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Druhova diverzita bifidobakterii a laktobacili v travicim traktu ¢lovéka v zavislosti na
dieté

Souhrn

Ve své bakalatské praci se zabyvam druhovou diverzitou bifidobakterii a laktobacilti
V travicim traktu ¢lovéka v zévislosti na dieté.

Pro tuto praci byly pouzity vzorky stolice darcti na konvenc¢ni dieté, vegetariana
a jednoho vegana. Jednalo se celkem o 21 vzorkli. Vzorky bifidobakterii a laktobacili byly
izolovany pomoci kultivace vzorkl stolice na selektivnich médiich. Ziskané bakterialni
izolaty byly poté charakterizovany a finalni identifikace byla provedena metodou hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF MS, kdy jsme piedpokladaly rozdil mezi kvantitativnim
a kvalitativnim zastoupenim bifidobakterii a laktobacilti.

Konvencéné se stravujici osoby mély prumérny pocet bifidobakterii 9,36 + 0,57 log
KTJ/g stolice a praimérny pocet laktobacili 5,00 +1,17 log KTJ/g stolice. U vegetarianti byly
zjistény podobné vysledky, a to 9,55 +0,28 log KTJ/g stolice bifidobakterii a laktobacili 4,59
+1,13 log KTJ/g stolice. Vegan dosahoval hodnot u bifidobakterii 10,20 log KTJ/g stolice
a u laktobacil hodnot 5,24 KTJ/g stolice.

Statistickym zpracovanim udaji bylo zjisténo, ze kvantitativni rozdil mezi témito

skupinami je nevyznamny. U bifidobakterii byly nejvétsi pocty zjiStény u vegana, druha
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Na zékladé¢ vysledki identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS
bylo stanoveno, ze u konvenéné se stravujicich osob ptevladal z rodu Bifidobacterium druh
Bifidobacterium longum a u rodu Lactobacillus byl nejcastéji detekovan druh Lactobacillus
plantarum. U osob stravujicich se vegetaridnskou stravou pievladal opét druh
Bifidobacterium longum. U laktobacili byly nejvice zastoupené dva druhy a to Lactobacillus
paracasei a Lactobacillus rhamnosus. Vegan byl pouze jeden darce, proto neni mozné uvést
prevladajici druh.

Ze zjisténych udaji vyplyva, Ze druhové zastoupeni bifidobakterii je pomérné stabilni
v zavislosti na dieté. Jak v travicim traktu lidi na konven¢ni dieté tak i u vegetariand byly
detekovany druhy bifidobakterii typické pro mikrobiotu dospé€lého jedince. Zastoupeni
laktobacilli bylo mnohem variabilngj$i a jednalo se rozdily zavislé na dieté jedince a ne
skupiny.

Klicova slova: dieta, diverzita, bifidobakterie, laktobacily, MALDI-TOF MS



Species diversity of bifidobacteria and lactobacilli in the gastrointestinal tract of human
depending on the diet
Summary
In my bachelor thesis | deal with the species diversity of bifidobacteria and lactobacilli

in the digestive tract of humans depending on the diet.

Twenty-one stool samples of donors which have been consuming a conventional
commercial, vegetarian and vegan diet were tested for this work. Totally, 21 isolates
of bifidobacteria and lactobacilli were obtained by cultivation of the faecal samples
on selective media. The isolates were characterized and a final identification was performed
by mass spectrometry MALDI-TOF MS. A difference between quantitative occurence and
species composition of bifidobacteria and lactobacilli was expected.

In the samples of donors on the conventional commercial diet were bifidobacteria
detected in the average number 9.36 + 0.57 log CFU/ g of faeces and lactobacilli 5.00 + 1.17
log CFU/ g of faeces. Similar results were found in the samples of vegetarians which
contained bifidobacteria in the count 9.55 + 0.28 log CFU/ g of faeces and lactobacilli 4.59 +
1.13 log CFU/ g of faeces. Vegan reached the values of bifidobacteria 10.20 log CFU/ g
of faeces and lactobacilli with the value 5.24 CFU/ g of faeces.

Using statistical data processing was found out that the quantitative difference
between these groups is insignificant. The largest amounts of bifidobacteria were found
in vegan samples, the second highest values were found for vegetarians and the lowest value
was found in the samples of donors on the conventional diet. Amount of lactobacilli reached
the largest value in vegan samples, the second highest value was surprisingly found in the
stool samples of donors on the conventional diet. The lowest amounts were found
in vegetarian samples.

Based on the results of identification using mass spectrometry MALDI-TOF MS was
found out, that species Bifidobacterium longum and Lactobacillus plantarum were frequently
detected in samples of the donors on commercial diet. In samples of vegetarians was also
dominant the species Bifidobacterium longum. For the genus Lactobacillus were most
abundant two species; Lactobacillus paracasei and Lactobacillus rhamnosus. Because we had
only one vegan donor, it was not possible to indicate the predominant species.

The obtained data showed that the genus composition of bifidobacteria is relatively
stable depending on the diet. In the digestive tract of people on the conventional diet and even
vegetarians were detected bifidobacteria species common for the microbiota of adults.
Lactobacilli were more varied depending on the diet of the donor.

Keywords: diet, diversity, bifidobacteria, lactobacilli, MALDI-TOF MS
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1. Uvod

Bakterialni zastoupeni v travicim traktu clovéka je v jeho rlznych castech
kvantitativné 1 kvalitativn€ variabilni. Mezi nejvice mikrobialné aktivni ¢ast traviciho traktu
patii tenké a tlusté stfevo. V tomto prostfedi zije velké mnozstvi jak pozitivné plsobicich
bakterii tak potencidlné patogennich bakterii, které vyznamnym zplisobem ovliviiuji
metabolismus a zdravotni stav hostitele.

Mikrofléra traviciho traktu ma nezastupitelnou roli v traveni potravy, produkci
potifebnych latek jako jsou naptiklad vitaminy Bi> a K a v neposledni fadé chrani slizni¢ni
povrch pied utokem moznych patogent. Mezi nejvyznamnéjsi pozitivni bakterie se fadi rody
Bifidobacterium a Lactobacillus. Tyto bakterie svou pfitomnosti a metabolity snizuji pH
traveniny, ¢imz znesnadiuji rist potencidlnich patogend, zlepSuji motilitu, zvysSuji prokrveni
sliznice stfeva, vyuZzivaji nutriuenty potencialnich patogent a chrani povrch sliznice tim, ze
adheruji na povrch sliznic v mist¢ mozné adherence patogenil. Pro tyto vlastnosti jsou cenény
a mohou se piidavat do potravy ve formé probiotik v potravinovych doplicich.

Jednim z nejdulezitéjsich faktort, ktery ma vliv na sloZeni traveniny a tim i na slozeni
substratu pro mikrofloru traviciho traktu je druh diety, kterou ¢lovék konzumuje. Nékteti lidé
se za svého Zivota rozhodnou vyfadit ze svého jidelnicku maso ¢i dokonce veSkeré Zivocisné
produkty. Misto zivociSnych produktid poté konzumuji potraviny rostlinného ptivodu. Tyto
potraviny maji vétSinou vyssi zastoupeni vlakniny. Proto se da diky substratovym preferencim
bakterii predpokladat, Ze pii zmén€ mnozstvi vldkniny ve stiev€ se zdaroven zméni
1 druhové a kvantitativni zastoupeni bifidobakterii a laktobacild.

Druhové zastoupeni je mozné pro potieby vyzkumu zjistit rdznymi metodami
vhodnymi k detekci, identifikaci a popisu bakterii. Jedny z nejcastéji pouzivanych metod jsou
FISH (fluorescencni in situ hybridizace), PCR (polymerazova fetézova reakce) a sekvenovani
16S rDNA.

V posledni dobé nabyvd na vyznamu metoda hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF MS. Tato metoda se stala nepostradatelnou nejen v oblasti studia
a identifikace biopolymerti, nizkomolekularnich organickych i anorganickych latek, ale
ptedevsim v oblasti zkoumani a identifikace bakterii. Jednou z hlavnich pfednosti této metody

je jeji rychlost a ptesné vysledky.



2. Hypotéza

Strava je hlavnim faktorem ovliviiujicim sloZeni a metabolismus stfevni mikrobioty.
Substratové preference bakterii jsou druhové specifické. Lze tedy ocekavat rozdilné druhové
zastoupeni  bifidobakterii a laktobacili ve stolici lidi na konvencni dieté,

vegetariani ¢i veganu.



3. Cile bakalarské prace

Cil teoretické casti

Cilem teoretické casti bakalafské prace je shrnout dosavadni poznatky o mikroflotre
traviciho traktu ¢lovéka se zaméfenim na rody Bifidobacterium a Lactobacillus. Dale pak
vyhledat dostupné informace o vyzkumech zaméfujicich se na vliv diety na mnozstvi
a druhovou diverzitu bifidobakterii a laktobacilli v travicim traktu ¢lovéka a porovnat je

s vysledky vlastniho vyzkumu.

Cil praktické ¢asti
Cilem praktické cCasti této bakalatské prace bylo ziskat a porovnat informace
o kvantitativnim a druhovém zastoupeni bifidobakterii a laktobacilti ve vzorcich vegetariana

a konvencné se stravujicich osob.
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4. Literarni reserse

4.1. Mikroflora traviciho traktu ¢lovéka

Mikroflora traviciho ustroji je komplexni ekosystém, zahrnujici anaerobni i aerobni
bakterie, houby, viry a mnoho dalSich mikroorganismii. Metody sekvencni analyzy
ribozomalni RNA a DNA ukazuji, Ze pocet mikrobidlnich kmenii obsazenych ve stfevni
mikroflofe mize dosahovat az 40 000. To znamena, ze vSichni lidé maji na povrchu sliznic
traviciho traktu 10krat vice bun€k, nez ¢ini celkovy pocet bunék v lidském téle a 100krat vice
gent, nez je v celém lidském genomu (Mai and Draganov, 2009).

Hmotnostné se daji tyto mikroorganismy kvantifikovat na 1 az 1,5 kg bakterii
V primérném stfevé dospélého jedince (Novakova, n.d.). Bakterie traviciho traktu tvoii az
60 % hmotnosti stolice (Krejsek et al., 2007).

