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Souhrn

V souwasné dob existujefada médii pro bifidobakterie, ale Zadné neni spoielpro
izolaci ze vSech prosdi. BEZn¢ pouzivané médium s mupirocinem nepatja rast klostridii
béZzneé se vyskytujicich v travicim traktu. Proto je cildpmakaldské prace osfit, zda je
norfloxacin vhodnou selektivni latkou do médii pmmlaci bifidobakterii, tedy zda jsou
klostridie na toto antibiotikum citlivé, zatimcdfidiobakterie jsou rezistentni.

P¥i testovani bylo pouzito 61 kmeénrodu Bifidobacterium a 62 kmed rodu
Clostridium, z toho 22 kmeiln ze shirek typovych kultur. Testované kmeny bakteyly
izolovany gevazrie ze stolice lidi a vykal zvirat. Dale byly pouZity kmeny izolované z
japonského miného vyrobku a volete slepic. Testovani citlivoggbranych kmefi na
norfloxacin a mupirocin bylo provedeno pomoci digkalifuzni metody na Wilkins-Chalgren
agaru (Oxoid) s iidavkem sojového peptonu, L-cysteinu a tweenu 8bD.kHtivaci se
citlivost projevila inhibéni zonou a jeji pmeér byl méten v celych mm. Kmeny, které
vytvorily v okoli antibiotického disku inhini zénu 10 mm a vice, byly povazovany za
citlivée. Kmeny se zénami 6 az 10 mm, byly povazgvaa mirr citlivé a kmeny se zonami 6
mm, za rezistentni. Testované kmeny bifidobaktgyliy na norfloxacin vesis rezistentni.
Pouze 2 ze 61 kménprojevily na toto antibiotikum citlivost a to jpmérnymi inhibicnimi
z6nami 13,33 mm a 18,33 mm. Naopak 58 ze 62 tesfohakmeri klostridii bylo na
norfloxacin citlivych, 4 kmeny byly migncitlivé a Zzadny kmen nebyl rezistentni.

Déle byla stanovena minimalni inhibi koncentrace (MIC) norfloxacinu a &si
norfloxacinu s mupirocinem (100 mg/l)ag 12 kmea bifidobakterii nebyl omezen antip
koncentraci 300 mg/l norfloxacinu.tBt 20 kmen Klostridii byl inhibovan @ raznych
koncentracich norfloxacinu: 10 mg/l 6 knie80 mg/l 2 kmeny, 50 mg/l 3 kmeny, 80 mg/l 1
kmen, 150 mg/l 2 kmeny, 200 mg/l 4 kmeny testr2 kmeti nebyl limitovan ani p
koncentraci 300 mg/l. S¥é8 s mupirocinem (100 mg/l) ovlivnila koncentracirfftmxacinu
inhibujiciho st bakterii u 1 ze 32 kménze 30 mg/l na 10 mg/l norfloxacinu.

Z bakaldské prace vyplyva, Ze norfloxacin je vhodnou seébekt latkou, ktera
potlatuje nist klostridii a zaroveé neomezuje rozvoj bifidobakterii, 1ze ho tedy testopro
vyuziti do kultivagnich médii pro bifidobakterie v koncentraci 200 ing/

Kli ¢ova slova: bifidobakterie, klostridie, norfloxacin, mupirogimliskova difuzni metoda,

minimalni inhib&ni koncentrace.



Summary

Currently, there are a number of media for bifiacteria, but none are reliable for the
isolation from all environments. Commonly used raagith mupirocin does not suppress the
growth of clostridia commonly occurring in the deyge tract. Therefore, the aim of this
thesis is to verify if norfloxacin is suitable sefige agent for media used for isolation of
bifidobacteria, in other words, whether clostrichee sensitive to this antibiotic, while
bifidobacteria are resistant.

There were 61 strains @ifidobacterium and 62 strains o€lostridium used in the
tests, including 22 strains from the collectionstgbe cultures. The tested strains were
isolated mainly from human and animal faeces. Sdr&éolated from Japanese dairy product
and chicken crop were also used. Norfloxacin angiroain susceptibility testing of selected
strains were performed using the disk-diffusion hmdt on Wilkins-Chalgren agar (Oxoid)
containing soybean peptone, L-cysteine and TweenA8@r cultivation, the sensitivity
manifested itself with inhibition zone, which dialmewas measured in whole millimetres.
The strains that formed an inhibition zone of 10 mmmore around the antibiotic disk were
considered sensitive. Strains forming zones of 6rlM, were considered moderately
sensitive and strains forming zones of 6 mm weresiclered resistant. Bifidobacteria strains
tested were generally resistant to norfloxacin.yGhbf 61 strains showed sensitivity to this
antibiotic and formed the average zones of intohitof 13.33 mm and 18.33 mm. On the
contrary, 58 of the 62 clostridia strains testedengensitive to norfloxacin, 4 strains were
moderately sensitive and no strain was resistant.

Further, the minimum inhibitory concentration (MIGf norfloxacin and norfloxacin
mixed with mupirocin (100 mg/l) has been determingétle growth of 12 bifidobacteria
strains wasn’t limited even at norfloxacin concatidn of 300 mg/l. The growth of 20
clostridia strains was inhibited at different comications of norfloxacin: 6 strains at 10 mg/l,
2 strains at 30 mg/l, 3 strains at 50 mg/l, 1 stedi80 mg/l, 2 strains at 150 mg/l, 4 strains at
200 mg/l and growth of two strains was not limitegen at a concentration of 300 mg/l.
Mixture with mupirocin (100 mg/l) affected the camtration of norfloxacin inhibiting
bacterial growth of 1 of 32 strains from 30 mg/ll® mg/l of norfloxacin.

The results show that norfloxacin is a suitablec&e agent that inhibits the growth

of clostridia and simultaneously does not limit teelopment of bifidobacteria. Thus it can



be tested as a supplement into the culture medidifilobacteria at concentration of 200
mg/l.

Keywords: bifidobacteria, clostridia, norfloxacin, mupirogindisk-diffusion method,
minimum inhibitory concentration
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1. Uvod

V moderni dob je velkym trendem zdravy Zivotni styl, Kmuz neodmyslitelé paii
pravidelny pohyb aigdevsim vyvazena strava. Stefak jsou pedmétem zajmu prebiotické
a probiotické preparaty, které napomahdji predevSim modulaciigvni mikroflory. Jednou
Z hlavnich slozek probiotickych prepargsou i bifidobakterie, které se staly tak@gnmetem
mnoha mezinarodnich vyzkuina to hned z ¢kolika diavodi.

Probiotika vytvéeji optimalni sloZzeni Btvni mikrofléry, optimalni pH, majiifznivy
vliv na lakt6zovou intoleranci, gsobi jako prevenceied vznikem alergii, napomahaji
piedchazet zaZivacim problém a stevnim infekcim. Rsobi antikancerogesn maji
hypocholesterolicky &inek a pozitive stimuluji imunitni systém. Hraji takéilézitou roli
pii vyrobé fermentovanych a fugkich potravin a v neposlediad® jsou cegny pro
schopnost produkovat antimikrobialni latky.

Bifidobakterie jsou strikth anaerobni grampozitivni nepravideln&imky, které
netvai spory a jsou nepohyblivé. Jsou sacharolytickgyi $acharidy na kyselinu octovou a
kyselinu ml€énou. Popsany byly poprvé v roce 1990 a od té dohybyl prisouzen velky
vyznam. Jsou s@asti girozené mikroflory jak lidi, tak zvat.

Jak jiz bylo zmiano, vyuziti bifidobakterii ma nespet moznosti: Od probiotickych
preparai, jogurti, fermentovanych vyrolik funkénich potravin az po mezinarodni vyzkumy
zabyvajici se vliveméthto bakterii na nddorova onemegh antimikrobialni latky apod. Pro
ziskavanicistych kultur bifidobakterii se v labordatoh pouzivaji selektivni média, kterd jiz
nemuseji byt zcela spolehliva. V potrawiském ptimyslu je podstatné, aby byly vyrobky
zdravotrg nezavadné, a proto je kladen vysoky narok na kvaltistotu ziskanych kultur. Z

tohoto divodu je podstatné najit spolehlivé selektivni madiu



2. LITERARNI RESERSE

2.1  Charakteristika rodu Bifidobacterium

Bifidobakterie byly poprvé popsany v roce 1990nfrauzskym pediatrem Henry
Tissierem a pojmenovany jalgacillus bifidus. Izolovany byly ze stolice kojefica mizeme
fici, Zze jsou dnes nejpouzivgsimi probiotickymi bakteriemi. Na zaklad jejich
morfologickych, kultivé&nich a biochemickych charakteristik byl vytea samostatny rod
Bifidobacterium, dle navrhu danského mikrobiologa Orla-Jensen24)L9Mitsuoka,1990).
Podle Garrity et al. (2004) nalezi rdgifidobacterium do kmeneActinobacteria, trida
Actinobacteria, podtida Actionobacteridea, fad Bifidobacteriales, ¢eled’ Bifidobacteriaceae.
DalSi rody pafci do tétoceledi jsou:Aeriscardovia, Falcivibrio, Garderella, Parascardovia

aScardovia. Dnes rodifidobacterium zahrnuje vice nez 35 dnulviz. tabulkas. 1.

Obr. ¢. 1. Bifidobacterium adolescentis

zdroj: http://sciensephoto.com

Bifidobakterie jsou grampozitivni pleomorfni ra@tvené tginky, které se mohou
vyskytovat jednotli¥, v fettzcich nebo ve shlucich. Jejich tvatze byt relative pravidelny

nebo az rozétveny do pismen Y a V (Leahy et al., 2005). Bifid&terie jsou strikt&



anaerobni, gkteré druhy ovSem mohou tolerovattpmnost kysliku, a to zaffpomnosti CQ
(Simpson et al., 2004a). Jedna se o organotrofyanismy, které maji fermentativni typ
metabolismu. V pib¢hu fermentace nedochazi ke tvbgilynu. Nemaji enzym katalazu, az
na vyjimky: Bifidobacterium indicum a Bifidobacterium asteroides maji aktivni katalazu
pokud jsou kultivovany zaifiomnosti kysliku (Biavati et Mattarelli, 2001). fkita dalSiho
enzymu uredzy byla testovana na 414 kmenech reypwgiéch 21 drub rodu
Bifidobacterium. Bylo prokazano, Zze kmeny s nejgji aktivitou tohoto enzymu pét
vétSinou do druhuB. longum ssp.suis, ve kterém byla pozitivni reakce u 80 % testovanych
kmeni. Enzym ureaza byl nalezen u vSech dratvyjimkouB. cuniculi. Ureaza tejmeé neni
adaptivnim enzymem: ndovina ani organicky dusik neindukuji jeji syntékuB. breve aB.
longum ssp longum (lidské druhy) ma tento enzym menez 10 % kmein B. bifidum ma
ureazu aktivni jen sl&kCrociani et Matteuzi, 1982).

Teplotni optimum pro st bifidobakterii se pohybuje v rozmezi 37 az 41 °C
Optimalni hodnota pH pro péate:ni nist je 6,5-7,0 naopakiippH pod 4,5-5,0 nebo zasadité
nad pH 8,0-8,5 je praist bifidobakterii nevyhovujici (Scardovi, 1984).

Burg¢na stna je tvdena peptinoglykanovou vrstvou obohacenou o polyaady
proteiny a kyselinu teichoovou (Gomes et Malcat@99). Aminokyselinové slozeni
z&kladniho tetrapeptidu seage liSit mezi jednotlivymi druhy i mezi kmeny stéo druhu,
proto se analyza peptidoglykanu pouziva pro idéwif (Lauer et Kandler, 1983).
NejrozsahlejSi studie o stavbbuniéné stny a mureinové strukie byla sepsana O.
Kandlerem a jeho spolupracovniky (Scardovi, 19889.zaklad mureinové struktury bylo
prokazano, Ze jsou bifidobakterie bliz&ibmzné ¢eledi Lactobacillaceae nezli celedi
Actinomycetaceae (Kandler et Lauer, 1974).

