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Selektivni stanoveni bifidobakterii v potravnich dlicich

a mle¢nych kysanych vyrobcich

Selective enumeration of bifidobacteria in food

supplements and fermented milk products

Souhrn

Tato prace ,Selektivni stanoveni bifidobakterii tavnich dopicich a mlénych
kysanych vyrobcich* je orientovana na otestovanidiméréenych ke kvantifikaci rodu
Bifidobacterium a navrzeni novych, druhévspecifickych médii wenych pro druhy
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum a Bifidobacterium breve. V této praci byly
otestovanyisté kultury roduBifidobacterium, dale 16 komené dostupnych probiotickych
vyrobki, z toho 13 dopilka stravy a 3 jogurty. Testovani bylo provedeno npé&ebnich
prostedich utenych ke kvantifikaci rodifidobacterium, tedy na normou ISO 29981/IDF
220:2010 (Merck, Bmecko) doporteném TOS meédiu dopiném o antibiotikum mupirocin
(200 mg/l), TOS médiu (Yakult), komeamneé vyrakinémBSM médiu (Sigma-Aldrich), BSM
médiu doplgném o mupirocin (100 mg/l) a naVilkins—Chalgren (Oxoid) agaru
s mupirocinem (100 mg/l) dopiném o séjovy pepton (5 g/l), L-cystein (0,5 g/lywden 80
(2 ml/l) a ledovou kyselinu octovou (1 ml/l), coé kome&né pripraveny agar, ktery byl
modifikovany na katei@ mikrobiologie, vyZivy a dietetiky;ZU. Dale byla navrzena druhév
specifickd média: mupirocin-turanosaédium (MT), manitol-sorbitol-mupirocin médium
(MSM) a mupirocin-mucinmédium (MM). Sacharidy pouzité v sestavenych druhov
specifickych médiich slouzi jako selektivni faktggo konkrétni druhy bifidobakterii. Tato
prace se za#iiuje na sledovani schopnostistu jednotlivych drut bifidobakterii na &chto
vySe zmignych pstebnich progedich. Z vysledk této prace vyplyva, Zze nejvysSi gy
bifidobakterii rostly na TOS médiu bez mupirocifiiento vysledek byl vSak dan tim, Ze
na TOS médiu bez mupirocinu byly pégddentifikovany i jiné bakterie nez jen bakterizdu
Bifidobacterium. TOS médium je tedy ménselektivni nez ostatni dop@avana média
pro kvantifikaci roduBifidobacterium obohacena o mupirocin (100 mg/l), kde vSechny tyola

byly identifikovany jako rodBifidobacterium.



Izolaty pochazejici z komé&ne dostupnych probiotickych dajiu stravy a z joguiti,
byly identifikovany na drove rodu a druhu. Rodové identifikace byla provedepanqci
detekce enzymu fruktoso-6-fosfat fosfoketolasy (&R coz je enzym specificky pro rod
Bifidobacterium. Druhova identifikace byla pak provedena pomocliekadarre genetickych
metod, konkrété se jednalo o polymerazovaetzovou reakci (PCR), za pouziti rodov
specifickych primel. Fi sestavovani druhev specifickych médii bylo vychazeno
z biochemickych teét APl 50 CHL a ANAEROtest 23, pomoci kterych bylyisgjny
substratové preference konkrétnich driifidobakterii nebo bylo vychazeno z jiz znamych
fakta (utilizace mucinu), v fipadt Bifidobacterium bifidum. Druhow specificka média byla
sestavena pr8ifidobacterium bifidum, kde byl jako zdroj uhliku a zaroleselektivni faktor
vybran mucin (20 g/l). Toto médium bylo j&giro zvySeni selektivity dopémo o mupirocin
(200 mg/l). PraBifidobacrterium longum bylo navrzeno médium doginé o turanosu (10 g/l)
a mupirocin (100 mg/l). PrBifidobacterium breve bylo navrzeno médium domné o manitol
(20 g/l), sorbitol (10 g/l) a mupirocin (100 mg/INejvice selektivni se ukdzalo médium
navrzené proBifidobacterium bifidum, kde bylo Bifidobacterium bifidum identifikovano
v 79 %, na médiu prBifidobacterium longum byl tento druh identifikovan v 67 % a na meédiu
navrzeném praifidobacterium breve byl tento druh identifikovan v 71 %. Ani jedno zudo
navrzenych druhavspecifickych médii nebylo zcela selektivni, nicrag@no Bifidobacterium
bifidum se tedy jako perspektivni jevi médium obohacené wocim a mupirocin,
pro Bifidobacterium longum se jako perspektivni jevi médium obohacené o twano
a mupirocin a proBifidobacterium breve se jako perspektivni jevi médium obohacené
o sorbitol, manitol a mupirocin. Posledéast této prace jeémovand owieni informaci
uvedenych na obalech konmie¢ dostupnych probiotickych prepatatedy oéreni faktu, zda
se informace uvedené na obalech shoduji s vyslatiytifikace izolat z tchto vyrobk
provedené v ramci této prace. Deklarované druhiddbikterii byly identifikovany, ale

v nékterych vyrobcich identifikace potvrdila i vyskytuti, které na obale uvedeny nebyly.

Kli ¢éova slova:Bifidobakterie, probiotika, médium, selektivita,tpovni doplrk



Summary

The aim of this study, “Selective enumeration ddobacteria in food supplements and
fermented milk products” was to test media desighed quantification of the genus
Bifidobacterium and also preparing new species-specific medidifiadobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum andBifidobacterium breve species.

In this study, the pure culture Bffidobacterium as well as 16 commercially available
probiotic products, 13 probiotics supplements ango8urts, were tested. The testing was
performed on five cultivation media designed to rgiig the genusBifidobacterium:
the standard ISO 29981/IDF 220:2010 (Merck, Germesgommended TOS medium enriched
by the antibiotic mupirocin (100 mg/l), TOS medigkakult), commercially produced BSM
medium (Sigma-Aldrich), BSM medium enriched mupinod 00 mg/l) and Wilkins- Chalgren
(Oxoid) agar with mupirocin (100 mg/l). Wilkins-Cligeen (Oxoid) agar was also
supplemented with soy peptone (5 g/l), L-cystethb ¢/I), Tween 80 (1 ml/l) and glacial acetic
acid (1 mil/l), which is a commercially prepared mgmodified at the Department of
Microbiology, Nutrition and Dietetics, Czech Unigéy of Life Sciences Prague.

Furthermore the specific-species media were dedigaed produced. Mupirocin,
turanose medium (MT), mannitol, sorbitol, mupiroamredium (MSM) and mupirocin, mucin
medium (MM). Carbohydrates used in specific-speciedia were used as selective factors for
specific species difidobacteria.

This study focused on observing ability of growthdidferent species of bifidobacteria
in these previously mentioned cultivation mediae Tésults of this study show, that the highest
numbers of bifidobacteria appeared on the TOS meduithout mupirocin. This result was
given through the fact, that on the TOS medium eutimupirocin, bacterial genera other, than
bifidobacteria were identified. TOS medium is thess selective than the other recommended
media proposed for quantifying of the genBgidobacterium enriched with mupirocin
(200 mg/l), where all isolates were identified asgsBifidobacterium.

Isolates from commercially available probiotic slgppents and also isolates from
yogurts were identified to the genus and species.|&@he genus identification was carried out
by the detection of fructose-6-phosphate fosfolet®l(F6PPK), which is an enzyme specific
for the genusBifidobacterium. Species identification was made by using molecgenetic
techniques, specifically a polymerase chain readiRCR), using the genus specific primers.

Specific-species media were constructed on the dfabe information that came from
a biochemical test API 50 CHL and ANAEROTtest 23otlght which the substrate preferences



of specific bifidobacterial species were detectadin the case oBifidobacterium bifidum
the result from already known facts (utilizationnoicin).

Specific-species medium was prepared Bofidobacterium bifidum, where mucin
(20g/l) was the sole carbon source as a sele@aterf. Mupirocin (100 mg/l) was an additional
selective factor. FdBifidobacrteriumlongum, the medium supplemented with turanose (10 g/l)
and mupirocin (100 mg/l) was prepared. Bdrdobacterium breve, the medium supplemented
with mannitol (10 g/l), sorbitol (10 g/l) and mupain (100 mg/l) was prepared.

The most selective medium was the medium desigoeifidobacterium bifidum,
where the Bifidobacterium bifidum has been identified in 79 %, on a medium for
Bifidobacteriumlongum, specific species was identified in 67 % and oredioom designed for
Bifidobacterium breve specific species was identified in 71 %.

Neither of the newly designed specific-species medire entirely selective, however,
Bifidobacterium bifidum appears to be a perspective medium supplement&édmuitin and
mupirocin. For Bifidobacterium longum a perspective medium seems to be the medium
supplemented with turanose and mupirocin and Bdirdobacterium breve a perspective
medium seems to be the medium enriched by sorbi@hnitol, and mupirocin.

The last aim of this study was verification of tindormation on the packaging of
commercially available probiotics, thus verifyidgetfact that the information on the packaging
are in line with the results of identification @&olates of these products made in this study.
Declared bifidobacteria species were identified,ibsome cases other species which were not

mentioned on the packaging were also found.

Key words: Bifidobacterium, probiotics, medium, selectivity, food supplement
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1 Uvod

Mikroorganismy nas, jako lidstvo, obklopuji uz odpangti. Jsou nedilnou sa@asti
nasich zivol a mizou mit velky vliv na lidsky organismus.

Lidské stevo obsahuje cca ¥0mikroorganisni, coz je 10krat vice, nez je hikn
v lidském tle. Tato stevni mikrobiota mMiZze mit negativni vliv na zdravi hostitele, aléza
jeho zdravi i pozitivlh stimulovat. Proto je Zadouci, abyesto bylo osidleno ,spravnou*
mikrobiotou. Mezi tuto Zzadouci mikrobiojsoutazeny takzvané probiotické organismy, které
tim, Ze osidluji lidské stvo, chrani hostitele. Tyto mikroorganismy zaioja nebo alespo
castén¢ potlatuji rast hnilobnych bakterii. Probiotické mikroorganismgké mohou
produkovatiadu vitamiti skupiny B a K, mohou regulovat vyvojiet, regulovat ukladani
tuk, mohou zkvaSovat organické latky a posilovat inmirgystém.

Mezi nejznamgjSi  probiotické rody mikroorganisin paki Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus a Saccharomyces.
Zejména roifidobacterium mé schopnost adherovat ngeshi epitel a diky tomu tak snaze
piezZivat v travicim traktu a jeipozenym obyvatelem traviciho traktu.

Probiotika jsou definovana dle FAO/WHO (2002), jakgé mikroorganismy, které
jsou-li podavany v iméreném mnoZzstvi, imaseji hostiteli zdravotniimos. Probiotické
mikroorganismy jsou v dnesni dblelmi popularni, mzeme je nalézt jednak ¥iné stray,
nagiklad v kysaném zeli, ve fermentovanych &nlgch vyrobcich (jogurt, acidofilni mléko,
kefir), kde se firozere vyskytuji jako sodastcistych mlékaskych kultur, tak ale i ve forén
dophku stravy. Proto je wezité ungt je kvantifikovat, stejg tak jako jast a spolehli¢

selektivré stanovit.

Nevyhodou probiotickych mikroorganisime fakt, Zze ne vSechny jsou schopny projit
travicim traktem ve vitalnim stavu.iodem je na jedné strafejich neschopnostizptsobit
se filiS kyselému prosedi Zaludku, jehoz pH sete pohybovat kolem 2 a na stéagruhé
silné zasadité prostdi tenkého #kva. Probiotické vyrobky je protdeba testovat nejen na
mnozZstvi Zivych bakterii, ale i n&ifmmnost konkrétnich drdh které jsou vlastni lidskému

travicimu traktu.
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2 Literarni reSerSe

2.1 Rod Bifidobacterium
2.1.1 Charakteristi ka bifidobakterii

Prvni bifidobakterii byly izolovany v obdobi let 981900 Henrym Tissierem, ktery
vypozoroval, Ze maji nepravidelny tvar podobajieipgsmenu Y. Prvni bifidobakterie byly
vyizolovany z matiského mléka matky a posléze pak z traviciho trakiéte. Tyto prvni
izolaty byly pojmenovanyBacillus bifidus (Tissier, 1990). Poz§l Orla-Jensen, v roce 1924,
navrhl, aby bifidobakterie t¥dy vlastni rod (Orla-Jensen, 1924) a to na za&kladalyzy
vyizolovaného genu, ktery dokazoval, Ze se Bifidobacterium nachazi na pomezi mezi
bakteriemi propionového a ntléého kvaseniLeahy et al., 2005) padesatych letech dvacatého
stoleti bylo zjis¢no, Ze bifidobakterie dokazi fermentovakieré uhlikaté slateniny v zavislosti
na tom, o jaky druh rodBifidobacterium se jedna (Biavati, et al., 2000), nicrdénpribéhu celého
dvacatého stoleti nebyl dglnasny taxonomicky konsensus ohlédmmhoto rodu, proto byly

bifidobakterie zgazovany spolu s rodebractobacillus mezi bakterie miéného kvaSeni, a to igs

Obrazek 1: Fylogeneticky strom (podle Dellaglio a €lis, 2005, upraveno)
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to, Ze jsou fylogeneticky néjpuzné (Sedk&ek, 2007). Hlavnimi produkty metabolismu
bifidobakterii jsou acetét a laktat v pdm 3:2 (Biavati a Mattarelli, 2012).

Bylo to jednak diky jejich pleomorfnimu tvaru, tg&jich obligatnim fermentaim
vlastnostem (Klein et al., 1998). Tyavoluwni vztahy mezi bakteriemi migého kvaSeni, tak
jak je zndme dnes, byly stanoveny az @fizgii porovnani zejména sekvence jejich genu
pro 16S rRNA (Ventura et al., 2003).

Dnes se rodifidobacterium fadi do kmendé\ctinobacteria, tridy Actinobacteria, fadu
Bifidobacteriales, c¢eledi Bifidobacteriaceae a nakonec pak do samostatného rodu
Bifidobacterium (Sedl&ek, 2007), kde je znamo okolo 37 diuhifidobakterii, které byly
roz&kleny do rekolika skupin na zakladidentifikace provedené pomoci sekvence genu pro
16S rRNA (Turroni et al., 2011). Na obraz&islo 1 je znazorn fylogeneticky vztah mezi
druhy¢elediBifidobacteraceae, na z&klad analyzy genu, ktery kdduje 16S RNA.

RodBifidobacterium je rodem, ktery jgéazen mezi probiotické mikroorganismy s velmi
Sirokym vyuzitim a stegatak i Sirokym rozsahem vyskytu (Miranda et al.1 2D

Je to rod, ktery kolonizujefedevsim GIT a to v oblastiisvva, dutiny Ustni a dale se
pak hojré vyskytuje v oblasti pochvy. Bifidobakterie ti@akladni slozku #ggvni mikrobioty,
kterd je dlezitd pro lidsky imunitni systém. Rdgifidobacterium ho stimuluje a zarove
podporuje mukozni bariéru, coz ma za nasledek mvydmanyschopnosti jedince a odolnosti
strev vici patogerim (Matto et al., 2004).

Velmi dilezité je bifidobakterialni osidlovanitevni mikrobioty u kojenyckii uméle
piikrmovanych novorozeric Novorozené détse rodi s tégt sterilnim travicim traktem, jeho
osidlovani zaina @i prichodu vaginou &hem porodu a dale pakifojeni,¢i podavani urélé
smesi (Modler et al., 1990). Jiz dva dny po porodwezakme ve Bt novorozence okolo £0
az 103° bakterii na gram stolice, alefiite se stat, Ze osidlovaniest je z divoda prilis sterilni
porodni hygieny, vyZivy¢i zpisobu porodu opozdé (Biavati et al., 2000). AvSak u kojenych
novorozend se gedpoklada standardni igmob bifidobakterialniho osidlovanitet diky
matdgskému mléku, které je prvnim probiotikem, se kterg® novorozenec setkava
(Modler et al., 1990). Kasein, ktery je obsaZematéském mléce stimulujeist bifidobakterii
a zarové napomaha v boji proti patogimn, jako je nafiklad Escherichia coli neboCandida
albicans, které napadaji&vni epithel (Biavati et al., 2000). Uvadi se, Zprvnim vyvojovém
obdobi ma zdravy novorozenec osidleny travici tak®d0-95 % bifidobakteriemi, které
s pibyvajicim wkem klesaji (Schell et al., 2002p0zdji po porodu poet bifidobakterii
v trvicim traktu klesa a Zmaji prevaZzovat anaerobni bakterie @iddhcter oi des, Eubacterium,
Clostridium, Faecalibacterium a Peptostreptococcus, piicemz dophkovou mikrobitu tvéi
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laktobacily, enterokoky, koliformni a ostatni bakte V pozdjSim wku tvari bifidobakterie
jen 5-10 % z celkové igvni mikrobioty (Mitsuoka, 1990). Obrézéislo 2 znazatuje piibéh

osidlovani GIT.

Obrazek 2: Zmény v osidlovani skevni mikrobioty béhem zZivota (podle Mitsuoka, 1992, upraveno)
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Mikrobiota traviciho traktu u zdravych lidi byva marmalnich, standardnich, okolnosti
konstantni. Zrény nastavaji az ve chvili, kdy je naS organismustayovan psobeni
sulfonamidh, antibiotik nebo dalSich chemoterapeutik.éaystevni mikrobioty nastavaji takée
pii stresu nebo dhem starnuti, kdy dochazi Kimzenému oslabeni imunitniho systému
a zarové k ubytku bifidobakterii, které mohou byt i zceleedukovany. Na druhé stran
dochéazi ke zvySeni ptu bakterii roduEnterococcus, Enterobacter a Clostridium (Maxa
a Rada, 1996).

U bakterii roduBifidobacterium byly zjisStny nekteré jejich konkrétni zdravotni
piinosy. Grajek et al. (2005) uvadi, Ze ten to rod fak antikancerogenni, tak
atnicholesterolemicky dinek. Zarové bylo prokadzano, Ze bifidobakterie nalézajici
se v travicim traktu pozitivhovliviwuji zdravi hostitele tim, Ze zaligi kolonizaci steva
patogennimi organismy a zvySuji tak obranyschopamsnismu jedince. Také bylo zjigb,

Ze rodBifidobacterium napomahé jedirien, kte trpi laktosovou intoleranci nebo laktasovou

insuficienci, bifidobakterie maji antigmovy &inek (Russell et al., 2011).
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Jak jiz bylo zmigno vySe, bifidobakterie jsou obyvateli travicihakiu a to jak lidi, tak
ale i mnoha dalSich organifmPodrobgjsi informace o tom, kde v3ude se bifidobakterie

vyskytuji, je uvedeno v tabul@gslo 1.
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Tabulka 1: Pavod druhii rodu Bifidobacterium (podle Russell et al., 2011, upraveno)

kmen vyizoloval stolice stolice | zenska | stolice | stolice | stolice | stolice | bachor | odpadni | stfevo stfevo
dospélého | ditéte vagina | kurat prasat | selat kralik G | skotu vody ¢melaka | veely
¢lovéka
S::gﬂg?;g%ﬁ::?gpme Killer et al. (2010a) - - - - - - - - - + -
Bifidobacterium adolescentis | Reuter (1963) + - - - - - - + + - -
Bifidobacterium angulatum Scardovi a Crociani (1974) + - - - - - - - + - -
Bifidobacterium animalis Scardovi a Trovatelli (1974) _ _ _ + _ _ + . " _ }
Bifidobacterium asteroides Scardovi a Trovatelli (1969) - - - - - - - - - - +
Bifidobacterium bifidum Orla-Jensen (1924) + + + - - - - - - - -
Bifidobacterium bohemicum Killer et al. (2010a) - - - - - - - - - + -
Bifidobacterium boum Scardovi et al. (1979) - - - - - + - + - - -
Bifidobacterium bombi Killer et al. (2009b) - - - - - - - - - + -
Bifidobacterium breve Reuter (1963) + - + - - - - - + - -
Bifidobacterium catenulantum | Scardovi a Crociani (1974) + + - - - - - - + - -
Bifidobacterium choerinum Scardovi et al. (1979) - - - - - + - - + - -
Bifidobacterium coryneforme | Biavati et al. (1982) - - - - - - - - - - +
Bifidobecterium cuniculi Scardovi et al. (1979) - - - - - - + - - - -
Bifidobacterium dentium Scardovi a Crociani (1974) + + + - - - + - - - -
Bifidobacterium gallicum Lauer (1990) + - - - - - - - - - -
Bifidobacterium indicum Scardovi a Trovatelli (1969) - - - - - - - - - - +
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Tabulka 1- pokra¢ovani

Okamoto et al. (2008)

kmen vyizoloval stolice stolice Zenska | stolice stolice stolice stolice bachor | odpadni stifevo stifevo
dospglého ditéte vagina | kufat prasat selat kralik @ | skotu vody ¢melédka | veely
¢lovéka

Bifidobacteriuminfantis + - + - - - - - - - -
Reuter (1963)

Bifidobacterium longum + + + - - - - - - - -
Reuter (1963)

Bifidobacterium magnum ) . - - - - - - + - - - -
Scardovi a Zani (1974)

Bifidobacterium minimum o - - - - - - - - + B _
Biavati et al. (1982)

Bifidobacterium merycicum o - - - - - - - T B - -
Biavati et al. (1991)

Bifidobacterium pseudocatenul atum ) + + - - - - - - + - -
Scardovi et al. (1979)

Bifidobacterium pseudolongum ) - - - + + - - + - - -
Mitsuoka (1969)

Bifidobacterium psychraerophilum ) - - - - - - + + + - -
Simpson et al. (2004)

Bifidobacterium pullorum ) - - - + + - - - - - -
Trovatelli et al. (1974)

Bifidobacterium ruminantum o - - - + - - - + - - -
Biavati et al. (1991)

Bifidobacterium saeculare o - - - - - - + T B - -
Biavati et al. (1991)

Bifidobacterium scardovii - - - - - - + - - - -
Hoyles et al. (2002)

Bifidobacterium subtilis . + - - - - - - - T - -
Kim et al. (2010)

Bifidobacterium subtile o - - - - - + - - - - -
Biavati et al. (1982)

Bifidobacterium thermacidophilum ) - - - - - - - - + - -
Mitsuoka (1969)

Bifidobacterium tsurumiense - - - - + - - + + - -
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2.1.2 Morfologie a fyziologické vlastnosti

Rod Bifidobacterium m& velmi charakteristickou jak morfologii, tak fglogii
(Leahy et al, 2005). Jsou to nepohyblivérky s velmi vysokou morfologickou variabilitou,
v zavislosti na pdé, na které jsou kultivovany. ou vypadat jako malé, kratk&, stredni
ty¢inky, které se zasgat'uji na konci nebo to mohou byt ¢ipky kyjovitého tvaru.
Bifidobakterie mohou mit i drobné \istky, ohyby (Shortt a O’Brien, 2004). Velgasto
se ale jejich stveni podoba pismém V a Y (Leahy et al, 2005) a vyskytuji sedbjednotliv,
nebo tvdi retzce,¢i shluky Russell et al., 2011). Na obrazkach, které jsitlozeny na konci
prace, v pilohachgislo 1, 2, 3 a 4 je mikroskopicky obrB#idobacterium spp.

