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Testovani antimikrobialni aktivity vybranych zastupcu
rodu Bifidobacterium proti patogennim streptokokiim
a laktokokiim

Souhrn

Je znamo, ze bifidobakterie dokdzi produkovat antimikrobidlni latky, které maji
schopnost inhibovat nebo zpomalovat riist patogennich mikroorganismil. Bakalaiskéa prace
byla zaméfena na testovani antimikrobialni aktivity, dale na rod Bifidobacterium a jeho
antimikrobidlni potencidl a na patogenitu vybranych laktokokd a streptokokii. Cilem
experimentalni ¢asti bylo nalézt bifidobakterialni kmeny, které by pusobily proti
potencidlné patogennim kmenlm laktokokii a streptokokli a potvrdit tak pfedpoklad,
Ze bifidobakterie mohou regulovat patogenni u¢inek zminénych koku. Celkem bylo
otestovano 77 bifidobakteriadlnich kmentl, z nichz bylo 71 piivodné izolovanych z fekalnich
vzorki tamarint, presnéji lvicku zlatych (Leontopithecus rosalia) ze ZOO Olomouc. Tato
skupina primati z ¢eledi kosmanovitych (Callithrichidae) vsak neméla zadné zjevné
zdravotni obtize, i kdyZ u nich byla detekovana také pritomnost laktokokd produkujicich
pigment granadaene. Zbyvajicich 6 izolatd pochazelo ze stolice lidskych hostiteld
nebo probiotickych potravin. Dale byly pouzity jako kontrola i jiné latky, u kterych se
predpokladala antimikrobidlni aktivita. Jednalo se napfiiklad o vzorek matetského mléka
amleziva, lysozymu a antibiotikum mupirocin. K testovani antimikrobialni aktivity
vybranych bifidobakterii vici laktokokim (n=10; napiiklad Lactococcus garvieae, L.
formosensis, L. petauri) a streptokokim (n=3; Streptococcus agalactiae) bylo pouzito
testovani in vitro, kde byla aplikovana difuzni deskova metoda a dale rizné modifikace
spotové metody.

Prekvapivé Casté pozitivni vysledky byly zaznamenany u spotové metody a jejich
modifikaci. Prostfednictvim spotové metody bifidobakterie inhibovaly rust laktokokt
| streptokokti, navic nedochazelo k produkci pigmentu granadaene. V piipadé diftzni
metody se vysledek nepotvrdil. Cerstva kultura, supernatant ani dalii testované latky
nevytvorily inhibi¢ni zénu. Jako kontrola byl pouzit mupirocin, kde byl zaznamenan
pozitivni vysledek.

Lze tedy konstatovat, ze bifidobakterie vykazuji za uréitych podminek
atimikrobidlni aktivitu vi¢i potencidlné patogennim laktokokim a streptokokiim. Nové
trendy Vv potravinaistvi souvisejici S konzumaci hmyzu, mohou nést i néktera rizika infekci.
Antimikrobidlni aktivita bifidobakterii a aplikace probiotik by mohla vést k regulaci
potencidlné patogennich kokl. Uvedené metody testovani je tieba vice optimalizovat
a zjistit princip detekovaného ucinku.

Kli¢ova slova: Antimikrobialni aktivita, probiotikum, bifidobakterie, Streptococcus
agalactiae, granadaene, Lactococcus spp., patogen.



Testing the antimicrobial activity of selected
representatives of the genus Bifidobacterium against
pathogenic streptococci and lactococci

Summary

It is known that bifidobacteria can produce antimicrobial substances that have the
ability to inhibit or slow the growth of pathogenic microorganisms. The bachelor thesis
was focused on testing the antimicrobial activity in bifidobacteria to find bifidobacterial
strains that would act against potentially pathogenic strains of lactococci and streptococci.
A total of 77 bifidobacterial strains were tested, 71 of which were originally isolated from
faecal samples of tamarins, more precisely golden lion tamarins (Leontopithecus rosalia)
from Olomouc Zoo. However, this group of Callithrichidae primates had no apparent
health problems, although the presence of granadaene pigment-producing lactococci was
also detected. The remaining 6 isolates were from the faeces of human hosts or probiotic
foods. In addition, other substances with an expected antimicrobial activity were used
as controls. These included a sample of breast milk, colostrum, lysozyme and antibiotic
mupirocin. To test the antimicrobial activity of the selected bifidobacteria against
lactococci (n=10; e.g. Lactococcus garvieae, L. formosensis, L. petauri) and streptococci
(n=3; Streptococcus agalactiae), in vitro testing using the diffusion plate method, as well
as various modifications of the spot method were used.

Surprisingly frequent positive results were recorded for the spot method and its
modifications. Through the spot method, bifidobacteria inhibited the growth of both
lactococci and streptococci, and there was no production of the pigment granadaene. In the
case of the diffusion method, the result was not confirmed. The fresh culture, the
supernatant, and the other substances tested did not form an inhibition zone. Mupirocin
was used as a control, and a positive result was recorded.

Bifidobacteria show antimicrobial activity against potentially pathogenic lactococci
and streptococci under certain conditions. New food trends with insect consumption may
also carry some risks of infections. The antimicrobial activity of bifidobacteria and the
application of probiotics could lead to the regulation of potentially pathogenic cocci. These
used methods need to be further optimised, and the principle of the detected effect needs
to be established.

Keywords: Antimicrobial activity, probiotic, bifidobacteria, Streptococcus agalactiae,
granadaene, Lactococcus spp., pathogen.
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1 Uvod

Bifidobakterie patii mezi komenzalni bakterie vyskytujici se pfedevsim v travicim
traktu lidi a zvifat, kde napomahaji udrzovat rovnovahu stievni mikrobioty a pfiznive tak
ovliviiuji zdravi svého hostitele. Jsou to anaerobni bakterie, poprvé byly izolovany v roce
1900 a specifickou vlastnosti jejich metabolismu je tvorba acetatu a laktatu v poméru 2:1
(Servin  2004). Mimoto u nich byla popsana také tvorba dalSich kyselin
a antimikrobialnich latek, jako jsou naptiklad bakteriociny. Diky jejich antimikrobialnim
vlastnostem dokdzi Vv téle vytvofit rovnovdhu a brénit t€lo proti patogennim bakteriim.
Radime je mezi probiotické taxony bakterii. Miizeme je pfijimat potravou, napiiklad
fermentovanymi mléénymi vyrobky nebo vyzivovymi dopliky. Obecné se doporucuje
uzivat probiotika pfi a po 1é¢b¢ antibiotiky (Abrahamsson et al. 2015).

Mezi zastupce rodu Streptococcus a Lactococcus patii také druhy ¢&i kmeny
s prokdzanou patogenni aktivitou, jako jsou napftiklad zéstupci druht Streptococcus

agalactiae a Lactococcus garvieae. Jejich vyskyt je velmi variabilni a jsou soucasti
mikrobioty traviciho traktu ¢lovéka ¢i vaginalniho ustroji zen. Tyto rody byly detekované
u hospodartskych zvitat a Zivo¢isnych produkti ¢i v akvakulturach (Robinson et al. 1999).

Rod Lactococcus se fadi do skupiny bakterii mlééného kvaseni, jejich hlavnim
produktem je tedy kyselina mlééna. Patii sem Lactococcus lactis, ktery je hojné vyuzivan
pti vyrobé syrd (Song et al. 2017). Jsou zde vsSak i potencialné¢ patogenni druhy
Lactococcus petauri, Lactococcus formosensis a Lactococcus garvieae. Tyto druhy
napadaji zejména zabry ryb, jsou soucasti mastitid nebo onemocnéni primati (Chao et al.
2013).

Rod Streptococcus je také ¢asteéné patogenni. Piestoze se jedna o bakterie bézné
se vyskytujici v lidském téle, zejména v gastrointestinalnim a urogenitalnim traktu, mohou
nékteré z nich zplsobovat fadu krevnich onemocnéni, meningitidy a bakterialni
pneumonie. Napiiklad Streptococcus agalactiae patii do skupiny grampozitivnich,
B —hemolytickych koku ttidy B (GBS) (Krzysciak et al. 2013).

V ramci této bakalaiské prace byly vybrané kmeny laktokokti a streptokoki
pouzity jako potencialni patogeny a vic¢i nim byla testovana antimikrobidlni aktivita
bifidobakterii s cilem najit bifidobakterie inhibujici rist téchto potencidlnich patogent.
V pribéhu experimentalni prace byly navic metody testovani antimikrobialni aktivity
optimalizovany.



2 Cil prace

Cilem prace bylo zpracovat piehled, tykajici se problematiky antimikrobialni aktivity
a charakteristiky testovanych bifidobakterii vuéi potencialné patogennim laktokokiim
a streptokoktim. V experimentalni ¢asti poté ovérit antimikrobidlni aktivitu vybranych izolatt
bifidobakterii pomoci difizni a spotové metody a vyzkouset rizné modifikace metod tak, aby
vedly k optimalizaci celé experimentalni ¢asti.



3 Hypotéza

Pro splnéni cile bakalarské prace byla stanovena hypotéza, ktera predpokladala,
ze se u testovanych zastupct rodu Bifidobacterium vici patogennim kmentim Lactococcus
spp. a Streptococcus agalactiae projevi antimikrobialni aktivita inhibujici rust téchto

patogent.
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4 Literarni reSerse
4.1 Antimikrobialni aktivita bakterii

Antimikrobidlni phsobeni je soucasti metabolismu nékterych druht bakterii.
Antimikrobidlni aktivitou ziskavame nové poznatky pro epidemiologické a terapeutické
vysledky. Jedna se napiiklad o oblast farmacie (Balouiri et al. 2016).

Pojem antimikrobidlni znamena pisobeni proti mikroorganismam, tedy proti
bakteriim, houbam a virim. Bakteriostaticky je takovy ucinek, ktery ptisobi na mnozeni
bakterii ¢i jinych mikroorganismt a inhibuje jejich rtst. Oproti tomu ucinek baktericidni je
ucinek, ktery jednotlivé buiiky zabiji. Takového Uc¢inku dosahuji antibiotika ¢i jiné chemické
latky.

O preziti v daném prostiedi musi mikroorganismy soutézit, coz vede k interakcim,
které definuji jejich vzdjemné vztahy. Pokud mezi sebou mikroorganismy soupefi, jedna se
antagonismus. Mezi nejéast&js$i vztah dvou druhit mikroorganismi patii symbidza. Dle
vyskytu se jedna o ektosymbidzu (mikroorganismy se nachazeji na povrchu) anebo
endosymbidzu (jeden mikroorganismus zije v druhém). DalSim druhem symbidzy mutize byt
komenzalismus, kdy jeden mikroorganismus je prospésny pro druhy, druhému nic nepfinasi,
ale zaroven mu neskodi. Vztah, ktery je prospéSny pro oba mikroorganismy, se nazyva
mutualismus. Naopak parazitismus je vztah, kdy jeden organismus poskozuje druhy
organismus, napiiklad pro svou obzivu. Muzeme tedy fici, Ze se jedna o patogenitu.
Patogenitu urcuji vlastnosti a druh hostitele. Mira patogenity daného mikroorganismu se
nazyva virulence (Gopfertova 1999).

