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Prezivani probiotickych bakterii v umélych kojeneckych
vyzivach

Souhrn

Probiotika jsou zZivé mikroorganismy, které piiznivé ovliviiuji zdravotni stav hostitele,
jsou v hojné mire pfidavany do kojeneckych vyziv a diky svym uUc¢inkiim se staly jejich
béznou soucasti. Jako probiotika jsou nejcastéji vyuzivané skupiny bakterii Lactobacillus
a Bifidobacterium. Stfevni mikrobiota kojenych a uméle zivenych déti se vyrazné lisi, proto je
snaha obohacovat umélé kojenecké vyzivy tak, aby se slozenim co nejvice podobaly

matefskému mléku.

Teoretickd ¢ast prace se zabyva vymezenim pojmu stfevni mikrobiota kojenct
a faktory, které ji ovlivituji, uméla kojenecka vyziva, probiotika, bakterie rodu
Bifidobacterium a Lactobacillus.
Dale se vénuje umélym kojeneckym vyzivam obohacenymi o probiotické bakterie, o ptehledu

dostupnych kojeneckych vyziv a zptisobu zpracovani probiotickych mikroorganismu.

Cilem diplomové prace bylo monitorovani poc¢tu probiotickych bakterii v kojeneckych
vyzivach v zavislosti na podminkach skladovani. K pokusu byly pouZity um¢lé kojenecke
vyzivy sprobiotiky dostupné na c¢eském trhu. Vzorky byly skladovany v rtiznych
podminké&ch, a to pfi riznych teplotach (4°C, 18°C, 37°C), za ptistupu ¢i omezeném piistupu
vzduchu. Pravidelné¢ po 6 tydnech u nich byl stanoven pocet probiotickych bakterii. Pocty

bakterii byly stanoveny pomoci kultivac¢ni plotnové metody.

Bylo zjisténo, Ze hojné vyuzivany kmen Bifidobacterium animalis subsp. lactis se zda

byt velmi stabilni a odolny vii¢i podminkam skladovani.

V uzavienych nadobach byly pocty bakterii stabiln¢j$i minimalné po dobu 6 tydni,
cozZ je doba delsi, nez je doporucena skladovaci doba od vyrobcu. Ze ziskanych vysledki 1ze
konstatovat, ze obecné u vSech vzorkll se zdd byt nejvhodnéjsim zpitisobem uchovavani

skladovani v dobfe uzavienych nadobach pfi teploté 4°C.

Klic¢ova slova: probiotika, uméla kojeneckd mléka, bifidobakterie, laktobacily



Survival of probiotic bacteria in infant formulas

Summary

Probiotics are live microorganisms, which positively affects host’s health condition,
Probiotics are abundantly added to baby food and thanks to its effect they became its common
component. Bacteria from groups Lactobacillus and Bifidobacterium are most commonly
used probiotics. Breastfeeded babies and babies fed by infant formula differ in intestinal
microbiota, thus an effort to enrich the infant formula to be as much similar to breast milk.

Theoretic part of thesis deals with the definition of terms *baby intestinal microbiota’
and ‘factor that influence the microbiota’, ‘infant formula’, ‘probiotics’, bacteria genus
Bifidobacterium and Lactobacillus.

In the next step the work focuses to probiotics enriched infant formula, summary of available

infant formulas and a way of processing probiotic microorganisms.

The aim of the work was monitoring number of probiotic bacteria in baby food in
dependence on storing conditions. Infant formulas available on Czech market, were used
in the experiment. Samples of infant formulas were stored in the different conditions, namely
in different temperatures (4°C, 18°C, 37°C), in the acces of air or limited access of air.
Number of bacteria was determined periodically after 6 weeks. Number of bacteria was
determined using culture plate method.

It was found that profusely used genus Bifidobacterium animalis subsp. lactis seems to

be very stable and resistant to storage conditions.

Numbers of bacteria in sealed containers were stable for minimum six weeks, which is
longer time than recommendation of the manufacturer. From the data obtained, in general we
can say, the most adequate way of storage of samples is in sealed containers at temperature
4°C.

Keywords: probiotics, infant formula, Bifidobacterium, Lactobacillus
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1 Uvod

Matetské mléko je nejvhodnéjsi stravou pro dité. PIné =zajisStuje davku
potiebnych zivin atekutin a svym sloZzenim nejlépe odpovida individualnim

fyziologickym potfebam novorozence.

Pokud z n¢jakého divodu nemlze matka kojit, nahrazujeme mateiské mléko
umélou vyzivou. Na trhu jsou k dispozici pocate¢ni nebo pokracovaci kojenecké
vyzivy, které jsou doplnéné o probiotickou a prebiotickou slozku, ktera ma pozitivni
ucinky na imunitni systém kojence. Timto se vyrobci umélych vyziva snazi co nejlépe
napodobit matefské mléko. Na trhu je k dostani nespocet umélych kojeneckych vyziv.
Podle svétové zdravotnické organizace (WHO) a Ceské pediatrické spole¢nosti je
preferovano vyluéné kojeni do v€ku 6 mésici a poté soucasné kojeni s postupnym
zavadénim piikrmid, pokud mé matka dostatek mléka, doporucuje se pokracovat
v kojeni do 2 let i déle. Pokud dité nemtze byt nebo neni kojeno, dostava jako nahradu
matefského mléka kojeneckou formuli
Cilem pocatecnich kojeneckych formuli je docilit co nejvétsi podobnosti ve slozeni

S matef'skym mlékem.

Probiotika jsou stale castéji priddvana do kojeneckych vyziv, z davodu
pozitivniho vlivu na zdravi kojencii. Vyvoj stfevni mikrobioty v prab¢hu prvniho roku
zivota je velmi dynamicky, ale jeji mikrobidlni rozmanitost je relativné nizka, zpravidla
po prvnim roce Zivota se mikrobiom stabilizuje a zacind se podobat stievni mikrobioté
dospélych jedinct. Kolonizace stiev novorozencu hraje klicovou roli v rozvoji imunitni

odpovedi.

Vysledky studii umélych kojeneckych vyziv s ptidavkem probiotik a prebiotik,
byly spojené se zvySovanim frekvence stolice, ovlivnénim konzistence, zlepSenim
gastrointestindlniho pohodli déti a byl zjistén 1 pozitivni vliv na sniZzovani vyskytu
alergii.

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které piiznivé ovliviiuji zdravotni stav hostitele,
pokud jsou aplikovany v pifiméfeném mnozstvi. Probiotika a prebiotika jsou Siroce
vyuzivany jako dopliky v kojenecké vyzivé a mnohé studie potvrdily jejich u€innost pri

podpoie zmény slozeni mikrobioty tim, ze stimuluji riist bifidobakterii.
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2 Cil prace

Cilem prace je monitorovani poctu probiotickych bakterii v kojeneckych

vyZzivach v zavislosti na podminkéach skladovani.

Hypotéza:
Pocty probiotickych bakterii se budou v kojenckych vyzivach liSit v zavisloti

na podminkéach skladovani.



3 Literarni reSerse

3.1 Stfevni mikrobiota ¢lovéka

Antonie van Leeuwenhoek prvni pozoroval vztah bakterii a lidského téla jiz
kolem roku 1670. Od této doby vyzkum vyznamné pokrocil a soustiedil se predevSim
na mikroorganismy, které mohou byt kultivovany in vitro. Zcela zasadnim probléemem
je, zestale dokdZeme laboratorn¢ vykultivovat pouze kolem 20 % druht bakterii
gastrointestinalniho traktu, které byly dosud identifikovany molekularnimi metodami
(Suau A et al., 1999).

Stifevni mikrobiota ¢lovéka je soubor organismi ziskanych postnatalné, zaklada
se pti porodu mikroby z porodnich cest a okolniho prostiedi. U kojence je tento proces
vyrazné ovlivnén zplisobem porodu a kojenim. Prvnimi mikroorganismy kolonizujici
sttevo jsou aerobni a fakultativné aerobni druhy koliformnich bakterii, laktobacilt
a streptokokt. Tyto populace snizuji oxidoredukéni potencial, a to umoziiuje osidlovani
stieva anaerobnimi bakteriemi z rodi Bifidobacterium a Bacteroides. Po zavedeni pevné
stravy se u kojence sloZeni stfevni mikrobioty pfiblizuje stale vice k ustdlenému stavu

s pfevahou anaerobtl jako u dospélych jedinct (Berg, 1996; Fri¢, 2005).

Strevni mikrobiota ¢lovéka je metabolicky aktivni a funguje jako obranny
mechanismus. Je vytvaiena po porodu a jeji ustdlend podoba je utvafena po odstaveni
ditéte a zavedeni dalSi vyZivy, obvykle je ukoncena kolem 2. roku Zzivota. Obecné
muzeme fici, Ze béhem procesu vytvareni definitivni mikrobioty ubyva bifidobakterii

a pribyva laktobacilt a dalSich bakterialnich kmenti (Salminen, 2009).

Mutualistické interakce mezi stfevni mikrobiotou a ¢lovékem jsou nezbytné pro
lidskeé zdravi (Shanahan, 2009). Enterosolventni mikrobiota je producentem nékterych
molekul, které jsou schopny inhibovat hostitelské patogeny, metabolizovat nékteré
slouceniny, které by hostitele mohly poskodit na mén¢ toxické latky (Shanahan, 2009;
Kovatcheva, 2009) a dale produkovat fadu biologicky aktivnich latek jako jsou
naptiklad konjugovana kyselina linolovd CLA, mastné kyseliny s kratkym fetézcem

a gama-aminomaselné kyseliny, u kterych byla diskutovana jejich protektivni funkce ve
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vztahu K nékterym civilizacnim chorobam jako je obezita, nékteré druhy nadorovych
onemocnéni nebo kardiovaskuldrni onemocnéni (Kovatcheva, 2009). Mimo to je stievni
mikrobiota schopna ucastnit se nékterych biochemickych procest, kterych neni lidské
télo s jeho genetickou vybavou schopno, jako je napiiklad fermentace nestravitelnych
polysacharidli, metabolismus komplexnich proteind a syntézu nékterych vitaminu

(Kovatcheva, 2009; Kelly, 2007).

Kvalitativni i kvantitativni sloZeni bakterialniho osidleni je rozdilné v ruznych
Castech gastrointestinalniho traktu. Pocet mikrobii v travicim traktu aboralné stoupa,
v tenkém stievé je 10° az 10°, v tlustém stievé pak 101 aZ 10 mikrobilnich bundk/g
obsahu (Lata et Jurankova, 2011). Vlivem podminek, které jsou rozdilné v zavislosti na
proximalné-distalni lokalizaci, jsou patrny i zmény ve slozeni mikrobti — v Zaludku
dominuji Proteobakterie, ve stfevé pak Firmicutes (vétsinu tvoii grampozitivni bakterie
— Bacteroidetes a Actinobacteria). Typické jsou malé rozdily ve sloZeni bakterialniho
osidleni v jednotlivych ¢astech tlustého stieva. Anaerobnich bakterii je zhruba 10 krat

vice nez aerobnich (Mai et al., 2004).

Bakterie gastrointestinalniho traktu maji vliv v oblasti vyZivy, metabolismu
xenobiotik, toxicity sloZzek potravy, vyznamnou ulohu pak mikrobiota hraje
V etiopatogenezi mnoha nemoci (infek¢nich, syndromu bakteridlniho pfertistani
v tenkém stfevé, poinfekéniho syndromu drazdivého stfeva), autoimunitnich
onemocnéni  (celiakie, diabetes mellitus 1.typu), alergickych onemocnéni,
metabolickych onemocnéni (obezita, diabetes mellitus 2. typu, nealkoholicka
steatohepatitida), idiopatickych stfevnich zanétd, v modulaci gastrointestinalniho
imunitniho systému, ale iv oblasti karcinogeneze, kdy je pfitomnost mutagennich
a genotoxickych substanci bakteridlniho ptivodu ve stolici ¢loveéka piimym dikazem
(Bures et al., 2010; Heavey et al., 2004; Prakash et al., 2011; Stanghellini et al., 2010).
Stfevni mikrobiota je nutriéné plné zavisld na svém hostiteli, na nestravitelnych
zbytcich potravy (vlaknina, Skroby, oligosacharidy) a sekretech (hlen, enzymy, stievni

hormony).

