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Laktobacily a jejich interakce s klostridiemi a dalšími 
sporotvornými bakteriemi kolonizující trávicí trakt 

kojenců 

Souhrn 

Vybrané kmeny laktobacilů mají schopnost produkovat v rámci svého metabolismu 
antimikrobiální látky, j ako j e například reuterin a jsou součástí probiotických doplňků. Mimoto 
i jejich primární metabolity, jako je laktát a acetát, mohou působit antimikrobiálně. Kdežto 
sporulující bakterie třídy Clostridia zahrnují velmi variabilní rody a druhy, od zdraví 
prospěšných butyrát produkujících bakterií s probiotickým potenciálem až po vysoce patogenní 
bakterie. Ve střevní mikrobiotě kojenců je přítomnost a aktivita potenciálně patogenních 
sporulujících bakterií ovlivněna jak přítomností přirozeně se vyskytujících prospěšných 
komenzálních bakterií, tak například probiotickou intervencí, kde se často jedná o kmeny 
laktobacilů. Je zde však předpoklad, že antimikrobiální aktivita vůči patogenním či 
komensálním klostridiím bude u laktobacilů druhově či kmenově specifická. 

V této diplomové práci byla in vitro zkoumána antimikrobiální aktivita 36 probiotických 
kmenů laktobacilů, jednalo se jak o lidské izoláty s potenciálem probiotika, tak o kmeny se 
statusem probiotika izolované z doplňků stravy a dalších produktů, proti 16 kmenům klostridií 
převážně izolovaných z trávicího traktu kojenců. Screening antimikrobiální aktivity byl 
proveden pomocí tří metod. Jednalo se o spotovou metodu (Agar Spot Test), která vykazovala 
velký počet pozitivních výsledků. Což ukazuje, že čerstvě narostlá kultura laktobacilů dokáže 
potlačit růst klostridií a nejedná se pravděpodobně pouze o působení metabolitů. Tento 
antimikrobiální účinek zřejmě spočívá v kombinaci působení antimikrobiálních metabolitů 
jako jsou organické kyseliny, ale i v působení dalších obranných mechanismů jako je tvorba 
exopolysacharidů a bakteriocinů. Dále bylo v testu inhibice produkce plynu zjištěno, že nejvíce 
laktobacilů dokáže inhibovat produkci plynu u kmenů C. terrtium. Nicméně tato metoda 
potřebuj e více opakování pro validní výsledky. Difúzni metoda potvrdila druhovou a kmenovou 
specifičnost antimikrobiální aktivity metabolitů laktobacilů. Největší antimikrobiální potenciál 
měly kmeny Limosilactobacillus reuteri, na jejichž antimikrobiální aktivitě se pravděpodobně 
podílí reuterin či další meziprodukty jeho metabolismu jako je 3-hydroxypropionová kyselina 
(3-HP). To potvrzují i výsledky testování difúzni metodou, kdy 3-HP působila antimikrobiálně 
v koncentraci 300 mM proti 15 z 16 testovým klostridiím, zhruba vůči polovině testovaných 
kmenů v koncentraci 150 mM. Taktéž testování kyseliny octové, mléčné a propionové přineslo 
pozitivní antimikrobiální účinky proti testovaným klostridiím. Celkově při difúzni metodě 
nej lepší výsledy vykazovaly laktobacily vůči C. difficile. C. difficile patří mezi nej častější 
patogeny způsobující střevní infekce kojenců, proto se laktobacily jeví jako velmi vhodná 
probiotika pro kojence. 

Klíčová slova: Antimikrobiální aktivita; probiotikum; laktobacily; klostridie; patogen; kojenec 





Lactobacilli and their iteractions with Clostridia and other 
sporeforming bacteria colonizing the digestive tract of 

infants 

Summary 

Selected strains of lactobacilli have the ability to produce antimicrobials such as reuterin 
as part of their metabolism and are included in probiotic supplements. In addition, their primary 
metabolites, such as lactate and acetate, may also be antimicrobial. Whereas the sporulating 
bacteria of the Clostridia class include highly variable genera and species, ranging from health-
promoting butyrate-producing bacteria with probiotic potential to highly pathogenic bacteria. 
In the gut microbiota of infants, the presence and activity of potentially pathogenic sporulating 
bacteria is influenced by the presence of naturally occurring beneficial commensal bacteria as 
well as by probiotic intervention, for example, where lactobacilli strains are often involved. 
However, there is an expectation that antimicrobial activity against pathogenic or commensal 
Clostridia will be species- or strain-specific in lactobacilli. 

In this thesis, the antimicrobial activity of 36 probiotic strains of lactobacilli, both human 
isolates with probiotic potential and strains with probiotic status isolated from dietary 
supplements and other products, was investigated in vitro against 16 strains of Clostridia mostly 
isolated from the digestive tract of infants. Screening for antimicrobial activity was performed 
using three methods. This was the spot method (Agar Spot Test), which showed a large number 
of positive results. What is indicating that a freshly grown culture of lactobacilli can inhibit 
clostridial growth and that it is probably not just the action of metabolites. This antimicrobial 
effect seems to be a combination of the action of antimicrobial metabolites such as organic 
acids, but also of other defence mechanisms such as the production of exopolysaccharides and 
bacteriocins. Furthermore, in the gas production inhibition test, it was found that C. terrtium 
strains were the most able to inhibit gas production by lactobacilli. However, this method needs 
more repetitions for valid results. The diffusion method confirmed the species and strain 
specificity of the antimicrobial activity of lactobacilli metabolites. Limosilactobacillus reuteri 
strains had the greatest antimicrobial aktivity, there is probably involved reuterin or other 
intermediates of its metabolism, such as 3-hydroxypropionic acid (3-HP). This is confirmed by 
the results of the diffusion method, where 3-HP was antimicrobial at a concentration of 300 
mM against 15 of the 16 test Clostridia, and against about half of the strains tested at 
a concentration of 150 mM. Also, used acetic, lactic and propionic acids produced positive 
antimicrobial effects against the tested Clostridia. Overall, lactobacilli showed the best 
performance against C. difficile in the diffusion method. C. difficile is one of the most common 
pathogens causing intestinal infections in infants, therefore lactobacilli appear to be very 
suitable probiotics for infants. 

Keywords: Antimicrobial activity; probiotic; lactobacilli; Clostridia; pathogen; infant 
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1 Úvod 

Střevní sliznice je obzvláště dynamické prostředí, ve kterém neustále dochází 
k interakcím s biliony komenzálních mikroorganismů, kteří se pravidelně setkávají s patogeny 
nejrůznější povahy (Paréz-Lopez et al. 2016). Pokud dojde k dysbióze vraném věku, střevní 
mikrobiota může zůstat narušena po celý život a způsobuje tak větší náchylnost k neinfekčním 
onemocněním, náchylnější imunitní systém, dojde ke změně osy střevo-mozek (Di Profio et al. 
2022), a může dojít k pozdějšímu rozvoji obezity (Turnbaugh et al. 2006), zánětlivých 
onemocnění střev (Gevers et al. 2014) či diabetu I. typu (Kostic et al. 2015). 

Mnoho druhů klostridií se vyskytuje jako komenzálové střevní mikrobioty. Dysbalance 
mikrobioty však může vést k některým infekcím způsobeným těmito bakteriemi, zejména pak 
Clostridioides difficile, Clostridium perfingens a Clostridium butyricum. V mnoha případech 
může po podání antibiotik dojít k opakované infekci, což ukazuje potřebu nových 
terapeutických možností, které budou působit na tyto potenciální patogeny a zároveň podpoří 
obnovu mikrobioty (Monteiro et al. 2019). Mikroorganismy, včetně laktobacilů, v tenkém a 
tlustém střevě dokončují proces trávení. Jejich metabolity jsou organické kyseliny s krátkým 
řetězcem, mezi které se řadí např. kyselina mléčná, octová. Tyto kyseliny snižují střevní pH a 
tím zhoršují podmínky pro nepřátelské bakterie. Také mohou svou přítomností ovlivnit 
ochranné funkce střevní sliznice, včetně syntézy a sekrece antibakteriálních peptidů a mucinů 
(Parvez et al. 2006). 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Předpokládáme, že antimikrobiální aktivita vůči patogenním či komensálním klostridiím 
bude u laktobacilů druhově či kmenově specifická. Vzhledem ke značné variabilitě mezi 
klostridiemi (rod Clostridium) a dalšími sporulujícími bakteriemi třídy Clostridia, i zde bude 
zjištěna variabilita v citlivosti vůči laktobacilům. Cílem práce bylo zpracovat přehled 
o laktobacilech a sporulujících bakteriích třídy Clostridia, vyskytujících se v trávicím traktu 
kojenců, včetně dosavadních poznatků o jejich interakci se zaměřením na antimikrobiální 
aktivitu. V experimentální části pak testovat interakce mezi laktobacily a vybranými zástupci 
třídy Clostridia. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Střevní mikrobiota kojence 

3.1.1 Střevní sliznice 

Střevní sliznice je obzvláště dynamické prostředí, ve kterém neustále dochází 
k interakcím s biliony komenzálních mikroorganismů, kteří se pravidelně setkává s patogeny 
nejrůznější povahy (Paréz-Lopez et al. 2016). Střevní mikrobiota se skládá zvíce než 1500 
druhů rozdělených do více než 50 kmenů (Di Profio et al. 2022). Plocha epitelu střev je poměrně 
velká, protože klky zvětšují její povrch na 32 m 2 (Helander & Fándriks 2014). Povrch epitelu 
gastrointestinálního traktu představuje první ochrannou vrstvu při styku vnitřního a vnějšího 
prostředí. Druhým ochranným prostředkem je vrstva hlenu, která se skládá ze složité sítě 
mucinů a antimikrobiálních proteinů, které brání mikroorganismům v přístupu k epiteliálním 
buňkám. Třetí vrstvu ochrany představuje velké množství imunitních buněk, které sídlí ve 
střevě, a to buď v organizovaných strukturách, jako jsou Peyerovy skvrny a mezenteriální 
lymfatické uzliny, nebo roztroušené ve střevním epitelu. Tyto tři vrstvy společně tvoří bariéru, 
která brání mikroorganismům, aby se dostaly na systémová místa. Avšak mnoho patogenů 
vlivem vývoje dokáže uniknout i přes ochranné mechanismy hostitele a způsobit tak 
onemocnění (Paréz-Lopez et al. 2016). 

3.1.2 „Zdravý kojenec" 

3.1.2.1 Charakteristika a složení střevní mikrobioty 

Současná vědecká literatura identifikuje dětskou střevní mikrobiotu jako mnohostranný 
orgán ovlivňující řadu aspektů zdraví a vývoje jedince. Střevní mikrobiota kojenců je tvořena 
biliony mikrobiálních buněk, které sídlí především v tenkém a tlustém střevě (Turroni et al. 
2022). Pokud dojde k dysbióze v raném věku, střevní mikrobiota může zůstat narušena po celý 
život a způsobuje tak větší náchylnost k neinfekčním onemocněním, náchylnější imunitní 
systém, dojde ke změně osy střevo-mozek (Di Profio et al. 2022), a může dojít k pozdějšímu 
rozvoji obezity (Turnbaugh et al. 2006), zánětlivých onemocnění střev (Gevers et al. 2014) či 
diabetu I. typu (Kostic et al. 2015). Stále více důkazů naznačuje, že nitroděložní prostředí není 
sterilní, jak se dříve předpokládalo, ale během těhotenství dochází k přenosu mikrobioty mezi 
matkou a plodem (Vandenplas et al. 2020). 

Matka je důležitým rezervoárem bakterií novorozence. V přenosu zmatky na dítě 
dominují bakterie z rodu Bacteroides a Actinobacteria, z nichž nejvíce zastoupený rod je 
Bifidobacterium. Nejčastěji to jsou druhy Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum 
subsp. infantis a Bifidobacterum bifidum, které j sou schopné metabolizovat oligosacharidy 
přítomné v mateřském mléce. Společně s nimi jsou schopné metabolizovat oligosacharidy 
z mateřského mléka také druhy rodu Bacteroides, jako jsou druhy Bacteroides fragilis, 
Bacteroides dorei a Bacteroides vulgatus. Spolu s Bacteroides dominují ve střevní mikrobiotě 
dospělého člověka Firmicutes, které se přenáší z matky na novorozence. Nicméně pouze 
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Streptococcus thermophilus a Veillonella parvula z nich přetrvávají po prvním měsíci života 
(Browne et al. 2022). 

3.1.2.2 Vývoj střevní mikrobioty 

První faktor, který ovlivňuje lidskou mikrobiotu, přichází zmatky v průběhu vývoje 
plodu. Plod je vystavený metabolitům mikrobiálních společenstev matky skrze placentu, které 
se otisknou do jeho imunitního systému a mohou tak ovlivňovat mikrobiotu jedince 
v pozděj ším životě (Martino et al. 2022). Například střevní mikrobiota matky rozkládá vlákninu 
na mastné kyseliny s krátkým řetězcem, jako je acetát, které v tkáni plodu ovlivňuje imprinting 
spojený s tvorbou T buněk a mohou být spojovány s ochranou před rozvojem astmatu 
v dospělosti (Thorburn et al. 2015). He et al. (2020) analyzovali 39 párů vzorků (matka-dítě) 
smolky, plodové vody, stolice, vaginální tekutiny a slin matek a zjistili, že mikroorganismy ve 
smolce pocházejí z více zdrojů, ale především z plodové vody. 