Rod Bifidobacterium jsou tedy chemoorganotrofniangfpozitivni, pleomorfni,
nesporotvorné tynky (Scardovi, 1986). Katalasa negativni, vzaaniZze byt katalasa
pozitivni, a to kdyZz dochazi Kistu na vzduchu, ktery je dogimy o 10 % oxidu uhtitého
(Sedl&ek, 2007). Touto vyjimkou jsou drulBifidobacterium asteroides a Bifidobacterium
indicum (Biavati a Mattarelli, 2012).

Rod Bifidobacterium jsou striktnimi anaeroby, ale ¥itpmnosti oxidu uhtiitého jsou
schopni kyslik po kratkou dobu tolerovat a doka¥dmto prostedi i fist (Dellaglio a Felis,
2005). Nekteré druhy, konkréth se jedna o jiz zmémé Bifidobacterium indicum
a Bifidobacterium asteroides (Russell, et al., 2011).

Bifidobakterie jsou mikroorganismy acidotolerantkdly optimalni pH pro jejichust
se uvadi mezi 6,5-7,0.riPpH které je 4,5-5, ippadreé 8-8,5, bifidobakterie nerostou (Roy,
2001). Vyjimkou jeBifidobacterium thermacidophilum, které roste i $ pH 4,5 a teplat
49,5 °C (Simpson et al.,, 2004), stejmak jsou vyjimkou Bifidobacterium aninalis
a Bifidobacterium lactis, které peziji expozici pH 3,5 (Matsumoto, 2005). Co seety
acidotolerantnosti bifidobakterii, tak rniédad Bifidobacterium bifidum je k nizkému pH vice
citlivé nez tebaBifidobacterium longum (Lourens-Hattingh et al., 2001).

ProtoZe jsou to bakterie mesofilni, optimalni tépléistu se pohybuje mezi 37-4C,
minimalni teplota se pak uvadi 25-2&€ (Biavati a Mattarelli, 2012). Nedokaziist
pii teplotach pod 20 °C a nad 46 °C, vyjdidobacterium psychroerophilum, které roste
i pfi 4°C (Simpson et al., 2004).

Bunééné stny bifidobakterii maji charakteristickou struktigram-pozitivnich bakterii,
tedy stnu tvaenou z tlusté vrstvy peptidoglykanu, ktery obsahujéysacharidy, proteiny
a kyselinu teichovou. Slozeni aminokyselin v zakladtetrapeptidu peptidoglykanu séie
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liSit mezi tiznymi druhy, ale dokonce i mezi kmeny stejného drutoz niize byt vyuZzito
k jejich identifikaci (Lauer a Kandler, 1983).

Ke svému iistu potebuji bifidobakterie zdroje sachaiid dusiku, nizky
oxidatné- redoxni potencial (Lourens-Hattingh et al., 20Gi¢jr¢ tak jako Zelezo a jiné dalSi
sloweniny (Ventura et al., 2004). Vzhledem k tomu, Zeuj bifidobakterie velmi citlivé
na kyslik, maji tak omezenou Zivotaschopnost. Tal&ale zvysit takzvanymiistovymi,
bifidogennimi, faktory, kterymi jsou pepton, dertiricystein, threonin, kvasimy extrakt,
hydrolyzaty kaseinu anebo prebiotika jako iildad inulin, galaktooligosacharidy
nebo fruktooligosacharidy (Doleyres a Lacroix, 2005Dale jsou to laktulosa
(B- galaktozidofrukt6za) a nebo N-acetyl-D-glukosaritery ve své slatenirg obsahuje
sacharidy (Gorner a Valik, 2004).

Bifidobakterie jsou sacharolytické mikroorganismy v&echny maji schopnost
fermentovat glukosu, fruktosu a galaktosu (Leahsl €2005).

Diky enzymu fruktoso-6-fosfoketolasy, ktery je specificky pouze pro rod
Bifidobacterium jsou hlavnimi produkty fermentace kyselina octawvakyselina miéna
v poreru 3:2 (Biavati a Mattarelli, 2012). DalSimi prodyljsou malé mnoZstvi ethanolu,
mraverénanu a sukcinatus{lhankova, 2008).

Odolnost rodu Bifidobacterium vaé¢i antibiotikim je rizna. Jsou citlive &i
tetracyklimim, metronidazolu, neomycinu a penicilinu. Uplnou zistenci  maji
na aminoglykosidy, streptomycin a mupirocin a redogomplet® vyhubit se daji pomoci

erytromycinu a spiramycinu (Reyed, 2007).

2.1.3 Kaultivace bifidobakterii

Rod Bifidobacterium je rodem, ktery je hofhvyuzivan hlava v potravindském
pramyslu (Miranda et al., 2011), proto jélézité, aby byla vyvinuta furdhi média pro jejich
snadnou, rychlou kultivaci a naslednou identifikadezi nefasgji pouzivané kmeny siadi
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum a Bifidobacterium
animalis subsplactis (Roy, 2001).

Zivné pady jsou idedlni zfisob, jak ruting stanovit rodBifidobacterium (Roy, 2001). Proto jiz
bylo navrzeno velké mnozstvi meédii, ktera se saaZklektivé stanovit tento rod
(Biavati a Mattarelli, 2012). i jejich sestavovani je nezbytné, aby byla respekia
fyziologie #chto mikroorganisri, a to z toho dvodu, Ze kazdy druh ma rozdilné pozadavky
na vyzivu, ma jinou toleranci ke kysliku, k antitlkdim (Charteris et al, 1997), maji rozdilny
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oxidatné-redukéni potencidl, pdebuji specifické pH &em aGstu, stej@ tak jako je
pro ré velmi dilezité pH gipravovaného média (Roy, 2001).

DalSim velmi dilezitym parametremipsestavovani médii je, aby médium selektivn
podporovalo st bifidobakterii, zatimco st ostatnich bakterii je podlavan (Pacher
a Kneifel, 1996).

Aby bylo docileno co nejiiSi selektivity, jsou do médiifjplavany takzvané selektivni
faktory, kterymi jsou tzné druhy sachand (rafinosa, turanosa, melecitosa), antibiotika
(kanamycin, neomycin, paramomycin), peptony, magaterni extrakt, kyselina propionova

nebo teba matiské mléko atrzné dalSi (Biavati a Mattarelli, 2012).

2.1.3.1 Neselektivni média

Za neselektivni média jsou ob&dirana ta média, na kterych krépozadovaného rodu
bakterii mohou st i rody jiné. Jsou velmgasto pouZzivana ip rutinnim stanovovani
(kvantifikaci) roduBifidobacterium ve fermentovanych mé@ych vyrobcich, které tento rod
obsahuji, za&elem zjiS€ni doby Zivotaschopnostidchto mikroorganisrina pivodniho inokula
(Roy, 2001). Na neselektivnich médiigmsto dochazi k tomu, Ze krérkolonii bifidobakterii
se zde vyskytuji jeStkolonie laktobacil, ¢i streptokoki, které jsou od sebe morfologicky
nerozeznatelné. Proto je peiba bifidobakterie izolovat na selektivnich Zivnyptidach
(Biavati a Mattarelli, 2012). V tabulggslo 2 jsou uvedenasktera neselektivni média.

Scardovi v roce 1986148el s navrhem sloZeni komplexniho, neselektivmidia, které
nazval TPY (Tryptone Phytone Yeast extract). Toto medium ufng rist jak bakterii
mlé&ného kvaSeni, tak bifidobakterii. Aby bylo docileselektivity, bylo nutné do tohoto
neselektivniho TPY médiajigat tizné selektivni faktory, kterymi v tomtdipad byla tizna
chemoterapeutika a antibiotika (Scardovi, 198GesRé slozeni TPY média je uvedeno

v prilozeislo 5.
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Tabulka 2: Neselektivni média (podle Roy, 2001, upx&no

erli:é?jtil;\e:l Nazen média: Ridavek: Reference:
MRS De Man,Rogosa, Sharpe Zadny De Man et al., 1960
TPY Tryptone Phytone Yeast zadny Scardovi, 1986
BL BL Glucose Blood-Liver zadny Mitsuoka et al., 596
CLB Columbia zadny Ellner et al., 1966
LCL Liver Cystine Lactose (Blaurock) zadny Rasic, 1990
RCM Reinforced Clostridia Medium zadny Grinsted a Hirst954
W Wilkins Chalgren agar zadny Wilkins a Chalgren7@.9
W+SP Wilkins Chalgren agar + sojovy pepton sojovy pepton Wilkins a Chalgren, 1974
mMRS+ blood | Modifikovany MRS + krev L-cystein-HCI, 0,0%, owi krev 10 ml| Pacher a Kneifel, 1996
mBL Modifikovany BL bez krve L-cystein-HCI, 0,05 % Ayo et al., 1995
mRCM Modifikovany RCM laktosa 1,0 %, ovkrev 50 ml Reuter, 1990

2.1.3.2 Selektivni média

V roce 1981 Resnick a Levin sestavili médium paodazi bakteriiBifidobacterium spp.,
které nazvallYN-6 a bylo slozeno z kvasfriého extraktu (0,2 g), agaru (1,5 g), polypeptonu
(1 g), chloridu sodného (0,32 g) a L-cystein hytitoddu (0,003 g). To vSe bylo rozpaso
ve 100 ml deionizované vody. Toto médium bylo uprav na pH 7 f&d autoklavem. Jako
selektivni faktory zde byly pouzity kyselina natieva (80 pg/ml), neomycin sulfat
(2,5 ng/ml)a bromcresolova zalé300 pg/ml).

Chang et al. (1983) modifikovaMRS agar, ktery obohatili o cystein, azid sodny
a pidali ¢cinskou mod Tato modifikace odliSovala rdgifidobacterium tim, Ze jejich kolonie
mély intenzivrgjSi zbarveni a byly tak snaze identifikovatelné.

Mufioa a Pares v roce 1988 sestavili selektidiferencig&ni médium, které nazvali
BIM-25 a pouzili ho pro izolaci a kvantifikaci bifidobaktii ve vodnim progedi. Toto
meédium, které ma zaklad z média pouzivaného pretiidile, bylo obohacenotilavkem
kyseliny nalidixové (0,02 g/l), polymyxinu B sultat(0,0085 g/l), kanamycinu (0,05 g/l)
a jodoacetatu (Mufioa a Pares, 1988).

DalSim ¢lovékem, ktery se podilel na rozvoji selektivnich mgbil Henri Beerens,

ktery v roce 199nodifikoval Columbia médium (Pasteur Production) a to tak, Ze ho doplnil
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o glukosu (5 g/l), cystein hydrochlorid (0,5 g/lpgar (5 g/l). Finalni koncentrace agaru byla
15 g/l a pH 7,3 (Beerens, 1990).

Melissa et al. (1993) se pokusili selektivrstanovit Bifidobacterium bifidum
ve smiSenych probiotickych vyrobcich. Pouzili k tomodifikovanyVF-Bouillon agar, ktery
obohatili o lithium chlorid (0,5 mg/ml), lauryls@dif sodny (20 pug/ml), propionat sodny (5
mg/ml) a neomycin sulfat (10 pg/ml). Nacatku zvolili koncentraci 3 g/l lithium chloridu,
ktery pridali z divodu inhibice #istu Lactobacillus acidophilus. Nasled® ale zjistili, Ze tato
koncentrace neni zcela vhodna, protoZze ma iéilvliv nejen na.actobacillus acidophilus,
ale i na fist Bifidobacterium bifidum. Za optimalni koncentraci zvolili na zakkaexperimentu
koncentraci 0,5 mg/ml. Na zakkadysledki Millera a Finegolda z roku 1967, kiezjistili,

Ze \®tSina kmei roduBifidobacterium je rezistentni na neomyciniigali Melissa et al. (1993)
toto antibiotikum i do svého, potencion&lselektivniho, média.

Rada a Petr v roce 2008 s médiem, které nazvalTPY . Jako zéklad pouzili TPY
agar, ktery doplnili o mupirocin (100 mg/l) a ledavkyselinu octovou (1 ml/l). Toto médium
bylo funkéni pri stanovovani roduifidobacterium ve vykalech Zivéichia. Tato kombinace
se pouziva téz s Wilkins-Chalgren agaram (Radatra 2@00). Tato média ve svych pracich
pouzili nagiklad Rada a Petr (2002), kdy zjistili, Ze pro itifgkaci bifidobakterii z vykah
prasat bylo toto médium (MTPY) spolehlivé jen v%&0 Proto bylo MTPY médium dopino
o kolistin (25 mg/l). V zé&ru této studie bylo uvedeno, Ze vzhledem k vysiedky selektivni
média n&la byt vybirana dle druhu, ugodu testovanych vzoik DalSimi, kdo toto
modifikované médium pouzily, byly Vikova et al. () nebo BuneSova et al. (2012).

V roce 2002 Mikkelsen et al. Provedli studii, ktehépdnotila populaci rodu
Bifidobacterium ve vykalech sajicich selat. Pro tuto studii bylalena ti média za Gelem
zZjisténi jejich selektivity. Jako prvni médium byl zvolBB agar (RaffinoseBifidobacterium)
sloZzeny z propionatu (15 g/l), lithium chloridu ¢8), ktery byl v médiu pouzit jako inhiémi
latka, rafinosy, jako zdroje uhliku (7,5 g/l) a &amu (5g/l), jako zdroje protein dle Hartemink
(1996). Jako druhé médium byl poukWW agar a poslednim médiem byl Beerens agar.
Vysledkem této studie je fakt, Ze tato média nejpiilis selektivni pro stanovovani rodu
Bifidobacterium ve vykalech sajicich selat. Né&jgi vyskyt tohoto rodu byl prokazan
na modifikovanémWsS agaru (Mikkelsen et al., 2002). Tato a dalSi daelek média jsou
uvedena v tabulcéslo 3.
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Tabulka 3: Selektivni média (podle Lourens-Hattingha Viljoen, 2001; Ashraf a Shah, 2011, upraveno)

[*2]

Zkratka: Zaklad média: Selektivita €inidlo: Reference:

NPNL BL (Glukose Blood-Liver) NPNL sis: Neomycin 100 mg/l, paramomycin 200 mg/l, kydidimeoval5 mg/l, LiCl 3 g/l Teraguchi et al., 1978
MRS-NPNL MRS (DeMan,Rogosa, Sharpe) NPNL&mNeomycin 100 mg/l, paramomycin 200 mg/l, kysidieova 15 mg/l, LiCl 3 g/I Dave a Shah, 1996
TOS- NPNL N/A Neomycin, paramomycin, kys. nalidixova, LiCl Wijsman et al., 1989
TPY+NPNL TPY (Tryptone Phytone Yeast) (NNL) Neomycin, paramyoin, kys. nalidixova, LiCl Ghoddusi a Robinson, 199
BL- OG BL (Glukose Blood-Liver) Howzi zIué, gentamicin Lim et al., 1995
RMS+PPNL mRogosa (PPNL) Propionét sodny, neomycin, paramomiCl Samona a Robinson, 1991
MRSD MRS (DeMan,Rogosa, Sharpe) Dicloxacillin Sozzi et al., 1990

TPYD TPY (Tryptone Phytone Yeast) Dicloxacillin Sozzi et al., 1990

MCAP CLB (Columbia agar) K. propionova 5 ml Beerens, 1990

CAB-NL CLB (Columbia agra) Neomycin, LiCl Chapon a Kiss, 1991

DP CLB (Columbia agar) Dicloxacillin, k. propionovanal Bonaparte, 1997

LP LCL (Liver Cystine Lactose) LP stu: LiCl 2g/l, propionét sodny 3g/I Lapierre et al., 1992

RAF 5.1 CLB (Columbia agar) LP s#s: LiCl 2g/l, propionat sodny 3g/l Roy et al., 1997
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Tabulka 3- pokracovani

Zkratka: Zaklad média: Selektivita ¢inidlo: Reference:

RB LCL (Liver Cystine Lactose) LiCl, propionat sodny Hartemink et al., 1996
BFM N/A LiCl, methylenova mot k. propionova 5 ml Nebra a Blanch, 1999
GL N/A LiCl Iwane et al., 1993
BIM-25 RCA (Reinf.Clostr.agar) Kys. nalidixovd, polymyd# k. jodoctova, 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid Munoa a Pares, 1988
AMC RCA (Reinf.Clostr.agar) Kys. nalidixova, polymydi k. jodoctova, 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid? snés: LiCl 2 g/l, propionat sodny 3 g/l Arroyo et d994
BSM MRS (DeMan,Rogosa, Sharpe) Mupirocin 50 mg, cystgarochlorid Simpson et al., 2004
MW W-CH (Wilkins Chalgren agar) Ledova kys. octovar(lL I) mupirocin (100 mg/ I) Rada a Petr, 2000
MTPY TPY (Tryptone Phytone Yeast) mupirocin (100 mg/ 1) Vikova, 2004

TOS TOS Galaktooligosacharidy TOS Wijsman et al., 1989
TOS +M TOS Mupirocin 50 mg/| Kolakowski et al., 2010
WCM N/A Mupirocin 50 mg/l Rada a Koc, 2000
X-a-gal MRS 5-bromo-4chloro-3-indolyl-a-galactosid Chevalier et al., 1991
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2.1.4 lzolace a identifikace bifidobakterii

Identifikace bifidobakterii je velmiideZitou a zarove velmi komplikovanou operaci.
Diive byla identifikace rodu Bifidobacterium zaloZzena na charakterizaci pomoci
morfologickych vlastnosti bk, fermentaci sachanigl alkohofi, schopnostitrstu @i raizném
pH, ¢i teplo&. Timto zmisobem, takzvanou fenotypovou identifikaci, se akkd rozliSuji
jednotlivé druhy bifidobakterii. Proto je fermengasacharid dulezitym faktorem pro jejich
odliSeni, ale zarovetato jejich schopnost fermentovat specifické sediganeni 100 %, proto
slouzi spiSe orienta¢ (Biavati a Mattarelli, 2012).

DalSi metodou, kterou je mozno k identifikaci bafithkterii vyuZzit, je porovnani bék
na zaklad jejich rozdilné stavby bwiné stny. Hlavnimi sloZzkami buftné stny gram
pozitivnich bakterii, tedy i bifidobakterii, je pslacharid, silna vrstva peptidoglykanu, kyselina
teichova, kterd prostupuje bitmou stnou a bilkoviny. Na zakladspecifického slozeni
sacharid v burgcné stné miazeme rozliSit druhy, ¢kdy dokonce i kmeny, rodu
Bifidobacterium. Tuto metodu je mozZno pouzit i pro identifikacfitdobakterii pomoci sledu
aminokyselin v bilkovinach peptidoglykanu (Bonapaft997).

Dale v literarni reSersSi byly popsany uz jen ty odgtrodové a druhové identifikace,
které byly pouzity v metodickéasti této diplomové prace nebo s pouzivaji na katad
Mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, na fakw@tAgrobiologie, potravinovych affgodnich zdraj

naCeské zersdélské univerzi¢ v Praze.

2.1.4.1 Rodova
2.1.41.1 F6PPK

Rodova identifikace bifidobakterii jeubbzita gedevsSim k odliSeni tohoto rodu
od jinych, které se takeé vyskytuji v travicim tnakti, zvirat, v ml€nych vyrobcich nebdeba
v potravnich dopicich (Scardovi, 1986).

Metoda detekce enzymu fruktoso-6-fosfat fosfoketpléF6PPK), ktery je specificky
pro rodBifidobacterium (Scardoi, 1986), se vyuziva jako nastroje pro tifikaci tohoto rodu
(Scardovi, 1986). Tento enzym jeddiry pri fermentaci hexos, kdy dochazi kepni fruktosy
fosfatu na erytroso-4-fosfat a acetyl fosfat (Doésya Lacroix, 2005).

P tomto procesu se zapojuji i dalSi enzymy, kterjgou transaldolasa, transketolasa
a xyluloso-fosfoketolasa, pomoci kterych na kowotioto slozitého procesu vznikne kyselina

octova a kyselina mééa v pondru 3:2 (Mayo a van Sideren, 2010).
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Pro detekci tohoto enzymu, F6PPK, je nezbytnéinagdakterialni biikky narusit, a to
kterd svou fitomnosti zjgsobuji barevnou reakci. \tipads, Ze reakce na F6PPK je pozitivni,
dojede k fialovému zbarveni roztoku, a to diky macetyl-1-fosfatu, ktery zde vznika, spolu
s pidanym Fed, za vzniku komplexni sla@eniny. Za &chto okolnosti rizeme fici,

Ze se jedna o izolat rodu Bifidobacterium sp. Ziiérveni indikuje reakci negativni (Scardovi,
1986).

upraven, modifikovan,fiddavkem citridium bromidu (CTAB). Ukazalo se, Zsties gidavkem
CTAB je rychlejSi a nevyzaduji Zadné specialni tabarni vybaveni (Vlkova et al., 2002).

