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Organic Compounds), cozZ jsou parametry tepelnych zdroja
pro tyto susarny. Dochazi totiZ k nejednotnému vykazovani
emisi ze spalin, nékdy k tepelnym zdrojim, nékdy
k suSarndm, coz je pak neporovnatelné. Rozhodnuti obsaho-
vala také predepsané limity emisi CO, NOy, SO, u zadosti
bez namérenych hodnot emisi (vZdy jedinkrat) a v ptipadé
TOC u dvou zafizeni. Hodnoty spotfeby vody a energie
v zafizenich mlékarenského primyslu, uvedené v Zadostech
o integrované povoleni, jsou uvedeny v tab. 1 a tab. 2.
Obecné je tfeba konstatovat, ze v legislativnich doku-
mentech (Smérnice Rady 96/61/ES, Zakon ¢. 76/2002 Sb.,
a Vyhlaska ¢. 554/2002 Sb.) neni nikde stanovena metodika
sledovani spotfeby vody. Existuje pouze pozadavek vyplnit
v ramci zadosti kapitolu "Pitnd voda", kde je vyjadrena
spotfeba vody na jednotku produkce s moZnosti volného
vykladu pro kazdého Zadatele o Integrované povoleni, vcet-
né pozadavku specifikovat "zdroj pitné vody". Pozadované
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udaje jsou uvadény jako "primérné hodnoty - 1.s™", "maxi-
mélni ptikon m’.s™", "pfikon vyjadieny m’.rok™" a nejdiile-
Zit€jsi udaj charakterizujici zafizeni - "spotfeba na jednotku
produkce".

Vysledkem analyzy spotfeby vody v mlékarenském
pramyslu je prehled spotieb vody, vétSinou branych za celé
zatizeni. Vykazovana spotfeba vody na jednotku produkce se
vesmeés pohybuje v mnozstvi jednotek litrti na jednotku pro-
dukce, aniz by jednotka produkce byla jednotné definovana.
Ve dvou pfipadech se objevuje spotieba stondsobné vyssi,
v jednom dokonce tisicindsobné vyssi, coZ vede k podezient,
7e jde o technicky omyl. Je sméSovana technologicka spotte-
ba se sanitaci, socidlnimi potfebami vody, pouzitim vody
v chladicich okruzich a podobné. Je treba v dalsi praci se
zaméfit na to, zda v mlékarenském oboru se viibec uplatiu-
je voda, kterd se stdva soucasti vyrobku, nikoliv voda
pouzivana pro sanitaéni a dalsi tcely. Pro porovnani na
vody na jednotku zpracovaného mléka. To jsou totiz data
navzajem porovnatelnd a maji vztah k prevenci znecistovani
Zivotniho prostfedi nebo Cerpani prirodnich zdroju.

Podobné je tomu se spotfebou energie, uvadénou formou
spotieby elektiiny a tepla, a to na jednotku vyroby a jako
rocni spotieba (tab. 2). I zde se vykazuje spotfeba na riizné
zvoleny zdklad: na prijaté mléko, mlécné vyrobky, suSaren-
sky provoz, vyrobu syrt a tvarohd, maslo aj. Hodnoty se
pohybuji (pfi vyjadieni udaji na jednotku vyroby) od setin
kWh po stovky, v jednom pfipadé dokonce fadové v tisicich
kWh. Mnohem mensi rozdily jsou u vykazovani tepla,
v hodnotach GJ/jednotku produkce; hodnoty se pohybuji
mezi desetinami GJ/jedn. (s minimem 0,006 GJ/vyrobek)
do desitek GJ/vyrobek. Pro ucely stanoveni hodnot pro BAT
technologie bude nutné sjednotit zptisob vykazovani, aby
byly k dispozici srovnatelné hodnoty.

