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Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo nalézt selektivni médium pro stanoveni druhu
Bifidobacterium bifidum. Selektivni faktor daného média tvofil mucin, jako jediny zdroj
uhliku. Ve védecké literature je prokazano, ze Bifidobacterium bifidum je jediny druh rodu
Bifidobacterium, ktery umi mucin vyuZit ke svému rlstu. Testovani bylo provedeno na
funkénich potravinach a nasledné totozné médium bylo pouZito pro izolaci Bifidobacterium
bifidum z lidské stolice.

Médium pro stanoveni z funkénich potravin obsahovalo mimo mucinu jesté dalsi
selektivni faktor a to antibiotikum mupirocin. Ze ziskanych vysledkl Ize konstatovat, Ze tato
metoda je vhodna pro izolaci Bifidobacterium bifidum ze vzorku funkénich potravin.

Slozeni média pro stanoveni Bifidobacterium bifidum ze stolice se liSilo pouze
pridanim dalSiho selektivniho faktoru a to kyseliny octové. Na zdkladé vysledk(, sice neni
metoda vhodna pro stanoveni Bifidobacterium bifidum ze stolice, ale lze ji pouZit pro izolaci
Bifidobacterium bifidum. Ze vSech ziskanych izolatd bylo 18,5 % identifikovano jako
Bifidobacterium bifidum.

Dalsim cilem této prace bylo ovéfit, zda je TOS médium vhodné pro selektivni
stanoveni  Bifidobacterium bifidum. TOS médium obsahuje trans-galaktosylované
oligosacharidy jako zdroj uhliku. Rozbory byly provedeny s riznymi kmeny Bifidobacterium
bifidum, které pochazely z rlznych zdrojh (izolaty z funkénich potravin, izolaty ze stolice a
sbirkové kmeny). Na zakladé ziskany vysledkl lze fici, Zze TOS médium neni vhodné pro
selektivni stanoveni Bifidobacterium bifidum, ani pro selektivni stanoveni rodu
Bifidobacterium. Bylo zjiSténo, Ze ne vSsechny kmeny dokaZou ke svému rlstu vyuzit trans-

galaktosylované oligosacharidy.

Klicova slova: Bifidobacterium bifidum, kojenci, stolice, funkéni potraviny, stanoveni



Summary

The aim of the present work was to find the selective medium for the enumeration
the species Bifidobacterium bifidum. The selective factor of used media was a mucin, which
was used as only one source of carbon. It is demonstrated according to the scientific
literature, that the Bifidobacterium bifidum is only one species of genus Bifidobacterium who
is able to utilize the mucine for its own grow and development. The testing was made on
the functional food and then the same medium was used for the isolation of Bifidobacterium
bifidumfrom human faeces.

Together with mucin,antibiotic mupirocin was used as the second selective factor in
the medium for the enumeration out B. bifidum in functional foods. The results showed that
this method is suitable for the the enumeration and isolation of Bifidobacterium bifidum in
samples of functional foods.

The composition of medium for the enumeration of Bifidobacterium bifidum in
human faeces was different only by adding the acid acetic as the further selective factor.
The results showed that the method is not suitable for the enumeration of Bifidobacterium
bifidum in human faeces, but it can be used for the isolation of Bifidobacterium bifidum .
Plates with selective agar contained 18,5 % of Bifidobacterium bifidum.

The second aim of this work was to verify whether the TOS medium is fit for
enumeration Bifidobacterium bifidum. The TOS medium contains trans-galactosylovan
oligosacharids as a sole carbon source. Analysis was made with the different strains
Bifidobacterium bifidum, that were isolated from different sources (functional food, human
faeces, and culture collection strains). The gained results showed that the TOS medium is
not suitable neither for the selective enumeration of Bifidobacterium bifidum, nor for the
selective enumeration the genus Bifidobacterium. It was discovered that some strains are
limited in the utilization of trans-galactosylovan oligosacharids for their development and

growing.

Keywords: Bifidobacterium bifidum, infants, faeces, functional food, enumeration
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1. Uvod

Mikroorganismy jsou nedilnou soucdsti nasich Zivotli a maji pozitivni i negativni vliv
na lidsky organismus a na Zivotni prostfedi. VSechny tyto skute€nosti uz jsou davno znamy.
Spoleénost se snazi maximalné vyuzit vSe dobré, co ndm mohou mikroorganismy nabidnout
a eliminovat vSe neZadouci. V téchto smérech jiz bylo vykonadno mnohou pokust a studii, ale
pofad je zde spousta nezndmého.

Na zacatku dvacatych let dvacdtého stoleti se ve svété zadaly objevovat nové

potraviny, kterym se fikalo a Fika funkéni potraviny. Definice funkénich potravin dle Kalace
(2003): “Funkéni potravinou je jakakoli potravina, kterd ma kromé vyzivové hodnoty pfiznivy
ucinek na zdravi konzumenta, jeho fyzicky i duSevni stav. Je to potravina vyrobena
z pfirozené se vyskytujicich slozek. Méla by se konzumovat jako soucédst denni stravy”.
V této skupiné vyrobkl se pouZivaji i mikroorganismy, které prospivaji lidskému zdravi.
Nejvétsi zastoupeni v této skupiné maji laktobacily, ktefi patfi do skupiny bakterii mlé¢ného
kvaseni a bifidobakterie, které po letech studii z této skupiny byly vyjmuty a vytvofily vlastni
druh.

V poslednich letech je ¢asto feSeno falSovani potravin a to jak klasickych potravin, tak
i funkénich potravin. Jsou hledany systémy a postupy, které by falSovani potravin co nejvice
zamezily — kontrolni organy, analytické, biochemické, mikrobiologické metody apod.

Na kontrolu probiotickych kultur jsou napfiklad pouzivana selektivni média, ktera po
urcité dobé kultivace odhali, jestli dany vyrobek obsahuje kultury, které vyrobce deklaruje na
obalu.

Cilem mé prace bylo vyzkouset urcité selektivni médium a vyizolovat z funkénich
potravin druh Bifidobacterium bifidum na zdkladé zvolenych selektivnich CinitelG. Déle byla

snaha ovérit stejné selektivni faktory pfi izolaci Bifidobacterium bifidum ze stolice kojenc.



2. Funk¢ni potraviny

2.1.0becna charakteristika

Kala¢ (2003) uvadi vymezeni funkénich potravin jako: “Funkéni potravinou je jakakoli
potravina, ktera ma kromé vyZivové hodnoty pfiznivy Ucinek na zdravi konzumenta, jeho
fyzicky i duSevni stav. Je to potravina vyrobena z pfirozené se vyskytujicich slozek. Méla by se
konzumovat jako soucdst denni stravy”. Pro danou ucinnou latku, ktera se pridava do
funkénich potravin, se pouZiva termin nutraceutika (ovSem vyznam toho terminu se mlze
lisSit podle rliznych autort). Funkéni potraviny tvofi néco jako meznik mezi konvenénimi
potravinami a léky. Funk¢ni potraviny vSak neléci, jen se snazi udrZet pfirozeny zdravotni
stav (Kalac, 2003).

Jednotna legislativa pro danou problematiku zatim neexistuje. Pokud se potraviny
vydavaji do obéhu jako funkéni, musi byt védecky ovéreno, jestli nemaji nepfiznivy vliv (napft.
vedlejsi ucinky) na zdravi ¢lovéka.

Legislativné vSak musi byt vymezeno:

e Jaké potraviny mohou vystupovat jako funkéni

e Jaké md potravina zdravotni pfinosy

e Co musi byt uvedeno na obalu (Kala¢, 2003)
Funkéni potraviny plsobi pozitivné proti chorobam:

e Srdecné cévni choroby

e Urcité typy rakoviny

e Osteopordza

e Poruchy traveni
Mezi vyznamné ucinné slozky funkénich potravin se rfadi: probiotika, prebiotika, synbiotika,
antioxidanty (vitamin E, karotenoidy apod.), antikarcinogeny, vldknina, slozky tukd (EPA,
DPA, steroly apod.), peptidy a bilkoviny (Kala¢, 2003).

Prvni funkéni potraviny byly vyvinuty jiZ v roce 1920, kdy byla ve Svycarsku iodizovana
sul. Velkym uspéchem bylo i zamezeni deficitu vitaminu A, D a B (thiamin, riboflavin, niacin)

pomoci funkénich potravin. Ve 40 letech 20. stoleti byly fortifikovany ceredlie thiaminem,



riboflavinem a niacinem. V témzZe obdobi Némci poprvé obohatili margarin o vitamin A,
v USA zacali pridavat vitamin D do mléka (Betoret, et al., 2011).

Zavedeni nové funkéni potraviny je velmi ndkladné. Vyvoj nového produktu vyzaduje
detailni prostudovani a provedeni marketingova studie, jejimZz vysledkem je urceni cilové
skupiny zékaznik(i a pozadovaného mnozstvi funkéni potraviny. Uspéch funkéni potraviny
zavisi predevSsim na jeji chuti, vzhledu, cené a zdravotnim efektim, které zaujmou

spotiebitele (Betoret, et al., 2011).

2.2.Probiotika, Prebiotika a Synbiotika

Jejich hlavni funkci je ovlivnit pozitivné stfevni mikrofléru (Kala¢, 2003).

2.2.1. Probiotika

Vroce 1958 bylo poprvé popsano, Ze mikroorganismy by se mohly pouzit jako
probiotika (Miranda, et al., 2011).
Definice podle FAO/WHO (2002): ,,Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které jsou-li
podavany v dostate¢ném mnozstvi, poskytuji zdravotni vyhody hostiteli“.
Je udavano, Ze probiotické kultury maiji pozitivni vliv jak na ¢lovéka, tak na zvifata (napf.
pozitivni plisobeni bylo sledovano u novorozenych telat (Heinrichs, et al., 2009)).
Mezi nejpouzivanéjsi rody patfi lactobacily a bifidobakterie, u kterych nebyl prokdzan
zadny negativni vliv na konzumenta (Kalac¢, 2003).
Probiotika maji nékolik prospésnych vliva na lidsky organismus:
e Udrzuji pfirozenou strevni mikrofléru
e Zlepsuji ¢innost imunitniho systému
e Zmirnuji laktézovou intoleranci
e Snizuji hladinu cholesterolu v krvi
e Maji antikarcinogenni ucinek
e Zvysuji nutri¢ni hodnotu potravin
Prokazalo se u nich i nékolik 1é¢ebnych ucinka:
e Prevence zanétu mocovych cest
e Zmirnuji problémy se zacpou

e Zabranuji prljm0m — u déti, prljem zplsobeny stresem nebo konzumaci antibiotik
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PUsobi preventivné proti hypercholesterolémii

Snizuji vznik rakoviny tlustého stfeva a mocového méchyre

PUsobi preventivné proti osteopordze (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

Snizuji projevy alergie

Snizuji zanétlivda onemocnéni zplsobend bakterii Helicobacter pylori (Schrezenmeir,

et al., 2001)

V tabulce | jsou uvedeny bakteridlni kmeny, které se nejvice pouZivaji do probiotickych

kultur.

Tabulka | — seznam nejpouzivanéjsich probiotickych kmen( (Curda, et al., 2012) (Kalag, 2003)

Lactobacillus Bifidobacterium Streptococcus Enterococcus
L. acidophilus B. adolescentis S. thermophilus E. faecalis
L. amylovorus B. animalis E. faecium
L. casei B. bifidum
L. crispatus B. longum
L. gasseri B. breve
L. johnsonii B. infantis
L. plantarum
L. rhamnosus
L. reuteri

Bakterie, které patfi do probiotickych kultur, musi splfiovat urcité pozadavky:

Zdravotni — musi byt lidského plvodu, musi byt rezistentni vici kyselindm a Zluci, aby
mohly kolonizovat trdvici trakt, musi plsobit na negativni stfevni mikrofléru, jejich
konzumace musi byt zdravi neSkodna a musi byt klinicky prokdzany zdravotni ucinky
(Rapotin, 2008)

Technologické — musi si zachovat schopnost kolonizace lidského traviciho traktu i
béhem skladovani, suSeni apod., musi se uchovat dobré organoleptické vlastnosti
vyrobku, musi si zachovat Zivotaschopnost (Rapotin, 2008), nesmi podléhat mutacim

a stresim vyvolanymi vnéjsimi okolnostmi (Kalac, 2003)

Nez se mohou mikroorganismy pouzit jako probiotika mély by projit testovanim dle

FAO/WHO (2002). Postup vybéru probihd v nékolika krocich, na obrazku 1 je uvedené

schéma hodnoceni probiotik pro pouziti v potravinach (FAO/WHO, 2002):
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1. Identifikace kmene podle fenotypovych a genotypovych metod — musi byt pouzity
validované metody stanoveni, poté je kmen uloZzen do mezinarodni sbirky kultur

2. Zjisténi funkénich vlastnosti — testy se provadéji in vitro nebo na zvifatech, zjistuje se
bezpecnost a probiotické vlastnosti danych mikroorganisma (testy in vitro: rezistence
vUci Zaludecnim kyselindm, rezistence vic¢i ZluCovym kyselindm, antimikrobidlni
aktivita proti potencidlnim patogennim mikroorganismiim, schopnost omezit
pfilnavost patogenu na stény traviciho traktu apod.)

