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Adherence probiotickych mikroorganismi na bunky
stirevni mukozy

Souhrn

Cilem préace bylo otestovat probiotika izolovana z tradi¢énich mlé¢nych napoju, které
jsou produkovany v oblasti stiedni Asie. V souéasnosti dochazi k rozvoji civiliza¢nich
onemocnéni, kterym lze piedejit konzumaci prospé$nych potravin s obsahem probiotik.
Probiotika mohou mit vliv na zdravi hostitele v ptipad¢, ze jsou schopny adherovat na buiky
stieva. Adherence se posuzuje pomoci in Vitro testl. V potravinach jsou nejcastéji vyuzivany
rody Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus spp.

Tradi€ni napoje ze stiedni Asie se vyrab&ji bud’ z mléka nam dobife zndmych
hospodatskych zvifat, ale pfedev§im z mléka velblouda dvouhrbého, koné¢ doméaciho nebo
jaka domaciho. Mezi tyto kvaSené mlécné napoje patii napt. chal, kumis, dahi nebo tarag.

V této praci byly pouzity bakterie rodu Bifidobacterium spp., které byly izolovany
ze vzorku velbloudiho mléka z Kazachstanu. In vitro test adherence probéhl na smésné linii
sttevnich bun¢k Caco-2 a HT29-MTX.

Nejvice adheroval kmen B. crudilactis 7-5C, jehoz hodnoty se pohybovaly od 74,28 %
po 78,17 %. Kmen B. crudilactis 7-2C adheroval s hodnotami mezi 72,14 % a 75,21 %. Mezi
témito dvéma kmeny nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil. Nejméné ze vSech kment
adheroval kmen B. crudilactis 7-1C a to od 5,33 % do 7,04 %. Kmen B. bifidum T1-5
adheroval od 56,52 % do 57,31 % a kmen B. bifidum T1-8 adheroval méné a to mezi 16,5 %
a 19,97 %.

Na zéklad¢ vysledkli vyplyva, Ze nejvice ke smési buncék kolorektalniho
adenokarcinomu Caco-2 a HT29-MTX adherovaly kmeny B. crudilactis 7-2C a B. crudilactis

7-5C, které pochazely z mléka velblouda dvouhrbého z Kazachstanu.

Kli¢ova slova: probiotika, in vitro, buné¢ny model, adherence, kvasené mlééné napoje



Adhesion of probiotics microorganisms to the intestinal
mucosa

Summary

The aim of this diploma thesis was to test probiotics which were isolated from
traditional dairy beverages. These are produced in central Asia. Currently there are the
civilization diseases which can be avoided by consumption of probiotics. Probiotics can give
health benefits under the condition of adhesion to the intestinal mucosa. Adhesion is assessed
using in vitro tests. The most occurring probiotics in the foodstuffs are Bifidobacterium,
Lactobacillus, Streptococcus spp.

Traditional beverages from central Asia are produced from e.g. cow’s or goat’s milk,
but especially they are from camel’s, mare’s or yak’s milk. These dairy beverages are chal,
koumiss, dahi or tarag.

Bifidobacterium spp. were used in this thesis. They were isolated from camel’s milk
in Kazakhstan. An adhesion test was run on the mixture of intestinal cells - Caco-2 and HT29-
MTX.

B. crudilactis 7-5C was the best adhered strain. It adhered from 74,28 % to 78,17 %.
B. crudilactis 7-2C adhered from 72,14 % to 75,21 %. There was no statitically significant
difference between these two strains. B. crudilactis 7-1C was the worst adhered strain.
It adhered from 5,33 % to 7,04 %. B. bifidum T1-5 adhered from 56,52 % to 57,31 % and
B. bifidum T1-8 adhered from 16,5 % to 19,97 %.

Based on the results, B. crudilactis 7-5C and B. crudilactis 7-2C were the best adhered
strains to the mixture of colorectal adenocarcinoma cells Caco-2 a HT29-MTX. These two

strains were isolated from camel in Kazakhstan.

Keywords: probiotics, in vitro, cell model, adherence, fermented dairy beverages
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1 Uvod

V soucasnosti dochdzi k vysokému rozvoji civilizacnich chorob spojenych se Spatnym
zivotnim prostiedi a zivotnim stylem, které maji neptiznivy ucinek na lidsky organismus
ato véetné traviciho traktu. Je snaha tyto onemocnéni potlacit ¢i jim piedejit, pomoci
konzumace prospeéSnych potravin. Jednou z moznosti, jak piredejit celé fadé onemocnéni,
je mozny pfiijem probiotik, at’ ve formé potravinovych doplitku nebo funkénich potravin
obsahujici probiotické organismy. Existuje celd fada funkénich potravin, jako jsou napiiklad
mlé¢né napoje obsahujici pfirozené mikroorganismi. Mezi takové napoje patii i tradi¢ni
mléc¢né kvasené ndpoje konzumované v asijskych zemich.

Adherence je zakladni pfedpoklad pro posouzeni probiotického kmene a jeho
prospésnosti pro zdravi. Je tieba tedy zjistit, jaky adherenéni potencidl maji probiotické
bakterie v téchto napojich, jestli budou schopny osidlovat lidsky organismus a budou
prospésni pro svého hostitele. Pro posouzeni adherence se nejlépe hodi posouzeni pomoci

in vitro testa.



2 Cil prace a védecka hypotéza

Cilem préce je otestovani probiotik izolovanych z tradiénich mléénych napoju
produkovanych v oblasti sttedni Asie. Ty byly jiz identifikovany a pojmenovany. A vsak
U nich nejsou znamy adheren¢ni vlastnosti a S tim spojena zdravotni prospésnost pro lidsky
travici trakt.

Testovanou hypotézou je, ze nékteré druhy probiotik pF¥itomné v tradi¢nich kvasenych

napojich z mléka produkovanych v Asii maji vysoky adheren¢ni potencial.



3 Prehled literatury

3.1 Mikrobiom

Prvni roky naSeho Zivota piedstavuji obdobi, ktera je nachylné k rizikim z okolniho
prostiedi. Uplatiiuji se zde interakce mezi prostiedim a hostitelem, které maji vliv na imunitni
systém (Bisgaard et al., 2014). Lidsky mikrobiom obsahuje 10 3 az 10%* bakterii, jejichz
celkovy genom je nazyvan mikrobiotou, coz pievySuje celkovy poc¢et bunék v lidském téle asi
desetkrét. Slozeni sttevniho mikrobiomu dozrava béhem prvnich let Zivota a pravé ten ma vliv
na imunitni zrani hostitele (Gensollen et al., 2016; La Fata et al., 2018). Spatné osidleni stieva
hostitele mtize mit za nasledek nékteré nemoci jako napft. astma, alergii a jiné imunologické
poruchy (Stokholm et al., 2018). Béhem vyvoje symbidzy mezi ¢lovékem a mikrobi,
se bakterie zapojily do kiCovych biologickych procest, jako je napt. vyuziti zivin ¢i jiné
metabolické procesy (La Fata et al., 2018). Mikrobiom lze tedy povaZzovat za faktor, ktery

ovliviiuje celkové zdravi ¢loveéka (Stockholm et al., 2018).
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Obrézek 1: Pocet bakterii v organech lidského téla (O Hara and Shanahan, 2006).

Mikrobialni spolecenstva osidluji dal$si organy lidského téla, nez jsou uvedeny
na obr. 1, jako napt. vaginu, usta, kiizi nebo mocové cesty. Ale prostiedi obsahujici nejvice
probiotickych bakterii je prave travici trakt. (Fettweis et al., 2012).

Bakterie, které se v lidském mikrobiomu objevuji, miZzeme rozdélit na anaerobni
a aerobni rody. Mezi anaerobni patii Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Bacteroides
spp., Eubacterium spp., mezi aerobni fadime Escherischia spp., Enterococcus spp.,
Streptococcus spp. a Klebsiella spp. (O"Hara et Shanahan, 2006). Avsak slozeni mikrobiomu

je zavislé nangkolika faktorech. Zpusob narozeni jedince, zda-li se narodil piirozenou



vaginalni cestou, nebo cisafskym fezem, ptimo ovliviiuje sloZeni stfevni mikrobioty. Dale
sttevni mikrobiotu ovlifiuje vek jejiho hostitele. U mladSich jedinct dochazi k vzristu poctu
¢i druhu bakterii, v dospélosti se tato hodnota ustali a pak ve staii dojde k poklesu.

AV neposledni fadé ovlivituje mikrobiotu slozeni nasi stravy (La Fata et al., 2018).

3.1.1 Funkce mikrobiomu

Nejvice bakterii se objevuje v gastrointestinalni soustavé, ktera je centrem traveni
nebo imunity, kde mtiZzou mit velky vliv na ¢lovéka ajeho zdravi. Bakterie ve stfevé produkuji
rizné enzymy, které se podileji na syntéze vitaminG dulezitych pro hostitele. Mezi tyto
vitaminy patfi biotin, vitamin B12, riboflavin, listovd kyselina a vitamin K (Hill, 1997).
Stievni mikrobiom je také zapojen do fermentace nestravitelné vlakniny, které pivadéji
na mastne kyseliny s kratkym fetézcem (acetat, butyrat a prionat). Tyto mastné kyseliny
se posléze mohou stat energetickym substratem pro sttevni entorocyty (den Besten et al.,
2013). Dalsi pozitivni ulohou téchto mastnych kyselin s kratkym fetézcem je ten, Ze napf.
butyrat interaguje se specifickymi povrchovymi receptory ve stieve, které reguluji zanétlivé
procesy, alergické reakce, cévni systém a procesy, které vedou Kk projevu nadorovych
oemocnéni (Sivaprakasam et al., 2016). Negativni vliv mlZze mit mikrobiom na utilizaci
laktdzy. U jedinct, kterym chybi nativni enzym laktaza, dochazi k fermentaci mlé¢ného cukru

mikroorganismy, coz zpusobuje plynatost a prijem (Zhao et al., 2010).

3.2 Probiotika

Termin ,probiotika“ je relativné novym slovem znamenajicim "pro Zivot* (BartoSova,
2009). Zacatek pouzivani terminu ,,probiotika® je datovano od roku 1974, kdy ho Parker
pouzil k popisu potravinovych doplikd, specialné navrzenych pro zlepSeni zdravi
hospodarskych zvifat. Definoval ho jako: ,,Organismy a substance, které pfispivaji ke stfevni
mikrobidlni rovnovaze.“ Nedavno byla tato definice revidovana na: ,zivé mikrobialni
dopliky, které prospésné plsobi na hostitele tim, ze zlepsuji jeho mikrobialni rovnovahu®,
aby byla zdlraznéna dileZitost Zivotaschopnosti a nebyl obsazen pfili§ Siroky pojem ,,latky*,
do né&jz by se dala zahrnout i antibiotika (Fuller, 1991). Z vyzivového hlediska jsou probiotika
charakterizovana jako: ,,Zivouci mikroorganismy, které po poziti v ur¢itém mnoZzstvi poskytuji
zdravotni vyhody nad ramec vlastni zakladni vyzivy. Podle této definice mohou byt
probiotika konzumovana bud’ jako komponent stravy nebo jako vyzivovy dopln€¢k (Guarner

and Schaafsma, 1997).



Tyto mikroorganismy jsou tu s ndmi tak dlouho, jak dlouho lidé jedi fermentované
vyrobky, ale jejich spojeni s vyhodami pro zdravi je datovdno pouze od pielomu stoleti,
kdy Mecénikov (1907) upozornil na nezadouci G¢inky patogennich zmén stievni mikroflory
na hostitele a navrhl, ze konzumace kysanych vyrobkt zlepSuje tuto tzv. autointoxikaci
(Fuller, 1991). Ke konceptu probiotik také piispél nartist rezistence Skodlivych bakerii
Kk antibiotikiim a také hledani zptsobu, jak ptirozené potlacit patogeny (Kailasapathy and
Chin, 2000).

