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Selektivni stanoveni druhi rodu Bifidobacterium

v potravinach a potravnich dophicich

Selective enumeration of bifidobacterial species ifood

and food supplements

Souhrn

Tato prace ,Selektivni stanoveni dfubhrodu Bifidobacterium v potravinach a
potravnich dopicich” se v prvniéasti zabyva obecnou charakteristikou féemikh potravin a
potravnich dopika, nasledd pak potravnimi dopky s obsahem bakterii rodu

Bifidobacterium a jejich stanovenim.

V dnesni dob jsou funkni potraviny velmi oblibené, a stejiak i potravni dogpiky,
se kterymi jsowasto zamnovany. Probiotika, ktera se deptji uzivaji ve forng kapslici
sypkého prasku, se vtéto podotadi mezi potravni dopky, a v této formd byly také
testovany. Mezi probiotika s&adi hlavie bakterie mléného kvaSeni, jako jsou ndidad
laktobacily, streptokoky nebo laktokoky. Hatem ale i propionové baktetiebifidobakterie.
Tato prace se zaffila na selektivni stanoveni dniulnodu Bifidobacterium.

Celkem bylo vtéto praci otestovano 10 potravniabplitki na 5ti gstebnich
prostedich (WCh, MM, MT, MMe, SMM), kde cilem bylo vywiti selektivnich médii
pro jednotlivé druhy roduBifidobacterium. Sestaveni jednotlivych selektivnich médii
probihalo na zakladinformaci ziskanych z fermegtach profili jednotlivych druli rodu
Bifidobacterium a na zaklagl vysledki z biochemickych teét Selektivni média byla
sestavena pro nasledujici drutBifidobacterium bifidum (MM médium), Bifidobacterium
longum (MT, MMe médiun) a Bifidobacterium breve (SMM médium)

Bifidobakterie pochézejici z potravnich diggl, byly nejdive kultivovany, nasledn
izolovany a nakonec bylyisté kultury identifikovany na uUrowerodu i druhu pomoci
biochemickych a molekulagrgenetickych metod. Jednalo se o0 metodu F6PPKjeametoda

vyuZzivajici se k identifikaci na Uroiterodu pomoci detekce enzymu F6PPK. Nasiduyly



provedeny testy APl 50 CHL a ANAEROtest 23, kteeéppuzivaji k druhové identifikaci.
Nakonec byla vyuZita molekul&mgeneticka metoda PCR za pouZziti specifickych prime

Vysledky kvantifikace byly takové, Ze nejvice kailiomyrostlo na MM a SMM médiu
v paitech 9,21 log KTJ £ 0,08 SD (MM) a 9,21 + 0,11 SEMM). Na MT médiu narostlo
9,09 log KTJ £ 0,24 SD, na WCh 9,06 + 0,09 SD arést narostlo na MMe médiu. Jednalo
se o poty 8,85 + 0,11 SD.

Z hlediska selektivity médii vysledky ukazuji, Zeopatim ani jedno z testovanych
meédii neni zcela selektivni. PBdfidobacterium bifidum se tedy jako perspektivni jevi MM
médium, proBifidobacterium longum — MT médium a prdBifidobacterium breve — SMM

médium.

Kli ¢ova slova:Bifidobakterie, probiotika, médium, futiki potraviny, potravni dopek



Summary

This work "Selective enumeration of bifidobacterigpecies in food and food
supplements” in the first part deals with the gaheharacteristics of functional foods and
food supplements, subsequently food supplementdaioomy bacteria of the genus

Bifidobacterium and their enumeration.

Nowadays, the functional food is very popular, adlvas food supplements, with
which they are often mixed up. Probiotics, whiclusually used in the form of capsules or
bulk powder, in the form of one of the dietary sigppents, and in this form has also been
tested. Among probiotics belong mainly lactic adoatteria, such as lactobacilli, streptococci
or lactococci. It also includes propionic bactasrabifidobacteria. This work focused on the
selective enumeration of species of the gatidobacterium.

Altogether, this study tested 10 food supplememtS growing environments (WCh,
MM, MT, MMe, SMM), where the goal was to develogealective media for each species of
the genusBifidobacterium. Combination of the selective media was basednéormation
obtained from the fermentation profiles of indivaditspecies of the genugfidobacterium
based on the results of biochemical tests. Sekectiedia were prepared for the following
species: Bifidobacterium bifidum (MM medium), Bifidobacterium longum (MT, MMe
medium) andBifidobacterium breve (SMM medium). Bifidobacteria from food supplements
were first cultured and subsequently isolated am@ gultures were then identified to genus
level and species using biochemical and molecidaetics methods. It is a method F6PPK, a
method of using the identification to the genuseleby detecting enzyme F6PPK.
Subsequently, API 50 CHL and ANAEROtest 23, testrewgerformed for species
identification. Finally, species — specific PCR vadase.

The results of quantification were such that madbmwies grown on MM and SMM
medium in the number of 9.21 + 0.08 log CFU SD (Ménd 9.21 + 0.11 SD (SMM). On MT
medium grew 9.09 log CFU + 0.24 SD, the WCh 9.06.@9 SD and at least increased to
MMe medium. It was a number of 8.85 £ 0.11 SD.

In terms of media selectivity results have showat so far, none of the tested media
are fully selective. But as promising seems to bd Medium forBifidobacterium bididum,

MT medium forBifidobacteriumlongum and SMM medium foBifidobacterium breve.
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1 Uvod

Rod Bifidobacterium, fadici se mezi probiotické kultury, spolu s rodeattobacillus,
Lactococcus nebo Enterococcus je prirozenym obyvatelem gastrointestinalniho traktue kd
se nachazi vice nez 2000 todbakterii. Bakterie roduBifidobacterium maji schopnost
adherovat na svni epitel a diky tomu tak snazéepivat v travicim traktu. ¥Sina tchto
bakterii Zije v tlustém B\, kde vytvai specifickou mikrofloru, ktera mariznivé &inky
na zdravi hostitele, n#éjlad tim, Ze zabraije nebo alespo potl&uje rist hnilobnych
bakterii.

BohuZel se zde ale nemnoZzi, a proto je nutné, j&ldostale dodavat. Ale n#glad
u novorozenych &i jsou bifidobakterie v travicim traktu h@rzastoupeny. Sifpyvajicim
vékem se vSak jejich @ty snizuji a ve st@ mohou vyjime&ne i vymizet, z toho dvodu
se bifidobakterialni kultury fidavaji do potravin, jako jsou jogurty, kde se p#rozere
vyskytuje jako sothst jogurtové kulturyLactobacillus delbrueckii susp bulgaricus a
Sreptococcus termophilus. Nevyhodou d&chto bakterii je fakt, Ze ne vSechny jsou schopny
prochazet travicim traktem ve vitalnim stavuavbDdem je, Ze ne vSechny se dokazou
prizptsobit pachodu Zaludkem, kde je velmi kyselé piredi a steji tak se pizpusobit

i siln¢ zasaditému proidi ve stewe.

Bifidobakterialni kultury se pouZzivaji i ve foenpotravnich dopikd, coz je v dnesni
doke velmi popularni. Proto je udezité un®t je kvantifikovat, stejii tak jako jasa a

selektivré stanovit.



2 Cil prace
Cilem této prace bylo vyvinout metody, jak selek&iwtanovit druhyBifidobacterium

bifidum, Bifidobacterium longum a Bifidobacterium breve v potravnich dogicich.

Hypotéza: Budou nalezeny selektivni faktory (specifické saaty, antimikrobialni latky),

které umoznitst pouze skterym drutim roduBifidobaterium na kultivanim médiu.



3 Literarni reSerSe
3.1 Funkéni potraviny

Jako funkni potravina je ozri@na potravina, kterad ma krémyzivové hodnoty, jest
jinou, zdravi prosgsnou funkci, jako je &inek na zdravi konzumenta nebo jeho fyzicky a

duSevni stav (Thanh-Sang Vo a Se-Kwon Kim, 2012).

Mezi funkeni potraviny tak mzemeradit potraviny vodu ¢isté piirodniho, potraviny
fortifikované nebo potraviny s obohacujici fénk slozkou (Guo, 2009). Aby se efekt
projevil, je teba tyto potraviny konzumovat dlouhodoiako EZnou sodast naSeho denniho
jidelnicku, rekteré dokonce celozivoin(Shortt a O’Brien, 2004). Jako nejpouzigjdn
funkéni slozky jsou uvaghy rostliny, obsahujici fenolické chemikalie, pratiia, prebiotika
a houby. Zarouve ale i peptidy, mlezivo, vagay Zloutek (Galland, 2013), kyselina listova,
antioxidanty, fytosteroly a vapnik (Vikova et &Q09).

Tabulka 1: Doba konzumace funknich potravin, po niz se da dekavat jejich prinos
(podle Erbersdobler, 2002, upraveno)

pocatek Gcinku

Kratkodoby | Stfednédoby Dlouhodoby
Prevence chorob Uginné slozky (tydny) (mésice, roky) | (20-30 let)

Srde€né cévni

Prevence peptidy i
Prevence fytosteroly i
Prevence probiotika + + i
Prevence kyselina listova i
Prevence antioxidanty neni jisté
Snizeni krevniho tlaku peptidy +

Snizeni krevniho cholesterolu | nap. fytosteroly +

Snizeni krevnich triacylglyceriol| probiotika + + i

n-3 mastné kyseliny |+

Rakovina antioxidanty +
Osteopordza vapnik, fytoestrogeny +

Epidemiologické a randomizované klinické studiegré&tbyly provaény v riznych
zemich, prokazaly nebo alespoavrhly,fadu zdravotnich dinkt souvisejicich s furidnimi

potravinami, respektive jejich slozkami. Ukézalo, #& maji vliv na #&které pochody
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v organismu, jako je ndiklad sniZeni rizika rakoviny, osteopordzy, smte- cévnich chorob,
gastrointestinéalnich chorob, zmdm piiznaki menopauzy, snizeni krevniho tlaku, udrzeni
zdravych moéovych cest, antibakterialni a antivirovéunost. Rirozere ovliviuji fyzicky a
duSevni stav a zpomaluji proces starnuti. Tytotgfalnkenich potravin mohou byt uvady

na obalech vyrohk coz uz se dnes objevujastji, nez dive (Grajek et al., 2005). Galland
(2013) uvéadi, Ze mezi rgstji zminované piznivé vlastnosti funknich potravin pat:

imunomodulace, hypolipidemie, protizdlivé a ergogenickédinky.

Na dobry zdravotni stav gastrointestinalniho trakfuvliv mimo jiné i vlidknina. Je to
polysacharid, ktery je odolnytwi traveni a véebavani v hornéasti traviciho traktu (Slavin,
2008). Institute of Medicine — Washington (2002pdacuje denni pijem vilakniny ve vysi
14 g/1000 kcal. Ale n&fklad pro dti je toto dopordeni nevhodné.

