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Abstrakt

Anaerobne komenzalne baktérie Creva si jednou z najslubnejSich metdd liecby rady
autoimunitnych choréb v budicnosti. V sicasnej dobe nebolo napisanych vela publikacii
zameranych na transport striktne anaerébnych bakteridlnych kultar do l'udského creva. Aby sa
zaistilo ich uspes$né vpravenie az do hrubého Creva, je nutné pochopit’ ich senzitivitu na kultivaéné
média a zaistit’ zivotaschopnost’ baktérii po ich exponovani mrazu.

Nasim ciel'om bolo ngjst’ kryoprotek¢né média, ktoré znizia straty zivych baktérii pocas
uchovavania v nizkych teplotach. Boli pouzité 3 typy baktérii Anaerobutyricum hallii (DSM
3353), Blautia obeum (DSM 25238) a Faecalibacterium praustnitzii (DSM 17677) oddelene
zmieSané s intracelularnymi a extracelularnymi kryoprotektantmi (glycerol, sachardza, trehal6za,
inulin, pektin, zelatina) a zamrazené na teploty -20°C a -75°C v aerdbnych a anaerdbnych
podmienkach. Néasledne bola merana viabilita baktérii po rozmrazeni v roéznych casovych
intervaloch.

Mierne zniZzené pocty baktérii boli ndjdené pri uchovavani v teplotnych podmienkach
- 75°C, ¢o kontrastuje s uchovavanim v podmienkach -20°C, ktoré boli nezluciteI'né so zivotom
pre vacsinu baktérii po dobe zmrazenia dlhsej ako 60 dni. Na rozdiel od teplot -75°C, v teplote

- 20°C boli pozorované vicsie rozdiely v uskladneni baktérii anaerobne.

KTIacoveé slova: Striktne anaerdbne baktérie, Kryoprotekcia, Total plate count, Anaerobutyricum

hallii, Blautia obeum, Faecalibacterium praustnitzii



Abstract

Anaerobic commensal gut microbiota are one of the most promising treatment for a number
of autoimmune diseases in the future. Because of their cultivation requirements, scarce number of
studies focus on transporting strictly anaerobic bacterial cultures to the human gut. To be sure that
delivery into colon is successful, bacterial susceptibility in cultivation media and viability after
cryopreservation has to be known.

The aim was to find cryoprotective media which can lower damage done on viable bacterial
cells during storage in low temperatures. The process conisted of mixing three types of bacteria,
Anaerobutyricum hallii (DSM 3353), Blautia obeum (DSM 25238) and Faecalibacterium
praustnitzii (DSM 17677), separately with intracellular and extracellular cryoprotectants (glycerol,
sucrose, trehalose, inuline, pektine, gelatine) and freezing them at -20°C and -75°C in aerobic and
anaerobic conditions to measure bacterial viability after defreezing at different time intervals.

Slightly decreased counts of bacteria were observed after storage at -75°C in contrast to
storage at -20°C that were lethal for most of the bacteria after a period longer than 60 days.

An anaerobic seal was more efficient in protection of bacteria at -20°C compared to at -75°C.

Keywords: Strictly anaerobic bacteria, Cryoprotection, Total plate count, Anaerobutyricum
hallii, Blautia obeum, Faecalibacterium praustnitzii
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1. Uvod

Kazdym rokom sa uistujeme v tvrdeni, Ze epigendm je pre spravne fungovanie
a homeostazu organizmu jednou z esencialnych sucasti. LCudské telo ho nadobuda uz pocas
porodu, nasledne sa obohacuje a meni svoje zlozenie v priebehu dospievania [1]. V dnes$nej
modernej dobe, kde sa na hygienu kladie vel'ky doraz, vel’ka Cast’ epigendmu, mikrobiém, straca
na rozmanitosti, ¢o sekundarne vedie k réznym komplikacidm v zdravi.

Mikrobiémom sa rozumeju vSetky mikrébidlne organizmy a ich geneticky material, ktoré
I'udské telo obsahuje. Na zéklade vetvy mikrobidlneho organizmu sa mikrobiom deli na viacero
subtypov ako parazitom, bekteriom a iné. Bakteriom l'udského tela je z dlhodobého hladiska
stabilny a vysoko Specificky v zavislosti od jedinca, na druhu stranu paradoxne 'ahko vychylitel'ny
z kratkodobého hl'adiska zmenou potravy, zivotného Stylu asamozrejme naduzivanim
antibakteridlnych chemoterapeutik (pre jednoduchost’ budem d’alej pouzivat’ termin mikrobiom).
Deti do piateho roku zivota svoje Crevné baktérie nadobudaju rozsirenim druhov prijimane;j
potravy, ale nizka diverzita v strave a tiez aj CastejSie pouzitie antibiotik v tomto obdobi moze
viest’ k zdvaznému, Casto ireverzibilnému, vykyvu mikrobidlnej flory ¢reva, ¢o moze vyustit’ do
zdravotnych komplikacii v dospelosti [1]. Dysbi6zou v podobe kolonizécie ¢reva patogénnymi
baktériami, ako Clostridioides (predtym Clostridium) difficile (Clostridium Difficile Infection -
CDI) pripadne vyustit' az do autoimunitnych zapalovych ochoreni gastrointestinalneho traktu
(Inflamatory Bowel Disease - IBD), z ktorych najrozsirenejsSie s Crohnova choroba (Crohn’s
Disease - CD) a ulcerdzna kolitida (Ulcerative Colitis - UC), ktorym sa budem blizSie venovat’
niz$ie. V terapii tychto ochoreni bolo vyuzité Siroké spektrum lieCiv a terapeutickych pripravkov,
z ktorych miesto obsadila aj fekalna mikrobialna transplantacia a vyuzitie probiotik so zdmerom
rekolonizacie intestindlneho systému a navratenia homeostdzy [2]. Priama suvislost’ bola
dokazana medzi zdravou mikroflérou oproti ¢loveku trpiacemu IBD a nepritomnostou zastupcov
probiotikych baktérii ako napriklad Faecalibacterium praustnitzii [3], Anaerobutyricum halii [4]

a Blautia obeum [5].
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2. Ciel’ diplomovej prace

V mojej diplomovej praci sa venoval pozorovaniu troch baktérialnych kmenov:
Faecalibacterium prausnitzii, Blautia obeum a Anaerobutyricum halii. Zameral som sa na
kultivacné vlastnosti v tekutych a agarovych médiach, d’alej na ich Zivotaschopnost’ v roznych
protektivnych médiach a podmienkach uchovavania. Hlavnym cielom mojho skiimania bolo
porovnat’ kryoprotekéné vlastnosti médii a podmienky uchovavania kultar, aby bola zabezpecena

ich viabilita poc€as zmrazenia a nasledného uchovavania.
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3. Teoreticka cast’

3.1. Mikrobiom zdravého ¢loveka

Ludsky mikrobiom bol zmapovany pod zastitou projektu Human Microbiome Project
(HMP), ktory identifikoval bakteridlne subtypy vyskytujice sa u Sirokej vzorky obyvatelstva.
Vysledky sekvenovania mikrobidlnych genotypov ukazali, ze z 10-100 bilionov baktérii
nachadzajucich sa v gastrointestinalnom trakte st najhojnej$Simi druhmi prave kmene Firmicutes
a Bacteriodetes [6]. Firmicutes v ¢revnom zastipeni s najvac¢Sim vyskytom v Eurdpskej
a Americkej vzorke obyvatel'stva zastupoval z 95%. Rad Clostridiales, ktory zahfiia potrebné,
baktérie produkujuce mastné kyseliny s kratkym retazcom hlavne producentov butyratu. Potom
su tu pomenej zastapené Fusobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria (napr. E.coli) [7].

Prestizny vedecky casopis Nature publikoval v roku 2016 ¢lanok z univerzity Cork, kde
mapovali ¢revny mikrobiém na zéklade vzoriek faeces roznych skupin obyvatel'stva. Vyhodnotili
732 vzoriek z 371 geriatrickych subjektov. Obrdzok 1 ukazuje zastipenie mikrobiot po
sekvenovani vzoriek v operacnych taxonomickych jednotkach (OTUs, s 97% podobnostou
sekvencie jednotky). Prvy diagram znazornuje ,jadro* (Core Module), ktoré bolo pritomné
u majoritného poctu sledovanych pacientov. Diversity-Associated Module znazornuje zloZenie
mikrobiomu pri diete s vysokym obsahom vlakniny. Long-stay Associated Module sa vyskytoval
hlavne u pacientov s reziden¢nou starostlivost'ou, teda kontrolovanou, ale zle vyvazenou dietou
bohatou na nasytenté mastné kyseliny, cukor, nizky prijem rastlinnych produktov, teda aj vlakniny
a Casté terapie antibiotikami. Posledny Reduced Core Module ma indikovat’ znizent diverzitu

mikroorganizmov, teda majoritu Bacteroides [8].
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Core Module Diversity-Associated
Module
Order ol Genus
(outer ring) (inner circle)
W Bactercides
B Bacterokiales | Alistipes
B Clostridiales W Parabactercides
W Prevotelia
NEDSpoIeie W Butyricimenas
8 Vicivalinies W Faecaibacterium
W Bifidcbacteriales # Ruminococcus
u Burkholderiales L :‘:::bw
i ] nospiracea
B Verrucomicrobiales incertae sedis
¥ Enterobacteriales & Clostridium_IV
¥ Pasteurelales : gl’;p‘u::m‘
8 LackobacHisies Long-stay- ¥ Clostridium_XIVa
u Desuliovibrionales Associated Reduced Core ® Sporobacter
» Selenomonadales Module Module ¥ Anaerotruncus
¥ Methanobacteriales J—— = Clostridium_Ill
= ® Flavonifractor
N Coricbacteriales # Anaerostipes
Bacillales ! Erysipelotrichaceae
i Incertae sedis
Bunciaseies ' Catenibacterium
Victivallis
other
undiassified

Obrazok 1: Zastupenie mikrobiot osidlujucich ludské crevo [8].

3.2. Mikrobiom chorého ¢loveka

Pri chorobnych stavoch sa mikrobiom mdéze menit v zavislosti na diéte, pouzitej
farmakoterapii, ktorda mdze pozostavat' z niekol'kych faz liecby antibiotikami (pri dokézanej
rezistencii az rezervnymi Sirokospektralnymi antibiotikami) s naslednym oslabenim crevnej
mikroflory natol’ko, Ze sa l'ahko kolonizuje réznymi patogénnymi druhmi baktérii, ako
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis, Clostridium difficile, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Campylobacter concisus pripadne aj virusmi (cytomegalovirus, virus

Epstein-Barr a este zriedkavejSie virusom osypok) [9].
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3.3. Clostridium difficile

Clostridium difficile je gram pozitivha spory tvoriaca tyCinka. V beznej mikroflore
zdravého Cloveka sa vyskytuje do 5% (tieto pocty zvyknu byt o nieco vysSie u deti). Tento anaerob
je prirodzene rezistentny voci réznym druhom antibiotik napr. cefoxitinu (ten sa vyuziva ako
selektivna zlozka do médii kizoléacii tychto baktérii) alebo klindamycinu, pripadne beta-
laktdmovych antibiotik, penicilinovych, ale aj cefalosporinovych [10]. Ked’Ze tieto antibiotika su
uzivané v terapii beznych respiracnych bakterialnych ochoreni a ¢asto az zneuzivané, pri zniZeni
poctu komenzalnych baktérii spory C. difficile pretrvaju a ispeSne zaplnia zivotny priestor
vytvoreny v ¢revnom mikrobiéme.

Zékladom ich patogénneho posobenia su 2 typy toxinov, ktoré C. difficile vyluCuje a to
enterotoxin (Toxin A), ktory zniZzuje imunitni odpoved’ organizmu a poskodzuje ¢revny epitel
a cytotoxin (Toxin B), ktory ma nekrotizujice a ulcerogénne pdsobenie na bunky crevného
epitelu. Tymto neziaducim pdsobenim je C. difficile a vysSie menované patogény zodpovedné za

zapalové ochorenia gastrointestinalneho traktu (IBD) [11].

3.4.1BS a IBD

3.4.1. Syndrém drazdivého ¢reva

Irritable Bowel Syndrom (IBS) je chronické ochorenie zdruzujace symptomy ako bolesti
v nizSom abdomene, nafukovanie s pridruzenymi infekciami ¢reva. Subtypy sa daju rozdelit’ na
IBS prejavujuce sa diarhoeou, opacne zapchou alebo zmieSané. Hlavnym rozdielom medzi IBD
alIBS je, Zze IBS nevyvolava zéapal ani povrchovy, ani intramuralny. Pacienti teda netrpia
haemodiarhoeaou, ulceraciami a nizSie spomenutymi komplikéciami ako to byvau IBD [12]. Tym
sa znejasiiuje etioldgia tohto ochorenia, ktora ale preukdzatel'ne stuvisi so stresom, ked’ze najvacsi
pocet exacerbracii syndromu drazdivého Creva zazivaji pacienti vystaveni v dohladnej dobe
vysSej psychickej alebo fyzickej zatazi a dysbidzou, ktort popisal Rajili¢-Stojanovi¢ et al. S
pouzitim qPCR a fylogenetickych microarrays priSiel na signifikantny rozdiel v zastapeni
¢revnych baktérii u pacientov trpiacich IBS v porovnani so zdravou vzorkou obyvatel'stva.
Vysledky poukézali na dvojnasobne zvy$eny pomer Firmicutes k Bacterioidetes [13]. Dalii zdroj

rovnakou metddou dokazuje naopak 12-krat vyssie hodnoty niektorych zastupcov Bacterioidetes.
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Naopak zdrava vzorka mala oproti chorej 35-krat zvySenych zastupcov rdéznych probiotickych

klostridii [14].

3.4.2. Zapalové ochorenie ¢reva

Zapalové ochorenie ¢reva (Inflamatory Bowel Disease — IBD) je zhrnuté pomenovanie pre
idiopatické zapalové ochorenia zvac¢sa hrubého a tenkého creva, teda nizSieho GIT-u. Genetické
faktory su pre rozvoj klI'i¢ové rovnako ako epigenetické. Vyskyt idiopatickych ¢revnych zapalov
sa koncentruje hlavne vo vyspelych krajindch, ako st Eurdopa a Severna Amerika, kde su
hygienické naroky posunuté miestami az prili§ vysoko na ukor kontaktu so Sirokou skdlou
bakterialnych a parazitarnych antigénov.

Hypotéza znama pod nazvom “Old friends hypotesis* hovori o tom, Ze bunky ¢revného
systému maju receptory aktivovatel'né réznymi kolonizatormi ¢reva od Cervov, ktoré boli pre deti
v minulosti beZznym ochorenim, po laktobacily a butyrat produkujice druhy baktérii. Crevny epitel
spolu s imunitnym systémom sa tymto ,,starym priatel'om* symbioticky sprevadzajtcich traviacu
sustavu tisicky rokov prisposobil a vybudoval si receptory reagujuce priamo na dané typy baktérii
za nasledkom oslabenia imunitnej reakcie, ktora nie je nutna. ZvySovanim hygieny ochudobnena
mikroflora hrubého creva nie je schopna obsadit’ Specifickymi antigénmi receptory na
dendritickych bunkach, ktoré by pomohli pri ich maturacii. Imunitna reaktivita sa zvySuje.
Nerozvinuté dendritické bunky reaguju senzitivnejSie tiez na alergény v potrave a ovplyviuji
kaskadu, ktora vedie k nepomerom Thl a Th2 lymfocytov, tj. zvySeniu mediatorov zapalu TNF-
alfa, IL-2, 6 a inych. Ddsledkom je precitlivelost’ a autoimunitne vyvolany zapal.

