Ceska zemé&délska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroju

Laktobacily a jejich interakce s klostridiemi a dalSimi
sporotvornymi bakteriemi kolonizujicimi travici trakt
kojenct

Diplomova prace

Bec. Denisa Korberova

Vyziva a potraviny

doc. Ing. Véra Neuzil BuneSova, Ph.D.

© 2023 CZU v Praze






Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Laktobacily a jejich interakce s klostridiemi a
dal$imi sporotvornymi bakteriemi kolonizujicimi travici trakt kojenci" jsem vypracovala
samostatné pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich
informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace.
Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, ze jsem v souvislosti s jejim vytvorenim
neporusil autorska prava tietich osob.

V Praze dne 14.4. 2023




Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala své vedouci prace doc. Ing. Véfe Neuzil Bunesové,
Ph.D. za odborné vedeni diplomové prace, vstficnost a cenné rady, kterych si vazim. Mé
pod€kovani patfi také Eugenio Ingribelli, MSc. za pomoc, ochotu a trpélivost pii praci
v laboratofi. V neposledni fadé bych chtéla podékovat rodin€, svému pfiteli a pratelim, ktefi
mi byli oporou pfi celém studiu.



Laktobacily a jejich interakce s klostridiemi a dalSimi
sporotvornymi bakteriemi kolonizujici travici trakt
kojenct

Souhrn

Vybrané kmeny laktobacild maji schopnost produkovat v ramci svého metabolismu
antimikrobialni latky, jako je napfiklad reuterin a jsou soucasti probiotickych dopliiki. Mimoto
ijejich primarni metabolity, jako je laktat a acetat, mohou pusobit antimikrobialné. Kdezto
sporulujici bakterie tfidy Clostridia zahrnuji velmi variabilni rody a druhy, od zdravi
prospésnych butyrat produkujicich bakterii s probiotickym potencialem az po vysoce patogenni
bakterie. Ve stfevni mikrobioté kojenci je pritomnost a aktivita potencialné patogennich
sporulyjicich bakterii ovlivnéna jak pfitomnosti pfirozené se vyskytujicich prospésnych
komenzalnich bakterii, tak napfiklad probiotickou intervenci, kde se Casto jedna o kmeny
laktobacilt. Je zde vSak predpoklad, Ze antimikrobialni aktivita vici patogennim Ci
komensalnim klostridiim bude u laktobacilti druhové ¢i kmenoveé specificka.

V této diplomové praci byla in vitro zkoumana antimikrobialni aktivita 36 probiotickych
kment laktobacild, jednalo se jak o lidské izolaty s potencialem probiotika, tak o kmeny se
statusem probiotika izolované z dopliika stravy a dalSich produktd, proti 16 kmentm klostridii
prevazné izolovanych z traviciho traktu kojenct. Screening antimikrobialni aktivity byl
proveden pomoci tif metod. Jednalo se o spotovou metodu (Agar Spot Test), ktera vykazovala
velky pocet pozitivnich vysledkt. Coz ukazuje, ze Cerstvé narostla kultura laktobacilti dokaze
potlacit rast klostridii a nejedna se pravdépodobné pouze o pusobeni metaboliti. Tento
antimikrobialni GCinek zifejmé spociva v kombinaci pusobeni antimikrobialnich metabolitt
jako jsou organické kyseliny, ale i v pasobeni dal§ich obrannych mechanismi jako je tvorba
exopolysacharidi a bakteriocini. Dale bylo v testu inhibice produkce plynu zji§téno, Ze nejvice
laktobacilt dokaze inhibovat produkci plynu u kmend C. terrtium. Nicméné tato metoda
pottebuje vice opakovani pro validni vysledky. Difizni metoda potvrdila druhovou a kmenovou
specifi¢nost antimikrobialni aktivity metabolitd laktobacild. Nejvétsi antimikrobialni potencial
meély kmeny Limosilactobacillus reuteri, na jejichz antimikrobialni aktivité se pravdépodobné
podili reuterin ¢i dalsi meziprodukty jeho metabolismu jako je 3-hydroxypropionova kyselina
(3-HP). To potvrzuji i vysledky testovani difizni metodou, kdy 3-HP ptisobila antimikrobialné
v koncentraci 300 mM proti 15 z 16 testovym klostridiim, zhruba vici poloving testovanych
kment v koncentraci 150 mM. Taktéz testovani kyseliny octové, mlécné a propionoveé pfineslo
pozitivni antimikrobialni G€inky proti testovanym klostridiim. Celkove pfi difuzni metodé
nejlepsi vysledy vykazovaly laktobacily vaci C. difficile. C. difficile patii mezi nejCastéjsi
patogeny zpusobujici stievni infekce kojencl, proto se laktobacily jevi jako velmi vhodna
probiotika pro kojence.

Klicova slova: Antimikrobialni 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 Uvod

Stievni sliznice je obzvlasté dynamické prostiedi, ve kterém neustdle dochazi
k interakcim s biliony komenzalnich mikroorganismu, ktefi se pravidelné setkavaji s patogeny
nejruzn€j§i povahy (Paréz-Lopez et al. 2016). Pokud dojde k dysbidze v raném véku, stievni
mikrobiota mize zistat naruSena po cely zivot a zpusobuje tak vétsi nachylnost k neinfekénim
onemocnénim, nachylnéjsi imunitni systém, dojde ke zméné osy stfevo-mozek (Di Profio et al.
2022), a muze dojit k pozdéjsimu rozvoji obezity (Turnbaugh et al. 2006), zanétlivych
onemocnéni stfev (Gevers et al. 2014) ¢i diabetu L. typu (Kostic et al. 2015).

Mnoho druht klostridii se vyskytuje jako komenzalové stfevni mikrobioty. Dysbalance
mikrobioty vS§ak muze vést k nékterym infekcim zptisobenym témito bakteriemi, zejména pak
Clostridioides difficile, Clostridium perfingens a Clostridium butyricum. V mnoha ptipadech
mize po podani antibiotik dojit k opakované infekci, coz ukazuje potfebu novych
terapeutickych moznosti, které budou ptisobit na tyto potencialni patogeny a zaroven podpori
obnovu mikrobioty (Monteiro et al. 2019). Mikroorganismy, vCetné laktobacilt, v tenkém a
tlustém stievé dokoncuji proces traveni. Jejich metabolity jsou organické kyseliny s kratkym
fetézcem, mezi které se fadi napf. kyselina mlécnd, octova. Tyto kyseliny snizuji stfevni pH a
tim zhorSuji podminky pro nepratelské bakterie. Také mohou svou piitomnosti ovlivnit

ochranné funkce stfevni sliznice, vCetné syntézy a sekrece antibakterialnich peptidi a mucind
(Parvez et al. 2006).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Predpokladame, ze antimikrobialni aktivita vii¢i patogennim ¢i komensalnim klostridiim
bude u laktobacili druhové ¢i kmenové specificka. Vzhledem ke zna¢né variabilit€é mezi
klostridiemi (rod Clostridium) a dal§imi sporulujicimi bakteriemi tfidy Clostridia, i zde bude
zjiSténa variabilita v citlivosti vic¢i laktobacilim. Cilem prace bylo zpracovat piehled
o laktobacilech a sporulujicich bakteriich tfidy Clostridia, vyskytujicich se v travicim traktu
kojenct, vcetné dosavadnich poznatkll o jejich interakci se zaméfenim na antimikrobialni
aktivitu. V experimentalni ¢asti pak testovat interakce mezi laktobacily a vybranymi zastupci
ttidy Clostridia.
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3 Literarni reSerse

3.1 Stievni mikrobiota kojence

3.1.1 Strevni sliznice

Stievni sliznice je obzvlasté dynamické prostiedi, ve kterém neustdle dochazi
k interakcim s biliony komenzalnich mikroorganismu, ktefi se pravidelné setkava s patogeny
nejriznéjsi povahy (Paréz-Lopez et al. 2016). Stievni mikrobiota se sklada z vice nez 1500
druhti rozdé€lenych do vice nez 50 kment (Di Profio et al. 2022). Plocha epitelu stiev je pomérné
velkd, protoze klky zvétuji jeji povrch na 32 m? (Helander & Féndriks 2014). Povrch epitelu
gastrointestinalniho traktu pfedstavuje prvni ochrannou vrstvu pii styku vnitiniho a vnéjsiho
prostfedi. Druhym ochrannym prostifedkem je vrstva hlenu, kterd se sklada ze slozité sité
mucind a antimikrobialnich proteint, které brani mikroorganismim v pfistupu k epitelialnim
burtkdm. Treti vrstvu ochrany pifedstavuje velké mnozstvi imunitnich bunék, které sidli ve
sttevé, a to bud’ v organizovanych strukturach, jako jsou Peyerovy skvrny a mezenterialni
lymfatické uzliny, nebo roztrousené ve sttevnim epitelu. Tyto tii vrstvy spole¢né tvoii bariéru,
ktera brani mikroorganismim, aby se dostaly na systémova mista. AvSak mnoho patogenu
vlivem vyvoje dokaze uniknout i pfes ochranné mechanismy hostitele a zpusobit tak
onemocnéni (Paréz-Lopez et al. 2016).

3.1.2 ,Zdravy kojenec*

3.1.2.1 Charakteristika a sloZeni stievni mikrobioty

Soucasna védecka literatura identifikuje détskou stievni mikrobiotu jako mnohostranny
organ ovliviujici fadu aspektt zdravi a vyvoje jedince. Stfevni mikrobiota kojenct je tvofena
biliony mikrobialnich bunék, které sidli pfedev§im v tenkém a tlustém stfevé (Turroni et al.
2022). Pokud dojde k dysbioze v raném veku, stfevni mikrobiota mize zlistat narusena po cely
Zivot a zpusobuje tak vétsi nachylnost k neinfekénim onemocnénim, nachylnéjsi imunitni
systém, dojde ke zmén¢ osy stievo-mozek (Di Profio et al. 2022), a mize dojit k pozdéjsimu
rozvoji obezity (Turnbaugh et al. 2006), zanétlivych onemocnéni stfev (Gevers et al. 2014) ¢i
diabetu I. typu (Kostic et al. 2015). Stale vice dukazl naznacuje, ze nitrod€lozni prostiedi neni
sterilni, jak se dfive pfedpokladalo, ale béhem téhotenstvi dochazi k prenosu mikrobioty mezi
matkou a plodem (Vandenplas et al. 2020).

Matka je dulezitym rezervoarem bakterii novorozence. V pienosu z matky na dité
dominuji bakterie z rodu Bacteroides a Actinobacteria, z nichz nejvice zastoupeny rod je
Bifidobacterium. NejCastéji to jsou druhy Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum
subsp. infantis a Bifidobacterum bifidum, které jsou schopné metabolizovat oligosacharidy
pritomné v matefském mléce. Spolecné s nimi jsou schopné metabolizovat oligosacharidy
z matefského mléka také druhy rodu Bacteroides, jako jsou druhy Bacteroides fragilis,
Bacteroides dorei a Bacteroides vulgatus. Spolu s Bacteroides dominuji ve stfevni mikrobioté
dospé€lého Cloveéka Firmicutes, které se pfendsi z matky na novorozence. Nicméné pouze
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Streptococcus thermophilus a Veillonella parvula z nich pfetrvavaji po prvnim meésici zZivota
(Browne et al. 2022).

3.1.2.2 Vyvoj stievni mikrobioty

Prvni faktor, ktery ovliviiuje lidskou mikrobiotu, pfichazi z matky v priabéhu vyvoje
plodu. Plod je vystaveny metabolitim mikrobialnich spoleCenstev matky skrze placentu, které
se otisknou do jeho imunitniho systému a mohou tak ovliviiovat mikrobiotu jedince
v pozdé&jsim zivoté (Martino et al. 2022). Napftiklad stfevni mikrobiota matky rozklada vlakninu
na mastné kyseliny s kratkym fetézcem, jako je acetat, které v tkani plodu ovliviiuje imprinting
spojeny stvorbou T bunék a mohou byt spojovany s ochranou pied rozvojem astmatu
v dospélosti (Thorburn et al. 2015). He et al. (2020) analyzovali 39 part vzorka (matka-dit¢)
smolky, plodové vody, stolice, vaginalni tekutiny a slin matek a zjistili, Ze mikroorganismy ve
smolce pochazeji z vice zdroju, ale predevsim z plodové vody.

