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Vyuziti mikrotitra¢nich desti¢ek pro méreni ristovych

krivek anaerobnich bakterii
Souhrn

Nedilnou soucasti traviciho traktu ¢lovéka, predevsim tlustého stfeva, jsou anaerobni
bakterie. V prub¢hu zivota v8ak dochazi ke zménam sloZeni stievni mikroflory. Zpocatku jsou
hojné zastoupeny bifidobakterie, s vékem jejich pocet klesd nebo zcela vymizi a dochazi
k vyznamnému zvySeni mnozstvi klostridii. Také pocet laktobacila se zvysuje.

Mnozstvi zdravi prospéSnych bakterii traviciho traktu, jako jsou laktobacily
a bifidobakterie, mohou do zna¢né miry ovlivnit prebiotika. Prebiotika jsou nestravitelnou
potravinovou slozkou, kterd blahodarn¢€ piisobi na hostitele selektivni stimulaci nékterych
bakteridlnich druhti sttevni mikroflory. Mezi vyznamna prebiotika patii oligosacharidy.

Cilem této diplomové prace bylo porovnat dvé metody pro méteni riistu anaerobnich
bakterii na prebiotickych oligosacharidech. Prace vychazi z ptedpokladu, Ze ristové kiivky
budou ovlivnény pouzitym substratem, vztahem bakterii ke kysliku a vyznamny vliv bude mit
také zvolend metoda.

Jednou z metod bylo méfeni v kultivaénich zkumavkach Densitometrem DEN - 1B.
Tato metoda je naro¢nd na spotiebu materidlu a vénovany cas pii mefeni. Druhou metodou
bylo méfeni na mikrotitracnich destiCkach pfistrojem Infinite M200, kterd je narocnéjsi
na kvalitu prace a pfistrojové vybaveni. Obé metody jsou zalozené na principu turbidimetrie.

V praci byl méfen rlst anaerobnich a fakultativn€ anaerobnich bakterii rodu
Bifidobacterium, Clostridium a Lactobacillus na prebiotickych oligosacharidech Raftilose®,
Vivinal® a Nutriose®. Na pouzitych oligosacharidech (u obou metod) rostly nejlépe klostridie,
predevsim C. perfringens. Slabsi, ale pomérné¢ vyrovnany riast vykazovaly laktobacily.
Uvsech tii rodd byl hordi riist na Nutriose® ve srovnani s Raftilosou® a Vivinalem®.
Bifidobakterie na mikrotitradni desti¢ce s Nutriosou® prakticky nerostly. Rostl zde pouze
jeden kmen B. breve

Vysledky potvrzuji vliv zvolené metody v zévislosti na vztahu bakterii ke kysliku.
Zatimco nékteré kmeny bifidobakterii a klostridii nerostly na desti¢ce, v piipadé laktobacilli
byl zaznamenan rist u vSech kment. Nicméné mezi metodami neni statisticky vyznamny
rozdil (o = 0,05). Lze konstatovat, ze mikrotitracni desticky nejsou vhodné pro méieni
rustovych kiivek anaerobnich bakterii, ale miizeme uvazovat o jejich vyuziti pro méteni ristu

fakultativné anaerobnich bakterii.

Kli¢ova slova: anaerobni bakterie, ristova kiivka, prebiotika, klostridie, laktobacily
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Use of microtiter plates for determination of growth

curves of anaerobic bacteria
Summary

The human digestive tract, in particular the large intestine, naturally houses numerous
species of anaerobic bacteria. However, in the course of life, the intestinal bacteria microflora
gradually changes. While the profusely high amount of the bifidobacteria present in the
system decreases or completely disappears with age, the amount clostridia significantly rises.
Similarly, the amount of lactobacilli increases.

To a large extent, the amount of health beneficial bacteria, including the lactobacilli
and the bifidobacteria, may be affected by prebiotics. The prebiotics are a non - digestible
food component the effect of which benefits the host thanks to selective stimulation of some
of the bacteria types present in the intestinal microflora. Important prebiotics include, among
others, the oligosaccharides.

The thesis aims to draw a comparison between the two methods of determining the
growth of anaerobic bacteria on prebiotic oligosaccharides. Our point of departure is the
assumption that the growth curves shall be influenced by the substrate and the bacteria‘s
relation to the oxygen, while the selected method will also have a major impact.

The methods applied in the research included measurement with the DEN - 1B
densitometer. This particular method is demanding in terms of material use and time-
consuming nature of the measurement. In contrast, the other method that we applied used the
Infinite M200 machine to perform measurement on microtitrate plates. The latter method was
more challenging due to the required quality of work and machine equipment. Both methods
are based on measuring turbidity.

The thesis focused on measuring the growth of anaerobic and facultative anaerobic
bacteria of the genus Bifidobacterium, Clostridium and Lactobacillus on the prebiotic
oligosaccharides Raftilose”, Vivinal® a Nutriose®. The measurement results for both methods
showed that the highest growth curve on the oligosaccharides used was recorded for the
clostridia, more specifically the C. perfringens. In comparison, the lactobacilli demonstrated
slightly lower, yet balanced growth rate. With all three genera, Nutriose® provided inferior
conditions for growth in contrast with Raftilose® and Vivinal®. The bifidobacteria proved
virtually no growth on the microtitrate plate with Nutriose®, except for the B. breve.

As a result, it can be stated that the effects of the selected methods depend on the
bacteria’s relation to oxygen. While some of the strains of the bifidobacteria and clostridia

failed to grow on the plate, all of the lactobacilli strains proved to be growing here.
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Nevertheless, there is not statistic difference between the methods (o = 0,05). To conclude,
the microtitrate plates were found to be unsuitable for determining the growth curves of the

anaerobic bacteria, but their use may be considered for measuring the growth of the

facultative anaerobic bacteria.

Keywords: anaerobic bacteria, growth curve, prebiotics, clostridia, lactobacilli
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1. Uvod

Anaerobni bakterie jsou nedilnou soucasti traviciho traktu lidi a zvirat. Jiz od narozeni
jsou v tlustém stievé kojencii vétsSinou dominantné zastoupeny bifidobakterie, které spoleéné
s laktobacily pozitivné ptsobi na zdravi hostitele. V prubéhu zivota vSak vlivem stravovacich
navyku a zivotniho stylu dochazi ke zménam slozeni mikroflory tlustého stteva, coz miize mit
neptiznivy vliv na naSe zdravi.

V soucasnosti je trendem obohacovat potraviny o prebiotika, které¢ stimulacné piisobi
na rust bakterii traviciho traktu. Cilem prebiotik je predevs§im podpofit rist zdravi
prospesnych bakterii a neptimo tak potlacit rist patogennich mikroorganismi, napt. klostridii.
Proto je vé€novana velka pozornost méfeni ristu (rtstové kiivky, pocty KTJ) na médiich
obohacenych o prebiotika.

Nejcastéji pouzivanou metodou pro méteni riistovych kiivek je méteni v kultivacnich
zkumavkach na Densitometru. M¢éfeni na Densitometru je spolehlivou metodou, ktera
je zaloZena na principu turbidity. Nicméné tato metoda je naro¢na na spotifebu materialu
a vénovany ¢as béhem méteni.

Novou metodou zalozenou na podobném principu je méfeni na mikrotitracnich
destickach. M¢feni probihd automaticky na ctecim zafizeni Infinite za niz$i spotieby
materialu, ale pfi této metod¢ jsou kladeny vysSi naroky na kvalitu prace a pftistrojové
vybaveni. Proto byly porovnavany obé metody.

Vysledky v této prace mohou do budoucna napovédéet, zda je mozné nahradit méteni
rustu anaerobnich bakterii Vv kultivaénich zkumavkach novou metodou, méienim

na mikrotitracnich desti¢kach, ¢i nikoliv.



2. Cil

Meéfeni rastovych kiivek anaerobnich bakterii na mikrotitracnich destickach je mén¢
¢asoveé naroc¢né V porovnani s méfenim v kultiva¢nich zkumavkach. Cilem diplomové prace
je navazat na predchozi bakalaiskou praci a porovnat tak obé metodiky. Predchozi prace
se zabyvala pouze ristem bifidobakterii. V této praci jsou méfeny rastové kiivky klostridii
a laktobacild.

Hypotéza vychazi z ptedpokladu, Ze na prubéh ristovych kiivek ma vliv vztah
bakterii ke kysliku a pouzité prebiotikum. Hypotéza také predpokladd, ze rozdil bude

statisticky vyznamny V zavislosti na pouzité metod¢.
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3. Literarni reSerse

3.1 Bakterie obecné

Slovo bakterie (z teckého ,bakterion” = ,tyc¢ka“) bylo puvodné pouzivané
pro mikroorganismy ve tvaru ty¢inek, zafazenych mezi rostliny jako ,mikroskopicky
jednobunééné rostliny, bez ptitomnosti chlorofylu, které se rozmnozuji délenim* (Trivedi
etal., 2010). V soucasnosti jsou bakterie spolu s archea ve skupiné prokaryota, které jsou
svym chemickym sloZzenim podobné eukaryota, ptredevSim strukturou bunéénych stén
a membran. Ob¢ skupiny obsahuji nukleové kyseliny, proteiny, lipidy a sacharidy. Vyuzivaji
stejné chemické reakce pro latkovou pfeménu potravy, tvorbu proteinii a zasob energie
(Neidhardt, 2004b). Zakladnim rozdilem mezi ob&éma skupinami je piitomnost bunécnych
organel (Tortora et al., 2010).

Dnes jsou bakterie chapany jako nejmensi zivé buiiky schopné samostatné reprodukce.
Zéakladnim tvarem bakterii je kulovity (koky), ty¢inkovity (bacily) a spiralovity. Bakterie
kulovitého tvaru maji vétSinou primér od 0,5 do 2 um, ve tvaru ty€inek jsou obvykle 0,2 az 2
um Siroké a 1 az 10 um dlouhé. Ty¢inky mohou byt ohnuté ¢i zaktivené. Krome tvaru muze
byt pro nékteré rody charakteristické uspofadani bunék. Koky uspofadané v parech
se nazyvaji diplokoky, v fetizkach streptokoky a v nepravidelnych shlucich stafylokoky.
Pro svou velikost se bakterie podstatné 1isi od ostatnich bun€k. Z bunéénych organel chybi
mitochondrie, Golgiho aparat, lysozomy a endoplasmatické retikulum (Neidhardt, 2004b).

Buné¢na sténa bakterii se nachazi nad cytoplazmatickou membranou. Jedna se o velmi
pevnou strukturu, ktera dodava burice tvar. Je odolna proti vysokému tlaku a je nezbytna
pro rist a mnozeni. Obecné plati, Ze bunécna sténa je sloZena z nékolika vrstev. Nejdulezite)si
slozkou bunééné stény je peptidoglykan, n¢kdy také nazyvany murein, jez je nerozpustny,
zesitovany polymer 0 velké pevnosti a tuhosti, ktery se vyskytuje pouze u prokaryot.
V podstaté se jedna o N - acetylglukosamin, N - acetyl muramovou kyselinu a aminokyseliny
v L a D formé&. Pomoci tetrapeptidu, slozeného z aminokyselin, jsou propojeny jednotlivé
vrstvy peptidoglykanu. Diky tomuto propojeni je okolo buiky vytvofena pevna struktura,
ktera bunku chrani. Néktera antibiotika, napf. penicilin, inhibuji tuto syntézu (Trivedi et al.,
2010).

Dalsi slozky bunécné stény jsou rozdilné u gramnegativnich a grampozitivnich

bakterii. Jako grampozitivni se oznacuji ty bakterie, jejichz usmrcené buniky po obarveni
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Gramovym barvicim roztokem neztraceji toto barvivo plsobenim rozpoustédel, acetonu
nebo etanolu. U gramnegativnich bakterii je toto barvivo vyplavovano.

Hlavni slozkou bunécné stény grampozitivnich bakterii je silna peptidoglykanova
vrstva, kterd je vyplnéna kyselinou teichovou. Kyselina teichova je kovalentni vazbou vazéana
na muramovou Kyselinu a pfedstavuje az 50 % suSiny bunécéné stény. Kromé Kkyseliny
teichové jsou na peptidoglykan grampozitivnich bakterii vazany jest€¢ polysacharidy,
slozené z monosacharidi. U gramnegativnich bakterii se bunécna sténa sklada z tenké vrstvy
peptidoglykanti bez kyseliny teichové a z tzv. vnéjSi membrany, slozené z fosfolipida,
proteind, lipoproteinti a lipopolysacharidi. Obsah lipidu je pfi¢inou jejich zvySené odolnosti
ke zlu€ovym kyselinam. Tato odolnost umoziuje vysoky vyskyt gramnegativnich bakterii,
predev§im enterobakterii, ve stievnim traktu savet (Silhankova, 2008).

Kromé¢ traviciho traktu jsou bakterie ptirozenou soucdsti piidni mikrofléry. Mizeme
je naleznout prakticky vsSude, kde se nachazi ptiznivé podminky pro Zzivot, ve vodé,
ve vzduchu, v potravinach a potravinatskych vyrobcich (Trivedi et al., 2010).

Cytoplazmatickd membrana, je velmi jemnd, tenkd membrana, sloZzend z fosfolipida
a proteind, z niz vybihaji do cytoplazmy vychlipeniny, jejichz pocet a velikost jsou zavislé
na druhu bakterii. Zvlastnim typem téchto vychlipenin jsou mezozomy, které se predevsim
vyskytuji pobliz oblasti, kde se pfi d€leni bunky vytvaii prepazka. Mezozomy jsou vytvoreny
jedinou membranou, sloZzenou do mnoha zahybl. Cytoplazmatickd membrana je sidlem
dychacich enzymd, systému oxida¢ni fosforylace, enzyml syntézy a hydrolyzy fosfolipida
a konecné¢ faze syntézy slozek bunécné stény a pouzdrovych obalti. U bakterii, které ziskavaji
energii ze svétla je také ptitomen bakteriochlorofyl, nezbytny pro pieménu svételné energie
Vv energii chemickou. V cytoplazmatické membrané jsou dale pfitomny bilkovinné pienasece,
nutné pro transport latek do buiiky a z buiiky (Silhankova, 2008).

Ve stiedu bunky se nachazi nukleoid. Na rozdil od eukaryotickych bunék, neni
ohrani¢en jadernou membranou. Nukleoid je sloZzen z chromozomu, dvouSroubovicové
kruhové molekuly DNA. Absence jaderné membrany dodava prokaryotické bunce velkou
vyhodu pro rychly rist v ménicich se podminkach (Neidhardt, 2004b).

Bakterie se 1isi svymi pozadavky na vhodné podminky. Diky velkému specifickému
povrchu je umoznéna pfeména latek potiebnych k rychlému ristu a déleni (Gorner et Valik,

2004).
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3.1.1 Rust

Podle Brookse et al. (2010) pokud burika roste do velikosti v dasledku piijmu vody,
ukladani tuku nebo polysacharidli, nelze to povazovat za pravy rast. Za pravy rust lze
povazovat nardst poctu jedincd, jednobunéénych mikroorganismi, tvoficich populaci
nebo kulturu.

Adams et Moss (2008) popisuji rist jako autokatalycky proces, pii kterém je zapotiebi
alespon jedné zivotaschopné buiky, a jeho rychlost se zvySuje spolu S pfibyvajicim
mnozstvim biomasy.