Záhy po narození dojde k osídlení mikroorganismy zmatky (především z vagíny, 
mateřského mléka, kůže, jazyka) a následně z okolního prostředí. Mikroorganismy se dostávají 
do těla a na povrch těla, kde dochází k rychlému vývoji především u dětí do jednoho roku života 
(Browne et al. 2022). Studie ukázaly, že složení střevní mikrobioty vaginálně narozených dětí 
je odlišné od dětí narozených císařským řezem (Stewart et al. 2018). Prostředí obklopující 
novorozence j e dalším přirozeným zdrojem mikrobů, které můžou kolonizovat různá místa těla. 
Například používání společných předmětů, dotýkání se společných povrchů či vzduch 
v místnostech. Předpokládá se, že častý kontakt s domácími mazlíčky v raném věku pomáhá 
rozvoji imunity (Savino et al. 2010). V průběhu času vznikají ekosystémy vyznačující se 
taxonomickou bohatostí a funkční schopností. Tento proces má různé fáze. Ranou fází, která 
trvá 6-12 měsíců, kdy dochází k odstavení kojence od mateřského mléka. Tato fázeje důležitým 
vývojovým oknem pro imunologický a fyziologický vývoj (Browne et al. 2022). Mateřské 
mléko, které se skládá z laktózy, lipidů, bílkovin a více než 200 různých oligosacharidů, se 
doporučuje jako první výživa v kojeneckém věku a poskytuje všechny potřebné živiny pro 
podporu růstu a vývoje. Oligosacharidy z mateřského mléka nejsou hydrolyzovány 
sacharolytickými enzymy trávicího traktu a dostávají se do tlustého střeva, kde slouží jako 
metabolické substráty pro střevní bifidobakterie. Produkty metabolismu oligosacharidů (acetát, 
mravenčan, laktát, 1,2-propandiol) mají příznivé účinky na zdraví hostitele, protože potlačují 
růst patogenů patřících do čeledí Clostridiaceae, Enterobacteriaceae a Staphylococcaceae. 
Kojenci, kteří přijímají výhradně umělou výživu mají odlišnou mikrobiotu, která se vyznačuje 
nižším výskytem rodu Bifidobacterium a zvýšeným výskytem Clostridium 
a Enterobacteriaceae, což pravděpodobně koreluje s nedostatkem oligosacharidů 
z mateřského mléka a vyšším obsahem bílkovin v umělé stravě. Mnohé umělé výživy jsou 
v dnešní době doplňovány fruktooligosacharidy (FOS) a/nebo galaktooligosacharidy (GOS), 
přestože to nejsou oligosacharidy z mateřského mléka můžou být využitelné pro většinu druhů 
bifidobakterií (Di Profio et al. 2022). Další stádium je spojené s přechodem na pevnou stravu, 
což vede ke kolonizaci různými sporulujícími druhy a snížení množství rodu Bifidobacterium 
(Browne et al. 2022). Kromě toho je zde vyšší přítomnost druhů Bacteroidaceae, 
Lachnospriraceae a Ruminococcaceae, což je odraz vyšší rozmanitosti a komplexnosti stravy 
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v důsledku zavedení vlákniny do stravy (z ovoce, zeleniny a obilovin) a nových zdrojů bílkovin 
(jako je maso, mléčné výrobky a luštěniny) (Di Profio et al. 2022). Stádium zrání se již podobá 
složení dospělého člověka tedy hojné zastoupení druhů Bacteroidetes a Firmicutes. Průběh 
vývojové trajektorie střevní mikrobioty viz Obrázek 1 (Browne et al. 2022). V dětském věku je 
stravovací prostředí klíčové pro získání správných návyků, které mají později vliv na střevní 
mikrobiotu a zdraví hostitele. Stredomorská strava, která se vyznačuje nízkým zastoupením 
zpracovaných potravin a vysokým příjmem vlákniny a také antioxidantů se jeví jako velmi 
vhodná pro zvýšení diverzity střevní mikrobioty, což znamená vyšší počty Bacteriodetes, 
laktobacilů, bifidobakterií, Faecalibacterium spp. a nižší počty Firmicutes a Proteobacteria 
(Di Profi et al. 2022). 

vývoj mikrobioty dětí 

ranná fáze přechodná fáze stádium zrání 

Doplňování kojenecké mléčné výživy o probiotika a prebiotika je stále běžnější 
(Tamburini et al. 2016). Kojenecká výživa se vyrábí tak, aby se co nejvíce podobala 
mateřskému mléku, které obsahuje kromě základních složek poskytujících energii také 
bakteriální kmeny, protilátky, hormony, imunitní buňky. Ve snaze napodobit tento vysoce 
funkční "koktejl" zkoumají výrobci možnosti fortifikace kojenecké výživy o širší paletu složek 
než obsahuje kravské mléko, ze kterého se vyrábí. Mezi takové složky patří probiotika, 
prebiotika a synbiotika (Dias et al. 2022). Mezinárodní vědecká asociace pro probiotika 
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aprebiotika definuje prebiotika jako substrát, který je selektivně využíván hostitelskými 
mikroorganismy a přináší zdravotní prospěch (Gibson et al. 2017). Mezi příklady prebiotik, 
která se v současné době používají v kojenecké výživě, patří oligosacharidy (např. GOS, FOS, 
rozpustná fermentovatelná vláknina a rostlinné polyfenoly (Dias et al. 2022). Světová 
zdravotnická organizace (WHO; World Health Organization) a Organizace pro výživu 
a zemědělství (FAO; Food and Agriculture organization of the United Nations) popisují 
probiotika jako živé organismy, které při konzumaci v přiměřeném množství přinášejí hostiteli 
prospěch (Guarner et al. 2011). Nejčastěji používanými probiotickými bakteriemi v doplňcích 
stravy jsou laktobacily (L.) a bifidobakterie (Tamburini et al. 2016; Dias et al. 2022). Nazákladě 
15 studií lze konstatovat, že suplementace probiotiky může snížit riziko infekce 
gastrointestinálního traktu (GIT) o 26 %, přičemž Lacticaseibacillus paracasei, 
Limosilakctobacillus reuteri a Lacticaseibacillus rhamnosus G G jsou specificky účinné 
probiotické kmeny při snižování výskytu a délky trvání infekce GITu (Ahmad et al. 2022). 
Konkrétně podání Limosilactobacillus reuteri D S M 17938 denně kojencům v raném věku může 
zlepšit příznaky kojenecké koliky (Savino et al. 2010). Dále bylo zjištěno, že dlouhodobá 
suplementace L. rhamnosus G G má vliv na střevní mikrobiotu dětí. Způsobuje zvýšení 
početnosti kmenů Lactococcus, Ruminococcus a naopak snižuje zastoupení Escherichia. Zdá 
se, že léčba pomocí L. rhamnosus G G brání některým změnám v mikrobiotě, které by mohlo 
způsobit užívání penicilinu (Korpela et al. 2016). Celkově se předpokládá, že probiotika 
aprebiotika hrají důležitou roli při modulaci střevní mikrobioty (prostřednictvím podpory 
skupin prospěšných bakterií a kompetitivního vyloučení patogenů) a v regulaci imunitního 
systému (ovlivněním slizničních imunitních mechanismů, regulací sekrece imunoglobulinů 
a cytokinů a podporou integrity střevní epiteliální bariéry) (Dias et al. 2022). 

Antibiotika patří mezi nejčastěji předepisované léky pro děti. Avšak užívání antibiotik po 
narození může narušit křehký novorozenecký mikrobiom (Savino et al. 2010). 
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3.2 Laktobacily 

3.2.1 Obecná charakteristika 

Rod Lactobacillus vytvořen Beijerinckem v roce 1901. Zahrnuje grampozitivní, 
fakultativně anaerobní, nesporulující mikroorganismy. Tento rod je řazen do kmene Firmicutes, 
třídy Bacilli, řádu Lactobacillales, čeledi Lactobacillaceae, která zahrnovala rody 
Lactobacillus, Paralactobacillus a Pediococcus. Dřívější taxonomie laktobacilů byla založena 
na fenotypových vlastnostech včetně optimální teploty růstu, využití sacharidů a spekter 
produkovaných metabolitů. Později ve 20. století byla pro vymezení nových bakteriálních 
druhů použita genotypová a chemotaxonomická kritéria včetně hybridizace DNA, obsahu mol 
% G+C a chemické struktury peptidoglykanu. Od roku 1983 se v bakteriální taxonomii používá 
podobnost genů 16S rRNA, která poskytuje fylogenetická schémata jako páteř pro klasifikaci 
a nomenklaturu. Během posledních 15 let se stalo široce dostupné sekvenování celých 
bakteriálních genomů, a jako zlatý standard pro vymezení nových bakteriálních druhů byly 
zavedeny hodnoty průměrné nukleotidové identity (ANI; average nucleotide identity) genů 
sdílených mezi dvěma bakteriálními genomy (Zheng et al. 2020). 

Rod Lactobacillus zahrnoval 261 druhů ještě v březnu 2020. Jednalo se o druhy velmi 
rozmanité na úrovni fenotypové, genotypové i ekologické. Po zhodnocení fylogeneze jádra 
genomu, ANI, projevu genů skupiny organismů, o nichž se přepokládá, že se vyvinuly ze 
společného předka, podle zásad kladistiky, fyziologického kritéria a ekologie organismu byl 
rod Lactobacillus rekvalifikován do 23 nových rodů s názvy: Holzapfelia, Amylolactobacillus, 
Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus, 
Schleiferilactobacillus, Loigolactobacillus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, 
Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, 
Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, 
Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus a Lentilactobacillus. Rodový výraz 
„laktobacily" zůstává pro označení všech organismů, které byly do roku 2020 klasifikovány 
jako Lactobacillaceae. Tato rekvalifikace odráží fylogenetickou pozici mikroorganismů 
a výrazné klady skupinového sdílení ekologických a metabolických vlastností 
(Zheng et al. 2020). 

Laktobacily se řadí mezi bakterie mléčného kvašení (BMK), které jsou hlavně 
grampozitivní, anaerobní, kataláza negativní, nesporulující bakterie. Mají mnoho asociací 
s lidmi. Jsou součástí intestinální mikrobioty získané po narození. Jsou součástí široké škály 
potravin (zelenina, víno, mléko, maso). Jsou také potřebné pro výrobu mnoha potravin nejen 
v mlékařství a zelinářství, ale též při výrobě vína, kávy a kakaa. Některé z B M K j sou patogenní, 
nebo jsou schopné produkovat antimikrobiální látky nazývané bakteriociny. B M K jsou 
převážně mezofilní (některé kmeny jsou termofilní), což znamená, že můžou růst v rozmezí 
teplot 5-45 °C. Jsou acidotolerantní, proto jsou schopné růst ve velmi nízkých hodnotách 
pH (až 3,8). Většina B M K je proteolytická s přísnými požadavky na obsah aminokyselin. Jsou 
to mikroorganismy, které nazýváme B M K , pro jejich vlastnost produkovat kyselinu mléčnou. 
Produkovaná kyselina mléčná může být ve formě L(+) nebo D(-) izomerů. Nejvíce z nich 
řadíme do skupiny, která jsou gram pozitivní Firmicutes, zbytek, který je gram negativní patří 
do skupiny Actinocabacteria (Forsythe 2010). 
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B M K zahrnuje bakterie s oběma typy metabolismu - homofermentativní 
i heterofermentativní (viz Obrázek 2). Homofermentativní produkují dvě molekuly kyseliny 
mléčné při fermentaci molekuly glukózy, naproti tomu heterofermentativní mikroorganismy 
produkují různé metabolity, mezi které patří také kyselina mléčná, ale spolu s ní i ethanol, 
kyselina octová, kyselina mravenčí, peroxid vodíku (Forsythe 2010). 

3.2.2 Charakterizace vybraných druhů laktobacilů 

3.2.2.1 Limosilactobacillus reuteri 

Lactobacillus reuteri nově nese označení Limosilactobacillus reuteri. Limosus znamená 
slizký, což odkazuje na vlastnosti většiny kmenů z rodu Limosilactobacillus, využívané 
k výrobě exopolysacharidů ze sacharózy. Limosilaktobacily jsou grampozitivní, 
heterofermentativní anaerobní nebo aerotolerantní tyčinky. Růst je pozorován při 37 °C 
u většiny druhů (Zheng et al. 2020). L. reuteri je anaerobní probiotikum sídlící v lidském 
gastrointestinálním traktu. Fermentací glycerolu produkuje antimikrobiální sloučeninu reuterin, 
která inhibuje růst některých grampozitivních a gramnegativních bakterií (Spinler et al. 2017). 

L. reuteri se nachází v mikrobiotě obratlovců, ale také ve fermentovaných potravinách 
(Zheng et al. 2015). Byl izolován z mnoha potravin. Především z mléčných produktů 
(Dellaglio et al. 1981). Vyskytuje se také při fermentaci obilí, a tudíž se nachází v pekařském 
kvasu (Gánzle 2015). L. reuteri je navrhován jako vhodný pro konzervaci fermentovaných 
mléčných produktů, který zároveň nemění konzistenci výsledného produktu (Ortiz-Rivra et 
al.2017). Limosilactobacilus spp., zejména L. reuteri, se komerčně vyrábějí pro použití jako 
startovací kultura a také jako probiotická kultura (Zheng et al. 2020). Jeho hojnost se u různých 
jedinců liší. U lidí se vyskytuje v různých částech těla, včetně gastrointestinálního traktu, 
močových čest, kůže a mateřského mléka (Mu et al. 2018). Poprvé byl izolován L. reuteri DMS 
20016 v roce 1962 ze střeva dospělého člověka (Kandler et al. 1980). L. reuteri je schopný se 
adaptovat na potravní a střevní stanoviště, což naznačuje, že tato dvě stanoviště vyvíjejí odlišný 
selektivní tlak související s rychlostí růstu a energetickým (sacharidovým) metabolismem 
(Zheng et al. 2015). Střevní mikroby obratlovců se diverzifikací přizpůsobují hostiteli, což 
vychází z experimentu, který odhaluje genetickou heterogenitu v populaci L. reuteri u různých 
obratlovců (Oh et al. 2010). Kmeny L. reuteri a Lactobacillus johnsonii jsou autochtónni pro 

Obrázek 2: Schéma homofermentace (a) a heterofermentace (b) glukózy 
(upraveno podle Ganzle 2015). 
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hlodavce a střeva prasat, protože byly zjištěny v několika studiích téměř u všech zvířat 
(Salzman et al. 2002; Leser et al. 2002; Brooks et al. 2003). 

3.2.2.2 Lactobacillus rhamnosus 

L. rhamnosus je grampozitivní bakterie přítomna v mnoha druzích fermentovaných 
potravin. Je schopna přežívat v různých prostředích, včetně střev (Pascual et al. 2008). Má 
probiotické vlastnosti (Huang et al. 2020). Bylo zjištěno, že L. rhamnosus se dokáže navázat na 
povrch střevní hlenové bariéry a kolonizovat j i , čímž brání patogenním mikroorganismům 
proniknout do střevní bariéry (Kolínska et al. 2018). L. rhamnosus moduluje imunitní odpověď 
střevních lymfatických buněk prostřednictvím bakteriálních produktů (Yang et al. 2019) 
a složek buněčné stěny (Claes et al. 2010). L. rhamnosus může ovlivnit funkci střevní 
bariéry sekrecí mucinu, regulací apoptózy epiteliálních buněk. Déle L. rhamnosus ovlivňuje 
složení střevní mirkrobioty prostřednictvím konkurence o živiny a adheze na sliznici (Gamallat 
etal. 2016). 

3.2.2.3 Lactobacillus acidophilus 

L. acidophilus je homofermentativní, mikroaerofilní grampozitivní mikroorganismus, 
jehož morfologie je tyčinkovitého tvaru. Bakteriociny, které tvoří, jsou si strukturně podobné, 
ale liší se jejich spektrum antimikrobiální aktivity. Jsou termostabilní a zachovávají si svou 
aktivitu v širokém rozmezí pH spolu se silnými inhibičními účinky proti kazícím se potravinám 
a patogenním bakteriím, což z nich činí důležitou biokonzervační třídu. L. acidophilus lze 
přidávat jako přídavek do mnoha procesů fermentace potravin, což způsobí jedinečnou chuť, 
vůni a strukturu (Anjum et al. 2014). 

