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Antimikrobialni aktivita bifidobakterii proti Clostridium
perfringens a Clostridium difficile

Souhrn

Diplomova prace je zaméfena na identifikaci konkrétnich druhd bifidobakterii,
produkujicich antimikrobialni latky, jez potlauji rist nezadoucich stfevnich patogend.
V teoretické Casti je podrobnéji popsana stfevni mikrobiota ¢lovéka a S ni spojené infekce
traviciho ustroji, kdy ptvodci onemocnéni jsou patogeny z rodu Clostridium. Dale je zde
popsana problematika bifidobakterii, které¢ by bylo mozné navrhnout jako probiotické bakterie
Vv moznostech prevence a podpory 1€Cby proti gastrointestindlnim onemocnénim.

Hlavnim cilem této prace bylo nalezenim vhodnych kmend z rodu Bifidobacterium,
které by mohly vykazovat antimikrobidlni aktivitu proti Clostridium perfringens
a Clostridium difficile.

Prakticka cast je slozena ze tii experimentt. V prvni ¢asti byla pomoci diskové difuzni
metody sledovana antimikrobialni aktivita kment bifidobakterii k jednotlivym kmenim
klostridii, které se chovaji jako patogeny v travicim traktu. Celkem bylo otestovano 12 kmeni
(4 druhy) z rodu Bifidobacterium. Pouze u ¢ty kmena Bifidobacterium animalis subsp.
animalis a Bifidobacterium choerinum byla potvrzena antimikrobialni aktivita vytvofenim
jasnych inhibi¢nich zon. Soucasti byla i detekce ¢asu, vnémz dochazi k produkci
antimikrobialni latky. Dva kmeny vykazujici antimikrobidlni aktivitu byly pfeoCkovany a
kultivovany. Béhem kultivace byly odebirany vzorky kazdé 2 hodiny a opét testovany
deskovou diftzni metodou. Bylo zjisténo, ze testované kmeny bifidobakterii vykazuji stale
stejnou antimikrobialni aktivitu. Tato aktivita byla detekovana ve stejné mife ihned po
pieockovani a i po 36 hodinach kultivace. Z toho vyplyva, ze proti klostridiim pravdépodobné
funguje latka obsaZena v zamrazeném médiu. Pti pouziti supernatantli se zamrazenych vzorka
byla navic antimikrobialni aktivita nejvyssi.

Druh4 cast je vénovana testovani supernatantli s upravenymi vlastnostmi. Je tvofena
ttemi dil¢imi pokusy. V prvnim piipadé byla otestovana tepelna stabilita pozitivnich
supernatantt pii teploté¢ 100 °C po dobu 30 minut. V druhém piipadé byl ovéfen vliv zmény
pfi hodnotach pH 2, 7, 9. V poslednim piipadé¢ byl otestovan piidavek proteinazy K
v koncentraci 0,1 mg /1 ml. Bylo zji$téno, ze zména teploty a pfidavek proteinazy K nemaji
zadny vliv na antimikrobidlni aktivitu bifidobakterii. Pouze pfi okyseleni supernatantu na

hodnotu pH 2 doslo k vytvoteni znatelné vétsi inhibi¢ni zony.



Treti Cast je taktéz tvofena dvéma dil¢imi pokusy. Nejprve byly testovany dva vzorky
bifidobakterii s pozitivnim uc¢inkem pomoci specialniho filtru, aby doslo k separaci pfipadné
pritomnych proteind, ¢imz bylo zjisténo, ze se pravdépodobné jedna o latku proteinové
povahy. Pti druhém pokusu doslo k ptidavku tweenu v koncentraci 1 % do modifikovaného
Wilkins-Chalgren anaerobic média za ucelem podpofeni antimikrobialni aktivity a vytvotfeni
vétsiho mnozstvi testovaného produktu. Pridavek vSak nemél zadny vliv na antimikrobidlni
aktivitu.

Z vysledkl tohoto testovani vyplyva, Ze nékteré testované supernatanty druht B.
animalis subsp. animalis a B. choerinum vykazuji antimikrobialni aktivitu proti C.
perfringens a C. difficile. Nicméné se muze také jednat o produkt glycerolu, ktery je soucasti
zamrazovaciho média, kde mize byt pfitomen akrolein, u néhoz je znam antimikrobialni

efekt.
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Antimicrobial activity of bifidobacteria against Clostridium
perfringens and Clostridium difficile

Summary

Master’s thesis is focused on the identification of specific species of Bifidobacterium,
that produce antimicrobial substances and those suppress the growth of undesirable intestinal
pathogens. Theoretical part describes human intestinal microbiota and its associated infections
of the digestive tract, where the origins of the disease are pathogens of the genus Clostridium.
Further, there is a description of the issue of bifidobacteria, which could be suggested as
a probiotic bacteria for the prevention and promotion of treatment of gastrointestinal disease.

The main objective of this thesis was to find suitable strains of the genus
Bifidobacterium, which might evince antimicrobial activity against Clostridium perfringens
and Clostridium difficile.

The practical part consists of three experiments. In the first part, an antimicrobial
activity of strains of Bifidobacterium to individual strains of clostridia was monitored by disc
diffusion method, that behaves like pathogens in the gastrointestinal tract. Totally, there were
12 strains (4 kinds) of the genus Bifidobacterium tested. Only 4 strains of genus
Bifidobacterium animalis subsp. animalis and Bifidobacterium choerinum showed the
antimicrobial activity confirmed by formation of clear inhibition zones. Tests also included a
time detection, which leads to the production of antimicrobial substances. Two strains
exhibiting antimicrobial activity were inoculated and culivated. During the cultivation
samples were taken every 2 hours and again tested by disc diffusion method. It was found that
the tested strains of bifidobacteria show always the same antimicrobial activity. This activity
was detected in equal measure immediately after the inoculation, and even after 36 hours of
cultivation. This testing show that against to clostridia probably functions substance contained
in frozen medium. Moreover a supernatants from frozen samples were able to produce also
the highest antimicrobial activity.

The second part is dedicated to testing supernatants with modified properties. It
consists of three part tests. In the first case the thermal stability of positive supernatants at
100 °C for 30 min was tested. In the second case, the effect of changes at pH 2, 7, 9 was
verified. In the last case, the addition of proteinase K to 0,1 mg / 1 ml was tested. It was

found, that the change in temperature and addition of proteinase K had no effect on the



antimicrobial activity of Bifidobacterium, only the acidification of the supernatant to value
pH 2, made considerably larger inhibition zones.

The third part also consists of two part tests. First, two samples of Bifidobacterium
with positive effects were tested using a special filter in order to separate present proteins,
whereby it was found that the material had a protein nature probably. In the second
experiment a tween in a concentration of 1% was added to the modified Wilkins-Chalgren
anaerobic medium to enhance the antimicrobial activity. However, the addition had no effect
on antimicrobial activity and making more test product.

The results of this testing showed, that some from tested supernatants of B. animalis
subsp. animalis and B. choerinum exhibit antimicrobial activity against C. perfringens and C.
difficile. However, it may be a product of glycerol, which is part of the frozen media, there

can be present an acrolein, which is known for antimicrobial effect

Keywords: Clostridia, bifidobacteria, inhibition, antimicrobial activity, bacteriocins
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1 Uvod

Mikrobiota je komplexni ekosystém slozen z bakterii jak aerobnich, tak anaerobnich,
vir, hub a dalSich mikroorganismt. Z klinického hlediska je normalni fyziologicka
mikrobiota definovatelna jako soubor mikroorganismt, které mohou byt pfitomny v travicim
traktu zdravého ¢lovéka. Avsak vhodné je vénovat pozornost i patogenni mikrobioté. Infekéni
zanéty mohou byt zplisobeny patogeny, oportunnimi mikroorganismy a dysmikrobii neboli
porusenim homeostdzy mikrobialniho systému traviciho traktu. Tyto zanéty mohou byt akutni
i chronické, kdy vyvolavateli jsou vétSinou patogeny, mezi které patii Clostridium
perfringens a Clostridium difficile.

Probiotika ptiznivé ovliviiuji zdravotni stav a udrzuji sttevni mikrobiotu v rovnovaze.
Maji nejvétsi potencial jako ptidatna 1éc¢ba k antibakterialni terapii, avsak mohou slouzit jako
prostiedek k zabranéni klostridiovych infekci. Z toho vyplyva, Ze jednou z moznosti 1éCby
infek¢nich gastrointestinalnich poruch mohou byt i probiotika. Do skupiny probiotik patii
piedevsim rody Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus. Jedny z nejvice vyuzivanych
probiotickych bakterii jsou bifidobakterie. Jako dominantni mikrobiota jsou pfirozené
pritomny U novorozencli a kojenych déti, avSak srostoucim vékem se stavaji az treti
nejhojn€j$i skupinou stfevnich mikroorganismii. Bifidobakterie maji schopnost vyvijet
antagonistickou aktivitu proti patogenim. Produkuji bakteriociny, coz jsou peptidy
s antimikrobidlni aktivitou, které jsou ucinné proti jinym bakteriim.

Antimikrobialni aktivita je dilezitou vlastnosti bifidobakterii, ktera mize byt ucinné

vyuzivana K potlac¢eni nezadoucich klostridii.



2 Védecka hypotéza

Vyvolavateli akutnich infekci zazivaciho traktu jsou vétSinou patogeny, které plisobi
primarné v gastrointestindlnim traktu. Nej¢ast&j§imi vyvolavajicimi agens v CR jsou
kampylobaktery a salmonely, z virG rotaviry, noroviry a stoupa i vyznam C. difficile
vzhledem k naristu jejich poctu i zdvaznosti predevsim po antibiotické 1é¢beé. Velké zdravotni
problémy jsou Casto zptsobené i druhem C. perfringens zpusobujici enteritidy az nekrotické
zancty stiev.

Mezi nejvyznamnéjsi vyhody bifidobakterii pati1i modulace obranné odpovédi hostitele
a ochrana proti infekénim chorobam. Pfedpokladame, ze bifidobakterie by mohly vykazovat
antimikrobialni aktivitu proti C. perfringens a C. difficile a produkovat naptiklad
bakteriociny.

Budeme se snazit nalézt konkrétni druhy bifidobakterii produkujici latky, které budou
potlacovat rast nezaddoucich stievnich patogenii. Takové mikroorganismy bude mozZné
navrhnout jako probiotické bakterie, které jsou jednou z moznosti prevence a podpofeni

1é¢by.



3 Cil prace

3.1 Cil teoretické casti
Cilem teoretické Casti je popis antimikrobidlni aktivity bifidobakterii a uceleny piehled
o infekcich zazivaciho traktu zpusobenych bakteriemi C. perfringens a C. difficile

a moznostech 1éCby.

3.2 Cil praktickeé casti

Cilem praktické ¢asti bylo nalezeni vhodnych kmenti bifidobakterii vykazujici
antimikrobidlni aktivitu proti klostridiim. Vybrané kmeny bifidobakterii s potencialnim
probiotickym uc¢inkem byly testovany pomoci deskové difuzni metody s patogennimi,

potencialné patogennimi a dalsimi kmeny C. perfringens a C. difficile.



4 Literarni reSerse

4.1 Travici trakt

Travici neboli gastrointestinalni trakt (GIT) zajistuje, aby pfijaté ziviny a ostatni
soucasti naSi stravy tj. mineraly, stopové prvky, vitaminy a bioaktivni molekuly byly
adekvatné zpracovany a to jak mechanicky, tak chemicky a nasledné efektivné vstiebany bez
zbyteCnych ztrat. Tyto dvé zakladni funkce GIT, tj. trdveni a vstiebadvani, mizeme doplnit
0 dalsi funkce, které rovnéz maji sviij vyznam. Je to napt. ukladani né¢kterych latek do zasob
(zelezo, vitaminy skupiny B, tuk, apod.) nebo zajisténi dostatecné ochrany organismu pied
Skodlivymi latkami ¢i bakteriemi v potravé. GIT ma nezastupitelnou ulohu pii procesu
hemokoagulace. Vyznamnym zpisobem se podili na stavu a vyvoji u¢inného imunitniho

systému, protoZe piijimané potraviny nejsou sterilni (Mourek, 2012; Mourek a kol., 2013).

4.1.1 Funkce a vyznam

Pro udrZeni zivotnich funkci je nezbytny pifijem potravy ze zevniho prostiedi, ktery
slouzi jako zdroj vody, mineralnich latek, zivin a vitamini. AvSak travici systém, ktery
zajiStuje pifjem potravy, je také mistem, kde jsou nékteré produkty metabolismu
odstranovany. Potrava musi projit jednotlivymi prostory GIT, které jsou Clenény do tii tisekd.
Horni usek je tvofen usty, jicnem a Zaludkem, kde se potrava mechanicky rozméliuje
a nckteré Casti potravy jsou zde traveny ucinkem enzymi travicich stav. Sousto (bolus) je
postupné zménéno na traveninu neboli chymus, ktery se dostavd do tenkého stieva
a reprezentuje tedy stiedni usek. VéEtSina latek potiebnych pro organismus se resorbuje praveé
Vv tenkém stievé a zbyvajici chymus piestupuje do tlustého stfeva piedstavujici dolni usek.
Obsah se zde zahustuje a je vystaven plisobeni bakterii. Travenina se proménuje ve stolici
(Kittnar, 2011).

Funkce gastrointestinalniho traktu lze zjednodusit do ¢tyf zakladnich dé&ja. Motilita
(posun a miseni trdveniny s travicimi Stdvami), sekrece, traveni a vsttebavani. Vstiebavani je
proces, ktery je téméf nevycerpatelny (Kittnar a Mléek, 2009). Cinnost GIT je fizena nervové
(vlastni nervovy systém traviciho traktu a autonomni nervovy systém-sympatikus,
parasympatikus), humordln¢ (hormony produkované pfevazné tradvicim traktem) a pfimym
mechanickym a chemickym pisobenim obsahu (Kittnar, 2011). Energetické naroky jsou
hrazeny tfemi zakladnimi zivinami a to jsou bilkoviny (proteiny), tuky a sacharidy. Minimalni
potieba bilkovin, kterd je nutnd pro udrZeni Zivotné nezbytné vyrovnané dusikové bilance je

cca 0,5 g/kg té€lesné hmotnosti na den tzv. bilanéni minimum. Pfi¢emz, aby byl zajistén



dostateény ptivod esencidlnich aminokyselin, musi byt pfiblizn¢ polovina v podobé
zivoCiSnych bilkovin. Zbylou a pfevaznou ¢ast energetické spotieby hradi cukry (Skroby,
disacharidy, glykogen) a tuky (zivoCisné a rostlinné tuky, oleje). Tyto ziviny mohou do
znaéné¢ miry zastoupit podil cukr, aniz by vznikly poruchy metabolismu. Tuk je
postradatelny a musi byt zajiStén dostate¢ny piivod vitamini rozpustnych v tucich
a esencialnich mastnych kyselin (kyselina linolova aj.). Aby byl pokryt celkovy potiebny
privod latek a energie, musi byt potrava:

a) polknuta,

b) mechanicky zpracovana a chemicky rozstépena (traveni),

C) vstiebana ze stfeva (resorbce; Silbernagl a Despopoulos, 2014).

Svalovina traviciho ustroji je trojvrstevna a slouzi k promichavani a posunu obsahu.
Doba pasaze travici trubici tj. zaludkem a jednotlivymi oddily stfeva, je zavisla pfedevsim na
sloZeni potravy. Pro zabezpeceni normalni doby pasaze a to predevsim tlustym stievem, musi
potrava obsahovat tzv. balastni latky, tj. nestravitelné soucasti rostlin (celuldza, lignin aj.)
(Silbernagl a Despopoulos, 2014). Prestup zivin a dalsich latek do vnitfniho prostiedi je
zajistovan sliznici stfev. Je pfedevSim zavisly na tom, jak jsou soucasti potravy traveny
a nasledné jsou preménény na vstiebatelné latky. Transport latek mizeme rozdé€lit na aktivni
a pasivni. Vnitini povrch traviciho ustroji je velky okolo 300 m? (obrazek 1) a umoznuje
ucinny piestup latek (Rokyta, 2015).

Obrazek 1 Porovnani povrchill ploch ktize, plic
a gastrointestinalniho traktu; upraveno podle (Rokyta, 2015)

povrch plic
B

X

povrch khze
2m’



GIT zaroven potfebuje uc¢innou imunitni ochranu. Sliny obsahuji G¢inné latky jako
mucin, imunoglobulin A (IgA) a lysozym. Tyto latky tlumi pronikdni mikroorganismt. Také
zalude¢ni st'ava pisobi baktericidné. Kone¢né i fyziologické osidleni tlustého stfeva stfevni
florou brani rozsifeni patogennich mikroorganismii. U novorozenct je sliznice traviciho

ustroji chranéna predevsim IgA z matetského mléka (Silbernagl a Despopoulos, 2014).

