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ABSTRAKT

Probiotika su Zivé mikroorganizmy, ktoré, ak st poddvané v adekvéatnych mnozstvach, maja
priaznivé U¢inky na zdravie hostitel'a. Pouzivaju sa najmé ako sucast’ Specifickych mliecnych
vyrobkov a tiez ako doplnky stravy vo forme tabliet, toboliek, drazé alebo sirupov.
Najznamejsie probiotické mikroorganizmy su baktérie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium
patriace do skupiny baktérii mlie¢neho kvasenia. Na hodnotenie probiotickych pripravkov sa
vyuziva Siroka skala metod mikrobiologickej analyzy potravin. Tieto metdody mozno rozdelit
na kvantitativne, urené na stanovenie poctu mikroorganizmov v produkte a kvalitativne,
ktoré su schopné detekovat pritomnost’ alebo absenciu daného mikroorganizmu. Obidva typy
metdd maju velky vyznam pri kontrole u¢innosti probiotickych pripravkov.

ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms, that when administered in adequate amount confer a
health benefit on the host. They are used as part of specific milk products and either as dietary
supplements in form of tablets, capsules, coated pills and sirups. The most famous probiotic
microorganisms are bacteria of Lactobacillus and Bifidobacterium genus, that belong in group
of lactic acid bacteria. For the assessment of probiotic preparations is used broad range of
methods for the microbial analysis of foods. These methods can be separated on quantitative,
that enumerate amount of microorganisms in product and qualitative, that are capable detect
presence or absence of certain microorganisms. Both types of the methods have large
importance in control of the efficiency probiotic preparations.
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1 UVOD

Fermentované zloZky potravy boli délezitowadiou vyzivy ¢loveka péas celej doby jeho
evolucie. Nasi predkovigasto skladovali svoju potravu naloZenu v soli nigkotyzdiov aj
mesiacov. Jedlo, ktoré nasledne pozivali, pret@lotisalo véké mnozstvo zdraviu prospes-
nych baktérii. Odhaduje sa, Ze v paleolitelia konzumovali priblizne o miliardu baktérii
viac, nez sa nachadza v naSej strave. Dosledkomdwdla bohatSia a pestrejSia mikrobialna
flora.

Najma v poslednych 50 az 100 rokoch vSak doSlorkaryej zmene stravovacich navykov,
¢o bolo spojené s poklesom prijmu zdraviu prospdsraktérii a latok délezitych pre ich
rast ako je napriklad vlaknina. Do potravin alev@jly a ovzduSia sa &ali zavadzé rézne
chemickeé latky a v ligebnej praxi sa pouZzivalmraz v&Sie mnozstvo synteticky vyrabanych
pripravkov. VSetky tieto faktory sa dnes spdjajiiasticim vyskytom tzv. civilizanych
ochoreni ako napriklad alergii.

Kompletny névrat k prirodnej strave je uz &asnosti nerealizovdtey. Preto sa vo vys-
kumnych centrachliadaju moznosti, ako tento navea najviac napodobtiia tak zmierrti
riziko vzniku civilizatnych ochoreni a zabezpi¢ predZzenie a zvy3enie kvality Zivota.
Jednou z moznosti je prijimanie latok schopnychawvpr mikrofléru nasho creva
a nahradi v nom Skodlivé baktérie uzitmymi. Takymito latkami su aj probiotika.

Existuje vé&a r6znych Studii dokumentujucich prospe$npobiotik pre zdravi€loveka.
Stale vSak chyba dostatok klinickych dvojito zaslejch placebom kontrolovanych skasok,
ktoré ako jediné dokazu naozaj preukaa&inok daného probiotika. V niektorych oblastiach
je preto ich dinok dokazany, \@alSich sa poklada len za mozny. K tomu sa pripéjaks Ze
mechanizmy pbésobenia probiotik eSte nie su celkmeskgmané a nazory odbornikov na ne
sacasto odlisuju.

Na druhej stran€’alSie prace zaoberajluce sa prieskumom kéneevyrabanych probiotik
zistili, Ze deklaracie vyrobcov o priaznivycRitkoch ich produktov s&asto prehnané.
Zistena bolatasta extrapolacia vysledkov Stadii na zvieratachiuaskd populaciu, rovnaké
Gcinky boli pripisované jednému bakterialnemu druhez bolfadu na Specificka’s
jednotlivych kmeéov, baktérie neboli pomenované adplatného vedeckého nazvoslovia
a nama pbtet mikroorganizmov v probiotiku mnohokrat nezodmpiale informaciam
uvedenym vyrobcom a produkty teda neobsahovali dwinéciu probiotickych baktérii
potrebnl na dosiahnutie ¢igych inkov.

Vyrazna propagacia probiotickych vyrobkévuz na internete, v televizii alebo formou
plagatov a brozurok v lek&ach aj ordinaciach lekarov a zaravepravy odbornikov
0 newinnosti mnohych komeénych produktov spoésobujdasto neddveru a pochybnosti
spotrebitéa a otazka uzivania probiotik je tak stale viadkuwtidvana nielen v odbornych
kruhoch ale aj v Sirokej verejnosti.

Ked’Ze neexistuje jednotny nazor na p6sobenie probimikudsky organizmus a infor-
macie verejnosti su v tomto bdde casto nepresné, Buovplyvnené priliSnou reklamou
vyrobcov alebo vyrazne skeptické, rozhodla som @aswojej praci zametana zhrnutie
sttasnych vedeckych poznatkov o probiotikach a pratkgth mikroorganizmoch a takisto
spomenf( aj niektoré moderné metody stanovenia probiotibKyaktérii vo farmaceutickych
vyrobkoch.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Historia probiotik

Zdraviu ¢loveka prospesné ¢inky potravin obsahujacich Zivé mikroorganizmy, gwe
vSetkym baktérie mlimmeho kvasenia, si zname uz celé siarov Perzskej verzii Starého
zékona (kniha Genezis 18:8) sa m6zemdtd Ze Abraham ziskal svoju dlhovekKogl’aka
pitiu kyslého mlieka a v roku 76 pred n. |. rimshistorik Plinius odportal podavanie
fermentovanych mlignych vyrobkov pri ligbe gastroenteritidy.

Jeden z prvych vedeckych dékazov o tom, Ze tz\avs@r baktérie v potravinach mézu
pozitivne ovplyvni zdravie hostitéa, podal nositeNobelovej ceny za medicinu za rok 1908
ITja Mecnikov. Predpokladal, Ze dévodom nezajnej dlhovekosti bulharskych lhoikov
je pravidelnd konzumacia fermentovaného mliekayz vo forme jogurtu, kumysu alebo
kefiru. Identifikoval v nom dve baktérieStreptococcus thermophilua Lactobacillus
bulgaricus Tieto baktérie mali kty schopné usidli sa vcreve ¢loveka a tak zniZi pocet
patogénnych baktéri2

Dalie vyskumy sice preukazali, Ze vy33ie uvederkééba nie su schopné kolonizéacie
traviaceho traktu ale napriek tomu vedci pckrali v objavovani moznych priaznivych
acinkov baktérii. Bolo objavenych viacero kiow Lactobacillus acidophilus ktoré
sa dokazali usidliv traviacom trakte a vyvifatam zn&nu fyziologicku aktivitu. To vyvolalo
velky zaujem o komeéné produkty fermentované touto baktériou. Vyznamrokamihom
pre priemyselnu vyrobu bol vS8ak najma rok 1930,ykktinoru Shirota v Japonsku uspesne
izoloval a kultivoval kmé Lactobacillusschopny preZi prechod cez traviaci trakt. Kultara
dostala nazowL. caseikmei Shirota a zéala sa pouZitapre produkciu fermentovaného
mliecneho produktu zvaného Yakult, ktory podnietil v uok935 zaloZenie rovnomennej
spolanosti2

Vyskum v oblasti probiotik neskdr zastavila svetdv@Bpodarska kriza a druhd svetova
vojna, aj potom vSak pozorrtbgenovana tejto problematike nebola dostaso Dévodom bol
objav antibiotik v roku 1928 ako ki U¢inného lieku proti infeknym chorobam.

Potreba hadania novej alternativnej diey a teda aj vyznam probiotik vzrastol az
poznanim niekikych skut@nosti:

* Uznanie, Ze terapia antibiotikami nie je takéaa, ako sa predpokladalo. AjReie

je pochyb o jej schopnosti rig¢Siniektoré medicinske problémy, zaravenoze
vytvara’ problémy nove.

» Rastlce uvedomenie si faktu, Ze antibiotikfanochrannu mikrofléru a vytvaraju tak

predispoziciu ki’alSim infeknym ochoreniam.

e Stupajuca obava z kmev baktérii rezistentnych ¥oantibiotikdm, ¢o je dosledok

castého zbyteného predpisovania a teda zneuzivania antibiotik.

« Obava, Ze priemysel nedokazbalej vyvija@® nové lieky rychlosou schopnou

konkurova rozvoju odolnosti mikroorganizmov ¥ostarym antibiotikam.

» V3eobecne rozsireny zaujem o ekologické me#dy.

2.2 Definicia pojmu probiotikum

Slovo probiotikum vzniklo ako opozitum k pojmu dititikum. Pochéadza z gréckeho jazyka
a znamena ,pre zivot“. Prvykréat bol tento pojem Zibuv roku 1953 na ozianie beznych



zloZiek potravin ako vitaminov, aromatickych lat@gzymov adalSich zl@enin z@ast-
nujacich sa procesov dolezitych pre Zidot.

V spojeni so Zivymi mikroorganizmmami ho prvykratuidi v roku 1965 Lilly a Stilwell.
Definovali nim latky, produkované mikroorganizmarkipré stimuluju rast inych mikro-
organizmow

Definiciu, ktora sa najviac podobalatagnym popisom probiotik, formuloval az Parker wrok
1974. Probiotika su pdid neho organizmy a latky prispievajuce&revnej rovnovahe. Nebola
uplne presnd, kiZe slovo ,latky* v nej mohlo oziava aj antibiotikal2 Preto sa v roku 1989
pokusil Parkerovu definiciu vylepSiFuller. Probiotikum opisal ako ,Zivy mikrobiélny
potravinovy doplnok priaznivo ovplywjuci hostitéské zviera zlepSenim jehdrevnej
mikrobialnej rovnovahy# zdoraznil tak vyznam Zzivych buniek ako zakladnépzky
acinného probiotika ale definicia bola viac aplikaefath na zvierata ak&loveka.

Existuje eSte M@ d’alSich modifikacii pre definiciu probiotik, jednu rrajnovsich,
publikovali v roku 2001 Schrezenmeir a de Vreseroffotika su pripravky zo Zivych
mikroorganizmov alebo produkty obsahujlce tieto nmdkganizmy, ktoré, ak suU podavané
v dostaténych mnozstvach, menia mikrofloru véitom anatomickom mieste hostitea tym
priaznivo vplyvaji na jeho zdravié“.Tato definicia zalha poziadavku dostatného
mnoZzstva mikroorganizmov v probiotiku na dosiahautiecivych &inkov a takisto
neobmedzuje pésobenie probiotik len na mikrofléaniaceho traktu.

V sikasnosti sa W&ina autorov priklda k odpordaniam pracovnej skupiny FAO/WHO
na hodnotenie probiotik v jedle z roku 2002, kioo@isuje probiotika ako Zivé mikroorganizmy,
ktoré podavané v adekvatnych mnozstvach maju pvi@zdinky na hostitéa>

Probiotické mikroorganizmy su r@ajstejSie pouzivané ako doplnky stravy alebo ako
sikkag’ Specifickych mliénych vyrobkov, najnovsie takisto ako¢ad” kojeneckej a detskej
vyzivy. V pripade doplnkov stravy sa jedn&s$i@ou o lyofilizované kultiry pozostavajuce
Z jedného alebo viacerych druhov probiotickych Bekt ktoré s samostatne alebo spolu
s d’alSimi latkami vyrabané vo forme kapsli, tobolighbliet alebo drazé. Zakysané nitie
vyrobky s obsahom probiotickej kultiry sadastejSie vyrabaju ako Specialne napoje a jogurty,
mliecna a ceredlna detska vyziva su dodavané ako delarrqorodukty. VSeobecne je teda
mozné probiotika zaradk tzv. funkknym potravinam, ktoré okrem zakladnej funkcie nesig
a vyzivy organizmu maju djalie vlastnosti pozitivne ovpliujlce zdravie a vitalitdloveka®

2.3 Pozadované vilastnosti probiotik

Za najdolezitejSiu vlastnésprobiotickych mikroorganizmov, vyplyvajacu aj z fikécie
probiotik sa povazuje ich Zivotaschoptiogproduktoch a schopnbdosiahnt miesto @inku

v aktivnej, zivej forme a v koncentracii dostatej na vyvolanie zdraviu prospeSnyatinkov.
Ako dostaténa koncentracia sa &inou udava mnoZstvo ¥§ v tenkomcreve a 18g

v hrubom &reve. Tomu zodpoveda mnozstvo'd®aktérii v 1 g konzumovanej potraviny,
ktoré by malo kompenzovamozny pokles koncentracie ¢as vyroby a skladovania
produktov ako aj p&as prechodu konzumovaného probiotika traviacimtomale Avsak
prezitie mikroorganizmov v traviacom trakte samebesneimplikuje vznik prospesnyctinkov

a takisto aj nezivé mikroorganizmy su schopné awptyzdraviecloveka. Vo viacerych Studiach
bola pozorovana schopniogeplom inaktivovanych mikroorganizmov adhenbvaa kultdry
tkanivovych buniek¢o preukazalo, Ze Zivotaschoptiose je nevyhnutne potrebna pre adhéziu,
jednu zdalSich dolezitych vlastnosti fuétkych probiotik. Inaktivované probiotika boli takist



pozorované inhibovaadhéziu a invaziu hilu spbsobujucich baktérii. Vyznamnou je vSak
najméa schopna's¢asti bunkovej steny probiotik ako peptidoglykanambklexov kyseliny
lipoteichoovej a S vrstvy proteinov stimul@Manunitny systént.

Aby mohli probiotika efektivne pdsabina svojho hostit@, musia preZiprechod cez traviaci
trakt, 0 znamena, Zze musia toleréMayslé a na proteazy bohaté prostredie Zaludkaeai'pr
a ras v pritomnosti Zovych kyselin. Pa@ najnovsSich vyskumov je &&ina baktérii na kyslé
prostredie citliva, avSak napriek tomu tieto baktélosahuju vysoka koncentraciu vo vzorkach
izolovanych z fekalii. S naj¢8ou pravdepodobntsu prijimanie jedla, ktoré ma ¥l
pufrovaciu kapacitu zarovies probiotikami chrani baktérie pri prechode tréina traktom.
DalSou mozna®u ako baktérie ochréhje podavanie probiotik v kapsliaés.