L. acidophilus N C F M je probiotický kmen dostupný v běžných potravinách (mléko, 
jogurt, kojenecká výživa) a doplňcích stravy. Jeho komerční dostupnost je podmíněná jeho 
bezpečností, snadnou komerční manipulací, biochemickými a fyziologickými vlastnostmi, 
které jsou podstatné pro probiotickou funkci u člověka. Kmen byl charakterizován in vitro, ve 
studiích na zvířatech a u lidí. Kmen N C F M je předkem kmene, který se používá pro kompletní 
sekvenování chromozomů, a proto je základním kmenem pro pochopení vztahu mezi genetikou 
a funkčností probiotik. Adheruje k buněčným systémům vylučující hlen, produkuje 
antimikrobiální sloučeniny a je vhodný pro genetickou manipulaci a cílené zavádění DNA. 
V pokusech na myších byl dokázán potenciál snížení rizika rakoviny tlustého střeva. Směs 
obsahují L. acidophilus N C F M snížila výskyt dětských průjmů. Přiměřené podávání může 
usnadnit trávení laktózy u osob s laktózovou intolerancí (Sanders & Klaenhammer 2001). 

3.2.2.4 Lacticaseibacillus casei 

Kmeny Lacticaseibacillus jsou homofermentativní, většina metabolizuje pentózy 
prostřednictvím fosfoketolázy. Jedná se o nepohyblivé kmeny, oxidáza negativní, často 
produkují D a L formu kyseliny mléčné z glukózy. Teplotní optimum je proměnlivé, ale nikdy 
není nižší než 10°C a vyšší než 45°C. Tento rod má značný hospodářský význam, protože 
zahrnuje několik druhů, které j sou využívané jako startovací kultury při mléčném kvašení a jako 
probiotika (Zheng et al. 2020). 
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3.2.3 Laktobacily ve střevní mikrobiotě kojenců 

Mezi první bakterie kolonizující lidské tělo patří laktobacily (Rautava et al. 2012). 
Laktobacily j sou spoj ovány se zdravě funguj ícím střevem, a proto se tato skupina běžně používá 
jako probiotika (Aakko et al. 2015). Laktobacily zahrnují nejvíce charakterizovaných probiotik, 
jak můžeme vidět v Tabulce 1, k čemuž přispívá to, že jejich zástupci dokážou využít velké 
množství sacharidů. Tato skutečnost jim zajišťuje zvládnutí vysoce konkurenčních prostředí 
jako je gastrointestinální trakt (Zúňiga et al. 2021). Důkazy naznačují, že podávání probiotik 
v novorozeneckém období může vést k udržení střevní kolonizace 6-12 měsíců po jejich 
vysazení. Informace o dlouhodobé udržitelnosti kolonizace j sou omezené, proto j e v této oblasti 
potřeba provést více randomizovaných kontrolovaných studií, které budou správně navrženy 
a budou obsahovat kmenově specifické testy (Srinivasjois et al. 2023). Časná kolonizace 
laktobacily, konkrétně kmenem L. casei, byla spojena se sníženým rizikem vzniku alergie 
a atopické dermatitídy (Penders et al. 2010). Kromě toho se uvádí, že nízká prevalence 
laktobacilů, může být rizikovým faktorem nadměrného pláče a neklidu kojenců (Pártty et al. 
2012). Studie porovnávající kojence z oblasti Malawi a z finské kojence prokázala, že 
malawijští kojenci měli hojnější, bohatší a rozmanitější zastoupení laktobacilů v mikrobiomu. 
Na základě tohoto poznatku je předpokládáno, že mezi faktory ovlivňují tyto rozdíly může patřit 
prostředí, strava a hygiena (Aakko et al. 2015). 

Tabulka 1: Nejčastější druhy probiotik. (Parvez et al. 2006; Sližewska et al. 2021) 

Laktobacily Bifidobacterium sp. 
Lactobacillus acidophilus 
Lacticaseibacillus casei 
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 
Lactobacillus cellobiosus 
Latilactobacillus curvatus 

B. bifidum 
B. adolescentis 
B. animalis 
B. infantis 
B. thermophilum 

Limosilactobacillus fermentům 

Lactobacillus lactic 
Lactiplantibacillus plantarum 

B. longum 
B. lactis 

Limosilactobacillus reuteri 

Levilactobacillus brevis 
Lactiplantibacillus pentosus 
Lentilactobacillus kefiri 

Enterococcus sp. Streptococcus sp. 
Ent. faecalis 
Ent. faecium 

S. cremoris 
S. salivarius 
S. diacetylactis 
S. intermedius 
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3.2.4 Antimikrobiální aktivita laktobacilů 

Mikroorganismy v tenkém a tlustém střevě dokončují proces trávení. Jejich metabolity 
jsou organické kyseliny s krátkým řetězcem, mezi které se řadí např. kyselina mléčná, octová. 
Tyto kyseliny snižují střevní pH a tím zhoršují podmínky pro nepřátelské bakterie. Také mohou 
svou přítomností ovlivnit ochranné funkce střevní sliznice, včetně syntézy a sekrece 
antibakteriálních peptidů a mucinů (Parvez et al. 2006). Biliony mikroorganismů sídlících 
v gastrointestinálním traktu zajišťují řadu nezbytných ochranných a metabolických funkcí 
přispívajících ke zdraví hostitele, které zahrnují zpracování potravin, trávení nestravitelných 
polysacharidu, ničení patogenů a syntéza vitaminů. Metabolismus sacharidů vede k produkci 
krátkých řetězců mastných kyselin, jako je butyrát a propionát, které slouží jako důležitý zdroj 
živin (Clarke et al. 2014). 

Propan-1,2,3-triol neboli glycerol běžně najdeme ve střevě. Je k dispozici jako produkt 
mikrobiální fermentace (trávení tuků, hlenu, buněk epitelu). Zástupci rodů Klebsiella, 
Enterobacter, Citrobacter, Clostridium, laktobacily aEubacterium halliijsou schopni redukčně 
metabolizovat glycerol na 3-hydoxypropionaldehyd (3-HPA) a následně ihned redukovat na 
1,3-propandiol (1,3-PDO), což způsobí 1,3-propandieoldehydrogenása během růstu (Engels et 
al. 2016). Meziprodukt 3-HPA využívá enzymy kódované v jeho propandiol operonu (pdu). 
Přeměna glycerolu na 1,3-PDO a 3-hydroxypropionovou kyselinu (3-HP) je vyvolána 
dehydratací glycerolu na 3-HPA. Tato reakce je katalyzována enzymem 
B12 glycroldehydratásou. Následující přeměna 3-HPA na 1,3-PDO je katalyzována 
1,3-propandioloxidoreduktásou a alkoholdehydrogenásou. Tato reakce je spojena s regenerací 
jednoho molu nikotinamidadenindinukleotid (NAD+) a produkovaného molu 1,3-PDO, což 
umožňuje, aby glycerol byl nepřetržitě vyžíván rostoucími buňkami jako elektronový příjemce 
pro konverzi nikotinamidadenindinukleotid (NADH) generované během metabolismu cukru a 
růstu buněk. Naproti tomu buňky v klidovém režimu budou v této reakci pokračovat pouze do 
doby, než budou spotřebovány všechny molekuly N A D H dostupné v buňce (Dishisha et al. 
2014). 

3.2.4.1 3-hydroxypropionová kyselina 

Z chemického hlediska je 3-hydroxypropionová kyselina (3-HP) tří uhlíkatá, opticky 
neaktivní, organická sloučenina. 3-HP je strukturální izomer mléčné kyseliny 
(2-hydroxypropionové kyseliny) (Datta 1995). 

Organické kyseliny mají obecnou strukturu R-COOH. Organické kyseliny s krátkým 
řetězcem (C1-C7) jsou spojovány s antimikrobiální aktivitou. Patří mezi ně kyseliny s jednou 
karboxylovou skupinou (mravenčí kyselina, octová kyselina, propionová kyselina, máselná 
kyselina) nebo karboxylové kyseliny nesoucí navíc další karboxylové skupiny (nejčastěji na 
alfa uhlíku), jako je mléčná kyselina, jablečná kyselina, vinná kyselina a citrónová kyselina. 
Organické kyseliny jsou slabé kyseliny a jsou pouze částečně disociováné (Dibner & Buttin 
2002). Hlavně nedisociováná forma organických kyselin vstupuje do buňky a okyseluje 
cytoplazmu mikroorganismů. Pokles pH cytoplazmy mění aktivitu enzymů a poškozuje 
strukturní proteiny a nukleové kyseliny (Mani-López et al. 2012). Stejně jako jiné kyseliny, je 
3-HP toxická pro růst buněk a jejich produkci (Ashok et al. 2013). 
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Zástupci Lentilactobacillus spp. produkují propionovou kyselinu in situ při obilných 
fermentacích (Zhang et al. 2010). Kyselina propionová a její soli se používají jako inhibitory 
plísní v pekárenských výrobcích a patří tedy mezi povolené konzervační látky (Moresi & 
Parente 2014). Naproti tomu pouze málo studií zkoumalo konzervační potenciál 3-HP (Chun et 
al. 2014; Sankaranarayanan et al. 2014). 

Mnoho mikroorganismů může produkovat 3-HP, buď jako meziprodukt, nebo jako 
konečný produkt metabolismu. 3-HP lze tedy biologicky vyrobit z glukózy nebo glycerolu 
(Kumar et al. 2013). Existuje i několik chemických metod pro výrobu 3-HP z prekurzorů, jako 
je akrylová kyselina, lakton kyseliny 3-hydroxypropanové, 3-hydroxypropannitril, 2-propenol, 
1-acetoxyethylen a 1,3-dihydroxypropan. Avšak tyto chemické procesy jsou nebezpečné pro 
životní prostředí, jsou časově náročné a nákladné, proto si získává zájem biologická cesta 
(Tingirikari et al. 2016). 3-HP se používá při syntéze řady průmyslových látek, jako je akrylová 
kyselina, 1,3-propandiol, methylakrylát, propionlakton, malonová kyselina a akryl amid. Tyto 
sloučeniny se používají pro výrobu lepidel, polymerů, vláken, plastových obalů, pryskyřic 
a čistících prostředků (Datta 1995; Huang et al. 2013; Tingirikari et al. 2016). 

3.2.4.2 Reuterin 

Reuterin je antimikrobiální látka účinná proti mnoha patogenům, včetně 
mikroorganismům způsobujícím kažení. Jeho vysoká rozpustnost ve vodě, odolnost vůči teplu, 
proteolytická a lipolytická aktivita a stabilita v široké škále hodnot pH, činí z reuterinu ideální 
přírodní ochranu pro potraviny. Reuterin produkovaný L. reuteri DPC16 prokázal významné 
snížení bakteriální populace proti grampozitivním (př. Staphylococcus aureus) 
a gramnegativním (př. Escherichia coli) bakteriím (Gyawali & Ibrhim 2014). Reuterin udává 
konkurenční výhody místu působení, například gastrointestinálnímu traktu (Stevens et al. 
2011). Hlavní mechanismus antimikrobiální aktivity reuterinu je předpokládána nerovnováha 
buněčného redoxního stavu vyplývajícího z reakce 3-HPA s volnými thiolovými skupinami, 
což způsobuje vyčerpání glutathionu a změnu proteinů, včetně funkce enzymů (Engels et al. 
2016). 

Produkce reuterinu byla zpočátku pozorována pouze u druhů L. reuteri, které můžeme 
najít jako součást mikrobioty u lidí a zvířat. Nicméně bylo prokázáno, že druhy L. brevis, 
Lentilactobacillus buchneri a Loigolactobacillus coryniformis jsou také schopné reuterin 
produkovat (Bianchini & Bullerman 2010). Dále ho můžou syntetizovat zástupci Bacillus, 
Citrobacter, Clostridium, Entrobacter a Klebsiella. Ovšem reuterin jako meziprodukt těchto 
bakterií degraduje na 1,3- propandiol, vodu a oxid uhličitý. Pouze u L. reuteri je aktivita 
oxidoreduktásy, která degraduje reuterin, dostatečně nízká, aby se za anaerobních podmínek 
nahromadilo dostatečné množství, které je toxické pro jiné bakterie (Begunova et al. 2020). 
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Na Obrázku 3 je vidět, že reuterin 
může tvořit dimery HPA, nebo být 
hydrátován na H P A hydrát. Reuterin může 
být také dehydratován do toxické 
sloučeniny akroleinu (Vollenweider & 
Lacroix 2004). Akrolein byl identifikován 
jako hlavní složka zodpovědná za 
antimikrobiální aktivitu reuterinu. Kromě 
prospěšné antimikrobiální funkce je 
reuterin spojen s procesem konjugace 
heterocyklických aminů, které jsou 
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Obrázek 3: Reuterin (upraveno podle Schaefer et al. 
2010). 

potenciální pro biologickou dostupnost toxických látek v lidském střevě (Engels et al. 2016). 
Přestože antimikrobiální mechanismus reuterinového systému zůstává nejasný 

a diskutabilní, byly analyzovány struktury některých antimikrobiálních sloučenin v systému 
a předběžně navrženy jejich antimikrobiální mechanismy. Dimer 3-HPA může vykazovat 
antimikrobiální aktivitu prostřednictvím působní jako kompetitivní inhibitor 
ribonukleotidreduktázy, která je zodpovědná za syntézu D N A buněk (Vollenweider et al. 
2003). Antimikrobiální aktivitu 3-HPA lze přičíst aldehydovým skupinám 3-HPA, které mohou 
vyvolat oxidační poškození bakterií vyčerpáním volných sulfhydrylových skupin v malých 
proteinech a dalších molekulách, jako je redukovaný glutathion a enzymy (Schaefer et al. 2010). 
Kromě toho může 3-HPA v koncentracích vyšších než 10 uM snížit expresi genů virulnce 
u Helicobacter pylori (Urrutia-Baca et al. 2018). Pozoruhodné je, že akrolein může vyčerpat 
volné sulfhydilové skupiny redukované na glutation a dalších enzymů, tím může vyvolat 
oxidační poškození bakterií a přispět k antimikrobiální aktivitě reuterinového systému. Kromě 
toho 3-HP působí synergicky s akroleinem při inhibici mikrobiálního růstu (Engels et al. 2016). 
Celkově lze říci, že použití reuterinového systému jako konzervačního prostředku 
v potravinách vyžaduje stále další poznatky o jeho antimikrobiálních mechanismech (Sun et al. 
2022). 

Stabilita reuterinového systému je ovlivněna teplotou, prostředím pH atd. Kromě toho je 
3-HPA dobře rozpustný ve vodě, odolný vůči proteázám, lipázám, nukleázám a podléhá teplu 
(100 °C po dobu 10 min) (Stevens et al. 2011). Ze studie Castellani et al. (2021) vyplývá, že 
3-HPA v supernatantu získaném dvoustupňovým procesem byl stabilní při -20 °C po dobu 
minimálně 35 dnů a poté pomalu stabilita klesá. Opakované cykly zmrazování a rozmrazování 
navíc způsobily pokles 3-HPA při každém z cyklu. Kromě toho byla degradace 3-HPA na 
akrolein ve vodném roztoku větší při vysokých teplotách (37 °C a 40 °C), zatímco při 4 °C po 
dobu 4 týdnů docházelo k velmi malé degradaci (Ju et al. 2021). Analýza provedena Engels et 
al. (2016) naznačuje, že 3-HPA a akrolein je mnohem stabilnější při nízké teplotě a kyselém 
pH. 

