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Stanoveni Lactobacillus casei v probiotickych potravinach
a stolici

Souhrn

O dilezitosti zdravé vyzivy v zivoté kazdého ¢lovéka dnes jiz nikdo nepochybuje.
Soucasny uspéchany zivotni styl vSak nepieje tomu, aby se lidé stravovali podle vhodnych
doporuceni.

Spatny Zivotni styl, véetnd $patné vyzivy, vede k rozvoji rtiznych civilizaénich
onemocnéni (kardiovaskuldrni choroby, rakovina, diabetes, zacpa, revmatické nemoci,
obezita, cévni mozkova piihoda). Témto onemocnénim miizeme piedchdzet konzumaci
funkénich potravin (maji kromé vyzivové hodnoty i jiny pozitivni G¢inek na zdravi) anebo
doplnkt stravy.

Do obou téchto skupin miizeme zaradit probiotika (funkéni potravina — jogurt, doplnek
stravy — probiotické kapsle). Probiotika jsou v soucasnosti hodn¢ sklofiovanou problematikou.
Jde o probiotické bakterie, které se pfirozené vyskytuji v nasem téle.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout selektivni prostfedi pro stanoveni a izolaci
probiotické bakterie Lactobacillus casei z potravin a stolice. Dale byly ovéfovany moznosti
identifikace této bakterie.

Zivna piida M — RTLV agar byla schopna inhibovat z vyrobkii probiotickych tablet
dostatecné mnoZstvi bakterii. Na této Zivné pidé byly schopny rhstu pouze bakterie
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei a Lactobacillus rhamnosus. V jednom piipadé
na zivné pudé byla identifikovana i bakterie Lactobacillus fermentum, ktera muze také
vV malém poctu kolonie tvofit.

U zivné pidy M — RTLV agar nebyla potvrzena schopnost rozliSeni kolonii
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei od Lactobacillus rhamnosus. Tato schopnost
méla byt dana pouzitou latkou 2, 3, 5 - triphenyltetrazolium chlorid (TTC). U latky TTC bylo
behem pouzivani zjisténo, Ze se chova velmi nestabilné.

Identifika¢ni souprava API 50 CHL neni schopna rozlisit Lactobacillus casei od
Lactobacillus paracasei. Cisté kultury Lactobacillus casei spolehlivé identifikuje jako
Lactobacillus paracasei. Toto bylo potvrzeno u Cistych kultur ale i pfi identifikaci kolonii
kultivovanych z vyrobkd.

Pro dalsi identifikaci je tedy nutné vyuzivat molekuldrné - genetické metody

identifikace. V mém piipadé $lo o polymerazovou fetézovou reakci PRC. PCR dokazalo



spolehlivé odlisit Lactobacillus casei od Lactobacillus paracasei na zakladé pouzitych
primert.

Dalsi médium MRS — V agar vyuzité pro kultivaci Lactobacillus casei z probiotickych
tablet pfi riznych teplotach mélo negativni vysledek. Selektivni schopnost MRS — V agaru
byla slaba.

U zivnych piady MRS — B a MRS — LP byla potvrzena jejich selekéni schopnost. Lze
je dobie pouzit pro kultivaci Lactobacillus casei v mléénych fermentovanych vyrobcich.
Dobie inhibuji bakterie Lactobacillus acidophilus, startovaci kulturu (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus) a bifidobakterie.

Na zadném médiu nebylo mozno kultivovat Lactobacillus casei ze vzorku stolice.
Zivné pady byly upravovany viemi moznymi prostfedky a kultivovany pii rtznych
podminkach. Zadné z tdchto opatieni nevedlo k dostate¢né inhibiéni schopnosti pro bakterie
rodu Clostridium spp. a Escherichia coli.

Terapeutické minimum (10° KTJ/g) bylo splnéno u dvou vzorki (& 9, 10)
fermentovanych mléénych vyrobkil. U vzorku &islo 11 byl obsah bakterii 10° KTJ/g.

U vzorku probiotickych tablet (&. 1, 3, 4, 5, 6, 7) byl obsah laktobacilti srovnatelny
s udaji uvedenymi na etiketé vyrobku. U vyrobku cislo 2 se celkovy obsah laktobacili lisil od

udajii uvedenych na etiket¢.

Kli¢ova slova: Lactobacillus casei, probiotika, potraviny, travici trakt, M — RTLV agar



Enumeration of Lactobacillus casei in probiotic food and
faeces

Summary

Nowadays nobody doubts about the importance of eating healthy food. Current hectic
life style is not in favour of people eating according to health food recommendations.

Unhealthy life style including eating unhealthy food leads to development of various
lifestyle diseases (coronary diseases, cancer, diabetes, constipation, rheumatism, obesity,
cerebrovascular accident). We may prevent these diseases by eating functional food (besides
from nutritional values it has other positive effects on health) or by eating food supplements.

We may include probiotics in both of these groups (yoghurt as functional food,
probiotic capsules as food supplement). Probiotics is highly discussed issue nowadays.
Probiotics are probiotic bacteria naturally occurring in human body.

The aim of this dissertation was to produce selective media to detect and isolate
probiotic bacteria Lactobacillus casei from food and stool. The possibilities to identify this
bacteria were also verified.

Culture medium M — RTLV agar was able to inhibit sufficient number of bacteria
from probiotic pill products. Only probiotic bacteria Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei and Lactobacillus rhamnosus were able to grow on this culture medium. In one
case probiotic bacteria Lactobacillus fermentum, that is able to create colonies in a small
number in this culture medium was also identified.

Culture medium M — RTLV agar proved not suitable for distinguishing the colonies of
Lactobacillus casei and Lactobacillus paracasei from Lactobacillus rhamnosus. The presence
of 2, 3, 5 - triphenyltetrazolium chloride (TTC) should have ensured the capability of
distinguishing the colonies. TTC substance was found quite unstable during the tests.

API 50 CHL identification system is not able to distinguish Lactobacillus casei from
Lactobacillus paracasei. Isolated Lactobacillus casei strains were reliably identified by API
50 CHL identification system as Lactobacillus paracasei. This discovery was confirmed both
while doing tests with pure cultures as well as with identifying colonies cultivated from
products.

It is necessary to use genetic methods for future identification. | have used polymerase
chain reaction PCR. PCR method based on primers used was reliably able to distinguish

Lactobacillus casei from Lactobacillus paracasei.



Another culture medium MRS — V agar used for cultivation of Lactobacillus casei
from probiotic pills at different temperatures had negative results. Selective ability of MRS —
V agar medium was low.

MRS — B culture medium and MRS — LP proved to be sufficiently selective. These
culture media may be used for Lactobacillus casei cultivation in fermented milk products.
They inhibit the growth of Lactobacillus acidophilus bacteria as well as starter cultures
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus) and bifidobacteria
very well.

None of the culture media proved suitable for cultivation of Lactobacillus casei from
stool. Culture media were adjusted by every possible means and cultivated in different
conditions. None of these measures led to sufficient inhibitory ability of the Clostridium spp
genus and Escherichia coli.

Two samples of fermented milk products (sample number 9 and 10) complied with the
therapeutic minimum (10° CFU/g). Sample number 11 contained bacteria at 10°> CFU/g.

The quantity of lactobacillus in probiotic pill samples (sample number 1, 3, 4, 5, 6, 7)
was comparable to information on their product labels. The quantity of lactobacillus in

product number 2 differed from the information on its product label.

Keywords: Lactobacillus casei, probiotics, food, gastrointestinal tract, M — RTLV agar
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1. Uvod

O dulezitosti zdravé vyzivy v zivoté¢ kazdého clovéka dnes jiz nikdo nepochybuje.
Soucasny uspéchany zivotni styl vSak nepieje tomu, aby se lidé stravovali podle vhodnych
doporuceni. Dal§im problémem je informovanost lidi o tom, co si pod pojmem zdrava vyziva
maji predstavit. At uz jde o internet, televizi nebo rizné Casopisy, vSude se pouze opisuji
¢lanky, o tom jak by méla zdrava vyziva vypadat anebo jak zdravé hubnout. Bohuzel kvalita
téchto ¢lankd a informaci je nizka a vétSinou jsou zafazovany jen za tcelem zvySeni prodeje
nebo sledovanosti.

Spatny Zivotni styl, véetné $patné vyzivy, vede Kkrozvoji rtiznych civilizaénich
onemocnéni (kardiovaskuldrni choroby, rakovina, diabetes, zacpa, revmatické nemoci,
obezita, cévni mozkova piihoda). Témto onemocnénim mizeme piedchizet konzumaci
funkénich potravin (maji kromé vyzivové hodnoty i jiny pozitivni G¢inek na zdravi) anebo
dopliki stravy.

Do obou téchto skupin muZeme zafadit probiotika (funkéni potravina — jogurt,
dopln€k stravy — probiotické kapsle). Probiotika jsou v soucasnosti hodn¢ sklofiovanou
problematikou. Jde o probiotické bakterie, které se prirozen¢ vyskytuji v nasem téle. U téchto
bakterii probihaji rozsahlé védecké studie kvili jejich terapeutickym vlastnostem a pozitivnim
vlastnostem pro nase télo. Mezi pozitivni funkce téchto bakterii patii napi. redukce
hnilobnych bakterii ve stfevé, tvorba mastnych kyselin s kratkym fetézcem, sniZovani
cholesterolu, tvorba nékterych vitamint. Tyto funkce pak vedou k zabranéni vétsich obtizi pro
naSe télo.

Aby probiotika byla v§ak v nasem organizmu funk¢ni, musi spliiovat uréita kritéria a
zdravotni nezdvadnost. U vyrobkl je napi. dobré dodrzet minimalni hranici 10° KTJ
zivotaschopnych bunék v 1 ml nebo 1 g vyrobku, aby byl zajistén prichod Zaludkem do
tenkého a tlustého stieva.

Pro stanovovani poctu probiotickych bakterii se vyuziva kultivace na zivnych médiich
a dale identifikace téchto mikroorganismi. Vzhledem k Sirokému spektru bakteridlnich roda
neni jednoduché tyto bakterie odlisit a identifikovat.

I nadéle je tteba se funkcemi téchto probiotickych bakterii a jejich pfinosy pro lidsky
organismus zabyvat a hledat nové bakterialni druhy, které budou spliovat kritéria pro
probiotika.



2. Literarni resSerSe

Mikrobiologie je vSeobecna véda o mikroskopickych zivych organismech, o jejich
¢innosti, tvaru (morfologii), stavbé (cytologii), fyziologii, biochemii, ekologii, rozmnozovani,
dédi¢nosti a proménlivosti, systematice, fylogenezi a nakonec o jejich identifikaci a metodach
zkoumani a posuzovani (Gorner a Valik, 2004).

Jako mikroorganismy oznacujeme jednobunééné nebo vicebunééné organismy
viditelné pouze mikroskopicky, které jsou schopny tvofit samostatné funkéni jednotky. Z
hlediska své struktury jsou mikroorganismy znacné heterogenni skupinou, jejich spolecnym
znakem jsou velmi malé rozméry jejich tél, od nékolika desetin mikrometrti (um) po nékolik
desetin milimetrt (odtud nazev — mikros znamena fecky maly). Mezi mikroorganismy fadime
viry, bakterie, sinice (cyanobakterie), archea, prvoky, nékteré houby a fasy. Viry nemaji
bunécnou strukturu; bakterie, archea a sinice maji prokaryoticky typ buiiky, kdezto houby,
fasy a prvoci maji eukaryoticky typ bunék (Cechova a Janalikova, 2007).

Pod technickym terminem potravinaiskd mikrobiologie rozumime $ir§i obsah, ktery
zahrnuje: mikrobiologii potravin, pfedméty denniho uzivani a prostfedi potravindiskych
provozi (Gorner a Valik, 2004).

Predmétem potravinatrské mikrobiologie jsou mikroorganismy, které

e slouzi na vyrobu potravin,

e potraviny a pfedméty denniho uzivani znehodnocuji,

e jsou prendSené potravinami znemocného =zvifete, nebo nemocného cloveka,

bacilonosice na vnimavého jedince (Gorner a Valik, 2004).

Specialnim aspektem potravinaiské mikrobiologie, ktery se uzce dotykd fermentacni
mikrobiologie, je vyvoj, pfiprava, zkoumani, a vytvareni podminek pro pfiznivy Uc¢inek
kulturnich mikroorganismii na zuslechtovani vyrobkd v mlékdrenské technologii,
konzervarenském primyslu, masovém primyslu, uskladiiovani krmiv a jinych (GoOrner a
Valik, 2004).

Jesté nez clove€k mél tuseni o existenci mikroorganismi, uz je umél vyuzivat a fidit
jejich €innost ke svému prospéchu. Dlouhou historii ma vyroba alkoholickych népoji,
kysanych mléénych ndpoji, vyroba syra, octa, chleba, kyselého zeli. Lidé také dokazali
vyuzivat mikroorganismy pii riznych technologickych procesech, napt. zpracovani kuzi,

maceni Inu. (Cechova a Janalikova, 2007).



2.1. Gastrointestinalni trakt

Zpracovani potravin GI systémem vede v kone¢ném diisledku k zajisténi energie pro
télni buniiky a poméha pti obnové tkani organismu. Esencialni Ziviny, voda a elektrolyty jsou
pievedeny z gastrointestinalniho traktu do vnitiniho prostfedi organismu prostiednictvim fady
mechanickych a biochemickych procest. V ramci traveni se potrava rozklada na jednodussi
latky, které jsou dostate¢né malé, aby mohly byt absorbovany v téle.

Ziviny jsou vstfebavany V lumen traviciho traktu, pies vrstvy epitelovych bunék do
krve nebo lymfy (Kailasapathy et al., 2011). Zazivaci ustroji lidského téla je piiblizné 30 m
dlouh¢é (Forsythe, 2010). Gastrointestinalni trakt se sklad4d z: dutiny ustni, hltanu, jicnu,
zaludku, tenkého stfeva (duodenum, jejunum a ileum) a tlustého stieva (traénik a konecnik).
Pfipojenymi organy vylucujici latky do GI jsou: slinné zlazy, jatra, slinivka bfisni, Zlucnik.
Tyto organy pomadhaji pfi zpracovani potravin a naslednému S$tépeni. Pfipojené organy se
ovSem nefadi do gastrointestindlniho traktu. Vylucované latky, vcetné enzymi, mukodzy,
zluCovych soli a kyselin, jsou ve vztahu k ur¢itému mistu v GI traktu a ovliviiuji tak tuto
oblast napft. kyselina chlorovodikova vytvari kyselé prostfedi v zaludku. Faktort ovliviiujicich
uéinnost traveni je mnoho, véetné zdravi hostitele a vnéjsiho prostiedi (Kailasapathy et al.,
2011).

Potrava je zpracovavana predev$im hydrolyzou a fermentaci umoznujici vytvofeni
vhodnych molekul, které mohou byt absorbovany. Hydrolytické reakce probihaji za Ucasti
ruznych enzym, nachézejicich se v celém gastrointestindlnim traktu. Fermentacni procesy
V organismu maji za nasledek velké mnozstvi mikroorganismu, které napomahaji traveni
nestravitelnych latek. Do jaké miry hostitelska mikrobiota tomuto procesu napomaha, je
zavislé na typu travici trubice hostitele (Kailasapathy et al., 2011).

Stfevni trakt je obzvlasté nachylny k mikrobialni penetraci a vstiebavani toxind, v disledku
velké plochy, umoziujici vysokou absorpci Zivin. Nicméné je také vybaven fadou obrannych
mechanismu (Forsythe, 2010).

Gl trakt a jeho mikrobialni osidleni pfispiva velkym dilem k celkovému zdravotnimu
stavu ¢lovéka. Uvedeny fakt vyuzivali jiz ve starovéku, kdy napf. v Indii povazovali stravu za
dilezitého Cinitele ovlivitujiciho rychlost uzdravovani pii onemocnéni.

V odborné literatufe je Casto uvadén termin mikrobidlni ekosystém clovéka. Je tim
minéno kvalitativni 1 kvantitativni slozeni mikrobioty na riznych mistech traviciho ustroji a
vyskyt rtiznych biogennich a abiogennich faktori ve stejnych lokalitaich a vzajemné

ovlivilovani téchto faktorti a mikrobioty.



Jako eubidza je ozna¢ovano normalni mikrobidlni osidleni urcitého biotypu v ptislusné
¢asti travici trubice. To znamend, Ze mikrobiocendza je se svym hostitelem v rovnovaze.
Jestlize se ovSem jakymkoliv zplsobem zmeéni prostiedi, dochdzi také ke zménam
Vv mikrobialnim osidleni (Hruby a Turek, 1989).