Zahy po narozeni dojde k osidleni mikroorganismy z matky (pfedev§im z vaginy,
matefského mléka, kiize, jazyka) a nasledné z okolniho prostiedi. Mikroorganismy se dostavaji
do téla a na povrch téla, kde dochazi k rychlému vyvoji predevsim u déti do jednoho roku zivota
(Browne et al. 2022). Studie ukazaly, ze slozeni stfevni mikrobioty vaginalné€ narozenych déti
je odlisné od déti narozenych cisafskym fezem (Stewart et al. 2018). Prostiedi obklopujici
novorozence je dal§im pfirozenym zdrojem mikrobt, které mizou kolonizovat rizna mista téla.
Naptiklad pouzivani spolecnych predmétt, dotykani se spolecnych povrchi ¢i vzduch
v mistnostech. Pfedpoklada se, ze Casty kontakt s doméacimi mazlicky v raném véku pomaha
rozvoji imunity (Savino et al. 2010). V prubéhu casu vznikaji ekosystémy vyznacujici se
taxonomickou bohatosti a funkéni schopnosti. Tento proces ma rizné faze. Ranou fazi, ktera
trva 6-12 mésict, kdy dochazi k odstaveni kojence od matefského mléka. Tato faze je dilezitym
vyvojovym oknem pro imunologicky a fyziologicky vyvoj (Browne et al. 2022). Mateiské
mléko, které se sklada z laktdzy, lipida, bilkovin a vice nez 200 raznych oligosacharidu, se
doporucuje jako prvni vyziva v kojeneckém véku a poskytuje vSechny potiebné ziviny pro
podporu ristu a vyvoje. Oligosacharidy z matefského mléka nejsou hydrolyzovany
sacharolytickymi enzymy traviciho traktu a dostavaji se do tlustého stfeva, kde slouzi jako
metabolické substraty pro stfevni bifidobakterie. Produkty metabolismu oligosacharidi (acetat,
mravencan, laktat, 1,2-propandiol) maji pfiznivé uinky na zdravi hostitele, protoze potlacuji
rast patogenu patficich do Celedi Clostridiaceae, Enterobacteriaceae a Staphylococcaceae.
Kojenci, ktefi pfijimaji vyhradné umelou vyzivu maji odliSnou mikrobiotu, ktera se vyznacuje
niz§im  vyskytem rodu  Bifidobacterium a zvySenym  vyskytem  Clostridium
a  Enterobacteriaceae, coz pravdépodobné koreluje s nedostatkem oligosacharida
z matefského mléka a vy§sim obsahem bilkovin v umélé stravé. Mnohé umélé vyzivy jsou
v dne$ni dobé dopliiovany fruktooligosacharidy (FOS) a/nebo galaktooligosacharidy (GOS),
prestoze to nejsou oligosacharidy z matefského mléka mizou byt vyuzitelné pro vétsinu druhti
bifidobakterii (D1 Profio et al. 2022). Dalsi stadium je spojené s piechodem na pevnou stravu,
coz vede ke kolonizaci riiznymi sporulujicimi druhy a snizeni mnozstvi rodu Bifidobacterium
(Browne et al. 2022). Kromé toho je zde vysSi pfitomnost druhti Bacteroidaceae,
Lachnospriraceae a Ruminococcaceae, coz je odraz vyssi rozmanitosti a komplexnosti stravy
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v disledku zavedeni vlakniny do stravy (z ovoce, zeleniny a obilovin) a novych zdroji bilkovin
(jako je maso, mlécné vyrobky a lusténiny) (D1 Profio et al. 2022). Stadium zrani se jiz podoba
slozeni dospélého Clovéka tedy hojné zastoupeni druhii Bacteroidetes a Firmicutes. Priabéh
vyvojoveé trajektorie sttevni mikrobioty viz Obrazek 1 (Browne et al. 2022). V détském veku je
stravovaci prostiedi klicové pro ziskani spravnych navyku, které maji pozdéji vliv na stfevni
mikrobiotu a zdravi hostitele. Sttedomortska strava, kterd se vyznacuje nizkym zastoupenim
zpracovanych potravin a vysokym piijmem vlakniny a také antioxidanti se jevi jako velmi
vhodna pro zvySeni diverzity stfevni mikrobioty, coz znamenda vy§si poCty Bacteriodetes,
laktobacilt, bifidobakterii, Faecalibacterium spp. a niz8i poCty Firmicutes a Proteobacteria
(Di Profi et al. 2022).

vyvoj mikrobioty déti

ranna faze piechodna fize . stadium zrani

Lachnospiraceae '
Ruminoccoccaceae i
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Obrazek 1: Vyvoj mikrobioty déti. Vysvétlivka: AMR patogeny =rezistntni patogeny (upraveno podle Browne
et al. 2022).
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(Tamburini et al. 2016). Kojenecka vyziva se vyrabi tak, aby se co nejvice podobala
matefskému mléku, které obsahuje kromé zakladnich slozek poskytujicich energii také
bakterialni kmeny, protilatky, hormony, imunitni buiikky. Ve snaze napodobit tento vysoce
funk¢ni “"koktejl” zkoumaji vyrobci moznosti fortifikace kojenecké vyzivy o §irsi paletu slozek
nez obsahuje kravské mléko, ze kterého se vyrabi. Mezi takové slozky patii probiotika,
prebiotika a synbiotika (Dias et al. 2022). Mezinarodni védeckad asociace pro probiotika
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a prebiotika definuje prebiotika jako substrat, ktery je selektivné vyuzivan hostitelskymi
mikroorganismy a ptindsi zdravotni prospéch (Gibson et al. 2017). Mezi piiklady prebiotik,
ktera se v soucasné dobé& pouzivaji v kojenecké vyzive, patii oligosacharidy (napt. GOS, FOS,
rozpustnad fermentovatelnd vldknina a rostlinné polyfenoly (Dias et al. 2022). Svétova
zdravotnickd organizace (WHO; World Health Organization) a Organizace pro vyzivu
a zemeédelstvi (FAO; Food and Agriculture organization of the United Nations) popisuji
probiotika jako zivé organismy, které pii konzumaci v pfiméfeném mnozstvi piinaseji hostiteli
prospéch (Guarner et al. 2011). NejCastéji pouzivanymi probiotickymi bakteriemi v doplricich
stravy jsou laktobacily (L.) a bifidobakterie (Tamburini et al. 2016; Dias et al. 2022). Na zaklade
15 studii lze konstatovat, ze suplementace probiotiky muze snizit riziko infekce
gastrointestinalniho traktu (GIT) o 26 %, pfiCemz Lacticaseibacillus paracasei,
Limosilakctobacillus reuteri a Lacticaseibacillus rhamnosus GG jsou specificky ucinné
probiotické kmeny pfi snizovani vyskytu a délky trvani infekce GITu (Ahmad et al. 2022).
Konkrétné podani Limosilactobacillus reuteri DSM 17938 denné kojenctim v raném véku muze
zlepsit pfiznaky kojenecké koliky (Savino et al. 2010). Dale bylo zjisténo, ze dlouhodoba
suplementace L. rhamnosus GG ma vliv na stfevni mikrobiotu déti. Zpusobuje zvySeni
pocetnosti kmena Lactococcus, Ruminococcus a naopak snizuje zastoupeni Escherichia. Zda
se, ze 1écba pomoci L. rhamnosus GG brani nékterym zménam v mikrobioté, které by mohlo
zpusobit uzivani penicilinu (Korpela et al. 2016). Celkové se predpoklada, ze probiotika
a prebiotika hraji dilezitou roli pfi modulaci stfevni mikrobioty (prostfednictvim podpory
skupin prospésnych bakterii a kompetitivniho vylouceni patogenti) a v regulaci imunitniho
systému (ovlivnénim slizni¢nich imunitnich mechanismi, regulaci sekrece imunoglobulint
a cytokint a podporou integrity stfevni epitelialni bariéry) (Dias et al. 2022).

Antibiotika patii mezi nejCastéji predepisované 1éky pro déti. Avsak uzivani antibiotik po
narozeni muze narusit kiehky novorozenecky mikrobiom (Savino et al. 2010).
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3.2 Laktobacily

3.2.1 Obecna charakteristika

Rod Lactobacillus vytvoien Beijerinckem vroce 1901. Zahrnuje grampozitivni,
fakultativné anaerobni, nesporulujici mikroorganismy. Tento rod je fazen do kmene Firmicutes,
tfidy Bacilli, fadu Lactobacillales, celedi Lactobacillaceae, ktera zahrnovala rody
Lactobacillus, Paralactobacillus a Pediococcus. Diivéjsi taxonomie laktobacilii byla zalozena
na fenotypovych vlastnostech vcetné optimalni teploty rustu, vyuziti sacharidd a spekter
produkovanych metabolitd. Pozdéji ve 20. stoleti byla pro vymezeni novych bakterialnich
druht pouzita genotypova a chemotaxonomicka kritéria véetné hybridizace DNA, obsahu mol
% G+C a chemické struktury peptidoglykanu. Od roku 1983 se v bakterialni taxonomii pouziva
podobnost genti 16S rRNA, ktera poskytuje fylogeneticka schémata jako patef pro klasifikaci
a nomenklaturu. Béhem poslednich 15 let se stalo Siroce dostupné sekvenovani celych
bakterialnich genom, a jako zlaty standard pro vymezeni novych bakterialnich druhii byly
zavedeny hodnoty prumémé nukleotidové identity (ANI; average nucleotide identity) genu
sdilenych mezi dvéma bakterialnimi genomy (Zheng et al. 2020).

Rod Lactobacillus zahrnoval 261 druht jesté v bfeznu 2020. Jednalo se o druhy velmi
rozmanité na urovni fenotypové, genotypové i ekologické. Po zhodnoceni fylogeneze jadra
genomu, ANI, projevu gent skupiny organismu, o nichz se prepoklada, ze se vyvinuly ze
spole¢ného predka, podle zasad kladistiky, fyziologického kritéria a ekologie organismu byl
rod Lactobacillus rekvalifikovan do 23 novych rodt s nazvy: Holzapfelia, Amylolactobacillus,
Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus,
Schleiferilactobacillus, Loigolactobacillus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa,
Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus,
Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus,
Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus a Lentilactobacillus. Rodovy vyraz
,laktobacily*“ zistava pro oznaceni vSech organismu, které byly do roku 2020 klasifikovany
jako Lactobacillaceae. Tato rekvalifikace odrazi fylogenetickou pozici mikroorganismu
avyrazné klady skupinového sdileni ekologickych a metabolickych vlastnosti
(Zheng et al. 2020).

Laktobacily se fadi mezi bakterie mlécného kvaSeni (BMK), které jsou hlavné
grampozitivni, anaerobni, katalaza negativni, nesporulujici bakterie. Maji mnoho asociaci
s lidmi. Jsou soucasti intestinalni mikrobioty ziskané po narozeni. Jsou soucasti Siroké skaly
potravin (zelenina, vino, mléko, maso). Jsou také potiebné pro vyrobu mnoha potravin nejen
v mlékafstvi a zelinarstvi, ale téz pii vyrobé vina, kavy a kakaa. Nékteré z BMK jsou patogenni,
nebo jsou schopné produkovat antimikrobialni latky nazyvané bakteriociny. BMK jsou
prevazné mezofilni (nékteré kmeny jsou termofilni), coz znamena, ze mizou rust v rozmezi
teplot 5-45 °C. Jsou acidotolerantni, proto jsou schopné rust ve velmi nizkych hodnotach
pH (az 3,8). Vétsina BMK je proteolyticka s prisnymi pozadavky na obsah aminokyselin. Jsou
to mikroorganismy, které nazyvame BMK, pro jejich vlastnost produkovat kyselinu mléénou.
Produkovana kyselina mlééna muze byt ve formeé L(+) nebo D(-) izomert. Nejvice z nich
fadime do skupiny, kterd jsou gram pozitivni Firmicutes, zbytek, ktery je gram negativni patfi
do skupiny Actinocabacteria (Forsythe 2010).
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BMK zahrnuje bakterie sobéma typy metabolismu — homofermentativni
i heterofermentativni (viz Obrazek 2). Homofermentativni produkuji dvé molekuly kyseliny
mlécné pii fermentaci molekuly glukozy, naproti tomu heterofermentativni mikroorganismy
produkuji rizné metabolity, mezi které patii také kyselina mlécna, ale spolu s ni i ethanol,
kyselina octova, kyselina mravenci, peroxid vodiku (Forsythe 2010).
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Obrazek 2: Schéma homofermentace (a) a heterofermentace (b) glukozy
(upraveno podle Ganzle 2015).

3.2.2 Charakterizace vybranych druhu laktobacila

3.2.2.1 Limosilactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri nové nese oznaceni Limosilactobacillus reuteri. Limosus znamena
slizky, coz odkazuje na vlastnosti vétSiny kment z rodu Limosilactobacillus, vyuzivané
k vyrob€ exopolysacharidi ze sachardézy. Limosilaktobacily jsou grampozitivni,
heterofermentativni anaerobni nebo aerotolerantni tyCinky. Rust je pozorovan pii 37 °C
u vétSiny druhti (Zheng et al. 2020). L. reuteri je anaerobni probiotikum sidlici v lidském
gastrointestinalnim traktu. Fermentaci glycerolu produkuje antimikrobialni slouCeninu reuterin,
ktera inhibuje rist nékterych grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (Spinler et al. 2017).

L. reuteri se nachazi v mikrobioté obratlovci, ale také ve fermentovanych potravinach
(Zheng et al. 2015). Byl izolovan z mnoha potravin. Pfedev§im z mléCnych produkti
(Dellaglio et al. 1981). Vyskytuje se také pii fermentaci obili, a tudiz se nachézi v pekarském
kvasu (Génzle 2015). L. reuteri je navrhovan jako vhodny pro konzervaci fermentovanych
mlécnych produktl, ktery zaroveri neméni konzistenci vysledného produktu (Ortiz-Rivra et
al.2017). Limosilactobacilus spp., zejména L. reuteri, se komercné vyrabéji pro pouziti jako
startovaci kultura a také jako probioticka kultura (Zheng et al. 2020). Jeho hojnost se u riznych
jedinca lisi. U lidi se vyskytuje v riznych Castech téla, vCetné€ gastrointestinalniho traktu,
mocovych Cest, kiize a matefského mléka (Mu et al. 2018). Poprvé byl izolovan L. reuteri DMS
20016 v roce 1962 ze streva dospélého ¢loveéka (Kandler et al. 1980). L. reuteri je schopny se
adaptovat na potravni a stfevni stanoviste, coz naznacuje, ze tato dve stanovisté vyvijeji odlisny
selektivni tlak souvisejici s rychlosti ristu a energetickym (sacharidovym) metabolismem
(Zheng et al. 2015). Stfevni mikroby obratlovcu se diverzifikaci piizpisobuji hostiteli, coz
vychazi z experimentu, ktery odhaluje genetickou heterogenitu v populaci L. reuteri u riznych
obratlovct (Oh et al. 2010). Kmeny L. reuteri a Lactobacillus johnsonii jsou autochtonni pro
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hlodavce a stfeva prasat, protoze byly zjiStény v nékolika studiich témér u vSech zvifat
(Salzman et al. 2002; Leser et al. 2002; Brooks et al. 2003).

3.2.2.2 Lactobacillus rhamnosus

L. rhamnosus je grampozitivni bakterie pfitomna v mnoha druzich fermentovanych
potravin. Je schopna piezivat v riznych prostiedich, vCetné stiev (Pascual et al. 2008). Ma
probiotické vlastnosti (Huang et al. 2020). Bylo zjisténo, ze L. rhamnosus se dokaze navazat na
povrch stfevni hlenové bariéry a kolonizovat ji, ¢imz brani patogennim mikroorganismim
proniknout do stfevni bariéry (Kolinska et al. 2018). L. rhamnosus moduluje imunitni odpoveéd’
sttevnich lymfatickych bun€k prostfednictvim bakterialnich produkti (Yang et al. 2019)
a slozek bunécné stény (Claes et al. 2010). L. rhamnosus muze ovlivnit funkci stfevni
bariéry sekreci mucinu, regulaci apoptdzy epitelidlnich bunék. Déle L. rhamnosus ovliviiuje
slozeni stfevni mirkrobioty prostfednictvim konkurence o ziviny a adheze na sliznici (Gamallat
et al. 2016).

