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Vliv enteralni vyZivy na stievni mikrobiotu

Souhrn

Stfevni mikrobiota je komplexni ekosystém, ktery ma vliv na metabolismus a imunitni systém
hostitele. Pro stievni mikrobiotu jsou dilezita probiotika, coz jsou zivé mikroorganismy, které
pusobi piiznivé na stievni mikrobidlni rovnovahu hostitele. Mikrobiota jedince 1ze ovlivnit i
prebiotiky, coZz jsou nestravitelné slozky potravy, které zlepSuji zdravotni stav hostitele a
podporuji rast probiotickych mikroorganismti. Pokud jedinec nemuze z jakéhokoli diivodu jist,
ale ma funkéni travici trakt, je mu podavana enterdlni vyziva. Enteralni vyziva je definovana
jako podavéani bilancovanych roztoki do traviciho traktu.

Cilem této bakalatské prace bylo zjistit, jak enterdlni vyZziva ovliviiuje rst a mnoZeni stfevnich
bakterii v podminkach in vitro. Hypotézou bylo, Ze rizné druhy enteralnich vyziv s rozdilnym
slozenim by mély poméhat rstu probiotickych bakterii (laktobacilll), a zaroven utlumit rtst
potencialné patogennich bakterii (Escherichia coli).

Riist testovanych stfevnich bakterii probihal v mikrotitracni desti¢ce. Bylo napipetovano 10 pl
bakterii (pfiblizné 10 KTJ) do 90 pl enteralni vyzivy. Po dobu 24 hodin a teploté 37°C byla
mikrotitraéni desticka anaerobn¢ kultivovana. Z mikrotitra¢ni desticky bylo poté zméfeno pH
pomoci pH papirkt a laktat pomoci Reflektoquantu. Dale nasledovalo kultiva¢ni stanoveni
testovanych kment na modifikovaném Wilkins Chalgren agaru. Poté byly narostlé kolonie
spocitany, prepocitany na log KTJ/1 ml a vysledky byly statisticky vyhodnoceny. Byl ur¢en
statisticky vyznamny rozdil, coz je metoda statistické matematiky, kterd umoznuje urcit danou
hypotézu.

Bylo testovano 7 kment laktobacili a 4 kmeny E. coli na 4 enteralnich vyzivach. U rodu
Lactobacillus sp. neexistovaly zadné statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi druhy
enteralnich vyziv. Nejvyssi narast laktobacilli byl ve vyzivé Fresubin Energy Fibre Jahoda
(5,02+0,00 log KTJ/1 ml). U E. coli byly zjistény statisticky vyznamné rozdily u 2 enteralnich
vyziv (NutriDrink Compact Neutral a Fresubin Energy Fibre Jahoda). Nejvyssi narist byl u
NutriDrink Compact Neutral (5,29+£0,02 log KTJ/1 ml) a Fresubin Energy Fibre Jahoda
(4,64+0,12 log KTJ/1 ml). Enteralni vyziva podporuje rist nejen laktobacild, ale i potencialné

patogennich bakterii E. coli.

Klic¢ova slova: enteralni vyziva, stievni mikrobiota, laktobacily, Escherichia coli, probiotika,

prebiotik



The impact of enteral feeding on intestinal microbiota

Summary

Intestinal microbiota is a complex ecosystem that affects metabolism and immune system of
the host. Probiotics, living microorganisms which have positive effects on the host intestinal
microbial balance, are important for the intestinal microbiota. Microbiota of the host can be
also affected by prebiotics, indigestible food components that improve hosts health and promote
growth of probiotic micro-organisms. If, for any reason, an individual cannot eat but has a
functional digestive tract, enteral nutrition is provided. Enteral nutrition is defined as the
administration of balanced solutions to digestive tract.

The aim of this bachelor thesis was in vitro study of the enteral nutrition effect on intestinal
bacteria growth and reproduction. The hypothesis was that different types of enteral nutrition
with different composition should support the probiotic bacteria growth (lactobacilli) and
consequently inhibit the growth of potentially pathogenic bacteria (Escherichia coli).

Growth of tested intestinal bacteria was carried out in a microtiter plate. 10 pl of bacteria
(approximately 103 KTJ) was pipetted into 90 ul of enteral nutrition. The microtiter plate was
cultivated in anaerobic conditions for 24 hours at 37 °C. After cultivation following parameters
were measured: pH with pH paper, lactate with Reflectoquant and cultivation assay of tested
strains using modified Wilkins Chalgren agar. Grown colonies were counted, converted to log
KTJ/1 ml and the results were statistically evaluated. Statistically significant difference was
determined, a statistical mathematic method that allows a given hypothesis to be determined.
Seven lactobacilli strains and four E. coli strains were tested on four enteral nutritions.
Concerning the Lactobacillus sp. genus, no statistically significant differences were observed
for different types of enteral nutrition. The highest increase of lactobacilli was in Fresubin
Energy Fiber Strawberry diet (5.02 £ 0.00 log KTJ/1 ml). For E. coli, statistically significant
differences were found for two enteral nutrients (NutriDrink Compact Neutral and Fresubin
Energy Fiber Strawberry). The highest increase in E. coli colonies was observed using
NutriDrink Compact Neutral (5.29 + 0.02 log KTJ/1 ml) and Fresubin Energy Fiber Strawberry
(4.64 £ 0.12 log KTJ/1 ml). Enteral nutrition promotes growth not only of lactobacilli but also
of potentially pathogenic E. coli.

Keywords: enteral nutrition, intestinal microbiota, lactobacilli, Escherichia coli, probiotics,

prebiotics
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1 UVOD

Stievni mikrobiota Clovéka je riznorodd mikrobidlni komunita, kde miizeme nalézt az 100
triliond bakterii, které spolecné poskytuji vyhody pro nase zdravi. Kazdy z nds mé svoji
jedine¢nou mikrobiotu, stejn¢ jako tomu je u otiskd prsti. Bakterie obsazené ve stievech jsou
dalezité¢ pro tvorbu vitamin®, zlepsSuji vstiebatelnost fosforu, vapniku a zeleza a je zde
predpoklad, Ze chréni pfed vznikem alergii.

Driive se prosazoval nazor, Ze pokud budeme mit v nadbytku ,hodné“ bakterie jako jsou
laktobacily a bifidobakterie, ovlivni to rovnovahu celé mikrobioty. OvSem tak to neni, vliv
bakterii na na§ organismus ovliviiuje 1 geneticka vybava, kterd je opét u kazdého z nas
jedine¢na. Tudiz osidleni mikrobioty zavisi jak na genetice, tak i na véku, pohlavi, zivotnim
stylu a nasi stravé. Bylo prokazéano, ze skladba naseho mikrobiomu miize souviset s fadou
nemoci. Naptiklad za autoimunitni choroby jako naptiklad Crohnova nemoc ¢i ulcerdzni
kolitidu mize vymyceni stfevnich helmintii. Je to tim, ze uzivame ¢im dal castéji antibiotika,
s tolika mikroorganismy a cizorodymi latkami jako dfive. Tim paddem se ndm meéni slozeni
bakterii ve stievech, coz je jedna z pfi¢in pro¢ autoimunitnich chorob ptibyva. Pacientim s
autoimunitnimi chorobami je podavana enteralni vyziva. Tedy nutri¢né pfesné podavana vyziva

do traviciho traktu nemocného.



2 CILAHYPOTEZA

Hypotézou bakalarské prace je, Ze rist ur¢itych skupin bakterii bude v enteralni vyzive odlisny,

vzhledem ke slozeni vyziv vyrabénych riznymi producenty.

Cilem prace je zjistit, jak enteralni vyziva ovliviluje rist a mnoZeni stfevnich bakterii

V podminkach in vitro.
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3 LITERARNI RESERSE

3.1 Strevni mikrobiota

3.1.1 Definice a funkce

Stfevni mikrobiota je velkd a rliznoroda mikrobidlni komunita, kterd obyva stfevni trakt, kde
muzeme nalézt az 100 triliont bakterii a vice nez 800 odlisnych druhti, jenz spolecné poskytuji
vyhody pro naSe zdravi (Rolhion and Chassaing, 2016). SloZeni mikrobialni komunity je
ovlivnéno genotypem, stavem imunity, vékem, stravou a prostiedim ve kterém Zijeme. V

dusledku téchto rozdili ma kazdy hostitel odlisnou stievni mikrobiotu (Montalto et al., 2009).

Hlavni funkce stievni mikrobioty:

e inhibice vstupu a mnozeni patogennich bakterii

e vznik a absorpce vitamini

e fizeni stfevniho imunitniho systému

e ochrana pred bakterialni infekci

e tvorba produktl mikrobioty a jejich G¢inky na prokrveni stfevni sliznice a motility

(Zbotil et al., 2005).

3.1.2 Historie zkoumani

Prvni védecké zdiivodnéni vyzkumu bakterii, spojené se stfevni mikrobiotou, probéhlo v 18. a
19. stoleti. Hlavnim pfedstavitelem byl francouzsky chemik Louis Pasteur, ktery se stal
prikopnikem studia mlécného a alkoholového kvaSeni. Roku 1857 dusledkem laboratorni
nehody objevil chiralitu molekul kyseliny hroznové, tim vznikl novy védecky obor —
stereochemie. Louis Pasteur dale prokazal, Ze u nékterych druhi mikroorganismt probiha
kvaSeni a provedl metodu tepelné pasterace, jenz pravé nezadoucim kvaSenim brani (Gal,
2008). Zabyval se vyzkumy o mikrobidlnich nemocech a prisel na zpisob, jak oslabit
mikroorganismy a vyuzit je proti onemocnénim. Diky nému bylo v roce 1885 zahdjeno
ockovani proti vztekling (Zbofil et al, 2005).

Roku 1861 byla vyvracena teorie samoplozeni pouzitim Pasteurovych banék s labutim hrdlem.
Provedl experimenty, které prokazaly, ze ve sterilnim prostfedi se mikroorganismy samy od

sebe nemnozi (Gillen and Sherwin, 2008).
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Dalsim dilezitym piedstavitelem této doby byl némecky védec Robert Koch, ktery vyvinul
polotuhé kultiva¢ni médium. Dale experimentoval s barvenim bakterii pomoci anilinovych
barev, kdy pouzil Ehrlich methylovou modi a objevil ptivodce tuberkuldzy, cholery a snéti
slezinné (Blevins and Bronze, 2010).

Rok 1885 byl povazovan za pocatek studii o fyziologii mikrobioty traviciho traktu, a to diky
nemén¢ dilezitému Theodoru Escherichovi, ktery popsal Bacterium coli nyni Escherichia coli
(Zboiil et al, 2005). Escherich zkoumal slozeni stfevni mikrobioty u nemocnych déti a zjist'oval,
které¢ bakterie tato onemocnéni zplsobuji. Zajimal se také o rozdily mezi kravskym a
matefskym mlékem, kde zjistil, Ze v kravském mléce je vysoky podil sodiku, & proto neni

vhodné jako kojenecka vyziva (Schulman et al., 2007).

3.1.3 Hlavni druhy stfevnich bakterii

Stfevni mikrobiota dospélého ¢lovéka obsahuje priblizné 10—100 biliont mikrobidlnich bunék.
Smérem od ust pocet mikroorganismi v travicim traktu stoupa. V tenkém a tlustém stieve je
néco okolo 10 mikrobialnich bungk. V jednotlivych &astech tlustého stieva jsou nepatrné
rozdily v bakteridlnim zastoupeni (Kohoutova et Bures, 2013).

Stievni mikrobiota zahrnuje v§echny 3 domény Zivota, (bakterie, archea a eukaryota) stejné tak
i viry (Camp et al., 2009).

Prokaryotni organismy dale délime na anaerobni rody bakterii (Bacteroides, Eubacterium,
Bifidobacterium, Propionibacterium, Peptococcus, Clostridium, Fusobacterium), fakultativné
acrobni (Enterococcus, Enterobacteriaceae) a mikroaerofilni (Lactobacillus) (Kohoutova et
Bures, 2013).

