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Enteralni vyziva jako ristové médium pro stievni bakterie

Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo testovat rlst stfevnich bakterii v enteralni vyzive
a enteralni vyzivé s lysozymem. Hypotézou bylo, Ze enteralni vyzivy budou pisobit jako
prebiotika tzn. podporovat rust probiotickych bakterii, zatimco potencialné¢ patogenni
mikroorganismy budou potlaceny. Enterdlni vyziva slysozymem bude inhibovat rust

klostridii.

Stievni mikrobiota je slozity ekosystém, ktery je dulezity v homeostaze
gastrointestindlniho traktu. Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které pii konzumaci
V dostateném mnozstvi, maji prospé$ny uclinek na zdravi hostitele. Prebiotika jsou
nestravitelné slozky potravin, které pozitivn¢ ovliviuji zdravi c¢loveéka, podporuji rust
probiotickych mikroorganismi. Enteralni vyziva je pouzivana pro navozeni remise u 1écby
Crohnovy choroby. Crohnova choroba je chronické zanétlivé onemocnéni stiev. Lysozym je
antimikrobialni enzym, hydrolyticky $§tépi B-(1,4) glykosidickou vazbu N-acetylmuramové

kyseliny a N-acetylglukosaminu v bunééné sténé bakterii.

Testovani ristu stfevnich bakterii bylo provadéno v mikrotitra¢ni desti¢ce. Do 90 pl
enteralni vyzivy, enteralni vyzivy s lysozymem nebo W-Ch bujoénu bylo napipetovano 10 ul
nafedénych bakterii. Mikrotitracni desti¢ka byla kultivovana anaerobné po dobu 24 hodin, pfi
teploté 37 °C. Po 24 hodinach byly bakterie naockovany do Petriho misek s Wilkins-Chalgren
agarem se sojovym peptonem. Misky byly kultivovany po dobu 48 hodin za anaerobnich
podminek. Escherichia coli byla ockovana do Petriho misek na agar a kultivovana po dobu 24
hodin pii 37 °C. Narostlé kolonie byly pfepoc€itany na log KTJ/g a hodnoty byly statisticky

vyhodnoceny.

V nejnizsich poctech roste v enteralnich vyzivach s lysozymem i bez lysozymu
B. animalis subsp. lactis (DAN a BB12). V enteralnich vyzivach nejlépe rostly bakterie rodu
Escherichia. V enteralnich vyzivach s lysozymem nejlépe rostly bakterie rodu Lactobacillus.
Ve Wilkins-Chalgren bujonu nejlépe rostly bakterie rodu Escherichia. Pridavek lysozymu
(100 mg/l) neinhibuje ristu bakterii. Na zavér lze konstatovat, Ze enterdlni vyZivy

nevykazovaly prebioticky t¢inek.

Kli¢ova slova: enterdlni vyziva, lysozym, stievni bakterie, bifidobakterie, klostridie



Enteral feeding as a growth medium for intestinal bacteria

Summary

The aim of master’s thesis was to test the growth of intestinal bacteria in enteral
feeding and enteral feeding with lysosyme. The hypothesis was that enteral feeding will act as
a prebiotics, supporting the growth of probiotics bacteria while potentially pathoghenic
microorganisms will be suppressed. Enteral feeding with lysosyme will inhibit the growth of

clostridia.

Intestinal microbiota is complex ecosystem that is important in the homeostasis of the
gastrointestinal tract. Probiotics are live microorganisms which they have beneficial effect on
the host health. Prebiotics are indigestable components of foods that positively affect on
human health. Prebiotics selectively stimulate the growth probiotic microorganisms. Enteral
feeding is indicated for the inducing remission of patiens with Crohn’s disease. Crohn’s
disease is chronic inflammatory bowel disease. Lysosyme is an antimicrobial enzyme that
hydrolyses the B-(1,4) linkage between N-acetylmuramic acid and N-acetylglukosamine in

bacterial cell wall.

The growth of intestinal bacteria was tested in the microtitre plates. Enteral feeding,
enteral feeding with lysozyme, Wilkins-Chalgren broth (90 pl) was inoculated with 10 pl
suspension of bacteria. The microtitre plate was incubated in anaerobic condition at 37 °C for
24 hours. After 24 hours bacteria were inuculated to the Petri dishes containing Wilkins-
Chalgren agar with soya peptone. Petri dishes were cultivated anaerobically at 37 °C for 48
hours. Escherichia coli was cultivated aerobically at 37 °C for 24 hours. Number of bacteria

was expressed in log CFU/g and was statisticaly analysed.

The strains of Bifidobacterium animalis subsp. lactis (DAN and BB12) had the lowest
growth in enteral feeding with and without lysosyme. The strains of Escherichia coli had the
highest growth in enteral feeding. Lactobacilli had the highest growth in enteral feeding with
lysosyme. E. coli had the highest growth in Wilkins-Chalgren broth. The lysosyme (100 mg/l)
doesn’t inhibit the growth of bacteria. It could be concluded that enteral feedings seems not to

be prebiotics.

Keywords: enteral feeding, lysosyme, intestinal bacteria, bifidobacteria, clostridia
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1 UVvOD

Stirevni mikrobiota clovéka je slozity ekosystém, ktery je klicovym prvkem
vV homeostaze gastrointestinalniho traktu. Pfirozena mikrobiota je vyznamna pro fyziologicky,
anatomicky a imunitni vyvoj hostitele. Stimuluje imunitni systém a tim brani pfed kolonizaci
potencialn¢ patogennimi mikroorganismy. Vyvoj stfevni mikrobioty ovliviiuje délka
téhotenstvi, vlastni pribéh porodu, vyziva novorozence (kojeni, uméld vyziva), vngjsi

prostiedi a léky (antibiotika).

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které pii konzumaci v dostatecném mnozstvi,
maji prospésny ucinek na zdravi hostitele. Hlavnim ukolem probiotik je udrzeni normalni
(zdravé) stfevni mikrobioty, ochrana proti infekcim, stimulace imunitniho systému. Mezi
probiotické rody patti Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus. Dale se
vyuziva rod Bifidobacterium, nepatogenni Escherichia coli, Bacillus sp. nebo kvasinka rodu

Saccharomyces. Vyrobky obsahujici prebiotika i probiotika se nazyvaji synbiotika.

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravin, které pozitivné ovliviiuji zdravi hostitele,
selektivné stimuluji rist a aktivitu probiotickych mikroorganismt v travicim traktu. Vyskytuji
se Vv matefském mléce, ovoci 1 zelenin€. Rozdéluji se na fruktooligosacharidy a inulin,
laktulosu,  galaktooligosacharidy,  sojové  oligosacharidy, izomaltooligosacharidy,

xylooligosacharidy.

Enterdlni vyziva (EV) je potravina pro zvlastni lékaiské Ucely, ktera je urcena
K popijeni nebo podavani sondami ¢i striemi. Indikuje se u pacientii s Crohnovou chorobou,
K navozeni remise. Crohnova choroba je chronické recidivujici zanétlivé onemocnéni stiev.
Typickymi ptiznaky jsou bolesti bficha, priijmy, podvyziva. Patogeneze nemoci je ziejmé
zalozena na selhdni mechanizml symbidzy stievni mikrobioty a stfevniho slizni¢niho

imunitniho systému u geneticky predisponovanych osob.

Antimikrobidlni latky jsou takové slouceniny, které piisobi proti mikroorganismim
(bakteriim, virim, plisnim, prvokiim). Lysozym je hydrolyticky enzym (muramidasa), ktery
v roce 1922 objevil Alexander Fleming. Antimikrobialni uc¢inek lysozymu spoc¢iva v tom, ze
narusuje bunéfnou sténu zejména grampozitivnich bakterii. Hydrolyticky S$tépi B-(1,4)
glykosidickou vazbu N-acetylmuramové kyseliny a N-acetylglukosaminu v peptidoglykanové

vrstvé bunécnych stén.



2 CILAHYPOTEZA

Cilem této diplomové prace je testovat schopnost stfevnich bakterii (Bifidobacterium,
Clostridium, Lactobacillus, Escherichia) rist v enteralnich vyzivach. Budou pouzity enteralni
vyzivy Fresubin, Fortini a Modulen IBD. Modulen IBD je specialni enteralni vyziva
pouzivana pii 1écbé Crohnovy choroby. Dale budou enterdlni vyzivy obohaceny
0 antimikrobialni enzym lysozym a bude sledovano, jak ovlivni rust bakterii. Lysozym pisobi

antimikrobidlné zejména proti grampozitivnim bakteriim.

Hypotézou je, ze rizné bakterie (bifidobakterie, klostridie, laktobacily, koliformni
bakterie) budou rast v enteralni vyzivé odlisné. Pfidavek lysozymu bude inhibovat klostridie,

zatimco bifidobakterie nebudou ovlivnény.



3 LITERARNI RESERSE

3.1 Strevni mikrobiota

3.1.1 Definice a funkce

Stirevni mikrobiota cClovéka je slozity ekosystém, ktery je klicovym prvkem
Vv homeostaze gastrointestinalniho traktu (Tap et al., 2009). Stfevni mikrobiotu ¢lovéka tvoti
400-500 druhti mikroorganismd, v poétu az 10** bakterialnich bungk a hmotnosti zhruba 1000
gramu. Sender et al. (2016) upravili pomér mezi bakterialnimi a télnimi buitkami na hodnotu
1. Lidské t&lo tedy tvori 3x10™ t&lnich bungk a 4x10"™ bakteridlnich bunék (Sender et al.,
2016). Striktni anaerobové tvoii az 97 % bakterii z celkové populace. V travicim traktu se
vyskytuji zejména rody: Bifidobacterium, Eubacterium, Bacteroides, Peptococcus,

Fusobacterium, Clostridium, Lactobacillus a Escherichia (Golgin, 1992).

Pfirozena mikrobiota je dilezitym faktorem pro fyziologicky, anatomicky a imunitni
vyvoj hostitele. Stimuluje imunitni systém a tim brani pfed kolonizaci potencialné
patogennimi mikroorganismy. Mikroorganismy napomahaji pfi procesu traveni, b&hem
fermentace v tlustém stifevé vznikaji mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které slouzi jako
vyZiva pro stievni buniky. Dalsi funkci stfevni mikrobioty je produkce vitaminti nebo ochrana

pted alergiemi z potravin (Berg, 1996; Gibson and Roberfroid, 1995).

3.1.2 Historie

Vyzkumy spojené se stievni mikrobiotou nastaly ve 2. poloving 19. stoleti, na kterych
se vyznamn¢ podileli Robert Koch, Louise Pasteur a Theodor Escherich. Louise Pasteur
ptipravoval ptidy pro péstovani mikroorganismi. Vysvétlil proces kvaSeni a vynalezl metodu
konzervace-pasterizaci. Robert Koch je zakladatelem Iékaiské mikrobiologie, objevitel

puvodct nemoci, jako je tuberkuloza nebo cholera (Zbofil et al., 2005).

Rakousko-némecky pediatr Theodor Escherich popsal v roce 1885 bakterii, ktera se
dnes nazyva Escherichii coli, tento okamzik se povazuje za pocatek studia fyziologie
traviciho traktu. Studoval slozeni stfevni mikrobioty u déti ve spojitosti s nemocemi, které
zpusobuji bakterie. Escherich zkoumal vyznam matefského mléka a zdarazioval dilezitost
kojeni. Zjistil, ze v kravském mléce je vysoky obsah sodiku, proto neni kravské mléko

vhodné jako kojenecka vyziva (Shulman et al., 2007).



Francouzsky 1ékat Henry Tissier (1906) porovnaval stolici zdravych déti a déti trpicich
prijmem. Déti trpici prijmem mély ve stolici malo bifidobakterii, zatimco zdravé déti jich
mély velké mnozstvi. Proto navrhl, aby se détem s prijmem davaly tyto bakterie, které

pomohou obnovit jejich zdravou stievni mikrobiotu.

Obrizek 1 Osidleni traviciho traktu (dle Korecka and Arulampalam, 2012)
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3.1.3 Vyvoj mikrobioty

Vyvoj stfevni mikrobioty ovliviiuje délka té¢hotenstvi, vlastni pribéh porodu, vyziva
novorozence (kojeni, uméla vyziva), vnéjsi prostiedi, léky typu antibiotik (Oozeer et al.,

2013).

Plod ditéte je do porodu sterilni. Gastrointestinalni trakt novorozence je osidlovan
v pribéhu porodu, zavisi tedy na osidleni traktu matky. U déti porozenych piirozené
z pocatku prevazuji fakultativné anaerobni bakterie (Escherichia coli, Enterococcus), které

vytvoii prostfedi vhodné pro striktné¢ anaerobni bakterie (Yoshiota et al., 1991). Po porodu



cisafskym fezem dochazi ke kolonizaci komenzalnimi bakteriemi pozdéji nez u déti

porozenych normalné (Thomas and Greer, 2010).

U déti kojenych pievladaji bifidobakterie a laktobacily. U déti na umélé vyzivé je
skladba bakterii pestiejsi, vyskytuji se klostridie, enterobakterie, bakteroidy, veilonelly
(Gibson and Roberfroid, 1995).

Zhruba ve 2 letech véku se stfevni mikrobiota zac¢ind podobat mikrobioté dospélych
lidi (viz obrazek 1). U dospélych lidi se vyskytuji rody Bifidobacterium, Eubacterium,
Clostridium, Lactobacillus, grampozitivni koky, koliformni bakterie, methanogenni bakterie,
sulfat redukujici bakterie (Gibson and Roberfroid, 1995).

3.1.4 Rod Clostridium

Bakterie rodu Clostridium jsou grampozitivni, anaerobni nebo aerotolerantni,
sporulyjici  tyCinky, nékteré produkuji toxiny. Pfirozené¢ se vyskytuji v pude,
Vv gastrointestinalnim traktu ¢lovéka i zvifat, vod¢, mléce nebo medu. Nékteré druhy jsou
proteolytické, jiné sacharolytické a pfi anaerobnim §tépeni tvoii maselnou kyselinu a velké

mnozstvi plynt, jako je oxid uhli¢ity nebo vodik (Wells and Wilkins, 1996).

Clostridum tetani produkuje toxin tetanospasmim, ktery zptusobuje tetanus. Do téla se
dostavaji spory otevienymi ranami. Pfi tetanu dochazi ke svalovému ztuhnuti a kiecim.
Clostridum botulinum produkuje neurotoxin botulotoxin, ktery blokuje uvolfiovani
acetylcholinu a nasledné tak dochazi k ochabnuti svald. Zdrojem botulotoxinu jsou $patné
zpracované konzervy. Clostridium difficile produkuje toxin A (enterotoxin) a toxin B

(cytotoxin). Zptsobuje prijmy az pseudomembrandzni kolitidy (Wells and Wilkins, 1996).

V travicim traktu lidi se vyskytuje Clostridium butyricum, produkuje kyselinu
maselnou, kterd ma proliferativni ucinek na slizni¢ni bunky stfev. Byl povaZovan za
nepatogenni, do doby nez se objevily ptipady kojeneckého botulismu. Miize pftispivat

I k nekrotizujici enterokolitidé (Rockova et al., 2011).

Nepatogenni C. butyricum MIYAIRI kmen 588 byl v Japonsku schvalen pro huméanni
klinické pouziti, proti prijmu. Antagonisticky pisobi proti Candida albicans, Clostridium
difficile, enterotoxické E. coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., Vibrio spp. a Helicobacter
pylori (Takahashi et al., 2004). V CR se pouziva pro drilbez a prasata, jako doplnék do krmiv
a probioticky preparat Miya-Gold® S, ktery obsahuje spory C. butyricum.



3.2 Probiotika

3.2.1 Definice a funkce

Fuller roku 1989 definuje probiotika jako zivé mikroorganismy pfidavané do potravin,
které pfiznivé ovliviiuji zdravi hostitele tim, ze zlepSuji rovnovéhu jeho stfevni mikrobioty.
Pozd¢ji byla definice upravena a fika, ze probiotika jsou zivé mikroorganismy, které pti
konzumaci v dostateném mnozstvi, maji prospésny ucinek na zdravi hostitele (Guarner and

Schaafsma, 1998).

Hlavnim ukolem probiotik je udrzeni normalni (zdravé) stfevni mikrobioty. Jejich
fungovani spoCivd vtom, Ze tvoii antimikrobialni latky, konkuruji patogennim
mikroorganismim o Ziviny a ochrafuji tak organismus proti infekcim (Fuller, 1991). Mohou
zmiriiovat intoleranci na laktosu a snizovat cholesterol. Celkové tak stimuluji imunitni
systém. Pouzivaji se pti 1é¢bé prijmu a v prevenci proti stfevnim onemocnénim (Holzapfer
and Schillinger, 2002; Kaur et al., 2002). Dale mohou mit pozitivni ucinky na 1é¢bu
vaginalnich infekci, které zptsobuje Candida (Sanders, 1998).