3.2.2.3 Lactobacillus acidophilus

L. acidophilus je homofermentativni, mikroaerofilni grampozitivni mikroorganismus,
jehoz morfologie je ty¢inkovitého tvaru. Bakteriociny, které tvofi, jsou si strukturné podobné,
ale li8i se jejich spektrum antimikrobialni aktivity. Jsou termostabilni a zachovavaji si svou
aktivitu v Sirokém rozmezi pH spolu se silnymi inhibi¢nimi u¢inky proti kazicim se potravinam
a patogennim bakteriim, coz z nich €ini dilezitou biokonzervacni tfidu. L. acidophilus 1ze
ptidavat jako pfidavek do mnoha procest fermentace potravin, coz zpusobi jedine¢nou chut),
vuni a strukturu (Anjum et al. 2014).

L. acidophilus NCFM je probioticky kmen dostupny v béznych potravinach (mléko,
jogurt, kojenecka vyziva) a dopliicich stravy. Jeho komercni dostupnost je podminéna jeho
bezpecnosti, snadnou komercni manipulaci, biochemickymi a fyziologickymi vlastnostmi,
které jsou podstatné pro probiotickou funkci u ¢lovéka. Kmen byl charakterizovan in vitro, ve
studiich na zvifatech a u lidi. Kmen NCFM je prfedkem kmene, ktery se pouziva pro kompletni
sekvenovani chromozomd, a proto je zakladnim kmenem pro pochopeni vztahu mezi genetikou
a funkCnosti probiotik. Adheruje k bunécnym systémum vylucujici hlen, produkuje
antimikrobialni slouceniny a je vhodny pro genetickou manipulaci a cilené zavadéni DNA.
V pokusech na mysich byl dokazan potencial snizeni rizika rakoviny tlustého stieva. Smés
obsahuji L. acidophilus NCFM snizila vyskyt détskych prajma. Pfimérené podavani muze
usnadnit traveni laktozy u osob s laktézovou intoleranci (Sanders & Klaenhammer 2001).

3.2.2.4 Lacticaseibacillus casei

Kmeny Lacticaseibacillus jsou homofermentativni, vétSina metabolizuje pentdzy
prostfednictvim fosfoketolazy. Jedna se o nepohyblivé kmeny, oxidaza negativni, Casto
produkuji D a L formu kyseliny mlééné z glukozy. Teplotni optimum je proménlivé, ale nikdy
neni niz§i nez 10°C a vyssi nez 45°C. Tento rod ma znacny hospodaisky vyznam, protoze
zahrnuje né€kolik druht, které jsou vyuzivané jako startovaci kultury pii mlécném kvaseni a jako
probiotika (Zheng et al. 2020).
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3.2.3 Laktobacily ve stfevni mikrobioté kojencu

Mezi prvni bakterie kolonizujici lidské télo patii laktobacily (Rautava et al. 2012).
Laktobacily jsou spojovany se zdrave fungujicim stfevem, a proto se tato skupina bézné€ pouziva
jako probiotika (Aakko et al. 2015). Laktobacily zahrnuji nejvice charakterizovanych probiotik,
jak mazeme vidét v Tabulce 1, k Cemuz pfispiva to, ze jejich zastupci dokazou vyuzit velké
mnozstvi sacharidi. Tato skuteCnost jim zajistuje zvladnuti vysoce konkurencnich prostiedi
jako je gastrointestinalni trakt (Zafiga et al. 2021). Dukazy naznacuji, ze podavani probiotik
v novorozeneckém obdobi muze vést k udrzeni stfevni kolonizace 6-12 mésicii po jejich
vysazeni. Informace o dlouhodobé udrzitelnosti kolonizace jsou omezené, proto je v této oblasti
potteba provést vice randomizovanych kontrolovanych studii, které budou spravné navrzeny
abudou obsahovat kmenové& specifické testy (Srinivasjois et al. 2023). Casna kolonizace
laktobacily, konkrétné¢ kmenem L. casei, byla spojena se snizenym rizikem vzniku alergie
a atopické dermatitidy (Penders et al. 2010). Kromé toho se uvadi, ze nizka prevalence
laktobacilti, mize byt rizikovym faktorem nadmérného place a neklidu kojenctu (Partty et al.
2012). Studie porovnavajici kojence z oblasti Malawi a z finské kojence prokazala, ze
malawijsti kojenci méli hojn€jsi, bohatsi a rozmanitéjsi zastoupeni laktobacili v mikrobiomu.
Na zaklad¢ tohoto poznatku je predpokladano, ze mezi faktory ovliviiuji tyto rozdily muze patfit
prostredi, strava a hygiena (Aakko et al. 2015).

Tabulka 1: Nejéastéjsi druhy probiotik. (Parvez et al. 2006; Slizewska et al. 2021)

Laktobacily Bifidobacterium sp.
Lactobacillus acidophilus B. bifidum
Lacticaseibacillus casei B. adolescentis
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B. animalis
Lactobacillus cellobiosus B. infantis
Latilactobacillus curvatus B. thermophilum
Limosilactobacillus fermentum B. longum

B. lactis
Lactobacillus lactic
Lactiplantibacillus plantarum
Limosilactobacillus reuteri
Levilactobacillus brevis
Lactiplantibacillus pentosus
Lentilactobacillus kefiri
Enterococcus sp. Streptococcus sp.
Ent. faecalis S. cremoris
Ent. faecium S. salivarius

S. diacetylactis

S. intermedius
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3.2.4 Antimikrobialni aktivita laktobacilu

Mikroorganismy v tenkém a tlustém stfevé dokoncuji proces traveni. Jejich metabolity
jsou organické kyseliny s kratkym fetézcem, mezi které se fadi napt. kyselina mlécna, octova.
Tyto kyseliny snizuji stftevni pH a tim zhorSuji podminky pro nepiételské bakterie. Také mohou
svou pritomnosti ovlivnit ochranné funkce stfevni sliznice, vCetné syntézy a sekrece
antibakterialnich peptidi a mucini (Parvez et al. 2006). Biliony mikroorganismt sidlicich
v gastrointestinalnim traktu zajistuji fadu nezbytnych ochrannych a metabolickych funkci
prispivajicich ke zdravi hostitele, které zahrnuji zpracovani potravin, traveni nestravitelnych
polysacharidd, niCeni patogent a syntéza vitamind. Metabolismus sacharidi vede k produkci
kratkych fetézcti mastnych kyselin, jako je butyrat a propionat, které slouZzi jako dilezity zdroj
zivin (Clarke et al. 2014).

Propan-1,2,3-triol neboli glycerol bézné najdeme ve streveé. Je k dispozici jako produkt
mikrobialni fermentace (traveni tukt, hlenu, bunék epitelu). Zastupci roda Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter, Clostridium, laktobacily a Eubacterium hallii jsou schopni redukcné
metabolizovat glycerol na 3-hydoxypropionaldehyd (3-HPA) a néasledn¢ ihned redukovat na
1,3-propandiol (1,3-PDO), coz zpusobi 1,3-propandieoldehydrogenasa béhem rustu (Engels et
al. 2016). Meziprodukt 3-HPA vyuziva enzymy kddované v jeho propandiol operonu (pdu).
Pfeména glycerolu na 1,3-PDO a 3-hydroxypropionovou kyselinu (3-HP) je vyvolana
dehydrataci  glycerolu na 3-HPA. Tato reakce je katalyzovana enzymem
B12 glycroldehydratasou. Nasledujici pfemeéna 3-HPA na 1,3-PDO je katalyzovana
1,3-propandioloxidoreduktasou a alkoholdehydrogenasou. Tato reakce je spojena s regeneraci
jednoho molu nikotinamidadenindinukleotid (NAD+) a produkovaného molu 1,3-PDO, coz
umoziiuje, aby glycerol byl neptetrzité vyzivan rostoucimi buiikami jako elektronovy piijemce
pro konverzi nikotinamidadenindinukleotid (NADH) generované béhem metabolismu cukru a
rastu bunék. Naproti tomu bunky v klidovém rezimu budou v této reakci pokracovat pouze do
doby, nez budou spotiebovany vsechny molekuly NADH dostupné v buiice (Dishisha et al.
2014).

3.2.4.1 3-hydroxypropionovd kyselina

Z chemického hlediska je 3-hydroxypropionova kyselina (3-HP) tii uhlikata, opticky
neaktivni, organicka sloucCenina. 3-HP je strukturalni izomer mlécné kyseliny
(2-hydroxypropionové kyseliny) (Datta 1995).

Organické kyseliny maji obecnou strukturu R-COOH. Organické kyseliny s kratkym
fetézcem (C1-C7) jsou spojovany s antimikrobialni aktivitou. Patif mezi n€ kyseliny s jednou
karboxylovou skupinou (mravenc¢i kyselina, octova kyselina, propionova kyselina, maselna
kyselina) nebo karboxylové kyseliny nesouci navic dalsi karboxylové skupiny (nejcastéji na
alfa uhliku), jako je mlécna kyselina, jable¢na kyselina, vinna kyselina a citronova kyselina.
Organické kyseliny jsou slabé kyseliny a jsou pouze CasteCné disociované (Dibner & Buttin
2002). Hlavné nedisociovana forma organickych kyselin vstupuje do bunky a okyseluje
cytoplazmu mikroorganismi. Pokles pH cytoplazmy méni aktivitu enzymi a poskozuje
strukturni proteiny a nukleové kyseliny (Mani-Lopez et al. 2012). Stejné jako jiné kyseliny, je
3-HP toxicka pro rist bunék a jejich produkci (Ashok et al. 2013).
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Zastupci Lentilactobacillus spp. produkuji propionovou kyselinu in situ pii obilnych
fermentacich (Zhang et al. 2010). Kyselina propionova a jeji soli se pouzivaji jako inhibitory
plisni v pekarenskych vyrobcich a patfi tedy mezi povolené konzervacni latky (Moresi &
Parente 2014). Naproti tomu pouze malo studii zkoumalo konzervaéni potencial 3-HP (Chun et
al. 2014; Sankaranarayanan et al. 2014).

Mnoho mikroorganismii muze produkovat 3-HP, bud jako meziprodukt, nebo jako
konecny produkt metabolismu. 3-HP Ize tedy biologicky vyrobit z glukézy nebo glycerolu
(Kumar et al. 2013). Existuje i nékolik chemickych metod pro vyrobu 3-HP z prekurzord, jako
je akrylova kyselina, lakton kyseliny 3-hydroxypropanové, 3-hydroxypropannitril, 2-propenol,
l-acetoxyethylen a 1,3-dihydroxypropan. AvSak tyto chemické procesy jsou nebezpecné pro
zivotni prostfedi, jsou ¢asové narocné a nakladné, proto si ziskava zajem biologicka cesta
(Tingirikari et al. 2016). 3-HP se pouziva pfi syntéze fady pramyslovych latek, jako je akrylova
kyselina, 1,3-propandiol, methylakrylat, propionlakton, malonova kyselina a akryl amid. Tyto
slouceniny se pouzivaji pro vyrobu lepidel, polymert, vlaken, plastovych obald, pryskyfic
a Cisticich prostfedkt (Datta 1995; Huang et al. 2013; Tingirikari et al. 2016).

3.2.4.2 Reuterin

Reuterin je antimikrobialni latka Gcinna proti mnoha patogenim, vcetné
mikroorganismim zptisobujicim kazeni. Jeho vysoka rozpustnost ve vod€, odolnost viici teplu,
proteolyticka a lipolyticka aktivita a stabilita v §iroké Skale hodnot pH, Cini z reuterinu idealni
pfirodni ochranu pro potraviny. Reuterin produkovany L. reuteri DPC16 prokézal vyznamné
snizeni bakterialni populace proti grampozitivnim (pf. Staphylococcus —aureus)
a gramnegativnim (pf. Escherichia coli) bakteriim (Gyawali & Ibrhim 2014). Reuterin udava
konkuren¢ni vyhody mistu pusobeni, napiiklad gastrointestinalnimu traktu (Stevens et al.
2011). Hlavni mechanismus antimikrobialni aktivity reuterinu je predpokladana nerovnovaha
bunécného redoxniho stavu vyplyvajiciho z reakce 3-HPA s volnymi thiolovymi skupinami,
coz zpusobuje vycerpani glutathionu a zménu proteint, véetné funkce enzymu (Engels et al.
2016).

Produkce reuterinu byla zpocCatku pozorovana pouze u druha L. reuteri, které mizeme
najit jako soucast mikrobioty u lidi a zvifat. Nicméné bylo prokazano, ze druhy L. brevis,
Lentilactobacillus buchneri a Loigolactobacillus coryniformis jsou také schopné reuterin
produkovat (Bianchini & Bullerman 2010). Dale ho mizou syntetizovat zastupci Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Entrobacter a Klebsiella. OvSem reuterin jako meziprodukt téchto
bakterii degraduje na 1,3- propandiol, vodu a oxid uhli€ity. Pouze u L. reuteri je aktivita
oxidoreduktasy, ktera degraduje reuterin, dostateCné nizka, aby se za anaerobnich podminek
nahromadilo dostate¢né mnozstvi, které je toxické pro jiné bakterie (Begunova et al. 2020).
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Na Obrazku 3 je vidét, ze reuterin

o\ - . , HO_ OH

muze tvofit dimery HPA, nebo byt
. , .ol HO H »
hydratovan na HPA hydrat. Reuterin mize +H2Cy' HPA hydrit
. , ]
byt také dehydratovan do toxické ~ " +HPA How\fﬁzr
v . . . HO H R

slouceniny akroleinu (Vollenweider & OH
Lacroix 2004). Akrolein byl identifikovan 3-HPA H,0 \‘)DL .
jako hlavni slozka zodpovédna za Sy
antimikrobialni aktivitu reuterinu. Kromé Akrolein

prospéSné antimikrobialni funkce je
reuterin spojen s procesem konjugace
heterocyklickych amint, které jsou
potencialni pro biologickou dostupnost toxickych latek v lidském stievé (Engels et al. 2016).

Obrazek 3: Reuterin (upraveno podle Schaefer et al.
2010).