Stfevni mikrobiota, jak jiz bylo naznaceno, je velice komplexni ekosystém, ve kterém

existuje fada vzajemnych vazeb. Pro jejich vymezeni se nejCastéji pouzivaji terminy:

» Symbidza - oznacuje vztah, kdy mikroby jsou ve spole¢né, velice uzké vzajemné
vyhodné asociaci v kazdém momentu jejich souZiti, coz v travici trubici nastava velmi
omezeng.

» Mutualismus - termin postihuje vzajemné vyhodnou asociaci.

» Komensalismus - vyhodna asociace pouze pro jednoho ucastnika bez skodlivého vlivu
na druhého.

» Parasitismus - asociace, kdy jeden z ucastniki Zije na ukor druhého (Voftisek, 1989).

2.1.1. Mikrobiota v jednotlivych ¢astech traviciho traktu

Gastrointestinalni trakt &lovéka obsahuje vice nez 10 mikroorganismd, je to mnohem
vice, nez je celkovy pocet bun¢k v nasem téle. Odhaduje se, ze lidsky GI trakt skryva okolo
1000 druhti bakterii, ale pouze 30 — 40 druhl tvoii 95 % populace. Pfi normalnich
okolnostech je mikrobilni uroveti v tenkém stievé 10°~ /g a v tlustém stievé 10°~%/g. Mezi
prevladajici rody v tenkém stifevé patii Lactobacillus spp. a Enterococcus spp., V tlustém
stievé je n€kolik rodd Celedi Enterobacteriaceae, rizné rody Bacteroides spp., Clostridium
spp., Fusobacterium spp., Eubacterium spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp. a
Lacobacillus spp. (Ray and Bhunia, 2008). Béhem poslednich let roste pocet studii o bakterii
Faecalibacterium prauznitzii, ktera ptredstavuje az 5% z celkové bakterialni populace ve
stievé (Miquel et al.,2013).

Stfevni mikroorganismy rozdélujeme na autochtonni a alochtonni. Alochtonni
mikrobiota kolonizuje mista, kde doslo ke ztraté¢ pivodni mikrobioty (autochtoni) z riznych

divodu jako jsou 1écba antibiotiky, nevhodna strava, zanét (Ray and Bhunia, 2008).



V nasledujici tabulce (Tab. 1) je uvedeno obecné kvalitativni a kvantitativni rozdéleni

mikroorganismu v travicim traktu (Schulze et al., 2008)

Tab. 1: Kvantitativni a kvalitativni zastoupeni (Schulze et al., 2008)

Zaludek a duodenum Jejunum a ileum Kolon
10" - 10° CFU 10* - 10° CFU 10" - 10" CFU
Laktobacily Laktobacily Bakteroidy
Streptokoky E. coli a jiné enterobakterie Bifidobakterie
Kvasinky (Candida albicans) Streptokoky Peptostreptokoky
Helicobacter pylori Enterokoky Eubakterie

Bifidobakterie
Fusobakterie

Faecalibacterium prauznitzii

Fusobakterie

Klostridie

Veillonely

E. coli

Enterokoky

Laktobacily

Stafylokoky

Pseudomonady

Kvasinky (Candida albicans)

Faecalibacterium prauznitzii

Podrobnéjsi rozdé€leni sttevniho mikrobiomu nabizi nasledujici tabulka €. 2.

Tab. 2: Lidska gastrointestinalni mikrobiota podle Salminena et al. (2004)

zaludek Jejunum ileum Kolon

celkové mnozstvi bakterii (ml) 0- 10° 0- 10° 10°- 10° 10%- 10"
aeroby nebo fakultativni anaeroby

koliformni bakterie 0- 10° 0- 10° 10%- 10’ 10*- 10"
streptokoky aerobni 0- 10° 0- 10° 10%- 10° 10°- 10™
Stafylokoky 0- 10° 0- 10° 10°- 10° 10*- 10°
Laktobacily 0- 10° 0- 10* 10°- 10° 10°- 10"
plisn&/kvasinky 0- 10° 0- 10 10%- 10* 10*- 10°
Anaeroby

Bakteroidy ojedingle 0- 10° 10°- 10’ 10%- 10"
Bifidobakterie ojedingle 0- 10° 10°- 10° 10°%- 10"
streptokoky anaerobni ojedin¢le 0- 10° 10%- 10° 10%- 10"
Klostridie ojedingle | ojedingle 10°- 10 10°- 10"
Eubakterie ojedinéle | ojedinéle | ojedingle 10°- 10"




Z ptehledu vyplyva, Ze probihd postupnd proména mikrobidlniho ekosystému od

pfevahy aerobl ordln¢ k pievaze anaerobu v aboralnich oddilech. Jejich vzajemny pomér

ukazuje tabulka ¢. 3 (Zboftil, 2005).

Tab. 3: Proména mikrobidlniho ekosystéemu

oddil GIT anaeroby : aeroby
tenké stievo 1:1

oralni kolon 100:1
aboralni kolon 1000:1

G. Gibson a M. Roberfroid nabizeji jiné schéma kvantitativni a kvalitativni struktury

mikrobioty traviciho traktu s ohledem na potencialni patogenni efekt (Tab. 4). Rozlisuji

bakterie na potencialné patogenni a projektivni (Zbofil, 2005)

Tab. 4: Rozdéleni mikrobioty traviciho traktu s ohledem na patogenni efekt (Zboril, 2005)

Primérny kvantitativni Bakterie Bakterie
vyskyt v travicim S patogennim S projektivnimi
traktu (10* ml) potenciilem vlivy
10° Pseudomonas aeruginosa
10° Vibrionaceae
10° Stafylokoky
107 Klostridie
10° Veilonely
10° Enterobakterie Enterobakterie
10° E. coli E. coli
10° Laktobacily
10" Sulfobakterie
10" anaerobni grampozitivni koky anaerobni grampozitivni koky
10" Metanogeny Metanogeny
10" Eubakterie
10" Bifidobakterie
10" Bakteroidy Bakteroidy




2.1.2. Funkce fyziologické stievni mikrobioty
Klicova role prospésnych mikroorganismti v GIT pro lidské zdravi byla dlouho
opomijena, a pozornost se soustiedila pouze na stfevni patogeny a faktory vedouci

k gastrointestinalnim onemocnénim (Goktepe et al., 2006).

Tab. 5: Hlavni funkce mikroorganismu v GIT (Kailasapathy et al., 2011)

Funkce Mikrobialni aktivita v Gl traktu

Fermentace nestravitelnych zbytki potravy,

. tvorba mastnych kyselin s kratkym fetézcem,
Metabolické funkce ) )
produkce vitaminid skupiny B a K, vsttebavani

vapniku, Zeleza, atd.

) Koloniza¢ni rezistence — zabranéni uchyceni a
Ochranné funkce ] )
proliferaci patogenu.

Regulace epitelialni bunécné proliferace a
Trofické funkce ] )
diferenciace.

Mikrobiota v gastrointestinalnim traktu jsou spojena se stimulaci imunitniho systému,
metabolismu potencidlnich karcinogennich latek a s vyrobou nékterych vitamint skupiny B,
travicich a ochrannych enzymi (Kailasapathy et al., 2011). Pfiblizn& 80 % (10'°) bungk
produkujicich imunoglobuliny se nachazi ve sliznici tenkého stieva (Goktepe et al., 2006).

Kolonizace stievni sliznice vhodnymi mikroorganismy, tvoii ochranu pied uchycenim
patogennich bakterii ve stfeve. Kulturni stfevni mikrobiota posiluje ochranu proti patogentim
prirozenou konkurenci o zivné latky, vitaminy, rastové faktory, obsazovanim potencionalnich
vazebnych mist a tvorbou fermentac¢nich produkti (vliv na pH), které omezuji jejich rust.
Mastné kyseliny s kratkym ftetézcem okyseluji prostiedi tlustého stfeva, ¢imZ brani rlstu
potencidlné nebezpecnych bakterii. Déle, produkuje antimikrobidlni latky, jako je naptiklad
bakteriocin, ktery inhibuje rast jinych bakterii. V pfipadech kdy je naruSena rovnovaha mezi
sttevnimi mikroorganismy, miZe se stat pivodn€ komenzéalni druh patogennim, napf.
Candida spp. a Clostridium spp., v malych mnozstvich jsou neskodné, ale pii oslabeni dojde

k podpote jejich rustu (Kailasapathy et al., 2011).




2.2. Stievni mikrobiota v pribéhu Zivota

Tab. 6: Hlavni zmeny mikrobioty traviciho traktu v pritbéhu Zivota (Dias et al., 2009)
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Plod: Novorozenec: Dité: Dospéli: Starsi:
obvykle Kojené - Zvyseni Firmicutes Ubyva -
sterilni dominantni mikrobialni Bacteroidetes Firmicutes
bifidobakterie diverzity Actinobacteria a
Nekojené - bifidobakterii
Riiznorod¢jsi Piibyva -
S vice Proteobacterie
Bacteroidetes
a méné
bifidobakterii

2.2.1. Kolonizace GIT v détstvi

V déloze je lidsky plod mikrobiologicky sterilni (Forsythe, 2010). Martin et al. (2004)
poukazuje na to, ze k osidleni traktu muze dojit v men$i mife jesté pred narozenim plodu.
Nekteré bakterie mlééného kvaSeni byly izolovany z placenty, amniové tekutiny, smolky
zdravych novorozenct pfed prvnim kojenim a pupecnikové s$ndry, véetné téch narozenych
cisafskym fezem (Martin et al., 2004). Zdrojem bifidobakterii pro novorozence je podle
nékterych studii matefské mléko (Bronsky, 2009). V pribéhu porodu novorozenec ziskava
mikroorganismy z pochvy, kontaktu s zivotnim prostfedim, ze zdroje potravy. V dusledku
toho se vytvoii komplexni mikrobiota. Brzy po narozeni jsou ve vzorku stolice detekovatelné
fakultativné anaerobni bakterie. Tyto mikroorganismy odstrani kyslik a nasledné snizi
oxida¢né¢ — redukéni potencidl a umozni rist striktné anaerobnim mikroorganismiim. Pfi
pfirozeném porodu jsou prvni koloniza¢ni bakterie matefského ptivodu. Pti porodu cisafskym
fezem dochazi k prvni kolonizaci mikroorganismy od persondlu nemocnice a prostiedi.

Nasledné je kolonizace ovliviiovana stravou (Forsythe, 2010).



Bronsky (2009) uvadi, ze matefské mléko neni nutné sterilni a mize obsahovat nizké
pocty bakterii rodu Streptococcus spp., Micrococcus spp., Lactobacillus spp., Staphylococcus
spp., Bifidobacterium spp.. Rada et al. (2009) uvadi, Zze matetské mléko neni primarnim
zdrojem bifidobakterii pro kojence. Matefské mléko uvnitt mlécné Zlazy je sterilni stejné,
jako je tomu 1 u ostatnich savci. Bakterie v matefském mléku jsou s nejvetsi
pravdépodobnosti pfitomny jako sekunddrni kontaminace.

U déti kojenych dochazi ¢astéji ke kolonizaci bakteriemi rodu Staphylococcus spp.
z davodu zvyseného kontaktu s matcinou pokozkou (Forsythe, 2010). U déti krmenych
je ve vy$8im mnozstvi zastoupena patogennimi bakteriemi rodt Clostridium spp., Bacteroides
spp., Enterococcus spp. a Streptococcus spp. (Zboril, 2005). Dalsi zména piichazi
s podavanim pevné stravy ditéti, kdy se za¢ina mikrobiota vice podobat t¢ v dospélé.
K ustaleni sloZeni stfevnich mikroorganizmi dochazi piiblizné ve dvou letech véku (Ray and
Bhunia, 2008).

V piipadech, kdy nedojde ke spravnému osidleni traviciho traktu v kojeneckém véku,
pfedevsim probiotickymi kmeny bakterii, mtize dojit k rozvoji fady onemocnéni, mezi néz

patii prijmova onemocnéni a alergie (Novakova et al., 2009)

2.2.2. Mikrobiota v dospélosti

U dospélych osob je travici trakt osidlen ¢etnymi a rtiznorodymi bakteriemi. Konkrétni
slozeni se u jednotlivych osob lisi a je ovlivnéno fadou faktorti. Mezi nejbéznéjsi bakterie
patii bakteroidy, bifidobakterie, eubakterie, laktobacily a klostridia (Kalag, 2003).

Strava je jednim z hlavnich faktorti ovliviiujici gastrointestinalni stievni mikrobiotu. U
osob se stravou bohatou na sacharidy a tuky byva vyssi pocet bakteroidd, klostridii,
bifidobakterii a peptokokd. U osob konzumujicich nizkotu¢né potraviny a vice vlakniny jsou
zjiStovany vysS$i pocty laktobacild a klebsiel. Pfi pravidelném dopliiovani stravy
fermentovanymi vyrobky se zvySuje ve stievech pocet probiotickych bakterii.

Vliv na slozeni stfevni mikrobioty ma také geograficka poloha (Zboftil, 2005).

2.2.3. Mikrobiota ve staii
Ve vys$im véku, zejména po 65. roku, se slozeni stfevni mikrobioty nepifiznivé meni.

K nejvétsim zméndm dochézi u tlustého stieva. Klesa pocet bifidobakterii a dalSich mlé¢nych



bakterii a vzrusta pocet zdravotn¢ problematickych mikroorganismil, zejména enterobakterii
(Kalac, 2003).

U starsich osob je nalézano také vétsi mnozstvi kvasinek Candida albicanis. Souc¢asné
je Cast&jsi vznik zanétli a snizuje se schopnost produkovat a pfijimat vitaminy a stopové prvky

(Zbotil, 2005)

2.2.4. Vliv probiotik a prebiotik pri podavani kojencim

Vysledky mnoha klinickych studii, ve kterych byla probiotika podavana détem,
umoziuji konstatovat, Ze probiotika maji fadu dolozenych indikaci.

Byl zaznamendn mirny pozitivni vliv podavani probiotik v prevenci akutnich
infek¢nich gastrointestinalnich onemocnéni u jinak zdravych déti, kde nejcastéjsi pricinou
onemocnéni byly rotaviry. V mnoha studiich bylo prokézéno, Zze probiotika snizuji pocet
prijmovych stolic a zkracuji dobu trvani onemocnéni piiblizné o jeden den. U¢inek je viak
zavisly na pouzitém probiotika a jeho davce, kterd by neméla byt mensi nez 10° CFU
(Guarino a kol, 2008).

Velky vyznam mohou probiotika mit pfi prevenci atopického onemocnéni. Podévani
probiotika Lactobacillus rhamnosus GG matce 4 tydny pied porodem a 6 mésicu ditéti po
porodu snizilo vyskyt atopického ekzému ve 2, 4 a 7 letech (Kalliomaiki et al., 2007).

Dal$im onemocnénim, kde mohou byt probiotika uzitecnd, je nekrotizujici
enterokolitida. Na vzniku tohoto onemocnéni se podili nedonoSenost, enteralni vyziva a
bakterialni kolonizace. Preventivni podavani probiotik vyznamnym zptisobem snizuje riziko
tézké nekrotizujici enterokolitidy a mortality u nedonoSenych déti s hmotnosti vyssi nez 1000
g. Ve studiich byla pouzita rizna probiotika jako Lactobacillus rhamnosus GG,
Bifidobacterium  bifidum, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus a
Bifidobacterium infantis (Deshpande et al. 2010).

Probiotika mohou mit pozitivni vliv u kojeneckych kolik. U déti s kojeneckymi
kolikami je ve stievech vice koliformnich bakterii a méné laktobacili. Laktobacily ovliviiuji
motilitu a vnimani bolesti. V tomto piipad¢ se v mnoha studiich pozitivné vyuZila probioticka
bakterie Lactobacillus reuteri (Savino et al., 2008).

V soucasnosti také probihaji studie o vyuziti probiotik v dutin€ ustni. Tato probiotika
mohou vyznamné sniZovat mnozstvi patogenti pusobicich zubni kaz a periodontalni

onemocnéni.
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2.3. Funkéni potraviny

Funk¢ni potravinou je jakakoli potravina, kterd méa kromé vyzivové hodnoty piiznivy
ucinek na zdravi konzumenta, jeho fyzicky ¢i dusevni stav. Je to potravina (nikoli tableta
nebo prasek) vyrobena z piirodné se vyskytujicich slozek. Méla by se konzumovat jako
soucast denni stravy (Goldberg, 1994).

Potraviny jsou primarn€¢ hodnoceny podle jejich nutricni hodnoty. Jinymi slovy,
standardnich Zivin.

