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1 ÚVOD 

Zákaz plošné aplikace antibiotik ve výživě hospodářských zvířat, nové poznatky zejména 

z oblasti gastroenterologie a imunologie, a posléze také i výrazný nárůst zájmu populace o 

spektrum nesourodých témat označovaných jako zdravý životní styl, otevřely široký prostor 

pro výzkum mikrobioty trávicího traktu a tzv. probiotik. Na restrikce, motivované nezbytnou 

kontrolou vzniku rezistence bakterií vůči antibiotikům a logický posun priorit moderní 

společnosti, pochopitelně reagovala také komerční sféra a stále roste sortiment potravin a 

potravních doplňků, které obsahují živé probiotické kultury. Díky hlubšímu porozumění 

provázaných vztahů hostitelského organismu a jeho mikrobioty, jsou jako probiotika v 

současnosti, spolu s tradičními bakteriemi mléčného kvašení, intenzivně využívány bakterie, 

které jsou přirozenými rezidenty trávicího traktu hostitele. Ideálními mikroorganismy se 

z takového pohledu zdají být bifidobakterie.  

Byl proto zhodnocen současný stav a tendence zájmu o probiotika a možnosti jejich 

selektivního stanovení v potravinách, potravních doplňcích a gastrointestinálním traktu 

hostitele. Pozornost byla dále zaměřena na probiotické bakteriální kmeny rodu 

Bifidobacterium a možnosti jejich selektivní detekce, zvláště pak pro obtížné analýzy 

gastrointestinálních vzorků. Byla testována stávající selektivní média vhodná ke stanovení 

bifidobakterií, a byly vyvinuty nové selektivní půdy: modifikovaný Wilkins-Chalgren agar s 

8-hydroxychinolinem, k eliminování (klostridiálních) kontaminací při stanovení 

bifidobakterií; a selektivní médium tzv. mupirocin-mucin agar pro stanovení humánního 

probiotického druhu B. bifidum v přítomnosti dalších probiotických bifidobakteriálních druhů, 

aplikovaných v probiotických potravinách a potravních doplňcích. 
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2 SOUČASNÝ STAV PROBLEMATIKY 

2.1 Probiotika 

2.1.1 Koncepce a funkčnost probiotik 

Podle Organizace pro výživu a zemědělství a Světové zdravotnické organizace 

(FAO/WHO, 2001) jsou probiotika živé mikroorganismy, které při podávání v dostatečném 

množství poskytují zdravotní přínos pro hostitele. Upravená definice pracovní skupiny 

odborníků označuje jako probiotika živé mikroorganismy, jež jsou-li požívány v živém stavu a 

v dostatečném množství, vykazují pozitivní vliv na zdraví, překračující běžný výživový efekt 

(Anadon at al., 2006). Již sama existence různých definic a fakt, že jsou takové nástroje 

k dispozici, vypovídá o „váze“ probiotik. Označit jako zdraví prospěšnou, otevřenou skupinu 

s nezřetelnými hranicemi, a navíc živých mikroorganismů, je nepochybně pohyb na tenkém 

ledě. Opatrný postoj pochopitelně zaujímá i Evropský úřad pro bezpečnost potravin (EFSA, 

2004). Různí autoři pracují také s více či méně odlišnými podobami oficiálnějších verzí 

definice: probiotika například pouze mohou mít zdravotní přínos, jsou-li aplikována 

pravidelně (Chaucheyras-Durand a Durand, 2010). Případně se uplatňuje stále živý názor, že 

termín probiotika nemusí zahrnovat pouze živé mikroorganismy, neboť pozitivní vliv na 

zdravotní stav příjemce vykazují nejen buňky neživé, ale také i konkrétní části jejich 

buněčných struktur (Ouwehand at al., 2002). Čistou podobu varianty s takovými kategoriemi 

formuloval na počátku sedmdesátých let minulého století Sperti (1971) a probiotika popsal 

jako organismy a substance, které přispívají ke střevní mikrobiální rovnováze. V roce 1989 

pak Fuller rozsah zúžil a důraz kladl na aplikaci živých buněk mikroorganismů. Podle jeho 

definice jsou probiotika živé mikrobiální krmné a potravní doplňky, které příznivě ovlivňují 

hostitele zlepšením jeho střevní mikrobiocenózy (Fuller, 1989). Dnes již půl století trvající 

diskuzi o hranicích obsahu pojmu dostala ovšem probiotika do vínku vlastně již s rodným 

listem. Termín použili poprvé v roce 1965 Lilly a Stillwell, ovšem v jiném kontextu: označili 

tak látku produkovanou jedním prvokem, která stimulovala růst prvoka jiného (Lilly a 

Stillwell, 1965). Posléze termín označoval krmné a potravní doplňky pro výživu: tedy živé 

kultury, mikrobiální metabolity, enzymy, aminokyseliny apod., a definice by zahrnovala i 

některá antibiotika.  
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V současné době mohou být probiotika vnímána také jako prostředek při profylaxi 

infekčních onemocnění. Melicherčíková (2015) je např. staví vedle antibiotik jako 

samostatnou funkční alternativu antiseptik (antivirotik a antiparazitik).  

Mikroorganismy, označované jako probiotické, tedy prospěšné pro zdraví hostitele, 

musejí splňovat kritéria spojená s jejich bezpečnostními, funkčními a technologickými 

vlastnostmi. Mechanismus účinku probiotik je široký: jsou využívány různé mikroorganismy, 

příp. v různých kombinacích, a jejich účinek je závislý na aktuálním stavu příjemce. 

Podstatné jsou výsledné vlastnosti probiotik vyjadřující jejich efektivní účinky a použitelnost 

konkrétního probiotického produktu.  

Podle Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food FAO/WHO (2002) musí být 

pro potvrzení zdravotních účinků mikroorganismů vždy vypracována klinická studie. 

Nezbytná je, v prvé řadě, identifikace potenciálního probiotika na úroveň rodu, druhu a 

kmene a jeho detailní fenotypová a genotypová charakterizace. Kmeny musejí být následně 

uloženy v mezinárodní sbírce mikroorganismů. Dále jsou testovány funkční charakteristiky 

pomocí in vitro testů (rezistence k nízkému pH a žlučovým solím), schopnost adherence na 

střevní buňky, či produkce specifických metabolitů. Zásadní je dále prokázat bezpečnost 

kultury (in vitro testy a pokusy na zvířatech): musejí být vyloučeny faktory patogenity (např. 

enteroinvazivita, produkce enterotoxinů), kmeny také nesmějí být nositeli genů 

zodpovědných za přenos antibiotické rezistence (Mathur a Singh, 2005), jakou je např. 

rezistence kódovaná plasmidy (Saarela et al., 2000). Pro humánní využití jsou nezbytné 

randomizované, dvojitě zaslepené, placebem kontrolované aplikace lidským dobrovolníkům.   

Další soubor nároků zohledňuje původ a funkční vlastnosti hodnocených 

mikroorganismů. Probiotika by se měla přirozeně vyskytovat v gastrointestinálním traktu 

(GIT) hostitele. Dodržení druhové specificity může být důležité i s ohledem na hostitelsky 

specifickou schopnost adheze mikroorganismu na střevní stěnu hostitelského GIT (Crociani et 

al., 1995; Zarate et al., 2002; Saarela et al., 2000; Laparra et al., 2009), a kmeny by měly být 

schopny alespoň dočasně kolonizovat GIT hostitele (zde k zamyšlení, pozn. autora). 

Probiotika by měla být izolována ze zdravých jedinců, ačkoliv tento logicky znějící 

požadavek zůstává z důvodu nesnadné identifikace původu některých mikroorganismů, např. 

tradičně používaných kmenů tzv. bakterií mléčného kvašení (BMK), k diskusi. 
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Důležitým faktorem ovlivňujícím funkčnost aplikovaného probiotika v GIT příjemce 

(hostitele) je také jeho dávka (Savard et al., 2011). Standardizovat její úroveň je však velmi 

obtížné, a přijatelnou tak zůstává formulace "adekvátní počty". Ty se sice mohou u každého 

probiotického bakteriálního kmene i jeho příjemce lišit (Verna a Lucak, 2010), přesto se však 

jako optimální jeví u člověka denní příjem 109 probiotických bakterií (Tannock, 2003).  

Pokud jde o technologické vlastnosti, musejí být probiotické kmeny životaschopnosné v 

průběhu procesu výroby a stabilní v produktu během skladování. Nemají také nevhodně 

ovlivňovat organoleptické a technologické vlastnosti produktu (Donkor et al., 2006). 

Rozsahem kritérií hodnocení probiotických mikroorganismů a vymezením hranic 

minimálních nároků na jejich vlastnosti se zabývají mnozí autoři (Havenaar a Spanhaak, 

1994; Giraffa, 2002, Vankerckhoven et al., 2008). V Evropě dosud žádné probiotikum nemá 

schválené zdravotní tvrzení, statut léčiv nemají probiotika ani v USA. Jejich výroba se proto 

řídí předpisy pro potraviny. 

Probiotika jsou dnes obecně vnímána jako prevence a prostředek k „udržení zdraví“. 

Často se aplikují při nebo po antibiotické terapii, mohou modulovat skladbu střevní 

mikrobioty (pokles pH, produkce SCFA, změny aktivity mikrobiálních enzymů), vykazují 

prokazatelně imunostimulační účinky a podílejí se také na bariérovém efektu (produkce 

antimikrobiálních substancí, redukce kolonizace patogenních bakterií). Pozitivní účinky 

probiotik při léčbě konkrétních onemocnění jsou doložené např. jako podpůrná terapie u 

zánětlivých střevních onemocnění: ulcerativní kolitidě, Crohnově chorobě (Derwa et al., 

2017; Holleran et al., 2017), průjmech (Canani et al., 2007; Hickson et al., 2007), zácpě 

(Banaszkiewicz a Szajewska, 2005), jako prevence kolorektálního karcinomu (Rafter et al., 

2007; Davis a Milner, 2009), či pro tlumení alergií: změnou mikrobiálního spektra (Lodinová-

Žádníková et al., 2003; Kukkonen et al., 2008) a stimulací imunitního systému (Tubelius et 

al., 2005; Kohout, 2010).  

Setkáme se ovšem i se zprávami o negativních účincích probiotik. Nejčastěji jsou 

zmiňovány fungémie (Bassetti et al., 1998; Cherifi et al., 2004; Munoz et al., 2005), 

bakteriémie, příp. sepse, často v souvislosti s Lbc. rhamnosus (De Groote et al., 2005; Land et 

al., 2005; Vahabnezhad et al., 2013), vzácně i bifidobakteriemi, konkrétně B. breve (Ohishi et 

al., 2010), endokarditida: laktobacily (Mackay et al., 1999; Presterl et al., 2001), či absces 
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jater: opět laktobacily (Rautio et al., 1999). Probiotika mohou uškodit také pacientům s akutní 

pankreatitidou (Besselink et al., 2008), lidem se sníženou imunitou, mohou vyvolat 

nadměrnou imunitní stimulaci u vnímavých jedinců, aplikace probiotik se nedoporučuje ani 

při akutní fázi IBD, a velká opatrnost je nutná při jejich aplikaci u nedonošených dětí (Boyle 

et al., 2006). Komplikace může vyvolat i podání laktobacilů s výraznou tvorbou levotočivé 

(D-) kyseliny mléčné (Mack, 2004). Zdá se také, že silné imunitní reakce (vnímané jako 

pozitivní), cílené na antigeny infikujícího mikroorganismu (MO), mohou též vyvolávat reakce 

autoimunitní. Experimentální modely ukazují, že intestinální mikrobiota zde jistě hraje 

podstatnou úlohu, a zdá se, že bakterie, které mohou spustit chronická zánětlivá autoimunitní 

onemocnění centrálního nervového systému (CNS) patří právě spíš mezi pozitivní komensály, 

než mezi MO patogenní (Berer et al., 2011; Berer a Krishnamoorthy, 2012). 

 

2.1.2 Mikrobiota trávicí soustavy a její skladba 

Pro konkrétní stanovení probiotik i jejich vhodnou formu aplikace, je znalost skladby a 

vztahů gastrointestinální mikrobioty s prostředím zásadní. Společenstva MO v GIT odrážejí 

dlouhodobé vztahy hostitele a okolního prostředí (Schell et al., 2002). V zásadě se nejedná o 

rychle se měnící vzorce a složení mikrobioty (díky velké diverzitě a funkční flexibilitě) tak 

má na hostitelský organismus podstatně stabilizační vliv. V GIT bakterie na jedné straně 

ochraňují hostitelský organismus před patogeny např. formou tzv. kolonizační rezistence, 

produkují některé vitamíny (B a K) a jiné látky důležité pro hostitelský organismus (mastné 

kyseliny s krátkým řetězcem apod.). U přežvýkavců se podílejí i na samotném trávení 

potravy, podstatné jsou také jejich imunostimulační funkce. Na druhé straně ovšem indigenní 

mikrobiota dokáže působit i negativně: např. produkcí toxických látek (amoniak, indoly, 

thioly aj.), zpětným uvolňováním jedů detoxikovaných játry a vyloučených žlučí, produkcí 

tělesných pachů, či prostou kompeticí o živiny (Rada a Marounek, 2005). Dlouho se také 

nezdálo pravděpodobné, že by mikrobiota GIT mohla být odpovědná i za procesy mimo 

trávicí ústrojí: stále však roste množství prací, které podporují koncept „osa střevo - mozek“ 

(Gut-Brain Axis, GBA). CNS a GIT spolu nepochybně vzájemně intenzivně komunikují také 

prostřednictvím mikrobiálních metabolických procesů (Cryan a Dinan, 2012; Holzer a Farzi, 

2014; Mittal et al., 2017; Torres-Fuentes et. al., 2017). Nově se objevuje i propojení obratně 

analogicky označené jako Gut-Muscle Axis (Ticinesi et al., 2017). 
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Z prostředí lidského gastrointestinálního traktu bylo izolováno přibližně 500 

bakteriálních druhů, molekulárně-genetickými metodami nezávislými na kultivačním 

stanovení jich byl identifikován již asi dvojnásobek. Rajilić-Stojanović a de Vos (2014) 

v případě lidského intestinálního mikrobiomu shrnují výsledky publikované za posledních 

150 let a dospívají k 1057 druhům mikroorganismů. Konkrétně dosud víme o 957 různých 

druzích bakterií, 8 druzích domény Archaea a o 92 eukaryotních organismech, jež osídlují náš 

GIT. Dominantními bakteriálními rody jsou zde Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, 

Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus a Ruminococcus, časté jsou také rody 

Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus a Proteus (Simon a 

Gorbach, 1984; Salminen et al., 1998; Vaughan et al., 2000). Každý hostitelský organismus je 

osídlen určitou kombinací bakteriálních druhů s majoritním podílem zástupců zmíněných 

rodů. Byly definovány tři odlišné humánní typy, takzvané enterotypy: každý enterotyp 

charakterizuje relativně vysoká úroveň zastoupení bakterií jediného rodu, konkrétně 

Bacteroides, Prevotella či Ruminococcus (Arumugam et al., 2011). Druhové složení celého 

bakteriálního spektra je však výrazně individuální (Moore a Moore, 1995). Skladbě 

mikrobioty GIT dospělých lidí se věnovalo více autorů (Bartosch et al., 2004; Mariat et al., 

2009; Rajilic-Stojanovic et al., 2009). Schnorr et al. (2014) a Turroni et al. (2016) např. 

zaznamenali u tanzánských lovců - sběračů kmene Hadza výrazně široké spektrum 

bakteriálního osídlení GIT v porovnání s evropskou populací (Italy). Autoři referují o výrazné 

dominanci Firmicutes, absenci bifidobakterií (Actinobacteria) a také o odlišné kompozici 

mikrobioty mužů a žen u etnika Hadza. Bhute et al. (2016) se zabývali skladbou mikrobioty 

GIT Indů, a porovnávali ji s mikrobiotou obyvatel Bangladéše, Koreje, Španělska a USA, a 

také s nehumánními primáty - dále ještě rozlišenými na druhy masožravé, všežravé a 

býložravé. Mikrobiom GIT Indů sdílel vysokou podobnost s mikrobiálním osídlením obyvatel 

blízkého Bangladéše, výrazně se však lišil od mikrobiomu Američanů (Lin et al., 2013), 

Španělů (Peris-Bondia et al., 2011), ale i Korejců (Nam et al., 2011). Zajímavá byla 

podobnost skladby mikrobioty GIT Indů s jinými, nehumánními primáty, výrazná zvláště u 

býložravých druhů (Ley et al., 2008; Muegge et al., 2011).  
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2.1.3 Osídlení GIT mikrobiotou a vývoj jejího bakteriálního složení 

Donedávna byl obecně přijímán předpoklad, že trávicí ústrojí zdravého plodu je před 

porodem prakticky sterilní. V nedávné době pak byly publikovány informace o mikrobiomu 

osídlujícím lidskou placentu, obecnou platnost zjištění je však potřeba potvrdit. Mikrobiom 

této niky podle autorů vykazuje výraznou podobnost s mikrobiomem lidských úst (Aagaard et 

al., 2014).  Zdá se, že mikrobiom plodu se podobá právě mikrobiomu úst (Wang et al., 2013) 

a placenty, ne mikrobiomu vaginálnímu (Prince et al., 2014). Přesto zůstává nesporné, že při 

samotném porodu dochází orálně k masivnímu osídlování GIT novorozence druhově 

specifickou mikrobiotou matky. Pro vaginální mikrobiotu jsou typické bakterie rodu 

Lactobacillus (Redondo-Lopez et al., 1990), jejichž dominantní postavení zde v průběhu 

těhotenství ještě posiluje (Romero et al., 2014). Je zajímavé, že právě laktobacily výrazně 

nekolonizují GIT novorozence, na rozdíl od střevních bakterií čeledi Enterobacteriaceae a 

rodu Bifidobacterium (Tannock et al., 1990; Freitas a Hill, 2018). Trávicí trakt novorozence je 

však potencionálně infikován nejen přirozenou mikrobiotou vagíny, ale také bakteriemi 

z dalších nik matky, jako jsou kůže, ústa, nos, kaudální části GIT (Sonnenborn et al., 1990) 

apod., či mikroorganismy z okolního prostředí. Podstatnou úlohu zde proto hraje i způsob 

porodu (vaginální porod či císařský řez) a další faktory. Například i trávicí trakt vaginálně 

porozených dětí v prostředí tzv. velkých městských porodnic s vysokou úrovní hygieny je 

prokazatelně významně osídlován bakteriemi z tohoto prostředí (Guarner a Malagelada, 2003; 

Wassenaar a Panigrahi, 2014). Po dvou dnech od narození obsahuje tlusté střevo kojenců již 

přibližně 1010 bakteriálních buněk v 1 gramu tráveniny a do pěti dnů se koncentrace bakterií 

ještě o řád zvýší. Dominantními kolonizátory GIT kojenců se v období mléčné výživy stávají 

bifidobakterie a to nejen u dětí, ale i u dalších savců (Vlková et al., 2006), a je prokázáno, že 

kmeny nalezené u dítěte jsou vertikálně získané od matky (Mikami et al., 2012). Původním 

zdrojem těchto komensálních bakterií je tedy pravděpodobně střevní mikrobiota matky. 

