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Optimalizace kultivacnich podminek pro stanoveni
kvasinek Saccharomyces boulardii

Souhrn

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae var. boulardii je zvelké ¢&asti geneticky
podobna S. cerevisae, ovsem vykazuje odliSné morfologické, fyziologické a metabolické
vlastnosti. Kvasinka byla objevena v roce 1923 francouzskym mikrobiologem H. Boulardem a
jiz v roce 1947 byla patentovéana jako probiotikum. Ov§em neni schopna tvofit askospory a také
nedokaze vyuzivat galaktézu jako zdroj uhliku. S. boulardii se vyuziva jako probiotikum,
protoze je odolna viici extrémnim hodnotam pH, které se vyskytuji v Zaludku a ve dvanactniku.
Kvasinka také velmi dobfe roste pfi teploté 37 °C, coz je teplota blizka lidskému télu.

S. boulardii podporuje spravnou funkci stiev. Pouzivd se primarné pfi sttevnich
infekcich, jelikoz je schopna inhibovat rlist nékterych patogennich mikroorganismi. Potlacuje
rozvoj Candidy albicans, Salmonelly Typhimurum nebo Yersinie enterocolitiky. Pokud je
S. boulardii podavéna spoleén¢ s léky, tak zvySuje uspésnost 1écby zaludecni infekce
Helicobacter pylori.

Cil prace je testovat rizna kultivaéni média, kombinaci teplot a dal§ich vnéjSich faktorti
k optimalizaci kultiva¢nich podminek pro dany mikroorganismus.

Hypotézou bylo, Ze kultivaéni podminky budou ovliviiovat rist testovaného
mikroorganismu. Hypotéza byla potvrzena. Pti kultivaci S. boulardii pti riznych kultivac¢nich
podminkach bylo stanoveno, zZe nejvhodnéjsi je aerobni kultivace na médiu Wilkins-Chalgren
s mupirocinem. Vysledek kultivace tohoto média byl 9,81 + 0,39 log KTJ/g. Pokud se hodnotilo
pouze kultivaéni médiu, tak nebyl zadny statisticky vyznamny rozdil mezi médii Wilkins-
Chalgren s mupirocinem, extraktem zjecného sladu a oxytetracyklinem. Pfi kultivaci
zkumavek se vzorky pfi teplotach 30 a 37 °C bylo zjisténo, Ze kvasinky vykazovaly vétsi narast
pfi teploté 30 °C. Pfistup kysliku pii ristu mél také vliv na pocet kolonii tvoficich jednotek.

Kazdé¢ kultivacni médium vykazovalo vEtsi ndrast pii aerobni kultivaci.

Kli¢ova slova: Saccharomyces boulardii; selektivni médium; probiotikum; kultivace; dopln¢k

stravy



Optimization of cultivation conditions
for the determination of the yeast Saccharomyces boulardii

Summary

Yeast Saccharomyces cerevisiae var. boulardii is from the most part genetically similar
to S. cerevisiae. Though S. boulardii has different morphological, physiological and metabolic
characteristics. The yeast was found in 1923 by French microbiologist H. Boulard and was
patented as a probiotic in 1947. S. boulardii is not able to form ascospores and is also not able
to metabolise galactose as carbon source. S. boulardii is used as a probiotic because it can
survive extreme pH conditions in stomach and duodenum. This yeast grows well in 37 °C which
is temperature similar to human body. S. boulardii support intestinal function. The yeast is
primarily used for gastrointestinal infections because it can inhibit some of pathogenic
microorganisms. It can inhibit growth of Candida albicans, Salmonella Typhimurum or
Yersinia enterocolitica. If the probiotic is used together with medication than it can increase
the effectivity of Helicobacter pylori treatment.

The aim of this thesis is to test different cultivation media, combination of temperature
and other outside factors for optimalization of cultivation conditions for given microorganism.

The hypothesis was that cultivation conditions will influence growth of tested
microorganism. The hypothesis has been confirmed. Because of cultivation of S. boulardii
in different cultivation conditions it was determined that the best medium is Wilkins-Chalgren
with mupirocin. The result for cultivation of this media was 9,81 + 0,39 log CFU/g. In case
there was only the medium as factor, then there was no statistical difference in media Wilkins-
Chalgren + mupirocin, malt extract and oxytetracycline medium. Through cultivation of test
tubes in temperatures 30 and 37 °C it was determined that the yeast grew better in 30 °C.
The oxygen also had effect on number of colonies forming units. Every medium had higher

CFU if the cultivation was aerobic.

Keywords: Saccharomyces boulardii; selective medium; probiotic; cultivation; food

supplement
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1 Uvod

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii uvadéna také jako Saccharomyces boulardii je
probiotickd kvasinka nejCastéji vyzivajici se pfi vyskytu infekénich onemocnéni traviciho
systému. Je volné prodavana v Iékarnach, ale je mozné ji také sehnat na online internetovych
obchodnich portdlech nebo také webovych strankach prodavajicich vyzivové dopliky.
Pro stanovovani po&tu kvasinek v proddvaném vyrobku neni v CSN stanovena norma
zahrnujici metodu kultivace této kvasinky. Metoda a podminky kultivace zahrnuji slozeni
kultiva¢niho média, teplotu, délku kultivace a zda se vzorek nechava rist bez ptistupu nebo
s ptistupem kysliku. S. cerevisiae var. boulardii se od S. cerevisiae odliSuje n¢kterymi geny,
ale také produkovanymi metabolity. Pozitivni vliv S. boulardii na organismus zahrnuje zlepSeni
funkce stfevni epitelialni bariéry, produkci antimikrobidlnich latek nebo podporu imunitniho
systému. S. boulardii také s patogeny konkuruji o zdroje a prostor ve stfeveé. OvSem kvasinka
se bézné nedokéaze dlouhodobé uchytit ve stfevé ¢loveéka. Presto ma mnoho benefitti. Mize
pomoci potlacit naptiklad bakterii Clostridium difficile, jez zpisobuje infekéni prijmové
onemocnéni. OvSem S. boulardii se nepouzivd jenom na podporu lé€by prijmovych
onemocnéni. Tato kvasinka prokdzala pozitivni vliv 1 pifi 1é€bé n¢kolika dalSich problému
zpiisobenych ve stfevech cloveéka. S. boulardii méa pozitivni G€inky naptiklad pii 1écbé
idiopatickych stfevnich zanétl. Pfi¢ina schopnosti S. cerevisiae var. boulardii pozitivng pusobit
na lidské télo je umoznéna také morfologii a fyziologii. Diky své zesilené bunécné sténé
vykazuje vysokou odolnost pfi prichodu velmi kyselym prostiedim zaludku. Zaroven jeji
metabolickd aktivita ¢lovéku pfinasi dalsi benefity jako zvySeni obsahu nenasycenych
mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Dokaze také inaktivovat nékteré toxiny, které jsou
produkovany patogennimi mikroorganismy. S. boulardii je na rozdil od mnoha ostatnich druha
probiotik schopna dobie odolavat podminkam lidského téla. Jeji odolnost a Zivotaschopnost je
vyhodou pfi prichodu probiotika Zaludkem. OvSem 1 pies vSechny jeji benefity mlze mit
v nékterych ptipadech S. boulardii také negativni vliv. Byly popsany piipady pfemnoZeni této
kvasinky, které vedly k rozvoji fungémie.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bude testovat riznd kultivacni média, kombinaci teplot a dalSich vné&jSich
faktort k optimalizaci kultiva¢nich podminek pro dany mikroorganismus.
Hypotéza: Kultiva¢ni podminky budou ovliviiovat riist testovaného mikroorganismu.



3 Literarni reSerse

3.1 Probiotické mikroorganismy

Je nékolik rliznych definic probiotik, které jsou vzdjemné podobné. Pivodni definice zni,
ze probiotikum je Zivy mikroorganismus, jehoZ pfijem mlize mit pozitivni vliv na prevenci nebo
1é¢bu riiznych zdravotnich problémi (Czerucka et al. 2007). Novou definici vydala v roce 2013
organizace IASPP, coz je Mezinarodni organizace pro probiotika a probiotika. Dle této definice
jsou probiotika zivé mikroorganismy, které hostiteli pfinasi zdravotni benefity v pfipadé, Ze
jsou podavana v dostatecném mnozstvi (Hill et al. 2014).

Slovo probiotika pochazi ze starofeCtiny a ptivodné vyraz probiotika znamenaly ,,pro

zivot®. Z hlediska mikroorganismt vyuzivanych jako probiotika jsou nejvice rozsifené rody
Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus nebo Pediococcus. Mezi néckteré dalsi
mikroorganismy pouzivané pro svoje probiotické ucinky se fadi Streptococcus thermophilus,
Escherichia coli NISSLE 1917 a pak také kvasinka Saccharomyces boulardii. Nezamérna
konzumace probiotickych mikroorganismti probihd jiz po dobu nékolika tisice lety. Pfijem
probiotik probihal spolu skonzumaci fermentovanych potravin, a to predevSim
fermentovanych mléénych vyrobka (Maftei et al. 2024).
Sougasné jsou vyrobky se S. boulardii volng dostupné v 1ékarnach v CR jako 1é¢ivy piipravek
a je mozné je zakoupit na internetu také jako doplnék stravy. Léciva jsou v CR regulovana
Statnim Gfadem pro kontrolu 1é¢iv (SUKL). Dopliiky stravy patfi v eské legislative
do kategorie potravin a kontroluje je Statni zemédélska a potravinaiska inspekce (SZPI).

3.2 Rod Saccharomyces

Rod Saccharomyces byl vroce 1870 popsan M. Reessem a zahrnuje fermentujici
kvasinky (Alsammar & Delneri 2020). Pfedpoklada se, ze rod Saccharomyces vznikl zhruba
pfed 10-20 miliony lety (Hittinger 2013). Primdrné¢ obsahoval kvasinky pouzivané
v technologickych procesech vyroby fermentovanych potravin jako je vyroba piva, vina a
kynutého tésta. Vyvoj a rozsifeni relativné nedavné technologie sekvenovani DNA zptsobil
presnéjsi stanoveni vzajemné ptibuznosti. Rod Saccharomyces tak byl taxonomicky preskupen
a upraven. Nékteré druhy byly sjednoceny do jednoho druhu a nasledné byly rozdéleny
do jednotlivych kment. Soucasné rod Saccharomyces zahrnuje osm druhd, kterymi jsou
S. cerevisiae, S. paradoxus, S. mikatae, S. jurei, S. kudriavzevii, S. arboricola, S. eubayanus a
S. uvarum. Taxonommické zmény rodu Saccharomyces jsou zobrazené na obrazeku €. 1
(Alsammar & Delneri 2020).



S. harnettii S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisine _——
S. bavanus S. paradoxus S. paradoxus
S castellii S. cariocanus (S. cariocanus) S. paradoxus
: (S. cariocanus)
S cerevisiae S. mikatae S. mikatae S mikatae
S, dairenensis S. kudriavzevii S. kudriavzevii
o] s S. bayanus . arboric I .
S. exiguous Y S. arboricola S. jurei | 8. pastorianus
S. kluvveri S. pastorianus S. eubayanus (S. carlsbergensis)
S. kluyveri * S. kudriavzevii (S. monacensis)
S. paradoxus S. bayanus var., uvarum
. e S. bayanus var. bayanus .
S. pastorianus ? S. arboricola
S. rosinii A U”h(“-“”[” (S. arboricolus)
§ servazzii S. pastorianus
S. eubayanus ——
S. spencerorum | 8. bayanus
v » (S. bayanus var. bayanus)
S. transvaalensis S. uvarum —il
S, y (S. bavanus var. uvarum)
S. unisporus

Obrazek ¢. 1 Vyvoj taxonomie rodu Saccharomyces. Zdroj: Alsammar & Delneri (2020).

Momentalné se do tohoto rodu fadi kromé technologicky vyuzivanych domestikovanych
kvasinek a jejich kiizenct také nékolik druhti divokych kvasinek a jejich divokych kment.
Pravé schopnost sexudlniho rozmnozovani kromé typického asexualniho puceni vedla v rdmci
rodu ke vzniku mnoha hybridl vyuzivanych v primyslu. Tyto pouzivané kmeny jsou piesné
definované a nékteré z nich maji dlouhou tradici vyuziti tfeba v pivovarnictvi. Naptiklad hybrid
S. pastorianus je kiizenec S. cerevisiae se S. eubayanus a vyuziva se pro vyrobu piva typu
lezdk. Naopak v pfirodé Zijici kvasinky se vyskytuji nejhojnéji v blizkosti stromil, na jejich
kure, listech, v okoli exsudatii nebo na také v zeminé a rozkladajici se organické vrstveé
(Alsammar & Delneri 2020). VétSina kvasinek patticich do rodu Saccharomyces maji rozmezi
idedlnich teplot pro jejich rist mezi 22 a 30 °C (Ansari et al. 2021). V travici soustavé ¢loveka
se z mikroorganismu patticich do hub vyskytuje kromé rodu Saccharomyces také Malassezia
nebo Candida. Rod Saccharomyces je v tlustém stievé v priméru zastoupen ze vSech hub
nejpocetnéji a to z 5-65 % (Sen & Mansell 2020).

3.3 Druh Saccharomyces cerevisiae

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae je eukaryoticky mikroorganismus s Sirokym
vyuzitim v mnoha biotechnologickych procesech. Radi se mezi vieckovytrusné houby, které se
nazyvaji také askomycety. Bunika kvasinky ma 16 chromozomt, které zahrnuji zhruba 6000
riznych gentl. S. cerevisiae dokaze pomoci fermentace produkovat etanol a oxid uhliity
(Parapouli et al. 2020). V roce 1996 se podafilo sekvenovat kompletni genom a kvasinka
S. cerevisiae se stala prvnim kompletné osekvenovanym eukaryotickym organismem.
Kompletni popsani genetické informace vedlo ke studiu funkce jednotlivych genti a nasledné
jejich transkripce. S. cerevisiae se vyuziva jako modelovy organismus, jelikoZ je u n¢j ptitomna
vétSina mechanismu typickych pro eukaryota a také je dostupné velké mnozstvi informaci a
studii. Dosud se jednd o nejvice zmapovany a prostudovany eukaryoticky organismus, coz bylo
podpoieno zejména rozsahlym vyuzivanim této kvasinky (Nielsen & Jewett 2008).



Tradi¢ni vyuziti S. cerevisiae je v potravinaftstvi, kdy se jiz tisice let pouziva pro vyrobu
alkoholu a také pro pfipravu kynutého tésta na vyrobu chleba. Momentalné¢ ma S. cerevisiae
vyuziti ve velkém mnozstvi novych technologiich. Rozsiteni ve zptsobech vyuziti S. cerevisiae
bylo umoznéno schopnosti ¢lov€éka rekombinovat geny, coZ znamena vnaSet geny jinych
organismil do genomu buiiky mikroorganismu. Kvasinka se vyuziva v medicin¢ pro produkci
specifickych proteini, jakymi je tfeba inzulin nebo pro produkei latek vyuzivanych pro vyrobu
vakcin. Vyuziti s potencidlem pro dalsi rozSifeni je produkce biopaliv jako je bioetanol.
S. cerevisiae se uplatiiuje také pro produkci nékterych chemickych latek naptiklad kyseliny
mlécné, B-karotenu nebo artemisininu, ktery se pouziva na vyrobu léku proti malarii. Tradi¢ni
pouziti S. cerevisiae je pro produkci palenek, piva a vina. (Nielsen & Jewett 2008).

Vyhody vyuzivani S. cerevisiae v modernich biotechnologickych procesech spocivaji
vjeji odolnosti vi¢i vlivim vnéjsiho prostiedi, rychlému rozmnozovani, schopnosti
jednoduché sporulace, nizké patogenité a malé velikosti genomu. S. cerevisiae je povazovana
za mikroorganismus, ktery je pomérné efektivné schopen pfeméiovat energeticky substrat
na vysledny produkt. Na trhu je ovSem vysoky tlak pro objev novych druhi kment, které
by mély lepsi technologické vlastnosti jako nizs§i energetické naroky, vyssi odolnost viici
stresovym podminkdm, efektivnéj§i metabolismus nebo piijemnéjsi senzorické vlastnosti
pro vyrobu alkoholickych napoji. Kromé jednotlivych kmeni S. cerevisiae se dale na trhu
vyuziva mnoZzstvi hybridl, které vznikly kiizenim s dal$imi druhy rodu Saccharomyces.
Specificti kiizenci a hybridi se vyuzivaji pro produkci vina a odli$ni naopak v pivovarnickém
primyslu (Onyema et al. 2023).

Pro studium a analyzy v laboratofich se vyuziva pouze uzké mnozstvi kment kvasinky
S. cerevisiae, nebot” vlivem pusobeni laboratornich podminek dochazi k selekénimu tlaku.
Bézné na svété se v pfirozeném prostiedi vyskytuje velka variabilita kvasinek s odliSnymi
vlastnostmi. Podminky v laboratofi vytvaieji prostiedi, které¢ vede k prosazeni pouze nékterych
kvasinek z celé genetické variability druhu (Jouhten et al. 2016).

Bunka kvasinky S. cerevisiae produkuje do jejiho okoli rizné druhy metabolitii nebo
peptidi. Tyto latky mohou ovliviiovat ostatni mikroorganismy. Etanol je jednou
z produkovanych toxickych latek pro ¢ast mikroorganismil. Bunika jeho produkei zajistuje
snizenou konkurenceschopnost ostatnich mikroorganismill. S. cerevisiae pro stejny ucel
produkuje déle také aromatické alkoholy nebo nékteré enzymy. Druhym zpiisobem sniZeni
konkurence v prostfedi je ptfimy kontakt kvasinky s mikroorganismem, kdy je kvasinka takto
schopna znicit n¢které dalsi druhy. Na druhou stranu je S. cerevisiae schopna s nékterymi druhy
navazat také benefitni vztah. Rozvoji takového vztahu je podminén vhodnymi podminkami
prostfedi. Existuje i interakce kvasinek druhu S. cerevisiae mezi sebou, kdy ke komunikaci
vyuzivaji n¢které metabolity (Jouhten et al. 2016).

