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Vysledky

Vysledky tykajici se jejich prevalence v odebranych
stérech jsou zndzornény graficky (graf 1). Nejvice zastou-
penymi byly rody Staphylococcus sp. a Bacillus sp. Druh
Bacillus cereus byl zachycen zejména na vyrobné tvarohd,
ale také v solnich laznich, nebo na vyrobné sterilovanych
vyrobkt. Stafylokoky byly nejcastéji izolovany ze stérd
pochazejicich z prostfedi syrarny (lisovaci tvofitka, por-
covna a balicka syrt, solné lazn¢), ale také z prostredi
maslarny, ¢i UHT provozu.

Podrobnéjsi vysledky, samotnd metodika a seznam lite-
ratury jsou k dispozici u autorti.
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Abstrakt

Cilem prace bylo testovat odolnost vybranych kment
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium species, Bifidobacterium dentium
ze Sbirky mlékarskych mikroorganismti Laktoflora®
a zkoumat jejich chovani v simulovanych podminkach
zazivaciho traktu. Tak jako v predeslych dvou letech, byl
opét sledovan vliv nizkého pH, Zalude¢ni Stavy - pepsinu,
pankreatické $tav - pankreatinu a zlu€ovych soli na pocty
sledovanych bakterii. Vysledky ukazuji, Ze testované
kmeny jsou vétSinou odolné vici uvedenym inhibitorim.
Sledované bakterie prezivaji simulované podminky
traviciho traktu v dostate¢ném mnozstvi a jsou vhodné pro
dalsi vyuZiti a rozsifeni spektra vyuZzivanych bifidobakterii
v probiotickych potravinach.

Klicova slova: Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifi-
dobacterium longum, Bifidobacterium species, Bifidobacte-
rium dentium, pepsin, pankreatin, Zlu¢ové soli, hydrofobicita

Abstract

The evoluation of resistance of selected Bifidobacterium
strains, concretely Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium species, Bifido-
bacterium dentium was the aim of this work. The strains
originated from Collection of Dairy Microorganisms
Laktoflora®. The ability to survive in conditions of intestinal
tract as well as in the last two years was observed. It was
tested influence of low pH, gastric enzyme pepsin, pancrea-
tic juice pankreatin and bile salt in relation to density of bac-
teria. The results show, that tested strains have good resis-
tance to inhibitors mentioned above. Tested bifidobacteria
survived conditions of intestinal tract in high and sufficient
density and therefore they are suitable for next usage and
widening of spectrum of bifidobacteria in probiotic food.

Key words: Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifi-
dobacterium  longum,  Bifidobacterium  species,
Bifidobacteriu dentium, pepsin, pancreatin, bile salts,
hydrophobicity

Uvod

V nasi dalsi praci pro rok 2011 jsme se opét zaméfili na
sledovani rezistence vybranych kment, a to bifidobakterii,
ze Sbirky mlékarskych mikroorganisma Laktoflora®, ktera
je soucasti Ceského genofondu mikroorganismti a malych
zivocichu a rostlin podle zakona ¢. 252/1997 Sb. ve znéni
pozd€jSich predpisti, v simulovanych podminkach
zazivaciho traktu clovéka. Bifidobakterie patii ke znaAmym
a vyznamnym probiotickym mikroorganismim. Pro
vyzkum jsme zvolili 5 kment Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, 4 kmeny Bifidobacterium longum, 5 kment
Bifidobacterium species a 1 kmen Bifidobacterium den-
tium. Tak jako v minulém roce, tak i letos, jsme sledovali
rezistenci vici nizkému pH, Zluéi a ZluCovym solim,
zaludecni $tavé a pepsinu, pankreatické $tavé podle stejné,
jiz uvedené metodiky v r. 2009 a 2010. Dalsim naSim
zamérem bylo otestovat moZnosti stanoveni dalSi probio-
tické vlastnosti - hydrofobicity. Urceni hydrofobicity dava
moznost oveéfeni schopnosti bakterii vdzat se na bunky
stfevni sliznice a tim zpiisobem napomahat obrannému sys-
tému hostitele v ochrané proti strevnim infekcim.

V roce 2010 se zabyvali studiem probiotickych vlastnosti:

Qingging Li a. kol. (2010) - zkoumali rezistenci vuci
nizkému pH a Zluci u Bifidobacterium animalis subsp. lac-
tis Qg08. Kmen vykazal 84 % rezistenci vuci pH 2 po
4 hodinach inkubace a 90 % rezistenci vici zluci. Déle zjis-
tili, Ze tento kmen je aerotolerantni a byl zafazen mezi
komer¢ni probiotické kmeny.

