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Optimalizace podminek kultivace anaerobnich

probiotickych mikroorganismii

Souhrn

Probiotika jsou zivé nepatogenni mikroorganismy, které se uzivaji K posileni stfevni
mikrobidlni rovnovéhy a jsou dostupna ve formé probiotickych dopliika stravy, potravin nebo
1é¢iv. Vzhledem k tomu, Ze pouzivané kmeny jsou vétSinou fakultativné anaerobni nebo
striktné anaerobni, je nezbytné pfi jejich kultivacnim stanoveni, které je pouzivané pro kontrolu
mikrobiologické kvality, zachovavat anaerobni podminky pfi celém procesu. Stejnd zasada
plati pro stanoveni anaerobnich mikroorganisml ve vzorcich z tradviciho traktu. Existuji riizné
moznosti ptipravy fedicich médii, které zajist'uji eliminaci kysliku z prostredi.

Cilem této prace bylo porovnat vliv postupu pfipravy fedicich médii na stanovené pocty
anaerobnich mikroorganismi ve vzorcich probiotickych dopliika stravy a stolice dospé€lych
dobrovolnikii. Ve zkumavkéach avialkach sfedicim médiem byly vytvofeny anaerobni
podminky tfemi rtiznymi zpasoby: Cisty CO2, potravinaisky CO: a vyvareni. Na selektivnich
polotuhych médiich byly nasledné¢ stanoveny laktobacily, bifidobakterie a celkové pocty
anaerobnich mikroorganismt. Z vysledki vyplynulo, ze vSechny pouzité postupy piipravy
fediciho média jsou pro stanoveni vhodné a neni mezi nimi statisticky vyznamny rozdil. Dale
z vysledki vyplynulo, ze 5 vzorki probiotickych dopliku stravy, které byly v dobé stanoveni
pred koncem doby minimalni trvanlivosti, nesplnily deklarovany pocet probiotickych
mikroorganismii. U zcela nové zakoupenych vzorkd deklarované pocty nesplnil pouze jeden
vzorek. Na zavér bylo ovéfovano, zda vyrobce spravné deklaruje ndzvy druhli probiotickych
mikroorganismi. Spravné deklarované vSechny nazvy mikroorganismii na obalech
probiotickych dopliki stravy splnil pouze jeden vzorek.

Z vysledkll vyplynulo, Ze vSechny pouzité postupy jsou pro stanoveni anaerobnich
mikroorganismu V probiotickych dopliicich stravy vhodné. Lze tedy doporucit postup, ktery je
Casove a technicky nejméné narocny, coz je varianta, kdy bylo pouzito pouze vyvafeni média.
Dale je nezbytné zajistit ptisnéjsi kontroly probiotickych doplikl stravy dod4avanych na trh,
aby nedochéazelo ke klamani spotiebitele. A v neposledni fadé je zapotiebi hledat ucinné
metody umoziujici spolehlivou identifikaci a detekci jednotlivych mikroorganismi

pfitomnych Vv probiotickych doplicich stravy.

Klic¢ova slova: kultivacni stanoveni; probiotické dopliiky stravy; bifidobakterie; anaerobni

atmosféra; bakterie traviciho traktu



Optimization of culture conditions for anaerobic probiotic
microorganisms

Summary

Probiotics are live, non-pathogenic microorganisms used to strengthen the intestinal
microbial balance and are available in the form of probiotic supplements, foods, or medicines.
Since the strains used are mostly facultatively anaerobic or strictly anaerobic, it is essential to
maintain anaerobic conditions throughout the process when culturing them. The same principle
applies to the determination of anaerobic microorganisms in samples from the digestive tract.
There are various options for the preparation of dilution media that ensure the elimination of
oxygen from the environment.

The aim of this study was to compare the effect of the dilution media preparation
procedure on the determined numbers of anaerobic microorganisms in probiotic dietary
supplement and stool samples of adult volunteers. Anaerobic conditions were created in tubes
and vials of dilution media by three different methods: pure CO, food grade CO> and boiling.
Lactobacilli, bifidobacteria and total anaerobic counts were then determined on selective semi-
solid media. The results showed that all dilution medium preparation procedures used were
suitable for the determination and there was no statistically significant difference between them.
Furthermore, the results showed that 5 samples of probiotic dietary supplements that were
before the end of the minimum shelf-life at the time of determination did not meet the declared
number of probiotic microorganisms. For the brand-new samples purchased, only one sample
failed to meet the declared counts. Finally, only in one sample were correctly declared all the
names of the microorganisms on the packaging of probiotic food supplements.

The results showed that all the procedures used were suitable for the determination of
anaerobic microorganisms in probiotic dietary supplements and fecal samples. Thus, the
procedure that is the least time-consuming and technically demanding, which is only boiling of
the medium, can be recommended. It is also necessary to ensure stricter controls on probiotic
food supplements placed on the market to avoid misleading the consumer. Last but not least,
there is aneed to find effective methods to reliably identify and detect the individual
microorganisms present in probiotic food supplements.

Keywords: cultivation; probiotic food supplements; bifidobacteria; anaerobic atmosphere;
digestive tract bacteria
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1 Uvod

Probiotika jsou zivé nepatogenni mikroorganismy, které¢ se konzumuji za ucelem zlepSeni
sttevni mikrobidlni rovnovahy (Hill et al. 2014). Jsou soucasti fermentovanych potravin,
doplnkt stravy anebo jsou to samostatna 1é¢iva (Hoffman et al. 2008). Probiotické vyrobky
Casto obsahuji kvasinky, bifidobakterie, laktobacily a dalsi bakterie mlééného kvaseni (Binda
et al. 2020). Probiotické mikroorganismy musi zachovavat svou Zivotaschopnost pii vyrobé
| pruchodu travicim traktem (Hill et al. 2014).

Aby probiotika, kterd jsou pouzivana v potravinaistvi nebo pfi vyrobé probiotickych
doplnkl stravy, mohla byt podavana ziva a v dostateéném mnozstvi, musi byt odolna proti
pusobeni zaludecnich $tav a musi byt schopna riist a mnozit se v anaerobnich podminkach.
Vsechny tyto podminky ovliviiuje i sloZeni probiotickych potravin nebo probiotickych dopliku
stravy a v neposledni fadé€ i jejich samostatna vyroba (Fenster et al. 2019). Slozeni atmosféry

vvvvvv

zivotaschopnost bakterii pti vyrobé probiotik (Lee & O’Sullivan 2010).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Metodika ptipravy médii ovlivni pocty kultivovanych anaerobnich
probiotickych mikroorganismii.

Cilem prace bude porovnat vliv postupu ptipravy fedicich médii na stanovené pocty
anaerobnich mikroorganismi ve vzorcich probiotickych dopliikli stravy a stolice dospélych

dobrovolniku.
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3 Literarni reSerse
3.1 Stievni mikrobiota

V lidském stieve zije ptiblizn€ 100 biliond mikroorganisma. Patfi sem bakterie, archea,
viry, prvoci a houby, které souhrnné nazyvame stievni mikrobiota. Nejvice zastoupené jsou
bakterie, jejichz celkovy pocet se odhaduje na 10%3-10' bunék (Sakkaset al. 2020).
Mikroorganismy stfevni mikrobioty mezi Sebou a svym hostitelem interaguji, ¢imz ovliviluji
fyziologii a zdravi hostitele (Riaz Rajoka et al. 2017). Na jeji sloZzeni ma vliv imunitni systém,
genetika, strava, vék, etnicita, kulturni a zivotni navyky, geografické a enviromentalni faktory,
stres, obezita, konzumace probiotik a prebiotik, uzivani antibiotik arizna metabolicka
onemocnéni (Tuddenham & Sears 2015; Sakkas et al. 2020).

Ochranna | Struktum
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Obrdzek 1: Funkce strevni mikrobioty (Prakash et al. 2011)

Strevni mikrobiota vykondva klicové funkce, které lze kategorizovat do tii oblasti:
metabolické, ochranné a strukturni. Tyto oblasti se mohou vzdjemné prolinat, coz je ilustrovano
na Obrazku 1. V rdmci metabolické funkce mikrobiota zajist'uje produkci vitaminti, biosyntézu
aminokyselin, a fermentaci nestravitelnych substrati a mucinu. Dtsledkem téchto procesu je
tvorba mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA), které maji antimikrobidlni vlastnosti a
slouzi jako zdroj energie pro hostitelsky organismus. O téchto kyselindch je detailnéji

pojednano nize. Strukturni funkce mikrobioty zahrnuje regulaci riistu a diferenciace
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epitelidlnich bunék, vyvoj a prokrveni stfevnich klkii, udrzovéani integrity tésnych spoji a
charakteristik hlenové vrstvy. Ochrannd funkce se projevuje skrze antimikrobidlni sekreci,
odolnost vici kolonizaci patogeny a stimulaci vrozené a adaptivni imunity. Tato Cinnost je
spojena s regulaci produkce zanétlivych cytokini, rozvojem imunitniho systému a posilenim
stievni bariéry (Prakash et al. 2011). Dalsi esencialni funkci stfevni mikrobioty je jeji Gcast na
detoxikacnich procesech. Toxické metabolity, které vznikaji v jatrech, jsou prostfednictvim
zlucCe transportovany do strev, kde jsou stfevnimi bakteriemi neutralizovany. Soucasné studie
dokladaji vyznamnou interakci mezi stievni mikrobiotou, travicim systémem, nervovym
systtmem a mozkem, kterd ovliviluje né€kolik klicovych funkci, véetné regulace apetitu,
modulace nalad a vznik depresi. Jak bylo difive zminéno, stitevni mikrobiota hraje rozhodujici
roli také v biosyntéze né€kolika vitamind, specificky vitaminu K, B12 (kobalamin), B3 (niacin)
a B6 (pyridoxin). Kromé toho se podili na biosyntéze steroidnich hormoni a neurotransmitert
(Lynch & Pedersen 2016).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem jsou primarni metabolity produkované stfevni
mikrobiotou, které slouZzi jako zdroj energie pro dalsi bakterie a vyznamné ovliviiuji svého
hostitele. Tyto kyseliny se tvofi pfi fermentaci nestravitelnych sacharidi v tlustém a slepém
stieve (Sakkas et al. 2020). Nedavné vyzkumy poukazaly na klicovy vyznam SCFA v prevenci
a lécbé metabolickych poruch, stfevnich poruch a nékterych typl rakoviny. Klinické studie
prokazaly, Ze podavani SCFA muze mit pozitivni dopad na lécbu ulcer6zni kolitidy, Crohnovy
choroby a prtijmu spojeného s uzivanim antibiotik (Besten et al. 2013).

3.2 Probiotika

Probiotika jsou zivé mono ¢i smésné kultury mikroorganismt, které, pokud jsou
podavany v dostatecném mnozstvi, poskytuji zdravotni ptinos hostiteli tim, Zze zlepSuji
rovnovahu slozeni stfevni mikrobioty svymi specifickymi ucinky (Hill et al. 2014). Na
dusledky této definice uvedenou Hill a kol. poukazuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Diisledky definice probiotik uvedenou Hillem a kol.

. . . Ackoli vétsina komerénich probiotik jsou laktobacily a bifidobakterie,
1 jsou mikroorganismy e , , .
mohou to byt i jiné mikroby a nemusi to byt bakterie
2 potfeba byt nazivu Pti podavam; i ka,z tc? muze byt zac}oum, .'ilby by'1y Zivé
Vv gastrointestinalnim traktu, neni to vyzadovano.
3 je tieba podavat To neznamena, Ze se musi jist; jsou mozné i jiné zptsoby podavani.
“ .o Na konci doby pouzitelnosti je vV produktu stale alespon tolik
4 | Vdostatetném mnoZstvi sivotaschopnych mikrob, kolik bylo pouZito v klinické studii.
5 musi mit zdravotni pfinos Tento ptinos by se mél projevit U cilové hostitelské populace.
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Jedna se tedy o presné definované mikroorganismy, které jsou ptidavany do potravin nebo
potravinovych dopliku (Binda et al. 2020). Probiotika mohou byt také soucasti 1é¢iv a mohou
tak slouzit k 1é€bé nebo prevenci chorobnych stavi, k udrzeni zdravi a ke sniZeni rizika
budouciho onemocnéni (Hoffman et al. 2008). Jako probiotika se nejcastéji pouzivaji kvasinky
Saccharomyces boulardii, bakterie mlééného kvaSeni (bakterie Celedi Lactobacillaceae,
Streptococcus, Lactococcus aj.) nebo bakterie rodu Bifidobacterium (Binda et al. 2020). Do
probiotickych doplnku stavy se ¢asto piidavaji kmeny typické pro travici trakt, ze kterého jsou
také izolovany. Mohou tam byt ale obsazeny ikmeny, které se v travicim traktu bézné
nevyskytuji. Potraviny s obsahem probiotické slozky naopak obsahuji vétSinou kmeny bakterii
pro travici trakt netypické. To ovSem neznamend, Ze nemohou mit na travici trakt pozitivni
efekt, rozhodné vsak nebudou travici trakt trvale kolonizovat. Ten ovSem nekolonizuji ani
kmeny z probiotickych doplinkt stravy. Divodem muze byt to, ze pfirozena mikrobiota
nedovoli, aby se v travicim traktu "uchytily" nebo kultivaci v laboratofi "zlenivély" a nejsou
schopny travici trakt trvale kolonizovat (Schultz et al. 2004).

Aby mohly byt mikroorganismy oznacené za probiotické, musi byt splnéno hned
nékolik kritérii. Za prvé, je nutné, aby probiotické kmeny byly piesné¢ charakterizovany na
kmenovou troven. Dale musi byt prokdzana jejich bezpecnost pro konkrétni uziti, pro které
jsou urceny. Tieti pozadavek zahrnuje ovéfeni bezpecnosti pomoci alespon jedné klinické
studie na lidech, kterd musi byt provedena v souladu s mezinarodné uznavanymi védeckymi
metodami a standardy. V posledni fad¢ je nutné, aby tyto kmeny zustaly Zivotaschopné ve
vyrobku po celou dobu jeho trvanlivosti (Binda et al. 2020).

Pouziti probiotik je pfirozeny zplsob, jak obnovit zdravou stfevni rovnovéhu
(Langella et al. 2019). Probiotika uzivame bud’ preventivné, anebo za Gicelem zlepSeni stievni
rovnovahy po jejim naruSeni. Dysbidza je pozorovana nejcastéji po antibiotické 1écbé,
pii priymu nebo zacpé, V piipad€ vyskytu ekzému, v pfipadé oslabeného imunitniho systému,
pfi alergiich a intolerancich, pfi zanétlivych a autoimunitnich onemocnénich sttev, pii Spatné
funkci jater, slinivky a zlu¢niku nebo také pti diabetu. Neni vSak ziejmé, zda dané onemocnéni
muze za zménu stievni mikrobioty, anebo zména stievni mikrobioty miize za dané onemocnéni
(Sanders et al. 2018). Vzhledem k vysokému poctu riiznych kment probiotik je problematické
urcit, zda by uziti konkrétniho probiotika bylo pro pacienta pifinosné. Je dilezité si totiz
uvédomit, ze probiotické vyhody spojené s jednim druhem nebo kmenem nemusi nutné platit
i pro ostatni, fada probiotickych vlastnosti je tedy druhové ¢&i kmenové specificka
(Wieérs et al. 2020). Ackoli jsou probiotika obecné povazovana za bezpecna a t€lo je dobie
toleruje, méla by se jejich aplikace provadet s opatrnosti, a to ptedevsim U pacientil S vaznymi
onemocnénimi nebo oslabenym imunitnim systémem. V takovych pfipadech zde existuje riziko

vzacnych systémovych infekei (Williams 2010).
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3.2.1 Obecné vlastnosti probiotik

Probiotické vlastnosti jsou kmenové specifické alze je rozdélit podle vyskytu, viz
Obrazek 2.