Zaver
Emise byly v drtivé vétsiné tvofeny tuhymi znecistujicimi

latkami, vzhledem ke zpracovavané suroviné se jedna o tlet
suseného mléka, tedy biologicky snadno degradovatelny

materidl. Charakteristickym jevem u naméfenych hodnot
emisi je jejich relativné vysoky rozptyl, ktery €inil 4 - 8 7a-
da, v zavislosti na pouzitém méfitku (rozméru). Spotieba
vody, vétSinou vyjadfena na celé zafizeni, se pohybuje
v fadu jednotek na jednotku produkce, aniZ by ale jednotka
produkce byla jednotné specifikovana. Podobné je tomu
u spotieby energii (elektfina, teplo).
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Isolation and identification of bacteria

from bhiopsy samples as potential probiotics
strains and use of flow cytometry to measure
some probiotic properties

Abstrakt

Na pracovisti Pediatrické kliniky Fakultni nemocnice
v Praze - Motole byl zajistén odbér vzorka sliznice tlustého
stteva od détskych pacienti v Sirokém spektru gastroen-
terologickych diagndéz (nespecifické stfevni zanéty, chro-
nické prijmy, krvaceni do traviciho traktu, polypy apod.).
Vzorky byly podrobeny mikrobiologickému vysetfeni, kde
cilem bylo vyizolovat a dale pak charakterizovat, identi-
fikovat a otestovat nékteré vlastnosti téchto kmend za
ucelem ziskani novych, potencialné probiotickych kmenu.
Pro screening probiotickych vlastnosti bakterii byly
porovnavané vysledky ziskané pritokovou cytometrii
s klasickou plotnovou metodou pfi stanoveni miry odol-
nosti riznych kment bakterii (kmeny laktobacilti a bifi-
dobakterii ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismi
Laktoflora) vici solim zlucovych kyselin a vici pasobeni
nizkého pH. Odebrano bylo 56 vzorkti od 27 pacientil
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a ziskanych bylo celkem 890 izolatd, ze kterych bylo
690 klasifikovanych do rodu Bifidobacterium (413), Lacto-
bacillus (217), Streptococcus (56) a Pseudomonas (4).
Dvé sté izolat, vétSinou grampositivnich kokd zustava
zatim neklasifikovanych. Rizné bakteridlni kmeny byly
rizné odolné vici pisobeni nizkého pH. Vysledky poctu
zivych bunék ziskané pritokovou cytometrii po plisobeni
nizkého pH (3), byly vyssi, nez hodnoty ziskané plotnovou
metodou. Mezi pocétem Zzivotaschopnych bunék stano-
venym po kultivaci v bujéonu s obsahem zlucovych soli
(0,3, 0,7 a 1%) klasickou plotnovou metodou a pratokovou
cytometrii existovala vyrazna korelace.

Abstract

For the purpose of isolation and characterization of new
potentially probiotic bacteria of human origin, samples of
colon mucosa from the pediatric clinic of the Faculty
Hospital in Prague - Motol were obtained. Samples come
from pediatric patients from a wide range of gastroentero-
logical diagnosis (non-specific inflammatory bowel disea-
se, chronic diarrhea, polyps, etc.). Samples were subjected
to microbiological analysis which focused on isolation and
then characterization, identification and test of some
probiotic properties of these strains. So far 56 samples from
27 patients were collected and 890 strains were isolated.
Using PCR methods, 690 isolates were classified into
4 genera: 413 to the genus Bifidobacterium, 217 to the
genus Lactobacillus, 56 to the genus Streptococcus and 4 to
the genus Pseudomonas. Two hundreds isolates is still
remaining unclassified, mostly grampositive cocci. Within
screening of probiotic properties, the isolates from biopsy
samples are characterized in terms of resistance to low pH
using a classical plate count method and flow cytometry
(FC). Regarding the comparison of plate count method and
FC to determine the number of cells after cultivation at low
pH (3), the numbers obtained by FC were higher. There
was a significant correlation between the number of viable
cells cultivated in broth containing bile salts (0.3, 0.7 and
1%) using plate count method and FC.