Silhankova (2008) uvadi, Ze vétsina bakterii se rozmnozuje délenim. Pouze n&kolik
rodll se rozmnozuje pucenim. Dé&leni je charakterizovano tim, Ze ve stfedni ¢asti buniky zac¢ne
z cytoplazmatické membrany vyrustat prstencovitd vychlipenina, ktera smétuje dovniti buniky
a vytvoii prepazku. Prepazka rozdéluje bunku na dvé zhruba stejné velké Casti. Prepazka
je potom pokryta bunéénou sténou a z jedné bunky tak vzniknou buiky dvé. Bunky se
od sebe oddéli nebo zistanou v fetizku. Pfi pueni ma dcefina buitka velmi malé rozméry
a postupné dortistd. S matetskou bunkou je pfitom stale spojena pouze uzkym krékem.

Rozd¢leni bakteridlni bunky vzdy predchazi replikace chromozomalni DNA. U bungk,
které se pomalu rozmnozuji, je mezi jednotlivymi replikacnimi cykly DNA ¢asovy interval,
pfi némz dochazi k syntéze bilkovin a ostatnich slozek bunky

Celkova doba od vzniku dcefiné buiiky k jejimu dal§imu rozdéleni se nazyva generacni
doba. Je to doba, za niz dojde ke zdvojnasobeni po¢tu bunck a vétSinou také ke zdvojnasobeni
bunééné hmoty. Za optimalnich podminek je generacni doba vétSiny bakterii 10 az 30 minut
(Silhankova, 2008).

Pokud nejsou vngjsi podminky ptiznivé, mohou nekteré grampozitivni bakterie
vytvaret spory. Spory jsou odolné klidové ttvary, se snizenym obsahem vody, které neslouzi
k rozmnozovani. Jsou uréeny pro preckani velmi nepfiznivych podminek (pH a teploty)
po velmi dlouhou dobu (Neidhardt, 2004b). Jakmile se spory dostanou do vhodného prostiedi,
nastava kli¢eni, kdy cytoplazma spor nabobtnd absorpci vody, soli a Zivin. Obecné z jedné
bunky vznikne jedna spora (Trivedi et al., 2010).

Rast mikroorganismii mizeme méfit nékolika zpusoby. Nékteré metody méti pocet
bungk, jiné celkovou hmotnost populace, ktera je Casto pfimo imérna na poc¢tu bunck. Protoze
je celkovy pocet mikroorganismi pfili§ velky, je vétSina metod zalozena na pfimém

nebo nepfimém pocitani mensich vzorkl, z kterych se ur¢i celkova velikost dané populace.
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Jednou z neptimych metod je turbidimetrie, ktera je casto pouzivana pro méfeni rustovych
ktivek (Tortora et al., 2010).

Turbidimetrie je optickd metoda zaloZena na méfeni prochazejiciho svétla zeslabeného
rozptylem na casticich pii urcité vinové délce. Zjednodusené tedy turbidimetrie méfi stupen
zakalu (turbiditu). Absorpce zafeni po priichodu nehomogennim prostfedim, tj. koloidnim
roztokem nebo roztokem zakalenym jemnou srazeninou, se méfi absorpénimi fotometry
a spektrofotometry (Stern, 2006). Ve spektrofotometru je paprsek svétla pienasen pies
bakterialni suspenzi k detektoru. Pokud je pocet bakterii vyssi, intenzita dopadajiciho svétla

je nizsi (Tortora et al., 2010).

3.1.1.1 Ruastova krivka

Pro znazornéni pribéhu bakteridlniho riistu se pouzivaji tzv. ristové kiivky, kdy
na osu X naneseme ¢as a na osu y logaritmus poétu zivych bunék (Silhankova, 2008).

Rustovou kiivku mizeme rozdélit do 4 zékladnich fazi. Po pfeneseni bun¢k do nového
prostfedi, nastava tzv. lag faze. B&hem této faze se bunky okamzité nerozmnozuji,
ale adaptuji se na nové podminky. Doba, po kterou se adaptuji, mize trvat hodinu,
ale i n¢kolik dni. Probiha syntéza enzymi (véetné riznych molekul) za velmi intenzivniho
metabolismu. Pozdé&ji se buiiky zacinaji délit a prichazi faze exponencialniho ristu,
oznacovand také jako log faze. Faze exponencidlniho ristu se vyznacuje kratkou generacni
dobou, ktera dosahuje svého konstantniho minima. Probiha velmi intenzivni déleni a tato faze
se vyuziva pro primyslové uéely (Tortora et al, 2010). Pokud podle Silhdnkové (2008)
pfeneseme z této faze bunky do nového prostiedi, které se svym sloZzenim neliSi, bunky
pokracuji v déleni bez zietelné lag faze, tedy po stejnou generacni dobu.

Aby byla rychlost ristu konstantni a netrvala pouze né€kolik hodin, je zapotiebi
udrzovat pfijatelnou koncentraci Zivin a metabolickych produkti. Pokud tomu tak neni, rist
je postupné zpomalovan, az se nakonec zastavi. Tato faze se nazyva stacionarni. Bunky jsou
ve stacionarni fizi men$i. Li$i se nejen velikosti, ale také sloZenim enzymi, které jsou urceny
pro pfeziti v nutriéné¢ nepiiznivych podminkéch. Jak jiz bylo zminé€no, nékteré druhy
grampozitivnich bakterii mohou zacit vytvaret spory (Neidhardt, 2004a).

Krom¢ nedostatku zivin, omezuji rist nahromadéné metabolity a s tim souvisejici
zmény napt. pH. Posledni fazi je tzv. faze smrti, kdy pocet mrtvych bun¢k je vyssi, jak noveé

vzniklych (Tortora et al, 2010).
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Obr. 1. Rastova kiivka (Silhankova, 2008)
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3.1.1.2 Vnéjsi prostredi

Zivotni &innost mikroorganismi i jejich vyvoj jsou zavislé na vn&j§im prostiedi.
Aby se mohly mikroorganismy rozmnozovat, musi byt v prostiedi jak dostatecné mnozstvi
zivin pro syntézu bunéné hmoty spolu s dostatecnym mnozstvim vyuzitelné energie, tak
i vhodné fyzikalni, chemické a biologické podminky. Mikroorganismy jsou ovSem schopny
se ptizpusobit vnéj§im podminkam nejen zmeénou enzymového vybaveni, ale mohou do urcité
miry zménit sloZzeni 1 tvar bunék, aby byly vi¢i nepfiznivym podminkdm odolné;jsi
(Silhankova, 2008).

Tortora et al. (2010) rozdé€luji pozadavky mikroorganismi na vné&jsi prostifedi do 2
hlavnich kategorii, fyzikalni (teplota, pH, osmoticky tlak) a chemické (zdroje uhliku, dusiku,
siry, fosforu, kysliku, stopovych prvki a organickych rastovych faktorti).

3.1.1.2.1 Fyzikalni pozadavky

e Teplota
Teplota je jednim z hlavnich faktort, které ovliviiuji rychlost rozmnozovani
teplota, pii které se dany druh, rozmnoZuje jesté zjistitelnou rychlosti; optimalni, pfi niz
se rozmnozuje nejvetsi rychlosti; a maximalni teplotu, coZ je nejvyssi teplota, pfi které je
dany mikroorganismus schopen se jesté rozmnozovat. VSechny tfi zminéné body mohou byt
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do znacné miry ovlivnény dal§imi vnéjSimi faktory, jako je napf. pH a osmoticky tlak
prostiedi.

Minimalni teplota je urCena enzymem, jehoz aktivita je nejcitlivéjsi k nizkym
teplotdm. V teplotnim rozmezi mezi minimalni a optimalni teplotou se v buiice s rostouci
teplotou zvysuje rychlost vSech procest, a tedy i rychlost rozmnozovani. Pti vyssich teplotach
je prudky pokles riistu zptisoben denaturaci uréitych enzymit, jez jsou pro rust nezbytné.
Zvysenim nebo sniZzenim teploty, od teploty optimalni, tedy dochéazi k poklesu rychlosti
rozmnozovani a miize dojit az k jeho uplnému zastaveni a usmrceni bun¢k. Optimalni teplota
je obvykle asi 0 30 °C vyssi nez teplota minimalni, zatimco maximalni teplota ji pfevysuje 0 5
az 10 °C (Silhankova, 2008).

Podle vztahu k teploté, rozd€lujeme mikroorganismy do nékolika skupin, psychrofilni,
mezofilni, termofilni a hypertermofilni. Nejrozsitenéjsi skupinou mikroorganismi jsou
mezofilové, jejichz optimum lezi kolem 30 °C a jsou soucasti teplokrevnych zivocichu.
Psychrofilové maji optimum mezi 15 az 20 °C, zatimco termofilové mezi 50 az 60 °C.
Nékteré termofilni bakterie, oznacované jako hypertermofilni, mohou riist i pfi teplotach nad
100 °C (Brooks et al., 2010).

Adams et Moss (2008) rozlisuji psychrofilni mikroorganismy jesté na psychtrotrofni,
jez maji optimum vys$§i (25 - 30 °C) a nerostou pii nizSich teplotach. Oproti tomu

psychrofilové nerostou nad 20 °C a nachazi se v polarnich oblastech ¢i moiském prostiedi.

Obr. 2 Vliv teploty na rychlost ristu rozdilnych mikroorganismti (Pommerville, 2010).
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od 0 do 14. Hodnota 7 vyjadiuje neutralni prostiedi (napf. voda). Kyselé prostiedi ma
hodnotu niz$i, a ¢im je hodnota nizsi, tim je prostredi kyselejsi, napt. zalude¢ni $tavy maji pH
vrozmezi 1 - 2. Prostfedi s vy$sim pH jak 7 se oznaCuje jako zasadité, zéasadity je napf.
¢pavek pro domaci pouziti o pH 11,5.

Vétsina bakterii roste nejlépe v pH blizkému neutralit¢ mezi 6,5 az 7,5. Plisné¢
a kvasinky maji vétsi rozsah pH nez bakterie. Obecné maji plisné a kvasinky pH nizsi,
obvykle v rozmezi 5 az 6. Acidofilni bakterie rostou i pfi niz§im pH. Pokud jsou bakterie
kultivovany v laboratornich podminkach, produkuji kyseliny, které¢ snizuji pH a tim omezuji
jejich rust. Proto jsou soucasti rustovych médii tzv. pufry, které vyrovnavaji tyto zmény. Jako
pufry slouzi peptony a aminokyseliny. Néktera média mohou obsahovat také fosfatové soli,
které maji tu vyhodu, Ze poskytuji pufrovaci u¢inek v rozmezi ristu vétSiny bakterii, jsou

netoxické a dodavaji fosfor jako zivinu (Tortora et al., 2010).

e Osmoticky tlak

Mikroorganismy jsou z 80 az 90 % slozeny z vody a témét veskeré Ziviny pfijimaji
z okolniho prostiedi ve formé roztoku. Voda je tedy nezbytnou soucasti pro spravny rust.
Koncentrace rozpusténych latek ve vod€ udava osmoticky tlak.

Pokud je v prostfedi koncentrace rozpusténych latek vyssi jak v bunce, tzv.
hypertonické prostiedi, plisobi na bunku vyssi osmoticky tlak. Z bunky se uvoliiuje voda
a smr§tuje se bunééna cytoplazma, coz muze mit za nasledek odchlipeni cytoplazmatické
membrany od bunécné stény. Tento jev se nazyva plazmolyza a mlzZe vést k zaniku buiky.
Uvolnénim vody se vyrovnava koncentrace rozpusténych latek mezi buiikou a vnéjSim
prostiedim. Pokud je koncentrace mezi bunkou a vnéj$im prostiedim vyrovnana, hovofime
potom o izotonickém prostiedi.
je v bunce vyssi. Bakterie se slabsi bunécnou sténou, piedev§im gramnegativni bakterie,
se v disledku nadmérného pfijmu vody postupné zvétsuji, dokud neprasknou. Dochazi

k tzv. plazmoptyze (Tortora et al., 2010).

3.1.1.2.2 Chemické pozadavky

Podle zpGsobu pfijimani zivin rozliSujeme bakterie autotrofni a heterotrofni.
Autotrofnim bakteriim sta¢i k vyzivé anorganické slouceniny. Nékteré autotrofni bakterie,

nazyvané  jako fototrofni, jsou vybaveny fotosyntetickym pigmentem,
17



tzv. bakteriochlorofylem. Bakteriochlorofyl vyuzivaji k preméné svételné energie v energii
chemickou. Druhou skupinou autotrofnich bakterii jsou bakterie chemotrofni, které ziskavaji
energii oxidaci chemickych sloucenin.

Heterotrofni bakterie, na rozdil od autotrofnich, nejsou vybaveny fotosyntetickym
pigmentem. Pomoci enzyml ziskdvaji energii rozkladem organickych sloucenin

na piijatelnéjsi formu, kterou vstiebaji (Trivedi et al., 2010).

e Uhlik
organickych slouCenin a tvoii az polovinu suché hmotnosti bakterii. Zdrojem uhliku pro
chemoheterotrofni bakterie je organicka latka (cukry, lipidy a proteiny), zatimco
pro chemoautotrofni a fototrofni oxid uhlicity (Tortora et al., 2010).

e Dusik, sira, fosfor

Pro syntézu bunécné hmoty jsou zapotiebi i1 dal§i prvky. Napf. pro syntézu proteinli
je zapotiebi zna¢né mnozstvi dusiku. Dusik, spoleéné s fosforem, se také podili na syntéze
genetického materidlu, DNA a RNA. Kromé toho, je fosfor také dulezitou soucasti syntézy
ATP a fosfolipidi bunécnych membran. ATP je molekula, kterd se ucastni bunécnych
pochodii, umoznuje pienos a uskladnéni energie. Sira je potiebna k syntéze sirnych
aminokyselin a vitamint, napf. thiaminu a biotinu.

Bakterie mohou ziskavat dusik nékolika zplsoby. Mnoho bakterii ziskdva dusik
rozkladem organického materialu. Jiné pfijmem dusi¢nanii nebo amonnych iontl, které jsou
jiz v redukované form¢, vhodné pro syntézu aminokyselin a nasledné protein. Nékteré
bakterie jsou schopny fixace dusiku z atmosféry. Bakterie schopné fixovat vzdusny dusik
nalezneme volné zijici v pid¢ nebo v symbidze na kotenech bobovitych rostlin. Jsou
nepostradatelnou soucasti kolobéhu dusiku v ptirod€. Pfirozenym zdrojem siry je sulfatovy

anion, sulfan a sirné aminokyseliny. Zdrojem fosforu je fosfatovy anion (Tortora et al., 2010).

e Kiyslik
Kyslik ma vyznamny vliv na oxidacn€ redukéni potencidl, ktery je dan pfitomnosti
dusi¢nany, zelezité ionty, peroxidy, zatimco k nej€astéji se vyskytujicim redukujicim
Cinidlim patii Zeleznaté ionty, vodik, slouceniny se sulfohydrylovou skupinou

nebo s reaktivnimi dvojnymi vazbami. Redukujici latky vedou k negativnimu potencialu,
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zatimco oxidacni k pozitivnimu. Mikroorganismy pro svuj rust vyzaduji rzny oxidacné
redukéni potencidl, a proto se znacné 1iSi vztahem ke kysliku. Podle pozadavkl na kyslik
rozdéluje mikroorganismy na aerobni, anaerobni, mikroaerofilni a fakultativné anaerobni
(Silhankova, 2008).