Sekundarni funkci potravin je jeji chut, vzhled, struktura, viiné. Kromé téchto funkci
je velka pozornost vénovana funkcim terciarnim.

Tercidrni funkce potraviny prospésné ovliviiuji jednu nebo vice biologickych funkci
vtéle. Priklady tercidarni funk¢ni vlastnosti potravin, které byly studovany je
antikarcinogenita, antimutagenita, antioxidacni ¢innost. Vzhledem ke zhorSujicimu se zdravi
soucasné populace je velka snaha potravinaiského primyslu v mnoha zemich rozvijet nové
potraviny s t¢émito funkcemi (Goldberg, 1994).

Potraviny s terciarnimi funkcemi jsou oznacovany jako funkéni potraviny (Goldberg,
1994). Tento pojem byl vytvotren v Japonsku na pocatku roku 1980 (Arihara, 2006). Jde tedy
0 potraviny, které mimo své zakladni funkce nasyceni a vyzivy organismu maji i dalsi

vlastnosti pozitivné ovlivitujici zdravi a vitalitu ¢lovéka (Kuchta a Pruzinec, 2006).

Funkéni potraviny by se mély konzumovat jako soucast denni stravy (Goldberg,

1994). Cilem funk¢nich potravin neni 1é¢eni chorob ve stadiu jejich propuknuti, jako je tomu
u lékt, ale pfedchazeni témto chorobam. Jejich ucinek je také pozorovatelny v delSim
casovém horizontu (az 10 let) nez je tomu u lékid. Je tedy nutné je konzumovat pravidelné a
delsi ¢asové obdobi (Vlkova et al., 2009). Jejich konzumace miize ovlivnit nékteré pochody
V organismu, zejména:

e posilit pfirozené obranné mechanismy proti $kodlivym vliviim prostiedi

e pusobit preventivné proti nemocem

e pfiznivé ovliviiovat fyzicky a duSevni stav

e zpomalovat proces starnuti (Goldberg, 1994).
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Potraviny, které mohou byt funkénimi potravinami, jSOu:

pfirodni potraviny, jako je ovoce nebo obili, které mohou, ale nemusi byt
modifikovany z divodu zvySeni obsahu né&jaké latky (napf. lykopen, vitamin E,
obohacené rostlinné oleje, obohacena ryze)

potraviny, u nichz byla né&jakd latka doplnéna (napf. margariny s pfidanymi
fytosteroly)

potraviny, u kterych byla slozka odstranéna nebo snizen jeji objem (napf. jogurt se
snizenym obsahem tuku)

potraviny, v nichz je jeden nebo vice slozek, které byly upraveny, nahrazeny nebo
zvétsen jejich obsah s cilem zlepsit vlastnost pro zdravi jako napf. St'dva se zvyseny
obsahem antioxidantti, jogurt s pfidanymi probiotiky a prebiotiky (European
Commission, 2010).

Legislativa se u mladé a bouflivé se rozvijejici problematiky funkénich potravin a

nutriceutik rodi pomalu. Jeji sjednoceni v rdmci Evropské unie je nedofeSeno. Pfitom musi

byt legislativné vymezeno zejména:

které potraviny mohou byt deklarovany jako funkéni,
které prokazané zdravotni piinosy mohou byt deklarovany na obalech,

co deklarovat na obalech — které ucinné slozky jsou pfitomny a v jakém obsahu
(Kalac, 2003).

2.4. Probiotika

2.4.1. Historie probiotik

Flemingovo zjisténi, ze n€které metabolické produkty plisné Penicillium omezuji rist

patogennich mikroorganismil, vedlo k zavedeni terminu antibioticky (anti = proti, bios =

Zivot) (Vorisek, 1989).

Pojem probiotika bylo ptivodné pouzivano jako antonymum ke slovu antibiotikum. To

je odvozeno z feckych slov pro a bios (Vasiljevic and Shah, 2008). Probioza oznacuje

symbiotickou asociaci dvou organismu zijicich spolecné a poskytujicich si vzajemné vyhody

(Vortisek, 1989).
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Poprvé upozornil na probiotickou aktivitu lauredt Nobelovy ceny Metchnikoff pii
studiu stimulace tkanovych a krevnich bunék vroce 1907. Metchnikoff si vSiml, Ze se
Bulharsti zemédélci dozivaji pomérné vysokého veku. Svoji teorii dlouhovékosti spojoval
s vysokou konzumaci kysanych mléénych vyrobkt obsahujici bakterie Lactobacillus
bulgaricus a Streptococcus thermophilus. Metchnikoff ve svém experimentu vyslovil teorii,
ze bakterie Lactobacillus bulgaricus by mohla kolonizovat travici trakt a zabranit tak mnozeni
a zvySovani po¢tu hnilobnych bakterii (Vasiljevic and Shah, 2008).

V roce 1930 se podafilo japonskému védci Minoru Shirota izolovat a kultivovat
Lactobacillus casei kmen Shirota z détské stolice. O 5 let pozdéji byl kmen pouzit pro vyrobu
fermentovaného mlécného vyrobku, ktery inicioval zalozeni spole¢nosti s nazvem Yakult
(Vasiljevic and Shah, 2008).

Ve stejné dobé francouzsky pediatr Henry Tissier poznamenal, Ze déti pfi prijmovém
onemocnéni maji malo G bakterii ve tvaru Y, pfi¢emz tyto bakterie jsou u zdravych déti ve
stolici dominantni (Butel, 2013).

Jako prvni pouzili pojem probiotika Lilly a Stillwell v roce 1965. Oznacil terminem
probiotika latku produkovanou jednim prvokem, ktera stimulovala rast jiného prvoka. Pozdéji
byl tento termin pouzivan pro krmné a potravni dopliiky urcené pro vyzivu zvifat a lidi.

Parker vroce 1974 navrhl zahrnout do terminu probiotika interakci mezi
mikroorganismem a hostitelem. Termin probiotika byl pouzit pro organizmy a substance,
které maji ptiznivy vliv na mikroorganismy ve stieve.

Fuller v roce 1989 formuloval definici, ktera s postupnym zpiesfiovanim plati dodnes.
»Probiotika jsou zivé mikrobialni krmné a potravni dopliiky, které pfiznivé ovliviuji hostitele
zlepSenim jeho stfevni mikrobiocendzy.*

Havenaar a Huis in"t Veld v roce 1992 probiotika definovali jako mono nebo smésné
kultury zivych mikroorganismu, které, jestlize se aplikuji ¢lovéku nebo zvifeti, prospésné
ovlivituji hostitele zlepSenim vlastnosti jeho vlastni mikrobioty (Kun Lee and Salminen,
2009).

Nejnovéjsi vyzkumy vSak ukazuji, Ze nejenom Zzivé mikroorganismy, ale i jejich
nezivé formy a urcité slozky bunécnych stén mikroorganismli pravdépodobné mohou

ovliviovat hostitele (Kvasnickova, 2000).

13



2.4.2. Definice probiotik

Probiotika jsou Zivé mikroorganizmy, které jsou-li podavany v adekvatnim mnozstvi,
prispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele (FAO/WHO, 2001)

Mimo pozitivniho vlivu na lidské zdravi musi probiotika spliovat i néktera dalsi
kritéria, jak je uvedeno v tabulce ¢. 7 (Nevoral, 2005).

Tab. 7: Kritéria pro vybér probiotickych mikroorganismii (Kailasapathy et al., 2011)

Pozadované vlastnosti
) Dulezité pro specifické ptinosy pro zdravi,
1 Lidsky ptivod .
spravna kolonizace v GIT.
) Odolnost proti zaludeénim kyselinam a | Pfedpoklad pro pieziti pii pruchodu travicim
Zluci traktem.
. Nepatogenni, geneticky stabilni, netoxickeé,
3 Bezpecnost pro lidské zdravi _
bez alergickych reakci.
o Klicovy faktor pro stimulaci imunity,
4 Adheze na povrch stievni sliznice ‘
konkurenéni boj s patogenem.
Zakladni pozadavek pro rozvoj zdravotnich
5 Preziti pruichodu GIT vyhod, aktivita v GIT, odolnost proti
degradaci travicimi enzymy.
Produkce vitaminti, zlepSeni laktosové
6 Ovétené piinosy pro zdravi intolerance, Uprava cholesterolu, modulace
imunitni odpovédi.
Kultivovatelné ve velkém poctu, preziti
7 Dobré¢ vlastnosti pii zpracovani zpracovani a skladovani, bez negativniho
efektu na produkty, do kterych se pridavaji.

Mezi nejCastéji pouzivanymi bakteridlnimi rody jsou mlécné bakterie, zejména rody
Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp. Dal$imi pouzivanymi rody jsou také Enterococcus
spp., Streptococcus spp., Leuconostoc spp. atd. (Butel, 2013). Duvodem jejich vyuziti je
dlouhodoba zkuSenost s témito bakteriemi v mlékarenském primyslu, ptfi produkci siléze,
dale jejich relativné snadna kultivace a v drtivé vétSiné nepatogenni charakter (Vlkova et al.,

2009).
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VétSina téchto mikroorganismi byla izolovana z mléénych fermentovanych vyrobki,
jako je kefir, Maasai mléko, Kurut. Tyto fermentované vyrobky jsou nejdilezitéj$im zdrojem,
protoze mohou obsahovat Siroké spektrum druhit mléénych bakterii. Nékteré kmeny byly
izolovany i z matefského mléka jako napi. Lactobacillus fermentum. Dal§im zdrojem téchto
bakterii s probiotickymi vlastnostmi je travici trakt zdravych déti a dospélych. Kmeny
S pozitivnimi vlastnostmi byly také izolovany traviciho traktu zvirat (vcely, ryby, krevety
atd.), ale také z fermentovanych (fermentované salamy, klobasy, zelenina) potravin (Butel,
2013).

Do probiotik mohou byt zatazeny i dalsi rody, které nepatii pod bakterie mlécného
kvaseni. Escherichia coli nebo Propionibacterium spp. jsou také kmeny s pozitivnimi
vlastnostmi, ale zdroven ptedstavuji vyS$i potenciondlni riziko nezddoucich ucinkt. Tyto
bakterie jsou tedy méné ¢asto pouzivané (Butel, 2013).

Probiotické vlastnosti maji nejen bakterie, ale i kvasinky. Kvasinka Saccharomyces
boulardii se uz nékolik desetileti také pouziva jako probiotikum (Butel, 2013).

Na misto ptivodné pouzivanych mlékarenskych kultur se nyni upfednostiiuji bakterie
izolované z traviciho traktu (Vlkova et al., 2009).

Mechanismy pulsobeni probiotik nejsou doposud dobie prokdzané, coz je jeden
Z problémt, kterym se zabyva Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA). Tento trad
zatim Zadnému probiotiku neschvalil zdravotni tvrzeni (Butel, 2013).

Mozné mechanismy plisobeni probiotik:

e Stabilizace mikrobiomu kompetici s patogennimi mikroorganismy o vazebna mista na
receptorech o Ziviny

e Produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (zvl. kyselina maselnd)

e Pokles pH stfevniho obsahu

e ZvySeni rozpustnosti mineralnich latek

e Omezeni zpétné resorpce Zlu¢ovych kyselin

e Stabilizace stfevni slizni¢ni bariéry, Uprava stfevni permeability

e Produkce antimikrobidlnich substanci

e Modifikace toxintl a toxinovych receptorii

e Stimulace imunitni odpovédi na patogeny, napt. zvySena produkce sekre¢niho IgA,

IgG, IgM, protizanétlivé pisobicich cytokini IL — 10, TGF — f; snizena produkce

protizanétlivych cytokinii TNF — a, interferonu — y stejné jako mediatorti zanétu, napf.

matrixmetalloproteinaz (Butel, 2013).
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2.4.3. Formy probiotik

Probiotika (jak je znadzornéno na schématu) jsou k dispozici a mizou byt podavana v
riznych formach, zahrnujici zejména kvasené potraviny a farmaceutické vyrobky, které
mohou byt ve formé kapsli, mikrokapsli nebo rozpustnych praskt (Goktepe et al., 2006).

Probiotické kultury jsou z velké miry vyuzivany do vyrobkli v mlééném primyslu, kde
slouzi jako nastroj pro rozvoj a vznik novych produkti. Tradi¢né jsou probiotika vyuzivana
do jogurtt, ale v soucasnosti jsou nosi¢em probiotik také napt. majonézy, pomazanky, maso.
Probiotickymi mikroorganismy jsou také fortifikovany ovocné st'avy, zmrzliny, miisli tyCinky
(Vasiljevic and Shah, 2008).

Za minimalni denni davku, aby probiotika byla u¢inna v nagem t&le, se povazuje 10° —

10° CFU (Sykora et al., 2006).

@iﬁﬁcké kmeny l
/ v

Tradi¢ni fermentov Potravinové prod
potraviny ¢ni potraviny)

Mikroorganismy
vybrané pro jejich

Farmaceutickée

MIécné fermentované Novy typ

potraviny rostlinného fermentovanych

nebo zivoc¢isného potravin, které obsahuji funk¢ni vlastnosti

puvodu a spotfebované
V syrovém stavu nebo
tepeln€ neupravené

kmeny bakterii,
vybrané pro jejich
funk¢ni vlastnosti:
- Probiotické
“‘jogurty**
- Probiotické
ovocné Stavy
Obilné potraviny, které
obsahuji probiotika i
prebiotika

Doplnky stravy

podavané ve forme
kapsli, tablet,
lyofilizovanych praska
nebo mikrokapsli
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2.4.4. Terapeutické vyuZiti probiotik

Jednou z hlavnich oblasti aplikace probiotik je 1é¢ba nebo prevence prijmi spojenych
s antibiotiky. Tyto prujmy jsou ¢asto spojeny s bakterii Clostridium difficile, ktera se v malém
mnozstvi v travicim traktu nachdzi bézné. Lécba antibiotiky vede k naruseni mikrobidlni
rovnovahy a naslednému zvétseni poctu C. difficile a tvorbé toxinu. Podavani probiotik je
nutné k obnoveni rovnovahy stievnich mikroorganismi. Pouziti probiotik pii 1é¢bé
antibiotiky snizuje riziko priymu o 52 %, riziko cestovatelskych prijmid o 8 % a riziko
akutniho prijmu z riznych pfic¢in o 34 %. Pii studiich byly zkouseny kmeny L. rhamnosus, L.
acidophilus, L. bulgaricus, S. boulardii. VSechny tyto kmeny vykazovaly podobné ucinky
(Vasiljevic and Shah, 2008).

Prevence a 1écba alergii je dalsi oblast, v které probiotika mohou projevit svou
prospésnou roli. Zpozdéné kolonizace bakteriemi rodu Bibidobacterium spp. a Lactobacillus
Spp. V gastrointestindlnim traktu déti, mize byt jednim z divodu alergickych reakci. Také
rozdily v GIT mikrobiot¢ mohou hrat roli v citlivosti na alergie. Kojenci s atopickym
ekzémem méli v travicim traktu bakterie rodu Bifidobacterium spp. typické pro travici trakt
star$ich lidi. Zdravé déti méli GIT kolonizovan bakterii Bifidobacterium bifidum typickou pro
kojené déti. Nekolik studii prokazalo, ze Lactobacillus GG podavany matce a nasledné ditéti
mize snizit riziko vyskytu atopickych ekzému (Vasiljevic and Shah, 2008).

Crohnova choroba a ulcerozni kolitida jsou chronickd onemocnéni zatim
neobjasnéného puvodu. Pacienti trpi viedy tenkého stfeva a sliznice tlustého stieva, kdy se
stfidaji obdobi obtizi s obdobimi relativniho klidu (remise). U pacientti dochazi k disbioze a
snizeni mikrobidlni diverzity. Pouziti klasickych probiotickych kmeni v nékterych studiich
nevedlo K pozitivnim vysledkim. Pfi pouziti bakterie Escherichia coli Nissle 1917 nebo
kvasinky S. boulardii vedlo k zmirnéni ptiznakd v obdobich aktivity a prodlouzeni obdobi
remise (Butel, 2013).

V nékterych in vitro studiich byl zjistovan Gcinek probiotik proti bakterii Helicobacter
pylori, zpisobujici Zaludeéni viedy a rakovinu zaludku. Vysledky zatim nejsou tak vyznamné
z divodu malého poctu klinickych studii a malého poctu pacientli. Pfi pouziti kvasinky S.
boulardii byly vysledky pozitivni (Butel, 2013).

