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1 Uvop

Zakaz ploSné aplikace antibiotik ve vyzivé hospodarskych zvifat, nové poznatky zejména
z oblasti gastroenterologie a imunologie, a posléze také i vyrazny nardst zajmu populace o
spektrum nesourodych témat oznaCovanych jako zdravy Zivotni styl, oteviely Siroky prostor
pro vyzkum mikrobioty traviciho traktu a tzv. probiotik. Na restrikce, motivované nezbytnou
kontrolou vzniku rezistence bakterii vuci antibiotikim a logicky posun priorit moderni
spole¢nosti, pochopitelné reagovala také komeréni sféra a stale roste sortiment potravin a
potravnich doplikii, které obsahuji zivé probiotické kultury. Diky hlub§imu porozuméni
provazanych vztahii hostitelského organismu a jeho mikrobioty, jsou jako probiotika Vv
soucasnosti, spolu s tradi¢nimi bakteriemi mlééného kvaSeni, intenzivné vyuzivany bakterie,
které jsou ptirozenymi rezidenty traviciho traktu hostitele. Idealnimi mikroorganismy se

z takového pohledu zdaji byt bifidobakterie.

Byl proto zhodnocen sou¢asny stav a tendence zajmu o probiotika a moznosti jejich
selektivniho stanoveni v potravinach, potravnich dopliicich a gastrointestinalnim traktu
hostitele. Pozornost byla déale zaméfena na probiotické bakterialni kmeny rodu
Bifidobacterium a moznosti jejich selektivni detekce, zvlasté pak pro obtizné analyzy
gastrointestinalnich vzorkl. Byla testovana stavajici selektivni média vhodna ke stanoveni
bifidobakterii, a byly vyvinuty nové selektivni pudy: modifikovany Wilkins-Chalgren agar s
8-hydroxychinolinem,  k eliminovani  (klostridialnich)  kontaminaci pii  stanoveni
bifidobakterii; a selektivni médium tzv. mupirocin-mucin agar pro stanoveni humanniho
probiotického druhu B. bifidum v pfitomnosti dalsich probiotickych bifidobakterialnich druht,

aplikovanych v probiotickych potravindch a potravnich doplicich.



2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 Probiotika
2.1.1 Koncepce a funkcnost probiotik

Podle Organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi a Svétové zdravotnické organizace
(FAO/WHO, 2001) jsou probiotika zivé mikroorganismy, které pri poddvani v dostatecném
mnozstvi poskytuji zdravotni prinos pro hostitele. Upravena definice pracovni skupiny
odbornikii oznacuje jako probiotika Zivé mikroorganismy, jez jSOU-li pozivdany v Zivém stavu a
V dostatecném mnozstvi, vykazuji pozitivni vliv na zdravi, prekracujici bézny vyzivovy efekt
(Anadon at al., 2006). Jiz sama existence riznych definic a fakt, ze jsou takové nastroje
k dispozici, vypovida o0 ,,vaze“ probiotik. Oznacit jako zdravi prospésnou, otevienou skupinu
s nezfetelnymi hranicemi, a navic zZivych mikroorganismii, je nepochybné pohyb na tenkém
ledé. Opatrny postoj pochopitelné zaujima i Evropsky trad pro bezpecnost potravin (EFSA,
2004). Ruzni autofi pracuji také s vice ¢i méné odlisSnymi podobami oficialnéjSich verzi
definice: probiotika naptiklad pouze mohou mit zdravotni pfinos, jsou-li aplikovana
pravidelné (Chaucheyras-Durand a Durand, 2010). Piipadné se uplatiuje stale Zivy nazor, Ze
termin probiotika nemusi zahrnovat pouze zivé mikroorganismy, nebot’ pozitivni vliv na
zdravotni stav pfijemce vykazuji nejen builky neZivé, ale také i konkrétni ¢asti jejich
bun&énych struktur (Ouwehand at al., 2002). Cistou podobu varianty s takovymi kategoriemi
formuloval na pocatku sedmdesatych let minulého stoleti Sperti (1971) a probiotika popsal
jako organismy a substance, které prispivaji ke strevni mikrobidlni rovnovdze. V roce 1989
pak Fuller rozsah zazil a diraz kladl na aplikaci zivych bunék mikroorganismui. Podle jeho
definice jsou probiotika zivé mikrobidlni krmné a potravni doplnky, které priznivé ovliviuji
hostitele zlepsenim jeho strevni mikrobiocendzy (Fuller, 1989). Dnes jiz pul stoleti trvajici
diskuzi o hranicich obsahu pojmu dostala ovSsem probiotika do vinku vlastné jiz s rodnym
listem. Termin pouzili poprvé v roce 1965 Lilly a Stillwell, ov§em V jiném kontextu: oznacili
tak latku produkovanou jednim prvokem, ktera stimulovala rist prvoka jiného (Lilly a
Stillwell, 1965). Posléze termin oznacoval krmné a potravni dopliky pro vyzivu: tedy zivé
kultury, mikrobialni metabolity, enzymy, aminokyseliny apod., a definice by zahrnovala i

néktera antibiotika.



V soucasné dobé mohou byt probiotika vnimana také jako prostiedek pii profylaxi
infekénich onemocnéni. Melicheréikova (2015) je napi. stavi vedle antibiotik jako

samostatnou funk¢ni alternativu antiseptik (antivirotik a antiparazitik).

Mikroorganismy, oznaCované jako probiotické, tedy prospéSné pro zdravi hostitele,
museji spliiovat kritéria spojenda s jejich bezpecnostnimi, funkénimi a technologickymi
vlastnostmi. Mechanismus G¢inku probiotik je $iroky: jsou vyuzivany rizné mikroorganismy,
pfip. vruznych kombinacich, a jejich U¢inek je zéavisly na aktudlnim stavu piijemce.
Podstatné jsou vysledné vlastnosti probiotik vyjadfujici jejich efektivni u¢inky a pouZzitelnost

konkrétniho probiotického produktu.

Podle Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food FAO/WHO (2002) musi byt
pro potvrzeni zdravotnich ucinkli mikroorganismi vzdy vypracovana klinickd studie.
Nezbytnd je, v prvé tadé, identifikace potencidlniho probiotika na urovenn rodu, druhu a
kmene a jeho detailni fenotypova a genotypova charakterizace. Kmeny museji byt nasledné
uloZeny v mezinarodni sbirce mikroorganismi. Dale jsou testovany funkéni charakteristiky
pomoci in vitro testi (rezistence K nizkému pH a zluGovym solim), schopnost adherence na
sttevni bunky, ¢i produkce specifickych metabolitd. Zasadni je dale prokazat bezpe¢nost
kultury (in vitro testy a pokusy na zvifatech): museji byt vylou¢eny faktory patogenity (napf.
enteroinvazivita, produkce enterotoxintl), kmeny také nesmé&ji byt nositeli gend
zodpovédnych za ptenos antibiotické rezistence (Mathur a Singh, 2005), jakou je napf.
rezistence kodovana plasmidy (Saarela et al., 2000). Pro humanni vyuziti jsou nezbytné

randomizované, dvojité zaslepené, placebem kontrolované aplikace lidskym dobrovolnikim.

Dalsi soubor narokid zohlediuje puvod a funkéni vlastnosti  hodnocenych
mikroorganismi. Probiotika by se méla pfirozené vyskytovat v gastrointestinalnim traktu
(GIT) hostitele. Dodrzeni druhové specificity mize byt dulezité i s ohledem na hostitelsky
specifickou schopnost adheze mikroorganismu na stfevni sténu hostitelského GIT (Crociani et
al., 1995; Zarate et al., 2002; Saarela et al., 2000; Laparra et al., 2009), a kmeny by mély byt
schopny alesponn docasné kolonizovat GIT hostitele (zde k zamysleni, pozn. autora).
Probiotika by méla byt izolovana ze zdravych jedincl, ackoliv tento logicky zné&jici
pozadavek zlstava z diivodu nesnadné identifikace ptivodu nékterych mikroorganismd, napf.

tradi¢né pouzivanych kment tzv. bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK), k diskusi.



Dulezitym faktorem ovliviiujicim funkénost aplikovaného probiotika v GIT piijemce
(hostitele) je také jeho davka (Savard et al., 2011). Standardizovat jeji tiroven je vSak velmi
obtizné, a pfijatelnou tak zlstava formulace "adekvatni pocty". Ty se sice mohou u kazdého
probiotického bakterialniho kmene 1 jeho piijemce liSit (Verna a Lucak, 2010), pfesto se vSak

jako optimalni jevi u ¢lovéka denni piijem 10° probiotickych bakterii (Tannock, 2003).

Pokud jde o technologické vlastnosti, museji byt probiotické kmeny Zivotaschopnosné v
pribéhu procesu vyroby a stabilni v produktu béhem skladovani. Nemaji také nevhodné
ovliviiovat organoleptické a technologické vlastnosti produktu (Donkor et al., 2006).
Rozsahem kritérii hodnoceni probiotickych mikroorganismii a vymezenim hranic
minimalnich narokl na jejich vlastnosti se zabyvaji mnozi autofi (Havenaar a Spanhaak,
1994; Giraffa, 2002, Vankerckhoven et al., 2008). V Evropé¢ dosud zadné probiotikum nema
schvalené zdravotni tvrzeni, statut 1éciv nemaji probiotika ani v USA. Jejich vyroba se proto

fidi pfedpisy pro potraviny.

Probiotika jsou dnes obecné¢ vnimana jako prevence a prostredek k ,,udrzeni zdravi®.
Casto se aplikuji pf¥i nebo po antibiotické terapii, mohou modulovat skladbu stfevni
mikrobioty (pokles pH, produkce SCFA, zmény aktivity mikrobidlnich enzymi), vykazuji
prokazatelné imunostimula¢ni G¢inky a podileji se také na bariérovém efektu (produkce
antimikrobialnich substanci, redukce kolonizace patogennich bakterii). Pozitivni G¢inky
probiotik pii 1é¢bé konkrétnich onemocnéni jsou dolozené napt. jako podplrna terapie U
zanétlivych stfevnich onemocnéni: ulcerativni kolitidé, Crohnové chorobé (Derwa et al.,
2017; Holleran et al., 2017), prijmech (Canani et al., 2007; Hickson et al., 2007), zacpé
(Banaszkiewicz a Szajewska, 2005), jako prevence kolorektalniho karcinomu (Rafter et al.,
2007; Davis a Milner, 2009), ¢i pro tlumeni alergii: zménou mikrobialniho spektra (Lodinova-
Zadnikova et al., 2003; Kukkonen et al., 2008) a stimulaci imunitniho systému (Tubelius et
al., 2005; Kohout, 2010).

Setkame se ovSem 1 Se zpravami o negativnich ucincich probiotik. Nejcastéji jsou
zminovany fungémie (Bassetti et al., 1998; Cherifi et al., 2004; Munoz et al., 2005),
bakteriémie, pfip. sepse, ¢asto v souvislosti s Lbc. rhamnosus (De Groote et al., 2005; Land et
al., 2005; Vahabnezhad et al., 2013), vzacné i bifidobakteriemi, konkrétné B. breve (Ohishi et
al., 2010), endokarditida: laktobacily (Mackay et al., 1999; Presterl et al., 2001), ¢i absces



jater: opét laktobacily (Rautio et al., 1999). Probiotika mohou uskodit také pacienttim s akutni
pankreatitidou (Besselink et al., 2008), lidem se snizenou imunitou, mohou vyvolat
nadmérnou imunitni stimulaci u vnimavych jedincti, aplikace probiotik se nedoporucuje ani
pii akutni fazi IBD, a velka opatrnost je nutna pfi jejich aplikaci u nedonosenych déti (Boyle
et al., 2006). Komplikace muze vyvolat i podani laktobacild s vyraznou tvorbou levotocivé
(D-) kyseliny mlécné (Mack, 2004). Zda se také, Ze silné imunitni reakce (vnimané jako
pozitivni), cilené na antigeny infikujiciho mikroorganismu (MO), mohou téZ vyvolavat reakce
autoimunitni. Experimentalni modely ukazuji, Ze¢ intestindlni mikrobiota zde jisté hraje
podstatnou tlohu, a zda se, Ze bakterie, které mohou spustit chronicka zanétliva autoimunitni
onemocnéni centralniho nervového systému (CNS) patii praveé spis mezi pozitivni komensaly,

nez mezi MO patogenni (Berer et al., 2011; Berer a Krishnamoorthy, 2012).

2.1.2 Mikrobiota travici soustavy a jeji skladba

Pro konkrétni stanoveni probiotik i jejich vhodnou formu aplikace, je znalost skladby a
vztahll gastrointestinalni mikrobioty S prostfedim zasadni. Spolecenstva MO v GIT odrazeji
dlouhodobé vztahy hostitele a okolniho prostiedi (Schell et al., 2002). V zasadé¢ se nejednd o
rychle se ménici vzorce a sloZzeni mikrobioty (diky velké diverzité a funkéni flexibilité) tak
ma na hostitelsky organismus podstatné stabiliza¢ni vliv. V GIT bakterie na jedné strané
ochranuji hostitelsky organismus ptfed patogeny napf. formou tzv. koloniza¢ni rezistence,
produkuji n¢které vitaminy (B a K) a jiné latky dulezité pro hostitelsky organismus (mastné
kyseliny s kratkym fetézcem apod.). U piezvykavet se podileji i na samotném traveni
potravy, podstatné jsou také jejich imunostimulac¢ni funkce. Na druhé strané ovSem indigenni
mikrobiota dokaze pusobit i negativné: napf. produkci toxickych latek (amoniak, indoly,
thioly aj.), zpétnym uvoliovanim jedt detoxikovanych jatry a vyloucenych zluci, produkci
télesnych pachi, ¢i prostou kompetici o ziviny (Rada a Marounek, 2005). Dlouho se také
nezdalo pravdépodobné, ze by mikrobiota GIT mohla byt odpovédna i za procesy mimo
travici ustroji: stale vSak roste mnozstvi praci, které podporuji koncept ,,0sa stfevo - mozek*
(Gut-Brain Axis, GBA). CNS a GIT spolu nepochybn¢ vzajemné intenzivné komunikuji také
prostfednictvim mikrobialnich metabolickych procest (Cryan a Dinan, 2012; Holzer a Farzi,
2014; Mittal et al., 2017; Torres-Fuentes et. al., 2017). Nove se objevuje i propojeni obratné

analogicky oznacené jako Gut-Muscle Axis (Ticinesi et al., 2017).
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Z prostfedi lidského gastrointestinalniho traktu bylo izolovano pfiblizné¢ 500
bakteridlnich druhdi, molekularné-genetickymi metodami nezavislymi na kultivacnim
stanoveni jich byl identifikovan jiz asi dvojnasobek. Rajili¢-Stojanovi¢ a de Vos (2014)
v piipadé lidského intestinalniho mikrobiomu shrnuji vysledky publikované za poslednich
150 let a dospivaji k 1057 druhiim mikroorganismi. Konkrétné dosud vime o 957 riznych
druzich bakterii, 8 druzich domény Archaea a o 92 eukaryotnich organismech, jez osidluji nas
GIT. Dominantnimi bakterialnimi rody jsou zde Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,
Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus a Ruminococcus, ¢asté jsou také rody
Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus a Proteus (Simon a
Gorbach, 1984; Salminen et al., 1998; Vaughan et al., 2000). Kazdy hostitelsky organismus je
osidlen urcitou kombinaci bakteridlnich druhli s majoritnim podilem zastupcii zminénych
rod. Byly definovany tfi odlisné humdnni typy, takzvané enterotypy: kazdy enterotyp
charakterizuje relativné vysokda troven zastoupeni bakterii jediného rodu, konkrétné
Bacteroides, Prevotella ¢i Ruminococcus (Arumugam et al., 2011). Druhové slozeni celého
bakterialniho spektra je vSak vyrazné individualni (Moore a Moore, 1995). Skladbé
mikrobioty GIT dospélych lidi se vé€novalo vice autorti (Bartosch et al., 2004; Mariat et al.,
2009; Rajilic-Stojanovic et al., 2009). Schnorr et al. (2014) a Turroni et al. (2016) napf.
zaznamenali u tanzanskych lovcl - sbérac¢i kmene Hadza vyrazné S$iroké spektrum
bakterialniho osidleni GIT v porovnani s evropskou populaci (Italy). Autofti referuji o vyrazné
dominanci Firmicutes, absenci bifidobakterii (Actinobacteria) a také o0 odlisné kompozici
mikrobioty muzt a zen u etnika Hadza. Bhute et al. (2016) se zabyvali skladbou mikrobioty
GIT Indd, a porovnavali ji s mikrobiotou obyvatel Bangladése, Koreje, Spanélska a USA, a
také s nehuméannimi primaty - dale jest¢ rozliSenymi na druhy masoZzravé, vSeZravé a
bylozravé. Mikrobiom GIT Indu sdilel vysokou podobnost s mikrobidlnim osidlenim obyvatel
blizkého BangladéSe, vyrazné se vSak li§il od mikrobiomu Ameri¢ani (Lin et al., 2013),
Spanéla (Peris-Bondia et al., 2011), ale i Korejcd (Nam et al., 2011). Zajimava byla
podobnost skladby mikrobioty GIT Inda s jinymi, nehumannimi primaty, vyrazna zvlasté u
bylozravych druhti (Ley et al., 2008; Muegge et al., 2011).
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2.1.3 Osidleni GIT mikrobiotou a vyvoj jejiho bakterialniho sloZeni

Donedavna byl obecné pfijiman ptedpoklad, Zze travici ustroji zdravého plodu je pred
porodem prakticky sterilni. V nedavné dob¢ pak byly publikovany informace o mikrobiomu
osidlujicim lidskou placentu, obecnou platnost zjisténi je vSak potfeba potvrdit. Mikrobiom
této niky podle autorti vykazuje vyraznou podobnost s mikrobiomem lidskych ust (Aagaard et
al., 2014). Zda se, ze mikrobiom plodu se podoba pravé mikrobiomu ust (Wang et al., 2013)
a placenty, ne mikrobiomu vaginalnimu (Prince et al., 2014). Pfesto zlstava nesporné, ze pfi
samotném porodu dochazi ordln¢ k masivnimu osidlovani GIT novorozence druhové
specifickou mikrobiotou matky. Pro vaginalni mikrobiotu jsou typické bakterie rodu
Lactobacillus (Redondo-Lopez et al., 1990), jejichz dominantni postaveni zde v prub&hu
téhotenstvi jesté posiluje (Romero et al., 2014). Je zajimavé, ze pravé laktobacily vyrazné
nekolonizuji GIT novorozence, na rozdil od stfevnich bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae a
rodu Bifidobacterium (Tannock et al., 1990; Freitas a Hill, 2018). Travici trakt novorozence je
vSak potencionalné infikovan nejen pfirozenou mikrobiotou vaginy, ale také bakteriemi
z dalsich nik matky, jako jsou klze, Usta, nos, kaudalni ¢asti GIT (Sonnenborn et al., 1990)
apod., ¢i mikroorganismy z okolniho prostiedi. Podstatnou ulohu zde proto hraje i zpisob
porodu (vaginalni porod ¢i cisaisky fez) a dalsSi faktory. Napfiklad i travici trakt vaginalné
porozenych déti v prostfedi tzv. velkych méstskych porodnic s vysokou trovni hygieny je
prokazatelné vyznamn¢ osidlovan bakteriemi z tohoto prostiedi (Guarner a Malagelada, 2003;
Wassenaar a Panigrahi, 2014). Po dvou dnech od narozeni obsahuje tlusté stfevo kojenci jiz
ptiblizng 10'° bakterialnich bunék v 1 gramu traveniny a do péti dnii se koncentrace bakterii
jesté o fad zvysi. Dominantnimi kolonizatory GIT kojencii se v obdobi mlécné vyzivy stavaji
bifidobakterie a to nejen u déti, ale 1 u dalSich savcl (Vlkova et al., 2006), a je prokazano, ze
kmeny nalezené u ditéte jsou vertikalné ziskané od matky (Mikami et al., 2012). Pivodnim
zdrojem téchto komensélnich bakterii je tedy pravdépodobné stfevni mikrobiota matky.
Mlécna Zlaza sice miize obsahovat bakterie i v obdobi mimo laktaci (Urbaniak et al., 2014) a
matefské mléko v nékterych piipadech obsahuje bifidobakterie a laktobacily (Martin et al.,
2003, 2009), u zdravych jedinct je ale matetské mléko sterilni, a jsou-li zde ptfitomny napf.
bifidobakterie, jedna se pravdépodobné o sekundarni kontaminaci, kdy jejim hlavnim zdrojem

se jevi sam kojenec (Rada et al., 2011).

Zajimava je ovSem také koexistence komensalnich bakterii a dendritickych bunék

imunitniho systému u hlodavci (Uhlig a Powrie, 2003; Macpherson a Uhr, 2004). U mysi byl
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transport bakteridlnich kmenti ze stfeva do mlééné zlazy krvi zprostiedkovany makrofagy
(dendritickymi buitkami) pozorovan (Donnet-Hughes et al., 2010). Analogie u ¢lovéka by se
potom nezdala byt nerealistickd (Perez et al., 2007; Fernandez et al., 2013). Je mozné, Ze
neonatalni imunitni systém dokéaze rozliSit specifické bakteridlni molekuldrni vzorce a
odpovidajicim  zpilisobem reaguje na pfitomnost komensdlnich ¢i  patogennich

mikroorganismu (Perez et al., 2007).

Skladba stfevni mikrobioty novorozencti je logicky zavisla také na zplsobu vyzivy
(Bezirtzoglou et al., 2011). Naptiklad u kojencli ve v€ku 3 mésict, pln€ kojenych matetskym
mlékem, se na skladbé mikrobioty podilely nejvétsi mérou kmeny Actinobacteria (37,1%),
Proteobacteria (26,4%), Bacteroidetes (19,6%) a Firmicutes (9,8%). U stejn¢ starych déti
krmenych umélou vyzivou bylo procentudlni zastoupeni bakteridlnich kmenl vyrazné
odli$né; podobné jako v predesSlém piipad¢ také zde zastaval dominantni postaveni kmen
Actinobacteria (46,4%), vyrazné vSak vzrostl pocet bakterii kmene Firmicutes (35,1%) a
naopak kleslo zastoupeni Proteobacteria a jen zlomkem procenta se na celkovém poctu

mikrobioty podilel kmen Bacteroidetes (Donovan et al., 2012).

Biagi et al. (2010, 2016) se detailn¢ zabyvali rozdily ve stfevni mikrobioté v riznych
vékovych kategoriich, po¢inaje lidmi mladsimi, tedy ve v€ku kolem 30 let, star§imi do 75 let,
a lidmi velmi starymi - ve véku 100 a vice nez 100 let. Hodnocené osoby byly fenotypicky
(jejich fyzicky a kognitivni zdravotni stav) dobie charakterizované, predstavovaly obecnou
populaci omezené zemépisné oblasti (severni Italie), pficemz tvofily relativné homogenni
skupinu sohledem na zivotni styl ¢i stravovaci navyky. Analyza mikrobioty, ktera
koexistovala s hostitelem jiz vice nez 100 let, ukdzala, Ze zmény v ekosystému GIT, pokud
jde o jeho sloZeni a rozmanitost, nesledovaly linedrni vztah s vékem. Ve skute¢nosti byl rozdil
mezi stievni mikrobiotou mladych dospélych a starSich lidi (zde v priméru vice nez 40 let
veékového rozdilu) pozoruhodné maly ve srovnani s rozdilem pozorovanym mezi lidmi
star§Simi a stoletymi (v tomto pfipadé méné nez 30 let Zivota). Mladi a star$i dospéli
vykazovali srovnatelnou celkovou strukturu stfevni mikrobioty, pficemz kmeny Bacteroidetes
a Firmicutes byly vysoce dominantni (pfiblizn€¢ 95% vSech bakterii), v mensi mife se pak
vyskytovali zastupci Actinobacteria a Proteobacteria (také Ley et al., 2008; Tap et al., 2009).
U extrémné starych lidi Bacteroidetes a Firmicutes stale dominovaly (pfedstavovaly vice nez

93% vSech bakterii), sttevni mikrobiota stoletych se vSak ukézala byt ,,bohatsi* o zastupce
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Proteobacteria, skupinu zahrnujici mnoho druhti definovanych jako patobionty (Sansonetti a
Di Santo, 2007; Round a Mazmanian, 2009).

Relativné stala struktura stfevni mikrobioty v dospélosti (Vanhoutte et al., 2004),
zminovana jako stabiliza¢ni prvek v oddilu 2.1.2 Mikrobiota travici soustavy a jeji skladba,
muze, zda se, existovat déle, nez se obecné predpokladalo. Proces starnuti za¢ne vyrazné
ovlivitovat slozeni stfevni mikrobioty pozdéji nez ve véku 65 let, coz je u lidi obvykly
prahovy vék pro oznaceni stafi. Zda se tedy, ze hodnoceno pohledem stfevni mikrobioty se
tato hranice posouva mezi 75 - 80 let véku c¢lovéka. V korelaci jsou i data ziskand uzitim
HITChip, kde byl u starSich dospélych, s primérnym vékem 71 let, zaznamenan ndrlst poctu
bakterii Bacilli a naopak pokles Bacteroidetes (Rajilic-Stojanovic et al., 2009). U stoletych
potom byly zaznamenany vyznamné vyssi pocty bakteridlni tfidy Bacilli, zatimco populace
Bacteroidetes jiz zlstala nezménéna. U stoletych bylo rovnéZz zajimavé zaznamenané sniZeni
abundance bakterii druhu Faecalibacterium prausnitzii, vzhledem k tomu, Ze tato bakterie
prokazatelné omezuje stievni zanétlivé procesy (Sokol et al., 2008, 2009) a bylo také zjisténo
vyznamné snizeni poctu bifidobakterii (Woodsmansey et al., 2004; Mueller et al., 2006). Dale
byla u stoletych zaznamenéna také remodelace sloZeni populace bakterii kmene Firmicutes:
rostly pocty téch druhti, u kterych dosud nebyly takové pozitivni vlastnosti potvrzeny (Biagi
et al., 2010).

2.1.4 Prebiotika - nastroj pro modulaci sloZeni stavajici mikrobioty

Ovlivnit slozeni mikrobioty lze bud’ pfimou aplikaci probiotik per 0s, ¢i podporou
indigennich bakterii (zdravi prospésnych taxont), které jiz hostiteliv GIT obyvaji. Stimulace
stavajicich mikroorganismil se zda byt efektivnéjsi. Lze ji realizovat pravé prostfednictvim
prebiotik. Tak jsou oznaCovany slozky potravy, které jsou nevyuzitelné travicim traktem
hostitele, jez ovSem mohou byt zpracovany jeho mikrobiotou. Podobné jako v ptipadé
probiotik, také u prebiotik se setkdme s riiznymi definicemi. Tradi¢né pfijimany je pohled
Gibsona a Roberfroida - prebiotika definuji jako nestravitelné slozky potravin, které priznive
ovliviuji hostitele pomoci selektivni stimulace ristu a/nebo aktivity jednoho bakterialniho
druhu, ¢i omezené skupiny vice druhii, obyvajicich tlusté strevo, coz miize zlepsit zdravi

hostitele (Gibson a Roberfroid, 1995). Roberfroid (2007) posléze jako prebiotika oznacuje
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selektivné fermentované slozky potravy, které umoznuji konkrétni zmeny ve slozeni a/nebo
aktivite gastrointestinalni mikroflory, ktera ma prokazatelné prospésny viiv na zdravi a
celkovou pohodu hostitele. Podobné jako probiotika museji také prebiotika spliiovat urcita
zékladni kritéria. Substrat, ktery ma byt klasifikovan jako prebiotikum, nesmi byt
hydrolyzovan v zaludku ¢i absorbovan v tenkém stfevé hostitele, musi byt vyuzitelny stfevni
mikrobiotou, a musi selektivné podporovat riust a/nebo aktivitu prospésnych komensalnich
bakterii v tlustém stievé (Roberfroid, 2007). Fermentace prebiotika by méla v hostitelském
organismu vyvolavat pozitivni systémové ucinky, mezi které Ize =zahrnout jejich
imunostimula¢ni piasobeni, zlepSeni travicich pochodu hostitele, syntézu vitamint, inhibici
rustu potencidlnich patogend, snizeni hladiny cholesterolu, snizeni tvorby plynl, omezeni
produkce karcinogenni latek a toxinid (zacpa, poSkozeni jater, stfevni infekce) ¢i omezeni
hnilobnych procesii ve stievé (Manning a Gibson, 2004). Siroké spektrum b&zné citovanych
prebiotik zazil v roce 2007 Roberfroid: na zaklad¢é prokazanych pozitivnich G¢inkti oznacuje
za probiotika pouze inulin, oligofruktosu (Roberfroid et al., 1998), galaktooligosacharidy
(Rowland a Tanaka, 1993) a laktulosu (Crittenden, 1999). V Japonsku tadi Kk prebiotikim
(opravnéng) také sojové oligosacharidy (Mitsuoka, 1996). Pro savce je prvnim a piirozenym
zdrojem prebiotik matefské mléko. V ném obsazené oligosacharidy, tzv. oligosacharidy
matefského mléka (OMM), podporuji rozvoj a naslednou kolonizaci GIT kojence
probiotickymi kmeny bifidobakterii (Coppa et al., 2004). OMM tvoii skupinu sloZitych
glykant, odolnych vi¢i gastrointestinalnimu traveni, podobnych bunéénym povrchovym
glykantim, napt. mucinu (viz oddil 2.3.3 Mucin jako mozny selektivni faktor pro stanoveni

druhu Bifidobacterium bifidum).

