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Mykotoxiny a jejich vliv na adhezi vybranych
probiotickych kmenit bakterii za podminek in vitro
kultivace na buné¢nych liniich

Souhrn

Mykotoxiny ptedstavuji nebezpeci pro lidské zdravi, jelikoz se stéle vyskytuji
v potravinach a krmivech. Do organismu ¢lovéka se dostavaji pies vdechovany vzduch,
pokozku, ale nejcasté&ji se dostavaji s potravinami pres gastrointestinalni trakt, kde ptichazi do
styku se sttevni mikrobiotou. Probiotické mikroorganismy, které jsou soucasti mikrobioty, maji
velky vyznam pro zdravi ¢lovéka: stimuluji a reguluji imunitni reakce, neptimo reguluji
metabolismus hostitele a ovliviiuji nervovy systém. Pro dosaZzeni zdravotniho pfinosu je
potieba, aby probiotika kolonizovala gastrointestinalni trakt, a proto adheze, tj. schopnost
ptilnout, je povazovana za Klicovou vlastnosti probiotik. Je znamo, Ze po styku probiotik
s mykotoxiny dochazi ke zméné adherencnich vlastnosti. EXistuje ale méalo dostupnych
informaci o tom, jak interakce mykotoxinti a probiotik probiha bezprostiedné v travicim traktu.

Cilem této diplomové préace bylo otestovat a zhodnotit vliv mykotoxinu rodu Alternaria,
konkrétn¢ alternariol (AOH) a alternariol monomethyl ether (AME), na adheren¢ni vlastnosti
vybranych kment bakterii rodu Lactobacillus, a to L. gasseri a L. plantarum. K testovani
adheze byly vyuzité in vitro modely Caco-2 a HT29, kde byly pifidany vzorky mykotoxind
v koncentraci 10 pg/ml a 5 pg/ml spoleéné s fluorescenéné znafenymi testovanymi
bakterialnimi kmeny.

Nameéiené hodnoty adheze se snizily téméf ve vSech piipadech a pohybovaly se v rozmezi
61,02 % az 134,51 %. Ve dvou piipadech doslo ke zvySeni hodnot adheze, a to u L. gasseri
s mykotoxinem AME v koncentraci 10 pg/ml o 16,17 % a s AME v koncentraci 5 pg/ml o
34,51 % v porovnani s kontrolou na Caco-2 buné¢nych liniich. Statisticky vyznamné rozdily
s kontrolou byly pozorovany u L. gasseri na Caco-2 linii s pfidanim AOH v koncentraci 10
pa/ml, L. gasseri na HT29 s pfidanim AME v koncentraci 5 pg/ml a u L. plantarum na HT29
s AOH v koncentraci 10 pg/ml a AME ve stejné koncentraci.

Z dosazenych vysledkl Ize tvrdit, Ze stanovend hypotéza byla potvrzena, a mykotoxiny
rodu Alternaria (AOH a AME) maji vliv na adheren¢ni vlastnosti probiotickych
mikroorganismitl, V nasem piipadé L. gasseri a L. plantarum.

Klicova slova: Alternaria spp; bakterie mlééného kvasSeni; potraviny; in vitro intestinalni

model; fluorescence



Mycotoxins and their effect on the adhesion of selected
probiotic strains of bacteria under in vitro cell line culture
conditions

Summary

Mycotoxins pose a danger to human health due to their occurrence in food and feed. They
enter the human body through inhaled air, the skin, but most often they enter with food through
the gastrointestinal tract, where they come into a contact with the intestinal microbiota.
Probiotic microorganisms that are part of the microbiota play an important role in human health:
they stimulate and regulate immune responses, indirectly regulate the host's metabolism and
influence the nervous system. The key property of probiotics is adhesion, i.e. the ability to
adhere, which enables long-term colonization of the GIT and subsequent health benefits. It is
known that after contact of probiotics with mycotoxins, adherence properties change. However,
there is little available information on how mycotoxins and probiotics interact directly in the
digestive tract.

The aim of this thesis was to test and evaluate the effect of the mycotoxin of the genus
Alternaria, specifically alternariol (AOH) and alternariol monomethyl ether (AME), on the
adhesion properties of selected strains of Lactobacillus bacteria, namely L. gasseri and L.
plantarum. In vitro models Caco-2 and HT29 were used for adhesion testing, where mycotoxin
samples were added at a concentration of 10 pg/ml and 5 pg/ml together with fluorescently
labelled tested bacterial strains.

The measured adhesion values decreased in almost all cases and ranged from 61.02 % to
134.51 %. There was an increase in adhesion values in two cases, namely for L. gasseri with
mycotoxin AME at a concentration of 10 pg/ml by 16.17 % and at a concentration of AME 5
pug/ml by 34.51 % compared to the control on Caco-2 cell lines. Statistically significant
differences were observed for L. gasseri on the Caco-2 line with the addition of AOH at a
concentration of 10 pg/ml, L. gasseri on HT29 with the addition of AME at a concentration of
5 ng/ml and for L. plantarum on HT29 with AOH at a concentration 10 pg/ml and AME at the
same concentration.

From the results achieved, it can be said that the established hypothesis was confirmed,
and mycotoxins of the genus Alternaria (AOH and AME) have an effect on the adhesion of
probiotic microorganisms in the gastrointestinal tract of the host, in our case L. gasseri and
L. plantarum.

Keywords: Alternaria spp; lactic acid bacteria; food; in vitro intestinal model; fluorescence
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1 Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity mikroskopickych hub, které kontaminuji potraviny
a krmiva a zptsobuji zavazné problémy z hlediska bezpec¢nosti a kvality produkce. Je znamo
priblizné 400 druhi mykotoxintl, z nichz vétSina ma teratogenni, mutagenni, karcinogenni a
imunosupresivni u¢inky na zdravi ¢lovéka. Krom¢ toxického efektu na organismus ¢lovéka,
mykotoxiny jsou taky schopny ovliviiovat stfevni mikrobiotu. Pfi styku mykotoxint
S probiotickymi bakteriemi ve stievé dochazi ke zméné adherencnich vlastnosti probiotik, tj.
schopnosti ulpivat na buiky stievniho epitelu. Adheze je dulezitou podminkou symbiézy mezi
probiotickymi bakteriemi a organismem hostitele, tim padem umoziiuje i zdravotni pfinos,
ktery probiotika poskytuiji.

Interakce mykotoxinli, produkovanych zndmymi rody mikroskopickych hub, jako je
Aspergillus, Penicillium a Fusarium, je pomérné dobie prostudovana, a proto v této prace jsme
se zam&fili na méné znamy rod plisni, a to rod Alternaria. Alternariové mykotoxiny
kontaminuji Sirokou Skalu zemédélskych produktl. Jsou Casto detekovany v obilovinach a
obilnych produktech, olejnatych semenech a rajc¢atech. Jsou dostupné informace o jejich
toxickém uc¢inku na zdravi Cloveéka, ale vliv alternariovych mykotoxinii na adheren¢ni
vlastnosti probiotik ve stfevé stale neni dobie prostudovan, proto se jedna o aktualni téma.

Cilem téeto prace bylo zhodnotit, jak mykotoxiny rodu Alternaria ovliviiuji adhezi vybranych
probiotickych mikroorganismti rodu Lactobacillus na stfevni epitel.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Probiotické kmeny mohou slouzit jako aditivum v potravinach za ti¢elem snizeni vyskytu
mykotoxin. Po kontaktu s mykotoxiny mtize dochdzet ke zmén¢ vlastnosti probiotickych
bakterii v travicim traktu hostitele.

Cilem prace bude sledovat vliv alternariovych mykotoxinii na zmény adheren¢nich
vlastnosti vybranych probiotickych bakterii.



3 Literarni reSerse

3.1 Gastrointestinalni trakt

Gastrointestinalni trakt (GIT) (obr. 1) je soustava organt, ktera zajist'uje pfijem a zpracovani
potravin, vstiebani Zivin a vylouceni nestravitelnych zbytkd. Travici soustavu lze rozdélit na
travici trubici a na ptiléhajici organy, které napomahaji procesu traveni vylu¢ovanim travicich
enzymu a $tav. Kazdy organ ma svoji specifickou a nenahraditelnou funkci. Travici systém
za¢ina dutinou ustni (cavum oris), na ni navazuje hltan (pharynx) a jicen (oesophagus). V téchto
organech probiha proces pfijmu a rozméliovani potravy, jeji zvlh¢eni, zmék&eni pomoci slin.
Po pruchodu hltanem a jicnem potrava se dostava do zaludku (gaster), kde enzymy Zalude¢ni
Stavy a kysele pH zajist'uji mechanické a chemické traveni. Horni ¢asti GITu tedy nehraji roli
v piimé absorpci zivin, ale slouzi k zahajeni zpracovani potravinové matrice. Travici trubice
pokracuje tenkym stievem (intestinum tenue), které se ¢leni na dvanactnik (duodenum), la¢nik
(Jejunum) a kycelnik (ileum), tlustym stfevem (intestinum crassum) rozdé€lujici se na slepé
stievo (intestinum caecum) s Cervovitym piivéskem (appendix), vzestupny, pfi¢ny, sestupny,
esovity tracnik (colon ascendens, transversum, descendens, sigmoideum) a kon¢i fitnim
otvorem (anus), coz je vyusténi kone¢niku (rektum). Pomocnymi organy jsou jatra (iecur),
slinivka bti$ni (pankreas) a zlu¢nik (vesica fellea) (Vertzoni et al. 2019).
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Obrazek 1: Gastrointestinalni trakt ¢lovéka (Vertzoni et al. 2019)

Kromé pfijmu potravy a jejiho traveni GIT se taky podili na ochrané organismu pied
patogeny a hraje dileZitou roli v imunitnim systému. Stfevni st€na vytvafi t¢innou fyzikalni
bariéru, ktera chrani pfed prinikem patogent do krevniho fecisté a tim i do dalSich organt.
Ochrana je taky zprostfedkovana mikroorganismy osidlujici GIT (Cordonnier et al. 2015).

Lidské télo se nachazi v neustéle symbioze s mikroorganismy. Soubor mikroorganisma v
téle se nazyva mikrobiota. Mikroorganismy jsou v téle ¢lovéka distribuovany nerovnomeérné, a
proto se obvykle rozliSuje mikrobiota kiize, dutiny ustni, dychacich cest, urogenitalniho traktu
a mikrobiota gastrointestinalniho traktu (Xu and Knight 2015).



3.2 Mikrobiota gastrointestinalniho traktu

Gastrointestinalni trakt ¢lovéka obsahuje 10'* bakterii a vice nez tisic druht
mikroorganismil. SloZzeni a pocet mikroorganismt se V riznych castech GIT vyrazné lisi.
Nejméné osidleny je zaludek, kde nizké pH Zaludeé¢ni §tavy a proteolytické enzymy vytvari
neptiznivé podminky pro rozvoj mikrobioty. Nachazi se tam pouze 10? KTJ (kolonie tvotici
jednotky) /ml, tvotenych zastupci rodu Streptococcus, Stomatococcus a Sarcina. Tenké stfevo
obsahuje 10* KTJ/ml. Proximalni ¢ast tenkého stieva obsahuje prevazné grampozitivni aerobni
bakterie, napt. laktobacily, streptokoky a stafylokoky, kdyzto v distalni casti pievladaji
gramnegativni enterobakterie a dalsi anaerobni bakterie (Sender et al. 2016). Mikrobiota
tlustého stfeva stanovi piiblizné 10 KTJ/ml. To je nejpocetndjsi a nejvic raznorody
mikrobialni ekosystem v lidském téle. Vé&tSina bakterii tlustého stfeva patfi do rodu
Bacteroides, Clostridium a Bifidobacterium, niz§i c¢etnost maji rody Escherichia a
Lactobacillus. V tlustém stievu se taky vyskytuji kvasinky Candida a Saccharomyces,
mikroskopické houby a Archea (Newton et al. 2013).

Druhové sloZeni mikrobioty GITu je individuélIni a zélezi na rtznych faktorech. VIiv ma
genetické pozadi, veék jednice, environmentalni faktory, dieta a uzivané 1éky (Ashaolu et al.
2021). Napiiklad, ptijem antibiotik se Sirokym spektrem ucink vede ke snizeni mnozstvi
populaci zdravi prospé$nych bakterii (rody Bacteroides, Lactobacillus) a ke snizeni jejich
metabolické aktivity (Newton et al. 2013). Vyvazena dieta s vysokym obsahem vlakniny
naopak pomaha udrzovat normalni slozeni stfevni mikrobioty (Rajoka et al. 2017).