Mikroorganismy jsou schopné produkovat sekundarni nebo primarni metabolity, které
dokazi pozastavit rozmnozovani ¢i pfimo inhibovat jiny druh mikroorganismti. Metabolity
jsou produkovany metabolismem, coz je komplex slozitych biochemickych dé&ju.
jednodussi. Antimikrobialni latky, které vzniknou diky katabolismu, se nazyvaji primarni
metabolity a mohou vznikat v pribéhu celého zivota mikroorganismu. Anabolismus je d¢j, pii
sekundarni antimikrobialni latky, ale pouze pfi néjakém podnétu ¢i ve specifickém obdobi
Zivota, napiiklad pokud je mikroorganismus vystaven stresu. Kazda latka vyprodukovana
mikroorganismy ma specifické slozeni a jinak reaguje na své konkurenty. VétSinou se jedna
o organické kyseliny nebo bakteriociny (Luckner 1984).

V soucasné dob¢ je zndmo pies 5000 peptidi s antimikrobidlni aktivitou, které byly
izolovany z rtiznych biologickych druhd. Maji podobnou cyklickou strukturu molekul a jsou
dlouhé do 100 aminokyselin (AMK). Specificky receptor je vazan na antimikrobialni aktivitu
nebo je tato aktivita zprostfedkovana elektrostatickou interakci mezi peptidem a bunéénou
sténou (Snyder & Worobo 2014).
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4.2 Moznosti testovani antimikrobialni aktivity

V klinické praxi ¢i na experimentalni urovni je testovani antimikrobidlni aktivity
a analyzovani novych antimikrobidlnich latek velmi Casté. Pro testovani lze volit z vice
metod, které jsou niZe popsany.

4.2.1 Difazni deskové metody

Agarova difazni diskova metoda je nejCastéji pouzivanou metodou Vv mnoha
laboratofich pro testovani antimikrobialni citlivosti. Pomoci antibiogramu lze ziskat
kvalitativni vysledky. Antibiogram rozd¢luje bakterie do riznych kategorii, nejcastéji jako
citlivé, sttedn¢ citlivé nebo rezistentni. Vysledky vedou l1ékate k vhodnému vybéru antibiotik
pfi pocatecni 1é¢bé u jednotlivych pacientd.

A

Obréazek ¢. 1 Metody agarové difuze: (A) diskova difizni metoda mikrobidlniho extraktu
s pouzitim Candida albicans jako testovaciho mikroorganismu, (B) metoda agarové jamkové
diftize esencialniho oleje s pouzitim Aspergillus niger jako testovaciho mikroorganismu a (C)
agarova zatkova diftize (testovan Bacillus sp. proti C. albicans) (Balouiri et al. 2016).
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Antimikrobialni gradientova metoda (E — test)

Je metoda, ktera kombinuje princip dilu¢nich metod s difuznimi. Na agar s predem
kultivovanou bakterii, ktera ma potencialn¢ antimikrobidlni vlastnosti, se naockuje patogenni
bakterie. E — test (Obrazek ¢. 2) je pruh specialniho papiru napusténého antibiotikem, ktery se
aplikuje na kultivovany agar. E — testem se stanovi minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
antibiotik, antimykotik a antimykobakterii, které je mozné odecist z inhibi¢nich zo6n kolem E—
testu (Balouiri et al. 2016).

Obrazek ¢. 2 Antimikrobialni gradientova metoda E — test (Jorgensen & Ferraro 2009).

Agarova jamkova difuzni metoda

Ma casté vyuziti k analyzovani antimikrobidlni aktivity ze vzorkll rostlin ¢i
mikroorganismd. Antimikrobialni ¢inidlo prostupuje do agarového média a inhibuje rust
testovan¢ho mikrobidlniho kmene. Dulezité je zvolit spravné Zivné médium, €as a teplotu
inkubace. Pokud je pokus uspésny, lze odecist inhibi¢ni zony, tedy mista, kde doslo
Kk potlaceni rtstu bakterii dal§imi testovanymi bakteriemi s antimikrobialni aktivitou (Kumar
et al. 2010).

Metoda agarové zatky

Casto pouzivana metoda ke zvyraznéni interakci mezi mikroorganismy. V priib&hu
svého rustu produkuji mikrobialni buniky molekuly, které prostupuji do agaru. Po inkubaci se
agar natfizne a vlozi se na povrch agaru Vv jiné misce, ktery je pfedem naockovéan testovanym
mikroorganismem. Antimikrobidlni aktivita se poté stanovi dle inhibi¢nich zoén, které se
nachazeji v oblasti agarové zatky — kolem vlozeného agaru (Bezouskouva 2019).
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Spotova metoda

Dal$i velmi vyuzivanou metodou je spotovd metoda. Principem této metody je
naneseni uréittho mnozstvi inokula — spotu cerstvé kultivovaného mikroorganismu
(s potencidlem inhibi¢ni aktivity) na agar a nasledné¢ probiha kultivace. Dale je narostly
mikroorganismus pievrstven agarem, ve kterém je zaoCkovany patogen. Po inkubaci se
hodnoti pfipadny vznik inhibi¢ni zony (Monteiro et al. 2019).

Metoda Cross streak

Metodou se analyzuji interakce mezi dvéma neslucitelnymi mikroorganismy.
ZkouSeny mikroorganismus je ockovan pruhem do stiedu agarové plotny. Nasledné se
provede inkubace a poté se naockuje dalsi testovany mikroorganismus. Ockuje se dal$im
pruhem, ktery je kolmy na prvni pruh ve stiedu misky. Provede se dalsi inkubace a vyhodnoti
se antimikrobidlni interakce dle inhibi¢nich zon (Kysela 2019).

Metoda otraveného jidla

Pomoci této metody se hodnoti ¢inek proti plisnim a houbam. Antifungalni ¢inidlo se
aplikuje do rozpusténého agaru v dané koncentraci a vSe se smicha. Ockovani lze provést po
inkubaci myceliovym diskem o praméru 2 az 5 mm (Kysela 2019). Disk se aplikuje do stiedu
desticky. Nasleduje dalsi inkubace za vhodnych podminek a poté se méfi praméry rustu plisni
na kontrolnich a vzorkovych miskach (Krishnan et al. 2019).

4.2.2 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) — bioautografie

Tato metoda vyuzivd kombinace papirové chromatografie (PC) s kontaktni
bioautografii k detekci rtiznych penicilini. Kombinuje se tedy TLC s biologickymi
a chemickymi detekénimi metodami (Obrazek ¢. 3). Velkou vyhodou je moznost rychlého
testovani velkého mnozstvi vzorkd. Uvedenou metodou Ize zjisStovat piitomnost
antimikrobidlnich latek ve vzorcich potravin, pfipadné také v enviromentalnich vzorcich.
Dalsi vyhodou je u€innost alevna technika, kterou lze vyuZzit i v malych laboratofich
S minimem potiebného vybaveni. Metoda je rovnéZ vhodnad pro vyhledavani novych
antimikrobialnich 1€ki.

Byly popsany tii bioautografické techniky — agarova difuze, piima bioautografie
a agar overaly test.

Agarova difuze — znama téZ jako agarova kontaktni metoda, nejméné pouzivana technika.

Piima bioautografie — nejpouzivanéjsi metoda z uvedenych tii metod bioautografie. Na TLC
vrstvu je aplikovan vzorek analyzovaného mikroorganismu a nasledné probéhne inkubace
s teplotou a ¢asem vhodnym pro dany mikroorganismus. Pro lep§i zvyraznéni rlstu se

pouzivaji tetrazoliové soli.
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Agar overlay test (test pielévani agarem) — jedna se o kombinaci dvou vyse uvedenych metod,
n¢kdy je tato metoda oznaCovana jako imerzni bioautografie. Poskytuje dobie definované
z6ny inhibice rastu (Balouiri et al. 2016).

a B. subtilis b MRsA

G

Obrazek ¢. 3 Bioautograficky test se dvéma extrakty (E1 a E2) z bujonu riznych kultur Vibrio
sp. teCkovany na kazdé TLC desticce a) proti Bacillus subtilis, b) proti Staphylococcus aureus
(MRSA) (Conde-Martinez et al. 2017).

4.2.3 Diluéni metody

Témito metodami se stanovuji hodnoty MIC. Pomoci nich Ize odhadnout koncentraci
testovaného antimikrobialniho ¢inidla v agaru nebo bujonu. Koncovym bodem MIC se
bujonu ¢i agaru lze kvantitativné méfit in vitro antimikrobidlni aktivitu vaci bakteriim
I plisnim. Naméfena hodnota MIC udava nejnizsi koncentraci testovaného antimikrobialniho
¢inidla, které inhibuje viditelny rast testovaného mikroorganismu. Nejcastéji se vyjadiuje
v mg/ml nebo mg/l (Kysela 2019).

Metoda tfedéni bujonu — jednd se o zdkladni metodu testovani antimikrobidlni citlivosti.
Nejprve se piipravi sériova fedéni antimikrobialniho ¢inidla. Ta se nasledné naockuji do
sterilnich zkumavek, kde se nachazeji testované bakterie nebo plisné o znamém poctu.
Nasledné se zkumavky inkubuji pti urcité teploté a poté se vyhodnoti.

Metoda fedéni agaru — je vhodna pro testovani citlivosti na antibakterialni i antifungalni latky.
Tato metoda se provadi v Petriho miskach s moznosti testovani n¢kolika mikroorganismt na
kazdé misce, po inkubaci se test vyhodnoti a stanovi se MIC (Lee et al. 2017).
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4.2.4 Time-kill test (time-kill kiivka)

Time-Kill test se pouziva jako jedna z metod uréovani antimikrobialni aktivity a téz
K ur¢eni dezinfekéniho uc¢inku. Time-kill testem lze stanovit také baktericidni nebo fungicidni
ucinek. Tim se vyhodnoti redukce mikrobialnich kment za urcity ¢as a pii urcité koncentraci
(naptiklad dezinfek¢ni latky) (Bezouskova 2019). Jako vysledek se povazuje informace
0 interakcich mezi antimikrobialni latkou a mikrobialnim kmenem. Ke srovnani vysledku se
pouzije nulovy (kontrolni) vzorek bez ptidani dezinfekéni latky a kontrola ristu. Po uréitém
case a koncentraci se spocitaji kolonie. Néasledné se vypocita procentudlni nebo logaritmicka
redukce (Balouiri et al. 2016).