3.4 Rozdil mezi S. cerevisiae a S. cerevisiae var. boulardii

S. cerevisiae var. boulardii byla dfive fazena jako samostatny druh odliSny
od S. cerevisiae. Néasledné analyzy genomu zjistily mezi obéma kvasinkami blizkou ptibuznost.
Jeji spravné taxonomické oznaceni je S. cerevisiae var. boulardii, ale je uvadéna také jako
S. boulardii. Pod jménem S. boulardii je také prodavéana jako probiotikum. S. boulardii je



jednou z variant fazenou do druhu S. cerevisiae. Sdili 99 % spole¢né sekvence genomu a také
podobny karyotyp. Obé kvasinky maji ovsem nékteré rozdilné fyziologické funkce, nékteré
odlisné produkované metabolity a jinak snaseji vlivy okolniho prostiedi. S. cerevisiae dokaze
produkovat spory, dale vyuzivat galaktozu jako zdroj uhliku, ptfechdzet do haploidni formy
nebo produkovat enzym a-glukosiddzu §tépici disacharidy a $krob na glukézu. Zadné z téchto
vySe uvedenych charakteristik neplati pro S. boulardii (Pais et al. 2020).

Bunécna sténa obou kvasinek mé odlisSnou tloustku, ale ma naopak velmi podobnou
strukturu. Sténa obou kvasinek se sklada z n¢kolika vrstev. Bunécna sténa S. boulardii je tlustsi
nez bunééna sténa S. cerevisiae. Sténa S. boulardii ma v priméru Sitku vétsi nez 175 nm oproti
sténé S. cerevisiae, jejiz priméma $itka je mezi 150—175 nm. Sitka bunééné stény se lisi
v n¢kolika od sebe odlisnych vrstvach. Neni tedy silné€jsi pouze jedna vrstva. Rozdil obou stén
je v tlouSt’ce vnitini ¢asti sloZzené z chitinu, dale ve vrstvé B-glukanu a tplné¢ posledni ve vrstvé
mannoproteind, které jsou v kontaktu s okolim (Hudson et al. 2016).

Pii analyze karyotypu obou kvasinek pomoci gelové elektroforézy bylo zjisténo, Ze
S. boulardii je mozné odlisit pomoci fragmentti s délkou 200 a 740 bp. Lisil se také pocet
vzniklych pruht pfi analyze pomoci gelové elektroforézy. S. cerevisiae vytvati od 12 do 14
pruhti na rozdil od S. boulardii, pro kterou je typickych pruhii 13 (Fietto et al. 2004).

S. cerevisiae a S. boulardii se odlisuji také optimalni teplotou pro rust. S. boulardii nejlépe
roste pti 37 °C v porovnani se S. cerevisiae, jejiz optimum je 30 °C. S. boulardii je také obecné
odolnéjsi k vy$sim teplotam (Pais et al. 2020). Zasadnim rozdilem mezi obéma kvasinkami je
jejich odlisny vliv na lidsky organismus. Na rozdil od S. boulardii nebyly u S. cerevisiae
prokéazany jakékoliv vyznamné probiotické ucinky (Pais et al. 2021).

3.5 Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii je eukaryotni kvasinka fazend do rodu
Saccharomyces. Vyznaéuje se svymi probiotickymi u¢inky (Shu et al. 2020). Podle Utadu
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) dohlizejiciho na trh v USA je Saccharomyces boulardii
fazena do GRAS, coz je databdze latek nebo mikroorganismii vSeobecné povazovanych
za bezpecné (Yang et al. 2019).

Kvasinka S. boulardii byla poprvé objevena roku 1923, kdy ji izoloval francouzsky
mikrobiolog Henri Boulard ze dvou druht ovoce. Kvasinka byla izolovana z li¢i a
z mangostany lahodné (Hossain et al. 2020). V roce 1947 si firma Biokodex Laboratories
nechala patentovat tuto variantu jako probiotikum (Pais et al. 2021). Soucasné je S. boulardii
jedina Siroce rozsifend probioticka kvasinka. Mezi nejvice uzivané probiotické mikroorganismy
patfi ovSem né&které druhy bakterii pattici do rodl Lactobacillus a Bifidobacterium (Khatri et
al. 2013).

Burika S. boulardii mé elipsoidni tvar a také ma typickou ztlustélou buné€nou sténou. Ansari
et al. (2023) uvadi, ze jeji rozméry jsou na Sitku 2-3 pm a na délku mezi 2,5 az 10,5 pm.
Bunééna sténa je robustni a jeji hmotnost je kolem 30 % suché vahy buiiky. Rozmnozovani
S. boulardii a jeji neschopnost tvorby askospor viz vySe. Kompletni sekvence genomu
S. boulardii byla popséna az vroce 2014 (Batista et al. 2014). Celkem se sklada z 6000
genl DNA a dalSich 275 tRNA. Z hlediska nutri¢ni hodnoty je kvasinka dobrym zdrojem



n¢kterych minerdlll a vitamint. Obsahuje thiamin (B), riboflavin (B:), kobalamin (B12) a biotin
(B7). Kvasinka je také schopna snizit obsah kyseliny fytové, ktera se fadi mezi antinutri¢ni
latky. Na druhou stranu je S. boulardii schopna relativné jednoduse akumulovat nékteré tézké
kovy, mezi kterymi jsou olovo, kadmium, arzen nebo rtut’ (Abid et al. 2022).

3.6 Metabolismus S. cerevisiae a S. boulardii

Kvasinky jsou chemotrofni mikroorganismy, tedy ziskdvaji energii ve form¢ ATP
rozkladem vazeb organickych chemickych sloucenin. Metabolismus kvasinek rodu
Saccharomyces miize probihat jak za aerobnich, tak anaerobnich podminek. Za pfistupu
kysliku u nich probiha takzvany respiracni a bez pfistupu kysliku probiha naopak fermentacni
metabolismus. Glukéza je hlavnim zdrojem pro ziskani uhliku v obou typech metabolismu.
Nékteré druhy jsou schopné vyuzivat také alternativni zdroje uhliku. Pfi ptistupu kysliku se
glukoza $tépi pfi glykolyze za vzniku pyruvatu a ATP a redukci kofaktoru NADH. Déle je
v mitochondriich pyruvat zbaven karboxylové skupiny za vzniku Acetyl-CoA, ktery nésledné
vstupuje do Krebsova cyklu. Néasledkem metabolickych pochodii Krebsova cyklu je vznik CO»
a redukované koenzymy NADH a FADH,. Aerobni metabolismus je energeticky vyhodné&;jsi.
Pii anaerobnich podminkéach dochézi k fermentaci cukrii. Uplné na zagatku zpravidla dochéazi
béhem glykolyzy krozkladu glukézy na pyruvat. V prvni fazi se od pyruvatu oddéli
karboxylova skupina za vzniku acetaldehydu. Ten je v dalSim kroku redukovédn na ethanol.
Pti téchto dvou krocich je NADH redukovano na NAD. Kromé¢ fermentace glukdézy miize
dochazet také k fermentaci cukrii s péti uhliky v pentézovém cyklu. Prvnim krokem
pentdzového cyklu je preména z glukdzy-6-fosfatu na 6-fosfoglukonolakton a ziskani NADPH.
Odstépenim karboxylové skupiny se ziska ribuléza-5-fosfat a NADPH. Pent6zovy cyklus ma
vyznam z ditvodu ziskani NADPH a vzniku cukrt s péti uhliky. Ziskané pentozy jsou v butice
nezbytné pro syntézu nukleové kyseliny a nukleotidli (Feldmann 2012).

Metabolismus S. cerevisiae se tadi mezi fakultativné aerobni fermentujici kvasinky a
konkrétni metabolicky déj zavisi na podminkach okolniho prostiedi. Zavisi jak na koncentraci
kysliku v prostfedi buiiky, ale také na typu vstupnich energetickych substrati. Glykolyza
probiha v podminkach bez pfistupu kysliku v rychlej$im tempu, jelikoz anaerobni
metabolismus generuje niz$i energeticky zisk. S. cerevisiae ma rtizné adaptacni metabolické
mechanismy na rozdilné vnéjsi podminky. Jednim z popsanych jevii metabolismu S. cerevisiae
je takzvany Pasteurtiv efekt, pii kterém kvasinky za anaerobnich podminek spotfebovavaji
daleko vice glukézy v porovnani se spotiebou glukozy pii ristu za aerobnich podminek.
Pasteurtiv jev je nutny pro zachovani dostatku energie, jelikoz energetickd vytéznost je nizsi
za anaerobnich podminek. Umoziuje tak soubézné Setfeni glukdzy a nejvy$§i mozny
energeticky zisk. Odlisny jev je popsan naopak pfti dostatecné koncentraci glukdzy a ostatnich
zivin. Bez ohledu na aerobni nebo anaerobni podminky, tak pii pfedpokladu dostatku glukozy
pfevazuje fermentace. Inhibice bunééné respirace v dusledku vysoké koncentrace glukozy se
nazyva Crabtreeho efekt a vyskytuje se hlavné u kvasinek druhu S. cerevisiae. Crabtree efekt
(glukézova represe, negativni Pasteuriv efekt) je jev, pfi némz za piitomnosti glukozy
(v koncentracich nad 0,3%) dochdzi k inhibici syntézy i aktivity respiracnich enzymi, enzymu
glukoneogeneze a hydrolytickych enzym@ umoznujicich utilizaci jinych zdroj uhliku. Dal§im



adaptatnim metabolickym systémem je adaptace nanedostatek glukozy pfiaerobnich
podminkach. V prvni fazi ristu ma kvasinka dostatecny piistup glukoézy aza aerobnich
podminek ji fermentuje za vzniku ethanolu a oxidu uhli¢itého. V té¢ dalsi fazi dojde
ke spotfebovani vétsiny glukézy. Pokud glukéza jiz prestane byt dostupnd, tak se kvasinky
dostanou do stresového stavu a jsou nuceny vyuzivat alternativni zdroj energie. Tento jev je
znamy pod nazvem diauxie. Kvasinka tedy zacne oxidovat pfitomny etanol. Pro piechod
z jednoho substratu na druhy dojde k potlaceni funkce mnoha enzymu, které jsou soucasti
metabolismu primarni Ziviny tedy glukozy (Feldmann 2012).

Na rozdil od S. cerevisiae var. boulardii dokaze S. cerevisiae jako zdroj uhliku
zpracovavat také galaktozu. To se ovSem déje pouze, pokud neni dostupny zaddny vhodnéjsi
zdroj energie. Pokud je pro S. cerevisiae dostupna napiiklad glukoza tak dochazi k potlaceni
exprese GAL gend, které vedou k syntéze enzymt galaktosidaz Stépici galaktozu. S. cerevisiae
dokaze stépit disacharidy maltézu pomoci enzymu maltdza za vzniku dvou molekul glukézy a
dale sachar6zu enzymem invertdza na produkty glukozu a fruktézu. Kromé& monosacharidii
dokdze S. cerevisiae vyuzivat také disacharidy maltdzu a sachar6ézu. Dalsi uhlikaté zdroje jako
ostatni disacharidy, pentézy, mastné kyseliny, organické kyseliny nebo biopolymery jsou
metabolizovany pouze nékterymi kvasinkami. VSechny druhy kvasinek mohou tyto chemické
sloueniny vyuzit jako zdroje uhliku pouze pokud byly pfedem §tépeny jinymi organismy. Cast
kvasinek dokaze metabolizovat také alkoholy, a to primarné ethanol pfipadné metanol
(Feldmann 2012).

S. boulardii produkuje rizné metabolické latky. Témi jsou na pfiklad organické kyseliny,
aminokyseliny, sacharidy, nukleosidy a rtizné bioaktivni molekuly. Tyto metabolické latky jsou
produkovany v odlisSném poméru. Nejvice zastoupené byly organické kyseliny a jejich derivaty,
které Cinily 60 %. Druhou nejcastéjsi slozkou byly heterocyklické slouceniny s obsahem
20,3 %. Dale nasledovaly fenolové slouceniny a nukleosidy. Nékteré bioaktivni latky se
znamou funkci jsou 2-(prop-2-enoylamino)octova kyselina ovlivitujici chut’ potravin, N-
methylalanin potlacujici mnozeni vird a rlstu rakovinnych bunck, para-aminobenzoova
kyselina s antibakterialnimi U¢inky, vitamin niacin (B3), 1-aminocyklopropan-1-karboxylova
kyselina podporujici ochranu neuronti a pouzivand také jako 1é¢ivo pfi epilepsii nebo tyrozol
podporujici antioxida¢ni aktivitu a pomdhajici inhibovat patogeny vyskytujici se v travici
soustavé. Kromé téchto bioaktivnich sloucenin produkuje S. boulardii jesté¢ mnoho dalSich
s raznymi funkcemi (Fu et al. 2022).

3.7 Genom S. boulardii

Jelikoz obé kvasinky S. boulardii a S. cerevisiae mezi sebou sdili celkem 99 % genetické
informace, tak se jejich genom odliSuje pouze v né€kolika oblastech. Vyvojové neblizsi
ptibuzensky vztah S. boulardii je ke kmenim S. cerevisiae pouzivanych jako vinnych kultur.
S. boulardii sdili se S. cerevisiae celkem zhruba 3100 proteintl, které maji podobnou funkci a
jsou odvozené od spolecného piedka. Také napiic kmeny S. boulardii existuje vysoka
podobnost v produkovanych proteinech a tyto kmeny obsahuji proteiny, které jsou spole¢nymi
ekvivalenty. V oblasti exonli se genetickd informace S. cerevisiae od genetické informace
S. boulardii odliSuje ve vice nez 16 000 bodech vedouci pfi translaci ke zmén¢ aminokyseliny.



Zména nukleotidu je zptsobena bud’ substituci, deleci nebo inserci nukleotidu a pokud probéhla
v exonu (Hudson et al. 2016).

S. boulardii ma také odliSny karyotyp od S. cerevisiae, jelikoz je pro ni typicka trisomie
IX chromozomu. Naopak ma mén¢ gent spojenych s odolnosti vii¢i vyskytu médi (Edwards-
Ingram et al. 2004). Ob¢ kvasinky se li§i v obsahu genetické informace nékterych chromozom.
Rozdily byly nalezeny v po¢tu genli na chromozomech I, VII a XII. Pfedpoklada se, Ze by
nékteré rozdilné geny mély byt zodpoveédné za syntézu proteint spojenych s reakci kvasinky
na stres (Pais et al. 2020).

Pro S. boulardii je typickd trisomie IX chromozomu, tedy ze setento chromozom
vyskytuje v buiikach ve trech kopiich. Velkost genomu S. boulardii se pohybuje kolem
11,5Mb. S. boulardii méa také 2-mikronovy plazmid, ktery je velmi podobny plazmidu
S. cerevisiae. Tento plazmid ma velikost 6318 paru bazi. Kmeny S. boulardii mohou obsahovat
kolem 5140 odliSnych proteinti, coz dohromady vytvaii proteom kvasinky. Proteom je soubor
vSech proteini jednoho druhu. Z téchto 5140 proteint je 200 unikatnich pravé pro kazdy
jednotlivy kmen S. boulardii. Zplsob rozmnozovani kvasinky je urCen dvéma alelami
na jednom lokusu. Tyto alely se oznacuji MATa a MATa. Jedna z téchto dvou alel se odliSuje
od adekvatni alely na lokusu S. cerevisiae. Pravé tato odlisnost by mohla byt divod, pro¢
nedokaze S. boulardii vytvéret spory, a také pro¢ se kvasinka vyskytuje pouze v diploidni
form¢. VSechny ostatni geny S. boulardii kodujici sporulaci nebo také geny zajiStujici
rozmnozovaci cyklus zahrnujici meiézu a mitdzu jsou totozné se S. cerevisiae. Je tedy mozné,
ze S. boulardii nemtze sporulovat z ditvodu vyskytu mutacich na lokusech MAT (Khatri et al.
2017).

Dals$im rozdilem mezi kvasinkami S. cerevisiae a S. boulardii je, ze S. boulardii béhem
evoluce pfisla o nekteré Ty elementy typické pro rod Saccharomyces. Ty elementy jsou ¢ésti
genomu. Jsou to retrotranspozony vyskytujici se u kvasinek druhu S. cerevisiae. Ty elementy
maji za funkci pomoci reverzni transkripce replikovat RNA a nésledné ji vlozit do DNA buriky.
Genetickd informace kvasinek rodu Saccharomyces se nejvice odliSuje pravé v oblasti Ty
elementii nebo také telomer chromozomi (Edwards-Ingram et al. 2004). Pravé Ty elementy
Tyl, Ty3 a Ty4 u S. boulardii GpIn¢ chybi. S. boulardii naopak nepfisla o Ty elementy Ty2 a
Ty5 (Ansari et al. 2021).

3.8 Metody stanoveni S. boulardii

Spolehlivé stanoveni pfitomnosti S. cerevisiae var. boulardii je zadsadni pro stanoveni
deklarovanych ucink v léCivech, probiotickych dopliicich stravy a také v potravindch.
Z dtvodu, ze S. boulardii je zatazena pod druh S. cerevisiae, tak jsou ob¢€ kvasinky ve svych
vlastnostech velmi podobné. Jejich spolehlivé rozliSeni neni tedy jednoduché.

3.8.1 Selektivni kultiva¢ni média

V ptipad¢ rozboru vzorku v potravindistvi nebo v klinické mediciné neni mozné
predpokladat, ze ve vzorku nejsou pfitomné dal$i mikroorganismy napiiklad bakterie nebo
spory plisni. Proto je vhodné vytvofit selektivni tlak znevyhodnujici bakterie a plisn€. Tohoto
se docili pfidanim antibiotik oxytetracyklinu nebo chloramfenikolu v koncentraci 100 ppm



do kultivacniho média pro kultivaci kvasinek. Dal§i moznosti potlaceni riistu bakterii je
okyseleni zivné plidy kyselinou vinnou na pH o hodnoté 3,5. Pti takto nizkém pH jiz bakterie
nejsou schopny rust. Kultivacni média vhodna pro kultivaci kvasinek jsou naptiklad médium
s jecnym extraktem (MAE), médium s tryptonem, gluk6zou a s kvasnicnym extraktem (TGY)
nebo médium s dichloranem, bengélskou cerveni a chloramfenikolem (DRBC) (Ansari et al.
2021).

Pro potvrzeni, ze se jednd ptesné¢ o S. boulardii je nutné izolat ze selektivniho
kultiva¢niho média dale analyzovat jinymi metodami. Selektivni kultivaéni média funguji
pouze pro preselekci kvasinek. Selektivni média lze tedy vyuzit pro kvantitativni stanoveni
kvasinek nebo v piipad¢ homogenniho vzorku obsahujiciho pouze S. boulardii pro kvantitativni
stanoveni S. boulardii ve vzorku (Ansari et al. 2021).