Dlouhodobé se ptedpokladalo, ze kolonizace lidského téla mikroorganismy zalind pti
porodu, tedy pied narozenim je plod absolutné sterilni (Xu and Knight 2015). Az donedavna
byla bakterialni kolonizace plodu nejcastéji vysvétlovana infekcemi placenty, plodove vody
a/nebo predCasnym porodem (Walker et al. 2017). Avsak bylo zjisténo, Ze placenta,
nitrodélozni vody a pupecnikova krev obsahuji bakterie rodu Enterococcus, Lactococcus,
Leuconostoc (Aagaard et al. 2014). Bakterialni kolonizace pied samotnym porodem (in utero)
je zprosttedkovana plodovou vodou, kterou je dité neustalé obklopeno. Mezi bakterie osidlujici
plod in utero patii zastupci roda Streptococcus a Enterococcus (Nagpal et al. 2016). Kli¢ovou
etapou pro vyvoj mikrobioty ditéte je zpusob porodu (Walker et al. 2017). Napiiklad,
mikrobiota déti narozenych vaginalné piipomina mikrobiotu matky a je zastoupena bakteriemi
fady Bacteroidales a Enterobacteriales, zatimco mikrobiota déti narozenych pomoci cisaiského
fezu je podobna mikrobioté klize, je vyrazné mensi a obsahuje bakterie fady Bacillales a
Lactobacillales (Akagawa et al. 2019). Vyvoj stievni mikrobioty ditéte zalezi taky na typu
krmeni (Akagawa et al. 2019; Yasmin et al. 2017) a regionalnich rozdilech v¢etné hygienickych
podminek a diety(Selma-Royo et al. 2021).

Akagawa et al. (2019) uvadi, ze existuje silna zavislost mezi sloZzenim mikrobioty a
zdravotnim stavem hostitele. Stfevni mikrobiota napomaha imunitnimu systému hostitele,
fermentuje nestravitelné sacharidy, poskytuje energii ve formé mastnych kyselin s kratkym
fetézcem a chrani organismus pied patogeny. Kvalitativni zména v normalnim druhovém
slozeni mikrobioty, tj. dysbidza, souvisi se vznikem rtiznych nemoci, napiiklad onemocnéni
GIT, alergie, metabolického syndromu a diabetes mellitus.

Jednim ze zplsobu udrZzovani normalniho kvalitativniho a kvantitativniho slozeni
mikrobioty GITu je uzivani probiotik (da Silva et al. 2021).
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3.3 Probiotika

3.3.1 Charakteristika probiotickych organismu

Organizace pro vyzivu a zemcdélstvi/Svétova zdravotnickd organizace (Food and
Agriculture Organization/World Health Organization; FAO/WHOQO) definuje probiotika jako
zivé mikroorganismy, které pii konzumaci v ur¢itém mnozstvi poskytuji hostiteli zdravotni
prinos. Hlavnim zdrojem probiotik v dieté jsou fermentované potraviny, napt. fermentované
mlécné vyrobky, nakladana zelenina a napoje ziskané fermentaci, jako je kombucha (Hill et al.
2014). Pojem "probiotika" se v soucasnosti pouziva zejména pro oznaceni farmakologickych
pripravkd nebo dopliika stravy, které obsahuji kmeny jednoho nebo vice zastupcti normalni
lidské mikrobioty. Za nej¢astéji pouzivana probiotika se povazuji bakterie rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium. Uvadi se, Ze jako probiotikum se mohou taky pouzivat nékteré dalsi
mikroorganismy, napf. kvasinky rodu Saccharomyces (Cordonnier et al. 2015). Podle slozeni
se probiotické ptipravky rozd€luji na monoprobiotika, obsahujici mikroorganismy stejného
druhu a kmenu, polyprobiotika obsahujici bakterie stejného druhu, ale riznych kmenu a
kombinovana probiotika obsahujici bakterie raznych druhti (McFarland 2021). Aby potravina
mohla byt uvddéna na trh se zdravotnim tvrzenim o pfinosu obsazenych v ni probiotickych
mikroorganismii, musi obsahovat Zivotaschopné buiiky z probiotickych kultur ve mnoZstvi
alespont 10°~107 KTJ v jedné porci (da Silva et al. 2021).

Vyznamnym faktorem vybéru probiotickych bakterii je zachovani Zzivotaschopnosti
mikroorganismi pii prichodu travicim traktem (Cremon et al. 2018). Aby uziti probiotik mé¢lo
ptiznivy efekt na zdravi, probiotické mikroorganismy by mély piezit kyselé pH Zalude¢ni
Stavy, travici procesy v tenkém stfevé a dostat se do tlustého stfeva v dostate¢ném mnozstvi,
aby byla mozna kolonizace a proliferace (Thakur et al. 2016). Pro zajisténi dostateéného
piisunu probiotik do tlustého stfeva v nejniz§im uéinném mnozstvi 10°-107 KTJ, davka
probiotik v potravinach nebo dopliicich stravy by méla byt aspoit 108-10° KTJ. Pro ochranu
probiotickych mikroorganismi pfed drsnymi podminkdmi GITu se pouziva proces
mikroenkapsulace, coz je zapouzdieni bakteridlnich bunék do ochranné matrice s fizenym
uvolnovanim probiotik za urCitych podminek a zadanou rychlosti. Mikrokapsle obsahuji
semipermeabilni nebo nepropustnou tenkou membranu, ktera je tvofena z bezpeénych
potravinaiskych aditiv, napf. z algindtu, Zelatiny nebo pektinu, a taky mlécnych bilkovin, napft.
kaseinu (Shori 2017). Sledovani urovné pieziti volnych a mikroenkapsulovanych probiotik
druhti Saccharomyces boulardii and Enterococcus faecium ukazalo, Ze procento pieziti volnych
a mikroenkapsulovanych probiotik pfi simulaci podminek traveni se vyznamné liSilo. Pti
osetfeni volnych probiotik S. boulardii po dobu 30 minut procento pieziti se rovnalo 29,19 %,
u E. faecium 58,91 %. Mira pieziti mikroenkapsulovanych S. boulardii osetfenych za stejnych
podminek byla 89,62 %, mikroenkapsulovanych E. faecium 83,7 %, coz ukazuje, ze
mikroenkapsulace zvysila miru pteziti S. boulardii 0 60 % a E. faecium o 24 % (Qi et al. 2019).
Mikroenkapsulace tak pomaha zachovat zivotaschopnost vétsiny probiotik, a tim padem zdravi
ptinosny efekt od jejich konzumace je vyssi (Shori 2017).

Dalsi podminkou pouziti probiotik je jejich nezdvadnost a bezpecnost pro spotiebitele. Pro
posouzeni celkové bezpecnosti probiotik se bere v ivahu jejich piivod, patogenita, virulence, a
taky schopnost piijimat cizi DNA z prostiedi a s tim spojena schopnost nosit geny antibiotické
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rezistence (Koirala 2021). Antibiotickou rezistenci se rozumi odolnost bakterii vii¢i ptisobeni
antibiotik. Probiotické kmeny bakterii mohou ziskat tuto vlastnost prostiednictvim
horizontdlniho pfenosu gent v disledku piijmu cizi DNA z prostiedi. Nasledné tyto geny
mohou byt pieneseny na patogenni mikroorganismy béhem interakce probiotik a patogenti ve
sttevé hostitele, coz muze zplsobovat vazné problémy z hlediska 1écby bakteridlnich
onemocnéni (Abriouel 2015). Kromé toho se u probiotik sleduje jejich hemolyticka aktivita,
produkce peroxidu vodiku a schopnost produkovat biogenni aminy, napf. histamin nebo
tyramin, které mohou pisobit toxicky na organismus hostitele (Thakur et al. 2016).

Potraviny nebo dopliiky stravy obsahujici bezpe¢na a Zivotaschopna probiotika tak mohou
mit vyrazny pozitivni vliv na zdravi spotiebitele (Hill et al. 2014).

3.3.2 Funkce probiotik

Probiotické organismy maji fadu pozitivnich G¢inkd na zdravi a pasobi na télo hostitele
komplexné. Probiotika maji antipatogenni vlastnosti a chrani organismus hostitele pied
Skodlivymi organismy a toxickymi slouc¢eninami (da Silva et al. 2021). Pusobi taky jako
antidiabetika a anticholesterolemika, ¢imz taky napomahaji pti hypertenzi (Cremon et al. 2018).
Probiotika se ucastni procesu modulace stfevni mikrobioty, imunitni modulaci a pozitivné
ovlivituji centralni nervovy systém hostitele (Hu et al. 2020). U¢inky probiotik na zdravi jsou
druhové a kmenové zavislé. Nékteré druhy maji jedine¢né vlastnosti, napt. produkuji druhoveé
specifické bioaktivni latky s antimikrobialni aktivitou. Uginky probiotik zalezi taky na dobé
pretrvani v GITu a zptsobu podani. Uvadi se, ze kombinace rtiznych probiotickych organismi
pusobi synergicky diky vét§imu rozsahu mechanismti pisobeni (McFarland 2021).

Stejn¢ jako 1 autochtonni (pfirozena) mikrobiota GITu, probiotika kolonizuji
gastrointestinalni trakt a tim pfispivaji k ochrané prostiedi GITu pfed patogennimi
mikroorganismy a napomahaji imunité hostitele (da Silva et al. 2021). Antipatogenni efekt
probiotik se projevuje diky nékolika mechanismi. Prvnim mechanismem je vytvofeni tzv.
,bariérového efektu” osidlenim GITu a nasledna konkurence probiotik s patogeny o vazebna
mista a ziviny (Camilleri 2021). Druhym mechanismem je regulace acidobazické rovnovahy
GITu prostiednictvim produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA - short-chain
fatty acids), pifedevsim ethanové, propionové a butanové kyseliny. Probiotika metabolizuji
nestravené nebo ¢astecné stravené zbytky potravy, zejména slozky rostlinnych buné¢nych stén
(celulézu, hemiceluldzu, pektin a lignin) a mucin na jednoduché sacharidy, které jsou nasledné
podminky pro rozvoj zdravi prospé$né mikrobioty a zaroven potlacuji rozvoj patogennich
mikroorganismu (Kerry et al. 2018). Naptiklad, octova kyselina vykazuje inhibi¢ni Géinky proti
gramnegativnim bakteriim jako Helicobacter pylori (Galdeano et al. 2019).

Kromé toho, SCFA jsou primarnim zdrojem energie pro kolonocyty (epitelialni bunky
sliznice tlustého stfeva). Bylo prokdzano, Zze 70 % energetické spotieby kolonocytl kryje
maselna kyselina produkovana pievazné bakteriemi rodu Ruminococcus a Faecalibacterium.
Navic SCFA produkované stievni mikrobiotou tvofi pfiblizné 10 % denniho energetického
ptijmu ¢lovéka, a taky zvysuji vstiebatelnost vapniku, zeleza a hot¢iku (Markowiak-Kope¢ and
Slizewska 2020). Pokles poétu bakterii produkujicich SCFA ¢asto souvisi S zanétlivymi
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sttevnimi onemocnénimi, syndromem drazdivého tra¢niku, diabetes mellitus 2. typu, obezitou
nebo rakovinou (Kerry et al. 2018).

Probiotika stimuluji a reguluji imunitni odpovédi hostitele. Mechanismus ptisobeni probiotik
na imunitu ¢lovéka je komplexni a neni zcela objasnén (Hu et al. 2020). Jednim z mechanismu
je jiz zminéna konkurence probiotik s patogeny a soutéZ o ziviny a vazebnd mista. Bylo
prokazéno, Ze probiotika druhu L. rhamnosus a L. plantarum snizuji pfilnavost
enteropatogennich druhi Escherichia coli ke sténé GITu (Galdeano et al. 2019). Taky bylo
zjisténo, ze probiotika stimuluji vrozenou a ziskanou imunitni odpovéd indukci
imunoglobulinu A (IgA) a podporuji fagocytézu a modifikaci reakci T-bunék (Hu et al. 2020).
Dle Zhang et al. (2018) uzivani kombinaci probiotik Lactobacillus paracasei, L. casei a L.
fermentum aktivuje interferony gamma (IFN-y) v krvi a imunoglobuliny A (IgA) ve stievu,
diky ¢emuz se snizuje riziko vzniku respiratornich onemocnéni.

Navic probiotika ovliviiuji metabolické procesy: reguluji tvorby tukové tkané - adipogeneze,
stimuluji inzulinovou odpovéd’ a normalizuji hladiny lipoproteint v krvi (Cremon et al. 2018).
Prafezova studie (Lau et al. 2019) zahrnujici 38 802 dospélych prokazala, Ze skupina lidi
uzivajici probiotika v podobé¢ dopliikii stravy nebo mléénych vyrobkl méla niz§i hodnoty Body
Mass Index (BMI), stejné jako nizsi krevni tlak a vy$si hladinu HDL (high density lipoprotein)
v krvi. Timto zpisobem uzivani probiotik bylo spojeno s nizsi prevalenci obezity a hypertenzi.
Vysledky randomizované dvojité zaslepené studie (Majewska et al. 2020) ukazaly, ze uziti
obéznimi zenami polyprobiotik béhém 12 tydnt snizilo koncentraci homocysteinu v Krvi,
zZlepsilo lipidovy profil krve a parametry vykazujici uroven oxida¢niho stresu, coz jsou faktory,
které souvisi se zvySenym rizikem vzniku kardiovaskularnich onemocnéni (KVO).

Probiotika maji fadu ptiznivych ucinkii na zdravi ¢lovéka a jsou vhodnym doplitkem pro
prevenci nebo lé¢bu nékterych neinfekénich onemocnéni, napt. diabetes mellitus 2. typu,
obezity a zanétlivych onemocnéni GITu. Pravidelna konzumace potravin obsahujicih
probiotika anebo uZiti probiotik v podobé dopliikii stravy ¢asto souvisi S niz§im rizikem vzniku
tzv. civiliza¢nich chorob a lepsi odolnosti organismu vii¢i patogentum (Kerry et al. 2018).