4.1.1.1 Dutina 0stni

Mechanické zpracovani potravy, kterému tikdme zvykani, se déje pomoci Zvykacich
svali. Dolni celist (mandibula), kterd je pohyblivd, ovladdme pomoci hlavniho Zvykaciho
Zvykanim je potrava mechanicky drcena a postupné smichavana se slinami. Sliny se tvofi
permanentné asi 1,5- 2litry/ 24h. Sliny obsahuji ptedev§im vodu (cca 95 %), anorganické
komponenty (Na', K*, Ca™, CI" atd.) a dilezité organické komponenty alfa-amylazu,
imunoglobuliny lysozym a hlen (mucin). Mucin umoziuje hladkou pasazZ sousta jicnem do
Zaludku pii polykani. Alfa-amyldza je enzym, ktery zacina traveni Skrobti (Mourek, 2012;
Mourek a kol., 2013).

4.1.1.2 Zaludek

V Zzaludku je potrava skladovana, poté zpracovana a to jak mechanicky, tak i chemicky
pusobenim zaludecnich §tav. Sténa zaludku je kromé sliznice vybavena mohutnou hladkou
svalovinou. V zaludku se tvofi v prabé¢hu 24 h/ 2 litry zalude¢ni §tavy, ktera je dalezita pii
zpracovani ptijaté potravy. Dochazi k nafedéni a promichani zaludecniho obsahu a vytvoreni
chymu (natraveniny). Kyselost Zalude¢ni $tavy (pH okolo 2-3) je zplisobena kyselinou
chlorovodikovou. Zalude¢ni sliznice produkuje také hlen (mucin), ktery ma vysokou
schopnost odolavat kyselému prostiedi zaludku 1 ptisobeni pepsinu a tak chrani Zalude¢ni

sliznici pfed poskozenim (Mourek, 2012; Mourek a kol., 2013).

4.1.1.3 Tenké stievo

Hlavni funkci tenkého stieva je dokonceni traveni potravy a také resorpce produktii
St€peni spolu s vodou, elektrolyty a vitaminy. Chymus je zde promichavan s travicimi

Stavami a zluéi. Nasledné je pak zpracovan (Mourek, 2012; Silbernagl a Despopoulos, 2014).



4.1.1.4 Tlusté stfevo

Je posledni stanici pro resorbci vody a iontt. Je osidleno bakteriemi a v céku a rektu
predstavuje prostor pro hromadéni stolice, takze i pfi hojném pfijmu potravy probiha defekace
relativné méné Casto. Dal§i vyznamnou funkci tlustého stfeva je schopnost regulovat objem
vyraznou vstiebavaci kapacitou pro vodu. Sliznice tlustého stieva nema klky (Mourek, 2012;

Silbernagl a Despopoulos, 2014).

4.1.1.5 Slinivka bfi8ni

Exokrinni ¢ast slinivky bfisni produkuje denné 1-2 | pankreatické Stavy, kterd odtéka
do duodena. Obsahuje predevSim hydrogenuhli¢itanové ionty, které jsou dilezité pro
neutralizaci (pH 7-8) chymu ze Zzaludku bohatého na HCI. Také vétSinou obsahuje inaktivni
prekurzory travicich enzymt, které¢ v tenkém strevé Stépi bilkoviny, tuky, sacharidy a dalsi
latky. Tvorba pankreatické $tavy je velmi podobnd tvorbé slin, jelikoz probiha ve dvou

stupnich (Silbernagl a Despopoulos, 2014).

4.1.1.6 Jatra

Hlavni funkci jater je detoxikace a vyluCovani Cetnych, vétSinou lipofilnich latek,
které pochazeji bud’ z latkové pfemény (napft. bilirubin nebo steroidni hormony), nebo ze
stteva. Je to exokrinni zlaza, kterd produkuje zluc¢ (0,7 1/d) a nasledné¢ je odvadéna do
zluéniku. Hlavni soucasti zluc¢i jsou zlucové kyseliny, které jsou syntetizovany v jatrech
z cholesterolu nebo se vraceji zpét do jater portdlnim ob€hem. Dalsi slozkou Zluce jsou

zlu¢ova barviva (bilirubin; Mourek, 2012; Silbernagl a Despopoulos, 2014).

4.1.2 Mikrobiota

Fyziologicka mikrobiota traviciho Gstroji je komplexni ekosystém sloZen z bakterii jak
aerobnich, tak anaerobnich, viri, hub a dalSich mikroorganismii. Metody sekvencni analyzy
ribozomalni DNA a RNA ukazuji, Ze pocet mikrobidlnich kmeni obsaZenych ve stfevni
mikrobioté muze dosahovat celkového poctu az 40 000 (Mai and Draganov, 2009).

Z klinického hlediska je normalni fyziologicka mikrobiota definovatelna jako soubor
mikroorganismi, které mohou byt pfitomny v travicim traktu zdravého clovéka. Také je
vhodné rozlisit patogenni mikrobiotu. Jedna se mikroorganismy, které v tomto prostiedi
nesmi byt za fyziologickych okolnosti pfitomny. Normalni fyziologickda mikrobiota je za
fyziologickych okolnosti v urcité kvantitativni rovnovdze. MulZze dojit k poruSeni této

rovnovahy v disledku selhani kontrolnich mechanismii. Pfi¢inou miize byt tzv. dysmikrobie,



kdy kvalitativni struktura mikrobidlniho ekosystému je zachovana, ale kvantitativni poméry
se zasadné méni. Dochazi k nartistu mikroorganismd, které jsou v travicim traktu dlouhodobé
zastoupeny Vv mensin€ (napf. kandidy, pseudomonady, klostridia, stafylokoky aj.) Prertstani
této menSinové slozky mikrobidlniho systému mutze vést k tzv. oportunni infekci. Takovy

mikroorganismus se pak mize stat zdrojem superinfekce (Zbotil, 2005).

4.1.2.1 Osidleni sttevni mikrobioty Vv travicim Gstroji

Kvantitativni rozloZeni bakterialni mikrobioty traviciho traktu je charakterizovano aboralnim

rustem mikroorganismu:

e zaludek a duodenum 10*-10*/ml mikroorganismi;
e jejunum a ileum 10*-10%/ml mikroorganismi;

e kolon 10%°-10"3/ml mikroorganismt (Zbofil, 2005).
Kvalitativni zastoupeni v jednotlivych oddilech:

e 7zaludek a duodenum - laktobacily, streptokoky, kvasinky;

e jejunum a ileum - laktobacily, koliformni bakterie, streptokoky, bakteroidy,
bifidobakterie, fusobakterie;

e kolon - bakteroidy, bifidobakterie, streptokoky, eubakterie, fusobakterie, koliformni
bakterie, klostridia, veillonely, laktobacily, proteus, stafylokoky, pseudomonady,
kvasinky (Zbotil, 2005).

Slozeni mikrobioty stfevniho traktu je rozdilné podle lokalizace (tabulka 1).
Mikrobidlni fléra ordlni Casti tenkého stieva, jejichz soucasti je jejunum (lacnik) a ileum
(kycelnik) ma podobné sloZeni jako zaludek a je také do jisté miry ovliviiovana patologickymi
stavy zaludku. (Mourek, 2012; Mourek a kol., 2013; Nord and Kager, 1984). Kolon je hlavni
Cast tlustého stfeva. Mikrobiota tlustého stifeva je velmi rozdilnd v riznych geografickych
oblastech a evidentné ovliviiovana stravovacimi zvyklostmi. (Nord and Kager, 1984;

Verhoef-Verhage and Schaafsma, 1996).



Tabulka 1 SloZeni mikrobioty lidského GIT (Nord and Kager, 1984)

Mikroorganismy Pocty mikroorganismi (CFU/g)
Zaludek jejunum ileum kolon
Celkové mnozstvi bakterii 0-10° 0-10° 10%-10° 10'°-10"

Aeroby nebo fakultativni anaeroby

Celed Enterobacteriacae 0-10° 0-10° 10%-10° 10%-10"°
Streptokoky aerobni 0-10° 0-10° 10%-10° 10°-10%
Stafylokoky 0-10° 0-10° 10%-10° 10*-10°
Laktobacily 0-10° 0-10* 10%-10° 10°-10"°
Kvasinky 0-10° 0-10° 10%-10° 10*-10°
Anaeroby
Bakteroidy vzicné 0-10° 103-10° 10'°-10%
Bifidobakterie vzécné 0-10* 10°-10° 10%-10"
Streptokoky anaerobni vzacné 0-10° 10%-10° 10'0-10"
Klostridie vzécné vzécné 10%-10* 10°-10"
Eubakterie vzacné vzacné vzacné 10°-10*

V nasledujicim ptehledu (tabulka 2) jsou vidét poméry a postupna proména mikrobialniho
ckosystému od pievahy aerobt oraln¢ k pievaze anacrobu v aboralnich oddilech (Nord and

Kager, 1984).

Tabulka 2 Pomér anaerobt k aerobim v travicim traktu
(Nord and Kager, 1984)

Oddil GIT Anaeroby: aeroby
Tenké stievo 1:1
Orélni kolon 100:1
Aboralni kolon 1000:1

Povrch lumina traviciho traktu je osidlen 102

mikrobidlnich zarodki, které patii
k fyziologické homeostaze tohoto prostiedi. Metabolicka kapacita bakterialni masy, dokonce
pfevySuje jaterni parenchym clovéka. Je velmi t€zké stanovit tzv. normalni fyziologickou

mikrobiotu traviciho traktu. M4 velmi Sirokou kvantitativni, ale i kvalitativni variabilitu. Lisi



se v jednotlivych geografickych oblastech, je ovlivnéna stravovacimi navyky, vyviji se béhem
lidského zivota (Zbotil, 2005).
Strevni mikrobiota musi byt schopna zajistit mnoho funkei:

e udrzovat mikrobidlni bariéru proti patogeniim a potencidlnim patogentim;

e ovlivilovat motilitu a prokrveni stfevni stény;

e stimulovat imunitni stfevni systém a tim i tzv. spolecny slizni¢ni imunitni systém;

e redukovat bakterialni translokaci;

e produkovat vitaminy (Van der Waaij et al., 1972).

Mikrobialni bariéra prospésnych komenzalnich bakterii ve stieve, zabrafuje prerastani
patogeni a potencidlnich patogenti, byva oznadovana jako koloniza¢ni rezistence
gastrointestinalniho traktu vic¢i patogenum (salmonely, shigely, yersinie, kampylobakterie,
vibria, atd.) a potencialnim patogentum (klostridia, kandidy, atd.) (Van der Waaij et al., 1972).

4.1.2.2 Faktory ovliviwyjici sloZeni stfevni mikrobioty

Slozeni stievni mikrobioty je regulovano jiz slinami (lysozymy), nasledné zalude¢ni
kyselinou (pH), poté Zzlu¢i (laktoferin, nekonjugované zlucové kyseliny), pankreatickou
stavou (lipaza) a také stfevni motilitou. Jednu z dilezitych roli také hraje regenerace bunck
stievni sliznice. Stfevni mikrobiota ma vlastni regulacni schopnosti (tzv. kolonizaéni
rezistence). To znamena, Ze brani priniku nezadoucich mikroorganismii a latek, zaroven
inhibuje patogenni mikrobiotu baktericidnim pasobenim mastnych Kkyselin s kratkym
fetézcem a produkci peroxidu vodiku a sirovodiku. Kromé téchto neimunologickych
obrannych mechanismu existuje i buné¢ny (GALT - the gut associated lymphoid tissue, T a B
lymfocyty) a humoralni (sekre¢ni imunoglobulin A) imunitni obranny mechanismus. Také
starnuti hraje roli ve stfevnim osidleni, jelikoz vékem dochazi k poklesu sekrece slin, k méné
Castému polykani a je snizena obnova slizni¢nich bunék. Tak dochazi snadné&ji ke kolonizaci
gram-negativnimi bakteriemi, jako jsou enterobakterie a pseudomonady. S vékem také klesa
pocet stievnich bifidobakterii a predominantnimi se tak stavaji koliformni bakterie, klostridie
a kandidy. Tyto zmény vSak mohou byt sekundarni pii zhorSené motilité a pii Castéjsi
atrofické gastritidé¢ ve stafi, stejné¢ tak jako snizend imunologickéd tolerance a zpomalend
bunééna regenerace (Verhoef-Verhage and Schaafsma, 1996).

Zevni faktory, které ovliviiuji sloZeni sttevni flory, zahrnuji vyzivu, 1é€bu, zevni

prostiedi a stres. Dale jsou to zmény ve stravovani a léky, jako napf. laxativa nebo antibiotika,
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které ptimo ovliviiuji stievni mikrobiotu. Antibiotika mohou zpusobit pseudomembrandzni

kolitidu nebo kolitidu vyvolanou toxinem Clostridium difficile (Van der Waaij et al., 1972).

4.1.2.3 Vyvoj fyziologické mikrobioty v prib&hu zivota

Dlouho bylo mysleno, ze novorozenec vystupuje ze sterilnitho prostiedi. AvsSak

v soucasné dobé bylo toto tvrzeni zménéno. Bylo zjisténo, ze plod je osidlovan

.....

(Neu, 2016).

Kratce po narozeni ditéte dochazi ke kolonizaci stfeva fadou bakterii, které patii do
tfid fakultativnich anaerobnich bakterii a striktné anaerobnich bakterii. Novorozenec nejprve
piijde do styku s bakteriemi z porodniho kanalu a jeho okoli. Jejich rozvoj probiha postupné.

Proces osidlovani stieva je ovlivitiovan predevSim témito faktory:

a) vlivy zevniho prostiedi - mikrobialni fléra zenského pohlavniho ustroji, hygienické
podminky, zpiisob porodu tzn. vagindlni porod nebo cisatsky fez;
b) typ krmeni - kojeni mateiskym mlékem nebo krmeni umélou vyzivou;

c) genetickymi faktory (Mai and Draganov, 2009; Mountzouris, et al., 2002; Neu, 2016).

Osidlovani mikroorganismy probiha v prvnich dnech po narozeni zejména oralni
cestou. Pres dutinu ustni je osidlovan zaludek, po té stievni ¢ast traviciho traktu. Hlavnim
zdrojem kontaktu je matka tzn. jeji kozni, ustni a nosni mikrobiota. Prvnimi zjistitelnymi
mikroorganismy jsou: E. coli, enterokoky, lactobacily a stafylokokové kmeny. V kojeneckém
obdobi se rozsah mikrobioty rozviji velice rychle a to hlavné kontaminaci z matefského mléka
nebo jeho nahrazek. Nasleduje faze tracnikova s prudkym narGstem anaerobd s 90 %
predominanci bifidobakterii a faze la¢nikova s rlistem gram-negativnich anaerobii, znovu
stoupaji pocty koliformnich bakterii, enterokokti a klostridii, zatimco bifidobakterie stagnuji.
Vyznamné rozdily lze pozorovat mezi kojenci a pifijemci ndhraZzek matetského mléka. U
nekojenych déti se v relativné kratkém case prvnich mésici po narozeni vytvaii komplex
takika Uplného spektra mikrobioty, kdy dominantni jsou bakterie ¢eledi Enterobacteriacae,
Z anaerobu jsou to bakteroidy. Naopak u kojenych dominuji ve stolici uniformné anaeroby
s 90 % ptevahou bifidobakterii (Zbofil, 2005).

Nekolik studii zkoumalo bakteridlni floru kojenych déti a déti na umélé vyziveé. Tyto
studie ukazaly, Ze Vv tlustém stfeveé u kojenych déti obecné dominuji bifidobakterie a bakterie
mlééného kvaseni. AvSak u déti, které jsou na umélé vyzivé je mikrobiota mnohem

rozmanitéj$i, mén¢ stabilni a Casto obsahuje vice rody Bacteroides, Clostridium a celed
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Enterobacteriaceae. Mateiské mléko obsahuje velké mnozstvi komplexnich oligosacharida
(10-12 g/1), které slouzi jako ptirodni prebiotikum a podporuje rist bifidobakterii (Knol et al.,
2005). Bioaktivni a imunomodula¢ni vlastnosti matefského mléka nelze replikovat z divodu
slozitych rozdilti kvantitativnich a kvalitativnich komponent. To mize byt jednim z divodi,
pro¢ epidemiologicky vyzkum prokézal, ze kojené déti jsou 1épe chranény proti infekcim
stfeva, respira¢nim chorobam a onemocnénim mocového ustroji (Mountzouris et al., 2002).

Kojeni pozitivné plsobi na strukturu a funkci stfevni mikrobioty, coz ziejmé souvisi
S obsahem dalSich substanci v matefském mléce, jako jsou laktoferin, imunoglobuliny a dalsi.
Prvni mésice a roky détstvi jsou 1 nadale ovlivnény tim, jak dlouho trvalo obdobi kojeni. Bylo
prokazano, ze u ¢asné odstavenych déti v pozdéjsich letech je daleko ¢astéjsi vyskyt prijmd.
Mezi 3-5. rokem zivota ma mikrobiota déti strukturu téméf totoznou s dospélym organismem.
Odlisnosti mikrobioty v dospélosti jsou predev§im zavislé etnicky, geograficky a podle
stravovacich navykl (Zboftil, 2005).

