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Clostridium butyricum jako probiotikum

Souhrn

Probiotika jsou dnes definovana jako zivé mikroorganizmy, které jsou-li podavany v
adekvatnim mnozstvi, pfispivaji ke zlepseni zdravotniho stavu hostitele. Dikazy pozitivnich
ucinkii probiotik se velice rychle rozsifuji v oblasti gastroenterologie. Nalézaji vyuziti pfi
1€¢bé priymi souvisejicich s pouzivanim antibiotik, gastroenteritid a intolerance laktdzy.

Existuje celd tada riznych organismii, které mohou byt klasifikovany jako
probiotické. Mezi nejcastéji pouzivané patii rody Lactobacillus a Bifidobacterium.
Probiotické vlastnosti vSak vykazuji 1 klostridie. Stale ¢etnéjsi jsou zpravy o probiotickém
potencialu Clostridium butyricum.

Cilem této studie bylo tedy zhodnotit u¢innost Miya-Gold (dopliikové krmivo, které
obsahuje Zivotaschopné spory probiotického kmene Clostridium butyricum MIYAIRI 588
jako ucinnou latku) v oblastech zlepSeni konverze krmiva, zvySeni prumérného denniho
pfirtstku a findlni té€lesné hmotnosti u kufat na vykrm. Dale se také sledovalo zlepSeni
stability stfevni mikrobioty a mikrobioty volete.

Zjistili jsme, Ze primérna hmotnost jedincti ve skupiné s piidavkem Miya- Gold, byla
statisticky vyznamné vyssi (P <0,05), nez v kontrolni skupiné ve dnech 7, 10, 20 a 49. Podle
analyzy mikrobioty ve 42. dnu byla zjiSténa statisticky vyznamné nizsi (P >0,05) mnozstvi
Escherichia coli ve slepém stfevé a rovnéz niz§i mnozstvi Escherichia coli a koliformnich
bakterii ve voleti. Analyza také prokazala niz$i hodnotu pH ve voleti v Miya-Gold skuping.

Dale byla provedena analyza mastnych kyselin s kratkym fetézcem a bylo zjiSténo
statisticky vyznamné vyssi (P <0,05) mnoZstvi kyseliny maselné ve slepém stfevé u Miya-
Gold skupiny.

Vysledky naznacuji schopnost Miya-Gold pozitivné ovlivnit vykonnost i stfevni

mikrobiotu brojlerovych kufat.

Klicova slova: stfevni mikrobiota, probiotika, klostridie, Clostridium butyricum, Miya- Gold



Clostridium butyricum as a probioticum

Summary

Probiotics are live microorganisms that, when administered in adequate amounts,
confer a health benefit on the host. Evidence of positive effects of probiotics is rapidly
expanding in gastroenterology. Probiotics find use in antibiotic-associated diarrhea,
gastroenteritis and lactose intolerance.

Many different strains of bacteria are considered as probiotic, including clostridia. The
most used probiotics are Lactobacillus and Bifidobacterium species. But there are also
suggestions that some Clostrium butyricum strains could be also probiotic.

Aim of this study was therefore to evaluate the effectiveness of
Miya-Gold (a feed additive containing viable spores of probiotic Clostridium butyricum
MIYAIRI 588 strain as an active substance) to the improvement of feed conversion, average
daily gain and final body weight in the chickens for fattening and also to observe the
improvement of the stability of the gut and crop microbiota.

We found statistically significantly higher (P < 0.05) average weights of individuals in
Miya-Gold group than in the control group at the day 7, 10, 20 and 49. By the analysis of
microbiota we found at the day 42 statistically significantly lower (P < 0.05) amounts of
Escherichia coli in the caecum and Escherichia coli and coliform bacteria in the crop and also
lower pH in the crop in the Miya-Gold group.

The analysis of short-chain fatty acids was also performed and we found statistically
significantly higher (P < 0.05) amount of butyrate in the caecum of Miya-Gold group.

The results indicate the ability of Miya-Gold to affect positively the performance and
the intestinal microbiota of broiler chickens.

Keywords: intestinal microbiota, probiotics, clostridium, Clostridium butyricum, Miya- Gold
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1 Uvod

Stievni mikrobiota hraje dalezitou roli v lidském zdravi. Mezi jeji hlavni tkoly patii
dulezité metabolické funkce, ochrana proti patogenim a stimulace vyvoje imunitniho
systému. Stfevni mikrobiota pfedstavuje dulezity faktor také v metabolismu nestravitelnych
sacharidii, nekterych oligosacharidili, neabsorbovanych cukrt a cukernych alkohola ze stravy.
Vysledkem téchto metabolickych funkci je rovnéz ziskéni energie a zivin pro rust bakterii a
jejich proliferaci.

Probiotika jsou dnes definovana jako Zivé mikroorganizmy, které jsou-li podavany v
adekvatnim mnozstvi, ptispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele. Co se tyce probiotik,
byla plivodni mySlenka vzdy zalozena na modulaci stievni mikrobioty z potencialné
Skodlivého slozeni na mikrobiotu, kterd bude prospésnéd pro hostitele. Nalézaji vyuziti pfi
1é¢bé prijmi souvisejicich s pouzivanim antibiotik, gastroenteritid a intolerance laktozy.
Probiha rovnéZz vyzkum vyznamu probiotik pii 1é€bé zanétlivych onemocnéni stfev a
sttevnich infekci. V ramci probiotik jsou nejéastéji pouzivany rody Lactobacillus a
Bifidobacterium.

Probiotické vlastnosti vSak vykazuji i klostridie, coz jsou Gram-pozitivni anaerobni
bakterie. Potencial klostridii je v dne$ni dobé hojné¢ vyuzivan také v mikrobiologii a
primyslové biotechnologii. Buiiky bakterii rodu Clostridium jsou mobilni a maji schopnost
tvofit endospory.

Stale cCetnéj$i jsou zpravy o probiotickém potencialu Clostridium butyricum.
Clostridium butyricum produkuje kyselinu maselnou. Tato bakterie zvySuje koncentrace
maselné kyseliny v celé délce traveniny ptakli. DlleZitost kyseliny méselné spoc¢iva zv1asté ve
vyzivé epitelovych bunék a inhibici patogend ve stievé. Clostridium butyricum patii mezi

dobré doplikové latky diky své odolnosti i pfi nizkém pH a vysokych teplotach.



2 Cil prace

Cilem prace je zhodnotit vliv Miya-Goldu na stievni mikrobiotu a uzitkovost brojlerd.

2.1 Hypotéza

Hypotéza je, Ze jedinci Ziveni krmivem s pfidavkem Miya-Goldu budou rychleji rist a

stabilizuje se jejich stfevni mikrobiota.



3 Literarni reSerse

3.1 Stievni mikrobiota

Stejné jako ostatni savci jsou i lidé spojeni s komplexni mikrobialni komunitou po celou
dobu vyvoje. Mikrobi, kteti obyvaji povrch epitelt a traviciho traktu clovéka desetkrat
prevysSuji pocet lidskych bunék. Nejvyssi mnozstvi a tim paddem i rozmanitost mikrobil se
vyskytuje v tlustém stfevé, kde Ziji stovky mikrobialnich druhti. Tyto druhy obsahuji stokrat

vice gentl, nez ma lidsky genom (Hooper a Gordon, 2001).

3.1.1 Funkce stievni mikrobioty

Strevni mikrobiota hraje dulezitou roli v lidském zdravi. Mezi jeji hlavni ukoly patii
dulezité metabolické funkce, ochrana proti patogentim a stimulace vyvoje imunitniho systému
(Guarner a Malagelada, 2003).

Vzhledem k tomu, Ze stfevni bakterie dokazou zakddovat podstatné vétsi pocet gend,
nez bunky lidského hostitele, jsou tim padem schopny provadét celou fadu metabolickych
funkei, kterych lidsky organismus neni schopen vibec nebo pouze v omezené kapacité.
Stfevni bakterie produkuji celou fadu vitaminl, ovliviiuji stfevni peristaltiku, syntetizuji
esencidlni a neesencialni aminokyseliny a V neposledni fad¢ provadi biotransformaci zluci
(Vyas a Ranganathan, 2012).

Strevni mikrobiota predstavuje dulezity faktor také v metabolismu nestravitelnych
sacharidii (rezistentni Skrob, celuldza, hemiceluldza, pektiny), nékterych oligosacharidd,
neabsorbovanych cukri a cukernych alkoholl ze stravy (Cummings et al., 1987). Vysledkem
téchto metabolickych funkci je rovnéz ziskdni energie a zivin pro rist bakterii a jejich
proliferaci (Guarner a Malagelada, 2003). Mezi nejhojné&jsi bakterialni enzymy podilejici se
na degradaci polysacharidii a xenobiotik jsou beta- glykosidasy a beta- glukuronidasy, které
mohou byt prospésné, ale mohou mit i Skodlivé ucinky (Dabek et al., 2008). Glykosidasy
pfitomné v lidské mikrobioté ptispivaji k vyuziti Zivin a v n€kterych piipadech ke vzniku
biologicky aktivnich aglykont, napiiklad z isoflavont. VyuZitim komplexnich polysacharidi
dochazi k pfijmu energie z potravy, ktery zastupuje az 10% celkové denni energetické zasoby
(Flint et al., 2008).