3.3.3 Vyznamné druhy probiotik

Jako probiotika se pouzivaji bakterie rodu Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc,
Pediococcus, Enterococcus a taky kvasinky rodu Saccharomyces. Druhy probiotik, které patii
k rodt Lactobacillus a Bifidobakterium se vyskytuji jako ¢ast autochtonni mikrobioty GITu
¢loveka, a proto jsou bezpeéné a nejvice pouzivané jako soucast potravin nebo dopliki stravy.
Ackoliv neexistuji zddné univerzalni probiotické kmeny, které by mohly spliiovat vSechny
Klinické pozadavky na zdravotni pfinos, pozitivni t¢inek na zdravi byl dobie prostudovan a
prokazan u probiotickych druhGt Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus a
Bifidobacterium spp (Zhang et al. 2018).

Lactobacillus spp

Lactobacillus je rod grampozitivnich, fakultativné anaerobnich nebo mikroaerofilnich
nesporulujicich bakterii. Laktobacily maji tyCinkovity tvar, jsou uspotfadané v kratkych
fetézcich nebo se vyskytuji jednotlivé (Duar et al. 2017). Jejich hlavnim produktem
metabolismu pfi fermentaci mléka je kyselina mlé¢na, a proto laktobacily spadaji do skupiny
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bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) (Wang et al. 2021). Krom¢ mlééné kyseliny laktobacily jsou
schopny produkovat peroxid vodiku a latky s antimikrobialni aktivitou, napf. reuterin a
laktocidin. Heterofermentativni druhy laktobacili mohou také produkovat octovou kyselinu
(Abriouel et al. 2015).

Optimalnimi podminkami pro rist laktobacil je teplotni rozmezi 30—40 °C a hodnoty pH
5,5-6,2, i kdyz jsou schopny piezivat pti teploté od 2 °C az do 53 °C a pii rozmezi pH 3 az 8.
Laktobacily koéduji Siroké spektrum enzymut pro vyuziti velkého mnozstvi substrati véetné
pentdz, sachardzy, laktozy, celobidzy, dusi¢nant, citronové a jable¢né kyseliny (Wang et al.
2021).

Laktobacily osidluji lidské télo jiz v prvnich tydnech zivota (Aagaard et al. 2014) a jsou
ptirozenou soucasti mikrobioty dutiny ustni, GITu a genitalniho traktu lidi (Salvetti et al. 2012),
mimoto jsou pfitomny i v matetském mléku (Xu and Knight 2015). N¢které laktobacily se
adaptovaly i na kyselé prostfedi zaludku: L. gastricus a L. gasseri jsou soucasti zalude¢ni
mikrobioty (Delgado et al. 2013). Mnohem vic laktobacili se ale nachazi v tlustém stifevu, kde
prevazuji druhy L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricus a dalsi (Rodriguez-Sanchez et al. 2021).

Podle amerického Utadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drugs Administration,
FDA) laktobacily jsou vSeobecné povazovany za bezpecne (Generally Recognized as Safe,
GRAS), a proto jsou Siroce pouzivany v potravinaiském priamyslu (Abriouel et al. 2015).
Vyuzivaji se pii vyrobé mléénych vyrobku (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus je
typickou jogurtovou kulturou; Lactobacillus acidophilus je pouzivan pii vyrobé acidofilniho
mléka), ke konzervaci potravin (napi. pfi procesu kvaseni zeli) a fada laktobacili se pouziva
jako probiotika (Duar et al. 2017).

Laktobacily maji pozitivni vliv na zdravi hostitele. Produkuji ur¢ité enzymy, napft, B-
galaktosidazu stépici laktozu a a-glukosidazu stépici Skroby a disacharidy na glukézu a dalsi
produkty (Rodriguez-Sanchez et al. 2021); hydrolyzuji Zlucové soli a tim snizuji hladinu
cholesterolu v krevnim séru (Kerry et al. 2018); produkuji taky glutamat dekarboxylazu, ktera
pfeménuje glutamat na y-aminomaselnou kyselinu (GABA), ktera ma zase mnoho
fyziologickych funkci, jako je inhibice neurotransmise v centralnim nervovém systému, snizeni
krevniho tlaku a analgetické ucinky (Rodriguez-Sanchez et al. 2021; Yunes et al. 2016).
Lactobacillus gasseri ma prokazany vliv na inhibici rastu tukové tkan¢ a omezeni sekreci
leptinu, ¢imZ usnadiuje proces hubnuti (Kerry et al. 2018).

Bifidobacterium spp.

Bifidobacterium je rod grampozitivnich bakterii, zahrnujici nepravidelné striktné anaerobni
nesporulyjici tyCinky. Bifidobakterie pfedstavuji bézné obyvatele GITu cloveéka a ostatnich
savcu (Turroni et al. 2011). Bifidobakterie kolonizuji lidské stfevo jiz od narozeni a dostavaji
se do organismu z mateiského mléka (Xu and Knight 2015). Bifidobakterie piedstavuji 80 %
mikrobioty GITu u kojenct, ale jejich mnozstvi kleséd po ukonceni kojeni. U dospélych lidi
mnozstvi bifidobakterii je konstantni a predstavuje 3-6 % celkového poc¢tu mikroorganismt, U
star§ich osob (> 65 let) se vSak pocet bifidobakterii ubyva (O'callaghan and Van Sinderen
2016).

Mezi bifidobakteriemi a jejich hostitelem se mohou vyvinout rizné vztahy. Nekteré druhy,
napf. Bifidobacterium dentium, jsou patogenni, kdyzto druhy B. bifidum a B. breve jsou zdravi
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prospé&sné. B. bifidum, B. longum, B. animalis jsou bézné pouzivané probiotické druhy (Turroni
et al. 2011).

Ackoliv bifidobakterie jsou béznou soucasti mlécnych vyrobku, nejsou bakteriemi mlé¢ného
kvaseni. Na rozdil od BMK, bifidobakterie metabolizuji lakt6zu na mléénou a octovou kyselinu
v poméru 2:3, kdyzto BMK vcetné laktobacilti produkuji pievazné mlécnou kyselinu (Nguyen
et al. 2012).

Bifidobakterie mohou ovliviiovat sloZeni sttevni mikrobioty diky cross-feeding — schopnosti
bifidobakterii spolupracovat mezi sebou pro degradaci velkych komplexti polysacharidu,
zejména sacharidi rostlinného puvodu nebo mucinu. Pomoci extracelularni hydrolyzy
bifidobakterie $té€pi nestravitelné zbytky polysacharidi na mono- a oligosacharidy, které
nasledné mohou byt vyuzité ostatnimi bakteriemi (Milani et al. 2016; O'callaghan and Van
Sinderen 2016).

Ostatni probiotické kmeny

Mezi ostatni probiotické mikroorganismy patii zastupce dalSich rodd BMK, napf. rod
Streptococcus a Lactococcus, rody Bacillus, Escherichia a Propionibacterium (Azad et al.
2018) a taky nékteré druhy kvasinek, piedev§im z rodu Saccharomyces (Cordonnier et al.
2015).

Escherichia coli je gramnegativni bakterie z c¢eledi Enterobacteriaceac. Je béznym
obyvatelem traviciho traktu ¢lovéka, kde se podili na zachovani homeostaze mikrobioty.
Nejpouzivangjsi probioticky kmen je Escherichia coli Nissle (EcN) (Azad et al. 2018). Bylo
prokazano, ze EcN mohou pozitivné ovlivitovat funkci imunitnich bunék hostitele a stimulovat
produkci lidského B-defensinu 2, ktery muze chranit slizni¢ni bariéru proti adhezi patogennich
mikroorganismi (Diaz-Garrido et al. 2019; Hu et al. 2020). Enterococcus je rod
grampozitivnich bakterii, které tvofi ptirozenou mikrobiotu GITu. Uvadi se, Ze enterokoky maji
protinadorové ucinky a napomahaji imunitnimu systému hostitele (Azad et al. 2018).
Saccharomyces je zastupce probiotickych kvasinek (Cordonnier et al. 2015). Studie ukazaly,
ze kvasinky rodu Saccharomyces maji vliv na metabolické procesy a maji schopnost pfedchazet
zanétu podporou prozanétlivych imunitnich funkci a zvysenim produkce SCFA (Everard et al.
2014).

3.3.4 Mechanismus ptsobeni probiotik

Pro dosazeni zdravotniho pifinosu by mélo byt ucinné probiotikum schopno alesponi
piechodné kolonizovat stfevni sliznici, a proto schopnost adherovat (piilnout) ke sliznici stieva
vybér probiotickych kment (Argyri et al. 2013). V ptipad¢ probiotik vétsinou mluvime o adhezi
ke vnitfnimu povrchu stieva (Behbahani et al. 2019).

Stfevni sliznice je kryta epitelidlni vrstvou, kde jsou pfitomny absorpcni, poharkové a
endokrinni burniky. Poharkové butiky jsou rozptyleny mezi absorpénimi butikami a vylucuji
hlen, ktery se sklada z glykoproteinu mucinu, anorganickych soli a malého mnozstvi
imunoglobulind (Monteagudo-Mera et al. 2019). Funkci hlenu je ochrana bunék tenkého stfeva
pfed patogeny, toxiny a mechanické poskozeni. Hraje taky velkou roli v procesu adheze
bakterialnich bun¢k (ptficemz jak =zdravi prospé$nych probiotik, tak i patogennich
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mikroorganismi) ke sliznici stfeva (Han et al. 2021). Cukerné zbytky mucinu v hlenu mohou
slouzit jako vazebnd mista pro receptory na povrchu bakterialni membrény (Monteagudo-Mera
et al. 2019).

Mechanismy adheze nejsou zcela objasnény a vyzaduji dalsi vyzkum, je ale znamo, Ze
adheze je multifaktorialni proces, ktery zahrnuje elektrostaticke interakce, hydrofobni interakce
a pouziti specifickych bakterialnich struktur. Mechanismy adheze k povrchu GITu Ize rozdélit
na specifickou adhezi k povrchovym molekuldm sttevniho epitelu a nespecifickou adhezi (de
Wouters et al. 2015). Proces adheze se skl&dé z reverzibilniho a stabilniho stadia. Probiotika se
nejdiiv ulpivaji na sliznici prostfednictvim nespecifického fyzickeho styku a hydrofobni
interakce, ¢imzZ dochazi k reverzibilni a slabé fyzické vazbé. Nasledné dochazi ke specifické
interakci mezi specidlnimi bakterialnimi proteiny a komplementarnimi receptory sliznice
stieva. Vytvori se stabilni vazba bakterii na stievni epitelialni buriky nebo hlen, ¢imz se ukonci
uspésna kolonizace GITu (Han et al. 2021).

Hlavnimi bakteridlnimi strukturami, které se ucastni procesu adheze, jsou specidlni adhezni
organely fimbrie. Fimbrie se skladaji z proteinovych podjednotek, maji primeér v rozmezi od 2
do 8 nm a jsou viditelné pouze elektronovym mikroskopem. Vyskytuji se na povrchu
bakterialnich bunék v desitkach az stovkach a jsou charakteristické pro gramnegativni bakterie,
napt. pro E. coli. Fimbrie umoznuji bakteriim adherovat na povrch jinych bung¢k, hostitelskych
bilkovinnych struktur a jinych latek. Pro usnadnéni procesu adheze na povrchu fimbrii jsou
Casto pfitomny specialni proteiny, které se nazyvaji adheziny (Juge 2012).

Adheziny zprostiedkovavaji stabilni vazbu na sliznici, maji riznorodou strukturu, a proto
uréuji vysokou specificitu mikrobiadlni adheze (Behbahani et al. 2019). Piikladem adhezinu je
mucin-vazajici proteiny (mucus-binding proteins - MUB), z nichz nejlépe prostudovanym
proteinem je MUB z L. reuteri. MUB obsahuji typicky signalni peptid a kotvici motiv LPXTG
na C konci pro pfipojeni k bunécné sténé pomoci kovalentni vazby. MUB ptispivaji adhezi
prostiednictvim interakce se sacharidy hlenu. Bylo taky zjisténo, Ze k vazbé na slozky hlenu
dochézi v rozmezi pH 3-7,4, nejlépe vsak pii pH 4-5 (Juge 2012). Dalsim piikladem adhezinu
jsou proteiny véazajici fibronektin (fibronectin-binding proteins - FBP). Fibronektiny jsou
glykoproteiny, vyskytujici se na povrchu bunéénych membran a v mezibuné¢ném prostoru.
Vyskytuji se ve dvou formach: rozpustny plazmaticky fibronektin a nerozpustny bunéény
fibronektin. Ve stievé ¢loveka se nachazi v nerozpustné form¢. Fibronektiny hraji velkou roli
Vv procesu bunéc¢né adheze a pohybu bungk, jsou taky dulezité pro hojeni ran a embryonalni
vyvoj. Na fibronketiny se pomoci FBP mohou vazat bakterie, pficemz pifitomnost FBP je
spojend jak se zvySenou virulenci u patogennich druhti bakterii, tak i S vy$$i adherenci
probiotickych bakterii (Monteagudo-Mera et al. 2019).

