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Schopnost bakterii vyuzivat synteticka sladidla a cukerné
alkoholy jako zdroj energie

Souhrn

Vliv syntetickych sladidel a cukernych alkoholli na slozeni mikrobiomu, je stale vice
diskutovanym tématem, pro které¢ dosud neexistuje dostatek prikaznych védeckych zavéra.
Cilem této diplomové prace bylo testovani schopnosti bakterii, které jsou ptirozenou soucasti
traviciho traktu, metabolizovat vybrand um¢la sladidla a cukerné alkoholy jako zdroj energie.
Celkem bylo otestovano 32 bakterii kmenti Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria a
Actinobacteria, jez se nejveétsi meérou podili na slozeni mikrobiomu. Celkem bylo testovano 8
substrat,, 4 syntetickd sladidla a 4 cukerné alkoholy. Experiment byl provadén v in vitro
podminkach, za pouziti API médii, obohacenych o jeden z testovanych substrati, ktery slouzil
jako jediny zdroj energie. Jako pozitivni kontrola bylo pouzito médium s glukézou a jako
negativni kontrola slouzilo samostatné médium. Glukéza i jednotliva sladidla byla do API
médii aplikovana ve stejné koncentraci, tedy 1,5 g/l. Vyhodnoceni experimentu probihalo
vizualn¢, na zakladé¢ zmény optické denzity a barvy média. Ke zjisténi intenzity naristu
bakterii, byla vyuzita McFarlandova stupnice. Ze ziskanych vysledkd vyplyva, ze vSechna
synteticka sladidla a cukerné alkoholy selektivné podporuji rist pouze nékterych bakterii.
Testované substraty vyznamné podporovaly rist bakterii rodu Lactobacillus, Bacteroides,
Bifidobacterium, Clostridium a také bakterie E. faecium. Synteticka sladidla podporovala rust
predevsim bakterii kmene Firmicutes, Bacteroidetes a Actinobacteria. Sorbitol podporoval riist
1 bakterii kmene Proteobacteria. V ptipadé bakterii B. bifidum, E. colia S. enterica byla zjisténa
kmenova specifita ve schopnosti vyuzivat dané substraty k ristu. Zjistény narist probiotickych
bakterii naznacuje, Ze synteticka sladidla a cukerné alkoholy mohou mit prebiotické u€inky. Na
druhou stranu se také mohou podilet na vzniku ¢i postupu zubnich kazti. Z tohoto pohledu miize
byt plsobeni syntetickych sladidel a cukernych alkoholli srovnatelné s Gc¢inky
fermentovatelnych sacharidii. Taktéz bylo zjiSténo, ze pfi utilizaci substratd, zejména
bakteriemi rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, dochazi bud’ ke tvorbé metabolitii v jiném
pomeéru Ci ke tvorbé zcela jinych, nez v ptipad¢ glukézy. Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze
synteticka sladidla a cukerné alkoholy mohou podporovat riist probiotickych i patogennich

mikroorganismi a ve vztahu k zubnim kazim mohou mit kariogenni ucinky.

Kli¢ova slova: Synteticka sladidla, cukerné alkoholy, intestindlni mikrobiota, zubni kaz,

organické kyseliny



The ability of bacteria to utilize artificial sweeteners and
sugar alcohols as a sole energy source

Summary

Effects of synthetic sweeteners and sugar alcohols on gut microbiota composition is an
increasingly discussed topic for which there are not yet enough conclusive scientific
conclusions. This diploma thesis aimed to test the ability of bacteria naturally inhabiting
digestive tract to metabolize selected artificial sweeteners and sugar alcohols as the sole energy
source. A total of 32 bacteria of Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, and Actinobacteria
phyla, which are dominant constituents of gut microbiome, were used for the test. A total of 8
substrates, 4 synthetic sweeteners and 4 sugar alcohols were tested. The experiment was
performed in vitro, using API media enriched with one of the tested substrates. Medium with
glucose was used as a positive control and medium without added substrate was used as a
negative control. All the substrates including glucose were applied into API media in the same
concentration 1.5 g/l. The evaluation of the experiment was performed visually, based on
changes in optical density and media color. The McFarland scale was used to determine the
intensity of the bacteria growth. The results showed that all synthetic sweeteners and sugar
alcohols selectively support the growth only of some bacteria. The tested substrates
significantly promoted the growth of Lactobacillus, Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium,
and also E. faecium. Synthetic sweeteners promoted the growth mainly of Firmicutes,
Bacteroidetes, and Actinobacteria. Sorbitol also supported the growth of Proteobacteria. In the
case of B. bifidum, E. coli, and S. enterica, the ability to metabolize given substrates was found
to be strain specific. Result also suggested that synthetic sweeteners and sugar alcohols may
have prebiotic effects. On the other hand, they can also contribute to the development or
progression of tooth decay, thus their effects could be considered comparable to carbohydrates.
It was also found that Lactobacillus and Bifidobacterium species produced from these
substrates either metabolites in a different ratio or chemical substances other than from glucose.
The obtained results showed that synthetic sweeteners and sugar alcohols can support the
growth of both, probiotic and pathogenic microorganisms and they can have cariogenic effects

concerning tooth decay.

Keywords: Artificial sweeteners, sugar polyols, intestinal microbiome, dental carries, organic

acids
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1 Uvod

Synteticka sladidla a cukerné alkoholy jsou stale Castéji soucasti stravy ¢lovéka, kde
slouzi jako ndhrada cukru. Jejich obliba rok od roku roste, stejné tak, jako vzrustd i pocet
konzumentl. RozSitfuje se také sortiment sladidel, stim, jak jsou objevovany stile nové
syntetické latky. Zatimco diive byla sladidla pouzivana pfedevS§im jedinci s rozvinutym
diabetem, tak jsou dnes soucasti stravy zdravé populace, dokonce i déti (Baker-Smith et al.
2019). Na rozdil od cukru totiz sladidla disponuji vlastnostmi, které zvysSuji jejich atraktivitu
pro konzumenty. VétSina sladidel nezvySuje hladinu glykémie, nepiisobi na uvoliovani
inzulinu, jejich kalorickd hodnota je zanedbatelnd a také jsou povazovany za nekariogenni
(Liauchonak et al. 2019). V souvislosti s masivni konzumaci sladidel se zacal zvySovat zajem
o to, jak vlastné tyto substance ptisobi na lidsky organismus. Prvotni vyzkumy, zabyvajici se
vlivem sladidel na lidsky organismus, se tykaly pfedevsim karcinogennich tc¢inkt, ovliviiovani
glykémie a plisobeni na uvoliiovani inzulinu. S tim, jak se zacalo ukazovat, ze sladidla nejsou
vici lidskému organismu inertni, jak se ptivodné myslelo, se vyzkum zacal rozSifovat o
testovani dalSich ucinkli. Dnes se do poptedi dostavd zajem predevSim o pisobeni téchto
substanci na mikrobiom (Sharma et al. 2016). Mikrobiom totiz zastava dulezitou roli v naSem
organismu a to jak ve vztahu ke zdravi, tak i nemoci ¢lovéka. Samotné sloZzeni mikrobiomu je
dano mnoha faktory, z nichz strava, je jednim z mala, které je Clov€k schopen ovlivnit.
Konzumaci urcitych potravin mizeme bud’ zvySovat podil prospéSnych mikroorganisma ¢i
zpusobit dysbiozu, jejimz vysledkem miize byt nemoc. Jak se zda i chronick4 onemocnéni, jako
je obezita, zanétliva onemocnéni stfev Ci diabetes mellitus 2. typu, mohou byt do jisté¢ miry
vysledkem zminéné dysbiozy (Wang et al. 2017). Proto je tieba vénovat slozkam potravy, mezi

které patii i syntetickd sladidla a cukerné alkoholy, zvlastni pozornost.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Uméla sladidla a cukerné alkoholy stale Castéji nachdzeji uplatnéni v potravindiském
a farmaceutickém pramyslu, jako nahrazka cukrii, diky nizké energetické hodnoté¢ a vysoké
sladivosti. Zdravotni rizika spojend s jejich konzumaci jsou velice kontroverznim tématem.
Jednim z téchto aspekti je i vliv na slozeni mikrobioty traviciho traktu a na rozvoj zubniho
kazu. Pfedpokladame, ze testovana sladidla a cukerné alkoholy budou selektivné podporovat
rust jen urCité skupiny mikroorganismii. Cilem diplomové prace bude testovani schopnosti
bakterii, které jsou pfirozenou soucasti dutiny ustni a traviciho traktu, metabolizovat vybrana

uméla sladidla a cukerné alkoholy jako zdroj energie.



3 Literarni resSerse

3.1 Mikrobiom

Termin mikrobiom je pouzivan jiz vice nez 50 let, nicmén¢ az v poslednich 15 letech
nabral na vyznamu, pfedevSim z hlediska zdravi ¢lovéka. Za mikrobiom povazujeme vSechny
organismy vyskytujici se v konkrétnim prostfedi. U ¢lovéka je timto prostfedim travici trakt,
vcetné dutiny ustni, ktize, dychaciho ustroji, genitalii a dokonce i povrchu o¢i (Tetro & Allen-
Vercoe 2016).

Mikrobiom organismu c¢lovéka je tvofen vice nez 100 biliony symbiotickych
mikroorganisml a jeho uspotfadani hraje dileZzitou roli ve zdravi a rozvoji nemoci ¢lovéeka.
Stfevni mikrobiom je dokonce povazovan za esencialni organ, ktery nese 150krat vice gent,
nez kolika je tvofen genom CcCloveéka. Mikrobiom stfev se ucastni procesu modulace
metabolismu, regulace vyvoje epitelu a ovliviiovani vrozené imunity. Chronicka onemocnéni,
jako je obezita, zanétlivda onemocnéni stfev, cukrovka, metabolicky syndrom ¢i ateroskleroza
jsou taktéz spojovany se slozenim mikrobiomu (Wang et al. 2017).

Funkce mikrobiomu lze obecné shrnout do 4 hlavnich: obrana proti patogentim, posileni
imunity, metabolizace nestravitelnych slozek potravy a produkce esencidlnich zivin.
Mikrobiota v travicim traktu pomaha hostiteli rozkladat latky, jez nedokaze naStepit vlastni
enzymatickou vybavou a jsou piilis velké, aby mohly byt vstiebany. Timto procesem dochazi
k produkci energie a esencialnich metaboliti, jako jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem

(SCFA), mlécna kyselina a nekteré vitaminy (Li et al. 2019)

3.1.1 Mikrobiom traviciho traktu

Travici trakt je zdaleka nejhustéji osidleny a také i nejvice prostudovany ekosystém
lidského téla. Odhaduje se, ze mikrobialni ekosystém traviciho traktu dospélého jedince je
tvoten 1000 az 1500 druhy bakterii, nicméné toto ¢islo mtze byt i vyssi (Tetro & Allen-Vercoe
2016).

Donedéavna panovalo pfesvédceni, ze k osidlovani traviciho traktu dochazi az v pribéhu
porodu, nebot’ prostiedi plodu bylo povazovano za sterilni. Pokrocilé vyzkumy vSak prokéazaly
pifitomnost mikroorganismi v placenté, plodovych obalech, plodové vodé¢ a pupecnikové krvi.
Tato zjiSténi naznacuji, Ze k osidlovani gastrointestinalniho traktu mize dochazet jiz béhem
téhotenstvi a na slozeni mikrobioty traviciho traktu tak mize mit vliv samotny prubéh gravidity.
Ve srovnani s mikrobiomem dospélého ¢lovéka mé mikrobiom novorozence vyrazné nizsi

rozmanitost a vyssi variabilitu mezi jednotlivei. Mikrobiom novorozence dominantné tvorfi
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kmeny Actinobacteria, Proteobacteria a Firmicutes, s nizsi Cetnosti vyskytu Bacteroidetes.
Ptfevahu v mikrobiomu novorozence pak piedstavuje rod Bifidobacterium (Actinobacteria)
(Greenhalgh et al. 2016).

Samotny zpusob porodu, tedy zda doslo k pfirozenému porodu vaginalni cestou i
cisafskym fezem, je taktéz faktorem ovliviiujicim zastoupeni mikroorganismu v travicim traktu
novorozence. Porod cisafskym fezem je spojovan s celkové niz§i bakteridlni rozmanitosti,
niz§im vyskytem rodt Bacteroides, Bifidobacterium a Lactobacillus. Naopak dochazi k nartistu
bakterii rodu Clostridium. Bakterialni slozeni je u téchto novorozencli podobné mikrobiomu
pokozky matky, zatimco u novorozenctli, narozenych pfirozenou vaginalni cestou, odpovida
vagindlnimu mikrobiomu matky. Dal§im faktorem je zplsob vyzivy novorozence, nebot
matefské mléko a jeho esencidlni slozeni maji diametralné odlisné pisobeni na mikrobiom, nez
jeho néhrazky. U kojenct kojenych matefskym mlékem byl zjist€én narGst kmeni
Actinobacteria a pokles Firmicutes a Proteobacteria. Naopak u kojenct krmenych nahrazkami
matefského mléka byl zaznamenan rozvoj patogennich organismtl, jako je Escherichia coli a
Clostridium difficile. Esencialni slozky mateifského mléka, naptiklad imunoglobuliny a
oligosacharidy, totiz podporuji rast pievazné probiotickych bakterii, jako je rod
Bifidobacterium (Greenhalgh et al. 2016). Se zafazenim pevné stravy do jidelnicku ditéte, se
slozeni mikrobiomu dale rozviji a upravuje a dochazi k polozeni zakladii pro budouci
uspotradani mikrobiomu dospé€lého jedince (Tetro & Allen-Vercoe 2016).

U dospéleho jedince je zhruba 90 % sttevni mikrobioty tvoieno kmeny Firmicutes, které
tvori vétSinu (64 %), Bacteroidetes (23 %), Proteobacteria (3,66 %) a Actinobacteria (0,4 %).
Jednotlivé poméry se v§ak mohou individualné liSit, napfiklad v zavislosti na geografickych
podminkach ¢i antibiotické 1écbé. (Karel & Hoch 2018).