Mikrofléra traviciho traktu se v pribéhu zivota vyviji a méni. Travici trakt je v déloze
matky asepticky. V priibéhu porodu se do n¢j Casto dostavaji prvni bakterie. Travici trakt
muze byt infikovan pfirozenou mikroflérou vaginy pifipadné i traviciho traktu matky. Dalsi
moznost infikovani traviciho traktu kojence je po napiti se mleziva s pfipadnymi necistotami
z povrchu bradavky. Nasledny vyvoj mikroflory je zcela individualni a zavisi na skladbé
potravy, pH, lécich, teploté, vné&jSich podminkéch, stafi organismu, interakcemi mezi

mikroorganismy a mnoha dal$ich faktorech (Krejsek et al., 2007).

4.1.1. Kvantitativni a kvalitativni sloZeni mikroflory v jednotlivych ¢astech
traviciho ustroji

Travici trakt je uzplisoben na piijimani, zpracovani a vylucovani potravy. Sklada se
z n¢kolika casti. Zacatek tvoti dutina ustni, ktera dale pokracuje v hltan, ktery prechazi v jicen,
zaludek, oddily tenkého a tlustého stfeva. Travici trubice kon¢i poslednim oddilem tlustého
stteva, kone¢nikem. V kazdé této Casti Zije vetSi ¢i mensi poCet mnoha druhti bakterii

(Krejsek et al., 2007).

Dutina ustni
Dutina tstni je pfed narozenim sterilni. Po narozeni dochazi ke kolonizaci stni dutiny
laktobacily a streptokoky (Hull and Chow, 2005). V ustni dutiné jich zije

cca 10'Y/gram tkang, coz je podobné mnoZstvi, jako bakterii v tlustém sttevé (Bednaf et al.,

.....
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anaerobni mikrofléru skladajici se z druhtt Eubakterium, Actinomyces, Bacteroides,
Bifidobacterium,  Fusobacteriu,  Treponema, Wolinela, Arachnie,  Spirochetaes,
Peptostreptococcus, Veillonella, Actinomyces a Fusobacterium (Bednar et al., 1996; Murray
et al., 2007). Zaecrobnich bakterii zde muzeme nalézt zastupce roda Streptococcus,

Haemophilus a Neisseria (Murray et al., 2007).

Hltan a jicen

V téchto Castech zije pomérn¢ maly pocet bakterii. Kvantitativné 1ze pocet bakterii
vyjadfit na 10%-10* bakterii. Tyto bakterie se dovniti dostanou spoleéné s potravou pfi
polknuti nebo pii ddveni. Maly pocet bakterii je zfejm¢ dan horizontdlni polohou organu
a rychlosti prochazeni potravy (Bednatf et al., 1996). Ze zastupcu zde muZeme najit
Firmicutes, Lactobacillus, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Streptococcus
a Fusobacteria (Pei et al., 2003; Shigwedha and Jia, 2013)

Zaludek

V zZaludku nalezneme kyselinu chlorovodikovou o hodnoté 2 - 4 pH, kterd funguje
jako pfirozend obrana téla proti mikroorganismim (Bednat et al., 1996). I pfes toto
nehostinné prostredi zde ziji nékteré druhy laktobacilli, aerobnich stafylokokt, koliformnich
bakterii a kvasinek (Svestka, 2007). V 1 ml tekutiny mizeme nalézt 10' az 10° bakterii
(Zboril, 2005). Mezi patogenni organismy osidlujici zaludek patti Helicobacter pylori, ktera
muze zpusobit gastritidu, ¢i rakovinu zaludku. Tato bakterie produkuje enzym uredzu, ktery
katalyzuje rozklad mocoviny na oxid uhli¢ity a amoniak ¢imZ neutralizuje kyselé Zalude¢ni

§tavy (Radosz-Komoniewska et al., 2005).

Tenké stievo

Tenkeé stfevo se dé€li na tfi ¢asti - dvanactnik, la¢nik a kyc¢elnik. Jednotlivé oddily se od
sebe odlisuji v kvalitativnim a kvantitativnim zastoupeni mikroorganismii. V dvanactniku se
nachazi jen velmi mal4 koncentrace bakterii. Tato skutecnost je zplisobena kyselosti traveniny,
ktera ptichazi ze zaludku, rychlou peristaltikou a Zlu¢i (Bednéaf et al., 1996). V la¢niku se
nachazi jiz vé&tsi zastoupeni bakterii s nejvétsim zastoupenim rodd Lactobacillus,
Streptococcus, Bifidobacterium, Enterobacteriaceae, Staphylococcus a Candida. Kycelnik
nejcastéji  osidluji Bifidobacterium, Enterobacteriaceae, Streptococcus, Staphylococcus,

Lactobacillus, Candida a Clostridium (Zboftil, 2005). Distalnim smérem pfibyva bakterii.
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U ileocekalni chlopné jiz dosahuje pocet bakterii 10° az 108/gram traveniny (Bednaf et al.,
1996).

Tlusté stievo

Tlusté stievo obsahuje kvalitativné a kvantitativné nejvice zastoupenou mikrofléru.
Zije zde vice nez 500 druhd bakterii, z niz hlavni mikrofléru piedstavuje cca 30-40
nejbéznéjsich druhi (Ojetti et al., 2009). Pocet bakterii nelze piesné stanovit. Lze vsak fici, ze
se pocet bakterii pohybuje okolo 10*? az 10 bakterii na 1 gram stolice (Ojetti et al., 2009;
Shigwedha and Jia, 2013). Pfevazuji zde anaerobni druhy bakterii. Mezi nejvyznamnéjsi
zastupce osidlujici tlusté stfevo patii Eubacterium, Bacteroides, Peptostreptococcus,
Bifidobacterium, Clostridium, Peptococcus, Lactobacillus, Veillonella, Streptococcus,
Fusobacterium, Enterobacteriaceae, Staphylococcus a Saccharomyces (Svestka, 2007). Dale
pak Propionibacterium a Aktinomycety (Zbotil, 2005). Toto osidleni vytvaii metabolity
v podob¢ kyseliny mlécné, maselné a octové, které maji pozitivni vliv na dalsi skladbu

mikroflory ve stieve tim, ze zabrafuji rastu jinych bakteridlnich druhi (Bednéf et al., 1996).

Obrazek ¢. 1.: Rozlozeni mikrobu v travicim traktu ¢lovéka (Shigwedha and Jia, 2013),

upraveno

Ustni dutina
Poéet bakterii 1011/g.
Spirochaetes

Jicen

Pocet bakterii 10°-10%/ml
streptokoky, laktobacily,
gram-negativni bacil

Thasté stievo Zahdek

Poéet bakterii 1012/g. Pocet bakterii 10°/ml

Bakteroidy bifidobakterie, Helicobacter pylori

Idostridie,

peptostreptokolky,

ﬁlﬁubaktm’iv.?: lal-:tnbac:iljl_.f: Tenke sttevo

eatrobakterie, eubakterie. o\ | Poget bakterii 105-10%/ml
S‘:’TL-_T-_-— lactobacilly, gram-positivni koky

'\ H
il )
,‘. X J |

13



4.2. Vyznam mikroflory traviciho traktu

mikroflora nachézejici se v tenkém a tlustém streve, kterd je velice riznorodd. V horni ¢asti
sttev miizeme nalézt pocetné kolonie fakultativné anaerobnich bakterii, jako jsou naptiklad
rody Bacillus, Enterobacter, Lactobacillus, Staphylococcus, Streptococcus
a Propionibacterium. V dolni ¢asti stfeva pak nalézame striktné¢ anaerobni bakterie, jako jsou
napiiklad rody Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium Eubacterium, Fusobacterium
a Peptococcus. Tato mikroflora zde zabezpeCuje procesy traveni. Kromé toho tvori
mikroorganismy pfirozenou ochranu vic¢i patogennim mikroorganismiim, zlepSuji traveni
bilkovin, $tépeni mlééného cukru laktozy a Stépeni lipidi. V tlustém stievé mikroflora
¢astecné rozklada polysacharidy, které nebyly metabolizovany v tenkém stievé a odbourava
nestravené slozky potravy s obsahem dusiku (Tlaskal, 2010). Hraje vyznamnou roli v syntéze
vitaminu K, nékterych vitamind ze skupiny B a mikronutrientd. Ptiznivé také ovliviiuje
vstiebatelnost vapniku a regulaci hladiny cholesterolu (Novakova, n.d.). Déle pak tvoii pii
fermentaci vlakniny mastné kyseliny s kratkym fetézcem, jako je naptiklad acetat, propionat
¢i butyrat, které zabranuji ristu potencidlnich patogennich organismii, snizuji pocet mutaci

a riziko rakoviny (Scharlau et al., 2009).

4.2.1. Vyznam bifidobakterii a laktobacili v travicim traktu ¢lovéka
mlécné a octové, syntéza vitaminu Bi, Bes, Bi, kyseliny listové a nékterych aminokyselin.
Diky produkci téchto latek maji tyto bakterie imunostimulaéni Uc¢inky. Dale maji
bifidobakterie anticholesterolovy a antimutagenni u¢inek (Nevoral, 2005; Zboftil, 2005).
Laktobacily jsou v travicim traktu neméné dulezité. Podobné jako bifidobakterie
vylucuji do svého prostfedi kyselinu mlé€nou a produkuji enzymy a vitaminy skupiny
B. Svym plisobenim v travicim traktu, pfedevSim pak v tlustém stieveé, zvySuji stravitelnost
bilkovin, sacharidi a tukd. V neposledni fadé zvySuji biologickou dostupnost vapniku

(Gorner et Valik, 2004; Novakova, n.d.).

4.3. Bifidobakterie

Mezi prvnimi bakteriemi, které zacnou natrvalo osidlovat travici trakt novorozencd,
patii bifidobakterie, které tvofi u kojencti krmenych matefskym mlékem az 95% mikroflory.