Na zakladé genomické analyzy bylo zjisténo, Ze u zdravych inemocnych
jedinct stfevni mikrobiota obsahuje pfevazné zastupce dvou mikrobialnich kment a to

grampozitivni Firmicutes a gramnegativni Bacteroidetes. Na zakladé genetickych
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analyz byl pocet rodl stanoven az na 1800, pocet druhid mikroorganismi se udava
vrozmezi hodnot 15000 - 36 000. Nejvice zastoupené jsou rody Bacteroides,
Clostridium, Fusobacterium, Peptococcus a Bifidobacterium, v mensi mife jsou zde

zastoupeny rod Escherichia coli a rod Lactobacillus (Frank, 2008; Fri¢, 2005).

Stievni mikrobiota a jeji pozitivni vliv na hostitele:
e Syntéza vitaminl skupiny B a vitaminu K
e Vazba potencialnich mutagenti
e Produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem a monosacharidi piedevsim
z vlakniny, a z dalSich nestravitelnych sloZek potravy, jako jsou polysacharidy
e Piimé pusobeni na sliznici; stfevni mikrobiota ma vliv na funkci imunitniho

systému, na sloZeni hlenu, neurohumoralni regulaci a dalsi

Stfevni mikrobiota v nékterych pfipadech mize mit i negativni ¢i pfimo Skodlivy
vliv na hostitelsky organismus. Mezi tyto vlivy patii produkce toxint, aktivace
prokarcinogent, syntéza karcinogentu a genotoxickych latek z nestravitelnych sloZzek
potravy a dalsi.
Vyznamnou roli na vysledny vliv bakterii GIT na hostitele hraje vyZiva a kvalitativni
i kvantitativni zastoupeni jednotlivych druhti mikrobu. Podle nékterych studii (Heavey
et al., 2004) je za nevhodny dietni substrat povazovan nadbytek cerveného masa,
zivoc¢isné tuky a vysoky pfijem soli v potravé a naopak pfiznivym vlivem se vyznacuje
konzumace Cerstvého ovoce a zeleniny, potravin bohatych na selen a vapnik, a dale
fermentované i nefermentované vlakniny. Je dokazano, ze zménou slozeni stravy lze
behem relativné kratkého Casového useku docilit zmény ve sloZeni stievni mikrobioty;
ve smyslu sniZzeni poctu gram-pozitivnich Firmicutes a zaroven zvySeni poctu

Bacteroides (Camp, 2009; Quispel, 1998).
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Tabulka €. 1 - SloZeni mikrobioty lidského GIT (Nord CE, 1984)

Mikroorganismy

Poéty mikroorganismu (KTJ/g)

Gaster Jejunum lleum Colon
Celkovy potet bakterif 0-10° 0-10° 10°-10° | 10™-10%
Aerobni bakterie
Zeled” Enterobacteriacae 0-10° 0-10° 10%-10" | 10*10"
Streptococcus 0-10° 0-10* 10°-10° | 105-10"
Staphylococcus 0-10° 0-10° 10°-10° 10%-10°
Lactobacillus 0-10° 0-10¢ 10°-10° | 10°-10™
Saccharomyces 0-10° 0-10° 10°-10* 104-10°
Anaerobni bakterie
Bacteroides vzacné 0-10° 10°-10" | 10-10%
Bifidobacterium vzacné 0-10° 10°-10° | 10%-10™
Peptostreptococcus vzacné 0-10° 10°-10¢ | 10™°-10*
Clostridium vzécné vzécné 10°-10¢ | 10°10™
Eubacteria vzécné vzécné vzécné | 10'°-10™
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3.2 Stievni mikrobiota kojenci

v

Strevni mikrobiota dospélého ¢lovéka je povazovana za mnohem rozmanitéjsi
nez mikrobiota kojencii a batolat, pfiCemz je mikrobiota dospélych relativné stabilni
(Dethlefsen, 2007; Kovatcheva, 2009; Claesson et al., 2011; Tap et al., 2009).
Mikrobiota kojenct je rozdilna, je pomérné méné rozmanita a v pribéhu casu se meéni.
V odborné literatufe se Casto vyskytuji rozdilné informace tykajici se slozeni stfevni
mikrobioty kojenct. (Resta, 2009; Conroy, 2009; Palmer et al., 2007; Koenig et al.,
2011). Po dlouhou dobu byly bifidobakterie povazovany za dominantni slozku stfevni
mikrobioty. Vyzkumy byly zaloZeny na kultiva¢nich metodach a analyzach za pouziti
druhov¢ specifickych DNA sond (Wall et al., 2009; Wang et al., 2008; Jimenéz, 2008;
Turroni et al., 2009; Zoetendal et al., 2008; Fanaro etal., 2003). Nedavnymi
metagenomickymi studiemi, které zkoumaly vyvoj kojenecké stievni mikrobioty, byl
zjistén nizky pocet bifidobakterii popiipadé jejich absence (Resta, 2009; Palmer et al.,
2007). Za kli¢ové faktory je povazovan zpusob vyzivy kojencu. Byla zjisténa rozdilna
kolonizace illea mezi détmi kojenymi a détmi, které jsou krmeny umélou kojeneckou
formuli (Wang et al., 2008; Fanaro et al., 2003). Vysoké hladiny bifidobakterii jsou
spojovany s vyvojem a zranim imunitniho systému ditéte (DiGiulio et al., 2009; Hart
etal., 2004).

Vyvoj sttevni mikrobioty v pribéhu prvniho roku zivota je velmi dynamicky, ale
jeji mikrobidlni rozmanitost je relativné nizkda, zpravidla po prvnim roce zivota se
mikrobiom stabilizuje a za¢ina se podobat stievni mikrobioté dospélych jedinct (Wang,

2004).

Sttevni mikrobiotra vyznamné ovliviiuje vyvin a zrani imunitniho Systému
v prvnich dnech Zivota (Wall et al., 2009; Gottrand, 2008; Conroy, 2009). Kolonizace
sttev novorozencii hraje klicovou roli v rozvoji imunitni odpovédi. Bylo zjisténo, Ze
naruSeni tohoto procesu, napiiklad zplsobené terapii antibiotiky, muze zpusobit
dlouhodobé zdravotni néasledky, coz miize vést az k imunologickym onemocnénim jako
je naptiklad ekzém, alergicka ryma nebo zanétlivé onemocnéni stiev (Gottrand, 2008;
Wang et al., 2008). Na détech ve véku 18 mésict byla zkoumana rozmanitost stfevni

mikrobioty v souvislosti s vyskytem atopického ekzému v porovnani se zdravymi détmi
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stejného veéku. Bylo zjisténo, ze u déti s atopickou dermatitidou je stfevni mikrobiom

mén¢ rozmanity nez u kontrolni skupiny (Saulnier, 2009).

3.3 Faktory ovliviiujici stifevni mikrobiotu kojencii

V dobé¢ porodu byl povazovan gastrointestinalni trakt kojence az doneddvna za
sterilni. Nyni védci zjistili, ze nékteré mikroorganismy jsou jiz pfitomny v placenté

(Doyle et al., 2014).

Pfi narozeni je gastrointestinalni trakt novorozence jen velmi slabé osidlen
mikroorganismy (Satokari et al., 2009; DiGiulio et al., 2008; Reinhardt et al., 2009),
ale béhem prvnich dni zivota je rychle kolonizovan (Obrazek ¢. 1), aZz po zavedeni
pevné stravy, béhém dvou let véku je mikrobiota relativné stabilni a jiz se podoba
stfevni mikrobioté dospélych (Palmer et al., 2007; Shanahan et al., 2009; Kovatcheva,
2009; Adlerberth, 2009).

Bezprostredné po porodu je stfevo novorozence kolonizovano fakultativné
anaerobnimi bakteriemi, jako jsou Enterobacteriaceae, Streptococcus a Staphylococcus
(Penders et al., 2006; Morelli, 2008; Biasucci et al., 2008). V¢tSina interakci mezi
mikroorganismy a lidskym hostitelem nema za nasledek zadné zdravotni komplikace
(Shanahan et al., 2009), tyto bakterie by vSak potencidln¢ patogenni byt mohly
(Biasucci et al., 2008). Tyto bakteric postupné spoticbovavaji Kkyslik, produkuji
metabolity, tim vytvaii vhodné prostiedi pro striktné anaerobni bakterialni populace,
vétSinou s dominantnim zastoupenim bifidobakterii, klostridii a Bacteroides, které hraji
vyznamnou roli pfi vytvafeni a zrani novorozenecké stievni mikrobioty (Penders et al.,

2006; Morelli, 2008; Biasucci et al., 2008).

Hygienické podminky pii porodu jsou stale piisnéjsi, matky s novorozenci jsou
hospitalizovany po krat$i dobu a celkové jsou novorozenci vystaveni nizsi bakterialni
expozici. Diive bylo stievo novorozence kolonizovano piedevsim fekalnimi bakteriemi
rodu Enterobacteriaceae (Morelli, 2008; Biasucci et al., 2008), v posledni dobé byl

tento rod vystiidan predevsim rodem Staphylococcus.
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SlozZeni novorozenecké stirevni mikrobioty je ovlivnéno fadou faktori jako je
zpusob porodu, gestacni veék, typ vyzivy matky i novorozence, uzivani antibiotik,
hospitalizace, nemoci, okolni prostiedi a dalSi (Penders et al., 2006; Adlerberth, 2009;
Morelli, 2008; Biasucci et al., 2008; Butel et al., 2007).

ZPUSOB PORODU

Cisarsky fez Vaginalni porod
Bakterie nemocni¢niho prostredi Fekalni a vaginalni bakterie matky
+ Bifidobacterium w t+ Bifidobacterium
} Bacteroides fragilis t Bacteroides fragilis
t Clostridium difficille t Escherichia coli
+ Clostridium difficille

Gestacni vék \ ( Uzivani antibiotik

\ Hospitalizace
Zdravotni stav l P

matky
yZiva
Kojeni Kojenecké formule Probiotické/Prebiotické
e ; , . doplitky strav
tt Bifidobacterium t Bacteroides fragilis G ¥
Streptococcus, Sraphylo;occus, X | + Enterobacteriaceae 4 Bifidobacterium
Srmcenns.Laalbacils, t Clostridium dificilie t Lactobacilus

Enterobacteriaceae

Obrazek ¢. 1 Faktory ovliviiujici stievni mikrobiotu kojenci

3.3.1 Gestaéni vék a doba porodu

Gestacnim v€kem oznaCujeme délku tchotenstvi, pocet tydni stravenych
v déloze od poceti do porodu. V neonatologii se nejcastéji vyuZivad hodnoceni
gestacniho véku dle skorovaciho systému Ballardové — hodnoti soustavu somatickych
znakli, vyvojové funkéni odpovédi novorozence a jejich kombinaci s urcitou

pravdépodobnosti dospéjeme ke stanoveni gestacniho véku.

Podle délky gestace miizeme klasifikovat novorozence (Lebl, 2007):

Pted¢asné narozeni, nedonoseni- narozeni pted 38. gestacnim tydnem
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Narozeni v terminu- narozeni mezi 38. a 42. gesta¢nim tydnem

PfenaSeni- narozeni po 42. gestacnim tydnu

Bylo prokazano, Ze stieva pied¢asné porozenych déti byla kolonizovana Castéji
bakteriemi Clostridium difficile. Pocty téchto bakterii byly u pfedcasné narozenych déti
v praméru 7,12 logCFU/g vzorku, v porovnani s détmi porozenymi v fadném terminu,
u kterych pocty Clostridium difficile dosahovaly v praiméru 5,06 logCFU/g (Penders,
2006).

3.3.2 Zpiisob porodu

Novorozenci porozeni cisafskym fezem, nedonoSeni nebo jedinci uzivajici
antibiotika maji opozdénou bakteridlni kolonizaci stfev (Sykora, 2006).
Déti porozené vaginalné maji odlisSné slozeni mikrobioty ve srovnani s détmi
porozenymi cisaiskym fezem, mikrobiota kojenych déti se 1iSi od déti Zivenych

kojeneckymi mléky (Benno, 1984; Penders, 2006; Musilova et al., 2015).