Vyznamnym vyberovym kritériom je adhéziadravni mukozu. Této viastnoge tradéne
povazovana za predpoklad kolonizacie. AvSak priddionekolonizuju hostit@ nastalo.
davkovania a potom postupne miznu. Vykazuju teda peechodnu kolonizaciu. AvsSak
napriek tomu je vyber adhéznych kiog dolezity, ke'Zze vo viacerych pripadoch bolo
preukazané, zZe tieto kmene znizuji napriklBtku trvania rotavirusovej hilay, pricom bol
pozorovany vyrazny vzostup Specifickych IgA prdbl§ ¢o naznauje, Ze adhézia moze hy
dolezitd pre stimulaciu imunitného systému. Zvysigez cas zadrZzania baktérii sreve
a umo#uje privies baktérie a epitelové bunky do blizkeho kontaktdhézia baktérii na tité
miesta ma takisto za nasledok zlepSenu expoziabigitk na mieste denia dosiahnutim
Ziadanej odpovedi aj pri oba nizSich davkach.

S adhéziou uzko suvisi aj koagregacia, teda vahaho mikroorganizmu n#alSi. Bolo
zistené, Ze probiotické mikroorganizmy, ktoré maghopnog koagregova s patogénmi,
mozu md lepSiu schopna'szabija ich, kel'Zze produkuju antimikrobialne latky v ich tesnej
blizkosti.

Spomedzi vSetkych probiotik bola produkcia antimikéalnych latok pozorovana najma
u baktérii mlieneho kvasenia. N&stejSie su to organické kyseliny ako @@ a octova
a takisto aj peroxid vodika a GQProdukciu tychto latok aj gas prechodu baktérii traviacim
traktom naznéuje redukcia fekalneho pH.

Samozrejme pre pouzitie probiotickych baktérii waanach a takisto pre iebné dely
je délezitd ich bezgmog. Len vémi malo probiotickych km#&v bolo doteraz Specificky
testovanych vzZfadom na tuto podmienku, &eée dlha historia bezpeej konzumacie
niektorych probiotik a takisto ich pritomnog prirodzenegrevnej mikroflore je povazovana
za najlepSiu skusku ich bezpesti. Napriek tomu sa v &fisnosti stav&oraz dolezitejSim
potvrdi’ bezpé&nod’ novych aj uz existujucich probiotickych kultdr. @ftlom je najma
neustale zvySovanie i mikroorganizmov odolnych o antibiotikdm. Toto testovanie by
malo zalinat’ uréenie odolnosti kmiga k Sirokej Skale beznych druhov antibiotik a pdéwnie
neschopnosti prenosu génov zodpovednych za recigteaci liekom alebo virulentnych
plazmidov. Ideédlne je, ak probiotickd baktéria péae toleranciu k antimikrobialnym latkam
pouzivanym v Kklinickej praxi ale neprenasa tutcogcins na iné baktérie. Valadom na vyrazny
vzostup alergii by sa mali vyrobcovia takisto pdkRasinimalizova alebo az eliminoua
pouzitie potencialne alergénnych latok vo vyrobrmnocese

Pre kometné vyuZzitie probiotik je vami dolezité sledouaaj ich technologické vlastnosti.
Hodnoti sa najmé& moznbgh produkcie vo vikom mnozZstve a za priaznivld cenu a takisto
ich stabilita pri vyrobnom procese, skladovani ansporte k spotrebitevi. Dolezité su aj



priaznivé organoleptické vlastnosti vysledného pkid a teda pouzivané baktérie by nemali
ma’ negativny vplyv na chivyrobku89

Existuje vé&a d’aldich vlastnosti, ktoré by mali igpt’ funkéné probiotika. V3etky tieto
kritéria je vSak mozné rozdéldo Styroch zakladnych kategorii: bezpes’, technologickée
vlastnosti, konkurencieschopmpsiinnog a funkinog’.® Podrobny zoznam pozadovanych
vlastnosti probiotik obsahuje Tdlxa 1.

Tabw’ka 1 Vyberové kritéria pre probiotické kméhe

spravna taxonomicka identifikacia

bezpénog’ humanny pévod

netoxické, nepatogénne kmene

kmene vhodné pre masovu produkciu a skladovanie

Zivotaschopné vo Yeych populaciach

t§tabi|ita Ziadanych vlastnosti gas vyroby kultury, skladovania

technologické vlastnos
transportu

vhodné organoleptické vlastnosti

genetickda stabilita

kmene schopné prezitia, rozmnoZovania a metablaievity v
cielovom mieste

odolné vai ZI¢i a kyseline

konkurencieschopnés|schopné konkurovanormalnej mikroflére obsahujicej rovne
alebo blizko pribuzné kmene, potencialne odolnéci v
bakteriocinom, kyselindm al'alSim antimikrobialnym latkar
produkovanym stalou mikroflérou

schopnog adhézie a kolonizacie

jeden alebo viac klinicky potvrdenych zdraviu preSpych
ucinkov

antagonistické posobeniedr@patogennym baktériam

produkcia antimikrobidlnych latok (bakteriocinov,erpxidu

Ucinnos’ a funkenos” |\ 4 gika, organickych kyselin...)

stimulacia imunity

antimutagénne a antikarcinogénriniéay

produkcia bioaktivnych zlienin
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2.4 Rekombinantné probiotika

V sEasnosti sa Zivé geneticky modifikované probiotikkéene nachadzaju v strede zaujmu
viacerych vyskumnych pracovisk. Aplikacia metdéd @arho inZinierstva v tejto oblasti totiz
umoiuje vytvaranie novej generacie probiotik s vopredmaymi a s ofadom na lepSi
terapeuticky ginok upravenymi biologickymi vlastnéami.

Baktéria Bacillus subtilis 2335 bola modifikovana plazmidom koédujucim syntézu
ludského interferénu alfa-2. U rekombinantného kanebola pozorovana schoptios
uchovavd vysoku antagonisticki aktivitu povodnej kultiryzek vyraznych antivirovych
vlastnosti prave dlaka syntéze interferénu. Vzniklo tak nové probiotik s kombinaciou
antibakterialnych a antivirovych vlastnosti. Klikéc a bakteriologické vySetrenia das
a po ukokeni podavania subalinu potvrdili jeho neSkodhasabsenciu védjSich @inkov.
Ucinnog’ subalinu boladalej testovana pri antitumorovej terapii s cykldémsidom.
Kombinovana lieba preukazala vyrazne vySSiu inhibiciu rastu nadoso rozSirovania
metastaz v porovnani s kontrolnou skupinou, ktdye] podavany iba cyklofosfamid.
Cytostaticka aktivita peritonealnych makrofagovebeyssia u mysi ligenych subalinor9

Dalsie rekombinantné probiotika so zlepSenou adbézigrevny epitel a in situ syntézou
a sekréciou molekul s terapeutickymi vlastiamsi boli vytvorené pouzitinLactococcus
lactis (produkcia a sekrécia IL-10) B. coli Nissle 1917 (produkcia a sekrécia peptidov
inhibujacich faziu HIV). Rekombinantnlyactobacillus plantaruns fragmentom £lostridium
tetanibol pozorovany vyvolavasilnii imunitn odpové pri nasalnej aplikaci?

2.5 Prebiotika a synbiotika

Ako uz bolo spomenuté v podkapitole 2.3 po konzums@ probiotikA konfrontované
s mnozstvom fyzikalnych a chemickych bariér akaidainé a ztové kyseliny a len mala
¢ag’ z nich je schopna dosiahtha udomacni sa véreve. Nasledne musiat&Zi’ o Ziviny
a miesta kolonizacie so zgjnou mikroflorou, ktora zaha niekdko stoviek dalSich
bakterialnych druhov. Okrem toho sa zistilo, ZepperuSeni podavania probiotik boli pridané
baktérie z ¢reva rychlo vyplavené. Tieto obmedzenigastane prekonava pouzitie
prebiotik10 S to latky, ktoré enzymy produkovalédskymi bunkami rozloZinedokazu ale
mikroorganizmy osikljluce traviaci trakt afalSie organy (Gstna dutina, pokozka, vagina)
anoll Aby latka mohla by oznaena ako prebiotikum nesmie thyhydrolyzovana ani
absorbovana v hornycliastiach traviaceho traktu, musitbgchopna pozmeticrevnu
mikrofloru v prospech zdravSieho zloZenia a induowmindlne a systéemové efekty
priaznivé pre zdravie hosti@l0

Prebiotika zamaju rozléné oligosacharidy (gluko-, frukto-, galakto-, isdtoa xylo-
a sojove oligosacharidy), laktulézu, laktosachardzakninu a jej Stiepne produkty (pektiny,
celuléza)ll Medzi najviac preskimané vSak patri posobenie BKIS prebiotik. Tieto latky
sa v prirode vyskytuju najma v rastlinnom materiéeli najdené v mede, pive, kvasinkach,
cibuli, lopuchu, ryzi, pazitke, asparagu, adakoch, bananoch a ovse. Chemicky ich tvoria
kratke az stredne dlhétiezce zp-D-fruktanov. Niektoré tieto molekuly maju glukozov
jednotky ako inicialnu polovicy3(2-1) osidicka vazba FOS vréatane prvej glukdzofiakiej
nie je hydrolyzovana na vysoky stuipeiektorymi traviacimi enzymami cicavcov. Had
dizky retazca sa FOS roztigu na oligofruktozu (stugepolymeracie mensi ako 9) a inulin
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(stupaéi polymeracie do 60). K&e bifidobaktérierahSie metabolizuju kratSie tazce,
prislusné polymeéry sa najprv upravuju enzymaticikgdrolyzou.

Fermentacia FO8revnou mikroflérou bola dokazana in vitro, kedypsauZili prirodzené
zmieSané fekalne baktérie.dalSich pokusoch bola sledovana fermentacia sacvagidkozy,
fruktézy, sachardzy, Skrobu, pektinu a FOS kultirgevnych baktérii a zmieSanyfudskymi
fekalnymi kultdrami. Bolo zistené, Ze vysSie uvedlegacharidy ale z nich najma FOS su
najviac fermentované bifidobaktériami. Naviac bifichktérie na tychto substratoch rastu
intenzivne, na det bakteroidov, klostridii alebo koliformnych baiitéa tym ich redukuju
na nizke péty alebo Uplne pottéaja. Tato Specificka vlastnosifidobaktérii suvisi s produkciou
enzymu B-fruktosidazy. Fermentacia FOS bola potvrdena apivo na l'udoch. Mikro-
biologické rozbory fekalnych vzorkov odobranych gweoch tyZzdioch konzumécie FOS
preukazaly zvySenie ptu bifidobaktérii zo 6 na 22%, om obsah bakteroidov, klostridii
a fusobaktérii sa znizil z 25 na 4%, z 1 na 0,294 na 0,4942

Enzymaticka premena prebiotik mikroorganizmami geki Sirokej Skale zitenin ako
mastné kyseliny s kratkym ti@zcom (najma kyselina maslova), niektoré aminokygel
(arginin, cystein), polyaminy, rastove faktoryawiiny a antioxidanty. Tieto latky pokryvaju
vyznamnikag' vyzivy érevného epitelu a 2astiuji sa mnozstva metabolickych procedév.

V skasnosti sa probiotikd a prebiotikaraz viac pouzivaju vo vzajomnej kombinacii,
¢o sa oznéuje ako synbiotikum. Synbiotika sa definuju ako srpeobiotik a prebiotik, ktoré
zlepSuju prezitie a implantaciu zZivych mikrobialhypotravinovych doplnkov, hii stimu-
lovanim rastu alebo metabolickou aktivaciou zdrariospesnych baktéaP

V experimentalnych podmienkach o oligofruktézu ademy inulin stimuloval sekréciu
IL-10 v lymfocytoch a sekimého IgA v ileu. Samotné probiotikd gctobacillus GG
a Bifidobacteriun) preukazali v tomto experimente len mierne zvySeniunitnych funkcii.
Sasné podavanie probiotik a prebiotik zvySilo s&kyelgA v ileu a zniZilo oxid&nu
aktivitu neutrofilov. Zda sa teda, Ze synbiotikazmdna’ odliSné dinky ako v pripade, k&
su probiotika a prebiotikd podavané osobitne a melabze dojs k aditivnemu a syner-
gistickému efekti:!

2.6 Zdravotné u¢inky probiotik

Uz od déb Ménikova je produktom, ktoré obsahuju probiotickée tialke pripisovanych
mnoho pozitivnych &inkov. Zatid ¢o niektoré su viani dobre dokumentované a uznavane,
d’alSie preukazali priaznivy potencial pri testovaai zvieratach a vyZaduju eSte potvrdenie
tychto vysledkov Studiami nad’och.

Je délezité uvedomisi, Ze zdravotnédinky probiotickych baktérii su kniie@vo Specifické
a teda neexistuje univerzalny kina dokonca ani viacero ki@v jedného druhu, ktoré by
poskytovali vietky predpokladanéiriky.2 U¢inok probiotik takisto zavisi na veku a fyziolo-
gickom stave prijemcis3

2.6.1 Prevencia a redukcia symptémov hnéky

Jedna z hlavnych aplikacii probiotik jeclia a prevencia antibiotikami spésobenejchgiaktora
je ¢asto zaptinena zvySenym vyskytoi@lostridium difficilepo antibiotickej ligbe. C. difficile
sa nachadza v malych mnozZstvach aj v zdravmwe, avSak ligha antibiotikami moze viés
k zni¢eniu pdvodnej mikrofléry a nasledne vzostupu kotréere tohto organizmu a produkcii
toxinov vyvolavajacich symptomy hiéley. Aplikacia probiotik v klinickych Stadiach vyrae
redukovala antibiotikami asociovanu kka v 52% pripadov. Riziko hiky cestovatiov,
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ktora je spbsobovana najma enterotoxickeucoli bolo znizené v 8% pripadov a akutna
hnatka spbsobena rozhymi pricinami v 34% pripadov. NajlepSie vysledky definowemy
kmenov probiotik boli zistené L. rhamnosu&G aB. animalisBb-12.

Procesy, ktorymi probiotikd redukuju trvanie Bky su stale z Jikej casti nezname.
Jednym z nich mdze Bkompetitivne vyldenie. Je to mechanizmus, ktorym probiotik& inhibuju
adhéziu rotavirov a patogennych baktérii modifikorraglykozylovaného miesta na receptoroch
epitelovych buniek sliznice prostrednictvom Wduania rozpustnych faktorov. Pritomiios
probiotik teda predchadza poSkodeniu cytoskeletélnyroteinov v epitelovych bunkéach,
ktoré mozu sposobipatogénygo vedie k zlep3eniu bariérnej funkcie sliznice.

2.6.2 Redukcia rizika spojeného s mutagenitou a karcinogetou

Potencialne antigenotoxické, antimutagénne a awciikagénne vlastnosti probiotik zaujimaju
v sltasnosti véa pozornosti. Mutagény su Rrai ¢asto formované pas stresu, diaka
virusovym a bakterialnym infekciam ale takisto ejgtrednictvom jedIa.