Fermentace polysacharidu také vede ke vzniku mastnych kyselin S kratkym fetézcem,
zejména acetatu, propionatu a butyratu. VSechny tyto mastné kyseliny hraji dulezitou funkci

ve fyziologii hostitele (Cummings et al., 1987). Jejich uloha spociva ve vyzivé stievniho



epitelu a zmén¢ intracelularni pH. Dalsi funkce mastnych kyselina s kratkym fetézcem jsou
spojené s transportem iontt a regulaci proliferace, diferenciace a genové exprese (Cook a
Sellin, 1998).

Strevni bakterialni enzymy se také podileji na metabolismu cholesterolu a zlu¢ovych
kyselin. Cholesterol mize byt komenzalni mikrobiotou redukovan na koprostanol, ¢imz se
zvysuje jeho vyludovani stolici. Zluové kyseliny jsou syntetizovany z cholesterolu v jatrech
vetSinou jako primarni zlucové kyseliny, kyselina cholova a kyselina chenodeoxycholova.
Cinnosti stfevnich bakterii jsou tyto kyseliny dekonjugaci a néaslednou dekarboxylaci
prevedeny na sekundarni Zlu¢ové kyseliny, ¢imz se omezuje rozpustnost a absorpce lipidii ve
stitevé (Ridlon et al., 2005). Nicméng¢, tyto ¢innosti mohou také vést ke vzniku sekundarnich
zlucovych kyselin, jako naptiklad kyseliny deoxycholové a kyseliny lithocholové, které jsou
povazovany za mozné karcinogeny. Bacteroides intestinalis a sekundarné i Bacteroides
fragilis a Escherichia coli se mohou podilet na tvorbé sekundarnich zlu¢ovych kyselin
Vv tlustém streveé (Fukiya et al., 2009).

Rezidentni stfevni bakterie tvofi linii odolnou viéi kolonizaci exogennimi mikrobi a
jsou tudiz velmi dilezité pii prevenci invaze tkani patogeny. Zvitata bez téchto bakterii jsou
velmi citliva na infekci (Baba et al., 1991; Taguchi et al., 1997). Bariérovy efekt tvoti nékolik
mechanismu. Nepatogenni bakterie soutézi o upeviiovaci mista na burnikach stievniho epitelu a
tim zabranuji uchyceni a naslednému vstupu patogend do epitelialnich bunék (Bennett et al.,
1994). Hostitelsky organismus aktivné poskytuje ziviny, které potiebuji bakterie a bakterie
naopak udavaji, kolik zivin spotiebuje hostitel. Tento symbioticky vztah zabraiiuje nezadouci
nadprodukci zivin, kterda by umoznila vniknuti mikrobialnich konkurentii s potencilni
patogenitou pro hostitele. Dal$i mechanismus, ktery stfevni bakterie vyuZzivaji je produkce
antimikrobidlnich latek (bakteriocintl), kterymi inhibuji rtst svych konkurent (Brook, 1999;
Lievin et al., 2000). Slizni¢ni bariéra vSak nebrani interakci mezi mikrobialni florou a
objevujici a nezbytnou interakci v lidském organismu (Rakoff-Nahoum et al., 2004;
Macdonald a Monteleone, 2005).

Vliv stfevni mikrobioty neni omezen pouze na gastrointestinalni trakt. Studie ukazuji
uzky vztah mezi mikroorganismy a vyvojem a regulaci nervového systému (Sudo et al., 2004;
Brain, 1997; Ait-Belgnaoui, 2012). Tato interakce je umoznéna schopnosti mikrobd uvolnit
produkty, které pak ptisobi na funkce nervového systému (Cryan a Dinan, 2012; Silverman a
E. M. Sternberg, 2012; Sternberg, 2001; Aston-Jones, 1986). Mikrobiota mtze tedy ovlivnit

chovani, emoce, a uzkost ve stresovych situacich (Cryan a Dinan, 2012).
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Healthy CNS function | Abnormal CNS function

L

Healthy status

* Normal behaviour, cognition,
emotion, nociception

* Healthy levels of
inflammatory cells and/or
mediators

* Normal gut microbiota

Stress/disease

* Alterations in behaviour,
cognition, emotion, nociception

* Altered levels of inflammatory
cells and/or mediators

* Intestinal dysbiosis

Healthy gut function Abnormal gut function

Obr. 1. Dopad stfevni mikrobioty na osu stievo- mozek ve zdravi i v nemoci (Cryan a Dinan,
2012).

Endotoxiny a mikrobialni expozice v raném détstvi mohou hrat klicovou roli pii
utvafeni imunitniho systému a tim i vyvoj alergii (Gehring et al., 2002; Tse a Horner, 2008).
Hygienickéa hypotéza posunula vyzkum V oblasti pfirozené mikrobioty a mikrobidlni infekce
v souvislosti s regulaci alergenové citlivosti. Studie prokazaly, ze zvySena kolonizace druhti z
rodu Bifidobacterium béhem raného détstvi je spojena se snizenym rizikem vzniku
alergickych onemocnéni prostiednictvim zvySené humoralni imunity, zatimco nizsi
kolonizace nékterych laktobacilii, bakterie Bifidobacterium adolescentis a vyssi kolonizace

Clostridium difficile mize riziko alergie zvysit (Sjogren et al., 2009).

3.1.2 SloZeni stievni mikrobioty

Gastrointestinalni trakt ¢lovéka je tvofen komplexnim ekosystémem, ktery se sklada z
mikrobu, ktefi se vyvijeli spolu se svym hostitelem a jsou tedy vysoce prizpusobivi této
ekologické nice (Béckhed et al., 2005). Ackoli mechanismy pro vyvoj stievni mikrobioty
nejsou zcela objasnény, vysledny ekosystém je unikétni pro kazdy subjekt a je ovlivnén jak
genetikou, tak zivotnim prostfedim (Zoetendal et al., 2001; Turnbaugh et al., 2009).
Ekosystém tlustého stieva obsahuje vice nez 400 bakterialnich druhti, které patii do Sirokych
taxonomickych skupin (Eckburg et al., 2005).

Rozlozeni stievni mikrobioty se 1isi podle tii hlavnich lokalit v zaZzivacim traktu.

V zaludku se nachazi 10° jednotek tvofticich kolonie (CFU) / ml, zahrnujicich laktobacily a
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streptokoky a piipadn& i Helicobacter pylori. Tenké stfevo obsahuje na zacatku 10°-10° CFU
/ ml bakterii a s piibyvajici délkou se podet zvySuje aZ na 10° v &asti distalni, kde lze nalézt
napiiklad Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterococcus spp. a bakterie rodu Bacteroides.
Tlusté stifevo, jak uz bylo feceno, hosti nejvétsi cast mikrobidlni populace Vv téle. Jedna se o

10%°-10" KTJ /ml (DiBaise et al., 2008).

Stomach 0 - 102
Lactobacillus \
Candida
Streptococcus
Helicobacter pylori
Peptostreptococcus

~Colon 10''- 1012
Bacteroides
Clostridium groups IV and XIV
Bifidobacterium
Duodenum 102 -/ Enterobacteriaceae
Streptococcus
Lactobacillus
\ ‘Je]unum 102
Streptococcus
Lactobacillus
Distal ileum 107 - 108 7
Clostridium ~Proxlmal ileum 103
Streptococcus Streptococcus
Bacteroides Lactobacillus
Actinomycinae
Corynebacteria

Obr. 2. Zastoupeni bakterii v gastrointestinalnim traktu ¢loveéka (Sartor, 2008).

Kompozice stfevni mikrobioty je sice u kazdého jedince odlisna, ale pfesto jsou v této
oblasti vymezeny takzvané enterotypy. Prvni enterotyp se vyznacuje vysokym zastoupenim
bakterii rodu Bacteroides. Vyssi obsah bakterii z rodu Prevotella ma druhy enterotyp. Lidé
zastupujici tfeti enterotyp maji ve stfevnim mikrobiomu hojné zastoupeny bakterie rodu
Ruminococcus. Tyto tfi skupiny bakterii se 1isi také podle pievazujiciho zdroje jejich energie.
Bacteroides spp. vyuzivaji piedevsim sacharidy, Prevotella spp. muciny a Ruminococcus spp.
muciny a cukry (Arumugam et al., 2011). Enterotypy jsou tzce propojeny s dlouhodobou
dietou hostitele (Wu et al. 2011).