Prestoze antimikrobialni mechanismus reuterinového systému zistava nejasny
a diskutabilni, byly analyzovany struktury né€kterych antimikrobialnich sloucenin v systému
a predbézné navrzeny jejich antimikrobialni mechanismy. Dimer 3-HPA miize vykazovat
antimikrobialni  aktivitu = prostfednictvim  pusobni  jako  kompetitivni  inhibitor
ribonukleotidreduktazy, ktera je zodpovédna za syntézu DNA bunék (Vollenweider et al.
2003). Antimikrobialni aktivitu 3-HPA Ize pficist aldehydovym skupindm 3-HPA, které mohou
vyvolat oxidacni poskozeni bakterii vyCerpanim volnych sulthydrylovych skupin v malych
proteinech a dalSich molekulach, jako je redukovany glutathion a enzymy (Schaefer et al. 2010).
Kromé toho muze 3-HPA v koncentracich vysSich nez 10 uM snizit expresi genu virulnce
u Helicobacter pylori (Urrutia-Baca et al. 2018). Pozoruhodné je, Ze akrolein muze vycerpat
volné sulthydilové skupiny redukované na glutation a dalSich enzymu, tim mize vyvolat
oxidacéni poskozeni bakterii a pfispét k antimikrobialni aktivité reuterinového systému. Kromé
toho 3-HP pusobi synergicky s akroleinem pii inhibici mikrobialniho riistu (Engels et al. 2016).
Celkové lze fici, ze pouziti reuterinového systému jako konzervaéniho prostredku
v potravinach vyzaduje stale dalsi poznatky o jeho antimikrobialnich mechanismech (Sun et al.
2022).

Stabilita reuterinového systému je ovlivnéna teplotou, prostredim pH atd. Kromé toho je
3-HPA dobfe rozpustny ve vodé, odolny vici proteazam, lipazam, nukleazam a podléha teplu
(100 °C po dobu 10 min) (Stevens et al. 2011). Ze studie Castellani et al. (2021) vyplyva, ze
3-HPA v supernatantu ziskaném dvoustupiiovym procesem byl stabilni pfi -20 °C po dobu
minimalné 35 dnt a poté pomalu stabilita klesa. Opakované cykly zmrazovani a rozmrazovani
navic zpusobily pokles 3-HPA pfi kazdém z cyklu. Kromé toho byla degradace 3-HPA na
akrolein ve vodném roztoku vétsi pii vysokych teplotach (37 °C a 40 °C), zatimco pti 4 °C po
dobu 4 tydnt dochazelo k velmi malé degradaci (Ju et al. 2021). Analyza provedena Engels et
al. (2016) naznacuje, ze 3-HPA a akrolein je mnohem stabilnéj§i pii nizké teploté a kyselém
pH.

Navzdory nedostatku klinickych studii nékolik studii in vitro a in vivo ukazuje, Ze systém
reuterinu  vykazuje urCité zdravotni benefity, pravdépodobné prostrednictvim interakce
s hostitelskou mikrobiotou a zménami metabolismu (Sun et al. 2022). Celosvétova analyza
mikrobiomu a metabolomiky potvrdila, ze aplikace L. reuteri spolu s glycerolem bylo ucinné
proti Cl. difficile (Spinler et al. 2017). V modelu tlustého stfeva in vitro, kde byla imobilni
mikrobiota vystavena reuterinu. Pfidavek samotného glycerolu ¢i v kombinaci s L. reuteri
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zvysil pocty bakterii skupiny laktobacilii, enterokokti a snizil pocty bakterii Escherichia coli.
Pridavek reuterinu vyznamné a selektivné snizil poCet E. coli, aniz by ovlivnil ostatni
bakterialni populace. Pozorovany pokles koncentrace E. coli béhem piidavku glycerolu
(v pritomnosti nebo nepfitomnosti L. reuteri) mohl byt zptsoben produkci reuterinu in situ,
protoze béhem pridavku glycerolu byl zjistén 1,3-propandiol, typicky produkt glycerolové
fermentace (Cleusix et al. 2008). V soucasné dobé€ neexistuji zadné zpravy o rezistenci
patogennich mikroorganismti vuci systému reuterin. Pfedpoklada se, Zze reuterin ma
baktericidni G¢inek na S. aureus, ktery je rezistentni vi¢i meticilinu (Yehia et al. 2022).
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3.3 Klostridie

Klostridie jsou vyznamnym rodem/skupinou grampozitivnich, obligatné anaerobnich,
tyCinkovitych bakterii tvoficich spory, které fylogeneticky patii do fiSe Firmicutes. Tento rod
zahrnuje vyznamné lidské a zvifeci patogeny, které zpusobu;ji potencialné smrtelna onemocnéni
jako je tetanus a botulismus. O vyznamu rodu svéd¢i vice nez 42000 zaznamu v databazi
PubMed a ptiblizn€ 1700 genomovych sekvenci z této skupiny ulozenych v databazi GenBank.
Mezi klinicky vyznamné klostridie se fadi Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Clostridioides difficile, Clostridium tetanum. AvSak pouze C. botulinum a C. perfringens
zpusobuji otravy z jidla (Forsythe 2010). Patogenni klostridie produkuji nejvétsi pocet zivot
ohrozujicich toxinu ze v§ech rodi (Cruz-Moreles et al. 2019).

Nicméng klostridie jsou béznymi komenzaly lidského stfeva (Monteiro et al. 2019) a maji
svou nezastupitelnou roli jakozto producenti butyratu ve stieve. Butyrat je kyselinou s kratkym
fetézcem (SCFA; short-chain fatty acid), ktera ma vétsi fyziologicky vyznam nez ostatni SCFA
(acetat a propionat). VétSina producentt butyratu patii mezi klostridie, jedna se o zastupce roda
Feacalibacterium, Roseburia, Eubacterium, Anaerostipes, Coprococcus, Subdiligranulum
a Anaerobutyricum. VétSina butyratu v tlustém stfeveé vznikd metabolizaci vlakniny. AvSak
v menS$im mnozstvi muze vznikat z aminokyselin. Butyrat je vyuzivan kolonocyty k tvorbé
energie, stabilizuje hypoxii k udrzeni anaerobniho prostfedi ve stfeve, udrzuje integritu stievni
bariéry, omezuje prozanétlivé cytokiny a inhibuje onkogenni drahy. Producenti butyratu
v tlustém stfevé formuji stfevni mikrobialni spoleCenstvo vyluCovanim riznych
antimikrobialnich latek, jako jsou napiiklad katelcidiny a reuterin. Udrzuji stfevni homeostazu
uvolfiovanim protizanétlivych molekul, jako jsou napfiklad imunoglobulin A a vitamin B
(Singh et al. 2023).

Quorum sensing (QS) je mechanismus komunikace mezi buikami, ktery zahrnuje
produkci, detekci a reakci na extracelularni signalni molekuly zvané autoinduktory.
Autoinduktory se v prostfedi hromadi s rostouci hustotou bakterialni populace a bakterie
detekuji prahovou koncentraci t€chto molekul, coz vede ke zméné genové exprese. QS se podili
na bioluminiscenci, sporulaci, kompetici, produkci antibiotik, tvorbé biofilmu a sekreci faktorti
virulence (Rutherford & Bassler 2012). Mnoho patogent, mezi které se tadi, C. perfringns a CL.
difficile, syntetizuje extracelularni signal oznacovany jako LuxS nebo autoinduktor-2 (Al-2)
(Ohtani et al. 2002; Lee & Song 2005).

3.3.1 Clostridium perfringens

C. perfringens je anaerobni, Gram-pozitivni, sporotvorna bakterie. Tento druh byl jako
prvni spojen s prijmovym onemocnénim v roce 1895, ale popsan byl az v roce 1943. Je hojné
zastoupen v prostiedi a Casto se vyskytuje ve stfevé Clovéka a zvifat. Spory piezivaji v pade,
sedimentech a oblastech vystavenych lidskému ¢i zvifecimu fekalnimu znecisténi.

C. perfringens zpusobuje dva velmi odlisSné typy onemocnéni zpusobené produkci
jednoho nebo vice toxinl. Tento mikroorganismus je schopny produkovat pres 13 riznych
toxind, ale kazdy kmen pouze nékteré z nich. Existuje pét typu (A-E), které jsou déleny podle
ptitomnosti hlavniho toxinu, které jsou letalni. Typy A, C a D se fadi mezi lidské patogeny.
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Akutni prijem zpusobuje C. perfringens produkujici a-toxin. Zavaznéjsi ale vzacngjsi
onemocnéni je zpusobeno kontaminaci jidla typem C. Charakteristické pro otravy
C. perfringens je bolest biicha az kfeCe a akutni prijem, ktery se projevi 8-12 hodin po
konzumaci kontaminované potraviny. Tyto ptiznaky vétSinou po 24 hodinach ustoupi, nicméné
v nékterych piipadech mohou pfetrvavat 1 jeden az dva tydny. Ve spojitosti s nakazou
C. perfringens existuji zaznamy o smrti, coz byl néasledek dehydratace a dalSich komplikaci
s tim spojenych. Ve vétsin€ ptipadua otrav C. perfringens hraje roli teplota dosazena pii piipravé
pokrmu. Maso a vyrobky z né€j patfi v tomto ohledu mezi nekomplikovanéj§i. Malé mnozstvi
spor je vzdy piitomno po tepelném zpracovani. Nasledné spory kli¢i a nasobi se riziko otravy,
které vznika pfi chlazeni a skladovani potraviny. Pfi procesu piipravy pokrmu dochézi
k odvedeni kysliku, a tim dojde k vytvoreni anaerobnich podminek, které jsou priznivé pro dalsi
rast klostridii. Po poziti kontaminované potraviny, ktera prosla zaludkem, jsou enterotoxiny
produkované ve stifeveé. Klostridie jsou nucené tvorit spory, aby se ochranily pred kyselym
prostfedim zaludku. Enterotoxiny jsou proteiny citlivé na teplo o velikosti 36000 Da (Forsythe
2010).

3.3.2 Clostridiodes difficile

Cl. difficile je grampozitivni anaerobni tyCinka, kterd tvoii spory a produkuje 2
enterotoxiny (toxin A a toxin B). Tato tyCinka je nejCastéji pii¢inou infekCnich prijmu
(McDonald et al. 2005). CL. difficile je dnes povazovano za jednu z nejvaznéjSich piicin infekci
ve spojitosti se zdravotni péci. Od roku 2001 se prevalence a zavaznost infekci vyvolanych
touto klostridii vyrazné zvySila, proto se ji dostava zvySeného zajmu o vyzkum, objevovani
novych faktord virulence a vyvoj novych 1éCebnych a preventivnich rezimt (Rupnik et al.
2009). Nejvetsi riziko infekce Cl. difficile predstavuje predchozi 1é€ba antibiotiky. Antibiotika
zpusobuji nachylnost hostitele tim, ze zméni ekologii mikrobioty. Novorozenci a kojenci
mohou byt nositeli CL difficile. U 53 % zdravé dospé€lé populace zle nalézt CI. difficile
a muzeme ji tedy povazovat za soucast mikrobiomu ¢lovéka. Dormujici endospory vznikaji
v reakci na stres (napf. omezeni zivin). Pro CL difficile je tato forma nezbytna pro pfenos
z hostitele na hostitele, protoze je obligatné anaerobni. U vnimavych hostiteld musi spory
vykli¢it do aktivni formy, aby se dale mohly mnozit a v duisledku toho zptsobit onemocnéni.
Jejich kli¢eni spousti urcité zlucové kyseliny a aminokyseliny s klicovymi receptory (Aguiee
& Sorg 2022).

3.3.3 Clostridium butyricum

Clostridium butyricum, anaerobni sporotvorna bakterie, je béznou komenzalni bakterii ve
sttevech lidi a zvifat a Casto se vyskytuje také v zivotnim prostfedi (Cassir et al. 2016).
C. butyricum je grampozitivni bakterie. Jedna se o bakterii, ktera je zjisténa v 10-20 % stfev
dospélych lidi, ale téz i u stfev kojenci (Stoeva et al. 2021). Rozdé€luje se na toxigenni
a netoxigenni kmeny napt. (Pourshaban et al. 2002; Cassir et al. 2016). Toxigenni kmen
C. byturicum tvoii botulotoxin typu E, ktery byl recentn& zjistény v Ciné a Italii a je tvoren
v potravinach (Meng et al. 1997; Pourshaban et al. 2002). Netoxigenni kmeny C. butyricum se
pouzivaji jako probiotické dopliiky stravy, zejména v Asii (Kong et al. 2011; Stoeva et al.
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2021). Rada studii potvrdila i nékolik pozitivnich reakci na onemocnéni traviciho
a vylucovaciho traktu: gastrointestinalnich infekci, syndromu drazdivého tra¢niku, zanétlivych
stfevnich onemocnéni, kolorektalniho karcinomu, metabolickych poruch, roztrousené sklerozy,
systémového lupus erythematodes, a neurodegenerativnich onemocnéni (Chen et al. 2019; Sun
et al. 2021; Lee et al. 2022; Zhou et al. 2022). Obecna reakce C. byturicum ve stievech zvySuje
hladiny kyseliny maselné, propionové, octové a je sledovana zlepSena funkce stfev a zvySena
imunitni odpovéd’ (Fu et al. 2021)

3.3.4 Eubacterium hallii

Eubacterium hallii je béznym Clenem stfevni mikrobioty dospélych, ktery muze z laktatu
a acetatu produkovat butyrat a premeénovat 1,2-propandiol na propionat. E. hallii je jeden
z prvnich producenti butyratu ve stievé kojenci (Schwab et al. 2017). AvsSak E. hallii neni
schopna vyuzivat komplexni oligosacharidy a polysacharidy ze stravy (Scott et al. 2014),
a proto je odkéazana na pocatecni degradaci substratu (Schwab et al. 2017). BunesSova et al.
(2018), zjistila, ze interakce bifidobakterii a E. halli vedou k tvorbé acetatu, butyratu,
propionatu a formiatu, coz potencialné piispiva k tvorbé SCFA ve stieve, které s sebou nesou
potencialni vyhody pro stfevni mikrobiotu kojence.

3.3.5 DalSi klostridie navazané na mikrobiotu kojence

Clostridium botulinum produkuje botulotoxin, ktery se fadi mezi nejsilnéj§i bakterialni
toxin a pravdépodobné i nejsiln€jsi znamy jed (Chen et al. 2022). Kojenecky botulismus vznika
po poziti spor C. botulinum, které nasledné kolonizuji GIT hostitele a produkuyji toxin in vivo.
Kojenecky botulismus postihuje jedince v rozmezi véku od dvou tydnt zivota do jednoho roku,
avsak nejvice téchto pacientd je ve véku vice nez 6 mésict (Panditrao et al. 2020). Napriklad
v roce 2020 byl zachycen v Japonsku piipad kojeneckého botulismu neznamého puvodu, ktery
byl spojen s konzumaci medu. Ze vzorku pacienta byl izolovan kmen C. botulinum typu B
(Umeda et al. 2022).