V la¢niku tenkého stfeva jsou predevsim zastoupeny aerobni bakterie, ale mizeme zde nalézt i
koliformni a anaerobni bakterie, které se zde vyskytuji Castéji nez v zaludku. Smérem dal,
presnéji v kycelniku tenkého stieva, se vyskytuji v malém mnozstvi enterobakterie. DalSimi
jsou koliformni bakterie, bakteroidy, bifidobakterie, fusobakterie a klostridie. V tlustém stfevu
se od ileocekalni chlopné tvofi 1/3 suSiny vykall s zivymi bakteriemi, dale zde dominuji
Escherichia coli, Enterobacteriaceae a enterokoky. Ze zastupc anaerobnich bakterii zde
prevlada Bacteroides fragilis a Eubacterium sp., ¢asté jsou i koky a Clostridium sp.
Mikrobiota ¢lovéka je velmi rozdilnd v odliSnych geografickych oblastech a velice zalezi na

stravovacich navycich ¢lovéka, jimiz mize byt ovlivnéna.
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Vsechny mikroorganismy Zzijici v travicim traktu ¢loveéka, dohromady s imunitnim slizni¢nim

systémem chrani organismus pted patogeny (Lata et Jurankova, 2011).

Obrazek 1 SloZeni prevladajicich stievnich bakterii a jejich u¢inky na zdravi (Gibson

and Roberfroid, 1995)

Negativni/patogenni
Ps-Aeruginosa

Infekce M

Prajmy Staphylococci
Rakovina traviciho .
Clostridia
traktu s
Veillonellae

Produkce karcinogenti v -

Stfevni obtize

Produkce toxint

_ Inhibice exogennich
nebo patogennich
| bakterii

¢
/.,/

i) Lactobacilli ,
J
----- Str .- /

// Podpora metabolismu,
Eubacteria ///// vstiebavani
Bifidobacteria /V Syntéza vitamind

---------
1

Stimulace imunity

pocty bakterii (log KTJ/g)

3.1.4 Metabolismus stfevnich bakterii

Hlavni metabolické aktivity stfevnich mikroorganismi jsou spojeny s trdvenim sacharida a
proteinii. Ziviny obsaZzené v potravé podporuji riist stfevnich organismil, kde mtizeme nalézt
jak bakterie sacharolytické, tak i hnilobné. Hlavnimi metabolity katabolismu sacharidu jsou
hlavné acetat, propionat a butyrat (Macfarlane and Macfarlane, 2012).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem jsou rychle absorbovany a usnadiiuji absorpci vody a
elektrolytti. Dale jsou velice vyznamnym zdrojem acetyl-koenzymu A, ktery je potfebny pfi

syntéze lipidii a bunéénych membran.
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Butyrat je hlavnim zdrojem energie pro kolonocyty a ptedpokladaji se u né¢j protinadorové
vlastnosti. Funguje jako dietni faktor, jenz tidi zanétlivou odpovéd’ ve stievnim lumenu.
Zatimco acetat je metabolizovan systémove, a to hlavné ve svalech. Propionat je pfepraven do
jater, kde je vyuzit k tvorbé ATP (Blaha et Visek, 2011).

Travenim proteind vznika daleko vice kone¢nych produktd, jimiz jsou mastné kyseliny, aminy,
fenoly, thioly, indoly, CO2, Hz, H2S. Velka ¢ast mastnych kyselin je pohlcena ze stieva a
Metabolizovana v raznych télesnych tkanich, coz vyznamné ptispiva k denni spotiebé energie
(Macfarlane and Macfarlane, 2012).

Pro spravné fungovani stfevnich bakterii jsou dulezité i probiotika, kterd brani ristu
patogennich mikroorganismt. Jednim z vyznamnych mechanismti probiotik je produkce
antibioticky plsobicich biocinil a pfeména glycidi na laktat, ktery méni pH ve stfevech a tim

brani ristu patogennich mikroorganismt (Kostiuk a Kotlatrova, 2015).

3.1.5 Vyvoj stfevni mikrobioty

Gastrointestinalni mikrobiota je dulezitd pro hostitelovo zdravi tim, ze brani mnozeni
patogennich latek, dochazi k metabolickym procesim a udrzuje pfirozenou imunitu sliznice.
Predevs§im na pocatku zivota je dulezité slozeni stievni mikrobioty, ktera poté ovliviiuje vyvoj
a zrani gastrointestinalniho traktu. Pfipadna pozitivni manipulace s mikrobiotou v kojeneckém
véku muze zabranit rozvoji nékterych nemoci v dospé€losti (Thum et al., 2012).

Kolonizace lidského stfeva je zavisla na mnoha faktorech, mezi néz patii naptiklad délka
téhotenstvi, zdravotni stav matky, gestacni vek, 1écba antibiotiky, zplsob a typ krmeni ditéte a
dalsi. Je védecky prokazana odliSnost osidleni traviciho traktu u kojencli narozenych
vaginalnim porodem a u kojenct narozenych cisaifskym fezem. Kojenci narozeni vaginalnim
porodem maji vysSi pocet bifidobakterii a laktobacili, na rozdil od kojencii narozenych
cisafskym fezem, kde kolonizace stiev bifidobakteriemi byla opozdéna piiblizné o mésic. Dale
u kojenct narozenych cisaiskym fezem dominuji E. coli a klostridie, které u starSich kojenct
muzou zpusobit ekzémy a sipani (Musilova et al., 2015).

U novorozenct je kolonizacni proces zcela ovlivnén kojenim. Osidleni stfeva mikroby zacina
acrobnimi a fakultativné aerobnimi druhy, tedy laktobacily a streptokoky. Diky témto
mikroblim se sniZzuje oxidoreduk¢ni potencidl, a tim se stievo kolonizuje anaerobnimi mikroby,
jako jsou rody Bacteroides a Bifidobacterium. Mezi kojenymi a nekojenymi détmi je
v mikrobiomu zcela urcité rozdil, ale ten mizi ihned po odstaveni. Po 6. mésici ubyva

bifidobakterii, a naopak ptibyva laktobacilti a nekultivovatelnych kment. Ptiblizné ve dvou
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letech zivota ditéte, zasluhou odstaveni a zavedeni dal§i vyzivy, dochazi ke koneénému
formovani mikrobiomu (Friithauf, 2011).

Naruseni mikroflory v raném détstvi mlze zpusobit fadu onemocnéni v pozdé€jSim véku
(Quigley, 2013).

Celkovy pokles zdravi i zivotnich podminek u starnoucich lidi miize souviset se zménami
Vv jejich mikrobioté. Mikrobiota u starSich lidi nad 65 let vykazuje vétsi rozdily nez u lidi
dospélych ¢&i déti. Podle studii ELDERMET v Irsku a CENIT ve Spanélsku, u skupiny lidi nad
sto let se v mikroflofe navysily fakultativni anaeroby, jako jsou Proteobacteria a Bacilli, dale
se snizily bakterie, jako jsou Faecalibacterium prauznitzii a klastr Clostridium. Bylo také
uvedeno, ze se u téchto lidi snizila hladina Bacteroides, Bifidobacterium a Enterobacteriaceae,

zatimco Clostridium spp., byly zvySené ve srovnani s dospélymi (Rodriguez et al., 2015).

Obrazek 2 Zdrava mikrobiota v raznych Zivotnich fazich (Duncan and Flint, 2013)

PLOD NEMLUVNE DITE DOSPELI SENIORI
Obvykle sterilni kojena- zvy$eni mikrobidlni Dominantni kmeny  Méné& dominantni ve srovnini se

obvykle prevazuji di\'ef.?it)t po odstgved Firmicutes kmeny zdravymi dospelymi-
Bifidobacteria a piifjimani pevne Bacteroidetes Proteobocieria snizeni Firmicutes a
uméla vyZiva- stravy Actinobacteria Verrucomicrobia Bifidobacteria,
riznorodijii s vice zvyseni Bacteroidetes
Bacteroidetes a méné a Proteobacteria
Bifidobacteria

SloZeni stfevnich bakterii v bézné populaci lidi, lze rozdé€lit do tfi hlavnich enterotypt:
Ruminococcus, Bacteroides a Prevotella. Kazdy enterotyp je charakterizovan cetnym
zastoupenim daného rodu bakterii, po kterych se jednotlivé skupiny jmenuji. Jednotlivé
enterotypy mohou vysvétlit fadu rizikovych onemocnéni, jako je rakovina tlustého stfeva,

obezita a aterosklerdza. Avsak tyto rizika mohou byt ¢aste¢né ovlivnéna i stravou a zivotnim
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stylem Cloveéka. Napiiklad strava bohatd na zivocisné tuky a bilkoviny je spojena s pievahou
rodu Bacteroides, coz maji zejména pacienti trpici na obezitu. Naopak strava s vy$§im obsahem

sacharidti mize podporovat rozvoj Prevotella spp. (Breban, 2016).

3.2 Probiotika

3.2.1 Definice

Probiotika jsou zivé mikroorganismy piedev§im lidského plivodu, jenz pusobi pifiznivé na
sttevni mikrobidlni rovnovahu hostitele (Fri¢, 2010). Jsou to ptipravky nebo produkty, které
pozménuji mikrofloru hostitele a tim plisobi blahodarnymi U¢inky na zdravi hostitele
(Schrezenmeir and de Vrese, 2001).

Principem probiotik je jejich podavani ve formé zivych mikroorganismi, coz vede ke zmeéné
sttevni mikroflory s ndslednym zlepSenim zdravotniho stavu hostitele. SlouZzi jako prevence
nebo pii 1é¢eni nékterych chorob (Fri¢, 2010).

Roku 2013 Mezinarodni védecka asociace pro probiotika a prebiotika (ISAPP) usporadala
setkani klinickych 1 védeckych odbornikii, aby projednali oblast probiotik. Znovu ptehodnotili
koncept definice probiotik, ale s tim, aby zachovali definici FAO (Organizace OSN pro vyzivu
a zeméd¢lstvi) / WHO pro probiotika s malou gramatickou korekci: “probiotika jsou zZivé
organismy, které, pii podavani v pfiméfeném mnozstvi, ptinasi zdravi hostiteli* (FAO/WHO,
2006). Dale byly vyjasnény nesrovnalosti mezi zpravou odbornikii FAO / WHO a jejich pokyny
s ohledem na pokrok ve v&dé, aby vyraz ,probiotikum* bylo uZite¢né pro spotiebitele pii

definici riznych vyrobki na trhu. Byla pfijata tato stanoviska:

e Mizou byt pouzity mikrobidlni probiotické druhy, které¢ byly prokazany ve spravné
fizenych studii

e Jakykoli vyrobek s tvrzenim ,,obsahuje probiotika* musi byt dale dolozen

e Vyrobky, které¢ udrzuji zivé kultury, které jsou tradi¢né spojeny s fermentovanymi
potravinami, a pro které neexistuji Zadné dikazy o pfinosu zdravi, kromé probiotik

e Nedefinované, fekélni, mikrobidlni transplantace, musi byt mimo probiotickou slozku

e Novi komenzalové zahrnujici definované kmeny z lidskych vzorkl s odpovidajicimi

ditkazy o bezpecnosti a ti€innosti jsou ,,probiotiky* (Hill et al., 2014).
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3.2.2 Historie

Lilly a Stillwellem (1965) pouzili termin probiotika, jehoz vyznam pochazi z feckého jazyka
,»pro zivot“. Popisovali probiotika jako latku vylu¢ovanou jednim organismem, ktery stimuluje
rast druhého organismu, a porovnavali je s antibiotiky. Parker (1974) byl prvni, kdo pouzil
termin probiotikum, ve smyslu, ktery se pouziva i dnes. Tento termin byl definovan, jako
probiotika organismt a latek, které se podileji na stievni mikrobidlni rovnovaze. V této definici
o probiotickych latkach jsou zahrnovany taktéz latky, jako antibiotika. Roku 1989 se Fuller
pokusil zlepsit definici Parkera. Jeho definice zné€la, Ze probiotika jsou zivé mikrobidlni
dopliikové krmivo, které blahodarné plisobi na stievni mikrobialni rovnovahu hostitele
(Schrezenmeir and de Vrese, 2001). Posledni platnou definici probiotik vypracovali spole¢né
organizace FAO a WHO roku 2001, kterd zni: “probiotika jsou zivé organismy, které, pfi
podavani v pfim&feném mnozstvi, pfindsi zdravi hostiteli a tato definice byla pfijata a
schvalena Mezinarodnim védeckym pracovistém: Asociace pro probiotika a probiotika (Hill et
al., 2014).

