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UVODEM
Vazeni pratelé,

mame uz zase podzim, a to je doba, kdy se dovi-
dame, komu bude v prosinci ve Stockholmu udélena
Nobelova cena. Nas samoziejmé zajimaji pfedevsim ty
prvni tfi, které se Alfred Nobel rozhodl ustanovit, a to
za fyziologii nebo lékaistvi, chemii a fyziku. K nim poz-
déji pfidal ceny za literaturu a mir.

Ceny jsou udélovany za vyjimecné objevy, které posu-
nuji lidské poznani o vyznamny krok dopfedu. V letos-
nim roce naplfiuji ocenéné vysledky védeckého badani
tento pozadavek vrchovaté a jsou snadno pochopitelné
i pro bézného ¢lovéka.

Letosni Nobelovu cenu za fyziologii a lékafstvi
obdrzeli Ameri¢ané Harvey Alter a Charles Rice a Brit
Michael Houghton za objev viru zplsobujiciho hepa-
titidu C. Dfive objevené viry hepatitidy A a B nevysvét-
lovaly vétsinu problém0 spojenych s onemocnénim
hepatitidou. Teprve objev viru hepatitidy C objasnil
pricinu nevysvétlitelnych pfipadd onemocnéni hepati-
tidou, umoznil vyvoj krevnich testt a vyvoj novych lékd.
Zéakeinost Zloutenky typu C spociva v tom, ze vétSina
nemocnych o své infekci nevi, nemaji Zadné pfiznaky,
ale mlzZe se jim vyvinout jaterni cirhdza, selhani jater
¢i rakovina. K pfenosu dochézi pfi pohlavnim sty-
ku, transfuzi, z matky na dité pfi porodu, pfi aplikaci
drog apod. Diky poznatkim ziskanym nobelisty byla
vyvinuta antivirotika zaméfenda na hepatitidu C, nemoc
muZe byt vylé¢ena a snad i zcela vymycena.

Vzhledem k tomu, Ze na aktualnich védeckych problé-
mech pracuje vidy mnoho védeckych tym@ po celém
svété, stalo se v poslednich létech téméf pravidlem,
ze za urcity védecky uspéch byvaji ocenéni tfi védci,
coz je maximalni pocet dle pravidel udélovéni cen
Alfreda Nobela. Nobelovu za chemii obdrzely letos
viak jen 2 védkyné, a to snad také naznacuje, o jak vy-
znamny objev se jedna. Emmanuelle Charpentierova
a Jennifer A. Doudnaova obdrzely toto vyznamné oce-
néni za vyznamny podil na propracovani techniky ,gene-
tickych ndizek” CRISPR-Cas9, kterd umoznuje zkoumat
a upravovat genom. Studium zpUsobu, jimz se bakterie
brani napadeni viry ukazalo, Ze je mozno ,vystfihnout”
jeden konkrétni gen a pienést jej jinam, a to nejen
u bakterii. Cinsky profesor Lu You byl asi prvni, kterému
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se podaiilo geneticky upravit lidské buriky a vnést je
do téla ¢lovéka trpiciho rakovinou. Nasledovaly uspés-
né pokusy o opravu vadného genu v lidském embryu,
pfiprava upraveného genomu kvasinek atd. Pfed nami
je perspektiva ispésného léceni fady dédi¢nych chorob
zplsobenych jedinym ,preklepem” v genetickém koédu
(cysticka fibroza, vrozena slepota aj.), ktery staci jen
,~ymazat” nebo ,vyménit”. Uvedeny objev nastartoval
celou fadu dal3ich vylepsenych technik, véetné tpravy
RNA ¢&i vymény jednotlivych bazi. Genové technologie
se vsak prudce rozvijeji nejen v oblasti farmaceutic-
kého primyslu a mediciny, ale maji velké perspektivy
i v zemédélstvi a v nejriznéjsich pradmyslovych oblas-
tech, vcetné potravinaiskych technologii. Technologie
CRISPR-Cas 9 méa mezi dalSimi vyvinutymi genovymi
technologiemi jako jsou napf. TALEN (transcription
activator-like effector nuclease system), ZFN (zinc finger
nucleases) aj. dominantni postaveni, protoze je jedno-
dussi, vice flexibilni a pfesnéjsi, a tudiz i méné finan¢né
néakladna.

Fantastické objevy v moderni chemii, resp. bioche-
mii a ve fyziologii a Iékaistvi jsou doprovazeny i dech
beroucimi objevy ve fyzice. Jiz prvni Nobelova cena
za fyziku v r. 1901 byla udélena za objev zéfeni po-
jmenované po svém objeviteli Wilhemu Conradu
Rontgenovi. Pfisti rok to bude 120 let, co lidstvo toto
zateni vyuziva v nejraznéjsich oborech lidskych ¢innosti
od mnoha medicinskych obor( po bezpocet primy-
slovych aplikaci. V letosnim roce byla Nobelova cena
udélena za dva vyznamné objevy tfem védcim. Prvni
polovinu (i z hlediska finan¢niho) ziskal britsky fyzik
Roger Penrose za objev, ze formovani ¢erné diry je pre-
dikci obecné teorie relativity. Potvrdil Einsteinovu teorii
relativity, ktera potvrzuje vznik c¢ernych dér. Reinhard
Genzel a Andrea Ghezova ukazali, Ze neviditelné a ex-
trémné tézké predméty ovliviuji obézné drahy hvézd
v prostoru Mlé¢né drahy, coz je zplisobeno pfitomnosti
supermasivni ,¢erné diry”.

Tyto vyznamné uspéchy védy trochu blednou v dobég,
kdy néas prepadla druha vina coronavirové pande-
mie. Doufejme, ze védecké Usili i v této oblasti bude
Gspésné a v blizké dobé budeme mit efektivni vakciny,
které umozni dostate¢nym proockovanim odrazit i pfi-
padnou dalsi vinu pandemie. TéSime se, Ze utok co-
vidu-19 zeslabne a co nejrychleji
odezni. Pfejeme Vam viem, abys-
te zdstali zdravi a prozili v po-
hodé vanoc¢ni svatky a v novém
roce 2021 jsme zacali Zit zpUso-
bem, na ktery jsme zvykli. Pevné
véfime, 7Ze také budeme moci
pfipravit nasi odlozenou biotech-
nologickou konferenci BIOTECH
2020 ve standardnim formatu
a setkame se zde se viemi na-
simi prateli z domova i zahra-
nici.

S pozdravy a pfanim splnéni
vSeho po ¢em touzite

Vasi

Jan Kas a Petra Lipovova
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ODBORNE CLANKY
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Uvod

V roku 2006 sa v laboratériu mladého japonského
lekédra Shinyu Yamanaku po sérii transdukénych experi-
mentov (virdlneho prenosu skupiny génov, kédujacich
vopred selektované transkripéné faktory) v bunkovej
kultare mysacich fibroblastov objavili malé kolonie,
ktoré napadne pripominali kolénie embryonalnych
kmenovych buniek'. Tento experiment bol prvym déka-
zom, Ze termindlne diferencovant somaticki bunku je
mozné reprogramovat do formy pluripotentnej kme-
novej bunky (Obr. 1) pomocou iba Styroch transkrip¢-
nych faktorov (Oct4, Sox2, KIf4 a c-Myc), ktoré su dnes
zname pod nazvom Yamanakove faktory. Objav tzv. in-
dukovanych pluripotentnych buniek (iPSc) nasledne
sposobil doslova revoltciu v oblasti regenerativnej me-
diciny a v in vitro modelovani choréb?*4>. Uz Sest rokov
po objave bola doktorovi Yamanakovi (spolu s britskym

Obr. 1 Ludské primédrne dermélne fibroblasty (A),
transdukované lentiviralnym vektorom (kdédujicim gény
pre Oct4, Sox2, KIf4, a c-Myc) a reprogramované na
indukované pluripotentné kmernové bunky (B). Evidentna
je zmena fenotypu a celkovej morfolégie buniek v koldnii
indukovanych kmeriovych buniek (B). Embryoidné telieska
(kolonie iPSc buniek rastiice v 3D podmienkach vo forme
sféroidov) prenesené na platnicky pokryté lamininom,
obkolesené vyrastajicimi neuralnymi prekurzormi (C).
Neurélne prekurzory, kultivované v diferenciatnom médiu
a diferencované do neurénov (D). Zdroj: vlastné experimenty,
mierka predstavuje 10 pm.

biol6gom Johnom B. Gurdonom) udelenda Nobelova
cenas.

Indukované pluripotentné
kmenové bunky

Aj ked sa na samotny objav indukovanej pluripo-
tencie da pozerat ako na logicky vysledok viac ako
Sestdesiatro¢nej syntézy vedeckych poznatkov a rozvo-
ja technologii v oblasti regenerativnej mediciny’, fasci-
nujica moznost reprogramovat akukolvek terminélne
diferencovant (dospelt) bunku do Stadia kmerovej
bunky pomocou expresie iba niekolkych transkripénych
faktorov zmenila spésob, akym uvazujeme o navrhu
terapii ,Sitych na mieru” pre pacientov v budicnos-
ti. Na rozdiel od embryonalnych kmernovych buniek
(ESC), ako aj buniek odvodenych z fetalneho tkaniva,
pouzitim tychto buniek nevznika eticky problém. Pri
izolacii embryonalnych kmenovych buniek totiz ne-
vyhnutne dochadza k destrukcii fudského zarodku.
Eticky (aspon v teoretickej rovine) prijatelnejsie biopsie
embrya v skorych stadiach, ktoré viedli k izolacii po-
trebného mnoistva embryonalnych buniek a stc¢asne
neviedli k zni¢eniu zarodku nie st prakticky pouzitelné
kvoli extrémnej technickej néro¢nosti a finan¢ne na-
rocnému technickému vybaveniu®. Okrem toho, tera-
pie zalozené na vyuZiti ESC predstavuju tzv. aloterapie,
pri pouZiti ktorych by bola nevyhnutna imunosupresiv-
na liecba. Ta je pre pacientov jednak velmi zatazujuca
(je spojena s neziaducimi G¢inkami a vy3sim vyskytom
rakoviny u imunosuprimovanych pacientov), zaroven
je spojena s velkymi finan¢nymi nakladmi pre zdra-
votné poistovne a nezriedka aj pre samotnych pa-
cientov. Terapie zaloZzené na pouZiti buniek derivova-
nych z indukovanych pluripotentnych kmefiovych bu-
niek (iPSc) vsak mozu tento fakt zmenit vdaka tomu,
Ze umoznuju pripravu potrebnych autolégnych terape-
utickych buniek v prakticky neobmedzenom mnoizstve
a to priamo z buniek pacienta, ¢im odpada nutnost
pouZitia agresivnej imunosupresie ako je tomu v pri-
pade poutzitia buniek z inych zdrojov® (Obr. 2). Prvé in
vivo Studie s iPS bunkami vsak paradoxne ukazali opak
a poukazali na fakt, ze aj niektoré autologne iPS bun-
ky mozu byt imunogénne pre pacienta a preto by boli
nevhodné pre terapiu bez pouzitia imunosupresivnych
latok™. Je pri¢inou tzv. epigenetickd pamat iPSc bu-
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niek a z toho vyplyvajliica imunogenicita? Alebo zéle-
Zi na metdde reprogramovania, pri ktorej moze dojst
k zvySenej expresii niektorych imunogénnych faktorov?
Tzv. epigenetickd pamat, pri ktorej dochadza k zacho-
vaniu niektorych poévodnych epigenetickych znakov
reprogramovanej bunky i v jej naslednom pluripotent-
nom Stadiu bola experimentalne potvrdend. Pévodne
bola niektorymi autormi povazovana za prekazku pre
zavedenie iPSc buniek do terapeutického pouzitia,
¢o sa vsak nestalo. ZavaznejSim problémom sa ukazala
byt metéda reprogramovania buniek do Stadia pluri-
potencie — najmd poutZitie virdlnych vektorov, spojené
so zabudovanim Yamanakovych faktorov do génomu
bunky. Toto nezriedka viedlo k mutaciam a dokonca
k malignej transformacii reprogramovanych buniek.
Povodny protokol reprogramovania buniek, pouzity
Dr. Yamanakom vyuzival retrovirdlne vektory (retrovi-
rusy), ktoré kédovali gény pre Styri transkripéné fak-
tory (Oct4, Sox2, KIf4, a c-Myc)'. Retroviralne, pripad-
ne lentivirdlne vektory (virusy) sa vsak nedaju pouzit
na pripravu terapeuticky aplikovatelnych kmerovych
buniek, pretoze su schopné spésobovat mutécie a do-
konca vznik nadorov"2. S tymto suvisi aj hlavny pro-
blém, spojeny s dostupnymi iPSc bunkami, ktoré boli
pripravené prave pomocou spominanych vektorov
(dovodom bola vysoka efektivita reprogramovania v pri-
pade poutZitia virusov ako vektorov). Selekcia pomocou
antibiotik, pripadne efektivnejsie sortovacie metody
buniek nemoézu tento problém komplexne vyriesit.
Kvoli tomuto faktu je potrebna priprava bezpecnejsich
iPSc linii, vyrobenych neintegra¢nymi (footprint-free)
metodami a ich dosledné testovanie pred aplikaciou.
Neintegracné sposoby reprogramovania moino roz-
delit do dvoch skupin: i) metddy zalozené na pouziti
tzv. neintegrujucich virdlnych vektorov a ii) neviralne
metody. Medzi tzv. neintegrujtice virusy patria adenovi-
rusy a Sendai virus, neviralne metody su reprezentova-
né mRNA a miRNA molekulami, PiggyBac transpozén-
mi, minivektormi a epizomalnymi plazmidmi’™.