Ve stafi opét dochazi ke zménam ve slozeni mikrobiomu, pravdépodobné v disledku
uzivani medikamentd, zmény stravovacich navyku a vliv maji také hormonalni zmény. Oproti
mikrobiomu dospélého jedince dochézi ke zvySeni poméru kmenii Firmicutes k Bacteroidetes,
za soucasné¢ho sniZzeni prospéSnych komenzélnich bakterii, jako jsou zéstupci rodu
Bifidobacterium. Ptedpoklada se, ze zména v uspotfadani bakterii v gastrointestinalnim traktu,

jde ruku v ruce se zhorSenim zdravotniho stavu starSich lidi (Greenhalgh et al. 2016).

3.1.1.1 Mikrobiom dutiny ustni

Dutina ustni je, po intestindlni oblasti, nejvice riiznorodym mikrobidlnim ekosystémem
lidského téla, co se druhového zastoupeni tyka. Mikrobiom dutiny Gstni ovliviiuje nejen lokélni,

ale 1 systémové zdravi Clovéka. Prostfedi dutiny tstni poskytuje optimalni podminky pro rast



bakterii a to z divodu udrzovani stalé teploty okolo 37 °C a stalého pH v rozmezi 6,5-7, které
je udrzovéano slinami. Sliny také udrzuji bakterie hydratované a slouzi jako médium pro
transport zivin. Normalni mikrobiom dutiny stni tvoii bakterie, mikroskopické houby, viry,
archea a protozoa, které se v duting ustni vyskytuji predevsim ve formé biofilmu. Mezi hlavni
bakteridlni rody, jenz se nachazi ve zdravé dutiné ustni, patii napiiklad rody Streptococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium, Propionibacterium ¢i Campylobacter. Mezi mikroorganismy
pak existuje pfevazné symbioticky vztah zaloZzeny na vzajemnych vyhodach. Mikroorganismy
kolonizuji dva typy povrchti a to bud’ tvrdou a mékkou tkan zubl nebo sliznici. Biofilm pak
hraje klicovou roli pfi udrzovani homeostaze v tstech, ochran¢ dutiny Gstni a prevenci rozvoje
onemocnéni. Zmény v uspotrddani mikrobiomu dutiny Gstni mohou vést ke vzniku zanétu désni,
paradentdzy a zubnich kazi. VSechna tato onemocnéni se vyznacuji vysokou prevalenci

v lidské populaci (Deo & Deshmukh 2019).

3.1.1.2 Distribuce mikroorganismi v travicim traktu

Pro distribuci bakterii v travicim traktu je typicka vzrlstajici pfevaha anaerobnich
mikroorganismill, a to smérem od zaludku k tlust¢ému stievu. Pocet anaerobnich bakterii,
nachazejicich se v tlustém stfevé, pak téméf stonasobné pievysSuje pocet fakultativné
anaerobnich a aerobnich bakterii (Karel & Hoch 2018). Tlaskalova-Hogenova et al. (2011)
uvadi, ze v stni dutiné se vyskytuje 10'? bakterii, v zaludku jiz pouze 10°-10% v jejunu se
mnozstvi bakterii opét zvySuje aZ na 10° a v terminalnim ileu aZ na 10°. Nejvétsi podet bakterii
se v§ak vyskytuje v tlustém stfevé, kde v 1 gramu stievniho obsahu dosahuje pocet zhruba 10!,

V oblasti zaludku a duodena dominuji piedev§im rody Lactobacillus, Enterococcus a
Streptococcus, v tenkém stieve se diverzita rozrasta o rod Clostridium a Bacteroides. V tlustém
sttevé pak dominuji rody Clostridium, Bacillus, Ruminococcus a Fusobacterium. Stav, kdy
dochazi k nezddoucim kvalitativnim 1 kvantitativnim zméndm ve slozeni stfevniho
mikrobiomu, mezi které fadime i1 zmény metabolické aktivity a zménu v distribuci
mikroorganismi, se oznacuje terminem dysbidza. Bylo zjisténo, ze se dysbidza uplatiuje u
nékterych gastrointestinalnich, psychiatrickych, nadorovych a metabolickych onemocnéni.
Antibiotické preparaty jsou pak jednim z faktorti snizujicich biodiverzitu stfevniho
mikrobiomu. Dysbioza se mize projevovat ztratou diverzity, snizenym vyskytem prospésnych

mikroorganismil anebo zvySenim podilu patogennich mikroorganismu (Karel & Hoch 2018).
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3.2 Komenzalni mikrobiota traviciho traktu

Komenzalismus je specidlni druh symbidzy, ve které jeden z partnerit ze vztahu
benefituje, zatimco druhy neni ovlivnén. Piikladem muze byt produkce specifického riistového
faktoru, naptiklad vitaminu, pro druhy organismus. Typickym ptedstavitelem komenzalniho
vztahu je mikrobiota ¢lovéka (Hartel 2005). Komenzalni mikrobiota, ktera obyva riizné casti
gastrointestinalniho traktu, je formovana koevoluci s hostitelskym druhem. Postupné dochazi
k vyvoji symbiotického vztahu, ktery vSak vyzaduje rovnovahu, aby nedochazelo k poSkozeni
hostitele a zdrovent mohla byt tolerovana piitomnost prospésnych mikrobt (Li et al. 2019).

Komenzalni mikrobiota ptispiva k vyzive a energetické rovnovaze hostitele a k rozvoji
nebo udrzovani silného imunitniho systému. Hostitel mikrobiim poskytuje niku, ve které mohou
pretrvavat a ze které mohou ziskavat ziviny (Littman & Pamer 2011). Komenzalni mikrobiota
je pro zdravi ¢lovéka nezbytna. Nejenze zvySuje dostupnost Zivin a podporuje vyvoj stievniho
epitelu, ale také brani a inhibuje invazi patogenti. Mezi mechanismy, kterymi komenzalni
mikrobiota brani v rozvoji patogent, je pfedevs§im produkce antimikrobialnich latek, naptiklad
bakteriocinli, zména pH ¢i pfimé konkurence o prostor a ziskani zivin. Ke snizovani pH
prostiedi dochazi prosttednictvim produkce nékterych specifickych metabolith. Ptikladem je
produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA) bakteriemi rodu Lactobacillus
(Tungland 2018).

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.1.1, komenzalni mikrobiota traviciho traktu nalezi do
4 hlavnich kmen®: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria a Proteobacteria, z nichz
dominantni ¢ast komenzalni mikrobioty dospélého Elovéka tvoii pravé kmeny Firmicutes a
Bacteroidetes. Komenzalni mikrobiota neni tvofena pouze prospé€Snymi bakteriemi, ale i
patogeny, které vSak u zdravého jedince tvoii 0,1 % 1 méné celkového mikrobiomu. Ptikladem
patogennich bakterii je Salmonella enterica, E. coli, Bacteroides fragilis ¢i Clostridium
difficile. Podil patogennich bakterii se mize pfi naruseni rovnovahy zvysit (Jandhyala et al.

2015).

3.2.1 Firmicutes

v

Firmicutes jsou nejrozmanitéj$i a nejhojnéjsi skupinou gastrointestinalni mikrobioty.
Bézné tvoti vice neZ polovinu gastrointestinalni mikrobioty zdravého dospélého cloveéka. Kmen
Firmicutes je tvofen 4 hlavnimi tfidami: Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichi a Negativicutes.
Vétsinou se jedna o grampozitivni, sporulujici 1 nesporulujici bakterie. Nejhojnéji se

v gastrointestindlnim traktu vyskytuji bakterie ze tfidy Clostridia, ze které jsou pocetné



wev

Firmicutes je tfida Bacilli, ktera zahrnuje rody Enterococcus, Lactobacillus a Streptococcus.
Firmicutes zastavaji v gastrointestinalnim traktu fadu dtlezitych funkci, které plni predevsim
prospésné bakterie rodu Lactobacillus, nicméné tato skupina zahrnuje také patogenni druhy,

naptiklad Clostridium difficile (Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014).

3.2.1.1 Celed Clostridiaceae

Celed’ Clostridiaceae je jedna z 19 Geledi ¥adu Clostridiales, tiidy Clostridia. Taxony
zatazené do této Celedi jsou obligatné anaerobni tyCinky. Pfevazné se jedna o grampozitivni
bakterie az na nékteré termofilni druhy, které jsou ve vSech fazich rtistu gramnegativni. Kromé
tyCinkovitych bakterii ¢eled’ zahrnuje bakterie kokoidniho ¢i polymorfniho tvaru. VétSina
druhti také tvoii endospory. Ostatni fyziologické vlastnosti jsou velmi variabilni (Vos et al.

2011).

3.2.1.1.1 Rod Clostridium

Jednd se o tyCinky, pohyblivé ¢i nepohyblivé, obvykle grampozitivni. Zpravidla jsou
chemoorganotrofni, nicméné¢ nekteti zastupci mohou byt chemoautotrofni ¢i chemolitotrofni.
Vétsina druhli vytvari ovalnou ¢i kulovitou endosporu. Optimalni podminky pro riist zahrnuji
teplotu od 30 do 37°C a pH v rozmezi 6,5 az 7 (Vos et al. 2011). Bakterie rodu Clostridium
fermentuji sacharidy pent6zové i hexozové fady, proteiny, laktdt, propionat a etanol.
Kone¢nymi produkty fermentace jsou 1,2-propandiol, acetat, oxid uhlicity, vodik, etanol,
formidat, laktat, propionat, butyrat a valerat, z nichz butyrat je témét u vSech druht hlavnim
metabolitem (Oliphant & Allen-Vercoe 2019). Butyrat je zdrojem energie pro stievni buiiky a
hraje klicovou roli v regulaci proliferace. Dale chrani pied infekci zvySenim obrannych bariér,

predevsim stimulaci produkce mucinu (Kachrimanidou & Tsintarakis 2020).

3.2.1.1.1.1 Clostridium butyricum

Clostridium butyricum (Prazmowski, 1880) je rovna tyCinka se zaoblenymi konci,
pohybliva, vyskytujici se jednotlivé, ve dvojicich ¢i v kratkych fetizcich. Prilezitostné se muze
vyskytovat v dlouhych vldknech. Spory jsou zpravidla ovalné, centralni. Riist bun€k je vyrazné
podporovan substratem obsahujicim zkvasitelné sacharidy. CI. butyricum se bézn¢ vyskytuje
v pudé¢, vodé, ale 1 jako komenzalni druh v travicim traktu ¢lovéka i1 zvitat (Vos et al. 2011).

Nekteré kmeny CI. butyricum se diky produkci butyratu pouzivaji jako probiotikum, jiné jsou
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puvodci kojeneckého botulismu a nekrotizujicich enterokolitid u pfedcasné narozenych

novorozencu (Cassir et al. 2016).

3.2.1.1.1.2 Clostridium difficile

Clostridium difficile (syn. Clostridioides difficile) (Hall and O’Toole, 1935) je obvykle
pohybliva, peritrichalni bakterie. Miize se vyskytovat ve forme¢ fetizka skladajici se ze dvou az
Sesti bun€k. Spora je ovalna, subterminalni, zfidka terminalni. Optimalni teplota pro rast je 30-
37 °C, nicméné CI. difficile mtze rist 1 pii teplotach 25 az 45°C. Bakterie fermentuje vétSinu
sacharidl, vyjimkou je naptiklad laktdza, sachar6za a galaktéza. Bézné se vyskytuje v pade,
vodg, ale 1 v genitalnim traktu a ve vykalech Clovéka (Vos et al. 2011). CI. difficile je znamy
ptvodce zivot ohrozujici pseudomembrandzni kolitidy, ke které dochéazi z divodu pfemnozeni
této bakterie ve stievech, obvykle po naruseni pfirozené mikrobioty antimikrobialni 1écbou.
Pseudomembranézni kolitida je zplisobena poSkozenim bunck epitelu stiev v disledku
produkce toxinu A a B touto bakterii. Onemocnéni se projevuje vodnatymi prijmy, horeCkou
nebo bolesti bficha a mtize byt doprovazeno komplikacemi jako je sepse a v konecném

dasledku i smrt (Delost 2020).

3.2.1.1.1.3 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens (Veillon a Zuber 1898) je pravidelna ty¢inka s tupymi konci.
Vyskytuje se jednotlivé nebo ve dvojicich bunék. Tvoii velké, ovalné, centralné nebo
subtermindln¢ umisténé spory. Optimalni podminky pro rist jednotlivych kment se lisi,
nicmén¢ teplotni optimum se nejcastéji pohybuje v rozmezi od 20 do 45 °C a pH od 5,5 do 8.
Na zakladé produkce ¢ty hlavnich toxinl (alfa, beta, epsilon a iota) se jednotlivé kmeny
rozdeluji do 5 skupin: A, B, C, D aE. CI. perfringens je béznou soucasti traviciho traktu cloveéka
a zvifat, nicmén¢ se jedna i o pivodce mnoha onemocnéni predevsim mekkych tkani, jako je
plynata gangréna ¢i klostrididlni myonekréza. Vyznamu nabyva i jako ptivodce enteritid ve

spojeni s otravou z jidla (Parija 2014).

3.2.1.1.1.4 Clostridium ramosum

Clostridium ramosum (Veillon a Zuber, 1898), je nepohybliva tyc¢inka, vyskytujici se
samostatngé, v parech nebo v kratkych fetizkach. Spory jsou tenkosténné, kulaté, obvykle
terminaln¢ umisténé. Optimalni teplota rastu je 37 °C. Bakterie je béznou soucasti stievni

mikrobioty ¢loveka a je jen ziidka spojovéana s patogennimi uc¢inky (Vos et al. 2011).