Ilja IIji¢ Mecnikov patii mezi zakladatele u€eni o probiotikdch. Byl to rusky mikrobiolog a
imunolog, drzitel Nobelovy ceny za vyzkum imunitniho systému. Mecnikov je autorem
antibiozy, kterd popisuje schopnost mikroorganismi potlacovat rtst jiného mikroorganismu.
Mecnikov se nechal inspirovat bulharskymi zemédélci, kteti konzumovali velké mnozstvi
kyselého mléka a dozivali se vysokého véku. Pfisuzoval tento ti¢inek mikrobu Lactobacillus

bulgaricus, ktery izoloval z tohoto mléka ve 20. stoleti (Fri¢, 2010).

3.2.3 Probiotické mikroorganismy

Mezi probiotické mikroorganismy jsou fazeny nepatogenni Escherichia coli, laktobacily,

bifidobakterie, streptokoky, enterokoky a kvasinky Sascharomyces (Nevoral, 2005).
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Tabulka 1: Nejc¢astéji pouzivané probiotické mikroorganismy (Nevoral, 2012)

Laktobacily Gram pozitivni Bifidobakterie Kvasinkové
koky mikroorganismy
L. acidophilus Lactococcus lactis B. bifidum Saccharomyces
boulardii
L. casei rhamnosus Lactococcus B. adolescentis
cremoris
L. casei Shirota Streptococcus B. animalis
termophilus
L. delbrueckii Enterococcus B. infantis
subsp. bulggarius faecium
L. reuteri Streptococcus B. longum
diacetylactis
L. brevis Streptococcus B. thermophilus
intermedius
L. cellobiosus Escherichie coli
L. curvatus

L. fermentum

Pro pouziti mikroorganismii jako probiotik, musi byt prokdzana jejich nezavadnost a

pouzitelnost.

Zikladni poZadavky pro uZivani probiotickych mikroorganismii:
e Pozitivni vliv na zdravi hostitele
e Zdravotné nezdvadné
e Izolace ze stejného zivocisSného druhu, jako pfijemce
e Nesmi byt toxické ani patogenni
e Dostate¢né mnozstvi bakterii, jenz musi piezit v travicim astroji
e Schopnost imunomodulace
e Schopnost kolonizace a adherence
e Stabilita jejich vlastnosti béhem transportu a skladovani

e Piiznivé organoleptické vlastnosti (Nevoral, 2005)
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Jednotliva probiotika se vzajemné liSi z genetického hlediska a maji tim padem rizné
vlastnosti a funkce jako napriklad:

e Tvorba peptidi s baktericidnimi ucinky

e Regulace funkce stfevni bariéry

e Zmeéna funkce stievnich epitelll a vyzravani slizni¢ni imunity k inhibici patogent

e Podminéni k eliminaci toxind

e Vznik steroidt z cholesterolu

e Vliv na absorpci, motilitu, sekreci ve stievech (Fric¢, 2010)

3.2.4 Priklady probiotickych mikroorganismi

Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni, mikroaerofilni, nesporulujici bakterie, které produkuji
predevsim kyselinu mlécnou jako konecny produkt fermentace cukri. Rod Lactobacillus
zahrnuje velké mnozstvi druht, nékteré bakterie patii k dulezitym v oblasti mikrobiologie
potravin, vyzivy ¢loveéka, nebo pro jejich vyuziti jako probiotik (Salvetti et al., 2012).
Z taxonomického hlediska rod Lactobacillus obsahuje v souc¢asné dob¢ az 224 druhi a patii do
celedi Lactobacillaceae (Euzéby, 2017).

Laktobacily potebuji glukosu jako zdroj uhliku, ktery pfeméiu;ji na jeden a vice produktu.
Existuji dva typy bakterii. Prvni jsou homofermentativni bakterie, kde vice nez 85 % produktu
tvofi kyselina mlé¢na. Pak jsou heterofermentativni bakterie, které tvoti vice produkti kvasenti,
jako jsou kyselina mlécna, oxid uhlicity, etanol a kyselina octova.

Laktobacily jsou diilezité pti vyrobé potravin, které vyzaduji mlééné kvaseni. Nalezneme je
v mlécnych vyrobcich (jogurt, syry), zkvasend zelenina (olivy, naklddana zelenina, zeli),
fermentované maso (salam), a kynuté pecivo. Dale je miiZzeme nalézt v materialu rostlinného
puvodu, ve zkaZzenych potravinach ¢i travicim traktu zivoCicht (Tannock, 2004).
V probiotikach se nejcastéji pouzivaji laktobacily druhu Lactobacillus rhamnosus, L. casei, L.
acidophilus, L. reuteri, L. bulggaricus, L. cellobiosus, L. curvatus, L. fermentum, L. brevis
(Nevoral, 2012).
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Rod Lactococcus

Rod Lactococcus patii mezi grampozitivni, nepohyblivé, katalaza-negativni koky. Druh
Lactococcus lactis je tradiéné povazovan za bakterie souvisejici s mléénymi produkty. Hraji
dilezitou roli v mlékarenském primyslu ve spojitosti s fermentovanymi produkty. L. lactis Ize
ziskat z povrchu rostlin, zvifat, zivotniho prostiedi, odpadnich vod ze dfevaiského primyslu,

nebo z lidskych klinickych materialti (Svec and Sedlagek, 2008).

Rod Bifidobacterium

Bifidobakerie jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici bakterie. Pfirozené se
vyskytuji v travicim traktu ¢lovéka. Nejvice jsou zastoupeny ve stfevech kojenct, v dospélosti
jejich pocet klesa a pak del§i dobu zlstava stabilni, opét se snizuje az ve stari. Bakterie
Bifidobacterium longum subsp. infantis, B. breve, B. bifidum se vyskytuji pfedev§im u kojenct
a B. catenulatum, B. adolescentis a B. longum subsp. longum pievladaji zase u dospélych
jedincti. Maji prospésné ucinky, proto se pouzivaji jako probiotika, kterd napomahaji lidskému
zdravi (Arboleya et al., 2016).

Bifidobakterie metabolizuji hex6zy za vzniku acetatu a laktatu, produkuji kyselinu linolovou
konjugovanou s bioaktivni mastnou kyselinou, ktera ma pfiznivy ucinky na hostitele. Bylo
zjisténo, Ze bifidobakterie inhibuji kolonizaci stfev patogennimi mikroorganismy. Dale maji
protirakovinné, proti-prijmové a imunostimulaéni vlastnosti. Pomahaji zmirfiovat intoleranci
laktézy a maji schopnost snizovat cholesterol v krvi (Felis and Delagllio, 2007).

V soucasné dobé podle serveru www.bacterio.net rod Bifidobacterium obsahuje az 58 druhti a

10 poddruhi (Euzéby, 2017).

Rod Streptococcus

Streptokoky miiZeme zatadit mezi aerobni a fakultativné anaerobni grampozitivni koky, které
jsou uspotadany ve dvojicich nebo do fetizk. Jsou soucasti bézné mikroflory u ¢loveéka i zvirat.
Patfi mezi nepohyblivé, nesporulujici, kulovit¢ nebo vejcovité koky, které maji kapsle
s kyselinou hyaluronovou. Pro jejich rtst vyzaduji obohacené médium, jako je naptiklad krevni
agar.

Streptokoky miizeme klasifikovat na zdklad€ antigenni struktury. Takzvana Lancefieldova
Klasifikace je zalozena na specifické detekce antigenu C, ktery je v bunécné sténé streptokokd.
Tyto streptokoky jsou fazeny do 21 skupin oznacovanych od A do W (kromé I a J). VétSina
streptokokt zpusobujici infekci u lidi patii do skupiny A (Parija, 2012).
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Vyznamnym streptokokem je Streptococcus thermophilus, ktery je zasadni v potravinaiském
primyslu, protoze je ¢asto pouzivany pro vyrobu mlé¢nych vyrobk, a je povazovan za druhy
nejéastéji pouzivany startér po druhu Lactococcus lactis. Tato bakterie patii do skupiny
termofilnich bakterii mlé¢ného kvaseni a je pouzivana v kombinaci s Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus nebo Lactobacillus helveticus pro vyrobu jogurtt a syra (Hols et al., 2005).

Escherichia coli

Escherichia coli je gram negativni fakultativné anaerobni bakterie, které netvoii spory. Byla
poprvé izolovana z vykalu ditéte roku 1885 rakouskym pediatrem Theodorem Escherichia.
Muzeme ji nalézt v zazivacim traktu lidi i zvitat. Existuji E. coli kmeny, které jsou neSkodné,
symbiotické, a jiné, které jsou patogeny lidi a zvifat. Jsou schopné redukovat dusi¢nany na
dusitany, dalsi jejich vlastnost je fermentace glukozy a jinych sacharidu, coz vede k produkci
kyselin a plynt. E. coli se Shigella a Sallmonella maji schopnost fermentovat laktosu. Dalsi
kmeny kromé laktosy fermentuji D-mannitol, D-sorbitol, maltosu, D-xylosu a D-mannosu
(Welch, 2006).

Rod Enterococcus

Enterokoky byly diive klasifikovany jako skupina D streptokokti. Tyto enterokoky maji vSak
jiné charakteristické rysy, podle kterych byly oddéleny od streptokokd.
Charakteristické rysy:

e Uspotadani ve dvojicich v kratkych fetézcich

e Dvojice ovalnych kokt

e Rist v pfitomnosti 40 % Zluci

e Rust v ptitomnosti 6,5 % NaCl

e Riustpii45°CapH9,6
Enterococcus ma v soucasné¢ dob& 56 druhti a 2 poddruhy (Euzéby, 2017). Enterococcus
faecelisa a Enterococcus faecium jsou vyznamné druhy, které zpusobuji infekci u lidi.
Enterokoky jsou grampozitivni, maji kulovity tvar a jsou uspofadany ve dvojicich v kratkych
fetézcich. Kultivuji se prevazné v teplotnim rozmezi 35-37°C, kde kolonie rostou na krevnim

agaru (Parija, 2012).
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Saccharomyces boulardii

Tato kvasinka byla vyizolovana v Indo¢iné z plodu li¢i a od poloviny 20. stoleti se pouziva
k 1é¢eni. Sacharomyces boulardii ma mnoho vlastnosti, diky kterym jsou potencialnim
probiotickym c¢inidlem, to znamena, ze prezivaji v gastrointestindlnim traktu pfi optimalni
teplot¢ 37°C, a to jak in vitro, tak in vivo. Dale inhibuji rist fady mikrobialnich patogent
(Czerucha et al., 2007).

3.3 Prebiotika

3.3.1 Definice a historie

Roku 1995 byl prvné pouzit termin ,,prebiotikum® Gibsonem a Roberfroidem, ktefi definovali
prebiotika jako nestravitelné latky, které konzumaci ptiznivé ovliviiuji hostitele, a to selektivni
stimulaci rstu, nebo aktivitou urcitych kmeni stfevni mikrobioty. Roku 2004 Glenn Gibson
navrhuje upravenou verzi definice prebiotik, s tim, ze se jedna o selektivné fermentované latky.
Nasledné roku 2007 Marcel Roberfroid zformuloval 3 kritéria pro prebiotické substance:
e Vici zalude¢nim kyselindm a hydrolytickym enzymiim v trdvicim traktu se musi jednat
o latky rezistentni
e Musi byt fermentovatelné sttevnimi bakteriemi
e Selektivni stimulace rastu a aktivity stfevnich bakterii, které maji blahodarné t¢inky na
zdravotni stav hostitele (Rada, 2010)

Jednoduse mizeme fict, Ze prebiotika jsou ,,potrava“ pro probiotické bakterie (Rada, 2010).

