SBORNIK PREDNASEK
18. SYMPOZIA

Aula Ceské zemédélské univerzity v Praze
Praha 6 — Suchdol
16. 4. 2024

Ceska
zemédélska
univerzita

v Praze




Nazev: Sbornik prednasek 18. Sympozia Spolec¢nosti pro probiotika a prebiotika
Editofi: doc. Ing. Sdrka Musilova, Ph.D. a prof. Ing. Eva Vlkova, Ph.D.

Vydavatel: CZU v Praze

Pocet stran: 32

Rok vydani: 2024

Vydani: prvni

Pocet vytisk(: 200

Tisk: Sprinter-Studio s.r.o.

ISBN 978-80-213-3373-4

Za obsahovou a jazykovou Upravu prispévk( odpovidaji autofi.



SYMPOZIUM JE PODPOROVANO CLENY PORADNI KOMISE SPOLECNOSTI PRO PROBIOTIKA

A PREBIOTIKA:

) DANONE

ONE PLANET. ONE HEALTH

KEEP THE QUALITY UP

_J'_| PROBIOTICS
“("| PROVITA s.ro.

o S&D Pharmacz

SIROWA

o

topnature

Nestle

STADA

Werra:



PROGRAM

18. SYMPOZIA SPOLECNOSTI PRO PROBIOTIKA A PREBIOTIKA
16. 4. 2024

Aula Ceské zemédélské univerzity v Praze

8:00-9:00 Registrace
9:00-9:05 Zahajeni
1. Sekce, predseda: Véra Neuzil BuneSova

9:05-9:45

Let’s not forget the ocean — novel prebiotics for intestinal microbes

Clarissa Schwab

Department of Biological and Chemical Engineering at Aarhus University, Denmark

9:45-10:25

Podavani bakterie Lactiplantibacillus plantarum™' podporuje rast chronicky
podvyzivenych mladych mysi

Martin Schwarzer

Mikrobiologicky ustav AV CR, Laboratof gnotobiologie, Novy Hrddek

10:25-10:40

Cena Danone pro mladého védce za nejlepsi publikaci 2023

Effects of Lactiplantibacillus plantarum and Lacticaseibacillus paracasei supplementation
on the single-cell fecal parasitome in children with celiac disease autoimmunity:

a randomized, double-blind placebo-controlled clinical trial

Jakub Hurych

Ustav Iékarské mikrobiologie a Pediatrickd klinika, 2.LF UK a FN Motol, Praha

10:40 -10:55

Fekalni mikrobialni terapie v Iécbé syndromu drazdivého tracniku — pro a proti aneb
Co nového prinesla klinicka studie MISCEAT?

Jifi Vejmelka

Interni klinika 3. LF UK a FTN, Praha

Prestavka 10:55—-11:25



2. Sekce, predseda: Jifi Hrdy

11:25-11:40

Momentalni stav posuzovani probiotik a prebiotik v EU

Roman Svejstil

Katedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, CZU v Praze; Oddéleni chemické bezpeénosti,
Centrum Hygieny prdce a pracovniho lékafstvi, SZU, Praha

11:40-11:55

Stanoveni pritomnosti probiotickych bakterii v doplncich stravy pomoci multiplexni MOL-
PCR

Martin Klanica

Ustav hygieny a technologie potravin Zivoc¢isného piivodu a gastronomie, Veterindrni univerzita
Brno

11:55-12:10

Vliv zpusobu pripravy fedicich médii na kultivacni pocty bakterii v probiotickych doplncich
stravy

Eva Vlkova

Katedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, CZU v Praze

12:10-12:25

LC-MS analyza kratkoretézcovych mastnych kyselin ve vzorcich mysi stolice s vyuzitim
derivatizace

Anna Jelinkova

Mikrobiologicky ustav AV CR, Laboratof gnotobiologie, Novy Hrddek

Obéd 12:25 -13:00

Posterova sekce 13:00 —13:30

Probioticky kmen Enterococcus faecium CCM 8558 a jeho vplyv na ¢revnu mikrobiotu
v chove farmovych pstrosov

Anna Kandri¢akova

Centrum biovied SAV, Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, Kosice

Autochtdonne postbioticky aktivne kmene Lactococcus lactis, ich stabilita a prezivanie
v jogurtoch z kozieho mlieka

Andrea Laukova

Centrum biovied SAV, Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, Kosice

VyutZitie enterocinov pre inhibiciu meticilin-rezistentnych stafylokokov u volne Zijucej zveri
Natdlie Zabolyova
Centrum biovied SAV, Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, Kosice



Vplyv Limosilactobacillus fermentum 2i3 a 0,6 % pridavku huminovych latok na vybrané
imunitné a produkéné parametre u brojlerov

Erik Hudec

Katedra morfologickych disciplin, UVLF KoSice

Vplyv Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 na vybrané parametre v jejune brojlerovych
kurciat

Viera Karaffova

Katedra morfologickych disciplin, UVLF KoSice

Imunitna odpoved pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) po suplementacii
novovyvinutym probiotickym pripravkom a naslednej infekcii patogénom Aeromonas
salmonicida

Natdlia Chomova

Katedra mikrobioldgie a imunoldgie, UVLF, KoSice,

3. Sekce, predseda: Eva Vlkova

13:30-13:45

Pfriprava extracelularnich vezikul izolovanych z kmene Escherichia coli 083:K24:H31
pro testovani probiotického efektu v mysim modelu indukované respiracni alergie
Viktor Cerny

Ustav imunologie a mikrobiologie UK 1. LF a VFN v Praze

13:45-14:00

Vplyv huminovych latok a Limosilactobacillus fermentum 213 na fagocytarnu aktivitu a
rastové parametre svalstva u brojlerovych kurciat

Zuzana KisSova

Katedra mikrobiolégie a imunoldgie, UVLF, KoSice

14:00 - 14:15

Autochtdnne probiotika vo vyZive pstruha duhového a imunologicky dopad €asu ich
aplikacie

Marek Ratvaj

Katedra mikrobiolégie a imunoldgie, UVLF, KoSice

14:15-14:30

Postbioticky potencial prospesSnych kmenov Enterococcus faecium CCM8558, CCM7419 a
CCM7420, novy pristup pre zachovanie kvality kralicieho masa

Monika Pogany Simonova

Centrum biovied SAV, Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, Kosice



14:30 - 14:45

Enterococcus faecium EF 412 s postbiotickym tcinkom a jeho aplikacia u koni
Eva Bino

Centrum biovied SAV, Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, Kosice

14:45 - 15:00

Koncept personalizdcie a optimalizdcie mikrobiomu

Alojz Bomba

Perbiotix microbiome solutions, Kysucké Nové Mésto;, ARCOBIOME Advanced Research Center

of Microbiome, Kosice

15:10 — 16:00 Exkurze do Potravinarského pavilonu — zdjemci se hlasi u registrace



Prednasky



Let’s not forget the ocean — novel prebiotics for intestinal microbes

Clarissa Schwab

Department of Biological and Chemical Engineering, Aarhus University, Aarhus, Denmark

The observed link of health, diet/dietary fibre and gut microbiota has led to
a renaissance of prebiotics to address a gap in nutrition caused by contemporary dietary
habits. Prebiotics are defined as substrates that are selectively utilized by host microorganisms
conferring a health benefit. Brown seaweed is a source rich in unique and complex
carbohydrates that differ from terrestrial polysaccharides, which may increase the structural
diversity of dietary fibre with a benefit for gut intestinal health. For e.g. the seaweed species
Fucus contains alginate (1,4-B-D-mannuronic acid, a-L-guluronic acid), laminarin (1,3-1,6-p-
glucose), and the unique fucoidan consisting mainly of 1,3-1,4-a-L-fucose, a deoxyhexose,
with extensive branching. Results obtained by us suggest that the especially the monomer
component of fucoidan, fucose, has the potential to act as selective substrate for microbial
fermentation, while the polymers fucoidan and laminarin are not accessible in their natural
form. Further processing with specific enzymes might generate fuco-oligosaccharides that can
be selectively used by gut microbes. This presentation will show the current-state-of-the-art
and will suggest further investigation strategies.