Doporuweny gijem viakniny pro dti se obvykle pohybuje pod 10g/den (8w et al.,
2008), &koli horni hranice pro jeji fiiem dana neni. Na druhou stranu nadm piijem
vlakniny miZze vyvolat nezadouci gastrointestinalni symptomyab@ske a Slavin, 2009).
Doporweni pro jeji pijem je zaloZzen nautkazech, které poukazuji na sniZeni vyskytu
kardiovaskularnich onemo&mni a sniZzeniétesné hmotnosti v prospektivni kohortové studi
(Tucker a Thomas, 2009). Mechanismus sniZeni rikialiovaskularnich onemogm je
mysSlenka, ktera je zaloZzena na sniZzeni sérovéhlestboolu, opozeghém vstebavani Zivin
(zvySenda citlivost na inzulin a snizeni triglycédid snizeni krevniho tlaku aciaku
fytochemikalii, které cestuji s vlakninou. Vyssiijem vlakniny je také vazan na sniZeni
krevniho tlaku, zlepSeni cukrovky a zlepSeni ststiev. Mechanismus pro dopad réesnou
hmotnost, je meéhnjasny, ale mze jit o slozité interakce s hormonalnimiinky (nizsi
postprandiélni glykémie, sniZzeni sekrece inzuliniinky samotné potraviny (2vykani,
nasyceni) a sevnimi efekty, nap fermentace (Pereira a Ludwig, 2001).



Tabulka 2: Priklady funk énich potravin (Anonym 1)

Priklady funk &nich potravin

Potravina Uéinek

Fermentovana mléka a jogurty s probiotickyiepSeni zazivacich funkci

kulturami

Margariny, jogurty, syrové pomazanky Rostlinnéraie a stanoly snizuji hladinu cholesteroly a

riziko srde&nich chorob

W

Vejce obohacena omega-3 esencialnimi mastng@mi 4 vejce za tyden dodajélu takové mnoZstvi n-

kyselinami mastnych kyselin, které je dopdnyvano pro snizeni rizida
srdeénich chorob.
Snidaiové cerealie Fdavek kyseliny listové ke snizit riziko narozeniét

se spina bifida (vrozeny roZgt patée)

Chléb, tyinky typu musli Ridavek isoflavofi mize snizit riziko vzniku rakoviny
prsu a prostaty, srdeich chorob a osteoporézy

3.1.1 Legislativa a historie funkénich potravin

O funkenich potravinach se mezi experty, zabyvajicimi ggiwou, z&alo hodr
mluvit na za&atku 90. let, kdy ILSI (International Life Scientmestitute) fisla s projektem
FUFOSE (Functional Food Science in Europe), ktagdstavila Evropské komisi. Tento
projekt vyuzil znalosti asi 100 expénha vyzivu, kt& se zabyvali ¥deckym zdvodrenim
zdravotnich tvrzeni a hodnotili status fdnkch potravin. Tento projekt trval zhruba 3 roky a
v roce 1999 doslo pod vedenim ILSI k diskusi evkgph expert na vyzivu, ktera vedla
k prijeti konsensu ,Scientific Concepts of FunctionabHBs in Europe,” kteryimesl| pracovni
definici pro funkni potraviny. Ta zahrnovalaékolik hlavnich bod, které definovaly, jak
vypada funkni potravina. Tyto bodyikaji, Ze to neni tableta ani kapsle nebo jina form
dophiku, ale Ze se jedna @&inou potravinu. Dale, Ze jejitignivy inek na lidské zdravi
musi byt zaloZzen nacdeckém zaklatl Krom¢ vyzivové hodnoty musi mitifznivé &inky
na lidské zdravi, #a konzumovat jako s@ast BZné stravy. Dodnes aleGR, ani EU,
neexistuje zadny oficidlni dokument, ktery by ,fdnkpotraviny” definoval a uvétipravidla
a podminky pro jejich vyrobu. Existuje vS&dda pedpisi, které sice imo neuvadji pojem
~funk¢éni potravina,” ale s potravinami tohoto druhu Uzmiviseji. Jedna sergaevsim
o predpisy, které se tykaji ozémvani potravin. Kazda ,furthi potravina" obsahuje na obalu
jedno nebo vice zdravotnich tvrzeni, ktera infoimgpotebitele o piznivych &incich

potraviny nebo jeji slozky na lidsky organismus ¢Agm 2).



3.1.2 Rozdil mezi potravinami pro zvlastni vyzivu a potrarnimi dopliiky

Z vyhlaskyo potravinach uenych pro zvlastni vyzivu a o &gobu jejich pouziti
54/2004 Sb. v platném &ni, vyplyva, Ze ,potraviny pro specialni vyzivu ysgotraviny,
které se odliSuji od d&nych potravin bdi svym zvlaStnim sloZzenim, nebo zvlastnim
vyrobnim postupem. Jsou vhodné pro vyZivowelyl stanovené vyhlaSkou nebdimo
pouzitelnym pedpisem Evropského spoemnstvi. Bi uvadini do olghu musi byt ozngen

acel pouziti* (Anonym 3).

VyZivoveé (kely se stanovuji podle zvl4stnich nutinich pozadavki:
= skupin osob, jejichZ travici proces nebo latkoiéngna je narusend, nebo
= skupin osob majicich zvlastni fyziologicky stavtark mohou mit specifické vyhody
z fizené spdtby ukitych latek v potravinadch, nebo

= zdravych kojeng a malych ti.

Mezi druhy potravin ur éenych pro zvlastni vyZivu pati tyto:
= potraviny pro poateini a pokr&ovaci kojeneckou vyzivu a vyZzivu malychtd
= potraviny pro obilnou a ostatni vyZivu jinou neilobu utenou pro vyZivu kojenc
a malych dti
= potraviny pro nizkoenergetickou vyzivuéené ke snizovanélesné hmotnosti
= potraviny pro zvlastni l[ekake &ely
= potraviny bez fenylalaninu
= potraviny bezlepkove
= potraviny utené pro osoby s poruchami metabolismu sachddidbetiky)
= potraviny s nizkym obsahem laktosy nebo bez laktosy
= potraviny s nizkym obsahem bilkovin

= potraviny utené pro sportovce a pro osolyzvySenémdlesném vykonu.

Doplreék stravy je podle zakona. 110/1997 Sb. v plathném &m o potravinach,
definovan jako ,potravina, jejimz ¢alem je doplovat kEZnou stravu, kterd je
koncentrovanym zdrojem vitamira mineralnich latek nebo dalSich latek s gotm nebo
fyziologickym (&inkem, obsazenych v potragirsamostati nebo v kombinaci a je &ena

k piimé spoteb: v malych, odnsfenych mnozZstvi“ (Anonym 4).



3.1.3 Rozdil mezi léky a funkénimi potravinami

Lék je podle zakon&. 378/2007 Sh. v plathném &mi o I&ivech definovan jako ,latka
nebo kombinace latek majici ¢cBbné nebo preventivni vlastnosti wigac lidskych

onemocgni“ (Anonym 5).

Na druhé strah je z vyzkumu znamo, Ze fudiki potraviny by nily poskytovat
zdravotni vyhody vySSi nez normalni némii hodnoty v dennim dietnim schématu, ale
nently by I&it. Ovérovani rozsahu furdaich potravin, jejich vztahu k potravinam auékje

zatim stéle zkoumano (Kwak a Jukes, 2000).

Diplock et al. (1999) uvadi, Ze vzhledem k tomu, EEgopska unie zatim Zadnou
legislativu, tykajici se furdnich potravin, ktera by #ha jednotny rdmec, nevytvita, je
nutné, aby legislativh bylo vymezeno hlawy) jaké potraviny mohou byt ozéeny jako
funkéni, co mize byt deklarovano na obalech (schvalené zdraywtnosy), jaké slozky a

v jakém obsahu jsou ve fufiki potravig obsazeny.

3.2 Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelnou sloZzkou potravirer&t prospsre ovliviiuje selektivni
stimulaci Kistu nebo aktivity jednohdi omezeného pttu bakterii v tlustém B, a tim

zlepSuje zdravi hostitele (Gibson a Roberfroid,5)99

Vyuzivani prebiotik bylo odstartovano zejménailkvproblémim pfi pouZzivani
probiotik. Nekteré probiotické mikroorganismy maji potizéepit @i prachodu Zaludkem,
piipadré tenkym stevem a naslednpak osidlit stevo tlusté. To zejména ki velké
konkurenci pirozené mikroflory tlustého s#va (Roberfroid, 2002).

Jakakoliv potravina nebo substrat, ktery vstoupitldetého seva, je potencionalni
prebiotikum. Hlavnim substratem v tlusténiies, ktery umo#auje nist bifidobakterii, jsou
oligosacharidy. Jsou odolnéudr travicim enzynim, ale mohou byt metabolizovany
bakteriemi. Mezi oligosacharidy uzivané jako prékion, které byly zviejrény poin vitro a
in vivo studiich pai laktulosa, inulin, oligosacharidy ze soOji (rafs@ a stachyosa),

isomaltooligosacharidy, glukooligosacharidy a xyigasacharidy (Gibson a Fuller, 2000).



Oligosacharidy plnici funkci prebiotik musi spkiovat tato kritéria (Roberfroid, 2007
1) odolnost w¢i Zaludeéni kyselosti, odolnosti¢i hydrolyze sa¥imi enzymy a i
gastrointestinalni absorpci
2) fermentace intestinalni mikroflérou
3) selektivni stimulacetistu a/nebo aktivity geévnich bakterii, kteréfispivaji ke zdravi a
pohodt

Tabulka 3: Prebioticky efekt riaznych oligosacharidi (podle Roberfroid, 2007, upraveno)

Nestravitelnost Fermentace Selektivita Status prebtik
Inulin a oligofruktosa ano ano ano ano
Galaktooligosacharidy pravdpodobré PV ano ano
Laktulosa pravcEpodobrg PV ano ano
Isomaltooligosacharidy Casteng ano spis ano ne
Laktosacharosa ND ND spis ano ne
Xylooligosacharidy ND ND spis ano ne
Sojové oligosacharidy ND ND ND ne
Glukosacharidy ND ND ND ne

ND- nedostupna data, PVigqulEzné vysledky, nutny dalSi vyzkum

Hlavnimi kon€nymi produkty bakterialni fermentace v tlustérmegt jsou mastné
kyseliny s kratkym rettzcem, jako je Kkyselina octova, propionova nebo Inase
(Kvasnitkova, 2000).

Nesngji vSak mit nezadoucicinky jako je nadymani, vyvolavaniiiBnich kKeci
¢i dokonce pijma. Tyto jevy jsou charakteristické, napgoro rafinosu, stachyosu a dalSi

piibuzné, mé# zastoupené oligosacharidy v krdihach (Kal&, 2002).

Pokud nestravitelny sacharid podporujstiveskeré gevni mikroflory tlustého seva,
pusobi, jako tzv. ,colonic food“, coZz je v podstatpotrava pro tlusté i&vo
(Kvasnickova, 2000).