Nekrotizujici enterokolitida (NEC) je nejnicivéjsi gastrointestinalni pfihoda u pred¢asné
narozenych novorozenct. Dlouhodobé poznatky ukazaly, ze na druhy Clostridium neonatale
a C. perfringens jako na potencialni biomarkery pro prediktivni ¢asnou diagnostiku (Tarrachini
et al. 2021).
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3.4 Interakce laktobacilu s klostridiemi

Probiotické kmeny aktivuji slizni¢ni imunitu a stimulyji produkci cytokint, sekreci IgA,
fagocytozu a produkci antimikrobialnich latek (napf. organickych kyselin, peroxidu vodiku
a bakteriocintl), které jsou inhibi¢ni vuc¢i patogenim. Soupefi o ziviny s patogennimi
bakteriemi a inhibuji uchyceni patogenu a pasobeni jejich toxina (Singhi & Kumar 2016).

Studie u hospitalizovanych pacienti v kombinaci s experimenty na mysich zjistily, ze
laktobacily jsou klicové, 1 kdyz ne dostaCujici, pro omezeni kolonizace stfeva
multirezestentnimi enterobakteriemi. L. rhamnosus zvySuje hladinu Clostridieles, coz vyvolava
nepratelské prostfedi pro rust multirezestentnich enterobakterii prostfednictvim zvySené
hladiny butyratu a snizenim dostupnosti zdroja zZivin (Djukovic et al. 2022).

V pokuse na potkanech bylo dok4zano, ze kombinace L. reuteri a C. butyricum potlacuje
produkeci urenickych toxina a zvySuje produkci butyratu. Kromé toho byl zaznamenan jejich
renoprotektivni! Gi¢inek aste¢nd zprostfedkovany vys§§im protizanétlivym G¢inkem a udrzenim
integrity stfevni bariéry (Hsiao et al. 2021).

Ve studii Monteiro et al. (2019) se L. plantarum ATCC 8014 jevi jako neslibné&j§i kmen,
ktery inhibuje Clostridium spp. Tento kmen také splioval kritéria, aby mohl byt povazovan za
probiotikum (diky jeho schopnosti koagregace, adhezivnim vlastnostem, toleranci nepfiznivého
pH a solim zluCovych kyselin). Tudiz by tento studovanym kmen mohl piedstavovat
probioticky potencial pro tlumeni infekci vyvolanych klostridiemi. Nicméné je potieba toto
tvrzeni podlozit dal§imi testy na zvifecich modelech in vivo.

' smétuje ke zpomaleni nebo zibrané progrese chronickych onemocnéni ledvin az do ledvinné nedostate¢nosti
a selhani
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4 Metodika

Experimentalni cast prace se zaméfuje na screening antimikrobidlni interakce mezi
laktobacily a vybranymi zastupci tfidy Clostridia. Vlastni testovani bylo provedeno pomoci
diskové difuzni metody, kde byly testovany samotné supernatanty vybranych laktobacila
avybrané kyseliny (mlécna kyselina, octova kyselina, propionova kyselina
a 3-hydroxypropionova kyselina), u kterych bylo predpokladano, ze stoji za antimikrobialni
aktivitou probiotik a jsou navazany na jejich metabolismus. U supernatantl testovanych kmena
laktobacilt byla stanovena koncentrace laktatu a acetatu v supernatantu testovanych probiotik
pomoci iontové chromatografie, aby zde mohla byt hledana korelace s antimikrobialnimi
ucinky vySe popsanych metod. Dal§i pouzitou metodou byl SPOT test pro testovani
antimikrobialni aktivity pfimo narostlé kultury. Schopnost probiotik inhibovat rust s nim
souvisejici produkei plynt klostridii byla hodnocena také na zakladé testu potlaceni produkce
plynu.

4.1 Materialy a metody

K testovani byly pouzity bakterialni kmeny ze sbirky Katedry mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky, CZU v Praze, z Némecké sbirky pro mikroorganismy a bun&éné kultury (DSM),
az Ceské sbirky mikroorganismi (CCM, Masarykova univerzita Brno). Byla testovana
antimikrobialni aktivita celkem 36 druht laktobacilti (L.) s riznym pivodem (dospély clovek,
kojenec, vaginalni probiotické tampony s probiotiky, probiotické dopliiky) proti 16 klostridiim
(C. — Clostridium, Cl. — Clostridioides), z nichz ptfevazna vétSina byly izolovana ze stolice
kojencu. Pro ptehlednost vysledka byly pfidéleny jednotlivé kody laktobacilim a klostridiim.
Také byly ve vysledcich pouzity zkratky jednotlivych druht. Podrobny seznam testovanych
kmen a jejich piivod je uveden v Tabulce 2 a Tabulce 3.
Tabulka 2: Testovan¢ klostridie.

druhova identita kmen kod |pivod
A64 Cl1 |kojenec
o ) CP_NI18 C2 | kojenec

Clostridium butyricum (CBUT) CP_NIII C3 | kojenec
DSM 10720 |C4 |stfevo prasete (typovy kmen)
CP_NI30 C5 | kojenec

Clostridioides difficile (CLDIF) DSM 12056 |C6 |bachor jehnéte
CCM 3595 C7 |neznamy (typovy kmen)

Clostridium neonatale (CNEO) L1 C8 | kojenec
C68 C9 | kojenec
Pb/40dM C10 | kojenec

Clostridium perfringens (CPER) gi:ﬁﬁ;t gi; igzizz

CCM 4435 C13 |neznamy (typovy kmen)
A1/11778B C14 | mleté¢ maso - hamburger
A33 C15 | kojenec
CP_NI27 C16 |kojenec

Clostridium tertium (CTER)
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Tabulka 3: Testovan¢ laktobacily

druhovi identita kmen kod | pivod
L1/4 L1 | dospély ¢clovek
Lacticaseibacillus paracasei L6/6 L2 |dospély €lovék
MB 2/10 L3 | dospély clovek
L2/4 L4 | dospély Clovek
3/8aLBC 11 L5 |dospély clovek
B/1 gynocaps L6 |vaginalni kapsle
Lacticaseibacillus rhamnosus THT NUTRA BONA | L7 | probioticky doplnck
1/4 ellen tampony L8 | vaginalni tampony s probiotiky
ML 2 L9 |dospély Clovek
70/5b L10 | kojenec
J13 L11 |kojenec
Lactiplantibacillus paraplantarum ML 8/4 L12 | dospély &lovék
ML 7/8 L13 | dospély clovek
Lactiplantibacillus plantarum L6/1 L14 | dospély Elovek
X1 L15 | dospély Elovek
Lactobacillus acidophilus NUTRA BONA L16 | probioticky dopln&k
L6/11 L17 | dospély Clovek
Lactobacillus delbrueckii L1/1 L18 | dospély Elovek
L9/12 L19 | dospély clovek
ML 7/7 L20 | dospély clovek
Lactobacillus gasseri 1/1 ellen tampony L21 | vaginalni tampony s probiotiky
J33 L.22 | kojenec
Lactobacillus ultunensis LBC 772A L.23 | kojenec
Lactocaseibacillus casei NUTRA BONA 1.24 | probioticky doplnék
Ligilactobacillus salivarius ML7/6 L.25 | dospély Elovek
L6/3 L26 | dospély Elovek
Limosilactobacillus fermentum L6/ L27 | dospely dlovek
2/1 ellen tampony L28 | vaginalni tampony s probiotiky
1.943/a L.29 | dospély clovek
3/10a WSP 17 L30 | kojenec
1/6b LBC 6 L31 | kojenec
Limosilactobacillus reuteri DSM 20016 L32 | dospély ¢&lovék - stievo (typovy kmen)
LBC 78/2A L.33 | kojenec
137 L34 | kojenec
Limosilactobacillus vaginalis L4/3b L35 | dospély ¢&lovék
Lactobacillus faecium ML 6/5 L.36 | dospély clovek
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4.1.1 Priprava bakterialnich kultur k testovani

Den pied samotnym testovanim byly kultury laktobacili a klostridii pfeockovany do
modifikovaného Wilkins-Chalgrenova bujonu, ktery byl pfipraven dle Tabulky 4 v uzaviené
anaerobné piipravené zkumavce. Inokulované zkumavky byly uchovéany v inkubatoru pifi
teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Nasledujici den byla zkontrolovana Cistota narostlé kultury ve
svételném fazovém mikroskopu pii zvétSeni 400x. Sterilni injekeni stfikackou byla prenesena
kapka kultury na podlozni sklicko, které bylo piekryto krycim sklickem a poté mohlo byt
vlozeno do mikroskopu. Po kontrole byla kultura pfipravena k testovani.

Tabulka 4: Ingredience potiebné pro modifikovany Wilkins-chalgren bujon.

Modifikovany Wilkins-chalgren bujén

slozka | Wilkins-Chalgren bujon | sojovy pepton cystein tween | destilovana voda
mnozstvi 33¢g 5¢g 05¢g 1 ml 1000 ml

4.1.1.1 Meéieni pH

Z Cerstve narostlé kultury byl odebran 1 ml do zkumavky Eppendorf. Do kazdé zkumavky
byl pomoften indikacni papirek pro méteni pH. Tyto papirky obsahuji indikatorovou latku, ktera
zmenila barvu v zavislosti na pH dané kultury. Poté byl papirek porovnan s barevnou Skalou
uvedenou na obalu podle které bylo ur¢eno pH.

4.1.2 Ovéreni identity testovanych kultur pomoci MALDI TOF MS

MALDI TOF MS je hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za tcasti
matrice s pruletovym analyzatorem. Pouzitim MALDI TOF MS jsou ziskana hmotnostni
spektra Casti latek, kterd jsou obsazena v butice. Dochazi k identifikaci ribosomalnich bilkovin,
které jsou rozdilné na trovni rodu ¢i druhu.

Priprava vzorku k analyze vyzaduje cCerstvé narostly kmen. Pracovni postup je
nasledujici. Do zkumavky Eppendorf byl injekéni stiikackou prenesen 1 ml narostlé kultury.
Zkumavky byly centrifugovany pii maximalnich otackach (14500 rpm) po dobu 2 min. Poté
byl vyjmut supernatant a ptfidano pipetou 500 ul
70% ethanolu. Znovu pii stejnych otackach
a stejném Case se odstiedi tekutina v centrifuze.
Tekutina nad peletou byla dokonale odpipetovana.
Oteviené zkumavky byly nechany 10 min stat, aby
doslo k vytékani zbytku ethanolu. Po uplynulé dobé
bylo pfidano 15 pl 70% kyseliny mravenci (Sigma
Aldrich) a 15 pl 100% acetonitrilu (Sigma Aldrich).
Nasledovalo  dikladné promichani za pouZiti Gy 4,0k 4- MALDI desticka
vortexu. Opét zkumavky byly stoCeny v centrifuze pfi
maximalnich otackach (1450 rpm) po dobu 2 min. 1 pl pfipraveného supernatantu byl
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pipetovano na MALDI desticku (Bruker Daltonik GmbH, Némecko) a nechal se zaschnout (viz
Obrazek 4). Uschly supernatant byl prekryt 1 ul roztoku MALDI matrice (Bruker Daltonik
GmbH, Némecko), tato vrstva se také nechala uschnout. Pripravena desticka byla vlozena do
ptistroje MALDI TOF MS (Bruker Daltonik GmbH, Némecko) a probéhla analyza.

4.1.3 Priprava a sloZeni kultiva¢nich médii pro testovani

Bylo piipraveno celkem 5 médii dle pokynt vyrobce (Oxoid, Ceska republika), piipadné
byla obohacena o nékteré dalsi ingredience, které jsou uvedeny nize. Pro agar SPOT test bylo
potieba piipravit WSP médium (Wilkins-Chalgren anaerobe agar doplnény o sojovy pepton,
cystein a tween, Oxoid) a ABA médium (Anaerobe basal broth, Oxoid), do které¢ho byl ptidan
technicky agar (Oxoid), abychom ziskaly tuhé medium. Pro diskovou diftizni metodu byl
pouzito ABA tuhé médium. K testovani produkce plynt byl pfipraven CdA (Clostridium
difficile agar base, Oxoid), MRS (De man, rogosa, sharpe, Oxoid) a M17 (Oxoid) pro kontrolu.
Na analytickych vahach bylo presn€ navazeno prislusné mnozstvi praskové formy média, které
bylo smichano s presnym mnozstvim destilované vody, popiipadé doplnéno o dalsi uvedené
komponenty. Prehled jednotlivych médii je uveden v Tabulce 5. Po promichani obsahu
v uzaviené Erlnmeyerové baice nasledovala sterilace v tlakovém hrnci po dobu 60 min. Po
uplynulé dobé byla média premisténa do vodni lazn€, kde je udrzovana teplota 50 °C.
Vytemperovand media byla pfipravena k testovani.

Tabulka 5: Prehled jednotlivych médii na 1000 ml.

Modifikovany Wilkins-chalgren agar (WSP)
slozka Wilkins-Chalgren sojovy pepton cystein tween | destilovana voda
mnozstvi 43 g 5¢ 05¢g 1 ml 1000 ml

Anaerobni bazalni bujoén s technickym agarem (ABA)

slozka | Anaerobni bazalni bujon | technicky agar | destilovana voda
mnozstvi 354 ¢ 10g 1000 ml

Zakladni Clostidium difficile agar (CdA)
slozka | Clostridium difficile agar | destilovana voda
mnozstvi 69 ¢ 1000 ml

De man, rogosa, sharpe (MRS)

slozka MRS destilovana voda
mnozstvi 66,7 g 1000 ml
M17
slozka M17 destilovana voda
mnozstvi 50,8 g 1000 ml
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4.14 Spotova metoda (Agar SPOT test)

Spotova metoda (Agar Spot Test) byla provedena na zakladé Monteiro et. al. (2019)
s menSimi modifikacemi. Pro danou metodu se nam nepodafilo najit vhodné oznaceni v ¢eském
jazyce, tudiz pouzivame ,,spotova metoda“.