Ve srovnani s vaginalnim porodem, porod cisaiskym fezem ma za nasledek nizsi
kolonizaci rodem Bifidobacterium, zatimco pievazuji poéty bakterii, jako jsou
Clostridium difficile a Escherichia coli (Penders, 2006; Musilova et al., 2015).

V poslednich 20 letech dochazi celosvétové k znepokojivému nartstu poctu
cisarskych fezl. Pied 2. svétovou valkou nedosahovala frekvence cisatského fezu 1 %.
V soucasnosti je frekvence cisaiskych fezii v USA nad 30 %, u nas dosédhla v roce 2011
témef 25 % (Roztodil, 2008).

Pii porodu cisafskym fezem se dit¢ rodi do sterilniho prostiedi, ¢imz nedochézi
k ptirozené kolonizaci stiev vlivem sliznic posevni mikrobioty matky. Opera¢ni porod
tedy modifikuje kolonizaci stfeva novorozence a nasledny vyvoj slizni¢ni mikrobioty

(Gregora, 2013).

Ve studii, kterd porovndvala obsah bifidobakterii a laktobacili ve stolici
kojenych déti narozenych vagindlné a cisafskym fezem (Chen et al., 2007), byly

Vv prvnich dnech po porodu zjistény signifikantné¢ vyssi hladiny bifidobakterii u déti
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porozenych vaginalné nez ve skupiné déti narozenych cisafskym fezem. Zkoumala se
stolice zdravych novorozencii narozenych mezi 37. a 42. gestatnim tydnem. Zatimco
rust bifidobakterii byl cisaiskym fezem negativné ovlivnén, rozvoj laktobacili byl,
zjevné vlivem kojeni, na stejné Grovni jako u déti porozenych vagindln¢ (Chen et al.,

2007).

vvvvvv

kojence (Wall et al., 2009; Biasucci et al., 2008; Martin et al., 2008). U vaginalné
porozenych déti jsou stieva kolonizovana predevsim fekalnimi a vaginalnimi bakteriemi
matky, zatimco stfevni mikrobiota déti narozenych cisafskym fezem je osidlena
pfevazné bakteriemi z nemocni¢niho prostfedi (Penders, 2006; Adlerberth, 2009;
Biasucci et al., 2008; Butel et al., 2007). Novorozenci porozeni cisaiskym fezem maji
obecné¢ niz§i pocty bakterii rodu Bifidobacterium, vyrazné zredukované pocty
Bacteroides fragilis a vyrazné vyssi pocty Clostridium difficile nez vaginaln¢ porozené
déti (Penders, 2006; Biasucci et al., 2008; Boehm et al., 2008). U kojencti narozenych
cisafskym fezem je rust bakterii rodu Bacteriodes, Biffidobacterium a Escherichia coli

vyrazn¢ opozdény (Morelli, 2008; Butel et al., 2007).

3.3.3 Vyziva matky v priibéhu téhotenstvi

U matek, které¢ dodrzovaly zésady zdravého zivotniho stylu a dévaly ptednost
biopotravinam, bylo zjisténo, ze své déti kojilo 95% z nich. Na rozdil od matek, které
se stravovaly béznym zptsobem, kojilo své déti pouze 59%, coz naznacuje souvislost
mezi matefskou dietou, zplsobem vyzivy kojence a slozenim mikrobioty kojence
(Penders, 2006). Také bylo potvrzeno, ze déti matek, které dodrzovaly zasady zdravé
Zivotospravy, mély ve stievni mikrobioté niZsi zastoupeni Escherichia coli ve srovnani

s ostatnimi détmi (Penders, 2006).
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3.4 Mateiské mléko a uméla kojenecka vyziva

Matetské mléko je nejvhodnéjSi stravou pro dité. PIné =zajisStuje davku
potiebnych zivin atekutin a svym sloZzenim nejlépe odpovida individudlnim
fyziologickym potiebam novorozence. Mateiské mléko obsahuje prebiotickou slozku,
ktera upravuje pH ve stievech a podporuje funkci imunitniho systému. Obecné, kojené
déti trpi méné Casto infekcemi, alergiemi a jinymi imunologickymi poruchami. Mimo

jiné se kojenim utvari vztah mezi matkou a ditétem (Vincentova, 2006; Shaker, 2004).

Pokud z n¢jakého duvodu nemiuize matka kojit, nahrazujeme matefské mléko
umélou vyzivou. Na trhu jsou k dispozici pocateéni nebo pokracovaci kojenecké
vyzivy, které jsou doplnéné o prebiotickou slozku, kterd ma pozitivni ucinky na
imunitni systém kojence. Timto se vyrobci umélych vyziv snaZi co nejlépe napodobit
matefské mléko. Na trhu je k dostdni nespocet umélych kojeneckych vyziv napiiklad:

Nutrilon, Beba, Hami, Sunar a jiné (Vincentova, 2006; Shaker, 2004).

3.4.1 Historie vyZivy kojenct

Prvni susenou kojeneckou vyzivu vyrobil chemik Justus von Leibig v Némecku
roku 1860 (Stevens, 2009; Tlaskal, 2008). Tato formule obsahovala kravské miéko,
slad, pSeni¢nou mouku a hydrogenuhli¢itan draselny. Na konci 19. stoleti byla vyvinuta
prvni kompletni formule rozpustnd ve vod¢ a béhem dalSich let se objevovaly dalsi
rizné kojenecké formule (Nevoral, 2006). Od minulého stoleti az po soucasnost byl
zaznamenan nejvétsi pokrok v rozvoji kojeneckych formuli. V' poloviné minulého
stoleti nastal vyrazny Utlum v kojeni a uméla kojenecka vyziva byla velmi podporovana
(Tlaskal, 2008). Cetna pozorovéani odhalila, Ze déti, které jsou kojené, Iépe prospivaji
ajsou zdravéjsi ve srovnani s détmi zivenymi kojeneckou formuli (Tlaskal, 2008).
Postupem cCasu se opét zaCala propagovat piirozena vyZiva, a to jak v porodnicich, tak
u praktickych 1ékatid. Vliv na tento vzestupny trend kojeni mél ivznik obcanského
sdruzeni Lakta¢ni liga, ktera vznikla ve spolupréci s FAO a UNICEF , podporujici
program propagace kojeni. V poslednich desetileti jsou umélé kojenecké vyzivy stéle

zkoumany a upravovany, aby se co nejvice podobaly matetskému mléku (Nevoral,
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2006). Na obrazku c¢islo 1 je uveden postupny vyvoj slozeni umélych kojeneckych

formuli.

-
Obrazek €. 2 Historie vyvoje kojeneckych formuli (zdroj oficialni stranky vyrobcu
kojeneckych vyZiv)

3.4.2 Obdobi vyzivy kojence dle studie Hrodek et al. (2002)

e Obdobi vyhradn¢ mlécné vyzivy — do ukonceného 4. mésice

Kojeni nebo pocatecni formule v mnozstvi 1/6 hmotnosti ditéte
e Obdobi prechodné — od 4 do 6 mésict

Zavadeéni ptikrmt, popt. pfechod na pokracujici kojeneckou formuli
e Obdobi smiSené stravy od ukoné¢eného 6. mésice do 12. mésice

Pokracujici formule a postupné zavadéni vhodné upravené stravy
Tato obdobi jsou stanovena na zdkladé psychomotorického vyvoje ditéte,

funk¢ni vyzralosti gastrointestinalniho traktu a funkéni schopnosti ledvin (Hrodek et al.,
2002; Anonym 1)
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Kravské mléko je vyuzivano jako zéklad pro vyrobu kojeneckych formuli.
Velmi vzacné jsou pouzita mléka jinych savch ¢i rostlinné bilkoviny. Pro vyrobu
kojeneckych formuli je nutné adaptovat bilkovinu kravského mléka, upravuje se pomér
syrovatkovych bilkovin ku kaseinu z 2:8 na 1:1 nebo vyssi (Hrodek et al., 2002;
Anonym 1).

3.4.3 Uméla kojenecka vyZziva

Podle svétové zdravotnické organizace (WHO) a Ceské pediatrické spolednosti
je preferovano vyluéné kojeni do véku 6 mésici a poté soucasné kojeni s postupnym
zavadénim piikrmt, pokud ma matka dostatek mléka, doporucuje se pokracovat
v kojeni do 2 let i déle. Pokud dité nemtze byt nebo neni kojeno, dostava jako nahradu

matefského mléka kojeneckou formuli (Hrodek et al., 2002; Anonym 1).

3.4.4 Rozdéleni kojeneckych formuli

Slozeni kojeneckych vyziv je pfisné regulovano a kazdy vyrobce musi dodrzovat
stanovené pokyny, které jsou ukotveny v souboru Codex Alimentarius (Forsythe, 2005).
Vsechny slozky, které se piidavaji do kojeneckych vyziv, maji stanoveny minimalni
a maximalni povoleny obsah. OSetfeni ionizujicim zafenim je u kojeneckych formuli
zakazano, hlavné z diivodu zhorSeni organoleptickych kvalit (CAC, 2007; FAO, 2007).
Vhodnym zdrojem bilkovin jsou mlééné bilkoviny. Jednotlivé aminokyseliny mohou
byt pfidany pro zlepSeni nutri¢nich hodnot, ale povoleny jsou pouze L-formy (Connolly
et al., 2004). Komer¢né¢ upravované¢ hydrogenované tuky a oleje nejsou povoleny. Je
zakadzano pridavat do vyziv fruktézu, z divodu mozného vyskytu dédi¢né intolerance
fruktézy u kojenct. VSechny komponenty kojenecké vyZzivy musi mit zavedenou
historii bezpecného uzivani a musi byt prospésné pfi vyzivé novorozence (CAC, 2007).
PoZadovany rozsah jednotlivych Zivin musi byt zachovan po celou dobu trvanlivosti
vyrobku (Akers et al., 2005).

V raném détstvi je nejcastéji se vyskytujici alergii alergie na mléko, vyskytuje
se u 2%-3% déti. Hlavni pfic¢inou alergické reakce jsou proteiny piitomné v mléce
(Catala-Clariana et al., 2013; Monaci et al., 2010). Symptomy spojené s alergii na
potraviny zahrnuji reakci bud’ spojenou s aktivaci imunoglobulinu (IgE), ty se projevuji
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vyskytem napiiklad ekzému ¢&isipdni. Reakce, které nejsou spojeny s aktivaci
imunoglobulinu (non-IgE) se mohou projevovat napiiklad v podobé ezofagitidy
(Nutrition, 2000). Hypoalergenni kojenecka vyziva je vyrabéna pomoci enzymatické
hydrolyzy, tim se denaturuji intaktni proteiny a vytvofi se menSi molekuly se
zménénym potencidlem (Chung et al., 2012; Kuba et al., 2013; Ragno et al., 1993).
Hypoalergenni formule musi splilovat pozadavky na vyzivu stejnym zptisobem jako
standardni kojenecké vyzivy. Aby vyrobek prokazal hypoalergenni ucinky, musi
prokézat negativni alergickou reakci u 90 % déti s alergii na kravské mléko (Nutrition,
2000).

3.4.4.1 Pocate¢ni kojenecké formule

Cilem pocateénich kojeneckych formuli je docilit co nejvétsi podobnosti ve
sloZzeni s matetskym mlékem. Nejéastéji se jako zdroj bilkoviny vyuziva bilkovina
kravského mléka, pouzita mize byt i sdjova bilkovina (jako ptiklad vyziva Nutrilon 1
Soya). Je doporuceno shiZzovat konzumaci kojeneckych vyziv na bazi soji z divodu
potencialn¢ Skodlivych ucCinkti pro déti v disledku ptfitomnosti fytoestrogena

(Badger et al., 2009; Bhatia et al., 2008).