Keywords: prebiotics, seaweed, fucoidan



Podavani bakterie Lactiplantibacillus plantarum™'* podporuje rist chronicky

podvyzZivenych mladych mysi

Martin Schwarzer

Laboratof gnotobiologie, Mikrobiologicky tstav AV CR, v. v. i., Novy Hrddek

Je zndmo, Ze stfevni mikrobiom ovliviiuje postnatdlni rGst. My jsme ukazali, Ze
specificky kmen Lactiplantibacillus plantarum (LpWIJL) je schopny zmirnit nepfiznivé ucinky
chronické podvyZivy na rust juvenilnich bezmikrobnich mysi (1). Je ale schopnost LpWIL
podporovat rlst zachovana také u konvencnich zvifat, tj. zvifat se stfevnim mikrobiomem? Pfi
hledani odpovédi na tuto otdzku jsme zjistili, Ze podavani LpWIL zlepSuje postnatalni rdst
podvyZivenych konvencnich zvifat a podporuje produkci a aktivitu jak inzulinu podobného
rastového faktoru-1 (IGF-1), tak i inzulinu. Ddle jsme ukdzali, Ze podavani bunécné stény
izolované z LpWIL je dostatecny podnét ke stimulaci rlstu zvifat navzdory podvyZivé. K tomu
byla zapottebi intaktni signalizace pres intracelularni receptor NOD2 ve stfevnich epitelidlnich
bunkach. Mysi, které dostdvaly bakterii LpWIJL mély signifikantné vyssi proliferaci bunék
v kryptach tenkého streva, vyssi indukci gend regulovanych interferonem |. typu a vyssi
produkci IGF-1. Nase vysledky ukazuji, Ze bakteridlni bunééné stény nebo purifikované ligandy
receptoru NOD2 signalizuji pres tento receptor a udrzuji postnatalni juvenilni rist navzdory
chronické podvyzivé (2). Pfedpokladdme, ze jednim z mechanismu, kterymi LpWIL a jeho
bunécnd sténa podporuji postnatalni rlst, je tlumeni negativnich ucink(i podvyZivy na
proliferaci bunék v kryptach tenkého stfeva a to se déje prostiednictvim signalizace pres
receptor NOD2. Predpokladame, Ze ve spojeni s renutricnimi strategiemi ma suplementace
vybranych probiotickych kmend, jako je LpWIJL, nebo suplementace definovanych postbiotik
odvozenych od bakterii, jako jsou bunécné stény LpWIJL a/nebo agonisté NOD2, potencial
zmirnit dlouhodobé nasledky podvyZivy. Ta stale postihuje vice nez 149 milion( déti mladsich
5 let v zemich s nizkymi a stfednimi prijmy.

Klicova slova: podvyzZiva, rast, IGF-1, inzulin, L. plantarum

Podékovdni: Podpofeno grantem GACR Junior Star 21-19640M a grantem MSMT CR Mluvime
s mikroby — porozuméni mikrobidlnim interakcim v konceptu One Health
(CZ.02.01.01/00/22_008/0004597)

Citace:

1) Schwarzer, M., et al., Lactobacillus plantarum strain maintains growth of infant mice during
chronic undernutrition. Science (New York, N Y ), 2016. 351(6275): p. 854-7.

2) Schwarzer, M., et al., Microbe-mediated intestinal NOD2 stimulation improves linear growth
of undernourished infant mice. Science, 2023. 379(6634): p. 826-833.



Cena SPP pro mladého védce za nejlepsi publikaci 2023

Effects of Lactiplantibacillus plantarum and Lacticaseibacillus paracasei supplementation
on the single-cell fecal parasitome in children with celiac disease autoimmunity: a
randomized, double-blind placebo-controlled clinical trial

Ma probioticka suplementace efekt i na zastoupeni prospésnych stievnich prvoka u déti
s geneticky rizikem celiakie?

Jakub Hurych®?, Elin Oscarsson3, Asa Hakanson3, Katefina Jirk(-Pomajbikova 4, Milan Jirkd?#,
Carin Andrén Aronson®, Ondfej Cinek'? a Daniel Agardh®

L2(jstav lékarské mikrobiologie & Pediatrickd klinika, 2.LF UK a FN Motol, Praha, 3Department
of Food Technology Engineering and Nutrition, Lund University, Lund, *Biologické centrum,
Akademie véd CR, Parazitologicky ustav, Ceské Budé&jovice, *Celiac Disease and Diabetes Unit,
Department of Clinical Sciences, Lund University, Malmé

Lactiplantibacillus plantarum HEAL9 a Lacticaseibacillus paracasei 8700:2 maji po
Sestimési¢ni suplementaci pozitivni vliv na modulaci imunitniho systému a sloZeni stfevniho
bakteriom u déti s genetickym rizikem celiakie (celiac disease autoimunity, CDA). Cilem nasi
studie bylo sledovat vliv uvedenych probiotickych kmenl na jednobunéény parazitom
sprimarnim zamérenim na Blastocystis sp.

Analyzovano bylo 227 vzork( stolice od 78 Svédskych déti s CDA, které se ucastnily
randomizované, dvojité zaslepené, placebem kontrolované klinické studie, ve které dostavaly
suplementaci Lactiplantibacillus plantarum HEAL9 a Lacticaseibacillus paracasei 8700:2
(n=38), nebo placebo (n=40). Vzorky byly odebrany na zacatku a po 3, resp. 6 mésicich od
intervence a byly analyzovany na pfitomnost Blastocystis sp. pomoci kvantitativni PCR
vrealném case (RQ-PCR) a subtypizovdany pomoci masivné paralelniho amplikonového
sekvenovani. Ostatni jednobunécni parazité byli detekovani necilenym sekvenovanim
amplikonu 18S rDNA a ovéfeni pomoci RQ-PCR. Vztah mezi parazity a bakteriomem byl
charakterizovan profilovanim 16S rDNA oblasti V3-V4.

Byli identifikovani tfi jednobunécni prvoci, nejvyssi prevalence byla u Dientamoeba
fragilis (23,1 %, 18/78 déti), nasledovana Blastocystis sp. (15,4 %, 12/78) a Entamoeba sp. (2,6
%, 2/78). Mnozstvi prvok( bylo v pribéhu casu stabilni a nebylo ovlivnéno probiotiky (p=0,14
pro Blastocystis sp., p=0,10 pro D. fragilis). Pfitomnost prvokd ve stolici byla spojena se
zvySenou diverzitou bakteriomu (méreno vice indexy, vSe p < 0,01). SloZeni bakteriomu bylo
ovlivnéno pfitomnosti prvokl: pozitivita Blastocystis sp. byla inverzné asociovana s rody
Akkermansia (az na Uroven phylum; p = 0,001), Faecalibacterium (p = 0,003) a Romboutsia (p
= 0,029); kdezto pozitivita D. fragilis byla inverzné asociovana s ¢eledémi Enterobacteriaceae
(p=0,016) a Coriobacteriaceae (p = 0,022) a rody Flavonifractor (p < 0,001), Faecalibacterium
(0,009), Lachnoclostridium (0,029), Ruminococcus (p < 0,001) a Granulicatella (p = 0,018).

Prevalence Blastocystis sp. a D. fragilis u déti s CDA je nizka. Navic, jejich pozitivita ani
kvantita se po probiotické intervenci neméni. Pfitomnost prvok( je spojena se zvySenou
diverzitou bakteriomu a nepfimo souvisi se zastoupenim nékterych prospésnych bakterii.
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PfestoZe probiotika mohou détem s CDA pomoci modulovat imunitni odpovéd a pozitivné
ovlivnit fekalni bakteriom, jednobunécny parazitom neovliviuji.

Klicova slova: mikrobiom, Blastocystis, probiotika

Podékovani: Podékovadni patfi vSem zucastnénym kolegiim a podpore projektu: Mezindrodni
mobility  vyzkumnych, technickych a administrativnich  pracovniki  na UK
(¢. C2.02.2.69/0.0/0.0/18_053/0016976)
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Fekalni mikrobialni terapie v Iécbé syndromu drazdivého tracniku - pro a proti aneb Co
nového prinesla klinicka studie MISCEAT?

Jifi Vejmelka
Interni klinika 3. LF UK a FTN, Praha

Syndrom drazdivého tracniku fadime mezi onemocnéni spjata s disrupci osy mikrobiota
- stfevo - mozek. Etiologie tohoto syndromu neni doposud zcela objasnéna. Inovativni |é¢ebné
pristupy jsou zaméreny na modulaci stfevni mikrobioty.

Klinickad studie MISCEAT byla uréena pacientlim s prijmovym a smiSenym subtypem
tohoto syndromu, byla aplikovdna celkem 4 klyzmata smésné darcovské stfevni mikrobioty.
Studie byla dvojité zaslepena, ve skupiné A byla poddna 2 klyzmata Zivé mikrobioty a poté 2
klyzmata mikrobioty upravené autoklavovanim, ve skupiné B bylo poradi aplikaci opacné a ve
skupiné C byla aplikovana inaktivovana mikrobiota. Podani Zivé darcovské mikrobioty vedlo
k signifikantnim zménam fekdlniho bakteriomu. Hodnotili jsme rovnéZz zadvainost a zmény
klinickych projev(, hs-CRP a dalsi laboratorni markery, monitorovali jsme télesné sloZeni.

Sdéleni hodnoti pozici fekdlni mikrobidlni terapie v 1é¢bé pacientli se syndromem
drazdivého tracniku ve svétle novych poznatkl plynoucich z klinické studie.