3.2.1.2 Celed Enterococcaceae

Celed Enterococcaceae nalezi do tiidy Bacilli, fadu Lactobacillales. Kromé& uvedené
Celedi patii do tadu Lactobacillales také celedi Lactobacillaceae, Leuconostocaceae,
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae a Streptococcaceae. Rad zahrnuje grampozitivni ty&inky a
koky, které netvori spory a obvykle se jedna o fakultativné anaerobni bakterie (Vos et al. 2011).
Lactobacillales jsou obecné nazyvany bakteriemi mlééného kvaseni, nebot’ pii fermentaci
sachariddi vytvafi v rizném poméru mlécnou kyselinu (Lonvaud-Funel 2014). Na zakladé
produktii fermentace se bakterie mlééného kvaSeni rozdéluji na heterofermentativni a
homofermentativni. Homofermentativni bakterie pfi fermentaci vytvaii vyhradné mlécnou
kyselinu, zatimco heterofermentativni vytvari kromé mlécné kyseliny 1 etanol, oxid uhli¢ity ¢i
octovou kyselinu. Mezi homofermentativni patii bakterie rodu Pediococcus, Streptococcus a
nékteré druhy rodu Lactobacillus. Heterofermentativni jsou bakterie rodu Leuconostoc a také
nekteré druhy rodu Lactobacillus (Moreno & Peinado 2012).

Celed Enterococcaceae zahrnuje rod Bavariococcus, Catellicoccus, Enterococcus,
Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus a Vagococcus. Tato Celed’ zahrnuje koky vejcitého
tvaru, které mohou byt ve vztahu ke kysliku fakultativné anaerobni, anaerobni ¢i mikroaerofilni

(Vos et al. 2011).

3.2.1.2.1 Rod Enterococcus

Jedna se o grampozitivni, fakultativné anaerobni koky. Nékteré druhy mohou byt zluté
pigmentované. Bunky jsou vejcité, vyskytuji se jednotliveé, v parech nebo kratkych fetizkach.
Nékteré kmeny mohou byt pohyblivé. Bakterie jsou chemoorganotrofni, vybavené
fermentativnim typem metabolismu. Bakterie jsou schopny fermentovat monosacharidy i
polysacharidy. Jelikoz se jedna o homofermentativni bakterie mlécného kvaseni, vznika pfi
fermentaci dominantné mlé¢na kyselina. Optimalni teplota pro rust je 30-37°C, nekteré druhy
mohou rist i pfi vysSich teplotach (Vos et al. 2011). Nektefi zastupci rodu Enterococcus jsou
odolni vG¢i Sirokému rozmezi pH 1 teplot, coz zvySuje jejich konkurenceschopnost vici
ostatnim mikroorganismim. Schopnost konkurence se také zvySuje produkci bakteriocinti, diky
které¢ jsou nékteré kmeny povazovany za probiotické. Nekteti zastupci jsou soucasti
fermentovanych potravin, nicméné rezistence vici antibiotikiim a virulence jsou divodem, pro¢
nebyl rodu Enterococcus udélen status GRAS (Generally recognised as safe). AvSak nékteré
druhy se pouzivaji jako probiotika pfi vyrobé veterinarnich doplikl vyzivy (Hanchi et al.

2018).
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Bakterie rodu Enterococcus jsou béznou soucasti gastrointestinalniho traktu, nicméné
v pfipad€ zavle€eni na jind mista mimo travici trakt mohou zplsobit infekce. Predev§im se
jedna o infekce mocovych cest, zluCovych cest, infekce ran, endokarditidu a infekce v panevni
oblasti. Enterokoky jsou taktéz nozokomialni patogeny, negativné pusobici v ptipadé

dlouhodobého uzivani Sirokospektralnich antibiotik (Wanger et al. 2017).

3.2.1.2.1.1 Enterococcus faecium

Enterococcus faecium (Orla-Jensen, 1919) mize byt izolovan z potravin, prostfedi ¢i
traviciho traktu. Vyznamu nabyvéd jako nozokomidlni patogen s pfirozenou ¢i ziskanou
rezistenci vici nékterym antibiotikim, jako je naptiklad vankomycin (Klare et al. 2003).
Nekteré kmeny E. faecium, jako je E. faecium M74 a E. faecium SF-68, jsou pro své probiotické

ucinky pouzivany ve veterinarnich ptipravcich, jako je Cernivet (Hanchi et al. 2018).

3.2.1.3 Celed Streptococcaceae

Celed” Streptococcaceae je dalsim zastupcem tiidy Baccili, fadu Lactobacillales.
Zahrnuje rody Lactococcus, Lactovum a Streptococcus (Vos et al. 2011). Od roku 2017 je do
&eledi fazen také rod Floricoccus (Chuah et al. 2017). Celed’ sdruzuje grampozitivni, vej&ité ¢i
kulovité koky, které nevytvareji spory. Ve vztahu ke kysliku jsou fakultativné anaerobni a

k rtistu mohou vyzadovat oxid uhli¢ity (Vos et al. 2011).

3.2.1.3.1 Rod Streptococcus

Zastupci rodu Streptococcus se vyskytuji v paru ¢i usporadané do tetizkl. Prakticky
vSechny druhy jsou fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni, disponujici fermentativnim
metabolismem. Bakterie rodu Streptococcus patii mezi homofermentativni bakterie mlé¢ného
kvaSeni a pii fermentaci glukézy je dominantnim metabolitem mlécné kyselina. Pfi fermentaci
sacharidi miize minoritné vznikat i mravenc¢i a octova kyselina, mozna je vSak i produkce
etanolu. Krom¢ sacharida fermentuji také mucin. Optimalnim teplotou pro rust je 37 °C,
nicméné teplotni minimum a maximum se miize liSit v zavislosti na konkrétnim druhu.
Podminky pro optimalni rist bézn¢ zajist'uji komplexni média. Mnoho druhti tohoto rodu nalezi

mezi komenzalni mikroorganismy, jiné mohou byt vysoce patogenni (Vos et al. 2011)

3.2.1.3.1.1 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans (Clarke, 1924), se vyskytuje v parech nebo ve formé fetizkii o

kratké az stiedni délce. Za urcitych podminek muize vytvaret i kratké ty¢inky. Po anaerobni



kultivaci na krevnim agaru tvoii Sedé nebo bilé kolonie, které jsou nepravidelné ¢i kruhové.
V piipad¢ kultivace na agaru obsahujici sachar6zu vznikaji kolonie obklopené rozpustnymi
exopolysacharidy (Vos et al. 2011). S. mutans dosahuje optimalniho ristu v teplotnim rozmezi
od 35 do 37 °C, nicmén¢ miize rast i pii vySSich teplotach. Nejcastéji je izolovan z tstni dutiny
clovéka, konkrétné ze zubniho plaku. Izolovat jej vSak lze i z vykald. Je povazovan za patogenni
druh, ktery se podili pfedev§im na vzniku zubniho kazu. Jako oportunni patogen je vSak

spojovan i s infek¢ni endokarditidou (Hossain 2014).

3.2.1.3.1.2 Streptococcus sanguinis

Streptococcus sanguinis (White a Niven, 1946) miize mit bunky uspotfadané do kratkych
fetizkl ¢i part kokii. Optimalni teplotou pro rust je 37 °C. Jedna se o nepohyblivou bakterii,
ktera je izolovana pfedevsim z dutiny ustni, kde je primarnim kolonizatorem zubniho plaku. S.
sanguinis je primarné¢ komenzalnim druhem, nicméné je taktéz spojovan se vznikem zubnich
kazl a také infek¢ni endokarditidy a to v ptipad¢€, ze pronikne do krevniho obéhu (Hossain

2014).

3.2.1.3.1.3 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (Orla-Jensen, 1919) se vyskytuje v paru
nebo ve formé dlouhych fetizkli. Buiiky jsou vej€ité ¢i kulovité. Bakterie je schopna rastu i pfi
teploté 45 °C a preziva zahiev na teplotu 65 °C po dobu 30 minut (Vos et al. 2011). Pfirozené
se vyskytuje v mlé¢nych vyrobcich a je hojn€ pouzivan jako startovaci kultura pfi jejich vyrobg.
Spolecné s bakterii Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus je soucasti tzv. jogurtové
kultury (Uriot et al. 2017). Jako primarni produkt pifi fermentaci mléénych vyrobkl vznika
mlécna kyselina. Kromé mlééné kyseliny vznikaji i sekundarni metabolity jako je acetaldehyd
a exopolysacharidy, které ovliviiuji aroma a strukturu fermentovanych vyrobkii. Za urcitych
podminek fermentace mize dojit také ke vzniku mravencanu a octanu (Markakiou et al. 2020).

Ptesto, ze neni doposud spolehlivé objasnéno, zda tento druh je ¢i neni schopny
kolonizovat lidsky gastrointestinalni trakt, jsou popisovany jeho pozitivni u¢inky na lidsky
organismus. Piikladem je schopnost zlepSovat traveni laktéozy u jedinclt s laktézovou
intoleranci Ci produkce latek, snizujicich zanétlivou reakcei v intestinalni oblasti (Burton et al.

2017)
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3.2.1.4 Celed Lactobacillaceae

Celed Lactobacillaceae taktéz nalezi do tiidy Bacilli, fadu Lactobacillales. Zahrnuje
rody Lactobacillus, Paralactobacillus a Pediococcus (Vos et al. 2011). Nicméné v roce 2020
doslo ke kompletni reklasifikaci a do ¢eledi je nyni fazeno vice nez 23 rodii (Zheng et al. 2020).

Jednotlivy zastupci ¢eledi se 1i$i tvarem bunék, které mohou byt dlouhé, stihlé, zahnuté,
¢1 se miize jednat o kratké koryneformni kokobacily nebo kulovité buiiky. Spolecnym znakem
je tvorba fetizkl, vyjma zéastupct rodu Pediococcus, které vytvari pary nebo tetrady. Bakterie
nevytvareji spory, jsou grampozitivni, vybavené fermentacnim metabolismem (Vos et al.

2011).

3.2.1.4.1 Rod Lactobacillus

Jedna se o skupinu fakultativné anaerobnich bakterii, variabilnich tvart bun¢k. Druhy
rodu Lactobacillus, patii mezi bakterie mlééného kvaSeni, kde alesponi polovinu vytvofenych
uhlikatych produkti tvoti laktat, ktery neni obvykle dale fermentovan (Vos et al. 2011). Kromé
sacharidli fermentuji také 1,2-propandiol. Vyjma mlécné kyseliny je fermentaci produkovan
také acetat, etanol, oxid uhlic¢ity, formiat, propanol a propionat (Oliphant & Allen-Vercoe 2019)
Optimalni podminky pro rtist zahrnuji teplotu spadajici do teplotniho rozmezi 30 az 40 °C a pH
od 5,5 do 6,2. Zastupce tohoto rodu lze nalézt v mlécnych produktech, obilnych vyrobcich,
ovoci, nakladané zelening, silazi, vodé i pudé. U ¢lovéka i zvitat jsou soucasti mikrobiomu stiev
a dutiny ustni (Vos et al. 2011). U nékterych druhii rodu Lactobacillus bylo zjisténo, ze se
mohou, prostfednictvim produkce kyselin, podilet na postupu jiz existujicich zubnich kazi.

Jedna se naptiklad o L. brevis, L. casei, L. delbrueckii, L. paracasei ¢i L. rhamnosus (Ahirwar

etal. 2019).

3.2.1.4.1.1 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus (Hansen, 1968) je ty¢inkovita, nepohybliva, fakultativné
heterofermentativni bakterie. Vyskytuje se v mlénych vyrobcich a je soucasti traviciho traktu
Cloveéka. Jedna se o jednu z nejvice prozkoumanych probiotickych bakterii, kterd je schopna
ptezivat kyselé prostredi zaludku a plisobeni zlu€ovych kyselin. L. rhamnosus prokazatelné
chrani pfed infekcemi mocovych cest a je vyuzivan v terapii zanétlivych onemocnéni stiev

(Parian et al. 2018).



3.2.1.4.1.2 Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus johnsonii (Fujisawa, 1992) je obligatné¢ homofermentativni probioticka
bakterie, s buitkami tvaru dlouhych ¢i kratkych ty€inek. Vyskytuje se jednotlivé ¢i v parech,
nékdy v kratkych fetizkach. Je soucasti normalni intestindlni a vaginalni mikrobioty ¢lovéka

(Vos et al. 2011).

3.2.1.4.1.3 Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis (Orla-Jensen, 1919) je obligatné heterofermentativni, probioticka
bakterie. Builky tvaru tyCinek se vyskytuji samostatné nebo uspotfaddané do kratkych fetizki.
Pouziva se k vyrobé fermentovanych produkti, avSak za ur¢itych okolnosti miize i potraviny

znehodnocovat (Teixeira 2014).

3.2.1.4.1.4 Lactobacillus acidophilus

Obligatné homofermentativni Lactobacillus acidophilus (Moro, 1900) se vyskytuje
samostatné, v parech C¢i kratkych fetizkach. Jedna se o nepohyblivou ty¢inku se zaoblenymi
konci bunék. Bakterie miiZze byt izolovana z traviciho traktu ¢lovéka i zvirat, z Gstni dutiny a
pochvy. V potravindch se vyskytuje v mléénych vyrobcich, viné a kvasku. Jednd se o
probioticky druh s mnoha pozitivnimi UCinky, jako je prevence cestovatelskych a
novorozeneckych prijmi a snizeni gastrointestinalnich potizi u jedinct s lakt6zovou

intoleranci (Gopal 2011).

3.2.1.4.1.5 Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus

Lactobacillus  delbrueckii ssp bulgaricus (Orla-Jensen, 1919) je probioticka,
nepohyblivd tyCinka se zaoblenymi konci. Tato obligdtné homofermentativni bakterie,
fermentujici pouze nékteré sacharidy, je schopna riistu i pii 48-52 °C. Této vlastnosti se vyuziva

pii vyrobé jogurtli, mozzarelly ¢i ementalu. (Vos et al. 2011).