Hoci nemame Ziadne priame experimentalne dokaziygitovinového pdsobenia konzumacie
probiotik uTudi, existuje mnozstvo nepriamych ddkazov zaloZemgclaboratornych Studiach.
Antimutagénne aktivity Zivych a #tvych buniek rozlinych kmeov L. acidophilus,
Bifidobacteriumssp a organickych kyselin produkovanych tymito mikigemizmami boli
preukdzané proti rodinym potencidlnym mutagénom a promutagénom. Zivéiptické
baktérie preukazali vysSSiu antimutagénnu aktiviticta (€innog’ v inhibovani mutagénov
bola vysSia ako u ftvych buniek. Predpokladaju sa r@&né mechanizmy tohto pdsobenia
ako je zvySenie imunitnej odpovede ho$ttevazba a degradacia potencialnych karcinogénov
mikroorganizmami, kvantitativne a kvalitativne zipen érevnej mikroflore. DalSie efekty
zalthaju zmeny metabolickych aktivitrevnej mikrofléry a zmeny fyzikalno-chemickych
podmienok wreve210

Jednym z napstejSich typov rakovin v &aisnosti je kolorektalny karcinbm (rakovina
hrubéhoc¢reva a konénika). Epidemiologické Studie potvrdili, Ze jehonik ovplyviuje
najma zloZenie stravy. Konzumacialkého mnozstva masa, tukov a nedostatok vlakniny
spOsobuje zmeny v zlozZekfevnej mikrofléry. Pozorovany bol vzostup rod®acteroides
aClostridiuma znizenie piu bifidobaktérii. Tieto zmeny v mikroflére boligjené so zvySenim
aktivity enzymov akd-glukuronidaza, azoreduktaza, uredza a nitroredaktéieto enzymy
premigiaju prokarcinogény na karcinogény a mozu sa takepattina zvyseni rizika vzniku
kolorektalneho karcindmi# Konzumacia stravy obsahujudgifidobacterium longuminulin
alebo obidve tieto zlozky bola spojena s poklesarayemu B-glukuronidazy a amoniaku
vo fekaliach v experimentalnych zvieracich model&¢h

2.6.3 Liecba a prevencia alergii
U novorodencov su imunologické odpovede na enviemtaine antigény odchylené smerom
ku Th2 cytokinovému profilu, ktory je typicky préeegické choroby ako atopicky ekzém,
alergicka nadcha, zapatmych spojiviek a astma. Vzostup tychto ochorenbxvimutych
krajinach sa pripisuje neumernému dérazu na hygjkénbpatrenia (hygienicka hypotéza).
Takéto spravanie znemiade vystavenie novorodencov mikrobialnym stimulonmanitné
odpovede preferuju trvalo Th2 profil. Nedostata stimulacia Thl buniek nemdZze vyrowna
roz3irenie Th2 fenotypu a vysledkom je predispaz{alergickym ochoreniadd.

Oneskorend kolonizacia bifidobaktérii a laktobacildraviacom trakte deti a rozdiel v zloZeni
mikrofléry traviaceho traktu méze hraolu v citlivosti k alergiam. Napriklad deti s atokou
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dermatitidou maju viac takych typov bifidobaktéaké sa vyskytuju u dospelych. Zdravé deti
su naopak kolonizované hlaviee bifidumtypickym pre kojencov. Mikrobialna kolonizacia
v ¢revach ma teda zasadny vyznam pre navodenie oré&bhejancie a preto rieSenie
sitasneho problému so zvySujucim s&tom alergii méze zdhat’ aj aplikaciu probiotickych
kmeiov v rannom detstvél

Tento koncept potvrdilo viacero klinickych Stadkazujucich dlhodoby priaznivy efekt.
Crevné kolonizéacia novorodencov nepatogénnymikmeE. coli 083:K24:H1 umoznila vy3siu
odolnog voci nemocnénym infekciam. Nasledujuce dlhé sledovanie detbikiabvanych tymto
kmeiom potvrdilo vyrazne nizky vyskyt alergii nasledigih 10 az 20 rokov ako aj opakovanych
infekcii patas 10 rokov. Podavanie srvatky obohatenej o pritddio(B. lactis alebo
Lactobacillus GG) dva mesiace dem s atopickym ekzémom bolo nasledované vyraznym
ZlepSenim zdravotného staluaktobacillusGG podavany kojencom a ich matkam znizil vyskyt
atopického ekzému u rizikovych detigas prvych dvoch rokov ich Zivotd. rhamnosus
aL. reuteripo 6 tyZzeioch podavania zmiernili atopicku dermatitidu u detiveku od 1 do 13
rokov 10

2.6.4 Cholesterol zniZujuci efekt probiotik

Je vé&mi dobre zname, Ze strava bohata na nasytené pdlspBuje zvySenie hodnét krvného
cholesterolu, ktoré je jednym z hlavnych faktoradig’ajucich sa na vzniku koronarnych
srdcovych ochoreni. Uz v roku 1974 Mann a Spoeogopovali pokles sérového cholesterolu
u Tudi konzumujucich M&ké mnoZstva mlieka fermentovaného laktobacilmi. Kdesbolo
zistené, Ze podobné&iaky maja aj bifidobaktérie.

Navrhnutych bolo niekitko mechanizmov, akymi probiotika zniZuja cholestede@dnym
z nich je asimilacia cholesterolu baktériami v mmkireve, prtom baktérie musia loyzive
a musia rés aby mali tento efekDalSou moZzna®u je zabudovanie cholesterolu do bunkove;
membrany baktérii. Na hypocholesterolemickom efegtebiotik sa ztastuje aj ich
schopnog enzymaticky dekonjugova Zlcové kyseliny. Dekonjugacia je katalyzovana
hydrolazou Ztovych soli, ptom aktivita tohto enzymu bola zistena u bifidobakt@j
laktobacilov. Konjugované &bveé kyseliny st dobre rozpustnélahko sa vstrebavaju.
Rozpustnot dekonjugovanych (Mmych) zEovych kyselin je o nizSia a teda sU menej
absorbované #ahko sa vyltia stolicou. Tym sa zvySi potreba pre syntézu nbvikovych
kyselin, ktorych prekurzorom je prave cholesteleho zvySena spotreba by mohla tviegeho
nizSej sérovej koncentradiv.

AvSak tieto mechanizmy boli zatigpreukazané len v in vitro Stadiach. Zistenia imovi
studii boli rozdielne, v niektorych bolo zniZzovanibolesterolu potvrdeng, walSich sa
nepreukazalo napriek tomu, Ze pouzité kmene bakbaii neskér schopné redukava
cholesterol in vitro. Napriek niekKkym Stadiam ndud’och sa tento zdravotny efekt probiotik
nepovazuje za dostatte preukazany.

2.6.5 Zmiernenie laktdzovej intolerancie
Lakt6zova intolerancia alebo inak povedané neduostat travenie laktézy je spdsobena
znizenou produkciou enzymrgalaktosidazy (laktazy). Je to normalny stav utksgeh
dospelych cicavcov s vynimkdudi zo severozapadnej Eurdpy.

Lakt6za je poas travenia hydrolyzovana laktdzou v membrane iskzitenkéhocreva
na glukozu a galaktozu, ktoré Bahko absorbované do krvnéhociska. AvSak aktivita tohto
enzymu u'udi s laktézovou intoleranciou je menSia ako 10Bednoty jej aktivity v detstve.
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Laktéza je potom nedost&te stravena a prechadza do hrubéheva, kde vyvolava
zvySenie osmotického tlaku a naslednu dhkma Okrem toho je laktéza v hrubotireve
fermentovanaérevnou mikroflérou. Tak vznikaju, okrem iného, pulity vodik a oxid
uhlicity, ¢o sa klinicky prejavuje ako bolesti brucha, nivag’ a nafukovanié.

Viacero Studii potvrdilo, Zéudia s laktézovou intoleranciou fermentované énkevyrobky
znasaju lepsie ako ekvivalentné mnozstva normalndieia. Predpoklada sa, Ze za tato skuto
nog’ su zodpovedné najma tri faktory. Po prvé, thadikultiry pouzivajlce sa na fermenta-
ciu mlieka vyuzivaju laktézu ako zdroj energie antgniZzuju jej obsah vo fermentovanych
mlie¢nych vyrobkoch.Dalej, po konzumacii tychto vyrobkov je &&ina baktérii rozlozena
v tenkom¢reve a v nich obsiahnuty enzym je limeny adalej hydrolyzuje laktézu. Ako
posledny faktor sa uvadza é&a viskozita fermentovanych miieych vyrobkov, ktora
umo#iuje dlhsi prechod cez traviaci trakt a teda lep8i@venie laktozy4

2.6.6 Imunomodula¢né aktivita probiotik
Imunitny systém zatia dve z&kladné zloZzky a to vrodenu a ziskanu imunktoré
spolupracuju na obrane organizmu pred vonkajSimnajornymi vplyvmi.

Crevné epitelové bunky su v priamom kontakt&revnou mikroflérou a teda prepajaju
a zarové oddé’uju imunitny systém. Je potvrdené, Ze imunitny é&ysimdbze by priaznivo
ovplyvneny probiotikami prostrednictvom rozpozndehc receptorov nachadzajucich
sa na povrchu epitelovych buniek. Vrodeny imunitaystém prostrednictvom TLRs
rozpoznava Vika skupinu chemickych Struktdr v patogénoch ako rikégad lipopoly-
sacharidy a lipoteichoovu kyselintip umoziuje spozné cudzie objekty a spustkaskadu
imunitnych obrannych mechanizmov ako napriklad pkoth pre a proti zdpalovych
cytokinov. TLRs sa nachadzaju najméa na makrofagat#gndritickych bunkach ale aj na povrchu
buniek epitelu. Aktivacia TLRs iniciuje odpaVedendritickych buniekgo vedie k produkcii
cytokinov a v konénom désledku aktivacii B a T lymfocytov.

Niekolkymi Studiami bolo potvrdené podlenie tvorby cytokinov a chemokinov
vyvolavajucich zapal pritomnosu probiotik. Odpow# imunitného systému na probiotika
bola slabSia ako na pritommagramnegativnych patogénov. V jednej Stadii boleopoavana
gramnegativna baktéridlebsiella pneumonia@ Lactobacillus rhamnosugObidve kulttry
indukovali dozrievanie dendritickych buniek ale wagkvali rozlény cytokinovy profil.
K. pneumonia@ktivovala expresiu buniek typu Thl, kfmrhamnosusedukoval produkciu
cytokinov vyvolavajucich zapal (TN&) a interleukinov IL-6, IL-12 nezrelymi dendriticky
bunkami ako aj IL-12 a IL-18 zrelymi dendritickydmiinkami?2

Lactobacillus acidophilusUFV-H2b20 podavany sterilngym mySiam stimuloval ich
bunkovl imunitni odpow® ¢o bolo indikované zlepSenim aktivity mononukleaimyago-
cytov. Neskor to bolo preukadzané aj vymiznutim gragativnych baktérii ngkovanych
tymto mySiam a zdvojnasobenimdpo Kupfferovych buniek zodpovednych za odstranenie
patogénnych baktérii.

Oralne podavanieB. breve YIT4064 zase aktivovalo humoralnu imunitu zvySenim
produkcie IgA protilatok proti rotavirom a IgG pitatok proti chripkovym virusom a teda
zlepSilo ochranu pred tymito ochoreniami. Oralnelg@niel. caseimySiam stimulovalo
Thl bunky, aktivovalo bunkovy imunitny system aibdvalo vyskyt nadorov a produkciu
IgE protilatok. Podavanie jogurtu doplnendhacacidophilus B. bifiduma B. infantiszvysilo
produkciu protilatok IgA proti choleratoxinu u my3Kfmenie mySi majucich mdzata
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bifidobaktériami zlepSilo produkciu IgA v mliekudaeve matiek a nasledne umoznilo lepSiu
ochranu ml&at pred antigénmi z potravy.

2.6.7 Inhibicia Helicobacter pyloria érevnych patogénov

Probiotické kultury produkuja Siroké spektrum aakterialnych zldenin zaknajlcich
organické kyseliny, peroxid vodika, bakteriocingzlicné peptidy s nizkou molekulovou
hmotnosou, mastné kyseliny, fungicidne peptidy a proteidliecna a octova kyselina su
hlavnymi organickymi kyselinami produkovanymi protikami paas ich rastu a ich pH
znizujuci efekt v traviacom trakte m& bakteriocidmyakteriostaticky &inok. Okrem pro-
dukcie tychto latok bolo potvrdenych viacero mechaov, ktorymi probiotika predchadzaju
Skodlivému pb6sobeniutrevnych patogénov. Zalmju kompeticiu o Ziviny, inhibiciu
epitelovej a slizrinej adhézie patogénov, inhibiciu invazie patogéma\epitel a stimulaciu
sliznicnej imunity.

Helicobacter pylorije ¢revny patogén vyvolavajuci dlhotrvajucu infekciuotd vedie
k chronickej gastritide, peptickym vredom a vzostujzika zhubnych nadorov v trviacom
trakte. Aktualne je infekcidl. pylori liecend kombinovanou terapiou pozostavajucou z dvoch
antibiotik a inhibitoru proténovej pumpy, ktora hac mnohych pripadoch pésobi lwei
efektivne, predstavuje drahu dmu s mnohymi vekhjSimi (Einkami, najma antibiotikami
asociovanou hri&ou a pravdepodobntisu vzniku antibiotickej rezistencie pratrevnym
patogénom. Klinické dosledky spojené s infekdiypylori zavisia na kmeni tohto patogénu
a rozsahu zépalu. Riziko spojené s vyvojom peptickiredov a rakoviny traviaceho traktu je
priamo umerné rozsahu infekcie. Jedno z opatréafg knéze pomdatredukova intenzitu
infekcie je strava obsahujlca probiotika.

Probiotické mikroorganizmy nevyhubid. pylori ale v zvieracich ajudskych Stadiach
preukazali schopnészmiemova’ zapal. Vé&a Stadii potvrdilo, Ze probiotika podavané spolu
s antibiotickou liebou mozu vyriesi probléemy spojené s veaiSimi inkami. Preukazalo sa
takisto, Ze schopntgoti&at’ infekciuH. pylori je kmaiovo Specificka.

L. casei Shirota preukazal vyznamnu redukciu holal@nizacieH. pylori na sliznici u mysi
a tato redukcia bola spojend s vyraznym poklesortynsto ochorenim asociovanych
chronickych gastrickych zapalov. Redukcia kolonigdt. pylori bola pozorovana aj pri po-
davani kméov L. johnsoniiLal alL. gasseriOLL2716. Podobné. acidophilusbol schopny
inhibova’ rastH. pylori.2

2.6.8 Prevencia neSpecifickyclErevnych zapalovych ochoreni

NeSpecifické crevné zépalové ochorenia predstavuju Siroké spmktpordach charakteri-
zovanych zapalom, tvorenim vredov a abnormalnynowarzim traviaceho traktu veducich
k bolestiam brucha, hilke a krvacaniu z trdviaceho traktu. Tieto chorobyeprezentované
dvoma fenotypmi: ulceréznou kolitidou a Crohnovdwrobou. Su to chronické, opakované
ochorenia s nachylntsu sposohi neskor kolorektalny karcins.