Prvni kolonizatofi traviciho traktu jsou odvozeni od matky novorozence, zivotniho
prostredi a stravy. Béhem této rané faze zivota dochazi k velkym zménam ve slozeni stievni
mikrobioty (Mitsuoka, 1992; Favier et al., 2002; Palmer et al., 2007). Pfi narozeni jsou stieva
novorozence sterilni. Béhem nékolika malo hodin se za¢nou bakterie objevovat v travicim
traktu. Pfi narozeni vykazuje stfevni prostiedi novorozencli pozitivni oxidacné-redukéni
potencidl, tudiZ je gastrointestindlni trakt nejprve obyvan fakultativné anaerobnimi bakteriemi
(Enterococcus spp. a Streptococcus spp.). Vzhledem ke spotiebé kysliku témito bakteriemi se

postupné méni prostiedi a umoziuje rust striktné anaerobnich bakterii (Bezirtzoglou, 1997).
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S postupem ¢asu anaerobni druhy kolonizuji stfevo jedince a fakultativné anaerobni bakterie
se dostavaji do mensiny (100- 1000: 1 u dospélych). Toto obdobi koresponduje se zavedenim
pevnych potravin do stravy. Z toho vyplyva, ze dosazenim prvniho roku ditéte zacina stievni
mikrobiota smétovat ke vzoru dosp€lého jedince (Mackie et al., 1999; Palmer et al., 2007)
Bylo zjisténo, ze vétSinu dospélé stievni mikrobialni komunity clovéka tvofi zastupci
anaerobnich rodt Bacteroides, Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus a Faecalibacterium.
Ptesto je ale mikrobidlni komunita u kazdého dospélce jedinecnd a jeji struktura zlstava
stabilni v ¢asovém métitku nékolika mésict (Ley et al., 2006; Eckburg et al., 2005; Zoetendal
et al., 1998).

Studie zabyvajici se slozenim mikrobioty u starSich lidi se mnohdy li$i. N&které studie
pozorovaly ve srovnani s mlad$imi dospélymi niz$i hladinu rodt Bifidobacterium a
Lactobacillus u starSich pacienti. Pocty rodu Bacteroides, enterokokt, enterobakterii a
klostridii se od mladsich dospélych nelisily (Hopkins et al., 2001). Jiné studie vyzkoumaly
vys$$i vyskyt rodu Ruminococcus a nizsi vyskyt rodti Eubacterium a Bacteroides u starSich
pacientll ve srovnani s mladS$imi dospélymi (He et al., 2003). Star§i pacienti maji také obecné
snizenou funkci imunitniho systému. Vysledek této zmény muze mit vliv na slozeni stievni

mikrobioty (Gill et al., 2001).

3.2 Probiotika

3.2.1 Definice probiotik

Termin probiotikum pochazi zfeckého jazyka a pfenesené¢ znamend ,,pro Zivot®.
Poprvé této termin pouzili v roce 1965 Lilly a Stillwell. Jejich popis znél: ,,Substance
vylucovana jednim mikroorganismem, stimulujici rust jiného organismu (Lilly a Stillwell,
1965). “. Pojem probiotikum byl v tu dobu nespravné porovnavan s pojmem antibiotikum.
Poté vznikaly mnohé Upravy vysvétleni pojmu probiotik, ale nejvyznamnéjsi byla Fullerova
definice, ktera zni ,,Probiotika jsou Zivé mikrobialni krmné a potravni dopliky, které pfizniveé
ovliviyji hostitele zlepSenim jeho stfevni mikrobiocenozy* (Fuller, 1989). Dnes$ni definice
probiotik ma tuto formu: ,,Probiotika jsou zivé mikroorganizmy, které jsou-li podavany v
adekvatnim mnozstvi, pfispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele.“(Hill et al., 2014).
Studie jsou vSak stale komplikovangjsi, co se tyCe ziskani statisticky reprezentativniho

vzorku. Resi se predev§im vhodna kombinace slou¢eni druhii a kment do jednoho produktu.
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Béhem poslednich nékolika desetileti bylo vyvinuto mnoho novych produktt obsahujici
probiotika, které byly dodany na evropsky trh. Produkty Ize podle Bernera a O’Donnella
(1998) a Sanderse a Velda (1999) rozdélit do tii hlavnich kategorii:

e konvencni potraviny, jako jsou fermentované vyrobky s ptidavkem probiotickych

bakterii, vyuzivané zejména pro nutri¢ni ucely

e potravinové dopliikky nebo fermentovana mléka, které¢ jsou nejCastéji pouzivané pro

transport probiotickych bakterii

e dietni doplnky, naptiklad ve forme kapsli, pro zdravé jedince

Tyto produkty obvykle obsahuji vybrané kmeny bakterii, které jsou vSeobecné
povazované za bezpeéné (Generally Recognised As Safe- GRAS), coz jsou zejména bakterie
rodi Lactobacillus a Bifidobacterium (Bianchi Salvadori, 1998; Sanders a Veld, 1999).

Mezi produkty, které obsahuji probiotické bakterie, patii nejcastéji funkéni potraviny,
véetné mléénych produkti, jako jsou jogurty, syry, zmrzliny a maslo (Soccol et al., 2010) a
mrazené krémy (Buriti et al., 2010). Dale se nachazeji i v nemlécénych vyrobcich, naptiklad ve
vyrobcich z obilovin, pokrmech pro déti a sojovych vyrobeich (Singh et al., 2010). Probiotika
jsou také vyuzivana pii zpracovani ovoce a zeleniny do podoby napoji, pyré, zavarené
zeleniny, stolnich oliv (Peres et al., 2012). Trh s produkty obsahujici probiotické bakterie se
stale rozSifuje v disledku poptavky spotiebitelti, kteti vidi mozné zdravotni vyhody
(Champagne et al., 2011). Rozsitovani mlékarenského primyslu vede k zavedeni mlécnych
vyrobkd, vyrabénych kombinaci mlééného a ovocného napoje, které by byly zdravéjsi a sveézi

(Khurana a Kanawjia, 2007).

3.2.2 Pozadavky na probiotika

Mezi kritéria urCujici zdali ma bakterie probiotické ucinky patii nasledujici ukazatelé:
e Probiotické bakterie by nem¢ly byt patogenni a toxické.
e Daile by mély byt odolné vii¢i zalude¢nim kyselindm a Zluci.
e M¢ly by mit schopnost adheze na stfevni epitel a produkce antibakteridlnich
latek.
e Probiotické bakterie by mély byt schopny piezivat v gastrointestinalnim traktu
a tim ovlivilovat metabolické aktivity, jako je cholesterolova asimilace,

pieména sacharidii a vyroba vitamind. Pfeziti probiotickych organismi ve
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sttevé zavisi na kolonizacnich faktorech, které jim umozni odolavat
antibakteridlnim mechanismtim, které ptisobi ve stfevech.

e Krom¢ antibakteridlnich mechanismi musi probiotika odolavat i peristaltickym
ucinkim, které maji tendenci odplavovat bakterie spolu s jidlem. Toho lze
dosahnout bud’ imobilizaci - naptiklad pfichycenim k epitelu nebo zvysSenim
rychlosti rastu (Suvarna a Boby, 2005).

Doporucené pokyny hodnoceni probiotik pfi vyuziti v potravinach jsou shrnuty
V nasledujicim schéma (FAO/WHO, 2002).

Identifikace kmene pomoci fenotypovych a genotypovych metod
e rod, druh, kmen

* yvloZeni kmene do mezinarodni sbirky kultur

|

Posouzeni bezpetnosti

Funkéni charakterizace

e testy invitro s o
Y € | *invitro a/nebo testy se zvifaty

“edena Rt « lidskeé studie- faze 1

{

e dvojité zaslepene, randomizované, placebem

e druhy nezavisly test

kontrolované testy (DBPC) —_ DRPC

e |idskeé studie- faze 2 O

e primarni vysledek- Gfinnost kmene/ vyrobku

e Porovnani efektivnosti

e TFaze3

probiotik se Probioticka potravina

|

e Ohsah - rod, druh, oznadeni kmene

standardem

Znaceni

e [inimalni poéty Zivych bakteri na konci doby pouZitelnosti
® Spravné skladovaci podminky

e Kontaktni Gdaje firmy pro informovani spotiebitel &
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3.2.3 Vliv probiotik na zdravi hostitele

Co se tyCe probiotik, byla pivodni mysSlenka vzdy zalozena na modulaci stfevni
mikrobioty z potencialné Skodlivého slozeni na mikrobiotu, kterda bude prospé$na pro
hostitele. Obecné by to znamenalo napfiklad snizeni poctu koliformnich bakterii a klostridii a
zvySeni pocth laktobacili a bifidobakterii. Probiotika, kterd jsou schopna prezit
Vv gastrointestinalnim traktu, zptisobuji nartst mnozstvi t€hoz bakteridlniho rodu ve stolici,
zejména pokud byly poc¢ate¢ni hladiny ve stolici nizké. Mohou ovlivnit kompetici o adhezni
mista a produkovat antimikrobidlni latky, a tim padem snizit hladiny n¢kterych nezddoucich
rodt (Ouwehand et al., 2002). Za komplexni bakteriostatické a baktericidni ucinky probiotik
je povazovana produkce kyseliny mlééné a antimikrobialnich peptidu (Olah a Romics, 2014).

Dukazy pozitivnich G¢inkd probiotik se velice rychle rozsifuji v oblasti
gastroenterologie. Nalézaji vyuziti pii 1é€bé prijmi souvisejicich s pouzivanim antibiotik,
gastroenteritid a intolerance laktézy. Probiha rovnéz vyzkum vyznamu probiotik pii 1é¢be
zanétlivych onemocnéni stiev a stfevnich infekci (Marteau et al., 2002). Pti uzivani antibiotik
odbornici ¢asto doporucuji soucasnou konzumaci probiotik jako prevenci u rizikovych
jedinct, naptiklad u starSich jedinct, dale u pacientti uzivajicich nékolik antibiotik najednou a
vhodné jsou 1 pro jedince, ktefi m¢li jiz difive stfevni problémy souvisejici s uzivanim
antibiotik (Bergogne-Berezin, 2000).