3.2.1.4.1.6 Lactobacillus casei

Lactobacillus casei (Orla-Jensen, 1916) je nepohybliva, probioticka bakterie se
zakulacenymi konci bunék. Bunky bakterie se mohou formovat v fetizky. Jednd se o
fakultativné heterofermentativni bakterii. Hexozy jsou konvertovany téméf vyhradné na
mlécnou kyselinu. Pent6zy jsou metabolizovany na mlé¢nou a octovou kyselinu. Bakterie se
vyskytuje v mléénych vyrobcich, silazi a lidském intestinalnim traktu. Taktéz je soucasti

mikrobioty dutiny tstni a pochvy (Gobbetti & Minervini 2014).
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3.2.1.4.1.7 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

Fakultativné heterofermentativni bakterie Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
(Collins, Phillips a Zanoni, 1989) je nepohybliva tycinka, vyskytujici se jednotlivé ¢i
v fetizkadch. MiZe byt izolovana z mlécnych produktl, odpadnich vod, silaZe a traviciho traktu

Cloveéka. Bakterie je vyuzivana jako probiotikum ¢i synbiotikum (Jones 2017).

3.2.2 Bacteroidetes

Bakterie, které patii do kmene Bacteroidetes se vyskytuji hojné v gastrointestindlnim
traktu. V 1 gramu stfevniho obsahu se nachazi az 10'! bungk. Kolonizace gastrointestindlniho
traktu bakteriemi Bacteroidetes zacind jiz u kojencli, nebot’ je jejich rist podporovan
nestravitelnymi oligosacharidy (Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014).

Kmen Bacteroidetes zahrnuje ctyfi tfidy: Bacteroidia, Cytophagia, Flavobacteria a
Sphingobacteria, z nichz nejpocetnéjsi je tfida Flavobacteria, ktera sdruzuje zhruba Ctytikrat
vice druhi nez ostatni tiidy. Mezi pocetné tady tohoto kmene patii Bacteroidales,

Flavobacteriales, Chitinophagales a Sphingobacteriales (Thomas et al. 2011).

3.2.2.1 Celed Bacteroidaceae

Celed’ Bacteroidaceae patii do tfidy Bacteroidia a fadu Bacteroidales. Zahrnuje rody
Acetofilamentum, Acetothermus, Bacteroides a Phocaeicola. Do ¢eledi patii rovné, anaerobni,

gramnegativni tyCinky, které nevytvareji spory (Trujillo et al. 2015).

3.2.2.1.1 Rod Bacteroides

Jedna se o skupinu obligatné anaerobnich, nepohyblivych bakterii tvaru ty¢inek se
zaoblenymi konci bun¢k. Bakterie vytvaii velkou kapsuli, ale nevytvari spory. Jsou
chemoorganotrofni, fermentujici sacharidy, proteiny a sukcinat. Produktem fermentace je 1,2-
propandiol, oxid uhli¢ity, vodik, etanol, propionat, formiat, sukcinat a acetat (Oliphant &
Allen-Vercoe 2019). Optimalniho rastu dosahuji pfi teploté 37 °C a pH blizicim se hodnot¢ 7.
Bakterie jsou béZnou soucasti lidského traviciho traktu ¢i Zenského pohlavniho Ustroji. Nekteti
zastupci mohou byt plvodci infekei, pfedevSim tedy v travicim traktu, jini mohou mit

probiotické vlastnosti (Parte et al. 2011).

3.2.2.1.1.1 Bacteroides thetaiotaomicron

Bacteroides thetaiotaomicron (Distaso, 1919), bakterie pleiomorfniho tvaru bunék, vyskytujici

se jednotlivé nebo v parech. Nékteré kmeny tohoto druhu mohou byt vybaveny kapsuli.



Bakterie je komenzalnim druhem intestinalniho mikrobiomu, nicméné se jedné i o oportunni
patogen (Parte et al. 2011). Pozitivni vyznam této bakterie spo¢iva v traveni polysacharidt a
glykani a v podpofe imunitniho systému hostitele. Bakterie taktéz produkuje organické
kyseliny s kratkym fetézcem, které mohou byt hostitelem vyuzity jako zdroj energie (Porter et
al. 2018). K patogennimu plsobeni dochazi, pokud se bakterie dostane mimo své pfirozené
prostiedi traviciho traktu. V takovém pifipadé mize dochdzet ke vzniku bakterenémie ¢i abscest

(Wexler 2007).

3.2.2.1.1.2 Bacteroides fragilis

Bacteroides fragilis (Veillon a Zuber, 1898) se vyskytuje jednotlivé nebo v parech
bunék. Bakterie vytvaii kapsuli. Je schopna ristu v teplotnim rozmezi od 25 do 45 ° C, pti pH
8,5, nicméné vétSina kment dosahuje rychlejSiho ristu pti hodnoté pH 7. Piestoze se jednd o
obligatn¢ anaerobni bakterii, jsou buiiky schopny pfezit vystaveni vzduchu az po dobu 8 hodin.
Tato Caste¢nd aerotolerance, spolu s produkci kapsularnich polysacharidi, které jsou odolné
vuci fagocytoze, patii mezi faktory zvySujici patogenitu. Enterotoxin, ktery nékteré kmeny této
bakterie také produkuje, ma mnoho patologickych uc¢inkii na buiiky stfevni sliznice. Tento
enterotoxin je spojovan s infekcemi v travicim traktu, jako je naptiklad apendicitida ¢i s infekei
peritonea a urogenitalniho traktu. B. fragilis vSak zistava primarn¢ komenzalnim druhem,

ktery je soucasti normalni stievni mikrobioty ¢loveka (Parte et al. 2011).

3.2.3 Actinobacteria

Kmen Actinobacteria se hojné vyskytuje v gastrointestindlnim traktu. Sdruzuje
grampozitivni bakterie, které nalezi do Sesti hlavnich tfid: Acidimicrobiia, Actinobacteria,
Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria a Thermoleophilia. Vyznamn4 je pedevsim tfida
Actinobacteria, do které nalezi tad Bifidobacteriales, ktery je, zejména srodem
Bifidobacterium, jednim z prvnich, osidlujicich gastrointestinalni trakt. DalSimi pocetnymi
rady, patficimi do tfidy Actinobacteria, jsou Actinomycetales a Corynebacteriales (Lawson

2018).

3.2.3.1 Celed Bifidobacteriaceae

v

Celed Bifidobacteriaceae nalezi do tadu Bifidobacteriales. Zahrnuje rody
Aeriscardovia, Alloscardovia, Bifidobacterium, Bombiscardovia, Galliscardovia, Gardnerella,
Neoscardovia, Parascardovia, Pseudoscardovia a Scardovia. Celed sdruzuje pleiomorfni

tyCinky, vyskytujici se jednotlivé nebo v mnohobunéénych fetézcich ¢i shlucich. Bunky
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nevytvari kapsule ani spory, jsou nepohyblivé a az na vyjimku grampozitivni. Jsou to pfevazné
anerobni bakterie, nicméné ne¢které druhy rodu Bifidobacterium mohou tolerovat kyslik, avSak

pouze za soucasné pritomnosti oxidu uhli¢itého (Biavati 2015).

3.2.3.1.1 Rod Bifidobacterium

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou az na vyjimky grampozitivni, striktné anaerobni ¢i
mikroaerofilni bakterie. Optimalniho ristu dosahuji v teplotnim rozmezi od 35 do 39 °C.
Bakterie jsou chemoorganotrofni a disponuji fermentativnim typem metabolismu. Pfi utilizaci
sacharidii dochdzi k tvorbé kyselin, predev§im octové, mlééné a mravenci kyseliny, ale ne
ke tvorbé plynu. Vyskytuji se u zvifat i1 lidi jako soucast pfirozené mikrobioty ve stievech a
v duting Ustni, nalézt je miizeme 1 v potravinach. Az na vyjimky, kterymi jsou napiiklad n¢které
bifidobakterie spojené se vznikem zubniho kazu, se nejedna o patogenni organismy (Dworkin
et al. 2006).

Zastupci tohoto rodu jsou povazovani za jedny z prvnich mikroorganismu, které osidlu;ji
lidsky travici trakt. Specialné B. longum, B. breve a B. bifidum byly identifikovany jako jedna
z dominantnich slozek stfevniho mikrobiomu u kojenych déti. Tyto druhy vcetné B.
adolescentis vykazuji probiotické u¢inky (Charalampopoulos & Rastall 2009). Probiotické
ucinky spocivaji napiiklad v podpofe zvySeni metabolické aktivity a imunitni odpovédi
epitelidlnich bunék ¢i potlaceni rastu koliformnich bakterii, produkujicich plyn. ZvySeny
vyskyt koliformnich bakterii v intestinalni oblasti novorozencii je predpokladem pro vznik

novorozeneckych kolik (Simone et al. 2014).

3.2.3.1.1.1 Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum (Tissier, 1900) je bakterie rozmanitych tvart, vyskytujici se ve
dvou biovarech: a a b. Biovar a pfevlada v travicim traktu dospé€lych jedinct, zatimco biovar b
prevlada v travicim traktu novorozenci. Jednotlivé varianty se od sebe liSi fermentaci
sacharidd, jako je sachar6za a maltoza. Ne¢které kmeny produkuji bakteriocin, bifidocin B, ktery
pusobi proti rozvoji patogennich grampozitivnich bakterii. Pro své probiotické ucinky je hojné

vyuzivana pii vyrob¢ fermentovanych mlécnych vyrobku (Parte et al. 2012).

3.2.3.1.1.2 Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium adolescentis (Reuter, 1963) je probioticky druh ptevladajici v travicim
traktu dospélych jedinct. Jsou zndmy Ctyfi biovary (a, b, e a d), liSici se sérologickymi

vlastnostmi a fermentaci manitolu a sorbitolu (Parte et al. 2012).



3.2.3.1.1.3 Bifidobacterium breve

Druh Bifidobacterium breve (Reuter, 1963) zahrnuje bakterie s nejtensimi a nejkratSimi
bunkami napfi¢ rodem Bifidobacterium. Tato probiotickd bakterie vykazuje imuno-stimulacni
ucinky a antimikrobidlni aktivitu vii¢i lidskym patogentim. Diky vyskytu v matetském mléce

dominantné osidluje travici trakt kojencii (Bozzi Cionci et al. 2018).

3.2.3.1.1.4 Bifidobacterium longum ssp. infantis

Bifidobacterium longum ssp. infantis (Reuter, 1963) je probioticka, ty¢inkovita bakterie,
osidlujici lidsky travici trakt. Pfevazuje v gastrointestindlnim traktu déti, kde tvoti az 90 %
mikrobioty. Toto Cislo se s v€kem snizuje az na piiblizné 3 % v dospélém veku (Kuslovic et al.

2020).

3.2.4 Proteobacteria

Kmen Proteobacteria je skupina gramnegativnich bakterii, kterd v gastrointestinalnim
traktu neni pfili§ hojnd, nebot tvoii asi 1 % celkové mikrobioty. Proteobacteria tvoii 5 tfid: alfa,
beta, gama, delta a epsilonproteobacteria. Pfevladajici skupinou je tfida Gammaproteobacteria,

s Celedi Enterobacteriaceae (Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014).

3.2.4.1 Celed Enterobacteriaceae

Celed  Enterobacteriaceae nalezi do tiidy Gammaproteobacteria a fadu
Enterobacteriales. Celed’ zahrnuje gramnegativni rovné ty¢inky, které jsou az na vyjimku
pohyblivé diky peritrichdznim bic¢ikim. Bakterie nevytvareji endospory a jsou schopné rastu
v pfitomnosti ¢i absenci kysliku. Jedna se o chemoorganotrofni bakterie, vybavené respiracnim
1 fermenta¢nim metabolismem (Garrity et al. 2007).

Mezi vyznamné rody ndlezici do celedi Enterobacteriaceae patii Escherichia,
Salmonella, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia, Shigella, Yersinia a dalsi

(Rock & Donnenberg 2014).

3.2.4.1.1 Rod Escherichia

Jednd se o skupinu aerobnich ¢i fakultativné anaerobnich, rovnych, cylindrickych
tyCinek, vyskytujicich se jednotlivé ¢i v parech. Neékteré druhy jsou schopny pohybu pomoci
peritrichdznich bi¢ikl, nékteré jsou nepohyblivé. Bakterie jsou chemoorganotrofni, disponujici
respiracnim 1 fermenta¢nim metabolismem. Optimélniho riistu dosahuji na médiich obsahujici

pepton, masovy extrakt a na McConkey agaru, nejcastéji pfi teploté 25-35 °C. Pti fermentaci

24



substratu tvofeném polyhydroxyalkoholy a sacharidy, naptiklad D-gluk6zou, ¢asto dochdzi ke

tvorbé kyselin a plynu (Garrity et al. 2007).

3.2.4.1.1.1 Escherichia coli

Pravdépodobné nejvyznamnéjSim druhem tohoto rodu je Escherichia coli. Jedna se o
fakultativné anaerobni druh, ktery se vyskytuje piedevs§im jako bézna soucast mikrobioty stfev
¢lovéka a homoiotermnich zvitat (Hancock et al. 2010). Bakterie rozklada proteiny a sacharidy
za vzniku acetatu, oxidu uhli¢itého, vodiku, etanolu, sukcinatu, mravenci a mlécné kyseliny.
Vznikat mize také 1,2-propandiol a 2,3-butandiol (Oliphant & Allen-Vercoe 2019). Nékteré
kmeny mohou zplisobovat mnoha, rtizn¢ zavazna onemocnéni, jako je infekce mocovych cest,
prijem ¢i meningitida, jini patii mezi kmeny probiotické (Hancock et al. 2010).

Mezi patogeny patii zastupci 6 kategorii: E. coli enteropatogenni (EPEC),
enterohemoragické (EHEC), enterotoxigenni (ETEC), enteroagregativni (EAEC),
enteroinvazivni (EIEC) a difuzn¢ adherentni (DAEC) (Kaper et al. 2004).

Naopak E. coli Nissle 1917 je diky svym antagonistickym u¢inkiim vaci patogennim
mikroorganismiim soucasti probiotickych preparatti, uzivanych hlavné pii onemocnéni stfev

(Cartwright 2003).