3.8.2 Vitalni barveni preparatu a stanoveni pod mikroskopem

Pro odliSeni Zivych bun¢k od mrtvych se v mikrobiologii pouziva barveni preparati.
Pokud je obarvena burika ziva, tak barvivo neprochézi z diivodu principu semipermeability pres
cytoplazmatickou membranu. Ziva buitka mé proto svétlou nebo prithlednou barvu. U mrtvych
bun¢k dochazi vlivem poskozeni cytoplazmatické membrany k priniku barviva dovnitt buiiky,
kde se barvivo hromadi. Pod mikroskopem maji mrtvé buiiky tmavou barvu. V mikroskopu se
spocitd pomér zivych a mrtvych bunék. Jako barvivo se pro stanoveni kvasinek nejcastéji
vyuziva metylenovd modf. Tento druh stanoveni se nejcastéji vyuziva v praxi bchem
technologickych procest, jelikoz je nezbytné mit rychle vysledky. Zaporem je, ze takto
obarveny vzorek jiz neni mozno vyuzit ke dalsi kultivaci. Krom¢ metylenové modre existuji
také rliznd dalsi barviva. Néktera z nich jsou také na fluorescen¢ni bazi (Ansari et al. 2021).

3.8.3 Biochemické testy

V ptipad¢ analyzy pomoci biochemickych testl jiz 1ze identifikovat konkrétni rod nebo
druh a v nékterych ptipadech i kmen. Pfi biochemickych testech se testuje schopnost $tépeni
velkého mnozstvi rtiznorodych chemickych latek a také schopnost produkce konkrétnich
metabolitli. Testy obsahuji rizné substraty srozdilnymi zdroji uhliku a dusiku. Dale je
zjisStovano, jestli mikroorganismus produkuje fermentované cukry, zda rozkladd mocovinu
nebo jestli je schopen redukovat H»S. (Hossain et al. 2020; Ansari et al. 2021). Vysledky
biochemického testovani S. boulardii jsou v tabulce €. 1. Testovany kmen S. boulardii byl
schopen redukovat HoS za vzniku ¢ernohnédych kolonii (Hossain et al. 2020).



Tabulka €. 1 Zdroj: Zainab M. AL Zubaidy et al. (2014).

Testy Vysledky
Glukoéza +
Frukt6za n
Sacharoéza n
VyuZiti zdroje

yuuhliku : Galakto6za v
Rafinéza n
Lakt6za 3
Skrob n
+

VyuZitf zdroje Pepton
dusiku Asparagin n
Siran amonny "
Dusi¢nany B
Produkce kyselin +
Rozklad mocoviny _
Produkce estert i
Cykloheximidova rezistence ;

3.8.4 ELISA imunologicky test

Zkratka ELISA vychazi z anglického nazvu enzyme-linked immunosorbent assay. Tato
metoda je zalozena na reakci antigenu s protilatkou. Na protilatku je navazan enzym, ktery Sté€pi
substrat a test je vytvofen tak, Ze pfi rozSt€peni substratu dochazi ke zmeéné barvy. Vyhoda této
analyzy je, Ze je rychld a pomérné nendkladna. Existuje n€kolik druhtit ELISA testu v zavislosti
na principu vazani protilatek s enzymem. Nekteré z metod 1ze vyuzit pii kvantitativni analyze
vzorku. Kvantifikace vysledku probiha detekci intenzity zabarveni. ELISA metody se vyuzivaji
priméarné ve zdravotnictvi (Shah & Maghsoudlou 2016).

Ansari et al. (2021) uvadi, ze nebylo provedeno mnoho studii na vyuziti imunologickych
testli pro detekci kvasinek v potravindiskych vzorcich. V ¢lanku Middelhoven & Notermans
(1988) byly popsany nékteré imunogenni polysacharidy produkované riiznymi druhy kvasinek.
Tyto polysacharidy jsou z naprosté vétSiny druhové specifické pro reakci s protilatkou a lze je
tedy vyuzit pro detekci pomoci ELISA testu. Konkrétné byly pouzity dva typy metod. Prvni
pouzitd metoda kompetitivni, kdy je vzorek kultivovan se specifickymi protilatkami. V ptipadé
pfitomnosti antigenu ve vzorku dojde k vytvofeni komplexu antigen-protilatka. Nasledné se
komplexy antigen-protilatka premisti na desticku s volnymi antigeny, které jsou na ni pevné
pfipojené. V piipadé¢, Ze ve vzorku byl pfitomen antigen, tak se jiz vyvéazal do komplexu a
nedojde k jeho navazani na desticku. Naopak pokud se v analyzovaném vzorku nevyskytovaly
zadné antigeny, tak dojde k navazani protilatek z roztoku na antigeny nanesené na desticce.
Pted dalSim krokem se desticka omyje pufrem. Na desti¢ce zlstanou pouze pevné piipojené
komplexy antigen-protilatka, které indikuji, Ze v pivodnim analyzovaném vzorku se antigen
nenachazel. Dal$im krokem je pfidani enzymu navdzaného na druhy typ protilatek. Druhy typ
protilatek se specificky vaze na prvni typ protilatek vyskytujicich se v komplexu antigen-

11



protilatka pevné pfipojenych na desticce. Desticka se znovu omyje pufrem. Vysledek je, Ze
pokud se pfi analyze nezméni barva reakci substratu, tak se v analyzovaném vzorku antigen
vyskytoval. Pokud dojde enzymatickou reakci ke zméné barvy substratu, tak je to ditkkaz, ze se
ve vzorku antigen nevyskytuje. Druha metoda analyzy ELISA pouzité v experimentu
s kvasinkami je metoda sendvicova. Pfi této metodé se pouziva desticka s pevné ptichycenymi
protilatkami. Nasledn¢ se na desticku pfida testovany vzorek. Pokud se ve vzorku vyskytuje
antigen, tak dojde k vytvoreni komplexu antigen-protilatka. Nasledn¢ se desticka omyje pufrem
a odplavi veskeré volné nenavazané antigeny. V dal$im kroku se ptidé druha protilatka a dojde
k navdzani na antigen z druhé strany. Znovu se desticka promyje a pifida se posledni typ
protilatek s enzymem, které se navazi na druhy typ protilatek. Pokud analyzovany vzorek
obsahoval antigen, tak v poslednim kroku probé&hla enzymaticka reakce a doSlo je zméné barvy.
V ¢lanku je uvedeno, ze pro kvasinky Saccharomyces cerevisiae je mozné pouzit ob¢ metody
detekce ELISA. Pii zjiStovani piitomnosti antigenli jednobunécnych bunék kmene
bazidiomycety v nékterych ptipadech testy ELISA prokézaly shodu, i kdyz se ve vzorku realné
vyskytovala kvasinka kmene askomycet. K tomuto doslo u analyzy ELISA v jednom z ptipad
testovani kvasinky rodu S. cerevisiae.

3.8.5 Sekvenovani DNA

Sekvenovani genetické informace organismu je jedna z metod pro presné zafazeni a
uréeni rodu, druhu a kmene. Sekvenovat Ize bud’ cely genom nebo jenom jeho urcité casti.
Stanovovani sekvence celé DNA je zdlouhavé a narocné na Cas i vybaveni. K identifikaci
organismu se pouzivaji rizné ¢asti genomu v zavislosti na metodé. Pro identifikaci kvasinek se
mize vyuzivat ¢ast DNA kodujici ribozomdlni podjednotku. Tato ¢ast DNA se nazyva
28S nrDNA a pouziva se k identifikaci u eukaryotickych organismii z diivodu specifi¢nosti.
Podobné se vyuziva pro identifikaci kvasinek také usek DNA nazyvany ITS. Dal§i metodou je
rep-PCR, coz je metoda spocivajici v opakovaném nakopirovani urcité genetické sekvence,
ktera se vyskytuje a opakuje na mnoha mistech v DNA. Tato sekvence se po namnoZeni
v urcitych mistech rozstépi. Kazdy druh ma odlisnou délku a pocet rozstépenych kustt DNA.
Segmenty jsou tedy specifické pro kazdy jednotlivy druh. Nasledné se vyuziva elektroforéza
pro vytiidéni jednotlivych segmentii v elektrickém poli podle pohyblivosti a délky fetézce.
Tato metoda se jeSt¢ oznaCuje jako tak zvané zjiStovani otisku prstu DNA organismu
(Gopalakrishnan & Winston 2019). Dalsi zptisob identifikace kvasinky S. boulardii je mozny
také podle konkrétnich Ty elementli nachazejicich se na uritych mistech v genomu.
U S. boulardii kmeni Biokodex a Unique-28 bylo identifikovano celkem 15 Ty elementt
(Khatri et al. 2017).

Nésledné po sekvenovani DNA péti kment kvasinky S. boulardii byly porovnany
jednotlivé sekvence s dalSimi dvéma zaznamy sekvenci DNA z databdze. Bylo zjiStovano, jak
se od sebe jednotlivé DNA sekvence 1isi a jaky to mé vliv na probiotické u¢inky. Kompletni
sekvenovani bylo provedeno u vzorkl Biokodex a Unique28. U ostatnich tii vzorkli Kirkman,
Unisankyo a EDRL byla sestavena pouze hrubé verze genomu. Sekvence kmenti Biokodex a
Unique28 byla provedena ptiblizné ve 200 opakovanich a nasledné byl sestaven kompletni
genom téchto dvou vzorkd. Nasledné porovnanim obou kmenti Biokodex a Unique28 bylo



zaznamenano, ze genom ziskany ze vzorkli Biokodex je na jedné telomete kratsi o 0,02 Mbp
(Khatri et al. 2017).

Kromé genetické informace ziskané z chromozomt kvasinky byla ziskana také sekvence
plazmidu 2-micron. Tento plazmid se vyskytuje u druhu S. cerevisiae a také u jeho varianty
S. boulardii. Je to maly DNA kruhovy plazmid, ktery se v buiice vyskytuje zhruba v 40-60
kopiich. Tento plazmid byl ziskan také ze vzorkt EDRL, Kirkman a Unisankyo (Chan et al.
2013; Khatri et al. 2017).

Kvasinka S. boulardii neni schopna sporulace. Genom kvasinky byl porovnan
v programu BLASTp. Tento program je schopen pfifazovat jednotlivé sekvence genomu
ze neschopnost kvasinky vytvofit spory mize byt zpisobena nékterym z gentit CDC16, DMC1
nebo MND2. Kvasinka S. boulardii neni schopna sporulace i piesto, ze mé z naprosté vétsiny
totozny genom spolu s kvasinkou S. cerevisiae, kterd sporulace schopna je. Dale byly
prozkoumany takzvané MAT lokusy, které maji vliv na sporulaci. U S. boulardii kmene
Biokodex je v porovndni s kvasinkou S. cerevisiae v tomto konkrétnim misté zména. Biokodex
ma navic sedm bazi a dalSich osm je zménénych. Doslo tedy v tomto misté k mutaci, ktera mtize
byt pticinou neschopnosti S. boulardii vytvaret spory (Khatri et al. 2017).

3.9 Kultiva¢ni podminky S. boulardii

3.9.1 VlivpH

Zakladem uspésného pouziti probiotika je jeho rezistence k pH vyskytujicim se
v travicim traktu. V Zaludku mize pH dosahovat hodnot mezi 1-2. Naopak v tenkém stievé je
hodnota pH v rozmezi 67,5 v zavislosti na méfené casti stteva. K zvySeni pH v tenkém streve
dochazi vlivem sekrece slinivky bfisni. Nizké pH v zaludku funguje jako obrana pted vniknutim
patogennich mikroorganismu do traviciho traktu a jejich naslednym namnoZenim v organismu
(Yamamura et al. 2023). S. boulardii dokéze ptezit rozmezi hodnot pH 2,0—8,0 (Hossain et al.
2020). Idealni pH pro rist S. boulardii v médiu je 5,5, kdy pfi tomto pH dochazi k nejvétsi
produkci biomasy (Du et al. 2012).

Fietto et al. (2004) zjisStoval odolnost S. boulardii a S. cerevisiae ve simulovaném
intestinalnim prostiedi. Pro experiment bylo pouzito pH 8,0 a bylo zji§téno, Ze ob¢& kvasinky
jsou pfi tomto pH zhruba stejné rezistentni. Po celou dobu experimentu, ktery trval 60 minut,
byla Zivotaschopnost obou kvasinek blizici se 100 %. Ve druhém experimentu byly obé
kvasinky vystaveny simulaci kyselého zaludku, tedy pH o hodnoté¢ 2,0. Pti vystaveni kyselému
prostfedi nedoSlo v prvnich 10 minutdch mezi obéma kvasinkami k zddnym rozdiliim.
Odlisnost v odolnosti vic¢i pH se projevila az kolem 15. minuty. V kyselém prostfedi doslo
po 60 minutach experimentu u S. cerevisiae k poklesu zivotaschopnosti na 30 %. Oproti tomu
kvasinka S. boulardii je daleko odolné&jsi vii¢i nizkému pH. Po 60 minutach v simulovaném
prostiedi zaludku bylo stale 75 % kvasinek Zivotaschopnych.

3.9.2 Vliv teploty

Veskeré fyziologické procesy bunky jsou zavislé na teploté okoli. Teplota totiz
ovliviluje rychlost metabolickych procest uvniti buiky. Se vzristajici teplotou roste rychlost
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pfemény latek, rychlost mnozeni bunék a pfi vyssi teploté dochézi ke zrychleni metabolismu,
enzymu. V piipadé, Ze by byla teplota pfili§ vysoka, tak mize dochézet k denaturaci enzymt a
tim k ukonceni jejich funk¢nosti. Naopak pfi velmi nizké teploté je metabolismus kvasinek
zpomalen a dochézi ke zpomaleni jejich rastu. Optimalni teplota pro kultivaci S. boulardii byla
stanovena na 37 °C. Pii kultivaci o teploté vyssi nez 41 °C jiz k rapidnimu sniZovani poctu
zivych kvasinek (Shu et al. 2020). Hossain et al. (2020) popisuje, Ze izolaty S. boulardii maji
schopnost prezivat az do teploty 45 °C. OvSem pfi takto vysoké teploté je jejich zivotnost
kratkodoba a po 72 hodin€ rapidné klesa tempo jejich riistu (viz graf €. 1). Naopak teplota 25 °C
neni dostateéné vysoké pro rychlé pomnozeni.

Du et al. (2012) popisuje, Ze po inokulaci média pti 30 °C je S. boulardii zhruba
4 hodiny v lag fazi. Nasledné pfi teploté 30 °C dochéazi v ¢asovém rozmezi mezi 6 a 24 hodinou
k logaritmickému mnozeni bunc¢k. Naopak mezi 24 a 30 hodinou dochéazi k ustanoveni
rovnovahy, takze rozmnozovani a umirani bun¢k probiha zhruba ve stejném poméru. Hossain
et al. (2020) uvadi, ze bod tepelné smrti pro kvasinky S. boulardii je mezi 55-56 °C. Bod
tepelné smrti znamenad, Ze dany mikroorganismus neni schopen piezit tuto teplotu po dobu vyssi
nez 10 minut.

A Vliv teploty na tempo rustu
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Graf.: ¢. 1 Vliv teploty na tempo ristu S. boulardii. Zdroj: Hossain et al. (2020)

Také bylo zaznamenano, ze hodnota pH po kultivaci S. boulardii v médiu je provazana
s hodnotou pH. S rostouci teplotou je kvasinkami snizovano pH média, coz je zplsobeno
zrychlenym metabolismem kvasinek (Shu et al. 2020).

Teplota ma vliv na metabolickou aktivitu, ¢ehoz se vyuziva k prodlouzeni trvanlivosti
pro lidskou spotiebu. K tomu se vyuziva rizné technologicka tprava probiotického piipravku
S. boulardii, coz nésledn¢ ovlivituje teplotu potiebnou pro jeji skladovani. Pokud by
pfedepsand teplota nebyla dodrZena, tak by mohlo dojit k sniZeni zivotaschopnosti kvasinek.



Nizké zivotaschopnost by zpiisobila snizeni nebo Uplné vyruSeni ucinnosti ptipravku a jeho
benefitl. Jsou dva typy technologické tipravy kvasinek pro pouziti do kapsli. Prvnim zptisobem
je suSeni bunék za pouziti tepla. Druhy zplisob je suSeni za pouziti mrazu, coz se nazyva
lyofilizace. Pfi vyrobé preparatu za pouZiti tepla je nutné jej po celou dobu skladovat v lednici
pfi teploté kolem 4 °C. Skladovani pfi vyssi teploté by zptlisobilo, Ze preparat by po otevieni
rychle degradoval. Pfi upravé pomoci lyofilizace je mozné piipravek skladovat az 1 rok
pfi pokojové teploté, ovSem skladovani pii nizké teploté je lepsi (Hossain et al. 2020).

3.9.3 Rozdilné zdroje uhliku

Jako zdroj uhliku dokdze S. boulardii vyuzivat glukézu, fruktdézu, sachardzu, rafindzu
nebo Skrob (Ansari et al. 2021). S. boulardii neni schopna vyuzivat laktézu a také neni redlné
schopna metabolizovat galaktéozu, i kdyz neni vyloucena jeji zanedbatelné¢ zpracovani.
V genomu S. boulardii jsou obsazené veskeré geny pro metabolizaci galaktdézy, ovSem
v jednom bodu doslo k mutaci, kterd zptsobila poSkozeni enzymu fosfoglukomutazy. Tato
mutace je zodpoveédna za to, Ze kvasinka nemiize galaktdozu zpracovavat v mnoZzstvi, které by
zajistilo normalni Zivotni procesy v buiice (Liu et al. 2018).

Yang et al. (2019) uvadi, ze pritomnost glukdzy, sachardzy nebo maltdzy v kultivaénim
médiu ma velmi pfiznivy vliv pro rist. Opacny vysledek byl zaznamenan u laktozy, galaktozy
nebo rozpustného skrobu. Pro tento experiment bylo pouzito YPD médium, které v 1000 ml
destilované vody obsahuje 10 g peptonu, 10 g kvasnicového extraktu a 20 g glukozy. Jako
kontrola bylo pouzit¢ médium bez glukézy a nasledné se jednotlivé zdroje uhliku ptfidavaly
vzdy v koncentraci 2 %. V pifipadé, ze byly pfidany 2 % glukozy, tak bylo stanoveno
1.93x10® KTJ/ml. Po pfidani maltdzy bylo stanoveno 1.89x10% KTJ/ml zivych bunék. Zvyseni
koncentrace glukozy ze 2 na 5 % zpusobilo, ze se pocet kvasinek zvysil o 24 %.