Jiz pes 20 let jsou bifidobakteriergdnétem intenzivniho mezinarodniho vyzkumu
diky svym vyznamnym probiotickym vlastnostem, gm#na pro schopnost produkovat

rizné antimikrobiélni latky (Yildirin et Johnson, 189
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2.1.1 Vyskyt

Bifidobakterie obyvaji pedevsim travici trakt lidi a ztdt, kde koexistuji s Sirokou
Skalou tiznych anaerobnich mikroorganigriVaughan et al., 2000). SloZeni této mikrofléry
se liSi v fiznych oblastech traktu. Studie o vyskytu bifidolesiktve stolici déti (Biavati et al.,
1984) a dosglych (Biavati et al., 1986), v pocBVCrociani et al., 1973) a zubnim kazu
(Crociani et al., 1996) poukazuji na rozdily v adapdruhi bifidobarkterii lidského fwvodu
na ifizna stanovist B. breve aB. longum ssp. infantis jsou typické pro kojence, proto mohou
byt pridavany do kojenecké vyzivy, zatimdh bifidum, B. catenulatum, B. longum ssp.
longum, B. pseudocatenulatum jsou gFitomny ve stolici jak novorozengtak dosplych lidi.

B. adolescentis byl izolovan u dosgého clovéka. V poch¢ byly popsany druhyB.
adolescentis, B. bifidum, B. breve a B. longum ssp longum. V zubnim kazu se vyskytuB.
denticolens, B. dentium a B. inopinatum. U zvitat jsou ikteré druhy bifidobakterii specifické
podle hostitele:B. magnum a B. cuniculi byly nalezeny ve vzorku kréich vykafi, B.
pullorum a B. gallinarum pouze ve $ew kuiete aB. longum ssp.suis pouze ve vykalech
selat. Dvanact druhbifidobakterii bylo izolovano z odpadnich vod azin@mi i B. minimum
a B. subtile, které zatim nebyly nalezeny v zadném jiném peakt Airag znangjSi jako
kumys, lehce alkoholicky napoj z fermentovanéhoykiblo miéka fivodem z Mongolska, je
mistem vyskytuB. mongoliense (Watanabe et al. 2009). Do rid/ch vyrobki se nejasg;i
pridava B. animalis ssp lactis. B. thermacidophilum ssp.thermacidophilum byl izolovan z
anaerobniho fermentor{Biavati et al., 2000). Killer et al. (2009b) byivmi, kdo izoloval
bifidobakterie ze zaZivaciho traktmelaka. Tato studiefpdpoklada, Ze bifidobakterie ttfo
vyznamnou cast stevni mikroflory tohoto hmyzu. Navic, protoZze bylgechny druhy
izolované v této studii odliSné od dfulrodu Bifidobacterium jiz dfive izolovanych z
traviciho traktu vel (B. asteroides, B. coryneforme, a B. indicum), byl predloZzen navrh, aby
patily do nového samostatného druhu v ramieledi Bifidobacteriaceae (Killer et al.,
2009b). Celkow byly ze zaZivaciho trakttmelaki izolovany 4 skupiny bifidobakterii. Prvni
z nich byla navrZzena jako samostatny d&ifidobacterium bombi sp. nov., (Killer et al.
2009b). DalSimi byly Bifidobacterium actinocoloniiforme sp. nov., Bifidobacterium
bohemicum sp. nov. (Killer et. al., 2010a) Bombiscardovia coagulans gen. nov., sp. nov.
(Killer et. al. 2010b). Rehled platnych nazvbifidobakterii a misto vyskytu v tabul¢el.
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Tab.¢. 1. Stanovist a prehled druld roduBifidobacterium (Russel et al. 2011)

Druh

Izolovano z

Odkaz

actinocoloniiforme

B. adolescentis

B. angulatum
B. animalis

B.
B.
B.

B.
B.

O W ®wWwwWwmE®wWwom®

oW wmmww SO e

SO A

subsp. animalis
subsp. lactis

asteroides

bifidum

bohemicum

boum

bombi

breve

catenulatum

choerinum

coryneforme

crudilactis

cuniculi

dentium

gallicum

gallinarum

indicum

longum
subsp. longum
subsp. infantis
subsp. suis

magnum

merycicum

minimum

mongoliense

pseudocatenulatum

pseudolongum
subsp. pseudolongum
subsp. globosum

psychroaerophilum

pollorum

ruminantium

saeculare

scardovii

stercoris

subtile

thermacidophilum
subsp. porcinum
ther macidophilum

thermophilum

tsurumiense

sttevaémelaka
stolice dospléhoc¢lovéka, bachor skotu, odpadni voda a
vagina

odpadni voda, stolice dadphocloveka

zviteci vykaly

jogurt

streva \Eely

stolice dospléhocloveka a ditte, vykaly telete a vagina
streva¢melaka

bachor skotu, vykaly selete

streva¢melaka

stolice ditte,vykaly telete, vagina a odpadni voda
stolice dospléhocloveka a ditte, odpadni voda
vykaly selete, odpadni voda

streva \Eely

syrové mléko a syry

vykaly kralika
zubni kaz, dutina Gstni, stolice dékhocloveka, slepé
strevo

lidska stolice
slepé sievo kuete

streva \Eely

stolice dospléhocloveka
stolice ditte

vykaly selete

vykaly kralika

bachor skotu

odpadni voda

fermentovany miény produkt z kobyliho miéka, Mongolsko

travici traktclovéka

stolice ditte, vykaly telete, odpadni voda

vykaly prasete, kiete, byka, telete, krysy a ndete

vykaly telete, kralika, jehite, odpadni voda, bachor skotu

vykaly prasete

vykaly kuete

bachor skotu

vykaly kralika

lidska krev

lidské stolice

odpadni vada

vykaly selete

odpadni voda z anaerobniho fermentoru
stolice ditte

zubni plak kecka

Killer et al. (2010a)

Reuter (1963)
Scardovi a Crociani (1974)

Scardovi a Trovatelli (1974)
Meile et al. (1997)
Scardovi a Trovatelli (1969)
Orla-Jeans (1924)
Killer et al. (2010a)
Scardovi et al. (1979)
Killer et al. (2009b)
Reute8319
Scardovi a Crociani (1974)
Scardovi et al. (1979)
Biavati et al. (1982)
Delcenserie et al. (2007)
Scardovi et al. (1979)

Scardovi a Crociani (1974)
Lauer (1990)

Watabe et al. (1983)
Scardovi a Trovatelli (1969)

Reuter (1963)

Reuter (1963)

Matteuzzi et al. (1971)

Scardovi a Zani (1974)

Biavati a Mattarelli (1991)

Biavati et al. (1982)
Watanabalef2009)

Scardovi et al. (1979)

Yaeshima a Fujisawa (1992)
Ex Mitsuoka (1969)

Ex Biavati et al. (1982)
Simpson et al. (2004

Trovatelli et al. (1974)

Biavati a Mattarelli (1991)

Biavati et al. (1991)

Hoyles et al. (2002)

Kim et al. (2010)

Biavati et al. (1982)

Dong et al. (2000)

Zhu et al. (2003)

Mitsuoka (1969)
Okamoto et al. (2008)
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2.1.2 Pozadavky na ziviny

Bifidobakterie jsou sacharolytické organismy, ktdermentuji zejména jednoduché
cukry a oligosacharidy. Jejiclist, stimulovany matskym mlékem, se stal objektem mnoha
nutri¢nich studii, které jsou koncipovanédbld oswtleni charakteru "bifidogenniho faktoru®
v matéském mléce, nebo k nalezeni jeho nahrady. Jakg ddsiku vyuzivaji bifidobakterie
hlavré jeho organickou formu: aminokyseliny a peptidy.lpvSem prokazano, Zze jsou
schopné vyuzit jako jediny zdroj dusiku amonndél $o plati pro ¥tSinu zastupi rodu
Bifidobacterium, ovSem druhyB. longum ssp.suis, B. magnum, B. choerinum aB. cuniculi se
bez organického dusiku nemnoBiuhy, které vyuZzivaji anorganického dusiku, vijii do
média zn&né mnozZstvi aminokyselin. V ne&pdim mnoZstvi jsou z aminokyselin
produkovany alanin, valin a kyselina asparagovah®. thermophilum vykazuje zvySenou

produkci izoleucinu a valinu (Scardovi, 1984).

2.1.3 Metabolismus

Bifidobakterie jsou sacharolytické organismy. Jejimetabolismus sachaticse od
homofermentativnich a heterofermentativnich baktaté&ného kvaseni liSifpdevsim diky
enzymu frukt6zo-6-fosfat fosfoketolaza, ktery jepoddny za degradaci glukézy. Enzym
fruktd6zo-6-fosfat fosfoketolaza je pro bifidobakéetypickym, proto se jeho stanoveni stalo
rozhodujicim testem pro identifikaci ro@ifidobacterium (Scardovi, 1984).

DalSim divodem, pré bifidobakterie metabolizuji sacharidy odliSnymigpbem nez
bakterie mléného kvasSeni je, Ze postradaji enzymy glukozo-&fodehydrogenazu a
aldolazu. Téns vSechny kmeny jsou schopné metabolizovat sachayliak6zu, galaktézu,
fruktdézu, sacharézu a laktézu (Crociani et al. 29%yslednymi produkty kvaSeni sacharid
jsou kyselina octova a kyselina réhé v pondru 3:2 (Scardovi, 1984).

Na kmenechB. longum ssp.infantis bylo prokazano, Ze vybovani polysacharid
umoziuje gilnavost (adhezy) na lilky stevniho epitelu. Diky tomu, Zefimou na sEnu
streva a jsou metabolicky aktivni, napomahaji bifiddbee zachovat mikrobialni rovnovahu
nezbytnou pro udrZeni dobrého zdravotniho stavuitbles Bifidobakterie jsou schopné
syntetizovat aminokyseliny (k. asparagovou a ktaghovou), riboflavin a thiamin. ¢které

kmeny mohou produkovat i vitamin,BBg a biotin (Zinedine et Faid, 2007).
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2.1.4 Citlivost k antibiotikum

Bifidobakterie jsou citlivé na cefalosporiny, baacin, erythromycin, penicilin,
ampicilin, novobiocin, klindamycin, dicloxacilin afampicin (v rozmezi 0,01 az 4 mg/l).
Rezistentni jsou na aztreonam, cycloserin, kanamyoolymycix B a na spectinomycin
(D"aimmo et al., 2007).

Dle Kheadr et al. (2007) jsou bifidobakterie tajedmi citlivé na nisin, méhcitlivé na
cloxacilin, chloramchenikol a tetracyklin. Odolnésoy \ici aminoglykosidim a
vankomycinu.

Charteris et al. (1998) testovali citlivost ke A&nym antibiotikim na 16 kmenech
rodu Bifidobacterium z lidského zaZivaciho traktu. Pro kultivaci byluga TPY agar. Izolaty
byly rezistentni na cefoxitin (30 ug), aztreonar@ (), vancomycin (30 pg), amikacin (30
Kg), gentamicin (10 pg), kanamycin (30 ug), streptwin (10 pg), kyselinu fusidovou (10
Kg), trimethoprim (5 pg), norfloxacin (10 ug), kipse nalidixovou (30 pg), metrodinazole (5
1g), polymyxin B (300 pg) a na colistin sulfat (4g). Citlivé byly na cephalothin (30 ug),
cefuroxime (30 pg), cefaclor (30 pg), ceftizoxim@&0 ( ug), bacitracin (10 pg),
chloramphenicol (30 pg), erythromycin, (15 pg)ndamycin (2 ug), rifampicin (5 pg) a na
nitrofurantion (300 pg). Jejich citlivost byla o&fid na antibiotika cepharidine (30 pg),
cephazolin (30 pg), cefoperazone, (75 pg), cefnax (30 pg), ofloxacin (5 pug) a na
furazolidone (15 pg). Rezistentni nebo niiaitlivé byly na ceftazidime (30 pg), netilmicin
(10 ug), sulphamethoxazole (100 pg), cotrimoxat@teug) a ciprofloxacin (5 pg). Citlivé
nebo mirg citlivé pak byly na tetracycline (30 pg). VSechnglaty B. bifidum byly citlivé na
cefixime (5 pg).
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2.2 Probiotika a prebiotika