Vzacné se vyskytujici
Kmenoveé-specifické Géinky
Neurologické Gcinky
Imunologické Gcinky
Endokrinologickeé ucinky
Produkce specifickych bioaktivnich latek

Casty vyskyt
Druhové specifické Gcinky

Syntéza vitaminQ Metabolismus soli zluc¢ovych kyselin
Primy antagonismus Enzymaticka aktivita
Posileni strevni bariéry  Neutralizace karcinogenni karcinogennich

Cetné mechanismy
mezi testovanymi probiotiky

Kolonizaéni rezistence Ustéleni narusené mikrobioty
Tvorba kyselin a mastnych ZvySeny obrat erytrocytu
kyselin s kratkym retézcem Konkurencni vylouceni patogent

Regulace stfevniho tranzitu

Obrdazek 2: Rozdeleni probiotickych viastnosti podle cetnosti vyskytu (Hill et al. 2014)

Jednim ze zakladnich u¢inkd je produkce kyselin a mastnych kyselin s kratkym
fetézcem, o jejichz u¢inku je pojednano vyse. Hlavni vlastnosti probiotik je jejich schopnost
ovlivitovat sloZeni stfevni mikrobioty tak, aby bylo dosaZeno sprdvné rovnovahy mezi
prospé€Snymi mikroorganismy a potencidlné Skodlivymi patogeny, které mohou kolonizovat
travici trakt ¢lovéka. Tato rovnovaha je klicovd pro zachovéani zdravych stfev. Probiotika
mohou hrat také dileZitou roli pfi obnové stfevni mikrobioty po naruseni, jako je naptiklad jiz
zminéné uzivani antibiotik. Dalsi funkci probiotik je jejich schopnost potlacovat aktivitu
sttevnich patogentl, které mohou vstoupit do traviciho traktu prostiednictvim kontaminovanych
potravin nebo z vnéjSiho prostiedi. Timto zptisobem mohou probiotika efektivné branit rozvoji
patogennich bakterii a chranit stfeva pred infekcemi. Nékteré probiotické mikroorganismy jsou
ptirozenymi producenty vitamind skupiny B, patii sem Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
reuteri, Bifidobacterium adolescentis a Bifidobacterium pseudocatenulatum. Probiotika
zvySuji ucinnost imunitniho systému, zlepSuji vstiebavani vitaminli a nékterych mineralnich
latek. Diky své schopnosti vytvaret spolecné shluky mohou tvofit ochranny epitel, ktery brani
patogentim kolonizovat GIT. Probiotika také mohou zlepsit enzymatickou aktivitu ve sttevnim
traktu tim, Ze produkuji rizné enzymy, jako jsou esterazy, lipazy a rizné koenzymy A, Q, NAD,
NADP. Neékteré probiotické mikroorganismy, jako jsou laktobacily a bifidobakterie, mohou

produkovat dekonjugované zlucové kyseliny, které maji siln€j$i antibakterialni Gc¢inek nez
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Zlutové soli hostitele (Markowiak & Slizewska 2017). Na zavér je tieba zminit vzacné
kmenoveé-specifické ucinky probiotik. Mezi né patii ta, ktera maji vliv na neurologické,
imunologické a endokrinologické procesy, stejné jako ta, ktera produkuji specifické bioaktivni
latky (Hill et al. 2014). V poslednich letech je vénovana velka pozornost probiotikiim, ktera
maji vliv na neurologicka onemocnéni. V souvislosti s nimi je popisovana tzv. osa mikrobiota-
sttevo-mozek. Jednd se 0 obousmérnou komunikaci mezi centralnim nervovym systémem
a stievem (Umbrello & Esposito 2016). Imunologické ucinky byly objeveny ukment
Lactobacillus paraplantarum 11-1 a Lactobacillus paraplantarum BGCG11. Tyto kmeny maji
napiiklad schopnost aktivovat vrozenou imunitu viz nize. Endokrinologické ucinky pak
nalezneme napiiklad u Christensenella minuta DSM 33407 nebo u Lactobacillus
paraplantarum BGCG11. Oba tyto kmeny ovliviiuji hladinu glukézy v krvi (Farida et al. 2020;
Mazier et al. 2021).

Nicméné vSechny bakterie, které jsou oznacené za probiotika, by mély spliiovat n€kolik
zakladnich kritérii. Prvnim z nich je schopnost téchto bakterii adherovat na stfevni epitel
hostitele. Dale by meéla byt probiotika schopna vykazovat antagonistické ucinky vuci
patogennim mikroorganismim, viz Obrazek 3, a méla by celkové pozitivné ovliviiovat zdravi
hostitele (Hill et al. 2014).
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Obrazek 3: Mechanismus fungovani probiotik

(https://www.wikiskripta.eu/w/Probiotika, prebiotika, synbiotika)
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3.2.2 Vyroba probiotickych dopliikii stravy

K potravinaiskym ucelim jsou mikroorganismy prumyslové kultivovany nejen za
ucelem uspokojeni poptavky zakaznikt po probiotickych dopliicich stravy, ale i jako startovaci
a ochranné kultury. Z perspektivy vyrobce je zadouci, aby komeréni vyrobek dosahoval co
nejvyssiho vytézku a skladal se z zivotaschopnych, koncentrovanych bunék, které jsou stabilni
a vykazuji konzistentni efekt ve svém zamysleném pouziti. Je nutné zajistit vysoky pocet bunék
a dlouhou trvanlivost za riznych teplotnich a vlhkostnich podminek (Fenster et al. 2019).

Vyrobni proces mikroorganismi pro dopliiky stravy zahrnuje nésledujici kroky. Cisté
kultury bun€k se postupné asepticky pomnozi v piislusném zivném médiu k dosazeni
potiebného objemu inokula. Inokulum je nasledné ptevedeno do hlavni fermenta¢ni nadoby, ve
které pokracuje mnozeni bunék. Alternativné mize byt pouzita mrazena piima vakcinace, coz
je metoda obsahujici vyssi koncentraci buné€k, které lze ptfimo pouzit do hlavni fermentacni
nadoby bez ptipravy inokula. Cilem obou piistupii je minimalizovat poCet generaci od zasoby
bunck po vyrobek, atim snizit riziko mozné ztraty nckterych vyznamnych probiotickych
vlastnosti a kontaminace. Kultivaéni médium obsahuje veskeré potiebné ziviny, které jsou
rozpustény ve vodé, jednad se 0 dusikaté latky, sacharidy, sole a mikronutrienty, které jsou
nezbytné pro rist danych mikroorganismt. Dale musi byt ptizptisobeny i ostatni podminky,
jako je teplota a pH. Po ukonéeni hlavniho procesu jsou buiky peclivé kontrolovany. Pokud je
vSe v potadku, bunky jsou koncentrovany pomoci centrifugace nebo jiné vhodné metody,
ktera oddéli bunky od Zzivného média. Nejcastéji pouzivana kone¢na tprava probiotického
dopliku stravy je lyofilizace. Aby béhem toho procesu nedoslo k poSkozeni bunék, jsou
K hotovému produktu ptidavany stabilizaéni roztoky, kterymi jsou Kryoprotektanty a/nebo
lyoprotektanty. Bézn¢ pouzivané kryoprotektanty a lyoprotektanty jsou slozené ze sacharidi
apeptida (Santivarangkna et al. 2008). Jakmile je probioticky koncentrat smichan
s kryoprotektantnim roztokem, lze jej riznymi procesy zmrazit. Jednoducha technika mrazeni
spoc¢ivd Vv naliti koncentrdtu do plechovek aponofeni uzavienych plechovek do ldzné
S kapalnym dusikem. MraZené plechovky lze poté dorucit spolecnostem, které zacleni
probiotika do potravin nebo napoju. Alternativné produktivnéjsi technika spociva v granulaci
koncentratu, kdy je koncentrat kapan skrz kalibrované otvory do lazné kapalného dusiku.
Granule, které jsou obvykle koule 0 priméru 4-5 mm, jsou pak zabaleny do pytli, které jsou
skladovany a prepravovany pii teploté¢ vV rozmezi od —45 do —55 °C. Jak jiz bylo zminéno,
nejcastéjSim zplisobem, jak zmrazit probiotika, je lyofilizace, pro kterou jsou pouzity zmrazené
bunécné pelety. Zmrazené pelety se pienesou na podnosy, které jsou umistény na policich.
Police maji schopnost fidit teplotu a jsou postupné ohtivany, jakmile se Vv lyofilizacni komoie
vytvoii vakuum. Délka lyofilizace se muze liSit v zavislosti na specifickém kmenu, jeho sloZeni
a parametrech cyklu lyofilizace, avSak obvykle vyzaduje n€kolik dni. Jedna z hlavnich vyhod
lyofilizace spociva v tom, Ze proces udrzuje probiotické buiiky pfi nizkych teplotach, coz ma

za nasledek minimalizaci poskozeni bunécné struktury a metabolitl. Po odstranéni
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z lyofilizacniho zatizeni je lyofilizovany material rozemlet na prasek s ptesné definovanou
velikosti Castic a hustotou. Tento rozemlety material je nasledné pouzit pro smichani
S objemovymi ¢inidly, pfipadné dal§imi funk¢nimi slozkami a tekutymi pomocnymi latkami,
pokud je to zadouci v souladu se specifikacemi zdkaznika. Tato smés je poté vyuzita pii vyrobé
konecnych forem produktu, jako jsou naptiklad kapsle, sacky nebo tablety (Fenster et al. 2019;
Fonseca et al. 2015). Vyrobni proces je znazornén na Obrazku 4.
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Obrdazek 4: Vyrobni proces probiotickych doplikii stravy (Fenster et al., 2019)

Klicovym faktorem pro vyrobu probiotik je zajisténi Zivotaschopnosti V dostatecném
mnozstvi az do konce doby trvanlivosti. Probiotika musi byt vyrabéna takovym zpiisobem, aby
byla odolna a stabilni. Musi byt také zaclenéna do spotiebitelskych obalii, které umoznuji jejich
preziti v dostate¢ném poctu az do konce doby trvanlivosti. Jak fika definice, kterou uved! Hill
a kol., probiotika je potieba podavat v dostateném mnozstvi. Tato definice uz vsak neurcuje,
co to je dostate¢né mnozstvi (Fenster et al. 2019). Nicméné, regulacni organy v nékterych
statech napiiklad vyzaduji minimalni davku 10° kolonie tvoficich jednotek (KTJ)
(Net et al. 2014). Dale Ize piedpokladat, ze adekvatni mnozstvi probiotik odpovida minimalné
davce, kterd byla empiricky ovéfena jako poskytujici specificky zdravotni prospéch, na ktery
se odkazuje. Nebylo v8ak prokazano, ze vyssi davky by byly potencialné Skodlivé, v nékterych
situacich mohou byt dokonce prospésné (Ouwehand et al. 2018; Zhou et al. 2000). Probiotika,
zejména kdyZ jsou zaclenéna do doplikil stravy, jsou obvykle distribuovana a skladovana pfi
pokojovych teplotach a norméalni vlhkosti. Toto uskladnéni a manipulace miize vést ke sniZeni
zivotaschopnosti probiotickych kultur ve srovnani se skladovanim pfi chladu nebo mrazu. Aby
bylo zajisténo, ze cilova davka bude k dispozici az do data expirace a aby se kompenzovaly
mozné ztraty béhem skladovani a manipulace, je do vyrobniho procesu b&zné zaclenéno
ptidavné mnozstvi probiotik (Sreeja & Prajapati 2013). Jednim z dalSich faktorti K ziskani
vysoce kvalitntho kone¢ného produktu je zajiSténi nutri¢nich pozadavkl jednotlivych
mikroorganismil a vyvoj kultiva¢niho média na miru, které podporuje rist a zvysuje schopnost
bun€k prezit a ptizpusobit se stresu zplUsobeném vyrobnim procesem. To vse komplikuje
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vyrobni proces, protoze pozadavky mikroorganismli se lisi jak v ramci druht, tak v ramci
jednotlivych kmenid daného druhu (Fenster et al. 2019).

3.2.3 Zarazeni probiotik do dopliiku stravy

Jak jiz bylo zminéno, probiotika jsou Casto zaleniovana do dopliku stravy prevazné ve
formé lyofilizovaného prasku. Nejbéznéjsimi formami, které se vyskytuji na trhu, jsou kapsle,
tablety a prasek v saccich, které jsou obvykle skladovany pti béznych pokojovych podminkach.
Doplnky stravy by mély obsahovat mnozstvi probiotik deklarované na etiketé po celou dobu
trvanlivosti, aby spotiebitel obdrzel dostate¢nou davku kK dosazeni zamysleného zdravotniho
ucinku. Je dulezité podrobn¢ charakterizovat slozeni kazdého probiotického vyrobku. Existuji
dva hlavni typy téchto vyrobki: jednokmenové a vicekmenové. Jednokmenové vyrobky
uvadéji pocet mikroorganismu a identifikuji konkrétni kmen, coz usnadnuje kontrolu jejich
obsahuji vice kmenid ze stejného druhu. Zde vyrobce muize uvadét pocet mikroorganismil
kazdého kmene, coz ztéZzuje kontrolu kvality pomoci tradi¢nich kultiva¢nich metod. Proto se
casto vyuzivaji molekuldrni metody kvantifikace. AvSak tato metoda mize byt problematicka,
protoze identifikuje i DNA mrtvych bunék, pokud neni degradovana. Vyrobce také mize
deklarovat pouze celkovy pocet mikroorganismi, nikoliv pocty konkrétnich kmenti nebo
druhu(C. H. Lai et al. 2017).

Trvanlivost probiotickych doplika stravy je obvykle udavana v ramci mésici. Protoze
probiotika, ato iV lyofilizovaném stavu, jsou zivé mikroorganismy, je tieba vénovat veEtsi
pozornost manipulaci s nimi a jejich skladovani nez u jinych doplika stravy a slozek potravin
(Broeckx et al. 2016; Forssten et al. 2011). Aktivita vody a teplota skladovani jsou klicovymi
faktory ovliviiujicimi stabilitu probiotik. Béhem skladovani probiotickych dopliki stravy je
tedy nutné udrZovat nizkou aktivitu vody, kterou pomohou zajistit spravné zvolené obaly,
a presné¢ definované podminky prostiedi (Abe et al. 2009; Fenster et al. 2019). Jednou
z takovych moZnosti je proces mikroinkapsulace, kdy jsou buniky obalené mikroinkapsulacni
membranou, sloZenou z riznych polysacharidi, kterd slouZzi jako ochrana pted nepiiznivymi
vlivy okolniho prostiedi. Tato membrana zarovent umoziuje priichod metabolitil a Zivin. Je to
velmi efektivni metoda ochrany probiotickych bakterii béhem lyofilizace a pifi prichodu

travicim traktem (Calinoiu et al. 2016).
3.2.4 Legislativni poZadavky na probiotické dopliiky stravy

Dopliiky stravy predstavuji specifickou kategorii potravin, jez je definovana v § 2 pism.
g) Zakona 0 potravinach ¢. 110/1997 Sb. jako "potravina, ktera ma za cil doplnovat béznou
stravu a je koncentrovanym zdrojem vitamind, mineralnich latek nebo dalSich latek s nutricnim
nebo fyziologickym téinkem, jeZ jsou obsazeny V potraviné samostatné nebo v kombinaci, a je

uréena K pifimé spotieb¢ v malych odmétenych mnozstvich." Problematiku dopliiki stravy
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upravuje na narodni urovni Vyhlaska ¢. 58/2018 Sb., 0 dopliicich stravy a slozeni potravin.
Evropskym piedpisem pro oblast dopliikti stravy je Smérnice Evropského Parlamentu a Rady
2002/46/EC ze dne 10. ¢ervna 2002 0 piiblizeni legislativy ¢lenskych stati tykajici se doplnkt
stravy. Zadny z téchto predpisi vSak neupravuje minimalni podty probiotickych bakterii
V potravinovych dopliicich ani metodiku pro ovéfovani kvality a kvantity deklarovanych
mikroorganismil. Plati vSak, ze vyrobce je povinen dodrZet informace uvedené na etiketé
vyrobku. Tato legislativni mezera tak otevira prostor pro nejasnosti a poskytuje moznost
vyrobclim uvadet netplné nebo nepravdivé udaje. Jak je zndmo z praxe, deklarované pocty
a druhy mikroorganismi se casto neshoduji se skutenym poctem mikroorganismi
v piipravcich (Marinova et al. 2019). V Ceské republice podléhaji dopliiky stravy dozoru Statni
zemédelské a potravinaiské inspekce (SZPI). Osoba uvadéjici doplné€k stravy na trh nese plnou
odpovédnost za to, ze bude zdravotné nezdvadny. Musi vyrabét nebo dovazet vyrobek ve stejné
kvalite, ve které byl schvalen nebo notifikovan. Podle evropské legislativy, konkrétné¢ Natizeni
(ES) €. 1924/2006 o vyzivovych a zdravotnich tvrzenich pfi ozna¢ovani potravin, nelze v EU
prodavat vyrobky, které tvrdi, Ze jsou probiotika, probiotické nebo maji Vv této souvislosti
specifické zdravotni G¢inky. Pouzivani vyrazu "probiotikum" se povazuje za neopravnéné
zdravotni tvrzeni, nebot’ pro probiotika neexistuji zadna schvalend zdravotni tvrzeni ze strany
Evropského ufadu pro bezpe¢nost potravin (EFSA), ato inavzdory mnoha piedlozenym
zadostem. Vyrobky tedy musi byt oznaCovany pouze konkrétnim kmenem bakterii. Nicméné
piistup k tomuto oznadeni mize byt v riiznych statech EU odligny. Piikladem je situace v Ceské
republice, kde se oznacCeni "obsahuje probiotika/prebiotika" nebo "s bifidokulturou™
nepovazuje za zdravotni, ale za vyzivové tvrzeni, které 1ze pouzivat pii oznaCovani potravin
v rezimu kvantifikace pfitomnych probiotik. PouZiti oznaceni je mozné za splnéni podminek
pro uZiti tvrzeni ,,obsahuje (ndzev Ziviny nebo jiné latky)“ uvedeného v ptiloze Natizeni (ES)
¢. 1924/2006 o vyzivovych a zdravotnich tvrzenich pfi oznacovani potravin. Tento postup se
praktikuje pfi kontrolnich ¢innostech, které provadi Statni zem&délska a potravinaiska inspekce
a Statni veterindrni sprava. Podrobnosti jsou specifikovany V Pfiru€ce pro provozovatele
potravinarskych podniki tykajici se oznaCovani potravin podle ptfedpist EU, kterou vydalo
Ministerstvo zemédélstvi v roce 2018 (Sukova 2014).

