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Vliv mykotoxinii na adhezi probiotickych
mikroorganismu

Souhrn

V soucasné dob¢ jsou mykotoxiny fazeny mezi jedny z hlavnich kontaminantt, které se
vyskytuji napfi¢ potravinami po celém svéte. Je jiz prokazan jejich negativni vliv na lidsky
organismus VvV podobé mutagenity, teratogenity nebo karcinogenity a také jejich vyskyt
Vv riznych potravinovych komoditach. Malo informaci je v§ak znamo ohledn¢ jejich ptsobeni
na stievni mikrobiom, a zejména 0 jejich vlivu na adhezi probiotickych bakterii, které se mohou
vyuzivat jako piipadna aditiva v riznych potravinovych komoditach za ucelem snizeni
kontaminace riznymi mykotoxiny. Adheze je navic dulezitou vlastnosti, ktera hraje klicovou
roli pro vlastni kolonizaci GITu probiotiky a jejich nasledného zdravotniho benefitu pro
hostitele v podobé stimulace sttevni bariéry, metabolické funkce nebo ochranné funkce proti
enteropatogeniim prostiednictvim riznych mechanismii.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat, zda mykotoxiny rodu Alternaria —
alternariol (AOH) a alternariol monomethyl ether (AME), které jsou b&ézné detekovany v fadé
potravinovych komodit (ovoce, zelenina, obiloviny), mohou ovlivnit adheren¢ni vlastnosti
vybranych probiotickych bakterii rodu Lactobacillus (L. gasseri a L. plantarum). K testovani
adheze byly vyuzity in vitro bunééné linie HT29 a Caco-2, které byly péstovany do plné
diferenciace bun¢k s naslednym piidanim jednotlivych probiotik a testovanych latek na dobu
2 hodin. Po inkubaci byly bunky promyty, sklizeny pomoci 1% TRITONU a rozpustény ve
fosfatovém pufru. Nasledna kultivace bakterii probihala na Petriho miskach na ROGOSA agaru
po dobu 72 h. Ze zjisténych hodnot bylo posléze stanoveno % adheze.

Vliv alternariovych mykotoxinii na adhezi probiotik byl prokazan na bunécné linii
HT29 u L. gasseri, kde 10 pg/ml AOH snizil adhezi 0 16,72 % a AME o0 13,85 % v porovnani
s neosetfenou kontrolou. Naopak u buné&tné linie Caco-2 se adheze L. gasseri po pfidani
5 ng/ml AME zvysila o 7,69 % Vv porovnani s kontrolou. Tim byla i potvrzena nase hypotéza,
ktera tika, ze mykotoxiny rodu Alternaria (AOH a AME) maji vliv na adhezi probiotickych
mikroorganismu V travicim traktu hostitele, v nasem ptipad¢ probiotického rodu Lactobacillus.

Na zaklad¢ vysledku tedy vyplyva, ze mykotoxiny rodu Alternaria ovlivnily adheren¢ni
vlastnosti probiotického rodu Lactobacillus, a to zpisobem jejich snizeni, a naopak i zvyseni.
V testech je vSak tfeba dale pokracovat, zejména s ohledem na mozné interakce probiotik
S mykotoxiny pfimo v kontaminovanych potravinach a dal$i mozné ucinky mykotoxinli na
celkovou diverzitu a stabilitu gastrointestinalni mikrobioty.

Klic¢ova slova: mykotoxiny; Alternaria; probiotika; dekontaminace; potraviny



The effect of mycotoxins on the adhesion of probiotic
microorganisms

Summary

Currently, mycotoxins are found as one of the main contaminants across food around
the world. Their negative effect on the human body in the form of mutagenicity, teratogenicity
or carcinogenicity has been proven as well as their occurrence in various food commodities.
However, little information is known about their effect on the intestinal microbiome and mainly
their effect on the adhesion of probiotic bacteria, which can be used as potential additives in
various food commodities to reduce contamination by various mycotoxins. In addition,
adhesion is an important property that plays a key role in the actual colonization of probiotic
GITs and their subsequent health benefit to the host in the form of stimulation of the intestinal
barrier, metabolic function or protective function against enteropathogens through various
mechanisms.

The aim of this diploma thesis was to test whether mycotoxins of the genus Alternaria
— alternariol (AOH) and alternariol monomethyl ether (AME), which are commonly detected
in many food commodities (fruits, vegetables, cereals), can affect the adherent properties of
selected probiotic bacteria of the genus Lactobacillus (L. gasseri and L. plantarum). In vitro
cell lines HT29 and Caco-2 were used to test adhesion, which were grown to full cell
differentiation followed by the addition of individual probiotics and tested substances for 2
hours. After incubation, cells were washed, harvested with 1% TRITON and dissolved in
phosphate buffer. Subsequent cultivation of the bacteria took place on Petri dishes on ROGOSA
agar for 72 hours. The % adhesion was determined from the determined values afterwards.

The effect of alternaria mycotoxins on the adhesion of probiotics has been demonstrated
inacell line HT29 in L. gasseri, where 10 pg/ml AOH reduced adhesion by 16,72 % and AME
by 13,85 % compared to untreated control. In contrast, in the Caco-2 cell line, the adhesion of
L. gasseri increased by 7,69 % compared to the control after the addition of 5 ug/ml AME. This
confirmed our hypothesis that mycotoxins of the genus Alternaria (AOH and AME) affect the
adhesion of probiotic microorganisms in the digestive tract of the host, in our case the probiotic
genus Lactobacillus.

It arises from the results that mycotoxins of the genus Alternaria affected the adherence
properties of the probiotic genus Lactobacillus, in the way of their reduction and conversely
their increase. However, tests need to be continued, especially with regard to possible
interactions of probiotics with mycotoxins directly in contaminated foods and other possible
effects of mycotoxins on the overall diversity and stability of the gastrointestinal microbiots.