2.1.5 Probiotické bakterie

2.1.5.1 Probiotika aplikovand v potravindch a potravnich doplricich

V soucasné dob¢€ jsou nejfrekventovanéj$imi probiotiky bakterialni rody Lactobacillus a
Bifidobacterium. Jako humanni probiotika jsou nejcastéji pouzivany BMK, z nich pfedevsim
rody Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus a Streptococcus. Ve vétsing se
jednd o grampozitivni, kataldza negativni, mikroaerofilni, acidotolerantni a nesporulujici
ty¢inky ¢i koky. Z taxonomického hlediska je skupina heterogenni. BMK jsou favorizovany
jednak dlouhodobou zkuSenosti ¢lovéka (zpracovani mléka, vyroba nakladané zeleniny,
silaz), pomérn¢ snadnou Kultivaci (v porovnani se striktnimi anaeroby) a ovsem také tim, ze

JSou Vv naprosté vétsSing nepatogenni (Rada a Marounek, 2005). Dominantni postaveni V ramci
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Tab. 1 Prehled nejcastéji pouzivanych probiotickych bakterii (upraveno:
Holzapfel et al. 2001; Rada a Marounek, 2005).

Enterococcus faecalis

Bakterie mlééného kvaseni E. faecium

Lactobacillus acidophilus

Lbc. amylovorus

Lbc. brevis

Lbc. casei

Lbc. delbrueckii ssp. bulgaricus

Lbc. fermentum

Lbc. gallinarum

Lbc. helveticus

Lbc. paracasei

Lbc. plantarum

Lbc. reuteri

Lbc. rhamnosus

Lbc. salivarius

Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus pentosaceus

Streptococcus thermophilus

Bifidobacterium adolescentis

Bifidobakterie B. animalis ssp. lactis

B. bifidum
B. breve

B. infantis

B. longum

B. pseudolongum

B. thermophilum

Bacillus cereus

Ostatni bakterie B. licheniformis

B. mesentericus

B. natto
B. subtilis

B. toyoi

Clostridium butyricum

Escherichia coli

Propionibacterium acidipropionici

Propionibacterium freudenreichii
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BMK nalezi rodu Lactobacillus. Z laktobacil jsou obecné aplikovany druhy Lactobacillus
acidophilus, Lbc. casei, Lbc. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lbc. helveticus, Lbc. paracasei, Lbc.
plantarum, Lbc. reuteri a snad pro svou vyraznou vitalitu také mirné problematicky (viz oddil
2.1.1 Koncepce a funkcnost probiotik) Lbc. rhamnosus. Vyznamnym druhem BMK je
Lactococcus lactis, znamy produkci cytokinti, a piechodné obyvajici GIT (Nouaille et al.,
2003). Nekteré tradicné vyuzivané BMK se v GIT hostitele pfirozené trvale vyskytuji, napf.
zastupci rodu Streptococcus. Z dalSich rodd vyuzivanych jako humanni probiotika jsou to
napi. Bacillus a Propionibacterium, ¢i klostridie Clostridium butyricum (Hungin et al., 2013),
ptip. konkrétni kmeny Escherichia coli (nejéastéji slavny, historicky E. coli Nissle 1917 -
dnes obsazeny v 1éku Mutaflor (Schutz, 1989)). DilezZitou a moderni skupinou probiotik
(nebo jejich kandidati), jsou jiz mnohokrat citované bifidobakterie (Rada a Marounek, 2005).
O této vyznamné taxonomické skupiné bakterii se podrobné¢ji zminime V nasledujicim oddilu
2.1.5.2 Bifidobakterie. V GIT ¢lovéka, a jako s akceptovanymi probiotickymi druhy, se bézné
setkavame s Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis a B. longum. Pro
zvifata je typicky B. animalis (Vlkova et al., 2004). V chovu piezvykavci, dribeze, ale i
prasat jsou, s ohledem na fyziologii jejich traviciho Gstroji, jako probiotika vhodné&jsi (a stale
také Siroce vyuzivany) BMK - bézné zastupci rodu Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Streptococcus a Enterococcus (Garriga et al., 1998; Gaggia et al., 2010).

Piehled nejéastéji pouzivanych druhti probiotickych bakterii je uveden v Tab. 1.

2.1.5.2 Bifidobakterie

Celed” Bifidobacteriaceae (Actinobacteria) zahrnuje dnes 65 druhi a 10 poddruhi
(LPSN, 2018). Druhové dominantni rod Bifidobacterium tvoii 6 fylogenetickych skupin
(Ventura et al., 2006). Bifidobakterie jsou grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici,
pleomorfni ty¢inky. Vedle relativné pravidelnych, kratSich ¢i delSich ty¢inek vytvareji také
buniky kyjovité, nebo kokovité, typické jsou pro tento rod bunky ve tvaru pismene Y, V,
pfipadné Utvary jinak vétvené. Morfologie buné€k je sice pro jednotlivé druhy do urcité miry
charakteristickd, ovSem, zvlasté¢ u vétvenych bunck je znacné variabilni. Vyrazné se tvar
bunék méni i podle podminek okolniho prostiedi: napf. pii absenci vhodnych substratu,
rastovych faktord, piip. pti vys$si koncentraci kysliku Vv prostfedi byvaji buniky vyraznéji

vétvené, C¢i nezvyklého tvaru (deformované). V kultivatnim médiu byvaji usporadany
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jednotliveé, v fetizcich, palisadovité nebo ve shlucich. Vytvareji lesklé, hladké, diskovité,
vypouklé kolonie s pravidelnymi okraji, vV riiznych odstinech krémove bilé az svétle zlutosedé
barvy. Jsou striktné anaerobni, nékteré druhy ale mohou uréitou tenzi kysliku tolerovat ¢i
rostou také v aerobnich podminkach, jako napt. B. animalis ssp. lactis (Meile et al., 1997), B.
asteroides (Scardovi a Trovatelli, 1969), B. psychraerophilum (Simpson et al., 2004), ptip. B.
tsurumiense (Okamoto et al., 2008). Optimalni pH se pohybuje v rozpéti 6,5 - 7,0. Klesne-li
pod 4 nebo naopak, stoupne-li nad 8, rist bifidobakterii ustava (Scardovi, 1986; Felis a
Dellaglio, 2007). Teplotni optimum vétsiny bifidobakterii obyvajicich GIT ¢lovéka lezi mezi
36-38 °C, zatimco druhy pivodem z animalniho traviciho traktu preferuji teploty vyssi, mezi
41-43 °C (Ventura et al., 2004). Teplotni optimum nékterych druhd tohoto rodu nespada do
zminovanych rozsaht - naptiklad B. thermacidophilum roste i pfi teploté takika 50°C. Zhu et
al. (2003) uvadi konkrétnich 49,5°C. B. psychraerophilum roste naopak jesté pii pouhych 4°C
(Simpson et al., 2003).

Bifidobakterie jsou fazeny mezi sacharolytické bakterie produkujici Kyselinu octovou a
mlécnou v ptiblizném molarnim poméru 3:2, ve velmi malém mnozstvi také etanol, kyselinu
mravenci a jantarovou (Scardovi, 1986). Za specifickych podminek mohou také produkovat
kyselinu propionovou a maselnou (Han et al., 2005), a pfi degradaci glukonatu také oxid
uhli¢ity (Ventura et al., 2004). Je proto mozné charakterizovat je jako heterofermentativni
bakterie. Od heterofermentativnich BMK se ale odlisuji specifickym zptsobem zkvasovani
glukosy a ostatnich hexos. Postradaji enzym glukosa-6-fosfat dehydrogenasu a aldolasy, a
naopak disponuji enzymem fruktosa-6-fosfat fosfoketolasou (F6PPK). Specificka fermentace
hexos se stala dulezitym taxonomickym (i identifika¢nim) znakem charakteristickym pro rod
Bifidobacterium (Scardovi a Trovatelli, 1965; De Vries et al., 1967). F6PPK byla vsak
prokazana také u druhu Gardnerella vaginalis ze stejné ¢eledi (Gavini et al., 1996). Tento rod
je sice podle soucasnych zjisténi fylogeneticky situovan spise do rodu Bifidobacterium, a mél
by byt tudiz reklasifikovana (Lugli et al., 2017), ovSem dnes je ziejmé, ze aktivitu F6PPK
(spolu s aktivitou blizké xyluloso-5-fosfat fosfoketolasy) vykazuji zastupci celé celedi
Bifidobacteriaceae (Killer et al., 2010, 2014). Posléze byla tato popsana také u dvou druhi
laktobacilti: Lbc. reuteri a Lbc. mucosae (Arskold et al., 2007; Bolado-Martinez et al., 2011) a
Gupta et al. (2017) poté dale referuji o pritomnosti FOPPK také u bifidobakteriim blizkym
koriobakterii (Coriobacteriales, Actinobacteria). Dal§imi enzymy, podilejicimi se na
fermentaci sacharidi jsou transaldolasy, transketolasy a enzymy EMP drahy (Scardovi, 1986).

Glukosu fermentuji, az na nemnohé¢ vyjimky (Rada a Petr, 2000), vSechny druhy
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bifidobakterii; takika vSechny druhy fermentuji také fruktosu, sacharosu, maltosu, galaktosu,
melibiosu a rafinosu, nékteré druhy i melecitosu a laktosu (Scardovi, 1986; Sgorbati et al.,
1995). Vétsina bifidobakterialnich kment je schopna vyuzivat jako zdroj dusiku amonné soli
(Hassinen et al., 1951), n¢které animalni druhy jej ale vyzaduji v organické podobé
(Ballongue, 2004). Bifidobakterie ztidkakdy byvaji vybaveny ucinnymi proteolytickymi
enzymy (Tamine et al., 1995).

Jednotlivé druhy bifidobakterii nachdzime obecné v GIT primatd a cloveka, ale také
prasat, skotu, nékterych hlodavci, kralikd, dribeze a nékterého socialniho hmyzu: opylovacu
- vCel a ¢melaka (Killer et al., 2014). Zastupci rodu Bifidobacterium osidluji nékolik
ekologickych nik, podle Ventura et al. (2007) jsou to stievo, Gstni dutina, potraviny, stievo
hmyzu a odpadni vody. Russell et al. (2011) uvadi nik sedm (lidsky travici trakt a vagina,
ustni dutina, potraviny, zviteci travici trakt, odpadni vody, travici trakt hmyzu). U vyskytu
bifidobakterii v odpadnich vodach, mléku a v potravinach (vedle probiotickych dopliku) 1ze
ptedpokladat, Ze jejich plvodnim ¢i primarnim zdrojem bude pravdépodobné také néktery
GIT, jako tomu bylo napt. u B. minimum popsaného pravé z odpadni vody. Tento druh byl
pozdéji detekovan také v travicim traktu prasat (Simpson et al., 2003).

Hlavnimi druhy obyvajicimi GIT ¢lovéka jsou B. adolescentis, B. bifidum (Obr. 1), B.
catenulatum, B. infantis, B. breve a B. longum (Matsuki et al., 2003). Vétsina bifidobakterii
byla povazovana nejenom za hostitelsky specifickou, ale také za velmi konzervativni, pokud
jde 0 zménu konkrétni zivotni niky. Podle zjisténi Venturova tymu se vSak zda byt rozsifeni
bifidobakterialnich druhd v GIT hostitelskych druhi organizovano jinak a podstatné volngji
(Milani et al., 2017). Travici trakt bifidobakterie osidluji v ur¢ité fazi hostitelova vyvoje
(Conway, 1997). Obvykle standardné tvofi jednu z dominantnich bakterialnich skupin v
travicim traktu clovéka 1 mlad’at nékterych savcil v obdobi jejich mlécné vyzivy (Abe et al.,
1995; Rada et al., 2006; Vlkova et al., 2006). V GIT kojenych déti jsou nejfrekventovanéj$imi
druhy B. bifidum, B. breve, B. infantis a B. longum (Matsuki et al. 2003). Po ukonc¢eni kojeni
se jejich pocty sice snizuji, u dospé€lych lidi vsak stale reprezentuji asi 3 az 5% z celkové
mikrobioty (Schell et al., 2002). V travicim traktu, resp. vaginé, dosp€lych lidi jsou nejcastéji
identifikovany druhy B. adolescentis, B. bifidum, B. catenulatum, B. longum a B.

pseudocatenulatum (Freitas a Hill, 2018).
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U starych lidi se nejcastéji setkame s druhy B. adolescentis, B. longum a v mensi mite
také s B. angulatum a B. bifidum (Hopkins et al., 2003; Silvi et al., 2003). Podle Hopkins et al.
(2003) se u seniortt snizuji nejenom celkové pocty bifidobakterii v GIT, ale klesa i jejich
druhové diverzita, jiné préace, jako naptiklad Canzi et al. (2002), ovSem takové zjisténi
nepotvrzuji poCty bifidobakterii v GIT, ale klesa i jejich druhova diverzita, jiné prace, jako

napiiklad Canzi et al. (2002), ovSem takova zjisténi nepotvrzuji.

Obr. 1 Bifidobacterium bifidum DSM 29521T; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon
DS-Fi2, zvétSeni 15 x 40, Pechar, 2017.

Pusobeni bifidobakterii v GIT je povazovano za jeden z podstatnych faktord
ovlivitujicich vyvazeny stav stfevni mikrobioty (Satokari et al., 2001). U intestinalnich kmend
nebyla zjisténa zadna mira patogenity, a i proto se zdaji byt idealnimi kandidaty na probiotika
(Mitsuoka, 1982). V soucasné dobé je probioticky potencial stievnich bifidobakterii vniman
hlavné v téchto oblastech: 1/ Vytvofeni stabilni mikrobioty u pfed¢asné narozenych déti; 2/
Imunomodulaéni G¢inek bifidobakterii; 3/ Pozitivni vliv bifidobakterii na metabolismus
hostitele; 4/ Inhibi¢ni u¢inek bifidobakterii vici sttevnim patogentim; 5/ Terapeuticky uéinek
bifidobakterii na stfevni zanétliva onemocnéni; a 6/ VIiv slozeni mikrobioty GIT ve vztahu
k obezité. Uloha bifidobakterii pii prevenci rozvoje kolorektalniho karcinomu je diskutovana.
Probiotické vlastnosti bifidobakterii jsou Siroce studovany u zvifat a na zvifecich modelech;
mén¢ Casté jsou humanni studie (Saavedra et al., 1994; Kiessling et al., 2002; Furrie et al.,
2005; Wang et al., 2007; Le et al., 2015).
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S bifidobakteriemi jako probiotiky se bézné setkame v mlékarenskych fermentovanych
vyrobcich (MFV), napt. jogurtech a syrech, ale také v potravinovych doplicich a kojeneckych
vyzivach (Champagne et al., 2005). Misty se objevuji také pokusy o jejich dalsi, jiné aplikace,
napi. B. animalis aplikované jako probiotikum ve fermentovanych uzeninach (Holko et al.,
2013). Je ovSem nutné poznamenat, ze osazeni takovych komodit bifidobakteriemi neni,
vzhledem K jejich fyziologickym vlastnostem, snadné. V potravinach se nejlépe uplatiuji
odoln¢jsi druhy, tedy ty, dobie schopné zvladat technologické postupy vyroby a skladovani
produkti. Obecné vyuzivanym druhem v MFV, je B. animalis subsp. lactis. Jeho druhové
jméno vyrobci Casto maskuji (orientaci spotiebitelim neusnadnuji) - od ,,Bifidobacterium
lactis®, pfes ruzné obchodni (spotiebitelsky akceptovatelné) nazvy, jako napi. Bifidus
actiregularis, Bifidus activ ¢i Bifidus essensis. Hlavni bifidobakteridlni kmeny pouZzivané jako
probiotika v MFV jsou uvedeny v Tab. 2. V potravnich doplicich, na trhu dostupnych
standardné ve formé lyofilizovanych praskt v saccich anebo kapslich, se nejcastéji setkame
S humannimi druhy B. bifidum, B. longum a B. breve: krehké bifidobakterialni druhy,
reprezentované napi. B. bifidum, Setrné technologické postupy (lyofilizace, zmraZeni, nékteré
typy enkapsulace) v akceptovatelné mife snaseji. Ridce se lze setkat i s jejich (moznym)
pouzitim v MKV, napt. Serafini et al. (2014) referuje o kultivaci B. bifidum PRL2010 v
kefiru.

Tab. 2 Prehled nejcastéji komercéné pouzivanych kmeni probiotickych
bifidobakterii v MFV (upraveno: Pokusaeva et al., 2011).

Bifidobacterium animalis ssp. lactis bb-12 Christian Hansen H/S (Dansko)

B. animalis ssp. lactis DN-173010 Danone Vitapole (Francie)

B. animalis ssp. lactis FK120 Fukuchan milk (Japonsko)

B. animalis ssp. lactis HN019 (DR-10) New Zealand Dairy Board (Novy Zéland)

B. animalis ssp. lactis LKM512 Fukuchan milk (Japonsko)

B. breve kmen Yakult Yakult Honsha (Japonsko)

B. longum ssp. longum BB-46 Christian Hansen H/S (Dansko)

B. longum ssp. longum BB536 Morinaga Milk Industry (Japonsko)

B. longum ssp. longum SBT-2928a Snow Brand Milk Products Co., Ltd (Japonsko)
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2.2 Selektivni stanoveni a identifikace probiotickych bakterii

Probiotika v soucasnosti piedstavuji atraktivni segment trhu, a proto zakonité vznikl také
pozadavek pro jejich selektivni kvantitativni kontrolu v probiotickych produktech. Jako
probiotika se tradicn¢ vyuzivaji bakterie mlécného kvaSeni, nejCastéji rizné druhy rodu
Lactobacillus, nové&ji také typicti obyvatelé zdravého GIT, napi. bakterie rodu
Bifidobacterium. Podle mezinarodnich ISO/IDF norem vSak v soucasnosti existuje pouze
postup pro selektivni stanoveni druhu Lactobacillus acidophilus (ISO/IDF 20128/192:2006).
Pro ostatni druhy laktobacild, jako je bézné aplikovany L. casei, L. paracasei, L. reuteri a L.
rhamnosus, neexistuje spolehliva a zavazna metoda, jak pozadovany stav ovétit. Také u
bifidobakterii existuje pouze norma pro stanoveni na troven rodu (ISO/IDF 29981/220:2010),
pti¢emz jednotlivé druhy rozlisit nelze (Hartemink a Rombouts, 1999; Roy, 2001). Pro
stanoveni se ¢asto vyuZzivaji nezdvazné metody, které¢ vychdzeji z publikovanych dat, anebo
zkusenosti jednotlivych laboratofi, vysledky jsou vSak téZko porovnatelné. BMK jsou
kultivovany na mnoha komer¢né dostupnych piadach. Obecné je vyuzivano napi. standardni
MRS médium, piip. rizné jeho modifikace. Dopliiky ov§em nemuseji zajistovat dostatecny
selektivni tlak v daném ptipadé€, a samotné MRS médium podporuje rist Sirokého spektra
mikroorganismi. Komeréné dostupnych médii pro selektivni stanoveni rtznych skupin
bakterii (zde plati pro BMK) je cela fada, jejich u¢innost je ale pfi redlnych aplikacich riiznou
mérou problematickd. Vzdy je nutné brat na zfetel nemily fakt, Ze Zadné selektivni piida neni

zcela selektivni.

Zminime dale vybrané pudy, vhodné pro selektivni kultivaci frekventovanych skupin
probiotickych bakterii, jakymi jsou laktobacily, propionové bakterie ¢i enterokoky;

bifidobakterie pak v samostatné podkapitole 2.3 Kultivacni stanoventi bifidobakterii.

Pro izolaci ¢i stanoveni pocti laktobacill ve smésném vzorku lze uplatnit, vedle tzké
nutricni nabidky, také nizké pH, jako je tomu napf. u doporucenihodného, a dnes jiz 1
legendarniho Rogosa agaru (sestavajiciho z tryptonu, kvasniéného extraktu, glukosy,
sorbitolmono-9-oktadecenoatu, dihydrogenfosfore¢nanu draselného, citronanu amonného,
octanu sodného, sulfatu hofecnatého, siranu zeleznatého a agaru; pH upraveno kyselinou
octovou na cca 5,4 (Rogosa et al., 1951); ¢i piidavek antibiotik, - jako napf. u pfinosného

LAMVAB média, selektivniho diky kombinaci nizkého pH a vankomycinu a pouzitelného
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nejenom pro obvykle méné naro¢né izolace, napt. z potravin, ale také pro obtiznou izolaci

laktobacill z fekalnich vzorkt (Hartemink et al., 1997).

Tak také stanoveni propionovych bakterii neni snadné, i kdyZz rtzné navrzené ¢i
komer¢né dostupné pudy existuji. Selektivni rist propionovych bakterii dobfe podporuje napf.
tzv. GLIM agar (Thierry a Madec, 1995; Lacmanova et al., 2010), obsahujici lithium laktat
(25°C, 6 dnd, neutralni pH, za anaerobnich podminek), je vS8ak rozumné provést

mikroskopickou kontrolu jednotlivych kolonii a potvrdit ptitomnost kyseliny propionové.

Pro kultivaci enterokoki je pozivano selektivni Slanetz-Bartley medium obsahujici azid
sodny a trifenyltetrazoliumchlorid (TTC). Pro stanoveni enterokokti se vyuziva jejich
schopnosti redukovat a hydrolyzovat aeskulin: na Slanetz-Bartley agaru bude, v pfitomnosti
enterokokil, bezbarvy TTC redukovan na cervené zbarveny formazan (37°C / 48 h). Pro
potvrzeni stanoveni bude v postupu jesté dale aplikovan zluc-aeskulin-azidovy agar (45°C / 2
h), kde budou ptitomné enterokoky hydrolyzovat aeskulin na dihydroxykumarin, ktery spolu
sionty zeleza vytvofi hnédocernou slouceninu difundujici do média v okoli kolonii
enterokokd. Princip postupu zohledituje norma CSN EN ISO 7899-2 Jakost vod — Stanoveni
intestinalnich enterokokti — Cast 2: Metoda membranovych filtri. Tato metoda se oviem
vyuziva pro stanoveni intestinalnich enterokokt v pitné a povrchové vodeé, a bylo by ji mozné
v principu vyuzit, neni vSak vhodna pro analyzu vzorki s vysokym obsahem nerozpusténych
latek, ¢i s mnoha interferujicimi mikroorganismy. V literatufe se Ize také setkat se
selektivnimi kultivaénimi ptidami, které dovoluji rozliSeni nékterych jednotlivych druht:
napt. Enterococcus faecalis a E. faecium: Enterococcus Differential Agar Base, kde je
vyuzito thalium acetatu a TTC, a kazdy druh pii kultivaci vytvaii kolonie jiné barvy: E.
faecalis s tmaveé Cervenym stfedem a uzkym bilym okrajem, E. faecium bilé nebo svétle
rizové (Barnes, 1956); ptip. skupiny druhd (E. faecium, E. raffinosus, E. mundtii, E.
gallinarum a E. casseliflavus), které bylo mozné odlisit diky schopnosti utilizovat arabinosu
(Ford et al.,1994).

V poslednich desetiletich doslo k velkému rozvoji a nésledné také k vyraznému zlevnéni
analyz vyuzitelnych pro stanoveni a identifikaci mikroorganismi. Jedna se naptiklad o
postupy s vyuzitim polymerdzové fetézové reakce (PCR), dostupnd je dnes jiz misty také

identifikace mikroorganismii pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, ¢i rizné
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techniky sekvenacni. Skupiny bakteridlnich spolecenstev lze relativné levné a UspésSné
sledovat diky dnes jiz v n¢kterych ohledech piekonané metod¢ denaturaéni gradientové
gelové elektroforézy (DGGE). Stru¢ny vycet metod Vviz oddil 2.2.2 Metody stanoveni a
identifikace probiotik nezavislé na kultivaci. Pro rutinni kontrolu probiotickych potravin je
ovSem idedlni vyvinout jednoduché postupy snadno proveditelné v béznych laboratofich.
Zatim se totiz stdle jevi plo$né pouziti molekularné-genetickych metod jako nerealné,
kontrola vyzaduje vyuziti naro¢nych technologii a rizné technologické pfistupy je navic
nezbytné i operativné kombinovat. Spravna identifikace bakterii na rodovou, druhovou a
kmenovou uroven je jednim ze zékladnich pfedpokladt pro jejich primyslové vyuziti. Diive
bézné vyuzivané biochemické testy jsou v poslednich letech nahrazovany podstatné
validnéj$Simi molekuldrné-genetickymi analyzami. V nékterych piipadech ale mohou byt
Vv identifika¢nich postupech uplatnény i velmi prosté piistupy, jako je napiiklad vyuziti
odlisného teplotniho optima bakterii osidlujicich rizné niky ¢i skupiny hostitelt: jak jsme jiz
zminovali, huméanni kmeny bifidobakterii preferuji teplotu kolem 37 °C, zatimco teplotni
optimum vétSiny kment animalniho pivodu lezi cca o 5 °C vys (Ventura et al., 2004). Gavini
et al. (1991) proto navrhli pro odliSeni téchto skupin kultivaci pii teploté 46°C, ktera je pro
vétsinu animalnich kmeni akceptovatelnd, zatimco kmeny ptvodem z lidského GIT zde jiz

nerostou.

2.2.1 Kultivacni stanoveni probiotik a jeho omezeni

Nesporné piednosti Siroce frekventovanych standardnich kultiva¢nich technik, vedle
tradice pak podstatnou mérou ona nenaro¢nost, sebou nesou také negativa. Vedle mnohdy
vyrazn¢ limitujici ¢asové naro€nosti téchto technik, zde ovSem existuji omezeni mnohem
zasadn¢j$i. Je napf. narotné samotné exaktni stanoveni pocti Zivotaschopnych bunék
Vv testovaném vzorku. Jejich kultivacni stanoveni vyzaduje standardizované metodiky, které
by detekovaly pouze bakterie schopné rast na syntetickych médiich a za specifickych
podminek. Standardnimi kultivacnimi technikami, b&ézné pouzivanymi pro kvantifikaci
probiotickych kmend, jsou ale zachyceny pouze replikujici se buiiky: za zivotaschopné jsou
tradicn€ povazovany pouze bunky vytvaiejici kolonie na agarové plotn€. Nekteré frakce
zivych probiotik mohou reagovat na stres pfi manipulaci tak, ze vstoupi do tzv. VBNC stavu
(viable but non-culturable state), tedy stavu sice zivotaschopného, avsak nekultivovatelného:
bunky se nemnozi, zustavaji ale né€jakou mérou metabolicky aktivni. Napf. probiotiéti

komensalové GIT jsou pripraveni pro zivot v travicim traktu svého hostitele, to ovSem
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podminky laboratorni kultivace z mnoha divodt imituji jen velmi vzdalenég, - kuptikladu
vzhledem k absenci interbakteridlnich interakci (Vartoukian et al., 2010; Tanaka a Benno,
2015). Jsou-li navic bakterie vystaveny stresu béhem technologického zpracovani
probiotick¢ho produktu a jeho skladovani, mize ptejit/Cast bakteridlni populace pravé do
zminovaného VBNC stavu. Po pfeneseni bunék do pfiznivéjSich environmentalnich podminek
mohou tyto opét plnohodnotné obnovit své fyziologické funkce a dale se také replikovat
(Oliver, 2010). Vzhledem k tomu, ze standardni metody kultiva¢niho stanoveni bakterii
registruji pravé pouze mnozici se bunky, 1ze u tohoto typu analyz o¢ekavat ziskané hodnoty
niz§i. Zivotaschopné buitky oviem, po dosazeni pro né piirozené niky, mohou opét obnovit
své funkce a zvysit tak funkcni kapacitu probiotického produktu navzdory vysledkim
kultivaéniho stanoveni. Populace bakterii navic neni zcela homogenni soubor bunck a
jednotlivé mikroorganismy existuji souc¢asné v riznych fazich ristu a rizném metabolickém
stavu (Gonzalez-Cabaleiro et al., 2015). Pouze urcita jejich ¢ast je, v daném Case a za danych
podminek, pravé schopna aktivniho ristu. Vedle bakterii mrtvych nebo nevratné
poskozenych, nezahrneme tedy do poétu ani nékteré buiky, které jsou sice zivotaschopné a
nadale i metabolicky aktivni, ale z n¢jakého diivodu praveé nejsou schopné vytvaret viditelné,
a tedy pocitatelné Kkolonie. Také puisobenim stresovych faktord, zatézujicich kmen pfi
technologickém zpracovani probiotického produktu, jakymi jsou napf. tlak, nevhodna teplota,
osmoticky tlak, aktivita vody, ¢i zmrazeni, lyofilizace, ptip. ptitomnost rozpoustédel, riznym
zpusobem ovlivni normalni fyziologicky stav jednotlivych bun¢k bakterialni populace
(Carvalho et al., 2004; Mathipa a Thantsha, 2015).

Bakterie tedy mohou byt, stresované ¢i z n€jakého divodu neschopné replikace, piesto
ale zustavaji metabolicky aktivni a je otazkou, které z takovych bun¢k by do stanovovanych
pocti mély byt nesporné zahrnuté. Naproti tomu ale bakterie mrtvé, vyhledové
nezivotaschopné ¢i nenapravitelné poskozené, by do stanovovanych pocti byt zahrnuty uz
nejspis nemély. Pak bychom jiz ale diskutovali uroven ziva / mrtva probiotika (viz oddil 2.1.1

Koncepce probiotik a prebiotik).

Vysledky mohou zkreslovat napt. buiiky, které se pravé déli, buiiky tvofici fetizky nebo
shluky, ¢i typy uzaviené v exopolysacharidové (EPS) matrix. U takovych bakterii je vysoka
pravdépodobnost, ze nebudou prostiednictvim tradi¢nich kultivacnich analyz zaznamenany.
Selektivni kultiva¢ni techniky také nemuseji zachytit vyskyt vsech druhii ve vzorku (Ashraf a
Smith, 2015). Pokud by pro stanoveni poéta takto vnimané nechomogenni populace probiotik
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bylo vyuzito pouze kultivacnich technik, doslo by nepochybné k podhodnoceni realného
stavu. Vzhledem k tomu, ze vyznamné probiotické ucinky kmend mohou zaviset na
metabolické aktivit¢ bunck, je také moznym kritériem pro hodnoceni tvorba urcitych
metaboliti, napt. SCFA. Zda se ovSem nesporné, ze i buiiky mrtvé anebo genomova DNA

maji n¢jaké konkrétni probiotické ucinky (Taverniti a Guglielmetti, 2011).