Aerobni mikroorganismy maji vyvinuty pouze aerobni metabolismus a pro svij rust
vyzaduji ptitomnost kysliku, tedy pozitivni oxidaéné redukéni potencial. V dasledku
aerobniho metabolismu a spotieby kysliku klesa oxida¢né redukéni potencidl prostiedi.
Snizenim oxida¢né redukcniho potencialu se vytvari vhodné podminky pro anaerobni
mikroorganismy, které maji anaerobni metabolismus a kyslik ke svému riustu nevyzaduji.
Kyslik na né ptsobi inhibi¢né nebo toxicky. Je proto zapotitebi pro né¢ vytvofit anaerobni
podminky, a to sniZenim oxida¢né redukcéniho potencidlu prostiedi, odstranénim kysliku
varem nebo piidavkem redukénich latek (cystein, askorbova kyselina, thioglykolat sodny).
Nékteré bakterie mlécného kvaseni maji anaerobni metabolismus, avSak nizké koncentrace
kysliku urychluji jejich rozmnozovani. Tyto mikroorganismy se nazyvaji mikroaerofilni.
Piikladem mikroaerofilnich bakterii je napt. rod Lactobacillus, ktery je také fazen mezi
fakultativné anaerobni mikroorganismy. Fakultativné anaerobni mikroorganismy jsou
schopny aerobniho 1 anaerobniho metabolismu. Diky tomu jsou schopny ristu
jak za ptitomnosti, tak 1 nepfitomnosti kysliku. Za aerobnich podminek se vétSinou
rozmnozuji rychleji, protoze aerobni metabolismus G¢innéji pfeménuje substrat v energii,
atim poskytuje mnohem vice energie pro rist bun€k nez metabolismus anaerobni

(Silhankova, 2008).

3.1.2 Anaerobni bakterie

Podle Gerardi (2003) mizeme anaeroby rozdé€lit na druhy tolerantni viuéi pfitomnosti
volného kysliku a druhy netolerantni, tzv. striktni anaeroby. Bakterie, které jsou viici kysliku
odolng&jsi, mohou béhem vystaveni acrobnim podminkam piezit, ovSem béhem této doby jsou
pozastaveny bunécné procesy. Nicméné pokud jsou kratkodobé vystaveny aerobnim
podminkdm, mohou po obnoveni anaerobniho prostiedi pokracovat v rlstu, zatimco striktné
anaerobni bakterie v pfitomnosti kysliku nepteziji (Brioukhanov et Netrusov, 2007).

Aerobni mikroorganismy, na rozdil od anaerobnich, vyuZzivaji b&hem respirace
molekularni kyslik pro ziskani energie, potfebné k dal§Sim bunéénym procestim. Proto pro boj
s tzv. oxida¢nim stresem vyvinuly silné obranné mechanismy (Kurtz, 2003). Béhem dychani

totiz vznikaji velmi toxické reaktivni formy kysliku, superoxid, peroxid vodiku a hydroxylové
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radikaly, které mohou poskodit bunéénou DNA, RNA, membranové lipidy a proteiny.
K neutralizaci téchto reaktivnich forem, vyuzivaji aerobni mikroorganismy enzymy,
superoxid dismutazy (SOD), peroxidazy a katalazy (Yamamoto et al., 2011). Kromé enzymi
se na obrané¢ proti oxidacnimu stresu podili jeSté proteiny thioredoxin, glutaredoxin
a molekuly jako glutathion (Cabiscol et al., 2000).

Podle Tortory et al. (2010) postradaji striktné anaerobni bakterie zminéné enzymy
pro neutralizaci toxickych forem kysliku, zatimco méné striktni anaerobni bakterie jsou
vybaveny jednim z téchto enzymu. Brioukhanov et Netrusov (2007) dodavaji, ze striktné

anaerobni bakterie s vyssi aktivitou SOD a katalazy se vyznacuji vétsi odolnosti viici kysliku.

Reakce superoxid dismutazi (SOD) a katalazy:
2 0;° + 2H" » H,0,+0; (SOD)
2 H,0, » 2H,0+0, (Katalaza)
(Adams et Moss, 2008).

Anaerobni bakterie ziskavaji energii anaerobni respiraci. Pfi aerobni respirace
je koncovym akceptorem elektronu kyslik, zatimco pfi anaerobni respiraci je akceptorem jina
anorganickd latka. N¢které bakterie vyuzivaji jako akceptor elektronu dusi¢nanovy
iont (NO5), jiné zase siranovy (SO4¥) nebo uhli¢itanovy (COs*) anion. Dusi¢nan je postupné
redukovan pies dusitan, oxid dusny az na plynny dusik (N>). Siranovy anion je redukovan na
sulfan (H2S) a uhli¢itan za vzniku metanu. Anaerobni respirace je tedy nezbytnou soucasti
kolob&éhu prvki. Béhem ni je zisk energie mensi, oproti respiraci aerobni, kdy pii oxidaci
glukozy, za vzniku oxidu uhli¢itého a vody, je Cisty energeticky zisk 36 molekul ATP.
V souladu s tim maji anaerobni bakterie tendenci rist pomaleji, nez bakterie aerobni (Tortora
etal., 2010).

Zakladnim anaerobnim katabolickym procesem sacharolytickych mikroorganismi
je tzv. glykolyza. Glykolyza spociva v pfeméné hexos (glukosy, fruktosy, mannosy nebo
galaktosy) a jeji usek k pyruvatu (CH3-CO-COOQ"). Pti odbouravani molekuly hexosy je Cisty
zisk pouze 2 molekuly ATP. Pyruvat je pak dale metabolizovan za anaerobnich podminek
uriznych mikroorganismti odliSnym zplGsobem. Napf. nckteré mlécné bakterie rodu
Lactobacillus pfeménuji pyruvat na kyselinu mléénou, rod Clostridium zase na kyselinu
maselnou za vzniku dalSich metaboliti. Existuji vSak 1 nékteré anaerobni proteolytické
bakterie, pro néz jsou zdrojem energie proteiny a jejich $tépné produkty - aminokyseliny.
Zrodu Clostridium sem patii piredevsim C. histolyticum. Proteolytické bakterie ziskavaji

energii rozkladem aminokyselin na amoniak, oxid uhli¢ity a niz§i mastné kyseliny o jednom
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az Ctyfech uhlicich. U vétSiny proteolytickych kment rodu Clostridium vsak pfitomnost
sacharidti v prostiedi vyvolavé intenzivngjsi rist a urychluje rozklad bilkovin (Silhdnkova,
2008).

V nasledujicich kapitolach jsou podrobnéji popsany bakterialni rody, jejichz rtstové
ktivky byly meétfeny v praktické casti diplomové prace. Z anaerobnich bakterii rody

Clostridium a Bifidobacterium, z fakultativné anaerobnich rod Lactobacillus.

3.1.2.1 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie byly izolovany jiz roku 1900 v Némecku ze stolice kojencti. V té dobé
byly oznaceny jako Bacillus bifidus. Zpoc¢atku nebyly dostateéné popsany jejich fyziologické
vlastnosti a tak byla jejich taxonomie naprosto nedostate¢na. Jest€¢ v Sedesatych letech
devatenactého stoleti byl popsan pouze Lactobacillus bifidus, piestoze roku 1924 byla uznana
existence samostatného rodu Bifidobacterium Orla Jensenem (Maxa et Rada, 1996).
V soucasnosti je identifikovano ptiblizné 38 druhti bifidobakterii (Ventura et al., 2012).

Podle morfologie jsou bifidobakterie nesporulujici, grampozitivni, striktné anaerobni,
pleomorfni ty€inky, ¢asto ve tvaru Y. Optimalni teplota pro bifidobakterie se pohybuje
v rozmezi 37 a 41 °C, optimalni pH je mezi 6,5 - 7 (Roy, 2003). Ventura et al. (2004)
dodavaji, ze bunky vykazuji vysoky bunéény pleomorfismus za nepfiznivych podminek
a n¢které druhy mohou tolerovat nizké koncentrace kysliku.

Pti pfechodu z anaerobnich podminek do aerobnich byly u bifidobakterii zaznamenéany
3 typy reakci. Prvni je rist bez hromadéni H,O,. Kmen B. bifidum je do urcité miry
aerotolerantni a vytvafi malé mnoZstvi peroxidu, pfestoZze postrada katalazu. Absence
peroxidu vodiku mize byt pfi¢inou neznamého peroxidazového systému (Ballongue, 2004).
Ve své studii Kawasaki et al. (2006) zjistili, ze B. boum a B. thermophilum vykazovali
mikroaerofilni rist bez hromadéni peroxidu vodiku. B. bifidum a B. longum zastavili rast
pti vyssi koncentraci kysliku, ale po pfidani katalazy do média pokracovali v rustu. Podle
Ballongue (2004) souvisi mnozstvi H,O; s ptitomnosti NADH peroxidazy.

Druhym typem reakce je omezeny rist spolu s vy$§im mnozstvim H,O,. Peroxid je
povazovan za toxicky pro klicovy enzym metabolismu cukri (Ballongue, 2004). Klicovym
enzymem pro glykolytické fermentace u bifidobakterii je fruktoza - 6 - fosfat fosfoketolaza,
ktera slouzi jako taxonomicky znak pfi identifikaci rodu. Béhem fermentace produkuji
kyselinu mlécnou a octovou, netvoii CO,. Ze dvou molekul hexds vznika kyselina mlécna

a octova v poméru 2 : 3 (Gomes et Malcata, 1999). Posledni reakci v aerobnich podminkach
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je zastaveny rust, prestoze nedochazi k nahromadéni H;O,. Pro tyto kmeny bifidobakterii
je optimalni prostfedi s nizkym redoxnim potencialem (Ballongue, 2004).

Za prirozené prostiedi bifidobakterii se povazuje travici trakt savci, véetné Clovéka
(Ventura et al., 2006), ale mizeme je naleznout i u hmyzu a pravdépodobné dusledkem
kontaminace z pavodniho zdroje, traviciho traktu, byly bifidobakterie nalezeny také

v odpadnich vodach a krvi (Turroni et al., 2011).

Tab. 1: Pfehled jednotlivych druhi bifidobakterii a jejich ptivod (Ventura et al., 2004).

Druh Pavod

B. adolescentis TT dospélych lidi
B. angulatum TT dospélych lidi
B. animalis ssp. animalis TT zvitat

B. animalis ssp. lactis jogurt

B. asteroides TT veel

B. bifidum TT déti

B. bombi TT ¢melaka

B. boum bachor skotu

B. breve TT deéti

B. catenulatum TT dospélych lidi
B. choerinum TT prasat

B. coryneforme TT veel

B. crudilactis syrové mléko

B. cuniculi TT kraliki

B. dentium ustni dutina lidi

B. gallicum TT lidi

B. gallinarum TT kurat

B. indicum TT veel

B. longum ssp. infantis TT déti

B. longum ssp. longum TT dospélych lidi
B. longum ssp. suis TT prasat

B. magnum TT kralik

B. merycicum bachor hovézho dobytka
B. minimum odpadni kaly

B. pseudocatenulatum TT déti

B. pseudolongum ssp. globosum bachor hovézho dobytka
B. pseudolongum ssp. pseudolongum TT prasat

B. pyschraerophilum TT prasat

B. pullorum TT kurat

B. ruminantium bachor hovéziho dobytka
B. saeculare TT kralika

B. scardovii lidska krev

B. subtile odpadni kaly

B. thermophilum TT prasat

B. thermacidophilum ssp. porcinum TT prasat

B. thermacidophilum ssp. thermacidophilum odpadni kaly

TT - travici trakt.
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3.1.2.1.1 Vyznam

Bifidobakterie jsou soucasti tzv. prospésné stievni mikroflory, ktera ma piiznivy vliv
na zdravi hostitele (Léké et al., 2007). Bifidobakterie hraji dualezitou roli pro udrzeni
pfiznivych podminek ve stfevé, kde kromé plisobeni na optimalni slozeni stfevni flory,
inhibuji tvorbu hnilobnych latek a zmirnuji zacpu nebo prijem. Jak bylo zminéno dfive,
bifidobakterie kromé kyseliny mlécné produkuji také kyselinu octovou, kterda ma silné
baktericidni ucinky vaéi zdravi $kodlivym bakteriim (Ishibashi et al., 1997). Produkce
kyseliny mlécné a octové ma inhibi¢ni G¢inek napt. na Clostridium albicans, Clostridium
difficile, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae a Staphylococcus
aureus (Fliss et al., 2010).

Kromé snizovani pH produkci kyselin a branéni adhezi patogenti, se bifidobakterie
podili také na syntéze vitaminQ a travicich enzymua (Vandeplas et al., 2008). Podle Deguchi
etal. (1985) mohou bifidobakterie syntetizovat thiamin, pyridoxin, riboflavin, kobalamin,
kyselinu listovou a nikotinovou. Koncentrace kyseliny listové a nikotinové, spolu
s thiaminem se vyrazné lis§i mezi druhy ¢i kmeny. Produkei enzymu laktazy a galaktosidazy
mohou zlepsit stravitelnost mléénych produkti a tim i toleranci vici laktéze (Reyed, 2007).

Vyznamnou roli maji bifidobakterie po narozeni, kdy dochazi k osidleni traviciho
traktu. Podle Yoshioky et al. (1991) u kojenct tvoii bifidobakterie vice nez 95 % stievni
mikroflory. Ishibashi et al. (1997) dodavaji, ze zvySena rezistence proti infekcim u kojenct
muze byt z ¢asti pfi¢tena prave bifidobakteriim.

S vékem vsak dochazi ke zméné poctu bifidobakterii Vv travicim traktu. Jejich pocet
klesa v dusledku zmén vyzivy a zivotniho stylu (Jardine, 2009). Podle Rowlanda et Gilla
(2008) bylo prokazano, ze niz§i pocet bifidobakterii vede ke zvySenému riziku infekci
a neékterych chronickych degenerativnich onemocnéni, predev§im u starSich lidi. Kromé
poklesu poctu bifidobakterii se s vékem méni i jejich druhové zastoupeni. Druhy B. infantis,
B. breve a B. bifidum dominuji ve stievech kojenci, zatimco B. adolescentis a B. cantelanum
prevladaji u dospélych lidi (Léké et al., 2007).

V soucasnosti jsou bifidobakterie uvadény na trh ve formé probiotik, uréenych
pro lidskou spotfebu. Bifidobakterie jsou schopny uplatnit své ptriznivé ucinky
prostiednictvim interakce s hostitelskymi buitkami, zejména enterocyty a imunitnimi bufikami
(Gonzalez - Rodriguez et al., 2013). Po poziti bifidobakterie pfispivaji k ptiznivému slozeni

mikroflory tlustého stieva a slouzi tak jako prevence pied onemocnénim a infekcemi traviciho
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traktu (Ishibashi et al., 1997). Néekteré nepiimé dikazy naznacuji moznou ulohu bifidobakterii
pii prevenci rakoviny (Goderska et Stanton, 2010).

3.1.2.2 Rod Clostridium

Rod Clostridium patii mezi jeden z nejvétSich rodd prokaryota a poprvé byl popsan
roku 1880 Prazmowskim (Andreesen et al., 1989). Klostridie jsou heterogenni skupinou
bakterii, které maji malo spole¢nych znaka. Jedna se 0 anaerobni, grampozitivni tyCinky,
tvorici endospory (Mitchell, 2001). Nicméné¢ toto zobecnéni ma urcité vyjimky. Podle Wellse
et Wilkinse (1996) néckteré klostridie mohou byt gramnegativni ¢i aerotolerantni,
napi. C. carnis, C. hystolyticum, C. tertium rostou i v aerobnich podminkach.

