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Charakterizace potencialnich probiotik s ochrannym efektem proti
salmonelovym infekcim

Souhrn

V gastrointestinalnim traktu (GIT) se nachazi rozsahla populace mikroorganismd, ktera
vytvari komplexni ekosystém. Tento ekosystém je znamy jako stfevni mikrobiota, kterd je
ovlivnéna Sirokou Skalou faktord, vcetné stravovacich navykd, zivotniho stylu, genetiky a
uzivani 1éku. Tyto faktory mohou narusit rovnovahu bakterii v téle a tim zasadn¢ ovlivnit zdravi
jedince, coz muze vést k riznym zdravotnim problémim véetné stfevnich onemocnéni,
metabolickych poruch nebo syndromu drézdivého tra¢niku. Vyuziti probiotickych bakterii
poskytuje rozsahlé perspektivy k obnove rovnovahy sttevnich mikroorganismi, ktera mize byt
narusena mnoha vlivy, jako je uzivani antibiotik nebo $patné stravovaci navyky. Probiotika
mohou déle zlepsit imunitni funkce, podpofit traveni a slouzi jako ochrana hostitele pred
Skodlivymi patogeny.

Cilem praktické casti této prace bylo stanoveni vlastnosti probiotickych kment.
Celkem bylo identifikovano 284 rtznych bakterialnich kment. Kazdy izolat byl podroben
kontrole ¢istoty a morfologické analyze pod fazovym mikroskopem. Identifikovali jsme izolaty
zahrnujici 47 druha bakterii patficich do 11 rtznych rodi pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF (MALDI-TOF MS). Nasledn¢ byla provedena mikrobiologicka analyza
vybranych 30 kment z tlustého stfeva a stolic divokych 1 domacich prasat a selat. Vybrané
supernatanty ukazaly schopnost potlacit rast bakterii Salmonella sprimérnou velikosti
inhibi¢ni zony 9,23 + 1,29 mm. Nejucinngjsi supernatanty pochazely z rodi Lactobacillaceae,
Bifidobacterium, Enterococcus a Clostridium, pfi¢emz nejucinngjsi byl proti Salmonelle
Typhimurium LT2 Lactobacillus amylovorus s inhibi¢ni zénou 10,33 + 0,58 mm a proti
Salmonelle STM kmen Bifidobacterium thermophilium s inhibi¢ni zénou 13,33 + 0,58 mm.
Testované bakterie nevykazovaly rezistenci viici testovanym antibiotiktim. Nejvyssi hodnoty a
rychlost auto —agregace po 24 hodinach byly zaznamenavany u kmenu Bifidobacteriumspp. a
Lactobacillaceae, s rozsahem vyskytu mezi 21,83 % a 78,00 %. Pro ovéfeni ochranného ti¢inku
bakterii v redlném prostiedi je nezbytné provést pokusy se selaty, ktera jsou chovana bud’

ve sterilnim prosttedi, nebo za normalnich podminek.
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Characterization of potential probiotics with a protective effect against

salmonella infections

Summary

The gastrointestinal tract (GIT) contains a large population of microorganisms that form
a complex ekosystém. This ekosystém is known as the gut microbiota, with is infuenced by a
wide range of factors including diet, lifestyle, genetics and medication use. These factosr can
disrupt the balance of bacteria in the body and thus fundamentally affect an individual’s health,
which can lead to a variety of health problems including intestinal diseases, metabolic disorders
or irritable bowel syndrome. The use of probiotic bacteria provides extensive perspectives to
resttore the balance of intestinal microorganisms, which can be disturbed by many influences
such as the use of antibiotics or poor dietary habits. Furhermore, probiotics can improve
immune function, support digestion and serve as host protection against harmful pathogenes.

The aim of the practical part of this work was to determine the characteristics of
probiotis strains. A total of 284 different bacterial were identified. Each isolate was subjected
to purity control and morphological analysis under a phase microscope. We identified isolates
comprising 47 bacterial species belonging to 11 different genera by MALDI-TOF mass
spektrometry (MALDI-TOF MS). Subsequently, microbiological analysis of selected 30 strains
from the colon and faeces of wild and domestic pigs and piglets was performed. The selected
supernatants showed the ability to inhibit the growth of Salmonella bacteria with an average
inhibition zone size of 9,23 + 1,29 mm. The most effective supernatants were frome the genera
Lactobacillaceae, Bifidobacterium, Enterococcus and Clostridium, with the most effective
against Salmonella Typhimurium LT2 was Lactobacillus amylovorus with an inhibition zone
of 10,33 + 0,58 mm and against Salmonella STM was the strain Bifidobacterium thermophilium
with an inhibition zone of 13,33 + 0,58 mm. The tested bacteria did not show resistence to the
tested antibiotics. The highest values and auto-aggregation rates after 24 hours were recorded
for Bifidobacterium spp. and Lactobacillaceae strains, with a range of occurrence between
21,83 % and 78,00 %. To verify the protective effect of bacteria in a reak environment, it is
necessary to perform experiments with piglets reared either in a sterile environment or under

normal coonditions.
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1 Uvod

Stfevni mikrobiota pfedstavuje komplexni ekosystém, ktery zasadné ovlivituje procesy
traveni, imunitni systém a metabolismus (Doré et al., 2013). Tato mikrobiota je tvofena
paletu ekosystému (Hugon et al., 2017). Vyvoj a sloZeni stievni mikrobioty zacina jiz kratce
po narozeni, coz je ovlivnéno porodem a latkami obsazenymi v matefském mléce. Slozeni
sttevni mikrobioty vraném véku muzou ovliviiovat faktory spojené S onemocnénimi
v dospélosti (Milani et al., 2017). Mezi faktory, které ovliviuji mikrobiotu patii genetické
predispozice, pohlavi, zplisob narozeni, uzivani 1ékti, celkovy zdravotni stav, 1ékatrské zakroky
a samoziejmeé stravovaci navyky nebo zivotni styl (Maukonen & Saarela 2015). Mikrobiota ma
mnoho funkci a jakakoliv porucha rovnovahy muze vést k imunitni nerovnovaze a vzniku
ruznych onemocnéni. UdrZovani této rovnovahy mikrobiomu je klicové pro zachovani zdravi
a poruchy mohou zménit interakce mezi mikroorganismy a hostitelem z pfirozené
symbiotického vztahu na patogenni (lhekweazu & Versalovis 2018). Zmény, které mohou
nastat, jsou spojeny s infekci v travicim traktu. Ty mohou byt potlaceny pomoci probiotik
(Hemarajata & Versalovic 2013). Stievni mikrobiota chrani stfevo pied pronikanim a invazi
patogennich mikroorganismu (Zareef et al., 2020). Celosvétové jsou infekce zplisobené
Salmonellou vyznamné riziko, zejména v zemich s niz§im stupném rozvoje (Smithetal., 2016).
Tyto infekce ptenasené potravinami zptusobuji imrtnost a vyznamné zdravotni komplikace po
celém svété (Wang et al., 2020), piicemz nejcastéji se projevuji gastroenteritidou, ktera mutize
zahrnovat travici potize, bolesti biicha a zvysSenou teplotu. VétSina jedinct se obvykle zotavi
do 4 az 7 dnt (Yin & Zhou 2018). Pro obnoveni rovnovahy mikrobioty V travicim traktu a
podporu celkového zlepSeni fyziologickych funkci a zdravi hostitele se Casto pouzivaji
probiotika (Das et al., 2022). Ty maji fadu uzitecnych funkci, v¢etné udrzeni slozeni
mikroorganismil v travicim systému. Timto zplisobem bakterie ptispivaji k udrzeni optimalni
rovnovahy mezi patogennimi a prospéSnymi mikroorganismy, které jsou nezbytné pro spravné

fungovani téla (Markowiak & Slizewska, 2017).



Cil prace

Cilem bakalafské prace bude zpracovani ptehledné literarni reserSe se zaméfenim na
probiotické mikroorganismy, které budou v in vitro podmink4ch inhibovat rist stfevnich

patogenu, zejména bakterii Salmonella.



3 Literarni reserse

3.1 Strevni mikrobiota

Kazdy jedinec je spojen s urcitym spolecenstvim mikroorganismi, které se v zavislosti
na prostfedi vyviji a vytvafi s hostitelem jeden celistvy ,,superorganismus®, ktery dokaze
komunikovat nejen se stfevnim epitelem, ale také s dal§imi organy. Stfevni mikrobiota hraje
klicovou roli pfi procesech traveni, metabolismu, imunitnich funkcich a ma Siroky dopad i

mimo gastrointestinalni trakt (Doré et al., 2013).

3.1.1 SloZeni stievni mikrobioty

Sttevni mikrobiota ptfedstavuje komplexni ekosystém s ohromnou diverzitou, ktera je
tvorena rozsahlym souborem rozdilnych organismi zahrnujicim viry, parazity, bakterie, archea
a houby (Hugon et al., 2017). Mikroby, které se nachazeji v lidském té€le, tvoii 100 biliond
bunék, coz prevysuje pocet lidskych, somatickych a zarode¢nych bun¢k. Stfevni mikrobiota
nese 150krat vice genli nez lidsky genom (Qin et al., 2010), coz umoznuje zpracovavat latky,
které jsou pro ¢loveka nestravitelné. Hustota bakterii se v riznych ¢astech traviciho traktu 1isi,
pticemz nejvyssi koncentrace bakterii je obvykle pfitomna ve stievech (Ruan et al., 2020).
Zejména V tlustém stteve se vyskytuje vyrazn€ vétsi mnozstvi bakterialnich druhii ve srovnani
s tenkym stfevem a zaludkem (Dwivedi et al., 2021). Od Zaludku po la¢nik se pocet bakterii
pohybuje pfiblizné 102 CFU/g v dtisledku nizkého pH a piitomnosti travicich enzymd, v ileu se
zase pocet bakterii zvySuje na 10° CFU/g (Saarela et al., 2002). Nejvétsi Getnost bakterii se
nachazi v tlustém stievé, kde jejich mnozstvi dosahuje az 1011-10'2 CFU/g (Patterson et al.,
2016).

Stfevni mikrobiota se sklada z tii riiznych enterotyptl, pficemz kazdy zahrnuje ptevahu
jednoho rodu bakterii. Enterotyp lze chapat jako specificky typ Zivého organismu, jehoz
bakterialni ekosystém ovliviiuje mikrobiotu v souvislosti mezi jednotlivymi spolecenstvy a
stravou (Dwivedi et al., 2021). Prvni enterotyp je charakterizovan ptevazujicim rodem
Bacteroides spp. (Wu et al., 2011), ktery je asociovan s konzumaci bilkovin Zivoci$ného
puvodu, riznymi aminokyselinami a nasycenymi tuky (Hajela et al., 2015). Ve druhém
enterotypu dominuje rod Prevolleta ssp. (Wu et al., 2011), ktery je spojovan s vysokym
pfijmem sacharidd a jednoduchych cukrii (Hajela et al., 2015) a tieti enterotyp je spojen s rodem

Ruminoccocus ssp. (Wu et al., 2011). Stievni mikrobiota podléha mnoha vnéjS$im a vnitinim
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faktorim a je slozena z 1000 riznych typid mikroorganismil (Xiao et al., 2015), které maji
mnoho funkci. Tyto funkce zahrnuji rozklad nestravitelnych zbytkl, metabolismus cizorodych
latek, tvorbu vitamini, podporu imunitnich reakci a vytvéafeni bariéry proti patogennim
mikroorganismiim. Mikroorganismy ve stfevech ovliviiuji fyzicky stav hostitele a mohou
ptispivatk vyskytu riznych onemocnéni. Mezi tyto nemoci patii naptiklad obezita, podvyziva
(de Clercq et al., 2016), onemocnéni jater, rakovina (Abu-Ghazaleh et al., 2020) a poruchy
metabolismu glukézy. Jednim z prikladii je latka imidazolpropionat, ktera snizuje citlivost
bun¢k reagovat na inzulin, a muze tak vést k inzulinové rezistenci, coz je faktor spojeny
s vyvojem diabetes mellitus 2. typu (Cani 2019). K dal$im onemocnénim patii autistické
poruchy (lglesias-Vazquez et al., 2020), zanétlivé onemocnéni sttev (IBD), sepse a dalsi
(Milani et al., 2017).

3.1.2 Funkce stievni mikrobioty

Mikroorganismy, které se nachazeji v lidském travicim traktu, vykonavaji rozmanité
funkce, které mohou byt rozdéleny do tii hlavnich kategorii a to na metabolické, strukturni a
ochranné (Jandhyala et al., 2015).

Metabolické funkce ovliviiuji metabolické procesy téla, energetickou rovnovahu a
zahrnuji n€kolik kli€ovych procesti. Mezi hlavni procesy patii rozklad nestravenych slozek
potravy na vstiebatelné metabolity, jako jsou naptiklad mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(SCFA) (Heintz-Buschart & Wilmes 2018), produkce vitamint K, E a latek s biologickym
ucinkem, syntéza aminokyselin a biotransformace zlu¢ovych kyselin (Gomaa 2020).