Pro kvantifikaci bakterii ve vzorku se rutinné vyuziva pocitani tzv. kolonii tvoricich
jednotky, KTJ (v matefsting; piip. frekventovangjsi CFU = colony forming units), vztazeno na
1 gram nebo 1 ml vzorku, kultivovanych na agarovych plotnach. Hodnota KTJ poskytuje
odhad poctu ptritomnych bun€k schopnych vytvafet kolonie za danych experimentilnich
podminek, zalozeny na kvalifikované interpretaci po¢tu kolonii na agarové plotné. Kolonie

mohou vzniknout z jednotlivé bunky, ¢i jejich rizné velkych seskupeni.

Spolehlivad kvantifikace navic vyzaduje dodrzeni piijatelného rozsahu pocitatelnosti
kolonii na plotné, obvykle se akceptuji rozsahy mezi 25-250, resp. 30-300 KTJ na jedné
standardni agarové plotné. Rizné faktory, jako dynamika ristu kolonii, bakterialni metabolity
1 dostupnost substratii apod., mohou sousedni kolonie ovliviiovat: omezovat je v ristu, nebo
jejich rust naopak stimulovat. Horni hranice po¢ti KTJ na plotné je dosazeno, pokud za¢nou
bakterie soutézit o prostor a ziviny. Nékteré plotny z jakékoliv série realizovanych rozbori
jsou proto vhodnéj§i pro vypoCty nez ostatni. Vybér ploten vhodnych pro stanoveni
bakterialnich poctii tak sebou miiZze nést velké zatiZzeni dat subjektivnim pfistupem, o kterém

napt. hovofti jiz v roce 1916 Breed a Dotterrer, umocnénym neznalosti 1 erudici.

2.2.2 Metody stanoveni a identifikace probiotik nezavislé na kultivaci

Pro vétSinu validnich zavért je dnes vyuziti raznych variant kombinaci téchto metod
nezbytnosti. V orientacnim vyc¢tu dale zminime vybrané biochemické, enzymové,
imunologické, molekularné-genetické, chemotaxonomické metody a metody slouZzici k tfidéni

bune¢k.

Biochemické, enzymové a imunologické metody: 1/ Biochemické testy (soupravy) -
Schopnosti bakterialnich kment zkvaSovat razné konkrétni substraty lze vyuzit pro

kmenovou, ptip. druhovou identifikaci (srovndnim ziskanych fermentacnich profili
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S publikovanymi vysledky, daty v identifika¢nich tabulkach (Scardovi, 1986) ¢i databazich
vyrobci komercnich souprav testll) - vysledky jsou nicméné obtizné reprodukovatelné
(Ventura et al., 2004). Touto cestou je vSak souCasné¢ mozné ziskat cenné informace o
metabolickych vlastnostech testovanych kment, a Vlkova et al. (2005) pomoci priikazu
specifické enzymatické skladby, s uzitim komerénich biochemickych testd, informovali o
snadné detekci bifidobakterii v détskych fekalnich vzorcich. 2/ Identifikace pomoci detekce
enzymu fruktoso-6-fosfit fosfoketolasy (F6PPK) - Metoda detekce F6PPK je spolehliva
(omezeni napi. viz oddil 2.1.5.2 Bifidobakterie) pro stanoveni ¢eledi Bifidobacteriaceae. Tato
lyasa $tépi fruktoso-6-fosfat na acetylfosfat a erytrozo-4-fosfat, ktery reaguje s FeClz za
vzniku barevné komplexni slouceniny. Metoda je vhodnd také pro snadnou detekci
bifidobakterii pfimo ve fekdlnich vzorcich, aniz by pritkazu musela ptedchéazet izolace kmentl.
3/ Stanoveni imunologickymi metodami - Tyto jsou zaloZené na reakci antigenu se
specifickou protilatkou (sérologické), ¢i jsou napt. protilatky oznacené enzymy, nebo

radioaktivnimi latkami; apod. (Candlish, 1991).

Molekularné-genetické metody: 4/ Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) — metodou
1ze detekovat nejenom riizné taxononomické jednotky (kmen — rod), ale také napt. skupiny
ptibuznych druhti (Langendijk et al., 1995). Vedle ptimé identifikace Cistych kultur metoda
dovoluje nejenom selektivni kvantifikaci bakteridlnich bunék ve smiSené populaci
(Bezirtzoglou et al., 2011), ale také detekci mikroorganismii obtizné kultivovatelnych ¢i
nekultivovatelnych (Takada et al., 2004). Vyhodou je i moznost sledovat nékolik typt rizné
oznacenych subjektli v jednom vzorku soucasné. Jistou nevyhodou pak je pomérné vysoky
detekéni limit (LOD = cca 10° KTJ/Q). 5 /Polymerdzova retézovi reakce (PCR) - je $iroce
aplikovatelnd, rychla, relativné jednoduchéd a vysoce citlivda molekularné-geneticka metoda
(Matsuki et al., 2003; Bunesova et al., 2014). Pfitomnost nukleovych kyselin ov§em nemusi
nutné dokladovat pfitomnost Zivotaschopnych bakterii: detekce delSich intaktnich tisekt ale
vice souvisi s Zivotaschopnosti testovanych buiiek, nez vyskyt sekvenci kratSich (McCarty a
Atlas, 1993). K vizualizaci PCR produkti se v minulosti obecné pouzival silné toxicky
ethidium bromid - ten je dnes nahrazovan akceptovatelnéj§imi barvivy, jako napf. GelRed,
GelGreen (Biotium, USA) ¢i SYBR Green (Bio-Rad, UK). 6 /PCR v redlném case (real-time
PCR, gPCR) - PCR produkt je registrovan prostiednictvim detekce fluorescenéniho signalu,
ktery je umérny koncentraci nukleové kyseliny ve vzorku. K dispozici jsou dva zptisoby
kvantifikace — relativni a absolutni. Metoda je rychla, pfesna a citliva (Patel et al., 2011). 7

/Restrikcni analyza amplifikované ribozomalni DNA (ARDRA) - je zaloZena na §tépeni PCR
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produktli vhodnymi restrikénimi enzymy na specifické fragmenty (Ward a Roy, 2005).
ARDRA je rychld, jednoducha a dobfe reprodukovatelnd identifikacni metoda. 8
/Interrepetitivni PCR (rep-PCR) - vyuziva specificky lokalizovanych, opakujicich se sekvenci
v genomu - fingerprintové profily pak umoznuji detekci shodnych taxont (Ward a Roy,
2005). 9 /Multiplexni PCR — dovoluje porovnani ruznych nespecifickych produkti
vznikajicich pfi aplikaci vétstho poctu dvojic primerd (Dong et al., 2000). 10
/Denaturacni/teplotni gradientova gelova elektroforéza (DGGE/TGGE) — je Uspésné
vyuzitelnd napt. pro sledovani zastoupeni dominantnich skupin bakterialnich populaci ve
vzorku. 11 /Pulzni gelovad elektroforéza (PFGE) — dovoluje separaci extrémné dlouhych
fragmentt DNA (Herschleb et al., 2007). 12 /Sekvenace genomu — umoziuje piesnou
identifikaci bifidobakterii a studium jejich fylogeneze. Bylo vyvinuto mnozstvi technik,
pouzivanych ke studiu genetické variability bakterii (i celych mikrobialnich spolecenstev).
Rada novych metod, oznatovanych jako sekvenovani nové generace (next generation
sequencing, NGS), umoziuje rychlé¢ sekvenovani velkého mnozstvi vzorkd soucasné.
Nejcastéji pouzivanymi technologiemi dnes jsou: 454 (Roche), Solexa (Illumina), Solid
(Applied Biosystems), lon Torrent (Life Technologies), PacBio (Pacific Biosciences) ¢i
Nanopore sequencing (Oxford Nanopore Technologies) (Margulies et al., 2005; Bentley et al.,
2008; Liu et al., 2012; Goodwin et al., 2016).

Chemotaxonomické metody: 12/ Analyza struktury bunécné stény — pro identifikaci lze
vyuzit také sloZzeni bunécéné stény bifidobakterii. Ta obecné obsahuje N-acetylglukosamin,
kyselinu muramovou, ornitin (misty substituovany lyzinem), aspartat, glutamat, alanin a serin
(Veerkamp, 1971; Lee a O’Sullivan, 2010). 13/ Hmotnostni spektrometrie MALDI -
Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za UcCasti matrice tzv. matrix-
assisted laser desorption/ionization mass spektrometry (MALDI MS) a s pruletovym
hmotnostnim analyzatorem (time-of-flight (TOF)) se v soucasnosti stava také jednou z dobie
vyuzitelnych identifika¢nich metod (Jurinke at al., 2004; Carbonnelle et al., 2011; Biswas a
Rolain, 2013). Je zalozena na rozdéleni nabitych ¢astic podle jejich molekulovych hmotnosti
v elektrickém/magnetickém poli a ke stanoveni vysSich molekulovych hmotnosti vyuziva
ionizace laserem za pfitomnosti matrice (ta zajiStuje kontrolovatelny pifenos energie na
vzorek a brani jeho degradaci). Vyhodou MALDI-TOF MS je vysoka citlivost, rychlost
méieni ¢i analyza vice latek v jednom vzorku a také moznost jeji kombinace se separacnimi
metodami (gelova elektroforéza, kapalinova chromatografie), pozitivem je i zanedbatelny vliv

pozadi (naptiklad pufracni roztoky). Pro efektivni bakteriologické uziti metody, kdy je pro
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identifikaci mikroorganismii vyuzivana analyza bunéfnych proteind, je ovSem nutné

vytvoreni rozsahlé databaze spekter jednotlivych taxont.

Metody slouzici k tfidéni bun¢k: 14/ Pritovova cytometrie (FC, flow cytometry),
umoziujici analyzu mnoha vlastnosti bakteridlni populace - na trovni jedné bunky, ve vzorku
o velkém mnozstvi bun¢k a ve velmi kratkém casovém tseku (stanovenim bifidobakterii FC
se konkrétné zabyval Geng et al., 2014); ptip. ¢ita¢ bun€k 15/ Coulter counter (Johnson et al.,
1984; Tracy et al., 2010).

2.3 Kultivacni stanoveni bifidobakterii

Pro (povétsin¢ striktn€) anaerobni bifidobakterie je nezbytnou podminkou vytvofeni
prostiedi s nizkym oxidaéné-redukénim potencialem (ORP) kultivacniho prostfedi - u
striktnich anaerobt je limitujici hodnotou cca -200 mV, pro tolerantnéjsi druhy pak v rozmezi
0 az +150 mV (aerobni kultivace = cca +300 mV). Zaporné hodnoty ORP lze v tekutych (a
polotuhych) ptidach dosahnout prostymi postupy, napi. varem (napi. 20 min, rychlé
ochlazeni), ptidavkem redukujicich substanci (napf. cysteinu, kyseliny thioglykolové ¢i jeji
sodné soli, glukozy, redukovaného Zeleza), prevrstvenim povrchu tekuté pudy parafinovym
olejem, anebo ptidanim malého mnozstvi agaru (fadové %o) pro omezeni difize vzdusného
kysliku do media aj. Piistupy a jejich varianty je vhodné vzajemné kombinovat. V literatute
se lze setkat s mnoha zajimavymi konkrétnimi aplikacemi (Stieglmeier et al., 2009; Borner,
2016). Anaerobni kultiva¢ni prostfedi lze u tekutych pud realizovat roll-tube technikou
(Hungate, 1969; Holdeman a Moore, 1972), pro kultivaci ploten pak s vyuZitim generatorii
anaerobni atmosféry (napf. Anaerogen, Oxoid, Basingstoke, England) a specialnich
kultivacnich nadob — anaerostatii (od stejné spolecnosti; Obr. 2), dostupnych na trhu (pfi

stejné funkci) v nékolika typech.
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Obr. 2 Anaerobni kultivace humannich kmenu bifidobakterii v anaerostatu; foto: autor,
2017.

Pidy vhodné pro kultivaci bifidobakterii lze rozlisit na komplexni, selektivni,
semisynteticka a synteticka. Dale na neselektivni s elektivnimi sacharidy, média s antibiotiky,
s propionatem sodnym a chloridem lithnym a s elektivnimi latkami a/nebo nizkym pH
(Hartemink a Rombouts, 1999). Vhodna zakladni, pfip. elektivni média jsou vyuzitelna pro
kultivaci, rutinni stanoveni vstupniho inokula a pro kontrolu poétu zivych bifidobakterii
Vv pribéhu skladovani v mléénych fermentovanych i nefermentovanych produktech (Rasic a
Kurmann, 1983; Arroyo et al., 1994). V Tab. 3 jsou shrnuta dulezita zakladni a elektivni
média vhodna pro kultivaci bifidobakterii. Bifidobakterialni kmeny jsou obvykle kultivovany

pii teploté 37°C (ptip. jinak, podle jejich specifickych naroki) po dobu 24 - 72 hodin.
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Tab. 3 Zakladni a elektivni média, obecné uzivana pro kultivaci bifidobakterii
(upraveno: Roy, 2001; cit.: Roy 2001).

De Man Rogosa Sharpe MRS zakladni De Man etal,, 1960
Tryptone Phytone Yeast TPY zakladni Scardovi, 1986

Glucose Blood-Liver BL zakladni Mitsuoka et al., 1965
Columbia CLB zakladni Ellner et al., 1958
;;‘;:Ef;’i;”e Lactose LCL zakladn Rasic a Sad, 1990
;igfi;fed Clestas RCM zakladni Hirsch a Grinsted, 1954
Wilkins-Chalgren Medium W (WCH) zakladni Wilkins a Chalgren, 1976
Modified MRS mMRS elektivni Syker a Skinner, 1973
Modified MRS mMRS + blood elektivni Pacher a Kneifel, 1996
Modified RCM mRCM elektivni Reuter, 1990

2.3.1 Selektivni média pro stanoveni bifidobakterii (bez mupirocinu)

Kultivace Cistych kultur bifidobakterii neni v zasadé naro¢nd. Jinak je tomu ovSem s
jejich kultivaci selektivni. Spolehlivé selektivni kultivacni stanoveni bifidobakterii je stale
aktualni téma (Miranda et al., 2011). Vhodna kultiva¢ni média sice existuji, ale za urcitych
podminek (napt. rozbory vzorkl, kde jsou vyrazné¢ dominantni nckteré jiné bakterialni
skupiny) nejsou zcela spolehliva. Stanoveni bifidobakterii v potravindch a potravnich
dopliicich je tedy vétSinou relativné snadné, ovSem, jsou-li analyzované vzorky prosté
bakteridlnich kontaminaci. Problematické tedy stanoveni bifidobakterii stale je ve specidlnich

ptipadech, a skute¢nym problémem ziistdva v oblasti intestindlni mikrobiologie.

Mnoho autori publikovalo fadu typli a variant médii pro selektivni stanoveni
bifidobakterii (Pacher a Kneifel, 1996; Roy et al., 1997; Payne et al., 1999; Vinderola a
Reinheimer, 1999), ptehledné v review Roy (2001) a textu Shigwedha a Jia (2013), ale uziti

vetsiny z nich nevyhovuje pozadovanym naroktm.

Pro primyslové i spotiebitelské pouziti jsou bifidobakterie bézné dostupné lyofilizované

¢i zmrazené (Tripathi a Giri, 2014). Kromé bifidobakterii aplikovanych v potravinach, existu;ji
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na trhu rizné potravni doplitkky a farmaceutické ptipravky, obsahujici také tato probiotika
(Saad et al., 2013). Nejcastéji se ve sledované skupiné produktl uplatiiuji druhy
Bifidobacterium adolescentis, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. breve, B. longum
subsp. longum a B. longum subsp. infantis. K dosazeni pfiznivého G¢inku musi probiotika
zustat zivotaschopna ve vyrobku az do doby spotieby v dostatecném mnozstvi (zminované

™).

Zajimavé syntetické médium pro izolaci a kultivaci bifidobakterii navrhl jiz v padesatych
letech minulého stoleti Petuely (1956). Obsahovalo laktosu, octan sodny, cysteinu, biotin a
kyselinu pantothenovou. Médium poté modifikovali Gyllenberg a Carlberg. Ti pftidali
riboflavin a baze nukleovych kyselin - adenin, guanin, uracil (Gyllenberg a Carlberg, 1958).
Tanaka a Mutai (1980) pak kyseliny nalixidovou a pyrohroznovou. Modifikacemi bylo
dosazeno uspokojivé selektivity a médium bylo pouzitelné i pro nesnadnou izolaci

bifidobakterii z fekalnich vzorku.

Vroce 1975 vyvinuli dobfe pouZitelné selektivni médium pro stanoveni poctu
bifidobakterii v mléénych vyrobcich Teraguchi et al. (Teraguchi et al., 1978). Jejich NPNL
médium vychazelo z BL-agaru, doplnéného neomycinem, paromomycinem, Kkyselinou
nalidixovou a chloridem lithnym (Laroia a Martin, 1991). NPNL médium bylo mnohymi
autory povazovano za referenéni médium pro izolaci bifidobakterii z fermentovanych
mléénych vyrobku (Lapierre et al., 1992; Lim et al., 1995; Tamine et al., 1995). Laroia a
Martin (1991) soucasné upozoriiuji na nutnost velmi peclivé ptipravy média potiebné pro
dosazeni konzistentnich vysledkd. Vyskytuji se také problémy s rozliSenim bifidobakterii a
Lactobacillus casei. Ruzni autofi testovali selektivni média, zalozena na pouziti komeréné
dostupné plidy, a také média jednodussi konstrukce nez je zminovany NPNL agar. Lim et al.
(1995) navrhli pouziti BL agaru obsahujiciho navic hovézi zlu¢ (ox gall) a gentamicin.
Modifikace je oznacCena jako BL-OG agar. Bifidobakterie na této pidé dobie rostou, puda
zajisStuje dostatecnou selektivitu (srovnatelnou s NPNL) a jeji pfiprava je podstatné
jednodussi nez v piipadé NPNL agaru. BL-OG agar je vhodny napiiklad pro stanoveni
bifidobakterii v prosttedi jogurtové a acidofilni kultury (Lim et al., 1995; Payne et al., 1999).
Dalsi tipravu komer¢niho média zkousSeli Samona a Robinson (1991). Tradi¢ni Rogosa agar
modifikovali paromomycinem, neomycinem, propionatem sodnym a chloridem lithnym.
Médium oznacili RMS agar. Takto upraveny Rogosa agar dovoloval rust bifidobakterii,
zatimco rust laktobacili a streptokoki byl inhibovan. Nicméné, Rasic a Sad (1990)
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zaznamenali niz8i pocty bifidobakterii na RMS, v porovnani s neupravenym Rogosa agarem.
Sozzi et al. (1990) modifikovali TPY medium pfidanim dicloxacilinu a zaznamenali inhibici
rustu laktobacilti a streptokokti, zatimco rust bifidobakterii nebyl omezen. Upravené MRS
médium testovali také Cole a Fuller (1989), odebrali acetat a piidali rafinosu, fruktosu,
galaktosu, kyselinu nalidixova, rifampicin a cystein. Médium vSak nevykazovalo dostatecnou
selektivitu pro stanoveni bifidobakterii. LepSiho vysledku pfi jiné modifikaci MRS dosahli
Pacher a Kneifel, ktefi jej doplnili laktulosou, syrovatkou matefského mléka, krevnim sérem,
titaminy a antibiotiky: netilmycinem, aztreonamem, kyselinou nalidixovou a paramomycinem
(Pacher a Kneifel, 1996). Tzv. BIF médium je selektivni a elektivni, ov§em také zde déla

problémy Lbc casei., pfipadné streptokoky (pin points kolonie).

Vedle zminénych kultivaénich pad, jsou dnes vyuzivany ¢i testovany mnohé dalsi, -
jmenujme dale ty asi funkéné nejzajimavéjsi: 1/AMC médium - Selektivni médium se
zakladem podobnym LP agaru (Lapierre et al., 1992), obsahuje chlorid lithny, propionat
sodny, kyselinou nalidixovou, paromomycin, polymyxin, kanymycin, jodoacetat a tetrazolium
chlorid (Payne et al, 1999). Také zde byly zaznamenany potize s odliSenim Lbc. casei.
2/Modifikované Columbia médium - je pouze Castené selektivni puda. Vedle Columbia
agaru obsahuje propionat sodny, raffinosu, cystein HCI1 a chlorid lithny (Roy et al., 1997).
Médium je vhodné pro urcitd diferenciacni stanoveni, opét jsou znamy potiZze s odliSenim
Lbc. casei. 3/DP médium - podobné jako piedchozi puda také DP médium vychazi
z Columbia agaru, vtomto piipadé doplnéném o kyselinu propionovou a dicloxacilin
(Bonaparte et al., 2001). Pida dovoluje podobné vyuziti (S obdobnymi omezenimi) jako
predchozi modifikace. 4/RB médium - vychazi z originalni zékladni kompozice doplnéné
raffinosou, propionatem sodnym, chloridem lithnym a bromkresolovou ¢erveni (Hartemink et
al., 1996). Jedna se o pomérmné zdafilou pudu, primarn¢ uréenou pro izolaci bifidobakterii
z fekalnich vzorkt. Lbc casei v tomto médiu také roste, vytvaii ale pouze pin points kolonie.
5/MGLP médium — je selektivni pda, také originalniho zakladu a dale s chloridem lithnym,
cysteinem HCI a penicilinem (Yakult Pharmaceutical, Japonsko). 6/TOS médium - ¢aste¢né
selektivni ptida se specidlni agarovou bazi, obohacenou cysteinem HCI, propionatem sodnym

a galaktooligosacharidy (Yakult Pharmaceutical, Japonsko).
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2.3.2 Selektivni média s mupirocinem

Antibiotikum mupirocin (Obr. 3), metabolit Pseudomonas fluorescens, (Fuller et al.,
1971; Sutherland et al., 1985) inhibuje syntézu bakterialnich proteint specifickou, reverzibilni
vazbou na bakterialni izoleucyl-tRNA-syntetdzu, negativné ovliviiuje také napi. tvorbu
bunécné stény (Silvian et al., 1999; Ward a Campoli-Richards, 1986); jeho inhibi¢ni vliv na

rust bifidobakterii je vS§ak minimalni (Serafini et al., 2011).

COO(CH,),COOH

H,C CH,

Obr. 3 Mupirocin; Gulyas et al., 2008.

V soucasné dob¢ je nejlepsi existujici ptidou pro stanoveni bifidobakterii tzv. Mupirocin
médium. Jeho zékladem je TPY agar (Thitaram et al, 2005) nebo Wilkins-Chalgren agar
(Wilkins a Chalgren, 1976) se selektivnimi faktory mupirocinem a ledovou kyselinou
octovou. Puda doplnéna pouze mupirocinem je vhodna pro stanoveni bifidobakterii
v mlécnych kysanych produktech a potravnich doplicich (Rada a Koc, 2000), modifikace
s mupirocinem a ledovou kyselinou octovou je vhodna pro uziti ve fekalnich vzorcich (Rada a
Petr, 2000, 2002). Mupirocinem nasledné modifikovali také jina média né€ktefi dalsi autofi,
napt.. Simpson et al. (2004) MRS agar a Thitaram et al. (2005), soucasné i s ledovou
kyselinou octovou, médium TOS. Miranda et al. (2014) referuje 0 RP-MUP (Raffinose-
Propionate lithium Mupirocin) médiu, zda se vhodné pro stanoveni bifidobakterii ve
fermentovanych mléénych produktech. V soucasné dobé jsou na trhu k dispozici také
komeréné dostupné pudy: jejich testovanim se zabyvala BuneSovd et al. (2015) viz
podkapitola 5.2 Comparison of mupirocin-based media for selective enumeration of
bifidobacteria in probiotic supplements. Pievladaji-li ve fekalnich vzorcich nékteré
bakterialni skupiny (napf. klostridie) rezistentni k mupirocinu, zdd se byt velmi u¢innym
obohaceni pudy o norfloxacin (Vlkova et al., 2015). Dalsi cestou pravdépodobné¢ muze byt

také vyuziti antiseptik, napt. derivata chinolinu (Colak et al., 2009), pti zohlednéni
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tzv. indexu biokompatibility, tedy poméru baktericidni G¢innosti a toxicity u¢innych latek ve

vztahu Kk bakterialnim kmentim (Melichercikova, 2015).

2.3.3 Mucin jako mozny selektivni faktor pro stanoveni druhu Bifidobacterium
bifidum

Ochrannou vrstvu kryjici enterocyty tvofi, spolu s buitkami imunitniho systému a
fyziologickou mikrobiotou, intestinalni epitel (Hansson a Johansson, 2010; Belzer a de Vos,
2012). Ten obsahuje tzv. poharkové (Gobletovy) burky, které sekretuji vysokomolekularni
glykoproteiny, oznacované jako muciny. Dnes je jich identifikovano asi 20 typt, v tlustém
stieveé prevladda mucin oznafeny jako MUC2. Muciny jsou tvofeny peptidovym jadrem, na
které jsou O- nebo N-glykosidickymi vazbami navazany oligosacharidové fetézce, sestavené z
jednoho ¢i nékolika zakladnich sacharidi (napt. N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin,
galaktosa, fukosa) a ty byvaji zakonéeny sialovymi kyselinami ¢i sulfatovymi skupinami - tim
je zajiSténa vysoka odolnost viéi glykosidickému Stépeni (Corfield, 1992). Sacharidova
vrstva ma velkou hydrata¢ni kapacitu, a také to udéluje mukédze vlastnosti, diky nimz je
schopna plnit rizné funkce: ze zakladnich jmenujme proteolytickou resistenci, usnadnéni
pasaze traveniny, tvorbu bariéry pro nebezpecéné substance, toxiny ¢i patogeny - ty je i sama
schopna vazat a tim deaktivovat (Kunz et al., 2000). Velmi zajimava je podobnost buné¢nych
povrchovych glykani (mucin, glykolipidy) s OMM, disponujicich funkci tzv. rozpustnych
receptortl, tj. antiadhezivnich, antimikrobidlnich latek, které zabranuji uchyceni rGznych
enteropatogent na epitelidlni buiiky, a tim chrani hostitele pfed kolonizaci patogennimi

mikroorganismy (Hong et al., 2009).

A jak jiz bylo zminéno, mukoza je také prostiedim pro rezidentni mikrobiotu. Pro tu
muze vzdyptitomny mucin soucasné piedstavovat dilezity zdroj energie, - zvlasté v mistech,
kde jsou zdroje vyuZitelnych substrati omezené. Takova situace pravé nastava v prostiedi
tlustého stfeva (MacFarlane et al., 1992). N¢které druhy stfevni mikrobioty jsou mucin
schopné degradovat (Tab. 4), tato schopnost ale byla, ve vétsin€, pozorovana pouze ve

smésné kultufe.
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Tab. 4 Bakterialni mucin-degradujici enzymy, identifikované v lidském GIT

(upraveno: Derrien et al., 2010).

Akkermansia muciniphila

a- a B-D-galaktosidasa,

a-L fukosidasa,

a- a 3-N-acetylgalaktosaminidasa,
-N-acetylglukosaminidasa,
neuraminidasa,

sulfatasa

Derrien, 2007.

proteasa,
a-N-acetylgalaktosaminidasa,
[-galaktosidasa,

Macfarlane a Gibson, 1991;

Bacteroides fragilis [-N-acetyl-D-glukosaminidasa, Berg et al,, 1983;
a-L-fukosidasa, Macfarlane et al., 1992.
neuraminidasa,
sulfatasa
a-fukosidasa,

-galaktosidasa,
Bacteroides a-N-acetylgalaktosaminidasa, Xu et al., 2003;
thetaiotaomicron B-N-acetylglukosaminidasa, Tsai et al., 1992.

neuraminidasa,
sulfatasa

Bacteroides vulgatus

a- a B-galaktosidasa,

o-fukosidasa,
-N-acetyl-D-glukosaminidasa,

a- and 3-N-acetylgalaktosaminidasa,

neuraminidasa

Ruseler-van Embden et al.,

1989.

Bifidobacterium sp.,
Bifidobacterium bifidum

o-L-fukosidasa,
a-N-acetylgalaktosaminidasa,

galaktosyl-N-acetylhexosamin
phosforylasa

Katayama et al., 2005.

Clostridium cocleatum

B-galaktosidasa,
[-N-acetylglukosaminidasa,
a-N-acetylgalaktosaminidasa,
neuraminidasa

Boureau et al., 1993.

Clostridium septicum

B-Galaktosidasa,
[-N-acetyl-D-glukosaminidasa,

Macfarlane et al., 2001.

glykosulfatasa,
neuraminidasa
Helicobacter pylori glykosulfatasa Slomiany et al., 1992.
sulfoglykosidasa, Wright et al., 2000;
Prevotella sp. RS2
glykosulfatasa Rho et al,, 2005

Ruminococcus torques

a-N-acetylgalaktosaminidasa

Hoeskins et al,, 1997

Streptomyces sp.

a-L-fukosidasa

Goso et al., 2001
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Nékolik druhti (napt. Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens a Bifidobacterium
longum) bylo schopno ¢astecné mucin odbouravat také v Cisté kultufe (Derrien et al., 2004).
Taxony B. longum také B. infantis a B. bifidum produkuji enzym o-N-
acetylgalaktosaminidasu (Kiyohara et al., 2012), ktery z proteinového jadra mucinu odstépuje
O-glykosidicky vazany disacharid galaktosyl-1,3-N-acetylgalaktosamin (Larson et al., 1988;
Fujita et al., 2005), a u B. longum je navic znama také N-acetylhexosamin 1-kinasa, schopna

participovat pfi utilizaci mucinovych oligosacharidi (Nishimoto a Kitaoka, 2007).

Obr. 4 Akkermansia muciniphila DSM 22959, typovy kmen Kkultivovany v médiu
S mucinem, jako jedinym zdrojem uhliku; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-
Fi2, zvétSeni 15 x 40, Pechar, 2017.