Li Jia e kol. (2010) hodnotili Bifidobacterium bifidum,
B. infantis, B. longum, B. adolescentis s ohledem na jejich
citlivost vi¢éi nizkému pH Zzaludku (3,0 - 3,5 pH)
a zluCovym solim (o koncentraci 0,15 a 0,60 %). Jejich
citlivost, Zivotaschopnost vyjadrili hodnotou log CFU/ ml.
Prvni 3 kmeny vykazaly vysokou Zivotaschopnost buné¢k
pri pH 3,5 (5,5 log CFU/ ml za 5 hodin) a pfi koncentraci
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Zlucovych soli 0,6 % (4,5 log CFU/ ml za 3 hodiny). Kmen
B. adolescentis mél nizsi Zivotaschopnost.

Bekeris, M. a kol. (2010) hodnotili rezistenci probiotic-
kych bakterii Bifidobacterium lactis Bb-12 a Lactobacillus
acidophilus v jednoduchém modelu traviciho traktu, ktery
vytvorili s 0,46 % ovesného filtratu o pH 2, ke kterému pfi-
dali 4 % vodny roztok prebiotik (inulinu, maltodextrinu
a laktul6zy). Sledovali fermentaci uvedenych probiotickych
bakterii pfi 37 °C po dobu 30- 60 minut v tomto prostredi.
Obé kultury mély dobrou rezistenci v tomto systému, ale
B. lactis Bb-12 mélo o néco vyssi rezistenci nez L. aci-
dophilus. Na zakladé této prace bychom mohli v budoucich
letech dale zjiStovat u kment Sbirky Laktoflora® i ochranny
ucinek nékterych prebiotik na zvySeni rezistence naSich
probiotickych bakterii a vyuZit tento poznatek v praxi.
Vyznam prebiotik pro zvySeni denzity bakterii je znam.

Alp, G. a Aslim, B. (2010) hledali souvislosti mezi rezis-
tenci vi¢i zluCovym solim a nizkym pH s produkci
exopolysacharidii (EPS) u bifidobakterii izolovanych z dét-
skych feces a z matefského mléka. Izolovali, identifikovali
a testovali 15 kment B. breve, 11 kment B. bifidum, 3 kmeny
B. pseudocatenulatum a 2 kmeny B. longum. Zjistili pozitivni
korelace mezi produkei EPS a rezistenci vici Zlu¢ovym solim
a nizkému pH. Tento vyzkum ukézal, Ze vyssi produkce EPS
miize vyznamné selektovat probiotické kmeny s vyssi rezis-
tenci vici podminkam v travicim traktu.

Charalambos Kotzamanidis a. kol. (2010) hodnotili hydro-
fobicitu, tvorbu EPS a adherenci na Caco-2 buiiky u vybra-
nych kmenil laktobacill. Zjistili, Ze kmen Lactobacillus plan-
tarum 2035 mél z této skupiny nejvyssi hydrofobicitu 61 %
a také nejvyssi schopnost adherence na Caco-2 butiky. Dalsi
kmen L. reuteri DC 421 mél hydrofobicitu 43 % a také vyso-
kou schopnost adherence na Caco-2 buiiky. Z téchto vysledka
Ize soudit, ze vysSi procento hydrofobicity ukazuje na vyssi
adherenci - schopnost vazat se na sténu stfevni sliznice a tim
pfiznivé ovlivnit zdravi konzumentd. Z tohoto ¢lanku jsme
prevzali metodiku stanoveni hydrofobicity.