Keywords: mycotoxins; Alternaria; probiotics; decontamination; food
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1 Uvod

Mykotoxiny pfedstavuji v souCasnosti jeden zhlavnich kontaminanti potravin
ohrozujicich lidské zdravi. Dle Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi (Food and Agriculture
Organization; FAO) je az Y rostlinné produkce kontaminovana mykotoxiny. Navic se do
budoucna u komodit jako jsou obilniny a krmiva piedpoklada i vyssi vyskyt kontaminace
V navaznosti na zvySujici se citlivosti detekénich metod.

Hlavnimi mykotoxinovymi kontaminanty jsou aflatoxiny, ochratoxiny, fumonisiny,
trichotheceny a zearalenon. Mykotoxiny, o nichz je znamo jiz pomérn¢ dost informaci. Zejména
jsou dostupné informace o jejich toxickych tcincich a nasledného dopadu na lidské zdravi.
Presto stale existuji mykotoxiny, o kterych existuje jen minimum dostupnych informaci. Mezi
takové patii i alternariové mykotoxiny, které byvaji nejcastéji detekovany v obilovinach, ovoci
a zelening, ale dovedou kontaminovat i dalsi produkty.

V soucasnosti jiz zndme metody vyuzivajici mikrobidlni dekontaminaci na snizeni
koncentrace mykotoxinu v potravinach. Doposud se ale nikdo nezabyval interakci mykotoxint
s probiotiky v travicim traktu poté, co piijdou do styku.

JelikoZ se jedna o pomérné rozsahlou problematiku, nasim cilem bylo otestovat, jak
mykotoxiny rodu Alternaria ovliviiuji adhezi probiotickych mikroorganismti rodu
Lactobacillus na stievni epitel a jejich piipadny zdravotni benefit pro hostitele.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Probiotické kmeny mohou slouzit jako aditivum v potravinach za i¢elem snizeni vyskytu
mykotoxind. Po kontaktu s mykotoxiny mutize dochdzet ke zméné€ vlastnosti probiotickych
bakterii v travicim traktu hostitele.

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



3 Literarni reSerse
3.1 Gastrointestinalni trakt a jeho mikrobiota

Gastrointestinalni trakt (GIT) (obr. 1) je soustava vzajemné propojenych organt. Jedna
se 0 dutou travici trubici pfiblizné 8 metri dlouhou zacinajici dutinou ustni (cavum oris)
a koncici fitnim otvorem (anus). Hlavnimi organy GITu jsou v¢etné ustniho a fitniho otvoru
také jicen (oesophagus), zaludek (gaster), tenké stievo (intestinum tenue) - (duodenum,
jejunum, ileum), dale tlusté sttevo (intestinum crassum) - (intestinum caecum, colon, rectum)
a pomocné organy jako zuby (dentes), jazyk (lingua), slinné zlazy (glandula salivaria), slinivka
btisni (pankreas), jatra (iecur) a Zlu¢nik (vesica fellea). Sténa travici trubice je tvofena Ctyfmi
vrstvami - mukoza (vnitini vrstva - sliznice), submukoza, muscularis extrema (svalova vrstva)
aserosa (vné¢jsi vrstva) (Farley et al. 2014). Hlavni ulohou GITu je pfijem, rozmélnéni,
transport a traveni traveniny (Liao et al. 2009). Dale zde dochazi k metabolismu zivin,
vyluCovani a zprostfedkovavani fyzické a imunologické obrany proti toxickym latkam
a potencialnim patogentim (Cheng et al. 2010).

DUTINA USTNi
JICEN
JATRA
ZALUDEK
TENKE STREVO
TLUSTE STREVO
RITNf OTVOR

Obrazek 1: Gastrointestinalni trakt (Zdroj: https://www.niddk.nih.gov/news/media-library/9019)

Ochrana muze byt zprostfedkovana také symbiotickymi mikroorganismy, které
kolonizuji pfedev§im spodni ¢asti GITu. Zde se nachazi rozmanita mikrobialni populace
skladajici se z vird, bakteriofagh, Archaea, hub, kvasinek, prvoku, s nejvys$si dominanci
bakterii (Nuriel-Ohayon et al. 2016). Takovy komplex je oznacovan jako ,,stfevni mikrobiota“
a je odhadovéano, Ze jeho pocet mikroorganismti piekracuje 10'* (Thursby & Juge 2017).
Slozeni a funkce se ovsem lisi v zavislosti na umisténi, pohlavi, rase, straveé, véku hostitele,
zpusobu porodu a uzivani 1€kt (napf. antibiotik) (Hollister et al. 2014; Rinninella et al. 2019).
Obecné¢ se mikrobidlni kolonizace GITu postupné zvysuje od zaludku smérem K tlustému
sttevu. Zaludek i duodenum je kvili svému kyselému prostiedi, antimikrobialnim peptidiim
a proteolytickym enzymim pro fadu mikroorganismu v¢etné bakterii nehostinnym prostiedim,
a tudiz zde bakterialni zastoupeni ¢ita pouze 10* KTJ (kolonie tvofici jednotky)/ml. Naopak
tlusté stievo jiz disponuje velkym mnozstvim mikrobidlnich druhd, kde je bakteridlni
zastoupeni V obvyklém poétu 102 KTJ/ml. Vétsina bakterii je zde striktné anaerobni a patii
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predevsim k phyla Firmicutes a Bacteroidetes, predstavujici 90 % stievni mikrobioty. Dale je
zde zastoupena phyla Proteobacteria (Yadav et al. 2017; Dieterich et al. 2018; Rinninella et al.
2019).