Vo vicsine pripadov je tento zépal indukovany drastickym oslabenim ¢revnej mikroflory
sposobenym silnou antibiotickou liecbou alebo zlou intervenciu doj¢iacich matiek o spravnom
uzivani antibiotik, zlym zivotnym S$tylom (nepravidelna strava, stres...) ale aj inymi
autoimunitnymi prejavmi (silna alergicka reakcia). V ¢ase znizenia kritickych populacnych skupin
baktérii, ako st butyrat produkujice baktérie, moze zacat’ dominovat’ im podobné a vysSie
spominané C. difficile. Désledkom su intramuralne zépaly Crevnej steny alebo inych casti GIT-u

[15].
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3.4.3. Ulcerdzna kolitida

Ulcerdzna kolitida (Ulcerative Colitis — UC) je ochorenie postihujuce dolny GIT .
Vseobecne sa na vzniku ochorenia moze podiel’at’ viacero faktorov, ako geneticka predispozicia,
zmena v mikrobidlnej flore Creva, zvySend imunitnd odpoved alebo faktory prostredia. Tieto
faktory sa zdaju byt etiologicky vzdialené, ale zmenou z vonka (environmentalny faktor) alebo
vnutra (geneticky faktor) spdsobi narusenie homeostazy imunitného systému a ¢revnej mikroflory.
Boli zistené znizené mnozstva F. praustnitzii a R. hominis u pacientov s diagnostikovanou UC
v porovnani so zdravymi I'ud'mi [16].

Lokalizovana zo zaciatku v okoli rekta zapalovd reakcia moze pokracovat bud’
v segmentoch alebo zriedkavejSie prestupit’ cely kolon. Zasahuje do mukoézy a submukozy
s ohrani¢enou zonou zdravého a postihnutého tkaniva. Napadnuta cast' Creva moéze trpiet
ulceraciou, neskor premenou na fragilnejsie fibrotizované tkanivo so sklonom ku krvacaniu. Vredy
Casto produkuji hnisavy exudat. Vo vaznejsich, ale zriedkavejsSich pripadoch méze zapal alebo
transmuralna ulceracia prestupit’ az do muskularnej vrstvy, ktora v ¢asovom intervale hodin az dni
zaCne stracat’ tonus, dilatuje a prechadza do toxického megakolonu. Fistuly ani abscesy sa
nevyskytuji. Ochorenie mé bolestivé prejavy spojené s Castou nutkavou haemodiarhoeou

s primesou hnisu, naslednou drastickou stratou hmotnosti a ¢astymi exacerbaciami.

3.4.4. Crohnova choroba

Crohnova choroba (Crohn Disease — CD) je ochorenie postihujuce ileum (ileitis, 35%
pripadov), ileum a segmenty zvac¢sa pravej Casti kolonu (ileocolitis, 45% pripadov), distalnu Cast’
hrubého ¢reva a konec¢nik (granulomatozna kolitida, 20% pripadov), ale vyskytovat sa mdze
v celom gastrointestinalnom trakte (tj. od Gstnej dutiny az po konec¢nik).

Je kategorizovana do troch §tadii: (1.) Primarny zapal, ktory trva niekol’ko rokov a nasledne
prechadza do (2.) primarnej obstrukcie alebo stenozy, €1 (3.) primarnej penetracie alebo fistulacie.
Od tuberkulézy dolného GIT ju odliSuje typ zéapalu, ktory je transmuralny s vyskytom
sarkoidoznych granulémov, ktoré sa okrem ¢revnej mukédzy objavuju aj v lymfatickych uzloch,
peceni peritoneu. Okrem nich moézeme pozorovat’ ¢asto sa vyskytujuce abscesy a fistuly va¢sinou
penetrujuce do prilahlych miest, sluciek ¢reva, moCovy mechtr, peritoneum a iné tkaniva.
Nezéavisle na vnutrocrevnom zapale sa v 25% az 33% pripadov vyskytuji perianalne fistuly

a abscesy [17].
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Rovnako ako u vsetkych IBD aj pri CD vyznamnu rolu hra dysbidza ¢revnej mikroflory,
resp. je v ¢reve vyrazne znizena diverzita a naopak od UC vyskyt zvdcsa pozitivne pdsobiaceho
F. praustnitzii je zvySeny [18], ¢o poukazuje na nutnost’ rovnovahy zastupcov aj beneficialnych
kmenov. Dysbioza a fibrotizdcia tkaniv maju za nésledok zniZzené vstrebavanie zivin viditeI'né
v malabsorbcii vit D a B12. Z dlhodobého hladiska predstavuje CD zvySené riziko vzniku

kolorektalneho karcinomu rovnako ako ulcer6zna kolitida [17].

Healthy colon
Healthy individual
Resolution of symptoms
‘Healthy’
microbiota
i b Reduced gut microbial
FMT

species and diversity

.
Donor = Transcolonic infusion
fecal = Nasoduodenal or
sample nasogastric infusion
Recurrent infection Ingestion
of C. difficile
e spores from
C.difficite killed but the environment
Spores can remain 0 °0°

« C. difficile spores
germinate
« Bloom of C. dgifficile

Antibiotics

Pseudomembranous colitis

Dysbiosis of the
d gut microbiota

Development of CDI

« Severe diarrhea, abdominal pain, nausea and fever
» C. gifficile toxins induce inflammation and cell death
» CDI can cause pseudomembranous colitis

Obrazok 2: Schéma vzniku IBD zapricinenej dybiozou v GIT a porovnanie klasickej terapie antibiotikami
(e) a aplikacie FMT (f) [19].
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3.5. Diagnostika IBD

Medzi priznaky privadzajice pacienta na podrobnejSie vySetrenie patria nutkava diarhoea,
haemodiaroea, kozné problémy a v neposlednom rade, rapidny ubytok hmotnosti.

Na diagnostiku IBD ochoreni sa v dneSnej dobe pouzivaji enteroskopia alebo kapsulova
enteroskopia, Bariovy RTG snimok creva, CT dutiny brusnej aj MR. V ramci diagnostiky sa
pozoruju hlavne zapalové markery a komplexné symptomy, ale odoberaju sa aj vzorky na biopsiu,
pacient sa testuje na pritomnost’ C. difficile toxinov v stolici. Lekari sa tiez zaoberaju predoslou
medikaciou pacienta a to: terapia antibiotikami, vysadenie imunosupresiv, vysadenie peroralnych

kontraceptiv (kontraceptivami indukovana kolitida spésobena hormonalnou dysbalanciou) [17].

3.6.Lie¢ba IBD

Liec¢ba sa opiera o konkrétne Stddium choroby a jej aktivite. Za primérny ciel’ sa poklada
dosiahnutie a udrZanie remisie. Pokracuje sa hojenim poskodenych sliznic, zlepSenim nutricie
a zvySovanim kvality Zivota. LieCebny postup sa opiera o ,,Step-up* princip, pri ktorom sa zacina
bezpecnymi lieCivami pre mierne Stadia IBD a postupuje sa k silnejSim, G¢innej$im, ale taktiez

toxickejSim lieCivam s va¢S§im mnozstvom neziadtcich ucinkov [15].

3.6.1. Aminosalicylaty

Aminosalicylaty su liekom prvej vol'by ochoreni terminalneho ilea a distalnejSich partii
intestinalneho systému. Lieky vyvinuté k liecbe reumatoidnej artritidy st derivaty kyseliny
salicylovej s pridanou aminoskupinou (kys. 5-aminosalicylova). Tato molekula byva podavana vo
forme sulfasalazinu, olsalazinu alebo mesalazinu. Sulfasalazin je hojne vyuzivany, ked’ze jeho
ucinok zuzuje na hrubé ¢revo, kde je bakteridlnymi enzymami rozkladany na aktivnu 5-ASA.
S rovnakym mechanizmom ucinku ako iné salicylaty prichddzaju aj neziaduce tc¢inky a interakcie
s inymi lieCivami tym, Ze zvySuju antitromboticky ucinok antikoagulancii a tym krvacavost.

Sulfapyridinova zlozka zvySuje nachylnost’ ku koznym alergickym prejavom [15].
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3.6.2. Antibiotické chemoterapeutika

Antibioticka lieCba sa pouziva za ufelom zniZenia zapalu pri hnisavych perianalnych
komplikaciach a infekcie sposobenej C. difficile. Zo zéastupcov sa hojne vyuziva ciprofloxacin,

metronidazol, klaritromycin, rifaximin alebo kotrimoxazol [15].

3.6.3. Glukokortikoidy

Glukokortikoidy, prevazne budesonid, sa pouziva na terapiu IBD prevazne lokalizovana
v terminalnych castiach hrubého ¢reva a rekte. Registrovanymi pripravkami su klyzmy alebo
rektalne peny, ale zriedkavejSie sa vyuzivaju Cipky sobsahom budesonidu pripravované
magistraliter a taktiez sa vyuZzivaju tobolky a granuldty s vyuzitim polyakrylatu. Tobolka tak
vydrzi transport do distalneho ilea alebo tra¢niku, pripadne systémova terapia. Neziadtice ucinky
v podobe dyspepsii, nausea, vomitus, diarhoea sa objavuju po zahajeni pulznej terapie. Medzi
neziaduce ucinky dlhodobej terapie patri neslavne znamy Cushingov syndrém a menej Casté

zmeny nalad a nespavost’, hypokalémia [15].

3.6.4. Lieciva ovplyviiujuce imunitni odpoved’

Imunosupresiva sa zacali v lieCbe IBD pouzivat’ v pred necelymi tridsiatimi rokmi. Medzi
ich zastupcov zarad’ujeme thiopuriny (azathioprim, 6-merkaptopurin), metotrexat a kalcineuritové
inhibitory (tarkolimus, cyklosporin A). Nasadzuju sa pri tazsich pripadoch IBD ako zachranna
liecba po glukokortikoidoch, ktoré sa mozu vylucit' s uspeSnost'ou remisie u 60% pacientov.
Negativom ostava fakt, Ze imunitnd odpoved’ je potlatena centralne a znizena proliferacia buniek
je spojena s hepatotoxicitou, znizenim plodnosti atd.

Biologicka liecba je nakladna, ale uc¢inna, kedZze sa cieli na mediatory zapalovych
procesov, ako st receptory pre interleukiny a TNF-alfa. Molekularne protilatky Specificky blokuja
cytokiny (adalimumab, golimumab, infliximab) a receptory pre vnutrobunkové zapalové kaskady
(ustekinumab) na ich aktivnych miestach. Samozrejme ide o symptomaticku liecbu, ktora vedie
k remisii, ked’Zze sa utlmi imunitnd odpoved’. Nevyhodou ostava oslabenie imunitnych reakcii
systémovo, rovnako ako u predoslej skupiny lieciv, z ¢oho vyplyvaji aj neziaduce ucinky, ako
infekéné komplikdcie (najCastejSie oportinne infekcie) alebo pripadna reaktivacia latentnych

Stadii virusovych a bakteridlnych ochoreni (virus hepatitidy typ B, tuberkuloza). ZvySuje sa aj
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riziko maligného bujnenia. Kazdopadne tento typ liecby dosahuje dobrych vysledkov, ktoré
zatiefiuju potencionalne rizikéa neziadacich tcinkov. Z ekonomického hl'adiska je vSak biologicka
lietba nakladna apodla protokolov zdravotnych poistovni v SR a CR ostiva poslednou

moznost'ou, v pripade, ze ostatné druhy liecby zlyhaju [15].

3.7. Fekalna mikrobialna transplantacia

3.7.1. Historia fekalnej mikrobialnej transplantacie

Prva zmienka o fekalnej mikrobialnej transplantacii (FMT) sa objavuje v Cine zadiatkom
4. storocCia ako sucast tradi¢nej ¢inskej mediciny vo forme ,,zltej polievky* resp. ,,zlatého sirupu®,
ktora bola podavana 'ud’om trpiacim dlhodobou diarhoaeou alebo pri otrave jedlom.

V 16. storoci nachddzame pramene o tradi¢nej medicine u beduinov, ktori podavali tavi
trus ako liek pri bakteridlnej nerovnovahe. Taktiez taliansky chirurg Acquapedente zacal
praktikovat’ fekalnu transplantaciu vo veterine z chorého zvierata do zdravého koncom 16.
storo¢ia. Na prelome 17. storoCia popisal nemecky doktor terapeuticky potencial l'udskych
exkrementov. Nesmieme vynechat ruského zooldga Mechnikova, ktory v 19. storoc¢i inSpirovany
bulharskymi farméarmi popisal priaznivy vplyv fermentovanych produktov obsiahnutych v jeho
diéte s hypotézou opisujucou ovplyvnenie rovnovahy c¢revnych mikroorganizmov pomocou
zvySenia poctu laktogénnych baktérii (stdle pod nazvom Lactobacillus bulgaricus).
Metchnikovove baktérie zozali ispech na pode vedy aj v praktickom pouziti a boli obchodované
a roz§irované.

Rakusky pediater Theodor Escherich popisal v roku 1885 Bacterium coli, ktoré nemecky
praktik Alfred Nissle izoloval a z pozorovani pripisoval protektivny uc¢inok voc¢i infekciam
zastupcami rodu Shigella. T4 spdsobuje pri premnozeni casté gastroenteritidy a neskor
nachadzame spojitost’ s chronickym zapalovymi ochoreniami.

Pocas druhej svetovej vojny bol v Afrike nemeckymi doktormi popisovany tazky priebeh
dyzentérie nemeckych vojakov na rozdiel od domacich preventivne pojedajucich Cerstvy t'avi trus.
Po analyze bola izolovana kultara Bacillus subtilis a pri ndslednom podani vojakom izolovane;j
kultiry sa zdravotny stav vojakov zlepsil [19].

Koncom 20. storocia a zistenia, Ze patogenéza autoimunitnych a zapalovych ochoreni,

rovnako ako diabetes a niektoré formy rakoviny, su uzko spété s kompozicnymi zmenami v
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mikrobidome, narastla popularita experimentovania s obohacovanim ¢reva o prospesné baktérie a o
transplantaciu ¢revnych mikrobov.

Uspesnost’ lie¢by imunitou indukovanych ochoreni &reva metédou FMT osciluje okolo
55%, u ktorych zaznamendvame klinicku pozitivhu odpoved’ a u 24% pacientov bola dosiahnuta
remisia. Tieto vysledky sa zlepsili, ked’ boli pred procesom FMT pouzité antibiotikd z 55% na

67% au 32% pacientov bola zaznamenana remisia [21].

3.7.2. Procedura FMT

Oboznamenim pacientom sa aplikuje peroralne vankomycin (125mg; 4 krat denne),
nasledne sa poddvanie vankomycinu ukonci 12 hodin pred zakrokom. Pacientom sa nésledne poda
inhibitor vodikovej pumpy, ktorého pri¢inenim sa elevuje pH v traviacej trubici.

Zdravi darcovia stolice prejdi krvnymi testami, testom na syfilis a enteropatogény.
Zozbierand stolica sa nasledne nariedi fyziologickym roztokom a rozmixuje. Vyslednd hmota sa
moze sfiltrovat anasledne aplikovat nasogastrickou sondou v niektorych pripadoch
kolonoskopom. Sonda je odstranend bezprostredne po ukonceni vykonu. Pacient je

hospitalizovany noc po vykone a na druhy den prepusteny domov [22].

