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Izolacia mikroorganizmov z vcelieho traviaceho traktu a overenie ich

technologickych a kultiva¢nych vlastnosti
Sthrn

Vcely su vd’aka opelovacej Cinnosti, nespochybnitel'ne jednou z esencialnich zloziek
moderného, rozmanitého a ekologickejSiecho polnohospodarsta a zaroven uzasnym
superorganizmom s charakteristickou bakterialnou populaciou. Domnievame sa, ze prave
modulacia bakteridlnych pomerov u vciel by mohla podporit ich imunitu v boji proti
patogénom a zlepsit efektivitu vCelej rodiny.

Cielom mojej prace bolo vyizolovat' z vcelieho traviaceho traktu Skalu zastupcov
skupiny laktobacilov a bifidobaktérii, ktoré su najCastejSie spajané s pozitivnym vplyvom na
hostitel'a, overit’ kultivacné vlastnosti baktérii na srvatkovom médiu a pripravit' bakterialny
lyofilizat s definovanou zivotaschopnostou bakterialnych buniek.

Zo Siestich vciel z kazdej lokality bol extrahovany cely traviaci trakt, a po kultivacii
zriedené¢ho homogenizatu sme izolovali Cisté kolonie. Z 95 izolatov sa pomocou komparativnej
analyzy 16S rRNA génu podarilo identifikovat 35 bakteridlnych kmeniov. Izolovali sme takmer
cely vcely ,,core microbiome™ (Kwong a Moran 2016) a optimalizovali srvatkovémo médium,
tak, aby boli baktérie schopné mnozit' sa a zaroven, aby peleta bakteridlneho lyofilizatu
obsahovalo minimalne mnozstvo rezidualnej laktozy, ktora je pre vcely toxicka (Sylvester
1979).

Pri vybranych 7 kmenoch (Lactobacillus kimbladii (KT3), Bifidobacterium asteroides
(P1/TP2), Bifidobacterium asteroides (D1/TP1), Bifidobacterium coryneforme (syn.
Bifidobacterium indicum) (D1/TP5), Lactobacillus apis (P1/MR10), Lactobacillus. melliventris
(P1/MR11) a Lactobacillus. helsinborgensis (KR10)) bolo pocas 48 hodin v srvatkovom médiu
zaznamenané zvySenie mnozstva zivotaschopnych buniek o minimalne 2 rady. Najviac vSak o
4 rady pri druhu L. kimbladii (KT3).

Média boli po fermentacii podrobené stanoveniu zlozenia pomoccou 'H-NMR analyzy,
ktora zachytila zmeny koncentracii latok charakteristickych pre fermentacné procesy. Nakoniec
bola testovana schopnost izolatov prezivat proces lyofilizacie s pridavkom cukorného
kryoprotektantu. Ako najvhodnesi kryopretektant bol zvoleny 5% roztok sacharézy.

Experiment prinaSa pilotny navrh pripravy bakterialneho lyofilizatu, ktory bude

dodlezitou sucastou d’al'Sich pokusov na pripravu funkéného vcelieho probiotického doplnku.

Krucové slova: vcelie probiotika, lyofilizacia baktérii, kultivacia, srvatka, core microbiome



Isolation of bacteria from honey bee digestive tract and evaluation of their

technological and cultivation properties
Abstact

Thanks to the pollination activity bees are undoubtedly one of the essential components
of modern, diverse and more ecological agriculture and at the same time an amazing
superorganism with a characteristic bacterial population. We believe that it is the modulation
of bacterial conditions in bees that could support their immunity in the fight against pathogens
and diseases and improve the efficiency of the bee family.

The aim of our work was to isolate range of bacteria from lactobacilli and bifidobacteria
from the bee digestive tract, which are most often associated with a positive effect on the host.
Next, verify the culture properties of bacteria in whey medium and prepare a bacterial
lyophilisate with defined bacterial cell viability.

We extracted entire digestive tract of six bees from each location, and after culturing the
diluted homogenate, we isolated pure bacterial colonies. Out of 95 isolates, 35 of them were
identified by comparative analysis of the 16S rRNA gene. We isolated almost the entire bee
"core microbiome" (Kwong and Moran 2016) and optimized the whey medium so that the
bacteria were able to multiply and at the same time the bacterial lyophilisate pellet contained a
minimum amount of residual lactose that is toxic to bees (Sylvester 1979). In selected 7 strains
(Lactobacillus kimbladii (KT3), Bifidobacterium asteroides (P1/TP2), Bifidobacterium
asteroides (D1/TP1), Bifidobacterium coryneforme (syn. Bifidobacterium indicum) (D1/TP5),
Lactobacillus apis (P1/MR10), Lactobacillus. melliventris (P1/MR11) a Lactobacillus.
helsinborgensis (KR10)) increased viable cells by at least 2 orders over 48 hours. Biggest
increase, almost 4 orders, was recorded for L. kimbladii (KT3).

After fermentation, the media was subjected to composition determination by 'H-NMR
analysis, which captured changes in the concentration of substances characteristic for the
fermentation processes. Finally, the ability of the isolates to survive the lyophilization process
with the addition of sugar cryoprotectant was tested. A 5 % sucrose solution was chosen as the
most suitable cryoprotectant.

Overall the experiment provides a pilot proposal for the preparation of a bacterial lyophilisate,
which will be an important part of further attempts to prepare a functional bee probiotic
supplement.

Keywords: honeybee probiotics, bacteria lyophilisation, cultivation, whey, core microbiome
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1 Uvod

Pre vacsinu populacie vcely predstavuja hlavne zisk rozmanitich v€elich produktov. Ich
najvacsi vyznam vsak spociva v opel'ovace] a krajinotvornej ¢innosti. Zaujimava rolu moézu
hrat’ aj v potravnom ret'azci niektorich predatorov.

Z Casu na Cas sa vSak vplyvom ochoreni, Casto prenaSanych rozto¢om Varroa destructor,
vyskytni mohutné zimné straty hlavne v nedostatocne prelieCenych rodinach (Gray a kol.
2019). V nelieCenych vcelstvach v dosledku oslabenia imunity dochadza k zmenam
bakterialnych pomerov a zvySuje sa tak aj tlak patogénov. Negativnym faktotom by v dnesnej
dobe mohla byt aj Casta pozicia ul'u, v az prili§ jednostranne orientovanej pol'nohospodarske;
krajine s nedostatkom rozmanitej v¢elej potravy pocas celého roka.

Domnievame sa, ze jednou z moznosti ovplyvnenia v€elej imunity by mohla byt podobne
ako pri inych zivociSnych druhoch suplementacia ich potravy prirodzenymi crevnymi
baktériami. Konkrétne sa jedna o zastupcov skupin laktobacilov a bifidobaktérii, ktoré sa aj pri
inych zivocisSnych druhoch preukéazatelne povazuju za jedny z najvyrazejSie posobiacich
modulatorov imunity.

Kultivacia spomenutych bakterialnych skupin na overenych kultivacnych médiach nieje
problémom. Vel'mi zaujimavou alternativou sa vsak javi kultivacia izolovanych bakterialnych
druhov na modifikovanych potravinarskych médiach, konkrétne srvatke. Srvatka je ako
odpodovy produkt zvyroby syra velmi lacny material s relativne vhodnym zlozenim na
bakterialne kultivacie. Fermentovana srvatka by sa navySe po oddeleni bakteridlnej biomasy

mohla d’alej uplatnit’ na trhu s fermentovanymi kyslomlie¢nymi napojmi.



2 Ciele prace

Cielom diplomovej prace bolo izolovat a klasifikovat’, o najrozmanitejSie zastipenie
laktobacilov a bifidobaktérii z traviacich traktov v€iel Apis mellifera, patriacich do takzvaného
vcelieho ,,core microbiome® (Kwong a Moran 2016). Konkrétne sem patria zastupcovia skupin
Firm-4 (L. mellifer, L. mellis), Firm-5 (L. apis, L. helsingborgensis, L. melliventris, L. kimbladii,
L. kullabergensis) a v menSom zastupeni bifidobaktérie (B. asteroides, B. indicum (syn. B.
coryneforme). Predpoklada sa, ze uvedené skupiny baktérii mézu mat’ na svojho hostitel'a
vyrazne priaznivy ucinok, ktory by sa vd’aka moznej fortifikécii vCelej potravy bakterialnymi
lyofilizatmi dal eSte umocnit, a ovplyvnit’ tak ich imunitu.

Druhym cielom bolo overit kultivacné vlastnosti izolatov na srvatkovom médiu a
optimalizovat proces ziskania a naslednej lyofilizacie bakteridlnej biomasy s cielom

zachovania, Co najvyssej zivotaschopnosti buniek.



3 Literarna resSers

3.1 Vyznam v¢iel v ekosystéme

3.1.1 Opelovanie

Pravdepodobne najdolezitejSou funkciou vciel v ekosystéme je opelovanie rastlin.
Opelovaciu ¢innost samozrejme nemaju nastarosti iba ,,domestifikované vCely Apis mellifera
ale aj ostatni zastupcovia a pribuzni. AvSak, vzhl'adom k technike chovu tohoto druhu je
momentalne vztah medzi chovanymi v€elami a rastlinami najintenzivnejsi. Vztahy medzi
rastlinami a opelovaémi moézu byt jednymi z ekologicky najddlezitejSich interakcii medzi
zivoCichmi a rastlinami: bez opelovacov by mnohé rastliny nemohli vytvorit semena a
rozmnozovat sa, a bez rastlin, ktoré by poskytovali pel, nektar a iné odmeny, by mnohé
populacie zvierat klesli s naslednymi vedlaj§imi u¢inkami pre iné druhy. Okrem toho sa
biotické opelovanie povazuje za kl'i€ovy faktor pri diverzifikéacii niektorych velkych skupin
rastlin a zivo€ichov (Ollerton a kol. 2011).

Hoci plodiny s najvys§im objemom produkcie na svete (ryza, kukurica a pSenica) nie st
zavislé od opel'ovania zvieratami, viac ako tretina rastlinnej produkcie zavisi od opel'ovacov a
priblizne 75 % vSetkych druhov plodin v rdznej miere z opel'ovania profituje, vratane vacsiny
zeleniny, ovocia a korenin. V pripade obzvlast cennych plodin, ako je vanilka alebo kakao, sa
ruéné opelenie pouziva na nahradenie prirodzenych ekosystémovych sluzieb. Potreba
manualneho opelenia je vyvoland absenciou vhodnych opelovacov mimo povodného
prostredia (Lautenbach a kol. 2012).

Do akej miery sa plodiny zavislé od opelenia spoliehaju na hmyzich opel'ovacov sa
znacne lisi, naptiklad vynos repky olejnej (Brassica napus) sa moze zvysit o 18 %, pri jahodach
sa moze vynos zvysit o viac jako 70 %, a vytazok makadamiovych orechov (Macadamia
integrifolia) dokonca az o 185 % po opeleni hmyzom. Plody, ktoré boli pri jablkach odrody
Gala opelené hmyzom mali vacSinou kvalitnejsiu konzumnt €ast’ a obsahovali v jadrovniku
viac semien (Weber a kol. 2020).