Time-kill kitvka
9.
sl .
—a
J ——»
= 6 #*Sloucenina 1
‘g‘ 5 + *Sloucenina 2
E = S]oucenina 3
g N * Kontrolni vzorek
=y +Kontrola rustu
2.
1 : : : —
0 4 8 12 16 20 24

Cas (h)
Log KTJ/ml.....logaritmus poctu jednotek tvofici kolonie

Obrazek ¢. 4 Ukazka Time-Kill kiivky — zavislost koncentrace na ¢ase, upraveno dle Clinical
& Laboratory Standards Institute CLSI (1999).

Tti rizné testované slouceniny jsou piidany do média obsahujiciho vychozi testovanou
kulturu bakterii (Obrazek ¢. 4). Log KTJ/ml se pro vsechny skupiny stanovi v ¢ase 0 a
Vv nasledujicich ¢asovych bodech az do 24 hodin v zavislosti na kmeni bakterii a pouzitém
médiu. V tomto ptipad¢ vykazovala sloucenina 1 baktericidni ucinek a snizila pocatecni log
KTJ/ml o vice nez 3 log.

Sloucenina 2 vykazovala bakteriostaticky ucinek, protoze logaritmus KTJ/ml
Vv pribéhu ¢asu zustal ptiblizné podobny jako logaritmus v poc¢atku KTJ/ml. Tteti sloucenina
vykazovala antimikrobialni G¢inek mensi. Bakterie v této slouceniné rostly v Grovni, ktera
byla podobna kontrolnimu vzorku.
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4.2.5 Bioluminiscenéni test

Principem bioluminiscenéniho testu je méfeni Kkapacity adenosintrifosfatu (ATP)
produkovaného bakteriemi nebo houbami (Obrazek ¢. 5). ATP je energeticka forma vSech
zivych bunék, ktera je pfitomna viceméné ve stalém mnozstvi. Pomoci ur¢eného mnozstvi
ATP muizeme odhadnout mikrobialni kmen ve vzorcich. Vyuziva se I pro antibakterialni
a antimykobakterialni testovani (Kysela 2019). Bioluminiscence se vyuziva v mnoha
odvétvich 1ékafstvi, v biologickém a také Vkosmickém vyzkumu. Principem je
bioluminiscence, kterou vyvolava oxidace luciferini za pfitomnosti kysliku. Aby tento proces
mohl probéhnout, je zapotfebi pfitomnost luciferinu, luciferdzy, ATP a hofecnatych ionti.
Bioluminiscenéni test je spolehlivy (Balouiri et al. 2016).

Obrazek ¢. 5 Bioluminiscen¢ni test Photobacterium leiognathi (Urbanczyk et al. 2010).

17



4.3 Prospésné vs patogenni bakterie

Bakterie rozliSujeme podle vztahu s jejich hostitelem na patogenni (nepiiznivé pro
hostitele), symbiotické (navzajem jsou si prospésné) a navzajem se neovlivitujici. Nevhodnym
prostiedim je kuze, kde dochazi k vysychani, zde se tedy bakterie Spatné mnozi.

Gastrointestinalni trakt (GIT) je dynamicky mikroekosystém. Hojné osidlenym
prostiedim jsou usta a nosohltan, kde se vyskytuji jak nepatogenni, tak patogenni bakterie
jako stafylokoky, mikrokoky a streptokoky. Pocty bakterii stoupaji kaudalnim smérem
Vv gastrointestinalnim traktu. V kazdé jeho casti maji vliv na pocet bakterii procesy, které zde
probihaji. V zaludku je pH kolem 1,5-3,5, ale i piesto zde ziji acidofilni streptokoky
a laktobacily. Musime vzit v uvahu, Ze Zaludek neni téméf nikdy pradzdny a s piijmem potravy
se zvySuje pH zaludku zhruba na 5. Dale se bakterie vyskytuji hlavné ve stievech, kde
pomahaji s travenim (Kittnar 2011). Nejvice bakterii se nachazi v tenkém stfeveé. Ackoliv je
mikrobiota ¢lovéka stabilni, ma na ni vliv napiiklad 1é¢ba antibiotiky nebo uZzivani 1éku.
Stievni mikrobiota je charakteristicka svoji bohatosti, dle novych studii se uvadi, ze se v GIT
nachdzi kolem 4930 mikrobidlnich druhd, coz odpovida vice nez 100 bilionim mikrobilnich
bunék (Almeida et al. 2021).

Antimikrobialni
lat ..
atky Probiotika
Patogen Y Metabolismus
il w toxint %* «
Konkurence
':< Zivin a A’ »

7,« prebiotik A ,

Produkce

Konkurence . : s

p—— Stiiaiilice bioaktivnich

ze strany o slouéenin
v s s receptortl mucinu imunitniho
Strevni sliznice systému

Obrazek ¢. 6 Mechanismy ucinku probiotik ve stfevni sliznici, upraveno dle Coelho et al.
(2022).

Vyznamnymi zastupci symbiontl stfevni mikroflory jsou probiotické bakterie, které
pfiznivée plisobi na traveni, ale podle novych studii rovnéz na chovani ¢lovéka.

Slovo probiotikum je bézné uzivané a zaroven se jednd 0 uznavany termin, ktery je
jasn¢ definovan. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) a Evropsky ufad pro bezpecnost
potravin (EFSA) pouzivaji definici ,,zivé mikroorganismy, které jsou podavany v pfiméteném
mnozstvi a prospivaji hostiteli* (Hill et al. 2014).

Ptiznivé plisobeni probiotik na imunitni systém ovliviiuje celd fada prvkl. Plsobi na
né i prebiotika neboli nestravitelné ¢asti potravy. Vétsinou se jedna o oligosacharidy.
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Poprvé byla prebiotika 1épe specifikovana Glennem Gibsonem a Marcelem
Roberfroidem v roce 1995. Strevni bakterie fermentuji tyto nestravitelné latky a tim ziskavaji
energii pro preziti (Gibson et al. 2004).

Stievni bariéra pomaha chranit integritu stfevniho epitelu hostitele. Navic probiotické
bakterie ptiisobi na imunitni systém (Obrazek ¢. 6). Probiotika vyvolavaji interakce mezi
lymfocyty a makrofagy (Bermudez-Brito et al. 2012). Probiotika také zlepSuji prubéh
u syndromu drazdivého tra¢niku pfi oralnim podani kmene Bacillus coagulans. Zlepseni se
také zaznamenalo u pacientd s laktézovou intoleranci pii zvySené konzumaci probiotického
ptipravku obsahujiciho Lactobacillus casei Shirota a Bifidobacterium breve Yakult. Tyto
pozitivni vysledky by mohly souviset s B-galaktosidazovou aktivitou a zménami ve stievni
mikroflote (Almeida et al. 2021).

Nékteré probiotické kmeny maji schopnost tvofit konjugované zlucové kyseliny
a diky tomu vytvareji silnou antimikrobialni aktivitu. Timto dokaZzi inhibovat nékteré druhy
plisni a gramnegativnich bakterii (Bermudez-Brito et al. 2012).

Slozeni mikrobioty se 1i8i na zdklad€ ptijimané stravy a expozice prostfedi plisobici na
jedince. Svou roli maji i genetické piedpoklady a slozeni mikrobioty matky. Vyvoj détské
mikrobioty stfeva je ovlivnén matefskym mlékem, které obsahuje laktoferin. Laktoferin je
glykoprotein, slozeny z aminokyselin a z cukerné slozky. Ma antimikrobialni antioxidacni
ucinky, takze upravuje slozeni mikrobioty v détském stfeve. Navic ma piiznivé ucinky na rist
bifidobakterii. Stfevo je osidlovano bakteriemi jiz pfed narozenim jedince. Dle novych
vyzkumii se uvadi, Ze 1 vplodové vodé se nachdzeji bakterie zejména celedi
Enterobacteriaceae. Samotny porod ma vliv na osidleni stiev novorozence. Pokud je porod
cisafskym fezem, je vétsi pfedpoklad vzniku autoimunitnich onemocnéni, naptiklad astmatu.
Také bylo zjisténo, Ze probiotické bakterie maji vliv i na vznik alergii (Abrahamsson et al.
2015).

Escherichia coli, jakozto taxon ¢eledi Enterobacteriaceae, se nachazi v tlustém stieveé
a je prospé$na pii kvaSeni cukrd ¢i tvorbé vitamint skupiny B. Ve vodé je indikatorem
fekalniho znecisténi, tvoii tfetinu hmotnosti fekalii (Lata & Jurdnkova 2011). Mezi zastupci
druhu E. coli najdeme komenzalni i vysoce patogenni kmeny. E. coli mlize zpisobit rizné
infekce — mykoézy, prijmova onemocnéni, zanéty mocovych cest. K prospéSnym kmeniim
patii naptiklad E. coli Nissle, tento kmen se osvéd¢il pii 1é¢bé zanétlivych onemocnéni stiev
(Johnson & Russo 2002).

Dalsim hojné se vyskytujicim rodem Vv gastrointestinalnim traktu jsou streptokoky.
Tento rod se vyskytuje i na kidzi, v hornich dychacich cestach a v normalni mikobioté
vaginalni soustavy Zen. Také jsou soucasti mlékaiskych kultur. Najdeme zde ale také
patogenni druhy. Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae mohou zpisobit respiracni i zanétlivda onemocnéni a snadno si vytvareji
rezistenci na antibiotika (Baron 1996).

Také rod Lactococcus se hojné vyskytuje v gastrointestinalnim traktu. Tento rod je
homofermentativni a v primyslu se vyuziva k produkci kyseliny mlécné. U teplokrevnych
savcu nezpusobuje zdvazna onemocnéni, ale u nizsich druhd (naptiklad u ryb) mize zpusobit
chronicka onemocnéni (Teuber 1995). Ukazka rozdéleni nékterych rodt a druht z pohledu
prospésnosti a Skodlivosti hostiteli je uvedena na Obrazku ¢. 7.
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Obrazek €. 7 Rozdéleni bakterii, které mohou vést bud’ ke Skodlivym nebo k prospésnym
ucinktim, upraveno dle De Almada et al. (2015).

4.4 Rod Bifidobacterium

Bakterie rodu Bifidobacterium byla poprvé izolovana Henry Tissierem v Pasteurové
institutu ve Francii vroce 1900. Jednalo se o0 izolat ze stolice kojence. Prvné byla
pojmenovana jako Bacillus bifidus. Az do roku 1974 byly bifidobakterie fazeny kvili jejich
podobnosti mezi laktobacily. Poté byly uvedeny jako oddéleny rod obsahujici 11 druhd.
Kmeny Bifidobacterium jsou schopné antimikrobidlni aktivity a tim inhibuji rist nékterych
bakterii vetné multirezistentnich bakterii. Kromé toho dokazi bifidobakterie modulovat
imunitni systém zvySenim imunoglobulind (Ruiz et al. 2017).