Mikroorganismy Vv travicim traktu ziskavaji vétSinu svych zivin ze sacharidl
obsazenych v piijimané stravé (Jandhyala et al., 2015). Tato skupina mikroorganismii u¢inné
metabolizuje nestravitelné sacharidy vcetné celulozy, hemiceluldzy, rezistentniho Skrobu,
pektinu, oligosacharidii a ligninu (Gomaa 2020). Fermentace sacharidi, ktera probiha v tlustém
a tenkém stfevé za pomoci mikroorganismu, jako jsou naptiklad Bacteroides, Roseburia,
Bifidobaacterium, Fecalibacterium a Enterhobacterium. Tyto bakterie produkuji mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), jako je butyrat, propionat a acetat, které snizuji pH stieva
a jsou bohatym zdrojem energie pro hostitele (Jandhyala et al., 2015). VSechny SCFA
dohromady mohou aktivovat receptory spojené s G-proteinem 41 a 43 (GPR41/43), které se
nachdzeji v enteroendokrinnich bunikéch, predevsim v L-bunkach. Tato skupina receptort je
znama svym umisténim v tkanich s vysokou metabolickou aktivitou, jako jsou svaly, jatra a

tukova tkan. Tento fakt naznaCuje pfimou ucast SCFA na systémovém energetickém
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metabolismu (Rahman et al., 2023). Stfevni mikrobiota se dale pozitivné podili na metabolismu
lipida a to tim, Ze ovliviiuje a potlacuje aktivitu lipoproteinové lipazy v bunkach a tukové tkani
(Jandhyala et al., 2015).

Integrita a spravna funkce traviciho systému jsou zavislé na harmonickém fungovani
komplexnich mikrobidlnich ekosystémul. Mikroorganismy ve stfevech podporuji formovani
struktury stfevni sliznice prostiednictvim aktivace transkripcnich faktori angiogenin-3, ktery
se podili na vyvoji mikrovaskulatury stiev. Stievni mikrobiota méa schopnost ovliviiovat slozeni
glykosylac¢nich vzorcl v sliznicich, coz ovliviiuje mista, kde se mikroorganismy pfipojuji
k povrchu bun€k nebo na subceluarni urovni (Jandhyala et al, 2015).

Dilezitou roli zastava také pfi ochrang stfeva tim, Ze kolonizuje jeho povrch a vytvari
stabilni prostfedi, které zabrailuje pronikdni patogennich mikroorganismti (Gomaa 2020).
Zaroven aktivné piisobi na odstranéni toxickych slou€enin a podili se na stimulaci a regulaci
imunitniho systému (Heintz-Buschart & Wilmes 2018). Stievni mikrobiota produkuje
antimikrobidlni latky, které chrani jedince pfed vné&jSimi patogeny a také aktivné ptispiva k
formovani sliznice a imunitniho systému (Hou et al., 2022). Uzky vztah mezi imunitnim
systémem a stfevnim mikrobiomem je klicovy pro udrZeni rovnovahy, ktera je nezbytna pro
celkovou stabilitu a ochranu organismu (Shi et al., 2017). Mikrobiota poskytuje podporu
rozvoje imunitniho systému prostfednictvim riznych mechanismu, jako je napomahani rozvoje
lymfatickych tkani ve stfevech nebo ovlivnéni produkce IgA protilatek, coz omezuje aktivitu
pfirozené imunitni odpovédi tim, ze potlacuje vyjadieni urCitych gent bakterii (Zareef et al.,
2020). Jednim z hlavnich zpGsobu, jak je jedinec schopny udrzet rovnovahu mikrobioty, v
homeostatickém stavu, je omezovani kontaktu mikroorganismti s povrchem epitelovych bunék.
Tim lze minimalizovat zanét tkani a predejit translokaci mikrobu (Belkaid & Hand 2014).

Normalni a zdravd mikrobiota hraje pozitivni roli pfi formovani stievnich lymfatickych
tkani (GALT), které jsou klicové pro spusténi imunitni odpovédi. Navic ovliviiuje vylu¢ovani
nekterych IgA protilatek, které snizuji aktivitu vrozené imunitni odpovéedi tim, ze potlacuje
projeveni nekterych bakteridlnich gent. Jeden z dalSich zpilisobii, kterymi bakterie ovliviiuji
imunitni systém, jsou metabolity, které produkuji (Zareef et al., 2020). Stievni mikrobiota také
hraje roli v zamezeni priniku a invazi patogennich mikroorganismu do stieva (Zareef et al.,

2020).
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3.1.3 Vyvoj stfevni mikrobioty

Kolonizace traviciho traktu novorozenct hraje diileZitou roli ve spravném fungovani
jejich imunitniho systému a regulaci fyziologie stiev. Tento proces zahrnuje vytvoreni
mikrobidlniho ekosystému, ktery ovliviiuje imunitni odpovéd a poskytuje ochranu proti
patogenim a snizuje riziko vzniku nemoci po cely zivot (Collado et al., 2012). Zatimco stfevo
novorozence je téméf bez mikroorganismu, mikrobiota dospélého ¢loveéka je mimotadné slozita
a vyznamné ovliviiuje zdravi a nemoci (Hajela et al., 2015). Stfevni mikrobiota kojenct
prochazi rychlym vyvojem a béhem prvnich 2 az 3 let zivota se postupné podoba mikrobioté
dospélého Clovéka. Slozeni této mikrobioty je ovlivnéno faktory, jako je zpusob porodu
(vaginalni porod nebo cisatsky fez), zptisob vyzivy (kojeni nebo uméla vyziva), geograficka

lokalita a vystaveni antibiotikim (Quigley 2017) viz. obrazek ¢. 1.

| Prilezitost pro modulaci mikrobioty >

Prenatalni faktory: Novorozenecké faktory:
* Placenta * Zpusob porodu
* Gastricky vék

Postnatalni faktory:
Krmeni: matefské mléko vs. Uméla vyziva
Zemépisné poloha
Rodinni prislusnici
Interakce s hostitelem
Strava matky
Odstaveni od matky

Batoleci a
détsky vék

Obrazek ¢. 1: Prilezitost pro modulaci mikrobioty od téhotenstvi po détstvi (upraveno

podle Milani et al., 2017)

Béhem porodu probihd formovéani stfevni mikrobioty, kdy dochdzi k masivni
kolonizaci traviciho traktu mikroorganismy. Travici trakt ditéte je masivné kolonizovan bud’
mikrobiotou matky (v piipadé vaginalniho porodu) (Power et al., 2014), kdy dominuji
organismy z rodu Lactobacillus a Prevotella (Jandhyala et al., 2015), nebo mikroorganismy z

prostiedi (cisatsky fez). Déti narozené vaginalné maji v prvnich tydnech zivota vyssi pocet
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stievnich bakterii nez déti narozené cisafskym fezem (Belkaid & Hand 2014). U kojenct
narozenych cisafskym fezem ptevazuji mikroorganismy z nemocniéniho prostredi a z kize
matky a hlavnim zastupcem je Staphylococcus (Novakovic et al., 2020) V poc¢ate¢nich dnech
zivota ditéte dominuji rody Proteobacteria a Firmicutes. U déti narozenych cisafskym fezem
se Actinobacteria objevuje ve stolicimezi 7. a 15. dnem zivota po narozeni. Kojenci narozeni
cisaiskym fezem prokazuji niz§i komplexnost sttevni mikrobioty a jsou méné Casto osidleny
mikroorganismy, jako jsou Bifidobacterium a Bacteroides, zatimco vykazuji vyssi vyskyt
zastupcu skupiny Clostridium difficile. Rozdily mezi détmi narozenymi vaginalné a cisafskym
fezem se postupn€ snizuje, nicméné riznorodost u déti narozenych cisaiskym fezem pietrvava
az do 12. mésice zivota (Milani et al., 2017).

Délka tehotenstvi neboli gestacni vek, hraje kli¢ovou roli pfi formovani stfevni
mikrobioty u novorozencl. Oznaceni ,,pfed¢asné¢ narozeni® se pouziva pro novorozence
narozené pied dosazenim 37. tydne téhotenstvi (Milani et al., 2017). U déti narozenych
predcasné jsou Bifidobakteruim a Lactobacillus hlavni bakterie, které osidluji stfevo. Tyto
mikroorganismy jsou obecné ovlivnény druhem stravy, kterou dité piijima (Jandhyaly et al.,
2015). Obsah stolice pied¢asné narozenych déti vykazuje vyrazné vysS§i mnozstvi
Enterobacteriaceae, Enterococcus a dalsich potencialné patogennich mikroorganismt ve
srovnani s novorozenci, ktefi jsou narozeni v plné délce téhotenstvi (Milani et al., 2017).

Kojeni je dulezitym faktorem, ktery ptispiva k spravnému vyvoji sttevni mikrobioty
novorozenci. Matefské mléko a kolostrum jsou obohaceny o zivé mikroby, metabolity, IgA,
imunitni bunky a cytokiny (Belkaid & Hand 2014). U kojenych déti dominuji ve sttevech
bakterie Bifidobacterium a Lactobacillus. V matetském mléce se nachazeji specifické
nestravitelné sacharidy znamé jako oligosacharidy lidského mléka (HMO), které tyto bakterie
maji schopnost snadno Stépit. Mikrobiota kojenych déti byva vyrazné¢ méné kolonizovana
Escherichia coli, Clostridium difficile, bakteriemi skupinou Bacteroides fragilis a laktobacily
nez u déti s umélou vyzivou. U kojenct krmenych umélou vyzivou, se ve stievech vyskytuji
prevazné Enterococcus, Enterobacteria, Bacteriodes, Clostridium a Streptococcus (Jandhyala
et al., 2015). Béhem obdobi kojeni se mikrobiota kojence dynamicky méni. Tento proces je
oznacovan jako bakteriadlni sukcese, ktera postupné rozviji riznorodost mikroorganismi a
pokracuje az do doby odstaveni. Po ukonceni kojeni se détska mikrobiota zac¢ina podobat
mikrobioté dospélého ¢loveéka. Béhem této promény dochazi mezi 6-7 mésicem kK zavedeni
kK postupnému piechodu od bakterii z rodid Proteobakteria a Actinobacteria k

mikroorganismium z rodd Firmicutes a Bacteroidetes, které se stavaji hlavnimi slozkami
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mikrobioty u kojenct (Milani et al., 2017). Ptiblizné ve véku tii let se détska mikrobiota
stabilizuje a formuje na tzv. dospélou mikrobiotu. Z pohledu zmén druhti mikroorganismu
prochazi mikrobiota kojencti postupnym vyvojem a pievazujici Bifidobacterium nakonec
ustoupi mikrobioté dospélého, kde dominuji Bacteriodetes a Firmicutes. U dospélych jedinct
je slozeni sttevni mikrobioty ovlivnéno hlavné vnéj§im prostfedim, zejména zivotnim stylem,
stravovacimi navyky, fyzickou aktivitou, spankovymivzory a uzivanim 1éku (Cresci & Bawden
2015). S ptibyvajicim v€kem dochazi k vyraznym zménam ve slozeni stievni mikrobioty a to
v dasledku zhorseni fyziologickych funkci, jako jsou naptiklad omezena sttevni funkce, obtize
se zvykanim a oslabeny imunitni systém. U mikrobioty starSich jedinc dochazi k snizeni poctu
nékterych prospésnych rodu, jako jsou Bifidobacterium a Lactobacillus, a zaroven dochazi
k vyraznému narustu poctu bakterii, které se v populaci mohou vyskytovat (Li et al., 2021). V
jejich mikrobioté dominuje bakterie Bacteriodetes, zatimco u mladsi populace pievazuje
skupina bakterii Firmicutes (Cresci & Bawden 2015). Zmény, které probihaji ve stfevni
mikrobioté starSich osob, odrazeji jejich horsici se zdravotni stav, 1éky a vyziva, coz zvySuje

sklon k nemocem a infekcim (Hajela et al., 2015).

3.1.4 Faktory ovliviiujici sti‘evni mikrobiotu

Sttevni mikrobiotu mize ovliviiovat n¢kolik faktori. Mezi tyto faktory patfi genetika,
pohlavi, zplisob porodu, uzivani 1€k, zdravotni stav jedince, 1€katské zakroky a v neposledni

fad¢ dieta a zivotni styl (Maukonen & Saarela 2015) viz. Obrazek €. 2.

Anatomie a
fyziologie stfeva

TN

Genom hostitele

- Dieta
f Expozice antibiotikim

Obrazek ¢. 2: Faktory ovliviujici vyvoj stievniho mikrobiomu (upraveno podle
Novakovic et al., 2020)

" Stfevni mikrobiom
(a bakteridlni genom)
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UdrZovani rovnovadhy mikrobiomu je kli€ové pro zachovani zdravi. PoruSeni této
rovnovahy muze pfemeénit vztah mezi mikroorganismy a hostitelem ze symbiotického na
patogenni (Ihekweazu & Versalovis 2018). Jakékoliv naruseni normaélniho a zdravého
mikrobidlniho profilu je oznacovan jako dysbidza. Tato nerovnovaha miize ovlivnit slozeni,
rozmanitost a funkce mikroorganismu, které bézné obyvaji urcité prostiedi nebo organismus
(Sankararaman et al., 2023). Dysbidza je nejcastéji spojovana s nepiiznivymi vlivy a mize mit
dlouhodoby dopad vedouci k poruchdm nebo onemocnénim. Mezi tyto onemocnéni patii
predevsim obezita, diabetes, zanétlivé onemocnéni stfev (IBD) (Milani et al., 2017), alergie,
astma, podvyziva (de Clercq et al., 2016), onemocnéni jater, rakovina (Abu-Ghazaleh et al.,
2021), metabolické onemocnéni (Cani et al., 2019), poruchy autistického spektra, sepse a dalsi
(lgesias-Vazquez et al., 2020).