Bilkoviny kravského mléka mohou byt vyuZity neupravené tj. s pomérem
bilkovin syrovatky ke kaseinu 2 : 8 nebo muze byt bilkovina adaptovana, tedy se
zménénym pomérem syrovatkovych bilkovin a kaseinu. Pocatecni kojenecké formule
obsahuji bilkovinu kravského mléka, laktdézu, minerdlni latky, stopové prvky, vitaminy,
tuky, polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem. Tato mléka maji upravené
mnozstvi mineralnich latek a jsou obohacena o vitaminy a stopoveé prvky. V tabulce ¢. 2
je uveden piehled pouzivanych po&ateénich kojeneckych mléénych vyziv v Ceské
republice. Tabulka ¢. 3 a ¢. 4 uvadi pocateéni mléka uréené pro specialni vyzivu
kojencii. Jsou zde uvedeny mléka se snizenou schopnosti vyvoldvat alergické reakce
u deti, miléka antirefluxni, mléka pro déti snizkou porodni hmotnosti ¢i déti

nedonosenych a piipravky se snizenym obsahem laktozy.
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Tabulka €. 2 Pripravky pocatecni kojenecké mlééné vyZivy pouzivané v soucasné dobé
v CR

POCATECNI KOJENECKA VYZIVA NA ZAKLADE KRAVSKEHO MLEKA

S adaptovanou bilkovinou S neadaptovanou bilkovinou
(s prevahou syrovatkovych bilkovin) (s prevahou kaseinu)
e Sunar 1 Baby (obsahuje nukleotidy) e Nutrilon 1 forte (obsahuje
e Sunar 1 Baby Premium (obsahuje LCP tuky, nukleotidy) prebiotika, nukleotidy)
e Hero Baby Lactum I (obsahuje LCP tuky, nukleotidy) e Hami 1 forte

¢ Hipp 1 (obsahuje probiotika — Lactobacillus hereditum) o (obsahuje prebiotika)

e Humana 1, Humana 1 extra (obsahuje ryZovy Skrob,
dextriny)

e Beba 1 Premium (obsahuje probiotika B. animalis)

e Hami 1 (obsahuje prebiotika)

e Nutrilon 1Premium (obsahuje prebiotika, nukleotidy,
LCP tuky)

o Nutrilon 1 Comfort (obsahuje prebiotika)

¢ Amilk (obsahuje probiotika — Bifidobacterium animalis)

¢ Babylove (obsahuje probiotika — B. animalis)

LCP tuky - vicenenasycené mastné kyseliny s dlouhym retézcem diilezité pro rozvoj mozku
Tucné zvyraznené obsahuji probiotickou sloZku

Tabulka €. 3 Specialni poéateéni kojenecké vyzivy

PRIPRAVKY KOJENECKE VYZIVY SE SNIZENOU SCHOPNOSTI VYVOLAVAT
ALERGICKOU REAKCI

Pripravky pro preventivni uziti (s | PFipravky pro lé¢ebné pouziti | Lécebné piipravky na
¢asteéné rozstépenou bilkovinou) | s vysoce §tépenou bilkovinou bazi aminokyselin

e SunarH.A.1 e Alfaré e Neocate 1 -
e HippH.A.1l e Nutrilon 1 Allergy Care

e Humana HA.1 e Nutrilon Digestive Care

e Beba H.A.1Pr

e HamiHA.l

e Nutrilon H.A.1
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Tabulka €. 4 Specialni poc¢ateéni kojenecké vyZivy 2 pokracovani tabulky

. MLEKA PRO, PRIPRAVKY PRIPRAVKY SE
MLEKA NEDONOSENE < e -
< M K OBOHACENI SNIZENYM
ANTIREFLUX DETI A DETI S - - > B
= < . MATERSKEHO MNOZSTVIM
NI NIZKOU POROI;)NI MLEKA LAKTOZY
HMOTNOSTI
e Nutrilon 1 o BEBA Alprem e FM 85 e Sunar Alidiar
AR. LC - PUFA HumanMilk e AL 110
¢ NutrilonNenatal Fortifier e NutrilonLowLactose
* Bebal LCP e NutrilonNenatal
AR. (NutrilonNenatal 0 BMF
pro déti do 2500 g
. a NutrilonNenatal 1
e Nutriton - . g qves
pro nedonosené déti
pridavek do do hmotnosti 4-
matetského 5 kg)
mléka

3.4.4.2 Pokracovaci kojenecké formule

Pokracovaci kojenecké formule jsou urceny pro déti od ukonceného 4. mésice

veku do 36. meésice véku.

vyuzivanych v CR.

Tabulka c¢islo 5 uvadi souhrn pokracovacich vyziv

Tabulka €. 5 Piipravky pokracovaci kojenecké mlééné vyZivy pouzZivané v sou¢asné dobé

v CR

POKRACOVACI KOJENECKE VYZIVY

Pokracovaci kojenecka Pripravky kojenecké vyZivy se sniZzenou Mleka
- . , . . antirefluxov
vyZiva schopnosti vyvolavat alergickou reakci 4
e Bohemilk S castecné S vysoce e Beba?2
e Sunar Plus rozStépenou Stépenou AR.
e Sunar Premium bilkovinou bilkovinou e Nutrilon
HERO Baby L2 2AR.
* HIPP 2 y e Sunar HA. 2 o Alfaré
[ )
e HippH.A.2 e Nutrilon 2
e Humana 2
BEBA 2 Premium e HumanaH.A. 2 Allergy
[ )
. e Beba2H.A. o Care
e Hami?2 .
Nutrilon 2 Premium
* e Hami2H.A.
e Nutrilon 2 H.A.
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3.5 Kojeneckd vyZiva s probiotiky

Probiotika jsou stile Ccastéji pfidavana do kojeneckych vyziv, z divodu
pozitivniho vlivu na zdravi kojencti (FAO/WHO, 2001; Mugambi et al., 2012; Shah,
2007). Probiotika i prebiotika, pozitivné ovliviiujici rust specifickych mikroorganismu
Vv gastrointestinadlnim traktu (Boehm et al., 2005), jsou v hojné mife pridavany do
kojeneckych vyziv a diky svym ucinkiim se staly jejich béznou soucasti (Kent et al.,
2014). Vysledky studii umélych kojeneckych vyziv s piidavkem probiotik a prebiotik,
byly spojené se zvySovanim frekvence stolice, ovlivnénim konzistence, zlepSenim
gastrointestinalniho pohodli déti a byl zjistén i pozitivni vliv na snizovani vyskytu
alergii (Mugambi et al., 2012; Braegger et al.,, 2011). Byla zjiSténa antimikrobidlni
aktivita nékterych kmenG Lactobacillus, inhibi¢ni Gc¢inek byl testovan proti
Cronobacter sakazakii, bylo zjisténo, Ze antimikrobidlni aktivita je vyznamna, ale
baktericidni u¢inky jsou silné termolabilni (Awaisheh et al., 2013). Rada studii téz
prokazala, Ze prebiotické slozky mohou ovlivnit ulpivani v gastrointestinalnim traktu
(Hickey, 2012; Lane et al., 2010).

Tabulka ¢&. 6 P¥ehled kojeneckych vyziv s probiotiky a prebiotiky na trhu v CR, po¢ateéni
mléka pro kojence 0-6 mésici (zdroje oficialni stranky vyrobcii)

Nazev Obsahuje
Nutrilon 1-Profutura | Smés prebiotickych oligosacharidi s GOS/ICFOS 9:1
Nutrilon 1-Pronutra | Smés prebiotickych oligosacharidi s GOS/IcFOS 9:1
Sunar 1 Complex Galaktooligosacharidy
Beba Pro 1 Zivé pro biotické kultury B. animalis nebo Lb.reuteri
Beba HA 1 hypoalergenni, probiotické kultura Bifidus- B. animalis
Beba 1 Comfort Probioticka kultura Lb.reuteri
Hami smés GOS a FOS
HiPP AR BIO Kultury mlééného kvaseni izolované z matetského mléka
HiPP HA 1 Combiotic | Smés probiotik
AmilkBifido Bakterie mlé¢ného kvaSeni B. animalis
Babylove Bifidobacterium animalis
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3.5.1 Probiotika

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které ptriznivé ovliviiuji zdravotni stav

hostitele, pokud jsou aplikovany v pfiméfeném mnozstvi (Saavedra, 2007).

Pro zatazeni mezi probiotika musi jednotlivé bakteridlni kmeny spliiovat n€kolik
zékladnich pozadavka. Bakterialni kmeny musi mit prokazatelné pozitivni vliv na
zdravi hostitele a musi byt zdravotné nezavadné, izolované ze stejné¢ho zivociSného
druhu, jako je pfedpokladany piijemce, nesmi byt toxické ani patogenni. Forma,
ve které je probiotikum do traviciho ustroji aplikovano, musi obsahovat dostate¢né
mnozstvi zivotaschopnych bakterii, které musi mit schopnost piezivat v travicim Ustroji
a byt metabolicky aktivni (Nevoral, 2005). Probiotické mikroorganismy by méli byt
odolné proti zpracovani, odolné vii¢i ptisobeni zaludecnich kyselin. Déale by méli mit
schopnost ulpivat na stfevni epitelové tkani a kolonizovat ji (Guo, 2009). Probiotika
jsou bezpe¢nym doplitkem, nebot’ se jedna o komenzalni nepatogenni mikroorganizmy,

nekteré patii 1 mezi 1é¢iva (Mutaflor, Colifant New Born).

Probiotika a prebiotika jsou Siroce vyuzivany jako dopliiky v kojenecké vyzive
amnohé studie potvrdily jejich u¢innost pfi podpofe zmény slozeni mikrobioty tim,
Ze stimuluji rast bifidobakterii (Saulnier et al., 2009) a tim by mohly pfispét pii 1é€bé
a prevenci nékterych chorob (Parracho et al., 2007; O"Hara et al., 2007).
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Tabulka €. 7 Pasobeni probiotik (Sykora, 2006)

Mechanismus piisobeni probiotik

Stabilizace stievni mikrobioty (kompetice s patogeny)

Produkce mastnych kyselin (kyselina méaselna)

Pokles pH

Ovlivnéni rozpustnosti mineralnich latek

Omezeni zpétné resorpce zZlu¢ovych kyselin

Antimikrobialni substance

Stabilizace stievni slizni¢ni bariéry

Modifikace toxina a toxinovych receptori

Imunomodulaéni Gcinky

Antikancerogeneze

Kompetitivni inhibice adheze patogenii

Probiotika jsou definovany jako Zivé organismy, které jsou podéavany
VvV pfiméfeném mnozstvi a maji pozitivni zdravotni piinos pro lidsky organismus
(Anonym 2). Jako probiotika jsou nejcastéji vyuzivané skupiny bakterii Lactobacillus
a Bifidobacterium (Parracho et al., 2007). Probiotika mohou zabranit v pronikani
patogent v lidském stfevé tim, Ze zvysuji produkci mucinu, snizuji propustnost stfevni
stény, mohou uvolilovat antimikrobialni slou¢eniny nebo se mohou podilet na modulaci
imunitniho systému (Saulnier et al., 2009). Nékolik studii prokazalo, Ze probiotické
pripravky jsou bezpecné a ti¢inné zejména pii 1écbé a prevenci prijmovych onemocnéni
u déti (Parracho et al., 2007; O"Hara et al., 2007; Puccio et al., 2007), ¢imZ se sniZzuje
riziko vyskytu a zavaznost nekrotizujici enterokolitidy (O"Hara et al., 2007; Martin
etal., 2008; Deshpande et al., 2007; Wang, 2004). Mohou byt uZite¢né pii zmirnéni
ptiznakti malabsorpce laktozy a pfi prevenci vzniku atopickych onemocnéni jako projev

potravinovych alergii u déti (Parracho et al., 2007).

Bylo potvrzeno, ze konzumace probiotik ma fadu vyhod pro lidské zdravi, mimo
Jiné hraji probiotika dileZitou roli jako prevence pfi vzniku nekrotizujici enterokolitidy

u nedonosenych déti. (Lau et al., 2015) zlepseni stavu u kojenci s kolikou (Harb et al.,
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2016), snizeni doby trvani akutnich prijmovych onemocnéni (Szajewska et al., 2013),

prevence vzniku prijmu pii antibiotické 1é¢bé (Goldenberg et al., 2015).