4.4.1 Taxonomicka klasifikace

Bifidobakterie patii do domény Bacteria, oddeleni Firmicutes, kmen Actinobacteria,
tiida Actinobacteria, fad Bifidobacteriales, celed’ Bifidobacteriaceae, rod Bifidobacterium
(B.). V roce 2021 se v tomto rod¢ nachazelo 117 druht bifidobakterii a toto ¢islo stale roste.
Patii sem naptiklad:

B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. dentium, B. gallicum, B. ruminale, B.
ruminantium, B. saeculare, B. stercoris, B. subtile, B. thermacidophilum, B. thermophilum, B.
longum subsp. longum a B. longum subsp. infantis (Lim & Shin 2021).
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4.4.2 Morfologie a fyziologie

Bifidobakterie jsou nepohyblivé, nesporulujici, grampozitivni ty&inky. Ziji jednotlivé,
v fetizcich ¢i ve shlucich. Jsou prevazné anaerobni a kataldza negativni. Kolonie
bifidobakterii jsou bilé¢ az nazloutlé¢. Optimalni teplota pro rust téchto bakterii je okolo 37-39
°C. Optimalni pH je 6-7, pfi nizSim ¢i vyS$im pH piestavaji bakterie rast (Bottacini et al.
2014).

443 Metabolismus

Bifidobakterie jsou schopné fermentovat sacharidy za vzniku kyseliny mlécéné
a kyseliny octové v poméru 1:2, jsou heterofermentativni. Timto zplisobem potlacuji rust
patogennich mikroorganismut a zajist'uji tak spravnou mikrobiotu. Pomoci enzymu fruktoza-
6-fosfatfosfoketolazou se z glukdzy nakonec stava fosfat a acetat (Mayo & Sinderen 2010).
Timto mechanismem dokazi fermentovat sacharidy a u potravin zaroven prodluZzovat
trvanlivost vyrobku. Bifidobakterie také produkuji thiamin a laktoflavin (Delgado et al. 2019).

4.4.4 Vyskyt a druhové zastoupeni

Ptirozené se bifidobakterie vyskytuji v téle lidi i zvitat jako nepatogenni organismus.
Nachazeji se V trdvicim traktu, matetském mléce, vaginalni mikrofléfe a v dutiné Ustni.
U novorozenct a kojenct tvoii az 94 % stfevni mikrobioty (Ruiz et al. 2017). Ve stievech
¢lovéka nalezneme B. adolescentis, B. breve, B. longum subsp. longum, B. longum subsp.
infantis, B. catenulatum/pseudocatenulatum a B. bifidum (O’Callaghan & van Sinderen 2016).
Méné Casty je pak vyskyt B. angulatum.

Ve stievé novorozencl a kojencii najdeme ptedevsim druhy B. breve, B. longum
subsp. longum a B. longum subsp. infantis, ve stfevé dosp€lého ¢lovéka se mnozstvi a druh
bifidobakterii ligi. U dospélého jedince najdeme hlavné rod B. adolescentis a B. longum
subsp. longum. V dutiné Gstni se mize vyskytovat B. dentium, ktery se podili na vzniku
zubnich kazti (Maxa & Rada 1996).

4.45 Antimikrobialni antikvita bifidobakterii

Ve stievech se nachazi nejvétsSi mnozstvi bakterii schopnych produkovat
antimikrobialni latky. Probiotické kmeny, do kterych patii i bifidobakterie, produkuji
organické kyseliny, které maji také nejspiSe vliv na inhibici patogennich mikroorganismu.
Mechanismus jejich ptsobeni neni zcela jednoznacny. Pozitivni stimulaci jejich ristu lze
ovlivnit enzymatickymi hydrolyzaty bilkovin, které jsou napfiklad soucésti syrovatkové
bilkoviny, kvasni¢ného autolyzatu nebo tas Chlorella a Scenedesmus (Maxa & Rada 1996).

Bakteriociny prokukuji bakterie syntézou ribozomalnich antimikrobialnich peptida.
Bakterie jsou navic imunni vi¢i svym vlastnim bakteriocinim. Tato vlastnost je zajiSténa
specialnimi proteiny (Cotter et al. 2005).

Bifidobakterie produkuji bakteriociny, napiiklad bifidin, ktery produkuje druh B.
bifidum. Tento peptid obsahuje z aminokyselin nejvice fenylalaninu a kyseliny glutamové
(Martinez et al. 2013).
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Dale Bifidobaterium subsp. produkuje bifidoadocin, ktery je proteinové povahy.
Neobsahuje lipidové ani sacharidové ¢asti. Tento bakteriocin je odolny vici teplu a je aktivni
ve velkém rozsahu hodnot pH. Nejcastéji ho nalezneme v dutiné ustni, kde pravdépodobné
pusobi proti patogeniim a ptivodcum zubniho kazu (Mahdi et al. 2018).

Kmen B. longum je schopny produkovat bakteriocin bifilong, ktery muze inhibovat
nékteré gramnegativni a grampozitivni bakterie. Bifilong je stabilni, pokud je pH v rozmezi
2,5 az 5,0 (Kang et al. 1989). Piehled a charakteristiky bifidobakterialnich bakteriocinti jsou
uvedeny v Tabulce ¢. 1 a v Tabulce ¢. 2 je poté ukazka antagonistické aktivity kment
Bifidobacterium proti patogennim mikroorganismam.

B. bifidum produkuje bifidocin B. Tento bakteriocin dokaze inhibovat kmeny z rodu
Listeria, Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Staphylococcus, Clostridium,
Leuconostoc a Bacillus (Yildirim et al. 1999).

Bifidobakterie pro inhibici patogent produkuji kyselinu mlé¢nou, kterd snizuje pH
a nejspiSe inhibuje ureazovy systém patogenu. Vice bakteriemi produkovana kyselina octova
ma silnéj$i antimikrobidlni aktivitu nez kyselina mlécnd, a to z diivodu vyssi disociacni
konstanty. Schopnost produkovat laktat a acetat pfispiva k antagonistickym a ochrannym
ucinkiim proti druhim salmonel a listeriéoz. Ze studovanych kment bylo zjiSténo, ze B.
kashiwanohense, B. gallicum a B. longum subsp. infantis produkuji acetat i laktat v prostiedi,
kde ptezivaji (Devika & Raman 2019). Zajimavé je, ze kmen B. longum Reuter 1963
produkoval pouze acetat, pokud jeho jedinou zivinou byly monosacharidy. Produkce acetatu
je ovlivnéna zivinovym prostfedim a li$i se u riznych kmeni, zatimco produkce laktatu je na
Zivném prostiedi nezavisla (Servin 2004).

Produkce bakteriocini nastava pii pozdni logaritmické nebo stacionarni fazi rdstu
nebo pokud dojde ke stresovym podminkam pro buiku. Buitka mtize byt napiiklad ohrozena
jinym mikroorganismem nebo prostiedim. Tyto stresové podminky ovliviiuji biologickou
funk¢nost buiiky a ta zaCne reagovat. Pro zachovani bakterii je nutné spravné uchovavani.
Osvédcila se naptiklad metoda zmrazovani pii -20 °C, pii které bakterie pteziji az jeden rok
stale aktivni. Také se zachovala jejich funkénost po lyofilizaci — ususeni mrazem (Simpson et
al. 2005).

Diky receptorim se bakteriocin dostane do buiiky, nasledné nastava reakce
bakteriocinu v bunce. VétSinou dojde k usmrceni bunky kvili $patné syntéze energie, kterou
vyvolal prave ucinek bakteriocinti (Souza et al. 2005).

Ziskavani Cistych bakteriocinl je velmi slozité. Ziskavaji se kvlli komerénim tcelim
nebo kviali védeckym vyzkumim. NejCastéjSim zplsobem je chromatografie (chemicko-
fyzikalni separa¢ni metoda) nebo extrakce pomoci methanolu (Cheikhyoussef et al. 2008).
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Tabulka ¢. 1 Charakteristika bakteriocint, upraveno dle Martinez et al. (2013).

Nazev bakteriocinu Druh kmene Rozmezi teploty, ¢asu a pH
Bifidin (Anand et al. 1984) B. bifidum, B. infantis | 100 °C po dobu 30 minut, pH 4,8-5,5
Bifidocin (Yildirim et al. 1999) B. bifidum 121 °C po dobu 15 minut, pH 5,0-6,0
Bifilong (Kang et al. 1989) B. longum 121 °C po dobul5 minut, pH 4-7
Bifilact (Saleh & El-Sayed 2004) | B. lactis Neni odolny vysokym teplotam, pH 4-7
Thermophilicin (Von Ah 2006) B. thermophilum 100 °C po dobu 5 minut, pH 6
Lantibiotic (Bisin) (Lee et al. | B. longum -

2011)

Tabulka ¢. 2 Antagonistickd aktivita kment Bifidobacterium proti patogennim
mikroorganismim, upraveno dle Sarquis et al. (2019).

. Salmonella Listeria
Escherichia | Staphylococcus ) .
coli V517 aureus 76 enterica OMS- | monocitogenes
Ca ATCC 15313

B. aesculapii + + + +
MRM3/1
B. aesculapii + ++ + ++
MRM4/2
B. avesanii TREC ++ ++ + +++
B. areophilum + + + ++
TRE26
B. lactis INL1
B. lactis Bb12 + + + +
B. lactis P32/1

(- Z4dna inhibice ristu, + inhibice 1-3mm, ++inhibice 3-5mm, +++>5mm)

4.5 Rod Lactococcus

Jedna se o fakultativné anaerobni, grampozitivni a homofermentativni druh bakterie,
ktery produkuje kyselinu mléénou rozkladem laktozy. Rod Lactococcus jsou katalaza
negativni nepohyblivé koky, které ziji jednotlivé nebo v fetizcich. Bézné¢ se vyuzivaji pfi
vyrobé fermentovanych vyrobkd. Rostou jiz pii teplotich nizsich nez 7 °C, ale optimalni
teplota pro rist je okolo 30 °C (Robinson et al. 1999).

