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Adherence probiotickych organismii na buiiky strevni
mukozy

Souhrn

Probiotické organismy jsou spolu s dalSimi bakteriemi, vlaknitymi houbami, kvasinkami a
viry nedilnou soucasti lidského stievniho mikrobiomu. Podporou stievni homeostazy a
stimulovanim imunitniho systému hraji zakladni roli v lidském zdravi. Dilezita je také jejich tiloha
Vv ochran¢ stfeva pfed nezadoucimi latkami a patogeny. Pro plné vyuziti pozitivnich ucinkt
probiotik je zasadni jejich schopnost adherence na bunky stievni sliznice. Tim brani kolonizaci

patogennich bakterii a jsou tak sniZena rizika spojend s vyvolanim stfevnich onemocnéni.

KudrZzovani spravné rovnovahy stfevniho mikrobiomu je dnes doporuovéana pravidelna
konzumace fermentovanych mléénych vyrobki, kde jsou probiotika dulezitou slozkou. Pro svoje
zdravi prospésné Ucinky se Vv dnesni dobé¢ tési velké oblibé kvasené mlééné napoje, kde jsou

probiotické organismy zastoupeny v hojném poctu, zejména rody Lactobacillus a Bifidobacterium.

Cilem této prace bylo zjistit, kterd probiotika, vyskytujici se v tradicnich mléénych
fermentovanych napojich produkovanych v oblasti stiedni Asie, maji nejlepsi adherenéni vlastnosti
a tim tedy nejvétsi vliv na lidské zdravi. Testovani probihalo in vitro na bunétném modelu

tvofeného z bunéénych linii kolorektalniho karcinomu tlustého stieva Caco-2 a HT29-MTX.

Celkem bylo testovano 7 kment rodu Lactobacillus, které byly izolovany ze tfech druht
fermentovanych napoji vyrobenych z velbloudiho, kobyliho a ja¢iho mléka. Nejlepsi adherencni
vlastnosti vykazovaly laktobacily izolované z napoje Kurut, kde L. brevis 8-6M adheroval z 37,1
%, L. crustorum 8-9M z 24,8 % a L. paracasei 8-2M z 19,9 %. Naopak nejhiife adherovaly kmeny
L. helveticus 5-2M a L. pontis 5-5M nalezené v napoji Shubat. Zde dochazelo k adhezi z 7,3 %, L.
pontis 5-5M neadheroval vubec. L. kefiranofaciens 6-2M a L. pontis 6-12M izolované z Kumysu
adherovaly z 18,4 % a 12,5 %.

Vysoky adherencni potencial tak nebyl zcela potvrzen, je ale zjevné, Ze konzumace téchto

produkta piinasi zdravi prospésné ucinky pro travici trakt.

Klicova slova: probiotika, in vitro, bunéény model, adherence, kvasené mlé¢né napoje



Adhesion of probiotic microorganisms to the intestinal
mucosa

Summary

Probiotic organisms, together with other bacteria, filamentous fungi, yeasts and viruses, are
an integral part of a human intestinal microbiome. By supporting intestinal homeostasis and
stimulating immune system, probiotics play an essential role in human health. Their role in
protecting the gut from harmful substances and pathogens is also important. For taking advantages
of the positive effects of probiotics, their ability to adhere to the intestinal mucosa is crucial. This
prevents the colonization of pathogenic bacteria which leads to reducing the risks associated with

the intestinal diseases.

Nowadays, in order to maintain the balance of the gut microbiome, regular consumption of
fermented dairy products, where probiotics play an important part, is recommended. For health
benefits, fermented milk beverages are very popular today. Probiotic organisms, especially the

genus Lactobacillus and Bifidobacterium, are represented there in abundant numbers.

The aim of this thesis was to find out which probiotics occuring in traditional fermented milk
beverages produced in Central Asia had the best adhesive properties thus the greatest impact on
human health. The adhesion was tested in vitro on a cell model composed of the colorectal cancer
cell lines Caco-2 and HT29-MTX.

Seven Lactobacillus strains isolated from three types of fermented beverages made from
camel, mare and yak milk were tested. Lactobacilii isolated from the beverage Kurut showed the
highest ability to adhere, where L. brevis 8-6M adhered from 37,1 %, L. crustorum 8-9M from 24,8
% and L. paracasei 8-2M from 19,9 %. By contrast, L. helveticus 5-2M and L. pontis 5-5M found
in Shubat demonstrated weak adhesion of 7,3 %, L. pontis 5-5M did not adhere at all. L.
kefiranofaciens 6-2M and L. pontis 6-12M were isolated from Koumiss and adhered from 18,4 and
12,5 %.

Although, the high adhesive potential has not been confirmed at all, it is obvious that the

consumption of these products brings health benefits to the digestive tract.

Keywords: probiotics, in vitro, cell model, adhesion, fermented milk beverages
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1 Uvod

V soucasné dob¢ se do popiedi z4jmu znacné dostala snaha o zdravy zivotni styl. Velka
pozornost je vénovana piedev§im potravindm a potravinovym doplikiim ptiznivé ovlivitujici
organismus a podporujici imunitni systém. Probiotika a probiotické produkty jsou proto stale

Cast&ji diskutovanéj$im tématem, nejenom po odborné strance, ale také v laické vefejnosti.

Probiotické organismy jsou piirozenou soucasti lidského stfevniho mikrobiomu. Zdravi
prospésné Ucinky probiotik jsou znamy jiz fadu let a mnohé studie jsou dnes vénovany jejich
mechanismim ucinku ve funkci imunitniho systému a jejich vlivu v prevenci a terapii stievnich
onemocnéni. Aby byly probiotické t¢inky plné vyuzZity, je nezbytna jejich schopnost adherence na
stievni sliznici. Tim zabranuji kolonizaci nezddoucich patogennich organismil a je tak ovlivnéno

celkové zdravi ¢lovéka.

Probiotika patii mezi bakterie mlééného kvaseni, proto hraji diileZitou roli také pii vyrobnim
procesu fermentovanych potravin. Schopnosti fermentovat sacharidy za vzniku riiznych metabolitti
zajistuji pozadované organoleptické vlastnosti a zaroven vyzivovou hodnotu téchto potravin.
K fermentovanym produktim se fadi zejména mlééné vyrobky, pro svou vybornou nutricni
hodnotu a vysoky obsah probiotickych organismi jsou dnes v z4jmu mnoha studii tradi¢ni

fermentované mlécéné népoje, které byly fadu let zcela opomijeny.



2 Cil prace a hypotéza

Cilem priace je otestovani probiotik izolovanych =z tradi¢nich mléénych népoji
produkovanych v oblasti stfedni Asie. Ty byly jiz identifikovany a pojmenovany. Avsak u nich

nejsou znamy adherenc¢ni vlastnosti a s tim spojena zdravotni prospésnost pro lidsky travici trakt.

Hypotézou je, ze n¢které druhy probiotik pfitomné v tradi¢nich kvasenych népojich z mléka

produkovanych v Asii maji vysoky adherencni potencial.



3 Literarni reSerse

3.1 Anatomie a fyziologie gastrointestinalniho systému

Travici soustava ma v organismu zcela zasadni a nepostradatelnou ulohu spocivajici
Vv rozkladu potravy a biopolymert na jednoduché nizkomolekularni latky. Tyto nizkomolekularni
latky jsou nasledné vyuzity t€lnimi bunkami a tim je ptispéno K homeostazi. Celkové travici systém
provadi nékolik zékladnich procest zahrnujici pifijem potravy, peristaltiku, traveni, absorpci
a defekaci (Rizzo, 2015). Mimo tyto primarni funkce je travici trakt také nejvétsim imunologickym

organem v t€le chranicim pfed exogennimi patogennimi organismy (Denbow, 2015).

Travici systém se skladd z gastrointestindlniho traktu (GIT) neboli travici trubice
a pomocnych travicich struktur. Trubice se rozprostird od dutiny ustni po kone¢nik a zahrnuje
hltan, jicen, zaludek a tenké a tlusté stievo (Whitney and Rolfes, 2016). Do pomocnych travicich
struktur se fadi zuby, jazyk, slinné zlazy, jatra, zlucnik a pankreas. Zuby a jazyk pomahaji pii
fyzickém rozpadu jidla, ostatni pomocné travici struktury vylucuji sekrety a enzymy, které
pomahaji pii chemickém rozkladu potravin (Tortora and Derrickson, 2008). Tenké stfevo je
hlavnim mistem traveni a absorpce vétSiny zivin z potravin. Jeho vystelka je tvofena klky
a mikroklky, ¢imz poskytuji mnohonasobné zvétseny povrch pro resorpci zivin. Naproti tomu se
tlusté stievo podili na vstfebavani vody a probiha zde bakterialni fermentace slozek, které jsou

odolné vuci normalnimu traveni (Elliott and Elliott, 2009).

3.1.1 Stavba travici trubice

Sténa GIT od dolniho jicnu po konecnik ma stejné zakladni, ¢tyivrstevné uspotradani tkani.
Tyto Ctyii vrstvy traktu tvofi sliznice (mukéza), submukoéza, svalova bariéra a serdza (obr. 1).
bariéra pro stfevni organismy a je zodpovédna za absorpci vitamind, zivin, elektrolyt a vody (Kim
and Pritts, 2017). Sklada se z vrstvy epitelu, vrstvy pojivové tkané lamina propria a tenké vrstvy
hladkého svalstva. Epitelova vrstva funguje pfi ochranég, sekreci enzymi, hlenu a absorpci Zivin,
lamina propria tuto vrstvu podporuje a poskytuje ji krevni zasobeni. Obsahuje také vétsinu bunek
lymfatické tkang tvofici slizni¢ni imunitni systém (MALT — mucosa-associated lymphatic tissue).

Svalova vlakna vytvaieji zahyby, které vyrazné zvySuji travici a absorp¢ni oblast (Tortora and



Derrickson, 2008, Rizzo, 2015). Slizni¢ni epitel se regeneruje kazdych 4—5 dni a obsahuje také
mnoho obrannych mechanisma, které udrzuji slizni¢ni integritu. S pribyvajicim vékem se kazdy
Z téchto obrannych mechanisma tlumi, snizuje se sekrece sliznice a epitel je nachylné;si
k poskozeni (Kim and Pritts, 2017). Submukoza je podslizni¢ni vrstva a sklada se z pojivové tkané,
ktera vaze sliznici ke svaloviné. Ta umoziuje peristaltické pohyby a je zodpovédnad za mistni
pohyby travici trubice. Serdza tvoii nejokrajovejsi ¢ast, obsahuje lymfatické a krevni cévy, které

zasobuji organy (Kittnar et al., 2011).
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Obr. 1: Jednotlivé vrstvy gastrointestinalniho traktu (Upraveno dle Tortora and Derrickson (2008)).

Travici trubice je pokryta vrstvou hlenu, produkovanou specializovanymi sekreénimi
bunkami. Je slozena z glykoproteind, nespecifickych antimikrobialnich latek a specifickych
antimikrobialnich imunoglobulini. Slozky této bariéry kolisaji Vv jednotlivych castech traktu,
dynamicky reaguji na infekci a jsou regulovany vlivem vrozené a adaptivni imunity (McGuckin et
al., 2011). Derrien et al. (2010) uvadéji nékolik zakladnich funkci této hlenové vrstvy. V prvé fadé
funguje jako bariéra a obranny systém chranici epitelidlni buiiky pfed mechanickym poskozenim
nebo vniknutim Skodlivych latek. Také slouzi jako substrat pro rust, adhezi a ochranu
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mikrobialnich bunék, které jsou pritomny v lumenu Gl traktu. V prabehu celého traviciho traktu
se struktura hlenové vrstvy vyrazné lisi a kolisa v tloustce 150-700 pm. Zaludek a tlusté stfevo
maji dvojitou vrstvu hlenu. Tenci vnitini vrstva je sterilni a je spojena se sliznici, vné&j$i vrstva je
mistem pro komenzalni bakterie. Tenké stfevo je naopak tvofeno pouze jedinou volnou a slabsi

vrstvou (McGuckin et al., 2011, Johansson et al., 2011).