3.2.5 Moznosti ovérovani kvality probiotickych dopliikii stravy

Pro posouzeni probiotickych mikroorganismii jsou vyuzivany dva zékladni
metodologické postupy: klasicka kultivaéni metoda a molekularné-genetické metody.
Kultivaéni metody umoziuji stanovit zivotaschopné buiky a zahrnuji pouziti selektivniho
prostiedi, naptiklad pomoci antibiotik, Upravou pH nebo podpofenim rlstu cilenych
mikroorganismli. Tato metoda vSak mulZe byt omezena nizkou senzitivitou, omezenou
schopnosti identifikace mikroorganismi a casovou naroc¢nosti. Molekuldrné-genetické metody

v

specifické ¢asti RNA nebo DNA sledovanych mikroorganismi. Nejpouzivanéj$i molekularni
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metodou pro identifikaci probiotickych bakterii je polymerazova fetézova reakce (PCR) a jeji
modifikace. Tyto metody jsou charakterizovany vysokou citlivosti a specificitou, rychlosti
analyzy, vysokou rozliSovaci schopnosti a moznosti automatizace (Jackson et al. 2019).

Kultivaéni metody mohou vyuzivat selektivni média anormy pro stanoveni
charakteristickych mikroorganismi Vv potravinach. Nicméné tyto normy jsou ¢asto vazany na
mlécné produkty a omezuji se pouze na stanoveni poc¢tu charakteristickych mikroorganismii
v jogurtu (CSN ISO 7889, CSN ISO 9232) a stanoveni poétu presumptivniho Lactobacillus
acidophilus (CSN ISO 20128). | piesto, Ze existuje mnoho studii vénujicich se vytvafeni
selektivnich médii pro riizné druhy laktobacild, jako jsou L. casei, L. rhamnosus, L. plantarum
a dalsi, dosud neexistuji zadné povinné legislativni dokumenty. Tento nedostatek je zplisoben
Casto problematickou selektivitou médii. Na rozdil od toho jiZ existuje mezinarodni norma (ISO
29981:2010), ktera stanovuje postup pro selektivni stanoveni poétu bifidobakterii v mlécnych
vyrobcich. Tato norma vyuziva transgalaktosylovany oligosacharid (TOS) propionatovy agar
s ptidavkem antibiotika mupirocinu. Zadn4 takova standardni metoda viak nebyla popsana pro
selektivni stanoveni poctu bifidobakterii Vv probiotickych dopliicich, kde je pfitomnost
bifidobakterii mnohem variabilngj$i nez Vv mléénych vyrobcich. Navzdory schopnosti
kultiva¢niho stanoveni kvantifikovat uvadéné pocty urcitych bakterii chybi normy, které¢ by se
zaméfily na ovéfeni pfitomnosti specifickych druht nebo kmenl probiotickych bakterii
V potravinovych dopliicich a dal§ich vyrobcich (Bunesova et al. 2015). Cim dél vice laboratofi
se uchyluje k vyuzivani rychlych a spolehlivych identifikaénich metod, jako je hmotnostni
spektrofotometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice S pruletovym analyzatorem
(MALDI-TOF MS). Kli¢ovym ptedpokladem pro tispé$nou identifikaci na tirovni rodu a druhu
je dostupnost ¢isté bakterialni kultury, kterd pfedchazi samotné identifikaci. Pfi multidruhovych
produktech vSak vznikd problém ziskani zéstupct vSech ptitomnych druhti ve vyrobku
(Kolacek et al. 2017).

Dalsi metodou pro ovéfeni identity pfitomnych druht v probiotickém dopliiku je izolace
celkové mikrobidlni DNA, kterad je nasledné identifikovana pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR). Tato technika vyuziva specifickych primerd pro jednotlivé rody a druhy,
a nekteré z nich lze dokonce pouzit v multiplexové PCR, coz umoziiuje identifikaci vice druht
bakterii najednou nebo dokonce jejich kvantifikaci. Dal§i moznosti je aplikace pokrocilych
technologii jako MOL-PCR (multiplexni oligonukleotidova ligaéni PCR) a xMAP (Multi
Analyte Profiling), které kombinuji PCR s pritokovou cytometrii a ELISA technologii, coZ
umoznuje multiplexni detekci pouzitych probiotickych kmenti a zaroven stanoveni mikrobialni
kontaminace produktu. Nevyhodou nicméné je, ze tyto metody maji vysoké naklady na
vybaveni a vyzaduji vysoce kvalifikovany personal (Kim et al. 2020).

S ohledem na Sirokou skalu dostupnych metod je nutné prozkoumat a ptipadné upravit
moznosti detekce tak, aby bylo mozné dosahnout rychlého a spolehlivého kvantitativniho
a kvalitativniho stanoveni deklarovanych druhii Vv probiotickych vyrobcich
(Kolacek et al. 2017).
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3.3 Probiotika nové generace

Probiotika, ktera jsou bézn¢ dostupna na trhu ve formé doplnku stravy, jsou ziskdvana
z pomérné uzkého spektra mikroorganismt. Tato probiotika maji Casto obecné ucinky, nejsou
schopna trvale kolonizovat travici trakt a nefunguji pfi konkrétnich patofyziologickych jevech.
Jako klasicka probiotika se obvykle pouzivaji bakterie ¢eledi Lactobacillaceae, dalsi bakterie
mlééného kvaseni a bakterie rodu Bifidobacterium, ktera jsou na trhu Siroce dostupna. Tyto
mikroorganismy jsou lidmi obvykle dobie pfijimany a tolerovany, jak uz vSak bylo zminéno,
tato probiotika vykazuji omezené ucinky na lidskou stfevni mikrobiotu, a proto vyzaduji lepsi
vybér bakteridlnich kmenii. Naopak velmi specifické G€inky na hostitele byly popsany u tzv.
probiotik nové generace. Jsou to mikroorganismy, které byly izolovany z traviciho traktu,
atudiz maji i1zvySenou schopnost travici trakt kolonizovat a svym pusobenim specificky
ovliviluji konkrétni patologicky jev (Plaza-Diaz et al. 2019). Ur¢ité kmeny mohou napiiklad
pozitivné ovliviiovat inzulinovou rezistenci a piisobit tak proti obezité. Jiné piisobi podplrné
pfi metabolickych onemocnénich, posiluji bariérovou funkci, vykazuji protinddorové
a protizanétlivé ucinky. Jiné pak metabolizuji vldkninu ajsou vyznamnymi producenty
mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Urcitou nevyhodou téchto mikroorganismu je jejich
velka citlivost na vnéjsi podminky panujici mimo travici trakt. Je to jeden z faktord, ktery, snad
prozatim, znesnadnuje jejich Sirokou aplikaci a spise se predpoklada jejich vyuziti jako 1é¢iva
(Hiippala et al. 2018). Zakladni rozdily mezi klasickymi probiotiky a probiotiky nové generace

naznacuje Obrazek 5.

Probiotika Ziva bioterapeutika
dlouha historie uzivani (probiotika nové generace)
Bifidobacterium Akkermansia
Lactobacillus Bacteroides
Sacharomyces Faecalibacterium

Escherichia coli ’_Wm
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potravmy a doplnky
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Obrazek 5: Rozdily mezi probiotiky a probiotiky nové generace (O’Toole et al. 2017)
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Mezi novou generaci probiotik patii naptfiklad rizné kmeny bifidobakterii, spolu
s Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia intestinalis a Eubacterium hallii. Tyto
mikroorganismy vykazuji schopnost metabolizovat dietarni vlakna a jako primarni producenti
mastnych kyselin s kratkym fetézcem poskytuji energetické zdroje pro enterocyty V tlustém
zastupcem je bakterie Akkermansia muciniphila, jejiz pozitivni G¢inky jsou spojovany
s metabolickymi onemocnénimi a zlepSenim bariérové funkce traviciho traktu. Nové byly
objeveny iucinky druhti Bacteroides, které produkovaly imunomodula¢ni molekuly.
Bacteroides thetaiotaomicron, Prevotella copri, Christensenella minuta a Parabacteroides
goldsteinii jsou spojovany s ovlivnénim inzulinové rezistence a mohou tak ptisobit proti obezité
(Hiippala et al. 2018). Muzeme sem také zatadit naptiklad jiz dlouho znamy druh Lactobacillus
paraplantarum, ktery je schopen aktivovat vrozenou imunitu a zlepS$it uzdravovani po infekci
patogenem Pseudomonas aeruginosa (Nishida et al. 2017). Zhao akol. (2017) popisuji
Clostridium butyricum jako dalsiho potencialniho kandidata na NGP. Z jejich studie na
brojlerech vyplyva, ze by druh Clostridium butyricum mohl byt vhodnou alternativou jako
prevence pied infekci Salmonella enteritidis. V dalsi studii bylo zjisténo, ze druh Streptococcus
dentisani by mohl slouzit jako peroralni probiotikum proti zubnimu kazu
(Lopez- Lopez et al. 2017). V jedné z dalsich studii, provedené na mys$im modelu, byla
popsana schopnost bakterie Corynebacterium pseudodiphtheriticum zlepsit u mySich
novorozencli odolnost vu¢i patogenu Streptococcus pneumoniae, ktery zpusobuje
pneumokokovou meningitidu (Kanmani et al. 2017).

Uvedené mikroorganismy mohou byt zatazeny do skupiny tzv. Zivych bioterapeutickych
produkti (LBP zanglického nazvu Live Biotherapeutic Products). Definice LBP,
kterou vytvoiil Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, zni: ,,LBP jsou definovany jako biologické
produkty, které: (1) obsahuji Zivé organismy jako jsou bakterie; (2) jsou pouzitelné
pro prevenci, lécbu nebo vyléfeni nemocného clov€ka; (3) nejsou vakcinou®

vvvvvv

a mohly by byt pouZzivany jako probiotika nové generace, se vénuji nasledujici kapitoly.
3.3.1 Bifidobacterium spp.

Bakterie rodu Bifidobacterium patii do kmene Actinobacterie. Pfirozené se vyskytuji
Vv travicim traktu lidi azvitat. Vyskyt byl zaznamenan v mléce nebo odpadnich vodach
(Bottacini et al. 2017). Bifidobakterie jsou hlavni bakterialni skupinou ve stolici pln€ kojenych
déti porozenych vaginaln¢ (Bunesova et al. 2018). Oligosacharidy piedstavuji hlavni zdroj
energie a zivin pro tyto bakterie, zZ nichZ produkuji acetat a laktat. Tyto produkty mohou dale
podporovat rust dalsich mikroorganismu a tim i produkci jejich metabolitd. Tento synergicky
proces je znam jako cross-feeding (Seth & Taga 2014). Jde naptiklad o podporu produkce
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butyratu u Faecalibacterium prausnitzii, Anaerostipes caccae a Roseburia intestinalis.
Podrobné znalosti 0 metabolickych schopnostech a cross-feedingu by mohly oteviit moznost
pracovat se sloZenim stfevni mikrobioty pozadovanym smérem, a to pomoci spravné nastavené
konzumace vlakniny (Hiippala et al. 2018).

Schellekens akol. (2021) zkoumali na mysSim modelu schopnost kmene
Bifidobacterium  longum ssp. longum APC1472 zmirnit patologické stavy souvisejici
s obezitou, kterou vyvolala dieta s vysokym obsahem tuki. Zjistili, ze kmen B. longum ssp.
longum APC1472 ptispél ke sniZeni télesné hmotnosti, ke snizeni tukovych zasob a ke zvysené
toleranci mysi na glukézu. Po téchto zjisténich se pokusili zjistit G¢inky kmene B. longum ssp.
longum APC1472 na lidského obézniho jedince. Po dobu dvanacti tydni podavali obéznim
jedincim kmen B. longum ssp. longum APC1472 azamé¢rili se na zménu jejich télesné
hmotnosti, na zménu obvodu pasu a boki a na biomarkery spojené s obezitou, jako je naptiklad
hladina gluko6zy v krvi. Po uplynuti dvanacti tydnt v§ak nedoslo k Zadnym vyraznym zménam.
Bonfrate a kol. (2020) ve své studii pouzili jiny kmen B. longum ssp. longum, konkrétné BB36,
spolu s kmenem Lactobacillus rhamnosus HN 001 a vitaminem B6, a analyzovali jejich vliv na
jedince se syndromem drazdivého tracniku (IBS), ktery Casto doprovazi zacpa nebo prijem.
Vysledky jejich studie byly jednoznacné. Kmen B. longum ssp. longum BB36, spolu
s kmenem Lactobacillus rhamnosus HN 001 a vitaminem B6, zmirnily symptomy a zavaznost
onemocnéni. Déle byly tyto kmeny spolu s vitaminem B6 schopny zlepSit priichod traveniny
sttevem v piipadé pacientli se zacpou. U pacientli s prijmem obnovily propustnost sttevni stény
a zlepsily vstiebatelnost latek pies stievni sténu. Na zavér prispely k ustaleni rovnovahy strevni
mikrobioty.

V jiné studii byl do mléka ptidan kmen Bifidobacterium infantis 35624. Toto mléko,
spolu s chemoterapeutickym 1ékem, bylo podavano mysSim s karcinomem mlécné zlazy,
a nasledn¢ byl sledovan vliv B. longum ssp. infantis 35624 v kombinaci s chemoterapeutikem
na vyvoj nadorti. Bylo zjiSténo, ze mySim nevznikaji nové metastazy a jiz vzniklé nadory se
nezvétSuji. Vysledky ukazuji na zvySené protinddorové ucinky chemoterapie, kdyz je
kombinovana s B. longum ssp. infantis 35624, oproti podani chemoterapeutika samotného
(Akbaba et al. 2022).

Tian a kol. (2020) pouzili na my$im modelu kmen Bifidobacterium breve CCFM1025,
aby zjistili jeho vliv na chronické depresivni symptomy, které byly vyvolany stresem.
Chronicky stresovanym samctum podavali B. breve CCFM 1025 po dobu péti tydni. Po uplynuti
této doby zjistili, ze 1é¢ba pomoci B. breve CCFM1025 vyrazné zmirnila symptomy deprese.
Dale zjistili, ze kmen B. breve CCFM 1025 pomohl pfeménit pozménénou stievni mikrobiotu
zpét na puvodni ,zdravou“ stfevni mikrobiotu. Data zjejich studie jasné¢ ukazuji
na antidepresivni ucinky B. breve CCFM1025. V dalsi studii byl podavan pacientim se
schizofrenii kmen Bifidobacterium breve A-1 po dobu ¢tyt tydnt a byl zkouman jeho vliv na
uzkostné a depresivni symptomy, které se u tohoto onemocnéni vyskytuji. Vysledky po ¢tyiech
tydnech ukazaly jasné zlepSeni zdravotniho stavu pacientd. U pacientt po 1é¢bé B. breve A-1
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doslo kméné castému vyskytu ataké ke zmirnéni uzkostnych a depresivnich stavil
souvisejicich se schizofrenii (Okubo et al. 2019). Kmen B. breve A-1 zkoumali ve své studii
také Kobayashi a kol. (2017), ale na rozdil od pfedchozi studie zkoumali jeho u¢inky na mysich
trpicich Alzheimerovou chorobou. Po uréité dobé zjistili, ze kmen B. breve A-1 zmiriuje Casté
zmény ndlad, které jsou pro toto onemocnéni typické, a zaroven se U nemocnych mysi zlepsila
| pamét’. Ve druhé fazi studie podavali nemocnym mysim usmrcené kmeny B. breve A-1 spolu
acetatem. Ty mély ve vysledku velmi podobny té¢inek jako zivé B. breve A-1. Po nékolika
meésicich provedli novou studii, tentokrat na starSich lidech, ve které navazali na svoji vySe
zminénou studii. Uéastnici studie trpéli poruchou paméti. Po dobu dvanacti tydni jim podavali
B. breve A-1. Po uplynuti této doby bylo zjisténo, Ze kmen B. breve A-1 sice nema ptimy vliv
na dané onemocnéni, ale dokaze zlepsit tzv. ,,okamzitou pamét™ (Kobayashi et al. 2019).