Klicova slova: syndrom drazdivého tracniku; fekalni mikrobidlni terapie

Podékovdni: doc. MUDr. P. Kohoutovi, Ph.D., prof. MUDr. O. Cinkovi, Ph.D., MUDr. J. Hurychovi
a celému tymu klinické studie MISCEAT

Dedikace: Podporeno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. & NV19-
01-00127. Veskera prava podle predpist na ochranu dusevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.
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Momentalni stav posuzovani probiotik a prebiotik v EU

Roman Svejstil‘2

IKatedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich
zdroji, Ceskd zemédélskd univerzita v Praze, 20ddéleni chemické bezpecnosti, Centrum
Hygieny prdce a pracovniho lékarstvi, Statni zdravotni ustav, Praha

Evropska unie se z hlediska kvality potravin zaméfruje na zlepSeni vyZivové situace
evropské populace. Ktomu napomaha jak pribéiné posuzovani stavajicich Zivin z hlediska
doporuceného pfijmu, tak i schvalovani novych potravin, které historicky nebyly ve vétsi mire
v Evropé konzumovany. Dalsi hodnoceni probiha v oblasti zdravotnich tvrzeni, kde vsak plati
prisné podminky, které se probiotik a prebiotik znatelné dotykaji. Tento prispévek predstavi
poznatky o problematice posuzovani probiotik a prebiotik v EU.

Klicova slova: EFSA, Novel food, Nové potraviny, legislativa

Podékovdni: Podpofeno MZ CR — RVO (Stdtni zdravotni ustav — SZU, IC 75010330)
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Stanoveni pritomnosti probiotickych bakterii v dopliicich stravy pomoci multiplexni MOL-
PCR

Martin Klanica, Petr Kralik

Ustav hygieny a technologie potravin Zivo&isného ptivodu a gastronomie, Veterindrni
univerzita Brno

Dle WHO se probiotika definuji jako Zivé organismy, které jsou zdravi prospésné, kdyz
jsou poddvany vadekvatnim mnozZstvi. Probiotické bakterie mulzeme nalézt
v nékterych béznych potravinach, ale zejména v kategorii potravin se specifickym uréenim, jez
jsou oznacovany jako doplriky stravy. U této skupiny potravin jsou obsahy a druhy probiotik
deklarovany na obale vyrobku. Mezi nejpouzivanéjsi rody radime Lactobacillus, Streptoccocus,
Bifidobacterium, Lactococcus Ci bakterie mlééného kvaseni.

Dozorovym organem kontrolujicim deklarované druhy, ¢i obsah probiotickych bakterii
v potravinach je ve fazi prodeje Statni zemeédélska a potravinarska inspekce, ktera je v souladu
s rozdélenim kompetenci podle zakona o potravinach a tabdkovych vyrobcich ¢. 110/1997 Sb.
v platném znéni, k tomu vécné prislusna. Moznosti producentd a zejména dozorového organu
jsou pfi ovérovani deklarovaného obsahu jednotlivych druhl probiotickych bakterii a zejména
jejich mnozstvi dosud omezené. Obecné plati, Ze povinné i nepovinné Udaje uvedené na obale
musi odpovidat skutecnosti, uz jen pro to, Ze je to podstatné pro rozhodnuti spotrebitell
o koupi ¢i ne koupi potravin s obsahem probiotickych bakterii.

Aktualné pouzivané kultivacni metody z hlediska presnosti, asové naroc¢nosti i finanéni
nakladnosti nejsou bohuzel pro toto stanoveni idedlni volbou. Alternativou ke kultivacnimu
vySetfeni jsou metody zaloZzen na gPCR. Pfi této metodé vysSetfovani komplexnich
probiotickych preparati obsahujicich vys$si jednotky nebo desitky druh( probiotickych bakterii,
je gPCR nepraktické z dlivodu nutnosti analyzovat kazdy produkt na jiné spektrum bakterii.

V feSeném projektu MZe — Multiplexni detekce DNA probiotickych bakterii a kvasinek
v doplricich stravy pomoci technologii XMAP a gPCR byla vyvinuta vysoce inovativni metoda
multiplexni detekce druhi probiotickych bakterii v doplficich stravy MOL-PCR vyuZivajici
princip suspenznich arrayi. Cilem bylo metodu optimalizovat, stanovit jeji citlivost a specificitu
na referenénich vzorcich probiotik. V druhé fazi pak byla metoda validovana na vzorcich
probiotickych doplnik( stravy ziskanych v trzni siti a vysledky byly srovnany s referencni
metodou gPCR a deklaraci vyrobce.

MOL-PCR je molekularné biologickd metoda zalozena na ligaci fragmentt DNA (molig)
hybridizujicich na specifické Useky DNA vybranych bakteridlnich druhl. Po promyti
nenavazanych molig jsou ligované fragmenty amplifikovany pomoci konvenéni PCR
s fluorescenc¢né znacenymi primery. Tyto amplifikaty jsou v poslednim kroku hybridizovany na
magnetické mikrosféry, které slouzi jako nosi¢ a zaroven identifikdtor konkrétniho
bakteridlniho druhu. Vysledkem je moZnost prokazat pritomnost nékolika desitek rlznym
bakteridlnich druhl, které se mohou vyskytovat v doplicich stravy jednou analyzou
v pfiméreném Case za rozumné naklady.

V rdmci prezentace budou predstaveny vysledky optimalizace a validace metody MOL-
PCR. Ukazalo se, Ze MOL-PCR je pouzitelna pro potireby stanoveni jednotlivych bakteridlnich
druhl v probiotickych doplncich stravy. Zaroven bylo prokazano, Ze technologii MOL-PCR je
mozné vyuzit v dalSich klinickych a veterinarnich aplikacich, které vyzaduji stanoveni velkého
mnozstvi cilG.

Klicova slova: MOL-PCR, probiotika, kultivace, gPCR
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Podékovdni: Prdce vznikla v radmci Feseni projektu MZe QK22020101 ,, Multiplexni detekce DNA
probiotickych bakterii a kvasinek v doplricich stravy pomoci technologii xMAP a qPCR,,.
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Vliv zplsobu pfipravy fedicich médii na kultivacni pocty bakterii v probiotickych doplricich
stravy

Eva Vlkova, Tereza Brousilova, Sarka Musilova, Véra Neuzil Bune$ova, Nikol Modrackova

Katedra mikrobiologie, vyzZivy a dietetiky, Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich
zdroji, Ceskd zemédélskd univerzita v Praze

PfestoZe je konzumace probiotickych doplfkd stravy aktualnim trendem, stdle
neexistuji zavazné legislativni poZzadavky upravujici mnozstvi a druhové slozeni probiotickych
mikroorganismuU v doplncich stravy a nejsou dostupné ani platné postupy pro testovani
kvantitativniho a kvalitativniho zastoupeni mikroorganism0 v téchto produktech. Vyrobce viak
musi dodrZovat deklarované udaje. Spolecnost pro probiotika a prebiotika (SPP) provadi
testovani probiotickych vyrobk(i a potravin s obsahem probiotik prostfednictvim laboratore
Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky CZU v Praze podle platnych norem a postupd
popsanych ve védecké literature. Podrobnosti o pouzivanych metodach jsou dostupné na
webu SPP www.probiotika-prebiotika.cz.

Vzhledem k tomu, Ze pouzivané kmeny jsou vétSinou fakultativné anaerobni nebo
striktné anaerobni, je nezbytné pfi jejich kultivacnim stanoveni zachovdvat anaerobni
podminky pfi celém procesu. Existuji rizné moznosti pfipravy fedicich médii, které zajistuji
eliminaci kysliku z prostredi. Cilem prace bylo porovnat vliv rliznych zplsobU pfipravy fedicich
médii na kultivacni pocty bakterii v probiotickych dopliicich stravy. Z vysledk( vyplynulo, Ze
vSechny pouZité postupy jsou pro stanoveni vhodné a neni mezi nimi statisticky vyznamny
rozdil. Lze tedy doporucit postup, ktery je Casové a technicky nejméné narocny.

Klicova slova: probiotické potraviny, bifidobakterie, laktobacily, kultivacni stanoveni, redici
médium

Podékovdni: Tato prdce vznikla za podpory projektu MSMT METROFOOD-CZ LM2023064.
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LC-MS analyza kratkoretézcovych mastnych kyselin ve vzorcich mysi stolice s vyuzitim
derivatizace

Anna Jelinkovd'?, Tommaso Stefani®, Martin Schwarzer?, Zdenek Kamenik?

IMikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i., LaboratoF gnotobiologie, Novy Hrddek, 2Katedra
analytické chemie, PFirodovédecka fakulta University Karlovy, Praha, 3Mikrobiologicky
ustav AV CR, v.v.i., Laboratof biologie sekunddrniho metabolismu, Praha

Kratkoretézcové mastné kyseliny (Short Chain Fatty Acids, SCFA) jsou organické kyseliny
dlouhé 1-6 atoma uhliku vznikajici jako produkty fermentace stfevni mikrobioty. Tyto produkty
metabolismu anaerobnich bakterii vyznamné ovliviiuji fyziologicky stav hostitelského
organismu a podileji se na nastaveni celkové homeostazi. Slouzi jako hlavni zdroj energie pro
kolonocyty, reguluji nastaveni metabolickych drah v burnkdch a funkci bunék imunitniho
systému. Diky nizké molekulové hmotnosti a polarité tyto latky prostupuji stfevnim epitelem a
krvi se rozsiruji v celém organismu. Ovliviiuji funkci orgdna, véetné mozku a slouzi jako signalni
molekuly na trase mozek-stfevo. Stanoveni téchto l|atek v komplexnich matricich je
v soucasnosti vyZzadovano jak v ramci vyzkumu, tak i v klinické mediciné.

Cilem této pilotni studie bylo sledovat pfitomnost SCFA ve vzorcich stolice mysi

s riznym mikrobidlnim osidlenim stfeva pomoci derivatizace SCFA a nasledné analyzy
produktli pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS). Pro studium byly
vybrany tfi skupiny mysi — bezmikrobni mysi, konvenéni SPF mysi a mysi monokolonizované
bakterii Bifidobacterium longum subsp. longum.
Béhem pilotni studie byl proveden odbér vzork( stolice mySim kmene C57BL/6J s rlznym
stupném bakteridlni kolonizace (bezmikrobni mysi, mySi monokolonizované bakterii
Bifidobacterium longum subsp. longum a konvenéni SPF mysi). Zaroven byl pfipraven vzorek
se standardy 10 SCFA o koncentraci Img/ml. Nasledné byla provedena extrakce metabolitl
v ACN:H,0 (50:50 v/v) v mnozstvi 10 pl/mg za pouZiti sonikace a vortexu. Supernatanty byly
podrobeny derivatiza¢ni reakci s 3-nitrophenylhydrazinem (3NPH) a alikvoty byly analyzovany
pomoci LC-MS. Pro separaci byla pouZita gradientova eluce a chromatograficka kolona s C18
ligandem.

V chromatogramech byly vyhledany hodnoty m/z odpovidajici hydrazonovym
derivatim jednotlivych SCFA. Pfitomnost vSech separovanych pik(l v chromatogramech
jednotlivych latek ve vzorku se standardy potvrzuje Uspésné provedeni derivatizace a
umoznéni analyzy téchto latek chromatografii na reverzni fazi. Ve vzorku stolice konvenénich
mysi byly detekovano 7 SCFA. Dle o¢ekavani vzorek stolice bezmikrobnich zvifat neobsahovala
zadné SCFA kromé laktatu. Na zakladé uspésné pilotni studie bude provedeno rozsiteni o
celkovou kvantitativni analyzu nejenom zdakladnich SCFA, ale také organickych kyselin
vznikajicich v citratovém cyklu, a nasledné interlaboratorni validace této metody.

Klicova slova: SCFA, acetat, propionat, butyrat, LC-MS, mikrobiom
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Podékovdni: Prdce byla podporena projektem MSMT Ceské republiky Mluvime s mikroby —
porozuméni mikrobidlnim interakcim v konceptu One Health
(CZ.02.01.01/00/22_008/0004597).
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Priprava extracelularnich vezikul izolovanych z kmene Escherichia coli 083:K24:H31
pro testovani probiotického efektu v mySim modelu indukované respiracni alergie

Viktor Cerny®?, Eliska Krémaroval, Michael Thaler?, Anna Schmid?, Agnieszka Razim?, Jifi
Hrdy?!, Irma Schabussova?

10stav imunologie a mikrobiologie, 1. Iékarskd fakulta, Univerzita Karlova a Vieobecnd
fakultni nemocnice v Praze, %Institut fiir Spezifische Prophylaxe und Tropenmedizin, Zentrum
fiir Pathophysiologie, Infektiologie und Immunologie, Medizinische Universitit Wien

Vzhledem ke své vysoké incidenci, potencidlné invalidizujici ¢i Zivot ohroZujici
zadvaznosti i znatnému dopadu na kvalitu Zivota pacientl predstavuji alergickd onemocnéni
vyznamny medicinsky problém, jak v kontextu Ceské republiky, tak celosvétové. V soucasnosti
je vétsina alergickych onemocnéni navic 1é¢ena nespecificky, resp. symptomaticky, anebo
prostiednictvim reZimovych opatieni (vyhybani se expozici alergenu). To pfindsi znac¢nou
finan¢ni zatéZz pro zdravotnictvi a rovnéz dopada na kvalitu Zivota alergikd. Jedinou kauzalni
terapeutickou modalitou zUstdva specifickd alergenova imunoterapie. Vyzkum v oblasti
primarni i sekundarni prevence alergickych onemocnéni ma proto zna¢nou klinickou i
spolecenskou relevanci.

Jednu ze slibnych preventivnich modalit pfedstavuji probiotické kmeny bakterii, véetné
probiotického kmene Escherichia coli 083:K24:H31 (EcO83; obsazena v probiotickém
pfipravku Colinfant Newborn), jejiz potencial byl popsan jak v klinickém pouziti*=3, tak
v experimentalnim my$im modelu indukované respira¢ni alergie*. U&innost probiotické
intervence je zavisla na celé radé faktoru, predevsim véku podani (idedlné u rizikovych jedincl
¢asné postnatalné, v , okné prilezitosti“) a také na cesté podani. U alergie, ale téZ obecnéji
v kontextu prevence infekénich onemocnéni nespecifickou imunomodulaci ¢i specificky
formou imunizace, se jako obzvlast vhodna jevi slizni¢ni cesta. Intranasdalni podani ma nejlepsi
potencial pro ovlivnéni dychacich cest a prevenci respiraéni alergie®, vzhledem k anatomické i
fyziologické blizkosti nosni sliznice a mozku je vSak podani Zivych mikroorganismi v této
lokalité vzdy potencialné zadvaznym bezpecnostnim rizikem.

Vhodné fteSeni by mohly predstavovat rizné formy postbiotickych preparatQ
odvozenych z probiotickych mikroorganismu. Obzvlast slibné se jevi extracelularni vezikuly
(EV), drobné (radové desitky — stovky nm) vacky tvorené lipidovou dvojvrstvou. Extracelularni
vezikuly jsou uvolfiovany viemi Zivymi i umirajicimi burikami, jsou prakticky vSudypfitomné a
mohou obsahovat velké mnoiZstvi bioaktivniho materidlu jako jsou membranové i
cytoplasmatické proteiny, lipidy, nukleové kyseliny (DNA i RNA) a dalsi molekuly vcetné
mikrobialnich signal( nebezpedi. Samotné vezikuly i jejich naklad jsou velmi odolné proti fadé
fyzikalnich, chemickych i biologickych vlivi a dokazi zprostfedkovdvat vyménu biologickych
informaci na znacné vzdalenosti, a to i pres biologické bariéry a mezi burikami vsech typd,
napfi¢ biologickymi druhy i fiSemi. Jedna se nicméné o entity, které nejsou schopné
rozmnozovani, jejich pouziti tedy eliminuje riziko infekce. EV uvolfiované probiotickymi
mikrobidlnimi kmeny tak predstavuji ldkavou moznost zachovani probiotického
(imunomodulaéniho,...) efektu pti pouZiti vysoce bezpeéného materidlu. Vzhledem k jejich
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heterogenité je nicméné znacnd potreba dilkladnych studii jejich vlastnosti, biologické
distribuce i efektu v Zivém modelu. EV byla popsana cela fada typ(; v kontextu G — bakterii
jako EcO83 jsou biologicky jednoznacné dominantni EV tvofené z vnéjSi membrany (outer
membrane vesicles; OMV), které mimo dalsi biologicky material obsahuji také dominantni
signal nebezpeci — lipopolysacharid (LPS).

V pravé probihajici studii pfipravujeme OMV z kmene EcO83 za ucelem studia jejich
vlivu na pribéh a zavaznost v in vivo modelu ovalbuminem-indukovaného alergického zanétu
dychacich cest u mysi. Kromé charakterizace OMV jako takovych a hodnoceni vlivu jejich
preventivniho podani na zanétlivé zmény v dychacich cestach (plicich) je planovana komplexni
imunofenotypizace bunécnych populaci za pouzZiti prltokové cytometrie, analyza genové
exprese a proteomicka analyza OMV i biologickych vzork(. V ramci projektu budou rovnéz
pfipraveny a analogicky studovany OMV z geneticky modifikovanych linii EcO83 s navdzanymi
proteiny (fluorescencni znacka mCherry, ovalbumin,...).