Zdravotni prinosy schvaleny EU Register on nutrition and healtlelaims (anonym 6):
» Vlaknina: zrychluje pichod traveniny $evem
ZlepSuje funkce stv
zvétSuje objem stolice
= Pektiny: @i piijmu 10g v potra¥ redukuji postparandialni glykemickou odpdv

= Chitosan: pi piijmu 3g deng sniZuje LDL cholesterol

Kala¢ (2002) uvéadi Ze:
» selektivni fist Zadoucich bifidobakterii v tlusténteste, tim se zarouie znevyhodu;ji
potencialni patogenni bakterigedevsSim klostridia
* snizeni energetickéhdipnu na zéklad toho, Ze se dané latky netedtdvaji v tenkém
strew, ale podléhaji az fermentaci ngkavé mastné kyseliny veistg tlustém. Ty
maji nizkou energetickou hodnotu (<9 kJ/qg)
= 7WwtSuji objem stolice, klesa vyskyt zacpy, Odajjiz pii piijmu 3 - 10g

nestravitelnych oligosachatidlenrg.

Obréazek 1: Koncepce prebiotik (podle Roberfroid, 207, upraveno)
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3.3 Probiotika

Probiotika jsou definovana jako Zzivé mikroorganismiteré jsou-li podavany
v priméireném mnozstvi,imaseji hostiteli zdravotnitfnos (FAO/WHO, 2002).

Podle Havennaara (1992) se probiotika definuji jedano nebo sisné kultury zivych
organisnii, které jestlize se aplikujélovéku nebo zuieti, tak prospsré ovliviuji jeho
hostitele zlepSenim jehaorevni mikrofiory.

Zdravotni tvrzeni uvedena ve vztahu k probiotickynkroorganisnim v potravinach
se podle prohlaSeni Kanadského parlaméidiupodsekci 5(1) Food and Drug Act &lanby
byt védecky owtena. Food and Drug Aéika nasleduijici: ,Zadna osoba nesmi a@inalit,
|écit, zpracovat, prodavat nebo propagovat jakékdliguny zpisobem, ktery je nepravdivy,
zavadjici, klamavy nebo je pra¥godobné, Ze f¥e vytvdit chybny dojem o charakteru,
hodnot, kvalité, sloZeni, nebo bez@eosti potraviny” (Anonym 7).

Obrazek 2: Schéma hodnoceni probiotik pro pouZiti ypotravinach (podle FAO/WHO, 2002, upraveno)

Identifikace mikroorganismu na trovef rodu, druhu a kmene pomoci
fenotypovych a molekularné genetickych metod. UloZzeni kmene v

mezinarodni sbirce kultur

Funkéni charakteristiky: in vitro testy RN Urceni bezpecnosti: in vitro a/nebo testy
a studie na zviratech na zvifatech. Studie na lidech (faze 1)

Dvojité zaslepené, randomizované, placébem
kontrolované (DZPK) pokusy na lidech (faze 2). Potvrzeni
ucinnosti kmene.

Nejlépe dalsi DZPK pro
potvrzeni vysledkd

Dalsi DZPK pro srovnani ucinkd probiotika a
standardniho oSetieni (faze 3)

Oznaceni vyrobku. Obsah — oznaceni rodu, druhu a kmene. Minimdlni koncentrace do
konce zarucni doby. Podminky pro skladovani. Kontakt na vyrobce, informace pro
spotrebitele
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Konzumace probiotik je spojovanaralou zdravotnich fnodi, z nichZz rkteré
se povaZzuji za prokazané, jiné za pegpatiobné (Kalg 2002). Viadk studii bylo prokazano,
Ze probiotické kultury stabilizuji ekosystémrest (Kvasntkova, 2000). EFSA dosud ale
zadnému probiotiku zdravotni tvrzeni neschvalilggjma zivych jogurtovych kultur
(Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus a Streptococcus thermophilus), kdeftika, ze zivé
kultury v jogurtu nebo kysaném nilgem vyrobku zlepSuji traveni laktosy u jedindteri
maji s travenim laktosy problémy (Anonym 6). Vyropeobiotik se protoridi predpisy
pro potraviny (Rada, 2010).

Z nejtastji zverejiiovanych zdravotnich gfinosi jsou uvadény tyto:

» tlumeni alergii

* imunostimul&ni &inky

= prevence kolorektalniho karcinomu

» zmirrgni zacpy

» podpirna terapie zatlivych stevnich onemoami a pajmu

» ustaventi obnoveni vyvazené mikroflory tlustehdesta (Rada, 2010)

= sniZeni hladiny krevniho celkového a LDL choledtgréimz se podileji na
prevenci srdéné-cévnich onemocmi (Roberfroid, 2000)

= snizeni vyskytu infekce Agobené bakterkielicobacter pylori

* sniZeni piznakia alergii

= piiznivy efekt na metabolismus mindralzejména pak na hustotu a stabilitu kosti
(Schrezenmeir a de Vrese, 2001).

3.4 Synbiotika

Synbiotikum je definovano jako si® prebiotik a probiotik. PodporujiigZivani a
usidleni dodanych bakterii gastrointestinalnim ttratkm, Ze selektivé stimuluji rfist nebo
aktivuji metabolismus jednoho druhu bakterie nebw®zeného ptiu bakterii podporujicich

zdravi,cimz pozitivreé pasobi na hostitele (Meile, 1998).
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3.5 Rod Bifidobacterium

3.5.1 Charakteristika

Rod Bifidobacterium jsou grampozitivni bakterie s pleomorfnintkgvitym tvarem,
katalasa negativni vyjmBifidobacterium asteroides a Bifidobacterium indicum (Biavati a
Mattarelli, 2012). Jsou to &y nepohyblivé, nesporotvorné a nesnasejiilisp kyselé
prostedi (Gorner a Valik, 2004).

Rod Bifidobacterium jsou striktnimi anaeroby, ale dikyfifpmnosti CQ dokazi
kratkou dobu kyslik tolerovat. Ménsenzitivni kmeny maji nepatrnou schopnostiitvo
katalasuBifidobakterie fermentuji cukry odliSnym @gobem nez homo i heterofermentativni
bakterie. ivodem je nefitomnost glukdzo — 6 - fosfatdehydrogenasy a aigoli@axa a
Rada, 1996). Diky enzymu frukt6zo — 6 - fosfoketglase frukt6zo — 6 - fosfat &ti
na acetylfosfat a erytroso —4 —fosfat, viz obkaze Fosfolytické &fpeni pyruvai
na kyselinu mravefi a acetyl fosfat a redukce acetyl fosfatu na dtarasto zmdni
ferment&ni rovnovahu ve progph produkce acetata cast&éné kyseliny mravedi a etanolu

(Biavati a Mattarelli, 2012). Neprodukuji Gkyselinu méselnou ani propionovou.

Hlavnimi produkty fermentace jsou kyselina octoviyaelina mléna v pondru 3:2.
Kyselina mléna je gevazr vL formé a je tudiz snadno metabolizovatelnétsdym

organismem (Maxa a Rada, 1996).

Za anaerobnich podminek vznikajici®4 inaktivuje klovy enzym fermentace cukr
bifidobakterii — F6PPK (Rasic” a Kurman, 1983). i@gini teplota iistu je 37 — 4PC, jsou
to tedy bakterie mezofilni, minimalni teplota pistrje 25 — 28C. Optimalni pH je 6,5 az 7.
Pii pH 4,5 - 5 a 8 - 8,5 nerostou s vyjimkaifidobacterium thermacidophilum, které roste
pii pH 4,5 (Biavati a Mattarelli, 2012).

Rod Bifidobacterium se dive spolu slenem rodulLactobacillus uvadly, ze nélezi
mezi bakterie miéného kvaseni, a to if@s to, Ze jsou fylogeneticky nd@puzné. To vSak uz
neplati. Rod Bifidobacterium tvoii vlastni specifickou skupinu. PRat do kmene
Actinobacteria, tiidy Actinobacteria, faduBifidobacteriales, ¢elediBifidobacteriaceae a rodu
Bifidobacterium. Do stejné itidy pati nagiklad fad Actinomycetales, pod ktery pdai celedi

Actinomycetaceae, Micrococcaceae nebo Sreptomycetaceae (Sedl&ek, 2007). Evoléni
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vztahy mezi bakteriemi mt@ého kvasSeni byly stanoveny porovnanim zejménaeseles
genu pro 16S rRNA (Ventura et al., 2003).

Obrazek 3: Metabolismus hexos (podle Biavati a Maétrelli, 2012, upraveno)
GEMUS | BIFIDDOBACTERIUM
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1, Hexokinaza (EC 2.7.1.2); 2, Glokozo-6-fosfat izomerasa (EC 5.3.1.9.) 3, Fruktoso-6-fostat
fosfoketolaza (EC 4.1 .2.22) 4, Tranzaldosa (EC 2.2.1.27 5, Transketolasa (BEC 2.2.1 .17 6, Ribozo-5-fogfat izomeraza (EC
5.3.1.6Y 7, Ribulozo-5-giyceraldebhyd-3-fozfat epimerasa (EC 4.1.2.9); 8, Xyluloso-5-fosfat fosfoketolasa (EC 4.1 .2.97; 9,
Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa (EC 1.2.1.12); 10, Fosfoglycerét kinasa (EC 2.7 2.3 11, Fosfoglycermutasa (EC
5421712 Enolaza (EC 421413 13, Pyruvat kinasa (EC 2.75.1 407, 14, Laktat debydrooenaza (EC 111,273 15, Acetét
kinasa (BEC 27217,
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3.5.2 Vlastnosti

Podstatnou vlastnosti prag§mych bakterii, jako jsou bifidobakterie, je schogin
adherovat na svni epitel. Navazanim bifidobakterii na povrcteghich stn se stimuluje

jejich obnovovani. Mechanismus vazby neni zatinlezegasrén (Maxa a Rada, 1996).
3.5.3 Vyskyt

Bifidobakterie jsou obyvatelé traviciho traktu dngbh i velkych zuiat. Nejvyssi
pocty jsou nalézany ve vykalech kojendkde se nachazirgvazré druhy Bifidobacterium
infantis, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium longum. Zatimco u dosflych se nachazeji
hlavre druhy Bifidobacterium adolescentis a Bifidobacterium longum. U telat a kiat
dominuje Bifidobacterium pseudolongum. U selat se po narozeni vyskytujéegevsim
Bifidobacterium pseudolongum a pozdji pak Bifidobacterium thermophilum, ktery byl

rovnéz izolovan z traviciho traktu prasat, telat aatyMitsuoka, 1984).