Tato metoda je v dnedni dblhojrg vyuzivana, zmiuji se o ni naflklad Tannock
(1999); Rada a Petr (2002); Vlkova et al. (2002)leKa Marounek (2011).

2.1.4.2 Druhova

21421 PCR

PCR (polymerase chain reaction) je v &mnosti oblibenou metodoueplevsim
v oblasti diagnostiky({ikos et al., 2001) a to diky své vysoké citlivospecifi, rychlosti
a uzivatelské jednoduchost a je tak jednou zZas®ji pouzivanych technik molekularni
biologie (Ward a Roy, 2005). Tyto jeji vyhody jsté@ny existenci specifické sekvence v ramci
genomu, jejiz vlastnosti je néfmmnost bodovych mutaci vysoka stabilita (Pavi899).

PCR relativée nova technika molekularni biologie, kterd nepoézivenzymatické replikaci

DNA Zzivého organismu (Rahman et al., 2013). Je|Sidayhodou také je, Ze nevyzaduje
anaerobni podminky, ve srovnani s klasickymi kaiiimi metodami a DNA mohou byt

zachovany v mrazaku (Matsuki et al., 2003).

Bézre se tato metoda pouziva v léklych a biologickych vyzkumnych labor#ich
pro rizné ukoly, jako je ndfklad detekce €Hicnych onemocéni, diagnostika infeknich
onemocgni, klonovani get nebo testovani otcovstvi. PCR také umgeé identifikaci
a detekci mikroorganistnjako jsou mykobakterie, anaerobni bakterie nely xitkd&iovych
kultiva¢nich test a ziva:iSnych model (Rahman et al., 2013).

Pro identifikaci izolat rodu Bifidobacterium se pouziva druha@v specifickych primetr
navrzenych dle Matsuki et al. (1999). Vysoka spé&udst této metody je pak dangegdevsim
jejich vhodnym vykrem a teplotou (Ward a Roy, 2005).
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Samotny proces PCR se sklada ze série od dvac#icdt pati cykla, piicemz kazdy z nich
se sklada zeitkroki a k jejich provedeni je zagebi nasledujicich komponent:

*» Templatu DNA

= Dvou primefi, dlouhych obvykle 20-30 nukleofid které oznéuji zatatek a konec
useku, ktery méa byt amplifikovan.

» Taq polymerasy, coz je enzym, ktery kopiruje ohldderé maji byt amplifikovany
(namnozZeny) a zafiije tak syntézu komplementarniho vlakna DNA timpidava
nukleotidy na no¥ vznikajici 3"konceetézce.

» Pufru, ktery poskytuje vhodné presti a pH pro DNA-polymerasu. Obsahuje velmi
dalezity Mg?* iont, nefastji ve form¢ MgSQ. Stejré tak byvaji sotasti roztoku KCI
a Tris (Matsuki, 1999 Rahman et al., 2013).

Principem této metody je selektivni namnozeni (#ikpte) konkrétni oblasti DNA
zpasobem podobnyrim vivo DNA replikaci, kde velikost amplifikovaného UseRINA urcuji
dva druho¢ ¢ rodow specifické oligonukleotidové komplexy, tzv. prirger
(McPherson a Moller, 2006).dkzité @itom je, aby tento rod@«ci druhow specificky usek
nepodléhal mutacim (Pavlik, 1999).

Obréazek 3: Priabéh reakce PCR (Anonym 7)

nativni ds DNA

~
// \ 1. denaturace (95 °C)

2. hybnidizace se sondou
(primerem, 50 - 55 °C)

- 3 57

3. syntéza komplementirniho
fetézee (72 °C)
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Amplifikace DNA probiha veitech krocich, které se opakuji: denaturaci, hybaiciiz
a elongaci, viz obrazekslo 3(Cikos et al., 2001).

Pfi denaturaci, kterd probiha jako prvni, dochézidkkteni vidken DNA templatu
a probiha f teplog priblizné 95°C, pi této reakci dochazi k rozruseni vodikovych vakésre
spojuji vidkna DNA. Red prvnim cyklem je DNAasto denaturovana po delSi dobu, aby bylo
zajiS€no, Ze ob vlakna DNA, a stejatak i primery jsou zcela odtény. Produktem jsou dv
vlakna jedneetézcové DNA (ssDNA). B tomto kroku dochéazi také k aktivaci Tag polymetas
ktera pisobi v posledni fazi PCR.

Nasleduje hybridizace (annealing) prifaektera je umozgna diky rozvolgnym
vlaknim DNA templatu a dochazi tak Kigpedani jednotlivych primérna komplementarni
sekvenci matricovéhtetézce, dle komplementarity bazi, k templatu DNA. $patastavena
teplota Ehem této faze Gze mit za nasledek nahadstisedani primar k DNA nebo dokonce
uplné nepisednuti k templatu DNA. Tato reakce probih&asgji v rozmezi teplot 40-72°C.

Poslednim krokemippolymerazovéettzové reakci je elongace (extenze) viakna DNA,
kdy dochazi k syntéze nového komplementarniho daafsobeni Taqg DNA polymerasy,
jejiz teplotni optimum se pohybuje okolo teploty %2. Doba této reakce zavisi na délce
fragmentu DNA, ktera ma byt amplifikovana. Tato DNvalymeraza umailje gikladani
k 3'OH konci primeru nukleotidy, dle komplement&imisekvenci templéatu, figemz
vysledkem tohoto procesu je riovytvoreny Usek DNA (dsDNA), ktery se nazyva amplikon
(Pavlik, 1999; Ventura et al., 2001; Bauerova et a006; McPherson a Moller, 2006;
Rahman et al., 2013).

Typicky teplotni a¢asovy ptibéh reakce PCR je uveden v tabultislo 4 a seznam

specifickych primel uzivanych pro rodifidobacterium v tabulcecislo 5.

Tabulka 4: Teplotni a éasovy pnibéh reakce PCR (podle Matsuki, 2003, upraveno)

Pocet cykKli: Teplota:
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Tabulka 5: Seznam specifickych primei pro rod Bifidobacterium (podle Matsuki et al., 2003; Mayer et al., 2007, upveno)

Nukleotidova skvence Annealingova teplota (°C

Bif162 GGGTGGTAATGCCGGATG

Bifidobacterium sp.
Bif662 CCACCGTTACACCGGGAA

BiBIF-1 [ CCACATGATCGCATGTGATTG
BiBIF-2 | CCGAAGGCTTGCTCCCAAA

B. bifidum

BiBRE-1| CCGGATGCTCCATCACAC
BIBRE-2| ACAAAGTGCCTTGCTCCCT

BiLON-1 | TTCCAGTTGATCGCATGGTC

B. longumssp longum§}|
BiLON-2 | GGGAAGCCGTATCTCTACGA

BiINF-1 | TTCCAGTTGATCGCATGGTC

B. longumssp.infantisj|
BiINF-2 | GGAAACCCCATCTCTGGGAT

Bflac2 GTGGAGACACGGTTTCCC

B. animalis ssp lactis
Bflac5 CACACCACACAATCCAATAC

GCACGGTTTCGGCCGTG
B. animalis ssp.lactis

GGGAAACCGTGTCTCCAC

Samotny proces PCR probiha ¥igroji zvaném termocykler, ten zaji§e rychly
pirechod mezi teplotami. Jeho saésti byva i fluoresc&mi detektor, pomoci &noz je
vyhodnocovéana syntetizovana DNA (Silhankové, 2008).

NejcastjSim zmsobem, jak detekovat amplifikované Useky, je etdkbéza
v agarosovém nebo polyakrylamidovém poli, coz jpas#&ni metoda, P niZz dochazi
k odctlovani latek-produki PCR ve stejnosénném elektrickém poli, na zakladrelikosti
naboje a relativnich molekulovych hmotnosti molelprbduktu. Koncentrace agarosy
se pohybuje v rozmezi mezi 0,8 — 3,5 % a je dalikosti separovanych fragmentprotoze
praw koncentrace agarosyduje propustnost gelu pro jednotlivé fragmenty DNA&rove
i pérovitost tohoto gelu. N&gstji se pouZiva elektroforéza, kdy je gel pégrov TAE pufru
a vzorky jsou nanaseny do jamek vytoych liebinkem, ktery je do gelu umistpied jeho
zatuhnutim (McPherson a Moller, 2006).
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Vzorky, respektive fragmenty DNA ze vzdrkse nechavaji po &itou dobu pohybovat
v gelu spolu se standardem a jsou pak dle svyakatdtekovany ve forénbandi. Vzhledem
k tomu, Ze ve stejnosimém proudu zaporny naboj putuje od katody k @rokladny od anody
ke katod, dochazi k tomu, Ze naboj nukleovych kyselin, kter zaporny, putuje sénem
k anoc. Je-li velikost fragmentu stejrvelka, jako velikost fragmentu, ktera byla vyfiana,
hodnotime vysledek jako pozitivni aizemetici, Ze doslo k amplifikaci produktd’kos et al.,
2001).

K samotné vizualizaci pak dochazi na transluminat®rUV sétlem (McPherson
a Moller, 2006).

2.1.4.2.2 Biochemické testy

K druhové identifikaci bifidobakterii se velrsasto pouZzivaji biochemické testy. Jsou
to testy, pomoci nichZ jsou stanoveny fermémitaharakteristiky bifidobakterii, ale i mnoha
dalSich mikroorganisiy nebo jejich enzymatickd aktivita, za pouZiti stamlizovanych
souprav. Tyto testy jsou soubory miniaturizovanysbchemickych test které obsahuji
lyofilizované substraty, ke kterym je naslégitidana suspenze s testovanymikami. Testy
jsou vyhodnocovany na zakkatharevné zrny. Pomoci dchto test, Ize celkem spolehli/

urcit, o jaky druh mikroorganismu jde (anonym 1, 2).

2.1.4.2.2.1 ANAEROtest 23

ANAEROtest 23 je soubor 23 biochemickych teskteré jsou ufeny k rutinni
identifikaci anaerobnich sacharolytickych baktgejichz vyskyt je jak v klinickém materialu,
tak v potravinach. Tyto testy jsou ungisy v mikrotitratnich destikach, vzdy po osmi jamkéch
ve trechradach. V&chto jamkach jsou umisty lyofilizované substraty, ke kterym jéig@vana
inokulovana suspenze testovanychdsumyto substraty jsou uvedeny v tabutésio 6.

Vyhodnoceni probihd po 48 hodinach, kdy je mikratiti desttka umiséna
v anaerobni atmogfé i 35 - 37°C. Identifikace se provadi pomoci prognaiiNW nebo
koédové knihy (anonym 1).
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Tabulka 6: Substraty a testy na aktivitu enzynii obsazenych v ANAEROtestu 23

IND indol NIT nitraty ESL |eskulin
GLU glukosa SUC sacharosa MNS | manosa
MLT maltosa SAL salicin RAF |rafinosa
FRU fruktosa TRE trehalosa CEL |celobiosa
GAL galaktosa MAN manitol XYL |xylosa
LAC laktosa RHA rhamnosa ARA |arabinosa
MLZ melecitosa NAG N-acetyl$-glukosidasa SOR | sorbitol
URE ureasa bGL B-glukosidasa NOC |controla

2.1.42.2.2 API®50 CHL

API® 50 CH je standardizovany soubor 50 biochemitiktgsti, které slouzi ke zjighi
ferment&nich profili bifidobakterii a laktobaadil. Obsahuje 50 mikrozkumavek, v nichZ jsou
uloZeny uhlikaté substraty a to jak dehydratovaeharidy, tak jejich derivaty (heterosidy,
polyalkoholy, uronové kyseliny). V tabulggslo 7 je uveden seznam subsirabsazenych
v soupra¥ API® 50 CHL (anonym 2).

K nim se nasledn inokuluje suspenze s testovanyminkami. Dochéazi-li Bhem
inkubace ke zkvaSovani konkrétniho substratu dakyenem, dojde v dané jamce ke snizeni
pH, vznika kyselina, a tim i k barevné &m. Inkubace probiha v anaerobni atméssf@i 37°C
po dobu 48 hodin. Nasledna identifikace se provedzéklad jiz zmininé barevné zemy.

Pozitivni reakce ma barvu Zlutou, negativni fialoanonym 2).

Tabulka 7: Seznam substrafi obsazenych v soupra¥ API® 50 CH (Anonym 2)

0 kontrola 17 inositol 34 melecitosa

1 glycerol 18 mannitol 35 rafinosa

2 erytriol 19 sorbitol 36 Skrob

3 D-arabinosa 20 a-methyl-D-mannosid 37 glykogen

4 L-arabinosa 21 a-methyl-D-glykosid 38 xylitol

5 ribosa 22 N-acetyl glukosamin 39 gentibiosa

6 D-xylosa 23 amygdalin 40 turanosa

7 L-xylosa 24 arbutin 41 D-xylosa

8 adonitol 25 eskulin 42 D-tagatosa

9 B-methyl-xylosa 26 salicin 43 D-fukosa

10 galaktosa 27 cellobiosa 44 L-fukosa

11 D-glukosa 28 maltosa 45 D-arabitol

12 D-fruktosa 29 laktosa 46 L-arabitol

13 D-mannosa 30 melibiosa 47 glukonét

14 L-sorbosa 31 sacharosa 48 2keto-glukonat
15 rhamnosa 32 trehalosa 49 5keto-glukonét
16 dulcitol 33 inulin
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2.1.42.2.3 API20A®

APl 20A® je test, ktery slouzi k identifikaci anabnich bakterii rychle a snadno
za pomoci 21 biochemickych téstAby tato identifikace byla zcelargsnd, je vhodné tuto
metodu doplnit i o jiné identifikani metody, jako je ndfklad mikroskopicka morfologie
a dalSi. APl 20A® sestava z 20 mikrozkumavek, ksggre jako API® 50 CHL obsahuji
dehydrované substraty, které se inokuluji suspenaibsahem buik, které jsou testovany.
Béhem inkubace, ktera probiha 24 hodin 36°C, dochazi k barevnym zmam, které jsou
zpasobené probihajicim metabolismem inokulovanych ¢kurCasto je barevna zma
podpdena pidanim ¢inidla. Vysledky se odgtaji z odeitaci tabulky na zakladbarevné

zmeny média. Identifikace pak probiha pomoci iden&fikiho softwaru (anonym 2).

2.1.423 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF je moderni metoda, ktera se stala v pdsieh zhruba deseti letech velmi
mocnym nastrojemipanalyze biomolekul (Jurinke et al., 2004). Jemntetoda velmi pesna,
izolované vzorky vydrzi velmi dlouho stabilni, gkgi velkou nevyhodou je jeji fin&ni
narasnost (Stursa et al., 2010).

MALDI-TOF se wvyuziva k analyze biologickych polynier kvasinek
(Cabezon et al., 2009), k identifikaci gram pozifoh (Parisi et al., 2008) i gram negativnich
bakterii (Lash et al., 2009) nebdé pyzkumu nadorovych onemoémi (Liu et al., 2010). Jeji
vyhodou je, Ze vzorky mohou byt izolovany jakmpo ze Zivotniho progtdi, tak ze zvat,

z biologického materialu nebo z potravin (anonym 3)

Principem metody MALDI-TOF je ozani snési vzorku a matrice hanosekundovym
pulsem, kdy dochazi k tomu, Ze matrice absorbugegginpulsu. Jeji nasledny rozklad ionizuje
molekuly vzorku, a to ffedevSim ty ribosomalni proteiny, které jsdiitggmné ve vysokych
koncentracich. lonty, které jsou pozitévnabity, jsou pak na kratkou vzdalenost urychleny
velmi silnym elektrickym polem. Nasledrvstoupi do vakua, které je v trubici detektoru,
a za&nou se pohybovat rychlosti, ktera jedima jejich hmotnosti a naboji. Doby letu i@rsou
velmi presré méieny a vypdetre konvertovany na poén Mr (relativni molekulova hmotnost)
a naboje. Hmotnostni spektra, ktera se timtésapem ziskaji, jsou druh®vspecificka

a predstavu;ji tak jejich fingerprint, molekularni iddéik&étor (anonym 3).

31



2.2 Probiotika

Vyvoj probiotik ma dlouhou historii. Jako prvni tertermin pouZili v roce 1965Suci
Lilly a Stillwell, kdyZ popisovali organismy, ktemga zaklad svych metabolisiin stimulovali
rast jinych. Tento termin byl zaroigoprvé pouZzit v kontrastu se slovem antibiotikuuiiy
a Stillwell, 1965).
V roce 1971 Sperti pouzil termin ,extrakt z tkéery stimuluje @ist mikroorganisma* (Spert,
1974).
Ovsem prvnim, kdo sestavil formalni definici prdikp byl v roce 1974 Parker, ktetgkl,
Ze probiotika jsou organismy, latky, enzymy, amiysiny a dalSi, které figpivaji
k mikrobialni rovnovaze stv. Ricemz tato definice v s¢ljest zahrnovala krmna antibiotika
(Parker, 1974).
Tuto Parkerovu definici v roce 1989 fegnil Fuller, ktery probiotika definoval jako Zivy
mikrobialni krmny doplsk, ktery pozitivié ovliviuje rovnovahu s$evni mikrobioty
hostitelského zvete a je tedy opakem antibiotik (Fuller, 1989).
Podle Havenaara (1992) se probiotika definuji jakono nebo sisné kultury Zivych
organisni, které jestlize se aplikufiovéku nebo zuieti, tak prospsne ovliviiuji jeho hostitele
zlepSenim jeho stvni mikrobioty.

Oficialni definice probiotik, ktera je v tomto &mi platna dodnes, byldifata az v roce
2002 a zni takto: Probiotika jsou definovana jake inikroorganismy, které jsou-li podavany
Vv piiméreném mnozstvi, imaseji hostiteli zdravotniimos (FAO/WHO, 2002). A i festo,
Ze v této definici byldeceno, Ze mikroorganismy musi byt Zivé, podle Ouwehaet al. (2011),
bylo prokazano, Ze pozitivniiinky prokazuji i nezivé slozky probiotickych bakteA to jak
nacloveéka, tak na zve (Heinrichs et al., 2009).

Pozitivnich @inka probiotik je udavano hnedékolik, avSak EFSA dosud zadnému
probiotiku zdravotni tvrzeni neschvalila, vyjma y@t jogurtovych kultur I(actobacillus
delbrueckii spp bulgaricus a Streptococcus thermophilus), kdetika, ze zivé kultury v jogurtu
nebo kysaném mié@ém vyrobku zlepSuji traveni laktosy u jedindteri maji s travenim
laktosy problémy (anonym 4Y.yroba probiotik se protdéidi predpisy pro potraviny (Rada,
2010) a pouzivani probiotik jeGeské republice vymezenou vyhlasko225/2008 Sb.

Fuller (1989) uvadi ¢ vlastnosti, které by &ty byt pii vybéru probiotickych organisin
sledovany. V prvnfad by se ndlo jednat o mikroorganismus, ktery ma na hostipaeitivni
vliv a zarové musi byt nepatogenni.d/iby byt Zivy a vyskytovat se ¥le hostitele v hojném

e

poctu. DalSi dilezitou vlastnosti tohoto organismu bylmbyt schopnostipZivat a zarove
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vytvaret metabolickou aktivitu véte hostitele, to znamena, byt odolnyév organickym
kyselinam a nizkému pH. A posledni, patou sledouaw@astnosti, je schopnostaiivat
dlouhou dobu za standardnich skladovacich podmi@Gékland (2001) uvadi, Ze by tento

mikroorganismus & antagonisticky psobit na patogenni bakterie.

Obréazek 4: Pokyny pro hodnoceni probiotik pro uzitiv potravinach (podle FAO/WHO, 2002, upraveno)

Identifikace kmene pomoci genotypovych a fenotypovych metod
- urc¢eni rodu, druhu a kmene
- ulozeni kmene v mezinarodni sbirce mikroorganizmu

Charakterizace probiotickych vlastnosti Ovéieni bezpecnosti
- testovani in vivo g nebo | | - testyinvirro atestyna zviratech
, Fie [« L ~r Ty o v
- testovani na zviratech - 1. faze testovani na ¢loveku
A4

Prokazani efektivity - 2. faze testovani na ¢loveku
- striktné randomizované, dvojité zasplepené, placebem kontrolované
studie pro ovéieni uc¢innosti u ¢lovéka

A 4

3. faze testovani na ¢loveku Produkce potravin s piidavkem probiotik

- srovnani u¢inosti probiotika se
standardni lé¢bou daného patologic-
kého stavu

Spravné oznaceni produktu

- obsazené probiotikum — rodové. dru-
hové a kienové oznaceni

- min. mnozstvi zivych bakterii na konci
doby pouzitelnosti produktu

- podminky pro spravné skladovani

- kontaktni udaje na ziskani blizsich
mformaci pro spotiebitele

Nez jsou ale probiotické bakterie faaeny do potravin, musi prétnout jejich
proweieni. Strény postup tohoto procesu je popsén v nasledujicistawci a v tabulce 8 a 9.