Poprvé, kdy ptijde ¢loveék do kontaktu s prebiotiky, se jedna o matetské mléko nebo mléénou
kojeneckou vyzivu, ktera ale nedokaze pIn¢ nahradit matetské oligosacharidy. Nicméné ma
alespon priznivé ucinky na bifidobakterie ve stieve. Co se tyka kojenecké vyzivy, na trhu jsou
casto dostupné takové vyzivy, které jsou obohaceny o riizné probiotické druhy bakterii, derivaty
oligosacharidi nebo kombinace galaktooligosacharidi s fruktooligosacharidy (Bronsky, 2011).
V mateiském mléce maji prebiotickou funkci oligosacharidy mateiského mléka, které chrani
kojence ptfed bakteridlnimi a virovymi infekcemi, toxiny a plisnémi. Existuji studie, podle
kterych pritomnost oligosacharidi v matefském mléce omezuje riist neptiznivych bakterii, a
naopak podporuje rist bifidobakterii (Nevoral, 2012).

Matetské mléko je nejlepsi moznou vyzivou pro kojence z hlediska jeho zdravého vyvoje a

celkového ristu. Kojeni je povazovano za nejlepsi prevenci proti alergiim, nizSimu vyskytu
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obezity a diabetu. Lidské mléko je jedine¢né predev§im svymi ochrannymi slozkami, coz jsou
nukleotidy, mastné kyseliny, oligosacharidy, imunoglobuliny, cytokiny, imunitni bunky,
lysozymy, laktoferin a dal§i imunomodulac¢ni faktory (Musilova et al., 2016). Mateiské mléko
je povazovano za dynamickou bioaktivni tekutinu, ktera se méni béhem laktace v kompozici
od kolostra az po ,,zralé* mléko (Bravi et al., 2016). Hlavni slozkou matefského ,,zralého*
mléka jsou bilkoviny, které jsou zastoupeny ptiblizné 0,9 az 1,2 g ve 100 ml mléka. Obsah tukt
ve 100 ml mléka je 3,2 az 3,6 g a posledni dilezitou slozkou je laktoza, kterd ¢ini 6,7 az 7,8 g
na 100 ml mléka (Ballard and Morrow, 2013). Kolostrum, coz je mléko produkované v prvnich
dnech po porodu, obsahuje vice bilkovin, vitaminu A, vitaminu B-12 a vitaminu K. Béhem
nasledujicich 4 tydnd se mléko postupné¢ méni a je povazovano za takzvané ,,zralé mléko*
(Bravi et al., 2016).

Umeéla piiprava oligosacharidi matefského mléka je vSak v soucasné dobé nemoznd, nebot’
maji komplikovanou strukturu. Jako nejcastéji pouzivand prebiotika do potravin, se pouzivaji
galaktooligosacharidy, které se pripravuji syntézou galaktozy a laktozy (Rada, 2010). Nékteré
pfipravky umélé vyZivy obsahuji galaktooligosacharidy zivoc¢isného plivodu a
fruktooligosacharidy rostlinného plivodu, a to v poméru 9:1, a protoZe nejsou zcela selektivni,
mohou podporovat rist potencialné skodlivych bakterii (Musilova a Rada, 2015).

Kromeé kojenecké vyzivy mizeme prebiotika nalézt i v dalSich potravinach, jako jsou zmrzliny,

suSenky, rostlinné tuky, mlécné kysané vyrobky a dalsi (Rada, 2010).

3.3.2 Kiritéria vybéru prebiotik

Podle Wanga (2009) muizeme prebiotika klasifikovat jako potravinové slozky do péti
zakladnich kritérii:

1) Prebiotika nejsou v horni ¢asti traviciho traktu travena, nebo jsou jen ¢astecné, tim se
dostavaji do tlustého stieva.
2) Nasledné jsou prebiotika v tlustém stievé fermentovany potencialn€ prospéSnymi
bakteriemi (Maccfarlane et al., 2008).
3) Fermentace Vv tlustém stievé muze vést k zvysSeni produkce ¢i zméné:
e Relativniho mnozstvi mastnych kyselin s kratkym fetézcem
e ZvySeni hmotnosti stolice
e Mirné redukci pH v tlustém stieve

e Snizeni dusi¢nanovych koneénych produkti
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e Snizeni fekalnich enzymi
e Zlepseni imunitniho systému, ktery je pro hostitele prospésny
4) Dulezita je selektivni stimulace ristu a aktivity stfevnich bakterii, které jsou spojené
s dobrym zdravotnim stavem hostitele.
5) Poslednim neméné¢ dulezitym kritériem je, Ze prebiotika musi byt schopna odolat
podminkam zpracovani potravin, pfiCemz nesmi byt zménéna jejich vlastnost Ci
struktura, a nadale musi byt pfistupna pro metabolismus bakterii ve stievé (Markowia a

Slizewska, 2017).

3.3.3 Utinky prebiotik

Prebiotika miizeme nalézt v ptirodnich produktech, ale piidavaji se také do potravin. U¢elem
téchto konzumovanych doplnk stravy, je zlepsit jejich zdravotni a nutri¢éni hodnotu.
Nejcastéji se pouzivaji prebiotika jako inulin, fruktooligosacharidy, laktulosa a derivaty
galaktosy a B-glukant. Tyto zminéné prebiotika slouzi jako médium pro probiotika. Stimuluji
jejich riist a nejsou v nich pfitomny mikroorganismy.

Enzymy traviciho traktu nestépi prebiotika, tudiz prochazi az do tlustého stfeva, kde jsou
fermentovany sacharolytickymi bakteriemi (pi. rod Bifidobacterium). Mnozstvi prebiotik, které
jsou spotifebovany, ma z velké ¢asti vliv na sloZeni stfevni mikrobioty a jeji metabolickou
aktivitu. Tato ucinnost prebiotik je zpisobena metabolismem lipidii, zvySenou vstiebatelnosti
vapniku, u¢inkem na imunologicky systém a ptizplisobenim funkce stiev (Van Loo et al.,
2005).

Molekularni struktura prebiotik urcuje fyziologické ucinky a typy mikroorganismi, které
pouzivaji prebiotikum jako zdroj uhliku a energie ve stfevech. Kone¢né produkty metabolismu
uhlohydrati jsou vétSinou kyselina octova, kyselina maselna a kyselina propionova, které jsou
vyuZivany jako zdroj energie pro hostitele. Dusledkem fermentace sacharidi mize
Bifidobacterium nebo Lactobacillus produkovat nékteré slouceniny, které inhibuji vyvoj
gastrointestinalnich patogent a také zpusobuji snizeni pH V travicim traktu.
Bovee-Oudenhoven a kol. (1997) zkoumali pouziti laktulozy pii prevenci pied Salmonella
Enteritidis na potkanech. Zjistili, ze disledkem laktulosové fermentace se okyselovala stieva,
coz zpusobilo snizeni vyvoje patogenil. Dale bylo prokdzano, ze diky prebiotikiim, se zvySuje

absorpce minerald, a to predevsim hoi¢iku a vapniku (Markowiak a Slizewska, 2017).
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3.34 Uméla vyziva

V prvnim roce Zivota kojence stoupa spotieba energie vice nez dvakrat, zatimco v dalSich letech
Zivota se spotfeba energie zvysSuje jen nepatrné. Dité, které nemiize byt kojeno, je dokrmovano
primyslové vyrabénymi ptipravky vyzivy. Pokud kojenec nepfijima matetské mléko do 4.
meésice, pouzivaji se pocatecni mléka. Tyto mléka jsou co nejpodobnéjsi mlékiim matetskym.
V porovnani s kravskym mlékem maji méné bilkovin, jiny pomér kaseinu a syrovatky, a to tak,
aby byl v poméru 20 (kasein): 80 (syrovatka). Poc¢ateéni mléko se vyrabi vétsinou z bilkoviny
kravského mléka, avsak je mozné pouzit i bilkovinu soji (Nevoral and Paulova, 2007).
Dalsimi ptipravky jsou pokracovaci mléka, kterd jsou vhodna pro kojence starSich 6. mésice.
Tato mléka by se neméla pouzivat jako ndhrada matefského mléka, ale méla by tvofit ¢ast

smisené stravy (Friithauf, 2009).

3.4 Enteralni vyzZiva

3.4.1 Definice

Enteralni vyzivu lze definovat jako pfijiméni vyzivnych roztokt do traviciho ustroji popijenim
¢i sondou. Enteralni vyziva je podavana pacientim, kterym funguje travici trakt, ale
z jakéhokoliv diivodu nejsou schopni pfijmout pevnou potravu. Podavani enterdlni vyzivy je
kontraindikativni v pfipadé poruSeni traviciho traktu, jako je krvaceni do stfev, ileus (stfevni

nepruchodnost) a Gplna ztrata funkce stiev (Dastych, 2012).
3.4.2 Indikace enteralni vyzivy

Indikace enteralni vyzivy je pfedevsim u lidi, ktefi potfebuji vyzivovy zakrok pro malnutrici
nebo jsou ohrozeni malnutrici a je tfeba zachovat spravny chod traviciho ustroji (Komoiova,
2010). Déle je u stavii, kdy vice nez 7 dni neni mozné pokryt vyzivové potieby ¢loveéka béznou

stravou, kdy jeho vyzivové naroky jsou zvysené (Floriankova, 2014).

Mezi aplikace enteralni vyzivy fadime popijeni-sipping, nazoenteralni sondu nebo perkutanni
gastro ¢i jejunostomii. Enteralni vyziva se pouziva také jako jedna z moznosti 1é¢by naptiklad

Crohnovy choroby (Komonova, 2010).
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Crohnova nemoc

Crohnova choroba je oznacovand za chronicky nespecificky zanét, ktery postihuje jakoukoli
¢ast ¢i usek travici trubice. Stény zazivaci trubice postihuje transmuralné (prochézejic celou
sténou) a to ve vSech vrstvach. Crohnova nemoc je fazena do idiopatickych stievnich zanétu,
coz znamena, ze vznikd z neznamé priciny (Soucek et al., 2011). Tato nemoc probiha ve vinach,
kdy dojde ke zhorSeni zanctu a jindy zase ke zklidnéni. Nicméné je v soucasné dobé
medikament6zné a chirurgicky nevylécitelnd. Mezi pievazujici ptiznaky patii prijem, bolest
bticha a ubytek na véze. Pacienti si z po¢atku nemusi v§imnout urcitych projevi, vétSinou si
nékolik let stézuji na bolesti a prijmy. Lécba Crohnovi choroby se zamétuje predev§im na
prevenci vzplanuti v ptipadé, ze je nemoc v klidné fazi. Tato 1écba probih4 na zdkladé um¢lé
vyzivy, kterd je urCena predevSim pacientim trpicich malnutrici. U pacientli s funkénim
travicim traktem se voli enteralni vyziva, pokud pacient neni schopen absorbovat dostate¢né
mnozstvi zivin, vyziva je podavana parenterdln¢ nebo se voli kombinace enteralni
s parenteralni. Co se tyka stravy pacientil, Zadné specifické omezeni neni, nicméné existuji
potraviny, které Crohnovu chorobu zhor3uji (Sachlova, 2011). Dietu tak miizeme rozdélit dle

obdobi zhorSeni zanétu a obdobi zklidnéni zanétu, viz. Tab.2 a Tab.3.

Tabulka 2: Potraviny urené/neuréené v obdobi zhor$eni zanétu (Sachlova, 2011).