Jejich  zakladnim mechanismem plsobeni je navozeni piiznivého prostiedi
ve stievé s podporou rastu kvasnych bakterii a potlatenim ristu hnilobnych bakterii, kvasinek
a plisni. Tomuto plisobeni napomaha ptitomnost prebiotik, tedy pro lidsky organismus
nestravitelnych slozek potravy (napf. nékterych druhii vldkniny), ale pfedevSim
oligosacharidy, jez selektivné stimuluje jejich rast anebo aktivitu (Grofova, 2010; Musilova
et al., 2015).

Neexistuje jeden soubor vybranych kritérii pro klasifikaci zivych bakterialnich kmena
jako probiotik. Bézna kritéria pouzivana pro izolaci a identifikaci probiotickych kment
zahrnuje nasledujici kritéria: lidsky ptivod druhu, stabilitu vaéi Zluci, kyseliné HCI, travicim
enzymim a kysliku, potencial kolonizace lidského gastrointestinalnino traktu, produkci
antimikrobialnich latek, vykazatelny pozitivni ucinek na lidsky organismus, zdravotni

bezpecnost a hlavné schopnost adherence na stfevni mukozu (Kailasapathy and Chin, 2000).

3.2.1 Mechanismus pusobeni probiotik

Soucasny stav védomosti o stievni mikroekologii navrhuje tfi moznosti, jak mohou
probiotika fungovat. Jedna se o
1) Produkce antimikrobialnich latek
Probiotika produkujici antimikrobialni latky by mohla sniZzovat pocty zivotaschopnych
patogennich bunék intestindlnich bakterii, ovlivnit jejich metabolismus nebo produkci
toxindl. Studie provedend na gnotobiotickych mySich s urcitou patogenni stfevni
mikroflérou ukézala, ze ackoliv se probiotickym mikroorganismiim zavedenym
do jejich gastrointestindlnino traktu nepodafilo odstranit Clostridium difficile,
ochranili ji proti zanétu sttev a pravdépodobné potlacovali produkei klostridialniho
toxinu (Fuller, 1991). Neéktera probiotika také mohou zkracovat délku nékterych

infekci virového pivodu napf. rotavirovym prijmim, kde jsou uCinky potvrzeny



u Bifidobacterium bifidum a Streptococcus thermophilus nebo Lactobacillus
rhamnosus GG nebo Bifidobacterium lactis Bb-12 (Salminen et al., 2010).

Mechanismem antimikrobiélniho piisobeni probiotik je jeich schopnost snizovat pH
V lumenu, vylucovat tzv. bakteriociny a inhibovat adherenci patogennich bakterii

na burky epitelu (Boirivant et Strober, 2007).

2) Schopnost adherence na stievni sténu

Probiotika jsou schopny adherovat k mukéze a epitelu. Svou interakci se stievnim
epitelem stimuluji bunky sekretujici hlen, posiluji imunitni funkci stfev, redukuji
zanétlivé bakteridlni infekce a zlepSuji tim 1 peristaltiku sttev (Collado et al., 2009).
Strevni epitel je ptirozenou bariérou pro vstup patogend do téla ze stievniho lumen.
Probiotické kmeny mohou chranit proteiny tésnych spoji, které jsou mistem,
kde patogeny nejlépe prochazeji, a to v dusledku patologickych netésnosti vzniklych
v disledku infekénich nebo zanétlivych chorob (Gill, 2003).

3) Stimulace imunity
Probiotika jsou schopny takeé ovlivnit celkovou imunitu hostitele diky schopnosti
stimulovat a regulovat humoralni i buné¢né imunitni odpovédi. Cely tento
mechanismus je na principu interakce probiotik s lymfoidni tkani, ktera je propojena

se stievni sliznici (Cross, 2002).

3.2.1.1 Adherence

Pfirozenou bariérou gastrointestindlniho traktu je mukoézni povrch, ktery ma funkci
chranit ho pted patogennimi mikroorganismy. Intestinalni epitel je pokryt specializovanymi
poharkovymi bunikami, které sekretuji vysokomolekularni glykoprotein, nazyvany mucin.
Mucin slouzi jako bariéra organismu proti pronikéni toxini do vnittniho prostedi nebo jako
lubrikant lumenu stfeva, usnadiiujici pasdZ traveniny. Mucin miiZe obsahovat specifické
oligosacharidy, které napodobuji specifickou strukturou epitelidlni receptory, které navazi
patogenni bakterie, a tim dojde K jejich imobilizaci. Bylo identifikovano 20 druhd mucinu,
Z nichz ptrevlada MUC2 (Kadlec et al., 2011).

Muciny jsou vysoce glykosylované bilkoviny, kde obsah sacharidi ptedstavuje
ptiblizné 80 % a vice. Proteinové jadro obsahuje prolin, serin a threonin, které se oznacuji

jako tzv. PTS sekvence. Kdyz se nachazeji muciny na rozhrani, predpoklada se, ze orientuji



své hydrofilni glykosylované ¢asti k vodné (polarni) fazy. MUC2, mé& zékladni proteinovy
fetézec, ktery obsahuje dvé PTS sekvence (obr. 2). Jinak obsahuje dalSich 5200 aminokyselin.
Tato proteinova kostra je husté pokryta glykany, které slouzi jako ochrannd vrstva a pojivova

vrstva, coz ma za nasledek jejich gelové vlastnosti (Lousinian et al., 2017).

VWE-D sekvence

Cysteinova PTS sekvence C-konec
sekvence
MUC2

y Y ¥

AKiA JAKEC A gl
N-gtykauy jedineéna sekvence O-glykany MWE-Gsekeeuce
MUC2

Obrazek 2: Chemicka struktura MUC2 (www.cell.com).

Nékteré kmeny jako napt. Lactobacillus johnsonii, L. reuteri nebo Bifidobacterium sp.
jsou schopny adherovat na sliznici diky dlouhym slizni¢énim sacharidovym vazbam.
Bakteridlni bunky se mohou liSit ve slozeni svého povrchu. Ten miZze byt slozen
Z lipoteichové kyseliny, vn¢j$i membrany, obsahujici glykolipidové lipopolysacharidy,
peptidoglykany. Tyto slozky se podileji na interakci s hostitelskymi buiikami. Zastupci jsou
schopny s pomoci jejich proteint (protein vazajici fibronektin) ptilnout ke komponentim
hlenu, ktery pokryva sliznici stfeva. Tato hlenova vrstva ma v organismu dvoji roli. Slouzi
jako bariéra pro prilnavost urcitych mikroorganismtt a pod ni nachazejici se epitel.
Ale zaroven muize také poskytnout prostfedi pro lep$i prilnavost ostatnich bakterii
(Andaloussi et al., 1995; Mukai et al., 2004).

Byl také identifikovan gen, ktery koduje adhezi manndzy, z L. plantarum.
Lipoteichové kyseliny, napojené na povrch bakterie L. johnsonii La 1, se podileji na adhezi
K bunétné linii kolorektalniho adenokarcinomu Caco-2. Na rozdil od toho u bifidobakterii
neexistuje takové mnozstvi presvéd¢éivych dikazi. Predpoklada se ale, ze by adheze mohla
byt pifes glykoproteiny nebo sacharidové fetézce jejich bunééné stény. Napiiklad
Bifidobacterium bifidum EB102 vykazuje vice bilkovinnych slozek, které jsou schopny vazat
glykolipidy bunécné linie Caco-2. Autofi jako Okochi a kol. (2017) nebo Ruas-Madiedo
akol. (2006) také =zdaraznuji dulezitost hydrofobie jako jeden z faktori adheze

u bifidobakterii. Mimo jiné, se na adhezi bakterii mlééného kvaseni podileji také



exopolysacharidy. Exopolysacharidy jsou exocelularni polymery pfitomné na povrchu
bakterii (Okochi et al., 2017; Ruas-Madiedo et al., 2006).

3.2.2 Potravinaisky vyuzivané kmeny probiotik

V poslednich letech stale vzriusta zajem o nékteré kmeny bakterii mlééného kvaSeni,
u kterych bylo navrzeno nebo dokézano, ze poskytuji specifické zdravotni vyhody, kdyz jsou
konzumovany jako potravinové dopliiky nebo komponenty potravy. Avsak nazory se velmi
lisi s ohledem na podminky potfebné k dolozeni pozadavku na prospé&$ny ucinek danych
bakterialnich kmeni, a zatim neexistuje zadny celosvétovy konsens na to, jak definovat
a provefit zivotaschopné kmeny mikroorganisma jako probiotika (Guarner and Schaafsma,
1997).

Probiotické ptipravky, které se v soucasné dobé vyskytuji na trhu, obsahuji zejména

bakterie mlééného kvaseni — Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus sp. (obr. 3).

Obrézek 3: Priklad kmeni bakterii mlééného kvaseni, jejichz vybrani zastupci jsou Fazeni mezi probiotika.
A = Lactobacillus sp. (http://www.solarfarma.com/uploads/content/1343472913.jpg); B = Streptococcus sp.
(https://mww. flickr.com/photos/ajc1/4197076733); C = Bifidobacterium sp. (http://www.bacteriainphotos.com/p
hoto%?20gallery/streptococcus%20pyogenes%203D.jpg).

Bylo prokazano, ze tyto tii vySe zminéné rody jsou soucasti lidské gastrointestinalni
mikroflory a jsou relativné neskodné. Kmeny bakterii mlé¢ného kvaSeni uzivané na vyrobu
téchto potravinovych doplnkd jsou vétsinou intestinalni izolaty jako L. acidophillus, L. casei
a B. bifidum. Dale jsou také zahrnovany zastupci jogurtové kultury (L. delbrueckii subsp.
bulgaricus a S. thermophilus), protoze jogurt byl v minulosti spojovan s prospé$nymi u¢inky
na zdravi konzumentti (Fuller, 1991). Mén¢ cCasto jsou pouzivané kmeny Enterococcus

faecium, Escherichia coli a Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (obr. 4). Probiotika
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se na trhu objevuji jako dopliky stravy nebo jako slozka funkénich potravin, ale i jako soucast

krmiv hospodatskych zvifat pro prevenci gastrointestinalnich infekci (Bengmark, 1998).

Obrazek 4: Piiklad dalSich méné ¢asto uzivanych Kkment probiotik. A= E. faecium (http:/petnet-
wp.s3.amazonaws.com/wp-content/uploads/2014/03/Enterococcus-Faecium-L.jpg);

B= E. coli (www.dangeralimentaires.com); C = S. cerevisiae var. boulardii (http://www.rochway.com.au/media/
wysiwyg/saccharomyces-boulardii.jpg).

3.2.2.1 Charakterizace rodu Bifidobacterium spp.

Bifidobakterie piedstavuji jeden z nejcastéjSich a nejpocetnéjSich bakterialnich
kolonizatorti stfeva a jsou znamy piedevSim pro svoje benefity pro zdravi, metabolismus
a imunitu hostitele (Nagpal et al., 2017). Bifidobakterie byly poprvé objeveny v roce 1900
Tissierem v détskych vykalech. Tissier vyizoloval bakterii s charakteristickym tvarem Y
anazval ho Bacillus bifidus. Tato bakteric byla anaerobni a b&éhem rastu nedochazelo
ke tvorbé plynu. Jako samotny taxon byly definovany az v roce 1924 (Biavati et al., 2000).