U dospélého cloveéka klesd jejich pocet na zhruba 25% z celkové mikroflory traviciho traktu
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(Krejsek et al., 2007). Bifidobakterie zastavaji v travicim traktu nékolik nezastupitelnych
uloh. Adheruji na povrch sliznice v mist¢ mozné adherace patogentll, vyuzivaji potencialni
nutriuenty patogent, snizuji pH stfevniho obsahu a ovliviluji metabolismus bakterii
a produkci toxini (Nevoral, 2005). V neposledni fad¢ produkuji z fermentovatelnych
sacharidii kyseliny mlénou a octovou v poméru 2:3, které inhibuji rlst potencialné
patogennich bunék. Kyselina octova, kterou produkuji bakterie ve vétSim mnozstvi, ma
silngjs$i antagonisticky uc¢inek na patogenni mikroorganismy (Gorner et Valik, 2004). Diky
témto vlastnostem se Casto pouzivaji tyto bakterie jako jedna z hlavnich slozek probiotik.
Nejcastéji se pouziva 6 druhi, a to Bifidobacterium bifidum, B. adolescentis, B. animalis spp.
lactis, B. longum spp. infantis, B. longum spp. longum, a B. breve (BuneSova et al., 2014). Za
povSimnuti stoji fakt, Ze déti s alergiemi maji ve svém travicim traktu daleko mensi pocet

bifidobakterii a enterokoki (Krejsek et al., 2007).

4.3.1. Zarazeni

Bifidobacterium sp.

Doména ||Bakteria

Kmen Actinobacteria
Ttida Actinobacteria
Rad Bifidobacteriales
Celed Bifidobacteriaceae
Rod Bifidobacterium

(Sedlagek, 2007)

4.3.2. Vlastnosti

Bifidobacterium jsou velmi nepravidelné, vétvené, grampozitivni, anaerobni bakterie,
kataldza negativni, nesporolujici. Tvofi delsi Ci krats$i nepohyblivé palicky ¢i ty€inky. Rostou
jednotlivé, v fetizcich, hvézdicich, palisadach ¢i nepravidelném uspotfadani. Tento rod
nevytvari spory. Morfologie je proménliva, obvykle byvaji zahnuté ¢i vypouklé. Mohou se

vétvit, nebo seskupovat do tvaru pismene V nebo Y. Velmi ¢asto jsou rozvétvené (viz obrazek
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¢. 2). Jejich kolonie jsou na polotuhych médiich hladké, vypouklé s hladkymi okraji,
smetanove bilé, lesklé, meékké konzistence. Dvé molekuly hex6zy dokézi pfeménit na 3 moly
kyseliny octové a 2 moly kyseliny mlécné. Jako vedlejsi metabolity tvoii kyselinu mravenci,
etanol a kyselinu jantarovou (Goérner et Valik, 2004).

Obrazek €. 2.: Detail tvaru bakterii druhu: Bifidobacterium longum (Schnell, 2002).

4.3.3. Riist

Rozpéti teplot, za kterych dokazou bifidobakterie rist je pomérné Siroké, a to od 25 do

45° C, optimum se nachéazi od 37 do 41° C. Optimalni pH je v rozmezi 6,5 az 7,0. Za spodni
hranici, pod kterou bifidobakterie nerostou, je povazovana pH 4,5 a horni hranice pH je 8.
Nékteré druhy toleruji pfitomnost Oz za podminky spolupfitomnosti CO2 (Gorner et Valik,
2004).

4.3.4. Vyskyt

Zastupce rodu Bifidobacterium nalézame v dutin€ Ustni a travicim traktu cloveka.
U kojenct jsou tyto bakterie v travicim traktu dokonce dominantni. Dal§im mistem vyskytu
bakterii rodu Bifidobacterium v ptirod¢ je travici trakt hmyzu se socialnim zptsobem Zivota
a mnohych teplokrevnych zivocichti (Ventura et al., 2004). Nalézt je 1ze i v odpadnich vodach
v disledku sekundarni kontaminace (Gorner et Valik, 2004). Vyskyt v potravinaistvi je

dolozen napftiklad v kysaném mléce (Ventura et al., 2004).

4.3.5. Pouziti

Bifidobakterie nasly Siroké uplatnéni ve farmacii a potravinarském pramyslu (Nevoral,

2012). V potravinafstvi se pouzivaji ve formé cCistych kultur spolu s ostatnimi bakteriemi
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mlécného kysani pro vyrobu kysanych mlék a jogurtii. Pro tyto Ucely se pouziva nejcastéji
kmen B. animalis subsp. lactis BB12® (Gorner et Valik, 2004). Ve farmacii je jejich druhové
zastoupeni variabilnéjsi a jsou soucasti probiotickych potravinovych dopliki, které jsou casto

vicedruhové (Nevoral, 2012).

4.4. Laktobacily

U kojenct patii laktobacily k nezastupitelné ¢asti mikroflory. Nejvice zastoupeny
druh je Lactobacillus acidophilus v podtu 10° bakterii na 1 g stolice. U dospélych jsou
laktobacily dominantni v proximalni Casti tenkého stieva. V travicim traktu fermentuji
glukdzu a laktozu na kyselinu mléénou, octovou, etanol a CO, (Gorner et Valik, 2004). Tyto
metabolity snizuji pH ve stfevé, inhibuji rist pfipadnych patogennich mikroorganismi, jako
jsou naptiklad Salmonella subsp ¢i Clostridium difficile a vyuzivaji nutrienty, které by jinak
mohly patogenni organismy vyuzit ke svému rustu (Kohout, 2010; Nevoral, 2005). Proto se
také pouzivaji jako probiotika. Nejcastéji pouzivané druhy pro tyto potieby jsou
Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. casei Sirota, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. reuteri, L. breve, L. cellobiosus, L. curvatus, L. fermentum, L. plantarum 299v
(Nevoral, 2012). Do traviciho traktu ptfichazi laktobacily také diky potravinam jako je kysané
zeli, mléko, syry, jogurty a kysané¢ mlé¢né vyrobky (Gorner et Valik, 2004).

4.4.1. Zarazeni

Lactobacillus sp.

Doména: | Bacteria

Kmen: Firmicutes
Trida: Bacilli

Rad: Lactobacillales
Celed: Lactobacillaceae
Rod: Lactobacillus

(Bernardeau et al., 2006)
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Lactobacily se déli na 3 skupiny podle fermentace hexdz, pent6z a glukonata.

- Skupina 1 — obligatné homofermentativni laktobacily
Tato skupina fermentuje hexdzy z vice nez 90 % na kyselinu mléénou. Glukonéty ani pentdzy
nejsou fermentovany.
Mezi bakterie patiici do této skupiny fadime druhy Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp. lactis,

a L. helveticus.

- Skupina 2 — fakultativné heterofermentativni laktobacily
Hexdzy jsou touto skupinou fermentovany téméf vyhradné na kyselinu mléénou. Pentdzy jsou
fermentovany pomoci indukovatelné fosfoketoldzy. Mezi bakterie patfici do této skupiny

fadime napiiklad druhy Lactobacillus casei, L. plantarum, L. sake.

- Skupina 3 — obligatné heterofermentativni laktobacily
Hexo6zy jsou fermentovany na kyselinu mlécnou, octovou a CO2. Pentdzy jsou fermetovany
na kyselinu mlé¢nou a octovou. Mezi bakterie patiici do této skupiny fadime naptiklad druhy

Lactobacillus buchneri, L. fermentum, L. kefir (Sedlacek, 2007).

4.4.2. \Vlastnosti

Rod Lactobacillus zahrnuje grampozitivni, katalasa negativni, fakultativné anaerobni
¢1 mikroaerofilni, nepohyblivé kratké az dlouhé, zpravidla rovné palickovité bakterie, ¢asto
spojené v tetizky. (Giraffa et al., 2010; Gorner et Valik, 2004). Nékdy se mohou vyskytovat
I v kokovitém tvaru. Tento rod nevytvaii spory (Sedlacek, 2007). Po anaerobni kultivaci na
agaru maji jejich kolonie 2-5 mm, okrouhly tvar s hladkymi okraji, smetanové az bilé, lesklé,
mékké konzistence. VéEtSina druhti tohoto rodu fermentuje glukézu a laktézu na laktat, odtud
také pochazi ndzev tohoto rodu. Mezi dalsi metabolity patii kyselina mlé¢nd, kyselina octova,
etanol a COz (Gorner et Valik, 2004). Krom téchto metaboliti dokazi vytvaret i H2O», ktera se
vyznamné podili na inhibici riistu patogennich mikrobti (Bednar et al., 1996). Bakterie tohoto

rodu patii mezi acidotolerantni az acidorezistentni (Gorner et Valik, 2004).
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Obrazek ¢. 3.: Lactobacillus acidophilus. (Anon, 2013)
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4.4.3. Riist

Rodu Lactobacillus nejlépe vyhovuji k ristu bohatda komplexni média. Hrani¢ni
teploty pro rist laktobaciltl jsou od 15 do 45° C (Gorner et Valik, 2004). Optimalni podminky
nastavaji pti 37 az 40° C (Topley and Wilson, 2005). Vyjimku tvoti Lactobacillus farciminis
a L. yamanashiensis, které dokazi rist i pii 15° C a L. sake, L. plantarum a L. curvatus, které
dokézou velmi pomalu rist i v teplotach blizkych mrazu. Optimalni pH je 5,5 az 6,2. Pii
fermentaci metabolismil snizuji kyselost prostfedi aZz na hodnotu pH 4. Hrani¢ni pH pod

kterou vétSina laktobacilit nedokaze rist, je pH 3,6 (Gorner et Valik, 2004).

4.4.4. Vyskyt

Zastupci rodu Lactobacillus rostou predev§im v prostfedi bohatém na sacharidy.
Takovymto prostiedim je v lidském téle povrch membran v travicim traktu a vaging.
U zdravych jedinci jsou laktobacily izolovany z dutiny ustni. Jednim z nejcastéjSich druhi je
zde Lactobacillus salivarus. Ve vaginé nalézame v poCetném zastoupeni L. vaginalis
a L. acidophilus (Gorner et Valik, 2004). Laktobacily se také uplatiiuji jako dominantni
mikroflora v tenkém stievé ¢lovéka konkrétné v kone€né Casti tenkého stieva (terminalnim
ileu), kde patfi mezi nejvyznamnéjsi druh L. acidophilus (Bednaf et al., 1996; Gorner et
Valik, 2004). Dale jej miiZeme naleznout v tlustém stievé. Jejich vyskyt se neomezuje jen na
travici trakt ¢lovéka, ale nachazeji se i v bachorech ptezvykavcu, kde najdeme L. ruminis

a L. vitulinus. Laktobacily se ve volné pfirodé nachazeji na povrchu neporusenych rostlin
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souvislosti jsou nejcastéji izolovany L. breve, L. plantarum, L. sake a L. fermentum. V daleko
veétsim mnozstvi se nachazeji na rozkladajicim se rostlinném materidlu ¢i kazicim se ovoci

a zelenin¢ (Gorner et Valik, 2004).