Za zaklad patogenézy tychto ochoreni sa povazyjeamle imunitnej odpovede (strata
imunitnej tolerancie) ku antigénom pochadzajucim ¢evného obsahu, konkrétne
rezidentnym baktériam traviaceho traktu u o0sdb setyekou predispoziciou k tomuto
ochoreniul®1l Prave zloZenigrevnej mikroflory viazanej na sliznicu sa javi fuspa$aciu

tlohu. Niektoré kmene su schopné spodaihorenie u 0sdb s genetickou predispoziciou
(rod Bacteroides Eubacterium Peptostreptococcu€nterococcus faecalienteroinvazivna
E. coli PseodomonasFusobacterium variupn iné sa spravaju neutralne dalSie maju
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protektivny efekt (laktobacily a bifidobaktérie, ektoré nepatogénne kmerig. col).
Zapalova odpowk je vysledkom genetickej predispozicie, straty ifhyua zmeny spravania
slizniénej mikroflory.

Sasna terapia neSpecifickyanevnych zapalovych ochoreni sa tyka vyla blokady
zapalovych imunitnych odpovedi (podavanie antikjotiTento pristup vSak rieSi skoér
dosledky ako pEiny patogénnych procesov. Optimalna terapia pojeepasudi aj prevenciu
a recidivu tychto ochoreni. Prevencia poZadujeiefioiu dominantného antigénu a blokadu
imunitnej odpovede k tomuto stimulu. Antibiotik&esizabijaju patogénne mikroorganizmy a su
teda @inné proti priznakom a komplikaciam tychto ochorewak st nevhodné pre prevenciu
vzh'adom na ich kratko trvajuci vplyv naevnu mikrofléru, zn&né nezelanédinky rizika
navratu patogénov a vyvoj rezistencie.

Naopak probiotika vykazuju viaceré protektivne naeizmy proti tymto ochoreniam a mozu
teda zastavaulohu prevencie. Tieto mechanizmy fgju inhibiciu agresivnej mikroflory,
zlepSenie funkcie sliznice a epitelu ako bariémgadulaciu imunitytl

Podrobna evidencia vyuZitia probiotik pri diee neSpecifickychérevnych zépalovych
ochoreni sa spaja najma s pouziemcoli pri ulcerdznej kolitide. Podavanie nepatogénneho
kmeia tejto baktérie malo efekt ekvivalentny s mesalazi, o je Standartna terapia
pre zmiernenie tohto ochorenia. Podobne aj 5-amiyciva kyselina sa bezne pouziva
pri liecbe ulcerdznej kolitidy ale u niektorychudi modze vyvolava alergické reakcie.

U alergickych pacientov ju dokéazal nahradovy probioticky preparat VSL#3 (obsahuje 3 druhy
bifidobaktérii, 4 druhy laktobacilov a jeden kirftreptococcus salivaritspp.thermophilug.10

2.7 Probiotické pripravky na ¢eskom trhu

Probiotika nemaju pda platnych predpisov v USA Statutdie a takisto prislusny panel
Eurépskeho organu pre beZpegs’ potravin (EFSA) doslaziadnemu probiotiku neschvalil
zdravotné tvrdenie. Vyroba probiotik sa preto Zatiadi predpismi pre potravin3

V Ceskej republike st probiotické pripravky registm&ako doplnky stravy. Po posudeni
ich bezpénosti Statnim zdravotnim Ustavem (pdki ich vyrobca alebo dovozca takéto
posudenie vyziada) alebo na zaklade notifikaciehttycsubjektov MZdCR (predloZenie
etikety a ozndmenie o uvedeni na trh) su probiatdgistrované v databazi RoHy (Registr
hlavniho hygienika).

V skasnej dobe je v databazi RoHy registrovanych viac00 druhov doplnkov stravy
s obsahom probiotik a prebiotik, gom asi 40% z nich obsahujec¢adne probiotika aj
prebiotika. NajpouzivanejSou formou su kapsle/thypot’alej drazé, Zuvacie tablety a len
vynimocne sa jedna o praskove formy alebo roztoky (susper2bsah mikroorganizmov sa
pohybuje radovo v rozmedzi od “1@o 10 mikroorganizmov v jednej tobolke/kapsli,
pripadne dennej davke. Pokide o zastupenie mikroorganizmov v registrovangoplinkoch
stravy, na prvom mieste sa nachadzctobacillus acidophilus(73%), Bifidobacterium
bifidum (40%),L. rhamnosusL. casej B. longumL. plantarum L. lactis (15%). V menej ako
10% vyrobkov su zastupen&treptococcus thermophilud. fermentj L. helveticus
Enterococcus faeciumSaccharomycedoulardii, B. infantis B. lactis Bacillus subtilis
a ojedinele potom rad#al3ich druhov alebo rodov baktérii a kvasirfiek.

Zoznam aktualnych probiotik, prebiotik a synbiotil’R uvadza na svojich webovych
strankach strankach ajeska Spolénost pro probiotika a prebiotika (www.probiotika-
prebiotika.cz), ktord sa od svojho zaloZenia v r@06 zaobera podporou zakladného aj
aplikovaného vyskumu probiotik a prebiotik a takistganizaciou odbornych a eddhksch
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foriem prezentacie a komunikdcie s odbornou i laickerejnosou o vyzname probiotik
a prebiotik pre zlepSenie zdravotného stavu, pi@uenliegenie chorob.

Z&kladny popis niektorych doplnkov stravy s obsahprobiotik nacéeskom trhu je
uvedeny v tabikach (Tabilika 2 a Tablka 3).

Tabu’ka 2 Niektoré probiotické doplinky stravy na trhiCeskej republiké617.18

Produkt | ZloZenie Pomocné latky Popis a vlastnasiipktu
Probio-Fix Lactobacillus acidophilus |dextr6za, v§azok |4-10 baktérii v jednej kapsuli,
LA-5, z kvasnic, stearanlyofilizované baktérie ulozené
Bifidobacterium animalis |horgnaty, v Specialnej polysacharidovej
ssp.lactis BB-12 askorban sodny, ' matrici,
inozitol, glutamat | pouZzitie pri li€be hnaky,
sodny,alginat zapchy, atopickych ochoreni
sodny, odstredené
suSené mlieko,
Zelatina, dioxid
titanu
Nutrolin B Bacillus coagulans neuvedené 4-1&ivotaschopnych spér
(Lactobacillus sporogengs baktérii v jednej kapsuli aleba
vitaminy skupiny B 5 ml sirupu,
napomaha k obnoveniirevnej
mikroflory pri hnakach
spbsobenych napr.
antibiotikami a infeknymi
ochoreniami,
posiliuje imunitny systém
Biopron9 | Bifidobacterium bifidum, |kyselina 910 baktérii v dennej davke

Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum,
Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum,
Lactobacilus rhamnosus,
Lactococcus lactispp
lactis,

Streptococcus
thermophilus,
fruktooligosacharidy

(50 mg)

askorbova, steard

horetnaty E470Db,
farbivo E171,
Skrob, zelatina

(2 tobolky),

odstranenie traviacicfazkosti
(z&pcha, hnika, plynatos,
drazdivos),

rekonvalescencia po uzivani
antibiotik,

stimulécia imunitného systém
detoxikacia organizmu,
problematicka pl&

kandidozy a mykozy,
regulécia hladiny cholesterolu,

diétne a oistné kary
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Tabu’’ka 3 Niektoré probiotické doplnky stravy na trhi€eskej republiké 92021

Produkt ZloZenie Pomocné latky  Popis a vlastnasiilpktu
Biopron | Saccharomyces boulardii, | Zelatina, farbivo| 1-10° baktérii v dennej davke
Forte Lactobacillus acidophilus, | E171 (2 tobolky),
Lactobacillus rhamnosus, pri akatnych hnékach
fruktooligosacharidy, rézneho pbévodu (patogény,
(80 mgq), diétna chyba),
inulin (50 mQ) pri hnakach po uzivani
antibiotik a hna&kach
cestovatéov,
obnovacrevnej mikrofléry,
posilnenie imunity
LactoFlor | Lactobacillus bulgaricus, | neuvedené 4,5-1baktérii v jednej
Lactobacillus acidophilus, kapsuli,
Bifidobacteriumspp, pocas ligby antibiotikami
Streptococcus thermophilus, pri zapche, hnike,
inulin bakteridlnych a virusovych
enterokolitidach,
posilnenie imunitného
systému,
redukcia cholesterolu
Lactobene Lactobacillus bulgaricus, | fruktoza, najmenej 1,5- Ttbaktérii v
Lactobacillus acidophilus, | stearan jednom séku,
Lactobacillus sporogenes, | horg&naty, udrzuje a obnovujérevnu
Streptococcus thermophilus,zraZzany oxid mikrofloru,
Bifidobacterium bifidum, kremgiity, podporuje pravidelné
vitaminy B6, B1, B12, broskyiova zazivanie,
kyselina listova prichu’ posiliuje imunitny systém,

vhodné po uzivani antibiotik

2.8 Probiotické mikroorganizmy

Z historického Kadiska boli a stale su najpouzivanejSimi probigtickmikroorganizmami
baktérie mlieneho kvasenia a to najma rodyactobacillus, Streptococcus, Lactococcus

aEnterococcus Priéinou je najma dlhodoba skusetics tymito baktériami pri spracovani

mlieka, vyrobe kvasenej zeleniny a silaze, ich pied nepatogénnsa takistol'ahka
manipulovaténog’. Rod Bifidobacteriumsa z#&al vyuzZiva az neskoér vzZladom na to, Ze
vyZaduje striktne anaerébne podmienky a teda Agkitechnologicky postup vyroby.
Organizmy pouzivané ako probiotikd sa vSak ¥asfosti neobmedzuju len na baktérie
mliecneho kvasenia. VyuZivaju sa aj iné rody dacillus, Clostridium butyricuna Pro-

pionibacteriuma takisto kvasinky§accharomyces cerevis)ag mikroskopické vlaknité huby

(Aspergillus oryzagl3
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2.8.1 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillusbol prvykrat popisany v roku 1901 Beijerinckomésledne bol rozdeleny
do skupin zaloZzenych na fenotypovych charakteéstik najprv na zaklade optimalnych
rastovych teplot a schémach fermentacie hexozkpnesolfadom na ich obligatno/fakultativny
a homo/hetero fermeritay potencial. S rozvojom metdéd molekularnej biokdgbola
nomenklatura laktobacilov op®ozmenena, nové skupiny boli vytvorené na zakl&if rRNA.

V roku 2007 bolo opisanych 135 druhov a 27 poddvutoalu Lactobacillus. Tento rod je
vysoko heterogénny a predpokladajudsdSie zmeny v jeho systéme pri pouziti modernych
na poznani genému zaloZzenych technik. Kompletndrgewa sekvencia bola zdtiaverejnena
pre 6 kmé&ov patriacich druhonlL. acidophilus L. bulgaricus L. johnsonij L. sake L.
salivarius L. plantarum?2

Taxonémia

Taxonomické zaradenie rodlactobacillusje nasledovné:
« DoménaBacteria
 Kmen: Firmicutes
e Trieda:Bacilli
» Rad:Lactobacillales
« Celad: Lactobacillaceae
« Rod:Lactobacillug3

Obr. 1 Baktérie rodu Lactobacillus pod fluo-
rescednym mikroskopom (farbivo
DAPI)

Morfoldgia a fyziologia

Baktérie tohto rodu tvoria bunky tvaru pravidelnytytiniek, obvykle dlhSich, alas
kokovitych, niekedy usporiadanych do palisad alébatkych retiazok3 Dizka buniek
a stupd ich ohnutia zavisi od veku kultdry, od zloZenidtikacného média a tenzie kyslika
v prostredi. Bunky sa delia iba v jednej rovine. laste v symbidze s inymi organizmami
tvoria nepravidelné invotiné formy (kefirové zrna). Spravidla st nepohybf¢dbsah bazi
G+C v DNA sa pohybuje medzi 32 aZz 51 mai%.

Laktobacily su grampozitivne a nesporulujlce, fakiyne anaerdbne, & mikroaerofilné,
niektoré vyzaduju pri izolacii anaerobne podmienkgeobecne plati, Ze pritommos % CQ
podporuje ich rast. Ich metabolizmus je ferménya hlavnymi metabolitmi fermentacie
sacharidov su kyselina mdiea, octova, etanol a GONeredukuju nitraty, nehydrolyzuju
Zelatinu a katalaza je negativéa.

Pod’'a fermentacie hexdz, pentdz a glukonatov sa lakthybadelia na tri skupiny:
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» Obligatne homofermentativne: hexdzy fermentuju skgiucne na kyselinu mligu,
pentdzy a glukonaty nefermentuju. Patri tu ndpr.acidophilus, L. salivarius,
L. delbrueckiispp bulgaricus, L. delbrueckesipp lactis, L. helveticus.

» Fakultativne heterofermentativne: hexdzy fermentskoro vyli&ne na kyselinu
mliecnu, pri nedostatku glukdzy produkuju niektoré drukyselinu octovd, etanol
a kyselinu mragiu, pentdzy fermentuju pomocou indukovatej fosfoketolazy. Do tejto
skupiny patria druhy akb. caseispp casei, L. casespp rhamnosus, L. plantarum,
L. sake, L. curvatus,

» Obligatne heterofermentativne: hexdzy fermentuju kyaelinu mli€nu, kyselinu
octovu, etanol a CO Pentdzy fermentuju na kyselinu ndiier a kyselinu octova.
Zaralujeme tu naprL. brevis, L. kefir, L. reuteri, L. fermentum, ludhneriZ4

Vyskyt, vyZiva a kultivéné vlastnosti

U zdravychl'udi sa laktobacily bezne vyskytuja na slianich membranach v Gstnej dutine
(L. salivariug, ileu, hrubom ¢reve a su dominantnym mikroorganizmom vo vagine
(L. acidophilu3. V traviacom trakte sa &maju objavové ve’mi skoro po narodeni. V mensom
mnoZstve sa nachadzaju na rastlinachl@wéac na rozkladajucich sa materialoch rastlinného
pévodu. Rozhodujucu ulohu hraja v produkcii fernosainého jedla: zeleniny, masa a najma
fermentovanych mlignych vyrobkov22

KedZe su adaptované na komplexné organické substedtpbacily su vEmi nara@né
na Ziviny a rastové faktory. Okrem fermentovateh sacharidov ako zdroja uhlika a energie
vyZzaduju aj nukleotidy, aminokyseliny a vitaminyupkny B. Ako kultiva&né meédium
najlepsSie vyhovuje Zivha péda obsahujuca fermenmébrg sacharid, pepton, masovy extrakt
a kvasniny autolyzat.Dalie rastové faktory ako t@iova §ava, mangan, estery kyseliny
octovej a olejovej pésobia na rast mnohych druliomsacne, pre iné su esencialne.

NajlepSie rastu v slabokyslych médiach gigtocnou hodnotou pH 6,4 aZz 4,5. Rast sa zas-
tavuje ak pH dosiahne hodnoty 4,0 az 3@,vSak zavisi od druhu a kitee V&Sinou rastu
pri mezofilnych teplotdch s hornou hranicou asf@pniektoré rastu aj pri nizSich teplotach ako
15 °C, aj 5 °C. Termofilné laktobacily maju horeplotnu hranicu 55 °C a nerastu pod 15 °C.