Podra Jurika (1979) jedna vcela navstivi a opeli v priebehu jedného dia asi 720 kvetov,
pri dobrych poveternostnych a vzdialenostnych podmienkach. Pri 3700 lietavkach v jednom

veelstve (Jarné obdobie) ide o denny vykon 2,6 miliona kvetov.
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3.1.2 Krajinotvorba

Vcely a veelie ule su sucastou tuzemskej historie od nepaméti. Prvé historické pisomné
spravy o chove vciel, vosku a medovine na nasom uzemi st z Priscovej spravy pre Atillu z 5.
storoCia n. 1., d’alej cestopisy arabskych obchodnikov z 9. az 10. storocia, ktori piSu o chove
véiel u Slovanov, Rafelstettsky colny tarif zmiefiujtci vyvoz vosku z Ciech z 10. storogia, alebo
donagné listiny z obdobia 11. az 13. storo¢ia. Od 10. storo¢ia sa chov v&iel na izemi CR zna&né
roz§ifoval (Vesely a kol., 1985).

V uplynulych desatrociach bola pol'nohospodarska krajina vyuzivana hlavne na
maximalnu produkciu obilnin a inych velkoplosne pestovanych monokultur. Tieto systémy so
sebou priniesli aj znacné potlacenie biodiverzity a redukciu pritomnych zastupcov zivocisnej aj
rastlinnej riSe (Dudley a Alexander 2017).

Aj vd’aka vCelam sa v poslednich rokov vytvara priestor a podpora pre vytvaranie tzv.
biopasov, ktoré maju na velkych parcelach tvorit' utogisko a byt zdrojom potravy pre rézne
druhy hmyzu. Vel'mi ddlezita rola vciel spociva aj v ich zaradeni v potravinovom ret'azci pre
vCelich predatorov akymi st napriklad pestrofarebné jedince vcelarika zlatého (Merops
prvkom pre deti, u ktorych moze prave kontakt s takymto superorganizmom vzbudit zaujem o

biologické vedy a zlepSovanie svojho zivotného prostredia.

3.2 Vcelia mikrobiota

Tak ako aj pri inych organizmoch, tak aj pri volne zijucich vcelach, je ich zivot
neodmyslitel'ne spity s pritomnost’ou roznych bakterialnych druhov vyskytujucich sa, ¢i uz na
povrchu ich tiel alebo v traviacej ststave. VacsSina tychto organizmov v zivote véiel zohrava
urcita ulohu, ¢i uz v kladnom alebo negativnom zmysle. Unikatnym faktom je, ze jednotlivé
vCely patriace do rovnakych kast maji vramci rodiny v podstate rovnaké mikrobialne
osidlenie, o je spojené svelmi tesnymi vdzbami v kolonii. Rozdiely boli medzi kastami
zaznamenané hlavne v pomernom zastipeni jednotlivych bakterialnych skupin (Kapheim a kol.
2015).

Organizmy zijice v zivoc¢iSnych traviacich sustavach sa podielaju na traveni potravy,
detoxikacii §kodlivych molekul (Rothman a kol. 2019), svojim posobenim mo6zu spristupriovat,
premienat’, alebo poskytovat’ esencialne ziviny, posobit’ antagonisticky na patogény a parazity
a podielat sa na vyvoji imunity jedinca (Kwong a Moran 2016). Crevnym spoloGenstvam

dominuju zastupcovia baktérii ale pritomny byvaju aj zastupcovia skupin archea, virusov,
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prvokov a hub. Narusenie podiel'u jednotlivych charakteristickych zastupcov moze vyustit az
do narusenia homeostazy a naslednéj zmeny zdravotného stavu hostitela. Pochopenie pri¢in
zmien Crevne] dysbiozy by mohlo viest’ k pochopeniu vzniku niektorych ochoreni. Zatial' ¢o
rozmanité Crevné spoloCenstva cicavcov obsahuju funként redundanciu, ktord moéze tlmit
posuny v zlozeni, hmyz ma zvycCajne ovel'a niz§iu diverzitu mikrébov, a preto moze byt ovel'a
'ahSie postihnuty (Schwartz a kol. 2016). Takato tizka mikrobialna diverzita bola spdsobena
pravdepodobne vel'mi vysokou vyzivovou Specifikaciou vciel, co umoznilo prisposobenie
tychto par hlavnych bakterialnich skupin (Bonilla-Rosso a kol. 2018).

Véeliu ¢revni mikrobiotu tvori 5 hlavnych bakteridnych skupin a 4 menej zastpené
bakterialne druhy, ktoré sa suhrnne nazyvaju ,core microbiome®. Tieto baktérie u takmer
vSetkych vcelich jedincov Apis mellifera zastupuja od 95 % do 99,9 % vSetkych
mikroorganizmov. U vSetkych jedincov su pritomné G- druhy baktérii Snodgrassella alvi a
Gilliamella apicola, patriace do skupiny proteobaktérii. Z G+ baktérii sa v hojnom pocte
vyskytuju zastupcovia skupiny firmicutes, konkrétne skupiny laktobacilov Firm-4 a Firm-5.
Menej pocetnu zlozku, stale sa ale vyskytujucu u vacsiny jedincov tvoria bifidobaktérie, hlavne
Bifidobacterium asteroides, patriace do skupiny actinobacterium. Menej pocetnymi a
zriedkavej§ie pritomnymi su zastupcovia proteobaktérii Frischella perrara, Bartonella apis,
Parasaccharibacter apium a Gluconobacter spp (Kwong a Moran 2016).

Jednotlivé baktérie ale nie si v traviacom trakte rovnomerne rozmiestené. Vzhladom
k tomu, Ze tieto skupiny su $pecificky prisposobené na zivot s ich vcelili hostiteI'mi, a kazdy
zastupca ma menej alebo viac odlisné naroky na prostredie, je ich mozné nachadzat’ len v pre

ne charakteristickych ¢astiach traviaceho traktu, vid’ obr.1. (Kwong a Moran 2016).
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a Relative abundance

[ Bartonelia apis

[B Parasaccharibacter apium
. Frischella perrara

[ Snodgrassella alvi

D Gilliamella apicola

[_] Bifidobacterium spp.

[ Lactobacillus Firm-4

I:l Lactobacillus Firm-5

/ Malpighian tubules
/ i N

Crop: Few bacteria, Midgut: Few bacteria, mostly lleum: S. aivi
from nectar and the  adjacent to the pylorus. on the gut wall, 3
hive environment. G. apicola and Rectum: Dominated

by Lactobacillus Firm-4 and
Lactobacillus Firm-5 and
Bifidobacterium spp.

Pylorus: Local| Lactobacillus
colonization| Firm-4 and
by F. perrara. | Lactobacillus

Firm-5in the
lumen.

Hindgut

Nature Reviews | Microbiology

Obrazok 1. Popis traviacej sustavy vcely a vyskytu charakteristickej mikrobioty v
Jednotlivych iisekoch (Kwong a Moran 2016)

Dalej uvadzaju, ze spominany bakterialny predstavitelia patria medzi fakultativne
anaerobne alebo mikroaerofilné bakterialne skupiny a ich vyskyt mimo vceli traviaci trakt nie
je skoro vobec zaznamenany. Na vel'mi tzke a silne previazané socialne interakcie vo vcele]

kolonii je naviazany aj generacny prenos ,,core microbiome*.
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3.2.1 Mikrobiéom medového vacku (crop), zalidku (midgut) a pyloru

Najmenej predvidatelnou Castou traviacej sustavy je hned’ jej zaciatok. Konkrétne sa
jedna o medovy vacok (crop), zaludok (midgut) a zazeninu nazyvanua pylorus. Medovy vacok
je organ, v ktorom vcely skladuju a prepravuji nazbierany nektar do ul'a, kde ho odovzdavaju
d’alsim sestram, ktoré ho d’alej spracovavaju. Jeho objem sa moze zvadsit az na 60 mm? a
hlavnou funkciou je filtrovat nazbieranu potravu a posuvat ju do zalidka (Rada a kol. 2009).
Z medového vacku byvaju izolované len mensie mnozstva baktérii aj to vacsinou inych druhov
ako tvori v€eli ,,core microbiome®. Vzhl'adom k tomu, Ze sa jedna o prvu Cast traviaceho traktu,
tak sa tu Casto vyskytuju rozne oportunitné organizmy, bezne sa nachadzajuce vo vonkajSom
prostredi, na pel'ovych zrnach alebo na stenach ul'u.

Identifikovany boli zastupcovia skupiny Enterobacteriaceae, d'alej Lactobacillus
kunkei a Parasaccharibacter apium, ktory moézu byt kultivovany pri atmosférickych
koncentraciach kyslika. Pri¢inou vysokej premenlivosti bakteridlneho zastupenia v oblasti
moze byt neustala vymena substratu, ktora neumoziuje trvale osidlenie medového vacku a
oblasti midgut, ktora primarne slizi na vstrebavanie zivin a je tvorena neustale sa obnovujucou
chitinéznou §truktarou tzv. perithrophic matrix.

Pylorus je zGzenina spajajuca oblast zaludku a Creva. V tejto oblasti sa v najvysSom
pocte vyskutuje Frischella perrara, ktora sa uz ale medzi ,,core micbiome* zarad'uje (Kwong

a Moran 2016).

3.2.2 Mikrobiém creva (hindgut)

Crevo je pokryté stabilnou vrstvou kutikuly a poskytuje vhodné prostredie pre najvicsie
mnozstvo baktefii. Tento usek je rozdeleny na 2 samostatné Casti, ileum (tenké ¢revo) a rectum
(vykalovy vak), vid’ Obr. 1. (Kwong a Moran 2016, Raymann a Moran, 2018). Aj u vacsiny
ostatnich zivoCichov sa vacsina bakterialnej biomasy nachadza v poslednej Casti Creva. Latky,
ktoré hostitel’ nestravi (polysacharidy), sa hromadia v tychto oblastiach a stavaju sa hlavnymi
zdrojmi energie, uhlika a dusika, ktoré su dostupné pre pritomna mikrobiotu.

Hindgut v¢ely medonosnej je domovom jednoduchého, no vysoko §pecializovaného
bakteridlneho spoloCenstva. Skladd sa z piatich zakladnych cClenov (Gilliamella apicola,
laktobacily Firm-4 a Firm-5, Snodgrassella alvi a Bifidibacterium asteroides), ktory su typicky
pritomny v kazdej vCelej robotnici na celom svete a su rozdielne distribuované medzi ileum a
rectum. Tieto baktérie sa nachadzaju aj u pribuznych vciel, ale zriedkavo boli zistené aj v inych
prostrediach, Co naznacuje dlhodobé a S§pecializované symbiotické asociacie so

vCelym hostitelom (Bonnila-Rosso a kol. 2018). Vel'mi poodobné informacie uvadza aj
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Corby-Harris a kol. (2014), ktorym sa podarilo zachytit’ bifidobaktérie u 21 z 23 jedincov. V
Crevach lietaviek extrahovanych na jar a na jesen boli zaznamenané minimalne zmeny a vysSie

spomenuté baktérialne skupiny reprezentovalo 94 % az 99 % izolovanych sekvencii.