K vlastnimu osidleni traviciho traktu mikrobiotou piitom dochazi jiz pii porodu, kdy jsou
rozdily v jeho slozeni zavislé na zptasobu porodu. U porodu klasickou vaginalni cestou je travici
trakt kojence osidlen zejména vaginalni mikrobiotou. Naproti tomu u cisaiského fezu dochazi
k osidleni bakteriemi kize a opera¢niho salu, ke zpomalené kolonizaci Bifidobacterium
(Derrien et al. 2019; Liu et al. 2019) a hojné&jsi kolonizaci fakultativnich anaerobi jako
napiiklad druhy Clostridium, nez je tomu u bézn¢ narozenych déti (Thursby & Juge 2017).
U téchto déti dochazi ke vzniku ,,normdlni* stfevni mikrobioty az pozdé¢ji vlivem kojeni
a prechodu na béznou stravu (Derrien et al. 2019; Liu et al. 2019). V ranych fazich zivota je
vSak mikrobiota ve své rozmanitosti velmi nizka a dominuji zde predev§im Actinobacteria
a Proteobacteria phyla. Ke zvySovani mikrobialniho profilu dochazi az béhem prvniho roku
jedince, pti¢emz za kli¢ové obdobi, kdy dosahuje stfevni mikrobiota ditéte svym slozenim
mikrobioté dospélé populace, je povazovan zhruba druhy az tieti rok zivota (Thursby & Juge
2017). Se zvySujicim se v€kem, piijimanou potravou a zivotnim stylem naopak dochazi
K postupné zméné¢ mikrobioty, kdy jednotlivé kmeny snizuji svlij pocet az dochazi k jejich
postupnému zmizeni ze stievniho mikrobiomu jedince. Toto dokazuje hojné&jsi zastoupeni
Bifidobacterium spp. ve stfevni mikrobioté déti, a naopak jejich nizsi kolonizace u dospélé
populace (tab. 1) (Derrien et al. 2019; Liu et al. 2019).

Tabulka 1: Slozeni mikrobioty v zavislosti na zpisobu porodu a véku jedince

Vaginalni Cisafskym fezem
Corynebacterium
Propionibacterium
Staphylococcus
Escherichia a Shigella
Streptococcus; Klebsiella
Veillonella; Clostridium

Bifidobacterium spp.
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium
catenulatum
Lactobacillus spp.

Zpisob porodu

Bakterialni rozmanitost T ¢
1. rok zivota 2-3 roky a dospéli Nad 70 let
Bifidobacteriaceae
Coriobacteriaceae

Bifidobacterium

. Bacteroidaceae Bifidobacteriaceae
. Bacteroides .
Vék . Prevotellaceae Clostridium
Veillonella . .
o Rikenellaceae Proteobacteria
Clostridium

Proteobacteria
Fusobacteria

Bakterialni rozmanitost T T ¢
(Derrien et al. 2019; Liu et al. 2019; Rinninella et al. 2019)

U kazdého jedince je stievni mikrobiota individualni, pfesto u vSech vykonava stejné
vyznamné funkce (Rinninella et al. 2019). Pfedev§im udrZzuje homeostazu a hraje svou
nezastupitelnou roli pii metabolismu nestravitelnych polysacharidi. Diky tomu je stfevni
mikrobiota schopnad produkovat mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA; butyrat,
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propionat, acetat), které se dovedou metabolizovat pres stievni lumen tlustého streva. Dale
dodava vitaminy jako jsou folaty, vitamin K, biotin, riboflavin, kobalamin a ovliviiuje
nespecifické a specifické slozky imunitniho systému tim, Ze inhibuje adherenci a riist patogent
spolu s produkci bakteriocint a dalSich toxickych metaboliti. VSechny tyto télu prospésné
ucinky se objevuji, pokud je mikrobialni komunita v rovnovaze Vv tzv. eubioze (Cani 2018;
Lazar et al. 2018). Pokud dojde k jejimu naruSeni, nastava tzv. dysbidza, ktera muze byt
v korelaci s fadou stfevnich chorob a metabolickych poruch jako je obezita, zanétlivé stievni
onemocnéni, potravinové alergie, diabetes nebo metabolicky syndrom. Dysbidza v§ak muize
byt jak pficinou téchto onemocnéni, tak i disledkem (Engen et al. 2015).

Ke zlepSeni kvantitativniho i kvalitativniho stfevniho profilu a tim k napravé dysbiozy
mohou napomahat probiotika (Drago 2019). Mikroorganismy, které jsou pfirozenou soucasti
lidské mikrobioty a vykazuji zna¢ny nutri¢ni a terapeuticky potencial (van Baarlen et al. 2013;
Yadav et al. 2017).

3.2 Probiotika

3.2.1 Charakteristika a funkce

Za probiotika jsou dle Organizace pro vyzivu a zemédélstvi/Svétové zdravotnické
organizace (Food and Agriculture Organization/World Health Organization; FAO/WHO)
povazovany vSechny Zzivé mikroorganismy, které pfi poddvani Vv odpovidajicim mnozstvi
poskytuji hostiteli zdravotni prospéch (Fijan 2014; Yadav et al. 2017). Z tohoto duvodu jsou
probiotika fazena mezi tzv. funkéni potraviny, neboli potraviny s pozitivnimi G¢inky na lidské
zdravi (Kechagia et al. 2013). Aby vsak mohla byt probiotika funkéni a pouzivana, musi
spliiovat ur¢ité pozadavky. Jedna z kli¢ovych vlastnosti je jejich bezpecnost, kdy nesmi
existovat zadna asociace s patogennimi kulturami a musi vykazovat rezistenci vuci
antibiotikim. Aby byly funkéni musi byt odolné vué¢i zaludeénim a ZluCovym kyselinam,
geneticky stabilitni, a mit také schopnost ptilnuti (adheze) k sliznicim sttevniho epitelu, diky
¢emu zaberou vazebnd mista pro patogeny a snizi tak jejich schopnost vazat se na vazebna mista
na stfevni sliznici. Z hlediska technologického vyuziti musi byt Zivotaschopné jak za vyrobnich
a distribu¢nich podminek, tak béhem skladovani (Fijan 2014; Markowiak & Slizewska 2017).