Rod Bifidobacterium spp. zahrnuje komensalni gram-pozitivni, polymorfni
tyCinkovité, bakterie. Jsou to anaerobni bakterie, ale citlivost na kyslik se méni podle druhu.
Tento rod vétSinou tvoii téméf 10 % typické stievni mikrobioty dospélého jedince. Rod
Bifidobacterium spp. je slozen z vice nez 50 druhd/podruhd, ale druhy typické pro ¢lovéka
jsou B. adolescenti, B.angulatum, B. bifidum , B. breve, B. catenulatum, B. dentium,
B. infantis, B. longum (obr. 5), B. pseudocatenulatum a B. pseudolongum (Nagpal et al., 2017,
Biavati et al., 2000). B. breve a B. infantis jsou typické bakterie ve stievech kojenct,
B. bifidum, B. catenulatum, B. longum a B. pseudocatenulatum jsou ptitomny ve vykalech jak
u novorozenct, tak iu dospélych a B. adolescentis byl identifikovén pouze ve stievech
dospélych jedinci (Biavati et al., 2000; Ruas-Madiedo et al., 2006). Bifidobakterie
se v zazivacim traktu objevuji v poctu 2 X 10! kolonie tvofici jednotka (KTJ)/g vykala (Hill,

1997). Podrobnéji jsou zastupci a jejich vyskyt uvedeny v tabulce 1.
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Obrazek 5: Bifidobacterium longum (http://www.mysticalbiotech.com/portfolio/bifidobacterium-longumy/).

Bifidobakterie se nalézaji také ve vagindlni mikroflote, jsou to naptiklad
B. adolescentis, B. bifidum, B. breve nebo B. longum. Nalézaji se i v zubnim kazu, kde
najdeme B. denticolens, B. dentium a B. inopinatum. N¢které rody bifidobakterii vyskytujici
se V travicim traktu zvifat jsou vypsany v tabulce 1. Sacharidy, pfitomné na povrchu sliznice
jsou zodpovédné za adhezi bakterii mlécného kvaseni, jako jsou praveé bifidobakterie (Biavati
et al., 2000; Ruas-Madiedo et al., 2006).

Bakterie rodu Bifidobacterium spp. maji charekteristickou metabolickou cestu
fermentace hexozy. Klicovym enzymem je fruktosa-6-fosfatfosfoketolasa, ktera S$tépi
hexosafosfat na erytrosu-4-fosfat a acetylfosfat. Kone¢nymi produkty této metebolické drahy
jsou kyselina mlé¢na a octova, vznikajici v poméru 2:3 (Biavati et al., 2000). Schematicky

je metabolicka draha znazornéna na obr. 6.

2 molekuly glukosy
3 molekuly adenosin
trifosfatu
fruktosa-6-fosfat
FOSFOKETOLASA R
. 3 molekuly octove kyselin
: 3 molekul, lfosfitu —— ¥ Y
xylulosa-5-fosfit molekuly acety

2 molekuly
adenosintrifosfatu <

2 molekuly kyseliny mlécné

Obrézek 6: Schéma metabolické dréhy bifidobakterii.
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3.2.2.1.1 Optimalni podminky
Rozmezi optimalni teploty pro rod Bifidobacterium spp. je 37 — 41 °C. Ptestavaji rast

pfi teploté nizsi nez 20 °C nebo vyssi nez 46 °C. Vyjimkou je B. thermacidophilum, ktery

je schopny rastu i pii mirné termofilnich podminkach (49,5 °C) (Gavini et al., 1991).

Bifidobakterie jsou mikroorganismy odolné viaci kyselinam. Jejich optimalni

pH je mezi 6,5 a 7,0. Neni zaznamenan rast pii pH niz§im nez 4,5 a vy$§im nez 8,5 (Biavati et

al., 2000).

Tabulka 1. Druhy bifidobakterii a jejich vyskyt — souhrn (Biavati et al., 2000).

Druh Vyskyt Druh Vyskyt

B. adolescentis Vykaly dospélého jedince, B. infantis Vykaly telete
vagina, bachor prezvykavcu,
odpadni vody

B. angulatum Odpadni vody, vykali B. inopinatum Zubni kaz
dospélych jedincu

B. animalis Krysi, kufeci, krali¢i, teleci B. lactis Fermentované mléko
vykaly, odpadni vody

B. asteroides Travici trakt Véely medonosné  B. longum Lidskeé vykaly, teleci
(Apis mellifera) vykaly, vagina, odpadni

vody

B. bifidum Vykali dospélého jedince, B. magnum Krali¢i vykaly
vykali novorozeného telete,
vagina

B. boum Bachor piezvykavct, vykaly B. merycicum Bachor piezvykavca
selete

B. breve Vykaly novorozeného a B. minimum Odpadni vody

B. catenulatum

B. choerinum

B. coryneforme

B. cuniculi
B. denticolens
B. dentium

B. gallicum
B. gallinarum
B. indicum

kojeného telete, odpadni vody,
vagina

Vykaly novorozence a
dospélého jedince, odpadni
vody

Vykaly selete, odpadni vody

Travici trakt VEely medonosné
(Apis mellifera)

Krali¢i vykaly
Zubni kaz

Zubni kaz, Gstni dutina, vykaly
dospélého jedince
Lidské vykaly

Slepé stievo kutat

Trévici trakt Veely vychodni
(Apis cerana)a Véely obrovské
(Apis dorsata)

B. pseudocatenulatum

B. pseudolongum subsp.

pseudolongum

B. pseudolongum subsp.

globosum

B. pullorum
B. ruminatium

B. saeculare

B. subtitle
B. suis

B. thermoacidophilum

B. thermophilum

Teleci vykaly, odpadni
vody

Praseci, kureci, by¢i,
teleci, krysi a morceci
vykaly, bachor
prezvykavct, odpadni
vody

seleci, teleci, krysi,
krali¢i a jehnéci vykaly,
bachor piezvykavct,
odpadni vody

Vykaly kurat

Bachor prezvykavcl
Krali¢i vykaly
Odpadni vody
Seleci vykaly
Odpadni vody

Praseci a teleci vykaly
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3.2.2.2 Charakterizace rodu Lactobacillus spp.

Zéstupci rodu Lactobacillus spp. maji tvar pravidelnych ty¢inek, které se shlukuji
do palisad nebo kratkych fetizki. Jsou to gram-pozitivni, katalaza negativni, nesporulujici
a nepohyblivé bakterie. Dle potieby kysliku je miizeme oznacit za fakultativni anaeroby nebo
mikroaerofily (maji slaby rast na vzduchu, ale siln€j$i rust pfi redukované koncentraci
kysliku), avSak néktefi zastupci vyzaduji pti izolaci anaerobni podminky (Sedlacek, 2007).

Podle kone¢nych produktl fermentace cukrii, Ize laktobacily rozdélit do 3 skupin:

1. Obligatné¢ homofermentativni — jsou schopny fermentace hexdzy na kyselinu mlécnou.
Do této skupiny patii napt. L. acidophilus, L. crispatus, L. delbrueckii, L. gasseri,
L. johnsonii, L. salivarius.

2. Fakultativné heterofermentativni — maji dvé metabolické drahy. Fermentuji hexdzu
na kyselinu mlé¢nou, ale pokud jsou limitovany kyslikem, produkuji smés kyseliny
mlécéné, octové, mravenci a ethanolu. Zde miZeme jmenovat zastupce jakou napf.
L. casei (obr.7), L. curvatus, L. paracasei, L. pentosus, L. plantarum, L. rhamnosus.

3. Obligatné heterofermentativni — ty z hexozy produji pouze smés kyseliny mlécné,
octove, ethanolu a CO,. Do této skupiny lze =zafadit L. brevis, L.buchneri,
L. fermentum, L. kefir, L. panis, L. reuteri, L. vaginalis (de Vuyst et Vendamme,

1994). Zastupci rodu Lactobacillus spp. a jeich vyskyt je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2. Druhy laktobacili a jejich vyskyt — upraveno (Walter, 2008).

Vyskyt Druh Vyskyt Druh
Vykaly L. acidophilus, Fermentované mlécné L. johnsonii,
L. crispatus,L. gasseri, vyrobky L. paracasei,
L. johnsonii, L. salivarius, L. plantarum, L. reuteri,
L. ruminis, L. casei, L. paracasei, L. fermentum, L. brevis,
L. rhamnosus, L. plantarum, L. sakei, L. curvatus,
L. reuteri, L. fermentum, L. brevis, L. casei, L. rhamnosus
L. delbrueckii, L. sakei,
L. vaginalis, L. curvatus
Ustni dutina L. acidophilus, Smésné jogurtové a L. delbrueckii
L. crispatus,L. gasseri, termofilni kultury (syry
L. salivarius, L. casei, Svycarského nebo
L. paracase,L. rhamnosus, italského typu)
L. plantarum, L. fermentum,
L. brevis, L. vaginalis
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Laktobacily se nachazeji v mistech, kterd jsou bohata na sacharidy, tedy napt.
ve sliznici vstupnich organi téla (vagina, stievo, ustni dutina) (Hammes et Vogel, 1995).
V travicim traktu jsou laktobacily zastoupeny v mnozstvi 10° KTJ/g vykala (Hill, 1997).
Nachézeji se i Vvrostlinném materialu jako je napt. hnuj, silaz, fermentované potraviny

(Hammes et VVogel, 1995).

3.2.2.2.1 Optimalni podminky

Jejich optimalni teplota ristu se pohybuje v rozmezi 30 — 40 °C. Optimalni rozmezi
pH je neutrélni, tedy 5,5 — 6,2. Laktobacily maji komplexni nutri¢ni pozadavky (na sacharidy,
aminokyseliny, peptidy, estery mastnych kyselin, soli, derivaty nukleovych kyselin
a vitaminy) (Hammes et VVogel, 1995; Sedlacek, 2004).

Obrazek 7: Lactobacillus casei (https://fineartamerica.com/featured/1-lactobacillus-casei-shirota-bacteria-sem-

science-photo-library.html/)

3.2.2.3 Charakterizace rodu Streptococcus spp.

Rod Streptococcus spp. zahrnuje gram-pozitivni, nepohyblivé a kataldza negativni
koky, které se sdruzuji do dvojic az fetizkii. VSichni zastupci tohoto rodu jsou fakultativné
anaerobni, takze nevyzaduji ke svému rustu kyslik, ale tolerujiho. Maji fermentaéni
metabolismus, sacharidy pfeméfiuji na kyselinu mlécnou, bez produkce plynu, proto
se zafazuji mezi homofermentativni bakterie. Tento rod zahrnuje druhy jak komenzalni,
tak i parazitické az patogenni. Nékteré nepatogenni druhy jsou soucasti mikroflory ustni
dutiny (Sedlagek, 2007; Votava, 2003). V zaZivacim traktu se vyskytuji v poctu 10’ KTJ/g
vykalu (Hill, 1997).
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Rod Streptococcus spp. je ¢lenén do 4 skupin:

1. Pyogenni B-hemolytické — sem patfi patogenni druhy pro c¢loveéka, jako napf.
S. pyogenes, ktery je pti¢inou angin.

2. Orélni — nejpocetndjsi skupina tohoto rodu. Radi se sem S. salivarius a S. sanguinis,
které se nachazeji v ustech ¢loveka i zvifat.

3. Ostatni — sem jsou fazeny streptokoci, ktefi se nachazeji ptredev§im u zvifat, napf.
S. uberis, pfitomny na kuzi, bradavkach nebo tkani kravského vemene, muze
se vyskytovat i v syrovém mléce, nebo S. equinus, nachazejici se v travicim traktu
koné. Do této skupiny se fadi i S. thermophilus (obr. 8)

4. Anaerobni — mezi které fadime S. hansenii, nachazejici se ve stolici ¢lovéka
(Silhdnkova, 2002). V tabulce 3 jsou uvedené dalsi vybrané druhy a jejich p¥irozeny
vyskyt.

Obrazek 8: Streptococcus thermophilus (http://www.mysticalbiotech.com/portfolio/streptococcus-
thermophilus/)

3.2.2.3.1 Optimalni podminky
Teplota pro rast zastupcu rodu Streptococcus spp. je 25 — 45 °C, ale maximalni

a minimalni teploty se 1i§i v zavislosti na jednotlivych druzich. Obvykle ale riist neprobiha
pod 10 °C, optimalni teplota je 37 °C. Optimalni pH je mirné zasadité 9,5. Jejich rust probiha
pouze na komplexnich mediich, nebot’ streptokoky jsou naro¢né na Ziviny. Pro sviij rlst

pottebuji aminokyseliny, peptidy, puriny, pyrimidiny a vitaminy (Sedlacek, 2007).