3.2.2.1 Illeum

Tleum je rovna trubica so Sietimi pozdiznymi zahybmi, ktorej dominuji G-bakterialne
druhy S. alvi a G. apicola. Okrem toho sa tu v nizSom pocte vyskutuju aj zastupci skupin
lactobacilov. S. alvi zo skupiny Neisseriaceae ako obligatne mikroaerofilna baktéria sa
vyskytuje hlavne na periférii ¢reva a na Crevnom epiteli. Tato lokalizacia je pre baktériu
najvhodnej§ia, pretoze u hmyzu byva na Crevnej periférii najvyssia koncentracia kyslika.
Baktéria stratila vSetky metabolické cesty zamerané na glykolyzu sacharidov, a zisk energie je
sustredeny na aerobnu oxidaciu organickych kyselin (citrat, malat, acetat, laktat). Vyuzivanie
odlisnych energetickych zdrojov pravdepodobne ponuka S. alvi moznost koexistencie v
jednom cCrevnom prostredi s d’al'Simi baktériami schopnymi fermentéacie. Tieto metabolické
odlisnosti podnecuju myslienku na moznost syntrofickej interakcie, pretoze spominané org.
kyseliny st Casto produktami metabollizmu fermentacnych baktérii, ktoré s v crevnych

systémov taktiez pritomné (Kwong a Moran 2016).

3.2.2.2 Rectum

Vykalovy vak (rectum) je miesto, kde sa pred defekaciou skladuju nestravené zlozky
potravy a dochadza k resorpcii vody a mineralov. V tejto oblasti dominuju fermentativne G+
baktérie zo skupin Lactobacillus Firm-4, Lactobacillus Firm-5 a Bifidobacterium asteroides

(Kwong a Moran 2016).

3.2.3 Vyznam a posobenie véelej mikrobioty

Zaujem o funkcie a uCinky mikrobioty traviaceho traktu sa v poslednej dobe vyrazne
tlaci do popredia. Je to prave tym, ze zdrava ¢revna bakterialna populacia sa podiel'a na velkom
mnozstve metabolickych pochodov organizmov a vSetky jej ucinky doteraz niest dostato¢ne
pochopené. LCudsky crevny mikrobiéom ma vel'mi doleziti funkciu v hostitel'ovej fyziologii,
vyzive, modifikuje imunitu, spravanie, psychicky stav a tvori bariéru podsobiacu proti
patogénom. Vcelia ¢revna mikrobiota je ale oproti l'udskej vel'mi uizko Specializovana ale jej
vlastnosti su ¢asto podobné (prenos socidlnym kontaktom, lokalizacia v traviacom trakte,

vyuzivanie komplexnych sacharidov, antagonista patogénov) (Raymann a Moran 2018).

15



Baktérie traviaceho traktu sa zic¢astiiuju zneskodiiovania prijatych toxinov, biosyntézy
esencialnich zivin alebo traveni niektorych zloziek potravy. Niektoré druhy Giliamella apicola
su geneticky vybavené na rozklad pektinov obsiahnutych v bunkovych stenach pel'ovych zin,
ato vedie k uvol'neniu v nich obsiahnutych zivin. Rozklad pektinu je pre Apis mellifera dolezity
aj preto, ze je pre ne toxicky (Engel a kol.2012). Dokonca sa spomina aj moznost rozkladu
ligninu nachadzajuceho sa tiez v pel'ovych zrnach (Rokop a kol. 2015). Mnohé d’alSie, hlavne
enzymy produkované baktériami mlieCneho kvasenia, ako su celulazy, hemicelulazy a
glykozidové hydrolazy, mo6zu vcelam umoznit lepSie vyuzivat energiu v ich strave
(Romero a kol. 2019).

Pri viacerych cicavcoch je zname, ze fermentacné produkty, zahfriajuce hlavne
organické kyseliny s kratkym retazcom (acetat, propionat, butyrat) su v organizme hostitel'a
absorbované a vyuzité v metabolizme. Podobny model bol zaznamenany aj u niektorych druhov
hmyzu, ale konkrétne u vciel eSte pravdepodobne nebol dokazany (Kwong a Moran 2016),
opacny nazor vSak vyjadril Zheng a kol. (2017). Metabolity produkované mikroflérou, ako su
mastné kyseliny s kratkym retazcom (obr. 2), mézu fungovat’ ako hlavny zdroj energie pre

vCely a ako neuroaktivne zlu¢eniny, ktoré moézu ovplyvnit’ funkciu nervového systému.
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Obrdzok 2. Substraty vyuzivané jednotlivymi skupinami baktérii (Bonilla-Rosso a Engel 2018)

Bonilla-Rosso a Engel (2018) uvadzaju, ze novovyliahnuté v¢ely normalne kolonizované
prirodzenou v¢elou mikrobiotou vykazovali ovel'a lepSie vahové prirastky a nadobudli aj vacsiu
hnotmost’ ako ich sterilné néprotivky, bez toho aby bol zaznamennany nejaky rozdiel
v prezivani. V¢ely s baktériami tiez vykazovali vyssiu afinitu na kfmenie cukrovym roztokom
a mali aj zvySenu koncentraciu peptidu podobného inzulinu a vitelogeninu. Prave tieto 2 latky
ovpliviluju zivotnost’ vciel a ich spravanie pri hl'adani potravy. Pravé priciny zvacSenia vciel
treba eSte objasnit, ale vysledky naznacuju, Ze mikrobiom reguluje vcely apetit
prostrednictvom ,inzulinovej signalizacie®.

Vysoké koncentracie organickych kyselin (sukcinat, acetat, propionat) v traviacom trakte
v¢iel potvrdzuju, ze fermentacia je hlavnou metabolickou aktivitou pritomnych organizmov. U
druhu Drosophila melanogaster je dokazané prepojenie zvySenej koncentracie acetatu
v traviacom trakte a zvySenej koncentracie latky podobnej inzulinu stimulujucej jedinca ku

konzumacii potravy a rastu.
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3.2.4 Faktory ovpliviiujuce vel’kost’ a diverzitu vcelieho mikrobiému

V¢elia ¢revna mikrobiota je ovplyviiovana mnohymi faktormi ako su stres, imunitné
reakcie, vek jedinca, ulohy v kolonii, potravinové zdroje alebo vystavenie antibiotikam.
Zlozenie mikroflory, hlavne relativne pocty Snodgrassela alvi, Gilliamela apicola, sa mozu
menit v priebehu sezony, ¢o pravdepodobne reflektuje zmeny v potrave. Dokazalo sa, ze
narusSenie tejto Crevnej rovnovahy vedie k vysSej imrtnosti a zvysSenej citlivosti na ochorenia.
Disbidza negativne posobi aj na expresiu vitelogeninu, fosfolipoglykoproteinu podiel’ajuceho
sa na vyvoji vajicok matky a vyznamného vcelieho antioxidacného Cinidla (Raymann a Moran
2018).

Antibiotika sa pri v€elach podobne ako aj pri inych zivo¢ichoch pouzivaju na potlacenie
bakterialnych patogénov. Sprievodnym javom je ale aj vyhubenie prospésnych symbiotickych
bakterialnych kmeriov, akumulécia génov rezistencie a zvySenie poctu jedincov rezistentnych
na dané lieCivo (Tian a kol. 2012). Lie¢ba moru vceliecho plodu sposobeného patogénom
Paenibacillus larvae je v niektorych krajindch uz desatrocia realizovana podavanim
tetracyklinu a u niektorych kmenov patogénu uz bol zaznamenany vznik rezistencie. Typickym
prikladom su Spojené Staty Americké, kde sa tetracyklim pouziva vo vacsich davkach
(Raymann a Moran 2018). Dlhodoba expozicia Sirokospekralnych antibiotik vedie k vyraznému
obmedzeniu bakterialnej diverzity. Je dokonca mozné, ze vedie k vytvoreniu alternativnemu
stavu, ktory je ale v klti¢ovych aspektoch odli§ny, kedze prirodzend symbidza poskytuje
znaéné vyhody pre obe strany (Tian a kol. 2012).

Expozicia vciel pesticidom je v naSich podmienkach tazko oddelitelnym faktorom,
ovplyviluyjucim zlozenie vceliecho mikrobidomu. Motta a kol. (2018) uvadza, ze jeden
z najznamenjSich pesticidov na celosvetovom trhu, herbicid glyfosat, ovplyviuje zlozenie
vCelej mikrobioty. Zaujimavé je, ze potlaca len urcitu Cast bakterialnej komunity. Najvacsi
vplyv ma na populaciu druhu S. alvi, ktory patri medzi ,.core microbiome”. NaruSenie
normalnych bakterialnych proporcii ale viedlo k zvySenej nachylnosti na prepuknutie
ochorenia. Podobné vysledky zaznamenal aj Kakamanu a kol. (2016), ktory v€elam podaval
pel s obsahom fungicidu chlorthalonilu, ¢o sa prejavilo trojnasobnym zvySenim prevalencie
nosematozy.

Cenna bakterialna symbidza vSak mdze byt naruSend aj ovel'a jednoduchsim faktorom,
ktorym je aj nedostatoéna potravova diverzita v letovom perimetri kolonie. Casto sa stava, ze
je kolonia obkliCena len zltymi hektarmi repky olejnej, ktord je sice vybornym zdrojom nektaru

a pel'u avsak len par tyzdiov v roku. Kazdy druh pelu ma mierne odlisné zivinové zlozenie,
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ktoré ale m6ze kl'iCovo ovplyviiovat bakterialne proporcie. Preto je pre véely dulezité zbierat
pel’ z Co najviac rozmanitych druhov rastlin pocas celej sezony (Mattila a kol. 2012).
Samostatnou kapitolou pri hmyze, zijicom v kolénii je aj kastové zaradenie jedincov
konzumujucich mierne odliSnu potravu a plniacich odli§né funkcie. Kapheim a kol. (2015)
skamali vztah medzi proporciami symbiontov v oblasti vykalového vaku a socidlnym
spravanim naprie¢ roznymi kastami vciel (matky, trady, mladusky-kimicky, lietavky). U
matiek sa ukdzalo vysoké zastipenie baktérie Parasaccharibacter apium v porovnani
s ostatnymi ¢lenmi. Medzi ostatnymi kastami boli identifikované rovnaké bakterialne skupiny

avSak bolo zaznamenané ich mierne odli§né zastupenie.