Vhodné Nevhodné

Maso kruti, krali¢i, kufeci, Marinovana masa, uzené,
telect, libové veprové tucné ryby a tuné
veprove
Uzeniny libova Sunka, Sunka pro siln¢ kofenéné a tucné
déti, Sunkova péna uzeniny
Mlééné vyrobky Kysané mlécné vyrobky,  Cerstvé mléko, plisfiové
tvarohové a ptirodni syry, syrecky
syry, jogurtova mléka
s probiotiky
Pecivo bily chléb a pecivo, cerstveé kynuté, celozrnné
piskot
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Prilohy

Napoje

Koreni a ochucovadla

Ovoce a zelenina

brambory, bramborova
kase, noky, téstoviny,
ryze
nesycena voda, slaby
ovocny €aj
zelené bylinky, mélo soli
fedéné dzusy, zeleninové

pyré a ovocné kase

fritované piilohy a

kynuté knedliky

alkohol, silna kava a ¢aj,
cokolada
kotfenéné pokrmy
Syrové ovoce a zelenina,

seminka a ofechy

Tabulka 3: Potraviny uréené/neuréené v obdobi zklidnéni zanétu (Sachlova, 2011).

Vhodné Nevhodné

Maso

Uzeniny

Milécné vyrobky

Bezmasa jidla

Mou¢éniky
Tésta

Ovoce

Zelenina

libové, driibez, ryby bez

kize

krati a krali¢i rolady, Sunka

zakysané vyrobky, syry
tavené 1 krajené, pfirodni

tvaroh, napoje s probiotiky

ovocné knedliky, zemlovky,

ryzové nakypy
malo sladké a malo tucné
odpalované, krupicové,
trené, pisSkotové
oloupana jablka, merunky,
broskve, ovocné pyré,
ovocné kase a pény
kotfenova, oloupana rajcata,
Spenat, mladé kedlubny,
dyné
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tucna, smazena, uzena,
nakladana, Skvarky,
slanina, pikantni
konzervy
ostré klobasy

éerstvé mléko

smazena a tuéna

prilis tucné a pfrilis sladké

kynuta

hrusky, syrové ovoce se
slupkami a zrnicky,
ofechy a semena
houby, kvétak, fedkev,

brokolice, lusténiny



Polévky zeleninové a netucné omezit polévky z
vyvary, zahusténé nasucho lusténin a piilis tucné a
oprazenou moukou kofenéné
Piikrmy téstoviny, ryze, vse z omezit smazené a kynuté
brambor, knedliky s
kypfticim praskem
Omacky rajska, pazitkova, svickova, paliva paprika, pept a
Stavy zahustit nasucho kari kofeni v omécce
oprazenou moukou
Tuky cerstvé maslo, olivovy olej slanina, Skvarky
Koreni zelené naté — celerova, ostré kofeni

libecek, pazitka, petrzel,
kopr, dle tolerance vyvar z
cibule, ¢esneku, hub a

kminu

Crohnovu chorobu nelze 1é¢it specificky. Lécbu mizeme rozdélit na:

e Dietni — ktera je popsana vySe, kde v akutnim stadiu jsou pouzity jen tekutiny a nasledné
dieta dle stavu nemocného

e Medikament6zni — kde se pouzivaji ve formé tablet, C¢ipka ¢i klyzmat sulfonamidy,

antibiotika, imunopresiva nebo u systémovych onemocnéni kortikoidy
e Chirurgickd — kterd je pouzita v piipadé abscest, perforace, obstrukce ¢i jinych

zavaznéjsich problému (Klener a kol., 2006).

Pacienti trpici idiopatickymi stfevnimi zanéty se potykaji s mnoha problémy, které ovliviuji
jejich kvalitu zivota. Proto existuje specificky dotaznik pro lidi trpici Crohnovou nemoci, ktery

je znan jako Inflammatory Bowel Disease Questionnaire (IBDQ).

Tento dotaznik, ktery byl vytvofen na kanadské univerzit¢ McMaster roku 1988, obsahuje 32
otazek rozdélenych do Ctyi skupin: stfevni, systémova, socidlni a emocidlni. Pfi¢emz otazky
jsou hodnoceny Likertovou sedmi stupiiovou Skalou, na které plati ¢im vice bodi, tim lepsi

kvalita zivota (Gabalec, 2009).
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Indikace enterdlni vyzivy u déti:

Existuji dva typy enterdlni vyzivy, a to doplitkova a uplna. Doplitkova enteralni vyziva je
1éCebn¢ pridavana jako doplnek k normalni stravé. Pocatek nutri¢ni podpory u déti je indikovan
na zaklad¢ jejich v€ku. DéEti, co nedokazou snist vice nez 60-80 % stravy déle jak 10 dni, musi
byt u nich zahajena nutri¢ni podpora dle Evropské spolec¢nosti pro détskou gastroenterologii,
hepatologii a vyzivu. U déti ve véku nad jeden rok dochazi k zahajeni enteralni vyzivy do 5 dnt
a u kojencit jiz do 3 dnt pii sniZeni piijmu potravy (Karaskova et al., 2013). Uplna enteralni
vyziva pln¢ kompenzuje béznou stravu. Je podavana sondou nebo formou sippingu, pokud dité

nedokéze ptijmout vice jak 25 % stravy (Heuschkel, 2009).

3.4.3 Typy enteralnich pripravki

Dnes se pouzivaji pouze polymerni a oligomerni ptipravky enteralni vyzivy. Dfive se zafazovali
I elementarni ptipravky obsahujici aminokyseliny, gluk6zu, fruktozu a MCT tuky (se stfednim
fetézcem), které se dnes jiz nepodavaji. Polymerni piipravky obsahuji celou $kalu proteint,
mezi néz patii mlécné bilkoviny (kasein, syrovatka), vaje¢ny bilek, vaje€ny albumin a s6jovy
protein. Sacharidy jsou zastoupeny ve formé Skrobu, maltodextrinu a sachardzy. A tuk je
obsazen ve form¢ kukufi¢ného ¢i slunecnicového oleje, masla a hovéziho tuku. Polymerni
ptipravky neobsahuji lepek a ani laktézu. Oligomerni pfipravky jsou specifické zdrojem
proteintl, jelikoz obsahuji dipeptidy a tripeptidy vzniklé hydrolyzou uZzité bilkoviny (kasein,
syrovatka, vajecny bilek, s6jovy protein). Zastoupeni sacharidii je v podobé maltodextrind,
disacharidi a monosacharidi. Tuky jsou ve formé¢ MCT tukl (se stfednim fetézcem),
nachystané z kokosového oleje nebo oleje svétlice barviiské. Oligomerni ptipravky jsou
nakladnéjsi a jsou pfipraveny pro pacienty s poruchou digesce a absorpce potravin (Dastych,
2012).

Mezi dalsi skupinu ptipravkil v enterdlni vyzive patii specialni pfipravky, kam mizeme zatradit
diabetické ptipravky, organoveé specifické pfipravky a imunomodulaéni ptipravky, které jsou

uzpusobeny dle pacientova onemocnéni (Tomiska, 2009).

28



4 Material a metody

4.1 Pouzité kultury

Na testovani byly pouzity bakterie ze sbirky mikroorganismii Katedry mikrobiologie, vyzivy a
dietetiky. Jednalo se o dva rody stievnich bakterii. Dlouhodobé uchovavani ¢istych kultur

probiha v zmrazené formé s glycerinem (20 % v/v).

Bakterie pouZité pro testovani:

Rod Lactobacillus

RU = Lactobacillus gasseri

SH = Lactobacillus paracasei

JA = Lactobacillus paracasei

AM = Lactobacillus paracasei

MJ = Lactobacillus rhamnosus

FE = Lactobacillus paracasei

FJ = Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus paracasei (SH) byl izolovan z mlééného vyrobku, ostatni laktobacily byly

izolovany ze stolice kojenci.

Rod Escherichia

EC1 = Escherichia coli

EC2 = Escherichia coli kmen Nissle 1917

EC3 = Escherichia coli

EC4 = Escherichia coli
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Jedina Escherichia coli Nissle 1917 = EC2 byla pGvodné¢ izolovana z probiotického produktu,

ostatni kmeny Escherichia coli byly izolovany ze stolice.

4.2 Pouzita média

Pro vytvoreni fedici fady pti rozborech byl pouzivan fedici roztok. Médium Wilkins-Chalgren
bujon bylo pouzivano pro rutinni kultivaci testovanych bakterialnich kultur. Agar Wilkins-

Chalgren se sojovym peptonem byl pouzivan pro stanoveni poctu bakterii.

Ptiprava médii

Produkty, které byly pouZity do médii jsou znacky Oxoid UK.

1) Wilkins-Chalgren bujén se séjovym peptonem

* Bylo navazeno 33 g Wilkins-Chalgren bujonu, 0,5 g cysteinu a 5 g séjového peptonu do banky
(Erlenmeyerova)

* Poté byl pfidan 1 1 destilované vody, kde byla promichana sypka smés s 1 ml tweenu 80
* Bylo zméfeno pH a upraveno pomoci 1 M NaOH, aby hodnota dosahovala 7
* Pomoci automatické pipety bylo napipetovano 9 ml roztoku do penicilinek

* Penicilinky byly vlozeny do vodni lazn¢, kde byly probublany a uzavieny $puntem a

hlinikovym vickem
* Nasledn¢ probéhla sterilace v autoklavu po dobu 15 minut pii 120 °C
2) Redici roztok

* Bylo navazeno 5 g tryptonu, 5 g nutrientbrothu 2, 2,5 g yeast extractu a 0,25 g cysteinu do

baiiky (Erlenmeyerova)
* Poté byl pfidan 1 1 destilované vody, kde byla promichana sypka smés s 1 ml tweenu 80

* Bylo zméfebo pH a upraveno pomoci 1 M NaOH, aby hodnota dosahovala 7
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* Pomoci automatické pipety bylo napipetovano 9 ml roztoku do penicilinek

- Penicilinky byly vlozeny do vodni lazné, kde byly probublany a uzavieny Spuntem a

hlinikovym vickem
* Nasledn¢ probéhla sterilace v autoklavu po dobu 15 minut pii 120 °C

3) Wilkins-Chalgren agar se sojovym peptonem

* Bylo navazeno 4,3 g Wilkins-Chalgren agaru, 0,05 g cysteinu a 0,5 g sojového peptonu do

banky (Erlenmeyerova)

* Poté bylo pfidano 100 ml destilované vody, kde byla promichana sypka smés s 0,1 ml tweenu
80

- Barika s namichanym agarem byla uzaviena alobalem
* Nasledovala sterilace v Papinové hrnci po dobu 60 minut

* Nakonec byla uskute¢néna temperace agaru ve vodni lazni pti teploté 48 °C

4.3 Testované enteralni vyzivy

Byly pouZity 4 enteralni vyZivy k testovani ristu bakterii, a to Modulen IBD, Fresubin Original
Vanilka, Fresubin Energy Fibre Jahoda a Nutridrink Compact Neutral. VSechny provedené

rozbory byly provedeny pted dobou expirace enteralnich vyziv.

Modulen IBD

Jde o dietni napoj od vyrobce Nestlé Netherland, ktery je uréen k popijeni ¢i podani sondou pro
pacienty s Crohnovou nemoci. Pouzity vyrobek mél sarzi 23010346AD, trvanlivost do

10/ 2014.
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Fresubin Original Vanilka
Jedna se o vyzivu od firmy Fresenius Kabi, ktera neobsahuje vldkninu, je bez laktozy, purinu a
cholesterolu. Specialni vyziva urend pacientiim s malnutrici nebo u pacientt, u kterych je

kontraindikovana vlaknina. Pouzity vyrobek ma Sarzi 29KF1122, trvanlivost do 06/2017.

Fresubin Energy Fibre Jahoda
Vyziva od firmy Fresenius Kabi, kterd obsahuje vlakninu a vSechny ostatni ziviny v takovém
pomeéru, aby pomohli nemocnym pacienttim s prijmem ¢i zacpou, nechutenstvim a malnutricii.

Navic je obohacen o vlakninu. Pouzity vyrobek ma Sarzi 29KE1007, trvanlivost do 05/2017.

Nutridrink Compact Neutral
Jedna se o tekutou vysokoenergetickou vyZivu urcenou pro zvlastni 1ékarské ucely. Podavano

pacientim s podvyzivou a souvisejicim onemocnénim. Pouzity vyrobek ma Sarzi 07/10/17,

trvanlivost do 10/2017.