14



Tabulka 3. Vybrané druhy streptokokii a jejich vyskyt — upraveno (Bednat, 1996).

Druh Vyskyt

S. pyogenes Kuze, stni dutina

S. agalactiae Vagina, gastrointestinalni trakt

S. mutans Ustni dutina, zubni kaz

S. thermophilus Soucast jogurtové kultury, fermentované
mlécné vyrobky

3.2.3 Prospésné ucinky probiotik

Dulezitym pozadavkem na probiotické kmeny mikroorganismi, aby mohly byt
pouzity pii vyrob¢ potravin a mit prospesné Ucinky na hostitele (Cloveka), je potieba udrzet
si zivotaschopnost a aktivitu v potravinové matrici pied konzumaci. Vhodnymi nosici jsou
napiiklad fermentované mlécéné vyrobky, jejichz pufrovaci schopnost poskytuje ochranu
mikroorganismiim v gastrointestinalnim traktu.

Bakterialni kmeny, které jsou pouzivany do probiotickych potravinaiskych vyrobku,
musi pln¢ spliiovat tyto pozadavky:

1) Piezit kyselé podminky zaludku (pH 1 — 4).

2) Byt rezistentni k aktivité zlu¢ovych soli.

3) Byt rezistentni k degradaci travicimi enzymy, které jsou pritomné v tenkém stieve.

4) Prezit aktivitu toxickych metabolitt, v prvni fad¢ fenoli, produkovanych b&hem
traviciho procesu, antibiotik a faga, pifi anaerobnich podminkdch a podminkach

skladovani nosice (Kailasapathy and Chin, 2000; Salminen et al., 1998).

Tyto probiotické bakterie jsou v potraviné ve formé zivotaschopnych bunék, kterych
je k jejich G¢inku potieba pomérné velké mnozstvi. Kultury musi byt nejen schopny odolat
kyselému prostiedi Zaludku, ale také je nutné, aby se poté ve stfevé mnozily. Jejich plisobeni
musi byt charakterizovatelné naptiklad zvySenim odolnosti konzumenta vuéi nékterym
patogennim mikroorganismiim (BartoSova, 2009). Schopnost probiotik osidlovat tlusté stfevo
je vSak casto velice nejistd, ackoliv prezivaji a zlstavaji zivotaschopné po celou dobu
pruchodu gastrointestinalnim traktem. Ve vétsiné piipadi je tedy nutné pokracovat
s pravidelnym pfijimanim potravy obsahujici probiotické kultury, spise nez ptedpokladat,
ze par davek umozni mikroorganismiim osidlit stievo permanentné (Fuller, 1991). Minimalni
terapeutické davky, je navrzeno na 108 — 10° KTJ/ml denng, je tedy b&zné, Ze probiotické

produkty prodavane v EU s jakymkoli narokem na zlepSeni zdravi spotiebitelt, musi
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dodrzovat kritérium minimalniho obsahu 10° KTJ/ml Zzivych bungk k datu spotieby.
(Kailasapathy and Chin, 2000).

V pfirozeném prostfedi se ochranna stievni mikrofléra vyviji do znacné miry
automaticky a neni zde potteba probiotickych doplikt stravy, ale v soucasnosti Ziji lidé
a hospodaiska zvifata vSak spiSe v ponékud nepfirozenych podminkach. Je stale vice
evidentni, ze velké mnozstvi lidskych civilizacnich onemocnéni je Casto spojeno s nezdravym
Zivotnim stylem a teoreticky bychom jim tedy méli byt schopni piedejit. Stres moderniho
zivota, snizujici se fyzickd aktivita a konzumace nevyvazené stravy pfispivaji ke zvyseni
rizika rozvoje rtiznych chorob, jez jsou zpisobeny nebo podpofeny zménami piirozené stievni
mikroflory. (Bengmark, 1998). Také piijem nadmérného mnozstvi antibakterialnich latek,
sahajicich od vinného octa po antibiotika, intestinalni mikrobioté neprospiva (Fuller, 1991).

Ukazuje se, ze udrZzovanim ptiznivého mikrobialniho osidleni stfeva lze dosahnout
pozitivnich u¢inkti na organizmus jako celek. K tomu pftispiva strava s dostatecnym
mnozstvim vlakniny, zejména rozpustné, zakysanych mlé¢nych vyrobku a dalsich kvasenych
potravin obsahujicich probiotické kmeny mikroorganismil. Ani ptipravkiim s probiotiky vSak

nelze upfit jejich vyznam v prevenci a 1é¢bé nemoci (Grofova, 2010).

3.2.3.1 Vyuziti jako antibiotika

V roce 1877 Pasteur a Joubert objevili antagonistickou interakci mezi nékterymi
bakterialnimi kmeny a na pfelomu stoleti Mecnikov diskutoval moznosti 1éCby intestinalnich
poruch pomoci stfevu prospéSnych mikroorganismti. Behem poslednich 50 let se vSak zajem
zamé&fil na uzivani chemoterapeutik a antibiotik. Divody pro soucasné obnoveni zajmu
0 kontrolu stfevnich infekci pomoci zdravé intestinalni mikroflory, zahrnuji nésledujici body:

1) Zjisténi, ze 1éEba antibiotiky neni Gispé$na v takové mife, jak bylo o¢ekavano.

2) Uvédomeéni si faktu, ze lécba antibiotiky naruSuje ochranou stievni floru a ¢ini
organismus nachyIné;jsi k dal$im infekcim.

3) ZvySujici se obavy z rezistence k antibiotikim jako vysledek jejich vseobecné

rozsiten¢ho Castého predepisovani a uzivani (Bengmark, 1998).

3.2.3.2 Rakovina tlustého stfeva

Probiotické bakterie mohou vykazovat ucinky proti nadorovym onemocnénim
a to na nadory v oblastech prsu, délozniho ¢ipku a tlustého stfeva. Tento antikancerogenni

efekt je vysvétlen nékolika zplisoby. Probiotika snizuji pH, snizuji hladinu prokarcinogennich
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enzymu, zlepSuji proliferaci bunck inhibici normdlni bunécné apoptdézy a také maji
citoprotektivni u¢inek (Donaldson, 2004).

V literatufe je zaznamenan pravdépodobny pozitivni G¢inek probiotik pfi prevenci
rakoviny tlustého stfeva. Obecné antikarcinogenni mechanismy zahrnuji systémové ucinky,
pfimy uc¢inek na stfevni sliznici a intraluminalni u¢inek (Chong, 2014). Antinadoroveé
pusobeni probiotik mize byt zptisobeno: inhibici karcinogenti a/nebo prokarcinogent, inhibici
rastu  mikroorganismt, které konvertuji prokarcinogeny na karcinogeny, aktivaci
hostitelského imunitniho sytému, redukci stfevniho pH a tim regulaci aktivity potencialné
patogennich mikroorganismii, zménou motility tlustého stfeva a doby pruchodu traveniny
(Mclntosh, 1996). Probiotika také maji imunomodulaéni efekt na hostitele, kde maji
schopnost modulovat zanét ve stieve, ktery vede ke vzniku karcinomu (Chong, 2014).

Pokusy na zvifatech potvrdily, ze jogurt a fermentovand mléka s probiotickymi
kulturami inhibuji tvorbu a proliferaci nadoru. To muize byt vysvétleno metabolickym
ucinkem probiotickych bakterii, jez zahrnuje redukci fekalnich enzymd, které
v gastrointestinalnim traktu konvertuji prokarcinogeny v karcinogeny. U nékterych kment
L. acidophilus a Bifidobacterium spp. bylo pozorovano, Ze redukuji hladinu fekalnich enzymu
jako B-glukuronidazy, azoreduktdzy, nitroreduktazy a uredzy, jez katalyzuji pfeménu
karcinogenich amint. Konzumace probiotik pii spojeni s oligosacharidy muze navic podpofit
jejich rust v tlustém stfevé a tim i produkci véts§iho mnozstvi mastnych kyselin s kratkymi
fetézci jako je maselnd, octova, mlé¢na a mravenci kyselina, u nichz byly potvrzeny
protinadorové ucinky na buné¢né trovni (Kailasapathy and Chin, 2000).

Ve studii Ankaiah a spol. (2017) se zabyvali protirakovinnymi G¢inky enterocinu
bakterii rodu Enterococcus spp. Konkrétn¢ se zabyvali entoricinem A, ktery je dukladné
charakterizovan a produkovan E. faecium, ktery byl izolovan z lidského stieva. Dosli
k zavéru, Ze vykazuje i antibiotickou aktivitu proti patogennim mikroorganismum jako jsou
Acinetobacter baumannii, Lysteria monocytogenes nebo Streptococcus aureus. Dosli také
Kk zavéru, Ze tento enteroccin vykazoval protirakovinné G¢inky i na burkach typu Caco-2,
kde indukuje pozdni apoptozu a zastavi bunécny cyklus ve fazi sub — G, G1 a nevykazuje
zadnou inhibi¢ni aktivitu k ristu normalnich bunék (Ankaiah et al., 2017).

Autofi Rajoka a kol. (2018) zkoumaly adhezi Lactobacillus spp. in vitro k bunétné
linii Caco-2. VsSechny testované kmeny vykazovaly stejnou miru adheze k této
adenokarcinomni bunééné linii, ale nejvétsi miru vykazovaly kmeny Lactobacillus ingluviei

a Lactobacillus vaginalis (> 90 %). Tim autofi potvrdili schopnost adherence tohoto kmene
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a navrhli myslenku, Ze bakterie Lactobacillus spp. mohou mit v tlustém stfevé inhibi¢ni

ucinky proti rakovinnym bunkam (Rajoka et al., 2018).

3.2.3.3 Diabetes mellitus

Diabetes 2. typu u osob, které konzumuji dlouhodobé¢ stravu s vysokym obsahem tuku,
je spojen s proinflamatornim stavem. Slozeni ptirozené mikroflory stieva Casto urCuje stupeil
zanétu, jez prispiva ke vzniku onemocnéni diabetus mellitus a obezity. Bylo zjisténo,
ze protizanétlivy faktor neptimo koreluje s populaci bifidobakterii ve stfevé. Ukazalo se takeé,
7ze U diabetu vyvolaného tuc¢nou stravou korelovalo zvySujici se mnozstvi bifidobakterii
ve stieve se zlepSenim gluk6zové tolerance. Pozitivnim piisobenim na chronickou zanétlivou
odpovéd’ organizmu, snizenim mnozstvi endotoxinu ve stfevé a posilenim stfevni bariéry
by tak mohly bifidobakterie pomoci redukovat vyskyt diabetu 2. typu (Grofova, 2010).

U diabetu 1. typu by mohla probiotika vyznamné pomoci modulaci imunitnich reakci
organismu pii spravném osidleni zazivaciho traktu malych déti, a tim ptipadné i zabranit jeho
vzniku. Déti, které se dostaly do styku s probiotickymi kmeny laktobacili v ranném véku,
vykazovaly snizené riziko vzniku autoimunitnich ostrivkd. Mechanismus piisobeni zatim
neni dostateéné popsan, ale predpoklada se, Ze nedostatek bakteri, které produkuji laktat
ve stfev€, jsou nahrazeny kmeny, které vytvareji butyrat, a to vede k aberantni imunitni
odpovédi (de Goffau et al., 2014; Heeney et al., 2018).