Podékovdni: Prdce byla podporfena z projektu MSMT CR programu OP JAK MSCA Fellowships
CZ-UK2reg. ¢. CZ.02.01.01/00/22_010/0008115 a 8J23AT019.
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Vplyv huminovych latok a Limosilactobacillus fermentum 213 na fagocytarnu aktivitu a
rastové parametre svalstva u brojlerovych kurciat

Zuzana Ki$3ova?, Viera Karaffova?, Erik Hudec!, Dagmar Mudrorfiova?, Marek Ratvaj?, Slavomir
Marcin&ak3, Martin Bartkovsky3, Andrej Maki$® a Martin Faldyna*

IKatedra morfologickych disciplin, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie, KoSice,
’Katedra morfologickych disciplin, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie, KoSice,
3Katedra hygieny, technoldgie a zdravotnej bezpeénosti potravin, Univerzita veterindiského
lekdrstva a farmdcie, Kosice, *Vyzkumny ustav veterindrniho lékarstvi, Brno

Chov hospodarskych zvierat zabezpecuje produkciu plnohodnotnych potravin, vdaka
metddam intenzivneho chovu je maso lacnejsie a dostupnejsie avSak prindsa mnohopocetné
problémy v chove v podobe stresu, znizenej imunity a infekénych chordb. Je déleZité mat na
pamati prirodné latky ako huminové zluceniny, éterické oleje alebo probiotikd, ktoré su
doélezitymi doplnkami vyZivy a pomahaju posilfiovat imunitu. Ciefom studie bolo sledovat vplyv
pridavku probiotického kmena Limosilactobacillus fermentum 213 a 0,6 % koncentracie
huminovych latok a ich kombindcii na rastové parametre v pektordlnom svaltsve a taktiez na
fagocytarnu aktivitu v periférnej krvi u brojlerovych kurciat plemena Ross 308. V pokuse bolo
zaradenych 160 jednodniovych kurciat, ktoré boli rozdelené do 4 skupin: kontrola (K),
probiotickd skupina (P) s pridavkom L. fermentum 213 (1 x 10° CFU/ml), skupina (H) s pridavkom
0,6 % huminovych latok a kombinovana skupina (PH). U&inok probiotik a huminovych latok
sme hodnotili pre fagocytarnu aktivitu z periférnej krvi pomocou komeréného setu IngoFlowEx
Kit a oxidativne splanutie fagocytujucich buniek pomocou Phagoburst testu na prietokovom
cytometri. Zo vzoriek pektoralneho svalstva sme analyzovali génovl expresiu pre gény
kddujuce proteiny IGF2, MYF5 a transkripény faktor PAX7. Vysledky poukazuju na zvySenu
fagocytarnu aktivitu a zvySené oxidativne splanutie imunitnych buniek v probiotickej skupine.
Zaujimavym zistenim vSak je, Ze probiotika neovplyvnili gény kddujluce rastové faktory
v pektoralnom svalstve, ale naopak skupina zvierat, ktora bola krmena krmivom s pridavkom
0,6 % huminovych latok vykazovala najvyssiu expresiu sledovanych génov. V kombinovane;j
skupine sa neobjavil o¢akavany potencujuci vplyv na nami sledované parametre, ¢o naznacuje
potencial pre dalsi vyskum v tejto oblasti.

Klacové slova: fagocytarna aktivita, pektoralne svalstvo, brojler, gPCR, huminové latky

Podakovanie: Tato prdca bola financovand Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na
zdklade zmluvy ¢. (APVV-21-0129) v ramci Operacného programu Integrovand infrastruktura
pre projekt: Dopytovo-orientovany vyskum pre udrZatelné a inovativne potraviny, Drive4SIFood
313011V336, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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Autochtonne probiotika vo vyzive pstruha duhového a imunologicky dopad ¢asu ich
aplikacie

Marek Ratvaj!, Ivana Cingelova Maruscakoval, Petra Schusterova?, Natdlia Chomova? Peter
Popelka?, Jan Mare$3, Dagmar Mudroriova?
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bezpecnosti potravin, Kosice, *Mendelova univerzita, Ustav zoologie, rybdFstvi, hydrobiologie
a vcelarstvi, Brno

Akvakultura je rapidne rastice odvetvie hospodarstva, s jej expanziou je vSak spojené
aj vyssie riziko prepuknutia a prenosu infekénych ochoreni. V suvislosti s produkciou potravin
bezpecénych pre spotrebitela je vSak obmedzené vyuzivanie lie€iv v akvakulture, a tak je nutné
hladat nové metddy prevencie a boja s infekciami.

V tomto experimente sme skumali relativnu génovl expresiu imunologicky
vyznamnych molekul (interleukin 8 (IL8), imunoglobulin M (IgM) a transformujuci rastovy
faktor (TGF)) u pstruha duhového po podavani autochténneho probiotického krmiva
vyvinutého na péde UVLF. Pstruhy boli rozdelené do nasledujucich skupin: kontrolna skupina,
ktora dostavala komeréné krmivo, kontinudlna skupina, ktord dostdvala pocas celého trvania
experimentu probiotické krmivo a cyklickd skupina, ktord dostavala probiotické krmivo, avSak
v rdmci podavania bola prestavka v dizke 3 tyZzdne. Odbery boli vykonané na 4., 7., 9. a 11.
tyZzden od zaciatku podavania probiotik. Analyzy boli vykonané na vzorkach z hlavy oblicky,
Ziaber a distalnej Casti ¢reva. Relativna génova expresia bola stanovena pomocou gPCR.

Relativna génova expresia IL8 bola v hlave oblicky zvySena pocas prvého odberu
v cyklickej skupine a taktiez bola v tejto skupine zvySend po znovupodavani probiotik (3.
odber). V Ziabrach a C¢reve sme pozorovali rovnako zvySenie v cyklickej skupine po
znovupodavani, avsak v ¢reve bola expresia tohto interleukinu znizena vo zvysnych odberoch
u oboch skupin v porovnani s kontrolou. Relativna génova expresia IgM vykazovala podobnu
dynamiku ako v pripade IL8; v hlave obli¢ky a tiez Ziabrach doslo k zvySeniu pri 3.odbere.
V ¢reve sme okrem pociato¢ného zvySenia nepozorovali zmenu v experimentalnych skupinach
v porovnani s kontrolnou skupinou. TGF vykazovalo taktiez pri 3. odbere v hlave obli¢ky vyssiu
expresiu v cyklickej skupine v porovnani s kontrolnou a kontinudlnou skupinou a rovnako tomu
bolo aj v Ziabrach a ¢reve pri 3. odbere.

V kontinudlnej skupine prakticky nedoslo ku signifikantnému zvySeniu expresie
sledovanych molekul voci kontrolnej skupine pocas celého experimentu, ¢o poukazuje na nizku
mieru stimuldcie imunitného systému tymto krmivom. Na druhej strane pri cyklickom
podavani sme zaznamenali zvySenu expresiu odrazajucu stimulaciu imunitného systému, ktora
by mohla byt zvlast prospesna pri kritickych obdobiach chovu ryb vyznacujucich sa zvysenym
stresom a oslabenim imunitného systému. Zaroven je tento kfmny rezim ekonomicky
vyhodnejsi.

Klacové slova: akvakultura, probiotika, génova expresia

Podakovanie: Tato praca vznikla vdaka podpore projektu APVV-19-0234.