Kolbnie na agarovych médiach mavaju priemer 2 aivbs pravidelnym okrajom, su vyduté,
hladké, lesklé, nepriéhdné a bezfarebné. V tekutych médiach rastu pilagidecelom objeme,
odumreté bunky klesaju na dno. Pri raste v bezmyétidch netvoria charakteristicky pach.
V potravinach vsak prispievaju k tvorbe ich chaeaktickych chdovych a vaovych vlastnosti
tvorbou prchavych latok ako acetaldehydu, kyseadicipvej, aminokyselin a v syroch aj$#4

Priemyselne vyznamné druhy

Laktobacillus bulgaricus

Tvori tycinky dlhé 5 az 1@um, Siroké 0,7 az 1,bm, niekedy aj vé&Sich rozmerov. Vyskytuju
sa jednotlivo aj v retiazkach prechadzajucich rigkez do vladkien. V mladej kultire su
grampozitivne, neskér sa stavaju gramlabilnymiyVgn zmien teploty, povahy a koncentracie
dusikatych latok maju tynky tendenciu meitvar a granulova V mliecnom prostredi rastie
v teplothom rozmedzi 22 az 25 °C. Optimalna tepletal5 az 50 °C. Charakteristickym
znakom je sp6sob zradZzania mlieka pri optimalnejlotep kedy mlieko stuhne behom
3-4 hodin v celom objeme na porcelanoviti kompakimotu na rozdiel od.actobacillus
acidophilus ktory mlieko zraza pomalSie a odspodu. Na srwéaiko agare s autolyzatom
a ¢inskou modrou rastie v podobe modrych machovityabrii, niektoré kmene tvoria hladké
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kolbnie. Spolu s druhor8treptococcus thermophildgori kultaru tradiného jogurtu v pomere
2:1 az 1:2, eidamsku kulttru v pomere 1:1 a terimdfivarohovd kultir£s

Laktobacillus helveticus

Vytvara tyinky o ve’kosti 2 az Gum, v&sSinou samostatné, zriedkavo zdruzené diamve
kratkych retiazok. Pri vySSej kultivaej teplote ma sklon tvatinitovité tvary. Povrchove
kolénie na agarovych pddach st malé, Sedobidihéolié koldnie st podobné akd_ubulga-

ricus. Mlieko ockované touto kultirou dava pevnd homogénnu zrametiaz plynov
a srvatky2> Pouziva sa v syrarskych kultdrach, konkrétne akass tzv. ementalskeho
zakysu (termofilného zakysu) na vyrobu tvrdych syi®

Lactobacillus lactis

Tvori dlhé 1,2um Siroké a 6 az 10m dlhé tyinky, v cerstvej kultdre jednotlivé alebo
vo dvojiciach, starSia kultara tvori rézne dlh&itky aj vlakna vé&Sinou s volutinovymi
zrnami. Rastie v rozmedzi tepldt 18 aZ 59 °C, ofliva teplota je 40 °C. lHkové koldnie

v tomatopeptickom agare su drobné a vatovite, pmué kolonie malé a Sedobiele. Pévodne
bola tato tyinky izolovana z mlieka a mkaych vyrobkov. Je séag’ou syrarskych kulti#>

Lactobacillus casei

Tvori tycinky 0,1 az 1um Siroké a dlhé 10m. Ve’kog tyciniek je vé’'mi variabilna a zavisi
od kultivatného prostredia. Rastie v rozmedzi teplét 10 aZC}®ptimum je 30 °C. Na srvét-
kovom agare s kvasmym extraktom a roztokontinskej modrej vyrastaju prevazne
povrchové, hladké, sytomodré koldnielbkbvé kolonie maju diskovity tvar s nepravidelnym
okrajom2> Tento druh bol pdvodne izolovany z traviacehottrédidi22 Vyskytuje sa v mlieku,
syroch, mliénych produktoch, pekarenskom kvase, kravskom heib§izi, traviacom trakte
a Ustnej dutingéudi24

Lactobacillus plantarum

Ty¢inky Siroké 0,7 az um a dihé 3 az 8m. Vyskytuju sa jednotlivo alebo v kratkych
retiazkach. Bunky maju zaoblené konce. Na mésopeptdn agare tvoria drobné belavé ploché
kolonie v tvare disku. Rast je Krmi pomaly. RychlejSie rastie na sladinovom agade tori
vatovité kolonie s nerovnymi okrajmi. Optimalnaltga rastu je 30 °C rastie vSak v rozpéti tepl6t
10 az 40 °C. Niektoré kmene produkuju z&itych podmienok peroxid vodilé® Vyskytuje sa

v mlieku, mli¢nych vyrobkoch, silazi, kyslej kapuste, kvasenégriae, pekarenskom kvase,
kravskom hnoji, traviacom trakte zvieratual?4, z ktorého bol povodne izolovary.

Lactobacillus acidophilus

Tvori ty¢inky 0,5 az Ium Siroké a 2 az 10m dlhé vyskytujuce sa zriedkavo v paroch alebo
kratkych retiazkach. V mladych kultirach je gramipeay, v starSej kultire gramlabilny az
gramnegativny. V tejto faze suciyky pretiahnuté a poprehybané. Na srvatkovom agare
s kvasninym autolyzatom a roztokortinskej modrej vyrastaju za 3 az 5 dni acidogénne
vatovité kolonie s nepravidelnym okrajom. Vytvarad S-formy kolonii. R-forma je drsna

a je typicka pre kultdry izolované zo zdravéhmiského traviaceho traktu. Rastové teplotné
rozmedzie sa pohybuje medzi 22 az 48 °C. Optiméhpéota je 37 °C. Produkuje Kied
mnoZstvo kyseliny mlignej, 1,6 az 2%. Vyuziva sa v napojovych kultirack pyrobu
acidofilnej kysky a kefiru a je n&gstejSie pouzivanym druhom pri vyrobe farmaceutibky
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probiotik25 Vyskytuje sa bezne v Ustnej dutifiadi a traviacom traktéudi, odkid bol
povodne izolovany?2

2.8.2 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacteriumbol prvykrat popisany v roku 1899 Tissierom akeviirdajluca mikrofléra

u dogiat. Tissier bol zaroveprvy, kto propagoval teoretické vyuzitie tohto uaa to konkrétne

pri liecbe novorodeneckej hiley, kedy odportal oralne podavanie Vkych davok
bifidobaktérii. Po objaveni boli bifidobaktérie adiované do réznych rodov ako napr.
BacteroidesBacillus, Nocardiaaj Lactobacillusa az v roku 1974 boli uznané ako samostatny
rod 26 V s(asnosti zatia 29 druhov, 10 z nich bolo izolovanycliudskych zdrojoa’

TaxonOmia

Taxonomické zaradenie rod@ifidobacteriumje nasledovneé:
 DoménaBacteria
« Kmen: Actinobacteria
« Trieda:Actinobacteria
+ Rad:Bifidobacteriales
« Rod:Bifidobacteriund3

Morfoldgia a fyziologia

Baktérie tohto rodu tvoria ¢nky ve’'mi rozmanitého tvaru, obvykle mierne zakrivené ppky
vité, ¢asto zhrubnutéi s naznakmi vetvenia. Usporiadané su jednotlivm,dgoch vo "V*
zoskupeni, okas v retiazkach, palisadach alebo ruziciach. Ridisthe vykazuja zhrubnuté
kokovité tvary23 Obsah bazi C+G v DNA sa pohybuje od 55 do 67 mél %

Bifidobaktérie su grampozitivnéasto nepravidelne ofarbené. Nepohyblivé, nesparcsyj
neacidorezistentné, anaerobne (niektoré druhy mé#wna vzduchu s doplnkom 10 % €O
Chemoorganotrofné, aktivne fermentuju radu cukmypmdukcie prevazne kyseliny octovej
a mlienej v pomere 3:2. CH kyselinu maslovd ani propionovi netvoffaAko vedajSie
metabolity tvoria malé mnoZstva kyseliny m¢ay etanolu a kyseliny jantarové4.Katalaza
je negativn&3 Kracovy enzym v glykolitickej fermentacii je fruktozaf6sfat fosfoketolaza,
ktory sliZi ako taxonomicka vlastrtogri charakterizacii rodd?

Ako zdroj dusika vyuzZivaju siran amoéonny. Niektordekne vykazuju v mlieku miernu
proteolytickil aktivitu. V in vitro podmienkach bof@zorovana produkcia alaninu, valinu,
aspartatu a threoniri bifidum

Niektoré bifidobaktérie izolované ?udskych zdrojov dokazu syntetizavavitaminy
skupiny B najma vitamin B1 (thiamin), B12 (kyanoktimin), B6 (kyselina listova), B9
(pyridoxin)26

Vyskyt, vyZiva a kultivéné vlastnosti

Bifidobaktérie tvoria vyznamnu gas’ pévodnej mikrofléry teplokrvnych zvierat. Ludi sa
vyskytuju v traviacom a urogenitalnom trakte, ka¥tke zastupenie je limitované vekom
a stravou. Dominuju v mikroflére doat, kde sa dostavaju kratko po narodeni. Ich reng

je stimulované glykoproteinovymi zloZzkamikazeinu Wudskom mledzive a v mensej miere
v F'udskom mlieku. So zvySujucim sa vekom zastUperfiddiiaktérii klesa a predstavuje az
treti najbeznejSi rod kudskej mikroflére pdBacteroidesa Eubacterium Zarove su postupne
druhy B. infantisa B. brevenahradend. adolescentisB. longumzostava pritomné po cely
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Zivot. Tieto zmeny méZu liyovplyvnené prijmom tzv. bifidogénnych faktorov trasve2?
Medzi tieto faktory radime laktul6zu, N-acetyl-Dagbzamin obsahujuce sacharidy (bifidus
faktor 1) a transgalaktozylované oligosacharidy.

Niektoré druhy toleruju pritomn6sO, v prostredi ale len za pritomnosti £@lebo
bifidogénnych faktorov a takisto v mlieku, ak rastpolu s ich prirodzenyngrevnym
partneromi. acidophilus Na Petriho miskach vSak v aerébnom prostredish@?4

Optimélny rast je v rozmedzi 37 az 41 °C, hmaditeploty su v rozmedzi 25 az 28 °C (mini-
mum) a 43 az 45 °C (maximum). Optimalna hodnotgep6i5 az 7, nerastu pri pH 5,0 a 4,5 8,0
az 8,524

Na tuhych médiach bifidobaktérie nera3®iNa polotuhych médiach vytvaraji hladké,
vypuklé koldnie s hladkymi okrajmi, smotanovo bjdisklé a méakkej konzistencié.

Priemyselne vyznamné druhy

Bifidobacterium bifidum

Tvori tyinky Siroké 0,5 az 0,dim a 2,0 az 8,am dlhé zdruzené v dvojiciach alebo
v kréatkych retiazkach. V kultire udrzovanej dihdobu v mlieku uz nejavia znadmky vetvenia
ako v kultaregerstvo izolovanej zo stolice kojencov. Kolonie naatkovom agare s kvasimym
autolyzatom su biele, drobné, s nepravidelnymi jokiraV tekutom prostredi tvoria zékal
a neskorsie vikovy sedimen@>

Bifidobacterium infantis

Tycinky dlhé 1,5 aZz 8m a Siroké 05 aZz 18n. SuU nesporulujuce, nepohyblivé, dihé aj
kratSie, bez Specifickych rysov, podobné mnohjatsim druhom tohto rodu, morfologia je
ovplyvnena kultivénymi podmienkami. Optiméalna kultigzad teplota 37 az 41 °C. Na MRS
agare tvori 1-2 mm V&é kolonie, smotanové az biele, okrdhle, s hladkymporusenymi
okrajmi, lesklé, konvexné, mékkej konzistencie. kfggje sa vo fekaliach kojencov a sajlcich
teliat, fermentovanych miaych vyrobkoch?8

2.9 Vyvoj a hodnotenie novych probiotik

Vyvoj moderného probiotika za&lla niekdko nevyhnutnych stufv a pomocnyckinnosti.
Medzi najzakladnejSie patri izolacia, charaktei@éa kultivacia km#a, hodnotenie jeho
biologickych vlastnosti, moznosti produkcie, hoémid bezpénosti a dinnosti.

Izolacia potencialneho probiotického kiaesa v séasnosti neuskutduje len zo zvieracej
aludskej vdinej mikroflory ale taktiez z baktérii, ktoré sulputé na povrch sliznice traviaceho
traktu. Je to mozné dosiahhj@dnak perendoskopickou biopsiou ale viac je pogtmna technika
"brushingu”. K&Ze je menej invazivna, je prijditeeSia z etickéholladiska a zaroveumoziuje
ziskanie kvalitativne aj kvantitativne bohatych niek8

Po izolacii a wyisteni kultury nasleduje jej taxonomicka klasifiltacPracovna skupina
FAO/WHO na hodnotenie probiotik v jedle v roku 2@@@novila metddy, ktoré je najvhodnejSie
pouzi’ pre zaradenie potencialne probiotického mikrooyan. Na uéenie druhu sa z geno-
typovych metdd odpotia najma DNA-DNA hybridizacia, pripadne 16S rRNA&tagizacia.
Tieto metody je vhodné dopthiaj fenotypovymi testami, z ktorych medzitkové patri
zistovanie modelov fermentécie cukrov a fermeénfeh produktov ziskanych spracovanim
glukézy. Zaradenie ku konkrétnemu kimesa uskut&iuje pouZitim reprodukovateych
genotypovych metdd ako je pulznd gelovéa elektrafarg@ DNA amplifiké&né techniky alebo
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vyuzitim jedin€nej fenotypovej charakteristiky. Klasifikovany kinea odportia zaradi
do medzinarodne uznavanej zbierky mikroorganizmov.

Po zaradeni mikroorganizmu nasleduju in vitro teptjpadne testy na zvieratach, ktoré su
dolezité jednak pre stanovenie bezyesti probiotickych mikroorganizmov a jednak prekainie
d’alSich vedomosti o kmiech a mechanizmoch ich probiotickycliinkov. NagastejSie sa
testuje odolnasmikroorganizmov vaéi Zaluda@nym a ztovym kyselinam, schopntsdherova
na mukozu, epitelové bunky a tkaniva, schopreabraiova’ adhézii patogénov a produkcia
antimikrobialnych latok.

Aby mohli byt probiotika uvedené do konigej vyroby je nutny eSte posledny krok a to
hodnotenie ich &nnosti a bezp@osti naludoch. Pracovna skupina FAO/WHO pre
hodnotenie probiotik v jedle odp@al Standartné klinické skuasky (dvojito zaslepené,
placebom kontrolované s nahodnym vyberom testovgnymokid’ je to mozné, potvrdené
druhou nezavislou Stadiou. Ak je potrebné potvrdeschopnosti probiotika ovplyeva’
konkrétne ochorenia uskuituje sa porovnanie jeho cimku s obvyklym ligebnym
postupon®

2.10 Mikrobiologicka analyza potravin

Analyza potravin je disciplina, ktora patri medadmety teoretického zakladu. Z toho vyplyva,
Ze sa v nej vyuzivaju teoretické poznatky z anzkgii chémie ale aj teoretické a praktické
poznatky z fyziky, fyzikalnej chémie a biologickyefed, najma biochémie a mikrobioldgie.
Potrebné su takisto znalosti z organickej, anoajaichémie a chémie potravin. Analyza
potravin zahla aj senzorickl analyzu, ktora vyuziva ako detgkfadské zmysly. Rovnako
dblezité su pri analyze potravin Statistické metiddginotenia vysledkov.