Kolorektalni karcinom je u nas nej€ast¢jSim karcinomem traviciho traktu. Uz delsi cas
je akceptovana predstava, ze bakterie sehravaji vyznamnou ulohu v procesu jeho vzniku a
vyvoje. Epidemiologické studie zjistily zvySené riziko vzniku kolorektdlniho karcinomu u
pacientd, u kterych stfevni flora obsahovala zvySené mnozstvi bakterii rodu Bacterioides spp.,

a naopak, snizené riziko pii kolonizaci laktobacily a eubakteriemi.
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Stievni mikrobiota mtize ovlivnit kolorektalni karcinogenezi produkci enzymt, které
transformuji prokarcinogeny na aktivni karcinogeny. Mezi ty patfi B - glukuronidasa,
glykosidasa, azoreduktasa, nitroreduktasa. Mezi hlavni mechanismy, kterym mikrobiota
ovlivituje vyvoj karcinomu, patii dekonjugace zlucovych kyselin a tvorba sekundéarnich
zlucovych kyselin, aktivace prokarcinogent, fermentace vedouci k tvorbé mastnych kyselin
s kratkym fetézcem, tvorba diacylglycerolu a adsorpce hydrofobnich molekul (Cokasova et
al., 2010).

Ischemicka choroba srdce je choroba, kterou zpiisobuje nedostatek kysliku (ischemii)
v srdecnim svalu, tj. pfivod kysliku do srde¢niho svalu je mensi, nez jeho potieba. U
nemocného se miize projevovat jako angina pectoris, porucha srde¢niho rytmu, selhani srdce
nebo se nemusi projevit vubec. K nejcetnéj$im a nejrizikovéjSim faktorim patii zvySena
koncentrace cholesterolu v krvi, zvySeni krevni tlak, koufeni, zvySena koncentrace cukru
v krvi. Vysoky vyskyt kardiovaskularnich chorob vede k Cetnym preventivnim opatfenim.
V poloving 80. Let se prokazal vyznam sniZzeni LDL — cholesterolu ve snizovani rizika vzniku
ischemické choroby srdce. K nejzndméjSim mechanizmim, kterym probiotika snizuji
koncentraci plazmatického cholesterolu, patii pfimé degradace a utilizace cholesterolu
probiotikami, produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem, vazba casti cholesterolu na
mikroorganismy, s kterymi je nasledné vylougen (Cokasova et al., 2010).

Probiotika Ize kladn& vyuzit i v oblasti naruSeni bakteridlni flory urogenitalniho traktu.
Za ispésné se povazuji kmeny L. casei Shirota, L. fermentum RC — 14 a dalsi laktobacily.
Jejich vyuziti je mozné nejen pii bakterialnich infekcich, ale 1 pfi mykozach (vulvovaginitidy

zpusobené rodem Candida spp.) (Hronek et al., 2006)

2.5. Pouzivané bakterialni kmeny
Mezi nejcastéji pouzivané bakterialni rody patii Bifidobacterium spp., Lactobacillus
spp., Streptococcus spp. a Lactococcus spp. Jednotlivé vlastnosti a charakteristiky rodd jsou

rozepsany V nasledujicich oddilech.
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2.5.1. Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie byly poprvé izolovany ze stolice kojenych déti v roce 1899 védcem
Henri Tisierem, ktery je oznacil jako Bacillus bifidus. I kdyz v roce 1924 navrhl Orla — Jensen
rod Bifidobacterium, byly bifidobakterie fazeny do jinych taxonomickych skupin, jako je
Bacillus bifidus (1900), Bacteroides bifidus (1923 — 1934) a Lactobacillus bifidus (1939 —
1957). V roce 1973 a nasledné v osmém vydani Bergey's Manual doslo k pieklasifikovani a
ustanoveni rodu Bifidobacterium spp., ktery se skladal z 11 druhd. Scardovi v roce 1986
aktualizoval seznam druhd na 24 a v soucasnosti se rod Bifidobacterium spp. sklada z 31
druhti (Lee and O’Sullivan, 2010).

Tento rod se fadi mezi grampozitivni bakterie a je soucasti kmene Actinobacteria,
tiida Actinobacteria, podtiida Actinobacteridae, ¥ad Bifidobacteriales, ¢eled’ Bifidobacterium.
Podle DSMZ némecké sbirky mikroorganismu je v soucasnosti do rodu Bifidobacterium spp.
zahrnuto 29 druhti (Kun Lee and Salminen, 2009).

Buiiky jsou grampozitivni tyCinky riiznych tvarti a velikosti, pfitomné jako jednotlivé
buiiky, nebo v fetizcich raznych velikosti. Jsou nesporolujici, nepohyblivé a anaerobni, i kdyz
nékteré z nich toleruji malé koncentrace O, V pfitomnosti CO, (Ray and Bhunia, 2008).
Bakterie B. animalis subs. lactis dokaze tolerovat 10 % kysliku (Jardine, 2009). Optimalni
teplota pro rust je 37 — 41 °C (Ray and Bhunia, 2008). B. bifidum pteziva teploty do 60 °C
(Salminen et al., 2004). Jejich optimalni hodnota pH pro rist je 6,5 az 7,0; nerostou pti pH 5,0
az 4,5 a 8,0 az 8,5 (Gorner a Valik, 2004).

Charakteristickd je u téchto bakterii tvorba acetatu a laktatu (v poméru 3:2) ze
sacharid, za soucasné produkce malého mnozstvi etanolu, sukcindtu a mravencanu
(Silhankova, 2008).

Bifidobakterie byly izolovany ze stolice lidi, zvifat a ptaki, a jsou povaZovany za
prospe$né pro normalni zdravi travici traktd. Obvykle se nachazeji v tlustém stifeve. Ve
velkém mnozstvi jsou nalézany u déti 2 — 3 dny po porodu. U déti se nachazeji predevsim
druhy B. infantis, B. breve a B. longum (Obr. 1), zatimco u dospélych jde spiSe o druhy B.
adolescentis a B. longum (Maxa a Rada, 1996).

Bifidobakterie lze kultivovat na specialnich mediich za anaerobnich podminek.
Typické médium pro kultivaci (TPY) obsahuje: tryptikasu, fyton, glukosu, kvasni¢ni
autolyzat a soli manganu, Zeleza, zinku a vapniku také Tween 80, cystein hydrochlorid a agar;
pH 6,5. Identifikace rodu se uskuteciiuje na zdkladé mikroskopického obrazu bunék, tvaru

kolonii a rlistu na specifickych mediich (Gormer a Valik, 2004).
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Obr. 1. Bifidobacterium longum
www.jpkc.njau.edu.cn

2.5.2. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus spp. je nejvétsi skupinou mezi bakteriemi mléného kvaseni,
v soucasné dobé zahrnuje vice nez 120 druhd a 20 poddruhii. Jsou zahrnuty v kmeni
Firmicutes, tiidé Bacilli, fad Lactobacillales, ¢eled’ Lactobacillaceae (Kun Lee and Salminen,
2009).

Rod byl poprvé popsan v roce 1901 Beijerinckem (Gorner a Valik, 2004). V roce 1919
laktobacily roztfidil Orla-Jensen do tii skupin (termobakterie, streptobakterie, betabakterie) a
to podle jejich rastové teploty a podle morfologickych a fenotypovych ryst (Plockova a
Btezina, 1988). Na zakladé¢ jejich fermentace hexos a pentos byly rozdéleny do tii skupin, jak
je uvedeno v tabulce ¢. 8 (Ray and Bhunia, 2008).

Rod zahrnuje ruznorodou skupinu grampozitivnich, ty¢inkovitych, obvykle
nepohyblivych, nesporolujicich, fakultativné anaerobnich druhti, které se velmi li§i svoji
morfologii ristu a metabolickymi vlastnostmi. Buiikky mohou byt velmi kratké az velmi
dlouhé tycinky, tenké nebo stfedné silné, casto ohnuté, a mohou byt jednotlivé nebo spojené
v fetizky (Ray and Bhunia, 2008).

Pii fermentaci glukosy, v zavislosti na druhu, produkuji jen kyselinu mléénou jako
svij hlavni metabolit nebo produkuji kyselinu mlécnou, etanol, kyselinu octovou a CO,,
Nékteré druhy také produkuji diacetyl. Mnoho druh vyuziva také laktosu, sacharosu,
fruktosu nebo galaktosu a né€které druhy mohou fermentovat i pentosy. Vhodna teplota pro
rist se muze lisit od 1 do 50 °C, vétSina druhli ale dobfe roste pii teplotdch 20 — 40 °C.
Laktobacily rostou nejlépe ve slabé kyselém prostredi pH 4,5 — 6,4. Rust se zastavuje pii pH
3,6 — 4,0 (Ray and Bhunia, 2008).
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Tab. 8: Rozdéleni laktobacilii (Ray and Bhunia, 2008)

Charakteristika

Skupina l

Skupina Il

Skupina 111

Piedchozi oznaceni

Thermobacterium

Streptobacterium

Betabacterium

Fermentace sacharidu

Obligatné

homofermentativni

Fakultativné

heterofermentativni

Obligatné

heterofermentativni

Kys. mlé¢na nebo kys.

Kyselina mlécna,

Produkty fermentace Kyselina mlé¢na mlécna, octova,
octova, ethanol, CO,
ethanol, CO;
Fermentace pent6z - + +

Druhy

Lab. delbrueckii ssp.

delbrueckii,

Lab. delbrueckii ssp.

bulgaricus,

Lab. delbrueckii ssp.

lactis
Lab. plantarum
Lab. curvatus

Lab. sake

Lab. casei ssp. casei,
rhamnosus,
pseudoplantarum
Lab. divergenes
Lab. kefir

Lab. confuses

Lab. fermentum

Skupina I: Hexosy fermentuji na kyselinu mléénou a pentosy a glukonaty nefermentuji.

Skupina Il: Podle mnozstvi a druhu sacharidu produkuji bud’ vylu¢né kyselinu mlé¢nou nebo

kyselinu mlé¢nou a dalsi produkty (kyselinu octovou, etanol, kyselinu mravenéi, CO,).

Skupina I11: Hexosy fermentuji na kyselinu mléénou, kyselinu octovou a CO,. Pentosy

fermentuji na kyselinu mlé¢nou a kyselinu octovou (Ray and Bhunia, 2008).

Obr. 2. Lactobacillus casei
www.jpkc.njau.edu.cn
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http://jpkc.njau.edu.cn/spwswx/imgbank/tuku/Lactobacillus casei.jpg

2.5.2.1. Vyznam laktobacili

Tti poddruhy Lactobacillus delbrueckii ssp. se pouzivaji pfi fermentaci mléénych
vyrobk, jako jsou nékteré druhy syrti a jogurty. Dobfe rostou pii 45 °C a fermentuji laktosu
za vzniku velkého mnozstvi D (-) kyseliny mlécné. Zakladnim enzymem téchto poddruhti je
— galaktosidasa. Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus reuteri jsou prospésné strevni
mikroorganismy, které jsou pfitomny V tenkém stievé. L. acidophilus se pouziva pii vyrobé
fermentovanych mlécnych vyrobku, a také se pridava do pasterované¢ho mléka, probiotickych
kapsli. Metabolizuje laktosu a vytvari velké mnozstvi D (-) kyseliny mlé¢né. Lactobacillus
helveticus se pouziva pfti vyrob¢ syri a fermentuje laktosu na kyselinu mléénou. Lactobacillus
casei ssp. casei (Obr. 2) je souéasti fermentovanych mléénych vyrobkd. Stépi laktosu na L (+)
kyselinu mlé¢nou. Nékteré kmeny jsou vyuzivany jako probiotické bakterie. Lactobacillus
plantarum se pouziva pii fermentaci masa a zeleniny. Produkuje DL — kyselinu mlé¢nou. L.
curvatus a L. sake muze rust pfi teplotach (2 — 4 °C) a vyuziva se pfi fermentaci zeleniny a
masa. Lactobacillus sake se pouziva pro fermentaci vina saké. Lactobacillus kefir je dulezity
pii vyrob¢ kefiru (Ray and Bhunia, 2008).

Nekteré druhy laktobacili produkuji bakteriociny jako, napt. L. acidophilus — laktocin
B, L. fermentum — laktocin LP 27 (Gorner a Valik, 2004).

2.5.2.2. Kaultivaéni vlastnosti
Rogosa a MRS agary byly primarné vyvinuty pro kultivaci laktobacilti z riznych
zdroji. Vyuzivaji se pro kultivaci celé skupiny bakterii mlééného kvaSeni (De Man et al,
2003).
Podle normy CSN 56 0094 se ke stanoveni bakterii rodu Lactobacillus spp.

V potravinach vyuZziva Zivna pida MRS.

2.5.3. Rod Streptococcus

V taxonomii Streptokokl se Casto uZzivaji dva klasifikacni systémy. NejnovéejSim
klasifika¢nim systémem rodu Streptococcus spp. je rozdéleni, které navrhli Schilfer a
Kilpper-Bélz. Jde o rozd¢leni rodu Streptococcus spp. na: pyogeni streptokoky, oralni
streptokoky, jiné streptokoky, enterokoky a mlé¢né streptokoky (Tab. 9). Pro potravinaiskou
mikrobiologii je ale z taxonomického hlediska dulezitéjsi, ze uvedeni autoti navrhli skupinu
enterokokil a skupinu mléénych streptokokli povysili na samostatné rody: Enterococcus spp. a

Lactococcus spp. (Gorner a Valik, 2004).
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Jednd se o grampozitivni mikroorganismy, které netvoii spory. Builky jsou kulaté
nebo vejcovité o priméru méné nez 2 pum.

Streptokoky se nachazeji na mukoéznich membranach ust, v dychacim, zazivacim,
urogenitalnim traktu, na pokoZzce zvirat, lidi a v pfirod¢ (Gorner a Valik, 2004).

Streptococcus thermophilus (Obr. 3) tvofi ovoidni grampozitivni buriky o pruméru 0,7
az 0,9 um v parech az dlouhych fetizkach (Ray and Bhunia, 2008). Vyznacuje se tvorbou
dvou mlécnych dehydrogendz produkujicich L — laktat, ¢im se 1iS§i od jinych bakterii
mléného kvaseni, které maji vic jak jednu dehydrogenazu, ale tvoii DL — laktat. S.
thermophilus se vyskytuje v mléku a mléénych produktech piirozené, stejné tak i ve formé
slozky ¢istych zakysovych kultur. Divoké kmeny S. thermophilus zpisobuji vady pfi zrani
tvrdych syri (Gorner a Valik, 2004).

Tab. 9: Rozdéleni potravinarsky vyznamnych streptokokit (Gorner a Valik, 2004)

Streptococcus acidominimus, S. equinus,  S.
Jiné streptokoky alactolyticus, S. thermophilus (Obr. 2), S.

saccharolytiticus, S. suis, S. porcinus

Enterococcus faecalis, E. faecium, E. avium, E.
Enterokoky gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E.

hirae, E. malodorants, E. mundtii

Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis

MIé&né streptokoky (Lactococcus) ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. hordniae,

L. raffinolactis, L. garvieae, L. plantarum

)

3.0z

. 11

Obr. 3. Streptococcus thermophilus
www.jpkc.njau.edu.cn

23




2.5.4. Rod Lactococcus
Laktokoky se fadi mezi homofermentativni bakterie mlééného kvaseni (Vlkova et al., 2009).
Jedna se bunky ovoidniho tvaru velikosti 0,5 — 1,0 um, které tvoii pary nebo kratké retizky.
Koky jsou nepohyblivé, nesporolujici, grampozitivni a fakultativné anaerobni. Bakterie rodu
Lactococcus spp. dobfe rostou v teplotnim rozmezi 20 — 30 °C, pti koncentraci NaCl do 6,5 %
a pH do 9,6. Optimalni rdstova teplota je 37 “C (Sedlacek, 2007). Ve vhodném prostiedi
produkuji piiblizné 1 % L (+) kyselinu mlé¢nou a redukuji pH na 4,5 (Ray and Bhunia, 2008).
Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis (Obr. 4) jsou soucasti
mikroorganismu zakladnich smetanovych kultur, tvofi pfevazné kyselinu mlécnou (Zadrazil,
2002). Nekteré kmeny Lactococcus lactis produkuji bakteriocin nisin, ktery inhibuje rozvoj
fady grampozitivnich bakterii. Tento bakteriocin se pouzivd pii konzervaci potravin

(Silhankova, 2008).
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Obr. 4. Lactococcus lactis subsp. lactis
www.jpkc.njau.edu.cn

2.5.5. Rod Enterococcus

Jedna se o grampozitivni koky v fetizcich, o néco vetsi nez streptokoky, nenarocné na
kultivaéni podminky. Z vice nez 50 druhii enterokokll jsou nej€astéjsi a nejvyznamnéjsi
Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium (Obr. 5). Vyskytuji se pfirozené v tlustém
stfevu, jsou pravidelnou soucasti stievni mikrobioty. Charakteristicka je jejich relativni
rezistence Kk fyzikalnim a chemickym vlivim: na rozdil od ostatnich kokt v lidském téle

vydrzi 60 °C po dobu 30 minut, rostou za ptitomnosti 6% NaCl, pii pH az §,5.
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Rostou pfi teploté pro bakterie kolonizujici sliznice neobvykle nizké (10 °C) i vysoké
(45 °C) i za pritomnosti zlu¢i (Schindler, 2010). Enterococcus faecalis a Enterococcus
faecium jsou bakterie dulezité jako probiotika. Lze je snadno rozliSit podle fermentace

arabinosy a sorbitolu a teploty vhodné pro jejich kultivaci (Marth and Steele, 2001)

Obr. 5. Enterococcus faecium
www.f8i.org/bacteria

2.6. Prebiotika

Od roku 2004 jsou prebiotika definovana jako: Selektivné fermentovatelné slozky,
které umoznuji konkrétni zmény, a to jak ve slozeni a / nebo aktivité gastrointestinalni
mikrobioty, ¢imz zlepsuji zdravi a pohodu svého hostitele (Gibson and Roberfroid, 2008).