Poruchy s travenim laktozy jsou Casté u dospélych jedinct s akutnim ¢i chronickym
zanétem stiev i resekci stiev. Marteau et al. (1997) poprvé dokazali zmirnéni nesnasenlivosti
laktozy tcinkem probiotik. Nejlépe prikazné vysledky byly nalezeny u jogurtovych bakterii,
obsahujicich vysoké mnozstvi laktazy, ktera se rychle uvoliuje, pokud jsou bakterie St€peny
pomoci soli zlu¢ovych kyselin v gastrointestinalnim traktu (Marteau et al., 1990). Ostatni
probiotika obsahujici laktazu, naptiklad Lactobacillus acidophilus, jsou také aktivni, ale jejich
niz§i efektivnost je vysvétlovana vyssi odolnosti viici ZluCovym kyselindm (Marteau et. Al.,
1997).

Endogenni oblast mikrobioty a imunitni systém ovliviiuji kancerogenezi a néktera
probiotika jsou U€innd pii prevenci nebo napomahaji pifi 1écbeé nadori. Neékteré studie
prokazaly, Ze probiotika mohou snizovat fekalni hladiny enzymi, mutagenti a sekundarnich
zluéovych kyselin, které jsou zapojeny v kancerogenezi tlustého stieva (Wollowski et al.,

2001).
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3.2.4 Zastupci probiotik

Mikroorganismy pouzivané jako probiotika jsou shrnuty v nasledujici tabulce
(upraveno podle Fuller, 1989; Ouwehand et al., 2002).

Bakterie mlé¢ného kvaseni Lactobacillus acidophilus, L. casei,
L.delbrueckii subsp,. Bulgaricus, L.
rhamnosus, L.reuteri, L.plantarum,
L.fermentum, L.brevis, L.helveticus,
Streptococcus thermophilus, Lactococcus
lactis, Enteroococcus faecium, E.faecalis,

Pediococcus pentosaceus

Bifidobakterie Bifidobacterium bifidum, B. pseudolongum,
B. breve, B. thermophilum

Ostatni bakterie Bacillus subtilis, B.cereus, B. toyoi
B.natto, B. mesentericus, B. licheniformis,

Clostridium butyricum

Mikroskopické houby Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus

oryzae, Candida pintolopesii

Tabulka 1. Mikroorganismy pouzivané jako probiotika.

Existuje celd fada riznych organismi, které mohou byt klasifikovany jako probiotické.
Mezi nejvice pouzivané patii rody Lactobacillus a Bifidobacterium. U laktobacild se jedna o
kmeny Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus gasseri a Lactobacillus reuteri. Probiotické bakterie z rodu
Bifidobacterium jsou Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum a Bifidobacterium
infantis (Pandey et al., 2015). Laktobacily a bifidobakterie jsou obecné povazovany za
bezpetné potravinové dopliiky s deklarovanymi zdravotnimi pozitivy (Haukioja, 2010).
V mnoha tradi¢nich potravinach hraji tyto bakterie diileZitou roli pfi prevenci kazeni a rlstu
patogennich mikroorganisma (Hammes a Tichaczek, 1994).

Bifidobakterie jsou globalné pouzivany jako probiotika v mnoha potravinaiskych
vyrobcich, napiiklad v jogurtech, mléku, kojenecké vyzivé, syrech a potravinovych dopliicich
(Champagne et al., 2005; Charalampopoulos et al., 2002; Mattila-Sandholm et al., 2002;
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Vinderola et al., 2000). Jako probiotika jsou bifidobakterie pouzivany velice dlouhou dobu a
je zjisténo, Ze riziko infekce je velmi nizké (Gasser, 1994; Ouwehand et al., 2002). Byly
provedeny studie pro stanoveni u¢inku ¢asné oralni suplementace probiotickych bifidobakterii
u pied¢asné narozenych déti. Tyto studie ukazaly, ze v¢asné doplnéni redukuje dobu usidleni
bifidobakterii v nezralém stievu (Marquez et al., 2010). Rychlé vytvoreni zdravé stievni
mikrobioty u predcasné narozenych deti
je dulezité pro slizni¢ni obranu hostitele a prevenci nékterych stievnich infekci (Dai a Walker,
1999). Mezi dalsi uCinky téchto bakterii, jak uz bylo fe¢eno v obecnych probiotickych
funkcich, patii stimulace imunitniho systému, dale redukce cholesterolu, ovlivnéni intolerance
laktozy a v neposledni fadé prevence v ramci nadort a infekci (Lee a O'Sullivan, 2010).

Rod Lactobacillus ma téz dlouhou historii bezpecného pouzivani, zejména Vv
mlékarenském prumyslu a hraje hlavni roli ve vyrobé zakysanych mléénych vyrobka
(Maragkoudakis et al., 2006). U¢inky rodu Lactobacillus jsou obdobné jakou u rodu
Bifidobacterium. Dale také slouzi laktobacily k inhibici patogennich organismi, jako je
Salmonella, Shigella a Helicobacter (Bernet-Camard et al., 1997; Hudault et al., 1997; Aiba et
al., 1998; Hammilton-Miller, 2003; Sgouras et al., 2004).

Mnoha probiotika byla pouzivéana pro jejich prospésné funkce jiz dlouho pied tim, nez
byl termin ,,probiotikum® vytvotfen. Nejcastéji pouzivané probiotické kmeny jsou bakterie
mlécného kvaseni (LAB), gram-pozitivni mikroorganismy, které byly pouzivany po staleti pfi
vyrob¢ potravin, naptiklad jogurtu, syru, nebo nakladané zeleniny. Zastupci LAB, jako jsou
rody Lactococcus a Streptococcus, jsou také duleZitou soucasti endogenni mikrobioty v
lidském ileu a jejunu a v mensi mife také tlustého stfeva (Hayashi et al., 2005).
Nejpouzivangjsi LAB je druh Lactococcus lactis diky produkci cytokinti. Na rozdil od jinych
druhti laktokokl je tato bakterie pouze pfechodné pfitomna v lidském stievé a je tedy
klasifikovana jako nekomenzalni (Nouaille et al. 2003).

Pokud jde o gram-negativni probiotika, je nejéastéji pouzivan kmen Escherichia coli
Nissle 1917 (EcN). Tento kmen byl poprvé pozorovan béhem prvni svétové valky, kdy byl
izolovan z vykali jednoho vojaka, u kterého nedoslo k vyvinuti infekéniho prijmu béhem
epidemie v dasledku vysoce nakazlivé bakterie zrodu Shigella. Nissleovo pozorovani
naznacovalo, ze EcN by mohla poskytovat sliznici odolnost vii¢i patogenum. V souladu s
touto hypotézou byly provadény mnohé studie, které¢ dokéazaly probiotické ulinky a
biologickou bezpecnost EcN , coz podtrhuje dlouhd anamnéza ve Stfedni Evropé, kde je

pouzivana v humanni mediciné¢ (Kruis et al., 1997; Westendorf et al., 2005; Henker et al.,
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2007). V soucasné dob¢ je ECN je obsazena v 1éku Mutaflor, ktery se pouziva k 1écbé

infekénich prijmovych onemocnéni a zanétlivych stfevnich onemocnéni (Schutz, 1989).

3.3 Klostridie

3.3.1 Definice klostridii

Obr. 3. Clostridium butyricum. Foto pomoci mikroskopu Nikon Eclipse E200 s kamerou
Nikon DS-Fi2, zvétieni 15%x40 (foto Svejstil).