Probiotické mikroorganismy produkuji vitaminy skupiny B a vitamin K. Kmeny, které
maji prokazané ptiznivé U¢inky, mohou byt konzumovéany ve vysokém poctu (Holzapfer

and Schillinger, 2002).

Pozadované vlastnosti pro probiotika dle Fullera (1989):
1. Kmen, ktery ma ptiznivy vliv na hostitele.
2. Kmen, ktery je nepatogenni a netoxicky.
3. Pritomny jako Zivotaschopné buniky ve velkém mnozstvi.
4. Schopnost pfezivani ve stieve, odolnost vii€i nizkému pH a organickym kyselindm.
5

Stabilni a Zivotaschopny 1 po del$i dobé skladovani.

Utinky na zdravi dle Schrezenmeira a Vrese (2001):
e Snizeni infekce, kterou zptisobuje Helicobacter pylori.
e SniZeni pfiznaku alergii.
e Prevence pied zacpou.
e Uleva od syndromu drazdivého stieva.
e Pozitivni G€inky v metabolismu mineralnich latek.

e Prevence rakoviny.



e Snizeni cholesterolu a plazmatickych triglycerida.

3.2.2 Historie

Za zakladatele nauky o probiotikdch je povazovan rusky mikrobiolog Ilja Ilji¢
Mecnikov, diky své koncepci antibidozy. Mecnikova ,,optimisticka studie o prodluzovani
veku* poukazuje na ptiznivé u€inky bakterii z jogurtu na lidské zdravi, coz mélo byt divodem
dlouhovékosti lidi na Balkané. Bakterie zjogurtu potlacovaly rist hnilobnych bakterii
(Mecnikov, 1907). V roce 1908 ziskal Me¢nikov Nobelovu cenu za medicinu, za vyzkum

imunitniho systému, konkrétné za objev fagocytozy.

Termin probiotika poprvé pouzili az roku Lilly a Stilwell az roku 1965. Vénovali se
testovani rastu mikroorganismtli, pficemz zjistili, ze latka produkovand jednim
mikrorganismem ovliviuje rast druhého mikroorganismu. Toto zacali porovnavat
s antibiotiky. Parker v roce 1974 pouzil termin probiotika ve vztahu mezi mikroorganismy

se zvitaty a lidmi (Hamilton-Miller et al., 2003).

3.2.3 Probiotické bakterie

Mezi probiotika fadime bakterie mlééného kvaSeni, konkrétné rody Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus. Dale se vyuziva rod Bifidobacterium, nepatogenni
Escherichia coli, Bacillus nebo kvasinka Saccharomyces. Nejvice se pouzivaji bakterie rodu
Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp, které jsou také nejvice prozkoumané. Nejcastéji
pouzivanym laktobacilem je Lactobacillus casei spp. rhamnosus, oznaovany jako
Lactobacillus GG (Fric, 2007; Rolfe, 2000).

Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni, mikroaerofilni nebo anaerobni, nesporulujici tyCinky.
Jejich optimalni teplota ristu je 35-40 °C pti pH 5,5-6,0 (Gomes and Malcata, 1999). Tyto
bakterie poprvé vyizoloval Moro ze stolice roku 1900, oznacil je Bacillus acidophilus (Kulp
and Rettger, 1924). Vyskytuji na rostlinach, materialu rostlinného ptvodu, ve zkvasenych

nebo zkazenych potravinach nebo i v travicim traktu zivocichu (Jay et al., 2005).

Cukry (glukosu) vyuzivaji jako zdroj uhliku a pfeménuji ji na jeden nebo vice
produktt, déli se tedy na homofermentativni a heterofermentativni. Homofermentativni
bakterie tvofi zjednoduchych cukrd kyselinu mléénou (> 85 %). Produkty

heterofermentativnich bakterii jsou mlééna kyselina, octova kyselina, oxid uhli¢ity, etanol



atekavé kyseliny. Nezastupitelnou roli maji pfi vyrobé potravin, kde je potieba mlécné
kvaseni, zejména u mlécnych kysanych vyrobkt, kysané zeleniny, fermentovanych masnych

produktu, ale také pii vyrob¢ peciva (Tannock, 2004).

Nejcastéji vyuzivané probiotické bakterie rodu Lactobacillus jsou druhy:
e Lactobacillus acidophilus,
e Lactobacillus casei,
e Lactobacillus gasseri,
e Lactobacilllus johnsonii,
e Lactobacilllus rhamnosus,

e Lactobacilllus reuteri (Ouwehand et al., 2002).

Rod Streptococcus

Streptokoky jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie kulatého tvaru, tvofi
fetizky, netvofi spory. Optimalné roste pii teplotaich 37-42 °C. Bézné se vyskytuji
Vv gastrointestinadlnim traktu ¢lovéka a zvirat. V mlékarenstvi se pouzivaji do mlékatskych

kultur, na vyrobu jogurtu.

Probiotické u¢inky ma nepatogenni kmen Streptococcus salivarius K12, ktery by mohl
byt vyuZzit vV zubnim lékafstvi, jako ochrana pfed zubnim kazem (Wescombe et al., 2009).
Zubni kazy jsou zplsobovany kmenem Streptococcus mutans, ktery dokdze Streptococcus
salivarius inhibovat (Walker et al., 2016). Jako probiotikum je mozna kombinace streptokoku
s laktobacily. Ustni probiotika snizuji mnozZstvi kvasinek rodu Candida v ustech. Pii testovani
Streptococcus salivarius M18 u déti doslo ke sniZzené tvorbé zubniho plaku (Burton et al.,
2016).

Rod Enterococcus

Enterokoky jsou grampozitivni, fakultativn€ anaerobni, nesporulujici kokovité
bakterie. Jejich optimalni teplota riistu je 37 °C. Pfirozené se vyskytuji v syrovém mléce,
Vv gastrointestinalnim traktu ¢lovéka i zvifat, na rostlinném materialu. Probiotické streptokoky
jsou kmeny Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis. Pouzivaji se v 1é¢bé priijmu nebo
pfi 1é€bé antibiotiky, dale u syndromu drazdivého traéniku. Také maji vliv na snizeni

cholesterolu v krvi a na zlepseni imunity (Franz et al., 2011).



Enterococcus faecium se v mlékafstvi pouziva jako netradi¢ni startovaci kultura pii
vyrobé¢ syru. Tento enterokok pfi testovani odolnosti v gastrointestinalnim prostredi vykazuje

vysokou odolnost (Santos et al., 2015).

Nami et al. (2014) izolovali bakterie z vaginalniho traktu zdravych zen a zjistili, Ze
Enterococcus durans preziva v prostredi traviciho traktu a mohl by kolonizovat stievni epitel.
Tento kmen inhibuje mnoho patogennich mikroorganismt a je citlivy na Sirokou skalu

antibiotik.

Rod Lactococcus

Laktokoky jsou grampozitivni bakterie, fakultativné anaerobni, netvoii spory.
Kokovité bakterie tvoti diplokoky nebo fetizky. Optimalni teplota ristu je 30 °C. Ptirozené se
vyskytuji vmléce a na rostlinném materidlu, jsou soucasti vaginilni mikrobioty.
V mlékarenstvi se pouZzivaji jako smetanova kultura. Probioticky kmen Lactococcus lactis je

odolny vii¢i nizkému pH a zluci (Kimoto, 2002).

Lactococcus lactis produkuje bakteriocin nisin, ktery ma antimikrobidlni aktivitu.

Tento laktokok ma schopnost pfilnout k vagindlnimu epitelu (Gao et al., 2011).

Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou grampozitivni nepravidelné ty¢inky, pfisné anaerobni
a nesporulujici. Poprvé byli vyizolovany z détské stolice francouzskym Iékafem Henrym
Tissierem v roce 1899. Tyto bakterie pojmenoval jako Bacillus bifidus (Jay et al., 2005).
V roce 1920 byly piejmenovany na Lactobacillus bifidus. Od roku 1963 se pouziva rodové

jméno Bifidobacterium (Biavati and Mattarelli, 2006).

Pfirozené se vyskytuji v gastrointestindlnim traktu a pochvé, jsou indikatorem
fekalniho zneciSténi. V potravinafstvi se pouZivaji pfi vyrobé mlé¢nych kysanych vyrobki
(Gomes and Malcata, 1999). Optimalni teplota pro rust je 35-39 °C a pH 6,5-7. Cukry

zkvasuji na octovou a mléc¢nou kyselinu, v poméru 3 : 2 (Biavati and Mattarelli, 2006).

Jako probiotika se nejcastéji pouzivaji:
e Bifidobacterium bifidum,
e Bifidobacterium breve,

e Bifidobacterium animalis subsp. lactis,



e Bifidobacterium longum (Biavati and Mattarelli, 2006).

Rod Escherichia

Escherichia coli jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni bakterie. Typicky je tvar
kratkych tyCinek bez spor. Optimalni teplota rustu je 37 °C. Bézné se vyskytuji v travicim
traktu lidi 1 zvifat, je ukazatelem fekalniho znecisténi. Patogenni kmeny zptisobuji prijmy
a infekce mocovych cest. Probioticky kmen Escherichia coli Nissle 1917 byl vyizolovan
Alfrédem Nisslem v roce 1917 ze stolice vojaka, ktery bojoval v balkanské valce a jako

jediny odolal tplavici-shigeloze (Nissle, 1918).

Escherichia coli Nissle 1917 inhibuje bakterie jako je Salmonella enteritidis, Shigella
dysenteriae, Yersinia enterocolitica a Vibrio cholerae. Pouziva se pii zanétlivém onemocnéni
stiev, G¢inna a bezpe¢na je u pacientt s ulcerdzni kolitidou (Kruis et al., 2004). Dale se muze
pouzivat pii 1é¢bé Crohnovy choroby, kdy tento probioticky kmen vykazuje silny inhibic¢ni
uc¢inek proti patogenni adherent-invazivni E. coli (AIEC), ktera je u pacientu s Crohnovou

chorobou pfitomna ve stievech ve vysokém poctu (Boudeau, 2003).

Tobolky s probiotickym kmenem Escherichia coli Nissle 1917 jsou dostupné pod
nazvem Mutaflor® nebo Colifant Newborn.

DalSsi probiotické mikroorganismy

Probiotické U€inky maji nékteré kmeny zrodu Bacillus (Bacillus cereus, Bacillus
clausii). Do probiotickych vyrobkii se pouzivaji spory téchto bakterii. Jsou schopny

kolonizovat travici trakt, maji imunostimulaéni a antimikrobialni aktivitu (Duc et al., 2014).

Probioticky ucinek Propionibacterium freudenreichii je zaloZzen na produkci kyselinu
propionové, bakteriocint a vitaminu B12. Propionibacterium freudenreichii mtze mit vliv na
prevenci rakoviny, pravé diky produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Propionat

zvysuje vstiebavani vapniku z tlustého stieva (Chukwu et al., 2014).

Kvasinka Saccharomyces boulardii se pouziva pii 1&cbé prijmu, které zpisobuje
Clostridium difficile, dale v l1écbe s antibiotiky, zanétlivych onemocnéni stfev nebo pii
syndromu drazdivého tra¢niku. Vhodna je na cestovni prijmy. S. boulardii mtze pusobit proti
riznym stfevnich patogenim, jako je Vibrio cholerae, Salmonella, ShigellaaE. coli
(Czerucka et al., 2007).
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Saccharomyces boulardii ma specifické probiotické ucinky, jedna se spiSe
0 imunobiotické ucinky. Imunobiotikum podporuje zdravi prostiednictvim aktivace slizni¢ni
imunity (Clancy, 2003). V Iékarnach je dostupny probioticky piipravek pod nazvem Nekadyl

nebo Nekadex.

3.24 Formy

Probiotické bakterie najdeme v mnoha potravinach, ve kterych probéhlo mlécné
kvaseni a neprob¢éhlo zde tepelné oSetfeni (jogurty, jogurtova mléka, kefiry, kysané zeli,

kvasené mosty).

Pokud vSak budeme chtit samostatné probiotické mikroorganismy, jsou k dostani
Vv Iékarné nejcastéji ve forme kapsli. Nekteré kapsle 1ze vysypat do jogurtu nebo napoje,

nedoporucuji se ale v kombinaci s dzusem.

Pro déti jsou pak k dispozici varianty v kapkach (BioGaia ProTectis®), prasky na
rozpusténi ve vodé (Nutrolin-B prasek pro pfipravu sirupu®), cucavé pastilky (Swiss
LAKTOBACILKY détské tfesiiové pastilky®) nebo medvidci s piichuti bilé Eokolady
(Biopron MEDA®).

Podle vyzkum@ vykazuji bakterialni kultury nizkou Zzivotaschopnost, nejsou odolné
vuci nizkému pH v zaludku a travicim enzymtim. Nejlepsi formou probiotik jsou lisované
lyofilizované buiiky. Jejich vyhodou je, Ze maji nizkou vodni aktivitu, diky niz se zachova
Zivotaschopnost bakterii. Tableta se rozklada pomaleji a bakterie se dostanou aZ do tlustého

stieva (Klayraung et al., 2009).

Probiotické kultury pouzivané pii vyrobé jogurtd pfip. jogurtovych napoji nejsou
lidského puvodu, jedna se o druh Bifidobacterium animalis subsp. lactis oznacované jako
Bifidus Actiregularis® nebo BB12. Tyto bakterie jsou technologicky vhodné, odolné vuci
skladovani, ale nekolonizuji travici trakt v dostateném poctu dlouhodobé. Zatimco
probiotické tablety obsahuji lyofilizované bakterialni kultury lidskych kment, druhy B.
longum, B. breve a B. bifidum. Tyto bakterie jsou snadno lyofilizovany a maji schopnost
kolonizovat travici trakt lidi. Jejich pouziti ve form¢ zivych kultur do mléénych vyrobku je

nevhodné, nejsou odolné vuci skladovani (Rada, 1997).
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3.3 Prebiotika

3.3.1 Definice

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravin, které pozitivné ovliviiuji zdravi hostitele,
selektivné stimuluji rlst a aktivitu probiotickych mikroorganismt v travicim traktu. Poprvé
termin prebiotika pouzili Gibson a Roberfroid roku 1995. Chemicky se jedna o sacharidy,

které se ptirozen¢ vyskytuji v mléce, ovoci a zeleniné.

Prebiotika maji v podstaté stejny cil jako probiotika, a tim je zlepSit zdravi hostitele
prostiednictvim modulace stfevni mikrobioty, pficemz mechanismus ucinku je ovsem odlisny

(FAO, 2002).

Prebiotika v kombinaci s probiotiky jsou soucasti vyrobkli oznacovanych jako
synbiotika. Prebiotickd slozka podporuje rast probiotickych bakterii, jedna se tedy
o synergicky efekt (Schrezenmeir and Vrese, 2001). Piikladem mutze byt jogurt Activia

s vlakninou od Danone.

3.3.2 Pozadavky na prebiotika a jejich ucinky
Pozadavky

Prebiotika nesmi byt hydrolyzovana ani absorbovana v horni ¢asti traviciho traktu,
musi byt tedy odolné viici nizkému pH Zaludku a trdvicim enzymim. Ddle musi byt
fermentovana stievni mikrobiotou, substratem pro jednu nebo vice zdravi prospéSnych
bakterii (bifidobakterii, laktobacil). Také musi mit schopnost pozitivné ovlivnit mikrobiotu
tlustého stieva a tim zlepsit zdravotni stav i pohodu organismu (Collins and Gibson, 1999;
Roberfroid, 2007).

Pti fermentaci prebiotik v tlustém stfeve tvoii bakterie kratké mastné kyseliny (acetat,
propionat, butyrat), které jsou zdrojem energie pro kolocyty. Tyto kyseliny hraji vyznamnou

roli v metabolismu a imunité organismu (Kellow et al, 2014).
Utinky
Prebiotika jsou povazovana za prevenci proti rakoving tlustého stieva, diky tomu, ze

maji antiadhezni schopnost a zamezuji tak vazbu patogenti na kolocyty. Dale ovliviiuji stolici

(frekvence, zmékceni, snizeni pH), tudiz plsobi preventivné proti zacp€. Snizuji hladinu
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cholesterolu a lipida v krvi, celkové moduluji imunologické procesy v travicim traktu

(Sykora, 2011).

Zkouman je i efekt prebiotik na nemoci, jako je obezita, glukosova tolerance,
dyslipidemie nebo i onemocnéni jater. Prebiotika snizuji postprandialni koncentraci glukosy
a insulinu, je tedy mozny vliv na sniZeni pfijmu energie, a tim snizovani hmotnosti. Pozitivni
vliv mohou mit na prevenci osteoporosy. (Kellow et al., 2014).

3.3.3 Prebiotické sacharidy

Prebiotika se vétsSinou skladaji z glukosy, fruktosy nebo galaktosy.