3.9.4 Rozdilné zdroje dusiku

V mikrobiologii je mozné pouzit velké mnozstvi riznych zdroji dusiku. Lze pouzit jak
organické, tak anorganické zdroje. Nekteré zdroje dusiku se déale tfadi podle substratl,
ze kterych jsou ziskany. Do organickych zdrojii se fadi trypton, kasein, kvasnicovy extrakt,
pepton, sojovy pepton, hovézi extrakt nebo sladové mléko obsahujici sladovy jeCmen,
pSeni¢nou mouku a suSené plnotu¢né mléko. Mezi anorganické zdroje dusiku patii siran
amonny, mocovina, hydrogencitrat diamonny, citrat triamonny, dusi¢nan amonny, chlorid
amonny nebo dusi¢nan draselny. (Yang et al. 2019) popisuje, ze pii pouziti média YPD
slozeného z peptonu 10 g/1000 ml, kvasnicového extraktu 10 g/1000 ml, glukozy 20 g /1000 ml
a 1000 ml destilované vody. Na stanoveni vyuzitelnosti dusiku bylo pouZzito YPD médium bez
obsahu zdroje dusiku, coz bylo pouzito jako kontrola. Na tomto médiu byla zjiSténa koncentrace
kvasinek S. boulardii zhruba 0,6 * 10® KTJ/ml. Nasledné se pouzilo YPD médium bez dusiku,
do kterého se pridali organické zdroje dusiku o koncentraci 1 %. Byli pouzity kvasnicovy
extrakt, pepton, sdjovy pepton, trypton, pepton z kaseinu, hovézi extrakt a sladové mléko.
Nejlepsi vysledek organického zdroje dusiku byl zjistén pii pouziti kvasnicového extraktu, kdy
bylo zjisténo 1,45 *10® KTJ/ml. Nasledoval dusik ve form& peptonu s koncentraci kvasinek
1,36*10% KTL/ml. Pfi ptidani zdroje dusiku v koncentraci 2 % byly zaznamenany je$té vyssi
koncentrace S. boulardii. Jako nejlépe vyuzitelné organické zdroje dusiku z vyse zkoumanych
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sloucenin byly kvasnicovy extrakt> pepton> hovézi extrakt> sladové mléko> trypton> sojovy
pepton a kaseinovy pepton (Yang et al. 2019).

3.9.5 Vliv obsahu NaCl

Vliv vysokého obsahu NaCl v médiu spociva ve zmeéné osmotického tlaku. Pokud je
v okoli buiiky vysokd koncentrace NaCl, tak to vede k Uniku vody z kvasinky smérem
ve prospéch vyssi koncentrace iontl. S. boulardii je schopna piezivat a rust i pti koncentraci
soli 8 %. Ovsem pfi takto vysoké koncentraci NaCl je jiz velmi sniZzena Zivotaschopnost bunék.
Viz graf €. 2 kvasinka S. boulardii je schopna dobie riist jeste pti 3 % obsahu soli (Hossain et
al. 2020).

NaCl Tolerance

5 . =—=24h 48h —f=72 h
L5 ~
B
oé 1 -
2
g 0.5 A
Q
b=
O 1 | I 1 | | 1

1% 2% 3% 4% 5% 6% 7%
NaCl (%)

Graf ¢. 2 Tolerance rustu S. boulardii v chloridu sodném; zdroj: Hossain et al. (2020)

3.9.6 Vliv obsahu etanolu

Pritomnost vyssi koncentrace etanolu v médiu ma na buiiku negativni efekt, jelikoz
snizuje fluiditu membrany. Fluidita je schopnost pohybovani membrany bunky, pficemz
naruseni této schopnosti vede k moznym poruseni jeji celistvosti. NaruSeni membrany muize
nasledné zptisobit potlaceni ristu jedince a ptipadné az smrt (Ramirez-Cota et al. 2021).

Kvasinka S. boulardii toleruje obsah etanol az do koncentrace 20 %. OvSem pii takto
vysoké koncentraci etanolu dochazi ke zpomaleni zacatku fermentace. Schopnost fermentace
kvasinek byla vyhodnocena podle objemu vyprodukovaného plynu, ktery je zjistovan
umisténim sklenéné trubi¢ky do zkumavky dnem vzhtru. Pfi koncentraci etanolu 20 % byla
produkce plynu zaznamenana az pii 24 hodin¢€ od zacatku experimentu. OvSem pfitomnost
20 % etanolu v médiu znamenal, ze béhem 60 hodin nedoSlo k maximalni produkci plynu.
Pti koncentraci etanolu 16 % byla produkce plynu zaznamendna jiz po 12 hodiné. K plnému



zaplnéni sklenéné trubicky indikujici mnozstvi produkovaného plynu doslo az pii 60 hodiné.
(Du et al. 2012).

Podle Ramirez-Cota et al. (2021) tolerance etanolu zélezi také na teploté v okolnim
prostredi. Pti teploté 28 °C byla kvasinka S. boulardii schopna riist v koncentracich 6 a 8 %
etanolu. V pfipadé, ze teplota kultivace byla 37 °C, tak kvasinka nebyla schopna rist
v koncentraci vyssi nez4 % etanolu. Tento experiment ovSem trval pouze 12 hodin. Nizsi
teplota 28 °C znamenala, vy$$i rezistenci viici etanolu. Proti negativnim vliviim zptsobenym
vysokym obsahem etanolu v okolnim prostiedi se S. boulardii dokaze branit ztlusténim jeji
bunécné stény. Tento princip byl zkoumdn u 6 % etanolu. Zména $itky stény kvasinky byla
porovnana oproti kvasinkdm rostoucim v prostiedi bez obsahu etanolu. Sitka bun&éné stény
v 0 % etanolu byla 177 nm a oproti tomu prostiedi s 6 % etanolu vedlo ke ztlusténi na 246 nm.
Rozdil v pfitomnosti etanolu znamenal narust stény ptiblizné o 40 %.

3.9.7 Vliv obsahu Zlu¢ovych soli

Zlu¢ové soli jsou soli Zzluéovych kyselin. Vyluéuji se spolend se Zlu¢i do tenkého
stfeva, kde napomahaji neutralizovat natravenou potravu p¥ichazejici ze zaludku. Zlu¢ kromé
zluCovych kyselin obsahuje také cholesterol, fosfolipidy a barvivo biliverdin (Hossain et al.
2020). Zludové soli pii styku s butikou poskozuji bunéénou membranu a zpiisobuji tak narueni
vnitinitho prostiedi bunky. Vyvijeji tedy antimikrobidlni aktivitu, proti které se nckteré
mikroorganismy brani sekreci enzymu Stépici zlucové soli. S. boulardii je jednim
z mikroorganismt, u které byla popsana schopnost produkce téchto enzymi (Fu et al. 2022).
S. boulardii je schopna rist i v médiu s obsahem 2 % Zlu€ovych soli (Hossain et al. 2020).

3.9.8 Vliv pritomnosti antibiotickych latek

Rizné studie se rozchazeji ve vysledcich o nachylnosti S. boulardii na ptitomnost
antibiotickych latek. Czerucka et al. (2007) popisuje, ze kvasinky maji urCitou ptirozenou
odolnost vici antibiotickym latkdm. Také uvadi argument pro pouziti kvasinek jako probiotik
pti 1é€bé antibiotiky. Hlavni vyhodou je, Ze nemlze dojit k horizontdlnimu pfenosu genl
kédujicich rezistenci z bakterii na kvasinky. Naopak mezi bakteriemi je horizontdlni pfenos
genu relativné Casty. Pfi pouzivani probiotickych bakterii se mlze stat, Ze se rezistence
na antibiotika bude pfenaset také na patogenni bakterie (Czerucka et al. 2007).

Hossain et al. (2020) uvadi, ze S. boulardii je rezistentni vii€i antibiotiklim imipenem,
ampicillin a amikacin. Pii experimentu k ndchylnosti na vyskyt antibiotik byly pouzity
standardni koncentrace doporuc¢ené vyrobcem a nasledné byla sledovéana velikost inhibi¢ni
zony. Vysledek rozmérti inhibi¢ni zony byl porovnan s informacemi od vyrobce a nasledné byl
mikroorganismus roziazen do skupin, rezistentni, &aste¢né citlivy a citlivy. Césteéna citlivost
byla prokdzana na chloramfenicol, rifampicin a vancomycin. S. boulardii byla po vystaveni
antibiotikiim cefotaxime, ciproflixine, erythromycin, kanamycei, gentamicin a metronidazole
klasifikovana jako citliva.

Ve studii Chelliah et al. (2021) bylo testovano celkem 30 rtiznych antibiotickych latek
s Sesti rozdilnymi kmeny S. boulardii. Autofi zjistili, Ze vSechny testované kmeny byly
rezistentni vi¢i vSem testovanym antibiotikim. Pro testovani byly pouzity standardni
koncentrace a rezistence byla prokdzana v porovnani s testovanim téchto antibiotik
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s patogennimi mikroorganismy. Celkem 30 pouzitych antibiotik zahrnuje latky s rliznymi
principy potlaceni rdstu mikroorganismi, kterymi je potlaceni bunécné stény, nukleové
kyseliny nebo syntézy proteint v burice.

3.10 Mechanismus uéinku v lidském téle

Jakykoliv pozity mikroorganismus, ktery se zivy dostane do tlustého stfeva interaguje
s jiz vyskytujicimi se mikroorganismy. Mikrobiom zastava v organismu nékolik dulezitych
funkci. Velmi dtlezitou funkci je obrana organismu pied rozmnozenim patogennich bakterii.
Druhou funkci je podpora spravné funkce bunék epitelu ve stfevé. Posledni tfeti funkci je
podpora funkce imunitniho systému. Pro ¢loveéka benefitni mikroorganismy maji nékolik
riznych mechanismt G¢inku, kterymi ovliviiuji organismus a zabraiiuji rozvoji patogent.
Mikrobiom je velmi komplexni systém a vSechny zpiisoby Gc¢inku a interakce nejsou znamy.
Konkrétné u S. boulardii jsou znamé pouze nékteré mechanismy uc€inku (Pais et al. 2020).

Probiotika jsou mikroorganismy upravena pro piijem clovéka a maji za cil zlepsit funkci
mikrobioty tlustého stfeva. Probiotické mikroorganismy mohou mit na té€lo pozitivni efekt tfeba
produkci konkrétnich metabolitl, coz se povazuje za pifimy vliv na organismus. Produkované
metabolity pfimo ovliviiuji stfevni mikrobiotu. Naopak nepfimy vliv probiotik neptsobi
konkrétn€ na mikrobiotu, ale na sliznici epitelu nebo imunitni systém cloveka. Podpora téchto
Casti organismu pak miiZze mit nasledné vliv na mikrobiotu stfeva (Pais et al. 2020).

Pijjem urcit¢ého minimalniho mnozstvi kvasinky S. boulardii mize mit pro clovéka
zdravotni benefity. OvSem pro adekvatni u€inky je nutné identifikovat pfesné konzumovanou
variantu a kmen, jelikoz samotnd S. cerevisiae tyto benefity neposkytuje. Rozdil ve vlivu
na zdravi S. boulardii a S. cerevisiae je zplisoben pravé rozdilnym metabolismem obou
kvasinek (Vanhee et al. 2010).

Pro zafazeni mezi probiotika musi mikroorganismus spliiovat nékolik kritérii.
dokdzal prezit prichod zaludkem a horni ¢asti tenkého stieva. S. boulardii dokaze dobie
odoléavat nizkému pH. OvSem i pfes schopnost kvasinky pfezit néjakou dobu v travicim traktu
dojde k jejimu tplnému vylouceni béhem 3-7 dni od podani probiotického piipravku (Kim et
al. 2022). Autoti Lazo-Vélez et al. (2018) uvadeji, ze k vylouceni S. boulardii dochazi
v pribéhu 14 dni od okamziku, kdy se prerusila suplementace. Takto kratka doba zachytu bun¢k
ve stolici znamend, Ze kvasinka neni schopna travici trakt dlouhodobé osidlit. K vylouceni
dochazi proto, Ze se kvasinka neni schopna uvniti téla dlouhodob& rozmnozovat a také zde
nedokaze udrzovat svoji metabolickou aktivitu. Zjistilo se, Ze byla S. boulardii schopna osidlit
sttevo clovéka po podévani antibiotik nebo také schopna byla osidlit sttevo u mysi
bez jakékoliv jiné stfevni mikrobioty. Pfedpoklad tedy je, Ze S. boulardii je potlacena jinymi
sttevnimi mikroorganismy z diivodu, ze jim neni schopna dlouhodobé konkurovat. Pokud neni
pfijimand davka probiotika dostate¢né velka nebo pokud kvasinky v podaném piipravku nemaji
vysokou zivotnost, tak mize dojit k vylouceni téchto kvasinek z traviciho traktu jeste¢ pred
projevenim pozitivniho u¢inku (Kim et al. 2022).



3.10.1 Deaktivace toxinu

Probiotika mohou potlacit rist patogenti konkurenci o Ziviny a prostor. Piijem
probiotickych mikroorganismii miize vést ve sttevé v n¢kterych ptipadech také ke snizeni pH,
coz zpisobuje zhorSeni podminek riistu patogenti. Antimikrobialni aktivita probiotika mize byt
zptisobena také produkci chemickych latek, ktery plsobi nepfiznivé na patogenni
mikroorganismy. Mezi latky se schopnosti potlaceni riistu patogent se fadi nékteré organické
kyseliny, bakteriociny, peroxid vodiku, diacetyl nebo nékteré aminy. Pozitivni vliv probiotik
na hostitelsky organismus mize byt zpisoben dale plisobenim na toxiny vyprodukované
patogeny. Nékteré kmeny S. boulardii jsou schopné potlacit pfimo rozvoj a pomnoZeni E. coli
ve stfevé pomoci snizeni pH (Pais et al. 2020). Kvasinka S. boulardii je také schopna potlacit
funkci toxini Escherichia coli pomoci zéasadité fosfatazy. Tento enzym je schopen pomoci
odstranéni fosfatové skupiny z povrchu inaktivovat lipopolysacharidové endotoxiny bakterie
E. coli (Buts et al. 2006).

S. boulardii ma také schopnost potlaceni toxinu bakterie Clostridium difficile. Tento
patogen S. boulardii je schopna produkovat 54-kDa protedzu §tépici toxiny A a B. Tyto dva
toxiny jsou produkovany pravé C. difficile. Rozvoj bakterie zplsobuje infekéni zanétlivé
prijmy. Toxin A pulsobi zdnétlivé a také zplsobuje nekrozu bunck stfevniho epitelu.
S. boulardii je schopna snizit samotnou produkci toxinu pomoci vylu¢ovani chemickych latek,
které jeho produkci potlacuji. Kromé vlivu na toxin S. boulardii ovliviiuje také reakci
organismu na infekci pomoci sekrece faktord, které maji nasledné vliv na imunitni systém
(Kelesidis & Pothoulakis 2012).

Naopak u bakterie Vibrio cholerae funguje mechanismus potlaceni produkovaného
toxinu pomoci samotné stény bunky kvasinky S. boulardii. Kvasinka obsahuje proteine 120-
kDa, ktery funguje jako receptor. S. boulardii se dokaze pies tento receptor prichytit na 84-kDa
toxin cholery a zpiisobi zablokovani jeho funkce. Néasledkem blokace tohoto receptoru neni
V. cholerae schopna aktivovat v lidském téle enzym adenylatcyklazu. Toxicky plsobi pouze
opakovand aktivace tohoto enzymu, jelikoZ zpisobuje nefizenou sekreci iontll a zaroven
blokuje jejich zpétnou absorpci. Coz vede k naprosté dysbalanci elektrolytii a zptisobuje prijem
a naslednou dehydrataci (Branda™o et al. 1998).

Kvasinka je schopnd castecné pomoct chranit organismus proti pribéhu
gastrointestinalniho antraxu, coz je onemocnéni zpusobené nebezpecnou bakterii Bacillus
anthracis, Rozvoj onemocnéni je zpiisoben pozienim potravy kontaminované sporami.
Pfi poziti spory v travicim traktu mohou spory vykli¢it a nasledné produkovat toxin. VEasna
diagnostika byva obtiznd, jelikoz se projevuje nespecifickymi symptomy gastroenteritidy.
Pozd¢&ji vznikaji v tenkém stievé viedy. Rozvoj bakterie Bacillus anthracis ve stfevé mize
zpiisobit vznik 1ézi, které mohou i po vyléeni zanechat zjizvenou a poSkozenou tkan.
S. boulardii je schopnd produkovat protedzy, které Stépi toxin produkovany bakterii
B. anthracis. Kromé& §tépeni toxinu zlepSuje S. boulardii spravnou funkci stievni bariéry a
zabrafiuje rozvoji trvalého poskozeni sliznice gastrointestinalniho traktu (Pontier-Bres et al.
2015).
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3.10.2 Adheze S. boulardii

Adheze mikroorganismu ve stievé je velmi dulezitd vlastnost, bez které
mikroorganismus v hostiteli nedokéze pretrvat. Pfed adherenci potencidlné patogennich
mikroorganisml brani hostitele produkovany mucin, ktery funguje jako zabrana proti jejich
prichyceni a rozvoji v travicim traktu. Nékteré benefitni mikroorganismy jsou schopné se
na mucin navazat pomoci specialné produkovanych latek, které se nasledné¢ na mucin pfipoji.
Ovsem naptiklad S. boulardii postrada zasadni schopnost se ve stfevé ve vétsi mife prichytit.
V travicim traktu se kvasinky S. boulardii vyskytuje v priméru pouze n€kolik dni a nasledné
dojde k jejich vylouceni (Pais et al. 2020).

V ptipadé mysi chovanych bez jakékoli mikrobioty byla S. boulardii ve stolici
detekovatelnd jeste¢ 10 dni po jednorazové aplikaci. OvSem v piipadé€ pfitomnosti mikrobioty
doslo k vypuzeni S. cerevisiae jiz v pribéhu péti dnli. (Edwards-Ingram et al. 2007).
Mechanismus adheze patogenti se vyuziva také k jejich vylouceni. S. boulardii je totiz schopna
n¢které zdravi Skodlivé patogeny navazat na svoji bunéénou sténu. Nasledné se v fadu nékolika
dni s vyloucenim kvasinky vylucuje také onen patogen. Stejna funkce byla potvrzena také
u S. cerevisiae, kdy dokazala kvasinka pomoci proteinli v bunééné stén¢ takto navazat tieba
bakterie E. coli, Salmonella enterica sérotyp Typhimurium nebo sérotyp Typhi. Adheze
patogennich mikroorganismii na bunécnou sténu kvasinek je ovlivnéna také piitomnosti
zluCovych soli, které snizuji jejich schopnost vazani se na buiiku kvasinky (Pais et al. 2020).