45.1 Taxonomicka klasifikace

Lactococcus patfi do domény bakterie, kmen Bacillota, tiida Bacilli, tad
Lactobacillales, celed” Streptococcaceae a do rodu Lactococcus (L.). Tento rod byl blize
popsan v roce 1985. Radil se mezi mlééné streptokoky, protoZe si je s timto druhem podobny.
Aktualné se v tomto rodé nachazi 24 druht. Patii sem napiiklad: L. formosensis, L. garvieae,
L. lactis, L. laudensis, L. nasutitermitis, L. piscium, L. plantarum (Casalta & Montel 2008).
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452 Lactococcus garvieae

Tento druh laktokokii patfi k nejvyznamnéj§im patogenim tohoto rodu. Je to
fakultativné anaerobni, nepohyblivy, grampozitivni kok. NejCastéji se vyskytuje
v akvakultufe, napada tedy vodni organismy, ale mize byt patogenni i pro ¢lovéka. Zdrojem
infekci muze byt syrové mléko, syry nebo rybi maso. U vodnich organismt je lécba
do vnitinich organt. Poprvé byl izolovan u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) v roce
1950 (Chao et al. 2013).

4.5.3 Lactococcus petauri

Jedna se o grampozitivni, fakultativné anaerobni a kataldza negativni kok. Poprvé byl
izolovan z vakoveverky létavé (sugar glider, lat. Petaurus breviceps). Vakoveverka létava je
maly vacnatec pochazejici z Australie a Nové Guineje (Goodman et al. 2017).

45.4 Lactococcus formosensis

Jednd se grampozitivni, kataldza negativni, kokoidni nebo vej¢ité buiky. Jsou
fakultativné anaerobni a rostou pii teplotach 20-37 °C. Dokazi rust v prostfedi 6% NaCl.
Z glukozy dokazi vyrobit kyselinu mlé¢nou. Poprvé byl tento druh izolovan z ,,yan-tsai-shin®
(fermentované stonky z brokolice). Jedna se o tradi¢ni jidlo na Tchaj-wanu (Chen et al. 2014).

455 Lactococcus lactis

Je to grampozitivni, nepohyblivy, fakultativné anaerobni kok. Jedna se o prvni
geneticky modifikovany mikroorganismus. Vyskytuje se Vv fetizcich nebo jednotlive.
Optimalni teplota pro rist je 30 °C. Jedna se 0 homofermentativni bakterii mlééného kvaseni.
Do druhu L. lactis patii jesté tyto poddruhy: L. lactis biovar. diacetylactis, L. lactis subsp.
cremoris, L. lactis subsp. hordniae, L. lactis subsp. tructae (Song et al. 2017).

Zastupci druhu L. lactis se pouzivaji hlavné pii vyrobé mékkych a tvrdych syrt jako
startovaci kultura, naptiklad je dominantnim druhem u syru typu Camembert. Laktokoky jsou
schopné citratového cyklu, tedy metabolizace kyseliny citronové nebo citratu za vzniku
specifického aroma, které je dulezitou soucasti mlécnych fermentovanych vyrobkl. Vznika
acetoin, diacetyl nebo 2,3-butandiol (Potravinarstvo Slovak Journal of Food Sciences, 2012).

24



4.6 Rod Streptococcus

Jedna se 0 grampozitivni, kulovité koky, které jsou schopné déleni podle jedné osy —
toto je odliSuje od stafylokokt. Tvofi nepravidelné fetézce a bunky maji casto nepravidelny
tvar. Streptokoky jsou soucasti kuze, slin ¢i dychaciho systému. Jsou kataldza negativni
a fakultativné anaerobni. V tomto rodu Streptococcus (S.) najdeme ptes 50 druhi a najdeme
zde jak patogenni, tak uzite¢né druhy. Patogenni druhy se déli na dvé skupiny: alfa-
hemolytické a beta-hemolytické. U lidi a zvifat s oslabenou imunitou mohou vsak zptsobit
invazivni infekce. U zvifat napfiklad mastitidy, u zen naptiklad pfedc¢asny porod s imrtim
ditéte (Krzysciak et al. 2013).

Alfa-hemolytické druhy jsou schopné jen caste¢né hemolyzy, tj. rozpad krvinek.
Nejlepsi identifikaci je test na krevnim agaru, kdy dochazi k oxidaci zeleza v krvinkach a tim
ke zméné barvy agaru na nazelenalou. Patii sem S. pneumoniae a S. viridans. Tyto druhy
zpisobuji meningitidy, zdnéty stfedniho ucha a pneumonie.

Beta-hemolytické druhy zpisobuji uplnou hemolyzu krvinek. Na krevnim agaru se to
projevi prosvétlenymi az prihlednymi zoénami. Beta-hemolytické druhy se rozdé€luji jesté na
skupinu A a skupinu B. Do skupiny A patii S. pyogenes, ktery zpusobuje Sirokou Skalu
invazivnich 1 neinvazivnich infekci. Nejcastéji se projevuje spala, streptokokova faryngitida
nebo zapal plic. Do skupiny B patii S. agalactiae (Bogaert et al. 2004).

4.6.1 Streptococcus agalactiae

S. agalactiae je grampozitivni, katalaza negativni a fakultativné anaerobni bakterie. Je
druhem skupiny B a je to komenzalni bakterie. Miize vSak zplsobit invazivni onemocnéni —
nejcastéji zpusobuje meningitidu nebo pneumonii. Tento druh muze kolonizovat stfeva
nebo vaginalni trakt Zeny. Hrozi zde pfenos bakterie na novorozené dité ¢i predasny porod.
U zvifat, zejména U savcu, zpusobuje mastitidy (Armistead et al. 2020).

S. agalactiae produkuje oranzovy pigment granadaene. Struktura pigmentu obsahuje
12 konjugovanych dvojnych vazeb. Na jednom konci struktury se nachédzi rhamndza a na
druhém aminokyselina ornitin. Pigment granadaene neni rozpustny ve vodé ani ve vétsing
rozpoustédel. Podobny pigment produkuje i L. lactis. Tento pigment bakterie ziejmée vyuzivaji
jako obranny systém proti konkuren¢nim druhtim bakterii (Rosa-Fraile et al. 2006).
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5 Metodika

Prakticka ¢ast bakalarské prace byla zaméfena na stanoveni antimikrobidlni aktivity
bifidobakterii proti potencidln¢ patogennim laktokokiim a streptokoklim.

Testované izolaty byly ze sbirky bifidobakterii pochazejicich z traviciho traktu
primatt tamarint zlatych (Leontopithecus rosalia). Ackoliv u nich byly izolovany patogenni
laktokoky, zvifata nevykazovala zadné zjevné zdravotni obtize. Testovana kolekce bakterii
byla rozsitena o sbirkové izolaty z potravin a izolaty lidského, zvifeciho i hmyziho puvodu,
zahrnujici zastupce rodu Bifidobacterium, Lactococcus a Streptococcus.

Testovani bylo provadéno v laboratornich podminkach, tedy in vitro, pomoci diskové
difizni metody a spotové metody.

Celkem bylo pro testovani vybrano 12 potencidlné patogennich kmenti zahrnujici
laktokoky a streptokoky. Jejich seznam je uveden v Tabulce ¢. 3. Jako 13. kmen v tabulce je
nepatogenni L. lactis ATCC 11454 pochazejici z oficialni sbirky.

Obr ¢. 8 Ukazka tamarina zlatého (Leontopithecus rosalia) Dostupné z: https://www.zoo-
olomouc.cz/sites/default/files/images/animalcard/dsc_5980_1.jpg.
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Tabulka €. 3 Pfehled testovanych laktokokt a streptokokl zahrnujici potencialni patogeny.

Pivod Druh Kmen
1 | Tamarin zlaty (Leontopithecus rosalia) Lactococcus petauri LG4KMVD
2 | Tamarin zlaty (Leontopithecus rosalia) Lactococcus petauri LG26 KMVD
g | Larvy potemnika brazilského Lactococcus formosensis 14/60 KMVD
(Zophobas morio)
4 Ustni absces u yakoveverky Iétave Lactococcus petauri DSM 1048427
(Petaurus breviceps)
5 | Stolice kojence Lactococcus garvieae 18 (Mg?)KMVD®
6 |Silaz Lactococcus garvieae DSM 20064°
7 :;1 elg\r:ldr:? kranase amerického (Seriola Lactococcus garvieae DSM 6783°
8 | Mastitida skotu Lactococcus garvieae DSM 20684 "
9 | Syrové mléko Lactococcus garvieae DSM 20385°
10 | Zadné presné informace Streptococcus agalactiae LMG 15088°
11 | Infekce hovéziho dobytka Streptococcus agalactiae DSM 6784°
12 | Mlé¢na 7laza skotu Streptococcus agalactiae CCM 61875
S
13 | Zadné ptesné informace Lactococcus lactis ATCC 11454
(M71)
Vysvétlivky:

KMVD Kmen ze sbirky Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, CZU v Praze, izolovano
v ramci studie (Neuzil-Bunesova et al., 2022); T Typovy kmen z oficialni sbirky; S Sbirkovy
kmen z oficialni sbirky;

DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Némecka sbirka
mikroorganismil a bunécnych kultur),

LMG - Belgian coordinated collections of microorganisms (Belgické koordinované sbirky
mikroorganismil),

ATCC — American Type Culture Collection (Americka sbirka typovych kultur).

V Tabulce €. 4 je seznam bifidobakterii a dalSich latek, které byly vybrany k testovani
s predpokladem jejich antimikrobidlni aktivity vii¢i vySe uvedenym potencialné patogennim
mikroorganismim. Jednalo se celkem o 77 bifidobakterialnich kmenti, znichz bylo 71
puvodné izolovanych z fekalnich vzorkd tamarini ze ZOO Olomouc, u kterych byla
detekovana také pfitomnost granadaene produkujicich laktokok.

Jednalo se o B. avesanii (n=3), B. rousetti (n=2), B. aerophilum, B. adolescentis/fecale
(n=11), B. faecale (n=2), B. ruminantium, B. aerophilum, B. avesanii, B. callimiconis (n=2),
B. callitrichidarum, B. callitrichos, B. pseudolongum subsp. globosum, B. goeldii (n=3), B.
moraviense, B. olomucense, B. platyrrhinorum (n=3), B. pseudocatenulatum, B. ramosum
(n=2), B. rousetti (n=2), B. saguini (n=3), B. stellenboschense (n=19), B. parmae, B.
vansinderenii, B. scaligerum/cebidarum, B. cebidaru, B. felsineum, B. miconisangentani.

U nékterych ztestovanych kmenti (B. adolescentis/fecale) nebyla identifikace
dostatecna pro odliSeni, zda se jednalo o druh B. adolescentis nebo B. fecale (identita byla
ovétena pomoci MALDI TOF MS v ramci jiného projektu).
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S. agalactiae je typickym producentem granadaene a byl pouzit jako kontrola. Dale
byly pro potvrzeni G¢inkt bifidobakterii na potencidlné patogenni laktokoky a streptokoky
testovany komercni a lidské kmeny bifidobakterii. Zde bylo vybrano celkem 6 kment
nalezicich k 5 druhtim: B. animalis subsp. lactis BB-12, B. breve BR-03, B. animalis subsp.
lactis (Activia, DANONE), B. longum subsp. infantis (détska vyziva), B. adolescentis
(dospély ¢lovek), B. breve (kojenec). Navic byly k testovani piidany vzorky jako lysozym,
matefské mléko, matefské mlezivo a antibiotikum mupirocin, u kterych byla ptedpokladana
antimikrobialni aktivita.
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Tabulka €. 4 Piehled testovanych bifidobakterii a antimikrobialnich latek.