Tvorba biofilmu je dalsi formou adheze bakterii k substratu. Biofilm je definovan jako
strukturované spoleCenstvo mikroorganismii, vazané Kuréitému povrchu a obalené
extracelularni matrici (GOmez et al. 2016). Pfitomnost biofilmi je Casto spojenda S
patologickymi procesy v organismu, protoze jejich struktura ¢ini patogeny odoln&jsi vici
imunitni reakce hostitele a antimikrobialnim latkdm (Monteagudo-Mera et al. 2019). Tvorba a
vyvoj biofilmu probiotickymi bakteriemi ale mize byt vyhodou z hlediska lepsi adheze
probiotik a jejich delsimu setrvani v organismu. Pouziti probiotickych bakterii se schopnosti
tvofit biofilm je predmétem vyzkumu s perspektivou pouziti jako bezpe¢na ochrana
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V potravinafstvi proti patogentim, napf. proti Listeria monocytogenes nebo Salmonella (Gomez
et al. 2016).

Schopnost adheze zahrnuje nejen pfichyceni bakterii k hostitelskym buikam, ale i Kk jinym
bakterialnim butikam stejného druhu (autoagregace) nebo odlisnych druht (koagregace). Tim
paddem probiotika mohou poskytovat ochranu proti patogentim jejich koagregaci a zabranéni
tvorby biofilmu patogeny. Studie prokazaly, Ze dva probiotické kmeny L. reuteri byly schopny
agregovat spolecné s kvasinkami Candida albicans béhem tvorby biofilmu a inhibovat rist a
mnozeni téchto kvasinek (Jgrgensen et al. 2017).

Adheze probiotickych bakterii ke stftevnimu epitelu hostitele je$té nezajistuje interakci
s hostitelem a nasledny zdravotni pfinos. Pfilnavost probiotik ke stfevni sliznici ale mize mit
potencialni ochrannou roli proti enteropatogentim prostiednictvim kompetice 0 vazebna mista.
Adheze mikroorganismti mize zvysit pravdépodobnost interakce s organismem hostitele, coz
ma za nasledek docasnou kolonizaci a prodlouzeni doby prichodu probiotik stfevem. Docasna
kolonizace podporuje lokalni pusobeni metabolitt produkovanych probiotiky a
imunomodulaéni u¢inky bakterii (Rocha-Mendoza et al. 2020).

Schopnost adheze probiotickych organismit mohou zvySovat naptiklad prebiotika, coZ jsou
latky selektivné podporujici rust a stievni mikrobioty (Monteagudo-Mera et al. 2019). Snizeni
adhezivnich vlastnosti probiotik muzZe byt nasledkem jejich interakci s mykotoxiny, které jsou
jednémi z nejvic nebezpecnych organickych kontaminanti (Afshar et al. 2020).

3.4 Mykotoxiny

GIT funguje jako bariéra pro vstup latek z potravin do krevniho fecisté a dalSich organt, a
proto je neustale vystavovan celé fadé latek, mnoho z nichz maji vliv na adherenci stfevni
mikrobioty. Mezi latky negativné ovlivitujici schopnost adherovat patii i mykotoxiny (Afshar
et al. 2020).

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity mikroskopickych vlaknitych hub (plisni), které
vyvolavaji akutni nebo chronickou toxickou reakci jiz v malych koncentracich (Alshannaq and
Yu 2017). Mykotoxiny jsou ,,chemickym obrannym systémem‘ mikroskopickych hub. Chrani
mikromycety pied jinymi organismy, pomahaji pronikat do hostitelskych organismi a
ptispivaji v konkurenci o potravu a pieziti. Nejvétsimi producenti mykotoxini jsou rody
Aspergillus, Penicillium a Fusarium. Nékteré mykotoxiny mohou byt produkovany dvéma a
vice rody mikroskopickych hub. Prakticky vSechny mykotoxiny mohou zpiisobit jeden nebo
vice zavaznych zdravotnich problému (Omotayo et al. 2019).

Mykotoxiny kontaminuji Sirokou Skalu potravin a krmiv a vyvolavaji vazné zdravotni
problémy u lidi i zvifat. Mnoho mezinarodnich organti a ufad®, napf. americky Ufad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA), Svétova zdravotnickd organizace (WHO), Organizace pro
vyzivu a zemé&délstvi (FAO) a Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) vénuji velkou
pozornost kontaminaci mykotoxiny a stanovuji ptisné limity (tab. 1) na jejich piitomnost
v potravinach a krmivech (Alshannaq and Yu 2017). Nicméné problém kontaminace
zemédelskych produktti mykotoxiny je stale ¢asto ignorovan v mnoha rozvojovych zemich,
napi. hladina expozice mykotoxiny v Guatemale a castech Jizni Afriky piekraCuje limity
stanovené WHO (Liew and Mohd-Redzwan 2018).
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Tabulka 1: Hlavni mykotoxiny a limity pro jejich mnozZstvi v potravinach (Alshannaqg and Yu 2017)

Limity pro
Mykotoxin Producent Kontaminované potraviny EU
(Mg/kg) (2006)
. Aspregillus flavus, A. Obiloviny (kukufice, pSenice), 2-12 pro B1,
Aflatoxiny B1, B2, G1 Parasiticus ofechy 4-15 pro ostatni
Ochratoxin A A. ochraceus, Penicillium Obiloviny, kava, kakao 2-10

verrucosum

Fusarium verticilliodes,

Fumonisin B1, B2, B3 F. proliferatum

Kukufice a kukutiéné vyrobky 200-1000

F. graminearum,

Zearalenon F. culmorum Obiloviny, kukutice 20-100

. F. graminearum, - , .
Deoxynivalenol F. culmorum Obiloviny a vyrobky z nich 50-200
Patulin Penicillium expansum Jablka, jable¢ny dzus 10-50

Z chemického hlediska mykotoxiny jsou nizkomolekularni slou¢eniny (vét§inou méné nez
1000 Da) s velmi rozmanitou molekularni strukturou (Alshannaq and Yu 2017). Jsou to latky
termostabilni, odolavaji Sirokému spektru faktorti vnéjsiho prostiedi, chemického, fyzikalniho
a tepelného osetieni. VEtsina mykotoxint je schopna piezit nizké pH zaludeéni §t'avy, vysokou
teplotu a tlak pasterizace a sterilace (Afshar et al. 2020). Optimalnimi podminkami pro
vylu¢ovani mykotoxint do prostiedi je teplotni rozmezi 20 — 30 °C, rozsah vodni aktivity 0,85
— 0,99, pH 2,5 — 8 a pristup kysliku (tab. 2).

Tabulka 2: Optimalni teplota a vodni aktivita pro produkci vybranych mykotoxina (Milani 2013)
Vodni aktivita

Mykotoxin Teplota (°C)

(Aw)
Aflatoxiny 33 0,99
Ochratoxiny 25-30 0,98
Fumonisiny 15-30 0,9-0,995
Zearalenon 25 0,96
Deoxynivalenol 26-30 0,995
Citrinin 20-30 0,75-0,85

K produkci mykotoxint dochazi pii ristu a proliferaci plisni za optimalnich teplotnich
podminek. Plisn¢ produkuji mykotoxiny a kontaminuji zemédé€lské produkty pied a po sklizni
plodin nebo béhem zpracovani a skladovani. K expozici ¢lovéka mykotoxinim dochazi bud’
pfimo pifi konzumaci kontaminovanych produktt rostlinného puvodu nebo nepiimo pii
konzumaci potravin zivocisného pavodu, které byly ziskany ze zvitat krmenych
kontaminovanym krmivem. Kromé ptijmu mykotoxinil z potravin a expozice pies travici trakt,
je mozné se infikovat pies dychaci systém nebo pokozku (Alshannag and Yu 2017).

Onemocnéni vyvolana mykotoxiny se nazyvaji mykotoxikozy (De Ruyck et al. 2020).
Toxicky u¢inek mykotoxint je ovlivnén riznymi faktory, véetné typu mykotoxinu, davkou,
dobou expozice, vékem exponovaného jedince (mladsi lidé jsou citlivéjsi) a dalsimi faktory.
Navic nekteré jedince jsou vice nachylné k mykotoxikoze kvuli specifické mutace gend pro
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cytochrom p450, kterd zvysuje metabolickou aktivitu (cytotoxicitu) mykotoxini (Liew and
Mohd-Redzwan 2018).

Mykotoxiny mohou zpusobit akutni nebo chronické otravy (De Ruyck et al. 2020). Akutni
toxicita se projevuje v kratkych ¢asovych intervalech po jednorazovém poziti relativné vyssi
davky mykotoxintu. Nejcastéji se projevuje jako porucha funkce jater nebo ledvin, kterd mize
vést az ke smrti, nekr6ze nebo extrémni imunodeficience (Liew and Mohd-Redzwan 2018).
Chronické toxicita nastava po dlouhodobé expozice nizkym davkam mykotoxind a zpusobuje
hemoragické, Kkarcinogenni, hepatotoxické, nefrotoxické, mutagenni a teratogenni uéinky
(Ostry et al. 2017).

Uvadi se, Ze i spravné zemédélské, skladovaci a zpracovatelské postupy nemohou zarucit
absenci rizika kontaminace mykotoxiny (Alshannag and Jae-Hyuk 2017). Odhaduje se, Ze
25 % svétovych plodin, zejména obilnin, je kontaminovano mykotoxiny (Liew and Mohd-
Redzwan 2018).

3.5 Vyznamné mykotoxiny

V soucasné dobé bylo identifikovano vice nez 400 druhii mykotoxini. Za nejvic nebezpecné
se povazuji aflatoxiny (AF), ochratoxiny (OT), fumonisiny (FB), zearalenon (ZEA) a
deoxynivalenol (DON) (Afshar et al. 2020).

Aflatoxiny

Aflatoxiny (AF) jsou skupinou strukturné pfibuznych toxickych sekundarnich metabolitt
mikroskopickych hub produkovanych pievazné druhy Aspergillus flavus a A. parasiticus
(Alshannag and Yu 2017). Existuje vice nez 20 typu aflatoxinli, nejvyznamné&jsi u nich jsou
aflatoxiny B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1), G2 (AFG2), M1 (AFM1) a M2 (AFM2) (Ismail
et al. 2018). Zatimco A. flavus produkuji pouze AFB1 a AFB2, A. parasiticus mohou
produkovat AFB1, AFB2, AFG1 a AFG2 (Alshannaq and Yu 2017).

Maximalni hladiny aflatoxini se vétSinou detekuji v obilovinach, kofeni a v
kravském mléce. Obiloviny a vyrobky z nich jsou nejcastéji kontaminovany AFB1 (obr. 2),
kdyzto v mléce se vétsinou nachazi AFM1 a AFM2, coZ jsou hydroxylované metabolity AFBI,
které byly biotransformovany jaternim mikrosomalnim cytochromem P450. V mléce se mohou
objevit v piipad¢, kdyz krava je krmena potravou kontaminovanou AFB1 (Ismail et al. 2018).
AFML1 lze taky detekovat v nékterych mlécnych vyrobcich, jako je syr, protoze AFMI je
termostabilni, dobfe se vaZze na kasein a je odolny vic¢i vysoké teploté pasterace mléka
(Alshannag and Yu 2017).

AF piedstavuji bezbarvé az svétle zluté krystalické slouc¢eniny. Maji schopnost fluorescence
pod ultrafialovym zafenim: vyzaiuji bud’ modie (AFB1 a AFB2) nebo zelené¢ (AFG1 a AFG2),
od ¢ehoz byly odvozeny jejich ndzvy (modie = blue, zelené = green). Jsou malo rozpustné ve
vod¢, ale dobife se rozpousti v organickych polarnich rozpoustédlech, napt. v chloroformu,
methanolu a dimethylsulfoxidu (Ostry et al. 2017).
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Obrazek 2: Aflatoxin B1

AF mohou zpusobit jak akutni, tak i chronickou toxicitu. Jednorazova expozice relativné
vyssi davkou AF muze vyvolat akutni aflatoxikdzu, kterd se projevuje zvracenim, bolestmi
bficha, plicnim a mozkovym edémem, kdmatem, a dokonce i smrti. Toxické ucinky AF jsou
zpusobeny piedevsim vazbou bioaktivovaného AFB1-8,9-epoxidu na buné¢né makromolekuly,
zejména mitochondrialni a jaderné nukleové kyseliny a nukleoproteiny, coz ma za nasledek
obecné cytotoxické ucinky (Alshannaq and Yu 2017). Davky AF, které by mohly vést k akutni
aflatoxikdze a predstavuji riziko umrti u lidi se odhaduji na 20-120 pg na 1 kg télesné hmotnosti
za den. Hodnoty LD50 se u ruznych druhti zvifat pohybuji mezi 0,5-10 mg/kg télesné
hmotnosti. Umrtnost u lidi s akutni aflatoxik6zou se odhaduje na 27 % az 60 % (Gilbert-
Sandoval et al. 2020). Akutni aflatoxikdza je vsak ve vyspélych zemich vzacna, i kdyz bézné
se vyskytuje v rozvojovych zemich, zejména v Africe. Chronicka toxicita vyvolana AF ale
piredstavuje globalni problém (Ostry et al. 2017). AF maji prokazané chronickeé toxicke té¢inky,
véetn¢ zvysené¢ho rizika rozvoje rakoviny jater u lidi (Gilbert-Sandoval et al. 2020).
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (International Agency for Research on Cancer;
IARC) zatazuje AF v¢etné AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 a AFM1 do prvni skupiny karcinogend,
coz je skupina latek prokdzano karcinogennich pro Clovéka. AF zptsobuji hepatocelularni
karcinom. Karcinogenita aflatoxinti je dusledkem genotoxického mechanismu u¢inku, ktery
zahrnuje aktivaci metabolitti, tvorbu adukti DNA a modifikaci genu TP53 (Ostry et al. 2017).