3.3 Vcelie probiotika

S vyvojom v¢elarskeho vyskumu, sa stale CastejSie spomina vyuzitie prirodzenich v¢elich
¢revnich bakterialnich druhov v podobe probiotik. Cielom takejto suplementacie by v prvom
rade mala byt podpora imunity vcelstva scielom zlepSenia jeho zdravotného stavu a
homeostazy a nasledne aj zvysSenie produktivity (Maryam 2019).

Lamei a kol. (2020) testovali vplyv bakteridlnej zmesy obsahujice; druhy Lactobacillus
kunkeei Fhon2N, Lactobacillus apinorum Fhon13N, Lactobacillus mellis Hon2N,
Lactobacillus mellifer BindN, Lactobacillus apis Hmal 1N, Lactobacillus helsingborgensis
BmaSN, Lactobacillus melliventris Hma8N, Lactobacillus kimbladii Hma2N, Lactobacillus
kullabergensis Biut2N, Bifidobacterium asteroides Bin2N, B. asteroides Bin7N, B.
asteroides Hma3N a Bifidobacterium coryneforme BmabN na mnoZstvo spor patogeéna
P. larvae pri jednotlivcoch. Vysledky ukazali, ze vyssie uvedené druhy vcelych ¢revnych
baktérii voCi patogénu pdsobia antagonisticky minimalne v pripade jednotlivcov.
Zaroven vSak uvadza, ze vzhl'adom k vysokej Specifite a komplikovanej socialnej interakcii
veelieho superoragnizmu, ktorym cela kolonia je, nieje mozné dané vysledky preniest na celé
veelstvo, pri ktorom sa takyto jasny vysledok jednoznacne nepreukazal.

Viac ako dobré in vitro vysledky potvrdzuje aj §tadia Forsgren a kol. (2010), ktora bola tiez
zamerana na potlacenie testovanie antagonizmu medzi vel'mi podobnymi baktériami mlie€neho
kvasenie z traviaceho traktu vciel a patogénom P. larvae.

Stadie, ktoré by dokazali jednozna&ne posudit vplyv probiotik na vitalitu veelstva viak
celkovo dost’ absentuji, pravdepodobne z dovodu vel'mi naro¢ného posudenia zmien vo
vCelstve. Aj napriek absencii jednoznacnych dokazov z praxe je mozné na trhu najst’ niekol'ko

produktov deklarujucich obsah zivych probiotickych baktérii, ktorych druh vsak nieje blizSie
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Specifikovany. Jedna sa naptiklad o produkt EM-KIN, probiotikum pre v¢ely. Dostupné na:
https://bit.1y/3tQBnLI

3.4 Vyuzitie a kultivacia mikroorganizmov v potravinarskych
technolégiach

Fermentované potraviny maju vel'ky vyznam, pretoze poskytuju a konzervuji obrovské
mnozstva potravin Sirokej Skaly chuti, voni a textar obohacujucich ludska stravu.
Fermentované potraviny su tu s nami uz od prvej existencie cloveka na planéte. Pravdepodobne
tu s nami buda aj v d’alekej budicnosti, pretoze medzi ne patria rézne produkty, ktoré su
sucastou kazdodenného zivota. Patria sem skupiny jako octy, nakladana zelenina, udeniny,
syry, jogurty, rastlinné fermentované omacky plné aminokyselin, pecivo z kvaskového cesta,
alkoholické napohe a d’al’Sie. Zatial' Co zapadny svet si mdze dovolit fortifikovat potraviny
syntetickymi vitaminmi a konzervovat napr. mrazenim, rozvojovy svet sa musi spoliehat’ skor
na biologicky spdsob konzervacie zabezpeceny fermentaciou (Steinkraus 1997).

V potravinarskych systémoch zameranych na fermentacné procesy a technologie sa
vyuzivaju najcCastejSie kvasinky, baktérie mliecneho kvasenia a v niektorych pripadoch plesne.
Vyznam kvasiniek je hlavne v procesoch vyroby alkoholickych néapojoch a pekarenskych
technologiach.

Baktérie mlieCneho kvasenia zasa byvaju najCastejSie spajané s produkciou
fermentovanych mlieCnych vyrobkov a syrov, fermentovanej zeleniny, fermantaciou kavy a
d'al'Sich. Medzi najvyznamnejSich zastupcov patria baktérie zo skupiny Lactobacillus,
Lactococcus a Streptococcus. Pri fermentacii zameranej na produkciu kys. citronovej, alebo
sojovej omacky sa pouzivaja plesne rodu Aspergillus. Zaujimavou skupinou su bifidobaktérie,
ktoré sa oznacuju za symbiotické mikrorganizmy poskytujuce hostitelovi znacné vyhody. Ich
pouzitie je ale vzhladom na ich relativne vysSiu citlivost’ na prostredie limitované, a ich
pritomnost napr. vjogurte je zabezpeCena priamym pridavkom pripravene] biomasy.
V nasledujucocm texte sa budeme venovat’ hlavne technologickému vyuzitiu laktobacilov a

bifidobaktérii v potravinarskych systémoch.

3.4.1 Vyuzitie laktobacilov v potravinarskej biotechnologii

Laktobacily sa uz podla svojho nazvu prirodzene spajaju s mlieCnymi vyrobkami a
hlavne s tvorbou kyseliny mliecnej. Vzhladom k rozsirovaniu roéznych potravinovych
intolerancii a alergii na zlozky mlieka, nachadzaja svoje uplatnenie aj aj pri fermentécii inych

rastlinnych substratov alebo odpadovych produktov napr. zo syrarskeho priemyslu, za i¢elom
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zhodnotenia tychto materialov na potraviny so zaujimavym nutriChym a senzorickym

potencialom.

3.4.1.1 Fermentacia rastlinnych substratov

Karovicova a kol. (2020) testovali moznost’ fermentacie a konzumentsku prijatelnost
napoja pripraveného z muky merliku ¢ilskeho a vody. Na fermentaciu bola pouzita komercna
zmesna kultura obsahujuca baktérie Bifidobacterium sp., Lactobacillus acidophilus, a
Streptococcus thermophilus. Po 6 hodinach fermentéacie boli vzorky skladované 21 dni
v chladnicke. Senzorické testy vSak nepotvrdili dostatocne dobrii konzumentska prijatelnost,
zlepSenie nastalo az pri podani vzorky ochutenej malinovym sirupom. Prezivanie baktérii sa
pohybovalo na Grovni 10 °’KTJ/ ml a bolo zaznamenané zvysenie antioxidaénej aktivity napoja,
ktory by mohol tvorit zaujimavy artikel pre TI'udi trpiacich celiakiou alebo lakt6zovou
intoleranciou.

Angelescu a kol. (2019) izolovali baktérie z tradicného rumunského fermentovaného
napoja nazyvaného braga a vodného kefiru. Braga je fermentovany napoj pripraveny z prosa,
pSeni¢nych otrub alebo kukufi¢ného Srotu. Podarilo sa vyizolovat Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, a Lactobacillus delbrueckii. Z. vodného kefiru boli izolované druhy
Lactobacillus satsumensis, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus ghanensis, Lactobacillus
harbinensis, Lactobacillus plantarum. Pri porovnani vlastnosti uvedenych druhov bola vacsina
schopna inhibovat niektoré G+ aj G- patogény (Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, a Salmonella enterica). Na zéklade ich antimikrobidlnej aktivity a
dobrej odolnosti voci nizkemu pH a vysokym koncentraciam zl¢ovych soli, ako aj na zaklade
ich dobrého prezivania v podmienkach simulujucich prechod gastro-intestinalneho traktu sa
laktobacily izolované z vodného kefiru zdajuo byt slubnymi kandidatmi na vyrobu
probiotickych produktov. Konkrétne sa jednalo o L. plantarum BRY, izolovany z bragy, a L.
plantarum CR1 z kefiru.

Podobny pristup vyuzili aj Luana a kol. (2014), ktory pripravili suspenziu ovsenych
vlociek a vody fermentovanu L. plantarum LP09, ktora mala charakteristiky podobné jogurtu.
Podobné vyrobky, napriklad aj z vloCiek nakliceného ovsa, sa vyrazne pretlacaji do popredia
aj na Ceskom trhu.

Okrem spominanych substratov a produktov boli laktobacili izolované aj napriklad
Vv napoji ,.boza“ vyrobeného z prosa pdvodom z oblasti Albanska a Rumunska. V oblasti

Egypta a Syrie sa nachadzaju napriklad v napoji ,,busa“ z prosa alebo ryze. V Thajsku sa
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podobny napoj z ryze nazyva ,.khanomjeem* a mnohé d’al'sie zo substratov tradicne dostupnych

v roznych Castiach sveta (Blandino a kol. 2003).

3.4.1.2 Fermentacia zivoc¢iSnych substratov

Zo zivocisnych substratov ma najvacsi potencial a podiel’ na fermentacii laktobacilmi
urCite mlieko. Laktobacili sa vyuzivaju aj pri vyrobe trvanlivych tepelne neoSetrenych
fermentovanych misovych vyrobkov za cielom predizit ich udrznost znizenim pH
sprevadzanym charakterickymi senzorickymi vlastnost'ami.

Obrovsky potencial ale nesie srvatka ako lacny odpadovy produkt z vyroby syra.
Srvatka predstavuje asi 85-90 % objemu mlieka, pouzitého pri vyrobe syrov. Tekuta srvatka sa
sklada z vody (93 %), laktozy (5 %), bielkovin (0,85 %), mineralov (0,53 %) a minimalneho
mnozstva tuku (0,36 %). Srvatkové bielkoviny maju vyraznu biologicku hodnotu, najmé kvoli
vysokému obsahu esencialnych aminokyselin s rozvetvenym retazcom (izoleucin, leucin a
valin). Tieto aminokyseliny stimuluju $pecifické intracelularne drahy spojené so syntézou
svalovych proteinov (Pescuma a kol. 2010). Na trhu vSak v podstate neexistuje vyrobok
zalozeny na fermentécii srvatky. Vel'mi obmedzene dostupné st aj nefermentované srvatkoveé
napoje.

Shukla a kol. (2013) testovali kombinacie srvatky a ananasového dzasu, s baktériou
Lactobacillus acidophilus. V konzumentskom teste sa najlepsie ukazal pomer srvatky a dzasu
65:35 fermentovany 5 hodin. Dobra zivotaschopnost' baktérii sa potvrdila aj po 28 diioch
skladovania pri 5 °C. Nursiwi a kol. (2017) testovali fermentaciu srvatlky s 5-15% pridavkom
raj¢inového dzisu. Na fermentaciu prebiehajucu 18 hodin wvyuzili L. acidophillus a
L. plantarum. Senzorické testy ukazali, Ze nejlepsi konzumentsky potencial mala varianta s 5%

obsahom S§tavy, pocas fermentacie sa zvysil aj obsah polyfenolov v napoji.