Tabulka 4: Pivod druhi rodu Bifidobacterium (podle Russell et al., 2011, upraveno)

Druh Poprvé identifikovana z Izoloval

B. actinocoloniiforme travici traktémelaka Killer et al. (2010a)

stolice dosplych lidi, bachor skotu, odpadni voda a lidska

B. adolescentis vagina Reuter (1963)
B. angulatum odpadni voda, stolice dadpch lidi Scardovi and Crociani (1974)
B. animalis

suspAnimalis vykaly zvitat Scardovi and Trovatelli (1974)

susplactis jogurt Meile et al. (1997)
B. asteroides travici trakt ¥ely medonosné Scardovi and Trovatelli (1969)
B. bifidum vykaly dosgglych lidi a kojend, lidska vagina Orla-Jensen (1924)
B. bohemicum travici trakt¢émelaka Killer et al. (2010a)
B. boum bachor skotu, vykaly selat Scardovi et al. (1979)
B. bombi travici trakt¢émelaka Killer et al. (2009b)

stolice kojend a telat na mkné vyziw, lidska vagina,
B. breve odpadni vody Reuter (1963)
B. catenulatum stolice kojené a dosplych lidi, odpadni vody Scardovi and Crociani (1974
B. choerinum vykaly selat a odpadni vody Scardovi et al. (1979)
B. coryneforme travici trakt wely medonosné Biavati et al. (1982)
B. crudilactis syrové mléko, syry ze syrového mléka Delcenserad. e007
B. cuniculi vykaly kraliki Scardovi et al. (1979)
lidsky zubni kaz a dutina Ustni, stolice d&gph lidi, zarét a

B. dentium slepé stevo Scardovi and Crociani (1974)
B. gallicum lidska stolice Lauer (1990)
B. gallinarum slepé stevo kuete Watabe et al. (1983)
B. indicum travici trakt wely medonosné Scardovi and Trovatelli (1969)
B. infantis stolice kojené a telat na mié&né vyziw Reuter (1963)
B. longum
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subsplongum stolice dosplych lidi Reuter (1963)

subspinfantis stolice kojené Reuter (1963)
subspsuis vykaly selat Matteuzzi et al. (1971)
B. magnum vykaly kraliki Scardovi and Zani (1974)
B. merycicum bachor skotu Biavati and Mattarelli (1991)
B. minimum odpadni vody Biavati et al. (1982)
B. mongoliense vyrobky z kysaného kobyliho mléka z Mongolska Watanet al. (2009)
B. pseudocatenulatum stolice kojené Scardovi et al. (1979)
B. pseudolongum stolice kojend a telat na miéné vyziw, odpadni vody Yaeshima and Fujisawa (1992)
subsppseudolongum vykaly prasat, kiat, byki, telat, krys a maat Mitsuoka (1969)
vykaly telat, krys, kralik, jehiat, odpadni vody a bachor
subspglobosum prezvykava Biavati et al. (1982)
B. psychraerophilum vykaly prasat Simpson et al. (2004)
B. pullorum vykaly kufat Trovatelli et al. (1974)
B. ruminantium bachor skotu Biavati and Mattarelli (1991)
B. saeculare vykaly kraliki Biavati et al. (1991)
B. scardovii lidska krev Hoyles et al. (2002)
B. stercoris lidska stolice Kim et al. (2010)
B. subtile odpadni vody Biavati et al. (1982)
B. thermacidophilum odpadni vody z anaerobniho fermentoru Dong e2a0@)
subsptheracidophilum
B. thermophilxum vykaly selat Mitsuoka (1969)
subspporcinum
B. tsurumiense zubni plak ketka Okamoto et al. (2008)

3.5.4 Vyznam a vyuziti bifidobakterii

Bifidobakterie jsou probiotické mikroorganismy, ide jsou Siroce pouzivany

v potravindském pamyslu (Miranda et al., 2011).

Nejvétsi vyznam maji bifidobakterie u kojenych nebo i éenm piikrmovanych
novorozen@. Travici trakt novorozeného di¢ je prakticky sterilni. Prvni mikrofléra
se dostane do zaZivaciho traktugsichodu vaginou &hem porodu a dale s prvnimi kapkami
matégského mléka - kolostra nebo s prvnimi davkamic¢lémsnesi. U kojenych dti
se redpoklada, Zze matgké mléko zajisti svym vhodnym sloZzenim osidlenéstinalniho
traktu bifidobakteriemi (Modler et al., 1990). R pocet bifidobakterii ve $ew klesa a
z&inaji dominovat anaerobni bakterie #odacteroides, Eubacterium, Clostridium,
Faecalobacterium a Peptostreptococcus, pricemz dophkovou mikrofloru tvdi laktobacily,
enterokoky, koliformni a ostatni bakterie. V p&adm wku tvai bifidobakterie jen 5 - 10%
z celkové gevni mikroflory (Mitsuoka, 1990). SlozZzeni mikrofidtraviciho traktu zdravych
lidi, pfi spravné Zivotospré&y byva konstantni. Kardinalni 2Zma miZe nastat fedevsim
pii 1é¢bé antibiotiky, sulfonamidy a dalSimi chemoterapéeutini |€ky, oz@&ovanim, stresy,
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a také starnutim, kdy seimzere oslabuje imunitni systérslovéka. Vysledkem fisobeni
téchto faktofi pak byva zvySeni gtu bakterii v tenkém &, zvlas€é pak enterokok,
enterobakterii a Kklostridii, zatimco bifidobakterjsou redukovany nebo zcela zmizi.
Nepritomnosti bifidobakterii v travicim trakt¢lovéka indikuje jeho nenormalni stav a

pravdpodobré i zdravotni problémy (Maxa a Rada, 1996).

Uvadi se, ze v prvnim vyvojovém obdobi je vdewt zdravych dti 90%
bifidobakterii z celkového @tu bakterii (Molder et al., 1990).

Bylo prokazano, Ze &vni mikroflora reguluje ukladani tuku &le a Ze poruchy v jeho
sloZeni mohou vést k rozvoji ditych metabolickych onemoéni. Bifidobakterie se nalézaji
v travicim traktu (GIT) a na zakladejich metabolické aktivity bylo prokdzano, z&zmivé
ovliviiuji lidské zdravi. Uvadi se, Ze inhibuji kolonizateva patogennimi mikroorganismy a
maji antikarcinogenni, imunostimdld a antipéjmové vlastnosti. Stefntak jako pomahaji
pii zmirnéni nesnasenlivosti na laktosu a maji schopnositdnigdinu cholesterolu v krvi
(Russell et al., 2011).

3.6 lzolace a identifikace

3.6.1 Obecna média pro kultivaci bifidobakterii

Zivné pady pro bifidobakterie jsou uZitaé pro rutinni stanoveni g bifidobakterii
(Roy, 2001). Pro izolaci a stanoveni¢po bifidobakterii v pirozere se vyskytujicich
prostedich bylo navrzeno velké mnozstvi médtidBvky zahrnuji matské mléko, rajatovy
dZus, jaterni nebo masovy extraktti@rmé peptony. Navic bylafipavana antibiotika a dalSi
piidavky, aby bylo docilenoé&si selektivity - kanamycin, neomycin, kyselina pionova,
chlorid lithny, rafinosa, propionat sodny, paramamyBiavati a Mattarelli, 2012).

V nésleduijici tabulce je uvedeno porovnani nejpmezivanych agéara jejich slozek.
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Tabulka 5: SloZeni agafi pouzivanych ke stanoveni bifidobakterii (podle Raal a Maxa, 2002, upraveno)

OZNACENI AGARU - mnoZstvi v g- It

INGREDIENCE sBllc_ﬁakgz/ar aBS rMngg;‘ TPY dle m%dslflkovany
Owei defibrinovana krev
Masovy extract
Pepton (Proteose) 10
Pepton

Séjovy pepton (Phytone)
Kvasniiny extrakt (autolyzat)
Jatrovy extrakt

Trypton

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu
L-cystein hydrochlorid
Glukosa

Rozpustny Skrob

Octan sodny

Citran amonny

FeCk

ZnSQ:. 7H0

MgCl, . 6H20

KH2POy

K:HPO4

MgSQy . 7H,0

NaCl

MnSQO,

CaCb

Tween 80 (ml)
Odpnovaci latka

Agar

BS slozka na 1l BL agaru
Propionat sodny
Paromomycin sulfat
Neomycin sulfat

Chlorid litny

pH

20
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E
[ ]
[ ]
.
I
I
[ ]
[ ]
E
]
[ ]
[ ]
[ ]
I

e
N

[¢)]

[

3.6.2 Meédia pro izolaci z gastrointestinalniho traktu

V roce 1991 Henri Beerens proved! studii, ve ki€l dosahnout rozvoje v oblasti
selektivnich médii pro roBifidobacterium. Jako zakladni pouZil Columbia médium (Pasteur
Production), které doplnil o glukosu (5 g/l), cysetdéaydrochlorid (0,5 g/l) a agar (5 g/l).
Finalni koncentrace agaru byla 15 g/l a pH 7,30Jd&lSi médium v této studii byl pouzit
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Brain Heart bujon (BioMérieux) dopin o kvasniny extrakt (5 g/l) a cystein hydrochlorid
(0,5 g/l). Toto médium bylo nasledimpraveno na finalni pH, které je 7,2. Abychom dhtisa
tuhé podoby tohoto média je pelba gidat agar (20 g/l). K docileni selektivitychto meédii,
byla pridana kyselina propionova, ktera bylaiddna jak do agaru, tak do bujénu
v koncentraci 5 az 10 ml/l, pH bylo upraveno naobifitim 1N NaOH. Tato média se nemusi

sterilovat.

Tamime et al. ¥lanku z roku 1995 uvadi jako dalSi z médii, kteea puZivaji
pro izolaci z gastrointestinalniho traktu Rogosarag fidavkem 5 — bromo — 4 — chloro —
3 - indol - — D — glukopyranosidu (40 pg/ml) a upraveny MR&raggidavkem neomycin
sulfatu (100 mg/l), nalixidové kyseliny (15 mg/l)ignium chloridu (3 g/l).

Rada a Petr (2002) pouzili TPY agar dapim o mupirocinu (100 mg/l) a ledovou
kyselinu octovou (1 ml/l). Toto médium (MTPY agdrylo (¢inné pro stanoveni ©Btu
bifidobakterii ve vykalech zvat (11 druli). Na druhé stran mére nez 50% izolat
z praseéich vykali bylo identifikovano jakdBifidobacterium sp. pomoci tohoto média. Proto
byl MTPY agar doplén o kolistin (25 mg/l). Vysledky nazdaji, Ze selektivni média
pro bifidobakterie by rla byt vybirana podletwodu a druhu testovanych vzérk

Tato kombinace se pouziva téz s Wilkins - Chalgrgarem (BuneSova et al., 2012).
Vroce 2002 byla provedena studie, ktera sledovadgulaci rodu Bifidobacterium
na vykalech sajicich selat. Jako média byla pouZzBaagar (Raffinose Bifidobacterium),
ktery se skladal z propionatu (15 g/l), lithium afdlu (3 g/l), ktery byl v médiu pouzit jako
inhibi¢ni latka, rafinosy, jako zdroje uhliku (7,5 g/l)kaseinu (5g/l), jako zdroje protéin
(Hartemink, 1996). Déle pak modifikovany WS agarilkifis - Chalgren) a Beerens agar.
Ukazalo se, Ze tato média nejsdilip selektivni pro rodifidobacterium ve vykalech selat.