3. Bezpecnostni kritérium — dlkaz, Ze probioticka kultura je bezpecnd a neobsahuje
zadné kontaminanty (pokusy in vitro a in vivo — zvitata a prvni faze pokusu na lidech)

4. Studie in vivo — druha faze pokust na lidech zjistuje Gcinnost probiotik a treti faze
pokusu jejich efektivnost

5. Probiotickd kultura — musi byt potvrzena jeji zdravotni nezdvadnost a popsana jeji

identifikace (rod, druh, kmen), skladovaci podminky apod.

Schéma hodnoceni probiotik pro pouZiti v potravinach (FAO/WHO 2002)

Identifikace mikroorganismu na Uroven rodu, druhu a kmene pomoci
fenotypovych a molekuldrné genetickych metod. Ulozeni kmene v

mezinarodni sbirce kultur

Funkéni charakteristiky: in vitro testy Ea==a Urceni bezpelnosti: in vitro a/nebo testy
a studie na zviratech na zviratech. Studie na lidech (faze 1)

Dvoijité zaslepené, randomizované, placébem
kontrolované (DZPK) pokusy na lidech (faze 2). Potvrzeni
ucinnosti kmene.

Nejlépe dalsi DZPK pro
potvrzeni vysledku

Dalsi DZPK pro srovnani ucinkt probiotika a
standardniho osetreni (faze 3)

Oznaceni vyrobku. Obsah — oznaceni rodu, druhu a kmene. Minimalni koncentrace do
konce zarucni doby. Podminky pro skladovani. Kontakt na vyrobce, informace pro
spotrebitele

Obrazek 1 Schéma hodnoceni probiotik pro pouZiti v potravinach (FAO/WHO, 2002)
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2.2.2. Prebiotika

Existuje velké mnozZstvi teorii a definic, které se tykaji prebiotik. Prvni myslenka byla,
Ze prebiotika budou pfirodni cukry, které nebudou savci (v€etné clovéka) umét travit a
budou vyuzivany pouze urcitymi stfevnimi bakteriemi. Touto myslenkou se oteviela nova
perspektiva ve vyZivé a v potravinarském primyslu (Reyed, 2007).

Prebiotika jsou definovana podle Roberfroid (2007): , Nestravitelné slozky potravin,
které maji pozitivni vliv na hostitele, protoze selektivné podporuji rlist nebo aktivitu jedné
nebo omezeného poctu bakterii tlustého stfeva, které mohou zlepsit zdravotni stav
konzumenta“. Prebiotika se musi dostat nerozstépené az do tlustého streva (Kalac¢, 2003).

Prebiotika musi mikrofléfe dodavat zdroj uhliku a energii (Turroni, et al., 2011).
Nejznaméjsimi prebiotiky jsou oligosacharidy, coz jsou sacharidy sloZzené ze dvou azZ z deseti

monosacharid( (Kala¢, 2003).

Oligosacharidy se déli:

e Fruktooligosacharidy — ziskavaji se ze sacharosy nebo fizenou enzymovou
reakci z inulinu, v tlustém strevé jsou fermentovany anaerobnimi bakteriemi
za vzniku nizSich mastnych kyselin (fruktosa vtéto struktufre ma malou
energetickou hodnotu), fikaji se jim tzv. rozpustna vldknina — dokdzou na sebe
navazat Zlucové kyseliny a tim sniZuji mnoZstvi cholesterolu v krvi (Velisek, et
al., 2009)

e Galaktooligosacharidy — vyskytuji se predevsim v matefském mléce a ve
stopovém mnoiZstvi v mléce kravském, v mensim mnoistvi je nalezneme
v lusténinach a v potravinach rostlinného plGvodu (Velisek, et al., 2009)

e Glucooligosacharidy — v malém mnoiZstvi se vyskytuji ve vSech potravinach,
pouzivaji se jako aditivni latky, obsahuji vétSinou glukosu a dalsi monosacharid
— zpravidla arabinosu, xylosu a rhamnosu (Velisek, et al., 2009)

e Xylooligosacharidy — ziskdvaji se hydrolyzou arabinoxylan(i, obsahuji molekuly
D-xylosy (Velisek, et al., 2009)

Nejznaméjsimi oligosacharidy jsou sacharosa, laktosa a maltosa. Nemohou se oviem

pouzivat jako prebiotika, jelikoZ jsou dobfe stravitelné a jsou travena jiz v tenkém stfevé.
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NejpouzivanéjSim prebiotikem je inulin, coZ je trividlni ndzev a je znadn takto meazi
lidmi. Chemicky nazev je fruktooligosacharid (Kala¢, 2003). Inulin je vhodny zdroj uhliku pro
Bifidobacterium bifidum a nékteré druhy Bifidobacterium longum (Reyed, 2007).

Dalsimi pouZivanymi prebiotiky jsou: galaktooligosacharidy (Russell, et al., 2011),
arabinoxylan, arabinogalaktan, rafinosa (Turroni, et al., 2011), laktulosa (Russell, et al.,
2011). Laktulosa je disacharid sloZeny z jednotek laktosy (Kala¢, 2003), ktera se ve velké mite
pouziva v Evropé, v Japonsku a ve Spojenych statech americkych (Russell, et al., 2011).

Zvlastnim pripadem jsou sacharidy obsahujici matefské mléko. Rikd se jim
oligosacharidy materského mléka (OMM). Obsahuji N-acetylglukosamin, D-glukosu, D-
galaktosu, L-fukosu a kyselinu sialovou. Bifidobakterie patfi mezi prvni mikroorganismy,
které kolonizuji lidsky travici trakt, z cehoZz vyplivd, Ze tyto sacharidy uméji fermentovat
(Turroni, et al.,, 2011) (Rockova, et al., 2011). Zdétské stolice byly vyizolovany
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium longum. Zjistilo se vsak, ze
se lisi jejich schopnost vyuzivat OMM. Pravdépodobné podruh Bifidobacterium longum
subsp longum, ktery se vyskytuje i v travicim traktu dospélych lidi, neumi OMM vyufZit,

zatimco podruh Bifidobacterium longum subsp infantis OMM utilizuje (Turroni, et al., 2011).

Zdravotni pfinosy prebiotik:

e zvyhodnuji rlst zZadouci mikrofléry tlustého stfeva a tim brani rlstl patogennim
mikroorganismdm (klostridie)

e maji nizkou energetickou hodnotu - je to ddno tim, Ze se netravi v tenkém strevé

e zabranuji zacpé (Kala¢, 2003)

Prebiotika musi splfiovat tato kritéria:

1. Musi byt rezistentni vici Zaludecnim kyselindm, Zaludedni enzymy je nesmi
hydrolyzovat, nesmi byt absorbovany travicim traktem — neni nutné, aby vSechny
slozky byly rezistentni, ale je dllezité, aby se dostate¢né mnozstvi prebiotik dostalo
do tlustého streva

2. Strevni mikrofléra musi byt schopna je fermentovat

3. Musi plsobit jen na stfevni bakterie, které pozitivné plsobi na lidsky organismus
(Roberfroid, 2007)

Samoziejmé, Ze funkce prebiotik také zavisi na sloZeni probiotickych kultur. Vyzkumy,

které se provadéji na vhodny vybér prebiotik se mohou lisit v prostiedi in vitro a in vivo.
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Proto jsou posledni pokusy, pfed schvalenim pfipravku jako prebiotikum, provadény in vivo
s vybérem vhodnych podminek pro pfislusny Zivocisny druh - ¢lovék, hospodarska zvirata

apod. (Roberfroid, 2007)

2.2.3. Synbiotika

Synbiotika jsou kombinaci probiotik a prebiotik (Heinrichs, et al., 2009). Zvysuji
moznost prezit prirozené mikrofléfe a to predevsim bifidobakteriim a laktobacilim
(Bezirtzoglou, et al., 2011). Doporucuji se pro kojence a starsi lidi jelikoZ jsou citlivéjsi vici
infekénim chorobam (Kalac, 2003).

Na zakladé vhodné zvolené kombinace Ize posilit pravé zvolenou mikrofléru, ale musi
byt ovéreno, zda dany mikroorganismus dokaze ndmi zvolené prebiotikum vyuZzit ke svému
ristu. Pokud jsou pouzity jako prebiotikum fruktooligosacharidy a probiotikum
bifidobakterie, vie je v poradku, ale pokud by byl pouZit kmen Lactobacillus casei, nespliiuje

synbiotikum pozadované vlastnosti (Schrezenmeir, et al., 2001).

3. Rod Bifidobacterium

3.1.0becna charakteristika

V roce 1899 (Russell, et al., 2011) byly izolovany prvni bifidobakterie z traviciho traktu
ditéte a z matefského mléka. Byly pojmenovany Bacillus bifidus. (Bifidus znamena v latiné
rozStépeny, rozdvojeny). Orla-Jensen poprvé navrhl, Ze by Bacillus bifidus mél byt
klasifikovany jako vlastni rod Bifidobacterium. To vSe vzniklo na zakladé izolovaného genu,
ktery dokazoval, Ze rod Bifidobacterium se nachazi nékde mezi bakteriemi mlééného a
propionového kvaseni (Russell, et al., 2011). Vroce 1957 byla objevena jejich schopnost
zkvaSovat nékteré uhlikaté slouceniny (Biavati, et al., 2000).

Taxonomickeé zarazeni:
Doména: Bacteria
Kmen: Actinobacteria
Trida: Actinobacteria
Rad: Bifidobacteriales
Celed: Bifidobacteriaceae

Rod: Bifidobacterium (Sedlacek, 2007)
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Bifidobakterie byly v minulosti fazeny mezi bakterie mléc¢ného kvaseni (BMK), ale lisi
se jejich sloZzeni nukleovych bazi guaninu a cytosinu — G + C od 42 % do 62% (Russell, et al.,
2011).

Je zndmo 37 druhl bifidobakterii, které jsou rozdéleny do 6 skupin. Rozdéleni do
skupin a identifikace byla provedena na zakladé 16S rRNA sekvence. Nékteré druhy nejsou
zarazeny v Zadné skupiné (Turroni, et al., 2011).

1. Bifidobacterium pseudolongum — B. animalis subsp. animalis, B. animalis subsp.
lactis, B. choerinium, B. pseudolongum, B. pseudolongum subsp. globusum, B.
gallicum, B. cuniculi

2. Bifidobacterium boum — B. thermoacidophylum subsp. porcinum, B.
thermoacidophylum, B. thermophilum, B. boum

3. Bifidobacterium pollorum — B. gallinarum, B. saeculare, B. pullorum

4. Bifidobacterium longum — B. longum, B. longum subsp. suis, B. longum subsp. infantis

5. Bifidobacterium adolescentis — B. angulatum, B. merycicum, B. pseudocatenulatum,
B. catenulatum, B. dentium, B. ruminantum, B. adolescentis

6. Bifidobacterium asteroides — B. asteroides, B. coryneforme, B. indicum

7. Nezarazené druhy — B. psychraerophilum, B. mongoliense, B. coagulans, B. magnum,

B. tsurumiense, B. scardovii, B. breve, B. subtilis, B. bifidum, B. minimum

Rod Bifidobacterium jsou grampozitivni nesporulujici ty¢inky (Bednat, et al., 1996),
které se vyskytuji jednotlivé, tvori retézce nebo shluky. Maji schopnost se vétvit a to bud do
tvaru pismene Y, nebo V (Russell, et al., 2011). Patogenni aktivita byla prokazana pouze u
Bifidobakterium dentium (Bedndf, et al., 1996). Kolonizuji hlavné stfevo, Ustni dutinu a
pochvu. Znaky, které je odliSuji od dalSich grampozitivnich nesporolujicich tycinek je
produkce kyseliny mlééné a octové (Greenwood, et al., 1999). Zaroven produkuji malé
mnoZstvi etanolu, sukcindtu, mravencanu (Silhdnkovd, 2008) a bifidinu. Bifidin je
bakteriocin?, ktery ma antibiotické a imunomodulaéni Ucinky. Diky produkci téchto latek,

dokazou potlac¢it nezadouci stfrevni mikrofléru jako napf. bakterie Escherichia coli,

! Bakteriocin je bilkovina usmrcujici citlivé druhy tého? bakterialniho druhu (Silhankova, 2008).
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Streptococcus faecalis, Clostridium perfringens apod. (Velisek, et al., 2009). Na obrazku 2 je

mikroskopicky obraz Bifidobacterium sp.