4.4 Ruist testovanych laktobacila a E. coli v enteralni vyzZivé

Cista kultura laktobacilii a E. coli byla rozmrazena a preockovana 0,5 ml roztokem do 2 bujénii
Vv penicilinkach. Ty byly nésledné po dobu 24 hodin pii 37 °C kultivovany v termostatu. Po
kultivaci byla zkontrolovana cistota kultur fazoveé kontrastnim mikroskopem znacky Nikon
ECLIPSE E200. Nasledné byly vhodné kultury nafedény pomoci desitkového fedéni, aby
kolonie narostly v po¢itatelném mnozstvi. Bakterii bylo 108 (fedéni 10%) v 1 ml narostlé kultury.
Pomoci fediciho roztoku byla ziedéna narostla kultura tak, ze byl nabran 1 ml roztoku do
fediciho roztoku a tento roztok mél koncentraci v 1 ml 107 bakterii (fedéni 10), pokracovalo
se timto zptisobem dal, ze bylo nabrano opét z tohoto roztoku 1 ml a byl dan do dal$iho fediciho
roztoku, kde vznikl roztok o koncentraci 10° bakterii (fedéni 102). Timto zptsobem bylo
pokradovano az do koncentrace 10! bakterii (fedéni 107). Ke kultivaénimu stanoveni poctu

bakterii byly pouzity fedéni 103, 10°a 107,

Rozbor 0 hodin:

Bylo odebrano 0,5 ml roztoku z 107 fedéni a dano do Petriho misky. Nésledné bylo pfelito
agarem a zamichéno krouZivym pohybem. Timto zpiisobem bylo zaotkovéno i fedéni 10° a

opét do dvou misek. Pfi zaockovani byl kladen diiraz na piesnost, aby nedoslo ke kontaminaci.
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Poté byly misky uzavieny do anaerostatu, kde bylo anaerobni prostiedi. Zde byly kultivovany
pfii teploté 37 °C po dobu 48 hodin. Po uplynulé dobé byly misky vytazeny z termostatu a

spocitan pocet narostlych kolonii.

Mikrotitrac¢ni desti¢ka:

Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano médium, pro 1 kmen byly pouzity 4 dilky po 90
ul enteralni vyzivy, 2 dilky po 90 ul byly pouzity na bujon a 2 dulky po 90 ul pro fedici roztok.
Do kultivaénich médii bylo napipetovano po 10 ul kultury (pfiblizné¢ 10® KTIJ). Poté byla
desticka uzaviena, dana do anaerostatu, kde v anaerobnim prostiedi byla pii teploté 37 °C po
dobu 24 hodin. Po kultivaci byla mikrotitra¢ni desti¢ku oteviena a pouzita k rozboru 24 hodin.
V desticce, ve které byly laktobacily, bylo zméteno pH pomoci pH papirkd a mnozstvi kyseliny
mlééné pomoci pristroje Reflektoquant (RQflex® 10). V piipadé E. coli bylo zméteno pouze
pH.

Rozbor 24 hodin:

Z dualkt mikrotitra¢ni desticky bylo odpipetovano 10 pl enteralni vyzivy a Wilkins-Chalgren
bujon do zkumavek s bujonem. Dale bylo provedeno desitkové fedéni do fedicich roztokd.
Podle toho, jak bakterie narostly v destiéce, tak bylo odhadnuto fedéni, které bylo nasledné
naockovano do Petriho misek. Poté bylo napipetovano 0,5 ml roztoku do Petriho misek, ptelito
agarem a zamichano krouzivym pohybem. Byly naockovany 3 tfedéni ve 2 opakovanich.
Nasledné byly misky uzavieny do anaerostatu, kde byly kultivovany pii teplot¢ 37 °C v
anaerobni prostiedi po dobu 48 hodin. Po kultivaci byly spo¢itany narostlé kolonie, které byly
zkontrolovany pod mikroskopem, zda se jedna opravdu o laktobacily a E. coli. Kolonie byly

ptrepocitany na log KTJ/g.

Stanoveni poc¢tu bakterii

Narostlé kolonie v Petriho miskach byly spocitany pomoci pocitadla a celkovy pocet byl
vynasoben ¢islem 2 (jelikoz pro kultivaci byly pouzity malé Petriho misky a inokula¢ni davka
je 0,5 ml a ne 1 ml). S kazdym vyssim fedénim by mél byt pocet kolonii zhruba 10x nizsi.
Vypocétem byly ziskany pocty bakterii, tedy pocet kolonie tvoficich jednotek v 1 ml vzorku

(KTJ/ 1 ml). Nize je uveden vzorec pro vypocet:
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P=[(P1+P2)/11] * F (KTJ/1 ml)
P1, P2 — pocet kolonii na dvou po sobé¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
F — pfevracena hodnota nejvyssiho fedéni

KTJ — kolonie tvofici jednotka

Statistické zpracovani dat

Pro statistické vyhodnoceni rustu bakterii byl pouzit software Statgraphics Centurion (Multiple
range tests) a Microsoft Office Excel 2007 (t-test). V programu Statgraphics Centurion byla
pouzita metoda ANOVA, neboli analyza odchylek. ANOVA rozkladéd variabilitu proménné
odezvy mezi riznymi faktory.

Do tabulek v programu byly zadany jednoduse hodnoty v log KTJ/1 ml a statisticky pométeny.
Statisticky vyhodnocena data byla zapsana do tabulek.
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5 VYSLEDKY

5.1 Testovani laktobacila

Sedm kment laktobacili bylo kultivovano na ¢tyfech riznych enteralnich vyzivach. V tabulce
¢. 4 je uveden rozdil rstu vSech kment rodu Lactobacillus mezi rozborem 0 hodin (pted

kultivaci) a 24 hodin, tedy po 24 hodinové anaerobni Kultivaci v enteralni vyzive.

Vsechny testované kmeny laktobacilii byly schopné rtist v enterdlni vyziveé. Nicméné namérené
hodnoty ukazuji, Ze rist jednotlivych kment se nepatrné 1i8i. Je zde patrny vliv typu testované
vyzivy. Ve vyzivé NutriDrink Compact Neutral byl zaznamenan nejmensi nartst, a to u kmene
Lactobacillus rhamnosus (MJ) shodnotou 3,15+0,05 log KTJ/1 ml. Naopak kmen
Lactobacillus paracasei (SH) s hodnotou 4,74+0,01 log KTJ/1 ml narostl nejvice. Ve vyzivé
Modulen IBD mé¢l nejmensi narust Lactobacillus rhamnosus (FJ) s hodnotou 3,18+0,03 log
KTJ/1 ml a nejvétsi narast Lactobacillus paracasei (FE) s hodonotou 4,25+0,05 log KTJ/1 ml.
Ve vyzivé Fresubin Original Vanilka nejméné rostl Lactobacillus paracasei (JA) s hodnotou
3,61+0,01 log KTJ/1 ml, nejvice Lactobacillus gasseri (RU) s hodnotou 4,71+0,04 log KTJ/1
ml. Ve vyzivé Fresubin Energy Fibre Jahoda nejméné rostl Lactobacillus paracasei (JA)
s hodnotou 3,68+0,00 log KTJ/1 ml, nejvice Lactobacillus rhamnosus (MJ) s hodnotou
5,02+0,00 log KTJ/1 ml.

V tabulce muzeme také nalézt primérny rast vSech kmeni dohromady v jednotlivych
enteralnich vyzivach. Z tabulky je tedy vidét, ze ve vyzivé NutriDrink Compact Neutral je
pramérny nartst vSech kmend rodu Lactobacillus nizsi oproti ostatnim vyzivam. Naopak ve
vyzivé Fresubin Energy Fibre Jahoda je primérny nartst bakterii vySsi neZ u ostatnich vyziv.
Data byla nasledné statisticky vyhodnocena v programu Statgraphics Centurion pomoci metody
ANOVA, kde bylo zjisténo, ze mezi vyzivami ani jednotlivymi kmeny neni statisticky

vyznamny rozdil.
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Tabulka 4: Rozdil ristu kment laktobacili (24 hodin — 0 hodin) v jednotlivych EV,

uvedené hodnoty jsou vyjadieny v log KTJ/1 ml produktu

Modulen IBD Fresubin Fresubin Nutridrink
Vanilka Jahoda

RU 4,15+0,05 4,71+0,04 4,55+0,01 4,32+0,00
SH 4,23+0,02 4,63+0,02 4,25+0,01 4,74+0,01
JA 3,97+0,03 3,61+0,01 3,68+0,00 3,30+0,04
AM 4,01+0,02 3,72+0,01 3,83+0,02 3,42+0,03
MJ 4,09+0,01 4,47+0,01 5,02+0,00 3,15+0,05
FE 4,25+0,05 4,26+0,00 4,29+0,02 3,98+0,03
FJ 3,82+0,03 3,82+0,02 3,73+0,00 3,19+0,02
primér 4,07+0,03 4,17+0,02 4,19+0,01 3,73+0,03

Pozn: Nejvysse naméfené hodnoty jsou oznaceny oranzovou barvou.

W

V tabulce ¢. 5 jsou uvedeny hodnoty laktatu (kyseliny mlécné) pomoci Reflektoquantu a
hodnoty pH (méfené pH papirkem). Byla zaznamendna vysokd hodnota laktatu u bakterii
Lactobacillus paracasei (SH) s hodnotou 33 400 mg/l a (FE) 34 400 mg/l, piedevsim se jednalo
o vyzivy Fresubin Original Vanilka a Fresubin Energy Fibre Jahoda. Jelikoz na téchto dvou
vyzivach byl nejmensi nartst bakterii Lactobacillus pracasei, je neobvyklé, aby laktat
dosahoval takovychto hodnot. Ov§em je mozné¢, Ze s tim souvisi zhoustla konzistence enteralni
vyzivy s bakteriemi pii rozboru laktatu z mikrotitraéni desticky. Tudiz konzistence mohla
ovlivnit naméfené hodnoty. Dale miizeme vidét hodnoty pH, které jsou ovlivnény mnoZstvim

laktatu (kyseliny mlécné), tedy ¢im vice laktatu, tim niz8i pH.

Tabulka 5: Mnozstvi laktatu (mg/l) a hodnoty pH (v zavorce) po kultivaci laktobacili

Laktat (pH) RU SH JA AM MJ FE FJ
MODULEN | 2440 5850 | 4520 | 3030 | 1910 | 2430 |2 460
IBD (5,3) (4,3) (4,7) (5,3) (5,6) 4,4) |(5,3)
FRESUBIN | 4550 | 26300 | 22400 | 1960 | 3360 | 34400 |3 240
Jahoda (5,1) (4,9) (4,9) (6,0) (5,4) 4,0) |(5,3)
FRESUBIN 7900 | 33400 | 13000 | 17600 | 1300 | 7900 | 13600
Vanilka (4.5) (4,0) (4.2) (4,2) (5,5) (4.5) (4,0)
NUTRIDRINK | 1470 | 16900 | 15500 | 710 1040 | 21000 | 1470
(4,4) (4,3) (4,3) (4,7) (4,5) (4,0) (4,9)

Pozn: Nejvyssi naméfené hodnoty jsou oznaceny oranZzovou barvou.
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5.2 Testovani Escherichia coli

Ctyii kmeny Escherichia coli byly kultivovany na étyfech riiznych enteralnich vyzivach.

V tabulce €. 6 je zaznamenan rozdil ristu vSech testovanych kmend E. coli mezi rozborem 0
hodin a 24 hodin v enteralni vyzivé. Z tabulky vyplyva, Ze rist jednotlivych kment bakterie E.

coli se vyznamn¢ li$i.