S uzivanim probiotik a prebiotik jsou spojeny zdrprosgsné w@inky, které byly
potvrzeny mnoha studiemi, zabyvajicimi se lidskgzivou. Jsou hoj@ivyuzivany k pipraw
potravinovych dopiku, které se staly popularni hlavivrop a v Japonsku.i#znivé pasobi
na zazivani a naistvni mikrofl6ru. Mezi pinosy mizeme z#adit i prevenci proti gjmam

nebo posileni imunitniho systému (Robertfroid, 2000

2.2.1 Probiotika

Probiotika jsou mono- nebo gané kultury Zivych mikroorganisim které po aplikaci
pros@Esre ovliviwuji hostitele zlepSenim vlastnosti jeho vlastninafiéry (FAO/WHO, 2001).
Doposud nejlépe prostudované probiotické organigoy Bifidobacterium sp. a bakterie
mlé&ného kvaseni, zejménactobacillus sp. DalSi organismy, které s&zb¢ pouzivaji jako
probiotika u lidi jsouEscherichia coli, Streptococcus sp., Enterococcus sp., Bacteroides sp.,
Bacillus sp., Propionibacterium sp. a gkteré houby (Rolfe, 2000). Vice viz. tabulka?2.
Zejména bifidobakterie jsou celagove pouzivané jako probiotika v mnoha potravsid/ch
vyrobcich, jako jsou jogurty, fermentované milékeétsla vyziva, syry a dopky stravy
(Russel et al., 2011). Probiotika byla testovanahledana dinnymi pri prevenci a Iéb¢
Sirokého spektra onemadni traviciho traktu jako je: pem spojeny s uZivanim antibiotik
(zpisobeny pemnozenimClostridium difficile), infekéni bakteridlni a virovy mijmem
(véetre prajma vyvolanych rotaviry Shigella sp., Salmonella sp., enterogennik. coli, Vibrio
cholerae a Helicobacter pylori), zargtlivé strevni onemoceni, syndrom drazdivéhoistva,
piemnoZeni bakterii v tenkémiatu, laktézova intolerance atd. Bylo zfisb, Ze inhibuji
enzymy bakterii, které se zapojuji do syntézy kengeri v tlustém stew. Existuje mnoho
mechanism, kterymi probiotika pfiznivé ovliviwiji zdravi hostitele: stimuluji imunitu,
konkuruji v boji o omezené mnozstvi Zivin, obsazjpitel steva, ¢imz zabrauji adhezi
patogennich mikroorganismprodukuji nejizn¢jSi antimikrobialni latky atd. (Rolfe, 2000).

Nicmére probiotika mohou mit dkteré vedlejSi &inky jako je: vyskyt bakteriémie
nebo endokarditidy, produkce toxickych metaliplitnebo  penos rezistence wvi

antibiotikim na gastrointestinalni mikrofloru. | kdyz jsotigady bakteriémie nebo fungémie
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velmi vzacné, pouziti probiotik by &o byt v Kklinickych studiich doprovazeno
bezp&nostnimi radami a poznatky tykajicimi se citlivassi antimikrobialni latky (Snydman,
2008).

U vnimayjSich jedinég by mohla byt nezadouci nadma stimulace imunitniho
systému a fenos gefl. Zdokumentovanych souvislosti mezi infekci a uddik@probiotik je
jen rekolik a objevily se pouze u paciéntse zakladnim onemo&mim. U rodu

Bifidobacterium zadné fipady nakazy reportované nebyly (FAO/WHO, 2002).

Tabulkac. 2. Nefastji pouzivana probiotika (Nevoral, 2005)

Lactobacily Grampozitivni koky
L. acidophilus Lactococcus lactis ssp. cremonis
L. rhamnosus Enterococcus faecium
L. casel S diacetylactis
L. reuteri S intermedius
L. brevis E. cali
L. cellobiosu Bifidobakterie
L. curvatu B. bifidum
L. fermentum B. adolescentis
L. plantarum B. animalis ssp. lactis
Kvasinkovité mikroorganizmy B. longum ssp.infantis
Saccharomyces boulardii B. longum ssp. longum
B. thermophilum
B. breve
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2.2.2 Prebiotika

Prebiotika jsou definovana jako nestravitelna lsdopotravy, kteraipznivé ovliviiuje
rast a/nebo aktivitu pozitivh pasobicich bakterii v tlustémist€, ¢cimz zlepSuje zdravotni
stav svého hostitele (Gibson et Roberfroid, 19®s8lektivreé stimuluji rist komensalnich
probiotickych kultur, a to diky fermentativhimu rabblismu &chto bakterii. Stavaji se
hlavnim zdrojem uhliku a energi¢epevsim pro bifidobakterie (Gibson et al., 199% lie
roz&lit podle chemického sloZzeni na fruktooligosachgrid inulin, laktulézu,
galaktooligosacharidy, oligosacharidy rafin6zovéady, izomaltooligosacharidy a
xylooligosacharidy (Collins et Gibbon, 1999).

Laktul6za: Je to synteticky disacharid ve fér@al beta 1-4 Fru. Laktul6za je
vyuZivana jako laxativum, neni hydrolyzovana arsabovana v tenkémiste.

Inulin a fruktooligosacharidy (FOS): Inulin je Igsacharid, ktery je slozeny z
jednotek fruktézy (>20) navzajem spojenyph(1,2) glykosidickou vazbou a zakany
molekulou glukézy. Fruktooligosacharidy jsou stejako inulin polymery D-fruktézy,
zakortené glukdzou, ale maji mensi molekulovou hmotnBstet jednotek fruktdzy je
obvykle do 10. Rmyslow se vyrakji bud syntézou sachar6zy pomoci enzymu
transfruktosylazy, nebo hydrolyzou inulinu extrahogho zcéekanky. Takto vytviené
fruktooligosacharidy jsou dvojiho typu: GFn a Fnzavislosti na tom, jestli je vetézci
piitomna glukéza nebo jen frukt6za. Bifidobakterigjgsou Iépe vyuzivany FOS s nizSim
stuprém polymerace (2-7). fack zemi jsou fidavany do potravin, jako jsou susSenky,
napoje, jogurty, ceredlie, pomazanky a sladidla.

Galaktooligosacharidy (GOS): Galaktooligosachaiibu oligosacharidy, obsahujici
galaktozu ve form Glual—-4(beta Gal 1-6)n, kde n=2-5. Vznikaji z laktézuvésirupu
pomoci trans-galaktosylazove aktivity enzymu betkakfosidazy.

Oligosacharidy ze sdji: V podstase také jedna o galaktooligosacharidy. Hlavnimi
oligosacharidy, které pochazeji ze so¢ji, jsou @fm (n=1), stachyéza (n=2) a verbasko6za
(n=3).

Laktosacharoza: Laktosacharéza vznika jakoessrtaktdézy a sacharézy pomoci
enzymu beta-fruktofuranosidazy, a je bifidogenni.

Isomaltooligosacharidy: Isomaltooligosacharidy QM jsou tvdeny monomery
glukozy, spojenymi alfa 1-6 glykosidickymitistky.
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Zdrojem oligosacharid jsou potraviny, jako zelenina, ovoce, ceredlieusghiny.
Inulin je zasobni latkou oddenkovych rostlin jakoycekanka, slungice a jtiny (Blaha et
Visek, 2011).

Strevni mikroflora se stabilizuje jiz kratce po namoizeSteni bifidobakterii do dolni
¢asti gastrointestinalniho traktu je stimulovanokglgroteinovymi komponentyx-kaseinu z
mleziva a oligosacharidy z mas&ého mléka. Sibyvajicim wkem se mini paet i druhy
bifidobakterii obyvajicich travici trakB. longum ssp.infantis, B. bifidum a B. breve jsou
nahrazeny spisB. adolescentis, zatimcoB. longum ssp longum pretrvava po cely Zivot. Tato
zmeéna profilu mize byt spojena sifpmem bifidogennich (prebiotickych) faktoModler,
1993). Potrava &tSiny lidi a zvfat obsahuje nedostatek latek podporujicich vyzivu
probiotickych kultur, proto jsou v dnesSni dok dispozici komami dophky s jiz vySe
zmirgnymi polysacharidy a oligosacharidy, které jsouidoibakteriemi, a &kterymi
bakteriemi produkujicimi kyselinu migou, snadno metabolizovany. Jejich rozkladem
vznikaji organické kyselinyimz snizuji stevni pH (Modler, 1993).

Komekni prebiotika by mila po vzoru matského mléka selekti¢gnpodporovat st
probiotickych kultur. Z vysledk vyzkumu ovSem vyplyva, ZegiSina dostupnych achne
pouzivanych prebiotickych prepaikamize podporovat, jakust pozitivnich komensalnich
bakterii, jako jsou bifidobakterie a laktobacilgkti ostatnich bakteriifiomnych v travicim
traktu, jako jsou klostridie (Rada et al., 2008).
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2.2.3 Terapeutické @inky probiotik

V poslednich desetiletich je stalétdi poptavka po furidnich potravinach.
Termin funkni potraviny se pouZziva pro potraviny s obsaherimzkteré maji vliv na
fyziologické procesy, které se liSi od své ustalamkce ve vyzi¢, a maji piznivy
vliv na zdravotni stav konzumenta. Probiotika abptka predstavuji funkni

Probiotika a prebiotika se projevuji hnetkalika &inky, které se podileji na
zlepSeni zdravotniho stavu. Rahezi r& nagiklad snizeni rizika rotavirovych fgmu
a vzniku rakoviny tlustého igva, zmirgni laktézové intolerance, zlepSeni imunity,
potlateni pkjma, sniZzeni rizika osteopordézy a kardiovaskularnihoensocrni
(Robertfroid, 2000).

2.2.3.1 Hypocholesterolemicky &inek

Hypercholesterolemie je nejvyzna@si rizikovy faktor pro vznik kardiovaskularnich
onemockni. Natizeni hladiny cholesterolu v krvi maji zasadni vtitedevSim stravovaci
navyky spoléné¢ s dalSimi faktory Zivotniho stylu. VIiv Zivych nridorganisni v
potravinach, zejména bifidobakterii a bakterii ¢nkho kvaSeni, na lidské zdravi, byl znam
jiz v doke pred naSim letopdem. Mann a Spoerry byli prvnimiédci, ktai prokazali
hypocholesterolicky efekt fermentovaného mlékanaémse o fivodni kysané mléko kmene
Masaji (Ataie-Jafari et al., 2009).

Andrade a Borges (2009) provedli studii, ve kteo&notily vliv kysaného mléka,
obsahujicihoLactobacillus acidophilus a Bifidobacterium longum ssp.longum, na sérové
lipidy, ve vzorcich krve dosgych Zen. U vSech testovanych Zen, ¥&owvém rozmezi od 18
do 65 let, bylo prokdzano snizeni LDL i HDL cho&slu po konzumaci mléka prokysaného

uvedenymi bakteriemi.
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2.2.3.2 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita je dsledkem produkce bakteriodira latek jim podobnym,
coz jsou latky bilkovinné povahy vylavané mikroorganismy. Bylo zji&to, Ze maji silnou
antimikrobialni aktivitu wci blizce gibuznym mikroorganisiim. Antimikrobialni aktivita
téchto latek je rodav specificka. Jsou velmi uziteé v oblasti konzervace potravin,épéo
zdravi nebo ve farmaceutickémapryslu. Diky produkci antimikrobiélnich proteéirmizou
bifidobakterie dominovat ve igvni mikroflde a docilit tak své probiotické funkce.
Antimikrobialni aktivita je také @kledkem produkce organickych kyselin a konkurenci o

Ziviny a misto (Pagori et al., 2008).

2.2.3.3 Vliv na laktézovou intoleranci

Spatné traveni laktézy a laktozova intolerance lpdprvé popsana nacézaku roku
1960. V roce 1962 bhyla poprvé z§ga souvislost mezi snizenim hladiny enzymu lakizy
piiznaky gipominajicimi syndrom drazdivéhaevta (Szilagyi, 2002).