Ve staifi se méni kvantitativni poméry v mikrobité S charakteristickym poklesem
bifidobakterii a riistem gram-pozitivnich anaerobi, sulfobakterii, bakteroidii a metanogenil.
Struktura fyziologické mikrobioty se béhem lidského zivota méni. Postupné dochazi
k modulaci definitivniho mikrobialniho osidleni traviciho traktu stejné jako k dalSim
vékovym zménam (Zbotil, 2005).

Strevni bakterie tvofi bariéru proti bakteriim, zpisobujici onemocnéni, zabranuji jejich
osidleni na sliznici stfeva a jejich pomnozovani. Déle podporuji latkovou vyménu ve stievni
stén¢ a podporuji pohyb stiev, stimuluji imunitni systém stfevni stény a produkuji nékteré

vitaminy skupiny B (Morrow, 2009).

4.2 Infekce traviciho traktu
4.2.1 AKutni

Akutni infekce jsou fyziologického razu a vyvolavaji tUcelovy zanét. Tyto zanéty
predstavuji akutni reakci na antigenni a mitogenni podnéty:

e zanéty infekeni,

e zanétlivé reakce na antigenni slozky potravy,

e zangty postradiacni,

e zanéty chemicke (Dité, 2001).

Infekéni zanéty mohou byt zplsobeny patogeny, oportunnimi mikroorganismy

a dysmikrobii neboli porusenim homeostdzy mikrobidlniho systému traviciho traktu.
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Oportunni infekce je infekce za fyziologickych podminek kontrolovana skupinou bakterii
v ramci mikroekosystému traviciho traktu (Mountzouris et al., 2002).

Tyto infekce postihuji rizné Casti traviciho traktu — jicen, zaludek i tenké a tlusté
stievo. Vyvolavateli akutnich infekei zazivaciho traktu jsou vétSinou patogeny, které ptisobi
primarné v gastrointestinalnim traktu. Tyto infekce mnohdy za¢inaji prijmem (Alleberger and

Wagner, 2010).

4.2.1.1 Gastroenteritida

Gastroenteritida je obvykle charakterizovana bolesti bficha, naslednym prijmem bez
piimési a zvracenim. Afebrilni pribéh gastroenteritidy je typicky pro alimentarni intoxikace
vyvolané bakterialnim toxinem, jako je napt. Clostridium perfringens typu A. S
nejzavaznéj$imi prubehy stfevnich infekei se setkdvame u invazivnich patogend, které piisobi
invazi do stény tlustého stfeva, na sliznici se mohou objevit viedy, mozny je vznik toxického
megakolon s naslednou perforaci stieva a zanétem pobiiSnice neboli peritonitidou. Tyto
patogeny jsou schopné vyvolavat i extraintestinalni (mimosttevni) infekce, a to hlavné
u imunokompromitovanych pacienti (Garg et al., 2003).

C. difficile ptisobi svymi dvéma toxiny enterotoxinem a cytotoxinem. Klinicky obraz
se muze pohybovat od asymptomatického nosi¢stvi pifes netypické prijmové onemocnéni
a klasickou hemoragickou kolitidu s krvi a cary sliznice ve stolici az po toxické megakolon
s perforaci stfeva, peritonitidou a mnohdy fatdlnim zakoncenim. Pfenos klostridii je snadny,
infek¢éni davka je nizka, ¢asté jsou nozokomialni infekce (Leclair et al., 2010).

Normalizace bakterialni sttevni mikrobioty mize pfiznivé ovlivnit infek¢éni prijmovita
onemocnéni a to piedevsim u déti. Byla publikovana tada studii 1 nékolik metaanalyz, diky
kterym bylo prokazano, ze lé¢ba probiotiky snizi dobu trvani prijmu o 1-2 dny. V téchto
studiich byly podavany jako probiotika pfedevSim lactobacily, ale také bifidobakterie,
sacharomycety, streptokoky, eventualné enterokoky. Také se zda, ze toto osidleni ihned po
narozeni snizi frekvenci nozokomialnich infekci i alergii v dlouhodobé perspektive az 20 let.
Jednoznaény klinicky vyznam ani ekonomicky dopad této lécby vSak neni doposud zcela
jasny a je vyzadovano vice studii, predevSim, které kmeny a v jakém davkovani budou
optimalni v 1écbé priymi u déti, eventudlné u dospélych jako prevence nozokomidlnich
infekci (Allen et al., 2003).

Ackoli infekce vyvolané C. difficile zatim nejsou v CR povinné hlaseny, jejich podet
vyrazné stoupa a v roce 2010 jich hlasici systém Epidat, ktery slouzi k evidenci a analyze

infekénich onemocnéni v Ceské republice evidoval jiz 761. Touto infekci jsou vyrazngji
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postizeni star$i pacienti. Klostridiova kolitida mize vzniknout i po 1é¢b¢ bandlni infekce a je
tteba na ni myslet vzdy pfi prijmovém onemocnéni s anamnestickymi udaji o antibiotické
1é¢b¢é béhem posledniho mésice pred jeho vznikem (inkubacni doba 3-30dnt; Patel et al.,
2011).

4.2.2 Chronicka

Chronické zanéty jsou zanétlivé reakce, které mohou probéhnout bud’ jako ucelovy
zanét nebo patologicky. V druhém ptipadé se jedna o poskozujici zanét, coz odpovida dvoji
zanétlivé odpovédi ve sliznici a sténé stievni. Do této skupiny nemoci patti rozsahla skupina
nemoci. Pfikladem muze byt divertikulitida, kterd zac¢ind jako akutni zanétlivd odezva
fyziologického typu, posléze vSak opakovanymi dysmikrobiemi a vznikem anatomickych

zmén stény postizeného useku travici trubice prechéazi v chronicky zanét. Dal§i onemocnéni:

ischemickeé kolitidy a enteritidy,
e enteritidy a kolitidy pfi autoimunnich chorobéch,
e hluboka cysticka kolitida (colitis cystica profunda),

e diverzni kolitida aj. (Mountzouris et al., 2002).

Infekce vyvolané C. difficile (CDI) jsou hlavni pfi¢inou postantibiotickych prajmu,
které jsou spojeny se zna¢nou morbiditou a mortalitou. Zanétlivé stievni onemocnéni (IBD),
které zahrnuji Crohnovu chorobu (CD) a ulcer6zni kolitidu (UC). Jedna se o chronické
recidivujici zanétlivé stavy, které ve vétSin¢ piipadid vyzaduji dlouhodobé Iécebné terapie,
periodické hospitalizace, a dokonce i chirurgicky zékrok. Bylo prokazano, Ze chronické
uzivani antibiotik, kortikosteroidi, imunomodulatorG zvysuje riziko zanétlivych stievnich
onemocnéni, které zpusobuji C. difficile. Riziko IBD zptsobené CDI pfetrvava i po uplném
chirurgickém odstranéni tlustého stieva s vyuasténim tenkého stfeva do konecniku
(kolektomie). CDI byla hlasena i u pacientt, ktefi trpi UC a byla u nich provedena
proktokolektomie s konstrukci ileo-pouch-analni anastomozy (IPAA), coz je chirurgicky
zakrok, pii kterém je pacientovi odstranéno tlusté stievo a konecnik, konec tenkého stieva se
nasledné pfeméni v rezervodar a ptipoji k fitnimu kandlu. Tyto zdkroky jsou provadény proto,
aby zlepsily kvalitu Zivota pacientt. Piblizné 5 % - 19 % pacientt piijatych z dtvodi relaps
IBD byli pozitivné testovani na toxin produkovany C. difficile. Byly provedeny studie s cilem
urcit rizikové faktory CDI u pacientdl s IBD. U pacienti s UC je vyssi riziko pro CDI nez
U pacientl trpici CD. Zaroven u pacientti s UC, kteti trpi CDI, je vyssi riziko kolektomie
ataké je u nich vys8i mortalita. Dalsi studie ukdzaly vyznamny inverzni vztah mezi
ptitomnosti toxini produkovanych C. difficile a potiebou kolektomie béhem hospitalizace.
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S ohledem na rostouci tmrtnost u pacientl s UC trpicich CDI bylo zajimavé, ze CDI nebyla
ptimym pfispivajicim faktorem pro potiebu kolektomie. Pozitivni diagnéza na pfitomnost
C. difficile byla definovana pomoci pozitivni enzymové imunoanalyzy (EIA), coz je test na
pritomnost A nebo B toxinll ve stolici, kterd byla povazovana za infikovanou, protoze
vykazovala znaky kolitidy (tj. prijem, zvysena frekvence stolice, krvaceni z koneéniku, kiece;
Kariv et al., 2011).

Byla provedena studie u celkem 78 lidi. U 39 pacientti trpicich ulcer6zni kolitidou
a Crohnovou chorobou a u 39 lidi jako kontrolni skupiny bez piedchozi historie tykajici se
CDI zptsobujici UC. Primérny vék byl 39 let. Zakladni demografické a klinické udaje jsou
shrnuty v tabulce 3. Studie ukazaly, ze CDI byla zjisténa u 47,2 % piipada u 50 % pacientt
doslo k selhani pii prvni antibiotické 1é¢beé, a 21,2 % mélo opakované¢ CDI (Kariv et al.,
2011).

Tabulka 3 C. difficile infekce (CDI) zpusobujici ulcerdzni kolitidu; upraveno podle (Kariv

etal., 2011)

Faktory Pocet Statistika
Akvizice ambulantni C. difficile infekce 20 47,2 %
Selhani prvni antibiotické 1écby 13 50,0 %
Pocet dnu Iécby C. difficile infekce 16 14,0 %
Predchozi historie C. difficile infekce 7 21,2 %
Tézky priujem 11 28,2 %
Ptetrvéavajici krvaceni z kone¢niku 23 59,0 %
Bolest bticha / kiece 19 48,7 %

4.3 Rod Clostridium

Jednotlivé druhy rodu Clostridium jsou klasifikovany na zakladé tvaru vegetativnich
bunék, struktury bunécné stény, tvorby endospor, biochemickych vlastnosti, 16S rRNA
sekvenéni homologie, obsahu G+C v DNA (mol %), PCR amplifikace specifickych useku
16S a 23S rRNA gen a sekvence genomu. Pozornost je vénovana zejména druhim
C. difficile, C. perfringens, C. tetani a C. botulinum (typ A a B neproteolyticky; Bhunia,
2008).

Klostridie fermentuji Sirokou S$kalu organickych sloucenin. Béhem fermentace
produkuji kyselinu maselnou a octovou, butanol, aceton, oxid uhli¢ity a vodik. Tento rod

taktéz produkuje tfadu extracelularnich enzymi, které degraduji organické makromolekuly
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(napt. proteiny, lipidy, kolagen, celulozu aj.) a z toho davodu hraji dulezitou roli
Vv biodegradacnich procesech. Nékteré druhy klostridii jsou nezadouci pro potravinaistvi a to
predev§im v syrafstvi. Pfi zrani syri se mize projevit pozdni dufeni, které je zplisobeno
vyvojem a rustem klostrididlnich spor a pozdéji predevsim aktivitou vegetativnich bunék
bakterii rodu Clostridium (Rittich a kol., 2011).

Vétsina klostridii je povazovana za neSkodné saprofyty. Avsak nékteré z nich jsou
patogenni pro Clovéka, které jsou zapojeny v celé fadé lidskych infekci nebo onemocnéni.

Témito patogeny jsou piedevsim druhy C. perfringens a C. difficile (Rittich a kol., 2011).

4.3.1 Clostridium difficile

C. difficile je gram-pozitivni, obligatné anaerobni bakterie, ktera vytvaii spory a jsou
patogenni. Tento druh nema proteazy, fosfolipazy C, nebo lipazy, ale je jednou z mala druht
bakterii, ktera je schopna zkvaSovat tyrosin na p-kresol, coz je fenolova slou¢enina a tim
inhibuje rist jinych anaerobnich bakterii (Dawson et al., 2008; Hafiz and Oakley, 1976;
Theriot and Young, 2015). Jedna se o burky, které jsou pohyblivé, 0,5-1,9 um Siroké
3,0-1,9 um dlouhé, rozsah rustu je 25-45 °C avSak optimum je 30-37 °C, pH 5,0-5,5.
Produkuje  kyselinu  octovou, isomaselnou, maselnou, isovalerovou, valerovou,
isopropanovou, mravenc¢i a mlé¢nou (Hafiz and Oakley, 1976). Vytvaieji charakteristicky
zapach, ktery je popsan jako pach kravského hnoje (Engelkirk and Duben Engelkirk, 2008).
Je schopna produkovat dva hlavni toxiny, toxin A a toxin B, které patti do velké rodiny
klostridiovych cytotoxini, a také toxin CDT. Toxiny A aB sdili fadu podobnych
strukturalnich vlastnosti a jsou z témét 50 % identické, co se ty¢e aminokyselinového slozeni.
Enzymologicky se jedna o UDP-glukéza-hydrolazy a glukosyltransferazy (Pothoulakis, 1996;
Theriot and Young, 2015; Usacheva et al., 2016).

Obrazek 2 Clostridium difficile
7 - oL ; v ";" e

»

[http://lwww.npr.org/tags/148073337/clostridium-difficile]
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Kmeny, které produkuji alesponi jeden z téchto toxintl, zpisobuji onemocnéni. Toxin
A je povazovan za enterotoxin, protoze zpusobuje hromadéni tekutiny ve sttevé. Toxin B
tohle nahromadéni tekutiny nezpisobuje, ale je pro bunky extrémné cytopaticky (Rolfe and
Finegonl, 1998).

Nachazi se v zivotnim prostfedi a ma schopnost pietrvavat na nezivém povrchu
n€kolik mésici (Kramer et al., 2006). Toxin B ma silngjsi cytotoxickou aktivitu. Zatimco
nékteré studie obnovily dilezitost synergetického efektu mezi toxinem A a B, nedavné studie
ukazaly, ze toxin B byl hlavnim faktorem virulence C. difficile a nevyzadoval pfitomnost
toxinu A (Usacheva et al., 2016).

Klostridiové infekce (CDI) jsou vysledkem infekce stfeva bakterii C. difficile.
Komplikace CDI patfi mezi zavazné infekce zahrnujici, hypotenzi, Sok, sepsi, stfevni
nepruchodnost (ileus), rozsiteni tlustého stfeva (megakolon) a perforaci, nebo az smrt. Mezi
rizikové faktory pro CDI patii v€kova skupina > 65 let, zména normalni stievni mikrobioty,
osidleni tlustého stfeva po antibiotické 1€Cbé coz sniZzuje uroven ochrany a proto se stava
hlavnim rizikovym faktorem. Nicméné, pouze 25 % ze vSech pfipadl, které jsou spojeny
s CDI, trpi postantibiotickymi prajmy (Songer and Anderson, 2006; Usacheva et al., 2016).
Typicky, nadstup onemocnéni se vyskytuje 4-9 dni po zacatku antibiotické¢ 1écby. Mezi
antibiotika, které maji nejvyssi riziko CDI, patii klindamycin, cefalosporiny, peniciliny, a
dalsi. Jejich casté pouzivani muize zpusobit zménu domorodé stievni mikrobialni flory a
moznost kolonizace C. difficile coz zptsobuje nasledné onemocnéni. Nicméné, bylo
potvrzeno, Ze ke kli¢eni spor C. difficile dochazi v tenkém stievé. Slepé stievo bylo stanoveno
jako misto pro optimalni rust a produkci toxina C. difficile po antibiotické 1é¢bé (Usacheva et
al., 2016).

4.3.1.1 Pseudomembrandzni enterokolitida

C. difficile je pavodcem vzniku zavazného az smrtelného onemocnéni
pseudomembranozni enterokolitidy (obrazek 3; Rees et al., 1995).

Pfed timto onemocnénim je dilezité védét cestovni anamnézu zejména do tropl
a subtropti v¢etné udaji o zpisobu ubytovani a stravovani a také idaj o pouzivani antibiotik
V poslednim mésici pfed onemocnénim. NejrizikovéjSimi antibiotiky jsou clindamycin,
cefalosporiny, aminopeniciliny a fluorochinolony (Rees et al., 1995).

Zékladem diagnostiky bakterialnich prijmovych onemocnéni je kultivace ze stolice na
béznych pudach. Pii podezieni na pseudomembrandzni kolitidu vyvolanou C. difficile je

provadén vytér zkone¢niku. Nutny je odbér vzorku stolice velikosti liskového ofisku.
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Kultivaci je n¢kdy tfeba odebrat opakované, protoze piivodce nemusi byt zachycen v kazdé
stolici. Vysetfeni klostridiového toxinu je zcela bézné, rutinni a pro diagnostiku pomérné
Casté klostridiové kolitidy zasadni (Dupont et al., 2009).

Antibioticka 1é¢ba zavisi na veéku, kdy u dospélych pacientd je Castéj$i nez u déti
vzhledem k jejich polymorbidité a ¢astéjSimu imunodeficitu. AvSak nutna je jen malokdy cca
u 10 % pacientt. Tato 1écba ma vyznam pouze u bakteridlnich prijmd, a to zejména
u invazivnich patogenii. Je indikovand u pseudomembran6zni enkterokolitidy vyvolané
C. difficile. Terapii je tfeba zvazit i u imunodeficientnich pacientd. Délka je obvykle kratka
postacuje 3-5 dni, ale mize byt i delsi v zavislosti na upravé klinické¢ho stavu a zanétlivych
parametru (Morrow, 2009).

