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Vyuziti dextrinii jako prebiotik pro bifidobakterie

Souhrn

Bifidobakterie jsou komenzalni, grampozitivni, sacharolytické mikroorganismy. Patfi
mezi probiotické bakterie diky prokdzanym pozitivnim vlastnostem na zdravi hostitele.
K podpoie jejich mnozstvi, metabolické aktivity a proliferace v tlustém stievé slouzi
prebiotika. Dulezité je, aby tyto latky byly selektivni a podporovaly pouze prospésné bakterie,
jako jsou bifidobakterie. Najit vhodné latky odpovidajici pozadavkim prebiotik je slozité.
Aktualné se hojné pouzivaji fruktooligosacharidy (FOS), galaktooligosacharidy (GOS),
inulin, laktuléza a alternativy oligosacharidi mateiského mléka (OMM). Dalsi z mozZnosti je
rezistentni dextrin. Ten je obsaZen v komerénim produktu NUTRIOSE®, ktery byl testovan
v této bakalarské praci.

Cilem bylo otestovat rist bifidobakteridlnich kment typickych pro clovéka na
komercnim produktu NUTRIOSE®. Tento produkt mél 4 varianty, které se lisily ve zdroji
Skrobu (pSeni¢ny, kukuficny), obsahu redukujicich sacharidi a upravé. Dale byl do testovani
zatazen dextrin (kukufi¢ny), béZzny pSeni¢ny a kukuficny Skrob. Substraty byly testovany
vzdy jednotlivé jako jediny zdroj uhliku v médiu. Indikatorem pH byla bromkresolova violet’,
kterd umoznovala vizudlni vyhodnoceni na zaklad¢ barevné zmény v dasledku produkce
metabolith pfi ristu na daném substratu. Testovani bylo provedeno ve dvou esejich. V prvni
metodice bylo testovano 62 kment na mikrotitracnich destickach na médiu API 50 CH, které
obsahovalo substraty o koncentraci 1 g/l, objem reakce byl 200 ul. Uvedena esej nebyla po
vyhodnoceni vysledkd shleddna jako optimalni. Z tohoto divodu byl pokus proveden ve
velkém objemu (10 ml) v médiu podle Pechara a bylo testovano 54 kmeni. Zvysila se
koncentrace substrati na 10 g/l a bylo zajiSt€no lepSi anaerobni prostedi. Pfi kontrole se
hodnotila zména zabarveni a hodnota pH. Pozitivni vzorek byl zbarven Zluté a pH kleslo pod
5,5. Tento vysledek reflektoval rast bifidobakterii a néaslednou produkeci metabolitil, jez
sniZily pH. Negativni vzorky byly tmavé fialové zbarvené bez zmény pH.

Bylo zjisténo, ze utilizace béznych skrobd a dextrinu korelovala s ristem
Bifidobacterium adolescentis, B. breve, B. gallicum a B. pseudolongum na vsech testovanych
komer¢nich produktech NUTRIOSE® (FB 06 a 10, FM 06 a 10). Ostatni testované kmeny
jako B. animalis subsp. lactis, B. longum a B. catenulatum/ pseudocatenulatum kromé
zastupcu B. bifidum rostly jen na variantaich NUTRIOSE® FB 10 a FM 10, na coZ mohl mit
vliv vysoky obsah redukujicich sacharidi. Podobnych vysledki bylo dosazeno i u dextrinu.

Bylo prokazano, ze bifidobakterie pochazejici z traviciho traktu ¢lovéka byly schopny
rast v pritomnosti NUTRIOSE® jako jediného zdroje uhliku v in vitro podminkach. Utilizace
uvedeného substratu byla vSak druhové a kmenové specifickd. NUTRIOSE® je tedy moznym
prebiotikem pro nékteré bifidobakterialni druhy a kmeny.

Klicova slova: Bifidobakterie; dextrin; Nutriose; prebiotikum; MALDI TOF MS



Use of dextrins as prebiotics for bifidobacteria

Summary

Bifidobacteria are commensal, gram-positive, saccharolytic microorganisms. They
exhibit several health-promoting effects for the health of the host and consequently they are
classified as probiotic bacteria. Prebiotics help to probiotic bacteria to enhance the growth,
they support metabolic activity and they improve the proliferation of bacteria in the large
intestine. Prebiotics have to be selectively utilized by host microorganisms conferring a health
benefit to the host as the genus Bifidobacterium, for example. To find a suitable substance
which meets the demands of prebiotics is very difficult. Currently, fructooligosaccharides
(FOS), galactooligosaccharides (GOS), inulin, lactulose and alternatives of breast milk
oligosaccharides are used abundantly. Another option is resistant dextrin. It is included in the
commercial product NUTRIOSE® which was tested in this bachelor thesis.

The aim of the bachelor thesis is to test the growth of bifidobacterial strains typical for
humans in the commercial product NUTRIOSE®. This product has 4 variants, which differ in
the source of starch (wheat, maize), the content of reducing sugars and in modification.
Further, maize dextrin was tested, ordinary wheat and maize starch. The substrates were
always tested separately as a single source of carbon in a medium. The indicator of pH was
bromocresol purple which facilitated visual evaluation on the basis of colour change due to
the production of metabolites from the growth in a given substrate. The experiment was
carried out in two assays. In the first methodology, 62 strains in well microtiter plates were
tested. The medium API 50 CH, which contained substrates in concentration 1 g/l, was used.
The volume of the reaction was 200 ul. This assay was not seen as optimal after the
evaluation of the results. Consequently, the experiment was carried out in a big volume (10
ml) and in the vial sensored anaerobic ambience. The medium by Pechar was used with the
concentration of 10 g/l substrates and 54 strains were tested. The change of colour and the
value of pH were evaluated. The positive culture sample has changed its colour to yellow
because of the formation of metabolites and the decrease in pH to 5,5. Negative samples were
dark purple without a decrease in pH. The evaluation of the tests revealed that the utilization
of ordinary starch and dextrin correlated with the growth of Bifidobacterium adolescentis,
B. breve, B. gallicum a B. pseudolongum in all the commercial products NUTRIOSE® (FB 06
and 10, FM 06 and 10). The other strains as B. animalis subsp. lactis, B. longum and
B. catenulatum/ pseudocatenulatum with the exception of B. bifidum only grew in the
varieties NUTRIOSE® FB 10 and FM 10. It might be caused by the content of reducing
sugars. Similar results have been manifested in the case of dextrin.

It was proven that bifidobacterial strains coming from the human gastrointestinal tract
are able to grow in the presence of NUTRIOSE® as the only source of carbon in in vitro
conditions. The ability of substrate utilization was species-specific and strain-specific.
Therefore, NUTRIOSE® can be used as prebiotics for some bifidobacterial species and
strains.

Keywords: Bifidobacteria; dextrin;  Nutriose;  prebiotic;c MALDI TOF MS
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1.  Uvod

Mikrobiota je dilezitym prvkem pro zdravi jedince. Jeji dulezitosti si zacali vSimat
védci na prelomu 20. a 21. stoleti, ov§em tento novy organ neni jesté zcela probadan. Je jisté,
ze je osidlovan pozitivnimi i patogennimi bakteriemi. Pocet zastupci téchto tiid ovliviiuje jak
zdravi, psychiku, imunitu, tak i chovani hostitele. Bifidobakterie jsou vyznamnymi zastupci
probiotickych bakterii v lidské mikrobioté¢ traviciho traktu. Bifidobakterie disponuji geny pro
syntézu vitaminu K, nékterych vitamint skupiny B. V tlustém stievé pomahaji fermentovat
komplexni sacharidy na jednodus$si. Pii fermentaci sacharidi vznika kyselina octova
a mlécna, které snizuji pH. Kyselé prostiedi chrani stfevo pied usazenim patogennti. Produkty
rozkladu polysacharidii zastupcti mikrobioty jsou acetat, propionat, butyrat. Je prokazano, ze
tyto mastné kyseliny s kratkym fetézcem snizuji karcinogenni riziko tlustého stteva, poméhaji
pii 1é¢bé poruchy stfev, Crohnovy nemoci nebo pii prijmu a fad¢ dalSich onemocnéni.
Arzenal pozitivnich vlastnosti mikrobioty, a ptfedev§im prospéSnych bakterii, které jsou
nositely benefitd pro zdravi hostitele vede védce a l¢kate k hleddni moznych cest jak nasi
mikrobiotuobohatit a zlepsit. K obohaceni slouzi preparaty zvané probiotika, kterd obsahuji
rody prospésnych bakterii. K podpofeni ristu téchto pozitivnich mikroorganismt se pouzivaji
latky, zvané prebiotika, které maji za ukol selektivné ovlivilovat rlst jen téchto pozitivnich
bakterii. OvSem zajisténi selektivity je tézké, a tak se hledaji vhodné latky,
u kterych bude potvrzena podpora rustu jen zadanych bakterii. Tato bakalaiska prace se
zabyva testovanim komer¢niho produktu NUTRIOSE® jako prebiotického substratu pro rod
Bifidobacterium.



2.  Cil prace

Bifidobakterie piedstavuji vyznamnou komenzalni skupinu mikrobioty traviciho traktu
¢lovéka. Druhovy vyskyt bifidobakterii v travicim traktu lidi je pomérné staly. Kvantitativni
I druhové zastoupeni této bakteridlni skupiny mizeme podpofit vhodnym prebiotickym
substratem.

Cilem teoretické Casti této bakalaiské prace je vytvofit piehled o vyskytu bifidobakterii
Vv travicim traktu ¢lovéka a moznosti jejich podpory pomoci prebiotickych substratii.

Cilem praktické Casti prace je testovani ristu bifidobakterii na komerénim produktu
NUTRIOSE® jakozto zdroji dextrini. Pro porovnani bude do testovani zahrnut skrob, ktery
je béznou soucasti diety.

Hypotéza: Bifidobakterie pochdzejici z traviciho traktu ¢lovéka budou schopny vyuzivat
dextriny jako naptiklad komer¢ni ptipravky NUTRIOSE® jako prebioticky substrat



3. Literarni reSerse

3.1 Mikrobiota

Mikrobiota gastrointestindlniho traktu (GIT) je v dne$ni dobé velmi diskutovanym
tématem, nebot’ se jednad o novy, a dosud ne zcela probadany organ. Z jiz zndmych vyzkumu
vyplyva, ze mikroorganismy osidlujici tlusté sttevo hostitele ovliviiuji jeho imunitu, chovani,
psychiku a metabolismus (Frithauf 2017).

GIT je oznaceni pro komplexni ekosystém tvofen bakteriemi, viry, houbami
a dalsimi mikroorganismy. Ve stfevni mikrobioté se vyskytuje 1000 druhti a 7000 kmenti, coz
je 10x vice nez pocet bunék lidského téla (Lata 2011). Spolecenstvi organismt osidluje kozni
Cast téla, dychaci a mocové cesty, a zejména travici trubici hostitele (Fry¢ 2010).
Vztah mezi hostitelem a mikrobiotou je oboustrann¢ prospésny (Foster & McVeyNeufeld
2013).

Podle vyse uvedenych informaci, stfevni mikrobiota obsahuje obrovské mnozstvi
mikroorganisml. Mezi témit0 mikroorganismy nalezneme jak ty prosp&$né bakterie, tak ty,
které se mohou chovat jako patogeny viz Obrazek ¢. 1.

N Lt S TN

; ~ P 4
Zdravi prospésné bakterie Patogenni bakterie
Bifidobacterium species ; aD Enterococcus faecalis
__~e= Escherichia coli S Methanobrevibacter smithii
=== Faecalibacterium prausnitzii == (Clostridium difficile
*Lactobacillus species : &~ Campylobacter

Obrazek 1: Piehled prospéSnych a Skodlivych bakterii
(Upraveno podle Milani et al. 2017)

3.1.1 Vyvoj mikrobioty

Predpokladalo se, Ze vyvoj mikrobioty zacind aZ postnatalng, avSak momentalné se
zastava ndzor, Ze ke kolonizaci gastrointestinalniho traktu dochdzi jiz b€hem intrauterinniho
vyvoje. Tato ¢ast vyvoje zahrnuje bezprostiedni interkaci mezi plodem a matkou, kdy dochazi
K osidleni stfeva bakteriemi prostiednictvim hematogenniho pfenosu (oralni a stievni osidleni
matky) a ascendentni cestou (vaginalni osidleni matky). K vyvoji slizniéniho imunitniho
systému prospiva polykani plodové vody, kterd taktéz obsahuje bakteridlni mikrobiotu. Je
tedy jasné, Ze zastoupeni mikroorganismi u novorozence muze byt nepfiznivé ovlivnéno,
paklize matka musi béhem téhotenstvi uzivat antibiotika, kterd zaptic¢inuji dysbidzu stievniho
I vaginalniho mikrobiomu (Walker 2017).

Ze studie S. Musilové a spol (2015), vyplyva, Zze zptisob porodu vyznamné ovliviiuje
sloZzeni bakteridlnich kmena v tlustém stfevé. Studie se zamcéfila zejména na kolonizaci

10



prospésnymi bakteriemi rodt Bifidobacterium a Lactobacillus, které pomahaji k rozvoji
imunitniho systému. Bifidobakterie byly vice zastoupené ve stfevé u déti narozenych
vaginalnim porodem. D¢ti narozené cisaiskym porodem mély pocet bifidobakterii nizsi
a nachazela se u nich Clostridium difficile, jenz muZze mit spojitost s vyskytem ekzému
a muze prispivat k zanétlivym reakcim (Nimwegen et al. 2011). Roli vyvoje imunity u déti
narozenych cisafskym fezem hraje 1 doba kolonizace laktobacily, ktera mize zacit az 10 dna
po porodu a osidleni bifidobakteriemi muze byt opozdéno az o jeden mésic po porodu
(Musilova 2015). Toto zjisténi ovlivnilo poporodni oSetieni u novorozenci narozenych
cisatskym porodem. Lékaii provedou malym vatovym tamponem vytér vagindlnich cest
rodicky a daji jej novorozenci k ,,0zuzlavani“. Tim dojde k podobnému spolykéni pfirozené
se vyskytujicich bakterii z mat¢ina téla jako pfi vaginalnim porodu (Filmovy dokument 7. 11.
2019)

Vyvoj slozeni mikrobioty v té€le od prenatdlniho obdobi do détstvi je zobrazen na
Obazku ¢. 2

Modulace slozeni mikrob

Predporodni Novorozenecké Poporodni faktory:
faktory: faktory: » Strava novorozence
* Placenta « Zpusob porodu * Geografické umisténi

« Gestaéni vék « Clenové rodiny
e Strava matky
* Odstaveni

Obrazek 2: Vyvoj mikrobioty (Upraveno podle Milani et al. 2017)

V neonatalnim obdobi je mikrobiota méné€ rozmanitd neZ v dospélosti jedince. SloZeni
mikrobioty se odrdzi 1 v tom, zdali je dit¢ kojené¢ matetskym mlékem nebo jeho nahrazkou.
Ve zdravém lidském mléce jsou pfitomny Zivotaschopné komenzalné¢ vzédjemné nebo
potencidlné probiotické bakterie. Pfispivaji k dozravani traviciho a imunitniho systému
u vyvijejiciho se ditéte a hraji nezastupitelnou roli pii podpote ristu a vyvoje (Fernandez et al.
2013). Matetské mléko obsahuje oligosacharidy, aminokyseliny, mikroRNA, vitaminy,
minerdly, lysozomy a dalsi esencidlni latky slouZici k pozitivnimu ovlivnéni mikrobioty.
Oligosacharidy jsou odolné vici gastrointestinalnimu trdveni, pfechédzeji do tlustého stifeva
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bez poruseni a funguji jako prebiotikum predev§im pro bifidobakterie a laktobacily. Nekteré
oligosacharidy z matefského mléka maji funkci tzv. rozpustnych receptord. Diky témto
receptorim je zabranéno uchyceni patogent na epitelidlni buiky a pozdé&jSimu rozvoji
onemocnéni zapfic¢inéného kolonizaci patogennich mikroorganismi jako jsou naptiklad
Escherichia coli, Helicobacter pylori a Listeria monocytogenes. Kojenecké vyzivy zatim
nemaji takovy obsah oligosacharidi s prebiotickymi u¢inky, aby byly schopny napodobit
funkce matetského mléka (Musilova 2015).

Stfevni mikroflora se zacind pln€ vyvijet od chvile, kdy dit¢ za¢ne konzumovat
potraviny zahrnujici vlakninu. V této dobé zacind dochazet k osidleni kmeny Clostridiales
a Bacteroidales (Pickard et al. 2017). Postupné ubyva bifidobakterii a dochazi k rozsifeni
laktobacill a nekultivovanych kment. Uspofadani bakterialniho osidleni gastrointestindlniho
traktu neni stalé, méni se v prubéhu zivota. Zastoupeni druhli mikrobioty zavisi na genetice,
zméné prostiedi, ve kterém se jedinec pohybuje, na skladbé potravy, kterou konzumuje a na
mnoho dalsich faktorech, které jesté nejsou probadany (Zbotil 2005). U seniori dochazi
K velkym zménam ve slozeni a obsahu bakterii. SniZzuje se pocet pozitivnich bakterii, jako
jsou Bacteroides a Bifidobacterium a zvySuje se pocet negativnich rodia Clostridium,
Eubacterium a Fusobacterium. Tato zména souvisi se zvySenim pH stfevniho obsahu az na
hodnotu pfiblizné¢ 7,0-7,5, coz muZe u seniorti zpusobit gastrointestinalni poruchy (Nowak
& Libudzisz 2008).