Navzdory nedostatku klinických studií několik studií in vitro a in vivo ukazuje, že systém 
reuterinu vykazuje určité zdravotní benefity, pravděpodobně prostřednictvím interakce 
s hostitelskou mikrobiotou a změnami metabolismu (Sun et al. 2022). Celosvětová analýza 
mikrobiomu a metabolomiky potvrdila, že aplikace L. reuteri spolu s glycerolem bylo účinné 
proti Cl. difficile (Spinler et al. 2017). V modelu tlustého střeva in vitro, kde byla imobilní 
mikrobiota vystavena reuterinu. Přídavek samotného glycerolu či v kombinaci s L. reuteri 
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zvýšil počty bakterií skupiny laktobacilů, enterokoků a snížil počty bakterií Escherichia coli. 
Přídavek reuterinu významně a selektivně snížil počet E. coli, aniž by ovlivnil ostatní 
bakteriální populace. Pozorovaný pokles koncentrace E. coli během přídavku glycerolu 
(v přítomnosti nebo nepřítomnosti L. reuteri) mohl být způsoben produkcí reuterinu in situ, 
protože během přídavku glycerolu byl zjištěn 1,3-propandiol, typický produkt glycerolové 
fermentace (Cleusix et al. 2008). V současné době neexistují žádné zprávy o rezistenci 
patogenních mikroorganismů vůči systému reuterin. Předpokládá se, že reuterin má 
baktericidní účinek na S. aureus, který je rezistentní vůči meticilinu (Yehia et al. 2022). 
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3.3 Klostridie 

Klostridie jsou významným rodem/skupinou grampozitivních, obligátně anaerobních, 
tyčinkovitých bakterií tvořících spory, které fylogenetický patří do říše Firmicutes. Tento rod 
zahrnuje významné lidské a zvířecí patogeny, které způsobují potenciálně smrtelná onemocnění 
jako je tetanus a botulismus. O významu rodu svědčí více než 42000 záznamů v databázi 
PubMed a přibližně 1700 genomových sekvencí z této skupiny uložených v databázi GenBank. 
Mezi klinicky významné klostridie se řadí Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, 
Clostridioides difficile, Clostridium tetanum. Avšak pouze C botulinum a C perfringens 
způsobují otravy z jídla (Forsythe 2010). Patogenní klostridie produkují nej větší počet život 
ohrožujících toxinů ze všech rodů (Cruz-Moreles et al. 2019). 

Nicméně klostridie jsou běžnými komenzály lidského střeva (Monteiro et al. 2019) a mají 
svou nezastupitelnou roli jakožto producenti butyrátu ve střevě. Butyrát je kyselinou s krátkým 
řetězcem (SCFA; short-chain fatty acid), která má větší fyziologický význam než ostatní SCFA 
(acetát a propionát). Většina producentů butyrátu patří mezi klostridie, jedná se o zástupce rodů 
Feacalibacterium, Roseburia, Eubacterium, Anaerostipes, Coprococcus, Subdiligranulum 
a Anaerobutyricum. Většina butyrátu v tlustém střevě vzniká metabolizací vlákniny. Avšak 
v menším množství může vznikat z aminokyselin. Butyrát je využíván kolonocyty k tvorbě 
energie, stabilizuje hypoxii k udržení anaerobního prostředí ve střevě, udržuje integritu střevní 
bariéry, omezuje prozánětlivé cytokiny a inhibuje onkogenní dráhy. Producenti butyrátu 
v tlustém střevě formují střevní mikrobiální společenstvo vylučováním různých 
antimikrobiálních látek, jako jsou například katelcidiny a reuterin. Udržují střevní homeostázu 
uvolňováním protizánětlivých molekul, jako jsou například imunoglobulin A a vitamin B 
(Singh et al. 2023). 

Quorum sensing (QS) je mechanismus komunikace mezi buňkami, který zahrnuje 
produkci, detekci a reakci na extracelulární signální molekuly zvané autoinduktory. 
Autoinduktory se v prostředí hromadí s rostoucí hustotou bakteriální populace a bakterie 
detekují prahovou koncentraci těchto molekul, což vede ke změně genové exprese. QS se podílí 
nabioluminiscenci, sporulaci, kompetici, produkci antibiotik, tvorbě biofilmu a sekreci faktorů 
virulence (Rutherford & Bassler 2012). Mnoho patogenů, mezi které se řadí, C. perfringns a Cl. 
difficile, syntetizuje extracelulární signál označovaný jako LuxS nebo autoinduktor-2 (Al-2) 
(Ohtani et al. 2002; Lee & Song 2005). 

3.3.1 Clostridium perfringens 

C. perfringens je anaerobní, Gram-pozitivní, sporotvorná bakterie. Tento druh byl jako 
první spojen s průjmovým onemocněním v roce 1895, ale popsán byl až v roce 1943. Je hojně 
zastoupen v prostředí a často se vyskytuje ve střevě člověka a zvířat. Spory přežívají v půdě, 
sedimentech a oblastech vystavených lidskému či zvířecímu fekálnímu znečištění. 

C. perfringens způsobuje dva velmi odlišné typy onemocnění způsobené produkcí 
jednoho nebo více toxinů. Tento mikroorganismus je schopný produkovat přes 13 různých 
toxinů, ale každý kmen pouze některé z nich. Existuje pět typů (A-E), které jsou děleny podle 
přítomnosti hlavního toxinu, které jsou letální. Typy A, C a D se řadí mezi lidské patogeny. 
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Akutní průjem způsobuje C. perfringens produkující a-toxin. Závažnější ale vzácnější 
onemocnění je způsobeno kontaminací jídla typem C. Charakteristické pro otravy 
C. perfringens je bolest břicha až křeče a akutní průjem, který se projeví 8-12 hodin po 
konzumaci kontaminované potraviny. Tyto příznaky většinou po 24 hodinách ustoupí, nicméně 
v některých případech mohou přetrvávat i jeden až dva týdny. Ve spojitosti s nákazou 
C. perfringens existují záznamy o smrti, což byl následek dehydratace a dalších komplikací 
s tím spojených. Ve většině případů otrav C. perfringens hraje roli teplota dosažená při přípravě 
pokrmu. Maso a výrobky z něj patří v tomto ohledu mezi nekomplikovanější. Malé množství 
spor je vždy přítomno po tepelném zpracování. Následně spory klíčí a násobí se riziko otravy, 
které vzniká při chlazení a skladování potraviny. Při procesu přípravy pokrmu dochází 
k odvedení kyslíku, atím dojde k vytvoření anaerobních podmínek, které jsou příznivé pro další 
růst klostridií. Po požití kontaminované potraviny, která prošla žaludkem, jsou enterotoxiny 
produkované ve střevě. Klostridie jsou nucené tvořit spory, aby se ochránily před kyselým 
prostředím žaludku. Enterotoxiny j sou proteiny citlivé na teplo o velikosti 36000 Da (Forsythe 
2010). 

3.3.2 Clostridiodes difftcile 

Cl. difficile je grampozitivní anaerobní tyčinka, která tvoří spory a produkuje 2 
enterotoxiny (toxin A a toxin B). Tato tyčinka je nejčastěji příčinou infekčních průjmů 
(McDonald et al. 2005). Cl. difficile je dnes považováno zajednu z nejvaznějších příčin infekcí 
ve spojitosti se zdravotní péčí. Od roku 2001 se prevalence a závažnost infekcí vyvolaných 
touto klostridií výrazně zvýšila, proto se jí dostává zvýšeného zájmu o výzkum, objevování 
nových faktorů virulence a vývoj nových léčebných a preventivních režimů (Rupnik et al. 
2009). Nej větší riziko infekce Cl. difficile představuje předchozí léčba antibiotiky. Antibiotika 
způsobují náchylnost hostitele tím, že změní ekologii mikrobioty. Novorozenci a kojenci 
mohou být nositeli Cl. difficile. U 53 % zdravé dospělé populace zle nalézt Cl. difficile 
a můžeme j i tedy považovat za součást mikrobiomu člověka. Dormující endospory vznikají 
v reakci na stres (např. omezení živin). Pro Cl. difficile je tato forma nezbytná pro přenos 
z hostitele na hostitele, protože je obligátně anaerobní. U vnímavých hostitelů musí spory 
vyklíčit do aktivní formy, aby se dále mohly množit a v důsledku toho způsobit onemocnění. 
Jejich klíčení spouští určité žlučové kyseliny a aminokyseliny s klíčovými receptory (Aguiee 
& Sorg 2022). 

3.3.3 Clostridium butyricum 

Clostridium butyricum, anaerobní sporotvorná bakterie, je běžnou komenzální bakterií ve 
střevech lidí a zvířat a často se vyskytuje také v životním prostředí (Cassir et al. 2016). 
C. butyricum je grampozitivní bakterie. Jedná se o bakterii, která je zjištěna v 10-20 % střev 
dospělých lidí, ale též i u střev kojenců (Stoeva et al. 2021). Rozděluje se na toxigenní 
a netoxigenní kmeny např. (Pourshaban et al. 2002; Cassir et al. 2016). Toxigenní kmen 
C. byturicum tvoří botulotoxin typu E, který byl recentně zjištěny v Číně a Itálii a je tvořen 
v potravinách (Meng et al. 1997; Pourshaban et al. 2002). Netoxigenní kmeny C. butyricum se 
používají jako probiotické doplňky stravy, zejména v Asii (Kong et al. 2011; Stoeva et al. 

25 



2021). Řada studií potvrdila i několik pozitivních reakcí na onemocnění trávícího 
a vylučovacího traktu: gastrointestinálních infekcí, syndromu dráždivého tračníku, zánětlivých 
střevních onemocnění, kolorektálního karcinomu, metabolických poruch, roztroušené sklerózy, 
systémového lupus erythematodes, a neurodegenerativních onemocnění (Chen et al. 2019; Sun 
et al. 2021; Lee et al. 2022; Zhou et al. 2022). Obecná reakce C. byturicum ve střevech zvyšuje 
hladiny kyseliny máselné, propionové, octové a je sledována zlepšená funkce střev a zvýšena 
imunitní odpověď (Fu et al. 2021) 

3.3.4 Eubacterium hallii 

Eubacterium hallii je běžným členem střevní mikrobioty dospělých, který může z laktátu 
a acetátu produkovat butyrát a přeměňovat 1,2-propandiol na propionát. E. hallii je jeden 
z prvních producentů butyrátu ve střevě kojenců (Schwab et al. 2017). Avšak E. hallii není 
schopna využívat komplexní oligosacharidy a polysacharidy ze stravy (Scott et al. 2014), 
a proto je odkázána na počáteční degradaci substrátu (Schwab et al. 2017). Bunešová et al. 
(2018), zjistila, že interakce bifidobakterií a E. halli vedou k tvorbě acetátu, butyrátu, 
propionátu a formiátu, což potenciálně přispívá k tvorbě SCFA ve střevě, které s sebou nesou 
potenciální výhody pro střevní mikrobiotu kojence. 

3.3.5 Další klostridie navázané na mikrobiotu kojence 

Clostridium botulinum produkuje botulotoxin, který se řadí mezi nej silnější bakteriální 
toxin a pravděpodobně i nej silnější známý jed (Chen et al. 2022). Kojenecký botulismus vzniká 
po požití spor C. botulinum, které následně kolonizují GIT hostitele a produkují toxin in vivo. 
Kojenecký botulismus postihuje jedince v rozmezí věku od dvou týdnů života do jednoho roku, 
avšak nejvíce těchto pacientů je ve věku více než 6 měsíců (Panditrao et al. 2020). Například 
v roce 2020 byl zachycen v Japonsku případ kojeneckého botulismu neznámého původu, který 
byl spojen s konzumací medu. Ze vzorku pacienta byl izolován kmen C. botulinum typu B 
(Umeda et al. 2022). 

Nekrotizující enterokolitida (NEC) je nejničivější gastrointestinální příhoda u předčasně 
narozených novorozenců. Dlouhodobé poznatky ukázaly, že na druhy Clostridium neonatale 
a C. perfringens jako na potenciální biomarkery pro prediktivní časnou diagnostiku (Tarrachini 
etal. 2021). 
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3.4 Interakce laktobacilů s klostridiemi 

Probiotické kmeny aktivují slizniční imunitu a stimulují produkci cytokinů, sekreci IgA, 
fagocytózu a produkci antimikrobiálních látek (např. organických kyselin, peroxidu vodíku 
a bakteriocinů), které jsou inhibiční vůči patogenům. Soupeří o živiny s patogenními 
bakteriemi a inhibují uchycení patogenu a působení jejich toxinů (Singhi & Kumar 2016). 

Studie u hospitalizovaných pacientů v kombinaci s experimenty na myších zjistily, že 
laktobacily jsou klíčové, i když ne dostačující, pro omezení kolonizace střeva 
multirezestentními enterobakteriemi. L. rhamnosus zvyšuje hladinu Clostridieles, což vyvolává 
nepřátelské prostředí pro růst multirezestentních enterobakterií prostřednictvím zvýšené 
hladiny butyrátu a snížením dostupnosti zdrojů živin (Djukovic et al. 2022). 

V pokuse na potkanech bylo dokázáno, že kombinace L. reuteri a C. butyricum potlačuje 
produkci urenických toxinů a zvyšuje produkci butyrátu. Kromě toho byl zaznamenán jejich 
renoprotektivní1 účinek částečně zprostředkovaný vyšším protizánětlivým účinkem a udržením 
integrity střevní bariéry (Hsiao et al. 2021). 

Ve studii Monteiro et al. (2019) se L. plantarum A T C C 8014 jeví jako neslibnější kmen, 
který inhibuje Clostridium spp. Tento kmen také splňoval kritéria, aby mohl být považován za 
probiotikum (díky jeho schopnosti koagregace, adhezivním vlastnostem, toleranci nepříznivého 
pH a solím žlučových kyselin). Tudíž by tento studovaným kmen mohl představovat 
probiotický potenciál pro tlumení infekcí vyvolaných klostridiemi. Nicméně je potřeba toto 
tvrzení podložit dalšími testy na zvířecích modelech in vivo. 

1 směřuje ke zpomalení nebo zábraně progrese chronických onemocnění ledvin až do ledvinné nedostatečnosti 
a selhání 
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4 Metodika 

Experimentální část práce se zaměřuje na screening antimikrobiální interakce mezi 
laktobacily a vybranými zástupci třídy Clostridia. Vlastní testování bylo provedeno pomocí 
diskové difúzni metody, kde byly testovány samotné supernatanty vybraných laktobacilů 
a vybrané kyseliny (mléčná kyselina, octová kyselina, propionová kyselina 
a 3-hydroxypropionová kyselina), u kterých bylo předpokládáno, že stojí za antimikrobiální 
aktivitou probiotik a jsou navázány na jejich metabolismus. U supernatantů testovaných kmenů 
laktobacilů byla stanovena koncentrace laktátu a acetátu v supernatantů testovaných probiotik 
pomocí iontové chromatografie, aby zde mohla být hledána korelace s antimikrobiálními 
účinky výše popsaných metod. Další použitou metodou byl SPOT test pro testování 
antimikrobiální aktivity přímo narostlé kultury. Schopnost probiotik inhibovat růst s ním 
související produkci plynů klostridií byla hodnocena také na základě testu potlačení produkce 
plynů. 