Obriazek 3 Kontinualni postizeni sliznice u tézké

formy pseudomembran6dzni kolitidy

| 4 y ’ é

[http://medicinapropraxi.cz/pdfs/med/2012/10/06.pdf]

4.3.2 Clostridium perfringens
C. perfringens je synonymem s bakterii Clostridium welchii. Avsak pfednost byla

dana oznaceni C. perfringens, protoze toto druhové jméno bylo pouzito diive (Simjee, 2007).
Jedna se o sporulujici, gram-pozitivni, anaerobni, ty¢inkovitou bakterii, ktera tvoti velké,
pravidelné, kulaté, mirn€ neprtthledné a lesklé kolonie na povrchu agarovych ploten. Kolonie
obvykle vykazuji dvojitou zonu hemolyzy na krevnim agaru s jasnou vnitini beta-toxinovou

zonou a vn€js$i mlhavou zoénou zpisobenou tvorbou alfa-toxinu. Tyto bakterie jsou schopny
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rustu mezi 15 a 50 °C, optimaln¢ 45 °C. Doba generace (Gt), je obvykle pro vétSinu kment
pii teplotach mezi 33 a 49 °C méné nez 20 minut (Lund and Hunter, 2008).
Obrazek 4 Clostridium perfringens

[https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Gas_gangrene]

C. perfringens se déli na 5 riznych typu, které mohou produkovat vice nez 13 ruznych
toxint. Jejich ¢innost je uvedena v tabulce 4 (Lund and Hunter, 2008). Nicménég, termin
"toxin" se bézné pouziva k popisu antigenti, které se podileji na vzniku 1ézi nebo ptispivaji
Kk patogenezi u zvifat nebo ¢lovéka (Mcdonel, 1980).

Tabulka 4 Toxiny produkované péti riznymi druhy C. perfringens (Mcdonel, 1980; Petit

et al., 1999)
Toxin A B C D E
Alfa + + + +
Beta - + + - -
Epsilon - +) - (+) -
lota - - - - (+)
Delta - + + - -
Theta o + + + +
Kappa + + + + +
Lambda - + g i +
Mu + + + + -
Nu + + + + +
Eta +o - - - -
Gamma - +o +o0 - -
Enterotoxin + o + + o
Neuraminidase 2= + + - +



Vysvétlivky k tabulce 4
+ = Produkované, n€kterymi uvedenymi kmeny. Mnozstvi toxinu produkované rtiznymi
kmeny se muze lisit.
- = Neni zndmo, muze byt produkovan jakymkoliv uvedenym kmenem.
(+) = Prototoxin, aktivace vyZaduje enzymy.
o = Existence je nejista.

+0 = Nebyly prostudovany.

Aktivita rznych toxind a jejich genetické uloZeni je uvedeno v tabulce 5. Alespon
u osmi z uvedenych toxini se predpoklada, ze mohou byt smrtelné. Role toxini eta, gama,
kappa, lambda, mu i nu je v patogenezi nejista. Avsak neni potvrzena existence eta a gama
toxinu. Ctyﬁ z téchto smrticich toxint, alfa, beta, epsilon, a iota, jsou povaZovany za "hlavni"
toxiny a jsou produkovany piedev§im témito péti toxikogennimi typy A, B, C, D a E
(Mcdonel, 1980).

Tabulka 5 Aktivita a genetické ulozeni toxint produkovanych C. perfringens (Mcdonel,

1980)

Toxin Aktivita UloZeni
Alfa smrtici; nekrotizujici; hemolyticky chromozon
Beta smrtici; nekrotizujici plazmidy

Epsilon smrtici; nekrotizujici plazmidy
lota smrtici; nekrotizujici plazmidy
Delta smrtici; hemolyticky neuvedeno

Theta smrtici; hemolyticky chromozom

Kappa smrtici; nekrotizujici; enzym zelatindza chromozom

Lambda rozklad azocollu a kozniho prasku, enzym Zelatinaza plazmidy
Mu uvoliuje glukosamin z kyseliny hyaluronové chromozom
NU leukocytoza u onemocr_léni pl_ynaté snéti a poporodni neuvedeno
infekci
Eta pochybnd existence; mize byt smrtelny neuvedeno
Gamma pochybna existence; miZe byt smrtelny neuvedeno
Enterotoxin cytotoxické, zpiisobuje poskozeni v nadbytku; smrtici e moz oI
plazmidy
Neuraminidase inhibuje funkci receptoru bunék chromozom
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Zatimco kmeny vsech péti typi C. perfringens vyrabi alfa toxin, avsak obvykle
V nejveétsim mnozstvi jej produkuje kmen A. Podle studie Mcdonel (1980) je alfa toxin
produkovany kmenem typu A je izolovany u jedinci trpicich onemocnénim plynaté snéti
a brisnich ran. Vytézky toxinu byly nerozeznatelné od téch, které byly izolovany ze vzorki
stolice od zdravych osob (Mcdonel, 1980).

Kmeny typu A jsou také spojeny s otravami jidlem u lidi. C. perfringens syntetizuje
enterotoxin (CPE), ktery je odpovédny za gastrointestinalni potize. Na rozdil od jinych
toxinti, CPE je vyrdbén pouze béhem sporulace. Nedavno byl identifikovan novy toxin (32)
z kmene izolovaného ze selete, které zemiclo na nekrotickou enteritidu. Tento kmen byl
pivodné klasifikovan jako typ C, ale B2-toxin je také produkovan i jinymi kmeny, jak bylo
stanoveno Vv testech provadénych na mysSich. B2-toxin je nekrotizujici a ma 15 % sekvencéni
identitu a nizkou troven imunologické zktizené reakce se znamym B-toxinem (nazyvany f1)
Petit et al., 1999).

C. perfringens jé pivodcem dvou odliSnych alimentarnich nemoci. Pfedstavuje typ A,
ktery je mirny a patii k castéji se vyskytujicimu druhu. Vzacnym typem je C, ktery je velmi
zavazny a je puvodcem lidské nekrotické enteritidy (Stransky a Rysava, 2014). B-toxin je
produkovan kmeny C. perfringens typu B a C avSak primarnim nositelem letalniho faktoru je
typ C. Tento typ bakterie je také pti¢inou mnoha chorob u zvifat, jako jsou enterotoxemia
a nekrotické enteritidy u ptaka (tabulka 6). Pievazné postihuje vétSinu novorozenych druhi
hospodarskych zvifat. Selata jsou obzvlast¢ nachylna k infekcim typu C. Tyto bakterie

obvykle produkuji jeden nebo vice toxinti (Songer, 1996; Nagahama et al., 2015).

Tabulka 6 Onemocnéni zptisobené ruznymi druhy C. perfringens (Mcdonel, 1980)

Druh Onemocnéni
A plynata snét u €lovéka a zvirat; otrava jidlem; nemoc z travy u koni (EGS);
nekrotizujici kolitida a enterotoxemia koni
B jehnéci tplavice; enterotoxemia hiibat, ovci, koz
C enterotoxemia ovci, telata, jehnat, selat, nekroticka enteritida u ¢loveka, slepic
D enterotoxemia ovci, jehnat, koz, skotu, pfipadné i u ¢loveéka

patogenita nejasna; nasel se u ovci, skotu; mohou byt odpovédné za kolitidy u
kralika
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C. perfringens je bakterie, tvofici spory pfirozené¢ se vyskytujici v stfevnim traktu
mnoha teplokrevnych zvitat i lidi. C. perfringens je bakterie, kterou je mozno nalézt prakticky
ve vSech prostfedich vcetné pudy, vody, mléka, prachu, odpadt a traviciho traktu lidi a zvirat
(Hatheway, 1990). C. difficile patfi k b&Zznym komenzalim vyskytujicim se pfiblizné u 5 %
zdravé populace, u hospitalizovanych pacientli je vSak nalézan az ve 20 %. Obvykle jde
0 endogenni infekci, ale snadno se prenasi i velmi odolnymi sporami, které nakazeny vylucuje
ve stolici (Polivkova a Machala, 2014).

Pfitomnost spor v pud¢ a vykalech ukazuje, ze C. perfringens je vhodnym ukazatelem
fekalniho znecisténi (Fujioka and Shizumura, 1985), ukazatelem pro inaktivaci a odstranéni
virt a prvoku v pitné vodé (Payment and Franco, 1993). Na zaklad¢ téchto charakteristik, se
C. perfringens pouziva jako indikator povrchovych zdroji vody v Evropé (smérnice Rady
98/83 / EU). Mnohymi prizkumy bylo prokazano, ze C. perfringens se nachazi v syrovych
a zpracovanych potravinach avsak nejvice v syrovych masnych vyrobcich a koteni (Lund and
Hunter, 2008).

4.3.2.1 Nekroticka enteritida

C. perfringens je hlavnim pivodcem nekrotické enteritidy kutat (NE), ktera byla
poprvé popsana v roce 1961. Od té doby bylo toto onemocnéni zjisténo ve vSech zemich
produkujicich dribez. Projevuje se jako akutni nebo chronickd enterotoxemia. Akutni
onemocnéni zpisobuje vyznamnou mortalitu, zatimco chronické vede ke ztraté produktivity.
Jiz vice nez 30 let je enzym fosfolipaza C zvany alfa-toxin povazovan za hlavni faktor
virulence nekrotické enteritidy zptsobené bakterii C. perfringens. Nicméné, s pouzitim
genové mutace bylo v posledni dobé prokazano, ze alfa-toxin, neni nezbytny pro vznik tohoto
onemocnéni. Nyni byl zjistén, klicovy determinant virulence. Novy toxin (NetB) byl
identifikovan pouze u kmene C. perfringens typu A ktery byl izolovan z kufete trpiciho
nekrotickou enteritidou (NE). C. perfringens se $ifi ve velkém mnozstvi v tenkém stievé
a produkuje extracelularni toxiny, které poskozuji stfevni trakt a tak dochazi ke vzniku NE.
Studie spojené s identifikaci nového toxinu ukazuji, Ze je v omezené mife podobny
beta-toxinu, ktery taktéz produkuje C. perfringens. Toxin NetB byl zkouman a bylo zjisténo,
ze je avirulentni v modelu zvitat, av§ak proces byl obracen, kdy byla tato mutace doplnéna
NetB genem divokého typu. Proto vysledky ukazuji, Ze NetB je kritickym faktorem virulence
v patogenezi kufat. Kromé toho je NetB mutant prvni oslabeny kmen, ziskany z izolatu

C. perfringens a ma zna¢ny potencial jako vakcina (Keyburn et al., 2008).
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4.4 Moznosti 1é¢by

Pii 1écbe klostridiové enterokolitidy je zakladnim opatfenim ukonceni ptivodni
antibiotické terapie, jelikoz bylo prokdzano, ze z 15-25 % indukuje nozokomialni prijmova
onemocnéni. Diilezitou soucasti terapie v nemocni¢nim prostfedi je také snaha o zamezeni
dalsiho sifeni infekce izolaci pacienta. V pifipad¢ lehké formy onemocnéni muzeme volit
symptomatickou a podptrnou terapii. AvSak v klinické praxi je obvykle pfistupovano ke
kauzalni terapii, coz je 1éCba zaméfena na pfi¢inu nemoci. Zakladem této 1&Cby je
pouziti metronidazolu a vankomycinu. U¢inky téchto dvou preparétii jsou srovnatelné, jelikoz
u mirné az sttedné¢ zdvazné formy onemocnéni pisobi (90 vs. 98 %) a vyskytu relapsu
(20-30 %), u tezsi formy se jevi uc¢innéjsi vankomycin (76 % vs. 97 %; Zar et al., 2007).

Jednou z nevyhod metronidazolu je nizka absorpce do tlustého stteva. Kromé toho se
u néj projevuji i vedlej$i ucinky jako je nevolnost, bolesti hlavy, kovova chut a periferni
neuropatie. Dale n&kolik studii ukazalo, ze 1éEba metronidazolem ve srovnani
s vankomycinem je spojena s vys§i mirou recidivy a to zejména U tézce nemocnych pacientu.
mira recidivy. Po uspésné 1é¢bé metronidazolem nebo vancomycinem u 20 az 30% pacientt
dojde k opétovnému propuknuti nemoci do 60 dnti. Obvykle Kk prvnim projeviim dochazi jiz
béhem prvnich dvou tydnt. Kromé vysSe zminénych preparatti v 1é€beé klostridiovych infekci
se perspektivné jevi fidaxomicin. Jednd se o makrolidové antibiotikum, které ma uzké
antimikrobialni spektrum K selektivni eradikaci C. difficile. Ze studii bylo prokazano, Ze
hlavnimi vyhodami fidaxomicinu ve srovnani vankomycinem je snizeni recidivy o 45 %, jeho
prodlouzeny postantibioticky uc¢inek proti C. difficile a rychlejsi vliv na celkové vyléceni
pacienta. DalSim rozdilem mezi témito dvéma preparaty je jejich uéinnost. Fidaxomicin je
baktericidni, jelikoz rychle zabiji C. difficile, avSsak vancomycin je pouze bakteriostaticky,
protoZe inhibuje jejich rist. Celkové lze fici, Ze fidaxomicin a vankomycin maji podobnou
ucinnost s ohledem na klinické feSeni akutnich prijmovych onemocnéni avSak mensi
poskozeni sliznice a trvalejsi feSeni téchto klostridiovych infekci je dosazeno diky preparatu
fidaxomicinu (Louie et al., 2011).

Vyznamnym rizikovym faktorem antibiotické 1é¢by je nasledna infekce Clostridium
difficile (CDI). Ve vétsing piipadt dochazi k naruSeni zdravé gastrointestinalni mikrobioty po
uzivani antibiotik, coz zvysuje citlivost CDI. Podptrna probioticka terapie poskytuje ochranu
proti CDI, stabilizuje GI mikrobiotu a chrani hostitele riznymi mechanismy proti C. difficile
(obrazek 5; Spinler et al., 2016; Tojo et al., 2014).
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Obrazek 5 Onemocnéni GI mikrobioty C. difficile a nasledna prevence probiotiky; upraveno
podle (Spinler et al., 2016)

Vivoj onemocnéni zpiusobené Clostridinm difficle

C. difficile
Antibiotilka -
- T:_F Sou A

--'é,*-'-.w "a.,__" _*‘,:_._- r " - . - -
' rl_ Vip Oy fi ']}i e FhiA: T}-‘" i ;k ;ﬂqTr *‘;- If" 5 _-.-::_. ;T.T ’-,";m A 1"_1.__!_'-:“:._ I
0 | FRTY R
i G t:} i v { _
O UIG 9 X J G{{)-'r'-gﬂ&_'

g " - '- . o i)
Fdrava milcrobiota Narpiend milcrobiota, ktera infekes zphsobani Clostridium difficile

2 nachylna  onemocnén

Probioticks terapie
C. difficiles
Antibiotilka -~
e __:-w*: . :"'EE -
AR fafcien
T it x..-.f'r".'l -\ '--: i :‘:I:il!.=!:-'-"-{:5: % ‘ﬁqlf 1"J| b | '
| [ g\ i
| 0]oj0]e)
010 G Lival) o | Q|
b i ™ = PO o e
Zdravd milrobiota . B Naruiend mikrobiota, kterd probiotika poslouji ochran
,‘*‘;‘; . Jj= prostovpena probiotiloy protiinvazi patogenim

e

Probiotickypfipravek

Soucasny standard péce CDI zahrnuje dodatecnou antibiotickou 1é¢bu nemoci, ktera je
jiz zpuisobena predchozim podanim antibiotik. Existuji ur¢ité obavy o rezistenci C.difficile
vaci antibiotikim. JeSté vice znepokojivé je profylaktické pouziti vankomycinu nebo
metronidazolu, aby se zabranilo CDI. Oralni podavani téchto antibiotik je spojeno s poklesem
kolonizace stfevni mikrobioty, které udava vyssi riziko vzniku CDI. Stabilni rast CDI je
doprovazeno zvysenym vyskytem recidivy onemocnéni. Aktualni moznosti 1é¢by pro CDI
jsou omezeny na delSi antibiotické rezimy nebo fekalni transplantace mikrobioty (FMT;
Spinler et al., 2016). Navzdory ruznych zprav, Ze probiotika jsou bezpe¢né a ucinné pro
prevenci CDI, klini¢ti 1ékafi pracuji na zakladé zastaralych smérnic Society for Healthcare
Epidemiology of America (SHEA)/ the Infectious Diseases Society of America (IDSA) z roku
2010 (Cohen at al., 2010), které neposkytuji zrovna nejpiiznivéjsi vysledky v 1&¢bé
recidivujici CDI a mohou tak odradit vyuziti probiotik v prevenci téchto onemocnéni. Nékolik
nedavnych pfezkumi a metaanalyz podporuje probiotika jako alternativni zptsob lécby CDI.
Doporuceni, ktera hodnoti v odborné literatufe uUCinnosti probiotik a zaroven panel
probiotickych odbornikii diisledné uvadi, Ze literatura dokladd pouZiti probiotik v ptipadé
postantibiotickych priajmu (Floch et al., 2015), i kdyz zduraziuji, ze jsou zapotiebi dalsi data
pro ziejmé doporuceni tykajici se konkrétnich davek a kment (Spinler et al., 2016).
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Probiotika maji nejveétsi potencial jako ptidatna 1écba k antibakterialni terapii. Mohou
slouzit jako prostfedek k zabranéni primarni a recidivujici CDI (Spinler et al., 2016). Z toho
vyplyvd, Ze jednou z moznosti 1écby infekEnich gastrointestinalnich poruch mohou byt

i probiotika (Szilagyi, 2002).