Obecné se za hlavni vyznam probiotik povazuje naprava dysbidzy, prostiednictvim
udrZovani sttevni homeostdzy, jak jiz bylo zminé€no. Plsobi také protipriijmové nebo proti
zacp€ a mohou mit pozitivni efekt 1 pti laktézové intoleranci, kdy zmirfuji jeji pfiznaky jako
I u potravinovych alergii. Dale zvysuji odolnost vii¢i infekénim onemocnénim GITu a inhibuji
fadu bakterialnich patogenu jako jsou Campylobacter jejuni, E. Coli, nebo Shigella (Fijan
2014). Probiotika maji navic schopnost regulovat koncentraci cholesterolu v krevnim séru. To
je ziejmé zpusobeno nékolika moznymi mechanismy, které jsou nejspise zprostredkovany
vazbou cholesterolu na bunécny povrch, asimilaci cholesterolu pomoci probiotik, zaclenénim
cholesterolu do buné¢né membrany, dekongujaci zluce pomoci hydrolazy zlu¢ovych soli anebo
koprecipitaci cholesterolu s dekonjugovanou zluci (Kumar et al. 2012; Fijan 2014).

Dale probiotika ovliviiuji ziskanou a vrozenou imunitni odpovéd’ tim, Ze indukuji
sekreci IgA a modifikuji T-bunécné receptory (Kechagia et al. 2013) a v neposledni fadé
vykazuji ucinnost proti neurologickym porucham jako je uzkost, deprese nebo stres, diky
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modulaci koncentrace neurotransmiterd v mozku (Rinninella et al. 2019). V soucasné dobé
védci navic zkoumaji vztah mezi probiotiky a nadorovymi onemocnénimi tlustého stieva.
Ukéazalo se, Zze néktera probiotika dokazala snizit aktivitu enzyml zodpovédnych za pfeménu
latek na karcinogenni komponenty, a navic pouziti probiotik vedlo ke zlepSeni vedlejSich
ucinku radiaéni terapie a chemoterapie (Drago 2019).

Veskeré tyto biologické t¢inky a zdravotni profity probiotik jsou ovSem druhové
a kmenové specifické a zalezi také na dobé pietrvani v GITu a na mnozZstvi, ve kterém se zde
vyskytuji (Chapman et al. 2011; Drago 2019). Navic by se k dostaveni probiotickych t¢inkt
mélo dle fady studii denné konzumovat okolo 10®az 10° KTJ (Kechagia et al. 2013).

3.2.2 Vyznamné druhy probiotik

Probiotickymi mikroorganismy, u kterych byl zdravotni pfinos prokazan, jsou bakteridlni
rody: Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Bacillus, E. Coli, a také nepatogenni kvasinkovy rod Saccharomyces (Fijan
2014).

Lactobacillus spp.

Nejvyznamnéj$im probiotickym rodem je Lactobacillus. Tento rod se sklada z vice nez
170 druhti grampozitivnich, nesporulujicich, fakultativné anaerobnich i aerotolerantnich
bakterii ty¢inkovitého tvaru z kmene Firmicutes (Goldstein et al. 2015). Laktobacily se
vyskytuji v mistech bohatych na sacharidy, a proto je mizeme nalézt v mikrobioté ust, vaginy
a gastrointestinalniho traktu (Salvetti et al. 2012), kde jsou bézné pfitomny druhy:
L. acidophilus, L. salivarius, L. casei, L. plantarum (obr. 2), L. fermentum, L. brevis, L. reuteri,
L. rhamnosus, L. gastricus a dalsi (Goldstein et al. 2015; Yadav et al. 2017). Spolu
s bifidobakteriemi jsou jednémi z prvnich bakterii, které¢ kolonizuji stfevo ihned po porodu
(Fijan 2014).

Optimalnimi podminkami pro jejich rist je teplotni rozmezi mezi 30 az 40 °C a pH okolo
5,5 a7 6,2 (Kechagia et al. 2013), pti¢emz nejbéznéji rostou za mikroaerofilnich podminek, kde
se jevi jako bilé mukoidni kolonie. JelikoZ se jedna o morfologicky velmi rozmanity rod, jejich
nejptesnéjsi identifikace je provadéna pomoci molekularnich metod 16S rRNA geni (Goldstein
et al. 2015).

Laktobacily prokazaly pozitivni u¢inky na zdravi svého hostitele. Ukazalo se, Ze posiluji
stfevni slizniéni bariéru proti patogenim (Yadav et al. 2017) a ve vaging slouzi jako obrana
proti urogenitalnim infekcim. U¢inné jsou v 1é¢bé i prevenci alergickych onemocnéni (Wells
2011) a prijmam zpusobenych antibiotiky (Fijan 2014). Konkrétn¢ L. rhamnosus GG snizil
dobu trvani akutniho prijmu zptisobeného rotavirem (Kechagia et al. 2013). Mimo to mohou
laktobacily modulovat vrozené i ziskané imunitni odpovédi prostfednictvim vazby na receptory
v imunitnich bunkach a mnoha tkanich véetné stfevniho epitelu (Wells 2011). Velikym
benefitem laktobacili je jejich rezistence vici riznym druhim antibiotik diky fadé mechanisma
jako je hydrolyza, acetylace, enzymaticka modifikace, ribosomalni methylace nebo ochrana
ribosomu (Goldstein et al. 2015).

Razeny jsou mimo jiné mezi hlavni zastupce bakterii mlééného kvaseni (BMK) schopné
pfeméiovat hexozové cukry na mlécnou kyselinu, diky které dochazi k vytvareni kyselého
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prostfedi, a tim k inhibici rastu $kodlivych mikroorganismt (Kechagia et al. 2013). Z tohoto
divodu maji laktobacily velké potravinaiské vyuziti. Podili se na vyrobé raznych
fermentovanych mléénych, masnych i zeleninovych vyrobka (Van Tassell & Miller 2011).

1wm 88868 18 59 SEI

Obriazek 2: Lactobacillus plantarum (Arasu et al. 2016)

Bifidobacterium spp.

Dalsim vyznamnym probiotickym rodem je Bifidobacterium. Tento rod naopak zastupuji
grampozitivni striktné anaerobni, nesporulujici, katalaza negativni bakterie patiici do kmene
Actinobacteria. Mezi hlavni zastupce patii B. infantis, B. adolescentis, B. animalis subsp.
animalis, B. animalis subsp. lactis a B. breve. Bifidobakterie stejn¢ jako laktobacily kolonizuji
pochvu savct a GIT. Ve stievé dospélého cloveéka tak tvori piiblizné 3 az 7 % mikrobioty
a u novorozencu az 91 % (Martinez et al. 2013; Fijan 2014).