Uvod

Probiotika jsou charakterizovana jako Zivé mikrobidlni
kultury, které po aplikaci v zazivacim traktu pfiznivé
pusobi na zdravotni stav hostitele (Fuller, 1989). Z prak-
tického hlediska je velmi vyznamné, Ze nové kmeny
mikroorganismii s zZadoucimi probiotickymi vlastnostmi
mohou byt do lidského stfeva dodavéany potravou, potravi-
novymi dopliiky nebo terapeutickymi preparaty. V litera-
tufe bylo popsdno dvanact dalezitych kritérii pro vybér
potencionalné probiotickych kment (Collins a spol., 1998).
Tato kritéria 1ze shrnout do nasledujicich bod: kmen musi
byt bezpecny, Zivotaschopny a metabolicky aktivni v gas-
trointestindlnim traktu. Proto se pfi hledani potencidlnich
probiotickych kment pozornost zaméfuje i na schopnost
kment preZit prichod Zaludkem a tenkym stfevem, odol-

nost vici solim Zlucovych kyselin, schopnost kolonizovat
gastrointestindlni trakt adhezi a rGstem na sliznicich, pro-
dukovat antimikrobidlni latky. Vybér je zaloZen na in vitro
provadénych testech simulujicich podminky v gastroin-
testindlnim traktu (Fang He a spol., 2001, Ouwehand
a spol., 2002, Zhong a spol., 2004). Pritokova cytometrie
je jednou z pouzitelnych rychlych metod umoZiujicich
stanovit miru poskozeni bunék dcinkem rtznych vnéjsich
faktorti, jako jsou pisobeni vysokého tlaku (Ananta a spol.,
2004), zluovych soli (Amor a spol., 2002), antibiotik
(Dolganiuc a spol., 2001) nebo bakteriocini (Budde
a Rasch, 2001).

Cilem prace bylo ziskat soubor izolati lidského ptvodu
pro nasledné testovani a odzkouset moznosti aplikace pri-
tokové cytometrie pro stanoveni miry poSkozeni bunék
ucinkem rdznych typa stresu (soli Zlucovych kyselin, nizké
pH) na zdkladé stanoveni zmén v poméru mezi Zivymi
a mrtvymi bunikami.

Material a metody

Odbér bioptickych vzorku

Do studie byly zarazeni pouze pacienti splitujici indikace
k provedeni endoskopického vysetieni za icelem upresnéni
diagnozy, kteti dali souhlas s provedenim vykonu. Vzorky
byly odebirany z ndhodnych ¢asti tlustého stfeva bez ohle-
du na rozsah endoskopického nédlezu béhem rutinniho
kolonoskopického vySetfeni provadéného u pacientd
z divodu diagnostiky nebo 1écby pro jejich zakladni
onemocnéni. Ziskané vzorky byly ihned po odbéru vloZeny
do transportniho média, skladovany za anaerobnich pod-
minek v chladu pfi zpracovani do 24 hodin nebo pfi -20 °C
pri delSim intervalu mezi odbérem a analyzou vzorkd.
Transportni médium bylo voleno tak, aby umoZziiovalo
preziti Sirokého spektra bakterii mlé¢ného kvaseni a akti-
nobakterii véetné striktnich anaerobt. Vzorky tkani byly za
sterilnich podminek rozdrceny sterilnimi tloucky (sterile
tissue grinder, Merck) a homogenizovany.

Mikrobiologické stanoveni jednotlivych skupin
mikroorganismi.

Pro izolaci jednotlivych mikrobidlnich skupin byla
pouZzivana prislusna selektivni média za vyuZiti zkuSenosti
ziskanych béhem feseni projektd EP 6038 (Drab a spol.,
1996-2000), QE 1382 (Drab a spol., 2001-2004) a QF 3169
(Spanova a spol., 2003-2007) a z piislu$né odborné literatury.
1) celkové polty Enterobacteriaceae stanovené na EMB

agaru (HiMedia), kultivace 37 °C, 24 hodin, aerobné
2) celkovy pocet anaerobnich bakterii stanoveny na

Wilkins Chalgreen Anaerobic agaru, (HiMedia) + cys-

tein (0,05 %) kultivace 37 °C, anaerobné

Koky (prfedevSim rod Enterococcus, Streptococcus,
Lactococcus, Pediococcus)

3) M17) M17 agar (MILCOM), kultivace 37 °C, 72 h
nebo 45 °C, 48 hodin, aecrobné

4) (SB) Slanetz Bartley (Merck), kultivace 37 °C, aerobné

v

MLEKARSKE LISTY é. 122



VEDA, VYZKUM

Ty¢inky (pfedevsim rod Bifidobacterium, Lactobacillus)