4.5 Probiotika
Svétova zdravotnicka organizace (WHO) definuje probiotika jako zivé
mikroorganismy, které, pokud jsou podany v adekvatnim mnozstvi, maji pfiznivy vliv na

zdravi hostitele (FAO/WHO. 2001; Kruis et al., 2004; Wood and Holzapfel, 1995).

Nékterym kmenim z rodu Bifidobacterium jsou piipisovany probiotické vlastnosti jako:
a) induk¢ni tvorby imunoglobulind,
b) zlepSeni nutri¢ni hodnoty potravin asimilaci substratd, pokud neni metabolizovan

v hostiteli,

c) antikarcinogenni aktivita,
d) syntéza kyseliny listové (Martinez et al., 2013).

Jedna se tedy Casto o bakterie mlééného kvaseni a bifidobakterie, které se dostavaji do
stieva potravou (Wood and Holzapfel, 1995). Pouzivaji se piinaruSeni pfirozené stfevni
mikrobioty, tedy jako 1é¢ba a prevence priajmovych onemocnéni, funkéni zacpy, hnilobnych
a kvasnych procesu v tlustém stifevé, infek¢énich, cestovatelskych prajma, syndromu
drazdivého tracniku. VétSina mikroorganismli z potravy je inaktivovdna zaludecni $tavou
nebo enzymy tenkého stieva. AvSak mikroorganismy, které pieziji, se mohou usidlit v tlustém
stieve a podilet se na Stépeni nestravenych zbytki potravy (Morrow, 2009).

Zaroven priznivé ovliviiuji mikrobidlni rovnovahu v travicim traktu a plisobi ve
prospéch hostitele. Oznaceni probioticky je opakem antibioticky, jelikoz antibiotika znici jak
nebezpecné, tak priznivé plsobici mikroorganismy. Probiotika zvySuji imunitni schopnost
organismu. Z toho vyplyva, ze ¢loveék pak Iépe odolava béznym infekcim a zaroven ma lepsi
obranyschopnost proti pisobeni potencialné karcinogennim latkam. Probiotika se pouZzivaji
vV modernim potravindistvi jako funk¢ni piisada, kterd zlepSuje vyzivovou hodnotu vyrobku a
méni jej v nékterych pifipadech zpouhé potraviny na funkéni potravinu. Kultury musi
splilovat ptisnd kritéria. V 1 ml vyrobku musi byt miniméalné¢ 10 miliont bakterii, které musi
prezit kyselé Zalude¢ni prostfedni a plisobeni Zlu¢i. Jednou z funkei probiotik je, Ze kontroluji
rust nezadoucich (patogennich) stievnich mikroorganismil. Dochazi k tomu tak, Ze probiotika

tvoti organické kyseliny, tim dochazi k poklesu pH coz zastavuje jejich rtst (Kunova, 2011).
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Pozadavky pro lé¢ebné vyuziti probiotik jsou velmi pfisné:

zarodky musi byt jasné definovany;
je zarucena jejich Cistota,
jsou vylouCeny faktory patogenity, predev§im tvorba enterotoxinii a cytotoxind,

enteroinvazivita, hemolyza a sérorezistence (Zbofil, 2005).

V soucasné¢ dob¢ muzeme definovat skupiny a jednotlivé mikrobidlni organismy, které jsou

vyuzivany k ptipravé probiotik:

451

skupina nepatogennich E. coli;

skupina lactobacilt a bifidobakterit;

jiné (Streptococcus salivarius, Saccharomyces boulardi, laktokoky, enterokoky;
Zbotil, 2005; Saavedra, 2007).

Pozitivni piisobeni probiotik

Do skupiny probiotik patti pfedevs§im Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus.

Ptipisuje se jim fada pozitivnich uc¢ink:

podpora autochtonni sttevni flory;

zmirnéni symptomatiky u laktozové intolerance;

prevence nebo zkraceni prubéhu nékterych prijmovych onemocnéni;

posileni efektu antibiotik pfi 1é¢bé onemocnéni zptsobené Helicobacter pylori;
zkraceni tranzitu stfevniho obsahu;

zvyseni bunécné imunity;

zmirnéni symptomatiky u atopického ekzému a alergii na potraviny (Stransky

a RySava, 2014; Saavedra, 2007).

Mechanismus u¢inku probiotik spociva:

snizeni pH ve stievech;

snizeni adheze patogennich bakterii na stfevni sténg;

stimulaci aktivity fagocytu;

zvySeni tvorby protilatek IgA;

zabran¢ pomnozeni patogennich mikroorganismi;

snizeni propustnosti epitelu stiev pro bakterie a toxiny;

reparaci nitrobunéénych vazeb porusenych patogennimi mikroorganismy;
sniZeni protizanétlivych cytokind;

stimulaci protizanétlivych cytokini (Stransky a Rysava, 2014).
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4.5.2 Jednotlivy zastupci

Tabulka 7 Rada probiotickych kultur v diisledku jejich pozitivnich u¢inkt na priib&h chorob
(Stransky a Rysava, 2014)

L. rhamnosus, L. casei, L. reuteri, L. plantarum, B.

Prijem bifidum
, L. rhamnosus, L. casei, L. reuteri, B. bifidum, B.
Akutni . .
infantis
L. rhamnosus, L. casei, L. reuteri, L. plantarum, B.
Prevence -
bifidum
Po ATB L. rhamnosus, L. acidophilus, B. longum
Colitis Ulcerosa B. bifidum
Crohnova choroba L. rhamnosus, L. salivarius
Jiné indikace L. casei: Helicobacter pylori

L. plantarum: drazdivy tra¢nik, stavy po btiSnich
operacich, transplantaci jater, pankreatitida
L. johnsonii: Helicobacter pylori

L. acidophilus: drazdivy tra¢nik, Helicobacter pylori
L. acidophilus: drazdivy tra¢nik, Helicobacter pylori

B. infantis: drazdivy traénik
ATB - antibiotika

4.5.3 Probiotika v terapii gastrointestinalnich onemocnéni

Kolonizace potencialné patogennich mikroorganismu a pierustani jiz pfitomnych oportunnich
kmenti nebo terapeutické podani antimikrobidlnich latek zplisobuje poruchy v rovnovaze
mezi hostitelem a normalni mikrobiotou. Probioticti mikrobi, pfedevsim laktobacily
a bifidobakterie, mohou zmirnit nebo zabrénit vzniku stievnich poruch a tak vyznamné
redukovat riziko nékterych stievnich onemocnéni (Szilagyi, 2002; Tojo et al., 2014; von
Wright and Salminen, 1999). Napi. konzumace kysaného mléka obsahujiciho Lactobacillus
acidophilus prokazatelné snizuje po¢ty hnilobnych bakterii ve stolici (napf. koliformnich) a
zvySuje hladiny laktobacili ve stfevé (Hirayama and Rafter, 2000). Saccharomyces boulardii
a Enterococcus faecium SF 68 byly testovany a nasledné doporuceny k prevenci nebo
zkraceni doby 1éEby prijmu spojeného s uzitim antibiotik. Pouziti S. boulardii bylo
doporuéeno Kk prevenci pozdéjsi rekurence prijmu vyvolaného C. difficile. Také konzumace
fermentovanych mlék obsahujicich Lactobacillus rhamnosus GG byla doporucena ke zlepSeni
stavu u rotavirového prijmu a enteritidy u déti (Marteau et al., 2001). S pomoci probiotik je
mozné snizit vyskyt kolorektalniho karcinomu (KRK). Je piedpokladano, ze stievni
mikrobiota mize mit vliv na vznik KRK a to pfedev§im na bakteridlni druhy jako jsou
hnilobné bakterie. Ty produkuji Skodlivé substance hrajici roli v etiologii vzniku KRK

(Cuevas-Ramos et al., 2010).
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Nékteré probiotické druhy mohou zamezit ristu téchto Skodlivych bakterii. Dokonce
nékteré¢ druhy maji antikancerogenni €inky. Prospé$né mohou byt také interakce s bunkami
kolonu ¢i stimulace imunniho systému. Na zvifecim modelu byl opakované prokazan ptiznivy
ucinek probiotik na inhibici genotoxicity karcinogenii a inhibici raného vyvoje adenomu
kolonu a redukci naslednych polypt a tumori. Vétsi klinické ¢i epidemiologické studie vSak
zatim tento velmi nadéjny efekt probiotik nepotvrdily (Fotiadis et al., 2008).

V etiopatogenezi idiopatickych zanétt stievnich (IZS) hraje dtlezitou roli rovnovaha
mezi prozanétlivymi (napt. bakterie v lumen stfeva, bakteridlni i potravinové antigeny)
a protizanétlivymi (napf. sliznicni bariéra, hlen) faktory, které jsou modifikovany genetickymi
vlivy a faktory podminénymi prostfedim. Diulezitou roli hraje slizni¢ni kompartment
mikrobialni flory. Nékteré tyto kmeny jsou povazovany za agresivni (napi. Bacteroides sp.,
Enterococcus faecalis, enteroinvazivni Escherichia coli). Naopak jiné mohou mit protektivni
ucinek (Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp.). Vzhledem k tomu, Ze probiotika mohou fadu
téchto faktor ovlivnit, proto se jejich podani v této indikaci jevi teoreticky prospéSnym. Jiz
z prvni poloviny minulého stoleti pochazi prvni popis efektivity Escherichia coli Nissle.
Pozitivni vysledky byly prokdzany piedevSim u ulcer6zni kolitidy, avSak u Crohnovy choroby
neni efekt jednoznacny. V oblasti [é€by ulcerdzni kolitidy byly publikovany studie predevsim
s kmenem Escherichia coli Nissle. Opakované byla prokazana stejnd ucinnost této 1éCby
VudrZzeni remise v porovnani se zlatym standardem Iécby antibiotikem mesalazinem.
Ulcer6zni kolitida (UC) je chronické recidivujici onemocnéni. Cilem 1é¢by je navozeni remise
bakterialnim kmenem Escherichia coli Nissle 1917 (ECN) v UC. Tyto studic neukazaly
zadny rozdil mezi uCinkem ECN, ktery by zabréanil opétovnému onemocnéni a standardnim
mesalazinem. Tato studie potvrzuje, ze uCinky probiotické terapie s ECN a standardni podani
mesalazinu proti recidivé jsou rovnocenné (Kruis et al., 2004).

Podobny efekt mélo i podani VSL3 , ktery obsahuje tii druhy Lactobacillus sp., tfi
druhy Bifidobacterium sp. a Streptococcus thermophilus. Pilotni studie ukazuji, Zze v této
indikaci je velka pravdépodobnost, Ze by mohla byt uspésna i S. boulardii. Pfekvapivé se zda,
7e v praxi uziva probiotika pomérné velké procento nemocnych s IZS. Avsak mnohdy bez
konzultaci s 1ékafem a s vybérem kmend, u kterych nebyl v této indikaci prokazén efekt

(Hedin et al., 2010).
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4.5.4 Bifidobakterie

Bifidobakterie byly poprvé izolovany a popsany vroce 1899-1900 podle
Tissier.Obecné je lze charakterizovat jako gram-pozitivni, anaerobni ty¢inky, netvofici spory,
katalaza negativni pattici do skupiny Actinobacteria (Bottacini et al., 2014; Ishibashi et al.,
1997; Wood and Holzapfel, 1995). Pavodné byly klasifikovany jako Bacillus bifidus
communis. Nasledné byly pfejmenovany na Lactobacillus bifidu (Martinez et al., 2013).

Obrazek 6 Bifidobacterium animalis

= e 1

[http://www.mysticalbiotech.com/product/probiotics/2960-2/]

De Vries a Stouthamer (1967) navrhl, Ze by mély byt pieklasifikovany jako zietelny
rod Bifidobacterium z davodu pfitomnosti enzymu fruktoza-6-fosfatu phosphoketolase
(F6PPK) a soucasné neptitomnosti glukozy-6-fosfatazy (Martinez et al., 2013). Jedna se
0 heterofermentativni mikroorganismy (Krzewinski et al., 1996), proto jsou schopni
zkvasovat glukdzu na Kyselinu mlé¢nou a octovou (v poméru 2:3) pomoci metabolické drahy,
ktera je charakterizovana piitomnosti FOPPK (Salminen et al., 2004). Maji rizné tvary, kratké
az zakiivené tyCinky, ¢i rozs§tépené do tvaru ypsilon (Ishibashi et al., 1997). Bifidobakterie
maji vysoky obsah guaninu a cytosinu (G + C), ktery se méni Vv zavislosti na druhu od 54 do
67 mol % (Krzewinski et al., 1996).

Jsou pfitomné v lidské stfevni mikrobioté, kdy pfesny pomér je urcen hlavné podle
véku a stravy. Ve skutecnosti jsou bifidobakterie pievladajicimi sttevnimi mikroorganismy
u novorozencii a kojenych déti kdy tvoti az 91 % celkové mikrobioty. U dospélych jedinct se
nachazeji v tlustém stievé, kde tvoti prevazujici ¢ast anaerobni mikrobioty, coz ptredstavuje
zhruba 3-7 % celkové mikrobioty (Bottacini et al., 2014; Hentges, 1983; Martinez et al.,
2013; Wood and Holzapfel, 1995).
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Pocet bifidobakterii klesd s rostoucim vékem jedince a nakonec se stane tfetim
nejhojnéjSim rodem po rodu Bacteroides a Eubacterium (Hentges, 1983). Hlavni uloha
bifidobakterii v hostitelskych bunkach je odolnost vici infekci. In vitro a laboratorni studie na
zvitatech ukézaly, ze bifidobakterie maji schopnost vyvijet antagonistickou aktivitu proti
patogenim. Kromé toho by antimikrobidlni vlastnosti bifidobakterii mohly ptispét k ochrané

u kojenych déti proti infekci stfeva (Lievin et al., 2000).

45.5 Bakteriociny

Bakteriociny jsou peptidy s antimikrobialni aktivitou, které jsou produkovany
bakteriemi, které jsou u€inné proti jinym bakteriim. Jsou to primarni nebo modifikované
produkty ribozomalni syntézy peptidi bakterii a mohou mit omezené nebo Siroké spektrum
baktericidni aktivity. Mikroorganismy, které produkujici vlastni bakteriocin, jsou proti nému
imunni, coz je vlastnost, kterd je zprostfedkovana specifickou imunitou proteinu. Produkce
bakteriocinu probiha vétSinou béhem pozdni exponencidlni nebo béhem casné stacionarni
faze (Martinez et al., 2013).

Pisobi aktivné hlavné proti gram-pozitivnim buitkam, protoze vnéj$i membrana
gram-negativnich bakterii je pfed uCinky bakteriocinli chréni. Propustnost gram-negativnich
bakterii mize byt zvySena subletalnim poSkozenim vnéjSi membrany. Bakteriociny jsou
piredevsim aktivni pfi nizkém pH. Proto mikroorganismy, které je produkuji, mohou byt
izolovany z Cerstvych a fermentovanych potravin. Tyto bakterie mohou ptirozen¢ produkovat
1 vice nez jeden bakteriocin. Vyhoda bakteriocinii oproti klasickym antibiotikiim, spociva
V jejich sugestivnim enzymatickém zniCeni. Mikroorganismy, které produkujici bakteriociny
mohou byt soucasti nebo jako ptidavek startovacich kultur fermentace potravin. Slouzi za
ucelem zvySeni bezpec¢nosti a kvality potravin. Bakteriociny bakterii mlééného kvaSeni jsou

rozdéleny do Ctyt hlavnich tiid:

Trida I- nizkomolekularni lantibiotika
e tepelné stabilni, obsahuji zbytky netypickych aminokyselin
e obsahuji posttranslacné modifikované aminokyseliny

e naptiklad nisin

Trida II- nizkomolekularni peptidické bakteriociny
e malé molekuly (30-100 aminokyselin), tepelné stabilni, nelantibiotika
o lla- pediocinové bakteriociny se silnym antilisteriovym tc¢inkem,

Pediocin PA-1 produkovany Pediococcus spp.
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o llb- dvoupeptidové bakteriociny

o llc- sekundarné druhotné sekrety bakteriocinti

Trida ITI- vysokomolekularni proteinové bakteriociny

e velké, termolabilni bakteriociny (> 30 kDa)

Trida I'V- Komplexni bakteriociny
e slozené z ¢asti proteinové a jedné nebo vice komponent neproteinovych (lipidickych

a sacharidickych; Caplice and Fitzgerald, 1999).