Vyziva je jedna z kliCovych hledisek ovliviiujicich slozeni mikroorganismu v travicim
traktu (Cresci & Bawden 2015). Znalosti, ohledné vlivu stravy a nutri¢niho stavu na sloZeni a
funkeci stievni mikrobioty a nasledné na zdravi traviciho traktu, se objevuji jak v zdkladnim, tak
klinickém vyzkumu (Aziz et al., 2013). Nedavno bylo naptiklad prokazano spojeni mezi
stravou, mikrobiotou, celkovym zdravim, procesem starnuti a zdnétlivymi reakcemi. V této
konkrétni studii bylo zjiSténo, ze slozeni stfevni mikrobioty u star§i populace izce souvisi
s kiehkosti kosti, vyskytem onemocnéni nutri¢niho stavu, zanétlivymi markery a metabolity
v travicim traktu (Claesson et al., 2012). V nedavné vyznamné studii, kterd porovnavala
mikrobiotu evropskych déti a déti z venkovskych oblasti v Africe, bylo zjisténo, ze strava
vyrazn¢ ovliviiuje slozeni a funkce mikroorganismu (Aziz et al., 2013).

Strava spojend s vysokym obsahem ovoce, zeleniny a vldkniny byla spojena
s mikrobialnim obohacenim, na rozdil od zapadni stravy bohaté na tuky, cukry a zivocisné
bilkoviny a chudé na vlakninu (Cresci & Bawden 2015). Vyzkum prokazal, Ze strava, ktera ma
vysoky obsah vlakniny, je klicova pro posileni mikrobioty obsahujici Bacteroidetes a bakterie,
které jsou znamy svymi geny pro rozklad celulozy axylanu (Azizetal., 2013). Mikroorganismy
V travicim traktu vegetarianli a veganui vykazovaly vyrazné mens$i poCty druhii mikrobt,
konkrétné Bifidobacterium, Bacteroides, E. coli a Enterobacteriaceae, a mély nizsi pH stolice
V porovnani s vSezravci. Narozdil od stravy vSezravct, vegetarianské/veganska strava obsahuje
vys$§i mnozstvi sacharidi a vldkniny, coz umoziuje stievni mikrobioté fermentovat
nestravitelné polysacharidy na kratké fetézce (Cresci & Bawden 2015).

Starnuti predstavuje postupny proces, kdy dochazi k postupné ztraté rovnovahy v télesné

funkci, zhorSeni celkového zdravi. Soucasti tohoto procesu jsou1 onemocnéni spojend s vékem,
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zahrnujici infek¢éni, nddorova, metabolicka a degenerativni onemocnéni, provazena kiehkosti
kosti a ubytkem kognitivnich funkci. Variabilita zmén v mikrobiomu spojenych s vékem je
vyrazna a je ovlivilovana jak osobnimi faktory, tak vné&j$im prostfedim. (Ghosh et al., 2022).

Antibiotika se bézn€ vyuzivaji k odstranéni nebo prevenci bakteridlni kolonizace
v lidském téle, a to bez zaméfeni na urcité druhy bakterii (Angelucci et al., 2019). Lécba
antibiotiky neni zaméiena pouze na Skodlivé mikroorganismy, ale také na mikrobialni
komunity v travicim traktu spojené s hostitelem (Cresci & Bawden 2015). Uginky antibiotik na
slozeni mikrobioty mohou byt vyrazné a obvykle dochazi k obnové vétSiny (i kdyz ne vSech)
mikroorganismil ve stfevech do jejich béznych hodnot béhem nékolika tydnti po ukoncéeni 1éCby
(Dethlefsen et al., 2007). Bylo prokazano, ze geny bakterii, které jsou odolné vici riznym
1ékim se §ifi jiz tisice let pfed vynalezem antibiotik. Toto svéd¢i o vlivu expozice malych
molekul s inhibi¢nimi vlastnosti ristu, které byly pfitomny v okolnim prostiedi (Jandhyala et
al., 2015). Antibiotika ptispivaji k rozsifovani populace kmenii odolnych vici antibiotikiim,
ktera mohou fungovat jako misto, kde jsou uchovany geny rezistence v mikroprostiedi stieva.
Po ukonceni 1é¢by dochazi obvykle ke snizeni rozmanitosti mikrobiomu (Cresci & Bawden
2015). Podavani antibiotik snizuje celkovou rozmanitost druhti ve stievni mikrobioté, coz vede
ke ztraté nekterych zdsadnich skupin bakterii. Tato zména vede k metabolickym zménam, které
zlepsuji schopnost stfeva kolonizovat bakterie, které podporuji vyvoj bakterialni rezistence vici
antibiotikiim (Ramirez et al., 2020).

I kdyz dochazi k postupné obnové vétSiny bakterii, nékteré druhy mohou byt ze
spoleCenstva trvale vylouCeny (Cresci & Bawden 2015). ZlepsSeni funkci soucasnych
mikrobidlnich spoleCenstev, ovlivnéni bohatstvi a rozmanitosti sttevniho mikrobiomu, obnovu
rovnovahy a zmény ve slozeni stfevniho mikrobiomu, které jsou spojovany s infekcemi
Vv travicim traktu, mohou byt potla¢eny podanim probiotik (Hemarajata & Versalovic 2013). U
déti je uvadeéno, ze obnoveni mikrobidlni rozmanitosti po uzivani antibiotik trva pfiblizné jeden
mésic. U dospélych pak podani kombinace meropenemu, gentamicinu a vankomycinu vedlo
k zvyseni vyskytu Enterobacteriaceae a dalSich patobionti, zatimco se soucasné snizil pocet

druhu Bifidobacterium a druht produkujicich butyrat (Ramirez et al., 2020).

3.2 Probiotika

Probiotika pfedstavuji zivé mikroorganismy, které¢, pokud jsou podavany v optimalnim

mnozstvi, pfinaseji hostiteli fadu zdravotnich vyhod. Tyto mikroorganismy pomahaji obnovit
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mikrobiélni rovnovahu traviciho systému a podporovat celkové zlepseni fyziologickych funkei
a zdravi hostitele (Das et al., 2022). Pro dosaZeni maximalnich G¢inkQ je duleZité uzivat
probiotika pravidelné a v doporuceném mnozstvi jak prostiednictvim potravy, tak pomoci
specifickych doplikt stravy (Sanders et al., 2018). Mezi probiotika patfi rizné druhy bakterii,
jako jsou Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Propionibacterium,
Bifidobacterium, Bacillus, n¢které Streptococcus, Enterococcus, Escherichia coli, a také

kvasinky, napiiklad Saccharomyces (Oniszczuk et al., 2021).

3.2.1 Historie probiotik

Uzivani probiotik se praktikovalo jiz pfed objevenim mikrobi (McFarland 2015).
Informace o pozitivnich dopadech fermentace kyseliny mlééné na lidské zdravi jsou znamé jiz
od starovéku (Markowiak & Slizewska 2017). Elie Metchnikoff byl prikopnikem v oblasti
mediciny, ktery ptedstavil myslenku, ze ovlivnéni stfevniho mikrobiomu prostfednictvim
prospésnych bakterii obsazenych v jogurtu muze pozitivné ovlivnit lidské zdravi. Tato
mySlenka se stala zakladem pro koncept probiotik v oblasti mediciny (Yadav et al., 2022).
Nékter¢ 1€katské a oblibené informacni zdroje tvrdi, ze prvni vyuziti probiotik v pribéhu lidské
historie se odehralo jiz v roce 2000 pf. n. 1., kdy byl poprvé objeven zpiisob, jak dlouhodobé
uchovat mléko. Prvni vyrobci potravin vytvofili fermentované mlé€né vyrobky tim, Ze pouzili
bakterie a kvasinky, aniz by védéli o jejich pfitomnosti. Lidé v minulosti vyuzivali
fermentované produkty jako prostifedek k 1é¢eni n¢kterych onemocnéni. Tyto produkty byly
cenény pro svij bohaty obsah zivin a pritomnost aktivnich mikroorganismu, které mohou
ucinng bojovat proti uréitym infekcim (Ozen & Dinleyici, 2015).

V rdmci vyvojové faze byl poprvé navrzen probioticky ptipravek s cilem lécit infekce
zpusobené bakterii E. coli u prasat. Tuto inovaci piedstavila studie od Orrhage et al., 1994.
Stejn¢ tak Mann a Spoerig (1974) zjistili, Ze jedinci, ktefi pravidelné¢ konzumovali jogurty
fermentované pomoci bakterii Lactobacillus spp., vykazovali snizenou hladinu cholesterolu
v krvi (Yadav et al., 2022).

Pivodni probiotika obsahovala pouze jeden druh mikroorganismu, zejména
Saccharomyces nebo Lactobacillus. Nasledné studie byly souhrnné analyzovany
V metaanalyzach, prokazaly ptinos pouziti téchto probiotik pfi prevenci infekéniho prijmu a
prijmu vyvolané¢ho uzivanim antibiotik, jako je naptiklad kolitida zplsobend bakterii
Clostridium difficile. Dalsi generace probiotik obsahovala §ir$i spektrum mikroorganismu

s po¢tem od 108 do vice nez 10 organismii (Wieérs et al., 2020).
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Dftive, nez byl objeven mikroskop, méli lidé znalosti o ptipraveé riznorodych mlécnych
vyrobkll s odliSnou chuti a strukturou. Tato rozmanitost vznikla v disledku riznych
mikrobidlnich reakci, jeZ byly vyvolany riznymi mikroorganismy (Amara & Shibl 2015). Jiz
na zacatku 20. stoleti projevil vyrazny zdjem o proces mlééného kvaseni rusky védec a
imunolog Ilja Mec¢nikov, ktery pracoval pro Pasteurtiv Gstav v Pafizi a byl ocenén Nobelovou
cenou v medicing za své prace v oblasti imunologie v roce 1907 (Markowiak & Slizewska
2017).

3.2.2 Zdravotni piinosy probiotik

Probiotika plni v lidském téle fadu uzite¢nych funkci, z nichz klicovym ptinosem je
jejich schopnost ovlivnit vyvoj mikroorganismi v lidském travicim systému. Timto zptisobem
se bakterie snazi udrZet optimalni rovnovahu mezi $kodlivymi patogeny a prospéSnymi
bakteriemi, které jsou nezbytné pro spravné fungovani lidského téla (Markowiak & Slizewska,
2017).

Mikroorganismy, které vyhovuji stanovenym kritériim, jsou vyuzivany pii vytvaieni
funkénich potravin a pii zachovani potravinaiskych produktt (Markowiak & Slizewska 2017).
V potravinaiském fermenta¢nim primyslu jsou €asto vyuzivany mikrobidlni kmeny, zejména
laktobacily. Bakterie rodu Lactobacillus maji schopnost vytvaiet nizké pH prostfednictvim
produkce kyselin, pfedev§im kyseliny mlé¢né, a zaroven produkuji primarni a sekundérni
antimikrobialni latky, jako jsou bakteriociny, peroxid vodiku, diacetyl a CO, (Dahiya & Nigam
2022).

Pro dosazeni pozitivnich u€inki probiotik je klicové, aby aktivn€ vyuzivaly imunitni,
hormondlni a neurologické mechanismy k chemickému ¢i fyzikdlnimu potlaceni rhstu
patogennich bakterii, jako jsou naptiklad Enterococcus faecalis, Salmonella enterica subsp.
enterica serotyp Enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus a E. coli
(Oniszczuk et al., 2021). Probiotika obsahujici zejména Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactococcus a Streptococcus byla zkouména jako potencialni terapeuticka alternativa pro
zmirnéni nékterych neurologickych a psychiatrickych onemocnéni. Vysledky této studie
naznacuji, ze tyto specifické kmeny probiotik vyrazné piispély ke zlepseni psychologickych
ptiznaki, vCetn¢ deprese, stresu a uzkosti (Gomaa 2020).

Mechanismus uc¢inku probiotik pravdépodobné spociva v redukci zanétlivych cytokini
a interakci s mozkem prosttednictvim specifickych nervovych drah. Tato interakce nasledné v

kone¢ném dusledku indukuje zmény ve funkci neurotransmitert (Gomaa 2020). Funkéni
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potraviny s aktivni Zivou populaci probiotik a samotna probiotika ziskdvaji stale vétsi popularitu
a uznani v oblasti zdravi. Konzumace potravin obsahujicich probiotické kultury pfispiva k
udrZeni rovnovahy mikroorganismii v travicim systému hostitele. Rada vyzkumt potvrdila
pozitivni U€inky probiotik v prevenci stfevnich potizi, ochrané ptfed rakovinou, posileni
imunitnich funkci, zmirnéni pfiznakti syndromu drazdivého tra¢niku (IBS), snizeni hladiny

cholesterolu a dal$ich procesech, jak je popsano Vv tabulce €. 1 (Dahiya & Nigam 2022).