Rod Clostridium v souc¢asné dobé zahrnuje ptes 200 popsanych druht, z nichZ vétsina
byla identifikovana na zakladé sekvencni analyzy 16S rDNA. Sekvencni analyza genu 16S
rRNA ma velkou roli v oblasti mikrobialni taxonomie, identifikace a studiu evoluce bakterii
(Sapp, 2005). Potencial téchto mikroorganismi je v dne$ni dob&é hojné vyuzivan
v mikrobiologii a primyslové biotechnologii. Mezi casto aplikované mikroorganismy
Vv riznych priamyslovych odvétvich patii pravé bakterie rodu Clostridium (Zhang et al., 2009;
Wang et al., 2011; Wilkens et al., 2011; Kaur et al., 2012; Metsoviti et al., 2012). Rod
Clostridium je jednim znejvétsich rodi v ramci Prokaryot. Jedna se o Gram-pozitivni
anaerobni bakterie. Jejich charakteristickym znakem je valcovy tvar. Buiky bakterii rodu
Clostridium jsou mobilni a maji schopnost tvofit endospory (Bahl a Durre, 2001). Pro vétSinu
druhti je optimalni teplota ristu v rozmezi 30 az 40 °C, diky sporulaci jsou ale schopny
ptezivat i vyssi teploty. Optimalni hodnota pH se pohybuje v rozmezi 6,5-7,5. Bakterie rodu
Clostridium se bézné vyskytuji v piirod¢. Za jejich hlavni stanovisté se povazuji pady, feky,
kaly, zivo¢i$né vykaly, atd. (Schlegel, 1993; Bahl a Durre, 2001).
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3.3.2 Zastupci Kklostridii

3.3.2.1 Clostridium difficile

Jedna se o gram-pozitivni, sporulujici, striktné anaerobni bakterie. Tyto bakterie jsou
jednou z hlavnich pfi¢in prijmu v disledku uzivani antibiotik (Kelly and LaMont, 2008).
Lécba antibiotiky naruSuje normalni stfevni floru, ktera obvykle potlacuje rast Clostridium
difficile, ¢imz dojde k narGstu a pfemnozeni tohoto druhu v gastrointestinalnim traktu
(Surawicz a McFarland, 1999; Britton a Young, 2014). Poté, co se usidli gastrointestinalnim
traktu, Clostridium difficile vylu¢uje dva toxiny, enterotoxin TcdA (Clostridium difficile toxin
A) a cytotoxin TcdB (Clostridium difficile toxin B), které silné poskozuji stfevni epitel a
mohou také wvyvolat zanétlivé reakce (Rupnik et al.,, 2009). Béhem vyvoje Vv
gastrointestinalnim traktu dochazi k transkripci, ktera vede k tvorbé endospor (Janoir et al.,
2013). Pro Clostridium difficile je vytvofeni spor nezbytné z duvodu pteziti pii opusténi
hostitele a prenaseni nemoci, jelikoz jeho vegetativni buiiky jsou velmi citlivé na kyslik.
(Deakin et al., 2012). Spory Clostridium difficile jsou odolné nejen vii¢i antibiotikim, ale také
vac¢i pusobeni imunitniho systému hostitele (Paredes-Sabja, 2012) a dezinfekénim
prostiedkiim, které se pouzivaji v nemocnicich. Tato odolnost vychéazi z jejich metabolické
dormance a vnitinich odporovych vlastnosti (Ali et al., 2011; Barra-Carrasco et al., 2013;

Permpoonpattana et al., 2013; Lawley et al., 2010).

3.3.2.2 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens se bézné vyskytuje v Zivotnim prostiedi, ve stievech ¢lovéka i
zvitat (domacich i divokych). Zdroj infikovanych organismi miZe byt endogenni, méné Casto
pak exogenni. Tyto patogenni bakterie jsou nepochybné nejvyznamnéjsi piicinou
klostridiovych onemocnéni u domacich zvifat (Duchesnes et al., 2006). Clostridium
perfringens se déli do péti typu (A, B, C, D a E) podle toho, ktery toxin produkuji. Typ A
produkuje alfa- toxin; typ B produkuje alfa, beta a epsilon toxin; typ C produkuje alfa a beta
toxiny; typ D alfa a epsilon toxiny; typ E produkuje alfa a iota toxiny (Rainey et al., 2009).

3.3.2.3 Clostridium tetani

Spory Clostridium tetani se vyskytuji po celém svété v hornich vrstvach pady a v

travicim systému lidi a nékterych zvirat. Vyssi vyskyt je pozorovan v pidach, na kterych
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dochdzi k casté manipulaci, tudiz v okoli mést a na kultivovanych pidach. Bakterie roste
nejlépe pii teploté¢ 37 °C, takze v polarnich oblastech a v oblastech s vyssi nadmotskou
vyskou se nalézd velmi zfidka. Spory jsou odolné vici antiseptickym ucinkiim i vysoké
teploté (Duchesnes et al., 2006). K usmrceni spor je potieba udrzovat bod varu alespon po 4
hodiny nebo 12 minut v autoklavu pfi teploté 121°C (Bartlett, 2000). Inkubacni doba tetanu je
vysoce proménliva (2 az 56 dni), Castéji jsou hlaseny ptipady s kratsi dobou (méné nez 14
dni). Krats$i doba inkubace odpovida vice zadvaznym onemocnénim (Bleck, 2000). Prvnimi
ptiznaky jsou neklid, podrazdénost, bolesti svalti, nadmémné poceni, slintani a bolesti pii
otevirani ust (Duchesnes et al., 2006). Tetanus nevyvoldva imunizaci, jelikoZ mnozstvi
produkovaného toxinu je nizké. Proto je nutné vakcinace i po skonceni nemoci (Bleck, 2000).
Bez lékaiské pomoci vétsinou nastava smrt. V Ceské republice je proti tetanu zavedeno

plosné ockovani.

3.3.2.4 Clostridium botulinum

Clostridium botulinum je souhrnnym nazvem pro komplex ¢&tyf druhd, které jsou
navzajem fyziologicky a fylogeneticky odlisné a mély by byt povazovany za druhy odliSné.
Jednotlivé kmeny jsou schopné produkovat jeden nebo dva ze sedmi antigenné¢ odlisnych typi
toxind (A az G). U lidi jsou nebezpecné pouze typy A, B, E a F (Duchesnes et al., 2006). Uz
mnozstvi 30 ng mize mit pro lidsky organismus fatalni nasledky (Peck, 2004). Duchesnes et
al. (2006) rozlisuji tfi formy botulismu podle zplisobu kontaminace:

e Potravinovy (alimentdrni) botulismus, ktery nastavd v disledku poziti potravy
obsahujici toxin; jidlo mlize byt kontaminovano bakteriemi (jatka), nebo s vé&tsi
pravdépodobnosti sporami (prach, necistd voda), které mohou za urcitych podminek
klicit.

e Kojenecky botulismus, ktery se vyskytuje u déti do jednoho roku, pokud je stfevo
kontaminovano pozitim Spor; nerozvinuta stfevni mikrobiota umozni vegetativni rust a
tvorbu toxinu; spory se nejcastéji vyskytuji v pudé a medu, z toho plyne, Ze med neni
vhodné podévat détem pied dosazenim jednoho roku zivota.

e Ranny botulismus je, stejn¢ jako tetanu, disledkem kontaminace ran sporami;
kontaminaci ran klostridiemi a nasledny rozvoj zavazné infekce byly doposud zvlasté
disledkem zranéni z valek (Brazier et al., 2002); plynata snét’ (klostridialni
myonekrdza) byl hlavni problém v zdkopové valce béhem prvni svétové valky;

hluboké rany byly bézné kontaminované zeminou a stolici, coz znamenalo hned dva
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zdroje kontaminace sporami (MacLennan, 1962); v dne$ni dob¢ jsou znamy ptipady

botulismu u drogové zavislych, kteti uzivaji drogy nitrozilng, tyto ptipady jsou stale
¢etnéjs$i v mnoha zemich EU

Druhy produkujici botulotoxin se vyskytuji po celém svété ve sladké i slané vodé, pude,

jezerech i v mofskych sedimentech. Také se nalézaji v travicim systému zvifat a mohou tak

kontaminovat masné vyrobky na jatkach (Duchesnes et al., 2006). Pozitivni vyuziti

botulotixinu se uplatiiuje v 1ékafstvi (zmirnéni neurologickych symptomi) a v kosmetice

(snizeni vyskyt mimickych vrasek) (Schlegel, 1993; Ting a Freiman, 2004).

3.3.2.5 Dalsi druhy

Clostridium butyricum, Clostridium pasteurianum, Clostridium diolis, Clostridium
acteobutylicum a Clostridium perfingens se podileji na biotransformacnich procesech (Colin
et al, 2000; Hao et al, 2008). VySe uvedené bakterialni kmeny jsou schopny pfemény
glycerolu na 1,3-propandiol (Kubiak et al., 2012).

Dalsi druh velkym piinosem pro toto odvétvi je Clostridium thermocellum, coz je
anaerobni termofilni bakterie schopna ptevadét odpadni celulozu na ethanol (Colin et al.,
2000; Demain et al., 2005; Ezeji et al., 2007; Ren et al., 2007; Leja et al, 2011.; Song et al,
2011.; Kubiak et al., 2012).

Clostridium acetobutylicum a Clostridium butyricum produkuji vodik fermentaci
cukru - glukosy, sacharosy a laktosy (Oh et al., 2009; Beckers et al., 2010).

3.3.3 Clostridium butyricum

Jedna se o gram- pozitivni rovné ty¢inky se zaoblenymi konci o velikosti 0,5-1,7 %
2,4- 7,6 um. Maji schopnost pohybu. Vyskytuji se jednotlivé, v parech nebo v kratkych
fetézcich, pfipadn€ i1 jako dlouhd vldkna. Spory jsou ovalné, centrdlné ¢i subterminédlné
ulozené, bez privéskl. Ke sporulaci dochdzi pomémné snadno v tekutych i ve ztuzenych
médiich. Bunécné stény obsahuji mimo zakladnich komponent meso-DAP
(Diaminopimelovou kyselinu) a glukosu. Dale jsou pfitomny kyselina glutamova a alanin.
Kolonie vytvofené na agaru maji v praméru 1 - 6 mm a jsou rizného tvaru. Optimalni teplota
rustu je 30 - 37°C, mnohé kmeny vSak dobie rostou 1 za teploty 25 °C a nékteré dokonce pii

10°C (Rainey et al., 2009).
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Zdroje téchto bakterii jsou velice riznorod¢. Mohou se objevovat v pudé, v moiskych
i sladkovodnich sedimentech. Déle se vyskytuji v syrech, vbachoru zdravych telat,
v zivociSnych 1 lidskych vykalech a jejich pfitomnost byla zjiSténa také v hadim jedu.
Clostridium butyricum bylo nalezeno i v krvi, mo¢i, dolnich dychacich cestach, biisni duting,
Vv ranach a abscesech (Rainey et al., 2009).