Viyvoj tzv. footprint-free technoldgii v procese pripravy
iPSc buniek zahfnal poutzitie ,bezpeénych” neinkorpo-
rujucich virusov (napr. Sendai virusov), plazmidov, poly-
cystronovej syntetickej RNA, koktailu reprogramovacich
faktorov vo forme proteinov a pod. Stadie z poslednych
rokov ukazuju, ze pouzitim vhodnych

tokoly diferencovania transplantovanych kmeriovych
buniek. Jedna z prvych klinickych studii® bola na do-
porucenie samotného Dr. Yamanaku prerusena hned
potom, ako boli identifikované malé muta¢né zmeny
v terapeutickych bunkach. Prerusenie klinickej studie
nie je nevyhnutné hned interpretovat ako zlyhanie, skor
ako doésledok vysoko profesionalneho pristupu tvorcov
terapie ku vzniknutej situacii.vV sticasnej dobe prebie-
haja klinické studie, ktoré maju potencial premietnut
sa velmi reédlne do terapuetickej praxe.

Priprava autolégnej linie na terapuetické Ucely pre
kazdého konkrétneho pacienta je z hladiska ¢asové-
ho a aj finan¢ného urcitou nevyhodou. Napriek tomu,
Ze sa v poslednom obdobi podarilo skratit protokoly
pripravy réznych typov iPSc-derivovanych buniek na
obdobie niekolkych tyzdiiov resp. dni, finan¢na a aj
technicka néarocnost pripravy takychto terapeutickych
buniek ostava stale vysokd. V buducnosti sa preto
predpokladad vyuzZitie imunologicky kompatibilnych
a vopred pripravenych buniek, ulozenych v biobankach.
Na ilustraciu — pre potreby 90 % populécie obyvatelov
Japonska by podla predpokladov malo stacit okolo 140
linii iPSc buniek™. Pri samotnej aplikacii terapeutic-
kych buniek sa budu prevazine vyuzivat prekurzorové,
Ciasto¢ne diferencované, IPSc-derivované bunky a len
vo vynimo¢nych pripadoch bunky finélne diferencova-
né. In vivo experimenty totiz ukazali, Ze finalne diferen-
covana bunka preziva samotny proces transplantacie
ovela horsie, ako mitoticky do¢asne aktivny prekurzor®™.

iPSc technologia v in vitro
modelovani chorob

Obrovskym prinosom novej technoldgie spojenej
so zmenou terminalne diferencovanej bunky na pluri-
potentnt bunku je moznost in vitro modelovania réz-
nych druhov ochoreni (Obr. 2). V praxi to znamena,
ze iPSc technoldgia doslova odkryla nové horizonty
v oblasti modelovania choréb. Indukované pluripotent-
né kmenové bunky (iPSc) Specifické pre dané ocho-
renie predstavuju umkatny nastroj pre Stadium vyvoja
patologického stavu in vitro®. Tazko ziskatelné bunky
z tela pacienta (napr. postihnuté neurény) moézu byt
efektivne pripravené v in vitro podmienkach z lahko

neintegratnych metéd reprogra-
movania spolu s kultivaénymi pod-
mienkami bez pouZitia animalnych
produktov (tzv. “xeno-free”), je pri-
prava vlastnych neimunogénnych
kmenovych buniek s poZadova-
nymi vlastnostami realna. Napriek
tymto optimistickym  vysledkom,
mnoZstvu in vitro a in vivo Studii
a niekolkym prebiehajicim klinic-
kym studiam, iPSc bunky este stéle
nie su pripravené na priame pou-
zitie v bunkovych terapiach. Hlav-
nym doévodom je neistota, ktora
sa tyka bezpecnosti tychto buniek.
iPSc bunky (rovnako ako embryo-
nalne kmeriové bunky) maja totiz ‘

ochorenia

Wvo]ové

tendenciu tvorit tzv. teratomy (ne- blolégla
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Obr. 2 Schéma vyuZitia technoldgie indukovanych pluripotentnych kmeriovych buniek
v in vitro modelovani chorob a regenerativnej medicine. Upravené podla citaci

Ro¢nik 30

51

Bioprospect ¢. 4/2020



dostupného tkaniva napr. koZe alebo dokonca krvnych
buniek a nasledne vyuzité na testovanie novych lie-
¢ebnych postupov®. Tato stratégia nahradza bolestivé
(a nie vidy realizovatelné) zakroky ako biopsie a odber
tkaniva z mozgu, miechy a inych orgénov. V poslednom
obdobi bolo za ucelom testovania efektivnych mole-
kual vyvinutych niekolko in vitro bunkovych modelov pre
rozne neurodegenerativne ochorenia. Vdaka cielenej
diferenciacii indukovanych pluripotentnych kmeriovych
buniek do motorickych neurénov sa napriklad podarilo
vyvintt nové bunkové modely amyotrofickej lateralnej
sklerézy (ALS)*.

Clenovia vyskumneho timu laboratéria Cellphie (Cell
phenotyping, imaging and engineering lab) v Mar-
tinskom centre pre biomedicinu Jesseniovej lekarskej
fakulty v Martine, UK v Bratislave zaviedli metédu in-
dukovanej plurlpotenue ako jedno z prvych pracovisk
na Slovensku. Uspesne izolovali niekolko klonov iPSc
linii od pacienta s amyotrofickou lateralnou sklerézou®.
In vivo charakterizaciu prekurzorovych buniek spojenu
s transplantéciou iPSc-derivovanych neurélnych prekur-
zorov do miechy |munosupr|movaneho prasata realizu-
ju v spolupraci s ¢eskym Ustavom Zivocisnej fyziologie
a genetiky AV CR v Lib&chové a Ustavom makromo-
lekulovej chémie v Prahe. V sucasnej dobe pripravu-
ju aj in vitro modely izolované metddou indukovanej
pluripotencie z pacientov s Duschennovou svalovou
dystrofiou.

Zaver

Objav metddy indukovanej pluripotencie ponuka
dnesnému vedeckému svetu nové moznosti v pri-
prave unikatnych in vitro modelov a terapeutickych
pristupov, zaloZenych na principoch terapie ,Sitej na
mieru”. Poznatky ziskané Stidiom reprogramovania
buniek si zéaroven pouZitelné aj v oblasti vyskumu
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Souhrn

nadorov. iPSc technologia je uz vyuzivana aj vo vysku-
me nového koronavirusu SARS-CoV-2, ktory spésobil
pandemlu COVID-19. Napriklad v s$tudii uverejnenej
v Casopise Cell Reports Medicine autori Studovali me-
chanizmus infekcie iPSc-derivovanych kardiomyocytov
novym koronavirusom'™ (viralna myokarditida je totiz
¢astou sprievodnou komplikaciou infekcie koronavi-
rusom SARS-CoV-2). Autori Stadie zistili mechanizmus
infekcie kardiomyocytov a patologicky efekt virusu
na aktivitu svalovych buniek v in vitro podmienkach.
Dalsim prikladom vyuzitia iPSc technolégie v boji
s novym koronavirusom bola stidia uverejnena v In-
flammation and Regeneration, v ktorej autori studovali
vplyv infekcie na bunky centrdlneho nervového systé-
mu'. iPSc-derivované neuralne prekurzory exprimu-
juce ACE-2 receptorovy enzym pre koronavirus a zéro-
ven aj CCN1 (protein indukovany infekciou) sa takto
moézu stat velmi vyznamnym in vitro modelom v tejto
oblasti vyskumu. Bez nadsazky je mozné predpokladat,
ze iPS technologia bude pravdepodobne klti¢om k no-
vym fascinujicim objavom uz v blizkej buducnosti.

Podakovanie

Tato publikédcia vznikla vdaka podpore v ramci ope-
ra¢ného programu Vyskum a vyvoj pre projekt: ,Cen-
trum excelentnosti pre vyskum v personalizovanej
terapii (CEVYPET) ,ITMS kod projektu: 26220120053,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu re-
gionalneho rozvoja” a grantov Vedeckej grantovej agen-
tury Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slo-
venskej republiky a Slovenskej akadémie vied (VEGA
1/0279/18) a Agentury na podporu vyskumu a vyvoja
(APVV-17-0037). Projekt podporil aj Narodni program
udrzitelnosti I, projekt ¢islo LO1609 (Ministerstvo Skol-
stvi, mladeze a télovychovy) a projekt Institucionalni
podpory RVO: 67985904.