Doposud bylo pfedpokladdno, Ze mechanismus tuc¢inku probiotik vyplyval
z jejich schopnosti  ovlivnit slozeni stfevni mikrobioty. Nicméné, v nedavno
publikovanych studiich bylo zjisténo, ze dosud testovana probiotika nemaji podstatny
vliv na celkovou kompozici stfevni mikrobioty u dospélych, a Ze zména ve sloZeni
mikrobioty stfev neni hlavnim mechanismem ucinku (Kristensen et al., 2016).
Metagenomické studie porovnavajici sloZzeni mikrobioty pied a po ptsobeni stresové
situace s pridanim probiotik a bez pridani téchto dopliki, by mohla poskytnout pohled
na schopnost probiotik podporovat zdravi prostiednictvim stabilizace hostitelské
mikrobioty nikoli ménit slozeni (Kristensen et al., 2016). Probiotika by mohly
podporovat homeostazu stievni mikrobioty, a tim byt zdravi prospésné (Kristensen

et al., 2016). Obrazek ¢. 3 ukazuje vliv probiotik na homeostazu sttevni mikrobioty.

Stresova situace
( ATB a pod.) Navraceni

do plivodniho
normalniho stavu

T Normalni stav
stfevni mikrobioty

1 Bez probiotik

Probiotika —snizeni vlivu stresové
situace na stfevni mikrobiotu

D e

Probiotika —podpora rychlejsiho
3 s navratu k normalnimu stavu
stfevni mikrobioty

Gas

Obrazek €. 3 Vliv probiotik na homeostazu stievni mikrobioty
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Tabulka ¢. 8 Mezi nejéastéji pouZivana probiotika patii:

Bakterierodu
Lactobacillus

Bakterierodu
Bifidobacterium

Gram pozitivni
koky

Ostatni

mikroorganismy

Lb. acidophilus

B. bifidum

Lactococcus lactis

subsp. cremonis

Saccharomyces
boulardii

Lb. casei

B. adolescentis

Streptococcus
thermophilus

subsp. bulgaricus

Lb. casei Shirota

B. animalis

S. diacetylactis

Lb. delbrueckii

B. thermophilum

S. intermedius

) B. longum Enterococcus
Lb. reuteri ) ) )
subsp.infantis faecium
B. longum E. coli (sérot
Lb. brevis ’ ( &

subsp.longum

083:K24:H1)

Lb. cellobiosus

Lb. curvatus

Lb. fermentum

Lb. plantarum
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Tabulka €. 9 Probiotika dostupna na trhu (Spole¢nost pro probiotika a prebiotika, o.s.):

] vyrobce/ o KTJ/
Nazev Slozeni
dovozce g(ml)
Bifidobacterium bifidum, B. breve,
B. longum, Lactobacillus acidophilus,
Biopron9 | VALOSUN Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, 20 x 10°
Lactococcus lactis subsp. lactis,
Streptococcus thermophilus
Biopron Lactobacillus acidophiluus, Bifidobacterium 3,6 x
VALOSUN 9
Junior bifidum, B. infantis 10
) Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium ;
Bion3 Merck . » ) 10
bifidum, Bifidobacterium longum
Bion3 ) ien 6
_ Merck Lb. gasseri, B. longum a B. bifidum 5x10
Junior
Bion3 ; . 7
) Merck Lb. gasseri, B. longum a B. bifidum 1x 10
Senior
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
Infant Pharma breve, Bifidobacterium infantis, &y 10°
X
Dophilus | agency, s.r.o. Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casel, Lactobacillus rhamnosus
Bio Gaia ) ) o
Ewopharma Lactobacillus reuteri 10
kapky

Spolecnost pro probiotika a prebiotika, o.s. je multidisciplinarni sdruZeni pracovnikui riznych

obord, ktefi se zabyvaji vyzkumem a aplikaci probiotik a prebiotik

(www.probiotika-prebiotika.cz).
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Zivotaschopnost a mnoZstvi probiotickych bakterii by mohla byt ovlivnéna
Vv prubéhu zpracovani potravinovych doplnkd, skladovani a pii zptsobu uziti (Saulnier
et al., 2009). Proto by bylo vhodné kombinovat uzivani probiotik s prebiotiky (Parracho
et al., 2007).

3.5.1.1 Historie a taxonomie rodu Bifidobacterium a Lactobacillus

V potravinaiské mikrobiologii a lidské vyzivé, vzhledem kjejich roli ve vyrobé

a konzervaci potravin a krmiv a také diky jejich probiotickym vlastnostem.

3.5.1.1.1 Bifidobacterium

Bakterie; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Bifidobacteriales;

Bifidobacteriaceae
Druhy:
B. angulatum; B. animalis; B. asteroides; B. bifidum; B. boum; B. Dbreve;
B. catenulatum; B. choerinum; B. coryneforme; B. cuniculi; B. dentium; B. gallicum;
B. gallinarum; B indicum; B. longum; B. magnum; B. merycicum; B. minimum;
B. pseudocatenulatum; B. pseudolongum; B. psychraerophilum; B. pullorum;
B. ruminantium; B. saeculare; B. scardovii; B. simiae; B. subtile; B. thermacidophilum;
B. thermophilum; B. urinalis.

Rod Bifidobacterium byl objeven roku 1899 francouzskym védcem Tissierem.
Bifidobakterie jsou pfirozenou soucasti bakterialni flory v lidském téle a maji
symbiotickeé vlastnosti v travicim traktu. Bifidobakterie podporuji dobré traveni, posiluji
imunitni systém. Fermentuji sacharidy za vzniku kyseliny mlééné a kyseliny octové,
a tim sniZuji stievni pH (Reinert, 2002). Inhibuji rist Candida albicans, E. coli a dalSich

patogennich bakterii.
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Obrézek ¢. 5 - Bifidobakterie na stievnim epitelu

Bifidobakterie jsou gram-pozitivni, anacrobni polymorfni ty¢inky. Vyskytuji
se jednotlivé, v fetézcich nebo ve shlucich. Nevytvaii spory. Jsou chemoorganotrofni
avykazuji  negativni test katalazy svyjimkami Bifidobacterium indicum
a Bifidobacterium asteroides (Biavati a Mattarelli, 2001). Bifidobakterie ve stfevech

fermentuji sacharidy za vzniku kyseliny mlééné a kyseliny octové (Reinert, 2002).

I pfes to, Ze bifidobakterie jsou povazovany za striktné¢ anaerobni, existuji
nékteré druhy, které jsou schopny piezit i v pfitomnosti kysliku. Bylo prokazéano, ze
kmen B.boum a B.thermophilum dokaze dobie rust i pti 20% koncentraci Kysliku
(Kawasaki et al., 2006). Také bylo zjisténo, Ze i druh B. animalis subsp. lactis vykazuje
toleranci ke kysliku, ktery se vykytuje v okolnim prostiedi (Li et al., 2010, Meile et al,
1997). Tolerance k obsahu kysliku je zavisla na druhu bifidobakterii a n¢které druhy
jsou tolerantni k obsahu kysliku pouze v ptitomnosti oxidu uhli¢itého (Ahn et al., 2001;
Kawasaki et al., 2006; Meile et al., 1997; Shimamura et al., 1992).
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3.5.1.1.2 Lactobacillus

Rod Lactobacillus patii mezi bakterie mlééného kvaseni. Tyto bakterie jsou schopné

produkovat kyselinu mlécnou jako hlavni kone¢ny produkt fermentace sacharidi

(Garrity et al., 2004).

Lactobacillus jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni ¢i mikroaerofilni
ty¢inky. Rod Lactobacillus patii do kmene Firmicutes, t¥idy Bacilli, tad
Lactobacillales, ¢eled Lactobacillaceae (Garrity et al.,, 2004). Nevytvaii spory
a vykazuje negativni test kataldzy. Fylogeneticky nejblizs§i celed se zda byt
Leuconostoc, Oenococcus a Weissella (Hammes et Hertel, 2003).

Byl zkouman vliv probiotik na sniZeni cholesterolu v séru a sniZeni rizika vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni (Richardson et Eggersdorfer, 2015). Konkrétné byl
sledovan vliv laktobacilii a bifidobakterii na sniZeni hladiny cholesterolu v séru (Liong
et Shah, 2005; Kumar et al., 2011). Nedavné vyzkumy (Ha et al, 2006; Park et al, 2007)
byly zaméfeny hlavné na rod Lactobacillus. Bylo prokdzano, ze dlouhodoba konzumace
vyrobki, které obsahuji dostateéné velké mnoZstvi aktivnich bakterii mlé¢ného kvaseni,
muze snizit hladinu cholesterolu v séru (Nguyen et al., 2007; Lye et al., 2010).
Vysledky nékterych studii nevykazovaly tak znacny vliv, pravdépodobné jsou tyto
zdravotni benefity zavislé i na jinych faktorech jako jsou druhova specifi¢nost
probiotickych bakterii, zplisob stravovani a celkovy zivotni styl pacienta
(Hongpattarakere et al., 2012; Jones et al., 2014; da Silva Sabo et al., 2015; Zhao et al.,
2015).

Obrazek ¢. 6 — Lactobacillus bulgaricus
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3.5.2 Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravy, které maji schopnost selektivné
stimulovat rast bifidobakterii a laktobacilt (Saulnier et al., 2009, Parracho et al., 2007).
Fruktooligosacharidy (FOS) a galaktooligosacharidy (GOS) byvaji Casto vyuZivany
jako prebiotikum a ptidavaji se do kojeneckych vyziv (Parracho et al., 2007) Podavani
prebiotik je spojovano s ovlivnéni fekalniho pH a zménami ve struktufe mastnych
kyselin s kratkym fetézcem (Boehm et al., 2008) a tim dochazi ke zlepseni vstiebavani
mineralnich latek a podpote latkové vymény (Saulnier et al., 2009). Mimo jine, by
prebiotika mohly ovliviiovat slozeni stfevni mikrobioty a hrat roli ve vyvoji imunitniho
systému novorozencu (Saulnier et al., 2009; Boehm et al., 2008). V nékterych studiich
bylo prokazano, Ze prebiotika zvySovala pocty bifidobakterii ve stievech novorozencu
(Saulnier et al., 2009).

3.5.2.1 Probiotika a prebiotika v kojeneckych formulich

Stfevni mikrobiota kojenych a uméle zivenych déti se vyrazné lisi, proto je
snaha obohacovat umélé kojenecké vyzivy tak, aby se slozenim co nejvice podobaly
matefskému mléku. Zaroven je zadouci, aby se stfevni mikrobiota uméle zivenych déti

co nejvice podobala mikrobioté déti kojenych matefskym mlékem (Srackova, 2005).

34



Tabulka €. 10 Pi‘ehled prebiotik na trhu

Nazev Slozeni Zarazeni
BIO inulin, sorbitol, extract arty¢oku, citrusova
InPure viaknin, rebiotikum
Mikrokrystalicka celul6za, amaranthova vlaknina, P
extract ostropestice marianského, stearan hofec¢naty,
NeOpuntia, violka trojbarevna, BIO aloe vera
BA]?VIO, Détsky BIO lakt6za, BIO inulin prebiotikum
mléény cukr -
BIO granulovany
BABIO jahoda | BIO lakt6za, BIO inulin, BIO jahodovy prasek, BIO rebiotikum
BIO détsky gran. | extract meduriky, BIO extract ibiSku P
¢aj
BABIO Jablko | BIO laktoza, BIO inulin, BIO jable¢ny prasek, BIO rebiotikum
banan BIO détsky | extract meduiiky, BIO bananovy préasek P
gran. ¢aj
BABIO KonejSivy | BIO laktoza, BIO inulin, BIO extract meduiiky, BIO rebiotikum
BIO détsky gran. | extract kvétulipy, BIO extract maty P
caj
BABIO Fenykl .
détsky gran. ¢aj | BIO laktoza, BIO inulin, BIO extract plodu fenyklu prebiotikum
BIO
lontiaPrebio Instantni ryZovy Skrob, glukéza, citronan sodny, inulin, prebiotikum
chloride sodny, chloride draselny, zazvorovy extrakt
CaJanek, laktoza, f’en_yl_dovy extrakt, inulin, kminovy extrakt, orebiotikum
Fenyklovy fenyklova silice
I\SI?’{/ Zl:lzkk laktoza, suSeny mrkvovy prasek, inulin, extrakt z kvétu prebiotikum
hefmanku, -karoten, vitamin C
Cajanek Ivaktoza, gacbafoza, inulin, extrakt z majoranky, susena orebiotikum
Svestkova dfen,
Blazené biikko Susen? merutikova dfefi, suSend jable¢na dien, extrakty orebiotikum
z artyCoku