3.4.1.3 Malolakticka fermentacia

Menej zndmym vyuzitim laktobacilov je proces malolaktickej fermentacie
prebiehajucej najcastejsie v Cervenych vinach alebo niektorych cideroch s vysokym obsahom
kyseliny jabl¢nej s cielom jej premeny na kyselinu mliecnu, ktora mé prijatel'nejsi senzoricky
profil. Vyroba vina bezne zahffia dva hlavné fermentacné procesy: alkoholovu fermentaciu
vykonavanu kvasinkami a malolakticktl fermentaciu (MLF), ktord prebieha v rézii baktérii
mliecneho kvasenia (LAB). MLF je nevyhnutnd pre takmer vSetky Cervené vina a niektoré biele
vina, najma tie, ktoré zreju v sude alebo vo fTasi. MLF zlepsuje kvalitu a stabilitu tychto vin.

LAB vo vine nerastie v rovnakom c¢ase ako kvasinky, ale zafina sa mnozit' az po faze
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alkoholového kvasenia. MLF vyvolava dramaticki zmenu v organoleptickej kvalite vin
vplyvom odkysenia sposobeného premenou kyseliny jabl¢nej (Lonvaud-Funel 1995).

Najbeznejsie pouzivanou Startovacou kulturou MLF je Oenococcus oeni pouzivany v
komerc¢ne dostupnej Startovacej kultire. Existuje ale aj minimalne 17 zastupcov laktobacilov,
ktoré st spojené s niektorym procesom vyroby vina. Studie za najlepsie enologické laktobacily
svojou aktivitou podobné O. oeni povazuju L. plantarum a L. hilgardii (Du-Toit a kol. 2010),
(Krieger-Weber a kol. 2020).

3.4.2 Vyuzitie bifidobaktérii v potravinarskej biotechnolégii

Bifidobaktérie su ddlezitou skupinou probiotickych kultur bezne sa vyuzivajucich vo
fermentovanych mlie¢nych vyrobkoch. Skupina bifidobaktérii tvori velku cCast' baktérii
nachadzajucich sa v 'udskom traviacom trakte. Predpoklada sa, ze svojim hostitelom prinasa
mnozstvo benefitov, akymi su zlepSenie stravitelnosti laktozy, rdzne antikancerogénne ucinky,
produkcia vitaminov skupiny B, alebo znizenie hladiny cholesterolu.

V porovnani s baktériami mlieCneho kvasenia, vSak maju casto horSie behavioralne
charakteristiky, Co ich pouzitie mierne obmedzuje. Bezne maju vel'mi pomaly rast, o predlzuje
fermentacnit dobu, vyzaduju striktne anaerébne podmienky a nizky redoxny potencial
(Prasanna a kol. 2014). Vzhladom ktomu, ze bifidobaktérie maju heterofermentativny
metabolizmus, okrem kyseliny mliecnej produkuju aj kyselinu octovu, je vhodné ich do
vyrobku primieSat’ vo forme dopredu pripravenej zivej biomasy aby bola minimalizovana
koncentracia neziaducej kyseliny octovej vo findlnom vyrobku.

Najbeznejsie pouzivanymi druhmi su B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. breve a B.
longum biotyp infantis a longum (Masco a kol. 2005). Standardnym parametrom vyrobkov
s obsahom bifidobaktérii je minimalny obsah zivych baktérii na konci datumu spotreby

v mnozstve minimalne 10’ KTJ v grame alebo mililitri vyrobku.
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4 Metodika

4.1 Odber vciel a izolacia obsahu Creva

Na izolaciu boli odobraté vcely druhu Apis mellifera zo Styroch lokalit zo SirSieho okolia
Prahy (Dol, Postfizin, Kralupy nad Vltavou a VétruSice). VEely boli transportované v klietkach
(Priloha 1), s medocukrovym cestom aihned po transporte do LAM (Laboratof Anaerobni
Mikrobiologie) UZFG (Ustavu Zivo¢isné fyziologie a genetiky) AV CR, v.v.i. omracené CO2 a
usmrtené. Bezprostredne potom z nich boli za aseptickych podmienok vybraté kaudalne Casti
(Crevo a rektum) traviaceho traktu a vlozené do hermeticky uzatvaratelnej skimavky (tzv.
,Hungate's tube“; vyrobca SciQuip, GB) obsahujucej 1,8 mL sterilného, modifikovaného
anaerobneho M.R.S. bujonu (zlozenie g/ L : 12 g trypton, 20 g glukdza, 5 g kvasni¢ny extrakt,
5 g sojovy pepton, 5 octan sodny, 5 NaCl, 1 MgCl2 x 6 H20; 0,2 cystein x HCI, 1 mL Tween
80; pH pred sterilaciou bolo upravené na 7,3 pomocou SM NaOH) s pridavkom sklenych ¢repin
pre homogenizaciu vzorky. Anaerdbne podmienky boli zabezpeCené vytesnenim
atmosférického Oz pomocou CO: z tlakovej flase (Cistota plynu> 99,99 %). Rucnym
pretrepanim boli traviace trakty robotnic homogenizované a alikvotne nariedené desiatkovym
systémom sustavou skumaviek, ktoré obsahovali zhodny objem bujénu. Nariedené vzorky o
objeme 0,2 mL boli za aseptickych podmienok aplikované do sterilnych Petriho misiek a
inkubované po pridani modifikovaného M.R.S. agaru (bujon s vysSie uvedenim zlozenim a
pridavkom 13,5 g bakteriologického agaru, Oxoid, GB), modifikovaného TPY agaru (Killer a
kol., 2011) a Rogosa agaru (Oxoid, GB) so zlozenim: trypton 10 g/L, kvasni¢ny extrakt 5 g/L,
glukoza 20 g/L, KH2PO4 6 g/L, citrat amonny 2 g/L., acetat sodny 17 g/L, MgSO4 0.6 g/L,
MnSOs4 0,12 g/L, agar 15 g/L, za anaerdbnych podmienok (vyvija¢ anaerdbnej atmosféry
AnaeroGenTM 3.5L; Oxoid, GB) v 3,5L anaerostatu (Anaerobic jar, Oxoid, GB) pri teplote 37
°C po dobu 48 hodin.

Narastené kolonie roznej vel'kosti a morfologie boli sterilnym bakteriologickym ockom
transportované do skumaviek obsahujucich 9 mL vys$Sie zmieneného M.R.S. bujénu a
kultivované 24-48 h pri 37 °C. Po naraste bola u bakterialnych izolatov zhodnotena pomocou
svetelnej, kontrastnej mikroskopie Cistota, resp. potencialna kontaminécia, a zaroven
morfologia buniek.

Z 95 izolatov bolo vyselektovanych pre ucely klasifikacie 42 z nich, u ktorych bola
preukazana Cistota a zaroven morfologia typicka pre laktobacily (zjednodusSene pravidelné

tyCinky vyskytujice sa jednotlivo, v dvojiciach ¢i kratkych retiazkach) a bifidobaktérie
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(nepravidelné kratsie ¢i dlhSie, obCas vetvené tyCinky dosahujtce nejCastejsSie kyjovity tvar a
tvary pripominajice pismena Y a X; taxony obyvajuce traviaci trakt opel' ovacov naviac casto

tvoria v tekutych rastovych médiach viacmenej rozsiahle zhluky buniek — tzv. autoagregaty).

4.2 Klasifikacia izolatov laktobacilov a bifidobaktérii

Chromozomalna DNA vybranych izolatov, nevyhnutna pre klasifikaciu, na zaklade
komparativnej analyzy 16S rRNA genu (kodujuca ribozomalnu RNA malej podjednotky
ribozomov), bola extrahovana prostrednictvom roztoku PrepManTM Ultra Reagent (Applied
Biosystems, GB) podla instrukcii vyrobcu, priCom zakladom bol pelet buniek izolatov ziskany
centrifugaciou (13 500 ot. / min. v trvani 3 min.) 1 mL kultary.

Primerovy par 616 V- 630R, konkrétne PCR podmienky: (94 °C/5 min) 1x, (94°C/45 s,
52°C/1 min, 72°C/90 s) 32x, (72 °C/5 min) 1x a fD1 — rP2, konkrétne podmienky: : (94 °C/5
min) 1%, (94°C/45 s, 52°C/1 min, 72°C/90 s) 33, (72 °C/7 min) boli pouzité pre amplifikaciu
takmer kompletnej sekvencie 16S rRNA génu.

PCR reakcie v objeme 30 uL. pozostavali z 1x PPP Master Mix (75 mM Tris-HCI, pH
8.8, 20 mM (NH4)2S04, 0.01% Tween 20; 2,5 mM MgCl,, 200 uM of each deoxynucleoside
triphosphate, 1.25 U Taq-purple DNA polymerase; (Top-Bio, CZ), 0.5 uM oboch primérov a
20-50 ng templatovej DNA.

Uspesna amplifikacia bola potvrdena na zéklade 1.5 % agarozovej elektroforézy pri
tychto podmienkach: 110 V, 40 min, ethidium bromid pre zafarbenie DNA v koncentracii 50
ng / 100 mL. Ziskané amplikony boli purifikované kitom Monarch PCR & DNA Cleanup Kit
250 preps. (New England BioLabs Inc., GB) podla instrukcii vyrobcu a sekvenované z oboch
stran, tj. pomocou oboch primérov, v spolo¢nosti SEQme company (CZ). Kompletné sekvencie
boli rutinne zostavené v programe Geneious version 7.1.7 software (Biomatters, NZ). Vysledné
sekvencie boli vlozené do databazy EzBioCloud volne pristupnej na webove] stranke:
https://www.ezbiocloud.net/identify (Yoon a kol. 2017) porovnavajucej vlozenu sekvenciu so
vSetkymi kompletnymi (v najvysSej] miere vyextrahované z kompletnych genomov)
sekvenciami prislusného génu typovych kmenov prokaryot. Vysledkom je percentualna
podobnost’ s najbliz§im(i) taxébnom. V pripade fragmentu génu > 1200 nukleotidov a similarity

odobnosti) > 99.0 % patri izolat vel'mi pravdepodobne k prislusnému taxonu.
p

4.3 Priprava srvatkového média

Na kultivaciu bola pouzita sladka srvatka fortifikovana srvatkovym proteinom Impact

whey protein (MyProtein, GB) v koncentréacii 5 g/L. V srovatke bol pomocou enzymu beta-
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galaktosidazy MAXILACT® LGI 5000 (DSM, FR), s obsahom 5000 laktazovych jednotiek na
ml pripravku, znizeny obsah laktozy pod 1 g/L. V takto pripravenej srvatke boli nasledne
zaistené anaerobne podmienky vytesnenim atmosférického O> pomocou CO; z tlakovej flase.
Srvatka bola nasledne v autoklave vystrerilovana (107 °C/ 50 minut) v plastovych kénickych

skamavkach.