Pouzivani prebiotika:

e Fruktooligosacharidy a inulin
e Laktulosa

e Galaktooligosacharidy

e Sojové oligosacharidy

e |zomaltooligosacharidy

e Xylooligosacharidy

Fruktooligosacharidy a inulin

Fruktooligosacharidy a inulin jsou polymery D-fruktosy spojené vazbou B-2-1, na
konci molekuly je napojena glukosa pomoci vazby a-1-2. Inulin ma stupen polymerace vyssi
nez 20. Typickym zdrojem je Cekanka (tab. 1), pro vysoky obsah inulinu je vhodna pro
diabetiky. Inulin z ¢ekanky ma prokazany bifidogenni u¢inek (Roberfroid, 1997).

Fruktooligosacharidy se ziskavaji enzymatickou hydrolyzou inulinu. Pfi vyrob¢ se
pouziva enzym [-fruktosidasa, ktery produkuje mikroskopicka houba Aspergillus niger
(Roberfroid, 2007). Inulin se ziskava extrakci horkou vodou z kofent cekanky. Inulin lze
ptipravit synteticky ze sacharosy, pomoci enzymu fruktosyltrasferasa (Franck, 2002).
Komer¢né jsou fruktooligosacharidy dostupné jako Raftilose® nebo Raftiline® (Gibson and
Roberfroid, 2005).

Dle wvyhlaSky ¢. 54/2004 Sb. je povoleno pfiddvat do kojenecké vyzivy
fruktooligosacharidy a galaktooligosacharidy v mnozstvi 0,8 g na 100 ml vyzivy, V poméru

90 % oligogalaktosyl-laktosy a 10 % oligofruktosyl-sacharosy.
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Tabulka 1 Zdroje fruktooligosacharidi a inulinu (dle Vlkova et al., 2011)

Zdroj % mnoZstvi oligosacharidi v ¢erstvé hmoté
Cekanka obecna 16,2
Slunec¢nice topinambur 17-20,5
Cesnek kuchyfisky 16
Pér zahradni 10
Cibule kuchynska 2-45
Banan 0,3-0,5
Smetanka 1ékarska 12-15

L aktulosa

Laktulosa se vyrabi izomerizaci laktosy, pomoci enzymu [-galaktosidasy. Tvorba
v mléce je ovliviiovana dobou a teplotou oSetieni a pH (Olano and Corzo, 2009). U déti se
pouziva na zmé&kéovani stolice (Gregora, 2004). Dale byva pouzivana jako veterinarni 1é¢ivo.
Jako projimadlo uréené lidem je k dostani pod nazvem Laktulosa Biomedica nebo Lactulosa
Sandoz®

Galaktooligosacharidy

Galaktooligosacharidy se vyskytuji zejména v kravském a matefském mléce. Jedna se
0 polymery odvozené od laktosy, obvykle jsou slozené z 3 az 5 sacharidovych jednotek.
Vyrabé&ji se ze syrovatky enzymaticky, pomoci [3-galaktosidasy. Trans-galaktooligosacharidy
jsou smési oligosacharidu, kterd vznika pomoci enzymatické transgalaktosilace (Roberfroid,
2007).

Galaktooligosacharidy inhibuji rust nezadoucich bakterii, napt. klostridii (Rycroft et
al., 2001). Vyuzivaji se v potravinatstvi, kde zvySuji viskozitu vyrobki a inhibuji retrogradaci
Skrobu. Dale jako konzervacni latky, diky schopnosti sniZzovat vodni aktivitu, a tim zabranit
mikrobialni kontaminaci vyrobku (Rudolfovska and Curda, 2005). Komeréné jsou dostupné
jako produkt Vivinal®. Dale v produktu Oligomate od firmy Yakult, ktery podporuje rust
bifidobakterii (Shigehisa et al., 2015).
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Sojové oligosacharidy

So6jové oligosacharidy jsou sacharidy tzv. rafinosové ftady (rafinosa, stachyosa,
verbaskosa), které jsou obsazeny v luSténinach. Pouziti s6ji a i ostatnich lusténin pro vyrobu
potravin je omezeno antinutriénimi faktory (inhibitor trypsinu, nadymani), které lze omezit
tepelnou piipravou. Stachyosu lze odbourat naklicenim ¢i namocenim (East et al., 1972).

Sojové oligosacharidy stimuluji rist bakterii rodu Bifidobacterium (Hopkins et al., 1998).

Izomaltooligosacharidy

Isomaltooligosacharidy jsou izomery glukosy spojené vazbou a-1-6. Maji bifidogenni
ucinek, pfi zvyseni poctu bifidobakterii vznika vice mlé¢né kyseliny a méné plynt (Rycroft et

al., 2001). Komer¢né jsou dostupné pod nazvem VitaFiberTM.

Xvlooligosacharidy

Xylooligosacharidy jsou izomery xylosy spojené vazbou B-1-4. Xylooligosacharidy
s laktulosou zvysuji pocet bifidobakterii (Rycroft et al., 2001). V kombinaci s probiotiky jsou

komeréné dostupné pod nazvem Bretbach® Febico.

3.3.4 Materské mléko a kojenecka vyziva

Mateiské mléko je nejlep$i kojeneckd vyziva, poskytuje optimalni vyzivu, ale
I bioaktivni slozky, které jsou dulezité pro spravny vyvoj imunity, metabolicky i kognitivni
vyvoj ditéte. Podle nékterych studii mohou byt pfitomny v mléce probiotické bakterie. Vyziva
matefskym mlékem miZe mit potencialni roli pfi snizovani rizika chronickych onemocnéni
(obezita, alergie, kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus) v dospélém véku (Oozeer
etal., 2013).

SloZeni matefského mléka ve 100 ml (Ballard and Morrow, 2013; Svacina et al., 2013):

87,5 g voda

0,9-1,2 g bilkoviny (a-laktalbumin, laktoferin, sekre¢ni imunoglobulinu IgA, kasein,
lysozym, sérovy albumin)

e 3,2-3,6 g tuky ( palmitova a olejova kys.)

e 6,7-7,8 g sacharidy (laktosa, oligosacharidy)

o oligosacharidy — 1,2-1,4 g

e mineralni latky (sodik, draslik, vapnik, hoi¢ik, fosfaty, zelezo, zinek, jod)

» 16 mg sodik
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» 53 mg draslik
» 31 mg vapnik
e vitaminy (A, B, C, D, E)

Skladba bilkovin matefského mléka v 1 ml (Svacina et al., 2013; Roc¢kova et al., 2013):
e laktoferin—1,5mg
e o-laktalbumin — 2,6 mg
e albumin-0,5mg
e lysozym 0,1 mg
e IgA-1mg

Prebioticky ucinek matefského mléka tvoifi cely komplex faktord, jako je nizka
koncentrace bilkovin, fosfatli, pritomnost laktoferinu, laktosy, nukleotidi nebo
oligosacharidd. Oligosacharidy jsou v mléce v mnozstvi 12—-14 g/l, coz je V porovnani
s mlékem kravskym 10 ti nasobek. Proto je také nutné détskou vyzivu o oligosacharidy

obohacovat (Coppa, 2006).

Oligosacharidy mateiského mléka (N-acetylglukosamin, glukosy, galaktosy, fukosové
oligomery, sialova kyselina) a n&které glykoproteiny podporuji rust bifidobakterii.
Bifidogenni u¢inek mé nizky obsah bilkovin a sniZené pufraéni schopnost mléka. Laktoferin
a nékteré lipidy inhibuji rist nezddoucich mikroorganismi (patogenni Escherichia coli), ale
zaroven laktoferin podporuje riust prospé$nych bakterii jako je Bifidobacterium bifidum
(Collins and Gibson, 1999, Coppa et al., 2006).

Kojenecka vyziva se vyrabi z kravského mléka, které se obohacuje prebiotickou
vlakninou podobnou prebiotikim matefského mléka. Piipravky jsou komeréné znamé jako
Nutrilon, Omneo, Sunar komplex. Dale je mozno upravovat bilkoviny a snizovat mnoZzstvi
fosfatt, tim se docili prebiotickému efektu a dojde tak k ovlivnéni ristu probiotickych

bakterii. Takto upraveny vyrobek je komeréné znamy jako Beba 1 Start (Gregora, 2004).

Dle vyhlasky ¢. 54/2004 Sb. je povoleno nasledujici sloZeni pocatecni kojenecké
vyzivy: energeticka hodnota (250-295 kJ/100 ml), bilkoviny (0,45-0,7 g/100 kJ), taurin
(> 2,9 mg/100 kJ), cholin (1,7-12 mg/100 kJ), tuky (1,05-1,4 g/100 kJ), fosfolipidy (> 2 g/l),
inositol (1-10 mg/100 kJ), sacharidy (2,2-3,4 g/100 kJ), mineralni latky, vitaminy, nuklotidy.
Obrazek ¢. 2 ukazuje historicky vyvoj kojenecké vyzivy HiPP.
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Obrazek 2: Historie vyvoje HiPP kojenecké vyZivy (HiPP, 2017)
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3.4 Enteralni vyzZiva

3.4.1 Obecné

Enteralni vyziva (EV) je potravina pro zvlastni lékarské ucely, ktera je urcena
K popijeni (per 0s) nebo podavani sondami ¢i stomiemi. Do zaludku se vyziva podava
nasogastrickou sondou nebo gastrostomii, vytvofenou endoskopicky (PEG-perkutanni
endoskopickd gastrostomie) nebo chirurgicky. Do tenkého stfeva je vyziva podavana
nasojejunalni sondou nebo vyzivnou jejunostomii, zavadi se endoskopicky (PEJ-perkutanni
endoskopicka jejunostomie) nebo chirurgicky, jako vyzivna nebo nutritivni jejunostomie
(Grofova, 2009).

Enterdlni vyziva je definovana jako podavani bilancovanych roztok do traviciho
traktu, které obsahuji vodu, cukry, tuky, bilkoviny, ionty, vitaminy, stopové prvky. Zakladni
indikaci pro pouZiti enterdlni vyZivy je, Ze pacient neni schopen jist, ale ma funkéni travici
trakt. Pouziti enteralni vyzivy zamezi rozvoji malnutrice a umozni 1é¢bu nemoci (Dastych,

2012).

Enteralni vyzivou se dopliiuji do organismu nedostatky energie a dilezité ziviny.
Pouziva se jako primarni terapie pii 1é¢bé Crohnovy choroby (Goulet, 2010). Dilezita je
U pacientli, u kterych hrozi podvyziva a pii vlastni 1écbé, pro indukci a udrzeni remise

(Donnellan, 2013).
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NejpohodIngjsi je enterdlni vyziva k popijeni (sipping), ale aby byla pokryta denni
potiebna déavka zivin, v pfipad¢ uplné enterdlni vyzivy, je nutno vypit zhruba 2 litry

ptipravku, coz je schopno jen asi pouze 10 % pacientti (Dastych, 2012).

Tekuté pripravky enterdlni vyzivy jsou na trhu od farmaceutickych firem Fresenius
(Fresubin), Nestlé (Modulen IBD), Nutricia (Nutridrink, Fortini). BohuSovickd mlékarna
vyrabi enteralni vyzivu pod nazvem NutrilaC. K dostani jsou rizné sladké prichuté (jahoda,
banan, broskev, ofiSek, ¢okolada, kava, forma dzusu) nebo je ndpoj bez pfichuti. Slana

ptichut’ v CR tspéch neméla (Grofova, 2009).
3.4.2 Typy enterilnich vyziv
Enteralni vyzivy délime podle velikosti molekul zivin na oligomerni a polymerni.

e Oligomerni

Zdrojem bilkovin jsou dipeptidy a tripeptidy vzniklé hydrolytickym rozkladem
bilkovin (mlécné, vajecné). Cukry jsou ve formé nizkomolekulovych maltodextrind,
monosacharidii a disacharidi. Tuky jsou smési omega 3 a omega 6 esencidlnich mastnych
kyselin a triglyceridi se stiednim fetézcem, vyrobené z kokosového oleje nebo oleje ze
svétlice barvifské. Mineralni latky, stopové prvky a vitaminy se do enteralnich vyziv davkuji
podle dennich davek. Cena je 3 krat vyS$si neZ u polymernich enterdlnich vyZziv. Jsou vhodné
pro pacienty s poruchou digesce a absorpce ve formé sond do zaludku i tenkého stieva

(Dastych, 2012).

e Polymerni
Polymerni enterdlni vyzivy mohou obsahovat mlé¢né bilkoviny (kasein, syrovatkove),
vajeény bilek, vaje¢ny albumin, so6jovy protein. Cukry jsou ve formé Skrobu, maltodextrinu
nebo sacharosy. Zdrojem tuku muze byt oleje (kukufi¢ny, slunecnicovy, sdjovy), maslo,
hovézi 1Gj. Polymerni enteralni vyzivy neobsahuji laktosu a lepek. Mohou obsahovat
vldkninu. Mohou byt obohaceny o omega 3 kyseliny, arginin, glutamin, pak se jednd
0 imunomodula¢ni enteralni vyzivu. Aplikuji se do zaludku a tenkého stieva sondou

(Dastych, 2012).
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Enteralni vyzivy dle podavané davky (Dastych, 2012):

1. Doplnkova: 300—-600 kcal/den
2. Doplnkova no¢ni: 1000 kcal/den
3. Uplna: 2000-2500 kcal/den

V tabulce 2 je ptehled enterdlnich vyziv podle obsahu energie a bilkovin.

Tabulka 2: Enteralni vyZivy dle obsahu energie a bilkovin (dle Grofova, 2009)

Typ pripravku Obsah energie na 200 ml Obsah bilkovin na 200 ml
Izokaloricky 200 keal 7,6-8¢
Hyperkaloricky 300—400 kcal 11-18 ¢
Protein plus 200-250 kcal 18-20¢g
Multifibre 300 kcal, s obsahem vlakniny 12g
Specialni (hojeni ran) 250 kcal, s vy$§im obsahem Zn, vit. A, E, C 20 g (3 g argininu)
Fat free 180-300 kcal 8-8,8¢
Lipidova emulze 900 kcal 0g

*200 ml je obvykly objem 1 lahvicky

3.4.3 Priklady pripravki EV

Fresubin Original Drink

Fresubin Original Drink (pfichut vanilkova) je nutricné kompletni lkcal/ml tekuta

vyziva urcena k popijeni. Bez vlédkniny, lepku, klinicky bez laktosy. Energetickd hodnota
vyrobku je 420 kJ. Obsah bilkovin je 3,8 g, sacharidd 13,8 g a 3,4 g tukt (ve 100 ml). Objem

baleni je 200 ml. Davkovani: celkova vyziva 7-8 lahvicek, dopliikkova vyZziva 2-3 lahvicky.

Vyrobce Fresenius.

SLOZENI: voda, maltodextrin, mlééné bilkoviny, rostlinné oleje, sacharosa, sdjova

bilkovina, aroma, citronan draselny, chlorid draselny, emulgatory (s6jovy lecitin, E471),

hydrogenfosfore¢nan draselny, chlorid hotfe¢naty, vit. C, regulatory kyselosti (E332, E330,

E530), cholin hydrogentartarat, stabilizator (E415), siran Zeleznaty, siran zinecnaty,

fosforeCnan vapenaty, niacin, vit. E, kyselina pantotenova, chlorid manganaty, siran méd’naty
b 2 2 b 2

vit. By, vit. Bg, fluorid sodny, betakaroten, vit. By, vit. A, kyselina listova, chlorid chromity,

jodid draselny, molybdenan sodny, seleni¢nan sodny, vit. Ky, biotin, vit. Bs, vit. By,.
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Fresubin Energy Fibre Drink

Vysokokaloricka kompletni vyziva s vlakninou ur¢ena k popijeni. Bez lepku a bez
laktosy. Vyziva ur¢ena k dietnimu postupu pro pacienty s rizikem podvyzivy. Energeticka
hodnota vyrobku je 630 kJ. Obsah bilkovin je 5,6 g, sacharida (2 g vlakniny), 18,8 ga 5,8 g
tukd (ve 100 ml). Objem baleni je 200 ml. Davkovani: pti doplikové vyzivé 2-3
lahvicky/den, pfi plné vyziveé 5-7 lahvicek/den. Vyrobce Fresenius.

SLOZENI: voda, maltodextrin, mlééné bilkoviny, rostlinné oleje, sacharosa, inulin,
sojova bilkovina, ovesna vlaknina, tuky se stfedn¢ dlouhymi fetézci (MCT), Skroby,
ochucovadla, glukosovy sirup, regulatory kyselosti ( E332, E170, E530), resistentni Skroby,
emulgatory (E322, E471), cholintartarat, vitaminy, mineraly, stopové prvky a ostatni zivné

latky.
Modulen IBD

Modulen® je nutri¢n& kompletni potravina uréena k dietnimu postupu pro pacienty
s Crohnovou nemoci. Vhodna jako jediny zdroj vyzivy béhem aktivni faze Crohnovy choroby
a/nebo béhem faze remise u podvyzivenych pacienti. Modulen® IBD m4 neutralni p¥ichut,
podava se ptimo do Gst po malych douscich, nebo je mozné ho podavat pomoci hadicky.
V mnoha klinickych studiich Modulenu® IBD bylo prokézano, e sniZuje zandt stfev
a podporuje hojeni sliznice. 100 ml vyZivy mé energetickou hodnotu 414 kJ, obsah bilkovin je

3,6 g, sacharidii 11 g a tuk® 4,6 g. Obsah baleni je 400 gramii. Vyrobce Nestlé.