Hlavni slozku predstavuji vysoce glykosylované proteiny — muciny, které dale obsahuji soli
a lipidy. Na zaklade¢ jejich struktury jsou muciny rozdéleny na sekre¢ni a membranové. Sekre¢ni
muciny jsou produkovany specialnimi poharkovymi bunikami ve stievech a dychacich cestach,
charakterizované vysokou molekulovou hmotnosti (Derrien et al., 2010). Jsou uskupené do
velkych oligomeru spojenych disulfidickymi vazbami mezi aminovymi a karboxylovymi konci
cysteinu téchto mucind. Toto oligomerni uspofadani dodava hlenu jeho typicky gelovity charakter,
ktery je nesmirné dilezity pro ochranu celého gastrointestinalniho traktu (McGuckin et al., 2011).
Muciny vazané na membranu jsou naproti tomu syntetizovany epitelialnimi buitkami a integrovany
do jejich plazmatickych membran. Pravdépodobné buduji glykokalyx, ochrannou vrstvu
enterocytt, kde ptisobi jako diftizni bariéra (Johansson et al., 2013).

Obr. 2: Buriky sekretujici mucin a tvofici glykokalyxovou vrstvu.



V dnesni dobé je podle Organizace na vyzkum lidského genomu (HUGO — Human Genome
Organization) znamo celkem 17 lidskych gent koédujicich muciny (Derrien et al., 2010). Jejich
zastoupeni je odlisné v celém travicim traktu. NejvyznamnéjSim a hlavnim intestindlnim mucinem
je mucin typu MUC2, ktery vyplnuje vrstvu v tenkém i tlustém stfevé a je zcela rezistentni vici
endogennim protedzam. MUCI piitomny v zalude¢nim epitelu je také dobie znam jako antigen
rakovinovych bunék, ktery muize regulovat jejich rdst a apoptéozu. Muciny jsou tak
nepostradatelnou slozkou hlenové vrstvy, ktera poskytuje ochranné funkce v celém GIT a ktera
rovnéz hraje zasadni roli pro mikroorganismy a jejich schopnost adherence (Johansson et al., 2013,
Van Tassell and Miller, 2011).

3.2 Mikrobiom lidského traviciho traktu

Mikroorganismy vyskytujici Se Vv travicim traktu jsou oznacované jako stfevni mikrobiom
a vyznamn¢ ovlivituji zdravotni stav hostitele. Hraji zakladni roli v lidském zdravi podporou
sttevni homeostazy a stimulovanim rozvoje imunitniho systému, brani pruniku patogennich
organismu a nezadoucich latek a ptispivaji k zpracovani zivin a ziskavani energie. Naruseni stfevni
mikrobioty je spojeno s rostoucim poétem chorob zahrnujici zanétlivé onemocnéni stiev (IBD —
inflammatory bowel disease), nekrotizujici enterokolitidu, diabetes, obezitu, rakovinu, alergii ¢i
astma (Azad et al., 2013). Mezi mikrobiomem nemocnych a zdravych jedinci byly pozorovany
znaéné rozdily jiz na konci 19. stoleti. Tato prospé$na mikrobiota nalezena v GIT byla oznacena

jako probiotika (Parvez et al., 2006).

Stfevni mikrobiom piedstavuje komplexni ekosystém a krome probiotickych bakterii se dale
sklada z kvasinek, vlaknitych hub a vira (obr. 3). Zatimco Eukarya jsou zastoupeny jedinym
kmenem, bakteridlni komunita v lidském GIT je neobycejné rozmanita (Rajili¢-Stojanovi¢ et al.,
2007). Odhaduje se, ze lidska mikrobiota obsahuje az 10'* bakterii, coz je 10x vice neZ podet
lidskych bunék ptitomnych v nasem téle (Sekirov et al., 2010). Zastoupeni mikroorganismii se
Vv jednotlivych oddilech GIT vyrazné lisi (tab. 1), pficemz vétSinu stievni mikrobiotiy tvoii
anaerobni mikroorganismy, z nichz dominuji rody Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus

a Clostridium. Doplnéni jsou fakultativné anaerobnimi a aerobnimi bakteriemi (Quigley, 2013).



Obr. 3: Mikrobialni diverzita sttevniho mikrobiomu.
(http://www.sciencemag.org/sites/default/files/styles/article _main_large/public/image
s/cc_gutmicrobiota 16x9.jpg?itok=dGLIiRaF)

Tab. 1: Slozeni mikrobioty GIT (Zbofil et al., 2005).

Zaludek Jejunum Ileum Kolon
Celkové mnoZstvi bakterii 10-10° 0-10° 103-10° 101010
Anaeroby
Eubakterie ojedinéle ojedinéle ojedinéle 10°-10%?
Klostridie ojedingle ojedinéle 102-10* 105-10™
Streptokoky anaerobni ojedinéle 0-10° 102-10° 1010-10%
Bifidobakterie ojedinéle 0-10* 10%-108 108104
Bakteroidy ojedinéle 0-10° 10%-107 10%°-10%?
Aeroby a fakultativni anaeroby
Plisné/kvasinky 0-102 0-102 102104 10%-108
Laktobacily 0-10° 0-10* 10%-10° 106-10%°
Stafylokoky 0-10? 0-10° 10%-10° 104-10°
Streptokoky aerobni 0-10° 0-10* 102-106 105-10%
Koliformni bakterie 0-10? 0-10° 102-107 10%-10%
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Mikrobiota kolonizuje prakticky kazdy povrch lidského téla, ktery je vystaven vnéjsimu
prostfedi. Nejsilnéji kolonizovanym organem je gastrointestindlni trakt, pfi¢emz samotné tlusté
stfevo obsahuje vice nez 70 % vSech mikrobu v lidském téle (Sekirov et al., 2010). Bakterie majici
tendenci pfilnout k povrchu sliznice se ucastni interakci s hostitelskym imunitnim systémem,

vvvvvv

nebo produkty traveni (Quigley, 2013).

V prib¢hu zivota se mikrobialni sloZeni intestinalniho traktu vyrazné¢ méni. Kolonizace
lidského stieva mikroby zacina jiz pfed porodem, kdy je novorozenec vystaven matCiné
mikrobioté. Nejnovéjsi studie naznacuji, ze mikrobiota je pritomna v placenté, tudiz je trakt
novorozence osidlen jiz tésn¢ pied narozenim. Jeho dalsi osidlovani je ovlivnéno mnoha faktory,
zejména zpusobem porodu, pusobenim antibiotik ¢i stravou (Gritz and Bhandari, 2015). Pro
novorozence je nejvhodnéjsi vyzivou matetské mléko, protoze podporuje rist prospeSnych bakterii
mnohem intenzivnéji ve srovnani s umélou kojeneckou vyzivou. Obsahuje antimikrobialni latky,
bifidobakterie a laktobacily, které jsou dulezité pti zprostiedkovani odpovédi vrozené a adaptivni
imunity pfi obrané proti patogenim (Gareau et al., 2010). Velké rozdily byly nalezeny
v mikrobiomu novorozencti narozenych pfirozenym porodem a cisaiskym fezem. U piirozeného
porodu byla kolonizace stieva ovlivnéna matetskou vaginalni mikrobiotou s pfevazujicimi rody
Lactobacillus a Prevotella. U déti narozenych cisafskym fezem byla zaznamenana kolonizace spise
epidermalnimi rody Clostridium, Staphylococcus ¢i Propionibacterium s nedostatkem anaerobnich
bakteriii Bacteroidetes a Bifidobacterium (Gritz and Bhandari, 2015).

Mikrobiota novorozencti je tak charakterizovana nizkou rozmanitosti s relativni prevahou
bakterii kmene Proteobacteria a Actinobacteria. Potom se mikrobiota stdva mnohem rozmanité;jsi
diky vzniku bakterii Firmicutes a Bacteroidetes. Pfedpoklada se, Ze tato pocatecni kolonizace se
podili na utvareni slozeni stfevniho mikrobiomu Vv dospélosti. Do konce prvniho roku Zivota je
mikrobialni profil pro kazdé dit€ odlisny, ve veku 2,5 roku se mikroflora v GIT stabilizuje a jiz
plné se podoba mikrobioté dospélého jedince z hlediska slozeni (Quigley, 2013). Toto obdobi zrani
mikrobioty muize byt kritické, protoze naruSeni mikrobioty v raném détstvi mize negativné ovlivnit
vyskyt onemocnéni v pozdéjsim zivoté (Gareau et al., 2010). Proto jsou naptiklad déti narozené
cisafskym fezem daleko vice vystaveny zvySenému riziku astmatu, obezity a diabetu (Azad et al.,
2013).



Mikrobiota GIT zustava stabilni az do stafi, kdy dochazi k vyraznéjsim fyziologickym
zménam, které ovliviwuji traveni, vstiebavani potravin a imunitni funkce. Zivotni styl a zejména
strava hraji velkou roli, protoze starnuti je Casto doprovazeno piijimadnim mensiho mnoZstvi
potravin obsahujici vlakninu. Nizsi pfivod vlakniny vede k poklesu rozmanitosti mikrobiomu, coz
muze mit neblahy vliv na spravné fungovani GIT (O’Toole and Jeffery, 2015). Riziko podvyzivy
ve stafi je spojeno se zvySenym poctem bakterii Bacteroidetes a rodu Clostridium, zatimco pocet

zastupcu rodu Bifidobacterium se snizuje (Claesson et al., 2011).

3.2.1 Imunitni systém

Komensalni a probiotické bakterie mohou podporovat integritu stievni bariéry a pfispivat
k obranyschopnosti stfeva hostitele piedevsim tim, ze brani invazi patogennich bakterii a pomahaji
rozvijet imunitni systém, ktery je zodpovédny za rozpoznéni, reakci a adaptaci na nescetné
mnozstvi cizich molekul. Stfevo odolava patogennim bakteriim prostfednictvim mechanické
a imunitni bariéry. Mechanicka bariéra se sklada z vrstvy epitelidlnich bunék, enterocytti a hlenu.
Imunitni bariéru tvofi imunoglobuliny, lymfocyty, makrofdgy, neutrofilni granulocyty
a mezenterické lymfatické uzliny (Zhang et al., 2015). Ptiblizn¢ 70 % lidského imunitniho systému
se nachazi pravé ve stfeve, tvorici stievni lymfatickou tkan — GALT (gut-associated lymphoid

tissue), proto je travici trakt nejvétsim imunitnim organem (Butel, 2014).

Aktivace imunitni odezvy vyZaduje rozpoznani specifickych receptori bunék vrozené
imunity. Nepatogenni probiotické bakterie interaguji s témito imunitnimi buitkami a s bunikami
sttevniho epitelu k zahajeni imunitnich signald. Bylo prokazano, ze moduluji produkci
imunoglobulinti, zejména sekre¢niho imunoglobulinu A (IgA), ktery hraje dalezitou roli v mukézni
imunité a prispiva k bariéfe proti patogennim bakteriim a virim (Gupta and Garg, 2009). Mnohé
probiotické kmeny se zdaji byt schopné stimulovat produkci IgA pomoci B-lymfocytl, které vazi
antigeny a tim omezuji jejich ptistup k epitelu (Gourbeyre et al., 2011). Aktivaci bilkovinnych
receptortt schopnych rozeznavat cizi, a tedy potencidlné nebezpecné struktury je nasledné
indukovana tvorba prozanétlivych cytokini. Mnoho probiotickych u¢inka v regulaci imunity je
zprostfedkovano naruSenim rovnovahy téchto prozéanétlivych a protizanétlivych cytokind. Proto
mohou byt probiotika pouzita terapeuticky ke zmirnéni stfevniho zanétu a k normalizaci dysfunkce

stfevni sliznice (Ya et al., 2008).



Stievni ekosystém miize vazné ovlivnit nemoc a s ni spojend 1é¢ba. Casto dochézi k nartistu
koliformnich a potencialn¢ patogennich mikrobti, ke zvySenému riziku salmonelové ¢i klostridiové
infekce. Zmény mohou pusobit také prokinetika, antibiotika ¢i laxativa, nebot zcela usmrti
ptirozenou mikrobiotu, zejména anaeroby (Lata a Jurankova, 2011). Hluboky u¢inek na mikrobiotu
maji obzvlasté antibiotika, pifi jejichz nadmérném uzivani dochazi ke zvySeni antibiotik-
rezistentnich patogenti. Obecné dochazi k dlouhodobému poklesu bakterialni diverzity a snizeni
odolnosti proti kolonizaci. Nékteré taxony se neobnovi ani po mésicich po 1é€b¢, coz miize zplisobit
trvalé zmény ve struktuie mikrobiomu. Opakované pouzivani antibiotik ma za nasledek zvySeni

gend rezistentnich na tyto latky (Clemente et al., 2012).