Prvné byl vyraz prebiotikum pouzit v roce 1990 (Gibson and Fuller, 2000). Prebiotika
jsou sacharidy s kratkym fetézcem, které jsou nestravitelné travicimi enzymy c¢loveka.
Prebiotikum je neaktivni slozka stravy, ktera prochazi do tlustého stieva a zde je pak
selektivné fermentovano (Al — Sheraji, 2013). Pokud nestravitelny sacharid podporuje rast
veskeré mikrobioty tlustého stifeva (bez selektivni stimulace ur¢itého mikrobialniho druhu)
pusobi jako tzv. “"colonic food"” (potravina pro tlusté stievo). Colonic food se definuje jako
potravinatska ptisada, kterd se dostava do tlustého stfeva a slouzi jako substrat pro endogenni
bakterie, ¢imZ nepiimo poskytuje hostiteli energii, metabolické substrity a esencidlni
mikronutrienty (Kvasnickova, 2000). Ve vétSiné ptipadd se jedna o podporu zvySeni poctu
bakterii rodu Bifidobacterium spp. a Lactobacillus spp. (Oliveira et al., 2009).
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Aby urcité potravinarské piisady fungovaly jako prebiotika:

e maji prochazet horni ¢asti GIT v nezménéné forme, nemaji se tam ani hydrolyzovat,
ani absorbovat.

e maji slouzit urCitym bakteriim tlusté¢ho stfeva jako selektivni substrat, ktery vede ke
zvySeni metabolické aktivity téchto bakterii nebo k podpofe jejich rastu.

e maji pozitivn¢ ovliviiovat slozeni mikrobioty tlustého stfeva.

e maji mit celkové pozitivni vliv na zdravi a celkovou pohodu pfislusného jedince

(Kvasnickova, 2000).

Laktulosa, galaktooligosacharidy, fruktooligosacharidy, inulin, a jeho hydrolyzaty,
maltooligosacharidy a rezistentni $krob jsou b&zné€ pouzivané v lidské stravé. Zakladni
koncové produkty metabolismu sacharidd jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem, zvlaste
kyselina octova, kyselina propionova a kyselina maselna, které jsou pouzivany hostitelskym
organismem jako zdroj energie (Al — Sheraji, 2013).

Prebiotika ptiznivé piisobi na stievni peristaltiku. To vede ke zkraceni doby, kdy je
v kontaktu kolonocyt s peroralné piijimanymi potravinovymi karcinogeny a snizené pH
inhibuje aktivitu dehydrogenas a hydroxylas, které méni ZluCové kyseliny na karcinogenni

kyselinu deoxycholovou a litocholovou (Oliveira et al., 2009).

Prokazalo se, ze tada oligosacharidi ma bifidogenni vlastnosti, kdy po konzumaci
dochazi k nadmérnému rastu bifidobakterii a ke snizeni poctu ostatnich bakterii, napf.
Clostridium perfringens, fusobakterii a bakteroidti (Kvasni¢kova, 2000). Jako zdroje téchto
sacharidi muze byt ¢ekanka, cibule, Cesnek, chiest, artyCoky, porek, banany, rajéata a mnoho
ostatnich rostlin (Al — Sheraji, 2013).

vvvvv

oligofruktosu (1 — 18 g / den). Pro ostatni probiotika jsou udavané doporucované davky
(Kvasnickova, 2000):

e galaktooligosacharidy 10 g / den
e xylooligosacharidy 0,7 g / den

e sojové oligosacharidy 2,0 g / den
e laktulosa 3 g/ den

e laktosacharosa 5 — 10 g/ den.
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Vyuziti probiotik jako slozka potraviny ma vice vyhod, protoze zlepSuje senzorické
vlastnosti a poskytuje vyvazené nutricni slozeni. Pfi pouziti do pekatskych vyrobku a
snidafiovych cerealii se dosdhne prodlouzeni trvanlivosti a lepsi vlacnosti peciva. Jejich
rozpustnost umoziuje piidavek do mléénych vyrobktli, pomazanek, napoji. Velmi Casto se
prebiotika také uzivaji ve formé tablet. Vzhledem k jejich vlastnosti, tvorbé gelovité
struktury, je 1ze dobfe vyuzit k zahust'ovani nizkotu¢nych vyrobkd, bez jakéhokoliv ovlivnéni

chuti. Toho lze dobie vyuzit pti vyrobé jogurtd, smetanovych syra (Al — Sheraji, 2013).

2.6.1. Oligosacharidy

Oligosacharidy jsou skupina sacharidi s kratkym fetézcem sestavajici se z2 — 20
jednotek. Mohou byt linedrni nebo rozvétvené a vyskytuji se v celé fadé potravin. Nekteré
oligosacharidy jsou rozpustné ve vodé¢, nebo fyziologickém roztoku (Kailasapathy et al.,
2011). Na svétovém trhu se vyuziva vice nez 20 typt nestravitelnych oligosacharidi. Nejvice
pouzivané jsou galaktooligosacharidy a fruktooligosacharidy (Sako et al., 1999).

Oligosacharidy jsou Siroce distribuovany v rostlinach, jako je cibule, porek, chiest,
¢ekanka, topinambur, ¢esnek, pSenice a oves, sojové boby (Kailasapathy et al., 2011). Mohou
byt extrahovany z pfirodnich zdrojii (napf. sojové oligosacharidy), vyrobené enzymatickou
transglykosylaci (napt. galaktooligosacharidy, fruktooligosacharidy) nebo enzymatickou
hydrolyzou polysacharidii (napf. xylooligosacharidy, isomaltooligosacharity) (Sako et al.,
1999).

2.6.2. Fruktooligosacharidy a inulin

FOS jsou polymery (polymerizaé¢ni stupent 2 — 30) B - D — fruktosy spojené B (2 — 1)
glykosidickymi vazbami zakonéené molekulou sacharosy (Kailasapathy et al., 2011).

Hydrolyzou inulinu endoglykosidasami vznikaji linearni oligomery sloZené z jedné
molekuly glukosy, ke které jsou vazany B (2 — 1) fruktooligosacharidy prostfednictvim vazby
typu (oo 1 — B 2) — jako u sacharosy. Oznacuji se GF, kde n pfedstavuje pocet jednotek
fruktosy. Kromé téchto vznikaji hydrolyzou inulinu i oligomery typu F,. Jde 0 homopolymery
fruktosy vazané prostrednictvim 3 (2-1) vazby, pfi¢emz n predstavuje pocet jednotek fruktosy

vV homopolymerech (Kvasni¢kova, 2000).
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Lze je rozdélit na pfirodni, kde Uc¢inkuji v rostlinach jako zasobni polymery a
syntetické (Vlkova et al., 2009). Primyslové se vyrabi z disacharidu sacharosy pomoci
enzymu B — fruktofuranosidasy, ktery produkuje rod Aspergillus niger (Sungsoo Cho a
Finocchiaro, 2010). Vétsina vyrabénych fruktant je z inulinu. Vyroba zahrnuje extrakci
inulinu z kofene ¢ekanky a naslednou rafinaci a suSeni. Extrahovany inulin je fizen¢
hydrolyzovan enzymem inulinasou (Kailasapathy et al., 2011).

Obecné plati, ze piijem FOS zvySuje pocet bifidobakterii a laktobacil, zvySuje
mnozstvi mastnych kyselin s kratkym fetézcem a snizuje koncentraci klostridii, fusobakterii a

pH (Kailasapathy et al., 2011).
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Obr. 6. Molekularni struktura sacharosy, inulinu a oligofruktosy
(Kvasnickova, 2000)

2.6.3. Galaktooligosacharidy

GOS jsou vyrabény prevazné enzymatickou syntézou [ — galaktosidasy za pouziti
substratu laktosy (Dias et al., 2009). Pti této reakci dochazi k hydrolytické degradaci laktosy
(Kailasapathy et al., 2011). Jejich stabilita v kyselém prostiedi z nich d€la idealni latky pro
pouziti v potravinach. Z divodu relativné vysoké sladivosti, chutové kvality a nizké hodnoty

kalorii se vyuziva jako zajimavé funkéni sladidlo (Dias et al., 2009).
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Z rozséhlych studii o vyuziti galaktooligosacharidii bylo zjisténo, Ze bakterie rodi
Bifidobacterium spp. a Bacteroides spp. vyuzivaji GOS jako jediny zdroj uhliku
(Kailasapathy et al., 2011). Galaktooligosacharidy jsou piidavany do umélé vyzivy pro
kojence, pfi¢emz slozeni této vyzivy simuluje kvantitativni 1 kvalitativni skladbu ptislusnych
oligosacharidii v matefském mléce, obvykly pomér GOS:FOS v kojenecké vyzivé je 9:1

(Vlkova et al., 2009).
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Obr. 7. Chemicka struktura galaktooligosacharidii
(Kvasnickova, 2000)

2.6.4. Sodjové oligosacharidy

Séjové oligosacharidy se na rozdil od ostatnich oligosacharidi extrahuji piimo ze
suroviny a nevyzaduji enzymovou vyrobu. Sojova syrovatka — vedlejsi produkt z vyroby
sojovych bilkovinnych izolatl a koncentrati — obsahuje oligosacharidy rafinosu, stachyosu a
verbaskosu, dale sacharosu glukosu a fruktosu. Rafinosa a stachyosa pisobi jako prebiotika,

stimuluji rast bifidobakterii v tlustém stievu (Kvasnickova, 2000).
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Obr. 8. Chemicka struktura sojovych oligosacharidii
(Kvasnickova, 2000)
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2.6.5. Laktulosa

Laktulosa je nejdéle znamym prebiotikem, které bylo pouzito pro zvySeni poctu
komenzalnich laktobacili ve stievé kojencu. Laktulosa je disacharid vyrobeny z glukosy
chemickou izomeraci za alkalickych podminek v pfitomnosti hydroxidu sodného a kyseliny
borité. Pfi teploté¢ nad 100 °C se alkalickou izomeraci tvoii z laktozy laktulosa. Ptirozené se
také vyskytuje v tepelné oSetfeném kravském mléce a v matefském mléce.

Tento disacharid je schopen se dostat do tlustého stfeva, ve kterém je dobfe
fermentovatelny (Kailasapathy et al., 2011). Bakterialni fermentace vede, stejn¢ jako
Vv ostatnich pfipadech, k produkci laktaitu a MK s kratkym fetézcem, které snizuji pH ve
stieve.

Jde o bézné vyrabéné prebiotikum ve svété, které se spiSe vyuzivéd jako laxativum

(Vlkova et al., 2009).
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Obr. 9. Chemicka struktura laktulosy
www.chemnet.com/cas/cz/4618-18-2/Lactulose
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2.6.6. Laktitol

Laktitol je cukerny alkohol odvozeny od mlécného cukru laktosy a je komercné
vyrabén katalytickou hydrogenaci pii vysoké teplot¢ a tlaku. Laktitol také vykazuje
bifidogenni ucinky. Je prokdzano, ze snizuje aktivitu enzymu a aromatickych latek piisobicich

prokarcinogené. Laktitol také slouzi jako sladidlo pro diabetiky. (Kailasapathy et al., 2011).

Obr. 10. Chemicka struktura laktitolu
www.e-brojevi.udd.hr/966.htm

2.6.7. Rezistentni Skrob

Skrob je slozen z amylosy a amylopektinu. Rezistentni $krob se definuje jako suma
Skrobu a produkti degradace Skrobu, které se neabsorbuji v tenkém stfevu zdravych jedincii.
Rezistentni Skrob tak tvoii frakci Skrobu, kterd se netravi v tenkém stfevu, mize byt vSak

¢aste¢n¢ fermentovana mikroflorou v tlustém stievu (Kvasni¢kova, 2000).

Rezistentni §krob se déli primarné do 4 skupin (RS1, RS2, RS3, RS4):

e RS1 — je fyzikaln¢ nepiistupny Skrob, napf. Skrob v luSténinach, kde je soucasti
materidlu bunéénych stén nebo proteinové matrice a neni piistupny enzymové
hydrolyze.

e RS2 — je nativni skrob obsazeny ve skrobovych zrnech s typem krystalinity B nebo C
(napf. Skrob ze syrovych nikoliv uvafenych brambor a z banant)

e RS3 — je retrogradovand amylosa. RS3 je Skrob nejprve zmazovatély, amylosa je
nasledkem zmazovaténi uvolnéna do roztoku jako nahodile uspotadané Sroubovice, ty
po ochlazeni reasociuji za vzniku dvojitych Sroubovic, stabilizovanych vodikovymi
vazbami a obsahuje Sest glukosovych jednotek.

e RS4 —je chemicky modifikovany $krob (Sarka et al., 2013).

Skroby RS1 a RS2 jsou po vhodné tepelné tpravé stravy pomalu, ale zcela stravitelné,

kdezto §krob RS3 brani traveni upIné (Sarka et al., 2013).
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Ptirozené se vyskytuje Vv technologicky neupravenych potravinach, napt. bananech a
cocce, je také obsazen v technologicky upravenych potravinach, napt. chlebu (Kvasnic¢kova,
2000).

Jako prospésné ucinky rezistentniho Skrobu se uvadi:
e snizeni pH v tlustém stfevu

e tvorba MK s kratkym fetézcem v tlustém stfevu
e zvySeni objemu vykall

e prevence rakoviny tlustého stieva

e zlepSeni glukosové tolerance

e snizeni koncentrace lipidu v krvi (Kvasnickova, 2000).

2.7. Synbiotika

Synbiotika jsou ptipravky, které kombinuji probiotika a prebiotika v jednom vyrobku
na zédkladé toho, Ze jejich soucasné podavani podporuje rist a odolnost probiotik a tim se
zlepsuji jejich terapeutické vlastnosti (Shortt and O'Brien, 2004).

Nazev vznikl z pozorovaného jevu synergismu, coz znamena, Ze zdravotni pfinos
kombinace obou ucinnych slozek je vétsi nez soucet piinosu kazdé z nich aplikované
samostatng.

Pro synbiotika plati udaje uvedené pro jejich jednotlivé slozky. Pfednostné se
doporucuji pro kojence a starsi jedince (Kala¢, 2003).

Nejjednodussim piikladem synbiotika pro lidskou vyzivu je jogurt s obsahem

probiotickych bakterii a prebiotickou oligofruktosou (Rada, 2008)

2.8. Metody identifikace mikroorganismii

Pocatky bakteridlni klasifikace a identifikace na konci 19. stoleti se vyhradné opiraly o
fenotypové vlastnosti — prvni bakteridlni izolaty byly klasifikovany na zakladé
morfologickych znak, ristovych pozadavki a potencidlu patogenity. Pozd¢ji, od pocatku 20.
stoleti, se k morfologickym znakiim postupné piidavaly charakteristiky fyziologicke,
biochemické ¢i chemotaxonomické. Od 60. let se fenotypova klasifikace rozsitila o druhy
pristup — Kklasifikaci genotypovou. Tento pfistup je zalozeny na studiu fylogenetické
ptibuznosti bakterii (Uhlik et al., 2013).