SLOZENT: glukosovy sirup, kasein (z mléka), sacharosa, mlény tuk, triglyceridy se
sttedn¢ dlouhymi ftetézci (MCT tuky), mineralni latky (citronan draselny, fosfore¢nan
vapenaty, citronan sodny, uhli¢itan vapenaty, chlorid hotfe¢naty, hydroxid draselny, chlorid
draselny, siran Zeleznaty, siran zinecnaty, oxid hofe¢naty, siran manganaty, siran méd’naty,
molybdenan sodny, jodid draselny, chlorid chromity, selenan sodny), kukufi¢ny olej,
emulgator (s6jovy lecitin), vitaminy (C, E, niacin, kyselina pantothenova, B6, Bl, A, B2,
kyselina listovd, K, biotin, D, B12), dvojvinan cholinu. Bez lepku. Baleno v ochranné

atmosfére.

Fortini Neutral (dfive NutriniDrink)

Fortini Neutral je nutricné kompletni vysokoenergeticka tekuta vyziva s mlécnou

bilkovinou a s vlakninou pro déti od 1 roku véku. 100 ml vyzivy ma energetickou hodnotu
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640 kJ, obsah bilkovin je 3,4 g, sacharidi 18,8 g (1,5 g vlakniny) a tukti 6,8 g. Objem baleni
je 200 ml. Vyrobce Nutricia.

SLOZENTI: voda, maltodextrin, glukosovy sirup, rostlinné oleje, mlééné bilkoviny,
vlaknina (sojové polysacharidy, inulin, oligofruktosa, rezistentni Skrob, arabska guma,
celulosa), emulgator (s6jovy lecitin), citronan tridraselny, fosfore¢nan vapenaty, chlorid
hofecnaty, hydrogenfosfore¢nan didraselny, chlorid vapenaty, cholin chlorid, karotenoidy
(obsahuje soju, B-karoten, lutein, lykopen), L-askorban sodny, chlorid draselny, hydroxid
draselny, taurin, mléfnan zeleznaty, siran zineCnaty, L-karnitin, nikotinamid, DL-a-
tokoferylacetat, glukonan médnaty, retinyl acetéat, seleni¢itan sodny, siran manganaty, D-
biotin, cholekalciferol, D-pantothenat vapenaty, thiamin hydrochlorid, chlorid chromity,
riboflavin, pyridoxin hydrochlorid, kyselina pteroylmonoglutamova (kyselina listova), jodid

draselny, fluorid sodny, molybdenan sodny, fytomenadion, kyanokobalamin.

3.4.4 Pouziti enteralni vyzivy

U pacientt, ktefi jsou na enteralni vyzivé, mize v kombinaci s metabolickym stresem
a léky dochazet k dysbidze. Dochazi ke zméné sloZeni stfevni mikrobioty, pocty bakterii
dominantnich rodd se snizuji, zvySuje se vSak pocet potencialné patogennich
mikroorganismi. U pacientti se obvykle vyskytuje prijem. Vhodné je podavat probiotickou
Saccharomyces boulardi, ktera ptisobi preventivné proti prijmu a zvySuje produkci kratkych
mastnych kyselin ve stfevé (Schneider, 2010).

Laktobacily a bifidobakterie v kombinaci s enteralni vyzivou mohou pisobit proti
patogennim bakteriim, jako je E. coli nebo Salmonella (Whelan, 2007). Pacienti
uzivajici enteralni vyzivu maji variabilni stfevni mikrobiotu. V piipadé téch, u kterych se
vyskytuji prijmy je vySsi pocet klostridii a niZs§i pocet bifidobakterii (Whelan et al., 2009).
Pozitivné mohou pusobit i prebiotika. Fruktooligosacharidy v kombinaci s enteralni vyZzivou

zvysuji pocet bifidobakterii v tlustém stievé (Whelan, 2007).

ESPEN (Spolecnost klinické vyzivy a intenzivni metabolické péce) doporucuje
indikaci enterdlni vyzivy u pacientl s Crohnovou chorobou jako prevenci a 1écbu podvyzivy,
pro zlepSeni rlstu a vyvoje u déti a mladistvych, pro zlepSeni kvality zivota, pii 1écba akutni
faze nemoci, jako perioperac¢ni vyzivu, pti udrzovani remise u chronicky aktivni choroby.
U dospélych lidi ve fazi aktivni nemoci se samostatnd 1écba enterdlni vyZzivou indikuje pouze

Vv pfipad€, Ze neni mozna kortikoterapie. Doporucuje se kombinace 1€kii a enteralni vyZivy.
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U déti je enteralni vyziva 1écbou prvni volby (Grofové, 2007). V tabulce 3 jsou piiklady

dalsich onemocnéni, kdy je enteralni vyziva indikovéna.

Tabulka 3: Indikace enteralni vyZivy (dle Nutricia, 2016)

Déti Dospéli
Zpomaleni riistu, podvyZziva Malnutrice
Alergie na bilkovinu kravského mléka Sarkopenie (ztrata svalové hmoty)

Cysticka fibroza (dysfunkce exokrinnich Dysfagie (porucha polykéni)

z14z)
Neurologickd onemocnéni (roztrousena . s 12x e
£ , ( Chirurgicka 1écba nadord hlavy a krku
sklerdza)
Nadorova onemocnéni Operace nadoru traviciho traktu
Poruchy traveni a vstiebavani Vazny traz

Zanétliva onemocnéni stfev, syndrom
kratkého streva

Intenzivni péce

Vrozené srdecni vady

3.45 Crohnova choroba

Crohnova choroba je chronické recidivujici zanétlivé onemocnéni sttev. Typickymi
priznaky jsou bolesti bficha, prijmy a podvyziva. U Ctvrtiny lidi se nemoc projevuje jiz
v détstvi. Patogeneze nemoci je zifejmé zalozena na selhani mechanizml symbidzy stfevni
mikrobioty a stfevniho slizni¢niho imunitniho systému u geneticky predisponovanych osob.
Vliv mize mit slozeni stfevni mikrobioty nebo i strava. Kojeni mize mit ochranny vyznam,

strava s hodn¢ tuky naopak negativni (Day and Lopez, 2015).

Lékati Crohn, Ginzburg a Oppenheimer roku 1932 studovali tuto nemoc u 14
pacientl. Pfiznaky nemoci byly podobné ulcerdzni kolitidé€, pacienti trpéli priijmem, hore¢kou
a ubytkem hmotnosti. Dochazelo u nich ale k zanétu stievni stény, a to zejména illea,
poskozeny byly ale vSechy vrstvy stény. Ve stievé se tvoii pistéle, trhliny, viedy, mtze dojit

k zGzeni stfeva. Nemoc ma dveé stadia, stadium klidu (remise) a stadium vzplanuti (relaps).

U Crohnovy choroby nebyl dosud zjistén zadny specificky patogen, ktery by
onemocnéni zpisoboval. AvSak bylo prokazéano, Ze sloZeni stfevni mikrobioty je abnormalni.,
dochazi k pfemnozeni fakultativné anaerobnich bakterii a sniZzeni poctu prospésnych
bifidobakterii a laktobacill. Toxické metabolity bakterii V tlustém stfevé mohou vést

k vyvolani imunologického titoku na stievni mikrobiotu (Walton et al., 2016).
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Monitorovani aktivity zanétu je provadéno stanovenim kalprotektinu ze stolice.
Kalprotektin je vyznamny senzitivni nespecificky diagnosticky marker zanétlivych
onemocnéni. M4 antibakteridlnimi, antiproliferacnimi a regulacnimi vlastnosti. Tvoii 60 %
vSech bilkovin obsazenych v cytosolu neutrofilii. Koncentrace u zanétlivych onemocnéni je
zvySena diky agregaci neutrofilii na sliznici postizeného stfeva. Pokud dojde k remisi

onemocnéni, hodnoty kalprotektinu se snizi (Costa et al., 2005).

SloZeni stfevni mikrobioty v porovnani se zdravou populaci se 1i$i vV poctech zejména
u Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacterium adolescentis, Ruminococcus gnavus. Pocty
bakterii Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacterium adolescentis jsou u pacientt
s Crohnovou chorobou niz$i, naopak u Ruminococcus gnavus jsou vyssi (Joossens et al.,
2011).

3.4.6 Crohnova choroba a enteralni vyZiva

K navozeni remise nemoci se pouziva enteralni vyziva, které pomaha optimalizovat
vyzivu a podporuje hojeni stfevni sliznice, pozitivné ovliviiuje také kosti (Donnellan et al.,
2013). Kindukci remise pomoci enteralni vyzivy dochazi u 80-85 % détskych pacient
(Kaakoush et al., 2015). Podle Cochranu jsou kortikosteroidy ucinnéjsi nez enteralni vyziva
pro indukci remise aktivni Crohnovy choroby (Zachos et al., 2007). Kortikoidy maji ale fadu
nezadoucich ucinku, jako je fidnuti kosti nebo metabolické komplikace spojené s diabetem,

jejich uzivani nemusi vést k hojeni stievni sliznice (Rutgeerts, 2001).

Mechanismus ucinku enteralni vyZzivy pii 1écbé Crohnovy choroby neni Gplné presné
objasnén, dochéazi ke zméné stievni mikrobioty a zvySeni bariérové funkce sliznice. Enteralni
vyziva mé protizanétlivy Uc¢inek, dochazi ke sniZeni hladiny prozanétlivych cytokinli ve

stievni sliznici (Day and Lopez, 2015).

Nejnovejsi poznatky potvrzuji, ze enterdlni vyziva ve formé perordlni nebo pies
nasogastrickou sondou pomaha navozovat remisi u déti s Crohnovou chorobou. Dochazi
ke zméné sttevniho mikrobiomu, sniZzuje se pocet bakterii rodu Bacteroides a méni se

mnozstvi produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (Berntson et al., 2016).

Walton et al. (2016) zjistili, ze u pacientli s Crohnovou chorobou na enteralni vyzivé
po dobu 2 tydnu dochazi ke sniZeni produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem a také

potencionalné toxickych metabolitd, jako jsou 1-propanol, 1-butanol, methylestery
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a ethylestery mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Tento mechanismus muze vysvétlovat

ucinnost enteralni vyzivy pfi 1écbé.

Béhem 1é¢by pomoci enteralni vyZzivy se méni zastoupeni bakterii Firmicutes. Prti
sledovani jednoho =z pacientli, doSlo ke sniZzeni mnozstvi bakterii Erysipelotrichaceae,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae a Peptostreptococcaceae a zlepSeni jeho zdravotniho
stavu. Nasledn¢ doslo k mirnému zhorSeni., zvySuji se poCty Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae a Peptostreptococcaceae, poté se Lachnospiraceae a Peptostreptococcaceae

snizuji a dochazi ke zlepSeni stavu (Kaakoush et al., 2015).

Pokud neni mozna enteralni vyziva, pacient trpi syndromem kratkého tracniku nebo
intoleranci enteralni vyzivy, je indikovana parenteralni vyziva. Parenteralni vyziva je
podavani Zivin pfimo do krevniho feciste. Jeji pouziti u 1é€by neni ptili§ vhodné a hlavné neni
ucinngj$i nez enterdlni vyziva. V praxi mize byt pouzita kombinace oralni, enteralni

a parenteralni vyzivy, aby bylo dosazeno, co nejlepsiho t¢inku (Donnellan et al., 2013).

3.5 Antimikrobialni latky

3.5.1 Obecné

Antimikrobialni latky jsou takové slouceniny, které pusobi proti bakteriim, virdm,
plisnim nebo prvokim (Ganz, 2003). Pokud tyto latky pouze zastavuji rozmnozovani
mikroorganismi, jednd se o latky mikrobistatické. V piipadé usmrcovani bunck se jedna

0 latky mikrobicidni. Latky s antimikrobialni aktivitou jsou ptivodu rostlinného i Zivo¢isného.

V rostlinach jsou to fenolové slouceniny, terpenoidni latky nebo heterocyklické
dusikaté slou€eniny. Pfikladem rostlin s obsahem antimikrobidlnich latek je Cesnek, cibule,
hiebicek, skofice, mata nebo hroznové vino (Vlkova et al., 2009). Antimikrobidlni ucinek
maty peprné je vyss§i proti grampozitivnim bakteriim (Staphylococcus aureus) nez proti

gramnegativni Escherichia coli (Singh et al., 2015).

3.5.2 Lysozym

Lysozym je hydrolyticky enzym (muramidasa), ktery v roce 1922 objevil Alexander
Fleming. Jeho objeveni byla nehoda, kdy spadla kapka nosniho hlenu na plotnu s agarem, kde
byly naockovany bakterie. Antimikrobialni u¢inek lysozymu spoc¢iva v tom, Ze naruSuje

bunéénou sténu zejména grampozitivnich bakterii. Hydrolyticky Stépi p-(1,4) glykosidickou
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vazbu N-acetylmuramové kyseliny a N-acetylglukosaminu v peptidoglykanové vrstvé

bunéénych stén (Callewaert and Michiels, 2010).

V zivocisné fiSi existuji 3 typy lysozymu - C, G, |. Typ C se pfirozené vyskytuje
ve vajecném bilku, ale i u Clovéka v télnich tekutinach, napi.: v matefském mléce, slinach,
slzach, krvi nebo moci (tabulka 4). Je tedy soucasti prirozeného imunitniho systému ¢lovéka i
ostatnich savci. Lysozym vajeéného bilku je tvofen 129 aminokyselinami, oznacuje se jako
kufeci nebo také konvenéni. Typ G se vyskytuje v husich vejcich, ale mtze byt i u lidi. Typ |
se nachazi u bezobratlych (Callewaert and Michiels, 2010). Lysozym vaje¢ného bilku a lidsky
se li$i pofadim aminokyselin, shoduji se z 60 % (Peter set al., 1989).

Obsah lysozymu v mlékach savct se 1i8i, zralé matei'ské mléko muze obsahovat az 400
mg/l, obvykle se jedna o hodnoty nizsi, do 100 mg/l. Kravské mléko obsahuje pouze 0,13
mg/1 a kozi mléko 0,25 mg/l lysozymu (Maga et al., 2006; Rockova et al., 2013).

Tabulka 4 Koncentrace lysozymu (dle Taylor et al., 2002; Svaéina et al., 2013; Vidal et al., 2005)

Zdroj Koncentrace lysozymu mg/|
Vajecny bilek 22004500
Matetské mléko <100
Kravské mléko 0,1
Sliny 55,53 + 30,35
Krevni sérum 0,64 +0,15
Moc¢ 0,17+ 0,22

V potravinafstvi se pouzivé jako konzervant s oznacenim E 1105 (Smérnice 95/2/ES).
Jeho maximalni povolené mnozstvi neni stanoveno (quantum satis). V mlékarenstvi se
pouziva pii vyrobé tvrdych syrGi jako prevence pted Clostridium tyrobutyricum. Dale se

pouziva ve vinafstvi ke stabilizaci vin.

3.5.3 Latky kravského mléka

V kravském, ale i lidském mléce se vyskytuji latky, které maji vliv na obranu
organismu pfed potencidlné patogennimi mikroorganismy. Mezi tyto latky mizeme pocitat
latky bilkovinné povahy, jako je laktoferin nebo laktoperixidasu, ktera je soucasti
laktoperoxidasa-thiokyanat-hydrogen peroxidového systému. Daéle jsou v mléce obsazeny
triglyceridy a fosfolipidy, které jsou v organismu $tépeny za vzniku produktl, které mohou

mit antimikrobidlni a antivirovy G¢inek (Van Hooijdonk et al., 2000).
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3.5.3.1 Laktoferin

Laktoferin je transportni glykoprotein, ktery v organismu vaze volné zelezo. Pfirozené
se vyskytuje v mléce, krvi, t€lnich tekutinach c¢loveéka i1 ostatnich savci. Je soucasti
neutrofilnich leukocytli. Mnozstvi obsazené v mléce zalezi na fézi laktace, nejvyssi

koncentrace je v kolostru (Farnaud and Evans, 2003).

w1

Laktoferin ptisobi protizanétlivé, imunomodula¢né, antibakteridln¢, antiviralné,
antimykoticky a antiparasitalné. Diky antioxida¢nim vlastnostem mtize mit i protinadorovy
ucinek (Brock, 2002). Antimikrobialni aktivita je dana schopnosti vazat Zelezo, potencidlnim

patogenim tak chybi esencialni Ziviny (Farnaud and Evans, 2003).