Dosud vSak zname pouze 3 druhy bakterii obyvajici travici trakt, Akkermansia
muciniphila (Derrien et al., 2004; Obr. 4), A. glycaniphila (Ouwerkerk et al., 2016) a v této
souvislosti jiz vyse citovany druh Bifidobacterium bifidum (Obr. 5), které jsou v ¢isté kultuie
schopné utilizovat mucin jako jediny zdroj uhliku a lze je bez vyhrad oznacit jako

mucinolytické (Killer and Marounek, 2011).
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Obr. 5: Rust Bifidobacterium bifidum JKM v médiu s mucinem, jako jedinym zdrojem
uhliku; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-Fi2, zvétSeni 15 x 40, Pechar, 2015.
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3 HyYPOTEZA

Predpokladame, Ze jednotlivé taxony probiotickych bakterii se budou liSit svymi
fyziologickymi vlastnostmi, v prvé fadé ve schopnosti vyuzivat rizné zdroje organického
uhliku a v rezistenci k antimikrobialnim latkam. Téchto vlastnosti bude vyuzito jako

selektivnich faktorti ve vyvoji novych kultiva¢nich médii ¢i postupt.

4 CiL PRACE

Cilem prace je vyvoj novych médii ¢i postupl, vhodnych pro selektivni stanoveni
probiotickych bakterii, v prvé fad¢ bifidobakterii, pfipadné laktobacilii, ¢i dalSich bakterii
obyvajicich travici trakt ¢loveka, hospodarskych zvifat a dalSich Zivocéicht. Pro rutinni
kontrolu probiotickych potravin je idedlni vyvinout jednoduché postupy, snadno proveditelné
v béznych laboratofich. Nové vyvinuta média budou dale vyuzita pro izolaci novych kment

potencionalnich probiotik.
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5.1 Hodnoceni probiotickych vyrobkii Spolecnosti pro probiotika a
prebiotika. Stanoveni probiotickych bakterii v potravindch a potravnich
dopliicich
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HODNOCENI PROBIOTICKYCH
VYROBKU SPOLECNOSTI
PRO PROBIOTIKA A PREBIOTIKA

Radko Pechar', Vojtéch Rada’, Sérka Musilova’,
Véra Bune$ova', Eva Vikova', Vladimir Kmet?, Jifi Killer'*
' Katedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky,
Ceska zemédéiska univerzita v Praze
2 (Jstav fyzioldgie hospodarskych zvierat SAV, Kosice
? Ustav Zivoéisné fyziologie a genetiky AVCR, Libéchov

Testing of probiotic products by Society
for Probiotics and Prebiotics

Abstrakt

Spole¢nost pro probiotika a prebiotika (SPP,
www.probiotika-prebiotika.cz) zahajila testovani probio-
tickych potravin a potravnich doplitkii v roce 2009. Jsou
testovany bifidobakterie a déle také laktobacily v mlé¢nych
kysanych vyrobcich a lyofilizovanych prascich, pficemz je
stanovovan celkovy pocet Zivych bunék v pribéhu expiracni
doby. Testovani probihd podle IDF (International Dairy
Federation) standardu a s pouZitim dalSich metod. Vyrobky
vesmés spliuji normu (kysané mlécéné vyrobky), nebo
mnozstvi deklarované na obalu (lyofilizované produkty).
V nékterych lyofilizovanych preparatech vsak byly nalezeny
pocty zivych bunék mirné niZii, nez uddvaji hodnoty uve-
dené na obalu. Kromé poc¢tu zivych bunék SPP provadi také
izolaci Cistych kultur a jejich identifikaci pomoci fenoty-
povych a genotypovych testii az na droven druhu, poddruhu
a piipadné i kmene pomoci fingerprintovych metod.

V mléénych kysanych vyrobcich je prakticky vyhradné
nalézan druh Bifidobacterium animalis subsp. lactis, zatimco
v lyofilizovanych vyrobcich byvaji zastoupeny také druhy
B. longum, B. breve a B. bifidum. Z laktobacilti byvaji pfitom-
ny druhy Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus a L. casel.

SPP testuje také metody, jak selektivné stanovit ostatni
probiotické mikroorganismy, jako jsou kvasinky
(Saccharomyces cerevisiae a S. boulardii), enterokoky,
Escherichia coli (v CR jsou zndmy preparity Mutaflor
a Coliinfant), Bacillus spp. a dalSi mikroorganismy.

Vsichni vyrobci a distributofi probiotik se mohou obritit
na SPP s Zadosti o test svého produktu. Je tieba pripome-
nout, Ze testy probihaji nad ramec standardnich metod
a prubéZné se zarazuji nové metody pro stanoveni mnoZzstvi
zivych bunék (napf. RT-PCR, FISH) a pro identifikaci
druhti a kment (napf. sekvence geni pro 16SrRNA
a HSP60, MALDI-TOF MS). Piipadni zajemci také mohou
kontaktovat pfimo Laboratof anaerobni mikrobiologie
Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky (rada@af.czu.cz)
na CZU v Praze, kde se testovani pro SPP provadi.

Kli¢ova slova: probiotika, kysané mlécné vyrobky,
Bifidobacterium, Lactobacillus, selektivni stanoveni pro-
biotickych mikroorganismi

Abstract

Society for Probiotics and Prebiotics (SPP,
www.probiotika-prebiotika.cz) began testing of probiotic
foods and dietary supplements in 2009. Bifidobacteria and
lactobacilli are tested in a milk fermented products and
lyophilized powders. The total number of viable cells are
determined during the expiration date. Testing carried out
by IDF (International Dairy Federation) standards and by
using other methods. The products generally meet the stan-
dard (fermented milk products), or the amount declared on
the label (lyophilized product). In some of lyophilized
preparations, however, were found living cell counts slight-
ly lower than values indicated on the packaging. Besides
the number of living cells SPP also performs the isolation
of pure cultures and their identification using phenotypic
and genotypic tests to the species, subspecies and possibly
strain levels using fingerprint methods.

In fermented dairy products is usually almost exclusive-
ly found Bifidobacterium animalis subsp. lactis, whereas in
lyophilized products are also represented species
B. longum, B. breve and B. bifidum. The lactobacilli are
present by species Lactobacillus acidophilus, L. casei and
L. rhamnosus.

SPP also tested methods to selectively determine other
probiotic microorganisms such as yeast (Saccharomyces
cerevisiae and S. boulardii), enterococci, Escherichia coli
(in the Czech Republic are known medications Mutaflor
and Coliinfant), Bacillus spp. and other microorganisms.

All manufacturers and distributors of probiotics may
apply to the SPP with a request to test their product. It
should be noted that the tests are performed in excess of the
standard methods and is continuously inserted new method
for determining the amount of living cells (such as
RT-PCR, FISH) and for the identification of species and
strains (such as a gene sequence for 16STRNA and HSP60,
MALDI-TOF MS). Potential applicants may also contact
the Laboratory of Anaerobic Microbiology, Department of
Microbiology, Nutrition and Dietetics, Faculty of
Agrobiology, Czech University of Life Sciences
(rada@af.czu.cz), where testing for the SPP is realised.

Key words: probiotics, fermented milk products,
Bifidobacterium, Lactobacillus, selective enumeration of
probiotic microorganisms

Uvod

S ohledem na trvale rostouci zdjem spotiebitelt o sorti-
ment potravin a potravnich doplika, které obsahuji tzv.
probiotika, je velmi aktudlni vypracovani postupi pro
selektivni stanoveni té€chto mikroorganismu. Podle
Organizace pro vyzivu a zemédélstvi a Svétové zdravot-
nické organizace (FAO/WHO, 2001) jsou probiotika zivé
mikroorganismy pridavané do potravin, které pii podavani
v adekvatnim mnoZzstvi pozitivné pusobi na travici trakt
konzumenta. Pro rutinni kontrolu probiotickych potravin je
pak idealni vyvinout jednoduché postupy, snadno pro-
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veditelné v béZnych laboratofich. V soucasné dobé se viak
zda vytvoreni takovych postupu neredlné a ke kontrole je
proto potiebné také vyuziti naroénych technologii. Rizné
technologické pfistupy je navic nezbytné kombinovat.
Proto, aby mohly byt ur¢ité mikroorganismy vyuZzité jako
probiotika, musi spliiovat kritéria spojend s bezpecnostni-
mi, funkénimi a technologickymi vlastnostmi (Saarela
et al., 2000). Mezi nejdulezitéjsi pozadované funk¢ni vlast-
nosti probiotik patfi pouziti hostitelsky specifickych
kmend, rezistence vuci kyselému prostiedi gastrointestinal-
niho traktu a Zlu¢ovym solim, schopnost (alespon prechod-
né) kolonizovat intestindlni trakt, schopnost adherence na
stfevni epitel, antagonistické pusobeni na patogenni bak-
terie, vylouceni faktoru patogenity, genetickd stabilita
a klinicky prokdzané pozitivni zdravotni G¢inky. Z techno-
logickych vlastnosti je kladen diraz zejména na schopnost
zachovani ovéfitelné Zivotaschopnosti téchto mikroorganis-
mi b&hem procesu vyroby a expiraéni doby produktu
(Klaenhamer a Kullen, 1999; Kaur et al., 2002). Mikro-
organismy je nutné identifikovat na droveri rodu, druhu
a kmene, pomoci fenotypovych a molekularné genetickych
metod, kmen musi byt uloZen v mezindrodni sbirce kultur.
Pro ureni bezpecnosti a ucinnosti kmene jsou nutné
in vitro testy a/nebo testy na zvitatech a poté také dvojité
zaslepené, randomizované, placebem kontrolované
(DZPK) klinické studie. Vyrobek obsahujici probiotické
mikroorganismy pak musi obsahovat oznaceni rodu, druhu
a kmene a dile idaj o minimalni koncentraci mikroorga-
nismi do konce jeho zaru¢ni doby. S ohledem na tyto
pozadavky jsou jako probiotika nejcastéji vyuzivany rizné
druhy laktobacili a bifidobakterii. Logicky proto vznikl
také pozadavek pro jejich kvantitativni kontrolu. Podle
mezinarodnich ISO/IDF norem vSak v soucasnosti existuje
pouze postup pro selektivni stanoveni druhu Lactobacillus
acidophilus. Pro ostatni druhy laktobacili sice existuje
pozadavek (10° v 1 g & 1 ml vyrobku - tzv. terapeutické
minimum) pro pocet Zivych bunék obsazenych v produktu
do konce doby expirace, avSak neexistuje spolehliva
a zdvazna metoda jak pozadovany stav ovéfit. Podobné
u bifidobakterii existuje pouze ISO/IDF norma pro stanoveni
rodu Bifidobacterium, pri¢emz dosud nebylo mozné rozlisit
jednotlivé, v soucasné dobé pouzivané, druhy.

Material a metody

Pro testovdni bakterii obsaZzenych v probiotickych
vyrobcich bylo v prvé fadé pouZito jejich stanoveni pomoci
dostupnych selektivnich médii. Déle byla provedena identi-
fikace na turoven rodu (F6PPK, PCR) a na tdroveni druhu
a kmene (API, PCR, MALDI-TOF MS, sekvenace genu -
16SrRNA, HSP60). DNA vzorku byla izolovina podle pro-
tokolu PrepMan® (Applied Biosystems®). Pro identifikaci
pomoci MALDI-TOF MS byly pfipraveny Cerstvé narostlé
kultury (Kmet a Drugdova, 2012). Stanoveni bifidobakterii je
upraveno normou ISO 29981:2010 (IDF 220). Stanoveni bifi-
dobakterii v mléénych produktech. Bylo pouzito médium
TOS s mupirocinem (50 mg/ 1), pii pH 7.4 probihala kultivace

anaerobné 48 hodin pii 37°C. Pro selektivni stanoveni Bifido-
bacterium bifidum bylo vyuzito jeho schopnosti utilizovat
mucin. Bylo testovino médium sestdvajici z tryptonu
(5,0 g/1), zivného bujénu ¢. 2 (25,0 g/l), kvasni¢ného
autolyzitu (2,5 /1), tweenu (0,5 ml/l), cysteinu (0,25 g/1).
mucinu (20 g/l) a bromkresolové cervené (0,01 g/1). Byl vy-
vinut selektivni MM (mucin, mupirocin) agar pro stanoveni
druhu B. bifidum. Slozeni MM agaru: trypton (5.0 g/l), Zivny
bujén (Nutrien) (5,0 g/l), kvasni¢ny autolyzét (Yest) (2,5 g/l),
tween (0,5 ml/l), cystein (0,25 g/l), technicky agar (10 g/1),
mucin (20 g/l), mupirocin (100 mg/l). Pro selektivni
stanoveni B. longum a B. breve byla vyvinuta selektivni
média s obdobnym zéakladnim sloZenim (MM bez mucinu),
kde jako zdroj uhliku byly pouZity: pro B. longum turanosa
a pro B. breve sorbitol a mannitol. Stanoveni Lactobacillus aci-
dophilus bylo provedeno podle normy ISO 20128:2006 (IDF
192). Stanoveni Lactobacillus acidophilus v mléénych pro-
duktech. Zde bylo pouzito médium MRS s klindamycinem
(0,1 mg/ 1), médium vSak neni dostate¢né selektivni a nebylo
mozné jim odliit fadu jinych druhi laktobacilii a rovnéz
kvasinky. Pro stanoveni L. casei mezinarodni ISO/IDF norma
neexistuje. Zde byl pouzit MRS agar (Oxoid) s piidavkem
1,5% 7luci (Oxoid) a pH 5.4 (Vinderola a Reinheimer, 2000).
Na Rogosa agaru pii pH 5.4 probihala kultivace anaerobné
14 dnu pri 15 °C (Champagne et al., 1997).

Vysledky a diskuse

Perspektivni probioticky druh, typicky pro travici trakt
¢lovéka, je Bifidobacterium bifidum. Casto se vyskytuje
u kojenych novorozenci, dobfe vyuZiva oligosacharidy
matefského mléka a je schopen vyuZzivat mucin. Setkame se
s nim hlavné v lyofilizovanych probiotickych produktech.
Byl navrzen MM agar (mucin, mupirocin agar), ktery se
ukdzal byt vhodny ke kultivatnimu stanoveni druhu
B. bifidum. Byly stanoveny pocty B. bifidum v testovanych
vyrobeich v fadech od 10° do 107 KTJ/g vyrobku (Tab. 1).

Tab. 1 Pocty kolonii Bifidobacterium bifidum na
MM agaru

Vyrobek
Lepicol
Biopron Junior
Laktobacilky Baby
Probiofiora

AB Aktiv

LogKTJ / 1 g vyrobku

Dile byly stanoveny druhy B. longum a B. breve. Byla
uzita vyvinutd selektivni média, modifikované MM
médium, s riznymi zdroji uhliku: pro stanoveni B. longum
turanosa, pro B. breve sorbitol a mannitol.

Kultivaéni selektivni stanoveni druht B. bifidum,
B. longum a B. breve bylo potvrzeno uzitim druhové speci-
fické PCR a dalSich metod (Tab. 2, Obr. 1). Kmeny bifi-
dobakterii byly identifikoviny pomoci pozitivni FOPPK,
rodové i druhové PCR, API 50 CHL, Rapid ID 32 A
a MALDI-TOF MS.
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Tab. 2 Identifikace bifidobakterif izolovanych
z probiotickych vyrobk(i

Vyrobek F6PPK PCR PCR API 50 Rapid
rodova druhova CH ID32A
Lepicol + | Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum
Pangamin Bifi +/- | Bifidobacterium | B. longum | B. longum | B. Iongumi
Probioflora + | Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum |
Biopron Junior |+ | Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum
Candi Stop +/- | Bifidobacterium | B. breve | B. breve | B. breve
Lactobene +/- | Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum
léall()tobacilky + | Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum
aby
AB Aktiv + | Bifidobacterium | B. bifidum | B. bifidum | B. bifidum

(Pozn.: PCR dle Matsuki et al., 2003; F6PPK: + pozitivni, +/- nejednoznacny vysledek)

Obr. 1 Selektivni stanoveni a identifikace bifidobakteril
B. bifidum, B. longum a B. breve pomoci druhové

Obr. 2 Charakterizace Lactobacillus casei a pribuznych
druhu izolovanych z mléénych kysanych vyrobkd
pomoci rep-PCR
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Obr. 3 Sekvenace genu pro HSP60 u dvou kmend
laktobacil - Sipky oznaduji odli$né béze
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MIlécné kysané vyrobky obsahovaly Lactobacillus casei
v fadech od 10° do 10® KTJ/g vyrobku (Tab. 3). Byla také
provedena identifikace Lactobacillus casei na turoven
kmene (Actimel, Milblu). Vyhodnoceni biochemickych
testi API 50 CHL programem Apiweb u produkti: Milblu
Natur: L. paracasei subsp. paracasei (99,7 %; 0,79 T),
Milblu Jahoda: L. paracasei subsp. paracasei (99,8 %;
0,775 T), Actimel (Natur, Jahoda): L. paracasei subsp.
paracasei (99,6 %; 0,83 T), korespondovalo s rep-PCR
(Obr. 2). Pro potvrzeni ziskanych vysledku byla provedena
sekvenace genii 16S rRNA a HSP60 (Obr. 3). Kmeny
z Danone a Milblu se u 16S rRNA nelisily, liSily se viak ve
dvou bazich u genu pro HSP60.

Tab. 3 Pocty kolonii izolovanych laktobacild
(Lactobacillus casei)

Vyrobek LogKTJ / 1 g vyrobku
Actimel Jahoda 893
Actimel Natur 8,92
Probioticky drink natural 8,31
Bifidus Natur 7.8
Vian Probiotic Drink 7,73
Vivacto Probiotic jogurt drink 7,72
Acti Plus Drink 7,71
Probiotic Drink Classic 6,78

Milblu l 1

TTATCCGCGAAGGCATGAAGAACGTTACAGCCGGTGCTAATCCTGTTGGCAT TCGCACAGGGATTGAAAAGGCAACTA
AGGCTGCCGTTGACGAAT TGCACAAGATTAGCCACAAAGTTAATGG TAAGAAAGAAATCGCGCAGGTTGCGTCCGTTT
CTTCCTCAAATACAGAAGTTGGTAGTCTGATTGCTGACGCCATGGAAAAAGTTGGCCACGATGGTGTGATTACCATTGA
AGAAAGCAAAGGGATTGACACTGAACTCTCTGTTGTTGAAGGGATGCAGTTTGATCGCGGCTATCTGAGCCAATACAT
GGTTACCGATAATGATAAGATGGAAGCTGACCTTGACGATCCTTATATCTTGATCACCGACAAAAAGATTTCCAATATTC
AGGACATTTTGCCGCTGTTACAAGAAATCGTTCAACAAGGTAAGGCACTGTTGATCATTGCTGACGACGTTGCTGGTG
AAGCATTGCCAACCTTAGTTCTGAACAAGATTCGTGGTACCTTCAATGTTGTTGCGGTTAAGGCCCCCGGETTCGGCG
ACCACCATCCTGTGTG

Danone
TTATCCGCGAAGGTATGAAGAACGTTACAGCCGGTGCTAATCCTGTTGGCATTCGCACAGGGATTGAAAAA GEAACTA
AGGCTGCCGTTGACGAATTGCACAAGATTAGCCACARAGTTAATGGTAAGAAAGAAATCGCGCAGGTTGCGTCCGTTT
CTTCCTCAAATACAGAAGTTGGTAGTCTGATTGCTGACGCCATGGAAAAAGTTGGCCACGATGGTGTGATTACCATTGA
AGAAAGCAAAGGGATTGACACTGAACTCTCTGTTGTTGAAGGGATGCAGTTTGATCGCGGCTATCTGAGCCAATACAT
GGTTACCGATAATGATAAGATGGAAGCTGACCTTGACGATCCTTATATCTTGATCACCGACAAAAAGATTTCCAATATTC
AGGACATTTTGCCGCTGTTACAAGAAATCGTTCAACAAGGTAAGGCACTGTTGATCATTGCTGACGACGTTGCTGGTG
AAGCATTGCCAACCTTAGTTCTGAACAAGATTCGTGGTACCTTCAATGTTGTTGCGGTTAAGGCCCCLGGCTTCGGLG
ACCACCATCCTGTGTG

Zaver

Stanoveni vétSiny druht bifidobakterii v potravinich je
mozné a spolehlivé. Médium s mucinem je vhodné pro
selektivni stanoveni B. bifidum, lze selektivné stanovit
i ostatni aplikované druhy bifidobakterii.

Je nutné vypracovat spolehlivou normu pro stanoveni
L. casei a L. acidophilus. Metody fungujici pro mlécné
vyrobky nemusi fungovat pro jiné potraviny (fermentované
masné vyrobky).

Stanoveni kvasinek v probiotickych vyrobcich je snadné,
jejich identifikace je vSak problematicka.

Obr. 4 Viyrobci, kterym SPP udélila pravo pouzivat logo
spolec¢nosti

Logo SPP udéleno

Firmé Danone a.s., Konopidtska 905, 256 37 Benedov
za vyrobky

— Activia napoj *

- Activia lehks & fit *

~ Actimel Natur

— Actimel Jahoda
*  Firmé ASP Czech s.r.0., K Teplindm 679, SluSovice za vyrobek
- Lepicol
« S&D Pharma Ltd., Westfield Lane, Harrow HA39ED, Velka Britanie za vyrobky
— Probio-Fix *
— Probio-Fix Imun *
* Valosun a.s., Kytnerova 403/5, 621 00, Brno za vyrobek
- Biopron Junior

* testované vyrobiy nezmifované v tlinku
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VétSina vyrobkd, testovanych SPP v roce 2013, obsaho-
vala deklarované mikroorganismy, pocty zivych bakterii
byly viak v nékterych pfipadech niZsi.

Na zékladé vysledku realizovanych testd udéluje SPP
vyrobcim pravo pouZivat logo spolecnosti (Obr. 4).
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STANOVENI LAKTOSY

V MLECNYCH MATERIALECH

S UPRAVENYM OBSAHEM
MLECNE SUSINY METODOU HPLC

Borkova Markéta', Markové Marie', Mo$nova Romana®,
Elich Ondfej’

" VWyzkumny Ustav mlékérensky s.r.o., Praha

2 MILCOM a.s., Praha

Determination of lactose in dairy materials
with modified milk dry matter content by HPLC

Abstrakt

Laktosa byla v mléénych materidlech s upravenym obsa-
hem mlééné suliny stanovena technikou vysokotcinné

kapalinové chromatografie na koloné Phenomenex Luna
NHS; s refraktometrickou detekci. Kvantifikace laktosy byla
provedena metodou piidavku vnitfniho standardu monohy-
dratu D(+)-melezitosy.

Podrobnéji byl sledovan vliv navy$eni obsahu mlé¢nych
bilkovin v mlé¢ném vzorku pridavkem tekutych mlécnych
retentdtl, suseného nizkotu¢ného a plnotu¢ného mléka na
obsah laktosy ve vzorku. V piipadé tekutych retentéti nebyl
zaznamenan vyznamny rozdil v obsahu laktosy. Pfidavkem
sufeného mléka se obsah laktosy zvysil z plvodnich
4,65 g/100 g na 4,93 az 5,66 g/100 g. Vysledky stanoveni
laktosy technikou HPLC odpovidaly piedpoklddanému
obsahu laktosy vypoctenému z hmotnostni bilance vychozi
suroviny a jednotlivych pridavki. Ziskané vysledky
potvrdily, Ze metoda HPLC je vhodnd pro stanoveni laktosy
v mléénych matricich s upravenym obsahem mlécné susiny.

Klicova slova: laktosa, HPLC, bilkovinné koncentraty

Abstract

Lactose in milk material with modified milk dry matter
content was determined using high pressure liquid chro-
matography on Phenomenex Luna NH> column with
refractometric detection. Quantification of lactose was per-
formed by addition of the monohydrate D(+)-melezitose
internal standard.

The effect of increase of milk proteins content in milk
sample by addition liquid milk retentates, dried skim and
whole milk for lactose content of the sample was followed
in great detail.

In the case of liquid retentate wasn't observed significant
difference in the content of lactose. The content of lactose
was increased by addition of dried milk from original
4.65 g/100 g to 4.93 up to 5.66 g/100 g. The results of
determination of lactose by HPLC were similar as pre-
sumed content of lactose calculated from the mass balance
of individual portions. The results verified that the method
is suitable for HPLC determination of lactose in dairy
materials with modified milk dry matter content.

Keywords: lactose, HPLC, protein concentrates

Uvod

V soucasné dob& je v mlékarenském primyslu patrny
trend vyvoje novych vyrobki, u kterych jsou uplatiiovany
zdokonalené a nové prvky technologie (napf. ultrafiltrace),
pii kterych dochazi ke zméné slozeni obsahu sloZek mlé¢né
suSiny vstupni suroviny. S timto rozvijejicim se trendem
zavadéni novych mléénych produkti obohacenych o jed-
notlivé slozky mlécné suSiny, je nutnosti zavést a optimali-
zovat vhodné metody pro stanoveni jednotlivych sloZek
mlé&né susiny, které nejsou ruseny zménou matrice vzorku.

V praxi se asto pouzivd navySeni obsahu mléénych
bilkovin v mlé¢né matrici, a proto byla pozornost zamére-
na zejména na vliv pfidavku mlééné bilkoviny na obsah
laktosy ve findlnim produktu. Pridavek bilkovinné slozky
do vstupni suroviny na vyrobu mléénych vyrobkii mize byt
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An international standard already exists for the selective cnumeration of bifidobactenia in milk products. This
standard uses Transgalactosylated oligosacchanides [TOS) propionate agar supplemented with mupirocin, Howve-
ever, no such standard method has been described for the selective enumeration of bifidobacteria in probiotic
supplements, where the presence of bifidobacteria is much more variable than in milk products. Therefore, we
enumerated bifidobacteria by colony count technique in 13 probiotic supplements using three media supple-
mented with mupirocin (Mup; 100 mg/1): TOS, Bifidobacteria selective medium (BSM) and modified Wilkins-

;—Eﬁﬂ“:;ﬁi.em Chalgren anaerobe agar with soya peptone (WSP). Moreover, the potential growth of bifidobacterial strains
Frobiotic supplements aften used in probioric products was performed in these media. All 13 products contained members of the
Enumeration genus Bifidohacterium, and tested mupirocin media were found to be fully selective for bifidobacteria. However,
Selective media the type strain Bifidobacterium bifidiom DSM 20456 and collection strain B. hifidien DSM 20239 showed statistical-
Mupdrocin Iy significant lewer counts an TOS Mup media, compared to BSM Mup and WSP Mup media. Therefore, the TOS
Mup medium recommended by the 150 standard cannot be regarded as a fully selective and suitable medium for
the genus Eifidobacterium, In contrast, the BSM Mup and WSP Mup media supported the growth of all

hifidohacterial species.
@ 2014 Elsevier BV, All rights reserved.
1. Introduction conditions. The manufacturer should correctly inform customers about

Bifidobacteria are prabiotic microorganisms that are widely used in
the food industry [Miranda et al, 2011). Probiotic microotganisms are
usually available as culture concentrates in dried or deep-freeze forim
to be added to a food for industrial or home wses [Tripathi and Gir,
2014), In addition to the food probiotics, there are various health prod-
ucts and pharmaceutical preparations containing probiotics on the mar-
ket {Saad et al., 2013). The most commonly used species of probiotic
bacteria in Iyophilised form and milk products are Bifidobacterium
adolescends, Bifidobacterium animalis ssp. lactis, Bifidebacterium bifidum,
Bifidobacterium breve, Bifidebacterium longum ssp, longum and Bifido-
bacterium longum ssp. infantis. The amount of probiotic bacteria
required for therapeutic effect is considered to be in the range of 10%
cells of live micronrganisms per day. To exert a beneficial effect, the bac-
teria must remain viable in the product until the time of consumption.
Comimercially available probiotics are usually in the form of freeze-
dried, powdered bacteria or in the capsule-packed forms, which can al-
fect their persistence and viability, According to Makinen et al. {2012)
there are three major factors governing the stability of probiotics duning
manufacture and storage; strain robustness, process and storage

* Carresponding authar al: Kamycka 129 Prague, Crech Republic
E-maail address: bunesovalalcauce (V. Bunesova).
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bacteria amounts and species composition in the product. A widely
used method for the microbiological control of food quality, including
probiotics, is culturing. Different culture media have been proposed
for the selective enumeration of bifidobacteria {Ashral and Shah,
20171; Karimi et al, 2012; Roy, 2001). There also exists an 150 standard
for the enumeration of bifidobacteria in foed, such as milk products,
The 150 standard, denoted by 150 299812000 (IDF 220:2010} use a col-
ony count technigque performed at 37 "C under anaerobic conditions on
Transgalactosylated oligosaccharides propionate agar (TOS, Yakult
Pharmaceurical Industry, Co., Lid., Tokyo, Japan) supplemented with
mupirecin, This method is applicable for milk products such as
fermented and non-fermented milk, milk powders, infant formulas
and starter cultures. The TOS-mupirocin agar is selective even when
bifidobacteria are present in combination with lactic acid bacteria. The
basal medium {TOS) has for many years been commercially produced
amd marketed exclusively by Yakult-Japan. However, both the TOS and
mupirecin are now licenced, produced and marketed by YWR in
Europe and around the world (Raeisi et al, 2013). The use of mupiracin
as a selective factor for the isolation and quantification of bifidobacteria
in fermented dairy products was first described by Rada and Koc (2000,
The authors of this study recommended the use of Wilkins-Chalgren
agar [Oxoid. ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) supplemented
with mupirecin (100 mg1). This agar was modified with the addition of
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sova peptone (5 g/l). L-cysteine (0.5 g1), and Tween 80 {1 mi/l;
Bunefova et al, 2012). Soya peptone contains galactooligosaccharides,
which promaote the growth of bifidobacteria. Another commercial agar
for the enumeration of bifidobacteria is available from Fluka (Sigma-Al-
drich, St Louis, MO, USA)L

However, no standard method has been described for the selective
enumeration of bifidobacteria in probiotic supplements, The use of
bifidebacteria in pharmaceutical supplements is becoming increasingly
popular, resulting in a wide vanety of products being marketed with spe-
cific or generic claims of health benefits. These products often contain
multispecies probiotic microorganisims indicating the presence of species
other than bifidobacteria. The aim of this study was to evaluate different
mupirocin selective media for the enumeration of bifidobacteria in probi-
otic supplements.