Obrazek 2: Bifidobacterium sp.

Optimalni teplota jejich rlGstu je 37 — 41 °C. NedokaZou uz rast pod 20 °C a nad 46 °C.
Vyjimku tvoti kmen Bifidobacterium thermacidophilum, ktery dokaze rdst az do 49,5 °C
(Maxa, et al.,, 1996) a Bifidobacterium psychraerophilum, ktery roste i pfi teploté 4 °C
(Simpson, et al., 2004). Optimalni pro jejich rlst je pH je 6,5 — 7 (Maxa, et al., 1996). Pficemz
obvykle by pH nemélo klesnout pod 4,6 (Russell, et al., 2011) a prekrocit hranici 8,5 (Reyed,
2007). Bifidobacterium bifidum je citlivéjsi k nizkému pH vice nez napfiklad Bifidobacterium
longum nebo pseudolongum (Lourens-Hattingh, et al., 2001). Jsou obligatné anaerobni - v
pfitomnosti kysliku mohou rist pouze Bifidobacterium indicum a Bifidobacterium asteroides.
Jsou chemoorganotropni (Russell, et al.,, 2011). Kjejich rlstu je zapotrebi zdroj dusiku
(aminokyseliny, peptidy apod.) a nizky redox potencidl (Lourens-Hattingh, et al., 2001). Dale
potiebuji ke svému ristu Zelezo, ale dvojmocné kovové ionty mohou jejich rlst inhibovat.
(Ventura, 2004). Jsou kataldzanegativni, vzacné muze byt pozitivni pti rlstu na vzduchu
doplnéném o 10 % oxidu uhli¢itého (Sedlacek, 2007).

Rast bifidobakterii mize byt ovlivnén dvéma skupinami latek (Ventura, 2004):
1. Rlstové faktory, které jsou metabolizovany lidskym organismem nebo
mikroflérou traviciho traktu (treonin, cystein, maltosa apod.)
2. Bifidogenni faktory, které dokdazou bifidobakterie vyuZit ve svém metabolismu

(fruktooligosacharidy, laktoferrin, lactulosa apod.)
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Rod Bifidobacterium je rizné odolny v(ci antibiotikim. M4 Uplnou rezistenci na
streptomycin a ¢aste¢nou odolnost proti penicilinu, tetracyklinu a neomycinu. Kompletné
jsou vyhubeni pomoci erytromycinu nebo spiramycinu, které se pouzivaji proti bakterialnim

infekcim (Reyed, 2007).

3.2.Fermentacni schopnosti

Bifidobakterie maji enzym fruktosa-6-fosfat fosfoketolazu, ktery Stépi hexosu fosfat
na erytrézu-4-fosfat a acetyl fosfat (Biavati, et al., 2000). DokaZzou zkvaSovat fadu cukr( a to
za vzniku kyseliny mlécné a octové v molarnim poméru 2:3 (Sedlacek, 2007). Vétsina kmenl
zkvasuje laktosu, galaktosu a rafinosu, zatimco jiné 6 - ti uhlikaté latky, jako je napf. manitol
a sorbitol umi zkvasovat jen mdlo kmend (Ventura, 2004). Netvoti oxid uhli¢ity, kyselinu
maselnou ani propionovou (Sedlacek, 2007). Fermentacni schopnosti se lisi pfislusSnym
kmenem, napf. Bifidobacterium infantis zkvaSuje pouze glukuranovou kyselinu, a — L —
fukosu fermetuji pouze druhy Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis,

Bifidobacterium pseudocatenulatum (Crociani et al., 1994).

3.3.Vyskyt

Rod Bifidobacterium je dulezity pro lidské traveni a jeho zdravi. Ma pozitivni vliv na
organismus: stimuluje imunitni systém, redukuje cholesterol, mda antimutageni a
antikarcinogeni Ucineky (Zdorovenko, et al., 2009).

Byly provedeny izolaty z lidské stolice, z kterych bylo zjisténo, Ze se druhové lisi
osidleni dospélého a détského traviciho traktu. Bifidobacterium adolescentis a
Bifidobacterium longum osidluji GIT dospélého ¢lovéka, zatim co Bifidobacterium infantis a
Bifidobacterium breve byly nalezeny u déti. V mensSim zastoupeni byly izolovany
Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium pseudocatenulatum, Bifidobacterium
angulatum, Bifidobacterium dentium, vzacné se mlze vyskytnout Bifidobacterium gallicum.
Byl zjistén i vyskyt bifidobakterii u zvifat a to u byloZravcl a vsSeZravcl, ale v malém
zastoupeni oproti jinym mikroorganismim (Endo, et al., 2010). V Tabulce Il jsou uvedeny

prostredi, kde byly nékteré kmeny bifidobakterii izolovany.
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Tabulka Il — vyskyt urcitych kmen( Bifidobacterium, + pozitivni ndlez, - negativni ndlez

(Crocian, et al., 1994) (Russell, et al., 2011) (Turroni, et al., 2011)

kmen

stolice
dospélého
¢lovéka

stolice
ditéte

Zenska
vagina

stolice
kurat

stolice
prasat

stolice
selat

stolice
kralikG

bachor
skotu

odpadni
vody

strevo
¢meldka

stfevo
vcely

Bifidobacterium
actinocoloniiforme

Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium angulatum

+ |+

Bifidobacterium animalis

+ |+ |+

Bifidobacterium asteroides

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bohemicum

Bifidobacterium boum

Bifidobacterium bombi

Bifidobacterium breve

Bifidobacterium catenulantum

Bifidobacterium choerinum

Bifidobacterium coryneforme

Bifidobecterium cuniculi

Bifidobacterium dentium

Bifidobacterium gallicum

Bifidobacterium globusum

Bifidobacterium indicum
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Tabulka Il — pokracovani

kmen

stolice
dospélého
¢lovéka

stolice
ditéte

Zenska
vagina

stolice
kurat

stolice
prasat

stolice
selat

stolice
kralikG

bachor
skotu

odpadni
vody

stfevo
¢meldka

strevo
vcely

Bifidobacterium infantis

+

Bifidobacterium longum

+

Bifidobacterium magnum

Bifidobacterium minimum

Bifidobacterium merycicum

Bifidobacterium minimum

Bifidobacterium
pseudocatenulatum

Bifidobacterium pseudolongum

Bifidobacterium
psychraerophilum

Bifidobacterium pullorum

Bifidobacterium ruminantum

Bifidobacterium saeculare

Bifidobacterium scardovii

Bifidobacterium subtilis

Bifidobacterium suis

Bifidobacterium
thermacidophilum

Bifidobacterium thermophilum
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3.1.Pozitivni ucinky bifidobakterii

Bifidobakterie se pouZivaji predevsim jako probiotika. PUsobi pozitivné na lidsky
organismus — brani infekci proti patogennim mikroorganismdm, stimuluji imunitni systém,
maji antikarcinogenni Ucinky a sniZuji cholesterol. Rod Bifidobacterium produkuje svym
metabolismem kyseliny, tim klesa pH a to negativné plsobi na grampozitivni i gramnegativni
patogenni mikroorganismy (Gibson, et al., 1994). Bifidobakterie produkuji vitaminy a to
predevsim skupiny B (Velisek, et al., 2009) — biotin, thiamin, riboflavin, niacin, pyridoxin,
kyanokobalamin a kyselinu listovou. DokdZou vytvofit enzym laktat-galaktosidasu, ktery
zlepsuje traveni laktosy a snizuje jeji intoleranci (Reyed, 2007). Diky jejich pisobeni umi télo
Iépe vyuZit Zelezo vazané v bilkoviné jako je napf. laktoferrin (Ventura, 2004).

Dlouhou dobu se pfidavaji do fermentovaného mléka, ale vyuZivaji se i v nékolika
dalsich mlécnych vyrobcich jako jsou jogurty, mléko nebo syry. MlZeme je nalézt v détské
vyZivé a v potravinovych dopliicich (Russell, et al., 2011). Casto se bifidobakterie vyuZivaji v
kombinaci ABT, které obsahuje mikroorganismy: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
sp.a Streptococcus thermophilus (Rybka, et al., 1996).

Pouzivaji se pro obnovu plvodni stfevni mikroflory po nebo béhem konzumace
antibiotik (Velisek, et al., 2009).

Bylo objeveno, Ze bifidobakterie Ziji v travicim traktu s pfirozenou bakterialni flérou
v symbidze (oba partnefi maji se souziti prospéch) nebo vkomenzilismu, kde jeden
z partnerd ma prospéch a druhého to nijak neovliviiuje (Turroni, et al., 2011).

Vroce 2009 byla provedena studie stability ve vyrobku, kterd je dulezitym
parametrem pro vybér dané mikrofléry. V suseném mléku byl stanoven pocet bifidobakterii
a to druhl Bifidobacterium breve a Bifidobacterium longum po 24 mésicich skladovani pfi 30

°C. Bylo detekovano 10’ CFU na gram vyrobku (Russell, et al., 2011).

3.2.Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum bylo izolovano z Zenské vaginy, z lidské stolice, jak u ditéte,
které je krmeno matefskym mlékem, tak i u kojence krmeného umélou vyzivou, dale i u
dospélého ¢lovéka (Crocian, et al., 1994).

Jsou to grampozitivni nesportujici nepohyblivé tyc¢inky, které jsou dlouhé, vétvené a

tvofi shluky. Vzhled tycinek je vidét na obrazku 3. Bifidobacterium bifidum je striktné
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anaerobni a chemoorganotropni. Optimalni teplota rdstu je mezi 37 — 41 °C (VSCHT, 2012).
Jsou katalasa a oxidasa negativni (Zdorovenko, et al., 2009).

Zkvasuji laktosu, glukosu, galaktosu a sacharosu. Fermentuji glukosu za vzniku
kyseliny mlé¢né a octové bez pfitomnosti plynu. NedokdZou vyuzit manosu, xylosu, maltosu
arabinosu (Zdorovenko, et al., 2009). Bifidobacterium bifidum jako jediny kmen dokdaze
fermentovat mucin. Mucin je vyrazny zdroj uhliku a energie pro rast bakterii (Crocian, et al.,
1994).

Bifidobacterium bifidum kolonizuje jako jedna z prvnich bakterii lidsky travici trakt,

protoze umi vyuzit zdroj uhliku z OMM (Turroni, et al., 2011).

Obrazek 3: Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum byva hodnocen jako perspektivni probioticky druh z rodu
Bifidobacterium, ktery produkuje antibakterialni latky, napf. proti bakteriim: Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli (Reyed, 2007).

3.3.Stanoveni rodu Bifidobacterium

Identifikace rodu Bifidobacterium je zalozena na fenotypovych a biochemickych rysech:
stavbé bunécéné stény, na profilu fermentovanych cukrt apod. (Ventura, 2004).