Laktoferin je schopen se navézat na receptory hostitelské buiiky, kterou bakterialni
a virové bunky pouzivaji ke vstupu do organismu. Jeho podévani ptedcasné narozenym détem
by mohlo zamezit propuknuti zavaznych nemoci (Embleton et al., 2013). V testech na mysich
byl pozorovan bakteriostaticky t¢inek proti bakteriim rodu Clostridium (Teraguchi et al.,

1995). V medicin¢ se pouziva pii 1é¢beé hepatitidy C a proti Helicobacter pylori.

3.5.3.2 Laktoperoxidasa-thiokyanat-hydrogen peroxidovy systém

Laktoperoxidasa patii mezi oxidoreduktasy. Ptirozené se vyskytuje v mléce, slzach
nebo slinach, je velmi odolna vuéi proteolyze (Thomas et al., 1994). Ma bakteriostaticky
a bakteriocidni ucinek. Pouziva se do zubnich past, protoze je uc¢inna proti plaku a proti
zanétim (Van Hooijdonk et al., 2000). Ve 26 vzorcich mateiského mléka byl stanoven

primérny obsah laktoperoxidasy 0,77 + 0,38 mg/l (Shin et al., 2001).

Laktoperoxidasa je soucasti laktoperoxidasa-thiokyanat-hydrogen peroxidového
systétmu. Tento systém je dilezity obranny mechanismus kravského mléka. Inhibuje rist
stafylokokt, streptokokt, ale i koliformnich bakterii. Laktoperoxidasa je produktem
epitelovych bunék mlééné Zlazy, koncentrace v mléce dosahuje az 35 mg/l, zalezi na fazi
laktace. Thiokyanat je pfijiman ze zeleného krmeni (lusténiny) a hydrogen peroxid tvofi
bakterie (Toman et al., 2009).
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Mechanismus systému spociva vtom, Ze laktoperoxidasa V pfitomnosti hydrogen
peroxidu oxiduje thiokyanat na hypothiokyanat, ktery destruuje bunéénou membranu bakterii.
Predpoklada se, ze hypothiokyanatovy ion oxiduje bakterialni enzymy a jiné proteiny, které
maji SH- skupiny v bunétné membrané, ¢imz dojde k naruSeni transportnich vlastnosti
(Thomas et al., 1994; Toman et al., 2009). Dochazi tak ke ztrat¢ pH gradientu a tniku
draselnych kationtti, dale také k inhibici transportu rozpusténych latek, zejména aminokyselin
nebo glukosy (Garcia-Graells, 2000).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité kultury

Bakterie pouzivané pro rozbory jsou ze sbirky Katedry mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky, jedna se o &tyfi druhy stievnich bakterii. Cisté kultury se uchovavaji zmraZzené

s glycerinem (20% v/v).

Pro rozbory byly pouzity nasledujici bakterie:

1) rod Bifidobacterium
Bifidobacterium animalis subsp. lactis 1 (DAN)
Bifidobacterium animalis subsp. lactis 2 (BB12)
Bifidobacterium bifidum 1 (BM)
Bifidobacterium bifidum 2 (JKM)
Bifidobacterium bifidum 3 (JOV)
Bifidobacterium longum 1 (TP1)
» Bifidobacterium longum 2 (BV)
DAN a BB12 byly vyizolovany z jogurtd, BM a BV pochazi z probiotik, JKM, JOV a TP1

vV V.V V V VY

jsou stfevni bakterie kojenci.

2) rod Clostridium
Clostridium 1 (SIM1)
Clostridium 2 (FW2)
Clostridium 3 (KA)
Clostridium 4 (T2)
Clostridium 5(FJJW2)
» Clostridium 6 (CM14)

YV V V VY V

Vsechny klostridie jsou izolaty ze stolice kojencd.

3) rod Lactobacillus
Lactobacillus gasseri (RU)
Lactobacilus paracasei (SH)
Lactobacilus paracasei (JA)

Lactobacilus paracasei (AM)

YV V V VYV V

Lactobacillus rhamnosus (MJ)
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» Lactobacillus paracasei (FE)
» Lactobacillus rhamnosus (FJ)
Lactobacilus paracasei (SH) je izolat z mlé¢ného vyrobku, ostatni laktobacily jsou izolaty ze

stolice kojencii.

4) rod Escherichia
Escherichia coli (EC1)
Escherichia coli Nissle 1917 (EC2)
Escherichia coli (EC3)
Escherichia coli (EC4)
» Escherichia coli (EC5)
Escherichia coli EC1, EC3, EC4, EC5 jsou izolaty ze stolice, E. coli Nissle 1917 (EC2) byla

YV V V V

vyiozolovana z probiotika.

4.2 Pouzité enteralni vyzivy

Pro rozbory byly pouzity sterilni enterdlni vyzivy znacek Modulen IBD, Fresubin
a Fortini. Podrobngjsi sloZzeni je uvedeno v kapitole 3.4.3. Produkty Fortini Multi Fibre

a Fresubin Energy Fibre Jahoda obsahuji prebiotickou slozku.

1. Modulen IBD, vyrobce Nestlé, sarze 23010346AD, trvanlivost do 31. 10. 2014

2. Fresubin Original Vanilka, vyrobce Fresenius, Sarze 29KF1122, trvanlivost do
06/2017

3. Fortini Multi Fibre, vyrobce Nutricia, Sarze L100613233, trvanlivost do 08. 08. 2017

4. Fresubin Energy Fibre Jahoda, vyrobce Fresenius, Sarze 29KE1007, trvanlivost do
05/2017

5. Fresubin Neutral, vyrobce: Fresenius, Sarze: 29HC0491, trvanlivost do 06/2015

4.3 Pouzita media

Pro fedéni mnozstvi bakterii byl pouzit fedici roztok. Kontrola ristu bakterii v desticce
byla sledovana v mediu Wilkins-Chalgren (W-Ch) bujon. Wilkins-Chalgren bujon byl také
pouzivan pro pieoCkovavani bakterii. Pro stanoveni poc¢tu bakterii byl pouzit agar Wilkins-
Chalgren se sdjovym peptonem. U selektivniho stanoveni bifidobakterii byl W-Ch agar
obohacen o mupirocin a octovou kyselinu. Bakterie E. coli byly selektivné stanoveny na agaru

MacConkey nebo TBX agaru.
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Redici roztok

1)

2)
3)

4)
5)

6)

Do Erlenmeyerovy banky bylo navdZzeno 5 g tryptonu, 5 g Zzivného bujonu
(Nutrientbroth No. 2), 2,5 g kvasniéného autolyzatu (Oxoid) a 0,25 g cysteinu
(Sigma).

Sypké komponenty byly rozmichany v 1 litru destilované vody, nasledné bylo pipetou
pfidano 0,5 ml tweenu 80.

Uprava pH na 7 ptidavkem 1 M NaOH.

Do penicilinek bylo napipetovano 9 ml roztoku pomoci automatické pipety.
Penicilinky byly dany do vodni lazn€, nasledné¢ probublany CO, a hermeticky
uzavieny pomoci Spuntu a hlinikového vicka. Doslo tak k vytvofeni anaerobniho
prostiedi.

Sterilace v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Wilkins-Chalgren bujon se sojovvm peptonem

1)
2)
3)
4)

5)

6)

Do Erlenmeyerovy bainiky bylo navdzeno 33 g Wilkins-Chalgren bujonu, 0,5 g
cysteinu (Sigma) a 5 g s6jového peptonu.

Sypké komponenty byly rozmichany v 1 litru destilované vody, pipetou bylo ptidano
1 ml tweenu 80.

Uprava pH na 7 ptidavkem 1 M NaOH.

Do penicilinek bylo napipetovano 9 ml roztoku pomoci automatické pipety.
Penicilinky byly dany do vodni lazn¢, nasledné¢ probublany CO, a hermeticky
uzavieny pomoci Spuntu a hlinikového vicka.

Sterilace v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Wilkins-Chalgren agar se séjovvm peptonem

1)

2)
3)
4)
5)

Do Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 4,3 g Wilkins-Chalgren agaru, 0,05 g
cysteinu (Sigma) a 0,5 g sojového peptonu.

Sypké komponenty byly smichany se 100 ml destilované vody a 0,1 ml tweenu 80.
Barka s agarem byla uzaviena pomoci alobalu.

Sterilace v Papinové hrnci po dobu 60 minut.

Temperace agaru ve vodni 14zni na teplotu 48 °C.
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Wilkins-Chalgren agar se séjovym peptonem., mupirocinem a octovou kyselinou

Pro selektivni Stanoveni bifidobakterii bylo pfipraveno 100 ml Wilkins-Chalgren
agaru se sojovym peptonem. Po vytemperovani na teplotu 48 °C bylo ptidano antibiotikum

mupirocin (10 mg) a 0,1 ml octové kyseliny.

MacConkey agar

1) Do Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 5,2 g piipravené sypké smeési.

2) K sypké smési bylo piidano 100 ml destilované vody.

3) Erlenmeyerova baiika s agarem byla uzaviena pomoci alobalu.

4) Sterilace v Papinov¢ hrnci po dobu 60 minut.

5) Temperace agaru ve vodni lazni na teplotu 48 °C

6) Naliti agaru na Petriho misky, pfipadné pied ockovanim bakterii nechat vyschnout

povrch misek.

TBX agar

1) Do Erlenmeyerovy bankybylo navazeno 3,66 g agaru.
2) Sypka smés byla smichana se 100 ml destilované vody.
3) Barika byla uzaviena pomoci alobalu.

4) Sterilace pti 121 °C po dobu 15 minut.

5) Temperace na teplotu 48 °C.

6) Naliti agaru na misky, po utuhnuti pouziti k rozboru.
TBX agar byl pouzit pro izolaci Escherichia coli (EC5) ze stolice kojence.
Vsechny komponenty pouzivané do medii jsou od firmy Oxoid UK.

4.4 Testovani ristu stievnich bakterii v enteralni vyzivé

Z ¢isté rozmrazené kultury bakterii bylo pteockovano 0,3-0,5 ml roztoku do Wilkins-
Chalgren bujonu. Bakterie byly kultivovany po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C v termostatu.
Nasledné byla zkontrolovana cCistota kultury, pomoci fazoveé kontrastniho mikroskopu Nikon

ECLIPSE E200.

Kultura bakterii byla nafedéna pomoci desitkového fedéni, z divodu pocitatelného
mnozstvi kolonii. Narostla kultura (fedéni 10°, cca 10%/ml) byla zfedéna v fedicim roztoku

tak, Ze bylo nabrano 1 ml roztoku bakterii a dana do penicilinky s 9 ml fediciho roztoku, takto
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natedény roztok mél koncentraci v 1 ml cca 10" bakterii (fedéni 10™). Z tohoto roztoku byl
opét nabran 1 ml a dan do dalsiho Fediciho roztoku, tento roztok mél koncentraci cca 10°
(fedéni 107?), takto bylo pokracovano aZ do koncentrace cca 10" bakterii v 1 ml (fedéni 107).
K rozborim bylo vyuZito fedéni 10° (do mikrotitradni desticky), 10° a 107 (na rozbor 0
hodin).

Rozbor 0 hodin:

1. Bifidobakterie, klostridie, laktobacily

Z fedéni 107 bylo odebrano 0,5 ml roztoku do Petriho misky, pfelito W-Ch agarem
a dikladn¢ rozmichano. Stejnym zplusobem byla zaofkovana i druhd miska, poté bylo
otkovano fedsni 10° (také do 2 misek). DileZitd je aseptickd prace, aby nedoslo ke
kontaminaci z vn&jsiho prostredi. Petriho misky byly uzavieny do anaerostatu, kde bylo
vytvofeno anaerobni prostiedi (Anaerogen). Kultivace probihala v termostatu pii teploté
37 °C po dobu 48 hodin. Po 48 hodinach byly ru¢né spocitany narostlé kolonie, ptipadné pod
mikroskopem byla zkontrolovana Cistota kolonii. Poéty kolonii byly piepocitainy na log
KTJ/g.

2. Escherichia coli

Z fedéni 107 bylo otkovano 0,1 ml roztoku bakterii na misku s tuhym Wilkins-
Chalgren agarem, nasledné byl roztok rozetien klickou po celé plose agaru. Stejnym
zpusobem byla zaoCkovana i druhd miska, poté bylo okovano fedéni 10° (také do 2 misek).
Misky byly kultivovany za aerobnich podminek v termostatu pfi 37 °C po dobu 24 hodin.
Nasledné byly spoc€itany narostlé kolonie a pod mikroskopem zkontrolovana Cistota. Poéty

kolonii byly pfepocitany na log KTJ/g.

Rozbor v mikrotitraéni desti¢ce

Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano ristové medium. Pro 1 kmen 4 jamky

s 90 pul enteralni vyzivy, 2 jamky S 90 pl bujonu a 2 jamky s 90 ul fediciho roztoku.

Enteralni vyziva byla pouzita bud’ ¢ista, nebo byla obohacena o lysozym. Lysozym byl
ptipraven ze sypkého prasku rozpusténého v APl mediu na koncentraci 1000 mg/l. Roztok
lysozymu byl prefiltrovan pomoci stfikackového filtru, kvili riziku kontaminace. Enteralni
vyziva Modulen IBD byla pfipravena podle ndvodu na obale, smichdnim 2,37 g suché smési

do 10 ml sterilni destilované vody.
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Do pripravenych kultivaénich medii bylo mikropipetou pipetovano 10 ul kultury
(cca 10° KTJ/ml). Desticka byla uzaviena, déana do anaerostatu a bylo vytvofeno anaerobni
prostiedi (Anaerogen). Kultivace pro vSechny bakterie (bifidobakterie, klostridie, laktobacily,
E. coli) probihala stejné, tj. pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin v termostatu. Po 24 hodinach

byla mikrotitrac¢ni desticka oteviena a vyuzita k rozboru 24 hodin.

V desticce, ve které byly bifidobakterie a laktobacily, bylo zméfeno pH (pomoci pH
papirkti a Reflektoquantu) a mnozstvi mlééné kyseliny (pomoci Reflektoquantu). V piipadé

klostridii a E. coli bylo zméteno pouze pH (pH papirkem a na Reflektoquantu).

Rozbor 24 hodin

Z jamek mikrotitraéni desticky, ve které byly enteralni vyzivy a Wilkins-Chalgren
bujon, bylo odpipetovano 10 pul do zkumavek s bujonem, odtud bylo klasicky provedeno
desitkové fedéni do fedicich roztok. Do Petriho misek bylo napipetovano 0,5 ml roztoku,
prelito agarem a rozmichano. Byly o¢kovany 3 fedéni ve 2 opakovanich. Redéni byla zvolena

podle zakalu a pH. Pfi rustu bakterii dochazi ke koagulaci enteralni vyzivy.

Misky s bifidobakteriemi, Klostridiemi a laktobacily byly uzavieny do anaerostatu,
vytvofeno anaerobni prostiedi (Anaerogen) a kultivovany v termostatu pii teploté 37 °C
po dobu 48 hodin. Po 48 hodinach byly spocitany narostlé kolonie, které byly prohlédnuty
pod mikroskopem.

Misky pro stanoveni E. coli byly ockovany roztérem v mnozstvi 0,1 ml. Kultivace
probihala za aerobnich podminek v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin. MnoZstvi kolonii
bylo ptepocitano na log KTJ/g (kolonii tvoficich jednotek na 1 gram). Vysledky byly dale
statisticky vyhodnoceny.

Testovani enteralni vyzivy s tweenem 80

Enteralni vyziva s lysozymem pro rast Escherichia coli byla obohacena o tween 80
Vv koncentraci 5 ml/l. Tween 80 mé detergentni G¢inek a mél by byt schopen narusit vnéjsi

membranu a umoznit lysozymu pftistup k peptidoglykanové vrstvé bunécné stény

Rozbor byl provadén stejnym zpisobem jako testovani rustu v ¢isté vyzivé nebo
vyZzivé obohacené o lysozym. Mnozstvi kolonii bylo pfepocitano na log KTJ/g a vysledky
byly statisticky vyhodnoceny.
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Testovani spoleéného rustu bifidobakterii a Escherichia coli v 1 vvZivé

Narostlé kultury Bifidobacterium bifidum JOV a probioticka Escherichia coli Nissle
1917 byly smichany v poméru 10 ml bifidobakterii a 0,1 ml E. coli. Bakterie byly naockovany
do enteralnich vyziv obohacenych o lysozym (100 mg/l) do mikrotitra¢ni desti¢ky. Postup byl

stejny jako pfedchozi rozbory.

Kultivace bakterii probihala pro bifidobakterie v agaru Wilkins-Chalgren se s6jovym
peptonem s mupirocinem a octovou kyselinou, za anaerobnich podminek pii teploté 37 °C po
dobu 48 hodin. Rust E. coli byl stanoven na agaru MacConkey roztérem, za aerobnich
podminek pii teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Nasledné¢ byly narostlé kolonie spocitany
a statisticky vyhodnoceny.