Rozsah optiméalnich podminek je dan rozmanitosti klostridii. VéEtSina klostridii
je neutrofilnich s optimalnim pH mezi 6,5 a 7. Nicmén¢ nékteré¢ kmeny se adaptovaly na vyssi
nebo nizs$i pH diky svym metabolickym schopnostem. Napft. purinolytické kmeny uvoliiuji
zna¢né mnozstvi amoniaku béhem degradace heterocyklickych sloucenin. Tyto kmeny maji
optimalni pH 8. Na druhou stranu klostridie, kter¢ v pribéhu ristu produkuji kyseliny
(C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. butyricum, C. thermoaceticum) snizuji pH k hodnotam
4 - 5. Mimotadné Siroky je rozsah teplotniho optima od psychrofilnich po termofilni druhy.
Vétsina klostridii je mezofilnich, jejichz optimalni teplota je 30 - 40 °C. Termofilni klostridie
(60 - 70 °C) ptitahuji pozornost diky svym termostabilnim enzymim. Méné pocetna
je skupina psychrofilnich klostridii. Za psychrofilni 1ze povazovat C. estherticum
a C. putrefaciens, které maji optimum pod 25 °C (Mitchell, 2001).

VétSina klostridii se fadi mezi heterotrofni organismy. Mohou byt sacharolytickeé,
proteolytické ¢i oboji. Vedle toho klostridie vykazuji schopnost metabolizovat velmi Sirokou
Skalu organickych molekul, v€etné cukrl a jinych sacharidii, organickych kyselin, alkohold,
aromatickych slou¢enin, aminokyselin, amint, purinti a pyrimidini (Mitchell, 2001). N¢které
druhy jsou také schopny fixovat atmosféricky dusik (Linhova, 2011).

Klostridie jsou velice rozsahlym rodem, jehoz zastupci se vyskytuji na mnoha mistech
S riznymi zdroji energie a uhliku (sedimenty, pida, travici trakt, komposty atd.), proto maji
klostridie rozdilny metabolismus a enzymatickou vybavu. Jako zdroj uhliku a energie
vyuzivaji klostridie prevazné sacharidy (nékteré druhy jsou schopny vyuzit 1 glycerol), které
jsou v prvni fadé metabolizovany na organické kyseliny a nasledn¢ na aceton, butanol
a etanol (Linhova, 2011).
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Polysacharidy jako je celulosa, xylan, skrob a pektin, které jsou soucasti rostlinné
biomasy, jsou nejprve rozlozeny pomoci extracelularnich enzymu ¢i enzymovych komplexi
na nizkomolekularni latky, které jsou nasledné buiikou vstiebany (Mitchell, 2001).

Fermentace hexos je u klostridii rozdélena na dvé ¢asti, acidogenni a solventogenni.
Béhem prvni faze buiky rychle rostou a produkuji karboxylové kyseliny (maselnou
a octovou) spolu svodikem a CO;. V solventogenni fazi se produkce kyselin a vodiku
snizuje, zpomaluje se rust bunék a pH média se zvysi v zavislosti na mnozstvi
spotfebovanych kyselin. Pfevazna ¢ast kyseliny maselné je redukovana na butanol, zatimco
U kyseliny octové je to pfiblizné 55 %, zbytek je dekarboxylovan na aceton a CO..
Predpoklada se, ze prechod metabolismu z acidogenniho na solventogenni je odpovédi bunck
na nepfiznivé podminky, konkrétné nizké pH (Linhova, 2011).

Macfarlane et Gibson (1997) uvadéji, ze zjedné molekuly hexdsy vznikaji dvé
molekuly pyruvatu spolu s produkci NADH a ATP. Dalsimi reakcemi z pyruvatu vznika
predevsim kyselina octova, mlécna a maselna. Berezina et al. (2008) dodavaji, ze klostridie,
které produkuji aceton, butanol, etanol a isopropanol, v¢etné kyseliny maselné a octové spolu
s vedlejsimi  produkty, jsou pojmenované jako solventogenické, ke kterym se fadi
C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. saccharoperbutyacetonicum, C. saccharobutilycum
a C. ljungdahlii.

Pro klostridie je charakteristickd tvorba spor. Ke sporulaci klostridii nej€astéji dochéazi
na konci exponencidlni faze rlstu a trvd piiblizné 10 hodin v zdvislosti na kmenu
a podminkach sporulace (Linhova, 2011). Poloha spor je u klostridii uzite¢nd pii uréovani
druhti. Nékteré druhy vSak nesporuluji, dokud nejsou vystaveny méné ptiznivym podminkam
(Wells et Wilkins, 1996). Endospory jsou bud’ v poloze centralni, subterminalni nebo na
okraji bunky (Andreesen et al., 1989).

3.1.2.2.1 Vyznam

Klostridie nachdzeji predevS§im uplatnéni V primyslu. Primyslové vyuZziti maji
sacharolytické druhy C. acetobutylicum a C. butyricum, které se pouzivaji pro kvasnou
vyrobu kyseliny méselné a prvni z nich také pro vyrobu butanolu a acetonu kvasnou cestou
(Silhankova, 2008). C. acetobutylicum spolu s C. beijerinckii jsou nejéastéji vyuzivané druhy
pro produkci rozpoustédel (Linhova, 2011).

Nekteré  druhy rodu  Clostridium  produkuji  velmi nebezpecné  toxiny.
Z potravinaiského hlediska je nejdalezitéjsi C. botulinum, protoze produkuje
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tzv. botulotoxiny, které patii k nejucinnéj$im jedim. Dalsim druhem produkujici toxin je C.
perfringens. Otrava vSak nastava pouze pfi silné kontaminaci potraviny touto bakterii. Toxin
se tvofi béhem sporulace, ktera probiha vétSinou az ve stfevnim traktu ¢lovéka. Vnikne - li
C. perfringens do hluboké rany, zpusobuje bolestivou plynnou snét’, ktera ¢asto konéi smrti.
Stejné¢ tak C. tetani se muze pomnozit v hlubokych ranach a vytvaret neurotoxin, ktery
difunduje do nervového systému a zptisobuje smrt. Umrtnost je zde 100% (Silhankova, 2008).

Mezi vyznamné patogeny traviciho traktu patii C. difficile, ktery béhem své replikace
vylu€uje cytotoxin a enterotoxin. Pokud je narusena stfevni flora podavanim antibiotik, mtze
dojit k jeho ptemnozeni. C. difficile je soucasti bézné stievni flory dospélych lidi (do 3 %)
asvou patogenitou zpusobuje onemocnéni od prijmt az po zanét tlustého stieva (Wells
et Wilkins, 1996). Podle Seki et al. (2003) ma C. butyricum (ktery je v Japonsku soucasti
probiotik) ptiznivy vliv na obnovu naruSené stievni flory béhem 1é¢by pomoci antibiotik
a zmiriiuje tak prijmové onemocnéni. Woo et al. (2011) obdobné uvadéji, ze C. butyricum
snizuje toxicitu C. difficile. Detoxikacni G¢inek je pravdépodobné zplisoben inhibici produkce
bilkovinnych toxind C. difficile. Dale autofi uvadéji, ze snizeni pH produkci organickych
kyselin inhibuje rist, metabolismus a toxicitu C. difficile.

Neobvyklym patogenem u lidi je C. tertium, ktery je spojovan s bakteriémii,
meningitidou, septickou  artritidou, enterokolitidou,  bakteridlni  peritonitidou,
posttraumatickym abscesem mozku a zapalem plic (Ray, 2003). Od ostatnich klostridii

se odlisuje tim, Ze neprodukuje toxiny a je aerotolerantni (Miller et al., 2001).

3.1.2.3 Rod Lactobacillus

Prvni popis rodu Lactobacillus se datuje do roku 1901, kdy Martinus Willem
Beijerinck takto pojmenoval bakterie s podobnymi morfologickymi a fenotypovymi
vlastnostmi, které byly izolovany z rizné prokvasenych materialti (Barinov et al., 2011).
Pozdé¢ji, roku 1919 byl rod reorganizovan Orla Jensenem do tfech skupin (Betabacterium,
Streptobacterium a Thermobacterium), které nemaji taxonomicky vyznam, jelikoZ nejsou
fylogeneticky definované. Nékteré nove identifikované druhy laktobacili nebylo totiz mozné
umistit do téchto tradi¢nich skupin. Proto byly pozdéji ndzvy skupin ponechény, ale bez
definovanych teplot a morfologickych znakd (Gorner et Valik, 2004).

Rod Lactobacillus zahrnuje rtznorodou skupinu druhd nachazejicich se v riznych
prostiedich, pocinaje rostlinami a fermentovanymi potravinami ptes travici trakt, dutinu ustni

a vaginu. Jedna se o grampozitivni, nesporulujici ty¢inky, které patii do heterogenni skupiny
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bakterii mlécného kvaseni (Barinov et al., 2011). Vétsina druht je fakultativné anaerobnich
nebo mikroaerofilnich a pfi fermentaci glukézy produkuji kyselinu mléénou. Neredukuji
dusi¢nan na dusitan, neprodukuji H,S. Katalaza a oxidaza jsou negativni (Darbro et al., 2009).

Vseobecné jsou laktobacily acidotolerantni az acidofilni. Nejlépe rostou v slabé
kyselych médiich s poc¢atecni hodnotou pH 6,4 az 4,5. Pii fermentaci sacharidi za tvorby
kyselin snizuji kyselost prostfedi az pod pH 4. Rust laktobacilli se zastavuje pfi poklesu pH
na hodnotu 4 - 3,6. Hlavnim metabolitem pii fermentaci sacharidi je kyselina mlé¢na,
ale produkuji i kyselinu octovou, etanol a CO,. Vedle mirné kyselého prostiedi roste vétSina
laktobacilll nejlépe pii mezofilnich teplotach s horni hranici 40 °C (Gorner et Valik, 2004).
Podle Ahmeda et al. (2006) mohou rust i v rozmezi nizsich (5 °C) a vyssich teplot (53 °C)
Vv zavislosti na druhu.

Na zékladé fenotypovych a biochemickych vlastnosti, byly laktobacily rozdéleny do tii
skupin podle typu kvaSeni na obligditné homofermentativni a heterofermentativni
a fakultativné heterofermentativni (Lee, 2009). Obligatné¢ homofermentativni produkuji
pii zkvaSovani hexos prakticky pouze kyselinu mléénou a nezkvasuji pentosy, zatimco
fakultativné heterofermentativni zkvaSuji vedle hexos také pentosy za produkce kyseliny
mlécné a octové (Adams et Moss, 2008). Podle Gornera et Valika (2004) fermentaci pentds
umoziuje indukovana fosfoketolaza. Nékteré druhy pii nedostatku glukosy spolu s kyselinou
octovou produkuji etanol a kyselinu mravenci. Obligatn€ heterofermentativni pfi zkvaSovani
hexos produkuji vedle kyseliny mlé¢né také etanol a CO, (Lee, 2009). Gorner et Valik (2004)

uvadgji jesté produkcei kyseliny octové. Pentozy zkvasuji na kyselinu mlé¢nou a octovou.

Tab. 2 Rozdéleni laktobacilti podle Gornera et Valika (2004).

Obligatné homofermentativni  Fakultativné heterofermentativni  Obligatné heterofermentativni
L. delbriieckii ssp. delbriieckii L. alimentarus L. bifermentas
L. delbriieckii ssp. bulgaricus L. casei ssp. casei L. brevis
L. delbriieckii ssp. lactis L. casei ssp. pseudoplantarum L. buchneri
L. helveticus L. casei ssp. rhamnosus L. confusus
L. acidophilus L. casei ssp. tolerans L. divergens
L. salivarius L. curvatus L. fermentum
L. farciminis L. maltaromaticus L. fructivorans
L. yamanashiensis L. plantarum L. halotolerans
L. sake (L. bavaricus) L. kandleri
L. kefir
L. reuteri
L. sanfrancisciscensis
L. viridescens
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3.1.2.3.1 Vyznam

Laktobacily jsou saprofytni, velmi zfidka patogenni mikroorganismy. Jsou soucasti
traviciho traktu lidi a zvifat jako komenzalové mukozniho povrchu epitelu. Nejvyznamnéj$im
druhem je pravdépodobné L. acidophilus, pouzivany k vyrobé acidofilniho mléka, jemuz je
pfipisovan blahodarny ucinek na zdravi lidi a zvifat. L.salivarus je pravdépodobné
¢i mén¢ izoluji z pfirodnich lokalit. V' bachoru piezvykavca byly popsany anaerobni druhy
L. ruminis a L. vitulinus.

Pozitivni vlastnosti laktobacili jsou spojeny s produkci kyseliny mlééné a octové,
které jsou v kyselém prostiedi malo disociované a v tomto stavé spolu s niz§im pH pusobi
inhibicn€ az mikrobicidné na mikroorganismy v prostfedi, s vyjimkou jinych bakterii
mlécného kvaseni a kvasinek. Tyto vlastnosti laktobacili se uplatiiuji v travicim traktu a jsou
vyuzivany v potravinafské technologii (Gorner et Valik, 2004).

V pochvé produkuji laktobacily kyselinu mléénou pieménou glykogenu, kde tak
dochazi k okyseleni posevniho prostedi. Produkuji také peroxid vodiku a bakteriociny, tedy
latky, které spésné brani rustu ostatnich bakterii (Koliba, 2012). Laktobacily tak hraji
dalezitou roli pii ochran¢ pfed urogenitalnimi infekcemi (Vasquez et al., 2002). K obnoveni
ptirozené¢ho osidleni pochvy se nejcastéji pouzivaji L. rhamnosus, L. fermentum, L. casei,
L. gasseri, L. acidophilus, L. delbrueckii, L. plantarum a L. paracasei (Koliba, 2012).

Tradicné jsou laktobacily vyuZivany pro fermentaci mléka, masa, zeleniny a tést.
V dnesni dobé se také hojn¢ vyuzivaji pro pfipravu probiotickych preparati (Sedlackova
etal., 2011). V Evropé je pravdépodobné nejpouzivangjsi probiotickou bakterii v potravinach
L. rhamnosus (Jardine, 2009). L. rhamnosus pusobi preventivné proti rotavirovym infekcim
a prijmim, které jsou zavazné pro kojence a malé¢ déti (Wu et al., 2013). V huménnich
probiotikach dominuje zejména L. acidophilus a L. delbrueckii ssp. bulgaricus. L. acidophilus
ma Siroké antimikrobidlni spektrum Uc€innosti, pisobi jak proti grampozitivnim, tak proti
gramnegativnim bakteriim (Maxa et Rada, 1997). Podle studie Sedlackové et al. (2011)
vykazuje kmen L. acidophilus vyssi autoagregacni schopnosti V porovnani s izolovanymi
kmeny laktobacilt z traviciho traktu. Muze tak 1épe pfilnout ke stievni sténé a branit tak

hostitele pted kolonizaci nezadoucich mikroorganismil.
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Tab. 3 Pouzivané druhy laktobacill jako lidska probiotika (Sanders et Klaenhammer, 2001).

Obligatné homofermentativni  Fakultativné heterofermentativni  Obligatné heterofermentativni
L. acidophilus L. casei L. fermentum
L. crispatus L. paracasei ssp. paracasei L. reuteri
L. amylovarus L. paracasei ssp. tolerans
L. gallinarum L. plantarum
L. gasseri L. rhamnosus
L. johnsonii
L. helveticus
L. delbrueckii ssp. bulgaricus
L. salivarus ssp. salivarus

3.2 Mikroflora traviciho traktu lidi

Mikrofléra traviciho traktu pfedstavuje komplexni, vyvazeny mikrobidlni ekosystém,
ktery smérem abordlnim prodelava specifické zmény, v pomérném zastoupeni aerobil
a anaerobt. Jejich funkce se vzajemné dopliuji tim, Ze aeroby zajistuji pro cely ekosystém
,scavenger effect”. Mikrobialni profil traviciho traktu je charakterizovan absenci anaerobi
v zaludku, a naopak jejich naprostou pievahou v distalnim kolonu (Zbofil et al., 2005).