Nejdiive je nutno testovany kmen identifikovat a chaggkbvat, a to jak pomoci
fenotypovych, tak ale i pomoci molekuldrmgenetickych metod. Takto zidentifikovany
mikroorganismus, az na uravekmene, je uloZzen v mezinarodni sbirce mikroorgaiis
DalSim krokem je testovani takzvanych fanmich charakteristik, coz jsou testy probihajici
in vitro i na zvfatech. Testuje se zde adherace teavet epithel, rezistence na kyseliny,

rezistence na ztunebo produkce specifickych metabliDalSim a velmi dlezitym krokem
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je nutnost prokazat, Ze se jedna o beémpeultury. Toto testovani épprobiha pomodi vitro
testi a steji tak pomoci test na zvfatech. V konéné fazi jsou kultury testovany
na dobrovolnicich. i#Ptéchto testech musi byt naprosto vydeny jakékoli faktory patogenity.
Jedna sefpdevSim o tvorbu enterotoXira enteroinvazivitu. Tato testovani probihaji pomoc
dvojité¢ zaslepenych, randomizovanych a placebem kontrojmra pokuf, které musi byt
alespa dvakrat zopakovany. V posledni fazi probiha vyrptabiotického preparatu v souladu
s technologickymi vlastnostmi (FAO/WHO, 2002). Scize tohoto postupu je zobrazeno

na obrazkuwislo 4.

Tabulka 8: poZzadavky na probiotika (podle Kaur et al, 2002, upraveno)
Mikrobiologické bezpetnostni poZadavky:

Moznost gesného taxonomickéhoizaeni

Humanni fivod (pokud jsou weny pro lidskou konzumaci)
Netoxické a nepatogenni
Geneticky stabilni

Schopnost feZivat, fist a byt metabolicky aktivni v travicim Gstrofijpmce

Potenciél® rezistentni proti antimikrobialnim substancifivpdni mikrobioty pijemce

Rezistentni proti Zaludei kyselire a Zlltovym kyselinam

Pramyslové parametry

Stabilita zadanych vlastnostiiem vyroby, transportu a skladovani

Priznivé organoleptické vlastnosti

odolnosti Wi fagim

Tabulka 9: poZadavky na probiotika (podle Kaur et al, 2002, upraveno)
Prospésnost pro zdravi:

Schopnost kolonizace a adherence revsi epitel
Antagonisticky vliv na patogenni mikroorganismy

Schopnost tvorby antimikrobialnich substanci
Schopnost imunomodulace
Meéfitelna a klinicky dolozitelna uzitmost pro zdravi fijlemce

V roce 2006 byla \Ceské republice zaloZzena Spwilest pro probiotika a prebiotika
(SPP), jejiz cilem je posuzovani kvality probiotle i prebiotik. Na zakladanalyz potom SPP
udéluje logo vyrobkim, které obsahuji kvalitni probiotické a probio#idkgredience (anonym
5).

Diive se jako probiotické mikroorganismy pouZzivalgu bakterie mléného kvaseni
(BMK), a to diky jejich relativa snadné kultivaci, nepatogehidt dlouhodobé zkuSenosti

ziskané v mlékarenskémgonyslu @i zpracovani mléka (Rada a Marounek, 2005). Dnedese
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krom¢ BMK pouzivaji i jiné mikroorganismy. V nasledujitabulce, tabulc&islo 10 jsou

n¢které z nich uvedeny.

Tabulka 20: Mikroorganismy pouZivané jako probiotika (podle Rada a Marounek, 2005, upraveno)

BMK: Bifidobakterie: Ostatni bakterie: Mikroskopick é houby:
Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium bifidum Bacillus subtilis Sacharomyces cerevisiae
Lactobacillus reuteri Bifidobacterium thermophilum Bacillus cereus Aspergillus oryzae
Lactobacillus casel Bifidobacterium breve Bacillus toyoi Candida pontolopesii

Lactobacillus delbrueckii sp.bulgaricus | Bifidobacterium pseudolongum | Bacillus natto

Lactobacillus rhamnosus Bacillus mesentericus
Lactobacillus plantarum Bacillus licheniformis
Lactobacillus fermentum Clostridium butyricum

Lactobacillus brevis

Lactobacillus helveticus

Lactococcus lactis

Enterococcus faecium

Enterococcus faecalis

Pedi ococcus pentosaceus

Pozitivni (Einky probiotickych mikroorganisth jsou gedevsSim v tom, Ze upravuji
strevni mikrobiotu (Douglas a Sanders, 2008). Jeatiepa, aby byla konzumovana pravideln
(Kaur et al., 2002). Nevoral (2005) uvadi, Ze probiotika majk jvyZivovou funkci, tak
zdravotni. Mezi vyzivové funkce probiotik pajejich produkce vitamiinfady B a K. Stejé
tak jako produkce antimikrobialnich latek, mezirktgati organické kyseliny, bakteriociny
nebo peroxid vodiku. Pomogichto latek probiotické organismy inhéipi pasobi na bakterie,
které jsou pro nas nezadouci. Oiuliyi produkci toxirii, maji vliv na metabolismus bakterii
a usnaduji rozklad rekterych Zivin. Mezi zdravotni funkce gaschopnost &kterych kmei
probiotickych bakterii adherovat n&estni epithel a tim blokovat vazebn& mista pro patag

bakterie, a takeé jejich schopnost stimulace spa@fi nespecifické imunity.

Mezi dalSi¢asto udavané zdravotni dinky probiotik pat ¥i napriklad tyto:
= LepSi stravitelnost laktosy u lidi s laktosovowietaci (Shortt a O"Brien, 2004).
= Pasobi preventivé proti osteoporéze (Lourens-Hattingh et al., 2001).
= Tlumeni giznaki alergii (Ouwehand, 2007).

* Imunostimul&ni (€inky (Dong et al., 2010).
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= Prevence kolorektalniho karcinomu (Rafter et &Q7).

= Zmirréni zacpy (Banaszkiewicz a Szajewska, 2005).

» Podpirné terapie zéatlivych stevnich onemoai a pfjmu (Bleichner et al., 1997).

= Ustavenii obnoveni vyvazené mikrobioty tlustéhdesta (Rada, 2010).

= Snizeni hladiny krevniho celkového a LDL choledte(®oberfroid, 2000).

= Snizeni vyskytu infekci Zgobené bakterkielicobacter pylori
(Schrezenmeir a de Vrese, 2001).

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

= SniZzeni mnoZstvi nénivych metabolii (Schrezenmeir a de Vrese, 2001).

= QOsvobozeni od syndromu drazdivéha@miau (Schrezenmeir a de Vrese, 2001).

2.3 Prebiotika

Stejre jako probiotika, tak i prebiotika proSla dlouhynivejem, co se jejich definice
ty¢e. Jedna z prvnich definiciqglpoklada, Ze probiotika pro svéepiti potebuji zdroj
sacharid, které by mohla fermentovat, ale zamvento zdroj nesmi podléhat lidskému
metabolismu jfed dosazenim tlustéhoieta (Bouhnik at al., 1996). DalSi defini¢ika,
Ze prebiotika jsou nestravitelné sacharidy, kteo@lppruji proliferaci bifidobakterii a
laktobaciti (Reyed et al., 2004).

AvSak nejpouziva¥jSi definice je ta, kteréika, Ze prebiotika jsou nestravitelna slozka
potravin, ktera prosgné ovliviiuje selektivni stimulaci iistu nebo aktivity jednohogi
omezeného pibu bakterii v tlustém g\&, a tim zlepSuje zdravi hostitele (Gibson a Robéatfr
1995).

Aby byly sacharidy Z@zeny mezi prebiotika, musi splat kritéria, ktera byla pro jejich
klasifikaci stanovena. Prvnim &chto kritérii je, Ze dan& sloZka potravy musi legistentni
vaci kyseling chlorovodikove v Zaludku, musi byt rezistentédivhydrolyzaci pomoci sa¥ch
enzymi a musi byt rezistentniwgi gastrointestinalni absorpci. Dale musi byt fertoeatelna
pomoci stevni mikrobioty (Roberfroid, 2007) a musispVat definici dle Gibson a Roberfroid
(1995), viz vyse.
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Obréazek 5: Prosgsné a neprospSné MO ve steni mikrobioté (podle Gibson a Roberfroid, 1995, upraveno)
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Hojné vyuZzivani prebiotik Zalo predevsim kli problémim s pouzivanim probiotik.
Casto se stava, zedkteré probiotické mikroorganismy maji problémyepit piichod
gastrointestinalnim traktemjgrevsim tedy Zaludkentj tenkym stevem a nemohou tedy
dostatén¢ osidlit stevo tlusté. To segke predevSim kuli velké konkurenci firozené stevni
mikrobioty (Roberfroid, 2002). Prebiotickyciaek tedy znamenda, zZe zavedenim specifické
potravy pro probiotické mikroorganismy dojde ke Zewi pdtu a aktivity tchto zdravy
pros@gSnych bakterii v gastrointestinalnim traktu (HruB§07). Prosgsné a neprosgné MO
ve stevni mirobiot jsou uvedeny na obrazkislo 5.

Jakakoli potravina nebo sloZzka potraviny, kterd4 dmstane do tlustého ieva,
se automaticky stava potencionalnim prebiotikenrbs8datem, ktery jako hlavni umiazje
v tlusttm gtew rast probiotickych mikroorganisiin predevsim bifidobakterii, jsou
oligosacharidy (Gibson a Fuller, 2000). Prebiotikeemusi ale byt jen oligosacharidy. Mohou
to byt také jednoduché alkoholické cukry, disaahara dokonce i polysacharidy (Rotel
a Gibson, 2002). Musi to ale byt latky, které dajaprobiotickym mikroorganisim zdroj
energie (Turroni et al., 2011). Tyto latky, ktesby ¥tSinou sloZzené z &kolika molekul
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sacharid, jsou odolné i travicim enzynim, ale zarov@ mohou byt peménovany,
metabolizovany prévtémito prosgdnymi stevnimi bakteriemi (Gibson a Fuller, 2000).

Mezi oligosacharidy, které jsou vyuZzivané jako jpwékum a byly zvéejrény poinvitro
ainvivo studiich pati rafinosa a stachyosa, coz jsou oligosacharidyolgvané ze séji (Gibson
a Fuller, 2000), déle transgalaktosidy (Tanaka &€t &983), fruktooligosacharidy
(Gibson a Roberfroid, 1995), galaktooligosachar{@Russell et al., 2011), arabinoxylan,
arabinogalaktan (Turroni et al., 2011), inulin (&b et al., 1995), laktulosa (Russell et al.,
2011) a dalsi. Jejich probiotickginek je uveden v tabulce 11.

Tabulka 11: Prebioticky efekt riiznych oligosacharidi (podle Roberfroid, 2007, upraveno; Biliaderis a lgdorczyk, 2007)

Status prebiotik,
Nestravitelnost | Fermentace| Selektivita Status prebtik FOSHU

Inulin a oligofruktosa ano ano ano ano ano
Galaktooligosacharidy | pravaépodobré PV ano ano ano
Laktulosa pravcépodobré PV ano ano ne
Isomaltooligosacharidy| — ¢ast&né ano spi ano ne ano

. ano
Laktosacharosa ND ND Spis ano ne
Xylooligosacharidy ND ND spis ano ne ano
Sojové oligosacharidy ND ND ND ne ano
Glukosacharidy ND ND ND ne ne

ND- nedostupna data, PVigqulEzné vysledky, nutny dalSi vyzkum

Fruktooligosacharidy (FOS) a inulin jsou polymerni latky sloZzené z D-fruktosy, ktera
je mezi sebou spojena vazn@tl-1 a na konci &Sinou byva navazana pomoci vazby
a- 1- 2 glukosa. Tyto latky jsouifpomny v rostlinném materidlu. N&gjsgji je nalezneme
v ¢esneku, cibuli, topinamburech nebo bananech (Radiaraunek, 2005). A ziskavaji sedu
enzymaticky, pomoci hydrolyzy inulinu nebo synthege sacharosy (Tuohy et al., 2005).

Inulin je vhodnym zdrojem uhliku prdifidobacterium bifidum a rekteré druhy
Bifidobacterium longum (Reyed, 2007).

Galaktooligosacharidy (GOS) a oligosacharidy ze siOjmaji slozitou chemickou
strukturu, ktera je naztana v tabulce&islo 12. Tyto oligosacharidy se vyskytujiedevsim
v matéském mléce a v malém mnozstvi j@zame nalézt i v mléce kravském nebodaitach
(Tuohy et al., 2005).
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Xylooligosacharidy (XOS) jsou oligosacharidy slozené z D-xylosy, ktera je
glykosidicky spojena vazbdi+1-4. Nekteré zdroje uvadi, Ze pr&XOS jsou dobré bifidogenni
stimulanty (Rycroft et al., 2001).

Laktulosa je disacharid vznikajici izomeraci laktosy (Critlen, 1999). Je to ngstji
pouzivany oligosacharid (Crittenden a Playne, 1996 gedevsim v Evrop a Spojenych
statech americkych (Russell et al., 201Rjblizn¢ v 50. letech 20. stoleti byla laktulosa
piidavana do kojenecké stravy, jako daginktery nel zajistit zvySeni pétu bakterii rodu
Lactobacillus ve stevech novorozeric Ale vzhledem k tomu, Ze specifita tohoto subatrat

nebyla potvrzena, tak se postdmu tohoto postupu upustilo (Collins a Gibson, 1999

Tabulka 13: Prebiotické oligosacharidy (Crittneden aPlayne, 1996; Roberfroid a Savin, 2000)

Trivialni nazev: Chemicka struktura: Zisk:

Galaktooligosacharidy [Gal(B1-],3/4/6)GalP1-4)Glc | enzymatickou synthesou z laktosy

extrakci z pirodnich zdraj

Fruktooligosacharidy/Inulin [ [Fru(32-],1)Glc enzymatickou hydrolyzou ztgodnich polymei

enzymatickou synthesou ze sacharosy

Palatinosa Glc(al-6)Fru

enzymatickou synthesou ze sacharosy
Izomaltulosooligosacharid [Glc(al-]6)Glonl-6)Fru

Oligosachariy séjovych boli | [Glc(al-],6)Glcal-2)Fru extrakci zifrodnich zdraj
Laktosacharosa Gal(31-4)Glc@1-2)Fru enzymatickou synthesou z laktosy
Xylooligosacharidy [Xyl(B1-],4)Xyl enzymatickou hydrolyzou z kukigného xylanu

2.4 Synbiotika

Synbiotika jsou kombinaci prebiotik a probiotik didrichs et al., 2009). Jsou to tedy
produkty, které obsahuji, jak prebiotika, kteraekel/né podporuji fist probiotik, tak
probiotika. Od obouéthto sloZzek se kava takzvany synergickyciaek, proto nazev
synbiotikum (Schrezenmeir a de Vrese, 2001; Ra@B)R Ok vySe zmigné slozky by nila
byt v produktu v Ginném pondru (Schrezenmeir a de Vrese, 2001).

Synbiotika slouzi jako podpora préefgivani a usidlovani dodavanych bakterii v travicaktu
tim, Ze aktivuji metabolismus nebo stimulujiistt konkrétnich drulh bakterii

v gastrointestinalnim traktu, které naslégodporuji zdravi hostitele (Meile, 1998).
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Synbiotikum musi mit vhodnzvolenou kombinaci probiotik a prebiotik, aby mohl
spravré plnit svou funkci, kterou je posilenitetni mikrobioty. Zakladem je spravavolené
prebiotikum. Pokud chceme podfimapiiklad st bifidobakterii v tlustém &sw a pouzijeme
jako prebiotikum fruktoologisacharidy a jako prafkom praw rod Bifidobacterium, m¢lo by
byt vSe v ptadku. Pokud ale jako probiotikum pouzijeme ifildpd kmenLactobacillus casei
a jako prebiotikum ponechame fruktooligosachargyybiotikum nebude furgki. Je to z toho
duvodu, Ze zvolené prebiotikum neni pro tento kmeodvigé (Schrezenmeir a de Vrese, 2001).

Spravnou kombinaci probiotik a prebiotik, tedy vhgoh synbiotikem, které zajisti
snadrjSi preziti probiotickych bakterii, jsou n#glad: bifidobakterie v kombinaci
s fruktoologosacharidy, galaktooligosacharidy ndaktobacili v kombinaci s laktionem
(Collins a Gibson, 1999).
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2.5 MIééné kysané vyrobky a jejich charakteristika

Jako kysané méeé vyrobky jsou dle vyhlasksislo 77/2003 Sb. definovany ty nitée
vyrobky, které vznikly kvaSenim mléka, smetany, pédli nebo jejich s#si za pouziti

mikroorganisni, které jsou uvedeny préave vySe zmi#né vyhlasce.

Obréazek 6: Schéma vyrobky fermentovanych mi&ych vyrobki (Kadlec, 2002)
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Zarovei jsou to vyrobky, které jsou konzervovany pomodediny ml€ne, ktera vznika
pii fermentaci sacharid Na zaklad piidané mlékeské kultury hem procesu vyroby,
roz&klujeme fermentované migé vyrobky na jogurty a jogurtové napoje, acidafiméka,
kefiry, kysana mléka a zkysané smetany (TamineldanRon, 2001). Obecné schéma vyroby

fermentovanych mignych vyrobki je znazortino na obrazkdislo 6.

2.5.1 MIlééné kvaSeni

Fermentace neboli kvaSeni je proces, kdy dohaziidmme latek za dasti
mikrobialnich enzym. Ffi tomto procesu se v udledku metabolismu &kterych
Meziprodukty &chto katabolickych reakci po¥d vstupuji do oxidané-redukenich reakci,
piicemz substrat je aktivovan substratovou fosforylaaei pomoci ATP a zodpeédnych
enzymi. Vodik je @i oxidatné-redulkénich reakcich fgnasen pomoci NAD-dehydrogenasy
a konénym akceptorem vodiku a elektfone pak jednodussi organickda latka (VeliSek
a Cejpek, 2008). Diky této rozkladné procedaiskavaji finalni produkty svoji specifickou
vani a chw’ (Hansen, 2004).

Pro ml&€nou fermentaci je hlavnim zdrojem energie laktddara je rozkladana
nékolika zpisoby na kyselinu mé&ou. Temi hlavnimi metabolickymi drahami jsou
homofermentativni  kvaSeni, kde hlavni produktem fouze kyselina midé
a heterofermentativni migé kvaSeni s vice hlavnimi produkty, kterymi jsap¥iklad kyselina
octovi, CQ, ethanol nebo vodik (Forman, 1996; Vodrazka, 26@atinek et al., 2007).

2.5.1.1 Homofermentativni

Homofermentativni kvaSeni je &gob fermentace, kdy BMKipmenuji laktosu na kyselinu
mlécnou.

V¢étSina homofermentativnich drishransportuje sacharidy do hiknpomoci systému
fosfotransferdz. &hem tohoto procesu dochazi k tomu, Ze je laktossfofglovana
na laktoso- 6-fosfat a naslelpak hydrolyzovana na galaktoso-6-fosfat a glukd&nikly
galaktoso-6-fosfat je degradovana na glyceraldehfaisfat. Glukosa, ktera vznikla ve stejné
fazi jako jiz zmigna galaktosa-6-fosfat, je fosforylovana na glukédosfat. Vzniklé
fosfatové sacharidy jsou postupaktivovany na fruktoso-1,6-bisfosfat, ktery je@apracovan

Embden-Meyerhofovou drahou, glykolyzoufep glyceraldehyd-3-fosfat az na kyselinu

42



pyrohroznovou, ktera jeipmenéna na finalni produkt homofermentativniho kvaSe(t)L
kyselinu ml€nou (VeliSek a Cejpek, 2008).

Pri druhém zjisobu homofermentativiho kvaSeni je laktosa ifegd akumulovana
za pomoci specifické permeasy a nastegn hydrolyzovangi-galaktosidasou na glukosu
a galaktosu. Glukosa je v dalSi fazi metabolizovda&yselinu mlénou, kdezto galaktosa je
postugie uvohovana do idstového média. ieBména glukosy pobiha podle schématu
Embden- Meyerhofova, to znamena, Ze je itegd fosforylovana a izomerovana
na fruktosa- 1,6-bisfosfat, ktery je pomoci aldgldkpen na d¥ molekuly triosafsfatu.
Na glyceraldehyd-3-fosfat, ktery oxiduje zauspbeni specifické dehydrogenasy
na 1,3- bisfosfoglycerat, a dihydroxyacetonfodféisledkem enolizace a defosorylace vznika
kyselina pyrohroznova. Galaktosa, kterd je postupwoliovana do média, podléha také
nékolika katabolickym reakcim. Prvni z nich je fosfiaice, @i které dochazi k jgmené
galaktosy na galaktosa-1-fosfat. Ten se daleima glukosa-1-fosfat, ktery za pomoci enzymu
fosfoglukomutasy dé& za vznik glukosa-6-fosfat, kterZz je standardnim meziproduktem
glykolyzy (Hickey et al., 1986; Bokianko et al., 2007).

Mezi bakterie mléného kvaSeni, které zpracovavaji laktosu timtésapem, tedy
homofermentativé se fadi Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
casel subsp casel, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus (Robinson, 1995;
GajdiSek, 2002)Enterococcus faecalis (Subramanian et al., 2014).

2.5.1.2 Heterofermentativni

Heterofermentativi kvaSeni je proces, kdy BMHKemenuji laktosu na kyselinu
mlénou, ethanol, C®a kyselinu octovou.

Sacharidy uvnit burgk jsou kindzami fosforylovany za vzniku glukosysfatu
a fruktosy- 6- fosfatu. Isomeras#epeni fruktosu-6-fosfat na glukosu-6-fosfat, kterydal
metabolizovan. Z glukosy-6-fosfau vznikne glyceedigd-3-fosfat a acetylfosfat
za sogasného uvokni CQ. Vznikly acetylfosfat je postugnpireménovan ges acetyl-CoA
na acetaldehyd a dale az na ethanol. Naopak glgebnral-3-fosfat je pomoci glykolytickych
enzymi zpracovan fes kyselinu pyrohroznovou az na kyselinu L(+)dnt&u (Lee a Salminen,
2009).