3.1.2 Vlastnosti mikrobioty

Osidlené stfevo bakteriemi slouzi k syntéze vitamint K, B12, niacinu a pyridoxinu viz
Obrazek ¢. 3. Mikroorganismy v tlustém stfevé za anaerobnich podminek $tépi komplexni
sacharidyna jednodussi. Diky tomu je télo schopno stravit ovoce a zeleninu. Fermentaci
sacharidt se ve stievé vytvari mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFAS), zejména acetat,
propionat a butyrat (Frithauf 2017). Tyto mastné kyseliny snizuji karcinogenni riziko tlustého
stieva, nebot’ reguluji tvorbu zanétlivych cytokinli ve stfevé. Usmériiovani cytokinll je
zalozena na aktivaci imunitnich bunék, které blokuji pro-zanétlivé buiiky (Chen 2018). Mezi
fermentujici bakterie patfi druhy z rodu Bacteroides a celedi Clostridiaceae
a Lactobacillaceae (Belizario & Napolitano 2015). Pii fermentaci spolu s mastnymi
kyselinami vznika energie a plyny v zastoupeni vodiku, methanu a oxidu uhli¢itého. Energii
bakterie vyuziji pro svtj rist a udrzovani zivotnich funkci (Sartor, 2008).

Mikrobiota moduluje imunitni systém. Mikroby posilaji signaly imunitnimu systému
tlustého stieva. Diky témto signalim jsou schopny rozlisit lokalni i systémovy zanét
a rozeznat, zdali se jednd o alergii nebo autoimunitni onemocnéni. Mudr. R. Honzak CSc. na
své prednaSce o mikrobech (12. 4. 2019) zminoval, Ze mikrobiota se podili na vytvareni
neurotransmitert, napiiklad serotoninu (5-hydroxytryptamin nebo 5-HT), ktery je vylu¢ovan
ve stievé. Udava se, ze ve stfevé se nachazi kolem 95 % serotoninu ptedev§im uvnitf
enterochromafinovych bunék a jen 5 % je v mozku. Serotonin je vyznamna enterosolventni
signalni molekula. Je dulezitym faktorem v senzoricko-motorickych a sekre¢nich funkcich
v kolonu. Aktivuje imunitni bunky ve stfevé. Spousti signdlni transdukci u T-lymfocytl
(Aune et al. 1994) a indukuje proliferaci B-lymfocyta (Freire-Grabal et al. 2003).
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Ve stievé dochazi k podpofe detoxikaci latek. Jednd se o metabolity z jater vyplavované
zluéi do stfeva, kde je bakterie zneutralizuji (Frithauf 2017). Na Obrazku ¢ 3. je zobrazeno
nékolik vlastnosti mikrobioty.

modulace hustoty podpora ukladani tukd
kostni hmoty TS
ﬂ

ochrana proti
poskozeni epitelu «* /? N podpora tvorby

stieva \ / f ~3 novych kapilar

odolnost proti

patogenum A vyvoja
4 I trénink
00o™® G BAKTERIE prm— R3SF N imunitniho
systému
) biosyntéza
K 3 AR
traveni potravy R e s gt
('j aminokyselin
)}i
modifikace nervového r§ R | ’ metabolismus terapeutik
systému >

Obrazek 3: Hlavni funkce bakterii ve stievé (zdroj: web https://labiotech.eu/
- upraveno)

Stfevni mikrobiota hraje klicovou roli pfi metabolizaci riznych nutricnich substrati za
ucelem ovlivnéni lidského zdravi (Mohanty et al. 2018). NarGst chronickych metabolickych
a imunologickych poruch v moderni spole¢nosti souvisi se stresem a vyznamnymi zménami
stravovacich navyki. Tyto chronické stavy jsou spojeny se stfevni mikrobidlni dysbidézou
(Valcheva et al. 2016). Proto je ve stfevni mikrobioté hostitele poZadovana optimalni
rovnovaha (Mohanty et al. 2018). Mikrobidlni dysbiézu lze zlepSit podanim probiotik.
Definice probiotik zni: ,,Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které, pokud jsou podavany
v dostatecném mnoZzstvi, poskytuji hostiteli zdravotni ptinos® (Hill et al. 2014). Podpofeni
anebo obnoveni téchto bakterii je mozné konzumaci stimulatord rustu bakterii, tzv. prebiotik
(Vlkova et al. 2011).

3.2 Bifidobakterie

Bifidobakterie jsou komenzélni skupinou bakterii hrajici vyznamnou roli ve stfevni
mikrobioté. Pro jejich pozitivni vliv na hostitele jsou fazeny mezi probiotické bakterie. Ve
fylogenetickém stromu bakterii je rod Bifidobacterium fazen do skupiny grampozitivnich
anaerobnich bakterii. Nalezi do tfidy Actinobacteria, jez je jednou z nejpocetnéjSich
taxonomickych jednotek. VSechny druhy patfici do rodu Bifidobacterium byly identifikovany
na zéklad¢ analyzy genl pro 16S rRNA a 23S rRNA, diky niz byla vylepSena taxonomie
a vytvorena nezavisla fylogeneticka vétev (Ventura et al. 2004) viz Obrazek ¢. 4. Nové byly
vyizolovany nové dva kmeny Bifidobacterium, ze lva tamarského a Goeldiho opice,
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Bifidobacterium cebidarum sp. nov. a Bifidobacterium leontopitheci sp. nov. (Duranti et. Al.
2020). V soucasnosti se bifidobakterie a jejich taxonomie posuzuji piedev§im na zakladé
genomickych analyz. Ptiklad takovéto klasifikace je uveden v Obrazku €. 4 (Alberoni et al.

2019).

. B. subtile group D B. asteroides group D B. pseudolongum group -B. boum group .B. adolescentis group D B. pullorum group . B. bifidum group

Bifidobacterium mininnen DSM 20102 -
Bifidobacteriuin subtile DSM 20096
Bifidobacterium mongoliense DSM 21395
Bifidobacteriun aquikefiri LMG 28769
Bifidobacterium psychraeraphifum DSM 22366
Bifidobacterivm crudilactis LMG 223609
Bifidobacterium bonbi DSM 19703
Bifidobacterium commune R-52791
Bifidobacterium bolemicum DSM 22767
Bifidobacterivm sp. XV10
Bifidebacterium sp. XV2
Bifidobacterium actinocoloniiforme DSM 22766
Bifidobacteriunt asteroides DSM 20089
Bifidobaciterivn indicim LMG 11587
Bifidebacterium coryneforne LMG 18911
Bifidobacterium magnum DSM 20222
Bifidobacterium gallicum DSM 20093
Bifidobacterium animalis subsp. lactis DSM 10140
Bifidobacterivm animaliy subsp. animalis ATCC 25527
Bifidobacterium cuniculi DSM 20435

Bifidobucterium choerinum DSM 20434
Biftdobacteriun pseudol subsp. psendolongum DSM 20099
Bifidobacterinm pseudolongum subsp. globosim DSM 20092
Biftdobacterium bowm DSM 20432
Bifidobacterivm thermacidophilum subsp. porcinum DSM 17755 -

Bifidobacterium thermophilum DSM 20210
idophilium subsp. ther idophifum DSM 15837 -

Bifidab viiin therma

Bifidah
D

feriwin tsurimni DSM 17777
Bifidobacterivm merycicum DSM 6492

Bifidobacterium angutatm DSM 20098 4‘7

Bifidobacterium moukalabense DSM 27321
Bifidobacteritim dentium DSM 20436 L

Bifidobacterium rumingntium DSM 6489 —_
Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703
Bifidobacterium catenulatum DSM 16992
Bifidobacrerium psendocatenulatuim DSM 20438
Bifidobacterium kashiwanohense DSM 21854
Bifidobacterium pulorim DSM 20433
Bifidlobacterinm saeculare DSM 6531
Bifidobacterium gallinarin DSM 20670
Bifidobecteritn lemurum DSM 28807
Bifidobacteriun eutemuris DSM 100216
Biftdobacterium vansinderenii LMG 30126
Bifidobacteriwm tissieri DSM 100201 ‘
Bifidobacterinm bifidum ATCC 29521 L
Bifidobacterium scardovii JICM 12489 ‘
Bifidobacterium hapali DSM 100202 ‘
Bifidobacterium biavatii DSM 23969
Bifidobacterium callitrichos DSM 23973
Bifidobacterium stellenbosciiense DSM 23968
Bifidobacterivin eesculapii DSM 26737 F
Bifidobacierium saguini DSM 23967
Bifidobucterium rewteri DSM 23975 [
Bifidobucterium myosotis DSM 100196 lﬁ
Bifidobacteriuin breve DSM 20213
Bifidobacterivim longum subsp, longum JICM 1217

Bifidobacierium longum subsp. suis DSM 20211 h
Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697
’ . , v , 4 ,
Obrazek 4: Fylogeneticky strom zaloZeny na pan-genomové analyze

(Alberoni et al. 2019)
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Obrazek 5: Taxonomické zarazeni rodu Bifidobacterium (upraveno podle Ventury et al.
2014)

3.2.1 Historie

Bakterie rodu Bifidobacterium byly poprvé objeveny Henri Tissieren, ktery je roku
1989 izoloval ze stolice kojencti a pojmenoval je Bacillus bifidus. Charakterizoval je jako
bakterie s podivnym tvarem pismene Y, které jsou anaerobni, gram pozitivni a nevytvari
zadny plyn béhem rustu. V roce 1917 byly zafazeny do ¢eledi Lactobacillaceae a o tii roky
pozdéji je Holland pojmenoval jako Lactobacillus bifidus. Piestoze Orla-Jensen roku 1947
uznal existenci rodu Bifidobacterium jako samostatny taxon, byly tyto bakterie chybng, kvuli
své podobnosti s rodem Lactobacillus, zaménovany po dalsich 30 let. V roce 1957 si Denhart
vS§iml existence rozmanitych biotopli bifidobakterii a navrhl schéma pro diferenciaci
bifidobakterii na zakladé¢ jejich struktury sacharidové fermentace. Reuter roku 1963 rozpoznal
a pojmenoval sedm znamych druht Bifidobacterium, véetné prvné popsanéhoBifidobacterium
bifidum.V roce 1965 byla diky Scardovii a Trovatelli objevena charakteristicka metabolicka
draha bifidobakterii, kde hlavnim enzymem je fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza. Az v 8. vydani
Bergey’s manual of determinative bacteriology roku 1974 byl uveden samostatny rod
Bifidobacterium s 8 druhy. Po zavedeni elektroforézy rozpustnych bunéénych proteinti na
polyakrylamidovém gelu bylo objeveno dalSich 24 druhti. Prostiednictvim 16S rRNA analyzy
byla navrzena nova hierarchicka struktura shromazd'ujici rod Bifidobacterium srodem
Gardnerella do jediné ¢eledi Bifidobacteriaceae (Biavati a kol. 2000).

V soucasnosti rod Bifidobacterium zahrnuje okolo 80 druhtt a poddruht
(https://www.bacterio.net/genus/bifidobacterium) a predpoklada se, ze toto ¢islo poroste.

3.2.2 Vyskyt

Bifidobakterie se vyskytuji v nékolika oblastech. V gastrointestindlnim a genitalnim
traktu c¢loveéka, v Gstni duting, zvifecim GIT, hmyzim GIT, v potravinach, nalezneme je
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I v odpadnich vodach. V GIT zvirat a lidi bifidobakterie koexistuji s velkym mnozstvim
riznych bakterii, z nichz je vétsina obligatnimi anaeroby (Venema &Carmo 2015). V tlustém
stieveé dospélého jedince zije celkem asi 400-500 rtiznych druhli mikroorganismi. Z toho 97
% tvofi striktni anaeroby, predev$im zastupci rodu Bifidobacterium, Eubacterium,
Bacteroides, Peptococcus a Fusobacterium. Ve zbylych tiech procentech jsou zastoupeny
fakultativné anaerobni bakterie z roda Lactobacillus, Escherichia, Streptococcus
a Enterococcus (VIkova et al. 2011). Kmenové zastoupeni se li§i v riznych oblastech traktu.

Institut Zemédé€lské Microbiologie na Bolonské Université v Italii, vyizoloval pies 7000
kment bifidobakterii z riznych lidskych zéstupct a casti téla. Nejveétsi pocet bifidobakterii
byl zaznamenan ve stolici kojencl, pro néz jsou typicti Bifidobacterium breve
a Bifidobacterium infantis. Dale byly kmeny izolovany ze vzorku stolice dospélych, kde se
nachazely Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium pseudocatenulatum, které se mohou vyskytovat i u novorozencl, a vsak
Bifidobacterium adolescentis se nachazi vyhradné jen u dospé€lych jedincu.

Vyskyt bifidnich bakterii ve stolici vedl Mossela k navrzeni téchto anaerobnich bakterii
jako indikatoru fekalniho znecisténi, zejména vod (Jay et al. 2005), coz se neujalo vzhledem
k naro¢nosti jejich kultivace v odpadnich vodach. Byva zde detekovano vyznamné mnozstvi
bifidobakterii, primarné se vyskytuji Bifidobacterium subtile a Bifidobacterium minimum
(Ventura et al. 2004).

Velké ¢ast popsanych druhii bifidobakterii pochdzi z traviciho traktu zvitat (BuneSova
a kol. 2014). N¢které druhy byly izolovany z traviciho traktu hmyzu se socialnim zptisobem
zivota (BuneSova a kol. 2014). Déle jsou znamy druhy vyskytujici se v mléku a mlé¢nych
produktech (Alberoni et al. 2019) a v poslednich letech bylo vice jak 20 druhd izolovano
z vykali novosvétskych primata (Duranti et al. 2019).

3.2.3 Morfologie a fyziologie

Zastupci rodu Bifidobacterium netvofi spory, jsou grampozitivni, acidotolerantni,
nepohyblivé mikroorganismy. VétSina zastupcii tohoto rodu nevykazuje katalazovou aktivitu
a neredukuje nitraty. Obvykle maji pleomorfni tvar bunék. Télo bakterii je tvofeno od
kratkych pravidelnych §tihlych tyCinek, kokoidnich pravidelnych tvart, az po dlouhé tycky
S riznym typem zakonceni. Jejich tvar se méni v zavislosti na druhu bakterie a zivné pid¢, na
které jsou kultivované. Vyskytuji se jako jednotlivé bunky, fetézce, ve tvaru polymeru, ve
tvaru V nebo ve tvaru palisady. Jejich odliSnd bunécnd morfologie miize byt uzite€na pii
rozliSovani bakterii patficich do tohoto rodu (Scardovi 1986). Kolonie vytvorené
na agarovych plotnach jsou rovné, konvexni, krémové nebo bilé, lesklé, hladké, upravené,
lepkavé a méekké. Na agarovych plotnach se kolonie bifidobakterii riistem velmi podobaji
bakteriim mlé¢ného kvaseni (zejména laktobaciliim) (Gorner 2004).

Bifidobakterie jsou charakterizovany jako nepatogenni. Vyjimkou jsou bifidobakterie
vyizolované ze zubniho kazu, na jehoz vzniku se podileji (Dworkin, et al. 2006). Zubni kaz je
zpusoben interakci mezi acidogennimi bakteriemi a uhlohydratovym substratem, kterym je
Casto sachardza. Je zndmo malo faktord, které ovliviiuji kolonizaci chrupu mikroorganismem
B. dentium. Vyskyt na zubnim povrchu bez kazu je velmi nizky, avSak hojné se vyskytuje
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Vv hlubokych lézich. To by mohlo byt zapfi¢inéné tim, ze vyskytem Streptococcus mutant
a jinych druhit v poskozeném zubu dochazi k usnadnéni pfipojeni a proliferaci B. dentium.
Tento druh $patné kolonizuje dentalni tvrdé povrchy. Proto mize byt B. dentium povazovano
za velmi specificky ,,pozdni marker progrese kazu (Henne, et al. 2015).

3.2.3.1 Optimalni teplota, pH a citlivost ke kysliku

Bifidobakterie patii mezi mezofilni bakterie, pro néz je optimalni teplota k ristu mezi
20-40 °C. U lidskych druhti je teplota rtistu kolem 36-38 °C, u zvifecich druhti je teplota vyssi
kolem 41-43°C (Gavini et al. 1991). Jedinou vyjimkou je Bifidobacterium thermacidophilum
schopny ristu za mirn¢ termofilnich podminek 49,5 °C (Dong et al. 2000). Na molekularni
urovni bylo zjisténo, ze bifidobakterie a mnoho dalSich bakteriii maji funkéni gen DNA K,
ktery mé funkci ochrany proti ¢etnym nepfiznivym podminkdm vcetné tepelného Soku
a osmotického stresu (Schmidt & Zink 2000). Bylo zjisténo, Ze exprese tohoto genu se
zvysuje po expozici zlucovych soli v bifidobakteriich (Vernazza et al. 2006).

Optimalni pH je mezi 6,5 a 7,0. Zadny rist neni zaznamenéan pii pH niZ§im nez 4,5
(pouze B. thermacidophilum ma zpomaleny rust pii pH 4) a vys$§im nez 8,5 (Bottacini et al.
2014). V piipadé, kdy prostiedi dosahuje nizSich hodnot vcetné 4,1 pH pii teploté 4 °C
vSechny druhy dokonce sta¢i méné nez tii hodiny pii kyselosti pod 2,5 pH, aby doslo k jejich
usmrceni (Fuquay et al. 2011).

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou fazeny mezi striktni anaeroby, ackoli existuji
1 vyjimky. Nékteré druhy mohou kyslik tolerovat a jiné ho toleruji pouze v ptitomnosti oxidu
uhli¢itého ¢i v pritomnosti redukénich ¢inidel v kapalnych médiich (Kheadr et al. 2007).
Vétsina kmenti nemuze rust v 90 % vzduchu a 10 % CO, (Xuedong 2015).

3.2.3.2 Bunécéna sténa

Bunécéna sténa bifidobakterii ma typickou grampozitivni strukturu tvofenou silnym 90%
peptidoglykanovym obalem slozenym z polysacharidd, proteind, kyseliny teichoové.

Aminokyselinové slozeni zakladnich tetrapeptidi mureinu se lisi mezi druhy nebo
kmeny stejného druhu, diky c¢emuz je umoznéna diferenciace (Lauer & Kandler 1983;
Tamime et al. 1995). Obvykle L-alanine, kyselina D-glutamova, L-ornitin a D-alanin tvofi
tetrapeptidy, ovSem v nékterych kmenech muze byt ornithin nahrazen lysinem. Rozsah
zkiizeni vazby mezi sousednimi tetrapeptidy, tj. spojenim mezi jednou nebo vice
aminokyselinami mize pomoci k dal§imu rozliSeni mezi kmeny.