Aeroby zajist'uji ,,scavenger effect tim, ze s dominanci E. coli spotiebovavaji kyslik
v reakcich oxidativni fosforylace pifi energetickém metabolizmu. Tim klesa aboralnim
smérem redoxni potencial, coZ umoziiuje rast anaerobd, citlivych na ptitomnost kysliku (Lata
et Jurankova, 2011).

Mikroflora traviciho traktu je rozdélena do dvou skupin na autochtonni a alochtonni
mikroorganismy. Autochtonni mikroorganismy jsou klasifikovany jako stali obyvatelé
travicitho traktu na rozdil od alochtonnich, ktefi patfi mezi pfechodné mikroorganismy,
jez stfevem pouze prochazeji (Manson et al., 2008).

Travici trakt lidi se sklad4 z horni a dolni ¢asti gastrointestindlniho traktu. Hlavnimi
organy traviciho traktu jsou Zaludek, tenké a tlusté sttevo. U dospélych lidi je travici trakt
dlouhy kolem 7 metru (Forssten et al., 2011).

Pro jednotlivé casti traviciho traktu jsou charakteristick¢ fyzikalné¢ - chemické
podminky, které¢ poskytuji Gto€isté urcitym mikrobialnim populacim (McCartney et Gibson,
2006). Slozeni strevni mikroflory je regulovano jiz slinami (lysozymy), zalude¢ni kyselinou
(pH), zluc¢i (laktoferin, nekonjugované zluCové kyseliny), pankreatickou $tavou (lipaza)

a také stfevni motilitou. DilleZitou roli hraje také regenerace bunék stfevni sliznice. Stfevni
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mikrofléra mé vlastni regulani schopnosti (tzv. kolonizacni rezistence). Brani priniku
nezadoucich organizmd, latek a inhibuje patogenni mikrofloru (Lata et Jurankova, 2011).

Relativné maly je obsah bakterii v zaludku a proximalni ¢asti tenkého stieva, kde
na bakterie ptisobi kyselé zalude¢ni §tavy spolu s peristaltikou stiev (Kerckhoffs et al., 2006).
Pohyb tenkého stfeva ke konci kycelniku zabraniuje stabilni kolonizaci bakterii (Guarner
et Malagelada, 2003).

Pfestoze nejsou podminky vhorni casti traviciho traktu piiznivé, nékteré
acidorezistentni grampozitivni bakterie se zde mohou vyskytovat (laktobacily a streptokoky).
Neptiznivé podminky v Zaludku je schopen ptezit Helicobacter pyroli, ktery se ¢aste¢né
chrani pred kyselym prostfedim zavrtavanim do slizni¢ni vystelky.

V kycelniku tenkého stfeva je peristaltika stfev spolu s trdveninou pomalejsi,
coz vytvari pfiznivé podminky pro osidleni mikroorganizmy. Pocet a druhové zastoupeni
mikroorganizmi je zde vys$i. Jsou zde pfitomny gramnegativni fakultativné anaerobni
bakterie (napf. c¢lenové rodu Enterobacteriacae), obligatné anaerobni (Bacteroides,
Clostridium, Fusobacterium, Veillonella) spolu s laktobacily a enterokoky (McCartney
et Gibson, 2006).

Tlusté stfevo je diky dostatenému mnozstvi zivin (nestravitelné sacharidy a slozky
potravin v horni Casti traviciho traktu, bunck epitelu a mikrobidlnich zbytkd) za pusobeni
neutrdlniho pH oazou pro bakterie. Nachazi se zde nejpocetnéj$i ¢ast lidské mikroflory
(McCartney et Gibson, 2006). Tlusté stfevo (véetné koneéniku a slepého stieva) obyva pies
500 druht bakterii, které jsou z vice jak 99 % obligatné anaerobni (Kerckhoffs et al., 2006).

V tlustém stievé dochazi k pfeméné polysacharidi a protein, které zacina
depolymerizaci komplexnich sacharidi a proteini na jednodu$si slouceniny (mono
aoligomerni) a dale na kratké mastné kyseliny. K pfeméné sacharidii dochazi predev§im
VvV proximalni ¢asti tlustého stfeva, zatimco fermentace proteinii probihd v distdlni casti.
Dekarboxylaci aminokyselin vznikaji aminy, zatimco oxidaéni a redukéni deaminace
aminokyselin vede ke vzniku ¢pavku, jehoz vysoké koncentrace ptisobi jako promoter vzniku
tumoru (Blaut et Clavel, 2007). Na tvorb&é amoniaku a amint (toxickych pro jatra) se podili
Escherichia coli a klostridie (Fliss et al., 2010).

Kone¢nym produktem fermentace jsou kratké mastné kyseliny (kyselina maselna,
octovd, propionova), které jsou v tlustém stfevé obsazeny ve vétSich koncentracich
(Cummings et Englyst, 1987). Retézce kratkych mastnych kyselin jsou nejen zdrojem energie,
ale stimuluji také stfevni peristaltiku a kyselina méaselnd mé navic ochranny vliv na bunky

intestinalni muko6zy. Kyselina octovd a mléna v disledku snizeni pH zlepSuji ve stfevech
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absorpci nékterych mineralti (Fe, Ca) a spolu s tim snizuji pocet patogena (C. perfringens),
které kyselé prostiedi nesnaseji (Rudolfové et Curda, 2005). Kyselina propionova se v jatrech

ucastni glukogeneze (Priebe et al., 2002).

Tab. 4 Slozeni mikrofléry lidského gastrointestinalniho traktu (Ballongue, 2004).

Zaludek Jejunum lleum  Kolon
Celkova mikrobislni koncentrace 0-10** 0-10°  10%-10" 10'*-10"
Striktn€ aerobni nebo fakultativné anaerobni bakterie
Enterobacteria 0-10°  0-10°  10%*10° 10%-10%
Streptococcus 0-10° 0-10* 10%-10° 10°-10%
Staphylococcus 0-10°  0-10°  10%10° 10*10’
Lactobacillus 0-10°  0-10*  10%-10° 10°-10"°
Kvasinky 0-10°  0-10°  10%-10° 10%-10°
Anaerobni bakterie
Bacteroides vzaend  0-10°  10°-10° 10'%-10"2
Bifidobacterium vzaend  0-10°  10°-10" 10°-10%
Peptococcus vzaené  0-10°  10°-10* 10%-10%
Clostridium vzacné  vzaend  10°-10*  10°-10™
Fusobacterium vzacné vzacné vzacné 10°-10%°
Eubacteria vzAend  vzaend  10°-10°  10°-10%
Veillonellae vzacné  0-10°  10%-10° 10°-10°

#Pocet bunék na gram sttevniho obsahu.

V pribéhu zivota se vSak sloZzeni mikroflory traviciho traktu méni. Plod ditéte
se nachazi ve sterilnim prostiedi a k prvnimu osidleni traviciho traktu dochazi v pribcéhu
porodu. Po prichodu vaginou je horni Cast traviciho traktu novorozence osidlena vaginalni
a fekalni mikroflorou matky. Déti narozené cisaiskym fezem jsou primarné vystaveny
mikroorganismiim z okolniho prostiedi. U déti narozenych pfirozenou cestou trva zhruba
mésic, nez je jejich stfevni mikroflora zavedena, zatimco u déti narozenych cisatskym fezem
muze byt narusena az po dobu 6 mésicii od porodu. Béhem prvniho tydne je pocet bakterii
pomérn¢ nestabilni. Prvnimi bakteriemi, které se usazuji v travicim traktu, jsou enterobakterie
a streptokoky. Anaerobni bakterie se usazuji v travicim traktu pozdéji (Forssten et al., 2011).

Na strukturu a funkci fyziologické mikroflory pozitivné pisobi kojeni (Zbotil et al.,
2005). Podle nékterych studii, patii mezi nejéastéji uvadéné zdroje kolonizace stieva
novorozence matefské mléko. V matefském mléce se vyskytuji bifidobakterie, enterokoky,

laktobacily, laktokoky, stafylokoky a streptokoky (Bronsky, 2011).
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Bifidobakterie jsou v tlustém stfevé dominantné zastoupeny v prib¢hu 4. az 7. dne.
Dosahuji poétu 10 - 10" na gram stolice, zatimco pocet Bacteroides, klostridii,
enterobakterii, streptokokil a stafylokokii se snizuje. S piechodem na pevnou stravu se méni
zastoupeni gramnegativnich bakterii a svym slozenim mikrofléra déti prechazi v dospélou.
Pocet bifidobakterii se snizuje z celkového poctu mikroorganizmti na 5 - 10 % (Mitsuoka,
1990).

U kojenych déti dominuji z 90 % ve stolici anaerobni bakterie s ptfevahou
bifidobakterii (Zbofil et al., 2005). Naproti tomu je podle Favier et al. (2002) rozmanité;si
rodové zastoupeni uuméle kojenych déti (Bacteroides, Clostridium, Enterobacteriaceae,
Streptococcus, vcetné rodu Bifidobacterium).

Mezi 3. az 5. rokem mé mikrofléra déti strukturu témét totoznou s mikroflorou
dospélych lidi. V dospélosti jsou odliSnosti ve slozeni mikroflory traviciho traktu zavislé
predevsim etnicky, geograficky a podle stravovacich navykd. Zmény mikroflory ve vysS$im
véku se tykaji pfedevsim mikroflory tlustého stieva (Zboril et al., 2005). S vékem klesa pocet
bifidobakterii nebo zcela vymizi, dochdzi k vyznamnému zvysSeni mnozstvi klostridii (vcetné
C. perfringens), také pocet laktobacilti, streptokokti a enterobakterii se zvySuje (Mitsuoka,
1990). Jak bylo uvedeno uz diive, pfedev$im u starSich lidi mize pokles bifidobakterii vést
ke zvySenému riziku infekci a nékterych degenerativnich onemocnéni (Rowland et Gill,
2008).

Soucasné usili optimalizovat stfevni mikrobialni prostiedi a ovlivnit zdravy vyvoj
zvysilo zdjem o doplnéni zdravi prospéSnych mikrobii (probiotik) a nestravitelnych
oligosacharidi (prebiotik) do kojeneckych formuli, oznacované souhrnné také jako

tzv. bioteraputickéd agens (Sykora, 2011).
3.2.1 Probiotika

Slovo probiotika je odvozeno z feckého slova ,,pro Zivot™ a v prub&hu let se s novymi
védeckymi poznatky jejich definice ménila (Lee, 2009). Dnes jsou probiotika definovana jako
zivé mikroorganismy, které pii podavani v adekvatnim mnoZstvi pfispivaji ke zlepSeni
zdravotniho stavu hostitele. Obvykle jsou pouzivany bakterie piirozené obyvajici travici trakt
lidi (Rada, 2010).

Utinek probiotik spo&iva ve stabilizaci piitomné mikrofléry traviciho traktu, tim
se vytvafi predpoklady pro pifiznivé ovlivnéni zdravotniho stavu ¢lovéka s cilem dosahnout

prevence uréitych chorob nebo napomoci k 16¢bé stavajicich nemoci (Svestka, 2007).
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Podle Rady (2010) se u hospodaiskych zvifat oekava priznivy vliv jak na uzitkové
vlastnosti (dojivost, snaska vajec, pfirustky na hmotnosti), tak zdravotni stav. U lidi
se ocekavaji predevsim ucinky na zdravotni stav. Mezi nejcastéji zminované (a z velké ¢asti
prokdzané) patii prevence a terapie prujmovych onemocnéni (hlavné u malych déti),
snizovani hladiny krevniho cholesterolu (piisobi zejména termofilni mlécné bakterie),
prevence kolorektalni rakoviny a rakoviny mocového méchyte (ucinné jsou hlavné
bifidobakterie).

Mikroorganizmy jako probiotika musi splinovat urc¢ité¢ nezbytné predpoklady. Musi byt
ucinnd a bezpecna (protoze jsou aplikovana v zivém stavu, nesméji mit zadné patogenni
ke stievnimu epitelu a byt lidského ptivodu (Svestka, 2007).

Nejpouzivangjs§imi bakteriemi jsou bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium.
Vycet probiotickych mikroorganizmt je vSak daleko pestiej$i a zahrnuje dalSi bakteridlni
rody a druhy (Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Bacillus, C. butyricum,
Propionibacterium), ale také kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) a plisné (Aspergillus
oryzae). Tyto kultury jsou dnes bézné piidavany do mléénych kysanych vyrobkd, syru,
fermentovanych masnych vyrobku, ale i do naplni suSenek a oplatkii. V téchto vyrobcich
je potieba vzdy feSit problematiku udrzeni po¢tu zivych buné€k po dobu expirace. Dalsi
alternativou je podavani probiotik ve formé kapsli, lyofilizovanych, popt. suSenych praski

(Rada, 2010).

3.2.2 Prebiotika

Gibson et Roberfroid (1995) definovali prebiotikum jako nestravitelnou potravinovou
slozku, ktera blahodarn¢ plisobi na hostitele selektivni stimulaci rlstu, aktivity ¢i oboji
jednoho nebo omezeného poctu bakteridlnich druhti mikroflory tlustého stfeva. Prebiotika
tedy mohou pfiznivé ovlivnit sloZeni stievni mikroflory zvysSenim poctu specifickym bakterii.

Aby mohla byt uréita slozka potravy klasifikovana jako prebiotikum, musi spliiovat
nasledujici kritéria:

e nesmi byt hydrolyzovana ani absorbovana Vv horni ¢asti gastrointestinalniho traktu
e musi byt selektivnim substratem pro jednu nebo omezeny pocet prospésné
komenzalnich bakterii tlustého stieva a tim tak stimulovat jejich rist, metabolickou

aktivitu nebo oboji
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e musi byt schopna ovlivnit slozeni mikrofloéry tlustého stfeva smérem k zdravi
Prebiotika jsou obvykle ve form¢ oligosacharidi. Vyskytuji se v pfirozené formeé
v matefském mléce, jsou pritomny v mnoha rostlinach (¢ekanka, obiloviny, banany, cibule

atd.) a mohou byt doplnéna také do stravy a napoju (Sykora, 2011).

3.2.2.1 Oligosacharidy

Oligosacharidy jsou definovany jako sacharidy se tfemi az deseti vazanymi
jednotkami. Vétsina oligosacharidli, které jsou nestravitelné nebo ¢asteéné stravitelné,
sesnadno fermentuje bakteriemi v tlustém stfevé. Ke zlepSeni stfevni mikroflory
prostfednictvim konzumace oligosacharidli je proto zapotiebi, aby slouceniny nepodléhaly
procesu traveni a absorpci v tenkém stfevu a dostaly se tak do tlustého stfeva v nezménéné
podobé. Zde jsou metabolizovany stfevnimi bakteriemi za produkce velkého mnoZstvi
mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Disledkem toho dochazi v tlustém stievé ke snizeni
pPH za soucasného zvyseni celkového poctu stfevnich mikroorganizmii a objemu vykali.
Prosp&sné bakterie (Bifidobacterium, Lactobacillus) jsou odolné ke kyselému prostiedi,
zatimco $kodlivé bakterie, napt. Clostridium spp., jsou citlivé ke kyselym podminkam
(Kvasnickova, 2000).

Prebiotické oligosacharidy obsahuji vétSinou fetézce fruktdozy nebo galaktozy
s terminalné pfipojenou glukozou. Piikladem prebiotickych oligosacharidi jsou galakto -
oligosacharidy (GOS), frukto - oligosacharidy (FOS), sojové oligosacharidy a inulin.
V soucasnosti vyrobci mlééné kojenecké vyzivy upravuji kojenecké formule obohacenim
0 oligosacharidova prebiotika (Sykora, 2011).