4.1 Materiály a metody 

K testování byly použity bakteriální kmeny ze sbírky Katedry mikrobiologie, výživy 
a dietetiky, C Z U v Praze, z Německé sbírky pro mikroorganismy a buněčné kultury (DSM), 
a z České sbírky mikroorganismů (CCM, Masarykova univerzita Brno). Byla testována 
antimikrobiální aktivita celkem 36 druhů laktobacilů (L.) s různým původem (dospělý člověk, 
kojenec, vaginální probiotické tampony s probiotiky, probiotické doplňky) proti 16 klostridiím 
(C. - Clostridium, Cl. - Clostridioides), z nichž převážná většina byly izolována ze stolice 
kojenců. Pro přehlednost výsledků byly přiděleny jednotlivé kódy laktobacilům a klostridiím. 
Také byly ve výsledcích použity zkratky jednotlivých druhů. Podrobný seznam testovaných 
kmenů a jejich původ je uveden v Tabulce 2 a Tabulce 3. 
Tabulka 2: Testované klostridie. 

druhovä identita kmen kód původ 

Clostridium butyricum (CBUT) 

A64 C l kojenec 

Clostridium butyricum (CBUT) CP_NI18 C2 kojenec Clostridium butyricum (CBUT) 
CP_NI11 C3 kojenec 

Clostridium butyricum (CBUT) 

DSM 10720 C4 střevo prasete (typový kmen) 

Clostridioides difficile (CLDIF) 
CP_NI30 C5 kojenec 

Clostridioides difficile (CLDIF) DSM 12056 C6 bachor jehněte Clostridioides difficile (CLDIF) 
CCM 3595 C7 neznámý (typový kmen) 

Clostridium neonatale (CNEO) LI C8 kojenec 

Clostridium perfringens (CPER) 

C68 C9 kojenec 

Clostridium perfringens (CPER) 

Pb/40dM CIO kojenec 

Clostridium perfringens (CPER) 
CP_NI14 C l l kojenec 

Clostridium perfringens (CPER) CP_NI17 C12 kojenec Clostridium perfringens (CPER) 

CCM 4435 C13 neznámý (typový kmen) 

Clostridium perfringens (CPER) 

A1/11778B C14 mleté maso - hamburger 

Clostridium tertium (CTER) 
A33 C15 kojenec 

Clostridium tertium (CTER) CP_NI27 C16 kojenec 
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Tabulka 3: Testované laktobacily 

druhová identita knien kód původ 

Lacticaseibacillus paracasei 
Ll/4 LI dospělý člověk 

Lacticaseibacillus paracasei L6/6 L2 dospělý člověk Lacticaseibacillus paracasei 

MB 2/10 L3 dospělý člověk 

Lacticaseibacillus rhamnosus 

L2/4 L4 dospělý člověk 

Lacticaseibacillus rhamnosus 

3/8a LBC 11 L5 dospělý člověk 

Lacticaseibacillus rhamnosus 

B/1 gynocaps L6 vaginální kapsle 

Lacticaseibacillus rhamnosus THT NUTRA BONA L7 probiotický doplněk Lacticaseibacillus rhamnosus 
1/4 eilen tampony L8 vaginální tampony s probiotiky 

Lacticaseibacillus rhamnosus 

M L 2 L9 dospělý člověk 

Lacticaseibacillus rhamnosus 

70/5b L10 kojenec 

Lacticaseibacillus rhamnosus 

J13 L H kojenec 
Lactiplantibacillus paraplantarum M L 8/4 L12 dospělý člověk 

Lactiplantibacillus plantarum 
M L 7/8 L13 dospělý člověk 

Lactiplantibacillus plantarum L6/1 L14 dospělý člověk Lactiplantibacillus plantarum 
XI L15 dospělý člověk 

Lactobacillus acidophilus NUTRA BONA L16 probiotický doplněk 

Lactobacillus delbrueckii 
L6/11 L17 dospělý člověk 

Lactobacillus delbrueckii Ll/1 L18 dospělý člověk Lactobacillus delbrueckii 
L9/12 L19 dospělý člověk 

Lactobacillus gasseri 
M L 7/7 L20 dospělý člověk 

Lactobacillus gasseri 1/1 eilen tampony L21 vaginální tampony s probiotiky Lactobacillus gasseri 

J33 L22 kojenec 
Lactobacillus ultunensis LBC 77/2A L23 kojenec 
Lactocaseibacillus casei NUTRA BONA L24 probiotický doplněk 
Ligilactobacillus salivarius ML7/6 L25 dospělý člověk 

Limosilactobacillus fermentům 

L6/3 L26 dospělý člověk 

Limosilactobacillus fermentům L6/4 L27 dospělý člověk Limosilactobacillus fermentům 
2/1 eilen tampony L28 vaginální tampony s probiotiky 

Limosilactobacillus fermentům 

L943/a L29 dospělý člověk 

Limosilactobacillus reuteri 

3/10a WSP 17 L30 kojenec 

Limosilactobacillus reuteri 
l/6b LBC 6 L31 kojenec 

Limosilactobacillus reuteri DSM 20016 L32 dospělý člověk - střevo (typový kmen) Limosilactobacillus reuteri 
LBC 78/2A L33 kojenec 

Limosilactobacillus reuteri 

J37 L34 kojenec 
Limosilactobacillus vaginalis L4/3b L35 dospělý člověk 
Lactobacillus faecium M L 6/5 L36 dospělý člověk 
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4.1.1 Příprava bakteriálních kultur k testování 

Den před samotným testováním byly kultury laktobacilů a klostridií přeočkovány do 
modifikovaného Wilkins-Chalgrenova bujónu, který byl připraven dle Tabulky 4 v uzavřené 
anaerobně připravené zkumavce. Inokulované zkumavky byly uchovány v inkubátoru při 
teplotě 37 °C po dobu 24 hodin. Následující den byla zkontrolována čistota narostlé kultury ve 
světelném fázovém mikroskopu při zvětšení 400x. Sterilní injekční stříkačkou byla přenesena 
kapka kultury na podložní sklíčko, které bylo překryto krycím sklíčkem a poté mohlo být 
vloženo do mikroskopu. Po kontrole byla kultura připravena k testování. 

Tabulka 4: Ingredience potřebné pro modifikovaný Wilkins-chalgren bujón. 

Modifikovaný Wilkins-chalgren bujón 
složka Wilkins-Chalgren bujón sójový pepton cystein tween destilovaná voda 

množství 33 g 5g 0,5 g 1 ml 1000 ml 

4.1.1.1 Měření pH 

Z čerstvě narostlé kultury byl odebrán 1 ml do zkumavky Eppendorf. Do každé zkumavky 
byl pomořen indikační papírek pro měření pH. Tyto papírky obsahují indikátorovou látku, která 
změnila barvu v závislosti na pH dané kultury. Poté byl papírek porovnán s barevnou škálou 
uvedenou na obalu podle které bylo určeno pH. 

4.1.2 Ověření identity testovaných kultur pomocí MALDI TOF MS 

M A L D I TOF MS je hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti 
matrice s průletovým analyzátorem. Použitím M A L D I TOF MS jsou získána hmotnostní 
spektra částí látek, která j sou obsažena v buňce. Dochází k identifikaci ribosomálních bílkovin, 
které jsou rozdílné na úrovni rodu či druhu. 

Příprava vzorku k analýze vyžaduje čerstvě narostlý kmen. Pracovní postup je 
následující. Do zkumavky Eppendorf byl injekční stříkačkou přenesen 1 ml narostlé kultury. 
Zkumavky byly centrifugovány při maximálních otáčkách (14500 rpm) po dobu 2 min. Poté 
byl vyjmut supernatant a přidáno pipetou 500 ul 
70% ethanolu. Znovu pří stejných otáčkách 
a stejném čase se odstředí tekutina v centrifuze. 
Tekutina nad peletou byla dokonale odpipetovaná. 
Otevřené zkumavky byly nechány 10 min stát, aby 
došlo k vytékání zbytku ethanolu. Po uplynulé době 
bylo přidáno 15 ul 70% kyseliny mravenčí (Sigma 
Aldrich) a 15 ul 100% acetonitrilu (Sigma Aldrich). 
Následovalo důkladné promíchání za použití obrázek 4: MALDI destička, 
vortexu. Opět zkumavky byly stočeny v centrifuze při 
maximálních otáčkách (1450 rpm) po dobu 2 min. 1 ul připraveného supernatantu byl 
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pipetováno na M A L D I destičku (Bruker Daltonik GmbH, Německo) a nechal se zaschnout (viz 
Obrázek 4). Uschlý supernatant byl překryt 1 ul roztoku M A L D I matrice (Bruker Daltonik 
GmbH, Německo), tato vrstva se také nechala uschnout. Připravená destička byla vložena do 
přístroje M A L D I TOF MS (Bruker Daltonik GmbH, Německo) a proběhla analýza. 

4.1.3 Příprava a složení kultivačních médií pro testování 

Bylo připraveno celkem 5 médií dle pokynů výrobce (Oxoid, Česká republika), případně 
byla obohacena o některé další ingredience, které jsou uvedeny níže. Pro agar SPOT test bylo 
potřeba připravit WSP médium (Wilkins-Chalgren anaerobe agar doplněný o sojový pepton, 
cystein a tween, Oxoid) a A B A médium (Anaerobe basal broth, Oxoid), do kterého byl přidán 
technický agar (Oxoid), abychom získaly tuhé medium. Pro diskovou difúzni metodu byl 
použito A B A tuhé médium. K testování produkce plynů byl připraven CdA (Clostridium 
difficile agar base, Oxoid), MRS (De man, rogosa, sharpe, Oxoid) a M17 (Oxoid) pro kontrolu. 
Na analytických váhách bylo přesně naváženo příslušné množství práškové formy média, které 
bylo smícháno s přesným množstvím destilované vody, popřípadě doplněno o další uvedené 
komponenty. Přehled jednotlivých médií je uveden v Tabulce 5. Po promíchání obsahu 
v uzavřené Erlnmeyerové baňce následovala sterilace v tlakovém hrnci po dobu 60 min. Po 
uplynulé době byla média přemístěna do vodní lázně, kde je udržovaná teplota 50 °C. 
Vytemperovaná media byla připravena k testování. 

Tabulka 5: Přehled jednotlivých médií na 1000 ml. 

Modifikovaný Wilkins-chalgren agar (WSP) 
složka Wilkins-Chalgren sójový pepton cystein tween destilovaná voda 

množství 43 g 5g 0,5 g 1 ml 1000 ml 

Anaerobní bazálni bujón s technickým agarem (ABA) 
složka Anaerobní bazálni bujón technický agar destilovaná voda 

množství 35,4 g 10 g 1000 ml 

Základní Clostidium difficile agar (CdA) 
složka Clostridium difficile agar destilovaná voda 

množství 69 g 1000 ml 

De man, rogosa, sharpe (MRS) 
složka MRS destilovaná voda 

množství 66,7 g 1000 ml 

M17 
složka M17 destilovaná voda 

množství 50,8 g 1000 ml 
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4.1.4 Spotová metoda (Agar SPOT test) 

Spotová metoda (Agar Spot Test) byla provedena na základě Monteiro et. al. (2019) 
s menšími modifikacemi. Pro danou metodu se nám nepodařilo najít vhodné označení v českém 
jazyce, tudíž používáme „spotová metoda". 

Před začátkem testu byly připraveny malé Petriho misky. Každá Petriho miska byla 
nadepsána zvolenými čísly pro testovaná probiotika a patogeny. U zapáleného kahanu bylo 
aseptický naneseno do Petriho misky 5 ml WSP agaru. Tato vrstva média byla nechána při 
pokojové teplotě, aby ztuhla. Poté byl do středu misky aplikován pipetou 1 ul čerstvě narostlé 
zkontrolované kultury příslušného laktobacilu. Takto připravená miska byla kultivována při 
37 °C po dobu 48 hodin v anaerobních podmínkách, kterých bylo dosaženo pomocí 
anaerobního vyvíječe (AnaeroGen, Oxoid). Po 48 hodinách bylo smícháno A B A médium 
s kulturou patogenu v poměru 5 ml agaru: 20 ul kultury patogenů. Médium bylo 
zhomogenizováno a „5 ml" připraveného média bylo přeneseno na první vrstvu WSP agaru 
s narostlými probiotiky viz Obrázek 5. Následovala kultivace v anaerobních podmínkách, které 
byly zajištěny použitím anaerobního vyvíječe (AnaeroGen, Oxoid), při teplotě 37 °C po dobu 
24 hodin. Po uplynulé době proběhlo vyhodnocení, zda vznikly inhibiční zóny či nikoliv. 

2. vrstva A B A 
boční pohled 

s klostridiemi 1. vrstva WSP 

Obrázek 5: Spotová metoda - znázornění Petriho misky. 
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4.1.5 Test produkce plynů 

Uvedená metodika je podle Monteiro et al. (2019) opět upraveno v podmínky testování 
zavedené na Katedře mikrobiologie, výživy a dietetiky. 

Do připravených sterilních plastových zkumavek o objemu 10 ml bylo přeneseno sterilní 
jednorázovou pipetou 3 ml CdA média. Na tuto vrstvu média bylo napipetováno 600 ul narostlé 
kultury potenciálního patogenu. Po ztuhnutí při pokojové teplotě bylo přidáno 3 ml MRS 
a 120 ul kultury konkrétních laktobacilů „probiotik", druhá vrstva byla na rozdíl od první 
promíchána (viz Obrázek 6). Jako negativní kontrola by použit kmen Staphylococcus 
thermophilus, pro který bylo použito médium M 17a byl testován se všemi klostrdiemi. Každý 
patogen byl testován se všemi laktobacily. Následovala kultivace za anaerobních podmínek při 
37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynulé době proběhlo vyhodnocení. 

MRS - kultura laktobacilů 

CdA + kultura, klostridií 

produkce plynů po kultivaci, 
kde nedošlo k mhibici 

produkované plyny klostridiemi 

Obrázek 6: Znázornění zkumavky s agarem při testu produkce plynu. 
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4.1.6 Disková difúzni metoda 

důlek se supemataiitem 

20 m l A B A 

Prvním krokem diskové difúzni 
metody bylo připravit si velké Petriho 
misky, které byly označeny 
příslušnými čísly laktobacilů 
aklostridií. Na jedné destičce bylo 
možné otestovat až 6 laktobaciálních 
supernatantů (viz Obrázek 7). Do 
Petriho misky bylo přeneseno sterilní 
stříkačkou 1 ml kultury testovaného 
patogenu, která byla překryta 20 ml 
A B A média (pomocí sterilního 
dávkovače). Petriho miskou bylo 
krouženo třikrát doprava a třikrát 
doleva, aby došlo k promíchání média s patogeny. Poté se médium nechalo ztuhnou při 
pokojové teplotě. Do tuhého média byly udělány důlky korkovrtem, který byl namočeni do 70% 
ethanolu a vložen plamenu, abychom dosáhli sterilace. Z důlků byl vyjmut agar sterilní jehlou. 
Do takto připravených důlků bylo naneseno 50 p.1 supernatantů příslušných supernatantů 
laktobacilů. Supernatant byl získán z 1 ml probiotické kultury přenesené sterilní stříkačkou do 
zkumavky Eppendorf, která byla vložena do centrifugy při nejvyšším zrychlení (14500 rpm) na 
dobu 2 min, kdy dojde tak k oddělení tekutiny (supernatantů), která obsahuje metabolity 
bakterií, od pelety mikroorganismů. Takto připravené vzorky byly kultivovány v anaerobních 
podmínkách pomocí vyvíječe anaerobního prostředí (AnaeroGen, Oxoid) po dobu 24 hodin při 
teplotě 37 °C. Po této době byly měřeny inhibiční zóny. 