Tabulka &. 1: Uloha stievni mikrobioty ve zdravi a nemoci (upraveno podle Dahiya &

Nigam 2022)

POZITIVNI UCINKY SKODLIVE UCINKY

) ) Gastrointestinalni poruchy, zvysené
Dilezita role pfi traveni o ]
riziko prijmu

Dodavani zivin syntézou vitamint a L
Metabolické poruchy

antioxidanti
Degradace xenobiotik Onemocnéni ledvin
Rakovina tlustého stfeva, syndrom
Budovani a stimulace imunitniho drazdivého trac¢niku (IBS), zanétlivé
systému snizenim zanétu ve stfevech onemocnéni stiev

Onemocnéni stiev (IBD)

Vyvoj kognitivnich schopnosti, osa N
Pokles kognitivnich schopnosti
stfevo-mozek

Zlepseni metabolismu lipida Zangt jater

Ochrana pted patogeny, ochrana

Obezita
epitelovych buné¢k stfeva

Inaktivace uto¢nikt a oportunnich

Vznik a prubéh infekéniho onemocnéni
mikrobt

Citlivost na inzulin Inzulinova rezistence, Diabetes millitus

Prevence kardiovaskularnich o
zvysené riziko CVD
onemocnéni

Probiotika mohou byt také ucinnym prostiedkem k prevenci dysbidzy, ktera miize nastat
pfi naroénych podminkach, jako jsou dlouhodobé antibioticka 1écba, vysoky fyzicky nebo
psychicky stres a chronickd onemocnéni. Optimalni vyuziti probiotik zavisi na ptesné davce,
délce podavani, vhodné vybraném kmenu a udrZeni téchto mikroorganismi v travicim systému.
Pii vybéru probiotickych kmenii je nezbytné dodrzovat normy bezpecnosti, u¢innosti a
technologické vhodnosti stanovené smérnicemi WHO, FAO a EFSA jak je uvedeno v tabulce
&.2 (Markowiak & Slizewska, 2017)
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Tabulka ¢. 2: Vybérova kritéria probiotickych kmend (upraveno podle Markowiak &
Slizewska 2017).

KRITERIUM POZADOVANA VLASTNOST

Lidsky nebo zvifeci ptivod

Izolovano z gastrointestinalniho traktu zdravych jedinct

Historie bezpecného pouziti

Piesna diagnosticka identifikace (fenotypové a genotypové

BEZPECNOST znaky)
Absence tdaju o souvislosti s infekénim onemocnénim

Absence schopnosti §tépit soli zlu¢ovych kyselin

Zadné nezadouci ucinky

Nepfitomnost genli odpovédnych za rezistenci k antibiotikim
lokalizovanych v nestabilnich prvcich
Konkurenceschopnost vii¢i mikrobioté obyvajici stievni
ckosystém
Schopnost piezivat a udrzovat metabolickou aktivitu a rust v
cilovém misté

Odolnost vuci zlu€ovym solim a enzymim

Odolnost vici nizkému pH v zaludku

Konkurenceschopnost vii¢i mikrobialnim druhiim obyvajicim
stfevni ekosystém (vcetné blizce pfibuznych rodt)

FUNKCNOST — — .
Antagonisticka aktivita vic¢i patogentim (e.g., H.
pylori, Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Clostridium
difficile).

Rezistence viéi bakteriocinim a kyselinam produkovanym
endogenni stfevni mikrobiotou

Adherence a schopnost kolonizovat nékteré konkrétni mista v
hostitelském organismu a odpovidajici mira preziti v
gastrointestinalnim systému

Snadna produkce velkého mnozstvi biomasy a vysoka
produktivita kultur
Zivotaschopnost a stabilita pozadovanych vlastnosti
probiotickych bakterii béhem procesu fixace (zmrazeni,
lyofilizace), ptipravy a distribuce probiotickych produkti

TECHNOLOGICKA Vysoka mira pteziti pii skladovani v hotovych vyrobcich (v
POUZITELNOST aerobnich a mikroaerobnich podminkéch)

Zaruceni pozadovanych senzorickych vlastnosti hotovych
vyrobki (v pfipadné potravinarského priamyslu)

Geneticka stabilita

Odolnost vuci bakteriofagim

Existuje nékolik identifikovanych mechanismi, které objasiiuji, jak probiotika plisobi
proti onemocnénim stievniho traktu. Kolonizace piedstavuje jednu z nejefektivnéjsich metod,
jak probiotické bakterie jsou schopné potlacit rist patogennich mikroorganismii pomoci
produkce riznych inhibi¢nich latek, jako jsou organické kyseliny, kratké mastné kyseliny, oxid
uhlicity, peroxid vodiku, acetaldehyd, acetoin, diacetyl, bakteriociny a latky s inhibi¢nim

uc¢inkem podobnym bakteriocinum (Yadav et al., 2022).
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Bakteriociny jsou peptidy nebo proteiny, které vznikaji v ribozomech bakterii a maji
schopnost ptisobit jako antimikrobialni latky. Tyto latky jsou produkovany nékolika druhy
bakterii, které vykazuji schopnost ucinkovat proti rliznym patogennim bakteriim, v€etné
Listeria, Clostridium, Staphylococcus a Bacillus (YYadav et al., 2022).

Nekolik studii potvrdilo, Ze Gprava stfevni mikrobioty pomoci probiotik a transplantace
fekalni mikrobioty muize mit vliv na metabolismus hostitele. Tyto vyzkumy se zamé&fuji na
Sirokou $kalu mikroorganismu, véetné¢ tradi¢nich probiotik jako jsou Lactobacillus a
Bifidobacterium, kvasinky Saccharomyces boulardii, a novéji zkoumané kmeny jako je A.
muciniphilaa Faecalibacterium prausnitzii, které jsou povazovany za prospésné bakterie nové
generace. VSechny tyto mikroorganismy podpofily zlepSeni integrity stfevni bariéry, sniZeni
zanétu, a nakonec zlepseni rovnovahy glukozy. Kvasinky S. boulardii byly podrobné zkoumany
v souvislosti s poruchami a zanétem stievni bariéry. Vedlejsi pozitivni G¢inky téchto kvasinek
jsou predevsim spojovany s antimikrobidlnimi a antitoxickymi vlastnostmi a také s jejich
schopnosti podporovat rist stfevni sliznice. Bakterie a kvasinky posiluji stfevni bariéru
prostfednictvim rtiznych mechanismi, vcetné uvolfiovani mastnych kyselin s kratkym
fetézcem, jako jsou butyrat a propionat. Tyto mastné kyseliny hraji kli¢ovou roli pti regulaci
mnoha funkci, véetné exprese genti skrze Histon deacetyldzy a interakei s receptory spojenymi

s G proteiny, naptiklad GPR-43 a GPR-41 (Wieérs et al., 2020).

3.2.3 Druhy probiotik

Riiznorodé¢ bakterie a houby vykazuji probiotické vlastnosti, pfi¢emz ¢asto vyuzivana
probiotika patii do skupin Lactobacillus a Bifidobacterium. Tyto kmeny jsou souéasti bézného
lidského mikrobiomu, jsou povazovany za bezpecné, nepiedstavuji riziko nemoci a jsou
hlavnimi typy bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK). Kromé téchto skupin sem také patii bakterie
Streptococcus, Enterococcus, Bacillus a Saccharomyces. Mezi bézné identifikované druhy patii
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Bifidobacteriumlongum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium infantis (Zawistowska-rojek & Tyski 2018).
Bakterialni kmeny nebo druhy s probiotickymi vlastnostmi jsou schopné vykonavat prospésné
nebo terapeutické ucinky, véetné posileni obrannych mechanismu hostitele a redukce zanétu
zpusobeného patogennimi organismy (Here et al. 2022).

Bakterie Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium adolescentis
a Bifidobacterium pseudocatenulatum, pfirozené syntetizuji vitaminy skupiny B (B1, B2, B3,

B6, B8, B9, B12) v lidském téle. Tyto bakterie rovnéz pfispivaji k posileni imunitniho systému,

22



podporujiabsorpci vitaminti a mineralti a podnécuji tvorbu organickych kyselin a aminokyselin
(Markowiak & Slizewska 2017). Vyjimeéné vysledky byly zaznamenany pti vyuzivani uréitych
typt laktobacilti a bifidobakterii, které prokazaly mimotadnou efektivitu pti lécbé prijmt u
novorozencl.. Bylo ovéfeno, ze probioticky produkt VSL#3, obsahujici kombinaci osmi
ochranny uc¢inek modelu stfevniho zanétu u mysi. V klinickych studiich byly prokazany
terapeutické ucinky vybranych probiotickych kmend pii 1écbé zanétlivych stfevnich
onemocnéni (IBD). Zvlasté u pacientl s pouchitidou byl pozorovan pozitivni efekt uzivani
VSL#3, u ulcerdzni kolitidy byl u¢inny Escherichiacoli Nissle 1917 a u syndromu drazdivého
tracniku (IBD) byly piinosné kmeny Lactobacillus salivatius UCC4331 a Bifidobacterium
infantis 35624. Peroralni aplikace kmenu Lactobacillus plantarum mysim s deficitem
interleukinu (IL)-10 snizuje zavaznost pfirozené kolitidy. Novéjsi studie na laboratornich
mysich modelech také naznacuji, ze Lactobacillus casei BL23 muze posilovat systémovou
imunitu a chranit pfed stfevnim zanétem a kolorektarnim karcinomem. Bifidobacterium
animalis subsp. lactis CNCM 1-2494, probioticky kmen s dlouhou historii vyuziti
ve fermentovanych mlécénych vyrobcich, byl schopen obnovit integrity stievni bariéry béhem
sttevniho zanétu. Kromé toho bylo zjisténo, ze L. casei mlze posilovat imunitni odpovéd’ u
déti, které dostavaji oralni vakcinu proti rotavirim, vedouci k akutnim prijymim u kojenct a
malych déti v rozvojovych zemich (Bermudez-Humaran & Langella 2017).

Enterococcus je tfetim nejrozsifenéj$im rodem bakterii, ktery produkuje kyselinu
mlécnou. Ackoliv neni tolik vyuzivan jako probiotikum ve srovnani s Lactobacillus a
Streptococcus, existuji osvédcené formy enterokokovych bakterii s probiotickymi vlastnostmi.
Mezi né patti Enterococcus faecalis Symbioflor 1 a Enterococcus faecium SF68, které jsou
uspésné vyuzivany pii 1é¢bé opakujicich se ptipadd sinusitidy, bronchitidy, faryngitidy a
prujmi. Dalsim kmenem bakterii je Enterococcus lactis, ktera byla identifikovana v mléénych
vyrobcich poprvé v roce 2012. A ipfiesto, Ze se v soucasné dob€ bézné nevyuziva jako komercni
produkt jeji probiotické vlastnosti byly predmétem né€kolika vyzkumnych studii (Fu et al.,
2022).

Escherichia coli je pfirozenou soucasti lidské mikrobioty a piedstavuje perspektivni
nastroj pro aplikace v oblasti medicinského inzenyrstvi. Zvlasté se vyzdvihuje Escherichiacoli
Nissle 1917 (EcN), ktera patti mezi nejvyuzivanéjsi kmeny, diky své schopnosti k jednoduché
genetické manipulaci a probiotickym vlastnostem (Yan et al. 2021). Bylo prokazano, ze (ECN)
podporuje tvorbu antimikrobialnich peptidd, zvySuje schopnost obranné bariéry a posiluje

imunitni reakce v tkanich hostitele. Tato bakterie je schopna produkovat riizné antimikrobialni
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latky a enzymy vcetné siderofort, které vazou zelezo baktericidnich mikrocinti a proteaz. Tato
schopnost umoznuje probiotickému kmenu EcN konkurovat jinym kmentim E. coli a
pfibuznym enterobakteriim (Here et al., 2022). Tento urcity typ bakterii, identifikovany
sérotypem O6:K5:H1, je bezpecny a prokazuje schopnost potlacovat rist nebezpecnych
mikrobu v lidském stievé, véetné bakterii jako Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae, Yersinia
enterocolitica, Salmonella enteritidis a invazivni formy bakterie E. coli. Navic existuje dostatek
nastroju molekularni biologie pro genetické inzenyrstvi tohoto kmene EcN (Yan et al., 2021).
Dalsi probioticky kmen, ktery prokazal pozitivni ucinky na lidské zdravi, je kvasinka
Saccharomyces boulardii (S. boulardii) CNCM 1-745. Tento nebakterialni mikroorganismus
ptredstavuje prvni kvasinku, ktera podporuje zdravi hostitele. Mezi jeji i€inky patii snizovani
zanétl, omezeni nadmérné stievni sekrece, neutralizace toxint, posileni imunitniho systému a
schopnost potla¢it nadmérny rist bakterii (Buts & De Keyser, 2010). Podavani kvasinky S.
boulardii mize prispét k 1é¢bé infekci jako jsou Helicobacter pylori, prijmu (véetné infekci
Clostridium difficile, prijmt spojenych Suzivanim antibiotik a cestovatelskych prijmi),
zanétlivé sttevnich onemocnéni (IBD), syndromu drazdivého tra¢niku (IBS), kandid6zou,
dyslipidemie a rovnéz ke gastrointestinalnim symptomim spojenym S bakterialnim
preristanim tenkého stfeva (SIBO) u pacienti s roztrousenou sklerézou (Kazmierczak-

Siedlecka et al., 2020).