Clostridium butyricum produkuje kyselinu maselnou. Tato bakterie zvySuje
koncentrace maselné kyseliny v celé délce traveniny ptaka (Zhang et al., 2011). Dulezitost
kyseliny méselné spociva zvlasté ve vyzive epitelovych bunck a inhibici patogent ve stieve
(Meimandipour et al., 2010). Clostridium butyricum je odolné vici nizkému pH i vysokym
teplotam (Kong et al., 2011).

Pathogenic

Toxins
Enzymes
Adhesion

Butyricacid

Bacteriocins
Pathogen inhibition
Host interaction

Beneficial

Obr. 3. Nejednozna¢né role Clostridium butyricum v organismu hostitele. Nékteré kmeny
Clostridium butyricum jsou popisovany jako patogenni, projevujici se negativnimi faktory-
toxiny; enzymy, naptiklad neuraminidazy; adhezivni molekuly; nebo sekreci vysoké hladiny

kyseliny maselné. Naopak nékteré dalsi kmeny Clostridium butyricum jsou brany za
prospé&sné pro hostitele diky produkci bakteriocint; inhibici patogent;, a sekreci kyseliny

maselné (Cassir et al., 2015).

3.3.4 Clostridium butyricum jako probiotikum

V komer¢ni produkci dribeze je vyvoj stfevni mikrobioty kufat Casto ovlivnén

modernimi postupy, jako napiiklad hygienou zatizeni, podavanim 1€kt a umélou inkubaci
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vajicek, lihnuti a chovem kufat. V dusledku toho jsou kufata vice citlivd na kolonizaci
bakterialnimi patogeny (Barrow, 1992). Ve velkoprodukci driibeze se antibiotika bézné
pouzivaji ke snizeni vyskytu onemocnéni. V roce 2001 Evropské unie zakazala pouzivani
antibiotik za ucelem podpory riistu zvifat, coz zvysilo obavy vefejnosti v otazce bezpecnosti
jejich pouziti (Evropskd komise, 2001). Vzhledem ktomu se zvysila snaha najit nové
alternativy. Jedna z téchto alternativ je ovlivnit stfevni mikrobiotu uzivanim probiotik.

Stale Cetné&jsi jsou zpravy o probiotickém potencialu Clostridium butyricum (Zhang et
al. 2002; Seki et al, 2003; Araki et al, 2004; Shimbo et al, 2005). Zajimavych ptikladem je
Clostridium butyricum MIY AIRI 588, ktery vykazuje probiotické vlastnosti a je doporuc¢ovan
jako ptisada do krmiv (Shimbo et al., 2005). Bylo prokazano, ze Clostridium butyricum
podporuje rlst zvifat, vyvdzenou stievni mikrobiotu, zlepSuje stfevni vyvoj a stimuluje
imunitni systém, coz ma ptiznivy vliv na kvalitu masa a celkové na travici trakt brojlerovych
kutat (Zhang et al., 2011; Meimandipour et al., 2010; Gao et al., 2012; Yang et al., 2012). Pti
podavani probiotického Clostridium butyricum brojlerim po dobu 40 dnt, byly zjistény také
zvySené hladiny IgA (imunoglobinu A), IgG (imunoglobinu G) a IgM (imunoglobinu M)
(Yang et al., 2012)

Clostridium butyricum muze produkovat endospory, které hraji kliCovou roli ve
schopnosti ptezit pfi niz§im pH a relativné vyssi koncentraci zlucovych kyselin na rozdil od
bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium (Kong et al., 2011). Tyto vlastnosti jsou
piinosem ve vyuziti Clostridium butyricum jako probiotika v krmivech pro zvifata. Pfedchozi
studie prokazaly, Ze Clostridium butyricum podporuje rust bakterii rodu Lactobacillus a
Bifidobacterium a omezuje vyskyt prijmu v disledku uzivani antibiotik (Seki et al., 2003;
Imaze et al., 2008; Kong et al., 2011; Zhang et al., 2011). Bylo také dokazano, ze oralni
podavani kmene Clostridium butyricum MIYAIRI 588 miize zvysit imunitu v dychacich
cestach mysi (Murayama et al., 1995).

Vyznamné zlepsSeni krmiva bylo pozorovano ve Ctyfech studiich, kdy byla kurata
krmena Miya-Gold® 5 x 108 CFU kg-1 krmiva. Miya-Gold® je zootechnické aditivum,
obsahujici 5 x 108 CFU / g zivotaschopnych spor Clostridium butyricum jako u¢innou latku.
Tento ptipravek je registrovan v Evropské unii pro vykrm kufat. Jeho pouziti je také
schvaleno v mnoha asijskych zemich, a to jak pro ¢lovéka, tak i pro vétSinu druhl zvifat.
Clostridium butyricum MIY AIRI 588 je ptivodné izolovano z pudy. Ocekavany ucinek Miya-
Gold je lepsi konverze krmiva, vy$si primérny denni piirtistek a tim i vyssi finalni télesné

hmotnosti kutat na vykrm (Evropsky tGfad pro bezpe¢nost potravin, 2013).
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Obr. 4. Izolat z krmiva Miya-Gold, ziskany pomoci mikroskopu Nikon eclipse E200
s kamerou Nikon DS-Fi2, zvétseni 15x40 (foto Svejstil). Na fotografii jsou kromé
vegetativnich bunék vidét i charakteristické spory v podobé¢ svétlych ttvard.

Neptiznivy ucinek byl pozorovan pouze pii uziti 100nasobného piekroceni doporucené
davky. Proto se FEEDAP (Panel on Additives and Products or Substances used in Animal
Feed ) domniva, ze dikazy o ucinnosti Miya-Gold® byly pii doporu¢eném davkovani
prokazany. Dale FEEDAP uvadi, ze vyuziti Miya-Gold® jako dopliikové latky by nemélo
piedstavovat riziko pro spotiebitele, jelikoz kmeny Clostridium butyricum MIYAIRI 588
nemaji toxicky potencial a obavy 0 bezpe¢nost pii uzivani jsou omezeny na piipadné
senzibilizace.

Clostridium butyricum v krmivech nepfedstavuje riziko pro Zivotni prostiedi, jelikoz se jedna
o prirozen¢ se vyskytujici ptidni mikroorganismus (Evropsky tfad pro bezpecnost potravin,
2013).

4 Material a metody

Probiotické vlastnosti Clostridium butyricum byly testovany in vivo. Bylo testovano
celkem 160 brojlert ROSS 308. Brojlefi v experimentalni skupiné byli krmeni krmnou smési
s pfidavkem 1 g/1000 g krmiva Miya-Gold od 2. do 49. dne Zivota a samotnym krmivem ve
skupin€ kontrolni. Tyto krmné smési byly peletovany, aby se snizila prasnost. Obé skupiny se
skladaly z 80 jedinct.

/////

a pramérny denni ptirastek, a to pii 1., 7., 10., 20., 35. a 49. dnu.

25



V mikrobiologické ¢asti studie byly analyzovany celkové pocty anaerobnich bakterii,
bifidobakterie, laktobacily, enterokoky, Escherichia coli a koliformni bakterie. Tyto hodnoty
byly zkoumény 1., 10. a 42. den ve voleti a slepém stfevé péti ndhodné vybranych jedincu.
Ihned po porazce byl odebran 1 gram obsahu volete a 1 gram obsahu slepého stfeva. Tyto
vzorky byly dany do zkumavek obsahujici minimalni médium v anaerobnim prostiedi ze
smési Hy a CO,. Analyzy byly provedeny bezprostiedné po odbéru vzorku:

e anaerobni kultivace pro stanoveni celkového poctu bakterii a bifidobakterii

e mikroaerofilni kultivace pro stanoveni poctu laktobacili

e aerobni kultivace pro stanoveni po¢tu enterokoku, Escherichia coli a koliformnich

bakterii

Vyhodnoceni bylo provedeno sectenim mikroorganismt po kultivaci pfi teploté¢ 37 © C po
dobu 48 hodin (24 hodin pro E. coli). Média pouzita pro kultivaci jednotlivych skupin bakterii

jsou uvedena v tabulce 1.

Skupiny testovanych bakterii Kultivacni média

Celkovy pocet mikroorganismu Wilkins-Chalgren anaerobe agar s ptidavkem
sojového peptonu (W+S)

Bifidobakterie W+S s piidavkem 200 mg/100 mL mupirocinu a
100 pL/100 mL ledové kyseliny octové (Rada a
Petr, 2000)

Laktobacily Rogosa agar s pridavkem

132 uL/100 mL ledové kyseliny octové

Enterokoky Slanetz-Bartley agar
Escherichia coli T.B.X. agar
Koliformni bakterie T.B.X. agar

Tabulka 2: Média pouzita pro kultivaci jednotlivych bakterii.