Nejvétsi vyskytrodu Bifidobacterium byl prokazan na WS agaru (Mikkelsen et al., 2002).
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Tabulka 6: Seznam kmera bifidobakterii pouzitych ve vySe popsané studii (pdle Rada a Petr, 2002, upraveno)

Kmeny: Rivod:

Bifidobacterium animalis Fermentované mééé kysané vyrobky
B. asteroides Travici trakt ely

B. bifidum ATCC 29 521

B. bifidum CCM 3762

B. breve ATCC 15 700

B. infantis ATCC 17 930

B. longum ATCC 15 707

B. longum 1 Détska stolice

B. longum 2 Détska stolice

B. pseudolongum Fermentované mé@é kysané vyrobky
B. pseudolongum Slepé sevo kréalika

Bifidobacterium sp. Vykaly telete

Bifidobacterium sp. Slepé stevo nosnice

Bifidobacterium sp. Vole nosnice

ATCC = American Type Culture Collection, RockvilldSA

CCM = Czech Collection of Microorganisms, Brno,
3.6.3 Média pro izolaci z ml&nych vyrobki

Bifidobakterie se &n¢ pouZzivaji pro vyrobu fermentovanych mlék, samostaebo
v kombinaci s jinymi bakteriemi miéého kvaSeni. Populace bifidobakterii
ve fermentovaném mléce by byt pres 16/g do konce zasni doby vyrobku. Proto jsou
potreba rychlé a spolehlivé metody k rutinnimdami p@ateini ockovaci latky a odhadnuti
skladovacihocasu, po ktery stavaji bifidobakterie Zivotaschopn®eskova kultivani
metoda je stale preferované pnéieni kvality v ml€énych vyrobcich.Je proto nutné, mit
meédium, které selektivn podporuje iist bifidobakterii, zatimco ostatni bakterie jsou
potlateny (Roy, 2001). V roce 1998 byla provedena stuklieta testovala 6 selektivnich
médii a 2 diferencialni. Bylo zji&ho, Ze je nesmignobtizné, p vyskytu sngsné kultury,
odctlit jeden druh bifidobakterii od druhého. Jako wbpdrejSi pro rutinni stanoveni
bifidobakterii od smsnych kultur v mléce se po této studii jevil AMCaagPayne et al.,

1998).

Z velkého potu dostupnych selektivnich médii by mohlo byt vy@oa, Ze neexistuje
Zadné standartni médium pro detekci bifidobakt€¥ésto Columbia agar, zakladni médium
doplrené o lithium chlorid a propionat sodny a MRS médiudgpinitné o neomycin,
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paramomycyn, nalidixovou kyselinu a lithium chlgridohou byt doporteny pro selektivni
stanoveni bifidobakterii v mt@ych vyrobcich (Roy, 2001).

V dnesni dob se podle normy pro miéé vyrobky ISO 29981 jako médium
pro stanoveni pu bifidobakterii uvadi TOS - MUP médium. Médium sabuje
transgalactosylované oligosacharidy a mupirocinoTeédium je selektivni.

Od roku 2013 je n&eské trhu dostupné nové médium, BSM - Agar (Sigvlarich).
Toto médium umaiuje selektivni vyet bifidobakterii v mlénych vyrobcich pomoci
techniky p@itani kolonii za anaerobnich podminek. BSM (Bifidsslective medium) je
k dispozici jako agar nebo jako bujon. Toto méduinsahuje fidanou barevnou reakci, ktera
upozonuje na pitomnost kolonii rodwBifidobacterium. Toto médium se pouziva pro rychlou
a snadnou kontrolu kvality migych vyrobki (Anonym 8).

Tabulka 7: Slozeni TOS média

Pepton z kaseinu 109/l
Kvasniny autolyzat 1,09/l
KH2PO, 3,09/l
KoHPO, 4,89/l
(NH4)2SQs 3,09/l
MgSQy. 7 HO 0,29/l
L-cystein HCI . HO 0,59/l
Propionat sodny 159/ |
Galaktooligosacharid TO$ 10 g/ |
Pepton z kaseinu 159/l
Voda 950ml
pH......... 6,7
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4 Metodika

4.1 Testované vyrobky

Celkem bylo testovano 10 probiotickych vyrdbKeskych i zahragnich firem.
Vyrobky byly skladovany v ledtice ve forn¢ zatavenych s&u nebo kapsli f teplot 4 °C.
VSechny vyrobky byly testovanyigd koncem expitai doby. V tabulcgislo 1 je uveden
podrobny seznam vyrolika v tabulcecislo 2 jsou uvedeny vyrobcem deklarované druhy
bifidobakterii.

Tabulka 8: Vyrobci

Nazev vyrobku: Vyrobce: Expiraéni doba: | Testovano:
Adult dophilus Harmonium International Inc, Kanada 1.13 XI.11
Children dophilus Harmonium International Inc, Kaaad VII.12 .12
Liftea probioactiv s vitaminem B Biomedica s.r6R VI.13 11.12
Détska Liftea Biomedica s.r.oCR 1.13 .12
Biopron Premium Valosun a. £R IX.13 111.12
BiopronValosun Valosun a. £R X1.12 V.12
Biopron Junior Valosun a. £R IX.13 VIIL12
APO - Baby Probio CELL BIOTECH EUROPE A/S, Danskp ViR.1 V.12
APO — lactobacillus 10+ CELL BIOTECH EUROPE A/S, Démsk XI1.12 X.12
APO - lactobacillus ATB CELL BIOTECH EUROPE A/S, Danskp 111.13 X1.12

Tabulka 9: Deklarované druhy rodu Bifidobacterium

Nazev vyrobku: Deklarované druhy bakterii rodu Bifidobacterium:
Adult dophilus Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacteriumlongum
Children dophilus Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum

Liftea probioactiv s vit. B | Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum

Détska Liftea Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum
Biopron Premium Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum
BiopronValosun Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum
Biopron Junior Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis

APO - Baby Probio Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis

APO - lactobacillus 10+ | Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum

APO - lactobacillus ATB | Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum

Stanoveni pé&u Zivotaschopnych anaerobnich bakterii bylo préméd metodou
invitro. Byla pouZita #znd selektivni agarova média pro kultivaci bakterddu

Bifidobacterium. Jednalo se o0 média pro stanoveni celkovékituifidobacterium sp., tedy

21



o detekci vSech druihtohoto rodu. Dale pak byla na zakiadubstratovych preferenci
jednotlivych druli piipravena média pro selektivni kvantifikaci déuB. bifidum, B. longum,

B. breve. Jejich substratové preference byly #mt diky provedeni test APl 50 CHL
(BioMérieux, Francie) a ANAEROtestu 23 (Erba - Lasia,CR) na sbirkovych kmenech a
dalSich, jiz identifikovanych izolatech ze sbirkiMKD.

4.2 Substratove preference
4.2.1 API50 CHL

APl 50 CHL (BioMérieux, Francie) je standardizovasystém 50 biochemickych
testi urcenych k bakterialni identifikaci pomoci fermefrtech profiki mikroorganisni.

Postup:
Penicilinka nebo zkumavka s narostlou kulturou bagepticky slita do zkumavky

uréené k centrifugaci. Vzorek byl odstén po dobu 3 min i 9000 g. Poté byl vzorek slit a
sediment byl oplachnut 0,5 ml fosfatového pufrunava byl slit. Sediment byl ikladne
promichan inje&ni stikackou o objemu 1ml v 0,5 ml fosfatového pufru &tolpyl odstedin
na 3 min pi 9000 g. KdyZ byl vzorek od&din, byl odstratin supernatant a nasledbyl
vzorek proplachnut v 0,5 ml fosfatového pufru. Pby¢ vzorek znovu slit. Sediment byl
dukladre promichan v 1 ml fosfatového pufru a natahnut ohd ibjekeni skikacky. Vznikly
roztok byl kapan do suspenzniho média (5 ml) srcitéskat 2. zakalovy stupezakalu dle
McFarlandovy zakalové stupnice. b kapek, které byly nakapany do média, byl vynésob
dvakrat, a toto mnoZstvi bylo aplikovano do médi@ (l) pro kit APl 50 CHL. SloZeni
média je uvedeno v nasledujici tabulce. Poté bst smaerobh uzawven do anaerostatu
inkubovan 48 hodinipteplot 37 °C.
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Tabulka 10: SloZeni média pro API 50 CH

Suspenzni médium 2 a 5 mtlemineralizované voda

API1 50 CHL médium 10 m| Polypepton -10g

Kvasniny autolyzat - 5 g

Tween 80 - 1 ml

KoHPOy -2 g

CHsCOONa. 5 HO -5 g

Diamonium citrat - 2 g

MgSa.7 H.0 - 0,20 g

MgSa4 H.O - 0,05 g

Bromkresolovaervai — 0,17 g

Demineralizovana voda 100 ml

Vyhodnoceni:
Vyhodnoceni bylo provedeno dvakrat, po 24 hodin&&hpo 48 hodinach.

Do specialnich formula byla zapisovanaisla od 0 do 3, podle stupra barvy zékalu

substratu.

Vyhodnoceni reakce bylo provedeno nasledujicisapem:
0— negativni reakce (fialové zbarveni)
1— negativni reakce (zelenofialové zbarventi)
2— pozitivni reakce (zelenozZluté zbarveni)
3— pozitivni reakce (Zluté zbarveni)

Esculin - pozitivni reakce je zbarvena@ona
4.2.2 ANAEROtest 23

ANAEROtest 23 (Erba - Lachema(eska republika) je test, ktery se vyuZiva
k identifikaci anaerobnich bakterii, vyskytujicicde netastji v klinickém materialu a

Vv potravinach.

Postup:
Do ependorfek bylo od#&ieno 2 ml kultury a bylo odsdeno pi 14500 g po dobu 3

minut. Poté byl obsah slit a oplachnut v 0,5 mifdtsvého pufru, ktery byl po oplachnuti
vylit. Déle bylo gidano 2 ml nového fosfatového pufru, promichano @ominjekéni
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stiikacky a nakonec afi odstedtno. Nasledd bylo odebrdno 1 ml fosfatového pufru
do injekéni skikacky a nasled& bylo vSe promichano s o@isténou kulturou, ktera byla

po promichani natazena spolu s fosfatovym pufre¢hdmpinjekeni skikacky.

Podle McFarlandovy stupnice byl vytem 3. zakalovy stupiea poté byl sterilni
stiikatkou po kapkach aplikovan na dékt anaerotestu. Nakonec byigan parafinovy olej,
ktery zabrauje Uniku plyri béchem kultivace. Anaerostat byl nasl€dmnaerobé uzaven a
kultivovan i 37 °C po dobu 48 hodin.

Pfi vyhodnoceni bylo zakapnuto do posledni jamky aémtestu 23 latkou indol a

nitraty.

Vyhodnoceni:
Vyhodnocovalo se po 24 a 48 hodinach do specialigimulde na zaklad

barevnych zrn podle pedlohy pomoci znamének plus a minus. Plus znameniivmi

reakci a minus negativni. U esculinu je pozitiégriné zbarveni.

Tabulka 11: Tabulka pro vyhodnocovani Anaerotestu 23Anonym 9)

1 .