4.4.5. Pouziti

Laktobacily nasly Siroké wuplatnéni ve farmacii, potravinaiském primyslu
a zemédelstvi. Ve farmacii se pro své vlastnosti vyuziva nejcastéji 10 druhi jako probiotikum.
Jedna se o druhy Lactobacillus acidophilus, L. brevis, L. casei subsp. rhamnosus, L. casei
Shirota, L. cellobiosus, L. curvatus, L. delbrueckii subsp. bulggaricus, L. fermentum,
L. plantarum 299v a L. reuteri (Nevoral, 2012). VSechny tyto kmeny jsou povazovany za
bezpecné s vyjimkou Lactobacillus rhamnosus, jehoz aplikace je u imunokompetentnich osob
sporna (Krejsek et al., 2007). V potravinafstvi se tento rod pouziva pii konzervaci zeleniny
jako je kyselé zeli, kvasené¢ okurky, vyrobé jogurtu, fermentaci mléka, masa a masnych
vyrobkd, tést a syrt eidam (Maragkoudakis et al., 2006). V zemé&d¢lstvi se tento rod pouziva

pti ptiprave silaze (Gorner et Valik, 2004).

4.4.6. Nezadouci ucinky

Laktobacily hraji velmi vyznamnou roli v potravinaifském priamyslu pii vyrobé
mlékatskych, masnych a zelinafskych vyrobkll. Na druhé strané¢ se vSak nékteré druhy
laktobacilt, jako napiiklad Lactobacillus brevis, vyskytuji jako kontaminace
V pivovarnictvi, vinafstvi a drozd’arenstvi (Gorner et Valik, 2004). Mohou se podilet na
kaZeni masa a masnych vyrobkii (Duskova et al., 2011). Zplisobuji chutové vady potravin
a napoju. Dale zpusobuji kazivost potravin a krmiv rostlinného ptvodu, jako jsou kvasené
okurky a zeli, pfipadné dalsi kvasena zelenina, ovocné Stavy a silaze. L. delbrueckii subsp.
delbrueckii je charakteristicka bakterie, izolovana zbramborové a obilné zapary

(Gorner et Valik, 2004).
4.5. Vliv vyZivy na rozmanitost bakterialniho zastoupeni v travicim traktu

Mnoho lidi konzumuje stravu, ve které je vice ¢i méné zastoupena jak zivociSna tak
rostlinnd slozka potravy. Tento zplisob stravovani se oznacuje jako konvenc¢ni dieta. Nekteti
lidé se vSak mohou rozhodnout, at’ uz z etického, senzorického, naboZenského ¢i zdravotniho

hlediska, vyfadit ze svého jidelni¢ku Zivocisné vyrobky. Podle zastoupeni masa a zivo¢isnych

20



produktli se poté déli na laktoovovegetariany, laktovegetaridny, ovovegetaridny, vegany
a fruktariany (Kunové, 2004). Zakladni druhy diet a jejich vyzivova specifika jsou uvedeny

V tabulce ¢. 1.

Tabulka €. 1. : Zakladni druhy diet a jejich specifika

Nazev diety Nekonzumuji Konzumuji

Laktoovovegetariani | maso, ryby vejce, mléko

Laktovegetariani maso, ryby, vejce mléko

Ovovegetariani maso, ryby, mléko vejce

Vegani jakoukoli Zivo¢iSnou potravu véetné medu | vyhradné rostlinnou stravu

Fruktariani jakoukoli Zivo€iSnou a rostlinou potravu, | ovoce, ofechy a semena
pfi jejimz sbéru byla poSkozena rostlina

(Kunova, 2004).
4.5.1. Vliv vlakniny na mikrobialni diverzitu

Zjisténi, Ze dietni zvyklosti strdvnika maji vliv na mikrofloru traviciho traktu, je
zalezitost dlouhodobé znama. Jedni znejznaméjSich propagatori této myslenky byli
Mecnikov a Tissier, ktefi za jeden z hlavnich vlivii na mikrobialni diverzitu povaZovali
kojeni, geografické vlivy a dietni zvyklosti (Zbofil, 2005).

Byly prokdzany vyznamné odliSnosti v kvantitativnim poméru mikroflory traviciho
traktu mezi lidmi s dlouhodobou konzumaci vysokého mnozstvi vladkniny a konzumenty
nizkého mnozstvi vldkniny (Zbotil, 2005).

Jedna z hlavnich odlisnosti mezi vegetariany a konvencné se stravujicimi osobami je
Vv mnozstvi vldkniny pfijimané v potravé (Zboftil, 2005). Laktoovovegetariani konzumuji ve
své stravé bohaté na rostlinné produkty az 55 grami vlakniny za den, coz je téméft
dvojnasobek oproti lidem, ktefi se stravuji konvencné ¢i stravou s niz8im podilem rostlinnych

produktti (Novakova, n.d.).

Nekteré vyzkumy poukazuji na fakt, ze pti dlouhodobé konzumaci vlakniny stoupa
pocet bifidobakterii a laktobacili a klesd pocet grampozitivnich anaerobti, sulfbakterii,
metanogenl a bakteroidii. Timto de facto vldknina ovliviiuje mnozstvi bakterii v travicim

traktu (Zbofil, 2005).
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4.6. Vlaknina

Definice vldkniny neni jednotna. Obecné vSak vlakninu mizeme chapat jako latky,
které nejsou stravitelné a absorbovatelné v tenkém sttevé ¢lovéka. Maji chemickou strukturu
sacharidii, analogli sacharidi, ligninu a ptibuznych sloucenin (Gray, 2006). Vlakninu tvofi
pirevazné polysacharidy, které¢ se ve velké mirfe vyskytuji v ovoci a zelenin€. Mezi hlavni
slozky vlakniny patii celuldza, hemiceluloza, vosky, pektiny, pryskyfice, beta-glukany, lignin,
inulin, gumy, slizy a chitin (Kala¢, 2008; Velisek, 2002).

Po poziti potravy s obsahem vldkniny se nestrdvend vlaknina v nezménéné podobé
dostane do tlustého stfeva, kde ji dokaze fermentovat tamni mikroflora slozend mimo jiné
Z laktobacilt a bifidobakterii (Kala¢, 2008). Produktem fermentace vldkniny jsou takzvané
kratké mastné kyseliny (kyselina octova, propionova, maselna a mlécnd), pricemz kazdy druh

bakterie metabolizuje tyto kyseliny v jiném pomé&ru (Zbotil, 2005).

Rozpustna vlaknina

Je soucasti ovoce, zeleniny ofechi a lusSténin ¢i matefského mléka. Rozpustna
vlaknina, jak jiz jeji nazev napovida, ma schopnost vstiebavat vodu a zvétSovat svlij objem
(Pozler, 2009). Tim zmé&k¢uje stolici a zvétsuje objem traveniny. Také na sebe dokaze navazat
cholesterol, ktery tim pomaha vylucovat z té€la (Grygarkova, 2008). Mezi hlavni slozky
rozpustné vlakniny patii pektin, inulin, gumy a slizy. V tenkém, ale pfedevsim tlustém stievé
je rozpustna vlaknina dualezitym zdrojem potravy pro bakterie tamni mikroflory, které ji

fermentuji na kyselinu octovou, maselnou a propionovou (Kalac, 2008).

Nerozpustna vlaknina

Je soucasti ovoce, zeleniny, hub, obilovin a lusténin. Tento druh vldkniny se ve vodé
nerozpousti a nezvétSuje svlj objem (Velisek, 2002). Zazivacim traktem prochazi
V nestraveném stavu, ponévadz nemiize byt vstfebana ani rozst€épena enzymy lidského téla.
Tento druh vldkniny na sebe dokaze navazat toxiny a rakovinotvorné latky a podporuje jejich
vylu¢ovani (Grygarkova, 2008). Zaroven ovliviiuje dobu, kterou potrava putuje travicim
traktem a v neposledni fad¢ zlepSuje stievni peristaltiku. Mezi hlavni slozky nerozpustné

vlakniny patii celul6za, hemiceluldza, beta-glukany, chitin a lignin (Velisek, 2002).
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4.7. Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS

Prvni studie o vyuziti hmotnostni spektrometrie v klinické mikrobiologii je datovana
do roku 1975, kdy ji poprvé pouzil Anthalt a Fenselau pro identifikaci mikroorganismi na
rodové, druhové a kmenové urovni (Bizzini et Greub, 2010). Velky tspéch zazila tato metoda
v roce 1994, kdy se diky ni zdatila usp€sna analyza bakterii z lyzatu bunék (Cain et al., 1994).
O dva roky pozdéji (1996) byla MALDI-TOF MS poprvé s uspéchem pouzita pro analyzu
celé bakterialni bunky (Holland et al., 1996).

V roce 2009 publikoval Seng a kolektiv praci, kterd pojedndva o pouzitelnosti
MALDI-TOF MS k identifikaci bakterialnich kmend. V této praci uvadi, ze zpracovani
vysledkt z 1660 vzorkli odhalilo spravnost analyzy u 95,4 % vzorkl, z ¢ehoz bylo 84,1 %
vzorkl identifikovano na Grovni druhu a 11,3 % vzorkd bylo identifikovano na Grovni rodu.
Ze zbyvajicich 4,6 % vzorkd bylo 1,7 % chybné identifikovano a u 2,8 % byla absence
identifikace. Tyto chyby byly nejspiSe zpisobeny nespravnymi zadznamy ¢i nespravnou

interpretaci vysledka (Seng et al., 2009).

4.7.1. Identifikace bakterii pomoci hmotnostni spektrofotometrie MALDI-
TOF MS

Metoda hmotnostni spektrofotometrie se v poslednich letech stala nepostradatelnou
v oblasti studovani a identifikace biopolymerd, syntetickych polymeri, farmaceutik,
nizkomolekularnich organickych i anorganickych latek, plisni, kvasinek a pfedev§im bakterii.
Diky své rychlosti, pfesnosti a potiebé relativné malého mnozstvi vzorku se tato metoda stala
velkym pfinosem ptedevs$im v oblasti zkoumani mikroorganismil (Holland et al., 1996; Seng

et al., 2009; Theel, 2013).