10. Zhao T, Zhang Z, Rong Z. et al.: Nature. 474, 212-215
(201).

1. LiuZ TangY, Li S, et al.: J Cell Mol Med. 17(6), 782-
791 (2013).

12. Ohnishi K, Semi K, Yamamoto T, et al.:
663-677 (2014).

13. Malik N, Rao MS: Methods Mol Biol. 997, 23-33
(2013).

14. Umekage M, Sato Y, Takasu N: Inflamm Regen. 39,
17 (2019).

15. Strnadel J, Carromeu C, Bardy C, et al.: Sci Trans/
Med. 10(440), eaam6651 (2018).

16. Sharma A, Garcia G, Arumugaswami V, et al.: Cell
Rep Med. 1(4), 100052 (2020).

17. Kase Y, Okano H: Inflamm Regener. 40, 32 (2020).

Cell. 156(4),

Strnadel J., Zahumenska R., Hajdichova D, Nosal V., Smolar M., Kalman M., Marcinek J., Juhas $., Juhasova J., Mitruskova B.,
Studenovska H., Brany D., MerSakova S., Novakova S, Skovierova H., Pécova R., Kurca E., Halasova E.: Indukovana pluripoten-

cia v in vitro modelovani chordb a v regenerativnej medicine

Objev indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék profesorem Shinya Yamanakem, ktery byl v roce 2012 ocenén Nobelovou ce-
nou, oteviel nové horizonty v oblasti regenerativni mediciny, in vitro modelovani nemoci nebo screeningu lé¢iv. Unikétni technologie,
ktera umoziiuje pfipravu eticky pfijatelnych autolognich kmenovych bunék, ¢ini redlnou oblast personalizované mediciny. Technologie
iPSCs nasla vyuZiti rovnéz pfi in vitro modelovéni, kde umoznila pfipravu bunék tézko dostupnych tkéni, napf. neurontl nebo kardiocyt(,
z pomérné lehce dostupného zdroje, kterym jsou napf. dermalni fibroblasty. Takto pfipravené in vitro biomedicinské modely jsou apliko-
vatelné v preklinickych studiich resp. pfi testovani lé¢iv. Technologie iPSCs ma Siroky potencial vyuZiti v riznych medicinskych oblastech
a rovnéz jiz nasla upotiebeni také v boji proti nové pandemii koronaviru.
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Discovery of induced pluripotent stem cells by Dr. Shinya Yamanaka, awarded by Nobel Prize in 2012 opened new horizonts in the field
of regenerative medicine, in vitro disease modeling and drug screening. A unique technology that allows preparation of ethical issues-
-free, autologous therapeutic stem cells is revolutionizing the field of patient-tailored therapies. For in vitro modeling, iPSc technology
represents a unique possibility for preparation of hard-to-get cells (neurons,cardiomyocytes etc) from patient skin fibroblasts for further
studies and drug testing. iPSc technology has potential and is already used in world research effort in fight against new coronavirus

pandemy.
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Uvod

Probiotické a symbiotické organismy jsou vyuzi-
vany ¢lovékem, at uz védomé, ¢i zcela nevédomé, jiz
po dobu nékolika tisic let. Mezi prvni pouZivana probio-
tika se fadi pfedevsim bakterie mlé¢ného kysani a kva-
sinky. Termin ,probiotikum®”, ktery ma zaklad v fectiné
a lze jej prelozit jako ,pro-zivot”, pouzili poprvé Lilly
a Stillwell v roce 1965'. Recentni, vdeobecné pfijimana
definice od roku 1989 popsala probiotika, jako ,zivé
mikroorganismy v potravé, které maji pozitivni vliv na
hostitele a vylepsuji jeho stfevni mikrobialni rovnova-
hu2. Ze stejné definice vychazi i svétova Organizace pro
vyzivu a zemédélstvi a Svétova zdravotnicka organizace
(FAO/WHO), ktera definici pouze upravila na ,Zivé mi-
kroorganismy, které pokud jsou podavany ve vhodnych
davkach, pfinaseji svému hostiteli zdravotni benefit”.

Definice a bezpecnost poutziti probiotik

Vlastnosti dobré probiotické kultury, jak je definoval
Fuller v roce 19892, jsou nasledujici:
- Obsah zivotaschopnych bunék, ideédlné ve vysokém
mnoZzstvi
- Pfiznivy vliv na podporu rlstu zdravi prospésnych
mikroorganism
— Stabilita pfi skladovani
— Organismy nejsou patogenni ani toxigenni; jejich
pouziti nema zadné jiné nezadouci ucinky
— Organismy jsou odolné vi¢i nizkému pH a ostatnim
podminkam traviciho traktu hostitele
Pfi pouziti probiotik jsou v soucasnosti posuzovany
predevsim dvé hlavni moina rizika. Prvnim je moz-
nost vyvolani onemocnéni, a¢ napfiklad jen u imuno-
kompromitovanych kust zvifat. Kromé bezpecnosti
pro samotného hostitele, je tfeba vidy zvazit i rizika,
ktera nejsou casto patrna na prvni pohled. Jedna se
napi. o bezpec¢nost pro délniky pfi vyrobé a zpracovani
(popf. zavedeni vhodnych bezpetnostnich opatieni),
bezpecnost pfi prepravé a pfipadném uniku pfi hava-
riich, bezpe¢nost pracovnikli podavajicich probiotika
zvitatim a pohybujicich se v prostoru, kde se probio-
tika pouzivaji, bezpe¢nost dalsich zvifat (a potencial-
né i jinych organismu), které pfichazeji s hostitelem
do styku, bezpe¢nost pro mladé, zranéné nebo imunit-
né znevyhodnéné kusy atd.

Psi zazivaci trakt

Slozeni mikrofiory zazivaciho traktu psa

U psa, stejné jako u jinych organismi s travici trubici
diferencovanou do vice specializovanych celkd, stoupa
pocet a diverzita pfitomnych mikroorganismi s postu-
pem travici soustavou®“. V Zaludku psa je diky silné ky-
selému prostiedi, které ma na vétsinu mikroorganismu
pfijimanych z potravy letalni efekt, pomérné mala kon-
centrace mikroorganism@ a stejné tak je velice nizka
i jejich diverzita. Ze vSech pfitomnych mikroorganisma
tvofi asi 99,5 % bakterie spadajici do kmene Proteobac-
teria. Kmen Firmicutes, kam spadaji bacili a klostridia,
tvofi jen asi 0,3 % Zalude¢niho mikrobiomu psa. Z hle-
diska druht je nejpocetnéji zastoupen predevsim druh
Helicobacter a Lactobacillus®.

Mikrobiom dvanactniku se jiZ od zastoupeni mikroor-
ganism0 v Zaludku zésadné lisi. Jednak se zde vyskytu-
je mnohem vétsi koncentrace mikroorganisma a stejné
tak fundamentalné stoupa i jejich diverzita. Stejné jako
v piipadé prechodu do dvanactniku, se mikrobiom stie-
va zasadné méni i s pfechodem do la¢niku. Zde je opét
nejvyssi pocet proteobakterii (cca 46 %), Firmicutes viak
celkové flory la¢niku, Spirochaetes asi 14 %, Bacte-
roidetes 6,2 % a Fusobacteria 5,4 % (Suchodolski et al.,
2009). Z hlediska jednotlivych druht je jak v dvanact-
niku, tak i la¢niku nejvice zastoupen druh Lactobacillus,
ktery tvofi asi 229% celkové mikrofléry dvanactniku
a10 % la¢niku®.

V tlustém stievé psa pietrvava pomérné vysoka kon-
centrace bakterii fadu Clostridiales. Zde tvofi 18 % z cel-
kového poctu mikroorganismd’. Zbytek mikroflory tlu-
stého stfeva je rozdélen vcelku vyrovnané mezi taxony
Fusobacteria a Bacteroidetes. Na rozdil od pfedchoziho
oddilu, kycelniku, jsou v tlustém stfevé opét o pozna-
ni vice zastoupeny laktobacily, které zde tvofi az 10 %
mikrofldry. Proteobakterie, véetné koliformnich bakterii,
tvofi u zdravého psa jen asi 1,4 % mikrobiomu tlustého
stievad.

Fekalni mikrobiom psa obsahuje zpravidla bakte-
rie spadajici do skupiny Fusobacteria (24 - 40%),
Bacteroidetes (32 - 34°%), Firmicutes (15 — 28 %),
Proteobacteria (5 — 6%) a Actinobacteria (0,8 -
— 1,4 %)582.
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Obecnym problémem zkoumani mikrobiomu psiho
zazivaciho traktu je na rozdil napf. od vyzkumu slozeni
stfevni flory nékterych hospodaiskych zvifat®, nedo-
statek kvalitnich, recentnich dat a publikovanych praci.
Nékteré starsi prace, které jsou zalozeny na kultivac-
nich technikéch, nejsou v Zadném ohledu porovna-
telné s pracemi zaloZzenych na identifikaci a kvantifikaci
pomoci metod molekuléarni biologie. Dal$imi problémy
v lepsi orientaci v této problematice je fakt, Ze takika
veskeré experimenty majici za cil popsat mikrobiom
psa, byly provadény vidy vyhradné na zdravych zvita-
tech a nemame tedy pfili§ mnoho informaci o promé-
nach mikrobiomu u nemocnych zvifat, popf. pfimych
souvislostech mezi zménami ve slozeni mikroorga-
nismu a propuknuti urcité nemoci.

Zmény mikrobiomu zazZivaciho traktu psa
pri patologickych stavech

Kolonizace stfevni stény patogenem typicky naru-
Suje integritu stfevni epitelialni bariéry, at uz pfitomnos-
ti samotného patogenu a naslednou imunitni odpo-
védi, nebo napi. produkci toxind, porin atd." Mezi
nejrozsitenéjsi patogeny psu, které napadaji travici
trakt, patfi pfedevsim C. perfringens, Salmonella spp.
a E. coli. Na druhou stranu, nékteré kmeny téchto dru-
hd byly popsany v mikrobiomu zaZivaciho traktu psa
jako komenzalni organismy. Nékteré z nich jsou patrné
dokonce dilezitou slozkou mikrofléry a jejich vyskyt
ve stievé je pro hostitele dokonce pfinosny, jako je tomu
u rznych netoxinogennich kmenl C. perfringens, ale
hlavné bakterie E. coli®®. Nelze tedy jednozna¢né spojit
prosty priikaz patogenu ve fekalnim vzorku s nemo-
ci pozorovanou u zvifete. Minimalné, je vidy potieba
kromé kultiva¢niho priikazu pfipojit jesté kvantifikaci
daného mikroorganismu. V idealnim piipadé by bylo
potfeba stanovit pfesné taxonomicky dany izolovany
kmen a potvrdit nebo vyvrétit jeho schopnost tvorby
toxind. Existuji tedy sice studie, které se snazily najit
typicky obraz fekalniho mikrobiomu piimo souviseji-
ciho napf. s prijmem u psi', obecny néstroj vedou-
ci k rychlé a piesné identifikaci problém0 ukazujicich
na urditou disbalanci ve stfevni mikrofléfe se prozatim
nikomu nepodafilo.

Podafilo se nicméné identifikovat alesponn nékte-
ré zakladni, opakujici se trendy v mikrobidlnim slo-
zeni fekalniho vzorku, které provazeji stejné pozo-
rované patologické pfiznaky zvifete u velkého poctu
pfipadl. Napf. u akutniho prGjmu, je zpravidla za-
znamenan predeviim zvySeny vyskyt bakterii rodu
Clostridium (konkrétné pfedevsim jiz zminéného
C. perfringens), déle je zpravidla ve vzorku zvySené
zastoupeni bakterii, jako je E. coli, Lactobacillus spp.
a Enterococcus spp. S narlstem poctu téchto bakterii
je zaroven zpravidla snizeny pocet jinych bakterialnich
druh(, které za fyziologickych podminek ve fekalnim
vzorku pfevazuji, jako je napf. Ruminococcus, Faecali-
bacterium atp.">®1.