3.7.3. Negativa FMT

Zékrok nie je prijemny a pacienti ho zvidc¢Sa odmietaju z etickych dévodov. Zakrok je
invazivny a fekaliami mézu byt kontaminované aj iné Casti GIT pri iatrogennej perforacii Creva.
Kedze zo stolice nikdy nevieme presne urCit momentalne zlozenie mikrobiot, FMT sa
nedoporucuje 'udom so zniZenou vlastnou imunitou, ktoréd je bezne znizena behom liecby IBD
ochoreni. S hlasené pripady, v ktorych sa stav pacientov este skomplikoval infekciou sposobenou
transplantom obsahujucim Norovirus, ktory sa prejavil silnou diarhoeou uz druhy den po FMT,
len u pacienta. Darca bol testovany na pritomnost’ Noroviru, kde bol vysledok negativny a darca
bol asymptomaticky. Boli hlasené bakteriémie sposobené infekcie E. coli a tiez, pripad pacienta
nakazeného Serratria sp. Infekt trval 12 dni, priCom do 30 dni od procedury pacient zomrel na
VAP (pneumoéniu spojenti s umelou plicnou ventilaciou). Dalej boli hlasené pripady vysokych
horuciek, ktoré st na druhu stranu pri transplantaciach bezne ocakavané. Exacerbracia IBD bola
zaznamenana v 6 pripadoch, z toho 4 l'udi bolo potrebné hospitalizovat’ po dobu 12 tyzdiov. Tri

d’alSie smrtelné pripady boli iatrogénne zavinené¢ pocas FMT, kde sa uvadza jeden pripad
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penetracie ¢revnej steny sondou, o vo vysledku vytstilo do septického Soku s neskorSim vyvinom
dekompenzovaného toxického megakolonu. Ostatné 2 pripady tmrti mali poévod v aspiracii
fekalneho materidlu pocas transplantacie, ktoré vyustili do aspiracnej pneumonie a septického

soku [23].

3.8. Nové metody v lieCeni IBD

Poznatok, ze fekalna transplantacia funguje, je lacnejSie uskutoCnitelna a stabilizuje
zapalové ¢revné ochorenia na autoimunitnom zaklade, je klI'aCovy pre postup touto cestou. Stale
vSak ostava velké mnozstvo nevyhod a komplikacii, ktoré sa musia zmiernit’ alebo odstranit’ pre
menej invazivne a prinosnejSie naoCkovanie ¢reva novou mikroflorou.

Zjednodusenie prevedenia fekéalnej mikrobidlnej transplantacie a zniZzenie poctu moznych
komplikacii je mozné vpravenim kontrolovanych bakterialnych kultir do éreva. Cista kultira
jedného bakteridlneho druhu, o ktorej vieme, ze je terapeuticky prinosna s garantovanym poctom
baktérii v danej liekove; forme, ¢i neskér v lieCivom pripravku, neohrozi zdravie
imunosuprimovaného pacienta skrytymi kontaminantmi na rozdiel od fekalnej transplantécie.
Baktérie potrebujeme namnozit do vysokych poctov a preniest do média, ktoré svojim
kryoprotektivnym ucinkom ochrani kultiru pocas skladovania v nizkych teplotach a zabezpeci

vhodné podmienky pre udrzanie zivotaschopnosti baktérii aj po rozmrazeni.

3.9. Kryoprezervacia

Pre zachovanie bakteridlnej kultary poCas zamrazenia je kritickych viacero faktorov, ako:
1) Stupen a doba zmrazenia a spdsob rozmrazenia.

2) Kompozicia kryoprotektivneho média.

3) Typ a koncentracia kryoprotektantu.

4) Morfolégia bunkovej steny a Specialne podmienky daného druhu baktérie.

5) Koncentrécia a druh antioxidantu a pritomnost’ kyslika po¢as zamrazenia.

6) Stav kultary a jej fyziologicka vitalita pred a poCas zmrazenia.
Pri zmrazovani vzoriek faeces je postup jednoduchsi, ked’Ze pritomnost’ matrix a mucinu

v stolici pdsobi kryoprotektivne. Cisté bakteridlne kultry sa zamrazuju zvaé8a pozvolne

s ohl'adom na charakteristiku a morfologické vlastnosti danej kultury.
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Zmrazovanie nasledne prebieha pozvolne do teploty -100°C alebo pulzne pouzitim
tekutého dusika do teploty -100°C/min, kde na druhej strane musi byt pridané na kryoprotektivne;j
latke pre zachovanie bunkovych Struktur bez ujmy. Viacero autorov sa zmienilo o aranzovani
teploty pod -80°C, pri ktorej sa prerusi kaskada metabolickych procesov avoda prestava
rekryStalizovat’ a viac nenarasa Struktury bakterialnych buniek.

Kryoprezervacné latky vieme rozdelit’ do dvoch druhov:

1) Kryoprotektiva penetrujice bunkova stenu, medzi ktoré patri glycerol a DMSO
(dimethylsulfoxid). Sa casto pouZivané vrozmedzi koncentracii 5-15%. Svojou Struktirou
znemoziuju tvorbu krystalov vody.

2) Kryoprotektiva nepenetrujice bunkovi stenu radime molekuly s vysSimi molarnymi
hmotnostami, sacharidy ako sacharozu, trehaldzu, inulin d’alej polyetylénglykol, levan, Zelatinu,
mucin.

Dalej sa do médii pridavaju antioxidanty ako cystein a riboflavin pre zniZenie oxida¢ného

stresu pocas resuscitacie bakterialnej kultury po rozmrazeni [24].

3.10. Bakterialne kultiry

3.10.1. Blautia obeum

Blautia obeum, reklasifikovany Ruminococcus obeum, je taktiez gram-pozitivnou
baktériou z radu Clostridiales a ¢elade Lachnospiraceae [25]. Do tejto rodine sa nachadzaji
baktérie metabolizujuce polysacharidy a oligosacharidy na mastné kyseliny s kratkym retazcom,
ktoré, ako bolo uz spomenuté, premienaji na mastné kyseliny s kratkym retazcom. Nachadza sa
v stolici novorodencov uz 24 hodin po porode a na rozdiel od druhu Lactobacillus, ktory tam
nachadzame vo vel'kom zastupeni. Na rozdiel od laktobacilov, B. obeum v ¢reve zastdva miesto aj
po ukonceni kojenia, kedy je pocetnost’ laktobacilov zna¢ne redukovana [27, 28].

Po metabolickej stranke B. obeum prispieva I'udskému organizmu produkciou mastnych
kyselin s kratkym retazcom (propionatu, butyratu a inych). V neposlednom rade produkuje
lantibiotické latky.

Lantibiotikd st malé amfifilné polycyklické molekuly peptidov obsahujice thio-ether-
aminokyselinu lantionin alebo metyllantionin, aminomaslovi kyselinu a dehydroalanin. Su
produkované gram-pozitivnymi baktériami a vplyvaju baktericidne na iné¢ gram-pozitivne druhy.

Lantibiotické molekuly rozdelujeme do 2 kategoérii podl'a mechanizmu uc¢inku na baktérie.
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Kategoria A, ktora vytvara poéry v bakterialnych bunkéch a kategoria B, ktora inhibuje syntézu
peptidoglykanov v bunkovej stene.

B. obeum je vyznamny producent nisinu A, ktory napada bunkova stenu niektorych
patogénnych druhov z radu Clostridiales (Clostridium perfringens, Clostridium difficile), d’alej
Lactococcus lactis a dokonca aj vlastnu B. obeum. Vzhl'adom na senzitivitu baktérie na jej vlastny
baktericin sa v sucasnej dobe skima quorum sensing v koloniach B. obeum, ktoré zvysuje ich

viabilitu [5].
3.10.2. Anaerobutyricum hallii

Eubacterium  hallii, zéstupca rodiny Eubacteriaceae (preradené¢ do rodiny
Lachnospiraceae) alebo novo reklasifikované Anaerobutyricum hallii, je striktne anaerobna gram
pozitivna tyc¢inka s tuhou bunkovou stenou [25]. Rovnako ako ini zastupcovia Firmicutes, aj tato
baktéria sa bezne nachddza v l'udskom traviacom systéme. Jej prinos pre l'udsky organizmus
spoc¢iva v premene glycerol na 3-hydroxypropionataldehyd alebo reuterin. KI'aiCovym enzymom k
tejto syntéze je glycerol/diol dehydrataza. Reuterin, prvykrat vyizolovany z Lactobacillus reuteri,
je pojem pre dynamicku zmes molekul 3-HPA, jeho diméru, hydratu a akroleinu. Je rozpustny vo
vode s toxickymi vlastnost'ami pre patogénne druhy gram pozitivne aj gram negativne, taktiez pre
plesne a kvasinky [28, 29].

A. hallii je producentom mastnych kyselin s kratkym retazcom a vd’aka adaptivnemu
metabolizmu dokdze menit’ zdroj uhlika podl'a dostupnych Zivin. Utilizaciou glycerolu produkuje
propanol, propanal a vysSie spominany propionat. Zaujimavym faktom je, ze pocas IBD ochoreni
je produkcia metabolitov odvodenych od trojuhlikatych alkoholov zvySend, teda aj produkcia

reuterinu [28].

(@)

HO/\)\O OH

Obrazok 3: Chemicka Struktura diméru 3-hydroxypropionaldehydu formujuceho reuterin.

Rovnako ako spracuvavat dokaze tiez produkovat laktat, ale predovSetkym butyrat z
gluko6zy dokonca v ekvimolatnych mnozstvach. K syntéze kyseliny maslovej nepriamo prispievaja
aj bifidobaktérie, ktoré si schopné u prirodzene porodenych deti zacat’ metabolizovat’ mucin na
hexdzy a fukdzy prakticky hned’ po narodeni, ¢im pripravia substrat Anaerobutyricu hallii, ktoré

nie je schopné autonémne Stiepit’ oligo a polysacharidy. Pri nedostatku monosacharidov
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syntetizuje butyrat z laktatu a acetatu. Vd’aka tymto vyznamnym vlastnostiam dokaze osidlit’ GIT

novorodenca hned’ po laktobaciloch a bifidobaktériach [30, 31, 32].

3.10.3. Faecalibacterium prausnitzii

Tato baktéria bola az do roku 1996 radena medzi Fusobacteria. Sekvenovanie odhalilo, Ze
ma blizsie k rodu Eubacteriales s (Skupina Clostridium IV) rodiny Oscillospiraceae, kam sa dnes
radi[25]. Gram-pozitivna ty¢inka je striktne anaerébna a tazko kultivovatel'na aj v podmienkach
bez kyslika. Majoritnym produktom jej metabolizmu glukozy je metanolat (format), D-laktat a v
mensSich mnozstvach (>10 mM in vitro) butyrat. Nachadza sa v gastrointestinalnom trakte (GIT)
Sirokého poctu zivocisnych druhov, od cicavcov az po Svaby.

U cloveka je taktiez sticastou komenzalnej bakteridlnej flory ¢reva v zastupeni od 5-20%
celkového poctu mikroorganizmov u jedincov so zdravym mikrobiomom. Vdaka vysokému
percentu vyskytu v T'udskom Creve sa F. prausnitzii stal najvicSim producentom butyratu z
mikroflory. Butyrat ma priaznivé imunomodulaéné UCinky pozorovatelné zniZzenim
prozapalovych mediatorov IL-6, IL-12 bez efektu na TNF-a a MCP-1 [3, 33]. Tieto efekty st
nezavislé na Toll like receptore spojenom s G-proteinom, ale priamou inhibiciou histon-
deacetylazy butyratom. Down-regulacia zapalovych mediatorov usti k znizeniu sensibility
makrofagov pre crevné komenzalne baktérie. TieZ produkuje metabolity znizujace sekréciu I1L-8
a bolo identifikovanych 7 peptidov v bunkovom lyzate F. prausnitzii, ktoré boli derivatmi
Mikrobidlnej protizapalovej molekuly (Microbial anti-inflamatory molecule — MAM. Tieto
proteiny v dizke 15 kDa interaguju s cDNA v revnych epiteliarnych bunkach za vysledku zniZenia
produkcie NF-kf3 bunkou. Rovnaké posobenie bolo zaznamenané pri podani Lactococcus lactis
obsahujucich plasmid nesucich gén pre synt¢zu MAM molekuly mySiam trpiacich kolitidou
indukovanou dinitrobenzénom a sulféonovou kyselinou (DNBS-induced colitis, pouziva sa na
symulacie patogenézy IBD). Vysledkom bolo zlepSenie chorobnych stavov u mysi [33, 35].

Poznatok, ze Faecalibacterium praustnitzii dokéze redukovat’ zapalové procesy v GIT je
kl'aCovy pri pri procese vzniku IBD. Priama spojitost’ bola najdend medzi vyskytom CD a UC pri
nedostatoénej kolonizovanosti ¢reva F. prausnitzii (Konkrétne <1.10° baktérii/ml spolu s
normovym poctom leukocytov >30 leukocytov/10* um?). Pocas $tidii na zdravych aj chorych
pacientoch, ktorych ostatné stravovacie navyky boli nahradené dietou s vicsim podielom vldkniny,
bol zaznamenany narast probiotickych kultar fekalobaktérii a bifidobaktérii, rovnako ako obsah

SFCA v stolici aj u chorych pacientov [36, 37].
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Taktiez terapia rifaximinom viedla k zvySeniu poCetnosti bifidobakterii a tiez F. prausnitzii

v Creve, ¢o dopomaha k udrzaniu stabilnych stavov CD pacientov s nizSim poctom remisii.

Chemoterapia a interferon alpha-2-b dokazali zvratit’ depléciu F. prausnitzii a dokonca terapie s
vysokymi davkami kortizolu a taktiez infliximab dokazali kompletne obnovit populaciu
Faecalibacterum prausnitzii na 1,4.10'° baktérii/ml. Znadi to, Ze znizeny vyskyt baktérie nemusi

byt nutne pri¢inou, ale prehibenim zaginajuceho IBD [38].
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Obrdazok 4: Schéma supresie imunitnej reakcie v ¢reve posobenim F. praustnitzii [33].
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4. Prakticka cast’

4.1. Material

4.1.1. Kultiva¢né média a riediace roztoky

Wilkins-Chalgren anaerobe agar (WCHA) (Oxoid, CM0619, UK)

Tabulka 1: ZlozZenie susené¢ho zakladu WCHA agaru v g/l roztoku.

Tryptén 10,0

Pepton Zelatiny 10,0

Extrakt z kvasnic | 5,0

Glukoza 1,0

Chlorid sodny 5,0

L-Arginin 1,0
Pyruvat sodny 1,0
Menadion 0,005
Hemin 0,005
Agar 10,0
pH 7,1 £0,2

Priprava: Suspenduje sa 43 g pevnej] WCHA zmesi v 1 litri destilovanej vody. Roztok sa
privedie k varu a dohliadne sa, aby sa rozpustili vSetky zlozky. Nasledne sa sterilizuje v autoklave
na 121°C po dobu 15 minut a necha sa schladnut’ na 50°C. WCHA bolo nésledne obohatené 5 mg/I
heminu; 1 mg/1 cellobiosy; 0,5 g/l rozpustnym skrobom; 1 mg/ml maltézy; 0,2 ml roztoku vitaminu
K1 (0,1 ml filtrom sterilizovany vitamin K; v 20 ml 95% etanolu) a 0,5 mg/ml L-cysteinu. Dobre

premieSame a rozlejeme do Petriho misiek.
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Wilkins-Chalgren anaerébny bujon (WCHB) (Oxoid, CM0643, UK)

Tabulka 2: ZlozZenie susené¢ho zakladu WCHA bujonu (WCHB) v g/l roztoku.

Tryptoén 10,0

Pepton Zelatiny 10,0

Extrakt z kvasnic | 5,0

Glukoza 1,0

Chlorid sodny 5,0

L-Arginin 1,0
Pyruvat sodny 1,0
Menadion 0,005
Hemin 0,005
pH 7,1 £0,2

Priprava: Suspenduje sa 33 g pevnej zmesi v 1 litri destilovanej vody a dobre sa premiesa.

Steriluzuje sa v autoklave na 121°C po dobu 15 minat.