3.2.4.1.2 Rod Salmonella

Zastupci rodu Salmonella jsou fakultativné anaerobni, nesporulujici, rovné tyc¢inky.
Diky ptitomnosti bi¢ikli se jednd o pohyblivé organismy. Jsou vybaveny fermentativnim i
oxidativnim typem metabolismu. Pfi fermentaci sacharidii vznikaji kyseliny nebo kombinace
kyselin a plynu. Napfiklad monosacharid glukéza je fermentovan za vzniku mravencanu,
etanolu, acetatu ¢i laktatu. Bakterie jsou schopny rastu v teplotnim rozmezi od 7 do 48 °C,

s optimem pii 37 °C a pH 6,5-7,5 (Garrity et al. 2007).

3.2.4.1.2.1 Salmonella enterica subsp. enterica

Je zndmo pfinejmenSim 1443 sérovart bakterie Salmonella enterica subsp. enterica
(Kauffmann a Edwards, 1952), které obyvaji travici trakt ¢loveéka a teplokrevnych Zivocichi.
Mezi nejvyznamnéj$i z nich patii sérovar Enteritidis (Kauffman and Edwards, 1952) a sérovar
Typhimurium (Loeffler, 1892) (Garrity et al. 2007). S. Enteritidis osidluje travici trakt cloveka,
dritbeze a hlodavci a S. Typhimurium je souc¢asti mikrobioty ¢lovéka, dritbeze, prasat, skotu a

hlodavct (Dworkin et al. 2006).



Krom pfirozené¢ mikrobioty jsou oba sérovary intracelularnimi patogeny, zpisobujici
infekce. K infekcim dochdzi pfi poziti vice nez 50 000 bunék bakterii prostfednictvim
kontaminované potravy ¢i vody. Inkubacni doba je obvykle v rozmezi od 6 do 72 hodin. Mezi
projevy infekce patii akutni nastup horecky, bolesti bficha, prijmu, nevolnosti a zvraceni.
Konkrétng¢ S. Typhimurium je bakterie odolnd vici kyselému prostiedi zaludku, které
piekonava aktivaci acido-tolerantni odpovédi, diky které je schopna udrzovat pH vnitiniho
prostiedi na vysSich hodnotéach, nez je pH okolniho prostfedi (Fabrega & Vila 2013).

Zdrojem infekce S. Enteritidis jsou nejcastéji slepi¢i vejce, jejichZz obsah nebyl pro
konzumaci dostateéné tepelné opracovan. Ke vstupu bakterie do vajec dochazi jesté pired
vytvofenim skofapky prostfednictvim infekce ovarii driibeze. Proto jsou vejce zdrojem infekce
1 v ptipad¢é neporuSené skotapky. Na rozdil od ¢loveéka probihd infekce u drubeze vétSinou

asymptomaticky (Agron et al. 2001).

3.2.4.1.3 Rod Klebsiella

Jednd se o skupinu fakultativné anaerobnich, nepohyblivych, rovnych tycinek,
uspotfadanych jednotlivé, v parech ¢i do kratkych fetizkii. Buniky jsou obklopeny hydrofilni,
polysacharidovou kapsulou. Bakterie disponuji respira¢nim i fermenta¢nim metabolismem.
Glukéza je fermentovana za vzniku kyselin a plynti. Optimalni teplota pro rast je obvykle 30

az 37 °C (Garrity et al. 2007).

3.2.4.1.3.1 Klebsiella aerogenes

Klebsiella aerogenes (Hormaeche a Edwards, 1960) je béZnou soucasti traviciho traktu
clovéka, lze ji vSak nalézt i v moCovych ¢i dychacich cestach. Jeji genetické predispozice
k adaptaci na vnéj$i podminky a stres piispély k rozvoji rezistence této bakterie vici
antibiotikiim. K. aerogenes totiz vynika schopnosti pfizpusobovat svlij metabolismus rtiznym
prostiedim a hostitelim. Klinického vyznamu nabyvéa jako nozokomialni patogen, zplisobujici

infekei dychacich a mocovych cest (Davin-Regli 2015).

3.3 Vliv stravy na sloZeni mikrobiomu traviciho traktu

Strava je jednim z faktort, které vyznamnou mirou urcuji slozeni mikrobiomu a jeden
z mala, které je clovék schopen ovlivnit. Jak jiz bylo diskutovano v kapitole 3.1.1, vyznamny
vliv stravy na sloZeni mikrobiomu, se za¢inad projevovat jiz po porodu, nebot’ byly zjiStény

rozdily v uspotfadani mikrobiomu u déti kojenych matefskym mlékem a u déti krmenych

vvvvvv
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ovlivityjicim slozeni mikrobiomu. Vyssi pfijem ovoce a zeleniny a tedy i vlakniny, je obecné
spojovan s vy$§i rozmanitosti mikrobioty. U jedincl pfijimajicich velké mnozstvi
nerozpustnych sacharidi dochazi k narastu mikroorganismii metabolizujicich sacharidy, tedy
prevazné bakterie kmene Firmicutes. Naopak strava bohatd na zZivoc¢isné produkty vede ke
snizeni zastupct kmene Firmicutes a zvySeni podilu Bacteroidetes a Proteobacteria. V dnesni
dobé je konzumovéna piedevs§im strava bohatd na Zivoc¢isné bilkoviny, cukr, Skroby a chuda na
vlakninu. Konzumace této tzv. zapadni stravy vede ke zvySeni bakterii kmene Bacteroidetes
(Jandhyala et al. 2015).

Singh et al. (2017) udava, Ze stravou 1ze modifikovat pomér ve vyskytu dominantnich
kmenii. Dlouhodoba Spatnd Zivotosprava muze v extrémnich piipadech vést az ke vzniku
riznych onemocnéni. Napiiklad chronické onemocnéni, kterym je obezita, je spojovano se
zménou poméru mezi kmeny Bacteroidetes a Firmicutes, kdy byl u obéznich jedinct zjistén
vyrazn€ vyssi ndrast kmend Firmicutes. Gomes et al. (2018) tvrdi, ze vyssi vyskyt bakterii
kmene Firmicutes koreluje s vy$$im procentem télesné¢ho tuku a se zvySenym ziskem energie
Z potravy.

Kromé¢ zékladnich slozek, se v potravinach vyskytuji 1 pridatné latky, které dle
poslednich vyzkumi taktéz mohou ovliviiovat uspofddani mikrobiomu. Naptiklad benzoova
kyselina, pouzivana jako konzervant, snizuje podil bakterii mlééného kvaSeni a také podil
bakterii koliformnich. Mezi ptidatné latky patii 1 synteticka sladidla a cukerné alkoholy. I u

nich je predpokladan Gcinek na usporadani mikrobioty (Gultekin et al. 2019).

3.4 Synteticka sladidla

Synteticka sladidla ptedstavuji skupinu sladce chutnajicich sloucenin, jez po poziti
v podstaté neptispivaji energetickou hodnotou. Synteticka sladidla jsou ¢asto nazyvana jako
nenutri¢ni, nizkokaloricka ¢i nekalorickd. Tento druh sladidel se vyznacuje vysokou intenzitou
sladivosti, kterd mize byt v porovnani s cukrem az 11000krat vyss$i. Z tohoto ditvodu jsou
pfidavany do ndpojl a potravin ve velice malé koncentraci. Synteticka sladidla jsou definovana
jako potravinova aditiva, a proto je jejich pouzivani upraveno legislativou. Pouzivani umélych
sladidel se za posledni desetileti dramaticky zvysilo. Nejpouzivanéjsim umélym sladidlem je
sukraloza, jez davno piedstihla aspartam, ktery byl na trhu dominantni. Mezi vyrobky slazené
umélymi sladidly patii predevsim dietni napoje, jogurty, zvykacky, mrazené dezerty, pekaiské
vyrobky, cerealie a cukraiské vyrobky. Sladidla se navzdjem odliSuji chutovym profilem,

fyzikéalnimi a chemickymi vlastnostmi, a proto se jejich pouziti rizni (Goran et al. 2014).



3.4.1 Acesulfam K

Acesulfam K je bily krystalicky prasek. Po chemické strance se jedna o draselnou siil
(viz Obrazek 1), se systematickym nazvem 6-methyl-2,2-dioxo-2H-1,216,3-oxathiazin-4-olat
draselny. Acesulfam K je dnes sou¢asti mnoha potravin, napoji, ptipravkl pro Gstni hygienu ¢i
farmaceutickych  produkti. Casto je kombinovan sjinymi sladidly (pfedeviim
s aspartamem), aby bylo docileno ideélni sladké chuti dané¢ho produktu. Je pfidavan do vyrobku
pro diabetiky, jako jsou cukrovinky, pudinky, konzervy a pecivo. JelikoZz se jedna o potravinové
aditivum, je na obalech znacen jako E950 (Barclay et al. 2014).

Komeréné je proddvan pod nazvem Sunette, Sweet One nebo Swiss Sweet (Newton

2009).

Obrazek 1 Acesulfam K
3.4.2 Aspartam

Aspartam je methylester dvou aminokyselin - fenylalaninu a kyseliny asparagové (viz
Obrazek 2). Jeho syntéza probihé za pouziti L enantiomeru fenylalaninu (Myers 2007).

Aspartam se jako umélé sladidlo proddva pod nazvem NutraSweet ¢i Equal.
Potravinovy prumysl jej pouziva ptedevsim v dietnich népojich, kde z divodu jeho toxicity pro
jedince s fenylketonurii musi byt jeho pfitomnost oznaCena. Aspartam je teplotné nestaly.
Zahtivanim se aspartam rozklada na vychozi slouceniny a ztréaci tak svou sladkou chut’. Proto
nemiize byt pridavan do pekaiskych vyrobkli (McGuire & Beerman 2012).

V Evropé je aspartam schvdlen téz jako potravinové aditivum a na obalech se znaci

kodem E 951 (Barclay et al. 2014).
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Obrazek 2 Aspartam
3.4.3 Sukraléza

Sukraloza je bily krystalicky prasek se sumarnim vzorcem Ci2H19C130g (viz Obrazek
3), vysoce rozpustny ve vod¢ a ethanolu. Po chemické strance se jednd o substituovany
disacharid. M4 piijemnou sladkou chut, podobnou sacharéze. Sukraldza se vyrabi selektivni
chloraci v pozici 1 a 6 molekuly fruktézy a v pozici 4 molekuly glukozy. Chlorace zptsobuje
vyssi odolnost glykosidické vazby viici kyselé a enzymatické hydrolyze. Odolnost glykosidické
vazby je také diivodem neschopnosti lidského téla metabolizovat sukraldzu jako zdroj energie.
Je vysoce teplotné stabilni, ptidava se do pekatskych vyrobki, napoji a dietnich potravin
(O’Brien-Nabors 2016).

Na trhu se prodava pod obchodnim ndzvem Splenda a na obalech potravin se jeji

pritomnost znaci kodem E 955 (Barclay et al. 2014).

HO

HO

Obrazek 3 Sukraléza
3.4.4 Sacharin

Sacharin je bila pevna krystalicka latka se sumarnim vzorcem C7HsNOs3S. Po chemické
strance se jedna o imid 2-sulfobenzoové kyseliny (viz Obrazek 4). Je teplotné stabilni a
chemicky nereaguje s ostatnimi potravinovymi ingrediencemi. Sacharin Ize syntetizovat
prvotni reakci mezi toluenem a chlorsulfonovou kyselinou, pfi které vznika sulfonamid. Jeho

oxidaci vznika kyselina benzoova, jejimz zahiivdnim vznikd cyklicky imid. Pfi pouziti



sacharinu ve vysSich koncentracich se objevuje hotka, az kovova pachut, a proto je
kombinovéan s jinymi sladidly (Okoduwa et al. 2013).

Sacharin je dnes schvalen jako potravinové aditivum ve vice nez 100 zemich svéta. Na
obalech potravin je zna¢en kodem E 954 a komer¢né se vyrabi pod ndzvem Sweet’N Low nebo
Sugar Twin. Pfidavad se do napoji, marmeldd, salatovych dresinki, sterilované zeleniny

a cukrovinek (Barclay et al. 2014).

Obrazek 4 Sacharin

3.5 Cukerné alkoholy

Cukerné alkoholy jsou slouceniny ziskané redukci aldo a keto skupin cukrii na
hydroxylové skupiny. Cukerné alkoholy jsou také oznacCovany jako polyoly, polyalkoholy ¢i
vicesytné alkoholy. Nekteré z polyoli se piirozené vyskytuji v mnoha druzich ovoce a zeleniny,
nicméné pro potravinaiské odvétvi jsou vyrdbény primyslové katalytickou hydrogenaci ¢i
fermentaci. Cukerné alkoholy svymi chemickymi, fyzikalnimi a biologickymi vlastnostmi
piipominaji cukry. Z tohoto diivodu se nékteré z nich pouzivaji jako nahrazky cukru, nebot
sladce chutnaji a mohou mit i niz$i kalorickou hodnotu. Kromé nizsi kalorické hodnoty také jen
zanedbatelné ovliviiuji hladinu krevniho cukru (deMan et al. 2018).

Ze skupiny cukernych alkoholii byl pro vyzkum vybran erythritol, izomalt, sorbitol a
xylitol.

3.5.1 Erythritol

Erythritol je sladidlem ze skupiny cukernych alkoholl. Vyskytuje se pfirozené
v nékterych druzich ovoce a fermentovanych potravinach. Vyrabén je priimyslové fermentaci
glukozy. V nékterych statech, jako je Japonsko nebo stity Evropské Unie, mlze byt jeho
kaloricka hodnota redukovana na 0 kcal/g. Jeho sladivost se rovna asi 60 % sladivosti sachardzy
(Tiefenbacher 2017).

Erythritol je acyklicky cukerny alkohol tvofeny Ctyfmi uhliky, z nichz kazdy nese

hydroxylovou skupinu (viz Obrazek 5). Jedna se o achiralni molekulu bez optické rotace. Je to

30



bila krystalicka latka bez zapachu, ktera nepouta a neudrzuje vzdusnou vlhkost. Erythritol je
pouzivan jako nizkokalorické sladidlo v mléénych produktech, zmrzlinadch, pudincich,
bonbonech a cerealnich tyCinkach, kde nahrazuje cukr. V dietnich vyrobcich mize byt
kombinovén 1 s jinymi sladidly, pfedevSim s aspartamem a acesulfamem K. Je pfidavan do
zvykacek a bonboni, nebot’ stejné jako xylitol evokuje v tstech chladivy pocit. Erythritol také
zvySuje stabilitu vyrobkt pti peceni a prodluzuje skladovatelnost (Varzakas et al. 2012).