\/zorek Identifikovano jako Vzorek Identifikovano jako
GLT1 |Bifidobacterium avesanii GLT42 Bifidobacterium rousetti
GLT2 |Bifidobacterium avesanii GLT43 Bifidobacterium rousetti
GLT3 [Bifidobacterium rousetti GLT44 Bifidobacterium saguini
GLT4 |Bifidobacterium rousetti GLT45 Bifidobacterium saguini
GLT5 [Bifidobacterium avesanii GLT46 |Bifidobacterium saguini
GLT6 |Bifidobacterium avesanii GLT47 Bifidobacterium stellenboschense
GLT7 |Bifidobacterium aerophilum GLT48 Bifidobacterium stellenboschense
GLT8 |Bifidobacterium adolescentis GLT49 Bifidobacterium stellenboschense
GLT9 |Bifidobacterium adolescentis/faecale GLT50 [Bifidobacterium stellenboschense
GLT10(Bifidobacterium adolescentis GLT51 Bifidobacterium stellenboschense
GLT11[Bifidobacterium adolescentis GLT52 Bifidobacterium stellenboschense
GLT12(Bifidobacterium adolescentis GLT53 |Bifidobacterium stellenboschense
GLT13(Bifidobacterium adolescentis GLT54 Bifidobacterium stellenboschense
GLT14Bifidobacterium adolescentis GLT55 Bifidobacterium stellenboschense
GLT15(Bifidobacterium adolescentis GLT56 [Bifidobacterium stellenboschense
GLT16(Bifidobacterium adolescentis GLT57 |Bifidobacterium stellenboschense
GLT17Bifidobacterium adolescentis GLT58 Bifidobacterium stellenboschense
GLT18|Bifidobacterium adolescentis GLT59 Bifidobacterium stellenboschense
GLT19(Bifidobacterium adolescentis GLT60 [Bifidobacterium stellenboschense
GLT20(Bifidobacterium adolescentis GLT61 |Bifidobacterium stellenboschense
GLT21[Bifidobacterium faecale GLT62 [Bifidobacterium stellenboschense
GLT22(Bifidobacterium faecale GLT63 Bifidobacterium stellenboschense
GLT23(Bifidobacterium ruminantium GLT64 Bifidobacterium stellenboschense
GLT24|Bifidobacterium aerophilum GLT65 |Bifidobacterium stellenboschense
GLT25|Bifidobacterium avesanii GLT66 |Bifidobacterium parmae
GLT26(Bifidobacterium callimiconis GLT67 |Bifidobacterium vansinderenii
GLT27|Bifidobacterium callimiconis GLT68 |Bifidobacterium scaligerum/cebidarum
GLT28|Bifidobacterium callitrichidarum GLT69 [Bifidobacterium cebidarum
GLT29(Bifidobacterium callitrichos GLT70 Bifidobacterium felsineum
GLT30 Bifidobacterium pseudolongum subsp. GLT71 Bifi . . .
ifidobacterium miconisangentani
globosum
GLT31[Bifidobacterium goeldii BB-12 |Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12
GLT32|Bifidobacterium goeldii BR-03 |Bifidobacterium breve BR-03
GLT33 Bifidobacterium goeldii Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Activia,
BDAN [DANONE)
GLT34 Bifidobacterium moraviense BiijObacterium longum subps. infantis (détska
BINF |vyziva)
GLT35|Bifidobacterium olomucense JK2 |Bifidobacterium adolescentis (dospély ¢lovek)
GLT36|Bifidobacterium platyrrhinorum TA-2 |Bifidobacterium breve (kojenec)
GLT37|Bifidobacterium platyrrhinorum MM 1 Mateiské mléko
GLT38|Bifidobacterium platyrrhinorum MM 2 |Mateiské mlezivo
GLT39|Bifidobacterium pseudocatenulatum L100 |Lysozym (100 mg/l)
GLT40|Bifidobacterium ramosum L1000 |Lysozym (1000 mg/l)
GLT41|Bifidobacterium ramosum MUP200Mupirocin (200 pg/disk, Oxoid)
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5.1 Pracovni postup

Pro kazdy novy experiment se provadéla piiprava kultiva¢nich médii, kultivace
potencialnich patogent, i pifiprava Cerstvych kultur a supernatant bifidobakterii. Diky tomu
byla zaruc¢ena asepticka prace celého experimentu a také aktivita bakterii.

5.1.1 Priprava kultiva¢nich médii

Pro kultivaci kmenti potencidlnich patogeni a bifidobakterii byl pouZzit anaerobné
ptipraveny modifikovany Wilkins-Chalgren bujon/tekuté médium (Oxoid, Velka Britanie;
dale v praci uvadén jako WSP bujon), jeho slozeni je uvedeno nize v Tabulce ¢. 5 a v Tabulce
¢. 6.

Komponenty na ptipravu bujonu byly navazeny, promichany a rozvafeny
Vv destilované vodé. Nasledné byl bujon rozdélen do ,,Hungate zkumavek®. Zkumavky byly
predehiivany pfi teploté¢ 100 °C z divodu odstranéni kysliku. Poté byl obsah ve zkumavkach
probublan CO2 a zkumavky byly uzavieny a sterilovany v autokldvu (program urceny pro
tekutiny).

Priprava WSP agaru (zde modifikovany Wilkins-Chalgren agar) probihala tak,
ze nejprve byly jednotlivé navazené slozky rozmichany v Erlenmayerové bafice v destilované
vodé. Dale byla baika uzaviena hlinikovou f6lii a nasledovala sterilace v Papinové hrnci po
dobu 60 minut. Poté byl agar temperovan ve vodni lazni na teplotu piiblizn¢ 50 °C a dale se
aplikoval do Petriho misek. Ptesné slozeni modifikovaného agaru je uvedeno v Tabulce ¢. 7
a Tabulce ¢. 8.

Tabulka ¢. 5 Piehled slozeni navazek pro pripravu WSP bujonu.

Voda Wilkins-Chalgren bujon Soya Peptone Cystein Tween 80

1000 ml 43 g 59 0,59

059

Tabulka ¢. 6 Prehled jednotlivych slozek Wilkins-Chalgren bujonu.

SloZeni g/l
Trypton 10
Zelatinovy pepton 10
Kvasnicovy extrakt 5
Glukoéza 1
Chlorid sodny 5
L-Arginine 1
Pyruat sodny 1
Menadione 0,0005
Haemin 0,005

pH 7,1 £0,2; 25 °C
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Tabulka €. 7 Pfehled slozeni navazek pro ptipravu WSP agaru.

Voda Wilkins-Chalgren agar Soya Peptone Cystein

1000 ml 439 59 059

Tabulka ¢. 8 Piehled jednotlivych slozek Wilkins-Chalgren agaru.

SloZeni g/l
Tryptone 10
Zelatinovy pepton 10
Kvasnicovy extrakt 5
Glukéza 1
Chlorid sodny 5
L-Arginine 1
Pyruat sodny 1
Menadione 0,0005
Haemin 0,005
Agar 10

pH 7,1 £0,2; 25 °C

5.1.2 Priprava kmeni pro testovani

Vyse uvedené kmeny bakterii (Tabulka ¢. 3, Tabulka ¢. 4) byly dlouhodobé
skladovany v zamrazeném stavu pii teplot¢ -20 °C nebo -80 °C, kde byly uchovany
Vv kultiva¢nim médiu obohaceném o glycerol (20 % v/v). Pro pouziti kmenu bylo nutné
vzorky nejdiive rozmrazit a pteockovat do predem piipraven¢ho kultivaéniho média. Po
rozmrznuti bylo 0,3 ml rozmraZené bakteridlni kultury pfeockovano do 9 ml anaerobné
ptipraveného WSP bujonu. Nasledné byla provedena kultivace bujonu s kulturou v termostatu
pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

5.1.3 Kontrola ¢istoty kultur

vvvvv

Obrazek ¢. 10). Na podlozni sklicko se injek¢ni stiikackou pfeneslo inokulum bakterie,
ptilozilo se kryci sklicko a vzorek se vlozil pod svételny mikroskop Nikon ECLIPSE E200
s fazovym kontrastem. Za pomoci mikroskopie s fazovym kontrastem byla postupné ovérena
Cistota vSech 12 potencialnich patogent, ale 1 pouzivanych bifidobakterii.
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Obrazek ¢. 9 Vlastni mikroskopovani B. breve (mikroskopie s fazovym kontrastem).

Obrazek ¢. 10 Vlastni mikroskopovani L. formosensis (mikroskopie s fazovym kontrastem).
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5.14 Priprava supernatanti bifidobakterii pro difizni metodu

Z Cerstvé vyrostlych bifidobakterialnich kultur se odebral 1 ml, ktery se odstiedil
v mikrozkumavkach pfti rychlosti 12 000 ot/min po dobu 5 minut. Supernatant, ktery byl po
odstiedéni ciry, se prelil do dalsi sterilni mikrozkumavky. S usazeninou (peletou), ktera
v mikrozkumavce zbyla, se dale nepracovalo a byla zlikvidovana. Supernatanty se poté
pouzily pro jednotlivé metody. V ramci experimentu byla soub&zné testovana i Cerstvé
narostla bifidobakterialni kultura, kdy doslo pouze k jejimu odebrani do mikrozkumavky
a bez dalSich uprav byla aplikovana.