Wilkins-Chalgren anaerobe agar je slozen z nasledujicich latek: trypton (10 g), pepton
ze Zelatiny (10 g), kvasni¢ny extrakt (5 g), glukosa (1 g), NaCl (5 g), L- arginin (1 g), pyruvat
sodny (1 g), menadion (0,0005 g), haemin (0,005 g), hodnota pH je 7.1. 43 g je rozpusténo vV
1 litru destilované vodyspoleéné s5 g sojového peptonu, piivedeno K varu, do tplného

rozpus$téni. Nasleduje sterilizace v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C po dobu 15 minut. Jako
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kultivacni médium pro bifidobakterie byl pouzit také Wilkins-Chalgren anaerobe agar, navic
s ptidavkem mupirocinu a ledové kyseliny octové podle Rady a Petra (2000).

Ke kultivaci laktobacili byl pouzit Rogosa agar, ktery ma nasledujici slozeni: trypton
(10 g), kvasni¢ny extrakt (5 g), glukosa (20 g), sorbitolmono-9-oktadecenoat (1 @),
dihydrogenfosfore¢nan draselny (6 g), citronan amonny (2 g), octan sodny (17 g), sulfat
hotecnaty (0,575 g), siran Zeleznaty (0,034 g), agar (20 g); pH bylo po rozvafeni upraveno
132 uL/100 mL ledové kyseliny octoveé.

Slanetz-Bartley medium bylo pouzito pro kultivaci enterokokd. Toto médium je
slozeno z tryptonu (20 g), kvasni¢ného extraktu (5 g), glukosy (2 g), hydrogenfosfore¢nan
dihydrat KoHPO4. H20 (4 g), azid sodny (0,4 g), trifenyltetrazolium chlorid (0,1 g), agar (10
g). Hodnota pH je 7,2. 42 g bylo rozpusténo v destilované vodé a opatrné rozvafeno do
zlatavého zbarveni. Po vytemperovani na 50 °C bylo nalito na Petriho misky pro pouzZiti na
plotnovou metodu.

T. B. X. medium (Tryptone Bile Agar with X-Glucuronide) obsahuje trypton (20 g),
zlucové soli ¢. 3 (1, 5 g), agar (15 g), glukoronidaza (0, 075 g). Hodnota pH je 7,2. 36,6 g
TBX media bylo rozpusténo v 1 litru destilované vody a sterilovano v autoklavu pii teploté
121 °© C po dobu 15 minut. Po vytemperovani na 50 °C bylo nalito na Petriho misky pro
pouziti na plotnovou metodu.

Analyza mastnych kyselin s kratkym fetézcem byla provedena s pomoci plynové
chromatografie za pouZiti kolony Stabilwax®-DA a vodiku jako nosného plynu.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu Statgraphics Centurion XV
(Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, Virginie, USA) pouzitim dvouvybérovych t-testt

S rovnosti rozptylt.

5 Vysledky

Vysledky primérného denniho piirtstku, primérné hmotnosti a konverze krmiva jsou

uvedeny v tabulkach 3,4 a 5.

Priomérnda hmotnost (g)

Den 1 Den7* Den10* Den20* Den35  Den49*
Experimentalni 44.7 138.1 217.3 810.3 1787.2  3231.7
skupina
Kontrolni skupina 44.1 131.0 195.0 760.1 1767.9  2780.9
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Tabulka 3. Primérna hmotnost testovanych brojlert. Statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinami (P < 0,05) jsou oznaceny hvézdickou (*).

Denni prirastek (g)

Den 1-7
Experimentalni | 15.56 19.17
skupina
Kontrolni 14.48 16.77
skupina

Den1-10 Den11l-20 Den?21-35 Den 36-49

59.30 65.13 103.17

5

6.56 67.19 72.36

Tabulka 4. Primérné denni pfirastky testovanych brojlert.

Konverze krmiva (kg)

Experimentalni | 1.53
skupina
Kontrolni 2.09

skupina

Den1-7 Denl1-10

1.71

1.90

Den 11- 20
1.70

1.81

Den21-35 Den36-49 Do35.dne Do 49.dne
2.22 2.04 1.79 1.84

1.82 2.76 1.90 2.08

Tabulka 5. Poméry konverze krmiva testovanych brojlert.

Vysledky ukazuji schopnost Miya-Goldu zvysit konverzi krmiva, denni pfirtstek a tim

1 hmotnost kufat na vykrm.

Vysledky mikrobiologické analyzy jsou uvedeny v tabulkach 6, 7, 8,9, 10 a 11. Pocty

bakterii byly vyjadieny v log CFU/g vzorku.

Slepé stievo, den 1. Kontrola Miya-Gold
Celkové pocty 10.08 £0.26 10.06 £ 0.28
Bifidobakterie 4.92+1.27 5.09+1.09
Laktobacily 591+047 6.87+0.91
Enterokoky 9.55+0.43 8.90+1.75
Escherichia coli 9.60 + 0.06 9.03+1.70
Koliformni bakterie | 8.38 £0.06 7.59+1.19

Tabulka 6. Pocty bakterii tlustého stieva, 1. den.
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Vole, den 1. Kontrola Miya-Gold
Celkové pocty 8.95+0.31 9.01 £0.12
Bifidobakterie - 5.40 +0.46
Lactobacily 554+1.72 7.29 £0.78
Enterokoky 7.73 £0.78 7.84 £0.28
Escherichia coli 7.90 £0.78 7.96 +£0.75
Koliformni bakterie 7.71 £0.56 7.60 = 0.30
pH 4.66+0.23 458 +£0.28
Tabulka 7. Pocty bakterii volete, 1. den.

Slepé stievo, den 10. Kontrola Miya-Gold
Celkové pocty 10.09 £ 0.20 10.25+0.32
Bifidobakterie 9.18+0.23 8.83£1.35
Lactobacily 9.04+£0.19 8.55+0.56
Enterokoky 8.64 +0.35 7.82 £0.61
Escherichia coli* 8.47 +0.81 7.29+0.61
Koliformni bakterie 7.25+1.05 7.01 +£0.51
pH* 5.16+0.15 5.70£0.43

Tabulka 8. Pocty bakterii slepého stfeva v 10. dni. Statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinami (P < 0,05) jsou oznaceny hvézdic¢kou (*).

Vole, den 10. Kontrola Miya-Gold
Celkové poity 9.32+0.39 9.58 +0.46
Bifidobakterie* 5.04+0.39 4.29 +£0.55
Lactobacily 8.82+0.11 8.69 £ 0.63
Enterokoky 8.08 £0.33 8.34+0.63
Escherichia coli - -

Koliformni bakterie 6.70 £ 0.55 6.40 £0.35
pH 472 +0.11 442 +0.22

Tabulka 9. Pocty bakterii volete v den 10. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P <

0,05) jsou oznaceny hvézdickou (*).
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Slepé stievo, den 42. Kontrola Miya-Gold
Celkové poéty 10.09 + 0.26 10.13 +0.23
Bifidobakterie 9.92+0.36 9.55+0.19
Lactobacily 8.53+0.31 9.01 £0.40
Enterokoky* 8.10+0.17 7.55 +£0.39
Escherichia coli* 8.22 +0.64 7.00 +£0.92
Koliformni bakterie 7.06 = 0.60 6.05+1.10
pH 6.44 + 0.09 6.04 £ 0.51

Tabulka 10. Pocty bakterii slepého stieva v den 42. Statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinami (P < 0,05) jsou oznaceny hvézdic¢kou (*).

Graf 1. zobrazuje porovnani E. coli u obou skupin ze slepého stieva ze dne 42. pomoci

krabicového diagramu.

Box-and-Whisker Plot

Col_1

7.8

8.8 2.8

Graf 1. Krabicovy diagram slepého stieva, E. coli, den 42. Nahote kontrolni a dole

pokusna skupina. Za pomoci dvouvybéroveého t-testu byl prokazan statisticky vyznamny

rozdil mezi skupinami (P < 0,05).



Vole, den 42. Kontrola Miya-Gold
Celkové pocty 8.74 £0.56 9.65+0.33
Bifidobakterie 5.20+0.32 4.73 £0.96
Lactobacily 8.29+0.59 9.04 +0.44
Enterokoky 7.18£0.43 6.94 +£0.40
Escherichia coli* 6.73 £0.52 5.64 £0.47
Koliformni bakterie* 6.05+0.75 4.33 +£0.35
pH* 5.74+£0.53 4.72 +0.35

Tabulka 11. Pocty bakterii volete v den 42. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P <

0,05) jsou oznaceny hvézdickou (*).

Podle analyzy mikrobioty ve 42. dnu jsme shledali statisticky vyznamné nizsi (P > 0,05)
pocéty Escherichia coli ve slepém stfevé a rovnéz niz8i mnozstvi Escherichia coli a

koliformnich bakterii ve voleti. Analyza také prokazala niz$i pH ve voleti v Miya-Gold

skuping.