3.5.3 Synbiotika

Vhodna kombinace probiotik a prebiotik se nazyva synbiotikum. Synbiotika
mohou pozitivné ovliviiovat stfevni mikrobiotu, obsahem prosp&Snych bakterii
a soucasn¢ jsou schopny selektivné stimulovat rast endogennich bakterii jako naptiklad

bifidobakterii (Parracho et al., 2007; Puccio et al., 2007).
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3.6 Lyofilizace bakterii

Primyslové vyuziti probiotickych i obecné bakterii mlééného kvaseni je zavislé
na jejich technologickych vlastnostech, na koncentraci zivota schopnych bunék a na
technologii konzervace (Conrad et al., 2000; Carvalho et al., 2003; Fonseca et al., 2004;
Rault et al., 2007). Zmrazeni a lyofilizace se bézn¢ vyuzivaji pro konzervaci
a skladovani startovacich kultur pouzivanych v mlééném pramyslu. NeSetrné nebo
nespravné provedeni téchto technik miize mit za nasledek naruSeni membrany bunck,
denaturaci bilkovin a enzymu, anebo poskodit DNA (Meng et al., 2008; Meng et al.,
2008; Stummer et al., 2012). Dilezité pro piipravu bakteridlnich kultur, které by mély
obsahovat vysoky pocet Zivotaschopnych bun¢k a mély by mit dobrou Zzivotnost pii
skladovani, patii tvar a velikost bunék, genetické slozeni, sloZzeni bunéénych membran,
ale 1 riistové podminky, pouzité susici médium ¢i podminky uchovani (Carvalho et al.,
2004). Bylo prokazano, Ze odolnost béhem suSeni a zmrazeni je kmenové specificka
(Strasser et al., 2009; Siaterlis et al., 2009). Bunky vyuzivané pro lyofilizaci jsou
sbirany nejcastéji v prub&hu stacionarni faze rustu, protoze bylo dokazano, ze v této fazi
jsou méné citlivé na podminky okolniho prostfedi v porovnani s témi bunkami, které
byly odebrany ve fazi exponencialni (Daly et al., 1998; Morgan et al., 2006). Médium,
které se vyuZiva k suseni bungk, obsahuje prostiedky pro ochranu pted zmrazenim,
napiiklad dextran, sachardza, laktéza, glukoza, sorbitol, glycerol, proteiny, susené
odstfedéné mléko. Bylo prokazano, ze tyto ochranné prostredky jsou ucinné pii zlepSeni
prezivani bakterii v prib¢hu suSeni a nasledné¢ho skladovani (Hubalek, 2003; Ming
et al., 2009; Savini et al., 2010), ucinnost je dana hlavn¢ tim, Ze dochazi k inhibici
intracelularni tvorbé ledovych krystalkl, proto nedochazi k poSkozeni membréan
ani denaturaci proteint. Nékolik studii (Carvalho et al., 2004; Higl et al., 2007,
Katarzyna et al., 2009) prokazalo, Ze rekonstituované susené odstiedéné mléko se zda

byt jako vhodné susici médium pro nékteré druhy bakterii.
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4 Metoda a material

4.1 Hodnocené vzorky

4.1.1 Vzorek ¢islo 1 BEBA OPTIPRO 1

Instantni pocatecni mlééna kojenecka vyziva s bakteriemi Bifidus B, BEBA
OPTIPRO 1. Bifidus B, je komeréni oznaceni vyrobce, pouzity probioticky bakterialni
kmen je u této vyzivy Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Vyrobci ¢asto uvadéji
neuplné ¢i nespravné ndzvy pouzitych probiotickych bakterii. Také se na obalech asto
vyskytuje nespravné tvrzeni, ze bifidobakterie jsou bakterie mlé¢ného kvaseni. Toto
tvrzeni neni zcela spravné, protoze bifidobakterie produkuji jako hlavni kone¢ny
produkt fermentace vedle kyseliny mlé¢né i kyselinu octovou.

Popis vyrobce:
e Obsahuje Bifidus B, (Bakterie mlé¢ného kvaseni)
e Bifidus B. jsou bakterie podobné tém, které se nachazeji v travicim
traktu kojenych déti. V jedné porci BEBA OPTIPRO 1 se nachazi

pfiblizné 129 miliénh bakteridlnich bunck.

Doporuceni vyrobce:
e Uchovejte v suchu pti pokojové teploté.

e Spotiebujte do 3 tydni od otevieni.

4.1.2 Vzorek 2 Hipp Bio Combiotic

Prvni kojenecké mléko Hipp Bio Combiotic s obsahem probiotik. Lactobacillus
fermentum hereditum® je komer¢ni oznaceni vyrobce, pouzity probioticky bakterialni
kmen je u této vyZivy Lactobacillus fermentum.

Popis vyrobce:
e Obsahuje ptirodni kulturu mlééného kvaseni (Lactobacillus fermentum
hereditum®")
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Doporuceni vyrobce:
e Uchovejte v suchu pfi pokojové teploté a zamezte kolisani teplot.
e Spotiebujte do 3 tydni od otevieni obalu.
e Aby nedoSlo kposkozeni ptirodnich kultur mlééného kvaseni

(Laktobacily), neptelévejte vyrobek pitilis horkou vodou.

4.1.3 Vzorek 3 Amilk Bifido®

Pocatecni mlé¢na kojenecka vyziva Amilk Bifido®, vyZiva obsahuje probiotické
bakterie Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Popis vyrobce, Ze vyrobek obsahuje
bakterie mlé¢ného kvaSeni, neni zcela spravny, protoZe bifidobakterie produkuji jako
hlavni kone¢ny produkt fermentace vedle kyseliny mlé¢né i kyselinu octovou.

Popis vyrobce:

e Obsahuje bakterie mlé¢ného kvaseni (Bifidobacterium lactis),

Doporuéeni vyrobce:
e Uchovejte v suchu pti pokojové teplotg.

e Spotiebujte do 3 tydnti od otevieni.
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4.1.4 Vzorek 4 Babylove

Babylove pocatecni kojeneckd vyziva v prasku v BIO kvalité. Pouzity
probiotickybakterialni kmen je u této vyZivy Bifidobacterium animalis subsp. lactis.
Jako u predchozich vzorkll i zde je uvedeno nespravné tvrzeni, ze vyziva obsahuje
bakterie mlé¢ného kvaSeni.

Popis vyrobce:

e bakterie mlé¢ného kvasSeni (Bifidobacterium lactis),

Doporuceni vyrobce:
e Skladujte v chladu, suchu a hygienicky.

e Otevieny sacek dobfe uzaviete a spotiebujte v prubéhu 2-3 tydnt.

g H: P . =
BEBA. Combiotik® Bjio

B0

ANFANGSMILCH |

[Ep———

&] | PRE |

Obrazek ¢. 7 Testované kojenecké vyZivy - vzorek 1-4
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4.2 Skladovani vzorku

Vzorky byly skladovéany v rozdilnych podminkach po dobu nékolika mésicu.
Periodicky po Sesti tydnech byl u vzorki provadén mikrobiologicky rozbor a byl
zjistovan pocet probiotickych bakterii.

Vzorky byly skladovény v otevienych a uzavienych nadobach pii ruznych
teplotach. Teploty skladovani byly 4°C, kdy byly vzorky uchovavany v lednici, pfi
pokojové teploté¢ 18°C a v termostatu pii 37°C. Vzorky nebyly vystaveny pifimému

slunci.

4°C oteviena nadoba

4°C uzaviena nadoba

18°C oteviena nadoba

18°C uzavrena naddoba

37°C oteviena nadoba

37°Cuzaviena nadoba

4.3 Odebirani vzorku

Jeden gram vzorku kojenecké vyZivy byl odebran do penicilinky s fedici fadou.
Ta byla dobie utésnéna a obsah zkumavky lehce promichan tak, aby byl cely vzorek

rozpustén v tekuting.
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4.4 Mikrobiologicky rozbor umélych kojeneckych mlék

4.4.1 Priprava a sloZeni kultivaénich medii

Wilkins-Chalgren anaerobe agar (Oxoid, UK)
Univerzalni neselektivni pida, pro stanoveni celkovych poctl anaerobnich

bakterii. Hodnota pH je 7,1+ 0,2 (Oxoid, UK).
SloZeni:

e Trypton10g

e Pepton10g

e Kvasnicni extrakt 5 g

e Glukozalg

e Chlorid sodny 5 g

e L-argininlg

e Pyruvéatsodny 1g

e Menadion 0,0005 g

e Haemin 0,005 g

Do 100 ml destilované vody bylo navazeno 4,3g Wilkins-Chalgren agaru, 0,5¢
sojového peptonu, 0,05g cysteinu a 0,Iml tweenu. Nadoba se smési byla dobie
promichana, utésnéna zatkou a uloZena ke sterilizaci do autoklavu na 121°C po dobu

15 minut.

Wilkins-Chalgren anaerobe agar (Oxoid, UK) s pfidanim Mupirocinu (Oxoid, UK)
Agar pro stanoveni rodu Bifidobacterium s pfidanim antibiotika mupirocinu

e Wilkins-Chalgren agar 4,3 ¢

e Sojovy pepton 0,5 g

e Cystein0,05¢g

e Tween 0,1 mi

e Destilovana voda 100 ml

e Mupirocin

Do 100 ml destilované vody bylo navazeno 4,3g Wilkins-Chalgren (Oxoid, UK)

agaru, 0,5g sojového peptonu, 0,05g cysteinu a 0,Iml tweenu. Nadoba se smési byla
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dobfe promichana, utésnéna zatkou a ulozena do l4zné, kde byla rozvdzena po dobu

20 minut. Po vytemperovani na 50°C byl ptidan mupirocin o koncentraci 100 mg/1.

Rogosa agar (Oxoid, UK)
Pro kultivaci bakterii rodu Lactobacillus. Hodnota pH agaru je 5,4.
SloZeni:
e trypton10g
e kvasniCni extrakt 5 g
e glukosa20g
e tweenl1lml
e octansodny 17 g
e citranamonny 2 g
e dihydrogenfosfore¢nan draselny 6 g
e siran hotecnaty 0,575 g
e siran manganaty 0,12 g
e siran Zelezity 0,034 g
e agar20g

Pfesn¢ navazené mnozstvi 82 g se rozpusti v 1000 ml destilované vody.

4.4.2 Priprava redici fady a Fedéni vzorku

Redici fady vyuzivame k dosaZeni potiebného natedéni vzorku.
Na pfipravu fedici fady je tieba navazit:
e 900 ml destilované vody
e 45gtrypton
e 4.5 g nutrient broth
e 2,5 g extraktu z kvasnic
e 0,45 ml tweenu

e 0,225 g cysteinu

Takto pfipravend smés byla rozvarena po dobu 10-20 minut. Dobfe rozvarena
tekutina byla nadavkovéana po 9ml do sterilnich penicilinek, a poté vlozena do lazné

s destilovanou vodou na 10 minut pti 100°C.
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Po vytaZzeni z l4zné&, byl obsah penicilinek probublan kolonou. Penicilinky byly
utésnény Spuntem a kovovym vickem a vlozeny do autoklavu ke sterilaci na 15 minut
pti 120°C.

Do penicilinky fedici fady se odebere 1 g umélé kojenecké vyzivy. Penicilinka
byla poté fadné utésndna a byl v ni promichan obsah. Vznikne tak fedéni 10", Déle se
Z tohoto fedéni odebere 1ml tekutiny a ptenese se do dalsi penicilinky, vznikne tak
fedéni 102, Takto se postupuje az do fedéni 10”°. P fedéni vzorku je tfeba pracovat

asepticky a pouzivat sterilnich néstrojii, aby nedoSlo k ovlivnéni koncentraci

a kontaminaci vzorku.