Wilkins-Chalgren anaerobny agar/bujéon (WCHA/WCHB) obohateny o 30% vodny

roztok bachorovej tekutiny

Bachorova tekutina

Uz podl'a ndzvu tento vnutorny sekrét sa nachadza v bachore prezivavcov, ktory obsahuje
amoniak, mastn¢ kyseliny s dlh§im retazcom, prchavé mastné kyseliny kratSich retazcov (kys.
octova, kys. propidnova, kys. maslova). Vdaka prebytku kyslych zloziek sa pH postva
ku kyslejsiemu a nadobuda hodnoty 6,2-6,8. Za fyziologickych hodndt je bachorova tekutina
farbou olivovo zelend, slabo viskozna, Specificky zapachajica a vykazuje redukénu aktivitu.
Vdaka tymto vlastnostiam je bachor optimalne prostredie pre mikroorganizmy. Anaerdbne
baktérie a nalevniky vyskytujici sa v bachorovej tekutine umoziiuji dobytku travit” vlakninu
a zlozitejSie sacharidy. Bachor je tiez centrom fermentaénych procesov sprostredkovanych
protozoami  a baktériami. Nalevniky zodpovedaju  20%  bachorového metabolizmu
a bakteridlnemu posobeniu je poc¢itanych 80%. Mdze tu dochadzat’ k hydrolyze bielkovin este pred

vstupom do dvandstniku [39].
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Tabulka 3. Fyziologické hodnoty bachorovej tekutiny [39].

Mastné kys. s kratkym retazcom (SFCA) 80—120 mmol/l
Kys. octova 65%
Kys. propiéonova 25%
Kys. maslova 10%
Kys. mlie¢na <3,3 mmol/I
Amoniak 6—17 mmol/l
Nalevnici 2-4 .10°/ml

Priprava: Bachorové tekutina bola ziskavana z krav pomocou oralnej sondy, filtrovana cez

gazu, centrifugovana na 8000 g po dobu 30 minut a sterilizovana mikrofiltraciou pomocou 0,22

um filtra. Alikvétna tekutina bola uschovavana v teplote -20°C.
Brain heart infusion agar (BHI)
Je typ agaru obsahujuci infuziu ziskani varenim hovidzieho alebo bravcového mozgu

a srdecnej svaloviny, ktoré si bohaté na rézne nutrienty. Prave z tohto dovodu sa povazuje za

vysoko vyzivny a teda vhodny pre naro¢nejsie mikroorganizmy.

Tabulka 4. ZlozZenie suseného zakladu BHI agaru v g/l roztoku.

Infazia z mozgu 12,5
InfGzia zo srdca 5,0
Pepton 10,0
Chlorid sodny 5,0
Glukoza 2,0
Hydrogenfosfore¢nan

sodny 2,5
Agar 10,0
pH 7,4 £0,2

Priprava: Suspenduje sa 52 gramov zmesi v 1 litri destilovanej vody. Roztok sa zahreje

k varu v topnom hniezde, az do rozpustenia vSetkych zloziek. Nasledne sa sterilizuje v autoklave
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pri teplote 121°C po dobu 15 minat. Médium sa necha schladnut’ a temperuje sa na 50°C. Rozplni

sa do Petriho misiek.

Brain heart infusion broth (BHI bujon)

Tabulka 5: ZlozZenie suseného zakladu BHI bujonu v g/l roztoku.

Infazia z mozgu 12,5
Infuzia zo srdca 5,0
Pepton 10,0
Chlorid sodny 5,0
Glukoza 2,0
Hydrogenfosfore¢nan

sodny 2,5
pH 7,4 £ 0,2

Priprava: Suspenduje sa 42 g zmesi v 1 litri destilovanej vody. Roztok sa zahreje k varu
v topnom hniezde, az do rozpustenia vSetkych zloziek. Nasledne sa sterilizuje v autoklave pri

teplote 121°C po dobu 15 minut. Necha sa schladnut’.

LYHBHI médium

Tabulka 6. Zlozenie susené¢ho zakladu LYHBHI média v g/l roztoku.

Extrakt z kvasnic 2,5
Celobiodza 0,5
Maltoza 0,5
Cystein 0,125
Agar 8
BHI 52

Priprava: Suspenduje sa 52 g BHI média spolu s kvasnicovym extraktom, celobi6zou,
maltdzou, cysteinom a agarom v 1 litri destilovanej vody. Roztok sa zahreje k varu a sterilizuje sa
v autoklave pri teplote 121°C po dobu 15 minut. Neché sa vychladnut’ a temperuje sa na 45°C.

Potom sa asepticky prida 10 ml roztoku heminu (50mg na 100ml) a 0,2 ml roztoku vitaminu K;
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(0,1 ml filtrom sterilizovany vitamin K; v 20 ml 95% etanolu) premiesa sa a rozlieva sa do Petriho

misiek v laminarnom boxe.

Brucella agar pre anaerdéby (Brucella Medium Base) (Oxoid, CM0169, UK)

Brucella agar je bezné kultivacné médium, ktoré podporuje rast selektivnejSich
mikroorganizmov. Kvasnicovy extrakt zastupuje komplex B-vitaminov, peptony st bohatym
zdrojom dusika, gluk6za ako zdroj energie. Hydrogénsiri¢itan sodny je redukcné ¢inidlo nutné na
zaistenie redukovaného prostredia v zivnej pdde pre anaeroby, ako som uz opisoval vyssie. Po
obohateni heminom a vit. K; ma pouzitie ako selektivne médium na izolaciu réznych druhov

anaerobnych baktérii [40].

Tabulka 7: ZlozZenie suseného zakladu Brucella agaru v g/l roztoku.

Pepton kaseinu 10,0
,Lab-Lemco‘ extrakt z

hov.mésa 3,0
Glukoza 10,0
Chlorid sodny 5,0
Hydrogénsiri¢itan sodny 0,1
Agar 15,0
pH 7,5+ 0,2

Priprava: Suspenduje sa 45 g Brucella Medium Base (CM0169, Oxoid) v 1000ml
destilovanej vody. Pridaju sa 2 g Kvasnicového extraktu (Yeast extrakt, Oxoid). Zmes sa zahreje
k varu vo vodnom kupeli, kym sa rozpustia vSetky zlozky. Nésledne sa sterilizuje v autoklave po
dobu 15 minut pri 121°C. Temperuje sa v kupeli na teplote 45°C. Po vytemperovani asepticky sa
prida 5% (50 ml) ovcej krvi (defibrinovanej), 10 ml roztoku heminu (50mg na 100ml), 0,2 ml
roztoku vitaminu K; (0,1 ml filtrom sterilizovany vitamin K; v 20 ml 95% etanolu). Plni sa do

sterilnych Petriho misiek v lamindrnom boxe.
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PRAS (pre-reduced anaerobically sterilized)

Anaerdbne organizmy vyzaduju pre svoj rast atmosféru bez pritomnosti kyslika. Pre vel'ky
pocCet zastupcov anaerobnych baktérii len bezkyslikata atmosféra nestaci a potrebuju taktiez
redukované prostredie, v ktorom budu prosperovat. Mdzeme mat’ prostredie s molekulami
oxidovanymi, teda bez valencnych elektronov, v atmosfére bez pristupu kyslika. V takomto
prostredi sa striktnym anaerébom nebude darit’. Avsak, ked’ zredukujeme molekuly aj v médiu, do

ktorého ich prevedieme, budu zivotaschopné.

Pre-redukovany riediaci roztok pre anaeroby (PRAS Dillution Blanks)

Tabulka 8: ZlozZenie riediaceho roztoku PRAS

Siran horec¢naty heptahydrat 0,1
Fosfore¢nan draselny 0,2
Chlorid draselny 0,2
Hydrogenfosfore¢nan sodny 1,15
Chlorid sodny 3,0
Thioglykolat sodny 1,0
L-cystein 0,5
Destilovana voda 1000,0
pH7.5+0.5

Tato formulécia bola pripravena za tcelom vytvorenia prostredia, ktoré¢ je vhodné pre
viabilitu majoritnej skupiny mikroorganizmov bez vyznamného rastu kultiry. Roztoky na riedenie
(Dilution Blanks) boli vytvorené za ucelom udrzat’ zivotné funkcie a nalezitosti anaerdbnych
organizmov. Médium je pripravené, rozplnené a balené za podmienok bez pristupu kyslika, aby

sa predislo obsahu reaktivnych foriem kyslika alebo oxidovanych latok v preparate.
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Médium pre uchovavanie zamrazenych kultar

1. Najprv sa pripravi sterilny roztok 20% glycerolu (Sigma) v deionizovanej vode.

2. Potom sa prida krvna zlozku bujonu, ovcia krv zbavena fibrinu.

3. Na pripravu média pre zamrazenie sa zmieSa v rovnakom pomere roztok 20% glycerolu
a krv do 15ml BD Falcon skuamavky.

4. ZmieSany roztok glycerolu a krvi sa vlozi do anaerobnej komory s povolenym uzaverom,
aby sa roztok zbavil kyslika. Deoxigenovanu krv indikujeme prechodom zo sytej Cervene;j
na tmavu bordovt (12 hodinovy interval je ideélny).

5. Vyberie sa 4-5 izolovanych kolonii z Petriho misky s 24-48 hodinovym kultivaitom na
krvnom agare a pouzitim sterilnej klI'u¢ky (preferovana je 24 hodin stara kultra, z dovodu
vacsej viability buniek).

6. Pomocou sterilnych jednorazovych pipiet presunieme 2-5 kvapiek do sterilnej
mikroskumavky.

7. Mikroskumavka sa nasledné uzavrie parafilmom a prenesie do mraziaceho boxu s teplotou
-75°C.

8. Po 24 hodinovom zamrazeni otestujeme jednu zo zmrazenych vzoriek na Cistotu vyuzitim

vhodného média.

Reinforced Clostridial Medium (RCM) (Oxoid, CM0149, UK)

Tabulka 9: ZlozZenie susenc¢ho zakladu v g/l roztoku.

Kvasnicovy extrakt 13,0

Pepton 10,0
Glukoza 5,0
Rozpustny Skrob 1,0
Chlorid sodny 5,0
Octan sodny 3,0

Cystein hydrochlorid | 0,5

Agar 0,5

pH 6,8 0,2

34



Priprava: Suspenduje sa 38 gramov média v 1 litri destilovanej vody. Voda sa privedie
k varu a var sa udrzuje do uplného rozpustenia. Nasledne sa médium sterilizuje v autoklave po

dobu 15 minut pri teplote 121°C.

4.1.2. Bakterialne kultury

K overeniu postupov boli na prevedenie predpokusu dva izolaty striktne anaerébnych
baktérii z éreva kura doméaceho, ktoré boli sti¢ast'ou laboratérnej zbierky Ustavu infekénich chorob
a mikrobiologie FVL VFU Brno, a to Anaerobutyricum hallii An3 a Blautia producta An81. Pre
vlastny experiment boli ziskané lyofilizované kultary zbierkovych kmeiiov z DSMZ — German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Leibnitz Institute, Nemecko, ato
Anaerobutyricum hallii DSM 3353; Blautia obeum DSM25238 a Faecalibacterium praustnitzii
DSM 17677. Vyssie uvedené kultury boli po oziveni nasledne uchovavané v multiplikatoch v 100
pl redukovanej ovéej krvi s 20% roztokom glycerolu v kryoskimavkach (Nunc, Dansko) pri -75°C

[41].
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4.1.3. Kryoprotektivnhe média a matrice

Vstupné zlozky: inulin, sachar6za, trehaldza, L-cystein, Zelatina, pektin, glycerol (Sigma,
Ceska republika)

Priprava: Pracovné roztoky cukrov a L-cysteinu boli rozpustené samostatne v 100 ml
destilovanej vody a sterilizované filtraciou (membranovym filtrom 0,45 pm) auchovavané
v chladnicke. Zelatina a pektin boli rozpustené v destilovanej vode pomocou vodného kupel'a pri

teplote 80°C a nasledne sterilizované v autoklave po dobu 15 mintt pri 121°C.

4.1.4. Matrice
PREDPOKUS
Matrica A — PRAS
Matrica B — PRAS s 5% inulinu (Sigma, CR)
Matrica C — PRAS s 5% inulinu a 0,1% L-cysteinu (Sigma, CR)
Matrica D — PRAS s 5% inulinu, 0,1% L-cysteinu (Sigma, CR) a 5% Zelatiny
Matrica E — PRAS s 5% inulinu a 3% pektinu (Sigma, CR)

HLAVNY POKUS

Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu

Matrica 2 — PRAS s 5% sachar6zy a 5% trehalozy
Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode

Matrica 4 — Reinforced Clostridial Medium s 20% glycerolom
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4.2. Pouzité pristroje

Anaerobna komora Concept 400 (Baker Ruskinn, USA)

Obrazok 5: Box s udrzovanou atmosférou 10% CO2; 5% H2 a 85% N2, teplotou 37°C a regulovanou
vihkostou.

Autoklav (CertoClav, Rakusko)
Centriftiga

Densilameter

Laminarny box (Steril-Antares, Taliansko)
Mraziaci box -20°C (Liebherr, Nemecko)
Mraziaci box -75°C (Dairei, Dansko)

Topné hniezdo
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4.3. Pomocky

Drigalskeho ty¢inky 65-1010 (Biologix, Cina)
Inokulaéné kl'ucky (Biologix, Cina)

Kryobox 50 miestny (Dispolab, CR)

Kryoskumavky 2 ml (Dispolab, CR)

Mikroskumavky typ Eppendorf 1,5ml (Dispolab, CR)
Mikrotitraéné dosticky 96 jamkové (Dispolab, Cesko)
Parafilm (Nesco, Japonsko)

Pasteurové pipety (Biologix, Cina)

Petriho misky 90x15 mm (Biologix, Cina)

Pipeta 100-200 pl (Gilson, Franctizsko)

Pipeta krokovacia 5000 ul (Eppendorf, Nemecko)
Pipetové §picky (Dispolab, Cesko)

Skimavky BD Falcon 15 ml

Skumavky kultiva¢né so Srubovacim uzaverom
Skamavky typu Hungate 15 ml (Bellco Glass, USA)
Skumavky Urin 10 ml (Dispolab, CR)

Stojan na mikroskumavky

Stojan na skimavky
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4.4. Metodika

4.4.1. Kultiva¢né vlastnosti zbierkovych kultar

Bakterialne kultry Anaerobutyricum hallii DSM 3353, Blautia obeum DSM 25238
a Faecalibacterium praustnitzii DSM 17677 boli v anaerébnom boxe vyockované zo
zmrazovacieho média na WCHA s bachorovou tekutinou a inkubované po dobu 24-48 hodin pri
teplote 37°C. Nasledne boli subkultivované na zostavenie kultivaénych médii (WCHA s a bez
bachorovej tekutiny, BHI agar s bachorovou tekutinou a bez, Brucella agar, WCHB s a bez
bachorovej tekutiny, BHI bujon). V priebehu inkubacie bol hodnoteny rast na agarovych pddach
zaklade pozorovatelnosti a vel'kosti kolonii. V tekutych pddach sa pozorovala intenzita zakalu

a tvorba sedimentu.

4.4.2. Elektronova mikroskopia zbierkovych kultar

Kultaru sme ziskali pomnozenim v tekutom WCHB s bachorovou tekutinou priblizne
v polovici logaritmickej faze rastu. Fixovand bola 1:1 (objemovo) zmieSanim suspenzie
s rovnakym dielom 3% gluteraldehydu vo fosfatovom pufri a nechali sme ju 1 hodinu pri
laboratdrnej teplote fixovat’. Vzorku sme d’alej filtrovali pomocou polykarbonétového filtra. Filter
sa upevnil do zariadenia Swinnex , filter unit* a najprv sa zvlhcil filtrovanim 2 ml fosfatového
pufru z 3 ml injek¢nej striekacky. Do 5 ml injek¢nej striekacky sme natiahli 5 ml pufru a pridali
100ul vzorky, premiesali, pripevnili drziak filtra a filtrovali silou priblizne Iml/min. V niektorych
pripadoch je koncentracia buniek prili§ vysoka a filter pretazi, tj. tekutina neprechadza filtrom.
VV takych pripadoch sa vzorka riedi 1:5 alebo 1:10 pokial’ neprechadza tekutina cez filter. Po
prefiltrovani vzorky sme nasali do 3 ml striekacky vzdy vzostupnej rady etanolu (20, 40, 60, 75,
96%) a dehydratovali vzorku 5 minat kazdym (v pripade 96% opakujeme dvakrat). Po poslednom
premyti sa filter odobral z upinacicho zariadenia a nechal sa na vzduchu susit’ asi 30 minuat. Dalsie
spracovanie prebehlo na pracovisti elektronovej mikroskopie Ustavu histologie a embryologie,
Lekarské fakulty, Masarykovej univerzity (Ing. Ladislav Ilkovics). Vzorky boli spracované

a podrobené skenovacej elektronovej mikroskopii (SEM).