Hlavnimi sloZkami polysacharidii v bunécné sténé jsou zejména glukodza, galaktdza
a ramnoza. Na zakladé kvalitativni a kvantitativni analyzy mutzeme rozeznat od sebe
navzajem druhy i kmeny (Nagaoka et al. 1995, 1996).

Lipoteichoové kyseliny tvoii vazby s polysacharidovymi fetézci, diky nimZz muize dojit
k adhezi bun€k na sténu stieva. Neékolik druhti bifidobakterii obsahuje lipoglykany rtiznych
struktur, substituované L-alaninem misto obvyklého D-izomeru (lwasaki et al. 1990).
Imunologické studie prokazaly, ze lipoteichoové kyseliny jsou béZnym antigenem rodu
Bifidobacterium, které navic spolu s proteiny tvoii hydrofobni charakter povrchu (Op Den
Camp et al. 1985).
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3.2.3.3 Metabolismus a substratova preference

Zastupci rodu Bifidobacterium fermentuji hex6zy v unikatni metabolické draze
oznacované jako frukt6zo-6-fosfatova draha, ve které je klicovym enzymem frukt6zo-6-fostat
fosfoketolaza (F-6-PPK). Jiz v roce 1967 védci de Vries a Stouthamer prokazali ptitomnost
enzymu F-6-PPK u bifidobakterii, ale také absenci dvou dalSich enzymii, aldoldzy a glukéza-
6-fosfat dehydrogenazy, které se nachazeji u laktobacild. U rodu Bifidobacterium byly
popsany 2 typy tohoto enzymu: fruktozo-6-fosfat fosfoketolaza, charakteristicka pro druhy
vyskytujici se u ¢loveka a xylul6zo-5-fosfat/fruktdzo-6-fosfat fosfoketolaza, charakteristicka
pro druhy vyskytujici se u zvifat. Enzym F-6-PPK je pro rod Bifidobacteriumjedine¢ny a je
dilezitym znakem pii jeho identifikaci. U ostatnich rodi grampozitivnich bakterii, jako jsou
naptiklad Lactobacillus, Arthrobacter, Propionibacterium nebo celed” Actinomycetaceae, se
kterymi by mohly byt zaménény, neni tento enzym piitomen (Fuquay et al. 2011). Enzym
Stépi hexozovy fosfat na erythros-4-fosfat a acetylfosfat (Scardovi & Trovatelli 1965; De
Vries et al. 1967). Z fosfati tetrosy a hexdzy postupnym pasobenim transaldelazy
a transketoldzy, se tvoii pentdzové fosfaty, které¢ obvyklym 2.-3. St€épenim ziskavaji kyselinu
mlécnou a kyselinu octovou v teoretickém koneéném poméru 1,0: 1,5. Kyselina mlééna
a octova okyseluji tlusté stfevo a omezuji hnilobu a potencialné patogenni bakterie. DalSimi
vedlej§imi produkty mohou byt kyselina mravenci, etanol a kyselina jantarova, jejichz
produkce muze zménit rovnovahu kvaseni, tedy pomér kyseliny mlééné a kyseliny octové.
Rizné druhy produkuji za stejnych podminek rtiznd mnozstvi octanu, laktatu a etanolu
(Biavati et al. 2000). Kyselina mravenci a etanol jsou spolu s malym mnozstvim kyseliny
octové vytvareny pii degradaci pyruvatu. Kyselina jantarova vznika pii fixaci CO, bakteriemi
(Meulen et al. 2006). Oxid uhli¢ity se touto drahou nevytvaii, vznika vSak pii degradaci
glukonatu (Ventura et al. 2004).

hexoza
—— ATP
LTt ADP

— fruktoza-6-P

0,5 fruktbza-6-P
0,5 fruktéza-6-P 0,5 erytroza-4-P 0,5 acetyl-P

xyluloza-5-P
b
NAD+, 2ADP — ", acetyl-P
NADH, 2ATP «—— |

pyruvat 1,5 acetyl-P
NAD!I"-.l ADP"-.. .__-":ENADH
NAD+ «— ATP «— T 2 NADH
loktht formist  acetit ethanol

Obrazek 6: Fruktoza-6-fosfatova cesta (upraveno podle Amarettiho et al. 2007)
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Stejné jako vétSina stfevnich bakterii, bifidobakterie jsou sacharolytické: ziskavaji uhlik
a energii fermentaci hostitelskych a ve stravé pfijatych sacharidii. VSechny bifidobakterie
lidského ptivodu jsou schopné fermentovat glukozu, galaktdzu, laktdézu a vétSinou i fruktdzu,
rafinézu a sacharézu jako zdroj uhliku. Vyuziti uhlohydrati mezi témito bakteriemi je
druhové specifické viz Tabulka ¢. 1. Ne¢které druhy dokazou fermentovat pouze Ctyti
sacharidy, do této skupinky spada B.bifidum, kdezto B. adolescentis zvlada vyuzit az 19
raznych sacharidi (Fuquay et al. 2011). Bifidobakterialni genomy koduji velky arzenal
proteinti schopnych katabolizovat komplexni uhlohydraty. Tato rozsahld schopnost
bifidobakterii metabolizovat sacharidy svéd¢i o tom, ze specifické genetické adaptace téchto
bakterii pfetrvavaji a ptezivaji v konkurencnich prostiedich bohatych na komplexni
polysacharidy (Cronin et al. 2011). Schopnost bakterii degradovat a metabolizovat
uhlohydraty s rlznou urovni polymerace a substituce, obsahujicich velké mnozstvi
glykosydickych vazeb, ptispiva ke konkurence schopnosti daného kmene v GIT (Turroni et
al. 2008; Guarner & Malagelada 2003). Pfedmétem fermentace pro bifidobakterie miizou byt
fruktooligosacharidy (FOS), galaktooligosoacharidy (GOS) a inulin, které projdou Zaludkem
a tenkym stievem bez degradace. Jedna se o prebiotika, ktera jsou definovana jako ,,selektivné
fermentovana slozka, ktera umoznuje specifické zmény, a to jak ve slozeni, tak v aktivité
gastrointestinalni mikrobioty, ktera zlepSuje zdravi hostitele” (Hijova et al. 2009). Tyto
nestravitelné polysacharidy selektivné stimuluji proliferaci a aktivitu populaci probiotickych
bakterii (Gibson 1998).

Prebiotika se nachdzi pfirozené¢ v mnoha potravinach rostlinného ptivodu, jako jsou
zejména cibule, artyCoky, chiest, por a cesnek. Pii prichodu tlustym stievem se
neabsorbované uhlovodiky, jako jsou FOS, GOS a inulin, hydrolyzuji na pfislusné
cukry. Tyto cukry jsou fermentovany na SCFAs. Mastné kyseliny jsou poté vstiebany
epitelem tlustého stfeva a stimuluji rust kolorektalnich slizni¢nich bunék (Rossi et al. 2005).
Déle mohou prebiotické oligosacharidy poskytovat zdravotni benefity skrze jejich
anti-adhezivni aktivitu. Konkrétné tyto oligosacharidy mohou ptimo inhibovat infekce. Maji
schopnost jevit se jako strukturalni napodobeniny vazebnych mist pro patogeny na povrchu
gastrointestinalniho epitelu (Shoaf et al. 2006). FOS a GOS se tadi mezi nejéastéji pouzivana
prebiotika na trhu v Evropé a Japonsku (Cronin et al. 2011).
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Tabulka 1: Fermentace sacharidi dle druhu bifidobakterie (upraveno podle Fuquay
etal., 2011)

S <

« |2 |2 |s /8|8 |2 |58 |8

Druh/ cukr ‘E § E 3 S % %‘ S |

B. adolescentis + + +/- + + + + + +
B. angulatum + - +/- + - + + + +
B. animalis + +/- - + +/- + n ¥ ¥
B. bifidum - - - + +/- - +
B. breve + +- | +/- - + + + n +
B. catenulatum + + + + - + + + n
B. dentium + + - + + + + + +
B. infantis -+ - - +- | +/- + + + n
B. longum + - - +- | +- + + ¥ ¥
B. pseudolognum + +/- - + + + + + +/-
B. pseudocatenulatum | + +- | +- + + + + + ¥

+ pozitivni reakce, - negativni reakce

Vernazza et al. (2006) testovali substratové preference na péti bifidobakterialnich
kmenech - B. adolescentis DSM20083, B. infantis DSM20088, B. Laris Bb12, B. longum 46,
B. longum DSM20219. Porovnavaly se kmeny v rychlosti ristu zavisejici na uréitém druhu
uhliku. Vysledky ukazuji, Ze mezi bifidobakteriemi byly upfednostovany prebiotické
oligosacharidy. GOS byly fermentovany vSemi testovanymi bifidobakteriemi, a dokonce byly
lépe utilizovany nez glukoéza. Dale bylo zjisténo, ze isomaltooligosacharidy (IMO) vysoce
podporovaly rast bakterii, podobné jako GOS. Rust u bifidobakterii byl taktéZ podpoien
disacharidem laktulozou. Studie prokézala, Ze maltodextrin vykazuje selektivni vlastnosti,
protoze nebyl utilizovany vSemi kmeny bakterii.

Dalsim bifidogennim faktorem (latky prochéazejici gastrointestinalnim traktem hostitele
az do tlustého stfeva, kde jsou pozdé€ji zmetabolizovany mikrobiotou) jsou sacharidy
obsahujici N-acetylglukosamin a N-acetyllaktosamin, laktoferin, laktulozu a laktinol,
stachyozu, xylooligosacharidy (D-xylan), a k-kasein (Rossi et al. 2005).

Bifidobakterie disponuji také nékterymi extracelularnimi enzymy, které hydrolyzuji
polysacharidy jako amylopektin, amyléza a xylan (Scardovi 1986). Extracelularni
glykosylhydrolazy rozkladaji Spatné Stépitelné rostlinné polysacharidy, glykoproteiny
a glykokonjugaty (napf. arabinogalaktany, arabska guma, atd.) (Schell et al. 2002). Studie
zamé&fené na druhy bifidobakterii specifikovaly enzymy, jako je apuB u B.breve (UCC2003),
U niz bylo dokazano, ze je zodpovédny za rozklad velkych molekul $krobt a skrobovych
polysacharidi (Cronin et al. 2011).

Jako zdroj dusiku vyuziva vétSina druht amonné soli (Ventura et al. 2004). Pomoci
riznych druhti deaminaz a dehydrataz mohou tyto bakterie fermentovat aminokyseliny. Druh
B. longum vytvaii vice nez 20 peptidaz, které odstépuji aminokyselinové zbytky
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z proteinovych substrati (Schell et al. 2002). Diky analyze dostupnych bifidobakterialnich
genomovych sekvenci je zfejmé, Ze bakterie disponuji genem pro syntézu alespoil
19 aminokyselin. Taktéz jsou schopny kodovat enzymy pottebné k biosyntéze, jak
pyrimidinovych a purinovych nukleotidi, tak k syntéze urcitych vitaminti skupiny B i1 K.

VétsSina kment je schopna biosyntézy vitamind, jako je: thiamin (B1), pyridoxin (B6),
kyselina listova (B11) a nikotinova kyselina (niacin, B3). N¢které kmeny navic disponuji
genem pro vytvoreni vitaminu B2 tzv. riboflavinu (Ventura et al. 2009). Schopnost produkce
urcitych vitaminu pomoci bifidobakterii védce piiméla ke zkouméni mozného probiotického
znaku. 76 kment rodu Bifidobacterium, patticich do 9 ruznych druhd, bylo testovano na
produkci folatu a schopnost poskytovat proliferujici kolonocyty s kyselinou listovou. Poziti
identifikovanych bifidobakteridlnich kmenii produkujicich foldt by mohlo byt pouzito
k prevenci nebo potlaceni lokalizované¢ho deficitu folatu, které je spojeno s premalignimi
zménami v epitelu tlustého stieva (Pompei et al. 2007).

3.3 Prebiotika
3.3.1 Vyvoj definice

V roce 1921 popsal Rettger & Cheplin experimenty s lidmi, jejichz mikrobiota byla po
konzumaci uhlohydréatli obohacena laktobacily. Zjisténi, ze v tlustém stfevé je nadvlada
anaerobll, ktefi Cerpaji energii z fermentace sacharidll ze stravy, odstartovalo vyzkum, ktery
hral dilezitou roli v mnoha dalSich mikrobiomovych projektech (Gibson et al. 2017).
Prebiotika byla ptivodné popisovana jako nestravitelna slozka potravy v GIT, ktera je
substratem pro rust bakterii v tlustém stievé, a ty nasledné pozitivné ovlivituji zdravi hostitele.
Tato definice byla zavedena v roce 1995 Gibsonem a Roberfroidem. Podle tohoto popisu bylo
za prebiotika povazovdno pouze n€kolik sloucenin uhlohydratové skupiny, zejména beta-
fruktany s kratkym a dlouhym fetézcem (FOS a inulin), GOS a laktul6za(Gibson et al. 2010).
V roce 2004 byla definice prebiotik aktualizovana na ,,selektivné fermentované slozky, které
umoziuji specifické zmény, a to jak ve sloZeni, tak v aktivité gastrointestindlni mikrobioty,
coz piinasi vyhody pro zdravi hostitele” (Gibson et al. 2004). Podle tohoto tvrzeni byla pro
prebiotika poZadovana tfi kritéria:

1) schopnost odolat rozloZeni substratu v GIT hostitele (napiiklad zalude¢ni kyselost,
hydrolyza enzymy, gastrointestinalni absorpce)

2) fermentace sacharidt stfevnimi mikroorganismy

3) selektivni stimulace rastu a/ nebo aktivita stievnich bakterii diky podanym latkam
pozitivné ovliviiuje zdravi hostitele (Gibson et al. 2017).

Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) a Organizace spojenych narodi (OSN),
uspotadala v roce 2008 setkani s cilem aktualizovat definici prebiotik. Tato schiize navrhla,
aby prebiotika byla znovu definovéna jako ,neZivotaschopné slozka potravin, kterd pfinasi
zdravotni piinos pro hostitele spojeny s modulaci mikrobioty “ (Piniero 2008). Zde byla jako
kritérium odstranéna selektivni fermentace, ale pfitom byla definice kritizovana za to, Ze
nevylucuje antibiotika. Gibson a kolektiv 0 2 roky pozdéji, definovali uzsi kategorii ,,dietnich
prebiotik* jako ,,selektivné fermentovanou slozku, kterd vede ke specifickym zménam ve
sloZeni a/ nebo aktivité gastrointestindlni mikrobioty, a tak pfinasi pfiznivé G¢inky na zdravi
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hostitele. V roce 2015 Bindels a kolektiv pfichazi s dal$i novou formulaci a to, Ze prebiotika
jsou: ,nestravitelné¢ slouceniny, které diky metabolizaci mikroorganismi v tlustém stievé
moduluji slozeni a/ nebo aktivitu stievni mikrobioty, ¢imz poskytuji hostiteli prospésny
fyziologicky ucinek*. Tato definice determinovala interakci prebiotik se stfevni mikrobiotou
(s vyjimkou extraintestinalnich mist, jako je vagina a kiize) a odstranila pozadavek na
selektivni fermentaci. Diulezité vSak bylo, Ze toto trvzeni zdlraziovalo funkéni UcCinky
prebiotik na mikrobiotu (Gibson et al. 2017).

V roce 2016 Mezinarodni védecka asociace probiotik a prebiotik (ISAPP) upravila
definici prebiotik na: ,,substrat, ktery je selektivné vyuzivan hostitelskymi mikroorganismy,
které poskytuji zdravotni piinos“. Z této definice je zifejmé, ze prebiotika mohou vyvolat
zmény jakéhokoli hostitelského mikrobidlniho ekosystému, nejen tlustého stieva. Nicméné,
prebiotika v potravé by méla byt hostitelem stale nestravena a vyuzivana mikrobiotou. Ackoli
vétSina soucasnych prebiotik je podavana oraln¢, mohou byt také aplikovana piimo na jina,
mikrobialné kolonizovana, mista téla, jako je vaginalni oblast a kuze. Je dokazano, ze
prebiotika piesahuji stimulaci bifidobakterii a laktobacilti a ovliviiuji i dal$i prospésné taxony,
véetnéRoseburia, Eubacterium nebo Faecalibacterium. Tyto bakterie produkuji SCFAs.
Dulezité je, aby metabolity vzniklé pomoci bakterii byly prospésné pro zdravi hostitele.
Utinky prebiotik na zdravi se vyvijeji. V soucasné dob& zahrnuji p¥inosy pro GIT (inhibice
patogend, stimulace imunitniho systému), kardiometabolismus (snizeni hladiny lipidd v krvi,
ucinky na inzulinovou rezistenci), dusevni zdravi (metabolity, které ovliviiuji mozkovou
funkci, energii a kognitivitu) (Gibson et al. 2017).

3.3.2 Prebioticky ucinek a selektivita

Prebiotikum slouzi jako selektivni substrat, vyuzity pouze ur€itymi (uZite¢nymi)
bakteriemi tlustého stfeva. Hlavnimi produkty bakterialni fermentace jsou SCFAS (acetat-
produkovany zejména bifidobakteriemi, propionat a butyrat). Jsou to dilezité slouCeniny
ovliviiyjici zdravi hostitele (Koh et al. 2016). SCFAS hraji dulezitou roli v mechanismu
odpovédnému za inhibici enteropatogent snizenim pH v GIT (Mohanty 2018). Jsou klicové
pfi prevenci a 1é€bé metabolického syndromu, poruch stiev a rakoviny, ochrané pied obezitou
indukovanou dietou a regulaci sttevnich hormont nebo pozitivni u¢inek na 1écbu ulcerdzni
kolitidy, Crohnovy choroby a priijmu souvisejiciho s antibiotiky a obezitou (Miguez et al.
2016). Diky SCFASs dochazi ke snizeni produkce hnilobnych sloucenin, jako jsou amoniak,
fenol, indol a mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem (Holscher et al. 2015).