Podrobnéji byly zkoumany zmény fekalni mikroflory
také napf. u pst trpicich Crohnovou chorobou. Bylo
zjisténo, ze u psl trpicich touto nemoci probihaji ve-
lice podobné zmény stievni a fekalni mikroflory, jako
u stejné postizenych lidi. Typickym obrazem Crohno-

vy choroby je znacné vyssi zastoupeni proteobakterii
v oblasti dvanactniku na tkor ostatnich druhd, které
se zde fyziologicky vyskytuji. U psa se konkrétné jedna
v nejvétsi mite o bakterie rodu Clostridium, popf. dalsi
druhy spadajici do skupiny Clostridiales®. Ve fekalnim
vzorku je potom pozorovana taktéz snizena diverzita,
pficemz Ize ve vzorcich klasicky nalézt opét nejvétsi po-
dil proteobakterii, konkrétné se jedna hlavné o gamma-
-proteobacterie, hlavné E. coli®.

Dosavadni zkuSenosti s psimi probiotiky

Probiotika s odbornym posouzenim v EU

Od spusténi modelu QPS (qualified presumption
of safety), coz je aktudlni zévazny a obecné pfijimany
postup pro schvalovani probiotickych kultur pro zvifa-
ta v EU z roku 2003, vydal aufad EFSA své védecké sta-
novisko k nékolika bakteridlnim kmendm/produktdm,
které mély slouZit vyhradné, jako probiotika pro psy.
Ve dvou pfipadech se jednalo o kmeny bakterie Ente-
rococcus faecium (NCIMB 10415 E1705 a NCIMB 10415
E1707)%222, Dale byl posuzovan napf. kmen Lactoba-
cillus acidophillus DSM 1324125%, L. reuteri NBF-1%,
L. fermentum NCIMB 4136, L. plantarum NCIMB 41638,
L. rhamnosus NCIMB 41640% ¢i Bifidobacterium sp.
animalis bez blizSiho uréeni daného kmenu?. V jed-
nom piipadé se jednalo také o sporotvornou bakterii,
a sice B. subtilis DSM 1554477,

Oba kmeny enterokokd, byly jiz v pfedchozim fizeni
schvaleny pro pouziti na hospodaiskych zvifatech, ne-
byl tedy pfedpoklad, Zze by jeho pouiziti nebylo povo-
leno i pro mala zvifata. To i pfesto, ze E. faecium neni
na seznamu QPS shrnujici kmeny bakterii, které jsou
povazovany obecné za bezpe¢né pro pouziti v po-
dobnych preparatech (tzv. ,QPS-status”). Sem neni
zafazen pifedeviim pro velkou moznost pfitomnosti
transferovatelnych antibiotickych rezistenci, které jsou
pro enterokoky velmi typické. Pro preparat obsahujici
kmen E. faecium NCIMB 10415 E1707 bylo rozhodnuto,
ze bylo dodano dostatek informaci k platnému rozhod-
nuti Gfadu EFSA, a Ze je poutziti preparatu obsahujici-
ho tento kmen enterokoka bezpe¢né pro malé zvifata
i pro lidi, ktefi pfijdou pfi poutiti s preparatem do styku
nebo ho budou prodavat. U druhého kmenu E. fae-
cium NCIMB 10415 E1705 bylo rozhodnuto, ze je velice
nepravdépodobné, Ze by zpusobil jakékoliv ohroZeni
a to i pfi nékolikanasobném piekro¢eni doporucenych
davek. U obou kment enterokoka bylo také stanoveno,
ze zadnym zplGsobem nepodporuji rist hemolytickych
i nehemolytickych kmen E. coli ve psech, potencialné
ani v kockach ¢i dalSich malych zvifatech. Diky témto
zavérim byla vétsina preparatt obsahujicich E. faecium
v nasledném procesu povolena pro pouziti na malych
zvitatech bez dalSich podrobnych testl a E. faecium je
v soucasnosti patrné nejpouzivanéjsi slozkou probiotik
pro mala zvifata na evropském trhu.

Jako bezpec¢né bylo podobné také oznaceno
napf. pouziti mixu tfi kultur laktobacilG?, u kterych ne-
byla nalezena zédné antibiotickd rezistence a viechny
tfi kmeny byly dostate¢né a bezpecné identifikovany,
coz spole¢né s udélenym QPS statusem bylo povazo-
vano za dostate¢ny diikaz bezpecnosti pouzivani téch-
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to kultur. U kmene L. acidophillus DSM 13241 25 také
nebyla ufadem EFSA zpochybnéna bezpecnost po-
uziti na psech a dalich zvifatech?>. Kmen byl citlivy
na vSechna béiné pouzivana antibiotika s vyjimkou ci-
profloxacinu, pficemz byla ale objasnéna podstata této
rezistence na molekularni Grovni a byla oznacena za
nepienosnovu, jelikoZ se jedna o souhru vice bodovych
mutaci v genomové DNA. K tomuto kmenu nebyla vsak
dodéana zédna data o vlivu na znamé stfevni patogeny
a navic byl podle pfedbéznych vysledki posouzen, jako
potencialné drazdivy pro dychaci cesty ¢lovéka. V roce
2004 bylo proto Gfadem EFSA pozadano o dopliujici
informace a testy pro pouZziti tohoto kmenu. K podob-
nému zavéru dosel Gfad EFSA napi. i u kmene L. reu-
teri NBF-1, ktery byl taktéZz oznacen, jako potencialné
drazdivy pro dychaci cesty a zéroven bylo pozadano
o lepsi prikaz efektivity probiotického plsobeni této
bakterie u pst?.

Pozadavky na bezpe¢né poutziti napi. nebyly splnény
ani u Bifidobacterium animalis, jelikoz kmen je proka-
zatelné rezistentni vici antibiotiku klindamycinu bez
jakéhokoliv objasnéni molekulérni podstaty této rezis-
tence. Podle dodanych material(i navic ufad EFSA roz-
hodl, ze efekt tohoto probiotika na stfevni mikrofléru
psa je jednoznacné neprokazany?s.

Prozatim jedinym druhem spadajici do skupiny spo-
rotvornych bakterii, ke kterému bylo vydano odborné
stanovisko ufadu je kmen B. subtilis DSM 15544 uzity
v komer¢nim preparatu Calsporin?”. U tohoto kmene
bylo prokazano, ze neprodukuje Zadné toxiny a zaro-
ven nevykazuje rezistenci vici antibiotikim vyznam-
nym v humanni nebo veterinarni mediciné. Jelikoz je
navic B. subtilis s uznanym statusem QPS, byl preparat
oznacen za pravdépodobné bezpecny pro pouziti u riiz-
nych druzich zvitat, v¢etné psd. Stejné tak byl popsan
u tohoto pfipravku alespori minimalni pozitivni vliv na
konzistenci a texturu stolice psu.

Kromé zminénych druh( registrovanych v EU je na
svétovém trhu dostupné cela skala dalSich probiotik
a symbiotik, ktera jsou budto schvalena napf. statusem
GRAS (vydanym Ufadem pro kontrolu potravin a lééiv
Spojenych Statd Americkych), popf. jsou k dispozici
i zahrani¢ni probiotika, jejichz bezpec¢nost a tcinnost
nebyla oficidlné nikdy schvalena ani testovana. Nejvétsi
zastoupeni na svétovém trhu nalezi preparatdim obsa-
hujici E. faecium, popi. v kombinaci s dalSimi bakte-
riemi, jako jsou ve vétSiné bakterie mlécného kvaseni.
Na trhu Ize ale nalézt i komer¢né dostupné preparaty
obsahujici dalsi bakterialni druhy, popf. kvasinky nebo
dokonce houby, nejcastéji Aspergilus oryzae.

Zkusenosti s testy vybranych probiotik na psech
E. faecium je v soucasnosti nejvice pouzivany probio-
ticky kmen u malych zvifat. Pfesto, Ze je prokazané jeho
pozitivni pisobeni na mnoho Zivocisnych druh, o jeho
pfesném pusobeni a ucincich neexistuje prozatim
prilis exaktnich dat, ktera by bylo mozné mezi sebou po-
rovnat. V roce 2003 provedla spole¢nost Nestle Purina
Product Technology Centre velky experiment, jehoz ci-
lem bylo Iépe pochopit a popsat Gcinky pfidavku E. fae-
cium do psiho krmiva®. V tomto experimentu se pra-
covalo se dvéma skupinami pst (konkrétné zdravych

Sténat), kontrolni skupina dostavala klasické, komplet-
ni psi granule vyrobené zminénou spole¢nosti a u dru-
hé skupiny byla stejnd potrava obohacena o davku
E. faecium 10415 v davce 5x108 cfu/den. Takto byli psi
krmeni po dobu jednoho roku. U 3téfat s probiotiky
byla prokadzana zvySena koncentrace imunoglobulint
IgA v séru a vykalech. Zarovern se u nich zvysil titr proti-
latek proti viru psinky, proti které byly v pribéhu testu
oc¢kovéni. Samoziejmé u ovlivnénych Sténat doslo také
ke vzrlistu poctu E. faecium ve vykalech. Na druhou
stranu se ale nezménil Zadny z dalsich sledovanych pa-
rametrd, jako byly vaha, tydenni a mési¢ni pfirlistek ci
krevni obraz.

V dalSich ze studii efektu E. faecium na zdravé psy
byl pouzit kmen izolovany z komer¢niho psiho kom-
pletniho krmiva obohaceného pravé o E. faecium*.
Tento kmen byl potom in vitro nakultivovdn a poda-
van zdravym pstm rdznych plemen a stéfi po dobu
jednoho tydne v denni davce 2 — 3x10° cfu/den. Dale
byly sledovény rGzné biochemické parametry a slozeni
fekalniho vzorku v ¢ase 1, 2 a 3 mésice o ukonceni
experimentu. Test nemél obecné Zadné nezadou-
ci u¢inky na zaddného ze pst. Enterokoky byly patrné
ve fekdlnim vzorku prokazatelné jesté po 3 mésicich
od ukonéeni experimentu; kromé toho ve fekalnim
vzorku ovlivnénych pst také vyrazné stoupla frakce
bakterii mlé¢ného kvaseni a zarover vyrazné poklesl
pocet bakterii rodu Pseudomonas a Staphylococcus.
U vétsiny pst byl také zaznamenan pokles sérovych
lipidd a protein, coZ obecné souviselo pfedevsim
s poklesem sérového cholesterolu. V zévéru prace je
diky tomuto zjisténi oznacen E. faecium také jako mi-
mofadné vhodny k podpofie Ié¢by psi obezity.

Lactobacillus a Bifidobacterium

Studie pfidavku téchto bakterii byly provedeny opét
vyhradné u zdravych pst. Napi. podavani kmene L. aci-
dophillus DSM 13241 zdravym dospélym psim vedlo
k velice rychlym zménam v hematologickych marke-
rech, jako bylo zvySeni poctu ¢ervenych krvinek, hema-
tokritu, celkového hemoglobinu, zvySeni poctu bilych
krvinek i sérovych imunoglobulind rodiny IgG. V préci je
tento vysledek prezentovan, jako Gspéch nicméné ne-
bylo prokazano, jestli tyto zmény mély na psy pozitivni,
neutrdlni ¢i naopak i potencialné negativni tcinek.