Na zakladé 16S rDNA sekvence Ize rozeznat, rychlou metodou stanoveni, 9 druh( roda
Bifidobacterium: B. adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catulatum, B.

dentium, B. infantis, B. longum, B. pseudocatenulatum, B. lactis (Germond, et al., 2002).
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3.3.1. Selektivni média pro stanoveni rodu Bifidobacterium

RCPB - Reinforced Clostridial Prussian Blue (Rybka, et al., 1996)

M17 — médium na stanoveni mlécnych bakterii (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

NNLP — neomycin, nalidixic acid, lithium chloride and paromomycine sulphate
(Lourens-Hattingh, et al., 2001)

Modifikovany NNLP (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

YN-6 — selektivni medium (Resnick, et al., 1981)

TOS agar — zdroj uhliku vtomto agaru jsou trans-galaktosylované oligosacharidy
(YAKULT Pharmaceutical Industry CO., 2012)

L-arabindza (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

TOS-NNLP (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

LP — chlorid litny, propionat sodny (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

BL-OG — blood glucose liver + oxgall + gentamicin (Lourens-Hattingh, et al., 2001)
BIM-25 — Bifidobacterium iodoacetate medium (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

PSM — Petuely selektivni medium (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

Modifikovany HBSA (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

MRS — deMan, Rogosa and Sharpe (Rybka, et al., 1996)

HHD - homofermentative heterofermentative differential (Lourens-Hattingh, et al.,
2001)

Modifikovany HHD (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

Modifikovany TPPY (Lourens-Hattingh, et al., 2001)

M — MRS - Maltose-deMan-Rogosa-Sharpe (Rybka, et al., 1996)

Modifikovany Wilkins-Chalgren agar - s pfidavkem kyseliny octové a mupirocinu
(Rada, et al., 2000)

Modifikovany TPY agar - s pridavkem kyseliny octové a mupirocinu (Rada, et al.,
2000)

TOS agar + mupirocin + kyselina octova - (Thitaram, et al., 2005)
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3.3.2. PCR

Polymerasova fetézova reakce je od roku 1986 oblibenou metodou hlavné v oboru
diagnostiky. Svoje prvenstvi si ziskala svoji rychlosti a snadnosti stanoveni (Racek, et al.,
2006).

Jejim pouzitim zvySime koncentraci DNA jejim pomnoZienim. Enzym DNA -
polymerasa dokdze k jednomu vldknu stavét vldkno komplementarni. Neni vSak schopnd
tvofrit vlidkna od zacdatku, tudiz musi navazovat na oligonukleotidovy komplex, ktery se nazyva
primer. V tabulce Ill jsou uvedeny primery pro Bifidobacterium bifidum. Pokud mame dva
primery, které dosednou ke komplementdrnim Usekim obou vldken v blizkosti 3 konc(,
vznikne ndm dvouvldknova DNA za pomoci DNA — polymerasy. Postup stanoveni zahrnuje 3
kroky: denaturaci DNA, hybridizace (pfilozeni (annealing) primer( ke komplementarni ¢asti
fetézce DNA) a elongaci. Na obrazku 4 je uvedeno schéma PCR. Proces je automatizovany a
probihd v termocyklerech (Racek, et al., 2006). Termocyklery zajistuji rychly pfechod mezi
teplotami (95 °C pro denaturaci DNA, kolem 55 °C pro napojeni primerd na templat, 75 °C
pro syntézu DNA), soucasti je vétSinou fluorescenéni detektor, ktery vyhodnocuje
syntetizovanou DNA (Silhdnkovd, 2008). Na obrazku 4 je zndzornéno schéma polymerazové

fetézové reakce (Racek, et al., 2006)

Teploty stanoveni Bifidobacterium bifidum, stanoveni se provadi ve 37 cyklech (Youn, et al.,
2008):
1. Primer —IDH85R/IDHC2F
2. 1 cyklus —teplota 94 °C po dobu 5 minut
3. 2-36cyklus:
a. denaturace —94 °C po dobu 5 sekund
b. annealing —69 °C po dobu 40 sekund
c. elongace —72 °C po dobu 30 sekund
4. 37 cyklus—72 °C po dobu 5 minut
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Obrazek 4 Schéma PCR

Tabulka Il — primery a sekvence Bifidobacterium bifidum (PCR druhové specifickd)

Primer Sekvence Reference
AAAGGCGT

IDH85R | AAGACACCCCCG (Kwon, et al,, 2005)
IDHC2F | TCAAGGCGGAGTCGCTAGTAA
G003f AAGGGCTCGTAGGCGGC (Germond, et al.,
Im3r CGGGGTGCTGCCCACTTTCATG 2002)
IDB21F | TGAGGTAA TCACCAAGGCT

GAGGTAACGGCTCACC (Kwon, et al., 2005)
IDBC1R | ATCCGAACTGAGACCGGTT
BiBIF-1 ACATGATCGCATGTGATTG
' CCACATGATCGCATGTG (Matsuki, et al., 1999)
BiBIF-2 | CCGAAGGCTTGCTCCCAAA
IFTBIF-1 | TTGCTTGGTGGTGAGAGTGGC

GCTTGGTGGTGAG (Youn, et al., 2008)
IFTBIF-2 | TAACCCGCATTTCCCGAG

PCR ma velmi Siroké uplatnéni: charakterizace genl, mapovani gen(, analyza
prehistorickych DNA zfosilii, izolace urcitych gen(, klonovani, detekce patogennich

mikroorganismd a virl v potravinach, vodé a pudé, prenatalni diagnostika, priikaz identity

v kriminalistice, uréovani otcovstvi apod. (Silhdnkova, 2008).
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3.3.3. Maldi Biotyper

Maldi Biotyper je systém pro objektivni stanoveni grampozitivnich a gramnegativnich
bakteriii, kvasinek a mnohobunécnych hub. Vysledky Ize ziskat béhem nékolika minut bez
jakychkoliv predbéinych zkouSek. Maldi Biotyper je zaloZeny na principu hmotnostni

spektrometrie (Bruker, 2012).
3.3.4. Biochemické testy

3.3.4.1. API50CH test

APl 50 CH test je systém pro identifikaci mikroorganismid na zakladé jejich
fermentacnich profild (Biomerieux, 2012). Obsahuje 50 direk a v kazdé je jiny uhlikaty
substrat. Po inkubaci se pozna, ktery substrat byl fermentovan a ktery nikoli.

Vyhodnoceni se provadi po 24 a 48 hodinach. Vysledky se vyhodnocuji podle
barevnych zmén. Zakladni médium API CH/B ma fialovou barvu (Davison, 2012).

Vyrobce: bioMérieux SA, F-69280 Marcy I'Etoile, France

3.3.4.2. Rapid ID 32 A test

Rapid ID 32 A test je rychld a spolehlivd metoda identifikace anaerobnich bakterii.
Systém je zaloZeny na enzymové degradaci substratli pomoci bakteridlnich enzym. Rapid
test je jednorazovy a obsahuje 32 dehydratovanych substrata.

Vysledky se vyhodnocuji po nékolika hodinach dle barevnych zmén. Koneénd
identifikace je provedena pomoci identifikaéniho registru nebo se vyhodnoti pomoci
pocitacovych program( (Downes, et al., 1999).

Vyrobce: bioMérieux SA, F-69280 Marcy I'Etoile, France
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4. Travici trakt - mikroflora

Mikrofléra traviciho traktu je takovy ekosystém, kde se nachazi priblizné 300 az 500
druh( bakterii. Po narozeni je travici trakt sterilni a bakterie ho osidli az po prvnim nakrmeni
(Quigley, 2010) a z prostredi (Albesharat, et al., 2001). Podle Biasucci (2010) zdvisi prvni
osidleni traviciho traktu i na druhu porodu, zda se jednd o pfirozeny porod nebo cisarsky fez.
Po pfirozeném porodu se zacina stfevni trdvici trakt osidlovat hlavné mikroorganismy
z materské délohy, zatim po cisafském fezu az z prostfedi (Biasucci, et al., 2010). Stfevni
mikrofléra se nejvice méni od narozeni do 2 az 4 let Zivota. Poté je uz relativné stabilni

(Albesharat, et al., 2001).

Mikrofléra traviciho traktu ma spoustu dulezitych funkci prospésnych pro organismus:
e Syntézu Zivin
e Trdveni potravy — spravné strevni bakterii dokdzou rozlozit potravu, aby zni
konzument co nejlépe vyuZil energii, a tim je omezen vznik obezity
e Absorpci potravy
e Stimulaci imunitniho systému
e Kontrolu nad patogennimi mikroorganismy (Russell, et al., 2011)
Nejvice jsou zde zastoupeny kmeny Bacteroidetes a Firmicutes (Russell, et al., 2011).

V tabulce IV je souhrn anaerobnich bakterii, které se nachazeji v travicim traktu ¢lovéka.

Tabulka IV — anaerobni bakterie gastrointestinalniho traktu ¢lovéka (Greenwood, et al.,

1999)
Grampozitivni Grampozitivni Gramnegativni Gramnegativni
tyCinky Koky tycinky koky
Actinomyces Coprococcus Bacteroides Acidaminococcus
Arachnia Gaffkya Butyrivibrio Megasphaera
Bifidobacterium Gemmiger Desulfomonas Veillonella
Clostridium Peptococcus Fusobacterium
Eubacterium Peptostreptococcus Leptotrichia
Lactobacillus Ruminococcus Succinimonas
Propionibacterium Sarcina Succinivibrio
Streptococcus Wolinella
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Na obrazku 5 je zndzornéno mnoiZstvi mikroorganism(, které jsou nejvice zastoupeni
v trdvicim traktu clovéka: Bacteroidetes, Bifidobacterium, Streptococcus, Escherichia coli,

Lactobacillus, Clostridium perfringens.
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délka |e—— 65cm > < 5-6m > «——15M —p
rychlost prichodu f—% 1-80 — 30-60 » 34 —> 12-24
potravy Sec Min Hrs Hrs

Obrazek 5: Bakterialni zastoupeni v zazivacim traktu clovéka

4.1.Ustni dutina

V ustni dutiné je vysoky obsah snadno dostupnych Zivin, podobné jako v tlustém
strtevé. VétSina pritomnych mikroorganismi se podili na tvorbé zubniho plaku a to
predevsim Streptococcus mutans. Dale je pritomna pocetnd anaerobni mikrofléra: rody
Bacteroides,  Fusobacterium, Leptotrichie, ~ Wolinella, Veillonela, = Actinomycetes,

Bifidobacterium, Eubackterium, Arachnie, Treponena (Bednar, et al., 1996).

4.2.Jicen a Zaludek

V jicnu se normalni mikrofléra neprokazuje, je to asi zpusobeno tim, Ze se zde potrava

dlouho nezdrii. Zaludek mda kyselé prostiedi, které zplisobuje pfitomnost kyseliny
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chlorovodikové, ktera omezuje vyskyt bakterii. Ale je znamo, Ze nékteré bakteridlni druhy

pres Zaludek projdou dal do traviciho traktu (Bednat, et al., 1996).

4.3.Stireva

Ve stfeveé je vice jak 500 druhl bakterii. Vice jak 99 % stfevni mikrofléry tvofi 4 hlavni
skupiny: Firmicutes, Bacteroidetes, proteobakterie, aktinobakterie (Ojetti, et al., 2009).
Osidleni stfeva je dano zplUsobem potravy (vegetariani, vegani apod.) a také geografickou
oblasti (tropy apod.).

V tenkém strevé je velmi nizkd koncentrace bakterii, to je pravdépodobné zplisobeno
zluci a rychlou peristaltikou stfev. ZvySena koncentrace mikroorganism( uzZ spiSe indukuje
abnormalni stav. Limit osidleni je pod 10° v 1 ml obsahu. Vyskytujici se bakterie jsou: Ustni
streptokoky, enterokoky, enterobakterie a laktobacily.

V tlustém st¥evé a ve stolici je mnozstvi bakterii kolem 10° — 10™ v 1 g obsahu. Z toho
vice jak 95% tvofi striktné anaerobni bakterie rodl: Bacteriodes, Bifidobacterium,
Eubacterium, Peptostreptococcus, Peptococcus a Clostridium. Tyto bakterie svymi
metabolismy brani rGst ostatnim bakteridlnim druh(m. P¥i aerobni kultivaci jsou pravidelné
prokazovany enterobakterie a to prfedevsim Escherichia coli. (Bednaf, et al., 1996).

U kojencl je strevni sliznice kolonizovana zejména bakteriemi rodu Bifidobacterium, ale
pokud prejdou na umélou stravu, mikrofldra se rychle méni na podobu té dospélé (Endo, et

al., 2010).

4.4. Stolice

Ve stolici jsou podobné jako v tlustém strevé jako hlavni mikroorganismy zastoupeny
rody: Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium a Peptostreptococcus (Russell, et al., 2011).
Rod Bifidibacterium je prevladajici mikrofléra v lidské stolici (Gibson, et al., 1994).

