VEDA - VYZKUM

NOVE TRENDY V PROBIOTIKACH

Sérka Horacékova

Ustav technologie miéka a tukd, Fakulta potravindrské
a biochemické technologie, Vysoka Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6

New trends in probiotics

Souhrn

Pouziti sporulujicich mikroorganismi z rodu Bacillus
a Sporolactobacillus jako probiotik se zac¢ina rozSifovat jak
ve vyZzivé lidi, tak i zvitat. Prace se zabyva zakladni charak-
teristikou uvedenych rodi z hlediska jejich morfologickych
a biochemickych vlastnosti. Jsou shrnuty poznatky
o pouziti zastupch rodu Bacillus a Sporolactobacillus
v probiotickych pripravcich, jejich vyhody, vliv na zdravi
hostitele, ale 1 mozna zdravotni rizika.

Abstract

Spore-forming microorganisms of the genus Bacillus and
Sporolactobacillus have been used for long time as probio-
tics both in human diet and in the bacteriotherapy of ani-
mals. The article deals with the basic characteristics of
above mentioned genui (morphology, biochemical proper-
ties). The data on the use of Bacillus and Sporolactobacillus
genera in probiotic products, their advantages, the influence
on host health and also health risks are summarized.

Pouziti probiotickych mikroorganismu, studiu jejich
vlastnosti a u¢inkd je v poslednich letech vénovana zna¢na
pozornost. Probiotika jsou definovana jako Zivé organismy
(obecné bakterie a kvasinky), které pii dostate¢né konzu-
maci vykazuji pfiznivy vliv na zdravi hostitele. Probiotika
se na trhu objevuji jako 1éCiva, jako soucast funkcnich
potravin nebo dopliiki stravy, ale i jako soucast krmiv
hospodarskych zvifat pro prevenci gastrointestinalnich
infekci. Nejcastéji jsou v této souvislosti sledovany rody
Lactobacillus a Bifidobacterium, méné pak druhy
Enterococcus faecium, Escherichia coli a Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii (Vasiljevic a Shah, 2008). Mezi
probiotickymi mikroorganismy se ve velké mife objevuji
i kmeny, které zcela nespliiuji kritéria kladena na probio-
tické mikroorganismy, k nimzZ se bezesporu fadi zastupci
sporulujicich rodu Bacillus a Sporolactobacillus. Vyhodou
oproti "klasickym" probiotickym mikroorganismim je
ovSem rezistence jejich spor ke stresovym podminkdm, coz
zarucuje, Ze tyto bakterie mohou snadnéji projit pres gas-
trointestindlni trakt a mohou zdstat Zivotaschopné po
dlouhou dobu v komerc¢nich preparatech bez potieby
uchovani za nizkych teplot.

Rod Bacillus zahrnuje saprofytické grampozitivni, kata-
lasa pozitivni, sporulujici mikroorganismy (endospory),
které jsou vSudypfitomné, nachdzeji se v puadé, vodé,
vzduchu. Je popsano celkem 77 druhii s riznym stupném

diverzity (www.bacterio.cict.fr). Zastupci rodu Bacillus se
vyuzivaji pro komer¢ni vyrobu antibiotik a enzyma. Hraji
vyznamnou roli pfi kaZeni potravin. Tepelna rezistence ter-
mofilnich spor rodu Bacillus je velkym problémem pii
vyrobé suSenych mlécnych produktt. Pouze v Japonsku se
komerc¢né vyuziva Bacillus subtilis (var. natto) pti vyrobé
tradi¢niho zeleninového jidla natto ze séje. Zastupci rodu
Bacillus bézné nekolonizuji stievni trakt clovéka, zfejmé
z divodu malé schopnosti adherovat ke stievni sténé,
i kdyz néktefi autofi v souvislosti s probiotickym vyuzitim
uvadéji, Ze tyto bakterie jsou schopné Zit v intestindlnim
traktu a mohou vytvofit symbioticky vztah se svym hos-
titelem (Cutting, 2010). Tento fakt cituje i Hong a kol.
(2005), ktery udava koncentraci rodu Bacillus ve fekéliich
mezi 5x10° - 5x10° KTJ/g jak u déti, tak i u starSich
jedincd.