Ulohou analyzy potravin je ziskavanformacie o zloZzeni posudzovanej potraviny,
vypracuvd nové metddy na sledovanie takych latok, ktoré hetsame, respektiverbada’
optimalne podmienky pri metddach, ktoré boli vymneané na iné neZ potravinarske
materialy. Analyzu potravin je mozné rozdatia analyzu prirodnych zlozZiek uplajucich
sa vé&Sinou pozitivne vo vyZive aj technologii potravisi@ych produktov, analyzu
cudzorodych latok, ktoré sa uplaju ako negativne zloZky a senzoricku analyzu.

Okrem chemickych, fyzikalno-chemickych, pripadnechamickych principov analyz sa
v potravinarskej praxtoraz viac vyuzivaju aj biologické principy stanosenloziek potravin
konkrétne enzymatické a mikrobiologické metddy.s&te nardnejSie natas a a zlozitejSie
ale zase su citlivejSie a Specifickej3fe.

Mikrobiologické metddy pre analyzu potravin a pailwkych doplnkov stravy je mozné
rozdelt na kvantitativne a kvalitativne. Kvantitativne gt sa vyuZivaju na stanovenie
poctu mikroorganizmov vo vzorke a to diupriamo (vgislenim mnoZstva alebo objemu)
alebo nepriamo (meranim absorbancie, impedancie). aKvalitativne metddy detekuju
pritomno$ alebo absenciu daného mikroorganizmu vo vzorkuuh@vé zastupenie
mikroorganizmov) a to tieZ kiipriamo alebo nepriam¥

2.10.1 Kvantitativne metody
Klasické kultiva‘né metddy

Konvertné metddy pre pdtanie baktérii v potravinach su zalozené néitpai koldnii.
V tychto metddach je celkové mnozstvo baktérii edukte uéené @ékovanim zriedenych
suspenzii vzorku na povrch pevného rastového nmédi@dou rozteru alebo zmieSanim podielu
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vzorky s tekutym agarovym médiom v Petriho misketfrda prelivu). Pétanie sa uskutaiuje
po inkubacii po uplynuti presne stanovenej doby tpplote od 7 do 55°C v aerObnej,
mikroaerdbnej alebo anaerdbnej atmosfére v zavisddscid’'ového mikroorganizmu. Ras
inkubéacie sa kazda individualna bunka rozmnozialorke, ktora je vidittna vd’nym okom.
Klasické kultiv&né metddy maju kvantifikay limit od 4 cfu/ml pre tekuté potraviny alebo
40 cful/g pre pevné potravingo zodpoveda 4 koloniam na platni, ak je pouzityoékovanie

1 ml vychodzej suspenzie. Radnory ISO 7218:2007 pritomnb4-3 koldnii na platni len
indikuje detekciu ciBového organizmu a mnozstvo takt@emé by malo by ohlasené len
ako odhadovany get.

Ak su vo vzorkach potravin cakavané nizke @ty baktérii (menej ako 50/g), ich
mnoZzstvo méze hyodhadnuté pomocou metédy MPN. Pri tejto metddeiesienia potra-
vinovych vzoriek pripravené ako pre metodiifamia na platni. Tri radoveé riedenia su potom
prenesené do 9 alebo 15 skumaviek s vhodnym kwapamnédiom. Po inkub@cii je spibany
pocet pozitivnych skiumaviek pre kazdé riedenie. Ndaxbktohtocisla je pre kazdé riedenie
uréené najviac pravdepodobné mnozstvo baktérii v melgom vzorku pomocou Standart-
nych MPN tabuliek a zdladnenim faktoru zriedenia.

MPN metdda je zaloZzena na kvalitativnej skuske rani@testovanych podielov vzorku
a pouziti Statistickych procedur a ako také swysjedky nachylné k w&ej nepresnosti ako
pri metode poitania koldnii na platni. Preto je tato metdéda pgmxena za schopnd len
odhadnii poset mikroorganizmow?

Biochemické metddy

Impedancia

Baktérie, ktoré aktivne rastu na kulttm@m médiu vytvaraju pozitivne alebo negativne mabit
konené produkty o sposobuje zmenu v odpore média (zmenu impedattthéd paiatku
rastu je kultira tvorena prevaZzne neionizovanynebal malo pohyblivymi organickymi
molekulami a makromolekulami (glukoza, bielkovipglysacharidy) a je prakticky nevodiva.
Patas rastu stupa koncentracia malych iénov, najmékeagch katibnov a anidénov kyselin,
takZe vzrasta vodivdsroztoku, jej¢casovy priebeh zodpoveda rastovej krivke. Priebstura
vodivosti je zavisly na zloZeni média,l'esti inokula, druhu elektréd, povahe pritomného
mikroorganizmu a rychlosti jeho rastu. Vodivge vyznamne ovplysovana aj kapacitnou
zloZkou impedancie, pretoZze pritomtiosamotnych mikroorganizmov a ich produktov
ovplyviiuje zloZenie a tym aj kapacitu elektrickej dvojvisha elektrédach @iastaine ich
polarizuje. Vzrast vodivosti nespdsobuju organizongdukujuce neionizované produkty ako
napr. alkoholy alebo organizmy schopné absorbexraikajuce iony. V takychto pripadoch je
mozZné namiesto vodivosti zaznamendpeve kapacitni zlozku impedanéie.

Cas, v ktorom je rast prvykrat detekovany sa émjgmako DT a je nepriamo Umerny
logaritmu pdtu baktérii vo vzorke. Na Zmtku je poZadovany kalibtay proces na experi-
mentalne zhodnotenie matematickéhadabtmi medzi DT a logaritmom z @o cid’ovych
baktérii30

Impedancia je navrhnuta ako alternativha metodikon&rolu pinenia kritérii stanovenych
pre E. coli v makkySoch. Prikladom pristroja zaloZzeného naamieimpedancie je BacTrac
(Sylab). M6ze by pouzity pre kvalitativne a kvantitativne aplikacia detekciu biologickej
z&aze, stanovenie mnoZstva vybranych skupin mikredzg#ov a pritomnostéi absencie
vybranych patogénot?
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ATP bioluminiscencia

Tato technika meria svetelnd emisiu produkovantritomnosti ATP, ktora je zagihena
enzym-substratovou reakciou medzi luciferazou dfdtioom svetluSiek alebo luciferazou
a flavinmononukleotidom morskych baktéibrio harveyj Vibrio fischeri a rodovPhoto-
bacteriuma Xenorhabdugbioluminiscencia$l MnoZstvo vyprodukovaného svetla je priamo
umerné koncentracii ATP a teda ajc¢po mikroorganizmov v povodnom vzorku. ATP
bioluminiscencia mdze Ifypouzita na utenie celkového piu baktérii ale je aplikovataa
len v pripade ich vysokého mnoZstva (viac ako 10 €f@d/g). Meranie ATP a @ty mikro-
organizmov sa daju do ¥ahu zavedenim kalibtaej krivky.

Pritomnog ATP vSak nie je obmedzena len na bakteridlne bualey je zakladnou
zltéeninou kazdého biologického materialu. ATP biolustencia je preto vSeobecne
pouzivana ako rychly indikator pritomnosti bioldgdto materialu. Ako taka je tato technika
vaSinou pouzivana na odhadnutie celkovej povrchoispty vratane pritomnosti organic-
kych ciastatiek a mikrobiologickej kontaminacie poskytujuc wdbk za menej ako pa
minat.

V mliecnej technoldgii je ATP metdda vyuzivanad na rychiéenie celkového piu
Zivych mikroorganizmov v mlieku pouZzitim takych kaow pri priprave vzorku, ktoré
degraduju organick&astatky, somatické bunky a teda kamg signal vychadza len z mikro-
bialnej ATP30

Mikroskopické metody

Fluorescencia

Fluorescetiny mikroskop sa od svetelného odliSuje najma zdnojsvetla. Tym byva
naiastejSie ultrafialové Ziarenie. Toto Ziarenie jegpgku so Specialnymi farbivami (fluoro-
chromamy), ktorymi sa ofarbuju bakterialne bunklgs@bované a vyziarené ako vidité
svetlo.

Specialnym prikladom vyuzitia fluorescencie je DEB& to mikroskopicka metodadiania
buniek, ktora spja filtraciu a fluorescenciu bakteych buniek. Pri tejto metdde sa vzorka
oSetrena pouzitim detergentov a enzymov filtruje palykarbonatovi membranu. Mikrobialne
bunky sa tak koncentruju a zbieraju na membrane,skdnamorené fluoreskujacim farbivom.
Na tomto povrchu sa vykonava mikroskopicka analyento spésob detekcie mézet'by
automatizovany spojenim mikroskopu s obraz analging systémom. Samotné farbenie
a paitanie zaberie menej ako pol hodiny az hodinu alkowy detekny ¢as predlzuju kroky
potrebné na pripravu vzorku. Detel limit je 10faZ 16 buniek na 1 ml. Prave tak ako niz&ie
uvedena prietokova cytometria aj tato technika gaziwva pre utenie celkového piu
mikroorganizmov v surovom mliekdf

Prietokova cytometria
Prietokova cytometria je komplexna metdda sledugigasne niekbko optickych alebo aj
elektrochemickych vlastnosti buniek pritomnych zorku31

Suspenzia buniek preteka tenkym laminarnym prudoenacou komérkou, kde nau
dopada sustredeny zvazokider (z laseru alebo ornfavej ¢i xendnovej vybojky). Pomocou
fotonasohia sa zaznamenava ni¢ko parametrov bunky prave prechadzajucej komorkou.
Ako prvé sa vyhodnocuje zoslabenie Ziarenia absmubenerané v smere prechadzajuceho
lica. Zistena hodnota je najma funkciolkasti bunky.Dalej sa zaznamenava rozptyl Ziarenia
v malom uhle k smeru dopadajiuceho Ziarenia, ktayapa informécie o objeme alkesti
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bunky, tvare a vlastnostiach jej povrchu a o jgpiaschopnosti. Vyhodnocuje sa aj rozptyl
Ziarenia v uhle 90°, ktory informuje o granulartianky, pomernom zastupeni nukleovych
kyselin, pritomnosti cytoplazmatickych inklGzii dat Nakoniec sa meria fluorescencia.
Fluorescencia méze Byemitovana samotnou bunkou, konkrétne bunkovymipgamentami
ako flavinové nukleotidy, pyridin a fotosyntetiggigmenty alebo pridanymi fluorochrémami
Specifickymi pre niektoré organely alebo zlozky tet8031

VéacSina mikroorganizmov si je opticky priliS podobné odliSenie jedného od druhého
alebo od inycltastic organického povodu a prave preto sa pouzivatavanie fluorochromamy.
Tieto fluorescetné farbivd sa vyuZivaju na vySetrenie Zivotaschspreometabolického Stadia
mikroorganizmu. Prietokova cytometria sa t@ésto uskutéiuje v kombinacii s farbenim
Zivych aj nmitvych buniek (farbiva SYTO-9 a PI) alebo v kombimn&darbenim zZivych buniek
(farbivo ChemChrome) indikujacim metabolickl aktivi

Pre bezné analyzy kvality mlieka bol vyvinuty autdinovany pristroj (Bactoscan 8000
method). Tato metdda prietokovej cytomerie pougitvedium bromid (interkalujici s DNA),
ktory zafarbuje baktérie v mlieku. RuSivé zloZkyiek& su redukované a rozptylené oSetrenim
s detergentom a enzymom pri 50 °C. Pri pouzitictgiristroja sa ziska vysledok po ésmych
minutach. Prietokova cytometria teda nachadza supjatnenie v technoldgiach vody,
napojov a mliek&0

Molekularne metody

Kvantitativna real-time PCR

Schopnos dvoch jednoréazcovych molekdl DNA hybridizovain vitro prostrednictvom
Specifického parovania bazi je zakladom vsSetkychlekudarnych deteknych metéd.

Podobnog dvoch sekvencii @uje ich stupg hybridizacie. Vyvoj real-time PCR umoznil
okrem kvalitativneho aj kvantitativny prista®.

Real-time PCR je zaloZzena na sledovani polymerjzet@zovej reakcie priamo pas jej
priebehu pomocou fluoresaarych sond alebo farbiv, ktoré detekujd mnozstvo PCR
produktu behom reakcie zvySenim svojej fluoresdnep aktivity. Fluorescencia je merana
pocas kazdého cyklu PCR a je priamo alebo nepriamormmennozstvu amplifikatu
pritomnému v realnej zmesi. Kvantifikdcia sa uskufiuje prostrednictvom matematickej
analyzy amplifikénych kriviek ziskanych vynesenim nameranej flucgase oproti
poradovémuislu prislusného cyklu.

Typicka amplifika&na krivka ma esovity tvar a je mozneé ju roztlela tricasti. Najprv je
to faza, kedy je amplifikatu tak malo, Ze jeho fleecencia eSte nedosahuje mérateh hodnét.
Dalej nasleduje exponenciélna faza, kedy mnoZsteduptu rastie exponencialne a nakoniec
faza platd, kedy dochadza k saturacii systému a neabzstvo amplifikovaného produktu sa
d’alej nemeni a fluorescencia zostava konstardiida skor dosiahne amplifikaa krivka
exponencialnu fazu alebo dity fluoresceny prah umiestneny do tejto fazy, tym viac
Startovacich templatovych molekudl bolo pritomnyachweorke na z&atku reakcie. Cyklus,
kedy amplifik&na krivka prekroi tento prah sa oztaje ako G.

V mikrobiologickej analyze sa vyuziva tzv. absollivantifikacia. Je zaloZzena na zisteni,
Ze existuje linearny ¥ah medzi logaritmom Startovaciehoc¢po templatovych kopii a £
prislusnej amplifikénej krivky. Ak teda amplifikujeme vzorku o neznarkepcentracii spokne
s dilwknou sériou Standartov o znamej koncentracii dostankalibr&nu krivku, z ktorej je
mozné odita’ vychodziu koncentraciu neznameho vzo#Ru.
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2.10.2 Kvalitativne metody
Klasickeé kultiva‘né metddy

Klasické kultiv&né metdédy suU pouZivané pre testovanie pritomnogiboa absencie
patogénnych mikroorganizmovd&inou v 25 g potraviny ale pripadne mézd tayhodnocované
aj menSie alebo wdie mnozstva potravin. Klasické kulitveé metody sa vyuZzivaju najma
na identifikaciu Styroch hlavnych patogénov. SuSamonellaspp, Campylobacterspp.,
L. monocytogenea E. coli O157. Tieto metdédy su predmetom neustaleholatbh a su
intenzivne testované v rdmci verifikacie a valigaci

V skutaznosti su vSetky patogény v potrave sub-letalne piSké. Preto deteké metddy
casto zamaju dvojkrokovy proces Upravy. Najprv prebehne segacia mikroorganizmu
trvajuca niekdko hodin pdas inkubacie v neselektivnom alebo poloselektivnoédiu
umozZiujlica znovuobnovenie a limitovany rast {2 10 cfu/ml) stresovaného dievého
organizmu. Druhy krok zdha Upravu v selektivnom médiu s lmen potl&it kompetitivnu
floru a zlep& mnoZenie cibového mikroorganizmu tak, aby dosiahol dosta#o vysoké
hodnoty (10 az 16 cfu/ml) pre naslednu izol4ciu alebo detekciu rozitfeni metddami.