39



4.4.3. Viabilita striktnych anaerébov &reva v kryoprotektivnych médiach — Uvodny

experiment

Boli pripravené nasledujuce kryoprotektivne matrice.

Matrica A — PRAS,

Matrica B — PRAS s 5% inulinu (Sigma, CR),

Matrica C — PRAS s 5% inulinu a 0,1% L-cysteinu (Sigma, CR),

Matrica D — PRAS s 5% inulinu, 0,1% L-cysteinu (Sigma, CR) a 5% Zelatiny,

Matrica E — PRAS s 5% inulinu a 3% pektinu (Sigma, CR).

Postup kryoprezervacie a kontroly viability

V anaerébnom boxe boli suspenzie s upravenou denzitou na 1 stupet McFarlandove;j
zakalove] Skaly vybranych kmetiov v PRASe zmieSané s jednotlivymi kryoprotektivnymi
matricami 1:1 v zamrazovacich ampulach (Dispolab, CR) (pre anaerdébne uchovanie)
a v mikroskimavkéach (typ Ependorff) (pre aerobne uchovanie). Po dostato¢nom premiesani boli
uskladnené do mraziaceho boxu pri teplote -20°C (Schéma 1).

1. Ku kontrole viability bola pouzitd metéda MPN (Most Probable Number), teda
najpravdepodobnejsi pocet zivych baktérii) v modifikacii podla Suttona (2010)
(Priloha 1) [42].

2. Suspenzia kultair v PRASe (matrica A) bola pouzitd ako kontrola viability pred
zamrazenim v Case to. Kultiry zamrazené v jednotlivych matriciach boli po 7 diioch
rozmrazené v anaerébnom boxe, riedené a jednotlivé riedenia kultivované do 5 jamiek
mikrotitracnej dosticky s BHI bujonom obohatenym o hemin, vitamin K;. Po inkubécii
24-48h boli pocitané¢ jamky s rastom kultir zjednotlivych riedeni (Schéma 2) a bola

stanovena hodnota najpravdepodobnejsieho poctu Zivych baktérii vypoctom [42].
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Schéma 1: Priprava kryoprotektcnej
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Schéma 2. Riedenie rozmrazenej matrice na mikrotitracnej jamke do BHI média s vit. K; a heminom
k ndslednému vyhodnoteniu poctu Zivotaschopnych baktérii pomocou MPN.
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4.4.4. Viabilita striktnych anaerébov c¢reva v kryoprotektivnych médiach — Hlavny

experiment

Na zaklade skusenosti ziskanych v predpokuse boli v hlavnom pokuse pouzité Styri
kryoprotektivne matrice.

Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu

Matrica 2 — PRAS s 5% sachardzy a 5% trehalozy

Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode

Matrica 4 — Reinforced Clostridial Medium s 20% glycerolom

Matrice boli 24 hodin pred pouzitim vlozené do anaerdbneho boxu za tcelom znizenia
koncentracie kysliku rozpusteného v roztokoch. Bakterialne kultiry Anaerobutyricum halii DSM
3353, Blautia obeum DSM 25238 a Faecalibacterium praustnitzii DSM 17677 boli v anaerébnom
boxe vyockované zo zmrazovaciecho média na WCHA s bachorovou tekutinou a inkubované 24-
48 hodin pri teplote 37°C. Ziskané kultury boli oc¢kované do 10 ml WCHB s 20 % bachorovej
tekutiny v Hungateovych skumavkach pri 37°C po dobu 24-36 hodin, ¢o odpovedalo vrcholu
exponencialnej fazy mnozenia uvedenych kmenov. Jednotlivé kultary uvedenych kmeniov boli
premieSané¢ opakovanym  nasatim a vypustenim jednorazovou sterilnou preredukovanou
Pasteurovou pipetou a v sterilnej preredukovanej plastovej skimavke bol zmieSany jeden diel
kultary s jednym dielom prislusnej matrice. Po premieSani Pasteurovou pipetou bola zmes po 30
minutach (Cas potrebny k penetracii kryoprotekénych zloziek média do bakteridlnych buniek)
pipetovand do 1 ml do 16 preredukovanych sterilnych mikroskimaviek (typ Eppendorf).
Mikroskumavky boli uzatvorené a 8 z nich bolo utesnenych parafilmom (Nesco, Japonsko) okolo
ich uzaveru. Skamavky boli néasledne ulozené po Styroch: aerobne (bez parafilmu) pri -20°C a
- 75°C aanaerobne pri -20°C a -75°C (Schéma 3). U ziskanych kultar bol v Case to pred
zamrazenim zisteny pocet koloniu tvoriacich jednotiek (CFU v 1 ml). Vzorka bola v anaer6bnom
boxe desat'ndsobne riedend a 100 pl zriedeného roztoku bolo d’alej rozriedené 1073 az 10
s vyuzitim automatickej pipety (Gilson 100-200 ul, Franctzsko) a preredukovanych sterilnych
Spic¢iek ockované na povrch WCHA s bachorovou tekutinou. Inokulum bolo rozotrené
jednorazovou preredukovanou Drigalského tyéinkou (Biologix, Cina) po celom povrchu agaru
(Schéma 4). Po inkubacii po dobu 48 az 72 hodin boli na miskach s poctom priblizne 10 az 150
kolonii spocitané CFU a prevedeny vypocet vstupnej koncentracie zivotaschopnych baktérii vo

WCHB a prislusne testované kryoprotektivnou matricou.
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5. Vysledky a diskusia

5.1.Uvod

Ludské ¢revo obsahuje Siroké spektrum probiotickych baktérii, ktoré svojim pdsobenim
ametabolitmi  potlaCaji  negativne  imunitné  prejavy v creve.  NajrozSirenejsii
v gastrointestinalnom trakte st zastupcovia kmenov Firmicutes a Bacterioidetes. Pri nespravnej
zivotosprave alebo zapalovych ochoreniach Creva klesa diverzita, ako aj percentudlne zastipenie
v kmeni Firmicutes, z ktorého za¢nu prevladat’ baktérie typu C. difficile (rod Clostridioides)
s typickymi prejavmi. Na zvladnutie tychto chronickych ochoreni sa uz vyuziva FMT, ktoru
nemézme povazovat za idedlnu, ¢i uz z hladiska bezpecCnosti vpravovanej vzorky a jej
konkrétneho zlozenia, rovnako z etickej stranky. Krokom v pred touto cestou su ucinnejSie
probiotické bakterialne kultary deficitné v kolone. Prave vd’aka prospesnosti sme sa rozhodli pre
pouzitie troch baktérii radu Clostridiales, ¢elade Eubacteriaceae (4. hallii, B. obeum, F.
praustnitzii), ktoré preukazuji vyrazne pozitivny vplyv na zdravotny stav organizmu trpiaceho
IBD a otvaraju moznost nastavenia mnozstva a zloZenia vpravovanej kultiry a vyberu mene;j
invazivnej cesty, formou tablety alebo enterosolventnej kapsuly.

K vytvoreniu probiotika nového typu je esencidlne zvladnut’ a optimalizovat’ kultivaciu
baktérii in vitro, overit moznosti koncentracie v laboratornych podmienkach, ich spravneho
uchovavania. Dalej mozeme pokratovat prispdsobenim aplika¢nej formy kultire, pripadne
kultivacného média aplikacnej forme.

Tymto smerom sa uberaju vyskumné ustavy vo Francuzsku, Taliansku a V. Britanii. F.
praustnitzii bolo na ustave vo franciizskom Dijone lyofilizovana a testovana na viabilitu v pufroch
imitujucich prostredia pocas putovania gastro-intestinalnym traktom. Ich experiment poukézal na
vysoku citlivost’ F. praustnitzii v prostredi nizkeho pH nachédzajuceho sa v zalidku a tenkom
Creve. Ostatné dve baktérie neboli doposial podrobené podobnému testu ani podobnym
experimentom. Co sa tyka kryoprotekcie, doposial’ st len ojedinelé publikéacie zahriiujuce vybrané
bakterialne kmene askiimanie Ubytku ich pocetnosti pri  pouziti roéznych druhov

kryoprotektantov [24, 43].
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5.2. Kultiva¢né vlastnosti striktnych anaerébov ¢reva

Na pevné média boli vyockované pozorované zbierkové kmene DSM a kultivované po
dobu 72 hodin. V 24 hodinovych intervaloch bol odmerany priemer samostatnej koldnie
(Tabulka 10).

A. hallii dosiahlo najlepSie vysledky na LYHBHI médiu spolu s WCHA obohatenom
o bachorovu tekutinu. V holandskej publikacii zaznamenali pre porovnanie narast kolonii DSM
3353 na 4,5 mm za 48 hodin v Clostridial Reinforced Mediu (1% agare) [44]. Vzhl'ad kolonie bol
rovnaky (Obrdazok 8, 11, 14, 17), belasej farby kolonie s priehladnymi okrajmi, pravidelného
tvaru. Najslabsi vysledok dosialo 4. hallii na Brucella agare, kde bol namerany ndrast 1 mm po
72 hodinach.

B. obeum (Obrazok 7, 10, 13, 16) dosiahla najlepSie vysledky, rovnako ako A. hallii na
dvoch typoch agarov LYHBHI a WCHA s bachorovou tekutinou. Najmens$i rast bol opét
namerany u Brucella agaru. Kolonie st pravidelné lesklé v strede vyrazne biele po celom ich
povrchu.

F. praustnitzii (Obrazok 6, 9, 12, 15) dosiahlo najlepSich vysledkov na médiach WCHA
a WCHA s bachorovou tekutinou s priemerom 72 hodin kultivovanej kolonie 2,5 mm. Formovali
nepravidelné priliehavé kolonie jemnej bielej farby s eSte bledSimi okrajmi. Najmens$i priemer
kolonii sa na rozdiel od ostatnych dvoch kultar nachddzal u LYHBHI s priemerom 0,1 mm.

Rast bol zrete'ny u vSetkych troch kmenov rozli¢ne, avSak pri Wilkins-Chalgrene agare
obohatenom o bachorovu tekutinu sme pozorovali idedlny rast u vSetkych troch testovanych
kmenov. Nota bene, CitateI'nost’, vel'kost’ a vidite'nost’ boli idealne pre néaslednu kultivaciu na
tomto médiu.

Dovodom nedostato¢ného rastu v ostatnych bola pravdepodobne nedostato¢na redukcia
prostredia vyhovujuca pomocou hydrogensiriCitanu sodného v Brucella agare alebo ziadne
redukéné ¢inidlo v LYHBHI médiu. WCHA a WCHA s bachorovou tekutinou naopak obsahovali

L-cystein.
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Tabulka 10: Hodnotenie rastu a kultivacnych viastnosti v priebehu inkubdcie.

Zbierkové kmene striktnych anaerobov ¢reva

Doba
inkubicie (priemer kolénie v mm)
Anaerobutyricum Blautia Faecalibacterium
Médium hallii obeum praustnitzii
DSM 3353 DSM 25238 DSM 17677
WCHA 24h 1,2 0,2 0,75
48h 2,5 1,25 2
72h 3 2 2,5
WCHA + BT 24h 1,5 1 1
48h 3 2 2
72h 4 2,5 2,5
fgr:rce"a 24h 0,7 0,1 0,2
48h 0,8 0,75 1,5
72h 1 0,75 2
LYHBHI 24h 1,2 0,75 0,05
48h 4 2 0,1
72h 5 2,5 0,1
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Obrazok 6: WCHA agar s koloniami Faecalibacterium praustnitzii.

Obrazok 7: WCHA agar koloniami Blautia obeum.
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Obrazok 8: WCHA agar s koloniami Anaerobutyricum hallii.

Obrazok 9: WCHA agar suplementovany bachorovou tekutinou s koloniami Faecalibacterium
praustnitzii.
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Obrazok 10: WCHA agar suplementovany bachorovou tekutinou s koloniami Blautia obeum.

Obrazok 11: WCHA agar suplementovany bachorovou tekutinou s koloniami Anaerobutyricum hallii.
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Obrazok 12: Brucella agar s koloniami Faecalibacterium praustnitzii.

Obrazok 13: Brucella agar s hemolyzujiucimi koloniami Blautia obeum.
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Anaerobutyricum hallii DSM 3353

Obrazok 14: Brucella agar s hemolyzujucimi koloniami Anaerobutyricum hallii.

\

Obrdzok 15: LYHBHI médium s koloniami Faecalibacterium praustnitzii.
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Obrazok 16: LYHBHI médium s koloniami Blautia obeum.

Obrazok 17: LYHBHI médium s koloniami Anaerobutyricum hallii.
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V tekutych médiach (Tabulka 11) nebol viditeI'ny rozdiel v zakale pri Wilkins-Chalgrene

anaerébnom bujone ani obohatenom o bachorovt tekutinu a zékal sa tvoril u vSetkych troch kultar

rovnako. U oboch sme pozorovali vel'mi slaby zakal v kultare F. praustnitzii, avSak viabilita bola

zachovana. U Brain Heart Infusion bujénu obohatenym o hemin a vitamin K; sme pozorovali

zvyseny rast F. praustnitzii, ale nizky rast kultiry B. obeum. Dévodom mohli byt’ nedostato¢né

antioxida¢né vlastnosti vitaminu K; pre kultiru B. obeum, ¢o bude vidite'nejSie v hlavnom

pokuse. A. hallii rastlo vo vSetkych médiach a silny zékal so sedimentom bol zretelny uz po 24

hodindich u WCHB a WCHB s bachorovou tekutinou. Na zaklade tychto vysledkov sme sa

rozhodli pokracovat’ s pouzivanim jedného tekutého bujonu a to WCHB s bachorovou tekutinou

pre vyssie redukéné vlastnosti.

Tabulka 11: Porovnanie intenzity zakalu a tvorby sedimentu v zavislosti na type tekuteho média a doby

inkubdcie.
Médium' _ Doba . Zbierkové kmene striktnych anaerébov ¢reva’
inkubacie
Anaerobutyricum Blautia Faecalibacterium
hallii obeum praustnitzii
DSM 3353 DSM 25238 DSM 17677
24h 4+ 3+ +
WCHB 48h 4+ 4+ +
72h 4+ 4+ +
24h 4+ 3+ +
WCHB + BT 48h 4+ 4+ +
72h 4+ 4+ +
24h 3+ 1- 2+
BHI+K;+Hemin 48h 4+ 1- 3+
72h 4+ 3+ 4+

! WCHB — Wilkins Chalgrene anaerébny bujon, WCHB + BT — Wilkins Chalgrene anaerdbny bujon

obohateny bachorovou tekutinou,

a haeminom

BHI+K1+Haemin — Brain heart infusion médium obohatené vitaminom K1

2 1- - bez prejavu mnoZenia, = - vel'mi slaby zakal, 1+ (+) — slaby zdkal, 2+ (++), 3+ (+++) — silny zakal, 4+

(++++) — silny zakal a sediment
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5.3. Elektronova mikroskopia

Skenovacou elektronovou mikroskopiou boli v spolupraci s LF MU urobené snimky
zbierkovych kmeniov Studovanych anaerébov a jednej kultury z laboratornej zbierky, ktoré su

dokumentované na nasledujucich snimkach.