22


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31337064/#affiliation-1

Postbioticky potencial prospesnych kmernov Enterococcus faecium CCM8558, CCM7419 a
CCM7420, novy pristup pre zachovanie kvality kralicieho masa
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Chov kralikov je vyznamnym odvetvim ZivoCiSnej vyroby vdaka vynimocnym
vlastnostiam krdli¢ieho masa, ako je vysoky podiel stravitelnych bielkovin, polynenasytenych
mastnych kyselin, vitaminu B12 a nizky obsah cholesterolu aj sodika. Preto sa kralice maso
povazuje za zaklad racionalneho stravovania. NavySe, obohatenim kifmnej davky kralikov
bioaktivnymi substanciami, teda pro-, pre- a postbiotikami a rastlinnymi aditivami sa zlepsi
nielen zdravotny status a produktivita zvierat, ale zvysi sa aj nutri¢na kvalita kralicieho masa, a
preto mdze byt povazované aj za funkénu potravinu. Kralik je vsak velmi senzitivne zviera,
najma obdobie odstavu predstavuje riziko ndahleho zvysenia morbidity/mortality a zhorSenej
produktivity aj kvality méasa zvierat. Pri¢inou tychto zmien je mikrobidlna dysbalancia
v gastrointestindlnom trakte v dosledku p6sobenia stresovych faktorov, dietetickych zmien,
aplikacie antibiotik ale aj bakteridlnych, virusovych a parazitologickych infekcii. Podavanie
naturdlnych substancii napr. bakteriocinov (antimikrobidlnych  peptidov/proteinov
produkovanych prospesnymi baktériami) vsak mobZe vyrazne redukovat vyskyt tychto
problémov v chove a optimalizovat tak zdravie aj produkciu zvierat. Cielom tejto studie bolo
preto simulovat podmieneéne patogénne prostredie aplikaciou biofilm-formujiceho kmera
Enterococcus hirae Kr8" a meticilin-rezistentného (Met®) kmeria Staphylococcus epidermidis
SEP3/Tr2a krdlikom. In vivo bol testovany antimikrobidlny uUcinok enterocinu EntM
produkovaného kmenom Enterococcus faecium CCM8558 (environmentalny izolat AL41) na
kmen Kr8" a EntA/P produkovaného kmenom E. faecium CCM7419 (environmentalny izolat
EK13) a Ent7420 produkovaného kmeriom E. faecium CCM7420 (krali¢i izolat EF2019) na MetR®
kmen SEP3/Tr2a a vplyv substancii na kvalitu masa u kralikov. EntM bol aplikovany do pitnej
vody kralikov (50 pl/zviera/deri; 12800 AU/ml) spolu s kmefiom Kr8* (10® KTJ/ml; 0,5
ul/zviera/den), Ent7420 bol pridavany (50 pl/zviera/deri; 25600 AU/ml) spolu s kmerfiom Met®R
SEP3/Tr2a (10° KTJ/ml; 0,5 pl/zviera/der) po dobu 21 dni a EntA/P (50 ul/zviera/deri; 25600
AU/ml) pred a po tyzdriovej aplikacii SEP3/Tr2a kmeria (10° KTJ/ml; 0,5 ul/zviera/denr).
Poddavanie podmienecne patogénnych kmerov Kr8* a METR SEP3/Tr2a negativne neovplyvnili
jatoénu vytaznost ani zakladné fyzikalno-chemické parametre a nutri¢nua kvalitu méasa kralikov.
Optimalizacia hodnét testovanych parametrov pri spolo¢nej aplikacii kmerniov s EntM, EntA/P
a Ent7420 svedCi o ochrannom efekte tychto Ent pri predpokladanej bakteridlnej infekcii
kralikov, s dérazom na zachovanie kvality krali¢ieho masa.

Kltucové slova: enterocin, krali¢ie maso, zdravie

Podakovanie: Tdto $tudia bola podporend projektom VEGA 2/0005/21. Dakujeme pani D.
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Enterococcus faecium EF 412 s postbiotickym tcinkom a jeho aplikacia u koni

Eva Bino?, Lenka Koselkova?, Anna Kandri¢dkova?, Iveta Placha?, Monika Pogdny Simonova?,
Gabriela Strkolcova3, Andrea Laukova?

1Centrum biovied SAV, v. v. i. Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, Kosice, 2 Prirodovedeckd
fakulta, RECETOX, Masarykova univerzita, Brno, 3Univerzira veterindrskeho lekdrstva a
farmdcie v KoSiciach

Aj napriek r6znym zoohygienickym opatreniam su v celosvetovom meradle jednou
z hlavnych pri¢in ekonomickych strat v chovoch zvierat ochorenia vyvolané narusenou
mikrobiotou ¢reva. Kone sluzili fTudom odpradavna - ¢i uz na pracu, alebo na zabavu. V dnesnej
dobe su skor vyuzivané pre Sportové a rekreacné ucely, pripadne hobby a agroturistiku.
Chovatelia hladaju nové rieSenia na udrzanie celkového zdravia chovanych zvierat; kedy je
dolezité zamedzit ¢i potlacit vyskyt patogénnej a ochorenia vyvoldvajucej mikrobioty
v organizme aj prostrednictvom posilnenia imunitného systému. To je moZné za pomoci
prospesnych baktérii alebo nimi produkovanych bioaktivnych substancii — bakteriocinov, ktoré
najnovSie patria do skupiny postbiotik. Cielom tejto Studie bolo otestovat Gcinok
autochtonneho, bakteriocin-produkujuceho fekalneho kmena Enterococcus faecium EF 412
u koni. Do experimentu bolo zaradenych 12 zvierat r6zneho veku (od 5 do 13 rokov),
slovenského teplokrvnika (6 kobyl a 6 koni). Rifampicinom znaceny kmen EF 412 bol koriom
poddvany v koncentracii 10° KTJ/ml v ddvke 1 g/zviera pocdas 3 tyZdriov v boluse z krmiva.
Odber vzoriek bol na zaciatku experimentu (den 0/1), na 21. a 35. den. Od kazdého kona sa
odobrali vzorky trusu na kontrolu mikrobioty (pouZitim metédy sekvenovania novej generacie
a Standardnej mikrobiologickej metddy), kontroly parazitov, biochemickych parametrov a krvi
na fagocytarnu aktivitu. NajcCastejsie zistenym fylom v truse koni na 0/1. den bol kmen
Bacteroidetes (36,6 %), nasledovany kmenom Firmicutes (29,3 %). Vajicka Strongylus spp. a
oocysty Eimeria spp. v truse koni neboli zistené a biochemické parametre boli vo fyziologickom
rozmedzi. Zaroven sme zaznamenali stUpajucu tendenciu fagocytarnej aktivity. Autochténny
fekalny kmen E. faecium EF 412 preukdzal sfubny aplikacny potencial.

Klacové slova: kon, Enterococcus faecium, antimikrobidlny ucinok
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Koncept personalizacie a optimalizacie mikrobiému

Alojz Bomba'?, Martin Haranta'?

1perbiotix microbiome solutions, Slovensko, ’ARCOBIOME Advanced Research Center of
Microbiome, Slovakia

Crevna mikrobiota hra velmi déleZitu Glohu v reguldcii ddleZitych fyziologickych funkcii
organizmu a pri udrZiavani zdravia. Crevna dysbiéza je spojend s mnohymi chronickymi
ochoreniami. Terapia chronickych ochoreni va¢sinou nezohladnuje ulohu ¢revnej mikrobioty v
etiolégii a patogenéze chronickych ochoreni, ¢o zniZuje jej ucinnost. Sucasné poznatky
poukazuju na fakt, Ze moduldcia ¢revnej mikrobioty moze byt i¢innym néstrojom ich prevencie
a podpornej terapie. Napriek tomu, Ze rozmanitost, zloZenie a funkénost ¢revnej mikrobioty su
uzko prepojené, klu¢ovym faktorom pre udrzanie zdravia a zvySenie Ucinnosti prevencie a
terapie chordb je optimalna funkénost ¢revného mikrobidomu. Z vyssie uvedenych dévodov by
mala byt efektivha modulécia érevného mikrobiému zamerana predovsetkym na optimalizaciu
jeho funkénosti. Vhodna kombinacia personalizovanej a cielenej modulacie ¢revnej mikrobioty
na zaklade analyzy ¢revného mikrobidmu, metabolému a klinickych idajov pacienta méze byt
efektivnym spdsobom optimalizacie funkcnosti crevného mikrobiomu (1). Na zédklade analyzy
¢revného mikrobidomu, metabolému a klinickych Gdajov pacienta je mozné zostavit vhodné
konzorcium probiotickych mikroorganizmoyv, zlozZiek potencujucich ich uc¢inok a metabolitoy, s
ciefom korigovat ¢revnu dysbidzu, zniZovat negativne Ucinky Crevnej dysbidzy na hostitela,
optimalizovat funkénost ¢revnej mikrobioty a pozitivne ovplyviiovat mechanizmy patogenézy
ochorenia pacienta. Klu¢ovym problémom je identifikacia analytickych premennych, ktoré
dokazeme ovplyvinovat intervenciou do mikrobiomu podla vyssieho stupria dékazu v ramci
GRADE framework.