Bifidobakterie indukuji produkci imunoglobulinu, syntetizuji listovou kyselinu,
a dokonce mohou pisobit protinadorove. Nekteré bifidobakterie stejné jako laktobacily navic
produkuji antimikrobidlni latky zvané bakteriociny, coZ jsou peptidy, které slouzi k niceni
bakterii jak stejného, tak jiného rodu. Timto pfispivaji k potlaceni stfevnich patogenti a slouzi
tak také jako konzervanty v fadé¢ potravin (Martinez et al. 2013).

Ostatni probiotické mikroorganismy

Dalsim vyznamnym probiotickym rodem je Lactococcus, zahrnujici grampozitivni
bakterie bézné pouzivané K vyrobé fermentovanych produkti. Probiotické vlastnosti tohoto
rodu vykazuje zejména Lactococcus lactis subsp. lactis, ktery posiluje funkce stfevni bariéry
a rozviji imunitni reakce (Fujii et al. 2017).

Dalsimi rody jsou Enterococcus a Streptococcus. Streptococcus obsahuje fadu druht, jez
jsou pro ¢loveka velice patogenni (napf. S. pyogenes ¢i S. pneumoniae). Existuji vSak i takové
druhy, které jsou soucasti mikrobioty ust, kiize a stieva a maji probiotické vlastnosti. Takové
vlastnosti vykazuje napiiklad Streptococcus thermophilus, ktery je béznou soucasti jogurtl
(Fijan 2014).
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Rod Bacillus zastupuji grampozitivni aerobni nebo fakultativné aerobni bakterie.
Vykazuji stabilitu v GITu i béhem zpracovani a skladovani potravin. Lé¢i prijmy, zabranuji
infekci Helicobacter pylori a celkové udrzuji stievni homeostazu (Elshaghabee et al. 2017).

E. coli je spiSe znama svymi virulentnimi sérotypy. Existuje ovSem nepatogenni
probioticky druh, ktery bézné kolonizuje stfevo. Jedna se o gramnegativni E. Coli Nissle 1917
(ECN), ktera neprodukuje zadné enterotoxiny ani cytotoxiny. Slouzi jako lé¢ivo pro ulcer6zni
kolitidu, a dokonce vykazuje slibné vysledky u karcinomu tlustého stieva (Yu et al. 2019).

V neposledni fad¢ je dalSim probiotickym zastupcem nepatogenni kvasinkovy rod
Saccharomyces. Tento rod je znamy piedev§im svou nezastupitelnou ulohou ve vyrobé piva
a vina, zejména diky S. cerevisiae. Probiotickym zastupcem tohoto rodu je vsak S. boulardii,
ktery dovede zkratit dobu klinickych pfiznaki stfevnich onemocnéni (Fijan 2014).

3.2.3 Adheze probiotik

Piedpokladem piechodné kolonizace traviciho traktu probiotiky, jejich ucinnosti
a zdravotniho ptinosu pro hostitele je slozity komplexni proces adheze (Salminen et al. 2010),
ktery je zpocatku zprostiedkovan pomoci fyzikdlnich nespecifickych interakci (hydrofébni,
sférické) a nasledné diky specifickym vazbam (Monteagudo-Mera et al. 2019).

Dulezitou roli zde hraje stfevni hlen pfitomny mezi stievnim lumen a vlastnimi
epitelidlnimi bunkami stieva (Van Tassell & Miller 2011). Tato gelovita struktura je
vylu¢ovana poharkovymi bunkami stfevni sliznice a stievniho epitelu a sklada se z vysoce
glykosylovanych proteina vétsich nez 200 kDa nazyvanych muciny (Yadav et al. 2017). Tyto
proteiny spolu s dal§imi slozkami vytvaii hustou vrstvu hlenu, ke které probiotika adheruji.
Ptedpokladem této adheze zlstava, Ze je zplsobena piedevsim povrchovymi proteinovymi
vrstvami (S-vrstva), proteiny vazajicimi se na hlen nebo pily (fimbrie) ukotvenymi v bunéénych
sténach fady bakterii vcetné laktobacild. Dochazi tak k adhezi proteinu bakterie na
oligosacharidy vazané na povrchu hlenu (Van Tassell & Miller 2011; Goldstein et al. 2015;
Robert et al. 2017).

Adheze probiotik k tomuto hlenu je prvnim krokem nutnym k interakci probiotik
s hostitelskymi epitelialnimi bunikami stfeva a k vyvolani probiotickych t¢inkt (Van Tassell &
Miller 2011). Adhezi navic dochazi k zabrani vazebnych mist pfipadnych enteropatogenti, ke
zvySeni imunomodulacnich uc¢inki a také ke stimulaci stfevni bariéry a metabolickych funkci,
jak jiz bylo zminéno (Monteagudo-Mera et al. 2019).

Dalsim moznym faktorem adherence probiotik k bunkam hostitelovi tkané je
hydrofobicita povrchu buniky (Yadav et al. 2017), a stejn¢ tak mohou pfispivat k adhezi
laktobacilt i bifidobakterii jejich povrchové molekuly lipoteichové kyseliny (Monteagudo-
Mera et al. 2019).

Ukaézalo se vSak, ze stfevni mikrobiota, jeji slozeni, hojnost, metabolicka aktivita a s tim
spojené adhezivni vlastnosti mohou byt cilem fady nebezpeénych mykotoxint (Robert et al.
2017), které se v soucasné dob¢ hojné vyskytuji v riiznych potravinach a zpisobuji znacné
zdravotni komplikace (Alshannag & Yu 2017).
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3.3 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity produkované vlaknitymi houbami neboli
plisnémi, které se vyskytuji napti¢ plodinami po celém svété€ a pro spotiebitele tak predstavuji
potencialni zdravotni riziko a zpuasobuji ztraty v chovech hospodatskych zvifat (Marroguin-
Cardona et al. 2014). Poprvé byl termin mykotoxin pouzit roku 1962 pii neobvykle vysokém
uhynu dribeze pobliz Londyna. Nasledné bylo zjisténo, ze pfi¢inou je krmna smés, ktera byla
kontaminovana aflatoxiny kmene Aspergillus flavus. Toto zjisténi vedlo Kk naslednému
zkoumani, a diky tomu je v soucasnosti znamo vice nez 300 druhi mykotoxind. V popiedi
zajmu vSak zUstavaji ty, které predstavuji nejvyssi zdravotni riziko (Zain 2011).