2, Material and methods
2.1. Culture media

Three agars (Table 1) supplemented with mupirocin lithium sale at a
concentration of 100 mg/| (Mup; Oxoid, ThermoFisher Scientific, Carls-
bad, CA, USA) were used in this study for the quantification of the most
commaonly used bifidobacterial species and bifidobacteria in different
probiotic supplements,

2.2 Testing af pure bifidobacterial strains

The growth charactenstics of Bifidobacterium sp. type strains of spe-
cies often used in probiotic products were tested on different agars. The
tested strains included B. adelescentis D5M 20083 | Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen {DSMZ) GmbH. Leibniz,
Germany), B animalis ssp. loctis DSM 10140, B. bifidum DSM 20456,
B. breve DSM 20213, B longum ssp. infantis DSM 20088 and B. longum
ssp. fongum DEM 20219, The B. bifidum collection strains DSM 20082,
DSM 20215 and DSM 20239 were also added for verification of the
results.

Cultures of pure bifidobacterial strains grown anagrobically over-
night were serially diluted and inoculated into Petri dishes which
were immediately filled with tested agars, and cultivated in anaerobic
armosphere (AnaeroGen Compact Systern, Oxoid) at 37 °C for 2 days.

2.3, Enumeration of bifidobacteria in probiotic products

A total of 13 different human and animal probiotic supplements
(Iyophilized capsules, sachets and drops ] commercially available in
the European market (Table 2 were analysed. All the probiotic
products were tested prior to the expiration date indicated on the
labels of the product and were stored according to the manufacturer's
recommencdations,

One gramme or millilitre of each probiotic product was aseptically
homogenised in 9 ml of sterile Saline peptone diluent { Oxoid ) and seri-
ally diluted under anaerobic conditions {roll-tube technigue: Hungate,
1969). The appropriate dilutions were transferved to sterile dishes and
immediately filled with media listed in Table 1. All the probiotic

Tabke 1
The media used Far the enumeration of bifidobacteria in probictic produos.

products were tested in triplicate. The plates were incubated as de-
scribed in Section 2.2

24, Evalwation of agar selectivity

Twenty colonies per each sample and media were selected for fur-
ther confirmatory tests. Pure isolates were cultivated in Wilkins-
Chalgren broth supplemented with sova peptone (5 g/, Oxoid ). Tests
were conducted for morphology, Gram staining, and fructose-6-
phosphate phosphoketolase (specific enzyme for Bifidobacteriaceae
family) activity [FEPPK-test; Orban and Patterson, 2000] in order to
confirm the selectivity of the MUP agar for bifidobacteria.

2.5 Staristical analyses

Bifidobacterial counts were converted to log,g Colony Forming Unit
{CFU) per g or ml. The results, based on triplicate analysis of probiotic
bacteria in the selective media (TOS Mup, BSM Mup, and WSP Mup)
were evaluated by multiple range comparison. Multiple range tests
(= 0,001} were perfored using Statistica (Statistica 12.0, Tulsa, USA).
The same statistical test was used to compare the growth of pure cul-
tures in the tested media,

3. Results and discussion

All the tested pure cultures of bifidobacterial type strains were able
to grow on all sets of tested media, in counts ranging from 5.78 to
10,25 leg CRU/ml (Table 3}, depending on the primary growth of indi-
vidual strain in the enrichment media. All tested bifidobactenial type
strains except for the type strain B, bifidum DEM 20456 showed similar
counts on all three tested agars and no significant differences were
found [Table 3). On the other hand, the type strain B bifidum DSM
20456 showed a statistically significant lower increase in growth in
TOS Mup medium, compared to WSP Mup and BSM Mup media. This in-
crease was detected even in titrations where the order of magnitude of
bacterial number was four times less, These results were verified by
testing the three collection strains of B bifidum [DSM 20082, DSM
20215 and DSM 20239 ). We observed that two of the collection strains
[D5M 20082 and DSM 20215 showed growth on all rested media with
identical counts (Table 3). However, the strain B. bifidum DSM 20239
again showed a staristically significant lower increase in TOS Mup
miedia compare to W5SF Mup and BSM Mup media. The lower counts
of B. bifidum DSM 20456 and DSM 20239 may be due to the fact that
these strains have limited abilities to utilize transgalactosylated oligo-
saccharides, TOS agar contains transgalactosylated oligosaccharides ob-
taimed by the transformation of lactose by the enzyme [*-galactosidase,
magnesium sulphate for enhancing recovery and growth of injured
fidobactena, and sodium propionate as an inhibicor for other adjunct
flora (Raeisi et al, 2013, These galacto-oligosaccharides as a specific
substrate for hifidobacteria. however, cannot be specific to all bifido-
bacterial species. According to Miranda et al. (2014), the strain
B. animalis ssp. animalis CIRMBLA 1335 also showed no colony forming
in these media. Moreover, many physiological characteristics of
IMfidobacteria are species- or strain-specific.

Medliurn sbbrevation

Ml marse | prosucer )

Final cancentracion of adilives

T05 Mup
EEM hup
ISP Mup

Mupirocin media (100 mg1)

TO5-propionate agar [Yakult Fharmaceutical Industry}
Bifidebacteria sebective medium (Fluka)
wilkins-Chalgren Anaerobe Agar | Dxoid)

Acetic s {final pH B3 + 020 a0 25°0)
BSM supplement (D116 g/1)

Soya peptone [5 g1)

L-cysteine (0.5 2d)

Tween 80 (1 ml/y
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Tahle 2
Tested procscts and decared bacterial composition.

Froduct Procucer Origin Bifidobactenum siraing Lactobacillus and other strains
super Dophilus Fharma Agency, s.ro. Canada B Bdfidum, B hreve. B. longum L mendaphifus, L cesel, L plartanim, L rhammasas, L solivaris,
Lactocecous lachiz spp. lactis
Prohia-fix SEL Pharma Led, United B onimmlis ssp. loctis L. acicophitus
Kingdom
Infant Swiss Herlal Canada B fnfancis, B, bifidum L rhamnasus, L ecidophius, L cosel
Acidophilus Remedies Ltd.
Binpron Juniar Vakosum as, Czech Republic B infntis, B bifidum L ocidaphifus
Bifedac Ralance Bifodan &% Denmark B longum L. rhomnosis
Apo-Baly Prabic  Cell Biotech Dentmark B breve, B bifiduir, B, infonris L rharnrasis, L acidophilis, Strepeococcas thertapieilus
International
A%
Lactobene Mantefarmacn Milano Italy B, Bificum [ balgaricus, L acidopfiles, L sporogenes, Strepéococous
far NTC 5rl. thermophilus
Bififoem (drops)  Ferrosan SRL Romania B animalis ssp. facris Smeprococcis thermophilis
Apo-Lactobacillus - Profarma-Produkt sro.  Czech Republic B breve. B lorgum, B bifidum L casei. L riamnesns, L acidophiles, L plantanom, L fermendem,
10+ Streprococcus thermophiluz, Lectoconos foctis ssp. laois
G5 Lactahacily Gereen-Siwan Ceech Republic B Bifichon, B infantis, B Ioaguenm L cover sip. parmeaser, L hefveticws, L rbamnosion,
FORTE 200 Pharmaceuticals CR, as. Swreprocorcus thermophilus
BioLac Baby drops  Probiotical 5.p.A. Ttaly B breve L plarrarm
Ein-Kult Protexin® United B, bifidum, B breve, 8, infonris, L ocidophifus, L delbrueckil ssp. bulgaricus, L. casei, L plortansm,
Kingdom B fongum L rhamnasus, L belvetikus, L salivarivs, Lactococous hactis ssp, faotis,
Erreprococeus thermophilug, Bacillus subnilis
Dioggy Care Harmsonium Canada Bbifidiem, B breve L aoidophitus, L cosel, Erterocnocus foechom

[neernational Inc.

The presence of the genus Bifidobocterium was observed in all the test-
ed probiotic products. The mupirocin media used were found to be fully
selective, and all isolates were identified as bifidobacteria, The mupirocin
antibiotic suppresses growth of lactobacilli, lactococd, leuconostocs, and
streprococel without any inhibitory action towards bifidobacteria [Rada
and Koc, 2000; Raeisi e al, 2013), which corresponds with our results.

Tahle 3
Results of bifidobarteria enumeration of pure culture and in tested products (log,. CAUE
& 50,

Pure cultrure BSM Mup TOS Mup WEP Mup

B adodescentis DSM 20083 BG3 & 0Z 371 £ 003 BG4 £ 002
B amimalis ssp. focriy DSM 10940 884005 ESBEx 001 BET £ 000
B bifidvm DEM 204567 Q.66+ 005 U578 £ 0.1 856 + 005
B. hifidiem D30 20082 1035 + 002 1004+ 0.04  IIE + 006
& bifidiem DsM 202158 TS + Do 281 = 0.05 296 + 003
E. bifieluem DSM 20239° BAT L 003 GTG L 003 BGD L 003
B breee DEM 20213¢ 402 + 002 903 +0.04 203 4 002
B loigim sip. infonrs DSM 2008E°  B44 4+ 003 838 + 0.01 BE37 + 004
B dongum ssp. longum D5M 20219°  6E3 £ 002 AT+ 001 BES £ 002
ean of strains B2 100 8274145 BE0 L 095
Pro<luct BSM Mup TOS Mup WEP Mup

Apo-Lactobarillus 10 B58 1 00D BS54 001 853 & 002
Apo-Raby Prabin 842 + 0l .59 + 0.05 871 £ 002
Bilifoem [deaps)® 5.03 4+ 0o 323 £ 005 304 £ 0
Bifolac Balance BG4 + 005 S64 + 0.0 B5T + 015
Bio-Kult B.50 4 D02 A48 4 0 BS3 & 002
BioLac Baby drops" 434002 938001 A35 £ 00
Biopren Juniar 9+ 002 917 £ 004 820+ 004
G5 Lacrobacily Fosre 20 B.A7 £+ 001 819 = 0.02 B.12 + 003
Infant Acidophilus B32 + 002 258 + 0. 943 + 0407
Lactohene TG00 TIZL 003 Ta9 £ 003
Prodia-fix 10,32 + 004 1045 + 0.02 1038 + 003
Super Dophilus 941 + 00l 952 + 0.01 037 + 002
Doggy Cane 1005 & 004 1007 £ 002 1008 + 002
Mean of presducts 8534130 861£129 BS54 &0132

Foomote: TOG: Transgalactasylated oligeasccharides propionate agar, BSM: Bifidobacteria
selective medium, W5P: Wilkins-Chalgren anaerobe agar with soja peptone; Mup:
murpiracin lithivm sale (100 mg L~"), D6M — Dewtsche Sammilung von Mikroorganismen
und Zeflkulturen | DEMZ) GmiH,

“ Type srain.

" Collection strain

“ lago CAU/mI £+ S0 — drops.

4 Significant differences among hacterial counts in tested media p < 0001

48

Mo bacteria other than bifidobactena were found growing on the selective
agars supplemented with mupirocin (100 mgA). The 13010F [Intema-
tional Dairy Federation) standard states that the antibiotic mupirocin lith-
ium salt {50 mg/l} inhibits the growth of most lactic acid bacteria
commaonly used in fermented and non-fermented dairy products. How-
ever, the 50 mg/l dosage was not found to be fully selective in ouwr prelim-
inary tests (data not shown), All tested agars supplemented with a
mupirocin dose of 100 m/l were found to be suitable for the selective
enumeration of bifidobacteria in all types of probiotic products such as
capsules, sachets and drops. The bifidebacterial colony counts of the indi-
vidual products tested in our study did not significantly differ (jp < 0.001:
Table 37 between TOS Mup, BSM Mup, and WSP Mup.

The dose of ingested probiotic is an important factor impacting its
comcentration in the different parts of the gastrointestinal tract
(Savard et al,, 2011). Therefore, a standard acceptable level for probintic
bacteria may never be established. and it may not to be possible to de-
fine the ‘adequate numbers' referred to in the Food and Agricultural Or-
ganizationWorld Health Organisation definition {Raeisi et al. 2013).
Also, according to Verna and Lucak (20107, the optimal numbser of CFU
for each probiotic bacterial straim remains unknown, Doses of bacteria
used for human trials are based on those tested during animal studies,
despite the differences in intestinal surface area. An almost arbitrary
dosage of 107 probiotic bacteria per day appears to have been concluded
as optimal, presumably based on the appearance of the probiotic organ-
ism in the faeces of the majority of human subjects when this daily dose
i& consumed { Tannock, 2003), As probiotics are live organisms, it is cril-
ical to accurately enumerate the population of wviable microbes in the
preparation and to provide this information to the consumer an the
product label (Davis, 2004}, Commercially available probiotic formula-
tions typically have at least 10% bacteria; however, they may carry up
to 10'? probiotic bacteria in 1 g. Therefore, product consumption should
be controlled in order to achieve the minimal recommended dose of
bacteria [ 10* per day). The bifidebacterial counts in the tested probiotic
products are reported in Table 3, and are ohserved to vary between 107
and 10" CFL/g, Only one product (Bifiform) contained less than 10°
CFU/ml of bifidobacteria. It was difficult to evaluate if the tested prod-
ucts contained sufficient numbers of bifidobacteria, as multispecies pro-
biotic supplements do not declare the percentage of each bacterial
species. This made it impossible to examine the total count of genus
Bifidobacterium. The declared bacterial counts were cquated to the
amount in one capsule. However, as the weight of the capsule was not
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reported, this complicated the setting of the contral, Only four multispe-
cies products {Super Dophilus, Infant Acidophilus, Apo-Baby Probio and
Doggy Care) clearly declared the numbers of bifidobacteria, and our
studies confirmed the specified values. The information supplied by
the manufacturer is often not sufficient, and it is necessary to focus on
the regulation and control of the probiotic market, The regulations
regarding the identity of safe microorganisms are mare definitive; as
suggested by the European Food Safety Authority {2004), and Sanders
(2009], the genus, species and strain of probiotic microorganisms
should be clearly indicated on the label. Microbial analyses of probiotic
products for human consumption have shown that the number and
idlentity of the recovered species do not always carrespond to thase stat-
ed an the labels (Coeuret et al, 2004; Temmerman et al., 2003),

4. Conclusion

BSM and WSP media supplemented with mupirocin at a cencentra-
tian of 100 meg/l were determined to be suitable for the selective enu-
meration of bifidobacteria in the various probiotic supplements Lested
using a colony count technique under anaerabic conditions. In addition,
the data presented by the manufacturer on the packaging was often
found to be insufficient for clear verification of the bifidobacterial num-
Ber in the probiotic supplements.
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Introduction

The genus Bifidebacterium is currently gaining attention
because of the health promoting effects of a majority of

330

Abstract

The need for suitable selective cultivation media for the isolation of
Bifidobacterium spp. continues to be a real concern in the field of intestinal
microbiology. Isolation of bifidobacteria from human and animal faccal
samples using selective agar plating may be problematic especially in samples
with than bifidobacterial counts. Due to the

absence of anticlostridial agents in existing selective media, clostridia can

increased  clostridial counts
displace bifidobacteria  resulting in incorrect  estimation  of their  counts.
Therefore, we supplemented the existing selective medium ‘modihed Wilkins
Chalgren agar with mupirocin’ (MWM} with %0 mg 17" of 8-hydroxyquineline
(8HQ)), which was recently proved to act selectively against clostridia, The
newly composed ‘modified Wilkins—Chalgren agar with 8HQ' (MWMQ) was
tested on pure hifidobacterial and clostridial strains, their mixtures, and using
fagcal samples of mammalian origing its selectivity was evaluated by genus-
specific identification of isolates, The results demonstrated that the presence of
8HQ in this agar eliminated the growth of nenbifidobacterial strains on
MWMQ compared to that on MWM, whereas the recovery of bifidobacterial
counts  was at satisfactory levels. In  conclusion, MWMQ  could be
recommended for bifidobacterial isclation from human and animal faeces
especially when bifidobacteria are not numerically dominant and there are
chances of clostridial contamination.

its members which are intensively studied for use in pro-
biotic-based  therapies against  gastrointestinal  fllnesses
(Williams ef al 2010} and in functional food products
(Sarkar 2013). Therefore, rapid and reliable methods for
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bifidobacterial detection and isolation are of increasing
importance. Modern molecular technigues, like nucleic
acid amplification, visual imaging and cell sorting, which
have the potential to rapidly determine strain abundance
and metabolic activity, are often used in combination
with cultivation methods for reliable quantification of the
proportion of viable microbes in various metabolic states
{Davis 2014). Thus, advances in culture techniques, such
as the introduction of improved selective media for the
isolation of specific bacterial genera, would be advanta-
geous for routine work.

Although many selective media for bifidobacterial isola-
tion have been developed in the last few decades (Beerens
1991; Mikkelsen et al. 2003; Thitaram et al. 20405; Bunesova
et al. 2014}, none is especially suitable for the analysis of
faecal samples with low bifidobacterial count but high clos-
tridial count. Together with coliforms and Bacteroddes spp.,
clostridia has often been reported to be the predominant
faccal bacteria in bifidobacteria-deficient samples (Edwards
and Parrett 2002). As none of the media possesses an effec-
tive anti-clostridial component [Lakshminarayanan er al
2013), the dostridial colonies overgrow the bifidobacteria,
resulting in inaccurate determination of bifidobacterial
counts {Apajalahti et all 2003),

Bifidobacteria-deficient intestinal microbiota are usually
observed in infants delivered in large hospitals, born with
low weight, by caesarean section or those who are fed
with infant formulas. These features may increase the
incidence of clostridia in the gut microbiota of these
infants (Vlkova et al. 2005}, In animals, dogs (Handl
et al, 2001) and pigs (Lu et al. 2007) are examples of spe-
cies with characteristic clostridia-dominared microbiota,
A selective medium supplemented with an anticlostridial
agent would be advantageous for uncovering low abumn-
dance of bifidobacteria that may be masked by the growth
of clostridia during faecal sample analyses, especially in
individuals with suspected misbalanced microbiota,

Selective agar with S-quinalinal

The aim of this work was to improve the ‘modified
Wilkins—Chalgren agar with mupirecin’ (MWM}, previ-
ously developed by Rada and Petr (2000} for the isolation
of glucose nonfermenting bifidobacteria from hen caeca,
by adding the selective anmticlostridial agent, 8-hydroxy-
quinoline (BHQ). According te our previous results
(Novakova er al. 2013, 2014}, 8HQ is selective for bifi-
dobacterial growth in  addition to possessing anti-
clastridial activity.

Results and Discussion

In this study, a medium called ‘modified Wilkins—Chal-
gren agar with 8HQ" IMWMQ) was developed by adding
BH( to the existing selective medium for bifidobacterial
isolation, herein called as MWM, which is described
below. First, the bifidobacterial selectivity of MWMQ was
confirmed by the finding that bifidobacteria are able 1o
grow on il with salislactory recovery, whereas growth of
clostridia is inhibited (Table 51, available in the online
Supporting Information). Next, the selectivity of MWM
and MWMQ was compared, initially in co-cullures of
pure bifidobacterial and clostridial strains in  different
ratios (Table 52, available in the online Supporting Infor-
mation}, and then in analyses of faecal samples of mam-
origin - {Table 1). Increased selectivity  and
specificity of the newly composed MWMQ for bifidobac-
terial isolation than the original MWM were observed in
bath types of experiments.

malian

Selectivity of MWMOQ evaluated on pure strain cultures
and their mixtures

A series of experiments with 17 bifidobacterial and 20
clostridial pure strains showed that the best anticlostridial
activity without any effect on bifidobacterial growth was
abserved at the concentration of 90 mg |~" of 8HQ, when

Table 1 Faecal bifidobacteria enumeration and evaluation of the media selectivity

Bacterial counts

Mumber of isolates'number of bifidobacteria

Faecal samples A B RV kb BWRAG
Adults (i = 5l 1011 + 0-34° 4.50 + 037" 4.34 = 038 10E/105 1054105
Bifidobacteria-positive infants (n = 5) 1065 & 012 1038 = 0-34 10-58 = 018 ARME ARME
Bifidobacteria-negative infants {(n = 5) 9,79 4+ 0-34° B30 + 0.78" 382 = 1468° B0 360
Bifidobacteria-positive dogs (n = 3) 1016 + 0127 E71 + 036" 398 = 2.78° 45012 224
Bifidobacteria=negatve dogs {n = 3) 2999 + 0477 829 + 019" 296 = 1517 360 340
Pigs i = 3} B97 L 0-26° 850 £ 019°F .05 = 047" 3629 36035

The values are expressed as bog.g CFU g

' (£50) MwW—modified Wilkins—Chalgren agar consisting of Wilkins—Chalgren agar, soya peptone

(5 g 1", L=cystemne (05 g 1"} and Tween &0 (1 ml 1=") KAAWK — modified Willkins—Chalgren agar with mupirocin — consisting of MW supple-
mented with glacial acetic acid (1 ml 1=') and mugsrocin {100 mg ="). WWMQ — medified Wilkins—C halgren agar with 8-nydroxyguincline — con-
sisting of MW supplementad with 8-hwdrowyquinoine (90 mg 17", Valess in lines with differsnt letter superscripts are significantly diffesent

(F = 0.05].
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supplemented to original MWM, It was simultaneously
observed that concentrations of 8HQ higher than or equal
to 100 mg 17" resulted in decreased recovery of certain
bifidebacterial ~ strains  {growth  reduction  of
2 logyy CFU ml™" or more), whereas concentrations of
less than 70 mg 1" did nat inhibit all clostridial strains
completely,

The selectivity of the mewly composed MWMOQ was
first demonstrated on pure strain cultures (Table 517, The
growth of clostridial strains on MWMQ was completely
inhibited, whereas the counts of bifidobacteria were over-
all well-recovered, compared to thal using the control
MW agar. There was an exceplion in the recovery of two
strains, namely Bifidobacterium adoleseentis H1 and Bifi-
dotracterium longum 12, where certain strain specificity
was observed as their counts on the two media were sig-
niﬁra.nil.}' different (P < 0:05). This slighﬂy lowered
recovery is an expected issue in selective media, if more
selective supplements are used together (Apajalahti et al.
003; Davis 2014). Next, the selectivity of MWM and
MWMQ agars was cvaluated wsing mixtures of pure
strains of bifidobacteria and clostridia in dilferent ratios
compared to control agar MW without any selective sup-
plements (Table 52). In most cases, the average bacterial
counts determined on MW agar did not differ signifi-
cantly from those detected on MWM medium and corre-
sponded to the total numbers of inoculated bacteria. The
fact that MWM agar is not fully selective and permits the
grawth of clostridia was confirmed by genus identification
of the isolates. The same concern was alse raised in our
previous study (Vikova et ol 2005), Evaluation of the
variant samples with bifidobacteria and clostridia in a
ratio of 1 : 1 showed that only 55 of 120 isolates were
bifidobacteria.  Bacterial  viability was  significantly
decreased after cultivation of the bacterial mixtures on
MWMQ agar in a ratio of 1:1 and the determined
counts corresponded to the number of ineculated bifi-
dobacteria. Similar results were alse obtained after the
cultivation of mock samples where clostridia outnum-
bered bifidobacteria by | and 2 orders of magnitude. Sig-
nificantly lower bacterial counts were detected on
MWMQ agar compared to both, MWW agar and control
nonselective MW medium and counts on MWMQ corre-
sponded to the number of inoculated bifidobacteria, This
medium also showed very good selectivity since all iso-
lates were identified as bifidobacteria. Comparable counts
were determined on all three media tested in both varia-
tions where bifidebacteria outnumbered clostridia.

Of the many reported selective media for bifidobacteria
isolation, none appear o be completely selective (Bune-
sova et al. 20014) due to the occurrence of some strains
that are less susceptible to the selective supplements. Sim-
ilarly, om MWW we observed decreased susceptibility in

1. Nowakaowva et al

one strain, namely Clostridiven clostridioforme MAM that
occurred rarely in very low counts or formed hardly visi-
ble microcolonies. The strain Clostridinm  difficile KK4
was not detected on any of the selective media, which
may be explained by the previous finding of Sutherland
ef al. {1985) indicating that CI. difficile was susceptible to
mupirocin  [MIC = 32 mg | "1, which was present in
both selective agars tested in the present study.

Selectivity of MWMCQ) tested on faecal samples

In experiments done with fresh mammalian faecal sam-
ples, the counts of bacterial colonies grown on MW
and MWMG, along with total counts of anaerobic bacte-
ria grown on MW agar, were compared. The results
showed that MWMQ showed markedly reduced growth
of nonbifidobacterial  species  compared o MWM
(Table 1). When bifidobacteria were actually present in
Lthe s.amplr as a minor bacterial group, more bilidobacte-
rial strains were isolated from MWMQ than from MWM,

In experiments with faccal samples from adults, MW
and MWMO were completely selective for bifidobacteria,
which were found at high counts in all tested samples.
Infants were divided into two groups depending on the
presence or absence of bifidobacteria in their facces, thus
providing five each of bifidobactena-positive and bifi-
dobacteria-negative  samples.  In bifidobacteria-positive
infant samples, all 1solates were strictly identified as bifi-
dobacteria on both selective media, The recovery was very
good, since there was mo significant difference {F = 0-05}
between the mean of bacterial counts on MW, MWM
and MWMO media. In bifidobacteria-negative infant
samples, the mean bacterial count enumerated on MWNM
(830 + 0-78 logy, CFU g ') was  significantly  higher
than  that obtained on MWMQ  {3.82 £ 146
log CFU g ) Amaong the isolates, clostridia prevailed
on both selective media, but their average counts on
MWMQ were very low. The high standard deviation indi-
cated the occasional occurrence of colonies on MWRMIQ,
which often appeared as hardly visible micro-colonies.
Summing up, in 3 of 10 tested infamts delivered by cae-
sarean section, bifidobacteria were absent in agreement
with findings previously described by Vikova er al. (2005}
and Liu er al. (2015} According to these reports, such
types of infant faecal samples showed higher probability
of decreased bifidobacterial counts and increased counts
of clostridia. Due to the strong requirement for the use of
anticlostridial supplements, this type ol l[aecal samples
was chosen for testing the improved selective medium for
bifidobacterial isolation.

In the assay pr‘rfu:mrd with dog faeces, three bifi-
dobacteria-paositive and three bifidobacteria-negalive sam-

ples  were idemtified. In  bifidobacteria-positive  dog
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samples, there were significant differences (P < 0-05)
between the mean total counts of anaerobes on MW
(10-18 + 012 log,, CFU g'), the average counts on
MWM (871 £ 0-36 logy CFU g7') and on MWMQ
{398 + 2.78 log, CFU g'). On MWM, bifidobacteria
were identified only in one of the three samples tested
{all 12 bifidobacterial isolates were obtained from this sin-
gle sample, Table 1), whereas no bifidobacteria were iso-
lated from the agar in the other two samples. In contrary,
bifidobacteria were also detected in those two samples on
MWMOQ, where no bifidobacteria were found on MWM,
and their counts were about 3 log,y, CFU g~'. Thus,
according to their cultivation on MWM agar, these two
samples would be considered as bifidobacteria-negative,
because bifidobacteria were displaced by clostridia in
these samples. These findings demonstrated the increased
specificity of MWMOQ in comparison with MWM, because
24 ol 29 isolates were identified as bifidobacteria on
MWMOQ agar. Low counts of bifidobacteria in dogs have
been reported in literature (Handl et al. 2011). Only one
of six dog samples showed high counts of bifidobacteria
on both selective media, in contrast to the normal gut
microbiota in dogs, which is wsually dominated by the
phyla Firmicutes and Bacteroidetes with Clastridinm and
Rurmminococcus as the respective prevailing gemera. In the
remaiming five dog samples examined, along with clostr-
dia, Gram-positive pleomorphic rods that were fructose-
6-phosphate  phosphoketolase  (F6PPK)  negative  also
appeared, and were tentatively identified as propionic acid
bacteria according to their phenotypical traits,

In bifidobacteria-negative dog samples, significantly
higher (# = 0-05} counts were obtained on MWM com-
pared to MWMCQ, and the average bacterial counts
appearing  on  MWMQ  were in  the range of
2-96 + 1-51 logyy CFU g='. Even though these bacteria
were also identified as clostridia, their counts on MWMQ
were so low that it had 2 minor significance for the prac-
tical use of the agar, mostly because they mainly formed
havdly wisible micro-colonies. Conclusively it should be
emphasised that MWMQ was most successfully used for
the analysis of dog faeces, because bifidobacteria were iso-
lated even from those samples that were negative on
MWM due to displacement by clostridia.

Analyses of pig faeces showed detection of high counts
of bifidobacteria on both  selective media. However,
among the isolates on MWM, clostridia were also identi-
fied in 7 of 36 isolates {Table 1), On MWMQ, only one
isolate out of 36 was identified as Clostridinm spp., indi-
cating its more successful application. In contrast to data
provided in studies that describe Clostridiales, unclassified
Firmicutes, Bacteroidales and others as dominant groups
2112
Lamendella et al. 2011}, the major bacterial group in the

using  high-throughput  sequencing  (Hill  er al

Selective agar with 8-quinalinal

gut microbiota of pigs tested in our study seemed 1o be
the bifidobacteria. This difference could be caused by
variations in factors such as their diet, breed, weaning
and administration of antibiotics or probiotics (Pajarille
et al. 2015).