Jako potravinové aditivum nese oznaceni E 968 (Tiefenbacher 2017).

H O//l/
e OH
OH
HO
Obrazek 5 Erythritol

3.5.2 Izomalt

Izomalt je cukerny alkohol odvozeny od sachardzy se sumarnim vzorcem Ci2H24011
(viz Obrazek 6). Je tvofen ekvimolarnim mnozstvim 2 izomerl oznacovanych jako gluko-
manitol a gluko-sorbitol. Jedna se o bily nehygroskopicky prasek, ktery vynika svou tepelnou
stabilitou a rezistenci vii¢i chemické degradaci, ktera je pfisuzovana stabilni glykosidické vazbé
(McNutt & Sentko 2003).

Ma cistou, sladkou chut’ podobnou sacharoze, ptitom dosahuje pouze 45% az 60%
sladivosti v porovnani s cukrem. Casto je pouzivan ve smési riiznych sladidel, nebot ma
schopnost tlumit kovovou pfichut’ nékterych z nich. Izomalt zvySuje glykémii jen velmi malo,
a proto je vhodnou néhradou sachar6zy pro diabetiky. Kalorickda hodnota dosahuje pouze 2
kcal/g. Pro své vlastnosti je pouzivan jako nahrazka cukru nejen v potravinach, ale i ve
farmaceutickém primyslu. Izomalt je nejcastéji soucasti zvykacek, bonbonii a cokolad. Jako
pridatna latka je na obalech potravin znac¢en jako E 953 (Mitchell 2008).

V potravindich ma ulohu protispékavé latky, objemového a glazovaciho Ccinidla,

stabilizatoru a zahust'ovadla (McNutt & Sentko 2003).
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Obrazek 6 Izomalt
3.5.3 Sorbitol

Sorbitol je cukerny alkohol hexitolové fady se Sesti uhliky a Sesti hydroxylovymi skupinami
(viz Obrazek 7). Je vyrabén katalytickou hydrogenaci glukézy, pii které vznikd i malé mnozstvi
mannitolu, coz je dalsi alkoholicky cukr hexitolové fady. Pfirozené je sorbitol formovéan
v listech a ovoci jako meziprodukt syntézy Skrobu, celulozy, sorbozy ¢i vitaminu C. Nachazi
se predevsim ve Svestkach, hruskach a broskvich. Ve formé prasku se sorbitol uplatituje jako
sladidlo v potravindch pro diabetiky, zvykackach a ¢okolad¢. Sorbitolovy sirup se vyuziva jako
stabilizator vlhkosti v cukrafskych vyrobcich, majonézach a dresincich, rybich produktech,
kandovaném ovoci a zmrzlinach. Sirup se pouzivd v 5-10% koncentraci, zatimco praSkovy
v 10-100% koncentraci (Varzakas et al. 2012).

Prestoze se piirozené¢ vyskytuje v mnoha druzich ovoce, je komeréné vyrabén
z kukufice, pSenice, brambor a tapioky. Sorbitol dosahuje asi 60% sladivosti sacharozy a je
pouzivan jako ndhrazka cukru v redukénich dietach a diabetickych vyrobcich (Barclay et al.
2014)

Sorbitol je potravinovym aditivem a na obalech vyrobkli nese oznaceni E 420

(Tiefenbacher 2017).

Obrazek 7 Sorbitol

3.54 Xylitol

Xylitol je cukerny alkohol pentitolové fady, majici pét uhlikd a pét hydroxylovych
skupin (viz Obrazek 8). Nékterymi vlastnostmi, jako je naptiklad sladivost, se podoba
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sachardze, a proto je Casto pouzivan jako jeji nahrazka. Jedna se o pfirodni produkt, ktery je
denné pfijiman v pomérné malém mnozstvi. Xylitol je pfirozenou soucasti vesSkerého
rostlinného materidlu. Nejvice xylitolu se nachazi ve Svestkach, jahodach a kvétdku, kde
dosahuje mnozstvi az 1,0 g na 100 gramt suSiny. Jelikoz se volny xylitol v pfirodé vyskytuje
v malém mnozstvi, je vyrabén primyslové z rostlinnych materialti bohatych na xylany. Xylany
jsou v prvnim kroku hydrolyzovany na xylozu, jejiz naslednou redukci vznika Cisty krystalicky
xylitol. Krystalicky xylitol byl poprvé pfipraven v roce 1942, nicméné tato latka byla chemikim
znama piinejmensim od roku 1890. Navzdory jeho dlouhé historii v organické chemii, je dnes
povazovan za nové¢ piichozi latku, kterd mé perspektivu v mediciné a ve vyzivé. Xylitol ma
stejné jako dal§i acyklické polyoly dvé identické CH>OH skupiny a neosahuje Zadnou
karbonylovou skupinu, diky ¢emuz je stabilnéj$i a nevstupuje do Maillardovych reakci
(Mikinen 2013).

Xylitol byl pouzivan jiz béhem druhé svétové valky, kdy slouzil jako ndhrada sachardzy,
jejiz dostupnost byla velice nizka. V tomto obdobi byl ziskdvan ptfedevsim z btizy. Dnes je
sladidlem uréenym zejména pro diabetiky, nebot’ ma jen minimalni efekt na hladinu krevniho
cukru. Pro jeho antikariogenni Uc¢inky (zabranujici rozvoji zubniho kazu) se ptidava do
zvykacek, ale i bonbond. (Khan & Hooser 2012).

V Evropé byl xylitol schvalen jako potravinové aditivum s oznacenim E 967

(Tiefenbacher 2017).

OH

HO OH
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Obrizek 8 Xylitol
3.6 Biochemické testy

Biochemické testy slouzi k testovani biochemického potencidlu mikroorganismil za
ucelem jejich identifikace a charakterizace. Principem téchto testli je rozdilna schopnost
bakterii metabolizovat rizné substraty. Tato schopnost se odviji od enzymové vybavy dané¢ho
mikroorganismu a miize slouzit jako charakteristicky nebo doprovodny znak pro identifikaci
(Ochei & Kolhatkar 2000).

Jednim ze zékladnich typi biochemickych testl jsou testy vyuzivajici substraty jako

zdroje uhliku. Principem téchto testii je pouziti média bez zdroje uhliku, ve kterém bakterie



nejsou schopny rastu, a jeho doplnéni o jeden samostatny substrat, ktery mé byt testovan. Tento
substrat pak ptfedstavuje jediny zdroj uhliku, tedy jediny zdroj energie. V piipadé, Ze je dany
substrat metabolizovan, jeho degradace se projevi barevnou zménou indikatoru. Nartst kultury
je také doprovazen zvySenim optické denzity, tedy tvorbou zékalu (Ford 2019)

Test vyuziti substratu jako zdroje uhliku je podstatou experimentu diplomové prace.

K tomuto testu byla vyuzita metoda Analytical profile index (API) od spole¢nosti bioMérieux.

3.6.1 API identifikacni systém

Analytical profile index (API) testy umoziuji stanoveni nékolika biochemickych reakci
soucasné (Delost 2020). API testy byly vyvinuty pro identifikaci gramnegativnich i
grampozitivnich bakterii a kvasinek. Obvykle jsou ve form¢ miniaturizovanych kitl, které
obsahuji 20 az 50 biochemickych testh. Pi1 utilizaci substratii testovanym mikroorganismem
nejcastéji dochazi k produkei kyselin. Produkované kyseliny vyvolaji snizeni pH média, které
je detekovano barevnou zménou indikatoru, obsazeného v médiu. Ziskané vysledky testu pak
slouzi k identifikaci nebo k dotvareni biochemického profilu testovaného mikroorganismu

(Ford 2019).

3.6.2 Acidobazické indikatory

Acidobazické indikatory jsou slabé kyseliny nebo zésady, které informuji o zméné pH
prostiedi, a to na zéklad¢ barevné zmény. Barevna zména je pak dana dvéma tautomernimi
formami indikétoru, z nichz jedna je disociovand a druha nedisociovana. Obé formy se lisi
zbarvenim a hodnotami pH pfi kterych se uplatiiuji. Disociovana forma dominuje v kyselejSim
pH a nedisociovana pii zasaditém pH (Kotyk & Slavik 2020).

V této praci byly jako acidobazické indikatory pouzity fenolova Cerven a bromkresolova
violet'.

Fenolova cerven a bromkresolovd violet nélezi do skupiny sulfonftaleinovych
indikatort. Tento typ indikator( je stale vice pouzivan, a to diky jejich vyrazné barevné zméné
a intenzité. Fenolova Cerven, chemicky fenolsulfonftalein, je acidobazicky indikator, u kterého
dochazi k barevné zméné mezi hodnotami pH 6,4-8,2. Cim vyssi je pH, tim je barva ¢ervengjsi
(viz Obrazek 9). Naopak smérem k niz§im hodnotdm pH je patrné Zloutnuti. Jedna se o tmavé
cerveny az hnédy krystalicky prasek, dobte rozpustny v alkoholu, ale malo rozpustny ve vodé.
Bromkresolova violet, tedy 5,5-dibrom-o-kresolsulfonftalein, je indikator, jehoz barevna
zména mezi fialovou a Zlutou je patrnd v rozmezi hodnot pH 5,2-6,8. Bromkresolovéa violet’ se

vyskytuje ve formé oranzovo-zlutého nebo cihlového prasku, ktery je dobfe rozpustny
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v alkoholu a v fedénych roztocich alkalickych hydroxidd, ale Spatn€ rozpustny ve vodé (Bishop
2013).

Obriazek 9 Rozsah pH acidobazickych indikatoru, A: fenolova ¢erveii, B: bromkresolova violet’



4 Material a metody

V experimentalni ¢asti byla testovana schopnost bakterii utilizovat syntetické sladidla a
cukerné alkoholy, v tekutém API médiu v in vitro podminkdch. Pfi vyzkumu byla pouzita
sladidla, ktera jsou béznou soucasti potravin, kde slouzi jako nahrazka sachardzy. Jako
experimentalni organismy byly vybrany bakterie, které jsou pfirozenou soucasti mikrobioty
traviciho traktu a Ustni dutiny ¢lovéka. Abychom zjistili, zda se jedna o druhové ¢i kmenové

specifickou vlastnost, bylo u nékterych druhii testovano vice kment.

4.1 Substraty

V experimentalni ¢asti bylo testovano 8 substratli: aspartam, acesulfam K, sukraldza,
sacharin, izomalt, sorbitol, xylitol a erythritol (viz Obrazek 10). VSechny pouzité substraty byly

dodany v sypké formé&, o 100% chemickeé Cistoté, jez byla uvedena vyrobcem na obalu.

Obrazek 10 Pouzité substraty

4.2 Seznam testovanych kmeni

Experimentalni organismy byly rozdéleny na zéklad¢ taxonomické pftislusnosti do
kment Firmicutes (Tabulka 1), Bacteroidetes (Tabulka 2), Proteobacteria (Tabulka 3) a
Actinobacteria (Tabulka 4).
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Tabulka 1 Seznam bakterii kmene Firmicutes

Firmicutes

Bakterie Pivod
Clostridium butyricum , ,
DSMZ 10702 sbirkovy kmen
Clostridium difficile , ,
CCM 3593 sbirkovy kmen
Clostridium perfringens , ,
DSMZ 11778 sbirkovy kmen
Clostridium ramosum sbirkov( kmen
DSMZ 1402 y
Enterococcus faecium , ,
CCM 6226 sbirkovy kmen
Lactobacillus acidophilus . ,
DSMZ 20079 sbirkovy kmen
Lactobacillus brevis shirkovy kmen
CCM 3805 v
Lactobacillus casei sbirkovy kmen
DSMZ 20011 y
Lactobacillus delbrueckii ssp. , " -
bulgaricus Milcom 40 sbirka spole¢nosti Milcom
Lactobacillus Johnsonii sbirkov( kmen
DSMZ 10533 y
Lactobacillus paracasei ssp. sbirkov( kmen
paracasei vy
Lactobacillus rhamnosus . . P
Milcom 598 sbirka spolec¢nosti Milcom
Streptococcus mutans . ,
CCM 7409 sbirkovy kmen
Streptococcus sanguinis , ,
CCM 4047 sbirkovy kmen
Streptococcus thermophilus , " -
Milcom 55 sbirka spole¢nosti Milcom

ATCC- Americka sbirka typovych kultur
CCM- Ceska sbirka mikroorganismu
DSMZ- Némecka sbirka pro mikroorganismy a bunécné kultury

Tabulka 2 Seznam bakterii kmene Bacteroidetes

Bacteroidetes
Bakterie Puvod
Bacteroides thetaiotaomicron shirkovy kmen
ATCC 29741 vy
Bacteroides fragilis , ,
ATCC 25285 sbirkovy kmen

ATCC- Americka sbirka typovych kultur



Tabulka 3 Seznam bakterii kmene Proteobacteria

Proteobacteria

Bakterie Puvod
Escherichia coli shirkovy kmen
CCM 2024 vy
Escherichia coli sbirkov( kmen
ATCC 25922 Y
Escherichia coli D izolat z traV1cV1h0 ‘Eraktu dospé€lého

¢lovéka

Escherichia coli Nissle 1917 probioticky preparat

Escherichia coli 045

sbirka mikroorganismii
Mikrobiologického ustavu AV CR

Klebsiella aerogenes
CCM 7797

sbirkovy kmen

Salmonella enterica sérovar
Enteritidis ATCC 13076

sbirkovy kmen

Salmonella enterica sérovar
Typhimurium LT2

sbirka mikroorganismu
Mikrobiologického tstavu AV CR

Salmonella sp. M

izolat z mletého masa

ATCC- Americka sbirka typovych kultur

CCM- Ceska sbirka mikroorganismu

Tabulka 4 Seznam bakterii kmene Actinobacteria

Actinobacteria

Bakterie

Puvod

Bifidobacterium adolescentis
DSMZ 20083

sbirkovy kmen

Bifidobacterium bifidum
DSMZ 20082

sbirkovy kmen

Bifidobacterium bifidum
DSMZ 20215

sbirkovy kmen

Bifidobacterium bifidum
DSMZ 20239

sbirkovy kmen

Bifidobacterium breve
ATCC 15700

sbirkovy kmen

Bifidobacterium longum ssp.
infantis DSMZ 20088

sbirkovy kmen

ATCC- Americka sbirka typovych kultur
DSMZ- Némecka sbirka pro mikroorganismy a bunécné kultury

4.3 Oziveni lyofilizovanych kultur

Ozivovany byly kmeny S. mutans a S. sanguinis. Vialka s lyofilizovanou kulturou (viz
Obrazek 11) byla nahtata nad plamenem kahanu a nasledn¢ zchlazena sterilnim fyziologickym

roztokem, ptfedem pfipravenym v injekcni stiikacce. Vlivem zmény teplot doslo k rozbiti skla
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vialky. Sterilni pinzetou byla odstranéna kryci vata, pelet byl rozmichén v 1 ml ptislusného
média (dle pokynt sbirky) pomoci sterilni stfikacky a 0,4 ml bylo pfevedeno do penicilinky s 9

ml stejného kultivaéniho média.