Tabulka 8 Bakteriociny produkované Bifidobacterium spp. a jejich hlavni charakteristiky
(Martinez et al., 2013)

. Mol Teplotni Faze Optimum
BT S (kDa) stabilita R produkce produkce
- B. bifidum . .
Bifidin NCDC 1452 ) (100 °C-30 min)  4,8-55 Po48h pH 4,8
Bifidocin B 2} LTy 33 (121°C-15min) 2-12  (12-18h) G
NCFB 1454 ’ pH 5,0-6,0
Bifilong B. longum 120 (100 °C-30 min)  2,5-5 ) )]
Bifilact Bb-46 B'égr_'ggm 25-127 (121°C-15min)  4-7 ) )
- . Nestabilni za
Bifilact Bb-12 B. lactis Bb-12 25-89 A 4-7 ) )]
Thermophilicin ~ B. thermophilum 5.6 (100 °C-5 min) 210 24 h 4?_:5
B67 RBL67 P
A B. infantis BCRC o .
Bifidin | 14602 3 (121 °C-15 min) 4-10 18 h )]
S Auto indukce
Lantibiotic B. longum ,
(Bisin) DJO10A ©) ©) ©) = AL

lantibiotikem
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4.6 Antimikrobialni aktivita bifidobakterii

Bifidobakterie maji schopnost syntetizovat organické kyseliny a dalsi antimikrobialni
slou¢eniny, jako bakteriociny. V nékterych piipadech je antimikrobidlni aktivita spojena
s vyrobou peptidu, ale pfesna povaha G¢inné latky nebyla stanovena (Martinez et al., 2013).

Prvni objeveny bakteriocin nazvany bifidin, byl produkovany rodem B. bifidum
NCDC 1452. Bylo zjisténo, Ze antimikrobidlni aktivita tohoto kmene je nejvétsi, kdyz roste
V odstiedéném mléce. Z tohoto média se extrahuje smési metanol-aceton a caste¢né je
pirecistén pomoci Sephadexu G-15 na gelové chromatografii. Vyc¢istény produkt Ize skladovat
v chladni¢ce po dobu 3 mésicli nebo i déle, aniz by vykazoval jakékoli ztraty aktivity.
Analyza aminokyselin tohoto peptidu odhalila vysoky obsah fenylalaninu a kyseliny
glutamové, v mens$i mife, threoninu, kyseliny asparagové, serinu, glycinu, prolinu, isoleucinu
a leucinu. Avsak od poloviny roku 1980 v této studii nebyl zaznamenan zadny pokrok
(Martinez et al., 2013).

Byly zjistény i dalsi antimikrobialni latky u Sesti sledovanych kment rodu
Bifidobacterium, které vykazovaly Siroké inhibi¢ni spektrum proti gram-negativnim
a gram-pozitivnim bakteriim, zejména proti C. difficile. B. longum DJO10A produkuje
bakteriocin (Bisin), ktery je povazovan za autoinduktivni lantibiotikum a je G¢inny také proti
C. perfringens. Bifidocin B je produkovan B. bifidum NCFB 1454 a vykazuje aktivitu proti
bakteriim roda Listeria, Lactobacillus, Enterococcus, Staphylococcus, Pediococcus,
Clostridium, Leuconostoc a Bacillus. Jeho baktericidni aktivita zptsobila pokles 99 % v
CFU/ ml v8ech kment jiz po 30 minutach. Bifidocin B udrzuje svou biologickou aktivitu
mezi pH 2 a 12 a je vice stabilni za kyselych nez alkalickych podminek. Bylo také zjisténo, Ze
je inaktivovan proteazami, jako je trypsin, a-chymotrypsin, papain nebo pepsin, avsak na
lysozym, ribonukledzy A, glukdézo oxidazy, lipazy, amylazy a kataldzy nema zadny vliv.
Kmen B. longum produkuje bakteriocin bifilong, ktery inhibuje nékteré gram-negativni
a gram-pozitivni bakterie a je stabilni v rozmezi pH 2,5 az 5,0. Bakteriocin bifilact oznaceny
jako Bb-12 produkovany B. lactis a bifilact Bb-46 produkovany B. longum. U téchto dvou
bakteriocinli bylo prokazano, ze vykazuji silnou aktivitu proti Staphylococcus aureus,
S. typhimurium, Bacillus cereus. Optimalné ptisobi pii hodnotach pH 4 a 7, jsou odolné vuci
pisobeni alfa-amylazy nebo lipazy. Avsak jsou citlivé na pepsin a trypsin. Bakteriocin
thermophilicin B67 produkovany B. thermophilum vykazuje Cinnost v Sirokém rozmezi
pH 4-8 a pii teploté 25-47 °C (Martinez et al., 2013). Bifidin | byl purifikovan z B. infantis
BCRC 14602 postupné ve tfech krocich. Jeho inhibi¢ni spektrum zahrnuje gram-pozitivni

a gram-negativnich bakterie, coz je dulezitd vlastnost bakteriocini pro jejich uplatnéni v
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konzervaci potravin. Pouzity kmen B. infantis BCRC 14602 produkujici bakteriocin je velmi
uzitecny jako startovaci nebo ochranna kultura v mlékarenském pramyslu (Cheikhyoussef et
al., 2010).

Antimikrobialni aktivita bifidobakterii byla zkoumana pomoci dvou infikovanych
mysich modelt. V prvnim modelu mikrobiota chybi a epitel neni pln¢ diferencovany. Druhy
model je u béznych mysi, které maji jak mikrobiotu tak pIn¢ diferencovany epitel. Nicméné
antagonisticka aktivita bifidobakterii proti nékterym bakteriim a virim, které se podileji na
prajmu u lidi, nemiize byt zkoumana za pouziti mysich modell, protoze tyto patogeny jsou
vysoce specifické pro lidské tkané, a to piedev$im v disledku strukturalnich rozdild mezi
Clovékem a mysi. Na zakladé dtkaz z in vitro a in vivo studii se zda, Ze antimikrobialni
aktivita bifidobakterii je kmenove specifickou vlastnosti a nemtize byt extrapolovana na jiné

kmeny (Servin, 2004).
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5 Material a metody

Hlavnim ukolem diplomové prace bylo testovani antimikrobidlni aktivity a nalezeni
vhodnych probiotickych kmeni bifidobakterii proti potencialnim patogenim C. perfringens
a C. difficile, které zplsobuji ¢asté infekéni onemocnéni traviciho traktu. Prakticka cast je
slozena ze tii experimenti. V prvni Casti byla vyuzita difuzni diskova metoda K testovani
antimikrobialni aktivity bifidobakterii proti klostridiim. Pokud wurity kmen zrodu
bifidobakterii tvofil nékteré antimikrobidlné ptisobici latky, doslo k vytvofeni inhibi¢ni zony
v okoli jamky s pfislusSnym supernatantem. Po té byl zméfen primér vybudovanych
inhibi¢nich zon. Soucasti této Casti bylo 1 urCeni Casu, ve kterém dochéazi k produkci
antimikrobialni latky. Druha ¢ast byla zaméfena na testovani supernatantli s upravenymi
vlastnostmi. Tato ¢ast experimentu byla tvofena tfemi dil¢imi pokusy. Jednalo se o testovani
tepelné stability supernatantt, druhym dil¢im pokusem byla zména pH piislusného
supernatantu a poslednim pokusem byl pfidavek proteindzy K. Tteti ¢ast byla slozena ze dvou
pokust. Nejprve doslo k otestovani filtratu pomoci specialniho filtru umoziujici oddéleni
piipadné ptitomnych peptidl a poté doslo k ptidavku tweenu do kultivaéniho média, abychom
zjistili, zda dojde ke zvySeni antimikrobialni aktivity.

Dale jsme se zaméfili na to, zjistit za jakych podminek dochazi k produkci

antimikrobialni latky a vyrobit ji ve vétSim mnozstvi pro dalsi testovani.

5.1 Charakteristika pouzitych kmeni

Pro testovani antimikrobialni aktivity bifidobakterii proti klostridiim, bylo pouzito 12
kmend rodu Clostridium a 12 kmeni rodu Bifidobacterium.

Z rodu Clostridium byly k testovani pouzity 3 kmeny C. perfringens CZU KMVD
CL1, C. perfringens CZU KMVD CL4, C. perfringens CZU KMVD CL5, které pochéazely ze
sbirky mikroorganismii Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, CZU v Praze. Tyto kmeny
byly izolovany ze stolice telat. Dalsich 7 kment C. perfringens DSM 11778, C. difficile DSM
12056, C. difficile DSM 27147, C. acetobutyricum DSM 792, C. butyricum DSM 10702,
C. clostridioforme DSM 933, C. tertium DSM 2485, bylo pouzito ze sbirky
DSMZ = Némecka sbirka mikroorganismi a bunéénych kultur (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen). Zbylé 2 kmeny C. perfringens CCM 4435, C. difficile
CCM 3593 byly pouzity zCCM = Ceské sbirky mikroorganismii (Czech Collection of

Microorganisms). Seznam a taxonomické zatazeni klostridii jsou uvedeny v tabulce 9.
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Z rodu Bifidobacterium byly pouzity potencialné probiotické kmeny, které byly vyhradné
izolovany ze stolice telat. Témito kmeny jsou B. animalis subsp. animalis kmen BIF 1,
B. animalis subsp. animalis BIF 2, B. animalis subsp. animalis BIF 3, B. thermophilum BIF 4,
B. choerinum BIF 5, B. thermophilum BIF 6, B. animalis subsp. animalis BIF 7,
B. thermophilum BIF 8, B. longum subsp. suis BIF 9, B. thermophilum BIF 10, B. animalis
subsp. animalis BIF 11, B. longum subsp. suis BIF 12. Seznam a taxonomické zatazeni
bifidobakterii jsou uvedeny v tabulce 10. Kmeny bifidobakterii byly vybrany na zakladé
pfedchozich test provadénych na KMVD, které indikovaly moZnou antimikrobidlni aktivitu

kment tohoto pivodu.

Tabulka 9 Testované kmeny rodu Clostridium

Taxonomické zarazeni Puvod
C. perfringens CCM 4435 (DSM 756) hovézi maso
C. perfringens DSM 11778 hamburger
C. perfringens CZU KMVD CL1 stolice telete
C. perfringens CZU KMVD CL4 stolice telete
C. perfringens CZU KMVD CL5 stolice telete
C. difficile DSM 12056 bachor Cerstvé narozeného jehnéte
C. difficile DSM 27147 stolice pacienta se symptomatickymi ptiznaky
C. difficile CCM 3593 (DSM 1296) stolice pfi prijmovém onemocnéni
C. acetobutyricum DSM 792 rostliny, potraviny, kukufi¢éna mouka
C. butyricum DSM 10702 stieva prasete
C. clostridioforme DSM 933 bachor telete
C. tertium DSM 2485 neuvedeno

DSMZ= Némecka sbirka pro mikroorganismy a bunééné kultury
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen);

CCM =Ceské sbirky mikroorganismii (Czech Collection of Microorganisms)

Kmen C. perfringens CCM 4435 byl izolovan z hovéziho masa. Jedna se o typ A,
ktery produkuje alfa toxin (lecithinaza), fosfolipazu C, hemolizin a smrtici toxiny. Tento typ
kmene je doporuceny jako kontrolni kmen pro antimikrobidlni testovani citlivosti anaerobnich

bakterii. Jedna se o kontrolni kmen kvality podle European Pharmacopoeia, coz je hlavni
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regionalni 1ékopis, ktery poskytuje spole¢né normy kvality ve farmaceutickém primyslu
v Evropé s cilem kontrolovat kvalitu 1é¢iv a latek pouzivanych k jejich vyrobe.

Kmen C. difficile CCM 3593 byl izolovan ze stolice pii prijmovém nemocnéni. Produkuje
cytotoxin. Je zodpovédny za metabolismus aminokyselin. Pozitivni PCR pro toxiny A a B
(tcdA a tcdB) a negativni PCR pro binarni toxiny (CtdA a ctdB).

C. perfringens DSM 11778 byl izolovan z hamburgeru, jedna se o typ A, ktery je beta
hemolyticky. C. difficile DSM 12056 byl izolovan z bachoru ¢erstvé narozeného jehnéte. PCR
je pozitivni pro toxiny A a B (tcdA, tcdB) a negativni PCR pro binarni toxiny (ctdA, ctdB).
C. difficile DSM 27147 byl izolovan ze stolice pacienta, ktery mél symptomatické piiznaky.
Obsahuje ribotyp 027 s deleci 18BP v tcdC genu. Genom byl sekvenovan. Pozitivni PCR pro
toxiny A a B (tcdA a tcdB) a binarni toxin (CtdA a ctdB). C. acetobutyricum DSM 792 byl
izolovan z rostlin, potraviny ¢i kukuficné mouky. Produkuje aceton, n-butanol, acidolysin,
auto bakteriocin a degraduje xylan. C. butyricum DSM 10702 byl izolovan ze stiev prasete a
produkuje bakteriocin, ktery se nazyva butyricin. C. clostridioforme DSM 933 byl izolovan
z bachoru telete.

Tabulka 10 Testované kmeny rodu Bifidobacterium

Taxonomické zaiazeni Oznaceni kmene Piavod
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 1 stolice telete
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 2 stolice telete
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 3 stolice telete
B. thermophilum Kmen BIF 4 stolice telete
B. choerinum Kmen BIF 5 stolice telete
B. thermophilum Kmen BIF 6 stolice telete
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 7 stolice telete
B. thermophilum Kmen BIF 8 stolice telete
B. longum subsp. suis Kmen BIF 9 stolice telete
B. thermophilum Kmen BIF 10 stolice telete
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 11 stolice telete
B. longum subsp. suis Kmen BIF 12 stolice telete

5.2 Diskova difizni metoda

Diskova difizni metoda byla pouzita ke sledovani antimikrobidlni aktivity
potencionalné probiotickych kment bifidobakterii k jednotlivym kmentim klostridii, které se
mohou chovat, jako patogeny v travicim traktu. Dale pak proti dalSim kontrolnim kmenim
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klostridii. Do agaru byly vytvofeny jamky, do kterych byl aplikovan supernatant z ptislusnych
probiotickych kmeni.

Jestlize probioticky kmen produkoval antimikrobidlné piisobici latky, vytvofila se
inhibi¢ni zona kolem jamek s pfislusnym supernatantem. Inhibi¢ni zona byla kulatého tvaru
ajeji velikost byla zéavisla na stupni citlivosti testovaného kmene ke koncentraci
antimikrobialni latky v daném supernatantu. Velikost inhibi¢ni zoény se udava v mm a je

znazornéna na obrazku ¢. 8.

5.2.1 PouZité zaFizeni a pomiicky
e Automatické pipety s nastavitelnym objemem Eppendorf
e Centrifuga Eppendorf
e Eppendorfkové mikrozkumavky
e Chladnicka
e Injekéni stiikacky
o Korkovrt
e Laboratorni pfedvazky
e Laboratorni sklo (Petriho misky, sklopna pipeta, kadinky)
e Sterilni jehly
e Termostat (teplota 37 °C)
e Tlakovy hrnec

e Vyvije€ anaerobni atmosféry

5.2.2 Kaultiva¢ni médium
Wilkins-Chalgren anaerobic agar

SloZeni (mnozstvi jednotlivych slozek uvedeno na 1 litr ptdy):

Agar 43 g

Soéjovy pepton (Oxoid) 5 g

Tween 80 (Sigma) 1 ml

L-cystein (Sigma) 5 ¢

Bujon

Agar 33 g

Séjovy pepton (Oxoid) 5 g

Tween 80 (Sigma) 1 ml

L-cystein (Sigma) 5 g
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5.2.3 Vlastni provedeni diskové diftizni metody

Nejprve bylo ptipraveno kultivaéni médium smichdnim agaru, s6éjového peptonu,
tweenu a L-cysteinu. Nasledné byl Wilkins-Chalgren anaerobic agar 60 min sterilovan
v tlakovém hrnci. Poté byl pienesen do vodni 1azné€, kde byl vytemperovan na 48 °C. Dale byl
nao¢kovan 1 ml narostlé kultury klostridii do pfedem pfipravenych Petriho misek a zalit
20 ml agaru pomoci sklopné pipety. Agar se zaockovanou kulturou byl opatrné promichan
ttemi krouzivymi pohyby na obé¢ strany, aby byl nariist rovnomérny. Potom byl vloZzen na
nékolik minut do lednice, aby zatuhl. Jakmile agar vytvofil tuhou strukturu, bylo pomoci
vyzihaného korkovrtu (obrazek 7) vytvofeno 6 jamek na pfedem oznacCené mista lihovym
fixem. Z jamek byl piebyteény agar odstranén sterilni jehlou. Nasledné bylo do jamek

davkovano 40 pl supernatantu pomoci automatické pipety.