4.7.2. Priprava vzorku pro MALDI — TOF MS

Piiprava vzorku spociva ve smichani zkoumaného vzorku s nadbytkem matrice
Vv optiméalnim poméru 1:10* (zkoumany vzorek: matrice). Jako matrice se nejbéznéji pouziva
kyselina skoficova ¢i benzoova (Ho et Reddy, 2011). Smés je nédsledné nanesena na desticku
z inertniho kovu. Nejcastéji byva desticka nerezova ¢i hlinikova. Na povrchu desticky jsou

vyryty kruhové zatezy, omezujici rozliti a smichani vzorkt (Dekker et Branda, 2011).
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4.7.3. Princip metody

Kovova desticka je po vysuSeni umisténa do analyzatoru, kde je vytvoieno vakuum
(Friedecky et Lemr, 2012). Kratky puls laseru, zaméteny na jednotlivé terciky se vzorkem
zpusobi zahtati a sublimaci matrice, kterd pfednostn¢ absorbuje paprsek, prechazi do plynné
faze a strhava s sebou molekuly analytu (KadI¢ik et al., 2002; Friedecky et Lemr, 2012).
lonizované molekuly poté vstupuji do trubice s vakuem. Toto prostfedi dovoluje pohyb
molekul rychlosti imérnou jejich hmotnosti a naboji. Lehci Castice se pohybuji rychleji nez
molekuly s vy$si hmotnosti (Anon, n.d.). Rychlost pohybu molekul a ¢as potiebny k praletu
molekul mezi iontovym zdrojem a detektorem je rozhodujicim faktorem pro detekci vzorku
(Lewis et al., 2000). Vystupnimi daty jsou hmotnostni spektra v podobé pikového grafu
Profily proteint ziskanych pfi analyze se pohybuji v hodnotach od 2 do 20 kDa (Theel, 2013).

Obrazek ¢. 4.: Princip metody MALDI-TOF MS (Theel, 2013), upraveno
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4.7.4. Vyhodnoceni vysledku

Pikovy graf je nasledn¢ identifikovan pomoci porovnani hmotnostniho spektra
s databazi referen¢nich spekter z jiz diive identifikovanych izolatd. Vysledkem je druhova
identifikace mikroorganismt s pfifazenou hodnotou vyjadiujici shodu vzorku s referen¢nim
vzorkem z databaze MALDI Biotyper (Theel, 2013). Vlastni vyhodnoceni o shodnosti ¢i

odli$nosti vzorku provadi v kone¢né fazi laborant (Seng et al., 2009).

Uspé$nost metody MALDI-TOF MS dosahuje piesnosti pohybujici se kolem 95 %
spravné uréenych vzorki. Mnoho vzorkl tato metoda dokaZe zatadit i druhové a rodové.
Chyby, které¢ se vyskytuji, jsou vétSinou pripsany na vrub nespravnym zaznamim v databazi,
chybnému rozhodnuti laboranta ¢i nespravné ptipraveé vzorkli. Primérnd doba potiebna pro
identifikaci jednoho izolatu, se pohybuje od 2 do 6 minut (Seng et al., 2009). Musime vSak
zapocitat 1 dobu nutnou ke kultivaci a vyizolovani kmene v Cisté kultute. I pfesto se jedna
o velké zrychleni, nebot’ klasickymi biochemickymi testy trva identifikace od 24 do 48 hodin
(Taichmanova, 2013).
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5. Material a metody

5.1. Puvod a charakterizace vzorku

V pokusu byly identifikovany izolaty bifidobakterii a laktobacili ze stolice 21 darcti.
Z ptihlasenych darct bylo 9 dospélych osob a jedno dité ve véku 7 let s béznou konvencni
stravou obsahujici maso a masné produkty, 8 dospélych osob, jedno dit¢ ve veku 7 let
s vegetarianskou stravou, jeden kojenec ve véku 2 mésici krmeny matetskym mlékem od
vegetarianské matky a jeden vegan. Podrobnéjsi informace o darcich jsou uvedeny v tabulce
¢. 2. Izolaty pouzité pro tuto bakaldiskou préci byly ziskany pomoci kultivace na selektivnich
médiich, a to na agaru WSPMup podle BuneSova et al. (2012) pro bifidobakterie a Rogosa

agaru (Oxoid, UK) pro laktobacily. Vlastni rozbor stolice darcti a kultivace na selektivnich

v

médiich byl proveden studentkou Ceské zemédélské univerzity Evou Mrackovou. Pro potieby

této bakalaiské prace byly dale pouzity jen bakterialni izolaty a informace o kvantité¢ a druhu

vyse zminénych skupin bakterii.

Tabulka ¢. 2 : Informace o darcich

Druh diety | Pohlavi | Vék | Druh diety Pohlavi Vék

Konvenéni dieta | Zena 21 Vegetarianska dieta | Zena 7
Zena 24 Zena 21
Zena 26 Zena 27
Zena 28 Zena 32
Zena 29 Zena 32
Zena 36 Zena 33
Zena 36 Zena 34
Muz 7 Zena 36
Muz 24 Muz 2 (mésice)
Muz 50 Muz 39

Veganska dieta Zena 30
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5.2. Izolace bakterii ze selektivnich agari

Po 48 hodinach pii 37° C vanaerobnich podminkach (bifidobakterie)
a mikroaerofilnich podminkach (laktobalcily) narostly na selektivnich agarech kolonie
z nichz bylo potteba vyizolovat ¢isté kultury. Z jednotlivych kolonii byly odebrany vyzihanou
klickou vzorky tak, aby se zamezilo odebrani zivného média. Vzorky byly nasledné
pieneseny aseptickou cestou do bujonu. Jako vhodny bujon byl pouzit Wilkins Chalgren
bujon (Oxoid) doplnény o sojovy pepton (5 ¢/l), L-cysteine (0,5 g/l) a Tween 80
(2 ml/l). V bujoénu probihala anaerobni kultivace po dobu 24 hodin pii teploté 37° C.
Z narostlé kultury byl za aseptickych podminek odebran vzorek, ktery byl podroben

morfologické kontrole pomoci mikroskopu.

5.3. Identifikace bifidobakterii na uroven rodu

Jednim ze zékladnich biochemickych testi pouzivanych pro identifikaci bifidobakterii,
je prokazani ptitomnosti enzymu vznikajictho pfi fermentaci hexdz frukt6zo-6-fosfat
fosfoketolazou v bunééném extraktu. Principem testu nazyvaného F6PPK je reakce, pfi
niz z frukt6zo-6-fosfatu vznika acetylfosfat. Vznik acetylfostatu se detekuje cervenofialovym

zbarvenim chalati Zzeleza (Scardovi, 1982).

5.3.1. Postup metody testu F6PPK

Po kultivaci v anaerobnich podminkach pfi teploté 37° C po dobu 42 hodin se burniky
odstfedi pi1 14 000 otackadch po dobu 3 minut. Paleta se dvakrat promyje roztokem
fosfatového pufru o pH 6,5. Bunky jsou rozmichany v 1 ml pufru a rozruSovany pomoci
ultrazvuku v ledu po dobu 2 minut. Supernatan se smicha s 0,25 ml roztoku (slozeného
z 6 mg NaF, 10mg C2H2INaO; a 1 ml destilované H20) a 7 fruktdzo-6-fosfatem o koncentraci
80 mg/l destilované H20. Po 30 minutach kultivace pii 37° C je reakce zastavena piidanim
1,5 ml roztoku NH20OH. HCI o koncentraci 13,9 g/ 100 ml destilované H2O o pH 6,5. Smés je
ulozena na 10 minut pii pokojové teploté, kterd je ptiblizn¢ 25° C. Po uplynuti stanovené
doby je do smési ptidan barvici roztok 1 ml 5% FeCls.6H20 rozpusténé v 0,1 molarni HCL
Bezprosttedné po pridani se obsah promisi a pozoruje zbarveni. Pokud je vzorek pozitivni na
pfitomnost acetylfosfatu produkovaného bifidobakteriemi, zbarvi se roztok do Cervenofialova.

Pokud roztok acetylfosfat neobsahuje, ziistava zluty (Vlkova et al., 2002).
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Identifikace laktobacili ze vzorkii byla provadéna pomoci morfologické analyzy

bun¢k v mikroskopu, jelikoZ pro laktobacily neni dostupny zadny test podobny testu F6PPK.

5.4. Postup pripravy vzorku pro identifikace metodou MALDI-TOF MS

K identifikaci byly pouzity Cist¢ kmeny vykultivované z bujonu. Do uzaviratelné
zkumavky (Eppendorff) o objemu 1,5 ml byl asepticky pieveden 1 ml Cerstvé narostlé
mikroskopicky zkontrolované bakteridlni kultury. Vzorek byl vlozen do centrifugy
a odstfed’ovan po dobu 3 minuty pii 14 500 otackach. Po odstfedéni se vzorek rozdélil na
sediment (peletu bakterialni kultury) a supernatant. Peleta byla poté rozpusténa v 60% etanolu
a Vv chladni¢ce uchovavéna pro dalsi zpracovani. V této form¢ miize byt bakteridlni vzorek
uchovéavan pro metodu MALDI-TOF MS i né€kolik tydni az mésici. Vzorky byly poté dale
zpracovany podle protokolu metody zalozené na inaktivaci ethanolem v kombinaci s extrakei

kyselinou mravenéi a acetonitrilem na VSCHT.

Uchovani vzorku a izolace DNA pro budouci analyzy

V ramci pokusu byly vzorky také ptipravovany a uchovavany pro dal§i budouci
analyzy a testovani, kdy byla ¢ast narostlé¢ kultury (3 ml) pfevedena do 5-ti mililitrové
kryozkumavky, doplnéna o Bifipufr s glycerolem a zamrazena. Dalsi 1 ml bakterialni kultury
byl pouzit pro izolaci DNA.