V tabulce V jsou uvedeny obsahy zakladnich iontli, pH a primérné denni mnoZstvi

vyprodukované stolice dospélym ¢lovékem.
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Tabulka V — znazorfiuje denni mnozstvi, pH a obsah zdkladnich iont(i (Racek, et al., 2006)

denni mnozstvi pH Na* K* cr HCO;5
[ml/den] [mmol/I] | [mmol/I] | [mmol/I] | [mmol/I]
stolice 50-150 59-8,5 1-12 3-19 1-3 <30

Podle studie Bezirtzoglou 2011 je rozdil v mikrofléfe stolice u kojencli krmenych
matefskym mlékem a u krmenych umélou vyZivou. Rod Bifidobacterium je v obou pfipadech
dominantni mikrofléra. U kojenych déti jsou bifidobakterie zastoupeny v 60 % u nekojenych
je to méné, néco kolem 30 %. U déti krmenych umélou vyZivou je ve velkém poctu
zastoupen i rod Bacteroides a to kolem 28 %, zatim co u kojencl krmenych matefskym
mlékem jen néco okolo 11 %. Ztoho vypliva, Ze krmeni matefskym mlékem je pro
novorozence

lepsi, jelikoz bifidobakterie maji pozitivni vliv pro lidsky organismus

(Bezirtzoglou,et al., 2011).
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5. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo nalézt selektivni médium pro stanoveni Bifidobacterium
bifidum ve funkcnich potravinach a ve stolici. Dvodem je ovéfeni pritomnosti bakterie
Bifidobacterium bifidum ve funkénich potravinach, u kterych vyrobci deklaruji na obalech
jejich pfitomnost. Dale se pokusit stejnou metodu aplikovat na izolaci Bifidobacterium
bifidum ze vzork( stolice.

Dalsim cilem bylo srovnani média TOS s pouzivanym agarem Wilkins - Chalgren agar se
sojovym peptonem. Cilem bylo zjistit, ktery zvySe jmenovanych se hodi lépe pro stanoveni

Bifidobacterium bifidum.

Hypotéza:

Bude pouzit mucin, jako hlavni zdroj uhliku. Podle dostupnych informaci z odborné
literatury je Bifidobacterium bifidum jedind bakterie z rodu Bifidobacterium, kterd ho umi
vyuzit jako zdroj energie. Mucin bude tedy jako jediny zdroj uhliku v médiu plsobit jako
selektivni faktor pro stanoveni Bifidobacterium bifidum. Budou pouzity dalsi selektivni
faktory: mupirocin (antibiotikum) a kyselina octova (pouze pro stanoveni ve stolici).

Pokud vSechny kmeny Bifidobacterium bifidum budou vyuZivat jako zdroj uhliku
trans-galaktosylované oligosacharidy, které jsou pfitomny v TOS agaru, bude mozno pouzit

TOS agar i pro stanoveni Bifidobacterium bifidum.
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6. Material a metody

6.1.Seznam pouzitych funkcnich potravin

Tabulka VI — seznam poutzitych funkénich potravin

Jméno Vyrobce Datum spotreby
APO-Baby Probio Cell Biotech Europe A/S Havnegade 39, srpen 2012
DK - 1058, Kodar Dansko
Biopron junior Valosun a. s. Kytnerova 403/5 Brno zari 2013
Infant Acidophilus Swiss Herbal Remedies Kanada kvéten 2013
Adults Dophilus Zemé plivodu Kanada leden 2013

llustrace pouzitych funkcnich potraviny jsou v priloze €. 3.
6.2.Seznam pouzitych kmeni Bifidobacterium bifidum

Tabulka VII — kmeny izolované z funkénich potravin

Kmen Zdroj
Bifidobacterium bifidum BM Biopron
Bifidobacterium bifidum Biopron 1 Biopron
Bifidobacterium bifidum Biopron 2 Biopron
Bifidobacterium bifidum Lepicol 1 Lepicol
Bifidobacterium bifidum PCHD Probiotic children dophilus
Bifidobacterium bifidum PAD probiotic adult dophilus
Bifidobacterium bifidum PSB probiotik senior biotic
Bifidobacterium bifidum SWISS Miss
Bifidobacterium bifidum SYNBIO Synbio
Tabulka VIII — sbirkové kmeny
Kmen Zdroj
Bifidobacterium bifidum ATCC 29521 | Sbirka
Bifidobacterium bifidum DMS 20239 | Sbirka
Bifidobacterium bifidum DMS 20082 | Sbirka
Bifidobacterium bifidum DMS 20215 | Sbirka
Bifidobacterium bifidum DMS 20456 | Sbhirka
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Tabulka IX — kmeny izolované ze stolice

Kmen Zdroj
Bifidobacterium bifidum A3 Kojenec
Bifidobacterium bifidum AP Bif Kojenec
Bifidobacterium bifidum DAS Dospéli
Bifidobacterium bifidum Eva V2 Dospéli
Bifidobacterium bifidum JA8 Kojenec
Bifidobacterium bifidum JKM Kojenec
Bifidobacterium bifidum Jov1i Kojenec
Bifidobacterium bifidum MG4 Kojenec
Bifidobacterium bifidum OoD1 Kojenec
Bifidobacterium bifidum 1SVR6 Dospéli
Bifidobacterium bifidum 2M1MACH Kojenec
Bifidobacterium bifidum 2M2MACH Kojenec
Bifidobacterium bifidum 45Vv1 Dospéli
Bifidobacterium bifidum 4SV2 Dospéli

6.3.Seznam pouzitych kmenii Bifidobacterium

Tabulka X — seznam pouzitych kmen( bifidobakterii

Kmen Zdroj
Bifidobacterium longum subsp longum | ATCC 15707 Sbirka
Bifidobacterium longum subsp infantis | ATCC 17930 Sbirka
Bifidobacterium breve ATCC 15700 Shirka

6.4.Kultivacni metody

Vsechny pouzité materidly a média byly od firmy Oxoid CZ s.r.o.
Vyjimku tvofi: cystein a mucin, ktefi jsou od firmy Sigma — Aldrich a TOS agar od firmy

YAKULT Pharmaceutical Industry CO., LTD.

33



6.4.1. Celkové pocty mikroorganismii - Wilkins - Chalgren agar

se sOjovym peptonem (W + SP)

Tabulka XI — sloZeni agaru pro celkové pocty mikroorganism(

destilovand voda [ml] 100 200
Wilkins — Chalgren agar [g] 4,3 8,6
sojovy pepton [g] 0,5 1

cystein [g] 0,05 0,1
tween 80 [ml] 0,1 0,2

Tabulka XII —sloZeni Wilkins Chalgren agar

trypton [g/l] 10
zelatinovy pepton [g/1] 10
kvasni¢ny autolyzat [g/l] 5
pyruvat sodny [g/l] 1
menadion [g/l] 0,0005
hemin [g/1] 0,005
agar [g/l] 10

Postup pripravy:

Vsechny slozky v uvedené tabulce XI byly smichany v poZzadovaném mnozstvi. Vznikly

roztok se nechal hodinu sterilovat pfti teploté 110 °C.

6.4.2. Celkové pocty bififobakterii - Wilkins - Chalgren agar se
sOjovym peptonem (W + SP + M)

Tabulka XIIl —sloZeni agaru pro celkové pocty bifidobakterii

destilovana voda [ml] 100 200
Wilkins — Chalgren agar [g] 4,3 8,6
sojovy pepton [g] 0,5 1

cystein [g] 0,05 0,1
tween 80 [ml] 0,1 0,2
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Postup pripravy:

Vsechny slozky v uvedené tabulce XIlI byly smichany v poZadovaném mnozstvi.
Vznikly roztok byl povaren 20 minut ve vodni ldzni a poté byl vytemperovan na 50 °C a byly
pFidany selektivni faktory: mupirocin® (100 mg/1), kyselina octova (1 ml/l).

6.4.3. Stanoveni Bifidobacterium bifidum - Agar M + M

Tabulka XIV —sloZzeni agaru M + M

destilovand voda [ml] 100 200
trypton [g] 0,5 1
Zivny bujon [g] 0,5 1
kvasni¢ny autolyzat [g] 0,25 0,5
tween 80 [ml] 0,05 0,1
cystein [g] 0,025 0,05
technicky agar [g] 2 4
mucin [g] 2 4

Postup pripravy:

Vsechny slozky uvedené v tabulce XIV byly smichany v poZadovaném mnozZstvi.
Mucin® je hdfe rozpustny, tak bylo pro rychlejdi rozpuiténi pouZito elektromagnetické
michadlo. Bylo upraveno pH pomoci hydroxidu sodného na 7,4 a poté byl agar hodinu
sterilovan pfi teploté 110 °C. Po sterilaci byl agar vytemperovan na teplotu 50 °C a byly
pridany selektivni faktory: mupirocin (100 mg/l), kyselina octova (1 ml/l), TTC (0,1
ml/100ml).

Kyselina octova byla pfidavana pouze, pokud se provadi rozbor ze stolice.

? Mupirocin se pouZivad od roku 1985 ve Velké Britanii, ale objeven byl mnohem dfive (Udo, et al.,
1999). Mupirocin je antibiotikum izolované z Pseudomonas fluorescens. Aplikuje se prednostné k
[éceni koZnich nemoci (Udo, et al., 1999), a proto se nefadi mezi systémova antibiotika, ale pouziva
se predevsim k lokalnim GcéelGim, jako jsou napf. povrchové infekce (Greenwood, et al., 1999). Dale se
uplatiiuje v lé¢bé nosnich infekci, které zplisobuje Staphylococcus auresu (Mehtar, 1998). Toto
antibiotikum ma nepfimy Ucéinek na syntézu bilkovin. Inhibuje syntézu t-RNA inaktivaci izoleucyl-t-
RNA syntetazy (Bednar, et al., 1996).

* Mucin je multifunkéni glykoprotein, ktery ma jako zakladni funkci chranit a lubrikovat povrch
epitelovych tkani v bunécnych dutinach. Ve velkém mnoiZstvi se nachazi ve slinach
(Andrianifahanana, et al., 2006). V nasich pokusech byl pouZit prasec¢i mucin.
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6.4.4. Porovnani ristu Bifidobacterium bifidum na raznych

zdrojich uhliku

6.4.4.1. TOS agara W + SP agar

1. TOS agar

Tabulka XV —sloZeni TOS agaru
pepton z kaseinu [g/] 10
kvasni¢ny autolyzat [g/I] 1.0
KH,PO, [g/I] 3.0
K,HPO, [g/] 4.8
(NH4),S0, [g/1] 3.0
MgSO0,. 7 H,0 [g/I] 0.2
L-cystein HCI . H,0 [g/I] 0.5
propionat sodny [g/I] 15
transgalaktosylované oligosacharidy [g/1] | 10
agar [g/I] 15
pH 6,7

Postup pripravy:

Bylo navdzeno 6,25 g TOS agaru do 100 ml destilované vody, nechal se rozpustit a
sterilovat 1 hodinu pfi teploté 110 °C. Po sterilaci byl agar vytemperovan na teplotu 50 °C a
byla pfidana bromkresolova ¢erven (10 g/l — byl udélan zasobni roztok s etanolem a z ného

byl vidy odebran 1 ml/l).

2. Agar W +SP

Byl pfipraven dle navodu: viz 6.4.1.

6.5.Mikrobiologicky rozbor

6.5.1. Rozbory funké¢nich potravin

1. Z pozadovaného vzorku byl odvazen 1g, ktery byl rozpustén v bujonu W + SP.
2. Dale byla udélana redici rada: prvni fedéni byl pozadovany vzorek v bujonu, z néhoz
byl preockovan 1 ml do dal$i zkumavky se Zivnym bujénem. Pokracovalo se takto az

do 9. fedéni. Znazornéno schematicky v ptiloze €. 1.
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3. Byl uvaren agar dle navodu 6.4.1. — 6.4.3.: agar pro celkové pocty mikroorganism,
agar pro celkové pocty bifidobakterii, agar M + M pro Bifidobacterium bifidum.

4. Agar M + M — hotovy agar byl rozlit na velké misky (cca 10 ml na misku), byl
ponechan ztuhnout a bylo na néj preockovdno 0,1 ml vzorku ze 4 - 8 fedéni. Po
naockovani byl proveden roztér pomoci sklenéné tycinky.