3.2.3.4 Antihypertenzni a hypocholesterolemicky u¢inek

Probiotika jsou primarné spojovana hlavné s pozitivnimi ucinky na travici trakt,
ale vysledky n¢kterych soucasnych studii také ukazuji, ze hraji daleZitou roli v metabolickych
poruchéach, které vedou k hypertenzi. Diskutovana je schopnost modulovat lipidovy profil,
pusobit na hladinu inzulinu, reninu a pohlavnich hormont. SniZzeni mnozstvi sérového
cholesterolu a zlepSeni profilu krevnich lipidii vede ke sniZeni rizika hypertenze. V roce 1974
zjistili Mann a Spoerry, ze mléko fermentovane laktobacily mélo hypocholesterolemicky
efekt. Podobné Uc¢inky pozdéji prokdzaly také bifidobakterie, u nichz bylo zaznamenano,
ze jeji konzumace znatelné snizuji hladinu sérového cholesterolu. Mechanismem muze byt
pravdépodobné asimilace cholesterolu bakteriemi v tenkém stievé, jeho zabudovani
do bunééné stény nebo schopnost enzymaticky dekonjugovat Zlu¢ové kyseliny (Grofova,
2010; Klaver et Van, 1993). Na biotransformaci zlu¢ovych kyselin, ktera ma za nasledek
zlepSeni metabolismu lipidd a cholesterolu, se ucastni bakterie lidského mikrobiomu

a to Bacteroides intestinalis, Bateroides fragilis a Escherischia coli (Fukiya et al., 2009).
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3.2.3.5 Laktézova intolerance

Laktozova intolerance neboli laktazovd nedostate¢nost znamena, Zze koncentrace
enzymu B-D-galaktosidazy (trivialn¢ laktaza) S$tépiciho laktozu, ktery je syntetizovan
Vv kartaCovém lemu mukoézy tenkého stieva, je nizka nebo neni produkovana viibec. Tento stav
zpusobuje neschopnost traveni laktozy, fenomén nazyvany také lakt6zova malabsorbce nebo
lakt6zova maldigesce (de Vrese et al., 2001). Schéma procesu traveni laktozy v lidském téle
tolerantnich a intolerantnich pacientti znazornuje obr. 9.

Velka cast svétové populace je laktdozovée intolerantni. Schopnost vytvaret dostatecné
mnozstvi enzymu zodpovédného za traveni laktozy, ackoli je ptitomna v kojeneckém obdobi,
vymizela po ptechodu na normalni stravu. V mistech, kde mléko neptedstavuje zakladni
potravinu, nezpusobuje laktdozova nesnaSenlivost Zadné problémy, ale kdyz tito lidé migruji
do Evropy nebo USA, problémy nastanou, protoze piijmu laktdézy v potravinach je tézké
se vyhnout.

Mechanismus zatim nebyl zcela objasnén, ale bylo navrzeno, ze fermentované mlécné
produkty jsou zdrojem pifedem vytvoiené laktdzy a bakterii, které laktdzu produkuji, kdyz
se dostanou do tenkého stteva (Fuller, 1991).

Aktivita mikrobiélni p-D-galaktosidazy zistava nedotCena pii prichodu Zaludecni
Casti traviciho traktu a enzym je poté uvolnén zluGovymi solemi do tenkého stieva, kde
podporuje traveni laktozy. Dalsim mechanismem je pak zpomaleni vyprazdiovani zaludku
a prachodu traveniny stfevem, coz prodluzuje dobu pusobeni zbytkt B-D-galaktosidazy,
produkovaneé (v nizs$i mife) v tenkém stfevé a snizuje tak pacientim osmotickou zatéz laktdzy.
Kratkodobé a dlouhodobé piijimani laktézy a bakterii ve fermentovanych mléénych
produktech muzZe navic pusobit na stievni pH a ostatni proménné intestinalniho prostiedi
a mize tedy zmirnit ptiznaky laktézové intolerance nebo ostatnich gastrointestindlnich poruch
(de Vrese et al., 2001).

Ne vSechny probiotické kmeny mikroorganismi jsou vSak schopny uvoliovat laktazu
do tenkého stieva. Tento jev byl pozorovan napiiklad u nékterych zastupcu Lactobacillus
acidophilus a probiotickych i neprobiotickych bifidobakterii (de Vrese et al., 2001; Fuller,
1991).

Schopnost uvoliiovat enzym byla naopak prokazana u Bifidobacterium angulatum,

Vv niz$i mife u B. breve a B. longum (Kailasapathy and Chin, 2000).
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Obrazek 9: Schematické znazornéni traveni laktozy za normalnich podminek a p¥i laktézové intoleranci

(http:/lwww.rayur.com/wp-content/uploads/2012/07/Lactose-Intolerance.jpg).
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3.3 Tradi¢ni mlé¢né vyrobky stredni Asie
3.3.1 Velbloudi mléko

Velbloud dvouhrby (Camelus bactrianus), jehoz vyskyt je znazornén na obr. 10,
avelbloud jednohrby (Camelus dromedarius) patfi do ftadu sudokopytniki a celedi
velbloudovitych. Maji ttidilny Zzaludek, ale piezvykuji jinak neZ vlastni piezvykavci.
Velbloudi mléko patii mezi tzv. mléka kaseinova, takze v jeho slozeni ptevladaji kaseinové
bilkoviny. Vybrané slozky mléka, porovnané ke kravskému mléku, jsou uvedeny v tabulce 4.
Velbloud se chova nejenom pro piepravu biemen, ale i pro maso a mléko ¢i vinu. Kazachstan
je zemé, kde ziji dva druhy vebloudd (C. bactrianus a C. dromedarius) a jejich hybridi
(Konuspayeva et al., 2007; Tsakalidou et Papadimitriou, 2016).

..s"

Obrazek 10: Vyskyt velblouda dvouhrbého (http://www.atlaszvirat.cz/photos-mapy/mapa-velbloud-
dvouhrby.jpg)

Velbloudi mléko a vyrobky z n¢j jsou velmi popularni v Kazachstanu, kde jsou znamy
jeho 1écivé a dietarni vlastnosti. (Faye et al., 2008). Mléko velblouda mé protirakovinové,
hypoalergeni a antidiabetické vlastnosti. Velbloudi mléko je i dalezitym zdrojem bilkovin
pro lidi, ktefi ziji v suchych oblastech svéta (Magjeed, 2005; Shabo et al., 2005; Agrawal
et al., 2003). Spotieba velbloudiho mléka je stale oblibengjsi v Asii, Africe a Evropé pro své
vyzivné i lé¢ebné vlastnosti, které toto mléko ma v disledku piitomnosti zékladnich zivin
(bilkoviny, tuky, lakt6za a mineraly) a bioktivnich latek (imunoglobuliny, laktoferin, lysozym
nebo protein rozpoznavajici peptidoglykan). Specifikaci velbloudiho mléka je blaktoglobulin,
patfici k rozpustné frakci mléka (Lajnaf et al. 2018). Studie uvadi zajimavé biochemické
vlastnosti velbloudiho mléka a lepsi stabilitu slozek ve srovnani s mlékem jinych savci jako
je napiiklad skot nebo cloveék. Nejdilezitéjsi vlastnosti velbloudiho mléka je jeho

hypoglykemickd aktivita, kterd byla zkouména u diabetu 1. typu, pozorovana na zvifecim

21



I lidském modelu. Bylo navrzeno, ze konzumace velbloudiho mléka vede ke snizeni potiebné

davky inzulinu u diabetickych pacient (Abdulrahman et al., 2016).

Tabulka 4. SloZeni velbloudiho mléka (Konuspayeva et al., 2009) v porovnani s kravskym
mlékem (Ceballos et al., 2009).

Vybrané slozky Velbloudi mléko Kravské mléko
Tuk 5,8 % 3,42 %
Laktoza 5,33 % 4,11 %
Bilkoviny 4,02 % 3,48 %

Nejbéznéjsimi druhy probiotickych bakteri ve velbloudim mléce jsou Lactobacillus
casei subsp. casei, L. helveticus, L. plantarum, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc
mesenteroides a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (Khedid et al., 2009). Déle byl
izolovan L. plantarum v mnozstvi 10° KTJ/ml. L. reuteri byl izolovan v mnozstvi 10%2
KTJ/ml.

3.3.2 Tradié¢ni produkty z velbloudiho mléka

3.3.2.1 Chal

Chal nebo Subat je turkicky napoj z fermentovaného velbloudiho mléka, ktery méa
velky potencial stat se funkéni potravinou. Je to napoj, charekteristicky svou Sumivosti
a kyselou prichuti. Tento napoj je popularni ve stiedni Asii, pfedevS§im v Kazachstanu
a Turkmenistanu. Tento napoj patii mezi zékladni letni jidla. Z povrchu chalu pii vyrobé
se odebird agaran. Tomuto fermentovanému ndpoji se prfipisuji virucidni vlastnosti. Tento
tradiéni napoj se piipravuje v kozeném vaku ¢i v keramické nadobé. Ke ziedénému mléku
se po dobu 3 — 4 dni ptidava Cerstvé mléko. Velbloudi mléko nezkysne po dobu 72 hodin pii
teploté 10 °C, kdy se vyuziva spontanni kvaseni. Pii 30 °C toto mléko zkysne béhem 8 hodin.
Chal se také muze vyrobit pomoci Lactobacillus casei a Streptococcus thermophillus pti
teploté 25 °C po dobu 8 hodin (Grigoryants, 1954; Moslehishad et al., 2013;Yagil, 1982).
Autoii Soleymanzadeh a kol. (2016) izolovaly bakterie z tradi¢niho chalu z oblasti Iranu.
Celkovy pocet bakterii se pohyboval mezi 7,3 a 9,04 log KTJ/ml po 24 hodinach fermentace
(Soleymanzadeh et al., 2016).
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3.3.2.2 Gariss

Velbloudi mléko je také pouzivano V nékterych africkych regionech. Naptiklad
v nékterych oblastech Sidanu se vyrobku z velbloudiho mléka tika gariss. Vyroba produktt
z tohoto mléka je v této zemi nestabilni, diky nomadskému zpusobu Zivota jejich obyvateld,
vyrobky se tudiz nedostavaji k obyvatelim mést nebo vétsich obci. AvSak ko¢ovni obyvatelé
si musi z velbloudiho mléka ptipravit kvaseny napoj zvany gariss, ktery jim slouzi po n€kolik
mésict jako zdroj riznych zivin (Abdelgadir et al., 1998; Abdelgadir et al., 2008).

Gariss je z velbloudiho mléka vyrabén pomoci semikontinualniho fermenta¢niho
procesu, kdy fermentace probihd ve dvou kozenych vacich obalenych mokrou travou
na hrbech velblouda, kde je mléény obsah vystaven neustalému promichavani, diky trhavé
chiizi velbloudt. Z téchto vaki se odebira ¢ast ke spotiebé, ktera je ithned nahrazena Cerstvym
velbloudim mlékem. Takto se to opakuje az mésice (Abdelgadir et al., 1998).

Z mikrobiologického hlediska bylo zjisténo, Ze za fermentacni proces je zodpovédna
smés bakterii mlécného kvaseni (Lactobacillus spp. a Streptococcus spp.) a kvasinek. Ve
studii dle Sulieman a kol. (2006) byla charakterizovdna mikroflora vzorka garissu ze dvou
oblasti Sudanu pomoci fenotypovych metod. Zjistili, Ze v garissu se nachazi bakterie jako
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, ktery byl nejdominantné;jsi, dale pak L. fermentum,
L. plantarum. Lactococcus lactis, Enterococcus sp. a Leuconostoc sp. (Abdelgadir et al.,
2008; Sulieman et al., 2006).