3.3 Salmonella

Bakterie rodu Salmonella patii do ¢eledi Enterobacteriaceae (McQuiston et al., 2008).
Jedna se o bicikaté tycCinkovité gramnegativni fakultativni anaeroby, jejichZ primarnim
vyskytem je travici trakt (Wang et al., 2020). Tato bakterie je adaptabilni a dokaze ptezit a
rozmnozovat se v riznych vnéjsich prostiedich jako jsou potraviny, voda, ptida a vodni toky
(McQuistonet al., 2008). Dale je schopna rust pii teplotach mezi 8 a 45 stupni Celsia, snasi pH
v rozmeziod 0,4 do 9,0 a je schopna pfezivati pii nizké aktivité vody (Ronnqvist et al., 2018).
Salmonella patifi mezi hlavni zdroje potravinové pienosnych infekci, které zpusobuji
onemocnéni, mortalitu a vyznamné zdravotni problémy ve vSech ¢astech svéta (Wang et al.,
2020). Salmonella se déli na dva druhy, a to Salmonella enterica a Salmonella bongori.
Salmonella enterica se dale déli do Sesti poddruhd (Smith et al., 2016) (enterica I, salamae II,
arizonae llla, diarizonae IlIb, houtenae IV a indica VI) (Sanchez-Vargas et al., 2011), pficemz

kazdy poddruh se odliSuje biochemickymi vlastnostmi a citlivosti k bakteriofagim (Smith et
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al., 2016). Salmonelly enterica se obvykle §ifi kontaminovanymi potravinami nebo vodou
pomoci fekalné-oralni cesty. Pii vstupu do téla se Salmonella usazuje v tenkém sttevé, kde
uptednostiiuje prichyceni na sliznici a nasledné napada epitealni buniky v terminalnim ileu. Po
pfekonani ochranné vrstvy epitelu interaguje s fagocyty jako jsou dendritické buiky a
makrofagy (Wang et al., 2018). Bakterie Salmonella enterica je citliva na kyseliny a musi
pfekonat bariéru zalude¢nich kyselin, aby se uspesné usadila v kone¢ném tseku tenkého stieva.
Béhem akutni stievni horecCky bylo prokazano potlaceni sekrece zaludecni kyseliny, ktera se
pozdéji obnovuje a toto potlaceni je spojeno s vaznosti infekce. Schopnost organismu snaset
kyselinu mize byt klicovym faktorem urcujicim jeho schopnost pfechodu do tenkého stieva a
muze se liSit v zdvaznosti na konkrétnim sérovaru, ktery organismus infikuje (Crump et al.,
2015).

Na rozdil od Salmonelly enterica nema Salmonella bongori zadné poddruhy (Sanchez-
Vargas et al., 2011) a je povazovana za samostatny druh diky svym charakteristickym

klinickym vlastnostem (Yin & Zhou, 2018).

3.3.1 Salmonelové infekce

Salmonelové infekce jsou celosvétovou hrozbou pro vetejné zdravi, zejména v
rozvojovych zemich (Smith et al., 2016). Kazdoro¢né se 1 z 10 lidi nakazi onemocnénim
prenasenym potravinami (Zhaet al., 2019). Tato onemocnéni vyvolavaji riizné typy infekcnich
onemocnéni jak u lidi, tak u zvifat, pficemz nejcastéj$im projevem je gastroenteritida. Pfiznaky
infekce NTS (Netyfoidni salmonelozy) jsou zpsobeny rozmnozovanim bakterii ve sttevnim
epitelu, coz vyvolava prijem prostiednictvim zanétlivych procest a ptisobeni toxinti (Smith et
al., 2016). Symptomy gastroenteritidy mohou zahrnovat stievni potize, kire¢e a horecku. Vétsina
pacientl se obvykle uzdravi do 4-7 dni (Yin & Zhou 2018).

Podle virulence 1ze salmonely rozdélitna dvé kategorie: tyfoidni a netyfoidni sérotypy
znamé jako NTS (Zha et al., 2019). Sérotypy S omezenym hostitelskym spektrem nebo
specifické pro urcité hostitele obvykle dominuji ve svém jediném hostiteli. Mezi n¢ patfti
Salmonella Typhi, ktera zpusobuje bii$ni tyfus u lidi, Salmonella Abortusovis u ovci,
Salmonella Gallinarum u kufat a dalSich druhti ptaka s dlouhymi zobaky, Salmonella
Choleraesuis u prasat a Salmonella Dublin u skotu. V primyslové rozvinutych zemich jsou
non-tyfoidni salmonely (NTS), vcetné S. Typhimurium a S. Enteritidis, hlavni pfic¢inou
salmonelového prijmu u zdravych jedinch a odpovidaji za vice neZ polovinu vSech

zaznamenanych ptipadi salmonelézy (Mkangara 2023). S. Typhimurium je obvykle zptisobena
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pozitim syrovych nebo kontaminovanych dribezich vyrobk, které se §iti fekalné-oralni cestou.
U osob s oslabenym imunitnim systémem mize S. Typhimurium zptsobit zavazné onemocnénti,
které vyzaduje 1é¢bu antibiotiky nebo dokonce hospitalizaci (Wemyss & Pearson 2019).

Infekce zptisobené bakterii Salmonella enterica mohou v oblastech s omezenymi
zdravotnimi zdroji Casto vyvolat onemocnéni krevniho ob&hu. Diagnéza téchto infekci je
obvykle velmi obtizna a je spojena s vysokou umrtnosti (Crump et al., 2015). Sérotypy
Salmonella enterica (S. enterica) Typhi (Zha et al., 2019), Paratyphi A, Paratyphi B a Pratyphi
C (Crump et al., 2015) obvykle zptusobuji u lidi onemocnéni znamé jako biisni tyfus, ktery se
projevuje celkovou infekci organismu, horec¢kou a travicimi problémy, véetné prijmu (Zha et
al., 2019).

Tyfoidni salmonely, zejména Salmonella Typhi a Salmonella Paratyphy A, jsou
bakterie, které infikuji lidi a zptsobuji onemocnéni znamé jako stifevni horecka. Salmonella
Paratyphi B a C jsou specializované na infekci zvifat, piedevsim vyssich primati, a vyvolavaji
kontaminovanou vodou nebo potravinami, které¢ byly znecistény lidskymi vykaly (Crumpetal.,
2015). Béhem akutni faze biiSniho tyfu mohou S. Typhi, které se vylucuji v moci a vykalech
infikovanych jedinct, pfenaset na blizké kontakty pomoci kontaminovanych potravin béhem
jejich pripravy nebo manipulace. Tento kratkodoby pifenos se obvykle d&je u jedinct, ktefti
mohou byt do¢asnymi nebo chronickymi nositeli s nedostate¢nymi hygienickymi navyky.
Naopak, dlouhodoby pifenos Casto nastdva prostfednictvim konzumace vody zneciSténé
lidskymi vykaly nebo plodin zavlazovanych necistymi odpadnimi vodami (Hoffman et al.,
2023). Infikovani pacienti Casto zazivaji pfechazejici symptomy jako jsou bolesti hlavy, bficha
a gastrointestindlni potize (v€etné prijymil nebo zacpy). Tyto ptiznaky jsou nésledovany
horeckou, ktera se miize objevit az po inkubaéni dobé trvajici jeden tyden nebo déle. Bylo
identifikovano né¢kolik faktort, které ovliviiuji riziko a ochranu hostitele pfed infekci
salmonelovym tyfem (Crump et al., 2015).

Netyfoidni salmoneloza (NTS) zahrnuje vSechna onemocnéni zplsobena ruznymi
sérotypy bakterie Salmonella u lidi, ktera jsou, s vyjimkou specifickych sérotyptu spojenych
s tyfoidni horeckou: Typhi a Paratyphi A-C. Salmonelo6za, piedstavuje akutni gastroenteritidu,
ktera se obvykle §ifi Gsty. (Kurtz et al., 2017). Frekvence vyskytu invazivniho onemocnéni je
ovlivnéna imunitni odpovéd hostitele (Mkangara 2023). Akutni enterokolitida je
charakteristickym stavem salmoneldzy projevujicim se zanétlivym prijmem. Tento
symptomaticky jev je vzacny u jedinct infikovanych invazivnimi sérotypy, jako je Salmonella

Typhi. Kinfekci obvykle dochazi po konzumaci vice nez 50 000 bakterii, které jsou obsazené
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v kontaminované potravé nebo vodé. Symptomy se nejc¢astéji projevuji do 6 az 72 hodin po
nakazeni (Kurtz et al., 2017). Krevni infekce je zjiSténa u priblizné 6 % pacientu trpicich
prijmovou enterokolitidou. Nejvice ohrozeni jsou kojenci, malé déti, starsi jedinci a osoby
s oslabenym imunitnim systémem (Crump et al., 2015).

Vétsinou jde o stievni zanét, ktery obvykle samovolné ustupuje do 5-7 dnti, nicméné u
ztraté tekutin, mize byt nezbytna rehydratace prostfednictvim tekutin podavanych tsty nebo
intravenozné (Kurtz et al., 2017). U kojencti a jedinct s oslabenym imunitnim systémem nebo
zakladnim onemocnénim, jako jsou chronicka onemocnéni (diabetes, srde¢ni choroby nebo
respiracni onemocnéni a dalsi), mize dojit k onemocnéni i pfi menSim mnozstvi bakterii, coz
zvySuje moznost pitimého prenosu mezi lidmi, 1 kdyZ je to vzacné. Z toho diivodu jsou infekce
netyfoidnimi salmonelami ¢ast&jsi u déti, zejména u téch mladsich nez 2 roky (Chen et al.,
2013).

I ptes rostouci pocet ptipadl infekci zptisobenych netyfoidnimi salmonelami (NTS) je
umrtnost Z gastroenteritidy zptisobené salmonelami pfedev§im omezena na rozvojové zemé.
Dtivodem je nedostatek €isté vody a nedostate¢né hygienické podminky a také nedostate¢nou
zdravotni infrastrukturou. Tento nedostatek muze vést k opozdéné diagnoze a kmeny bakterii
odolné vi¢i antibiotikiim mohou zustat nepoznané. V soucasné dobé neexistuji vakciny proti
netyfoidnim kmentim salmonel, a to pravdépodobné kviili vysoké variabilité mezi témito

kmeny a nedostate¢nému poznani ochrannych antigent (Kurtz et al., 2017).
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4 Metodika

Prace je zpracovana formou literarni reSerSe se zaméfenim na probiotika s ochrannym
efektem proti salmonelovym infekcim. Zabyvat se bude podrobnym popisem rtiznych typt
probiotik, véetné uZite¢nosti ke stievni mikrobioté. Prace bude obsahovat laboratorni pokus

zaméfeny na stanoveni probiotickych vlastnosti.

4.1 lzolace a identifikace bakterialnich kmenu

Ruzné typy komenzalnich bakteridlnich kment byly izolovany z tlustého stfeva a
vykali divokych a domestikovanych prasat a prasni¢ek. Odebrané vzorky byly pfeneseny do
zkumavek, které obsahovaly trypton (5 g/l), zivy bujon €. 2 (5 g/1), kvasnicovy extrakt (2,5 g/l)
(v8e Oxid, Basingstoke, UK), L-cystein (0,5 g/l), tween 80 (1 ml/l) (oba produkty od Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a glycerol (30 %) (V.W.R., Radnor, PA, USA). Po odebrani
vzorkl a jejich preneseni do laboratoie pro analyzu byly probiotické kmeny inkubovany a
kultivovany béhem noci pii teploté 37 °C. Nasledné¢ byla provedena sériova fedéni vzorki
V logaritmickém méfeni 10. Tato fedéni byla aplikovdna na riznd média pro kultivaci pti

ruznych kultivaénich podminkach (tabulka €. 3).

Tabulka €. 3: Kultiva¢ni média a podminky pouzité pro izolaci bakterii ze vzorka

prasat

Cilové skupiny bakterii Kultiva¢ni médium Podminky kultivace

WSP agar, norfloxacin (100 mg/), mupirocin
Bifidobakterie (100 mg/1 (oboji Oxid), ledova kyselina octova 37 °C, 48 h, anaerobidza
(1 mi/) (Sigma-Aldrich)

Rogosa agar (Oxid), kyselina octova (1,32 ml/l) 37 °C, 72 h, mikroaerobni

Laktobacily (Sigma-Aldrich) podminky
37°C,48h
Sporulaty WSP agar/Tryptone Soya agar (Oxid) anaerobidza/aerobi6za; 80 °C
po dobu 10 min pfed kultivaci
Koliformni bakterie TBX agar (Oxid) 37 °C, 24 h, aerobioza

Wilkins-Chalgrentv agar, sojovy pepton (5 g/l)
Celkové anaeroby (oboji Oxid), L-cystein (0,5 g/l) tween 80 (1 37 °C, 48 h, anaerobioza
ml/l) (oboji Sigma-Aldrich), WSP agar

Bakteridlni kmeny byly ziskany na zdkladé¢ rozdilnych charakteristik kolonii
pozorovanych na vSech pouzitych médiich. Pro nasledujici faze kultivace byly splnény
pozadavky na dostupnost kysliku, udrzeni pozadované teploty a ptitomnost vhodného média.

Bifidobakterie byly umistény na Wilkins—Chalgren agar (Oxid) doplnéném cysteinem (0,5 g/1),
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sojovym peptonem (5 g/l) atweenem 80 (1 ml/1), zatimco Lactobacilly byly kultivovany v MRS
broth (Oxid). Poté byly u téchto probiotickych kmeni mikroskopicky zkouméany jejich
morfologické vlastnosti, ovéfena jejich Cistota a néasledné byly analyzovany ribozomalni

bilkoviny pomoci metody MALDI-TOF-MS.

4.2 Priprava médii

Pro provedeni mikrobiologického rozboru byly pfichystany fedici fady (Tabulka 4).

Tabulka ¢€. 4: SlozZeni fedici fady

Material MnozZstvi
Destilovana voda 1000 ml
Nutrienth broth 59
Trypton 59
Tween 80 0,5 ml
Yeast extract 259
Cystein 0,25¢

Anaerobni podminky téchto roztokt byly zajistény pomoci metody roll-tube metody
podle Hungateho (1969). Béhem této metody dojde k zamezeni bakterii a kultivaéniho média
s kyslikem tim, ze se vzduch v kultivaé¢ni nadobé vymeéni za bezkyslikaty plyn, jako je naptiklad
oxid uhlicity, vodik, dusik nebo jejich smés. Odstranéni kysliku probihalo v kolon¢ orientované
vertikaln€ obsahujici méd’ (v podobé hrubych médénych pilin). Kolona byla ohfivana na 350
°C pomoci civky. Redukce médi byla provedena proudénim plynného vodiku kolonou odspodu
nahoru. Aby se predeslo moznému vybuchu, bylo nezbytné kolonu naplnit oxidem uhli¢itym,
coz zajistilo odstranéni veskerého kysliku. Oxid uhli¢ity nebo v ptipadé potieby dusik byly do
kolony pfidany postupné a pomalu — prostiednictvim bublani roztoku. Po odstranéni kysliku

nasledovala sterilizace média.