Mléčná žláza sice může obsahovat bakterie i v období mimo laktaci (Urbaniak et al., 2014) a 

mateřské mléko v některých případech obsahuje bifidobakterie a laktobacily (Martín et al., 

2003, 2009), u zdravých jedinců je ale mateřské mléko sterilní, a jsou-li zde přítomny např. 

bifidobakterie, jedná se pravděpodobně o sekundární kontaminaci, kdy jejím hlavním zdrojem 

se jeví sám kojenec (Rada et al., 2011). 

Zajímavá je ovšem také koexistence komensálních bakterií a dendritických buněk 

imunitního systému u hlodavců (Uhlig a Powrie, 2003; Macpherson a Uhr, 2004). U myší byl 
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transport bakteriálních kmenů ze střeva do mléčné žlázy krví zprostředkovaný makrofágy 

(dendritickými buňkami) pozorován (Donnet-Hughes et al., 2010). Analogie u člověka by se 

potom nezdála být nerealistická (Perez et al., 2007; Fernández et al., 2013). Je možné, že 

neonatální imunitní systém dokáže rozlišit specifické bakteriální molekulární vzorce a 

odpovídajícím způsobem reaguje na přítomnost komensálních či patogenních 

mikroorganismů (Perez et al., 2007). 

Skladba střevní mikrobioty novorozenců je logicky závislá také na způsobu výživy 

(Bezirtzoglou et al., 2011). Například u kojenců ve věku 3 měsíců, plně kojených mateřským 

mlékem, se na skladbě mikrobioty podílely největší měrou kmeny Actinobacteria (37,1%), 

Proteobacteria (26,4%), Bacteroidetes (19,6%) a Firmicutes (9,8%). U stejně starých dětí 

krmených umělou výživou bylo procentuální zastoupení bakteriálních kmenů výrazně 

odlišné; podobně jako v předešlém případě také zde zastával dominantní postavení kmen 

Actinobacteria (46,4%), výrazně však vzrostl počet bakterií kmene Firmicutes (35,1%) a 

naopak kleslo zastoupení Proteobacteria a jen zlomkem procenta se na celkovém počtu 

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

Biagi et al. (2010, 2016) se detailně zabývali rozdíly ve střevní mikrobiotě v různých 

věkových kategoriích, počínaje lidmi mladšími, tedy ve věku kolem 30 let, staršími do 75 let, 

a lidmi velmi starými - ve věku 100 a více než 100 let. Hodnocené osoby byly fenotypicky 

(jejich fyzický a kognitivní zdravotní stav) dobře charakterizované, představovaly obecnou 

populaci omezené zeměpisné oblasti (severní Itálie), přičemž tvořily relativně homogenní 

skupinu s ohledem na životní styl či stravovací návyky. Analýza mikrobioty, která 

koexistovala s hostitelem již více než 100 let, ukázala, že změny v ekosystému GIT, pokud 

jde o jeho složení a rozmanitost, nesledovaly lineární vztah s věkem. Ve skutečnosti byl rozdíl 

mezi střevní mikrobiotou mladých dospělých a starších lidí (zde v průměru více než 40 let 

věkového rozdílu) pozoruhodně malý ve srovnání s rozdílem pozorovaným mezi lidmi 

staršími a stoletými (v tomto případě méně než 30 let života). Mladí a starší dospělí 

vykazovali srovnatelnou celkovou strukturu střevní mikrobioty, přičemž kmeny Bacteroidetes 

a Firmicutes byly vysoce dominantní (přibližně 95% všech bakterií), v menší míře se pak 

vyskytovali zástupci Actinobacteria a Proteobacteria (také Ley et al., 2008; Tap et al., 2009). 

U extrémně starých lidí Bacteroidetes a Firmicutes stále dominovaly (představovaly více než 

93% všech bakterií), střevní mikrobiota stoletých se však ukázala být „bohatší“ o zástupce 
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Proteobacteria, skupinu zahrnující mnoho druhů definovaných jako patobionty (Sansonetti a 

Di Santo, 2007; Round a Mazmanian, 2009). 

Relativně stálá struktura střevní mikrobioty v dospělosti (Vanhoutte et al., 2004), 

zmiňovaná jako stabilizační prvek v oddílu 2.1.2 Mikrobiota trávicí soustavy a její skladba, 

může, zdá se, existovat déle, než se obecně předpokládalo. Proces stárnutí začne výrazně 

ovlivňovat složení střevní mikrobioty později než ve věku 65 let, což je u lidí obvyklý 

prahový věk pro označení stáří. Zdá se tedy, že hodnoceno pohledem střevní mikrobioty se 

tato hranice posouvá mezi 75 - 80 let věku člověka. V korelaci jsou i data získaná užitím 

HITChip, kde byl u starších dospělých, s průměrným věkem 71 let, zaznamenán nárůst počtu 

bakterií Bacilli a naopak pokles Bacteroidetes (Rajilic-Stojanovic et al., 2009). U stoletých 

potom byly zaznamenány významně vyšší počty bakteriální třídy Bacilli, zatímco populace 

Bacteroidetes již zůstala nezměněna. U stoletých bylo rovněž zajímavé zaznamenané snížení 

abundance bakterií druhu Faecalibacterium prausnitzii, vzhledem k tomu, že tato bakterie 

prokazatelně omezuje střevní zánětlivé procesy (Sokol et al., 2008, 2009) a bylo také zjištěno 

významné snížení počtu bifidobakterií (Woodsmansey et al., 2004; Mueller et al., 2006). Dále 

byla u stoletých zaznamenána také remodelace složení populace bakterií kmene Firmicutes: 

zde klesaly počty druhů, u kterých bylo v GIT prokázáno protizánětlivé působení, a naopak 

rostly počty těch druhů, u kterých dosud nebyly takové pozitivní vlastnosti potvrzeny (Biagi 

et al., 2010). 

 

2.1.4 Prebiotika – nástroj pro modulaci složení stávající mikrobioty 

Ovlivnit složení mikrobioty lze buď přímou aplikací probiotik per os, či podporou 

indigenních bakterií (zdraví prospěšných taxonů), které již hostitelův GIT obývají. Stimulace 

stávajících mikroorganismů se zdá být efektivnější. Lze ji realizovat právě prostřednictvím 

prebiotik. Tak jsou označovány složky potravy, které jsou nevyužitelné trávicím traktem 

hostitele, jež ovšem mohou být zpracovány jeho mikrobiotou. Podobně jako v případě 

probiotik, také u prebiotik se setkáme s různými definicemi. Tradičně přijímaný je pohled 

Gibsona a Roberfroida - prebiotika definují jako nestravitelné složky potravin, které příznivě 

ovlivňují hostitele pomocí selektivní stimulace růstu a/nebo aktivity jednoho bakteriálního 

druhu, či omezené skupiny více druhů, obývajících tlusté střevo, což může zlepšit zdraví 

hostitele (Gibson a Roberfroid, 1995). Roberfroid (2007) posléze jako prebiotika označuje 
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selektivně fermentované složky potravy, které umožňují konkrétní změny ve složení a/nebo 

aktivitě gastrointestinální mikroflóry, která má prokazatelně prospěšný vliv na zdraví a 

celkovou pohodu hostitele. Podobně jako probiotika musejí také prebiotika splňovat určitá 

základní kritéria. Substrát, který má být klasifikován jako prebiotikum, nesmí být 

hydrolyzován v žaludku či absorbován v tenkém střevě hostitele, musí být využitelný střevní 

mikrobiotou, a musí selektivně podporovat růst a/nebo aktivitu prospěšných komensálních 

bakterií v tlustém střevě (Roberfroid, 2007). Fermentace prebiotika by měla v hostitelském 

organismu vyvolávat pozitivní systémové účinky, mezi které lze zahrnout jejich 

imunostimulační působení, zlepšení trávicích pochodů hostitele, syntézu vitamínů, inhibici 

růstu potenciálních patogenů, snížení hladiny cholesterolu, snížení tvorby plynů, omezení 

produkce karcinogenní látek a toxinů (zácpa, poškození jater, střevní infekce) či omezení 

hnilobných procesů ve střevě (Manning a Gibson, 2004). Široké spektrum běžně citovaných 

prebiotik zúžil v roce 2007 Roberfroid: na základě prokázaných pozitivních účinků označuje 

za probiotika pouze inulin, oligofruktosu (Roberfroid et al., 1998), galaktooligosacharidy 

(Rowland a Tanaka, 1993) a laktulosu (Crittenden, 1999). V Japonsku řadí k prebiotikům 

(oprávněně) také sójové oligosacharidy (Mitsuoka, 1996). Pro savce je prvním a přirozeným 

zdrojem prebiotik mateřské mléko. V něm obsažené oligosacharidy, tzv. oligosacharidy 

mateřského mléka (OMM), podporují rozvoj a následnou kolonizaci GIT kojence 

probiotickými kmeny bifidobakterií (Coppa et al., 2004). OMM tvoří skupinu složitých 

glykanů, odolných vůči gastrointestinálnímu trávení, podobných buněčným povrchovým 

glykanům, např. mucinu (viz oddíl 2.3.3 Mucin jako možný selektivní faktor pro stanovení 

druhu Bifidobacterium bifidum).  

2.1.5 Probiotické bakterie 

2.1.5.1 Probiotika aplikovaná v potravinách a potravních doplňcích 

V současné době jsou nejfrekventovanějšími probiotiky bakteriální rody Lactobacillus a 

Bifidobacterium. Jako humánní probiotika jsou nejčastěji používány BMK, z nich především 

rody Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus a Streptococcus. Ve většině se 

jedná o grampozitivní, kataláza negativní, mikroaerofilní, acidotolerantní a nesporulující 

tyčinky či koky. Z taxonomického hlediska je skupina heterogenní. BMK jsou favorizovány 

jednak dlouhodobou zkušeností člověka (zpracování mléka, výroba nakládané zeleniny, 

siláž), poměrně snadnou kultivací (v porovnání se striktními anaeroby) a ovšem také tím, že 

jsou v naprosté většině nepatogenní (Rada a Marounek, 2005). Dominantní postavení v rámci  
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Tab. 1   Přehled nejčastěji používaných probiotických bakterií (upraveno: 

Holzapfel et al. 2001; Rada a Marounek, 2005). 
 

Skupina Druh, poddruh 

 

Bakterie mléčného kvašení 

Enterococcus faecalis 

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 

 

Bifidobakterie 

Bifidobacterium adolescentis 

B. animalis ssp. lactis 

B. bifidum 

B. breve 

B. infantis 

B. longum 

B. pseudolongum 

B. thermophilum 

 

Ostatní bakterie 
Bacillus cereus 

B. licheniformis 

B. mesentericus 

B. natto 

B. subtilis 

B. toyoi 

Clostridium butyricum 

Escherichia coli 

Propionibacterium acidipropionici 

Propionibacterium freudenreichii 
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BMK náleží rodu Lactobacillus. Z laktobacilů jsou obecně aplikovány druhy Lactobacillus 

acidophilus, Lbc. casei, Lbc. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lbc. helveticus, Lbc. paracasei, Lbc. 

plantarum, Lbc. reuteri a snad pro svou výraznou vitalitu také mírně problematický (viz oddíl 

2.1.1 Koncepce a funkčnost probiotik) Lbc. rhamnosus. Významným druhem BMK je 

Lactococcus lactis, známý produkcí cytokinů, a přechodně obývající GIT (Nouaille et al., 

2003). Některé tradičně využívané BMK se v GIT hostitele přirozeně trvale vyskytují, např. 

zástupci rodu Streptococcus. Z dalších rodů využívaných jako humánní probiotika jsou to 

např. Bacillus a Propionibacterium, či klostridie Clostridium butyricum (Hungin et al., 2013), 

příp. konkrétní kmeny Escherichia coli (nejčastěji slavný, historický E. coli Nissle 1917 - 

dnes obsažený v léku Mutaflor (Schutz, 1989)). Důležitou a moderní skupinou probiotik 

(nebo jejich kandidátů), jsou již mnohokrát citované bifidobakterie (Rada a Marounek, 2005). 

O této významné taxonomické skupině bakterií se podrobněji zmíníme v následujícím oddílu 

2.1.5.2 Bifidobakterie. V GIT člověka, a jako s akceptovanými probiotickými druhy, se běžně 

setkáváme s Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis a B. longum. Pro 

zvířata je typický B. animalis (Vlková et al., 2004). V chovu přežvýkavců, drůbeže, ale i 

prasat jsou, s ohledem na fyziologii jejich trávicího ústrojí, jako probiotika vhodnější (a stále 

také široce využívány) BMK - běžně zástupci rodů Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

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

Přehled nejčastěji používaných druhů probiotických bakterií je uveden v Tab. 1. 

 

2.1.5.2 Bifidobakterie 

Čeledˇ Bifidobacteriaceae (Actinobacteria) zahrnuje dnes 65 druhů a 10 poddruhů 

(LPSN, 2018). Druhově dominantní rod Bifidobacterium tvoří 6 fylogenetických skupin 

(Ventura et al., 2006). Bifidobakterie jsou grampozitivní, nepohyblivé, nesporulující, 

pleomorfní tyčinky. Vedle relativně pravidelných, kratších či delších tyčinek vytvářejí také 

buňky kyjovité, nebo kokovité, typické jsou pro tento rod buňky ve tvaru písmene Y, V, 

případně útvary jinak větvené. Morfologie buněk je sice pro jednotlivé druhy do určité míry 

charakteristická, ovšem, zvláště u větvených buněk je značně variabilní. Výrazně se tvar 

buněk mění i podle podmínek okolního prostředí: např. při absenci vhodných substrátů, 

růstových faktorů, příp. při vyšší koncentraci kyslíku v prostředí bývají buňky výrazněji 

větvené, či nezvyklého tvaru (deformované). V kultivačním médiu bývají uspořádány 
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jednotlivě, v řetízcích, palisádovitě nebo ve shlucích. Vytvářejí lesklé, hladké, diskovité, 

vypouklé kolonie s pravidelnými okraji, v různých odstínech krémově bílé až světle žlutošedé 

barvy. Jsou striktně anaerobní, některé druhy ale mohou určitou tenzi kyslíku tolerovat či 

rostou také v aerobních podmínkách, jako např. B. animalis ssp. lactis (Meile et al., 1997), B. 

asteroides (Scardovi a Trovatelli, 1969), B. psychraerophilum (Simpson et al., 2004), příp. B. 

tsurumiense (Okamoto et al., 2008). Optimální pH se pohybuje v rozpětí 6,5 - 7,0. Klesne-li 

pod 4 nebo naopak, stoupne-li nad 8, růst bifidobakterií ustává (Scardovi, 1986; Felis a 

Dellaglio, 2007). Teplotní optimum většiny bifidobakterií obývajících GIT člověka leží mezi 

36-38 °C, zatímco druhy původem z animálního trávicího traktu preferují teploty vyšší, mezi 

41-43 °C (Ventura et al., 2004). Teplotní optimum některých druhů tohoto rodu nespadá do 

zmiňovaných rozsahů - například B. thermacidophilum roste i při teplotě takřka 50°C. Zhu et 

al. (2003) uvádí konkrétních 49,5°C. B. psychraerophilum roste naopak ještě při pouhých 4°C 

(Simpson et al., 2003).  