3.2.2 Stfevni onemocnéni a patogenni organismy

Je zjevné, ze jakékoliv zmény ve stievnim mikrobiomu maji prospésné i negativni dusledky
na lidské zdravi. Poruchy normalni rovnovahy mezi stfevni mikrobiotou a hostitelem jsou spojeny
zejména se zanétlivymi onemocnénimi stfev jako je Crohnova choroba, viedova kolitida ¢i
syndrom drazdivého traéniku (IBS — irritable bowel syndrome) (Guinane and Cotter, 2013). Ac¢koli
ma vétsina stievnich bakterii ptiznivé ucinky, n¢které druhy jsou patogenni a mohou se podilet na
vzniku téchto akutnich a chronickych onemocnéni, véetné kolorektalniho karcinomu (CRC —

colorectal cancer) a infekénich prajmua (Uccello et al., 2012).

Kolonizace stfevni sliznice bakterialnimi stfevnimi patogeny vede k vyvolani silné zanétlivé
odpovédi, ktera ma ti¢inek na snizeni Zivotaschopnosti sttevni mikrobioty. Rada patogenti z kmene
Protebacteria vyuziva svych toxickych ucinka k vyvolani odpovédi hostitele, ktera destabilizuje
puvodni mikrobiotu a negativné ovliviiuje jak jeji ochranné, tak imunomodula¢ni funkce (Sekirov

etal., 2010).

Predpoklada se, ze mikrobialni dysbidéza ve stievé se podili na patogenezi IBS
prostiednictvim usnadnéni adheze patogenti ke stfevni sténé. Vyznacuje se bolesti bficha
a zménénou peristaltikou stfev a je charakterizovana obzvlasté narustem bakterii rodu Clostridium
a snizenim poctu bifidobakterii (Guinane and Cotter, 2013). Clostridium difficile je hlavni pti¢inou
nosokomialni infekce se symptomy od mirného priijmu po tézkou sepsi a enterokolitidu (Culligan
et al., 2009). Salmonella, Shigella, Listeria nebo patogenni Escheria coli se fadi mezi nejéasté;si

a nejzavaznéjsi puvodce akutnich i chronickych prajmu (De Vrese and Offick, 2010).
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Vyznamny vliv na snizeni fekalnich hnilobnych mikroorganismi jako jsou koliformni
bakterie maji probiotické organismy. Tyto ucinky mohou byt zprostfedkovany adherenci na
enterocyty a snizenim pH. Probiotika mohou také piisobit proti rozvoji CRC prostfednictvim
mechanismu soupeteni o vazebna mista s patogennimi organismy (Uccello et al., 2012). Produkuji
bakteriociny a degraduji toxiny produkované patogennimi organismy. Nékdy muize jako vazebné
misto pasobit samotné probiotikum, kdyz se patogen piipoji k probiotickému povrchu spiSe nez

k mukoze hostitele (McFarland, 2015).

3.3 Probiotické organismy

Prvni poznatky o existenci prospéSnych bakterii v lidském stieve jsou pfipisovany ruskému
imunologovi a drziteli Nobelovy ceny Ilji Ilji¢i Meénikovovi. Pocatkem 20. stoleti vyslovil teorii,
ze dlouhovekost bulharskych rolniki je disledkem jejich konzumace fermentovanych mlécnych
vyrobkd. Byl presvédéen, ze jogurt obsahuje organismy nezbytné k ochrané stfeva pred
nepiiznivymi G¢inky jinych Skodlivych bakterii a Ze mohou mit pozitivni vliv na trdveni a imunitni
systém (Gasbarrini et al., 2016). Izoloval Bacillus bulgaricus a prosazoval jeho pouziti jako terapii
K udrZzeni homeostazy a zabranéni starnuti. Tim zvysil oblibenost jogurtu, ktery dodnes tvoii zaklad

pro probiotické bakterie (Vieira et al., 2013).

Termin ,,probiotikum® byl v§ak poprvé pouzit az v roce 1965, kdy Lilly a Stillwell definovali
probiotika jako latku vylucovanou jednim organismem, ktera stimuluje rast jiného (Gupta and
Garg, 2009). Dnes jsou probiotika podle Svétové zdravotnické organizace (WHO — World Health
Organization) a Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi (FAO — Food and Agriculture Organization)
definovana jako zivé nepatogenni mikroorganismy, které pii podavani v dostatecném mnozstvi

ptiznive ovliviiuji zdravotni stav hostitele (Boirivant and Strober, 2007).

3.3.1 Druhy probiotickych organismi

Mnoho probiotickych organismii, které jsou nedilnou soucasti stievni mikrobioty, byly
pouzivany pro jejich prospésné vlastnosti jiz dlouho pfedtim, nez byl termin probiotikum viibec
poprvé pouzit. Kmeny stejného probiotického rodu mohou vykazovat rizné vlastnosti, mizou

vSak mit podobny vliv a obdobné imunitni G¢inky (Sanders, 2008). Vétsina mikroorganismu, které
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jsou dnes brany jako probiotika, jsou gram-pozitivni bakterie. Mezi nejcastéji pouzivané (tab. 2)
patii bakterie mlécného kvaseni (LAB — lactic acid bacteria), které jsou jiz mnoho let vyuzivany
pii vyrobé potravin. V kombinaci s nepfitomnosti lipopolysacharidi a nedostatkem vyluc¢ovanych

proteaz to ¢ini z mnoha LAB ideélni organismy pro pouziti jako probiotika (Behnsen et al., 2013).

Bakterie mlécného kvaseni rozdélujeme do dvou skupin na zaklad¢ jejich hlavniho produktu
metabolismu. Homofermentativni skupina, zahrnujici pfevazné rody Lactococcus, Pediococcus,
Enterococcus, Streptococcus a Lactobacillus, produkuje jako hlavni metabolit kyselinu mlé¢nou.
Do skupiny heterofermentativnich bakterii patii Leuconostoc a nékteré laktobacily a na rozdil od
homofermentativnich produkuji ekvimolarni mnozstvi laktatu, CO2, ethanolu nebo acetatu
(Vasiljevic and Shah, 2008). N¢které rody jako Lactococcus a Streptococcus jsou také dulezitymi

slozkami lidské endogenni mikrobioty v tenkém a tlustém stievé (Behnsen et al., 2013).

Tab. 2: Nejcastéji pouzivané druhy LAB v probiotickych produktech (Parvez et al., 2006).

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Enterococcus spp. Streptococcus spp.
L. acidophilus B. bifidum Ent. faecalis S. cremoris

L. casei B. adolescentis Ent. faecium S. salivarius

L. delbrueckii ssp. bulgaricus B. animalis S. diacetylactis
L cellobiosus B. infantis S. intermedius
L. curvatus B. thermophilum

L. fermentum B. longum

L. lactis

L. plantarum

L. reuteri

L. brevis

3.3.1.1 Lactobacillus

Hlavnimi rody LAB pouzivanymi zejména pii 1é¢bé stievnich dysfunkci jsou Lactobacillus
a Bifidobacterium. Jedna se o nesporulujici, anaerobni ty¢inkovité bakterie (obr. 4 a 5) s negativni

reakci katalazy (Vasiljevic and Shah, 2008). Jsou pievladajici slozkou lidského stievniho
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mikrobiomu a hraji velmi diilezitou roli pfi prevenci invaze tkani enteropatogeny. Velmi G¢inné
jsou pti modulaci prozanétlivé odpovédi v intestinalnich epitelidlnich bunkach vyvolané naptiklad

Salmonellou (Candela et al., 2008).

Rod Lactobacillus spada pod kmen Firmicutes, téida Bacilli. Vyskytuje se vSudypifitomné
Vv prirod¢€, zejména v prostiedi bohatém na sacharidy a patii k nejpocetnéjsim rodiim, obsahujici
pies 100 popsanych druhi. L. acidophilus, L. salivarus, L. casei, L. plantarum, L. fermentum, L.
reuteri a L. brevis patii k nejbéZzné&jsim laktobacilim izolovanym z lidského stfeva (Vasiljevic and
Shah, 2008). N¢kolik druht je nezbytnych pro vyrobu fermentovanych potravin, pouzivaji se také
jako startovaci kultury nebo konzervaéni prostiedky. L. delbrueckii ssp. bulgaricus je spole¢né se
Streptococcus thermophilus pouzivan jako startérova kultura pro vyrobu jogurti. Nejsou vSak
odolné zlu¢i, tudiz nekolonizuji travici trakt. NejCastéji pfitomnymi rody ve fermentovanych
mlécnych produktech se schopnosti kolonizace byvaji L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus a L.
reuteri (Shah, 2007).

Puvodné byly laktobacily rozdéleny na zaklad¢ jejich rustové teploty (2—53 °C) a fermentace
hexodz, kde se jako optimalni podminky pro rist jevi teploty v rozmezi 3040 °C a pH 5,5-6,2.
Dnes se laktobacily rozdé€luji do skupin obligatné homofermentativnich a fakultativné/obligatné

heterofermentativnich, zalozenych na typu fermentovanych cukrii a produktech fermentace
(Salvetti et al., 2012).

Obr. 4: Tvar Lactobacillus spp.

(http://supplementsglobal.com/products/lactobacillus-casei/)
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3.3.1.2 Bifidobacterium

Podobné¢ jako laktobacily jsou i bifidobakterie dalezitou slozkou GIT. Vyznamnou tlohu
vsak hraji zejména v zazivacim traktu kojenct. Kolonizace bifidobakteriemi zacina béhem par dni
po narozeni a zastoupeni zustava pomérné stabilni az do dospélosti, kdy jejich pocet klesa (Shah,
2007). Znacné rozdily v poctu bifidobakterii byly nalezeny mezi détmi kojenymi matetskym
mlékem a umeélou kojeneckou vyzivou. Vyssi hladina bifidobakterii u déti kojenych matetskym
mlékem byla pfic¢tena bifidogennim oligosacharidim obsazenym v tomto mléce (Arboleya et al.,

2011).

V soucasnosti existuje 29 druhti, z nichz 14 je lidského ptivodu. K nejvyznamnéjSim druhtim
nalezenych u lidi se fadi B. adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. infantis a B.
longum. Jako optimalni podminky pro rust se jevi teploty v rozmezi 37-41 °C pti pH 67 (Shah,
2007). B. animalis ssp. lactis, je vyhradné nalézan v mléénych kysanych vyrobcich, zatimco
Vv lyofilizovanych produktech byvaji zastoupeny také druhy B. longum, B. breve a B. bifidum
(Pechar et al., 2013). Na rozdil od laktobacili nékteré bifidobakterie produkuji kromé mlécné
kyseliny i octovou v molarnim poméru 3:2 a kvali svym specifickym vlastnostem jsou jejich

izolace a rast v laboratofi ¢asto velmi obtizné a zradné (Vasiljevic and Shah, 2008).

Obr. 5: Tvar Bifidobacterium spp.

(http://supplementsglobal.com/products/bifidobacterium-longum/)

3.3.1.3 Ostatni rody

Kromé LAB se v soucasné dob¢ v probiotickych ptipravcich pouzivaji také organismy rodu
Bacillus, Escherichia, kvasinky (Sacharomyces cerevisiae a Saccharomyces boulardii) a vlaknité
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houby (naptiklad Aspergillus oryzae) (Parvez et al., 2006). Tyto mikroby se obvykle nenachazeji
jako slozky v potravinach, ale pouze v doplicich stravy (Douglas and Sanders, 2008). Escherichia
coli nebo Propionibacterium jsou pouzivany méné Casto, piedstavuji vy$§i mozné riziko
nepfiznivych ucinki, tak jako nékteré druhy rodu Enterococcus. V nékterych piipadech mohou

zpusobit systémové infekce v hostiteli a zptisobovat rezistenci vuci antibiotikim (Butel, 2014).

Rod Enterococcus se ¢asto vyskytuje v tradi¢nich fermentovanych produktech a mize byt
soucasti nékterych startovacich kultur, nicméné¢ jeho zamérné pouzivani v mléénych
fermentovanych vyrobcich stale ziistava kontroverzni, zejména proto, zZe nékteré druhy jsou

povazovany za prilezitostné patogeny (Vasiljevic and Shah, 2008).