4.3 Mikrobiologicky rozbor

Pro provedeni mikrobiologické analyzy fekalnich vzorki bylo nejprve nezbytné zvazit
a pfesné odméfit mnozstvi vzorki pro dalsi zfedéni. Poté byl vzorek diikladné homogenizovan
pomoci vortexu a injek¢ni stiikackou prenesen 1 ml do dal$iho zfedéni. Postupné byl vzorek

ziedén az do koncentrace 10° pomoci desitkového fedéni. Samotna mikrobiologickéa analyza
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probihala deskovou metodou. Do velkych Petriho misek o priméru 35 mm bylo aplikovano 0,5
ml inokula, které bylo nasledné zalito odpovidajicim agarem. Tyto misky byly uzavieny a
kultivovany v anaerostatu za anaerobnich podminek vytvofenych AnaeroGenem po dobu 48
hodin pfi teploté 37 °C. Po uplynuti 48 hodin byl proveden pocet kolonii na kazdé pocitatelné
Petriho misce, ktery byl poté zdvojnasoben. Nasledné byl vypocten dekadicky logaritmus poctu
kolonii tvoficich jednotku na gram (logl0 KTJ/g). Pfed samotnou analyzou byly izolaty
narostlych kolonii odebrany do selektivnich médii. Za aseptickych podminek byly z kazdého
vzorku odebrany mikrobiologickou klickou ¢tyfi odlisné kolonie, které byly pfeneseny do
zkumavek s pfipravenym anaerobnim prostiedim s neselektivnim médiem pro kultivaci

odebranych izolati pti 37 °C po dobu 24 hodin.

4.4 ldentifikace metodou MALDI-TOF MS

Pro identifikaci na druhovou troven byla vyuzita hmotnostni spektrometrie MALDI-
TOF. Jedna se o Setrnou ionizacni techniku, pii které dochazi k tvorb¢ iontti bez fragmentace
molekul. Z narostlé ¢isté kultury byl pomoci sterilni jehly odebran objem 1 ml, ktery byl
ptenesen do sterilnich 1,5 ml ependorfek. Ty byly nasledné odstiedény po dobu 2 minut pii
rychlosti 14 000 otacek. Po odstfedéni byl supernatant odstranén. K peletu, ktery sedimentoval
na dn¢ zkumavky, bylo ptidano 500 ul 70 % ethanolu. Tento vytvotreny roztok byl nasledné
opét centrifugovan pti 14 000 otackach po dobu 2 minut. Supernatan byl znovu smichan a zbyly
ethanol byl opatrné odstranén pipetovanim, aby nedosSlo k poruseni sedimentu. Poté bylo
k peletu ptidano 15 ul 70 % kyseliny mravenci (CH20z) a 15 pl 100 % acetonitrilu (C2H3N),
coz vede k naruSeni buniky a uvolnéni ribozomalniho proteinu. Pro promichani CH,O, a CoH3sN
byla vyuzita tiepacka (Vortex) po dobu 30 sekund a poté byly vzorky znovu umistény do
centrifugy a centrifugovany po dobu 2 minut pii 14 000 otackach.

Hotovy supernatan byl aplikovan na MALDI desticku ve dvou kopii o objemu 1 pl. Po
uschnuti byla na vzorky aplikovana matrice MATRIX v mnoZzstvi 1 pl. Po zaschnuti desticky
V pokojové teploté byla piipravena k analyze. Pro analyzu byl vyuzit ptistroj MALDI-TOF
Autoflex Speed od spole¢nosti Bruker a ziskana spektra byla vyhodnocena pomoci softwaru
Bruker MALDI Biotyper. Analyzovany vzorek se porovnava s databazi spektralnich informaci,
aby byl identifikovan rod, druh, poddruh nebo kmen zkoumaného mikroorganismu.

Vyhodnoceni vysledkit MALDI-TOF MS vysvétluje tabulka 5.
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Tabulka 5: Vyhodnoceni vysledki MALDI-TOF MS

Rozsah Vyhodnoceni Barva
2,00 -3, 00 Identifikace druhu s vysokou mirou jistoty
1,70 - 1,99 Identifikace s nizkou mirou jistoty — jista

rodova piislusnost

0,00-1,69 Identifikace organismu nelze provést

4.5 Testovani antimikrobialni aktivity

Pro urceni antimikrobialni aktivity byla pouzita metoda difazniho testu. Do celkového
po¢tu bylo zafazeno a podrobeno testovani 200 potencionalnich probiotickych kment
z exkrementu divokych a domacich prasat. Tyto kmeny byly testovany na pusobeni proti E.
Coli 045, E. Coli 055, Salmonele LT2 a Salmonele STM. Pro hodnoceni antimikrobidlni
aktivity bylo nejprve nezbytné ziskat supernatant z kment, které vykazovaly potencialni
probiotické vlastnosti. Tento krok byl proveden pomoci centrifugace bakterii pti 12 000
otackach po dobu 5 minut. Na Petriho misku byl nanesen 1 ml pies noc narostlého patogenniho
kmene, ktery byl pielit ptislusnym 20 ml kultivatnim médiem. Pro rist E. Coli a Salmonelly
byl pouzit agar Wilkins-Chalgren (Oxid) doplnény o cystein (0,5 g/l), sojovy pepton (5 g/1) a
tween 80 (1 ml/l). Po ztuhnuti agaru byly nasledné vytvoteny triplikaty o priméru 7 mm za
pomoci sterilniho korkovrtu a ptebytecny agar byl odstranén sterilni jehlou. Do vyhloubenych
jamek bylo nasledn¢ pomoci automatické pipety aplikovano 60 pl supernatantu z potencialné
probiotickych kmenu. Pied kultivaci byly Petriho misky s agarem umistény do lednice pro lepsi
absorpci a rozptyleni supernatantu do médii. Po této fazi byly misky kultivovany 48 hodin pfi
anaerobnim prostiedi v termostatu pii 37 °C. Po kultivaci byly sledovany vzniklé inhibi¢ni zony

v okoli jamek a primér vzniklé zony byl méfen v milimetrech.

4.6 Testovani bakterii k nizkému pH a Zlu¢i

Na odolnost vi¢i zlu¢i a nizkému pH byly vybrany izolaty kment, které byly
identifikovany jako potencionalni probiotika, ktera zaroven vykazovala schopnost inhibovat
rust bakterii.

Pted vlastnim testovanim byly potenciondlni probiotické bakterie kultivovany v WSP
bujonu (Wilkins-Chalgren a sdja pepton) 24 h pii 37 °C. v anaerobnich podminkach. Cistota

téchto kmend byla ovétena mikroskopicky. Nasledn¢ byla bakterialni suspenze pfenesena za
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aseptickych podminek do sterilnich plastovych zkumavek a umisténa do centrifugy.
Centrifugace probihala po dobu 7 minut pfi teploté 20 °C a rychlosti 12 000 otac¢ek za minutu.
Supernatant byl ze zkumavek slit a pelet, ktery zistal na dné¢ zkumavky byl rozpustén ve 2,5
ml fosfatového pufru. Pro uplné odstranéni vsech zbyvajicich latek z pivodniho média byl tento
postup opakovan je$té jednou. Predpfipravena bunkova suspenze byla zockovana do
pripraveného anaerobniho prostiedi. Pro posouzeni tolerance vii¢i nizkému pH byl pouzit
fosfatovy pufr, do kterého byla pfidana ziedéna kyselina chlorovodikova, pH bylo upraveno na
hodnotu pH 3. Medium, které slouzilo k testovani odolnosti vici zlucovym kyselinam,
obsahovalo 1,5 % zlucovych kyselin s pufrem. Jako kontrolni vzorek byl pouzit fosfatovy pufr
spH 7,2. Do takto pripravenych prostiedi byla zaockovana bunkova suspenze 0,5 ml a
inkubovana pfi teploté 37 °C. Z ptipravené suspenze bylo odebrano 0,5 ml do riiznych fedicich
fad, které¢ byly pfipraveny v riznych cCasovych intervalech. Pro testovani tolerance vici
nizkému pH byly stanoveny intervaly jedné a dvou hodin, zatimco pro snasenlivost viici
zlucovym solim byly intervaly stanoveny na dv¢ a tfi hodiny a pro kontrolu byl zvolen interval
0 az 3 hodiny. Z kazdého tedéni bylo odebrano 0,5 ml suspenze na Petriho misku. Kultivace
probihala za anaerobnich podminek 48 hodin. Ze stanovych hodnot byl vypocitan ibytek bunék

béhem inkubace v testovanych prostiedich.

4.7 Testovani autoagregace

Pro hodnoceni autoagregacnich vlastnosti byly vybrany izoldty s potencidlnimi
probiotickymi vlastnostmi. Buiikky jednotlivych izolatl, které projevovaly schopnost
autoagregace Agg (Agg+), se shlukovaly do viditelnych ¢astic a gravitovaly ke dnu zkumavek,
coz vedlo k ¢irému roztoku média. Naopak izolaty bez schopnosti Agg (Agg—) produkovaly
pouze konstantni zakal. Narostlé izolaty v penicilinkach byly pteneseny do sterilnich
zkumavek, které byly dikladné promichany a poté nechany v klidu pti pokojové teplote.
V kazdém jednotlivém intervalu (0, 1, 2, 3, 4, 5) byla odebrana povrchova vrstva suspenze a
poté byl zméten zakal pii vinové délce 620 nm. Procentualni schopnost autoagregace (Agg)
byla vypoctena pomoci nasledujiciho vztahu, kde O.D. ptedstavuje zakal na konci méfeni a

0.D.0 predstavuje zakal na za¢atku méieni.
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4.8 Vypocet CFU

Stabilita a zivotaschopnost bakterialni smési (CFUColony Forming Units) je oznaceni
pro mnozstvi kolonii bakterii, které mohou vzniknout z jednoho vzorku. Tento pocet se
stanovuje pomoci metody, kdy se vzorek aplikuje na pevné médium v Petriho misce a po
inkubaci se pocitaji vzniklé kolonie. Tato analyza je dulezita pii riznych biochemickych a
genetickych experimentech. Vysledny pocet mikroorganismii se obvykle uvadi v urCitém

objemu a poté se piepocitava na 1 ml pavodniho vzorku pomoci vhodného vzorce.

P=[(P1+P2) /11] x F (KTJ/g)

P1, P2 — pocet kolonii na dvou po sob¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
F — pfevracena hodnota vys$siho fedéni

celé ¢islo je nutno zlogaritmovat dekadickych log
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5 Vysledky

5.1 Bakterialni izolace a identifikace

Z analyzy vzorku tlustého stieva a stolice divokych i domacich prasat a selat bylo
celkem identifikovano 284 riznych bakterialnich kmenta. Kazdy izolat byl podroben kontrole
Cistoty a morfologické analyze pod fazovym mikroskopem. Tyto izolaty byly klasifikovany do
47 druht patiicich do 11 riznych rodi, pomoci identifikace MALDI-TOF MS (Tabulka 6).

Tabulka 6: Druhy bakterii izolované ze vzorku tlustého stieva a stolice prasat a selat

Cilené skupiny bakterii Izolované bakterie (pocet izolatii)

Bifidobacterium animalis (12) Bifidobacterium apri (3)
Bifidobacterium boum (9) Bifidobacterium porcinum (12)
Bifidobacterium pseudolongum (8)
Bifidobacterium thermophilium (9) Mitsuokella mulracida (6)

Lacticaseibacillus paracasei (5) Lactobacillus amylovorus (17)
Lactobacillus delbrueckii (2) Lactobacillus antri (2)
Lactobacillus fermentum (2) Lactobacillus johnsonii (5)

Laktobacily Lactobacillus kitasatonis (2) Lactobacillus porci (8)
Ligilactobacillus agilis (2) Ligilactobacillus ruminis (10)
Ligilactobacillus salivarius (3) Limosilactobacillus mucosae
(4) Limosilactobacillus reuteri (18)

Bacillus amyloliquefaciens (2) Bacillus cereus (2)
Bacillus licheniformis (7) Bacillus mycoides (8)
Bacillus paramycoides (5) Bacillus subtilis (8)

Bacillus thuringiensis (1)
Bacillus vallismortis (2) Clostridium cochlearium (3)
Clostridium perfringens (10) Clostridium sporogenes (12)
Paeniclostridium sordellii (8) Paraclostridium bifermentans
(4) Terrisporobacter glycolicus (1)

Bifidobakterie

Sporulaty

Escherichia fergusonii (3) Escherichia coli (11)

Koliformni bakterie Shigella flexneri (4)

Acidaminococcus fermentans (5) Bacteroides uniformis (9)
Enterococcus durans (5) Enterococcus faecalis (9)
Celkové anaeroby Enterococcus faecium (7) Eubacterium tenue (3)
Mitsuokella mulracida (5) Staphylococcus aureus (6)
Staphylococcus warneri (3) Streptococcus alactolyticus (2)

5.2 Kultivac¢ni stanoveni pocta bakterii ve fekalnich vzorcich

Byla provedena mikrobiologicka analyza vybranych 30 raznych bakterialnich kmenti z
tlustého stieva a stolice divokych, domacich prasat a selat. Primérné celkové pocty
kultivovatelnych anaerobnich bakterii (CP) dosahovaly 9,10 + 0,66 log KTJ/g. Pro stanoveni

bifidobakterii byla pouzita dvé selektivni média. Primérné mnozstvi bifidobakterii v médiu
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WSP s mupirocinem a kyselinou octovou (WSP-MUP) ¢inilo 7,96 + 0,40 log KTJ/g, zatimco
v médiu WSP s norfloxacinem, mupirocinem a kyselinou octovou (WSP-NORF) bylo 7,76 +
0,36 log KTJ/g. Pro stanoveni sporulati byl pouzit WSP agar — Tryptone Soya agar, kde
primérna hodnota dosahla 6,70 + 0,40 log KTJ/g, a pro koliformni bakterie bylo naméteno 6,27
+ 0,63 log KTJ/g. Tabulka 7. Z Petriho misek byly odebrany pocitatelné bakterialni kolonie,

které byly nasledné znovu izolovany a kultivovany pro dalsi analyzy.