SEM MAG: 15.00 DET: SE Detector
HV: 20.0 kV View field: 17.92um  5um Vega ©Tescan
VAC: HiVac Device: TS5136XM Digital Microscopy Imaging

Obrazok 18: Anaerobutyricum hallii, pleomorfné tycinky 0,7x4-7 pm, zvicsenie 15 000 krat.
Kontaminované (bunky gulovitého tvaru)

Na Obrazku 18 mozeme vidiet baktérie zbierkového kmena A. hallii DSM 3353
tyCinkovitého tvaru v Cerstvej kulture dorastajuce do rozmerov 4-7 um. V publikacii z Holandska,

v ktorej reklasifikovali 4. hallii z Eubacterium hallii kultivovali baktérie po dobu 12 hodin
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a nasledne ich mikroskopovali skenovacim elektronovym mikroskopom, kde namerali baktérie
o dizke 0,7-4 pm. Rovnaky kmen A. hallii bol v naSom prevedeni kultivovany dlhsiu dobu

a v WCH bujone na rozdiel od Reinforced Clostridial Média s 1% agarom [44].

SEM MAG: 20.00 kx  DET; SE Detector
HV: 20.0 kV View field: 13.44 um 5 um Vega ©Tescan
VAC: HiVac Device: TS5136XM Digital Microscopy Imaging

Obrazok 19: Blautia obeum, elipsovité pleomorfné bunky dizky 1x1-3 um, zvacsenie 20 000 krdt.

Obrazok 19 ukazuje snimok 24 hodinovej kultary zbierkového kmena B. obeum DSM
25238 donedavna klasifikovany ako Ruminococcus obeum, ¢o naznacuje aj tvar buniek. Bunky

maja elipsovity tvar, dizku 1-3 um, ostavaji spojené po deleni v paroch a d’alej sa ret’azia.
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SEM MAG: 15.00 kx ~ DET: SE Detector
HV: 20.0 kV View field: 17.92um  5um Vega ©Tescan
VAC: HiVac Device: TS5136XM Digital Microscopy Imaging

Obrdzok 20: Faecalibacterium praustnitzii, tycinky o dizke 1x3-6 um, zvicsené 15 000 krdt.

Obrazok 20 zobrazuje snimok 24 hodin kultivovanu kultaru zbierkového kmena

F. praustnitzii DSM 25238. Baktérie na snimku st ty¢inkovitého tvaru dizky od 3-6 um.
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SEM MAG: 15.00 kx
HV: 20.0 kV View field: 17.92um 5 um Vega ©Tescan
VAC: HivVac Device: TS5136XM Digital Microscopy Imaging

Obrazok 21: Blautia producta An81, pleomorfné bunky gulovitého tvaru s rozmermi 0,75x0,75-1 um,
zvdcsené 15 000 krat.

Blautia produkta An81 z laboratérnej zbierky Ustavu infek&nich chorob a mikrobiologie
VFU Brno (Obrazok 21) ma uz viditeI'nit morfologickt zhodu vzhl'adu buniek s B. obeum. Bunky

maju nepravidelny gul'ovity tvar v rozmeroch 0,75-1 um.
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5.4.Viabilita striktnych anaerébov ¢reva v kryoprotektivnych médiach — Uvodny

experiment

V priebehu rieSenia pokusu boli overené¢ techniky kultivacie striktnych anaerobov
a pripravy réznych matric s bakteridlnymi kultarami, ktoré by bolo mozné pouzit’ k plneniu
enterosolventnych kapsul atie uchovavat v mrazenom stave. Okrem matric uvedenych
v metodike boli predbezne overované d’alSie mozné plnidla zo skupiny polysacharidov akymi s
Skrob a agar, tie sa vSak neosvedcili, pre stazent pripravu roztokov a ich komplikované riedenie
pri overovani viability bakteridlnych buniek. Doteraz dosiahnuté vysledky s pouzitim Styroch
matric a dvoch kultar si dokumentované v Tabulke 12. Z vysledkov je viditeIny pokles
zivotaschopnosti bakterialnych kultur v porovnani s Cerstvou kultirou suspendovanou v matrici
A pred zamrazenim. NajvysSia kryoprotektivita bola zistena u matric obsahujucich inulin (Matrica
B) ainulin s L-cysteiom (Matrica C), kde doSlo k najniz§iemu poklesu viability, len o jeden,
maximalne dva rady, a to u oboch testovanych kultar. Rozdiel vo viabilite je vidite'ne nizsi aj pri
uchovavani zamrazenych kultar pri aerobnych podmienkach v mikroskiimavkach typu Eppendorf
v porovnani s uchovavanim vo vzduchotesnych ampuléach, ktoré udrziavali anaerobnu atmosféru.
Matrica naviac obohatend o 5% roztok Zelatiny (D) dosiahla o rad nizsi vysledok pri kmeni B.
producta An81 a o 2 rady nizsi pri kmeni A. hallii An3 v porovnani s matricami B a C.

Predpokus ukézal negativa zamyslané¢ho postupu:

Technika pocitania zivotaschopnych baktérii formou MPN bola nachylna ku
kontaminaciam. Moznost’ faloSne pozitivneho vysledku vyzadovala naslednu verifikaciu
vysledkov ziskanych touto metodou.

Materialova a ¢asova naro¢nost metdédou MPN bola vyssia.

Z vyssie uvedenych dovodov sme zvolili pre d’alsi postup matrice obsahujuce inulin
a zelatinu. Pektin nakolko podl'a Solomina vykazuje kryoprotektivne ucinky sa na kultivaciu

baktérii vobec nehodi [45].
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Tabulka 12: Vysledky predpokusu Zivotaschopnosti striktne anaerobnych baktérii uchovanych v roznych
kryoprotektivnych matriciach pri -20°C po dobu jedného tyzdna v porovnani s poctami pred zamrazenim.

Kultira Typ matrice® Podmienky MPN/ml
uchovavania
Matrica A (PRAS) | (kontrola v &ase to) | 2,7.10°
aerobne 4,45.108
Matrica B
anaerobne 5,5.108
aerobne 8,2.107
Anaerobutyricum Matriea € anaerobne 2,45.10%
hallii An3 >
aerobne 5,0.10°
Matrica D
anaerobne 5,0.10°
aerobne 3,0.10°
Matrica E
anaerdobne 2,5.10°
Matrica A (PRAS) | (kontrola v &ase to) | 4,7.10°
aerobne 8,5.108
Matrica B
anaerdbne 2.5.10°
aerobne 2,7.108
. Matrica C
Blautia producta anaerobne 6,2.108
An81
aerobne 4,7.107
Matrica D
anaerobne 1,0.108
aerobne 8,5.10°
Matrica E
anaerobne 7,0.107

3 Matrica A — PRAS, Matrica B — PRAS s 5% inulinu, Matrica C — PRAS s 5% inulinu
a 0,1% L-cysteinu, Matrica D — PRAS s 5% inulinu, 0,1% L-cysteinu a 5% Zelatiny, Matrica E —
PRAS s 5% inulinu a 3% pektinu.
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5.5. Viabilita striktnych anaerobov ¢reva v kryoprotektivhych médiach — Hlavny

experiment

Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (Inulin), Matrica 2 — PRAS s 5% sacharozy a 5%
trehalozy (Sacharéza+trehaléza), Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Zelatina),
Matrica 4 — Reinforced Clostridial Medium s 20% glycerolom (RCM) boli v pomere 1:1
zmieSané s WCHB a bachorovou tekutinou obsahujuci jeden bakteridlny kmen na vrchole
exponencialnej fazy rastu, sme po uskladneni v €ase t, a teplotnych podmienkach -20°C a -75°C
postupne rozmrazovali a merali metédou Total Plate Count (TPC) s vysledkom v kolonie
formujtcich jednotkach (CFU) pri roéznych desatnasobnych riedeniach prisposobenych
predpokladanému poctu baktérii v rozmrazenej matrici. Nariedené vzorky boli kultivované na
WCHA s bachorovou tekutinou na Petriho miskach 24-72 hodin a nasledne spocitané kolonie
podrla vyssie zmienenych pravidiel TPC (Total Plate Count). Po prvom rozmrazeni (t1) boli vSetky
vzorky vyriedené podl'a mnozstva v kontrolnej vzorke (to), tj. zvdcSa 5 krat a kultivované. Pre
d’alSie cykly kultivacie sme pouzili tdaje o predchadzajucej vzorke z dovodu Setrenia Casom aj

materidlom a obmedzili kultivaciu na miskéch na 2-3 Petriho misky na vzorku.

5.5.1. Kultivacia A. hallii DSM 3353 pri -75°C

Vysledky kultivacie po rozmrazeni z -75°C moézeme vidiet' v Tabulke 13 a Grafe 1.
Pocetnost’ baktérii sa zmenila o menej ako 2 rady nezavisle na pristupe kyslika po¢as zmrazenia.
Po prvom rozmrazeni t; vykazovali najvyssiu viabilitu matrice 2 (5% sachar6za a 5% trehaldza
v PRAS-e) a 4 (Reinforced Clostridial Medium s 20% glycerolu). V d’alSom cykle rozmrazovania
t> sa podarilo zmerat’ viabilitu len vo vzorkach bez pristupu atmosférického kyslika, z ktorych
oproti predoslému rozmrazeniu boli odchylky minimalne. Rozmrazenim v €ase t3 sme potvrdili,
Ze najvyssia viabilita bola detegovana u matric 1, 2, 3 a u matrice 4 doslo k miernemu poklesu
rastu. K odchylkam v merani mohlo dojst’ vd’aka dlhSiemu ¢asu v médiu pred rozriedenim do
riediacich PRAS roztokov a naslednému nateru na Petriho misky. Najprv sa riedila kultura
anaerobnych podmienok a vyriedovala na misky. K nedokonenému meraniu v ¢ase t> doslo

z dévodu vyhlasenia vlady CR o obmedzeni prevadzky $kolskych pracovisk.
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Tabulka 13: Pocty zbierkového kmerna Anaerobutyricum halliit DSM 3353 po rozmrazeni v case t z teploty
-75°C a vyockovani na WCH agar s bachorovou tekutinou vyjadrené v CFU.

A. hallii -75°C
Matrica podmienky to t; (38 dni) | t; (62 dni)|t3(113 dni)
Inulin aerobne 2,15.10° 3,47.10° - 9,00.10°
Inulin anaerobne 2,15.10° 4,10.10* 1,90.10° | 3,89.10°
Sachar6za+trehal6za aerobne 2,15.10° 8,06.10° - 1,01.10°
Sachar6za+trehal6za anaerobne 2,15.10° 1,64.10° 3,50.10° | 1,47.10°
Zelatina aerobne 2,15.10° 1,36.10° - 2,14.10°
Zelatina anaerobne 2,15.10° 1,68.10° 1,10.10° | 2,70.10°
RCM aerobne 2,15.10° 5,68.10° - 6,75.10*
RCM anaerobne 2,15.10° 5,77.10° 5,50.10° | 8,00.10*
A. hallii DSM 3353 -75°C
7
6
5
4
3
2
1
0
| aerébne | lanaerébne ST aerdbne ST anaerdbne Zaerdébne Zanaerébne RCM aerdbne anaerobne
uto 6,33 6,33 6,33 6,33 6,33 6,33 6,33 6,33
t1 (38 dni) 5,54 4,61 5,91 5,21 5,13 5,23 5,75 5,76
t2 (62 dni) 0,00 5,28 0,00 5,54 0,00 5,04 0,00 5,74
t3(113dni) 595 5,59 5,00 5,17 533 5,43 4,83 4,90

Graf'1: Grafické zndzornenie pocetnosti buniek zbierkového kmerna Anaerobutyricum hallii DSM 3353 po
rozmrazeni v case t z teploty -75°C a vyockovani na WCHA agar s bachorovou tekutinou vyjadrené

v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5% sacharozy a 5% trehalozy (ST),
Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 — Reinforced Clostridial Medium s 20%

glycerolom (RCM).

61



5.5.2. Kultivacia A. hallii DSM 3353 pri -20°C

Vysledky kultivacie 4. hallii po rozmrazeni z -20°C v Case t mézeme vidiet' v Tabulke 14
a Grafe 2. Po prvom rozmrazeni bol zretelny pokles viability u matrice 3 (30% Zelatina v
destilovanej vode) o 3 rady ako pri aerobnych podmienkach, tak aj pri podmienkach bez pristupu
atmosférického kyslika. Matrice 1 (PRAS s 5% inulinu), 2 (PRAS s 5% trehal6zy a 5% sacharozy)
a 4 (Clostridia Reinforced Medium s 20% glycerolom) nepreukazali dostato¢né kryoprotektivne
vlastnosti u 4. hallii. V druhom cykle rozmrazenia neboli detegované ani ziadne Zivotaschopné
baktérie. Meranie po 62 ditoch nebolo uskuto¢nené z dévodu vyhlasenia vlady CR o obmedzeni
vyskumnych pracovisk. Teplota -20°C nebola dost’ nizka, aby zachovala vysSie poCty baktérii
a ani kryoprotekéné médid. Smirnova pri kryoprezervacii fekdlnych vzoriek uvazovala o probléme
s nedostato¢nou viabilitou baktérii pri teplotdch uchovavania vyssich ako -80°C a rekrystalizacii
vody v materidli [24]. Prave rekrystalizacia vody mohla spdsobovat tento vysoky ubytok

v kultare.

Tabulka 14: Pocty zbierkového kmena Anaerobutyricum hallii DSM 3353 po rozmrazeni v case t z teploty
-20°C a vyockovani na WCH agar s bachorovou tekutinou vyjadrené v CFU.

A. hallii -20°C

Matrica podmienky to t1 (38 dni) | t; (113 dni)
Inulin aerobne 2,15.10° 0 0
Inulin anaerobne |2,15.10° 0 0
Sacharéza+trehaldza aerobne 2,15.10° 0 0
Sacharéza+trehaldza anaerobne |2,15.10° 0 0
Zelatina aerobne 2,15.10°| 3,17.10° 0
Zelatina anaerobne |[2,15.10°| 6,70.10° 0
RCM aerobne 2,15.10° 0 0
RCM anaerobne |2,15.10° 10 0
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A. hallii DSM 3353 -20°C

7
6
5
4
3
2
1
0 RCM
| aerébne | anaerébne =~ ST aerébne ST anaerébne Zaerébne  Zanaerdbne RCM aerébne )
anaerdbne
mt0 6,33 6,33 6,33 6,33 6,33 6,33 6,33 6,33
t1 (38 dni) 0,00 0,00 0,00 0,00 3,50 3,83 0,00 1,00
t2 (113 dni) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Graf 2: Grafické zndzornenie pocetnosti buniek zbierkového kmerna Anaerobutyricum hallii DSM 3353 po
rozmrazeni v case t z teploty -20°C a vyockovani na WCHA agar s bachorovou tekutinou vyjadrené

v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5% sacharozy a 5% trehalozy (ST),
Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 — Reinforced Clostridial Medium s 20%
glycerolom (RCM).