V jiné studii byl na my$im modelu zkouman probioticky kmen Bifidobacterium bifidum
ATCC 29521 a mechanismy jeho ptuisobeni U ulcerdzni kolitidy. Kmen B. bifidum ATCC byl
podavan mysim s ulcer6zni kolitidou po dobu dvaceti sedmi dndi. Na konci tohoto obdobi bylo
zjisténo, ze kmen B. bifidum ATCC zmensSuje rozsah zanétu, obnovuje vrstvu hlenu v tlustém
stieve, Castecné pomahd k obnoveé stievni diverzity a zaroveil funguje jako antioxidant
(Din et al. 2020). Yang akol. (2021) ve své studii hodnotili na my$im modelu u¢inky
Bifidobacterium bifidum FSDJN705 spolu s Bifidobacterium breve FHNFQ23M3 na infekci
zpusobenou enterotoxigenni Eschericha coli. Vysledky jejich studie ukazaly, ze B. bifidum
FSDJN705 spolu s B. breve FHNFQ23M3 dokazou zmirnit piiznaky prijmu, ktery zpusobila
E. coli. Oba kmeny snizily mnozstvi vody ve stolici, obnovily strukturu klkt ve stievé a snizily
mnozstvi fekdlnich SCFA. Oba kmeny také vyznamné napomohly k obnoveni stievni
mikrobioty.

3.3.2 Faecalibacterium prausnitzii

v

Faecalibacterium prausnitzii je anaerobni bakterie, ktera je jednou z nejhojnéjsich
produkujici butyrat v tlustém stieve lidi. F. prausnitzii je povazovana za biologicky indikator
lidského zdravi. Jeji pokles v lidském stfevé Casto souvisi S vétsim vyskytem zanétlivych
onemocnéni. V nékolika studiich bylo zjiSténo, Ze U jedinct trpicich zanétlivymi
onemocnénimi stiev nebo kolorektalnim karcinomem dochézi k ubytku F. prausnitzii ve stieveé
(Ferreira-Halder et al. 2017). Sledovani mnozstvi F. prausnitzii by mohlo poslouzit jako
pomocny biologicky ukazatel pii diagnostice stievnich onemocnéni, zejména pii rozliSovani
syndromu drazdivého tracniku (IBS) od chronickych stfevnich zanéti (IBD), jako jsou
ulcer6zni kolitida (UC) a Crohnova choroba (CD). Tento druh by také mohl byt uzite¢nym
potencialnim biologickym markerem pfi rozliSovani mezi ulcerézni kolitidou a Crohnovou
chorobou (Lopez-Siles et al. 2017). Dalsi studie ukazala, Ze pfi rozeznavani IBD od IBS by se

mohlo vyuzit metody, ktera zjisti mnozstvi F. prausnitzii ve stfevech. Pfesny postup zatim neni
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znamy a je stale v procesu zkoumani. Podle studie je pii IBD mnozstvi F. prausnitzii nizsi nez
u IBS. Kdyz byla pozornost zamétena na rozeznavani CD od UC, bylo zjisténo, Zze mnozstvi F.
prassnitzii ve stievech je u CD nizsi nez u UC (Lopez- Siles et al. 2014).

3.3.3 Roseburia intestinalis

Roseburia intestinalis je grampozitivni anaerobni bakterie, kterd produkuje butyrat
a byla poprvé izolovana z lidskych vykali (Duncan et al. 2002). Druhy rodu Roseburia patii
mezi nejhojnéjsi bakterie v lidském stieve produkujici butyrat a mohou tvoftit az 5,0 % celkové
mikrobialni populace stieva.

V jedné studii byla zkoumana stolice nelécenych pacienti s CD. Ve stolici byl odhalen
pokles v mnozstvi arozmanitosti stfevni mikrobioty vcetné R. intestinalis. Kvili tomuto
zjisténi, byl poté zkouman vliv R. intestinalis na modelu mysi kolitidy. Bylo zjisténo,
ze navySeni R. intestinalis snizi mnozstvi vyskytu hned nékolika projevti zanétlivych stievnich
onemocnéni: (i) syndrom kratkého stfeva, (ii) poskozeni epitelu stfevni sliznice, (iii)
prostoupeni slizni¢nich lymfocytd. Studie dosla k zavéru, ze bakterie R. intestinalis potlacuje
(Shen et al. 2018). O par mésicu pozdéji tyto vysledky potvrdil i Luo a kol. (2019) ve své

studii na mySim modelu kolitidy.
3.3.4 Eubacterium hallii

Eubacterium halii je grampozitivni anaerobni bakterie (Wade 2015), ktera ma schopnost
vyuzivat glukdzu a fermenta¢ni meziprodukty, jako je laktat a acetat, které pak vyuzije k tvorbé
butyratu a vodiku (Engels et al. 2016).

Udayappan a kol. (2016) zkoumali na mys$im modelu vliv E. hallii na inzulinovou
rezistenci. Bakterie E. hallii byla podavana obéznim a diabetickym mysim. Navyseni E. hallii
zpusobilo zlepSeni jejich citlivosti na inzulin a vedlo i ke zlepSeni celkového stavu mysi.
Bunesova a kol. (2018) ve své studii prokazali, ze kdyz bifidobakteriim vybranych druhd
poskytnou mucin, tak ty diky svym metabolitim zptisobi zvySenou tvorbu E. halii. Vysledné
metabolity E. hallii (acetat, butyrat, propionat a formiat) maji pozitivni vliv na hostitele
a ostatni mikroby v lidském stfevé. V jiné studii byl zkouman vliv E. halii na 2-amino-1-
methyl-6-fenylimidazo(4,5-b) pyridin (PhIP). PhIP je nejhojnéji se vyskytujici aromaticky
amin, ktery se vyskytuje v grilovaném mase, a ktery mtize pfispivat k jeho karcinogenité. Bylo
zjisténo, ze bakterie E. halii je schopna pfeménit tento potencialné karcinogenni amin na jeho
nezavadnou formu a piispét tak K jeho detoxikaci v lidském tlustém stievé. E. halii muze také
produkovat pseudovitamin Bi2, ktery pak vyuziji jiné bakterie, napiiklad Akkermansia
muciniphila (Fekry et al. 2016).
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3.3.5 Akkermansia muciniphila

Akkermansia muciniphila je gramnegativni, anaerobni, mucin degradujici bakterie
(Ottman et al. 2017). Ackoliv byla popisovana jako pfisné anaerobni bakterie, bylo zjisténo,
ze Je schopna tolerovat mnozstvi kysliku v prostiedi, anebo nizké hladiny kysliku mohou
stimulovat jeji rast. Typovy kmen A. muciniphila MucT byl pivodné izolovan ze zdravého
dospélého ¢lovéka pomoci média s obsahem zalude¢niho mucinu (Ouwerkerk et al. 2016).
Bakterie A. muciniphila je schopna odbouravat mucin, coz z ni U zdravého ¢lovéka déla velmi
uzite¢nou bakterii, diky které se neustale obnovuje mucindzni vrstva ve stievech. Problémem
by tato bakterie mohla byt unemocného Ccloveka, ktery trpi na néjaké onemocnéni
gastrointestindlniho traktu. V tento moment pro né&j nebude odbourdvani mucinu prospésné,
protoze obnovu mucindzni vrstvy mé zpomalenou a stievni epitel by mohly snadnégji narusit
patogenni mikroorganismy. Mucin A. muciniphila stépi a vyuziva ho jako zdroj energie a zivin.
Metabolity, jako je acetat, propionat a 1,2-propandiol, které A. muciniphila produkuje,
ptispivaji k podpofe ristu jinych mikroorganismu v travicim traktu (Belzer et al. 2017). Dale
bakterie A. muciniphila mize vyuzit pseudovitamin Bi2, ktery je produkovany jinymi
bakteriemi, napiiklad bakterii E. halii, aby mohla produkovat propionat. Jinak feceno mezi
bakteriemi probihd jiz zminovany cross-feeding. Bakterie A. muciniphila také produkuje
sulfatazy, diky nimz mulZe byt schopna vyuZit siru ze sirovodiku k syntéze sirnych
aminokyselin adiky tomu omezit moznou toxicitu bakterii, které redukuji sulfaty
(Ottman et al. 2017).

U lidi trpicich riznymi nemocemi bylo pozorovano niz§i mnozstvi A. muciniphila (X.
Zhang et al. 2013). Nékolik studii poskytlo slibné dukazy 0 pfiznivém ucinku A. muciniphila
na metabolické poruchy, jako je obezita a diabetes (Ottman et al. 2017). V jedné studii byla
izolovana A. muciniphila. Prokazalo se, Ze jeji pfitomnost je nepfimo spojena S té€lesnou
hmotnosti u hlodavci i lidi. Tato studie dale ukazala, ze u mysi trpicich obezitou a diabetem 2.
typu se mnozstvi A. muciniphila snizilo, ale vhodna prebioticka vyziva obnovila jeji hladiny na
normalni Groven, coz vedlo ke zlepSeni metabolickych procesti. Kromé& toho 1é¢ba pomoci A.
muciniphila korigovala metabolické poruchy zptsobené dietou S vysokym obsahem tuki
(Everard et al. 2013). Nedavno bylo také prokazano, ze bakterie chrani pied ateroskler6zou tim,
Ze zmirnuje zanét vyvolany metabolickou endotoxémii (pfitomnosti toxint v Krvi) a ptispiva
k obnoveni stfevni bariéry (Liet al. 2016). Prvni klinicka studie naznacuje, ze Ziva nebo
pasterizovana A. muciniphila je bezpetna bakterie pro pouziti U obéznich lidi aje
perspektivnim kandidatem na probiotika nové generace (Plovier et al. 2016).

3.3.6  Clostridium butyricum

Clostridium butyricum je pfisné anaerobni, grampozitivni sporotvorna bakterie
produkujici butyrat. C. butyricum je soucasti komenzalni stfevni mikrobioty lidi i zvifat. Rod

Clostridium ma probiotické vlastnosti, av§ak nékteré kmeny mohou byt patogenni a mohou
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zpusobovat napiiklad nekrotizujici kolitidu u pfedCasné narozenych déti (Cassir et al. 2016;
Saarela 2019).

Kmen C. butyricum MIYAIRI 588 se pouziva jako probiotikum pii priajmech
po antibiotické 1écbe. Ve studii na potkanech bylo zjisténo, ze tento kmen C. butyricum
MIY AIRI 588 dokaze opravit narusené metabolické pochody, které jsou jednou z pficin vzniku
nealkoholového ztuénéni jater (Seo et al. 2013). V jiné studii zase Miyaoka a kol. (2018) zjistili,
ze kmen C. butyricum MIYAIRI 588 v kombinaci s antidepresivy dokaze vyznamn¢ zlepsit
uzkostné stavy U pacientd trpicich velkou depresivni poruchou, kteti nereaguji na standartni

toxin, ktery vytvaii patogenni bakterie Clostridium difficile. Ta je zodpovédna za velkou ¢ast
prujmu a kolitidy spojenou s antibiotickou 1é¢bou (Woo et al. 2011).

U kmene C. butyricum AQQF01000149 byl zkouman jeho ochranny mechanismus proti
Salmonella enteritidis u skupiny brojlerd. Zjistilo se, ze pfi peroralnim podavani C. butyricum
AQQF01000149 doslo po nékolika dnech ke zmenSeni poctu Zivotaschopnych Salmonella
enteritidis. Ze studie vyplyva, Zze kmen C. butyricum AQQF01000149 by mohl byt podavan
jako vhodna alternativa pro prevenci pred infekci zplsobenou Salmonella enteritidis
(Zhao et al. 2017).

3.3.7 Bacteroides spp.

Bacteroides spp. se ve vysokych poctech vyskytuje v travicim traktu dospé€lych lidi.
Jednim z nejhojnéjSich druhti je Bacteroides fragilis (Hiippala et al. 2018). Bacteroides fragillis
je obligatni anaerobni gramnegativni tyCinka. Na svého hostitele mize mit jak pozitivni,
tak negativni G¢inky (Erturk-Hasdemir & Kasper 2018).

Dalsim zastupcem NGP zrodu Bacteroides je Bacteroides vulgatus. Li a kol. (2021)
béhem své studie na my$im modelu kolitidy pouzili nékolik kmenti Bacteroides vulgatus. Pouze
jediny kmen, konkrétné kmen B. vulgatus 7K1, byl schopny zmirnit pfiznaky kolitidy. V dalsi
studii byl zkouman potencionalni vliv kmene B. vulgatus ATCC 8482 na postmenopauzalni
osteopordzu. Bylo zjisténo, ze kmen B. vulgatus ATCC 8482 snizil ubytek kostni hmoty
a destrukci mikrostruktury v bedernim obratli U mys$i po odstranéni vaje¢nikt. Toto zjisténi
naznacuje, ze by kmen B. vulgatus ATCC 8482 mohl pomoci pii 1écbé postmenopauzalni
osteopordzy (Yuan et Shen 2021). Yoshida a kol. (2018) ve své studii zjistili, Ze U pacientt
s onemocnénim koronarnich tepen se vyskytuje vyznamné niz§i mnozstvi Bacteroides vulgatus
a Bacteroides dorei. Na mys$im modelu poté pouzili Zzalude¢ni sondu s zivymi B. vulgatus a B.
dorei. Druhy B. vulgatus a B. dorei zeslabily tvorbu aterosklerdézy u mysi nachylnych k této
nemoci. Dale tyto kmeny vyrazné snizily endotoxémii, coz vedlo K u¢innému potlaceni
mohlo by pouziti druhti B. vulgatus a B. dorei slouzit jako prevence pied vznikem tohoto

zavazného onemocnéni.
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3.3.8 Parabacteroides goldsteinii

Byl zkouman vliv polysacharidii obsaZzenych v myceliu Hirsutella sinensis na pocet
Parabacteroides goldsteinii ve stfevnim prostiedi. Bylo zji$téno, Ze polysacharidy mycelia H.
sinensis podporuji rast druhu P. goldsteinii, a tim zvySuji i jeho mnozstvi ve stievech. V dalsi
fazi studie byl zjistovan vliv kmene P. goldsteinii ATCC BAA-1180 na mys$im modelu obezity.
Vysledky studie ukazaly, ze kmen P. goldsteinii ATCC BAA-1180 pomohl ke zlepSeni
symptomu souvisejicich s obezitou. Tento kmen ptispél k redukci zanétu, snizeni inzulinové
rezistence, zvySeni permeability stfevni stény a stimulaci termogeneze tukové tkang.
V kombinaci s polysacharidy mycelia H. sinensis by mohl byt kmen P. goldsteinii ATCC BAA-
1180 slibnym synbiotikem k 16¢bé obezity a diabetu 2. typu (Wu et al. 2019). Lai a kol. (2022)
zkoumali dalsi kmen P. goldsteinii MTS01, konkrétn¢ jeho u€inky na chronickou obstrukéni
plicni nemoc (CHOPN) vyvolanou na my$im modelu. CHOPN je globalni onemocnéni, které
je charakterizovano naru$enim normalniho dychéani. To, ze mikrobiota dychaciho traktu je
spojena s CHOPN, se véd¢lo jiz davno. V této studii bylo zjisténo, Ze existuje propojeni této
nemoci takzvana osa stievni mikrobiota — plice. Dale bylo prokazano, ze kmen P. goldsteinii
MTSO01 vyznamné zlepSuje symptomy spojené s CHOPN, redukuje stievni zanét, zvySuje

aktivitu bunéénych mitochondrii a ribozomti v tlustém stievée a prispiva k inhibici zanétu plic.
3.3.9 Christensenella minuta

Christensenella minuta je gramnegativni striktné anaerobni bakterie, ktera zije v lidském
stieveé. C. minuta byla poprvé objevena skupinou védcu v roce 2011 (Morotomi et al. 2011).
Ve studii byl zkouman novy kmen Christensella minuta DSM 22607, ktery by mohl pomoci
s 1écbou chronickych autoimunitnich onemocnéni, které postihuji travici trakt. Zjistilo se,
ze ackoliv je kmen C. minuta DSM 22607 piisny anaerob, je také schopna tolerovat nizké
hladiny kysliku. Déle bylo objeveno, ze kmen C. minuta DSM 22607 disponuje silnou
protizanétlivou aktivitou a je schopen chranit stievni epitel proti jeho poruSeni. Na zavér bylo
na dvou odlisnych zvitecich modelech akutni kolitidy zjisténo, ze kmen C. minuta DSM 22607
zabranil poskozeni stiev, snizil projevy zanéctu tlustého stfeva a podpofil hojeni stfevni sliznice.
Diky vSem témto ucinkim ma C. minuta DSM 22607 potencialni vyuziti v bioterapiich
(Kropp et al. 2021).