Mezi bakterie mléného kvaseni, které jsou heterofermetativni Rolind®95)radi
tyto: Lactobacillus breve, Lactobacillus buchneri a Lactobacillus fermentum.
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2.5.1.3 Fakultaivn & heterofermentativni

Fakultativie heterofermentativni kvaSeni je proces, kdy BMKnidkyseliny ml€né
produkuji je& ethanol, formiat a acetat. Zar@vge to proces, ktery fite probihat
za nestandardnich podminek, jako je zvySené pH swiiena teplotaifRtomto kvaseni vznika
pomoci enzymu pyruvatformiatlyasy (PFL) z pyruvaitetyl-CoA, ktery je za pomociO
inaktivovan. Timto krokem se naopak aktivuje jinétaibolicka draha, ktera vyuzivaiepené
pyruvatu enzym pyruvatdehydrogenasy (PHD) za vzQiky, acetyl-CoA a NADH. Acetyl-
CoA je nasledé metabolizovan na acetat a ethanol. Mezi fakultétheterofermntativni rody
sefadi napiklad Lactobacillus casel (Hofvendahl a Hahn-Hagerdal, 2000; Kostinek et al.
2007).

2.5.1.4 Fermentace bifidobakterii

Rod Bifidobacterium vyuziva @i fermentaci svoji specifickou metabolickou drahu.
Ta se liSi od homofermentativniho, heterofermenmniiv i fakultativié heterofermentaivniho
zpasobu kvaSeni. vodem pré fermentace probiha pomoci jiné metabolické drahy |
predevsim neffitomnost enzyrin gluktoso—6-fosfatdehydrogenasy a aldolasy. Pomozymu
fruktoso- 6- fosfat fosfoketoasy, ktery je spedifipraw pro bifidobakterie, dochazi kespeni
hexos, fruktoso-6-fosfatu, na acetylfosfat a erbfosfat (Biavati et al., 2000). Dale pak
Sttpeni probiha dle schématu, které je uvedeno nakibigslo 7.

Fosfolytickym S¢penim vznika z pyruvatu kyselina mra¢em acetylfosfat, ktery je
redukovan na ethanol. Tato redok reakcecasto vyvold zrnu fermenténi rovnovahy
(Biavati a Mattrelli, 2012). Jako finalni produkgnikd kyselina octova a kyselina rété
v ponmeru 3:2. Kyselina mléna se nejastji vyskytuje v L forne, a proto je jednoduSe
mtabolizovatelna &skym organismem (Maxa a Rada, 1996).

Bifidobakterie dokazi fermentovat velké mnozstahsadi, negasgji laktosu, rafinosu,
galaktosu, glukosu nebéeba sacharosu (Mayo a van Sinderen, 2010), aletwhansorbitol
dokaze zkvaSovat jen velmi malé mnoZzstvi kinesz piilohacislo 6 (Ventura et al., 2004).
Naopak wibec utilizovat nedokézi bifidobakterie rhamnosurbesu a dulcitol (Rasic
a Kurmann, 1983).

Bifidobakterie také produkuji velmi malé mnoZstwyiskliny jantarové a mraven
(Rasic a Kurman, 1983), zatimco neprodukuji oxididity, kyselinu propionovou ani

maselnou (Sedé&k, 2007). Za aerobnich podminek vznikéd peroxidikugdktery inaktivuje

44



F6PPK, tedy enzym ktery je zodpowy za fermentaci sachaiicu bifidobakterii (Rasic
a Kurmann, 1983).

Obrazek 7: Metabolismus bifidobakterii (podle Prasana et al., 2014, upraveno)
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2.5.2 Druhy mléénych kysanych vyrobki

Podle zvolené mlékaké kultury, technologického postupu a podle vyag7/2003 Sb.
rozcklujeme fermentované migé vyrobky do Bkolika skupin, které jsou uvedeny v tabulce
13.
Startérové kultury jsouisté kultury nebo sisi vybranych definovanych a Zivych
mikroorganisnd, které se pouzivaji jako inokulum v mnozstvi nepn&® burgk g* potraviny
s cilem zahdjeni procesu fermentace, ktera maizigbded, chdi, vani a trvanlivost produktu.
Od €chto startérovych kultur s&ekava, Ze zajisti spravnyteh pri vyrobg, zvIase
pak @i procesu fermentace a zrani finalniho produktu.
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Podle mikroorganisi kterécisté startérové kultury obsahuji,gélime na:
= bakterialni
= kvasinkové
= plisnové

= smiSené

Smesné kultury se @i na mesofilni a termofilni.

Mezi mesofilni kultury paft zakladni smetanova kultura, ktera obsahuje bakterie
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum
a Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris. Acidofilni kultura obsahuje bakterie
Lactobacillus acidophilus. Kefirova kultura s obsahem kvasinek a laktobacil
Kluyveromyces marxianus var. Marxianus a Candida kefyr. A na pomezi stojABT kultura
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum a Streptococcus ther mophilus.

Mezi termofilni kultury setadi jogurtova, ktera obsahuje bakterigactobacillus

delbdrueckii subspbulgaricus a Sreptococcus thermophilus (Ludwig et al., 2012).

Tabulka 13: Kysané ml&né vyrobky dle vyhlasky 77/2003 Sh.

Druh vyrobku obsah tuku v % m/m obsah susSiny tukupiosté v % m/m nejmér
kysana smetana vice nez 10 &etng

kysané mléko &etrg jogurtového vice nez 0,5 getrg

kysané mléko odtinéné mére nez 0,5 vetrg 8,0

podmasli ménre nez 1,5 vetns 7,0

jogurt bily smetanovy vice nez 10 getng

jogurt bily vice nez 3 vetns

jogurt bily se snizenym obsahem tukménre nez 3

jogurt bily nizkotény nebo odténény | mere nez 0,5 vetre 8,2
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2.5.3 Stanoveni, izolace a identifikace bifidobakterii znléénych kysanych vyrobki

Rod Bifidobacterium je v dneSni daob hojrg vyuzivanym rodem. &koli je jejich
piirozenym teritoriem fedevSim intestinélni trakt Zivichi, jejich pozitivni vliv na zdravi
hostitele vedl| k tomu, Ze galy byt bifidobakterie zdenovany i do mlékeského piimyslu.

Bifidobakterie se v dnesni délxzn¢ pouzivaji pi vyrobé fermentovanych mlék
a to jak samostatntak i v kombinaci s jinymi BMK, cozZ to je jederhiavnich dvoda, prad
stoupl zjem o stanovovani bifidobakterii gr&échto vyrobcich (Rada a Koc, 2000). DalSim
divodem je fakt, Ze p®t bifidobakterii ve fermentovanych mité/ch vyrobcich by @l byt
pred koncem expiti doby 16/g, a proto je pdeba, aby pouzivand metoda byla rychla
a zarové spolehliva pro uteni Zivotaschopnostéthto mikroorganisrin (Roy, 2001).

Aby bylo docileno co nefiSi selektivity, zaaly se do médiiiidavat fizné selektivni
faktory. Nefastji se jednalo o antibiotika (hneomycin, paromomygjentamicin, atd.), ale byla
pridavana nafiklad i Zlw nebo kyselina nalixidova. Ukazalo se ale, Ze zadngchto
selektivnich faktar nevykazuje dostateou selektivitu a navic se zjistilo, Zekieré slozky
dokonce jsobi jako inhibitoryiiistu bifidobakterii (Rada a Koc, 2000).

Payne et al. (1998) provedli v roce 1998 studii,kperé zjistili, Ze je velmi obtizné
odctlit jednotlivé druhy bifidobakterii od sebe, vyskjitli se ve smiSené kulte. Jako
nejoptimalrjSi pro rutinni stanovovani rdgifidobacteriumve smiSenych mé@ych kulturach,
se jim jevil AMC agar.

Rada a Koc (2000) testovali citlivost bifidobakiera mupirocin. R této studii byly
vystaveny rody Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc a Streptococcus koncentraci
mupirocinu, ktera se pohybovala v rozmezi 0,628 ry/l a zjistili, Ze toto mnoZstvi, které je
obsazeno v bujonu Wilkins-Chalgren jejialst inhibuje. Naopak i mnoZstvi mupirocinu 300
mg/l rist bifidobakterii neovlistuje. Z vysledk, které pi této studii ziskali, bylo vyvinuto
selektivni médium pro izolaci rodBifidobacterium z fermentovanych mééych vyrobki
a z probiotik, Wilkins-Chalgren agar s obsahem imogmnu 100 mg/l. Toto médium absolétn
inhibuje tast vySe zmidnych rodi, vyjma roduBifidobacterium.

Roy (2001) doportuje pro selektivni stanoveni ro8ifidobcteriumve fermentovanych
milénych vyrobcich MRS médium obohacené o neomycinarpamycyn, nalidixovou
kyselinu a lithium chlorid. Stejntak jako Columbia agar obohacené o lithium chlorid
a propionat sodny. Zarofeale uvadi, Ze ii@s vysoky vyskyt selektivnich médii neni Zadné
zcela vhodné pro detekci ro@ifidobacterium.
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Rada a Maxa (2002) uvadi jako funk médium pro tyto &ely TOS agar, ale vzhledem
k nedostupnosti a ndkladnosti vSech jeho sloZakeyodné.

V roce 2013 se néeském trhu objevila jako novinka BSM médium (Sigaidrich).
Je to médium, které v ndgych vyrobcich umaiije selektivni vyet roduBifidobacterium
technikou peitani kolonii za anaerobnich podminek. Toto médiB®M (Bifidus selective
medium), je na trhu ve verzi bujonu i agaru. Jejtwodou je, Ze obsahuje latky, kter&gzpbuji
barevnou reakci viftomnosti kolonii bifidobakterii. BSM médium se ua pro jeho rychlost

a jednoduchost kontroly migych vyrobki (anonym 6).

Tabulka 14: Slozeni TOS média dle ISO 29981/IDF 22020 Standard (Merck, Némecko)

Pepton z kaseinu 109/
Kvasniny autolyzat 109/l
KH2PO4 3,00/
K2HPO4 4849/l
(NH4)2S04 3,00/l
MgS0O4 . 7 H20 0,29/l
L-cystein HCI .H20 0,59/l
Propionat sodny 159/
Galaktooligosacharidy TOS 109/
Pepton z kaseinu 159/
Voda 950ml
pH......... 6,7

Pro izolaci rodBifidobacterium z ml&nych vyrobKi se v dnesni dénegastji poziva
v souladu s ISO Standard 29981/ IDF 220:2010 Stan{Merck, Néemecko), TOS-MUP
médium. Fungovani tohoto média je zalozeno idapi rekolika selektivnich faktar. Jsou
to TOS oligosacharidy, mupirocin, LiCl, propionétdsy a dalSi latky uvedené v tabutidslo
14. Mupirocin je antibiotikum, které inhibujést bakterii rodu_actobacillus, Lactococcus,
Sreptococcus a Leuconostoc, zaimco rod Bifiobacterium je wici nému rezistentni. Je
to antibiotikum izolované z bakteriseudomonas fluorescens (Udo et al., 1999) a ma némy
ucinek na syntézu bilkovin tim, Ze inhibuje syntézRNA inaktivaci izoleucyl-t-RNA
syntetazy (Bedridet al., 1996). TOS galaktooligosacharidy jsouagacharidy, kterégsobi
specificky jako tistové faktory pro bifidobakterie. Ostatni BMK tyititky utilizovat neumi.
DalSim selektivnim faktorem v tomto médiu je praoy@b sodny, ktery {sobi jako inhibitor

doprovodné mikrobioty, zatimcastu bifidobakterii nikterak neatigmeovliiuje. Jako vyZiva
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pro bifidobakterige v tomto médiu pouzit kvasmy autolyzat a pepton z kaseinu. Zdrojem
dusiku je siran amonny. Dihydrogenfostaman draselny a hydrogenfosfonan didraselny
v tomto gipadt slouZzi jako pufr fi neutralnim pH a jako reduki cinidlo, které poskytuje
anaerobni podminky je zde pouzit L-cystein. Sirafedmaty je latka, ktera podporujést
poSkozenych bifidobakteri. Tyto informace odpovid§O Standardu 29981/IDF 220:2010
(Merck, Nemecko).

49



3 Védecka hypotéza a cile prace

3.1 Hypotéza

Hypotézou je, Z8ifidobacteriumbifidumbude vyuzZivat mucin jako jedinny zdroj uhliku,
¢imZ se bude odliSovat od ostatnich drbifidobakterii. Podobhispecifické sacharidy umozni

selektivni stanoveni dalSich dfubifidobakterii v potravinach.

3.2 Cil prace

Cilem prace je vyvinou selektivni média pro stamdvBifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum aBifidobacterium breve v probiotickych potravindch. Jako selektivni

faktory budou pouzitytizné zdroje uhliku (monosacharidy, oligosacharidyuin).
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4 Material a metody

4.1 Testované vyrobky

Celkem bylo v této praci otestovano 16 probiotidkygrobki ¢eskych i zahragnich
firem, pricemz se jednalo o 13 vyzivovych dabkii a 3 jogurty. Vyrobky byly skladovany
v lednitce i teplo& 4 °C. VSechny vyrobky byly otestovanyed koncem expikani doby.
Seznam vyrobk spolu s deklarovanymi druhy bifidobakterii a vyecoje uveden v tabulce 15
a 16.

Tabulka 45: Seznam vyrobd

Nazev vyrobku Vyrobce Pivod
Super Dophilus Pharma Agency, s.r.o. Kanada
PROBIO-FIX S&D Pharma Ltd. UK
LAKTOACILKY baby Swiss Natural® Kanada
Biopron JUNIOR VALOSUN a.s. CR
BIFOLAC BALANCE Bifodan A/S Dansko
APO-BABY PROBIO Cell Biotech International A/S Dansko
Lactobene Montefarmaco Milano for NTC S.r.|| Italie
Bifiform Ferrosan SRL Rumunsko
APO - Lactobacillus 10+ Profarma - Produkt s.r.o. CR

GS Lactobacily FORTE 20 Green-Swan Pharmaceuticals CR, @R
BioLac Baby drobs Probiotical S.p.A. Italie
Bio-Kult Protexin® UK
Junior 2+ milk BIFIDUS NestléCesko s.r.o. CR
Activia (jogurt) Danone a.s. CR
Hollandia (jogurt) Hollandia Karlovy Vary a.s. CR
Florian Active (jogurt) Olma, a.s. CR
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Tabulka 16: Deklarované druhy rodu Bifidobacterium

Nazev vyrobku: Deklarované druhy bakterii rodu Bifidobacterium:

Super Dophilus Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum
PROBIO-FIX Bifidobacterium animalis ssp.lactis

Laktobacilky baby Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum

Biopron JUNIOR Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis

BIFOLAC BALANCE Bifidobacterium longum

APO-BABY PROBIO Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum
Lactobene Bifidobacterium bifidum

Bifiform (drops) Bifidobacterium animalis ssp.lactis

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

GS Lactobacily FORTE 20|| Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum
BioLac Baby Bifidobacterium breve

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis,

Bio-Kult Bifidobacterium longum

Junior 2+ milk BIFIDUS || Bifidobacterium sp. Bifidus B

Activia (jogurt) Bifidus ActiRegularis® DN-173 010
Hollandia (jogurt) Bifidobacterium animalis ssp lactis
Florian Active (jogurt) Bifidobacterium ssp.

4.2 Kultiva éni média

Stanoveni p&tu Zivotaschopnych anaerobnich bakterii, v tontipgut bifidobakterii,
bylo prova@no metodoun vitro za pouziti 5 agarovych médii. Jedna se o BSM méddSM
médium doplgné o mupirocin (100 mg/l, Oxoid), TOS médium, TO®&dmm doplgné
o0 mupirocin (100 mg/l, Oxoid) a WSP médium daplé o mupirocin (100 mg/l, Oxoid). Tato
média byla pouZita ke stanoveni celkovéhétp®ifidobacterium sp., tedy pro detekci vSech
druhi tohoto rodu.

Probiotické vyrobky byly nejdve spolu gistymi kulturami, uvedenymi v tabulcgslo
17 ze sbirky KMVD, otestovany na dopdowanych meédiich, denych ke stanoveni celkového
poctu roduBifidobacterium, tedy pro detekci vSech driahohoto rodu, zadelem zjiSéni, zda

jsou mezi meédii statisticky vyznamné rozdily.
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Tabulka 17: Seznan¥istych kultur rodu Bifidobacterium

Cisté kultury

B. adolescentis DSM 20083

B. animalis ssp.lactisDSM 10140

B. bifidum DSM 20456

B. bifidum DSM 20082

B. bifidum DSM 20215

B. bifidumDSM 20239

B. breve DSM 20213

B. longum ssp.infantis DSM 20088

B. longum ssp.longum DSM 20219

Na zaklad substratovych preferenci jednotlivych diiubduBifidobacterium, které byly
zjisteny pomoci biochemickych téstAPI1 50 CHL (BioMérieux, Francie) a ANAEROtestu 23
(Erba - Lachema(R), na sbirkovych kmenech a dalsich, jiz identifgoych, izolatech
ze sbirky KMVD, byla pozégi sestavena média pro kvantifikaci konkrétnichhdru

VSechna navrzena média vychazela z média zakladkitiym byl Wilkins-Chalgren
agar dopliny o mupirocin (100 mg/l, Oxoid). Toto nové médiukteré neobsahovalo jako
zakladni zdroj energie glukosu, bylo vZzdy d@plo o zdroj jiny, ktery byl zaroweselektivnim
faktorem, zjiSnym pomoci vySe zmémych biochemickych test anebo bylo, jako vifpad

B. bifidum, vychazeno jiz ze znamych fakt

4.2.1 Zakladni média pro bifidobakterie

4.2.1.1 BSM (Bifidus Selective Medium)

Toto médium bylo pouzito pro kultivaci celkovéhocporoduBifidobacterium.
BSM médium obsahuje pepton a masovy extrakt jakojadhliku, dusiku, vitamiin
a minerah. Extrakt z kvasnic dodava B-komplex, ktery stimj@luist bakterii. Glukosa je

zdrojem energie. Chlorid sodny udrzuje osmotickmenovahu.
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V nizké koncentraci je zde obsaZena i &mina slouzici k detoxikaci vedlejSich
metabolickych produkit Médium dale obsahuje redirk a pufrovactinidla.

Selektivni soli inhibujiist plisni, enterokaka dalSich gram-negativnich bakterii. DalSi
slowenina inhibuje glykolyzu inaktivacicfpomné glyceraldehyd-3-fosfatu.

Tii pfitomna antibiotika fisobi jako selektivni agens a pdétig doprovodnou
bakterialni fléru, jako jeBacillus, Enterobacteriaceae a Pseudomonas. Paiet bifidobakterii
muze snizit azoslaienina, kterd v médiu slouzi jako selektivrizavo-fialové barvivo

pro bifidobakterialni kolonie.#@sné slozeni vSak firma neuvadi (anonym 6).

Piiprava BSM média

55,50 BSM média bylo rozpu$to v 1000 ml demineralizované vody. Sterilovano
pomoci autoklavuip 121 °C po dobu 15 minut a nasleédichlazeno pomoci vytemperované
vodni lazi na 55 °C. Po vytemperovani byl&igano 116 mg dogiku od firmy Fluka (Fluka
83055), rozpugného v 5 ml demineralizované vody, a slouzicihaleldivnimu stanoveni
bifidobakterii. Finalni pH médiaip25 °C je 6,8 + 0.2.

4.2.1.2 TOS

Toto médium bylo pouzito pro kultivaci celkovéhochoroduBifidobacterium.

TOS galaktooligosacharidy jsou oligosachariéhsto pouzivané jako bifidogenni faktor.
To proto, Ze ro@ifidobacteriumtyto oligosacharidy patsinou utilizuje, zatimco BMK nikoli,
zvlase pokud jsou v kombinaci s propionatem sodnym.

Kombinace kvaskiného autolyzatu a kaseinového peptonu, ktera jeédiumpouzita,
slouzi jako bohaty zdroj Zivin proust bifidobakterii. Siran Hecnaty podporuje ust
poskozenych bifidobakterii, zatimco siran amonrgdjem dusikatych latek.

Jako pufrujici latky jsou v meédiu pouzity dihydrofgesfor&nan draselny
a hydrogenfosfoksan didraselny, které udrzuji pH v neutralni @arako reduéni cinidlo je
zde pouzit L-cystein, ktery poskytuje anaerobnimuky.

Slozeni média a informace pouzité vySe jsou v shulgd ISO Standardem
29981/IDF 220:2010), (Merck, decko).

Priprava TOS agaru

Bylo smichano 62,5 g TOS média (jeho sloZeni jelame v tabulceislo 18) v 950 ml
demineralizované vody, z#&to a rozmichano ve vodni l4zni, nez bylo médiumelazc

rozpuséno. Nasleda bylo autoklavovano, ip teplog€ 115 °C + 3 °C, po dobu 15 min.
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Po sterilaci bylo médium uloZzeno do vodni l&anteplot + 48 °C. Médium fpipravené
k mikrobiologickému rozboru mérou, nazloutlou barvu, a pHiigeplot 25 °C pohybuijici
se okolo 6,7 £ 0,2.

Tabulka 18: SloZzeni TOS média

Pepton z kaseinu 109/1
Kvasniny autolyzat 1,09/
KH2POy 3,09/l
KHPOy 4,89/l
(NH4)2SQy 3,09/l
MgSQy. 7 HO 0,29/l
L-cystein HCI . HO 0,59/l
Propionat sodny 159/l
Galaktooligosacharid TOS 10g/1
Agar 159/
PH.......... 6,7+ 0,2

4.2.2 Selektivni média pro bifidobakterie

4.2.2.1 BSM-MUP

BSM médium (viz vySe) dopémé o mupirocin (100 mg/l, Oxoid) bylo pouZito
pro kultivaci celkového pftu roduBifidobacterium. Mupirocin byl extrahovan z antibiotickych
diska (Oxoid, 200ug). Padesat diskbylo pidano do 10 ml Wilkins-Chalgren bujonu (oxoid)
a 30 min michano. Poté byl bujofigan k 90 ml sterilniho agaru (Rada a Petr, 2000).