Vyjimkou je gram-negativni bakterie Escherichia coli Nissle 1917. Poskytuje odolnost proti
kolonizaci patogenil a v sou€asnosti je obsazena v 1é¢ivém ptipravku Mutaflor, ktery se pouziva k

1é¢bé jak infekénich prijmovych onemocnéni, tak IBD (Behnsen et al., 2013).

3.3.2 Vlastnosti probiotik

Abychom mohli o mikroorganismech uvazovat jako o probiotickych, musi spliovat fadu
kritérii. Zasadni je jejich schopnost pfilnout k slizni¢énim bunikdm stfeva. Pro maximalni aktivitu
by kmen mél byt schopen dosahnout mista plsobeni, kolonizovat toto konkrétni misto a byt
schopen rastu (Nagpal et al., 2012). ProtoZe se probiotika uzivaji pfevazné peroraln¢, musi piezit
prichod z dutiny ustni do stfeva a podminky panujici v GIT, aby mohla dosahnout stfevniho epitelu
a doslo k adhezi a ptipadné kolonizaci. Je proto nesmirn¢ dulezita jejich odolnost viici zaludeénim

kyselinam, zlu¢ovym solim a pankreatickym §t'avam (McFarland, 2015).

Mikroorganismy pouZivané v probiotickych ptipravcich by mély byt obecné oznafovany
jako bezpecné, musi byt prokazan jejich ptiznivy efekt na hostitele a uzivani nesmi pfedstavovat
zadna zdravotni rizika spojena predevsim s vyvolanim nemoci. Maji antikarcinogenni aktivitu,
nezpusobuji alergické reakce a stimuluji imunitni systém (Butel, 2014). Schopnost inhibovat
patogenni organismy a produkovat antimikrobialni latky je pro probiotikum prvotada, 1 kdyz ne
vSechna probiotika plisobi pifimo proti patogenu. Reguluji imunitni odpovéd’ a stabilizuji stfevni
mikrofloru, typicky pro zanétlivé onemocnéni stiev (McFarland, 2015).

V neposledni fadé musi zlstat stabilni béhem vyrobnich procesti potravin a konzervace a po

celou dobu trvanlivosti produktu pretrvavat jako zivotaschopné (Parvez et al., 2006). Probiotické
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organismy by mély byt prednostné lidského ptivodu a pro dostate¢né mnozstvi zdravotnich ptinost
byla doporu¢ena minimalni denni ddvka 10° KTJ (kolonie tvofici jednotky) (Gupta and Garg,
2009).

3.3.3 Uloha probiotik v organismu

Na hostitele maji probiotické bakterie ¢etné a rozmanité vlivy. Ovliviiuji stfevni prostiedi,
jeho spravné slozeni, epitelialni a muko6zni bariérovou funkci a piispivaji k pfiznivému
arovnovaznému stavu slizni¢ni a nasledné pak celkové imunity. Vyvijeji své G¢inky na mnohé
typy bunék zapojenych do vrozenych a adaptivnich imunitnich odpovédi jako jsou epitelialni
a dendritické bunky, monocyty, B a T-lymfocyty (Ng et al., 2009). Mezi probiotickymi
bakteridlnimi druhy existuji vyznamné rozdily, které mohou byt zpiisobeny pravé rlznymi
mechanismy pusobeni probiotik. A to zejména ve schopnosti produkovat proteiny a metabolity
pfimo interagujici s hostitelskymi buiikami. Uginnost také vyznamné zavisi na jejich schopnosti
prezit v kyselém a alkalickém prostiedi, stejné jako na schopnosti adherovat a kolonizovat tlusté

stievo (Nagpal et al., 2012).

Produkci toxickych metabolitl inhibuji riist potencidlné patogennich bakterii, ¢imz zvySuji
hladinu bakterii s protizanétlivymi ucinky a pfedchazeji tak zanétim stfev (Zhang et al., 2015,
Parkes, 2007). Kone¢nymi produkty metabolismu jejich rtstu jsou organické kyseliny (mlécna a
octova kyselina), které maji tendenci snizovat pH stfevniho obsahu, coZ vytvafi méné zadouci
podminky pravé pro Skodlivé bakterie (Parvez et al., 2006). Mohou také ovliviiovat dal$i ochranné
funkce stievni sliznice vcetné syntézy a sekrece antibakterialnich peptidii a mucint, ¢imz zabranuji
adherenci a kolonizaci téchto patogennich bakterii (Boirivant and Strober, 2007). Rovnéz
podporuji vstiebavani Zivin, zvySuji stravitelnost potravin a roli hraji také pfi syntéze vitaminl

a pti absorpci vapniku, hot¢iku a Zeleza (Nagpal et al., 2012).

Céstecné §tépeni laktozy a stimulace aktivity stievni slizni¢ni laktazy (B-galaktosidazy) jsou
predpokladany jako moZzny mechanismus uc€inku proti nékterym typtim prijmu. Bézn¢€ je mlécny
cukr $tépen laktazou na glukézu a galaktozu, které jsou vstiebany v tenkém stievé. Pii absenci
tohoto enzymu laktdza neni vstiebavana v tenkém stievé, ale prochazi az do streva tlustého, kde je
pfirozenou stfevni mikrobiotou fermentovana na laktat, vodik, metan a mastné kyseliny s kratSim

fetézcem. Tyto procesy se pak mohou projevovat bolestmi biicha, nadymanim ¢i prajmy (Adams

16



et al., 2016). Laktobacily pouzivané v pramyslu pifi vyrobé mléénych vyrobkl maji aktivni -
galaktosidazu, coz jim umoziuje §tépit laktozu na jednoduché cukry a snizovat tak jeji vysokou
koncentraci. Muzou tak ovlivnit pribéh a vaznost prijmu zpisobeného napiiklad rotaviry (Gupta
and Garg, 2009).

3.3.4 Mozné uZivani probiotik

Je tfeba si uvédomit, ze ackoli je probiotikiim pfipisovan piiznivy efekt, existuje horni
hranice bezpecnosti, jak je uvadéno ve studiich na zvitatech a v in vitro testech. Je vhodné vybirat
konkrétni druh probiotického organismu pro konkrétni zdravotni stav a péci, protoZe ne vSechna
probiotika maji stejné vlastnosti a aktivitu (Lin, 2003). PfestoZze je vétSina ucinku probiotik
prospésna, mélo by byt pred terapeutickou aplikaci zvazovano také nékolik moznych negativnich

dopadu. Nejvétsim problémem se jevi riziko bakteriémie, fungémie a sepse (Vieira et al., 2013).

Peroralni podavani probiotik mize byt prospésné v mnoha ptipadech zdravotnich potizi jak
uvnitk, tak mimo gastrointestinalni trakt (Parvez et al., 2006). Imunitni stimula¢ni u¢inky probiotik
by mohly byt zvlasté ptinosné u zdravych lidi s lehce naru§enymi imunitnimi funkcemi, jako jsou
stresovani a star$i lidé, novorozenci ¢i Zeny béhem téhotenstvi. Bylo prokazano, ze tyto skupiny
jsou vystaveny zvySenému riziku infekénich a neinfekénich onemocnéni a dodate¢ny piisun
probiotik vedl nejen k narGstu potencialné prospésnych stievnich bakterii, ale také ke zvySené

aktivaci nespecifické imunitni odpovédi (Sanders et al., 2010).

Velkou roli hraji probiotické organismy pii 1é¢bé gastrointestinalnich onemocnénich.
Mechanismy Uc¢inku se vSak prokazateln¢ lisi podle druhu probiotického organismu a druhu
choroby (Gareau et al., 2010). Laktobacily zvysuji integritu stfevni bariéry, coz mulize vést
K udrzovani imunitni tolerance, snizovani pienosu bakterii pfes stfevni sliznici a naslednému
zmirnéni rozvoje gastrointestinalnich infekci, IBS a IBD. V poslednich letech bylo provadéno
mnoho studii u pacientli s IBS, kde po oSetfeni probiotiky prokazovali jasné znamky sniZeni bolesti
a flatulence (Hemarajata and Versalovic, 2013). Pro 1é¢eni IBD se jako nejvice t¢inna ukazala fada
probiotik v kombinaci laktobacila (L. bulgaricus, L. acidophilus, L. plantarum, L. casei)
a bifidobakterii (B. breve, B. infantis, B. longum). Laktobacily a Saccharomyces boulardi maji také

velky ptinos pfi 1é¢bé prijmu a podil na zkraceni doby trvani (Vieira et al., 2013).
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3.3.5 Adherence

Pro dosazeni zdravi prospésnych ucinki se jako zakladni vlastnost jevi adherence na bunky
sttevni mukézy, ktera je povazovana za nezbytny piedpoklad pro antagonistickou aktivitu proti
patogentim, stimulaci imunitniho systému a kolonizaci traviciho traktu (Zheng et al., 2013). Podle
Jensen et al. (2012) je adheze multifaktorialni proces, ktery zahrnuje elektrostatické i hydrofobni

interakce a specifické bakterialni struktury.

Diulezitym hlediskem pro ucinek adherence je pfitomnost hlenové vrstvy mezi lumenem
a epitelialnimi buiikami. Pfitomnost hlenu je zvlast¢ dualezitd v tlustém stievé, kde je vrstva
nejsilngjs$i a mikroorganismy se zde vyskytuji v hojném mnozstvi. Tato vrstva hlenu je prvnim
mistem kontaktu pro mikroorganismy vstupujici do stieva, adheze k tomuto hlenu je proto prvnim
krokem, ktery je vyZzadovan pro interakci probiotickych organismil s hostitelskymi buiikami

a naslednému vyvolani jakékoli konkrétni reakce (Van Tassell and Miller, 2011).

Testy adherence se nejcastéji provadi v in vitro podminkach na modelech s epitelialnimi
buné&¢nymi liniemi. Jedna se o zna¢né zjednoduseni situaci in vivo, které jsou daleko naro¢né&jsi
a slozit&j$i. Vysledky proto vedou k omezenym zavériim a nemohou byt piimo aplikovany na tyto
situace (Jensen et al., 2012, Van Tassell and Miller, 2011). Pro metody in vitro se nejvice pouzivaji
bunécné linie Caco-2 a HT-29. Jde o tadu bunck izolovanych z lidského epitelidlniho
kolorektalniho adenokarcinomu. Caco-2 patii k nejlépe popsanym bunécnym liniim, schopnych
ristu na pevném povrchu a na mikroporéznich membrandch. Produkuji enzymy (disacharidazy
a peptidazy) a transportni proteiny typické pro absorpci bunck epitelu. Jsou také odolné proti viru
HIV (Human Immunodeficiency Virus). Bunécné linie HT-29 na rozdil od Caco-2 bunék netvoii
strukturu karta¢ového lemu (Grajek and Olejnik, 2004), produkuji v§ak mucin a ptedstavuji dobie

charakterizovany model pro studium imunitnich odpovédi enterocytli na bakteridlni infekce

(Candela et al., 2008).

Pisobenim methotrexatu (MTX) na bunééné linie HT-29 muze dojit k separaci poharkovych
bunék sekretujici velké mnozstvi mucinu, umoziujici tak studovat vliv mucinové vrstvy na
interakci bakterii S povrchem stfeva.Tato bunééna linie HT29-MTX se sklada predev§im z bunék
poharkovych a proto pfesné¢ nereprezentuje pomér enterocytli a poharkovych bunék ve stfevni
epitelove vrstveé. Proto se pouziva smésna kultura s bunécnou linii Caco-2 predstavujici enterocyty

a HT29-MTX reprezentujici poharkové bunky v poméru 9:1, ktery nejvice odpovida ptirozenym
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podminkdm ve stfevé. Diferenciované poharkové bunky HT29-MTX exprimuji mucin typu
MUCS5AC a MUC5B mnohem rychleji nez mucin typu MUC2, coz by mohlo byt vyznamnou
nevyhodou pii studiu mikrobialni adheze v tlustém stievé, kde pievlada MUC2 (Pontier et al.,
2001, Van Tassell and Miller, 2011).