Laktozova intolerance je #pobena nedostateou koncentraci enzymup-
galaktosidasy, ve sliznici tenkéhoresta. To zfisobuje nedostateé traveni disacharidu
laktézy. Spatné traveni laktozy je provéazeno zvgekoncentraci glukézy v krvi nebo
vodiku @i vydechu. \&tSina lidi s poruchou traveni lakt6zyube pozit laktézu bez
negiznivych giznaki jen v omezeném mnoZstvird8né mechanismy, kterymi nestravena
nebo neabsorbovana laktdézaigpbuje piznaky intolerance, nejsou doposudépbibjasiné.
Je vSeobeeghznamo, Ze kysané ntiée vyrobky, jako je jogurt, mohou zlepsit traveaktbzy
a proto jsou ¥tSinou dobe snaseny i osobami trpicimi lakt6zovou intolerafsdu proto dva
duvody. Laktéza je stravena mikrobialnimi enzymy yizorabéhu kysani, nebo mikrobialni

enzymy misobi na laktozu v tenkémievu po piichodu Zaludkem (de Vrese et al., 2001).
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2.2.3.4 Antikancerogenni dinek

Rakovina tlustého #va je jednou z hlavnichtipin amrti, v rozvinutych zemich.
Napiiklad v USA, podle odhadz roku 1996, podlehlo rakowinlustého seva 50 000 ze
133 500 nemocnych. Za néjdzit¢jSi faktory pro snizeni @tu onemoc#ni a umrti je
primarni prevence,dasné detekce adéa. Experimentélni studie prokazaly, Ze vysokjem
tuk v potra¥ a nedostatay piijem viakniny, zvysuji riziko vzniku rakoviny tlustio steva
(Singh et al., 1997).

Bylo dokazano, Ze igvni mikroorganismy jsou schopné ovlivnit onemadna
poruchy zaZivaciho traktu, dokonce i rakovinu gt steva. Resné mechanismy, které maji
za nésledek antikancerogenntéingk, nejsou zcela objasmé. Ricinou by mohla byt
modifikace stevniho pH, produkce kratkyctetzca mastnych kyselin (acetat, propionat,
butyrat), antagonismusi®i patogennim mikroorganisim skrze produkci antimikrobialnich
a antibakterialnich latek (namakteriociny, cytokiny a butyrat), stimulace imamodul&nich
bureék, konkurence patogennim organismdostupné Ziviny, receptorovéigstové vlastnosti
nebo potlaeni bakterii, které z prokancerogennich latek pkafikancerogeny. Prebiotika
mohou uplatnit své ochané vlivy skrze modulaci peackvaseni,fijpadré zvySeni produkce
kratkych rettzci mastnych kyselin, zému stevni mikrofléry na vyhod§si sloZeni, nebo
zmeénu disledid biologickych proces spojenych se vznikem rakoviny, jako je apopt6za
(programovana buina smrt) a buktna poliferace (hojné mnozeni, bujeni gkin(Le Leu et
al., 2010).

Jedna ze studii zabyvajici se problematikou rakovinavrhuje, aby byl
Bifidobacterium longum ssp. longum pouZzivan, jako stabilni vektor proigpravu proti
nadorovych geln v kombinaci s nizkymi davkami chemoterapeutickyétiv (dle studie
nemaji naB. longum ssp.longum biologicky efekt). DoBifidobacterium longum ssp.longum
byl vpraven gen, ktery #gobil, Ze bakterie zaly produkovat endostatiny, které brani
rozvoji cév vyzivujicich nadory. Test provedeny mgSi prokazal selektivni umésti
bakterie v nadoru a protinadorovy efekt na ostdmsar primarni kostni nador (Hu et al.,
2009).
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2.3 Charakteristika rodu Clostridium

Klostridie jsou striktd anaerobni grampozitivni dyky. VétSina druli  tvori
endospory ovalného nebo kulovitého tvardkdliv jsou obligatd anaerobni rize se jejich
tolerance vuci vzdusnému kysliku velmi liSit: gkteré druhy zaiftomnosti vzduchu porostou,
ale nevytvai spory. Jsou chemoorganotrofni, chemoautotrofhéranemolitotrofni. Hlavnim
metabolickym produktem je kyselina maselna, datedpkuji snési organickych kyselin a
alkoholi ze sacharil nebo z peptah (Rainey et al, 2009). Na 4 testovanych kmenech,
kvasicich glukozu, bylo prokazano, Ze klostridiehoo snizit pimérnou hodnotu pH ve
strevu ze 7,2 na hodnotu mezi 4,6 az 5,0, a jako pnim@zpustné metabolity produkuji
butyrat (0,37-0,67 mmol/mmol glukdzy) a acetat 460342 mmol/mmol glukozy). V fibéhu
degradace glukdzy a produkce kyselin vzniklo tak&mzé mnozstvi vodiku (Lin et al., 2007).
Nekteré druhy jsou schopné fixovat vzdusny dusik. ®i@inu drutii plati, Ze optimalni
podminky pro mnoZzeni jsodipH 6,5-7,0 a fi teplo€ v rozmezi 30 az 37 °C. Nemaji enzym
katalazu, ale udkterych kmed miaze byt detekovano miniméalni mnozstvi tohoto enzymu
(Rainey et al, 2009).

Obr.¢&. 2 Clostridium difficile

zdroj: http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/pRgees.html

Klostridie jsou bakterie fjrozere se vyskytujici v travicim traktdlovéka i zviat.
Nekteré druhy jsou v8ak prdoveka patogenni. Na&fklad Clostridium perfringens je bakterie
bézneé se vyskytujici v pdé, sedimentech a travicim Ustroflovéka. Tento druh je
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zodpo¥dny za Siroké spektrum choroletné otravy jidlem, plynaté s (clostridial
myonecrosis), nekrotizujici enteritidy (enteritiscnoticans) a infekce traviciho traktu (Myers
et al., 2006). R®vodcem botulismu je bakteri€lostridium botulinum, ktera produkuje velmi
silny neurotoxin. Poprvé byla izolovana jiz v rdi@97 ze syrové solené Sunky v Belgii. Bylo
prokdzano, Zetzné kmeny mohou produkovat toxiny, které se od didbentigeny, proto
bylo rozliSeno 7 zékladnich typtéchto toximi (A-G). Clostridium botulinum se hojr
vyskytuje v Zivotnim prosedi, proto bylo vypuknuti botulismu &gobeno jiz mnoha druhy
tepelf neopracovanych potravin. Pravidla hygieny a kdwtrpotravin, které maji
minimalizovat riziko alimentarniho botulismu, bypopsany velmi jash presto ma mnoho
(Lund et Peck, 2001). Jednim z cekisvé nejrozsfergjSich a nejdramati¢jSich
onemockni je tetanus, ktery je znamy jiZgs 24 stoleti. #/odcem nemoci je bakterie
Clostridium tetani, ktera se firozere vyskytuje v fidach, prachu a zazivacim trakfizmych
Zivocichu. Projev této choroby, spastickd obrna, jésgbena druhou nejtastEjSi znamou
latkou -tetanus™ toxinem. Smrtelnd davka tohoto toxinu @giavéka je asi 1ng/kg. Toto
onemockni je regulované diky akovani, nicméd, podle S¥tové zdravotnické organizace
dochézi odhadem kazdy rok ke 400 OG(pgchi, a to gedevSim z novorozeneckého tetanu
(Briggemann et al., 2003). &#a infekce zpisobena bakteriiClostridium sordellii
piedstavuje pro léka €Zky ukol, ktery obvykle ko& umrtim. Nefasgji se tyto infekce
vyskytuji po Urazu, porodu a&inych gynekologickych procedurach, ale v posleaiE gsou
spojovany pedevsim s uile preruSenymdhotenstvim a nitrozilnim uzivanim drog (Aldape
et al., 2006).

Nekteré druhy se negatignprojevuji @i vyrobé potravin. Pozdni deni syh
(produkce kyseliny maselné a piynje disledek pitomnosti spoiClostridium tyrobutyricum

v syrovém mléce, a vytvétak cetné ztraty fi vyrob¢ syn (Klijn et al., 1995).
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2.4 Selektivni média pro izolaci roduBifidobacterium

Bifidobakterie, jedna z nejpetngjSich bakterialnich populaci v lidském zazivacim
traktu, byly ve vysokém @tu zaznamenany i ve stolici. Diky této skimesti bylo navrzeno,
aby byly bifidobakterie pouzivany, jako indikat@k&lniho zn&steni. Jak jiz bylo skolikrat
vySe zmiwno, rekteré druhy bifidobakterii jsou diky svym préSpym vilastnostem
zatlenovany do fermentovanych ndiéych vyrobki. Proto je dostupnost snadnych a levnych
metod detekce, identifikace, a stanovenitpdifidobakterii dlezita jak v oblasti Zivotniho
prostedi, tak v potravingké mikrobiologii (Nebra et Blanch, 1999).

Zivna média pro bifidobakterie Ize ragil na zakladni, elektivni, diferencialni a
selektivni. Zakladni média jsou uiiteé pro rutinni stanoveni g bifidobakterii, pokud se
nachazeji jakaista kultura, Reinforced Clostridial Agar a De MBongosa Sharpe (MRS) s
cysteinem jsou média zvolena daimryslovych laboratth kontroly kvality. Jiz dive byla
popsana &ktera média pro selektivni nebo diferencialni izolaifidobakterii od bakterii
mléného kvaseni. &ici tehdy dosfli k zawru, Ze z velkého gitu dostupnych selektivnich
médii, neexistuje pro izolaci bifidobakterii Zzadstdndardni médium (Roy, 2001). Talwalkar
a Kailasapathy (2003) hodnotilyizna selektivni nebo diferencialni média, aby zbjist
spolehlivé stanoveni pti Bifidobacterium ssp.,Lactobacillus acidophilus aL. casel z deviti
raiznych komegnich probiotickych joguft Zadné selektivni ani diferencialni médium,
neposkytlo spolehlivé vysledky. ISO norma pro lmbdkterie je platna a uvedena nize. Z
vyzkumu tedy jasthivyplyva, Ze je nezbythnutné vyvinout spolehlivé médium kgsnému
vycisleni probiotickych bakterii v kom@rich fermentovanych vyrobcich ¢ktera selektivni

média jsou uvedena nize.
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2.4.1 Selektivni média bez antibiotik

Jako selektivni faktory jsou v meédiu RB, podlév@dniho anglického nazvu
"Raffinose-Bifidobacterium agar”, propionat (15g¢)chlorid lithny (3g/l). Rafin6za (7,5g/l)
obsazena v tomto médiu slouzi jako selektivni zdidjiku a kasein (5g/l) je pouzivan jako
zdroj proteirii, coz ma za nasledek zénu srazeni kolem koloniddtiéikterii. Bifidobakterie
rostouci na RB agaru se vykazuji Zlutymi koloniegss,Zlutou aureolou a zénou srazeni. Na
RB agaru rostou velmi doéb vSechny lidské a migé druhy bifidobakterii, s vyjimkou
n¢kterych kmen Bifidobacterium bifidum. Ne¢které zvieci nebo mén casté druhy,B.
gallicum, B. asteroides, B. animalis ssp.animalis, B. pullorum a rékteré kmenyB. bifidum
bud’ nenarostly, nebo nevykazaly charakteristické reakavSem toto médium neni pin
selektivni, protoZze dobryiist prokazaly i skteré dalSi bakterie traviciho traktu: byly mezi
nimi kmeny rodu Actinomyces, kmeny Clostridium perfringens a rekteré laktobacily
Zivocisného fivodu (Hartemink et al., 1996).

Selektivita RB agaru byla porovnavana s Wilkinsafghen agarem modifikovanym
piidavkem mupirocinu (MW agar) a s Beerens agaremhledem na stanoveni {o
bifidobakterii ze vzork vykali sajicich selat. Ani jeden zédhto agailt nebyl pro
bifidobakterie ze vzork vykali selektivni. NejvySSi nést a rozmanitost bifidobakterii byly
ziskany z MW agaru (Mikkelsen et al., 2003).

Nebra et Blanch (1999) testovaly dalSi selektimmédium, BFM Bifidobacterium
médium) médium. Selekti¢nv tomto médiu psobi methylenova maégdkyselina propionova
a chlorid lithny. Jako hlavni zdroj uhliku byla @ta laktul6za. Nizké pH médiaippiva k
inhibici ristu Enterobacteriaceae. Pozitivem je i jeho jednoduché slozeni. Toto raédiby
mohlo byt pouzivano pro rutinni analyzy v oblasivoiniho prostedi a potravinégké
mikrobiologie.