4.2.2.2 TOS-MUP

Toto médium bylo pouzito pro kultivaci celkovéhocporoduBifidobacterium.

Mupirocin (MUP) je antibiotikum, &¢i kterému je rodBifidobacterium rezistentni,
zatimco na bakterie rodiactoacillus (Lactoacillus delbrueckii subsp bulgarics, Lactoacillus
rhamnosus, Lactoacillus acidophilus, Lactoacillus casel), Lactococcus (Lactococcus lasctis)
a Streptococcus (Streptococcus themophilus) pasobi jako inhibitor jejichirstu.

Mupirocin v kombinaci s propionatem sodnym a TO&ram, je velmi selektivni

pro rodBifidobacterium. Typické kolonie pro ro@ifidobacteriumjsou bilé. Morfologie kolonii
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muze byt fiznoroda, ale @meér kolonie se ¥tSinou pohybuje v rozmezi mezi 1-4 mm. MUP
je do média dodavan jako lyofilizovany suplemertz&ni média je ve shéds normou
ISO 29981/IDF 220:2010.

Piiprava TOS-MUP média

Pri pripraw suplementu byl lyofilizat rozpudt v originalni lavice s pidavkem 25 ml

demineralizované vody a promichan dokud nebylo Zesacirosti roztoku. Néslednbylo
asepticky pdano 5 ml mupirocinu k 95 ml kapalného TOS médiampletni TOS-Mup

médium obsahuje mupirocin (100 mg/l, Oxoid).

4.2.2.3 WSP-MUP

Toto médium bylo pouZito pro kultivaci celkovéhochoroduBifidobacterium.
Wilkins-Chalgren agar je médium pouzivané pro kalti anaerobnich mikroorganifm

Jako zdroj dusiku, aminokyselin a mineralnich Igeek médiu Zelatina a kasein. Z&elem
vitamini a jinych kstovych faktoé, véetré purini a pyrimidini, je zde pouZzit kvastmy
autolyzat. NaCl udrZzuje osmotickou rovnovahu, zatinglukosa slouZzi jako zdroj uhliku.
Pyruvat sodny odbourava peroxid vodiku a séjovytaegiskany hydrolyzou sojovych biob
slouzi jako zdroj oligosachafigkteré podporuijitst bifidobakterii (Wilkins a Chalgren, 1976).
MUP pasobi selektivd pro st bifidobakterii, zatimco ostatni BMK jsou pdt&any
(Rada a Koc, 2000). Celé sloZzeni WSP-MUP je uveddabulcegislo 19.

Priprava WSP-MUP agaru
Doporwené mnozstvi agaru (43 g/l), 5 g/l séjového peptérufl cysteinu a 1 g/l

tween 80 bylo rozmichano v destilované &awzvaeno a sterilovdno po dobu 60 minut,
pii teplo& 110°C. Poté byl agar umist do vodni lazé a vytemperovan na £&.

Po vytemperovani byliglan mupirocin (100 mg/l, Oxoid).
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Tabulka 19: Slozeni Wilkins-Chalgren agaru Tabulka20: SloZzeni zakladniho média

Kasein 10 o/ | Trypton 500/l
Zelatina 10 g/ | Zivny bujon 5009/ I
Kvasniny autolyzat | 5,0 g/ | Kvasniny autolyzét 2509/l
Chlorid sodny 50 g/ | Tween 80 0,5 ml/ |
Glukosa 1,09/ Cystein 0,25 ¢/ |
L- arginin 1,09/ Technicky agar 109/1
Pyruvat sodny 109/l *Zdroj uhliku:

Hemin 0,005 g/ | a) Mucin a) 20 g/ |
Vitamin K 0,0005 g/ | b) Turanosa/Sorbitol+Manitglb) 10 g/ |
Agar 159/l PH............ 7,4

pH7,1+0,2p 25°C Bromkresolov&ervai 1ml/l
Sojovy pepton 59/l (1% roztok v etanolu)

Mupirocin 50 mg/ | Mupirocin 100 mg/ 1

*Pfi mucinu - selektivni pr®.bifidum, pri turanose - selektivni pM. longum, pii sorbitolu a manitou - selektivni p& breve

4.2.3 Navrzena druhow specificka média pro bifidobakterie

Jako zakladni médium pro stanovovani konkrétnicimdbifidobakterii bylo pouzito
WSP-MUP médium se slozenim, které je uvedeno Jdabislo 20. Toto médium bylo pouzito
pro kultivaci bakteriiBifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum a Bifidobacterium
breve. Pro kultivaci daného druhu byl pouzit vZzdy spiekiy zdroj uhliku.

Pro kultivaciBifidobacterium bifidum bylo navrzeno selektivni médiutM médium,
které bylo doplgéno o mucin jako jedinny zdroj uhliku. Podle Crocianh al. (1994) je
Bifidobacterium bifidum jedinym druhem bifidobakterii, ktery dokdZe muatilizovat, proto
byl mucin vybran jako selektivni faktor.

Pro kultivaci Bifidobacterium longum bylo navrzenoMT médium se selektivnim
faktorem turanosou jako jedinnym zdrojem uhliku.

A pro Bifidobacterium breve byl jako selektivni faktor zvoleny alkoholické sacidy

sorbitol a manitol jako jedinné zdroje uhliku. Tab@dium bylo pojmenovandSM.
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4.2.4 Mikrobiologicky rozbor

Na zaatku mikrobiologického rozboru bylo navazeno 1gobku (v gipac jogurtu

10 g) a poté rozpudio v 9 ml (v pipact jogurtu v 90 ml) Zivného bujonu, jehoz slozZeni je

uvedeno v tabulce 21, viz nize.

Tabulka 21: SlozZeni zivného bujonu
Trypton 5 g/l
Zivny bujon 5 g/l
Kvasniny autolyzat 2,5 g/l
Tween 80 0,5 ml
Cystein 0,25 g/|f
pH 7

Nasled® byla vytvdena fedici fada takzvanym desitkovym igobem, vzdy podle

mnoZzstvi bakterii roduBifidobacterium uvedeného na ifbalovém letdku, nebo jsme

predpokladali, Ze obsahuji ¢ty p

odle vyhladsky 77/2003 Sb., podle druhu testéhan

vyrobku. Standardnale zgisobem uvedeném na obrazkislo 8, tedy od 16 do 10°.

Duvodem vytvdenitedicitady je poteba snizeni pbu bakterialnich kolonii.

Obrézek 8: Redicitada vytvorena desitkovym zgisobem (Anonym 8)

1ml 1ml

Original 9 mi broth
inoculum in each tube

Dilutions

i & <

A A DO C

1:100

1ml 1ml 1ml

1:100,000

1:1000 1:10,000 1:100,000

Poté bylo 0,5 ml roztoku zifslusnéhoredni aplikovano na Petriho misky d&gfito

zvolenym médiem. Po zatuhnuti byly anaerobni baktertivovany v anaerostatu za pouZziti
katalzatoru (Oxoid, HP 11) a v atmasé&loZzené z COa H v porreru 20 %:80 %. Teplota

kultivace byla zvolena 37 °C po dobu cca 48 hodin.
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Po kultivaci bylo spéitano mnozstvi narostlych kolonii na agaru a pedlacecislo 1

bylo dop@itdno mnoZzstvi bifidobakterii na gram vzorku.

Vzorecéislo 1:

P=[( P+ P2)/11] x F (KTJ/ )

P, P pctet kolonii (30 — 300) na dvou po soldoucich pgitatelnych plochach
F prevracena hodnota vysSitedeni

— Prepaet nalog KTJ/ g =log P
Patet bakterii = pdet kolonii *fedéni vzorku

Vysledky byly zaznamenany a analyzovany pomoci noA8lIOVA a rozdilnost mezi

praméry byla otestovana na hladinyznamnosti P<0,05.

4.3 ldentifikace

Po anaerobni kultivaci, kterd byla popsana vys& kykazdého média vyizolovano
zhruba 6 kolonii, vzdy z nejvysSi¢edeni. Sterilni kltkou byly z agaru asepticky vypichnuty
kolonie a inokulovany do bujonu, sloZeni viz talaulR2. Vzorky byly znovu kultivovany
pii teplo& 37 °C ovSem tentokrat pouze po dobu 24 hodin.

Tabulka 22: Slozeni bujénu

Séjovy pepton | 5 g/l
Cystein 0,5 g/l|
Tween 80 1 ml/l

Po 24 hodinové inkubaci byl vzorek zkontrolovan féxbw-kontrastnim mikroskopem
(Nikon 104 C), aby bylo zji8ho, zda nedoSlofpizolaci a nasledné inokulaci do bujonu
ke kontaminaci vzorku. Zarowebyla provedena identifikace bakterii na zaklgdjich

morfologickych charakteristik.

4.3.1 Rodova

Kmeny vyizoloané ze zvolenych kulti&aich médii, byly identifikovany na Uroireodu
pomoci testu, ktery detekuje enzym fruktoso-6-fofdafoketolasa (F6PPK), coz je enzym,

podilejici se na metabolismu hexos u r@&ilidobacterium, pro ktery je typicky. F6PPK &ti
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fruktoso-6-fosfat na erytroso-4-fosfat a acetyltfsktery je za fitomnosti Zelezitych iort
pireménén na komplexni slateninu GZovofialového zbarveni.

Pro detekci tohoto enzymu je nutné rozbit bakteriblinky. Obsah bugk je nasleda
vylit do roztoku, ke kterému jsodigavana tiznacinidla pisobici barevnou zénu, na zaklag

které je pak test vyhodnocen.

4.3.1.1 F6PPK

Cinidla:

Cinidlo 1: Fosfatovy pufr-0,36 g KHIPQy; 0,10 g KHPQy ; 0,15 g cysteinu, 300 ml destilované

vody; pH 6,5

Cinidlo 2: 120 mg NaF; 200 mg Na-indoacetatu, 20 m| destiiéwady

Cinidlo 3: 4,17 g hydroxylaminu; 30 ml destilované vody; pptavit na 6,5 pomoci 2 ml 40%
NaOH

Cinidlo 4: 3 g TCA; 20 ml destilované vody

Cinidlo 5: 2,48 ml HCI; 17,52 ml destilované vody

Cinidlo 6: 1 g FeCk; 62l koncentrované (35%) HCI; 20 ml destilované vody

Cinidlo 7: 290 mg fruktoso—6-fosfatu; 5,5 ml destilované vody

Postup:
Zhruba 10 ml narostlé kultury bylofgdito do zkumavek wenych k centrifugaci

a doplgno o HO, aby doslo k vyrovnani objemu zkumavek. Poté fymavky stéeny

pii 20 °C a 9000 g po dobu 8 minut. Nasledhyl supernatant slit a sediment byl oplachnut
a rozmichan roztokewtislo 1. Poté byloiidano mnozstvi 0,2 ml CTAB a vzorky se nechaly 5
minut kultivovat i pokojové teplat (20°C). Dale bylo fdano mnozstvi 0,125 ndinidla ¢islo

2 a 0,2 ml roztoku F6PPK a vSe bylokthdné promichano. Zkumavky byly umésty na 30
min. do vodni laz& kde byly inkubovany ib teplo€ 37 °C. V dalSim kroku bylofgano
mnozstvi 0,750 miinidla ¢islo 3, kterym byla zastavena enzymaticka reakot Byly vzorky
opct 10 min. inkubovany ip pokojové teplat (20°C). Jako posledni byl@gigano mnozstvi 0,5
ml ¢inidel ¢islo 4 a 5, pro okyseleni, a mnoZzstvi 0,5¢mldla ¢islo 6 pro vytvéeni barevné

reakce.
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Vyhodnoceni:
Na zéklad probhnuté barevné zmy byly vzorky vyhodnoceny. Jako projev pozitivni

reakce je brano fialové zbarveni, které jefévm komplexni slateninou, kterd ma absai
maximum @i 505 nm (Biavati a Mattarelli, 2012). Projevem aggni reakce je zbarveni Zluté.
4.3.2 Druhova

Kmeny vyizolované a nasledidentifikované na aroverodu, byly dale identifikovany
na urové druhu pomoci biochemickych tésANAEROtest 23, API 50 CHL a pomoci

polymerazovéetzové reakce (PCR).

4.3.2.1 ANAEROtest 23

ANAEROtest 23 od firmy Erba-Lacem&eska republika, je hojnvyuzivanym testem
k identifikaci anaerobnich bakterii pomoci 23 biextickych test jak v klinickém materialu,

tak i v potravinach.

Postup:
2 ml kultury bylo odnsifeno do ependorfek a nasleédodstedno po dobu 3 minut

pii 14500g. Po vyjmuti zkumavky z centrifugy byl obsit a proplachnut v mnozstvi 0,5 ml
fosfatového pufru, ktery byl po pouziti&pylit. Dale bylo gidano mnozstvi 2 ml fosfatového
pufru. To bylo pomoci injalni skikacky promichano a ap odstedtno. Po odsedini bylo
natahnuto mnozstvi 1 ml a vSe bylo #®lpromichano. Obsah zkumavky byl nataZzeét op
do injekni stikacky a poté smichan se suspenzi pro ANAEROtest 28 by vytvaeno
suspenzni médium se zakalem, ktery odpovida s&jpmie McFarlandovy zakalové stupnice.
Tato vytvdena suspenze byla sterilntik&ckou inokulovdna po kapkach do vSech jamek
v mikrotitratni desttce anaerotestu. Nakonec byldan do jamky pro indol parafinovy olej,
ktery zabrauje €kani indolu khem kultivace, v fipact pozitivni reakce.

Anaerostat (HP 11A, Oxoid) byl anaerghuzaven a kultivovan 48 hodinipteplog 37°C.
Pti vyhodnocovani byla v prvni a druttédé zakapnuta jamka H, latkami indol a nitraty.

Pricemz barevné reakce byly adi@&ny po 3-5 minutach, dle obrazku interpretasio 9.
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Obrazek 9: Interpretace reakci ANAEROtestu 23 (Anonyn 1)
H G F E D C B A
IND GLU MLIT FRU GAL LAC MLZ URE

1| ® @ =
© 00 00 600 6060 600 60

H G F E D C B A

NIT SUC SAl TRE MAN RHA NAG bGL

®
© 00000 00 060 060 O O

N MNS RAF CEl XYl A E/ SOR CON
3 | ® 00
© 00000 00 600 00 600

Vyhodnoceni:

Vyhodnoceni bylo provaao dvakréat, po 24 hodinach a po 48 hodinach. Ba&rexakce
byly ode&teny a zaznamenany do vyhodnocovacich foriul@iz obrazek 10) pomoci
symboli + a -, v zavislosti na vysledcich. Plus &@ngaozitivni reakci, minus negativni.

U esculinu se za pozitivni reakci povaZuje zbavenié.

Obrazek 10: Vyhodnocovaci formul& pro ANAEROtest 23 (Anonym 1)

" Erba Lachema s.r.o.
3 Datum/Datum/Date/ara Zprac./Sprac /Ref MagsT. nposen
MIKROUNTEST Karasek 1d
621 33 Brno, CZ
ANAEROtest 23
Kmen & /Kmen &./Strain No./Ho. MNotes/OTmeTcn
H G F E D C B A
| | = ™M E [} L M u
1 N1 LA L1 R 1 A1 A1 L R
D u T u L ¢ z E
N s s T M R N b
2 |12 U2 A2 R 2 A2 H2 A c
T C L E N A G L
E M R c X A S c
3 54 N 4 A4 E4 Y4 R4 o] o
L S F L L A R | N
=Profil/Profile/Mpocdunns
Dodatkové testy/Additional tests/fononuTensHsie TECTbl Identifikacefldentifikacia/ldentificationMpexTudnkauns
101
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4.3.2.2 API 50 CH

API150 CHL (BioMérieux, Francie) je systém 50 starttizovany biochemickych teést
které jsou uteny k identifikaci bakterii, pomoci jejich ferme#dch profili.

Postup:
Penicilinka s narostlou kulturou byla aseptickiestio zkumavky wené k centrifugaci,

kterd probihala i 9000 g po dobu 3 minut. Poté co byl vzorek tet¥h, byl slit a zbyly
sediment byl opldchnut v mnoZstvi 0,5 ml fosfatav@hifru, ktery byl naslednznovu vylit.
Sediment, kteryistal ve zkumavce, byla#tladné promichan pomoci injéki skikacky (1 ml)
v 0,5ml fosfatoveého pufru a épodstedin pii 9000 g po dobu 3 minut. Po otktni vzorku
byl supernatant vylit a poté byl vzoreképroplachnut v mnozstvi 0,5 ml fosfatového pufru,
ktery byl nakonec slit. Nasledrbyl sediment promichdn v mnoZstvi 1 ml fosfatovénéru
a natazen do injeki stikacky o objemu 1 ml. Vznikly roztok byl postupnkapan
do suspenzniho média o objemu 5 ml, z@lém zisku 2. zékalového stupnpodle
McFarlandovy zakalové stupnice.d@bkapek, které byly nakapany do vySe ziného média,
byl vynasoben dima, a toto mnozstvi bylo aplikovano do média, @ohj 10 ml, pro kit API
50 CHL.

Slozeni média pro APl 50CHL je uvedeno v tabuitgo 23. Nakonec byl test

anaerob# uzaven do anaerostatu a inkubovan po dobu 48 had®i7p’C.

Tabulka 23: SloZzeni média pro API 50 CHL
Suspenzni médium 2 a5 ml demineralizovana voda

API 50 CHL médium 10 ml | Polypepton - 10 g

Kvasntny autolyzat - 5 g

Tween 80 - 1 ml
KoeHPQ: -2 g
CHsCOONa.5HO-5¢g
Diamonium citrat - 2 g
MgSa..7 H.0 - 0,20 g
MgSa4 H.O - 0,05 g

Bromkresolovaervei — 0,17 g

Demineralizovana voda 100 n“I
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Vyhodnoceni:

Vyhodnoceni bylo provedeno dvakrat. Néy@ po 24 hodinach a potom po 48
hodinach. Do specialnich formié(viz obrazek 11) byla zaznamenévéisa od 0 do 3, dle
stupré a barvy zakalu substratu. Na obrazkslo 12 je uvedena interpretace reakci APl 50
CHL.

Obrazek 11: Vyhodnocovaci formul& pro API 50 CH (Anonym 2)
REF. : g 1 4 | /I T | /I 1

Origine / Source / Herkunft /

gnpig’ 50 CH Origen / Origem / MpoéAeuon / IEN .

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

12138A

0(1]2(3|4|5(6|7|8|9|10|11{12|13|14|15|16|17[18]19[20|21|22|23|24|25|26|27|28|29(30(31|32|33(34|35(36|37|38(39]|40|41 4243444546474849%
< ;o
. <
5 f

- 13
= s Xl o m = =g @ =1 = w 22|~ o = Z|Z|e B
-[3(5(8[2|e|E 5 (358 5 [o |2 |u |2 |2 |2 |2 (5|2 (8|2 2 2 |5 ]2 = |2|3|2|5 2|2 |2 |2 5 = B ]2 5|2 2|2 |E| 2| 5[ ¢ 2| £

Inoc./Inok./ YAk evo@BaApiopou : Autres tests / Other tests / Andere Tests / Ident. / Tautotroinon :
¥ Otras pruebas / Altri test / Outros testes /

AMEG eEeTAOEIG / Andra tester /
Andre tests / Inne testy :

i Incub./Inkub./@eppokpacia emwacng :

Vyhodnoceni reakci bylo provedeno nasledujicim Zizobem:

0— negativni reakce; fialové zbarveni

1— negativni reakce; zelenofialové zbarveni
2— pozitivni reakce; zelenoZluté zbarveni
3— pozitivni reakce; Zluté zbarveni

Esculin — i pozitivni reakci je zbarverderné
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Obréazek 12: Interpretace reakci API 50CHL (Anonym 2)

Q—Q-"'Hﬁﬁ-—w
1 =

(\/\p—x

4.3.2.3 PCR

PCR je metoda, pouzivajici se jak pro identifikeirodovou, tak na druhovou Uraye
za pouziti specifickych primér K provedeni této metody je néjde za patebi vyizolovat
bakterialni DNA.

Izolace DNA:

Do 1,5 ml zkumavky, ependorfky, bylo napipetovanmoistvi 1mkistych, narostlych
kultur bifidobakterii a odgedno po dobu 3 minut aipl14500 g. Obsah ependorfky byl
nasleds slit a bylo gidano 100 ul PrepMan® Ultra Sample Preparation Bea@Applied
Biosystem). VSe bylo ikladre promichano pipetou. Ependorfka byla posléze wmadst
do termobloku (typ Ependorf, &hecko), kde byla z&lvana 10 minut na teplotu 9%C.
Po uplynuti 10 minut byla zchlazena na pokojovglatil, cca 22C, a ot odstedina po dobu
3 minut @i 14500 g. Nakonec bylo z vrchu odpipetovano mnoZs pl supernatantu do nové
ependorfky.
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Piiprava PCR reakce:

PCR snds (1 vzorek25umi):
1) 12,5 pIDRAM Tack Green Muster Mix (Fermentas)
2) 9,5 uIH20 (Nuclear Water Free, Fermentas)

3) 1 pl primer 1
4) 1 ul primer 2
5) Vyizolovana DNA

VSechny tyto pisady byly postuphnapipetovany v mnozstvi 24 ul do ependorfek.
K tomu bylo néasledn pridano 1 pl DNA (s rezervou 1,5 ul). Dany vzorek pybmichan
a vloZzen do termocykléru, ktery byl nastaven nagmm, dle daného primeru. Ukazka

casoveho a teplotniho profilu PCR reakce je uvedembulcecislo 24, viz nize.