Ochratoxiny

Ochratoxiny (OT) jsou mykotoxiny produkované plisnémi rody Aspergillus (A. ochraceus)
a Penicillium (P.verrucosum, P. viridicatum). OT se detekuji v Siroké $kale zemédélskych
komodit, jako jsou obiloviny, pfedev§im kukufice, pSenice a je¢men, lusténiny, kava a vino.
Ochratoxiny se taky vyskytuji v krmivech, a proto se mohou nachazet i v produktech zivo¢isné
vyroby. Hlavnimi formami jsou ochratoxin A (OTA), B (OTB) a C (OTC), z nichz
nejvyznamnéj$im je OTA (Alshannag and Yu 2017).

OT jsou bezbarvé krystalické latky, malo rozpustné ve vodé a stiedné rozpustné v polarnich
organickych rozpoustédlech. Jsou odoIné vii¢i vysokym teplotam. Zistavaji stabilni pii zahfati
az na 150 °C, ke sniZeni jejich mnoZstvi dochézi pti zahiati na 200 °C po dobu minimélné 60
minut (Dahal et al. 2016). Maji velmi podobnou molekularni strukturu. OTB na rozdil od OTA
neobsahuje atom chloru, a proto jeho toxicita je nizsi, OTC je ethylesterem OTA (Heussner and
Bingle 2015).
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Obrazek 3: Ochratoxin A

Cilovym organem ochratoxinii jsou ledviny (Imaoka et al. 2020), vedle toho pusobi
hepatotoxicky (Shin et al. 2019) a teratogenné¢ (Alshannag and Yu 2017). IARC zafazuje OTA
(obr. 3) do skupiny 2B (mozny lidsky karcinogen) (Ostry et al. 2017).

Podle natizeni komise (ES) ¢. 1881/2006, kterym se stanovi maximalni limity nékterych
kontaminujicich latek v potravinach, nesmi mnozstvi OTA v produktech pochéazejicich z
nezpracovanych obilovin piekro¢it 3,0 pg.kg™, v prazenych kavovych zrnech nesmi prekrodit
5,0 pg.kg?, maximalni hodnota pro vino je 2,0 pg.kg™. Pro OTB a OTC limity nejsou
stanovene.

Fumonisiny, Trichotheceny a Zearalenon

Fumonisiny (F) jsou sekundarni metabolity plisiovych hub rodu Fusarium, produkované
prevazné druhy F. verticillioides a F. proliferatum (Alshannaq and Yu 2017). V dne$ni dob¢
je izolovano vice nez 28 F, které jsou klasifikovany do skupin A, B, C, P (napf. B1, A2, C1,
P1). Nejvyznamnéjsi z nich z hlediska kontaminace potravin a toxicity je FB1 (obr. 4) (Braun
and Wink 2018). Mykotoxiny ze skupin A, C a P tvofi pouze 5 % celkového mnozstvi F
nalezenych v potravinach (EFSA et al. 2018).
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Obrazek 4: FB1

F jsou polyketidy, obsahujici 2 postranni fetézce kyseliny propan-1,2,3-trikarboxylové
esterifikované na aminopolyol. Na rozdil od vétsiny mykotoxiny, F jsou latky hydrofilni
povahy (Alshannaq and Jae-Hyuk 2017). Charakteristickym znakem téchto mykotoxind je
jejich strukturni podobnost se sfingolipidy. Sfingolipidy jsou soucasti bunéénych membran,
nervové tkani a mozku, podili se na bunééné signalizaci a ochrané bunék pied vnéjsimi vlivy.
Vstup fumonisinti do organismi naruSuje metabolismus sfingolipidu a jejich syntézu (Loiseau
et al. 2015; Riley and Merrill 2019). Kromé¢ toho FB1 ma prokazatelné hepatotoxické (Régnier
et al. 2019) a nefrotoxické (Hou et al. 2021) ucinky a zpusobuje plicni edém (Loiseau et al.
2015). IARC zatazuje FB1 a FB2 do skupiny 2B (mozny lidsky karcinogen) (Ostry et al. 2017).

Typickym zdrojem fumonisint je kukufice a kukufi¢éné vyrobky. Ostatni obiloviny (napf.
pSenice, je¢men, ryze) jsou kontaminovany fumonisiny méné ¢asto. Fumonisiny jsou dale
detekovany v &iroku, sOji, hrachu, cerném ¢aji a 1éCivych rostlinach. Konzumace
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kontaminovaného krmiva hospodaiskymi zvifaty mize zpusobit vyskyt rezidui fumonisint
V potravinach zivo¢isného piivodu (Braun and Wink 2018).

Rod Fusarium je rovnéz producentem trichotecent (TCTC) a zearalenonu (ZEA). TCTC
jsou taky produkovany rody Acremonium, Trichoderma a Trichothecium (Alshannaqg and Jae-
Hyuk 2017). Na zaklad¢ charakteristik jejich funkénich skupin jsou TCTC klasifikovany do
¢yt skupin (A, B, C a D) (Chen et al. 2020). V soucasné dob¢ je identifikovano vice nez 150
variant TCTC, ale pouze n¢kolik z nich ma vyznam z hlediska kontaminace zemédélskych
produkt. Mezi né patii T-2 toxin (T-2) (obr. 5), HT-2 toxin (HT-2), neosolaniol (NEO) a
deoxynivalenol (DON). TCTC jsou tetracyklickeé seskviterpeny s 12,13 epoxy- skupinou.
TCTC kontaminuji pfedevsim obiloviny a vyrobky z nich. Mohou byt pfitomny i v s6jovych
bobech, bramborech, slune¢nicovych semenech, arasSidech a bananech (Alshannag and Jae-
Hyuk 2017). Toxicita TCTC se projevuje jako inhibice syntézy proteint, produkce zanétlivych
cytokint, porucha funkce GITu a imunologické poruchy. Vyssi toxicitu maji T-2 a HT-2 toxiny,
zatimco DON se povazuje za méné toxicky (Lebrun et al. 2015).

ZEA (obr. 6) je produkovan piedevsim druhy F. graminearum a F. semitectum. Nejvic
kontaminovanymi ZEA jsou obiloviny. Chemickou strukturou je podobny lidskému estrogenu,
a proto méa silnou estrogenni aktivitu a soutézi s lidskym estrogenem za vazebna mista na
estrogenovych receptorech, coz ma za nasledek poruchu reprodukéniho systemu: neplodnost,
atrofie vaje¢niku a dalsi (Rai et al. 2020).
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Obréazek 5: T-2 toxin Obrazek 6: ZEA

3.6 Mykotoxiny rodu Alternaria

Vzhledem k vysokému vyskytu v Eerstvych a zpracovanych potravinach a kvili vyznamnym
toxickym ucinkim na zdravi ¢lovéka mykotoxiny produkované rodem Alternaria ziskavaji
stale vétsi zajem (Crudo et al. 2021).

Alternaria je rod toxikogennich mikroskopickych hub. Vétsina zastupcu tohoto rodu jsou
saprofyti a rostou na jakychkoli organickych substratech, nejbéznéjsimi z nich jsou druhy
A. alternata, A. tenuissima, A. infectoria, A. brassicicola a A. solani (Tralamazza et al. 2018).
Rod Alternaria zahrnuje vlaknité mikromycety vytvarejici tmavé ¢erné kolonie. Rozmnozuje
se nepohlavnimi sporami, které se nazyvaji konidie (obr. 7) (Andersen et al. 2015).
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Obrazek 7: Konidie: A - A. vaccinia, B — A.tomaticola (Andersen et al. 2015)

Alternaria je zndmy rostlinny patogen, ktery vyvolava tadu chorob rostlin, napt. ¢ernou
hnilobu rajéat, Sedou hnilobu citrusovych plodi a te¢kovanou skvrnitost obilovin (Gotthardt et
al. 2019). Zpusobuje choroby u skoro 400 druht rostlin, z nichz A. alternata infikuje témét 100
druht (Tralamazza et al. 2018). Je schopna rist a produkovat toxiny pfi nizkych teplotach (tab.
3), a proto kontaminuje potraviny i béhem piepravy a skladovani v chladirenskych
podminkach. Produkce mykotoxind zalezi na konkrétnim druhu plisné, substratu, na kterém
roste, a faktorech vnéjsiho prostiedi, z nichz dva nejduleZzitéjsi jsou vodni aktivita a teplota
(Zhao et al. 2022).

Tabulka 3: Rozmezi teploty, vodni aktivity a pH pro kli¢eni, rist a produkei toxint
u rodu Alternaria (Lee et al. 2015)

Faktory Kli¢ivost Rust Produkce toxinu
Teplota (°C) 1-35 <la>35 <10a>35
Vodni aktivita (Aw) 0,84-0,995 <0,85 <0,90
pH 2,5-10 <25a>10 <25a>9

V soucasné dobé je znamo vice nez 70 alternariovych toxickych metabolitli, z nichz se
v potravinach nejcastéji vyskytuje alternariol (AOH), alternariolmonomethylether (AME),
kyselina tenuazonova (TeA) a altenuen (ALT) (Tralamazza et al. 2018). Alternaria kontaminuje
Sirokou $kalu potravin rostlinného i Zivo¢iSného puvodu. Nejvy$si mnozstvi AOH byly
detekovany v pohance a rajcatech, AME nej¢astéji kontaminuje ofechy a olejnata semena, TeA
nejvic kontaminuje rajcata a vyrobky z nich a ma nejvy$s$i naméfené hodnoty ze vSech
alternariovych mykotoxini (EFSA et al. 2016).

Z chemického hlediska alternariové mykotoxiny maji velmi rozmanitou strukturu. Vyskytuji
se ve form¢& dusikatych sloucenin, steroidii, fenold a dalsich. Relevantni z toxikologického
hlediska mykotoxiny lze klasifikovat jako skupinu dibenzo-a-pyronti, zahrnujici AOH, AME a
ALT, a derivaty tetramové kyseliny, jako je TeA (Tralamazza et al. 2018).
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AOH, AME a ALT zlstavaji stabilni pfi kyselém pH, ale mohou byt snadno degradovany
v alkalickém prosttedi. Alkalické podminky vSak nejsou pro zpracovani potravin bézné, a proto
tyto mykotoxiny jsou ve vétsing piipadt odolné viiéi zpracovani (Puntscher et al. 2019). Studie
Estiarte et al. (2018) zkoumala stabilitu dvou mykotoxini Alternaria (AOH a AME)
Vv rajcatovych produktech v podminkach simulujicich komer¢ni potravinaiské zpracovani.
Hodnocenymi vyrobnimi fazemi bylo skladovani syrovych plodi pii nékolika teplotnich
rezimech (25, 30 a 35 °C), myti rajcat a tepelné zpracovani. Bylo zjisténo, Zze ke snizeni
koncentraci AOH doslo pfi skladovani, ale pouze v tom ptipad¢, kdyz rajcata byla skladovana
pii teploté 35 °C. U AME stacilo 12 hodin ke sniZzeni poc¢atec¢ni koncentrace, bez ohledu na
teplotu, pii které byly vzorky skladovany. Béhem tepelného oSetieni (80-110 °C) vysledky
ukazaly, Ze zahfivani vzorku rajcat na 100 a 110 °C vyznamné ovlivnilo stabilitu AOH, ale
AME byl odolny vici pisobeni vysokych teplot.

Toxické ucinky alternariovych mykotoxinti jsou stale predmétem vyzkumu (Gotthardt et al.
2019). AOH méa genotoxické (Aichinger et al. 2019), imunotoxické (Huang et al. 2021),
mutagenni a karcinogenni u¢inky (Schuchardt et al. 2014). Existuje pfedpoklad souvislosti mezi
expozici AOH a karcinomem jicnu (Xue et al. 2019). Poskozeni DNA indukované AOH je
spojeno s oxida¢nim stresem a interakei s topoizomerdzami DNA. Uvadi se, ze AOH putsobi
jako inhibitor topoizomerazy I a I a v disledku toho indukuje dvouietézcové poSkozeni DNA
a nasledny vznik bodovych mutaci (Schuchardt et al. 2014).

Vzhledem k podobnosti chemické struktury AOH, AME a ALT a estradiolu, tyto
mykotoxiny mohou ovlivnit hladiny progesteronu, estradiolu a expresi progesteronovych
receptort. AOH miiZe zvysit hladiny téchto hormonti. Sekrece progesteronu a Zivotaschopnost
bun€k jsou negativné ovlivnény jak AOH, tak AME, ale ne TeA. Kromé toho AOH a AME
snizuji mnozstvi kliCového enzymu v syntéze progesteronu, tj. enzymu Sté€piciho bocni fetézec
cholesterolu P450 (Aichinger et al. 2019).
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TeA uplatiiuje sviij toxicky tc€inek prostfednictvim inhibice uvoliiovani nové vytvoienych
proteint z ribozomt. Studie na zvitatech (potkani, mysi, psi a opice) prokazaly schopnost TeA
zpiisobovat zvraceni, slinéni, tachykardii, krvaceni a hemoragickou gastroenteropatii, a proto
Ize ptedpokladat, ze se toxicita TeA projevuje podobné u lidi (Gotthardt et al. 2019).