Obrazek &. 8 Redici ¥ada se vzorkem (vlastni fotodokumentace)

4.4.3 Mikrobiologicky rozbor umélé kojenecké vyzivy

Na mikrobiologicky rozbor kojeneckych formuli je tfeba piipravit:
e Redici fady se vzorkem
e Kultivacni media- agary
e Petriho misky
e Sterilni injeként stiikacky, jehly
e Plynovy kahan
e Anaerostat (Oxoid, UK)
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Na mikrobiologicky rozbor byly pfipraveny a popsany Petriho misky. Na misky
bylo zaockovéavano jednou injekéni stiikackou od nejvyssiho fedéni (10'8) po 0,5ml
fedici fady dané koncentrace. Ihned po zaoCkovéani byly misky zality kultivacnim
médiem. Misky byly ihned uzavieny a ulozeny do anaerostati, ve kterych bylo
vytvofeno anaerobni prostfedi. Toto prostiedi bylo vytvofeno odCerpanim vzdusného
kysliku a nahrazenim jinymi plyny (vodikem a oxidem uhli¢itym). Vzduchotésné
uzaviené anaerostaty s fizenou atmosférou byly ulozeny do termostatti, kde dochazi ke
kultivaci (37°C/48hod). Misky urc¢ené ke kultivaci rodu Lactobacillus byly po ztuhnuti
prvni vrstvy agaru zality znovu, aby bylo vytvofeno mikroaerofilni prostfedi.

Po druhém zaliti byly ulozeny do termostatu ke kultivaci pti 37°C po dobu 48 hodin.

-
-
=
L -
>

Obréazek ¢. 9 Zaockovani a preliti agarem Obrézek ¢. 10 Anaerostat
(Oxoid, UK)

4.5 Vyhodnoceni poctu kolonii

Po kultivaci byly spocitany kolonie ve vsech fedénich a na vSech Zzivnych
médiich. Deskova metoda stanoveni poctu bakterii vychazi z ptedpokladu, Ze z jedné

zivotaschopné burniky vyroste jedna kolonie.

Po inkubaci vyrtstaji mikroorganismy na pevnych zZivnych médiich ve formé
kolonii, coz jsou Utvary vzniklé pomnoZenim jedné buiiky nebo shluku dvou ¢i vice od
sebe neoddélitelnych bungk. Narostlé kolonie obsahuji 107 - 10° bundk a mohou byt

pomérne rozmanitych tvart i velikosti.
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K vyhodnocovani vysledkii se vzdy vybiraji jen Petriho misky z téch fedéni, kde
je mnozstvi kolonii dobfe pocitatelné, kde nejsou kolonie vzajemné prerostlé, slité i
jinak neptehledné.

Pii vyjadifovani poc¢tu mikroorganismu ve vzorcich se obvykle pouziva vyrazu
CFU/g ¢i CFU/ml. Pocet CFU znaci "pocet jednotek tvoficich kolonie" (Colony
Forming Units) a pouziva se z nékolika diivodd. Je nutno si uvédomit, ze ne z kazdé
buniky ve vzorku naroste skute¢né kolonie - kultivaénimi metodami obecné nelze nikdy
zachytit absolutné veSkeré pritomné mikroorganismy. Na druhé stran¢ nékteré kolonie
mohou vyrist nikoliv z jediné buiiky, ale z vice neoddélitelnych bunék, proto se nikdy
vysledny pocet mikroorganismi ve vzorku, zjistény kultivacni metodou, nevyjadiuje

jako ,,podet bunék*, ale jako po¢et CFU. Ceskym ekvivalentem vyrazu CFU je KTJ

(kolonie tvorici jednotky).

Obrazek €. 11 Vyhodnoceni poétu kolonii
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5 Vysledky

Vysledny pocet mikroorganismi v zavislosti na dobé a podminkach skladovani

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci statistické analyzy rozptylu pomoci
STATGRAPHICS Centurion XV.II  (Manugistics, Rockville, MD, USA)
s pravdépodobnosti na 95 %. Analyzou bylo zjisténo, ze se pocty probiotickych bakterii

u jednotlivych vzorkl vyziv statisticky vyznamné lisi.

Byly zkoumany vzorky ¢tyf kojeneckych vyziv s probiotiky, u kterych byly
stanoveny pocty téchto mikroorganismi. Byl pozorovan vliv ¢asu a zptisobu skladovani
na schopnost piezivani probiotickych mikroorganismi. Vzorky byly vyhodnoceny na

zacatku skladovani, dale po 6, 12 a u vzorku ¢islo 11 po 18 tydnech.

Tabulky ¢.11 a ¢. 12 uvadéji mnozstvi bakterii (log KTJ/g + smérodatna
odchylka) v zavislosti na zpusobu skladovani, tabulka ¢. 11 uvadi poCty bakterii
U jednotlivych vzorkd skladovanych po dobu 6 tydna a tabulka ¢. 12 po dobu 12ti
tydnt. V tabulce ¢. 11 se mnozstvi mikroorganismu vyrazné nelisi, vétsi rozdily byly
stanoveny az v rozborech po 12 tydnech, vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 12. Ze
ziskanych vysledki 1ze konstatovat, ze obecné vys$si mnozstvi mikroorganismt bylo
stanoveno u vzorku, které byly uchovavany v uzavienych nadobach, kdy dochazelo
k omezenému piistupu vzduchu, u otevienych nadob piistup vzduchu pravdépodobné

negativné ovlivnil pfezivani probiotickych bakterii.

v v

Lactobacillus, ato 4,74 + 0,11log KTJ/g po 12 tydnech skladovani v oteviené nadobé
pii teploté 18°C (Tabulka ¢. 12). Naopak nejvy$si mnozstvi bylo zjisténo u vzorku 1,
ktery obsahoval probiotické bakterie Bifidobacterium animalis subsp. Lactis, a to
v mnozstvi 7,22 +0,02 log KTJ/g po 12ti tydnech skladovani v zaviené nadobé pii
teploté 37°C (Tabulka ¢. 12).
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Tabulka €. 11 MnozZstvi bakterii (log KTJ/g + smérodatna odchylka) v zavislosti na
zpusobu skladovani po dobu 6 tydnt u jednotlivych vzorki.

Zpisob
. 4°C 37°C
skladovani 4°C oteviena L 18°C otevirena| 18°C zaviena | 37°C oteviena .
zavrena zavrena
nadoba ] nadoba nadoba nadoba )
Vzorky vyziv nadoba nadoba
Vzorek 1 7,28 +0,03¢ 7,14 +0,07° 7,10 £ 0,06° 7,23 +0,02¢ 7,03 +0,05° 7,29 +0,07°
Vzorek 2 6,34 +0,13° 6,51+ 0,02 | 6,62 +0,02° 6,44 +0,03® | 6,46 +0,05° 6,43 + 0,16
Vzorek 3 7,02 +0,04% | 7,32 +0,05° 6,95 + 0,10° 7,04+0,10®° | 7,07 +0,09° 7,05+ 0,12%
Vzorek 4 6,85 + 0,06 7,26 +0,02° 6,85 + 0,04° 7,04 +0,05° 6,81+ 0,02° 7,25 + 0,05°
Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
Pro porovnani byla pouZzita analyza rozptylu.
S pravdépodobnosti na 95 %
Tabulka €. 12 Mnozstvi bakterii (log KTJ/g = smérodatna odchylka) v zavislosti na
zpusobu skladovani po dobu 12 tydni u jednotlivych vzorki.
Zpusob
_ 4°C 4°C 18°C ° 37°C 37°C
skladovani 18V C i
oteviFena zaviena otevirena zavrena otevirena zavirena
Vzorky nadoba nadoba nadoba nadoba nadoba nadoba
vyZiv
Vzorek 1 6,46 +0,37° | 7,11+0,06% | 7,08+0,03" | 7,05+0,02° | 6,91 + 0,04 7,22 +0,02°
Vzorek 2 - - 474+0,11% | 518+0,06° | 4,95+0,04° 5,33 +0,06°
Vzorek 3 - 6,00 +0,09° | 5,76+0,09° | 6,39 +0,07" | 6,33+0,03" 6,22 + 0,09°
Vzorek 4 6,68 +0,08° | 7,07+0,04" | 542+0,13* | 6,32+0,13 - -

Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
Pro porovnani byla pouZzita analyza rozptylu.
S pravdépodobnosti na 95 %
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Zmény poctu mikroorganismii u jednotlivych vzorki

U vzorku 1 jako u jediného bylo stanoveno pro analyzu dostatecné mnozstvi
mikroorganismt i1 po 18ti tydnech skladovéni. I kdyz byl vyuzit stejny probioticky
kmen Bifidobacterium animalis subsp. lactis jako u vzorkti 3 a 4. Jsou zde patrné
rozdily v piezivani v zavislosti na podminkach skladovani. Rozdily by pravdépodobné
mohly byt zaptic¢inéné zplisobem zpracovani mikroorganismu pii vyrobé.

Pti skladovani vzorkd v uzavienych nadobach nebyly stanoveny témeét zadné
statisticky vyznamné rozdily, pocty mikroorganisml byly relativné stabilni. AZ po 18ti
tydennim skladovani zde byly zjistény statisticky vyznamné rozdily, vysledky byly
vyhodnoceny analyzou rozptylu pomoci STATGRAPHICS Centurion XV.II
(Manugistics, Rockville, MD, USA) a jsou uvedeny v tabulce ¢. 13. Pouze u vzorku,
ktery byl skladovan v oteviené nadobé pii 4°C nebyly stanoveny zadné Zivotaschopné

wrwe

zvysenou vihkosti.
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Tabulka €. 13 Zmény poctu probiotickych bakterii (log KTJ/g + smérodatna odchylka)

v ¢ase béhem podminek skladovani u vzorku ¢. 1.

Vzorek 1

Rozbor 0

Po 6 tydnech

Po 12
tydnech

Po 18
tydnech

4°C oteviena
nadoba

7,09 + 0,04°

7,28 +0,03°

6,46 +0,37°

4°C
zaviena
nadoba

7,09 + 0,04°

7,14 +0,07°

7,11 +0,06°

6,84 +0,02°

18°C
otevirena
nadoba

7,09 + 0,04°

7,10 + 0,06°

7,08 +0,03°

6,82 + 0,03"

18°C
zaviena
nadoba

7,09 + 0,04°

7,23 +0,02¢

7,05+ 0,02°

6,96 + 0,03°

37°C
otevirena
nadoba

7,09 +0,04°

7,03 + 0,05b°

6,91 + 0,04°

6,02 +0,18°

37°C
zaviena
nadoba

7,09 + 0,04°

7,29 £0,07°

7,22 £0,02°

6,84 +0,09°

Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.

Pro porovnani byla pouZzita analyza rozptylu.
S pravdépodobnosti na 95 %
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Ve vzorku 2 dochazelo k vyrazng&j§imu snizovani poétu mikroorganismu
Vv oteviené nadobé, ktera byla skladovana pii teploté 18°C (4,74 £ 0,11 log KTJ/qg).
U vzorku, ktery byl skladovan pii 4°C nebyly stanoveny zadné zivotaschopné
zvySenou vlhkosti, pravdépodobné pouzity kmen Lactobacillus byl velmi citlivy na
podminky skladovani. Vysledky vyhodnocené analyzou rozptylu pomoci
STATGRAPHICS Centurion XV.II (Manugistics, Rockville, MD, USA) jsou uvedeny

V tabulce ¢. 14.

Tabulka €. 14 Zmény poétu probiotickych bakterii (log KTJ/g + smérodatna odchylka)
v ¢ase béhem podminek skladovani u vzorku €. 2.

Po 12

Vzorek 2 Rozbor 0 Po 6 tydnech tydnech

4°C
oteviena 6,51 +0,03° | 6,34 +0,13 -
nadoba

4°C
zavirena 6,51 +0,03* | 6,51 +0,02° -
nadoba

18°C
oteviena 6,51 +0,03% | 6,62+0,02° 474+0,11
nadoba

18°C
zaviena 6,51 +0,03° | 6,44 +0,03 5,18 + 0,06
nadoba

37°C
otevirena 6,51 +0,03* | 6,46 +0,05° | 4,95+0,04
nadoba

37°C
zaviena 6,51 +0,03* | 6,43 +0,16° 5,33+ 0,06
nadoba

Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.
S pravdépodobnosti na 95 %
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U vzorku 3 byly pocty probiotickych bakterii po 6 tydnech relativné podobné,
statisticky vyznamné rozdily byly stanoveny az pti skladovani po 12 tydnech. Vysledky
byl skladovan pii teploté 18°C v oteviené nadobé a to 5,76 = 0,09 log KTJ/g. Jako
u ptedchozich vzorki u skladovani v oteviené nadobé pii 4°C nebyly stanoveny zadné

Zivotaschopné mikroorganismy.