4.3.1 Stanovenie aktivity laktazy

Vzhl'adom k nedostupnosti informacii o aktualnej aktivite laktazy MAXILACT® LGI
5000 (DSM, FR) bolo potrebné stanovit jej aktivitu. Do vzoriek bol pridany enzym
v koncentracii 1 ml/L a pretrepavany v termostate pri 37 °C. Jednotlivé vzorky boli nasledne
po 30, 60, 120 a 240 minatach povarené (10 min/ 100 °C), s cielom inaktivacie enzymu
a rezidualny obsah laktozy bol stanoveny pomocou 1H nuklearnej magnetickej rezonancie (1H
NMR).

'"HNMR analyza slozenia bola vykonana na spektrometri Bruker Avance III 500 MHz
vybavenom 5 mm BBFO sondou (Bruker Biospin, DE) pracujicom na frekvencii 500.23MHz.
Vzorky (540uL boli zmiesané s 60uL. NMR roztokom (fosfatovy tlmi¢, 1.5M, pH 4.0, 0.2 %
NaN3 and 5 mM TSP). Spektra boli snimané pomocou metddy 1d noesy, 32k datovych bodov
v Casove] doméne, Sirka spektra 16 ppm, akviziény Cas 4s, relaxa¢na doba 1s a mixing time
0.1s. Spektra boli upravené v programe Chenomx ver. 8.4 (Chenomx Inc., CAN), ktory bol tiez

pouzity na kvantifikaciu metabolitov.

4.4 Testovanie rastového potencialu vybranych bakterialnych druhov

Pre testovanie schopnosti mnozit' sa v pripravenom srvatkovom médiu bolo vybranych 7
klasifikovanych taxonov, vac§inou patriacich medzi tzv. core microbiome vcely medonosne]
(Kwong a Moran 2016). Jednalo sa o izolaty Lactobacillus kimbladii (KT3), Bifidobacterium
asteroides (P1/TP2), Bifodobacterium asteroides (D1/TP1), Bifodobacterium coryneforme
(D1/TPS5), Lactobacillus apis (P1/MR10), Lactobacillus melliventris (P1/MR11), Lactobacillus
helsinborgensis (KR10).

Po zaockovani 1 ml dobre narastenej kultiry do 9 ml syrovatkového média boli skimavky
ponechané v termostate pri 37 °C po dobu 46 hodin. Zaroven pocas ockovania srvatkového
média prebehlo aj stanovenie poctu zivotaschopnych baktérii v ockovanej davke doskovou
kultivatnou metodou uvedenej v kapitole 4.1. Po ukonceni fermentacie bol doskovou

kultivatnou metodou opédtovne stanoveny pocet zivotaschopnych buniek. Srvatkové média boli
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po odstredeni bakterialnej biomasy (10000 otaciek/ 10 min.) podrobené stanoveniu zlozenia

pomocou 'H NMR analyzy s cielom identifikovat’ primarne metabolity.

4.5 Testovanie moznosti lyofilizacie bakterialnej biomasy

Po fermentacii boli skimavky centrifugované za ucelom vytvorenia bakterialnej pelety
(vid. Prilohu 2). Vzhl'adom k maximalizacii prezivania bakteridlnych buniek proces
lyofilizacie bolo potrebné k biomase pridat’ kryoprotektant.

Ako kryoprotektanty boli testované strerilné cukorné roztoky glukézy (5 %) a sacharozy
(5 %) alebo ich kombinacia (15% glukoza + 10% sachar6za) prebublané CO-, ktoré boli
pridavané priblizne v mnozstve dvojnasobku hmotnosti bakteridlnej pelety. Peleta bola
nasledne asepticky resuspendovand a vytvorend suspenzia bola zmrazena pri
-80 °C, po dobu minimalne 4 hodin. Po vytiahnuti z mrazni¢ky boli skumavky trychlene
otvorené a vlozené na noc (18 hodin) do lyofilizéra. Nakoniec boli v lyofilizatoch (priloha 3)
stanovené pocCty zivotaschopnych buniek pomocou riediacej rady a doskovej kultivacnej

metody v MRS agare uvedenej v kapitole 4.1.

4.6 Testovanie zivotaschopnosti lyofilizatu pridaného do medocukrového
cesta podavaného vcelam po 5 mesiacoch od pripravy

Pripravené lyofilizované bakterialne pelety boli primieSané do sterilného medocukrového
cesta, ktoré bolo nasledne v d’al'Sich experimentoch podavané vcelam. Nespotrebované vzorky
tohoto  cesta  boli  skladované  priblizne 5  mesiacoch v mrazaku  pri
-18 °C a boli podrobené kultivaénému doskovému stanoveniu poctu prezivsich baktérii v MRS

agare, sposobom uvedenym v kapitole 4.1.
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S Vysledky

5.1 Klasifikacie izoliatov na zaklade komparativnej analyzy 16S rRNA

génu

Z 95 izolatov bolo vyselektovanych pre ucely klasifikacie 42 z nich. Jednotlivé izolaty
boli poslané do spolo¢nosti SEQme company (CZ), na sekvenaciu 16s rRNA génu, kodujucu
ribozomalnu RNA malej podjednotky ribozomu. Podarilo sa z§kat’ 35 sekvencii 16s rRNA génu
(vid’. Tabul'kal). Podarilo sa izolovat’ dostatocne Siroké spektrum baktérii vcelej mikrobioty a
vacsinu zatupcov skupiny ,core microbiome” (Kwong a Moran 2016). Ako pre nas
najzaujimavejsie izolaty boli pre d’al'Sie pokusy vybrané bakterialne kmene L. kimbladii (KT3),
B. asteroides (P1/TP2), B. asteroides (D1/TP1), B. coryneforme (syn. B. indicum) (D1/TP5), L.
apis (P1/MR10), L. melliventris (P1/MR11) a L. helsinborgensis (KR10).

Tabulka 1. Zoznam klasifikovanych bakterialnych izoldtov s pravdepodobnostou prislusnosti k danému taxonu

Ozn. Primer 16S rRNA Klasifikace
VT9 fD1 L. melliventris 99.78%
KT3 fD1 L. kimbladii 99.50%
KT8 fD1 L. melliventris 99.41%
KM1 fD1 L. kimbladii 99.86%
VM1 fD1 Staphylococcus caprae 99.82%
VM9 fD1 B. asteroides 99.27%
VM10 fD1 B. asteroides 99.13%
VYM11 fD1 B. asteroides 98.15%
KR1 fD1 L. melliventris 99.72%
KR2 fD1 L. melliventris 99.93%
KRS fD1 L. helsinborgensis 99.84%
KR7 fD1 L. melliventris 99.86%
KRS fD1 L. helsinborgensis 99.79%
KR9 fD1 L. helsinborgensis 99.88%
KR10 fD1 L. helsinborgensis 100%
VRS fD1 L. helsinborgensis 99.56%
VRS fD1 L. helsingborgenis 99.93%
VR9 fD1 L. melliventris 99.65%
D1/TP1 616V B. asteroides 97.75%
D1/TP2 616V B. asteroides 99.20%
D1/TP4 616V B. indicum 97.34%
D1/TPS 616V B. indicum99.93%
D1/TP6 616V B. asteroides 99.0%
P1/TP1 616V B. asteroides (98.26%
P1/TP2 616V B. asteroides 98.87%
P1/TP3 616V B. asteroides 99.41%
D1/MR11 fD1 Lactobacillus kullabergensis 99.43%
D1/MR12 fD1 Lactobacillus melliventris 99.20%
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Ozn. Primer 16S rRNA Klasifikace

P1/TP8 fD1 B. asteroides 98.52%
P1/TP11 fD1 B. asteroides 98.30%
P1/MR10 fD1 L. apis 99.78%
P1/MR11 fD1 L. melliventris 99.85%
D1/TP7 fD1 B. asteroides 100%
D1/TP9 fD1 B. asteroides 97.64%
D1/TP12 fD1 B. asteroides 99.33%

5.2 Stanovenie aktivity laktazy

Pomocou 'H-NMR boli stanovené rezidualne mnozstva laktdzy v naSom srvatkvom
médiu. Zo ziskanych hodndt sme vytvorili graf (vid. Obrazok 3), odzkadlujici zévislost
obsahu laktézy v médiu na Case posobenia enzymu.

Pri posobeni enzymu 120 minut bol obsah reziduanej laktozy na urovni 1,5 g/L. Pri
posobeni enzymu 240 minut, sme namerali reziduum laktozy 0,25 g/L srvatky. Pre nase potreby
(znizit obsah laktozy v srvatke pod 1 g/L) bol zvoleny ako najvhodnjesi Cas posobenia enzymu,
180 minut.

Koncentracia lsktézy v srvake, vz avislosti na dizke pdsobenia lsktazy

40 \

20 | N

Koncentracia lak tozy (g/l)

10 S

-10 A A A A A A A A A A A A A A A A A
-20 0 20 40 €0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 280

Cas (min.)

Obrazok 3. Graf zavislosti obsahu laktézy na dizke pésobenia enzymu
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5.3 Vysledky narastov jednotlivych bakterialnych druhov

Na overenie rastového potencialu baktérii v srvatkovom médiu sme vybrali 7
bakterialnych kmenov, prevazne patriacich medzi tzv. core microbiome (Kwong a Moran
2016). Pripravené konické skimavky s 9 ml srvatkového média boli ockované 1 ml bakterialne;j
suspenzie so stanovenym mnozstvom zivotaschopnych baktérii. Nasledne boli 46 hodin
kultivované v termostate pri 37 °C. Pocty zivotaschopnych baktérii L. kimbladii (KT3),
B. asteroides (P1/TP2), B. asteroides (D1/TP1), B. coryneforme (syn. B. indicum) (D1/TP5), L.
apis (P1/MR10), L. melliventris (P1/MR11) a L. helsinborgensis (KR10) boli stanovené

doskovou kultivacnou metodou na MRS agare, a ziskané hodnoty sme porovnali v grafe, vid’

Obrazok 4.
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Obrazok 4. Ndarast poctu Zivotaschopnych baktérii v srvatkovom médiu po 46 hodinach kultivdcie
Pri vSetkych testovanych druhoch bol zaznamenany narast poctu zivych buniek o
minimalne 2 rady. Vsetky vzorky po 46 hodinych kultivacie zaroveri prekonali hranicu 10°

zivotachopnych buniek v 1 ml média. Najlepsi narast bol zaznamenany pri druhu L. kimbladii,

kde bol zaznamenany narast po¢tu zivych buniek o takmer 4 rady.
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5.4 Stanovenie zlozZenia fermentovaného srvatkového média

Srvatkové média boli po odstredeni bakterialnej biomasy podrobené stanoveniu zlozenia
pomocou 'H NMR analyzy s cielom identifikovat primarne metabolity jednotlivych taxénov a
odsledovat vyuzivanie réznych substratov. Zo ziskanych hodndt boli vytvorené grafy
odzkadlujuce vyuzivanie sacharidov (Obrazok 5), zmeny v koncentracii primarnych
metabolitov a d’al'Sich identifikovanych latkach sme spracovali do obrazku ¢.6 a €.7.