In summary, addition of 8HQ significantly improved
bifidobacterial selectivity and specificity of MWM at the
expense of slightly lower recovery, as was shown with
pure strains (Table 51 Comparison of MWM and
MWMQ suggested that both selective media could be
successfully used for enumeration and isolation of bifi-
dobacteria if they are the dominant bacterial group in the
sample. However, MWRMQ is advantageous in bifidobac-
teria-poor samples, because it reduces the number of
nenbifidobacterial isolates compared to MWM. Therefore,
the newly composed MWMQ containing the anti-
clostridial agent 8HQ may be preferably recommended
for bifidobacterial isolation from faecal samples of human
and animal origin,

Materials and methods

Bacterial cultures and faecal samples

Wild strains of Bifidebacterinm spp. and Clostridivm spp.
abtained from the Collection of Microorganisms of the
Department of Microbiology, MNutrition and Dietetics
[CMDMNDY of the Crech University of Life Sciences,
Prague {CULS), were used in this study, These were origi-
nally isolated from infant faeces according to Rada and
Petr (2000), and were identified according to Vikova er al.
[2005). All strains were stored as described in Novakova
et al. {2014].

The faecal samples used in this study were freshly col-
lected from infants delivered by caesarean section (aged
1-2 months] (informed written consent for analysis of
faecal samples was obtained from the parents}), adult vol-
unteers {20-35 years old), pet dogs (2-6 years old} of
volunteers and from pigs (1-2 vears old) raised at the
farm of CULS. One gram of each sample was aseptically
transferred to a tube with 9 ml of Wilkins—Chalgren
Apaerobe Broth (WB) {Oxoid, Brao, Czech Republic)
prepared by the roll-tube technique and transported
within 2 h to the laboratory for subsequent analysis.

Solid media for bacterial enumeration

Two related selective media were wsed and compared.
The first, MWM, was prepared as described below for
MW and was then enriched by addition of 100 mg 17" al
mupirocin (AppliChem, Darmstadt, Germany] and
1 mll™" of glacial acetic acid (Merck, Darmstadt, Ger-
many) as described by Rada and Petr {20000). The stock
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solution of mupirocin in DMSC at a concentration of
0-1 g ml ' was first diluted in sterile water (1 : 10}, and
then in respective sterile agar (1 : 100). The second selec-
tive medium tested, MWMC, was prepared as MWM and
supplemented with the stock solution of 9 mg ml™' of
BHQ (Sigma-Aldrich, Prague, Crech Republic) (100 : 1}
to receive the final concentration of 90 mg | ', The stock
solution dissolved in DMSO was prepared ahead and
stored at 4°C for a maximum of | month. The appropri-
ate concentration was determined as the MIC of 8HQ
towards clostridial isolates which did not reduce the
growth of bifidobacterial isolates. As controls, pure bacte-
rial strains, their mixtures, as well as faecal samples were
cultivated en nonselective MW consisting of Wilkins—
Chalgren agar, 5 g 17 of sova peptone, 05 g 17" of 1-cys-
teine and 1 ml 1" of Tween 80.

Microbiological assays for testing selectivity of solid
media

In the first step, the growth of pure bifidobacterial and clos-
tridial strains {Table 511 on the newly composed MWMQ
was tested and compared with the nonselective MW, Over-
night cultures were serially diluted in WB under anacrobic
conditions. Appropriate dilutions were transferred to sterile
Petri dishes, which were immediately filled with media and
incubated in anacrobic conditions at 37°C for 3 days,

In the second step, mixtures of pure strains of bifi-
dobacteria and clostridia were grown on MWM and
MWMOQ to compare their selectivity, where the nonselec-
tive MW was used as control {Table 52). 5ix variants of
mack samples prepared in the laboratory contained mix-
tures of pure strains of bifidobacteria and clostridia
(Table 52). The bacterial numbers used in the mixtures
varied between 829 and 855 log;, CFU ml™", Each bac-
terial combination was tested in five different ratios of
the strains. In the first variant their level was comparable.
In the other two wvariants, bifidobacteria outnumbered
clostridia by 1 and 2 orders of magnitude. In the last two
variants, clostridia outnumbered bifidobacteria in the
same manner {Table 52). The mock samples were mixed,
diluted, and cultivated as described above, Twenty bacte-
rial strains were isolated from the selective agars, subcul-
tured and identified by morphological examination using
phase-contrast microscopy, where the members of the
genus Bifidobacterium were preliminarily identified by the
criterion that they were Gram-positive pleomorphic rods.
The identification was next confirmed by detection of
FoPPE activity as described by Orban and Palterson
(2000). FePPK-positive strains were considered as bifi-
dobacteria. Isolated Gram-positive regular rods producing
gas without FEPPK activity were identified as clostridia.
In the third step, the selectivity of MWMOQ was tested on

1. Novakova et al.

faecal samples. Tetal counts of anaerobic bacteria were
determined on MW and bifidobacteria were enumerated
using both selective media, Their selectivity was evaluated
using the method described abave.

Statistical evaluation

The experiments with pure strains and their mixtures were
repeated thrice independently, each time in triplicate. Anal-
yses of faecal samples were performed in triplicates. Bacte-
rial counts are expressed as the mean + standard
deviation. To compare the bacterial counts on the control
and selective media, anova statistical method and post hoc
Tukey HSD for multiple comparisons were used, where
P < 005 was considered to be statistically significant.
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Eifidebacterium bifidm is a bacterial species exclusively found in the human intestinal tract. This species is be-
coming increasingly popular as a probiotic organism added o lyophilized products, In this study, porcine
mucin was used as the sole carbon source for the selective enumeration of B bifidur in probiotic food additives.
Thirty-six bifidobacterial strains were cultivated in broth with mucin, Only 13 strains of B. bifidem utilized the
mucin to produce acids, B. bifidwm was selectively enumerated in eight probiotic food supplements using agar
[MM agar} containing mupirocin [ 100 mg/L) and mucin {20 g/L) as the sole carbon source. MM agar was fully
selective if the B bifidum spedes was presented together with Bifidobocterium animalis subsp. lactis,
Eifidphocterium breve, and Bifidobacterium longum subsp. longum species and with lactic acid bacteria (lactobacilli,
strepiococc ). Isolabed strains of 8. bifidum were identified wsing biochemical, PCR, MALDI-TOF procedures and
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lealaticn 165 rRNA gene sequencing. The novel selective medium was also suitable for the isolation of B. bifidum strains
Feges from human fecal samples.

@ 2014 Elsevier BY. All rights reserved.
1. Introduction epithelial cells have also been reported (Kim et al., 2012). Species

Bifidobacterivm bifidum is a bacterial species found exclusively in the
human intestinal tract {Biavati, 2012). Because this species has a rela-
tively low number of genes encoding carbohydrate transport proteins,
it is able to utilize a narrow spectrum of carbohydrates [Turroni et al,
2012). In contrast, this microorganism is the only bifidobacterial species
that utilizes mucin [Killer and Marounek, 2011). Mucin is a glycopro-
tein. which together with water. antibodies, and nucleic acids, forms a
protective mucus layer covering enterccytes in the gastrointestinal
tract {Macfarlane et al., 20053). The saccharidic part of mucin has a
similar monosacchanide composition to human milk oligosacchandes.

Today, B, bifidum species are becoming increasingly popular as pro-
biotic organisms added to lyophilized preparations, and also to probiotic
drops. Yamasaki et al. (2012) recommended the administration of
B. bifidum strain OLBE378 to very low-weight infants as a preventive
measure against necrotizing enterocolitis. Bayvoumi and Griffiths
(2012} reporied the production of specific molecules secreted by
B. hifidum, which may prevent the adhesion, attachment, and invasion
by foadborne pathogens (e.g, Salmonello spp.). Immunomodulation
effects mediated by the interaction of B. bifidum with dendritic and

* Carresponding author, Tel,: + 420 224383764, Tax: + 420 224382760,
E-manil mddress: radafPalczuce (V. Rada).

I i ang N0 1 06 jlond micra 20 14,08 032
OGS 16050 2074 Elsewier BV, All rghis reserved.
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B. bifidum is very effective at utilizing human milk oligosaccharides
(Rockowa et al,, 2011) as well as well adapted to utilize mucin. The
main enzyimes that are included in mucin degradation to monomers
are endo-beta-N-acetylgalactosaminidase, fucosidase, N-aceryl-beta-
hexosaminidases, beta-zalactosidases and sialidases and other enzymes
like glycosyl hydrolases, glycosyl transferases and glycosyl esterases
participated in carbohydrate metabolisms of B, kifidum strain PRL2010
[Turreni et al,, 2011). Li et al. (2014) found that exopolysaccharides
(EPS) produced by B. bifidum had a beneficial effect on microbial diver-
sity in the mouse intestine. EPS enhanced the counts of lactobacilli,
while the populations of enterobacteria, enterococc, and Bacleroides
fragilis were decreased, The possible use of B. bifidum in | such as kefir
iz also reported (Serafini et al,, 2014, B. bifidum strain PRL2010 was
able to grow together with kefir culture. Kefir and kefiran polymers
were able to influence the transcriptome of bifidobacterial strain acti-
vating genes involved in the metabolisim of dietary glycans.

Probiotics play an important rele in buman nulrition. Most com-
monly used probiotic bacteria belong to group of lactic acid bacteria
(genera Loctobacillus, Lactococous, Lenconastoc and Enterococcus) and
to the genus Bifidobacterium [FAQ/WHO, 2001; Holzaplel et al,, 2001},
Hewever, for their selective determination there are only few available
standards. Currently available ISO/IDF standards are only for genus
Bifidobacterium (130 Standard 29981/10F 22022010} and for Lb. acidophilus
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(150 Standard 20128/10F 192:2006) in fermented millk products. A meth-
nd for selective enumeration of other probiotic species (eg. B. bifidum,
Bifidobacteriwm longum, Bifidobacterium breve and Lb, casel) has to be de-
veloped. As already described, B. bifidum has unigue features to utilize
mucin (Killer and Marounek, 2001), So, the aim of the present work
wias to develop a selective medium for the enumeration of B, bifidim in
probiotic food, Lyophilized capsules and lyophilized powders were tested,
Porcine mucin was used as a selecrive factor, The selective medium was
also tested for enumeration and,/or isolation of B. bifidum from human
fecal samples.

2. Material and methods
2.1. Bacterial strains

The list of bifidobacterial strains tested is shown in Table 1. Cultures
were grown in Wilkins=Chalgren broth {Oxoid) supplemented with
soya peptone (5 g/L; Oxoid) using the roll-tube technique (Hungate,
1969, Bacteria were stored in glycerol (20% v/v). Strains originated
from culture collections (ATCC, DSMZ, and CCM) or were isolated
using TPY agar with mupirocin (100 mg/L) and acetic acid [1 mL/L)
according to Rada and Petr [ 2000). Cultures isolated were identified to
the species level according to Vikovd et al. {2005).

2.2 B, bifidum selective medium

Porcine mucin {Oxoid, Basingstoke, Hampshire, UK was used as a
selective factor. Firstly, utilization of mucin by bifidobacteria was tested
using a broth containing 5 g/L trvptone, 5 g/L peptone, 2.5 /L veast ex=
tract, 1 mL/L tween 80, 0.25 g/l cysteine-hydrochloride, 20 g/L mucin,

Tabe 1
Lltilizatian of muein by bifidabacterial spedies

Serain Saurce Réucin urilizatian
B odilescenis | CCM 4587 -
B animalis subsp. andmalis 1 CCM 4588 -
& animialis subsp, animalis 2 ATOC 25527 -
B hifidiem 1 Infant Faeces +
B bificum 2 Infant Fseces +
B hifidum 3 Infant Faeces +
B bfidien 4 Infant faeces +
B hifiduem 5 Infant facces +
B bificlum & Infant Caeces t
B hifidiat 7 Infant Faeces +
8 hifidum & Auduilr faeces +
& bifidm 9 Aedult faeces i
B hifidim 10 Probiotic capsules  +
B bifiduere 11 Probiotic capsules +
B hifidum 12 Problotic capsules  +
& bificem 13 Probiotic capsules 4
B hreee | ATCOC 15700 —
B boum 2 DSMZ 20432 -
B cotenufaum 1 CCM 4580 -
B ceperirum 1 D5SMZ 20434 -
& gallinaram 1 DSME 20670 -
B longum subsgp. fengum 1 ATCC 15707 -
B batiguin subsp, infearis 1 CEM 4590 -
B merycicem 1 DSZME4E2 -
B porcinum 1 ATCC 17775 -
B psewdofongam subsp, giobosam 1 DSEM 2082 -
B pseididongam sulisp. preudalongion 1 DSZM 2059 -
B pullorun 1 DSZM 20433 -
8 numimantium 1 DISEM G480 =
B subrile 1 DSZM 2055 =
B suis | DSZM 20211 -
B thermacidophilum 1 ATCC 15837 -
B thermaopdiim 1 DSZM 20210 -
B tiermaphiium 1 DSEM 20212
ATCC—Amesican Type Culture Callection.
CO—Czech Culture Colbection.

DEMEZ—Deatsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellluturen,
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and 0,01 g/L bromocresol purple (pH 7.4; mucin and bromaocresol
purple were purchased from Sigma-Aldrich (5t Louis, USA) and the
remaining components form Oxoid ). Bifidobacterial cultures grown in
Wilkins-Chalgren broth (Oxoid) were twice centrifuged (6000 g for
5 min), twice flushed with sterile saline, and resuspended in the saline,
Then, cultures were inoculated {0.1%] into broth with mucin and incu-
bated at 37 “C for 48 h, Mucin utilization was accompanied by a change
of bromocresol purple from violet to yellow color. Cultivation was done
under anaerchic conditions using roll-tube techniques.

Subsequently, a selective medium was developed. The medium
contained: 5 g/L tryprone, 5 g/L peplone, 2.5 g/L yeast extract. 1 mL/L
tween 80, 025 g/l cysteine-hydrochloride, 20 #/1 mucin, 0.1 g/l
mupirocin, and 15 g/l agar (pH 7.4; mucin was purchased from
Sigma, and the other components from Oxoid). The medium was
named MM {mupirocin=mucin} agar. MM agar was used for the
enumeration and isolation of B. biftdum from probiotics. Human fecal
samples were analyzed using MM agar with the addition of acetic acid
(1 mLL; pH 5.0).

2.3, Microbiological analyses of probiotic products

The list of products tested is shown in Table 2. All products were
purchased from a market in the Czech Republic (Prague). Samples
were serially diluted, inoculated into Petri dishes, and were poired in
to the KM agar, The plates were incubated in anaerobic jars (Oxoid,
HP1TA) in CO3/Hz (20/80) at 37 °C for 48 h, Subsequently, colonies
were counted and the number of viable cells [in log CAU/g) was calou-
lated. To confirm the presence of B. bifidum in MM agar, five colonies
from MM plates belonging to each probiotic product were transferred
to Wilkins-Chalgren broth, and were incubated at 37 °C for 48 h.
Then, cultures were identified as described in Section 2.5.

2.4, Microbiological analyses of fecal samples

Fecal samples from eleven healthy volunteers (6 women and 5 men;
age range, 22-51) were collected. Samples were serially diluted and the
total bifidebacteria were enumerated using modified TPY agar (MTPY)
with mupirocin (100 mg/L) and acetic acid (1 mL/L) according to
Rada and Petr (2000}, Samples were also cultivated in MM agar with
acetic acid {1 mL/L) in erder to isolate B. bifidum, All plates were incu-
bated using the same method as described in Section 2.3, After incuba-
tion, five colonies from each individual were isolated and identified.

The quantification of B. bifidum was performed by quantitative PCR
on an Mx3005P machine [Stratagene Products) with qPCR 2« SYBR
Master Mix (Top-Bio, CR), Fecal samples from six healthy volunteers
(3 women and 3 men; age range, 27-50) were collected. B bifidum was
quantified with primers g-Bifid-F + g-Bifid-R and BiBIF-1 + BiBIF-Z, in
accordance with the methods of Matsuki et al. (2004). B. bifidum ATCC
29521 was used to construct a standard curve. Melting temperature anal-
ysis of PCR products was also performed to determine the specificity of
each gPCR reaction, The melling curves were oblained by slow heating
at 0.2 "C/s increments from 60 to 95 °C, with continuous fluorescence
visualization.

2.5, ldentification of bifidobacterial isolaes

lsolated cultures were identified at the species level according
to Vikova et al, (2005). Biochemical tests (AP1 50 CHL, AP ID 324,
Biomérieux, France] and species-specific PCR were used. In addition,
the MALDI-TOF procedure [Bruker Daltonik GmbH, Leipzig. Germany)
and the 165 rRNA gene sequencing for identification of B bifidum
were used, The samples were prepared for the MALDI-TOF procedure
using cells from a single colony according Kmet' and Drugdova
(2012). amplification of almost the entire 165 rRNA gene region was
performed by means of G16V and G30R (Ehrmann et al., 2003), The
length of amplicons was checked using the 1.5% agarose [Top-Bio,
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Table 2
Counts af bacteria in probiotics products.

Product Bacteria compositian

Manufacturer's declaration per g Type

Manufacturer B Bifidum

log CFUYE

B, bifidum 200 = 10
[ addophilus

L delbruedkii subsp, bulgaricus
L plonrarem

L rhomposus

B, bifidum

B fongum subsp, infontis

I acdophilus

B, bifidum

B fongum subsp. infomtis

[ wcidophilus

L cosed

L rhamposus

B. onimuatis subsp. lectis

B, bifidum

B fongrum subsp. lomgun

L acidophilis

L cusel

[ delbrueckii subsp. bulgnrics
Strepeacoceus thermophilis

B. bifidumi

L acdophius

Lepical

Binpron junior 321 = 10

357 % 0P
5,36 = 10°
536 = 108
536 « 107
161 = 107
3.33 = 10

Lakrobacilicy Baby

Probioflora

AB ALY

Lyophilized powder ASP Czech, Czech republic B05 & 02

Sachets Valosun, Czech Republic 800 £ 010

Capaules Swiss Herbal Remedies, Canada T892 4 005

Capsules Goldim, Czech Republic T 4 0

Capdules Taoservis, Crech Republic 721+ 001

“ Only total caunt far all straing wene declaned,

Czech Republic] gel electrophoresis. Correct DNA fragments were then
sequenced, as described previously (Killer et al., 2010). Obtained 165
rRNA genes were compared with the same gene of the B. bifidum type
strain using the jJPHYDIT program (Jeon et al., 2005].

3. Results and discussion

Only B. hifidum species (13 strains] were able to grow in the
presence of mucin as the sole carbon source [Table 1), No other
bifidobacterial species {21 strains) grew in the broth with mucin.
Therefore, mucin utilization can be used as a selective factor for the
enwmeration and isolation of B, bifidum.

All samples of commercial products contained viable cells of
B. bifidum, reaching counts from 7.21 to 8.20 log CFU/g (Table 2). Over-
all, such values were in line with the claims labeled on the products,
Maost products claimed the presence of approximately & log CFU/g of
total probiotic bacteria, and approximately 8 log CFU/g of B. bifidum
species. All bacterial isolates originated from MM agar were identified
as B. bifidum. There was an absolute { 100%) agreement among results
ahtained from biochemical tests (API), species-specific PCR, MALDI-
TOF procedures and 165 rRNA gene sequencing method. Isolates of
B. bifidum had =99.8% 165 rRNA gene sequence similarity with type
strain.

The presence of B. bifidum species was detected in four ourt of the six
samples tested by gPCR, and B. bifidum strains were isolated from three
out of six samples (Table 3), Filteau et al, {2013) tested 50 adults for the
presence of fecal bacteria using gPCR procedure. Counts of 8. bifidum
ranged from 7.7 to 9.5 log:o bacteria per one gram, Unfortunately,
there was na information on the numbers of positive and negative sam-
ples in this paper. In our experiment, all strains of B. bifideum originated
from qPCR-positive samples, while no B. bifidum strain was found in

Table 3
Counts af B bifidum in fecal samples detected by gPCR and cultivation methods.

Samiple log (AU Isalated 8 bifidum/watal isolates
1 193 172
F] =1 LU
3 7.73 48
4 =] Ly
5 591 L]
G 840 £l

qPCR-negative faeces (samples 2 and 4). However, the MM agar was
not fully selective, since only 30.91% of isolates belonged to the
B. hifidiim species.

As seen in Table 4, a higher number of B. bifidum strains were isolat-
ed from the MM agar (30.91%) than from the MTPY medium [(9.17%).
Both MTPY and MM agars were semi-selective for Bifidobactertum
spp., but MM agar was maore conducive to the growth of B, bifidum.

The number of probiotic foods and food supplements available in the
market is increasing. Therefore, there is a need for developing a reliable
method to evaluate the microbiological quality of these products, Today,
there is only one international [SO/1DF standard for the enumeration of
total bifidobacteria in fermented milk products (150 Standard 29981/
10F 220, 2010). However, lyophilized probiotics usually contain two or
three different bifidobacterial species. We therefore recommend that
the MM agar can be used to enhance our ability to evaluate probiotic
products,

4. Conclusion

Agar containing mupirocin and mucin as selective factors is suitable
for the selective enumeration of the probiotic B, bifidum in food and food
supplements, This medium, with the additicn of acetic acid, is also suit-
able for the isolation of B. bifidum from human fecal samples.

Acknowledgements

The study was supported by the grant CACR 13-088035 and CIGA
20132023,

References
Bayoumi, M A, Griffiths, MW, 212, In vitro inhibdtion of sxpression of virulence genes

respansible for colonization and systemic spread of enteric pathogens using

Fifidobacterinm Bifidem secreted meleoules. Int |, Food Microbiol, 156, 255-26%

Table 4
Percentage of B. bifidum strain isalated fram MTPY and MK agar.

Agar Tatal isalates E. Eifichurn Percentage af B, hifidum
T 12a 11 a17?
[GL0] 55 17 3091

60



R, Pechar et al.{ Intemationel fourna of Faod Microbialogy 191 (2004) 32-25 5

Biavati, B, 2012 family |, Bififobacierionees stackebrandt, rainey and Ward-rainey 1597,
AZTVE, Bergey's Manual of Systematic Bactenalogy: Valume 5; The Adtinobacteria
ST,

Ehrmann, MA. Miller, MR, Vogel, RF, 2003, Mokecular analysis of sourdough reveals
Lactabacilles mindensis sp nav, Int. | Syst. Eval. Micrabdal. 53, 7-13.

FAD/WHO. 2001, Evaluation of health and mtritianal properties of powder milk and
live laotic arid bacteria. Cordeba, Argentina: Food and Agriculture Organization
of the United Nations and World Health Organization Expert Consulation Report
pp. 134,

Filteaw. M. Matamoros, 5., Savard, P, Roy, D, 2012, Mokecular menitering of fecal micro-
biota in healthy adults following probiotic yogurt intake, Fharmaurrition 1,
123129,

Haolzapfel, W H., Haberer, P, Geizen, B. Bjorkroth, |.. Schillinger, U.. 20010, Taxanomy ard
impartant fearures of probiatic microorganisms in food and nutrigan. Am. ). Clin.
Mutr. 73, 365-373.

Hungare. E., 1969, A rell-ube method for cultivation of strict anaerobes. In: Morms,
K., Ribtbons, .. (Eds.), Methads in Microbiology. 3B, Academic Fress, London.
pp. 117-132

150/1DF, 20100 Milk products-enumeration of presumptive bifidobareria-colony count
technigue at 37 °C. 150 Standard 29981/10F 2200 2010, .

Jean, Y5 Chumg, H. Parke, 5, Hur, L, Lee, LH., Chan, |, 2005, [PHYDIT: a [AVA-based
Integrared environment for molecular phylogeny of ribasomal RNA sequences.
Blalnfarmatics 21, 3171-3173,

Killer, | Marounek, M., 2011. Fermentation of mucin by bifidebacteria from rectal
samples of humans and rectal and intestinal samples of animals. Folla Microbiol.
56, B5-80.

Killer_ ], Kopetng:, |, Medzel | Havllk, |- Koppovd, L Benada, O, Rada, W, Kofroflovd, 0.
2010, Beambiscardovia coaguians Zen. no., sp. nov. a new memeber of the family
Fifidobacteriocens isolated from the digestive mact of bumblebees. Sysr. Appl
Microbiol. 33, 359-356.

Kin, Y., Park, M.5., Ji, GE, 2012, Prabaatic modulation of dendritic cells co-cullured with
intestinal epitelial cells, VWorld ). Gastroenteral. 18, 1308

Kmet', ¥. Drugdovd, Z, 2012, Antimicrobial susceptibility of microflora from ovine
cheese. Folia Microbiol, 57, 2891-293,

Li, &, Chem. T., ¥u. F., Dong. 5, Xu. H., Xiong. Y. Wei, H., 2014, The beneficial effect of
exopalysaccharides from Bifidabacterium bifidum WEINGS en microbial diversity in
minaise imtestine. | Sci, Feod Agric, 04, 256-264

Maclardane, 5. Wiosdmansey, EJ, Maclarlane, G.T., 2005, Colonizzation aof mucin by human
imtestinal bacteria and establishiment af hicfilm communities ina tso-stage conting-
aus culture system, Appl, Environ, Microbicl, 71, 7483-74492,

Matsuki, T, Watanabe, K., Fulimoto, |, Kado, ., Takada, T., Matsumoto, K., Tanaka, R,
2004, Quantitative PCR with 165 rRNA-gene-targeted species-specific primers far
analysis of human intestinal hifidobacteria Appl. Environ, Microbial. 70, 167-173.

Rada, ¥, Petr, |, 2000. & new selective medium far the isalation of glucase non-
fermenting bifidobactena from hen caeca |, Microbsal. Meth. €3, 127-132

Rockova, S, Meworal, |, Rada, V., Marsik, I Sklenar, |, Hinkova, A, Vikowa E., Marounck,
M., 2011, Factors affecting the growth of bifidobacteria in human milk. Int. Dairy J.
21, 504-508,

Lerafini, F, Turroni, F, Ruas-Madiedo, %, Lughi, GA. Milani, €. Duranti, 5. Zambond N,
Batiacini, F., Van Sinderen, D., Margolles, &, 2014, Kefir fermented milk and kefiran
promote growth of Biidaboctenum bifidem FRI2010 and modulace its gene expres-
slan. Int_ ). Food Microbicl 175, 50-59.

Turromd, F., Milanl, C., van Sinderen, D, Vennur, M. 2001, Genetle strategees for mucin
merabolism in Fifidobacterium bifidum PRIZ010: an example of possible human-
milcrobe co-evolution. Gut Microbes 2, 183-189.

‘Turrcal, F., Strat, F, Foronl, E, Serafinl, F, Durandi, 5, van Sinderen, D, Ventura, M., 20012
Analysis of predicted carbohydrate transport systems encoded by Bifidobacterinm
Diffdum PRLZOID. Appl. Environ. Microbiol, 78, S002-5012.

Wikowd, E, Nevoral, |, Jenciliova, B, Kopedng:, ). Gedefrood, |. Trojanovd, |, Rada, V., 2005
Detection of infant feecal bifidobacteria by enzymatic methods. | Microbiel. Meth. 60,
3IB5-373.

Yamazaki, C, Totsu, 5., Uchiyama, A, Bakanishs, H., Masumato, K, Washso, Y., Shuri, K.
lshida, 5., Imai, K. Kusuda, 5., 2012 Effect of Bifidobacterivit sdministration oa
very-bow-birthveeight infants. Pediatr, Int. 54, 631-656.

61



6 SHRNUTI VYSLEDKU A DISKUZE

V dil¢ich tématech disertaéni prace byl zhodnocen soucasny stav a tendence zajmu o
probiotika a jejich selektivni stanoveni v potravinach a potravnich dopliicich obecné, ptistupy
k hodnoceni probiotickych produktii Spole¢nosti pro probiotika a prebiotika, 0. s. (SPP) a
nékterd konkrétni zjisténi Laboratofe anaerobni mikrobiologie KMVD CZU v Praze.
Pozornost byla dale zaméfena na probiotické bakterialni druhy rodu Bifidobacterium. Byla
testovana stavajici selektivni média vhodna pro stanoveni bifidobakterii Vv potravnich
doplicich; a byly vyvinuty nové selektivni pudy: agar vhodny k eliminovani klostridialnich
kontaminaci pii stanoveni bifidobakterii, tzv. modifikovany Wilkins-Chalgren agar s 8-
hydroxychinolinem (MWMQ agar); a dale bylo vyvinuto selektivni médium, tzv. mupirocin-
mucin agar (MM agar), vyuzitelné pro stanoveni humanniho probiotického druhu B. bifidum v

probiotickych potravinach, potravnich doplicich i vzorcich z GIT.