Kldcové slova: crevnd mikrobiota, chronické choroby, prevencia a podporna terapia,
personalizovand medicina, probiotika
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Probioticky kmen Enterococcus faecium CCM 8558 a jeho vplyv na €revnu mikrobiotu
v chove farmovych pstrosov

Anna Kandri¢adkova, Jana Séerbova, Monika Poganyi Simonovd, Andrea Laukova

Centrum biovied SAV, v. v. i. Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, KoSice

V sucasnosti patri hydinové maso z nutricného hladiska k jednému z najviac
preferovanych druhov masa. Chovatelia sa snaZia ¢o najviac zaujat spotrebitelski verejnost a
chovaju sa aj také druhy hydiny, ktoré v minulosti v nasich podmienkach beZne chované neboli
ako napr. pStros dvojprsty. V suvislosti s rastucou popularitou chovu pstrosov v Eurépe a teda
i na Slovensku bol pstros dvojprsty v decembri 1995 v zmysle paragrafu 8 ods. 1 zakona
¢. 110/1972 o plemenitbe hospodarskych zvierat preradeny z kategérie exotickych zvierat do
kategorie zvierat hospodarskych. Napriek tomu, Ze maju dospelé pStrosy dobre vyvinuty
imunitny systém, narocny je odchov mladat, ktoré mézu byt ohrozené réznymi infekciami.
Chovatelia sa usilujd podporovat a udrziavat dobry zdravotny stav zvierat v chovoch,
eliminovat vyskyt ochoreni v chove bez nadmerného zataZovania organizmu chemickymi
latkami a bez zbyto¢ného podavania antibiotik. Z hladiska zdravia zvierat a rentability chovov
je vyhodnejsie zamerat sa na u¢innu prevenciu. Jednym z moznych preventivnych opatreni
v chovoch hydiny je podavanie prospesnych mikroorganizmov ¢i probiotickych pripravkov
s obsahom prospesnych/probiotickych mikroorganizmov. Na zdklade prospesnych Gcinkov
v nasich predchadzajucich in vivo experimentoch pri aplikacii kmena Enterococcus faecium
CCM 8558 viacerym druhom potravinovych zvierat vratane hydiny sme sa rozhodli aplikovat
dany kmen aj v chove farmovych pstrosov. Tento Enterocin M-produkujtci kmen bol aplikovany
v chove pstrosov po dobu 21 dni v pitnej vode. Experiment trval 42 dni. Na farme psStrosov
bolo poskytnutych 86 zvierat (vek 1 — 3 tyZzdne). Kmen CCM 8558 preukazal stabilitu
a dostatocne kolonizoval intestinalny trakt psStrosov. Antimikrobidlny ucinok poddvaného
kmena bol preukdzany redukciou koagulaza-pozitivnych aj negativnych stafylokokov,
Pseudomonas-like a koliformnych baktérii (P < 0, 001). Antimikrobialny uc¢inok kmena CCM
8558 bol tiez demonstrovany pri predchadzajucich in vivo experimentoch, napr. u brojlerovych
kurciat, pricom okrem antimikrobidlneho Uc¢inku bola zaznamenana aj stimulacia neSpecifickej
imunity.

KIGcové slova: pstros dvojprsty, Enterococcus faecium, antimikrobialny ucinok
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Autochtdénne postbioticky aktivne kmene Lactococcus lactis, ich stabilita a prezivanie
v jogurtoch z kozieho mlieka

Andrea Laukova, Natalia Zabolyova, Eva Bino, Monika Pogany Simonova

Centrum Biovied SAV v.v.i. Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Kosice

Bakteridlny druh Lactococcus lactis je jednym z najvyznamnejSich druhov pre
mliekarensky priemysel zo skupiny kyselinu mlie¢nu produkujdcich baktérii. Vyznamnou
funkciou reprezentantov tohoto druhu v mliekarenskej produkcii je produkcia kyseliny mliecnej
z laktdézy, hydrolyza kazeinu a fermentacia kyseliny citrénovej. TakZze produkty konecného
metabolizmu kmernov tohoto druhu a/alebo enzymy priamo alebo nepriamo ovplynuju textiru
¢i chut produktov. Medzi prospesné vlastnosti niektorych zastupcov laktokokov patri produkcia
antimikrobidlne pdsobiacich latok bielkovinovej povahy-bakteriocinov, ktoré su v sucasnosti
zaradované do skupiny postbiotik. Postbiotika su ozna¢ované ako nezivé bakteridlne produkty
alebo metabolické produkty mikroorganizmov s biologickou aktivitou v hostitelovi. Preto
v tejto praci bolo testované prezZivanie a stabilita postbioticky aktivnych autochténnych
kmenov Lactococcus lactis MK2/2, MK2/7 a MK2/8 v jogurtoch z kozieho mlieka pre ich buduce
aditivne uplatnenie. Kmene boli izolované zo surového kozieho mlieka. Ich taxonomické
zatriedenie sekvenaénou BLASTn analyzou potvrdilo ich prislusnost ku druhu Lactococcus lactis
pri az 99.82% zhode s nukleotidovou sekvenciou typového kmena v GenBanku. Testované
laktokoky su bez hemolyzy (¥-hemolyza) a su citlivé na testované antibiotika. Kmene MK2/2 a
MK2/7 prejavili nizku schopnost tvorby biofilmu (0.122, 0.120) pri testovani kvantitativhou
metddou. Kmen MK2/8 tuto schopnost nemal. Pri probiotickych kmerioch je schopnost
formovat biofilm prospesnou vlastnostou. Koncentrované bakteriocinové substancie
z uvedenych kmenov (KBS) tzv. koncentraty vykazali inhibi¢ny (postbioticky potencial)-inhibiciu
rastu az 94% indikatorovych stafylokokov a enterokokov (Castych kontaminantov
mliekarenskych produktov) pri inhibi¢nej aktivite do 400 AU/ml. Kmene dostato¢ne prezivali
v jogurtoch z kozieho mlieka (do 108 KTJ/g na 14. deri), pricom najvyssiu stabilitu preukdzal
kmen MK2/8 (14. den-8.1 KTJ/g log 10), z ktorého bola postbioticky najaktivnejsia aj KBS.
V testovani pokracujeme. Zastupcovia druhu Lactococcus lactis sU povazovani za vSeobecne
bezpeéné kmene, ktoré su okrem mliekarenského priemyslu vyuZitelné aj vo vyZive
potravinovych zvierat.
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Vyutiitie enterocinov pre inhibiciu meticilin-rezistentnych stafylokokov u volne Zijucej zveri
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Antibiotickd rezistencia ma globalny vyznam v oblasti verejného zdravia, pricom
v ostatnych rokoch predstavuje neustale rastuci problém nielen v humdannej medicine, ale aj
u hospodarskych/spolo¢enskych zvierat. Rezistentné baktérie sa vsSak dostavaju aj do
prostredia nepriamo cez odpadové vody (stolica lieCenych ludi) alebo priamo pri pestovani
rastlin (hnojivo). V doésledku tejto migracie méze volne Zijuca zver sluzit ako vyznamny
rezervoar rezistentnych baktérii, napriklad meticilin-rezistentnych stafylokokov (MRS). Analyza
vzoriek mikrobiomu volne Zijucej zveri méZze poskytnut detailné pochopenie prenasania a
Sirenia rezistentnych baktérii a tym prispiet k vypracovaniu efektivnych opatreni na
minimalizaciu rizika prenosu antibiotickej rezistencie do, resp. v prirodnom prostredi. SfTubnym
rieSenim pre zamedzenie Sirenia tychto baktérii v Zivotnom prostredi sa javi vyuzitie
enterocinov, prirodnych antimikrobidlnych latok bielkovinovej povahy produkovanych
prospesnymi baktériami, ktorych prospesny ucinok bol doposial potvrdeny najma
u hospodarskych zvierat. Preto sme sa na zaklade nasich predchadzajucich vysledkov o vyskyte
MRS u hospodarskych/spolocenskych zvierat rozhodli otestovat antibiotickl rezistenciu
stafylokokov izolovanych z roéznych druhov volne Zijucich zvierat ako aj ich citlivost ku
enterocinom. Kmene stafylokokov (113) boli izolované zo vzoriek trusu/traviaceho traktu ryb
(pstruh duhovy), bobrov, zubrov, sfn a jelenov. Najvacsi podiel koaguladza-pozitivhych
stafylokokov predstavoval druh S. aureus (14) a z koagulaza-negativnych stafylokokov druhy S.
warneri (22), S. hominis (18) a S. haemolyticus (17). Ak kmene vykazali rezistenciu na
minimalne 2 z 3 uvedenych antibiotik -meticilin (10 ug), oxacilin (1 pug) a cefoxitin (30 pg; Oxoid)
pouZijuc agarovu difuznu metddu (CLSI, 2022) bol vytvoreny subor 46 MRS. Nasledne bola
testovana citlivost tychto MRS ku ¢iasto¢ne purifikovanym enterocinom (Ent): Ent A/P, Ent M,
Ent 2019, Ent 9296, Ent 55, Ent 412, Ent EF9a, Ent K12b a Durancin ED26E/7 izolovanym a
charakterizovanym v nasom laboratériu. Citlivost ku Ent vykazalo takmer 85,0% MRS pri
inhibi¢nej aktivite v rozmedzi 100-6 400 AU/ml. Najvyssia aktivita bola detegovana v pripade
Ent 9296, Ent A/P a Ent 2019. Kmen S. hominis R/36/2 (izolat zo pstruha) bol najcitlivejsi voci
testovanym Ents vzhladom na to, Ze bol inhibovany najvyssim poctom tychto naturdlnych
substancii (8/9). Sedem kmeriov (15,5%) neprejavilo citlivost voci pésobeniu testovanych Ents.
MozZno konstatovat, Ze enterociny predstavuju slubné riesenie v predchadzani Sirenia
rezistencie na antibiotikd. Ich prirodny pévod a nepreukazany rezidudlny uc¢inok otvaraju nové
perspektivy pre efektivne rieSenia v oblasti antimikrobidlnej terapie.