Zo ziskanych hodndt na obrazku ¢.5 vyplyva, ze vSetky baktérie v najvacSej miere
vyuzivali ako zdroj energie glukozu, ktorej celkovy obsah klesol o priblizne 50 % pri vSetkych
druhoch. Zaujimavou informaciou vs$ak je to, ze v menSom rozsahu boli schopné vyuzivat’ aj
galaktozu z rozStepenej laktdzy, ktorej mnozstvo kleslo o prblizne 30 % pri vSetkych druhoch.
Galaktozu bol najlepsie schopny vyuzivat druh B. asteroides (D1/TP1). Koncentracia
rezidualnej laktozy zostala v podstate nezmenena a v drobné rozdiely boli pravdepodobne

sposobené len nepresnost'ou merania a vyhodnocovania spektier.
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Obrdzok 5. Spotreba sacharidov pocas fermentdcie
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Pri blizSom pohl'ade na zmeny zaznamenané v koncentraciach latok sa najvyraznejSie
prejavilo zvySenie koncentracie laktatu, ktory je typickym metabolitom testovanych druhov.
Okrem vzorky fermentovanej druhom L. apis, sme zaznamenali aj vyrazné zvySenie mnozstva
kyseliny octovej, ktoré bolo najvyraznejsie pri vzorkach bifidobaktérii, vid’ obr. 6.

Citrat sa ukazal ako ziadany substrat, ked'ze pii vSetkych testovanych druhoch jeho
koncentracia poklesla. Pri druhoch L. helsinborgensis, L. kimbladii a L. melliventris dokonca

baktérie vSetok citrat spotrebovali a zaroven sa vo vzorkach objavil vyrazny narast koncentracie

sukcinatu.
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Obrdzok 6. Zmeny koncentrdcii primarnych metabolitov

Boli zaznamenané aj mierne narasty niektorych d’al'Sich latok (obr. 7), vzhl'adom k ich
stopovym koncentraciam ich ale z nasho pohl'adu povazujeme za zanedbatel'né. Vyplyva z nich
vSak jasny rozdiel medzi jednotlivymi bakterialnymi skupinami. Bifidobaktérie boli schopné
produkovat’ pyruvat a malé mnozstvo etanolu narozdiel od laktobacilov. Naopak laktobacili

produkovali vy§Sie mnozstva aminokyseliny alaninu.
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Obrazok 7. Zmeny v koncentracii dalSich identifikovanych ldatok

5.5 Prezivanie baktérii proces lyofilizicie

Pred samotnou lyofilizaciou bolo potrebné zabezpecit ochranu baktérii, ktorych bunky
by sa vplyvom krystalizacie okolitej vody mohli porus$it’ a znehodnotit. Ako kryoprotektanty
boli testované sterilné roztoky glukozy, sacharézy alebo ich kombinacia v mnozstve priblizne

dvojnasobku hmotnosti bakterialnej pelety.

5.5.1 Lyofilizacia s kryoprotektivhym roztokom glukézy a sacharozy

Pri prvej verzii lyofilizacie bol pridany roztok o hmotnosti dvojnasobku vahy pelety
s 15 % glukdzy a 10 % sacharozy (celkovo 25 % cukrov). Pre tento pilotny experiment boli
pouzité 3 bakterialne kmene, konkrétne L. kimbladii (KT3), L. apis (P1/MR10),
L. helsinborgensis (KR10). Tesne pred, a po lyofilizacii bolo urobené doskové kultivacné

stanovenie poctu zivotaschopnych baktérii (Tabul'ka.2).
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Vysledna peleta mala zuvackovitd, lepiva konzistenciu, nevhodni pre homogénne
primieSanie do medocukrového cesta potrebného pre d’al'Sie experimenty so vcelami.

Prezivanie bakterii v§ak bolo na dostatocne vysokej urovni.

Tabulka 2. PreZivanie baktérii s kryoprotektantom 15% glukozy a 10% sacharozy

KTJ/ml, pred lyof. KTJ/ml, polyof.  Prezivanie

KT3 L.kimbladii 1,9x10'° 3,3x101° 100%
P1/MR10 L.apis 9,2x10° 3,3x101° 100%
KR10 L.helsinborgensis 1,5x10'° 4,3%x10° 29%

5.5.2 Lyofilizacia bez kryoprotektantu, s kryoprotektivnym 5% roztokom glukézy

alebo 5% roztokom sacharoézy

Pri druhom pokuse o pripravu pelety bol testovany 1 zastupca bifidobaktérii,
B.  coryneforme (syn. B. indicum) (D1/TP5) a 1 zéastupca laktobacilov,
L. helsinborgensis (KR10). Kazda baktéria bola lyofilizovana vo verzii bez kryoprotektantu,
s 5% roztokom glukozy ako kryoprotektantu o hmotnosti dvojnasobku hmotnosti bakterialne;j
pelety alebo s 5% roztokom sacharozy ako kryoprotektantu o hmotnosti dvojnasobku hmotnosti
bakterialnej pelety. Vysledna peleta mala vhodnu rozpadavi konzistenciu, potvrdilo sa aj dobré

prezivanie (v podstate 100% buniek), takto pripravenych lyofilizatov (vid. Tabulka 3).

Tabulka 3. Pocty zivotaschopnych baktérii v lyofilizate

Kryoprotektant KTJ/g Iyofilizatu  KTJ/ml srvatky
L.helsinborgensis Kontrola 1,9x10% 3,0x10°
L.helsinborgensis Glukdza 5 % 1,610 3,2x10"
L.helsinborgensis Sachar6za 5 % 1,4x10'2 5,2x101°
B. coryneforme Kontrola 0 0
B. coryneforme Glukoéza 5 % 0 0
B. coryneforme Sacharoza 5 % 1,.2x10™ 2.9x10"2

5.6 Prezivanie lyofilizovanych baktérii v medocukrovom ceste po 5
mesiacoch od pripravy

Po piatich mesiacoch od zapracovania bakterialnych lyofilizaitov do medocukrového
cesta, ktoré bolo pocas tejto doby skladované pri -18 °C, bolo vykonané doskové kultivacné

stanovenie prezivajucich buniek. Na doskach vsak nebol pozorovany ziadny narast.
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6 Diskusia

6.1 Izolacia zastupcov vcelieho ,,core microbiome*

Cielom izolacie baktérii z vCelieho traviaceho traktu bolo vyizolovat, €o najviac
zastupcov baktérii mlieCneho kvasenia a bifidobaktérii z tzv. vcéelieho core microbiome
(Kwong a Moran 2016), ktory v najvd¢Som pocte tvoria skupiny laktobacilov Firm-4 (L.
mellifer, L. mellis), Firm-5 (L. apis, L. helsingborgensis, L. melliventris, L. kimbladii, L.
kullabergensis). V mensom zastipeni bifidobaktérie (B. asteroides, B. indicum (syn. B.
coryneforme) (Ellegaard a kol. 2015).

V Tabulke 1 st uvedené vSetky klasifikované izolaty a vyplyva z nej, ze okrem skupiny
laktobacilov Firm-4 sa nam podarilo izolovat’ vSetkych ostatnych bakteridlnych zastupcov, u
ktorych sa predpoklada probioticky potencial pre vCely Apis mellifera. Zastupcov skupiny
Firm-4 sa nepodarilo izolovat’ pravdepodne kvoli moznej Specifickej poziadavke na kultivacné

médium.

6.2 Priprava srvatkového média a stanovenie aktivity laktazy

Vzhl'adom k nizkému obsahu bielkovin v srvatke (0,8g/L) (Bozani¢ a kol. 2014) bola
sladka srvatka fortifikovana srvatkovym proteinovym koncetratom Impact whey protein
(Myprotein, GB) v mnozstve 5 g/L.. Jednym z problémom srvatkového média bol aj vysoky
obsah laktozy, ktora je pre v¢eliu mikrobiotu nevyuzitelna, ¢o sa potvrdilo aj nam (vid’. Obr. 5)
a pre v¢ely dokonca toxicka (Sylvester 1979; Barker 1977). Toxicita laktozy by mohla byt
fatalna hlavne v pripade, ak by sa probioticky lyofilizat s laktézou dostal do vcelstva, kde by
mobhla spdsobovat’ kontraproduktivne ucinky. Preto bolo potrebné laktézu z média odstranit’,
rozstepenim enzymom na glukézu a galaktozu. Glukoéza bola v médiu néasledne vyuzivana ako
primarny substrat a galaktoza bola v urcite] miere baktefriami vyuzivana tiez.

Aktivitu enzymu bolo potrebné stanovit' a najst’ optimalnu dizku pdsobenia, aby sa
podarilo znizit koncentraciu laktézy pod 1 g/L.. Zo ziskanych hodnét bol vytvoreny graf
(Obrazok 3), a vyvodeny zaver, ze pre nasu potrebu bude idedlna kombinacia koncentracie
enzymu 1 ml/L a ¢asu posobenia 180 minut pri 37 °C. Do budicnosti by vSak mohlo byt
zaujimaveé aj zvySenie koncentracie enzymu s cielom urychlit’ Stepenie laktozy a uSetrit tak Cas.

Otazkou je, ktora vyrianta by bola realne ekonomicky vyhodnejsia v priemyselnom pouziti.

35



6.3 Narasty bakteridlnej biomasy v srvatkovom médiu

VSsetky testované bakterialne izolaty boli schopné mnozit’ sa v srvatkovom médiu, priCom
nejlepsi narast, takmer 4 rady, bol zaznamenany pri druhu L. kimbladii (KT3). Okrem toho sa
vSak preukazali dobré rastové potencialy pri vSetkych testovanych druhoch (2-3 rady) vid.
Obrazok 4. Vietky vzorky presiahli troven 10° KTJ/ml zivotaschopnych buniek.

Rozdiely medzi druhmi mohli vzniknit mierne odliSnymi narokmi na prostredie a
zivinové zlozenie média, vzhladom k tomu, ze aj vo vCelom traviacom trakte sa mozu
vyskytovat ~ vmierne  odliSnych  lokalitach a  vyuzivat  odliSné  substraty

(Bonilla-Rosso a Engel 2018).

6.3.1 Vyuzivanie substratov a produkcia metabolitov jednotlivych druhov

Primarnym energetickym substratom, baktérii sa ukazala byt glukéza. Preferenciu
glukozy potvrdzuje aj Lee a kol. (2018) a uvadza, ze rovnako dobre je vCelimi baktériami
vyuzivana aj fruktéza a sachardéza. Nami zaznamenané znizenie koncentracii galaktozy
v porovnani s nezao¢kovanym médiom o priblizne 30 % pri vSetkych druhoch, je taktiez realne,
a  mensi zaujem o  tento  zdroj uhlika  je  vzhode s vysledkami
Lee a kol. (2018). Aj napriek tomu, ze vo svojom prirodzenom prostredi stymto
monosacharidom testované baktérie neprichadzaji do kontaktu boli schopné ju
v nezanedbatelnom mnozste vyuzivat. Najvacsie zmeny v koncentracii glukdzy a galaktozy
boli zaznamenané pri druhu B. asteroides (D1/TP1) (vid’ obrazok 5) aj napriek tomu, ze pocet
baktérii nebol najvyssi.