3.10.3 Vliv na imunitu hostitele

Ve stfevé organismu funguje intestinalni epitelidlni bariéra jako obrana
ptfed patogennimi mikroorganismy a cizopasniky. Tato bariéra se skldd4 z navzdjem na sebe
navazujicich bunék epitelu, které jsou spolecné propojeny spoji (Terciolo et al. 2019).
Pii pfijmu probiotickych latek dochazi k interakci téchto mikroorganismi s touto bariérou a
zaroven s mikrobiotou travici soustavy. Jejich vzdjemné interakce ovliviiuje imunitni systém
hostitele. Aktivace imunitniho systému patogeny je zplsobena narusenim spojii epitelialnich
bun¢k na sliznici stfeva. Imunitni systém nasledné reaguje vytvofenim zanétlivé reakci a
patogenni mikroorganismy eliminuje (Semin et al. 2021).

Probiotické mikroorganismy mohou ve stfevé zasahovat do funkce imunitniho systému
nékolika zplsoby. Zaprvé probiotika mohou ovlivnit imunitni systém pomoci produkce
metabolickych latek, které nasledné plisobi na buiiky epitelu stfeva. Zadruhé probiotika mohou
pusobit na nékteré skupiny bilych krvinek jako jsou monocyty, makrofagy a lymfocyty.
S. boulardii mé modulaéni schopnost na imunitni systém a dokaze lokaln¢ bud’ ovlivnit nebo
také potlacit zanétlivou reakci organismu. S. boulardii je schopnd podpofit produkci
imunoglobulinti IgA a IgM a také cytokinti. Kromé& toho S. boulardii také podporuje aktivitu
fagocyti (Pais et al. 2020; Ansari et al. 2021).

Klinické studie potvrdily, ze S. boulardii ma pii aplikaci pozitivni ucinky na akutni a
chronické onemocnéni stiev. S. boulardii ovlivituje imunitni systém organismu, jelikoz bylo
umysi zjisténo, Ze po jejim podani byla zvySend hladina sekre¢niho komponentu
imunoglobulinu. Také se zvysila hladina séra imunoglobulinu G. OvSem k vlivu na imunitni
systém dochazi v ptipadé, ze se kvasinka dostane do pfimého kontaktu s buiikami epitelu stieva,
a tedy 1 do kontaktu s Peyerovymi platy. Pravé tyto platy jsou soucésti imunitniho systému



stieva. Ve zdravém stfeveé nemusi dojit ke kontaktu S. boulardii s buitkami imunitniho systému
a to znamend, ze je vliv na imunitni systém pouze omezeny. U mysi stoupla koncentrace
antigent az 10 dnli po podéni prvni davky (Bagherpour et al. 2018).

Pii rané fazi rozvoji infekce rodu Salmonella dochazi v travicim ustroji z divodu
ptitomnosti S. boulardii ke zvyseni produkce cytokinu interferonu gamma, ktery je zodpovédny
za stimulaci makrofagli. Soucasné dochazi pritomnosti kvasinky k potlaceni cytokinu IL-10,
ktery funguje jako inhibitor makrofagii. S pribéhem infekce naopak tento vliv kvasinky klesa
a dochazi zpét k vyrovnani do normalniho stavu (Stier & Bischoftf 2016).

V ptipad¢ nakazy Clostridium perfringens muze dochazet jedinciim s oslabenym
travicim systémem k rozvoji infekce. Ve studii byly ptaci makrofagy vystaveny na 6 hodin
vlivim kvasinky S. boulardii. Nésledné se tyto makrofagy nechaly po dobu 3 hodin
infikovat C. perfringens. U makrofagl diive vystavenych S. boulardii doslo ke zvysené expresi
geni CD80, CD83 nebo CDI197, a naopak doslo k potlaceni genu CD40. Nasledné tyto
makrofagy vykazovaly zvySenou schopnost fagocytézy a baktericidity vic¢i bakterii
C. perfringens (Wang et al. 2020).

Kvasinka S. boulardii ma také modifikacni vliv na transkripéni faktory NF-xB.
Transkrip¢ni faktor je protein, ktery ma schopnost ovliviiovat expresi DNA. NF-kB je skupina
proteinovych latek s podobnymi ucinky. NF-xB faktory ovliviluji zejména expresi genl
souvisejicich s imunitnim systémem, a se zanétlivymi procesy (Liu etal. 2017). V piipadé 1écby
chemoterapeutikem 5-fluorouracil mize dojit k poskozeni sliznice traviciho traktu. Toto 1é¢ivo
je pouzivano k 1écbé kolorektalniho karcinomu nebo rakoviny prsu. Pokud takto dojde
k poskozeni sliznice ve stievé, tak se to oznacuje jako intestinalni mukozitida. Vznikly zanét
vyuziva napiiklad NF-kB faktory a také dalsi signdlni drédhy. Pfizanétu nasledné dojde
ke zvySeni hladiny téchto faktorti. U mysi bylo pii vyzkumu vlivu kvasinky S. boulardii
na expresi faktoru NF-kB zji§téno, Ze nasledkem podani probiotické kvasinky doslo ke snizeni
faktoru NF-kB o 73,3 %. Dale se ve stfevé mysi méfila hladina faktoru NF-«xB, kdy po podani
chemoterapeutika a S. boulardii doslo je snizeni obsahu NF-kB. To znamen4, ze by se mohla
S. boulardii pouzivat pro zlepSeni pribc¢hu zanétu stfeva u osob lécenych chemoterapeutikem
S-fluorouracil (Justino et al. 2020).

Dalsi latkou se schopnosti modulace imunitni odpovédi ve stieve je B-glukan. Je jednou
ze sloucenin, ktera je zodpovédna za schopnost modulovat imunitni odpovéd’ ve stievé. B-
glukan se nachazi v bunécné stén¢ nékterych mikroorganismu a také vétsiny hub. Vyskytuje se
tedy i ve sténé S. boulardii. Rozvétvend molekula B-glukan se dokaze vazat, pfi nalamani
na mensi Casti, na nékteré receptory bunc¢k imunitniho systému. Zarovenn byl v klinickych
testech prokazadn modulacni vliv B-glukanu na neutrofilni granulocyty, coz je jedna ze skupin
bilych krvinek (Stier & Bischoff 2016; Singh & Bhardwaj 2023).

3.10.4 Vliv S. boulardii na enzymatické procesy

Mikrobiom travici soustavy ma vliv na procesy pfemény zivin v travicim traktu.
Probiotika jsou schopna tyto pfemény podpofit ve sméru, ktery je vyhodnéjsi pro ¢lovéka. Maji
vliv z hlediska pozitivniho ptsobeni na zdravi pfipadné umoziuji lepsi vyuzitelnost zivin (Pais
et al. 2020). Vyhodou je, Ze samotna bunika kvasinky S. boulardii je velmi odolna vii¢i ptisobeni
enzymi vyskytujicich se v travicim traktu (Ansari et al. 2021).
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Buiika S. boulardii do prostiedi vylucuje n€kolik vlastnich enzymd, které maji za funkci
podporovat piijimani zivin kvasinkou. OvSem produkeci téchto enzymti dochazi také ke zvyseni
dostupnosti zivin také pro ¢loveka. Kvasinka produkuje velmi vykonnou sacharazu, ktera Stépi
sachardzu na glukézu a fruktozu. Také produkuje 54-kDa protedzu, kterad $tépi proteiny a ma
schopnost inaktivovat nékteré toxiny. Dal$i enzym umoziuje stépit peptidickou vazbu v misté
leucinu. S. boulardii produkuje také enzym fosfatazu. Pii zjiStovani vlivu S. boulardii na travici
trakt ¢lovéka nebylo zaznamenéno, Ze by kvasinka zptisobila jakékoliv morfologické zmény
sliznice stieva (Moré & Vandenplas 2018).

S. boulardii je také schopna pisobit na enzymy traviciho traktu pomoci stimulace
kartacového lemu sliznice stieva. Tedy ovliviiuje produkci enzymu cloveka. Konkrétné
v tenkém stfevé podporuje aktivitu sacharazy, laktazy, maltazy, izomaltazy, glukoamylazy, N-
aminopeptidazy a nékterych dalSich enzymi. Kvasinka aktivitu enzymi pravdépodobné
ovlivituje produkci polyaminti. Princip funkce polyamini je zplisoben vlivem na expresi gent
hostitele, coz miize podporovat syntézu travicich enzymt (Pais et al. 2020). Konkrétn¢ enzym
N-aminopeptidaza je zinek metaloprotein patfici do M1 skupiny enzymi. Tento enzym v sobé
vaze molekulu zinku a funguje jako katalyzator hydrolyzy peptidl z jejich dusikatého konce.
Bylo zjisténo, ze S. boulardii ma vliv na aktivitu tohoto enzymu, kdy nejvyssi vliv byl zjistén
pfi neutralnim az mirné zasaditém pH prostredi. Mechanismus u€inku je$té neni pfesné znam,
ale pfitomnost kvasinky zvysila u mysi aktivitu enzymu ve sliznici stfeva o 24 % v lacniku a
34 % v kycelniku (Buts et al. 2002).

3.10.5 Interakce S. boulardii s mikroorganismy

Mikrobiom je velmi komplexni dynamicky systém, ve kterém spolu neustale interaguji
bakterie, kvasinky a lidsky organismus. Metabolické procesy kvasinek ve stievé ¢loveka jsou
ovlivilovany aktivitou n¢kterych ostatnich mikroorganismi. Konkrétné rast a rozvoj kvasinek
druhu S. cerevisiae je inhibovan ptitomnosti kyseliny mlééné a kyseliny octové. Tyto dvé
kyseliny jsou produkovéany bakteriemi mlécného kvaseni oznaCovanymi zkratkou BMK.
Kromé potlaceni riistu S. cerevisiae maji tyto dvé kyseliny vliv také na produkci etanolu, ktera
se vlivem jejich pfitomnosti u kvasinek snizuje (Ansari et al. 2021).

Kromé nékterych patogent cilicich na travici soustavu ¢lovéka ovliviiuje S. boulardii
také n&které dalSi mikroorganismy vyskytujici se v potravinach. Napiiklad ma kvasinka vliv
na snizeni tvorby spor u druhu plisné Aspergillus parasiticus. Tento efekt byl zjistén
ve vzorcich araSidovych ofiSki. S. boulardii neni jedinym probiotickym mikroorganismem
s timto efektem, jelikoz vSechna probiotika vykazuji u plisni schopnost inhibice tvorby spor.
Aplikace kombinace kvasinky S. boulardii a probiotické bakterie Lactobacillus delbrueckii
vykazala jesté lepsi vysledky nez samotna aplikace kvasinky (Ansari et al. 2021).

S.  boulardii potlacuje rozvoj mikroorganismi Candida albicans, Salmonella
Typhimurium a Yersinia enterocolitica (McFarland 2010).

V ptipadé¢ rozvoje infekce zalude¢ni bakterii Helicobacter pylori dochazi k poskozeni
zaludecni stény. BéZznou 1écbou proti bakterii H. pylori jsou antibiotika a také 1éky potlacujici
funkci protonové pumpy. V Zaludku funguje protonovd pumpa pro udrZeni nizkého pH.
Ovsem lécba antibiotiky neni v né¢kterych ptipadech uspésnd a zaroven zplisobuje nepiijemné
vedlejsi i€inky. Spolu s klasickou 1é¢bou byl zkouman vliv probiotik na pribéh 1é¢by a projevy



vedlejSich ucinkl. Pfi sou¢asném podavani bézné pouzivané 1écby skladajici se z amoxillinu,
tinidazolu a omeprazolu ve 35, 3 % doslo k vyléceni infekce. Ve druhé skuping€ byla spole¢né
s lécivem podana také S. boulardii. K eliminaci H. pylori doslo v 44,8 % ptipadti. Kvasinka
také pomahala mirnit intenzitu vedlejSich ucinki (Céardenas et al. 2020).

3.10.6 Vliv na traveninu stireva

Kvasinka S. boulardii mé vliv na rychlost prichodu traveniny stfevem u osob se
syndromem drazdivého tracniku. Toto onemocnéni se projevuje bolesti bficha, roztazenim
stieva a také netypickou frekvenci vyprazdilovani. Rozvoj nemoci je zplisoben mnoha faktory
od genetické zatéze, zanétu stieva, dysbidzy, aZ po naruSeni komunikace centralni nervové
soustavy se sttevem. Konkrétn¢ serotonin piimo ovliviluje motilitu stfev, jelikoz ovlivituje
pfenos signalu mezi travici a centrdlni nervovou soustavou. Proto se u mysi zkoumal vliv
S. boulardii na serotoninové transportéry. Po 14 dnech od ukonceni suplementace byly mysi
vypreparovany a zjistovala se exprese serotoninové mRNA. Zaroven se u mysi shromazd'ovala
data o frekvence defekace a o obsahu vody ve stolici. Vysledné kvasinka u mysi snizila
frekvenci defekace a obsah vody ve stolici. S. boulardii ptisobi tak, ze zvySuje ¢innost
serotoninovych transportért skrze EGF receptor ve sténé epitelu buné€k stteva. Stejny princip
zvySeni aktivity serotoninovych transportérii je pravdépodobnym mechanismem pii vlivu
na prubeh onemocnéni syndromu drazdivého tra¢niku (Gu et al. 2022).

S. boulardii plisobi také na hladinu mastnych kyselin s kratkym fetézcem oznacovanych
anglickou zkratkou SCFA Short-chain fatty acids. Oznafeni mastné kyseliny s kratkym
fetézcem zahrnuje primarné kyselinu octovou, kyselinu propionovou a kyselinu méselnou.
Nasledkem nemoci je mozné, ze piirozeny obsah SCFA v lidském stievé mlize byt snizeny.
Bylo zjisténo, ze ptijem S. boulardii po oslabeni nasledkem nemoci miize pomoci s navracenim
hladiny SCFAs na béZznou hladinu. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem maji na organismus
benefitni vliv, jelikoZz podporuji spravnou funkci bunék stievniho epitelu. SCFAs jsou také
soucasti komplexnich fyziologickych a metabolickych procest v tkani jater, svali nebo mozku
(Pais et al. 2020).

3.11 8. boulardii v klinické mediciné

S. boulardii ma v klinické medicin¢ vyuziti v Siroké Skéale diagnéz. Pouzivéa se jak
pfi akutnich infekcich traviciho traktu, tak pii nékterych chronickych onemocnénich. Jedna
ze studii u déti zkoumala vliv preventivniho podani S. boulardii na pravdépodobnost vzniku
prijmu nasledkem antibiotické 1é€by. Konkrétné byl pouzit pfipravek Enterol obsahujici pouze
S. boulardii. Probiotikum bylo poddvano détem kolem jednoho roku v davkach 1-2 tablety
denné. Kapsle byly podavany v zavislosti na vaze ditéte po dobu 5 dnt. Prijem vznikly
nasledkem piijjmu antibiotik je zpisoben narusenim ustaleného mikrobiomu stfeva, coz
napoméha rozvoji nékterych patogenti jako naptiklad Clostridium difficile. U déti se vyskyt
tohoto typu priijmu pohybuje mezi 6,2—80 % v zavislosti na stat€. Symptomy rozvoje stievni
dysbalance zptisobeném piijmem antibiotik zahrnuji kromé prijmu také n€které dalsi ptiznaky
jako zvySenou teplotu, nechut’, ospalost, letargii, ochablost, zvraceni, dehydrataci, nadymani,
plynatost nebo fidkou stolici. Po podani Enterolu se zlepSily ptiznaky u 99,2 % déti, ale u 0,8 %
doslo ke zvyseni nechuti k jidlu. Piijjem Enterolu mél benefitni efekt na redukci intenzity
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uzivani S. boulardii snizeni rizika vzniku prijmu o 53 % (Begaydarova R. Kh. et al. 2017).

S. boulardii je vyzivana pii 1écbé Crohnovy choroby. Studie s celkem 165 pacienty,
z ¢ehoz bylo 80 znich s Crohnovou chorobou neprokézala ze by kvasinka byla schopna
ptedchazet opétovnému projevu piiznakd. Crohnova choroba totiz prochézi klidovymi fazemi
nemoci nebo naopak fazemi s projevem symptomii (Bourreille et al. 2013). I kdyz nebyl
prokazan pozitivni vliv S. boulardii proti zabranéni opétovnému rozvoji ptiznaki Crohnovy
choroby, tak kvasinka pfinasi pro osoby s timto onemocnénim jiné benefity. Z divodu postizeni
sttevniho epitelu totiz vede Crohnova choroba u 65-70 % pacientd k ubytku hmotnosti, u 25—
80 % dochazi ke snizeni koncentrace albuminu a anémii trpi 60-80 % nemocnych osob.
S. boulardii pomaha podporovat spravnou funkci stfevni stény a méla vliv na zlepseni absorpce
zivin. Po 6 mésicich od zacatku uzivani probiotické kvasinky byla zjiSténa vy$si primérna
hmotnost pacientil, vy$$i hladina hematokritu a zvySend hladina krevniho cholesterolu (Oh et
al. 2020).

3.12 Probiotické pripravky S. boulardii

Jeden z kmenta kvasinky S. boulardii byl patentovan v roce 1947. Od objeveni bylo
nalezeno n€kolik dalSich podobnych probiotickych kment. S. boulardii byla jiz od objevu
pfedmétem mnoha studii zkoumajicich benefitni vlivy pfijmu na rizné zdravotni problémy
traviciho traktu. Z celkového poctu 53 klinickych studii byly benefitni ucinky potvrzeny
ve 43 z nich, coz odpovida 81 %. Pti studiich bylo sledovano, jestli doslo u osob ke zlepseni
potizi gastrointestinalniho traktu (McFarland 2010).

Svétova gastrointestindlni organizace doporucuje konzumovat probiotické ptipravky
s koncentraci 5 x 10° KTJ v ptipadé n&kterych konkrétnich diagnéz traviciho traktu. Svétova
zdravotnickd organizace (WHO) spolu s Organizaci pro vyzivu a zemédélstvi (FAO)
doporucuji pfipravky s minimalni koncentraci 10107 Zivotaschopnych bunék na 1 gram
ptipravku (Lazo-Vélez et al. 2018).