Vétsina klinickych studii potvrzuje, Ze probiotické organismy kolonizuji GIT a poskytuji
ptinos hostiteli, avSak pouze kratkodobé. Je tudiz nezbytné zvazovat faktory ovliviiujici jejich
schopnost adherovat a pretrvavat ve stievé. Bakterie zpocatku ptilnou k povrchu GIT
nespecifickymi fyzikdlnimi interakcemi (prostorové a hydrofobni), které¢ vedou k reverzibilnimu
uchyceni (Van Tassell and Miller, 2011). Existuji vyznamné rozdily v adhezi probiotickych
bakterii k epitelu a mucinu, které jsou dany schopnosti bakterii pfilnout k receptorim umisténym
na povrchu enterocyti €i ve vrstvé mucinu. Pfilnavost bakterii pfimo k enterocytim je indikact, Ze
adherujici bakterie produkuji adhesiny s afinitou k epitelialnim receptorim (Grajek and Olejnik,
2004).

Adhesiny, latky proteinové povahy zprostiedkovavajici a podporujici adhezi, mohou byt
klasifikovany podle jejich cili ve stfevni sliznici, podle lokalizace na povrchu bakterii (proteiny S-
vrstvy) €1 dle zplsobu, jakym jsou na tento povrch navazany (Vélez et al., 2007). Nejvice
studovanym ptikladem bakteridlnich adhezint je protein typu MUB (mucus-binding protein)
produkovany L. reuteri. Protein MUB obsahuje opakujici se funkéni domény, které jsou odpovédné
za adhezivni vlastnosti proteinu. Tyto proteiny obsahuji vyhradné bakterie mlééného kvaseni,
zejména laktobacily a pfirozené se nachdzi ve stfevnich vyklencich. Pfestoze mechanismy jeste
nejsou uplné znamy, studie naznacuji, ze interakce sacharidii a proteind hraji klicovou roli pfi

adhezi téchto proteinti na oligosacharidy vazané v mucinech (Van Tassell and Miller, 2011).

Adhezni vlastnosti jsou zndmy piedevsim u laktobacili a zna¢né€ se 1iS§i u kmen@ a druht.
Abdulla et al. (2014) testovali 6 kmenu laktobacilli izolovanych z mléka, jogurtu a syra a nasli
nejen rizné adherentni schopnosti (od 8 % do 50 %), ale také rlizné schopnosti inhibovat patogenni
bakterie. Nejvyssi schopnost adherence vykazovaly L. paracasei a L. plantarum, L. fermentum
naopak neadheroval téméf vibec. Probiotické organismy adheruji na enterocyty lépe nez
enteropatogenni bakterie a naptiklad L. casei ssp. rhamnosus omezuje adhezi patogenni E. coli
(Grajek and Olejnik, 2004). Bylo zjisténo, ze L. plantarum produkuje adhezin typu Msa (mannose-

specific adhesin) a je rezistentni jak na zalude¢ni kyselinu, tak na Zlu¢, coz mu umoznuje adherovat
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K bunéénym sliznicim. Tato zakladni vlastnost probiotickych organismu se tak muze jevit jako

dilezity faktor umoznujici adherenci (McFarland, 2015).

V¢ vétsingé piipadi souvisi s adherenénimi vlastnostmi bunék schopnost agregace.
Shlukovani mikrorganismt stejného kmene (autoagregace) ¢i geneticky odlisSnych organismii
(koagregace) ma zna¢ny vyznam v lidském stfeveé. Vztah mezi autoagregaci a schopnosti
adherence je zaznamenan obzvlast¢ u nekterych druht bifidobakterii. Dilezita je také jejich
koagregace s patogennimi organismy. Mnoho autord uvadi, ze koagrega¢ni schopnosti laktobacili
by mohly umoznit vytvofeni bariéry, ktera brani kolonizaci patogennimi organismy (Bao et al.,
2010). Existuje také urcita korelace mezi hydrofobnosti povrchu bunék bakterii a adhezi ke sliznici.
Jiné studie vSak tuto domnénku vyvraceji, protoze bakterie s vysokou tendenci adherence
vykazovaly pomérné nizkou povrchovou hydrofébnost (Van Tassell and Miller, 2011). Vedle
téchto faktort je také zaznamenéno, ze adhezi mohou ovliviiovat exopolysacharidy produkované
laktobacily. Jedna se o polysacharidy s dlouhym fetézcem slozené z rozvétvenych, opakujicich se
jednotek cukri nebo derivati cukrit volné pfipojenych k povrchu bunék. U L. acidophilus byla

adheze pficitana produkci riznych typt exopolysacharidu (Vélez et al., 2007).

3.3.6 Produkty obsahujici probiotika

Probiotické bakterie jsou jiz mnoho let pouzivany pii konzervovani potravin a pfi spravném
pouzivani jsou pokladany za bezpecné. Po staleti se fermentace pouzivad k ochrané, zlepSovani
kvality nebo upravé chuti obilovin, ovoce, zeleniny, lusténin a masa (Rivera-Espinoza and
Gallardo-Navarro, 2010). Kromé¢ tradi¢nich nutri¢nich funkci maji i prospé$né zdravotni G¢inky,
proto mohou byt povazovany za funkéni potravinu. LAB se pouzivaji v ptipravé probiotickych
produktl, zejména mlénych vyrobkl. Jsou obsazeny také v nakladanych olivach a okurkéch, zeli
a mastnych vyrobcich (Lin, 2003). Minimalni pozadavek pro pocet Zivych bunék obsazenych
vV probiotickych produktech do konce doby expirace ¢ini 10° KTJVv 1 g & 1 ml vyrobku (Pechar et
al., 2013).

Nejveétsi kategorii potravin, ktera obsahuje Zivé a aktivni kultury, jsou fermentované mlécné
vyrobky jako jsou syry, jogurty, acidofilni mléka a kefiry. Tyto produkty jsou zdrojem potencialne
prospésnych zivych bakterii, pfrevazné rodu Lactobacillus (Douglas and Sanders, 2008). Pro

potravinaisky pramysl jsou tyto bakterie velmi dulezité kvuli své schopnosti preménit
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fermentované cukry na mlécnou kyselinu, ethanol a jiné metabolity, coZ méni vlastnosti produktu
snizenim pH a vytvafenim tak nepfiznivych podminek pro rust potencidlné patogennich
mikroorganismu (Rivera-Espinoza and Gallardo-Navarro, 2010). Nékterym LAB, obzvlasté rodim
Lactobacillus a Lactococcus jsou také pripisovany fungicidni vlastnosti se schopnosti produkovat
nizkomolekuldrni slouceniny slozené z organickych kyselin, reuterinu, peroxidu vodiku,
proteinovych slozek a fenolovych slouc¢enin. Produkci téchto specifickych bakterialnich metabolitt
mohou potencialné branit riistu plisni a tim zabranit akumulaci jejich mykotoxinii v nékterych
potravinach a snizit tak zdravotni rizika pro konzumenta. L. plantarum se ukazal jako G¢inny proti

nékterym plisnim rodu Penicillium, Aspergillus a Fusarium (Dalié et al., 2010).

Ackoli je vétsina soucasnych probiotickych potravin vétSinou mlééného pivodu, v dnesni
dobé existuje rostouci poptavka po probiotickych produktech na béazi ne-mléénych vyrobk.
Probiotické organismy se zaclenuji do riznych ptipravkil a uvadéji se na trh také jako doplitky ve
formé praskd, tablet, kapsli a ptipravkid susenych mrazem (Rivera-Espinoza and Gallardo-Navarro,

2010). Priklady vybranych produktt jsou uvedeny v tabulce 3.

Tab. 3: Ptiklady probiotickych druhti obsaZzenych ve vybranych produktech (De Vuyst et al.,
2008, McFarland, 2015).

Mikrobialni kmen Forma Znacka produktu Cilova aplikace
Lactobacillus casei Fermentovany Actimel (Danone) Imunitni odezva,

napoj prevence
Lactobacillus casei Fermentované mléko  Yakult Zacpa, H. pylori infekce
Lactobacillus rhamnosus Kapsle Gynophilus Vaginalni problémy
Lactobacillus plantarum Ovocné napoje ProViva IBS, CDI
Bifidobacterium animalis Jogurt Activia (Danone) Prichod stievy, zacpa
Enterococcus faecium Prasek Bioflorin Akutni prijem
Escherichia coli Nissle 1917 Kapsle Mutaflor Onemocnéni stiev
Saccharomyces boulardii Tablety Enterol Prijem
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3.4 Tradicni kvaSené napoje

Pro sviij vysoky obsah laktobacili a LAB a S nimi spojené probiotické ucinky jsou dnes
v zajmu mnoha studii tradi¢ni kvasené napoje z kobyliho a velbloudiho mléka. Tyto tradi¢ni napoje
produkované v Mongolsku, Kazachstanu a dal§ich zemich stfedni Asie jsou pro svoje zdravi
prospésné ucinky Siroce konzumovany jiz tisice let a po staleti jsou povazovany za nejlepsi

produkty vyuzivané v 1é¢ebné terapii (Liu et al., 2011, Danova et al., 2005).

Zivot a blahobyt téchto obyvatel je zavisly predevdim na chovu hospodaiskych zvifat
a obzvlaste na produkci mléka, které je pro taméjsi obyvatele jednou z nejzakladnéjSich potravin.
Ptiblizn¢ 40 % obyvatelstva zijici na venkové jsou kocCovni pastevci, proto produkce mléka
a vyroba tradi¢nich mlé¢nych vyrobki piedstavuji obrovské kulturni bohatstvi a dulezitou soucast
jejich kazdodenniho zivota. Tradiéni metody a postupy pro vytvafeni fady specifickych vyrobku

jsou dlouhodobé¢ ptedavany z generace na generaci (Yu et al., 2011).

Po dlouha léta vzbuzuji velkou pozornost ptredevsim velbloudi kvili své schopnosti
ptizplsobit se ndroénym environmentalnim podminkam stejné tak jako pro sloZeni a terapeutické
vlastnosti jejich mléka. Dulezitou roli hraji ptedevsim v oblastech se suchym podnebim, jejich
mléko se slozenim podoba mléku kravskému (tab. 4) a pro svij vysoky obsah nenasycenych
mastnych kyselin ma vybornou nutriéni hodnotu. Miniméalni mnoZstvi PB-kaseinu a f-
laktoglobulinu, slozek zpisobujici alergickou reakci, umoznuje konzumaci i lidem s alergii na
mléko kravské, kde jsou tyto alergeny zastoupeny v hojném pocétu (Konuspayeva et al., 2009).
Velbloudi mléko mé antimikrobidlni aktivitu a inhibuje nékteré patogenni bakterie.
Benmechernene et al. (2013) izolovali Leuconostoc mesenteroides a prokazali, ze dva kmeny (B7
a Z8) vykazuji dobré probiotické vlastnosti v in vitro podminkach a mohou byt pouZity jako
ochranné kultury k inhibici riistu patogennich bakterii v potravinach. Také byl prokazan obsah
nékolika ochrannych bilkovin véetné lysozymu, laktoperoxidazy, laktoferinu, imunoglobulinu

a vitaminu C (Benmechernene et al., 2013).
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Tab. 4: Primérné slozeni mléka kobyliho, matetfského a kravského

(Navratilova et al., 2016).

Miléko

Kobyli Materské Kravské

Tuk (g.kg™) 12,1 36,4 36,1
Hrubé bilkoviny (g.kg™) 21,4 14,2 32,5
Laktéza (g.kg™) 63,7 67,0 488
Popeloviny (g.kg?) 42 2,2 7,6
Energeticka hodnota (kcal.kg?) 480 677 674

Konzumace velbloudiho mléka byla doporucena jako alternativni 1é¢ba pro fadu zdravotnich
problémd jako jsou alergie a virové infekce. Velka pozornost je vénovana hypoglykemické aktivité
pozorované u diabetu typu 1. Pro vysokou koncentraci inzulinu je velbloudi mléko navrhovano
jako dopln€k k inzulinové terapii vedouci ke snizeni davek inzulinu potiebnych pro pacienty
s diabetem typu 1 (Al Kanhal, 2010). To naznacuje, ze antidiabeticka aktivita velbloudiho mléka
je zprosttedkovana imunomudoluénim t¢inkem na B-buniky pankreatu. Aminokyselinova sekvence
nékterych bilkovin izolovanych z velbloudiho mléka je bohata na cystin, coz vykazuje podobnost
s inzulinovou skupinou peptidi. Velbloudi mléko tak muize mit pfimy ucinek na aktivaci

inzulinového receptoru a jeho funkci v hlavnich cilovych tkanich (Abdulrahman et al., 2016).