3.6.1 Vstup mykotoxini do gastrointestinalniho traktu

Mykotoxiny pronikaji do téla ¢loveéka pies vdechovany vzduch, kontakt s pokozkou,
nejcastéji v8ak vstupuji do organismu pii konzumaci kontaminovanych potravin rostlinného
nebo zivocisného piivodu (Omotayo et al. 2019).

Po absorpci mykotoxini nasleduje jejich biotransformace a vylouceni z téla.
Biotransformace mykotoxint je definovana jako vSechny komplexni modifikace, které méni
strukturu mykotoxini Chemickymi reakcemi v téle. Biotransformace zahrnuje dvé odlisné faze,
a to fazi | a fazi Il. Biotransformace umoziuje metabolitim vytvofenym b&hem faze I vstoupit
do konjugacnich procest (faze II), kdy toxické slouceniny budou pievedeny na neaktivni
hydrofilni sloueniny a nésledné vylouceny moci. Ve fazi I mize byt mykotoxin oxidovan,
redukovan nebo hydrolyzovan. Reakce faze II jsou znamé jako konjugacni reakce, které
poskytuji vice hydrofilnich funkénich skupin. Biotransformace vede ke snizeni toxicity
mykotoxinli, n€které pfemény vSak mohou vést ke vzniku metabolitii s vyssi toxicitou, coz je
proces znamy jako bioaktivace (Tran et al. 2020). Napiiklad, Cista forma AFB1 nema zadnou
mutagenni aktivitu. Biotransformace této slouCeniny prostfednictvim epoxidacni reakce méni
AFBI na silné karcinogenni slou¢eninu, ktera muze rychle reagovat s DNA a RNA a vést
k bodovym mutacim. Vétsina aflatoxint je vylu¢ovana mezi 72 az 96 hodinami po expozici,
pii¢emz jatra a ledviny zadrzuji metabolity po del$i dobu ve srovnani s jinymi tkanémi (Sobral
et al. 2022). Mykotoxiny rodu Alternaria maji nizkou absorpci a vysokou rychlost vylu¢ovani
(Puntscher et al. 2019). AOH je za 24 hodiny po vstupu do organismu vylou¢eno fekalné 85—
91 % a mo¢i az 9 % (Schuchardt et al. 2014). Rychlé a témét uplné vylucovani moci bylo
potvrzeno i u TeA. Piedpokladana nizkd absorpce vSak ne eliminuje toxikologické ucinky
vyvolané akutni nebo chronickou expozici mykotoxintim (Puntscher et al. 2019).

K dosazeni toxickych u¢inku musi byt mykotoxiny extrahované z potravinové matrice,
absorbovany ve stievé a byt dostupné v i¢inné koncentraci (De Ruyck et al. 2020). Tyto faktory
zahrnuje pojem biologickd dostupnost, coz je mnozstvi mykotoxind, které projde stfevni
bariérou v nezménéné formé¢ a bude biologicky aktivni. Biodostupnost muze slouZit
indikatorem maximalni absorpce toxinu, coz je nejhorsi scénai hodnoceni rizika expozice
mykotoxinim. Ve skute¢nosti mohou byt mykotoxiny v potravindch degradovany nebo
modifikovany metabolickymi procesy v lidském téle a pouze ¢ast pivodniho obsahu mize
projit sttevni membranou a dostat se do krevniho tecisté (Tran et al. 2020).

Biologicka dostupnost mykotoxinti je ovlivnéna jejich rozpustnosti ve vodé (Sobral et al.
2022), potravinovou matrici, ve které se nachazi, a jeji latkovym slozenim (Meca et al. 2012),
ptitomnosti dalsich mykotoxint a jejich interakci (Sobral et al. 2022). Mykotoxiny pfijimané
S potravou obsahujici vlakninu maji snizenou biodostupnost (Meca et al. 2012). Vliv kombinaci
mykotoxinli na jejich biodostupnost je pro kazdy mykotoxin odliSné. AFB1 ma vyssi
biologickou dostupnost (67,3 %) pokud je ptijat najednou s OTA, nez pokud je pfijat izolovang.
Biologicka dostupnost OTA je naopak nizsi, pokud jidlo bylo kontaminované vic neZ jednim
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mykotoxinem (52,8 %) v porovnani s izolovanou formou (72,4 %) (Sobral et al. 2022). Dalsim
faktorem ovliviiujicim biodostupnost mykotoxinu je jejich interakce s mikrobiotou traviciho
traktu (Afshar et al. 2020).

3.6.2 Interakce mykotoxinii se stifevni mikrobiotou

Vzhledem k tomu, Ze se mykotoxiny ve vétsiné piipadu dostavaji do organismu s potravou
(Omotayo et al. 2019), GIT je prvnim mistem G¢inkii mykotoxinii a taky mistem jejich
absorpce, ktera nasledné vede k systémové expozice mykotoxinim (Guerre 2020). Stievni
mikrobiota proto piedstavuje dilezity most mezi mykotoxiny a organismem hostitele (Jin et al.
2021).

Vyznam interakce mykotoxind a stievni mikrobioty je mozné vysvétlit nékolika diivody. Za
prvé, stievni bakterie jsou schopny modifikovat toxicky u¢inek mykotoxini (Guerre 2020).
Tyto zmény nastavaji diky riznym mechanismim (tab. 4), z nichz nejc¢astéj$im je chemicka
transformace mykotoxinit enzymy piitomnymi v builkdch bakterii nebo vyluCovanymi
bakterialnimi bunkami do stieva (Piotrowska 2021). Nasledky téchto pfemén se lisi v zavislosti
na vzniklych metabolitech. Vétsinou mykotoxind se hydrolyzuji na méné toxické slouc¢eniny,
jsou ale zname ptipady tzv. aktivace mykotoxint, kdyz metabolické procesy vedou ke vzniku
vice toxické slouceniny (Tran et al. 2020).

Tabulka 4: Pusobeni mikroorganismu na vybrané mykotoxiny (Piotrowska 2021)

Mikroorganismus Mykotoxin Mechanismus ptisobeni
A. niger OTA Biotransformace

L. brevis OTA Vazba na bunéénou sténu

L. plantarum ZEA Vazba na bunéénou sténu

S. cerevisiae OTA Vazba na bunéénou sténu

Mezi probiotické mikroorganismy, které jsou schopny eliminovat nebo snizovat toxicky
ucinek mykotoxini patti BMK (nejéastéji Lactobacillus spp.) a kvasinky (Saccharomyces
cerevisiae) (Chlebicz and Slizewska 2020). Pii vyzkumu (Crudo et al. 2021) interakci smési
11 mykotoxini produkovanych rodem Alternaria (véetne AOH, AME a TeA) a vybranych
stievnich bakterii bylo zjiSténo, Ze bakteridlni kmeny osidlujici GIT ¢loveka vykazuji schopnost
adsorbovat alternariové mykotoxiny a tim padem snizovat jejich biologickou dostupnost a
naslednou toxicitu pro organismus. Uvadi se, Ze se mykotoxiny mély tendenci hromadit
pfevazné uvnitf gramnegativnich bakterii a jejich schopnost pronikat dovniti bakteridlnich
bunek piimo souvisela s jejich lipofilitou.

Na druhou stranu interakce mykotoxinu s probiotiky negativné ovlivituje slozeni stievni
mikrobioty. V nezavislosti na tom, jestli mykotoxiny ptsobi ptimo na bakterialni buiiky anebo
nepiimo vytvaii nepfiznivé podminky pro rlst a rozvoj stfevnich bakterii, diisledkem je zména
rovnovahy a naslednd dyshiéza (Guerre 2020). Dysbioza vyvoldna mykotoxiny miize vést k
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naruSeni stfevni bariéry, zhorSeni imunitni odpovédi, coz muze nakonec vést Kk systémoveé
toxicité a infekénim onemocnénim. Dysbidza muze taky byt zodpovédnou za fadu chronickych
onemocnéni, napf. kolorektalniho karcinomu a degenerativnich onemocnéni nervového
systému. Podavani probiotickych kultur pomaha obnovit sloZeni stievni mikrobioty a snizit
negativni u¢inek mykotoxint (Liew and Mohd-Redzwan 2018).

Dalsim ucinkem stfevni mikrobioty je schopnost nekterych ¢asti bakterii, predev§im
buné¢né stény, vazat mykotoxiny (Guerre 2020). Vazba mykotoxint na buné¢nou sténu bakterii
snizuje adsorpci toxintl, brani jejich praniku ptes bariéru GITu do krevniho feCisté a snizuje
riziko toxického pisobeni na organismus (Ghadaksaz et al. 2022). Jednotlivé druhy
mikroorganismli maji odliSné sloZzeni bunétné stény a jako nasledek rtiznou adsorpéni
schopnost. Adsorp¢ni kapacitu probiotik ovliviiuji i dalsi faktory, jako je koncentrace
mikroorganismii a mykotoxind, teplota a hodnoty pH (Luo et al. 2020). Napftiklad, snizeni pH
béhem fermentace jogurtu vedlo k vétsimu poklesu koncentrace AFM1 diky jejimu navazani
na buné¢nou sténu BMK (Elsanhoty et al. 2014). Studie in vitro (Chlebicz and Slizewska 2020)
ukazala, ze L. rhamnosus, paracasei, reuteri, plantarum a pentosus jsou schopny pomoci vazby
na svoji bunéénou sténu snizit koncentraci ZEA na 57 %, FB1 a FB2 na 51 %, T-2 na 62 %,
DON na 30 % a AFB1 na 60 %.

Existuje jen malo informaci o interakci mykotoxint S probiotiky bezprostiedné ve stieve, a
proto je zapotiebi, aby toto téma bylo prozkoumano dal§imi studiemi (Liew and Mohd-
Redzwan 2018). Z tohoto diivodu nas zajimalo, jaky vliv maji mykotoxiny rodu Alternaria na
adhezi laktobacilii v in vitro modelu lidského stieva.
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4 Metodika

4.1 Materidl

Pro testovani byly pouzity modely bunécnych linii lidského kolorektalniho karcinomu
HT29 a Caco-2, které byly zakoupeny od American Type Culture Collection (Manassas,
Virginie, USA); bakterialni druhy L. plantarum a L. gaseri a mykotoxiny AOH a AME
zakoupeny od Sigma-Aldrich.

4.2 Metoda

4.2.1 Kultivace bunéénych linii

Nadorové butiky kolorektalniho karcinomu linii Caco-2 a HT29 byly kultivovany v DMEM
médiu 10% FBS, 1% roztokli penicilinu a streptomycinu, 1% pyruvatu sodného, 1%
hydrogenuhli¢itanu sodného a 1% neesencidlnich aminokyselin. Buiky byly kultivovany v
kultiva¢nich lahvich s pfidavkem 15 ml vySe zminéného média. Lahve byly uloZzeny v
inkubatoru s fizenou atmosférou pii teploté 37 °C a 5 % CO.. Kultivace probihala ptiblizné 7
dni, kdy kazdy druhy den dochazelo k vyméné media za Cerstvé. Po 7 dnech kultivace byly
bunky proplachnuty roztokem PBS, diky ¢emuz doSlo k odstranéni starého média. Po
odstranéni PBS bylo pfidano 5 ml trypsinu na dobu piiblizné 3 minut. Nasledné byly vzorky 10
minut centrifugovany pii 200 x g. Staré médium bylo odstranéno a bunky byly fedény v médiu
novém. Z teto suspenze bylo odebrano 0,5 ml média s bunikami, které se ptidaly k 15 ml nového
média v kultiva¢ni lahvi a nasledovala dalsi kultivace. Buné¢na suspenze v poméru 1:10 byla
piidana do nové kultiva¢ni lahve s ¢erstvym mediem a umisténa do CO> kultiva¢niho boxu s
teplotou 37 °C. Zbytek bunééné suspenze byl nasledné nafedén na pozadované koncentrace pro
zalozeni 96-ti jamkovych desticek.

4.2.2 ZaloZeni 96-jamkovych desticek

Z bunécné suspenze, ktera byla dukladné rozpusténa, bylo odebrano 100 pl suspenze do
zkumavky typu Eppendorf a smichano se 100 pl tripanové modie. Nasledné bylo odebran pl
suspenze a naneseno Biirkerovu komtrku na sklenéné desticce. Desticka byla vloZena do
ptistroje na pocitani bunék EVE — NanoEnTek a byla zjisténa piesna koncentrace bunék v 1 ml
suspenze.

Nasledné byly bun&né linie nafedény médiem na koneénou koncentraci 1 x 10° pro
samostatné bunééné linie (Caco-2 buiiky, HT29 bunky). Bunééna suspenze byla pipetovana do
96-jamkové desticky v mnozstvi 200 pl a umisténa do CO2 inkubétoru s fizenou atmosférou pii
teploté 37 °C s 5% CO2 po dobu 3 dnl. Po 3 dnech doslo k pIné konflucenci monovrstvy a
bunééné kultury tak byly ptipraveny k testovani.