Na trhu se vyskytuje mnoho ptipravkd, které se prodavaji s obsahem S. boulardii. Bylo
zjisténo, ze kvalita jednotlivych pfipravkli neni rovnocennd. Ve studii ze Spojenych statl
americkych bylo zjiSténo, ze az 93 % pftipravki koupenych na internetu nemélo uvedeno
spravné informace na obalu. Celkem 57 % vzorkl obsahovalo kontaminanty. Obdobna studie
testovala 58 vzorkti z Evropy, Velké Britanie, Asie a Japonska. Bylo zjisténo, Ze mén¢, nez
polovina testovanych vzorkli obsahovala stanovenou koncentraci kvasinky. Neceld tfetina
dokonce obsahovala jiny kmen S. boulardii, nez ktery byl uveden na obalu piipravku
(McFarland 2010).

3.13 Negativni ucinky

Probiotika obsahujici S. boulardii se v nemocni¢nim prostiedi pouzivaji jako prevence
pted rozvojem infekce Clostridium difficile. OvSem v nékterych ptipadech byl po podani
ptipravku s obsahem S. boulardii zaznamenan rozvoj fungémie, coz je infekce zplsobend
kvasinkou. Jako fungémie je oznacovan stav, kdy dojde k pruniku do krevniho fecisté¢ nebo
pokud dojde k rozvoji infekce v nékterém z organti. Rizikovymi faktory pro rozvoj infekce jsou



centralni zilni katetr, plna parenteralni vyziva, pobyt na jednotce intenzivni péce, aplikace nebo
pfijem antibiotik nebo potlaceny imunitni systém (Fadhel et al. 2019).

Symptomy fungémie zplsobené S. boulardii jsou totozné se symptomy candidozy
zpusobené kvasinkami rodu Candida. Projevuje se bilym povlakem na cévnatce a sitnici oka.
Dochazi také k zanétu hltanu, coz je projevuje zlutobilym povlakem. Pacienti maji také razné
nespecifické symptomy jako zvySenou teplotu, nechutenstvi nebo zvySené nocni poceni.
Pro 1é¢bu se pouzivaji t€inna antimykotika flukonazol, itraconazol nebo voriconazole (Enache-
Angoulvant & Hennequin 2005). Ve studii u 46 pacientii monitorovali pribéh onemocnéni
zpusobené S. boulardii. Zjistilo se, ze po tydnu od diagnozy zemielo 22 % pacientl. Celkem
byla fungémie fatalni pro 37 % pacientd, coz bylo evidovano ¢tyfi tydny od stanoveni infekce
(Rannikko et al. 2021).

V retrospektivni studii bylo analyzovano 16 404 osob, u kterych byla podéana S. boulardii.
K rozvoji fungémie doslo pouze u 18 z nich, coz odpovida 0,11 % (Wombwell et al. 2021).
Ze zpravy pti zkoumani fungémie zptsobené rodem Saccharomyces bylo zjisténo, ze u 43 %
pacientl rozvoji infekce predchazel piijem S. boulardii. OvSem odliSeni S. boulardii
od S. cerevisiae je pomérné obtizné a nakladné. V praxi v mnoha ptipadech také nedochézi
k podrobnéjSimu testovani. Proto je ndsledné jako ptivodce infekce Casto uvedena S. cerevisiae
nebo pouze rod Saccharomyces (Rannikko et al. 2021).

3.14 Budouci vyuziti S. boulardii

S. boulardii je jako nepatogenni mikroorganismus potencialné dobrym mikroorganismem
pro dalsi vyvoj. Jednim aspektem pro budouci lepsi vyuziti S. boulardii je zlepSeni
technologickych postupti vyroby a zpracovani. Lepsi technologickd uprava mikroorganismu
vede ke zlepSeni G¢innosti probiotik, prodlouzeni jejich zivotaschopnosti nebo k jejich aplikace
do funkénich potravin. Jelikoz ma S. cerevisiae rozsahlé vyuziti v pekatstvi, pivovarnictvi nebo
vinarstvi, tak existuje potencial pro pouziti S. boulardii namisto S. cerevisiae. Pro konzumenty
by to znamenalo zdravotni benefity a také preventivni ochranu pied rozvojem nékterych
patogennich mikroorganisma traviciho traktu. S. boulardii by mohla najit uplatnéni také
pro vyuZiti pii zpracovani jogurti nebo syri. Pro vyrobu koziho syru byla vyzkouSena smés
bakterii mlééného kvaseni spolu s kvasinkou S. boulardii. Vysledny produkt vykazoval lepsi
vlastnosti pfi skladovani a zaroven také pozitivni senzorické hodnoceni. OvSem aplikace
do netypickych vyrobkii by mohla ovlivnit senzorické vlastnosti. Tomu by mohlo byt
pfedchazeno pouzitim mikrokapsulace pro oddé¢leni kvasinky od potraviny. (Lazo-Vélez et al.
2018).

Dalsi z moznosti pro budouci vyzkum kvasinek je vyuziti jako nosice terapeutickych
latek. V 1€karstvi ma S. boulardii velky potencidl vyvoj nosicl, které by umoznily do stfeva
transport terapeutickych proteinti. Interakce kvasinky ve stievé, kde se vyskytuje zanét nebo
u které¢ho doslo k napadeni riiznymi patogeny je pomérné dobie prostudovand. Ovsem interakce
kvasinky ve zdravém stievé jsou prostudované zna¢né méng. Pokud by se méla S. boulardii
vyuzivat jako nosi¢ terapeutickych proteint, tak je nezbytné, aby se byla schopnd dostat
k antigen prezentujicim bunikdm a pfes n€ aktivovat imunitni systém stfeva. Rizikem vyuziti
S. boulardii jako nosice terapeutickych proteinti je, ze by pifi kontaktu bunék imunitniho
systému s kvasinkou mohlo dojit k imunitni reakci nejenom proti antigenu terapeutické latky,
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ale také proti samotné kvasince. Pokud by se spustila imunitni reakce téla proti S. boulardii, tak
by byla kvasinka organismem znicena. Druhou nevyhodou je, Ze po imunitni reakci
na S. boulardii by mohlo po opakovaném podani ptipravku s kvasinkou dochdzet k naslednému
zanétu (Hudson et al. 2016).

Mikroorganismy v travici soustavé ¢lovéka pfijimaji ziviny bud’ z natrdvené potravy,
déle ziviny z molekul a latek vylucovanych stfevnim epitelem hostitelského organismu nebo
mohou metabolizovat mucin. Mezi mikroorganismy je vysoka konkurence o zdroje Zivin, coz
ma negativni vliv na S. boulardii. Mucin, coz je hlen produkovany epitelem bun¢k, by mohl
byt potencidlni zdroj zivin pro S. boulardii. Nékteré mikroorganismy rodu Bacteroides nebo
také bakterie Bifidobacterium bifidum jsou schopné mucin rozklddat. OvSem S. boulardii
metabolizaci mucinu neni pfirozené schopna. Studie vytvofila uméle kmen S. boulardii, ktery
je schopen metabolizovat L-fukézu. L-fuk6za je monosacharid a je jednou ze stavebnich
jednotek mucinu. Z bakterie E. coli byly pteneseny geny pro rozklad L-fuk6zy do genomu
S. boulardii. Ptedpoklad je, Ze boulardii by méla jako zdroj uhliku mucin, ktery neni vyuzivany
velkym mnozstvim mikroorganisml traviciho traktu. A tim by tedy kvasinka nemusela
konkurovat vétSing bakterii vyskytujicich se ve stfevech a méla vétsi schopnost se v travicim
traktu setrvat delsi dobu, coz by zvysilo jeji ii€innost jako probiotika. (Kim et al. 2022).



4 Metodika

V posledni dob¢ je kvasinka Saccharomyces boulardii ptiddvana hojné do probiotickych
doplikti stravy. Pokud probiotikum obsahuje dal$i mikroorganismy, miize byt obtizné ji
selektivné stanovit. Standardy na kultivaéni stanoveni Saccharomyces boulardii nejsou
vyvinuty. Pomoci kultivaéni deskové metody budou testovana rizna kultivaéni média
a kombinace teplot k selektivnimu stanoveni kvasinky Saccharomyces boulardii.

Kvasinka Saccharomyces boulardii se pouziva jako probiotikum v mnoha bézné
dostupnych 1écich nebo dopliicich stravy. Ovsem tato kvasinka nema zavedenou normu pro jeji
testovani. Pro ziskani dat ke stanoveni vlivu odlisnych kultiva¢nich podminek Saccharomyces
boulardii byly pouZzity rizné probiotické preparaty.

4.1 Pouzité vzorky

Probiotika s obsahem kvasinky S. boulardii se v CR prodavaji vyrobené jako 1éGivy
ptipravek pouze pod znackou Enterol. Ostatni vzorky byly sehnany bud’ v zahranici,
na internetu nebo se prodavaji jako vyzivové dopliikky. Prvni vzorek je Enterol od vyrobce
Biocodex. Obsahuje S. boulardii CNCM 1-745. Vzorek Enterolu byl zakoupen v Ceské
republice. Druhy vzorek je doplnék stravy ATB komplex compliflora. Obsahuje smés
S. boulardii, Lactobacillus rhamnosus a Bifidobacterium animalis ssp. lactis. Vzorek byl
koupen v CR. Jako vyrobce je uveden Pamex Pharmaceuticals GmbH. Tietim vzorkem je
vyzivovy dopln€k znacky ezyleaf od vyrobce Mega Nutrition Ltd. Tento vzorek byl zakoupen
na internetu. Ctvrtym vzorkem je fairvital Saccharomyces Boulardii od vyrobce fairvital.
Ezyleaf obsahuje S. boulardii DBVPG 6763 a byl zakoupen na internetu. Patym vzorkem je
lécivy ptipravek znacky Yomogi vyrobce Ardeypharm GmbH. Tento vzorek obsahuje
Saccharomyces boulardii registrovanou pod registraénim nazvem S. cerevisiae HANSEN CBS
5926. Tento vzorek byl zakoupen v Rakousku. Sestym vzorkem je vyzivovy doplnék Bio-Kult
S. boulardii zakoupeny v CR. Vzorek je vyroben spole¢nosti ADM Protexin Ltd. Tento vzorek
obsahuje S. boulardii CNCM-3799. Sedmym vzorkem je Enteris vyzivovy dopln¢k vyrobce
Lesaffre et Compagnie. Tento vzorek obsahuje S. boulardii CNCM 1-3799 a byl pofizen
v Polsku. Osmym vzorkem je 1€Civy ptipravek Ultra Levura obsahujici S. boulardii CNCM I-
745. Vyrobcem je spoleénost Biocodex. Vzorek byl pofizen ve Spanélsku.
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Tabulka ¢islo 2: Piehled osmi testovanych probiotickych ptipravka

Ptipravek Vyrobce Misto Kmen Dalsi
koupé | S. boulardii | mikroorganismy
Enterol Biokodex Ceska CNCM I-745 | —
republika
ATB complex Pamex Pharmaceuticals Ceska neuvedeno Lactobacillus
compliflora GmbH republika rhamnosus GG
ATCC 53103,
Bifidobacterium
lactis DSM 10140
ezyleaf Mega Nutrition Ltd online neuvedeno -
SACCHAROMYCES
BOULARDII
fairvital fairvital b.v. online DBVPG —
Saccharomyces 6763
Boulardii
Yomogi Ardeypharm GmbH Rakousko | S. boulardii | —
(S. cerevisiae
HANSEN
CSB 5926)
Bio-Kult ADM Protexin Ltd. Ceska CNCM-3799 | -
republika
Enteris Lesaffre et Compagnie Polsko CNCM I- —
3799
Ultra Levura Biocodex Spanélsko | CNCM 1-745 | —

4.2 Priprava preparatu

Asepticky byl odvéazen 1 g vzorku, ktery byl nasledné rozpustén ve zkumavce v 9 ml
fyziologického roztoku. Nésledné se vzorek fadné¢ homogenizoval. Dale byl odebran 1 ml
ze zkumavky z prvniho fedéni a vlozen do druhé zkumavky a homogenizovan. Cely proces byl
opakovan az do 9. fedéni, ¢imz doslo k vytvoteni fedici fady. Na jednotlivé Petriho misky bylo
napipetovano vzdy po 1 ml vzorku ze zkumavek od 4. do 9. fedéni.

4.3 Kultivaéni média

Pro zjisténi nejlepsich kultivacnich podminek kvasinky S. boulardii bylo pouzito celkem
pét pevnych Zivnych médii s rozdilnym sloZenim, které byly kultivovany aerobné a anaerobné.
Prvnim pouzitym médiem byl Wilkins-Chalgren agar (Oxoid) s pfidavkem peptonu 5 g/l,
cysteinu 0,5 g/l, Tweenu 1 ml/l a antibiotika mupirocinu v koncentraci 100 mg/l. Wilkins-
Chalgren agar obsahuje 10 g/l tryptonu, 10 g/l Zelatinového peptonu, 5 g/l kvasnicového
extraktu, 1 g/l glukézy, 5 g/l chloridu sodného, 1 g/l L-argininu, 1 g /I pyruvatu sodného,



0,5 mg/l vitaminu K a 5 mg/l heminu a 10 g/l agaru. Druhé pouzité kultivaéni médium bylo
z kvasnicového extraktu (Millipore), které je slozené z agaru 15 g/, 5 g/l peptidi ZivocisSného
ptvodu a 3 g/l kvasnicového extraktu. Treti pouZzitou zivnou pidou je agar s extraktem je¢ného
sladu (Millipore). Ten obsahuje 15 g/l agaru, 30 g/l extraktu z je¢ného sladu a 5 g/l houbového
peptonu. Ctvrté médium Oxytetracycline-Glucose-Yeast Extract agar (Millipore) se
selektivnim OGYE dopliikem SRO73A (Millipore) v koncentraci 10 ml na 500 ml média, coz
odpovidd 100 mg/l média Oxytetracyclinu. Oxytetracycline-Glucose-Yeast Extract agar
(OGYE) obsahuje 5 g/l kvasnicového extraktu, 20 g/l glukézy, 12 g /1 agaru a OGYE
antibioticky suplement. Poslednim pouzitym agarem bylo GKCH s chloramfenikolem. GKCH
je agar sobsahem 20 g/l glukézy, 5 g/l kvasniéného extraktu, 15 g/l agaru a 0,1 g/l
chloramfenikolem. Celkem bylo testovano 8 rozdilnych vzorka. Celkem 7 vzorkl obsahovalo
Cistou kulturu Saccharomyces boulardiia 1 vzorek byl smésny s obsahem Lactobacillus
rhamnosus, Bifidobacterium lactis a Saccharomyces boulardii. Tento vzorek byl kromé vSech
vyse zminénych médii kultivovan také na Rogosa agaru pro stanoveni Lactobacillus spp.
Pouzita kultivaéni média byla pfipravena podle navodu na obalu nebo podle specifikaci
na webovych strankach dodavatele.

4.4 Kultiva¢ni podminky

Po aseptické aplikaci 1 ml nafedéného vzorku z fedici fady na Petriho misku byly misky
zality kultivacnim médiem a dikladné promichany. VSechny vzorky se néasledné nechaly
kultivovat pfi 30 °C po dobu 3 dnt. Kultivace za anaerobnich podminek probihala
v anaerostatu. Aerobné kultivované misky byly vloZeny do polouzavieného plastového sacku.
Vsechny Petriho misky byly kultivovany dnem vzhiru.

4.5 Pocitani kolonii

Po tfech dnech kultivace byly spocitany dvé az tfi po sob€ jdouci pocitatelnd fedéni. Byly
spocitany vSechny okem viditelné kolonie. Kvasinky Saccharomyces vytvaii kolonie
smetanové barvy s lesklym povrchem a v pifipadé riistu na povrchu maji pravidelny kulaty tvar.
V ptipadé, Ze kolonie roste uvniti agaru, tak mtze tvofit také nepravidelny tvar. Byl kultivovan
jeden smésny vzorek s obsahem S. boulardii, L. rhamnosus a B. animalis ssp. lactis. U tohoto
vzorku se kromé médii na kvasinky kultivovalo také médium Rogosa, které je uzptisobené pro
rust bakterie rodu Lactobacillus. Jelikoz bakterie rodu Bifidobacterium nerostou za aerobnich
podminek, tak nedoSlo k jejich naristu pfi kultivaci za ptitomnosti kysliku. Pfi kultivaci
za anaerobnich podminek se déale kolonie identifikovaly pomoci ptistroje MALDI-TOF MS a
nasledné byl ur¢en pomér jednotlivych kolonii.

4.6 Metoda MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS je metoda, kterda umoziiuje rychlou identifikaci mikroorganism.
Nézev metody pochazi z anglického Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI),
Time Of Flight (TOF) a Mass Spectrometry (MS). Nazev vychazi z principu funkce pfistroje.
Tato metoda vyuziva vykonny laser pro ionizaci molekul metaboliti ziskanych z mikrobialni
kultury. Upraveny vzorek se néasledné nanese na specidlni kovovou desticku. Pfed analyzou
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vzorku je nutné provést nékolik dalSich krokli v zavislosti na typu vzorku. Desticka se vlozi
do pftistroje, kde probiha ionizace. Vzniklé ionizované molekuly maji rozdilny podil hmotnosti
a naboje. Nasledné jsou tyto molekuly hnané trubickou, kde dochazi k jejich rozdéleni. Méti se
doba jejich letu a nasledné¢ dochdzi k identifikaci jednotlivych metaboliti na detektoru. Jako
detektor se pouzivd hmotnostni spektrometr. Jako metabolity se nejcastéji pro identifikaci
vyuzivaji proteiny, jelikoZz mnoho znich je druhové specifickych. Vysledky analyzy
identifikovanych metabolitil se porovnavaji s rozsahlou databazi naméfenych hodnot. Nakonec
pfistroj  vytiskne protokol, ktery znazoriiuje pravdépodobnost identifikovaného
mikroorganismu (Elbehiry et al. 2022).