Tabulka 24:Teplotni aasovy profil PCR reakce

Pocet cykili: Teplota: Doba:

1 denaturace, 95 °C 5 minut
denaturace, 95°C 1 minuta

35 annealing, 66 °C 45 sekund
elongace, 72 °C 1 minuta

1 elongace, 72 °C 5 minut

Priprava gelu:

Pro gipravu gelu byl pouzit 50krat recny TAE PUFR.
Smés 100 ml TAE PUFRUSgloZeni:tris 242,3 g/l; EDTA — Na2 - 2H20 18,6 g/l; kysai
syrova 60,05 g/lfecény 1:50) a 1g agarosy (Serva), vSe bylo smichanaséedg umistno

na 3 minuty do mikrovinné trouby. V f¢hu 3 minut bylo vSe dkolikrat promichano.
Po vyjmuti bylo pidano 5 pl GelrRedu (Biotum) a vpraveno do formg gel. Po ztuhnuti
a vychlazeni byl gel vioZzen do elektroforézy, kieyéa naplina 50krat ,edenym TAEpufrem.
Do jednotlivych jamek v gelu byly nepipetovany vigprv mnozstvi 5 pl. Do prvni
a posledni jamky byla nanesena srovnavaci DNA —eBaher™ Express DNA Ladder
(Fermentas). Poté byla elektroforéza po&tna 50 minutip napsti 80 V. Nakonec byl vzorek
vioZen do z#zeni (Biorad), které vizualizuje DNA fragmenty vkd pomoci UV zéeni

Pozitivni vzorky v UV s¥tle z&ily, viz obrazek 13.
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Obréazek 13: PCR profil pod UV swtlem

Primer Lw-A/Lw-B

Primer Bflac2/Bflac5

M- Velikostni standardy
1-Pozitivni kontrola
2-10 Neznamé vzorky

11- Negativni kontrola
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5 Vysledky

V této praci byly otestovany jakisté kultury nejaseji se vyskytujicich druth rodu
Bifidobacterium v potravindskych, ale i farmaceutickych vyrobcich, tak i 1®kpotickych
vyrobki, ¢eskych i zahraghich firem. Konkrétd se jednalo o 13 vyzivovych dapda a 3

jogurty.

Nejdrive byly otestovanyisté kultury na dopoktovanych médiich, denych ke stanoveni
celkového potu bifidobakterii, picemZ vSechny testovarésté kultury roduBifidobacterium
byly schopny iist na vSech testovanych médiich, tedy na BSM, TO8S#® obohacenych
o mupirocin (100 mg/l, Oxoid), v gtech od 5,78 do 10,25 log KTJ/g (viz tabultialo 25),
v zavislosti natistu bakterialni kultury.

Pramérné pdaty kolonii na BSM-Mup médiu byly rovn$,92 log KTJ/g pramérné paty
kolonii na TOS-Mup médiu byly rovr,27 log KTJ/ga ptimérné p@ty kolonii na WSP-Mup
meédiu byly rovny8,89 log KTJ/g Pro gehledrjSi znazorgni jsou ptimérné paty kolonii
v log KTJ/g znazorgny v grafucislo 1.

Graf 1: Priamérné potty €istych kultur na médiich uréenych ke kvantifikaci rodu Bifidobacterium

12

=
o

Priimérné poéty kolonii v log KTJ)/g

BSM Mup TOS Mup WSP Mup

Testovana média

VSechny testované typové kmeny bifidobakterii k&oB. bifidum DSM 20456
vykazovaly velmi podobné gty na vSechiech testovanych médiicklezi testovanymi médii

nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdilya hladig p<0,005.
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Typovy kmenB. bifidum DSM 20456vykazoval statisticky vyznamré nizSi rist
na TOS-Mup médiu v porovnani s WSP-Mup a BSM-Mugim&ento vysledek byl asten
otestovanim dalSich reprezentativnich sbirkovyckriB. bifidum (DSM 20082, DSM 20215
a DSM 20239). Bylo zjignho, Ze dva zé&chto sbirkovych kmein(DSM 20082 a DSM 20215)
vykazovaly fist na vSech testovanych médiich ve stejnyctigot, viz tabulkadislo 25.
Nicmére kmen B. bifidum DSM 20239 opt vykazoval statisticky vyznamné nizSi rast
na TOS-Mup v porovnani s BSM-Mup a WSP-Mup.

Tabulka 25: Kvantifikace ¢€istych kultur rodu Bifidobacterium

Cisté kultury

. adolescentis DSM 20083

8,63+0,2

8,71+ 0,03

8,64 + 0,02

. animalis ssp.lactisDSM 10140

8,84 + 0,05

8,88+ 0,01

8,87 +0,01

. bifidum DSM 20456

9,66 + 0,08

5,78+0,1%

9,56 + 0,05

. bifidum DSM 20082

10,25+ 0,02

10,14 £ 0,04

10,16 £ 0,06

. bifidum DSM 20215

10,05 + 0,08

9,91 +0,08

9,96 + 0,03

. bifidum DSM 20239

8,47 + 0,03

6,76 + 0,08

8,60+0,13

. breve DSM 20213

9,02 + 0,02

9,03 + 0,04

9,03 +0,02

. longum ssp.infantis DSM 20088

8,44 + 0,03

8,38 +£0,01

8,37 £0,04

B
B
B
B
B
B
B
B
B

. longum ssp.longum DSM 20219

6,83 + 0,02

6,78 + 0,01

8,27 £1,45

6,85+ 0,02

8,89 + 0,95

* Hodnoty viadcich siiznymi indexy se statisticky vyznaihisi na hladig vyznamnosti p<0,005

Stejre tak jakocisté kultury byly otestovany i vySe zndimé probiotické vyrobky. Média
obsahujici mupirocin byla shledana zcela selektivra vSechny izolaty byly identifikovany
jako rodBifidobacterium.

Patty kolonii se na jednotlivych médiich pohybovalyozmezi od 5,10 do 10,62 log KTJ/g
na meédiich neobohacenych o mupirocin (100 mg#lly tea BSM a TOS agarech.

Na meédiich s mupirocinem (100 mg/l), tedy na BSMpMiurOS-Mup a WSP-Mup,
se pohybovaly v rozmezi 5,03-10,45 log KTJ/qg.

Nejvyssi ptimérné paty kolonii rostly na TOS médiu a to v ¢iech 8,79 log KTJ/g ale
pii nasledné identifikaci bylo zji&ho, Ze byly pitomny i jiné bakterie, nez je rod
Bifidobacterium. Stejré tak na BSM meédiu, kdy seipmnérny paiet kolonii rovnal8,60 log
KTJ/g.
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Praimérny pacet kolonii na BSM médiu obohaceném o mupirocin (&@@l) byl roven
8,26 log KTJ/g na TOS médiu obohaceném o mupirocin (100 mgllpkiynérny paset kolonii
roven 8,33 log KTJ/ga na WSP médiu obohacenénmapirocin (100 mg/l) byl grmeérny
pocet kolonii rovers,24 log KTJ/g.

Pro snazSi orientaci jsoutpnérné paty kolonii v log KTJ/g uvedeny v tabulggslo
26 a zarove znazorgny v grafucislo 2.

Tabulka 26: Kvantifikace rodu Bifidoacterium v komerénich vy

Vyrobek BSM | BSM-Mup _ TOS-Mup | WSP-Mup

Super Dophilus

10,05 + 0,02

9,41 + 0,01

10,09 + 0,04

9,52 +0,0%

9,37 £ 0,02

PROBIO-FIX

10,50 + 0,0%

10,32 £ 0,04

10,62 £ 0,02

10,45 + 0,02

10,38 + 0,0%

Laktobacilky baby

9,60 + 0,0%

9,32+0,02

9,91 +0,04

9,58 +0,0¢

9,43 + 0,07

Biopron JUNIOR

9,14 + 0,02

9,20 + 0,02

9,61+0,01

9,17 + 0,04

9,20 + 0,04

BIFOLAC BALANCE

8,65+ 0,03

8,64+ 0,08

8,73 £ 0,04

8,64 £ 0,04

8,57 + 0,08

APO-BABY PROBIO

9,00+ 0,02

8,42 +0,0¢

8,73 +0,01

8,59 + 0,05

8,71+ 0,02

Lactobene

7,54 + 0,03

7,19 +£ 0,02

7,56 + 0,01

7,33 +0,08

7,19 £ 0,02

Bifiform

5,10+ 0,038

5,03 +£ 0,02

5,57+ 0,02

5,23 +0,05

5,04 +0,0%

APO - Lactobacillus 10+

9,08 + 0,03

8,58 + 0,08

9,43 +0,0%

8,85+ 0,02

8,53+ 0,02

GS Lactobacily FORTE 20

8,74 +0,03

8,47 £ 0,0%

9,37+ 0,01

8,19+ 0,02

7,92 +£0,08

BioLac Baby drobs

9,44 + 0,07

9,34 £ 0,02

9,61+0,01

9,38 + 0,0

9,35+ 0,02

Bio-Kult

9,22 +0,0%

8,50 + 0,02

9,29+ 0,02

8,48 +0,0¢

8,53+ 0,02

Junior 2+ milk BIFIDUS

7,56 +£ 0,08

7,52 +0,0%

7,59+ 0,01

7,54 + 0,00

7,55 +0,00

Activia (jogurt)

8,45+0,11

8,43+ 0,03

8,49+ 0,01

8,44 + 0,01

180,01

Hollandia (jogurt)

7,45+ 0,04

6,42 + 0,05

7,61+ 0,02

6,32 + 0,02

6,27 + 0,02

Florian Active (jogurt)

8,14 + 0,02

7,42 +0,02

8,45 + 0,06

7,62 +0,02

7,39 £ 0,08

860127 |826+130 |879+125 |833+130 [824+132

* Hodnoty viadcich siiznymi indexy se statisticky vyznatisi na hladig vyznamnosti p<0,005

Zadné jiné bakterie kro#nrodu Bifidobacterium nebyly nalezeny na agarech
ISO Standar®829/IDF (International Dairy
Federation) 220:201ik4, Ze antibiotikum mupirocin (50 mg/l) inhibujist bakterii miéného

obohacenych mupirocinem (100 mg/l),

kvaSeni Bzn¢ se vyskytujicich ve fermentovanch i nefermntovényadé&nych vyrobcich.

Nicmére davkovani 50 mg/l se ukazalo jako ne zcela selekti predkEznych testech.
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VSechny testované agary obohacené mupirocinemr(if) se ukazaly jako vhodné
pro selektivni stanoveni bifidobakterii ve vSectzich probiotickych vyrobk (kapsle, kapky,
s&ky).

Hodnoty viadcich, u jednotlivych testovanych vyrdbk mtiznymi indexy (tabulka

Cislo 26),se statisticky vyzname liSi na hladig vyznamnosti p<0,005.

Graf 2: Pramérné poéty kolonii na médiich uréenych ke kvantifikaci rodu Bifidobacterium
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Meédia pro kvantifikaci rodu Bifidobacterium

Nasled® byla na zaklagl substratovych preferenci jednotlivych diuhrodu
Bifidobacterium, které byly zji&ny pomoci biochemickych téstAPI 50 CHL (BioMérieux,
Francie) a ANAEROtestu 23 (Erba - Lacherd#®), na sbirkovych kmenech a dalsich, jiz
identifikovanych, izolatech ze sbirky KMVD, sestamemédia pro kvantifikaci konkrétnich
druhi. PricemZ i sestavovani média pr8&ifidobacterium bifidum bylo vychazeno jiz
ze znamych informaci, Ze mucin je zdrojem uhlikerkBifidobacterium bifidum jako jedinny
druh utilizuje (Crocian et al., 1994).

Pomoci ANAEROtestu 23 bylo zji&to, Ze vSechny sbirkové kmeny otestované pomoci
vySe zmigného biochemického testu pozitéiermentuji sacharidy glukosu, maltosu, fruktosu
a galaktosu, naopak neutilizuji indol, ureasu amytrtrehalosu, rhamnosu, celobiosu a xylosu.
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Rozdilna utilizace latek mezi sbirkovymi kmeny bytasttna napiklad u melecitosy

pro B. longum nebo sorbitolu, manosy a manitolu f@doreve, viz tabulka 27.

Tabulka 27: Substratové preference shirkovych kmeinrodu Bifidobacterium zjiSténé pomoci ANAEROtest 23

B. breve B. longum | B. bifidum
DSM 20213 DSM 20219 DSM 20082

Indol

Glucose

Maltose

Fructose

Galactose

Lactose

Melezitose

Urease
Nitrate
Sucrose

Salicin

Trehalose

Mannitol

Rhamnose

N-acetyl-3-D-glucosaminidase

3-glucosidase
Esculin

Mannose

Raffinose

Cellobiose
Xylose
Arabinose
Sorbitol

DalSim z biochemickych tasprovedenych zad@lem zjiSéni substratovych preferenci
jednotlivych druti roduBifidobacterium byl test API 50 CHL, kterym byly otestovany stejné
kmeny, jako pomoci ANAEROtestu 23.

Po odéteni vysledk z tabulky uvedené vifloze ¢islo 7 bylo zjis¢éno, Ze vSechny 3
kmenyfermentuji, galaktosu, glukosu, fruktosu a laktashydrolyzuji eskulin. Naopak jako
specifické se jevi pr®. breve sorbitol, manitol, Skrob, glykogen a L-fukosa. Bdongum
turanosa @. bifidum nepreferuje Zadny z testovanych sachiaron® jiz zminénych, které

byly spol&né pro vSechny 3 druhy.
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Po vyhodnoceni obou biochemickych testyly zvoleny konkrétni sacharidy, jako
selektivni faktory pro druhavspecificka média. VSechna navrzend média vychazeladia
zékladniho, kterym bylo Wilkins-Chalgren médium bglukosy doplgné o mupirocin
(200 mgll).

V tomto no¥ navrzeném médiu byla vzdy glukosa nahrazena sehékt faktorem,
zjisttnym pomoci vySe zmémych biochemickych testnebo v pipac B. bifidum bylo
vychazeno jiz ze znamych faka to, Ze utilizace mucinu je specificka pro diihbifidum
(Crocian et al., 1994). Médium pBifidobacteriumlongum bylo obohaceno o turanosu (10 g/l),
médium pro Bifidobacterium breve o sorbitol (10 g/l) a manitol (10 g/l) a médium
pro Bifidobacterium bifidum obsahovalo mucin (20 g/l).

Po provedeni mikrobiologického rozboru na druhepecifickych médiich za pouziti
sbirkovych kmet, viz tabulkacislo 28, a nasledné identifikaci, bylo z§i8b, Ze na MSM
médiu, tedy na médiu pi. breve, roste, krom jeho samotného, j&SB. animalis ssp.lactis.
Stejre tak na MT médiu pr&. longum, kde krong B. animalis ssp.lactis roste jest B. longum
ssp. infantis. Na MM médiu, coz je druhayv specifické médium prd3. bifidum, bylo
identifikovano B. bifidum. Zarovei zde byl zaznamenan 1t kolonii, jejichZz velikost

odpovidala velikosti ,Spendlikové hlakiy," viz obrazekeislo 15.

Obrézek 14: Penicilinky obsahujiciRR s mucinem a zadkovanym B. animalis ssp. lactis, fialové zbarveni nenaznéuje zadny narist

-
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Obréazek 15: Narostlé kolonie na MM médiu se zatkovanou €istou kulturou B. animalis ssp.

Tyto kolonie byly tak malé, Ze je bylo obtizné &jpat. Po jejich nasledném zamvani
doiedicitady obohacené o mucin jiz Zadnyisimebyl zaznamenan, viz obrazésio 14.
B. adolescentis neroste na zadném sestaveném drélspecifickém médiu.

Tabulka 28: Test nistu ¢istych kultur na druhov é specifickych médiich

Kmen l(VEI;MbifriTc]jﬁ?ri;]m ?Q;Tuon'gfgfijm '(\Infmgs)dium
B. bifidum DSM 20456a 8,87+003 | 0 0

B. longum ssp.longum DSM 20219 0 9,12+004 | O

B. breve DSM 20213 0 0 8,96 + 0,03
B. animalis ssp.lactisDSM 10140 0 9,46 +0,02 | 9,47 +0,00
B. longum ssp.infantis DSM 20088 0 896+005 | 0

B. adolescentis DSM 20083 0 0 0

Na sestavenych druh®wspecifickych médiich bylo pozjl otestovano 10 komenich
preparal, kdy paty vyrostlych kolonii jsou uvedeny v tabulgislo 29. Tato média dopina
o mupirocin (100 mg/l) byla zcela selektivni pra Bifidobacterium. Po izolaci kolonii, vzdy
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6 izolati z kazdého média, byl proveden test na detekci moziF6PPK, ktery potvrdil,
Ze vSechny kolonie nalezi ro@ifidobacterium.
VSechny hodnoty uvedené v tabulce jsoinpiry (log KTJ/g) zeiti méieni + SD.

Tabulka 29: Test vyrobki na druhové specifickych médiich

MM  médium | Selektivita MT médium | Selektivita MSM médium | Selektivita

Produkt (B.bifidum)  |médiav% | (B.longum) |médiav% | (B.breve) média v %

Super Dophilus 9,67 +0,00 | 100 % 9,7+0,01 |66,66 % 9,23 +0,64

Laktobacilky baby 9,56 +0,01 |83,33 %

Biopron JUNIOR 8,9+0,33 83,33 % nic

BIFOLAC BALANCE nic 9,5+0,01 83,33 %

APO-BABY PROBIO 9,58 +0,00 66,66 % 9,08 £ 0,05 |50 % 8,8 +0,08

Lactobene 9,62 +0,04 |50 % nic

APO - Lactobacillus 10+ 9,52 +0,12 | 66,66 % 9,52 +0,46 |66,66 % 9,3+0,21

GS Lactobacily FORTE 20 9,32 +£0,03 | 83,33 %

BioLac Baby nic nic 9,09 + 0,08

Bio-Kult 100 % 9,6 +£0,06 |83,33% 9,38+0,17 |83,33%

*VVyrobek nedeklaroval dany druh

Ze ziskanych vysledkuvedenych ve vySe zndiné tabulce je viét v jakych rozmezich
se pohybovaly p#iy kolonii na jednotlivych druhavspecifickych médiich.
Pactty kolonii na MM médiu se pohybovaly v rozmezi m8A az 9,67 log KTJ/g. Bmérny
pocet kolonii na tomto médiu je rovéy log KTJ/g NaMT meédiu byl ist kolonii v rozmezi
9,08 az 9,7 log KTJ/g a jomérny jejich paet byl roven9,48 log KTJ/g A na poslednim
navrzeném druhavspecifickém médiu, kterym bylo MSM médium, seitgopohybovaly
od 8,8 do 9,38 log KTJ/g. #mérny paset kolonii byl roverd,16 log KTJ/g

Grafické zndzoréni primérnych hodnot kolonii v log KTJ/g na druhosgpecifickych
médiich je znazogmeé v grafweislo 3.
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Graf 3: Priamérné potty kolonii na druhové specifickych médiich ( log KTJ/g)
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Pro podrobgySi identifikaci izolati byla provedena PCR, kdy pomoci dru&ov
specifickych primak byly izolaty ugeny az na urovedruhu. Pomoci PCR jsme byli schopni
spolehliv fici, jaké druhy se podido na konkrétnich gstebnich prosedich vykultivovat
a ucit tak selektivitu konkrétniho, ndmi navrzenéhajting specifického média.
Spolehlivost ani jednoho z navrzenych druhapecifickych médii neni 100%. Vlivem
Sirokého fermentaiho profilu Bifidobacterium animalis ssp. lactis dochazelo k poginé
castému t#istu i na navrzenych druh®wspecifickych médiich. Nicméni piesto se jako
nejselektivijsi jevi MM médium, na kterém byB. bifidum stanoveno w9 %. Na MT médiu

bylo stanoven®. longumv 67 % a na MSM meédiu bylo stanoveBobrevev 71 %.

Nakonec byly vysledky ziskané pomoci molekutagenetickych metod srovnany
s informacemi deklarovanymi na obalech 16 kamimh vyrobKi, 13 probiotickych dopiki
a 3 jogurt, které byly nasledhvyhodnoceny. Ukazalo se, Ze ve 2 vyrobcich (Binphonior
a Lactobene) vyrobci deklaruji vyskyifidobcterium bifidum, které zde ale izolovano
ani identifikovano nebylo a misto toho bylo ideiktivanoBifidobacteriumanimalisssp.lactis,
které naopak na obalu uvedenibgc nebylo. V dalSich 5 vyrobcich (Laktobacilky yaab
APO- BABY PROBIO, BioLac Baby, AP©Lactobacillus 10+ a Biokult) vyrobci nedeklaruji
Bifidobacterium animalis ssp.lactis, které zde detekovano bylo.

U zbylych 9 vyrobk (Super Dophilus, PROBIO-FIX, BIFOLAC BALANCE,
Bifiform, GS Lactobacily FORTE 20, Junior 2+ milk IBDUS, Activia-jogurt,
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Hollandia- jogurt, Florian Active-jogurt) se vyslad identifikace shoduji s informacemi
uvedenymi na jejich obalech.

Z tabulkycislo 30 je tedy vidt, Ze v kometnich vyrobcich séasto objevuji i jiné druhy
rodu Bifidobacterium, nez které jsou uvadé vyrobci na obaly.