Nejrozsifenéj$i a nejznaméj$i rody hub produkujici mykotoxiny jsou piedevsim
Aspergillus, Fusarium, Alternaria a Penicillium (Kovac et al. 2018). N¢které rody jsou schopny
produkovat vice nez jeden mykotoxin a nékteré mykotoxiny zase mohou byt produkovany vice
nez jednim druhem plisni. To znamend, Ze na kontaminovaném substritu miizeme najit vice
nez jeden druh mykotoxinu (Zain 2011).

Z chemického hlediska jsou mykotoxiny slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti,
které mohou mit toxicky ucinek jiz pii velmi nizkych koncentracich. Svym slozenim
predstavuji smes rtznorodych organickych struktur, které jsou charakterizovany tadou
funkénich skupin, jez obsahuji heteroatomy (Marroquin-Cardona et al. 2014). Mohou se
vyskytovat ve formé jednoduchych C4 sloucenin jako naptiklad moniliformin, ktery je relativné
maly, pfesto vysoce kysely mykotoxin se slabsi toxicitou nejcastéji kontaminujici kukufi¢né
zrno (Hallas-Moller et al. 2016). Stejné tak mohou byt ve formé slozitych latek, jako napiiklad
phomopsiny predstavujici skupinu makrocyklickych hexapeptidi kontaminujici rostliny rodu
lupina (Schloss et al. 2017).

Mykotoxiny jsou silné termostabilni slouc¢eniny se schopnosti odolavat Sirokému rozpéti
pH, coz je Cini tézce rozlozitelnymi (Winter & Pereg 2019). Optimalnimi podminkami pro
jejich rust jsou oblasti s horkym a vlhkym podnebim, ovSem ani v mirném podnebi se jejich
vyskyt nevyluéuje (Zain 2011). Pravé diky tomu jsou mykotoxiny hlavnimi kontaminanty
potravin a krmiv, a to bud’ béhem rtstové faze, sklizné, prepravy, skladovani nebo zpracovani
(Marroquin-Cardona et al. 2014). Riziko pro ¢loveka piedstavuji bud’ pfimo prostrednictvim
potravin rostlinného ptivodu (obilnd zrna, ovoce, zelenina) nebo nepfimo prostfednictvim
potravin zivocisného piivodu (mléko, vejce, maso), a to v disledku krmeni kontaminovaného
krmiva (Smith et al. 2016). Vyuzivani kontaminovanych potravin a krmiv vede k nejcastéjsi
expozici mykotoxint peroralni cestou. Je zde vSak i moznost inhala¢ni expozice, kdy dochazi
k vdechnuti mykotoxinu rozptyleného ve vzduchu a prachu, ptipadné je i moznost dermalniho
vstupu pres pokozku téla (Marroquin-Cardona et al. 2014).

Obecné se onemocnéni zpusobena mykotoxiny nazyvaji mykotoxikézy (Kovac et al.
2018). Jedna se o nepfenosné neinfekéni onemocnéni, jehoz symptomy obvykle odezni po
odstranéni kontaminované potraviny ¢i krmiva. Dle druhu mykotoxinu a citlivosti organismu
rozliSujeme mykotoxikdzy akutni (majici rychly nastup a odezvu) a chronické (projevujici se
s ¢asovym odstupem po dlouhodobé trvajicim nizkém piijmu kontaminovanych potravin
mykotoxiny). Navic mohou zptisobovat epidemie, a pokud se nejedna 0 rozsahlejsi vyskyt
piipadi, zistavaji ¢asto nerozpoznany. K jejich klasifikaci a diagnostice dochéazi az nasledné
a to na zaklad¢ fyziologickych zmén zasazenych organt (Zain 2011).
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Metabolity mykotoxind a jejich modifikace maji schopnost pronikat do Zivocisnych
bunék a zplusobovat tak mutagenni zmény v sekvenci nukleotidii. Poruchami sekvence
nukleotidi dochazi k velice silnym a trvalym vaddm v bunééném genomu, s naslednou
moznosti rozvoje karcinogenity (Adam et al. 2017). Casto tak také dochazi k teratogenits,
hepatotoxicité, nefrotoxicité¢, neurotoxicité¢, imunosupresi nebo mutagenité (Marroquin-
Cardona et al. 2014).

Jiz roku 1993 bylo Svétovou zdravotnickou organizaci spolu s Mezinarodni agenturou
pro vyzkum rakoviny (World Health Organzation — International Agency for Research on
Cancer; WHO-IARC) vyhodnoceno nékolik mykotoxini jako potencialné nebo skute¢né
karcinogennimi latkami (tab. 2). Zaradily se mezi n¢ aflatoxiny, ochratoxiny, fumonisiny,
trichotheceny a zearalenon (Zain 2011).

Tabulka 2: Karcinogenita mykotoxint

Karcinogenita Mykotoxin
1 — karcinogenni pro ¢lovéka aflatoxin B1
2a — pravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka X
2b — potencialné karcinogenni pro ¢lovéka fumonisiny, ochratoxiny
3 — nelze hodnotit z hlediska karcinogenity trichotheceny, zearalenon
4 — neni karcinogenni pro ¢lovéka X

Z dtvodu nebezpecnych a negativnich ucinki existuji pro hlavni mykotoxiny, vyskytujici
se V potravinach, nejvyssi ptipustné limity (tab. 3-5). Tyto limity reguluje Nafizeni Komise
¢. 1881/2006/ES ze dne 19. prosince 2006, kterym se stanovi maximalni limity nékterych
kontaminujicich latek v potravinach. Nafizeni stanovilo limity konkrétné pro aflatoxiny (B1,
B2, G1 a G2), ochratoxin A, patulin, deoxynivalenon, zearalenon, fomunisiny, a pro T-2 a HT-
2 toxin v rznych potravinach a napojich. Kvuli silné toxicité mykotoxini jsou tyto limity velmi
nizké.