Pri pouziti klasickych kultivenych metdd je po Uprave E@/y organizmus izolovany na
selektivne rozliSovacie agarové meédium. Nakonieqgeadovana purifikacia predpokla-
danych typickych kolonii a ich potvrdenie pouZitdefinovaného mnoZstva morfologickych,
fyziologickych a niekedy sérologickych testov. digiotvrdzovacie testy sa usiluju oveiste
mnozstvo typickych charakteristik, ktoré su jedratduutitel’né a umo#uju dobré rozliSenie
od kompetitivnych blizko pribuznych kify.

Celkovocas, ktory je potrebny na ziskanie negativneho disidestu (absencia typickych
kolonii) alebo predpokladaného pozitivneho vysletigiu (pritomnastypickych koldnii) sa
pohybuje v rozmedzi od jedného do Styroch dni. Pterdenie pozitivneho vysledku testu
je p& az sedem dri®

Imunologické testy

ELISA

ELISA je biochemicka technika, ktord spaja imundadkg s enzymovym testom. NggstejSie
sa pouziva priama nekompetitivna ELISA (SandwichSAl). Tato technika zdfa viacero
krokov. Najprv su Specifické protilatky pripevnem& povrch 96-jamkovej mikrotittaej
dosttky. Nasledne je pridana vzorka s neznamym mnoZstigiového antigénu, ktory sa&ee
spaja s protilatkami. Nenaviazané antigény su odstransméyvanim.Dalej st protilatky
S naviazanym antigénom apgripevnené k dostke a nasleduje adicia enzymom a@raych
sekundéarnych protilatok, ktoré su schopné wiaga na predchadzajuce protilatky. I'ié
sekundarne protilatky st ap@édstranené vymyvanim. Nakoniec je pridany subsktairy
umozni premetiienzym na detekovdiey signdl. ELISA detekcia trva 2 az 3 hodiny.

V skasnosti je viEa ELISA testov k dispozicii v podobe robotizovanyitomatizovanych
systémov kvoli redukcii pracovnéhtasu a zlepSeniu reprodukovatesti a Standardizacie
kazdého kroku v teste. Kofrea detekcia je zaloZzena dduna chromogénnych substratoch
alebo na zaklade fluorescenéfe.

Metody zaloZené na detekcii bakteriofagu

Bakteriofagy su virusy infikujuce baktérie. Tiet@usy su extrémne hostiteky Specificke.

VéacSina baktérii méze yinfikovana len konkrétnymi fagmi a je bezné, Ziglany fag méze
rozpoznd a infikova’' len jeden alebo niekko kmeiov ¢ druhov baktérii. Specifita tychto
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fagov je sprostredkovana asociovanymi proteinmgrétcharakteristicky rozpoznévaju
povrchové molekuly pristupnych baktérii. Baktergyfdalebo proteiny bakteriofagov su
siag’ou rozlénych metdd vyuzivajucich sa na detekciu patogénov.

Specifické proteiny bakteriofagov mézu tbpripojené k paramagnetickyrsasticiam
a zachytava baktérie v suspenzii. Paramagneticigstice potiahnuté fagovymi proteinmi
funguju ové&a lepSie ako na protilatkach zaloZetdstice (imunomagneticka separéacia),
ked’Ze maju vysSiu citlivasa lepSiu obnovitog'.

Alternativny postoj na vyuzZitie bakteriofagov poskg pristroj ALASKA FOOD
DIAGNOSTICS: the Alaska AK Phage, ktory je k dispmizpre detekciuSalmonellaspp.
aE. coli O157. Tato metdda spaja imunomagneticky se€parérok na naviazanie dievej
baktérie a bakteriofagovy krok na Specifickl lyauyéh baktérii a uvtnenie vnutrobunkového
enzymu adenylatkinazy. Potom nasleduje amplfigakrok zaloZzeny na adenylatkindzou
sprostredkovanej konverzii ADP na ATP. Kdne je vzniknuta ATP detekovana pomocou
bioluminiscencie. Standartna ATP bioluminisceneiggkto citlivejSia ¢aka amplifik&nému
kroku a kombindcii so zachytenim pomocou imunomtgkej separacie. Specifita testu je
poskytovana pouzitim protilatok @as imunomagnetickej separacie ako aj pouzitim
3pecifického bakteriofagu na lyzu bunik.

Molekularne metody

FISH metéda

Hybridizacia ribozomalnej RNA s oligonukleotidovynsiondami je jednou z najbeznejSie
pouzivanych molekularnych technik, ktoré nie soz=hé na PCR. Vyber RNA namiesto DNA
vedie k viac senzitivnej technike (vySs$islo kopii). Pri pouziti metody FISH su mikrobialne
bunky oSetrené vhodnym chemickym Ulisteéom a potom hybridizované pod prisnymi
podmienkami na sklenych dastach alebo v roztoku s oligonukleotidovymi sondaifieto
sondy su dlhé 15 aZ 25 nukleotidov a na 5 konciinkajyalentne naviazané fluores¢eé
farbivo. Po dékladnom premyti, aby sa odstranihan@azané sondy, su Specificky ofarbené
bunky detekované pomocou epifluoresae) mikroskopie. Limit detekcie je priblizne
10" cfu/ml 30

PCR metdda
PCR je trojkrokova cyklickd in vitro proceddra zaoa na schopnosti DNA polymerazy
kopirova’ viakno DNA. Oblas, ktora je amplifikovana, je Specifikovanaltsou primerov.
Primery su kratke oligonukleotidy, ziajne o vékosti 20 az 30 nukleotidov, ktorych sekvencie
sa zhoduju s koncom oblasti zaujmu. Amplifikaciauskut@nuje paas utittho mnozstva
cyklov. Pa@as kazdého cyklu je dvojfazcovd DNA matrica denaturovana zahriatim a pro-
dukuje jednoréazcoveé viakna. Reaka zmes sa potom ochladi dovoliac tak primeromazavi
sa na jednovldknovéti@zce. To poskytne aktivne miesto pre termostaliN& polymerazu,
ktora syntetizuje komplementarnyezec produkujic znova dvoji@zcovd DNA. VdalSich
cykloch sa primery viazu na pévodnu aj novosyntetami DNA, ¢o vedie k exponen-
cialnemu vzostupu @tu kopii.

Vysledky PCR su tradhe (konvetind PCR) detekované elektroforézou na agar6ézovom
gele a farbenim. To umoznuje amplifikovant DNA \dlizova ako pasy rozéinej va’kosti.
Specifickog pasov moze biyd’alej identifikovana sekvenovani#f31
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2.11 Kvantitativne stanovenie probiotickych baktérii v potravinach

Spd’ahlivé zistenie Zivotaschopnosti baktérii v proigiofch produktoch je vani délezité,
pretoze definicia probiotik vyZaduje Zivé baktéNela Studii preukazalo, Ze aanie, ¢i su
bunky zivé alebo fitve, nie je jednoducha otazka.

Tradiine pouzivana metéda naenie Zivotaschopnosti baktérii je ich kultivaciapiatni
a nasledné gdtanie kolonii. Tato metdda vSak mé jasné nevyhwdyrvom rade vyZaduje dihy
inkubainy ¢as. Casto je komplikovana technickyniazkosami ako zhlukovanie a inhibicia
susediacich buniek. Aj vyber vhodného média a iakmfpch podmienok pre Specifické druhy
moze by narané. Pre vEa druhov nie je vbbec zname vhodné rastové meddkrem toho
pre niektoré priebé&ivé mikroorganizmy ako bifidobaktérie, ktoré &@vného pévodu, mbze
byt zloZité najs optimalne rastové médium, abycianie bolo sptahlivé. Tieto baktérie maju
jedingné nutréné a environmentalne poziadavky pre svoj optimabst a péty na platni
pre ukité kmene mozu kolisapri kultivacii na rozlénych médiach. Fadanie a overovanie
vhodného rastového média je namahava uUloh&asio nie je mozZné testavavSetky
potencialne rastové médié.

Takisto sa ukazalo, Ze aj vyber technildkavania mbze ovplywova' presnos postu
bifidobaktérii. Metdda prelivu je v ich pripade $&pako metdda rozteru, kee je efektivnejSia
VO vytvarani anaerdbnych podmienok vyhodnych e timikroorganizmy a takistolahtuje
vyvoj separatnych kolénié

Dalsi ve’ky problém metddy poitania kolonii na platni je, Ze takzvané dormar{space)
baktérie nie su schopné fasa konvernych rastovych meédiach, ale napriek tomu mézi by
vyhodnotené ako Zivé pouzitim testov cytologickiejofaschopnosti. Dormantné populacie
moZu existova v probiotickych produktoch a mbaych Startéroch a podobné populacie
sa vyskytuji aj v Zovou kyselinou stresovanych bifidobaktériach. Ajca® predzenej
Uschovy sa mbzu probiotické baktérie vo fermentgehrproduktoch stadormantnymi3

VSetky vySSie uvedené problémy potom mézu v kooe dosledku viegsk prilis nizkemu
odhadu pétu baktérii vo vzorke.

Vo vSeobecnosti sa v &snosti pre pfitanie probiotickych mikroorganizmov patriacich
k rodomLactobacillusa Bifidobacteriumv potravinarskych produktoch najviac vyuziva MRS
agar, prkfom pre bifidobaktérie sa k nemu dodavaju k@i doplnky ako cystein alebo
antibiotika34 DalSie média, ktoré boli ohlasené ako vhodné preksghe pditanie
bifidobaktérii st RCM3, DP, BP a AMC36

Kvantitativna real-time PCR je zaloZena na kvakdifii bakterialnej] DNA. Hodnoty DNA
nie su spojené so Zivotaschoptms pretoZze rtve bunky si tieZ mdzu uchowvaryrazné
mnozstva DNA. V porovnani s real-time PCR je metdd&H zaloZzend na detekcii
16S rRNA z buniek. P&as rozpadu rRNA je kratSi ako DNAg robi rRNA potencidlnou
cielovou molekulou pre testovanie Zivotaschopnosti. difo®’ FISH na testovanie
Zivotaschopnosti baktérii zavisi na rozklade rRNAbunkovej smrti. Faktory ovplywjlce
pozitivny signal FISH zahaju mnozstvo cikovej 16S rRNA pritomnej v bunke, pristuptios
sondy pre rRNA a intenzitu fluorescencie naviazanepy. Rozklad rRNA nasledujuci bunkovu
smit’ zavisi spomedai’alSich faktorov na hodnotach RNAsy vnutri a mimakyua integrite aj
permeabilite bunkovej membrany. Vo viacerych Stcldi&olo preukazané, Zeftwe bunky
mo&Zu obsahovaisté mnoZstvo zvySkovej rRNA a hoci intenzita fiescedného signalu tychto
buniek je po smrti znizena, stdle m6zé bgstaténe silné pre vizualne pitanie a nitve bunky
tak m6ézu by vyhodnotené ako Zivé. Z vysSie uvedeného tedayvgplze mnozstva bakterii
uréené pomocou real-time PCR a metddy FISH nie je m@&ociova so Zivotaschopndeu
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probiotickych baktérii, kéZe k degradacii DNA nedoch&dza a hodnoty rRNA stoagmrti
baktérie stale dosvysoké na to, aby mohli Byounky detekované. AvSak obe tieto metody su
vhodné pre utenie celkového mnozstva buniek.

Real-time PCR je rychlejSia ale pozaduje lavdrahSiecinidla. Metdda FISH je naopak
pracnejSia a natoejSia natas. Detekny limit pre kvantitativnhu real-time PCR je pribii
10* buniek/ml a pre metédu FISH kombinovan( s fluoeeseou mikroskopiou a vizualnym
positanim priblizne 1Bbuniek/ml. FISH mbZe by tie? kombinovana s prietokovou
cytometriou.

FISH a kvantitativna real-time PCR su vhodné pkeatéeaj tuhé potraviny, za predpokladu,
Ze testované potravinové vzorky su homogénne alebh6zu by jednoducho
zhomogenizované. Potraviny, v ktorych si bunky veig@vv tuku mézu spbésobavaroblé-
my, pretoZze bunky nie su schopighko suspendoveado vodnej faze p@s homogenizacie.
V takychto pripadoch homogentre timivé pufry mézu by fortifikované miernymi
detergentmi alebo emulgatormi na zlepSenie’'ngnia bakterii z potravi#s

Pri sledovani zivotaschopnosti baktérii v probiojch produktoch sa v gasnosti bezne
pouzivaju fluorescemé techniky. Ich zakladom je ozfmwanie buniek pomocou
fluorescenych sond. Fluorescencia mozet byetekovana fluorescémym mikroskopom,
prietokovou cytometriou alebo fluorimetrom. d&hou sa vyuziva dualny spésob osmeaa-
nia zalnajuci farbenie Zivych buniek jednym fluoreséepim farbivom nasledované
protikladnym farbenim itvych alebo vSetkych buniek inym farbivom, aby &kal celkovy
pocet buniek vo vzorké435 Sondy detekuji rozdiely v permeabilite membrangbal

enzymatickej aktivite buniek a to je zakladny radiktory ich odliSuje od klasickych
kultivagnych metod spoliehajicich na mikrobialnu reproduléi

Fluorescetiné sondy pouzivané pri hodnoteni Zivotaschopnoztiych baktérii mlieneho
kvasenia obsahuju farbiva viazuce sa na nukleow&liny ako Pl, TOTO-1 (farbia ftve
bunky), SYTO-9, DAPI (farbia zivé aj itve bunky, pouzivaju sa spoludalSimi sondami)
a fyziologické indikatory ako ChemChrome, BCECFD2E FTUG a BOX3435

Okrem vhodnej Upravy vzorkov, vyberu spravneho yuinkub&nej doby a teploty je
velmi dolezity aj vyber fluorescénej sondy34 Pouziténos’ v&siny z nich je totiz
ovplyviiovana napr. matricou vzorku, pH, fyziologickymiiadhemickymi stavmi ciéovych
mikroorganizmo\3®

Z vySSie uvedenych farbiv sa &tagtejSie upladiuje kombinacia sond SYTO-9 a PI.
Komerne st spolu dostupné vo forme LIVE/DEAD BacLightcRaial Viability Kit.333435

Pouzitie tychto sond je zaloZzené na poznatku, EeppeZitie baktérii zohrava vyznamnu
Glohu prave bunkova stena, ktord udrZuje optimalnétorné podmienky pre bunkovy
metabolizmus a energetickl transduk¥&uAko uZ bolo vy33ie spomenuté obe farbiva su
schopné viaza sa na nukleové kyseliny. AvSak SYTO-9 je schopwéne prechadza
cez bunkovli membranu a preto sfarbuje zivéiayerbunky (zelena fluorescencia pri 530 nm
na zaklade excitacie pri 488 nm). Naopak Pl doké&tépt’ len do buniek s poSkodenou
membranou a teda sfarbuje leritve bunky €ervena fluorescencia pri 620 nm na zaklade
excitacie pri 488 nm). PretoZze Pl ma vySSiu afikifDNA ako SYTO-9 je schopné ho z DNA
vytlacit'. V kongnom doésledku sa teda Zivé bunky javia ako zelerienakocervené a pos-
kodené ale stale Zivé bunky ako oranzévé.