Tabulka 7: Mnozstvi kolonii tvoficich jednotku (log KTJ/g)

Vzorek CP LBC WSP-MUP WSP-NORF CLOS KOL
1 9,41 9,05 7,61 6,45 6,79 9,43
2 9,43 8,57 7,07 8,19 5,77 9,37
3 8,74 8,16 9,16 7,27 7,7 8,75
4 10,18 9,26 9,18 7,62 7,59 7,86
5 7,7 7,27 6,08 6,83 4.3 8,72
6 10,18 9,87 8,28 6,83 5,06 7,53
7 8,13 7,87 7,7 6,82 7,04 7,21
8 10,07 9,82 8,36 9,08 5,93 6,98
9 9,68 8,86 7,88 6,42 6,11 6
10 9,74 9,26 8,54 7,43 5,06 9,11
11 8,42 7,99 6,78 6,53 7,23 4,23
12 9,16 8,67 9,09 6,79 7,32 5,32
13 9,68 8,86 6,43 7,8 3,3 5,49
14 9,74 9,2 7,95 9,13 4,21 6,13
15 8,42 8,03 6,52 7,39 4,48 5,69
16 9,16 8,67 7,41 9,24 4,68 4,46
17 8,81 7,69 7,88 7,61 4,34 7,65
18 9,22 8,05 9,14 8,59 4,57 6,08
19 9,08 7,3 7,49 7,08 4,51 8,8
20 9,74 8,11 9,25 9,11 4,79 4,49
21 8,1 9,47 7,78 7,41 4,51 4,85
22 8,6 7,69 8,58 8,42 4,79 6,15
23 9,65 7,83 7,13 7,35 5,67 4,89
24 9,56 7,45 9,13 8,74 3,56 5,68
25 7,63 7,6 7,33 7,36 4,49 6,54
26 8,04 7,63 8,63 8,67 4,77 3,79
27 8,62 7,85 7,04 7,68 4 5,11
28 1,77 7,61 9,02 9,17 4,18 4
29 9,33 9,03 7,48 7,15 4,21 4,78
30 8,33 7,61 9 8,75 4,48 3,2
Primér 9,10 £ 0,66 | 8,34 +0,43 7,96 £0,40 7,76 £0,36 6,70 £0,40 | 6,27 +0,63

CP — Celkovy pocet

LBC — Laktobacily

WSP-MUP — WSP s mupirocinem a kyselinou octovou

WSP-NORF — WSP s norfloxacinem, mupirocinem a kyselinou octovou

CLOS — WSP agar — Tryptone Soya agar

KOL — Koliformni bakterie
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5.3 Charakterizace potencialné probiotickych vlastnosti

Vybranych tficet supernatantli, obsahujicich latky uvolnéné z bunék, vykazovalo
schopnost potlacit rust bakterii Salmonella. Velikost inhibi¢nich zon se pohybovala v rozmezi
od 7,00 do 13,33 mm s primérnou hodnotnou 9,23 + 1,29 mm. Naopak u kment E. coli 045,
E. coli 055 nebyl tento ucinek pozorovan. Nejucinngjsi supernatanty proti Salmonelle
pochazely z rodu bakterii Lactobacillaceae, Bifidobacterium, Enterococcus a Clostridium.
PficemZ nejucinngjsi supernatant byl proti Salmonelle Typhimurium LT2 Lactobacillus
amylovorus s velikosti inhibi¢ni zény 10,33 + 0,58 mm a proti Salmonelle STM kmen
Bifidobacteriumthermophiliums velikosti inhibi¢ni zony 13,33 = 0,58 mm. Naopak bakterie z
roda Acidaminococcus, Bacillus, Bacteroides, Escherichia, Paeniclostridium, Paraclostridium,
Streptococcus, Staphylococcus a Terrisporobacter neprojevovaly zadnou antibakterialni
aktivitu vaéi Salmonelle. Hodnoty (pH) aktivnich supernatantd se pohybovaly mezi 3,5 a 4,1.
Po neutralizaci téchto supernatanti jejich schopnost inhibovat rast Salmonelly ztratilaa pH
neaktivnich supernatanti bylo blizké neutrdlni hodnoté nebo mirné kyselé. Obecné byly
testované bakterie citlivéjsi na zlucové Kyseliny nez na nizké pH a pfi expozici nedochazelo k
poklesu o vice nez jeden fad. Antibioticka citlivost testovanych bakterii byla stanovena podle
ptislusnych kritérii EUCAST a Zadny kmen nevykazoval rezistenci vici testovanym
antibiotikim. Na agaru obsahujici krev nebyly zjistény Zzadné zony ani ¢ira, ani zelena barva,
coz naznacuje, ze kmeny bakterii Bacillus spp. nevykazovaly Zadnou hemolytickou aktivitu.
Auto-agregace byla méfena po dobu 24 hodin u 30 kment (viz. ptiloha¢. 1). Nejvyssi hodnotu
auto-agregace po 24 hodinach a zaroven také nejvyssi rychlost auto-agregace vykazovaly

kmeny Bifidobacterium spp. a Lactobacillaceae, s rozsahem vyskytu mezi 21,83 % a 78,00 %.
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6 Diskuze

Stfevni mikrobiota pfedstavuje sloZitym ekosystém mikroorganismi, ktery obyvaji nas
travici trakt. Slozeni této mikrobioty je ovlivnéno riznymi faktory, jako je strava, zivotni styl,
uzivani 1éku nebo genetika (Maukonen & Saarela 2015). Zmény v jejim sloZeni vedou k
riznym onemocnénim vcetné sttevnich zanéta, syndromu drazdivého tracniku nebo dokonce
metabolickych poruch (Milani et al., 2017). Manipulace stfevni mikrobiotou pomoci
probiotickych bakterii nabizi Siroky potencial pro bezpec¢nou a t¢innou lécebnou metodou (Das
et al., 2022). Probiotické bakterie nabizi §iroké moznosti v oblasti obnovy rovnovahy stievni
mikrobioty, ktera mize byt narusena riznymi faktory, véetné uzivani antibiotik nebo nevhodné
stravy. Probiotika mohou nejen pomoci obnovit rovnovahu mikroorganismd, ale také podporuji
traveni, zlepSuji imunitni funkci a chrani hostitele pfed skodlivymi patogeny (Markowiak &
Slizewska, 2017).

Stfevni mikrobiota je velmi slozity ekosystém, ktery se u kazdého ¢lovéka lisi. Tato
rozmanitost ¢ini studium jednotlivych bakterii a jejich vliv na fyziologické funkce a nemoci
obtiznymi. Proto se v laboratofich vytvaii definovana minimalni mikrobiota, kterd obsahuje
omezeny pocet zndmych mikroorganismil. Tyto mikroby spolu interaguji a simuluji stfevni
mikrobiotu (Vazquez-Castellanos et al., 2019). Vicekmenova definovana mikrobiota zahrnuje
ruzné druhy bakterii a poskytuje tak komplexnéjsi pohled na stfevni mikrobiotu (Kwoji et al.,
2021). Tato mikrobiota se sklada z riznych druhti mikrobi, ktefi spole¢né interaguji, tvori
kombinace vice druhti a provadéji rtiznorodé biologické procesy. Na rozdil od tradi¢niho
pristupu, ktery se zamétuje na zkoumani jednotlivych mikroorganismi a jejich izolovanych
ucinkl, se ocekava, ze vicekmenova mikrobiota bude mit komplexnéjsi vliv na hostitele
(Dominik et al., 2011; Roselli et al., 2017). Definovana mikrobiota mtze slouzit jako model
pro zkoumani ochranného ucinku stfevni mikrobioty pii infek¢nich onemocnénich traviciho
traktu (Elzingaetal., 2019). Tato mikrobiota byva pfenasena na mysi, krysy nebo prasata, ktera
jsou gnotobioticka (Brugiroux et al., 2016). Gnotobiotickd experimentalni zvifata jsou
specialné¢ odchovavana v sterilnim prostiedim a lze je osidlovat vybranymi mikrobidlnimi
kmeny. Timto zpisobem lze systematicky studovat, jak tato kolonizace ovliviiuje fyziologicky
vyvoj a prispiva k vzniku patologickych zmén. V mnoha studiich jsou gnotobioticka
bezmikrobni zvifata spojovdna s jednoduchou definovanou mikrobiotou, kterou tvoii jeden
nebo vice druht mikrobu (Tlaskalova-Hogenova et al., 2015).

Existuji 1écebné metody zalozené na stifevni mikrobioté, véetné transplantace fekalni

mikrobioty, diety, uzivani probiotik, syntézy mikrobioty a vyuziti bioaktivnich latek
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izolovanych z mikrobioty (Sorbara & Pamer 2022). Bylo zjisténo, ze gnotobioticka selata s
jednodruhovou, ktera neobsahuji nepatogenni mikroorganismy (Splichalova et al., 2018),
ve spojeni bifidobakteriemi (Splichalova et al., 2011; Splichalova et al., 2020) a laktobacily
(Splichal et al., 2019), mirné snizila symptomy enterokolitidy zptisobené bakterii Salmonella.
Porovnanim uéinku t#i znamych probiotik, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12
(Splichalova et al., 2021), Lacctobacillus rhamnosus GG (Splichalova et al., 2019) a
Escherichia coli Nissle 1917 (Splichalova et al., 2011; Splichal et al., 2019), také vedlo ke
snizeni nasledné infekce bakterii Salmonella Typhimurium. Nicméné ochrana byla vyznamna
pouze u Escherichis coli Nissle 1917 (Splichal et al., 2019). Je pravdépodobné, ze pfitomnost
2011; Roselli et al., 2017). Proto jsou bézné probiotické produkty ¢asto kombinaci nékolika
druhii nebo kmenti bakterii.

Je vSeobecné znamo, ze spojeni gastrointestinalniho traktu s mikrobiotou, ktera je
ptizpisobend pro konkrétni druh, je ucinnéjsi nez mikrobiota slozend z riiznych druht
(McCracken & Lorenzo 2001). Je politovanihodné, Ze soucasna komer¢ni probiotika, ktera jsou
vyuzivana k upravé stievni mikrobioty, vykazuji nejednozna¢né Ui€inky na hostitele a jejich
schopnost kolonizace stieva je omezena. Tyto piidavné latky proto nemusi vykazovat
o¢ekavany zdravotni efekt (Zmora et al., 2018). Je velmi dulezité zajistit udrzeni
zivotaschopnosti produktu béhem jeho podavani za ptedepsanych podminek (Barbar-Vidal et
al., 2019).

Experimenty provadéné nahospodaiskych zviratech c¢asto zahrnuji podavani
probiotickych kment a nasledné monitorovani jejich vlivu na vykonnost zvifat (Anadon et al.,
2019). Tato prace méla piesné cileny pristup. Na§ cil spocival v rozvoji specifickych
probiotickych mikroorganismi ziskanych z prase¢ich kment, které by meély potencial chranit
selata pied infekci Salmonella Typhimurium.

V nedavné dob¢ byla ptedstavena sbirka bakterialnich komenzald, které byly nalezeny
Vv travicim traktu prasat. Tato sbirka obsahuje 110 rtiznych druh@ z 40 rGznych celedi a deviti
fyla (Wylenskek et al., 2020). Kolekce ukazuje na piitomnost mnoha taxonomickych skupin
s unikatnimi metabolickymi funkcemi a potencialem k vyuzitim jako probiotika pro prasat.
Stejné jako vysSe zminény piipad, jsme kultivovali riizné bakterialni kmeny a zkoumali jejich
potencialni probiotické vlastnosti a schopnost ovlivnit bakterii Salmonella. V nasi studii bylo
ziskéno 284 riiznych izolatl z tlustého stieva a vzorkl vykald divokych i domacich prasat a

selat. Tyto izolaty pattily do 47 riznych druhi a byly rozdéleny do 11 rodf. Komenzaly, které
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se jevily vhodné pro vytvoieni DPM (definovana prase¢i mikrobiota) S moznym ochrannym
uc¢inkem proti sttevnim infekcim, byly vybrany ptevazné na zaklad¢ jejich schopnosti potlacit
rust kment Salmonella Typhimurium a jejich schopnosti se uspé$né usadit ve stieve. Béhem
kultivace v laboratornich podminkach bylo zjisténo, ze nékteré kmeny potencialné
probiotickych rodi Acidiminococcus, Eubacterium a Mitsuokella nejsou schopny prezit. To
znamena, ze dal$i analyzy s témito izolaty nebyly mozné provést. Vysledky prokézaly, ze
bezbunécny supernatant, ktery produkuje témét polovina testovanych bakterii, véetné kment
Lactobacillaceae, Bifidobacterium, Enterococcus a Clostridium, vykazuje antimikrobialni
ucinky proti Salmonelle LT2 a jejimu mutantu rezistentnimu viéi streptomycinu. Jelikoz
neutralizovany supernatant bez bunécné pfitomnosti nevykazoval inhibi¢ni G€inky na kmeny
Salmonella, lze predpokladat, ze antimikrobialni aktivita je pfevazné zpuisobena snizenim pH
v disledku produkce organickych kyselin (Yamano et al., 2006).