Pouziti bacilarnich kmenti jako probiotickych preparatd se
v posledni dobé znacné rozsifuje. Podporuji to studie
demonstrujici stimulaci imunity a antimikrobidlni aktivity.
vyroba a zéaruka jejich stability ve vyrobcich. PouZiti spor
rodu Bacillus jako probiotického preparatu vyvolava ale fadu
otazek ohledné jejich bezpecnosti, i kdyz je fada kmenu jiz
v soucasné dobé vyuZivina jako ptidavky do krmiv, probio-
tik ¢i produktil na ochranu rostlin. Pro probiotické preparaty
se nevyuziva pouze jeden druh, ale vétSinou nékteré z kmend
druhlt B. subtilis, B. cereus, B. coagulans, B. claussii, B.
megaterium i B. licheniformis (Oggioni a kol., 2003).
Ackoliv kromé Bacillus cereus a Bacillus anthracis jsou za-
stupci rodu Bacillus povazovany za nepatogenni, fada z nich
miZze produkovat toxiny, proto musi byt nejprve potvrzena
absence jejich toxinogenni aktivity, coz je diskutovano déle
v textu. Uinnost probiotickych preparitii s riznymi druhy
rodu Bacillus (Bacillus cereus, Bacillus clausii, Bacillus
pumilus) pritomnych v péti komer¢nich preparatech ve
formé bakteridlnich spor zkoumal Le H. Duc a kol. (2004)
a dosel k zavéru, Ze tyto pripravky vykazuji potencionalni
probiotické vlastnosti (kolonizaci, imunostimulaci a anti-
mikrobidlni aktivitu) s tim, Ze tfi kmeny B. cereus produko-
valy enterotoxiny, coZ je Cinilo nevhodnymi pro pouZziti
v lidské vyZzivée.

Dalsi positivni u¢inek publikoval Mandel a kol. (2010),
ktery potvrzuje v ndhodné dvojité zaslepené a placebem
kontrolované studii vyznamny efekt B. coagulans v terapii
revmatoidni arthritidy. Kromé této d¢innosti je ale jiny vliv
jako probiotika zpochybifiovan a bude vyZzadovano dalsi
védecké potvrzeni ucinnosti tohoto druhu (Drago a De
Vecchi, 2009). Nicméné je nutné konstatovat, Ze 1 kdyz
nebyly v publikovanych pracich tykajicich se klinickych
pokusli prokdzany negativni Gcinky, je téchto praci velmi
malo a jsou ze sporulujicich mikroorganisma limitované
pouze na rod Bacillus.

Podrobnéjsi seznam komercnich pfipravkd s pouZitim
Bacillus spp. je mozno najit v praci Honga a kol. (2005),
ktery poukazuje na vyuZiti téchto bakterii hlavné v Italii
a v nékterych asijskych zemich, kde byla tato probiotika
farmaceutickymi spole¢nostmi tspé$né uvedena na trh.

MLEKARSKE LISTY &. 120

19



VEDA - VYZKUM

Tab. 1 Charakteristiky rodu Bacillus, Lactobacillus a Sporolactobacillus (dle De Vecchi a Drago, 2006; Losada a Olleros, 2002)

Charakteristika Bacillus spp. B. coagulans Lactobacillus spp. Spnorolactobacillus spp.
(dfive Lbc. sporogenes)

Katalasa + + -

Oxidasa + - n/a

Redukce nitrétli + n/a -

Tvorba endospor + + +

Pohyblivost + + +

Kys. mlécna + + +

m-A,PM* + + +

* Meso-diaminopimelova kyselina

Oficidlné byly v Italii potvrzeny jako dopliky stravy B.
subtilis a B. indicus, jeden z kmend druhu B. clausii je
licencovan v profylaktické mediciné v produktu
Enterogermina (Patel a kol., 2009). V roce 2008 ziskal B.
coagulans kmen GanedenBC * status GRAS (Cutting S.,
2010). Autori té€chto studii upozoriuji také na casté zamény
riiznych druh v téchto pfipravcich. Casto uvadénym chyb-
nym oznacenim je Lactobacillus sporogenes, ktery je podle
poslednich vyzkumi spravné zarazen jako Bacillus coagu-
lans. Tento mikroorganismus tvofi svymi uréitymi znaky
pfechod mezi rodem Bacillus a Lactobacillus. Porovnani
rozliSovacich znakl mezi témito rody a zaroveni rodem
Sporolactobacillus uvadi tab. 1. (De Vecchi a Drago, 2006;
Losada a Olleros, 2002).