 Bifidobakterie jsou řazeny mezi sacharolytické bakterie produkující kyselinu octovou a 

mléčnou v přibližném molárním poměru 3:2, ve velmi malém množství také etanol, kyselinu 

mravenčí a jantarovou (Scardovi, 1986). Za specifických podmínek mohou také produkovat 

kyselinu propionovou a máselnou (Han et al., 2005), a při degradaci glukonátu také oxid 

uhličitý (Ventura et al., 2004). Je proto možné charakterizovat je jako heterofermentativní 

bakterie. Od heterofermentativních BMK se ale odlišují specifickým způsobem zkvašování 

glukosy a ostatních hexos. Postrádají enzym glukosa-6-fosfát dehydrogenasu a aldolasy, a 

naopak disponují enzymem fruktosa-6-fosfát fosfoketolasou (F6PPK). Specifická fermentace 

hexos se stala důležitým taxonomickým (i identifikačním) znakem charakteristickým pro rod 

Bifidobacterium (Scardovi a Trovatelli, 1965; De Vries et al., 1967). F6PPK byla však 

prokázána také u druhu Gardnerella vaginalis ze stejné čeledi (Gavini et al., 1996). Tento rod 

je sice podle současných zjištění fylogeneticky situován spíše do rodu Bifidobacterium, a měl 

by být tudíž reklasifikována (Lugli et al., 2017), ovšem dnes je zřejmé, že aktivitu F6PPK 

(spolu s aktivitou blízké xyluloso-5-fosfát fosfoketolasy) vykazují zástupci celé čeledi 

Bifidobacteriaceae (Killer et al., 2010, 2014). Posléze byla tato popsána také u dvou druhů 

laktobacilů: Lbc. reuteri a Lbc. mucosae (Arskold et al., 2007; Bolado-Martínez et al., 2011) a 

Gupta et al. (2017) poté dále referují o přítomnosti F6PPK také u bifidobakteriím blízkým 

koriobakterií (Coriobacteriales, Actinobacteria). Dalšími enzymy, podílejícími se na 

fermentaci sacharidů jsou transaldolasy, transketolasy a enzymy EMP dráhy (Scardovi, 1986). 

Glukosu fermentují, až na nemnohé výjimky (Rada a Petr, 2000), všechny druhy 
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bifidobakterií; takřka všechny druhy fermentují také fruktosu, sacharosu, maltosu, galaktosu, 

melibiosu a rafinosu, některé druhy i melecitosu a laktosu (Scardovi, 1986; Sgorbati et al., 

1995). Většina bifidobakteriálních kmenů je schopna využívat jako zdroj dusíku amonné soli 

(Hassinen et al., 1951), některé animální druhy jej ale vyžadují v organické podobě 

(Ballongue, 2004). Bifidobakterie zřídkakdy bývají vybaveny účinnými proteolytickými 

enzymy (Tamine et al., 1995). 

Jednotlivé druhy bifidobakterií nacházíme obecně v GIT primátů a člověka, ale také 

prasat, skotu, některých hlodavců, králíků, drůbeže a některého sociálního hmyzu: opylovačů 

- včel a čmeláků (Killer et al., 2014). Zástupci rodu Bifidobacterium osídlují několik 

ekologických nik, podle Ventura et al. (2007) jsou to střevo, ústní dutina, potraviny, střevo 

hmyzu a odpadní vody. Russell et al. (2011) uvádí nik sedm (lidský trávicí trakt a vagína, 

ústní dutina, potraviny, zvířecí trávicí trakt, odpadní vody, trávicí trakt hmyzu). U výskytu 

bifidobakterií v odpadních vodách, mléku a v potravinách (vedle probiotických doplňků) lze 

předpokládat, že jejich původním či primárním zdrojem bude pravděpodobně také některý 

GIT, jako tomu bylo např. u B. minimum popsaného právě z odpadní vody. Tento druh byl 

později detekován také v trávicím traktu prasat (Simpson et al., 2003).  

Hlavními druhy obývajícími GIT člověka jsou B. adolescentis, B. bifidum (Obr. 1), B. 

catenulatum, B. infantis, B. breve a B. longum (Matsuki et al., 2003). Většina bifidobakterií 

byla považována nejenom za hostitelsky specifickou, ale také za velmi konzervativní, pokud 

jde o změnu konkrétní životní niky. Podle zjištění Venturova týmu se však zdá být rozšíření 

bifidobakteriálních druhů v GIT hostitelských druhů organizováno jinak a podstatně volněji 

(Milani et al., 2017). Trávicí trakt bifidobakterie osídlují v určité fázi hostitelova vývoje 

(Conway, 1997). Obvykle standardně tvoří jednu z dominantních bakteriálních skupin v 

trávicím traktu člověka i mláďat některých savců v období jejich mléčné výživy (Abe et al., 

1995; Rada et al., 2006; Vlková et al., 2006). V GIT kojených dětí jsou nejfrekventovanějšími 

druhy B. bifidum, B. breve, B. infantis a B. longum (Matsuki et al. 2003). Po ukončení kojení 

se jejich počty sice snižují, u dospělých lidí však stále reprezentují asi 3 až 5% z celkové 

mikrobioty (Schell et al., 2002). V trávicím traktu, resp. vagíně, dospělých lidí jsou nejčastěji 

identifikovány druhy B. adolescentis, B. bifidum, B. catenulatum, B. longum a B. 

pseudocatenulatum (Freitas a Hill, 2018).  
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U starých lidí se nejčastěji setkáme s druhy B. adolescentis, B. longum a v menší míře 

také s B. angulatum a B. bifidum (Hopkins et al., 2003; Silvi et al., 2003). Podle Hopkins et al. 

(2003) se u seniorů snižují nejenom celkové počty bifidobakterií v GIT, ale klesá i jejich 

druhová diverzita, jiné práce, jako například Canzi et al. (2002), ovšem taková zjištění 

nepotvrzují počty bifidobakterií v GIT, ale klesá i jejich druhová diverzita, jiné práce, jako 

například Canzi et al. (2002), ovšem taková zjištění nepotvrzují. 

 

Obr. 1  Bifidobacterium bifidum DSM 29521T; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon 

DS-Fi2, zvětšení 15 x 40, Pechar, 2017. 

Působení bifidobakterií v GIT je považováno za jeden z podstatných faktorů 

ovlivňujících vyvážený stav střevní mikrobioty (Satokari et al., 2001). U intestinálních kmenů 

nebyla zjištěna žádná míra patogenity, a i proto se zdají být ideálními kandidáty na probiotika 

(Mitsuoka, 1982). V současné době je probiotický potenciál střevních bifidobakterií vnímán 

hlavně v těchto oblastech: 1/ Vytvoření stabilní mikrobioty u předčasně narozených dětí; 2/ 

Imunomodulační účinek bifidobakterií; 3/ Pozitivní vliv bifidobakterií na metabolismus 

hostitele; 4/ Inhibiční účinek bifidobakterií vůči střevním patogenům; 5/ Terapeutický účinek 

bifidobakterií na střevní zánětlivá onemocnění; a 6/ Vliv složení mikrobioty GIT ve vztahu 

k obezitě. Úloha bifidobakterií při prevenci rozvoje kolorektálního karcinomu je diskutovaná. 

Probiotické vlastnosti bifidobakterií jsou široce studovány u zvířat a na zvířecích modelech; 

méně časté jsou humánní 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 běžně setkáme v mlékárenských fermentovaných 

výrobcích (MFV), např. jogurtech a sýrech, ale také v potravinových doplňcích a kojeneckých 

výživách (Champagne et al., 2005). Místy se objevují také pokusy o jejich další, jiné aplikace, 

např. B. animalis aplikované jako probiotikum ve fermentovaných uzeninách (Holko et al., 

2013). Je ovšem nutné poznamenat, že osazení takových komodit bifidobakteriemi není, 

vzhledem k jejich fyziologickým vlastnostem, snadné. V potravinách se nejlépe uplatňují 

odolnější druhy, tedy ty, dobře schopné zvládat technologické postupy výroby a skladování 

produktů. Obecně využívaným druhem v MFV, je B. animalis subsp. lactis. Jeho druhové 

jméno výrobci často maskují (orientaci spotřebitelům neusnadňují) - od „Bifidobacterium 

lactis“, přes různé obchodní (spotřebitelsky akceptovatelné) názvy, jako např. Bifidus 

actiregularis, Bifidus activ či Bifidus essensis. Hlavní bifidobakteriální kmeny používané jako 

probiotika v MFV jsou uvedeny v Tab. 2. V potravních doplňcích, na trhu dostupných 

standardně ve formě lyofilizovaných prášků v sáčcích anebo kapslích, se nejčastěji setkáme 

s humánními druhy B. bifidum, B. longum a B. breve: křehké bifidobakteriální druhy, 

reprezentované např. B. bifidum, šetrné technologické postupy (lyofilizace, zmražení, některé 

typy enkapsulace) v akceptovatelné míře snášejí. Řídce se lze setkat i s jejich (možným) 

použitím v MKV, např. Serafini et al. (2014) referuje o kultivaci B. bifidum PRL2010 v 

kefíru.  

Tab. 2  Přehled nejčastěji komerčně používaných kmenů probiotických 

bifidobakterií v MFV (upraveno: Pokusaeva et al., 2011). 

 

Kmen Zdroj 

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

 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 (Nový 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 (Dánsko) 

 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 Selektivní stanovení a identifikace probiotických bakterií 

Probiotika v současnosti představují atraktivní segment trhu, a proto zákonitě vznikl také 

požadavek pro jejich selektivní kvantitativní kontrolu v probiotických produktech. Jako 

probiotika se tradičně využívají bakterie mléčného kvašení, nejčastěji různé druhy rodu 

Lactobacillus, nověji také typičtí obyvatelé zdravého GIT, např. bakterie rodu 

Bifidobacterium. Podle mezinárodních ISO/IDF norem však v současnosti existuje pouze 

postup pro selektivní stanovení druhu Lactobacillus acidophilus (ISO/IDF 20128/192:2006). 

Pro ostatní druhy laktobacilů, jako je běžně aplikovaný L. casei, L. paracasei, L. reuteri a L. 

rhamnosus, neexistuje spolehlivá a závazná metoda, jak požadovaný stav ověřit. Také u 

bifidobakterií existuje pouze norma pro stanovení na úroveň rodu (ISO/IDF 29981/220:2010), 

přičemž jednotlivé druhy rozlišit nelze (Hartemink a Rombouts, 1999; Roy, 2001). Pro 

stanovení se často využívají nezávazné metody, které vycházejí z publikovaných dat, anebo 

zkušeností jednotlivých laboratoří, výsledky jsou však těžko porovnatelné. BMK jsou 

kultivovány na mnoha komerčně dostupných půdách. Obecně je využíváno např. standardní 

MRS médium, příp. různé jeho modifikace. Doplňky ovšem nemusejí zajišťovat dostatečný 

selektivní tlak v daném případě, a samotné MRS médium podporuje růst širokého spektra 

mikroorganismů. Komerčně dostupných médií pro selektivní stanovení různých skupin 

bakterií (zde platí pro BMK) je celá řada, jejich účinnost je ale při reálných aplikacích různou 

měrou problematická. Vždy je nutné brát na zřetel nemilý fakt, že žádná selektivní půda není 

zcela selektivní. 

Zmíníme dále vybrané půdy, vhodné pro selektivní kultivaci frekventovaných skupin 

probiotických bakterií, jakými jsou laktobacily, propionové bakterie či enterokoky; 

bifidobakterie pak v samostatné podkapitole  2.3  Kultivační stanovení bifidobakterií.  

Pro izolaci či stanovení počtů laktobacilů ve směsném vzorku lze uplatnit, vedle úzké 

nutriční nabídky, také nízké pH, jako je tomu např. u doporučeníhodného, a dnes již i 

legendárního Rogosa agaru (sestávajícího z tryptonu, kvasničného extraktu, glukosy, 

sorbitolmono-9-oktadecenoátu, dihydrogenfosforečnanu draselného, citronanu amonného, 

octanu sodného, sulfátu hořečnatého, síranu železnatého a agaru; pH upraveno kyselinou 

octovou na cca 5,4 (Rogosa et al., 1951); či přídavek antibiotik, - jako např. u přínosného 

LAMVAB média, selektivního díky kombinaci nízkého pH a vankomycinu a použitelného 
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nejenom pro obvykle méně náročné izolace, např. z potravin, ale také pro obtížnou izolaci 

laktobacilů z fekálních vzorků (Hartemink et al., 1997).  

Tak také stanovení propionových bakterií není snadné, i když různé navržené či 

komerčně dostupné půdy existují. Selektivní růst propionových bakterií dobře podporuje např. 

tzv. GLIM agar (Thierry a Madec, 1995; Lacmanová et al., 2010), obsahující lithium laktát 

(25°C, 6 dnů, neutrální pH, za anaerobních podmínek), je však rozumné provést 

mikroskopickou kontrolu jednotlivých kolonií a potvrdit přítomnost kyseliny propionové. 

Pro kultivaci enterokoků je požíváno selektivní Slanetz-Bartley medium obsahující azid 

sodný a trifenyltetrazoliumchlorid (TTC). Pro stanovení enterokoků se využívá jejich 

schopnosti redukovat a hydrolyzovat aeskulin: na Slanetz-Bartley agaru bude, v přítomnosti 

enterokoků, bezbarvý TTC redukován na červeně zbarvený formazan (37°C / 48 h). Pro 

potvrzení stanovení bude v postupu ještě dále aplikován žluč-aeskulin-azidový agar (45°C / 2 

h), kde budou přítomné enterokoky hydrolyzovat aeskulin na dihydroxykumarin, který spolu 

s ionty železa vytvoří hnědočernou sloučeninu difundující do média v okolí kolonií 

enterokoků. Princip postupu zohledňuje norma ČSN EN ISO 7899-2 Jakost vod – Stanovení 

intestinálních enterokoků – Část 2: Metoda membránových filtrů. Tato metoda se ovšem 

využívá pro stanovení intestinálních enterokoků v pitné a povrchové vodě, a bylo by ji možné 

v principu využít, není však vhodná pro analýzu vzorků s vysokým obsahem nerozpuštěných 

látek, či s mnoha interferujícími mikroorganismy. V literatuře se lze také setkat se 

selektivními kultivačními půdami, které dovolují rozlišení některých jednotlivých druhů: 

např. Enterococcus faecalis a E. faecium: Enterococcus Differential Agar Base, kde je 

využito thalium acetátu a TTC, a každý druh při kultivaci vytváří kolonie jiné barvy: E. 

faecalis s tmavě červeným středem a úzkým bílým okrajem, E. faecium bílé nebo světle 

růžové (Barnes, 1956); příp. skupiny druhů (E. faecium, E. raffinosus, E. mundtii, E. 

gallinarum a E. casseliflavus), které bylo možné odlišit díky schopnosti utilizovat arabinosu 

(Ford et al.,1994). 

V posledních desetiletích došlo k velkému rozvoji a následně také k výraznému zlevnění 

analýz využitelných pro stanovení a identifikaci mikroorganismů. Jedná se například o 

postupy s využitím polymerázové řetězové reakce (PCR), dostupná je dnes již místy také 

identifikace mikroorganismů pomocí hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF, či různé 
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techniky sekvenační. Skupiny bakteriálních společenstev lze relativně levně a úspěšně 

sledovat díky dnes již v některých ohledech překonané metodě denaturační gradientové 

gelové elektroforézy (DGGE). Stručný výčet metod viz oddíl 2.2.2 Metody stanovení a 

identifikace probiotik nezávislé na kultivaci. Pro rutinní kontrolu probiotických potravin je 

ovšem ideální vyvinout jednoduché postupy snadno proveditelné v běžných laboratořích. 

Zatím se totiž stále jeví plošné použití molekulárně-genetických metod jako nereálné, 

kontrola vyžaduje využití náročných technologií a různé technologické přístupy je navíc 

nezbytné i operativně kombinovat. Správná identifikace bakterií na rodovou, druhovou a 

kmenovou úroveň je jedním ze základních předpokladů pro jejich průmyslové využití. Dříve 

běžně využívané biochemické testy jsou v posledních letech nahrazovány podstatně 

validnějšími molekulárně-genetickými analýzami. V některých případech ale mohou být 

v identifikačních postupech uplatněny i velmi prosté přístupy, jako je například využití 

odlišného teplotního optima bakterií osídlujících různé niky či skupiny hostitelů: jak jsme již 

zmiňovali, humánní kmeny bifidobakterií preferují teplotu kolem 37 °C, zatímco teplotní 

optimum většiny kmenů animálního původu leží cca o 5 °C výš (Ventura et al., 2004). Gavini 

et al. (1991) proto navrhli pro odlišení těchto skupin kultivaci při teplotě 46°C, která je pro 

většinu animálních kmenů akceptovatelná, zatímco kmeny původem z lidského GIT zde již 

nerostou.  