5) (ARC) RCM agar (Oxoid) + 0,3 g/l aniline blue, pH pred
sterilaci upraveno na pH 7,10 + mupirocin (vysledna kon-
centrace 100 mg/l), kultivace 37 °C, 3 dny, anaerobné

6) (57-V) MRS agar (MILCOM) + vankomycin (50 mg/l)
kultivace 37 °C, 3 dny, anaerobné

7) (RCAS5-C) RCM agar (Oxoid) pH pied sterilaci
upraveno HCI na pH 5,50 + clindamycin (1 mg/l) kulti-
vace 42 °C, 3 dny, anaerobné

8) (HHD-V) Lactic Bacteria Differential broth (HiMedia)
+ 0,1 % Tween 80 + 1,2 % agar + vankomycin (50 mg/l)
kultivace 37 °C, 3 dny, anaerobné

9) (HHD-L3) Lactic Bacteria Differential broth (HiMedia)

+ 0,1 % Tween 80 + 1,2 % agar + levofloxacin (20 mg/l)

kultivace 37 °C, 3 dny, anaerobné

Rovnéz se ockovalo do tekutych Zivnych pad (P1-P5) za

tcelem selektivniho pomnoZeni cilovych skupin bakterii
mlécného kvaseni:

(P1) Lactic Bacteria Differential broth (HiMedia) +
0,1 % Tween 80 + clindamycin (vysledna koncen-
trace 1 mg/l) kultivace 37 °C 24-48 hodin

(P2) MRS57 bujon (Merck) + vankomycin (50 mg/l)
kultivace 37 °C 24-48 hodin

(P3) M17 bujon (Merck), kultivace 37 °C 24-48 hodin

(P4) RCM bujoén (Merck) + mupirocin (100 mg/1), kulti-
vace 37 °C 24-48 hodin

(P5) MRS57 bujon (Merck), kultivace 37 °C 24-48 hodin

Rust kvasinek a plisni byl potlacen pridavkem pimaricinu

(9 mg/l), rist gramnegativnich mikroorganismi pfidavkem
kyseliny nalidixové (40 mg/l), redox potencial byl v pfi-
padé potieby sniZen pfidavkem L-cystein hydrochloridu na
vyslednou koncentraci 0,05 % (m/v). Po pomnoZzeni vzorkt
nasledovalo klasické desitkové fedéni na prislusnd Zivna
média. Po precisténi izolatd pres prislusnd neselektivni
média a odpichnuti typickych kolonii z odeditatelnych
fedéni bylo provedeno barveni podle Grama a zjisténa mor-
fologie bunék (tycinky, koky).

Identifikace izolovanych kmenit pomoci rodové
(druhové) specifické PCR.

Pfi zavadéni PCR metod jsme vychdzeli z publikovanych
metod. Rodové specifickd PCR pro Bifidobacterium (Roy
a Sirois, 2000), pro Carnobacterium (Macian a kol., 2004),
pro Enterococcus (Deasy a kol., 2000), pro Lactobacillus
(Dubernet a kol., 2002), pro Lactococcus (Deasy a kol.,
2000), pro Leuconostoc (Jang a kol., 2003), pro
Streptococcus (Picard a kol., 2004), pro Pseudomonas
(Pesaro a Widmer., 2006), pro Pediococcus (Pfannebecker a
Frohlich, 2008), pro Propionibacterium (Rossi a kol., 1999)
a druhové specificka PCR pro Streptococcus thermophilus
(Lick a spol., 2001). Metody byly optimalizovany na naSe
podminky predevsim dpravou koncentraci primerd, dNTP,
hoi¢iku a polymerasy, pifipadné zménou teploty a casu
nasedani primertd a volbou riiznych polymeras ¢i enhancert
PCR (betain, BSA, DMSO, Tween 20). Zavedené PCR
metody byly nasledné rovnéz odzkouSeny s rtizné naredé-
nou DNA matrici ziskanou z hrubého lyzatu bunék.