280000 0808 O O

oD@ ||@® ||O
)

Oeeoe o0 o0 0000

4.3 Kultiva &ni média pro stanoveni bifidobakterii

Konkrétrgé se jednalo o modifikovany Wilkins - Chalgren ag@wxoid) s mupirocinem
(BuneSova et al., 2012) a zakladni médium (viz ke&bd?2) s mupirocinem a gigdavkem
raiznych zdroj uhliku. Pro stanoveni celkového ¢po bifidobakterii byl pouzit Wilkins -
Chalgren agar s mupirocinem, pro stanoveni Bifidlobacterium bifidum MM agar (mucin
+ mupirocin), pro stanoveni rodBifidobacterium breve byl pouzit SMM agar (sorbitol,
mupirocin, manitol), kde jako zdroj uhliku byly pity sacharidy sorbitol a manitol.
Pro stanoveni roduBifidobacterium longum bylo nejdive testovdano meédium MMe

(mupirocin, melecitosa), kde jako zdroj uhliku Ipguzit sacharid melecitosa a naskegak
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MT agar (mupirocin, turanosa), kde jako zdroj uhliyla pouzita turanosa. Podrobné slozeni
pouzitych médii je uvedeno v nasleduijici kapitole.

4.3.1 Wilkins - Chalgren agar se sojovym peptonem a mupdcinem

Toto médium bylo pouzito pro kultivaci celkovéhocporoduBifidobacterium.

Priprava:
Doporuwtené mnozstvi agaru (43 g/l), 5 g/l sojového peptdng/l cysteinu a 1 g/l
tween 80 bylo rozmichano v destilované &otbzvaeno a sterilovano po dobu 60 minut,

pii teplo& 110 °C. Poté byl agar umisi do vodni lazé a vytemperovan na 48C.

Po vytemperovani byligan mupirocin (50 mg/l).

Tabulka 12: Slozeni média Wilkins - Chalgren

Kasein 109/l
Zelatina 10 g/ |
Kvasniny autolyzat | 5,0 g/ |
Chlorid sodny 5009/l
Dextrosa 1,09/l
L- arginin 1,09/1
Pyruvat sodny 1,09/
Hemin 0,005 g/ |
Vitamin K 0,0005 ¢/ |
Agar 159/1
pH7,1+0,2p25°C

Sojovy pepton 59/l
Mupirocin 50 mg/ |

4.3.2 Zakladni médium s pfidavkem mupirocinu

Jako zakladni médium bylo pouzito médium se sloraniedenym v tabulcéslo 13.
Toto médium bylo pouzito pro kultivaci bakterii rodBifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum a Bifidobacterium breve. Pro kultivaci kazdého rodu byl pouZzit jiny
zdroj uhliku.
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Tabulka 13: Slozeni zakladniho média

Trypton 500/l
Zivny bujon 5009/l
Kvasniny autolyzat 2,509/l
Tween 80 0,5 ml/ |
Cystein 0,25 g/ 1
Technicky agar 10 g/ |
*Zdroj uhliku: a) 20 g/l
a)Mucin b) 109/ |
b)Melecitosa/Turanosa/Sorbitol+Manitol
PH............ 7,4

Bromkresolov&erveai 1mi/l

(1 % roztok v etanolu)

Mupirocin 50 mg/ |

*Pfi mucinu - selektivni pr@.bifidum, pii melecitose a turanose - selektivni Brdongum, pri sorbitolu a manitou - selektivni p& breve

4.4  Mikrobiologicky rozbor

Bylo navaZeno 1g vyrobku a rozp&rdd v 9 ml bujénu (trypton 5 g/l, Zivny bujén 5 g/l
kvasntny autolyzat 2,5 g/l, tween 80 0,5 ml, cystein 0gZb pH 7). Byla vytvéenaiedici
fada desitkovym Zsobem, vzdy podle mnoZstvi bifidobakterii uvedenéhogibalovem
letdku, standardnale od 16 do 10°. Poté bylo aplikovano 0,5 ml roztoku #glusného
fedni na Petriho misky aiplito utenym médiem. Anaerobni bakterie byly poté kultivoya
v anaerostatu s katalyzatorem (Oxoid, HP 11) emosfée CQ/ Hz (20 % : 80 %) fi 37 °C
po dobu zhruba 48 hodifRo kultivaci byly speéitany narostlé kolonie a vybrané kolonie
Z nejvysSichiedni vyizolovany do zivého bujonu, ktery se nechatuimovat i 37 °C
po dobu 24 hodin.

26



4.5 |dentifikace bifidobakterii

4 5.1 ldentifikace bifidobakterii

Po anaerobni kultivaci bylo z kazdého meédia vyizatom 6 kolonii z nejvysSich
fedni. Byly asepticky vypichnuty sterilni kkou z agaru do bujonu (sojovy pepton 5 g/l,
cystein 0,5 g/l, tween 80 1 ml/l). Vzorky byly kivibvany po dobu 24 hodinfipteplot 37 °C.

4.5.2 Mikroskopicka kontrola

Po inkubaci byl vzorek prohlédnut podsinym mikroskopem (Nikon 104 C), aby se
zjistilo, zda neni kontaminovan, a bylagéena morfologie bakterii. Rdgifidobacterium jsou
nepravidelné ®inky a jejich morfologie je vlastnost, ktera napdraddi jejich identifikaci.

4.5.3 Fruktoso-6-fosfatovy test (F6PPK)

Rodova identifikace bifidobakterii byla provedenanmmci testu na detekci enzymu
fruktoso — 6 - fosfoketolasy (F6PPK - test).

Cinidla:

1) Fosfatovy pufr - 0,36 g KHPO4 ; 0,10 g KHPO4 ; 0,15 g cysteinu, 300 ml destilované
vody; pH 6,5

2) 120 mg NaF; 200 mg Na-indoacetéatu, 20 ml destit@ vody

3) 4,17 g hydroxylaminu; 30 ml destilované vody; pHravit na 6,5 pomoci 2 ml 40 %
NaOH

4) 3 g TCA; 20 ml destilované vody

5) 2,48 ml HCI; 17,52 ml destilované vody

6) 1 g FeCl 3 ; 621l koncentrované (35 %) HCI; 20 ml destilované vody

7) 290 mg fruktoso — 6 - fosfatu; 5,5 ml destilogamody

Postup:
Narostlé kultury byly pelity do zkumavek, které jsou demy k centrifugaci a byly

doplreny H.O, aby byl objem zkumavek stejny. Poté byly 20 °C @i 9000 g po dobu 8
minut st@&eny. Nasled& byl slit supernatant a sediment byl oplachnutzmichan roztokem
¢islo 1. Bylo gidano 0,2 ml CTAB a byly kultivovany 5 minfippokojové teplot. Potom
bylo piidano 0,125 méinidla ¢. 2 a 0,2 ml roztoku F6PPK a vSe bylo promichakanZavky

byly umisgény do vodni laz& na dobu 30 minut, kde bylyfipteplog€ 37 °C inkubovany.
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V dalSim kroku bylo fidano 0,750 mkinidla ¢. 3, kterym byla zastavena enzymaticka
reakce. Naslednbyly opit 10 minut inkubovany ip pokojové teplat. Jako posledni bylo
piidano 0,5 mic¢inidel ¢. 4 a 5 pro okyseleni a 0,5 mahidla ¢. 6 pro vytvdeni barevné

reakce.

Vyhodnoceni:
Na zaklad barevné zrny byly vzorky vyhodnoceny. Pozitivni reakce se jevo

fialovym zbarvenim, které je t¥eno komplexni slateninou, kterda ma absami maximum

pii 505 nm (Biavati a Mattarelli, 2012). Negativnakee se projevi Zlutym zbarvenim.
4.5.4 Polymerazovaretézova reakce (PCR)

Identifikace jak na rodovou, tak na druhovou Ufobgla provedena pomoci metody
PCR s pouzitim specifickych primerK této identifikaci bylo paeba vyizolovat bakterialni
DNA.

Izolace DNA:

Do 1,5 ml ependorfky bylo napipetovano 1¢istych, narostlych kultur bifidobakterii.
Poté bylo vSe odistdino @i 14500 g po dobu 3 minut. Obsah ependorfky byledis slit a
bylo pridano 100 pl PrepMan® Ultra Sample Preparation Bet(Applied Biosystem) a vSe
promichano pipetou. Tato ependorfka byla nasladnistna do termobloku (typ Ependorf,
Némecko), kde byla z&fvana po dobu 10 minut na teplotu 99. Potom byla zchlazena
na pokojovou teplotu a ¢p odstedna na 3 minuty % 14500 g. Nakonec bylo z vrchu

odpipetovano 50 ul supernatantu do nové ependorfky.

Piiprava PCR reakce:

PCR snds (1 vzorek, 25uml):

1) 12,5 pul DRAM Tack Green Muster Mix
2) 9,5 pl HO (Fermentas)

3) 1 pl primer 1

4) 1 pl primer 2
5) DNA/ vzorek
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Tabulka 14: Seznam specifickych primeidi pro rod Bifidobacterium

Annealingova

. Nukleotidovéa skvence PCR produktt
Druhy Primer teplot
(Matsuki et al., 2003; Mayer et al., 2007) (bp)
(°C)
Bifidobacterium Bif162 GGGTGGTAATGCCGGATG 59 523
sp. Bif662 CCACCGTTACACCGGGAA

BiBIF-1 CCACATGATCGCATGTGATTG
B. bifidum 59 278
BiBIF-2 CCGAAGGCTTGCTCCCAAA

BiBRE-1 CCGGATGCTCCATCACAC

B. breve . 57 288
BIiBRE-2 ACAAAGTGCCTTGCTCCCT

B. longum ssp. BiLON-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC 59 831

longum BiLON-2 GGGAAGCCGTATCTCTACGA

B. longum ssp. BilINF-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC - 828

infantis BilNF-2 GGAAACCCCATCTCTGGGAT

B. animalis ssp. Bflac2 GTGGAGACACGGTTTCCC 64 680

lactis Bflacs CACACCACACAATCCAATAC

B. animalis ssp. LW-1 GCACGGTTTCGGCCGTG - .

lactis LW-2 GGGAAACCGTGTCTCCAC

Priprava gelu:

Pro gipravu gelu byl pouzit 50krat fedény TAE PUFR. Srss 100 ml TAE PUFRU
(slozeni: tris 242,3 g/l; EDTA — Na2 - 2H20 18,8 gyselina syrova 60,05 gAedny 1:50)
a 1g agarosy (Serva), vSe bylo smichano a nasledristno na 3 minuty do mikrovinné
trouby. V pébéhu 3 minut to bylo vSed&kolikrat promichano. Po vyjmuti bylofigano 5ul
GelrRedu (Biotum) a bylo vpraveno do formy pro dra. ztuhnuti a vychlazeni byl gel viozen
do elektroforézy, ktera byla naghmi 50krat gedénym TAEpufrem. Do jednotlivych jamek
v gelu byly nepipetovany vzorky (5 pl). Do prvnpasledni jamky byla nanesena srovnavaci
DNA — GeneRullel Express DNA Ladder (Fermentas) Poté byla elektéaf pudna
na 50 minut @ napeti 80 V. Nasleda byl vzorek vioZzen do Z&eni (Biorad), které
vizualizuje DNA fragmenty vzoik pomoci UV zé&eni. Pozitivni reakce se projevila sviticim

bandem.
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Obrazek 4: PCR profil pod UV swtlem