Miuzeme vidét, ze ve vyzivé Modulen IBD nejméné rostl kmen E. coli (EC4) s hodnotou
3,37+0,11 log KTJ/1 ml a naopak nejvice E. coli (EC3) s hodnotou 4,23+0,57 log KTJ/1 ml.
Ve vyzivé Fresubin Original Vanilka jsou hodnoty témét srovnatelné, avSak nejméné rostl E.
coli (EC3) s hodnotou 3,86+0,00 log KTJ/1 ml a nepatrné vyssi hodnoty zastupoval E. coli
(EC4) s hodnotou 4,01+0,11 log KTJ/1 ml. Ve vyzivé Fresubin Energy Fibre Jahoda nejméné
rostl Escherichia coli Nissle 1917 (EC2) s hodnotou 4,28+0,02 log KTJ, nejvice rostl E. coli
(EC4) s hodnotou 4,64+0,12 log KTJ/1 ml. A na zavér ve vyzivé NutriDrink nejméné rostl E.
coli (EC3) s hodnotou 5,16+0,04 log KTJ/1 ml a nejvice E. coli (EC1) s hodnotou 5,29+0,02
log KTJ/1 ml.

V tabulce mizeme nalézt také primérny rast vSech testovanych bakterii E. coli dohromady
Vv jednotlivych enterdlnich vyZzivach. Je zde vidét, Ze ve vyzivé Modulen IBD je primérny
narist vSech bakterii E. coli mensi oproti ostatnim enteralnim vyzivam. Naopak ve vyzivé
NutriDrink Compact Neutral je primérny nartst bakterii E. coli vyssi nez u ostatnich vyziv.
Také podle naméfenych hodnot ziskanych programem Statgraphics Centurion (tab. 15)
muzeme zjistit, Ze se rust bakterii vyznamné 1i$i od ostatnich v enterdlnich vyzivach Fresubin

Energy Fibre Jahoda a Nutridrink Compact Neutral.

Tabulka 6: Rozdil rastu kmenu Escherichia coli (24 hodin — 0 hodin) v jednotlivych EV,
uvedené hodnoty jsou vyjadieny v log KTJ/1 ml produktu

Modulen IBD Fresubin Fresubin Nutridrink
Vanilka Jahoda
EC1 3,73+0,04 3,89+0,04 4,57+0,06 5,29+0,02
EC2 4,09+0,28 3,89+0,01 4,28+0,02 5,20+0,04
EC3 4,23+0,57 3,86+0,00 4,58+0,01 5,16+0,04
EC4 3,37+0,11 4,01+0,11 4,64+0,12 5,25+0,12
pramér 3,86+0,25 3,91+0,04 4,52+0,05 5,23+0,06

Pozn: Nejvyssi naméfené hodnoty jsou oznaceny oranzovou barvou.
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V tabulce €. 7 jsou naméfené hodnoty pH po kultivaci v enterdlnich vyzivach. Hodnoty pH se
pohybovaly od 4,3 do 5,4. Bylo zjisténo, Ze nejvyssi hodnoty pH byly naméfeny u enteralni
vyzivy Fresubin Energy Fibre Jahoda.

Tabulka ¢. 7 Hodnoty pH v EV po kultivaci (Escherichia coli):

EC1 EC2 EC3 EC4

MODULEN IBD 4,9 51 5,2 51
FRESUBIN Jahoda 5,1 5,2 5,2 5,4
FRESUBIN Vanilka 4,8 4,7 4,8 4,3
NUTRIDRINK 5,1 51 4,9 51
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6 DISKUZE

Za enteralni vyzivu je brana aplikace farmaceuticky pfipravenych vyzivnych roztoki do
travicitho traktu. Poddava se bud’ pomoci nutritivni stomie (gastrostomie, jejunostomie),
nazoenteralni sondou nebo peroralné (Kohout a Kotrlikova, 2009). Enterdlni vyziva je urcena
pacientim, ktefi trpi nebo u nichz hrozi malnutricie a maji funk¢ni travici trakt. Podava se také
pacientiim, ktefi nejsou schopni vice nez 7 dni pokryt vyzivové potieby ¢lovéka béznou stravou
(Floriankovéa, 2014). Pfinosem enterdlni vyzivy mimo dodani potfebné energie a dulezitych
Zivin je, Ze zajist'uje vyzivu enterocytll a s tim souvisejici zachovani stievni bariéry, bakterialni

prevenci a udrZeni spravné peristaltiky (Kohout a Kotrlikova, 2009).

Hypotézou této bakalaiské prace je, Zze rizné druhy enterdlnich vyziv s rozdilnym slozenim by
m¢ély napomahat riistu probiotickych bakterii (laktobacild), a to takovych, které maji ptiznivy
vliv na lidsky gastrointestinalni trakt. Naopak by mély tyto enteralni vyzivy utlumit rist
potencionalné patogennich bakterii (E. coli). Na zéakladé testovanych bakterii ve sterilnich

enteralnich vyzivach bylo zjisténo, Ze vyziva podporuje nejen rist laktobacilt, ale i E. coli.

Laktobacily patii mezi probiotika, které musi pifeZit cestu Zaludkem a kolonizovat stfevni
sliznici pfinejmensim takovou dobu, aby mély pozitivni vliv na zdravi ¢loveéka (Kostiuk a
Kotlarova, 2015). Lactobacillus sp. ma vlastnost branit rustu a tvorbé toxinti bakterii, jako je
Helicobacter pylori, Salmonella a dalsi. Vliv na rist enteropatogennich bakterii je spojena
s produkovanymi antimikrobidlnimi latkami bakteridlniho mlé¢ného kvaseni, jako je kyselina
mlécnd, kterd je zodpovédna za sniZeni intestindlniho pH (Koliba, 2012). V travicim traktu
zdravych jedinci se vyskytuji rody jako laktobacily, bifidobakterie a enterokoky. Dale ptes
travici ustroji jedince se dostavaji bakterie rodt Streptococcus, Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Staphylococcus a Streptococcus. V tlustém stieve se vyskytuji pievazné
anaerobni druhy roda Bacteroides, Peptostreptococcus a Eubacterium (Votava, 2005). V této
bakalarské praci byly testovany druhy rodu Lactobacillus (L. gasseri, L. paracasei, L.
rhamnosus), které byly vyizolované ze stolice kojenct, kromé L. paracasei (SH), ktera byla
vyizolovana z mlééného vyrobku. Dale byly testované 4 bakterie druhu Escherichia coli,

z nichz jedna se pouziva jako probiotikum a jedna se o E. coli kmen Nissle 1917.
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Pomoci softwaru Statgraphics Centurion (tab. 13) bylo zjisténo, ze na testovanych enteralnich
vyzivach, kde rostou druhy rodu Lactobacillus, neexistuji zadné statisticky vyznamné rozdily
mezi jednotlivymi enteralnimi vyzivami pii arovni spolehlivosti 95,0 %.

Z vysledkt muzeme vSak zjistit, ze nepatrné vyssi narust laktobacilti byl v enteralni vyzivé
Fresubin Energy Fibre Jahoda. Coz by mohlo byt diky obohaceni této enteralni vyzivy o
vlakninu (inulin, celuldza). Je tedy mozné, Ze rist jednotlivych kment byl vétsi nez u ostatnich
vyziv. Ve vyzivé Fresubin Energy Fibre Jahoda nejlépe rostl Lactobacillus rhamnosus (MJ)
s rozdilem nartstu mezi rozbory 0 hodin a 24 hodin je 5,02+0,00 log KTJ/1 ml. Rust laktobacilt
ve Fresubin Original Vanilka se nijak zvlast’ od Fresubin Energy Fibre Jahoda nelisil. Nejvétsi
narust byl zaznamenan u L. paracasei (FE) s nartistem mezi rozbory 0-24 hodin 4,71+0,04 log
KTJ/1 ml. Kvili podobnému slozeni téchto dvou enteralnich vyziv (Fresubin Original Vanilka
a Fresubin Energy Fibre Jahoda), se mizeme domnivat, Ze laktobacily ve znaéce Fresubin
prosperuji. Posledni testované vyzivy Modulen IBD a Nutridink Compact Neutral

nevykazovaly nijak zvlast’ vyssi hodnoty v nartstu laktobacilt.

Vléknina tvoti potravu pro bakterie tlustého stieva. Bakterie vlakninu nadale fermentuji, diky
¢emu se sniZuje intestinalni pH. Ale pfedevSim vlaknina sniZuje zastoupeni hnilobnych bakterii
a zvysSuje zastoupeni laktobacili a bifidobakterii (Kokesova, 2009). Diky vyzkumim o
pfiznivych Ucincich vldkniny a jejich fermentacnich u¢incich na stfevni mikrobiotu, mizeme
dnes najit ptipravky enteradlni vyZivy s obsahem vlakniny. Testovany Fresubin Energy Fibre
Jahoda obsahoval inulin (z ¢ekanky), ktery je fermentabilni a pisobi v tenkém stievé a
proximalni ¢asti tlustého stieva, kde stimuluje rast bifidobakterii a laktobacild. Diky bakterialni
fermentaci se pfeménuje vldknina na mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které jsou pro
kolonocyty energetickym zdrojem a pfispiva ke zlepSeni slizni¢ni bariéry tlustého stieva. Dale
testovand vyziva obsahovala celulozu, kterd plisobi v tlustém stievée, kde zvySuje objem stolice

a pusobi na stfevni svalovinu (Tomiska, 2009).

Escherichia coli se po biochemické strance od laktobacilt lii, protoZe nepatii mezi bakterie
mlécného kvaseni, které enzymaticky pfeménuji sacharidy pfedevsim na kyselinu mlé¢nou.

E. coli stépi glukodzu, laktozu, nékteré pentdzy za vzniku kyselin a plynt. V prvni fadé se jedna
0 smiSenou fermentaci, kde vznikaji metabolity jako kyselina mlé¢nd, pyrohroznova, octova a

mravenci, ale Zadny z nich vyznamné neptevlada (Silhanova, 2002).
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V ramci vyhodnoceni rustu laktobacilli na enteralnich vyzivach byla méfena i kyselina mlécna
apH. U enteralni vyzivy Fresubin Energy Fibre Jahoda i Fresubin Original Vanilka byl nejvétsi
podil kyseliny mlééné v rozsahu od 1 300 - 34 400 mg/l, piedevs§im u L. paracasei (FE). Coz
nedisponuje s ristem L. paracasei Vv téchto vyzivach, kde ho bylo zastoupeno nejméné. Je
mozné, ze pri¢ina vysoké hodnoty laktatu je zptisobena konzistenci enteralni vyzivy, ktera po
kultivaci zhoustla a Spatné se nanasSela do Reflektoquantu. Co se tyka enteralnich vyziv
NutriDrink a Modulen IBD, bylo mnozstvi kyseliny mlééné zna¢né mensi. Diky produkci
kyseliny mlécné laktobacily, se pH snizilo az na hodnoty 4, coz souhlasi s vysledky a je to u

mlécnych vyrobkl normalni (Lourens-Hattingh and Viljoen, 2001).