Obriazek 11 Lyofilizovana kultura

Kapka kultury byla nanesena také na ptfedem piipravené agarové plotny a rozetfena
sterilni mikrobiologickou klickou. Petriho misky byly kultivovany dnem vzhiru, aby bylo
zabranéno kondenzaci vody. Kultivace probihala v anaerobnich podminkach pfi teploté 37 °C

po dobu 48 hodin.

4.4 Priprava kultur pro experiment

Pro experiment byly pouzity ¢erstvé narostlé kultury, kultivované ve Wilkins-Chalgren
bujonu (Oxoid) obohaceném o sojovy pepton (5 g/l), cystein (0,5 g/l) a Tween 80 (1 ml/l).
Médium bylo ptipravené metodou podle Hungate (1969) a sterilovano v autoklavu pii 121 °C
15 min. Kultivace probihala pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

Po uplynuti doby kultivace byla mikroskopicky (Nikon Instruments Europe B. V)

ovéfena Cistota (viz Obrazek 12).

Obrazek 12 Ovéreni ¢istoty kultur

Nasledné bylo 5 ml kultury odebrano sterilni sttikackou a pfevedeno do centrifugacni
zkumavky Eppendorf. Kultury byly odstfedény pii 12 000 otackach po dobu 2 minut.
Ze zkumavek byl poté slit supernatant a pelet byl resuspendovan v 5 ml ptislusného API média
bez substratu pomoci vortexu. Takto pfipravené suspenze byly pouzity k inokulaci

experimentu.



4.5 Priprava substrati a médii

Pro kultivaci bakterii byla pouzita tekutda API média (viz Obrazek 13), jejichz slozeni se
lisilo v zavislosti na druhu. Média byla ptipravena dle receptu, ktery uvadi vyrobce komer¢nich
API médii, bioMérieux. Slozeni jednotlivych médii a seznam bakterii, pro které byla pouzita,
jsou uvedeny v Tabulce 5.

Médium API 50 CHL a API 20 A byly piipraveny anaerobné. V médiu API 50 CHL byl
indikator bromkresolova violet’ v ptipad¢ bakterii B. bifidum DSMZ 20215, B. bifidum DSMZ
20239, B. longum ssp. infantis, B. fragilis, B. thetaiotaomicron, L. acidophilus, L. brevis, L.
casei a L. delbrueckii ssp. bulgaricus nahrazen fenolovou Cerveni, kterd reaguje barevnou

zménou pii vysSim pH.

Obriazek 13 Média A - API 50 CHB/E, B - API1 50 CHL, C - API120 A

Pro piipravu API médii byly vSechny slozky pifevedeny do destilované vody a
ponechany cca 10 — 20 minut povafit, aby doSlo k jejich Gplnému rozpusténi. Nasledné byla
ovéiena hodnota pH pomoci pH papirkd. V ptipadé potteby bylo pH upraveno ptidavkem 1M
roztoku NaOH na pozadovanou hodnotu. VSechny substrity byly v médiu obsazeny v
koncentraci 1,5 g/l a vyjma aspartamu, pfiddny do média spolecné s ostatnimi slozkami.

Po mirném vychladnuti byla média ddvkovana po 9 ml do vialek pomoci automatické
pipety. Do ¢asti vialek bylo davkovano samostatné API médium bez substratu, pro pozdéjsi
aplikaci roztoku aspartamu, pfipravu pozitivni a negativni kontroly a pro pfipravu bakterialni
suspenze. Vialky urcené pro kultivaci anaerobnich mikroorganismt byly umistény na 10 minut
do vodni lazné o teploté blizici se bodu varu a nasledné syceny/probublany oxidem uhli¢itym
Vsechny vialky pak byly uzavieny pryZovou zatkou a pertlovacim vickem, které mélo pro
kazdy substrat jinou barvu ¢i bylo vybaveno rozliSovacim symbolem, a sterilovany v autoklavu
15 min pfi 121 °C.

Pro ptfipravu vialek s aspartamem byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 1,5g/1. X

gramul aspartamu bylo smichdno v x ml destilované vody a homogenizovano v ultrazvukové
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lazni. Takto pfipraveny zasobni roztok byl poté sterilovan prostfednictvim membranového
filtru (Roth, PES, sterile) (viz Obrazek 14), o velikosti pért 0,22 mikrometru a davkovan do
vialek s médiem bez substratu v mnozstvi 0,1 ml pro dosazeni pozadované koncentrace

aspartamu 1,5 g/l média.

Obrazek 14 Membranovy filtr

Pro pfipravu pozitivni kontroly byl pfipraven zdsobni roztok glukdézy a to totoznym
zpusobem, ktery byl pouzit pii piipravé zasobniho roztoku aspartamu. Pfipraveny roztok byl
aplikovan také v mnozstvi 0,1 ml do vialek se samostatnym médiem. Jako negativni kontrola
byly pouzity zbylé vialky s médiem bez substratu.

Vialky byly v nésledujicim kroku inokulovany 0,3 ml pfipravené bakterialni suspenze a
kultivovany pfi teploté 37 °C 48 hodin.

Veskeré experimenty byly uskutecnény ve 3 opakovanich a hodnoceny po 24 a 48
hodinach kultivace. V pfipadé zjisténi narGstu kultur, byla znovu mikroskopicky ovéfena
morfologie bun€k, aby bylo vylouc¢eno pomnozeni, tedy ptfipadna kontaminace. Pro kontrolu

bylo také u vybranych kultur zméteno vysledné pH supernatantu pomoci pH papirki.



Tabulka 5 SloZeni API médii

Médium SloZeni Rody

Siran amonny 2 g

Kvasni¢ny extrakt 0,5 g

Trypton 1 g Escherichia
Hydrogen fosforecnan disodny 3,22 g Enterococcus
API 50 CHB/E Dihydrogen fosfore¢nan draselny 0,12 g Kiebsiella
: Salmonella

*Trace elements 10 ml Streptococcocus

Fenolova ¢erven 0,17 g

Destilovana voda 1000 ml
pH 7,4-7,8

Polypepton 10 g

Kvasni¢ny extrakt 5 g

Tween 80 1 ml

Hydrogenfosfore¢nan draselny 2 g

Octan sodny 5 g Bacteroides

API 50 CH/L Citronan amonny 2 g Bifidobacterium
Lactobacillus

Siran hotecnaty 0,20 g

Siran manganaty 0,05 g

Bromkresolova violet/Fenolova ¢erven 0,17 g

Destilovana voda 1000 ml
pH 6,7-7,1

Trypticase 5 g
Kvasni¢ny extrakt 5 g
Chlorid sodny 2,5 g
L-tryptofan 0,2 g
L-cystein 0,4 g
API 20 A Hemin 0,005 g Clostridium
Vitamin K1 0,01 g
Sulfid sodny 0,1 g
Fenolova Cerven 0,17 g
Destilovana voda 1000 ml
pH 6,9-7,3

*Slozky trace elements solution uvedené na 1 1:
H3BO3 2860 mg
MnCl; - 4 H20 1810 mg
ZnS0O4 - 7H20 222 mg
Na;MoO4 - 2 H20 390 mg
CuSO4 - 5 H20 79 mg
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5 Vysledky

Vyhodnoceni experimentu bylo provadéno vizudlné. Podstatou bylo hodnoceni barevné
zmény indikdtoru a optické denzity (viz Obrazek 15), které vypovidaji o schopnosti rtstu
konkrétniho bakterialniho kmene v pfitomnosti testovaného substratu a jeho vyuziti jako zdroje

energie. Intenzita barevné zmény indikatoru také vypovida o pH vyslednych metaboliti.

¥ — ——— o — p—,

Obriazek 15 Zména barvy média (A: negativni kontrola, B: kultura+substrat, C: pozitivni kontrola

K hodnoceni zmény denzity média byla pouzita McFarlandova stupnice (bioMérieux).
Kazdému stupni McFarlandovy stupnice pak odpovida urcity pocet bunék, tedy kolonii
tvorticich jednotek (KTJ). Nésledujici Tabulka 6 udava primérny pocet bunck v jednotlivych
referen¢nich zkumavkach.

Tabulka 6 McFarlandova stupnice (Sutton 2011)

Stupeii zdkalu | KTJ (x10%ml)
0,5 <300
1 300
600
900
1200
1500

OB W N

Zakal 0,5 az 2 byl povazovan za slaby narast, zdkal 3 za stfedni nartist a zédkal 4 a 5
predstavoval intenzivni narast bakterii. Pii vyhodnoceni byl pouze intenzivni nartst povazovan

za potvrzeni skute¢ného vyuziti danych substrati k ristu.

5.1 Vyhodnoceni vysledku

Vyuziti substratl jednotlivymi bakteriemi kmene Firmicutes a Bacteroidetes po 24 a 48
hodinach kultivace zobrazuje Tabulka 7. Z vysledki je patrné, Ze ze vSech testovanych zastupct
kmene Firmicutes dosahly nejrychlejsiho ristu bakterie CIl. butyricum, Cl. perfringens, E.
faecium a také n€kteti zastupci rodu Lactobacillus, konkrétné L. brevis, L. casei, L. bulgaricus,

L. paracasei a L. rhamnosus. Uvedené bakterie dokdzaly vyuzit vSechny testované substraty,



nebot’ ve vSech ptipadech doslo ke vzniku intenzivniho zékalu jiz po 24 hodinéch kultivace. U
bakterii S. mutans, S. sanguinis a Cl. difficile byl zjistén rychly, intenzivni rlst pouze
v pfitomnosti sorbitolu.

Mezi zastupci kmene Bacteroidetes, tedy B. thetaiotaomicron a B. fragilis, nebyly
zjistény rozdily ve schopnosti vyuzivat testované substraty k rastu. U obou druht doslo
k intenzivnimu ristu jiz po 24 hodinach a to v pfitomnosti vSech substrati.

Vyuziti substratli jednotlivymi bakteriemi kmene Proteobacteria a Actinobacteria po 24
a 48 hodinach kultivace zobrazuje Tabulka 8. U testovanych bakterii kmene Proteobateria se
nejvice projevila selektivita testovanych substratll, nebot’ byl intenzivni rist zjiStén pouze u
nékterych bakterii a to pouze v ptitomnosti nékterych substrat. Zjisténym spoleCnym rysem
vSech testovanych bakterii byl rychly, intenzivni riist v pfitomnosti sorbitolu, ktery se projevil
Jiz po 24 hodinach kultivace. Sorbitol tak vyrazné podporoval rist patogennich kment E. coli,
S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. sp M, také ale probiotického druhu E. coli Nissle. Rist E.
coli D, E. coli Nissle a K. aerogenes byl vyrazné podporovan také izomaltem a u bakterie E.
coli CCM 2024 doslo k intenzivnimu rastu 1 v pfitomnosti acesulfamu, aspartamu a xylitolu.
Aspartam a acesulfam dokazala vyuzit k ristu také E. coli O45. Z vysledki je také mozné vidét
rozdily mezi jednotlivymi kmeny druhu E. coli a také mezi sérotypy bakterie S. Enterica ve
schopnosti vyuzivat dané substraty, coz doklada kmenovou specifitu.

U zastupcli kmene Actinobacteria bylo zjisténo, ze v pfitomnosti vSech testovanych
substratli, dosahly nejrychlejsiho ristu pouze bakterie Bifidobacterium bifidum DSMZ 20215 a
B. longum ssp. infantis DSMZ 20088. U obou bakterii doslo ke vzniku intenzivniho narstu jiz
po 24 hodinach kultivace. U ostatnich bakterii byl rist vyznamné podporovan pouze nékterymi
substraty. Ptikladem je bakterie B. bifidum DSMZ 20239, jejiz rast byl vyrazné podporovan
pouze aspartamem a izomaltem a bakterie Bifidobacterium breve ATCC 15700, ktera dosahla
rychlého nartstu pouze v médiu s obsahem sorbitolu a xylitolu. U zbylych testovanych bakterii
kmene Actinobacteria byl rast vyrazné pomalejsi. U bakterie B. bifidum bylo otestovano vice
kmeni tohoto druhu a bylo zji§téno, ze se jednotlivé kmeny vyrazné lisi ve schopnosti vyuzit
dané substraty k rastu. Tyto vysledky naznacuji, Ze se stejn€ jako u E. coli a Salmonella sp. i
u B. bifidum jednéa o kmenové specifickou vlastnost.