V jiné studii Mazier a kol. (2021) zkoumali dalsi novy kmen Christensella minuta,
konkrétné DSM 33407. Na modelu obéznich mysi, jejichz obezita byla vyvoland dietou,
zkoumali potencial C. minuta DSM 33407 ptisobit proti tomuto fyziologickému stavu. Zaméfili
se na zmény metabolismu lipidd v jatrech, které kmen C. minuta DSM 33407 zpusobil. Data
naznacovala, ze kmen C. minuta DSM 33407 dokazal chranit pted obezitou a reguloval dalsi
mechanismy, jako je napfiklad hladina glykémie. Dale tento kmen reguloval metabolismus
jaternich lipidi tim, Ze siln€ inhiboval de novo lipogenezi. Tento kmen byl dale schopen chranit
stievni epitel proti jeho poruseni jako C. minuta DSM 22607. Vysledky ukazuji, ze by kmen C.
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minuta DSM 33407 mohl byt v budoucnu vyuzivan pro podporu 1é¢by obezity a metabolickych
poruch, které s ni souvisi. A¢koliv ma druh C. minuta mnoho pozitivnich u¢inka na hostitele,

bylo nedavno zjisténo, ze by mohl mit i patogenni potencial (Alonso et al. 2017).
3.3.10 Streptococcus dentisani

V roce 2013 byly skupinou védcii popsany dva nové bakteridlni kmeny, Streptococcus
dentisani 7746 a 7747. Jsou to grampozitivni acrobni bakterie, které byly izolovany ze zubniho
plaku jedinct, kteti nemé¢li Zzadny zubni kaz (Camelo-Castillo et al. 2014;
Lopez- Lopez et al. 2017). Lopez-Lopez a kol. (2017) ve své studii odhalili, ze Streptococcus
dentisani 7746 a 7747 se vyskytuji v dutin ustni u 98 % zdravych jedinct bez zubniho kazu.
Jelikoz jsou kmeny S. dentisani 7746 a 7747 schopny inhibovat rist hlavnich oralnich patogent
prostfednictvim produkce bakteriocint a tlumit kyselé pH, které je hlavni pfi¢inou tvorby
zubniho kazu, jedna se 0 bakterie vhodné pro pouziti v prevenci proti tomuto poskozeni zubu.

V dalsi studii byl zjistén podobny pozitivni u¢inek S. dentisani jako ve studii piedchozi.
Diky témto zjisténim se doslo k zavéru, ze kmen S. dentisani 7746 je pomoci kompetitivnich,
adherentnich a vytésiiovacich mechanismil schopen inhibovat riist a uchyceni parodontalnich
patogentl, které zptisobuji parodontalni onemocnéni. Uginky S. dentisani 7746 je viak zapotiebi
jesté ovetit v klinickych studiich (Esteban-Fernandez et al. 2019).

3.3.11 Lactobacillus paraplantarum

ucinky (Nikolic et al. 2012). Byl zkouman jeho potencial zlepsit hepatalni a renalni dysfunkce
u diabetickych potkant. Studie odhalila, Zze L. paraplantarum BGCGI11 ma zmiriujici
hypoglykemicky ucinek, ktery napomaha zlepsit naruSenou rovnovahu v poskozenych jatrech
a ledvinach diabetickych potkand. Dale L. paraplantarum BGCGI11 ptispiva ke snizeni
fibrotickych procesi. Tato zjisténa data dé€laji z L. paraplantarum BGCGI11 potencionalni
terapeutické probiotikum, které by mohlo byt vyuzivano pii 1é€be diabetu a dalSich
patologickych stavii, které jsou spojeny s nerovnovahou metabolismu, zdnétem a fibréozou
(Mihailovi¢ et al. 2017). Nishida a kol. (2017) ve své studii izolovali kmen Lactobacillus
paraplantarum 11-1 z nalevu ryZzovych otrub a z kimchi. U L. paraplantarum 11-1 objevili
nejen jeho schopnost stimulovat vrozenou imunitu, ale i schopnost zabranit infekci patogenem
Pseudomonas aeruginosa, ktery napada pacienty s oslabenou imunitou a zptsobuje u nich
zapal plic. V dalsi studii byla testovana ac¢innost dvanacti kandidéatnich probiotickych kment
zrodu Lactobacillus a Bifidobacterium na chovani aneuroendokrinni reakce mysi
s chronickym stresem. Zjistilo se, ze kmeny Lactobacillus paraplantarum LP12407,
Lactobacillus paraplantarum LP12418, Lactobacillus paraplantarum LP12151, L. paracasei
Lpc-37 zabranily rozvoji uzkosti a deprese souvisejici se stresem (Stenman et al. 2020).
V nedavné studii byla zamétena pozornost na Lactobacillus paraplatum PS128, byly zkoumany
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jeho uc¢inky na depresivni symptomy a kvalitu spanku U 0sob s nespavosti. Po mésici bylo
zjisténo, Zze kmen L. paraplatum PS128 zmirnil symptomy deprese, troven Unavy a zlepsil
kvalitu spanku béhem faze hlubokého spanku. Tyto zmény souvisely se zménou mozkovych

vln, coz znovu dokazuje propojeni stievni mikrobioty a mozku (Ho et al. 2021).
3.3.12 Flavonifractor plautii

Flavonifractor plautii je grampozitivni anaerobni bakterie izolovana z lidskych vykala
(Carlier et al. 2010). Bylo prokazano, ze F. plautii souvisi s metabolismem katechind ve stievé.
Katechiny se fadi do skupiny antioxidantl, které muizeme najit v zeleném nebo Cerném caji
(Ozdal et al. 2016). Presna funkce F. plautii vSak zatim neni znama. Byla provedena studie
na mysim modelu, ve které byl podavan mySim zeleny ¢aj. Po osmi dnech doslo ke zvySeni
mnozstvi F. plautii. Dale byl pak my$im s akutni kolitidou podavan konkrétni kmen F. plautii
ATCC 29863, aby byly prozkoumany jeho fyziologické ucinky na hostitele. Vysledky ukazaly,
ze kmen F. plautii ATCC 29863 dokazal snizit troven zanétu ve stfevech (Mikami et al. 2021).
Utinky stejného kmene byly sledovany u obéznich mysi. Bylo zjisténo, ze kmen F. plautii
ATCC 29863 zmiriiuje zanétlivé reakce v tukové tkani, které jsou castymi komplikacemi
u diabetu a hypertenze (Mikami et al. 2020). Tato zjisténi délaji z F. plautii ATCC 29863 dalsi

potencionalni kmen, ktery by se dal vyuzit jako bioterapeutikum.
3.3.13 Probiotika nové generace jako dopliiky stravy nebo jako soucast potravin

Vzhledem k vySe popsanym ucinkim probiotik nové generace roste zajem O jejich
uplatnéni ve farmaceutickém pramyslu, U potravinatskych a nutraceutickych spolecnosti. Aby
probiotika nové generace mohla byt uvedena na trh, je potfeba U nich provést povinné
posouzeni bezpecnostnich parametri. Podle aktualizovaného Natizeni Evropské komise
2015/2283 by komercializovand probiotika méla disponovat kompletnimi informacemi
tykajicimi se identifikace a charakterizace mikroorganismi, zahrnujici jakékoliv patogenni
a toxikologické vlastnosti, stejné jako jejich potencialni alergenni G¢inky. Tyto informace by
mely obsahovat také detailni popis vyrobniho procesu, vcetné metod kultivace, technickych
specifikaci a, vV pfipad€ pouziti genetického inzenyrstvi, relevantnich aspektii této manipulace.
Kromeé toho je nutné poskytnout tidaje 0 nutricni hodnoté¢ a doporuc¢eném davkovani, které jsou
zasadni pro konzumaci lidmi. Duiraz je kladen na provedeni komplexniho posouzeni rizik pied
uvedenim novych potravin a doplikd na trh, zahrnujici jakékoli potencialni nebezpeci pro
zdravi konzumentti. Nicméné v souCasné dobé zatim existuje malo informaci 0 bezpecnosti
a doporuc¢eném davkovani probiotik nové generace, nebot’ tyto parametry se méni s piisluSnym
probiotickym kmenem (Saarela 2019).

Hlavni ptekazku pti vyrobé probiotik nové generace predstavuje extrémni citlivost ke
kysliku a vn&j$i podminky obecné. Vzhledem k tomu, Ze se jedna 0 striktn¢ anaerobni bakterie,

je nutné zajistit nepiitomnost kysliku béhem celého procesu zpracovani. Tato podminka se
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zajisti naptiklad pomoci antioxidantl, které redukuji redoxni potenciél, nebo lze vyuzit tzv.
mikroenkapsulaci, o které je jiz pojednano vySe (Sousa et al. 2012, 2015). Dalsim kritickym
aspektem je optimalizace rustovych médii s absenci slozek zivo¢isného ptivodu, coZ umoziuje
bezpecné pouziti pro lidskou potfebu a soucasné zajistuje ekonomicky efektivni produkci
biomasy a zachovani biologické funk¢nosti mikroorganismu (Plovier et al. 2016). Rovnéz
vyznamnym aspektem implementace probiotik do lidského zdravi je volba nosica
a terapeutickych zplisobii podani. Tento vybér by mél byt peclivé promyslen s cilem zarucit
ucinnost V kazdém individudlnim zdravotnim stavu. Je také dilezité zvazit, zda mohou byt
probiotika pouzita pti prevenci U jednotlivcd s predispozici K rozvoji konkrétniho onemocnéni,
udrzovani zdravotniho stavu nebo pii 1é€bé probihajici nemoci, s cilem obnovy stievni
mikrobioty. Vice je 0 této problematice pojednano vyse. V neposledni fad¢ je nutné, pokud je
0 probioticich nové generace smysleno jako 0 1éCivech, ovéfit jejich ucinek klinickymi
studiemi. Ovéfeni G¢inku klinickymi studiemi je vhodné i u tradi¢nich probiotik a probiotik
nové generace jako doplikil stravy, nebot’ testy provadéné v laboratofi na zvitatech nereflektuji
slozité interakce mezi lidskym hostitelem a jeho stievni mikrobiotou. Pokud vyrobce deklaruje
zdravotni pfinos, musi byt tento pfinos jasn¢ dolozen klinickymi studiemi, jinak dochézi ke
klamani spotiebitele (Almeida et al. 2020).

3.4 Prebiotika

Pro spravnou funkci stfevni mikrobioty je dulezitd konzumace prebiotik, at’ uz
prostiednictvim pestré stravy anebo formou doplikid stravy. Prebiotika jsou nestravitelné
sloZky potravy, které maji pfiznivy vliv na rozvoj pozitivnich mikroorganismi, které kolonizuji
sttevni mikrobiotu ¢lovéka a mohou ovlivnit jeho zdravi. Aby nestravitelnd slozka potravy
mohla byt definovadna jako prebiotikum, musi projit v nezménéném stavu horni ¢asti travici
soustavy az do stfev, kde je nasledné vyuZita mikroorganismy, které maji pozitivni vliv na
zdravi jedince. Nékdy ovSem nemusi byt plisobeni prebiotik zcela selektivni. Prebiotické latky
nalezneme hlavné v rostlinné strave, a to nejcastéji v podobé oligosacharidi (Venema & do
Carmo 2015).

Oligosacharidy jsou chemické latky neboli polymery, které se skladaji z2 az 10
cukernych jednotek. Nejznamé;jsi a nejpouzivanéjsi jsou fruktooligosacharidy (FOS), které jsou
sloZené z fruktdzy, a galaktooligosacharidy (GOS), které obsahuji galakt6zové jednotky. FOS
se prirozené nachazeji naptiklad v cibuli, Cesneku, bananech, rajatech a primyslové se
vyrabéji Stépenim inulinu, ktery se nachézi v hlizach ¢ekanky, topinambur a sladkych brambor.
Inulin ma rovnéz prebiotické Gcinky, ale studie ukazuji, Ze mikroorganismy umi lépe vyuzit
FOS nez inulin. GOS se ptirozené€ vyskytuji v malém mnoZzstvi v mléce a pramyslove se vyrabi
z laktozy. Mezi GOS se mohou zafazovat i oligosacharidy rafindzové fady, jejichz zakladem je
trisacharid rafin6za. Na tyto oligosacharidy jsou bohat¢ pfedevsim lusténiny a s6ja, proto jsou

nékdy nazyvany také jako sojové oligosacharidy. Dalsi oligosacharidy, které jsou povazovany
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za prebiotika, jsou napiiklad rezistentni Skrob, xylooligosacharidy, arabinooligosacharidy,
ale i synteticky  vyrabéné laktuléza, polydextroza, izomaltooligosacharidy a dalsi
(Pandey et al. 2015).

3.5 Synbiotika

Synbiotika predstavuji kombinaci probiotik a prebiotik. Jde tedy o soubor
mikroorganismil a specifickych latek, které slouzi jako vyziva pro mikroorganismy, se kterymi
jsou kombinovany. Zaroven prebiotickd slozka ze synbiotik podporuje i mikroorganismy
nachazejici se v travicim traktu. Existuje v8ak ijiny typ synbiotik, kdy prebiotickd slozka
nepodporuje probiotickou slozku, ale podporuje az mikroorganismy v travicim traktu. Jsou to
tzv. komplementarni synbiotika. Synbiotikum muze byt naptiklad jogurt s piidavkem
frukrooligosacharidii nebo mlécna kojeneckd nahrada, kterd obsahuje jak prebiotické latky,
tak probiotické mikroorganismy (Pandey et al. 2015).

32



4 Material a metody
4.1 Testované probiotické preparaty a stolice

4.1.1 Probiotické dopliiky stravy

Bylo testovano celkem 10 vzorki probiotickych doplikt stravy, z nichz 5 bylo na zac¢atku
expira¢ni doby, 5 naopak pied koncem. Charakteristika testovanych dopliku stavy je uvedena
v Tabulce 2.

Tabulka 2: Charakteristika testovanych probiotickych doplikii stravy

Cislo Expirace Deklarovany pocet Deklarované slozeni MO
vzorku | produktu MO
1 06/2023 Laktobacily 2x10° Saccharomyces boulardii, Lactobacillus
Bifidobakterie 5x10° rhamnosus
2 07/2023 Laktobacily 5x108 Bifidobacterium animalis lactis,
Bifidobakterie 2x10° Bifidobacterium breve, Lactobacillus

paracasei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium bifidum

3 05/2023 celkem 1,1x10%° Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus
rhamnosus, Bifidobacterium breve,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium
bifidum, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus paracasei

4 08/2023 celkem 1x10% Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium infantis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
delbruecki ssp bulgaricus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus casei,
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Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus lactis ssp lactis

05/2023

celkem 3x10%°

Bifidobacterium animalis, Lactobacillus
plantarum, Bacillus subtilis,
Bifidobacterium longum, Bacillus
coagulans Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Streptococcus thermophilus,
Saccharomyces boulardii

10/2024

celkem 4x10%°

Pediococcus acidolactici, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium longum, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus casei ssp
paracasei, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium
bifidum

01/2025

neuvedeno

neuvedeno

02/2024

celkem 2x10%°

Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium longum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
lactis ssp lactis, Sreptococcus
thermophilus

05/2024

Laktobacily 2,9x10%°
Bifidobakterie 1,2x10°

Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium bifidum

10

10/2023

Laktobacily 1x10°
Bifidobakterie 1x10°

Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis
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4.1.2 Vzorky stolice

Bylo testovano celkem 10 vzorku stolice od dobrovolnych anonymnich dospélych
darct. Mezi darci bylo 6 zen a4 muzi ve véku od 18 do 52 let. Jejich seznam je uveden
v Tabulce 3. Darci byli informovani 0 nakladani s darovanym materialem a o0 tom, ze data
budou zpracovavana zcela anonymné. Vzorek se odebiral nésledujicim zplGsobem. Do
zkumavky s bujonem a anaerobni atmosférou byl odebran cca 1 g Cerstvé stolice (velikost
liskového ofisku), ktera nesméla piijit do kontaktu s vodou Vv zachodové mise. Vzorek byl
odebran pfimo od rekta nebo ze zachodové misy, kterd byla pfedtim vyplnéna toaletnim
papirem, aby se vzorek stolice nedostal do styku s vodou z toalety. Zkumavka byla nasledné
fadn¢ uzaviena a vzorek v ni opatrné promichan, aby byl cely ponofen do tekutiny. Takto

pfipravena zkumavka byla uchovavana v chladu a ptevezena do laboratote.