Podle Rady et al. (2008) podporuji komeréné dostupna prebiotika nejen rist
bifidobakterii, ale také Klostridii a je tedy diskutabilni jejich podavani u kojenct s deficitem
bifidobakterii. Podstatné Iépe rostly bifidobakterie pouze na GOS.

Ve starsi praci Ohtsuka et al. (1989) uvadgji horsi rist laktobacilt na GOS ve srovnani
s bifidobakteriemi. Nicméné vysledky Watsona et al. (2012) naznacuji, ze u vétSiny
testovanych laktobacilii jsou vynikajici ristové schopnosti na GOS ve srovnani s FOS nebo
inulinem. Ve studii Bouhnik et al (2004) je zase patrné, ze GOS maji silnéjsi bifidogenni

ucinek v porovnani s FOS s krat§im fetézcem.
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3.2.2.1.1 Vybrané oligosacharidy

e Galakto - oligosacharidy

GOS se obvykle ziskavaji z koncentrované¢ho laktézového sirupu ptisobenim f -
galaktosidazy. Jsou slozené z molekul galaktozy a glukdzy, vyjadiené vzorcem Glu a 1 - 4
[Gal 1 - 6],, kde n (2 - 5) je pocet navazanych jednotek galaktézy na molekulu glukdzy
(Lamsal, 2012).

Vyskyt bifidogenni mikroflory ve stfevé kojencti byl pfisuzovan ptitomnosti GOS
V matefském mléce. Z tohoto duvodu pfildkaly GOS znacny komercéni zdjem a nékteré
spole¢nosti se v soucasnosti podileji na jejich vyrobé (Crittenden et Playne, 1996). GOS
vyrobené enzymatickou pfeménou laktdézy se pfirozené nevyskytuji v matetském mléce.
Nicméné byl znaény zajem o GOS jako soucast kojenecké vyzivy (Barile et Rastall, 2013).

Komeréné dostupné GOS jsou smési s vice neZz 55 % obsahem oligosacharidd,
obsahuji okolo 20 % laktézy, 20 % glukdézy a malé mnoZstvi galaktozy. Jsou dostupné

Vv praskové ¢i tekuté formé (Sako et al., 1999).

e Frukto - oligosacharidy
FOS se vyrab¢ji dvéma odliSnymi zptsoby, ¢imz vznikaji mirné¢ odlisné konecné
produkty. FOS se ziskavaji ze sachar6zy bud’ pomoci enzymu B - fruktofuranosidazy
nebo fizenou hydrolyzou z inulinu (Crittenden et Playne, 1996).
Po chemické strance jsou FOS polymery (polymerizaéni stupeni 2 - 30) D - fruktdzy
spojené B - ( 2 - 1) vazbami zakoncené molekulou sacharosy, jsou rostlinného pivodu
a ptirozené se nachazi v ¢ekance, cibuli, arty¢ocich, ¢esneku, bananech, rajéatech a jejich

primérny obsah v Eerstvém ovoci a zeleniné je 6 % (Rudolfova et Curda, 2005).

e Malto - oligosacharidy

MOS se vyrabi komeréné ze Skrobu plsobenim pullulandzy nebo isoamylazy
v kombinaci s a - amylazami. Vzhledem k rozdilné specifi¢nosti o - amylaz vznikaji sirupy
bohaté na MOS s riznou délkou fetézce. MOS obsahuji zbytky glukézy propojené a - 1 - 4
glykosidickou vazbou (Crittenden et Playne, 1996).

Podle Crittenden et Playna (1996) MOS obecné nepodporuji zvysSeni poctu
bifidobakterii v tlustém stfevé. MOS jsou hydrolyzovany a absorbovany v tenkém stievé a
obecné tedy nepiisobi jako prebiotika, ale mizou byt efektivni pfi zlepSeni podminek tlustého

stteva (Kvasnickova, 2000). Nicmén¢ v japonské studii Sugawara et al. (1989) zjistili, ze
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konzumace kukuftiéného sirupu bohatého na maltotetraosu vede ke snizeni poctu hnilobnych

bakterii C. perfringens a Enterobacteriaceae.
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4. Material a metody

Pro méfeni rastovych kiivek byly dodany katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky,
vzorky anaerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii ze sbirkovych kultur, traviciho traktu
kojencii a mlé¢nych vyrobkl. Celkem bylo pouzito 28 kment (10 kment bifidobakterii, 9
kmenta klostridii a laktobaciltl), jejichz rust byl méfen na tfech riznych prebiotickych
oligosacharidech - FOS (Raftilose® P95), GOS (Vivinal®) a MOS (Nutriose® FMO06). Pehled

jednotlivych kmeni je uveden v nasledujici tabulce.

Tab. 5 Pouzité kmeny

Kmen Oznaceni Pivod
C. perfringens T2 TT

C. perfringens FW2 TT

C. perfringens DSMZ 11 778 DSMZ
C. butyricum BCA TT

C. butyricum CM14 TT

C. sp. CMm11 TT

C. difficile KK4 TT

C. tertium LAA 11 TT

C. acetobutylicum L4 TT

L. acidophilus BOV TT

L. acidophilus MR TT

L. brevis DCH TT

L. rhamnosus JP TT

L. rhamnosus A TT

L. delbrueckii JH TT

L. paracasei KRA TT

L. paracasei JA TT

L. fermentum TS TT

B. animalis ssp. lactis BB12 ml. vyrobky
B. animalis ssp. animalis DSMZ 20 104 DSMZz
B. dentium AP TT

B. longum ssp. longum ATCC 15707 ATCC
B. longum ssp. longum J2 TT

B. longum ssp. infantis FE8 TT

B. breve ATCC 15 700 ATCC
B. breve DCH TT

B. breve FB TT

B. bifidum JKM TT

DSMZ - némecké sbirkové kmeny, ATCC - americké sbirkové kmeny, TT - izolaty traviciho

traktu.
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4.1 SloZeni a priprava médii

Piiprava cukerného roztoku (20%)

Slozeni:
. Destilovana voda 1000,0 ml
o Cukr 200,09

(Raftilose®™ P95, Vivinal®, Nutriose®™ FMO06)
Navazeny cukr byl rozpustén a davkovan ptiblizn€ po 20 ml do sklenénych lahvicek.
Poté byl cukerny roztok 10 - 15 minut provaien a nasledné probublan CO, (pro odstranéni

kysliku), anaerobn¢ uzavten a sterilovan pti 120 °C po dobu 15 minut.

Kultivaéni médium Wilkins - Chalgren bujon se sojovym peptonem (W + sp)

SloZeni:

. Destilovana voda 1000,0 ml

o Trypton 1009

. Pepton 100¢g

° Kwvasni¢ni extrakt 5049

) Chlorid sodny 5049

o Pyruvat sodny 109¢

. L - arginin 109

o Glukosa 109

o Haemin 0,005¢g

. Menadione 0,0005 g
K 33,0 g Wilkins - Chalgren bujonu piidame:

. Soja pepton 500

. L - cystein 0,590

° Tween 80 1,0 ml

Po rozpusténi byla navazka média rozvafena a rozplnéna po 9 ml do sklenénych

lahvicek. Lahvicky byly anaerobné uzavieny a sterilovany pii 120 °C po dobu 15 minut.
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Redici Fady s resazurinem

Slozeni:
. Destilovana voda 1000,0 ml
. Trypton 10,049
o Nutrien broth 2 10,09
. Kvasni¢ni autolyzat 5049
o L - cystein 0549
° Resazurin 10,0 mg
° Tween 80 1,0 ml

V Erlenmayerové baiice bylo rozpusSténo a promichano 26,5 g média s pfidanym
indikatorem resazurinem, ktery indikuje pfitomnost kysliku. Bafika byla uzaviena folii
a povarena do ¢irého zbarveni. Po tpravé pH (7) bylo médium davkovano do zkumavek popf.
sklenénych lahvicek po 9 ml. Dale bylo provaieno (10 - 15 minut), probublano CO,,

anaerobn¢ uzavieno a sterilovano pti 120 °C po dobu 15 minut.

4.2 Pracovni postup

e Piiprava anaerobniho boxu
Den pted vlastnim méfenim byl pfipraven anaerobni box (Bug Box). V boxu
je vytvofeno anaerobni prostfedi, které je automaticky regulovano dopousténim dusiku

a smésného plynu.

o Kultivace
Vybrané Cisté kultury byly anaerobné rozockovany V aseptickém prostiedi po 0,5 ml
ve 2 kopiich do zkumavek popf. skleni¢ek s kultivacnim mediem (W + Sp). Naockované

kmeny byly poté kultivovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

e Ockovani
Vybrané vzorky byly anaerobné rozockovany do fedicich fad s piislusnym cukrem
(Iml) a 03 ml zkoumaného kmene. Nasledné byly vzorky v boxu pipetovany
do mikrotitra¢nich desti¢ek s rovnym dnem. Pro kazdy vzorek byl pfipraven 1 sloupec po 8

jamkach. Pro kontrolu (Blank) bylo do prvniho sloupce pipetovano ¢isté medium. V ostatnich
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sloupcich byly pipetovany vzorky s piislusnym kmenem a cukrem po 0,2 ml. Nakonec byla
desticka piekryta vzduchotésnou folii a pfenesena K vlastnimu méfeni.

Soucasné probihalo ockovani do zkumavek ve 4 opakovanich. Bylo zachovano stejné
mnozstvi kmene a piislusSného cukru. Rozdil je pouze v mnozstvi kultivaéniho média.

V prabéhu méteni byly zkumavky umistény ve vodni lazni pii 37 °C.

4.2.1 Méfeni ristu

Pted ptfichodem méfeni na mikrotitracnich destickach probihal rist v Erlenmayerovych
baiikach nebo v kultivacnich zkumavkach pfi konstantni teplot€¢ mistnosti ¢i ve vodni 1azni.
Vzorek byl poté spektrofotometricky zméfen. Znaméfenych dat, at’ uz rucné
nebo po prevedeni do poéitace, byly pocitany specifické rastové rychlosti, coz bylo velmi
zdlouhavé (Hall et al., 2013).

Opticka densita (OD) v kultiva¢nich zkumavkach byla métfena pii vinové délce
575 nm na Densitometru DEN - 1B (Biosan). Pfed kazdym méfenim po vyjmuti z vodni lazné
(37 °C) bylo potieba zkumavky tadné protiepat, protoze dochizelo u nékterych bakterii
k agregaci (viz. priloha obr. 7), a utfit do sucha. Jedna se o spolehlivou metodu, ale jeji
nevyhodou je naro¢nost z hlediska ¢asu a spotfeby materialu.

Proto bylo méfeni v kultiva¢nich zkumavkach soucasné porovnavano s méfenim OD
na mikrotitraénich destickach pomoci automatického spektrofotometru Infinite M200
(Tecan). Pfistroj umoziuje kontinualni méteni, pfi kterém vyuziva tfi sady moderni optiky
spolu setfemi vykonnymi detektory, které umoziuji absorban¢ni, fluorescencni
a luminiscenéni Ctenti.

Desticka byla vlozena do pfistroje, dopfedu nastaveném na 37 °C. Méteni probihalo
pii vlnové délce 420 nm v %2 hodinovych intervalech po dobu 24 hodin. V pribéhu casu
pfistroj pfed kazdym méfenim protiepal desticku a postupné zméfil absorbanci OD
jednotlivych jamek. Namétené hodnoty byly potom pievedeny do programu Excel (neni tedy
nutné hodnoty ru¢né ptepisovat, jako je tomu u méfeni na zkumavkach). Kromé toho pfistroj
umoziuje graficky zaznamenat rist pro kazdou jamku, 1ze tak doptedu zjistit, zda dany kmen

roste, popt. zda je ¢istd kontrola.

¢ Riistové krivky
Z naméfenych hodnot byl vypoéten prumér, ktery byl upraven pomoci piirozeného
logaritmu. Z takto upravenych hodnot byl sestaven graf ristovych kiivek (kde na ose x je Cas

anaosey je In OD*100) pro kazdy kmen na daném substratu.
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e Specifické rychlosti
Grafem byla prolozena piimka zachycujici exponencialni fazi ristu, ktera prochazela

minimalng tfemi body. Nasledné byla vypodtena specificka riistova rychlost [h™] ze vzorce:

w = (Inx * 100) - (Inxo * 100) / (t - to)

kde Inx a Inxo je rozdil hodnot OD mezi prvnim a poslednim bodem exponencialni

faze v Gasech t a to.

e Maximalni narast

Vedle rychlosti byl spocitan z logaritmicky upravenych kiivek maximalni nartst

e Statistické vyhodnoceni
Vysledky byly statisticky zpracovany v programu Statistica 12. V ramci bakterialniho
rodu na daném prebiotiku byly porovnany celkové praméry specifickych rustovych rychlosti.

Pro vyhodnoceni byl pouzit T - test pfi zvolené hladin€ vyznamnosti a = 0,05.
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5. Vysledky

Pro porovnani bakterialniho rGstu na mikrotitracnich destickdch a v kultivac¢nich
zkumavkach byly naméfené hodnoty prevedeny do grafické podoby rustovych kiivek,
z kterych byly nasledné vypocteny specifické rastové rychlosti. V nasledujici ¢asti je pro

znacny pocet vysledkt uvedeno nékolik vybranych kiivek z obou metod.

5.1 Vybrané krivky ristu na destickach
Vybrané grafy znazornuji specifické riistové kiivky odlisnych bakteridlnich kmenti
na riiznych substratech - Raftilose® (FOS), Vivinalu® (GOS) a Nutriose® (MOS). Grafy 1 - 6

uvadéji ristove kiivky s vyraznou exponencialni ¢asti.
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Graf 3 C. perfringens
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Graf 4 L. fermentum

Raftilose® P95

5,0
4,5

4,0
3,5 /
3,0

2,5
20 1/

1,5
1,0

In OD * 100 (420 nm)

0,5
0,0

10 | 15 20 25
Cas (hodiny)

TS

Graf 5 L. rhamnosus
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Graf 6 L. brevis
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Graf 7B
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Graf 9 B. breve
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U ristovych kiivek grafu 8 a 9 se exponencidlni ¢ast prakticky nevyskytuje, proto jsou

oznaceny jako NG (nerostlo, nespecificky rust).

5.2 Vybrané krivky rustu na zkumavce

Graf 10 vykazuje nespecificky rast bifidobakterii ve zkumavkach.

Graf 10 B. dentium
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Grafy 11 a 12 zachycuji exponencidlni priibéh rastové kiivky laktobacilu a klostridie.

Graf 11 L. paracasei
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Graf 12 C. butyricum
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Pocatecni koncentrace se u zkumavek pohybovala kolem 3,5. V pfipadé
mikrotitracnich desticek byla pocate¢ni hodnota vice variabilni, vétSinou se pohybovala

kolem 1.
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5.3 Specifické ristové rychlosti

Vsemi grafy byla prolozena piimka zachycujici exponencidlni fazi rastu. Nasledné

byla vypocitana specificka rastova rychlost. Vypoctené rychlosti jsou uvedeny v nasledujicich

tabulkach spolu s maximalnimi nardsty.

Tab. 6 Specifické ristové rychlosti s maximalnimi nartisty na Raftilose™

FOS
Kmen
Raftilose® P95

Klostridie desticky max. zkumavky max.