Pro selektivni stanoveni ¢to bifidobakterii ve fermentovaném mléce, kterygmtil
vyrobek obsahovatips 16 bifidobakterii/g, Ize dopoxit Columbia agar, doptmy o chlorid
lithny a propionat sodny, a MRS médium obohacem&amycin, paromomycin, kyselinu

nalidixovou a chlorid lithny (Roy, 2001).
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2.4.2 Selektivni média s antibiotiky

Rada et Petr (2000) pouzili pro stanoveni bifidabai ve vzorcich obsahuisv
slepic dw selektivni média. Prvnim byl Wilkins-Chalgren agdedovou k. octovou (1 ml/l) a
mupirocinem (100 mg/l) a TPY agar s ledovou k. woto(1 ml/l) a mupirocinem (100mg/l),
neboli MTPY. Oba Avary byly pro bifidobakterie sklieni, ale MTPY vykazoval vysSi
pocet narostlych bifidobakterii v 1 g.&8ina kmeid izolovanych z tohoto média kvasila
melibidzu, sacharézu a rafin6zu, ale zadné nekwagikdzu. Vysledky ssdci o tom, Ze
média pro selektivni Wet a izolaci bifidobakterii zeigtv diibeze, nesmi obsahovat glukézu
jako jediny zdroj uhliku. Dosyly k zawru, Zze MTPY médium je vysoce selektivni a
umoziuje rist jak glukdézu fermentujicich, tak nefermentujicicfidobakterii a to pedevsim
proto, Zze obsahuje oligosacharidy rafindzawagly, které maji velmi dobry vliv natst
bifidobakterii.

O mupirocin je obohaceno i MRS médium s cysteineazyané BSM médium. Bylo
Zjisténo, Ze toto selektivni médium podporujestr bifidobakterii, ale inhibuje Sirokou Skalu
nebifidobakterialnich kmen Bacily, laktobacily a streptokoky v BSM meédiu o&dzaly
vytvorit kolonie. Enterokoky, pediokoky a propionové lale vytvaily kolonie o p&iméru
mensim nez 0.5 mm, zatimco bifidobakterie vyitydkolonie o pfiméru vy§Sim nez 1 mm, a
byly tak snadno odliSitelné.fl@anim nystaninu do BSM média bylo dosaZzeno i iickeib
Saccharomyces cerevisiae. BSM se doportuje pro stanoveni gtu bifidobakterii z krmiv pro
zvirata (Simpson et. al, 2004b).

MRS médium s fidanym neomycinem paromomycinem, kyselinou nalidow
(prvni syntetické chinolonové antibiotikum) a afidem lithnym, se pouZziva ke stanoveni
poctu bifidobakterii ve fermentovanych nitéych vyrobcich (Roy, 2001).

Norma ISO 29981:2010(E) popisuje stanoveni bifakberii v ml€nych vyrobcich
pomoci TOS-MUP média. TOS ($mtransgalaktosilovanych oligosachajije snés ziskana
enzymatickou hydrolyzou laktézy pomoci enzyiugalaktosidasy z goergillus oryceae.
DalSi isady jsou pepton, kvagmii extrakt, KHPQ,, KoHPQ,, (NH4)2:SAO,, MgSQy- 7TH0,
cystein, propionat sodny, agar a voda. Mupirocimigimocin lithium salt) obsazeny v tomto
médiu inhibuje iist bakterii mliéného kvaSenidire piidavanych do miénych vyrobki, jako
jsou: Streptococcus thermothilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus casei atd. Bifidobakterie jsoud&i mupirocinu rezistentni.

26



2.5 Mupirocin a norfloxacin

Mupirocin je antibiotikum hojéivyuzivané do izoknich médii pro bifidobakterie,
nemusi vSaksobit zcela selektivnh Norfloxacin by se mohl stat vhodnou selektivrikdé

do kultivatnich médii pro izolaci bifidobakterii.

2.5.1 Mupirocin

Mupirocin je produkovanyPseudomonas fluorescens a je vysoce aktivni proti
stafylokokim, streptokoltm a rékterym gramnegativnim bakteriim ¢etné Haemophilus
influenzae a Neisseria gonorrhoeae. Méng aktivni je proti ¥tSiné anaerobnich
gramnegativnich tynek (Sutherland et al., 1985).

Do klinické praxe byl mupirocin zaveden ve Velkéténii v roce 1985 a nasledn
registrovany pro pouziti ve vice nez 90 dalSich izekmOs¥dcil se pedevSim f lécbe
koZnich infekci a stal se jednim z nejg&gjSich lokani antibiotik i lé¢bé Staphylococcus
aureus v dutine nosni, a to i u kmenrezistentnich na meticilin. Bohuzel byla popsana

rezistence &¢i mupirocinu, kratkou dobu po jeho uvedeni do pr@xeokson, 1998).

Obr¢. 3 Chemicka struktura mupirocinu

CHq \[//I\COE[CHE]SCOOH

Hac\/i\/i\f-""\\/o e

zdroj: medicineonline.com

27



2.5.2 Norfoxacin

Norfloxacin pati mezi fluorochinolonové antimikrobialni latky drélgenerace, je to
substituovany prejSek kyseliny nalidixové (nalidixic acid). Projeeuse mnohem SirSim
antimikrobialnim spektreméinnosti nez mateska latka. Na rozdil od kyseliny nalidixové, je
norfloxacin &inny také proti Pseudomonas aeruginosa a rekterym grampozitivnim

mikroorganisnim (Holmes et al., 1985).

Obr.¢&. 4 Chemicka struktura norfloxacinu

‘ OH

zdroj: arzneistoffe.net
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3. Védecka hypotéza a cil prace

3.1 Védeckéa hypotéza

Pro ziskavani novych kmeénbifidobakterii je nutné pouZzivat selektivhéspebna
prostedi. Do kultiv&nich médii pro bifidobakterie se pouziva c&déla antimikrobialnich
latek, Festo jedt nebylo vyvinuto Zadné médium, které by bylo vhogne izolaci ze vSech
prostedi. V sodasnosti se hofhpouZzivaji pro stanoveni bifidobakterii média, &teraji jako
hlavni selektivni sloZzku mupirocin. Bylo ovSem péalno, Ze mupirocin jiz nemusigobit
zcela selektivg, a to gedevsim na klostridie.

Predpokladame, Ze norfloxacin budeispbit na klostridie inhik#n¢, zatimco
bifidobakterie budou rezistentni. Bude tedy mozyézivat norfloxacin jako selektivni faktor
v kultivacnich médiich pro bifidobakterie.

3.2 Cil prace

Cilem bakaltské prace bylo testovani citlivosti bifidobakteri klostridii na
antibiotikum norfloxacin a zjistit tak, zda je nlafacin vhodnou antimikrobialni latkou do
kultivaénich médii pro izolaci bifidobakterii.
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4. Material a metody

V bakaldské praci bylo pouzito 61 kménrodu Bifidobacterium, izolovanych ze
stolice kojen@ a dosplého ¢lovéka, z vykah telat, selat, kralik, makaki, véely, jehréte a
slepic. U slepic byly pouzity i kmeny bifidobakterzolované ze slepéhoista a z volete.
Dale byl pouzit kmen izolovany z japonského énkého vyrobku. Byly také testovany kmeny
ze sbirky DSMZ (Nmecka sbirka pro mikroorganismy a k&émé kultury).B. pseudolongum
ssp.globosum DSMZ 20092 B. coryneforme DSMZ 20216 ,B. thermophilum DSMZ 20212,

B. gallinarum DSMZ 20670, B. boum DSMZ 20432, B. thermacidophilum ssp.
thermacidophilum DSMZ 15837 ,B. thermophilum DSMZ 20210,B. indicum DSMZ 20214,
B. porcinum DSMZ 17755B. choerinum DSMZ 20434 B. animalis ssp.lactis DSMZ 10140,
B. pseudolognum ssp. pseudolongum DSMZ 20099 aB. pullorum DSMZ 20433. Jejich

seznam a taxonomickérazeni jsou zobrazeny v tabulees.

Tabulka¢. 3. Testované kmeny rodRifidobacterium

Taxonomické za&azeni

Pivod

B. pseudolongum ssp. globosum DSMZ 20092

sbirkovy kmen

B. coryneforme DSMZ 20216

sbirkovy kmen

B. thermophilum DSMZ 20212

sbirkovy kmen

B. gallinarum DSMZ 20670

sbirkovy kmen

B. boum DSMZ 20432

sbirkovy kmen

B. thermacidophilum ssp.thermacidophilum DSMZ 15837

sbirkovy kmen

B. thermophilum DSMZ 20210

sbirkovy kmen

B. indicum DSMZ 20214

sbirkovy kmen

B. porcinum DSMZ 17755

sbirkovy kmen

B. choerinum DSMZ 20434

sbirkovy kmen

B. animalis ssp.lactis DSMZ 10140

sbirkovy kmen

B. pseudol ognum ssp.pseudolongum DSMZ 20099

sbirkovy kmen

B. pullorum DSMZ 20433

sbirkovy kmen
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Taxonomicke za fazeni Oznaéeni kmene P Gvod
B. longum ssp.longum Al.2 stolice kojence
B. adolescentis H1l.1 stolice kojence
B. bifidum Ja8.1 stolice kojence
B. bifidum OD2 stolice kojence
B. longum ssp.longum MJ B2 stolice kojence
B. longum ssp.longum AP stolice kojence
B. longum ssp.longum JV6 stolice kojence
B. longum ssp.longum FJ3 stolice kojence
B. longum ssp.longum JB1 stolice kojence
B. longum ssp.longum KUA stolice kojence
B. longum ssp.longum ELIZ stolice kojence
B. longum ssp.longum ART stolice kojence
B. longum ssp.longum KU1 stolice kojence
B. adolescentis VP3 stolice kojence
B. longum ssp.infantis LB3 stolice kojence
B. longum ssp.longum TEREZKA stolice kojence
B. longum ssp.longum BA stolice kojence
B. longum ssp.longum Bl stolice kojence
B. longum ssp.longum T stolice kojence
B. animalis ssp.animalis 01711 vykaly telete
B. animalis ssp.animalis 012111 vykaly telete
B. thermophilum 02511 vykaly telete
B. longum ssp.suis 022111 vykaly telete
B. thermophilum 0171112 vykaly telete
B. thermophilum PR4 vykaly selete
B. thermophilum PRA4 vykaly selete
B. animalis ssp.animalis P/AG vykaly selete
Bifidobacterium P2 vykaly selete
Bifidobacterium PR3 vykaly selete
B. pseudolongum ssp.pseudol ongum PG vykaly selete
Bifidobacterium G vykaly selete
B. animalis ssp.animalis MAS slepé stevo slepice
Bifidobacterium MN2 slepé sevo slepice
Bifidobacterium MA1 slepé stevo slepice
Bifidobacterium MC vykaly slepice
Bifidobacterium MA3 vykaly slepice
Bifidobacterium NI3 vykaly slepice
Bifidobacterium VO2 vole slepice
Bifidobacterium MV3 vole slepice
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Bifidobacterium

Bifidobacterium

Bifidobacterium

vykaly makaka

vykaly makaka

vykaly makaka

B. pseudolongum Gl vykaly kralika
Bifidobacterium G4 vykaly kralika
Bifidobacterium 2K vykaly jehré

B. asteroides VVv4l vykaly wely

B. longum ssp.longum R37 stolice dosfiehocloveka
Bifidobacterium B5 japonsky milény vyrobek

vykali telat a jeRat. Byly pouZzity i sbirkové kmeny DSMZ @heckd sbirka pro

Z roduClostridium bylo pouZzito 62 kmelny které byly izolované ze stolice kojéna

mikroorganismy a buféné kultury), CCM Ceska sbirka mikroorganisma CNCTC (Ceska
narodni sbirka typovych kulturlCl. perfringens CCM 4435,Cl. perfringens DSMZ 11778,
Cl. tertium DSMZ 2485,Cl. paraputrificum DSMZ 2630,Cl. perfringens CNCTC 5467 Cl.
clostridiiforme DSMZ 933, Cl. butyricum DSMZ 10702 aCl. acetobutylicum DSMZ 792.

Jejich seznam a taxonomické&azeni jsou uvedeny v tabuleed.