5.2.4 Priprava supernatantu pro testovani

Jednalo se o supernatant cerstvé narostlé bakteridlni kultury v modifikovaném
Wilkins-Chalgren bujoénu popsaném vySe. Do oznacenych penicilinek s 9 ml bujonu byl
ptedchozi den zaoCkovan v mnozstvi 0,3 ml testovany kmen ze zasobniho zmrazeného vzorku
a byl kultivovan pii 37 °C 24 h. Taktéz klostridie bylo t¥eba pted vlastnim testovanim nechat
cerstve narust.

Supernatant byl ptipraven tak, ze do sterilni ependorfky bylo naockovano 1 ml
narostlé bakteridlni suspenze potencialné probiotického kmene, ktery byl nasledné odstfedén
Vv centrifuze po dobu 3 minut pii 16000 otackach/min. Na jedné Petriho misce byla testovana
antimikrobialni aktivita 6 probiotickych kmenti. Poté byly misky vlozeny do plastové dozy
s vyvijeCem anaerobni atmosféry a kultivovany po dobu 24 hodin v termostatu pii teploté
37 °C. Po uplynul¢ dob¢ kultivace byly zméfeny v mm vzniklé inhibi¢ni zony(obrazek 8)
kolem jamek.

Uvedené testovani bylo provedeno ve dvou kopiich pro kazdy kmen a celkové bylo

zopakovano dvakrat pro kontrolu vysledkd.
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Obrazek 7 Korkovrt Obrazek 8 Inhibi¢ni zony

[http://analytika.sk/V1ZLAB/foto/pk13.jpg] [http://casopis.vesmir.cz]

5.3 Detekce ¢asu produkce antimikrobialni latky

V této casti byly testovany pozitivni kmeny bifidobakterii, které vykazovaly
antimikrobialni aktivitu. Cilem bylo vyrobit vét§i mnozstvi latky, ktera podporuje
antimikrobialni aktivitu a zjistit, ve kterém Case se zacne produkovat. Obecné je znamo, ze

tyto antimikrobidlni substatnce jsou produkovany az v sekundarni fazi kiivky.

5.3.1 Postup prace

Byl vybran jeden reprezentativni vzorek z rodu B. animalis subsp. animalis
a B. choerinum. Tyto kultury byly ze zasobniho zmrazeného vzorku zaockovany do 45 ml
Wilkins-Chalgren anaerobic bujéonu v mnozstvi 1,5 ml anasledn¢ byly kultivovany
v termostatu pii 37 °C. V prabéhu kultivace byly vzorky postupné odebirany po 1 ml
v ¢asovém intervalu po 2 hodinach. U vzorku bylo vzdy zméteno pH a posouzena opticka
denzita. Jestlize doslo k poklesu pH, byl potvrzen rust vzorku. Dalsi faktor, ktery potvrzoval
rast vzorku, je jeho zakaleni, coz se projevilo zménou optické denzity. Supernatant byl
piipraven naockovanim 1 ml narostlé bakterialni suspenze do sterilni ependorfky a nasledné
odstiedén v centrifuze po dobu 3 minut pti 16000 otackach/min. U této sérii supernantantd
byl zopakovan test na antimikrobialni aktivitu. Tento test byl proveden pouze u dvou
reprezentativnich vzorkd B. animalis subsp. animalis a B. choerinum, které fungovaly jiz
Vv pfedchozim testovani. Bylo zjiSténo, Ze nezdlezi na tom, z jaké Casové faze supernatant
pochazi, protoZe velikost inhibi¢ni zony byla shodnd. Posledni vzorek, ktery byl odebran po
36 hodinach, byl znovu zackovan a nasledné byl proveden stejny test vzorkovani v ¢asovém
intervalu po 2 hodinach. Bylo zjisténo, Ze zaockovany vzorek opét vytvofil inhibi¢ni zonu.
Daéle bylo provedeno testovani u ostatnich vzorkt, které byly odebirdny v pribehu ristu, a u

nich nedoslo k vytvofeni inhibi¢ni zony. Bylo usouzeno, ze vzorky byly jiz hodn¢ natedény a
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z toho divodu jiz neucinkovaly. Proto byla ptivodni kopie vzorku (zamrazeny zasobni roztok
testované kultury) opét odsttedéna v centrifuze po dobu 3 minut pti 16000 otackach/min a se
vzniklym supernatantem byla provedena diskova difizni metoda. Byla zjisténa mnohem vétsi
inhibi¢ni zéna. Z toho vyplyva, Ze proti klostridiim pravdépodobné funguje latka obsazena
V zamrazeném médiu.

Podrobnou tabulku s testovanymi kmeny je mozné naleznout v prilohach této

diplomové prace.

5.4 Testovani supernatanti s upravenymi vlastnostmi

K nasledujicimu testovani byly vybrany dva reprezentativni vzorky, kdy prvni z nich
byl C. difficile 3593 CCM a druhy C. perfringens 11778 DSM. Toto testovani bylo provedeno
pouze u dvou vzorku bifidobakterii, jelikoz jsme disponovali velmi malym mnozstvim
supernatantli. U téchto vzorkli doSlo v ptfedchozim testovani k vytvotfeni ptisluSnych
inhibi¢nich zén, coz bylo zaznamendno jako pozitivni vysledek. Chtéli jsme vice zjistit
0 neznamém produktu, proto jsme u téchto pozitivnich supernatanti otestovali, jak jsou
tepelné stabilni, jaky ma na jejich ucinek vliv zména pH a jak reaguji na ptidavek proteinazy
K. Takto oSetfené supernatanty, byly otestovany jiz vySe uvedenou metodou (difizni diskova

metoda).

5.4.1 Postup prace

Nejprve doslo k ovéieni tepelné stability supernatantii po dobu 30 minut pfi teploté
100 °C. Také byla provedena zména pH u pravé rozmrazeného vzorku, ktera byla na zacatku
okolo hodnoty 5. Tato uprava probéhla pomoci roztokt HCl a NaOH na pH hodnoty 2, 7, 9.
Posledni ¢asti tohoto pokusu bylo pouziti proteinazy K. Timto testovanim bylo ovéieno, jestli
zména teploty, pH a pfidavek proteinazy K v koncentraci 0,1 mg /1 ml pisobi na tvorbu

inhibi¢nich zon.

5.5 Separace pripadné pritomnych proteint

V této Casti testovani byly pouzity dva vzorky bifidobakterii S pozitivnim u¢inkem.
Byl pouzit specialni filtr (Amicon Ultra-2 Centrifugal Filter Devices; Merck), ktery zachyti
protein, jestlize bude pfitomen V pozitivhim supernatantu. TudiZ lze ziskat Cast vzorku

s pfipadnym obsahem proteind (velikosti vétsi nez 3 kDa) a filtrat bez proteint (detekéni limit
3 kDa).
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5.5.1 Postup prace

Nejdtiv bylo naockovano 2 ml z kazdého vzorku do ependorfky a ndsledné¢ odstiedéno
na centrifuze po dobu 3 minut pti 16000 otackach/min. Po té bylo 1000 pl filtratu pipetovano
do specidlniho filtru a nasledné¢ odstfedéno na odstfedivce po dobu 20 min pfi
7500 otackach /min. Jelikoz vzniklo malé mnozstvi filtratu, odstfedéni bylo provedeno jesté

jednou za stejnych podminek.

5.6 Testovani vlivu tweenu na antimikrobialni aktivitu
Timto ptidavkem jsme chtéli zjistit, jestli zvySené mnozstvi tweenu v kultivacnim
médiu ovlivni antimikrobialni aktivitu bifidobakterii, jelikoz ptsobi jako detergent a n¢ktefi

autofi uvadeji jeho vliv na podporu antimikrobialni aktivity.

5.6.1 Postup prace

Testované kultury bifidobakterii byly tentokrate zaockovany do modifikovaného
Wilkins-Chalgren média, které obsahovalo 1 % tweenu oproti bézné pouzivanému piidavku
v koncentraci 0,1 %. Kultivace probihala za podminek, které byly pouzivany v pfedchozich

testech a totéz nasledné testovani pomoci deskové difizni metody.
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6 Vysledky

6.1 Vysledky testovani citlivosti klostridii k antimikrobialni latce

Celkem byly otestovany 4 druhy (12 kment) bifidobakterii, kdy se jednalo o izolaty
zviteciho ptvodu. K testovani byly pouzity kmeny B. animalis subsp. animalis,
B. thermophilum, B. choerinum, B. longum subsp. suis, které byly izolovany ze stolice telete.
Toto testovani bylo pfedevsim zaméteno na C. perfringens a C. difficile.

Celkem 4 kmeny vykazovaly antimikrobialni aktivitu proti vySe zminénym druhtim
Klostridii. Z toho 3 kmeny byly z poddruhu B. animalis subsp. animalis a 1 kmen z druhu
B. choerinum. Z poddruhu B. animalis subsp. animalis bylo celkem zastoupeno 5 kment, kdy
3 z nich vykazovaly jasnou antimikrobialni aktivitu a 2 nikoliv. Ostatni pouzité kmeny druhu
B. thermophilum a poddruhu B. longum subsp. suis nevykazovaly Zadnou antimikrobidlni
aktivitu.

Z téchto vysledk vyplyva, ze pouze nékteré kmeny nalezici k B. animalis subsp.
animalis a B. choerinum vykazovaly jasnou antimikrobialni aktivitu proti C. perfringens

a C. difficile a uvedena antimikrobialni aktivita byla shledana jako kmenov¢ specificka.

Tabulka 11 Antimikrobialni aktivita jednotlivych kmenu bifidobakterii proti C. perfringens

a C. difficile

Taxonomické zarazeni Oznaceni kmene Antimikrobialni aktivita
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 1 +
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 2 +
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 3 +
B. thermophilum Kmen BIF 4 -
B. choerinum Kmen BIF 5 +
B. thermophilum Kmen BIF 6 -
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 7 -
B. thermophilum Kmen BIF 8 -
B. longum subsp. suis Kmen BIF 9 -
B. thermophilum Kmen BIF 10 -
B. animalis subsp. animalis Kmen BIF 11 -
B. longum subsp. suis Kmen BIF 12 -

(+) Vykazuje antimikrobialni aktivitu

(-) Nevykazuje antimikrobialni aktivitu

42



Celkem bylo otestovano 6 druhti (11 kment) klostridii, které jsou uvedeny
v tabulce 11. Nejprve byly otestovany kmeny C. difficile CCM 3593 a C. perfringens DSM
11778 u kterych doslo k vytvofeni inhibi¢nim zén. V prvnim ptipadé u C. difficile CCM 3593
se vytvorila zona o pruméru 13 a 12 mm a v druhém piipade u C. perfringens DSM 11778 se
vytvofila zoéna o néco mensi a to 8 mm. Nasledné se pokracovalo s kmeny C. difficile DSM
12056, ktera vytvotila nejveétsi inhibicni zonu (pramér 14 a 15 mm) a s C. difficile DSM
27147. Po té byly otestovany kmeny C. perfringens CZU KMVD CL4 a CL5, které pochazely
ze stolice dvou riiznych telat. To se projevilo i v rizné velikosti inhibi¢nich zon, kdy
C. perfringens CZU KMVD CL4 vytvofila zénu o priméru 10 mm a C. perfringens CZU
KMVD CLS5 zénu o praméru 8 mm. C. perfringens CCM 4435 je kravského pivodu a u ni se
nevytvorila zadna ihibi¢ni zona, tudiz je vysledek negativni. Kromé C. perfringens
a C. difficile u kterych se projevilo pozitivnim pusobeni bifidobakterii, byly pfidany i dalsi
druhy jako jsou C. acetobutyricum DSM 792, C. butyricum DSM 10702, C. clostridioforme
DSM 933 a C. terium DSM 2485. Bylo zjisténo, ze bifidobakterie vykazuji antimikrobialni
aktivitu i proti témto druhiim Klostridii, coz se projevilo vytvofenim inhibi¢nich zén

o velikosti 8- 10 mm.

Tabulka 12 Vysledky antimikrobialni aktivity pozitivnich supernatant
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Vzorek pH ! 792 10702 | 933 | 3593 |12056 | 27147 | 4435 | 11778 | CL4 | CL5 | 2485
BIF1 50| - [ 10| 9 [10 | 13| 14 | 9 - 8 | 10| 8 | 8
BIF5 61| - | 13| 9 |12 |12 | 15 | 10 | - 8 | 10| 8 | 8

BIF 1= B. animalis subsp. animalis

BIF 5= B. choerinum

Hodnoty v tabulce 12 jsou pruméry inhibi¢nich zon ze dvou opakovani testu uvedené v mm.

Také byl pouzit kontrolni vzorek kmen Bifidobacterium adolescentis, coz je typicka
bifidobakterie, ktera se nachazi v travicim traktu dospélych osob a také i zvifat. U tohoto

kmene nevznikla zddnd inhibi¢ni zona, coz potvrdilo, Ze bifidobakterie neplisobi proti sobg.
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V druhé ¢asti testovani byl sledovan cas, ve kterém je produkovana antimikrobialni
latka. Jednotlivé kmeny, které fungovaly Vv prvni kopii, byly postupné pieockovavany
v Casovych intervalech po 2 hodinach. Bylo zjisténo, ze bifidobakterie vykazuji
antimikrobialni aktivitu pouze v prvni kopii (obrazek 9 a 10), coz je neupravena forma
izolatu. Nezalezi jak dlouho budeme ptvodni izolat kultivovat, jelikoz vysledek je porad
stejny a nezavisi na tom, z jaké ¢asové faze supernatant pochazi, protoze velikost inhibi¢ni
zOny byla shodna. Dal§im testovanim bylo zjisténo, ze v druhé Kopii izolaty jiz nefunguji, coz
je pravdépodobné zplsobeno jejich vysokym nafedénim.

V této Casti testovani bylo zjisténo, ze u plivodni kopie vzorku doSlo k vytvoreni
mnohem véEtsi inhibi¢ni zony. Z toho vyplyva, ze proti klostridiim pravdépodobné funguje

latka obsazend v zamrazeném médiu.

Obrazek 9 Inhibi¢ni zony vytvotené puvodni kopii vzorku proti
C. difficile CCM 3593

Obrazek 10 Inhibicni zony vytvorené ptivodni kopii vzorku proti
C. perfringens DSM 11778
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6.2 Vysledky testovani supernatantii s upravenymi vlastnostmi

Jako prvni ¢ast tohoto testovani byla provedena uprava supernatantti, abychom zjistili
jestli pH, teplota a pfidavek proteinazy K ovlivni antimikrobialni aktivitu. Nejprve bylo
upraveno pH supernatantti a to pomoci NaOH a HCI, ¢imz bylo dosazeno hodnot pH 2, 5, 7,
9. U takto upraveného supernatantu byla prokazana antimikrobialni aktivita, detekovana i u
neuprovaného vzorku. Timto testovanim bylo prokazano, ze Gprava pH neméla vyrazny vliv
na diive detekovanou antimikrobialni aktivitu. Nicméné v pfipadé okyseleni na pH 2 doslo
K vytvofeni znateln¢ vétsi inhibiéni zony, coz je vidét v tabulce 13. Z toho vyplyva, Ze
V tomto pripadé neplisobila pouze antimikrobialni latka, ale i zména pH.

Druhym krokem bylo zahtati na teplotu 100 °C po dobu 30 minut. AvSak
nejpodstatnéjsi bylo zjistit tepelnou stabilitu antimikrobialni latky. Bylo prokazano, Ze ani
zahtati nemélo vliv na dany supernatant, jelikoz vykazoval jasné inhibi¢ni zony o velikosti
mezi 10 - 12 mm. Posledni ¢asti bylo oSetieni proteinazou K v bézné pouzivané koncentraci.

V tomto ptipad¢ taktéZ nedoSlo k omezeni ani vyraznému vzristu antimikrobialni aktivity.

Tabulka 13 Vysledky antimikrobialni aktivity S upravenymi vlastnostmi

Clostridium difficile Clostridium perfringens
Vzorek 3593 11778

BIF1- pH 2 25 16

BIF1-pH 5 14 9

BIF1-pH 7 12 9

BIF1-pH 9 12 9

BIF1- 30 min 100 °C 12 10

BIF1- 30 min 50 °C + proteindza K 12 10
BIF5- pH 2 24 15

BIF5- pH 5 13 9

BIF5-pH 7 11 9

BIF5- pH 9 11 9

BIF5- 30 min 100 °C 11 10

BIF5- 30 min 50 °C + proteinaza K 11 10

BIF 1= B. animalis subsp. animalis

BIF 5= B. choerinum

Hodnoty v tabulce 13 jsou pruméry inhibi¢nich zon ze dvou opakovani testu uvedené v.mm.