Tabulka 3: Souhrnny prehled pouzitych vzorkii lidské stolice, pohlavi a vek jednotlivych

darcil.
Cislo darce Pohlavi Vék
1 Zena 22
2 Muz 22
3 Zena 20
4 Muz 20
5 Muz 24
6 Zena 52
7 Muz 52
8 Zena 24
9 Zena 18
10 Zena 23

4.2 Kultivaéni média

Pro mikrobiologicky rozbor probiotickych dopliki stravy a lidské stolice byla pouzita
kultivaéni deskovd metoda. Laktobacily, bifidobakterie a celkové pocty anaerobnich
mikroorganismil byly stanovovany na selektivnich polotuhych médiich. Tato média obsahuji
vSechny pottebné Ziviny pro mnozeni daného druhu mikroorganismu a zaroven obsahuji latky,
které zamezuji ristu ostatnich neZadoucich mikroorganismi. Jak se bude kterd skupina
mikroorganismlii mnoZit, zavisi na slozeni selektivniho média anastaveni kultivacnich

podminek. Slozeni kultivacnich a fedicich médii je uvedeno v nasledujici kapitole.
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4.2.1 Odbérové a redici médium

Slozeni: 5 g/l tryptone, 5 g/l nutrient broth No. 2, 2,5 g/l yeast extract (all Oxoid,
Basingstoke, UK), 0,5 g/l L-cysteine, 1 ml/l Tween 80

Jednotlivé komponenty byly navazeny do Erlenmayerovy banky a zality piisluSnym
mnozstvim destilované vody. Po zahtati a rozpusténi slozek bylo upraveno pH média na 7.
Nasledné¢ bylo pomoci automatické pipety prevedeno po 9 ml do zkumavek (odbérové médium)
a do vialek (fedici médium). Ve zkumavkach a vialkach vytvoreny anaerobni podminky ttemi
riznymi variantami:

1. Varianta ,,¢isty CO2%: ve vodni lazni byla média provafena, 10 minut pii 100 °C,
nasledné bylo médium probublano ¢istym CO2 (plyn v kvalité pro potravinaiské
ucely prochazel pres redukovanou médénou kolonu, zbytkovy kyslik byl zachycen
na médi).

2. Varianta ,,potravinaisky CO2%: média byla vyvatrena ve vodni lazni 10 minut pfi
100 °C a probubldna oxidem uhli¢itym V potravinaiské kvalité.

3. Varianta ,,vyvareni®: zkumavky a vialky bylypouze provaiena ve vodni lazni, 10
minut pti 100 °C.

Vsechny zkumavky byly po naplnéni hermeticky uzavieny, aby doslo k zajiSténi anaerobnich

podminek, a vysterilizovany.

Rogosa agar (Oxoid) pro stanoveni laktobacilii

Slozeni: trypton (10 g/l), kvasni¢ny extrakt (5 g/l), glukoza (20 g/1), Tween 80 (1 ml/1),
KH2POg4 (6 g/1), citrat amonny (2 g/1), acetat sodny (17 g/l), siran hotecnaty (0,575 g/1), siran
manganaty (0,12 g/l), siran zeleznaty (0,12 g/1), agar (20 g/l)

Pro stanoveni laktobacili byl pouzit Rogosa agar. Do Erlenmayerovy banky byl podle
pokynli vyrobce piipraven agar. K pfipravenému agaru bylo pfidano 100 pl 98% kyseliny
octové na 100 ml agaru. Baiika s pfidanou kyselinou byla vloZena do vodni ldzné&, aby doslo
K prohiati. Pfidanim kyseliny doslo ke snizeni pH, které béhem kultivace podpofilo rist
laktobacilt a potlacilo rust bakterii mlééného kvaseni. Erlenmayerova barka byla ochlazena na
50 °C.

Modifikovany Wilkins Chalgren agar (Oxoid; WSPMup) pro stanoveni bifidobakterii

Slozeni: trypton (10 g/1), pepton zelatiny (10 g/l), kvasni¢ny extrakt (5 g/l), glukéza (1
g/1), chlorid sodny (5 g/l), L-Arginin (1 g/l), pyruvat sodny (1 g/l), Menadion (vitamin K)

36



(0,5 mg/1), hemin (0,5 mg/1), agar (10 g/1), s6jovy pepton (5 g/1; Oxoid), cystein (0,5 g/1), tween
80 (1 mi/l), mupirocin (50 mg/l)

Bifidobakterie byly stanoveny prostfednictvim Wilkins Chalgren agaru, ktery byl
modifikovan pfidavkem mupirocinu. Agar byl pfipraven dle pokyni vyrobce do
Erlenmayerovy baiiky spolu se séjovym peptonem, cysteinem a tweenem. Baiika byla vlozena
do autoklévu a sterilovana 20 minut pii 120 °C. Po sterilizaci bylo ptidano 100 pl 98% kyseliny
octové na 100 ml agaru a po zchlazeni na 50 °C byl pfiddn mupirocin 100 mg/l, ktery pfi

kultivaci potlacil rist bakterii mlécného kvaseni.
Wilkins Chalgren agar (Oxoid; WSP) pro stanoveni celkového po¢tu mikroorganismu

Slozeni: trypton (10 g/1), pepton zelatiny (10 g/l), kvasni¢ny extrakt (5 g/l), glukoza
(1 g/1), chlorid sodny (5 g/1), L-Arginin (1 g/l), pyruvat sodny (1 g/l), Menadion (vitamin K)
(0,5 mg/1), hemin (0,5 mg/1), agar (10 g/1), s6jovy pepton (5 g/l; Oxoid), cystein (0,5 g/1), tween
80 (1 mi/)

Ke stanoveni celkového po¢tu mikroorganismii byl pouzit Wilkins Chalgren agar. Do
Erlenmayerovy banky byl pfipraven agar dle instrukci vyrobce, ke kterému byl pfidan sojovy
pepton, cystein a tween. Baiika byla vloZena do autoklavu a sterilovana 20 minut pii 120 °C.
Po sterilizaci byl agar opét zchlazen na teplotu 50 °C.

4.3 Postup pri mikrobiologickém rozboru

U vzorkt probiotickych doplikii stravy byly stanoveny celkové pocty laktobacila
a bifidobakterii. Vzorky byly zvazeny, homogenizovany a nafedény desitkovym fedénim (viz
Obrazek 6) podle deklarovaného poétu probiotickych bakterii, tedy do fedéni 10”° do kazdé

varianty fedici fady.

Obrazek 6: Desitkové redeni

Jednalo se o varianty ,,¢isty CO2", ,,potravinaisky CO." a ,,vyvareni. Od kazdé varianty fedici

fady byla provedena 3 opakovani. Redéni probihalo anaerobné za pouziti jehel a stifkaéek. Na
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Petriho misky byla naockovana ptislusna fedéni. Nafedény vzorek na Petriho miskach ur¢enych
pro laktobacily byl nejprve zalit jednou vrstvou ochlazeného agaru a po ztuhnuti dale druhou
vrstvou. Dvoji vrstvou agaru bylo zajiSténo mikroaerofilni prostfedi. Misky byly po zatuhnuti
obou vrstev umistény dnem vzhtiru do termostatu 0 teploté 37 °C po dobu 72 hodin. Petriho
misky uréené pro bifidobakterie byly pfelity jednou vrstvou agaru aihned umistény do
anaerostatu s paladiovym katalyzatorem, ze kterého se od¢erpal kyslik pomoci vyvévy a objem
nadoby se doplnil smési vodiku a oxidu uhli¢itého. Anaerostaty byly umistény do termostatu
0 teploté 37 °C, kultivace probihala 72 hodin. Petriho misky uréené pro kultivaci celkového
poctu mikroorganismii byly pielity také jednou vrstvou agaru apo ztuhnuti umistény do
anaerostatu. Kultivace probihala obdobn¢ jako u laktobacilt a bifidobakterii, tedy pfi teploté
37 °C po dobu 72 hodin. Po kultivaci byly kolonie spocitany.

Pti rozboru stolice byly stanoveny laktobacily, bifidobakterie a celkové pocty
mikroorganismt. Byl proveden obdobny postup jako U probiotickych doplikt stravy, pouze
S tim rozdilem, Ze na Petriho misky ur¢ené pro rist laktobacilli bylo ockovano druhé az Sesté
fedéni ana Periho misky pro rist bifidobakterii a celkového poctu mikroorganismii bylo
oCkovano paté az devaté fedéni viz Obrazek 7. Petriho misky uréené pro laktobacily
a bifidobakterie byly zality stejnym zplsobem jako U probiotickych doplnkl stravy. Petriho
misky uréené pro kultivaci celkového poctu mikroorganismii byly pfelity jednou vrstvou agaru
apo ztuhnuti umistény do anaerostatu. Kultivace probihala obdobné jako u laktobacil
a bifidobakterii, tedy pfi teplot¢ 37 °C po dobu 72 hodin. Po kultivaci byly kolonie opét

spocitany.

Obrazek 1: Pripravené Petriho misky a prislusné varianty redici rady
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4.4 Postup pri vyhodnoceni

Po kultivaci byly narostlé kolonie spocitany. Kazda Petriho miska byla spocitdna zvIast
pomoci lihového fixu a pocitaci komurky, jak je vidét na Obrazku 8. Spocitané kolonie byly
vynasobeny dvakrat, protoze na kazdou Petriho misku bylo dano pouze 0,5 ml nafedéného

vzorku. Vysledné mnozstvi bakterii bylo vypoc¢itano podle vzorce:
P =[(P1+P2)/11] x F (KTJ/ml)

P1, P2: pocet kolonii na dvou po sobé& jdoucich pocitatelnych Petriho miskach

F: ptevracend hodnota vyssiho fedéni.

Vysledky jsou vyjadieny V jednotkach KTJ/ml (kolonie tvofici jednotku v 1 ml vzorku).

Obrazek 8: Pocitaci deska
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5 Vysledky

5.1 Deklarované po¢ty mikroorganismi v probiotickych dopliicich stravy

Bylo testovano celkem 10 vzorkl probiotickych dopliika stravy, z nichz 5 bylo v dob¢

meéteni pred koncem expiracni doby (Cislo vzorku 1-5), 5 naopak bylo na zacatku expiracni

doby (Cislo vzorku 6-10). Pomoci kultivacnich metod byly stanoveny laktobacily

a bifidobakterie v probiotickych dopliicich stravy. Cilem bylo ovéfit, zda tyto pfipravky

skute¢n¢ obsahuji mnozstvi mikroorganismti uvadéné vyrobcem. Udévané mnozstvi v jedné

davce bylo prepocitano na 1 gram a ziskané vysledky byly vyjadieny Vv jednotkach log KTJ/g,

aby bylo mozné provést lepsi srovnani. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 4. Dale bylo

zjisStovano, zda vyrobce spravné deklaruje nazvy druht probiotickych mikroorganismii.

Tabulka 4: Deklarované a zjisténé pocty mikroorganismii V probiotickych doplicich stravy
(vyrobky zvyraznéné tucné nespliuji deklarované pocty mikroorganismit)

Cislo | Expirace Deklarovany pocet Deklarovany Deklarovany | Zjistény pocet
vzorku | produktu /davka pocet celkem/g | pocetlog/g | log/g+SD
H 9
1| o6r2023 | Laktobacily 2x10°% ) 910 10,33 9,19 £ 0,05
Saccharomyces 5x10
Laktobacily 5x10° 10
2 07/2023 Bifidobakterie 2x10° 2,1x10 10,31 7,48 + 0,06
3 05/2023 celkem 1,1x10%0 2,1x10% 10,32 8,31 0,02
4 08/2023 celkem 1x10% 1,8x10%0 10,26 8,97 £ 0,09
5 05/2023 celkem 3x10%0 5,8x10%0 10,76 8,97 + 0,01
6 1072024 celkem 2x10™° 7,7x10%° 10,89 10,77 + 0,04
7 01/2025 neuvedeno neuvedeno neuvedeno 11,04 + 0,03
8 02/2024 celkem 1x10%° 5,9x10%0 10,77 10,19 + 0,40
Laktobacily 2,9x10%° 10
9 05/2024 Bifidobakterie 1,2x10° 1,6x10 10,2 10,44 + 0,08
Laktobacily 1x10° 9
10 10/2023 Bifidobakterie 1x10° 8,7x10 9,94 10,06 + 0,06

Bylo zjisténo, Ze vSechny vzorky ¢. 1-5, které byly v dobé méfeni pfed koncem doby

minimalni trvanlivosti, nesplnily deklarovany pocet probiotickych mikroorganismt. U zcela

nov¢ zakoupenych vzorkli deklarované pocty nesplnil pouze vzorek €. 8. Nejvétsi pokles

V poctech byl zaznamendn U vzorku ¢. 2. Naopak nejmensi pokles v poctech byl zjistén

u vzorku €. 8. Z celkového hlediska nejcastéji pocty klesaly az 0 2 tady.
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Spravnost vSech nazva deklarovanych druhii splnil pouze 1 z 10 vzorkt. Konkrétné se
jedna o vzorek ¢. 10. U vSech ostatnich vzorki byl nazev $patné deklarovany minimalné u dvou
druhdi. Spatné deklarované nazvy druhi byly nasledujici (v zavorce je vzdy uveden spravny
nazev): Lactobacillus rhamnosus (Lacticaseibacillus rhamnosus); Bifidobacterium animalis
lactis (Bifidobacterium animalis subsp. lactis); Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus
paracasei); Lactobacillus rhamnosus (Lacticaseibacillus rhamnosus); Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum); Lactobacillus casei (Lacticaseibacillus casei); Lactobacillus
bulgaricus (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus); Bifidobacterium infantis
(Bifidobacterium longum subsp. infantis); Lactobacillus salivarius (Ligilactobacillus
salivarius); Lactobacillus lactis ssp lactis (Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis); Bacillus
coagulans (Heyndrickxia coagulans).
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5.2 Probiotické dopliiky stravy

Pomoci  kultivacnich metod byly stanoveny laktobacily a bifidobakterie
Vv probiotickych dopliicich stravy. Rozdil byl v tom, ze fedici fady pro fedéni vzorku byly
pfipraveny tfemi rdznymi zplsoby. Jednalo se o0 varianty vyvafeni, probublani CO:

s potravinaiskou kvalitou nebo ¢istym CO». Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Pocty bakterii (log KTJ/g £ SD) stanovené v probiotickych doplrncich stravy

Cislo |Skupina Pocet bakterii (log KTJ/g + SD)
vzorku | bakterii =
Vyvareni Potravinarsky CO2 Cisty CO2
1 Lbc 6,93 + 0,03A 7,04 + 0,028 6,55 + 0,06°
Bif NT NT NT
) Lbc 7,50 + 0,024 7,22 + 0,078 7,47 + 0,047
Bif 5,71 + 0,074 5,40 + 0,098 5,76 + 0,08”
3 Lbc 5,40 + 0,047 5,37 +0,14* 5,38 + 0,047
Bif 8,56 + 0,047 8,55 + 0,06" 8,31 0,018
A Lbc 10,13 + 0,737 9,88 + 0,377 8,94 + 0,08
Bif 7,82 + 0,074 8,59 +0,048 7,75 + 0,094
. Lbc 10,13 £ 0,737 9,88 + 0,377 8,94 + 0,08”
Bif 7,82 + 0,074 8,59 + 0,04 7,75 + 0,094
6 Lbc 11,32 £ 0,358 10,53 +0,20° 10,57 + 0,037
Bif 10,51 + 0,024 10,05 + 0,058 10,34 + 0,04°
. Lbc 10,64 + 0,024 11,42+ 0,014 11,01 £ 0,634
Bif 9,88 + 0,017 9,87 + 0,04” 9,92 +0,16"
9 Lbc 10,24 + 0,047 10,33 + 0,028 10,19 + 0,017
Bif 8,33+0,11° 8,50 + 0,377 8,22 + 0,16~
. Lbc 6,99 + 0,098 7,14 + 0,138 6,84 +0,10"
Bif 10,34, + 0,08 10,46 + 0,024 10,44 + 0,017
10 Lbc 9,45+0,014 9,57+ 0,108 9,59 + 0,00¢
Bif 9,90 + 0,054 10,08 + 0,028 9,88 + 0,03~
oo Lbc 8,94 + 2,054 8,93 + 2,054 8,73 + 2,024
Prumér - yy Y Y
Bif 9,03 + 1,58 9,08 + 1,59 8,98 + 1,58

Lbc — laktobacily; Bif — bifidobakterie; NT — netestovano; “8¢ — hodnoty v adcich s rozdilnymi

hornimi indexy se statisticky vyznamné li$i na hladin€ vyznamnosti o = 0,05.