Pred zacatkem testu byly pfipraveny malé Petriho misky. Kazda Petriho miska byla
nadepsana zvolenymi Cisly pro testovana probiotika a patogeny. U zapaleného kahanu bylo
asepticky naneseno do Petriho misky 5 ml WSP agaru. Tato vrstva média byla nechana pfi
pokojové teplote, aby ztuhla. Poté byl do stfedu misky aplikovan pipetou 1 pl Cerstvé narostlé
zkontrolované kultury pfislusného laktobacilu. Takto pfipravend miska byla kultivovana pfi
37°C po dobu 48 hodin v anaerobnich podminkach, kterych bylo dosazeno pomoci
anaerobniho vyvije¢e (AnaeroGen, Oxoid). Po 48 hodinach bylo smichano ABA médium
s kulturou patogenu vpoméru 5 ml agaru: 20 ul kultury patogend. Médium bylo
zhomogenizovano a ,,5 ml“ pfipraveného média bylo pfeneseno na prvni vrstvu WSP agaru
s narostlymi probiotiky viz Obrazek 5. Nasledovala kultivace v anaerobnich podminkach, které
byly zajiStény pouzitim anaerobniho vyvijece (AnaeroGen, Oxoid), pii teploté 37 °C po dobu
24 hodin. Po uplynulé dobé€ probeéhlo vyhodnoceni, zda vznikly inhibi¢ni zony ¢i nikoliv.

horni pohled

kultura laktobcilt

boéni pohled
2. vistva ABA

s klostridiemi 1. vrstva WSP

Obrazek 5: Spotova metoda - znazornéni Petriho misky.
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4.1.5 Test produkce plynia

Uvedena metodika je podle Monteiro et al. (2019) opét upraveno v podminky testovani
zavedené na Katedfe mikrobiologie, vyzivy a dietetiky.

Do pripravenych sterilnich plastovych zkumavek o objemu 10 ml bylo pfeneseno sterilni
jednorazovou pipetou 3 ml CdA média. Na tuto vrstvu média bylo napipetovano 600 pl narostlé
kultury potencialniho patogenu. Po ztuhnuti pfi pokojové teploté bylo pfidino 3 ml MRS
a 120 pl kultury konkrétnich laktobacilti ,,probiotik®, druha vrstva byla na rozdil od prvni
promichana (viz Obrazek ©6). Jako negativni kontrola by pouzit kmen Staphylococcus
thermophilus, pro ktery bylo pouzito médium M17a byl testovan se vSemi klostrdiemi. Kazdy
patogen byl testovan se vSemi laktobacily. Nasledovala kultivace za anaerobnich podminek pfi
37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynulé dob¢ prob&hlo vyhodnoceni.

MRS + kultura laktobacili

CdA + kultura klostridui

produkce plyni po kultivaci,
kde nedozlo k inhibici

produkované plyny klostridiemi

Obrazek 6: Znazoméni zkumavky s agarem pfi testu produkce plynu.
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4.1.6 Diskova difuzni metoda

Prvnim krokem diskové difuzni

metody bylo pfipravit si velké Petriho O
misky, které  byly  oznaceny

. . . . o, o dilek se supernatantem
prislusnymi Cisly laktobacilt O O

a klostridii. Na jedné desticce bylo

mozné otestovat az 6 laktobacialnich

supernatanti  (viz Obrazek 7). Do Q O

Petriho misky bylo pfeneseno sterilni

stiikackou 1 ml kultury testovaného O Hmans
patogenu, ktera byla prekryta 20 ml

ABA média (pomoci sterilniho

davkovace). Petriho miskou bylo Obrazek 7: Znazornéni Petriho misky pro difuzni metodu.

krouzeno tfikrat doprava a tfikrat

doleva, aby doslo k promichani média s patogeny. Poté se médium nechalo ztuhnou pfi
pokojové teploté. Do tuhého média byly udélany dulky korkovrtem, ktery byl namoceni do 70%
ethanolu a vlozen plamenu, abychom dosahli sterilace. Z dulka byl vyjmut agar sterilni jehlou.
Do takto pfipravenych dualkt bylo naneseno 50 ul supernatantu pfislusnych supernatanti
laktobacilt. Supernatant byl ziskan z 1 ml probiotické kultury pienesené sterilni stfikackou do
zkumavky Eppendorf, ktera byla vlozena do centrifugy pfi nejvyssim zrychleni (14500 rpm) na
dobu 2 min, kdy dojde tak k oddéleni tekutiny (supernatantu), ktera obsahuje metabolity
bakterii, od pelety mikroorganismu. Takto pfipravené vzorky byly kultivovany v anaerobnich
podminkach pomoci vyvijece anaerobniho prostfedi (AnaeroGen, Oxoid) po dobu 24 hodin pfi
teploté 37 °C. Po této dobé byly méfeny inhibi¢ni zony.

4.1.6.1 Diskova difiizni metoda pro kyseliny

Postup byl stejny, jak je popsano vySe srozdilem toho, Ze misto supernatantu bylo
pipetovano do dialka 50 pl nafedéné kyseliny o riznych koncentracich. Byla testovana mlécna
kyselina (5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1%), octova kyselina (5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1%),
propionova kyselina (5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,44%, 0,2% 0,1%) a 3-hydroxy propionova kyselina
(5% 2,5%, 1%, 0,5%, 0,1%).
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4.1.7 Stanoveni metaboliti v supernatantu laktobacili pomoci iontové chromatografie

Iontova chromatografie je metoda kapalinové chromatografie, kde stacionarni faze je
meéni¢ iontt. Kazda funk¢ni skupina je pevné vazanym iontem, na ktery je iontovou vazbou
pfipojen protiion s opa¢nym nabojem. Ten je vymenovan iontem obsazeném v mobilni fazi.

Stejné supernatanty jako byly testovany v diskové difuzni metody byly uchovany ve
sterilnich zkumavkach Eppendorf v mrazdku pro pozdé€js§i analyzu jejich slozeni pomoci
iontové chromatografie.

Postup pro ptipravy analyzované vzorku je nasledujici. Nejprve byly vzorky ponechany
pii pokojové teploté roztat. Tekuté vzorky byly zvortexovany a mohlo
z nich byt odebrano 200 pl do sterilni zkumavky Eppendorf, ktera byla
centrifugovana po dobu 5 min pfi zrychleni 14500 rpm. Do speciélni
plastové vialky s uzavérem (viz Obrazek 8) bylo napipetovano 990 pl
destilované vody a 10 ul ptipraveného supernatantu. Pfipravené vzorky
mohly byt analyzovany podle metodiky uvedené Liang et al. (2021) na
Katedie pedologie a ochrany pid (FAPPZ, CZU) RNDr. Vaclavem
Tejneckym, Ph.D. Redéni vzorku bylo poté zohledn&no pii zpracovani
naméfenych dat.

Pro porovnani rozdilii mezi skupinami homofermentativnich
a heterofermentativnich kmend, byla pouzita neparametricka analyza variace Kruskal-Wallis
test. Ovérena byla normalita dat pomoci Shapiro-Wilks testu a homogenita variace Bartlett test
podle Leps a Smilauer (2016). Analyzy a grafy byly vytvofeny v programu Statistika 13.

Obrazek 8: Vialka
pouzita pro iontovou
chromatografii.
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S Vysledky

Celkem bylo testovano 36 kmend laktobacila, jednalo se jak o lidské izolaty
s potencialem probiotika, tak o probiotické kmeny se statusem probiotika izolované z doplnka
stravy a dalSich produktt. Tyto laktobacily byly testovany proti 16 kmentim endospory tvoficim
klostridiim, kdy né€které mohou pusobit jako patogenni. K testovani byly vyuzity tii rizné
metody s cilem charakterizovat a najit druhy ¢i kmeny laktobacilt, popfipadé latky
s antimikrobialnim ucinkem proti klostridiim, které mohou pusobit jako patogeny ve stfevni
mikrobioté kojence.

5.1 Vysledky testovani spotovou metodou

Antimikrobialni ucinky piimo narostlé kultury laktobacili, byla stanovena pomoci
spotové metody. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 6. Kmeny C. tertium byly inhibovany
nejvice, kdy 50 % ztestovanych laktobacili pusobilo inhibi¢né, podobné€ tomu bylo
u CL difficile, které dokazalo inhibovat az 47 % testovanych kmenu laktobacili. Nizsi a¢innost
vykazovaly laktobacily vici C. neonatale, které bylo inhibovano maximalné z 19 %. Nejnizsi
ucinnost byla zaznamenany u C. butyricum, u kterého dochazelo k inhibici velmi malo,
konkrétné pouze z 1 %. Timto experimentem bylo zjiS§téno, ze tato metoda vykazuje velmi
mnoho pozitivnich vysledka s zadnym spoleénym trendem. Nelze poukazat na druhové ¢i
kmenoveé specifické interakce mezi testovanymi laktobacily a klostridiemi. Navic se vysledky
této metody Spatné odecitaji a interpretuji. Tudiz byla pouzita jen u nékterych z testovanych
klostridii.

Obrazek 9: Priklad inhibice klostridii
u spotoveé metody. CL difficile
CP_NI30 a L. delbruckii 1L.9/12
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Tabulka 6: Vysledky spotové metody.

® S| S ® S
druhovia identita |[kéd|CI | C2 |C3|C5|C8|C9 | C10|C11|C12]|C15|C16
L1 - |+ | * |+ -1]- - - - - -
L. paracasei L2 + | - -] - - - - - +
L3 -]+ -]+ - - - - - +
L4| - | - |+ |+ ]| -] - - - - + +
LS| - | -] -1+1+]- + - - + +
Lée | - | - | -1 +1-1]- + - - + +
L7 - | - |-+ +] - + - - + +
L. rhamnosus TIE - - - - - - - - -
L9 - | - + | -1 - - - - - -
L10| - | - + | + | - + - - - +
ity - | - | -] -1-1] - - - - - .
L. paraplantarum [L12| - | - | * | + | - | - - - - - }
L13) - | - | * ] -] -] - - - - - -
L. plantarum L14] - | - | * |+ | + | - - - - + -
LIS| - | - | - |+ ] + ] - - - - + +
L. acidophilus L16| - -+ + ] -]+ - - - a +
Liz7y - | - | - -1-1] - - - - _ +
L. delbrueckii L18| - -+ + ] -]+ + + + + +
L19f - | - | - | -1 -] - - - - - .
200 - | - | -+ -]-1+ [+ ]+ |+ ]+
L. gasseri L21) - |+ | - |+ -] - - - - - +
L22) - |+ | - |+ -] - - - - - -
L. ultunensis 23] - | - | -] -] -1 - - i - + +
L. casei L24] - - -1+ + ] - + - - - o
L. salivarius L25] - | - | - | - | + | - - - - + -
26 - | - | -1 -1-1 - - - - - -
27 - | - | - -1-1 - - - - - -
L. fermentum 2 I - - - - "
29 - | - | -] -1-1] - - - - - .
L30]| - - - + - - _
L. reuteri L32] - - | - - - - - + -
L34 % % % _ % % _ _ . %k +
L. vaginalis L35 - | - | - | - -1 - - - - - _
L. faecium L36] - | - | - | -] -1 - - + - - ,
Vysvétlivky:
- nedoslo k inhibici CBUT = C. butyricum
+ inhibice CNEO = C. neonatale

* nenarostla kultura

CPER = C. perfringens
CTER = C. tertium
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5.2 Test produkce plyna

Schopnost laktobacilt inhibovat riist kment klostridii byla rovnéz hodnocena na zakladé
inhibice produkce plynu produkovaného metabolismem klostridii. Tento test vykazoval
prevazné negativni vysledky viz Tabulka 7, ¢i dokonce klostridie viibec nenarostly, protoze
bylo velmi obtizné zajistit spravné podminky pfi praci. Presto byla pozorovana inhibice plynu
u C. tertium A33 péti riznymi zastupci homofermetnativnich kment laktobacild a u dalSich
osmnacti laktobacilt byla alespori Gasteénd inhibice plynu. Caste¢na inhibice plynu byla
u C. perfringens C68, kterou zpusobily Ctyfi kmeny laktobacilt, mezi které patii L. rhamnosus
70/5b, kmeny L. gasseri ML7/7 a 1/1 ellen tampony a L. ultunensis LBC 77/2A. Kmen
C. neonatale L1 dokazal inhibovat L. paracasei MB 2/10 a CasteCné inhibovat L. paracasei
L6/6. C. butyricum bylo Caste¢n€ inhibovano pouhym jednim kmenem L. salivarius ML 7/6.
Z vysledka lze usuzovat na mozné interakce v redukci plyni mezi testovanymi laktobacily
a klostridiemi. Pro validni interpretaci dat by bylo potieba ud¢lat vice nezavislych opakovani.
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Tabulka 7: Vysledky testu produkce plynt.

CBUT |CNEO |CPER|CTER
druhova identita | kod| C1 C8 C9 C15
L1 - - - +
L. paracasei L2 - +° - +°
L3 - + - +2
L4 - - - +2
L5 - - - +
L6 - - - -
L7 - - - -
L. rhamnosus 18 - - - "
L9 - - - +2
L10 - - +2 -
L11 - - - +2
L. paraplantarum | L12 - - - +2
L13 - - - -
L. plantarum L14 - - - +2
L15 - * * +
L. acidophilus L16 - * * -
L17 - - - -
L. delbrueckii L18 - * * +
L19 - * - +2
L20 - * +2 +2
L. gasseri L21 - * +° 4
L.22 - * - +3
L. ultunensis L23 - * T+ +°
L. casei L24 - * - +2
L. salivarius L25 +° - - +
L26 - - - +2
L27 - - - -
L. fermentum 1.28 - " - -
L29 - * - +2
L.30 - * - +3
L31 - * - -
L. reuteri L32 - * - +2
L33 - * - -
L34 - * - -
L. vaginalis L35 - * - -
L. faecium L.36 - * - -
Vysvétlivky:
+ doslo k inhibici CBUT = C. butyricum
- nedoslo k inhibici CNEO = C. neonatale

+? astecna inhibice
* nenarostla kultura

CPER = C. perfringens
CTER = C. tertiu
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5.3 Difuzni metoda

Antimikrobialni aktivita latek produkovanych laktobacily byla testovana predevsim
pomoci difiizni metody. Kompletni vysledky se nachazi v Tabulce 8. V tomto experimentu byla
zaznamenana antimikrobialni aktivita u mensiho mnozstvi testovanych kment laktobacila. Byl
zaznamenavan prumeér inhibicnich zon a hodnota tedy zahrnuje i prumér dulku, ktery je 6 mm.