K amplifikaci PCR smési byl pouZit programovatelny
cyklator Biometra TProfessional Cycler (Biometra,
Goéttingen, Némecko). Separace amplikont byla provadéna
pomoci gelové elektroforézy na agarose s pouzitim zatizeni
pro elektroforézu Scie - Plas, model HU 10W (Scie - Plas
Inc., Warwickshire, UK) a zdroje elektrického napéti pro
elektroforézu Biometra PS 305T (Biometra, Géttingen,
Némecko) nebo PowerPac 3000 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA). Amplikony byly rozdéleny pomoci gelové
elektroforézy na 1,5 % gelu (90V/90 minut) a vizuali-
zovany obarvenim ethidium bromidem (0,5 g/ ml) a nasled-
nou UV-transiluminaci pomoci dokumentacniho zafizeni
Gene Genius 12 (Syngene, Cambridge, Velkd Britanie).
Vysledky byly uloZeny v TIFF formatu a zpracovany
pomoci Zoner Photo Studio 10 (ZONER software, Brno,
CR). Ke zpracovavanym vzorkim byla vZdy pfifazena ne-
gativni kontrola (vzorek bez DNA) z divodu kontroly kon-
taminace jednotlivych komponent pro PCR. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita purifikovandA DNA pfislusSného
typového kmene.

Aplikace priitokové cytometrie pro méreni odolnosti
bakterii mlécného kvaSeni viiéi solim Zlucovych
kyselin a vici nizkému pH.

Pro testovani byly pouzity kmeny laktobacili a bifi-
dobakterii ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismu
Laktoflora (CCDM), pficemZ pro testovani odolnosti vici
nizkému pH byla pouZita i ¢ast ziskaného souboru (kmeny
laktobacilti a bifidobakterii). Pfi testovani odolnosti vici
solim Zlu€ovych kyselin bylo nejprve 9 ml narostlé kultury
odstfedéno pfi 4000 g po dobu 10 minut a buiiky byly
dvakrat promyty fyziologickym roztokem (8,5 g NaCl / ).
Objem suspenze byl nasledné upraven na objem 1 ml
pomoci fyziologického roztoku. Pfi testovani odolnosti
vici nizkému pH bylo 9 ml narostlé kultury odstrfedéno pri
4000 g po dobu 10 minut a buiiky byly zality stejnym obje-
mem MRS bujénu o pH 3 (iprava pH pomoci HCI). Po
rozmichani byly stanoveny pocty po naredéni v PBS7P (Cas
0) a po 3 hodinach kultivace pfi 37 °C plotnovou metodou
a FC. Stanoveni pocti bunék metodou priitokové cytome-
trie bylo provadéno z 3 az 5 desitkového fedéni ve fyzio-
logickém roztoku. Stanoveni poctu plotnovou metodou
bylo provddéno na MRS agaru po anaerobni kultivaci
72 hodin pii 37 °C. L-cystein hydrochlorid byl pridavan
k MRS agaru na vyslednou koncentraci 0,05 % (m/v).
Anaerobni atmosféra byla vytvofena pomoci sacki
Anaerogen (Oxoid, Basingstoke, VB).

Priprava vzorkii pro stanoveni odolnosti viici solim
Zlucovych kyselin.

Bujony s riznou koncentraci Zluc€ovych soli byly
pripraveny z MRS bujénu (Merck) a soli Zlu¢ovych kyselin
(LS55, Oxoid). Ve vsech bujonech bylo upraveno pH na hod-
notu 6,5 a bujony byly sterilovany mikrofiltraci (0,22 pm).
Sto mikrolitrd suspenze promytych bunék bylo pfidano
k 9 ml MRS bujénu pH 6,5 s koncentraci Zlu¢ovych soli
0, 0,3, 0,7 a 1,0 %. Po rozmichani byly odebrany vzorky
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zatim
neklasifikované
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Obr. 1 Klasifikace izolat(l za pomoci PCR:

pro stanoveni vychozi koncentrace bunék plotnovou
metodou a prutokovou cytometrii. Po odebrani vzorku byly
bujony kultivovany 3 hodiny pfi 37 °C. Poté byl opét
stanoven pocet bunék pomoci plotnové metody a pritokové
cytometrie. Stanoveni poctli bunék metodou priitokové
cytometrie bylo provadéno z 3 az 5 desitkového fedéni ve
fyziologickém roztoku. Stanoveni poctu plotnovou
metodou bylo provddéno na MRS agaru po anaerobni kul-
tivaci 72 hodin pti 37 °C.

Priprava vzorkii pred poclitanim pomoci pritokové
cytometrie.