S probiotiky se nejcastéji setkdavame v mléénych kysanych vyrobcich, jsou piidavany
také do umélych kojeneckych vyziv a béznou formou jejich aplikace jsou i potravni doplnky.
Obecné pouzivané taxony probiotik patii mezi BMK, s dominantnim zastoupenim zastupcti
rodu Lactobacillus, a také rody Enterococcus, Lactococcus a Leuconostoc. Novéji je
intenzivné vyuzivan rod Bifidobacterium (Holzapfel et al., 2001), pfipadné (testovany) dalsi
obyvatelé GIT, jako napi. Faecalibacterium preusnitzii, ¢i Akkermansia muciniphila. Pro
selektivni stanoveni probiotik jsou vsak k dispozici pouze normy ISO/IDF pro stanoveni
druhu Lbc. acidophilus (ISO Standard 20128/ IDF 192: 2006) ve vyrobcich z fermentovaného
mléka, a pro stanoveni rodu Bifidobacterium (ISO Standard 29981/ IDF 220: 2010). Pro dalsi
probiotické taxony obdobna ustanoveni neexistuji. |1 tam vsak existuje pozadavek na pocet
zivych bunék obsazenych v produktu reflektujici tzv. terapeutické minimum (TM), ktery ¢ini
108v 1 g & 1 ml vyrobku (za TM je povazovano 10%- 10° bunék (Shah, 2000): to reprezentuje
denni konzumaci 100 g kvalitniho probiotického produku). V Ceské republice jsou stanoveny
mikrobiologické pozadavky pro mléko a mlécné vyrobky dle ust. § 18 zakona €. 110/1997
Sb., v platném znéni, vyhlaskou ¢. 397/2016 Sb. (puvodné 77/2003). U monokultur, smésnych
kultur BMK, Lbc. acidophilus, dalsich mezo- a termofilnich BMK a také pro rod
Bifidobacterium, vyhlaska predepisuje (ve shodé s TM) 10° bungk v 1 g produktu, pouze
v pifpadé kultury jogurtové je to o fad vice, tedy 10’ bundk. Jogurtova kultura je zde
oznaCovana jako protosymbiotickd smés. Duraz je kladen na schopnost zachovani

zivotaschopnosti aplikovanych probiotik béhem procesu vyroby produktu, i jejich prezivani
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po kryokonzervaci anebo lyofilizaci (Carvalho et al., 2004), dulezita je také dostatecna
koncentrace zivych bunék v probiotickém produktu do konce expira¢ni doby (Klaenhamer a
Kullen, 1999; Kaur et al., 2002). Nezbytna je soucasn¢ kontrola probiotik
Vv gastrointestinalnich vzorcich. Zvlasté pro tyto naro¢né analyzy je stale nezbytné vyuziti
sofistikovanych postupti, zavislych na pfistrojovém vybaveni (viz oddil 2.2.2 Metody
stanoveni a identifikace probiotik nezavislé na kultivaci). Podstatné jsou zde i naroky na
personalni orientovanost. Probiotické potraviny (kysané mléné produkty), analyzované
v Laboratofi anaerobni mikrobiologie KMVD CZU v Praze obecné splitovaly existujici
pozadavek, vychazejici z TM. U potravnich doplnka (lyofilizovanych preparat) vsak byly
v nékterych ptipadech zjistény pocty zivych bun€k nizsi, nez udavaly hodnoty deklarované na
obalu, TM ale i tyto produkty spliovaly. Pokud jde o druhy probiotik v testovanych
produktech, nejcastéji byly pritomny laktobacily a bifidobakterie. U mléénych kysanych
vyrobkt byla detailn¢ studovana piitomnost druhti Lactobacillus casei a Lbc. paracasei.
V produktech byly Zivotaschopné buiiky nachazeny v adech od 10° do 10® KTJ/g vyrobku.
Bifidobakterie byly v mlénych kysanych vyrobcich zastoupeny prakticky vyhradné druhem
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, zatimco v lyofilizovanych vyrobcich to byly nejcastéji

B. bifidum, B. breve a B. longum.

Dale byla testovana selektivni média vhodna pro kvantifikaci nejcastéji pouzivanych
bifidobakteridlnich druhti v probiotickych potravnich doplicich. Z riznych navrzenych
kultiva¢nich pud (viz oddily 2.3.1 Selektivni média pro stanoveni bifidobakterii (bez
mupirocinu) a 2.3.2 Selektivni média s mupirocinem) byla zvolena efektivni varianta
pouzivajici mupirocin jako selektivni faktor. Byly testovany modifikace dané vyuzitim
ruznych, komercéné dostupnych médii, vhodnych ke kultivaci bifidobakterii, vzdy doplnénych
mupirocinem (Oxoid, ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) v koncentraci 100 mg/I.
Existujici norma (ISO/IDF, 2010) pouziva transgalaktosylovany oligosacharido-propionatovy
agar (TOS, Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan), doplnény mupirocinem
(médium dale: TOS Mup), ovsem V poloviéni koncentraci, tedy pouze 50 mg/l. Metoda je
pouzitelnd pro mlécné vyrobky, jako je fermentované a nefermentované mléko, mlécné
prasky, kojenecka vyziva a startovaci kultury. TOS Mup agar je pro stanoveni bifidobakterii
efektivni 1 v pfitomnosti BMK. Zakladni médium TOS je jiz mnoho let komeréné vyrabéné a
dodavané na trh vyhradné spolecnosti Yakult-Japan. TOS s mupirocinem je ale licencovan,
vyrabén i dodavan na trh spole¢nosti VWR (Raeisi et al., 2013). Pouziti mupirocinu jako

selektivniho faktoru pro izolaci a kvantifikaci bifidobakterii u fermentovanych mlécnych
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vyrobkil bylo poprvé popsano Radou a Kocem v roce 2000 (viz oddil 2.3.2 Selektivni média
s mupirocinem). Autofi doporucili pouziti Wilkins-Chalgren agaru (Oxoid, ThermoFisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA), doplnéného mupirocinem (100 mg/l). Toto zakladni médium
bylo pozdéji modifikovano a testovano V experimentu, ktery je soucasti této disertacni prace
(viz podkapitola 5.2 Comparison of mupirocin-based media for selective enumeration of
bifidobacteria in probiotic supplements). Agar zde byl jest¢ doplnén s6jovym peptonem (5
o/l; pro obsah galaktooligosacharidi (GOS) podporujicich rist bifidobakterii), L-cysteinem
(0,5 g/l) a Tweenem 80 (1 ml/l); (ddale: WSP Mup). Dalsi testovanou, komeréné dostupnou
pudou, byl agar pro stanoveni bifidobakterii, z nabidky Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA); (dale: BSM Mup). Pro ovéfeni selektivnich vlastnosti téchto agari bylo pouzito celkem
13 riznych probiotickych doplikii (lyofilizovanych kapsli, sackti a kapek; u vSech byla
potvrzena ptitomnost bakterii rodu Bifidobacterium), komeréné dostupnych na evropském
trhu. Soucasné byly na jednotlivych testovanych selektivnich pidach kultivovany typové
kmeny (TS, type strain) bifidobakterii (z Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) GmbH, Leibniz, Nemecko. VSechny Cisté kultury bifidobakteridlnich
kment byly schopné rlst na vSech testovanych médiich v poctech od 5,78 do 10,25 logio
KTJ/ml, v zavislosti na primarnim rlstu jednotlivych kmend. VSechny testované kmeny
bifidobakterii, s vyjimkou kmene B. bifidum DSM 20456", vykazovaly podobné vysledky u
viech testovanych kultiva¢nich pid, pouze TS B. bifidum DSM 204567 vykazoval statisticky
vysledky byly ovéfeny uzitim dalSich tfi kment B. bifidum (DSM 20082, DSM 20215 a DSM
20239): dva z téchto kmenti (DSM 20082 a DSM 20215) vykazovaly stejny rist na vSech
testovanych médiich, kmen B. bifidum DSM 20239 vsak shodné s kmenem DSM 204567,
a BSM Mup. To by mohlo byt zplisobeno omezenou schopnosti nékterych kment vyuzivat
transgalaktosylované oligosacharidy, ziskané v TOS agaru transformaci laktosy enzymem [3-
galaktosidasou (Raeisi et al., 2013). Galaktooligosacharidy (GOS) nejsou substratem
akceptovanym vSemi bifidobakterialnimi druhy, napf. podle Miranda et al. (2014), kmen B.
animalis ssp. animalis CIRMBIA 1335 nevykazoval v médiich s GOS zadny rust. Pouzité
varianty mupirocinového média se ukazaly jako pIn¢ selektivni, mupirocin potlacuje rast
laktobacila, laktokokt, leukonostokt a streptokoki, bez vyrazné inhibice bifidobakterii (Rada
a Koc, 2000, Raeisi a kol., 2013), coz odpovida také nasim vysledkim. VSechny kmeny
kultivované na selektivnich agarech doplnénych mupirocinem (100 mg/ 1) byly identifikovany

jako bifidobakterie. Norma ISO/IDF (IDF, International Dairy Federation) uvadi, ze
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antibiotikum mupirocin (50 mg/ 1) inhibuje rust vétSiny BMK, aplikovanych v mlécnych
vyrobcich. Pfi naSich testech vsSak Uplna selektivita davky 50 mg/ 1 nebyla potvrzena.
Vyhovujici selektivity pid u vSech analyzovanych probiotickych produkti bylo dosazeno az
pii zvySeni davky mupirocinu na 100 mg/ 1. Pocet bifidobakterialnich KTJ se u jednotlivych
produktli zahrnutych v nasi studii pfi aplikaci testovanych modifikaci komeréné dostupnych
pud, doplnénych mupirocinem (TOS Mup, BSM Mup, WSP Mup), vyznamné nelisil: pocéty
bifidobakterii se pohybovaly mezi 107 az 10*° KTJ/g. Pouze Vv jednom piipadé testovany
produkt (Bifiform drops) obsahoval méné nez 10° KTJ/ml bifidobakterii. Vzhledem k tomu,
ze vyrobci probiotickych doplitkti obsahujicich vice bakterialnich taxon neuvadéli jejich
jednotliva procentudlni zastoupeni, bylo vyhodnoceni bifidobakteridlnich poctl obtizné.
Stanoveni komplikovala také skutecnost, Ze deklarované pocty se vztahovaly k mnozstvi
probiotik v jedné kapsli, avSak hmotnost obsahu této kapsle nebyla soucasti informace na
obalu vyrobku. Pouze ¢tyii z hodnocenych probiotickych produktii (Super Dophilus, Infant
Acidophilus, Apo-Baby Probio, Doggy Care) jasné deklarovaly poCty Zzivotaschopnych
bifidobakterii. Realizované rozbory ve vSech téchto ptipadech potvrdily uvadéné hodnoty.
Také néktefi dalsi autofi poukazuji na fakt, Ze poCty a dokonce i1 zjisténé druhy probiotik
pouzitych v produktech, nejsou vzdy v souladu s idaji uvedenymi na obalech (Coeuret et al.,
2004; Temmerman et al., 2003). Lze tedy konstatovat, ze informace poskytované vyrobcem
nejsou vZdy dostate¢né, a bylo by dobré se soustfedit na vznik vyhovujici formy regulace trhu

s probiotickymi produkty.

Pii stanoveni probiotickych kmenl je dileZitym faktorem piitomnost, resp. eliminace
vlivu kontamintli, ¢i obecné jinych skupin mkroorganismi, V analyzovaném vzorku. Ve
funkénich potravinaiskych vyrobcich je rod Bifidobacterium intenzivné testovan (Sarkar
2013), podobng, jako je studovana funkce téchto bakterii v hostitelském organismu napf. pii
probiotickych terapiich gastrointestindlnich onemocnéni (Williams et al., 2010). Efektivita
selektivnich medii pro izolaci probiotickych bifidobakterii ziistava stale problémem zejména
v oblasti intestinalni mikrobiologie, kde izolace bifidobakterii z lidskych fekalnich vzorka a
z fekalnich vzorkli zvifat pomoci selektivnich agarovych pid mize byt casto velmi
problematicka. Zejména, pokud se jedna o analyzy vzorkl, ve kterych neni pfitomnost
bifidobakterii vyrazna, typicky napf. pfi dominanci klostridii, a zvlaste, jsou-li tyto pfitomny
ve vySSich poctech. Nejsou-li pfi kultivaci tyto kontaminujici taxony v ristu omezeny, muze
byt vyrazné potlacen rist sledovanych bifidobakterii. Jejich poCty jsou tak 1 nékolikrat

maskovany a stanoveni bifidobakterii potom vyrazn¢ neodpovidaji realnému stavu. Bylo proto
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modifikovano stavajici selektivni médium Wilkins Chalgren agar s mupirocinem (MWM) 8-
hydroxychinolinem (8HQ), u kterého byly v nedavné dob¢ prokdzany nejenom obecné
antimikrobialni u¢inky (Inderjit et al., 2010), ale také selektivni antiklostridialni G¢inky. 8HQ
negativné ovliviiuje rast pomérné Sirokého mikrobialniho spektra: Houdkova et al. (2017)
referuji o vyrazné inhibici Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus a Streptococcus
pneumoniae pii nizkych koncentracich 8HQ; MIC mezi 2 - 128 pg/ml. Chung et al. (2015)
zminuji inhibici rdstu gramnegativnich Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli, a
grampozitivnich Staphylococcus aureus a S. epidermidis, dalsi autofi deklaruji antibakterialni
pusobeni 8HQ vuci Yersinia pseudotuberculosis a intracelularni Chlamydia trachomastis
(Enquist et al., 2012), Mycobacterium tuberculosis (Darby a Nathan, 2010; Shah et al., 2016)
i jinym (patogennim) bakterialnim druhim (Yang et al., 2013). Jeon et al. (2009) srovnali
antibakteridlni vliv 8HQ na né&kolik lidskych intestindlnich bakteridlnich druht a dolozili
vyraznou inhibici (jiz pfi koncentraci 0,02 mg/disk; diskova difuzni metoda) u druhti E. coli a
klostridii Clostridium difficile a CI. perfringens. Naproti tomu, druhy Lactobacillus
acidophilus, Lbc. casei a Bifidobacterium bifidum zde nebyly inhibovany viibec. Rust dal§iho
poddruhu B. longum subsp. longum byl pouze mirné€ negativné ovlivnén. A to az pti vysokych
koncentracich 8HQ, jednalo se fadové 0 deseti az stonasobku funkénim pro E. coli a
Klostridie, tj 1 - 2 mg/disk. Skrivanova et al. (2016) uvadéji obdobné MIC pro Cl. perfringens
16 - 32 nasobn¢ niz§i nez pro bifidobakterie (B. animalis, B. gallinarum, B. longum). B.
longum subsp. longum (kmen CCMDMND BL1) testovali s pouzitim prutokové cytometrie
Novakova et al. (2014) ve spole¢né kultute s Cl. difficile (kmen CECT 531), a zaznamenali
velmi dobry inhibicni efekt 8HQ na klostrididlni kmen, pfi¢emz riust testovaného
bifidobakteridlniho kmene negativné ovlivnén nebyl. Pokud jde o citlivost k 8HQ u
bifidobakterii, 1ze tedy S ur¢itou mirou pravdépodobnosti ocekavat jeji druhovou a jistou
kmenové zavislou miru. Nové komponovany modifikovany Wilkins-Chalgren agar s 8HQ
(MWMQ) byl v prvni fadé testovan na Cistych kmenech bifidobakterii a klostridii, poté na
smésnych kulturdch obou bakteridlnich skupin (pfipravenych v riznych vzajemnych
pomérech), a také pii analyze fekalnich vzorkid. Vysledky ukazaly, ze ptitomnost 8HQ
v médiu prokazateln¢ inhibovala rist nebifidobakteridlnich kmenli na MWMQ ve srovnani s
MWM, zatimco pocty bifidoabakterii zlistaly na uspokojivych urovnich. Lze tedy
konstatovat, z2¢ MWMQ je mozné pouzit nejenom pro bézna stanoveni Cistych kultur
bifidobakterii, ale i pro jejich izolaci z fekdlnich vzorkti ¢lovéka a savcl, kde nejsou
bifidobakterie pocetné dominantni, a jsou-li soucasné ve vzorku pfitomny klostridie ve

vysokych poctech. Testovano bylo celkem 17 bifidobakteridlnich a 20 klostridialnich Cistych
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kment. Provedené testy prokazala jako nejvhodngjsi koncentraci u¢inné latky 8HQ 90 mg 172,
Soucasné bylo zjiiténo, Ze koncentrace 8HQ vyssi nebo rovnajici se 100 mg 17 8HQ jiz vedla
ke snizeni poéti nékterych bifidobakterialnich kment (sniZeni ristu o 2 logio KTJ ml I nebo
vice), zatimco koncentrace nizsi nez 70 mg 1 8HQ naopak zcela neinhibovaly vsechny
testované klostridialni kmeny. V MWMQ médiu vykazovaly pouze dva kmeny bifidobakterii
(B. adolescentis H1 a B. longum J2) vyznamné (P <0,05) niz$i rust (Priloha 1 - Table S1).
Takovou situaci vSak lze o¢ekavat, je-li pii skladbé selektivniho média pouzito vice sou¢asné
pusobicich selektivnich faktorti (Apajalahti et al., 2003; Davis, 2014). Dale byla testovana
selektivita MWMQ agaru a pivodntho MWM agaru pomoci smési cCistych kmeni
bifidobakterii a klostridii v riznych pomeérech, ve srovnani s kontrolnim MW agarem
(neobsahujicim zadné selektivni dopliiky). Ve vétSing€ piipadt se pramérné pocty bakterii
stanovenych na MW agaru vyznamné nelisily od pocti zjisténych na MWM médiu a
odpovidaly celkovému poctu inokulovanych bakterii. Skutecnost, ze MWM agar neni pln¢
selektivni a umoznuje rist klostridii, byla potvrzena rodovou identifikaci izolatd. Vlkova et
al. (2005) se touto problematikou detailn¢ zabyvali a zjistili, ze ve smésnych kulturach
bifidobakterii a klostridii, kde oba bakterialni rody byly zastoupeny ve stejném poméru,
tvorily bifidobakterie pouze 55 z celkového poctu 120 izolati. Na MWMQ agaru byly
detekovany signifikantné niz8i pocty bakterii ve srovnani s MWM agarem a kontrolnim,
neselektivnim MW médiem. Pocty na MWMQ také v tomto pifipadé odpovidaly poctim
inokulovanych bifidobakterii. U MWMQ agaru byla v jednom pfipadé zaznamenana snizena
citlivost, konkrétné kmene Cl. clostridioforme MAM, ktery nepravidelné a ve velmi nizkych
poctech vytvaiel vyrazné¢ malé kolonie. Naopak, kmen CI. difficile KK4 nebyl detekovan na
zadném pouzitém selektivnim médiu, coz lze vysvétlit také zjiSténim Sutherlanda et al.
(1985), kteii zminuji citlivost Cl. difficile k mupirocinu (MIC = 32 mg I, Mupirocin byl
pfitomen v obou nami testovanych selektivnich pidach. | zde ale byla prokazana velmi dobra
selektivita vyvinutého média obsahujictho 8HQ, nebot’ vSechny kultivované izolaty byly
identifikovany jako bifidobakterie. Pfi rozborech gastrointestindlnich vzorkli dospélych lidi
byly testované MWM a MWMQ agary pro bifidobakterie vysoce selektivni. Byly zde
detekovany ve vsech testovanych vzorcich, u fekalnich vzorka kojencu ale nebyly v nékterych
ptipadech v rozborech viibec zachyceny. Vzorky byly proto rozdéleny do dvou skupin v
zavislosti na piitomnosti (B+), ¢i neptitomnosti (B-) bifidobakterii, kazda skupina zahrnovala
5 vzorkid. U vSech B+ vzorkl kojenct byly vSechny kmeny izolované obéma testovanymi
selektivnimi médii identifikovany jako bifidobakterie. Rist bifidobakterii nebyl vlivem

selektivnich médii ovlivnén, protoze mezi jejich poéty na MW, MWM a MWMQ agarech
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nebyl signifikantni rozdil (P > 0,05). U B- vzorki kojenct byly celkové pocty bakterii na
MWM agaru (8,30 + 0,78 logio KTJ g) vyznamné vyssi, nez poéty na MWMQ agaru (3,82 +
1,46 logio KTJ g1). Mezi kmeny izolovanymi uZitim selektivnich MWM a MWMQ agart
ptevazovaly v obou ptipadech klostridie, ale jejich po¢ty na MWMQ agaru byly velmi nizké a
na plotnach realizované pouze jako mikrokolonie. U 5 z celkového pocétu 10 testovanych
gastrointestindlnich vzorka kojencii porozenych cisafskym fezem bifidobakterie chybély - v
souladu s vysledky, které popisuji Vlkova et al. (2005) a Liu et al. (2015). Selektivita
MWMQ média byla také testovana prostfednictvim rozborti fekdlnich vzorkid pst. Byly
identifikovany tfi B+ a tii B- vzorky. U B+ vzorku existovaly signifikantni rozdily (P < 0,05)
mezi prumérnymi celkovymi pocty anaerobi (CPA) na MW, MWM a MWMQ. Na MWM
byly bifidobakterie stanoveny pouze v jednom ze tii testovanych vzorki, zatimco z ostatnich
dvou vzorkll nebyly izolovany zadné bifidobakterie. Naopak u téchto dvou vzorku byly
izolovany bifidobakterie prostfednictvim MWMQ agaru Vv poétech cca 3 logio KTJ g 1. Pokud
by pro stanoveni bifidobakterii zde byla pouzita kultivace na MWM agaru, oba tyto vzorky by
byly vyhodnoceny jako B-, pravé diky realizovanému rastu klostridii. Médium MWMQ také
zde vykazovalo podstatné vyssi selektivitu ve srovnani s MWM agarem, vzhledem K tomu, Ze
24 izolath z celkového poctu 29 ziskanych kultivaci na MWMQ agaru bylo identifikovano
jako Bifidobacterium sp. U zbyvajicich 5 vzorka se, spolu s klostridiemi, objevily také Gram-
pozitivni pleomorfni, fruktoso-6-fosfat fosfoketolasa  negativni tyCinky, které byly
preidentifikovany jako propionové bakterie. U B- psich vzorkli byly zaznamenany
signifikantné vyssi (P < 0,05) po¢ty u MWM agaru, ve srovnani s MWMQ agarem. Primérné
podty anaerobnich bakterii na MWMQ se pohybovaly v rozmezi 2,96 + 1,51 logio KTJ g%, a
byly identifikovany jako klostridie. MWMQ agar se zda ovSem byt vhodny i pro stanoveni
bifidobakterii ve fekalnich vzorcich psu, vzhledem k tomu, Ze bifidobakterie byly timto
médiem uspesné stanoveny i1 ve vzorcich, které se pro dominantni vyskyt klostridii zdaly byt
pti uziti selektivniho MWM agaru B-. Také ve fekélnich vzorcich prasat umoziovaly obé
testované selektivni plidy stanoveni vysokych pocti bifidobakterii. Nicméné, mezi kmeny
izolovanymi MWM agarem bylo v tomto piipadé identifikovano také 7 klostridialnich kmenti,
z celkového poctu 36 izolath. Uzitim MWMAQ agaru byl vSak izolovan pouze jediny kmen,
identifikovany jako bakterie rodu Clostridium. To svéd¢i o pfesnéjSim stanoveni
bifidobakterii prostfednictvim MWMQ agaru také pro tyto aplikace. Lze konstatovat, ze
selektivni faktor 8HQ vyrazné zlepsil bifidobakteridlni selektivitu a specificitu MWM agaru.
Agar MWMQ se ukazal byt vhodny pro selektivni stanoveni bifidobakterii, je vSak zifejmé, ze
také jejich rist je mirné negativné ovlivnén (Priloha 2 - Table S2).
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Obr. 6 Porovnani fermenta¢nich profili kmenu B. bifidum a B. animalis subsp. lactis: a/
B. bifidum DSM 20082, b/ B. bifidum JKM, ¢/ B. animalis subsp. lactis DSM 101407, d/ B.
animalis subsp. lactis BB-12, soupravami biochemickych testi APl 50 CH (Biomérieux,
France). Zluta barva zna&i pozitivni reakci, u pozice 25 (cca uprostied sestavy) ferna
(foto: autor, 2015). Testované substraty viz Piiloha 3 - Tab. S3.

Srovnani MWM a MWMQ naznacuje, ze obé selektivni plidy mohou byt Gispé$né pouzity
pro stanoveni bifidobakterii, jsou-li tyto dominantni bakterialni skupinou ve vzorku. MWMQ

agar pfinasi ovSem vyhodu pii analyze vzorkl s nizkym zastoupenim bifidobakterii, kdy
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ucinné snizuje pocet nebifidobakteridlnich buné¢k ve srovnani s pivodnim MWM agarem, a
proto noveé vyvinut¢ MWMQ médium mutize byt, zdd se, uspé$n¢ pouzitelné pro narocné

stanoveni bifidobakterii v gastrointestinalnich vzorcich lidského 1 Zivo¢isného piivodu.

Zajimavé se zda byt selektivni stanoveni probiotického druhu B. bifidum. Tento indigenni
komensal lidského GIT (Biavati, 2012), je idealnim probiotikem (Bayoumi a Griffiths, 2012;
Li et al.,, 2014; Yamasaki et al., 2012), obecné vyuzivanym zvlast¢ v lyofilizovanych
potravnich dopliicich. Jedna se o jediny bifidobakterialni druh schopny

Obr. 7 Testovani utilizace mucinu: pozitivni reakce (vpravo) je doprovizena zménou
barvy indikatoru v médiu z hnédé na Zlutou; foto: autor, 2015.

v Cisté kultufe vyuzivat intestinalni mucin (Killer a Marounek, 2011). Mucin byl proto
pouzit jako potencionalni selektivni faktor. Degradaci mucinu bakteriemi je ovSem mozné
obecné povazovat za patogenni aktivitu cilenou na ochranné slizni¢ni povrchy (Turroni et al.,
2011), u rezidentt GIT se ale jedna o logickou adaptaci a druh B. bifidum Ize i z tohoto thlu
pohledu jisté povazovat za prospésny. B. bifidum je relativné velkym potravnim specialistou,
a dokaze utilizovat pouze uzké spektrum sacharidt (Turroni et al., 2012; Obr. 6 a Priloha 3 -
Tab. S3). Jako selektivni faktor pro stavbu média byl pouzit prase¢i mucin (Mucin from
porcine stomach type Il, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Vyuziti mucinu bifidobakteriemi bylo testovdno jednak za pouziti pidy obsahujici
trypton (5 g/l), pepton (5 g/l), yeast extract (2,5 g/l), Tween 80 (1 ml/l), L cystein-
hydrochlorid (0,25 g/1), mucin (20 g/1), a bromkresolovou ¢erven (0,01 g/1); mucin
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a bromkresolova Cerven (Sigma-Aldrich, USA, ostatni komponenty Oxoid), pii pH média 7,4;
a soucasn¢ s pouzitim Wilkins-Chalgren média (Oxoid, UK), pfi stejném pH. Kultury byly
kultivovany za anaerobnich podminek realizovanych pomoci roll-tube techniky (Hungate,
1969), pti 37°C po dobu 48 hodin. Utilizace mucinu byla doprovazena zménou barvy

indikatoru v médiu (z fialové na Zlutou; Obr. 7).

Nasledné bylo vyvinuto selektivni médium mupirocin-mucin agar, tzv. MM agar, slozené
z tryptonu (5 g/l), peptonu (5 g/l), yeast extractu (2,5 g/l), Tweenu 80 (1 ml/l), L cystein-
hydrochloridu (0,25 g/l), mucinu (20 g/l), mupirocinu (0,1 g/l) a agaru (15 g/l): (mucin
Sigma-Aldrich, ostatni slozky Oxoid), pfi pH 7,4. MM agar byl pouzit pro stanoveni a izolaci
B. bifidum z probiotickych potravnich doplnika (Obr. 8).

Obr. 8 Kultivace kment bifidobakterii v MM agaru. Vyuziti mucinu jako substratu je
doprovazeno zménou barvy indikatoru v médiu z fialové na Zlutou (pozitivni reakce), ta
ukazuje na pritomnost kmeni B. bifidum; foto: autor, 2015.

Vsechny vzorky komer¢nich produktl obsahovaly zivotaschopné bunky B.bifidum v
poctech od 7.21 do 8,20 log KTJ/g. Zjisténé hodnoty byly v souladu s naroky kladenymi na
probiotické produkty, vétSina testovanych produkti deklarovala pfitomnost piiblizné 9 log
KTJ/g probiotickych bakterii, pfip. cca 8 log KTJ/g konkrétn¢ druhu B. bifidum. VSechny
izolaty ziskané prostiednictvim kultivace na MM agaru byly identifikovany jako B. bifidum.
Byla zde absolutni (100%) shoda s vysledky na zakladé biochemickych testt (API), druhoveé
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specifické PCR, MALDI-TOF analyzy a komparativni analyzou genu pro 16S rRNA (min.

99,8% shody s referen¢nim, typovym kmenem).

Dale byla testovana modifikace MM agaru pro stanoveni B. bifidum ve fekalnich
vzorcich. Pritomnost druhu byla zjisténa ve 4 ze 6 vzorkl testovanych qPCR, kmeny B.
bifidum byly ale izolovany pouze ze 3 z 6 vzorku. Filteau at al. (2013) testovali u 50
dospélych lidi ptitomnost fekalnich bakterii uzitim qPCR: pocty B. bifidum se pohybovaly
mezi 7,7 a 9,6 logio bakterialnich bun€k/g. Autoii bohuzel neuvadéji zadné informace o
poc¢tech pozitivnich a negativnich vzorkli. Podle naSich zjisténi patfily vSechny kmeny
identifikované pomoci qPCR v B+ pozitivnich vzorcich druhu B. bifidum. Naopak, zadny
kmen B. bifidum nebyl nalezen ve vzorcich B-. Nicméné, MM agar se zde neukazal byt pIné
selektivnim, pouze 30,91% izolath patfilo druhu B. bifidum. Procentualné vétsi mnozstvi
kment B. bifidum vSak bylo izolovano prostfednictvim NM agaru (30,91%), nez uzitim
MTPY agaru (9,17%). Ob¢ pudy tedy sice vykazovaly pouze ¢astecnou bifidobakterialni
selektivitu, MM agar se ale ukazal byt vyrazn¢ vhodné&j$im pro rast druhu B. bifidum. Lidské
fekalni vzorky byly nasledné analyzovany také pomoci MM agaru doplnéného o ledovou
kyselinu octovou (1 ml/l; pH 5,0). Bifidobakteridlni kmeny, pouzité pro testovani nového
selektivniho agaru, pochazely ze sbirek kultur (ATCC, DSMZ, a CCM), nebo byly izolovany
pomoci TPY agaru s mupirocinem (100 mg/l) a ledovou kyselinou octovou (1 ml/l) podle
Rada a Petr (2000). 1zolované kmeny byly identifikovany na Groven druhu podle Vlkova et al.
(2005). Testované probiotické produkty byly zakoupeny na trhu v Ceské republice. Anaerobni
prostiedi pro kultivaci bylo vytvofeno anaerostaty (Oxoid, HP11A), misky byly kultivovany v
CO2/H2 (20/80) atmosféte, pii teploté 37°C po dobu 48 hodin. Pro potvrzeni pfitomnosti B.
bifidum v MM agaru byly souCasné izolovany bakterie z kolonii, tyto byly ockovany do
Wilkins-Chalgren agaru a kultivovany pii 37°C po dobu 48 hodin a poté identifikovany. Dale
byly testovany gastrointestinalni vzorky 11 zdravych dobrovolnikii (6 Zen a 5 muzi ve véku
mezi 22 a 51 roky). Ve vzorcich byly pomoci modifikovaného TPY agaru (MTPY) s
mupirocinem (100 mg/l) a ledovou kyselinou octovou (1 ml/l) stanoveny celkové poéty
bifidobakterii. Pro selektivni izolaci B. bifidum byly vzorky soucasné také kultivovany v MM
agaru doplnéném ledovou kyselinou octovou (1 ml/l). Kvantifikace B. bifidum byla provedena
kvantitativni PCR. Byly analyzovany fekalni vzorky 6 zdravych dobrovolnikd (3 Zeny a 3
muzi ve véku mezi 27 a 50 roky). B. bifidum bylo kvantifikovano primery G-Bifid-F + G-
Bifid-R a BiBIF-1 + BiBIF-2 (Matsuki et al., 2003). Pro konstrukci standardni kiivky byl
pouzit B. bifidum ATCC 29521T. Izolaty byly identifikovany na druhovou troveri podle
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Vlkova et al. (2005). Byly pouzity biochemické testy (APl 50 CHL a APl ID 32A,
Biomérieux, Francie), druhové specifickd PCR, MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik GmbH,
Némecko) podle Kmet’ a Drugdova (2012) a sekvenaci genu pro 16S rRNA podle Ehrmann et
al. (2003) a Killer et al. (2010). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu jPHYDIT
(Jeon et al., 2005). V médiu obsahujicim mucin jako jediny zdroj uhliku bylo kultivovano
celkem 34 bifidobakterialnich kment, z nich vSak pouze 13 kment druhu B. bifidum bylo
schopno mucin vyuzivat. Zadny dalsi z testovanych druhi bifidobakterii oviem v tomto
médiu nerostl. Je proto mozné vyuzit schopnost utilizace mucinu druhem B. bifidum jako

selektivniho faktoru pro jeho druhové stanoveni a izolaci.