V nasledujicich grafech jsou znazornény zmény v poctech bakterii a hodnoty pH s

pribyvajicim vékem.
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Graf 1. Pocty bakterii a hodnota pH ve slepém stfeve u kontrolni skupiny v den 1, 10 a 42.
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Graf 2. Pocty bakterii a hodnota pH ve slepém stfevé u pokusné skupiny v den 1, 10 a 42.
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Graf 3. . Poéty bakterii a hodnota pH ve voleti u kontrolni skupiny v den 1, 10 a 42.
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Graf 4. Pocty bakterii a hodnota pH ve voleti u pokusné skupiny v den 1, 10 a 42.

V tabulkach 12. a 13. jsou uvedena naméfena mnozstvi t€kavych mastnych kyselin

s kratkym fetézcem ve vzorcich ke dni 42.

Metabolit Kontrola Miya-Gold
acetat 441.52 381.08
propionat 183.42 196.96
isobutyrat 3.37 2.14
butyrat* 103.41 132.12
isovalerat 751 4.08
valerat 8.24 4.80
isokapronat* 0.91 2.74
kapronat 1.18 0.28
heptanoat ND ND

> 749.57 724.19

Tabulka 12. Mnozstvi mastnych kyselin s kratkym fetézcem ve slepém stievé ke 42. dni.

Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P < 0,05) jsou oznaceny hvézdi¢kou (*).

Bylo zjisténo statisticky vyznamné vyssi (P <0,05) mnozstvi kyseliny maselné ve slepém

sttevé u Miya-Gold skupiny. Mnozstvi ostatnich mastnych kyselin s kratkym fetézcem se

statisticky vyznamné¢ nelisily.
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Metabolit Kontrola Miya-Gold
acetat 59.42 58.79
propionat 1.14 0.27
isobutyrat 2.19 1.85
butyrat - -
isovalerat 0.48 -
valerat 2.46 1.25
isokapronat 4.64 3.70
kapronat 0.84 2.78
heptanoat - -

> 71.16 68.63

Tabulka 13. Mnozstvi mastnych kyselin s kratkym fetézcem ve voleti ke 42. dni.

6 Diskuze

Zjistili jsme, ze pramérna hmotnost jedinci ve skupiné s ptidavkem Miya- Gold, byla
statisticky vyznamné vyssi (P <0,05), nez v kontrolni skupiné v den 7, 10, 20 a 49. Bylo
prokazano, ze testované Clostridium butyricum podporuje rtst brojlerti, coz je v souladu
s poznatky z jinych studii (Zhang et al., 2011; Meimandipour et al., 2010; Gao et al., 2012;
Yang et al., 2012) a zaroven zvySuje stabilitu stfevni mikrobioty, coz ma pfiznivy vliv na
zdravi a uzitkovost zvifat.

Z vyssich dennich pfirGstkil t€lesné hmotnosti a tim padem i ze statisticky vyznamné
vys$$i primérné télesné hmotnosti vyplyva také lepsi konverze krmiva.

Jedinou vyjimkou je primérna hmotnost v 35. dnu, kterd ma zasadni vliv na vykrm kufat.
V této dob¢ jsme mezi skupinami nezjistili Zadné vyznamné rozdily v primérné hmotnosti.
Denni ptirtstek v této dob¢ naopak statisticky nevyznamné klesnul a konverze krmiva se také
zhorsila. Tyto vyjimky mohou byt disledkem hierarchickym chovanim, které se mize objevit
v urCitém zivotnim obdobi kurat (Estevez et al., 2003). Diisledkem toho je skupina méné
homogenni a vysledky mohou byt vice variabilni.

Co se tyce poctu jednotlivych bakterii a hodnot pH, nebyly mezi kontrolni a pokusnou
skupinou k 1. dni pozorovany zadné staticky vyznamné rozdily. Prvni staticky vyznamné
rozdily se projevily v den 10, a to v ptipad¢ poctu Escherichia coli ve slepém stfevé a poctu
bifidobakterii ve voleti. V 10. dni jsme mohli pozorovat také statisticky vyznamné vyssi pH

ve slepém stfevé u experimentalni skupiny. V den 42 se objevilo jiz vice statisticky
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vyznamnych rozdili. Ve slepém stfevé doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni poctu
enterokokt a Escherichia coli u pokusné skupiny. Ve voleti se u experimentalni skupiny
projevily statisticky vyznamné rozdily v po¢tu bakterii Escherichia coli a koliformnich
bakterii. U pokusné skupiny dale doslo ve voleti ke statisticky vyznamnému snizeni hodnoty
pH.

Statisticky vyznamné nizsi pfitomnost Escherichia coli a koliformnich bakterii ve slepém
stiev€ i ve voleti u pokusné skupiny podporuje tvrzeni Van Immerseel et al. (2004), ktefi pisi,
ze produkce kyseliny maselné muze hrat klicovou roli v inhibici patogennich organismu, kam
za uréitych podminek patii i n€které kmeny Escherichia coli a koliformnich bakterii.
Vzhledem k tomu, Ze Clostridium butyricum produkuje kyselinu maselnou, jako primarni
metabolit, tak tyto vysledky jasn€ dokazuji schopnost Miya-Goldu ovlivnit sloZeni mikrobioty
slepého stieva a volete.

Z vyzkumu mnozstvi t€kavych mastnych kyselin s kratkym fetézcem vyplyva, ze ke
statisticky vyznamnému zvySeni doSlo u mnozZstvi butyratu a isokapronatu ve slepém stieve.
U volete k zadnym statisticky vyznamnym zménam v mnozstvi mastnych kyselin s kratkym
fetézcem nedoslo. Ze statisticky vyznamné vys$§iho mnozstvi butyratu ve stievé ve dni 42
vyplyva metabolicka aktivita dodaného Clostirdium butyricum. Jak pise Meimandipour et al.
(2010), butyrat vyzivuje buiky stfevniho epitelu a snizuje vyskyt patogenti. Butyrat je také
zdrojem energie pro zvifata a pisobi na proliferaci stitevnich bunék (Topping a Clifton, 2001).
Tyto skuteénost podporuje tvrzeni o probiotickych vlastnostech Clostridium butyricum
MIYAIRI 588.

Zaroven bylo ve stievé ke dni 42 zjiSténo statisticky nevyznamné niZ§i mnoZzstvi acetatu
u pokusné skupiny. Vzhledem ke skute¢nosti, ze statisticky nevyznamné niz$i byly i poCty
bifidobakterii ke dni 42 v pokusné skupiné, naznacuji tyto skutecnosti, ze dodané Clostridium
butyricum snizovalo vyskyt a tim i metabolickou aktivitu bifidobakterii. Statisticky vyznamné
niz§i pocty bifidobakterii se objevily pouze v den 10. Ngkolik studii naopak uvadi, ze
Clostridium butyricum podporuje rist bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium (Kamiya
et al., 1997; Seki et al., 2003; Kong et al., 2011; Zhang et al., 2011). Bifidobakterie maji
schopnost omezovat pocty patogennich klostridii. Z nasich vysledkd usuzujeme moznost i
opac¢ného efektu projevujiciho se snizenym poctem bifidobakterii pii dodani Clostridium
butyricum. Tyto souvislosti jsou vysvétleny negativni korelaci bifidobakterii a klostridii
(Wang a Gibson, 1993; Gibson a Wang, 1994).

Ke dni 42 jsme také pozorovali statisticky vyznamné snizeni poctu enterokoki, coz také

mohlo byt ovlivnéno dodanym Clostridium butyricum.
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Vzorky pokusné skupiny ze dne 42 ze slepého stieva statisticky nevyznamné a z volete
statisticky vyznamné vykazuji niz8§i hodnoty pH. Vzhledem k tomu, Ze suma mastnych
kyselin s kratkym fetézcem byla u pokusné skupiny ve stievé nizsi, nez u skupiny kontrolni,
prikladam tuto skuteCnost sniZzeni poCtu potencialné proteolytickych bakterii, jako jsou
Escherichia coli a koliformni bakterie. Proteolyticka aktivita bakterii ve stfevé vede ke
zvySeni pH, coz je ve stfevé pokladano za nezadouci proces. I z tohoto hlediska lze na

testované Clostridium butyricum pohlizet, jako na potencialné probioticky mikroorganismus.

[ Zavér

Hypotéza znéla, Ze jedinci krmeni Miya-Gold budou mit vyssi uzitkovost a stabilizuje
se jejich stfevni mikrobiota. Vysledky jasné ukazuji schopnost Miya-Gold ovlivnit sloZeni
mikrobioty, jak ve slepém stfeve, tak 1 ve voleti. Vyroba kyseliny maselné mtze hrat klicovou

roli v inhibici patogennich organismi, kam mohou za urcitych podminek pattit nékteré kmeny

Escherichia coli a koliformnich bakterii.

Vysledky této prace naznacuji, ze Clostridium butyricum MIYAIRI 588 disponuje
potencialné probiotickymi vlastnostmi a zlepSuje uZitkovost brojlert. Vzhledem k dodavané
form¢ (spory) mize tento kmen v budoucnu najit Siroké vyuziti ve vyzivé hospodaiskych

zvitat a tfeba jednou 1 ve vyzivée lidské.
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