K identifikaci mikroorganizmii pomoci biochemickych profili slouzi komercné

vyrabéné identifikac¢ni soupravy (API bioMérieux, Erba - Lachema). Tyto soupravy obsahuji
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ruzné substraty, vétSinou se jedna o cukry nebo jejich derivaty, k nimz je inokulovana
suspenze studovaného kmene. Biochemické testy zahrnuji také kvalitativni stanoveni
specifickych enzymil (peptidasa, ureasa, fosfatasa). Nevyhodou téchto metod je, ze nemusi
byt pfesné a vyhodnoceni trva delsi dobu (Vlkova et al., 2009).

Krom¢ biochemického stanoveni existuji metody, které jsou velice citlivé a presné,
jako je metoda ELISA (Enzyme — Linked ImmunoSorbent Assay). Ta je zalozena na
imunoenzymatické reakci a pouzivd se nejCastéji pro specifické potvrzeni nebezpecnych
patogenii. Tato metoda je velmi G¢inn4, ale pomé&mé nakladna (Stursa et al., 2010).

Nejpodstatnéjsi molekulou pro genotypickou klasifikaci se stala 16S rRNA — tedy
RNA malé ribosomalni podjednotky. RNA malé ribosomalni podjednotky se stala zakladnim
kamenem mikrobidlni taxonomie a diky ni byla odhalena drtivd vétSina diversity
mikrobialniho svéta. Analyzou primarni sekvence 16S rRNA, resp. jejiho genu lze
klasifikovat bakterie na urovni ¢eledi pii piecteni 200 bazi a na irovni rodové pii precteni 400
bazi (Fox et al., 1980).

Metody zaloZené na analyzach nukleovych kyselin jsou v soucasné dobé pouzivany
hlavn¢ k védeckym ucelim. NejjednodusSsimi metodami analyzy nukleovych kyselin je
pouziti oligonukleotidovych sond. Jedna se o specifické useky DNA/RNA, které ptisedaji na
komplementarni tGsek DNA/RNA studovaného kmene. Metoda fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH) je v sou¢asnosti nejpouzivanéjsi metodou (Vlkova et al., 2009).

Metodou zaloZenou na amplifikaci nukleovych kyselin je metoda PCR (polymerazova
fetézova reakce. Pomoci polymerazové fetézové reakce se amplifikuji specifické useky DNA
(tzv. markery), které se pak mohou dale sekvenovat. PCR ma mnoho podob a aplikaci, je to
metoda rychla a citliva (Vlkova et al., 2009).

V soucasnosti se zavadi nékteré nové techniky a postupy, mezi které patii vyuziti
hmotnostni spektrometrie. Metoda hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry — MS) se
Vv biologii a biochemii zpocatku vyuzivala k identifikaci proteinti ¢i peptidd. V roce 1994 se
podatilo prokazat, Ze pomoci MALDI — TOF MS lze identifikovat celé spektrum proteint
z ptedem dezintegrovanych bunck. Celd podstata metody spociva v extrakci proteint
z bakterii a nasledné analyze proteinovych extrakti ptimo MALDI — TOF MS. Takto se
ziskaji proteinova spektra bakterii. Metoda prosla v prabehu let postupnym zdokonalovanim.
Nyni je nejpouzivangj$i metoda celych bunck. Podstatou metody je odebrani kolonie a
rozetfeni na sklicko. Takto rozetfend kolonie je vysusena a muze byt provedena analyza.

Pomoci této metody jde rozlisit nejen rod a druh bakterii, ale také nékteré jednotlivé

kmeny bakterii. Jde o metodu rychlou a piesnou (Stursa et al., 2010).
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3. Cil prace
Cilem této diplomové prace bylo vyvinout selektivni prostfedi pro stanoveni a izolaci
probiotické bakterie Lactobacillus casei z potravin a stolice. Dale byly ovéfovany moznosti

identifikace této bakterie.

Hypotéza:

Hypotézou je, ze médium s obsahem rhamnosy, vankomycinu a metronydazolu, které
bylo uspésné pouzito pro stanoveni Lactobacillus casei v lyofilizovanych preparatech, bude
také fungovat pii testovani mléénych kysanych vyrobkii a bude moci byt pouzito k izolaci

Lactobacillus casei ze stolice.
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4. Material a metody
4.1. Odbér vzorku

Vzorky probiotickych tablet a kysanych mléénych vyrobkl pro selektivni stanoveni
probiotické bakterie Lactobacillus casei byly zakoupeny v maloobchodni siti. Slo o vyrobky
riznych vyrobci a rizného slozeni. Se vSemi vzorky bylo nakladano tak, aby nedoslo k jejich
poskozeni.

U vzorkii mléénych vyrobki byla deklarovana pouze zakladni jogurtova kultura a
Lactobacillus casei. Probiotické tablety obsahovaly Siroké spektrum probiotickych bakterii,
coz bylo dulezité pti vybéru vhodné Zivné ptdy. Pro ovéfeni moznosti vyuziti Zivné pudy
M — RTLV agaru k selekci Lactobacillus casei ze stolice, byly odebirany vzorky stolice od
riznych osob a zvifat. Pfi odbéru stolice je nutné odebirat vzorek steriln¢. Vzorek se odebira
do zkumavek, které se po odebrani musi udrzovat v chladném prostiedi.

Bylo testovano 8 vyrobkl probiotickych tablet a 3 produkty kysanych mléénych
vyrobki. Daéle bylo testovano nekolik vzorki stolice z divodu ovéfeni moznosti vyuziti M —
RTLV agaru pro tento typ vzorku. Z kazdého vzorku byl odebran 1g (1ml) a ten byl nasledné
kultivovan pii vhodnych podminkach na vybrané zivné pade.

Vybrané kolonie pfi riznych stanovenich byly izolovany a identifikovany pomoci API
50 CHL a PCR.

U vzorki byly zjiStovany tyto znaky:

e u vSech vzorkl pocet probiotickych bakterii Lactobacillus casei
e u nékterych vzorkl pocet probiotickych bakterii Lactobacillus rhamnosus

e pocet laktobacild.
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4.2. Piehled vzorka

V nasledujicich tabulkéch ¢. 9, 10 je uveden seznam pouzitych vzorkd pro rozbor

s jejich slozenim a dopliujicimi udaji.

Tab. 9: Charakteristika vzorkii probiotickych tablet (ndazev, slozeni, vyrobce/distributor)

Cislo Nizev virobku SloZeni vyrobku Vyrobce/distributor
vzorku y (deklarované obsah bakterii)
L. acidophilus 4.10°%, L. casei 4.10°, Pharma Agenc
1 Children dophilus L. rhamnosus 4.108, B. bifidum 2.108, or og y
B. longum 3.10°%, S. thermophylus 3.10° e
L. casei 3,3.10°, L. rhamnosus 2,4.10%,
APO L. acidophilus 1,8.10° B. breve 6.107,
2 Lactobacillus ATB Lactococcus lactis 4.107, S. thermophilus Apotex
6.10, B. bifidum
2.10', B. longum 2.10’, L. fermentum 2.10’
L. rhamnosus 3,4.10%, L. acidophilus
3 APO — Baby probio | 2.10° B. breve 1,8.10°, B. bifidum 1,5.10°, CELL Biotech
B. infantis 7.10’, S. thermophilus 6.10’
B. longum 9.10°, B. infantis 9.10°, B.
4 Probio activ s vit. B bifidum 9.10°, L. casei 9.10° L. Biomedica spol s.r.o.
acidophilus 9.10%, L. bulgaricus 2,5. 10
) (2,5.10% B. lactis, L. acidophilus, S. )
B ) ) .. PI Bratisl
> Syn Bio thermophilus, L. casei, B. bifidum eurom Bratislava
) ) L. rhamnosus 3,3.10° B. breve 1,2.10°, )
6 Sst‘::frf é‘(fc;?ﬂzc”y ° L. casei 9.10%, L. acidophilus 3.10°, S"‘r';?eHd?:a'
P B. longum 3.10°
_ o B. longum 4,5.10%, B. infantis 4,5.10°,
7 L;gfﬁ):g:is\lfy B. bifidum 4,5.10°, L. acidophilus 4,5.10°, | Biomedica spol s.r.o.
P L. casei 4,5.10%, L. bulgaricus 1,25.10°
. (4.10°% L. acidophilus, L. plantarum, L.
GS Laktobacil
8 y casei, L. brevis, L. rhamnosus, B. bifidum, GreenSwan

FORTE

B. longum, B. infantis, S. thermophylus
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Tab. 10: Charakteristika vzorkii kysanych mlécnych vyrobkii

Cislo Nazev SloZeni i
, . Vyrobce
vzorku vyrobku (obsah bakterii)
Bily jogurt . .
, 7] gl , L. casel, startovaci | Valasské Mezifi¢i spol.
9 nizkotucny . ,
. jogurtova kultura | s.r.o.
albert Quality
Bily jogurt . .
, 7] gl , L. caseli, startovaci | Valasské Mezifici spol.
10 nizkotucny . ,
. jogurtova kultura | s.r.o.
Price
Jogurt . , s
j L, L. casel, startovaci | Valasské Mezifici spol.
11 nizkotucny - . ,
. jogurtova kultura | s.r.o.
bortivka

4.3. Mikrobiologicky rozbor

4.3.1. Stanoveni po¢tu mikroorganismii

Pfi rozborech vzorkl byla vyuzivana technika stanoveni mikroorganismui pii pouziti
tuhych Zivnych pid. Metodou zalévéani zivnou pidou. Tato metoda je zaloZena v naockovani
ur¢itého mnozstvi vzorku nebo jeho vhodného fedéni na Petriho misku. Na misku byl vzdy
napipetovan 0,5 ml vzorku, ktery byl nédsledné promichan s zivnou piidou. Po promichani a
zatuhnuti zivné pady probihala kultivace v termostatu pti vhodnych podminkach. Po urcité
dob¢ kultivace probéhlo vyhodnoceni a pocitani narostlych kolonii.

Pro izolaci a kultivaci vybranych kolonii k blizsi identifikaci byla pouzita tekuta zivna
média ve zkumavkach. Do zkumavky s tekutym zivnym médiem byla odebrana vzdy jedna
vybrana kolonie a ta byla kultivovana pfi vhodnych podminkach (24 hodin, 37 °C). Po urcité
dobé¢ kultivace byla mikroskopicky kontrolovana €istota mikrobialniho druhu ve zkumavce a
probé&hla identifikace.

Vse je nutné provadét ve sterilnim prostfedi a pfi praci se vzorky stolice je zvlasté

nutné dodrzovat hygienické predpisy.

4.3.2. Priprava redici Fady
Aby bylo dosazeno potiebného fedéni vzorkd, byly pfipravovany fedici tady.
Lahvicky vhodné pro fedici fady byly plnény zivnym roztokem (9 ml) ve sterilnim prostiedi,
aby se predeslo jejich kontaminaci. Po naplnéni byly fedici fady jesté sterilovany.
Pti praci bylo nutné dodrzovat tyto opatfeni:
e vicko lahvicky bylo vzdy pied praci ozihnuto
e pii prevadéni suspenze vzorku s zivnym roztokem byla pouzita vzdy nova sterilni
jehla a injekeni stiikacka.
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Postup:

Ze vzorku byl odebran 1 ml (1 g) do prvni lahvicky (v pfipadé tuhého vzorku do
zkumavky) v fedici fadé a promichan. Tim vzniklo fedéni 10 . Sterilni jehlou byl odebran
z fedéni 10 * opét 1 ml a ten preveden do dalsi lahvicky v fedici fadé a promichan. Vzniklo
tak fedéni 10 . Timto zpiisobem se pokracuje az do fedéni 10 ® nebo vice podle potieby.

Z takto ptipravené fedici fady byla ockovana suspenze na Petriho misku.

4.3.3. Stanoveni Lactobacillus casei

Probioticka bakterie Lactobacillus casei byla stanovovana z mlécnych vyrobku,
probiotickych kapsli a stolice. Bakterie rodu Lactobacillus spp. maji velmi podobné
kultivaéni vlastnosti a je proto tézké najit vhodnou selekéni padu.

Pro stanoveni Lactobacillus casei z mléénych vyrobkll byla pouzita Zivna média
MRS - LP, MRS - B.

Pro stanoveni L. casei z probiotickych tablet s Sir§im spektrem bakterii, nez tomu bylo
u mléénych vyrobka, byla vyuzita zivna ptida M — RTLV agar. Dale byla pouzita zivna ptada
MRS - V.

U vzorkt stolice byla ovéfovana moznost vyuziti M — RTLV agaru pro stanoveni L.

casei.

4.3.4. Pouzivané sbirkové kultury

K ovéfeni moznosti ristu mikroorganismt na zivnych médiich a jako kontroly pfi
identifikacich byly vyuzivany vybrané Cisté sbirkové kultury mikroorganisma. Tyto kultury
byly také pfidavany do nékterych vzorkt stolice k ovéteni funkcnosti selektivnich vlastnosti
zivnych pad.

Jednalo se pfedevs§im o bakterie rodu Lactobacillus: L. casei 1752, L. casei Shirota, L.
casei (Danone), L. casei, L. paracasei subsp. paracasei (Yakult), L. paracasei subsp.
paracasei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus.

Sbirkové kultury jsou uloZeny ve sbirce mikroorganismi Katedry mikrobiologie,

vyzivy a dietetiky.
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4.3.5. SloZeni a priprava kultiva¢nich médii

Redici Fada

SloZeni: trypton 5¢
zivny bujon 59
kvasni¢ni extrakt 2549
tween 80 0,5mil
cystein 0,25¢g

Pfesné navazené mnozstvi 12,75 g bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a
nasledné rozvafeno. Po rozvafeni je nutna uprava pH 1 M roztokem NaOH. Zivny roztok
Supravenym pH se anaerobné plni to sklenénych lahvi¢ek typu penicilinka po 9 ml

Nasleduje sterilace.

Wilkins — Chalgren bujon se séjovym peptonem

SloZeni: trypton 10g
pepton 10¢g
kvasni¢ni extrakt 59
pyruvat sodny 1lg
menadione 0,0005 g
haemin 0,005 g
Bylo navazeno 33 g Wilkins — Chalgren bujonu

a pridano:
soja pepton 0549
cystein 0,05¢g
tween 80 0,1 ml

Piesné navazené mnozstvi bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a nasledné
rozvafeno. Zivny roztok se anaerobné plni do sklenénych lahviéek typu penicilinka po 9 ml.

Nasleduje sterilace.
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MRS agar

SloZeni: pepton 10g
hovézi extrakt 8¢
kvasni¢ny extrakt 49
D (+) glukosa 20 ¢
tween 80 1ml
citran amonny 29
Octan sodny 50
heptahydrat siranu hofe¢natého 02¢g
tetrahydrat siranu manganatého 0,059
dihydrogen fosfore¢nan draselny 29
agar 10g

Pfesné navazené mnozstvi agaru 65,25 g bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody

a nasledné sterilovano.

MRS - B agar

Slozeni agaru je stejné jako u agaru MRS. K pfesné¢ navazenému mnozstvi MRS agaru
65,25 g je ptidan 1,5 g zluce. Agar se zluci se rozpusti v 1000 ml destilované vody a necha se
rozvafit. Po rozvateni se piidavkem kyseliny octové upravuje pH agaru na 5,6. Po sterilaci pH

klesne na 5,4.

MRS - LP agar
Slozeni agaru je stejné jako u agaru MRS. K pfesné navaZenému mnozstvi MRS agaru
65,25 g jsou pifidany 2 g chloridu litného a 3 g propiondtu sodného. Agar s pfidanymi

chemikaliemi se rozpusti v 1000 ml destilované vody a je sterilovan.
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Rogosa agar

SlozZeni:

trypton 109
kvasnicni extrakt 59
glukosa 20 ¢
tween 80 1ml
Octan sodny 17 ¢
Citran amonny 29
dihydrogen fosfore¢nan draselny 649
siran hotecnaty 0,575¢g
siran manganaty 0,12 g
siran Zelezity 0,034 g
agar 20 g

Pfesné navazené mnozstvi 62 g se rozpusti v 1000 ml destilované vody. Po rozvareni

se upravuje pH agaru kyselinou octovou na pH 5,4. Agar nesterilujeme.

M - RTLV agar

SlozZeni:

Slozeni sol. roz.:

pepton 10g
kvasni¢ni extrakt 50
dihydrogen fosfore¢nan draselny 609
Citran amony 29
tween 80 1ml
Octan sodny 259
agar 209
vankomycin hydrochlorid 10 mg
metronidazol 10 mg
2, 3, 5 triphenyltetrazolium

chlorid TTC e
L - rhamnose 20 ¢
solny roztok 5ml
destilovana voda 950 ml
siran hotecnaty 1159
sulfat zelezity 0,689
Siran manganaty 249
destilovana voda 100 ml
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Vsechny slozky se navazi a rozpusti v destilované vodé¢. pH agaru se upravi na pH 6
roztokem 1 M HCI. Roztok L - rhamnosy, vankomycinu, metronidazolu a TTC se steriluje
filtraci pfes membranovy filtr s pory 0,2 um a do vzniklého agaru se ptidavaji pred zalévanim

Petriho misek. Agar se rozvaii.