Urcit, které latky mohou byt prebiotikum je slozité. K dispozici jsou jak in vitro, tak in
vivo metody. Dulezité je, aby diky produktu rostlo definované rozmezi mikroorganismi
(bifidobakterie, laktobacily) produkujicich naptiklad SCFASs. Jestlize se jednd o selektivni
latku, dojde krozsifeni konkrétnich mikroorganismtii oproti kontrole a Kk celkovému
pozitivnimu zdravotnimu uc¢inku. Pokud se vsak na tvorbé SCFAS podileji patogenni
mikroorganismy, které se rozmnozi a u hostitele dojde k negativnim vysledkim, potélatku
nelze nazvat prebiotikem. Zatazeni vlakniny jako prebiotikum je komplikovano skutecnosti,
ze vlaknina z potravy muze byt prebiotikem u jednoho hostitele, ale ne u druhého (Gibson et
al. 2017).
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Prebiotika by po poziti neméla ve stfevni mikrobioté lidi zpiisobovat problémy
S plynatosti. I zde musi byt jejich fermentace selektivni a pfednostné zahrnovat rody, které
netvori plyny [napt. Clostridium plyny tvofi (Silhankova 2002)].

Substraty, které ovliviiuji slozeni mikrobioty prostiednictvim mechanismi, které
nezahrnuji selektivni vyuziti hostitelskymi mikroorganismy, nejsou prebiotika viz
Obrazek ¢. 7. Mezi tyto substraty patii antibiotika, mineraly, vitaminy, které nejsou rustovymi
substraty, prestoze by jejich pfijem mohl zménit mikrobiotiku a metabolické slozeni (Gibson
etal. 2017).

Nejcastéji konzumovand prebiotika jsou FOS, GOS, inulin, laktuléza a oligosacharidy
matefského mléka (OMM). Seznam potencialnich prebiotik stile roste, prestoze dikazy
o nich, obzvlasté¢ u lidi, nejsou prozatim tak dobfe znamy jako u FOS a GOS. Ncktera
prebiotika jsou jiz komerén¢ dostupnd, ale tfada dalSich je v pocateénim stadiu vyvoje
(Belorkar & Gupta 2016; Miguez et al. 2016). Kromé& toho substrat, ktery se kvalifikuje jako
prebiotikum, muize také zéaviset na cilovém misté. Naptiklad xylitol lze povazovat za
prebiotikum v Ustni dutiné, ale jinde v téle se ukazalo, ze prebiotikem neni (Roberfroid et al.
2010). Na Obrazku ¢. 7 je diagram latek dé€lici se na prebiotika a neprebiotiké latky, které
ovliviiuji mikrobiom. CLA je konjugovana kyselina linolova, ktera je obsazena v Cerveném
mase a mléénych vyrobcich (Tvrzicka a kol. 2007). PUFA je pouzivana anglicka znacka pro
polynenasycené mastné kyseliny. PUFA délime na omega-3 a omega-6 (Nevrla & Matéjova
2015). MOS jsou mananooligosacharidy izolovany 2z bunéénych stén kvasinek
Saccharomyces cerevisce. Pouzivaji se piedevsim jako dopliky stravy pro zvifata, vétSinou
u ryb (Gelibolu et al. 2018). Zkratka XOS je pro xylooligosacharidy. Vyrabi se enzymatickou
hydrolyzou pomoci endoxylanasy z polysacharidu xylan, ktery je extrahovan vétSinou
Z kukufice (Gibson a kol. 2004).

Selektivni vyuziti mikroorganismem Latky pusobici na
hostitele mikrobiom
Prebiotika Neprebiotické

& "\ Vidknina A ¥

Oligosacharidy Snadno Hiire : S
CLAaPUFA lidského miéka : fermentovatelna fermentovatelna Proteiny a tuky Probiotika
___________________________________________________ v
Fenoly a e .
OLIGOSACHARIDY ot Antibiotika Vitaminy
napf. FOS, Inulin, fytochemikalie
GOS, MOS, X0S

Obrazek 7: RozliSeni toho, co je prebiotikum (upraveno podle Gibson et al. 2017)

23



3.3.3 Oligosacharidy

Dietni prebiotika, ktera jsou do znacné miry dokumentovana jako prospésna pro zdravi,
jsou nestravitelné oligosacharidy fruktany a galaktany (Rastal et al. 2015). ProtoZze jsou
nestravitelné, jsou k dispozici pro hydrolyzu hydrolytickymi enzymy v tlustém stfevé
a podporuji rist prospésnych bakterii pred ristem Skodlivych (Venter 2017). Oligosacharidy
slouzi jako vazebna mista pro toxiny enteropatogentl, které se diky tomu nenavdzou na stievni
sténu (Rudolfova & Curda 2005). Z fady experimentll je zfejmé, Ze jsou oligosacharidy
prednostné metabolizovany bifidobakteriemi (Roberfroid et al. 2010). Jsou to latky ze
slozenych cukri, které se skladaji z nékolika monosacharidovych jednotek (2—10). Jsou bézné
dostupné v rostlinnych slozkéch, ale 1 v zivoc¢isnych produktech (med a mléko). Mezi hlavni
zastupce patii GOS, FOS, inulin, IMO, OMM, so6jové-oligosacharidy (SOS), oligofruktoza
(0S), rafinéza a mnoho dal$ich (Venter 2017). Vazby ve FOS a GOS mohou byt snadno
degradovdny enzymy p-fruktanosidazy a p-galaktosiddzy, které jsou v bifidobakteriich
prevladajici. Zda se, ze tento rod také prednostné metabolizuje délku fetézce typickou pro
oligosacharidy.

3.3.3.1 Oligosacharidy matetského mléka — OMM

Mateiské mléko obsahuje komplex biologicko-aktivnich latek, jako jsou sacharidy
(zejména oligosacharidy), aminokyseliny, vitaminy, minerdly a dalsi esencialni ziviny, které
pozitivné ovliviiuji vyvoj stfevni mikrobioty béhem raného détstvi (Musilova 2015). Matetské
mléko obsahuje vice nez 100 riiznych sloucenin, které se li§i mezi matkami, béhem obdobi
kojeni a v obdobi pii pfed¢asném narozeni déti (Smilowitz et al. 2013). Nejvyssi koncentraci
OMM obsahuje kolostrum 20-25 g/1, poté jejich obsah klesa a pohybuje se v rozmezi 5-20 g/l
(Chaturvedi et al. 2001). OMM jsou zvlast¢ dulezit¢é pro vyvoj stievni mikroflory
novorozené¢ho ditéte. Prispivaji k vyvoji mozku, zlepSuji kognitivni funkce kojence. Diky
OMM se vyviji metabolicky a imunologicky systém, ktery ovlivituje zdravi pozdéji v Zivoté
(Gibson et al. 2017). OMM tvoii skupinu sloZitych glykanti, které jsou slozeny z péti
zakladnich stavebnich kament L-fukosy, D-glukosy, D-galaktosy, N-acetylglukosaminu
a N-acetylneuraminové kyseliny (kyseliny sialové) (German, 2008). Tyto glykany jsou odolné
viuci GIT traveni. Pro novorozené déti predstavuji prvni prebiotikum (Musilova 2015).
Uzivani matefského mléka obsahujicitho OMM jasné zvySuje podil Bifidobacteriaceae
a Bacteroidaceae (Canfora et al. 2015). Genomova sekvence prokazuje, Ze B. longum subsp.
infantis je jediny Bifidobacterium spp., ktery je schopen vyuzit celé OMM. Vyjima se velkym
mnozstvim gent glykosylhydrolasy (GH), které se podileji na enzymatickém zpracovani
OMM (Thomson et al. 2018). U dospé€lych ptevladaji zejména B. longum subsp. longum,
B. adolescentis a B. animalis subsp. lactis, avsak jim chybi mnoho enzymii nezbytnych pro
piimé ucinné vyuziti OMM (Gibson et al. 2017). OMM mohou zabraiiovat uchyceni patogent
na epitelovych bunkach stfeva, protoZe jsou umistény na slizni¢nich receptorech. Tento
mechanismus brani patogenlim pfilnout na slizni¢ni epitel kojence a zabrailuje rozvoji
onemocnéni (Musilova 2015). Na Obrazku €. 8 jsou popsané benefity OMM.
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Obrazek 8: Vliv oligosacharidi materského mléka (upraveno podle Bode, 2012)

3.3.3.2 Fruktooligosacharidy — FOS

FOS jsou pftirodni latky vyskytujici se v jednod€loznych, dvoudéloznych rostlinach
a zelenych fasach (Benkeblia 2013). Jedna se o vétvené ¢i linearni polymery D-fruktosy, které
jsou spojeny vazbou B-2,1 typ inulin nebo vazbou B-2,6 typ levan. Typ vazby zalezi na
enzymu pouZzitém pro syntézu. Enzymem pfi syntéze rostlinnych fruktani je casto sacharoza-
sacharoza fruktosyl transferaza (Kaur & Gupta 2002). FOS jsou latky s nizkym stupném
polymerace fruktozy, zatimco fruktany spadaji do kategorie vysSich polymerd (vice nez 10
podjednotek) (Yun1996; Pontis 1999). FOS a jejich u¢inek na bifidobakterie jsou dnes velice
dobfe zdokumentovany a jsou povazovany za dilezité prebiotické substraty (Gibson et al.
2010). Tyto latky jsou hojné¢ pouzivané v potravinaiském a farmaceutickém pramyslu.
Pouzivaji se pro zlepseni absorpce minerald v téle (Lopez et al. 2010). Maji antioxidacni
a hepatoochranné funkce (Chen et al. 2011). Pfimym pusobenim na buﬁky indukuji
3-6 g/den FOS dochazi kredukci toxickych slozek a nezadou01ch enzymi ve streve
0 40-45 %. OvSem pramérna spotieba odpovida 0,8 g/den (Urgel & Orleans 2001).

Fermentace FOS je umoznéna hydrolytickym enzymem B-fruktofuranosiddza, ktery byl
popsan u n¢kolika druht Bifidobacterium jako napi. B. adolescentis, B. breve a B. animalis
subsp. laris (Ehrmann et al. 2003, Ryan et al. 2005).
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FOS Mohou byt rozdéleny do tii hlavnich typi: inulinova skupina, levanova skupina
(chemicka struktura viz Obrazek ¢. 9) a rozvétvena skupina.

Obrazek 9: Glukofruktan levanového typu (www.vscht.cz, CHEMIE
POTRAVIN - cviceni SACHARIDY)

3.3.3.2.1 Inulin

Inulin fadime do jednoduchych FOS. Je slozen z linearniho fetézce fruktézovymi
zbytky vazanych na B-2,1. Tento fetézec fruktofuranos je zakonéen D-glukosou (Benkeblia
2013) viz Obrazek €. 10. Inulin je tvofen 97 % fruktdzy a 3 % glukézy. Jedna se o bezbarvou
latku mikrokrystalické struktury, kterd se dobife rozpousti v horké vodé€. Neni Stépen
amylozou, a tak jej zivociSny organismus neumi vyuzit. Chova se jako rozpustna vlédknina
(Kaur & Gupta 2001).

CH,OH

OH

Obrazek 10: Chemicka struktura inulinu, F= frukéza, G=terminalni glukéza
Dostupné z (https://www.researchgate.net/)

V rostlinach se inulin vyskytuje jako zasobni polysacharid. Nalezneme ho napiiklad
Vv zelening, ovoci, lusténinach, ofesich apod. Nejvice je zastoupen v Cesneku, cibuli, chiestu,
¢ekance, jeruzalémském artyCoku, bananech, pSenici a porku (Kaur & Gupta 2002). Viz
Tabulka €. 2.
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Tabulka 2: Obsah inulinu v nékterych rostlinach (g/100 g) (upraveno podle Ebringer,

2002)

Druh ovoce/ zelenina

Obsah inulinu g/ 100g

Cibule 27
Cesnek 9-16
Porek 3-10
Artycok 3-10
Cekanka (koien) 35-47
Topinambur (hliza) 16 - 20
Chrest 4-18
Pampeliska 12-15
Banan 0,3-0,7
RyzZe 0,5-10
Jeémen 05-15
PSenice 1-4

V tadé¢ studii in vitro bylo prokazano, ze inulin selektivné podporuje rist bifidobakterii
(a v mensim rozsahu i laktobacilll) na tkor patogennich bakterii (Gibson et al. 2010). Gibson
a Wang zkousSeli v roce 1994 experiment, kdy porovnavali fermentbailitu FOS a fruktani
s fadou referencnich sacharidd. Zjistili, ze bifidobakterie ptfednostné fermentovaly slozité
cukry a rozmnozovaly se, zatimco patogenni mikroorganismy jako napi. Escherichia coli
a Clostridium perfringens se vyskytovaly v nizké koncentraci a nefermentovaly FOS a inulin.
Dalsi studie potvrdily zvySenou schopnost bifidobakterii fermentovat tyto substraty ve
srovnani s glukézou (Kolida et al. 2002). Kaplan a Hutkins (2000) zkouseli selekci 28 bakterii
mléného kvaseni a bifidobakterii z hlediska jejich schopnosti fermentovat inulin
a oligofruktézu na agaru. Celkem 12 z 16 laktobacilti a 7 z 8 bifidobakterii bylo schopno
fermentovat substraty (Kolida et al. 2002).

Gibsona et al. (1995) zkouSel 45denni pokus zaméfen na selektivni stimulaci
bifidobakterii inulinem a oligofruktézou na 8 dospélych muzich. Testovanym jedinciim byla
pfisné kontrolovana strava. Nejprve denné konzumovali 15 g sachardzy za prvni dva tydny.
Nisledujici dva tydny byla sachar6za zamnénéna za 15 g oligofruktézy na den. Ctyfem z nich
pak bylo po dalsi dva tydny podavéano 15 g inulinu/den. Experiment ukdzal, Ze ptijem inulinu
1 oligofruktozy stimuloval rozvoj bifidobakterii, které se staly pocetné nejzastoupenéjSim
druhem. Zatimco byl zredukovan pocet bakterii rodu Bacteroides, klostridii, fusobakterii
a gramnegativnich koki. Tento prebioticky efekt trval pouze po dobu konzumace prebiotik
(Kolida et al. 2002). Existuje nékolik studii na odliSnych kontinentech svéta, kde maji
obyvatelé odliSné zastoupni mikrobioty. V téchto testech byl zkouman jen samotny inulin.
Pozoruhodnym vysledkem bylo, Ze u vSech testovanych jedinct inulin vykazoval vzdy
prebioticky ucinek — byl zvysen pocet bifidobakterii (Gibson et al. 2010).
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Inulin se pouziva v potravinaistvi jako ndhrada za jednoduchy cukr ¢i tuk, aby bylo
dosazeno snizeni energetické hodnoty daného vyrobku. Nalezneme ho naptiklad v mrazenych
krémech, kde inulin ovliviiuje stabilitu vyrobku. V mlécnych vyrobcich anebo cukrovinkach
(Niness 1999). M4 nizkou energetickou hodnotu 1,5 kcal kvili nestravitelnosti v organismu
(Nyman 2002). Studie prokazaly, ze mnozstvi 5 g inulinu na den je dobfe tolerovano
zdravymi lidmi. Toto mnozstvi nezpusobuje nadymani (Ripoll et al. 2010)

3.3.3.3 Galaktooligosacharidy — GOS

GOS jsou latky zivoc¢isného puvodu. Jedna se o oligomery galaktozy spojené
s koncem glukoézy nebo galaktézy viz Obrazek ¢. 11. Primyslové se vyrabé&ji z vysoce
koncentrovaného roztoku laktdzy, ktery se ziskava z kravského mléka transgalaktosylaci
hydrolazovym enzymem [-galaktosidaza (Playne & Crittenden 1996).

Q Galaktoza

Laktoza

/I;:}alakmsidéza

Galaktooligosacharid

Obrazek 11: Schéma GOS (upraveno podle: Whisner C. M. and Weaver C. M; 2013)

GOS maji pfiznivé ucinky na zdravi. Napomahaji absorpci hoi¢iku a vapniku (Chonan
et al. 1996, Van den Heuvel et al. 2000). Stimuluji imunitni systém (Vulevic et al. 2008).
V roce 1993 byla poprvé popsana schopnost GOS provadét zmény v mikrobioté lidského
sttevniho traktu (Ito et al. 1993). Pomahaji k inhibici patogent ve stieve, které se na GOS
navazou (Sinclair et al. 2009; Tzortzis et al. 2005). Pouzivaji se pii syndromu drazdivého
tracniku a zabranuji prajmu (Drakoularakou et al. 2010). Nékolik studii prokazalo, ze davka
5-15 g GOS na den by méla zmirnit symptomy spojené se zacpou, piedevsim u dospélych
a starSich lidi (Niittynen et al. 2007).

Vroce 2010 byl proveden experiment, kdy Davis L.M.G a spol. zkousel GOS
v zévislosti na ddvce na stievni mikrobiotu zdravych dospélych jedinct. K testovani bylo
pouzito 18 zdravych dospélych jedincil, ktefi konzumovali Zvykaci cukrovinky obohacené
pravé o GOS. Bylo pouzito nejdiive 2,5 g GOS, kdy zvySena hladina bifidobakterii nebyla
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statisticky vyznamna. Poté se davka zvysila na 5 g GOS, zde uz doslo k vyraznéjSimu zvyseni
poctu bifidobakterii. Posledni zvySend davka 10 g GOS uz k dalsimu zvyseni bifidobakterii
nevedla. V tomto pokusu byly potvrzeny vyznamné bifidogenni vlastnosti GOS, které po
preruseni jejich konzumace vymizely. Udaje ziskané v této studii naznacuji, Ze bifidogenni
ucinek prebiotického potravinového produktu je ovlivnén davkou. Davis L.M.G a spol.
(2010), uvadi, ze minimalni davka 5 g GOS za den vyvolalo vyznamné zmény ve stievni
mikrobioté u zdravych lidskych dospélych, zejména zvySenim poctu bifidobakterii. Jako
nezadouci efekt respondenti uvedli nadymavé ucinky GOS.