Izolace DNA byla provadéna na zakladé podkladu od firmy Applied Biosystéme za
pouziti kitu PrepMan® Ultra. Do uzaviratelné zkumavky (Eppendorff) o objemu 1,5 ml byl
asepticky preveden Iml cerstvé narostlé mikroskopicky zkontrolované bakterialni kultury.
Obsah zkumavky byl odstied’ovan pii 14 500 otackach po dobu 3 minut. Supernatant byl slit a
bylo pfidano 60 pl pfipravku Prepman Ultra. Zkumavka byla vloZzena do termobloku
vyhtatého na 99° C, kde byla ponechana po dobu 10 minut. Zchlazeny vzorek na pokojovou
teplotu byl std€en 3 minuty pfi 14 500 otackach. Vzorek se opét rozdélil na pevnou cast
a supernatant, ze kterého bylo odpipetovano 50 pl do nové uzaviratelné zkumavky a vzorek

uschovan v mrazaku pfi -20° C pro dalsi vyzkum.
5.5. Vystupni data analyzy MALDI-TOF MS

Vlastni analyza byla provedena na Vysoké Skole chemicko technologické v Praze na
hmotnostnim spektrometru  MALDI-TOF Biflex IV (Bruker), instalovaném v ustavu

biochemie a mikrobilogie. Z kazdého vzorku bylo po analyze vygenerovano hmotnostni
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spektrum, které urcuje jedinecné proteinové slozeni neznamého vzorku. Kazdy vrcholek piku
vyjadfuje mikrobialni protein charakteristicky pro dany mikroorganismus viz. obrazek ¢. 5.
Identifikace vzorkii byla provedena pomoci pocitatového srovnani pikového grafu
neznamého vzorku s databazi referen¢nich spekter, jiz diive analyzovanych vzorkii (MALDI

Biotyper).

Obrazek ¢. 5.: Hmotnostni spektra, ukazka podle (Carbonelle et al. 2011)
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6. Vysledky

Celkem byly kvantifikovany a identifikovany bakterie ze stolice 21 dérct, z nichz se

vyhotovilo 210 vzork® vhodnych pro identifikaci pomoci metody MALDI-TOF MS.

I pfes opakované testy se 6 vzorkl nepodafilo na pfistroji MALDI-TOF MS urcit.
Tyto chyby pfisuzujeme chybné piipravé vzorku ¢i neuplné databazi MALDI Biotyper, se

kterou se vysledky porovnavaly.

U vzorki od konven¢né se stravujicich osob narostly, 1 pfes pouziti selektivniho média
Rogosa agar, pouzivaného pro laktobacily, dva druhy, které svoji morfologii pfii
mikroskopické kontrole neodpovidaly laktobacilim. Po provedeni hmotnostni spektrometrie
byly tyto kolonie identifikovany jako druhy Pediococcus acidilactici, ktery narostl u jednoho
darce a Pediococcus pentosaceus, ktery narostl u tfi darci. Dale pak na tomto agaru narostly
u jednoho darce tii kolonie, které se nepodafilo pomoci MALDI-TOF MS identifikovat.
U selektivniho média WSPMup, pouzittho pro bifidobakterie byly u Sesti darcii
identifikovany kolonie, které pti mikroskopické kontrole odpovidaly bifidobakteriim. Byl
u nich rovnéz proveden test na F6PPK enzym s pozitivnim vysledkem, nepodafily se vSak
pomoci MALDI-TOF MS identifikovat na urovni tohoto rodu. U tohoto agaru nebyly

detekovany zadné cizi kolonie.

U vzorkli od osob s vegetarianskou stravou také narostla 1 pies pouziti selektivniho
agaru Rogosa jedna kolonie, kterd se morfologicky liSila od laktobacili. Po provedeni
hmotnostni spektrometrie byla tato kolonie identifikovana jako enterokok. Jednalo se
0 Enterococcus faecium, ktery narostl u jednoho darce. Na tomto agaru nevyrostla zadna
kolonie, kterou by se nepodatilo identifikovat. U selektivniho média WSPMup narostly dvé
kolonie s negativnim FO6PPK testem. Po hmotnostni spektrometrii byly identifikovany jedna
jako zastupce rodu propoiniobakterii a druha rodu clostridii. Jednalo se o Propionibacterium
acnes a u kojence byl identifikovan rod Clostridium perfrigens. U tii darci byly
identifikovany kolonie, které pii mikroskopické kontrole odpovidaly bifidobakteriim. Byl
u nich rovnéz proveden test na F6PPK enzym s pozitivnim vysledkem, nepodafily se vSak
pomoci MALDI-TOF MS identifikovat na tirovni rodu. U tohoto agaru nenarostly zadné dalsi

kolonie, které by se nepodafilo identifikovat.
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U vzorku od osoby stravujici se veganskou stravou také narostly na selektivnim médiu
Rogosa agar dvé neznamé kolonie. Metodou MALDI TOF MS byly identifikovany jako druh
Pediococcus pentosaceus a Streptococcus galolyticus. Jeden vzorek ztohoto média se
nezdafilo identifikovat. U selektivniho média WSPMup, pouzitého pro bifidobakterie byly

identifikovany vSechny kolonie. Nebyly zde detekovany zadné cizi kolonie.

Ziskané hodnoty pocti bifidobakterii a laktobacili v zavislosti na diet¢ byly
porovnany a statisticky vyhodnoceny pomoci dvouvybérového t-testu v programu
STATISTICA 12.

6.1. Vyskyt bifidobakterii

Ve stolici lidi na konvenéni diet¢ (10 darci) byly bifidobakterie po kultivaci na
selektivnim médiu WSPMup detekovany v poctu 9,36 + 0,57 log KTJ/ g stolice na rozdil od
vegetarianti (9 darct), u kterych byl touto metodou detekovan pocet 9,55 + 0,28 log KTJ/ g
stolice. Pro zajimavost byl do studie zatazen také kojenec kojeny matkou stravujici se
vegetarianskou stravou, u n€hoz byly zjistény bifidobakterie v poctech 10,25 log KTJ/ g
stolice. U vegana (1 darce) bylo detekovano 10,20 log KTJ/ g stolice.

Pro piehlednost jsou druhy bifidobakterii vyskytujicich se u osob s komer¢ni dietou
uvedeny v grafu ¢. 1, druhy bifidobakterii vyskytujicich se u osob s vegetarianskou dietou
v grafu ¢. 2 a druhy bifidobakterii vyskytujicich se u osob s veganskou dietou v grafu ¢. 3.
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Graf ¢. 1.: Druhové zastoupeni bifidobakterii u osob s konvencni dietou.

Druhové zastoupeni bifidobakterii u osob s konvenéni dietou

B B. adolescentis

O B.amimalis subsp.lactis
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E B. longum

O Bifidobacterium sp.

Graf ¢&. 2.: Druhové zastoupeni bifidobakterii u osob s vegetarianskou dietou.

Druhové zastoupeni bifidobakterii u osob s vegetariinskou dietou

B B. adolescentis

B B. bifidum

B B. catenulatum

B B. longum

O B. pseudocatenulatum
O Bifidobacterium sp.

32



Graf ¢. 3.: Druhové zastoupeni bifidobakterii u osoby s veganskou dietou.

Druhové zastoupeni bifidobakterrii u osoby s veganskou dietou

50% 50%

M B. adolescentis
EB. longum

6.2. Vyskyt laktobacili

Ve stolici darct na konvencni dieté (10 darcti) byly laktobacily kultivovany pomoci
selektivniho agaru Rogosa. V téchto vzorcich byl pocet laktobacilli stanoven na 5,00 £1,17
log KTJ/ g stolice. U vegetariant (9 darct) byl touto metodou detekovan pocet 4,59 £1,13 log
KTIJ/ g stolice. U kojence kojeného matkou stravujici se vegetarianskou stravou byl zjistény
pocet laktobacild 8,11 log KTJ/ g stolice. U vegana (1 darce) bylo detekovano 5,24 log KTJ/

g stolice.

Druhy laktobacilti vyskytujicich se u osob s konvenéni dietou lze nalézt v grafu €. 4,
druhy laktobacilta vyskytujicich se u osob s vegetarianskou dietou jsou uvedeny v grafu €. 5,

druhy laktobacilt vyskytujicich se u osob s veganskou dietou pak v grafu ¢. 6.
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Graf ¢. 4.: Druhové zastoupeni laktobacili u osob s konven¢éni dietou

Druhové zastoupeni laktobacili u osob s konvenéni dietou
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Graf ¢. 5.: Druhové zastoupeni laktobacilli u osob s vegetarianskou dietou.

Druhové zastoupeni laktobacilii u osob s vegetarianskou dietou
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Graf ¢. 6.: Druhové zastoupeni laktobacilti u osob s veganskou dietou

Druhové zastoupeni laktobacilii u osob s veganskou dietou

B L. crispatus
OL. delbruckei
OL. gaserri
BL.oris

Ziskana data z analyzy MALDI-TOF MS byla rozpracovana na jednotlivé tabulky.
Druhové zastoupeni bakterii s pfisluSnym poctem identifikovanych vzorki u jednotlivych
0sob je uvedeno v nasledujicich tabulkach. Tabulka Cislo 3: darci s konvenéni dietou, tabulka
Cislo 4:darci s vegetaridnskou dietou, tabulka ¢islo 5: vysledky od kojence krmeného
matefskym mlékem od vegetarianské matky a nakonec, Vv tabulce ¢.

identifikace vzorkd od darce s veganskou dietou.