Rod Sporolactobacillus byl poprvé popsan Kitaharou
a Suzukim (1963); v soucasné dobé je k nému zarazeno
celkem 7 druhti: Sporolactobacillus inulinus, S. kofuensis,
S. lactosus, S. laevolacticus, S. nakayamae subsp. nakaya-
mae, S. nakayamae subsp. racemicus, S. terrae, S. vineae
(www.bacterio.cict.fr). Rod je charakterizovan jako gram-
pozitivni nebo gramlabilni, fakultativné anaerobni nebo
mikroaerofilni, tvorici tenké tycCinky, které se vyskytuji
samostatné nebo v parech, ztidka v kratkych fetizcich. Jsou
pohyblivé diky malému mnoZstvi dlouhych peritrichnich
flagel. Produkuje D(-) kyselinu mlécnou, ale neni schopen
fermentovat laktosu. Optimalni teplota rastu je 35 °C.
Endospory tvoii tento rod pouze pfi kultivaci v urcitych

médiich. Je katalasa negativni, ale ostatni chemotaxono-
mické vlastnosti ma podobné rodu Bacillus. Obecné je
vyskyt rodu Sporolactobacillus v prostfedi maly, zastupci
rodu byli vyizolovdni z kufeciho krmiva, mohou se
pravdépodobné vyskytovat v pidé, mlécnych produktech
(Sanders a kol., 2003).

Potvrzeni probiotickych vlastnosti u tohoto rodu je
védecky vyrazné méné zdokumentované ve srovnani s rody
Lactobacillus a Bifidobacterium. NeEktefi autofi pouze
zminuji jeho pouZiti jako probiotika (vétSinou jako pfi-
davky do krmiv) (Holzapfel, Schillinger, 2002). Toleranci
ke kyselému prostiedi a Zlu¢i porovnaval u vegetativnich
bunék nékterych kmenl Sporolactobacillus  spp.
Hyronimus a kol. (2000). Prezivaly pouze v pH 3, Zadny
nebyl stabilni v pH 2 a 0,3% roztoku Zlucovych soli.
Naproti tomu Huang a kol. (2007) uvadi dobrou toleranci
spor S. inulinus BCRC 14647 ke Zlu€ovym solim i kyselé-
mu prostfedi. Tento kmen vyznamné potlacoval adhezi
Salmonela enteritidis ke caco-2 buiikdm a byl vyhodnocen
in vitro jako potencionalné probioticky. Klinické studie na
lidech, které by potvrzovaly pfiznivé probiotické ucinky
tohoto rodu, nebyly v odborné literatufe nalezeny.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, je pfi pouZiti sporulujicich
mikroorganismu v lidské vyzivé vzdy nutné vyhodnotit
jejich bezpec€nost. I kdyZ byl v poslednich letech ucinén
v Evropé i USA urcity pokrok v legislativé pro vyhodno-
covani bezpec¢nosti probiotik a dal§ich mikroorganismil pro
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SLADKE JOGURTY BEZ PRIDAVKU CUKRU

Nova kombinace enzym/kultura umoziiuje vyrobu pfirozené sladkych jogurtd.

Spole¢nost DSM Food Specialties predstavila novou kombinaci enzym/kultura, kterd pomahd vyprodukovat zdravy, pfirodni
a sladce chutnajici jogurt, ktery nevyZaduje Zadné dalSi pfidavky sladidel. Kombinaci Gcinku precisténého enzymu - laktdzy
s oznacenim Maxilact LX5000 premériujici laktozu na glukdzu a galaktdzu a kultury Delvo-Yog Flow Velvet CY-346 prispivajici
k vytvoreni optimdini viskozity, |ze vyrobit produkty sladké i bez pfidavku cukru.

Pozitivni interakce mezi Maxilact LX5000 a Delvo-Yog Flow Velvet CY-346 byla identifikovana pomoci rozsahlého testovani. Pro
uréeni optimaini kombinace enzym/kultura vyprodukovala spole¢nost DSM Food Specialties fadu jogurtli s pouZitim rliznych
variant tak, aby bylo dosaZeno optimaini trovné sladkosti, krémovitosti a viskozity.Tyto senzorické parametry byly u vzorki

ohodnoceny nezavislou porotou.