MRS - V agar

Slozeni agaru je stejné jako u agaru MRS. Pfesné navazené mnozstvi 65,25 g se
rozpusti v 1000 ml destilované vody. Pred zalévanim Petriho misek se piidava do agaru
antibiotikum vankomycin v koncentraci 1 mg na 1000 ml. Zivna pada se steriluje.

Antibiotikum se steriluje filtraci pfes membranovy filtr s péry 0,2 um.
Vsechny zivné pudy byly pted pouZitim zchlazeny na 45 - 50 °C.
4.3.6. Kultiva¢ni podminky

Vzorky byly kultivovany na uvedenych zivnych plidach za riznych podminek.

Tab. 11: Kultivacni podminky

Zivna pada Teplota kultivace Cas kultivace Prostiedi kultivace
MRS 37°C 72 hodin aerobné
MRS - LP 37°C 72 hodin aerobné
MRS -B 37°C 72 hodin aerobné
Rogosa 37°C 72 hodin aerobné
M- RTLV 37°C 72 hodin anaerobné
MRS -V 43 °C 72 hodin anaerobné
MRS -V 37°C 72 hodin anaerobné

4.4. Identifikace mikroorganismu

44.1. API50CHL

APl 50 CHL je standardizovany systém spojujici 50 biochemickych testii ke studiu
sacharidového metabolismu mikroorganismii. APl 50 CHL se pouziva ve spojeni s APl 50
CHL médium pro identifikaci rodu Lactobacillus spp. a pfibuznych rodu.

Systém se skladd z 50 mikrozkumavek slouzicich k pozorovani fermentace. Tyto
mikrozkumavky jsou naplnény substratem patficim do tfidy sacharidi a jejich derivati
(heterosidy, polyalkoholy, uronové kyseliny). Fermentac¢ni testy jsou zaockovany bakteridlni

suspenzi v APl 50 CHL médium.
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Béhem kultivace celého testu za vhodnych podminek se fermentace uvnitt
mikrozkumavek projevi prostiednictvim zmény barvy ve zkumavce. To je zpiisobeno tvorbou
kyseliny za anaerobnich podminek a detekuje se pomoci indikdtoru pH pfitomného ve

zvoleném médiu. Prvni zkumavka v testu je bez aktivni latky (negativni kontrola).

44.1.1. Postup zpracovani APl 50 CHL

Do inkuba¢niho boxu bylo vloZzeno vSech 5 testovacich prouzkt, kazdy po 10
ocislovanych mikrozkumavkach. Takto pfipraveny box byl oznacen datem inokulace.

Izolaty, které musi byt Cerstvé kultivované, byly zkontrolovany pod mikroskopem a
ptevedeny do plastovych sterilnich zkumavek. Zkumavka byla odstfed’ovana v centrifuze 10
minut. Po odstfedéni byl supernatant ze zkumavky odstranén a sediment byl promyvan 1 ml
BifiPufru. Sediment s 1 ml BifiPufru byl opét odstfed’ovan 10 minut. Po odstifedéni se znovu
opakovalo promyvani a vznikly roztok byl nabran do sterilni injekéni stiikacky.

Poté byl do 5 ml suspenzniho média piidan vznikly roztok az do dosazeni 2.
zakalového stupné podle standardu. Dvoundsobné mnozstvi roztoku, které je potifebné pro
dosazeni 2. zdkalového stupné, bylo pfiddno do 10 ml inokula¢niho média pro API 50 CHL.
Po promichani se inokulum plni do mikrozkumavek. Zkumavky byly nésledn¢ zakapnuty
parafinovym olejem.

Cely inkubaéni box byl kultivovan pii 37 °C 48 hodin. KaZzdych 24 hodin byl
vyhodnocen stupeni fermentace substratu ve zkumavkach.

Hodnoceni bylo provedeno v identifikacnim softwaru apiweb.

4.4.2. lzolace DNA

Izolace DNA z bakteridlnich kmenl je nutna pro dalsi identifikaci pomoci
polymerdzové fetézové reakce.

Kultivovana kultura mikroorganismu byla zkontrolovana pod mikroskopem. Nasledn¢
bylo 1,7 ml této kultury pfevedeno do sterilni zkumavky typu eppendorf. Takto pfipravena
zkumavka se vzorkem byla na 4 minuty vlozena do centrifugy. Vznikly supernatant byl slit a
sedlina byla smichana se 100 pl PrepManUltra a zhomogenizovana. Dale byl vzorek po dobu
10 minut temperovan pii 100 °C a nasledné chlazen 2 minuty. Zchlazena zkumavka se vzorky
byla opét vlozena do centrifugy na 4 minuty. Nakonec bylo 70 ul supernatantu odpipetovano

do nové sterilni zkumavky typu eppendorf.
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4.4.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metoda rychlého a snadného zmnozeni tiseku DNA zalozena na principu replikace
nukleovych kyselin. Pii polymerdzové tetézové reakci (PCR) se namnozi hledany usek
nukleové kyseliny (urcité hledané) bakterie nebo viru pomoci polymerdzy piipravené
z bakterie Thermophilus aquaticus tak, ze se do reakce dodané nukleotidy zfetézuji a
syntetizuje nové vldkno molekuly podle hledaného vzoru. Vznikne tak fetézec z né€kolika
milion kopii vzorového fragmentu o délce az 10 000 nukleotidi, ktery se detekuje
(Schindler, 2010).

Amplifikace DNA Vv polymerazové fetézové reakci probiha ve tfech opakujicich se
krocich:

1. Tepelna denaturace templatu (94-98 °C), pii které dojde k denaturaci vodikovych
mustki dvousroubovice DNA a vzniku dvou jednovldknovych molekul DNA

2. Hybridizace (nasedani primerd) pii teplot¢ 30-65 °C, primer tvoii za vhodnych
teplotnich podminek vodikové mustky s komplementarni sekvenci na templatovém
vlakné.

3. Elongace (prodluzovani primert) pfi teploté 65-75 °C, pfipojenim volnych nukleotidd
dochazi k prodluzovani primert na 3'OH konci.

PCR produkty je mozné vizualizovat pomoci riiznych barviv, ktera se vazi na DNA.
Nejcastéji se pouziva etidium bromid, ktery se vcletiuje do molekuly DNA a fluoreskuje
v UV svétle. Pro analyzu PCR produktu se nejcastéji pouziva elektroforetické separace
VvV agarozovém ¢i polyakrylamidovém gelu. Vzorky a standard jsou naneseny na gel a nechaji
se putovat po uréity Cas v gelu. Vysledek je pozitivni, jestlize doslo k amplifikaci

specifického produktu, ktery ma ocekdvanou délku (Vlkova et al., 2009).
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4.4.3.1. Postup zpracovani PCR

Ptiprava PCR mixu (jeden vzorek):

12,5 ul DRAM Tack Green Muster Mix
1 ul primer
1 ul primer
9,5 ul H,0

Pti pouziti pouze jednoho primeru bylo doplnéno 10,5 H,0, aby celkovy objem PCR

mixu byl 24 ul.

Ptiprava vzorku:

24 pul PCR mixu
1 ul DNA izolatu

Vsechny vzorky byly michany do mikrozkumavek typu eppendorf.

Zkumavky typu eppendorf byly umistény do termocykleru a byl spustén vybrany

program. Poté byly vzorky oddéleny v 1% agar6zovém gelu, obarveny ethidium bromidem a

prosviceny pod UV svétlem.
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5. Vysledky

Kultivace vzorkl probihala na riznych zivnych médiich.

vybrana zivna piida MRS.

V tabulce ¢. 12 jsou uvedeny vysledky z kultivaci 8 vzorkii probiotickych tablet.

Pro stanoveni celkového poctu probiotickych bakterii rodu Lactobacillus spp. byla

Déle, byla pouzita selektivni zivna pida M - RTLV agar. Tato Zivna ptida by méla byt

schopna selektovat Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei a Lactobacillus rhamnosus.

Na zékladé rozdilné fermentace cukru L — rhamnosa a redoxniho indikatoru 2, 3, 5 -

triphenyltetrazolium chlorid (TTC) pii kultivaci by mél byt viditelny barevny rozdil kolonii

mezi Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei a Lactobacillus rhamnosu. L. paracasei a

L. casei by m&ly na tomto zivném médiu tvofit kolonie ¢ervené a L. rhamnosus kolonie bilé

az svétle razové. Na zékladé toho jsou v tabulce pro tento agar vysledky rozd€leny
(M—-RTLV LC, M - RTLV LR).
Tab. 12: Vysledky kultivace probiotickych tablet (log KTJ/g)

Cislo Nazev vzorku Zivné médium
vzorku MRS M-RTLV LC M-RTLV LR
1 Children dophilus 8,81+0,02° 8,73 +0,02° 8,74 +0,01°
2 APO — Lactobacillus ATB 7,89 £ 0,02° 7,54 +0,02° 7,19 + 0,06
3 APO — Baby probio 8,42 +0,03° Neobsahuje 8,22 + 0,05
4 Probio activ s vit. B 8,89 + 0,03¢ 6,59 + 0,06° Neobsahuje
5 Syn Bio 8,39 + 0,02° 8,07 + 0,05° Neobsahuje
iss L il in

6 j(")‘gf}?lu:cmbac' y 5 stral 9.82 = 0,06° 9,82 % 0,03° 9,70 + 0,08°
7 Liftea détsky probioactiv 8,12+0,12° 7,43 £ 0,003° Neobsahuje
8 GS Laktobacily FORTE - - -

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu.
Hodnoty ve sloupcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
M — RTLV LC —nartst L. casei a L. paracasei

M — RTLV LR — narast L. rhamnosus
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Vzorek ¢. 8 nemohl byt statisticky vyhodnocen z divodu Spatného nartistu v nékolika
opakovanich. Mezi vyrobky byl v obsahu bakterii statisticky vyznamny rozdil. Nartst bakterii
rodu Lactobacillus spp. na Zivném médiu MRS se pohyboval od 10" — 10° KTJ/g.

U vzorkl probiotickych tablet (¢. 1, 3, 4, 5, 6, 7) byl obsah laktobacilii srovnatelny
sudaji uvedenymi na etiket¢ vyrobku. U vyrobku ¢islo 2 byl celkovy obsah laktobacil o
jeden tad nizsi.

Vsechny ¢ervené kolonie (L. casei, L. paracasei), z vyrobki kde byly obsazeny, na
nejvyssich fedénich byly zkontrolovany pod mikroskopem. Reprezentativni kolonie byla dale
podrobena identifikaci API 50 CHL. Vysledky identifikaci jsou uvedeny v tabulce ¢. 13.

Tab. 13: Vysledky API izolovanych kolonii z probiotickych tablet

Cislo

vzorks Vysledek API % T
1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1 99,5 0,87
2 Lactobacillus rhamnosus 99,9 0,99
3 - - -
4 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 3 98,9 0,65
5 Lactobacillus fermentum 1 98,9 0,80
6 Lactobacillus rhamnosus 99,9 0,80
7 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 3 97,2 0,71
8 Lactobacillus rhamnosus 99,9 0,97

Z4dna z identifikovanych kolonii nebyla uréena jako Lactobacillus casei. U vzorka ¢.
1, 4, 7 byl vysledek identifikace Lactobacillus paracasei. I ptes izolaci a identifikaci pouze
¢ervenych kolonii, byla u vzorka €. 2, 6, 8 identifikovana bakterie Lactobacillus rhamnosus.
U vzorku ¢. 5 byla identifikovana bakterie Lactobacillus fermentum, ktera neni uvedena ve
slozeni vyrobku. U vzorku €. 3 nebyla identifikovana zadné kolonie z divodu neptitomnosti
L. casei ve vyrobku.

Spolehlivé identifikované jsou bakterie, kde je identifika¢ni skore vétsi nez 90 % a T
index vétsi nez 0,75.

Pro presnéjsi identifikaci kolonii byla dale vyuZita polymerdzova tetézova reakce

PCR.
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V nasledujici tabulce ¢. 14 jsou pro kontrolu uvedeny vysledky identifikace C¢istych
sbirkovych kultur API 50 CHL.
Tab. 14: Vysledky API cistych sbirkovych kultur

Cista kultura Vysledek API % T
Lactobacillus casei Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 3 98,9 0,65
Lactobacillus casei Danone | Lactobacillus paracasei subsp paracasei 1 99,9 0,81

Z vysledku je patrné, ze API 50 CHL identifikoval spolehlivé bakterii Lactobacillus
casei Danone jako Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1, s identifika¢nim skore 99,9 %
a T indexem 0,81. Dobie byla identifikovana také cista kultura Lactobacillus casei. Tato
kultura byla identifikovana také jako Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 3.

Metoda zaloZena na amplifikaci nukleovych kyselin (PCR) byla vyuZzita k ovéfeni
identifikace bakterialnich rodtt APl 50 CHL. Pii této metod¢ byla izolovana DNA ze vzorkd.
Jeji useky byly nasledné opakované namnozeny. Velikost namnozeného tuseku urcuji dva
primery.

Pro jednotlivé druhy bakterii byly pouZity tyto primery a teploty annealingu:
e Pro druh Lactobacillus casei byly pouzity primery Pr I a CAS II pti teploté 55 °C.
e Pro druh Lactobacillus paracasei subsp. paracasei byly pouzity primery LU 5 a Lpar

4 pfi teploté 60 °C.

e Pro druh Lactobacillus rhamnosus byly pouzity primery LU 5 a Rhall pfi teploté

60 °C (Song et al., 2000).
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V nésledujici tabulce €. 15 jsou uvedeny vysledky PCR a pro srovnani vysledky API

identifikace.
Tab. 15: Vysledky PCR
Cislo

vzorku Vysledek API PCR
1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1 Lactobacillus paracasei
2 Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus
3 - -
4 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 3 Lactobacillus casei
5 Lactobacillus fermentum 1 -
6 Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus
7 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 3 Lactobacillus casei
8 Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus

Z vysledkli PCR (samostatné piilohy obr. 17, 18, 19) je patrné, ze dvé kolonie ze
vzorkd, které API 50 CHL spolehlivé identifikovalo jako Lactobacillus paracasei byly
identifikovany jako Lactobacillus casei. U vzorku ¢. 1 byla kolonie identifikovana shodné
jako pfi identifikaci API 50 CHL. Ve vyrobku z kterého je tato kolonie izolovana
Lactobacillus paracasei ptitomen neni. Cisté kultury pouZité pro kontrolu funkénosti primert
byly identifikovany pozitivné. Bakterii Lactobacillus rhamnosus dokaze API 50 CHL urdit

spolehlive.

Pro selekci Lactobacillus casei z mlé¢nych vyrobkl byly vyuzity zivna média MRS —
LP a MRS — B. Tyto média by méla umoziovat rist pouze bakteriim Lactobacillus casei a
Lactobacillus acidophilus a zaroven inhibuji rast bakterii obsaZenych ve startovaci kultufe.
Ke stanoveni celkového poctu bakterii rodu Lactobacillus spp. byla vyuzita zivna puda
Rogosa. V tabulce €. 16 jsou uvedeny vysledky kultivace.
Tab. 16: Vysledky kultivace mlécnych vyrobkii (log KTJ/g)

Cislo Nazev vzorku Zivné médium
vzorku Rogosa MRS - LP MRS - B
g | Bilyjogurtnizkotutnyalbert | ) e 7.11 £0,01° 7.12 £ 0,05°
Quality
10 Bily jogurt nizkotu¢ny Price 7,28 +0,09° 7,33 +0,03° 7,37 £0,02°
11 | Jogurt nizkotuény — boriivka 5,17 + 0,06 4,99 +0,03° 5,13 +0,04”

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu.
Hodnoty v fadcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.
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Vyrobky €. 9 a 10 vykazovaly vyrovnany nariist na vSech pouzitych médiich. Nizky

nartist byl u vyrobku &. 11 a tim nespliioval terapeutické minimum 10°® KTJ/g. U tohoto

vyrobku se taky nartst na zivnych puadach statisticky vyznamné lisil.

Pro kontrolu riistu na pouzivanych zivnych mediich byly pouzity mikroorganismy

zrodu Lactobacillus spp. V nasledujici tabulce ¢. 17 jsou uvedeny vSechny pouzité Cisté

kultury a vysledky jejich kultivaci.