5. Agar na celkové pocty mikroorganismG (W + SP) a na celkové pocty bifidobacterii (W
+ SP +M) — do malé misky bylo naoc¢kovano 0,5 ml vzorku a bylo prelito 5 ml agaru. U
agaru W + SP bylo pouzito fedéni 7—9auagaru W + SP + M 5 — 9 fedéni.

6. Kultivace byla provedena v anaerostatu po 3 dny pfi teploté 37 °C.

6.5.2. Rozbory stolice

1. Vzorek stolice od darce musel byt zpracovdn do 24 hodin od odebrani. Vzorek byl
odebran do zkumavky, kde byl bujon W + SP. Zkumavka byla zvaZena s bujénem

drive, nez do ni byla pfidana stolice, aby byla znama hmotnost vzorku.

N

Dale bylo pokracovano stejné, jako u rozboru funkénich potravin viz 6.5.1. bod 2.

6.6.1dentifikace Bifidobacterium bifidum

6.6.1. Fosfoketolazovy test

Identifikace bifidobakterii na Urovni rodu.

Pouzité roztoky:

1. Roztok 1: Bifi pufr —sloZeni: 0,36 g K, HPO, + 0,10 g KH, PO, + 0,15 g cysteinu +
300 ml destilované vody, upravit pH 6,5

2. Roztok 2: 120 mg NaF + 200 mg Na-indoacetdtu + 20 ml destilované vody

3. Roztok 3: 4,17 g hydroxylaminu + 30 ml destilované vody, upravit pH 6,5 pomoci
2 ml 40 % NaOH

4. Roztok 4: 3 g TCA + 20 ml destilované vody

5. Roztok 5:2,48 ml HCl + 17,52 ml destilované vody

6. Roztok 6: 1 g FeCl,+ 62 pl koncentrované (35 %) HCl + 20 ml destilované vody

7. Roztok 7: 290 mg fruktoso-6-fosfatu + 5,5 ml destilované vody
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Pracovni postup:

10 ml narostlé kultury bylo odstfedéno po dobu 8 minut (9000 g) v odstfedivce. Poté
byl vzorek slit a buriky byly proplachnuty roztokem ¢. 1. Dale byl pfidan 0,2 ml CTAB
(koncentrace: 0,45 mg/ml dH,O) a vzorky se nechaly kultivovat 5 minut pfi pokojové
teploté. Dale bylo pfiddano 0,5 ml roztoku ¢. 1, 0,125 ml roztoku ¢. 2 a 0,2 ml roztoku €. 7.
Vzorky se nechaly kultivovat ve vodni [dzni pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut. Aby se
zastavila enzymové reakce, byl pfidan roztok €. 3 0,750 ml a znovu se vzorky nechaly
kultivovat 10 minut pfi pokojové teploté. Poté bylo pfiddno 0,5 ml roztoku ¢. 4 a5 a 0,5 ml
roztoku €. 6 pro vytvoreni barevné reakce.

Vysledek:
e Pozitivni: fialové zbarveni

e Negativni: Zluté zbarveni

6.6.2. API 50 CHL test

Musi se pracovat maximalné asepticky. Identifikace na Urovni druhu.

Pouzitda média:

e Suspenzni médium —2 a 5 ml — demineralizovana voda

e API50 CHL médium 10 ml —slozeni je uvedeno v tabulce XVI

Tabulka XVI —slozeni API 50 CHL média 10 ml

polypepton [g] 10
kvasni¢ny autolyzat [g] 5
tween 80 [ml] 1
hydrogenfosforec¢nan draselny [g] | 2
octan sodny 5 H,0 [g] 5
diamonium citrat [g] 2
siran hofeénaty 7 H,0 [g] 0,2
siran hotec¢naty 4 H,0 [g] 0,05
bromkresolova Eerven [g] 0,17
demineralizovand voda [ml] 100

Pracovni postup:

1. Vzorek byl stocen v odstredivce po dobu 3 minut (9000 g).

2. Vzorek byl slit a sediment promyt 0,5 ml BifiPufru a znovu slit.
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3. Sediment byl znovu opatrné promichdn s BifiPufrem (pozor na vzduch,
promichava se stfikackou) a opakované byl vzorek sto¢en po dobu 3 minut.

4. Vzorek byl slit a omyt 0,3 ml BifiPufru, znovu slit a promicham v 0,7 ml
BifiPufru a natdhnut do strikacky.

5. Do 5 ml suspenzniho média byl pomalu prikapdvan vzorek do zadkalu 2 dle
zakalové stupnice (nutné si pamatovat mnozstvi vzorku).

6. Poté bylo pfidano dvakrat tolik vzorku do média APl 50 CHL, opatrné bylo
médium promichdano (bez pfistupu vzduchu).

7. Poté byl takto pfipraveny vzorek aplikovan do kitu. Do kazdé komurky bylo
dano cca 80 % jejiho objemu.

8. Kit byl anaerobné uzavien a vyhodnoceni se provadi po 24 a 48 hodindch.

9. Hodnoceni dle stupnice 0 — 3.

Vysledky:

Hodnoti se dle zbarveni:

Negativni — fialova (0)
Pozitivni — zelenofialova (1), zelenoZluta (2), zluta (3)

U kom{rky 25 je pozitivni ¢erné zbarveni

6.6.3. Rapid ID 32 A test

Musi se pracovat maximalné asepticky. Identifikace je provadéna na urovni druhu.

Cinidla:

Fosfatovy (Bifi) pufr (FB)
James Cinidlo

NIT 1, NIT 2

McFarland Standard

Suspenzni médium — 2 a 5 ml — demineralizovand voda

Pracovni postup:

1. Vzorek byl stocen v odstrfedivce po dobu 3 minut (9000 g).
2. Vzorek byl slit a sediment promyt 0,5 ml BifiPufru a znovu slit.
3. Sediment byl znovu opatrné promichan s BifiPufrem (pozor na vzduch,

promichava se stfikackou) a opakované byl vzorek stocen po dobu 3 minut.
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4. Vzorek byl slit a omyt 0,3 ml BifiPufru, znovu slit a promicham v 0,7 ml
BifiPufru a natdhnut do strikacky.

5. Do 5 ml suspenzniho média byl pomalu prikapavan vzorek do zakalu 5 dle
zakalové stupnice.

6. Do kazdé dirky byl nakapan vzorek a po 4 hodinach inkubace pfi 37 °C byl
znam vysledek.

7. Po uplynulé dobé bylo do 2 fady pfidano: 1 jamka — NIT 1 a 2; 2 jamka — James
Cinidlo; zbytek jamek - McFarland Standard.

8. Vyhodnoceni po 5 minutdch dle prislusné literatury.

6.6.4. Bujon s mucinem

Bifidobacterium bifidum je jediny druh, ktery umi utilizovat mucin. Bylo to ovéreno
preockovanim do bujénu s mucinem druhy: Bifidobacterium longum subsp longum,
Bifidobacterium longum subsp infantis, Bifidobacterium breve — po 24 hodinach nenarostly.
Bifidobacterium bifidum narostl a je to patrné po barevné zméné z fialové barvy na jasné

Zlutou. Barevna zména je zndzornéna v pfiloze ¢. 2.

Tabulka XVII = sloZeni bujonu s mucinem

destilovana voda [ml] 300 900
trypton [g] 1,5 4,5
Zivny bujon [g] 1,5 4,5
kvasnicny autolyzat [g] 0,75 2,25
tween [ml] 0,15 0,45
cystein [g] 0,075 0,225
mucin [g] 3 9

Postup pripravy:

Vsechny slozky z tabulky XVII byly smichany v poZadovaném mnoistvi. Bylo upraveno
pH na 7,8 a pfidana bromkresolova cervén (10 g/l — byl udélan zasobni roztok s etanolem a
z ného bylo vidy odebrano 1 ml/l). Do zkumavek (penicilinek) bylo napipetovano 9 ml, byly
povareny, probublany oxidem uhli¢itym a rychle uzavieny. Nechaly se sterilovat 1 hodinu pfi

teploté 110 °C.
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6.6.5. PCR

Byla pouzita rodové specifickd PCR pro stanoveni Bifidobacterium bifidum. V prvni
fazi musela byt udélana izolace DNA daného vzorku a nasledné samotné stanoveni metodou

PCR.

Izolace DNA

Do ependorfky byl napipetovan 1 ml vzorku, ktery byl odstfedén v odstfedivce
(4000 g). Odstredény supernatant byl slit a v ependorfce zbyl pouze pevny obsah vzorku
(DNA, bilkoviny, apod.). Dale bylo pfiddano 100 pul reakéniho Cinidla (PrepMan Ultra Sample
Preparation Reagent) a vzorek se nechal reagovat pfi teploté 100 °C 10 minut. Po uplynulé
dobé byl vzorek znovu odstfedén a do nové ependorfky bylo napipetovano 50 ul tekutého

odstredéného vzorku.

Metoda PCR

PFiprava vzorku pred stanovenim:

Konecény objem vzorku byl 25 pl. Z toho 12,5 pul je PCR mix a 10,5 ul PCR vody (Fermentas), 1
pl Primer 1 a 1 pl Primer 2 (Metabios international AG) — pouZité primery jsou uvedeny

v tabulce XVIII a nakonec byl pfidan 1 pl vyizolované DNA.

PCR probihd v termocykleru dle nastavenych podminek, stanoveni probiha ve 37 cyklech:
1. 1 cyklus —teplota 94 °C po dobu 5 minut
2. 2-36cyklus:
a. denaturace —94 °C po dobu 20 sekund
b. annealing—59 °C po dobu 20 sekund
c. elongace —72 °C po dobu 30 sekund
3. 37 cyklus—72 °C po dobu 5 minut

Tabulka XVIII — pouzité primery

. Teplota | Produkty
Druh Primer Sekvence annealing | PCR (bp)
Bifidobacterium BiBIF-1 |5-CCACATGATCGCATGTGATTG-3’ 59 °C 278
bifidum BiBIF-2 |5-CCGAAGGCTTGCTCCCAAA-3’
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Separace PCR produktu

Pro elektroforetickou separaci amplifikovaného PCR produktu byl pouZit 1%
agardézovy gel (Serva) s pridavkem GelRed (BIOTUM) pro vizualizaci produktu. Separace
probihala na horizontalni elektroforéze (OWL A2, Portsmouth) pfi konstantnim napéti 7
V.cm™. DNA fragmenty budou vizualizovany pomoci Gel-Doc systému (BioRad). V pfipadé
pozitivni reakce s pouzitim primer(i BiBIF-1 a BiBIF-2 vznikd PCR produkt o velikosti 278 bp.
Pro kontrolu velikosti produktu bude pouZzit Express DNA Ladder (Fermentas).

Obrazek separace PCR je uveden v pfiloze ¢. 4.
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7. Vysledky

7.1. Rozbory funkénich potravin

Rozbor byl proveden ze 4 vzork( zfunkénich potravin. Informace o vzorcich jsou
uvedeny v tabulce VI. U potravin byly sledovédny celkové pocety bakterii a celkové pocty

bifidobakterii. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce XIX.

Tabulka XIX — celkové pocty mikroorganism( v 1 g funkéni potraviny

i +

Funkéni potravina CPlogKT)/1g+SD cP Bif Ioill)(TJ /1gt
APO-Baby Probio 8,93+ 0,05 8,34 + 0,07
Biopron junior 9,56 + 0,00 9,36 £ 0,06
Infant Acidophilus 9,66 + 0,06 9,01 £0,03
Adults Dophilus 9,93 + 0,00 9,18 + 0,00

V dalsi fazi pokusu byl proveden rozbor na agaru s mucinem a mupirocinem, kde byla
snaha izolovat Bifidobacterium bifidum. Tento pokus uZ byl v minulosti na katedre
Mikrobiologie, vyZivy a dietetiky vyzkousen, tudiz z kazdého vzorku byly odebrany pouze 3
izolaty.

Prvni pfedbéznd identifikace byla provedena mikroskopicky, kde probéhla
identifikace rodu Bifidobacterium (maji v mikroskopu tvar vétvenych tycCinek dotvaruVayY a
Casto agreguji). Na zdkladé téchto zjisténi byly vzorky preockovany do bujonu s mucinem a
poté vidy u jednoho reprezentativniho izolatu z kazdého vzorku funkénich potravin, byla

provedena identifikace pomoci PCR. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce XX.

Tabulka XX — Identifikace izolatl ze vzorkd funkénich potravin.