5.2 Testovani pomoci deskové difazni metody

Do velké Petriho misky (90 mm) se naockoval 1 ml supernatantu Gerstvé narostlé
kultury potencialniho patogenu. Sterilni agar (25 ml) vytemperovany na 50 °C byl nalit do
Petriho misek pomoci sterilniho davkova¢e a promichan jemnymi krouzivymi pohyby
s inokulem. Nasledn¢ se agar i s inokulem nechal ztuhnout. Poté se do agaru pomoci lihem
a plamenem vysterilovaného korkovrtu vytvofilo 6 jamek. Do uvedenych jamek bylo
aplikovano 50 pL cCerstvé kultury nebo supernatantu testovanych bifidobakterii. Mupirocin
byl aplikovan doprostied agaru ve formé antibiotického disku (s koncentraci 200 pg/disk,
Oxoid), slouzil tak zaroven jako kontrola, protoze laktokoky a streptokoky jsou citlivé na
mupirocin. Spolu s bifidobakteriemi se jesté v pribéhu celé prace ovétovala antimikrobialni
aktivita i jinych latek, jako naptiklad lysozymu, matetského mléka nebo mleziva (Tabulka ¢.
2). Nasledovala inkubace v anaerobnim prostiedi specialniho plastového boxu (vytvoifeno
pomoci AnaeroGen, Oxoid) pii teploté termostatu 37 °C po dobu 24 hodin. Poté byly Petriho
misky vyhodnoceny tim, ze byly zméfeny vzniklé inhibi¢ni zony. Pokud zde byly patrné
inhibi¢ni zony, byl vzorek vyhodnocen jako pozitivni, tedy majici antimikrobialni aktivitu
viaci testovanému patogenu (Obrazek ¢. 11).
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) . Inhibiéni zona
Jamka v agaru s 50 uL bifidobakterie bifidobakterie
(nebo potencidlné antimikrobialni latkou)

Kultivace
37°C,24h O O Inhibiéni zona
—— O mupirocinu

O O
O

Mupirocin (200 pg/disk, Oxoid)

WSP agar s 1 ml inokula
potencialniho patogenu

Obrazek ¢. 11 Ukazka deskové diftizni metody.

5.3 Testovani pomoci spotové metody

Princip spotové metody spocivd v tom, ze se vytvoii spot, tedy nardst bakterialni
kultury, u které je predpoklad inhibice patogenu. Ptes tento spot je aplikovana patogenni
kultura, ktera se necha nartst a sleduje se, zda v misté testovani kultury s antimikrobialnim
potencialem doslo k inhibici potencialniho patogenu. Zde byly v ramci prace zkouSeny dvé
varianty testovani.

Metoda spotu

Do velkych Petriho misek bylo nalito 10 ml WSP agaru, ktery se nechal zatuhnout.
Dale bylo naockovano 5 pl inokula cerstvé narostlé bifidobakterialni kultury. Nasledovala
kultivace 48 h pti 37 °C v anaerobnich podminkach boxu (AnaeroGen, Oxoid). Po kultivaci
byla provedena kontrola, zda doslo v misté spotu K narustu kultury. Poté byl narostly spot
bifidobakterie pievrstven zhruba 10 ml WSP agaru, ktery byl smichan se 100 ul kultury
potencidlniho patogenu. Opét se miska nechala kultivovat v anaerobnim prostredi, tentokrat
24 h pti 37 °C. Uvedena metoda byla testovana také na malych Petriho miskach s 5 ml WSP
agaru, kde se aplikovalo 2 pl kultury (inokula) pro spot. Podminky kultivace byly stejné,
ale na druhou vrstvu bylo aplikovano jen 5 ml agaru s 50 pl patogenu.

Po kultivaci nasledovalo vyhodnoceni antimikrobialni aktivity bifidobakterii, ktera se
projevila inhibici rastu potencialniho patogenu kolem spotu — mista, kde byla nao¢kovana
bifidobakterie (Obrazek ¢. 12).
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Y ’ )
\g/ 1 N/
/ Kultivace 37 °C, 48 h /
Naockovano 5 pl inokula éerstvé Pievrstveni 10 ml WSP agaru spolu s 100
narostlé bifidobakterie metodou pl kultury potencialniho patogenu
spotu na 10 ml zatuhnutého WSP
agaru

Inhibi¢ni zona bifidobakterie

Obrazek ¢. 12 Ukazka klasické spotové metody.

Metoda spotu s roztérem

Do velkych Petriho misek bylo nalito 10 ml WSP agaru, ktery se nechal zatuhnout.
Dale bylo naockovano sterilni plastovou klickou 10 pl inokula cerstvé narostlé
bifidobakterialni kultury, které bylo rozetfeno po stiedu Petriho misky rovnou carou. Poté
bylo jesté toto inokulum piedstavujici ¢aru rozetieno vinovkou po celé plose Petriho misky
(Obrazek ¢. 13). Nasledovala kultivace po dobu 48 h p#i 37 °C v anaerobnich podminkach
specialniho plastového boxu (vytvofeno pomoci AnaeroGen, Oxoid).

Poté byla provedena kontrola, zda doSlo k naristu kultury (nejvys$si koncentrace
bunék/narist v misté zacatku inokula). Nasledné byl natér bifidobakterie prevrstven zhruba 10
ml WSP agaru, ktery se nechal trochu zatuhnout a na né&j bylo aplikovano roztérem 10 pl
inokula patogenu (Obrazek ¢. 13).

Cela zaockovana Petriho miska se nechala kultivovat, tentokrat 24 hodin pii 37 °C
V anaerobnim prostiedi. Po kultivaci nésledovalo vyhodnoceni antimikrobidlni aktivity
bifidobakterii, ktera se projevovala inhibici ristu potencialniho patogenu v misté natéru
(Cary), kde byla naockovana bifidobakterie.
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Kultivace 37 °C, 48 h

10 pul inokula ¢erstve narostlé
bifidobakterie naockované roztérem

na 10 ml zatuhnutého WSP agaru Inhibi¢ni zona bifidobakterie

Obrazek ¢. 13 Ukazka spotové metody roztérem.

Spotova metoda pomoci Fedici Fady

Pro tuto metodu bylo dilezité vytvoteni fedici fady. Ze vzorku kultivovanych
bifidobakterii (kde byla odekavana koncentrace bunék cca 108-10° KTJ/ ml) byl odebran 1 ml,
ktery byl zaockovan do 9 ml fedici tekutiny (Tabulka ¢. 5). Tim bylo dosazeno 1. fedéni mm
(10), takto bylo postupovano az do 8. fedéni. Narostla kolonie poté pfedstavuje ,,spot®.
Takto zpracované vzorky byly zaockovany na malé Petritho misky a zality cca 5 ml WSP
agaru, dale kultivovany pii 37 °C po dobu 24 h za anaerobnich podminek (AnaeroGen,
Oxoid). Poté byly misky zkontrolovany a pfelity vrstvou agaru obsahujici patogen
(v koncentraci 0,01 % v/v). Opét probihala anaerobni kultivace pii 37 °C po dobu 24 h a poté
byly misky vyhodnoceny. Bylo hodnoceno, zda dochazi v misté bifidobakterialni kolonie
K inhibici rustu patogenu (Obrazek ¢. 14). Toto lze aplikovat u vysSich fedéni, na nizkych
fedénich Ize zhodnotit, zda patogen v druhé vrstvé narostl.
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Redici fada kultivovanych
bifidobakterii
N N N N N
WSP agar + 1ml kultivované bifidobakterie e
a nasledna kultivace 37 °C, 24 h Inhibicni zona
¥ bifidobakterie

Pievrstveni agarem s
2 pl kultivovaného

patogenu + kultivace
37°C,24h
—_—
105 107 108

Obrazek ¢. 14 Ukazka spotové metody pomoci fedici fady.
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6 Vysledky

K testovani antimikrobialni aktivity byly pouzity tfi druhy metod: diftizni deskova
metoda, kdy byl pouzit supernatant nebo Cerstvé narostla kultura bifidobakterii, dale spotova
metoda a metoda spotu pomoci fedici fady. Uvedené tfi metody byly rtizné modifikovany
scilem najit optimalni podminky pro experiment. Vysledky ziskané prostiednictvim
uvedenych metod jsou prezentovany nize vV podkapitoléach.

6.1 Difuzni deskova metoda

Vsechny testované kmeny bifidobakterii byly nejprve otestovany difuzni deskovou
metodou ve form¢ Cerstvé narostlé kultury anebo supernatantu. Nebyla zde zaznamenana
zadna inhibi¢ni zona, kterd by poukazovala na antimikrobidlni aktivitu a moznou piitomnost
néjakého bifidobakterianiho metabolitu, popiipadé bakteriocinu ptisobiciho viéi patogennim
laktokokiim a streptokoklim, a to 1 piesto, Ze bylo testovano celkem 77 kmenii bifidobakterii
nalezicich k 27 druhiim tohoto rodu (Obrazek ¢. 15).

Utinnou antimikrobialni aktivitu zde mé&lo pouze antibiotikum mupirocin
v koncentraci 200 pg na disk, které bylo pii kazdém pokusu umisténo doprostied Petriho
misky. Mupirocin slouzil tedy jako kontrola spravnosti provedené analyzy. VSechny testované
vzorky potencialné patogennich laktokokt a streptokokt byly na mupirocin citlivé.

Kromé bifidobakterii a mupirocinu bylo jesté testovano matefské mléko, matetské
mlezivo a lysozym. Piedpokladalo se, Ze tyto latky, které vykazuji antimikrobidlni aktivitu,
budou ptisobit i na vybrané potencidlné patogenni laktokoky a strepktokoky. Lysozym byl
pouzit v koncentraci 100 pl/ml a 1000 pl/ml.

Po vyhodnoceni testovani matefského mléka, matefského mleziva a lysozymu
vSak nebyla shleddna Zzadna inhibi¢ni zona vG¢i potencidlné patogennim laktokokiim
a streptokoktm.
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Obrazek ¢. 15 Ukazka vysledku difazni deskové metody.

6.2 Spotova metoda a jeji modifikace

Na pocatku byly otestovany 3 rizné metody a jejich modifikace s cilem nalézt nejlepsi
formu testovani vSech kmenti bifidobakterii a potencidlné patogennich laktokoku
a streptokokt. Jednalo se o metodu spotu, metodu spotu sroztérem a spotovou metodu
pomoci fedici fady. Tento screening byl proveden na vybranych zastupcich, jednalo se
0 kmeny B. breve (BR-03), B. animalis subsp. lactis (BB-12), B. stellenboschense (GLT 48),
B. adolescentis (GLT8), B. rousetti (GLT3), B. callitrichos (GLT29), B. platyrrhinorum
(GLT36), B. ruminantium (GLT23), B. parmae (GLT66).

Vsechny vySe uvedené¢ kmeny (Tabulka ¢. 4) vykazovaly pozitivni vysledek, tedy
inhibi¢ni z6nu vaci potencialnim patogentim. Z tohoto divodu byly pro kontrolu otestovany
I potencialné patogenni streptokoky a laktokoky navzajem. Pfi testovani nebyla shledana
zadna antimikrobialni aktivita. Pouze kmen L. lactis ATCC 11454 vytvoftil inhibi¢ni zonu,
atim tedy 1 antimikrobialni aktivitu vici ostatnim testovanym potencidlné patogennim
laktokoktim a streptokoktim, stejné jako testované bifidobakterie.