Tab. 17: Vysledky kultivace cistych kultur na ruznych Zivanych médiich (log KTJ/g)

Cista kultura

Zivné médium

Rogosa MRS - LP MRS - B MRS M - RTLV
L. casei 1752 8,52 + 0,06b 8,78 £0,12° 8,88 +0,04° 8,85 + 0,03°¢ 7,67+0,11°
L. casei Shirota 8,19 +0,03° 8,83 £0,04° 8,89 +0,005° 8,87 £0,06° 8,49 + 0,05'D
L. casei Danone | 9,15 +0,04° 9,14 + 0,08° 9,22 +0,04® 9,27 +0,03° 9,14 + 0,02°
L. casei 8,87 +0,07° 9,09 + 0,09° 9,13 + 0,06° 8,95 +0,02° 8,53 +0,07°
L. paracasei
subsp. 8,48 + 0,006% 8,75 £ 0,02b 8,49 +0,15° 8,51 +0,008° 8,41 +0,02°
paracasei
L. paracasei
SUbSp' ab b a ab ab
paracasei 8,90 £ 0,04 8,97 £ 0,004 8,79+ 0,18 8,88 £0,03 8,90 £ 0,04
(YYakult)
L. delbrueckii
subsp. 7,10+ 0,05 0 0 7,60 £ 0,07 0
bulgaricus

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu, u vzorku L. delbrueckii byl vyuzit T - test.
Hodnoty v fadcich s riiznymi indexy se statisticky vyznamné lisi.

0 v tabulce znamena nulovy narust.

Hodnoty narlstii na riznych zivnych ptudach se statisticky vyznamné li§i. VSechny

&isté kultury rostly na pouZitych Zivnych pidach ve vysokych podtech 107 — 10° KTJ/g. L.

delbrueckii subsp. bulgaricus byl inhibovan na tfech zivnych pudach (MRS — LP, MRS - B,

M — RTLV). Nejvyssi narust na vSech pidach tvorila bakterie Lactobacillus casei Danone.

Zivna ptida MRS — V nebyla schopna inhibovat dostateéné spektrum bakterii které

méla a vysledky jsou proto negativni.

50




Pro zjisténi moznosti izolace Lactobacillus casei ze vzorku stolice byla pouzita zivna
puda M - RTLV agar.
Na tomto médiu se nepodaftilo za stejnych podminek, jako byly pro probiotické tablety
i za podminek upravenych izolovat Lactobacillus casei. Izolované kolonie z kultivované
zivné pudy byly kontrolovany pod mikroskopem. Nekteré kolonie byly uréeny jako
Escherichia coli a bakterie rodu Clostridium spp..
Tato zivna puda byla upravovana k zvyseni selekcnich vlastnosti nasledovné:
e kultivace pfi nizkych a vysokych teplotach 15 C, 43 °C
e rizny piidavek cukri (glukosa, rhamnosa)
e antibiotika
e anaerobni, acrobni prostiedi
e pH Zivné pudy

Ani jedno z téchto opatieni nevedlo k pozitivnimu vysledku.
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6. Diskuze

Cilem diplomové prace bylo ovéieni funk¢nosti selekéni zivné ptidy M — RTLV agar
pro vzorky probiotickych tablet a stolice. Déle byla testovana i jina média. Pro identifikaci
izolovanych kolonii byl pouzit biochemicky test APl 50 CHL a k upfesnéni polymerazova

fetézova reakce PCR.

Sakai et al. (2010) se zabyvali selektivnim médiem M — RTLV agar pro stanoveni
bakterii rodu Lactobacillus spp. Konkrétn¢ jde o bakterie Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei a Lactobacillus rhamnosus. Funkénost toho média je zalozena na rozdilné
zkvasitelnosti sacharidu L — rhamnosa mikroorganismy a redoxnim indikatorem 2, 3, 5 -
triphenyltetrazolium chlorid (TTC).

Colombo et al. (2014) uvadéji, ze redoxni indikator 2, 3, 5 - triphenyltetrazolium
chlorid (TTC) je klicové barvivo pro vizualizaci kolonii a inhibici n€kterych bakterii
mlécného kvaSeni. Lactobacillus casei neni inhibovan ani koncentraci 45 mg / 1 TTC.
TTC je ovSem schopno inhibovat rist kmenu Lactobacillus paracasei ATCC 335 a jinych
BMK.

Sakai et al (2010) dale uvadi, Ze inhibi¢ni schopnost je podpotfena ptidavkem
antibiotik vankomycinu a metronidazolu. Probiotické bakterie Lactobacillus casei a
Lactobacillus paracasei nefermentuji sacharid pfitomny v zivné pud¢é a pusobi tak na né
indikator TTC. Tvofi tak kolonie Cervené. Probioticka bakterie Lactobacillus rhamnosus
sacharid pfitomny v zivné pudé fermentuje a vytvaii tak kyselé prostiedi a tim je indikator
TTC potlacen. Kolonie maji bilou az svétle rizovou barvu (samostatné piilohy obr. 20). Tyto
tf1 probiotické bakterie je agar schopen rozlisit od vétSiny laktobacili a bifidobakterii. Na
tomto médiu mohou rist v malém poctu bakterie L. fermentum, L. sakei, L. reuteri,
L. plantarum.

Vysledky této studie jsou vrozporu Smym pozorovanim. Ze vSech vzorkl
probiotickych tablet byly po kultivaci odebrany vSechny ¢ervené kolonie z nejvySsiho fedéni.
Ty byly nasledné kontrolovany pod mikroskopem. Vzdy jedna reprezentativni kolonie byla
identifikovana na identifika¢ni soupravé APl 50 CHL.

Z vyrobku ¢. 3 nebyla izolovana zadna kolonie, z divodu nepiitomnosti L. casei ve
vyrobku. Ve zbylych 7 vyrobcich byla ve tfech ptipadech cervena kolonie identifikovana jako
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei. V dalsich tfech ptipadech byla ovSem
identifikovana jako Lactobacillus rhamnosus (samostatné piilohy obr. 13) a v jednom jako
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Lactobacillus fermentum (samostané ptilohy obr. 14). Lactobacillus fermentum ovsem nebyl
pfitomen ve slozZeni vyrobku.

Tato zivna puda byla schopna selektovat mikroorganismy z vyrobku, jak uvadi Sakai
et al. (2010), ale uz nebyla potvrzena jeji schopnost tyto bakterie barevné¢ odlisit.

Béhem pouzivani latky 2, 3, 5 - triphenyltetrazolium chlorid (TTC) bylo zjisténo, ze
jde o velmi citlivou latku a je nutné s ni spravné nakladat. Pouzitim kyseliny octové z diivodu
zmeny pH zivné pady dochazi k potlaceni ucinku TTC. Dale také pii ptidani TTC do zivné
pudy pred sterilaci se uc¢inek této latky snizuje.

Pii identifikaci APl 50 CHL Ccistych sbirkovych kultur Lactobacillus casei a
Lactobacillus casei Danone byly obé dvé spolehlivé identifikovany jako Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei. ldentifika¢ni souprava APl 50 CHL nebyla schopna odlisit
Lactobacillus paracasei od Lactobacillus casei. Tento problém spoéiva ziejmé v podobnosti
fermentacnich profilt téchto dvou bakterii (samostané piilohy obr. 15, 16). Z tohoto divodu

je dobré dale identifikovat jinymi metodami.

Podle Song et al. (2000) byly k identifikaci pomoci polymerazové fetézové reakce
vyuzity pro Lactobacillus casei primery Pr 1 a CAS Il, pro Lactobacillus paracasei primery
LU 5 a Lpar 4 a pro Lactobacillus rhamnosus primery LU 5 a Rhall.

Pouzité primery jak uvadi Song et al. (2000) skutecné pomohly ke spravné identifikaci
kolonii ze vzorki (samostatné ptilohy obr. 17, 18, 19).

U dvou vzorku (€. 4, 7) kde byly kolonie identifikovany pomoci API 50 CHL jako
Lactobacillus paracasei, bylo pomoci polymerazové fetézové reakce potvrzeno, ze jde o
Lactobacillus casei. U jednoho vzorku (€. 1) byl potvrzen vysledek API soupravy a skute¢né
se jednalo o bakterii Lactobacillus paracasei. Vyrobce u tohoto vyrobku (¢. 1) uvadi pouze
Lactobacillus casei.

U vsech kolonii (€. 2, 6, 8), které byly identifikovany jako Lactobacillus rhamnosus

byl vysledek potvrzen.

Sakai et al. (2010) navrhuje zivné médium MRS — V pro vycet Lactobacillus casei
z fermentovanych mlécnych vyrobkd. Médium je zaloZzeno na pridavku antibiotika
vankomycinu a kultivaci pii rozdilnych teplotach.

Ve své praci jsem stanovoval na tomto médiu Lactobacillus casei z probiotickych
tablet. V téchto vyrobcich byly obsazeny i jiné kmeny bakterii nez pouze kmeny vyuzivané

pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkl. Vysledek této studie proto nelze porovnat.
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Vzhledem K typu testovanych vyrobku tato pida nebyla selektivni a nelze ji doporucit pro
vycet Lactobacillus casei z probiotickych tablet. Pida umoznovala rst i1 jinym
mikroorganismiim obsazenym V tabletach.

Colombo et al. (2014) ovéfil funkénost agaru MRS — Vpro vycet L. casei
z fermentovanych mléénych vyrobki. Vysledky této studie jsou pozitivni. Lactobacillus casei
lze selektivné na této zivné pudé vycislit, pokud je kombinovan s kmeny Lactobacillus

acidophilus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Vinderola a Reinheimer (2010) uvadi moznost vyuziti zivaych pad MRS - B a
MRS - LP pro stanoveni Lactobacillus casei je — li pfitomen ve vyrobku spolu s Lactobacillus
acidophilus a startovacimu kulturami (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus) a bifidobakteriemi. Tim je puda vhodna pro stanoveni
z fermentovanych mlécnych vyrobk.

Vysledky této studie jsou srovnatelné s vysledky v této praci. Na téchto dvou zivnych
pudach byly kultivovany tfi vzorky fermentovanych mléénych vyrobkl. VSechny kolonie
izolované z zivnych pud byly shodné. Pod mikroskopem nebyly pozorovany zadné koky ani
bifidobakterie. Rist Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus neni na této ptidé mozny. To
bylo ovéfovano naockovanim cCisté kultury na obé zivné pudy. Obé pudy mély negativni
narist.

Colombo et al. (2014) ve své studii tyto vysledky potvrdil a navrhl spojeni dvou
zivnych pid MRS - B a MRS - LP. Nov¢ vznikla ptda by pfi kultivaci pii 43 °C byla schopna
inhibovat Lactobacillus paracasei a Lactobacillus rhamnosus v ptipad¢€, Ze by se ve vyrobku
vyskytovaly.

Pfi ovéfovani moznosti selekce Lactobacillus casei ze stolice jsem vyuzival zivnou
pudu M — RTLYV agar jak uvadi Sakai et al. (2010). Tato zivna ptida nebyla schopna inhibovat
vSechny bakterie obsazené ve vzorcich stolice. Z nartistu na zivné pudé byly izolované
bakterie rodu Clostridium spp. a Escherichia coli a dalsi kokovité bakterialni rody. Pro
omezeni rustu téchto nezddoucich bakteridlnich rodt byla Zivna piida upravovana vSemi
moznymi dostupnymi prostiedky.

Zivna pida se vzorky byla kultivovana nejprve za anaerobnich podminek pii 37 °C
spH pidy 6,0. Po negativnich vysledcich byla zménéna teplota kultivace do teplotnich
extrému, nejprve 15 °C a dale pak na 43 °C. Také byl zménén zdroj sacharidl v zivné pade.

Sacharid L - rhamnosa byl nahrazen glukosou. Dalsi moznosti byla zména pH zivné pady

54



které taky nevedlo k inhibici koliformnich bakterialnich rodt. Ani jedno z téchto opatieni, at’

uz samostatn¢ tak v kombinaci s jinym, nevedlo k zvyseni selektivnich vlastnosti agaru.

Vsechny zivné pudy umoznovaly rist testovanych ¢istych kultur kromé Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. Tato bakterie netvotila nartst na agarech MRS - LP, MRS - B,
M — RTLV. Toto zjisténi je v souladu s vysledky Sakai et al. (2010) a Vinderola a Reinheimer
(2010). Nejlepsi narust na vSech zivnych padach tvofila probioticka bakterie Lactobacillus

casei Danone v poctu 10° KTJ/g.

Spotiebitelim je doporucovana denni konzumace aspon 100 g potraviny s minimalnim
obsahem 10° (tedy jeden milion) zivych probiotickych bakterii na 1 ml nebo 1 g vyrobku.
Toto je ozna¢ovano jako tzv. terapeutické minimum.

Terapeutické minimum (10° KTJ/g) bylo splnéno u dvou vzorki (& 9, 10)
fermentovanych mlé&nych vyrobki. U vzorku &islo 11 byl obsah bakterii 10° KTJ/g.

U vzorki probiotickych tablet (€. 1, 3, 4, 5, 6, 7) byl obsah laktobacilii srovnatelny
s daji uvedenymi na etiketé vyrobku. U vyrobku ¢islo 2 byl celkovy obsah laktobacili o
jeden tad nizsi, nez je uvedeno na etiketé vyrobku.

Vzhledem k vysledkiim naslednych identifikaci kolonii z Zivné piady M — RTLV agaru

nelze srovnavat obsah Lactobacillus casei uvedeny ve sloZeni s mymi vysledky.
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1. Zavér

Cilem diplomové prace bylo stanoveni probiotické bakteric Lactobacillus casei na
vhodném selektivnim médiu a jeji izolace a identifikace pomoci biochemického testu APl 50
CHL a polymerazové tetézové reakce PCR. Vzorky pro stanoveni byly rizného charakteru.
Z velké casti se jednalo o vzorky probiotickych tablet, dile pak vzorky fermentovanych
vyrobkt a v neposledni fad¢ vzorky stolice.

Kultivace vzorkl probihala na zivnych ptidach M — RTLV agar, MRS - LP, MRS - B,
MRS -V, MRS, Rogosa.

Jako nejvhodngjsi médium pro stanoveni Lactobacillus casei z fermentovanych
mléénych vyrobk je zivna pida MRS — LP a MRS — B, pokud ovsem tento vyrobek obsahuje
pouze bakterie startovaci kultury, L. acidophilus a bifidobakterie.

Z probiotickych tablet je stanoveni Lactobacillus casei naro¢né, vzhledem Kk Sirokému
spektru bakterii, které tablety obsahuji. M — RTLV agar neni schopen inhibovat vSechny
bakterie, jiné nez L. casei, obsazené v tabletach.

Redoxni indikator 2, 3, 5 - triphenyltetrazolium chlorid (TTC) nedokazal né&které
kolonie indikovat tak, jak bylo uvedeno.

M — RTLV agar neni vhodné vyuzit pro stanoveni L. casei ze stolice. Tato Zivna puda
umoziuje nartst bakteriim rodu Clostridium spp. a Escherichia coli.

K identifikaci kolonii Lactobacillus casei je nutné pouzit molekularné — genetické
metody.

Vétsina vzorkd fermentovanych mléénych vyrobku spliiovala hranici obsahu bakterii

10° U probiotickych vyrobkil byl obsah laktobacilii srovnatelny s hodnotami na etiketé.
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9. Seznam pouzitych zkratek
C. — Clostridium

E. — Enterococcus

L. — Lactobacillus

Lab. — Lactobacillus

S. — Streptococcus

GIT — gastrointestinalni trakt

FOS — fruktooligosacharidy

GOS — galaktooligosacharidy

RS — rezistentni Skrob

MK — mastné kyseliny

TTC - 2, 3, 5 - triphenyltetrazolium chlorid
BMK — bakterie mlé¢ného kvasen

CK — &ista kultura
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10.Samostatné prilohy
Pouzité vyrobky:
Obr. 1: Vzorek ¢. 1 Obr. 2: Vzorek ¢. 2
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Obr. 7: Vzorek & 7
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API1 50 CH:

Obr. 12: API 50 CH Lactobacillus casei
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Zapis fermentacniho profilu APl 50 CH:

Obr. 15: Lactobacillus casei
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Obr. 16: Lactobacillus paracasei
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PCR:
Obr. 17: Primery pro Lactobacillus casei (vz. 7, 4 + CK)

Obr. 18: Primery pro Lactobacillus paracasei (vz. 1 + CK)
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Obr. 19: Primery pro Lactobacillus rhamnosus (vz. 2, 6,8 + CK)
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M - RTLYV agar:

Obr. 20: Ukazka kolonii na M — RTLV agaru
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