2.2.1 Kultivační stanovení probiotik a jeho omezení  

Nesporné přednosti široce frekventovaných standardních kultivačních technik, vedle 

tradice pak podstatnou měrou ona nenáročnost, sebou nesou také negativa. Vedle mnohdy 

výrazně limitující časové náročnosti těchto technik, zde ovšem existují omezení mnohem 

zásadnější. Je např. náročné samotné exaktní stanovení počtů životaschopných buněk 

v testovaném vzorku. Jejich kultivační stanovení vyžaduje standardizované metodiky, které 

by detekovaly pouze bakterie schopné růst na syntetických médiích a za specifických 

podmínek. Standardními kultivačními technikami, běžně používanými pro kvantifikaci 

probiotických kmenů, jsou ale zachyceny pouze replikující se buňky: za životaschopné jsou 

tradičně považovány pouze buňky vytvářející kolonie na agarové plotně. Některé frakce 

živých probiotik mohou reagovat na stres při manipulaci tak, že vstoupí do tzv. VBNC stavu 

(viable but non-culturable state), tedy stavu sice životaschopného, avšak nekultivovatelného: 

buňky se nemnoží, zůstávají ale nějakou měrou metabolicky aktivní. Např. probiotičtí 

komensálové GIT jsou připraveni pro život v trávicím traktu svého hostitele, to ovšem 
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podmínky laboratorní kultivace z mnoha důvodů imitují jen velmi vzdáleně, - kupříkladu 

vzhledem k absenci interbakteriálních interakcí (Vartoukian et al., 2010; Tanaka a Benno, 

2015). Jsou-li navíc bakterie vystaveny stresu během technologického zpracování 

probiotického produktu a jeho skladování, může přejít/část bakteriální populace právě do 

zmiňovaného VBNC stavu. Po přenesení buněk do příznivějších environmentálních podmínek 

mohou tyto opět plnohodnotně obnovit své fyziologické funkce a dále se také replikovat 

(Oliver, 2010). Vzhledem k tomu, že standardní metody kultivačního stanovení bakterií 

registrují právě pouze množící se buňky, lze u tohoto typu analýz očekávat získané hodnoty 

nižší. Životaschopné buňky ovšem, po dosažení pro ně přirozené niky, mohou opět obnovit 

své funkce a zvýšit tak funkční kapacitu probiotického produktu navzdory výsledkům 

kultivačního stanovení. Populace bakterií navíc není zcela homogenní soubor buněk a 

jednotlivé mikroorganismy existují současně v různých fázích růstu a různém metabolickém 

stavu (González-Cabaleiro et al., 2015). Pouze určitá jejich část je, v daném čase a za daných 

podmínek, právě schopna aktivního růstu. Vedle bakterií mrtvých nebo nevratně 

poškozených, nezahrneme tedy do počtů ani některé buňky, které jsou sice životaschopné a 

nadále i metabolicky aktivní, ale z nějakého důvodu právě nejsou schopné vytvářet viditelné, 

a tedy počitatelné kolonie. Také působením stresových faktorů, zatěžujících kmen při 

technologickém zpracování probiotického produktu, jakými jsou např. tlak, nevhodná teplota, 

osmotický tlak, aktivita vody, či zmrazení, lyofilizace, příp. přítomnost rozpouštědel, různým 

způsobem ovlivní normální fyziologický stav jednotlivých buněk bakteriální populace 

(Carvalho et al., 2004; Mathipa a Thantsha, 2015).  

Bakterie tedy mohou být, stresované či z nějakého důvodu neschopné replikace, přesto 

ale zůstávají metabolicky aktivní a je otázkou, které z takových buněk by do stanovovaných 

počtů měly být nesporně zahrnuté. Naproti tomu ale bakterie mrtvé, výhledově 

neživotaschopné či nenapravitelně poškozené, by do stanovovaných počtů být zahrnuty už 

nejspíš neměly. Pak bychom již ale diskutovali úroveň živá / mrtvá probiotika (viz oddíl 2.1.1 

Koncepce probiotik a prebiotik). 

Výsledky mohou zkreslovat např. buňky, které se právě dělí, buňky tvořící řetízky nebo 

shluky, či typy uzavřené v exopolysacharidové (EPS) matrix. U takových bakterií je vysoká 

pravděpodobnost, že nebudou prostřednictvím tradičních kultivačních analýz zaznamenány. 

Selektivní kultivační techniky také nemusejí zachytit výskyt všech druhů ve vzorku (Ashraf a 

Smith, 2015). Pokud by pro stanovení počtů takto vnímané nehomogenní populace probiotik 
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bylo využito pouze kultivačních technik, došlo by nepochybně k podhodnocení reálného 

stavu. Vzhledem k tomu, že významné probiotické účinky kmenů mohou záviset na 

metabolické aktivitě buněk, je také možným kritériem pro hodnocení tvorba určitých 

metabolitů, např. SCFA. Zdá se ovšem nesporné, že i buňky mrtvé anebo genomová DNA 

mají nějaké konkrétní probiotické účinky (Taverniti a Guglielmetti, 2011). 

Pro kvantifikaci bakterií ve vzorku se rutinně využívá počítání tzv. kolonií tvořících 

jednotky, KTJ (v mateřštině; příp. frekventovanější CFU = colony forming units), vztaženo na 

1 gram nebo 1 ml vzorku, kultivovaných na agarových plotnách. Hodnota KTJ poskytuje 

odhad počtu přítomných buněk schopných vytvářet kolonie za daných experimentálních 

podmínek, založený na kvalifikované interpretaci počtu kolonií na agarové plotně. Kolonie 

mohou vzniknout z jednotlivé buňky, či jejich různě velkých seskupení.  

Spolehlivá kvantifikace navíc vyžaduje dodržení přijatelného rozsahu počitatelnosti 

kolonií na plotně, obvykle se akceptují rozsahy mezi 25-250, resp. 30-300 KTJ na jedné 

standardní agarové plotně. Různé faktory, jako dynamika růstu kolonií, bakteriální metabolity 

i dostupnost substrátů apod., mohou sousední kolonie ovlivňovat: omezovat je v růstu, nebo 

jejich růst naopak stimulovat. Horní hranice počtů KTJ na plotně je dosaženo, pokud začnou 

bakterie soutěžit o prostor a živiny. Některé plotny z jakékoliv série realizovaných rozborů 

jsou proto vhodnější pro výpočty než ostatní. Výběr ploten vhodných pro stanovení 

bakteriálních počtů tak sebou může nést velké zatížení dat subjektivním přístupem, o kterém 

např. hovoří již v roce 1916 Breed a Dotterrer, umocněným neznalostí i erudicí.    

 

2.2.2 Metody stanovení a identifikace probiotik nezávislé na kultivaci 

Pro většinu validních závěrů je dnes využití různých variant kombinací těchto metod 

nezbytností. V orientačním výčtu dále zmíníme vybrané biochemické, enzymové, 

imunologické, molekulárně-genetické, chemotaxonomické metody a metody sloužící k třídění 

buněk.  

Biochemické, enzymové a imunologické metody: 1/ Biochemické testy (soupravy) - 

Schopnosti bakteriálních kmenů zkvašovat různé konkrétní substráty lze využít pro 

kmenovou, příp. druhovou identifikaci (srovnáním získaných fermentačních profilů 



27 

 

s publikovanými výsledky, daty v identifikačních tabulkách (Scardovi, 1986) či databázích 

výrobců komerčních souprav testů) - výsledky jsou nicméně obtížně reprodukovatelné 

(Ventura et al., 2004). Touto cestou je však současně možné získat cenné informace o 

metabolických vlastnostech testovaných kmenů, a Vlková et al. (2005) pomocí průkazu 

specifické enzymatické skladby, s užitím komerčních biochemických testů, informovali o 

snadné detekci bifidobakterií v dětských fekálních vzorcích. 2/ Identifikace pomocí detekce 

enzymu fruktoso-6-fosfát fosfoketolasy (F6PPK) - Metoda detekce F6PPK je spolehlivá 

(omezení např. viz oddíl 2.1.5.2 Bifidobakterie) pro stanovení čeledi Bifidobacteriaceae. Tato 

lyasa štěpí fruktoso-6-fosfát na acetylfosfát a erytrózo-4-fosfát, který reaguje s FeCl3 za 

vzniku barevné komplexní sloučeniny. Metoda je vhodná také pro snadnou detekci 

bifidobakterií přímo ve fekálních vzorcích, aniž by průkazu musela předcházet izolace kmenů. 

3/ Stanovení imunologickými metodami  -  Tyto jsou založené na reakci antigenu se 

specifickou protilátkou (sérologické), či jsou např. protilátky označené enzymy, nebo 

radioaktivními látkami; apod. (Candlish, 1991). 

Molekulárně-genetické metody: 4/ Fluorescenční in situ hybridizace (FISH) – metodou 

lze detekovat nejenom různé taxononomické jednotky (kmen – rod), ale také např. skupiny 

příbuzných druhů (Langendijk et al., 1995). Vedle přímé identifikace čistých kultur metoda 

dovoluje nejenom selektivní kvantifikaci bakteriálních buněk ve smíšené populaci 

(Bezirtzoglou et al., 2011), ale také detekci mikroorganismů obtížně kultivovatelných či 

nekultivovatelných (Takada et al., 2004). Výhodou je i možnost sledovat několik typů různě 

označených subjektů v jednom vzorku současně. Jistou nevýhodou pak je poměrně vysoký 

detekční limit (LOD = cca 106 KTJ/g). 5 /Polymerázová řetězová reakce (PCR) - je široce 

aplikovatelná, rychlá, relativně jednoduchá a vysoce citlivá molekulárně-genetická metoda 

(Matsuki et al., 2003; Bunešová et al., 2014). Přítomnost nukleových kyselin ovšem nemusí 

nutně dokladovat přítomnost životaschopných bakterií: detekce delších intaktních úseků ale 

více souvisí s životaschopností testovaných buňek, než výskyt sekvencí kratších (McCarty a 

Atlas, 1993). K vizualizaci PCR produktů se v minulosti obecně používal silně toxický 

ethidium bromid - ten je dnes nahrazován akceptovatelnějšími barvivy, jako např. GelRed, 

GelGreen (Biotium, USA) či SYBR Green (Bio-Rad, UK). 6 /PCR v reálném čase (real-time 

PCR, qPCR) - PCR produkt je registrován prostřednictvím detekce fluorescenčního signálu, 

který je úměrný koncentraci nukleové kyseliny ve vzorku. K dispozici jsou dva způsoby 

kvantifikace – relativní a absolutní. Metoda je rychlá, přesná a citlivá (Patel et al., 2011). 7 

/Restrikční analýza amplifikované ribozomální DNA (ARDRA) - je založena na štěpení PCR 
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produktů vhodnými restrikčními enzymy na specifické fragmenty (Ward a Roy, 2005). 

ARDRA je rychlá, jednoduchá a dobře reprodukovatelná identifikační metoda. 8 

/Interrepetitivní PCR (rep-PCR) - využívá specificky lokalizovaných, opakujících se sekvencí 

v genomu - fingerprintové profily pak umožňují detekci shodných taxonů (Ward a Roy, 

2005). 9 /Multiplexní PCR – dovoluje porovnání různých nespecifických produktů 

vznikajících při aplikaci většího počtu dvojic primerů (Dong et al., 2000). 10 

/Denaturační/teplotní gradientová gelová elektroforéza (DGGE/TGGE) – je úspěšně 

využitelná např. pro sledování zastoupení dominantních skupin bakteriálních populací ve 

vzorku. 11 /Pulzní gelová elektroforéza (PFGE) – dovoluje separaci extrémně dlouhých 

fragmentů DNA (Herschleb et al., 2007). 12 /Sekvenace genomu – umožňuje přesnou 

identifikaci bifidobakterií a studium jejich fylogeneze. Bylo vyvinuto množství technik, 

používaných ke studiu genetické variability bakterií (i celých mikrobiálních společenstev). 

Řada nových metod, označovaných jako sekvenování nové generace (next generation 

sequencing, NGS), umožňuje rychlé sekvenování velkého množství vzorků současně. 

Nejčastěji používanými technologiemi dnes jsou: 454 (Roche), Solexa (Illumina), Solid 

(Applied Biosystems), Ion Torrent (Life Technologies), PacBio (Pacific Biosciences) či 

Nanopore sequencing (Oxford Nanopore Technologies) (Margulies et al., 2005; Bentley et al., 

2008; Liu et al., 2012; Goodwin et al., 2016).  

Chemotaxonomické metody: 12/ Analýza struktury buněčné stěny – pro identifikaci lze 

využít také složení buněčné stěny bifidobakterií. Ta obecně obsahuje N-acetylglukosamin, 

kyselinu muramovou, ornitin (místy substituovaný lyzinem), aspartát, glutamát, alanin a serin 

(Veerkamp, 1971; Lee a O´Sullivan, 2010). 13/ Hmotnostní spektrometrie MALDI - 

Hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti matrice tzv. matrix-

assisted laser desorption/ionization mass spektrometry (MALDI MS) a s průletovým 

hmotnostním analyzátorem (time-of-flight (TOF)) se v současnosti stává také jednou z dobře 

využitelných identifikačních metod (Jurinke at al., 2004; Carbonnelle et al., 2011; Biswas a 

Rolain, 2013). Je založena na rozdělení nabitých částic podle jejich molekulových hmotností 

v elektrickém/magnetickém poli a ke stanovení vyšších molekulových hmotností využívá 

ionizace laserem za přítomnosti matrice (ta zajišťuje kontrolovatelný přenos energie na 

vzorek a brání jeho degradaci). Výhodou MALDI-TOF MS je vysoká citlivost, rychlost 

měření či analýza více látek v jednom vzorku a také možnost její kombinace se separačními 

metodami (gelová elektroforéza, kapalinová chromatografie), pozitivem je i zanedbatelný vliv 

pozadí (například pufrační roztoky). Pro efektivní bakteriologické užití metody, kdy je pro 
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identifikaci mikroorganismů využívána analýza buněčných proteinů, je ovšem nutné 

vytvoření rozsáhlé databáze spekter jednotlivých taxonů.  

Metody sloužící k třídění buněk: 14/ Průtovová cytometrie (FC, flow cytometry), 

umožňující analýzu mnoha vlastností bakteriální populace - na úrovni jedné buňky, ve vzorku 

o velkém množství buněk a ve velmi krátkém časovém úseku (stanovením bifidobakterií FC 

se konkrétně zabýval Geng et al., 2014); příp. čítač buněk 15/ Coulter counter (Johnson et al., 

1984; Tracy et al., 2010).  

2.3 Kultivační stanovení bifidobakterií 

Pro (povětšině striktně) anaerobní bifidobakterie je nezbytnou podmínkou vytvoření 

prostředí s nízkým oxidačně-redukčním potenciálem (ORP) kultivačního prostředí - u 

striktních anaerobů je limitující hodnotou cca -200 mV, pro tolerantnější druhy pak v rozmezí 

0 až +150 mV (aerobní kultivace = cca +300 mV). Záporné hodnoty ORP lze v tekutých (a 

polotuhých) půdách dosáhnout prostými postupy, např. varem (např. 20 min, rychlé 

ochlazení), přídavkem redukujících substancí (např. cysteinu, kyseliny thioglykolové či její 

sodné soli, glukózy, redukovaného železa), převrstvením povrchu tekuté půdy parafinovým 

olejem, anebo přidáním malého množství agaru (řádově ‰) pro omezení difúze vzdušného 

kyslíku do media aj. Přístupy a jejich varianty je vhodné vzájemně kombinovat. V literatuře 

se lze setkat s mnoha zajímavými konkrétními aplikacemi (Stieglmeier et al., 2009; Börner, 

2016). Anaerobní kultivační prostředí lze u tekutých půd realizovat roll-tube technikou 

(Hungate, 1969; Holdeman a Moore, 1972), pro kultivaci ploten pak s využitím generátorů 

anaerobní atmosféry (např. Anaerogen, Oxoid, Basingstoke, England) a speciálních 

kultivačních nádob – anaerostatů (od stejné společnosti; Obr. 2), dostupných na trhu (při 

stejné funkci) v několika typech.  
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Obr. 2 Anaerobní kultivace humánních kmenů bifidobakterií v anaerostatu; foto: autor, 

2017.  

Půdy vhodné pro kultivaci bifidobakterií lze rozlišit na komplexní, selektivní, 

semisyntetická a syntetická. Dále na neselektivní s elektivními sacharidy, média s antibiotiky, 

s propionátem sodným a chloridem lithným a s elektivními látkami a/nebo nízkým pH 

(Hartemink a Rombouts, 1999). Vhodná základní, příp. elektivní média jsou využitelná pro 

kultivaci, rutinní stanovení vstupního inokula a pro kontrolu počtu živých bifidobakterií 

v průběhu skladování v mléčných fermentovaných i nefermentovaných produktech (Rasic a 

Kurmann, 1983; Arroyo et al., 1994). V Tab. 3 jsou shrnuta důležitá základní a elektivní 

média vhodná pro kultivaci bifidobakterií. Bifidobakteriální kmeny jsou obvykle kultivovány 

při teplotě 37°C (příp. jinak, podle jejich specifických nároků) po dobu 24 - 72 hodin. 
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Tab. 3  Základní a elektivní média, obecně užívaná pro kultivaci bifidobakterií 

(upraveno: Roy, 2001; cit.: Roy 2001). 