Pro analyzu vzorkl na pfistroji MALDI-TOF MS byly vzorky pfipravovany dvéma
zpusoby. Prvni zpilisob je uzplisoben pro odebirani ptimo narostlych kolonii z Petriho misky.
Prvné se plastovou $pickou opatrné odebere narostla kolonie bez nabrani jakékoli ¢asti agaru.
Nasledné se tato kolonie opatrné krouzivym pohybem rozetie na policko kovové desticky
MALDI-TOF. Po zaschnuti se kolonie piekryje 1 pl 70% kyselinou mravenci. Nésledné se opét
necha zaschnout a déle se prekryje 1 pl matrici. Pfed méfenim na pfistroji MALDI-TOF MS
musi byt policka na kovové desticce zaschlé. Druhy zplisob nanaseni vzorku na desticku
zahrnuje extrakci, kterd je vhodné primarné pro kvasinky. Do mikrozkumavky o objemu 1 ml
se napipetuje 300 ul destilované vody, do které¢ se nanese vybrana kolonie z Petriho misky.
Nésledné se obsah necha minimalné jednu minutu vortexovat. Pfida se 900 pl etanolu a znovu
se vSe promicha. Na centrifuze se mikrozkumavka po dobu 2 minut odstfedi a nasledn¢ se slije
supernatant. Po opétovném odstfedéni se pipetou odsaje zbytek etanolu. Peleta se neché nékolik
minut schnout pii pokojové teploté. K peleté se prida 1 az 80 ul 70 % kyseliny mravenci a
vzorek se fadné promichd. Pfidané mnozstvi zavisi na velikosti odebrané kolonie. V dal$im
kroku se piida stejné mnozstvi 100% acetonitrilu jako kyseliny mravenci a opétovné se vse
promicha. Vzorky se odstfedi alespont po dobu 2 minut pfi nejvyssich ota€kach. Odebere se 1 pl
supernatantu, ktery se nanese na MALDI-TOF desticku a necha zaschnout. Poslednim krokem
je zméfeni na piistroji MALDI-TOF MS.

4.7 Vytvoreni izolati

Pro konfirmaci kvasinky Saccharomyces cerevisiae var. boulardii bylo nutné vytvofit
ze vzorkll izolaty. Z Petriho misky byla sterilné¢ odebrana jedna kolonie, kterd se nasledné
prenesla do penicilinové lahvicky s Wilkins-Chalgren bujonem a s6jovym peptonem, ktery se
oznacuje jako WSP bujon. Na vyrobu 1 litru bujonu se pouziva 33 g Wilkins-Chalgren
Anaerobe Broth (Oxoid), 1 ml Tweenu 80 (Scharlab), 0,5 g cysteinu (Sigma-Aldrich s.r.0.) a
5 g so6jového peptonu (Oxoid). Je nezbytné nasledné upravit pH do rozmezi 7,0-7,2.
Penicilinova lahvicka se nechala kultivovat ve 37 °C, dokud nebyl na dné¢ lahvicky znatelny
zakal. Nasledné¢ byl kazdy izolat zkontrolovan pod mikroskopem, jestli nedoslo
ke kontaminaci. Cisté izolaty byly nasledné zamrazeny po pfidani pufru s glycerinem uréeného
pro zamraZzeni.



4.8 Konfirmaéni metoda

Konfirmace ptitomnosti kvasinky S. boulardii byla provedena pomoci metody rozliSujici
schopnost vyuzivat galaktozu, coz je jednoduchy cukr. S. cerevisiae je schopna galaktézu
vyuzivat na rozdil od S. boulardii, kterd galaktozu prakticky nemetabolizuje. Pro potvrzeni
S. boulardii byla pouzita pozitivni kontrola ziskana z databaze kultur. Jako negativni kontrola
byla pouzita kvasinka S. cerevisiae. Samotné kultivaéni médium neobsahovalo zadny cukr, tedy
nemohly v ném kvasinky riist. Pro pfipravu média o objemu 1 litr je nutné pfidat 5 g tryptonu
(Oxo0id), 5 g Nutrient Broth n. 2 (Oxoid), dale 2,5 g kvasnicového extraktu (Oxoid), 0,25 g
cysteinu (Sigma-Aldrich s.r.0.) a 0,5 ml Tweenu 80 (Scharlab). Jednotlivé vzorky byly
kultivovany ve tfech zkumavkach. Cukr se nasledné¢ ptidaval zvlast do prvni a druhé
zkumavky. Prvni zkumavka obsahovala glukézu o koncentraci 2 g/l. Druhd zkumavka
obsahovala galaktozu o koncentraci 2 g/l. Tieti zkumavka byla pouzita jako kontrola a
neobsahovala Zadny cukr. Do kazdé¢ zkumavky byl pipetou steriln€¢ aplikovan 1 ml izolatu
konkrétniho vzorku. Nasledné byly vSechny zkumavky homogenizovany. Kazdy vzorek se
kultivoval aerobn¢ ve dvou teplotach, a to ve 30 a v 37 °C. Vysledek nariistu a pomnoZzeni
kvasinky byl zméfen na denzitometru od firmy McFarland. Prvni meéfeni probéhlo
po zaockovani a dalsi v intervalu 24 hodin po dobu tfi dnii. Pfed zméfenim byly zkumavky
vzdy promichdny navortexu. Na konci méfeni byla znovu zkontrolovdno, zda se
ve zkumavkach nenachazi kontaminace.

Tabulka €. 3: Pouzité kultivacni médium (zkumavky)

Médium SloZeni Koncentrace cukru
Redici médium s glukézou 5 g/l trypton, 5 g/l Nutrient 2 g/l glukozy
Broth n. 2, 2,5 g/l kvasnicovy
Redici médium s galaktozou extrakt, 0,25 g/l cystein a 2 g/l galaktozy

0,5 ml/l Tween 80

Redici médium bez cukru Bez cukru

4.9 Zpracovani dat

4.9.1 Zpracovani dat z Petriho misek

Kolonie na Petriho miskach byly spocitdny podle moznosti na dvou az tfech po sobé
jdoucich fedéni. Naésledné byla vypocitand koncentrace nartistu podle vzorce
P=[(P1+ P2)/11]xF (KTJ/g). P1, P2 je pocet kolonii na dvou po sobé jdoucich pocitatelnych
plotnach. F je ptevracena hodnota vyssiho fedéni a KTJ — kolonie tvofici jednotka.

Vysledné koncentrace nardstu kolonii byly pfevedeny na hodnotu logaritmu, takze bylo
zajiSténo normalni rozlozeni dat.
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4.9.2 Zpracovani dat z kultivace zkumavek

Pii méfeni obsahu zkumavek na optickém denzitometru je nutné data upravit tak, aby
nedochézelo ke zkresleni vysledku. Jelikoz se do zkumavek dévala inokula¢ni davka 1 ml
izolatu daného druhu probiotika, tak bylo nezbytné zméftit hodnotu po inokulaci. Data musela
byt upravena tak, ze od hodnot nartstu biomasy byla odectena hodnota ziskana po inokulaci.
Tato Gprava dat zajistila ziskani Cistého nartistu S. boulardii ve zkumavkach po 24, 48 a 72
hodinach. Statisticky se zpracovavala nasledné uz pouze data Cistého nariistu kvasinky.



5 Vysledky

5.1 Vysledky plotnové kultivaéni metody

Tabulka €. 4: Aerobni kultivace; primér hodnot Log (KTJ/g) + smérodatnd odchylka.

Probiotika\Média GKCH Extrakt | Oxytetracyklin | Wilkins- | Kvasnicovy
z je¢ného Chalgren + extrakt
sladu MUP
BIOKULT 0,81+£0,04 |943+0,57 |9,77+0,04 9,84 + 0,04 10,07 + 0,02
COMPLIFLORA 1 91940,02 |9,76+0,04 | 9,00+ 0,34 9,52+0,07 | 9,74+0,01
ENTERIS 10,09 £0,14 | 9,98+0,03 | 9,89 +0,06 10,07 +0,11 | 10,02 +0,01
ENTEROL 9,85+ 0,01 |997+008 | 9,94+0,06 10,00 £0,14 | 9,56+ 0,67
ENZYLEAF 9,40£0,04 |938+0,03 |8,38%0,03 9,93+049 | 874+1,13
FAIRVITAL 9,73+0,04 |9.85+0,02 |832+047 922+0,52 | 9,57+0,53
ULTRALEVURA 1 16115000 | 10,16+0,03 | 10,09 0,00 10,11£0,03 | 10,194 0,01
YOMOGI 1031£0,02 | 10,39+0,03 | 10,26+ 0,03 10,32+0,00 | 10,38+ 0,02

Tabulka €. 5: Anaerobni kultivace; primér hodnot Log (KTJ/g) + smérodatna odchylka.

Probiotika\Média GKCH Extrakt Oxytetracyklin | Wilkins- | Kvasnicovy
z je¢ného Chalgren + extrakt
sladu MUP
BIOKULT 8,53+£047 |964+0,17 |9,77+0,00 9,83+0,06 | 8,46+0,23
COMPLIFLORA | 7794021 | 9,64+0,04 | 9,35+0,01 9,49+0,07 | 9,07+0,07
ENTERIS 9,13+0,76 | 9,12+1,11 9,85+ 0,04 9,86+0,01 | 8,31+0,98
ENTEROL 9,16+ 0,20 | 10,00+0,30 | 9,98+ 0,08 10,03£0,21 | 0,00 = 0,00
ENZYLEAF 9,23+0,44 | 9,62+036 8,69 + 0,30 9,29+0,03 | 0,00+ 0,00
FAIRVITAL 6174535 |9,75+40,12 | 6,28+5,44 9,19+0,06 | 0,00+ 0,00
ULTRALEVURA 1 935,047 [974+0,02 | 10,09+ 0,04 9.97+0.28 | 9,67+ 0,00
YOMOGI 0.88+046 | 9854049 | 9.18+0.11 10,26+ 0,04 | 0,00 0,00




5.2 Statistické zpracovani dat z kultivace na plotnach

Tabulka ¢. 6: F-test vSech faktora

F-test rovnosti rozptyll; Log (KTJ/g)
alfa =0,05000
Suma Stupn€ | Primér F p
¢tvercli | volnosti | Ctvercl
Efekt (SS) (MS)
Intercept 19631,59 1 19631,59 23784,93 0,000000
Ptipravek 108,06 7 15,44 18,70 0,000000
Médium 237,51 4 59,38 71,94 0,000000
AE/ANAE 122,19 1 122,19 148,04 0,000000
Ptipravek*Médium 222,69 28 7,95 9,64 0,000000
Ptipravek* AE/ANAE 58,25 7 8,32 10,08 0,000000
Médium*AE/ANAE 238,38 4 59,60 72,20 0,000000
Ptipravek*Médium*AE/ANAE | 179,74 28 6,42 7,78 0,000000
Error 132,06 160 0,83

Nulova hypotéza byla stanovena tak, ze u zadnych z efektd neexistuje statisticky
vyznamny rozdil rozptyld. Vysledkem F-testu bylo, ze u vSech efekti byla hodnota p <0,05.
Byla zamitnuta nulové hypotéza, jelikoz bylo zjisténo, Ze kazdého ze sledovanych faktort byl
statisticky vyznamny rozdil u alespoil jednoho méteni.

Tabulka €. 7: Homogenni skupiny; + smérodatna odchylka.

Cislo TukeylGv HSD test; Log (KTJ/g)
média Homogenni skupiny, alfa = 0,05000
Médium Log (KTJ/g) 1 2 3
5 Kvasnicovy 7,110370 + 4,20 whowk
extrakt
1 GKCH 9,232869 + 1,51 ke
3 Oxytetracyklin | 9302964 + 1,51 | **** PR
Extrakt
2 B 0767624+ 0,43 | ***
z je¢ného sladu
Wilkins-
skskosksk
4 Chalgren + MUP 9,807376 + 0,39

Tento typ statistického zpracovani dat zobrazuje skupiny podle jejich vzijemné
podobnosti. Skupiny méfeni, u kterych jsou uvedené hvézdicky, mezi sebou nevykazuji
statisticky vyznamny rozdil. Kultivacni médium s kvasnicovym extraktem je jediné kultivacni
médium, jehoz vysledek se statisticky odliSuje od vSech ostatnich druhii kultiva¢nich médii.



Tabulka €. 8: Tukeyiiv test. Vliv probiotického ptipravku na podobnost

Tukeytiv HSD test; Log (KTJ/g)
Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Piipravek Log 1 2 3 4
(KTJ/g)

FAIRVITAL 7,808479 Hkok ok
EZYLEAF 8,264802 *kxk stk kok
ENTEROL 8,847994 Aok seokeskeok
YOMOGI 9,084170 sk kk sk kk
COMPLIFLORA 9,254892 okl ok koK ok ok
BIOKULT 9,513831 ok kok ok kok ok kok
ENTERIS 9,631025 *kkk Rk ok
ULTRA LEVURA 9,948732 Hkok ok

Z analyzy vyplyva, Ze testované vzorky byly na zaklad¢ statisticky vyznamnych
rozdil rozdéleny do péti skupin.

Tabulka €. 9: Tukeytv test. Rozdéleni podle druhu média a aerobni nebo anaerobni kultivace.

Tukeytiv HSD test; Log (KTJ/g)
Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Médium Kultivace Log (KTJ/g) 1 2 3
Kvasnicovy extrakt anaerobné 4,44 ook
GKCH anaerobné 8,66 okl
Oxytetracyklin anaerobné 9,15 otk otk
Oxytetracyklin aerobné 9,46 otk otk
Extrakt z je¢ného sladu | anaerobné 9,67 ook
Wilkins-Chalgren + . .

MUP anaerobngé 9,74
Kvasnicovy extrakt aerobné 9,78 ook
GKCH aerobné 9,81 okl
Extrakt z je¢ného sladu | aerobné 9,87 otk
Wilkins-Chalgren + . N
MUP aerobné 9,87

Pti testovani vlivu kultivaéniho média a aerobniho nebo anaerobniho prostredi byly vysledky
rozdéleny do tif skupin. Kultivace na kvasnicovém agaru pii anaerobnich podminkéch se
statisticky 1i8i od vSech dalSich kombinaci. OvSem pfi aerobni kultivaci na stejném médiu je
vysledek naristu kvasinky srovnatelny s vétSinou ostatnich médii.
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Graf ¢. 3: Znazornéni vlivu médii a anaerobni/aerobni kultivace.
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Graf €. 4: Vliv druhu probiotického ptipravku a kultivaéniho média na rast kvasinek.
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5.3 Vysledky konfirmace na MALDI-TOF MS

Z divodu, Ze v databazi mikroorganismtt MALDI-TOF na Ceské zemd&délské univerzitd
v Praze nebyla v roce 2023 ulozena kvasinka S. cerevisiae var. boulardii, tak ji nebylo mozné
presné potvrdit. OvSem databaze obsahuje kvasinku S. cerevisiae. Pti analyzach tedy bylo
potvrzeno zatfazeni jednotlivych testovanych probiotickych ptipravki do rodu Saccharomyces
a druhu cerevisiae.

5.4 Vysledky kultivace ve zkumavkach a statistické zpracovani

Tabulka €. 10: Tukeytlv test. Analyza statisticky vyznamného rozdilu mezi dobou kultivace
biomasy po 24, 48 a 72 hodin od zaockovani. Hladina vyznamnosti alfa = 0,0500.

Tukey HSD test
Pfipravek Doba | MF-units 1
10 Compliflora 24| 0,700000( ****
12 Compliflora 72|l 0,733333| ****
11 Compliflora 48| 0,766667| ****
7 Enterol 24( 0,783333] ****
8 Enterol 48| 0,800000( ****
15 Biokult 72| 0,800000| ****
13 Biokult 24 0,800000] ****
29 Enteris 48| 0,800000[ ****
9 Enterol 72| 0,800000| ****
26 Yomogi 48| 0,800000( ****
30 Enteris 72| 0,816667| ****
18 Ultra Levura 72| 0,816667| ****
24 Ezyleaf 72| 0,816667 ****
14 Biokult 48| 0,833333| ****
23 _Ezyleaf 48| 0,833333| ****
27 Yomogi 72| 0,850000| ****
17 Ultra Levura 48| 0,850000( ****
20 Fairvital 48| 0,850000[ ****
25 Yomogi 24 0,866667| ****
21 Fairvital 72| 0,866667| ****
22 Ezyleaf 24( 0,866667| ****
28 Enteris 24 0,866667| ****
16 Ultra Levura 24 0,866667| ****
19 Fairvital 24 0,883333] ****
1 S. boulardii 2019 24 0,900000| ****
2 S. boulardii 2019 48| 0,950000( ****
3 S. boulardii 2019 72| 0,966667| ****
6 S. cerevisiae 72 1,650000( ****
5 S. cerevisiae 48| 1,700000( ****
4 S. cerevisiae 24 1,700000| ****

Neexistuje staticky vyznamny rozdil pfi méfeni ristu zakalu v zavislosti na Casu méteni.
Hustota biomasy kvasinek byla konzistentni pfi méfeni po 24, 48 a 72 hodinach. Dale budou
data vyhodnocovana bez faktoru doby kultivace ve zkumavkach.
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Tabulka €. 11: F-test. Méfenti statisticky vyznamnych rozdilt mezi rozptyly.

Efekt F-test rovnosti rozptylli; MF-units; alfa = 0,05000
Suma Stupné Pramér F p
Ctverca volnosti Ctverca
(SS) (MS)
Intercept 151,6169 1 151,6169 14913,14 0,000000
Pfipravek 12,1620 9 1,3513 132,92 0,000000
Teplota 3,3620 1 3,3620 330,69 0,000000
Cukr 153,9361 2 76,9681 7570,63 0,000000
Pfipravek*Teplota 0,3747 9 0,0416 4,09 0,000131
Pfipravek*Cukr 20,6983 18 1,1499 113,11 0,000000
Teplota*Cukr 5,6403 2 2,8202 277,39 0,000000
Pfipravek*Teplota*Cukr 0,9697 18 0,0539 5,30 0,000000
Error 1,2200 120 0,0102

Pfi porovnavani faktord probiotického ptipravku, teploty a druhu cukru na rtst kultury byly
u vSech faktorli zjiStény statisticky vyznamné rozdily. Bylo proto nezbytné provést post-hoc
analyzu. V tomto méfeni byly porovnavany vzorky probiotik s pozitivni kontrolou a s negativni
kontrolou. Pozitivni kontrola byla S. boulardii a negativni kontrola byla S. cerevisiae.

Tabulka ¢. 12: Tuketiv test. Rozdéleni do homogennich skupin podle ptipravku.