4.5 Stanoveni koncentrace lysozymu difuzni metodou

Mnozstvi lysozymu V riznych vzorcich bylo stanoveno pomoci difuzni metody. V této
metodé se pouziva bakterie citliva na lysozym, Micrococcus luteus. Na misky byl
napipetovan 1 ml bifipufru, do kterého byla nanesena kolonie Cerstvé narostlého mikrokoka.
Suspenze byla pielita agarem Wilkins-Chalgren se s6jovym peptonem, agar musi na misce
dostateéné ztuhnout. Po utuhnuti byly do agaru vytvoifeny jamky, do kterych byly
napipetovany piipravené vzorky a standardy v mnozstvi 50 ul, podle nichz byla vytvofena

kalibraéni kiivka.

Béhem inkubace po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C lysozym difunduje z jamek do
agaru a dochazi tak k lyze bun€k. V agaru se vytvofi inhibi¢ni zony, které byly zméfeny
a zaneseny do kalibracni kiivky. Koncentrace lysozymu byla spocitdna podle exponencidlni

rovnice. Standardy byly pouzity v koncentracich 10, 20, 100 a 1000 mg/1.
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5 VYSLEDKY

V této diplomové praci byl sledovan rist sttevnich bakterii (bifidobakterii, klostridii,
laktobacili a E. coli) v rtznych enteralnich vyzivach, nasledné byly enteralni vyzivy
obohaceny o lysozym (100 mg/l), jako kontrolni medium byl pouzit Wilkins-Chalgren bujon.
Pocty narostlych kolonii byly pfevedeny na hodnoty log KTJ/g. Hodnoty byly statisticky
vyhodnoceny v programech Statgraphics Centurion (Multiple range tests) a Microsoft Office
Excel 2007 (t-test). Dale byla naméfena hodnota pH a pifipadné¢ mnozstvi vyprodukované

mlééné kyseliny po 24 hodinach kultivace.

5.1 Ruiist bakterii v enteralnich vyzivach

Pro porovnani rastu sedmi bifidobakterii v enteralni vyzivé s lysozymem byla pouzita
Cista enteralni vyziva, ktera byla jiz testovana v bakalafské praci. Hodnoty rastu se statistiky
vyznamné 1i§i mezi jednotlivymi kmeny i mezi druhy enteralnich vyziv. Nejnizsi rist byl

sledovan u BB12 ve Fresubinu Jahoda, nejlépe rost kmen BV ve Fortini Neutral (tab. 5).

Celkem bylo testovano Sest klostridii na Ctyfech enteralnich vyzivach. Naméfené
hodnoty rustu bakterii u Fortinu Netral, Fresubin Neutral a Jahoda byly pouzity z bakalarské
prace. Hodnoty po porovnani s nové testovanym Modulenem IBD se statisticky vyznamné lisi
mezi kmeny i mezi druhy enteralnich vyziv (tab. 5). Nejniz$i rist byl sledovan u KA

V Modulenu IBD, nejvyssi rast pak u FJJW2 ve Fresubinu Neutral.

Ve skupiné¢ sedmi laktobacili ve cCtyfech enterdlnich vyzivach se hodnoty ristu
statisticky vyznamné li§i, jak mezi kmeny, tak mezi druhy enterdlnich vyziv. Nejnizsi rist
v Cisté enteralni vyzivé byl sledovan u AM ve Fortini Neutral, naopak nejvyssi hodnota byla
u SH ve Fresubinu Neutral. Modulen IBD podporuje nejlépe rust laktobacill, pocty bakterii
neklesly pod 9 log KTJ/g (tab. 5).

Rust E. coli byl sledovan u péti kmenl na &tyfech enteralnich vyzivach. Rust
v enterdlni vyziveé se statisticky vyznamné 1i8i mezi kmeny 1 mezi enterdlnimi vyZzivami.
Nejméné rostl kmen EC1 ve Fortini Neutral, ktery ale zaroven rostl nejlépe ve Fresubinu

Vanilka. Celkovy riist byl v po&tech témét 10° KTJ/g (tab. 5).

35



Tabulka 5: Riist bakterii v enteralnich vyZivach

MODULEN FORTINI F. NEUTRAL/ FRESUBIN

IBD NEUTRAL VANILKA* JAHODA

DAN 5,18+0,01'° 5,42+0,05%* 5,57+0,03%® 5,46+0,15%8
BB12 5,01+0,04%* 5,30+0,00** 4,92+0,13% 4,30+0,00*
BM 7,81+0,22%F 8,38+0,01°¢ 8,44+0,01%%F 8,63+0,07°¢
JKM 7,40+0,02'° 7,47+0,09'° 7,47+0,12'° 9,00+0,10%
Jov 7,37+0,01*° 8,26+0,01%¢ 7,83+0,05% 8,57+0,06"°
TP1 6,75+0,02'¢ 8,93+0,01*° 7,09+0,02%¢ 8,65+0,05%
BV 7,47+0,00° 9,15+0,15% 8,34+0,00% 8,79+0,03°°
SiM1 9,06+0,29°° 8,13+0,01'%® 8,06£0,02'* 8,39+0,03%
FW2 7,98+0,02'° 9,11+0,03% 8,00+0,06'* 8,00+0,01'*
KA 6,530,044 8,260,024 8,01£0,05%* 8,19+0,00°®
T2 8,54+0,16¢ 8,39+0,02'° 8,37+0,01'8 8,77+0,19%°
FJIW2 9,18+0,21%° 8,41+0,02'° 9,24+0,03%° 9,04+0,04%
CM14 8,09:£0,06% 8,01+0,05™ 8,54+0,01%¢ 8,09+0,00%8
RU 9,33+0,03% 9,35+0,07°° 8,030,124 8,77+0,10%
SH 9,36+0,00%5¢ 9,41+0,03° 9,53+0,00°F 9,29+0,03'°
JA 9,17+0,02** 8,62+0,02%¢ 8,76+0,00% 9,11+0,04%¢
AM 9,38+0,05% 7,84+0,06' 8,28+0,00%° 9,26+0,04°°
MJ 9,49+0,01 7,90+0,28'° 9,22+0,02%° 8,57+0,01%*
FE 9,42+0,01°° 7,93+0,03'8 9,43+0,03'F 9,02:+0,05%
FJ 9,49+0,00% 8,06+0,02'® 8,070,124 8,720,028
EC1 9,20+0,03% 8,65+0,08'° 9,45+0,01% 9,24+0,04°
EC2 9,43+0,05% 8,91+0,04'° 9,41+0,03%8 9,03+0,04%¢
EC3 9,05+0,05% 8,39+0,07*A 8,80+0,00%® 9,00+0,04%A
EC4 8,78+0,064 8,76+0,03¢ 8,82+0,07A 8,86+0,00A
EC5 9,28+0,00%° 9,35+0,01°% 9,02+0,02°%° 9,37+0,06*8

Pozn.: Tabulka je rozdélena na 4 kategorie: bifidobakterie (BB12—BV), klostridie (SIM1—-CM14), lactobacily (RU-FJ), E. coli (EC1-EC5).

Hodnoty jsou praméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka. Indexy: ¢islice vyjadiuji odlinost v fadcich, pismena vyjadiuji odlisnost ve

sloupcich (hladina vyznamnosti p < 0,05). * U E. coli byla misto Fresubinu Neutral pouZita vyziva Fresubin Vanilka.
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5.2 Rust bakterii v enteralnich vyzivach s lysozymem

U sedmi bifidobakterii byl sledovan rust ve ¢tyfech enteralnich vyzivach obohacenych
0 lysozym (100 mg/l). Hodnoty rustu bakterii se statisticky vyznamné lis§i mezi kmeny i mezi

Cv N

byl u BM ve Fresubinu Neutral (tab. 6).

Rust klostridii byl sledovan celkem u Sesti kmenii ve Ctyfech enteralnich vyzivach.
Hodnoty se statisticky vyznamné li§i mezi kmeny i mezi druhy enteralnich vyziv. Nejnizsi
rust byl sledovan u FW2 ve Fortini Neutral, nejvyssi u FJJW2 ve Fresubinu Neutral (tab. 6).
U Fresubinu Jahoda byla testovana navic jeSté vyssi koncentrace lysozymu (200 mg/l),

hodnoty se oproti koncentraci 100 mg/1 statisticky nelisi.

Rast laktobacili byl testovdn u sedmi kmend na cCtyfech enteralnich vyZzivach
S lysozymem (100 mg/l). Hodnoty riistu se statisticky vyznamné 1isi, jak mezi kmeny, tak
mezi druhy enteralnich vyziv (tab. 6). Laktobacily nemély problém ve vyzivach rist ve

Cvwr

v Modulenu IBD.

Rust v enteralni vyzivé s lysozymem byl testovan u péti E. coli v péti enteralnich
vyzivach. Hodnoty se statisticky vyznamné li§i mezi kmeny i mezi druhy vyziv. Rust E. coli
byl v hodnotach 10° KTJ/g. Nejnizsi rast byl sledovan u EC2 ve Fortini Neutral, nejvyssi pak
u EC5 ve Fortini Neutral (tab. 6).
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Tabulka 6: Riist bakterii v enteralnich vyZivach s lysozymem

MODULEN FORTINI FRESUBIN FRESUBIN F. JAHODA/
IBD NEUTRAL NEUTRAL JAHODA VANILKA*
DAN 4,48+0,05%® 4,340,044 5,34+0,04%* 5,48+0,06** NT
BB12 4,18+0,08™ 4,68+0,10%® 6,64+0,04® 5,35+0,12%4 NT
BM 8,660,307 8,21+0,02'F 8,940,047 8,16+0,06'® NT
JKM 7,93+0,01'° 8,85+0,06° 8,35+0,012°F 8,60+0,12%¢ NT
Jov 7,88+0,04%° 7,00+0,03"° 8,46+0,02 8,17+0,24°8 NT
TP1 8,33+0,01'F 8,69+0,13% 8,25+0,00™° 8,83+0,05% NT
BV 6,77+0,04'¢ 6,80+0,02¢ 6,80+0,04'° 8,23+0,21%® NT
S1M1 8,97+0,04°° 8,24+0,07'° 8,39+0,03% 8,50+0,03%° 8,56+0,08
FW2 8,23+0,00® 6,80+0,06 8,25+0,03% 9,21+0,01% 8,14+0,04
KA 7,23+0,02%4 7,98+0,02°® 8,29+0,05® 6,97+0,06'* 6,27+0,02
T2 8,25+0,02%® 8,16+0,00'P 8,94+0,04°° 8,95+0,023¢ 8,53+0,15
FJIW2 9,21+0,02% 8,71+0,07'F 9,39+0,02°F 9,15+0,01%° 8,94+0,00
CM14 8,7240,013¢ 8,08+0,01% 7,720,084 8,93+0,024¢ 8,63+0,02
RU 8,15+ 0,01 9,24 +0,07°C 8,31 +0,17* 8,56 + 0,097 NT
SH 9,78 + 0,03°° 9,34 + 0,05'¢ 9,51 +0,05% 9,47 + 0,04?° NT
JA 9,14 + 0,04% 9,49 +0,03%° 8,43 + 0,05 9,16 + 0,05%° NT
AM 9,43 +0,01°° 8,39 +0,08™ 9,20 + 0,00%° 9,19 + 0,07%° NT
MJ 8,95+ 0,05%® 8,57+0,11" 9,35+0,01°° 8,63+0,01"® NT
FE 9,61 + 0,05°¢ 9,64 + 0,04 9,51+0,01% 9,43 +0,01'° NT
FJ 9,41+ 0,01*° 9,27 + 0,06 8,67+0,05%® 8,40 + 0,024 NT
EC1 9,11+0,06°¢ 8,600,048 9,32+0,05*8 8,64+0,05™ 8,900,058
EC2 9,07+0,01%¢ 8,54+0,08A 8,89+0,08%A 8,56+0,05 9,07+0,00°
EC3 8,84+0,03%8 8,69+0,07*8 8,93+0,02%4 8,59+0,10 8,70+0,04*"
EC4 8,68+0,06" 8,70+0,028 8,98+0,22%A 8,83+0,05'%8 8,86+0,08"%8
EC5 9,35+0,05°° 9,52+0,05% 9,19+0,01%C 9,05+0,11*¢ 9,09+0,08"%¢

Pozn.: Tabulka je rozd&lena na 4 kategorie: bifidobakterie (BB12-BV), klostridie (SIM1—CM14), lactobacily (RU-FJ), E. coli (EC1-EC5).
Hodnoty jsou priméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka. Indexy: ¢islice vyjadiuji odli$nost v fadcich, pismena vyjadiuji odlisnost ve
sloupcich (hladina vyznamnosti p < 0,05). * U klostridii byl testovan piidavek 200 mg/1 lysozymu do EV Fresubin Jahoda, E. coli byla navic

testovana ve Fresubinu vanilka. NT- netestovano.

5.3 Rust bakterii ve Wilkins-Chalgren bujonu se s6jovym peptonem

Wilkins-Chalgren bujon se sdéjovym peptonem byl pouzit jako kontrolni medium pro
sledovani ristu bakterii. V tabulce 7 jsou uvedeny hodnoty v pocatku ristu (0 hodin) a po 24
hodinach kultivace, dale jsou uvedeny hodnoty pH po 24 hodinach. VSem bakteriim toto
medium prospiva a rostou zde ve vysokych poctech, tj. v poctech 10° KTJ/g. U bifidobakterii
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byla namétena hodnota pH po kultivaci okolo 5, u klostridii byla hodnota pH > 6. U skupiny
laktobacily byla namétena hodnota pH < 5. Rist vSech kmeni E. coli u v§ech kment byl > 9
log KTJ/g, hodnota pH je okolo 6,5.

Tabulka 7: Rist bakterii ve Wilkins-Chalgren bujonu

0 HODIN 24 HODIN pH

DAN 4,38 +0,07 8,93 + 0,03 5,20
BB12 5,08 + 0,03 8,89+ 0,21 4,70
BM 4,53 +0,05 9,07 + 0,03 5,00
JKM 4,87 + 0,04 9,06+ 0,01 4,90
Jov 5,17 + 0,06 8,86 + 0,02 5,10
TP1 4,57 + 0,04 9,29 + 0,04 4,60
BV 4,67 + 0,01 9,30 + 0,00 4,80
SIM1 4,01 + 0,06 8,85 + 0,02 6,00
FW2 4,40 + 0,05 9,33+ 0,01 6,50
KA 2,97 +0,19 8,57 + 0,06 6,50
T2 4,22+ 0,07 9,36+ 0,01 6,60
FJIW?2 428 +0,26 9,43 +0,01 6,80
CM14 3,43 + 0,08 9,10 0,02 6,10
RU 4,37 + 0,04 8,73 +0,19 4,10
SH 4,65+ 0,03 9,33 +0,24 4,40
JA 4,98 + 0,01 9,29 + 0,00 4,40
AM 4,67 + 0,05 9,35+0,01 4,80
MJ 4,72 + 0,01 9,38 + 0,04 4,60
FE 4,96 + 0,02 9,42 + 0,09 4,75
FJ 4,39 +0,08 9,14 + 0,05 4,60
EC1 4,37 + 0,05 9,44 + 0,01 6,40
EC2 437+0,10 9,77 + 0,05 6,50
EC3 4,52 +0,19 9,49 + 0,04 6,50
EC3 4,78 + 0,00 9,56 + 0,04 6,80
EC5 4,89+0,11 9,50+ 0,01 6,60

Pozn.: Tabulka je rozd&lena na 4 kategorie: bifidobakterie (BB12—-BV), klostridie (SIM1-CM14), lactobacily (RU—FJ), E. coli (EC1-ECS5).
Hodnoty jsou priméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka.

5.4 Riist rodu Bifidobacterium

Tabulka 8 ukazuje naméfené hodnoty pH a mléénou kyselinu po kultivaci Vv enteralni
vyzivé s lysozymem. Hodnota pH u bifidobakterii byla naméfena v rozmezi 4,8-6,95.
Nejvyssi mnozstvi mlééné kyseliny bylo naméteno u JKM ve Fresubinu Neutral. U Cisté

enteralni vyzivy se hodnota pH pohybovala od 5,00 do 6,95 (tab. 9).
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Tabulka 8: Hodnoty pH (mlééna kyselina v mg/l) v EV s lysozymem po kultivaci

DAN  BB12 BM IKM Jov TP1 BV

6,90 6,75 6,60 5,55 5,45 6,00 6,55
b @IPEIEEN (1210 (335)  (245)  (275)  (575) (495) (170)  (195)

6,80 6,35 5,00 4,90 6,40 5,00 6,30
FORTININEUTRAL 550y (165)  (235)  (640) (290) (520)  (300)
FRESUBIN 6,95 6,30 4,80 4,90 5,10 5,70 5,10
NEUTRAL (255)  (255)  (470)  (1325)  (1040)  (430)  (1060)
FRESUBIN 5,80 5,95 5,10 5,10 5,50 6,30 5,10
JAHODA (413)  (493)  (850)  (780) (770) (733)  (955)

Tabulka 9: Hodnoty pH v ¢isté EV po kultivaci

DAN BB12 BM JKM JOV TP1 BV
MODULEN IBD 6,60 680 695 595 590 6,80 6,65
FORTINI NEUTRAL 6,40 640 580 510 6,20 6,50 6,50
FRESUBIN NEUTRAL 6,30 6,80 520 520 510 6,60 5,00
FRESUBIN JAHODA 650 6,70 510 500 6,00 6,60 6,30

5.4.1 Porovnani rustu bifidobakterii

Jednotlivé hodnoty rastu bifidobakterii byly porovnany ve vSech vyzivach
s lysozymem a v Cistych vyzivach a bylo zjisténo, ze se hodnoty statisticky 1isi pouze u
kmene BV. Rist bifidobakterii zviteciho ptivodu se statisticky 1isi od lidskych bifidobakterii
(tab. 10). Rust bifidobakterii zvifeci pivodu (DAN, BB12) se nelisi v jednotlivych enteralnich
vyzivach s lysozymem a bez lysozymu. Stejné tak se neli$i rdst bifidobakterii lidského

pivodu ve vyzivach s lysozymem a bez lysozymu (tab. 11).