Jednotlivé vzorky byly nafedény na koncentraci pfiblizné
10° - 10° cfu/ml fyziologickym roztokem a barveny pomoci
LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability kit (L7012,
Invitrogen Corp., Carlsbad, USA). Prfed méfenim bylo
smichano potfebné mnoZzstvi fluorescencnich barviv SYTO
9 a PI v poméru 1 dil SYTO 9 : 4 dily fedici roztok: 5 dila
PI. Pro barveni vzorkd byly pouzity 3 pl smési na 1000 pl
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Obr. 2 Korelace mezi stanovenim odolnosti viici 0,3 % soli
Zlucovych kyselin pomoci plotnové metody
a pritokové cytometrie

vzorku a po inkubaci ve tmé pii pokojové teploté po dobu
minimalné¢ 30 minut byla odeétena fluorescence na pru-
tokovém cytometru.

Stanoveni poctit metodou priitokové cytometrie.

Analyza byla provadéna na pritokovém cytometru
CyFlow Space (Partec GmbH, Miinster, Némecko)
vybaveném dvéma lasery (blue solid-state laser - 20 mW
488 nm a red diode laser - 25 mW 638 nm). Pritok byl na-
staven na méné nez 500 ¢astic za vtefinu. Data byla analy-
zovana pomoci software FloMax v. 2.4 f (Partec GmbH,
Miinster, Némecko).

Vysledky a diskuze

Béhem roku 2008 a 2009 bylo odebrano celkem
56 vzorkli od 27 pacientd (13 divek a 14 chlapci).
Primérny vék pacientll byl 10,3 let v rozmezi od nékolika
mésict véku do 18 let. Ziskanych bylo celkem 890 izolatd,
ze kterych bylo 690 klasifikovanych za pomoci PCR metod
do 4 rodu: 413 izolatd Bifidobacterium, 217 Lactobacillus,
56 Streptococcus a 4 Pseudomonas. 200 izolath, vétSinou
grampositivnich kokid zistava zatim neklasifikovanych.
Zadny z testovanych kmenti nebyl zafazen k rodim
Enterococcus, Pediococcus nebo Weissella. 563 z celko-
vého poctu 890 kment bylo izolovano z pfimého ockovani
na pudy (141 izolatd z ARC+M agaru, 129 izolatd z MRS
agaru, 99 ze Slanetz-Bartley, 116 z MI17 agaru,
40 z HHD+V agaru, 23 z HHD+L agaru a 15 izolatd
z RCA+C agaru), dalSich 327 kmentd bylo ziskanych po
pomnozeni v bujonech a nasledné kultivaci na Zivnych
pudach. VSechny izolované kmeny maji své identifikacni
¢islo (oznaceni), je zdokumentovan jejich pivod a jsou
uchovavany trojmo, pfi teploté - 44 nebo -70 °C.

Jak je patrné z obr. 5 a 6, rizné bakteridlni kmeny byly
ruzné odolné vici ptisobeni nizkého pH. Zatimco v pripadé
Lbc. salivarius CCDM 216 byla prakticky cela populace
mrtvd po 3 h pusobeni pH 3, v pfipadé Lbc. paracasei
CCDM 211 doslo k presunu ¢asti populace do stavu Zivych
nekultivovatelnych bun€k. Vysledky poctu Zivych bunék
ziskané prutokovou cytometrii po 3 h kultivace pfi pH 3
a 37 °C byly vyssi, nez hodnoty ziskané plotnovou
metodou. Pri¢inou je podle naseho nazoru rizné velkd po-
pulace Zzivych nekultivovatelnych bunck vznikld béhem
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Obr. 3 Korelace mezi stanovenim odolnosti viici 0,7 % soli
Zlucovych kyselin pomoci plotnové metody
a pritokové cytometrie

Obr. 4 Korelace mezi stanovenim odolnosti viéi 1,0 % soli
Zlucovych kyselin pomoci plotnové metody
a pritokové cytometrie
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Tab. 1 Vysledky odolnosti laktobacili izolovanych
z bioptickych vzorkd vaci nizkému pH v MRS
bujénu (pH3)