U vzorka probiotickych doplnku stravy 3, 4, 5, 7, 10 nebyly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily pfi stanoveni laktobacild pii rlznych zpisobech pfipravy fedici fady.
U vzorku 2 byly statisticky vyznamné vyssi poéty U variant vyvaieni a ¢isty CO2 oproti varianté
potravinaisky CO2. Na druhou stanu tyto dvé varianty U vzorku 2 mély statisticky vyznamné
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niz8i pocty oproti varianté potravinaisky CO2. Nejvyssi rozdily v poctech byly zaznamenany
u vzorku 7, kdy byly pocty pfi zplisobu pfipravy fediciho média formou potravinarsky CO2
témet az 0 fad vysSi nez U varianty vyvafeni. Ze vSech vzorkd, u kterych byly pozorovany
n¢jaké statisticky vyznamné rozdily, nejvice vycnival vzorek 1, u kterého byly statisticky
vyznamné rozdily mezi v§emi tiemi zpusoby ptipravy fedici fady. Pro lepsi grafické zndzornéni

jsou vysledky uvedeny v Grafu 1.

Graf 1: Pocty laktobacili v probiotickych doplncich stravy (VZ = vzorek 1-10)
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U bifidobakterii nebyly zaznamendny statisticky vyznamné rozdily pfi stanoveni
u vzorka 5, 7 a 8. U vzorku 3 byly statisticky vyznamné vyssi poCty U varianty vyvareni oproti
varianté s pouzitim ¢istého CO2. U vzorku 9 bylo zjisténo, Ze statisticky vyznamné nizsi pocty
se nachazely u varianty vyvareni oproti ostatnim variantam. Ze vSech vzorki, u kterych byly
pozorovany néjaké statisticky vyznamné rozdily, nejvice vycnival vzorek 6, u kterého byly
statisticky vyznamné rozdily mezi v§emi tfemi zpiisoby pfipravy fedici fady. Pro lepsi grafické

znazornéni jsou vysledky uvedeny v Grafu 2.

Graf 2: Pocty bifidobakterii v probiotickych doplncich stravy (VZ = vzorek 1-10)
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Pfi porovnani primérnych pocti nebyly jak u laktobacilii, tak u bifidobakterii
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily. Nejvys$si prumérné pocty laktobacili byly

cvwvr

U varianty vyvafeni, anaopak nejniz§i primérné pocty byly U varianty Ccisty COs.

[RA4

5.3 Vzorky stolice

Pomoci kultiva¢nich metod byly stanoveny laktobacily, bifidobakterie a celkové pocty
anaerobnich a fakultativné¢ anaerobnich bakterii (CPM) ve vzorcich stolice dospélych
dobrovolnikii. Stejné jako v ptipadé stanoveni mikroorganismti v probiotickych doplncich
stravy bylo fedici médium pfipraveno 3 riznymi zpusoby. Jednalo se o varianty vyvafeni,
probublany COz s potravinatskou kvalitou a ¢isty CO2. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Pocty bakterii ((log KTJ/g = SD) stanovené ve vzorcich stolice

Cislo | Skupina Pocet bakterii (log KTJ/g + SD)
vzorku | bakterii Vyvareni Potravinarsky CO2 Cisty CO2

Lbc 7,00 £ 0,13~ 7,34 +0,17~ 7,17 +0,36”

1 Bif 9,37 + 0,044 9.41 + 0,09” 9,57 +0,11A
CPM 10,05 + 0,074 10,21 + 0,194 9,91 + 0,194

Lbc 434 + 0,027 438 + 0,008 4,43 +0,01°

2 Bif 9,16 + 0,074 9,26 + 0,04~ 9,29 + 0,03~
CPM | 10,36+ 0,078 10,27 £ 0,018 10,43 £ 0,017

Lbc 7,73 + 0,008 7,54 + 0,04 7,59 + 0,00”

3 Bif 9,05 + 0,017 9,11 £ 0,02 9,10 + 0,06"
CPM 10,48 + 0,024 10,55+ 0,018 10,52 + 0,02°8

Lbc 4,06 £0,02° 4214+ 0,038 4,13 +0,087B

4 Bif 10,11 + 0,047 10,08 + 0,024 10,09 + 0,024
CPM 10,50 + 0,06" 10,58 + 0,0148 10,66 + 0,058

Lbc 7,75 + 0,027 7,74 + 0,007 7,75 + 0,004

5 Bif 9,24 + 0,017 9,18 £ 0,03 9,19 + 0,05”
CPM 10,30 + 0,05” 10,28 + 0,014 10,34 + 0,074

Lbc 5,90 + 0,024 6,00 + 0,00” 5,84 + 0,177

6 Bif 9,24 + 0,077 9,03 + 0,038 9,15 + 0,08"8
CPM 10,14 + 0,078 10,29 + 0,014 10,28 + 0,00”

Lbc 7,31 + 0,074 7,21 + 0,037 7,33 + 0,06"

7 Bif 8,81 +0,10° 8,90 + 0,017 8,86 + 0,017

CPM 10,41 + 0,128 9,41+0,134 9,19 + 0,00~

Lbc 5,31 £0,32A 5,55+0,13 5,29 +0,33A

8 Bif 8,91 + 0,024 8,97 +0,08" 9,02 + 0,017

CPM 9,19 + 0,64" 9,24 +0,12° 9,79 + 0,014

Lbc 4,64 + 0,06" 4,50 + 0,137 423 +0,038

9 Bif 9,57 +0,05” 9,51 +0,00” 9,57 + 0,127

CPM 9,94 + 0,124 9,82 +0,20" 9,70 + 0,07A

Lbc 4,64 + 0,06" 4,50 + 0,137 423 +0,038

10 Bif 9,95+ 0,017 9,76 + 0,24 10,10 + 0,017
CPM 10,30 + 0,037 10,34 + 0,037 10,46 + 0,038

Lbc 5,87 + 1,46" 5,90 + 1,46" 5,80 + 1,53

Praimér| Bif 8,49 + 2,85 8,47 +2,83A 8,54 + 2,86

CPM 9,24 + 3,094 9,18 +3,08” 9,21 + 3,09”

Lbc — laktobacily; Bif — bifidobakterie; CPM — celkové poéty mikroorganismi; B¢ — hodnoty
Vv fadcich s rozdilnymi hornimi indexy se statisticky vyznamné 1i8i na hladiné vyznamnosti

a = 0,05
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U vzorkdt stolice 1, 5, 6, 7, 8 nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily pfi stanoveni
laktobacill pfi riznych zplsobech piipravy fedici fady. Statisticky vyznamné vyssi pocty byly
u vzorka 3, 9 a 10 u varianty vyvateni oproti varianté Cisty CO2. Naopak statisticky vyznamné
nizsi pocty byly u vzorku 4 u varianty vyvaieni oproti varianté potravinaisky CO>. Stejné jako
u laktobacilti stanovenych u probiotickych doplnka stravy, tak izde byl nalezen vzorek,
u kterého byly statisticky vyznamné rozdily mezi vSemi tfemi zpiisoby ptipravy fedici fady.
Jednalo se o vzorek 2. Pro lepsi grafické znazornéni jsou vysledky uvedeny v Grafu 3.

Graf 3: Pocty laktobacili ve vzorcich stolice (VZ = vzorek 1-10)
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U bifidobakterii, které byly stanoveny ve vzorcich pii rtiznych zplsobech piipravy
fedici fady, byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily pouze u vzorku 6, kde byl zjistén
statisticky vyznamné niz$i pocet bifidobakterii u varianty potravinafsky CO2 oproti varianté
vyvareni. Pro lepsi grafické znazornéni jsou vysledky uvedeny v Grafu 4.

Graf 4: Pocty bifidobakterii ve vzorcich stolice (VZ = vzorek 1-10)
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Nejvice statisticky vyznamnych rozdila ve vzorcich bylo zjisténo pii stanoveni CPM pfi
riznych zpisobech piipravy fedici fady. Jednalo se 0 vzorky 2, 3, 4, 6, 7 a 10. U vzorku 2 byl
statisticky vyznamné vysSi pocet CPM U varianty potravinarsky CO2 oproti varianté vyvareni.
Statisticky vyznamné niz8$i poCty byly uvzorku 4 uvarianty vyvafeni oproti varianté
potravinatsky COz. Nejvyssi rozdily v poctech byly zaznamenany U vzorku 7, kdy byly pocty
pfi zpisobu pfipravy fediciho média formou vyvafeni az ofad vys$§i nez u varianty
potravinarsky CO2. Pfi stanoveni CPM pfi riznych zpisobech pfipravy fedici fady nebyl
nalezen zadny vzorek, U kterého by byl statisticky vyznamny rozdil mezi v§emi variantami. Pro
lepsi grafické znazornéni jsou vysledky uvedeny v Grafu 5.

Graf 5: Celkové pocty mikroorganismii ve vzorcich stolice (VZ = vzorek 1-10)
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Pfi porovnani primérnych pocti nebyly u laktobacili, bifidobakterii ani CPM
zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily. Nejvyssi primérné pocty laktobacilt byly
U bifidobakterii byly zaznamendny nejvyssi priimérné pocty U varianty Cisty CO2 a nejnizsi

praimérné pocty byly U varianty potravinaisky CO.. CPM mély nejvyssi prumérné pocty

vwr
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6 Diskuze

Probiotika jsou zivé nepatogenni mikroorganismy, které se konzumuji za ucelem zlepseni
sttevni mikrobidlni rovnovahy (Hill et al. 2014). Jsou soucasti fermentovanych potravin,
doplnkt stravy nebo jsou to samostatna 1éCiva. Probiotické vyrobky casto obsahuji kvasinky,
bifidobakterie, laktobacily adalsi bakterie mlécného kvaseni, VvV mensi mife I dalsi
mikroorganismy (Binda et al. 2020). Tradi¢ni probiotika maji spiSe obecné nespecifické ucinky,
jako je schopnost zlepSeni/udrZeni spravné rovnovahy stievni mikrobioty, schopnost inhibovat
rozvoj stfevnich patogennich bakterii, modifikovat funkce imunitniho systému a dalsi
(Hill et al. 2014). Tradi¢n¢ pouzivana probiotika Casto nejsou typickou soucasti traviciho
traktu a nejsou schopna travici trakt trvale kolonizovat. Pfi¢inou mize byt to, Ze piirozena
mikrobiota nedovoli, aby se V travicim traktu usidlily, nebo kultivaci Vv laboratofi ztrati
schopnost trvalého osidleni traviciho traktu. Mikroorganismy, které byly izolovany z traviciho
traktu a svym pusobenim specificky ovliviiuji konkrétni patologicky jev nebo fyziologicky
stav, jsou nazyvany probiotika nové generace (Plaza-Diaz et al. 2019).

Probiotické mikroorganismy musi byt zivé a svou zZivotaschopnost by si mély zachovavat
I pfi pruchodu travicim traktem (Hill et al. 2014). Pozitivni vliv na hostitele v§ak mohou mit
inezivé  formy, které jsou pak nazyvany postbiotika nebo  parabiotika
(Cuevas- Gonzalez et al. 2020). Aby probiotika, ktera jsou pouZzivana v potravinai'stvi nebo
pii vyrobé probiotickych doplitkl stravy, mohla byt podavana Ziva a v dostate¢ném mnozstvi,
musi byt odolna proti piisobeni zaludec¢nich §tav a musi byt schopna rist a mnozit se
Vv anaerobnich podminkach. VSechny tyto podminky ovliviiuje i slozeni probiotickych potravin
nebo probiotickych dopliiki stravy aV neposledni fadé¢ i jejich samotna vyroba. Kli¢ovym
faktorem pro vyrobu probiotickych doplnku stravy je zajisténi Zivotaschopnosti v dostate¢ném
mnozstvi az do konce doby trvanlivosti (Fenster et al. 2019). Aby bylo zajisténo, Ze deklarovana
davka bude dodrZzena az do data expirace aaby se kompenzovaly mozné ztraty béhem
skladovani a manipulace, je do vyrobniho procesu bézné zaclenéno vys§i mnoZstvi
mikroorganismu (Sreeja & Prajapati 2013). | pfes tuto skute¢nost velmi Casto probiotické
dopliiky stravy nesplituji deklarované mnozstvi mikroorganismd, ato ani na zacatku doby
minimalni trvanlivosti (Marinova et al. 2019).

Cast této diplomové prace je zaméfena na ovéfeni deklarovaného poétu mikroorganismi
Vv probiotickych dopliicich stravy, kdy byl potvrzen fakt, Ze tyto dopliikky stravy nesplituji
deklarované mnozstvi mikroorganismii pied koncem doby minimdlni trvanlivosti. Bylo
zjiSté€no, Ze nékteré probiotické dopliiky stravy nespliuji deklarované mnoZzstvi ani na zacatku
doby minimalni trvanlivosti. Bylo testovano 10 vzorkd probiotickych dopliki stravy,
kdy polovina vzork v dobé méfeni byla pied koncem doby minimalni trvanlivosti a druha
polovina byla zcela nove€ zakoupena. Testované vyrobky zahrnovaly prevazné kombinaci druhii
laktobacilii a bifidobakterii. Ze vzorkd, které se blizily k datu expirace, nespliiovalo

deklarované mnozstvi 100 %. U vzorkl, které byly zcela nové zakoupeny, nespliiovalo
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deklarované mnozstvi pouze 5 %. Z celkového hlediska nevyhovélo 60 % vzorkl. Pocty
bakterii nejCastéji pocty klesaly az 0 2 tady.

Meéieni bylo provedeno ve tfech sériich a drobné rozdily se pohybuji vV ramci bézného
rozpéti chyb pfi kultivacnim stanoveni. Jak jiz bylo uvedeno, vyrobci tradi¢nich probiotik
nejsou ¢asto schopni dodrzet deklarované mnozstvi probiotickych mikroorganisma (Marinova
et al. 2019). Vzhledem k tomuto zjisténi se objevuje otazka, zda pii zavadéni pramyslové
vyroby probiotik nové generace budou vyrobci schopni zajistit deklarované pocty bakterii.
Zabezpecit spravné podminky kultivace a skladovani je totiz u probiotik nové generace
vzhledem K nachylnosti na kyslik jest¢ mnohem tézsi. Pokud by probiotika nové generace
vyrobce zaregistroval jako 1é¢iva, musela by spliiovat odlisné legislativni podminky, konkrétné
Zakon 0 lécivech €. 378/2007 Sb., nez béZzné probiotické dopliky stravy, které jsou definovany
Zakonem 0 potravinach ¢. 110/1997 Sb. a upraveny Vyhléaskou ¢. 58/2018 Sb.

K podobnym vysledkiim, jaké jsou prezentovany v této praci, dospéli i autofi mnoha jinych
studii. Napiiklad Marinova a kol. (2019) zkoumali probiotické dopliky stravy s obsahem
laktobacill na bulharském trhu. Bylo zjisténo, ze obsah zivych bakterii v Zadném ze 16 vzorki
plné neodpovidal mnoZstvi uvedenému na etiketé. Zivotaschopné bakterie nebyly detekovany
v 11,53 % testovanych vzorkt a 7,69 % obsahovalo pouze minimalni mnozstvi (102 KTJ/g).
Dalsi studie zkoumala probiotické dopliiky stravy na italském a evropském trhu opét z hlediska
mnozstvi zivotaschopnych bunék. VSechny oznafené druhy v deklarovaném mnoZstvi
obsahovalo 14 z 24 produktt. Nevyhovélo 10 z 24 vzorki a u ¢tyfech z nich dokonce nebyla
nalezena zadna Zivotaschopna kolonie (Toscano et al. 2013).

Jak zduraznuje Hill a kol. (Hill et al. 2016), na spravné probiotické nomenklatuie zalezi,
proto se itato prace veénovala spravnosti deklarovaného nazvu probiotickych druhi na
probiotickych doplicich stravy. Spravnost vSech deklarovanych druhti splnil pouze 1 z 10
vzorkd. Konkrétn¢ se jedna o vzorek ¢. 10. U vSech ostatnich vzorkd byl nazev Spatné
deklarovan minimalné u dvou druhd.

Kromé Spatné deklarovaného nazvu probiotickych bakterii na probiotickych doplicich
stravy, se i ve védeckych databazich bohuzel stale vyskytuji ptiklady nepfesné nomenklatury
nebo neuplného taxonomického popisu probiotickych kment (Hill et al. 2016). Tuto skute¢nost
potvrzuje ic¢lanek od Han akol. (2015). Zde jsou mikroorganismy oznaceny jako
,,Lactobacillus subtilis* a ,,Streptococcus faecium®. ,,Streptococcus faecium* je nomenklatura,
ktera je stara jiz desitky let. Pravdépodobné se jedna spiSe o druh Enterococcus faecium.
Neexistuje zadny mikroorganismus Snazvem Lactobacillus subtilis. Autofi ¢lanku
pravdépodobné pouzivaji tento nazev omylem jako nespravné oznaceni pro Bacillus subtilis
(Hill et al. 2016).