Tabulkac. 4. Testované kmeny rodtiostridium sbirkové kmeny

Taxonomické za&azeni

Pivod

Cl. perfringens CCM 4435 sbirkovy kmen
Cl. perfringens DSMZ 11778 sbirkovy kmen
Cl. ramosum DSMZ 1402 sbirkovy kmen
Cl. tertium DSMZ 2485 sbirkovy kmen
Cl. paraputrificum DSMZ 2630 sbirkovy kmen
Cl. perfringens CNCTC 5467 sbirkovy kmen
Cl. clostridiiforme DSMZ 933 sbirkovy kmen
Cl. butyricum DSMZ 10702 sbirkovy kmen
Cl. acetobutylicum DSMZ 792 sbirkovy kmen
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Taxonomické za razeni

Oznaceni kmenu

P Gvod

Cl. acetobutylicum L4 stolice kojence
Cl. butyricum BCA stolice kojence
Cl. butyricum T1 stolice kojence
Cl. butyricum M5 stolice kojence
Cl. clostridioforme KA stolice kojence
Cl. clostridioforme MAM stolice kojence
Cl. perfringens KOR1 stolice kojence
Cl. perfringens KRH stolice kojence
Cl. perfringens VOK stolice kojence
Cl. perfringens T2 stolice kojence
Cl. perfringens FW2 stolice kojence
Cl. perfringens BJA stolice kojence
Cl. perfringens TDF stolice kojence
Cl. perfringens CM14 stolice kojence
Cl. ramosum HH3 stolice kojence
Cl. tertium LAAII stolice kojence
Clostridium sp. 1 S stolice kojence
Clostridium sp. 2 TP stolice kojence
Clostridium sp. 3 KAKY stolice kojence
Clostridium sp. 4 DS1 stolice kojence
Clostridiumsp. 5 BEN stolice kojence
Clostridium sp. 6 CED stolice kojence
Clostridium sp. 7 HKT stolice kojence
Clostridium sp. 8 KRA stolice kojence
Clostridium sp. 9 HF stolice kojence
Clostridium sp. 10 IvVZ stolice kojence
Clostridiumsp. 11 CM11 stolice kojence
Clostridiumsp. 12 STV stolice kojence
Clostridium sp. 13 PAIIICI. stolice kojence
Clostridium sp. 14 ERL IV stolice kojence
Clostridium sp. 15 VCHII stolice kojence
Clostridium sp. 16 SCB stolice kojence
Clostridiumsp. 17 CM7 stolice kojence
Clostridium sp. 18 CM 23A stolice kojence
Clostridium sp. 19 CM22 stolice kojence
Clostridium sp. 20 VEVII stolice kojence
Clostridium sp. 21 GAV stolice kojence
Clostridium sp. 22 SJAIl stolice kojence
Clostridium sp. 23 ADAM stolice kojence
Clostridium sp. 24 FIYW?2 stolice kojence
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Cl. clostridioforme J 51IB vykaly jehrite
Cl. perfringens J 9l vykaly jehite
Cl. perfringens J 5l vykaly jehste
Clostridium sp. 27 1V vykaly jehréte
Clostridium sp. 28 J71A vykaly jehrite
Clostridium sp. 29 J9lIB vykaly jehrgte
Clostridium sp. 30 J 8lIB vykaly jehrite
Clostridium sp. 31 J 7 vykaly jehrite
Clostridium sp. 32 J 4V vykaly jehste
Cl. perfringens tele vykaly telete
Clostridium sp. 25 35/2 vykaly telete
Clostridium sp. 26 1211 vykaly telete

Clostridium sp. 33 20 vykaly telete

34




4.1 Testovani citlivosti bakterii k antibiotikiim norfloxacin a mupirocin

4.1.1 Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test je standardni metoda pro eteni citlivosti bakterii k
antibiotikim. Podle toho, jestli vyS&tvana bakterie na agaru vytvonebo nevytvid
inhibi¢ni zonu kolem ATB disku, je bakterie dwitliva, nebo rezistentni kifgslusnému ATB.
Praimér zony inhibice se obvykle porovnava s reférémi hodnotami pro citlivé kmeny.
Pokud testovany kmen vytkidnhibi¢ni zénu o piméru stejném nebo&Sim nez je hragni
hodnota, poklada se za citlivy k danému antibiotiRakud testovany kmen vytkidnhibi¢ni
z6nu o menSim Améru nez je hrarhi hodnota, povazuje se za rezistentni (Urbaskova,
1997) viz. obrazek. 5.

Obr¢&. 5 Inhibiéni zéna fstu
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Antibioticky test

Pro stanovni citlivosti byl pouzit Wilkins -Chakgr agar (Oxoid) obohaceny o cystein
(0,5 g/l), sojovy pepton (5 g/l) a tween 80 (1 mlktery byl sterilovan v tlakovém hrnci 45
min, a nasledhvytemperovan ve vodni lazni na 48 °C. Do Petrilisksnbyl nagkovan 1 mi
narostlé kultury a zalit 20 ml agaru pomoci sklopipety. Agar byl se zatovanou kulturou
promichan jemnym krouzivym pohybem, aby bylasérovnongrny a vioZzen do lednice na
n¢kolik minut zatuhnout. Kdyz agar vytiibtuhou strukturu, byly pomoci dispensoru (Oxoid)
aplikovany papirové disky o joméru 6 mm napughé gislusSnym antibiotikem. Stta&nim
dispensoru a naslednym narazem na povrch tuhéh@mméslo k uvolani a rovhordrnému
umiseni diski. Jednim stigenim bylo aplikovano 6 disk polovina NOR (norfloxacin 10
pg/disk) a druha polovina MUP (mupirocin 200 pdilisPetrihno misky fipravené ke
kultivaci byly umis&ény do anaerostatu s paladiovym katalyzatorem. Avsaar byl naplén
plyny CO, a H, v pontru 10%:90%. Kultivace probihala anaershntermostatu f teplot
37 °C po dobu 48 hodin. Naslednyly znmeteny inhib&ni zény v mm vzniklé kolem diska

z nich pak vypeitan aritmeticky pimér a snérodatna odchylka.

Obr¢. 6 Dispensor (Oxoid)
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4.1.2 Stanoveni minimalni inhibéni koncentrace (MIC)

Aby bylo mozné zjistit optimalni koncentraci nastacinu do kultivanich médii, byla
stanovena minimalni inhiémi koncentrace. MIC byla testovana na 12 kmenedu ro
Bifidobacterium a na 21 kmenech rodtiostridium. Do fadreé ozn&enych penicilinek s 9 ml
bujénu Wilkins-Chalgren (Oxoid) byl injeki stikackou aplikovan roztok norfloxacinu o
koncentraci 300 mg/l, 250 mg/l, 200 mg/l, 150 m@0d0 mg/l, 80 mg/l, 50 mg/l, 30 mg/l a
10mg/l. Test byl proveden ve dvou variantach. Paunerfloxacinem, a s norfloxacinem a
mupirocinem. Do varianty s mupirocinem byléidano 100 mg tohoto antibiotika na litr
média. Nakonec bylo do kazdé penicilinkyiddno 0,3 ml narostlé kultury. Kultivace
probihala v termostaturipteplot 37 °C po dobu 48 hodin. Nasledbyl hodnocen ndst
kultury pii jednotlivych koncentracich ldu znaménkem minus, pokud kultura nenarostla
vilbec nebo znaménkem plus, v zavislosti na inténrtistu. Ri minimalnim naéistu bylo
pouzito znaménko plus pouze jednoti, gkednim naistu dvakrat a i intenzivnim naifistu
kultury ftrikrat.
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5. Vysledky

Vysledky testovani citlivosti 61 kmérbifidobakterii na norfloxacin jsou uvedeny v
tabulcec. 5. a vysledky testovani citlivosti 62 knieklostridii na norfloxacin a mupirocin v
tabulcec. 6. Bifidobakterie byly testovany na mupirocinsay vSechny rezistentni. Testovani
citlivosti na ATB bylo provedeno vedch opakovanich a nasleédmaypctitan aritmeticky
pramér a smérodatna odchylka. Kmeny bakterii, které vyilpinhibi¢ni zénu 10 mm a vice,
povaZzujeme za citlivé (v tabulce ozpay s¥tle Zlutou barvou). Kmeny, které vytiity
inhibi¢ni zénu 6 - 10 mm povaZujeme za ndikitlivé (v tabulce ozngeny sétle zelenou

barvou) a kmeny s inhi&ni zénou 6 mm za rezistentni (barévreoznaené).

5.1 Citlivost bifidobakterii na norfloxacin

VSechny testované sbirkové kmeny, kmeny izolovangykalki telat, selat, slepic
(v¢etre izolath z volete a slepéhotsva), makak, kralika, jehréte a ely i kmen izolovany
ze stolice dosfiého cloveka a japonského miaeho vyrobku, byly na norfoxacin rezistentni.
Pouze u kmehizolovanych ze stolice kojefidyla prokazana rezistence u 2 z 19 testovanych
kmeni. Bifidobacterium bifidum OD2 a Bifidobacterium adolescentis VP3 projevily na
norfloxacin citlivost pamérnymi inhibicnimi zénami 18,33 mm a 13,33 mm. Vysledky

testovani jsou uvedeny v tabulkces.
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Tabulkac. 5. Citlivost bifidobakterii na norfloxacin 10 digk (vyjadreno jako aritmeticky gimér

inhibi¢nich zén v mm + sirodatna odchylka, stanoveni bylo provedena®ett opakovanich)

Kmen @ inh. z6ny + SO Kmen @ inh. zény + SO
B. pseudolongum ssp.globosum DSMZ
20092 6,00 + 0,00 B. longum ssp longum A 1.2 6,00 + 0,00
B. coryneforme DSMZ 20216 6,00 + 0,00 B. adolescentisH 1.1 6,00 + 0,00
B. thermophilum DSMZ 20212 6,00 + 0,00 B. bifidum Ja 8.1 6,00 + 0,00
B. gallinarum DSMZ 20670 6,00 + 0,00 B. bifidum OD2 18.33 £0.47
B. boum DSMZ 20432 6,00 + 0,00 B. longum ssp.longum MJ B2 6,00 + 0,00
B. thermacidophilum ssp.thermacidophilum
DSMZ 15837 6,00 + 0,00 B. longum ssp. longum AP 6,00 + 0,00
B. thermophilum DSMZ 20210 6,00 + 0,00 B. longum ssp.longum JV 6 6,00 + 0,00
B. indicum DSMZ 20214 6,00 + 0,00 B. longum ssp.longum FJ3 6,00 + 0,00
B. porcinum DSMZ 17755 6,00 + 0,00 B. longum ssp.longum JB1 6,00 + 0,00
B. choerinum DSMZ 20434 6,00 + 0,00 B. longum ssp. longum KUA 6,00 + 0,00
B. animalis ssp.lactis DSMZ 10140 6,00 + 0,00 B. longum ssp.longum ELIZ 6,00 + 0,00
B. pseudolognum ssp.pseudolongum DSMZ
20099 6,00 + 0,00 B. longum ssp.longum ART 6,00 + 0,00
B. pullorum DSMZ 20433 6,00 + 0,00 B. longum ssp longum KU1 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 B. adolescentis VP3 13.33+0.47
6,00 + 0,00 B. longum ssp.infantis LB3 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 B. longumssp.longum TE 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 B. longum ssp longum BA 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 B. longum ssp.longum B1 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 B. longum ssp.longum T 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 B. animalis ssp.animalis MA5 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 Bifidobacterium MN2 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 Bifidobacterium MA1 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 Bifidobacterium MC 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 Bifidobacterium MA3 6,00 + 0,00
6,00 + 0,00 Bifidobacterium NI 3 6,00 + 0,00
B. pseudolongum G1 6,00 + 0,00 Bifidobacterium VO2 6,00 + 0,00
Bifidobacterium G4 6,00 + 0,00 Bifidobacterium MV3 6,00 + 0,00
Bifidobacterium 2K 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00
B. asteroides V41 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00
B. longum ssp.longum R37 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00
Bifidobacterium B5 6,00 + 0,00
Barevné oznéeni a fiivod
raizné_|_stolice kojenec] vykaly slepice, slepéigivo, vole [INNKaNAMaKaKa]
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5.2 Citlivost klostridii k norfloxacinu a mupirocin u

Na antibiotikum norfloxacin bylo citlivych 58 ze26(93,5 %) testovanych kmeén
klostridii, 4 kmeny (6,5 %) byly na toto antibiatika mirr¢ citlivé a zadny z kmennebyl
rezistentni. Citlivé byly vSechny shirkové kmenknaeny pochazejici z vykiajjehnat a telat.
Mirnou citlivost projevilo na norfloxacin 10 % kmienzolovanych ze stolice kojefic
NejvysSi aritmeticky prmér vSech inhibinich zon byl narren u sbirkovych kmena to
19,13 mm, u kmeh izolovanych z vykal telat byly nanstené inhibéni zony o piméru
17,46 mm, u kmeahnkojeneckého fovodu 16,32 mm a nejmensi inhihi zény byly nansiené
u kmeri pochazejicich z vykaljehiat, ptimérné 14,89 mm.