Funkéni potravina Izolat Rist na mucinu PCR
APO-Baby Probio 1 + Bifidobacterium bifidum
Biopron junior 2 Bifidobacterium bifidum
Infant Acidophilus 3 + Bifidobacterium bifidum
Adults Dophilus 4 - Neidentifikovano
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Pouze u vyrobku Adults Dophilus se nepodafilo izolat identifikovat jako Bifidobacterium
bifidum, a proto potvrzeni identifikace bylo jesté doplnéno biochemickymi testy: APl 50 CHL

test a Rapid ID 32 A test, které taktéz vyvratily, Ze by se jednalo o Bifidobacterium bifidum.
7.2.  Srovnani riznych zdroji uhliku pro rist Bifidobacterium

bifidum - TOSa W + SP

Ucelem téchto rozborl bylo dokazat, zda by se TOS agar mohl stat selektivnim
médiem pro stanoveni Bifidobacterium bifidum. V tabulce XXI jsou uvedeny vysledky

méreni, kde jsou patrné urcité rlistové rozdily.

Tabulka XXI — vysledky porovnani rlstu na TOS a W + SP

TOS —log | W+SP —log TOS-log | W+SP - log
Vzorek | 1145 | KTItSD vzorek |\ riisp | KTI£SD
Biopron 2 |8,52+0,01 | 8,55+ 0,01 A3 7,88 + 0,05 | 7,90 + 0,02
JKM 8,09+0,02 | 8,25+0,05 JA8 8,26 +0,02 | 8,25 + 0,05
BM 8,47+0,02 |8,62£0,01 Biopron1 | 8,50+0,01 | 8,51 +0,02
Jov1 8,47 +0,07 | 8,45+0,02 DAS 7,34+ 0,00 | 7,10 £ 0,04
oD1 7,60+ 0,03 | 7,46 + 0,03 ATCC 0,00 + 0,00 | 8,49 + 0,03
29521
APBif |8,96+0,05 | 9,16 + 0,04 DMS 8,18 + 0,04 | 7,65 + 0,04
20239 e e
MG4 7,89 +0,01 | 7,94 + 0,06 DMS 8,23 +0,06 | 8,05 + 0,03
20082 ’ ’ ’ ’
EvaV2 |7,83+0,02|7,87+0,03 DMS 0,00 + 0,00 | 8,01 + 0,03
20456 R e
. DMS
Lepicol 1 |8,40+0,01 | 8,56 + 0,03 0215 | 7/71%0,07|7,940,01

Pramérné pocty kolonii byly na TOS agaru 7,24 log KTJ + 0,027 SD a na W + SP agaru
8,15 log KTJ * 0,04. Prlmérné hodnoty jsou znazornény v grafu ¢. 1. Kmeny ATCC 29521 a

Pozn.: Zluté zvyraznéné vzorky na daném agaru

nenarostly

DMS 20456 na TOS agaru vibec nerostly, zatimco na W + SP ano.
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Soubor vysledkd byl vyhodnocen statistickou metodou: Dvouvybérovy t-test s
rovnosti rozptyl. Na zakladé vyznamnosti a = 0,05 vsak nebyla zjisténa statisticky vyznamna
chyba. Dale byly vysledky vyhodnoceny dvouvybérovym testem s nerovnosti rozptyll na

hladiné vyznamnosti a = 0,05 a také nebyl zjiStén statisticky rozdil.

Graf ¢. 1 — Prmérné pocty kolonii na jednotlivych agarech [log KTJ]
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U dalSich kmenu bylo testovano, zda bakterie Bifidobacterium bifidum rostou nebo nerostou
na TOS agaru a W + SP. V tabulce XXIl jsou uvedeny vysledky rozboru 15-ti dalSich kmena.
Sbirkové kmeny byly pouzity pro porovnani.

Tabulka XXII = vysledky rozboru na TOS agaru a W + SP agar, + roste - neroste

vzorek rust Zdroj
TOS + .
1 4sV1 dospéli
W+SP +
TOS + .
2 4SV2 dospéli
W+SP +
TOS + ‘i
3 1SVR6 dospéli
W+SP +
TOS + )
4 SYNBIO Synbio
W+SP +
TOS + o .
5 PCHD Probiotic children dophilus
W+SP +
TOS + . .
6 PAD Probiotic adult dophilus
W+SP +
TOS + . .
7 PSB Probiotik senior biotic
W+SP +
TOS + )
8 SWISS Swiss
W+SP +
TOS + )
9 2M1MACH kojenec
W+SP +
TOS + )
10 2M2MACH kojenec
W+SP +
TOS - )
11 ATCC 29521 sbirka
W+SP +
TOS + )
12 DMS 20239 sbirka
W+SP +
TOS + )
13 DMS 20082 sbirka
W+SP +
TOS - ,
14 DMS 20456 sbirka
W+SP +
TOS + )
15 DMS 20215 sbirka
W+SP +

Pozn.: Zluté zvyraznéné kmeny na daném agaru nenarostly

Jak je vidét vtabulce XXIl, kmeny izolované z rliznych zdroji na TOS agaru rostou.

Nepotvrdil se pouze opakované rlst 2 sbirkovych kmend ATCC 29521 a DMS 20456.
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7.3.Rozbory stolice

Rozbory stolice byly provedeny na 6 - ti vzorcich, jejichz darci byli kojenci rdzného

véku. V tabulce XXIII jsou uvedeny dopliujici informace k darcm.

Tabulka XXIII — dopliujici informace k darciim stolice

Datum Datum
Kojenec , odbéru Staii [dny] Druh porodu Strava
narozeni -
stolice
1 30.7.2011 | 15.8.2011 16 pfirozeny porod kojené
2 6.10.2011 |24.10.2011 18 cisarsky rez kojené
18.3.2011 |16.10.2011| 213 cisaf'sky Fez Zele”'”ov‘;ﬁ’c”krmy bez
4 10.5.2011 |16.10.2011 159 prfirozeny porod kojené
o , zeleninové a ovocné
5 6.4.2011 |16.10.2011 193 ptirozeny porod ofikrmy bez Bif.
6 6.2.2011 |16.10.2011 245 pfirozeny porod mlécnad strava s Bif.
Byly provedeny rozbory stolice, jejichz cilem bylo zjistit celkové pocty

mikroorganismu a celkové pocty bifidobakterii. V tabulce XXIV jsou uvedeny pocty kolonii.

Na grafu €. 2 a ¢. 3 jsou znazornény celkové pocty kolonii jednotlivych vzorkd stolice.

Pradmérna hodnota celkovych poctti mikroorganisma byla 10,46 log KTJ + 0,04 SD.

Tabulka XXIV — celkové pocty kolonii v 1 g vzorku stolice

Kojenec CPlog KT)/ 1 ¢ | CP Bif log KTJ bifidzol:aeltterii
’ +SD /1g+sD "
1 9,73+£0,04 9,08 + 0,03 22,3
2 10,98 £ 0,02 10,71 £0,08 53,7
3 9,80 £ 0,04 7,60 £ 0,00 0,63
4 10,31 +£0,01 10,31 £ 0,00 100
5 11,63 £0,03 11,38 £ 0,04 56,2
6 10,35+0,15 10,10 £ 0,04 56,2
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Graf ¢. 2 - Celkové pocty mikroorganisma jednotlivych vzork( stolice
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Graf ¢. 3 — Celkové pocty kolonii bifidobakterii jednotlivych vzorku stolice
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Z kazdého rozboru z agaru M + M byly identifikovany izolaty Bifidobacterium bifidum.
Na agaru byly rozeznatelné tfi barvy kolonii — ¢ervené, rliZzové a bilé (diky pouZziti TTC). Byly
vzaty tfi izolaty kolonie od kazdé barvy, z libovolného fedéni.

Prvni prfedbézna identifikace byla provedena mikroskopicky — identifikace rodu
Bifidobacterium. BohuZel uz v této fazi identifikace se ukazalo, Ze ne vSechny vyizolované

kolonie jsou bifidobakterie, které maji v mikroskopu tvar vétvenych tycinek do tvaruVaY a
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Casto agreguji. Byly zde viditelné koky rtzného druhu nebo také zastupci rodu Clostridium,
ktery ma tvar nevétvenych tycinek.

V dalsi fazi byl proveden fosfoketoldzovy test a vzorky preockovany do bujonu
s mucinem. Fosfoketoldazovy test identifikoval bifidobakterie na zdkladé rodu a bujon
s mucinem urcil Bifidobacterium bifidum. Konecné vysledky byly ovéfeny pomoci PCR.

V tabulce XXV jsou uvedeny vzorky, které byly identifikovany jako Bifidobacterium bifidum.

Tabulka XXV — uvedené izolaty, které byly odebrany ze vzork( stolice a definovany jako
Bifidobacterium bifidum. Znaceni izolatd 1/1 - prvni 1 znamend vzorek stolice, druhd 1

kolikata kolonie byla odebrana.

izolat barva kolonie mucin fosfoketolaza PCR
1/1 Bila - + Bifidobacterium bifidum
2/1 Bila + Bifidobacterium bifidum
2/2 Bila + Bifidobacterium bifidum
2/3 Bila - + Bifidobacterium bifidum
3/1 Cervend - + neidentifikovano
a/1 Cervena - + neidentifikovano
5/1 Cervend - + neidentifikovano
5/2 Bila + + Bifidobacterium bifidum
5/3 Bila + + Bifidobacterium bifidum
5/4 Bila + + Bifidobacterium bifidum
6/1 Cervend - + neidentifikovano
6/2 RGzova - + Bifidobacterium bifidum
6/3 RGzova - + Bifidobacterium bifidum
6/4 Bila + + Bifidobacterium bifidum
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7.4.1dentifikace Bifidobacterium bifidum - MALDI Biotyper

Byla provedena identifikace rychlou metodou MALDI Biotyper. Stanoveni bylo
provedeno na Ustavu fyzioldgie hospodarskych zvierat Slovenskej akademie vied v Kosiciach
panem profesorem Kmet.

U vSech vzorkd, které jsou v tabulce XXVI uvedeny, byl proveden fosfokatoldzovy test a

ovéren rdst na mucinu.

Tabulka XXVI — vysledky identifikace pomoci Maldi Biotyper

Kmen Izolace Rst ma| | ntifikace MALDI - TOF
mucinu

1 45V1 Dospéli + Bifidobacterium bifidum
2 4S5v2 Dospéli + Bifidobacterium bifidum
3 1SVR5 Dospéli + Bifidobacterium longum
4 1SVR6 Dospéli + Bifidobacterium bifidum
5 Babio 5l Babio + Bifidobacterium animalis
6 SYNBIO SYNBIO + Bifidobacterium bifidum
7 BCHD PROBIOTIC CHILDREN DOPHILUS + Bifidobacterium bifidum
8 PAD PROBIOTIC ADULT DOPHILUS + Bifidobacterium bifidum
9 PSB PROBIOTIC SENIOR BIOTIC + Bifidobacterium bifidum
10 SWISS SWISS + Bifidobacterium bifidum
11 APOLAC APOLAC + Propionibacterium acnes
12 | 2M1 MACHA Kojenci + Bifidobacterium bifidum
13 | 2M2 MACHA Kojenci + Bifidobacterium bifidum
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8. Diskuze

8.1.Rozbory funkénich potravin

Aby se zabranilo klamani spotfebitele, je potfeba vyvinout vhodné médium pro
stanoveni probiotickych kultur ve funkénich potravinach, aby se dokazalo, Ze to co vyrobce
deklaruje na obalu je pravda. Pro identifikaci druhu Bifidobacterium bifidum byl zvolen
mucin jako selektivni faktor a jediny zdroj uhliku v daném médium. Bifidobacterium bifidum
je totiZ jedina bakterie, ktera ho umi vyuzit ke svému rustu (Crocian, et al., 1994).

Mucin je multifunkéni glykoprotein (Svensson, et al.,, 2010). Jeho strukturu tvofi
peptidovy fetézec, ktery se nazyva apomucin, na kterém jsou navazany stovky
glykoproteinovych retézct (Jonckheere, et al., 2010). Z 80% jsou tam navazany uhlikaté latky
jako je N-acetylgalaktosaamin, N-acetylglukosaamin, fruktosa, galaktosa, kyselina sialova a
obsahuje stopy manosy (Svensson, et al., 2010). Podobné sloZeni maji i oligosacharidy
materského mléka - obsahuji N-acetylglukosamin, D-glukosu, D-galaktosu, L-fukosu a
kyselinu sialovou (Rockova, et al., 2011). Bifidobacterium bifidum je prvni bakterie, kterd
kolonizuje lidsky travici trakt (Turroni, et al., 2011), a proto se da predpokladat, ze kdyz umi
vyuzit pro sviij rist OMM, tak dokaze pro sv(j rlst vyuzit i mucin.