Hlavni Cast prace je zamétena na vliv postupu piipravy fedicich médii na stanovené pocty
laktobacilt, bifidobakterii a celkového poctu anaerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii
ve vzorcich probiotickych dopliiki stravy a stolice dospélych dobrovolnikd. Byly ptipraveny 3

varianty fedicich fad: vyvareni, potravinaisky CO2 a ¢isty COz. Piedpokladalo se, ze postup
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ptipravy fedictho média nebude mit témét zaddny vliv na laktobacily, protoze se jedna
0 fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni mikroorganismy a jejich citlivost ke kysliku neni
velka (Mayo et al. 2010). Naopak u bifidobakterii se o¢ekaval alespon urcity vliv, nebot’ jsou
to striktn€ anaerobni mikroorganismy (Biavati & Mattarelli 2015). Vysledky neposkytly zadné
presvédcivé dikazy 0 tom, ze by jakakoliv z variant méla vyraznéjsi vliv na stanovené pocty
laktobacili nebo bifidobakterii jak U probiotickych doplnki stravy, tak uvzorkl stolice.
U doplikt stravy byly v priméru stanoveny nejvyssi pocty laktobacilli U varianty vyvafeni.
Vysledky se ale od ostatnich pocti statisticky vyznamné neliSily. U bifidobakterii byly
byly u varianty ¢isty COz2, jako tomu bylo u laktobacili. Vysledky opét neukazaly statisticky
vyznamné rozdily. U laktobacild je tento vysledek viceméné pochopitelny, nebot’ laktobacily
nejsou striktné anaerobni (Mayo et al. 2010). Nelze tudiz o¢ekavat, Ze ptiprava fedici fady bude
mit na jejich rast vyznamny vliv. U bifidobakterii, které byly stanoveny v probiotickych
doplicich stravy, 1ze dosazené vysledky vysvétlit tim, ze U probiotickych vyrobki se selektuji
kmeny, které jsou vice odolné viaci kysliku (Kullisaar et al. 2002). Kyslik je jeden

vvvvvv

bifidobakterii paradoxné stanoveny U varianty cisty CO2. D& se ocekavat, Ze U kment,
které jsou V travicim traktu, bude citlivost ke kysliku vétsi. Bifidobakterie, které byly
stanoveny ve vzorcich stolice, tuto teorii potvrdily. V porovnani s bifidobakteriemi
z probiotickych doplikid stravy byly opravdu stanoveny nejvyssi pocty, ale ne statisticky
vyznamné, pravé U varianty Cisty CO2. Na druhou stranu, u celkovych poétti mikroorganismi
stanovenych ve vzorcich stolice, U kterych se opét pfedpoklada, Ze budou vici kysliku méné
rezistentni, byly nejvyssi poCty naopak u varianty vyvafeni. Vysledky vSak ani u CPM nebyly
statisticky prukazné. Vysledky z celkového hlediska ukéazaly, ze zptisob ptipravy fedicich médii
nema vliv na stanovené poCty bakterii ani v probiotickych dopliicich stravy ani ve vzorcich
stolice. Tudiz byla tato hypotéza zamitnuta.

Mikroorganismy, jez obyvaji lidské stfevo, se vyznacuji pfevazn€ anaerobnimi ¢i
mikroaerofilnimi vlastnostmi, coZ znamend, Ze vyZaduji prostfedi S miniméalnim nebo zadnym
obsahem kysliku (Talwalkar & Kailasapathy 2004). Mezi tyto mikroorganismy patii mimo jiné
I bifidobakterie. Kyslik ma na buiky téchto mikroorganismt devastujici vliv jinak ozna¢ovany
jako "kyslikova toxicita" (Talwalkar & Kailasapathy 2004). Aby nedoslo k bunétné smrti,
disponuji nékteré z téchto mikroorganismia enzymy jako jsou NADH oxidaza a NADH
peroxidaza, které vychytavaji kyslik z prostiedi (Condon 1987). Aktivita NADH oxidaz vede
ke vzniku peroxidu vodiku, coz podnécuje NADH peroxidazy k vychytani H20 a zabranéni jiz
zminéné bunééné smrti (Shimamura et al. 1992). | kdyz jsou bifidobakterie obecné popisovany
jako striktni anaeroby, n¢které z nich mohou tolerovat urcité mnozstvi kysliku a jejich citlivost
vuci kysliku se méni v zavislosti na druhu ¢i kmeni (Kawasaki et al. 2006; Biavati & Mattarelli
2015). Mezi bifidobakterie, které omezené rostou V piitomnosti kysliku, za pfedpokladu,
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ze atmosféra obsahuje zvySené mnozstvi CO2, patii Bifidobacterium pseudolongum subsp.
globosum, Bifidobacterium thermophilum a Bifidobacterium longum subsp. suis,
Bifidobacterium asteroides, Bifidobacterium indicum, Bifidobacterium mongoliense,
Bifidobacterium psychraerophilum a Bifidobacterium tsurumiense. Na rozdilnou citlivost
kment bifidobakterii poukazuje istudie od Bulduc akol. (2006). Byly vybrany kmeny
bifidobakterii (B. bifidum KYO, B. bifidum ATCC 29521, B. longum ssp. longum Rosell-R023,
B. longum ssp. longum 411 BBL, B. longum ssp. longum ATCC 15708, B. breve ATCC 15700,
B. longum ssp. infantis ATCC 15697 aB. animalis subsp. lactis DSM 10140), které byly
naockovany do klasického mléka (aerobni prostiedi) a do mléka zbaveného kysliku (anaerobni
prostiedi). Bylo zjisténo, ze stanovené pocty kmene B. longum ssp. longum ATCC 15708 se ve
variantach aerobni a anaerobni prostiedi statisticky vyznamné lisily, na rozdil od kment B.
longum ssp. longum Rosell-R023, B. longum ssp. longum 411 BBL, kde zadny statisticky
vyznamny rozdil ve stanovenych poctech nebyl zaznamenan. Po¢ty u kmene B. longum ssp.
longum ATCC 15708 byly statisticky vyznamné vys$i U anaerobniho prostiedi. Statisticky
vyznamné rozdily mezi aerobnim a anaerobnim prostiedim byly stanoveny iU kment B.
longum ssp. infantis ATCC 15697, B. breve ATCC 15700, kde byly opét statisticky vyznamné
vySsSi poCty U anaerobniho prostiedi. U zbylych kmentl nebyly prokézany statisticky vyznamné
rozdily mezi aerobnim a anaerobnim prostiedim.

Mnoho dalSich studii, které se zabyvaly vlivem fediciho média na Zivotaschopnost
probiotickych bakterii, dospélo k podobnym zavérim jako tato diplomova prace. Ve studii
provedené¢ Champagne akol. (2010) byly bunky Lactobacillus rhamnosus R0011
a Bifidobacterium longum ssp. longum ATCC 15708 po vytvofeni fedici fady ponechany 30
minut v fedicim médiu a az po této dobé byly nanaseny na misky a ptelévany kultivaénim
médiem. V fedicim médiu nebyly nijak zajistény anaerobni podminky. Redici médium bylo
pouze sterilizovano pii 121 °C po dobu 10 minut. Bylo zjisténo, Zze ponechani L. rhamnosus
R0011 a B. longum ssp. longum ATCC 15708 0 30 minut déle v fedicim médiu nema vliv na
stanovené pocCty. V jiné studii byl zjiStovan vliv kysliku 0 rizné koncentraci na rist kment B.
bifidum JCM1255, B. breve JCM1192, B. longum ssp. infantis JCM1222 a B. longum ssp.
longum JCM1217. Tyto kmeny se Casto pouzivaji v mlécnych vyrobcich a probiotickych
doplicich stravy. Byla pfipravena média, ktera byla probublana cCistym N, hermeticky
uzaviena a umisténa do autoklavu. Poté byl do médii pfidan sterilni Oz 0 koncentracich 0 %, 5
%, 10 %, 20 % a vySe zminéné bakterialni kmeny. Bylo zjisténo, Ze kmeny B. longum ssp.
infantis JCM1222 a B. longum ssp. longum JCM1217 v médiich s pfitomnosti kysliku nerostly.
Naopak kmeny B. bifidum JCM1255 aB. longum ssp. longum JCM1217 piestaly rast pii
koncentraci kysliku 10 %, ale je zajimavé, Ze nejvice rostly pii koncentraci kysliku 5 %, pfitom
nejvetsi rast byl ocekavan v médiich bez kysliku (Kawasaki et al. 2006).

Bakterie kmend Firmicutes a Bacteroides jsou nejvice zastoupené mikroorganismy
v lidské stfevni mikrobioté. Dulezitou soucasti je | kmen Actinobacterie, ktery zahrnuje rod
Bifidobacterium (Collado et al., 2012; Breban, 2016). Kmen Firmicutes zahrnuje naptiklad
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Celed” Lactobacillaceae, rod Ruminococcus, Clostridium, Eubacteria a kmen Bacteroides
zahrnuje mimo jiné rod Porphyromonas a Prevotella. Nékteré druhy a kmeny téchto bakterii
jsou fakultativné anaerobni. Tento fakt by také mohl vysvétlit, pro¢ nejvyssi, ale ne statisticky
vyznamné nejvyssi, praimérné pocty CPM byly U varianty vyvareni. Na odolnost klostridit,
které spadaji do fadu Firmicutes, vici kysliku se zaméfila i nedavna studie od Boekhoud a kol.
(2020). Vzhledem Kk jejich striktné anaerobnimu Zivotnimu stylu je pro klostridie pfitomnost
kysliku znaénym stresem (Paredes et al. 2005). Nicméné studie od Boekhoud a kol. (2020)
naznacuje, ze tyto bakterie maji vysSi schopnost adaptace na kyslik, nez se pivodné
predpokladalo u bakterii vyzadujicich uplny nedostatek kysliku pro zivot. Tato adaptace je
zpisobena jejich schopnosti zachytavat, detoxikovat a zuZzitkovavat kyslik. Po vystaveni
kysliku méni klostridie sviij hlavni metabolicky proces na proces vedlejsi, ktery je méné citlivy
ke kysliku, aaktivuji geny kodujici enzymy podilejici se na redukci kysliku a opravé
oxidovanych poskozenych molekul.

Pouziti probiotik je pfirozeny zpisob, jak obnovit zdravou stfevni rovnovahu
(Langella et al. 2019). Probiotika se uZivaji bud’ preventivné, anebo za ucelem zlepSeni stievni
rovnovahy po jejim naruseni, které nastava nejcastéji po antibiotické 1€¢bé, pii prijmu nebo
zacpé (Sanders et al., 2018). Probiotické dopliiky stravy velmi Casto obsahuji vysoké pocty
laktobacili, je to také ztoho divodu, Ze se snimi relativn¢ jednoduse pracuje
(Fenster et al. 2019). Zjisténé pocty laktobacilti stanovenych ve vzorcich stolice nejsou nijak
zasadné vysoké, coZ je bézné. Laktobacily se ve stolici dospélych lidi obvykle pohybuji
vrozmezi 1-2 % zcelkového mnozstvi stievni mikrobioty (Heilig et al. 2002;
Riaz Rajoka et al. 2017). Pokud je tedy doporucovano suplementovat ty mikroorganismy,
které jsou pfirozenou soucasti stfevni mikrobioty (Langella et al. 2019), tak soucasné
probiotické dopliiky stravy tuto skutecnost ¢asto nereflektuji. V travicim traktu se nejcastéji
vyskytuji rody Bifidobacterium, Bacteroides, Eubacterium, Peptococcus, Fusobacterium,
Proteus, Clostridium (Plaza-Diaz et al., 2019) a v probiotickych dopliicich stravy se nejéastéji
vyskytuji kvasinky Saccharomyces boulardii, bakterie mlééného kvaSeni (bakterie Celedi
Lactobacillaceae, a rody Streptococcus, Lactococcus aj.) nebo bakterie rodu Bifidobacterium
(Binda et al. 2020). Vétsi pocty laktobacilii v probiotickych doplncich stravy rozhodné
nepiedstavuji Zadné riziko, avSak vyvstava otazka, zda je skutecné nutné dopliiovat probiotika
mikrobiotu prostfednictvim spravné zivotospravy. To znamena zaméfit se na dostatecny piijem
prebiotik. Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravy, kterd podporuji rlst prospésnych
mikroorganismu Vv lidské sttevni mikrobioté. Aby se nestravitelna slozka potravy mohla oznacit
jako prebiotikum, musi projit nezménéné horni Casti traviciho traktu az do stfev, kde ji vyuziji
mikroorganismy s prospé$nymi G¢inky na zdravi. Prebiotické latky jsou piedevsim obsazeny
Vv rostlinné stravé, ¢asto ve formé oligosacharidi. Oligosacharidy jsou chemické latky neboli
polymery, které¢ se skladaji z2 az 10 cukernych jednotek. Mezi nejznaméjsi a nejcastéji
vyuzivané patii fruktooligosacharidy (FOS), tvofené fruktozou, a galaktooligosacharidy
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(GOS), obsahujici galaktéozové jednotky. Dalsi oligosacharidy, které jsou povazovany za
prebiotika, jsou naptiklad rezistentni Skrob, xylooligosacharidy, arabinooligosacharidy,
ale i synteticky  vyrabéné laktuléza, polydextroza, izomaltooligosacharidy a dalsi
(Pandey et al. 2015). Dale je také dobré zaméfit se na pravidelny piijem kysanych mléénych
vyrobkl, které jsou mnohem mén¢ financné naro¢né nez probiotické dopliiky stravy, a zatradit
jakoukoli pravidelnou pohybovou aktivitu (Hasan & Yang 2019). Jak jiz bylo zminéno vyse,
probiotika je ale urcit¢ vhodné suplementovat naptiklad po antibiotické 1écbé. Tuto skute¢nost
potvrdila istudie od Madden akol. (2005). Tato pilotni dvojit¢ zaslepena, placebem
kontrolovana klinicka studie analyzovala chovani stfevni mikrobioty u 30 pacientt S infekei
Helicobacter pylori v reakci na probioticky doplnék obsahujici Lactobacillus acidophilus
a Bifidobacterium bifidum béhem sedmidenni antibiotické 1é¢by. Pacienti byli rozdéleni do tii
skupin: skupina I obdrzela placebo v obdobi od 1. do 15. dne, skupina II byla placebem 1é¢ena
od 1. do 7. dne a od 8. do 15. dne byla 1é¢ena probiotiky, zatimco skupiné III byla podavana
probiotika po celou dobu studie (od 1. do 15. dne). Vysledky ukazaly, Ze U pacienti ve
skupinach lall dochazelo mezi dny 1 a7 Kvyznamnému nartstu poctu fakultativnich
anaerobil. Ve skupiné | se tento narist udrzel az do dne 27, avSak ve skupiné II doSlo mezi dny
7 a 27 k vyraznému poklesu poctu fakultativnich anaerobti zpét na vychozi hodnotu. U pacientti
ve skuping III populace fakultativnich anaerobt ziistala stabilni po celou dobu studie. Celkovy
pocet anaerobu se ve skuping | vyznamné zvysil k 27. dni oproti vychozi hodnotg, ve skupiné
IT se nezménil a ve skuping III do§lo mezi dny 1 a 7 k vyznamnému poklesu, ktery se vSak do
27. dne vratil na vychozi hodnotu. Z téchto vysledkl Ize vidét, Ze probiotickd suplementace

pozitivné moduluje stfevni mikrobiotu po antibiotické 1é¢bé.
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7 Zavér

e Probiotické dopliiky stravy s blizicim se datem expirace nespliuji deklarované
pocty mikroorganismt. Naopak, téméf vSechny probiotické dopliky stravy,
které byly na zac¢atku doby trvanlivosti spliiuji deklarované po¢ty mikroorganismu.

e Spravnost deklarovanych nazvi mikroorganismii na obalech probiotickych
dopliikit stravy splnil jen jeden vyrobce.

e Je nezbytné zajistit ptisnéjsi kontroly probiotickych dopliki stravy dodavanych na
trh, aby nedochazelo ke klamani spotiebitele.

e Je zapotiebi hledat Gu¢inné metody umoznujici spolehlivou identifikaci a detekci
jednotlivych mikroorganismii pfitomnych v probiotickych dopliicich stravy.

e Postupy ptipravy fedicich médii testované v této praci nem¢ly vliv na stanovené
pocty anaerobnich mikroorganismii ve vzorcich probiotickych doplikil stravy
a stolice dospélych dobrovolnikd.

e Jako nejlepsi postup byl vyhodnocen postup technicky a ¢asoveé nejméné naro¢ny,
tedy odstranéni kysliku média vyvaienim.
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