Na antibiotikum mupirocin bylo ze vSech testovdnieni klostridii citlivych 38,5
%, mirre citlivych 17,3 % a 44,2 % bylo rezistentnich. &ttyvanych sbirkovych kméne na
mupirocin citlivych pouze 16,7 %, Zadny z kndenebyl mirg citlivy a zbylych 83,3 %
kmeni bylo rezistentnich. U kmdnizolovanych z vykal jehnat bylo namsteno 66,7 %
citlivych, 11,1 % mirg citlivych a 22,2 % rezistentnich kmien Kmeny izolované z vykal
telat projevily na mupirocin 75% citlivost, Zzadnykmeni nebyl mirr¢ citlivy a 25 % kmen
bylo rezistentnich. Kmeny izolované ze stolice kojebyly citlivé ze 33,3 %, z 24,2 % byly
mirn¢ citlivé a ze 455 % byly testované kmeny na mugirorezistentni. NejvySsi
aritmeticky pamér vSech inhibinich zon byl nagien u kmei izolovanych z vykal jehnat
a to 11,22 mm, u kménizolovanych z vykal telat byly nandteny inhibtni zény o piméru
10,67 mm, u kmehizolovanych ze stolice kojefid®,73 mm a nejmensi velikost inhihich
z6n byla u sbirkovych kménprimérné 6,78 mm. Vysledky testovani jsou uvedeny v tabulce
¢. 6.
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Tabulkag. 6. Citlivost klostridii na norfloxacin 10 pg/diskmupirocin 200 pg/diskyjadieno

jako aritmeticky pitmér inhibi¢nich zén v mm =+ sirodatna odchylka, stanoveni bylo provedenoreeht

opakovanich). NT - netestovano

Norfloxacin Mupirocin Norfloxacin Mupirocin
Kmen @ inh. zény + SD| @ inh. zény + S[ Kmen @ inh. zény + SD| @ inh. zény + S[
Cl. perfringens CCM 4435 | 21.17 +0.85 6,00 + 0,00 Cl. acetobutylicum L4 16,33 £ 0,58 NT
Cl. perfringens
DSMZ 11778 20.00 £0.82 10,67 £0,94 Cl. butyricum BCA 17,00 £ 0,00 NT
Cl. ramosum DSMZ 1402 20.00 +0.82 6,00 + 0,00 Cl. butyricum T1 18.00 + 0.00 6,00 + 0,00
Cl. tertium DSMZ 2485 24.00 +0.82 6,00 + 0,00 Cl. butyricum M5 18.33 + 0.47 6,00 + 0,00
Cl. paraputrificum
DSMZ 2630 18.67 £0.47 6,00 + 0,00 Cl. clostridioforme KA 16.67 £0.47 6,00 + 0,00
Cl. perfringens
CNCTC 5467 19.67 £0.47 6,00 + 0,00 Cl. clostridioforme MAM | 17.67 + 0.47 6,00 + 0,00
Cl. clogtridiiforme
DSMZ 933 16.00 £ 0.00 NT Cl. perfringens KOR1 15.00 £ 0.00 9,33+0,47
Cl. butyricum DSMZ 10702 | 19,67 + 0,58 NT Cl. perfringens KRH 19.67 £ 0.47 8,33 £0,47
Cl. acetobutylicum
DSMZ 792 13,00 +1,73 NT Cl. perfringens VOK 10.67 £ 0.47 7,33 +0,47
Cl. clostridioforme J511B 13.67 £ 0.47 8,00 + 0,00 Cl. perfringens T2 18.00 + 0.00 8,33 £0,47
Cl. perfringens J9I 15.67 + 0.47 10,67 + 0,47 Cl. perfringens FW2 18.67 + 0.47 6,00 + 0,00
Cl. perfringens J5I 14.67 £ 0.47 10,67 £ 0,47 Cl. perfringens BJA 17.67 £0.47 6,00 + 0,00
Clostridiumsp. 271V 12.67 +0.47 6,00 + 0,00 Cl. perfringens TDF 19.00 + 0.00 18,67 + 0,47
Clostridium sp. 28J7IA 16.33 £ 0.47 6,00 + 0,00 Cl. perfringens CM14 18.33 £ 0.47 6,00 + 0,00
Clostridium sp. 29J9I11B 13.67 +0.47 17,00 + 0,82 Cl. ramosum HH3 20,00 + 1,00 NT
Clostridium sp. 30J8I1B 15.00 + 0.00 16,33 £ 0,47 Cl. tertium LAAIII 9.33+0.47 22,67 £0,47
Clostridium sp. 31J7I| 14.67 + 0.47 10,67 + 0,47 Clostridiumsp 1 §§ 9,67 + 0,58 NT
Clostridium sp. 3234V 17.67 £0.47 15,67 £ 0,47 Clostridiumsp. 2TP 8,67 £ 0,58 NT
Cl. perfringens tele 21.33+£0.47 10,33 £ 0,47 Clostridiumsp.3KAKY | 17,33 + 0,58 NT
Clostridium sp. 2535/2 14.50 £0.71 10,00 + 0,00 Clostridium sp.4DS1 15,67 £ 0,58 NT
Clostridium sp. 2612l 19.33 +0.47 16,33 + 0,47 Clostridium sp.5BEK 14.33 + 0.47 9,33 + 0,47
Clostridium sp. 3320 14.67 + 0.47 6,00 + 0,00 Clostridium sp.6CED 15.67 + 0.47 8,67 + 0,47
Clostridiumsp 16SCB 20.00 £ 0.00 6,00 + 0,00 Clostridium sp. 7HKT 15.67 £ 0.47 12,67 £ 0,47
Clostridiumsp. 17CM7 23.67 +0.94 7,33 £ 0,47 Clostridium sp.8KRA 10.00 + 0.00 21,00 + 0,82
Clostridiumsp. 18CM23A | 19.33 + 0.94 6,00 + 0,00 Clostridium sp.9HF 15.67 £ 0.47 8,67 0,47
Clostridium sp. 19CM22 17.67 +0.47 6,00 + 0,00 Clostridium sp.10IVZ 15.67 + 0.47 17,67 + 0,47
Clostridium sp. 20VEVII 24.33 £ 0.47 6,00 + 0,00 Clostridiumsp.11CM11 | 18.67 + 0.47 6,00 + 0,00
Clostridium sp. 21GAV 11.67 +0.47 11,67 + 0,47 Clostridiumsp. 12STV | 16.67 + 0.47 10,00 + 0,00
Clostridium sp.
Clostridium sp. 22SJAll 21.33 £0.47 18,67 £0,47 13PAIIICI. 13.33 £0.47 6,00 + 0,00
Clostridiumsp. 14 ERL
Clostridium sp. 23ADAM 20.00 £ 0.00 6,00 + 0,00 [\ 13.33 £ 0.47 16,00 + 0,00
Clostridiumsp. 24FJYW2 | 16.00 + 0.00 14,67 £ 0,00 Clostridiumsp. 15VCHII | 8.00 + 0.00 6,00 + 0,00
Barevné ozngeni a fiivod
| sbirkovy kmen | vykaly jehréte | vykaly telete | stolice kojence |

hodnoty ozn&ené Zlu¢ = citlivé, hodnoty ozn#ené zelet = mirre citlivé, hodnoty barevhneoznaené = rezistentni
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5.3 Stanoveni minimalni inhib&ni koncentrace (MIC)

Riast testovanych kmén bifidobakterii nebyl inhibovan ani #p koncentraci
norfloxacinu 300 mg/l. # koncentraci 300 mg/l vykazal jeden kmen (8,33 %)
Bifidobacterium JKM pouze minimalni nést, 4 kmeny (33,33 %dBifidobacterium BV, B.
pullorum DSMZ 20433,B. indicum DSMZ 20214 aB. animalis ssp.animalis se projevily
stredni intenzitou ndistu a vSechny ostatni testované kmeny (58,33 %dzalk intenzivni
narist bakterii. Sfs s mupirocinem (100 mg/l) néa na minimalni inhikini koncentraci
norfloxacinu vliv. Testovani sési bylo provedeno jen u omezeného mnozstvi Kmen
abychom zjistili zda ovlivni MIC norfloxacinu, cae nestalo.

MIC norfloxacinu, tedy koncentraceipkteré dojde k potkeni istu bakterii, se u
testovanych kmahnklostridii liSila. Pro 6 testovanych km&r{28,57 %)Cl. tertium DSMZ
2485,Cl. butyricum DSMZ 10702 Cl. paraputrificum DSMZ 2630,Clostridium sp. 11CM11,
Clostridium sp. 24FJYW?2 aClostridium sp. 20VEVII byla stanovena inhibii koncentrace
10 mg/l. Pro 2 testované kmeny (9,52 @b) perfringens KRH aClostridium sp. 17CM7 byla
stanovena minimalni inhiémi koncentrace 30 mg/l. 50 mg/l bylo inkibi koncentraci pro 3
kmeny (14,29 %)Xl. perfringens FW2, Clostridium sp. T2 aCl. perfringens CM14. Kmen
Clostridium sp. 15 VCHII (4,76 %) nerostlipkoncentraci norfloxacinu 80 mg/l. Pro dalsi 2
testované kmeny (9,52 %lostridium perfringens T2 a Clostridium sp. 7 HKT byla
stanovena MIC 150 mg/l. Pro 3 kmeny (14,29 Cstridium perfringens J5I, Clostridium
sp. 28J7IA &lostridium perfringens J9I1 byla stanovena MIC 200 mg/l, jeden kmen (24)6
Cl. ramosum DSMZ 1402 se projevil ip koncentraci 200 mg/l nizkym ngstem. Rist
poslednich 2 (9,52 %) testovany kme@lostridium sp. 35BEK aCl. perfringens KOR1
nebyl inhibovan ani ip koncentraci 300 mg/l. S&és s mupirocinem (100 mg/l) ovlivnila
koncentraci norfloxacinu inhibujicihaist 1 kmene (9,09 %lostridium sp. 17CM7 ze 30

mg/l na 10 mg/I norfloxacinu.
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Tabulka¢. 7. Stanoveni minimalni inhiéii koncentraceuvedeno v mg/l), NT - netestovano

MIC pro norfloxacin +

Kmen MIC pro norfloxacin | mupirocin (100 mg/l)
Bifidobacterium JKM >300 NT
Bifidobacterium BV >300 NT
B. pullorum DSMZ 20433 >300 NT
B. indicum DSMZ 20214 >300 NT
B. animalis ssp.animalis 012111 >300 >300
B. longum ssp.suis 022111 >300 NT
B. thermophilum 0171111 >300 NT
Bifidobacterium P5 >300 NT
B. gallinarum DSMZ 20670 >300 NT
B. thermophilum DSMZ 20210 >300 NT
B. thermophilum PR4 >300 >300
B. asteroides VV41 >300 >300
Cl. tertium DSMZ 2485 10 NT
Cl. butyricum DSMZ 10702 10 NT
Cl. paraputrificum DSMZ 2630 10 NT
Clostridiumsp. 11CM11 10 10
Clostridium sp. 24FJYW?2 10 10
Clostridium sp. 20VEVII 10 10
Cl. perfringens KRH 30 NT
Clostridiumsp. 17CM7 30 10
Cl. perfringens FW2 50 NT
Clostridiumsp. 2TP 50 NT
Cl. perfringens CM14 50 50
Clostridiumsp. 15VCHII 80 80
Cl. perfringens T2 150 NT
Clostridium sp. 7HKT 150 150
Cl. perfringens J5I 200 200
Clostridiumsp. 28J71A 200 200
Cl. perfringens J9I 200 200
Cl. ramosum DSMZ 1402 200 NT
Clostridium sp. 5BEN >300 NT
Cl. perfringens KOR1 >300 >300
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6. Diskuse

Bifidobakterie jsou stefh jako Kklostridie, atada dalSich anaerobnich bakterii
piirozenou soasti traviciho traktu lidi a zkdt. Jsou to nepatogenni, komensalni bakterie,
které maji powst stimulato zdravi. To vedlo k hojnému pouzivani bifidobaktedio
probiotickych dopiki stravy, @i prevenci a l&b¢ gastrointestindlnich infekci a gpmu
spojenych s uzivanim antibiotik. Diky jejich vysoké patu v travicim traktu je také mozné
vyuzit bifidobakterie jako indikatory fekalniho zfi&teni. Pro izolaci d¢chto bakterii z
riznych prostedi je nezbytné pouzivat spolehliva selektivni ragditerd neomezujitst
bifidobakterii, ale inhibuji itst nezadoucich bakterii. Tato selektivni média lobj$ekroms
antibiotik i jiné antimikrobialni latky, na kteréqu bifidobakterie rezistentni a ostatni bakterie
potlauji. OvSem ani takové agary nemusi bytm@elektivni.