V jiné studii byl podavan vzorku patnacti zdravych
pst kmen L. fermentum izolovany z vykalt zdravého
psa. Tento kmen byl zéroveii testovén in vitro na pieziti
v prostiedi s pH 3 a s pfitomnosti 1% Zlugi, pficemz vy-
kazoval velice dobrou hodnotu pfeziti*'. Podana déavka
byla 3.10° cfu/den a tato byla podavana po dobu 7 dni.
Pfi naslednych testech bylo odhaleno, Zze doslo k za-
sadnimu zvyseni laktobacill a enterokokd ve fekalnim
vzorku a zéroven doslo ke vzrlstu celkovych sérovych
proteind a lipidQ. Zaroven byly ve stfevech redukovény
bakterie rodu Clostridium a Gram-negativni druhy, jako
napf. Pseudomonas a koliformni bakterie®2. | tato prace
byla v zavéru oznacena za Uspéch, zlstava ovsem opét
otazkou, jestli pozorované zmény mély opravdu pozitiv-
ni vliv na zdravi pst a zda napi. pohled klostridii ve fe-
kalnim vzorku nem(ze byt naopak negativni vzhledem
ke slozeni pfirozené mikrofléry psiho zazivaciho traktu
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(viz vySe). V praci potom chybély informace o tom, jestli
se jednalo napf. primarné o pokles zastoupeni bakterie
C. perfringens nebo se jednalo primarné o jiné druhy.

K zdsadnimu zvy3eni koncentrace laktobacili ve fe-
kalnim vzorku doslo napf. i po podani kmene L. ani-
malis LA4 izolovaného z vykall zdravého psa. V tomto
pfipadé, ale doslo zaroven k zésadnimu poklesu kon-
centrace enterokokd®. Pfi podavani kmene Bifidobac-
terium animalis AHC7 nebyly taktéZ zaznamenany zad-
né vedlejsi ucinky a byla popsana zvySena koncentrace
fekalnich bakterii mlé¢ného kvaseni a zéroveri snizeni
koncentrace koliformnich bakterii**.

U pst bylo také experimentélné odzkouseno pouzi-
ti geneticky modifikované bakterie L. casei, kterd méla
pomoci genetické modifikace do své DNA vloZzeny gen
pro produkci biologicky aktivniho granulocytarniho ko-
loniza¢niho faktoru. Ovlivnéna skupina pst dostavala
davku 1x10° cfu/den po dobu sedmi tydnd. Podava-
ni preparatu vedlo ke zna¢nému zvyseni koncentrace
monocytl, sérovych imunoglobulind rodiny IgA a ke
zvyseni titru protilatek proti naockovanému psimu ko-
ronaviru.

Sporotvorné bakterie

Sporotvorné bakterie rodu Bacillus jsou nékdy po-
vazovany za lepsi alternativu, nez jsou napf. bakte-
rie mlé¢ného kvaseni, jelikoz je u nich mnohem lep-
Si pfedpoklad preziti v prostiedi traviciho traktu, ale
i zachovani viability pfi zpracovani, suseni, transportu,
skladovani i podavani. V fadé zemi jsou dnes k dispo-
zici na trhu probiotika osahujici probioticky kmen Ba-
cillus pro poutziti u lidi i zvifat®®.

Pro pouZiti u pst byl testovan napi. Bacillus CIP
5832, jehoz spory preZivaji dlouhodobé v psim krmivu
i po agresivnim suseni a lisovani. Stejné tak tento kmen
preziva bez vétsich obtizi prichod zaludkem a dalSimi
oddily psiho traviciho traktu. Na druhou stranu byla pfi
pouziti detekovatelna pfitomnost tohoto kmene ve fe-
kalnim vzorku maximalné 3 dny po skonceni jeho uzi-
vani, coz vedlo k zavérlim, Ze tento bakterie patrné neni
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schopna dlouhodobé adherovat a pfezivat v prostiedi
psiho stfeva®.

U kmene B. subtilis C-3102 bylo prokazano, Ze Gcin-
né zlepduje texturu psi stolice kvili snizeni celkového
detekovatelného amoniaku®. Na druhou stranu nebylo
opét nikterak prokazano, jestli toto snizeni koncentrace
amoniaku ma pozitivni vliv na zdravi psa, popf. ze do-
konce nema Gcinky negativni.

Zaver

Probiotické kultury mohou byt velice prospésné jak
pro lidi, tak pro zvifata. Jejich pouziti umoziiuje v cho-
vatelstvi napf. vétsi pfirGstky, celkové vétsi ,well-fare”
chovanych zvifat, je mozné s jejich pomoci pfechazet
nékterym nemocem a zdravotnim problémdm i bez
pouziti antibiotik nebo jinych chemickych latek a je
také mozné urychlit pfipadné Iéceni urcitych nemoci.
Pro pouZiti u malych zvifat je prozatim v EU registrovan
pomérné maly pocet mikrobialnich druhd, které jsou
vyuzitelné jako probiotické kultury. Nejrozsitené;jsi jsou
jednoznacné preparaty obsahujici rizné kmeny bakte-
rie E. faecalis, a to i pfesto, Ze mechanismus jeho po-
zitivniho plsobeni na zvifata neni dodnes jednozna¢né
objasnén. Druhym nejrozsifenéjSim pfistupem je po-
uziti bakterii mlé¢ného kvaseni, jako jsou hlavné bak-
terie spadajici do druhu Lactobacillus, popt. také spo-
rotvornych bakterii, jakou jsou bakterie rodu Bacillus.
Bohuzel, védeckych studii zkoumajicich vliv probiotik
na mikrofléru a zdravi pst je prozatim jen mélo a na-
vic je neni mozné dobie porovnavat mezi sebou kv(li
velice rozdilnym pfistuplm i pouzitym mikrobidlnim
kulturam. Vyuziti probiotik u pst je kaidopadné stéle
velice slibnou problematikou pro budouci vyuziti v ko-
mercnich probiotickych preparatech, krmivech a dal-
Sich produktech.
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VyuZiti probiotik u lidi ¢i zvifat mdze mit mnoho zdravotnich benefitd a to jak u zdravych, tak i u nemocnych jedincd. Problematika vy-
uzZiti probiotik u malych zvitat, jako jsou napfiklad psi a ko¢ky, prozatim neni piili§ komplexné popséana. | pfes tuto skute¢nost je dnes
k dispozici v EU nékolik schvalenych probiotickych kultur pro psy. Mezi nejcastéji pouZivané probiotické organismy patfi u psti pfedevsim
bakterie rodu Enterococcus, déale potom bakterie mlééného kvaseni ¢i nékteré sporotvorné bakterie, jako napf. bakterie rodu Bacillus.
Klicova slova: probiotika, pes, EFSA, QPS, mikrofléra, Enterococcus

Summary

Kolek J., Patakova P. : Use of probiotics in dogs

Use of probiotic cultures can provide many health benefits for healthy as well as health compromised people or animals. Issue of use
of probiotics in small animals, like cats and dogs, has not been described satisfactorily to these days. Despite this fact, several approved
probiotic cultures for use in dogs are available in EU. The most frequently used cultures include especially Enterococcus bacteria, lactic

acid bacteria or some spore forming strains like Bacillus.
Keywords: probiotics, dog, EFSA, QPS, microflora, Enterococcus

CHARAKTERISTIKA MINERALNICH RADONOVYCH
PRAMENU A JEJICH MIKROBIALNIHO OSIiDLENI

Elizaveta Timkina, Olga Matatkova

Ustav Biotechnologie, VSCHT Praha; timkinae@vscht.cz, olga.matatkova@vscht.cz

Uvod

Mezi mikroorganismy Ize pozorovat nejvétsi rozmani-
tost forem Zivota, které mizeme nalézt v rozmanitych
prostiedich, z nichz mnoha povazujeme za extrémni.
Zivot mikroorganismt v ekologickych nikéach je omezen
pouze nékolika faktory, nej¢astéji jsou uvadény extrém-
né vysoka teplota (nad 121 °C), extrémné kyselé nebo
alkalické pH (pod 0,5 a nad 12,5) a omezena dostup-
nost vody. Mikroorganismy se tudiz nachazi v mnoha
habitatech, Ize je nalézt v horkych pramenech, mofich,
ledovcich, atmosféfe, ptidé i podpovrchovych vodnich
zdrojich. Rozmanitost a specificita téchto prostiedi s se-
bou nese i pestrost mikrobialnich spole¢enstvi v nich
pfitomnych. Soucasné studie v oblasti rozmanitosti
a metabolického potencidlu mikrobiomu extrémnich
prostiedi, v¢etné podzemnich vod jsou v ranych sta-
diich vyzkumu'.

Mezi zajimavé lokality pro zkoumani mikrobialnich
spolecenstev patii prostfedi pramenu a podzemnich
vod. Podzemni mineralni vody jsou prostiedim s pod-
minkami vyrazné odlisSnymi od povrchovych vod. Pouze

malé mnozZstvi mikroorganismd je schopno existovat
za specifickych podminek, které casto s prostiedim
podzemnich vod souvisi, jako je nepfitomnost svétla;
nizkd koncentrace organickych substratd; pfitomnost
toxickych latek, napfiklad tézkych kovd; extrémné vy-
soké teploty horkych pramen(; vysoka salinita; extrémni
hodnoty pH a v neposledni fadé pfitomnost prvkd emi-
tujicich ionizujici zafeni. Kombinace uvedenych speci-
fickych podminek a izolované umisténi podzemni vody
zpUsobuji vyvoj unikatnich mikrobialnich spolecenstvi,
které jsou charakteristické odliSnym zastoupenim mik-
roorganismd, a to i v rdmci raznych ¢asti vodnich téles
¢i v jednotlivych pramenech, které maji plivod ze stejné
zvodné'2,

Z hlediska biotechnologického potencialu jsou mi-
kroorganismy izolované z prostfedi pramen( zdrojem
novych slou¢enin pro prémysl, znamym pfikladem
jsou termostabilni enzymy jako je Tag DNA polyme-
rasa®. Unikatni metabolické drahy vyvinuté u mikro-
organism@ dlouhodobé vystavenych napf. vysokym
koncentracim tézkych kov( jsou vyuzitelné v bioreme-
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diacnich technologiich pfi odstrafiovani nebo biofixaci
toxickych kovd“. Z hlediska zakladniho vyzkumu jsou
podzemni mineralni vody prostredim, které jsou dosud
jen mélo prozkoumany. Nejvic prostudovanymi prame-
ny v soucasné dobé jsou termalni prameny Obsidian
Pool a Octopus Spring v narodnim parku Yellowstone
(USA), ve kterych jsou hlavnimi zastupci termofilni bak-
terie a archea. Studium mikroorganism( z téchto pra-
men pfispélo i k pochopeni vyvoje ¢asnych forem Zi-
vota na Zemi. Pfikladem takového vyzkumu mohou byt
napfiklad evolu¢ni fylogenetické stromy sestavené
na zakladé sekvenace genl pro 16S rRNA svédcici
o tom, ze mikroorganismy ze soucasnych pramend
jsou blizkymi pfibuznymi prvnich forem Zivota. Tyto
poznatky vedly k vzniku hypotézy, Ze Zivot na Zemi se
vyvinul v blizkosti podvodnich termélnich pramen(®®.