Oznaceni
izolatu
K1TM5-10P
K1TM5-11P
K1TM5-12P
K1TM5-15P
K1TM5-16P
K1TM5-17P
K1TM5-18P
K1TM5-18P2
K1TM5-19P
K1TM5-20A
K1TM5-20P
K1TM5-23P
K1TM5-24P
K1TM5-25P
K1TM5-26P
K1TM5-27P
K1TM5-28P
K1TM5-29P
K1TM5-30P
K1TM5-31P
K1TM5-32P
K1TM5-4P
K1TM5-5P
K1TM5-6P
K1TM5-9P
K1TM6-1P
K1TM6-8P
K1TM6-13P
K1TM6-14P
K1TM6-21P
K1TM6-22P
K1TM6-2P
K1TM6-2P
K1TM6-3P
K1TM6-7P
K2TM4-1P
K2TM4-2P
8-57-7A
K1TN7-10P5
K1TN7-4P4
K2TN7-9P
DM1TA3-P
DM1TAG-P
DM2TB-1P
DM2T7-1P1
SP1T7-3P1
SP1TA2-P1
JD2TA1-P
PE1TB-P
PHM-7E1
AVNA1-P
AVZ61-P
AVNA3-P
T1PLAH-P

Oh
KTJ/ml
6,94E+08
6,93E+08
1,13E+09
7,48E+08
9,90E+08
4,85E+08
1,00E+09
1,19E+09
6,66E+08
1,07E+09
6,68E+08
5,46E+08
9,20E+08
1,04E+09
5,75E+08
8,56E+08
9,60E+08
8,05E+08
8,00E+08
1,00E+09
9,70E+08
1,25E+09
1,17E+09
7,00E+08
5,58E+08
7,80E+08
6,78E+08
7,87E+08
9,80E+08
8,10E+08
7,00E+08
1,40E+09
2,75E+09
1,09E+09
9,30E+08
5,44E+08
3,37E+08
7,17E+08
1,71E+08
6,60E+08
4,50E+07
7,10E+07
540E+08
3,55E+08
1,17E+09
9,30E+08
1,50E+09
2,98E+08
5,61E+08
7,90E+07
2,18E+09
5,50E+08
7,90E+08
2,53E+09

3h
KTJ/ml
7,02E+08
5,27E+08
6,90E+08
4,74E+08
6,06E+08
5,56E+08
5,05E+08
1,28E+09
3,65E+08
7,23E+08
5,58E+08
5,64E+08
6,70E+08
9,86E+08
513E+08
6,52E+08
5,57E+08
5,66E+08
6,74E+08
7,65E+08
6,19E+08
7,62E+08
7,60E+08
5,69E+08
521E+08
5,07E+08
4,92E+08
7,34E+08
7,24E+08
9,00E+08
7,86E+08
1,21E+09
8,79E+08
1,00E+09
6,26E+08
3,83E+08
4,28E+08
5,45E+08
8,20E+07
3,97E+08
8,50E+06
9,90E+07
2,46E+08
2,91E+08
541E+08
7,02E+08
1,30E+09
2,27E+08
4,77E+08
7,00E+07
1,91E+09
5,77E+08
4,08E+08
2,46E+09

% odolnych
bunék
101,2

76,0
61,1

63,4
61,2
114,6
50,5

107,6
54,8
67,6
83,5

103,3
72,8
94,4
89,2
76,2
58,0
70,3
84,3
76,5

63,8
61,0
65,0
81,3
934
65,0
72,6
93,3
73,9
1111
12,3
86,4
32,0
91,7
67,3

70,4
127,0
76,0
48,0
60,2
18,9
139,4
45,6
82,0
46,2
75,5

86,7
76,2
85,0
88,6
87,6
104,9
51,6
97,2

Tab. 2 Vlysledky odolnosti bifidobakteril izolovanych
z bioptickych vzorkd vaci nizkému pH v MRS
bujénu (pH3)