GOS se hojn€ pouzivaji v potravinaiském primyslu. Disponuji vysokou rozpustnosti,
vy$$i molekuldrni hmotnostni nez monosacharidy, které zvysuji viskozitu findlnitho vyrobku
(Torres set al. 2010). Ovliviiuji bod tuhnuti, diky tomu se pouzivaji do mrazenych vyrobk.
Maji schopnost snizovat aktivitu vody navazanim na své molekuly, tim se zabrani ptipadné
bakterialni kontaminaci (Rudolfova & Curda 2005). Vyuzivaji se jako sladidla dosahuji
30-60% sladivosti sachar6zy. Najdeme je napiiklad ve fermentovanych mlé¢nych vyrobcich,
dzemech, napojich (hlavné dzusech), cukrovinkach, pekarenskych vyrobcich atd. Diky tomu,
ze nejsou GOS Stépeny travicimi enzymy, nezplsobuji rozvoj zubnich kazl a jejich vliv na
postprandidlni glykémii je zanedbatelny. Jsou ptidavany s FOS do mléénych néhrazek pro
kojence v poméru 6 - 7,2 g GOS/l a 0,6 - 0,8 g FOS/I (Torres set al. 2010).

3.3.4 Prebiotika odvozena od Skrobu

Skrob je vyznamny polysacharid, ukladajici se v zasobnich orgénech rostlin v podobé
skrobovych zrn. Skrobova zrna jsou unikatni pro kazdy druh rostliny. Maji rozdilny vng&jsi
vzhled, chemickou strukturu, vlastnosti. Na Obrazku ¢. 12 jsou obrazky chemickych struktur
latek, z kterych se sklada skrob. Hlavnimi slozkami $krobu jsou dva a-D-glukany: linearni
amylosa s o-D(1,4) a rozvétveny amylopektin s o-D(1,4) a s a-D(1,6) vazbami
(Sarka a kol. 2013).

amylosa

o- 1.4- glykosidicka vazba

H,COH / H,COH \ H,COH HZCOHO HZCOHO HZCOHO
OH OH OH OH OH OH
H HO 0] 0 OH
"o OH © OH © OI—? OH OH / OH

a - 1,6- glykosidicka vazba ‘

o - 1,4- glykosidicka vazba

H,COH H,COH HC
0, Q,
OH OH OH
HO o] 0] OH
OH OH OH

Obrazek 12: Chemicka struktura amylopektinu a amylosy
(upraveno z http://www.biologydiscussion.com/
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Skrob se vyuzivd v potravinafském, papirenském, textilnim a farmaceutickém
primyslu. Je studovan i jako pomocnd liatka v novych formulach 1€kd s postupnym
uvoliiovanim (Sarka a kol. 2013).

Podle trovné stravitelnosti mtizeme Skrob rozd¢lit do 3 kategorii:

- rychle stravitelny Skrob (rapidly digestible starch — RDS)

-pomalu stravitelny skrob (slowly digestible starch — SDS)

-rezistentni §krob (resistant starch — RS) (Englyst et al. 1992).

Na Obrazku ¢. 13 je zobrazena struktura Skrobu: A — zakladni fetézec amylopektinu;
B — organizace amorfnich a krystalickych oblasti (struktur, které pfispivaji k vytvareni
Hrustovych kruhi®); C — orientace molekul amylopektinu v prifezu granule; D — struktura
dvojité Sroubovice ze sousednich fetézcl. Typy Fetézce — (1.) vytvaii hustsi krystaly (vétSina
obilovin), (2.) vytvafi oteviengjsi hydratované hexagonalni krystaly (banany a nékteré hlizy
véetné brambor), (3.) kombinace typu 1 a 2 (hrach a fazole).

B
|
.-I .I ‘ ‘ L} ﬁ]_'l-_
AN I 4 2! amorfi
o t.\ . oblasti
‘ ‘ T 1. typ fetézce k{;:j}h
P\ |
| B 7 ot S
| - 2. typrfetézce —— C g
1 ) } 1 = krystalicke
. , " oblasti
P
- 3. typ fetézce
& redukyici
konec
4
S ¢ hilum |
— T 6 jednotek
s ; 2

‘:-.

a-1.6 vazba

Obrazek 13: Struktura skrobu (upraveno z http://www1.Isbu.ac.uk)
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3.3.4.1 Rezistentni $krob

Rezistetni Skrob je nestravitelna ¢ast Skrobu, kterd nepodléhd enzymatické hydrolyze
amyldzou. RS neni v tenkém stfevé do 120 min traven a bez poruSeni pokracuje dal
do tlustého stfeva, kde dojde k jeho fermentaci mikroogranismy a vzniku SCFAs viz Obrazek
¢. 14. Dalsimi produkty fermentace jsou plyny (hlavné H2, CO2 a CH4), laktat a sukcinat
(Englyst & Cummings 1986).

mastné kyseliny
rezistetni Skrob, fruktany, *:e't‘::z‘:nm
fruktoligosacharidy_ fermentace - acetat
- propiat
= butyrat

"™

tenké stievo tlusté stievo

Obrazek 14: Rezistentni $krob- diagram (upraveno
z www.https://www.thehealthygrain.com)

RS je nerozpustny ve vodé. Ma vysokou tepelnou odolnost a nizkou schopnost
zadrzovat vodu (Zhou et al. 2014).

RS ma velky vyznam pfi snizeni vyskytu stfevnich chorob. Snizuje inzulinové odezvy
a index glykémie a dokonce zvySuje mnozstvi prospéSnych bakterii a zlepSuje absorpci
minerali (Zaman & Sarbini 2016). Dle vyzkumi se jedna o dobry substrat pro produkci
butyratu, ktery muze ménit hladinu mikroRNA (miRNA) v bunkach kolorektalniho
karcinomu. Tim dochazi ke sniZeni rizika rakoviny tlustého stieva spojeného s nadmérnou
stravou ¢erveného masa (Humphreys et al. 2014).

Hlavni surovinou pro pfipravu RS jsou Skroby s vysokym obsahem amyl6zy. Napf.
kukuti¢ny Skrob, zrna skrobu s vétsi primérnou velikosti, jako jsou brambory a fazole, které
maji nizsi rychlost hydrolyzy (Eerlingen 1993). Genetickou modifikaci vznikly Kkultivary
s vysokym obsahem RS v hlavnich obilovinach, jako je ryze, kukufice a pSenice (Kim et al.
2005).

Z hlediska vyzivy RS miizeme rozd¢lit do 5 kategorii:

RS1 — fyzikalné neptistupny Skrob, nelze enzymaticky hydrolyzovat kvuli bariérovému
ucinku bunécnych stén. Nachazi se ve fazolich, seminkéch.

RS2 — nativni $krob obsazeny ve Skrobovych zrnech, vztahuji se pfimo na pfirodni
rezistentni Skrobové granule, jako je syrovy bramborovy, bananovy skrob a kukufi¢ny skrob.

RS3 - retrogradovany Skrob, je obtizné hydrolyzovatelny amylazou kvili jeho
krystalizaci vytvoifené béhem chlazeni a skladovani po zelatinizaci (Englyst & Cummings
1985). Skrob je nejprve zmazovatély, poté je amylosa nasledkem zmazovaténi uvolnéna do
roztoku jako ndhodné uspotfadané Sroubovice. Po ochlazeni dojde ke vzniku dvojitych
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Sroubovic. Tyto dvojSroubovice vytvareji hexagonalni krystalickou strukturu, ktera brani
piistupnosti o-amylasy ke glykosidovym vazbam (Sarka a kol. 2013).

RS4 - chemicky modifikovany Skrob, jedna se o karboxymethylSkrob a zesitovany
Skrob, ktery ma rezistenci vac¢i enzymatické hydrolyze v disledku zmény své ptivodni
molekularni struktury (Englyst et al. 1992).

RS5 - komplex amyloézy a lipidi vznikajici do spirdlové struktury, kterou je obtizné
stravit (Haenen et al. 2013).

Se zlepSenim zivotni Grovné lidi se klade diraz na kvalitni jidlo. Dietni vlaknina je
povazovana jako mimofadné dilezitda surovina. VSechny zemé po celém svété maji piisné
ptedpisy pro piijem vlakniny kazdy den. Jako novy typ potravinaiské piidatné latky ma RS
fyziologickou funkci vldkniny z potravy a dalsi vyhody, které vlaknina z potravin nema
(Homayouni et al. 2014). Doporu¢eny denni ptijem RS je v Ceské republice stanoven na 5g
(Sarka a kol. 2013). Jeho zékladni vlastnosti jsou podobné bé&znému $krobu a neovliviiuji
chut,, strukturu a smyslové hodnoceni jidla (Homayouni et al. 2014).

3.3.4.2 Dextrin

Dextrin je nizkomolekularni uhlovodik, ktery vznikl §t€penim polysacharidu — Skrobu
nebo glykogenu. Chemicky se jedna o polymery glukozy odvozené od Skrobu s kratkym
fetézcem, spojené a-(1,4) nebo a-(1,6) glykosidickymi vazbami viz Obrazek ¢. 15. Dextrin
byl ¢astecné hydrolyzovany a modifikovany pomoci tepla za ptitomnosti kyselin, alkalickych
latek nebo latek ménicich hodnotu pH. Jedna se vétSinou o bily aZz naZloutly sypky prasek. Je
dobie rozpustitelny v teplé vod¢. Je nerozlozitelny v tenkém strevé (Ohkuma et al. 1997).
Obvykle se ptidava do napoju ke zvyseni viskozity (Marhal et al. 1999).

OH i OH -
(0)
o) o OH
HO 0 0
HO HO HO OH
OH L OH \"'0
/ N
a-1,4- glykosidicka vazba Dextrin a- 1,6- glvkosidicka vazba

Obrazek 15: Chemicka struktura dextrinu

3.3.4.2.1 Komer¢ni dextrin NUTRIOSE®

Firma Roquette vyrabi rezistentni dextriny pod komerénim ndzvem NUTRIOSE®,
kukutiéné s oznacenim FM ¢i pSeni¢né s oznacenim FB.

Vyrabi se zahiivanim Skrobu frakcionaénim krokem, pii kterém vznikaji nové
glykosidické vazby. Touto pfeménou se ze Skrobu stava vlaknina. Kromé typickych vazeb pro
Skrob (a-1,4) a (a-1,6), které jsou stravitelné, vytvaieji se také nestravitelné glykosidické
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vazby jako (o-1,2) nebo (a-1,3), které nemohou byt St€épeny enzymy v travicimtraktu
(Roturier et al. 2003; Roturier et al. 2006). Pti frakciona¢nim kroku se snizuje polydisperzita
distribuce molekulové hmotnosti a zajistuje vysoky obsah vlakniny. Dalsi kroky cisténi a
suSeni rozprasovanim poskytuji obsah mono- a disacharidii pod 0,5 % v suSin€ s pomérem
vlaken 85 % pro NUTRIOSE® 06 (Gordon et al. 2002). Proto je NUTRIOSE® gluk6zovy
polymer pfirodniho piivodu, zcela rozpustny ve studené vod¢é bez vyvolani viskozity nebo
zmény chuti. Podrobné slozeni NUTRIOSE® na str. 39 v Tabulce €. 6.
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4.  Metodika
4.1 Priprava bakterialnich kultur pro pokus

Cilem laboratorniho experimetu této bakalaiské prace bylo zjistit schopnost utilizace
redukujicich dextrinii riznymi kmeny bifidobakterii. Substraty s pozitivnim vysledkem
metabolizace danymi kmeny by mohly byt pouzity jako potencialni prebiotika.

4.1.1 Puvod bakterialnich kultur

K pokusu bylo vybrano pies 80 divokych kment rodu Bifidobacterium izolovanych
Z lidské stolice. Fekalni vzorky byly od lidi s odliSnymi stravovacimi navyky a rozdilnym
stafim. Do vyzkumu byly zapojeny osoby na konvecni dieté a vegetariani. Kojenci ve véku
1-2 mésica, africti kojenci a déti s PEG vyvodem (endoskopicky zalozeny umély vstup do
zaludku pro podani vyzivy). Déti s PEG vyvodem musely mit zavedenou sondu kvuli
psychickym obtizim nebo z divodu zranéni, nevyskytovalo se u nich zadné onemocnéni
travicitho traktu. Podrobnéjs$i informace k pivodu kmend jsou uvedeny na str. 67-69
v tabulkéch 11-13. Tyto vzorky pochazeji ze sbirky doc. Ing. Véry Neuzil BuneSové, Ph.D.
a Ing. Nikol Modrackové, Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (KMVD). Jako kontrola
byly pouzity referen¢ni a typové kmeny z némecké a americké sbirky mikroorganizm, které
jsou k dispozici na KMVD Tabulka ¢. 3.

Tabulka 3: Seznam sbirkovych kmenii

Kod kmene Izolovano z Druh

DSM 20083  stfevo dospé€lého Bifidobacterium adolescentis
DSM 20098  stolice dospély covek Bifidobacterium angulatum
ATCC 15700 strevo kojence Bifidobacterium breve

DSM 20082  stievo dospe€lého Bifidobacterium bifidum
DSM 20215  stfevo dospé€lého Bifidobacterium bifidum
DSM 20456  stolice kojené dité Bifidobacterium bifidum
DSM 16992  stolice dospély ¢lovék  Bifidobacterium catenulatum
ATCC 17930 stolice kojené dité Bifidobacterium longum
DSM 20219  stfevo dospé€lého Bifidobacterium longum
DSM 20088  stievo kojence Bifidobacterium longum
DSM 20438  stolice kojené dit¢ Bifidobacterium pseuodocatenulatum
DSM 20093  stfevo dospélého Bifidobacterium gallicum
DSM 20093  stfevo dospélého Bifidobacterium gallicum
ATTC 29521 stolice kojené dité Bifidobacterium bifidum
DSM 20090  stfevo kojence Bifidobacterium longum
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4.1.2 Kultivace

Ke spravnému provedeni pokusu bylo dilezité u vSech testovanych bifidobakterii ovétit
jejich rodovou a druhovou identitu. Nejdiive doSlo k rozmrazeni zasobnich kultur vzorkt
uchovavanych v -20 °C s 30% obsahem glycerolu a naslednému pieockovani (0,5 ml) téchto
testovanych kultur do penicilinovych lahvi¢ek, v nichz bylo anaerobné piipravené WSP
médium (10 ml, Wilkins-Chalgren broth s ptidavkem sojového peptonu, cysteinu a tweenu),
které bylo pfedem pfipraveno. Pfesné slozeni média je uvedeno v Tabulce €. 4.

Obrazek 16: Penicilinové lahvi¢ky s kultivaénim médiem

4.1.3 Postup pripravy média

Wilkins-Chalgren médium (broth) je zakladni kultiva¢ni tekuté médium pro anaerobni
bakterie od znacky Oxoid. Na Katedfe mikrobiologie, vyzivy a dietetiky se pouZziva jako
modifikované, tedy vylepsené o nize uvedené komponenty.

Tabulka 4: SloZeni Wilkins-Chalgren média

Médium Podminky kultivace SloZeni selektivniho média na
1000 ml
Modifikované Wilkins- | 48 h, anaerobni, pii 37 °C 1 I demineralizované vody,
Chalgren médium (WSP) 33 g Wilkins-Chalgren bujonu,

5 g GMO - sojového peptonu,
0,5 g L-cysteinu,
1 ml tweenu 80
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Jednotlivé slozky byly zvazeny a postupné ptidany do konické Erlenmeyerovy banky.
Obsah byl fadn¢ promichan. Poté se namichana suspenze dala vafit na 10 minut do vodni
lazné. Po provareni bylo davkovano 10 ml média do penicilinovych lahvi¢ek. Lahvicky se
vlozily do vodni lazné¢ pii 100 °C. Po vyndani se vSechny penicilinové tuby ,,probublaly*
oxidem uhli¢itym, aby bylo dosazeno anacrobniho prostiedi, které je potiebné pro rist
bifidobakterii a dalSich anaerobii. Poté byly lahvicky uzavieny gumovou zatkou. Na zaveér
byla aplikovana hlinikova krytka pro udrZeni anaerobnich podminek. VSechny penicilinové
lahvicky byly vlozeny do autoklavu a sterilovany.

4.1.4 Kontrola Cistoty a morfologie

Z narostlé kultury byla, pomoci injek¢ni stiikacky,odebranamala ¢ast vzorku, ktera se
pfenesla na podlozni sklicko. Kapka vzorku se co nejrychleji piikryla krycim sklickem
a nasledné byla prohlédnuta morfologie bakteriii pod svételnym mikroskopem s fazovym
kontrastem. Kontrola pod mikroskopem byla dilezita, nebot’ bylo tfeba vyloucit kontaminaci
jinymi mikroorganismy.

Jestlize se jedna o Cistou Kkulturu, v mikroskopu se vyskytuji pleomorfni tycinky
bifidobakterii. Tyto bakterie maji pravidelny Sstihly tvar, jde o dlouhé tycky s riznym
zakoncenim nebo vétvenim. Jsou nepohyblivé, nesporolujici. Builkky se mohou vyskytovat
jednotlivé nebo tvofit takzvané agregaty. Pokud se objevuji koky, laktobacily nebo jiné rody
s bifidobakteriemi dohromady, nejedna se o Cistou kulturu. Tento vzoreknelze pouzit a je
potteba ho vytadit.

4.1.4.1 Barveni podle Grama

U vybranych kmend byla provedena technika ptipravy fixovaného praparatu, tzv.
barveni podle Grama. Jedna se o diagnostickou metodu, ktera odlisi od sebe dva typy bakterii,
a to gram pozitivni (+) a gram negativni (-) bakterie. Tato metoda je zaloZzena na odliSném
slozeni bakteridlni stény mikroorganismu.