Radonové prameny ve svété

Mezi ve svété ojedinélé patfi mineralni radonové pra-
meny. Radon je bezbarvy radioaktivni plyn rozpustny
ve vodé, je meziproduktem uran — radiové a thoriové
rozpadovych fad. Radon vzniké bezprostiedné po roz-
padu radia. Nejstabilnégjsi izotop radonu ???2Rn méa po-
lo¢as rozpadu 3,8 dni. Izotopy radonu podléhaji alfa
rozpaddm, hlavnim produktem obou rozpadovych fad
je tézky kov olovo 207 Pb nebo 206 Pb. Aktivita 222Rn se
vyjadfuje v odvozenych jednotkach SI Bq/m3".

Vysoké koncentrace radonu byly stanoveny v rGznych
mineralnich pramenech po celém svété, mnohé z téch-
to pramend jsou vyuZivany k 1é¢bé lidskych onemocné-
ni. V Evropé mezi nejznamé;jsi radonové prameny patfi
zdroje v méstech Bad Gastein a Bad Zell v Rakousku;
Niska Banja v Srbsku; Menzenschwand, Bad Kreuz-
nach, Bad Brambach, Bad Miinster, Bad Schlema,
Bad Steben a Sibyllenbad v Némecku; Jachymov
v Ceské republice; Naretschen a Kostenez v Bulhar-
sku. V USA jsou pro lé¢bu aktivné vyuzivany prameny
v mésté Boulder, Montana&.

Pramen s nazvem Franz-Josef-Quelle se nachazi v 1a-
zeniském mésté Bad Gastein, Rakousko. Celkova mi-
neralizace vody je okolo 350 mg/l, primérna teplota
45,6°C a pH 8. Voda vytéka z umélého vrtu s celko-
vym mnozstvim ?22Rn 296 kBq/m?3. Doba zdrzeni vody
je v rozmezi 3600-3800 let, v blizkosti vrtu dochazi
ke smichéni podzemni termalni vody s 10% studené
podpovrchové vody®.

Nékteré radonové prameny se vyznacuji vysokou
teplotou a mlzou byt klasifikovany jako termalni, mezi
tyto patii pramen Paralana v jizni ¢asti Australie. K ohfi-
vani vody dochazi v disledku geotermalni aktivity a ra-
dioaktivity pfitomnych prvkd. Maximalni teplota vody
z pramene je 63 °C. Hodnoty aktivity radonu ve vodé se
pohybuji v rozmezi 2000 - 5800 kBgq/m?, v plynu byly
pozorovany hodnoty aktivity az 29000 kBq/m?3 ™.

Prameny v ¢eském lazeriském mésté Jachymov se
vyznacuji unikétné vysokou koncentraci rozpusténého
radonu. Objev radioaktivnich mineralnich vod je tésné
spojen s tézbou kovl. Mineralni voda je zde v kontaktu
s uranovymi Zilami, které jsou soucasti horského grani-
tového masivu. Neobvykly termalni pramen o teploté
28°C, pozdéji pojmenovan Curie, byl nalezen v roce

1864 v 12. patie dolu Svornost. V souc¢asné dobé jsou
vyuzivany 4 prameny a celkovy pritok mineralni vody
¢ini 300 I/min, celkova mineralizace 0,7 g/I. Obsah ura-
nu v pramenech je v rozmezi 0,01 — 0,08 mg/I. Primér-
né aktivity radonu a radia v jednotlivych pramenech
jsou nasledujici:
» Béhounek: Ra - 7,55 kBg/m?, Rn — 11 100 kBq/m?
(teplota 36 °C);
= C1:Ra - 2,48 kBgq/m3, Rn — 13300 kBq/m? (teplota
29°C);
* Curie: Ra — 2,36 kBg/m?, Rn — 6600 kBg/m? (tep-
lota 29 °C);
= Agricola: Rn — 20000 kBq/m? (teplota 29°C)".

Mikrobiom radonovych prament

Hlavni biotopy prokaryot se nachazeji pod povrchem
pudy a Ize tedy ocekavat, zZe celkovy pocet podpovrcho-
vych prokaryot pfevysuje pocty nachézejici se v ostat-
nich slozkach biosféry'2. Celkové stanovitelné pocty
bakterii v podzemnich vodach se pohybuji v rozmezi
10? az 10° bunék/cm? vzorku vody a 10* az 10° bu-
nék/cm* sedimentu®. Kromé bakterii mezi dalsi mik-
roorganismy vyskytujici se v podzemnich vodnich sys-
témech patii Archaea i Eukaryota. VétSina mikroorga-
nism{ Zije v daném prostiedi v podobé biofilmu pfi-
chyceného na minerélni ¢astice, planktonicky zplsob
je méné casty. Tvorba biofilmu se jevi jako vyhodny
zplsob existence za podminek limitace nutrienty™ ™.

Pro studium ekosystémi pramen( se pouZivaji rliz-
né techniky, a to jak kultiva¢ni s naslednou izolaci, tak
i metodiky zaloZzené na analyzach nukleovych kyselin
pfitomnych mikroorganismid jako je sekvenace genu
pro 16S rRNA a postupy metagenomiky?'. Rané studie
mikrobiomu se spoléhaly na kultiva¢ni techniky. Tyto
techniky ukazaly malou rozmanitost bakterialnich dru-
hd v podzemnich mineralnich vodach, pficemz vétsina
ziskanych izolatt byla blizko pfibuzna vieobecné zna-
mym heterotrofim z kmenG Proteobacteria, Bacteroi-
detes, Actinobacteria a Firmicutes. Tento zjednoduseny
pohled v souc¢asné dobé uz neni povazovan za spravny,
hlavné z toho divodu, Ze ziskana data byla omezena
dostupnosti kultiva¢nich médii pfizplsobenych pro kul-
tivaci hlavné zastupc kmenl Proteobacteria, Firmicu-
tes a Actinobacteria, které ale nemusi byt v mineralnich
vodach dominantni. Dané techniky zkresluji rozmani-
tost druht a vétsina ziskanych izolatt je blizko pfibuzna
dobfe prozkoumanym bakteriim Zijicim na zemském
povrchu™". Stejné jako v jinych prostiedich se pro po-
pis mikrobialni biologické rozmanitosti v ekosystémech
podzemnich vod ukazala jako nejcennéjsi pravé met-
agenomika, ktera spociva v pfimé extrakci genetického
materialu ze vzorku zkoumaného prostiedi, klonovani
a fylogenetické analyze. Za pouziti postupli nezavislych
na kultivaci byla objevena fada novych mikroorganismg,
které Casto tvofi podstatny podil mikrobilnich spole-
¢enstev piitomnych v systémech podzemnich vod'®.

Radonové prameny nebyly dosud pfedmétem mno-
ha studii z hlediska jejich mikrobiomu a existuje tedy
pouze omezené mnozstvi piehledovych informaci
o mikroorganismech tohoto typu prostiedi. V praci
Weidler a kol. (2007) bylo analyzovano mikrobialni
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spolecenstvi radonového pramene Franz-Josef-Quelle.
Celkem bylo nalezeno 415 unikétnich klond, z nichz
283 bylo plivodem z domény Archaea a 132 z domény
Bacteria. Na zékladé ziskanych sekvenci byly vy¢lenény
4 skupiny Archaea a 14 skupin Bacteria. Vétsina bak-
terii a archea nalezenych ve vzorcich vody z pramene
Franz-Josef-Quelle jsou dosud nekultivovatelné za vy-
uziti obvyklych laboratornich kultiva¢nich technik. 99 %
klont z domény Archaea bylo nejvic podobné rliznym
zastupcim kmene Crenarchaeota. Porovnanim s lite-
raturou byla zjiSténa podobnost genom( zastupcl Ar-
chaea se vzorky z prostfedi kontaminovaného uranem
(uranové doly) nebo z prostiedi oceanskych hydro-
terméalnich prament. U zastupcl bakterii byla zjisténa
vétsi rozmanitost nez u slozeni spolecenstvi Archaea.
Jednotlivé skupiny klon domény Bacteria vykazovaly
podobnost izolatim z uranovych dold, prostiedi kon-
taminovaného trichlorethenem, annamox bakteriim
(schopné anaerobni oxidace amoniaku), methanotro-
fnim bakteriim a izolatm ze subtropickych sladkovod-
nich bazin ¢i Selfovych sedimentl z Antarktidy. V bak-
teridlnim spolecenstvi pramene Franz-Josef-Quelle pie-
vladd kmen Proteobacteria, hlavné &-Proteobacteria
a B-Proteobacteria, dale byla pozorovana podobnost
nékolika skupin zastupcim kmene Nitrospirae (hlavné
rod Nitrospira). Podobnost nékterych klonl z pramene
Franz-Josef-Quelle mikroorganism{m z uranovych dold
je velice zajimava z toho ddvodu, ze pro pramen Franz-
-Josef-Quelle je charakteristicka vysoka koncentrace ra-
dioaktivniho uranu a radonu. Zjisténa pfitomnosti gend
skupiny amoA (ammonia monooxygenase subunit A),
zastupc kmene Nitrospirae, ktefi jsou schopny oxi-
dovat dusitany, vcéetné bakterialni sekvence podobné
annamox bakteriim naznacuje, Ze v ekosystému pra-
mene Franz-Josef-Quelle probiha cely cyklus kolobéhu
dusiku®.

Studie ekosystému termalniho radonového pramenu
Paralana (Australie) také ukazuje na pfitomnost zastup-
cl d-Proteobacteria a B-Proteobacteria, rovnéz byli na-
lezeni zéstupci rodu Nitrospira™. VV tomto pfipadé byla
zjisténa pfitomnost nekultivovatelnych kment s vyso-
kou podobnosti mikrobiomu horkych prament v parku
Yellowstone?'. Podobné jako u pramene FIQ mél i zde
jeden klon vysokou podobnost s bakterialnimi izolaty
ze vzorku podzemni vody v blizkosti uranového dolu
popsaného v praci Chang a kol. (2001)%2

Adaptace mikroorganismii na stresové
podminky radonovych prament

Mikroorganismy, které se vyskytuji v radonovych pra-
menech, jsou vystaveny v prvni fadé plsobeni radioak-
tivnich prvk a oxida¢nich cinidel, které vznikaji v da-
sledku pfitomnosti ionizujiciho zafeni. Vysoké koncen-
trace tézkych kovt, které jsou produkty rozpadovych
fad, jsou dalSim stresovych faktorem radonovych pra-
mend. Pro preZiti za téchto stresovych podminek jsou
mikroorganismy nuceny vyvijet specifické adaptacni
mechanismy®.