Tabulka 30: Seznam vyrobka s deklarovanymi a identifikovanymi bifidobakteriemi

Vyrobek B. bifidum |B.longum |B.breve |B.animalisssp.lactis

Super Dophilus
PROBIO-FIX
Laktobacilky baby
Biopron JUNIOR
BIFOLAC BALANCE
APO-BABY PROBIO
Lactobene

Bifiform

APO - Lactobacillus 10+
GS Lactobacily FORTE 2§
BioLac Baby

Bio-Kult

Junior 2+ milk BIFIDUS
Activia (jogurt)
Hollandia (jogurt)
Florian Active (jogurt)

Deklarovano/Detekovano
Nedeklarovano/Detekovano

Deklarovdno/Nedetekovano
Nedeklarovano/Nedetekovano
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6 Diskuse

Jak jiz bylo zmigno, v této praci byly otestovany jak vyzivove ddpt (13vzorkl), tak
jogurty (3 vzorky). Jejich testovani bylo provederao&elem owreni ristu jednotlivych drut
bifidobakterii na médiich, genych bd ke kvantifikaci tohoto rodu, jako je normou
doporenéTOS meédium (Yakult) dopléné o mupirocin (100 mg/l), které pouzili ve svégira
nagiklad Geng et al. (2014), dale p&Wkilkins - Chalgren agar (Oxoid) s mupirocinem
(200 mg/l) doplgnym o sdéjovy pepton (5 g/l), L-cystein (0,5 g/lwé&en 80 (1 ml/l) a ledovou
kyselinu octovou (1 ml/l), coz je kont® piipraveny agar, ktery byl modifikovany na kated
mikrobiologie, vyzivy a dietetikyCZU, a pouzity v ramci jiz publikovanych studii, fak
nagiklad BuneSova et al. (2014), ktera ho ve své ppacizila pro kultivaci bifidobakterii
v ow¢im syru. A dalSim médiem pouzitym v této praci bydonené piipravenéBSM médium
(Sigma-Aldrich) doplgné o mupirocin (100 mg/l), které bylo pouZzito v gr&impson et al.
(2004). Anebo na nav navrzenych, druhav specifickych médiich, dgenych k jejich
selektivnimu stanoveni.

Zéarovei bylo v této praci oéfeno, zda informace na obale¢bfito vyrobki odpovidaji
realitt, tedy zda se jednotlivé druhy uvedené na etiket vyrobku shoduji s tim, co bylo
skute&n¢ izolovano a identifikovano. V prvniasti prace se jednalo jak o &eni meédii
urcenych ke kvantifikaci rod8ifidobacterium, tak ale i o kvantifikaci tohoto rodu.

Informace uva#éhé vyrobci jsoucasto nedostaljici a je proto pdeba zandit se
na kontrolu a regulaci trhu s probiotiky.redpisy tykajici bezpmosti konkrétnich
mikroorganisni pouzivanych v komenich preparatech jsou definitivni. Vyrobce bylrale
na etiket jasre deklarovat rod, druh a kmen mikroorganismu, kterywe vyrobku pouzit
(EFSA, 2004; Sanders, 2009).

Mikrobialni analyzy probiotickych vyrolik uréenych k lidské spéehe, bohuzel
ukazaly, Ze peet a ,identita® drui ne vzdy odpovidaji informacim, které jsou uvedeny
na etiket (Temmerman et al., 2003; Coeuret et al., 2004).

Davka probiotik, kterou pdeme je dlezitym faktorem, ktery ma vliv na jejich
koncentraci v tiznych ¢astech gastrointestindlniho traktu (Savard et 2011). Nicmég
standard, ktery by stanovovalijptelné mnozstvi probiotickych bakterii, v potrésim
dophicich zatim nikdy nebyl stanoven a s ®&Vv pravépodobnosti, podle EFSA (2004),
ani nebude. Bvodem je fakt, Ze je v podstahemozné wit adekvatni mnozstvié¢thto
mikroorganisni (Raesi et al., 2013). Stejrtak i dle Verna a Lucak (2010) je optimalni
mnozstvi KTJ/g pro jednotlivé kmeny probiotickychkierii neznamé. Nicmémlavky bakterii
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uzivanych v humannich studiich jsou zaloZeny nazsinvdouzivanych bakterichem testovani
na zvfatech a to i fes rozdilnost plochy gastrointestindlniho trakto&icha. Fricemz ale
pro ¢lovéka obecl doporwovana davka I0probiotickych bakterii deri se jevi jako
optimalni na zaklatlvyskytu probiotickych organisinv lidské stolici (Tannock, 2003).

Kazdy druh bifidobakterii ma specifické fyziolog&ekozadavky na zdroj energie, ktery
potrebuje ke svémuistu. Nekteré druhy bifidobakterii maji pa¥me Siroky fermentani profil,
jako napiiklad Bifidobacteriumanimalis ssplactisa jiné maji naopak fermenrtta profil vcelku
Uzky, jako nafiklad Bifidobacterium bifidum. Proto je paieba i sestavovani média snito
fakty patitat. Obecs Ize alefici, Ze pozadavky jednotlivych drima Ziviny jsou velmi Siroké.
PodrobwjSi informace ohledhferment&nich profik jednotlivych druli roduBifidobacterium
jsou uvedeny viflozedislo 6.

Shirkovych kmeny a probiotické vyrobky byly néje anaerobfikultivovany nattech
zékladnich agarovych médiich ¢anych ke kvantifikaci rodu Bifidobacterium:
TOS (Yakult)/TOS-Mup, BSM (Sigma-Aldrich)/BSM-Mup aWilkins-Chagren (Oxoid)
s pidavkem mupirocinu (100 mg/l) a s6jového peptonu.

TOS agar, ktery obsahuje podle normy ISO Standard 2998D2DE 220:2010
(Merck, Nemecko) galaktooligosacharidy, které jsou ziskangremeny laktosy pomoci
enzymup- galaktosidasy, dale obsahuje siraretioaty, ktery v médiujsobi na zlepSenfistu
oslabenych bifidobakterii a propionat sodny, ktgeyzde inhibitorem tstu doprovodné
mikroflory, jsou specifickymi tstovymi faktory pro ¥tSinu bifidobakterii, zatimco ostatni
bakterie mléného kvaSeni tento sacharid zpravidla neutilizuji.

Tyto TOS galaktooligosacharidy vSak nemusi byt gigkgm substratem pro vSechny
kmeny roduBifidobacterium, protoze dle Miranda et al. (2011) kmBrfidobacteriumanimalis
ssp.animalis (CIRMBIA 1335), nevykazoval zadnyist na tomto médiu ifes obsah TOS
galaktooligosacharid Stejr¢ tak jako bylo v ramci naSeho testovani Znst, Ze typovy kmen
Bifidobacterium bifidum DSM 20456 spolu s dalSim sbirkovym kmen@ifidobacterium
o0 mupirocin (100 mg/l, Oxoid) v porovnani s ostathtestovanymi médii, coz @ze byt
zpasobeno v dsledku nizSi schopnosti utilizace TOS galaktoolegteridi témito kmeny.
Pacty kolonii sbirkovych kmeinna testovanych médiich jsou uvedeny ve vysledeitiyulce
¢islo 25. Mimo to je znamo mnoho fyziologickych sificcpro konkrétni kmeny rodu
Bifidobacterium.

Velikost a mnozstvi kolonii vyrostlych na TOS médse liSily od kolonii vyrostlych

na ostatnich meédiich, to nazpaalo, Ze se nejedna pouze o rBdidobacterium, coz
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po nasledné identifikaci bylo potvrzeno. Prqiocty kolonii vyrostlych na tomto médiu
a uvedenych v tabulagslo 26jsou vySSj nez pdty kolonii na jinych médiich. To fize byt
zpasobeno rozdilnym sloZzenim médii. Hodnotsadcich uvedenych ve vySe zréié tabulce,
tabulcecislo 26,jsou statisticky odliSnéod ostatnich testovanych médii.

Komerné dostupné probiotické vyrobky obvykle mivaji®18z 18° probiotickych
bakterii na gram vyrobku a vzhledem k tomuto pomvelkému rozmezi je nutné kontrolovat,
aby minimalni denni davkanila alespa 10° bakterii.

Pfi testovani #stu bifidobakterii na médiich &enych ke kvantifikaci rodu
Bifidobacterium, tedy nalTOS, TOS-Mup, BSM, BSM-Mup a WCh-Mup médiich se piy
kolonii tohoto rodu v testovanych vyrobcich pohydlgw rozmezi mezi 10z 16°KTJ/g, viz
tabulkacislo 26 uvedena ve vysledcich, kromyrobku Bifiform, ktery obsahoval mémez
10° KTJ/g bifidobakterii.

Je slozité posoudit, zda teti onen vyrobek obsahuje dost&té mnozstvi
bifidobakterii, obzvla$t v kombinaci s faktem, Ze vice druhové vyrobky rélivgesné
mnozstvi jednotlivych bifidobakterialnich driuhT ento fakt dla v podstat nemozné jednotlivé
vyrobky mezi sebou porovnat na zaklaglkoveho p&tu bifidobakterii. Pouzéitvicedruhové
produkty (Super DOPHILUS, LAKTOBACILKY baby a Apcaby PROBIO) jash
deklarovaly péty jednotlivych druli bifidobakterii.

Mupirocin je antibiotikum, které bylo prvainvyizolované z bakteri€®seudomonas
fluorescens. Fri nizkych koncentracichigobi bakteriostaticky a naopak bakteriogighisobi
pii koncentracich vysokych. Je&iany jak proti G- bakteriim, tak proti G+ bakteriifioto
antibiotikum inhibuje syntézu bakterialnich proteipomoci specifické a reverzibilni vazby
na bakterialni enzym izoleucyl-tRNA-syntetasu, ktgr nezbytny pro proteosyntézu, bez niz
bakterie umiraji. Coz je odliSné odt$iny ostatnich antibiotik, kter@pobi b’ na bakterialni
DNA, nebo na sy bakterii. Nkteré bakterie se alei$i mupirocinu staly rezistentni, jako
napiklad rodStaphylococcus. Jednim z dvodi muze byt napiklad expozice i jinym ATB
(Feldman et al., 2005).

Mupirocin jakoZto antibiotikum, které ugobi selektivd na rody Lactobacillus,
Lactococus, Leuconosoc a Streptococcus nema Zadné inhibmi (i€inky na rodBifidobacterium
(Rada a Koc, 2000; Raesi et al., 2013). Toto jeulalu s nami zjighymi vysledky.

Cilem toho testovani bylo také vyvinuti vhodnéhahang specifického média, aby byla
mozna snazsi, rychlejSi a spolebji kontrola komemich vyrobki a z&rové tak zabrasno
klamani spdebitele, tim Ze informace uvé&tk na obale se liSi od toho, co se ve vyrobku

opravdu vyskytuje.
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Po odeéteni vysledk z biochemickych test které byly provedeny zatélem zjiséni
substratovych preferenci jednotlivych diwuhyly tyto informace pouZzity pro sestaveni drubiov
specifickych médii, kterd byla vzdy dopira o specificky sacharid, viz tabulkéslo 31
a mupirocin (100 mg/l). Po kultivaci néchto no navrzenych médiich byly vzdy vyizolovany
a nasleda identifikovany pouze bakterie rodifidobacterium. Sice 1SO Standard
29981:2010/IDF (International Dairy Federation) 2210+tik4, Ze antibiotikum mupirocin
(50 mg/l) inhibuje st bakterii mléného kvasSenidiné se vyskytujicich ve fermentovanch i
nefermentovanych mé¢@ych vyrobcich. Nicméndavkovani 50 mg/l se ukazalo jako ne zcela
selektivni v pedlEznych testech. VSechny testované agary v této istoldohacené
mupirocinem (100 mg/l) se ukazaly jako vhodné petelgivni stanoventistych kultur
bifidobakterii ve vSech druzich probiotickych vykdllkapsle, kapky, s&y).

Tabulka 35:Selektivni faktory pro jednotliva druhové specifickd média

Zkratka: _____[Selektivni faktor:

Mupirocin, mucin B. bifidum

Mupirocin, turanosa B. longum
Mupirocin, sorbitol, manitol |B. breve

Tato nova druhoyspecificka média obohacena o mupirocin (100 nsg/l¥ice ukazala
jako zcela selektivni pro ro#ifidobacterium, nicmért jejich selektivita az na Urostedruhu
zatim neni 100%. Jak je jiz uvedeno ve vysledcselektivita médii se pohybud 67 %
do 79 %. Fricemz jako nejselektivijSi se zatim jevMM médium, tedy médium obohacené
o mucin (20 g/l).

Mucin, je multifunkéni glykoprotein nachazejici se jak v epitelovyclanich, tak
ve zn&ném mnozstvi i ve slinach (Andrianifahanana et2006). Jeho struktura je ttema
peptidovym fettzcem nazyvanym apomucin. Naénm jsou navazany az stovky
glykoproteinovychiettzci (Jonckheere et al., 2010), které jsou z 80 %etvp uhlikatymi
latkami, jako jsou N- acetylgalaktosamin, N-aceiykgsamin, galaktosa, fruktosa, stopy
manosy nebo kyselina sialova (Svensson et al.,)20EImi podobné sloZeni jako mucin maji
i oligosacharidy matského mléka, které obsahuji N-acetylglukosaminhaady jako je
D- glukosa, D-galaktosa, L-fukosa a stejpko mucin i kyselinu sialovou (Rockova et al.,
2011). Vzhledem k tomu, ZBifidobacterium bifidum je s nej¥¢tSi pravépodobnosti prvni
bakterii, ktera kolonizuje gastrointestinalni tra&lovéka (Turroni et al., 2011), da

se fedpokladat, Zze umi pro &vrast vyuzivat pra¥ tyto oligosacharidy matského miéka
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a steji tak i mucin, coz potvrdil Crocian et al. (1994lyk uvedl, Ze mucin je zdrojem uhliku,
ktery utilizuje pouzeBifidobacterium bifidum.

Tento multifunkni glykoprotein v no¥ navrzeném druh@vspecifickéem médiu, MM
médiu, slouzi jako selektivni faktor ahioy zde vylouit rast ostatnich druh Pri zactkovani
Cisté kulturyB. animalis ssp.lactis DSM 10140 na MM médium, tedy na médium navrzené
pro B. bifidum, byl zaznamenan nist kolonii. Jejich velikost vSak odpovidala velikos
»Spendlikové hlaviky,” viz obrazekgislo 16.

Obréazek 16: Narostlé kolonie na MM médiu se zatkovanou €istou kulturou B. animalis ssp.

Tyto kolonie byly tak malé, Ze je bylo obtizné &jpat. Po jejich nasledném zamvani
do fedicitady obohacené o mucin jiz zadny ¥strnebyl zaznamenan, viz obrazgklo 14
uvedeny ve vysledcich. Tyto kolonie by proto ggnbyt pasitany.

Kolonie typické pradBifidobacterium bifidum jsou uvedené na obraz&islo 17, viz nize.
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Obréazek 17: Kolonie typické proB. bifidum na WSCHP a MM _agaru

Na ostatnich druha@vspecifickych médiich (MT, MSM) sBifidobacterium animalis
ssp.lactis vyskytovalo pondrné v hojném peétu. Tento poddruhBifidobacterium animalis
ssp.lactis, s Sirokym fermentaim profilem, nema vyrazné substratové prefereneevalice
dolie kultivovatelny a stabilni. Prévproto je hojg vyuzivanych v potravifdkém
a farmaceutickém pmyslu. VyhodouBifidobacterium animalis ssp.lactis je jeho vysoka
hodnota redoxpotenciélu, coz ma za néasledek zvySedolnost uci kysliku v porovnani
s jinymi druhy roduBifidobacterium (Biavati a Mattarelli, 2012). U anaerobnich baktgertoto
velkou vyhodou.

Po identifikaci izolal z probiotickych vyrobk, ktera byla provedena pomoci
molekular genetickych metod, z navrzenych druéspecifickych médii (MM, MT, MSM),

T

bylo zjis&no, Ze krona druhi pro které bylo médium navrzeno, na nich rostlgjaa“ vySe

zminsné Bifidobacterium animalis ssp.lactis.
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7 Zavér

Cilem prace bylo vyvinout metody pro selektivningteeni jednotlivych druln rodu
Bifidobaterium, tedy proB. bifidum, B. longum aB. breve.

V této praci byly otestovany jafisté kultury roduBifidobacterium, tak i 16 komein¢
dostupnych probiotickych vyrolik z toho 13 dopika stravy a 3 jogurty. Testovani bylo
provedeno na 5g&stebnich prosedich uéenych ke kvantifikaci rodifidobacterium, tedy
na normou dopokieném TOS médiu dopiném o antibiotikum mupirocin (100 mg/lfOS
médiu (Yakult), komemeé vyrabinémBSM médiu (Sigma-Aldrich), BSM médiu do@ném
o mupirocin (100 mg/l) a naVilkins-Chalgren agaru (Oxoid) s mupirocinem (100 mg/l)
doplntném o soéjovy pepton (5 g/l), L-cystein (0,5 g/lyy@en 80 (1 ml/l) a ledovou kyselinu
octovou (1 ml/l), coZz je komeémné pripraveny agar, ktery byl modifikovany na kated
mikrobiologie, vyzivy a dietetikyCZU.

Dale byla navrzena druh&gpecificka médiayIT medium, navrzeném pr8. longum
doplniné o turanosu a mupirocin (100 mgihSM médium, navrzeném prB. brevedoplrené
0 manitol, sorbitol a mupirocin (100 mg/IMM médium, navrzeném pr8. bifidum doplrené
0 mucin a mupirocin (100 mg/l). Sacharidy pouzZitésestavenych druhgvspecifickych
meédiich slouzily jako selektivni faktory pro konkwmédruhy bifidobakterii.

Vysledkem testovani na druhbspecifickych médiich bylo zji&hi, Ze testovana média
nejsou zcela selektivni, nicm&jednotlivé druhy roduifidobacterium vykazovaly lepSitrst
na médiich pro & navrZzenych. Jednotliva média je ifmita jedt |épe propracovat
a pravapodobrg zmenit nekteré komponenty, aby byla zlepSena jejich seléktimedochazelo

ke kontaminaci a médium bylo 100% spolehlivé.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbai
BMK = bakterie mléného kysani

CTAB = citridium bromid

F6PPK = fruktoso—6-fosfat fosfoketolasa

GIT = gastrointestinalni trakt

MALDI-TOF = Matrix Assisted Laser Desorption lontn Time-of-Flight
MM = Mucin, mupirocin médium

MRS = De Man, rogosa, sharpe

MT = Mupirocin, turanosa médium

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

MSM = Sorbitol, manitol, mupirocin médium

MW = modifikovany Wilkins-Chalgren agar

KTJ = kolonie tvaici jednotky

PCR = Polymerazovietézova reakce

TOS = Transgalaktosylované oligosacharidy

TPY = Tryptone, phytone, yeast agar

WCh = Wilkins—Chalgren médium
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10 Samostatné ilohy

Priloha 1: Mikroskopicky obrazek shlukujiciho seB. bifidum

Priloha 2: Mikroskopicky obrazek B. breve
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Priloha 3: Mikroskopicky obrazek B. longum

Priloha 4: Mikroskopicky obrazek B. animalis ssp.lactis
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Priloha 5: SloZeni agaifi pouZivanych ke stanoveni bifidobakterii (podle Raal a Maxa, 2002, upraveno)

INGREDIENCE

OZNACENI AGARU - mnozZstvi v g-ft

Owvei defibrinovana krev

Masovy extract

Pepton (Proteose)

Pepton

Sojovy pepton (Phytone)

Kvasniiny extrakt (autolyzat)

Jétrovy extrakt

Trypton

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu

L-cystein hydrochlorid

Glukosa

Rozpustny Skrob

Octan sodny

Citran amonny

FeCk

ZnSQ,. 7H0

MgClz. 6H0

KH2POy

K:HPO4

MgSQy . 7H:0

NacCl

MnSQy

CaCb

Tween 80 (ml)

Odpenovaci latka

Agar

BS slozka na 1l BL agaru

Propionat sodny

Paromomycin sulfat

Neomycin sulfat

Chlorid litny

pH

BL agar a BS| modif. TPY dle

TPY Maxy MRS

=
o

N
o

e
[N

g
a

modifikovany
MRS
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Priloha 6:

Figure 8.1 The fermentative characteristics of the species of the genus Bifidobacterium®™

Fermentani profily druh @ rodu Bifidobacterium (Wood a Holzapfel, 1999)
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*Symbols: d, 11-89% of strains are positive; ND, not determined; F, when positive it is weakly fermented.
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P¥iloha 7: Substratové preference sbirkovych kmahrodu Bifidobacterium zjiSténé pomoci AP1 50 CHL

B. breve | B.longum | B. bifidum B. breve | B. longum | B. bifidum
DSM DSM DSM DSM DSM DSM
20213 20219 20082 20213 20219 20082

kontrola 0 0 0 0 esculin 25 3 3 3
glycerol 1 0 0 0 salicin 26 0 0 0
erytrol 2 0 0 0 cellobiosa 27 0 0 0
D-arabinosa 3 0 0 0 maltosa 28 3 3

L-arabinosa 4 0 3 0 laktosa 29 3 3 3
ribosa 5 2 0 0 mellibiosa 30 S & 0
D-xylosa 6 3 3 0 sacharosa 31 3 3 0
L-xylosa 7 0 0 0 trehalosa 32 0 0 0
adonitol 8 0 0 0 inulin 33 0 0 0
p-methyl-xylosa 9 0 0 0 mlecitosa 34 & & 0
galaktosa 10 & & & rafinosa 35 & & 0
D-glukosa 11 3 3 3 Skrob 36 3 0 0
D-fruktosa 12 & 2 & glykogen 37 & 0 0
D-mannosa 13 2 2 0 xylitol 38 0 0 0
L-sorbosa 14 0 0 0 gentibiosa 39 0 0 1
rhamnosa 15 0 0 0 turanosa 40 1 3 0
dulcitol 16 0 0 0 D-xylosa 41 0 0 0
inositol 17 0 0 0 D-tagalosa 42 0 0 0
mannitol 18 3 0 0 D-fukosa 43 0 0 0
sorbitol 19 S 0 0 L-fukosa 44 1 0 0
a-methyl-D-mannosid | 20 0 0 0 D-arabitol 45 0 0 0
a-methyl-D-glykosid 21 1 2 0 I-arabitol 46 0 0 0
N-acetyl glukosamin 22 0 0 1 glukonat 47 0 0 0
amygdalin 23 0 0 0 2-keto-glukonat 48 0 0 0
arbutin 24 0 0 0 5-keto-glukonat 49 0 0 0
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