Gramovo barveni bylo zahdjeno prenosem bakteridlni suspenze injek¢ni stfikackou ze
zkumavky na podlozni sklicko. Bakterialni klickou byla kapka na sklicku rozetfena, aby
vrstva tekutiny byla tenkd. Fixace preparatu probchla suSenim na vzduchu. Tato metoda
schnuti je k bakteriim Setrnéj$i, nebot’ nemiZze dojit k jejich poSkozeni jako pii fixaci
plamenem.

Prvni byla pouZita krystalova violet. Violet' se navdzala na nitrobunééné struktury G+
a G- a zbarvila fixované kultury do fialova. Po 60 sekundach bylo pfebyte¢né barvivo smyto
vodou.

Poté byl aplikovan Lugoliv roztok na 60 sekund a nésledné byl smyt vodou. Lugoliv
roztok zajistil fixaci obarveni a vytvofil se komplex barviva sjodem. Komplex barviva
s jodem ziistane ve vicevrstvé mureinové struktuie bunécné stény grampozitivni bakterie i po
odbarveni. Naproti tomu u gramnegativnich bakterii dojde k uvolnéni komplexu po pouziti
odbarvovaciho roztoku.
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Na sklicku se vytvotil tmaveé modry povlak, ktery byl odbarven nad umyvadlem pomoci
etanolu. Etanol narus$il bunécnou sténu bakterii. Kvili nizkému obsahu peptidoglykanti
V bunécné stén¢ se odbarvily jen G- bakterie a G+ zistaly fialové. Doslo k dal§imu omyti
vodou.

Poslednim krokem bylo obarveni prepardtu karbofuchsinem, kteryzbarvil
G- bakterie do ¢ervena. Skli¢ko bylo naposledy omyto pod vodou a nechalo se uschnout.

Na misto, které mélo byt zkontrolovano, byl aplikovan imerzni olej
a probéhlo prohlédnuti pod svételny mikroskop pii zvétSeni 100x. Pod mikroskopem bylo
mozné pozorovat modrofialoveé zbarevné pleomorfni ty¢inky. Tim doslo k potvrzeni, Ze se
jedna o Bifidobacterium, které patii do G+ bakterii. Pokus je zobrazen na Obrazku ¢. 17.

KEY
. Krystalova
violet’

M J6a
[] Akohot

. Fuchsin

Gram pozitivni

Gram negativni

© Aplikace € Aplikace jodu © Myti alkoholem @ Aplikace fuchsinu
krystalové violet'i (odbarveni)
| (fialové zabarveni)

Obrazek 17: Schéma Gramova zbarveni, (dostupné z laboratoryinfo.com/gram-staining-
principle-procedure-interpretation-and-animation/)

Po prohlédnuti bylo do ampulek odméteno 6 ml bifipufru s glycerolem, aby mohl byt
vzorek zamraZen bez poruSeni bakteridlni suspenze. Bifidokulutry bylo potfeba zamrazit
z divodu realizace pokusu, ktery probihal déle. VSechny narostlé kultury, které proSly
prohlidkou pod mikroskopem, byly znovu pieockovany. Poté byly kultury identifikovany
pomoci hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF MS.

4.2 Ovéreni identity vybranych bifidobakterii pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF MS

Do Eppendorfovy zkumavky o objemu 1,5 ml byl odméfen 1 ml narostlého
bakterialniho kmene z kultivaéniho média Wilkins-Chalgren broth. Mikrozkumavky byly
vlozeny do centrifugy na 3 minuty a pfi 14 500 otackach za minutu sto¢eny. V Eppendorfové
zkumavce (1,5 ml) se na dné usadil sediment bakterii tzv. peleta.

Veskery supernatan, ktery byl tvofen médiem byl odstranén. K peleté bylo ptidéano
0,5 ml 70% etanolu kvilli fixaci bun€k. Suspenze byla primarné promichana pomoci $picky
pipety. K sekundarnimu promichani byla pouzita tfepacka Vortex. Takto promichanid smés
byla opét vlozena do centrifugy a sto¢ena po dobu 2 minut pii stejnych otac¢kach.
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Znovu doslo k usazeni pelety na dn¢ mikrozkumavky a naslednému vyliti supernatantu.
Pomoci pipety byly odsany zbytky etanolu okolo peletya 10 minut se vzorek nechalschnout
na vzduchu.

Po deseti minutach bylo do Eppendorfovy zkumavky pfidano 20 pl 70% kyseliny
mravenci.

Opét byla suspenze promichana nejdiive pomoci $pi¢ky pipety a poté na tiepacce. Po
promiseni bylo pfidano 20 pl acetonitrilu a na tfepacce se smés homogenizovala. Kyselina
mravenci spolu s acetonitrilem slouzi k poruseni buiiky a vyliti ribozomalniho proteinu.

Po homogenizaci byly mikrozkumavky vlozeny naposled do centrifugy. Po stoceni
zkumavek, byl pouzit supernatant. Byl odebran 1 pl vzorku, ktery byl aplikovan na MALDI
desticku (ve dvou kopiich). Poté se pockalo na zaschnuti vzorku a byla nanesena matrice
(Bruker). Poté byl vzorek analyzovan.

4.3 Testovani rustu na dextrinech a §krobu
4.3.1 Prehled testovanych substrati

Cilem bylo otestovat rust bifidobakterii na riznych zdrojich uhliku na bazi Skrobu.
Byly pouzity tyto substraty:

Tabulka 5: Seznam pouZitych substratu

rezistentni dextrin FM 06 (kukufi¢ny)

rezistentni dextrin FM 10 (kukufi¢ny)

rezistentni dextrin FB 06 (pSenicny)

rezistentni dextrin FB 10 (pSeni¢ny)

dextrin

kukufi¢ny Skrob

pSenicny skrob

glukoza (kontrola)
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Rezistentni dextriny byly od firmy Roquette s obchodnim ozna¢enim NUTRIOSE®.
Jednotlivé vzorky byly odlisné v procentudlnim zastoupeni vldkniny, poctu monosacharidii
a disacharid. Detalnéjsi specifikace viz Tabulka ¢. 6. Dale byl pouzit skrob kukufi¢ny
a pSenicny. Glukoéza byla pouzita jako pozitivni kontrola (ovéteni pouzitych eseji).

Vsechny uvedené substraty byly testovany pomoci dvou raznych mikrobidlnich eseji
a to - rast v mikrotitracni desticce a rtist ve velkém objemu v penicilinovych lahvickach.

Tabulka 6: SloZeni NUTRIOSE®

FM FM FB FB

06 — kuk. 10 — kuk. 06 — psen. 10 — pSen.
Celkovy  obsah  vlakniny 85 % 75 % 85 % 75 %
v susing
Obsah susiny cca 96 % cca 96 % cca 96 % cca 96 %
Mono + disacharidy 05% max. 15% max. 0.5% max. 15 % max.
Redukujici cukry (%) 2-5 8-12 2-5 8-12
Ekvivalent dextrosy 3-5 10 3-5 10
Viskozita pfi 20°C (mPa.s) +1500 +600 +1500 +600
60% vodny roztok

4.3.1.1 Testovani mikrotitracni metodou
Pro tuto metodu bylo pouzito médium API 50 CH pfipravené podle instrukci vyrobce

(bioM¢ériux). VySe uvedené testované substraty byly testovany v koncentraci 1 g/l. Ptiprava
média a postup testovani je popsan nize.

4.3.1.1.1 Piiprava modifikovaného API SOCH média pro testovani v mikrotitracnich
destickach

Tabulka 7: SloZeni API 50CH média

Médium Podminky kultivace SloZeni selektivniho média na 1000 ml

API 50CH médium | 48 h, anaerobni, pi1 37 °C | 1 1 demineralizované vody,

10 g polypeptonu,

5 g kvasnicového extraktu,

1 ml tweenu 80,

2 g fosfore€nanu draselného,

5 g octanu sodného,

2 g citratu amonného,

0,2 g siranu hoiecnatého,

0,05 g siranu manganat¢ho,
0,012 mg bromkresolové violeti,
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Podle receptury vyrobce Biomériux (Francie) bylo pfipraveno zdkladni médium bez
zdroje uhliku, které bylo posléze obohaceno o 1 g urcitého testovaného substratu-uhliku.
Ptesné slozeni média viz tabulka ¢. 7. Jednotlivé slozky byly navazeny a postupné ptidavany
do konické Erlenmeyerovy banky za stdlého michani. Nasledné byla namichana suspenze
vloZena na 10 minut do varné 1dzn¢, aby doslo k rozpusténi latek. Kazda navafend varianta
byla ptelita do 250 ml lahvicek, které byly oznaceny danym typem média. Lahvicky se
s obsahem vysterilovaly a tvofily zasobni roztok k pipetovani pro budouci pokus
v mikrotitracni desticce.

4.3.1.1.2 Postup testovani a vyhodnoceni

Pied zalozenim pokusu byly fixem nadepsany mikrotitraéni desticky. Desticka byla
slozena z jamek 12 x 8. Bylo testovano 6 kment na 7 substratech viz Obrazek ¢. 18.

Obrazek 18: Nadepsana mikrotita¢ni desticka

Do kazdé jamky bylo pipetovano 180 ul urcitého média, které bylo pfed pokusem
pfipraveno. Substratem byly: kukuficny a pSeni¢ni Skrob, rezistentni Skrob FB 06, FB 10,
FM 06, FM 10 a kontrolni médium, které neobsahovalo zadny ze zkoumanych preparatd, jen
barevny pH indikator pro porovnani zmény barvy pii vyhodnocovani.

Z Cerstvé narostlych kultur bylo asepticky injekéni stiikackou odebrano 1 ml do
Eppendorfovy zkumavky. Zkumavky byly sto¢eny na centrifuze 3 minuty pti 14 500 otdckach
za minutu. Supernatant, ktery vznikl po odstfedéni, byl odstranén. Bylo piidano 950 ul
bifipufru a pomoci Spicky na pipet€¢ doSlo k primdrnimu promichani suspenze a poté
k sekundarnimu promichani na tfepacce. Jednotlivé vzorky byly pak v mnozstvi 20 ul
pipetovany do nélezZité¢ nadepsanych jamek na mikrotitranich destickach. Vzdy kazdy vzorek
ve dvou kopiich.

Byl piipraven sacek s vyvijecem anaerobniho prostfedi (Thermo Scientific) k zajiSténi
anaerobnich podminek. Kazda mikrotitracni desticka byla do néj vloZena a uzaviena svorkou
na safek. Vzorek byl umistén do termostatu pii 37 °C a byl kultivovan 48 hodin.
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Po dvou dnech probéhlo vyhodnoceni pokusu viz Obrazek ¢. 19. Cilem vyhodnoceni
bylo porovnani zmény barvy v jamkach. Soucasti média byl pH indikator bromkresolova
violet. Pii okyseleni se méni fialové zbarveni na zluté. Pozitivné se tedy projevil ten vzorek
bifidokultury, u kterého doSlo k barevné zméné (zezloutnuti). To znamenalo, Ze¢ dané
bifidobakterie jsou schopny urcity substrat utilizovat. Celé vyhodnoceni tohoto pokus na str.
70-72 v Tabulkach ¢. 14-16.

Obrazek 19: Vyhodnocovani testu na mikrotitracni desticce

4.3.1.2 Testovani ve velkém objemu

Pro lep$i anaerobni podminky pokusu byly pouzity penicilinové lahvicky s navafenym
zakladnim médiem podle Pechar et al. (2014), které bylo obohaceno substratem o vyssi
koncentraci nez v experimentu v mikrotitracni desticce. Do testovani byla zafazena také
glukoza v koncentraci 2 g/l, ktera slouzila jako pozitivni kontrola pro rast bifidobakterii. Dale
byly pouzity lahvicky pro kontrolu bez zdroje uhliku jen spH indikatorem (negativni
kontrola).

Postup byl podobny jako v pfedchozim zkoumadni, avSak bez tfepani a odstfed’'ovéani
bifidobakterii.

4.3.1.3 Priprava zékladniho média testovani v lahvic¢kach (tzv. penicilinkach) podle Pechara
Kvili nedostacujicim vysledkiim z mikrotitracnich desti¢ek, které mohly byt
zapticinéné:
1) aerobnimi podminkami, zptsobujicimi stres a inaktivaci anaerobnich bifidobakterii
2) malym mnozstvim substratu (1 g/I)
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Bylo pfipraveno jiné zakladni médium obohacené o vétsi koncentraci substratt, které
bylo nésledné naddvkovano do penicilinovych lahvicek. Diky tomu se povedlo zajistit
striktnéjsi anaerobni podminky. Byla pouZita receptura podle publikace Pechar et al. (2014),
ktera byla modifikovdna a misto mucinu v receptuie byly pouzity nase testované substraty.

Tabulka 8:SloZeni Média podle Pechara

Médium Podminky kultivace SloZeni selektivniho média na
1000 ml
Médium podle Pechara 48 h, anaerobni, pti 37 °C | 1 | demineralizované vody
5 g tryptonu
5g peptonu

2,5 g kvasnicového extraktu
1 ml tweenu 80

0,25 g cysteine-hydrochloridu
0,1 g mupirocinu

15 g agaru

0,1 g bromkresolové violeti

Bylo pfipraveno zakladni médium bez zdroje uhliku, které bylo posléze obohaceno
0 10 g urcitého testovaného substratu-uhliku. Presné slozeni média viz tabulka ¢&. 8.
Jednotlivé slozky byly navazeny a postupné pridavany do konické Erlenmeyerovy banky za
stalého michani. Néasledné byla namichand suspenze vloZena na 10 minut do varné 1azné, aby
doslo k rozpusténi latek. Bylo nadavkovano 10 ml média do penicilinovych lahvicek. Tuby
byly zahiaty na 100 °C a probublany oxidem uhli¢itym k zaji§téni anaerobnich podminek.
Lahvi¢ky byly uzavieny gumovou zatkou, opatfené hlinikovym pliskem a vloZeny do
autoklavu ke sterilaci.

4.3.1.3.1 Postup testovani a vyhodnoceni

Z Cerstvé narostlych kultur bylo, pfi aseptickych podminkach, pieneseno pomoci
injekéni stfikacky 0,5 ml bakteridlni suspenze do penicilinovych lahvicek, které byly
nadepsané nalezitym typem substratu. Po naoc¢kovani vSech kultur byly vzorky vloZeny do
termostatu pti 37 °C na 48 hodin. Testovani bylo provedeno opét ve dvou kopiich.
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Po dvou dnech bylo mozno vyhodnotit vzorky. Opét se vyhodnoceni tykalo zmény
barvy oproti kontrolni lahvicce (negativni kontrola).

Obrazek 20: Porovnani zmetabolizovaného vzorku s kontrolou

Po vyhodnoceni zmény barvy, byla kazda lahvic¢ka oteviena a bylo zméteno pH pomoci
pH metru HI98100 Checker®Plus od znacky Hanna instruments. Naméfené hodnoty byly
zapsany k nalezitym testovanym vzorkim do sestavenych tabulek.

F

Obrazek 21: Méreni pH
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5. Vysledky

K vySe popsanému experimentu bylo ptivodné vybrano 96 kmeni bifidobakterii. Toto
Cislo se zredukovalo na 62 kmenl u testovani V mikrotitraéni desticce a na 54 kment
Vv piipad¢ experimentu v tzv. velkém obejmu. Vysledky celkového ptehledu vSech kmenti jsou
kontrole bylo zjisténo, ze se nejedna o Cistou kulturu. Dale se nam u nékterych kment ani na
treti preoCkovani nepodaftilo zmrazené kultury ozivit.

Po pfeockovani probéhla kontrola identity pomoci MALDI — TOF MS, aby doslo
k ovéfeni, zdali se jedna o druh, za ktery byl vzorek povazovan. Celkem 75 kmeni bylo
identifikovano s vysokym skorem, které je oznacené zelenou barvou a identifikacni skore se
pohybuje v rozmezi hodnot 3,000 — 2,299. Osm kmeni bylo identifikovano se stfednim
skorem do hodnoty 1,700 a je oznaceno Zlutou barvou. Niz§i — Zluté skore mohlo byt
zapticinéné Spatnou piipravou na desticku MALDI — TOF MS. U 1 kmene nebylo mozno
kmen pomoci dané metody identifikovat, v tomto ptipadé skore identifikace nizsi nez 1,699
(detekovand hodnota Cervéné zobrazena). U 5 kment byla identifikace zopakovana, nebot’
nedoslo k jejimu urceni hned na prvni pokus. U né¢kolika divokych kmentd se neshodovala
puvodni identifikace s pfedchozi identifikaci. Mohlo se jednat o kokulturu, kdy se u ¢loveka
vyskytovaly 2 druhy a jeden mohl ptevladat. Taktéz mohlo dojit k zdméné ¢i konatimaci. Pro
potieby této bakalatské prace jsme se rozhodli pouzit posledni identifikaci.

4.4 Vysledky testovani v mikrotitracni desti¢ce

K tomuto testovani byly pouzity pfipravené substraty o koncentraci 1 g/l, které byly
rozpipetovany do jamek v desti¢ce v objemu 180 pl. K vyhodnoceni byl povéten jen 1 ¢lovek,
protoze se jednalo o vyhodnocovani barevné zmény, kterd miize byt velice subjektivni. Mira
vysledného zbarevni byla zaznamenéana do ptipravenych tabulek na zéklad¢ odectu 3 hodnot
intenzity barevné zmény, a to zluté, hnéd¢, fialové. Tabulky viz str. 71-73. Bylo otestovano
62 kment na 6 substratech. Nejvice dochazelo k barevné zméné u pSeni¢ného Skrobu, poté
u kukuti¢ného Skrobu. Z komercnich produkti NUTRIOSE® se podle barevné zmény znacné
utilizoval substrat s ozna¢enim FM 10, ktery nélezel kukuficnému Skrobu. Déle byl dobie
vyuzivan substrat FB 10, v tomto pfipad€ se jednalo o pSeni¢ny Skrob. Oproti tomu komeréni
substraity FM 06 (rezistentni dextrin kukufiény) a FB 06 (rezistentni dextrin pSenicny)
utilizovany témeét nebyly anebo jen zfidka. Divodem mize byt nizky obsah pouzitého
uhlikatého zdroje/substratu a s tim sovisejici obsah redukujicich cukr. Vyrobky FB 10 A FM
10 maji 8-12 % redukujicich cukri, kdezto vyrobky FB 06 a FM 06 pouhych 2-5 %. Vysledky
byly hodné variabilni. Spousta testovacich jamek vykazovala negativni vysledky. Diivodem
mohly byt také stresové podminky, jimZz anaerobni kmeny byly vystaveny. Kvili malému
mnozstvi testovaného média nebylo mozné zméftit pH.