Jednim z nejdalezitéjsich adapta¢nich mechanism
mikroorganism@ radonovych pramen( je odolnost
vG¢i zéfeni. Pro radonové prameny je charakteristické

alfa zateni, které se fadi mezi ionizujici. Vyvoj téchto
adaptacnich mechanism( neni dosud zcela objasnén,
vzhledem k omezené piitomnosti vysokych hladin io-
nizujiciho zafeni v pribéhu vyvoje Zivota. Pfedpoklada
se, ze v pfipadé radiorezistentni bakterie Deinococcus
radiodurans, je odolnost vici zafeni tésné spojena
s mechanismy adaptace na extrémni vysychani, u nichz
byly zjistény podobné principy?. U jinych mikroorganis-
ma, napfiklad zastupci domeny Archaea Thermococ-
cus gammatolerans a Pyrococcus furiosus, je odolnost
vG¢i plsobeni ionizujiciho zafeni spojovana s adapta-
cemi na extrémné vysoké teploty?* 25, Za laboratornich
podminek byla radiorezistence uméle vyvoldna u bak-
terie Escherichia coli v disledku opakovaného ozéfeni
zdrojem gama zéfeni?®. Tyto poznatky o existenci odol-
nosti v{idi ionizujicimu zéfeni u fylogeneticky nepfibuz-
nych kment svéd¢i o jejim nezavislém opakovaném
vyvoji v pribéhu evoluce.

Hlavni mechanismy odolnosti vii¢i pisobeni ionizu-
jiciho zafeni mdzeme zafadit do nasledujicich skupin:

e SniZeni oxidace proteinli pomoci sofistikovaného

antioxida¢niho systému (chemického ¢i enzymatic-
kého);

¢ \lysoce pfizplsobivé mechanismy opravy DNA;

¢ Kondenzace DNA pomoci histone-like proteind, kte-

ra chrani DNA pied poskozenim radikaly a zjedno-
dusuje opravu DNA?.

lonizujici zafeni mlze poskozovat biomolekuly pfi-
mym zpUsobem, pfi kterém dochazi k ionizaci pfimo
biomolekul, nebo nepfimym zplsobem. Nepfimym
plsobenim ionizujictho zéfeni nejdfiv vznikaji reaktiv-
ni formy kysliku, které nasledné poskozuji molekuly
DNA a proteiny. Molekuly vody uvniti bunék podIéhaji
radiolyze, ktera spociva v homolytickém Stépeni vazby
O - H za vzniku hydroxylového radikélu HO-. Vzhle-
dem k velkému obsahu vody v Zivych burikach je tento
mechanismus vzniku reaktivnich radikalu povazovén
za hlavni. Hydroxylovy radikal méa vysokou oxidacni ka-
pacitu ale kratkou dobu existence, a proto poskozuje
pouze nejblizsi molekuly, pficemz nevykazuje Zadnou
reak¢ni specifitu a poskozuje viechny typy organickych
molekul (DNA, RNA, lipidy a bilkoviny)?®.

Sekundarnim zdrojem hydroxylovych radikalt v po-
$kozenych bunikach je Fentonova reakce. Zeleznaté
ionty jsou oxidovany pdsobenim peroxidu vodiku za
vzniku zelezitych iontl a hydroxylovych radikald:

Fe** + H,0, — Fe** + HO= + OH" %2,

Poskozeni DNA plsobenim ionizujictho zafeni se
muize projevit ve formé jedno ¢&i dvou fetézcovych
zlom® nebo modifikaci bazi, velké mnozstvi takovych
zmén muzZe byt pro buiiku fatalni. Odolné buriky jsou
vSak schopny prezit stovky zlomd DNA zpisobenych
ionizujicim zafenim. Pozoruhodnym faktem je, Ze bun-
ky odolné viici plsobeni ionizujiciho zafeni a bunky cit-
livé trpi na stejné mnozZstvi poskozeni DNA. Na zékladé
studii je prepokladéno, ze mechanismus adaptace spo-
¢iva ve vysoké aktivité opravnych mechanismi DNA,
nikoli v jeji ochrané. Enzymaticka vybava reparacnich
mechanismi jednotlivych kmen( se lisi, ale zachovani
jeji aktivity po plsobeni subletalnich davek ionizujici-
ho zafeni je pro bunky odolné vi¢i ionizujicimu zére-
ni zasadni?®*. Aktivni formy kysliku rovnéz poskozuiji
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bunécné proteiny, vétsinou se jedna o oxidacni reakce.
Na rozdil od odolnych kmen, senzitivni buriky snadno
podléhaji oxidativnimu poskozeni proteinl ptisobenim
ionizujiciho zafeni. U bakteridlnich bunék s vysokou
odolnosti vici ionizujicimu zéfeni a vysychani byla po-
zorovana nizsi mira oxidace protein(i nez u bunék na-
chylnych*'. SniZeni oxidativniho stresu a s tim spojena
ochrana proteint je zajiStovana nékolika mechanismy,
mezi které fadime vysoky pomér manganatych iontd
vGci iontdim Zeleza, produkci enzymd s antioxidacni ak-
tivitou a pfitomnost pigmentt nebo polynenasycenych
mastnych kyselin s antioxida¢ni kapacitou32.

Bylo zjisténo, ze burky s vysokym vnitrobuné¢nym
pomérem iontd Mn:Fe maji vyrazné vyssi odolnost vici
pusobeni ionizujiciho zafeni nez buriky s velkym obsa-
hem Zeleza. Ndhrada Zeleznatych iontd pomoci man-
ganatych v aktivnich mistech enzymid umoznuje zacho-
vani jejich aktivity, pficemz intenzita pribéhu Fentono-
vy reakce a s tim spojeny oxidacni stres zlstava nizky3:.

Antioxida¢ni enzymy hraji dllezitou roli pfi detoxifi-
kaci reaktivnich forem kysliku. Jedna se hlavné o en-
zymy thioredoxin reduktasu (trxB), proteiny podobné
glutaredoxinu (glp), gluthation-vazajici proteiny (gsiB),
superoxid dismutasu (sodA), katalasu (katE) a jiné?".
Nékteré z téchto enzymi vyZaduji kovovy kofaktor.
U radiorezistentnich bakterii jsou ¢asto pozorovany
mangan zavislé formy superoxid dismutasy a katala-
sy*. Neezymové antioxidanty, napfiklad karotenoidni
pigmenty jsou spole¢nym prvkem radiorezistentnich
bakterii. Diky své struktufe karotenoidy maji velkou
kapacitu odbouravat volné radikély a pohlcovat UV za-
feni> 36, Dal$im adapta¢nim mechanismem fady bak-
teridlnich bunék je zvySeni produkce polynenasycené
eikosapentaenové kyseliny, coz rovnéz vede ke snizeni
efektu plsobeni reaktivnich forem kysliku a volnych ra-
dikalt na bunécné struktury a komponenty?’.

Tézké kovy jsou casto pfitomny v radonovych prame-
nech, jedna se napfiklad o olovo, které je findlnim pro-
duktem rozpadové fady uranu. Ve studii Nayak a kol.
(2020) byly popsany bakterialni izolaty z radonové
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Souhrn

Timkina E., Matatkova 0.: Charakteristika mineralnich radonovych prament a jejich mikrobialniho osidleni

Radonové prameny se oznaduji jako prostiedi s extrémnimi podminkami. Mikrobiom radonovych prament( je v sou¢asné dobé malo
prozkouman, ale jevi se jako spolecenstvi se zastupci potencidlné technologicky vyuZitelnych mikroorganism@. Mikroorganismy v ra-
donovych pramenech jsou ¢asto vystaveny spole¢nému plsobeni nejriiznéjsich nepfiznivych podminek, mezi néz patii vysoka teplota,
piitomnost tézkych kovl a ionizujici zafeni. lonizujici zafeni a dalsi extrémni vnéjsi podminky vedly k vyvoji ochrannych mechanismd.
Studium mechanism odolnosti pfedstavuje potencial pro pochopeni Zivota v extrémnich podminkach.

Klicova slova: Radonové prameny, Jachymov, lonizujici zafeni, Deinococcus, Actinobacteria

Summary

Timkina E., Matatkova 0.: Characteristics of radon springs and their microbiomes

Radon springs are commonly defined as environments with extreme conditions. The microbiome of radon springs is currently poorly
studied, but it appears to be a community of microorganisms with potential for technological applications. Microorganisms in radon
waters are exposed to several adverse conditions, including high temperatures, the presence of toxic heavy metals, and ionizing radia-
tion. lonizing radiation and other extreme external conditions force microorganisms to develop protective mechanisms that reduce cell
damage. The study of resistance mechanisms presents the potential for understanding life in extreme conditions.

Keywords: Radon springs, Jachymov, lonizing radiation, Deinococcus, Actinobacteria

BIOLOGICKA KONVERZE SYNGASU NA METHAN POMOCi
SMESNEHO ANAEROBNIHO KONSORCIA

Dominik Andreides, Dana Pokorna, Jana Zabranska
Vysokd skola chemicko-technologickd, Ustav technologie vody a prostiedi, Technickd 5, 166 28 Praha 6 — Dejvice;
andreidd@vscht.cz

Uvod zbytek, tzv. digestat. Bioplyn, jehoz majoritni energe-
Anaerobni fermentace je celosvétové rozsitena tech- ;c(lcklc:u sll;_)zkou )€ njetlf;?n (CT“)} S€ ?elicéslte'” vyuziva
nologie pro zpracovani biologicky rozloZitelné odpadni € kom '"9"326 vyr? € tepelne a ele trtl)c igne_rgvlev,
biomasy a jejim hlavnim produktem je bioplyn a tuhy popf. pro vyrobu tepla a pary. Digestat obsahuje jeste
vysoky podil obtiiné rozloZitelnych organic-

— kych latek (40 - 509%) a je tedy casto apli-

kovan na zemédélskou pldu jako hnojivo.

Takovéto vyuziti digestatu podléhd fadé le-
—1 gislativnich ptedpist, které stanovuji limitni

T hodnoty koncentraci rizikovych prvkd a in-

Obting rozlofitelns biomasa dikatorovych mikroorganism@. Vzhledem
‘Biologicky nerozlozitelné odpady [k tomu, Ze v budoucnu je planovéano zpfis-
) néni téchto limitd, je snaha hledat alternativ-

ni metody pro efektivni nakladani s takovym

Odpadi bi
(kaly, zemédélské odpady)

»

Anaerobni
e

Digestat

Termochemické
procesy

syngasu

oo

\_/ digestatem. Jednou z moznosti je kombinace
HE. termochemickych procesti (pyrolyza a zply-

S b e’ v £ .
o s ¥ abytek fiovani) a anaerobni fermentace (Obr. 1).

Takovéto uspofadani by umoznilo i zpraco-
Obr. 1 Schématické znazornéni integrace termochemickych procesi Vani Sirokého spektra obtizné rozlozitelné
k anaerobni fermentaci. odpadni biomasy s vysokym podilem ligni-

Rocnik 30 61 Bioprospect ¢. 4/2020



nu a celulosy za soucasné zvyseni produkce bioplynu
& CH,.

Hlavnim produktem zplyriovéni je syntézni plyn
(syngas), jehoz majoritnimi slozkami jsou oxid uhelnaty
(CO), vodik (H,), oxid uhli¢ity (CO,), CH, ¢i lehké uhlo-
vodiky (CH,) v proménlivém zastoupeni. Ackoliv pro-
dukovany syngas lze upravit pomoci katalytické metha-
nizace na CH,, tento proces vyzaduje extrémni reaké¢ni
podminky a vysoké investi¢ni naklady vzhledem k nut-
né predupravé syngasu. V neposledni fadé je béhem
procesu nutné vyuzit katalyzatory, které jsou citlivé
na znecistujici polutanty v syngasu?.