W

Tabulka ¢. 3.: Souhrn vysledkti o osob s konven¢ni dietou

Konvencni dieta | Pohlavi - vék | Pouzité Identifkovany druh
médium
Vzorek ¢. 1 zena— 28 let | WSPMup B. adolescentis (6)
B. longum (4)
Rogosa L. salivarius (10)
Vzorek €. 2 Zena - 29 let WSPMup B. adolescentis (4)
B. longum (3)
Bifidobacterium sp . (3)
Rogosa L. paracasei (9)
L. fermentum (1)
Vzorek €. 3 Muz - 50 let WSPMup B. adolescentis (7)
B. bifidum (1)
B. longum (1)
Bifidobacterium sp . (1)
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Rogosa

L. plantarum (7)
L. gaserri (3)

Vzorek €. 4

zena — 21

WSPMup

B. animalis subsp. lactis (10)

Rogosa

L.plantarum (7)
L.paraplantarum (1)
L. brevis (2)

Vzorek €. 5

Muz- 7 let

WSPMup

B. longum (7)

B. catenulatum (1)

B. animalis subsp. lactis (1)
Bifidobacterium sp . (1)

Rogosa

L. fermentum (5)
L. rhamnosus (2)
L. gaserri (2)

L. plantarum (1)

Vzorek €. 6

zena — 24 let

WSPMup

B. adolescentis (1)

B. longum (4)

B. catenulatum (4)
Bifidobacterium sp . (1)

Rogosa

L. gaserri (4)
Pediococcus acidilactici (6)

Vzorek ¢. 7

Muz- 24 let

WSPMup

B. longum (10)

Rogosa

L. salivarius (2)

L. vaginalis (2)

L. plantarum (1)

L. gaserii (1)

Pediococcus pentosaceus (1)
neidentifikovéano (3)

Vzorek €. 8

7ena - 36 let

WSPMup

B. longum (9)
B. adolescentis (1)

Rogosa

L. plantarum (8)
Pediococcus pentosaceus (2)

Vzorek ¢. 9

7ena - 36 let

WSPMup

B. adolescentis (5)
B. longum (1)
Bifidobacterium sp. (4)

Rogosa

Pediococcus pentosaceus (10)

Vzorek ¢. 10

Zena - 26 let

WSPMup

B. adolescentis (5)

B. longum (3)

B. catenulatum (1)
Bifidobacterium sp . (1)

Rogosa

L. paracasei (10)
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Tabulka €. 4.: Souhrn vysledki o osob s vegetarianskou dietou

Vegetarianska Pohlavi — vék | Pouzité Identifikovany druh
dieta médium
Vzorek ¢. 1 zena - 32 let WSPMup B. adolescentis (3)
B. longum (1)
Bifidobacterium sp. (6)
Rogosa L. delbruckii (2)
L. paracasei (8)
Vzorek €. 2 Zena-34let | WSPMup B. longum (2)
(rodina) B: gdolescen_tis (6)
Bifidobacterium sp. (1)
Propionibacterium acnes(1)
Rogosa L. rhamnosus (6)
L. vaginalis (4)
Vzorek €. 3 Zena - 7 let WSPMup B. adolescentis (5)
(rodina) B. longum (4)
B. catenulatum (1)
Rogosa L. plantarum (10)
Vzorek ¢. 4 Muz -39 let | WSPMup B. adolescentis (5)
. B. longum (5)
(rodina) Rogosa L. paracasei (8)
L. vaginalis (2)
Vzorek €. 5 Zena - 27 let | WSPMup B. longum (10)
Rogosa L. plantarum (4)
L. delbruckii (2)
L. fermentum (2)
L. paracasei (2)
Vzorek €. 6 Zena - 36 let | WSPMup B. adolescentis (5)
B. longum (3)
B. bifidum (1)
B. catenulatum (1)
Rogosa L. jensenii (4)
Enterococcus faecium (6)
Vzorek ¢. 7 Zena-21let | WSPMup B. adolescentis (5)
B. longum (3)
B. catenulatum (1)
Bifidobacterium sp. (1)
Rogosa L. salivarius (10)
Vzorek ¢. 8 Zena - 33 let WSPMup B. longum (9)
B. pseudocatenulatum (1)
Rogosa L. rhamnosus (10)
Vzorek €. 9 zena - 32 let | WSPMup B. longum (5)
B. bifidum (5)
Rogosa L. fermentum (5)
L. rhamnosus (5)
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Tabulka €. 5.: Souhrn vysledkl u kojence krmeného matetskym mlékem od vegetaridnské

matky
Kojenec od Pohlavi — vék | Pouzité Identifikovany druh
vegetarianské médium
matky
Vzorek ¢. 1 Muz - 2| WSPMup B. adolescentis (5)
(rodina) meésice £ O ()
Clostridium perfrigens (3)
Rogosa L. vaginalis (10)

Tabulka ¢. 6.: Souhrn vysledkt u osoby s veganskou dietou

Veganska dieta | Pohlavi — vék Pouzité Identifikovany druh
médium
Vzorek €. 1 zena — 30 let WSPMup B. adolescentis (5)

B. longum (5)

Rogosa L. crispatus (1)

L. gaserri (1)

L. oris (1)

L. delbruckei (1)
Pediococcus pentosaceus (2)
Streptococcus galolyticus (1)
neidentifikovéano (3)

Pro zptehlednéni vysledkd srovnani laktobacilti a bifidobakterii u osob s konvenc¢ni
a vegetarianskou stravou jsou uveden grafy 7 a 8. Z téchto grafii vyplyva, Ze vegetarianska
strava neméla prokazatelné vyznamny vliv na vyssi kvantitativni nebo kvalitativni druhovou
diverzitu. Ne¢které druhy jako jsou napiiklad Lactobacilus brevis, L. gaserri,
L. parapalntarum a Bifidobacterium animalis subsp. lactis se byly izolovany pouze
u konven¢né se stravujicich osob. Na druhou stranu u vegetariant byly identifikovany nékteré
druhy, které nebyly identifikovany u konvenéné se stravujicich osob. Jednalo se

o druhy Lactobacilus delbruckii, L. jensenii a Bifidobacterium pseudocatenulatum.
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Graf €. 7.: Srovnani druhti laktobacili kultivovanych na agaru Rogosa ze vzorki stolic darcti

s konven¢ni a vegetarianskou dietou.

pocet vzorki

Lactobacillus

@ Konvencné se stravujici osoby

druh

@ Vegetariani

Graf ¢. 8.: Srovnani druht bifidobakterii kultivovanych na WSPMup agaru ze vzorku stolic

darct s konvenéni a vegetarianskou dietou.
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7. Diskuze

Cilem bakalafské prace bylo stanoveni kvantitativniho zastoupeni a druhové diverzity
bifidobakterii a laktobacilii v trdvicim traktu c¢lovéka v zavislosti na dieté. Pro detekci
bifidobakterii a laktobacili v stolicich darct s konvenéni, vegetarianskou a veganskou dietou
byla pouzita metoda kultivace na selektivnich médiich s naslednou identifikaci kolonii
metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS. Vzorky byly odebrany od 18 dospé€lych
dobrovolnych darcu véku 21-50 let, dvou déti ve véku 7 let a jednoho kojence ve véku
2 mésicli, krmeného matefskym mlékem od vegetarianské matky.

Nazory na vliv vegetarianské stavy s predpokladanym vys$im mnozstvim vladkniny na
kvantitativni zastoupeni bifidobakterii a laktobacilli ve stfevé nejsou jednotné. Zbofil et al.
(2005) ve své praci poukazuje na domnénku, Ze bakteridlni zastoupeni normadlni stfevni
mikroflory zéalezi z velké miry u jednotlivych osob na stravovacich zvyklostech, pfi¢emz
dominantni Glohu hraje mnozstvi vlakniny ve stravé. Predpoklada, Zze dlouhodobi konzumenti
vys$siho mnozstvi vldkniny maji vyznamné odlisné kvantitativni pomeéry v digestivnim
mikroekosystému s vys$Sim podilem bifidobakterii a laktobacilti.

V roce 2008 byly vydany vysledky kontrolované studie publikované Costabile et al.
(2008), kdy jedné ¢asti dobrovolniki byla podavana snidané obsahujici pSeni¢nou vlakninu ve
formé pSeni¢nych snidafiovych cerealii. Pied zaCatkem a po ukoneni podavani bylo
vyhodnoceno mnozstvi bifidobakterii a laktobacilli. Srovnani vysledkli ukazalo, Ze po
pSeni¢né vldkniné byl ve vzorcich zvySeny pocet bifidobakterii a laktobacild.

Na druhé stran¢ Zimmer et al. (2012) provadéli rozsahlou studii, v niz se snazili mimo
jiné o odliSeni fekdlni mikroflory vegetariani a konvenéné se stravujicich osob. Dosel
Kk vysledku, ze vegetariani méli ve svych vzorcich vyznamné niz8i pocet bifidobakterii nez
konvencné se stravujici osoby. K podobnému vysledku jako Zimmer et al., dosSel jiz v roce
1975 Reddy et al. (1975) s vyzkumem zamé&fujicim se na fekalni mikrofloru. Tento vyzkum
dokazoval vyznamné snizeni bifidobakterii a laktobacilii v obdobi konzumace stravy bez
masa a masnych vyrobk, které byly nahrazené rostlinymi produkty.

V kapitole 5.1. jsou uvedeny vysledky kvantitativniho zastoupeni bifidobakterii.
Z vysledka vyplyva, ze bifidobakterie byly detekovany u osob s konven¢ni stravou Vv poctu
9,36 £0,57 log KTJ/ g stolice a u osob s vegetarianskou stravou v poctu 9,55 +0,28 log KTJ/ g
stolice. Rozdil mezi konvencné se stravujicimi osobami a vegetariany ¢inil 0,19 log KTJ/ ¢

stolice ve prospéch vegetaridnii. Tento rozdil nebyl shledan statisticky vyznamnym.
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Vysledky kapitoly 5.2. poukazuji na kvantitativni zastoupeni laktobacilt. Z vysledkt
vyplyva, ze ve vzorcich konven¢né se stravujicich osob byl pocet laktobacilii stanoven na
5,00 1,17 log KTJ/ g stolice. U vegetarianii byl detekovan pocet 4,59 +1,13 log KTJ/ g
stolice. Rozdil mezi konven¢né se stravujicimi osobami a vegetariany ¢inil 0,41 log KTJ/ g
stolice ve prospéch konvenéné se stravujiciho osob a opét zde nebyl zaznamenan statisticky

vyznamny rozdil.

Nasim vyzkumem se tedy nepotvrdil ptredpoklad Zbotila et al. (2005) a Costabile et al.
(2008) o vyssim podilu bifidobakterii a laktobacild u osob s konzumaci vy$§iho mnozstvi
vlakniny ve stravé. Nepotvrdil se vSak ani vyzkum Zimmera et al. (2012) a Reddy et al.

(1975) o vyznamné niz§im poctu bifidobakterii u vegetariansky se stravujicich osob.