V Laboratofi anaerobni mikrobiologie KMVD byla testovana také média pro selektivni
stanoveni druhti B. longum a B. breve. Byla uzita stavajici, modifikovana média s riznymi
zdroji uhliku: pro stanoveni B. longum turanosa, pro B. breve sorbitol a mannitol. Skladbu
téchto médii bude ale nutné dale modifikovat. Odlisny rast B. breve (2 kmeny) a dalsiho
bifidobakterialniho druhu B. animalis (4 kmeny) v pfitomnosti riznych substrati testovali
také Trojanova et al. (2006) ze stejné laboratofe. Jako zdroj uhliku v kultivacnim médiu byla
pouzita glukosa a rafinosa (a jejich smési). VSsechny kmeny B. animalis a jeden kmen B. breve
rostly pomaleji v médiu s glukosou nez s rafinosou nebo smési obou sacharida; jeden kmen B.
breve rostl rychleji na smési glukosy a rafinosy nez na samotné rafinose, zatimco 2 kmeny B.
animalis rostly naopak rychleji na rafinose nez v pfitomnosti obou sacharidid. Oba testované
kmeny B. breve vyuzivaly soucasné glukosu i rafinosu. Naproti tomu vSechny kmeny B.
animalis vykazovaly atypicky rust rychlym vyuZzitim rafinosy, po némz nasledovalo pomalé
vyuziti glukosy. Morfologie bun¢k vSech kmenti B. animalis byla ovlivnéna substratem
pouzitym pro kultivaci. V padach obsahujicich glukosu byly pozorovany drobné a spiSe
sférické bunky, zatimco v médiich s rafinosou bakterie realizovaly buriky velké a druhové
specifického tvaru (Trojanova et al., 2006). Zjisténi autord se v tomto piipadé zda byt
vyuzitelné pro vypracovani postupu (pifip. praci na stavbé selektivniho média) pro odliseni
studovanych bifidobakteridlnich druhti. Obecnou platnost preferen¢niho vyuziti sledovanych
sacharidii témito bifidobakterialnimi druhy i takovou (specifickou) kultivaci indukovanou
odliSnou morfologii jejich buné€k by bylo zajimavé ovéfit na vétSim poctu kment,
pochazejicich z riznych prosttedi (zdroji). Zda se také realistické propojit zminované
informace sdaty ziskanymi napt. diky NGS analyzam a pracovat Vvtomto sméru

s atraktivnimi tématy ekologické mikrobiologie.

73



7 ZAVERY A PERSPEKTIVY

Stanoveni vétsSiny probiotickych bakterii v potravinach a potravnich dopliicich je mozné,
a pfi kombinaci raznych metodickych piistupti spolehlivé. Metody nelze vyuzivat
univerzalng, postupy vhodné pro stanoveni BMK v mléénych vyrobcich nemuseji vyhovovat
pro podobna (stejna) stanoveni U jinych typd vzorkid. VéEtSina probiotickych produktd,
testovanych Spolecnosti pro probiotika a prebiotika, o. S. Vv Laboratofi anaerobni
mikrobiologie KMVD FAPPZ na CZU v Praze, obsahovala deklarované mikroorganismy,
pocty zivych bakterii byly vSak v nékterych piipadech niz$i. Je zfejma potieba kontroly
probiotik (a jeji standardizace) ¢i synbiotik V potravinach, potravnich doplicich, i ostatnich
komoditach, v nichz jsou tyto bakterie inkorporovany. Aktualni jsou analyzy intestinalnich
komensalt, napf. bifidobakterii. Pro selektivni stanoveni probiotickych zastupct tohoto rodu
vyuzivanych v mlé¢nych produktech existuje mezinarodni standard. Ten pouziva zminovany
transgalaktosylovany oligosacharido-propionatovy agar doplnény mupirocinem (oznacujeme
jako TOS Mup). Norma pro obdobné analyzy probiotickych potravnich dopliikti, kde je béZzna
ptitomnost vétsiho poétu ruznych bifidobakterialnich kment (druhit), vSak neexistuje. Byly
tedy analyzovany probiotické potravni dopliiky dostupné na trhu, a pro stanoveni kvantity
bifidobakterii v téchto produktech pouzity 3 vhodné kultiva¢ni pudy shodné doplnéné
mupirocinem. Vsechna testovana média Se ukazala jako spolehliva pro selektivni potvrzeni
ptitomnosti bifidobakterii, vSechny kmeny izolované témito selektivnimi padami byly
identifikovany jako bifidobakterie. Pidy oznacované jako BSM Mup a WSP Mup (mupirocin
v koncentraci 100 mg/l) se ukazaly byt vhodné pro selektivni stanoveni bifidobakterii v
probiotickych potravnich dopliicich pii vyuziti plotnové metody a kultivace za anaerobnich
podminek. Standardni médium TOS Mup, paradoxné, nepodporovalo idedlné rlst vSech
bifidobakterialnich kmenii a nezda se tedy pro tyto analyzy aktualni. Ukdzalo se také, Ze udaje
deklarované na obalech produktii nejsou, v mnoha piipadech, pro ovéfeni pocti bifidobakterii

dostateéné.

Stalym problémem pii stanoveni bifidobakterii v potravinach, potravnich doplicich 1
gastrointestinalnich vzorcich, jsou jejich kontaminace anebo standardni ptitomnost jinych
bakterialnich skupin Vv analyzovanych vzorcich. Typicky obtiznd byva napf. piitomnost
klostridii. Bylo tedy vyvinuto selektivni médium vychazejici ze standardni kultiva¢ni pudy
s mupirocinem (MWM agar) a doplnéné o 8-hydroxychinolin (8HQ), u kterého byla

potvrzena antiklostridialni aktivita. Tato iprava vyrazn¢ zlepsila bifidobakterialni selektivitu

74



a specificitu MWM agaru. Agar s 8HQ, oznaceny jako MWMQ agar, se ukazal byt vhodny
pro selektivni stanoveni bifidobakterii, ackoliv mirn¢ omezuje v rustu i bakterie sledovaného
rodu. MWMQ agar vsak ve srovnani s pivodnim MWM agarem pfi analyze vzorku, kde
bifidobakterie nejsou dominantni bakteridlni skupinou, vyrazné sniZzuje pravé pocty jinych
skupin bakterii, a zda se byt proto pii obtiznych rozborech u¢innym ndstrojem (Gspésné
pouzitelnym 1 pro naro¢né stanoveni bifidobakterii ve vzorcich z lidského a Zivocisného

traviciho traktu).

Bylo také vyvinuto selektivni médium s mupirocinem a mucinem, tzv. MM agar, pro
stanoveni dulezitého probiotického druhu Bifidobacterium bifidum. Tato bifidobakterie,
indigenni v lidském GIT, byva dnes bézné aplikovana Vv lyofilizovanych probiotickych ¢i
symbiotickych preparatech. Pro stanoveni B. bifidum bylo vyuzito specifické vlastnosti druhu
vyuzivat jako zdroj uhliku mucin. Vyvinuty MM agar byl pro stanoveni tohoto druhu plné
selektivni (100%) v ptitomnosti kment probiotik B. animalis ssp. lactis, B. breve, B. longum
ssp. longum a typickych bakterii mlé¢ného kvasSeni (laktobacilt, streptokoki). Nicméné pii
analyzach gastrointestinalnich vzorkd patfilo pouze 30,91% izolatd druhu B. bifidum; MM
agar doplnény o ledovou kyselinu octovou, se vSak ukazal byt vhodnym také pro izolaci B.

bifidum ze vzorku lidského GIT.

Vyvojem novych selektivnich kultivaénich pid a postupi vhodnych pro stanoveni
probiotickych bakterii, v prvé fad¢ bifidobakterii obyvajicich GIT ¢lov€ka, hospodaiskych
zvitat a dalSich zivoc€icht, s vyuzitim jednoduchych postupti idealnich pro rutinni kontrolu
probiotik v béznych laboratotich, byl realizovan cil prace. Obé vyvinuté selektivni pudy,
MWMQ agar i MM médium, maji specificka omezeni, jsou vSak funk¢ni, a umozni exaktné;si
analyzy vzork obsahujicich probiotické bifidobakterie. Hypotéza, ktera ptredpokladala
vyuZziti odliSnych fyziologickych vlastnosti riznych taxonl probiotickych bakterii, v prvé
fadé¢ jejich schopnosti utilizovat odlisné zdroje organického uhliku a jejich rizné rezistence k
antimikrobidlnim latkam, pro vyvoj novych kultiva¢nich médii ¢i postupt byla potvrzena.
Ziskané informace umozni detailnéjs$i pochopeni principu funkce sledovanych skupin bakterii
a jejich vyuziti v potravinafstvi a mediciné. Nové vyvinuta média mohou dale slouzit pro

izolaci novych kment potencionalnich probiotik (Priloha 4 a 5).
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O SEZNAM ZKRATEK

8HQ - 8-hydroxychinolin

AMC - Arroyo-Martin-Cotton (medium)

API1 50 CH - konkrétni typ soupravy biochemickych testit
ARDRA - amplified rDNA restriction analysis

ATCC - American Type Culture Collection

BIF (medium) - bifidobacterium (medium)

BL - blood-liver (medium)

BL-OG - blood-liver ox gall (medium)

BMK - bakterie mlécného kvaseni

CCM - Czech Collection of Microorganisms

CFU - colony forming units

CLB
CNS

Columbia (medium)

centralni nervovy systém

CPA - celkové pocty anaerobui

DGGE - denaturing gradient gel electrophoresis

DP - dicloxacilin-propionic acid (medium)

DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
EFSA - European Food Safety Authority

EMP - Embden-Meyerhof-Parnas (pathway)

EPS - exopolysacharidy

F6PPK - fruktosa-6-fosfdt fosfoketolasa

FAO - Food and Agriculture Organization

FC - flow cytometry

FISH - fluorescence in situ hybridization

GBA - gut-brain axis

GIT - gastrointestindlni trakt

GLIM - glycerol - lithium laktat - Siran manganaty (médium)
GOS - galaktooligosacharidy

HITChip - human intestinal tract chip
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IBD - inflammatory bowel disease

IDF - International Dairy Federation

ISO - International Organization for Standardization

KTJ - kolonie tvorici jednotky

LAMVAB - vancomycin selective medium

LCL - liver cystine lactose (medium)

LOD - limit of detection

LPSN - List of Prokaryotic names

MALDI-TOF MS - matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight mass
spectrometry

MFV - mlékarenské fermentované vyrobky

MGLP - modified Garche's lithium chloride-penicilin (medium)

MIC - minimum inhibitory concentration

MM - mucin-mupirocin (médium)

MO - mikroorganismus

MRS - De Man-Rogosa-Sharpe (medium)

MTPY - modified tryptone-phytone yeast extrakt (medium)

MUC - mucin

MW - modifikované Wilkins-Chalgren (médium)

MWM - Wilkins-Chalgren (médium) s mupirocinem

MWMQ - modifikované Wilkins-Chalgren (médium) s 8-hydroxychinolinem

NGS - next generation sequencing

NPNL - neomycin-paromomycin-nalidixic acid-lithium chloride (medium)

OMM - oligosacharidy materského mléka

ORP - oxidacne-redukcni potencial

PCR - polymerase chain reaction

PFGE - pulsed-field gel electrophoresis

RB - raffinose-bifidobacterium (medium)

RCM - reinforced clostridia medium

RMS - modified Rogosa’s (medium)

RP-MUP - raffinose-propionate lithium mupirocin (medium)

SCFA - short-chain fatty acid
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SPP - Spolecnost pro probiotika a prebiotika

T - typovy kmen

TGGE - temperature gradient gel electrophoresis
TM - terapeutické minimum

TOS - transgalactosylated oligo saccharide (medium)
TPY - tryptone-phytone yeast extrakt (medium)
TS - type strain

TTC - trifenyltetrazoliumchlorid

VBNC - viable but nonculturable

WHO - World Health Organization

WCH - Wilkins-Chalgren (medium)
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10 SEZNAM TABULEK A OBRAZKU

Tab. 1 Piehled nejéastéji pouzivanych probiotickych bakterii (upraveno: Holzapfel et al.
2001; Rada a Marounek, 2005).

Tab. 2 Piehled nejcastéji komeréné pouzivanych kmend probiotickych bifidobakterii v MKV
(upraveno: Pokusaeva et al., 2011).

Tab. 3 Zakladni a elektivni média, obecné uzivana pro kultivaci bifidobakterii (upraveno:
Roy, 2001; cit.: Roy 2001).

Tab. 4 Bakterialni mucin-degradujici enzymy, identifikované v lidském GIT (upraveno:
Derrien et al., 2010).

Obr. 1 Bifidobacterium bifidum DSM 295217; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-
Fi2, zvétSeni 15 x 40, Pechar, 2017.

Obr. 2 Anaerobni kultivace humannich kmena bifidobakterii v anaerostatu; foto: autor, 2017.
Obr. 3 Mupirocin; Gulyas et al., 2008.

Obr. 4 Akkermansia muciniphila DSM 22959, typovy kmen kultivovany v médiu s mucinem,
jako jedinym zdrojem uhliku; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-Fi2, zvétSeni 15 x
40, Pechar, 2017.

Obr. 5 Rast Bifidobacterium bifidum JKM v médiu s mucinem, jako jedinym zdrojem uhliku;
foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-Fi2, zvétseni 15 x 40, Pechar, 2015.

Obr. 6 Porovnani fermentacnich profili kmenti B. bifidum a B. animalis subsp. lactis: a/ B.
bifidum DSM 20082, b/ B. bifidum JKM, ¢/ B. animalis subsp. lactis DSM 10140, d/ B.
animalis subsp. lactis BB-12, soupravami biochemickych testt API 50 CH (Biomérieux,
France). Zluta barva zna&i pozitivni reakci, u pozice 25 (cca uprostied sestavy) ¢erné (foto:
autor, 2015). Testované substraty viz Ptiloha 3 - Tab. S3.

Obr. 7 Testovani utilizace mucinu: pozitivni reakce (vpravo) je doprovazena zménou barvy
indikatoru v médiu; foto: autor, 2015.
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Obr. 8 Kultivace kment bifidobakterii v MM agaru. Vyuziti mucinu jako substratu je
doprovazeno zménou barvy indikatoru v médiu z fialové na Zlutou (pozitivni reakce), ta
ukazuje na pfitomnost kment B. bifidum; foto: autor, 2015.
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11 PRILOHY

Priloha 1

Supporting Information

Table S1 The growth of pure strains of bifidobacteria and clostridia on control (MW) and on

selective medium (MWMQ).

Strain MW MWMQ
B. adolescentis H1 9.05+0.15% 8.42+0.15°
B. longum J2 8.64+0.06 8.53+0.08°
B. longum DS2 8.70+0.012 8.76+0.082
B. breve MV1 8.50+0.36% 8.70+0.10%
B. infantis LB3 7.08+0.982 7.30+0.692
average 8.39+0.682 8.34+0.532
C. tertium LAIII 8.92+0.06 NG
C. clostridioforme MAM 8.03+1.46 NG
C. difficile KK4 6.80+0.06 NG
C. ramosum HH3 5.57+0.01 NG
C. perfringens VOK 7.58+0.03 NG
C. butyricum CM14 8.36+0.25 NG
C. acetobutylicum L4 8.65+0.15 NG
C. butyricum T1 5.7240.16 NG
average 7.45+1.29 NG

The values are expressed as logio cfu mI™ (mean of 3 replicates + SD). MW-modified Wilkins-Chalgren
agar consisting of Wilkins-Chalgren agar, soya peptone (5 g I't), L-cysteine (0.5 g I') and Tween 80 (1
ml I'Y). MWMQ-modified Wilkins-Chalgren agar supplemented with glacial acetic acid (1 ml I?),
mupirocin (100 mg I?) and 8-hydroxyquinoline (90 mg I"Y). NG — no growth. Values in lines with
different letter superscripts are significantly different (P < 0.05).

lam12552-sup-0001-TableS1.doc

100


https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Flam.12552&file=lam12552-sup-0001-TableS1.doc

Priloha 2

Supporting Information

Table S2 The growth of mixtures of pure strains of bifidobacteria and clostridia in different
ratios on control (MW) and on selective media (MWM, MWMQ).
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The values are expressed as logio cfu ml? (mean of 3 replicates = SD). MW-modified Wilkins-Chalgren
agar consisting of Wilkins-Chalgren agar, soya peptone (5 g I'%), L-cysteine (0.5 g I') and Tween 80 (1 ml
I1). MWM — modified Wilkins-Chalgren agar with mupirocin — consisting of MW supplemented with
glacial acetic acid (1 ml IY) and mupirocin (100 mg I'Y). MWMQ-modified Wilkins-Chalgren agar with
8-hydroxyquinoline — consisting of MWM supplemented with 8-hydroxyquinoline (90 mg I'). Mean
values in columns for each variant of the mock sample with different letter superscripts are significantly
different (P < 0.05).

lam12552-sup-0002-TableS2.doc
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Priloha 3

Tab. S3 Ruzna fermentacni spektra Kkonkrétnich bifidobakteridlnich kmeni,
testovanych soupravou biochemickych testi API 50 CH (Biomérieux, France);
pozitivni reakce (+ +/ +/ (+)) vyzna¢ena barevné.

1 Glycerol - - - -
2 Erythritol - - - -
3 D-Arabinosa - - - -
4 L-Arabinosa - - + (+)
5 D-Ribosa - - - _
6 D-Xylosa - - - _
7 L-Xylosa - - - -
8 D-Adonitol - - - -
9 Methyl-BD-Xylopyranosid ++ + - -
10 D-Galaktosa ++ ++ +4+ + 4+
11 D-Glukosa ++ ++ - -
12 D-Fruktosa - - - -
13 D-Mannosa - - - -
14 L-Sorbosa - - - -
15 L-Rhamnosa - - - -
16 Dulcitol - - - -
17 Inositol - - - -
18 D-Mannitol - - - -
19 D-Sorbitol - - - -
20 Methyl-aD-Mannopyranosid - - - -
21 Methyl-aD-Glukopyranosid - - - -
22 N-Acetylglucosamin - - ++ dbdr
23 Amygdalin - - - -
24 Arbutin - - ++ + 4+
25 Eskulin - - + -
26 Salicin - - -
27 D-Cellobiosa - - ++ 4
28 D-Maltosa + ++ ++ -
29 D-Laktosa - - ++ 4
30 D-Melibiosa - - ++ ++
31 D-Sacharosa - - - -
32 D-Trehalosa - - - -
33 Inulin - - - -
34 D-Melecitosa - - + 4 ++
35 D-Raffinosa - - - -
36 Starch (AmiDon) - - - R
37 Glykogen - - - -
38 Xylitol ++ + + (+)
39 Gentiobiosa - - - -
40 D-Turanosa - - - -
41 D-Lyxosa - - - -
42 D-Tagatosa - - - -
43 D-Fukosa - - - -
44 L-Fukosa - - - -
45 D-Arabitol - - - -
46 L-Arabitol - - - -
47 Potassium Glukonat - - - -
48 Potassium 2-KetoGlukonat - - - -
49 Potassium 5-KetoGlukonat - - - -
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Priloha 4

Bifidobacterium apri sp. nov., a thermophilic actinobacterium isolated from
the digestive tract of wild pigs (Sus scrofa).

TAXONOMIC DESCRIPTION
Pechar ef al., Int J Syst Evol Microbiol
D01 10.1099/ijsem.0.001956

Bifidobacterium apri sp. nov., a thermophilic actinobacterium
isolated from the digestive tract of wild pigs (Sus scrofa)

R. Pechar," J. Killer,"®* H. Salmonova,' M. Geigerovd," R. Svejstil,) P. Svec,® |. Sedldgek,® V. Rada’ and 0. Benada™*®

Abstract

Fresh samples of intestinal contents of three wild pigs originating from the Central Bohemia region were examined for the
presence of bifidobacterial strains. During the study, we isolated many fructose-6-phosphate phosphoketolase-positive,
strictly anaerobic, irregular rod-shaped bacterial isclates. Three of them were preliminarily identified as representing a
novel species of the genus Bifidobacterium  because their 165 rRNA gene sequence similarity with the closest relatives of
thermophilic bifidobacteria (Bifidobacterium boum DSM 204327, Bifidobacterium thermophilum DSM 202107, Bifidobacterium
thermacidophilum subsp. porcinum LMG 21 489", Bifidobacterium thermacidophilum subsp. thermacidophilum DSM 15837") was
in the range of 97.9 — 98.4 %. All three bacterial isolates had identical 165 rRNA, dnall, fusA. gyrB and rplB gene sequences.
Isolate RP115" was chosen as a representative of the bacterial group and DMA G+C content (mol%) determination,
biochemical tests and analyses of physiological and morphological characteristics, habitat and chemotaxonomic traits
(peptidoglycan structure, cellular fatty acids and polar lipids profile) were performed. The DNA-DNA hybridization analyses
of RP115" and species representing the group of thermophilic bifidobacteria revealed values in the range from 33 to 53 %.
This. fact, together with relatively low sequence similarities of particular phylogenetic markers among examined bacterial
strains and the phenotyping and chemolaxenomy results oblained, indicated that the evaluated bacterial isolate should be
classified as representing a separate taxon within the specific group of thermophilic bifidebacteria, The name Bifidobacterium
apri (of boar) sp. nov, has been propoesed for the representative strain RP115" (=CCM 8605"=DSM 100238"=LMG 28779")

Digestive tract of domesticated pigs represents, along with
humans and primates [1-3], the largest reservoir of bifido
bacterial diversity (4, 5]. Bifidobacterium choerinum, Bifi
dobacierium longum subsp. swis, Bifidobacierium longum
subsp. suillum, Bifidobacterium psychraerophilum and Bifi-
dobacterium thermacidophilum subsp. porcinum are exclu-
sively found in domesticated pigs [6-9]. Other species,
such as Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium pseudo-
longum, Bifidobacterium minimum, Bifidobacterium ther-
mophilum and Bifidobacterium boum are often present in
the digestive tract of domesticated pigs |4, 10-13]. In addi-
tion, other representatives of the family Bifidobacteriaceae
(genera Aeriscardovia and Pseudoscardovia) occurring in
the digestive tract of domestic and wild pigs have been
recently described [11, 14, 15]. Some researchers even

believe that many species of bifidobacteria inhabiting the
intestinal tract of pigs have not been described yet [11, 16].

Despite the high diversity, the number of bifidobacteria in
pigs appears to be lower compared with other bacterial
groups and reaches about 10*g "' of intestinal faecal sam
ples [4, 17, 18]. However, it should be noted that these
studies were based on culture-dependent methods using
media that are not fully selective and that the real number
could be higher. Unfortunately, desirable culture-indepen-
dent studies aimed at determining the real number of bifi-
dobacteria in different parts of pig's digestive tracts have
not yet been performed. The probiotic effect of bifidobacte-
ria in pigs was studied mainly in connection with immuno-
regulation [19, 20], improved feed conversion and reduced
mortality [21].

Author affiliations: 'Department of Microbiology, Nutrition and Dietetics. Czech University of Life Sciences, Facully of Agrobiology, Food and Natural
Resources, Kamyckd 129, Prague & - Suchdel, 165 21, Czech Republic; “instilute of Animal Physiology and Genelics vovi, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Videfiskd 1083, Prague 4 — Kre, 142 20, Czech Republic, “Ceech Collection of Microorganisms, Masaryk Universily, Facully of
Science, Kamenice 5, building A25, 625 00, Broo, Czech Republic; “Institute of Microbiology of the Czech Academy of Sciences, v.vi, Videfiskd 1083,
142 ), Prague &, Czech Republic; 5Der.}arlmenl of Biology, Faculty of Science, J. E. Purkyné University in Usti nad Labem, Za Valcovnou 1000/8, 500

96 Ustl nad Labem, Czech Republic,
*Correspondence: . Killer, killer jiri@seznam.cz or killer@iapg cas.cz

Keywords: Hifidobacterium; wild psgs; thermophilic bifidobacteria; MLSA

Abbreviations: DDH, DNA-DNA hybridization; FAMES, Fatty acid methyl esters; MLSA, multilocus sequence analysis,
The GenBank/EMBL/DDB. accession numbers for the 165 rRNA, dnadl, fusd, gyrl, rplB gene sequences and 165 rRNA-235 rRNA intergenic spacer
reginn of strain RP1 15" are KT363145, KT3463155, KT343133, KT343148, KT343130 and KT343137, respectively.
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Priloha 5

Galliscardovia ingluviei gen. nov., sp. nov., a thermophilic bacterium of the
family Bifidobacteriaceae isolated from the crop of a laying hen (Gallus
gallus f. domestica).

TAXONOMIC DESCRIPTION
Pechar et al.. Int J Syst Evol Microbiol
DOI 10.1099/ijsem.0.001972

Galliscardovia ingluviei gen. nov., sp. nov., a thermophilic
bacterium of the family Bifidobacteriaceae isolated from the
crop of a laying hen (Gallus gallus f. domestica)

R. Pechar,’ J. Killer,"** R. Svejstil,' H. Salmonovd,' M. Geigerova,' V. Bunedova,' V. Rada' and 0. Benada™*

Abstract

Bacteria with potential probiotic applications are not yel sufficiently explored, even for animals with economic importance.
Therefore, we decided to isolate and identify representatives of the family Bifidobacteriacese, which inhabit the crop of laying
hens. During the study, a fruclose-6-phosphate phosphokelolase-positive strain, RP51 T with a regular/slightly irregular and
sometimes an S-shaped slightly curved rod-like shape, was isolated from the crop of a 13 -month-old Hisex Brown hybrid
laying hen. The best growth of the Gram-stain-positive bacterium, which was isolated using Bifidobacterium-selective mTPY
agar, was found out to be under strictly anaerobic conditions, however an ability to grow under microaerophilic and aerobic
conditions was also observed. Seguencing of the almost complete 165 rRNA gene (1464 bpl showed Alloscardovia
omnicolens CCUG 316497 and Bombiscardovia coagulans BLAPIIFAGYT to be the most closely related species with similarities
of 93.4 and 93.1%, respectively. Lower sequence similarities were determined with other scardovial genera and other
representatives of the genus Bifidobacterium. Taxonomic relationships with A. omnicolens and other members of the family
Bifidobacteriaceaewere  also demonstrated, based on the sequences of dnak, fusA, hspal and rplB gene fragments. Low
sequence similarities of phylogenetic markers to related scardovial genera and bifidobacteria along with unique features of
the bacterial strain investigated within the family Bifidobacteriaceae (including the lowest DNA G+C value (44.3 mol%), a
unique spectrum of cellular fatty acids and polar lipids, cellular morphology, the wide temperature range for growth (15—
49°C) and habitat) clearly indicate that strain RP51" is a representative of a novel genus within the family Bifidobacteriaceas
for which the name Galliscardovia ingluviei gen. nov., sp. nov. (RP517=DSM 100235"=LMG 28778"=CCM B404") is proposed.

The number of bacteria on Earth is estimated to be 5x10%,
representing the most abundant component of biomass [1].
Most microorganisms (prokaryotes, fungi and protisis) [2],

serve as a source of novel bacterial taxa [6] with potential
applications in the veterinary pharmaceutical industry. So,
research is now directed particularly into the probiotic bac

have not been identified yet (more than 99 %). Ocean and
soil environments appear to be the largest source of unchar-
acterized prokaryotes. However, the digestive tract of farm
animals represents a significant ecological niche of, as yet,
unexplored microorganisms with economic implications for
humans [3-5]. Many studies have focused on intestinal bac-
terial diversity and the role of intestinal microorganisms in
the health and physiology of mammalian livestock. Uncov-
ering the particular diversity and the role of bacteria inhab-
iting the digestive tract of poultry, especially the crop, is on
the periphery of scientific interest, even though this could

teria, represented mainly by lactobacilli, as well as other lac-
tic acid bacteria and bifidobacteria [7-10]. Probiotics are
well known to have many beneficial impacts on host physi
ology and immunology. In connection with poultry, they
have been evaluated to be real or potential inhibitors of
pathogens, immunomodulators and contributors to
improved feed conversion [11].

The digestive tract of most birds consists of the oesophagus,
crop, proventriculus and gizzard, intestines (duodenum,
jejunum, ileum and ceca), colon and doaca. The bacteria
present in the digestive tract of birds, as in other warm-
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