Velice popularni je v zemich stfedni Asie také mléko kobyli, které je bohaté na stopové
prvky, antibiotika a celou fadu vitaminu (A, B, B2, Bz, C, D, E) (Yu et al., 2011). Podoba se
mléku lidskému (tab. 4), ma vSak vyss§i koncentraci polynenasycenych mastnych kyselin. Je
vSeobecné zndmo, ze mléko klisen je pfiméfenym zdrojem vyZivy pro kojence a ucinné pfi
prevenci nékterych lidskych chorob. Spole¢né s velbloudim mlékem je zakladni surovinou pro

vyrobu tradi¢niho mlé¢ného fermentovaného napoje Kumysu (Liu et al., 2011).

Tradi¢ni Kumys se vyrabi z Cerstvého kobyliho nebo velbloudiho mléka smichanim s jiz
hotovym fermentovanym vyrobkem. Smési se uchovavaji ve vhodném vaku, ktery je tradicné

vyroben ze zviteci kiize. Béhem fermentace je nutné udrzovat teplotu skladovani pti 20-30 °C, aby
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se vyvinuly pfichuté a probehl spravny proces. Po dosazeni silné pény a kyselé chuti je Kumys
pfipraven ke konzumaci. Kone¢nym produktem je tak homogenni kapalina s mlécnou ¢i svétle
Zlutou barvou. Hlavni produkéni sezéna se pohybuje od konce kvétna do podzimu (Liu et al.,

2011).

Kumys vznika spontdnnim kvasenim laktdzy, kde hlavni roli hraji laktobacily a kvasinky
(Kluyveromyces, Saccharomyces, Candida). Béhem fermentace laktobacily okyseluji mléko
a kvasinky méni surovinu na syceny, mirné alkoholicky napoj s obsahem az 2 % alkoholu (Danova
et al., 2005). Po fermentaci tak dochazi ke sniZeni obsahu laktdzy a ke zvySeni aminokyselin,
mastnych kyselin a mlééné kyseliny, kterd je disledkem velmi nizkého pH (< 4). Aromatické
slozky, jako je octova kyselina, alkohol a estery, dodavaji Kumysu jedine¢nou a mirné kyselou
chut’. Tabulka 5 znazoriiuje primérny obsah Zivin obsazeny v tomto ndpoji. S vysokym obsahem
nenasycenych mastnych kyselin, jejich nizkou molekulovou hmotnosti a obsahem vépniku se
Kumys snadno travi a vstiebava. Cetné studii ukazuji, Ze Kumys ma terapeutické uéinky na

kardiovaskularni a neurologické onemocnéni, tuberkulozu a diabetes (Liu et al., 2011).

Tab. 5: Primérny obsah jednotlivych slozek obsazenych v Kumysu (Liu et al., 2011).

SloZeni Tuk  Laktéoza  Bilkoviny  Alkohol Volné Mastné Vitamin C
(%) (%) (%) (%) aminokyseliny ~ kyseliny  (mg/100 g)
(%) (%)
Obsah 1,75 2,8 2,0 2,2 1,77 1,65 78,4

Hlavnimi laktobacily vyskytujicimi se v Kumysu jsou L. plantarum, L. helveticus, L. casei a
L. kefiri, s vyssi toleranci vuéi kyselinam (Liu et al., 2011). Yu et al. (2011) zkoumali LAB a
kvasinky izolované ze vzorku tradi¢nich fermentovanych mongolskych vyrobki. Streptococcus
thermophilus a L. helveticus byly dominantnimi druhy obsazenymi v téchto vyrobcich,
predstavujici 29, respektive 21 % ze vSech izolovanych druhd. L. brevis, L. casei, L. delbrueckii
ssp. bulgaricus, L. fermentum, L. kefiri, L. plantarum, Lactococcus lactis ssp. lactis a Leuconostoc

cv v

suroviné a vyrobnich procesech, stejn¢ jako na lokalité, kde byly produkty vyrobeny (Yu et al.,
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2011). V zavislosti na obsahu mlé¢né kyseliny a kmenech laktobacilit mizeme Kumys rozdélit na
3 typy — ,,silny*, ,,mirny* a ,,lehky*. ,,Silny* Kumys je tvofen L. bulgaricus a L. rhamnosus, které
mléko okyseli na pH 3,6-3,3 a jejichz procento piemény laktozy na mléénou kyselinu ¢ini piiblizné
80-90 %. ,,Mirny*“ Kumys obsahuje L. acidophilus, L. plantarum, L. casei a L. fermentum, jez maji
omezenou okyselovaci schopnost a na konci procesu upravuji pH na 4,5-3,9. Je povazovan za
napoj s nejlepsi viini a chuti. ,,Lehky* Kumys je mirn¢ okyseleny produkt s pH 4,5-5,0 a je tvoten

Str. thermophilus a Str. cremoris (Danova et al., 2005).

Ya et al. (2008) izolovali L. casei Zhang (LcZhang), ktery vykazoval vysoky probioticky
potencidl a vysokou imunomodulaéni aktivitu. Vysledky ukazaly, Ze po peroralnim podavani
LcZhang byla zvysena hladina IgA ve stievé. LcZhang dokazal stabilng zvysit hladinu IgA po dobu
nejméne 30 dnd, je proto ziejmé, Ze mize mit schopnost zlepSit odolnost gastrointestinalni sliznice
proti infekcim. LcZhang také zvysil celkovou hladinu glykoproteinového imunoglobulinu G (IgG),
ktery se podili na sekundarni odpovédi tvorbou protilatek po rozpoznani antigenu. B€zné hodnoty
IgG byly naméfeny az po 10 dnech podani LcZhang, je proto patrné, ze nékteré biologicky
aktivované peptidy uvolnéné z LcZhang mohou zahrnovat spoustéci sekundarni protilatkové
odpovédi. Jina studie byla zamétena na protizanétlivé G¢inky L. helveticus, pfitomnost proteinu S-
vrstvy a jeho ulohu pii podpotfe imunomodulacni aktivity. Bylo zaznamenano zmirnéni hladiny
proteinli S-vrstvy v imunitnich reakcich vSak zlistava stile ne zcela pochopitelna a k objasnéni
mechanismu u¢inkd je zapotiebi dalsich studii. Je vSak o¢ividné, ze L. helveticus miize byt uzite¢ny
pii vyvoji ptipravkl pro prevenci nebo 1é€bu onemocnéni spojenych se zanétem (Rong et al.,

2015).

Dalsim specialnim popularnim produktem je Shubat, fermentovany vyrobek pfipraveny
z velbloudiho mléka. Vzhledové velmi podobny jogurtu, avSak diky obsahu CO2 lehce perlivy
s vysokym stupném kyselosti (pH kolem 3,8). V nékterych oblastech je Shubat pouzivan jednak
jako tradi¢ni néapoj, jednak jako lidova medicina. Domorodci véfi, ze fermentované velbloudi
mléko ma 1é¢ebné vlastnosti s antidiabetickymi, protirakovinnymi ¢i protituberkuléznimi G¢inky
(Rahman et al., 2009). Podobné jako Kumys se i Shubat vyrabi smichanim ¢erstvého a jiz hotového
fermentovaného vyrobku. Kdykoli je ¢ast produktu odebrana ke spotiebé, piidava se ¢ast surového
mléka, aby se doplnil objem. Smés se po nékolik hodin udrzuje pii teploté 25-30 °C, aby se dosahlo

typické chuti. Tento postup v nahrazovani pak pokracuje po n¢kolik mésicii. Specifické vlastnosti
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vyrobkll zavisi na obsazené mikrobioté, ktera se 1isi dle vyrobni technologie a ekologické lokality,
kde byl vyrobek produkovan (Shori, 2012). Rahman et al. (2009) izolovali a charakterizovali
dominantni mikrofloru v tomto napoji. Ve zkoumanych vzorcich byly dominantnimi
mikroorganismy LAB a kvasinky. Pfi pouziti fenotypovych a molekularnich metod byly
identifikovany pievladajici rody Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostoc a Kluyveromyces.
Nejcastéji izolovanymi druhy byly L. sakei (26 %), Ent. faecium (14 %) a KI. marxianus (14 %).
Typickym tradi¢nim produktem je i Kurut, vyrobek vznikly z piirozené fermentovaného
jaciho mléka. Velky ekonomicky a nutriéni vyznam ma pro obyvatele Zijici v Qinghai
v severozapadni Ciné. Pro dosaZeni uritého stupné kyselosti, alkoholu a pozadované viné se
Kurut vyrabi fermentaci ve specialni nddobé¢ po dob¢ nejméné 7-8 dni pfi teploté 10-25 °C. Stejné
jako u Kumysu ¢i Shubatu je pro Kurut zasadni pfitomnost LAB, které jsou zodpovédné za vini,
texturu a konzervacni vlastnosti a jsou zde zastoupeny ve vétSim mnozstvi nez v jinych tradi¢nich
fermentovanych napojich. Kurut je bohaty na kasein, imunoglobuliny, sérovy albumin, -
laktoglobulin a a-laktaloumin (Nikkhah, 2011). Byly izolovany kmeny LAB, které byly
identifikovany podle fenotypové charakterizace a sekvenéni analyzy 16S rRNA (ribosomal
ribonucleic acid) genu. Pfevazujicim rodem byl rod Lactobacillus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
a Streptococcus thermophilus patfily k nejcastéji izolovanym druhtiim. Tyto studie mohou
poskytovat udaje pro dalsi studium zahrnujici selekci kmenil probiotik a ndvrh startérové kultury

pro prumyslovou vyrobu tradi¢nich fermentovanych produktt v budoucnu (Sun et al., 2010).
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4 Metodika a material

4.1 Material

Bylo testovano celkem 7 kmena rodu Lactobacillus izolovanych z raznych tradi¢nich
fermentovanych napoji produkovanych v oblasti stiedni Asie. Tyto kmeny byly jiz identifikovany
podle fenotypové organizace a sekven¢ni analyzy 16S DNA (deoxyribonucleic acid) genu. L.
helveticus 5-2M a L. pontis 5-5M izolované z fermentovaného napoje Shubat, L. kefiranofaciens
6-2M a L. pontis 6-12M z Kumysu a L. paracasei 8-2M, L. brevis 8-6M a L. crustorum 8-9M

izolované z Kurutu.

Dale byly k testim adherence pouzity bunécné linie Caco-2 a HT29-MTX kolorektalniho
karcinomu tlustého stfeva, penicilin a streptomycin, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny,
neesencialni aminokyseliny, fetalni bovinni sérum (FBS), fosfatovy pufr (PBS — Phosphate
Buffered Saline), Rogosovy agar, trypsin, triton X-100 a Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM), vse zakoupeno od firmy Sigma-Aldrich (CZ — Czech Republic). Pro tkanové kultury
byly dale pouzity 24jamkové desticky, serologické pipety, kultivacni lahve a Petriho misky od
firmy Thermo Fisher Scientific (UK — United Kingdom).

4.2 Metodika

4.2.1 Kultivace bunéénych tkani

Bunééné linie byly kultivovany v DMEM mediu, které bylo doplnéno 10% FBS, 1%
hydrogenuhli¢itanem sodnym, 1% pyruvatem sodnym, 1% neesencialnimi aminokyselinami a 1%
penicilinem a streptomycinem. Kultury byly inkubovany 7 dni pfi teploté 37 °C v COz2 inkubatoru
v 5% CO2 atmosfére. Medium bylo kazdé dva dny ménéno za Cerstvé a sedmy den byly bunécné

linie sklizeny.

Kultivace probihala v kultiva¢nich 1ahvich o velikosti 75 cm? v 15 ml DMEM media. Buiiky
byly nejprve oplachnuty 5 ml PBS, které bylo odstranéno a nasledné bylo ptiddno 5 ml tripsinu na
dobu 3-5 minut. Po uplynuté dob¢ byl tripsin neutralizovan 5 ml DMEM media. Pomoci plastové
Skrabky se bunky uvolnily ze dna kultivacni lahve a cely obsah byl penesen do 15 ml centrifugacni
zkumavky typu Falcon. Ta byla vlozena do centrifugy a centrifugovana po dobu 10 minut. Staré

medium bylo nésledné nahrazeno 5 ml nového a pomoci serologické pipety, opétovnym nasavanim
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a vyprazdilovanim, doSlo k rozvolnéni usazenych bunck. Do nové kultivacni ldhve bylo ptidano
15 ml DMEM media a 1 ml pfipravené suspenze. Takto ptipravend ldhev byla ulozena v CO>

inkubatoru po dobu 7 dni.