Bakterie jsou schopné rist v enterdlnich vyzivach ve vysokych poctech, tudiz se neda fict, ze
by néktera z testovanych enteralnich vyziv nepfispivala ristu bakterii. Co se tyka E. coli,
pomoci softwaru Statgraphics Centurion (tab. 15) bylo zjisténo, ze na testovanych enteralnich
vyzivach existuji statisticky vyznamné rozdily u 2 enteralnich vyziv (NutriDrink Compact
Neutral a Fresubin Energy Fibre Jahoda) pii arovni spolehlivosti 95,0 %. Nejvétsi nardst byl
zaznamenan V enteralni vyzivé NutriDrink Compact Neutral, kde rozdil ristu mezi 0-24 hodin
E. coli byl 5,29+0,02 log KTJ/1 ml u (EC1). Druhy nejvyssi zaznamenany nartst E. coli byl u
enteralni vyzivy Fresubin Energy Fibre Jahoda s rozdilem ristu mezi 0-24 hodin 4,64+0,12 log
KTJ/1 mlu (EC4). Rozdilny narist u t€chto dvou enteralnich vyziv by mohl byt jejich slozenim.
A to predevs§im u Nutridrinku Compact Neutral, ktery je vysokoenergeticky s vysokym podilem
glukozového sirupu, ktery E. coli §tépi a vyuzivaji. Pro lepsi posouzeni by bylo vhodné pouzit
k otestovani vice kment E. coli. Ackoli E. coli tvofi kyseliny a proto by u nich mél byt pokles
pH, neni tomu tak. Vlastnosti E. coli je rozklad bilkovin, a z toho divodu je hodnota pH vyssi,
ale neméla by piesahovat pH 6 (Pahlow et al., 2003). E. coli jsou brany za symbiotické bakterie
traviciho traktu, nikdy by vSak nemély pfesdhnout pocet zdravi prospésnych bakterii (Lourens-
Hattingh and Viljoen, 2001).
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7 ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo otestovat rust laktobacilti a Escherichia coli v enteralni
vyziveé. Podafilo se zjistit, ze na testovanych enteralnich vyzivach, kde rostly bakterie rodu
Lactobacillus sp., neexistovaly zadné statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi druhy
enteralnich vyziv. Z vysledki miizeme zjistit, ze nejvyssi nartst laktobacilti byl ve vyziveé
Fresubin Energy Fibre Jahoda (5,02+0,00 log KTJ/1 ml), a naopak nejmensi nartst ve
vyzivé NutriDrink Compact Neutral (3,15+0,05 log KTJ/1 ml). Dale byla méfena u
laktobacili hodnota laktatu a pH. Hodnota laktatu byla opét nejvyssi u vyzivy Fresubin
Energy Fibre Jahoda (34 400 mg/l) s ¢imZ souvisi i nizka hodnota pH 4.

Rust E. coli ve vyzivach byl témét podobny jako u laktobacilt, avsak podle softwaru
Statgraphics Centurion byly zjistény statisticky vyznamné rozdily u dvou enteralnich vyziv,
a to NutriDrink Compact Neutral a Fresubin Energy Fibre Jahoda. Nejvyssi zaznamenany
nartst E. coli byl ve vyzivé NutriDrink Compact Neutral (5,29+0,02 log KTJ/1 ml) a
Fresubin Energy Fibre Jahoda (4,64+0,12 log KTJ/1 ml). Dale bylo u E. coli méfeno pH,
kde nejvySe namétend hodnota pH 5,4 byla u vyZivy Fresubin Energy Fibre Jahoda.

Na zéklad¢ téchto namétenych dat bylo zjiSténo, Ze enteralni vyziva podporuje rist nejen
laktobacilt, ale také potencialné patogennich bakterii E. coli. Hypotézou bakalatské prace
je, Ze enteralni vyziva by méla podpofit riist probiotickych bakterii (laktobacilit) a potladit
rast potencialn¢ Skodlivych bakterii (E. coli). Tedy naméfena data nekoresponduji

s hypotézou bakalaiske prace.
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9 PRILOHY

Tabulka 8: Laktobacily po rozboru 0 hodin, uvedené hodnoty jsou vyjadieny v log KTJ/1

ml produktu:
Rudolf 4,49+0,05
Shirota 4,92+0,04
Casei
JA 5,04+0,03
AM 4,98+0,03
MJ 4,37+0,03
FE 5,11+0,03
FJ 4,84+0,02

Tabulka 9: Laktobacily v EV a Wilkins-Chalgren bujénu po kultivaci (24 hodin, uvedené

hodnoty jsou vyjadi‘eny v log KTJ/1 ml produktu):

Modulen Fresubin Fresubin Nutridrink Wilkins
IBD Vanilka Jahoda

Rudolf 8,64+0,00 9,240,01 9,04+0,04 8,81£0,05 7,79+0,07

Shirota 9,15+0,02 9,55+0,02 9,17+0,01 9,66+0,01 8,94+0,02
Casei

JA 9,01+0,06 8,65+0,04 8,72+0,03 8,34+0,07 8,92+0,05

AM 8,99+0,01 8,70+0,02 8,81+0,01 8,40+0,06 8,81+0,03

MJ 8,46+0,02 8,84+0,02 9,39+0,03 7,52+0,08 7,9+0,04

FE 9,37+0,08 9,18+0,03 9,4+0,00 9,09+0,05 8,63+0,03

FJ 8,66+0,05 8,52+0,00 8,57£0,02 8,03+0,01 8,49+0,01
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Tabulka 10: Escherichia coli po rozboru 0 hodin, uvedené hodnoty jsou vyjadieny v log

KTJ/1 ml produktu:

EC1 4,16+0,08
EC2 4,33+0,05
EC3 4,37+0,04

EC4 4,19+0,15

Tabulka 11: Escherichia coli v EV a Wilkins-Chalgren bujonu po kultivaci (24 hodin),
uvedené hodnoty jsou vyjadieny v log KTJ/1 ml produktu:

Modulen Fresubin Fresubin Nutridrink Wilkins
IBD Vanilka Jahoda
EC1 7,89+0,04 8,05+0,04 8,73+0,02 8,34+0,06 9,45+0,06
EC2 8,42+0,33 8,22+0,04 8,61+0,03 8,08+0,09 9,5340,02
EC3 8,60+0,61 8,23+0,04 8,95+0,01 8,19+0,08 9,53+0,05
EC4 7,56+0,04 8,20+0,04 8,83+0,03 8,68+0,02 9,44+0,03
Vvsledky z programu Statgraphics:
Tabulka 12: Shrnuti statistickych vysledkii laktobacilii:
Count | Average Standard Coeff. of | Minimum | Maximum
deviation variation
Fresubin 7 14,19286 0,488764 11,6571 % 3,68 5,02
Jahoda
Fresubin 7 14,17429 0,454564 10,8896 % 3,61 471
Vanilka
MODULEN 7 14,07429 0,153173 3,7595 % 3,82 4,25
IBD
Nutridrink 7 |3,72857 0,624458 16,7479 % 3,15 474
Total 28 | 4,0425 0,476497 11,7872 % 3,15 5,02
Stnd.
kurtosis
Fresubin -0,19211
Jahoda
Fresubin -1,18719
Vanilka
MODULEN | -0,219336
IBD
Nutridrink -0,57629
Total -0,454066
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Tabulka 13: Vicecetny test laktobacili podle Scheffeho metody s 95 %spolehlivosti:

Count| Mean | Homogeneous
Groups
Nutridrink 7 |3,72857 X
MODULEN 7 |4,07429 X
IBD
Fresubin 7 |4,17429 X
Vanilka
Fresubin 7 |4,19286 X
Jahoda
Contrast Sig. | Difference | +/- Limits
Fresubin Jahoda — Fresubin 0,0185714| 0,744196
Vanilka
Fresubin Jahoda — 0,118571 | 0,744196
MODULEN IBD
Fresubin Jahoda — Nutridrink 0,464286 | 0,744196
Fresubin Vanilka — 0,1 0,744196
MODULEN IBD
Fresubin Vanilka — Nutridrink 0,445714 | 0,744196
MODULEN IBD — Nutridrink 0,345714 | 0,744196

Tabulka 14: Shrnuti statistickych vysledki E. coli:

Count| Average | Standard Coeff. of Minimum | Maximum
deviation variation
Fesubin 4 3,9125 | 0,0665207 1,70021 % 3,86 4,01
Vanilka
Fresubin 4 4,5175 0,161323 3,57106 % 4,28 4,64
Jahoda
MODULEN 4 3,855 0,385876 10,0097 % 3,37 4,23
IBD
Nutridrink 4 5,225 0,0568624 1,08828 % 5,16 5,29
Total 16 4,3775 0,603109 13,7775 % 3,37 5,29
Stnd.
kurtosis
Fesubin 1,33276
Vanilka
Fresubin 1,37959
Jahoda
MODULEN | -0,699298
IBD
Nutridrink -0,762521
Total -0,857968
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Tabulka 15: Vicecetny test E. coli podle Scheffeho metody s 95 %spolehlivosti:

Count | Mean | Homogeneous
Groups
MODULEN 4 3,855 X
IBD
Fesubin 4 (3,9125 X
Vanilka
Fresubin 4 |4,5175 X
Jahoda
Nutridrink 4 5,225 X
Contrast Sig. |Difference |[+/- Limits
Fesubin Vanilka — Fresubin | * -0,605 0,488873
Jahoda
Fesubin Vanilka — 0,0575 0,488873
MODULEN IBD
Fesubin Vanilka — Nutridrink | * -1,3125 | 0,488873
Fresubin Jahoda — * 0,6625 0,488873
MODULEN IBD
Fresubin Jahoda — Nutridrink | * -0,7075 | 0,488873
MODULEN IBD — Nutridrink| * -1,37 0,488873

* oznacuje statisticky vyznamny rozdil

SloZeni enteralnich vvyziv:

NutriDrink Compact Neutral

SloZeni: voda, gluk6zovy sirup, bilkoviny z kravského mléka, rostlinné oleje (fepkovy,
slunec¢nicovy), mlé¢nan draselny, emulgator (s6jovy lecitin), hydrogenfosfore¢nan hote¢naty,
cholin chlorid, citronan draselny, citronan sodny, chlorid sodny, chlorid draselny, maltodextrin,
L-askorban sodny, mlécnan Zeleznaty, siran zine¢naty, DL-alfa-tokoferyl-acetat, retinyl-acetat,
glukonan méd’naty, seleni¢itan sodny, siran manganaty, nikotinamid, D-pantothenat vapenaty,
chlorid  chromity,  D-biotin, cholekalciferol,  thiamin  hydrochlorid,  kyselina
pteroylmonoglutamova, pyridoxin hydrochlorid, molybdenan sodny, riboflavin, fluorid sodny,

jodid draselny, fytomenadion, kyanokobalamin.
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Fresubin Energy Fibre Jahoda

Slozeni: voda, maltodextrin, mlé¢nou bilkovinu, rostlinné oleje (fepkovy olej, slunecnicovy
olej), sachardzu, pSeni¢ny dextrin, inulin (z ¢ekanky), celulozu (zdroj vldkniny), ochucovadla,
kalium-citrat, natrium-citrat, emulgatory (E471, sojovy lecitin), prasek z Cervené fepy
k obarveni (maltodextrin, kyselina citronova), chlorid sodny, chlorid draselny, vit. C, cholin-
chlorid, oxid hoteCnaty, regulator kyselosti (E330), pyrofosfat Zeleznaty, siran zinecCnaty,
niacin, vit. E, kyselina pantotenova, chlorid manganaty, siran méd’naty, vit. B2, vit. B6, fluorid
sodny, vit. B1, betakaroten vit. A, kyselina listova, chlorid chromity, molybdenan sodny,jodid

draselny, selenicitan sodny, vit. K1, biotin, vit. D3 a vit. B12

Fresubin Original Vanilka

Slozeni: voda, maltodextrin, mlécné bilkoviny, rostlinné oleje, sojova bilkovina, cukr, aroma,
citronan sodny, chlorid draselny, emulgéatory (E322, E471), o-fosfore¢nan draselny, vitaminy,
citronan hote¢naty, regulatory kyselosti (E332, E330, E530), vinan cholinu, stabilizator (E415),
siran Zeleznaty, siran zine¢naty, o-fosforeCnan vapenaty, chlorid manganaty, siran méd’naty,

fluorid sodny, chlorid chromity, jodid draselny, molybdenan sodny, seleni¢itan sodny.

Modulen IBD

SloZeni: kukuti¢ny sirup, kasein, sachardza, mlécny tuk, MCT tuky, kukufi¢ny olej, emulgétor:
sojovy lecitin, citrat draselny, fosforecnan véapenaty, citrat sodny, uhli¢itan vapenaty, chlorid
hotecnaty, regulator kyselosti: E525, chlorid draselny. Vitaminy: C, E, niacin, kyselina
pantotenova, B6, thiamin (B1), A, riboflavin (B2), D, kyselina listova, K, biotin, B12. Bivinan
cholinu, siran Zeleznaty, siran zine¢naty, oxid hofe€naty, siran manganaty, siran médnaty,

molybdenan sodny, jodid draselny, chlorid chromity, selenid sodny.
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