Tabulka 10: Porovnani ristu ve vyZivach s a bez lysozymu

EV s lysozymem EV bez lysozymu

DAN 4,91+ 0,50 541+0,14
BB12 521+0,92 4,88+ 0,36
BM 8,49 £ 0,32 8,32 +0,31
JKM 8,43 +0,34 7,84 + 0,67
Jov 7,88 + 0,55 8,01 = 0,45
TP1 8,52 + 0,24 7,86+ 0,95
BV 7,15 + 0,62* 8,44 + 0,63*

DAN, BB12 5,06 = 0,76°
BM-BV 8,10 +0,69°

Pozn.: Hodnoty jsou praméry (v log KTJ/g) = smérodatna odchylka ve vSech vyzivach. Indexy: * hodnoty se statisticky lisi v fadcich,

pismena vyjadiuji odlisnost ve sloupci (hladina vyznamnosti p < 0,05).
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Tabulka 11: Porovnani ristu zvifecich a lidskych bifidobakterii v ¢isté enteralni vyZivé a s lysozymem

MODULEN FORTINI FRESUBIN FRESUBIN
IBD NEUTRAL NEUTRAL JAHODA
DAN, . 433%015 4,51£0,17 5,99+ 0,65 5,42+ 0,07
Bz EV 5,10+0,08 5,36 £ 0,06 5,25+0,33 4,88 +0,58
BV 701+064 791+ 0,85 8,16+ 0,72 8,40+ 027
BM_ _L 5 ) 5 5 5 5 5 >
Y EV 7,36+0,34 8,44+ 0,59 7,83 +0,51 8,73+ 0,15

Pozn.: Tabulka je rozdélena na 2 kategorie: DAN, BBI12 - bakterie zvifeciho piivodu, BM—BV - bakterie lidského ptvodu. Hodnoty jsou
pruméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka. Hodnoty se statisticky nelisi (hladina vyznamnosti p < 0,05). EV-enteralni vyzivy, EV-L-

enteralni vyzivy s lysozymem.

5.5 Rist rodu Clostridium

U klostridii byla méfena hodnota pH po kultivaci v enteralni vyzivé s lysozymem (tab.
12), hodnoty se pohybuji v rozmezi 4,40-6,45. V tabulce 13 jsou zaznamenany naméiené

hodnoty pH v ¢isté enteralni vyzivé, hodnoty se pohybuji okolo 5.

Tabulka 12: Hodnoty pH v EV s lysozymem po kultivaci

SIM1 FW2 KA T2 FJW2 CM14
MODULEN IBD 49 550 645 510 520 5,20
FORTINI NEUTRAL 490 550 645 510 520 5,20
FRESUBIN NEUTRAL 4,60 530 5,10 510 5,60 5,20
FRESUBIN JAHODA 440 540 570 510 540 5,10
F. JAHODA 200 mg/I 430 510 6,60 500 5,20 5,00

Tabulka 13: Hodnoty pH v EV po kultivaci

SIM1 FW2 KA T2 FJW2 CMi4
MODULEN IBD 5,20 540 5,60 5,10 5,20 5,20
FORTINI NEUTRAL 4,50 520 4,90 5,10 5,00 5,00
FRESUBIN NEUTRAL 4,90 530 510 4,70 5,00 5,50
FRESUBIN JAHODA 4,70 500 4,90 4,80 5,10 5,20

5.5.1 Porovnani rustu klostridii

Hodnoty ristu priméru jednotlivych kment klostridii ve vSech enteralnich vyzivach
s lysozymem a bez lysozymu se statisticky nelisi (tab. 14). Rast vSech klostridii se statisticky

nelisi v jednotlivych vyzivach s a bez lysozymu (tab. 15).
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Tabulka 14: Porovnani ristu ve vyzivach s lysozymem a bez lysozymu

EV s lysozymem EV bez lysozymu

SIM1  8,53+0,27 8,41 +0,39
FW2  8,12+0.,86 8,27 + 0,48
KA 7,62 + 0,54 7,75+ 0,71
T2 8,58 + 0,37 8,52+0,16
FJIJW2 9,12+0,25 8,97 + 0,33
CM14  8,36+0,49 8,18+ 0,21

Pozn.: Hodnoty jsou priméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka ristu jednotlivich kmeni ve viech vizivich. Hodnoty se statisticky
nelisi (hladina vyznamnosti p < 0,05).
Tabulka 15: Porovnani ristu vSech Klostridii ve vyZivach s lysozymem a bez lysozymu
MODULEN IBD FORTINI NEUTRAL FRESUBIN NEUTRAL FRESUBIN JAHODA
EV-L 8,44+ 0,65 8,00 + 0,58 8,50 + 0,53 8,62+ 0,77
EV 8,23 +£0,88 8,39+0,5 8,37+ 0,44 8,41 +0,38

Pozn.: Hodnoty jsou priméry rastu vSech klostridii (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka. Hodnoty se statisticky nelisi (hladina vyznamnosti

p <0,05). EV-enteralni vyzivy, EV-L-enteralni vyzivy s lysozymem.

5.6 Riist rodu Lactobacillus

V enteralni vyzivé s lysozymem se namétena hodnota pH pohybuje v hodnotach od
4,00 do 5,35 (tab. 16). Nejvyssi mnozstvi mlééné kyseliny bylo naméfeno u FE ve Fresubinu
Jahoda (tab. 17). Podobné je tomu v ¢isté enteralni vyzivé, hodnota pH se pohybuje od 3,95
do 5,80 a nejvyssi naméfena hodnota mlécné kyseliny byla naméfena u FJ ve Fresubinu
Neutral (tab. 18 a 19).

Tabulka 16: Hodnoty pH v EV s lysozymem po kultivaci

RU SH JA AM MJ FE HJ

MODULEN IBD 530 4,40 4,70 5,00 530 445 490
FORTINI NEUTRAL 4,05 4,00 4,05 4,75 485 4,00 4,75
FRESUBIN NEUTRAL 5,00 4,30 485 4,70 500 4,90 4,85
FRESUBIN JAHODA 4,20 5,00 5,00 5,70 4,60 4,15 5,35
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Tabulka 17: Mlééna Kkyselina v EV s lysozymem po kultivaci (v mg/l)

RU SH JA AM MJ FE FJ
MODULEN IBD 4950 4740 4710 2830 1280 3550 2350
FORTINI NEUTRAL 2680 3030 3220 2580 2350 4220 2700
FRESUBIN NEUTRAL 4110 6000 2390 4030 5260 4010 6000
FRESUBIN JAHODA 5780 6220 8440 4100 6220 8280 3480

Tabulka 18: Hodnoty pH v ¢isté EV po kultivaci
RU SH JA AM MJ FE HJ
MODULEN IBD 450 4,40 5,00 530 520 4,60 5,30
FORTINI NEUTRAL 4,00 395 4,00 4,75 4,75 4,00 4,60
FRESUBIN NEUTRAL 4,90 4,45 480 4,95 460 485 4,85
FRESUBIN JAHODA 520 510 4,70 580 5,50 5,00 5,30

Tabulka 19: Mlé¢éna Kkyselina v ¢isté enteralni vyZivé po kultivaci (v mg/l)

RU SH JA AM MJ FE FJ
MODULEN IBD 4340 5750 5200 2160 2090 4060 2440
FORTINI NEUTRAL 3150 5060 3580 2040 2470 5300 2510
FRESUBIN NEUTRAL 4240 5560 2830 2810 4700 5860 5900
FRESUBINJAHODA NT NT NT NT NT NT NT

5.6.1 Porovnani rustu laktobacilu
Hodnoty rustu jednotlivych bakteriii ve vSech enteralnich vyzivach s lysozymem a bez

lysozymu se statisticky nelisi (tab. 20).

Tabulka 20: Porovnani ristu ve vyZivach s lysozymem a bez lysozymu

EV s lysozymem EV bez lysozymu

RU 8,57 £ 0,42 8,87 + 0,54
SH 9,53+0,16 9,40 + 0,09
JA 9,06 + 0,39 8,92+ 0,23
AM  9,05+039 8,69 + 0,65
MJ 8,88 +0,31 8,80 £ 0,62
FE 9,55+ 0,08 8,95+ 0,61
FJ 8,94 + 0,42 8,59 £ 0,59

Pozn.: Hodnoty jsou praméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka jednotlivych kment ve vSech vyzivach. Hodnoty se statisticky nelisi

(hladina vyznamnosti p < 0,05).
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Hodnoty vsSech testovanych laktobacili V enteralni vyzivé slysozymem a bez
lysozymu byly zprimérovany a porovnany na jednotlivych vyzivach. Bylo zjisténo, ze se

hodnoty statisticky 1isi pouze u vyzivy Fortini Neutral (tab. 21).

Tabulka 21: Porovnani ristu na jednotlivych vyZivach

MODULEN IBD FORTINI NEUTRAL FRESUBIN NEUTRAL FRESUBIN JAHODA
EV-L 9,21 +0,50 9,13 +0,44* 9,00 + 0,48 8,98 + 0,41
EV 9,38+0,10 8,44 + 0,64* 8,76 = 0,60 8,96 £ 0,26

Pozn.: Hodnoty jsou priméry vSech testovanych bakterii (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka. *Hodnoty se statisticky li§i ve sloupci

(hladina vyznamnosti p < 0,05). EV-enteralni vyzivy, EV-L-enteralni vyzivy s lysozymem.

5.7 Rast rodu Escherichia

U testovanych enteralnich vyziv s lysozymem byla po kultivaci méfena hodnota pH,
které se pohybovala od 4,8 do 5,55 (tab. 22). V tabulce 23 jsou naméfené hodnoty pH po

kultivaci v ¢istych enteralnich vyzivach. Hodnota pH se pohybovala od 5,0 do 5,8.

Tabulka 22: Hodnoty pH v EV s lysozymem po kultivaci
EC1 EC2 EC3 EC4 EC5
MODULEN IBD 550 540 545 515 540
FORTININEUTRAL 515 515 515 490 5,10
FRESUBIN NEUTRAL 525 510 555 490 4,80
FRESUBIN JAHODA 5,05 5,15 5,10 5,00 5,10
FRESUBIN VANILKA 530 510 530 530 5,30

Tabulka 23: Hodnoty pH v ¢isté EV po kultivaci

EC1 EC2 EC3 EC4 EC5S

MODULEN IBD 580 5,80 580 5,80 5,40
FORTININEUTRAL 5,20 5,00 5,00 5,20 5,20
FRESUBIN VANILKA 5,10 5,00 510 510 5,30
FRESUBIN JAHODA 5,30 530 5,00 5,20 5,00

5.7.1 Porovnani ristu E. coli

Byly porovnany risty E. coli v enteralnich vyzivach s lysozymem a v Cisté formé.
Hodnoty ristu jednotlivych kmeni se statisticky nelisi v primérech enteralnich vyziv s a bez
lysozymu (tab. 24). Pii porovnani vSech kmenu v enteralni vyzive, s lysozymem a bez

lysozymu, bylo zjisténo, Ze se hodnoty lisi pouze u enteralni vyzivy Fresubin Jahoda (tab. 25).
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Tabulka 24: Porovnani ristu ve vyZivach s lysozymem a bez lysozymu

EV s lysozymem EV bez lysozymu

EC1 8,81 +0,21 9,14+ 0,30
EC2 8,81+ 0,26 9,20 + 0,23
EC3 8,71 + 0,09 8,81+ 0,26
EC4 8,77 0,08 8,81 +0,04
ECS5 9,25+0,19 9,26 +£0,14

Pozn.: Hodnoty jsou praméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka rastu jednotlivych kmenti ve vSech vyzivach. Hodnoty se statisticky
nelisi (hladina vyznamnosti p < 0,05).
Tabulka 25: Porovnani ristu na jednotlivych vyzivach

MODULEN IBD FORTINI NEUTRAL FRESUBIN JAHODA FRESUBIN VANILKA
EV-L 9,01 £0,23 8,81 +0,36 8,73 +0,18* 8,92+0,14
EV 9,15+0,22 8,81 +0,32 9,10 £0,18* 9,10+ 0,28

Pozn.: Hodnoty jsou praiméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka riistu viech bakterii. *Hodnoty se statisticky li§i ve sloupcich (hladina

vyznamnosti p < 0,05). EV-enteralni vyzivy, EV-L-enteralni vyzivy s lysozymem.

5.8 Porovnani riznych bakterii

V tabulce 26 jsou hodnoty rustu skupin bakterii, které byly porovnany v ramci
sloupcti. Hodnoty se statisticky lisi, respektive rust bifidobakterii se odliSuje od ostatnich
bakterii (leva strana tabulky). Pfi rozdéleni skupiny bifidobakterii na lidské a animalni bylo
zjisténo, ze se vSechny porovnavané skupiny statisticky 1i§i (prava strana tabulky). Priméry
rastu jednotlivych skupin bakterii byly porovnany v ramci fadkd, tedy rozdil na vyzivach

S lysozymem a bez lysozymu a bylo zjisténo, Ze hodnoty statisticky nelisi u zadné skupiny

bakterii.
Tabulka 26: Porovnani bakterii na v§ech vyzivach s lysozymem a bez lysozymu
EV s lysozymem EV bez lysozymu f| EV s lysozymem EV bez lysozymu
Laktobacily 9,08 +0,47° 8,89 +0,57° 9,08 + 0,47 8,89 +0,57°
E. coli 8,87 +0,27° 9,04 + 0,29° 8,87 +0,27% 9,04 + 0,29
Bifidobakterie A A 5,06+ 0,76° 5,15+ 0,18% DAN, BB12
7,23 £1,54 7,25+ 1,45 b b
8,10+ 0,69 8,09+ 0,53 BM-BV
Klostridie 8,39 + 0,685 8,35+ 0,568 8,39 £ 0,68 8,35+ 0,56°

Pozn.: Hodnoty jsou priméry (v log KTJ/g) £ smérodatnad odchylka vSech bakterii jednotlivych skupin ve vSech enteralnich vyzivach.

Hodnoty se statisticky li§i, indexy pismen vyjadiuji odli$nost ve sloupcich (hladina vyznamnosti p < 0,05).
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V tabulce 27 byly porovnany hodnoty rustu bakterii v enteralnich vyzivach
s lysozymem s rastem ve Wilkins-Chalgren bujonu a bylo zjisténo, ze se hodnoty nelisi pouze
u laktobacilli, u ostatnich bakterii se lisi (Ieva strana). OvSem pii porovnani enteralnich vyziv

bez lysozymu a W-CH bujonu se hodnoty lisi ve vSech testovanych skupinach (prava strana).

Tabulka 27: Porovnani ristu ve vyZivach s lysozymem s ristem ve Wilkins-Chalgren bujénu

EV s lysozymem W-Ch bujon || EV bez lysozymu W-Ch bujon

Laktobacily 9,08 £ 0,47 9,23 +£0,22 8,89 +0,57* 9,23 +0,22*
E. coli 8,87 £0,27* 9,55+0,12% 9,04 + 0,29* 9,55+0,12*
Bifidobakteri 7,23 +1,54* 9,06+ 0,17* 7,25+ 1,45% 9,06+ 0,17*

Klostridie 8,39 £ 0,68* 9,11+ 0,31%* 8,35+ 0,56* 9,11+0,31*
Pozn.: Tabulka je rozdélena na 2 oddily. Hodnoty jsou priméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka vSech bakterii jednotlivych skupin ve
vsech enteralnich vyZzivach. *Hodnoty se statisticky lisi v fadcich (hladina vyznamnosti p < 0,05).
Na zavér byly porovnany vSechny bakterie testované v enteralni vyzivé s lysozymem,
v Cisté enteralni vyzivé a ve W-Ch bujonu. Testem ANOVA bylo zjisténo, ze hodnoty ristu
bakterii statisticky nelisi (tab. 28).