Taktéz bylo zjisténo, ze v porovnani s pozitivni kontrolou, doslo u vétSiny bakterii pii
vzniku intenzivniho zékalu v pfitomnosti testovanych substratt k viditelné niz§imu poklesu pH.
Vyrazny rozdil byl patrny pfedevSim u bakterii rodu Bifidobacterium a Lactobacillus. To

naznacuje jisté rozdily v produkci primarnich metabolita.
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Ze vsech testovanych substrati byl nejvice vyuzit k rlstu sorbitol, v jehoZz pfitomnosti
doslo k rychlému vzniku intenzivniho zdkalu u 25 z celkovych 32 testovanych bakterii. Naopak
nejmensi vyuziti ze skupiny cukernych alkoholli je patrné u erythritolu. Ze skupiny
syntetickych sladidel byl riist bakterii nejvice podporovan aspartamem. Ze vSech testovanych
syntetickych sladidel také nejvice podporoval rist probiotickych bakterii. Nejméné pak byla
metabolizovédna sukral6za a sacharin. Z celkového porovnani utilizace syntetickych sladidel a

cukernych alkoholti vyplyva, Ze cukerné alkoholy byly metabolizovany vét§im poctem bakterii.



Tabulka 7 Vysledky kultivace bakterii kmene Firmicutes a Bacteroidetes

Firmicutes
Substrat

E g § = = i E —_
Bakterie = £ = s 5 =] = 2
S = E = o —
a < = = — = =S
8 e = < 1 ) = >

< < = = 2 a @n

Kultivace (h)

Clostridium butyricum
DSMZ 10702

Clostridium difficile F1 F2
CCM 3593

Clostridium perfringens

DSMZ 11778

o [ o[ [ | | [
DSMZ 1402

Enterococcus faecium

CCM 6226

Lactobacillus acidophilus
s |1 1|1 o[8[ 15| 1 o5 [l 1] o

Lactobacillus brevis
CCM 3805

Lactobacillus casei
DSMZ 20011

Lactobacillus bulgaricus
Milcom 40

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus paracasei
SSp. paracasei

Lactobacillus rhamnosus
Milcom 598

Streptococcus mutans F2
CCM 7409
Streptococcus sanguinis 2
CCM 4047
Streptococcus
thermophilus Milcom 55 B8 F1
Bacteroidetes
Bakterie Substrat
o~ [
= e = A
2 i : £ £ g z
> @ |9 — 3 R = ~
< < = »n Z
Kultivace (h)
Bacteroides

thetaiotaomicron 29741

Bacteroides fragilis
ATCC 25285
- zadny narast stfedni nardst
Legenda - :
F1-F2 | slaby narist intenzivni narast
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Tabulka 8 Vysledky kultivace bakterii kmene Proteobacteria a Actinobacteria

Proteobacteria
Substrat
£ = S - = — S
— - c —
Bakterie £ £ T = 5 = = S
= 5 = £ = = s =
2 2, =8 J Q s < >
S 2 9 = = R = s
< < = xn )
Kultivace (h)
Escherichia coli
CCM 2024
Escherichia coli
ATCC 25922

Escherichia coli D

Escherichia coli Nissle
1917

Escherichia coli 045
Klebsiella aerogenes
CCM 7797
Salmonella Enteritidis
ATCC 13076
Salmonella Typhimurium
LT2
Salmonella sp. M .
Actinobacteria
Substrat
g g c - = — g _
Bakterie & £ z E 5 < = 2
z 3 = g = 2 g =
§ o z < g 5 = ;T
< < = = n @ )
Kultivace (h)
Bifidobacterium
adolescentis DSM 20083
Bifidobacterium bifidum
DSMZ 20082
Bifidobacterium bifidum
DSMZ 20215
Bifidobacterium bifidum
DSMZ 20239
Bifidobacterium breve
ATCC 15700

Bifidobacterium longum
ssp. infantis DSMZ 20088

- zadny nartst F3 stfedni narist

F1-F2 | slaby nartst

Legenda

intenzivni narust




6 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo testovani schopnosti bakterii, které¢ jsou béznou soucasti
mikrobiomu traviciho traktu a dutiny Ustni, vyuzivat vybrana synteticka sladidla a cukerné
alkoholy jako zdroj energie. Ve vyzkumu bylo otestovano celkem 32 bakterii a 8 riiznych
sladidel, které v jednotlivych médiich slouzily jako jediny zdroj uhliku.

Pii vyhodnoceni byl pouze intenzivni nartist povazovan za potvrzeni skute¢ného vyuziti
danych substratti k rastu. U vSech bakterii, u kterych nebyl zjistén intenzivni narist jiz po 24
hodinach kultivace, bylo ptedpokladano, Ze jejich rist nebude dale vyznamny, nebot” dojde
k vy€erpani zivin bakteriemi, které jsou schopny substraty vyuzit rychleji.

Experimentem bylo zjiSténo, Ze veSkerd testovana syntetickd sladidla a cukerné
alkoholy vyrazné podporovaly riist pfedevSim bakterii rodu Lactobacillus, Bifidobacterium,
Clostridium, Bacteroides a také bakterie Enterococcus faecium. VSechna testovana synteticka
sladidla a také erythritol a xylitol podporovali rist pievazné bakterii kmene Firmicutes,
Bacteroidetes a Actinobacteria. Pouze izomalt a sorbitol vyrazné podporovaly rust, véetné jiz
uvedenych kmend, také bakterii kmene Proteobacteria.

Nartist probiotickych bakterii rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a taktéz druhi
Clostridium butyricum a E. coli Nissle poukazuje na mozné prebiotické ucinky syntetickych
sladidel a cukernych alkoholii. Prebiotické ti¢inky sacharinu uvadi naptiklad studie provadéna
na selatech, ve které byl po zkrmovani sacharinu zjiStén zvySeny nartst bakterii rodu
Lactobacillus (Daly et al. 2014). Na mozné prebiotické ucinky sorbitolu zase poukazuje studie
Sarmiento-Rubiano et al. (2007), ktera prokdzala narGst bakterii rodu Lactobacillus po
podavani sorbitolu mysim. Ve studii bylo také zjisténo, Ze utilizaci sorbitolu doslo k néartstu
koncentrace butyratu. ZvySend koncentrace butyratu poukazuje i na mozné pomnoZeni
klostridii.

Pomnozeni klostridii v pfitomnosti sorbitolu je v souladu s vysledky nasi prace, nebot’
byl prokdzan vyrazny narast CL butyricum, CL. perfringens a Cl. difficile v médiu s obsahem
tohoto substratu. Intenzivni nariist patogenniho druhu CI. difficile v pfitomnosti sorbitolu
poukazuje na mozné nebezpeci konzumace tohoto sladidla v prabéhu dysbiozy ¢i antibiotické
1éCby. Samotna antibiotika totiz mohou narusit normalni uspotadani stievniho mikrobiomu a
muze dochazet k premnozeni této bakterie ve stievech. Premnozeni Cl. difficile pak mtize vést
k zivot ohrozujici kolitidé (Mullish & Williams, 2018). Schopnost CI. difficile vyuzivat sorbitol
k ristu byla prokazana ve studii Pruss & Sonnenburg (2021). Tyto zavéry naznacuji, ze

konzumaci sorbitolu mize dochazet k pomnozeni CI. difficile ve stievech.
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Kromé¢ bakterii rodu Clostridium, sorbitol také vyrazné podporoval rist patogennich
sérovarQ bakterie S. Enterica, patogennich kment E. coli a také bakterie K. aerogenes.

Nartist probiotickych bakterii rodu Lactobacillus v dutiné Ustni je vSak spojovan i
s moznym kariogennim ucinkem téchto bakterii. Zastupci rodu Lactobacillus jsou dokonce, po
bakterii S. mutans, povazovani za bakterie s nejvétsim kariogennim efektem. Nejednd se o
piimé iniciatory zubnich kazt, hraji ale dileZitou roli v postupu jiz existujicich zubnich kazt
(Ahirwar et al. 2019). Pro vznik zubnich kazt a jejich dalsi postup je dulezity pokles pH
v dutin€ Gstni pod kritickou hodnotu, pfi které dochézi k demineralizaci zubni skloviny nebo
dentinu. Za kritickou hodnotu pH pii které dochazi k demineralizaci zubni skloviny je
povazovano rozmezi 5,2-5,5. Kritickou hodnotou pH pro demineralizaci dentinu je rozmezi 6-
6,9 (Delgado & Olafsson, 2017). K poklesu pH v ustni dutin€ nejcastéji dochazi pti konzumaci
snadno fermentovatelnych sacharidii, jejiz rozkladem bakteriemi dochdzi ke vzniku
organickych kyselin. Mezi druhy s kariogennim potencidlem je fazen naptiklad L. brevis, L.
casei, L. delbrueckii, L. paracasei, a L. rhamnosus (Ahirwar et al. 2019). Experimentem bylo
zjisténo, ze testované druhy s kariogennim potencidlem, zptsobuji pokles pH média a to
v ptitomnosti veskerych testovanych syntetickych sladidel a cukernych alkoholti. Hodnota pH
média byla experimentdlné zméfena u druhu L. casei po 24 hodinach kultivace v médiu
s obsahem sorbitolu, xylitolu a aspartamu. Namétené pH odpovidalo u sorbitolu hodnoté 5, u
xylitolu hodnot¢ 6 a u aspartamu hodnoté 5,5. V pfipad¢ pozitivni kontroly s obsahem glukézy
pokleslo pH na hodnotu 5. Tyto vysledky naznacuji, Ze sorbitol ma, ve vztahu k zubnim kaztim,
silnéjsi kariogenni u¢inky, nez xylitol a aspartam a jeho U€¢inky na vznik zubnich kazl jsou tak
srovnatelné s ptisobenim béznych cukra.

Vyznamnym zjisténim je také nartist kariogenniho druhu Streptococcus mutans
v pfitomnosti sorbitolu, ktery byl doprovazen poklesem pH, jenz po zméieni odpovidalo
hodnot¢ 5. Sorbitol je ve velké mife pouzivan ve zvykackach a ptipravcich pro ustni hygienu a
to diky domnélému nekariogennimu efektu (Burt 2006). Zjistény nartst S. mutans v ptitomnosti
sorbitolu a také vyrazny pokles pH naznacuji, ze pouzivani téchto produktt s obsahem sorbitolu
muze mit opacny efekt a tyto produkty mohou naopak vznik zubnich kazii podporovat. Tento
zaver je v souladu se studii Burt (2006), ktera taktéz potvrdila schopnost rustu S. mutans
v pritomnosti sorbitolu. Studie Haukioja et al. (2008), krom¢ nartstu S. mutans potvrdila také
schopnost rychle okyselit médium zdivodu produkce kyselin. Vzhledem ktomu, Zze
v pfitomnosti erythritolu a acesulfamu nedoSlo po 24 hodindch ke vzniku zdkalu, ktery by
vypovidal o riistu S. mutans, je predpokladano, ze kariogenni ucinek téchto substrati bude ze

vSech testovanych sladidel a cukernych alkoholl nejnizsi. Studie de Cock et al. (2016), také



potvrzuje, Ze erythritol nepodporuje rast S. mutans a dokonce uvadi, ze je erythritol schopen
rust této bakterie inhibovat. Stejné¢ tak O’Donnell & Kearsley (2012) uvadi, ze acesulfam
K nepodporuje riist S. mutans, coz je v souladu s nasim zjisténim.

Nartst bakterii v médiu se substraty, byl doprovazen zjisténou zménou denzity a barvy
média. Barva média vSak dle pH $kaly indikatorG u vétSiny bakterii a substrati odpovidala
vy$$imu pH, nez v piipad¢ pozitivni kontroly s obsahem glukézy. Vyrazny rozdil byl patrny
predevsim u bakterii rodu Bifidobacterium a Lactobacillus. To vede k domnénce, Ze rozkladem
umélych sladidel a cukernych alkoholt vznikaji bud’ rozdilné metabolity, nez pii Sté€peni
sacharidd, nebo stejné metabolity v jiném poméru. Tyto domnénky mohou byt podnétem pro
dal$i vyzkum metabolitli, produkovanymi bakteriemi pii utilizaci syntetickych sladidel a
cukernych alkoholt.

Ziskané vysledky naznacuji, Ze syntetickd sladidla a cukerné alkoholy mohou
podporovat rist jak probiotickych, tak i patogennich druhti bakterii a ve vztahu k zubnim kazim

mohou byt povazovany za kariogenni substance.
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7 Zavér

V této praci bylo zjisténo, ze bakterie, které jsou béznou soucasti mikrobiomu cloveka,
jsou schopny synteticka sladidla a cukerné alkoholy vyuzivat k ristu. VSechna synteticka
sladidla a cukerné alkoholy vyrazné podporovaly rist bakterii rodu Lactobacillus,
Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides a také bakterie Enterococcus faecium. U rodi
Lactobacillus, Bifidobacterium a Clostridium vSak nedoslo k intenzivnimu rstu u vSech
testovanych druhi. V ptipad¢ bakterii B. bifidum, E. coli s S. enterica byly zjistény 1 rozdily
v ramci jednotlivych kmeni stejného druhu. Vysledky tak potvrzuji hypotézu, ze synteticka
sladidla a cukerné alkoholy selektivné podporuji rast pouze nckterych bakterii. K ristu
dochdzelo jak u patogennich, tak i probiotickych bakterii. Taktéz bylo zjisténo, Ze pfi utilizaci
syntetickych sladidel a cukernych alkoholt dochazi ve vétSiné ptipada k mirnéjSimu poklesu
pH, nez v piipadé utilizace glukdzy. Tato zjisténi naznacuji, ze pifi metabolizaci syntetickych
sladidel a cukernych alkoholli vznikaji zcela jiné metabolity, nez v ptipad¢ utilizace glukozy
nebo metabolity stejné, avSak v jiném pomeéru. Vzhledem ke zjisténi, Ze synteticka sladidla a
cukerné alkoholy podporuji rist patogennich i probiotickych bakterii, nelze fici, zda maji
z pohledu uspofadani mikrobiomu pouze prospésné & pouze negativni udinky. Uloha

syntetickych sladidel a cukernych alkoholii ve stravé ¢loveka tak zlistava nejasna.
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