C. perfringens T2 0,92 +0,05(4.21 + 0,07 |1,29 £ 0,02 16,75 + 0,01
C. perfringens FW2 0,82 +0,11|4,18+ 0,05 |1,16+0,13(6,47 + 0,00
C. perfringens DSMZ 11 778 1,12+ 0,03 14,53 £ 0,01 [1,41 +0,06]6,81 0,01
C. butyricum BCA 0,41 £0,07 (4,14 +£ 0,04 11,26 +0,10]6,65 & 0,00
C. butyricum CM14 NG NG 1,26 +0,20(6.,80 + 0,01
C. sp.CM11 NG NG 0,77 +£ 0,08 16,23 + 0,03
C. difficile KK4 0,45+ 0,02 (4,08 = 0,07 |0,77 £0,18 6,33 = 0,02
C. tertium LAA III 1,32+ 0,26 4,18 = 0,03 [0,65 + 0,14 (6,50 = 0,01
C. acetobutylicum L4 1,11 +£0,05(4,34 + 0,01 |0,89 + 0,60 |6,66 + 0,06
Klostridie pramér 0,88 + 0,35 (4,24 + 0,15 |1,05 + 0,286,58 + 0,21
Laktobacily desticky max. zkumavky max.

L. acidophilus BOV 0,82 +0,12|3,26 + 0,05 |0,82 + 0,16 (6,68 + 0,00
L. acidophilus MR 0,54 +£ 0,03 |4,67 = 0,02 |0,65 £ 0,06 6,42 £+ 0,07
L. brevis DCH 0,91 +£0,10(3,87+0,11 |1,03£0,08(6,71 £+ 0,02
L. rhamnosus JP 0,81 0,08 (4,42 + 0,03 |0,88 +0,12(6,72 + 0,01
L. rhamnosus A 0,66 = 0,06 (4,59 = 0,03 |0,79 £+ 0,05 (6,69 £ 0,02
L. delbrueckii JH 0,56 +0,12(|3,23 +0,10 |0,44 = 0,01 (5,31 + 0,05
L. paracasei KRA 0,77 +£ 0,09 |4,36 = 0,02 (0,62 + 0,07 6,50 + 0,01
L. paracasei JA 0,62 + 0,03 (4,14 + 0,04 10,57 = 0,03 6,55 + 0,02
L. fermentum TS 0,99 + 0,80 (4,35 + 0,02 1,24 + 0,08 |6,60 + 0,08
Laktobacily primér 0,74 + 0,16 |4,10 = 0,54 [0,78 + 0,25 (6,55 + 0,56
Bifidobakterie destiCky max. zkumavky max.

B. animalis ssp. lactis BB12 1,30 +0,18(3.57 + 0,03 NG 5,14 + 0,23
B. animalis ssp. animalis DSMZ 20 104 (0,82 + 0,16 (3.62 + 0,04 NG 5,39 £+ 0,00
B. dentium AP 1,23 +0,14|3,07 = 0,03 NG 5,56 +0,16
B. longum ssp. longum ATCC 15 707 0,59 + 0,04 (3,50 = 0,05 (0,72 + 0,02 5,88 + 0,04
B. longum ssp. longum J2 0,51 £ 0,03 (3.81 + 0,04 NG 5,29+ 0,13
B. longum ssp. infantis FE3 0,40+ 0,11(3,67 = 0,05 |0,69 £+ 0,08 (6,07 = 0,02
B. breve ATCC 15 700 0,56 +£ 0,08 (3,33 + 0,03 |0,46 + 0,14 (5,34 + 0,18
B. breve DCH NG NG NG NG

B. breve FB NG NG NG NG

B. bifidum JKM NG NG NG 4,98 + 0,05
Bifidobakterie pramér 0,77 + 0,36 |3,51 = 0,24 (0,62 + 0,14 (5,46 + 0,29

Vysvétlivky: ¢erné - specifické ristové rychlosti na desti¢kach (420 nm) a zkumavkach (575

nm), modie - max. - maximalni nardst (In OD * 100), NG - nerostlo, nespecificky rust.

Tab. 6 uvadi rist anaerobnich bakterii na FOS Raftilose™. Na Raftilose® nejlépe rostly

klostridie kromé& vzorki CM11 a CM14, které nerostly na destickach. Nejvyssi ristova

rychlost byla naméfena u sbirkového kmene C. perfringens a C. butyricum ve zkumavkach.

Na destiéce rostl nejlépe kmen C. tertium.
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Pomérné vyrovnané vysledky jsou mezi obémi metodami u laktobacild, z nichz
nejrychleji rostl L. fermentum a L. brevis a nejhorsi rist byl naméfen u L. delbrueckii.
Nejvyrovnangj$i rastova rychlost byla naméfena u kmene L. acidophilus (BOV).

Z bifidobakterii nerostl na FOS kmen B. breve (DCH, FB) na rozdil od sbirkového
kmene B. breve ATCC 15 700, u kterého byl patrny rust. Nejrychleji na destickach rostly

kmeny B.animalis ssp. lactis a B. dentium. V piipadé zkumavek vtad¢ piipadi

u bifidobakterii nebyla optimaln¢ zachycena rtstova kiivka pro vypocet rychlosti (NG).

Tab. 7 Specifické ristové rychlosti s maximalnimi nartsty na Vivinalu®

GOS
Kmen
Vivinal®

Klostridie desticky max. zkumavky max.

C. perfringens T2 0,85+ 0,04 14,40 +0,09(1,24 + 0,05 |6,75 + 0,01
C. perfringens FW2 1,13 +0,2213.98 = 0,08 (1,21 + 0,01 16,32 &+ 0,00
C. perfringens DSMZ 11 778 1,37 £ 0,08 14,39 +0,02(1,47 £ 0,05 (6,71 + 0,02
C. butyricum BCA 0,54 +£ 0,07 4,16 0,28 (1,42 £ 0,06 (6,61 + 0,02
C. butyricum CM14 NG NG 1,47 £ 0,09 6,66 + 0,01
C. sp.CM11 NG NG 0,77 £0,1316,34 + 0,03
C. difficile KK4 0,40 + 0,06 (4,06 + 0,03 (0,83 + 0,06 (6,34 + 0,01
C. tertium LAAIII 1,37 £ 0,08 (4,13 +£0,02]0,74 + 0,06 |6,53 + 0,01
C. acetobutylicum L4 1,11 £ 0,07 14,41 = 0,04 (0,74 £+ 0,06 |6,70 = 0,03
Klostridie pramér 0,97 + 0,38 (4,22 + 0,18 (1,10 + 0,33 (6,55 + 0,18
Laktobacily desticky max. zkumavky max.

L. acidophilus BOV 0,79 = 0,11 (4,32 + 0,03 10,83 + 0,06 (6,66 + 0,06
L. acidophilus MR 0,71 £ 0,04 |4,63 = 0,02 10,71 £ 0,14 (6,56 + 0,24
L. brevis DCH 1,04 + 0,09 (4,29 + 0,03 1,09 = 0,09 |6,64 + 0,03
L. rhamnosus JP 0,75 + 0,09 (4.46 + 0,02 (0,89 + 0,03 |6,60 + 0,04
L. rhamnosus A 0,70+ 0,1214,27 + 0,02 (0,71 = 0,02 16,66 + 0,03
L. delbrueckii JH 0,29 + 0,03 3,06 +0,11(0,36 + 0,04 (4,30 = 0,09
L. paracasei KRA 0,52+ 0,02 (4,34 + 0,03 0,50 + 0,07 [6,65 + 0,02
L. paracasei JA 0,63 + 0,07 4,35 + 0,04 10,65 £+ 0,09 (6,59 + 0,04
L. fermentum TS 0,83 + 0,07 (4,23 + 0,06 10,69 + 0,60 |6,38 + 0,09
Laktobacily prumér 0,70 = 0,21 (4,22 + 0,45 (0,72 + 0,21 |6,34 = 0,77
Bifidobakterie destiCky max. zkumavky max.

B. animalis ssp. lactis BB12 0,57 +£0,01|3,76 +0,05(0,26 + 0,05 (5,23 + 0,08
B. animalis ssp. animalis DSMZ 20 104 NG NG NG NG

B. dentium AP 1,57 £ 0,39 (3,50 = 0,03 (0,67 + 0,07 [5,98 + 0,05
B. longum ssp. longum ATCC 15 707 0,46 £0,1713,92 + 0,02 (0,49 £ 0,28 15,59 + 0,02
B. longum ssp. longum J2 NG 3,84 + 0,03 NG NG

B. longum ssp. infantis FE8 0,62 +0,16(3.13 + 0,04 (0,67 + 0,07 (6,17 + 0,02
B. breve ATCC 15 700 1,02 +0,33(3,18 +0,05]0,42 + 0,08 (5,24 +£ 0,16
B. breve DCH 0,57 +0,01(3,32 +0,06|0,70 = 0,10 (6,13 + 0,00
B. breve FB NG NG NG 4,97 £ 0,49
B. bifidum JKM NG NG 0.58 + 0.05 15,60 0,19
Bifidobakterie pramér 0,80 + 0,43 (3,52 + 0,32 (0,56 = 0,16 (5,61 + 0,45

Vysvétlivky: viz. tab. 6

Tab. 7 udava rist méfenych bakterii na GOS Vivinalu®. Vysledky klostridii na GOS
byly podobné riistu na FOS. Na Vivinalu® rostly nejlépe klostridie, konkrétn& C. perfringens.
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Vysoka specificka rustova rychlost byla naméfena také u C. tertium na desticce
a C. butyricum ve zkumavce. Kmeny CM11 a CM 14 na desti¢kach nerostly.

Nejvyrovnanéjsi vysledky ziskané z obou metod byly naméfeny u fady laktobacilt
(L. acidophilus, L. rhamnosus, L. paracasei), ¢emuz odpovida i pramérna rychlost laktobacili
na Vivinalu®. Z laktobacildi rostl $patné pouze kmen L. delbrueckii. | tyto vysledky jsou
podobné rustu na FOS.

Z bifidobakterii byla naméfena nejvyssi ristova rychlost u B. dentium na desticce.
Kmen B. animalis ssp. animalis byl jedinym kmenem, ktery v pfipad¢ obou metod nerostl.

Na desti¢ce nerostly také kmeny B. breve (FB) a B. bifidum. Ve zkumavkach nerostl kmen

B. longum ssp. longum.

Tab. 8 Specifické ristové rychlosti s maximalnimi nartsty na Nutriose™

Kmen - M?@S
Nutriose™ FMO06

Klostridie desticky max. zkumavky max.

C. perfringens T2 0,76 = 0,03 14,23 + 0,03 |1,18 + 0,03 (6,56 + 0,02
C. perfringens FW?2 0,84 £0,03(4,22 +0,2211,12+0,1316,48 + 0,04
C. perfringens DSMZ 11 778 0,93 + 0,06 4,15 + 0,03 0,89 = 0,05 (6,42 + 0,01
C. butyricum BCA 0,27 = 0,03 4,14 + 0,04 |1,09 + 0,08 [6,30 + 0,01
C. butyricum CM14 NG NG 0,82 +0,02(5,98 + 0,06
C. sp.CM11 NG NG 0,65 +0,04(5,11+0,07
C. difficile KK4 0,25+0,0312,98+0,11]0,46+ 0,18 (4,78 + 0,06
C. tertium LAA I 0,99 +0,15(2,82 + 0,04 (0,69 + 0,09 4,97 & 0,02
C. acetobutylicum L4 1,21 +0,11(3,83 +0,09]0,57 + 0,07 (6,33 + 0,02
Klostridie primér 0,75 + 0,36 (3,77 + 0,61 (0,83 + 0,26 [5,.88 + 0,72
Laktobacily desticky max. zkumavky max.

L. acidophilus BOV 0,65 +0,2012,59 +0,11]0,65+ 0,13 (5,84 + 0,03
L. acidophilus MR 0,42 +0,05|3,38 = 0,03 0,65+ 0,05(6,03 + 0,01
L. brevis DCH 0,80 +£0,03(3,41 = 0,0310,72 +0,1316,12 += 0,03
L. rhamnosus JP 0,64 = 0,03 (2,97 + 0,02 (0,76 + 0,01 [4,86 + 0,00
L. rhamnosus A 0,58 + 0,04 (2,91 + 0,07 (0,65 £ 0,11 [4.85 + 0,02
L. delbrueckii JH 0,30 +0,07(2,40 = 0,10]0,38 £ 0,12 (3.84 + 0,18
L. paracasei KRA 0,52 +£0,06(2,91 = 0,09]0,52 = 0,09 (4,90 + 0,07
L. paracasei JA 0,43 +0,06(2,75 + 0,09 (0,73 £ 0,12 (4,74 + 0,05
L. fermentum TS 0,46 + 0,0212,97 + 0,05]0,68 = 0,11 (4,89 + 0,05
Laktobacily pramér 0,53 +0,15(2.92 + 0,33 (0,64 = 0,12 (5,12 += 0,74
Bifidobakterie desticky max. zkumavky max.

B. animalis ssp. lactis BB12 NG NG 0,70 £ 0,05(5,12 += 0,08
B. animalis ssp. animalis DSMZ 20 104 NG NG 0,56 = 0,04 (5,04 = 0,14
B. dentium AP NG NG 0,34 +0,10(4,94 + 0,02
B. longum ssp. longum ATCC 15 707 NG NG NG NG

B. longum ssp. longum J2 NG NG 0,59 +0,11(5,08 = 0,02
B. longum ssp. infantis FE8 NG NG NG NG

B. breve ATCC 15 700 NG NG 0,40 + 0,09(5,59 + 0,02
B. breve DCH NG 3,41 +=0,011(0,35+0,02]5,82 + 0,05
B. breve FB NG NG 0,46 = 0,04 15,59 = 0,05
B. bifidum JKM NG NG NG NG

Bifidobakterie primér NG NG 0,49 + 0,13 (5,13 + 0,68

Vysvétlivky: viz. tab. 6
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Rist anaerobnich bakterii na MOS Nutriose® uvadi tab. 8. Vyssich naristi na MOS
dosahovaly C. perfringens, C. butyricum a C. acetobutylicum. Kmen C. difficile rostl nejhtie
ze v8ech klostridii, kmeny CM11 a CM14 na desti¢ce nerostly, podobné jako u FOS a GOS.

Laktobacily rostly na MOS jesté pomaleji nez klostridie. Z laktobacilti byl vys$si narast
u L. acidophilus (MR) a L. brevis.

Pongkud’ horsi vysledky na Nutriose® byly naméfeny u bifidobakterii, konkrétng
na desti¢ce, kde byl zaznamenan rist pouze B. breve (DCH). Spatny rist byl i v piipads
bifidobakterii ve zkumavkach. Kmeny B. longum ssp. longum, B. longum ssp. infantis

a B. bifidum na MOS viibec nerostly.

Z vyse uvedenych tabulek 6 - 8 vyplyva, ze z hlediska poctu NG rostly anaerobni
bakterie hife v mikrotitra¢nich desti¢kach. Vyznamny rozdil je predeviim na Nutriose®, kde
byl zaznamenan rist pouze u kmene B. breve (DCH). Na Nutriose® rostly nejlépe
C. perfringens, ale celkovy prumér je V pfipadé rychlosti inartistu mensi, nez je tomu
u zbylych cukrt. Podobné¢ tomu bylo i u bifidobakterii a laktobacild.

Viechny tfi rody rostly podstatnd 1épe na Raftilose® a Vivinalu®. Na zikladé
celkovych primérd byl u klostridii lepsi rust na pouzitych oligosacharidech v porovnani
s ostatnimi rody. V piipad¢ laktobacilti byly naméfeny nejmensi rychlostni rozdily v ramci
pouzitych metod. Vétsi rozdily ve vysledcich byly naméteny u bifidobakterii. Oproti

laktobacilim a klostridiim byla vyssi ristova rychlost na destickach nez ve zkumavkach.