4.2.2 ZaloZeni 24jamkové desticky

Z ptipravené bunécné suspenze byla poté nanesena kapka na Biirkerovu komtrku, aby byl
spoc¢itan obsah bunék v 1 ml suspenze. Vypoctem byla nasledné zjiSténa pfesnd koncentrace
sklizenych bunék. Smeésna kultura tvofena bunéénymi liniemi Caco-2 a HT29-MTX byla
pipetovana v objemu 500 pl do 24jamkové desticky pii hustoté 3,6x10* Caco-2 a 0,4x10* HT29-
MTX. Desticka byla uloZena v kultiva¢nim boxu pii teploté¢ 37 °C s 5% CO atmosférou. Po
l4denni kultivaci doslo k plné diferenciaci mikroklkii a bunééné kultury tak byly pfipraveny

Kk testovani.

4.2.3 Adherence laktobacila ke stFrevnim bunkam

K testim adherence byly pouzity kmeny laktobacilii izolované z mlécnych napoji. Byla
aplikovana metodika dle Jensen et al. (2012). Laktobacily byly kultivovany v Rogosovém a MRS
(de Man, Rogosa and Sharp) agaru, 3x promyty PBS a centrifugovany po dobu 10 minut. Nasledné

bylo provedeno fedéni kment v PBS na vyslednou koncentraci 1x107 KTJ/ml,

Pfed pridanim bakterialni suspenze byly bunétné monovrstvy promyty PBS, aby se
odstranila antibiotika. Do promytych bunéénych kultur bylo nasledné piidano 900 pl cistého
DMEM media a 100 pl bakterialni suspenze s koncentraci 1x10” KTJ rozpusténé v PBS
v koncentraci 1 mg/ml. Vysledna koncentrace poté byla 1x10® KTJ/ml. Do kontrolni jamky bylo
pfidano pouze PBS. Pro kazdy kmen byly jamky piipraveny v duplikdtu. Desticka se poté
inkubovala 2 hodiny v CO; inkubatoru pfi teploté 37 °C a v 5% CO2 atmosféie. Po 2 hodinové
inkubaci byla odstranéna neadherovana probiotika pomoci PBS, monovrstvy bunék byly 3x
promyty. Bunééna monovrstva s adherovanymi probiotiky byla poté sklizena pomoci 300 pl 1%
Tritonu X-100 natedéného 700 ul PBS. Cely obsah jamky byl nasledné pieveden do eppendorfky
a 4x nafedén. Tato suspenze byla v objemu 100 ul napipetovana do Petriho misky a zalita
Rogosovym agarem. Po zatuhnuti byly Petriho misky obraceny dnem vzhiru a vlozeny do

inkubétoru s teplotou 37 °C. Po 3 dnech kultivace byly misky vyhodnoceny a byla zjisténa celkova
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adheren¢ni schopnost testovanych kmenii probiotik. Ta byla vyjadfena jako procento

adherovanych bakterii z celkového poctu bakterii v inokulaéni davce.

4.2.4 Statisticka analyza

Pro kazdy kmen byla provadéna 2 méfeni v duplikatu, vysledky jsou proto vyjadieny jako
prumér se smérodatnou odchylkou (SD) a median. Statistické vyhodnoceni a tvorba grafii byla
provedena v programu MS Excel. K porovnani vybéra byl pouzit dvouvybérovy t-test a parovy

test. Statisticka vyznamnost byla posouzena na hladiné p < 0,05.
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5 Vysledky

Cilem prace bylo zjistit, jaké adherencni schopnosti maji kmeny laktobacilli vyskytujici se
Vv tradi¢nich mléénych fermentovanych néapojich produkovanych v oblasti stfedni Asie. Bylo
testovano celkem 7 kment rodu Lactobacillus v inokula¢ni davce 1x10°. L. helveticus 5-2M a L.
pontis 5-5M izolované z mlé¢ného napoje Shubat, L. kefiranofaciens 6-2M a L. pontis 6-12M
znapoje Kumys a L. paracasei 8-2M, L. brevis 8-6M a L. crustorum 8-9M izolované
z fermentovaného népoje Kurut. Testovani bylo provadéno na smésné bunécné kultuie, ktera byla

tvofena bunécnymi liniemi Caco-2 a HT29-MTX o poméru 9:1.

Schopnost adherence se u zkoumanych laktobacilti pohybovala v rozmezi 0-37,1 %. Nejlepsi
adheren¢ni vlastnosti vykazovaly laktobacily izolované z napoje Kurut, kde L. brevis 8-6M
adheroval z 37,1 %, L. crustorum 8-9M z 24,8 % a L. paracasei 8-2M z 19,9 %. Naopak nejnizsi
hodnoty byly naméfeny u laktobacilti z produktu Shubat, kde adherence dosahovala 7,3 % u L.
helveticus 5-2M, L. pontis 5-5M neadheroval vibec. L. kefiranofaciens 6-2M a L. pontis 6-12M
izolované z Kumysu adherovaly z 18,4 % a 12,5 %. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6 a v obrazku
6.

Bylo provedeno statistické srovnani adherence jednotlivych kmenii ve vztahu k inokula¢ni
davce. Statisticky vyznamné rozdily byly nalezeny u L. crustorum 8-9M, kde dochazelo k adhezi
v rozmezi 16,04-33,42 %. Statisticky vyznamné rozdily existuji také u kmend L. pontis 6-12M a
L. helveticus 5-2M, které adherovaly v rozmezi 11,67-14,79 % a 5,33-9,21 %. Ostatni kmeny

adherovaly ke stfevnim bunikam bez statisticky vyznamnych rozdila (tab. 6).
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Tab. 6: Statistické zhodnoceni schopnosti adherence jednotlivych kmenti laktobacila
ke ko-kultute slozené z bunécnych linii kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT29-MTX.

% adherence

Kmen Napoj primér = SD median
L. brevis 8-6M Kurut 37,09 £ 2,54 37,44
L. crustorum 8-9M 24,82 £ 6,80 * 24,90
L. paracasei 8-2M 19,89 + 5,58 18,07
L. kefiranofaciens 6-2M Kumys 18,39 £2,70 17,24
L. pontis 6-12M 1245+ 1,35* 11,67
L. helveticus 5-2M Shubat 7,27+1,62* 7,27
L. pontis 5-56M 0+0 0

* statisticky vyznamné rozdily hodnot (p < 0,05)

45
40

\ I
30

25

20

% adherence

15 *

10 *

< ¢ < < < <
%, 8.2 ‘Ao, o, o, )
& Pox. 6., 6., . &5 % &
773

O 3 %, Zor, %
', 7 (& ¢, 7
(/6917 s e 07}'&/ < % 7 %) %y @y /‘(/[(/

Obr. 6: Grafické znazornéni adherené¢nich schopnosti jednotlivych kmeni laktobacilii ke smésné
kultute slozené z bunéénych linii Caco-2 a HT29-MTX. Hodnoty jsou vyjadifeny v % jako pramér
+ smérodatna odchylka; * statisticky vyznamné rozdily hodnot (p < 0,05).
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Dale bylo provedeno porovnani adherujicich kment z napoje Kumys a Kurut. Byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily v % adherence (p < 0,05) mezi kmeny L. kefiranofaciens 6-2M a L.
pontis 6-12M, L. paracasei 8-2M a L. brevis 8-6M a také mezi kmeny L. brevis 8-6M a L.
crustorum 8-9M. Statisticky vyznamny rozdil neexistuje mezi kmeny L. paracasei 8-2M a L.

crustorum 8-9M. Pro zptehlednéni je porovnani znazornéno v tabulce 7.

Tab. 7.: Vyjadieni hodnot statisticky vyznamnych rozdili mezi jednotlivymi kmeny.

Porovnavané kmeny P - hodnoty
L. kefiranofaciens 6-2 M — L. pontis 6-12M 0,014305 *
L. paracasei 8-2M — L. brevis 8-6M 0,00284 *
L. paracasei 8-2M — L. crustorum 8-9M 0,370087

L. brevis 8-6M — L. crustorum 8-9M 0,026341 *
*p<0,05
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6 Diskuze

Adherence patii k nejzakladngjsim vlastnostem probiotickych organismi a je zcela zasadni
pro kolonizaci traviciho traktu. Pfinasi jedny z mnoha zdravotnich vyhod, které tyto organismy
poskytuji. Hlavnim mistem ucinku je stievni sliznice, kterd je pokryta vrstvou hlenu, jez nabizi
vazebna mista pro stievni bakterie (Zheng et al., 2013). Pro sledovani adheren¢nich schopnosti in
vitro jsou aplikovany rtizné modely vyuzivajici piedevs§im sttevni bunééné linie Caco-2, HT-29 a
HT29-MTX. Jednotlivé linie se vSak li§i produkci mucinu, proto se ¢asto pouzivaji ko-kultury
simulujici obdobné podminky vyskytujici se v lidském stfevé. Kadlec et al. (2011) uvadi, ze
V intestinalnim epitelu jsou zastoupeny dva zakladni typy bunék — buiiky poharkové a enterocyty.
Caco-2 bunky reprezentuji enterocyty, nevytvari vSak vrstvu mucinu. Tu naopak tvofi bunécné
linie HT-29 a HT29-MTX, které zastupuji bunky poharkové secernujici mucin. Pro nase testovani
proto byla zvolena smésna kultura sloZena z bunéénych linii Caco-2 a HT29-MTX v pomé&ru 9:1,

ktery nejvice odpovida pfirozenym podminkdm ve stievé.

Pti testovani adherence probiotik je tfeba zohlednit vlastnosti jednotlivych kmentl, stfevnich
bunék a brat v potaz faktory, které by mohly testovani ovlivnit. Jensen et al. (2012) zmifuji mozné
faktory ovliviiujici schopnost adheze jako jsou vazebné proteiny na povrchu nékterych
probiotickych druhi, MUB produkovany L. reutori a Msa identifikovany u L. plantarum. Mnoho
dalSich LAB obsahuje podobné domény naznacujici ptitomnost potencialnich vazebnych proteint.
Jako jedny z faktord pfispivajici k adhezi k epitelialnim bunkam také uvadi exopolysacharidy
produkované nékterymi bakteriemi. Abdulla et al. (2014) stanovovali povrchovou hydrofobicitu
bakterii za ucelem testovani mozné korelace mezi touto fyzikalné-chemickou vlastnosti a
schopnosti adherovat ke stfevnimu hlenu. Hydrofobicita kmenl byla zkouména za pouziti
chloroformu, xylenu a n-hexadekanu. Bylo zjisténo, ze zkoumané kmeny vykazuji jiny stupen
hydrofobnosti. Vysoké procento bun€k L. paracasei (77,4 %) piilnulo ke xylenu, polarnimu
rozpoustédlu, L. fermentum vykazoval silnou afinitu Kk chloroformu. Fyzikalné-chemické
vlastnosti, jako je hydrofobicita, hraji hlavni tlohu pii pocatecni interakci s hostitelskou tkani a

jevi se taktéz jako vyznamny faktor pro uspéSnou bakterialni adhezi.

Dilezitou vlastnosti probiotickych organismu je také rezistence vici zluc¢i a kyselindm,
zasadni je rovnéZ antibakteridlni aktivita, ktera je pfi¢itdna produkci H202, organickych kyselin

(mlécna a octova kyselina), proteinovych sloucenin a cyklickych dipeptidi. Produkce téchto
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antimikrobialnich latek se jevi jako Gc¢inna proti patogentim, pti konzervaci potravin a z probiotik
¢ini vhodné organismy pro startérové kultury pouzivané pti vyrobnich procesech fermentovanych
mléénych produktt (Abdulla et al., 2014). Tyto vyrobky maji jiZ po staleti nenahraditelné misto
Vv lidské vyzivé a jejich 1éCivé vlastnosti a vysoké nutri¢ni hodnoty byly znamy ¢lovéku i v davnych
dobach. Zdravotni pfinos je zprosttedkovan nejenom aktivitou probiotickych organismu, ale také
pasobenim biologicky aktivnich slozek, které jsou pfitomny v syrovém mléce (Ebringer et al.,

2008).