45



6.3 Nalezeni optimalnich podminek produkce antimikrobialnich latek

V této casti byl otestovan filtrat pomoci specialniho filtru a to z divodu, abychom
0 ném zjistili vice informaci. Byla zde hypotéza, ze se jednd o produkt bifidobakterii, ktery
vykazuje tuto antimikrobidlni aktivitu, avSak ta se nepotvrdila. Proto se domnivame, ze se
jedna o ptidatnou latku pravdépodobné bilkovinné povahy. Pomoci tohoto filtru jsme ziskali
supernatant bez proteini vétSich jak 3 kD a tento supernatant jsme zanalyzovali Ziskany
supernatant byl nasledné testovan diskovou difuzni metodou, abychom zjistili, jestli u néj
doslo ke zvySeni antimikrobidlni aktivity. Na obrazku 11 jSou znazornény inhibi¢ni zony
vzorku pted filtraci (P2 ,P4) a po filtraci (P2, P4). Filtrace ukazala, Ze se pravdépodobné jedna
0 peptid, jelikoz diive ziskany antimikrobialni supernatant dale netvofil inhibi¢ni zony. Tudiz
je dualezité, aby tento piipadny peptid byl podrobné&ji zkouman. Jedinou nevyhodou je fakt, ze
této latky mame omezené mnozstvi.

Byl také otestovan ptidavek tweenu v koncentraci 1 % na antimikrobidlni aktivitu,
ktery byl pfidan do modifikovaného Wilkins-Chalgren média. Je jedno jaké procentualni
zastoupeni tweenu je pfidano do média, jelikoz nebyly zaznamenany zddné zmény ve
velikosti vytvofenych inhibi¢nich zon, coz znamend, ze antimikrobidlni aktivita bifidobakterii

byla pofad stejna.

Obrazek 11 Vzorek supernatantu pred a po filtraci
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7 Diskuze

Obecné¢ je znamo, ze bifidobakterie produkuji antimikrobialni latky. Bakteriociny jsou
antimikrobialni proteinové slouceniny, které jsou letalni pro ptibuzné bakterie a potravinové
patogeny (Yildirim et al., 1998). Bifidobakterie jsou jednou z nejhojngjsich skupin
mikroorganismi v lidském tlustém stfevé. Dulezity aspektem je inhibi¢ni ucinek
bifidobakterii na jiné mikrobidlni populace, proti kterym maji specificky imunitni
mechanismus (Biavati et al., 2000). U vyssich organismii, antimikrobidlni peptidy pfispivaji
K udrzeni pfirozené imunity a jSou soucasti zakladni obranné linie proti Skodlivym
mikroorganismiim. Diky témto latkam bakterie mezi sebou soutézi (Hassan et al., 2012).
Podle Meghrous et al. (1990) bakterie, které produkuji bakteriociny, mohou ziskat
konkuren¢ni vyhodu nad sousednimi citlivymi kmeny. Dle studie Varela et al. (2016) byl
zjistén potencial vybranych kmena rodu Bifidobacterium pro inhibici rustu C. difficile diky
pusobeni antimikrobialnich latek. Meghrous et al. (1990) poprvé poskytl dikaz o tom, ze
bifidobakterie jsou schopny produkovat antimikrobialni latky, které maji vlastnosti
bakteriocinli. Odhaduje se, Ze drtiva vétSina vSech bakterii a archebakterii produkuji alespon
jeden bakteriocin (Dobson et al., 2011). Podle studie Dobson et al. (2011) byla provedena
analyza izolatu B. longum subsp. longum DJO10A, ktera prokazala, ze produkce bakteriocinu
touto bifidobakterii mize mit dulezity vliv na jeji adaptaci a preziti v gastrointestindlnim
traktu. Dale bylo zjisténo, Ze B. longum DJO10A byla podstatné vice konkurenceschopna
proti stievnimu izolatu C. difficile DJOcdl, nez tomu bylo v pfipadé izogenni varianty
B. longum DJO10-JH1. Tyto vysledky poskytuji dalsi ditkkaz o tom, ze produkce bakteriocinu,
je dulezita vlastnost, co se ty¢e mikrobidlni soutéze v lidském stfevé a je kmenove specificka.

Tato diplomova prace byla zaméfena na nalezeni vhodnych kment bifidobakterii
vykazujici antimikrobialni aktivitu proti C. perfringens a C. difficile. Celkem byly otestovany
4 druhy (12 kment) bifidobakterii, kdy pouze 4 kmeny vykazovaly antimikrobialni aktivitu
proti C. perfringens a C. difficile. Ztoho 3 kmeny byly z B. animalis subsp. animalis a 1
kmen z druhu B. choerinum. To znamena, Ze K pozitivnimu vysledku doslo v ptipadé pouze 2
druhu. Jednalo se B. animalis subsp. animalis a B. choerinum, kdy oba byly teleciho puvodu.
Ostatni pouzité kmeny, které nalezely k druhu B. thermophilum a B. longum subsp. suis
nevykazovaly Zddnou antimikrobidlni aktivitu. Z toho vyplyva, Ze tato vlastnost neni druhové,
ale kmenové specificka. Podobnych vysledkii dosahli i Vlkova et al. (2008), jelikoz taktéz

provedli testovani antimikrobialni aktivity proti potenciadlnimu patogenu C. difficile. kdy
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antimikrobialni aktivita byla stanovena u 10 kmeni bifidobakterii pomoci diskové diftzni
metody a autoagregace. Pouzité kmeny bifidobakterii byly také izolovany ze stolice telat.

Dle doporuceni ze studie podle Collado et al. (2005), bylo v této praci provedeno
testovani supernatantii Supravenymi vlastnostmi, kdy byla otestovana tepelna stabilita
supernatantu, vliv pisobeni pH a ptidavek proteindzy K. Timto testovanim jsme chtéli zjistit
mechanismus antimikrobidlni aktivity, jelikoz jsou zde domnénky, ze by mohla byt
zpusobena v disledku puisobeni peroxidu vodiku, kyseliny nebo bakteriocinu. Dle Biavati et
al. (2000) bylo navrzeno, ze mechanismus inhibice rodem Bifidobacterium by se mohl vazat k
fermentacni produkci kyselin jako je acetat a laktat. AvSak na ziklad¢ experimentu, kdy
Bifidobacterium infantis byla inkubovana s E. coli a C. perfringens v riznych fermenta¢nich
systémech, bylo prokazano, Ze B. infantis vykazovala inhibi¢ni ucinek, ktery neni nutné
spojeny s vyrobou kyseliny. Tyto vysledky ukazuji, ze bifidobakterie jsou schopny uplatnit
vice neZ jeden mechanismus inhibice, ktery mize mit urcity vyznam, pokud jde o ochranu
proti gastroenteritidé (Gibson a Wang, 1994).

V naSem piipadé¢ byly supernatanty tepelné oSetfeny na teplotu 100 °C po dobu
30 minut. Zaroven u nich byly upraveny hodnoty pH (2, 7, 9) a v poslednim testu doslo
k pfidavku proteinazy K. Bylo zjisténo, ze tyto Gpravy supernatantu jako jsou zména teploty a
ptidavek proteindzy K nemaji zadny vliv na antimikrobidlni aktivitu bifidobakterii. Pouze pti
okyseleni supernatantu na hodnotu pH 2 doSlo k vytvofeni znatelné vétSi inhibi¢ni zony
V porovnani s vytvoifenymi inhibi¢nimi zénami pii jiném pH, coz je ve shod¢ s vysledky
podle Collado et al. (2005), protoZe antimikrobialni aktivita byla taktéz zvySena pii kyselém
pH 2. V této studii bylo také prokazano, ze antimikrobialni slouceniny jsou tepelné stabilni
a zaroven, ze jejich inhibi¢ni aktivita je v Sirokém rozsahu pH od 3 do 10 (Collado et al.,
2005), kdy stejnych vysledki bylo dazeno i pii nasem testovani. Také Meghrous et al. (1990)
prokazal, ze kmen z rodu Bifidobacterium produkoval tepelné stabilni molekulu proteinové
povahy, ktera byla G¢inna pii pH v rozmezi 2-10 viéi gram-pozitivnim bakteriim, ale ne proti
gram-negativnim bakteriim. Dle studie podle Gibson a Wang (1994) byl taktéz testovan vliv
ruznych hodnot pH (2, 4, 7, 10), kdy inhibi¢ni aktivita nebyla zménéna, coz potvrdilo fakt, Ze
inhibice nebyla zpiisobena kyselinou mlé¢nou. Také peroxid vodiku, nebyl prokdzan jako
inhibi¢ni faktor, jelikoz pouZitim kataldzy nebyl G¢inek zni¢en. Ani tepelnym oSetfenim pii
teploté 100° C po dobu 15-30 min a pfi 121° C po dobu 15 min, nebyl u¢inek zni¢en. Vzorky
supernatantu byly uchovavany pfti teploté -20° C a ztratily aktivitu po 2 tydnech pti pH 4, 7
a 10. Zcela neaktivni byl supernatant po 1 tydnu pfi teploté 4 °C. Yildirim a Johnson (1998)
popsali bakteriocin, nazyvany bifidocin B produkovany Bifidobacterium bifidum NCFB 1454,
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ktery je odolny vici puasobeni tepla, coz je ve shodé s mymi dosazenymi vysledky
a maximalni produkce bakteriocinu je pfi pH 5-7, coz v mém testovani nebylo prokazano.
Také podle Cheikhyoussef et al. (2009) novy bakteriocin bifidin I, produkovany B. infantis
BCRC 14602 ukazal Siroké spektrum aktivity, jelikoz je schopen inhibovat rist
gram-negativnich a gram-pozitivnich bakterii, z nichz mnohé mohou zptsobovat kazeni
potravin. Z toho vypliva, ze aplikace bifidinu I je potencialné uZite¢na v oblasti bezpecnosti
potravin.

Dalsi ¢asti experimentu bylo otestovani filtratu pomoci specidlniho filtru, protoze zde
byla hypotéza, Zze se jedna o bakteriocin, coz je produkt bifidobakterii, ktery by vykazoval
tuto antimikrobialni aktivitu. Filtrace ukazala, Zze se pravdépodobné jedna o peptid, proto je
dilezité, aby byly vlastnosti této latky dale zkoumany. Avsak handicapem této latky je, Ze ji
mame velmi malé mnozstvi. Dle studie podle (Collado et al., 2005) vybrané kmeny z rodu
Bifidobacterium byly oSetfeny riznymi enzymy pro uréeni povahy sloué¢enin zodpovédnych
za antimikrobialni aktivitu. Vzhledem k tomu, Ze vSechny testované proteazy zmensily
antimikrobialni aktivitu, tak amylazy a lipazy neméli zadny Gi¢inek, coz ukazuje, Ze inhibi¢ni
slouc¢eniny maji proteinovy charakter.

Collado et al. (2005) udava, ze bidifobakterie méli maximalni antimikrobialni aktivitu
v pozdni exponencidlni fazi ristu (piiblizné po 16 hodinach inkubace). V nasem piipadé jsme
vSak antmikrobidlni aktivitu detekovaly uz po 4 hodindch kultivace. Poté u kazdého dalSiho
vzorku, které byly ziskavany v 2 hodinovych intervalech. Nestandardnim vysledkem byl fakt,
ze velikost inhibi¢ni zony byla stale stejnd i po 36 hodinach kultivace. Pii pfeockovani této
kultury byl efekt ztracen. Coz nas vratilo zpét k vychozi kopii vzorku, ktera ukazala nejvyssi
antimikrobialni efekt, ktery snizujeme pieockovavanim.

Disponujeme tedy vzorky, které jsou schopny produkovat antimikrobialni latku, avSak
béhem testovani bylo zjisténo, Ze nejsme schopni tuto latku opakované vyrobit, proto nas
dalsi postup byl neplanovany a zaméftily jsme se na optimalizaci podminek v médiu. S tim, ze
Collado et al. (2005) doporucuji piidavat 1 % tweenu 80 do média pro zvySeni
antimikrobialni aktivity, coz jsme provedli podle jejich doporuceni, av§ak v nasem piipadé
nebyly zaznamenany zadné zmény. Vice jak druha kopie pozitivnich kment, tedy téch co
puvodné vykazovaly antimikrobidlni aktivitu, ani s 1% pfidavkem tweenu nevytvareli
inhibi¢ni zony. Podle dfivéjsich studii je antimikrobialni aktivita u bifidobakterii udrzovana v
ptitomnosti 1 % uhli¢itanu vapenatého, ktery eliminuje inhibi¢ni G¢inky v disledku vyroby

organickych kyselin. PouZiti riznych koncentraci glukézy v kultivaénim médiu nemélo zadny
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vliv na antimikrobialni aktivitu. AvSak piridavek tweenu 80 mirné¢ zvysil vylucovani
antagonistickych slouc¢enin (Gagnon et al., 2004; Gibson a Wang, 1994; Lee et al., 2003).

Z diivodu netcinnosti ptidavku tweenu jsme se vratili zpét k pivodnimu vzorku, kde
jsme zacali uvazovat nad tim, co mize podminovat antimikrobialni aktivitu. Pfemysleli jsme
nad piidavkem glycerolu, ten je soucasti zamrazovaciho média v nasSich pivodnich kopiich
Snejvyssi antimikrobialni aktivitou Podle Axelsson et al. (1989) se glycerol vyuziva
k produkci reuterinu za pouziti Lactobacillus reuteri, ktery je schopen inhibovat rist
bakterialnich rodt Escherichia, Salmonella, Shigella, Proteus, Pseudomonas, Clostridium a
Staphylococcus (Engels et al., 2016). Tohle je jedna z moznosti, ktera by méla byt zvazena,
jestli tam neni vliv. Dale také béhem zpracovani glycerolu mohou vznikat dalsi produkty
glycerolu a jednim z nich je akrolein, ktery vznika za anaerobnich podminek pti zahfivani.
Podle Engels et al. (2016) bylo zjisténo, ze praveé akrolein je ucinna latka, ktera je zodpovédna
za antimikrobialni aktivitu, ktera je piivodné piipisovana reuterinu.

I pies tyto pozitivni vysledky, kdy 4 kmeny bifidobakterii jsou schopné produkovat
antimikrobialni latku proti klostridiim, jsme tento produkt, ktery je zodpovédny za tuto
antimikrobialni aktivitu nedokazali opakované vyrobit. Proto by bylo dobré se dale zamyslet

nad ptipadnym pouzitim akroleinu v mechanismu ptisobeni antimikrobialni aktivity.
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8 Zavér

Celkem byly otestovany 4 druhy (12 kmend) bifidobakterii. Cilem bylo najit
supernatanty bifidobakterii, které vykazuji antimikrobialni aktivitu proti C. perfringens
a C. difficile. Celkem 4 kmeny vykazovaly antimikrobidlni aktivitu proti vySe zminénym
druhtim klostridii. Z toho 3 kmeny byly z druhu B. animalis subsp. animalis a 1 kmen z druhu
B. choerinum. Tato aktivita byla shledana u vice kmeni téchto testovanych klostridii. Jednalo
se celkem o 3 kmeny C. perfringens a 3 kmeny C. difficile. Pouze jeden kmen C. perfringens
CCM 4435 byl detekovan jako odolny a antimikrobialni pisobeni bifidobakterii na n¢j
nem¢élo Vliv.

Bifidobakterialni supernatant byl shledan jako tepelné stabilni, také zména pH a
plusobeni proteindzy K neméli vliv na detekovanou antimikrobidlni aktiitu. Na zakladé
separace proteind, bylo zjisténo, Ze antimikrobidlné ptlisobi slozka s obsahem ptipadnych
proteind.

Na zakladé¢ ziskanych poznatkt, byla zde snaha vyprodukovat vice pozitivniho
supernatantu, ale béhem testovani bylo zjisténo, Ze to co plisobi pozitivné proti klostridiim, je
pouze zasobni roztok. Z toho roztoku byly dale vytvatreny kopie, avSak bylo zjisténo, Ze tyto
kopie ztraci ucinnost. To se projevilo ztratou produkce antimikrobialni latky. Proto jsme se
nasledné zamétily na samotné médium, co za komponent by mohlo vytvafet antimikrobialni
aktivitu. Vliv na antimikrobialni aktivitu by mohl mit pfidavek glycerolu. Pfidany glycerol je
sterilovany za nepfitomnosti vzduchu, kdy mtze dojit k produkci akroleinu, u néhoz jiz byl
prokazan vliv na antimikrobidlni aktivitu. Na druhou stranu musime brat v potaz, ze akrolein
je zivotu nebezpecny. Proto by bylo vhodné se zamyslet, jestli by bylo mozné odhalit princip

pusobeni akroleinu a ten vyuzit v potlaceni rastu klostridii.
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10 Seznam pouzitych zkratek

DSMZ Némecka sbirka mikroorganismt a bunécnych kultur

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

CCM Ceské sbirky mikroorganismii

Czech Collection of Microorganisms

WHO Svétova zdravotnicka organizace

World Health Organization

KMVD  Sbirka mikroorganismt Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, CZU v Praze

GIT gastrointestinalni trakt

ATB antibiotika

CDI infekce vyvolané Clostridium difficile
IBD zanétlivé sttevni onemocnéni
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11 Prilohy

Seznam priloh:

Priloha 1 Vysledky testovani antimikrobialni aktivity bifidobakterii v ¢asovém intervalu

po 2 hodinach.

Priloha 2 Vysledky testovani kment, které fungovaly v prvni kopii a byly postupné

pfeockovavany v asovych intervalech po 2 hodinach.
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