Kldcové slova: antibioticka rezistencia, stafylokoky, enterociny
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Vplyv Limosilactobacillus fermentum 2i3 a 0,6 % pridavku huminovych latok na vybrané
imunitné a produkéné parametre u brojlerov
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3 Katedra hygieny, technoldgie a zdravotnej bezpecnosti potravin, Univerzita veterindrskeho
lekdrstva a farmdcie, Kosice, *Vyzkumny ustav veterindrniho lékarstvi, Brno

V poslednych rokoch sa stali probiotické baktérie a huminové latky atraktivnymi
vzmysle nahrady antibiotik, ktorych pouZitie, ako stimuldtorov rastu, bolo zakazané
v Eurdpskej unii od roku 2006. Huminové latky su prirodné organické zluceniny vznikajuce
biologickym a chemickym rozkladom rastlinnej biomasy ¢innostou mikroorganizmov. L.
fermentum 2i3 je hydinovy izolat, ktory prejavil pozoruhodné imunomodulacné ucinky
v zmysle produkcie antimikrobidlnych latok, aktivacie receptorov, ktoré nasledne spustaju
expresiu génov spojenych s imunitnymi reakciami.

Cielom nasSej prace bolo sledovat vplyv pridavku L. fermentum 2i3 ako aj 0,6 %
koncentracie huminovych latok a ich kombinacie na génovu expresiu parametrov slizni¢nej
imunity (IgA, IGF-2,Muc-2) v Creve, ako aj na produkéné parametre (hmotnost kurciat a
priemerny denny prirastok, spotreba a konverzia krmiva). Do pokusu bolo zaradenych 160
jednodnovych brojlerovych kurciat plemena Ross 308 rozdelenych do 4 skupin: kontrola (K),
probiotickd skupina s pridavkom L. fermentum v davke 10° KTJ/ml (P), skupina s0,6 %
pridavkom huminovych latok (H) a kombinovana skupina (PH). Génovd expresia bola
stanovend pomocou Real-Time PCR metddy pouzitim Sybr green supermix a Specifickych
primerov na pristroji Lightcycler 480 Il Instrument podla preddefinovaného programu.
Spotreba krmiva bola zaznamenavana denne za kazdu skupinu a hmotnost brojlerov bola
vazena v tyzdnovych intervaloch.

Zistili sme, Ze génova expresia pre IgA, IGF-2 ako aj Muc-2 bola upregulovana
v probiotickej skupine v porovnani s ostatnymi skupinami. NajvysSie denné prirastky aj
najvyssiu hmotnost pred zabitim dosahovali broilery v probiotickej skupine. Avsak, spotreba a
konverzia krmiva nebola Statisticky vyznamne ovplyvnena. Aplikdcia L. fermentum 2i3
preukdzala pozitivny vplyv na sliznicnd imunitu ¢reva ako aj na produkéné parametre
u brojlerov.
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Vplyv Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 na vybrané parametre v jejune brojlerovych
kurciat
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V ramci pouzivania naturdlnych latok vo veterindrnej oblasti maju svoje stale
zastupenie najma baktérie mlieCneho kvasenia v roznych aplikacnych formdach. Gram-pozitivny
kmen Bacillus amyloliquefaciens je fakultativnhe anaerébna baktéria so schopnostou sekrécie
mnohych enzymov, ¢o moézZe zlepSovat produkéné parametre u brojlerov. Avsak v ramci
komplexného posobenia pripravku ECOBIOL je potrebné sa zamerat hlavne aj na sledovanie
jeho vplyvu na vybrané imunitné a morfometrické parametre v ¢reve brojlerovych kurdciat.

Cielom nasej prace bolo sledovanie vplyvu B. amyloliquefaciens CECT 5940 v preparate
ECOBIOL na génovu expresiu parametrov sliznicnej imunity (Muc-2, IgA), epitelialnych
markerov (e-kadherin, cytokeratin 18, vilin, LGR5 receptor) ako aj na morfometrické parametre
(hIbka krypt, vyska klkov, Sirka klkov na baze a reznd plocha klkov) v jejune brojlerov.

60 kusov plemena ROSS 308 bolo rozdelenych do 2 skupin (n= 30): kontrola a
probioticka skupina, kde pocas prvych 5 dni v liahni boli kuréatd 308 po vyliahnuti
nasprejované probiotickym prepardtom ECOBIOL (Evonik) a v druhej faze dostavali dany
pripravok v pitnej vode na farme v hale. Celkovo pokus trval 11 dni. Vzorky jejuna boli odobraté
na stanovenie génovej expresie do RNA lateru a na pripravu vzoriek pre morfometricku analyzu
boli vzorky najprv preplachnuté v 0,09 % roztoku NaCl a potom skladované v 4% roztoku
formaldehydu aZ do spracovania. Relativha génovd expresia vybranych parametrov bola
stanovena pomocou kvantitativnej RealTime-PCR metddy pouzitim kitu SsoAdvancedTM
universal SYBR green supermix (Bio-Rad, USA) a Specifickych primerov na pristroji LightCycler
480 Il Instrument (Roche, USA) podla preddefinovaného teplotného programu. Ziskané
hodnoty Cq génov boli normalizované na priemernu hodnotu Cq referen¢ného génu (GAPDH)
a relativna expresia kazdého génu bola vypocitand matematicky ako 272¢9. Morfometrické
parametre sa vyhodnocovali pod mikroskopom za pouzitia pocitaCového softvéru Nikon NIS-
Elements AR 3.0.

Aplikacia B. amyloliquefaciens CECT 5940 zvysila génovu expresiu vybranych
parametrov oproti kontrole (P < 0,05, P < 0,01, P < 0,001). Zaroveni mala vyznamny vplyv na
jednotlivé morfometrické parametre v jejune brojlerovych kurciat. Aplikdcia Bacillus
amyloliquefaciens CECT 5940 po6sobila blahodarne na sledované parametre v jejune brojlerov.

Klacové slova: Bacillus amyloliquefaciens, epitelidlne markery, sliznicna imunita, brojlerové
kurcata
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Imunitnd odpoved pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) po suplementacii
novovyvinutym probiotickym pripravkom a naslednej infekcii patogénom Aeromonas
salmonicida
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ustav Zivoéisnej vyroby, Nitra, ®Vyzkumny ustav veterindrniho lékafstvi, Brno

Cielom studie bolo zistit vplyv novovyvinutej pokrokovej formy rybej kimnej zmesi
obsahujucej autochténny probioticky kmen Lactobacillus plantarum R2 BiocenolTM CCM 8674
(new nom. Lactiplantibacillus plantarum) na imunitnd odpoved pstruhov duhovych
infikovanych Aeromonas salmonicida.

Ryby boli rozdelené do dvoch skupin. Obe boli infikované zdvaznym patogénom pre
akvakulturu — A. salmonicida. V probiotickej skupine bolo pouzité krmivo pre ryby s obsahom
probiotik a kontinudlnym podavanim. Ryby boli pocas celého trvania experimentu (11 tyZzdriov)
suplementované probiotikami. V kontrolnej skupine nebola pouZita Ziadna liecba. Infekcia sa
uskutocnila ponorom v 7. tyzdni experimentu a vzorky sleziny na analyzu boli odobraté v 8. a
10. tyzdni. Skimané boli hladiny vybranych imunologickych molekul. V probiotickej skupine
vysledky z oboch odberov odhalili vyznamny pokles prozapalovych cytokinov (IL-1, TNF-a) a
taktiez trend down-regulacie transkripénych hladin mRNA pre dalSie klucové molekuly
suvisiace so zdpalom (IL-8, TLR9). V druhom odbere bola pozorovana up-reguldcia génov
kédujucich CD4 a CD8 molekuly, ¢o poukazuje na stimulaciu bunkovej imunity.

Mozno konstatovat, Ze pridavok probiotik do krmiva mdéZe vyznamne modulovat
imunitni odpoved' a zmiernit progresiu infekcie. Suplementdcia probiotikami potlacila zapal
prostrednictvom regulacie prozapalovych molekul a stimulacie vrodenej bunkovej imunity.
Pocas kontinualnej aplikacie probiotik nebola zaznamenana nadmerna imunostimuldcia, o
naznacuje, Ze probioticky premix je moZné vyuZit v akvakultire na prevenciu chorob a
modulaciu imunitnej odpovede v obdobiach zvySeného stresu.

Klacové slova: probiotické krmivo, akvakultura, qPCR, imunitna odpoved
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