 

Název Zkratka Typ Literární zdroj 

 De Man Rogosa Sharpe MRS základní  De Man et al., 1960 

 Tryptone Phytone Yeast TPY základní  Scardovi, 1986 

 Glucose Blood-Liver BL základní  Mitsuoka et al., 1965 

 Columbia CLB základní  Ellner et al., 1958 

 Liver Cystine Lactose   

 (Blaurock) 
LCL základní  Rasic a Sad, 1990 

 Reinforced Clostridia   

 Medium 
RCM základní  Hirsch a Grinsted, 1954 

 Wilkins-Chalgren Medium W (WCH) základní  Wilkins a Chalgren, 1976 

 Modified MRS mMRS elektivní  Syker a Skinner, 1973 

 Modified MRS mMRS + blood elektivní  Pacher a Kneifel, 1996 

 Modified RCM mRCM elektivní  Reuter, 1990 

 

  

2.3.1 Selektivní média pro stanovení bifidobakterií (bez mupirocinu) 

Kultivace čistých kultur bifidobakterií není v zásadě náročná. Jinak je tomu ovšem s 

jejich kultivací selektivní. Spolehlivé selektivní kultivační stanovení bifidobakterií je stále 

aktuální téma (Miranda et al., 2011). Vhodná kultivační média sice existují, ale za určitých 

podmínek (např. rozbory vzorků, kde jsou výrazně dominantní některé jiné bakteriální 

skupiny) nejsou zcela spolehlivá. Stanovení bifidobakterií v potravinách a potravních 

doplňcích je tedy většinou relativně snadné, ovšem, jsou-li analyzované vzorky prosté 

bakteriálních kontaminací. Problematické tedy stanovení bifidobakterií stále je ve speciálních 

případech, a skutečným problémem zůstává v oblasti intestinální mikrobiologie. 

Mnoho autorů publikovalo řadu typů a variant médií pro selektivní stanovení 

bifidobakterií (Pacher a Kneifel, 1996; Roy et al., 1997; Payne et al., 1999; Vinderola a 

Reinheimer, 1999), přehledně v review Roy (2001) a textu Shigwedha a Jia (2013), ale užití 

většiny z nich nevyhovuje požadovaným nárokům. 

Pro průmyslové i spotřebitelské použití jsou bifidobakterie běžně dostupné lyofilizované 

či zmrazené (Tripathi a Giri, 2014). Kromě bifidobakterií aplikovaných v potravinách, existují 



32 

 

na trhu různé potravní doplňky a farmaceutické přípravky, obsahující také tato probiotika 

(Saad et al., 2013). Nejčastěji se ve sledované skupině produktů uplatňují druhy 

Bifidobacterium adolescentis, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. breve, B. longum 

subsp. longum a B. longum subsp. infantis. K dosažení příznivého účinku musí probiotika 

zůstat životaschopná ve výrobku až do doby spotřeby v dostatečném množství (zmiňované 

TM). 

Zajímavé syntetické médium pro izolaci a kultivaci bifidobakterií navrhl již v padesátých 

letech minulého století Petuely (1956). Obsahovalo laktosu, octan sodný, cysteinu, biotin a 

kyselinu pantothenovou. Médium poté modifikovali Gyllenberg a Carlberg. Ti přidali 

riboflavin a báze nukleových kyselin - adenin, guanin, uracil (Gyllenberg a Carlberg, 1958). 

Tanaka a Mutai (1980) pak kyseliny nalixidovou a pyrohroznovou. Modifikacemi bylo 

dosaženo uspokojivé selektivity a médium bylo použitelné i pro nesnadnou izolaci 

bifidobakterií z fekálních vzorků.  

V roce 1975 vyvinuli dobře použitelné selektivní médium pro stanovení počtu 

bifidobakterií v mléčných výrobcích Teraguchi et al. (Teraguchi et al., 1978). Jejich NPNL 

médium vycházelo z BL-agaru, doplněného neomycinem, paromomycinem, kyselinou 

nalidixovou a chloridem lithným (Laroia a Martin, 1991). NPNL médium bylo mnohými 

autory považováno za referenční médium pro izolaci bifidobakterií z fermentovaných 

mléčných výrobků (Lapierre et al., 1992; Lim et al., 1995; Tamine et al., 1995). Laroia a 

Martin (1991) současně upozorňují na nutnost velmi pečlivé přípravy média potřebné pro 

dosažení konzistentních výsledků. Vyskytují se také problémy s rozlišením bifidobakterií a 

Lactobacillus casei. Různí autoři testovali selektivní média, založená na použití komerčně 

dostupné půdy, a také média jednodušší konstrukce než je zmiňovaný NPNL agar. Lim et al. 

(1995) navrhli použití BL agaru obsahujícího navíc hovězí žluč (ox gall) a gentamicin. 

Modifikace je označena jako BL-OG agar. Bifidobakterie na této půdě dobře rostou, půda 

zajišťuje dostatečnou selektivitu (srovnatelnou s NPNL) a její příprava je podstatně 

jednodušší než v případě NPNL agaru. BL-OG agar je vhodný například pro stanovení 

bifidobakterií v prostředí jogurtové a acidofilní kultury (Lim et al., 1995; Payne et al., 1999). 

Další úpravu komerčního média zkoušeli Samona a Robinson (1991). Tradiční Rogosa agar 

modifikovali paromomycinem, neomycinem, propionátem sodným a chloridem lithným. 

Médium označili RMS agar. Takto upravený Rogosa agar dovoloval růst bifidobakterií, 

zatímco růst laktobacilů a streptokoků byl inhibován. Nicméně, Rasic a Sad (1990) 
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zaznamenali nižší počty bifidobakterií na RMS, v porovnání s neupraveným Rogosa agarem. 

Sozzi et al. (1990) modifikovali TPY medium přidáním dicloxacilinu a zaznamenali inhibici 

růstu laktobacilů a streptokoků, zatímco růst bifidobakterií nebyl omezen. Upravené MRS 

médium testovali také Cole a Fuller (1989), odebrali acetát a přidali rafinosu, fruktosu, 

galaktosu, kyselinu nalidixová, rifampicin a cystein. Médium však nevykazovalo dostatečnou 

selektivitu pro stanovení bifidobakterií. Lepšího výsledku při jiné modifikaci MRS dosáhli 

Pacher a Kneifel, kteří jej doplnili laktulosou, syrovátkou mateřského mléka, krevním sérem, 

titamíny a antibiotiky: netilmycinem, aztreonamem, kyselinou nalidixovou a paramomycinem 

(Pacher a Kneifel, 1996). Tzv. BIF médium je selektivní a elektivní, ovšem také zde dělá 

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

Vedle zmíněných kultivačních půd, jsou dnes využívány či testovány mnohé další, - 

jmenujme dále ty asi funkčně nejzajímavější: 1/AMC médium - selektivní médium se 

základem podobným LP agaru (Lapierre et al., 1992), obsahuje chlorid lithný, propionát 

sodný, kyselinou nalidixovou, paromomycin, polymyxin, kanymycin, jodoacetát a tetrazolium 

chlorid (Payne et al, 1999). Také zde byly zaznamenány potíže s odlišením Lbc. casei. 

2/Modifikované Columbia médium - je pouze částečně selektivní půda. Vedle Columbia 

agaru obsahuje propionát sodný, raffinosu, cystein HCl a chlorid lithný (Roy et al., 1997). 

Médium je vhodné pro určitá diferenciační stanovení, opět jsou známy potíže s odlišením 

Lbc. casei. 3/DP médium - podobně jako předchozí půda také DP médium vychází 

z Columbia agaru, v tomto případě doplněném o kyselinu propionovou a dicloxacilin 

(Bonaparte et al., 2001). Půda dovoluje podobné využití (s obdobnými omezeními) jako 

předchozí modifikace. 4/RB médium - vychází z originální základní kompozice doplněné 

raffinosou, propionátem sodným, chloridem lithným a bromkresolovou červení (Hartemink et 

al., 1996). Jedná se o poměrně zdařilou půdu, primárně určenou pro izolaci bifidobakterií 

z fekálních vzorků. Lbc casei v tomto médiu také roste, vytváří ale pouze pin points kolonie. 

5/MGLP médium – je selektivní půda, také originálního základu a dále s chloridem lithným, 

cysteinem HCl a penicilinem (Yakult Pharmaceutical, Japonsko). 6/TOS médium - částečně 

selektivní půda se speciální agarovou bází, obohacenou cysteinem HCl, propionátem sodným 

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

Antibiotikum mupirocin (Obr. 3), metabolit Pseudomonas fluorescens, (Fuller et al., 

1971; Sutherland et al., 1985) inhibuje syntézu bakteriálních proteinů specifickou, reverzibilní 

vazbou na bakteriální izoleucyl-tRNA-syntetázu, negativně ovlivňuje také např. tvorbu 

buněčné stěny (Silvian et al., 1999; Ward a Campoli-Richards, 1986); jeho inhibiční vliv na 

růst bifidobakterií je však minimální (Serafini et al., 2011).  

 

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

V současné době je nejlepší existující půdou pro stanovení bifidobakterií tzv. Mupirocin 

médium. Jeho základem je TPY agar (Thitaram et al, 2005) nebo Wilkins-Chalgren agar 

(Wilkins a Chalgren, 1976) se selektivními faktory mupirocinem a ledovou kyselinou 

octovou. Půda doplněná pouze mupirocinem je vhodná pro stanovení bifidobakterií 

v mléčných kysaných produktech a potravních doplňcích (Rada a Koc, 2000), modifikace 

s mupirocinem a ledovou kyselinou octovou je vhodná pro užití ve fekálních vzorcích (Rada a 

Petr, 2000, 2002). Mupirocinem následně modifikovali také jiná média někteří další autoři, 

např.: Simpson et al. (2004) MRS agar a Thitaram et al. (2005), současně i s ledovou 

kyselinou octovou, médium TOS. Miranda et al. (2014) referuje o RP-MUP (Raffinose-

Propionate lithium Mupirocin) médiu, zdá se vhodné pro stanovení bifidobakterií ve 

fermentovaných mléčných produktech. V současné době jsou na trhu k dispozici také 

komerčně dostupné půdy: jejich testováním se zabývala Bunešová et al. (2015) viz 

podkapitola 5.2 Comparison of mupirocin-based media for selective enumeration of 

bifidobacteria in probiotic supplements. Převládají-li ve fekálních vzorcích některé 

bakteriální skupiny (např. klostridie) rezistentní k mupirocinu, zdá se být velmi účinným 

obohacení půdy o norfloxacin (Vlková et al., 2015). Další cestou pravděpodobně může být 

také využití antiseptik, např. derivátů chinolinu (Colak et al., 2009), při zohlednění  
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tzv. indexu biokompatibility, tedy poměru baktericidní účinnosti a toxicity účinných látek ve 

vztahu k bakteriálním kmenům (Melicherčíková, 2015).  

2.3.3 Mucin jako možný selektivní faktor pro stanovení druhu Bifidobacterium 

bifidum 

Ochrannou vrstvu kryjící enterocyty tvoří, spolu s buňkami imunitního systému a 

fyziologickou mikrobiotou, intestinální epitel (Hansson a Johansson, 2010; Belzer a de Vos, 

2012). Ten obsahuje tzv. pohárkové (Gobletovy) buňky, které sekretují vysokomolekulární 

glykoproteiny, označované jako muciny. Dnes je jich identifikováno asi 20 typů, v tlustém 

střevě převládá mucin označený jako MUC2. Muciny jsou tvořeny peptidovým jádrem, na 

které jsou O- nebo N-glykosidickými vazbami navázány oligosacharidové řetězce, sestavené z 

jednoho či několika základních sacharidů (např. N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin, 

galaktosa, fukosa) a ty bývají zakončeny sialovými kyselinami či sulfátovými skupinami - tím 

je zajištěna vysoká odolnost vůči glykosidickému štěpení (Corfield, 1992). Sacharidová 

vrstva má velkou hydratační kapacitu, a také to uděluje mukóze vlastnosti, díky nimž je 

schopna plnit různé funkce: ze základních jmenujme proteolytickou resistenci, usnadnění 

pasáže tráveniny, tvorbu bariéry pro nebezpečné substance, toxiny či patogeny - ty je i sama 

schopna vázat a tím deaktivovat (Kunz et al., 2000). Velmi zajímavá je podobnost buněčných 

povrchových glykanů (mucin, glykolipidy) s OMM, disponujících funkcí tzv. rozpustných 

receptorů, tj. antiadhezivních, antimikrobiálních látek, které zabraňují uchycení různých 

enteropatogenů na epiteliální buňky, a tím chrání hostitele před kolonizací patogenními 

mikroorganismy (Hong et al., 2009). 

 A jak již bylo zmíněno, mukóza je také prostředím pro rezidentní mikrobiotu. Pro tu 

může vždypřítomný mucin současně představovat důležitý zdroj energie, - zvláště v místech, 

kde jsou zdroje využitelných substrátů omezené. Taková situace právě nastává v prostředí 

tlustého střeva (MacFarlane et al., 1992). Některé druhy střevní mikrobioty jsou mucin 

schopné degradovat (Tab. 4), tato schopnost ale byla, ve většině, pozorována pouze ve 

směsné kultuře. 
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Tab. 4  Bakteriální mucin-degradující enzymy, identifikované v lidském GIT 

(upraveno: Derrien et al., 2010).  
 

Druh Enzymy Literární zdroj 

Akkermansia muciniphila  

α- a β-D-galaktosidasa,  

α-L fukosidasa,  

α- a β-N-acetylgalaktosaminidasa,  

β-N-acetylglukosaminidasa,  

neuraminidasa,  

sulfatasa 

Derrien, 2007. 

Bacteroides fragilis  

proteasa,  

α-N-acetylgalaktosaminidasa,  

β-galaktosidasa,  

β-N-acetyl-D-glukosaminidasa,  

α-L-fukosidasa,  

neuraminidasa,  

sulfatasa  

Macfarlane a Gibson, 1991;  

Berg et al., 1983;  

Macfarlane et al., 1992. 

Bacteroides 
thetaiotaomicron  

α-fukosidasa,  

β-galaktosidasa,  

α-N-acetylgalaktosaminidasa,  

β-N-acetylglukosaminidasa, 

neuraminidasa,  

sulfatasa 

Xu et al., 2003;  

Tsai et al., 1992. 

Bacteroides vulgatus  

α- a β-galaktosidasa,  

α-fukosidasa,  

β-N-acetyl-D-glukosaminidasa,  

α- and β-N-acetylgalaktosaminidasa, 

 neuraminidasa 

Ruseler‑van Embden et al., 
1989. 

Bifidobacterium sp., 
Bifidobacterium bifidum  

α-L-fukosidasa,  

α-N-acetylgalaktosaminidasa,  

galaktosyl-N-acetylhexosamin 
phosforylasa 

Katayama et al., 2005. 

Clostridium cocleatum  

β-galaktosidasa,  

β-N-acetylglukosaminidasa,  

α-N-acetylgalaktosaminidasa,  

neuraminidasa  

Boureau et al., 1993. 

Clostridium septicum  

β-Galaktosidasa,  

β-N-acetyl-D-glukosaminidasa, 

 glykosulfatasa,  

neuraminidasa 

Macfarlane et al., 2001. 

Helicobacter pylori  glykosulfatasa Slomiany et al., 1992.  

Prevotella sp. RS2  
sulfoglykosidasa,  

glykosulfatasa  

Wright et al., 2000;  

Rho et al., 2005 

Ruminococcus torques  α-N-acetylgalaktosaminidasa Hoeskins et al., 1997  

Streptomyces sp.  α-L-fukosidasa  Goso et al., 2001  
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 Několik druhů (např. Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens a Bifidobacterium 

longum) bylo schopno částečně mucin odbourávat také v čisté kultuře (Derrien et al., 2004). 

Taxony B. longum také B. infantis a B. bifidum produkují enzym α-N-

acetylgalaktosaminidasu (Kiyohara et al., 2012), který z proteinového jádra mucinu odštěpuje 

O-glykosidicky vázaný disacharid galaktosyl-1,3-N-acetylgalaktosamin (Larson et al., 1988; 

Fujita et al., 2005), a u B. longum je navíc známá také N-acetylhexosamin 1-kinasa, schopná 

participovat při utilizaci mucinových oligosacharidů (Nishimoto a Kitaoka, 2007).  

 

Obr. 4 Akkermansia muciniphila DSM 22959, typový kmen kultivovaný v médiu 

s mucinem, jako jediným zdrojem uhlíku; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-

Fi2, zvětšení 15 x 40, Pechar, 2017.  

Dosud však známe pouze 3 druhy bakterií obývající trávicí trakt,  Akkermansia 

muciniphila (Derrien et al., 2004; Obr. 4),  A. glycaniphila (Ouwerkerk et al., 2016) a v této 

souvislosti již výše citovaný druh Bifidobacterium bifidum (Obr. 5), které jsou v čisté kultuře 

schopné utilizovat mucin jako jediný zdroj uhlíku a lze je bez výhrad označit jako 

mucinolytické (Killer and Marounek, 2011).  
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Obr. 5:  Růst Bifidobacterium bifidum JKM v médiu s mucinem, jako jediným zdrojem 

uhlíku; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-Fi2, zvětšení 15 x 40, Pechar, 2015.  
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3 HYPOTÉZA 

Předpokládáme, že jednotlivé taxony probiotických bakterií se budou lišit svými 

fyziologickými vlastnostmi, v prvé řadě ve schopnosti využívat různé zdroje organického 

uhlíku a v rezistenci k antimikrobiálním látkám. Těchto vlastností bude využito jako 

selektivních faktorů ve vývoji nových kultivačních médií či postupů. 