Bylo zjisténo, Ze Maxilact LX5000 a Delvo-Yog Flow Velvet CY-346 piisobi synergicky, zvy$uii prirodni sladkost jogurtil a posky-
tuji produkt s Gistou jemnou chuti. Bylo také poukdzano zdokonaleni jemnosti, krémovitosti, hladkosti a lesku jogurtd a zvys$eni

viskozity.
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Tab. 2 Seznam bakterii se statutem QPS zamérné pfiddvanych do potravin ¢i krmiv (upraveno dle EFSA, 2009)

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium animalis
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus amylolyticus
Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus alimentarius
Lactobacillus aviaries
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Lactobacillus farciminis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gallinarum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus johnsonii

Bifidobacterium longum

Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pontis
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus casei
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus collinoides
Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus delbrueckii
Lactococcus lactis
Leuconostoc citreum

Lactobacillus kefiri

Lactobacillus panis
Leuconostoc citreum

Leuconostoc lactis

Pediococcus acidilactici
Propionibacterium acidopropionici
Streptococcus thermophilus

Bacillus amyloliquefaciens Bacillus lentus
Bacillus atrophaeus Bacillus licheniformis
Bacillus clausii Bacillus megaterium
Bacillus coagulans Bacillus mojavensis

Bacillus fusiformis

Lactobacillus kefiranofaciens

Lactobacillus mucosae

Pediococcus dextrinicus
Propionibacterium freudenreichii

Lactobacillus sakei
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus sanfranciscensis
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus sanfranciscensis

Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc oenus
Pediococcus pentosaceus

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Bacillus vallismortis
Geobacillus stearothermaophillus

vyuziti v potravinarstvi a krmivafstvi (EFSA, 2005;
FAO/WHO 2002), stale neexistuji jednotné standardy.
V USA je vyzadovano, aby mikroorganismy pouzité pro
lidskou vyzivu mély potvrzen status bezpecnosti, tzv.
"GRAS" (Generally Regarded As Safe), ktery vydava urad
Food and Drug Administration (FDA). V Evropé byl ura-
dem European Food Safety Authority (EFSA) pfedstaven
v roce 2002 koncept "Qualified Presumption of Safety”
(QPS, volné preloZeno jako "Kvalifikovany odhad
bezpecnosti") shrnujici principy, které jsou uplatiiovany
pro hodnoceni bezpec¢nosti mikroorganismi zamérné
uvadénych do potravinového fetézce, at uz jako pridavek
do potravin, krmiv, zdroj mikrobidlnich enzymi ¢i
prostiedki pro ochranu rostlin (EFSA 2002). V porovnani
se statutem GRAS je systém QPS flexibilnéjsi, zahrnuje
vice kritérii, zohlednuje historické bezpecné pouzivani
mikroorganismu i v lokdlnim méfitku, moznost ziskani
antibiotické rezistence ¢i determinanty virulence. EFSA
kaZdoro¢né publikuje a novelizuje seznam mikroorganis-
mu, které obdrzely status QPS. Posledni aktualizovany
prehled je uveden v tabulce 2.

Z pouZivanych probiotickych mikroorganismi nejsou
v seznamu zarazeny zastupci rodu Enterococcus, i kdyz
napt. Ent. faecium se dlouhodobé pouZivd pifi vyrobé
potravin. Hlavnim diivodem je mozZnost pfenosu rezistence
k antibiotikim (EFSA, 2008). Pro zastupce rodu Bacillus je
zase nezbytné prokazat nepfitomnost enterotoxické aktivi-
ty, toxinli zpusobujicich kaZeni potravin a nepfitomnost
aktivity povrchové aktivni l1atky.

N 2:

Obecné Ize shrnout, Ze nejdulezitéjsi vyhodou pouziti
sporulujicich mikroorganismt jako probiotik je jejich snad-
na vyroba a zaruka jejich stability ve vyrobcich.
V porovnani se zastupci rodu Lactobacillus a Bifido-
bacterium, které jsou nejlépe prozkouméany z hlediska
probiotickych vlastnosti, ale existuje jen velmi malo kli-
nickych studii potvrzujicich jejich ucinky na zdravi konzu-
menta. Otdzkou kromé bezpecnosti zlistava i problematika
germinace spor v travicim traktu a dalSiho preZivani vege-
tativnich bunék v travicim traktu.
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STUDIUM IMUNOMODULACNICH
UCINKU BAKTERII MLECNEHO
KVASENI
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Study of immunologic activities lactic acid
bacteria

Abstrakt

Bakterie mléc¢ného kvaSeni (LAB) jsou vyznamnou
skupinou mikroorganismii s potencidlem ovliviiovat lidské
zdravi. Cilem tohoto vyzkumu bylo zobjektivizovat
pusobeni bakteridlnich kmend Enterococcus faecium,
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus
a Bifidobacterium lactis monitorovanim jejich schopnosti
imunomodulace na zdkladé stanoveni tvorby cytokini
metodou multiplexové analyzy RayBio Human Inflam-
matory Array.

Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) are a significant group of
microorganisms with potential to effect human health. Aim
of this research was to objectify the activity of Ente-
rococcus faecium, Lactobacillus acidophilus, Strepto-

coccus thermophilus and Bifidobacterium lactis bacterial
strains by monitoring their ability to modulate immunity on
the principle of determination cytokines production using
method multiplex analysis RayBio Human Inflammatory
Array.

1. Uvod

Pouzivani bakterii podporujicich zdravi pro terapeutické
ucely ma v mediciné dlouhou tradici. V poslednich letech
znacné vzrostl pocet klinickych studii, ve kterych se
védecky zkoumd prevence, zmirnéni nebo 1é¢ba onemoc-
néni a to nejen proto, aby se nalezl diikkaz pro zdravotni
tvrzeni pro urCitou skupinu "zdravych spotiebitelil”, ale
také proto, aby se testovalo pouZiti pro- a prebiotik
v mediciné (v prevenci a 1écbé). Vysledkem je, Ze pocet
studii, které spliiuji tyto pozadavky, se v poslednich letech
znacné zvysil, a tak fadu zdravotnich tvrzeni ve spojeni
s pro- a prebiotiky lze charakterizovat jako tvrzeni zaloZena
na dukazu.

Jednou z prvnich praci s pouzitim probiotického kmene
E. coli pred vice nez 20ti lety, jejiz vysledky byly pub-
likovany, jsou price MUDr. Lodinové - Zadnikové, R.
(2002), ktera zjistila dlouhodoby efekt peroralniho osidleni
na signifikantni sniZeni vyskytu alergii. DalSi studie
potvrdila prioritni volbu Zivych probiotickych bakterii pfi
dopliikové 1écbé akutniho prijmového onemocnéni déti -
P. Tlaskal et al. (2003). Randomizovand a casteCné
zaslependa studie byla provedena na ambulantnich praco-
vistich détskych 1ékatth v Praze u 113 déti s nekompliko-
vanym akutnim prijmovym onemocnénim. Zdikladni
lécbou onemocnéni byl dietni rezZim a déti doplikove
dostavaly placebo nebo probiotikum (Lbc. Acidophilus
a Lbc. Rhamnosus) nebo metabolity stfevnich bakterii
(E. coli, Str. faecalis, Lbc. Acidophilus, Lbc. Helveticus).
V 62,8 % byla elektronovym mikroskopem prokazana
virové etiologie onemocnéni, 5,3 % infekci bylo bakterial-
nich, 15 % smiSenych. V 16.8 % nebyla etiologie prijmu
urcena. 48,7 % vsech prijmi vyvolaly rotaviry, které se po
pripadu. Pfi vyznamné dpravé virologickych nalezii se ne-
uplatiioval faktor 1écby. Klinicky byla prokazana pti podani
probiotika vyznamné krat$i doba upravy konsistence sto-
lice (placebo 5,45 + 2,33 dne, probiotikum 4,00 + 2,02 dne,
metabolity 6,14 + 3,2 dne), ale nebyla prokdzdna zména ve
frekvenci stolice. Ustup meteorismu byl druhy den vy-
znamny (p<0,03) u déti 1éCenych probiotikem. Statisticky
nebyl prokdzan vyznamnégj$i rozdil hodnot IgA stolice
a IgA slin v zavislosti na zplsobu pouZité 1éCby.

Cela tada dalSich praci popisuje pfiznivy vliv probiotik
na stfevni mikrofléru. Jejim prostfednictvim ovliviiuji nas
zdravotni stav vcetné ovlivnéni imunitniho systému.
Imunitni systém se podili na zajiStovani tii zdkladnich pro-
cestl v organismu: obranyschopnost - ochrana proti infekei,
homeostdze- udrzeni identity organismu a imunitnim
dohledem- je tzce propojen s nervovym a endokrinnim
systémem a zajiStuje slozité regulacni reakce organismu.
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