Tabulka 28: Porovnani ristu v§ech bakterii

Celkové prumeéry rustu vSech bakterii

Enteralni vyZivy s lysozymem 8,39 +£0,72
Enteralni vyzivy 8,38 0,70
Wilkins-Chalgren bujén 9,24 +0,19

Pozn.: Hodnoty jsou priméry (v log KTJ/g) + smérodatnd odchylka vSech bakterii ve vSech enteralnich vyzivach s lysozymem, bez

lysozymu a ve Wilkins-Chalgren bujonu se séjovym peptonem. Hodnoty se statisticky nelisi (hladina vyznamnosti p < 0,05).

5.9 Rust E. coli v enteralnich vyzivach s lysozymem a tweenem 80

Vsechny pouzivané E. coli byly testovany v enteralni vyzivé obohacené o lysozym
(100 mg/l) a tween 80. Bylo zjisténo, Ze hodnoty se v ramci sloupct statisticky vyznamné 1isi
(tab. 29). Pouziti tweenu v kombinaci s lysozymem pro vyvolani antimikrobialniho ucinku

nebylo prokazano.
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Tabulka 29: Riist E. coli v enteralni vyZivé s lysozymem a tweenem

FRESUBIN NEUTRAL FRESUBIN JAHODA

EC1 9,03+0,01® 9,01+0,06®
EC2 8,93+0,01°8 9,00+0,11°8
EC3 8,9440,08"8 8,8440,09"
EC4 8,81+0,13" 9,01+0,06°
EC5 9,05+0,15° 9,2440,04°

Pozn.: Hodnoty jsou priméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka. Indexy pismen vyjadiuji odlisnost ve sloupcich (hladina vyznamnosti p
<0,05).

5.10 Rust kombinace bifidobakterii a E. coli v EV s lysozymem

Pii testovani spole¢né¢ho ristu bifidobakterii a E. coli, bylo zjisténo, ze E. coli
ockovany ve 100 x mensim mnozstvi nez bifidobakterie, rostou ve vyssich poctech piiblizné

o 2 fady (tab. 30).

Tabulka 30: Riist bifidobakterii s E. coli

Jov EC2
MODULEN IBD 7,11£0,01°%  9,19+0,01°
FORTININEUTRAL  6,45+0,13* 8,93+0,09"
FRESUBIN NEUTRAL  7,39+0,01¢ 8,95+0,01*
FRESUBIN JAHODA  7,94+0,00° 8,96+0,01*

Pozn.: Hodnoty jsou priméry (v log KTJ/g) + smérodatna odchylka. Indexy pismen vyjadiuji odli$nost ve sloupcich (hladina vyznamnosti p
<0,05).

5.11 Stanoveni lysozymu difuzni metodou

Stanoveni lysozymu difuzni metodou bylo stanoveno u vaje¢ného bilku, u tfi vzorkl
lidskych slin a u tii vzorkti matefského mléka. U vzorku stolice nebyla naméfena zadna
inhibiéni zodna. Inhibi¢ni zony byly pfepocitany a bylo zjisténo, Ze nejvyssi koncentraci

lysozymu obsahuje vaje¢ny bilek (tab. 32).

Tabulka 31:Standardy lysozymu

Koncentrace lysozymu (ug/ml) logy Inhibi¢ni zé6na (mm) X

10 1 7
100 2 13
1000 3 22,5

Pozn.: Hodnoty jsou priiméry ze 3 méfeni.
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Koncentrace lysozymu byla vypocitana podle néasledujici rovnice:
y=b.a

logy =ax +logb

a=(log y> —log y1)/(x2— X1)

a=0B-1)/(225-7)

a=0,129

logb =logy - ax

logh=2-0,129. 13

log b = 0,323

logy =0,129x + 0,323

Tabulka 32: Zjisténé koncentrace lysozymu V riiznych vzorcich

5514

14,0 141 £41
17,5 267 £+ 39
145 172 £72
11,0 55
7,09 17
8,0 23

Pozn.: Hodnoty jsou priméry ze 2 méfeni.
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6 DISKUZE

Hypotézou diplomové prace bylo, ze rizné druhy enteralni vyzivy budou podporovat
rust priznivych probiotickych bakterii (bifidobakterii a laktobacilil), ale potlacovat rist
potencialné patogennich bakterii (E. coli, klostridii). Rust bifidobakterii a klostridii byl
Caste¢né sledovan v bakalaiské praci. Piidavkem antimikrobidlniho enzymu lysozymu do

enteralnich vyziv bylo sledovano, zda dojde k inhibici nékteré ze sledovanych skupin bakterii.

s lysozymem i v ¢istych enterdlnich vyzivach rod Bifidobacterium, hodnoty jsou statisticky
vyznamné. Kmeny zvifectho ptiivodu rostou v podtech okolo 10° KTJ/g. Tyto bakterie jsou
pouzivany zejména do mlécnych fermentovanych vyrobka kvili své technologické odolnosti.
V kravském mléce vydrzi i po dobu 175 dnit v poétech 10° KTJ/g, lidské bifidobakterie jsou
Vv niz§ich poctech jiz po 3 dnech skladovani (Rada, 1997).

Gagnon et al. (2004) testovali pét kmenii bifidobakterii vyizolovanych ze stolice
kojencti na odolnost viic¢i lysozymu, vSechny kmeny tolerovaly koncentraci lysozymu do 300
mg/l. Rada et al. (2010) sledovali rust bifidobakterii v pfitomnosti lysozymu v koncentraci
400 mg/l, Bifidobacterium animalis subsp. lactis 1 byl citlivéjsi nez ostatni bifidobakterie.
Oproti kontrole vykazoval rist pfiblizné o jeden fad niz8i. Podle Kunova et al. (2012) byly
bifidobakterie vyizolované ze stolice kojence rezistentni vuci lysozymu. Bifidobacterium
animalis subsp. lactis byl citlivy na koncentraci lysozymu 400 mg/l. Toto potvrzuje i studie
Rockova et al (2011a) kdy byly testovany kmeny DAN a BB12, oba jsou citlivé na

koncentraci lysozymu 400 mg/I.

Bifidobakterie zvifeciho ptivodu (B. animalis subsp lactis) rostly v matetském mléce
vyraznéji méné¢ nez bifidobakterie lidské, hodnoty jsou strovnatelné s hodnotami ristu
v enteralni vyZivé, v podtech priblizng 10° KTJ/g (Rada et al., 2010). Pii testovani riistu
bifidobakterii v riznych matefskych mlékach bylo potvrzeno, ze Bifidobacterium animalis
DAN i BB12 roste v nizsich poctech nez lidské kmeny bifidobakterii (Rockova et al., 2011a).
Bifidobacterium animalis neni podporovan prebiotickym inulinem (Rada et al., 2008). Inulin
byva soucasti enteralnich vyziv, pokud jsou obohaceny o vlakninu. Z testovanych enteralnich

vyziv byly o inulin obohaceny Fortini Neutral a Fresubin Energy Fibre Drink.

Bifidobacterium bifidum a B. longum vykazuji podobny rtst v enteralni vyzivé jako

Vv matefském mléce. Rozdil ristu téchto bakterii v kravském a v matetském mléce je zhruba
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o0 fad vyssi v mléce kravském (Rockova et al., 2011b). U bifidobakterii lidského pivodu bylo
zjisténo, ze kmen Bifidobacterium longum 1 (TP1) roste v riznych matetskych mlékach
odlisn€, v porovnani s enteralni vyzivou 1 v téch nejvyssich poctech je stile o fad nizsi

(Rockova et al., 2011a).

Klostridie lidského piivodu byvaji rezistentni na lysozym (400 mg/l). Rast klostridii
Vv enteralni vyzive s lysozymem i bez lysozymu je srovnatelny s hodnotami ristu v kravském
mléce, mateiské mléko tyto bakterie vyrazné nepodporuje (Rockova et al., 2011b).

Prebiotikum inulin podporuje rist lidskych klostridii (Rada et al., 2008).

Enterdlni vyziva jako rustové medium pro bakterie lidského plivodu je vhodna,
bakterie jsou zde schopny rust ve vysokych poctech. Jednoznacné se neda fici, ze by néktery
Z testovanych kmend rostl nejlépe ze vSech, stejné tak Zadnd zenterdlnich vyziv
nepodporovala rist bakterii vyznamné 1épe neZ jina. V nejvyssich poctech rostly v enterdlnich
vyzivach bakterie Escherichia coli (9,04 + 0,29 log KTJ/g), v enteralnich vyzivach
s lysozymem bakterie rodu Lactobacillus (9,08 + 0,47 log KTJ/g). Je vyhodné, aby lysozym
neinhiboval rast laktobacili z divodu probiotického ucinku Vv organismu. Bakterie musi

odolavat ochrannym barieram a dostat se do tlustého stfeva v dostatecném poctu.

Laktobacily produkovaly v enteralni vyzivé s lysozymem i v Cisté enteralni vyzivé
kyselinu mlé¢nou v mnozstvi n¢kolika gramu (g/1), ¢im doslo kde snizeni pH na hodnoty az
okolo 4, coz je b&né u mléénych vyrobkt (Lourens-Hattingh and Viljoen, 2001).
Bifidobakterie tvoii vice octové kyseliny neZ mlé¢né, hodnoty jsou oproti laktobaciliim nizsi
a pH je ale vyssi. Klostridie (Cl. butyricum) rozkladaji bilkoviny a dochazi tak ke zvyseni pH
(Pahlow et al., 2003). Toto potvrzuje 1 sledovani pH po kultivaci v enteralni vyzivé, hodnoty

jsou > 5. Podobné je tomu i u E. coli, tvorba kyselin nesnizuje pH pod hodnotu 5.

Obecné lze fici, ze pro vSechny sledované skupiny bakterii je nejlepsi ristové medium
Wilkins-Chalgren bujon se s6jovym peptonem. Avsak hodnoty nejsou statisticky vyznamné.
Nejlépe vtomto mediu rostly bakterie Escherichia coli (9,55 + 0,12 log KTJ/g), vlivem
rozkladu bilkovin je hodnota pH > 6. Wilkins-Chalgren bujon podporuje rist bifidobakterii

zviteciho piivodu, které enteralni vyZiva podporuje nejméng, v poctech cca 10° KTJ/g.

Déti kojené matefskym mlékem maji zastoupené E. coli v podtech 10'-10° KTJ/g
a bifidobakterie v podtech 10° KTJ/g (Benno et al.,1984). Tato situace byla simulovéana do

enteralni vyzivy obohacené o lysozym, kde byly pouzity probiotické kmeny E. coli
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a bifidobakterii v poméru 1:100. Po kultivaci bylo zjisténo, ze se pomér bakterii otocil ve
prospéch E. coli. Enteralni vyziva tedy neni optimalni medium pro zachovani fyziologického
poméru bakterii ve stieveé. I kdyZz byla pouzita E. coli Nissle 1917, ktera se pouziva jako
probiotikum. E. coli patii mezi symbiotické bakterie traviciho traktu, ale nikdy by nem¢l
ptresahnout jejich pocet nad ty, které jsou zdravi prospésné (Lourens-Hattingh and Viljoen,
2001).

Enzym lysozym inhibuje rast grampozitivnich bakterii, ¢ehoz se vyuziva u stanoveni
jeho koncentrace v riznych vzorcich. Mnozstvi lysozymu ve vaje¢ném bilku je v mnozstvi
nékolika grami, pravé proto je vajeény bilek i priimyslové vyuzivan jako zdroj lysozymu.
U matetského mléka je mnozstvi lysozymu nizsi, a to v hodnotach okolo 100 mg/l (Rockova
et al., 2013), i kdyZ n&které studie uvadi hodnoty vyssi. Dulezité je, jakou metodou se
lysozym stanovuje, difuzni metodou byva obsah lysozymu niz§i nez naptiklad metodou
ELISA (Roc¢kova et al., 2013). Ve slinach je podobné mnozstvi (56 + 30 mg/l) jako
v matefském mléce (Taylor et al., 1992).

V praktické ¢asti bylo zjisténo, Ze koncentrace lysozymu v matefském mléce je velmi
nizkad (< 55 mg/l), vyS$i koncentrace byla namétena ve slindch. V jednom ze vzorkl byla
koncentrace > 200 mg/l, tento vysledek muze byt zapfi¢inény spiSe nepiesnosti difuzni
metody. Koh et al. (2004) stanovovali lysozym u pacientt s lupénkou a zjistili, ze tito lidé
maji niz§i mnozstvi lysozymu ve slinach (127,6 mg/l), ve srovnani s kontrolou (180,9 mg/l).
Namétené vysledky tedy odpovidaji kontrolni skuping. Slzy obsahuji v praméru okolo 1,3 g/l,
cozZ je zhruba 10 ti ndsobek nez sliny. Zajimavé je, Ze koncentrace lysozymu roste v pribéhu
dne, ale s veékem klesa (Sen and Sarin, 1986). Zvysené koncentrace lysozymu mohou mit
souvislost s onemocnénim. Pfi infekci v Gstni duting, kterd ma souvislost s tvorbou zubniho

kazu, je zvySena koncentrace lysozymu 1 histaminu ve slinach (Dodds et al., 2005).

Ptitomnost lysozymu v matefském mléce je jeden z faktorti ochrany pied infekcemi
U kojenych déti (Lonnerdal, 2003). Proto byl do enterdlnich vyziv piidavan lysozym
0 koncentraci 100 mg/l. Na jedné z enteralnich vyziv byl testovan rist klostridii v ptitomnosti
lysozymu v koncentraci 200 mg/l, avSak nedoslo k inhibici ristu bakterii. Rust bakterii se

statisticky neli$i oproti ristu bakterii v enteralni vyzive s lysozymem v koncentraci 100 mg/I.

Kromé sledovani rlstu v pfitomnosti lysozymu u grampozitivnich bakterii

(bifidobakterie, laktobacily, klostridie) byl sledovan i rust u gramnegativnich E. coli,
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koncentrace lysozymu 100 mg/l nezpuisobuje inhibici ristu téchto bakterii. Antimikrobialni
aktivita lysozymu by na gramnegativni bakterie mohla fungovat, pokud by doslo k naruseni
bunécné stény bakterii. Napiiklad laktoferin zvysuje ucinek lysozymu v jeho antimikrobiélni
aktivité (Ellison and Giehl, 1991). Nékteré bakterie obsahuji specifické inhibitory, pomoci
kterych odolavaji pisobeni lysozymu. Testovana Escherichia coli, ktera je za béznych
podminek odolna vuci lysozymu vajecného bilku, po inaktivaci inhibitoru lysozymu nebyla

schopna ve vaje¢ném bilku rist (Deckers et al., 2008).

Do enteralnich vyziv obohacenych o lysozym byl piidan detergent tween 80
v koncentraci 5 ml/l, ktery by m¢l narusit vnéj§i membranu a umoznit lysozymu pfistup
Kk peptidoglykanové vrstvé bunécné stény Po kultivaci bylo zjisténo, ze se pocet bakterii E.
coli nesnizil oproti kontrole, tato koncentrace tweenu 80 v kombinaci s lysozymem je tedy
neucinnd. Bylo by zajimavé testovat jest€¢ néjakou jinou latku, kterd by naruSila bunécnou

sténu a porovnat, zda se projevil antimikrobialni G¢inek lysozymu.

Je mozné, Ze koncentrace lysozymu 100 mg/l je opravdu piili§ nizka na to, aby se
antimikrobialni G¢inek Vv in vitro podminkach potvrdil. Rozhodujici koncentrace byva podle
studii obvykle vyssi nez 400 mg/l. Dale je dilezité zminit, ze matefské mléko obsahuje

mnoho dalsich latek, které v synergickém efektu napomahaji k antimikrobidlnimu ucinku.
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7 ZAVER

poctech bifidobakterie zvifeciho puvodu (Bifidobacterium animalis subsp. lactis-
DAN, BB12).

e Zadna ztestovanych enterdlnich vyziv nepodporuje rist stievnich bakterii vyrazné

1épe nez jina.

e Zidny z testovanych kmenii stievnich bakterii nerostl ve viech enteralnich vyzivach

vyrazné l1épe oproti ostatnim.

e VnejvysSich poctech rostly v enteralnich vyzivach bakterie rodu Escherichia
(9,04 £ 0,29 log KTJ/qg).

e Venteralnich vyzivach s lysozymem rostly nejlépe bakterie rodu Lactobacillus
(9,08 = 0,47 log KTJ/qg).

e Ve Wilkins-Chalgren bujonu rostly nejlépe bakterie rodu Escherichia (9,55 + 0,12 log
KTJ/g).

e Piidavek lysozymu v koncentraci 100 mg/l do enteralni vyzivy neinhibuje rast

bakterii, ani nepodporuje rist bakterii oproti ristu v ¢isté enteralni vyzive.

e Piidavek lysozymu a tweenu 80 v koncentraci 5 ml/l do enteralni vyZivy neinhibuje

rust Escherichia coli.

e Enteralni vyziva neni vhodné medium pro zachovani ptirozeného poméru E. coli

a bifidobakterii.

e Z4dna z testovanych enteralnich vyziv neméla prebiotické ¢inky.
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