 

4 CÍL PRÁCE 

Cílem práce je vývoj nových médií či postupů, vhodných pro selektivní stanovení 

probiotických bakterií, v prvé řadě bifidobakterií, případně laktobacilů, či dalších bakterií 

obývajících trávicí trakt člověka, hospodářských zvířat a dalších živočichů. Pro rutinní 

kontrolu probiotických potravin je ideální vyvinout jednoduché postupy, snadno proveditelné 

v běžných laboratořích. Nově vyvinutá média budou dále využita pro izolaci nových kmenů 

potencionálních probiotik. 
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6 SHRNUTÍ VÝSLEDKŮ A DISKUZE 

V dílčích tématech disertační práce byl zhodnocen současný stav a tendence zájmu o 

probiotika a jejich selektivní stanovení v potravinách a potravních doplňcích obecně, přístupy 

k hodnocení probiotických produktů Společností pro probiotika a prebiotika, o. s. (SPP) a 

některá konkrétní zjištění Laboratoře anaerobní mikrobiologie KMVD ČZU v Praze. 

Pozornost byla dále zaměřena na probiotické bakteriální druhy rodu Bifidobacterium. Byla 

testována stávající selektivní média vhodná pro stanovení bifidobakterií v potravních 

doplňcích; a byly vyvinuty nové selektivní půdy: agar vhodný k eliminování klostridiálních 

kontaminací při stanovení bifidobakterií, tzv. modifikovaný Wilkins-Chalgren agar s 8-

hydroxychinolinem (MWMQ agar); a dále bylo vyvinuto selektivní médium, tzv. mupirocin-

mucin agar (MM agar), využitelné pro stanovení humánního probiotického druhu B. bifidum v 

probiotických potravinách, potravních doplňcích i vzorcích z GIT.  

S probiotiky se nejčastěji setkáváme v mléčných kysaných výrobcích, jsou přidávány 

také do umělých kojeneckých výživ a běžnou formou jejich aplikace jsou i potravní doplňky. 

Obecně používané taxony probiotik patří mezi BMK, s dominantním zastoupením zástupců 

rodu Lactobacillus, a také rody Enterococcus, Lactococcus a Leuconostoc. Nověji je 

intenzivně využíván rod Bifidobacterium (Holzapfel et al., 2001), případně (testovány) další 

obyvatelé GIT, jako např. Faecalibacterium preusnitzii, či Akkermansia muciniphila.  Pro 

selektivní stanovení probiotik jsou však k dispozici pouze normy ISO/IDF pro stanovení 

druhu Lbc. acidophilus (ISO Standard 20128/ IDF 192: 2006) ve výrobcích z fermentovaného 

mléka, a pro stanovení rodu Bifidobacterium (ISO Standard 29981/ IDF 220: 2010). Pro další 

probiotické taxony obdobná ustanovení neexistují. I tam však existuje požadavek na počet 

živých buněk obsažených v produktu reflektující tzv. terapeutické minimum (TM), který činí 

106 v 1 g či 1 ml výrobku (za TM je považováno 108- 109 buněk (Shah, 2000): to reprezentuje 

denní konzumaci 100 g kvalitního probiotického produku). V České republice jsou stanoveny 

mikrobiologické požadavky pro mléko a mléčné výrobky dle ust. § 18 zákona č. 110/1997 

Sb., v platném znění, vyhláškou č. 397/2016 Sb. (původně 77/2003). U monokultur, směsných 

kultur BMK, Lbc. acidophilus, dalších mezo- a termofilních BMK a také pro rod 

Bifidobacterium, vyhláška předepisuje (ve shodě s TM) 106 buněk v 1 g produktu, pouze 

v případě kultury jogurtové je to o řád více, tedy 107 buněk. Jogurtová kultura je zde 

označována jako protosymbiotická směs. Důraz je kladen na schopnost zachování 

životaschopnosti aplikovaných probiotik během procesu výroby produktu, i jejich přežívání 



63 

 

po kryokonzervaci anebo lyofilizaci (Carvalho et al., 2004), důležitá je také dostatečná 

koncentrace živých buněk v probiotickém produktu do konce expirační doby (Klaenhamer a 

Kullen, 1999; Kaur et al., 2002). Nezbytná je současně kontrola probiotik 

v gastrointestinálních vzorcích. Zvláště pro tyto náročné analýzy je stále nezbytné využití 

sofistikovaných postupů, závislých na přístrojovém vybavení (viz oddíl 2.2.2 Metody 

stanovení a identifikace probiotik nezávislé na kultivaci). Podstatné jsou zde i nároky na 

personální orientovanost. Probiotické potraviny (kysané mléčné produkty), analyzované 

v Laboratoři anaerobní mikrobiologie KMVD ČZU v Praze obecně splňovaly existující 

požadavek, vycházející z TM. U potravních doplňků (lyofilizovaných preparátů) však byly 

v některých případech zjištěny počty živých buněk nižší, než udávaly hodnoty deklarované na 

obalu, TM ale i tyto produkty splňovaly. Pokud jde o druhy probiotik v testovaných 

produktech, nejčastěji byly přítomny laktobacily a bifidobakterie. U mléčných kysaných 

výrobků byla detailně studována přítomnost druhů Lactobacillus casei a Lbc. paracasei. 

V produktech byly životaschopné buňky nacházeny v řádech od 106 do 108 KTJ/g výrobku. 

Bifidobakterie byly v mléčných kysaných výrobcích zastoupeny prakticky výhradně druhem 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis, zatímco v lyofilizovaných výrobcích to byly nejčastěji 

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

Dále byla testována selektivní média vhodná pro kvantifikaci nejčastěji používaných 

bifidobakteriálních druhů v probiotických potravních doplňcích. Z různých navržených 

kultivačních půd (viz oddíly 2.3.1 Selektivní média pro stanovení bifidobakterií (bez 

mupirocinu) a 2.3.2 Selektivní média s mupirocinem) byla zvolena efektivní varianta 

používající mupirocin jako selektivní faktor. Byly testovány modifikace dané využitím 

různých, komerčně dostupných médií, vhodných ke kultivaci bifidobakterií, vždy doplněných 

mupirocinem (Oxoid, ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) v koncentraci 100 mg/l. 

Existující norma (ISO/IDF, 2010) používá transgalaktosylovaný oligosacharido-propionátový 

agar (TOS, Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan), doplněný mupirocinem 

(médium dále: TOS Mup), ovšem v poloviční koncentraci, tedy pouze 50 mg/l. Metoda je 

použitelná pro mléčné výrobky, jako je fermentované a nefermentované mléko, mléčné 

prášky, kojenecká výživa a startovací kultury. TOS Mup agar je pro stanovení bifidobakterií 

efektivní i v přítomnosti BMK. Základní médium TOS je již mnoho let komerčně vyráběné a 

dodávané na trh výhradně společností Yakult-Japan. TOS s mupirocinem je ale licencován, 

vyráběn i dodáván na trh společností VWR (Raeisi et al., 2013). Použití mupirocinu jako 

selektivního faktoru pro izolaci a kvantifikaci bifidobakterií u fermentovaných mléčných 
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výrobků bylo poprvé popsáno Radou a Kocem v roce 2000 (viz oddíl 2.3.2 Selektivní média 

s mupirocinem). Autoři doporučili použití Wilkins-Chalgren agaru (Oxoid, ThermoFisher 

Scientific, Carlsbad, CA, USA), doplněného mupirocinem (100 mg/l). Toto základní médium 

bylo později modifikováno a testováno v experimentu, který je součástí této disertační práce 

(viz podkapitola 5.2 Comparison of mupirocin-based media for selective enumeration of 

bifidobacteria in probiotic supplements). Agar zde byl ještě doplněn sójovým peptonem (5 

g/l; pro obsah galaktooligosacharidů (GOS) podporujících růst bifidobakterií), L-cysteinem 

(0,5 g/l) a Tweenem 80 (1 ml/l); (dále: WSP Mup). Další testovanou, komerčně dostupnou 

půdou, byl agar pro stanovení bifidobakterií, z nabídky Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA); (dále: BSM Mup). Pro ověření selektivních vlastností těchto agarů bylo použito celkem 

13 různých probiotických doplňků (lyofilizovaných kapslí, sáčků a kapek; u všech byla 

potvrzena přítomnost bakterií rodu Bifidobacterium), komerčně dostupných na evropském 

trhu. Současně byly na jednotlivých testovaných selektivních půdách kultivovány typové 

kmeny (TS, type strain) bifidobakterií (z Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen (DSMZ) GmbH, Leibniz, Německo. Všechny čisté kultury bifidobakteriálních 

kmenů byly schopné růst na všech testovaných médiích v počtech od 5,78 do 10,25 log10 

KTJ/ml, v závislosti na primárním růstu jednotlivých kmenů. Všechny testované kmeny 

bifidobakterií, s výjimkou kmene B. bifidum DSM 20456T, vykazovaly podobné výsledky u 

všech testovaných kultivačních půd, pouze TS B. bifidum DSM 20456T vykazoval statisticky 

významně nižší růst v médiu TOS Mup ve srovnání s médii WSP Mup a BSM Mup. Získané 

výsledky byly ověřeny užitím dalších tří kmenů B. bifidum (DSM 20082, DSM 20215 a DSM 

20239): dva z těchto kmenů (DSM 20082 a DSM 20215) vykazovaly stejný růst na všech 

testovaných médiích, kmen B. bifidum DSM 20239 však shodně s kmenem DSM 20456T, 

vykazoval statisticky významně nižší růst v TOS Mup médiu v porovnání s médii WSP Mup 

a BSM Mup. To by mohlo být způsobeno omezenou schopností některých kmenů využívat 

transgalaktosylované oligosacharidy, získané v TOS agaru transformací laktosy enzymem β-

galaktosidasou (Raeisi et al., 2013). Galaktooligosacharidy (GOS) nejsou substrátem 

akceptovaným všemi bifidobakteriálními druhy, např. podle Miranda et al. (2014), kmen B. 

animalis ssp. animalis CIRMBIA 1335 nevykazoval v médiích s GOS žádný růst. Použité 

varianty mupirocinového média se ukázaly jako plně selektivní, mupirocin potlačuje růst 

laktobacilů, laktokoků, leukonostoků a streptokoků, bez výrazné inhibice bifidobakterií (Rada 

a Koc, 2000, Raeisi a kol., 2013), což odpovídá také našim výsledkům. Všechny kmeny 

kultivované na selektivních agarech doplněných mupirocinem (100 mg/ l) byly identifikovány 

jako bifidobakterie. Norma ISO/IDF (IDF, International Dairy Federation) uvádí, že 
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antibiotikum mupirocin (50 mg/ l) inhibuje růst většiny BMK, aplikovaných v mléčných 

výrobcích. Při našich testech však úplná selektivita dávky 50 mg/ l nebyla potvrzena. 

Vyhovující selektivity půd u všech analyzovaných probiotických produktů bylo dosaženo až 

při zvýšení dávky mupirocinu na 100 mg/ l. Počet bifidobakteriálních KTJ se u jednotlivých 

produktů zahrnutých v naší studii při aplikaci testovaných modifikací komerčně dostupných 

půd, doplněných mupirocinem (TOS Mup, BSM Mup, WSP Mup), významně nelišil: počty 

bifidobakterií se pohybovaly mezi 107 až 1010 KTJ/g. Pouze v jednom případě testovaný 

produkt (Bifiform drops) obsahoval méně než 106 KTJ/ml bifidobakterií. Vzhledem k tomu, 

že výrobci probiotických doplňků obsahujících více bakteriálních taxonů neuváděli jejich 

jednotlivá procentuální zastoupení, bylo vyhodnocení bifidobakteriálních počtů obtížné. 

Stanovení komplikovala také skutečnost, že deklarované počty se vztahovaly k množství 

probiotik v jedné kapsli, avšak hmotnost obsahu této kapsle nebyla součástí informace na 

obalu výrobku. Pouze čtyři z hodnocených probiotických produktů (Super Dophilus, Infant 

Acidophilus, Apo-Baby Probio, Doggy Care) jasně deklarovaly počty životaschopných 

bifidobakterií. Realizované rozbory ve všech těchto případech potvrdily uváděné hodnoty. 

Také někteří další autoři poukazují na fakt, že počty a dokonce i zjištěné druhy probiotik 

použitých v produktech, nejsou vždy v souladu s údaji uvedenými na obalech (Coeuret et al., 

2004; Temmerman et al., 2003). Lze tedy konstatovat, že informace poskytované výrobcem 

nejsou vždy dostatečné, a bylo by dobré se soustředit na vznik vyhovující formy regulace trhu 

s probiotickými produkty. 

Při stanovení probiotických kmenů je důležitým faktorem přítomnost, resp. eliminace 

vlivu kontamintů, či obecně jiných skupin mkroorganismů, v analyzovaném vzorku. Ve 

funkčních potravinářských výrobcích je rod Bifidobacterium intenzivně testován (Sarkar 

2013), podobně, jako je studována funkce těchto bakterií v hostitelském organismu např. při 

probiotických terapiích gastrointestinálních onemocnění (Williams et al., 2010). Efektivita 

selektivních medií pro izolaci probiotických bifidobakterií zůstává stále problémem zejména 

v oblasti intestinální mikrobiologie, kde izolace bifidobakterií z lidských fekálních vzorků a 

z fekálních vzorků zvířat pomocí selektivních agarových půd může být často velmi 

problematická. Zejména, pokud se jedná o analýzy vzorků, ve kterých není přítomnost 

bifidobakterií výrazná, typicky např. při dominanci klostridií, a zvláště, jsou-li tyto přítomny 

ve vyšších počtech. Nejsou-li při kultivaci tyto kontaminující taxony v růstu omezeny, může 

být výrazně potlačen růst sledovaných bifidobakterií. Jejich počty jsou tak i několikrát 

maskovány a stanovení bifidobakterií potom výrazně neodpovídají reálnému stavu. Bylo proto 
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modifikováno stávající selektivní médium Wilkins Chalgren agar s mupirocinem (MWM) 8-

hydroxychinolinem (8HQ), u kterého byly v nedávné době prokázány nejenom obecně 

antimikrobiální účinky (Inderjit et al., 2010), ale také selektivní antiklostridiální účinky. 8HQ 

negativně ovlivňuje růst poměrně širokého mikrobiálního spektra: Houdkova et al. (2017) 

referují o výrazné inhibici Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus a Streptococcus 

pneumoniae při nízkých koncentracích 8HQ; MIC mezi 2 - 128 μg/ml. Chung et al. (2015) 

zmiňují inhibici růstu gramnegativních Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli, a 

grampozitivních Staphylococcus aureus a S. epidermidis, další autoři deklarují antibakteriální 

působení 8HQ vůči Yersinia pseudotuberculosis a intracelulární Chlamydia trachomastis 

(Enquist et al., 2012), Mycobacterium tuberculosis (Darby a Nathan, 2010; Shah et al., 2016) 

i jiným (patogenním) bakteriálním druhům (Yang et al., 2013). Jeon et al. (2009) srovnali 

antibakteriální vliv 8HQ na několik lidských intestinálních bakteriálních druhů a doložili 

výraznou inhibici (již při koncentraci 0,02 mg/disk; disková difúzní metoda) u druhů E. coli a 

klostridií Clostridium difficile a Cl. perfringens. Naproti tomu, druhy Lactobacillus 

acidophilus, Lbc. casei a Bifidobacterium bifidum zde nebyly inhibovány vůbec. Růst dalšího 

poddruhu B. longum subsp. longum byl pouze mírně negativně ovlivněn. A to až při vysokých 

koncentracích 8HQ, jednalo se řádově o deseti až stonásobku funkčním pro E. coli a 

klostridie, tj 1 - 2 mg/disk. Skrivanova et al. (2016) uvádějí obdobně MIC pro Cl. perfringens 

16 - 32 násobně nižší než pro bifidobakterie (B. animalis, B. gallinarum, B. longum). B. 

longum subsp. longum (kmen CCMDMND BL1) testovali s použitím průtokové cytometrie 

Novakova et al. (2014) ve společné kultuře s Cl. difficile (kmen CECT 531), a zaznamenali 

velmi dobrý inhibiční efekt 8HQ na klostridiální kmen, přičemž růst testovaného 

bifidobakteriálního kmene negativně ovlivněn nebyl. Pokud jde o citlivost k 8HQ u 

bifidobakterií, lze tedy s určitou mírou pravděpodobnosti očekávat její druhovou a jistou 

kmenově závislou míru. Nově komponovaný modifikovaný Wilkins-Chalgren agar s 8HQ 

(MWMQ) byl v první řadě testován na čistých kmenech bifidobakterií a klostridií, poté na 

směsných kulturách obou bakteriálních skupin (připravených v různých vzájemných 

poměrech), a také při analýze fekálních vzorků. Výsledky ukázaly, že přítomnost 8HQ 

v médiu prokazatelně inhibovala růst nebifidobakteriálních kmenů na MWMQ ve srovnání s 

MWM, zatímco počty bifidoabakterií zůstaly na uspokojivých úrovních. Lze tedy 

konstatovat, že MWMQ je možné použít nejenom pro běžná stanovení čistých kultur 

bifidobakterií, ale i pro jejich izolaci z fekálních vzorků člověka a savců, kde nejsou 

bifidobakterie početně dominantní, a jsou-li současně ve vzorku přítomny klostridie ve 

vysokých počtech. Testováno bylo celkem 17 bifidobakteriálních a 20 klostridiálních čistých 
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kmenů. Provedené testy prokázala jako nejvhodnější koncentraci účinné látky 8HQ 90 mg l-1. 