4.2.3 Priprava barviva

Pro ptipravu barviva bylo navazeno 1 mg fluoresceinu isothiokyanatu (FITC). Barvivo bylo
rozpusténo ve 2,5 ml sodium bikarbonatu, vysledna koncentrace stanovila 400 pg/ml. Pro
dosazeni dostatecného rozpusténi barviva byl roztok vloZen do ultrazvuku.
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4.2.4 Priprava bakterialni suspenze a barveni laktobacila

Laktobacily byly péstovany v MRS bujénu pii 37 °C za anaerobnich podminek po dobu 24
hodin. Nésledné bylo odebrano 5 ml narostlé kultury do centrifuga¢ni zkumavky. Suspenze
byla z centrifugovana pti 1000 x g ota¢kach po dobu 10 minut, 3x promyta v PBS a nasledné
rozmichana v 5 ml PBS.

Ke kazdému kmenu po findlnim rozpusténi pelety bylo pipetovano 312,5 ul pfedem
pripraveného FITC (konecnd koncentrace byla 25 pg/ml), zkumavky byly vlozeny do
inkubatoru na 30 minut za tmy. Po inkubaci byly suspenze opét z centrifugovany pii 1000 x g
otackach, 3x proplachnuty pomoci PBS s naslednym rozpusténim v 5ml stejného pufru.

4.2.5 Testovani adheze

Pted ptfidanim bakterialni suspenze bylo z kazdé jamky desticky odstranéno staré médium
a jednotlivé jamky byly dvakrat opatrné promyty pomoci 100 pl PBS. Do kazdé jamky bylo
nasledné napipetovano 90 pul LAC media a piidano 10 pl laktobacilti oznacenych pomoci FITC.

Desticka byla nasledné inkubovana po dobu 90 minut v CO; inkubatoru. Nasledné bylo
meédium s probiotiky a mykotoxiny odstranéno a monovrstvy bunéénych linii byly 3x promyty
100 pl PBS pro odstranéni nenaadherovanych probiotik. Potom bylo do nich opét napipetovano
100 pl PBS. Nasledné byla desticka méfena na ¢tecce mikrotitracnich destiCek Tecan Infinite
M200 pti vinové délce excitace 490 nm a emise 525 nm.

Pro vypocet adherovanych bakterii byl pouzit nasledujici vzorec:

primér samotnych laktobacilt
Adherence (%) = —— — - x 100
primér laktobacill s testovanym vzorkem

4.2.6 Statisticka analyza

Data byla vyjadiena jako prumér + smérodatnd odchylka. Pro vyhodnoceni byla pouzita
oboustranna analyza rozptylu — ANOVA s naslednym pouzitim Tukeyho testu. Rozdily byly
povazovany za statisticky vyznamné v hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.
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5 Vysledky

Cilem této prace bylo zjistit, zda pfitomné mykotoxiny rodu Alternaria — AOH a AME
ovlivni adhezivni vlastnosti probiotickych bakterii L. plantarum a L. gasseri. Adherence byla
vyjadiena jako procento bakterii adherovanych k pocate¢nimu poctu bakterii v médiu. K
testovani byly pouzity bunééné linie Caco-2 a HT29. Stanoveni celkové adheze bylo provedeno
dle metody, kterd je uvedena v kapitole 4.2.

5.1 Adheze probiotik s mykotoxiny na Caco-2 buné¢nych liniich

Na bunééné linii Caco-2 vétsina vzorki L. gasseri a L. plantarum s pfidanymi mykotoxiny
rodu Alternaria adherovala mén¢, nez kontrolni vzorky (tab. 5). Hodnoty adheze L. gasseri s
AOH v koncentraci 10 pg/ml v praméru klesly o 24,11 % a s 5 pg/ml AOH o0 5,49 % v
porovnani s kontrolou bez AOH. Adheze L. gasseri s AME v koncentraci 10 pg/ml se zvysila
017,89 % a s 5 ug/ml AME az o 24,74 % oproti kontrolnimu vzorku bez AME (obr. 12).
Hodnota adheze L. plantarum s AOH v koncentraci 10 pg/ml klesla o 24,87 % a0 6,12 % s
ptidanym mykotoxinem v koncentraci 5 pg/ml v porovnani s kontrolou L. plantarum bez AOH.
O néco méné hodnoty adheze L. plantarum klesly s 10 pg/ml AME, ato 0 5,63 % a s 5 pg/mi
AME o0 10,78 % oproti kontrolnimu vzorku probiotika bez mykotoxinu AME (Obr. 13). Pfidani
mykotoxinti zvySilo adhezi L. gasseri v porovnani skontrolou, a to s pfidanim AME
v koncentraci 10 pg/ml 0 16,17 % a s AME v koncentraci 5 pg/ml o 34,51 %.

Tabulka 5: Vysledné adheze (primér = SD %) laktobacilti na Caco-2 bunéénych liniich.
Koncentrace

Mykotoxin ug/ml L. gasseri L. plantarum
10 75,89+7,95 75,13 +16,84
AOH
5 9451+1132 93,88+21,71
10 116,17+ 19,72 94,37 £12,37
AME
5 134,51+ 1557 89,22 + 22,69

Na téchto bunécnych liniich byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily adheze mezi L.
gasseri s 10 pg/ml mykotoxinu AOH a kontrolnim vzorkem bez pfidanych mykotoxinu, L.
gasseri s 5 pg/ml AOH a L. gasseri s 10 pg/ml AME. Statisticky vyznamné rozdily byly taky
zjistény mezi L. plantarum s 10 pg/ml AOH a L. plantarum s 5 pg/ml AOH, ataky L. plantarum
s pfidanym AME ve stejné koncentraci (tab. 7).
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Obrazek 12: Adheze L. gasseri s pfidanymi mykotoxiny na
Caco-2 bunéénych liniich — grafické znazornéni adherence v % a
smérodatné odchylky. AOH — Alternariol, AME — Alternariol
monomethyl ether
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Obrézek 13: Adheze L. plantarum s pfidanymi mykotoxiny na
Caco-2 bunécnych liniich — grafické znazomeéni adherence v % a
smérodatné odchylky. AOH — Alternariol, AME — Alternariol
monomethyl ether

5.2 Adheze probiotik s mykotoxiny na HT29 buné¢nych liniich

Na HT29 bunécné linii obé probiotika adherovaly méné, nez na Caco-2 bunéénych liniich.
Ke snizeni adheze v porovnani s kontrolou doslo u vSech vzorka (tab. 6). U L. gasseri hodnoty
adheze s 10 pg/ml AOH Klesly o0 38,98 % a s 5 pg/ml AOH o 42,63 % oproti L. gasseri v
kontrolnim vzorku bez AOH. S 10 pg/ml AME hodnoty adheze L. gasseri klesly 0 35,2 % a s
5 ug/ml AME az o 38,56 % oproti kontrole bez pfitomnosti AME (obr.14). Hodnoty adheze L.
plantarum po ptidani 10 pg/ml AOH Kklesly 0 26,91 % a po 5 pg/ml 0 24,03 % v porovnani s
kontrolnim vzorkem bez AOH. Stejné tak po piidani AME v koncentraci 10 pg/ml hodnota
adherence L. plantarum klesla o 23,7 % a po pfidani 5 pg/ml AME o 30,45 % oproti
kontrolnimu vzorku tohoto probiotika bez AME (obr. 15).
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Tabulka 6: Vysledna adheze (primér + SD %) laktobacilii na HT29 bunéénych liniich
Koncentrace

Mykotoxin ug/ml L. gasseri L. plantarum
10 61,02+19,84  73,09+£9,49
AOH
5 57,37 +£23,39  75,86+12,03
10 64,8 + 25,26 76,3+12,09
AME
5 61,44+1499 69,55+ 25,89

Stejné jako na Caco-2 bunécné linii, také na téchto bunécnych liniich byly zjistény statisticky
vyznamne rozdily adheze, a to u L. gasseri v kontrolnim vzorku bez ptidanych mykotoxini a
L. gasseri s mykotoxinem AME v koncentraci 5 pg/ml, a taky u kontrolniho vzorku a L.
plantarum s AOH 10 pg/ml a vzorku s 5 pg/ml AME (tab. 7).
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Obrazek 14: Adheze L. gasseri s pfidanymi mykotoxiny na HT29
bunéénych liniich — grafické zndzornéni adherence v % a
smérodatné odchylky. AOH — Alternariol, AME — Alternariol

monomethyl ether
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Obrézek 15: Adheze L. plantarum s pfidanymi mykotoxiny na
HT29 bunéénych liniich — grafické znazornéni adherence v % a
smérodatné odchylky. AOH — Alternariol, AME — Alternariol

monomethyl ether
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Tabulka 7: Statistické vyhodnoceni adheze — Tukeyho metoda. Hladina vyznamnosti p < 0,05

Tukeyiiv test pro vyznamné rozdily; proménna adheze

Kmen+mykotoxin

L. gasseri + AOH 10
L. gasseri + AOH 5
L. gasseri + AME 10
L. gasseri + AME 5
L. gasseri + 0 (kontrola)

L. plantarum + AOH 10
L. plantarum + AOH 5
L. plantarum + AME 10
L. plantarum + AME 5
L. plantarum + 0 (kontrola)

Kmen+mykotoxin

L. gasseri + AOH 10
L. gasseri + AOH 5
L. gasseri + AME 10
L. gasseri + AME 5
L. gasseri + 0 (kontrola)

L. plantarum + AOH 10
L. plantarum + AOH 5
L. plantarum + AME 10
L. plantarum + AME 5
L. plantarum + 0 (kontrola)

Bunééné linie Caco-2

L. gasseri L. gasseri L. gasseri
+ AOH 10 + AOH 5 + AME 10
*kk *kk
*kk
*kk
*kk *kk
*kk N N
L. plantarum L. plantarum+ L. plantarum
+ AOH 10 AOH 5 + AME 10
*kk *kk
*kk
*kk
*kk N
N N N
Bunééné linie HT29
L. gasseri L. gasseri L. gasseri
+ AOH 10 + AOH 5 + AME 10
N N
N
N N
N N N
L. plantarum L. plantarum+ L. plantarum
+ AOH 10 AOH 5 + AME 10
N N
N
N
N N
**kx N **k*

L. gasseri L. gasseri +0
+ AME 5 (kontrola)
*kk
*kk N
*kk N
N
N
L. plantarum L. plantarum + 0
+ AME 5 (kontrola)
N
*kk N
N N
N
N
L. gasseri L. gasseri +0
+ AME 5 (kontrola)
N
N N
N N
L. plantarum L. plantarum +0
+AME 5 (kontrola)
N N
N **k*
N
N

Jednotlivé kmeny spolu s ptidanymi mykotoxiny v koncentracich 5 pg/ml nebo 10 pg/ml. V piipadé 0 se
jedna o kontrolni vzorek bez pridanych mykotoxint. (*** —mezi vzorky existuje statisticky vyznamny
rozdil na hladiné p < 0,05; N — mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil na hladiné p < 0,05)
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6 Diskuze

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity mikroskopickych hub, které kontaminuji potraviny
rostlinného a Zivoc¢isného ptivodu. Expozice mykotoxinim ptedstavuje velké zdravotni riziko
pro spotiebitele (De Ruyck et al. 2020). Negativni G¢inek mykotoxinti se nejéastéji projevuje
jako karcinogenita, hepatotoxicita, nefrotoxicita, mutagenita a teratogenita (Ostry et al. 2017).

Do téla clovéka se mykotoxiny mohou dostavat pies vdechovany vzduch, kontakt
s pokozkou, nejéastéji vSak vstupuji do organismu pii konzumaci kontaminovanych potravin
(Omotayo et al. 2019). V posledni dob&é mykotoxiny, véetné mykotoxinti rodu Alternaria, jsou
Casto detekovany v Cerstvych a zpracovanych potravinach a krmivech, a je velice
pravdépodobné, ze expozice témto mykotoxinim vede ke zméné sttevni mikrobioty (Crudo et
al. 2021). EFSA (2016) uvadi, ze k nejvyssi hladiné expozice alternariovému mykotoxinu AOH
u evropské populace dochazi pti konzumaci ovoce a zeleniny, k nejvyssi hlading expozice AME
dochazi pfi konzumaci rostlinnych oleja, pievazné slune¢nicového. Maximalni tolerovatelna
denni davka u téchto mykotoxini stale neni stanovena. Pfi hodnoceni (De Ruyck et al. 2020)
denni expozice mykotoxintim u dospélé evropské populace bylo zjisténo, ze primérny denni
ptijem AOH stanovil 699 ng a primérny piijem AME stanovil 218 ng. V pfepoctu se jednalo o
prumérnou davku 9,78 ng/kg hmotnosti u AOH a 2,98 ng/kg hmotnosti u AME. EFSA (2016)
naznacuje, ze nejvic exponovanou skupinou evropskeé populace jsou batolata a déti ve véku od
3 do 10 let. Predpokladana hladina denni expozice AOH u batolat je v rozmezi 3,8 az 71,6
ng/kg, u déti ve véku od 3 do 10 let se tyto hodnoty pohybuji v rozmezi 2 az 54,4 ng/kg/den.
Expozice AME je o néco nizsi a pohybuje se v rozmezi 3,4 az 38,8 ng/kg/den u batolat a 1,6 az
34,4 ng/kg/den u ostatnich déti.