Material a metody

1. Prehled testovanych kment ze sbirky Laktoflora®:

Lyofilizované kultury pouzitych kmend byly nejprve
obnoveny nékolikanasobnym preockovanim v MRS bujonu
o pH 6,2 s 1 % cysteinu a péstoviany za anaerobnich pod-
minek. Pak bylo provedeno mikroskopické vySetfeni a byly
stanoveny pocty bifidobakterii. Nésledovala ptiprava
primarni suspenze a stanoveni rezistence vici pH 3, rezis-
tence vici ZluCovym kyselindm, Zalude¢ni Stave, pankrea-
tické staveé po dobu 30 minut pti 37°C. Stanoveni rezistence
bylo zaloZeno na kultiva¢nich metodach. Plotny byly
ockovany prelivem a inkubovany za specifickych kulti-
vacnich podminek vhodnych pro bifidobakterie (37°C po
dobu 72 hodin, anaerobné na MRS 6,2 pH). Po kultivaci
byly vyhodnoceny pocty KTJ/ ml, logaritmus KTJ se
porovnal s kontrolou a vyjadril v procentech. Zhodnoceni
rezistence: = 90- 100 % bakterie jsou rezistentni, 50- 90 %
bakterie jsou tolerantni, < 50% bakterie jsou inhibované.
Pracovali jsme podle jiz oveéfené metodiky, kterou jsme
uvedli v ¢lanku: Stanoveni odolnosti vybranych kment lak-
tobacill vi¢i modelovym podminkdm traviciho traktu
v Mlékatskych listech ¢. 122 (2010). U rezistence vici
zluci jsme upravili metodiku jen s vyuzitim zlucovych soli
OXOID jako v r. 2009. Pro stanoveni hydrofobicity jsme
vyuzili metodu, kterou pouzili Kotzamanidis a. kol. (2010).
Suspenzi bunék napéstovanou v MRS bujonu pH 6,2 anae-
robné jsme odstredili pri 3000 ot. 10 min, 2x promyli PBS
pufrem a resuspendovali v 0,1 M KNO; na koncentraci
bunék cca 10® = plivodni suspenze. Zméfili jsme absorban-
ci - Ap ptivodni suspenze kultury pfi 600 nm. Do zkumavky
jsme odméfili 6 ml piivodni suspenze, pfidali 2 ml xylénu
a vortexovali po dobu 2 minut, pak nechali stat 20 minut pfi
pokojové teploté. Po oddéleni fazi jsme odpipetovali vodni
fazi a opét zméfili absorbanci pfi 600 nm - A;. Procento
hydrofobicity jsme vypocitali: He, = (1- A1/ Ao) . 100.

Zhodnoceni hydrofobicity: ¢im vyssi je procento hydrofo-
bicity probiotickych bunék, tim lepsi je jejich schopnost vazat
se (adherovat) na buiky stfevni sliznice. Schopnost adherence
je zakladni pozadovanou vlastnosti pro probiotické bakterie.

Tab. 1 Kontrola denzity sledovanych kment po
3. pfeockovani v MRS bujonu

Bifidobacterium animalis subsp. lactis (CCDM: 93, g'(';;rﬁ I(':]I‘/i l;:lll;::g MHSp:ulon
107, 239, 241, 366) CCDM 93 1,2.10%9,08 482
Bifidobacterium longum (CCDM: 219, 367, 369, 372) CCDM 107 13.1099.11 466
Bifidobacterium species (CCDM: 370, 486, 492, 775, CCDM 239 14.1099.15 511
879) CCOM 241 30.10%8,48 478
Bifidobacterium dentium (CCDM 318) CCDM 366 70.10%8,85 451

2. Pristroje: CCDM 219 3,1.10%8,49 4,80
pH metr HAACH, autoklav PS 20A, termostaty BT CCDM 367 1,5.10%8,18 4,69
120, vodni lazen Julabo TW 12, odstfedivka Labnet- CCDM 369 4.4 .10%8,64 451
Spectrafuge 6C, spektrofotometr Biochrom Libra S22 CCDM 372 7,4 .10%8,87 4,59

3. Chemikalie a roztoky: CCDM 370 1,2.10%9,08 4,57
pepsin - SIGMA P 7000; pankreatin- SIGMA p 3292; CCDM 486 6,4 .10%8,81 4,69
zlucové soli OXOID; NaCl; sterilni destilovana voda; CCDM 492 1,7.10%9,23 4,54
0,2M HCI; 0,2M KCI; 0,1M KH,POy; 0,1M NaOH,; CCDM 775 1,0.10%9,00 4,41
PBS- fosfatovy pufr; 0,1 M KNO3; xylén CCDM 879 1,2.10%9,08 441

4. Postup prace CCDM 318 8,0.10%8,90 4,32
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Tab. 2 Denzita vybranych kmend vystavenych ucinku inhibitord, jejich kontrol, rezistence kment a jejich hydrofobicita