Tabulka €. 15 Zmény poétu probiotickych bakterii (log KTJ/g + smérodatna odchylka)
v ¢ase béhem podminek skladovani u vzorku ¢.3.

Po 6 Po 12

Vzorek 3 Rozbor 0 tydnech tydnech

4°C
oteviena | 7,43+0,12° | 7,02 + 0,047 -
nadoba

4°C
zaviena | 7,43+0,12° | 7,32 +0,05° | 6,00 +0,09°
nadoba

18°C
oteviena 7,43 +0,12° | 6,95+0,10° | 5,76 + 0,09°
nadoba

18°C
zaviena | 7,43+0,12° | 7,04 +0,10° | 6,39 +0,07°
nadoba

37°C
oteviena 7,43 +0,12° | 7,07 +£0,09° | 6,33 +0,03°
nadoba

37°C
zaviena 7,43+0,12° | 7,05+0,12° | 6,22 +0,09°
nadoba

Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.
S pravdépodobnosti na 95 %
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I u vzorku 4 byly pocty probiotickych bakterii po 6 tydnech relativné stabilni,
mnozstvi bylo zjiSténo u vzorku, ktery byl skladovan pfi teploté 18°C v oteviené
nadob¢ a to 542 = 0,13 log KTJ/g. U tohoto vzorku nebyly stanoveny Zadné
zivotaschopné mikroorganismy pii skladovani po dobu 12 tydnt pfi teploté 37°C

bez ohledu na ptistup vzduchu, vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 16.

Tabulka €. 16 Zmény poétu probiotickych bakterii (log KTJ/g + smérodatna odchylka)
v ¢ase béhem podminek skladovani u vzorku ¢.4.

Po 6 Po 12

Vzorek 4 Rozbor 0 tydnech tydnech

4°C
oteviena 7,22 +0,04° | 6,85+0,06° | 6,68 +0,08°
nadoba

4°C
zaviena 7,22 +0,04° | 7,26+0,02° | 7,07 +0,04°
nadoba

18°C
oteviena 7,22 +0,04° | 6,85+0,04° | 542 +0,13°
nadoba

18°C
zaviena 7,22 +0,04° | 7,04+0,05° | 6,32 +0,13°
nadoba

37°C
otevifena | 7,22 +0,04° | 6,81 +0,02° -
nadoba

37°C
zavirena 7,22 +0,04% | 7,25 +0,05* -
nadoba

Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
Pro porovnani byla pouZita analyza rozptylu.
S pravdépodobnosti na 95 %

Ze ziskanych vysledkl Ize konstatovat, ze obecné u vSech vzorki se zda byt
nejvhodnéjs$im zplisobem uchovéavani skladovani v dobfe uzavienych nadobach pfii
teploté 4°C. V uzavienych naddobéch byly pocty bakterii stabiln¢j$i minimaln€ po dobu

6 tydnt, coz je doba delsi, nez je doporucena skladovaci doba od vyrobct.
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6 Diskuze

Mira pteziti bakteridlnich kultur je zévisld na tad€ faktor, na podminkéach
suseni a skladovani, na vybéru bakterialniho druhu i kmene kultury (Goderska, 2012).
V soucasné dob¢ je vénovana stale vétsi pozornost technologii zpracovani a zlepSeni
stability probiotickych organismu. Je zadouci testovat zpiisoby zpracovani bakterii tak,
aby doslo ke zlepseni schopnosti pfeziti téchto mikroorganismi, jak pfi zpracovani,
béhem skladovani a v neposledni fad¢ i pii pruchodu gastrointestindlnim traktem u lidi.
Aby vykazovala probiotika terapeuticky ucinek, bylo navrzeno, Zze musi obsahovat
alespon 6 log CFU/g bakterii aZ do konce doby trvanlivosti produktu (Goderska, 2012).
V této diplomové praci byly stanoveny pramérné pocty probiotickych bakterii po 6-ti
tydnech skladovani na 6,93 log CFU/g. MlZeme tedy konstatovat, ze vSechny testované
kojenecké vyzivy obsahovaly dostatecné mnozstvi Zivotaschopnych bunck. Pocty po
12-ti tydennim skladovéni dosahovaly v priméru 6,51 log CFU/g, pouze vyziva
obsahujici Lactobacillus fermentum vykazovala poCty vyrazné niz$i, a to 5,05 log
CFU/g, u vzorkli skladovanych pii 4°C nebyly detekovany Zzadné zivotaschopné

mikroorganismy.

Lyofilizace se bézn¢ pouziva pro konzervaci a skladovani mikroorganismi.
V praci (Kandil et Soda, 2015) byly hodnoceny podminky pfezivani 26 kment bakterii,
které¢ byly lyofilizovany a poté skladovany po dobu 6 meésicii. Tato studie ukézala
vyznamné sniZeni poc¢ta zivotaschopnych bunék pii skladovani lyofilizovanych kmend.
Podobné zavéry byly pozorovany i u lyofilizovanych kultur Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus ~ fermentum,  Lactobacillus  para-mesenteroides, Lactobacillus
mesenteroides subsp. mesenteroides (Yao et al., 2008), Lactococcus lactis subsp. lactis
var. diacetylactis (Ziadi et al., 2005), Lactobacillus paracasei, Streptococcus
thermophilus (Andersen et al., 1999) a Lactobacillus acidophilus (King et Su, 1994),
Lactobacillus rhamnosus (Ananta et al., 2005), Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
(Fonseca et al., 2000; Panoff et al., 2000), Streptococcus thermophilus (Beal et al.,
2001). Bylo dokazéno, Ze ztrata Zivotaschopnosti lyofilizovanych kultur by mohla byt
dasledkem poskozeni bunék, ptedevsim poskozeni bunécné stény, bunécnych membran
¢1 poSkozeni DNA (Teixeira et al., 1996). Také v prabehu lyofilizace jsou bakteridlni
bunky vystaveny osmotickému tlaku, protoze dochazi ke sniZzeni aktivity vody susiciho

média. Zmrazeni zpusobuje riznd poskozeni bakterialnich bun¢k (Ananta et al., 2005),
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jako nejcastéjsi pric¢ina se ale uvadi vznik ledovych krystalki a vysoky osmoticky tlak
(Santivarangkna et al., 2007; Carvalho et al., 2003; Rault et al., 2007). Obrana
bakterialnich kmenii zavisi na schopnosti akumulovat vnitini rozpusténé latky, zvySovat
vnitini osmoticky tlak, a tim ménit kompozici membranovych lipidi (Beales, 2004).
Teixeria et al. (1996) naznacuji, ze oxidace mastnych kyselin membranovych lipidia je
nejpravdépodobnéjsi pricinou zaniku lyofilizovanych mikrobidlnich bunék be&hem
skladovani. Studie Kandil et Soda (2015) uvadi, Ze Streptococcus thermophillus,
Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris m¢l vyssi miru
preziti ve srovnani s laktobacily. Bylo zjisténo, Ze ¢im vyS$si je mérny povrch buiiky, tim
vyssi je pravdépodobnost, Ze dojde k poskozeni bunéénych membran a dojde
k vytvafeni ledovych krystald béhem zmrazovani (Fonseca et al., 2000). Také bylo
zjisténo, ze rezistence k lyofilizaci je kmenové specificka (Hubalek, 2003; de Valdez
etal., 1985). Nebyla zjiSténa vyznamna korelace mezi autolytickou aktivitou
a schopnosti pezivani lyofilizovanych bakterii, ale bylo zjisténo, Ze zvySena autolyticka
aktivita mikroorganismt ma za nasledek pii zpétné rehydrataci ztratu enzymové aktivity
(Kandil et Soda, 2015; Koch et al., 200; Riveros et al., 2009). Studie Kandil et Soda
(2015) ukazuji, Ze kmeny rodu Lactobacillus vykazovaly vyssi autolytickou aktivitu nez
bakterie kulovitého tvaru (koky). Tyto zavéry byly potvrzeny i dalSimi studiemi, které

uvadi, ze je vySe zminény vztah kmenové zavisly (Husson-Kao et al., 2000).

V této diplomové praci bylo téz zjisténo, ze kmen Lactobacillus, pouzity do
kojenecké vyzivy, byl velice citlivy na podminky skladovani. 1 pfes to, Ze jsou
laktobacily fakultativné anaerobni a mély by vykazovat vyssi toleranci k obsahu kysliku
Vv prosttedi, jejich poCty byly vyrazné nizsi nez stanovené pocty bifidobakterii, u kterych
byl o¢ekavan vzhledem k tomu, Ze jsou striktné anaerobni rychlejsi a vyraznéjsi ubytek.
Pouzity kmen Bifidobacterium animalis subsp. lactis je pravdépodobné velmi odolny.
U vzorku ¢islo jedna byly stanoveny vysoké pocty i po skladovani po 18ti tydnech (6,69
zpracovani, ¢i vyuziti jiného suSiciho média.

V soucasné¢ dob¢ jsou néckteré kmeny B. animalis subsp. lactis bézn¢ pouzivané
v mnoha probiotickych vyrobcich. Byla prokazana vyssi citlivost u druht
Bifidobacterium izolovanych z lidského gastrointestinalniho traktu, nez u bifidobakterii

zivocisného puvodu (Sanze, 2007). Bakterialni kmen B. animalis subsp. lactis byl
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izolovan z riznych zvifecich hostitelt (Bunesova et al., 2012; Masco et al., 2004,
Mayer et al., 2007).

Vysledky studie BuneSova et al., (2012) ukazuji, ze nékteré druhy bifidobakterii
nemusi byt hostitelsky specifické, tyto druhy vykazuji vétsi miru tolerance k hostiteli.
Jako piiklad byla uvedena schopnost kmenu B. animalis ptezivat v travicim traktu telat
(Bunesova et al., 2012). Bylo prokézano, ze n¢které bifidobakterie, které jsou vyuzivany
pro lidskou konzumaci, byly identifikovany ve fekdlnich vzorcich jehnat (Satokari
etal.,, 2001). Biavati et al., (2000) uvadi, Ze byly identifikovany stejné druhy
Bifidobacterium u kojenych déti a sajicich telat.

Druhy B. animalis a B. lactis byly ptfehodnoceny a zahrnuty do druhu
B. animalis se dvéma poddruhy B.animalis subsp. lactis a subsp. Animalis. B.animalis
subsp lactis byl izolovan z krali¢i stolice, mimo to byl identifikovan i u jinych zvifat,
naptiklad u prasat (Mayer et al., 2007) a pst (Bunesova et al., 2012¢). Také bylo
zjisténo, Ze i druh B. animalis subsp. lactis vykazuje toleranci ke kysliku, ktery se
vykytuje v okolnim prostredi (Li et al., 2010, Meile et al., 1997). Tolerance k obsahu
kysliku je zavisld na druhu bifidobakterii a nékteré druhy jsou tolerantni k obsahu
kysliku pouze v pfitomnosti oxidu uhli¢itého (Ahn et al., 2001; Kawasaki et al., 2006;
Meile et al., 1997).

V této diplomové praci bylo zjisténo, Ze obecné u vSech vzorki se zda byt
nejvhodnéjs§im zplisobem uchovéavani skladovani v dobfe uzavienych nadobach pfii
teploté 4°C. V uzavienych nadobach byly pocty bakterii stabiln€jsi minimalné po dobu

6 tydnii, coz je doba delsi, nez je doporucena skladovaci doba od vyrobcti.
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7 Zavér

Ze ziskanych vysledkl lze konstatovat, Ze obecné¢ u vSech vzorkll se zda byt
nejvhodnéjSim zplisobem uchovavani skladovani Vv dobie uzavienych nadobach

pii teploté 4°C.

V uzavienych nadobéach byly pocty bakterii stabiln€j$i minimalné po dobu 6 tydnda,

coz je doba delsi, nez je doporucena skladovaci doba od vyrobci.

Jako nejcitlivéjSi na podminky skladovani se zd4 byt pouZity kmen rodu
Lactobacillus, ve vyZivach aplikovany kmen Bifidobacterium, je ipies to,
Ze bifidobakterie jsou striktn¢ anaerobni, velmi odolny a piezival i v podminkach

s dobrym piistupem kysliku.

Hypotéza: Poéty probiotickych bakterii se budou v kojeneckych vyZivach lisit
v zavisloti na podminkéch skladovani. Hypotéza byla v této préci potvrzena.
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