Pfi peroralnim vstupu do téla, GIT je prvnim mistem, se kterym mykotoxiny piichazi do
styku (Guerre 2020). Do kontaktu tak pfichazi i se stievni mikrobiotou, ktera GIT osidluje (De
Ruyck et al. 2020). Pii interakci mykotoxini se stfevni mikrobiotou dochazi k ovlivnéni
adheren¢nich vlastnosti bakterii a tim i jejich schopnosti ulpivat na sténu GITu (Galdeano et al.
2019). Adheze umoznuje Symbidzu mezi organismem hostitele a probiotickymi bakteriemi, tim
padem umoziiuje i zdravotni pfinos, ktery probiotické bakterie poskytuji (de Wouters et al.
2015), a to stimulace a regulace imunitni odpovédi hostitele (Galdeano et al. 2019), ovlivnéni
metabolickych procesu v téle (Cremon et al. 2018) a ochrana pied patogeny (Kerry et al. 2018).

Za celem zjisténi adherenénich vlastnosti probiotickych bakterii (L. plantarum a L. gasseri)
po pridani mykotoxinti rodu Alternaria (AOH a AME) ve dvou riznych koncentracich (5 a 10
pg/ml) v nasi praci byly pouzity bunééné linie odvozené z kolorektalniho adenokarcinomu, a
to Caco-2 a HT29. Pii porovnani (Laparra and Sanz 2009) procentualnich hodnot adheze
probiotickych mikroorganismi K témto bunéénym liniim bylo zji$téno, ze bakterie adheruji
vice ke Caco-2 bunéénym liniim, nez k HT29, coz bylo vidét i v naSem piipadé. Primérné
hodnoty adheze laktobacilt k Caco-2 bunééné linii v nasi praci se pohybovaly v rozmezi
75,13 % az 134,51 %, kdyzto rozmezi adheze k HT29 buiikam bylo 61,02 % az 76,3 %. Lappara
and Sanz vysvétluji tyto rozdily odlisnymi molekularnimi strukturami vybranych bunéénych
linii, které se ucastni procesu adheze.

Adheze laktobacilt a jinych probiotik byla sledovana v minulych letech provedenim testd in
vitro s pouzitim Caco-2, HT29 i jinych bunéénych linii. V roce 1994 (Greene and
Klaenhammer) byla zkoumana schopnost vybranych kment laktobacilt adherovat k Caco-2
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bunéénym liniim a faktory, které mohou mit vliv na jejich adherenci. Bylo zjisténo, ze
laktobacily izolované ze stfeva ¢loveka, a to L. acidophilus a L. gasseri adherovaly k bunéénym
liniim vice, nez L. delbrueckii subsp. bulgaricus izolované z miéka. Byl taky pozorovan
vyznamny vliv pH prostfedi na adherenci laktobacild. Upraveni pH kultiva¢niho média na 4.2
oproti neupravenému médiu 6.5 vedlo ke zvySeni adheze u vSech zkoumanych kmend. Déle
bylo zjisténo, ze uroven adheze je ptimo imérna mnozstvi KTJ pfidanych do Caco-2. Tyto
vysledky potvrzuje jind studie (Tuomola and Salminen 1998), kterd navic pozorovala
vyznamné rozdily mezi adherencnimi schopnostmi jednotlivych kment laktobacilt. Pii
testovani adheze 12 kment laktobacili nejvyssi schopnost adherence v porovnani s kontrolou
casei var. rhamnosus a stanovila pouze 2.6+0.69 %. Z téchto vysledki bylo usouzeno, ze pokud
in vitro podminky testu mohou byt srovnatelné se situaci in vivo, pétkrat vy$si mnozstvi L.
casei var. rhamnosus by mélo byt konzumovano v porovnani s L. casei, aby stejné mnozstvi
bakterii adherovalo ke stievni sliznice. Toto tvrzeni ale nebere v Uvahu jiné faktory, které maji
vliv na adherenci probiotik k enterocytiim, napf. vliv mykotoxind.

To, ze expozice mykotoxinim ovliviiuje mnozstvi, sloZeni a diverzitu stfevni mikrobioty,
naznacuji ¢etné studie (Crudo et al. 2021; Guo et al. 2014; Liew et al. 2018). Piotrowska et al.
(2014) zkoumali vliv dvou mykotoxini ZEA a DON na mikrobiotu tlustého stieva prasat, kterd
byla rozdélena do Ctyi skupin: podani ZEA, ZEA a DON najednou, DON a kontrolni skupiny.
Experiment trval 42 dnd, mykotoxiny byly podavany v koncentraci 40 pg/kg hmotnosti.
Sledoval se pocet aerobnich mezofilnich bakterii, bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae a BMK.
Bylo zjisténo, ze expozice mykotoxinim vedla ke zméné¢ mnoZstvi aerobnich mezofilnich
bakterii a Enterobacteriaceae, ale zadné statisticky vyznamné zmény ve mnozstvi BMK nebyly
pozorovany. Jina studie (Wang et al. 2016), sledujici vliv AFB1 na zmény sloZeni stfevni
mikrobioty potkant, prokazala negativni vliv tohoto mykotoxini na diverzitu mikrobioty.
V porovnani s kontrolni skupinou fylogeneticka diverzita fekalni mikrobioty potkanti méla
pokles od 2 az do 78 %, pticemz diverzita se shizovala s vys$§i koncentraci AFB1. Nejvétsi vliv
mykotoxin mél na kmen Lactobacillus. K opa¢nym vysledkim dosla jina studie (Guo et al.
2014), ktera zkoumala vliv OTA na sloZeni stfevni mikrobioty potkanti. Tento mykotoxin byl
podavan ve dvou koncentracich (0,7 a 210 pg/kg hmotnosti) a po 28 dnech byl extrahovan
geneticky material bakterii ze vzorkil stolice. Bylo zjiSténo, Ze podani OTA vyrazné sniZilo
mnozstvi vSech sledovanych rodt s vyjimkou rodu Lactobacillus. Guo et al. uvadi, ze L. casei
a L. plantarum byly odolné vi¢i inhibi¢énimu u¢inku mykotoxinu, a proto pouziti laktobacilti
by mohlo byt vhodnou strategii pro odstranéni mykotoxind.

K podobnym vysledka dosli i Kankaanpad et al. (2000) pti zkoumani vlivu mykotoxinu
AFB1 na adheren¢ni schopnosti L. rhamnosus GG. Adheze byla sledovana na Caco-2 bun&cné
linii po ptidani mykotoxind v koncentraci 5 pg/ml. Adheze daného probiotika klesla o 25 %
v porovnani s kontrolou a tim padem doslo k odstranéni 78,5 % mykotoxind. V na$i praci se
adheze L. gasseri ke Caco-2 bunkam po ptidani AOH ve stejné koncentraci snizila o 5,49 %,
adheze L. plantarum klesla o 6,12 %. AME ve stejné koncentraci mé¢l vétsi vliv na snizeni
adheze laktobacilt. V piipad¢ L. gasseri se jednalo o snizeni adheze o 24,74 %, adheze L.
plantarum klesla o 10,78 % oproti kontrole. Je ale potieba brat v uvahu, ze v nasem ptipadé se
jednalo o jiné druhy laktobacilt a mykotoxind. Interakce s AFB1 byla zkouména (Liew et al.
2018) i s jinymi zastupci rodu Lactobacillus, a to s L. casei Shirota. Tato studie sledovala
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schopnost L. casei Shirota, a to zivych bakterii, teplem oSetfenych bakterii a bunééné stény
bakterii, navazat AFB1 v riznych koncentracich (2 do 10 pg/ml). Nejvyssi schopnost navazani
mykotoxinu, a to az 98 %, vykazovaly zivé bakterialni bunky. Podobnych vysledki bylo
dosazeno pfi testovani interakce L. paracasei a mykotoxinu ZEA (Ztoch et al. 2020).

Tian et al. (2022) zkoumali navdzéni mykotoxinu AFB1 na ruzné kmeny L. plantarum a
zjistili, ze rozdily mohou byt dané rozmanitosti struktur bunéénych stén, hlavné polysacharidi
a kyseliny teichoové. Tak kmen L. plantarum T3 vykazoval nejvyssi miru adsorpce 68,5 %,
al. zkoumali rizné faktory, které mohou ovlivnit vazbu mykotoxini na povrch bakterialnich
bunék. Byla porovnana mira adsorpce Zivych a teplem usmrcenych bunék L. plantarum T3 a
zjistilo se, ze ucCinnost odstranovani AFBI1 se zvysila z 68,5 % u zivych bakterii na 84 % u
mrtvych bunék. Tian et al. vysvétluje tento rozdil odlisnosti povrchu mrtvé bakterialni buiiky a
zvétSeni jeji plochy pro kontakt s toxinem. Podobny jev pozorovala i Piotrowska (2014), kdyz
sledovala interakci vybranych kment laktobacili s OTA. Adsorbce OTA Zivymi buiikami
v PBS mediu byla 14,8 % az 26,4 %, kdyzto teplem inaktivované bakterie vazaly OTA
v rozmezi 46,2 % az 59,8 %. Vysledky z piedloZenych studii poukazuji na to, ze interakce
mykotoxintl s probiotickymi organismy vede ke snizeni adheren¢nich schopnosti probiotik a
zaroven k navdzani mykotoxinl na bakteridlni buiiky, sniZeni jejich absorbce a zvyseni jejich
exkrece, coz naznacuje potencialni roli probiotik jako detoxikacnich ¢inidel (Liew et al. 2018).

Poznatky z vySe uvedenych studii, stejn¢ jako i vysledky nase prace, poukazuji na to, ze
mykotoxiny (véetné AOH a AME z rodu Alternaria) maji vliv na adheren¢ni schopnosti
probiotik (véetné kmenu Lactobacillus) v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka, coz je v souladu
s nasi hypotézou. Kromé toho, snizeni adheze probiotik vede ke zméné slozeni stievni
mikrobioty, coz se nasledné projevuje jako dysbidza a spojené s ni zdravotni komplikace
(Crudo et al. 2021). Jak uvadi Wang et al. (2016) a Guo et al. (2014), ovlivnénim diverzity
sttevni mikrobioty mize dochazet k poruchdm imunitni odpovédi hostitele, naruseni stievni
bariéry a zvysenému riziku vzniku infekénich a neinfek¢nich onemocnéni.

Vzhledem k dobie znAmému vztahu sloZeni mikrobioty a zdravi hostitele, je potieba, aby
dalsi studie prozkoumali in vivo vliv mykotoxind, véetné alternariovych, na rizné kmeny
probiotickych bakterii a zhodnotili spojené s tim riziko pro zdravi ¢lovéka. Je taky zapotiebi,
aby byla prostudovana role stievni mikrobioty v modulaci negativniho efektu mykotoxinti na
zdravi hostitele (Crudo et al. 2021).
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7 Zavér

V této diplomové praci byl prokézan vliv mykotoxina rodu Alternaria, ato AOH a AME,
na adheren¢ni schopnosti probiotickych kment L. gasseri a L. plantarum na bunky v in vitro
modelu Caco-2 a HT29. Hypotéza tvrdici, ze po styku probiotickych bakterii s mykotoxiny
miize dochazet ke zméné adherencnich vlastnosti bakterii, byla potvrzena konkrétné u vzorkt
L.gasseri na Caco-2 linii s ptidanim AOH v koncentraci 10 pg/ml, L. gasseri na HT29
s pfidanim AME v koncentraci 5 pg/ml a u L. plantarum na HT29 s AOH v koncentraci 10
Hg/mla AME ve stejné koncentraci.

Ve dvou ptipadech doslo ke zvySeni hodnot adheze, a to u vzorka L. gasseri na Caco-2
bunécné linii, kde se hodnoty adheze zvysily oproti kontrole po pridani AME v koncentraci 10
Hg/ml o 16,17 % a po ptidani AME v koncentraci 5 pg/ml o 34,51 %.

S ohledem na ¢asty vyskyt mykotoxind v potravinach a jejich vyznamné negativni acinky
na lidské zdravi, véetné skodlivého vlivu na stfevni mikrobiotu, je toto téma stale aktualni a
vyzaduje dalsi vyzkum. Je potteba, aby byly prostudovany interakce jinych mykotoxint se
zastupci mikrobioty GITu ¢lovéka, a taky jejich synergicky vliv na probiotické organismy.
Vazba mykotoxinu na povrch bunéénych stén probiotickych bakterii potencialné¢ mtize chranit
organismus hostitele pfed expozici a naslednym toxickym efektem mykotoxint, a proto je
zapotiebi, aby byly prostudovany dal§i moznosti pouziti probiotik jako detoxikacnich ¢inidel.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AF Aflatoxiny B1, B2, G1, G2, M1, M2

AFB1 Aflatoxin B1

ALT Altenuen

AME Alternariol monomethyl ether

AOH Alternariol

BMI Body mass index

BMK Bakterie mlécného kvaseni

DON Deoxynivalenon

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EFSA Evropsky trad pro bezpecnost potravin (European Food Safety Authority)
FAO Organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi (Food and Agriculture Organization)
FB1 Fumonisin B1

GIT Gastrointestinalni trakt

HDL Vysokodenzitni lipoprotein

HT-2 HT-2 toxin

IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (The International Agency for Research
on Cancer)

KTJ Kolonie tvoftici jednotky

LDL Nizkodenzitni lipoprotein

OT Ochratoxiny A, B

OTA Ochratoxin A

PBS Fosfatovy pufr

SCFA Mastné kyseliny s kratkym fetézcem

T-2 T-2 toxin

TeA Tenuazonova kyselina

TCTC Trichotheceny A, B, C, D

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

ZEA Zearalenon
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