Obrázek 7: Znázornění Petriho misky pro difúzni metodu. 

4.1.6.1 Disková difúzni metoda pro kyseliny 

Postup byl stejný, jak je popsáno výše s rozdílem toho, že místo supernatantů bylo 
pipetováno do důlků 50 ul naředěné kyseliny o různých koncentracích. Byla testována mléčná 
kyselina (5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1%), octová kyselina (5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1%), 
propionová kyselina (5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,44%, 0,2% 0,1%) a 3-hydroxy propionová kyselina 
(5% 2,5%, 1%, 0,5%, 0,1%). 
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4.1.7 Stanovení metabolitů v supernatantu laktobacilů pomocí iontové chromatografie 

Iontová chromatografie je metoda kapalinové chromatografie, kde stacionární fáze je 
měnič iontů. Každá funkční skupina je pevně vázaným iontem, na který je iontovou vazbou 
připojen protiion s opačným nábojem. Ten je vyměňován iontem obsaženém v mobilní fázi. 

Stejné supernatanty jako byly testovány v diskové difúzni metody byly uchovány ve 
sterilních zkumavkách Eppendorf v mrazáku pro pozdější analýzu jejich složení pomocí 
iontové chromatografie. 

Postup pro přípravy analyzované vzorkuje následující. Nejprve byly vzorky ponechány 
při pokojové teplotě roztát. Tekuté vzorky byly zvortexovány a mohlo 
z nich být odebráno 200 ul do sterilní zkumavky Eppendorf, která byla 
centrifugována po dobu 5 min při zrychlení 14500 rpm. Do speciální 
plastové vialky s uzávěrem (viz Obrázek 8) bylo napipetováno 990 ul 
destilované vody a 10 ul připraveného supernatantu. Připravené vzorky 
mohly být analyzovány podle metodiky uvedené Liang et al. (2021) na 
Katedře pedologie a ochrany půd (FAPPZ, CZU) RNDr. Václavem 
Tejneckým, Ph.D. Ředění vzorku bylo poté zohledněno při zpracování 
naměřených dat. 

Pro porovnání rozdílů mezi skupinami homofermentativních 
a heterofermentativních kmenů, byla použita neparametrická analýza variace Kruskal-Wallis 
test. Ověřená byla normalita dat pomocí Shapiro-Wilks testu a homogenita variace Bartlett test 
podle Lepš a Smilauer (2016). Analýzy a grafy byly vytvořeny v programu Statistika 13. 

Obrázek 8: Vialka 
použitá pro iontovou 
chromatografii. 
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5 

Celkem bylo testováno 36 kmenů laktobacilů, jednalo se jak o lidské izoláty 
s potenciálem probiotika, tak o probiotické kmeny se statusem probiotika izolované z doplňků 
stravy a dalších produktů. Tyto laktobacily byly testovány proti 16 kmenům endospory tvořícím 
klostridiím, kdy některé mohou působit jako patogenní. K testování byly využity tři různé 
metody s cílem charakterizovat a najít druhy či kmeny laktobacilů, popřípadě látky 
s antimikrobiálním účinkem proti klostridiím, které mohou působit jako patogeny ve střevní 
mikrobiotě kojence. 

5.1 Výsledky testování spotovou metodou 

Antimikrobiální účinky přímo narostlé kultury laktobacilů, byla stanovena pomocí 
spotové metody. Výsledky jsou uvedeny v Tabulce 6. Kmeny C. tertium byly inhibovány 
nejvíce, kdy 50 % z testovaných laktobacilů působilo inhibičně, podobně tomu bylo 
u Cl. difficile, které dokázalo inhibovat až 47 % testovaných kmenů laktobacilů. Nižší účinnost 
vykazovaly laktobacily vůči C. neonatale, které bylo inhibováno maximálně z 19 %. Nej nižší 
účinnost byla zaznamenány u C. butyricum, u kterého docházelo k inhibici velmi málo, 
konkrétně pouze z 1 %. Tímto experimentem bylo zjištěno, že tato metoda vykazuje velmi 
mnoho pozitivních výsledků s žádným společným trendem. Nelze poukázat na druhově či 
kmenově specifické interakce mezi testovanými laktobacily a klostridiemi. Navíc se výsledky 
této metody špatně odečítají a interpretují. Tudíž byla použita jen u některých z testovaných 
klostridií. 

Obrázek 9: Přiklad inhibice klostridií 
u spotové metody. Cl. difficile 

CP_NI30 a L. delbruckii L9/12 

36 



Tabulka 6: Výsledky spotové metody. 

C
BU

T 

CL
D

IF
 

CN
EO

 

CP
ER

 

CT
ER

 

druhová identita kód Cl C2 C3 C5 C8 C9 CIO Cll C12 C15 C16 

L. paracasei 
L l - + * + - - - - - - -

L. paracasei L2 + - * - - - - - - - + L. paracasei 
L3 - + - + - - - - - - + 

L. rhamnosus 

L4 - - + + - - - - - + + 

L. rhamnosus 

L5 - - - + + - + - - + + 

L. rhamnosus 

L6 - - - + - - + - - + + 

L. rhamnosus 
L7 - - - + + - + - - + + 

L. rhamnosus 
L8 

L. rhamnosus 

L9 - - * + - - - - - - -

L. rhamnosus 

L10 - - * + + - + - - - + 

L. rhamnosus 

L l l 
L. paraplantarum L12 - - * + - - - - - - -

L. plantarum 
L13 - - * - - - - - - - -

L. plantarum L14 - - * + + - - - - + -L. plantarum 
L15 - - - + + - - - - + + 

L. acidophilus L16 - - + + - + - - - + + 

L. delbrueckii 
L17 + 

L. delbrueckii L18 - - + + - + + + + + + L. delbrueckii 
L19 

L. gasseri 
L20 - - - + - - + + + + + 

L. gasseri L21 - + - + - - - - - - + L. gasseri 
L22 - + - + - - - + + + + 

L. ultunensis L23 + - + + 
L. casei L24 - - - + + - + - - - + 
L. salivarius L25 - - - - + - - - - + -

L. fermentům 

L26 

L. fermentům 
L27 

L. fermentům L28 + L. fermentům 

L29 

L. reuteri 

L30 + - - -

L. reuteri 
L31 * * * * * * * * * * * 

L. reuteri L32 + -L. reuteri 
L33 * * * * * * * * * * * 

L. reuteri 

L34 * * * - * * - - - * + 
L. vaginalis L35 
L. faecium L36 + - - -

Vysvětlivky: 
- nedošlo k inhibici CBUT - C. butyricum 
+ inhibice CNEO - C. neonatale 
* nenarosila kultura CPER - C. perfringens 

CTER — C. tertium 
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5.2 Test produkce plynů 

Schopnost laktobacilů inhibovat růst kmenů klostridií byla rovněž hodnocena na základě 
inhibice produkce plynu produkovaného metabolismem klostridií. Tento test vykazoval 
převážně negativní výsledky viz Tabulka 7, či dokonce klostridie vůbec nenarosily, protože 
bylo velmi obtížné zajistit správné podmínky při práci. Přesto byla pozorována inhibice plynu 
u C. tertium A33 pěti různými zástupci homofermetnativních kmenů laktobacilů a u dalších 
osmnácti laktobacilů byla alespoň částečná inhibice plynu. Částečná inhibice plynu byla 
u C. perfringens C68, kterou způsobily čtyři kmeny laktobacilů, mezi které patří L. rhamnosus 
1015b, kmeny L. gasseri ML7/7 a 1/1 ellen tampony a L. ultunensis L B C 77/2A. Kmen 
C. neonatale L I dokázal inhibovat L. paracasei M B 2/10 a částečně inhibovat L. paracasei 
L6/6. C. butyricum bylo částečně inhibováno pouhým jedním kmenem L. salivarius M L 7/6. 
Z výsledků lze usuzovat na možné interakce v redukci plynů mezi testovanými laktobacily 
a klostridiemi. Pro validní interpretaci dat by bylo potřeba udělat více nezávislých opakování. 
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Tabulka 7: Výsledky testu produkce plynů. 

CBUT CNEO CPER CTER 
druhová identita kód C l C8 C9 C15 

L. paracasei 
LI - - - + 

L. paracasei L2 - +a - +a L. paracasei 
L3 - + - +a 

L. rhamnosus 

L4 - - - +a 

L. rhamnosus 

L5 - - - + 

L. rhamnosus 

L6 - - - -

L. rhamnosus 
L7 - - - -

L. rhamnosus 
L8 - - - +a L. rhamnosus 

L9 - - - +a 

L. rhamnosus 

L10 - - +a -

L. rhamnosus 

L i l - - - +a 

L. paraplantarum L12 - - - +a 

L. plantarum 
L13 - - - -

L. plantarum L14 - - - +a L. plantarum 
L15 - * * + 

L. acidophilus L16 - * * -

L. delbrueckii 
L17 - - - -

L. delbrueckii L18 - * * + L. delbrueckii 
L19 - * - +a 

L. gasseri 
L20 - * +a +a 

L. gasseri L21 - * +a +a L. gasseri 
L22 - * - +a 

L. ultunensis L23 - * +a +a 

L. casei L24 - * - +a 

L. salivarius L25 +a - - + 

L. fermentům 

L26 - - - +a 

L. fermentům 
L27 - - - -

L. fermentům 
L28 - * - -

L. fermentům 

L29 - * - +a 

L. reuteri 

L30 - * - +a 

L. reuteri 
L31 - * - -

L. reuteri L32 - * - +a L. reuteri 
L33 - * - -

L. reuteri 

L34 - * - -

L. vaginalis L35 - * - -

L. faecium L36 - * - -

Vysvětlivky: 
+ došlo k inhibici CBUT - C. butyricum 
- nedošlo k inhibici CNEO - C. neonatale 
+a částečná inhibice CPER - C. perfringens 
* nenarosila kultura CTER - C. tertiu 
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5.3 Difúzni metoda 

Antimikrobiální aktivita látek produkovaných laktobacily byla testována především 
pomoci difúzni metody. Kompletní výsledky se nachází v Tabulce 8. V tomto experimentu byla 
zaznamenána antimikrobiální aktivita u menšího množství testovaných kmenů laktobacilů. Byl 
zaznamenáván průměr inhibičních zón a hodnota tedy zahrnuje i průměr důlku, který je 6 mm. 

Z výsledků vyplývá, že existuje druhová i kmenová variabilita klostridií v citlivosti vůči 
laktobacilům. C. tertium nedokázal potlačit žádný z laktobacilů. U C. perfringens byla 
pozorována pouze malá inhibice některými z laktobacilů. C. neonatale a C. butyricum dokázalo 
inhibovat pouze málo laktobacilů, z nichž nejlépe působil druh L. reuteri. Největší potenciál 
všech testovaných rodů laktobacilů inhibovat růst byl zjištěn proti rodu Cl. difficile, který byl 
inhibován homofermentativními i heterofermentativními laktobacily. Na základě tohoto 
poznatku byly přidány další dostupné kmeny Cl. difficile pro potvrzení účinku. Konktrétně byly 
testovány tři kmeny: Cl. difficile CP_NI30, Cl. difficile 1205 a Cl. difficile C C M 3595. Největší 
inhibiční schopnost vykazovaly heterofermentativní kmeny, především druh L. reuteri. 
Konkrétně L. reuteri L B C 78/2A potlačil růst Cl. difficile CP_NI30 s inhibiční zónou 15 mm, 
což je vidět na Obrázku 10. Celkově bylo nejvíce pozitivních výsledků inhibice růstu klostridií 
při difúzni metodě zaznamenáno u kmenů L. reuteri, ale je třeba podotknou, že rozmezí 
velikosti zón bylo 7-15 mm, což ukazuje, že je zde kmenová variabilita. Dokonce L. reuteri 
3/10A WSP 17 nedokázal inhibovat růst Cl. difficile 1205 vůbec, nebyla naměřena žádná 
inhibiční zóna. 

Zvýše popsaných výsledků vyplývá, že největší antimikrobiální potenciál má 
pravděpodobně druh L. reuteri, protože dokáže inhibovat nejvíce klostridií v porovnání 
s ostatními testovanými laktobacily. Také byly zaznamenány největší inhibiční zóny. 
Především kmeny L. reuteri l/6b L B C 6, L B C 8/2A a J37, které spojuje stejný původ (kojenec). 
Což poukazuje na kmenovou variabilitu, protože například sbírkový typový kmen L. reuteri 
D S M 20016 izolovaný ze střeva člověka, tvořil oproti ostatním kmenům L. reuteri pouze malé 
inhibiční zóny v rozmezí 7-8 mm nebo růst klostridií nepotlačil vůbec. Spolu s ním horší 
výsledky vykazoval i L. reuteri 3/10a WSP 17, který je původem z kojence. 

Obrázek 10: Petriho miska, kde je 
narostlá Cl. difficile CP_NI30. Číslo 33 
představuje L. reuteri LBC 78/2A. 
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Tabulka 8: Výsledky difúzni metody (velikosti tedy průměry inhibičních zón v mm), pH použitých 
supernatantů. 