Vy$e zminéné nevyhody mohou byt eliminovany bio-
logickou konverzi syngasu na CH, pfimo v anaerobnim
fermentoru bez nutnosti investice do dalSich dodate¢-
nych technologii pro zpracovani ¢i predipravu syngasu.
Vysledkem pfifazeni termochemickych procest k anae-
robni fermentaci maze byt synergicky efekt ekonomic-
ké prosperity vlivem zvySené produkce CH, a aplikace
principd cirkularni ekonomiky v ramci jednoho provo-
zu. To v3e diky vhodnému mikrobialnimu konsorciu.

Prubéh biologické konverze syngasu
v anaerobnim fermentoru

Syngas pfivadény do anaerobniho fermentoru je pie-
ménovan pfimo na CH, nebo prostfednictvim mezipro-
dukt(i nékolika mikrobialnimi skupinami, které syntrof-
né spolupracuji — methanogenni Archeae, acetogenni,
hydrogenogenni a sulfat-redukujici bakterie. Ackoliv se
jedna o pomérné slozity biochemicky proces, smésné
kultury z anaerobnich fermentor( maji vyssi adaptacni
schopnost, vyssi toleranci vici necistotam obsazenym
v syngasu nebo i vétsi odolnost pfi naruseni optimal-
nich provoznich podminek nez ¢isté mikrobialni kul-
tury>4. Tento aspekt je v komerénim méfitku zdsadnim
parametrem vzhledem k nutnosti udrzet proces stabil-
ni. Dil¢i, na sebe navazujici, biochemické reakce v ana-
erobni fermentaci jsou vSeobecné znamé’, ale pokud
je v systému pfitomen CO nebo vyssi koncentrace H,,
dochazi k vytvofeni nové strategie.

Klicovym enzymem pro biokonverzi CO je CO-
-dehydrogenasa (CODH)®’. Funkce CODH se v3ak lisi
na zékladé mikrobialni skupiny. Budto muze katalyzo-
vat oxidaci CO nebo muze katalyzovat syntézu ¢i Sté-
peni acetyl-CoA>’.

Piimd biokonverze CO na CH,

Pfima biologické konverze CO miuzie byt docilena
pomoci karboxydotrofnich methanogent dle rov. 18
Tyto mikroorganismy jsou bézné pfitomné v anaerob-
ni smésné kultufe a vytvofenim vhodnych podminek
k rdstu je Ize ucinit dominantnimi methanogeny v da-
ném mikrobialnim konsorciu. Mezi methanogenni mi-
kroorganismy, které jsou schopny vyuZivat CO k pfimé
produkci CH,, patii pouze Methanothermobacter ther-
moautotrophicus, Methanosarcina acetivorans strain
C2A a M. barkeri’. Jejich tolerance na maximalni parci-
alni tlak CO v systému se pohybuje v rozmezi 20,3 kPa
az 50,7 kPa*. Nicméné, v laboratornim méfitku exi-
stuji pfipady adaptace M. barkeri na 100% atmosfé-
ru CO (101 kPa)’. Bohuzel se karboxydotrofni metha-
nogeny vyznacuji velmi dlouhou genera¢ni dobou,
kterd je od 24 hodin (M. acetivorans) az do 200 ho-

din (M. thermoautotrophicum)™. V praxi to znamena,
Ze k podpofeni ristu karboxydotrofnich methanogent
ve smésném mikrobidlnim konsorciu je nutné provozo-
vat anaerobni fermentor s dlouhou dobou zdrZeni.

4CO+2H,0 - CH,+3C0O,AG"=-211kJ/mol (1)

Nepriimd biokonverze CO na prekurzory
methanogeneze

Nepfima biologickd konverze CO na CH, zahr-
nuje produkci kyseliny octové jakozito meziproduktu
CO-acetogeneze (rov. 2) nebo CO-homoacetogeneze
(rov. 3). Tyto reakce probihaji pfedevsim pfi vysoké
koncentraci kyseliny octové v systému a nizké kon-
centraci H, a CO, v mezofilnim rezimu (37°C) anae-
robni fermentace®". Acetogenni mikroorganismy (jako
napf. rod Moorella nebo rod Clostridium) se vyznacuiji
vysokou toleranci v(¢i maximalnimu parcialnimu
tlaku CO (> 1 atm)”.

4CO+2H,0 - CH,COOH+2CO,AG’=—176kJ/mol (2)
2CO+2H, -~ CH,COOH AG°=—67 kJ /mol (3)

V neposledni fadé m{ze byt CO vyuzit pomoci kar-
boxydotrofnich hydrogenogennich bakterii (rov. 4).
Pravé produkce H, jako meziproduktu je pozorovana
predeviim v termofilnich podminkach anaerobnich
fermentora (55°C)". VySe zminéné meziprodukty jsou
posléze vyuzity v zavére¢né fazi anaerobni fermentace

k produkci CH, pomoci hydrogenotrofni (rov. 5) a ace-
totrofni methanogeneze (rov. 6).

CO+H,0 - CO,+H,AG’=—20kJ/mol ©)
4H,+CO, -~ CH,+2H,0AG"=—131kJ/mol (5)
CH,COOH - CO,+CH A G"=—31kJ/mol (6)

Je nutné podotknout, Ze Ize vyuzit i alternativni pfi-
stup biologické konverze syngasu, tj. produkce nizsich
mastnych kyselin (NMK) z CO dle rov. 2 — 3, pop¥. pro-
dukce alkoholi namisto jeho konverze na CH,. V bio-
technologické aplikaci se to jevi jako perspektivni
alternativa, nebot je mozné vyuzit jak alkoholy a NMK
v kofermentaci s jinymi organickymi materialy nebo
s anaerobni stabilizaci ¢istirenského kalu, tak i davko-
vat tyto jednoduché organické substraty do aktiva¢ni
nadrze jako zdroj externiho uhliku pro dosazeni Gplné
denitrifikace a tim intenzifikovat proces biologického
¢isténi odpadnich vod. Dal3im alternativnim pfistupem
je produkce bio-vodiku z CO pomoci Cistych mikrobial-
nich kultur™.

Spolecné limitujici faktory
biomethanizace syngasu

Teplota

S rostouci teplotou sice roste aktivita smésné anae-
robni kultury, nicméné klesa rozpustnost plynt v kapal-
né fazi, tudiz mize dojit ke zvysené koncentraci zbytko-
vého CO ¢i H, v produkovaném bioplynu, coz miize mit
negativni efekt pfi jeho energetické valorizaci. Nicméng,
vyssi aktivita mikroorganism pfi zvySené teploté pieva-
zuje nad negativnim vlivem rozpustnosti plynt v kapal-
né fazi®. Pozitivnim vlivem zvysené teploty je zéroven
az nékolikanasobné zvyseni rdstové rychlosti. Teplota
dale ovliviiuje meziprodukty nepiimé biologické kon-
verze CO, jak je popsano vyse. Jako mozné vysvétleni se
nabizi vy3si diverzita karboxydotrofnich hydrogenogen-
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nich bakterii v termofilnim prostfedi nebo vliv zvy3ené
teploty, pfi které jsou biochemické reakce produkujici
H, silné exergonické, coz zvyhodnuje hydrogenogenni
konverzi CO v termofilnim prostiedi*™.

Rychlost prestupu plynné fdaze do kapalné

Pfi davkovani plynt do kapalné faze je jednim ze za-
sadnich parametrd rychlost pfestupu hmoty. Tento pa-
rametr Ize pozitivné ovlivnit pomoci rychlosti michani,
typem pouzitého bioreaktoru, typem distribu¢niho zafi-
zeni nebo velikosti recirkulace plynu™.

Parcidlni tlak syngasu

Jak jiz bylo zminéno, parcialni tlak CO vyrazné ovliv-
nuje kone¢né produkty konsorcia anaerobnich mikro-
organismu. Sipma a kol. pozorovali pfi parcialnim tlaku
CO 156 kPa — 172 kPa konverzi CO na H,, ale jiz nebyl
pozorovan zavérecny krok methanogeneze®. Ztrata
methanogenni aktivity byla sledovana i ve studii Al-
ves a kol., ve které zkoumali vliv parcialniho tlaku CO
(9 kPa - 88 kPa) na termofilni anaerobni kulturu. Za-
staveni produkce CH, bylo pozorovano pii pfesahnuti
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Zaver

Kombinace termochemickych procesli s anaerobni
fermentaci nabizi ideélni feSeni finalniho zpracovani di-
gestatu za soucasné zlepseni energetické bilance zpra-
covani odpadni biomasy. Jiz vybudovand infrastruktura
anaerobnich fermentor( nabizi idealni prostor pro ener-
getickou valorizaci syngasu pomoci smésné anaerobni
kultury bez nutnosti dalsich investic pro jeho tGpravu ¢i
vyuziti. Vysledkem je celkové zvySeni Gcinnosti vyuziti
energie z odpadni biomasy s minimalni produkci zbyt-
kovych materiald.
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Andreides D., Pokorna D., Zabranska J.: Biologicka konverze syngasu na methan pomoci smésného anaerobniho konsorcia
Termochemické procesy, jako je zplyfiovani &i pyrolyza, jsou povazovany za udrzitelnou technologii nakladani s odpady, respektive od-
padni biomasou. Hlavnim produktem zplyiiovani je syntézni plyn (syngas), ktery v majoritnim zastoupeni obsahuje H,, CO, CH, a CO,.
Pravé CO a H, mohou byt vyuZity jako redukéni ekvivalenty pro biologickou konverzi na CH, pfimo v anaerobnim fermentoru pomoci
smésné anaerobni kultury. Ve srovnani s fyzikalné-chemickym procesem katalytické methanizace syngasu poskytuje biologicka konverze
syngasu zasadni vyhody — absence drahych katalyzatorti, mirnéjsi provozni podminky a vy3si toleranci mikroorganisma vaci necistotam
obsaZenym v syngasu. Kombinace termochemickych procesti a anaerobni fermentace ma velky potencial, nebot by umoznila jak zpra-
covani digestatu, tak i moznost vyuzit obtizné rozloZitelnou odpadni biomasu s vysokym podilem ligninu a celul6zy za sou¢asné zvy3eni
interakci smésné anaerobni kultury ¢i limitujicich faktord procesu.

Klicova slova: anaerobni fermentace, bioplyn, biologicka konverze, syngas

Summary

Andreides D., Pokorna D., Zabranska J.: Biological conversion of syngas to methane using anaerobic culture

Thermochemical processes (e.g. gasification or pyrolysis) are considered as a sustainable technology for high-solid content waste (in-
cluding organic waste) conversion into valuable products. The main product of gasification is synthesis gas (syngas) which consists
mainly of H,, CO, CH, and CO,, respectively. Therefore, syngas reducing equivalents (H,, CO) can be used for the biological conversion
to CH, directly in the anaerobic fermenter by anaerobic culture. The biological conversion of syngas presents several advantages over its
analogous process of catalytic syngas methanation such as the absence of the expensive metal catalysts, milder operational conditions
and higher tolerance to the syngas impurities. Moreover, the combination of thermochemical processes and the anaerobic digestion
process has great potential, as it provides digestate disposal and the possibility of using waste biomass with a high proportion of lignin
and cellulose. As a result, biogas or CH, production is increased. The most relevant aspects for the successful biological conversion of
syngas are summarized in this article, including metabolic interactions in mixed anaerobic consortia or limiting factors of the process.
Keywords: anaerobic digestion, biogas, biological conversion, syngas
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