5.5.3. Kultivacia B. obeum DSM 25238 pri -75°C

Vysledky koncentrécii zbierkového kmena Blautia obeum boli po prvom rozmrazeni aj
napriek nizkej teplote uchovavania podstatne nizsie (Tabulka 15 a Graf 3). V matriciach 1 (PRAS
s 5% inulinu), 2 (PRAS s 5% trehalozy a 5% sachardzy) a 4 (30% Zzelatina v destilovanej vode)
bol pokles poc¢tov o 1 a viac radov. Matrica 4 (Clostridia Reinforced Medium s 20% glycerolom)
vykazovala najlepsie kryoprotekéné vlastnosti. Pri matrici 1 a 3 v oboch pripadoch sme nevedeli
ur¢it’ koncentraciu kultiry, ked’ze kultira bola vyriedena len od koncentracie vyssej ako 10*
vratane. Pri druhom cykle rozmrazenia sme sa prispdsobili ubytku a dokézali znizenu koncentraciu
baktérii umatric 1, 2 a3. PocCty vramci rovnakych matric sa liSili spdsobom uskladnenia
a vidite'ny bol rozdiel vo viabilite az na matricu 2. U matrice 3 boli namerané vysSie hodnoty ako
sa oCakavali po prvom rozmrazeni, C¢o moOze byt zapri¢inené chybnou pri
zamrazovani/rozmrazovani alebo néslednej kultivacii v Case ti. NajlepSie vysledky obhgjila

matrica 4 s minimalne ovplyvnenou zivotaschopnostou baktérii, ako u A. hallii. Merania boli
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v kratSej ¢asovej dobe vzhl'adom na chulostivejSie podmienky kultivacie B. obeum a vyhléasenie

vlady CR.

Tabulka 15: Pocty zbierkového kmena Blautia obeum DSM 25238 po rozmrazeni v ¢ase t z teploty -75°C

a vyockovani na WCH agar s bachorovou tekutinou v CFU.

RCM
anaerdbne

6,85
7,10

B. obeum -75°C
Matrica podmienky to ti (1 dei) | t; (16 dni)
Inulin aerobne 7,15.10° | 0 (<10% 3,86.10°
Inulin anaerobne 7,15.10° | 0 (<10% 9,26.10°
Sachar6za+trehaloza aerobne 7,15.10° | 1,10.10° 6,28.10°
Sachar6za+trehaloza anaerobne 7,15.10° | 1,00.10* 1,44.10*
Zelatina aerobne 7,15.10° | 0 (<10% 3,22.10*
Zelatina anaerobne 7,15.10° | 0 (<10% 1,45.10°
RCM aerobne 7,15.10° | 6,16.10° 3,86.10°
RCM anaerobne 7,15.10° | 2,03.10° 4,97.10°
B. obeum DSM 25238 -75°C
8
7
6
5
4
3
2
1
0
| aerébne | anaerdbne = ST aerdbne ST anaerébne Zaerébne = Zanaerébne RCM aerdbne
uto 6,85 6,85 6,85 6,85 6,85 6,85 6,85
mtl (1 den) 0,00 0,00 5,04 4,00 0,00 0,00 6,79
t2(16dn) 3,59 3,97 5,80 4,16 4,51 6,16 6,59

6,70

Graf'3: Grafické zndzornenie pocetnosti buniek zbierkového kmena Blautia obeum DSM 25238 po
rozmrazeni v case t z teploty -75°C a vyockovani na WCHA agar s bachorovou tekutinou vyjadrené

v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5% sacharozy a 5% trehalozy (ST),
Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 — Reinforced Clostridial Medium s 20%

glycerolom (RCM).
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5.5.4. Kultivacia B. obeum DSM 25238 pri -20°C

Vysledky kultivacie B. obeum po rozmrazeni z -20°C mozeme vidiet' v Tabulke 16
a Grafe 4. V Case rozmrazenia t; neboli namerané hodnoty u matric 1 (PRAS s 5% inulinu) a 4
(30% zelatina v destilovanej vode). Rovnako ako pri pokuse v -75°C sa predpokladala
koncentracia zivotaschopnych baktérii 10* a vyssia a z tohto dovodu sa nevyockovavali prvé 3
riedenia. Kazdopadne mozeme konstatovat’, ze pri -20°C a rychlejSim thynom baktérii v Case by
mensie poCty neodpovedali poziadavkam. Pocty baktérii sa minimalne zmenili u matrice 4
(Clostridia Reinforced Medium s 20% glycerolom) a hodnoty u matrice 2 (PRAS s 5% trehalozy
a 5% sacharodzy) sa zniZili o 1 a 2 rady od kontroly v €ase to. V druhom €ase rozmrazovania vzoriek
t2 po 16 ditioch od zamrazenia neboli zistené Ziadne Zivotaschopné baktérie u matric 1, 2, 3 (30%

zelatina v destilovanej vode) a o zniZzenie CFU o 3 rady pri matrici 4.

Tabulka 16: Pocty zbierkového kmena Blautia obeum DSM 25238 po rozmrazeni v case t z teploty -20°C
a vyockovani na WCH agar s bachorovou tekutinou v CFU.

B. obeum -20°C

Matrica podmienky to t1 (1 defi) |t; (16 dni)
Inulin aerobne 7,15.10%| 0 (<10% 0
Inulin anaerobne |[7,15.10°| 0 (<10% 0
Sachardza+trehaldza aerobne 7,15.10°| 1,20.10° 0
Sachardza+trehaldza anaerobne |7,15.10°| 1,00.10* 0
Zelatina aerobne 7,15.10°| 0 (<10% 0
Zelatina anaerobne |[7,15.10°| 0 (<10% 0
RCM aerobne 7,15.10°| 1,60.10° 1,05.10°
RCM anaerobne |7,15.10°| 2,03.10° | 3,00.10°
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B. obeum DSM 25238 -20°C

8
7
6
5
4
3
2
1
0 RCM
| aerébne | anaerdbne =~ ST aerdbne ST anaerébne Zaerébne = Zanaerébne RCM aerébne )
anaerdbne
mt0 6,85 6,85 6,85 6,85 6,85 6,85 6,85 6,85
mtl (1den) 0,00 0,00 5,08 4,00 0,00 0,00 6,20 6,31
t2 (16 dni) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,02 3,48

Graf 4: Grafické znazornenie pocetnosti buniek zbierkového kmeria Blautia obeum DSM 25238 po
rozmrazeni v case t z teploty -20°C a vyockovani na WCHA agar s bachorovou tekutinou vyjadrené

v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5% sacharozy a 5% trehalozy (ST),
Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 — Reinforced Clostridial Medium s 20%
glycerolom (RCM).
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5.5.5. Kultivacia F. praustnitzii DSM 17677 pri -75°C

Po prvom rozmrazeni (t1) zbierkového kmena F. praustnitzii z teploty -75°C (Tabulka 17
a Graf 5) moézeme vidiet, Ze sa poCty po uchovdvani 38 dni nezmenili ani v jednom pripade
sktiSanych matric 1-4. V druhom cykle rozmrazenia (t2) sme pozorovali podobné vysledky
u anaerobne uchovanych matric 1, 2 a 4. Matrica 3 nevykazovala ziadnu viabilitu. Pri kontrole
zivotaschopnosti baktérie po 113 diloch od zamrazenia (t3), sme namerali rozdiel viability
posunuty maximalne o jed rad nizSie u vzorky inulinu a potvrdili sme, ze anaerébna matrica 3
obsahujuca Zelatinu neobsahuje, ziadne Zzivotaschopné baktérie. Kedze vzorka srovnakou
matricou a v anaerobnom prostredi potvrdila kryoprotekény ucinok a prezivSie baktérie neboli
nijako vyznamne ovplyvnené, mozeme konstatovat’, ze matrice 2 uchovavané anaerobne mohli
byt chybne pripravené¢ alebo mikroskumavky, v ktorych bol roztok zamrazovany neboli
dostatocne vyredukované v anaerébnom prostredi. Matrice s najlepSim vysledkom boli 1 a 4 aj

v ich anaer6bnom aj aerobnom prevedeni.

Tabulka 17: Pocty zbierkového kmena Faecalibacterium praustnitzii DSM 17677 po rozmrazeni v case t
z teploty -75°C a vyockovani na WCH agar s bachorovou tekutinou vyjadrené v CFU.

F. praustnitzii -75°C

Matrica podmienky |to t1(38 dni) |t2(62 dni) t3(113 dni)
Inulin aerobne 5,10.10° | 7,18..10° - 1,21. 10
Inulin anaerobne 5,10.10° | 1,05.107 | 1,17.107 | 1,41.10°
Sachardza+trehaldza aerobne 5,10.10° | 9,70.10° - 1,72. 107
Sachardza+trehaldza anaerobne 5,10.10° | 6,70.10° | 4,50.10° | 6,25. 10°
Zelatina aerobne 5,10.10° | 1,76. 10° - 1,8. 10
Zelatina anaerobne 5,10.10° | 3,87.10° 0 0
RCM aerobne 5,10.10° | 4,05. 10° - 9,25. 10
RCM anaerobne 5,10.10° | 2,98. 10° | 6,00. 10° | 8,40.10°
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F. Praustnitzii DSM 17677 -75°C

8
7
6
5
4
3
2
1
0 RCM
| aerébne | anaerébne =~ ST aerébne ST anaerébne Zaerébne  Zanaerdbne RCM aerébne )
anaerdbne
mt0 6,71 6,71 6,71 6,71 6,71 6,71 6,71 6,71
mtl(38dni) 6,86 7,02 6,99 6,83 6,25 6,59 6,61 6,47
mt2 (62 dni) 0,00 7,07 0,00 6,65 0,00 0,00 0,00 6,78
t3 (113 dni) 7,08 6,15 7,24 6,80 6,26 0,00 6,97 6,92

Graf'5: Grafické zndzornenie pocetnosti buniek zbierkového kmena Faecalibacterium praustnitzii DSM
17677 po rozmrazeni v case t z teploty -75°C a vyockovani na WCHA agar s bachorovou tekutinou
vyjadrené v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5% sachardzy a 5%
trehalézy (ST), Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 — Reinforced Clostridial
Medium s 20% glycerolom (RCM).

5.5.6. Kultivacia F. praustnitzii DSM 17677 pri -20°C

Pri zbierkovom kmeni DSM 17677 uchovavanom pri teplote -20°C bol namerany
(Tabulka 18 a Graf 6) pokles uz vprvom cykle rozmrazenia matric (ti1), kde viabilitu
nepreukadzala iba Matrica 2 (PRAS s 5% sachardzy a 5% trehalozy). Ostatné matrice sice
Ciastoéne uchovali kultaru, ale pocéty Zivotaschopnych baktérii boli znizené z 5,10.10° (to) na
1,23.10° CFU pri uchovani za pristupu atmosferického kyslika a 1,52.10° so zachovanou
anaerdbnou atmosférou pri Matrici 4 (Reinforced Clostridial Medium s 20% glycerolu), co bol
najvyssi namerany vysledok. Matrica 2 (PRAS s 5% sachar6zy a 5% trehalozy) so zachovanym
anaerobnym prostredim pocas zamrazenia potvrdila viabilitu 8,00.10' CFU v 2 cykle (t2)
rozmrazovania spolu s Matricou 3 (30% roztok Zelatiny v destilovanej vode) 1,00.10' CFU,
taktiez len v anaerobnom prevedeni. U oboch tychto matric bol vysledok nizky. V tretom cykle
nevykazovala znamky Zivotaschopnosti Ziadna z testovanych matric.

Z vysledkov vyplyva, Ze najvyssiu protekciu vykazovali matrice 2 a 3 avSak v anaerobnom
prostredi. V druhom cykle neboli rozmrazené a vyriedené vSetky matrice nakolko prevadzka

laboratéria bola obmedzena vyhlasenim vlady CR.
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Tabulka 18: Pocty zbierkového kmena Faecalibacterium praustnitzii DSM 17677 po rozmrazeni v case t
z teploty -20°C a vyockovani na WCH agar s bachorovou tekutinou vyjadrené v CFU.

F. praustnitzii -20°C
Matrica podmienky to t1(31 dni) | t2(62 dni) | t3(113 dni)
Inulin aerobne 5,10.10° | 1,50.10° - 0
Inulin anaerobne | 5,10.10°| 9,00.10" 0 0
Sachardza+trehaloza aerobne 5,10.10° 0 - 0
Sachar6za+trehal6za anaerobne | 5,10.10°| 3,60.102 8,00.10' 0
Zelatina aerobne 5,10.10°| 2,00.10" - 0
Zelatina anaerobne | 5,10.10°| 2,20.10* 1,00.10' 0
RCM aerobne 5,10.10° | 1,23.10° - 0
RCM anaerobne |5,10.10°| 1,52.10° 0 0
F. praustnitzii DSM 17677 -20°C

8

7

6

5

4

3

1 I
0

| aerébne
mt0 6,71
mtl(38dni) 2,18
t2 (62 dni) 0,00
t3 (113 dni) 0

| anaerdébne
6,71 6,71
1,95 0,00
0,00 0,00
0 0

ST aerébne ST anaerébne

6,71

2,56

1,90
0

7 aerébne

6,71

1,30

0,00
0

Z anaerébne RCM aerébne ana':{e?t;/lbne
6,71 6,71 6,71
4,34 3,09 3,18
1,00 0,00 0,00

0 0 0

Graf 6: Grafické zndzornenie pocetnosti buniek zbierkového kmernia Faecalibacterium praustnitzii DSM
17677 po rozmrazeni v case t z teploty -20°C a vyockovani na WCHA agar s bachorovou tekutinou
vyjadrené v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5% sachardzy a 5%

trehalézy (ST), Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 — Reinforced Clostridial

Medium s 20% glycerolom (RCM).
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5.5.7. Zhrnutie vysledkov hlavného experimentu

Nase vysledky ukézali, ze medzi jednotlivymi druhmi striktne anaerébnych baktérii Creva
Cloveka su odlisnosti v narokoch na pevné agarové aj tekuté kultivacné média. Z pevnych sme
testovali WCHA s a bez bachorovej tekutiny, LYHBHI a Brucela agar pre anaeroby, z ktorych sa
nam najlepsie osvedcil WCHA s bachorovou tekutinou. Tekuté média v zastipeni WCHB s a bez
bachorovej tekutiny, BHI s vit. K; a heminom, z ktorych je taktiez najlepSia vol'ba WCHB
s bachorovou tekutinou. Bachorova tekutina poskytuje tymto kultivaéne naroénym baktéridm
potrebné rastové latky. Mozu to byt’ produkty metabolizmu inych baktérii a nalevnikov, vyvazeny
pomer SFCA a inych zloziek priblizujacich kultivaéné médium vyzivovym podmienkam Creva.
Prave produkty metabolizmu inych baktérii mézu byt pre Zivot inych druhov kIicové, z nich treba
menovat’ chinoény, hlavne menachinény [46]. O priaznivych podmienkach navodenych pridanim
bachorovej tekutiny do média hovori aj starSia publikacia J.A. Leedle z roku 1980. K ¢revnym
baktériam chulostivym na prostredie pridavali uhl'ovodiky identifikované v bachorovej tekutine.
Vysledkom bolo viditeI'né zvacsenie kolonii na Petriho miskach [47]. Miyazaki vyzdvihuje
bachorovu tekutinu ajej mikroorganizmy, ktoré enzymatickym rozkladom polysacharidov

pridavaju na viabilite ostatnym baktériam [48].

Anaerobutyricum hallii a Faecalibacterium praustnitzii pri teplote -75°C nevykazovali
vyrazni zmenu pocetnosti zmrazovanych baktérii pre vSetky Styri matrice v oboch typoch
podmienok. Baktérie kmena Blautia obeum boli najpocetnejsie pri vyuziti matrice 4 nezavisle od
pritomnosti kyslika. Pri matrici 3 boli namerané uspokojivé poCty baktérii, ale iba v podmienkach
bez pristupu kyslika. Blautia obeum sa javi ako najfragilnejsi kmen z 3 vysSie testovanych,
determinujici podmienky pre pokracovanie a pripadné zmieSanie vSetkych troch kultar.