V programu Statistica 12 byly statisticky T - testem porovnavany prumérné hodnoty
specifickych ristovych rychlosti v rdmei metod na jednotlivych cukrech. Na zakladé zvolené
hladin¢ vyznamnosti (a = 0,05) nejsou s 95 % pravdépodobnosti mezi metodami statisticky
vyznamné rozdily. V ptipadé bifidobakterii na Nutriose® nebylo mozné hodnoty statisticky

porovnavat. Pro ptehled jsou uvedeny na nasledujici strance nékteré krabicové grafy (13 -
15).
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Graf 13 Klostridie na Nutriose® FM06
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Graf 15 Bifidobakterie na Raftilose® P95
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6. Diskuze

Bakterie jsou pfirozenou soucasti mikroflory tlustého stieva, ktera je z vice jak 99 %
obligatn¢ anaerobni (Kerckhoffs et al., 2006). Béhem prvnich dni po narozeni, jsou Vv tlustém
sttevé vétSinou dominantné zastoupeny bifidobakterie, jejichz pocet se S Casem postupné
snizuje (Mitsuoka, 1990). Byl vSak prokazan vztah mezi niz§im poctem bifidobakterii
VvV souvislosti se zvySenym rizikem infekci a nékterymi chronickymi degenerativnimi
nemocemi (Rowland et Gill, 2008).

Na trhu existuje fada komerc¢nich prebiotik, jez mohou ptiznivé ovlivnit sloZeni stfevni
mikrofléry. Pro zji$téni bakterialniho ristu na kultiva¢nich médiich obohacenych o prebiotika
se vyuzivaji rastové kiivky. Ristové kiivky jsou €asto méfeny v kultivaénich zkumavkéch,
nicméné tento zpusob méfeni je naro¢ny na spotiebu materialu, a proto spolu s touto metodou
byl v této diplomové praci méfen i rist na mikrotitraénich destickach.

Ze zjisténych vysledkt v tabulkach 6 - 8 je zfejmé, Ze na riist anaerobnich bakterii
m¢éla vliv jak zvolena metoda, tak 1 pouzity cukr.

V piipad¢ bifidobakterii na mikrotira¢nich destickach (tab. 6) nebyl zaznamenan zadny
nebo velmi slaby rist na Nutriose®. Podle Crittendena et Playna (1996) MOS obecné
nepodporuji zvySeni poctu bifidobakterii v tlustém stifevé, jelikoz jsou hydrolyzovany
a absorbovany jiz ve stievé tenkém. Nelze je tedy povazovat dle obecné definice za prebiotika
(Collins et Gibson, 1999). Nutriose® viak podléha &asteéné hydrolyze a z vetsi Gasti se Gcastni
fermentace v tlustém stievé (Lefranc - Millot et al., 2009). V ramci obecnych definic se tedy
jedna o prebiotickou rozpustnou vlakninu. (Lefranc - Millot et al., 2012). Nicméné hydrolyza
MOS jiz v horni ¢asti TT a jejich absence v tlustém stfevé by mohla byt vysvétlenim ponékud
horiho ristu bakterii na Nutriose® ve srovnani s ostatnimi cukry.

Podle jedné star§i studie Sugawary et al. (1989) konzumace kukuficného sirupu
bohatého na maltotetraosu vede ke snizeni poétu hnilobnych bakterii, véetné C. perfringens.
Také Lefranc - Millot et al. (2012) dodévaji, ze Nutriose® inhibuje rast C. perfringens.
ZnaSich vysledkti je vSak patrny lepsi rust klostridii na MOS, pfedev§im zminéné
C. perfringens. Je tedy sporné, zda by Nutriose® mé&la byt podavana k optimalizaci stfevni
mikroflory, jelikoz kmen C. perfringens je grampozitivni patogen, jenz se nachazi nejen
v ovzdusi a pudg¢, ale také v travicim traktu lidi a zvitat (Briolat et Reysset, 2002).

Prioritou této prace vSak bylo porovnat vysledky mezi metodami, a proto je potieba

zdtvodnit pfi¢inu $patného ristu bifidobakterii spolu se vzorky klostridii CM14 a CM11
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na mikrotitrani desticce. Protoze se bifidobakterie a klostridie fadi mezi anaerobni bakterie
pfedpokladat, Ze na bakteridlni rist piece jenom pusobila urcitd pfitomnost kysliku pfi
méfeni.

Podle Ventury et al. (2004) jsou nékteré druhy bifidobakterii schopné tolerovat nizké
koncentrace kysliku, coZ by mohlo vysvétlovat rist DCH na Nutriose®, u kterého byl
na desticce patrny zakal, viz. graf 9.

V praci Andriantsoaniriny et al. (2013) porovnavali toleranci bifidobakterii vuéi
oxidaénimu stresu a stresovym faktorim TT (Zlu¢, Zaludeéni §t'avy). Z testovanych kmenti na
zaklad¢ jejich vysledkt maji kmeny B. longum a B. breve nejlepsi toleranci vuci témto
stresovym podminkam. Dale autofi dodéavaji, Zze je u téchto kmenid potencial vyuziti jako
lidska probiotika.

Nicméné pokud pfipustime podle naSich vysledki vliv kysliku, konkrétné
na destickach, Ize predpokladat, Ze v pripadé zkumavek mél na rust vliv také zvoleny cukr,
predevsim MOS, na ktery zfejmé nejsou bakterie vhodné enzymaticky vybaveny, ponévadz
i fakultativné anaerobni laktobacily na nich rostly pomaleji a nedosahovaly takového nartstu
(tab. 8). Pravdépodobné je to dano jiz zminénou ¢aste¢nou hydrolyzou MOS v tenkém stieve.

Pro rozpoznani a vylouceni kontaminovanych médii kyslikem, byl pfidan indikator
resazurin, jez tato média zbarvi do riizova. Oproti zkumavkam vsak prace s mikrotitraCnimi
destickami probiha v boxu za uméle vytvofenych anaerobnich podminek a je potieba poté
desticky prekryt vzduchotésnou folii. Nelze tedy vylou€it moZznou pozdéjsi kontaminaci.
Miizeme vSak polemizovat, zda vzduchotésna kryci folie je dostateCnou ochranou pted
vnéjSim prostiedim.

Pokud dany kmen napt. DCH a FB nerostl jak na desti¢ce, tak ve zkumavce (viz. tab.
6), mizeme z toho vyvodit, ze dany kmen neroste, at’ uz z hlediska zvoleného substratu nebo
Z jiného diivodu, napt. zachovani plivodnich anaerobnich podminek. Byl - i vSak patrny rist
na desticce, oproti méfeni ve zkumavce, lze ptipustit chybu pfi méfeni, viz. kmen J2 v tab. 7.

Je tfeba také zminit, Ze v kultivacnich zkumavkach je 9 ml média, zatimco do jamek
bylo pipetovano po 0,2 ml, tedy i mnozstvi média zde mutize hrat sviij vyznam. Vedle béznych
desticek existuji jesté¢ tzv. Deep Well desticky, kde je mozné pipetovat vzorky ve vétSim
mnozstvi, coz by mohlo byt néplni dalsi prace, méfenim na tomto typu desticek pro potvrzeni
¢1 vyvraceni této hypotézy.

Moznou pfitomnost kysliku naznacuji také vysledky laktobacili. Fakultativné
anaerobni bakterie mohou rist jak v pfitomnosti, tak nepfitomnosti kysliku (Stieglmeier et al.,

2009). Pti porovnani obou metod byly v pfipadé laktobacili specifické rustové rychlosti
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pomérn¢ vyrovnané. Nejslabsi rust byl zaznamenan u L. delbrueckii (JH), jenz rostl $patné
v ramci obou metod. Vysledky tedy naznacuji moznou nahradu zkumavek pro méteni
rustovych kiivek fakultativné anaerobnich bakterii na mikrotitracnich destickach.

Z anaerobnich bakterii byl z hlediska specifickych rychlosti pomérné vyrovnany rist
u C. perfringens. Ackoliv se jedna o striktn¢ anaerobniho patogena, jeho bunky mohou ptezit
kratké vystaveni kysliku a adaptovat se na jeho reaktivni formy. Nicméné tento proces
adaptace neni zcela objasnén (Jean et al., 2004).

Dalsim neobvyklym patogenem u lidi je C. tertium, jenz je spojovan s fadou nemoci
(Ray, 2003). Od ostatnich klostridii se odliSuje tim, ze neprodukuje toxiny a je aerotolerantni
(Miller et al., 2001). Pravé u C. tertium, v piipadé destiek na Raftilose® v tab. 6, byla
naméfena nejvyssi ristova rychlost. V porovnani s druhou metodou (Raftilose®™ et Vivinal®)
vsak u tohoto kmene byla zaznamenana témér polovi¢ni rychlost. Nelze fici, Ze by C. tertium
rostl pomaleji ve zkumavkach, ale protoze méfeni pomoci Densitometru probihalo pouze ve 4
opakovanich, ne vzdy byla kazda kiivka vhodna pro vypocet specifické rychlosti. Velkou
vyhodou destiéek, oproti zkumavkam, je moznost zaznamenat vice kiivek (8) s minimalni
spotfebou materialu. Navic kazd4 jamka je méfena automaticky a méfeni tak probiha plynule.

Protoze nebylo mozné porovnat nékteré vysledky na zakladé rychlosti (NG), nelze
z toho vyvodit, ze dany kmen nerostl. Pouze neslo grafem optimalné prolozit pfimku, ktera
by prochazela 3 body, jak je uvedeno u grafu 7 a 10 (AP). Tento problém se tykal piedevsim
bifidobakterii na Raftilose® (B. animalis, B. dentium), coz miize zkreslovat pramémy rist
bifidobakterii ve zkumavkach, proto bly dodany také hodnoty maximalniho narastu.

Pomérné dobry rist mél z bifidobakterii kmen B. dentium, ktery je patogenem ustni
dutiny, kde se dokazal adaptovat pon€kud odlisSnym podminkam, nez které se nachazi v TT.
Jeho schopnosti zde prezit, vyuZzivat Siroké rozmezi substratt, a prispivat tak k rozvoji
zubniho kazu, se ve své studii zabyvali Ventura et al. (2009). Schopnost B. dentium adaptovat
se pon¢kud odlisSnym podminkdm by tedy mohla zddvodnit jeho dobry rust, konkrétné
na Vivinalu® (tab. 7), kde byla u tohoto kmene naméfena nejvy$si ristova rychlost.
Ve srovnani s B. dentium rostl z bifidobakterii rychleji pouze kmen B. animalis ssp. lactis
na Raftilose® (tab. 6), ktery byl jako jediny ze vzorki pivodné izolovan z mlé&nych vyrobka.
Pravé diky zvysené rezistenci vuci naroénym podminkam (pH, kyslik), je kmen B. animalis
prumyslové vyuzivan v kysanych mléénych vyrobcich (Yaeshima, 1996; Gomes et Malcata,
1999). Ve své praci Jayamanne et Adams (2006) dosli k zavéru, ze kmen B. animalis ssp.

lactis ma vyborné schopnosti pro pieziti, véetn¢ tolerance vii¢i oxida¢nimu stresu v porovnani
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s dalsimi kmeny bifidobakterii. Opét se tedy potvrzuje pravdépodobnost mozného vlivu
kysliku na rist anaerobnich bakterii.

Pfi porovnani obou metod také muzeme konstatovat, ze z hlediska poctu NG
u naméfenych specifickych rtstovych rychlosti, jsou bifidobakterie obtizné porovnatelné
lep$iho rustu klostridii mize byt skutecnost, Ze na rozdil od bifidobakterii klostridie produkuji
plyny a mohou tak do jisté miry modifikovat své prostiedi.

Ptestoze mikrotitra¢ni destiCky nam velmi usnadiuji praci, zdd se, Ze na zachovani
anaerobnich podminek jsou pfece jenom méné vhodné, ale na zaklad¢ statistického
vyhodnoceni celkovych primérnych rychlosti u jednotlivych rod, neni mezi metodami
statisticky vyznamny rozdil (o = 0,05). Statisticky vyznamny rozdil neni ani v piipadé
bifidobakterii na komer¢nich prebiotikach Raftilose® a Vivinalu®.

Podle Rady et al. (2008) je diskutabilni, zda komeréné dostupna prebiotika by méla byt
podavana kojenctim, které trpi deficitem bifidobakterii, jelikoz komeréni prebiotika podporuji
také rust klostridii. Podobné vysledky maji Bunesova et al. (2012), ze komeréné dostupné
FOS a GOS mohou podporovat riist ostatnich fekalnich bakterii, nejenom tedy bifidobakterii
a laktobacili, jez jsou castym cilem prebiotik (Slavin, 2013). Nase vysledky jsou ve schodé¢
s jejich vysledky a potvrzuji tak, ze FOS a GOS podporuji rust klostridii a na zavér 1ze dodat,
Ze podobné miiZze byt diskutabilni vyuziti MOS.
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7. Zavér

Diplomovéa prace potvrzuje hypotézu, Ze na rast anaerobnich bakterii maji vliv
nejenom zvolena prebiotika, ale také vztah bakterii ke kysliku v zavislosti na pouzité metode¢.

Podle statistického vyhodnoceni nebyly mezi kultivaénimi zkumavkami
a mikrotitratnimi desti¢kami statisticky vyznamné rozdily (o = 0,05).

Nejlépe na pouzitych prebiotickych oligosacharidech rostly klostridie.

V ptipad¢ bifidobakterii nebylo mozné vysledky na MOS porovnat, jelikoz
na mikrotitracni desti¢ce prakticky nerostly.

Slaby rust na MOS byl také u bifidobakterii Vv kultivaénich zkumavkach spolu
s laktobacily a vyuziti MOS je tedy diskutabilni, jelikoZ podporovaly spise C. perfringens.

Nicméné na zékladé naméfenych vysledkii nejsou mikrotitraéni desticky vhodné
pro méfeni rastovych kiivek anaerobnich bakterii.

Pomérné vyrovnané vysledky byly zaznamenany u laktobacild.

Zavérem lze konstatovat, Ze anaerobni bakterie nejsou z hlediska specifickych
rustovych rychlosti v ramci pouzitych metod porovnatelné.

V ptipad¢é fakultativné anaerobnich bakterii by mikrotitraéni desticky mohly nahradit
kultivaéni zkumavky.

Déle je moznost na tuto praci navazat méfenim na tzv. Deep Well destickach, kde

je mozné pipetovat kultivaéni médium ve vét§im mnozstvi, coz mize hrat také svou roli.
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9. Seznam pouzitych zkratek

ATCC - American Type Culture Collection
B. - Bifidobacterium

C. - Clostridium

DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
FOS - frukto - oligosacharidy

GOS - galakto - oligosacharidy

KTJ - kolonie tvorici jednotku

L. - Lactobacillus

MOS - malto - oligosacharidy

NG - neroste, nespecificky rist

OD - opticka densita

SOD - superoxid dismutéza

spp. - species

ssp. - subspecies

TT - travici trakt
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10. Samostatné prilohy

Obr. 1: Bug box

BUG BOX PLUS
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http://www.ruskinn.com/products/bugboxplus

Obr. 2: Pipetovani vzorka na mikrotitrani desticku
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Obr. 3: Spektrofotometr Infinite M200 (Tecan)
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Obr. 7: Agregace anaerobnich bakterii ve zkumavkach pti méfeni

Obr. 5: Densitometr DEN - 1B
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