Pro izolaci bifidobakterii z traviciho traktu s&b¢ pouziva TPY agar s mupirocinem
(100 mg/l) a ledovou kyselinou octovou (1 ml/l)Jlelgen MTPY (Rada et Petr, 2000). Na
MTPY agaru jsou schopnéstu vSechnyisté kultury bifidobakterii (Rada et Petr, 2002) To
odpovida i vysledkm této prace, podle kterych byly na mupirocin rezigni vSechny
testované kmeny bifidobakterii. Podle Vlkova et (@005) vSak rostou na tomto médiu i
nékteré klostridie. Bylo zji&no, Ze 35% testovanych &i nentlo ve vzorcich stolice
bifidobakterie a na pouzitétm MTPY agaru rostly @r&dostridie. Toto tvrzeni podporuji
vysledky ATB testu provedené pomoci deskové diftmeiody na Wilkins-Chalgren agaru
(Oxoid), uvedené v tabulcg 7., kde bylo na mupirocin citlivych pouze 38,52 v3Sech
testovanych kmeh klostridii, 17,3% bylo mirrg citlivych a 44,2% kmerni bylo na toto
antibiotikum rezistentnich. Nejmé&mwitlivé byly kmeny izolované z vykaljehnat pouze 11,1
% citlivych kmen a 66,7 % kmeinrezistentnich, a sbirkové kmeny 16,7 % citlivycheki
a 83,3 % rezistentnich. Naopak nejvice citlivé kyneyly izolované z vykadl telat, a to ze 75
%. Izolaty kojeneckéhodwodu byly citlivé ze 33,3 %, 24,2 % kmebylo mirre citlivych a
45,5 % rezistentnich.

Charteris et al. (1998) testovali citlivost 15 kmebifidobakterii lidského fwodu
(prevazre ze stolice kojenc a dosplého ¢loveka) a 1 kmen z vykal krysy. Zjistili, Zze
vSechny kmeny jsou rezistentni na norfloxacin. demhé kmeny péty do druhi B. bifidum,

B. adolescentis, B. breve, B. longum ssp.infantis, B. longum ssp.longum a B.longum ssp.
animalis. Citlivost 10 kmei bifidobakterii testoval Jinghong (2008) a d&skp zawru, ze

kmeny druli B. catenulatum, B. adolescentis a B. choerinum nejsou na norfloxacin citlive.
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Naopak Shao-yingla et al. (2008) u¥adze se 7 kmehbifidobakterii druli B. choerinum,
B. catenulatum a B. adolescetnis projevilo rozdilnou citlivosti na norfloxacin. \éto préci
projevil citlivost jeden ze dvou kmérdruhow identifikovanych jakoB. bifidum a jeden ze
dvou kmeiri identifikovanych jakd. adolescentis, z celkového p&u 61 testovanych kmén
Oba citlivé kmeny byly izolovany ze stolice kojenckze tedy usoudit, Ze citlivost
bifidobakterii na norfloxacin neni druhdgpecificka vlastnost a projevuje se spiSe ojgdin
Obecrt se uvadi, Ze na antibiotikum norfloxacin jsouiwdlbakteriePseudomonas
aeruginosa, Enterobacteriaceae, Streptococcus faecalis a Staphylococcus. Shungu et al.
(1983) provedli studii zabyvajici se aktivitou Horacinu proti iznym patogetim traviciho
traktu a uvéejnili, Ze norfloxacin byl velmi €&nny proti kmemim Campylobacter jejuni,
Salmonella spp., Shigella spp., ak. coli. Dale uvadi, Ze norfloxacin prokazal lepSi aktivit
vaci testovanym organisim, neZz jeho substituovany pégtek kyselina nalidixova.
Abraham et Wamisho (2009) uvid Ze norfloxacin je jednou z nejefektigjich latek proti
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim izolojem z otevenych fraktur v Etiopii, kde
dominovalySaphylococcus aureus a Actinobacter spp. Z vysledi této prace vyplyva, Zze na
norfloxacin jsou citlivé i bakterie rodGlostridium. Ze 62 kmef testovanych v této praci
nebyl Zadny na norfloxacin rezistentni. Mirnou iettbt vykazaly 4 kmeny kojeneckého
puvodu, a to pkmérnymi inhibicnimi zénami:Cl. tertium LAAIII 9,33 mm, Clostridium sp.
185 9,67 mmClostridium sp. 2TP 8,67 mm &lostridium sp. 15VCHII pimérnymi 8 mm.
NejvétsSi piamér inhibi¢cnich zon byl narren u sbirkovych kména to 19,13 mm, zatimco
nejmensi pkmér inhibicnich zon byl zjid&tn u kmeri pochézejicich z traviciho traktu jeit a
to 11,22 mm. Rahman et al. (2009) wjgdze na norfloxacin byl citlivy bakterialni kmen
zodpowdny za myonekrozu a smrt slona indickélidephanas maximus), identifikovany
jako Clostridium perfringens typu A. Shome et al. (2006) takeé zjistili citlivoSlostridium
perfringens typu A na norfloxacin, bakterie bylaipinou fatalni myonekrézy u dobytka v
Manipuru, Indie. To odpovida vysleiik bakal&ské prace, kde bylo ze 62 testovanych
kmeni 14 identifikovano jakoCl. perfringens, a Zadny z nich nebyl na toto antibiotikum
citivy. V Zimbabwe byla testovana citlivost na flokacin bakterii druhuCl. difficile
izolovanych z vykal brojleti a z midy. VSechny testované kmeny byly na norfloxacin
rezistentni (Simango et Mwakurudza, 2008). Vysledigreni neni mozné potvrdit ani
vyvratit, protoZe tato bakterie neni pravidelnowcgsti traviciho traktu a zadny z knien
pouzitych v této praci nebyl identifikovan jakdbostridium difficile. Problematikou tykajici se
citlivosti bakteriiCl. difficile se zabyvali belgti védci Delmee a Avesani (1985). Citlivost k
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7 chynolinovym antibiotikm testovali na 100 kmenecéchto bakterii, izolovanychipvazre

z klinickych gipadi prajma spojenych s uzivdnim antibiotik, z trviciho trakkti bez
piiznalki a ze Zivotniho prostdi. Podle jejich vysledk byla prokazana nizka aktivita
norfloxacinu proti vSem testovanym knimm. Agnoletti et al. (2009) ve své#anku uvadii,
Ze byla zjis¢na bul’ jen mirné citlivost nebo rezistence k norfloxacinwitro u 60 toxickych
kmeni Clostridium spiriforme, stejré jako u Clostridium difficile. Jak Cl. difficile, tak Cl.
spiriforme jsou vyznamnymi fivodci spontannich nebo s uzivanim antibiotik spgjan
praijmia a enteritid. Lze tedy ipdpokladat, Zze u zdravych jedindudou tyto bakterie
piirozere potlaiovany probiotickou mikroflorou a neprojevi sé fzolaci bifidobakterii z
traviciho traktu. Z dostupnych informaci nejsouigpazici vysledky testovani citlivosti vSech
druhi rodu Clostridium, zejména d&h nepatogennich. Z vysletlkdiplomové prace
(Bazgierova, 2011) zabyvajici se vyvojem selektienimédia pro izolaci bifidobakterii
vyplyva, Ze norfloxacin pottaije bakterie rodiClostridium, izolovanych ze stolice kojefic
Ze 13 testovanych kmérbyl 1 kmen na norfloxacin rezistentni, 2 kmenymaicitlivé a 10
kmeni citlivych. Mirnou citlivost projevily kmenyClostridium sp. 188 &lostridium sp. 2TP,
inhibi¢nimi zénami 9,67 mm a 8,67 mm. Oba z#&mé& kmeny byly testovany i v této
bakal&ské praci a rowE se vykazaly mirnou citlivosti, tedytmnérnou inhibéni zénou v
rozmezi 6 - 10 mm. Rezistentni byl podle Bazgier(@@11) sbirkovy kmerClostridium
clostridiiforme DSMZ 933, ktery byl také testovan v této praci rajgvil se ptimérnou
inhibi¢ni zénou 16 mm, je tedy na norfloxacin citlivy.

Minimalni inhibicni koncentrace norfloxacinu pro bifidobakterie rabgtanovena.
Zadny z testovanych kmémebyl inhibovan ani koncentraci 300 mg/l norfloxac Fi této
koncentraci se jeden kmedsifidobacterium JKM projevil nizkym naikstem. U 4 kmein
Bifidobacterium BV, B. pullorum DSMZ 20433,B. indicum DSMZ 20214 &B. animalis ssp.
animalis 012111 byla naréfena stedni intenzita ndistu a vSechny ostatni testované kmeny
se projevily intenzivnim néstem. Minimalni inhibini koncentrace norfloxacinu byla
stanovena pro 6 kmérklostridii 10 mg/l, dva kmeny byly inhibovany kartraci 30 mg/l, 3
kmeny 50 mg/l, 1 kmen 80 mg/l, 2 kmeny 150 mg/l e@eny byly inhibovany koncentraci
200 mg/l. Naiist dvou kmefi Clostridium sp. BEK aCl. perfringens KOR1 nebyl inhibovan
ani koncentraci 300 mg/l. Celkéwbylo 90 % testovanych kmeérklostridii inhibovano f
koncentraci 200 mg/l a niZ8i. Tuto koncentraci tegydopordit pro dalsi testovani. Aspinall
et Hutchinson (1992) uvéf ve své praci, zabyvajici se selektivnim médiern jzolaci
Clostridium difficile, Ze koncentrace norfloxacinu 16 mg/l neni efekteumi protiCl. difficile,
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ani proti még citlivym kmenim Clostridium sp. (jiné nezCl. difficile). Tato koncentrace
v8ak inhibovala vSechny testované kmeny streptibkakenterobacteriaceae fekalniho
puvodu. Agnoletti et al. (2009) &ty minimalni inhibiéni koncentraci norfloxacinu prGl.
spiriforme 32 mg/l a dosli k z&ru, Ze jsou tyto bakterie na norfloxacin rezistémiebo jen
malo citlivé.

Z vysledki této bakaléské prace a ostatnich uvedenych auttre usoudit, Ze
norfloxacin by mohl byt vhodnou selektivni latkawa kterou jsou bifidobakterie rezistentni a
klostridie citlivé. Jak uvadi Vlkova et al. (200ppkud ve vzorcich stolice dominuji klostridie
a nikoliv bifidobakterie, je dosud ha@nvyuZzivané médium s mupirocinem a ledovou
kyselinou octovou (Rada et Petr, 2000) nedugiei a umoiuje rist i klostridiim. Bylo
prokazano, Ze na mupirocin bylo citlivych pouze53%q, tedy 20 z 52 testovanych knien
klostridii, zatim co na norfloxacin bylo citlivy®8,5 %, tedy 58 ze 62 kména Zadny nebyl
rezistentni. Lze ho tedy dopdaitipro testovani do kultivaich médii pro selektivni stanoveni
bifidobakterii v travicim traktu, v koncentraci 264y/.

a7



7. Zavkr

Byla testovana citlivost kmé&nrodu Bifidobacterium a Clostridium k antibiotiku
norfloxacin. Ukolem bylo odtit, zda jsou bifidobakterie na norfloxacin rezigténa
klostridie citlivé. Takova latka by mohla byt pouaha do selektivnich médii pro
bifidobakterie. Bylo zji&no, Ze norfloxacin byl ifp potlaceni klostridii velmi dinny a
zaroven byly bifidobakterie rezistentni. Dopdmena minimalni inhikini koncentrace
norfloxacinu byla stanovena na 200 mg/l. Norfloxgei tedy vhodna latka pro dalSi testovani

do selektivnich kultivénich médii pro stanoveni a izolaci bifidobakterii.
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