Současně bylo zjištěno, že koncentrace 8HQ vyšší nebo rovnající se 100 mg l-1 8HQ již vedla 

ke snížení počtů některých bifidobakteriálních kmenů (snížení růstu o 2 log10 KTJ ml l-1 nebo 

více), zatímco koncentrace nižší než 70 mg l-1 8HQ naopak zcela neinhibovaly všechny 

testované klostridiální kmeny. V MWMQ médiu vykazovaly pouze dva kmeny bifidobakterií 

(B. adolescentis H1 a B. longum J2) významně (P <0,05) nižší růst (Příloha 1 - Table S1). 

Takovou situaci však lze očekávat, je-li při skladbě selektivního média použito více současně 

působících selektivních faktorů (Apajalahti et al., 2003; Davis, 2014). Dále byla testována 

selektivita MWMQ agaru a původního MWM agaru pomocí směsí čistých kmenů 

bifidobakterií a klostridií v různých poměrech, ve srovnání s kontrolním MW agarem 

(neobsahujícím žádné selektivní doplňky). Ve většině případů se průměrné počty bakterií 

stanovených na MW agaru významně nelišily od počtů zjištěných na MWM médiu a 

odpovídaly celkovému počtu inokulovaných bakterií. Skutečnost, že MWM agar není plně 

selektivní a umožňuje růst klostridií, byla potvrzena rodovou identifikací izolátů. Vlkova et 

al. (2005) se touto problematikou detailně zabývali a zjistili, že ve směsných kulturách 

bifidobakterií a klostridií, kde oba bakteriální rody byly zastoupeny ve stejném poměru, 

tvořily bifidobakterie pouze 55 z celkového počtu 120 izolátů. Na MWMQ agaru byly 

detekovány signifikantně nižší počty bakterií ve srovnání s MWM agarem a kontrolním, 

neselektivním MW médiem. Počty na MWMQ také v tomto případě odpovídaly počtům 

inokulovaných bifidobakterií. U MWMQ agaru byla v jednom případě zaznamenána snížená 

citlivost, konkrétně kmene Cl. clostridioforme MAM, který nepravidelně a ve velmi nízkých 

počtech vytvářel výrazně malé kolonie. Naopak, kmen Cl. difficile KK4 nebyl detekován na 

žádném použitém selektivním médiu, což lze vysvětlit také zjištěním Sutherlanda et al. 

(1985), kteří zmiňují citlivost Cl. difficile k mupirocinu (MIC = 32 mg l-1. Mupirocin byl 

přítomen v obou námi testovaných selektivních půdách. I zde ale byla prokázána velmi dobrá 

selektivita vyvinutého média obsahujícího 8HQ, neboť všechny kultivované izoláty byly 

identifikovány jako bifidobakterie. Při rozborech gastrointestinálních vzorků dospělých lidí 

byly testované MWM a MWMQ agary pro bifidobakterie vysoce selektivní. Byly zde 

detekovány ve všech testovaných vzorcích, u fekálních vzorků kojenců ale nebyly v některých 

případech v rozborech vůbec zachyceny. Vzorky byly proto rozděleny do dvou skupin v 

závislosti na přítomnosti (B+), či nepřítomnosti (B-) bifidobakterií, každá skupina zahrnovala 

5 vzorků. U všech B+ vzorků kojenců byly všechny kmeny izolované oběma testovanými 

selektivními médii identifikovány jako bifidobakterie. Růst bifidobakterií nebyl vlivem 

selektivních médií ovlivněn, protože mezi jejich počty na MW, MWM a MWMQ agarech 
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nebyl signifikantní rozdíl (P > 0,05). U B- vzorků kojenců byly celkové počty bakterií na 

MWM agaru (8,30 ± 0,78 log10 KTJ g-1) významně vyšší, než počty na MWMQ agaru (3,82 ± 

1,46 log10 KTJ g-1). Mezi kmeny izolovanými užitím selektivních MWM a MWMQ agarů 

převažovaly v obou případech klostridie, ale jejich počty na MWMQ agaru byly velmi nízké a 

na plotnách realizované pouze jako mikrokolonie. U 5 z celkového počtu 10 testovaných 

gastrointestinálních vzorků kojenců porozených císařským řezem bifidobakterie chyběly - v 

souladu s výsledky, které popisují Vlkova et al. (2005) a Liu et al. (2015). Selektivita 

MWMQ média byla také testována prostřednictvím rozborů fekálních vzorků psů. Byly 

identifikovány tři B+ a tři B- vzorky. U B+ vzorků existovaly signifikantní rozdíly (P < 0,05) 

mezi průměrnými celkovými počty anaerobů (CPA) na MW, MWM a MWMQ. Na MWM 

byly bifidobakterie stanoveny pouze v jednom ze tří testovaných vzorků, zatímco z ostatních 

dvou vzorků nebyly izolovány žádné bifidobakterie. Naopak u těchto dvou vzorků byly 

izolovány bifidobakterie prostřednictvím MWMQ agaru v počtech cca 3 log10 KTJ g-1. Pokud 

by pro stanovení bifidobakterií zde byla použita kultivace na MWM agaru, oba tyto vzorky by 

byly vyhodnoceny jako B-, právě díky realizovanému růstu klostridií. Médium MWMQ také 

zde vykazovalo podstatně vyšší selektivitu ve srovnání s MWM agarem, vzhledem k tomu, že 

24 izolátů z celkového počtu 29 získaných kultivací na MWMQ agaru bylo identifikováno 

jako Bifidobacterium sp. U zbývajících 5 vzorků se, spolu s klostridiemi, objevily také Gram-

pozitivní pleomorfní, fruktoso-6-fosfát fosfoketolasa  negativní tyčinky, které byly 

preidentifikovány jako propionové bakterie. U B- psích vzorků byly zaznamenány 

signifikantně vyšší (P < 0,05) počty u MWM agaru, ve srovnání s MWMQ agarem. Průměrné 

počty anaerobních bakterií na MWMQ se pohybovaly v rozmezí 2,96 ± 1,51 log10 KTJ g-1, a 

byly identifikovány jako klostridie. MWMQ agar se zdá ovšem být vhodný i pro stanovení 

bifidobakterií ve fekálních vzorcích psů, vzhledem k tomu, že bifidobakterie byly tímto 

médiem úspěšně stanoveny i ve vzorcích, které se pro dominantní výskyt klostridií zdály být 

při užití selektivního MWM agaru B-. Také ve fekálních vzorcích prasat umožňovaly obě 

testované selektivní půdy stanovení vysokých počtů bifidobakterií. Nicméně, mezi kmeny 

izolovanými MWM agarem bylo v tomto případě identifikováno také 7 klostridiálních kmenů, 

z celkového počtu 36 izolátů. Užitím MWMQ agaru byl však izolován pouze jediný kmen, 

identifikovaný jako bakterie rodu Clostridium. To svědčí o přesnějším stanovení 

bifidobakterií prostřednictvím MWMQ agaru také pro tyto aplikace. Lze konstatovat, že 

selektivní faktor 8HQ výrazně zlepšil bifidobakteriální selektivitu a specificitu MWM agaru. 

Agar MWMQ se ukázal být vhodný pro selektivní stanovení bifidobakterií, je však zřejmé, že 

také jejich růst je mírně negativně ovlivněn (Příloha 2 - Table S2).  
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   a         b 

   c        d 

Obr. 6  Porovnání fermentačních profilů kmenů B. bifidum a B. animalis subsp. lactis: a/ 

B. bifidum DSM 20082, b/ B. bifidum JKM, c/ B. animalis subsp. lactis DSM 10140T, d/ B. 

animalis subsp. lactis BB-12, soupravami biochemických testů API 50 CH (Biomérieux, 

France). Žlutá barva značí pozitivní reakci, u pozice 25 (cca uprostřed sestavy) černá 

(foto: autor, 2015). Testované substráty viz Příloha 3 - Tab. S3. 

Srovnání MWM a MWMQ naznačuje, že obě selektivní půdy mohou být úspěšně použity 

pro stanovení bifidobakterií, jsou-li tyto dominantní bakteriální skupinou ve vzorku. MWMQ 

agar přináší ovšem výhodu při analýze vzorků s nízkým zastoupením bifidobakterií, kdy 
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účinně snižuje počet nebifidobakteriálních buněk ve srovnání s původním MWM agarem, a 

proto nově vyvinuté MWMQ médium může být, zdá se, úspěšně použitelné pro náročné 

stanovení bifidobakterií v gastrointestinálních vzorcích lidského i živočišného původu. 

Zajímavé se zdá být selektivní stanovení probiotického druhu B. bifidum. Tento indigenní 

komensál lidského GIT (Biavati, 2012), je ideálním probiotikem (Bayoumi a Griffiths, 2012; 

Li et al., 2014; Yamasaki et al., 2012), obecně využívaným zvláště v lyofilizovaných 

potravních doplňcích. Jedná se o jediný bifidobakteriální druh schopný  

 

Obr. 7 Testování utilizace mucinu: pozitivní reakce (vpravo) je doprovázena změnou 

barvy indikátoru v médiu z hnědé na žlutou; foto: autor, 2015. 

v čisté kultuře využívat intestinální mucin (Killer a Marounek, 2011). Mucin byl proto 

použit jako potencionální selektivní faktor. Degradaci mucinu bakteriemi je ovšem možné 

obecně považovat za patogenní aktivitu cílenou na ochranné slizniční povrchy (Turroni et al., 

2011), u rezidentů GIT se ale jedná o logickou adaptaci a druh B. bifidum lze i z tohoto úhlu 

pohledu jistě považovat za prospěšný. B. bifidum je relativně velkým potravním specialistou, 

a dokáže utilizovat pouze úzké spektrum sacharidů (Turroni et al., 2012; Obr. 6  a Příloha 3 - 

Tab. S3). Jako selektivní faktor pro stavbu média byl použit prasečí mucin (Mucin from 

porcine stomach type II, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).  

Využití mucinu bifidobakteriemi bylo testováno jednak za použití půdy obsahující 

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/l), mucin (20 g/l), a bromkresolovou červeň (0,01 g/l); mucin  
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a bromkresolová červeň (Sigma-Aldrich, USA, ostatní komponenty Oxoid), při pH média 7,4; 

a současně s použitím Wilkins-Chalgren média (Oxoid, UK), při stejném pH. Kultury byly 

kultivovány za anaerobních podmínek realizovaných pomocí roll-tube techniky (Hungate, 

1969), při 37°C po dobu 48 hodin. Utilizace mucinu byla doprovázena změnou barvy 

indikátoru v médiu (z fialové na žlutou; Obr. 7). 

Následně bylo vyvinuto selektivní médium mupirocin-mucin agar, tzv. MM agar, složené 

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, ostatní složky Oxoid), při pH 7,4. MM agar byl použit pro stanovení a izolaci 

B. bifidum z probiotických potravních doplňků (Obr. 8). 

 

 

Obr. 8 Kultivace kmenů bifidobakterií v MM agaru. Využití mucinu jako substrátu je 

doprovázeno změnou barvy indikátoru v médiu z fialové na žlutou (pozitivní reakce), ta 

ukazuje na přítomnost kmenů B. bifidum; foto: autor, 2015. 

 

Všechny vzorky komerčních produktů obsahovaly životaschopné buňky B.bifidum v 

počtech od 7.21 do 8,20 log KTJ/g. Zjištěné hodnoty byly v souladu s nároky kladenými na 

probiotické produkty, většina testovaných produktů deklarovala přítomnost přibližně 9 log 

KTJ/g probiotických bakterií, příp. cca 8 log KTJ/g konkrétně druhu B. bifidum. Všechny 

izoláty získané prostřednictvím kultivace na MM agaru byly identifikovány jako B. bifidum. 

Byla zde absolutní (100%) shoda s výsledky na základě biochemických testů (API), druhově 
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specifické PCR, MALDI-TOF analýzy a komparativní analýzou genu pro 16S rRNA (min. 

99,8% shody s referenčním, typovým kmenem). 

Dále byla testována modifikace MM agaru pro stanovení B. bifidum ve fekálních 

vzorcích. Přítomnost druhu byla zjištěna ve 4 ze 6 vzorků testovaných qPCR, kmeny B. 

bifidum byly ale izolovány pouze ze 3 z 6 vzorků. Filteau at al. (2013) testovali u 50 

dospělých lidí přítomnost fekálních bakterií užítím qPCR: počty B. bifidum se pohybovaly 

mezi 7,7 a 9,6 log10 bakteriálních buněk/g. Autoři bohužel neuvádějí žádné informace o 

počtech pozitivních a negativních vzorků. Podle našich zjištění patřily všechny kmeny 

identifikované pomocí qPCR v B+ pozitivních vzorcích druhu B. bifidum. Naopak, žádný 

kmen B. bifidum nebyl nalezen ve vzorcích B-. Nicméně, MM agar se zde neukázal být plně 

selektivním, pouze 30,91% izolátů patřilo druhu B. bifidum. Procentuálně větší množství 

kmenů B. bifidum však bylo izolováno prostřednictvím NM agaru (30,91%), než užitím 

MTPY agaru (9,17%). Obě půdy tedy sice vykazovaly pouze částečnou bifidobakteriální 

selektivitu, MM agar se ale ukázal být výrazně vhodnějším pro růst druhu B. bifidum. Lidské 

fekální vzorky byly následně analyzovány také pomocí MM agaru doplněného o ledovou 

kyselinu octovou (1 ml/l; pH 5,0). Bifidobakteriální kmeny, použité pro testování nového 

selektivního agaru, pocházely ze sbírek kultur (ATCC, DSMZ, a CCM), nebo byly izolovány 

pomocí TPY agaru s mupirocinem (100 mg/l) a ledovou kyselinou octovou (1 ml/l) podle 

Rada a Petr (2000). Izolované kmeny byly identifikovány na úroveň druhu podle Vlková et al. 

(2005). Testované probiotické produkty byly zakoupeny na trhu v České republice. Anaerobní 

prostředí pro kultivaci bylo vytvořeno anaerostaty (Oxoid, HP11A), misky byly kultivovány v 

CO2/H2 (20/80) atmosféře, při teplotě 37°C po dobu 48 hodin. Pro potvrzení přítomnosti B. 

bifidum v MM agaru byly současně izolovány bakterie z kolonií, tyto byly očkovány do 

Wilkins-Chalgren agaru a kultivovány při 37°C po dobu 48 hodin a poté identifikovány. Dále 

byly testovány gastrointestinální vzorky 11 zdravých dobrovolníků (6 žen a 5 mužů ve věku 

mezi 22 a 51 roky). Ve vzorcích byly pomocí modifikovaného TPY agaru (MTPY) s 

mupirocinem (100 mg/l) a ledovou kyselinou octovou (1 ml/l) stanoveny celkové počty 

bifidobakterií. Pro selektivní izolaci B. bifidum byly vzorky současně také kultivovány v MM 

agaru doplněném ledovou kyselinou octovou (1 ml/l). Kvantifikace B. bifidum byla provedena 

kvantitativní PCR. Byly analyzovány fekální vzorky 6 zdravých dobrovolníků (3 ženy a 3 

muži ve věku mezi 27 a 50 roky). B. bifidum bylo kvantifikováno primery G-Bifid-F + G-

Bifid-R a BiBIF-1 + BiBIF-2 (Matsuki et al., 2003). Pro konstrukci standardní křivky byl 

použit B. bifidum ATCC 29521T. Izoláty byly identifikovány na druhovou úroveň podle 
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Vlková et al. (2005). Byly použity biochemické testy (API 50 CHL a API ID 32A, 

Biomérieux, Francie), druhově specifická PCR, MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik GmbH, 

Německo) podle Kmeť a Drugdová (2012) a sekvenací genu pro 16S rRNA podle Ehrmann et 

al. (2003) a Killer et al. (2010). Výsledky byly vyhodnoceny pomocí programu jPHYDIT 

(Jeon et al., 2005). V médiu obsahujícím mucin jako jediný zdroj uhlíku bylo kultivováno 

celkem 34 bifidobakteriálních  kmenů, z nich však pouze 13 kmenů druhu B. bifidum bylo 

schopno mucin využívat. Žádný další z testovaných druhů bifidobakterií ovšem v tomto 

médiu nerostl. Je proto možné využít schopnost utilizace mucinu druhem B. bifidum jako 

selektivního faktoru pro jeho druhové stanovení a izolaci. 