Z vysledka vyplyva, ze existuje druhova i kmenova variabilita klostridii v citlivosti vici
laktobacilim. C. tertium nedokazal potlaCit zadny =z laktobacili. U C. perfringens byla
pozorovana pouze mala inhibice nékterymi z laktobacila. C. neonatale a C. butyricum dokéazalo
inhibovat pouze malo laktobacilt, z nichZ nejlépe pusobil druh L. reuteri. Nejvétsi potencial
vSech testovanych rodt laktobacilt inhibovat rast byl zjistén proti rodu CL difficile, ktery byl
inhibovan homofermentativnimi 1 heterofermentativnimi laktobacily. Na zakladé tohoto
poznatku byly ptfidany dalsi dostupné kmeny CL difficile pro potvrzeni G¢inku. Konktrétné byly
testovany tfi kmeny: CL difficile CP_NI30, CL. difficile 1205 a Cl. difficile CCM 3595. Nejvétsi
inhibi¢ni schopnost vykazovaly heterofermentativni kmeny, pfedev§im druh L. reuteri.
Konkrétné L. reuteri LBC 78/2A potlacil rust Cl. difficile CP_NI30 s inhibi¢ni zénou 15 mm,
coz je vidét na Obrazku 10. Celkové bylo nejvice pozitivnich vysledkt inhibice rastu klostridii
pii difuzni metodé zaznamenano u kmenu L. reuteri, ale je tfeba podotknou, Ze rozmezi
velikosti zon bylo 7-15 mm, coz ukazuje, ze je zde kmenova variabilita. Dokonce L. reuteri
3/10A WSP 17 nedokazal inhibovat rast CI. difficile 1205 vubec, nebyla naméfena zadna
inhibi¢ni zona.

Z vyse popsanych vysledkli vyplyva, Ze nejvétsi antimikrobialni potencial ma
pravdépodobné druh L. reuteri, protoze dokéaze inhibovat nejvice klostridii v porovnani
s ostatnimi testovanymi laktobacily. Také byly zaznamenany nejvét§i inhibi¢ni zony.
Predevsim kmeny L. reuteri 1/6b LBC 6, LBC 8/2A a J37, které spojuje stejny pavod (kojenec).
Coz poukazuje na kmenovou variabilitu, protoze naptiklad sbirkovy typovy kmen L. reuteri
DSM 20016 izolovany ze stieva ¢lovéka, tvoril oproti ostatnim kmentim L. reuteri pouze malé
inhibi¢ni zény v rozmezi 7-8 mm nebo rust klostridii nepotlacil vibec. Spolu s nim horsi
vysledky vykazoval i L. reuteri 3/10a WSP 17, ktery je puvodem z kojence.

Obrazek 10: Petriho miska, kde je
narostla CI. difficile CP_NI30. Cislo 33
predstavuje L. reuteri LBC 78/2A.
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Tabulka 8: Vysledky difuzni metody (velikosti tedy priuméry inhibi¢nich zéon v mm), pH pouzitych

supernatantd.

o e R Bt At B B ARSI IS el = o = ARATRA A A B S e Rt et B
2 <| | <F| | | <] | 7| | <] v 7| <] v | e | 0] S| | <] ] | S 2000 | ] S S e
o
= A S A RN R RN R R R R A R N R R R R R R R R R R R R R R R R A A
%M&DS
Slele|elelele|elelv|elvolo|vlvlvlolololvlolvlolololo]o oo oo ool ololv
-
S A S A RN AR R B A R A R N R R R R R R R R R R R R B R A R R A A
< =
Slelelelelele|elelm|m || sojon ol olofe ool ool o] Zlol | | of o
S
—|o|o|lo|lo|o|o|o|olo|o|lv|lo|lo|o|o|lv|olv|vo|o|vo|lo|o|o|o|o|o|lo|lo]|o|vlv|vl o oo
Qo
dAdD
—
S AR S A RN R RN R R R R A R N R R R R R R R R R R R R R R R R R A A
=
S A S A RN R RN R R A R A R N R R R R R R R R R R R R R R R R R A A
@666666666666666666666666666666666666
OHAND %66666668666666666666666686666687H966
n7p7oo7oo7oo77oo777767676787766888667m7mm67
AIATD %877767766666866676666666668666H7mm67
%777777887767676666688666m7mm6ﬂBSBH67
M666666666666666666666666666666667666
&666666666666666666666666666666HGBH66
EDMDZ
Olelvelelo|olo|lr|m|~|olo|o|o|olo|o|ololo|ololo|o|o|ofo|o|vlv|v] S| a|x|of v
Ole|e|e|eleololo|m|v|o|cfo|e|v|o|c|o|vlo|o|v|v|o|le|olovlvlolo|Se|Z] =] oe
S|l =| afen| x| o]0 || = alen| ]l ol = ala xfn] v
Mmmmmmmmmwlllllllll122222222223333333
=< bt | b | | | | b | | | v || b | | | b | | | b [ | | | | | | | | | e
=
B g
= “ W 3 =
5} ~ S = = = R “ S
=3 2 5§ |7 % 3| |2 3 2
- S S = S 8 3 S S 5 S = S| §
> Q &Y = Q ~ Y M.la N V n.m
S S S S = S > 3| .2 s X =S| 3
o N 3 < S - = % NS N N o
= S = S ~ Q ) S =| S S Y L Sl .S
m Y < Y Q N S S0 S| Q] = o= < ~1 <=
< ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ (] S| S| ~ ~ (S| S|

C. neonatale,

Cl. difficile, CNEO =

C. tertium

C. butyricum, CLDIF

C. perfringens, CTER

Vysvétlivky: CBUT

CPER

41



5.3.1 Pusobeni kyselin v diskové difiizni metodé

Diskova difuzni metoda byla také pouzita pro testovani kyselin, u ktery se predpoklada,
ze se vyznamné podili neodpovidaji za antimikrobialni aktivité laktobacilt. Bylo zjisténo, ze
nejvyssi ucinnost vykazuje octova kyselina viz Tabulka 9. Ta dokazala inhibovat rast C.
butyricum A64 i pti koncentraci 0,2 %. Ve vétsin€ ptipadi dokazala klostridie inhibovat pfi
koncentraci 0,5 %. Nejvétsi inhibi¢ni zony vykazovala v koncentraci 5 % proti C. tertium A33
(26 mm) a C. tertium CP_NI27 (24 mm). V porovnani s ostatnimi byla mensi u¢innost octové
kyseliny vuci C. perfringens, kde inhibi¢ni zony nebyly vétsi nez 14 mm pii koncentraci 5 %.

MIlécna kyselina dokazala velmi dobfe inhibovat riist v§ech klostridii pti koncentraci 5 %
a 2 %. Tak pti koncentraci 1 % dokézala inhibovat jen C. butyricum, Cl. difficile, C. neonatale
a C. tertium s inhibi¢nimi zonami 18 — 7 mm. Avsak C. perfringens inhibovala pouze ¢astecné.
Mlécna kyselina v koncentraci 0,5% dokazala inhibovat 3 kmeny a to C. butyricum CP_NI18,
C. butyricum CP_NI11 a C. perfringens CMM 4435.

3-hydroxypropionova kyselina o koncentraci 5 % inhibovala vSechny klostridie
s inhibi¢nimi zénami v rozmezi 8-12 mm, kromé C. butyricum CP_NI18. Inhibi¢ni schopnost
se ztracela pfi koncentraci 2,5 % a inhibovala pouze polovinu klostridii. U nizsich koncentraci
nebyl pozorovan zadny ucinek.

Propionova kyselina (pouzito jako kontrola k 3-HP) inhibovala vSechny testované
klostridie pfi koncentraci 5 % a to inhibi¢énimi zonami 11 — 23 mm. Inhibi¢ni G€inek na spodni
hranici, a to 11 — 13 mm, byl inhibovan kmen C. perfringens. Nejvétsi inhibi¢ni zona vznikla
proti C. tertium A33 (23 mm). Pfi koncentraci 2 % nebyly potlacen rist vSech klostridii. Presto
koncentrace 0,5 % inhibovala rast C. tertium.
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Tabulka 9: Naméfené inhibi¢ni zony (mm) pouzitych kyselin pfi difuzni metodé.
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Vysvétlivky:

3-HP = 3-hydroxypropionova kyselina

¢ = molarni koncentrace pouzitych kyselin v mM
% = procentualni koncentrace pouzitych kyselin
CBUT = C. butyricum

CLDIF = Cl. difficile

CNEO = C. neonatale

CPER = C. perfringens

CTER = C. tertium
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5.4 Porovnani spotové metody a difizni metody

Pii porovnani spotové a difuzni metody mizeme vidét, ze jsou vysledky naprosto
rozdilné. Porovnani téchto metod se nachézi v piiloze IIl. Pouze u CL difficile CP_NI30, ktera
pochazi z kojence, 1ze pozorovat shodu pozitivnich zaznamu spotové metody a alespon malé
inhibi¢ni zony u diskové difizni metody u homofermetnativnich kment laktobacilii, coz by
mohlo znacit, Ze za antimikrobidlni aktivitu je odpovédna predevsim mlécna kyselina. Dale
byla pozorovana antimikrobialni aktivita laktobacila proti klostridiim u spotové metody, které
nebyly inhibovany pfi diskové difizni metodé€, coz vidime na piikladu C. rertium. Na zakladé
cehoz lze predpokladat, ze za antimikrobialni aktivitu mizou jiné mechanismy nez metabolity
laktobacilt jako naptiklad produkce exopolysacharidi a jiné. Celkové lze fici, Ze skupina
homofermentativnich laktobacilti fungovala Iépe pii spotové metod€, kde byla testovana ptimo
Cerstve narostla kultura.
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5.5 Stanoveni metabolita v supernatantu laktobacili

Pomoci iontové chromatografie byla stanovena koncentrace laktatu, acetatu a formatu
v supernatantu testovanych laktobacila. Vysledky byly pfepoCitany na mM koncentrace
a koncentrace stanovenych kyselin jsou uvedeny v piiloze 1. Obrazek 11 znazoriuje zastoupeni
laktatu, acetatu a formatu. Pro porovnani byly pfepocitané hodnoty vztazeny ke 100 %
a koncentrace je uvedena poméroveé. Ani zde nelze jasné stanovit, zda detekované zastoupeni
¢i naméfené mnozstvi ma vztah k detekovanym vysledkim antimikrobialniho ptsobeni.
Koncentrace laktatu mezi skupinami homofermentativni a heterofermentativni nevykazuje
zadny statisticky vyznamny rozdil, na rozdil od formatu. Na hranici vyznamnosti se pohyboval
acetat (viz ptiloha II).

Zastoupeni laktatu, acetatu a formatu v supernatantu
laktobacila
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Obrazek 11: Zastoupeni laktatu, acetatu a formatu v %.
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6 Diskuze

Laktobacily se fadi mezi bakterie mlééného kvaSeni (BMK). Nazev BMK prameni
z jejich schopnosti preménovat sacharidy na mléénou kyselinu. Vzhledem k tomu, ze mezi
jejich hlavni metabolity patii kyseliny, jsou acidotolerantni a dokazi tak rast pfi velmi nizkych
hodnotach pH (Forsythe 2010). Patfi mezi prvni bakterie kolonizujici lidské télo (Rautava et
al. 2012). Laktobacily jsou spojovany se zdraveé fungujicim stfevem, a proto se tato skupina
bézné pouziva jako probiotika (Aakko et al. 2015). Jsou soucasti Siroké Skaly potravin
(zelenina, vino, mléko, maso) a také se vyuzivaji pro vyrobu mnoha potravin (Forsythe 2010).
Kdezto klostridie zahrnuji vyznamné lidské a zvifeci patogeny, které zpusobuji potencialné
smrtelna onemocnéni. Patogenni klostridie produkuji nejvétsi pocet Zivot ohrozujicich toxinu
ze vSech rodi (Cruz-Moreles et al. 2019). Nicméné klostridie jsou béznymi komenzaly lidského
stteva (Lopetuso et al. 2013; Monteiro et al. 2019) a maji svou nezastupitelnou roli jakozto
producenti butyratu ve stieve, coz je dilezity zdroj energie pro stfevni bunky, ale také pro
laktobacily (Singh et al. 2023). Probiotické kmeny aktivuji slizni¢ni imunitu a stimuluji
produkci cytokint, sekreci IgA, fagocytozu a produkci antimikrobialnich latek
(napf. organickych kyselin, peroxidu vodiku a bakteriocinti), které pusobi inhibicné vaéi
patogenim (Singhi & Kumar 2016).

Neékteré druhy a kmeny laktobacild jsou schopny produkovat slouceniny
s antimikrobialnimi ~ U€inky, vCetn€é vySe zminovanych  organickych  kyselin,
nizkomolekularnich slou€enin a antimikrobialnich peptidi (Carmo et al. 2018). V této praci
bylo potvrzeno, ze kmeny laktobacili vykazuji rizné Grovné antimikrobialni ucinnosti vici
CL. difficile, C. perfringens, C. butyricum, C. neonatale a C. tertium. Jednalo se o ptisobeni proti
klostridiim jak na urovni druhu, tak kmene. Coz plati i pro citlivost testovanych klostridii.
Nejcastéji byl zaznamenan antimikrobialni ucinek u kment L. reuteri. Studie zkoumajici rizné
izolaty a metabolity laktobacilt ziskanych z vaginalnich stéru zjistila, ze laktobacily vykazuji
in vitro bakteriostatické ucinky proti C. perfringens, které jsou spojovany s produkci
bakteriocinti (Amin et al. 2017). Bakteriociny mohou zvySovat propustnost vnitini membrany
bakterii, ¢imz pfispivaji k jejich protrzeni a naruSuji tak syntézu bunécné stény, coz vede
k tvorbé port vazbou na lipidovy prekurzor peptidoglykanu. Napfiklad bakteriocin lakticin
3147 produkovany bakterii Lactococcus lactis vytvaii selektivni pory v bunéénych sténach
nékterych patogennich grampozitivnich bakterii, v€etné CI. difficile, coz vede k jeji smrti (Rea
etal. 2007). Kromé toho je tfeba zminit, ze klostridie jsou grampozitivni bakterie a bakteriociny
maji cilenéjsi inhibicni Uc¢inek proti tomuto typu mikroorganismu nez proti gramnegativnim
bakteriim (Coman et al. 2014). Tim, ze v ramci naSeho testovani dochazelo k pozitivnim
vysledkim predevsim u nékterych kment L. reuteri, 1ze i zde usuzovat na moznou produkci
bakteriocinu. Je znamo, ze druh L. reuteri je zodpovédny za produkci reuterinu, navic i dalsi
meziprodukty vznikajici pfi jeho metabolismu mohou pusobit antimikrobialné (Bianchini &
Bullerman 2010). Coz potvrzuji i vysledky testovani difizni metodou, kdy 3-HP pusobila
antimikrobialné v koncentraci 300 mM proti 15 z 16 testovym klostridiim, zhruba viaci
poloving testovanych kment v koncentraci 150 mM. Mnoho mikroorganismi miize produkovat
3-HP bud’ jako meziprodukt nebo jako kone¢ny produkt metabolismu (Kumar et al. 2013).
V SPOT testu bylo zjisténo, ze velké mnozstvi Cerstvé narostlych kultur laktobacili dokaze
inhibovat rast klostridii. Na zakladé tohoto dikazu lze predpokladat, ze se na inhibi¢nim
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pusobeni podili spojeni vice mechanismi a molekul produkovanych metabolismem
testovanych kmena laktobacill. Exopolysacharidy jsou extracelularni makromolekuly
vylu¢ované mikroorganismy v podobé pevné vazanych kapsul nebo volné pfipojené slizové
vrstvy. Hraji vyznamnou roli proti vysychani, fagocytoze, rozpoznavani bunék, utoku fagu,
antibiotik nebo toxickych sloucenin a osmotickému stresu (Angelin & Kavitha 2020). Nekteré
exopolysacharidy funguji tak, ze vyvolavaji imunitni toleranci, jiné se dokazi vyhybat
imunitnim reakcim. Interakce mezi exopolysachridy a imunitnim systémem pomaha chranit
bakterie pred utokem imunitniho systému hostitele. Jsou také spojovany s antibakterialni
aktivitou (Bhandary et al. 2023).