Tabulka 3: Limity pro aflatoxiny

Hygienické limity pro aflatoxiny (ng/kg)

Potravina Suma B1, B2, G1a G2 M1
Jadra podzemnice olejné, skofapkové plody — k piimé spoti-ebé* 4 X
Susené ovoce — K piimé spoti‘ebé 4 X
Syrové mléko, tepelné oSetiené, mléko pro vyrobu mléénych vyrobki X 0,050

Pocatecni a pokracovaci kojenecka vyziva, v€etné pocatecniho a

X 0,025
pokracovaciho mléka pro kojence

Suma BI1, B2, Gl a G2 znamena celkové povolené mnozstvi téchto typt aflatoxinu: Bl-aflatoxin B1;
B2-aflatoxin B2; G1-aflatoxin G1; G2-aflatoxin G2; M1-aflatoxin M1; *Maximalni limity pro aflatoxiny jsou
zde vztazeny k jedlym ¢astem plodin.

v

Z dtvodu vyssi citlivosti kojencli maji stanoveny pitisnéjsi limity tolerovatelného denniho
ptijmu (TDI) i ptisnéjsi limity pro obsah mykotoxinii v kojenecké vyziveé. Jedna se zejména
0 limity v cerealnich vyrobcich, jablecnych dzusech a piikrmech urcenych pro déti (Marroquin-
Cardona et al. 2014).
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Tabulka 4: Limity pro ochratoxin A

Hygienické limity pro ochratoxin A (pg/kg)

Potravina
Nezpracované obiloviny 50
PrazZena kavova zrna a mleta praZena kava kromé rozpustné 50
Rozpustna kava (instantni kava) 10,0
Obilné piikrmy a ostatni pFikrmy uréené pro kojence a malé déti* 0,50

*Maximalni limity jsou zde vztazeny na suSinu.

Tabulka 5: Limity pro patulin, deoxynivalenon, zearalenon a fumonisiny

Hygienické limity pro patulin, deoxynivalenon, zearalenon a fumonisiny (ng/kg)

Potravina Patulin  Deoxynivalenon Zearalenon Fumonisiny
Ovocné §t'avy, rekonstituované

koncentrované ovocné §t’avy a 50 X X X
ovocné nektary

Obiloviny — k pFimé spotiebé* X 750 X X
Obiloviny — k piimé spoti‘ebé** X X 75 X

Kuku#i¢né potraviny — K piimé
Yy x P y P X X X 400
spotrebé
*Obiloviny k pfimé spotiebe — obilna mouka, kukuti¢na mouka, kukufiéna krupice, semolina, otruby.

**Qbiloviny k pfimé spotiebé — obilna mouka, otruby, klicky.

Limity pro mykotoxiny rodu Alternaria vydal v roce 2011 Evropsky tfad pro bezpe¢nost
potravin (European food safety authority; EFSA). Pro alternariol (AOH) a alternariol
monomethyl ether (AME) byl stanoven TTC (prah toxikologické obavy) 2,5 ng/kg télesné
hmotnosti/den a pro tenuazonovou kyselinu (TeA) a tentoxin (TEN) 1500 ng/kg télesné
hmotnosti/den (Fraeyman et al. 2017). Bavorsky ufad pro bezpecnost potravin se navic kvili
Casté kontaminaci kojenecké vyzivy na bazi ¢iroka ¢i prosa toxinem tenuazonovou Kyselinou
(TeA) a jeho nevylucitelného zdravotniho rizika pro déti a kojence rozhodl stanovit pro tento
mykotoxin dal$i limit. TeA se Vv kojenecké vyzivé proto smi vyskytovat v pouhém mnoZstvi
500 pg/kg (Rychlik et al. 2016).

Veskeré tyto limity pro mykotoxiny maji za tkol zajistovat bezpe¢nost potravin
a spotiebitele chranit pfed negativnimi G¢inky, které mohou mykotoxiny vyvolat. V Evropé
jsou limity z hlediska celosvétového métitka témi nejpiisnéjsimi (Zain 2011). Piesto vSak v EU
zaCina byt snaha tyto piisné limity obchazet a povolit dovoz potravin, které budou kontrolovany
v neélenskych zemi dle tamni legislativy. Tim hrozi, Ze do EU a potazmo CR budou piivaZzeny
potraviny, které nebudou plnit souc¢asné piisné standardy EU.

3.3.1 Nejvyznamnéjsi mykotoxiny

Existuje cela fada mykotoxinl, ovSem témi nejvyznamngjsimi kontaminanty potravin
jsou aflatoxiny (AF), ochratoxiny (OT), fumonisiny (F), trichotheceny (TC) a zearaleon (ZEN)
(Zain 2011).
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Aflatoxiny

Houby rodu Aspergillus jsou jedny z nejrozsitenéjSich rodu, které navic produkuji
mykotoxiny zvané aflatoxiny (AF). Jedna se o difuranokumarinované derivaty produkované
polyketodovou cestou kmeny jako jsou A. flavus, A. parasiticus a A. nomius (Zain 2011).
V soucasnosti existuje vice jak 20 druhtt AF, ov§em nejznaméjSimi jsou aflatoxin B1 (AFB1),
G1 (AFG1), B2 (AFB2) a G2 (AFG2) (Kumar et al. 2017). Oznaceni AF B1, B2, G1 a G2 byla
pridélena na zéklad¢ fluorescence pod UV svétlem (blue or green = modra nebo zelend), a také
diky jejich relativni chromatografické mobilit¢ béhem tenkovrstvé chromatografie (TLC) (Zain
2011). Existuje vsak i AF M1 (AFM1) a M2 (AFM2), které jsou hydroxylovanymi metabolity
AFB1 a AFB2 (Kumar et al. 2017).