3.3.2.3 Suusac

cey

V Keni je jak cerstvé, tak 1 fermentované mléko konzumovano obyvateli, zZijicimi
pasteveckym zpusobem zivota v suchych a polosuchych oblastech zemé. Tradi¢né
se tu piipravuje z velbloudiho mléka fermentovany napoj zvany suusac, ktery vznika
fermentaci z nechlazeného mléka v kouifem osetiené tykvy. Proces kvaseni probiha pii okolni
teploté (26 — 29 °C) po dobu 1 — 2 dni. Vznikly vyrobek ma bilou barvu, nizkou viskozitu
a vyraznou koufovou chut. V mikroflofe podilejici se na vzniku napoje suusac byly
identifikovany bakterie mléného kvaSeni (L. curvatus, L. plantarum, L. salivarius,
L. raffinolactis a L. mesenteroides subsp. mesenteroides) a kvasinky (Candida krusei,

Geotrichum penicillatum a Rhodotorula mucilaginosa) (Lore et al., 2005; Sanders, 1991).
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3.3.3 Kobyli mléko

Kun domaci (Equus caballus) patii do fadu lichokopytnik a ¢eledi konoviti. Konoviti
jsou specializovani na zivot ve stepich ¢i savandch a ziji ve stddech. Tato celed
ma jednoduchy Zaludek se dvéma laloky, na konci jicnu je klapka, ktera zabrafiuje navraceni
potravy. Kobyli mléko se fadi mezi mléka tzv. albuminova (Law, 1997). Vybrané slozky
mléka jsou uvedeny v tabulce 5.

Ya et al. (2008) izolovali z kobyliho mléka Lactobacillus casei Zhang, ktery
vykazoval pfiznivé probiotické vlastnosti, jako jsou: odolnost vii¢i kyselindm, ZluCova

rezistence nebo kolonizace travici soustavy (Ya et al., 2008).

Tabulka 5. SloZeni kobyliho mléka (Marconi et Panfili, 1998) s kravskym mlékem
(Ceballos et al., 2009).

Vybrané slozky Kobyli mléko Kravské mléko
Tuk 1,5% 3,42 %
Laktoza 6,2 % 4,11 %
Véapnik 64,7 mg/100 g 113,58 mg/100 g

3.3.4 Tradié¢ni produkty z kobyliho mléka

3.3.4.1 Kumis

Kumis neboli airag ¢i chigee je tradi¢ni napoje koCovnych kmeni ve stiedni Asii.
Jednd se o0 spontann¢ fermentované kobyli mléko, které je oblibené mezi obyvateli
Mongolska, Kazachstanu, Kyrgystdnu a n€kterych oblasti Ruska. Kumis je pouzivan také
Vv tradi¢ni ¢inské medicin€. Kumis je mléény vyrobek velmi podobny kefiru az na to, ze kumis
je fermentovan pomoci kapalné startovaci kultury. Kobyli mléko obsahuje vétsi mnozstvi
laktézy nez mléko kravské, proto tedy konecny produkt ma vétSi obsah ethanolu. Kobyli
mléko je v procesu vyroby kumisu fermentovano rodem Lactobacillus spp. a kvasinkami,
za michani ¢i chvéni. V fizené vyrobg, trva fermentace 2-5 hodin pti teploté 27 °C. Hotovy
vyrobek obsahuje mezi 0,7 — 2,5 % alkoholu, 0,5 — 1,5 % kyseliny mlé¢né, 2 — 4 % laktézy
a 2 % tuku (Law, 1997).

Existuji tfi typy kumisu v zavislosti na obsahu kyseliny mlééné: silny, stfedni a lehky
kumis. Silny kumis je ziskavan pomoci fermentace bakteriemi mlééného kvaseni

(L. bulgaricus a L. rhamnosus), které okyseli mléko az na pH 3,6 — 3,3, a jejichz konverzni
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pomér laktdzy ke kyseliné mlééné je asi 80 — 90 %. Mirny kumis obsahuje také bakterie rodu
Lactobacillus spp., konkrétné L. acidophilus, L. casei, L. fermentum a L. plantarum. Tyto
bakterie maji omezengjsi okyselovaci vlastnosti, takze tento napoje ma pH 4,5 — 3,9 na konci
fermentace. Pomér konverze téchto bakterii je v priméru 50 %. Lehkym kumisem je mirné
kysely produkt (pH 4,5 — 5,0) a vznikd pomoci fermentace bakteriemi S. thermophilus
a S. cremoris. (Danova et al., 2005; Law, 1997). Pocet bakterii mlééného kvaseni zjistenych
v kumisu byl nésledujici: L. casei v poétu 6,11 KTJ/ml, L. helveticus v po¢tu 7,45 KTJ/ml,
L. kefiri v po¢tu 6,21 KTJ/ml, L. plantarum v poé¢tu 5,6 KTJ/ml. Déle byly spocitany i dalsi
druhy bakterii mlééného kvaseni napt. Leuconostoc mesenteroides v poctu 6,58 KTJ/ml nebo
Lactococcus sp. Vv poctu 6,86 KTJ/ml (Watanabe et al., 2008).

Fermentace je symbiotickd a zalezi na pusobeni dvou typti mikroorganismi. Vedle
bakterii jsou to také kvasinky (Kluyveromyces, Saccharomyces a Candida sp.). Ale pravé
laktobacily hraji hlavni roli ve fermentacnim procesu, kterd ovliviiuje vini, strukturu
a kyselost produktu, stejné tak maji i vliv na lidské zdravi (Danova et al., 2005; Montanari
et al., 1996).

Studie dle Rong et al. (2015) navrhovala, ze kumis mize mit vliv na aktivitu travici
soustavy, ob&hové soustavy, nervové soustavy a imunitniho systému (Rong et al.; 2015). Dale
byly popsany dalsi ptiznivé Uc¢inky, a to na tvorbu krve, funkci ledvin a endokrinnich zlaz.

Dnes uz je kumis fazen mezi funk¢ni potraviny (Fedechko et al., 1995).

3.3.5 Jaci mléko

Jak divoky (Bos mutus) je zastupce fadu sudokopytnikti a Celedi turd pravych, ktery
je adaptovany na zivot ve vysokohorskych oblastech centralni Asie. Jeho domovinou jsou
hory v Tibetu, Nepalu a ¢inské ¢asti Turkestanu. Jeho domestikovanou formou je jak domaci
(Bos grunniens), ktery je chovan ve stejnych oblastech jako jeho divoky piedek. Uziva se jako
tazné zvife, ale zarovén je dojen a poraZen pro maso. Zvlastnosti jeho chowvu je, Ze se sbira
jeho trus, ktery obyvatelim horskych oblasti slouzi k zateplovani domii nebo jako topivo
(Sharma et al., 2006). Ja¢i mléko je mnohem bohatsi na tuk nez je mléko kravské — obsahuje
5,3 — 8,8 % mlécného tuku. Zajimavosti je i to, Ze tukové kapénky v ja¢im mléce jsou vetsi
oproti mléku kravskému a proto je Ize 1épe rozbit a zkoagulovat (Luo et al., 2018). Slozeni
jac¢iho mléka je uvedeno v tabulce 6.

Tradi¢né je v oblasti Himalaji ja¢i mléko uzivano jako lek proti zanétlivym

onemocnénim gastrointestinalni soustavy (Pei et al., 2018).
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Tabulka 6. SloZeni ja¢iho mléka (Li et al, 2011) s kravskym mlékem (Ceballos et al., 2009).

Vybrané slozky Jaci mléko Kravské mléko
Tuk 6,12 % 3,42 %
Laktoza 5,03 % 411 %
Bilkoviny 4,95 % 3,48 %
Véapnik 154,54 mg/100 g 113,58 mg/100 g

3.3.6 Tradiéni produkty z ja¢iho mléka

Lidé z oblasti Himalaje pfipravuji fadu fermentovanych mléénych vyrobku, které jsou
lokéaln€ nazyvany jako dahi, mohi, gheu, maa, chhurpi, ¢hu, somar, philu a shyow. Avsak
produkce téchto mléénych produktii je omezena pouze na jednotlivé domacnosti. Vyse
vyjmenované vyrobky, tradi¢ni pro oblast Himalaje, jsou dulezitou soucasti kazdodenni
stravy obyvatel ve venkovskych oblastech. Vyroba je velmi jednoduchd, pouzivaji cast
pfedem fermentovaného mléka jako zdroj bakterii mlééného kvaSeni do Cerstvého
ptevafeného mléka (Dewan et Tamang, 2006; Sharma et al., 2006). Bakterie mlé¢ného
kvaSeni, které byly ve vzorcich téchto produktt identifikovany, byly Enterococcus faecium,
Lactobacillus alimentarius, L. bifermentas, L. hilgardii, L. kefir, L. paracasei subsp.
pseudoplantarum, L. paracasei subsp. paracasei, L.plantarum, Lactococcus lactis subsp.
cremoris a L. lactis subsp. lactis. Tyto bakterie, vyizolované z tradi¢nich produktt z oblasti
Himalaje, vykazovaly vysokou galaktosidazu a antagonitu proti gram-negativnim bakteriim
(Dewan et Tamang, 2007). Watanabe a kol. (2008) se zaméfili na enumeraci bakterii
ze vzorka taragt, které byly vyrobeny z riznych druht mlék. Ve vyrobku tarag z jaciho mléka
z oblasti Arhangai (Mongolsko) byly nalezeny tyto bakterie L. delbrueckii subsp. bulgaricus
vV poétu 7,74 KTJ/ml, L. fermentum v poctu 6,56 KTJ/ml, L. helveticus v po¢tu 7,48 KTJ/ml,
L. kefiri vpoctu 6,60 KTJ/ml (Watanabe et al., 2008). Autofi Ghatani a Tamang (2017)
se zabyvali izolaci probiotic z fermentovanych vyrobkid z ja¢iho mléka a jejich schopnostmi
ptinést Clovéku zdravotni benefity. Dospéli k zavéru, ze bakterie z jac¢iho mléka snizuji
hladinu cholesterolu v krvi, jsou odolné proti pisobeni kyselého prostiedi v zaludku a jsou
schopny dekonjugovat soli Zlucovych kyselin. Jsou tedy vhodnymi kandidaty pro zafazeni

do funk¢nich potravin s potencialem hypocholesterolemickym tcinkem (Ghatani et Tamang,
2017).
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3.3.7 Ostatni tradi¢ni produkty

Dalsi tradi¢ni produkt v Mongolsku se nazyva tarag. Jde o druh jogurtového miéka,
ktery je vyroben ze smési kravského a ovéiho nebo koziho mléka, ale i velbloudiho nebo
ja¢iho mléka. Z mongolského taragu se dale, delsi fermentaci zikavaji produkty nazyvané
Isgelen tarag a qoormog. V prvnim piipadé se pouziva koagula¢ni Cinidlo jako pii vyrobé
syri. Druhy jmenovany vyrobek se dale zpracovava na vyrobu destilovaného likéru zvaného
Simiyn arqi. Qoormog musi byt pifi své vyrobé michan, aby dochazelo k pokrociléemu
alkoholovému kvaSeni. V téchto vyrobcich jsou za fermentaci zodpovédné bakterie napf.
Lactobacillus casei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. fermentum, L. kefiranofaciens,
L. plantarum subsp. plantarum, Lactococcus lactis subsp. cremoris a Streptococcus
thermophilus (Uchida et al., 2007; Yu et al., 2011).
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4 Material a metody

4.1 Materidl

Bunééné linie Caco-2 a HT29-MTX, Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM),
penicilin a streptomycin, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny, neesencidlni
aminokyseliny, fetalni bovinni sérum (FBS), fosfatovy pufr (PBS), trypsin, triton X-100, vse
zakoupeno od Sigma-Aldrich (CZ). Plastik pro tkanové kultury a to 24-jamkové desticky,
serologickeé pipety, kultivacni 1dhve, petriho misky vSe od Thermo Fisher Scientific (UK).