Pri teplote -20°C boli najlepSie vysledky sledované u matric 3 a4. Roztok zelatiny
v matrici 3 a glycerol v matrici 4 chranili a Faecalibacterium praustnitzii dobu 38 dni s ubytkom
zivotaschopnych baktérii o polovicu. Anaerobutyricum hallii potvrdilo kryoprotekéné ucinky
matric 3 a 4. Po intervale 38 dni sa pri pouziti zelatiny znizil pocet zivotaschopnych baktérii
o polovicu a pri glycerole o viac ako 5/6. Kmen Blautia obeum po 16 ditoch znizil svoju pocetnost’
o polovicu pri pouziti matrice 4. Zvysné tri matrice neobsahovali ziadne zivotaschopné bunky.

V praci zo Svajciarskeho Ziirichu porovnavali viability piatich bakteridlnych kmenov po
zmrazeni na -80°C po dobu 3 mesiacov s Cerstvymi vzorkami a vzorkami oSetrenymi
kryoprotekénou latkou, bud’ zmesou sukrozy (SI) a inulinu alebo sukrozy, inulinu a glycerolu

(SIG) [49].
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Blautia obeum DSM 25238 bola rovnako, ako u nas vyhodnotena ako najfragilnejSia so
znizenim pocetnosti po rozmrazeni po 3 mesiacoch o 1-2 rady. Porovnat ich vysledky
kultivacie B. obeum mdzeme len so SvajCiarskou vzorkou hned’ po zmrazeni opét’ rozmrazenou
anasim rozmrazenim v Case t; (1 den) s najuspesnejSou matricou 4 (Reinforced Clostridial
Medium s 20% glycerolu). Pri matrici 4 sme nenamerali pokles v pocte baktérii prevySujici jeden
rad, €o ani oni pri SI aj SIG. Baktérie v pocte o rad neklesli ani pri rozmrazeni po 16 diioch. Pri
anaerobne uchovanej matrici 2 (5% sacharéza a 5% trehaloza v PRASe) sme namerali viditel'ny
pokles o 2 az necelé 3 rady uz po prvom dni. V oboch experimentoch, naSom aj §vajciarskom, sa
namerali vysSie straty na pocte pri pouziti sachar6zy oproti glycerolu [49].

Pre Anaerobutyricum hallii DSM 3353 bolo priaznivejsie kryoprotekéné médium s SIG,
kde kultara stratila pocet Zivotaschopnych baktérii po 3 mesiacoch len o neceli polovicu radu
oproti naSej anaerobne uchovanej matrici 4, kde bola strata vyssia nez 1 rad. Na druht stranu, az
prekvapivo dobry vysledok bol zaznamenany u aerébne uchovanej matrice 1 (5% inulinu v
PRASe), kde bol pokles v poéte prioboch meraniach niz§i neZ 00,5 radu. Svajéiarska
kryoprotektivna matrica SI mala po 3 mesiacoch Ubytok priblizne zrovnatel'ny s nasim. Dévodom
nizsieho poctu v nasej kultivacii po rozmrazeni v ¢ase t3 bolo mozno uchovavanie o 23 dni dlhsie
alebo odchylka v merani [49].

Bakterialny kmen Faecalibacterium praustnitzii DSM 17677 nam v polovici vysledkov
matric zmrazenia na -75°C vysiel v pozitivnych odchylkach, radovo do 0,5 radu, ¢o mdze byt
zapri¢inené nepresnostou merania naSej metody. Pokles v pocte od rozmrazenej kultary zo
SvajcCiarskej matrice SI bol o viac ako pol radu nizsi [49].

Za zmienku stoji fakt, Ze Svajéiari pouZivali int, presnej$iu metdodu MPN (most probable
number), ktora sa ndm nepodarila uskuto¢nit’, hlavne kvoéli vacsiemu riziku kontaminacie. Pouzili
sme metddu TPC (total plate count), ktord sice nie je tak prakticka po stranke opakovania merania,
ateda presnosti vysledku, ale vhodna, C¢o sa tyka identifikdcie bakterialnej kolénie

a minimalizovania prehliadnutia kontaminacie [49].
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5.5.8. Zameranie d’alSieho vyskumu na podklade ziskanych vysledkov

Prevedené experimenty ndm umoznili poznat' kultivaéné naroky Studovanych baktérii, a tym
vytypovat’ optimalne kultivacné média pre ich mnozenie a ziskavanie bakteridlnej masy, ktora
moze byt vyuzitd v dalSich experimentoch. Ziskané vedomosti je mozné orientovat do
nasledujtcich oblasti vyskumu:

1. Ziskanie kultar v lyofilizovanom stave je jedna z ciest s vel'kym potencialom k otvoreniu
priemyselnej pripravy probiotickych anaerébnych kultir a ndsledného testovania ich
roznych liekovych foriem (potahovanych tabliet, enterosolventnych kapsul).

2. Hradat’ a doplnit’ zmes baktérii o prirodné pripadne syntetické zluceniny, ktoré by nasli
uplatnenie ako symbiotika.

3. Porovnavat vzajomné ovplyviiovanie bakterialnych kmenov inymi kmefimi anaerébnych
alebo bezne pouzivanych probiotickych baktérii.

4. Vyuzit tieto kultry ktestovaniu zmiernenia vedlajSich uUc¢inkov lieCiv aktivnym
dopiiianim bakteridlnej kultary, pripadne vedlajsich u¢inkov samotného kmefia pri

dlhodobom podéavani probiotickej liecby ¢loveku a zvieratam.
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6. Zaver

Rovnovaha ¢revnych baktérii je izko spojena so intestindlnym zdravim ¢loveka. Butyrat
produkujuce baktérie ¢revnej mikroflory pdsobia profylakticky pred vznikom a taktiez G¢inne
inhibuju progres zépalovych aj nezapalovych ochoreni traviaceho traktu. Ciel'om nasho skimania
bolo zvladnut’ kultiva¢né vlastnosti bakterialnych kmenov Anaerobutyricum hallii, Blautia obeum
a Faecalibacterium praustnitzii. Zistili sme, ze WCHA a WCHB suplementované bachorovou
tekutinou poskytuji optimalne podmienky pre mnoZzenie a rast tychto baktérii. Bakterialne kmene
A. hallii a F. praustnitzii rozmrazené z teploty -75°C vykazovali maximalne o 1 rad znizené poCty
zivotaschopnych baktérii vo vSetkych skimanych typoch kryoprotekénych matric aj po 113 ditoch
uchovavania. Aj napriek tomu, ze matrice s obsahom Zelatiny pri tomto experimente vykazovali
najnizsiu kryoproteként funkciu pri teplote -20°C chranili baktérie najlepsie avSak ich pocty pri
uskladneni v tychto teplotach boli nizke a nestale v Case. Pri zbierkovom kmeni B. obeum boli
namerané nizke zmeny viability v ¢ase pouzitim kryoprotekénych matric na baze glycerolu
a sacharozy s trehal6zou. Nizka viabilita bola pozorovana u bakterialnych buniek B. obeum
uskladnenych v teplote -20°C a aj v najuspesnejsSom vysledku zmeranom pri pouziti glycerolu, po
16 dnoch od uskladnenia sa znizil pocet zivotaschopnych buniek na polovicu. Nadobudnuté
znalosti mézeme v buducnosti pouzit’ na d’alSie spracovanie tychto bakteridlnych kmenov napr.

ich enkapsulovanie, lyofilizaciu alebo obohacovanie o vhodné symbiotikum.
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8. Zoznam pouzitych skratiek

3-HPA
BHI
CD
CDI
CFu
DNBS

DSM

FMT
GIT
IBD
IBS
IL
MAM
OTU
PRAS
RCM
SCFA
TNF
uC
WCHA

WCHB

3-hydroxypropionataldehyd
Brain heart infusion

Crohn’s disease

Clostridium difficile infection
Colony forming unit
Dinitrobenzene sulfonic acid

Nemecka kolekcia mikroorganizmov
a bunkovych kolonii

Fekalna mikrobialna transplantacia
Gastro-intestinalny trakt

Irritable bowel disease

Irritable bowel syndrome
Interleukin

Microbial anti-inflamatory molecule
Operative taxonomic unit
Pre-reduced anaerobically sterillized
Reinforced clostridial medium
Short chain fatty acids

Tumor necroting factor

Ulcerative colitis
Wilkins-Chalgrene agar

Wilkins-Chalgrene broth
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9. Zoznam grafov

Graf 1: Grafické znazornenie pocetnosti buniek zbierkového kmena Anaerobutyricum hallii DSM
3353 po rozmrazeni v ¢ase t z teploty -75°C a vyoc¢kovani na WCHA agar s bachorovou
tekutinou vyjadrené v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5%
sacharozy a 5% trehalozy (ST), Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 —
Reinforced Clostridial Medium s 20% glycerolom (RCM).

Graf 2: Grafické znazornenie pocetnosti buniek zbierkového kmena Anaerobutyricum hallii DSM
3353 po rozmrazeni v ¢ase t z teploty -20°C a vyockovani na WCHA agar s bachorovou
tekutinou vyjadrené v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5%
sacharozy a 5% trehalozy (ST), Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 —
Reinforced Clostridial Medium s 20% glycerolom (RCM).

Graf 3: Grafické znazornenie pocetnosti buniek zbierkového kmena Blautia obeum DSM 25238 po
rozmrazeni v ¢ase t z teploty -75°C a vyockovani na WCHA agar s bachorovou tekutinou
vyjadrené v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5% sacharo6zy
a 5% trehalozy (ST), Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 — Reinforced
Clostridial Medium s 20% glycerolom (RCM).

Graf 4: Grafické znazornenie pocetnosti buniek zbierkového kmena Blautia obeum DSM 25238 po
rozmrazeni v ¢ase t z teploty -20°C a vyockovani na WCHA agar s bachorovou tekutinou
vyjadrené v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5% sacharo6zy
a 5% trehalozy (ST), Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 — Reinforced
Clostridial Medium s 20% glycerolom (RCM).

Graf 5: Grafické znazornenie pocetnosti buniek zbierkového kmena Faecalibacterium praustnitzii
DSM 17677 po rozmrazeni v ¢ase t z teploty -75°C a vyo¢kovani na WCHA agar s bachorovou
tekutinou vyjadrené v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5%
sacharozy a 5% trehalozy (ST), Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 —
Reinforced Clostridial Medium s 20% glycerolom (RCM).

Graf 6: Grafické znazornenie pocetnosti buniek zbierkového kmena Faecalibacterium praustnitzii
DSM 17677 po rozmrazeni v ¢ase t z teploty -20°C a vyo¢kovani na WCHA agar s bachorovou
tekutinou vyjadrené v log(CFU). Matrica 1 — PRAS s 5% inulinu (I), Matrica 2 — PRAS s 5%
sacharozy a 5% trehalozy (ST), Matrica 3 — 30% Zelatina v destilovanej vode (Z), Matrica 4 —
Reinforced Clostridial Medium s 20% glycerolom (RCM).
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10. Zoznam obrazkov

Obrazok 1: Zastupenie mikrobiot osidl’'ujucich Pudské ¢revo [8].

Obrazok 2: Schéma vzniku IBD zapri¢inenej dybiézou v GIT a porovnanie klasickej terapie
antibiotikami (e) a aplikacie FMT (f) [19].

Obrazok 3: Chemicka Struktira diméru 3-hydroxypropionaldehydu formujiaceho reuterin.

Obrazok 4: Schéma supresie imunitnej reakcie v ¢reve posobenim F. praustnitzii [33].

Obrazok 5: Box s udrZzovanou atmosférou 10% CO2; 5% H2 a 85% N2, teplotou 37°C a
regulovanou vlhkost’ou.

Obrazok 6: WCHA agar s koloniami Faecalibacterium praustnitzii.

Obrazok 7: WCHA agar koloniami Blautia obeum.

Obrazok 8: WCHA agar s koloniami Anaerobutyricum hallii.

Obrazok 9: WCHA agar suplementovany bachorovou tekutinou s koléniami Faecalibacterium
praustnitzii.

Obrazok 10: WCHA agar suplementovany bachorovou tekutinou s koloniami Blautia obeum.

Obrazok 11: WCHA agar suplementovany bachorovou tekutinou s koloniami Anaerobutyricum
hallii.

Obrazok 12: Brucella agar s koloniami Faecalibacterium praustnitzii.

Obrazok 13: Brucella agar s hemolyzujtcimi koléniami Blautia obeum.

Obrazok 14: Brucella agar s hemolyzujicimi koléniami Anaerobutyricum hallii.

Obrazok 15: LYHBHI médium s koloniami Faecalibacterium praustnitzii.

Obrazok 16: LYHBHI médium s koloniami Blautia obeum.

Obrazok 17: LYHBHI médium s koloniami Anaerobutyricum hallii.

Obrazok 18: Anaerobutyricum hallii, pleomorfné ty¢inky 0,7x4-7 um, zvacSenie 15 000 krat.
Kontaminované (bunky gul’ovitého tvaru)

Obrazok 19: Blautia obeum, elipsovité pleomorfné bunky dizky 1x1-3 pm, zva&Senie 20 000 krat.

Obrizok 20: Faecalibacterium praustnitzii, ty¢inky o dizke 1x3-6 pm, zvi&Sené 15 000 krat.

Obrazok 21: Blautia producta An81, pleomorfné bunky gulovitého tvaru s rozmermi 0,75x0,75-1

pm, zvacsené 15 000 krat.

11. Zoznam schém

Schéma 1: Priprava kryoprotekt¢nej matrice.
Schéma 2: Riedenie rozmrazenej matrice na mikrotitracnej jamke do BHI média s vit. K;

a heminom Kk naslednému vyhodnoteniu poc¢tu Zivotaschopnych baktérii pomocou MPN.
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Schéma 3: Priprava kryoprotek¢nej matrice.

Schéma 4: Riedenie obsahu matrice pre nasledné urcenie koncentracie baktérii metédou TPC.
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TabulPka 15: Pocty zbierkového kmena Blautia obeum DSM 25238 po rozmrazeni v ¢ase t z teploty -
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TabulPka 16: Pocty zbierkového kmena Blautia obeum DSM 25238 po rozmrazeni v ¢ase t z teploty -
20°C a vyo¢kovani na WCH agar s bachorovou tekutinou v CFU.

TabuPka 17: Pocty zbierkového kmena Faecalibacterium praustnitzii DSM 17677 po rozmrazeni v
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13. Prilohy

Revised tables for multiple tube method 473
Table 1. Probable numbers of organisms*
Most probable
ik Revised MPN  Previous MPN  range (MPRY)
0 01 2 2 2
010 2 2 2
1 00 2 2 2
1 01 4 4 4
1 10 4 + 4
1 20 5 6 5
2 00 4 5 4
2 01 5 7 5
210 5 7 5
211 7 9 7
2 20 7 9 -9
2 30 11 12 11
3 00 7 8 7
3 01 9 11 9
310 9 11 9
3 1 1 13 14 13
3 20 13 14 13
3 2 1 16 17 14-16
3 30 16 17 14-16
4 00 11 13 11-13
4 0 1 14 17 14-16
4 10 16 17 14-16
4 11 20 21 18-20
4 2 0 20 22 18-22
4 2 1 25 26 23-27
4 30 25 27 23-27
4 3 1 31 33 20-34
4 40 32 34 29-34
4 4 1 38 40 34-41
5 00 22 23 20-23
5 0 1 29 31 25-34
5 0 2 41 43 36-50
510 31 33 27-36
5 1 1 43 46 36-50
5 1 2 60 63 50-70
51 3 85 84 70-95
5 2 0 50 49 40-55
5 2 1 70 70 60-80
5 2 2 95 94 80-110
5 2 3 120 120 105-135
53 0 75 79 65-90
5 3 1 110 110 90-125
5 3 2 140 140 120-160
5 3 3 175 180 155-200
5 3 4 210 210 185-240
5 4 0 130 130 110-150
5 4 1 170 170 150-200
5 4 2 220 220 190-250
5 4 3 280 280 240-320
5 4 4 345 350 300-390

Priloha 1: Tabulka pre vyjadrenie najpravdepodobnejsieho poctu baktérii vo vzorke (MPN) [42].