Neuspokojivé vysledky byly pfedmétem pro zménu testovaci metody. Rozhodli jsme se
udélat experiment v tzv. velkych objemech (10 ml). Byl sniZzen pocet kment a pfipravila se
nova esej o jiné koncentraci substratu.
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4.5 Vysledky testovani ve velkém objemu

K tomuto experimentu byly pfipraveny substraty o koncentraci 10 g/l. Navic zde byl
zafazen dextrin Z kukufi¢éného skrobu 10 g/I. Pro kontrolu spravnosti eseje byla pouzita jako
pozitivni kontrola glukdza 2 g/l a jako negativni kontrola médium bez piidani substratu.
VSechny kmeny byly schopné vyuzit glukézu a tim potvrdily dany test. Na zakladnim médiu
bez substratu kmeny nerostly. Pocet kmeni byl zredukovan na 54.

Druhy B. pseudolongum, B. adolescentis a B. gallicum utilizovaly vSechny komernci
ptipravky NUTRIOSA®, dextrin, bézny pSeni¢ny a kukufiény Skrob a kontrolni glok6zu viz
Tabulka ¢. 9. a ¢ 10. B. animalis subsp. lactis vyborné rostlo na NUTRIOSE® FB 10
a FM 10, dextrinu. V kontrolnim médiu s glukézou kmen 005 vykazoval negativni vysledky
ptiprava — probublavani CO; na to mize mit vliv). Lehké barevné zmény, a i pH pokles pod
5,5 byly zaznamenany u vSech kmentd B. animalis v penicilinovych lahvi¢kach obsahujicich
NUTRIOSA® FB 06. U substratu s oznacenim FM 06 byl naméten pH pokles na 5,4 u kment
042, 049, 080 a na hodnotu pH 5,3 u M 4/2 a M 4/4, v tomto piipad¢ byl pokles detekovan
i zménou barvy u obou kopii do svétle hnédé. Zadny testovany $krob (pSeni¢ny, kukufiény)
vyuzit B. animalis nebyl. B. bifidum naopak neutilizovalo zadny substrat NUTRIOSE® ¢i jiny
zdroj uhliku. Byly zaznamenany mirné pH zmény napf. u jedné kopie DSM 20215 u FM 10
a FB 10. Stejnych zmén pH dosahl i kmen DSM 20456. V piipadé¢ FM 10 byla rozliSena
1 zména barvy oproti kontrole. Na glukéze — kontrolnim médiu byl podle ocekavani
zaznamenan rast vyjma kmentu BL10 a B10. VSechny kmeny B. breve kromé& divokych
kmenil s oznaenim 065 a 074 utilizovaly veSkeré substraty, na kterych byly testovéany.
Divoké kmeny 065 a 074 nevykazovaly pozitivni rist u pSeni¢ného ani u kukuficného Skrobu.
Jiné kmeny B. breve tyto skroby velmi dobie metabolizovalo. Kmeny B. catenulatum vyborné
rostly na Nutriosa FM 10, vSechny barevné kontroly byly pozitivni a korespondovaly s pH.
U Nutriosa FB 10 byl rust taktéz pozitivni. Jen u divokého kmenu BSM 11 — 1 nedoslo
k barevné zméné a ani pH nepotvrdilo vyskyt metaboliti, zde mohl byt opét problém
s pivodnim pH zkumavky. Dextrin byl taktéz pozitivn€ metabolizovan, ov§em s porovnanim
substratu NUTRIOSE® FM 10 nevykazoval tak nizké pH. Rist na NUTRIOSE® FB 06 byl
pozitivné vyhodnocen az na divoky kmen BL1, kde nedoSlo ani k barevné zméné ani
K poklesu pH. Dale u sbirkového kmenu DSM 16992 nedoslo v ptipadé NUTRIOSE® FB 06
k utilizaci a ani u NUTRIOSE® FM 06. Bylo detekovano negativni barevné vyhodnoceni
1 zména pH. PSeni¢ny a kukufi¢ny skrob vyuZzit nebyl aZ na vyjimky u divokého kmene
BSM 11 — 1, MA5 a MA2 viz Tabulka ¢. 10. B. pseudocatenulatum z némecké sbirky
DSM 20438 utilizovalo vSechny uvedené substraty vcéetné Skrobi. U vSech testovanych
substratli byla pozitivni barevna kontrola v korelaci s nizkym pH. VSechny kmeny B. longum
rostly na NUTRIOSE® a prudukovaly metabolity vedouci k barevné zmén€ u typu FB 10
a FM10. Dextrin byl téz dobfe utilizovan, ovSem vykazoval ve srovnani s FM 10 a FB10
o néco vyssi pH. To by mohlo byt zapticinéné dostupnosti redukujicich cukrii, protoze dextrin
byl vyroben jinym procesem nez NUTRIOSE®. Hodnoty pH u vzorkl s pozitivni reakci se
pohybovaly mezi 4,3 — 5,4. U subtratd FB 06 a FM 06 doslo k lehkym pH zménam u kmend
VB 1/8, VB 6/10, M 1/6, MA3, BL 12, VB 8/8. U téchto kmend s pH poklesem nebyla
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detekovana barevnd zména. PSeni¢ny a kukuficny Skrob nebyl vibec utilizovan, az na
vyjimky. Divoké kmeny ETH 43, 068 a VB 2/10 rostly na vSech testovanych latkach véetné

Skrobi. Vysledky u pSenicnych a kukuficnych Skrobt korelovaly s vysledky NUTRIOSE®
FB 06 a FM 06.
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Vysledky méreni a)

(ND= nebylo detekovano)
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Vysledky méreni b)

Tabulka 10

F%ﬁ%&gggggm

VB 91 1538 5554 + 45 45 46++]580 55 53 + |58 47 50 + 45 48 49 56
BSM 11-1 492 5 49/ ++ 43 43 43++ 48 43 48 ++ 56 - 35 ND 39 ++ 47 51
MAZ Emb ++ 445 44 44 HEBG_ + 47 46 46|+ 51 + 39
BL1 58 - 45 45 45 54 + 45 51 48 ++ 54 ND 54 + 5.6

MAS 471 55 S1 + 446 48 46++ 46 55 51 + 47 47 47 ++ 4% ND 49 ++ 46 1D 46

DSM H%E;Iﬂ - 448 47 &milmum - 47 46 47 ++ zu.ﬂ +Iﬂ

DSM 20438% 459 46 46|+ 456 43 444+ 45 45 45+ 47 44 45+ 41 41 41|+ 47 44 46
B. longum

VB 1/8 54 + 4355 45 45 54 + 46 47 47 ++51 w0 51 + 58 - 61 - 48 47 47 ++ 5.6
VB 3/7 58 - 476 46 47 5.3 +.mb + ND ¥D ND 56 - 58 - 51 48 50 + 5.7
VB 5/3 55 - 439 44 44 36 - 48 ++ 5 50 + 56 - 3.6 - 435 47 46 ++ 5.8
VB 6/2 55 - 448 ND 45 55 - 47 47 47 ++ 52 + 36 - 58 - 43 45 45 ++ 5.6
VB 6/10 56 - 453 45 45 54 + 47 47 47 ++ ND 54 + 57 - 56 - 46 43 45 ++ 57
ETH 43% 463 46 46 ++ 432 43 43 ++ 45 46 46/++ 44 44 44 ++ 390 43 41 + 46 43 45 ++ 44 47 45 ++ 43 42 43 ++ 36
068 50 + 413 42 42 ++ 46 46 46 ++ 43 43 43|++ 38 358 38 ++ 48 48 48|++ 45 53 49+ 46 48 47 ++ 6,1
M1/6 54 + 465 46 46 53 + 47 47 47 ++ 55 - .mu_m. - .ﬂ - .m.ﬁ ++ 5.7
M 2/10 35 - 452 45 453 57 - 47 47 47 ++HHND 53 + 57 - 6.1 - 486 54+ 3.7
MA3 53 + 46 45 46 54 + . 46 47|+t 39 ND |39 ++ 46 45 45 ++ 49 48 48 ++ 49 43 48 ++ 5.7
BL 12 5.3 + 487 49 34 + 46 46 46 ++ ND 31 + 35 - 35 - 46 46 46 ++ 36
VB 8/8 54+ 447 45 45 53 + 46 46 46 ++ 52+ 37 - 60 - 41 47 44 ++ 3.5
OL3 57 - 462 45 46 56 - 48 49 ++ 49 49 ++ 57 - 57 - 44 45 45 ++ 6.0
TA2 55 - 448 45 45 57 - ND 50 + ND |53 + 6.1 - 56 - 44 44 44 ++ 5,6
063 56 - 457 46 46 55 - 47 48 47 ++ 54+ 57 - 57 - 44 45 44 ++ 5.7
VB 2/10 51 + 439 44 45 49 ++ 47 47 47+ 37 37 37+ 49 49 49 ++ 438 49/++ 46 48 47+ 5.8
DSM 20219° 56 - 432 45 45 56 - 47 47 47 ++ 54 + 56 - 63 - 43 43 43 ++ 5,8
DSM 20088" 57 - ND 45 45 55 - 47 47 47 ++ nD 54 + 5.7 - 59/ - 43 43 43 ++ 5.8
DSM 20090 36 - 435 45 453 38 - 485 48 47 ++ 54+ 57 - 56 - 43 42 42 ++ 3.7
B. pseudolongum

BSM 8-1 436 438 48|+ 434 43 434++ 47 46 47 ++ 44 44 44+ 39 41 40 ++ 44 45 44 ++ 44 43 44 ++ 43 42 42+ 3.8
PV 20-2 485 47 48 ++ 436 45 444+ 46 46 406 T+ 47 45 46 4+ 46 ND 46 ++ 41 5 43 ._+. 48 47 ++ 395 42 40 + 54
DSM 20083 482 47 48 ++ 442 44 44++ 47 46 47++ 46 45 45 ++ 4 41 40 ++ 435 44 45 ++ 47 47 47|++ 43 42 43|+ 39 -

- 5.7
+ 47 5.2
- 47 5.1
- 56
++ ND | ND ND

+ 46 45 46+ 42 41 41 ++

LB

4.7 .aum +H
44 43 44 ++
45 46 47 ++
3 48 49 ++
4% ND 49 ++

43 44 46 +

5.8

5.8
5.9

=

5.7

2
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6. Diskuze

Bifidobakterie nalezi do skupiny anaerobnich grampozitivnich bakterii vyskytujici se

V travicim traktu zivo€ichti a jsou dominantni skupinou u savci na mlééné vyziveé (Ventura et
al. 2004). Krom¢ B. dentium jsou bifidobakterie povazovany za zdravi prospésné komenzalni
bakterie ¢lovéka i zvifat (Dworkin, et al. 2006). B. bifidum, B. breve a B. longum ssp. infantis
jsou nejcastéji detekovanymi druhy ve stolici kojenych déti (Ryan et al. 2006; Turroni et al.
2009). Také se u kojenct vyskytuje B. pseudocatenulatum, které osidluje i travici trakt
dospélych (Scardovi et al. 1979; Biavati et al. 1984; Biavati et al. 1986). B. animalis
subsp. lactis, se vyskytuje v zakysanych mléénych produktech a je prodavan jako lidské
probiotikum (Wall et al. 2007). V dusledku toho se tento druh stale ¢astéji vyskytuje u lidi,
u nichz je také znamo, ze jejich stievo je kolonizovano B. adolescentis, B. catenulatum,
B. longumaB. bifidum (Matsuki et al. 1999). B. catenulatum, B. pseudocatenulatum,
B. longum, B. gallicum, a B. adolescentis jsou detekovany v lidském stfevé piedevSim
v dospélosti hostitele (Biavati et al. 1986; Kim et al. 2005). Rozsifeni a hojnost riznych druht
bifidobakterii miize zaviset na véku hostitele, genetickych faktorech a druhu potravy (Matto et
al. 2004). Pravé vyse uvedené bifidobakterialni druhy byly testovany V ramci experimentd
této bakalarskeé prace.

Jedna se o sacharolytické bakterie, které maji geny kodujici glykosidazy, transportéry
a jedine¢nu metabolickou drahu znamou jako frukt6zo-6-fosfatova (F-6-PPK)
draha (Fushinobu 2010). Klasifikace bifidobakterialniho pan-genomu ukazala, ze pfiblizné
14% identifikovanych bifidobakteridlnich genti koduje enzymy podilejici se na metabolismu
uhlohydrati (Milani et al. 2014; Milani et al. 2016). Jednim ze znakd pro identifikaci
bifidobakterii je jejich specificky enzym F-6-PPK. Jiné grampozitivni bakterie tento enzym
nemaji (Fuquay et al. 2011). Bifidobakterie jsou schopny utilizovat nejriznéjsi komplex
substratii v podobé jednoduchych cukrii, ale i polysacharidi. Radime je mezi probiotické
bakterie (Miranda et al. 2011; Hill et al. 2014;Vandenplas et al. 2015). Jejich metabolizaci
substrati vznika kyselina octova a mlécna v poméru 3:2, puisobici jako jeden z probiotickych
faktorti. Acetat snizuje pH, pisobi antimikrobidln€¢ a inhibuje celou fadu patogent. Diky
tomuto procesu se da piedejit celé fadé onemocnéni (Biavati et al. 2000). Produkce laktatu
a acetatu bifidobakteriemi b&hem jejich rastu snizuje pH kultivacniho média, coz umoziuje
pfi testovani fermentacnich profilli pouzit pH indikatory jako je naptiklad bromkresolova
violet’ (Modrackova 2019), ¢ehoz bylo vyuzito pfi testovani bifidobakterii v nize zminénych
experimentech.

Pozitivni vliv bifidobakterii na zdravi motivuje védce k hledani vhodnych prebiotik.
Jedna se o selektivni substrat pro probiotické bakterie, ¢imz se dosahne podpoteni jejich rustu
V travicim traktu a naslednému tvofeni metabolitti prospéSnych pro zdravi hostitele (Cronin et
al. 2011). Rada et al. (2008) a Bunesova et al. (2012) ve svych projektech pojednavaji o tom,
ze existuje spousta prebiotik, ktera nejsou selektivni. Je tedy diilezité najit takové latky, které
budou podporovat jen prospéSné bakterie. Adepty na tyto substance muze byt rezistentni
a modifikovany skrob. Dale se ¢asto pouzivaji FOS, GOS, inulin, laktul6za a OMM (Belorkar
& Gupta 2016; Miguez et al. 2016). Kim et al. (2018) zjistil, ze selektivnim prebiotikem by
mohl byt produkt pod komerénim nazvem NUTRIOSE®, jenz ma schopnosti redukovat
patogenni Clostridium perfringens viz Obrazek ¢. 22 (Lefranc-Millot et al. 2012).
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Proto jsme se rozhodli tento komercni vyrobek otestovat a zjistit, jak vhodnym substratem
bude pro bifidobakterie.

3.7 1

3.6 ]r
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pocet bakterit 5 4 |
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3.2

3.1 4
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pred potom

Obrazek 22: Vyvoj poctu Clostridium perfringens pfed a po oralnim uziti piipavku
NUTRIOSE®(upraveno podleLefranc-Millot et al. 2012)

Existuje malo studii zabyvajicich se vlivem NUTRIOSE® na pfitomnost bifidobakterii.
V roce 2004 van den Heuve zkusil testovat vlastnosti NUTRIOSE® na 20 muzich. Tito
testovani jedinci konzumovali NUTRIOSE® a placebo maltodextrin v davkach 10, 15, 30, 45,
60 a 80 g denné. Experiment se nezamétoval na zmény poctu mikroorganismu ve stieve, ale
na pozorovani nadjiméni, pocitu nevolnosti, vyprazdnovani apod. Vysledkem bylo, zZe
optimalni mnozstvi NUTRIOSE® je 45 g denné. O 8 let pozdéji Hobden (2013) zkousel in
vitrotestovat NUTRIOSE® na modelu tlustého stieva. Od zdravych darct, ktefi minimalné 3
mésice pred darcovstvim nekonzumovali probiotika a neprosli antibiotickou l1é¢bou, dostal
fekalni vzorky. K témto vzorkiim bylo pfidavano kazdy den 10-15g NUTRIOSE®. Pomoci
diagnostiky FISH byl stanoven pocet bakteridlnich populaci. Bylo prokazano, Ze pSenicny
dextrin podporuje grampozitivni bakterie Clostridium a rod Roseburia a dochazi ke zvySeni
butyratu.

Ve vyse uvedené praci byly pouzity 4 typy komercnich substratti: NUTRIOSE® FB 06,
FM 06, FB 10, FM 10. Tyto substance se lisily z hlediska pivodu Skrobu a tpravy. Byly
pSeni¢ného nebo kukufi¢ného pltivodu a mély odliSny obsah redukujicich sacharidii. Uvedené
substraty byly testovany ve dvou typech eseji. V prvni metodé byl rozpustén 1 g/l
potenciondlniho prebiotika NUTRIOSE® v médiu APl 50 CH (podle BioM¢ériux, Francie)
a testovan Vv mikrotitraénich destickdch. Pouzité mnozstvi substrdtu se vSak jevilo jako
nedosteéné pro optimalni rdst a produkci metabolitd, navic mikrotitraéni objemy
neumoziovaly zméteni pH. Bylo tedy nutné zkusit testovat substraty v tzv. velkém objemu.
Do tohoto testovani byl navic zatazen i dextrin ptivodem z kukufiéného $krobu, ktery ma jiny
zpusob vyroby, nezli NUTRIOSE®. Substraty byly rozpustény v koncentraci 10 g/l
v zakladnim médiu podle Pechar et al. (2014).