Primer Lw-A/Lw-B

Primer Bflac2/Bflac5

- marker
2,8 - kontrolni primer
- vzorky
6,7,9,10, 11 - vzorky

Tyto vSechny fisady byly napipetovany v mnozstvi 24 ul do epefedorK tomu
nasledg bylo pidano 1 pl DNA (pro rezervu bylo¢kdy pridano 1,5 ul). Dany vzorek byl
fadré promichan a vlozen do termocykléru, ktery byl aash na dany primer. Pozitivni

vzorky v UV swtle z&ily.
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5 Vysledky

5.1 Vybér selektivnich médii

Na zéklad informaci o fermentaich profilech jednotlivych druh rodu
Bifidobacterium, které jsme ziskali z mateniaWood a Holzapfel (1999) a biochemickych
testi, které jsme uskutmili na KMVD, jsme zjistili, ZeB. bifidum pozitivre¢ fermentuje
laktosu, fruktosu, galaktosu, meliniosu a z 11 — %9fermentuje pozitivé i sukrosu.
B. longum z 11- 89 % pozitive fermentuje xylosu a manosu, 100 % pak L — arabinos
rafinosu, D — ribosu, laktosu, melecitosu, fruktogalaktosu, sukrosu, maltosu a meliniosu.
B. breve mé& podobny fermentai profil jako B. longum, liSi se ale v pozitivni fermentaci
manosy, salicinu a z 11 — 89 % pozitivni fermentsmdbitolu, inulinu, celobiosy, melecitosy,
threalosy a manitou, v ostatnich pozitiiermentujicich cukrech se shoduiji.

Na zaklad téchto vysledk jsme zvolili slozeni konkrétniho selektivniho meédi
Fermentani profily jednotlivych drul bifidobakterii jsou uvedeny wioze.

5.2 Kvantifikace rodu Bifidobacterium z vyrobki

Ke stanoveni ptit bakterii roduBifidobacterium bylo vyuzito 10 vyroblk, které jsou
dostupné v Iék&rnaati drogeriich. Bakterie byly kultivovany a kvantiéikany na 5dznych
péstebnich progedich.

V nize uvedené tabulce (tabuléslo 15) jsou uvedeny pty vyrostlych kolonii
z jednotlivych vyrobk na konkrétnich ¢stebnich prosedich. U 3 testovanych vyroibk
nevyrostly kolonie na Zzadném agaru nebo po naslexiéci a identifikaci bylo zjigno, Ze
se nejedna o rodifidobacterium. Jednalo se o vyrobky APO - baby probio (Cell &obt
Europe), APO — lactobacillus 10+ (Cell biotech Epgpa APO — lactobacillus ATB (Cell
biotech Europe).

Po vyizolovani kolonii byla provedena detekce nigopnost enzymu F6PPK, ktera

potvrdila u 7 zbyvajicich vyrolik Ze se jedna o bakterie roBifidobacterium.
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Tabulka 15: Paéty kolonii v jednotlivych vyrobcich (log KTJ)

Celkové paity B. longum B. bifidum B .longum B. breve

Vyrobek: WCh+MUP MT MM MMe SMM
1] Adult dophilus 8,44 £ 0, 9,08 + 0,08 9,06 +0,03 |8,97 +0,02 8,89 £ 0,08
2| children dophilus 9,08 + 0,08 * 9,54 +0,04° [9,17 +0,06 X
3| Liftea probioactiv s vit. Bl 9,30+0,19 |9,69 +0,37 9,42+0,18 | * X
4| Detska Liftea 9,65 + 0,01 * 9,58 +0,12 |8,41+0,06 X
5 Biopron Premium 9,47 + (91 9,30 £ 0,1% 9,49 +0,08 | * 9,43 + 0,08
6 | Biopronvalosun 8,27+0,66 |8,30+0@ 8,51 +0,18 * 9,31 +0,2%
/| Biopron Junior 921062 |[X 8,89+00% | X X
8| APO - Baby Probio 0 0 0 0 0
9| APO - lactobacillus 10+ | 0 0 0 0 0

10{ APO - lactobacillus ATB] 0 0 0 0 0
Pramér: 9,06 £ 0,09 9,09 £ 0,24 9,21 £0,08 8,85+0,05 ]9,21+0,11

X - vyrobek nedeklarovaifidobacterium breve; 0 - Nic nevyrostlo nebo se nejednalood Bifidobacterium; *- bylo vyuZito jiné médium

VSechny hodnoty jsou pméry (v log KTJ/g) zeili méreni = SD.

Hodnoty ve sloupcich siznymi indexy se statisticky vyznaéhsi (P < 0,005).

5.3 Porovnani testovanych médii

Praimérné pdaty kolonii na WCh (Wilkins - Chalgren) agaru byly08 log KTJ + 0,09
SD, na MT médiu 9,09 log KTJ + 0,24 SD, na MMe nuéglj85 log KTJ + 0,05 SD, na MM
9,21 log KTJ £ 0,08 SD a na SMM médiu 9,21 log KHD,11 SD. Z toho jeiejmé, ze
nejlépe rostly kolonie rodwifidobacterium na médiu SMM, které by &o byt zarové
selektivnim médiem pro druBifidobacterium breve a MM médiu, které na tom bylo velmi
podobr, hodnota log KTJ byla 9,21 + 0,08 SD. Rozdil bsdiy jen v SD. Pay kolonii
na médiich MT a WCh byly podobné, jejich statisfidiodnoty seifflis neliSily. Nejhit ale
kolonie rostly na MMe médiu, které bylo nacatku testovani pozivano jako selektivni
médium pro druhBifidobacterium longum. Grafické znazormi primérnych hodnot je

uvedeno v grafdislo 1.
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Graf 1: Pramérné poéty kolonii na riiznych médiich (log KTJ)

SD 10,08 5D#0,11

SD+0,24
SD+0,09
l l —

WCh+MUP MM SMM MT MMe
[wilkins-Chalgren, mupirocin)  (Mucin, mupirocin)  (Sorbitol, manitol, mupirocin)  (Turanosa, mupirocin)  (Mupirocin, melecitosa)

5.4 ldentifikace izolatad pomoci PCR

Pro podrobgyjSi identifikaci bakterii byla provedena polymerdaaaettzova reakce
(PCR) za pouziti druh@vspecifickych primet. Tato metoda ugsnila, jaké bifidobakterialni
druhy se nam podito vykultivovat na jednotlivych gstebnich progedich.

V nasledujici tabulce (tabulagslo 16) jsou uvedené deklarované druhy bifidohdikte
u testovanych vyrohk a vysledky identifikace pomoci PCR. Z této tabuiky vidkt, Ze
ve vyrobcich se objevuji i jiné druhy rodBifidobacterium, nez které vyrobci deklaruji
na gibalovych letacich, a zaroeze druhy, které deklarované jsou, &esto neobjevuji.
Natiklad u vyrobki Liftea Détskd a Liftea ProbioActiv s vitaminem B, byl PCRtyaen
pouze vyskyB. animalis susp lactis, ktery ale ve vyrobku neniibec deklarovan, stejrtak
u vyrobku Biopron Junior. U vyrobku Adult Dophilse nam poddo identifikovat vSechny
deklarované druhy, navic se zde navic objeBloanimalis susp lactis, a to s nejvysSim
zastoupenim U vyrobku Children Dophilus bylo identifikovano kjaB. bifidum, tak
B. longum, které by se podle vyrobanélo ve vyrobku objevit v 15 %. Nam se ho ptilta
identifikovat ve 39 % a jeSt jsme navic vtomto vyrobku identifikovali také
B. animalissusp lactis. Vyrobek Biopron Valosun deklarujeBifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve a Bifidobacterium longum, ndm se ale potito izolovat a identifikovat

pouzeB. longum, B. bifidum a namistd. breve jsme identifikovaliB. animalis susp lactis.
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Ani vyrobek BiopronPremium v naSem testu z hlediska deklarovanych idmgdopad]
nejlépe. Zde se nam pdda identifikovat deklarované druh§. bifidum a B. longum, a navic

jese B. animalis susplactis.

Tabulka 16: Deklarované druhy rodu Bifidobacterium ve vyrobku versus vysledek PCR

Identifikované druhy pomoci

Nazev vyrobku: Deklarované druhy bakterii rodu Bifidobacterium: PCR:

- . - - ) B. longum, B. bifidum, B.
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, o
Adult Dophilus - _ breve, B. animalis susp
Bifidobacterium longum lacti
actis

. _ . . . B. bifidum, B. longum, B.
Children Dophilus Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum o )
animalis susp lactis

Liftea ProbioActiv s vit. | Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis,

e . - B. animalis susp lactis
B Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, o ]
Détska Liftea . . B. animalis susp lactis
Bifidobacterium longum

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, B. longum, B. bifidum, B.
Biopron Premium o ) o )
Bifidobacterium longum animalis susp lactis
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, B. longum, B. bifidum, B.
BiopronValosun o ) o )
Bifidobacterium longum animalis susp lactis
Biopron Junior Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis B. animalis susp lactis

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
APO - Baby Probio o o ) X
Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
APO - lactobacillus 10+ . X
Bifidobacterium longum

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
APO - lactobacillus ATB| ] X
Bifidobacterium longum

X — z vyrobku se nepotito izolovat a identifikovat bifidobakterie

Tabulkacislo 17 ndm ukazuje, jaké druhy bifidobakterii ipsta konkrétnim médiu.
Vidime tedy, Ze z celkového hlediska 100 % selekthebylo Zadné. Na MM médiu narostlo
u 3 vyrobki ze 7 uspdre otestovanych pouz. bifidum. U 3 vyrobki, Biopron Junior, Liftea
ProbioActiv svitaminem B a dska Liftea, na tomto médiu vyrostlo pouze
B. animalis susp lactis a u vyrobku Biopron Premium se na MM médiu k&B bifidum
objevilo dokonce i B. longum. Na MT meédiu rostlo vzdy hii B.longum a
B. animalis susp lactis spol&né neboB. animalis susp lactis. B. longum samotné se na MT
meédiu nepoddo identifikovat ani jednouCo se tge MMe média, tady se nam padiia
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identifikovat u jednoho vyrobku pouz& longum, a to u vyrobku Children Dophilus, jinak
byly vysledky fizné. U vyrobku Adult Dophilus se na MMe médiu oligvB. longum
spole&né sB. bifidum a u Détské Liftea se nam potll identifikovat pouzeB. animalis susp
lactis. Co se tye SMM média, tak to bylo testovano u 3 vyrébk vyrobku Adult Dophilus
se os¥dcilo 100 %, tedy identifikovano bylo pou® breve, v ostatnich fipadech tomu bylo
jinak. U vyrobki Biopron Premium ani Biopron Valosun se nBnbreve identifikovat vibec
nepod#lo. Na SMM médiu u vyrobku Biopron Premium jsmeemtifikovali B. longum a
B. bifidum. U druhé zmiovaného, tedy u vyrobku Biopron Valosun, jsme idioivali