Byly k dispozici 4 vzorky funkénich potravin, které obsahovaly Bifidobacterium bifidum
(podrobnéjsi informace o vzorkach jsou v tabulce VI).

V prvni fazi rozboru byly stanoveny celkové pocty mikroorganisml a celkové pocty
bifidobakterii. BohuzZel vyrobci na obalu nerozlisuji jednotlivé druhy bakterii, ale uvadéji
pouze celkovy pocet probiotickych kultur a to vétSinou v 1 tableté 10° bakterii. Z vyse
uvedenych vysledk( vyplyva, Ze se nalezy shoduji s vyrobci. Primérnd hodnota celkového
poctu mikroorganism( byla zjisténa 9,95 log KTJ v 1 g vzorku, coz je témér 10" bakterii.

Dale byl proveden rozbor na agaru M + M a pokus o izolaci Bifidobacterium bifidum.
Tento pokus byl jiz na Katedfe Mikrobiologie, vyZivy a dietetiky provadén s pozitivnimi
vysledky, takze vtomto sméru Slo jen o potvrzeni dfivéjSich méreni. Povedlo se vyizolovat
Bifidobacterium bifidum z 3 zvolenych funkénich potravin, pouze z vyrobku Adults Dophilus

se identifikace nezdafrila. Pravdépodobné se jedna o jiny druh z rodu Bifidobacterium.
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8.2.  Srovnani riznych zdroji uhliku pro rist Bifidobacterium

bifidum - TOSa W + SP

TOS agar patfi mezi selektivni agary na stanoveni rodu Bifidobacterium, je totiz
udavano, Ze bifidobakterie ke svému rlstu dokdzou wvyuZit trans-galaktosylované
oligosacharidy (YAKULT Pharmaceutical Industry CO., 2012). Cilem rozboru bylo ovéfit, zda je
vhodny pro selektivni stanoveni druhu Bifidobacterium bifidum. Kompletni slozeni média je
uvedeno v tabulce XV.

DalSim pouzitym médiem byl W + SP, ktery se pouzivd pro celkové stanoveni
bifidobakterii. Kompletni sloZeni agaru je uvedeno v tabulce Xl a XIl.

Byl proveden rozbor s 28 kmeny, které pochdzely z rliznych zdroju: sbirka, izolaty
z funkénich potravin a izolaty zlidské stolice. Seznamy pouzitych kmen( jsou uvedeny
v tabulkach VII, VIl a IX.

Zvysledkl je zrejmé, Ze vétSina kmenQ Bifidobacterium bifidum umi vyuZivat
trans-galatkosylované oligosacharidy jako zdroj uhliku. Pouze dva sbirkové kmeny ho vyuzit
neuméji: ATCC 29521, DSM 20456.

Vysledky byly vyhodnoceny statistickou metodou vybérovy t-test s rovnosti rozptyll a
vybérovym t-testem s nerovnosti rozptylu, na zakladé vyznamnosti a = 0,05. Ani u jednoho
méreni nebyl zjistén statisticky rozdil mezi vybranymi agary.

Na zdkladé uvedenych vysledkll Ize fici, Ze neni vhodné vyuzit TOS agar a celkové
vSechny agary, které vyuZivaji jako zdroj uhliku trans-galaktosylované oligosacharidy, pro
selektivni stanoveni Bifidobacterium bifidum. Ne vSechny kmeny dokdazaly tyto
oligosacharidy vyuzit a agar W + SP ma i vétsi pocet narostlych kolonii (primérné pocty
kolonii na TOS agaru 6,77 log KTJ + 0,03 SD a na W + SP agaru 8,15 log KTJ + 0,04).

Z toho dale plyne, Ze TOS agar neni ani vhodny pouZit pro selektivni stanoveni
bifidobakterii, jelikoZ jak se ukazalo, ne vSechny kmeny dokaZou ke svému ristu vyuZit trans-

galaktosylované oligosacharidy.
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8.3.Rozbory stolice

JelikoZ je agar M + M vhodny pro stanoveni Bifidobacterium bifidum ve funkénich
potravinach, byla snaha ho vyzkouset i na identifikaci Bifidobacterium bifidum ve stolici.
K dispozici bylo 6 vzork( stolice od kojencd rizného véku (podrobné informace o vzorcich
jsou uvedeny vtabulce XXIl). Vprvni fadé byl proveden rozbor na celkové pocty
mikroorganismu a celkové pocty bifidobakterii.

Z dostupné literatury je znamo, Ze celkovy obsah mikroorganism( v 1 g stolice je 10° —
10™ mikroorganisma, co? je stejné mnozstvi jako v tlustém stievé (Bedndr, et al., 1996). Toto
se podafilo potvrdit ziskanymi vysledky z rozbor(. Celkové pocty mikroorganismu se také
pohybovaly v rozmezi 10° - 10™ mikroorganismu.

Bifidobakterie jsou prvni bakterie, které kolonizuji lidsky travici trakt, jelikoz umi vyuzit
ke svému rdstu OMM (Turroni, et al., 2011). Toto potvrzuji ziskané vysledky. Z vyse
uvedenych vysledk( plyne, Ze 4 vzorky z rozborl vzork( stolice obsahovaly vice jak 50 %
bifidobakterii z celkového poc¢tu mikroorganismi. V porovnani s dostupnou literaturou jsou
ziskané vysledky srovnatelné se studii dle Bezirtzoglou (2011), ktery udava, ze kojenci kojeni
materskym mlékem maji v travicim traktu 60 % bifidobakterii (celkové vysledky jsou uvedeny
v tabulce XXIV). Podle studie Biasucci (2010) by se mélo osidleni traviciho traktu rodem
Bifidobacterium |isit dle zplsobu porodu. U pfirozeného porodu bylo osidleni
bifidobakteriemi ve vSech 23 vzorcich, zatim co u cisafského fezu pouze u 2 vzorki z 23. Na
zakladé ziskanych vysledk( vtéto praci se vjednom pripadé potvrdil mensi pocet
bifidobakterii u kojence porozenym cisarskym fezem a to pouze 0,63 % bifidobakterii
z celkového poctu mikroorganisma.

Ukolem stanoveni bylo zjistit, jestli se agra M + M miZe pouZit na selektivni stanoveni
Bifidobacterium bifidum. Jelikoz tento druh bifidobakterii je podle védecké literatury jediny
z rodu Bifidobacterii, ktery umi vyuzit mucin jako jediny zdroj uhliku (Crocian, et al., 1994).

Prvni identifikace izolatd byla provedena mikroskopicky. Ne vSechny izolaty byly
bifidobakterie (maji typicky tvar — vétvené tycinky do tvaru Y nebo V a agreguiji). Poté byl u
protfidénych vzorkd proveden fosfoketolazovy test, ktery urcil rod Bifidobacterium. Pozitivni
vzorky byly pfeockovdny do bujonu s mucinem, ktery pomohl napovédét, zda se jedna o
Bifidobakterium bifidum. Zda-li v bujonu s mucinem roste pouze Bifibacterium bifidum bylo

ovéreno preockovanim jinych druh( bifidobakterii do penicilinky s mucinem, které po 24
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hodinach kultivace pfi 37 °C nenarostly (Bifidobacterium longum subsp. longum,
Bifidobacterium longum subsp. infantis, Bifidobacterium breve). Konecna identifikace byla
provedena metodou PCR.

Z vySe uvedeného plyne, Ze z kazdého z 6 vzork( bylo odebrano 9 kolonii, tudiz celkové
bylo odebrdno 54 izolatl. Pouze 10 jich bylo identifikovano jako Bifidobacterium bifidum
(vysledky jsou uvedeny v tabulce XXV). Ve vysledcich jsou uvedeny pouze izoldty, u kterych
byla provedena dalsi identifikace a nejen mikroskopické pozorovani. Bohuzel ze vzork( 3 a 4
se Bifidobacterium bifidum nepodatilo vyizolovat.

Z uvedenych udaja plyne, Ze vybér mucinu jako selektivniho faktoru pro stanoveni
Bifidobacterium bifidum neni vhodny pfi pokusech selektivniho stanovovani tohoto druhu ze
stolice a pravdépodobné ani u jinych vzork( obsahujici riznorodé zastoupeni mikrofléry.
Agar s mucinem lze vSak pouzit k izolaci B. bifidum ze stolice.

Byla také vyzkouSena identifikace pomoci metody MALDI Biotyper, kterou proved|
profesor Kmet na Ustavu fyzioldgie hospoddrskych zvierat Slovenskej akademie vied
v KoSiciach. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce XXVI. U vSech jmenovanych vzork( byl
proveden fosfoketoldzovy test, vyzkousen rlist na mucinu a nasledné byly vzorky poslany

k identifikaci metodou MALDI Biotyper.
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9, Zaveér

Agar M + M je vhodné selektivni médium pro stanoveni Bifidobacterium bifidum
ve funk¢nich potravinach.

Dle ziskanych vysledk( TOS agar nelze zvolit jako selektivni médium pro stanoveni
rodu Bifidobacterium bifidum. Ale ani neni vhodny pro selektivni stanoveni
bifidobakterii, kdyZz ne vSechny kmeny, dokdZiou vyuZit ke svému rdstu trans-
galaktosylované oligosacharidy.

Dle uvedenych vysledkd Agar M + M sice neni vhodny pro stanoveni druhu
Bifidobacterium bifidum ze stolice kojencli, ale lze jej pouZit pro izolaci

Bifidobacterium bifidum.
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11. PouZité zkratky a symboly

Agar M + M — mupirocin, mucin

ATCC — American Type Culture Collection

B — Bifidobacterium

Bif. — bifidobakterie

BMK — bakterie mlé¢ného kvaseni

CP — celkové pocty

CTAB - citridium bromid

DPA — dokosapantaenova

DSM — Deutsche Sammlung von Mikroorganismem
E — Enterococcus

EPA — eikosapentaenova kyselina

GIT — Gastrointestinalni trakt

Hod. —hodina

KTJ — kolonie tvofici jednotky (CFU — colony forming unit)
L — Lactobacillus

OMM - oligosacharidy materského mléka

rRNA —ribosomova RNA

S — Streptococcus

TOS — trans-galaktosylované oligosacharidy

TTC — trifenyltetrazonium chlorid
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12. Prilohy
12.1. Priloha ¢. 1 - Priprava redici rady

Sériové fedéni vzorku a pfimé stanoveni poétu Zivych bakterii (kolonie
tvoficich jednotek — KTJ; colony forming units — CFU)

1 ml 1 ml 1 mi 1l tml

R
: 9 ml fediciho média

e | vkaZdé zkumavce

1:10,000 " i1 1:100,000

Rust po vyolkovén(
na Zivny agar

Sériové fedéni vzorku Vypodet: potet kolonil na misce x fedéni vzorku = KTJ/ml

12.2. Priloha¢. 2 - Obrazek penicilinek s bujonem s mucinem

Penicilinka s fialovym obsahem je bujon s mucinem pred naockovanim a se Zlutym obsahem je po
naockovani druhu Bifidobacterium bifidum a kultivaci po 24 hodinach pfi 37 °C.
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12.3. Priloha ¢. 3 - Ilustrace pouzitych funkc¢nich potravin

Obrazek 7 Biopron Junior

Obrazek 8 Infant acidophilus
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Obrazek 9 Adults Dolphilus

12.4. Priloha ¢. 4 - Obrazek pouZiti metody PCR

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 LON BIFBRE M [oel
]
3000
=t} = 1500
o —
300
-----'I"'.-----' 2on

Multiplex PCR primery BiLON + BiBIF
M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 LONBIFBRE M [bp]
SO0
- J000
o= - 1500
— — S0
- ———— — 200
L]

PCR primer BiBRE

Na obrazku je vidét pozitivni vysledek PCR pro Bifidobacterium bifidum. Bylo pouZito vice
primer( v multiplexu a na prvni pohled byla vidét rizna velikost produkt( PCR.
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