Jednim z moznych odivodnéni odlisSnych vysledkl pfi porovnani na$i prace a vyse
uvedenych praci mize byt v mnozstvi darch. Zimmer et al. (2012) pracoval se 144
vegetaridny a stejnym poctem konvencné se stravujicich osob. NasSe skupina citala 10 osob
s konvencni stravou a 9 osob s vegetarianskou stravou. I ptes tento fakt se vysledky autorti
pracujiciho s vétSim poctem darct rozchazeji. Z vysledkt vyplyva, ze zastoupeni laktobacill
bylo velmi variabilni. Jedno z moznych vysvétleni je, ze zde mtze mit velky vliv aktualni

dieta. Pro verifikaci vysledkl by bylo zapotiebi provést opakované odbéry a analyzy.

Diky specifické preferenci jednotlivych bakterii ke sloZeni substratu jsme
predpokladaly u vegetariant s potencialné vy$$im mnozstvim vlakniny ve stravé také vyssi
druhovou diverzitu téchto dvou rodd. Graf 7 a 8 ovSem poukazuje na to, ze kvalitativni
rozdily mezi vegetaridny a konvencné se stravujicimi osobami nejsou tak vyznamné.
K totoznému zavéru dosla i Hybernova et al. (2014), kdy ve svém rozsahlém vyzkumu
identifikovali u vegetarianii druhy Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactococcus
lactis subsp. lactis a Bifidobacterium breve. U konvencné se stravujicich osob identifikovali
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus

catenaformea Bifidobacterium breve.

V roce 1899 izoloval Henry Tissier jako prvni bifidobakterie ze stolice kojenci.
S pokracujicim vyzkumem bifidobakterii byl tento rod izolovan i z dalSich ekologickych nik.
U clovéka byl identifikovan v gastrointestindlnim traktu ¢i v dutiné ustni. Mezi dalsi

ekologické niky, kde mizeme nalézt tento rod, patii gastrointestinalni trakt zvirat a hmyzu.
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Dale pak odpadni vody, kde se tyto bakterie nachdzi v disledku sekundarni kontaminace
(Russell et al., 2011).

V stievé ¢lovéka ma rod Bifidobaterium nezastupitelnou tlohu. Ventura et al. (2004)
uvadi, ze nejvetsi kvantitativni zastoupeni ve Stievnim traktu dospelych osob ¢ini devét druha
bifidobakterii. Jedna se o druhy Bifidobacterium adolescentis, B. angulatum, B. bifidum,
B. breve, B. catenulatum, B. gallicum, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum,
a B. pseudocatenulatum. V nasem piipadé byly ze vzorkd stolic izolované druhy
Bifidobacterium adolescentis, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. catenulatum,
B. longum, B. pseudocatenulatum. Jedna se tedy o druhy bézné piitomné v travicim traktu
dospélych jedincd. Druh B. longum jsme s jistotou identifikovali pouze na druhové troveri.
Nemuzeme tedy potvrdit, zda se jednalo o poddruh B. longum subsp. longum, a nebo
B. longum subsp. infantis. Zadny zizolatd bifidobakterii nebyl izolovan jako druh
B. angulatum, B. breve a B. gallicum, které jsou bé&zn¢ piitomny ve sttevnm traktu.

U bifidobakterii se vyskytl 1 druh, ktery byl identifikovan jen u konven¢né se
stravujicich osob. Jednalo se o druh, B. animalis subsp. lactis. U vegetariani byl vyizolovan
druh B. pseudocatenulatum, ktery nebyl vyizolovan u konven¢né se stravujicich osob.
Nicméné je tfeba zminit, ze druh B. animalis subsp. lactis je druh, ktery se v travicim traktu
Clovéka vyskytuje prechodné, jelikoz je Siroce rozSifenym probiotickym druhem

bifidobakterii, jeZ je pfidavan do mlécnych vyrobki ¢i dopliki stravy.

V roce 1901 byl panem Beijerinckem poprvé popsan rod laktobacilus (Gorner a Valik,
2004). Jiz roku 1912 rusky védec Ilja Mecnikov upozornil na vyznam rodu Lactobacillus,
ktery ma schopnost kolonizovat zaZivaci trakt a pozitivné plisobit na zdravi hostitele (Rozy et
al., 2012). Né&které z druhii laktobacili nalézdme jen v jedné ¢i na nékolika malo
ekologickych nikédch, zatimco jiné druhy jsou méné specializované a vyskytuji se ve vice
nikach (Jardine, 2009). Piitomnost laktobacili se podafila prokézat ve fermentovanych
rostlinnych a zivo¢iSnych materidlech, pid¢, travicim traktu zvifat a lidi (Sungsoo Cho
a Finocchiaro, 2010). V lidském téle se dale nachazeji ve vaginé a duting Ustni (Gorner et
jsou bézn¢ izolovany druhy Lactobacillus acidophilus, L. crispatus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis, L. fermentum, L. gasseri, L. jensenii, L. paracasei
subsp. paracasei, L. paracasei subsp. tolerans, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus,
L. salivarius subsp. salicinius a L. salivarius subsp. salivarius (Song et al., 2000). V nasem

ptipad¢ byly ze vzorku stolice izolované druhy L. brevis L. delbruckii, L. fermentum,
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L. gaserri,L. jensenii, L. paracasei, L. paraplantarum, L. plantarum, L. rhamnosus,
L. salivarius a L. vaginalis. VSechny nami vyizolované druhy s vyjimkou 3 druht fadime do
bézné stievni mikroflory.

Mezi bakterie bézn¢ neosidlujici stfevni mikrofloru fadime L.brevis, L. paraplantarum
a L. vaginalis. Druh L.brevis se mize v lidském travicim traktu usidlit pomoci stravy bohaté
na fermentované potraviny a probiotické dopliky (Dal Bello et al., 2003). Druh
L. paraplantarum se vyskytuje v lidském travicim traktu, ale ne v takovém kvanitativnim
mnozstvi, aby byl pfifazen k bézné stfevni mikroflofe (Marie-Christine, 1996). Druh
L. vaginalis, jak jiz nazev napovida, nalézame v poCetném zastoupeni Ve vzorcich z vaginy
(Gorner et Valik, 2004). Do nasich izolati se mohl u Zeny dostat sekundarni kontaminaci.

Druh L. delbruckii jsme s jistotou identifikovali pouze na druhové Groviii. NemizZeme
tedy potvrdit, zda se jednalo o poddruh L. delbrueckii subsp. bulgaricus ¢i
L. delbrueckii subsp. lactis, druh L. paracasei jsme také identifikovali na druhové urovni.
Nemizeme tedy potvrdit, zda se jednalo o poddruh L. paracasei subsp. paracasei nebo
L. paracasei subsp. toleranc jako posledni byl na druhové trovni identifikovan druh
L. salivarius. Nemtzeme tedy potvrdit, zda se jedna o poddruh L. salivarius subsp. salicinius
¢i L. salivarius subsp. salivarius.

Z4dny z izolat laktobacilli nebyl izolovan jako druh Lactobacillus acidophilus,
L.crispatus, L. reuteri, které jsou bézné piitomny ve stfevnim traktu.

U laktobacilt se vyskytly 3 druhy, jeZ byly identifikovany pouze u osob s konven¢ni
stravou. Jednalo se o druhy Lactobacillus brevis, L. gaserri a L. paraplantarum.
U vegetariant byly vyizolovany 2 druhy, jez nebyly nalezeny u osob s konven¢ni stravou.
Jednalo se o druhy Lactobacillus delbruckii a L. jensenii.

Zajimavé je také srovnani druhového zastoupeni bifidobakterii a laktobacilt
u vegetarianské rodiny. U matky byly identifikovany druhy Bifidobacterium adolescenti,
B. longum, Bifidobacterium sp., Lactobacillus rhamnosus a L. vaginalis, u kojence byly
izolovany druhy Bifidobacterium adolescentis, B. longum a Lactobacillus vaginalis.
Zvysledk vyplyva, ze kojenec ma ve svém travicim traktu totozné laktobacily
a bifidobakterie jako matka. U otce této rodiny byly identifikovany druhy B. adolescentis,
B. longum, L. paracasei, a L. vaginalis. U sedmilet¢ divky byly izolovany druhy
B. adolescentis, B. longum, B. catenulatum a L. plantarum. Z vysledkt vyplyva, ze bakterie

jsou ve velké vétsin€ shodné u vSech ¢lenti rodiny.
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8. Zavér

Domnivali jsme se, Ze izolaty od vegetariani a vegana budou diky pfedpokladanému
vysSimu obsahu vlakniny ve stravé obsahovat vyssi pocet bifidobaketrii a laktobacilt
Vv rozmanitéj$i Skéale druha. Zjistily jsme vSak, ze kvantitativni rozdily mezi jednotlivymi

skupinami jsou statisticky nevyznamné.

Zajimavéjsi rozdily se vyskytly u druhového zastoupeni jednotlivych bifidobakterii
a laktobacilti. Ze vzorkl od déarct s vegetarianskou a veganskou stravou byly vyizolovany
4 druhy laktobacild, které nebyly vyizolovany u konvenéné se stravujicich osob, §lo o druhy
Lactobacillus delbruckii, L. jensenii, L. crispatus a L. oris. Z rodu Bifidobacterium byl
vyizolovan 1 druh. Konkrétné se jednalo o druh Bifidobacterium pseudocatenulatum. Naproti
tomu nékteré druhy, jako naptiklad Lactobacillus brevis, L. paraplantarum ¢i
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, jsme vyizolovali pouze u konvenéné se stravujicich
osob. Je vsak tfeba brat v Givahu, Ze pocet darct byl jen 10 na konvenéni dieté¢ a 10
vegetarianil/vegan a analyza vzorku stolice byla jednorazova, coz mize mit znacny vliv na

vysledek.

Ze zjisténych udaji vSak vyplyva, ze druhové zastoupeni bifidobakterii je pomé&rné
stabilni v zavislosti na dieté. Zastoupeni laktobacilli bylo mnohem variabilngjsi a jednalo se

0 rozdily zéavislé na dieté jedince a ne skupiny.

Jelikoz byly v ramci testovani ziskané izolaty uchovany pro mozné budouci testovani,
nabizi se zde celd fada jak molekularng-genetickych tak biochemickych testli, které mohou
prozradit vice o substratovych preferencich téchto bakterii a vlivu diety na jejich kolonizaci

traviciho traktu.
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