CR
T1

T 

CL
DI

F 

CN
EO

 

CP
ER

 

CT
ER

 

pH 

druhová identita kód Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C i l C12 C13 C14 C15 C16 

pH 

L. paracasei 
LI 6 6 6 6 7 8 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,7 

L. paracasei L2 6 6 6 6 7 7 8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,4 L. paracasei 
L3 6 6 6 6 7 7 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,7 

L. rhamnosus 

L4 6 6 6 6 7 7 8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,4 

L. rhamnosus 

L5 6 6 6 6 7 6 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,7 

L. rhamnosus 

L6 6 6 6 6 7 7 8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,4 

L. rhamnosus 
L7 6 7 6 6 8 7 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,1 L. rhamnosus 
L8 7 7 6 6 8 6 7 8 6 6 6 6 6 6 6 6 5 

L. rhamnosus 

L9 6 7 6 6 7 6 8 6 6 6 6 6 7 6 6 6 4,4 

L. rhamnosus 

L10 6 6 6 6 7 6 7 6 6 6 6 6 7 6 6 6 4,4 

L. rhamnosus 

L i l 6 6 6 6 6 6 7 6 6 6 6 6 7 6 6 6 5,3 
L. paraplantarum L12 6 6 6 6 7 6 7 6 6 6 6 6 7 7 6 6 4,4 

L. plantarum 
L13 6 6 6 6 6 8 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5 

L. plantarum L14 6 6 6 6 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,4 L. plantarum 
L15 6 6 6 6 6 6 7 6 6 6 6 6 7 6 6 6 5,6 

L. acidophilus L16 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,1 

L. delbrueckii 
L17 6 6 6 6 6 7 7 6 6 6 6 6 7 6 6 6 5,3 

L. delbrueckii L18 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,4 L. delbrueckii 
L19 6 6 6 6 6 6 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5 

L. gasseri 
L20 6 6 6 6 8 6 8 6 6 6 6 6 7 6 6 6 4,4 

L. gasseri L21 6 6 6 6 8 6 7 6 6 6 6 6 7 6 6 6 4,4 L. gasseri 
L22 6 6 6 6 6 6 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4,4 

L. ultunensis L23 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 8 6 6 6 4,4 
L. casei L24 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 6 6 6 4,4 
L. salivarius L25 6 6 6 6 10 6 8 8 6 6 6 6 7 6 6 6 4,1 

L. fermentům 

L26 6 6 6 6 7 6 8 6 6 6 6 6 7 6 6 6 4,7 

L. fermentům 
L27 6 6 6 6 10 8 8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5 L. fermentům 
L28 6 6 6 6 10 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5 

L. fermentům 

L29 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5 

L. reuteri 

L30 6 6 6 6 11 6 7 6 6 6 6 6 7 7 6 6 5 

L. reuteri 
L31 10 10 12 6 13 12 10 8 6 6 6 6 10 6 6 6 4,7 

L. reuteri L32 6 7 6 6 8 7 7 7 6 6 6 6 6 7 6 6 4,7 L. reuteri 
L33 13 9 13 7 15 10 10 12 6 6 6 6 7 7 6 6 4,7 

L. reuteri 

L34 11 8 12 6 12 10 10 9 6 6 6 6 7 6 6 6 4,7 
L. vaginalis L35 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5,3 
L. faecium L36 6 6 6 6 7 7 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5 

Vysvětlivky: CBUT - C. butyricum, CLDIF - Cl. difficile, CNEO - C. neonatale, 
CPER - C. perfringens, CTER - C. tertium 
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5.3.1 Působení kyselin v diskové difúzni metodě 

Disková difúzni metoda byla také použita pro testování kyselin, u který se předpokládá, 
že se významně podílí neodpovídají za antimikrobiální aktivitě laktobacilů. Bylo zjištěno, že 
nejvyšší účinnost vykazuje octová kyselina viz Tabulka 9. Ta dokázala inhibovat růst C. 
butyricum A64 i při koncentraci 0,2 %. Ve většině případů dokázala klostridie inhibovat při 
koncentraci 0,5 %. Největší inhibiční zóny vykazovala v koncentraci 5 % proti C. tertium A33 
(26 mm) a C. tertium CP_NI27 (24 mm). V porovnání s ostatními byla menší účinnost octové 
kyseliny vůči C. perfringens, kde inhibiční zóny nebyly větší než 14 mm při koncentraci 5 %. 

Mléčná kyselina dokázala velmi dobře inhibovat růst všech klostridií při koncentraci 5 % 
a 2 %. Tak při koncentraci 1 % dokázala inhibovat jen C. butyricum, Cl. difficile, C. neonatale 
a C. tertium s inhibičními zónami 18-7 mm. Avšak C. perfringens inhibovala pouze částečně. 
Mléčná kyselina v koncentraci 0,5% dokázala inhibovat 3 kmeny a to C. butyricum CP_NI18, 
C. butyricum CP_NI11 a C. perfringens C M M 4435. 

3-hydroxypropionová kyselina o koncentraci 5 % inhibovala všechny klostridie 
s inhibičními zónami v rozmezí 8-12 mm, kromě C. butyricum CPNI18 . Inhibiční schopnost 
se ztrácela při koncentraci 2,5 % a inhibovala pouze polovinu klostridií. U nižších koncentrací 
nebyl pozorován žádný účinek. 

Propionová kyselina (použito jako kontrola k 3-HP) inhibovala všechny testované 
klostridie při koncentraci 5 % a to inhibičními zónami 11 - 23 mm. Inhibiční účinek na spodní 
hranici, a to 11 - 13 mm, byl inhibován kmen C. perfringens. Největší inhibiční zóna vznikla 
proti C. tertium A33 (23 mm). Při koncentraci 2 % nebyly potlačen růst všech klostridií. Přesto 
koncentrace 0,5 % inhibovala růst C. tertium. 
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Tabulka 9: Naměřené inhibiční zóny (mm) použitých kyselin při difúzni metodě. 

CB
U

T 

CL
DI

F 

CP
ER

 

CT
ER

 

% c (mM) C l C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C l l C12 C13 C14 C15 C16 
5,00 300 11 6 11 11 11 10 9 11 9 8 10 9 9 9 12 11 

Oh 2,50 150 6 6 9 8 10 6 9 6 7 6 8 7 6 6 6 7 
n 

• 1,00 60 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
0,50 30 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

0,10 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

S 5,00 670 15 14 16 17 20 12 19 17 11 12 13 12 12 12 23 20 

VI 2,00 268 11 10 11 10 15 9 13 11 10 9 10 8 6 7 12 12 
J Í 1,00 134 10 8 9 7 10 7 10 9 8 7 8 7 6 6 9 8 
keS >• o 0,50 67 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 
S 
O 0,44 60 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 

o 0,20 26,8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

0,10 13,4 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

se
lin

a 5,00 670 30 15 18 17 17 15 16 23 17 17 13 16 13 15 21 21 

se
lin

a 

2,00 268 21 11 12 12 13 10 10 15 13 11 10 13 10 11 15 13 

Jŕ 1,00 134 18 9 9 9 11 7 9 10 10 6 9 6 7 6 7 8 

m
lé

čn
á 0,50 67 6 7 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 6 6 6 

m
lé

čn
á 

0,20 26,8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

m
lé

čn
á 

0,10 13,4 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

el
in

a 5,00 873,4 21 16 19 18 20 15 20 18 14 14 14 13 14 12 26 24 

el
in

a 

2,00 339,4 18 11 12 12 16 11 14 12 9 10 11 8 8 8 16 15 
VI 

&* 1,00 174,7 9 9 10 10 12 8 12 8 8 6 9 7 6 6 9 10 

ct
ov

á 
1 

0,50 87,3 15 7 8 6 10 6 7 7 6 6 7 6 6 6 8 7 

ct
ov

á 
1 

0,20 34,9 10 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
o 0,10 17,5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

Vysvětlivky: 
3 -HP = 3-hydroxypropionová kyselina 
c = molární koncentrace použitých kyselin v mM 
% = procentuální koncentrace použitých kyselin 
CBUT - C. butyricum 
CLDIF = Cl. difficile 
CNEO - C. neonatale 
CPER - C. perfringens 
CTER — C. tertium 
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5.4 Porovnání spotové metody a difúzni metody 

Při porovnání spotové a difúzni metody můžeme vidět, že jsou výsledky naprosto 
rozdílné. Porovnání těchto metod se nachází v příloze III. Pouze u Cl. difficile CPNI30 , která 
pochází z kojence, lze pozorovat shodu pozitivních záznamů spotové metody a alespoň malé 
inhibiční zóny u diskové difúzni metody u homofermetnativních kmenů laktobacilů, což by 
mohlo značit, že za antimikrobiální aktivitu je odpovědná především mléčná kyselina. Dále 
byla pozorována antimikrobiální aktivita laktobacilů proti klostridiím u spotové metody, které 
nebyly inhibovány při diskové difúzni metodě, což vidíme na příkladu C. tertium. Na základě 
čehož lze předpokládat, že za antimikrobiální aktivitu můžou jiné mechanismy než metabolity 
laktobacilů jako například produkce exopolysacharidů a jiné. Celkově lze říci, že skupina 
homofermentativních laktobacilů fungovala lépe při spotové metodě, kde byla testována přímo 
čerstvě narostlá kultura. 

44 



5.5 Stanovení metabolitů v supernatantu laktobacilů 

Pomocí iontové chromatografie byla stanovena koncentrace laktátu, acetátu a formátu 
v supernatantu testovaných laktobacilů. Výsledky byly přepočítány na mM koncentrace 
a koncentrace stanovených kyselin jsou uvedeny v příloze I. Obrázek 11 znázorňuje zastoupení 
laktátu, acetátu a formátu. Pro porovnání byly přepočítané hodnoty vztaženy ke 100 % 
a koncentrace je uvedena poměrově. Ani zde nelze jasně stanovit, zda detekované zastoupení 
či naměřené množství má vztah k detekovaným výsledkům antimikrobiálního působení. 
Koncentrace laktátu mezi skupinami homofermentativní a heterofermentativní nevykazuje 
žádný statisticky významný rozdíl, na rozdíl od formátu. Na hranici významnosti se pohyboval 
acetát (viz příloha II). 

Zastoupení laktátu, acetátu a formátu v supernatantu 
laktobacilů 

LI 
L2 
L3 
L4 
L5 
L6 
L7 
L8 
L9 

L10 
L i l 
L12 
L13 
L14 
L15 
L16 
L17 
L18 
L19 
L20 
L21 
L22 
L23 
L24 
L25 
L26 
L27 
L28 
L29 
L30 
L31 
L32 
L33 
L34 
L35 
L36 

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100% 

i laktát acetát formát 

Obrázek 11: Zastoupení laktátu, acetátu a formátu v %. 
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6 Diskuze 

Laktobacily se řadí mezi bakterie mléčného kvašení (BMK). Název B M K pramení 
z jejich schopnosti přeměňovat sacharidy na mléčnou kyselinu. Vzhledem k tomu, že mezi 
jejich hlavní metabolity patří kyseliny, jsou acidotolerantní a dokáží tak růst při velmi nízkých 
hodnotách pH (Forsythe 2010). Patří mezi první bakterie kolonizující lidské tělo (Rautava et 
al. 2012). Laktobacily jsou spojovány se zdravě fungujícím střevem, a proto se tato skupina 
běžně používá jako probiotika (Aakko et al. 2015). Jsou součástí široké škály potravin 
(zelenina, víno, mléko, maso) a také se využívají pro výrobu mnoha potravin (Forsythe 2010). 
Kdežto klostridie zahrnují významné lidské a zvířecí patogeny, které způsobují potenciálně 
smrtelná onemocnění. Patogenní klostridie produkují největší počet život ohrožujících toxinů 
ze všech rodů (Cruz-Moreles et al. 2019). Nicméně klostridie j sou běžnými komenzály lidského 
střeva (Lopetuso et al. 2013; Monteiro et al. 2019) a mají svou nezastupitelnou roli jakožto 
producenti butyrátu ve střevě, což je důležitý zdroj energie pro střevní buňky, ale také pro 
laktobacily (Singh et al. 2023). Probiotické kmeny aktivují slizniční imunitu a stimulují 
produkci cytokinů, sekreci IgA, fagocytózu a produkci antimikrobiálních látek 
(např. organických kyselin, peroxidu vodíku a bakteriocinů), které působí inhibičně vůči 
patogenům (Singhi & Kumar 2016). 

Některé druhy a kmeny laktobacilů jsou schopny produkovat sloučeniny 
s antimikrobiálními účinky, včetně výše zmiňovaných organických kyselin, 
nízkomolekulárních sloučenin a antimikrobiálních peptidů (Carmo et al. 2018). V této práci 
bylo potvrzeno, že kmeny laktobacilů vykazují různé úrovně antimikrobiální účinnosti vůči 
Cl. difficile, C. perfringens, C. butyricum, C. neonatale a C. tertium. Jednalo se o působení proti 
klostridiím jak na úrovni druhu, tak kmene. Což platí i pro citlivost testovaných klostridií. 
Nejčastěji byl zaznamenán antimikrobiální účinek u kmenů L. reuteri. Studie zkoumající různé 
izoláty a metabolity laktobacilů získaných z vaginálních stěrů zjistila, že laktobacily vykazují 
in vitro bakteriostatické účinky proti C. perfringens, které jsou spojovány s produkcí 
bakteriocinů (Amin et al. 2017). Bakteriociny mohou zvyšovat propustnost vnitřní membrány 
bakterií, čímž přispívají kjejich protržení a narušují tak syntézu buněčné stěny, což vede 
k tvorbě pórů vazbou na lipidový prekurzor peptidoglykanu. Například bakteriocin lakticin 
3147 produkovaný bakterií Lactococcus lactis vytváří selektivní póry v buněčných stěnách 
některých patogenních grampozitivních bakterií, včetně Cl. difficile, což vede k její smrti (Rea 
et al. 2007). Kromě toho j e třeba zmínit, že klostridie j sou grampozitivní bakterie a bakteriociny 
mají cílenější inhibiční účinek proti tomuto typu mikroorganismu než proti gramnegativním 
bakteriím (Coman et al. 2014). Tím, že v rámci našeho testování docházelo k pozitivním 
výsledkům především u některých kmenů L. reuteri, lze i zde usuzovat na možnou produkci 
bakteriocinů. Je známo, že druh L. reuteri je zodpovědný za produkci reuterinu, navíc i další 
meziprodukty vznikající při jeho metabolismu mohou působit antimikrobiálně (Bianchini & 
Bullerman 2010). Což potvrzují i výsledky testování difúzni metodou, kdy 3-FÍP působila 
antimikrobiálně v koncentraci 300 mM proti 15 z 16 testovým klostridiím, zhruba vůči 
polovině testovaných kmenů v koncentraci 150 mM. Mnoho mikroorganismů může produkovat 
3-FÍP buď jako meziprodukt nebo jako konečný produkt metabolismu (Kumar et al. 2013). 
V SPOT testu bylo zjištěno, že velké množství čerstvě narostlých kultur laktobacilů dokáže 
inhibovat růst klostridií. Na základě tohoto důkazu lze předpokládat, že se na inhibičním 
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působení podílí spojení více mechanismů a molekul produkovaných metabolismem 
testovaných kmenů laktobacilů. Exopolysacharidy jsou extracelulární makromolekuly 
vylučované mikroorganismy v podobě pevně vázaných kapsul nebo volně připojené slizové 
vrstvy. Hrají významnou roli proti vysychání, fagocytóze, rozpoznávání buněk, útoků fágů, 
antibiotik nebo toxických sloučenin a osmotickému stresu (Angelin & Kavitha 2020). Některé 
exopolysacharidy fungují tak, že vyvolávají imunitní toleranci, jiné se dokáží vyhýbat 
imunitním reakcím. Interakce mezi exopolysachridy a imunitním systémem pomáhá chránit 
bakterie před útokem imunitního systému hostitele. Jsou také spojovány s antibakteriální 
aktivitou (Bhandary et al. 2023). 