B. bifidium, B. longum aB. animalis susp lactis.

Na WCh médiu podledekavani rostly vSechny 4 druhy, teBybifidum, B. longum,

B. breve i B. animalis susp lactis.
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Tabulka 17: Identifikace bakterii rodu Bifidobacterium pomoci rodové PCR

F6PPK
Vyrobek (deklarované druhy) | Médium | (+/-) PCR identifikované kmeny (pd&et kmeni)
WCh 6/0 B. aimalis susp lactis (2); B. bifidum (1); B. longum (2); B. breve (1)
Adult Dophilus (Bifidobacterium -MM 6/0 B. bifidum (6)
bifidum, Bifidobacteriumbreve, | MT 6/0 B. longum (4); B. animalis susplactis (2)
Bifidobacterium longum) .
MMe 6/0 B. longum (5); B. bifidum (1)
SMM 6/0 B. breve (6)
Children Dophilus WCh 6/0 B. aimalis susp lactis (1); B. bifidum (2); B. longum (1); B. breve (2)
(Bifidobacterium bifidum, MM 6/0 B. bifidum (6)
Bifidobacterium longum)
MMe 6/0 B. longum (6)
Liftea ProbioActivsvit. B | WCh 6/0 B. aimalis susp lactis (6)
(Bifidobacterium longum, - ]
Bifidobacterium infantis, MM 6/0 B. aimalis susp lactis (6)
Bifidobacterium bifidum) MT 6/0 B. aimalis susp lactis (6)
Détska Liftea WCh 6/0 B. animalis susp lactis (6)
(Bifidobacterium bifidum, . . .
Bifidobacteriuminfantis, MM 6/0 B. aimalis susp lactis (6)
Bifidobacterium longum) MMe 6/0 B. aimalis susp lactis (6)
WCh B. longum (4); B. hifidum (2
Biopron Premium 80 gum (4) 2)
(Bifidobacterium bifidum, MM 5/1 B. bifidum (4); B. longum (1)
Bifidobacterium breve, N . A .
Bifidobacterium longum) MT 6/0 B. longum (5); B. animalis susp lactis (2)
SMM 6/0 B. longum (4); B. bifidum (2)
WCh B. hifidum (4); B. longum (1); B. animalis susp lactis (1
Boipron Valosun o0 @) gum (1) b @)
(Bifidobacterium bifidum, MM 6/0 B. bifidum (6)
Bifidobacterium breve, . ) L. .
Bifidobacterium longum) MT 6/0 B. longum (5); B. animalis susp lactis (2)
SMM 6/0 B. bifidum (3); B. longum (2); B. animalis susp lactis (1)
Biopron Junior WCh 6/0 B. animalis susp lactis (6)
(Bifidobacterium bifidum, | pm 6/0 B. animalis susp lactis (6)
Bifidobacteriuminfantis)
MT 6/0 B. animalis susp lactis (6)
APO - Baby Probio WCh 0/6
(Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve, MM 0/6
Bifidobacterium infantis) SMM /6
WCh
APO - lactobacillus 10+ 0/6
(Bifidobacterium bifidum, MM 0/6
Bifidobacterium breve, MT
Bifidobacterium longum) 056
SMM 0/6
. WCh 0/6
APO - lactobacillus ATB
(Bifidobacterium bifidum, MM 0/6
Bifidobacterium breve, MT
Bifidobacterium longum) or6
SMM 0/6

*Jednalo se pravgpodobrg o kontaminaci, svitil primer BLON i BLACT
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6 Diskuse

V této praci jsem testovala 10 vyrabkna 5 pgstebnich prosedich. Cilem bylo
otestovani vyrobk a snaha o vyvinuti selektivnich médii pro jedwétlidruhy rodu

Bifidobacterium.

Jednalo se o média WCh, MM, MT, MMe a SMM.

Tabulka 18: Nazev média a pisluSny druh rodu Bifidobacterium

Zkratka: Druhy bifidobakterii:
WCh Wilkins-Chalgren CP

MM Mupirocin, mucin B. bifidum

MT Mupirocin, turanosa B. longum

MMe Mupirocin, melecitosa B. longum

SMM Sorbitol, manitol, mupirocin | B. breve

Rada a Petr (2000) testovali média Wilkins - Chaigagar (WCh; Oxoid) stipldnim
ledové kyseliny octové (1 ml/l) a mupirocinu (10Qy/ih a upraveny TPY agar (MTPY;
ADSA, Spasisko) s ledovou kyselinou octovou (1 ml/l) a mugireem (100 mg/l) s cilem
navrzeni selektivniho média pro izolaci gluk6zuenafentujicich bifidobakterii z traviciho
traktu. Kdy toto médium, MTPY, bylo shledano jakgsece selektivni a vhodné pro izolaci
glukosu fermentujicich i nefermentujicich bifidobek. Tento modifikovany agar byl
aspsre pouzit napiklad pro izolaci a kvantifikaci bifidobakterii elat (VIkova et al., 2010)

a jemat (BuneSova et al, 2011).

TPY agar neni v s@asné dob komeegné dostupny, z tohotyodu bylo toto médium
nahrazeno médiem jinym. Jednalo se o Wilkins - @eal agar s mupirocinem dophym
o sojovy pepton (5 g/l, Oxoid), L-cystein (0,5 g8igma), Tween 80 (1 ml/l, Sigma),
mupirocin (100 mg/l, Merck) a ledovou kyselinu oata (1 ml/l). Toto médium pouzila
BuneSova et al. (2012) ndklad pro izolaci kmeneB. animalis susp lactis

Z gastrointestinalniho traktuipsa také z joguti

V této bakaléské préci bylo pak toto médium pouzito pro standwetkového pétu
se pouziva vippact izolace bifidobakterii z traviciho traktu, tedy gmlicec¢i vykala zvitat,
kde pisobi selektiva viaci ostatnim pitomnym bakteriim, které jsou citlivé na nizké pH.

Nami testované probiotické daily obsahovaly kromh bifidobakterii také laktobacily a
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probiotické koky @reptococcus thermophilus, Lactococcus lactis susp.lactis). Zde jako
selektivni faktor psobi pra¥¢ mupirocin, tudiZz nenii¢ba dodavat jeStkyselinu octovou.
Selektivita média byla zde potvrzena vysledky taséudetekci enzymu F6PPK. Médium
WCh bylo shledano jako pdrselektivni pro rodBifidobacterium.

Mucin, coZ je glykoprotein nachazejici se v epiglh tkanich a ve zkaém
mnozZstvi i ve slinach (Andrianifahanana et al., &00e jedinym zdrojem uhliku pro druh
B. bifidum (Crocian et al., 1994). Tento multifuttk glykoprotein ndl zarwit, ze MM
médium bude diky jehoffdlavku slouzit, jako selektivni médium p&ipro druhB. bifidum.
To se pi naSem testovani bifidobakterii z probiotickychpbid potvrdilo jen u gkterych
vyrobki (Adult Dophilus, Children Dophilus, Biopron Premiu Biopron Valosun). Na MM
agaru rostl i poddrulB. animalis susp lactis (Liftea ProbioActiv s vitaminem B., dska
Liftea a Biopron Junior), coZ je odolny druh, ktesyaze feziva v fiznych potravindch a
vyzivovych dopicich, proto je do nich veln@iasto pidavan. Pravépodobrg je to tim, ZeB.
animalis susp lactis ma velmi Siroky fermentmi profii a také vysokou hodnotu
redoxpotencialu, Zehoz vyplyva, Ze ma oproti jinym driutm roduBifidobacterium zvySenou
odolnost wi¢i kysliku, coz u anaerobnich bakterii velka vyhodanto druh byl schoperist
na vSech nami testovanyckspebnich prosedich. Tento druh nem& vyrazné substratove

preference.

Bifidobacterium longum bylo na z&éatku této prace testovano na médiu MMe (mupirocin,
melecitosa), kde jako zdroj uhliku byl pouzit saithanelecitosa, ale ukazalo se, Ze toto
médium neni dostate¢ selektivni, proto se dale pro stanoveni tohotanpouzival MT agar
(mupirocin, turanosa). lipsto se na tomto médéasto objevoval off poddruhB. animalis
susp lactis. Fxi rodové identifikaci se u izolatze 2 vyrobk stalo, Ze se objevil pozitivni jak
primer naB. longum, tak naB. animalis susp lactis. Pouzité primery byly spolehlivé, takze
se jednalo bdi o chybné nastaveni teplotyipreakci, nebo o kontaminaci @gpobenou
pii izolaci. Aby se zabranilo chyhpii rodové identifikaci, byly fi PCR pouzity pozitivni a

negativni vzorky kontroly, tedy vzorky se sbirkovgkmeny.

38



7 Zavér

Cilem této prace bylo vyvinout metody k selektivoistanoveni jednotlivych driflrodu
Bifidobaterium. Celkem bylo otestovano 10 vyrabkna 5ti gstebnich prosedich, kde
vysledkem bylo zjigini, Ze testovana média nejsou zatim do&watselektivni. Jednotliveé
druhy roduBifidbacterium rostly 1épe na médiich, ktera pr¢ hyla vytvaena, ale je piéeba
jednotlivd média jestlépe propracovat a pragbdobrg zmenit nékteré komponenty, aby
se zlepsila jejich selektivita, médium bylo 100 polehlivé a nedochazelo ke kontaminaci

média jinymi druhy rodifidobacterium.

Pro Bifidobacterium bifidum se tedy jako perspektivni jevi MM médium,

pro Bifidobacterium longum — MT médium a prdifidobacterium breve — SMM médium.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbai

CTAB = citridium bromid

F6PPK = fruktoso — 6 - fosfat (fosfoketolasa)
GIT = gastrointestinalni trakt

MM = Mucin, mupirocin médium

MMe = Mupirocin, melecitosa médium

MRS = De Man, rogosa, sharpe

MT = Mupirocin, turanosa médium

MTPY = Modifikovany tryptone, phytone, yeast agar
MUP = Mupirocin

KTJ = kolonie tvaici jednotky

PCR = Polymerazovi&tézova reakce

SMM = Sorbitol, manitol, mupirocin médium
TOS = Transgalaktosylované oligosacharidy
TPY = Tryptone, phytone, yeast agar

WCh = Wilkins — Chalgren médium
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10 Samostatné ilohy

10.1 P¥iloha 1: Fermentani profily druh & rodu Bifidobacterium

(Wood a Holzapfel, 1999)

Figure 8.1 The fermentative characteristics of the species of the genus Bifidobacterium®
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*Symbols: d, 11-89% of strains are positive; ND, not determined; 7, when positive it is weakly fermented.
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