V Laboratoři anaerobní mikrobiologie KMVD byla testována také média pro selektivní 

stanovení druhů B. longum a B. breve. Byla užita stávající, modifikovaná média s různými 

zdroji uhlíku: pro stanovení B. longum turanosa, pro B. breve sorbitol a mannitol. Skladbu 

těchto médií bude ale nutné dále modifikovat. Odlišný růst B. breve (2 kmeny) a dalšího 

bifidobakteriálního druhu B. animalis (4 kmeny) v přítomnosti různých substrátů testovali 

také Trojanová et al. (2006) ze stejné laboratoře. Jako zdroj uhlíku v kultivačním médiu byla 

použita glukosa a rafinosa (a jejich směsi). Všechny kmeny B. animalis a jeden kmen B. breve 

rostly pomaleji v médiu s glukosou než s rafinosou nebo směsi obou sacharidů; jeden kmen B. 

breve rostl rychleji na směsi glukosy a rafinosy než na samotné rafinose, zatímco 2 kmeny B. 

animalis rostly naopak rychleji na rafinose než v přítomnosti obou sacharidů. Oba testované 

kmeny B. breve využívaly současně glukosu i rafinosu. Naproti tomu všechny kmeny B. 

animalis vykazovaly atypický růst rychlým využitím rafinosy, po němž následovalo pomalé 

využití glukosy. Morfologie buněk všech kmenů B. animalis byla ovlivněna substrátem 

použitým pro kultivaci. V půdách obsahujících glukosu byly pozorovány drobné a spíše 

sférické buňky, zatímco v médiích s rafinosou bakterie realizovaly buňky velké a druhově 

specifického tvaru (Trojanová et al., 2006). Zjištění autorů se v tomto případě zdá být 

využitelné pro vypracování postupu (příp. práci na stavbě selektivního média) pro odlišení 

studovaných bifidobakteriálních druhů. Obecnou platnost preferenčního využití sledovaných 

sacharidů těmito bifidobakteriálními druhy i takovou (specifickou) kultivací indukovanou 

odlišnou morfologii jejich buněk by bylo zajímavé ověřit na větším počtu kmenů, 

pocházejících z různých prostředí (zdrojů). Zdá se také realistické propojit zmiňované 

informace s daty získanými např. díky NGS analýzám a pracovat v tomto směru 

s atraktivními tématy ekologické mikrobiologie.  
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7 ZÁVĚRY A PERSPEKTIVY  

Stanovení většiny probiotických bakterií v potravinách a potravních doplňcích je možné, 

a při kombinaci různých metodických přístupů spolehlivé. Metody nelze využívat 

univerzálně, postupy vhodné pro stanovení BMK v mléčných výrobcích nemusejí vyhovovat 

pro podobná (stejná) stanovení u jiných typů vzorků. Většina probiotických produktů, 

testovaných Společností pro probiotika a prebiotika, o. s. v Laboratoři anaerobní 

mikrobiologie KMVD FAPPZ na ČZU v Praze, obsahovala deklarované mikroorganismy, 

počty živých bakterií byly však v některých případech nižší. Je zřejmá potřeba kontroly 

probiotik (a její standardizace) či synbiotik v potravinách, potravních doplňcích, i ostatních 

komoditách, v nichž jsou tyto bakterie inkorporovány. Aktuální jsou analýzy intestinálních 

komensálů, např. bifidobakterií. Pro selektivní stanovení probiotických zástupců tohoto rodu 

využívaných v mléčných produktech existuje mezinárodní standard. Ten používá zmiňovaný 

transgalaktosylovaný oligosacharido-propionátový agar doplněný mupirocinem (označujeme 

jako TOS Mup). Norma pro obdobné analýzy probiotických potravních doplňků, kde je běžná 

přítomnost většího počtu různých bifidobakteriálních kmenů (druhů), však neexistuje. Byly 

tedy analyzovány probiotické potravní doplňky dostupné na trhu, a pro stanovení kvantity 

bifidobakterií v těchto produktech použity 3 vhodné kultivační půdy shodně doplněné 

mupirocinem. Všechna testovaná média se ukázala jako spolehlivá pro selektivní potvrzení 

přítomnosti bifidobakterií, všechny kmeny izolované těmito selektivními půdami byly 

identifikovány jako bifidobakterie. Půdy označované jako BSM Mup a WSP Mup (mupirocin 

v koncentraci 100 mg/l) se ukázaly být vhodné pro selektivní stanovení bifidobakterií v 

probiotických potravních doplňcích při využití plotnové metody a kultivace za anaerobních 

podmínek. Standardní médium TOS Mup, paradoxně, nepodporovalo ideálně růst všech 

bifidobakteriálních kmenů a nezdá se tedy pro tyto analýzy aktuální. Ukázalo se také, že údaje 

deklarované na obalech produktů nejsou, v mnoha případech, pro ověření počtů bifidobakterií 

dostatečné.  

Stálým problémem při stanovení bifidobakterií v potravinách, potravních doplňcích i 

gastrointestinálních vzorcích, jsou jejich kontaminace anebo standardní přítomnost jiných 

bakteriálních skupin v analyzovaných vzorcích. Typicky obtížná bývá např. přítomnost 

klostridií. Bylo tedy vyvinuto selektivní médium vycházející ze standardní kultivační půdy 

s mupirocinem (MWM agar) a doplněné o 8-hydroxychinolin (8HQ), u kterého byla 

potvrzena antiklostridiální aktivita. Tato úprava výrazně zlepšila bifidobakteriální selektivitu 



75 

 

a specificitu MWM agaru. Agar s 8HQ, označený jako MWMQ agar, se ukázal být vhodný 

pro selektivní stanovení bifidobakterií, ačkoliv mírně omezuje v růstu i bakterie sledovaného 

rodu. MWMQ agar však ve srovnání s původním MWM agarem při analýze vzorků, kde 

bifidobakterie nejsou dominantní bakteriální skupinou, výrazně snižuje právě počty jiných 

skupin bakterií, a zdá se být proto při obtížných rozborech účinným nástrojem (úspěšně 

použitelným i pro náročné stanovení bifidobakterií ve vzorcích z lidského a živočišného 

trávicího traktu).  

Bylo také vyvinuto selektivní médium s mupirocinem a mucinem, tzv. MM agar, pro 

stanovení důležitého probiotického druhu Bifidobacterium bifidum. Tato bifidobakterie, 

indigenní v lidském GIT, bývá dnes běžně aplikována v lyofilizovaných probiotických či 

symbiotických preparátech. Pro stanovení B. bifidum bylo využito specifické vlastnosti druhu 

využívat jako zdroj uhlíku mucin. Vyvinutý MM agar byl pro stanovení tohoto druhu plně 

selektivní (100%) v přítomnosti kmenů probiotik B. animalis ssp. lactis, B. breve, B. longum 

ssp. longum a typických bakterií mléčného kvašení (laktobacilů, streptokoků). Nicméně při 

analýzách gastrointestinálních vzorků patřilo pouze 30,91% izolátů druhu B. bifidum; MM 

agar doplněný o ledovou kyselinu octovou, se však ukázal být vhodným také pro izolaci B. 

bifidum ze vzorků lidského GIT.  

Vývojem nových selektivních kultivačních půd a postupů vhodných pro stanovení 

probiotických bakterií, v prvé řadě bifidobakterií obývajících GIT člověka, hospodářských 

zvířat a dalších živočichů, s využitím jednoduchých postupů ideálních pro rutinní kontrolu 

probiotik v běžných laboratořích, byl realizován cíl práce. Obě vyvinuté selektivní půdy, 

MWMQ agar i MM médium, mají specifická omezení, jsou však funkční, a umožní exaktnější 

analýzy vzorků obsahujících probiotické bifidobakterie. Hypotéza, která předpokládala 

využití odlišných fyziologických vlastností různých taxonů probiotických bakterií, v prvé 

řadě jejich schopnosti utilizovat odlišné zdroje organického uhlíku a jejich různé rezistence k 

antimikrobiálním látkám, pro vývoj nových kultivačních médií či postupů byla potvrzena. 

Získané informace umožní detailnější pochopení principu funkce sledovaných skupin bakterií 

a jejich využití v potravinářství a medicíně. Nově vyvinutá média mohou dále sloužit pro 

izolaci nových kmenů potencionálních probiotik (Příloha 4 a 5).  
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9 SEZNAM ZKRATEK 

 

8HQ  -   8-hydroxychinolin 

AMC  -  Arroyo-Martin-Cotton (medium) 

API 50 CH  -  konkrétní typ soupravy biochemických testů 

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 mléčného kvašení 

CCM  -  Czech Collection of Microorganisms 

CFU  -  colony forming units 

CLB  -  Columbia (medium) 

CNS  -  centrální nervový systém 

CPA  -  celkové počty anaerobů 

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-fosfát fosfoketolasa 

FAO  -  Food and Agriculture Organization 

FC  -  flow cytometry 

FISH  -  fluorescence in situ hybridization 

GBA  -  gut-brain axis 

GIT  -  gastrointestinální trakt 

GLIM  -  glycerol - lithium laktát - síran manganatý (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 tvořící 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  -  mlékárenské fermentované výrobky 

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 mateřského mléka 

ORP  -  oxidačně-redukční potenciál 

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  -  Společnost pro probiotika a prebiotika 

T  -  typový 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 OBRÁZKŮ 

Tab. 1  Přehled nejčastěji používaných probiotických bakterií (upraveno: Holzapfel et al. 

2001; Rada a Marounek, 2005). 

Tab. 2  Přehled nejčastěji komerčně používaných kmenů probiotických bifidobakterií v MKV 

(upraveno: Pokusaeva et al., 2011). 

Tab. 3  Základní a elektivní média, obecně užívaná pro kultivaci bifidobakterií (upraveno: 

Roy, 2001; cit.: Roy 2001). 

Tab. 4  Bakteriální mucin-degradující enzymy, identifikované v lidském GIT (upraveno: 

Derrien et al., 2010). 

 

Obr. 1  Bifidobacterium bifidum DSM 29521T; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-

Fi2, zvětšení 15 x 40, Pechar, 2017. 

Obr. 2  Anaerobní kultivace humánních kmenů bifidobakterií v anaerostatu; foto: autor, 2017.  

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

Obr. 4  Akkermansia muciniphila DSM 22959, typový kmen kultivovaný v médiu s mucinem, 

jako jediným zdrojem uhlíku; foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-Fi2, zvětšení 15 x 

40, Pechar, 2017. 

Obr. 5  Růst Bifidobacterium bifidum JKM v médiu s mucinem, jako jediným zdrojem uhlíku; 

foto: Nikon Eclipse E 200, kamera Nikon DS-Fi2, zvětšení 15 x 40, Pechar, 2015. 

Obr. 6  Porovnání fermentačních profilů kmenů B. bifidum a B. animalis subsp. lactis: a/ B. 

bifidum DSM 20082, b/ B. bifidum JKM, c/ B. animalis subsp. lactis DSM 10140T, d/ B. 

animalis subsp. lactis BB-12, soupravami biochemických testů API 50 CH (Biomérieux, 

France). Žlutá barva značí pozitivní reakci, u pozice 25 (cca uprostřed sestavy) černá (foto: 

autor, 2015). Testované substráty viz Příloha 3 - Tab. S3. 

Obr. 7  Testování utilizace mucinu: pozitivní reakce (vpravo) je doprovázena změnou barvy 

indikátoru v médiu; foto: autor, 2015. 
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Obr. 8  Kultivace kmenů bifidobakterií v MM agaru. Využití mucinu jako substrátu je 

doprovázeno změnou barvy indikátoru v médiu z fialové na žlutou (pozitivní reakce), ta 

ukazuje na přítomnost kmenů B. bifidum; foto: autor, 2015. 
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11 PŘÍLOHY 

Příloha 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±0.15a 8.42±0.15b 

B. longum J2 8.64±0.06a 8.53±0.08b 

B. longum DS2 8.70±0.01a 8.76±0.08a 

B. breve MV1 8.50±0.36a 8.70±0.10a 

B. infantis LB3 7.08±0.98a 7.30±0.69a 

average 8.39±0.68a 8.34±0.53a 

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 5.72±0.16 NG 

average 7.45±1.29 NG 

 

The values are expressed as log10 cfu ml-1 (mean of 3 replicates ± SD). MW–modified Wilkins-Chalgren 

agar consisting of Wilkins-Chalgren agar, soya peptone (5 g l-1), L-cysteine (0.5 g l-1) and Tween 80 (1 

ml l-1). MWMQ–modified Wilkins-Chalgren agar supplemented with glacial acetic acid (1 ml l-1), 

mupirocin (100 mg l-1) and 8-hydroxyquinoline (90 mg l-1). NG – no growth. Values in lines with 

different letter superscripts are significantly different (P < 0.05). 

 

lam12552-sup-0001-TableS1.doc 

 

 

 

 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Flam.12552&file=lam12552-sup-0001-TableS1.doc
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Příloha 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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  MW 8.63±0.03a 8.68±0.03a 8.80±0.03a 8.82±0.02a 8.61±0.03a 8.81±0.02a 

MWM 8.68±0.02a 8.64±0.02a 8.76±0.03a 8.82±0.04a 8.63±0.02a 8.71±0.09a 

MWMQ 8.43±0.03b 8.35±0.03b 8.43±0.02b 8.56±0.04b 8.35±0.05b 8.57±0.02b 
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 MW 8.40±0.04a 8.28±0.07a 8.49±0.03a 8.57±0.04a 8.38±0.05a 8.58±0.01a 

MWM 8.39±0.06a 8.33±0.03a 8.39±0.02b 8.44±0.09a 8.36±0.04a 8.55±0.04a 

MWMQ 8.34±0.04a 8.26±0.05a 8.42±0.02b 8.40±0.09a 8.22±0.04b 8.55±0.03a 
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 MW 8.37±0.04a 8.35±0.04a 8.51±0.03a 8.48±0.02a 8.36±0.06ab 8.58±0.02a 

MWM 8.38±0.05a 8.30±0.05a 8.45±0.05a 8.50±0.08a 8.40±0.07a 8.56±0.04a 

MWMQ 8.34±0.02a 8.25±0.06a 8.42±0.02a 8.41±0.03a 8.25±0.04b 8.57±0.05a 
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MWM 8.39±0.04a 8.23±0.06b 8.48±0.02a 8.53±0.03a 8.34±0.01a 8.54±0.03a 

MWMQ 7.32±0.06b 7.21±0.03c 7.48±0.07b 7.43±0.10b 7.23±0.03b 7.53±0.02b 
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MWM 8.42±0.02a 8.41±0.06a 8.42±0.03a 8.51±0.02a 8.36±0.07a 8.51±0.03a 

MWMQ 6.36±0.07b 6.35±0.06b 6.50±0.02b 6.51±0.04b 6.21±0.05b 6.53±0.01b 
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MWMQ 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 

 



102 

 

The values are expressed as log10 cfu ml-1 (mean of 3 replicates ± SD). MW–modified Wilkins-Chalgren 

agar consisting of Wilkins-Chalgren agar, soya peptone (5 g l-1), L-cysteine (0.5 g l-1) and Tween 80 (1 ml 

l-1). MWM – modified Wilkins-Chalgren agar with mupirocin – consisting of MW supplemented with 

glacial acetic acid (1 ml l-1) and mupirocin (100 mg l-1). MWMQ–modified Wilkins-Chalgren agar with 

8-hydroxyquinoline – consisting of MWM supplemented with 8-hydroxyquinoline (90 mg l-1). 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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Flam.12552&file=lam12552-sup-0002-TableS2.doc
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Příloha 3  

Tab. S3 Různá fermentační spektra konkrétních bifidobakteriálních kmenů, 

testovaných soupravou biochemických testů API 50 CH (Biomérieux, France);      

pozitivní reakce (+ + / + / (+)) vyznačena barevně. 

Substrát 
                          

Kmen 

B. bifidum 
DSM 20082 

B. bifidum JKM 
B. animalis 
subsp. lactis 
DSM 10140T 

B. animalis  
subsp. lactis 
BB-12 

1 Glycerol - - - - 

2 Erythritol - - - - 

3 D-Arabinosa - - - - 

4 L-Arabinosa - - + (+) 

5 D-Ribosa - - - - 

6 D-Xylosa - - - - 

7 L-Xylosa - - - - 

8 D-Adonitol - - - - 

9 Methyl-βD-Xylopyranosid + + + - - 

10 D-Galaktosa + + + + + + + + 

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-αD-Mannopyranosid - - - - 

21 Methyl-αD-Glukopyranosid - - - - 

22 N-Acetylglucosamin - - + + + + 

23 Amygdalin - - - - 

24 Arbutin - - + + + + 

25 Eskulin - - + - 

26 Salicin - - + - 

27 D-Cellobiosa - - + + + + 

28 D-Maltosa + + + + + - 

29 D-Laktosa - - + + + + 

30 D-Melibiosa - - + + + + 

31 D-Sacharosa - - - - 

32 D-Trehalosa - - - - 

33 Inulin - - - - 

34 D-Melecitosa - - + + + + 

35 D-Raffinosa - - - - 

36 Starch (AmiDon) - - - - 

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 Glukonát - - - - 

48 Potassium 2-KetoGlukonát - - - - 

49 Potassium 5-KetoGlukonát - - - - 
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Příloha 4 

Bifidobacterium apri  sp. nov., a thermophilic actinobacterium isolated from 

the digestive tract of wild pigs (Sus scrofa). 

 

 

 



105 

 

Příloha 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). 

 

 

 


