech, kde
je to vibec povolené) vyvolané stale vice rezistentnimi druhy bakterii. Nejprve je ale potieba
potvrdit pfipadnou inhibici patogennich organismi.

Cilem mé diplomové prace bylo otestovat potencidlni in vitro inhibi¢ni ucinek 79
testovanych kment laktobacild a bifidobakterii izolovanych =z trdviciho traktu vcel
medonosnych viuci 3 klinickym patogennim izolatim Paenibacillus larvae subsp. larvae
(ptivodce moru véeliho plodu) a jednomu patogennimu izolatu Melissococcus plutonius
(ptivodce hniloby vceliho plodu). Pro tento cil byly dfive izolovany kmeny laktobacili a
bifidobakterii z traviciho traktu vcel. 1zolovany byly prostiednictvim 3 médii (modifikovany
TPY agar, M.R.S, Rogosa agar). 1zolaty byly poté klasifikovany na zdklad€ 16S rRNA genové
komparativni analyzy a uchovavany ve 20% roztoku glycerolu pfi — 70 °C. Patogenni klinické
izolaty P. larvae a M. plutonius byly ziskany z mikrobiologické laboratoie Vyzkumného tstavu
véelatského v Dole. Pro kokultivaci bakteridlnich izolati s klinickymi izolaty bylo nutno zjistit
vychozi fyziologické a metabolické charakteristiky obou skupin bakterii, aby byly schopné
kultivace ve stejném médiu, ve stejné atmosféte a za stejné teploty. K zajisténi téchto podminek
byl zvolen modifikovany BHI bujon. Poté pro vlastni in vitro testovani bylo pouzito
modifikované BHI médium s pfidavkem bakteriologického agaru a bylo zajisténo mirné
anaerobni prostiedi prostfednictvim COz. Pro zméteni potencialni inhibice byla vyuZita deskova
difuzni metoda. Po zatuhnuti média byl uprostied vytvoten diilek, do kterého byla aplikovéana
cerstva kultura bakterialnich izolath z traviciho traktu vcel.

Vysledky ukazaly, Ze inhibi¢ni aktivitu vici alespoil jednomu klinickému kmeni vykazala
cast z testovanych kmenii (necelych 38 %). Polovina z aktivnich kmenli nélezela mezi
bifidobakterie a polovina mezi laktobacily. Avsak nejvyssi inhibi¢ni aktivita byla stanovena
zejména u laktobacili druhu L. apis a L. melliventris. Urcita inhibice rastu M. plutonia byla
zaznamenana pouze u 3 ze 79 testovanych kment. Vysledky tedy demonstruji, Ze zkoumané
inhibi¢ni vlastnosti jsou kmenové, nikoliv druhove, zavislé a vlastnosti potfebné k inhibici maji
jak ne€které kmeny bifidobakterii, tak laktobacil.

Je tfeba zdiraznit, ze vypovidaci hodnota in vitro testovani ma své limity a je tfeba dalSiho
in vivo zkoumani, aby bylo mozné pochopit cely rozsah probiotickych vlastnosti. Je tedy tieba
dalsiho vyzkumu, abychom zjistili, jaké ti€inky bude mit pfipadné podavani probiotik na redlna
venkovni ¢i laboratorni vcelstva. Prace ale pfinasi velmi cenné informace v ohledu selekce
potencidlnich vcelich probiotik, ktera by zvysila odolnost a zdravi vcelstev. Cile prace, které
byly stanoveny, byly splnény.
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