Zajimavé vysledky byly zaznamenany pfi testovani spotové metody pomoci fedici
fady. Opé&t bylo shledano velké mnoZstvi pozitivnich vysledkt, tedy kmenil inhibujicich rast
testovanych potencialné patogennich laktokoki i streptokokd V t€sné blizkosti testovanych
bifidobakterii (Obrazek ¢. 17).
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Navic na miskach, kde byly bifidobakterie v nejvyssi koncentraci, testované koky
Vv druhé vrstvé vibec nenarostly. Také nedochazelo k produkci pigmentu granadaene.
Nevyhodou této metody byla Casova naro¢nost piipravy fedici fady a také vétsi spotieba
materidlu pfi testovani.

Na zaklad¢ ovéteni vSech tii vySe uvedenych metod na souboru vybranych vzorkl
byla k dotestovani zbyvajicich bifidobakterii vybrana metoda testovani formou spotu
(Obrazek €. 16). VSechny testované bifidobakterie v okoli spotu inhibovaly rist potencialné
patogennich laktokokil i streptokok.

Jednalo se vsak o zony ve velikosti 1-3 mm od hranice spotu. Podobny vysledek byl
zaznamenan u L. lactis ATCC 11454, ne vSak u ostatnich laktokok a streptokoki navzajem.

a) B. stellenboschense vs Lactococcus petauri ~ b) B. breve vs Lactococcus formosensis

Obrazek ¢. 16 Ukazka vysledkt metody spotem.
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Obrazek ¢. 17 Ukazka vysledkt metody fedici fadou.
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7 Diskuze

Rod Lactococcus jsou grampozitivni kokoidni mikroorganismy, které se ptirozené
nachéazeji Vv travicim traktu zvifat a lidi. Mohou vsak zplsobovat zdvaznd onemocnéni.
U zvifat se jedna napiiklad o mastitidy skotu a zanéty zaber ryb v akvakulturach. MuzZzeme se
setkat i se zoondzami neboli pfenosem ze zvifete na ¢lovéka. Zdrojem je nejcastéji syrové
mléko, syry nebo rybi maso (Robinson et al. 1999). Taktéz rod Streptococcus tvoii
grampozitivni, kulovité koky, nékteré druhy a kmeny mohou byt patogenni a jejich vyskyt je
soustavu zen a rozd€lujeme je podle patogenity na: alfa-hemolytické a beta-hemolytické.
Pokud ma jedinec oslabenou imunitu, mohou byt streptokoky pivodci invazivnich
onemocnéni. Zvitata poté postihuji mastitidy a u Zen mohou zputsobit i pred¢asny porod
(Krzysciak et al. 2013). Zde se Casto jedna o S. agalactiae, ktery produkuje oranzovy pigment
granadaene (Rosa-Fraile et al. 2006).

Hmyz je zdrojem Zivin a nachdzi se v potravé mnoha riznych druht zvitat, ale i lidi
po celém svété. Tim mize dojit k ohrozeni bezpe€nosti potravin, ale i zdravi konzumenta
hmyzu. Hmyz je totiz pfenaSeCem potencialné patogennich mikrobi (Garofalo et al. 2019).
Nedavno prezentovana studie poukazuje, ze Lactoccocus gravieae produkujici pigment
granadaene se vyskytuje také v travicim traktu opic a zdrojem téchto laktokokd muze byt
pravé krmny hmyz (Neuzil-Bunesova et al. 2022). Velka ¢ast zkoumanych vzorka laktokoku
a bifidobakterii v této praci pochéazela ze ZOO Olomouc a byla ziskana v ramci vyse uvedené
studie. Kmeny byly izolovany z fekalnich vzorku tamarini zlatych (Leontopithecus rosalia)
bez zjevnych zdravotnich obtizi. V experimentu realizovaném v ramci této bakalarské prace
bylo zjistovano, zda vyznamné zastoupeni bifidobakterii v travicim traktu tamarini zlatych
nesniZzuje miru patogenity téchto granadaene produkujicich laktokoktd (Modrackova et al.
2021).

Nasvédcoval by tomu fakt, Ze zvifata nemécla zaddné zdravotni obtize. Je znamo,
ze bifidobakterie jsou schopny inhibovat patogeny prosttednictvim produkce acetatu a laktatu
(Servin 2004), navic nékteré bifidobakterialni kmeny produkuji bakteriociny (Cotter et al.
2005). Zminéna produkce acetatu a laktatu by také mohla inhibovat produkci granadaene.
Podle vysledkd Neuzil-Bunesova et al. (2022) ma na produkci pigmentu vliv pH prostiedi, ve
kterém bakterie roste.

Pii testovani antimikrobidlni aktivity difazni metodou nebyla nalezena zadna
bifidobakterie, kterd by prokazatelné vytvofila inhibi¢ni zonu, tedy antimikrobidlni aktivitu
vuci potencidlné patogennim laktokokiim a streptokokiim. Spravnost testovani byla ovérena
pomoci mupirocinu. Je to antibiotikum, které funguje na principu baktericidnich G¢inkd na
Siroké spektrum bakterii, mezi které patii laktokoky i streptokoky (Sutherland et al. 1985).
Jako dalsi kontroly v ramci testovani byly pouZity kultury a supernatanty testovanych koku
a dalsi potencialné antimikrobialni latky. Piikladem je enzym lysozym, ktery se bézn¢ nachézi
ve slinach, vajecném bilku nebo v krevni plazmé. Lysozym patii mezi skupinu glukosidéz.
Glukosidazy jsou skupiny enzymu, které dokazi stépit jednotky polysacharidovych vazeb.

Lysozym ma tedy baktericidni U¢inky, jelikoz bunééna sténa bakterii je slozena
z polysacharida — peptidoglykant (Hilgenfeld & Klemm 2005). Ani v jedné z pouzitych
koncentraci (100 mg/l a 1000 mg/l) lysozymu nebyla zaznamenana viditelna inhibi¢ni zona.
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Dale bylo do testovani zahrnuto matetské mléko a mlezivo, které obsahuje také
lysozym a dalsi latky s antimikrobialnim potencialem (Hilgenfeld & Klemm 2005). Jedna se
naptiklad o oligosacharidy. Maji schopnost stimulovat rist prospé$nych bakterii ve stfevech
a zaroven pusobit antimikrobialné vaci potencialnim patogentim. Funguji na principu slozité
formy glykanii, které se nestravi a dostanou se az do tlustého stfeva. Zde plisobi na sténu stiev
a zabranuji uchyceni potencialnich patogenti (Musilova et al. 2015). Byl zde piedpoklad,
ze by mléko nebo mlezivo mohlo zpomalit nebo inhibovat rlst potencialn¢ patogennich
laktokokl a streptokokll. Tyto pokusy byly ovSem stejn¢ jako u lysozymu bez pozitivniho
vysledku. Moznéa by pfineslo lepsi vysledek testovat patogeny pfimo v matefském mléce
nebo prostfednictvim dilu¢nich metod.

V porovnani s difizni metodou byla mnohem u¢innéj$i spotova metoda, kdy byly
testovany jeji dvé modifikace. Témét u vSech testovanych bifidobakterii v obou
modifikovanych metodach byla zaznamenana inhibi¢ni zona viéi testovanym potencialnim
patogentim. Inhibi¢ni zony dosahovaly velikosti 1-5 mm (Sifka zony od okraje spotu/kolonie),
okem byly dobfie viditelné. Nekteré laktokoky byly testovany proti sob€. Antimikrobialné zde
pusobil pouze kontrolni kmen Lactococcus lactis ATCC 11454, Uvedeny kmen je znam pro
produkci bakteriocinu Nisinu (Millette et al. 2004). Nicméné ani u tohoto kmene nebyl
zaznamenan ucinek pfi testovani difizni metodou proti ostatnim koktim.

Otazkou vSak zustava, zda antimikrobialné pusobily primarni ¢i sekundarni metabolity
testovanych bifidobakterii nebo se mohlo jednat o pisobeni napiiklad nékterych komponent
bakterialni buniky. Je znamo, ze bifidobakterialni exopolysacharidy mohou mit
antimikrobialni G¢inky (Shengjie et al. 2014). Obecné vSak spotové metody oproti difuznim
metodam vykazuji vice pozitivnich vysledki. S vétsim poctem pozitivnich vysledkid spotové
metody oproti difizni metod¢ se setkali i autoti Monteiro et al. (2019), kteti se ve své praci
zabyvali testovanim in vitro antimikrobialni aktivity a probiotickym potencialem
bifidobakterii a laktobacilt proti nékterym druhtim klostridii.

Pro produkci bakteriocini musi bunika bakterii dostat impulz nebo byt vystavena
stresujicim podminkam (Martinez et al. 2013). V experimentalni ¢asti byly vsak testovany
supernatanty kultur narostlych v optimdlnich podminkach. Nicméné ani aktivni Cerstvé
narostlé kultury, které byly soucasti testovani difizni metodou, nevykazovaly antimikrobialni
ucinek ve formé inhibi¢ni zony. Stale zde vSak miZze byt skryty potencial produkce
bakteriocinll vV pfipad€ optimalizace metodiky.
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8 Zavér

Cilem mé bakalafské prace bylo zpracovat piehled, tykajici se problematiky
antimikrobidlni aktivity testovanych bifidobakterii vii¢i potencidlné patogennim laktokokiim
a streptokokiim. Byla stanovena hypotéza s ptfedpokladem, ze u testovanych druhi
bifidobakterii bude detekovana antimikrobialni aktivita vi¢i uvedenym patogeniim.

Hypotéza, ktera byla piedpokladdna, se potvrdila. Byla nalezena antimikrobialni
aktivita bifidobakterii vi¢i potencidlné patogennim laktokokim a streptokoktm. Nejen
bifidobakterie izolované ztamarini zlatych, ale i1 dalsi bifidobakterie S probiotickym
potencidlem inhibovaly rust streptokokt i laktokok, a to nejen izolati ze zminénych jedinct.
Pozitivni vysledky byly zaznamenany u spotové metody a jejich modifikaci. V ptipadé
difizni metody se vysledek nepotvrdil, nicméné by bylo vhodné zatadit do testovani kontrolni
bakterialni kmen s prokazanou produkci bakteriocinu, ktery pusobi proti potencialné
patogennim laktokoktim a streptokokim. Také by bylo vhodné podpofit u testovanych kment
ptipadnou produkci antimikrobidlnich latek sloZzenim kultivaénich médii a vstupnimi
substraty nebo nékterymi stresovymi faktory, napiiklad zménou teploty nebo pH.

Pochopeni mechanismt antimikrobialni aktivity bifidobakterii vicéi patogennim
kokim by mohlo byt vyuzito cilené pfii jejich regulaci v lidské i zvifeci mikrobioté nebo také
V potravinarstvi.

Zpracovanim této bakalarské prace jsem se blize seznamila s danou problematikou
a se zajimavou praci v laboratofi. Prace pro m¢ byla velkym pfinosem a diky tomu jsem
ziskala cenné poznatky, které budu moci vyuZit ve svém dal§im studiu.
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