Testování samotných metabolitů difúzni metodou umožnilo nalézt větší rozdíly 
v antimikrobiální aktivitě oproti SPOT testu. Studie sledující antimikrobiální aktivitu 
laktobacilů vůči klostridiím zjistila, že L. plantarum A T C C 8014 má probiotický potenciál 
s antimikrobiální aktivitou proti C. buryricum ATCC 860, Cl. difficile A T C C 9689 
a C. perfringens A T C C 12924 (Montiero et al. 2019), což je v rozporu s našimi výsledky. 
V této práci byl pozorován pouze malý účinek inhibice kmenů L. rhamnosus proti Cl. difficile 
a C. perfringens. Námi testované kmeny tvořily pouze malé inhibiční zóny, a to pouze vůči 
Cl. difficile. Nicméně, zde se může jednat právě o kmenově specifické účinky a v našem 
testování nebyl zahrnut kmen L. plantarum ATCC 8014. Montiero et al. 2019, netestovali vůbec 
druh L. reuteri, který v experimentech zahrnutých v této diplomové práci měl největší 
antimikrobiální potenciál z testovaného výběru laktobacilů, tudíž také nelze výsledky 
porovnávat. Analýzy mikrobiomu a metabolomik studie potvrdila, že aplikace L. reuteri spolu 
s glycerolem byla účinná proti Cl. difficile (Spinler et al. 2017). Je však třeba zmínit, že glycerol 
nebyl součástí kultivačních médií a primárně nebylo cíleno na produkci reuterinu testovanými 
kmeny. Nicméně i tak L. reuteri neinhiboval C. difficile pouze ve dvou případech z dvaceti. 

Organické kyseliny snižují střevní pH a tím zhoršují podmínky pro nepřátelské bakterie. 
Také mohou svou přítomností ovlivnit ochranné funkce střevní sliznice, včetně syntézy 
a sekrece antibakteriálních peptidů a mucinů (Parvez et al. 2006). Bakterie si vyvinuly několik 
systémů pro přežití v různých kyselých prostředích, aby zachránily poškození buněk v důsledku 
tohoto kyselého stresu, jako je na povrchu žaludku, nebo třeba v živných médiích. Mezi 
mechanismy odolnosti bakterií vůči kyselinám patří protonová pumpa, glutamát dekarboxylový 
systém, tvorba ochranného oblaku amoniaku či tvorba biofilmu (Liu et al. 2015). Pro vytvoření 
selektivních podmínek jsou do kultivačních médií běžně přidávány kyseliny. Používá se 
chlorovodíková kyselina, citrónová kyselina, mléčná kyselina nebo octová kyselina (Atlas 
2010), proto jsme testovali i samotné kyseliny, u kterých předpokládáme, že jsou odpovědné 
za antimikrobiální aktivitu. Z našich výsledků vyplývá, že největší účinnost má octová kyselina, 
která velkou většinu klostridií inhibovalapři koncentraci 0,5 % při difúzni metodě. Také studie, 
která stanovila antimikrobiální aktivitu octové kyseliny, citrónové kyseliny a mléčné kyseliny 
proti druhu Shigella, zjistila, že octová kyselina vykazovala největší antimikrobiální aktivitu 
v difúzni metodě (In et al. 2013). 

Mléčná kyselina dokázala potlačovat růst velmi dobře při koncentraci 1 %. S tím korelují 
výsledy hodnot metabolitů naměřené v supernatantu, kdy mléčná kyselina převládá u všech 
námi testovaných laktobacilů. Nicméně námi naměřené hodnoty ukazují obsah laktátu 
a pravděpodobně se v supernatantu vyskytují další deriváty mléčné kyseliny, které jsme 
neanalyzovali a tudíž nedetekovali. Například některé druhy Bifidobakterium dokáži přeměnit 
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aromatické aminokyseliny z mateřského mléka (tryptofan, fenylalanin a tyrosin) na příslušné 
aromatické deriváty mléčné kyseliny (indol-mléčná kyselina, fenylo-mléčná 
a 4-hydroxyfenylo-mléčnou kyselinu). Dlouhodobé sledování složení fekální mikrobioty 
kojenců (od narození do 6. měsíce věku) ukázalo, že koncentrace aromatických mléčných 
kyselin pozitivně korelují s množstvím bifidobakterií (Laursen et al. 2021). Nedávné studie 
ukazují, metabolity aromatických aminokyselin, včetně indolů odvozených od tryptofanu 
mohou prostřednictvím aktivace receptoru posilovat střevní bariéru a chránit před patogeny 
(Zelante et al. 2013; Roager & Licht 2018; Krautkramer et al. 2021). Meng et al. (2020) 
pozorovali a identifikovali protizánětlivou molekulu indol-3-mléčnou kyselinu, kterou 
odbouráváním tryptofanu z mateřského mléka metabolizuje Bifidobacterium infantis, tato 
molekula by mohla mít velmi pozitivní účinek v kojeneckém střevě. Laktobacily také produkují 
inodol-3-mléčnou kyselinu. Konkrétně L. plantarum ZJ316 se řadí mezi laktobacily s vysokou 
produkcí této kyseliny. Do budoucna je třeba důkladně porozumět tomuto vztahu mezi 
metabolity tryptofanu a střevní mikrobiotou (Zhou et al. 2022). 
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7 Závěr 

V této práci bylo potvrzeno, že různé druhy a kmeny laktobacilů vykazují různé úrovně 
antimikrobiální účinnosti vůči Cl. difficile, C. perfringens, C. butyricum, C. neonatale 
a C. terrtium, jak jsme předpokládali. Za použití spotové metody bylo zjištěno, že čerstvě 
narostlá kultura laktobacilů dokáže potlačit růst klostridií, což znamená, že pravděpodobně 
dochází nejen k působení antimikrobiálních metabolitů jako jsou organické kyseliny, ale 
i dalších obranných mechanismů jako je například tvorba exopolysacharidů a bakteriocinů. 
Tato metoda přinesla spoustu pozitivních výsledků, ale neumožnila nalézt společný trend 
v antimikrobiální aktivitě laktobacilů, například odlišit druhově či kmenově specifické 
působení. Taktéž proveditelnost metody inhibice tvorby plynů byla shledána jako laboratorně 
náročná a pro validní interpretaci výsledků by bylo třeba více opakování. Nicméně, 
z provedených testuje patrný pozitivní výsledek, například u C. tertium docházelo k redukci 
tvorby plynu s většinou testovaných laktobacilů. Díky uvedeným zjištěním byla metodická část 
práce více zaměřena na difúzni metodu. Difúzni metoda potvrdila druhovou a kmenovou 
specifičnost antimikrobiální aktivity testovaných supernatantů laktobacilů. Celkem bylo 
otestováno 13 druhů laktobacilů (L. paracasei, L. rhamnosus, L. paraplantarum, L. plantarum, 
L. acidophilus, L. delbrueckii, L. gasseri, L. ultunensis, L. casei, L. salivarius, L. fermentům, 
L. reuteri, L. vaginalis, L.faecium) zastoupených 36 kmeny. Nej větší antimikrobiální potenciál 
měly kmeny L. reuteri, za jehož antimikrobiální aktivitě se pravděpodobně podílí reuterin či 
další meziprodukty jeho metabolismu jako je 3-hydroxypropionová kyselina (3-HP). To 
potvrzují i výsledky testování difúzni metodou, kdy 3-HP působila antimikrobiálně 
v koncentraci 300 mM proti 15 z 16 testovým klostridiím, zhruba vůči polovině testovaných 
kmenů v koncentraci 150 mM. Taktéž testování kyseliny octové, mléčné a propionové přineslo 
pozitivní antimikrobiální účinky proti testovaným klostridiím. 

Nej lepší výsledy vykazovaly celkově laktobacily vůči C. difficile. C. difficile patří mezi 
nej častější patogeny způsobující střevní infekce kojenců, proto se laktobacily jeví jako velmi 
vhodná probiotika pro kojence. 
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12 Samostatné přílohy 

Tabulka 1: Naměřený laktát, acetát a formát v supernatantu laktobacilů. 

Laktát Acetát Formát 
druhová identita knien ferementativni mM mM mM 

L l / 4 homo 26,93 0,02 1,77 
Lacticaseibacillus paracasei L6/6 homo 27,56 0,45 0,31 

M B 2/10 homo 23,89 L21 0,00 
L2/4 homo 24,11 0,18 3,84 
3/8a L B C 11 homo 20,85 1,16 3,96 
B/1 gynocaps homo 21,26 1,14 2,48 
THT N U T R A 

Lacticaseibacillus rhamnosus B O N A homo 33,36 0,69 2,94 
1/4 eilen tampony homo 27,22 0,97 3,21 
M L 2 homo 20,58 1,29 3,22 
70/5b homo 26,77 1,28 3,36 
J13 homo 28,18 1,12 1,08 

Lactiplantibacillus 
paraplantarum M L 8/4 homo 33,40 nd 0,19 

M L 7/8 homo 28,44 2,53 3,37 
Lactiplantibacillus plantarum L6/1 homo 27,38 0,35 0,02 

X I homo 30,35 0,83 nd 
Lactobacillus acidophilus N U T R A B O N A homo 22,04 nd 0,07 

L6/11 homo 21,11 4,33 6,91 
Lactobacillus delbrueckii Ll /1 homo 29,14 0,62 1,24 

L9/12 homo 31,10 2,64 nd 
M L 7/7 homo 42,85 0,57 0,10 

Lactobacillus gasseri 1/1 eilen tampony homo 35,80 1,72 0,16 
J33 homo 34,76 1,69 nd 

Lactobacillus ultunensis L B C 77/2A homo 32,61 0,19 nd 
Lactocaseibacillus casei N U T R A B O N A homo 36,31 1,89 2,38 
Ligilactobacillus salivarius ML7/6 homo 30,81 1,41 3,70 

L6/3 hetero 36,34 3,23 1,15 

Limosilactobacillus fermentům 
L6/4 hetero 17,83 0,47 nd Limosilactobacillus fermentům 2/1 eilen tampony hetero 28,47 1,41 nd 
L943/a hetero 28,17 2,13 nd 
3/10a WSP 17 hetero 41,81 2,35 4,83 
l/6b L B C 6 hetero 21,33 1,95 nd 

Limosilactobacillus reuteri D S M 20016 hetero 32,10 3,35 nd 
L B C 78/2A hetero 16,81 1,27 nd 
J37 hetero 29,17 1,88 nd 

Limosilactobacillus vaginalis L4/3b hetero 25,87 nd nd 
Lactobacillus faecium M L 6/5 39,11 2,82 5,50 

nd = nedetekováno 

I 



Laktát: KW-H(k35) = 0,0653; p = 0,7983 

ho m o fermentativní helerofermentalivni 

Obrázek 1: Hodnota laktátu. Bod na sloupci 
znázorňuje průměr s chybovými úsečky (95 % 
konfidenční interval). 

homoťermeiilalivni heteroťermenlal ivni 

Obrázek 2: Hodnota acetátu. Bod na sloupci 
znázorňuje průměr s chybovými úsečky (95 % 
konfidenční interval). 
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Obrázek 3: Hodnota formátu. Bod na sloupci 
znázorňuje průměr s chybovými úsečky (95 % 
konfidenční interval). 
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Tabulka 2: Porovnání difúzni metody (vždy první sloupec, hodnoty uvedeny v mm) a SPOT 
testu (vždy druhý sloupec). 

CBUT CLDIF CNEO CPER CTER 

druhová identita kód Cl C2 C2 C2 C3 C3 CS C5 C6 C7 C8 CS C9 C9 C10 C10 C i l C i l C12 C12 C15 C15 C16 C16 

L. paracasei 
LI 6 - 6 + 6 * 1 + 8 7 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. paracasei L2 6 + 6 - 6 * 9 - 7 8 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + L. paracasei 
L3 6 - 6 + 6 - 9 + 7 7 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + 

L. rhamnosus 

L4 6 - 6 - 6 + 9 + 7 8 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + 6 + 

L. rhamnosus 

L5 6 - 6 - 6 7 + 6 7 6 + 6 - 6 + 6 - 6 - 6 + 6 + 

L. rhamnosus 

L6 6 - 6 - 6 - 6 + 7 8 6 - 6 - 6 + 6 - 6 - 6 + 6 + 

L. rhamnosus 
L7 6 - 7 - 6 - 8 + 7 7 6 + 6 - 6 + 6 - 6 - 6 + 6 + 

L. rhamnosus L8 7 - 7 - 6 - 10 - 6 7 8 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -
L. rhamnosus 

L9 6 - 7 - 6 * 10 + 6 8 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. rhamnosus 

L10 6 - 6 - 6 * 7 + 6 7 6 + 6 - 6 + 6 - 6 - 6 - 6 + 

L. rhamnosus 

L i l 6 - 6 - 6 - 6 - 6 7 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. paraplantarum L12 6 - 6 - 6 * 7 + 6 7 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. plantarum 
L13 6 - 6 - 6 6 - 8 7 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. plantarum L14 6 - 6 - 6 * 7 + 6 6 6 + 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + 6 -L. plantarum 
L15 6 - 6 - 6 - 6 + 6 7 6 + 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + 6 + 

L. acidophilus L16 6 - 6 - 6 + 6 + 6 6 6 - 6 + 6 - 6 - 6 - 6 + 6 + 

L. delbrueckii 
L17 6 - 6 - 6 - 6 - 7 7 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + 

L. delbrueckii L18 6 - 6 - 6 + 6 + 6 6 6 - 6 + 6 + 6 + 6 + 6 + 6 + L. delbrueckii 
L19 6 - 6 - 6 - 6 - 6 7 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. gasseri 
L20 6 - 6 - 6 - 8 + 6 8 6 - 6 - 6 + 6 + 6 + 6 + 6 + 

L. gasseri L21 6 - 6 + 6 - 8 + 6 7 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + L. gasseri 
L22 6 - 6 + 6 6 + 6 7 6 - 6 6 - 6 + 6 + 6 + 6 + 

L. uhunensis L23 6 - 6 - 6 6 6 6 6 - 6 - 6 - 6 + 6 6 + 6 + 

L. casei L24 6 - 6 - 6 - 6 + 6 6 6 + 6 - 6 + 6 - 6 - 6 - 6 + 

L. salivarius L25 6 - 6 - 6 - 10 - 6 8 8 + 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + 6 -

L. fermentům 

L26 6 - 6 - 6 - 7 - 6 8 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. fermentům 
L27 6 - 6 - 6 - 10 - 8 8 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. fermentům L28 6 - 6 - 6 - 10 - 6 6 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + 
L. fermentům 

L29 6 - 6 - 6 - 6 - 6 6 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. reuteri 

L30 6 - 6 - 6 - 11 - 6 7 6 - 6 - 6 - 6 + 6 - 6 - 6 -

L. reuteri 
L31 10 * 10 * 12 * 13 * 12 10 8 * 6 * 6 * 6 * 6 * 6 * 6 * 

L. reuteri L32 6 - 7 - 6 - 8 - 7 7 7 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 + 6 -L. reuteri 
L33 13 * 9 * 13 * 15 * 10 10 12 * 6 * 6 * 6 * 6 * 6 * 6 * 

L. reuteri 

L34 11 * 8 * 12 * 12 - 10 10 8 * 6 * 6 - 6 - 6 - 6 * 6 + 

L. vaginalis L35 6 - 6 - 6 - 6 - 6 6 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 -

L. faecium L36 6 - 6 - 6 - 7 - 7 7 6 - 6 - 6 - 6 + 6 - 6 - 6 -

III 