Testovani samotnych metaboliti difuzni metodou umoznilo nalézt vétsi rozdily
v antimikrobidlni aktivit¢ oproti SPOT testu. Studie sledujici antimikrobialni aktivitu
laktobacilt vici klostridiim zjistila, ze L. plantarum ATCC 8014 ma probioticky potencial
s antimikrobialni aktivitou proti C. buryricum ATCC 860, CL difficile ATCC 9689
a C. perfringens ATCC 12924 (Montiero et al. 2019), coz je v rozporu s nasimi vysledky.
V této praci byl pozorovan pouze maly tcinek inhibice kment L. rhamnosus proti CL. difficile
a C. perfringens. Nami testované kmeny tvorily pouze malé inhibi¢ni zony, a to pouze vici
Cl. difficile. Nicméné, zde se mize jednat pravé o kmenoveé specifické ucinky a v nasem
testovani nebyl zahrnut kmen L. plantarum ATCC 8014. Montiero et al. 2019, netestovali viibec
druh L. reuteri, ktery v experimentech zahrnutych v této diplomové praci mél nejvétsi
antimikrobialni potencial z testovaného vybéru laktobacilt, tudiz také nelze vysledky
porovnavat. Analyzy mikrobiomu a metabolomik studie potvrdila, ze aplikace L. reuteri spolu
s glycerolem byla ucinna proti CL difficile (Spinler et al. 2017). Je vSak tfeba zminit, ze glycerol
nebyl soucasti kultiva¢nich médii a priméarné nebylo cileno na produkci reuterinu testovanymi
kmeny. Nicméné i tak L. reuteri neinhiboval C. difficile pouze ve dvou piipadech z dvaceti.

Organické kyseliny snizuji stftevni pH a tim zhorSuji podminky pro nepratelské bakterie.
Také mohou svou pfitomnosti ovlivnit ochranné funkce stfevni sliznice, vCetné syntézy
a sekrece antibakterialnich peptidi a mucint (Parvez et al. 2006). Bakterie si vyvinuly nékolik
systému pro preziti v riznych kyselych prostiedich, aby zachranily poskozeni bunék v dusledku
tohoto kyselého stresu, jako je na povrchu zaludku, nebo tfeba v zivnych médiich. Mezi
mechanismy odolnosti bakterii viici kyselinam patfi protonova pumpa, glutamat dekarboxylovy
systém, tvorba ochranného oblaku amoniaku ¢i tvorba biofilmu (Liu et al. 2015). Pro vytvoteni
selektivnich podminek jsou do kultivacnich médii bézné pridavany kyseliny. Pouziva se
chlorovodikova kyselina, citronova kyselina, mléc¢na kyselina nebo octova kyselina (Atlas
2010), proto jsme testovali i samotné kyseliny, u kterych predpokladame, ze jsou odpovédné
za antimikrobialni aktivitu. Z naSich vysledkt vyplyva, Ze nejvétsi ucinnost ma octova kyselina,
ktera velkou vétsinu klostridii inhibovala pii koncentraci 0,5 % pfi difizni metodé. Také studie,
ktera stanovila antimikrobialni aktivitu octové kyseliny, citronové kyseliny a mlécné kyseliny
proti druhu Shigella, zjistila, Ze octova kyselina vykazovala nejvétsi antimikrobialni aktivitu
v difizni metodé (In et al. 2013).

MIlécna kyselina dokazala potlacovat rust velmi dobfe pii koncentraci 1 %. S tim koreluji
vysledy hodnot metaboliti naméfené v supernatantu, kdy mlé¢na kyselina prevlada u vSech
nami testovanych laktobacili. Nicmén€ nami nameéfené hodnoty ukazuji obsah laktatu
a pravdépodobné se v supernatantu vyskytuji dalsi derivaty mlécné kyseliny, které jsme
neanalyzovali a tudiz nedetekovali. Naptiklad nekteré druhy Bifidobakterium dokazi preménit
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aromatické aminokyseliny z matetfského mléka (tryptofan, fenylalanin a tyrosin) na pfislusné
aromatické  derivaty mlééné  kyseliny  (indol-mlééna  kyselina, fenylo-mlécna
a 4-hydroxyfenylo-mléénou kyselinu). Dlouhodobé sledovani slozeni fekalni mikrobioty
kojenct (od narozeni do 6. mésice v€ku) ukazalo, ze koncentrace aromatickych mlécnych
kyselin pozitivné koreluji s mnozstvim bifidobakterii (Laursen et al. 2021). Nedavné studie
ukazuji, metabolity aromatickych aminokyselin, vCetné indoli odvozenych od tryptofanu
mohou prostfednictvim aktivace receptoru posilovat stfevni bariéru a chranit pred patogeny
(Zelante et al. 2013; Roager & Licht 2018; Krautkramer et al. 2021). Meng et al. (2020)
pozorovali a identifikovali protizanétlivou molekulu indol-3-mlécnou kyselinu, kterou
odbouravanim tryptofanu z matetského mléka metabolizuje Bifidobacterium infantis, tato
molekula by mohla mit velmi pozitivni ti€inek v kojeneckém stfeveé. Laktobacily také produkuji
inodol-3-mlé¢nou kyselinu. Konkrétné L. plantarum 7ZJ316 se tfadi mezi laktobacily s vysokou
produkci této kyseliny. Do budoucna je tfeba dikladné porozumét tomuto vztahu mezi
metabolity tryptofanu a stfevni mikrobiotou (Zhou et al. 2022).
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7 Zavér

V této praci bylo potvrzeno, Ze rizné druhy a kmeny laktobacilt vykazuji rizné trovné
antimikrobialni Uc¢innosti vaéi CL difficile, C. perfringens, C. butyricum, C. neonatale
a C. terrtium, jak jsme predpokladali. Za pouziti spotové metody bylo zjiSténo, ze Cerstve
narostla kultura laktobacili dokaze potlacit rast klostridii, coz znamena, Ze pravdépodobné
dochazi nejen k pusobeni antimikrobialnich metaboliti jako jsou organické kyseliny, ale
i dalsich obrannych mechanismt jako je napfiklad tvorba exopolysacharidi a bakteriocint.
Tato metoda pfinesla spoustu pozitivnich vysledkl, ale neumoznila nalézt spolecny trend
v antimikrobialni aktivité laktobacilt, napfiklad odlisit druhové ¢i kmenové specifické
pusobeni. Taktéz proveditelnost metody inhibice tvorby plyni byla shledana jako laboratorné
naro¢na a pro validni interpretaci vysledki by bylo tfeba vice opakovani. Nicméng,
z provedenych testl je patrny pozitivni vysledek, napfiklad u C. tertium dochazelo k redukci
tvorby plynu s vétsinou testovanych laktobacild. Diky uvedenym zjisténim byla metodicka ¢ast
prace vice zaméfena na difuzni metodu. Difuzni metoda potvrdila druhovou a kmenovou
specificnost antimikrobialni aktivity testovanych supernatanti laktobacild. Celkem bylo
otestovano 13 druhti laktobacilt (L. paracasei, L. rhamnosus, L. paraplantarum, L. plantarum,
L. acidophilus, L. delbrueckii, L. gasseri, L. ultunensis, L. casei, L. salivarius, L. fermentum,
L. reuteri, L. vaginalis, L. faecium) zastoupenych 36 kmeny. Nejvetsi antimikrobialni potencial
meély kmeny L. reuteri, za jehoz antimikrobialni aktivité¢ se pravdépodobné podili reuterin ¢i
dalsi meziprodukty jeho metabolismu jako je 3-hydroxypropionova kyselina (3-HP). To
potvrzuji i vysledky testovani difuzni metodou, kdy 3-HP pusobila antimikrobialné
v koncentraci 300 mM proti 15 z 16 testovym klostridiim, zhruba vici poloving testovanych
kment v koncentraci 150 mM. Taktéz testovani kyseliny octové, mlécné a propionoveé pfineslo
pozitivni antimikrobiélni u€inky proti testovanym klostridiim.

Nejlepsi vysledy vykazovaly celkove laktobacily vuci C. difficile. C. difficile patii mezi
nejcastéjsi patogeny zpusobujici stievni infekce kojenct, proto se laktobacily jevi jako velmi
vhodna probiotika pro kojence.
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11 Seznam pouzitych zkratek a symbolii

1,3-PDO -1,3-propandiol

3-HP - 3-hydroxypropionova kyselina

3-HPA -3-hydoxypropionaldehyd

ABA - Anaerobni bazalni bujon

ADP - adenosindifosfat

ANI - pramérna nukleotidova identita (Average Nucleotide Identity)

ATP — adenosintrifosfat

BMK - bakterie mlécného kvaseni

CCM - Ceské sbirky mikroorganismi

CdA - Clostidium difficile agar

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DSM — Némecka sbirka mikroorganismt a bunécnych kultur (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen)

FAO -Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (Food and Agriculture organization of the United
Nations)

FOS - fruktooligosacharidy

G+C — guanin a cytosin

GIT - gastrointestinalni trakt

GOS - galaktooligosacharidy

IgA —imunoglobulin A

MALDI-TOF MS — hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s praletovym analyzatorem (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-
Flight Mass Spectrometry)

MRS - De man, rogosa, sharpe

NAD+ - nikotinamidadenindinukleotid

NADH - nikotinamidadenindinukleotid

NEC - Nekrotizujici enterokolitida

pH — potencial vodiku (potential of hydrogen)

QS - Quorum sensing

Rpm — otacky za minutu (revolutions per minute)

rRNA - ribozomalni ribonukleova kyselina

SCFA - kyselinou s kratkym fetézcem (short-chain fatty acid)

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

WSP - Wilkins-chalgren agar
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12 Samostatné prilohy

Tabulka 1: Naméteny laktat, acetat a format v supernatantu laktobacilt.

Laktat | Acetat | Format
druhova identita kmen ferementativni | mM | mM mM
L1/4 homo 26,93 | 0,02 1,77
Lacticaseibacillus paracasei | 1.6/6 homo 27,56 | 0,45 | 0,31
MB 2/10 homo 23,89 | 1,21 | 0,00
L2/4 homo 24,11 0,18 | 3,84
3/8a LBC 11 homo 20,85 | 1,16 | 3,96
B/1 gynocaps homo 21,26 | 1,14 | 2,48
THT NUTRA
Lacticaseibacillus rhamnosus | BONA homo 33,36 | 0,69 | 2,94
1/4 ellen tampony homo 27,221 0,97 | 3,21
ML 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 ML 8/4 homo 33,40 | nd 0,19
ML 7/8 homo 28,441 2,53 | 3,37
Lactiplantibacillus plantarum |1.6/1 homo 27,38 | 0,35 | 0,02
X1 homo 30,35 | 0,83 nd
Lactobacillus acidophilus NUTRA BONA homo 22,04 | nd 0,07
L6/11 homo 21,11 4,33 | 691
Lactobacillus delbrueckii L1/1 homo 29,14 | 0,62 1,24
1.9/12 homo 31,10 | 2,64 nd
ML 7/7 homo 42,85 | 0,57 | 0,10
Lactobacillus gasseri 1/1 ellen tampony homo 35,80 | 1,72 | 0,16
J33 homo 34,76 | 1,69 nd
Lactobacillus ultunensis LBC 77/12A homo 32,61 | 0,19 nd
Lactocaseibacillus casei NUTRA BONA 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 fermentum Lo eI 176 | W i
2/1 ellen tampony hetero 2847 | 1,41 nd
1.943/a hetero 28,17 | 2,13 nd
3/10a WSP 17 hetero 41,81 | 2,35 | 4,83
1/6b LBC 6 hetero 21,33 | 1,95 nd
Limosilactobacillus reuteri DSM 20016 hetero 32,10 | 3,35 nd
LBC 78/2A hetero 16,81 | 1,27 nd
J37 hetero 29,17 | 1,88 nd
Limosilactobacillus vaginalis | 1.4/3b hetero 25,87 | nd nd
Lactobacillus faecium ML 6/5 39,11 | 2,82 | 5,50

nd = nedetokovano




34

30

28

26

Laktat (mM)

20

Laktat: KW-H(1:35) = 0,0653; p = 0,7983

Acetat (mM)

homofermentativni

heterofermentativni

Obrazek 1:Hodnota laktatu. Bod na sloupci
znazoriuje prumér s chybovymi tsecky (95 %

konfidencni interval).

Format (mM)

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

2,80
Acetat: KW-H(1:35) = 3,6776; p = 0,0551
2,60 P _

2.40
2,20
2,00
1.80
1.60
1.40
1,20
1.00 -
0,80
0.60
0.40

homofermentativni heterofermentativni

Obrazek 2: Hodnota acetatu. Bod na sloupci
znazomuje prumér s chybovymi tsecky (95 %
konfidenéni interval).

Format: KW-H(1:35) = 6,689; p = 0,0097

homofermentativni heterofermentativni

Obrazek 3: Hodnota formatu. Bod na sloupci
znazoriuje prumér s chybovymi tsecky (95 %
konfidencni interval).
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Tabulka 2: Porovnani difuzni metody (vzdy prvni sloupec, hodnoty uvedeny v mm) a SPOT

testu (vzdy druhy sloupec).
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