Ptipravek Tukeytiv test; alfa = 0,05000
MF-units 1 2 3 4

Compliflora 0,733333 ok
Enterol 0,794444 sk P
Biokult 0,811111 ok ko ok ok
Enteris 0,827778 HrE -
Y omogi 0,838889 ok ok Kok
Ezyleaf 0,838889 Hkokk ok p—
Ultra Levura 0,844444 kot o
Fairvital 0,866667 Hokokok I
S. boulardii 2019 | 0,938889 —
S. cerevisiae 1,683333 I

Kvasinka S. cerevisae je statisticky odliSnd od vSech dalSich méfeni. JelikoZ ma
S. cerevisiae jiné vlastnosti, tak dochazi k mirnému zkresleni dat. Proto byla nésledné
S. cerevisiae ze statistické analyzy odebrana a byly pouzity pouze vzorky bez S. boulardii.



Tabulka ¢. 13: Homogenni skupiny s faktorem obsah cukru bez S. cerevisae.

Tukeytiv HSD test; alpha = ,05000
Cukr Jednotky MF 2
GALAKTOZA 0,088889 xoxkn
bez cukru 0,194444 S
GLUKOZA 2,214815 -

V ptipad¢ méfeni vzorkd obsahujicich pouze S. boulardii bylo zjisténo, Ze neexistuje
statisticky vyznamny rozdil mezi ndrGstem biomasy v médiu bez cukru a s galaktézou
o koncentraci 2 g/l. Prokazalo se, Zze vSechny probiotické ptipravky obsahuji S. boulardii,
jelikoz kvasinka neni schopné vyuzivat galaktozu.

Graf ¢. 5: Naméfené hodnoty biomasy na denzitometru i s kvasinkou S. cerevisiae.
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Graf €. 6: Vliv teploty na rust S. cerevisiae a S. boulardii
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Obrazek €. 2: Potvrzeni pritomnosti kvasinky v mikroskopu a kontrola kontaminace.



6 Diskuze

Zajisténi optimalnich kultiva¢nich podminek kvasinky S. boulardii je dulezité pro jeji
spravné stanoveni. Ceské technické normy ISO 21527-1 a ISO 21527-2 zahrnuti metodiku
horizontalniho stanoveni kvasinek a plisni v potravinach a krmivech. OvSem tyto dvé normy
neuvadgji metodiku pro konkrétni stanoveni kvasinky S. cerevisiae var. boulardii. V.CSN ISO
21527-1 a ISO 21527-2 je uvedeno pouze stanoveni kmenl kvasinky S. cerevisiae. Jelikoz
S. boulardii neni pfimo kmen, ale je to varianta druhu S. cerevisiae. To znamend, ze
momentalng v Ceské republice neni technick4 norma, ktera by stanovovala v potravinach nebo
krmivech metodiku nebo podminky pro kultivaci kvasinky S. boulardii. Pti rozboru vzorkl
s kvasinkou tak mtize dochazet k pouzivani riznych typt médii, a tedy dochazi k nepfesnostem
pti porovnavani dat (CSN ISO 21527-1. 2009; CSN ISO 21527-2. 2009).

6.1 Kaultivace na Petriho miskach

Kvasinka S. boulardii ma vyuziti primarné jako probioticky preparat. Ke stanoveni
optimalni kultivace mikroorganismil zasahuje mnoho faktort. Studie vénujici se problematice
kultivace kvasinky S. boulardii zahrnuji faktory jako jsou teplota, pH, aerobni nebo anaerobni
kultivace, inokula¢ni dévka, rychlost tfepani, zdroj uhliku a jeho koncentrace, zdroj dusiku a
jeho koncentrace, obsah NaCl, obsah etanolu a obsah dal$ich slozek v kultivaénim médiu. Také
jsou publikovany studie testujici pouziti S. boulardii namisto S. cerevisiae. Potencial pouziti
S. boulardii je v potravinafstvi nebo pifi zpracovavani vedlejSich produkti. Dale byly
publikovany studie se zaméfenim na vyuZiti k fermentaci rGznych substratii. Nejcastéji je
v téchto piipadech pouZzivano tekuté médium nebo nedefinovany substrat. JelikoZ rizné studie
provadéji vyzkum v odlisnych podminkéch, tak je tézké nasledné porovnat jejich vysledky.

Ve vysledcich prace vyslo, ze v nékterych piipadech vedlo pouziti kvasnicového
kultiva¢niho média pfi anaerobni kultivaci k Gplné inhibici ndrastu S. boulardii. OvSem
v ptipadé aerobni kultivace dochézelo i na tomto médiu k nardstu kolonii i pfes to, ze médium
obsahuje pouze 5 g/l peptidi zivoc¢isného ptivodu, 3 g/l kvasnicového extraktu a 15 g/l agaru.
Ovsem v médiu nebyl pfidany zadny cukr nebo jiny zdroj uhliku nezbytny pro rist kvasinek.
Stejny vysledek byl zaznamenan ve studii Hahn-Hégerdal et al. (2005) tykajici se kultivace
S. cerevisiae, kdy v médiu s obsahem 10 g/l kvasnicového extraktu a 20 g/l peptonu také doslo
k nariistu biomasy. Vysledna opticka hustota v tomto médiu byla po 24 hodinach zmétena
na denzitometru a jeji hodnota byla mezi 3—4. Vysvétlenim narGstu kolonii na médiu
bez pridaného cukru je, ze v kvasnicovém extraktu mlize byt obsazen néjaky zbytkovy cukr.
Kvasnicovy extrakt mtize také eventudlné obsahovat laktat, ktery je také zdrojem uhliku.

Clanek se zabyval vlivem obsahu a koncentrace uhlikatého zdroje na rist S. boulardii.
Pticemz byl sledovan nartst S. boulardii v odpadni vodé po zpracovani ryze. Ve studii méfili
rast S. boulardii na Ctytech typech kultivacnich médii. Prvni médium obsahovalo pouze
odpadni vodu zryze parboiled. Druh¢ médium obsahovalo odpadni ryzovou vodu a 1 %
sacharozy. Tieti médium obsahovalo ryZovou vodu a 3 % sacharézy. Ctvrté bylo slozeno
z ryzové vody a 1,5 % glycerolu. Kultivace probihala dva dny ve tfepacce pii 28 °C. Nejhorsi
vysledek byl zjistén u média obsahujiciho pouze odpadni vodu ze zpracovani ryze. Jiz béhem
osmi hodin doslo k pfechodu kvasinky do stacionarni fdze a po 48 hodinach byla koncentrace
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kolem 120 x 10°® KTJ/ml. Ryzova voda s 1,5 % glycerolu vykazovala druhy nejhorsi vysledek
s koncentraci po 48 hodinach kolem 180 x 10° KTJ/ml. Vzorky s 1 a 3 % sacharozy méli
koncentraci kolem 210 x 10® KTJ/ml respektive 240 x 10% KTJ/ml (Gaboardi et al. 2018).
S timto c¢lankem je moZné porovnat zkoumand média kvasnicového extraktu, GKCH a
oxytetracyklin. Rozdil mezi médii byl primérné v obsahu cukru, kvasnicovy extrakt Zadnou
pfidanou glukézu neobsahoval. Na rozdil od kultivaéni médii CKCH a oxytetracyklinu, ktera
obsahuji 2 % glukozy. Dalsim rozdilem je obsah antibiotika, které by ovSem mélo mit
na kultivaci S. boulardii zanedbatelny vliv. U kultivacniho média s kvasnicovym extraktem
byla priimé&rna hodnota 1,29 x 107 KTJ/g. Oxytetracyklin médium obsahovalo 2,01 x 10° KTJ/g
a GKCH mélo 1,71 x 10° KTJ/g. Tedy koncentrace na kvasnicovém agaru je o zhruba o dva
fady niz8i. Znamena to, Ze obsah sacharidli vyrazné podporuje rist kvasinky. Trend vysledkl
pti porovnani média s cukrem a bez cukru je v souladu s vySe uvedenym ¢lankem.

Pti zkoumani vlivu druhu probiotického piipravku jako faktoru na rast S. boulardii bylo
zjisténo, ze vzorky probiotické kvasinky vykazovaly koncentracni rozdil az dvou fadu.
Vsechny vysledky koncentraci jednotlivych ptipravka byly pfepocitané na navazku 1 gramu a
zprumérovany. Pii porovnavani jednotlivych vysledkt z kultivace bylo zjisténo, Ze nejmensi
mnozstvi Zivych kvasinek bylo v preparatu fairvital s hodnotou 1,3 x 107 KTJ/g. Vzorky
ezyleaf a Enterol vykazovaly o fad vyssi pocet. ezyleaf obsahoval 1,84 x 108 KTJ/g a Enterol
mél 7,05 x 108 KTJ/g. Kultivaci vzorku Yomogi byla stanovena koncentrace S. boulardii
1,23 x 10° KTJ/g. Vzorek Compliflora obsahuje 1,8 x 10 ® KTJ/g. U ptipravku Biokult bylo
stanoveno 3,27 x 10° KTJ/g. Nejvy$si koncentraci kvasinek mél vzorek Ultra Levura s obsahem
8,89 x 10° KTJ/g. VSechny stanovené piipravky spliiovaly doporuceni Svétové zdravotnické
organizace (WHO) a Organizace pro vyzivu a zemé&délstvi (FAO), coz je 10°-107 KTJ/g.
Naopak doporuceni Svétové gastrointestindlni organizace nebylo mozno splnit pozienim jedné
tablety zadného z testovanych preparati. Organizace doporucuje pii nékterych diagnézach
piijem alespofi 5 x 10° KTJ. Doporuceni nemiZe byt splnéno pfijmem jedné tablety, jelikoz
vSechny testované tablety maji vahu nizsi nez jeden gram. Jedna tableta vzorku Ultra Levura
vazi pouze 250 mg. Pro splnéni limitu by bylo nezbytné pfijmout vice nez dvé tablety Ultra
Levury (Lazo-Vélez et al. 2018).

Dalsi studie porovnévala rozbor 15 riznych probiotik. Jako inhibi¢ni faktor byl pouzit
chloramfenikol o koncentraci 0,025 %, coz odpovida 250 mg/1 kultivacniho média. Kultivace
probihala po dobu 48 hodin a pti 37 °C. Byly provadény mimo jinych také stanoveni vzorkl
Enterol a Ultra Levura. Byly porovnany dvé metody. Prvni metodou byla pratokova cytometrie.
Tato metoda umoznuje stanoveni po¢tu bunék pomoci jejich pritoku ptfes membranu, kde
dochazi na prosviceni laserovym paprskem. Vysledné odrazené rozptylené svétlo se analyzuje.
Druhou metodou byla klasické stanoveni na plotnach se SAB médiem, coz je Sabouraud
Dextrose Agar. Vyss§i pocet bun¢k byl ve vSech piipadech stanoven pomoci pritokové
cytometrie. Konkrétné u vzorku Enterol byla hodnota 3,55 x 10! KTJ/g oproti kultivaci
$9,33 x 10° KTJ/g. U vzorku Ultra Levura bylo stanoveno 1,2 x 10! KTJ/g bunék pritokovou
cytometrii a 5 x 10° KTJ/g kultivaci (Vanhee et al. 2010). Hodnota stanoveni Enterolu pomoci
kultiva¢ni metody byla v této studii zhruba o jeden tad vyssi nez pii analyze Enterolu. Rozdil
muze byt zplisoben jak odchylkou pii zpracovani vzorku, tak odliSnymi skladovacimi
podminkami probiotického pfipravku. Vysledek stanoveni probiotika Ultra Levura byl
odpovidajici.



Ve studii Lei et al. (2016) studuje optimalizaci kultivacniho média pro rist S. boulardii.
Ve této studii jsou zkoumany ctyii faktory, coz jsou sachardza, extrakt z jecného sladu, teleci
krevni sérum a citran sodny. K zjisténi vysledku byl pouzit statisticky model dle Box-
Behnkena. Vysledkem této studie je, Ze optimalni médium pro kultivaci S. boulardii obsahuje
36,28 g/l sacharozy, 6,38 g/l extraktu z je¢ného sledu, 5,69 g/l teleciho krevniho séra a 5,3 g/l
citranu sodného. Pfi porovnani s optimalnim kultivacnim médiem S. cerevisiae bylo zjisténo,
ze kromé¢ odlisného poméru ob¢ kvasinky preferuji také nékteré odlisSné ingredience. Hlavni
sloZzkou optimalniho média pro stanoveni S. cerevisiae byla sacharéza s 115,5 g/, 10 g/ siranu
amonného (NH4):SOs a 25 g/l kvasnicového extraktu. Tento vysledek podtrhuje rozdilnost
téchto dvou kvasinek.

Médium Wilkins-Chalgren vykazalo nejlepsi vysledek pro kultivaci kvasinky
S. boulardii. Vysvétlenim muze byt, ze se jedna o bohaté¢ médium, které zaroven obsahuje
prekurzory pro biosyntézu jako je pyruvat. Pfidanim metabolickych prekurzori se snizuje
energetickd zat¢z bunky, coz miize mit pozitivni vliv na jeji rist a rozmnozovéani (Hahn-
Higerdal et al. 2005).

6.2 Kultivace ve zkumavkach

Pti kultivaci S. boulardii ve zkumavkach se zjist'ovala schopnost rastu na kultivacnim
médiu s ptidavkem galaktézy. Vysledek mél za prvé potvrdit pfitomnost S. cerevisiae var.
boulardii. Tato kvasinka totiz neni schopna galaktozu efektivné vyuzit, a tedy v téchto
podminkach efektivné rlst. Za druhé tato ¢ast experimentu méla za cil sledovat a porovnavat
rast na médiu bez jakéhokoliv cukru, na médiu s glukdzou nebo na médiu s galaktézou. Tretim
sledovanym parametrem byl rist béhem 30 a 37 °C. Pii porovnani s negativni kontrolou
S. cerevisiae a s pozitivni kontrolou S. boulardii 2019 jednoznacné vyslo, Ze vSechny testované
probiotické vzorky nejsou schopny rist na médiu s galaktézou. Timto se potvrdila ptitomnost
S. boulardii ve v§ech testovanych probiotikach. Také se potvrdilo, ze S. boulardii na galaktoze
1épe roste ve 30 °C nez ve 37 °C. Stejny zaver byl zjistén také ve studii (Liu et al. 2018).

Naopak odlisny vysledek v porovnani se studiemi byl zaznamenan pti hodnoceni vlivu
teploty na rast kvasinky. Vysledkem bylo, Ze vSechny kultivované kvasinky rostly lépe
pti 30 °C nez pti 37 °C. Ovsem vSeobecné se v odbornych ¢lancich uvadi, ze optimalni teplota
rustu S. boulardii je 37 °C. Shu et al. (2020) uvadi, Ze nejvyssi pocet zivych kvasinek a nejvice
vyprodukované biomasy se vyskytuje pii teplote¢ 37 °C. Ovsem ¢lanek autort (Hossain et al.
2020) znazoriuji v grafu, Ze nejvice kvasinky rostly pfi 30 °C. Autoti Du et al. (2012) zase
uvadeji, ze nejvyssi produkce biomasy S. boulardii je pti 32 °C.

Bylo by vhodné v budoucnu provést podrobnéjsi studii, kterd by se zabyvala kultiva¢ni
teplotou. Tato studie by také mohla upfesnit dalSich mozné faktory ovliviiujici rist kvasinky
S boulardii pti teplotach 30 a 37 °C.
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7 Zavér

Kvasinka S. boulardii je probioticky mikroorganismus, ktery se vyuziva pro podporu 1écby
pfi gastrointestindlnich infekcich, jelikoz je schopna potlacit rist nékterych patogennich
mikroorganismi. Probiotikum je mozné také pouzivat jako prevenci naptiklad pfi cestovani
do zahrani¢i. S. boulardii vykazuje mnoho benefitd, ale jiz bylo popsano nékolik ptipadii
rozvoje nebezpecné fungémie.

V praci bylo provedeno testovani riiznych kultivacnich podminek pro podporu rastu
S. boulardii. Testovanymi faktory byla skladba kultivaéniho média, rist v aerobnich a
anaerobnich podminkach, teplota a také schopnost vyuziti glukézy a galaktézy. Bylo
otestovano celkem pét tuhych médii v aerobnich a anaerobnich podminkach. Testovana média
obsahovala rizné poméry zivin. Zaroven bylo do nékterych z nich pfiddno antibiotikum jako
inhibi¢ni faktor. V druhé ¢asti byly vzorky kultivovany ve zkumavkach pii rizné teploté.
Zaroven byla testovana schopnost kvasinky rst v médiu s glukézou, galaktézou nebo Uplné
bez cukru.

Kultivaéni médium s nejlepSim vysledkem je Wilkins-Chalgren s mupirocinem. OvSem
umédii Wilkins-Chalgren, extrakt zjecného sladu a oxytetracyklin nebyl zjistén zadny
statisticky vyznamny rozdil. Kultivace pfi aerobnich podminkach vykazovala lepsi vysledky
nez kultivace pfi anaerobnich podminkach. Zaroven probiotikum s nejvy$$im obsahem Zzivych
bun¢k byla Ultra Levura. Kultivované vzorky rostly 1épe pii 30 °C nez pii 37 °C.



P¥ilohy

Ptiloha €. 1: Pfehled pouzitych kultivacnich médii (Petriho misky).

Médium

Slozeni

Piidavek

Inhibi¢ni faktor

Wilkins-Chalgren
Anaerobe Agar (Oxoid)

10 g/l trypton, 10 g/l
zelatinovy pepton, 5 g/l
kvasnicovy extrakt,

1 g/l glukoza, 5 g/l
chlorid sodny, 1 g/l L-
arginin, 1 g /1 pyruvat
sodny, 0,5 mg/1
vitamin K a 5 mg/1
hemin a 10 g/l agar

pepton 5 g/1, cystein

0,5 g/l, Tween 80 1 ml/1

100 mg/l mupirocin
(Oxoid)

Kvasnicovy extrakt
(Millipore)

5 g/l peptidy
zivo¢i$ného pivodu,

3 g/l kvasnicovy extrakt
al5g/lagar

Extrakt z je¢ného sladu
(Millipore)

30 g/l extrakt z je¢ného
sladu a 5 g/l houbovy
pepton a 15g/1 agar

g/l glukozy, 15 g/l
agaru

Oxytetracycline- 5 g/l kvasnicovy 100 mg/l oxytetracyklin
Glucose-Yeast Extract | extrakt, 20 g/l glukoza a (Milipore)
(Millipore) 12 g /1 agar
GKCH (MILCOM a.s.) | 5 g/l kvasniéného 100 mg/1
extraktu, 20 chloramfenikol

(jiz v tekutém médiu)
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