Kmen CCDM pH 3 Zal. §tava
log KTJ/ mi log KTJ/ mi
93 K 8,70/ 8,71 K 8,70/ 7,54 0
R=100% R=87 %
107 K 8,78/8,79 K 8,78/7,38
R= 100 % R= 84 %
239 K 8,61/ 8,49 K 8,61/ 7,57
R=99% R= 88 %
241 K 7,20/ 17,15 K7,20/ 6,15
R=99 % R=85%
366 K 8,62/ 8,46 K 8,62/ 6,78
R= 98% R=79%
219 K 7,98/ 17,57 K 7,98/ 17,40
R=95% R=93%
367 K 8,60/ 8,52 K 8,60/ 8,15
R=99% R=95%
369 K 8,15/ 8,15 K 8,15/ 7,38
R= 100 % R=91%
372 K 8,40/ 8,36 K 8,40/ 7,46
R=99,5% R=89%
370 K 8,23/ 8,23 K 8,23/ 7,60
R= 100 % R=92%
486 K 8,62/ 8,66 K 8,62/ 8,36
R=100% R=97%
492 K 8,48/ 8,45 K 8,48/ 8,00
R=997 % R=94 %
775 K 8,76/ 8,72 K 8,76/ 8,70
R=99,5% R=99,3 %
879 K 8,42/ 1,87 K 8,42/ 5,00
R=94 % R=59 %
318 K 8,45/ 8,46 K 8,45/ 8,30
R=100% R=98%

Pankr. $tava 1 % zlué. soli Priimérna
log KTJ/ mi log KTJ/ ml hydrofohicita %
K 8,70/ 8,43 K 8,56/ 6,57 60 %

R=97% R=77%

K 8,78/ 7,68 K 8,59/ 6,11 51%
R= 88 % R=71%

K 8,61/ 8,53 K 8,76/ 7,26 58 %
R=99 % R=83%

K7,20/718 K 8,20/ 4,90 56 %

R=99,7 % R= 60 %

K 8,62/ 8,38 K 7,95/ 6,28 54 %
R=97% R=79%

K7.98/7,72 K 8,08/ 8,04 58 %
R=97% R=99 %

K 8,60/ 8,32 K 7,86/ 6,45 63 %
R=97% R=82%

K 8,15/ 8,11 K7,63/ 7,28 58 %

R=99,5 % R=95%

K 8,40/ 8,41 K749/7,23 62 %
R= 100 % R=96 %

K 8,23/ 8,11 K 7,89/ 6,98 55 %
R=99 % R=88%

K 8,62/ 8,42 K 7,56/ 6,88 49 %
R=98% R=91%

K 8,48/ 8,43 K 8,20/ 6,74 63 %
R= 99,4 % R=82%

K 8,76/ 8,74 K 8,26/ 6,75 68 %
R= 998 R=82%

K 8,42/ 8,40 K 8,30/ 8,23 67 %
R= 99,8 % R=99 %

K 8,45/ 8,36 K 8,38/ 8,18 57 %
R=99 % R=98%

Vysledky a diskuse

Kmeny dosahuji velmi dobrou denzitu - fadové 10%, 10°.
Pro jeji udrzeni je nutné pfisné zachovat anaerobni pod-
minky kultivace.

Uvedené kmeny bifidobakterii vykazuji velmi dobrou
odolnost nebo toleranci vici podminkdm v travicim traktu
od 59 % u CCDM 879 vuci zaludecni stavé po 100 %
u CCDM 93, 107, 369, 370, 486, 318, predevsim vici pH
3. Obecné nizsi odolnost je vuci Zluci - Zlucovym solim,
nejnizsi 60 % je u CCDM 241. Odolnost vuci pankreatické
Stavé je u vSech kmentl vysoka 88 - 100 %.

Ohledné hydrofobicity mizeme konstatovat, Ze hydrofo-
bicita vS§ech kment je vyrovnand, pohybuje se od nejnizsi
49 % u CCDM 486 po nejvyssi 68 % u CCDM 775.

Zaver

Kmeny testovanych bakterii Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
species, Bifidobacterium dentium ze Sbirky mlékarskych
mikroorganismi Laktoflora® jsou rezistentni nebo tole-
rantni vici simulovanym podminkam v travicim traktu.
Z hodnot hydrofobicity muiZeme usoudit, Ze vice neZ
polovina vSech buné¢k kment bifidobakterii je schopna se
adherovat na sliznici stfeva a tim pfiznivé ovlivnit zdravi
konzumenta. Testované bakterie maji dobré ristové schop-

nosti pfi zachovani disledného anaerobniho prostiedi.
K dal§imu vyuZiti bychom navrhovali kmen CCDM 775,
ktery vykazuje jak vysokou rezistenci, tak hydrofobicitu
a ma dobré ristové schopnosti.

Vyzkum byl feSen v ramci vyzkumného zaméru MSM
2672286101.
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