Okrem sacharidov sme ale pri vSetkych laktobacilov skupiny Firm-5 zaznamenali aj
vyrazny pokles koncentracie citratu. Takmer vSetok citrat bol spotrebovany pri
L. helsinborgensis, L. kimbladii a L. melliventris.. Tento fakt potvrdzuje aj
Bonilla-Rosso a Engel (2018), ktory uvadzaju, ze citrat je pre skupinu Firm-5 jednym
z hlavnych substratov, narozdiel’ od L. apis, skupiny bifidobaktérii a laktobacilov Firm-4.

Bifidobaktérie a niektoré laktobacili maju heterofermentativny metabolizmus zamerany
na produkciu viacerych primarnych metabolitov, ¢o sa potvrdilo pri vSetkych druhoch okrem
L. apis (P1/MR10), ktory produkoval takmer iba kyselinu mlie¢nu a mensie mnozstvo vol'nych
amonikyselin. U zvys$nych druhov (Lactobacillus kimbladii (KT3), Bifidobacterium asteroides
(P1/TP2), B. asteroides (D1/TP1), B. coryneforme (syn. B. indicum) (D1/TP5), L. melliventris
(P1/MR11) a L. helsinborgensis (KR10)) boli zaznamenané aj vyrazné prirastky v koncentracii

kyseliny octovej. Zmeny v koncentraciach tychto dvoch metabolitov su najcastejSie aj podl'a
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Lee a kol. (2018). Produkcia zvySnych metabolitov sa li§i od jedného druhu k druhému a neda
sa zovSeobecnit, pretoze aj medzi pribuznymi druhmi boli zaznamenané jasné rozdiely.
Prikladom je L. apis v porovnani s ostatnymi druhmi laktobacilov. L. apis pri porovnatelnych
poctoch KTJ/ml vyprodukoval minimalne mnozstvo acetatu a zaroveri spotreboval len priblize
polovicu mnozstva citratu.

Pri  druhoch Lactobacillus kimbladii (KT3), L. melliventris (P1/MR11) a
L. helsinborgensis (KR10) sme zachytili vyrazne zvySenie mnozstva kyseliny jantarovej.
Zheng a kol. (2017) uvadza, ze sukcinat je tiez jednym z hlavnych metabolitov v¢elej Crevnej
mikrobioty, pretoze pri porovnani analyz obsahu ¢riev (kontrétne Casti rectum) sterilnych vciel
nebola zistend jeho pritomnost’, narozdiel od vc€iel so Standartnou mikroflérou. Jeho produkcia
sa vSak nemusi vyskytovat' u vSetkych zastupcov vcelej ¢revnej mikrobioty. Rovnaky trend bol
zaznamenany aj v pripade aminokyyeliny D-alaninu.

Charakteristickou vlastnostou pre skupinu bifidobaktérii, ktoré pri bifidobaktériach
plati vS§eobecne Amaretti a kol. (2007), bolo mierne zvySenie koncentracie etanolu, v porovnani
so sledovanymi laktobacilmi, kde zostali koncentracie tychto metabolitov nemenné. ESte
vyraznej§i trend sa prejavil v koncentracii pyruvatu, priSom sa jeho koncentracia vyrazne
zvySovala iba v pripade vzoriek obsahujucich bifidobaktérie.

Rozdiely v metabolizme medzi jednotlivymi druhmi odzrkadl'uj ich jedinecnost’, réznu
pozi¢ny vyskyt vo vCelom traviacom trakte a mozné odlisné posobenie na imunitu vcelieho
jednotlivca. Vsetky vysledky vSak musime povazovat, vzhladom na obsenciu opakovania

pokusu, len za orientacné.

6.4 Lyofilizacia bakterialnej biomasy

Zakladnym predpokladom pre vytvoreny lyofilizat bol vysoky obsah zivotaschopnych
baktérii a rozpadavd konzistencia vhodna na jednoduché davkovanie a homogénne
zapracovanie do medocukrového cesta, ktoré sa do buducnosti javilo ako najvhodnej$i nosic
pre potencialny probioticky vcely doplnok.

Pri prvom pokuse o lyofilizaciu resuspendovanej pelety troch bakterialnych druhov
(L. kimbladii (KT3), L. apis (P1/MR10), L. helsinborgensis (KR10)), v cukrovom roztoku (15%
glukozy + 10% sacharozy) vznikla lepkava, zuvackovita hmota, ktoru realne neslo homogénne
zapracovat’ do medocukrového cesta. Tento fakt znemoznil pouzitie daného kryoprotektantu do
budtcnosti, aj ked sa doskovou kultivatnou metodou podarilo stanovit vysoku uroven

prezivania bakteridlnich buniek, vid Tabulku 2. Vzhl'adom k lepkavosti pelety a nizke;j
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presnosti vahy bol pocet zivotaschopnych buniek stanoveny velmi nepresne, avSak napriek
tomu potvrdzuje, ze baktérie lyofilizaciu prezivali vel'mi dobre.

Pri dalSom pokuse sme sa zamerali, na upravu konzistencie bakterialnej pelety.
Testované boli 3 verzie kryoprotektantu (voda, 5% roztok glukozy, 5% roztok sachardzy) na
jednom zastupcovi laktobacilov (L. helsinborgensis KR10) a jednom zastupcovi bifidobaktérii
(B. coryneforme (syn. B. indicum) D1/TP5). Z vysledkov v Tabulke 3 vyplyva, ze aj vo
vzorkach bez pridaného cukorného roztoku boli baktérie L. helsinborgensis (KR10) v menSom
pocte schopné prezit lyofilizaciu, pravdepodobne vd'aka proteinovym a cukornym reziduam
v srvatkovom médiu, ktoré mohli mat kryoprotektivny ucinok. L. helsinborgensis (KR10)
dobre prezival v obidivoch cukornych variantach. Pre B. coryneforme (B. indicum) D1/TP5 boli
zaznamenané¢ dobré hodnoty len vo verzii s 5% roztokom sachar6zy. Kontrolna vzorka a vzorka
s 5% roztokom glukdzy mali nulovy narast bakteridlnych kolonii. Tato anomalia bola vel'mi
podozriva a pripisujeme ju pravdepodobne chybnému kroku pri priprave riediacej rady.

Kazdopadne sa ale pri obidvoch nasich druhoch potvrdil dobry kryoprotektivny potencial
5% roztoku sachardzy, v mnozstve dvojnasobku hmotnosti pelety. Lyofilizat mal krehku
rozpadavu konzistenciu, velmi vhodnu pre homegénne zapracovanie do medocukrového cesta,
¢o bol dolezity faktor pre pouzitie v dal'Sich experimentoch na vcelach. Sacharoza sa javila
jako najlepsia vol'ba aj preto, ze je jednou zo zloziek medocukrového cesta bezne skrmovaného
véelam. Vyborné kryoprotektivne hodnoty 5% roztoku sachardzy potvrdzuje aj
Siaterlis a kol. (2009), ktori testovali kryopretektivne u¢inky roztokov sacharozy, sorbitolu a
trehal6zy v koncetraciach 1%, 5% a 10%. Najlepsie prezitie baktérii Lactobacillus rhamnosus
a Lactobacillus plantarum sa ukazali prave pri 5% roztoku glukozy. Baktérie prezivali na
urovni 90 %.

Pre pokus na vcelach boli pripravené lyofilizaty druhov L. apis (P1/MR10),
L. helsinborgensis (KR10), B. coryneforme (D1/TP5), B. asteroides (P1/TP2), L. kimbladii
(KT3), B. asteroides (D1, TP1) lyofilizované s 5% roztokom sachar6zy ako kryopreotektantom

v mnozstve dvojnasobku hmotnosti bakterialenj pelety.

6.5 Stanovenie prezivajucich buniek v medo cukrovom ceste po 5
mesiacoch od pripravy

Pripravené lyofilizaty boli pred pokusom na vcelach homogénne zapracované do
medocukrového cesta. Po experimente boli zvy$né mnozstva skladované v mraznicke pri

-20 °C priblizne 5 mesiacov. Stanovenie prezivSich baktérii bolo vykonané doskovou
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kultivatnou metodou na MRS agare.Bohuzial ani v jednej vzorke po troch diioch v termostate
pri 37 °C nebola zaznamenana ani jedna kolonia.

Otazkou zostava, v ktorej faze doSlo k uhynu baktérii. Jednou z moznosti je, ze
medovocukrové cesto nieje vhodnym skladovacim médiom, kvoli antibakterialnym
vlastnostiam medu. Dal§im faktorom mohlo byt aj dlhodobé skladovanie v prostredi
s kyslikom, na ktory s pouzivané bakterialne druhy citlivé.

Jofré a kol. (2015) testovali kombinacie sacharidov a odtu¢neného mlieka, z ktorych bol
naSmu pokusu najpodobne;jsi kryoprotektant 10% roztoku glukézy. Tesne po lyofilizacii taktiez
nebol zaznamenany ziadny vyznamny pokles zivotaschopnosti baktérii (Lactobacillus casei, L.
rhamnosus). Rozdiel sa vSak objavil uz po 5 tyzdnioch skladovania, poc¢as ktorych sa mnozstvo
zivotaschopnych laktobacilov kleslo len minimalne pri 5 °C, ale o takmer 6 radov pri 22 °C. Po
20 tyzdiioch sa znizil pocet zivotaschopnych laktobacilov z povodnych >10'° KTJ/g o takmer
2 rady pri 5°C a o 8 radov pii 22°C (Jofré a kol. 2015). Tato stadia naznacuje, ze podobny jav
sa mohol uplatnit’ aj v naSom pripade, pricom ulohu mohla zohrat' aj pritomnost kyslika a
vlhkosti, ktora sa po tak dlhej dobe k otvorenému lyofilizatu mohla dostat’. Vzhl'adom k vysokej
citlivosti naSich baktérii na kyslik, mohla byt dan4d kombinaci faktorov pre naSe druhy

neprekonatel'na.
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7 Zaver

Podarilo sa nam izolovat dostato¢ne Siroké spektrum vcelich ¢revnich laktobacilov a
bifidobaktérii, na ktorych boli testované ich kultivacné vlastnosti. Jednym z uspechov je fakt,
ze sme pripravili médium na zaklade sladkej srvatky, s rozSpenou laktézou, v ktorom sa boli
schopné mnozit’' vSetky izolované kmene. Po odstredeni baktérilanej biomasy z média, sme
resuspendovanu peletu lyofilizovali s 5% roztokom sacharézy a dosiahli takmer 100 %
prezitelnost’ buniek. Experiment celkovo prinasa pilotny nadhl'ad na mozny technologicky

postup vyroby vcelieho probiotického doplnku.
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