4.2 Metody

4.2.1 Kaultivace tkané

Bunééné linie kolorektalniho adenokarcinomu Caco-2 a HT29-MTX byly kultivovany
v kultivaénich lahvich, o velikosti 75 cm?. Buiiky byly kultivovany v 15 ml DMEM media,
které bylo obohaceno 10 % FBS, 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného, 1 % pyruvatu sodného,
1 % neesencidlnich aminokyselin, 1 % penicilinu a streptomycinu, a to po dobu 7 dni,
kdy kazdy druhy den bylo toto medium vyménéno za Cerstvé. Po sedmi dnech byly bunécné
linie sklizeny. V prvnim kroku byly bufiky oplachnuty 5 ml PBS, které bylo nasledné
odstranéno. Poté bylo k bunikam ptidano 5 ml 1xtrypsinu, ktery byl nechan pisobit po dobu
3-5 minut. Po uplynuti této doby byl triton zneutralizovan, a to pfidanim 1 ml DMEM media.
Pomoci plastové Skrabky byly bunécné linie uvolnény a obsah lahve byl ptfenesen do 15ml
zkumavky typu Falcon a zcentrifugovan pii 200 x g po dobu 10 minut. Staré medium bylo
odstanéno a bylo pfidano medium nové v objemu 5 ml, ve kterém byly buniky rozpustény.
Do nové kultivacni lahve bylo pfipraveno 15 ml DMEM media. Ze zkumavky byl odebran
1 ml suspenze a ptfenesen do této nové kultivaéné lahve. Kultivaéni lahev byla umisténa

do COz inkubatoru, kde byla nastavena teplota 37 °C a byla zde 5% CO. atmosféra.

4.2.2 ZaloZeni 24-jamkové desticky

Z bunééné suspenze, ktera byla dikladné rozpusténa, bylo odebrano 100 pl suspenze
asmichano se 100 ul tripanové modie a nasledné byla odebrdna kapka a byla dana
na Biirkerovu komirku. V 1 ml suspenzy byl spocitan obsah bun¢k. Dle vypoctu byla zjisténa
presnd koncentrace sklizenych bunék. Do smési bylo pridano 3,6 x 10* Caco-2 a 0,4 x 10*
HT29-MTX. Tato smés byla pipetovana na jamku v objemu 500 pl a takto pfipravena

desticka byla uloZena v kultivaénim boxu. Po dobu 14 dni probihalo kazdé 2 — 3 dny krmeni
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téchto bunék. Po 14 dnech by méla prob&éhnout plna diferenciace bunék a také k pIné

konflucenci monovrstvy.

4.3 Odbér vzorku

Vzorek velbloudiho mléka byl shromazdén na farmé v Almaty (Kazachstan)
ze zdravého velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus) ru¢nim dojenim do sterilnich
Sroubovych lahvi a uchovan v chladnych boxech az do transportu do mikrobiologické

laboratore.

4.3.1 lzolace bifidobakterii

Pro izolaci bifidobakterii byl pouzit Wilkins-Chalgrentiv agar (Oxoid, UK) doplnény
peptonem ze sojovych bobu (5 g/l, Oxoid) a L-cystein-HCI (0,5 g/l, Sigma-Aldrich). Jako
soucast média byla zahrnuta i selektivni ¢inidla mupirocin (100 mg/l, Oxoid) a ledova
kyselina octova (1 ml/l, Sigma-Aldrich). Cestvé nashromazdény vzorek velbloudiho mléka
byl sériové ziedén v Wilkins-Chalgren bujonu (Oxoid, UK) obsahujici sojovy pepton, L-
cystein-HCI a Tween 80. Poté byl inokulovan na selektivni Wilkins-Chalgrentv agar za
anaerobnich podminek (CO2:H2=90:10) v anaerobnich nadobach po dobu 72 hodin pti 37 °C.
Vzrostlé bakteridlni kolonie byly pfevedeny do zkumavek s anaerobnim Wilkins-
Chalgrenovym bujonem. Izolaty byly déle kultivovany po dobu 24 hodin pii 37 °C. Cistota
byla zkontrolovana pomci svételného mikroskopu. Pro ucely experimentu byly pouzity pouze
Cisté 1izolaty, majici typickou bifidobakteridlni morfologii. Izolaty byly identifikovany
na zaklad¢ fosfoketolazové aktivity fruktdzy-6-fosfatu a 16S rRNA sekvence genu (tabulka
7).

Tabulka 7. 1zolované druhy a jejich pivod.

Ptivod Oznadeni Druh
Kmen izolovany v Kazachstanu T1-5 B. bifidum
Kmen izolovany v Kazachstanu T1-8 B. bifidum
Velbloudi mléko 7-1C B. crudilactis
7-2C B. crudilactis
7-5C B. crudilactis
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4.3.2 Test adherence

Pro zjisténi adherenénich vlastnosti byla pouzita modifikovana metodika dle Jensen
et al. (2012). Z kazdé jamky na desticce bylo odstranéno staré medium a kazda jamka byla
proplachnuta 3x pomoci PBS. Poté bylo pfidano 0,5 ml DMEM media bez suplementu.
Nasledn& bylo pfiddano 0,5 ml kmenti bifidobkterii, kdy vyslednd koncentrace byla 1x10’.
Desticka byla inkubovana v anaerobnim boxu pti 37 °C po dobu 2 hodin.

Po dvou hodinach bylo odstranéno medium s bifidobakteriemi. Monovrstvy bunék
byly 3x promyty pomoci PBS pro odstranéni neadherovanych bakterii. Do prazdnych jamek
bylo pfidano 300 pl 1% Triton-X100 na 1 minutu a ziedéno 700 pl PBS. Nasledné byl roztok
pomoci fedici fady aplikovan na kultivaéni medium (Wilkins-Chalgrentiv anaerobni agar,
Oxoid) v Petriho miskach. VSechny Petriho misky byly inkubovany v anaerobnim prostiedi
pti 37 °C pro dobu 48 hodin. Poté byly bakterie spocitany.

Adherence byla vypoc¢itana podle nasledujiciho vzorce:

pocet bakterii ve

Adherence = LLOLkY % 100 (kontrola reprezentuje 100% adherenci)

pocet bakterii v kontrole
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5 Vysledky

Cilem prace bylo zjistit, jestli izolované bakterie z velbloudiho mléka jsou schopny
adherence k bunkam stievni linie. Adherence byla vyjadiena jako procento bakterii
adherovanych k poc¢ateénimu po¢tu bakterii k mediu. Testovani adherence probihalo ve dvou
opakovani.

Kmen B. bifidum T1-5 adheroval ke smési bunéénych linii Caco-2 a HT29-MTX
od 56,52 % do 57,31 %. Dalsi kmen B. bifidum T1-8 adheroval mezi 16,5 % a 19,97 %. Kmen
B. crudilactis 7-1C adheroval ze vSech kmenti nejméné a to od 5,33 % do 7,04 %. Nejvice
adheroval kmen B. crudilactis 7-2C a to s hodnotami mezi 72,14 % a 75,21 % a hodnoty
kmene B. crudilactis 7-5C se pohybovaly od 74,28 % po 78,17 %. Nejvétsi adherenci
ke smési bunék Caco-2 a HT29-MTX ze vSech testovanych kmend vykazoval kmen
B. crudilactis 7-5C (graf 1).

90% -
80% - A A
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% - 1

10% -

0% T T T T 1
B. bifidum T1-5 B. bifidum T1-8 B. crudilactis 7-1C B. crudilactis 7-2C B. crudilactis 7-5C

Graf 1. Celkova adherence — grafické znazornéni priméru adherence v % a smérodatné
odchylky kment bifidobakterii ke smési stievnich bun¢k Caco-2 a HT29-MTX. * oznacené
kmeny maji mezi sebou a kmeny B. crudilactis 7-2C a B. crudilactis 7-5C statisticky
vyznamnou rozdilnost na hladin€¢ vyznamnosti p < 0,05. Mezi A oznacenymi kmeny

neexistuje statisticky vyznamny rozdil
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Pro statistické zhodnoceni adherence byl pouzit program Statistica Cz verze 12. Byla
stanovena nulova hypotéza, ze adherence vSech kmenl je stejnd. Pro vypocet byl pouzit
jednorozmérovy test vyznamnosti (ANOVA), hladina vyznamnosti p < 0,05. Dle tabulky 8
je p mensi neZ stanovena hladina vyznamnosti (0,05), musime nulovou hypotézu zamitnout
a pfijmout hypotézu alternatitvni — mezi adherenci jednotlivych kment existuje statisticky
vyznamny rozdil. Je tedy nutné dalsi statistické proSetfeni pomoci Schéffeho metody (tabulka
9).

Tabulka 8. Jednorozmérny test vyznamnosti pro adherenci. Hladina vyznamnosti p <0,05.

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro adheze
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
volnosti
Abs. ¢len 21387,85 1 21387,85 5327,504 0,000000
kmen 8308,84 4 2077,21 517,412 0,000001
Chyba 20,07 5 4,01

Tabulka 9. Schéffeho metoda. Hladina vyznamnosti p < 0,05.

Scheffeho test; proménna adheze
C. Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
buniky Chyba: meziskup. PC =4,0146, sv = 5,0000

kmen B. bifidum B. bifidum B. crudilactis B. crudilactis B. crudilactis

T1-5 T1-8 7-1C 7-2C 7-5C
56,915 18,235 6,1850 73,675 76,225
1 B. bifidum T1-5 0,000070 0,000018 0,003829 0,001989
2 B. bifidum T1-8 0,000070 0,016431 0,000012 0,000009
3 B. crudilactis 7-1C 0,000018 0,016431 0,000004 0,000004
4 B. crudilactis 7-2C 0,003829  0,000012 0,000004 0,799120
5 B. crudilactis 7-5C 0,001989  0,000009 0,000004 0,799120

Mezi adherenci kment B. crudilactis 7-2C a B. crudilactis 7-5C neexistuje statisticky
vyznamny rozdil. Mezi kmenem B. bifidum T1-5 a kmeny B. bifidum T1-8, B. crudilactis 7-
1C, B. crudilactis 7-2C a B. crudilactis 7-5C existuje statisticky vyznamny rozdil v adherenci
K bunéénym liniim Caco-2. Mezi adherenci kmene B. bifidum T1-8 a kmeny B. bifidum T1-5,

B. crudilactis 7-1C, B. crudilactis 7-2C a B. crudilactis 7-5C existuje statisticky vyznamny
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rozdil. Ve statistickém porovnani kmene B. crudilactis 7-1C a kmenu B. bifidum T1-5,
B. bifidum T1-8, B. crudilactis 7-2C a B. crudilactis 7-5C existuje statisticky vyznamny rozdil
v jejich adherenci. Adherence kmene B. crudilactis 7-2C a kment B. bifidum T1-5, B. bifidum
T1-8, B. crudilactis 7-1C a B. crudilactis 7-5C vykazuje statisticky vyznamny rozdil v jejich
adherenci. Kmen B. crudilactis 7-5C a kmeny B. bifidum T1-5, B. bifidum T1-8, B. crudilactis
7-1C a B. crudilactis 7-2C byly dle statistického vyhodnoceni zhodnoceny, Ze je mezi nimi

statisticky vyznamny rozdil. Pfehlednéji zobrazeno v grafu 2.

kmen; Pramé&ry MNC
Soucasny efekt: F(4, 5)=517,41, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

adheze
D
o

B. bifidum T1-5 B. crudilactis 7-1C B. crudilactis 7-5C
B. bifidum T1-8 B. crudilactis 7-2C

kmen

Graf 2. Graf pro ANOVA. Intervaly vynamnosti se u kmenu B. crudilactis 7-2C
a B. crudilactis 7-5C ptekryvaji, coz potvrzuje, Ze mezi nimi neexistuje statisticky vyznamny

rozdil v jejich adherenci na hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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6 Diskuze

Probiotika jsou bakterie, které maji velky vliv na zdravi svého hostitele, bud’ diky
produkci enzymi nebo syntézou vitamint (Hill,1997). Bakterie, aby mohly byt vyuzivany
jako probiotika musi spiiovat n€kolik kritérii: byt rezistentni k Zlu¢ovym solim a kyselému
prostiedi zaludku, zdravotni bezpecnost, kolonizace stfevniho epitelu a schopnost adherence
na stfevni mukoézu (Kailasapathy and Chin, 2000). Probiotika mohou vykazovat prospésné
ucinky na zdravi jako antibiotika, mohou mit antikarcinogenni, antidiabetické,
antihypertenzni a hypocholesterolemicky U¢inek a mohou byt ndpomocné 1 pii laktézoveé
intoleranci.