Oznaceni Oh 3h % odolnych
izolatu KTJ/ml KTJ/ml bunék
K2KV-T0S-8A 2,09E+08 <1x10° <0,05
P2LS-TOS-6A 2,52E+08 5,0x10° 0,02
1-ARC-7A 4,50E+08 <1x10° <0,02
K2KV-ARC-6B 1,27E+08 <1x10* <0,01
P4TS-TOS-7A 5,30E+06 <1x10* <02
9-57-5A 9,20E+07 <1x10* <0,01
5-ARC-7A 1,19E+09 <1x10* <0,01
7-MRS57-7D 8,70E+07 <1x10* <0,01
6-57-5A 6,10E+07 <1x10* <0,02
K2KV-TOSPA-6A 3,55E+07 <10? <0,01
P2TS-TOSPA-6B 1,03E+07 <10? <0,01
9-ARC-6A 5,60E+06 <10° <0,01
3-ARC-7A 1,46E+08 <1x10* <0,01
T1KV-TOSPA-7B 5,31E+07 <10° <0,01
3-MRS57-6A 1,16E+08 <10° <0,01
2-ARC-3C 1,46E+08 <102 <0,01
P4TS-ARC-8A 6,80E+06 <102 <0,01
7-ARC-5C1PP 1,93E+08 <10' <0,01
K2KV-T0S-8AP 9,30E+07 <10' <0,01
P3LS-TOSPA-6C 3,00E+08 <10? <0,01
2-ARC-3A 3,60E+06 <10° <0,01
P2TS-ARC-8A 2,75E+07 1x10° <0,01
P4TS-TOS-7A 7,62E+06 2,05x10° 0,03
T2KV-TOSPA-6B 4,80E+06 <10° <0,01

kultivace ve stresujicim prostfedi. Tato populace neni
s pouZzitim vySe zminéného kitu u vSech kment dobie
odliSitelna od Zivych bunék jak je patrné na obrazku 2.
Pritomnost poSkozenych nebo Zivych nekultivovatelnych
bunék zpisobend pusobenim riznych stresujicich pod-
minek byla v pfipadé pritokové cytometrie pozorovana
fadou dalSich autor (Bunthof a kol., 2001; Rault a kol.,
2007; Zotta a kol., 2009). Na rozdil od naSich vysledki
zjistili Zotta a kol. (2009) dobrou shodu mezi vysledky
plotnové metody a pritokové cytometrie pii vystaveni
testovanych bakterii kyselému prostfedi. Pfi¢inou mohlo
byt trochu jiné spektrum testovanych druhti (Leuconostoc,
Lactobacillus, Weissella) nez v naSem pfipadé (Bifido-
bacterium, Lactobacillus), protoZe v piipadé bifidobakterii
byly rozdily mezi vysledky plotnové metody a pratokové
cytometrie nejvetsi.

Mezi poétem zivotaschopnych buné¢k stanovenym po 3 h
kultivaci pti 37 °C v MRS bujénu pH 6,5 obsahujicim 0,3,
0,7 a 1,0% soli zluCovych kyselin klasickou plotnovou
metodou a prutokovou cytometrii existovala vyrazna
korelace. Za tucelem testovani odolnosti kment vuci
pusobeni soli Zlucovych kyselin lze tedy klasickou plot-
novou metodu nahradit metodou pritokové cytometrie.

Zaver

Ziskané izolaty jsou uchovavany ve vhodnych kryopro-
tekénich médiich, ke kazdému kmenu je vedena dokumen-
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Obr. 5 Vliv pisobeni nizkého pH na podet Zivych bunék
v populaci stanoveny pratokovou cytometrif
s vyuZitim kitu LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial
Viability pro Lbc. salivarius CCDM 216

tace o jeho piivodu (veék pacienta, diagndza, misto odbéru,
pouzité selektivni médium, mikroskopicky vzhled, rodové
zarazeni). Po vytipovani bakteridlnich kmend, které budou
vykazovat vhodné probiotické vlastnosti, budou hledany
cesty jak tyto nové ziskané kmeny udrzovat, maximalizovat
jejich vytéznost a vhodné zapracovat do funkénich
potravin, bude navrzen design jejich klinického odzkouseni
prokazujici jejich zdravotni benefit u rizikové skupiny
pacientl, napt. se zanétlivym onemocnénim traviciho trak-
tu ¢i jinymi gastrointestinalnimi obtiZzemi a na zdravotné
priznivé efekty u bézné populace. Informace ziskané pfi
testovani metod budou vyuZity pfi charakterizaci novych,
nami izolovanych kmend.
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