V kombinaci s tvorbou antimikrobialnich latek je odolnost viéi kolonizaci dulezitym
faktorem v ochrané hostitele (Ducarmon et al., 2019). Bakterialni skupina musi byt schopna
prilnout ke stevni sliznici a osidlit stfeva (Thakur et al., 2019). Kmeny s vysokou schopnosti
prilnuti mohou také hrat ulohu, pii osidlovani stfev enteropatogeny prostiednictvim
konkurenénich a vazebnych mist na sttevnim epitelu, coz ptinasi zdravotni vyhody. To miize
byt zdiraznéno mistnim G¢inkem urcitych latek, které jsou vytvareny probiotickymi bakteriemi
(Monteagudo-Meracet al., 2019). Nékteré vyzkumy naznacuji, ze schopnost piilnuti mize uzce
souviset s vlastnosti autoagregace (MacKenzie et al., 2010). Nase studie vSak tuto souvislost
zcela nepotvrdila. Nékteré kmeny s vyraznym autoagregacnim chovanim nebyly schopny
prilnout k prasec¢i bunécéné linii. Naopak, nékteré izolaty, které nemély zddnou schopnost
autoagregace, se siln¢ prichytily k epitelu. Schopnost pieziti pii prichodu hornimi ¢astmi
traviciho traktu hostitele je pfedpokladem spé$né kolonizace stieva (Shi et al., 2016). V nasi
praci mnoho kment prokazalo vysokou odolnost vii¢i nizkému pH a zluci, pticemz jejich
zivotaschopnost klesla o méné€ nez 0,25 log CFU/ml. Podobné vysledky byly zaznamenany
v dal$ich studiich (Feng et al., 2017; Tulumoglu et al., 2013). Kmeny praseciho pivodu, které
jsme testovali, vykazovaly obecné vyssi citlivost na zlu€ovy extrakt nez na nizké pH (Vlkova
et al., 2009).

Probiotika se ¢asto podavaji v neaktivni podob¢ naptiklad sprejové susena, zmrazena
nebo lyofilizovana. Vsechny tyto moznosti byly také potvrzeny jako vhodné formy pro jejich
dlouhodobé uchovani a distribuci (Carvalho et al., 2004). N¢které studie prokazaly, ze zptsob

konzervace probiotik nemé vliv na jejich schopnost kolonizovat stfeva, podobné jako vyse
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zminéné studie (Darnaud et al., 2021) jsme pozili mrazeni jako metodu konzervace pro jeho
jednoduchost a schopnost dlouhodobého preziti vSech kment nové vytvorené smési DPM.
Existuje mnoho vyzkumu, Které vyuzivaji minimalné definovanou mikrobiotu
v modelech s peclivé kontrolovanym slozenim mikroorganismu (Brugiroux et al., 2016; Eberl
et al., 2020). Casto jsou pouzivany peélivé charakterizované kmeny, ale bez piedchoziho
testovani jejich interakce (Darnaud et al., 2021). V nasi studii jsme bakterie vybirali na zakladé
jejich funkci a kladli jsme dtraz na jejich vzajemné vztahy. Tento pfistup zvySuje Sance na

uspésnost kolonizaci v§ech bakterii ve skuping.
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[ Zavér

Cilem této bakalafské prace bylo seznamit ¢tenaie o funkci, vyvoji a vlivu stfevni
mitkobioty na zdravi hostitele. Dale pfiblizit vyskyt a vliv patogennich infekci se stievni
mikrobioté a to zejména piitomnost bakterie rodu Salmonella. V posledni ¢asti literarni reSerSe
jsme rozebirali bézné pouzivana probiotika jejich funkce.

Na zéklad¢ vysledki provedenych in vitro byla vytvorena kombinace komenzalnich
bakterii s antibakterialni aktivitou proti Salmonelle, ktera mize byt aplikovana na selata. Byly
vybrany bakterie, které prokazovaly schopnost pfilnout k povrchu epitelialnich bunék, odolnost
vici Zluci a kyselinam. Tyto bakterie byly oznaceny jako neSkodné bez pfitomnosti patogennich
vlastnosti a rezistence viici antibiotiklim, nevykazovaly negativni interakce mezi sebou a mély
pozitivni vlastnosti z hlediska aplikace technologickych procesti. Pro ovéfeni ochranného
ucinku kombinace bakterii v redlném organismu je nezbytné provést experimenty se selaty,

cey

ktera ziji bud’ ve sterilnim prosttedi, nebo v béznych podminkach.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

GIT — gastrointestinalni trakt

CFU — Colony Forming Units (Jednotka tvofici kolonie)
IBD — stfevni zanétlivé onemocnéni

SCFA — mastné kyseliny s kratkym fetézcem

IgA — Imunoglobulin A

GALT - strevni lymfaticka tkan

HMO - oligosacharidy lidského mléka

LAB - laktobacily

BMK — bakterie mlé¢ného kvaseni

IBS — syndrom drazdivého tracniku

CVD - kardiovaskularni onemocnéni

WHO — Svétova zdravotnicka organizace

FAO — Organizace pro vyzivu a zem&délstvi

EFSA — Evropsky ufad pro bezpec¢nost potravin

IL — Interleukin

EcN — Escherichia coli Nissle

SIBO — Syndrom bakterialniho pieristani

NTS — Netyfoidni salmonela

WSP — Wilkins-Chalgren a soja pepton

TBX — Tryptone-Bile-X-Glucuronate Agar

MRS — De Man-Rogosa-Sharpe bujon

Agg — autoagregace

CP — celkové pocty

KTL — kolonii tvorici jednotka

WSP + MUP — Wilkins-Chalgren a soja pepton + Mupirocin
WSP + NORF — Wilkins-Chalgren a s6ja pepton + Norfloxacin
KOL — koliformni bakterie

CLOS — Clostridium

EUCAST — Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivost
DPM — definovana praseci mikrobiota
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10 Samostatné prilohy

Ptiloha ¢. 1: Identifikace a funk¢ni vlastnosti k bakterii izolovanych ze vzorku tlustého stfeva

prasete a selat a vzorku stolice

Delta log CFU/ml pokles po
inkubaci v

pH 3 1.5% Zlué¢ Inhibi¢ni z6ny (mm)*
Identifikace pomoci E'. E'. .S' . _S' .
Kmen MALDI-TOF MS Skore | Puvod 1h 2h 2h 3h | coli | coli | Typhimurium | Typhimurium | Agg | Agg%**
055 [ 045 LT2 STM
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Acidomanococcus selatka 0, + +
1 fermentans 1,73 | domaciho| 52 0,58 0,52 0,54 [ 0,00( 0,00 6,00 +0,00 6,00 =0,00 - netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
selatka + +
2 Bacillus licheniformis | 1,95 [domaciho| 0,75| 0,97 | 0,26 | 0,44 [0,00]| 0,00| 6,00+0,00 6,00 + 0,00 - netestovano
tlusté
stievo 6,00 [ 6,00
prasete + +
3 Bacillus licheniformis | 1,83 [ domaciho| 0,5 | 36161 0 0,24 10,00]0,00f 6,00£0,00 6,00 + 0,00 - | netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
prasete + +
4 Bacteroides uniformis doméaciho | 0,11| 0,14 | 0,07 | 0,11 [0,00|0,00| 6,00+0,00 6,00 +=0,00 - netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
selatka + +
5 Bacteroides uniformis domaciho | 0,11 0,14 | 0,07 0,11 | 0,00| 0,00 6,00 +0,00 6,00 + 0,00 - | nestestovano
tlusté
stievo 6,00 [ 6,00
divokych + +
6 Bifidobacterium boum prasat |0,11| 0,14 | 0,11 | 0,07 | 0,00|0,00| 9,00+0,00 8,00 £ 0,00 + 73,79+ 1,35
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
selatka + +
7 Bifidobacterium boum domaéciho | 0,11] 0,14 | 0,11 | 0,07 [0,00]0,00| 9,00+0,00 10,00 +£0,00 - | netestovano
vykaly 6,00 | 6,00
Bifidobacterium domaciho + +
8 pseudolongum selatka | 0,00 0 0 0,02 | 0,00| 0,00 8,00 £0,00 7,67+0,58 - netestovano
tlusté
stievo 6,00 [ 6,00
Bifidobacterium divokych + +
9 thermophilum prasat |011| 0,13 | 0,21 | 0,27 [0,00]0,00] 7,33+0,58 7,00 +£0,00 - | netestovano
vykaly 6,00 | 6,00
Bifidobacterium domacich + +
10 thermophilum selat 0,33 | 45352 | 24838 | 36161 | 0,00 0,00 7,67+0,58 13,33 +£0,58 + | netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Clostridium prasete + +
11 sporogenes domaciho | 0,41 | 23377 | 12451 | 24139 | 0,00 | 0,00 6,00 +0,00 8,33+0,58 - netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
prasete + +
12 Enterococcus durans domaciho | 0,89 1,16 | 2,11 2,89 |0,00] 0,00 6,00 +0,00 6,00 =0,00 - netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
divokych + +
13 Enterococcus faecium prasat 0,25| 0,33 0,64 0,99 | 0,00| 0,00 9,00 +0,00 8,67 £0,00 - netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
prasete + +
14 Escherichia coli domaciho | 0,01] 0,32 0,05 0,08 | 0,00| 0,00 6,00 +0,00 6,00 + 0,00 - netestovano
thusté
stievo 6,00 | 6,00
prasete + +
15 Escherichia coli domaciho | 0,02| 0,06 | 0,44 | 16072 0,00| 0,00 6,00 +0,00 6,00 + 0,00 - netestovano




tlusté

stievo 6,00| 6,00
selatka + +
16 Escherichia fergusonii domaciho| 0,96 | 18994 | 45505 [ 27760 0,00 0,00| 6,00 +0,00 6,00 +0,00 - | netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Lactobacillus selatka + +
17 amylovorus domaciho| 0,01 0,05 | 0,11 | 0,18 | 0,00 0,00| 6,00+0,01 6,00+0,01 + 23,70 %
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Lactobacillus selatka + +
18 amylovorus domaciho| 0,19] 0,23 | 0,45 | 0,79 [ 0,00/ 0,00| 6,00+0,02 6,00 +0,02 + 22,00 %
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Lactobacillus selatka + +
19 amylovorus domaciho| 0,35]| 0,36 | 0,39 [ 0,43 | 0,00)0,00] 6,00+0,03 6,00+0,03 47,94 %
tlusté
sttevo 6,00 | 6,00
Lactobacillus selatka + +
20 amylovorus domaciho| 0,03| 0,23 | 45413 | 45293 (0,00 0,00 10,33+0,58 7,00 £0,00 + [41,90+2,05
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
divokych + +
21 Lactobacillus porci prasat |1,19| 1,25 | 1,11 | 1,31 (0,00|0,00| 8,00+0,00 6,00 £0,00 + | 77,13+335
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Ligilactobacillus divokych + +
22 ruminis prasat | 0,69| 0,74 |13881|25263|0,00]|0,00] 6,00+0,00 6,00 + 0,00 - | netestovano
vykaly 6,00 | 6,00
Ligilactobacillus prasete + +
23 ruminis domaciho | 0,26 0,33 | 0,69 | 0,95 |[0,00(0,00| 8,00+0,00 9,00 £ 0,00 + | 78,00+2,95
tlusté
sttevo 6,00 | 6,00
Ligilactobacillus divokych + +
24 salivarius prasat | 0,09| 0,1 0,1 0,1 |0,00|000| 833+0,58 8,67 +0,58 - netestovano
tlusté
sttevo 6,00 | 6,00
Limosilactobacillus divokych + +
25 mucosae prasat |0,19| 0,23 | 0,45 | 0,79 [0,00]0,00| 10,00+0,00 8,67+0,58 + |22,10+0,79
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Limosilactobacillus divokych + +
26 reuteri prasat | 0,57| 1,03 1,96 | 2,85 | 0,00 0,00 9,67 +0,58 8,00 £0,00 + | 73,83 £4,62
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Limosilactobacillus divikych + +
27 reuteri prasat 0,00 0 0 0 0,00| 0,00 9,00+ 0,00 7,00 +£0,00 - netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Limosilactobacillus divokych + +
28 reuteri prasat | 0,90| 0,94 04 0,05 | 0,00|0,00 7,67+0,00 7,00 +0,00 + | 73,84+£4,62
vykaly 6,00 | 6,00
Limosilactobacillus prasete + +
29 reuteri domaciho| 0,03| 0,13 0,01 0,01 |[0,00( 0,00 7,00 +000 9,00 +0,00 - netestovano
tlusté
stievo 6,00 | 6,00
Paeniclostridium selatka + +
30 sordellii domaciho| 1,15| 1,68 | 2,36 | 2,98 | 0,00| 0,00 6,00 =0,00 6,00 + 000 - netestovano

*citlivost kment Salmonell na bezbunéény supernatant komenzala prase¢iho ptivodu (priméry jsou praméry tii stanoveni, pramér jamky
=6,00 mm)
Agg - auto agregace (pozitivni, pokud se vytvoftily jasné viditelné ¢astice podobné pisku)
A% - % autoagregace