NUTRIOSE® je dextrin, ktery slouzil jako jediny zdroj uhliku pro bifidobakterie
V testovacim médiu. V naSem testovani byl pouzit pH indikator - bromkresolova violet.
Testovani vychazelo z metabolismu bifidobakterii. Dosud publikované studie netestovaly
produkt NUTRIOSE® na cistych kulturach bifidobakterii in vitro. Pro testovani v ramci této
prace bylo vybrano 9 druhi bifidobakterii o 54 kmenech typickych pro travici trakt ¢lovéka:
B. adolescentis, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum,
B. pseudocatenulatum, B. longum, B. pseudolongum a B. gallicum.

50



V pripad¢, ze bifidobakterie vykazovaly rist, produkovaly mastné kyseliny s kratkym
fetézcem (SCFAS) acetat a meziprodukt laktat. Tyto metabolity snizily pH, coz bylo
detekovano jako zluté zbarveni diky pH indikatoru, ktery méni barvu z fialové na zlutou pfi
pH mensim nez 5,5. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita glukoza, k negativni kontrole bylo
pouzito zakladni médium s pH indikatorem bez ptidani zdroje uhliku.

Diky svym genim B. breve a B. adolescentis, jako jedni z mala druhti bifidobakterii,
umi vyuzit polysacharidy z rostlin — skroby (Ryan et al. 2006; Duranti a kol. 2014). To se
potvrdilo i vnasem testovani, kdy tyto druhy spole¢né s B. pseudocatenulatum, B.
pseudolongum a B. gallicum byly schopny utilizovat pSeni¢ny a kukufi¢ny $krob. Bohuzel
Skrob neni vhodnym adeptem pro prebiotika nybrz je vyuzivan i patogennimi bakteriemi jako
jsou klostridie (Luo et al. 2018). Utilizace Skrobu korelovala s ristem bifidobakterii,
zminénych v tomto odstavci, na produktu NUTRIOSE® FM 06 a FB 06.

Také B. pseudolongum ma vyznamnou schopnost hydrolyzovat rezistentni Skrob
(Centanni et al. 2018). V testovani se prokazala jeho zpUsobilost K utilizaci rezistentniho
Skrobu a vSechny 3 testované kmeny B. pseudolongum byly schopny metabolizovat veskeré
substraty, které jim byly podany od pSeni¢nych a kukufi¢nych dextrint NUTRIOSE® aZ po
bezny pSenicny a kukufiény Skrob a dextrin. Tato vlastnost mize hrat dilezitou roli
v mikrobioté, nebot’ B. pseudolongum spolu s B. breve a B. adolescentis mizou rozstépit
slozité sacharidy napiiklad oligofruktézu na jednodus$si sacharidy, napf. fruktozu,
a zpfistupnit ji pro ostatni bakterie. Tomuto jevu se fika cross feeding, tedy ,.kiizové krmeni‘
( Falony et al. 2006).

Genomicka vybava umoznuje B. breve vyuzit komplexni uhlohydraty obsahujici
kyselinu sialovou, které se nachazeji v mucinu, glykosfingolipidech a lidském mléce (Wang
et al. 2001), coz naznacuje urcitou hostitelskou adaptaci tohoto druhu. Diky Siroké skale
enzymu B. breve v naSem pokusu utilizoval v§echny podané substraty.

B. bifidum mtze jako jediny zrodu Bifidobacterium pln¢ degradovat mucin a rast
vV pfitomnosti mucinu jako jediného zdroje uhliku. Tyto metabolické schopnosti
B. bifidum ziskalo, protoze se vyskytuje v matetském mléku a potiebovalo ziskavat energii
z glykand vyskytujicich se v mléce (Duranti et al. 2015). Podle genomové sekvence je
prokazano, ze B. longum subsp. infantis je jedinym Bifidobacterium schopnym vyuzit
kompletni  oligosacharidy matefského mléka (OMM).Ma velky arzenal gent
glykosylhydrolaz, které se podileji na enzymatickém zpracovani OMM (Thomson et al.
2018). B. bifidum a B. longum subsp. infantis neumi utilizovat $kroby ani dextriny. To bylo
potvrzeno v naSem experimentu V ptipadé B. bifidum. Ovsem u B. longum subsp. infantis pod
oznacenim DSM 20088 a DSM 20090, kterym byl podan dextrin, doslo k mirnému poklesu
pH na 5,4, ackoli barevna kontrola byla negativni. Mohlo by to byt zapti¢inéné obsahem
redukujicich cukru, které je 5% a vys$si nez u FB 06 a FM 06 (2-5 %). Parche et al. (2006)
Vv experimentu zjistili, ze B. longum je schopno fermentovat monosacharidy jako je glukoza,
galaktoza a méné fruktozu. TaktéZz utilizuje r0zné disacharidy (rafindzu a laktdzu)
a oligosacharidy. Proto B. longum subsp. infantis pod ozna¢enim kmeni DSM 20088 a DSM
20090 byly schopny plné vyuzit jen glukézu a NUTRIOSE® FB 10 a FM 10. V tomto
ptipadé by opét mohlo jit 0 obsah redukujicich cukrii (8-12 %), jenz je tento druh schopen
metabolizovat. Redukujici cukry zahrnuji vSechny monosacharidy (napf. glukdza, fruktdza,
galaktdza) a nékteré disacharidy (napf. celobiosa, maltoza, laktoza) (Xiang et al. 2012). Obsah
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redukujicich cukrt pro variantu FB 06 a FM 06 je nizsi (2-5 %) viz Tabulka ¢. 6 na str. 36.
Dale byla u vsech kmenti B. longum potvrzena barevnou kontrolou, ale i pH hodnotou
utilizace NUTRIOSE® FB 10 a FM 10 a dextrinu.
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7. Zavér

Cilem mé bakalafské prace bylo otestovat rast bifidobakterii na komer¢nim produktu
NUTRIOSE®, ktery by mohl slouzit jako prebiotikum. Vychézeli jsme z hypotézy popisujici
utilizaci dextrinti pomoci bifidobakterii, pochazejicich z traviciho traktu cloveka. Dextriny
jsou obsazeny napft. v nami testovaném komer¢im produktu NUTRIOSE®. Tento substrat byl
jiz v minulosti testovan jinymi studiemi a prohlaSen za prebiotikum. AvSak zadny
Z experiment nezkoumal piitomnost bifidobakterii po aplikaci NUTRIOSE®.

Hypotéza byla spravna a povedlo se splnit cil. Bylo zjisténo, Ze bifidobakterie
pochézejici z traviciho traktu clovéka byly schopny rist v piitomnosti NUTRIOSE® jako
jediného zdroje uhliku v in vitro podminkach. Utilizace uvedeného substratu byla vSak
druhové a kmenové specifickd. Napriklad druh B. adolescentis, dominujici v dospélé
populaci, vyborn¢ metabolizoval NUTRIOSE®. To je vypovidajici vysledek o tom, Ze
NUTRIOSE® muze byt vhodnym prebiotikem pro dospélé lidi. Vznikajici metabolity pfi
utilizaci B. adolescentis podporuji rust jinych bakterii v tlustém stievé tzv ,,cross feeding™.
Dalsi zastupci bifidobakterii lidského traviciho traktu jako B. catenulatum,
B. psedocatenulatum, B. pseudolognum, B. gallicum téz vykazovaly pozitivni rust na
NUTRIOSE®. Druh B. bifidum, ktery se vyskytuje u novorozenct, testovany substrat, podle
piedpokladu, nevyuzival. Vysledek potvrzuje jeho znamou adaptaci na oligosacharidy tridy
matefského mléka a mupirocin.

Pro piesnéjsi vystupy a vyhodnoceni testovani by bylo vhodné kvantifikovat vzniklé
mnozstvi acetatu a laktatu. TaktéZz by bylo dobré zanalyzovat slozeni produktu NUTRIOSE®,
abychom zjistili, které sacharidy jsou pfedméten utilizace a v jakém mnozstvi. Tato analyza
by pomohla objasnit zna¢ny rozdil mezi variantami NUTRIOSE® FM a FB 10 a FM a FB 06.
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9.

Samostatné prilohy

Tabulka 11: Vyhodnoceni MALDI TOF — MS

a)

Kmen Izolovino z Identifikovano jako* OYEF?M ide'ntiffkace MALDI TOF )‘,IS

Identifikovano jako score

g Bifidobacterium animalis subsp.

003 stolice dité (PEG) Bifidobacterium animalis lactis 2.103
006 stolice dité (PEG) Bifidobacterium brave Bifidobacterium breve 2.005
008 stolice dité (PEG) Bifidobacterium bificdum Bifidobacterium bifidum 2192
019 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longim Nenarostlo AXX
033 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longum Vytazeno kokultura K
035 stolice dité (PEG) Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2205
g Bifidobacterium animalis subsp.

040 stolice dité (PEG) Bifidobacterium animalis lactis 213
! Bifidobacterium animalis subsp.

042 stolice dité (PEG) Biftdobacterium longim lactis 2.049
045 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longim Nenarostlo AXX

g Bifidobacterium animalis subsp.

049 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longum lactis 2041
057 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longim Nenarostlo AXX
063 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 207
065 stolice dité (PEG) Bifidabacterium brave Bifidobacterium brave 1.967
068 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2311
070 stolice dité (PEG) Bifidobactarium brave Bifidobacterium breve 2.186
074 stolice dité (PEG) Bifidobacterium brave Bifidobacterium breve 1.962
078 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 207
g Bifidobacterium animalis subsp.

080 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longum lactis 2112
083 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longum Nenarostlo XXX
086 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longum Nenarostlo p 564
090 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longum Nenarostlo XXX
097 stolice dité (PEG) Bifidobacterium longim Nenarostlo p o4
103 stolice dité (PEG) Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum 205
1/4 stolice dospély vegetaridn | Bifidobacterium adalescentis Bifidobacterium adolescentis 2,029
1/8 stolice dospély vegetaridn | Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 1.789




Tabulka 12: Vyhodnoceni MALDI TOF — MS

b)

273 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2125
2/10 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium adolescentis Nenarostlo beo1
3/2 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2.048
n stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2.055
3/10 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium catenulatum Bifidobacterium catenulatum 2.106
4/2 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2063
45 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Nenarostlo =X
52 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2.055
53 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2.169
6/2 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 24
6/10 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2.083
T4 stolice dospély vegetanian |Bifidobacterium longum Kokolultura o
75 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2217
8/4 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2153
8/8 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 1.931
9/1 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium carenulatum Bifidobacterium catenulatum 2.168
9/5 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Bifidobacterium catenulatum 2.106
9/8 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2.086
10/2 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Nenarostlo o
10/5 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2074
10/11 stolice dospély vegetarian |Bifidobacterium pseudocatenulatum |Bifidobacterium longum 2122
BL1 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium carenulatum Bifidobacterium catenulatum 2.187
BL10 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum 212
BL12 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2119
JK3 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2.173
JK4 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium adolescentis Lactobacillus Johnsonii 2248
JK5 stolice kojenec (1,5m)  |neidentifikovatelny Bifidobacterium adolescentis 2063
JK10 stolice kojenec (1.5m)  [Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2264
JK11 stolice kojenec (1,5m)  |neidentifikovatelny Escherichia coli X
JK16 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum 2.142
JK17 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium adolescentis Nenarostlo X




Tabulka 13: Vyhodnoceni MALDI TOF — MS

c)

JK19 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2118
MA2 stolice kojenec (1,.5m)  |Bifidobacterium longum Bifidobacterium catenulatum 1.956
MA3 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium catenulatum Bifidobacterium longum 2172
MA4 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium pseudocatenulatum |Nenarostlo HXX
MAS stolice kojenec (1,.5m)  |Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum 2097
OL5 stolice kojenec (1,5m)  |Bifidebacterium longum Bifidobacterium longum 2079
OL8 stolice kojenec (1.5m)  |Bifidobacterium breve Bifidobacterium breve 2.007
TAl stolice kojenec (1,5m)  |Bifidobacterium breve Bifidobacterium breve 2.074
TA2 stolice kojenec (1,.5m)  |Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 22
1/1 stolice dospély covek Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 2196
1/6 stolice dospély covek Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2138
2/9 stolice dospély covek Bifidobacterium adolescentis Neidentifilcovatelne 2236
210 stolice dospély covek Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 1.994
312 stolice dospéely covek Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium adolescentis 236
3/6 stolice dospély covek Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum 2087
311 stolice dospély covek Bifidobacterium longum Nenarostlo AXX
Bifidobacterium animalis subsp.
4/2 stolice dospély covek Bifidobacterium animalis lactis 2264
Bifidobacterium amimalis subsp.
4/4 stolice dospély covek Bifidobacterium animalis lactis 2079
BSM 8-1  |stolice africky kojenec  |Bifidobacterium pseudolongiom Bifidobacterium pseudolongum ~ |2.05
BSM 11-1 |stolice africky kojenec  |Bifidobacterium catenulatim Bifidobacterium catenulatum 219
ETH 37 stolice africky kojenec | Bifidobacteriiom longum Bifidobacterium longum 2.108
ETH 42 stolice africky kojenec | Bifidobacterium longum Nenarostlo AKX
ETH 43 stolice africky kojenec | Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 1877
PV 20-2 stolice africky kojenec | Bifidobacterium pseudolongion Bifidobacterium pseudolongum |2 055
TPY 11-1 |stolice africky kojenec  |Bifidobacteriuom catenulatum Bifidobacterium catenulatum 2126 |
DSM 20083 | oficialni sbirka Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium pseudolongum (2275
DSM 20098 |oficialni sbirka Bifidobacterium angulatum Bifidobacterium angulatum 2191
ATCC 1570( oficialni sbirka Bifidobacterium breve Bifidobacterium breve 2.059
DSM 20082 |oficialni sbirka Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum 2231
DSM 20215 |oficialni sbirka Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum 224
DSM 20456 |oficiglni sbirka Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum 2149
DSM 16992 |oficiglni sbirka Bifidobacterium catenulatum Bifidobacterium catenulatum 2182
DSM 20219 |oficiglni sbirka Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 21237
DSM 20088 |ssp. Infantes Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 2092
DSM 20438 |oficiglni sbirka Bifidobacterium pseuodocaternulatum |Bifidobacterium pseuodocatenulati{1.886
DSM 20093 |oficiglni sbirka Bificobacterium gallicum Bifidobacterium gallicum 2333
ATTC 29521 oficialni sbirka Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum 2143
DSM 20090 |ssp. Infantes Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum 21222




Tabulka 14: Vysledky méfeni na mikrotitra¢ni destic¢ce
a)
Kmen  |Drubovi specifita |[FB 06 |[FB 10|FM 06 [FM 10 [Ws |CS |

VB 1/4 Bifidobacterium adolescentis
VB 5/2 Bifidobacterium adolescentis
MB 2/9 Bifidobacterium adolescentis

JK3 Bifidobacterium adolescentis
035 Bifidobacterium adolescentis
JK 10 Bifidobacterium adolescentis

DSM 2[H]98|B§ﬁdobacferium angulatum

042 Bifidobacterium animalis subsp. lactis - - ++ |-
M 4/2 Bifidobacterium animalis subsp. lactis - - ++ |-
M 4/4 Bifidobacterium animalis subsp. lactis - - -
005 Bifidobacterium animalis subsp. lactis - - -
049 Bifidobacterium animalis subsp. lactis - -
080 Bifidobacterium animalis subsp. lactis - - -
ATCC 1793|Bifidobacterium animalis subsp. lactis - - - - ++
JK16 Bifidobacterium bifidum - - -
DSN 20082 |Bifidobacterium bifidum - - ++
DSM 20215|Bifidobacterium bifidum - - -
DSM 20456 |Bifidobacterium bifidum - - - -
008 Bifidobacterium bifidum - - - - -
BL10 Bifidobacterium bifidum - - -
105 Bifidobacterium bifidum - - - -

Vysvétlivky: ++ pozitivni vysledek, jasn€ zluta barva
+ pozitivni vysledek, zZlutohnéda barva
* neutralni vysledek, doslo k nepatrné zméné barvy
- negativni vysledek, bez barevné zmény



Tabulka 15:Vysledky méieni na mikrotitra¢ni desti¢ce

b)

105 Bifidobacterium bifidum

M 3/6 Bifidobacterium bifidum
MAS Bifidobacterium bifidum

006 Bifidobactaerium breve

065 Bifidobactarium breve

OLS Bifidobacterium breve

TAl Bifidobacterium breve

070 Bifidobacterium breve

074 Bifidobactarium breve

VB 3/10 Bifidobacterium caterndatum
VB 21 Bifidobacterium catenulatum
BSM 11-1 (Bifidobacterium catenulatim
MA2 Bifidobacterium catenulatum
BL1 Bifidobacterium caterulatum
DSM 16992 (Bifidobacterium caterndatum

|DSl\I 2D433|B§ﬁdobacferfum preuodocatenulatum

|‘.’B 1/ |Bij‘idobacferfum longum




Tabulka 16: Vysledky méfeni na mikrotitra¢ni destic¢ce

c)
VB 3/7 Bifidobacterium longum
VB 5/3 Bifidobacterium longum
VB 6/2 Bifidobacterium longum
VB 6/10 Bifidobacterium longum
ETH 43 Bifidobacterium longum
068 Bifidobacterium longum
Ml/6 Bifidobacterium longum
M 2/10 Bifidobacterium longum
MA3 Bifidobacterium longum
BL 12 Bifidobacterium longum
JK19 Bifidobacterium longum
VB 8/8 Bifidobacterium longum
oL5 Bifidobacterium longum
TA2 Bifidobacterium longum
063 Bifidobacterium longum
VB 2/10 Bifidobacterium longum
DSM 20219 |Bifidobacterium longum
DSM 20088 |Bifidobacterium longum
DSM 20090|Bifidobacterium longum
VB 10/11 |Bifidobacterium longum
BSM 8-1  |Bifidobacterium pseudolovgum
PV 20-2 Bifidobacterium pseudolongum
DSM 20083 |Bifidobacterium pseudolongum

DSM 20093 |Biﬁdobac1‘erium gallicum

VI