DalSie farbivo pouZittné pre vaSinu ¢&istych kultdr aj probiotickych produktov je
ChemChrome. Toto farbivo je fluorogénny ester, ki@ premigany na véiny fluorescein
pomocou enzymu esterazy v zZivych bunkach. Nasi vizualizaciu fitvych a poskodenych
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buniek sa toto farbivo pouziva v kombinacii s n&ir.Poda viacerych vyskumov neexistuje
baktéria, ktora by nemala Ziadnu esterazovu autikiwSak napriek tomu existuje nidkm
dovodov, préo sa Zivé bunky sa neofarbia pri pouziti substraésterazy a teda aj
ChemChrome. Jednak mézet'kgktivita esterazy v bunkach prilis nizka a jednadze by
tento substrat neschopny prego bunky, pretoze jeho prepustetiezadrzanie je zavislé
na membranovom potenciéf.

Pouzitie fluorescemych sond pozaduje, aby bunky boli extrahované wapmovej
matrice neposkodené. Pre tekuté vzorky sa to daogeccho dosiahnu hoci zakal
zvySkovych tuhychc¢astic m6ze spbsobavgoroblémy. Tie sa daju odstrénivhodnou
centrifug&nou technikou. Pre husté kvapaliny ako jogurty @ pevné potraviny napr. syry
extrakcia baktérie pozaduje, aby boli vzorky rozpné v pufri a homogenizované.
Homogenizany proces by mal hydogs’ dokladny na to, aby uvail baktérie z potravinovej
matrice ale zarovejemny, aby ju uchoval zivé3

Fluorescetiné techniky (1 az 2 hod.) su podstatne rychlej&ie tmadtné kultivainé
metody (2 az 5 dni). NavySe metdodycppania na platni mézu podhodnotpoity Zivych
buniek \@aka baktériam neschopnym kultivaaie, spésobuje stres alebo poskodenie buniek.
Z jednotlivych fluorescemych metdd sa prietokova cytometria ukazuj&@ bgchylnejSia
k paitovym chybam, kéZe jeden bunkovy zhluk spiva ako jednu bunku a zase naopak
d'alSie fluoreskujuceastice okrem buniek mézu viek nadhodnoteniu @tu buniek pri tejto
metode. VyhodnejSie je v tomto pripade pouzitiebifem ChemChrome, ktoré ofarbi len
bunky baktérii, kym LIVE/DEAD BacTrac Bacterial \tigity Kit moZe sfarbi’ aj inécastice
a ak su podobnej Vkosti ako bunky, pristroj ich vyhodnoti ako bakterPri prietokovej
cytometrii je teda viba fluorescetného farbiva a spravna Uprava vzorku lavedolezitejSia
ako pri epifluorescaemej mikroskopii. AvSak kéZe prietokova cytometria umidje
simultanne meranie viacerych bunkovych parametrovdde by 'ahSie automatizovana, je
vhodnejSia pre u@ie mnozstva vzoriekd Vysledky merania fluorescencie pomocou
fluorimetra su porovnateé s epifluoresce&nou mikroskopiou. AvSak vyhodou tejto metédy
je, Zze zmeny vo fyziologickom stave bakterialnyemiek v probiotickych produktoch mézu
byt detekované rychlejSie a skér ako pomocou mikroskdgluorimetria je tak rychla ako
prietokova cytometria ale je ofee jednoduchSia pre pouzZivBdea zaroveé aj cenovo
vyhodnejSia. Meranie pomocou fluorimetra méze' byda Subnou poméckou pre rutinnd
analyzu kvality probiotickych preparatg®.

2.12 Identifikacia probiotickych baktérii v potravinach

Napriek faktu, Ze uzivanie probiotik slwen zlepSenidudského zdravia si v &asnosti ziskava
vel'ku popularitu, stale existuje na strane konzumenedovera ofadne kvality a spravneho
ozna&ovania komamych probiotickych produktov. \ra Studii preukazalo, Ze regeneracia
obsiahnutych probiotickych mikroorganizmovdasto vémi slaba a Zze by sa malo venéva
viac pozornosti presnejSiemwaniu identity, bezpgosti a funknosti tychto produktov.
Mikrobialna analyza probiotickych produktov pre aaomické &ely poZaduje
Standardizované a presné postupy pre izolaciu atiftkdciu obsiahnutych bakterialnych
kmeiov. V praxi je v8ak wislenie a izolacia probiotickych baktérii z produktstéle
problematicka najmé& z toho doévodu, Ze neexistugdrig Standartné médium, ktoré by
umoznilo selektivne odliSenie bifidobaktérii oddhyoaktérii mliéneho kvasenia. Izataé média
aktualne k dispozicii nie su dostéte selektivne alebo elektivni® vedie k nepresnym alebo
nereprodukovateym vysledkom a V& z nich nie je komeéne k dispozicii a su preto
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narané na pripravu. AvSak metoda kultivAcie mikroorgaemv na platni nasledovana
identifikaciou limitovaného mnoZstva izolatu na liouej arovni je stale bezne pouzivana
v kontrole kvality probiotik.

V sWkasnosti existuje viacero metdd zaloZzenych na DNMgdrprintingu” alebo
sekvenovacej analyze ribozomalnych génov préaspioé utenie druhov probiotickych baktérii.
Len vémi malo Studii sa vSak doSigokusilo rozli& bakterialne izolaty z probiotickych
produktov aj na individuélnej kmievej urovni, hoci je to vyznamna pomécka pri hoeémdt
funkénosti a bezpmosti probiotik.

Pri identifikacii probiotickych baktérii v produkth sa v zdsade vyuzZivaju dva pristupy.
Prvy predstavuje kombinaciu Kklasickej izéii@] stratégie zaloZenej na kultivacii
mikroorganizmu na vhodnom rastovom médiu a jeholedas identifikaciu pomocou
molekularnych met6d® Pri tejto metéde sa mikroorganizmy zo vzorky vykuwij( na platni
a v zavislosti na morfologickych znakoch kolonii s&hodne vybertu dve az tp&oldnii
kazdého typu. Po ich purifikacii su izolaty podroBebiochemickym testom a pozorovaniu
pod mikroskopom. Na zaklade tychto pozorovani sedde, k akym rodom patria a $alej
vypestované na tekutom zivnom médiu. Gendmova DNychto baktérii sa ziska pomocou
fenol-chloroformovej extrakcie. Nasleduje samotuintifikacia. Najprv sa uskuttuje
rodovo-Specificka PCR. Laktobacily je potom mozgtedriedi pomocou multiplex PCR na
ich zaradenie do jednotlivych skupin. Pre odliSediehov laktobacilov a bifidobaktérii
nasleduje druhovo-Specifickd PCR. Na odliSeniernmidéénych replikatov sa pouziva RAPD-
PCR. Nakoniec je uskutnend PFGE na rozlienie jednotlivych kme37 Takato
mikrobialna analyza probiotickych produktov je via&kraina nacas a vysledky mozu Iy
skreslené zlou Zivotaschoptios a nizkym p&om cid’'ového mikroorganizmu.

Preto sa v poslednotiase dostava do popredia ako alternativny a/aleptmkiovy druhy
pristup pre kontrolu kvality probiotickych produktoa to detekcia a identifikacia
mikroorganizmov nezavisla na kultivacii. Tato metog zaloZzend na extrakcii celkovej
bakteridlnej DNA z produktu nasledovanej selektivnamplifikaciou Specifickejc¢asti
bakterialnych 16S rRNA génov pouzitim nested-PCBeparaciou vyslednych amplikonov
pouzitim DGGE.

Vacsinou je DGGE schopna detekéwa produkte vSetky alebo viac druhov baktérii ako
pristup zaloZeny na kultivacii, #2e je schopna tit’ aj pripadne ttve baktérie vo vzorke.
Tieto rozdiely medzi pgami druhov baktérii wenych DGGE a klasickou identifikaciou
zaloZenou na kultivacii mézu Bywyznamné najma u lyofilizovanych alebo enkapsuhyech
produktov. Mikrobialne kvality tychto probiotik i@tnie su také dobré ako u fermentovanych
mliecnych vyrobkov, k&'Zze technologické procesy pouZzité pri ich vyrobe m@¥razne
obmedzi’ regeneraciu najma bifidobaktérii na niektorychngsh médiach. Skutmog’, Ze
metdéda DGGE dokéze detekdwa mitve baktérie vo vzorke vS8ak mdzZethya druhej strane
aj istou nevyhodou. DGGE, ktora sice poskytuje lych reprodukovat®i taxonomicku
analyzu probiotickych produktov a ma lepSi detgk potencial ako klasicka na kultivacii
zaloZena analyza totiz nie je schopna poskytnéormacie ofiadom metabolického stavu
mikroorganizmov, ktoré su Vmi dolezité pre hodnotenigianosti probiotik36
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3 ZAVER

V tejto préaci boli zhrnuté zakladné poznatky o potikach. Na zaiatku bola opisana historia
ich pouzivania a vyvoj sasnej definicie, takisto bola stne zmienena definicia prebiotik
a synbiotik a kratka kapitola bola venovana rekomabinym probiotikhm ako modernému
trendu v oblasti vyvoja novych probiotik. Takistolibv praci zhrnuté pozadované vlastnosti,
ktoré by mali d&inné probiotika sfiat’ a ich vyznam pri ligbe niektorych ochoreni. Stioe
bolo spomenuté aj zastlpenie probiotik ako doplrdtmwy nateskom trhuDalej nasledoval
opis nafastejSie pouzivanych probiotickych baktérii, kothkeébifidobaktérii a laktobacilov.
Na zaver boli stréne popisané principy jednotlivych metéd mikrobiotig) analyzy
potravin a aplikacie tychto metdd v kvantitativnajrkvalitativnom hodnoteni probiotickych
produktov.

Nie vSetci autori sa zhoduju v nazoroch na zdravptisobenie probiotik. Niektoré &inkov
probiotik su iba predpokladané alebo boli dokaziemev in vitro Stadiachei v pokusoch
na zvieratdch a o ich pésobeni na zdrdvdi svedia len nepriame dokazy. Takisto eSte
neboli objasnené vSetky mechanizmy ich pésobenia.

Probiotika nie je mozné chapako vseliek. V&Sinu ochoreni, u ktorych bolo opisané ich
priaznivé pdsobenie nedokdzu vylte sami osebe a su vhodné najmd ako podporna
a doplnkova terapia popri normalnejcliee napr. antibiotikami (neSpecifickéevné zapalové
ochorenia, infekciadelicobacter pyloria inymi érevnymi patogénmi, hia, zapchy af).
Uloha probiotik pri liébe tychto ochoreni spiva najméa v zmierneni ich priznakov a skrateni
doby liggby. Takisto mézu posliZiako prevencia pred ich vznikom alebo pripadnym
opatovnym navratom. Z tohtolddiska maju probiotika Y&y vyznam pri udrZzovani
celkového dobrého zdravotného stalaveka a znizovani rizika vzniku réznych ochoreni.

Napriek faktu, Ze niektoré z deklarovanych zdrayolnitinkov mézu by poskytované aj
mitvymi baktériami, predpoklada sa, Zecs$i@a priaznivych efektov probiotik pozaduje
metabolicky aktivne bunky. Aj samotn& definiciasypé probiotika ako Zivé baktérie. Je teda
samozrejmé, ze produkty, u ktorych sa zisti, ZeSidlmeobsahuju Zivé baktérie, musia
zakonite vzbudi pochybnosti a neddveru u pripadnych konzumentaetoPje nutné
kontrolova’ u probiotickych produktowi naozaj obsahuju Zivé baktérigige ich mnozstvo
dostat@né na to, aby mohli skutne pésohi na zdravieloveka.

Takisto spravne ozfavanie probiotickych produktov a obsah druhov a iawe
s deklarovanymi zdravotnymtiimkami zohrava nemalu ulohu v icliidnosti. Nie vSetky kmene
danych druhov totiz maju podobné charakteristikgntd fakt je vyznamny najma v pripade
vlastnosti délezitych pre preZitie probiotickychknmiorganizmov v trviacom traktdoveka
ako rezistencia k nizkemu pH, lyzozymom &i.ZLen malé percento kmev a druhov,
vo vSeobecnosti menej ako 10% je schopnych vaskychto podmienkach. Efekt probiotik
je tak zavisly na individualnom kmeni a teda jenezh&ne potrebna spravna taxonomicka
identifikacia kometne pouzivanych kniev.

V zaisteni skuténej Einnosti probiotik teda zohrava nemalu Glohu ichl'spdiva kontrola
a hodnotenie. Okrem dbkladného a najlepSie klimak§tudiami potvrdeného hodnotenia ich
zdravotnych dinkov je vémi dbélezité sledoua a kontrolovd aj obsah jednotlivych
probiotickych produktov a to z kvantitativheho apktativneho ladiska.
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5 ZOZNAM SKRATIEK

FAO
WHO
HIV

FOS

I0A, 19G, IgE
IL-6, -10, -12, -18
TLRs

EFSA

Mzd CR

RoHy

MPN

DT
ATP
DEFT

PCR
Cr
ELISA
FISH

MRS
RMC
DP

BP
AMC
Pl
BCECF
CFDA
FTUG
BOX
PFGE
DGGE

RAPD-PCR

Food and Agriculture Organization of the uniteakiNns

World Health Organization

angl. Human Immunodeficiency Virus — virfiglskej imunitnej
nedostaténosti

Fruktooligosacharidy

Imunoglobulin A, G, E

Interleukin 6, 10, 12, 18

Toll-like receptors

European Food Safety Authority

Ministerstvo zdravotnictv@eskej republiky

Register hlavného hygienika

angl. Most probable number — metdda najviac prawdebného
mnozstva

angl. Detection time — detéky ¢as

Adenozintrifosfat

angl. Direct Epifluorescent Filter Technique -apna epifluorescema
technika

angl. Polymerase Chain Reaction — polymerazotezmya reakcia
angl. Treshold cycle

angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

angl. Fluorescent in situ hybridization — fluoresma in situ
hybridizacia

De Man Rogosa Sharpe agar

angl. Reinforced clostridial medium

angl. Dicloxacillin-Propionic acid

angl. Bifidobacterium medium

Arroyo, Martin and Cotton agar

Propidium jodid

2'7'-bis-(karboxyethyl)-5(-6) karboxyfluorescein
Karboxyfluorescein diacetat

N-(fluorescein thio-ureanyl)-glutamat

Bisoxonol

angl. Pulsed-Field Gel Electrophoresis — pulzriéwgeelektroforéza
angl. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis rati&&na gradientova
gelové elektroforéza

angl. Randomly Amplified Polymorphic DNA PolymeeaShain
Reaction
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