V této praci jsme oveéfovali adherencni schopnosti probiotik vyskytujicich se v tradi¢nich
fermentovanych mléénych produktech produkovanych v oblasti stfedni Asie. Probiotické kmeny
byly izolovany ze tiech druht napoji — Kurut, Kumys a Shubat, kde Kurut byl pfipraven z mléka
jaciho, Kumys z kobyliho a Shubat z velbloudiho. Testovano bylo celkem 7 kmend, L. helveticus
5-2M a L. pontis 5-5M izolované z napoje Shubat, L. kefiranofaciens 6-2M, L. pontis 6-12M
z napoje Kumys a L. paracasei 8-2M, L. brevis 8-6M a L. crustorum 8-9M z produktu Kurut.
Vysledky ukézaly vysokou miru variability ve schopnosti adherence v rozmezi 0-37,1 %. Nejlepsi
adheren¢ni vlastnosti vykazovaly kmeny izolované z napoje Kurut, kde nejlépe adheroval L. brevis
8-6M (37,1 %), u L. crustorum 8-9M a L. paracasei 8-2M dochazelo k adhezi z 24,8 % a z 19,9
%. Naopak jako nejhtie adherujici se jevily kmeny z produktu Shubat, kde L. helveticus 5-2M
adheroval z 7,3 %, u L. pontis 5-5M byla zaznamenana nulova schopnost adherence. Laktobacily
L. kefiranofaciens 6-2M a L. pontis 6-12M izolované z napoje Kumys adherovaly z 18,4 % a 12,5
%. Jako mozny faktor vysvétlujici vysoké rozdily v % adherence u jednotlivych kmenti se tak jevi

slozeni jednotlivych napojt, kde kazdy ndpoj byl ptipraveny z jin¢ho mléka.

Podobna studie byla zaznamenana u Jensen et al. (2012), kde byla zkoumana adheze 18-ti
probiotickych kmeni na bunéénych liniich Caco-2, HT-29 a LS-174T. Vysledky ukazaly taktéz
vysokou miru variability v % adherence (< 1-25 %). Nejvyssi schopnost adheze na vSech
testovanych bunéénych liniich vykazovaly kmeny L. reuteri DSM 20016, mm4-1a, fj1 (11-26 %),
zatimco kmen L. reuteri DSM 17938 prokazal skoro nulovou adhezni schopnost. Rozdily ve stupni
adheze si Jensen et al. (2012) vysvétluji urovni uspotradani genii, kde kmeny DSM 20016, mm4-
la, fj1 spadaji do jedné fylogenetické skupiny, zatimco kmen DSM 17938 do jiné. Abdulla et al.
(2014) testovali 6 kmend rodu Lactobacillus izolovanych ze syrového mléka (L. paracasei),
z jogurtu (3 kmeny L. acidophilus), ze smetany (L. fermentum) a ze syra (L. plantarum). Vysoka
schopnost adherence byla nalezena u L. paracasei, ktery adheroval témét z 50 %, u L. plantarum
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dochazelo k adhezi ze 40 %. U jednoho kmene L. acidophilus byl zaznamenan stupen adherence
na 30 %, zbylé kmeny adherovaly z 10 %, respektive z 8 %. Tyto kmeny byly tudiz vyhodnoceny

jako neadherujici.

Adhezi ke stfevni sliznici brani probiotické organismy priniku nezadoucich latek a
patogennich bakterii, riznymi mechanismy G¢inku S nimi soupeti o vazebna mista ve sliznici, ¢imz
reguluji imunitni systém a pfedchazi tak stfevnim onemocnénim (Jensen et al., 2012). Konzumaci
fermentovanych mléénych produktii byla prokazana zvySena produkce cytokini, fagocytarni
aktivita a tvorba protilatek. Studie také ukazuji, Zze fermentované mlécné produkty maji
hypocholesterolemické uc€inky a nékteré laktobacily vykazuji schopnost snizovat hladinu
cholesterolu v krvi. Byla taktéZ zaznamenana jejich antikarcenogenni aktivita, u¢inky se vsak 1isi

u jednotlivych kmenti (Panesar, 2011).

Ve studii Zheng et al. (2013) byly hodnoceny funkéni vlastnosti LAB izolovanych
z tibetskych kefirovych zrn, jez jsou pfirozenym startérem pro fermentované napoje konzumované
v Tibetu. Tti izolaty Lactobacillus identifikované jako L. acidophilus LA15, L. plantarum B23 a
L. kefiri D17 vykazovaly rezistenci na kyseliny a Zlucové soli. Také byla zaznamenana in vitro
adherence k bunikam Caco-2, jez se pohybovala v rozmezi 6,5-13,2 %. Mira adheze kmend LA15
a D17 byla vyznamné niz8i v porovnani s kmenem B23, jenz vykazoval nejvyssi stupen adherence.
Tyto kmeny byly poté dale vybrany pro dalSi stanoveni jejich ucinku sniZujiciho hladinu
cholesterolu u potkant. Vysledky vSech tfi kmenti potvrdily hypotézu, Ze LAB maji pozitivni
uc¢inky na sniZovani hladiny cholesterolu. Mnoho studii se zabyvalo mechanismy tG¢inku plisobici
proti patogentim, Candela et al. (2008) zkoumali ochrannou ulohu laktobacilt a bifidobakterii vici
infekénim enteropatogentim Salmonella typhimurium a Escherichia coli. Podle zaznamenanych
vysledku se L. acidophilus Barl3, L. plantarum Bar10, B. longum Bar33 a B. lactis Bar30 jevily
jako G¢inné v inhibici adheze patogenti K vrstvé bunék Caco-2. Kmeny L. acidophilus Barl3 a B.
longum Bar33 byly navic zkoumany pro imunomodulaéni aktivitu na interleukiny produkované

buitkami HT-29. Oba kmeny ukézaly potencidl chranit enterocyty pied akutni zanétlivou reakci.

V ramci studie (Guo et al., 2015) byly porovnavany probiotické vlastnosti dominantnich
laktobacilti izolovanych z tradi¢niho napoje Kumys a fermentované potraviny Suan-tsai. Celkem
bylo izolovano 30 kmenti, 14 kment (8 L. helveticus, 6 L. brevis) z 8 vzorkti Suan-tsai a 16 kment

(7 L. helveticus, 5 L. acidophilus, 2 L. plantarum a 2 L. casei) ze 7 vzorki Kumysu. Laktobacily

35



izolované z Kumysu vykazovaly vyssi odolnost k zluci, u€inky snizujici cholesterol a vyssi stupeni
adheze nez testované kmeny ze vzorkd Suan-tsai. Adheren¢ni schopnost laktobacili byla
stanovovana na bunéénych liniich HT-29, kam byly laktobacily pfidany v koncentraci 1x108,
vysledna adherence byla poté vyjadiena jako pocet bakterii adherujicich ke 100 HT-29 bunkam,
naméfené hodnoty se pohybovaly v rozmezi 47,7-373 bakterialnich bun¢k / 100 HT-29 bun¢k.
Nejlepsi adherencni vlastnosti vykazovaly L. acidophilus a L. plantarum. Hodnoty rezistence vici
Zlu¢i se pohybovaly v rozmezi 1,6-34,2 %, kde nejlepsich vysledkd dosahl opét L. acidophilus.
V jedné z nejnovéjsich studii (Abudumilike et al., 2016) byly testovany bakterie z tradi¢niho
napoje Shubat, které byly identifikovany jako LAB se schopnosti rezistence na kyseliny a soli.
Adheren¢ni schopnost vybranych kmenti (L. brevis M3-3, Leuconostoc lactis Le2-1, Enterococcus
sp. M4-3-2, Enterococcus faecium M3-1) byla ovéfovana na bunétné linii Caco-2, kde nejvice
adherujicim kmenem byl Enterococcus faecium M3-1. Rovnéz byla u téchto kmeni prokazana
antibakterialni aktivita. S cilem ziskat nové a ucinné kmeny, které pozitivné ovliviiuji zdravi
spotiebiteld, byl zkouman probioticky potencial 17 LAB izolovanych z ja¢itho mléka. Byla
prokazana rezistence vici kyselému pH a zluci, traveni laktdzy, antimikrobidlni, antioxida¢ni ¢i

protinadorova aktivita (Kaur et al., 2017).

Muzeme tak konstatovat, ze probiotické organismy zcela nepopiratelné hraji zasadni roli
Vv lidském zdravi, at’ uz podporou rozvoje imunitniho systému ¢i branénim priniku nezadoucich
latek a organisml. Adherence je povazovana za nezbytny predpoklad pro antagonistickou aktivitu
a mohou ji ovliviiovat i takové faktory, jako je teplota, pH ¢i pouzité medium. Nicméné musime
zohlednovat fakt, Ze vSechna testovani jsou provadéna in vitro, kde dochazi ke zna¢nému
zjednoduSeni situaci in vivo a kde jsou podminky lehce odlisné od ptirozenych podminek v GIT.

Aplikovani stejnych zavéri na situace in vivo tak musime brat s malou rezervou.
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7 Zavér
Cilem této prace bylo otestovani adheren¢nich schopnosti probiotik vyskytujicich se
Vv tradi¢nich fermentovanych mléénych napojich produkovanych v oblasti stfedni Asie. Schopnost

prilnout ke stievni sliznici je zakladni vlastnosti probiotickych organismi, je dilezitd pro

naslednou kolonizaci stfeva a tim pozitivn¢ ovliviiuje zdravi hostitele.

Celkem bylo zkoumano 7 kment ve tfech druzich napoji. Vysledky prokéazaly vysoky
adherenc¢ni potencial laktobacild pouze v jednom ze zkoumanych produkti. Nejlepsi adherencni
vlastnosti vykazovaly L. brevis 8-6M, L. crustorum 8-9M a L. paracasei 8-2M izolované z napoje
Kurut. Zde dochazelo k adhezi z 37,1 %, 24,8 % a 19,9 %. Z napoje Kumys byly izolovany L.
kefiranofaciens 6-2M a L. pontis 5-5M s adheren¢ni schopnosti 18,4 % a 12,5 %. U posledniho
zkoumaného napoje Shubat byla zaznamenana velmi nizka schopnost adherence, kde L. helveticus

adheroval 5-2M ze 7,3 % a L. pontis 5-5M neadheroval viibec.

V in vitro podminkach na modelu sttevniho epitelu tak dobte adherovaly pouze laktobacily
z mléc¢ného napoje Kurut. JelikoZ se jedna o testy in vitro, je obtizné aplikovat stejné zavéry na
situace in vivo, tedy v lidském GIT, kde adherenci mize ovlivnit spoustu dalSich faktorti. Nicméng,
in vitro experimenty jsou nezbytné pro pochopeni mechanismt Géinku a poskytuji dilezité
informace tykajici se jednotlivych kment. Ackoli nebyl prokazan vysoky adherenéni potencial u
vSech zkoumanych laktobacilli, neni pochyb o tom, Ze pravidelnd konzumace fermentovanych
mlécnych produktl pifindsi zdravi prospesné ucinky a je tudiz ptredpokladem pro spravnou

kolonizaci stfev a udrzeni homeostazy stievniho mikrobiomu.
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9 Seznam pouzitych zkratek

CRC kolorektalni karcinom (colorectal cancer)

Cz Ceska republika (Czech Republic)

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s medium

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

FAO Organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi (Food and Agriculture Organization)
FBS fetalni bovinni sérum

GALT stievni lymfaticka tkan (gut-associated lymphoid tissue)

GIT gastrointestinalni trakt

HIV Human Immunodeficiency Virus

HUGO  Organizace na vyzkum lidského genomu (Human Genome Organization)

IBD zanétlivé onemocnéni sttev (inflammatory bowel disease)
IBS syndrom drazdivého tra¢niku (irritable bowel syndrome)
IgA imunoglobulin A

19G imunoglobulin G

KTJ kolonie tvofici jednotky

LAB bakterie mlécného kvaseni (lactic acid bacteria)

MALT  slizni¢ni imunitni systém (mucosa-associated lymphatic tissue)
MRS de Man, Rogosa and Sharp

MTX methotrexat

MUB mucus-binding protein

MUC geny kodujici membranové proteiny z fady mucinli

PBS fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

rRNA ribosomalni ribonukleova kyselina (ribosomal ribonucleic acid)
SD smérodatna odchylka

UK Spojené kralovstvi (United Kingdom)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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