Pro wvyuziti vSech zdravotnich benefiti probiotik je dulezité zjistit adherenci
jednotlivych kmend. Pro tyto in vitro testy jsou vyuzivany rizné modely, zejména bunééné
linie stievniho epitelu Caco-2, HT-29, HT29-MTX nebo HCT116. Tyto modely se li§i pravé
Vv produkci mucinu, kdy bunééna linie Caco-2 mucin neprodukuje a piedstavuje enterocyty,
zatimco HT29-MTX mucin produkuje a piedstavuje poharkové bunky (Grajek et Olejnik,
2004). Pro naSe testovani jsme zvolili pravé smés téchto bunéénych linii a zkoumali jsme
rozdil mezi jednotlivymi kmeny bifidobakterii v jejich adherenci.

Vysledky pro B. bifidum T1-5 byla hodnota adherence 56,92 + 0,32 %, pro B. bifidum
T1-8 18,23 = 1,42 %, pro B. crudilactis 7-1C 6,19 £ 0,70 %, pro B. crudilactis 7-2C 73,68 £
1,26 % a pro B. crudilactis 7-5C 76,23 + 1,59 %.

Musilova a kol. (2017) se zaméfili na adherenci bifidobakterii a klostridii. Dosli
k vysledkim, Ze B. bifidum 2 adherovalo z 44,39 + 5,45 %, pro B. bifidum 1 byla naméfena
adherence 38,91 £ 6,83 % bez pridavku oligosacharidii obsazenych v matefském mléku.
S ptidanim oligosacharidii byla adherence obou kment nizsi (22,59 + 1,32 %, resp. 32,59 *
4,82 %). Vysledky studie Musilova a kol. (2017) jsou podobné jako vysledky u naSeho kmene
B. bifidum T1-5.

Inturri a kol. (2017) zkoumali schopnost adherence B. longum W11 k monovrstvam
bunéénych linii HT-29, kdy pouzili B. animalis subsp. lactis Bb12 jako refen¢ni material.
Adherence k lidskym intestinalnim buiikdim se mezi témito kmeny nijak neliSila, proto autofi
oznacdili, Ze pfitomnost exopolysacharidl, které¢ byly ptidany k prvnimu kmeni, neovlivnila
ptilnavost. Dosli k zavéru, ze G¢inek pfidani exopolysacharidi zavisi na kmeni. Lze tedy fici,
ze adherenci bifidobakterii lze ovlivnit pfidavkem exopolysacharidii ¢i oligosacharidi, a to

bud’ pozitivné nebo negativné.
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Nishiyama a kol. (2017) ptedpokladali, ze pti adherenci kmene B. bifidum je hlavnim
receptorem glykoprotein mucin, ktery podporuje bakterialni kolonizaci povrchu stievnich
bunék. Test adherence provedli na bunikdch HT-29, které sekretuji oba typy mucinu —
MUC5Ac a MUC2. Dosli k zavéru, ze adherenci tohoto kmene lze mofikovat ptitomnosti
uhliku. Jelikoz adherence nasich kmenti byla zkoumana na smési bun¢k, z nichz jedna mucin
neprodukuje, je mozné, ze vysledky adherence pro samotnou bunéénou linii HT29-MTX by
byly mnohem vétsi.

Guglielmetti a kol. (2008) tvrdi, ze izolat z lidského stfeva B. bifidum MIMBDb75
velice siln¢€ adheruje k buitkdm Caco-2. Studiem proteini identifikovali specificky protein na
povrchu, ktery byl oznacen jako BopA. Tento protein pisobi jako promotor adherence
k butikam Caco-2. Podobné bilkoviny a geny, kodujici protein BopA, byly nalezeny u dal$ich
osmi kmend B. bifidum. Tato bilkovina ovlivituje produkci interleukinu-8 Vv epitelialnich
bunkach.

Studie dle Shibahara-Sone a kol. (2016) se zabyvala adherenci kmene B. bifidum YIT
10347 na epitelni monovrstvé GCIY. Dosli k zavéru, ze adherence bakterii tohoto kmene byla
piiblizné¢ desetkrat vétSi nez byla u ostatnich bakterii mlécného kvaseni. Monovrstva GCIY
je buné¢na linie simulujici rakovinu Zaludku. Lze tedy ptfedpokladat, Ze antikarcinogenni
ucinek probiotik, resp. kmene B. bifidum by S$lo pouzit i k jinému typu karcinomu
gastrointestinalni soustavy.

Tématu adherence bakterii z velbloudiho mléka se zabyvala studie dle Vimont a kol.
(2017), kteti zkoumali adherenci probiotickych bakterii izolovanych ze syrového velbloudiho
mléka na bunééné linie Caco-2 a HT-29. Zméfili se hlavné na aktivitu E. faecium LCW 44,
kde se ukézalo, Ze ma vysokou odolnost vici Zalude¢nim a intestinalnim podminkam
prostiedi. Jeho index adherence byl hodnocen na 176 + 86 a 24 + 86.

Collado a kol. (2007) uvadéji, ze vSechny jimi testované kmeny probiotik byly
schopny se do urcit¢ miry neodlucovat od stfevniho hlenu. Adherenci bakterii zkoumali
na bunkach, které byli reselektovany ze zdravého jedince. Nejvice adhezivnim kmenem byl
L. rhamnosus GG (20%) a nejméné adhezivnim kmenem byl kmen Pripionibacterium
freudenreichii JS (0,9%). B. breve Bb99 adheroval pouze ze 3 %.

Ve studii dle Gagnon a kol. (2016) byla porovnavana schopnost adherence
B. thermophilum RBL67 Kk bunkam Caco-2 a HT-29 se ¢tyfmi dal§imi  kmeny,
a to B. thermacidophilum (RBL69 a RBL70), B. longum ATCC 15707 a B. pseudolongum
ATCC 25526. Index adheze kmenu B. thermophilum RBL67 byl vyhodnocen jako 625 + 84
(Caco-2), resp. 1958 = 318 (HT-29). Mezi ostanimi kmeny nebyly zaznamenany zadné
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vyrazné rozdily. Nejmens$i index adheze mé¢l B. longum ATCC 15707 s 54 + 97 (Caco-2),
resp. 150 + 318 (HT-29).

Studie dle Wickramasinghe a kol. (2015) se zabyvala adherenci kment B. infantis
ATCC 15697 a B. breve (SC95, SC154 a ATCC 1570) k buné&¢nym liniim Caco-2. Adheze se
u kmenu B. infantis ATCC 15697 pohybovala mezi 1,1 % - 9,6 %. Nejnizsi pfilnavost
vykazoval kmen, ktery byl kultivovany na glukoze jako zdroje uhliku. B. breve SC95
adheroval od 0,9 % do 1,3 %, kde nejvyssi procento adherence vykazoval kmen, ktery byl
kultivovan na laktoze jako zdroji uhliku. Schopnost adherence by mohla byt podpoifena
piidavkem zdroje uhliku a to v podob¢ laktozy.

Studie dle Andriantsoanirina a kol. (2014) se zamétila na adhezi kmend B. breve
a B. longum, které byly vyizolovany z pred¢asné narozenych a donoSenych novorozenci.
Experiment provadéli na bunéénych liniich Caco-2. Adheze kmenli z pfed€asné narozenych
déti byla pro B. breve 4,6 x 10* KTJ/jamku a pro B. longum 3,7 x 10* KTJ/jamku.
U donosenych novozenci se adheze vyizolovanych kment lisila, a to pro B. breve 1,7 x
10* KTJ/jamku a pro B. longum 1,1 x 10* KTJ/jamku.

Studie dle Ranadheera a kol. (2014) se zabyvala adherenci jednotlivych probiotik
a jejich vzdjemnou kombinaci. Pro kmen B. animalis subsp. lactis BB-12 byla adheze
zmétena na 1,1 %, kdy ptidani kment L. acidophilus LA-5 a P. Jensenii 702 tuto hodnotu
snizily na 0,9 %, resp. 0,25 %. Vzajemna kombinace probiotickych kmenti nema pozitivni
vliv na zvyseni hodnoty adherence.

Adherenéni vlastnosti mohou vykazovat i jiné probiotické kmeny. Byl zkouman jejich
antikarcinogenni potencial v souvislosti s pfilnavosti k buné¢né linii adenokarcinomu. Studie
dle Balthazar a kol. (2018) testovala adherenci L. casei 01, pfidaného do zmrzliny, vyrobené
z ov¢iho mléka, k bunkam adenokarcinomu Caco-2, a jak je tato adherence ovlivnéna
pfidanim inulinu. Adherenci zkoumali 1. den, 90. den a 150. den skladovani. Adherence
Lactobacillus casei 01 pfidaného do zmrzliny z ov¢iho mléka byla 79 %, resp. 75 % a 75 %.
S ptidavkem inulinu se adherence tohoto kmene snizila a to na 73 %, resp. 66 % a 67 %.
Pridavek polysacharidii ma také spiSe negativni vliv na adherenci. Autofi Rani a kol. (2018)
se zabyvali adherenci kmene Lactobacillus gasseri FR4, ktery byl vyizolovan z travici
soustavy kufat (Gallus galus subsp. domesticus), na rakovinnou bunécnou linii lidského
kolonokarcinomu HCT116. Dosli k zavéru, ze adherence byla 9,43 + 0,51 %. Bengoa a kol.
(2018) se zabyvala schopnosti adheze kment Lactobacillus paracasei CIDCA 83309,
L. paracasei CIDCA 83123 a L. paracasei CIDCA 83124, které byly vyizolovany z kefiru.

K posouzeni byly pouzity bunécné linie Caco-2. Autofi porovnavali, jak se zméni adherence
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téchto kment, pokud projdou travici soustavou. L. paracasei CIDCA 8339 adheroval v obou
pipadech stejné a to 105° KTJ/ml. L. paracasei CIDCA 83123 adheroval pied projitim travici
soustavou 10>° KTJ/ml a v piipadg, kdy prosel travicim traktem 1052 KTJ/ml. Posledni
ze zkoumanych kment L. paracasei CIDCA 83124 vykazova nejvétsi rozdil mezi adherenci
pied a po projiti travicim traktem, a to 10%2 KTJ/ml, resp. 10%2 KTJ/ml.

Studie dle autori Veljovi¢ a kol. (2017) podrobila prozkouméani kmen Lactobacillus
helveticus BGRA43, ktery byl izolovén z lidského traviciho traktu, jeho schopnosti adherovat
K intestinlnim bufidam Caco-2. Zjisténa schopnost adherence byla 18 %.

Son a kol. (2018) testovali adherenci Lactobacillus brevis FI110700, L. plantarum
FI10604 a L. perolens FI10842 k bunkam lidského adenokarcinomu HT-29. Kmeny byly
vyizolovany z typickych korejskych mlé¢nych vyrobkt. Nejvétsi schopnost adheze z téchto
kmend mél L. brevis F110700 (12,37 %).
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[ Zavér

Cilem préce bylo otestovat adherenci probiotik, které byly vyizolované z tradi¢nich
mléénych napoji, produkovanych v oblasti sttedni Asie. Z vysledkid vyplyva, ze dva kmeny,
které nejvice adheroval ke smési stievnich bunék kolorektalniho adenokarcinomu Caco-2
a HT29-MTX, byly B. crudilactis 7-2C s hodnotou 73,68 + 1,26 % a B. crudilactis 7-5C
s hodnotou 76,26 + 1,59 %, mezi nimiz nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil. Tyto dva

kmeny, které se nachézeli ve velbloudim mléce maji vysoky adheren¢ni potencial a maji

vyrazny probioticky efekt. Jsou schopny velmi dobie osidlovat lidsky travici trakt.
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