AF se vyskytuji v riiznych potravinach a krmivech po celém svété. Radi se mezi hlavni
mykotoxiny, které se v potravinach nachazeji a ovliviiuji lidské zdravi. Idealnimi podminkami
pro jejich rozvoj je sucho a vysoka teplota az 48 °C. Plodiny, které nejcastéji infikuji jsou
obiloviny, olejnata semena, kofeni, vlasské ofechy, kukufice, bavlna a araSidy, pii¢emz
Kukufici, bavlnu a ofechy napada piedevsim kmen A. flavus, a pro araSidy je typickym
kontaminantem A. paraziticus (Kumar et al. 2017). AF se mohou vyskytovat i v Zivocisnych
produktech, a to v disledku zkrmovani kontaminovanych krmiv. Diky metabolismu v travicim
traktu zvifete dochazi k preméné AFB1 a AFB2 na AFM1 a AFM2 a toxiny tak ¢asto mohou
piechazet do masnych vyrobku, vajec, mléka a mléénych vyrobka (Zain 2011). Obvykla
koncentrace AF pak byva okolo 1-6 % z obsahu AF v piivodnim krmivu. Ke kontaminacim
dochazi nejcastéji u Spatné skladovanych obilnin (pSenice, je¢men) pro vyrobu krmnych smési
(Kumar et al. 2017).
je ve styku s AF, pfi¢emz nejéastéji se do organismu dostavaji pies sliznici traviciho traktu
(Kumar et al. 2017). Jelikoz jsou lipolytické povahy, snadno se vstfebavaji pies bunécéné
membrany z mista expozice (Sarma et al. 2017). Dusledkem expozice AF tak mize byt
teratogenita, imunotoxicita a genotoxicita. Jelikoz jsou jatra cilovym organem, které napadaji,
pusobi AF také hepatotoxicky az hepatokarcinogené. Z tohoto divodu je mykotoxin AFB1
(obr. 3) klasifikovan do skupiny 1 jako znamy lidsky karcinogen (Kumar et al. 2017).

Ucinky a toxicita

Obecné je za toxicitu AF odpovédny jejich laktonovy kruh, a pravé jejich struktura jim
umoziuje tvorbu DNA aduktt v guaninovém misté s moznym dusledkem tvorby nadorovych
bunék (Jard et al. 2011). Uroveii toxicity je oviem ovlivnéna typem AF:
AFB1 > AFG1 > AFB2 > AFG2 (Kumar et al. 2017).

AF maji diky svému velkému vyskytu na svédomi fadu epidemii. Bylo odhadnuto, Ze
4,6 az 28,2 % z celkového poctu hepatocelularnich karcinomtt mohlo byt zpisobeno pravé
v disledku dietarni expozice AF (Marroquin-Cardona et al. 2014). Od roku 2004 AF udajné
zpusobily vice jak 500 akutnich onemocnéni a vyzadaly si na 200 amrti. VétSina ohnisek
vyskytu nemoci byla pfitom hlasena zejména V rozvojovych zemich jako naptiklad v Keni.
V poslednich letech byl vyskyt AF hlasen v roce 2013 také v evropskych statech, jako je
Rumunska, Srbska a Chorvatska, kde byl zaznamenan vyskyt v mléce (Kumar et al. 2017).
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Obrazek 3: Aflatoxin B1

Ochratoxiny

Dal8i vyznamnou skupinou mykotoxini jsou ochratoxiny (OT), slouceniny sloZené
z dihydro-izokumarinovych derivati spojenych s fenylalaninem pomoci amidové vazby
(Koszegi & Poor 2016). Nejvyznamnéj§im a nejtoxictéj§im mykotoxinem z této skupiny je
ochratoxin A (OTA) (obr. 4), produkovany kmeny A. ochraceus, A. carbonarius, A. melleus,
A. sklerotiorum a A. sulfaus (Zain 2011). Nicmén¢ je za dalsiho producenta OT povazovan také
rod Penicillium, konkrétné¢ P. verrucosum, ktery muze produkovat kromé¢ OTA také
ochratoxin B (Larsen et al. 2001), jez je strukturové podobny, ov§em vykazuje niz§i toxicitu
oproti OTA (Fung & Clark 2004).

OTA je celosvétove piirozené se vyskytujici mykotoxin v zemédé€lskych komoditach.
Jeho nejbéznéjsi vyskyt je v obilninach, ale také v suseném ovoci, vinu, kave a v potravinach
zivocisného puvodu. Kontaminace jsou obvykle nizsi nez 200 ug/kg (Fung & Clark 2004), a to
opét v dusledku Spatného skladovani, nebo nespravnych postupt pii suseni zemédélskych
komaodit. Jedna se o velmi stabilni mykotoxin, ktery je béznym oSetienim neovlivnitelny, a i pti
potravinafském zpracovani kontaminovanych komodit nedochazi k jeho eliminaci u finalnich
potravin, ani u napoju (Bui-Klimke & Wu 2015). Utéchou mize byt, ze pii vysokych
koncentracich OT, se zde nevyskytuje AFB1, a pokud ano, tak pfipadné jen ve velmi nizkych
koncentracich. To dokazuje, Ze mezi mykotoxiny v potravinach existuje jista konkurence (Zain
2011).

Uginky a toxicita

Kvuli svym vlastnostem byl OTA zafazen do skupiny 2B jako mozny lidsky karcinogen
a byla u n¢j prokazana nefrotoxicita, hepatotoxicita, teratogenita a imunotoxicita (Marroquin-
Cardona et al. 2014). Jeho cilovym organem jsou oproti AF ledviny, a proto je podezielou
ptic¢inou lidskych nefropatii. U nékolika druhti zvifat je navic potvrzenym silnym renalnim
karcinogenem (Bui-Klimke & Wu 2015). Obecné OT ovliviiuji proteinovou syntézu a inhibuji
tim produkci ATP (Jard et al. 2011).
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Obrazek 4: Ochratoxin A
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Fumonisiny, Trichotheceny a Zearalenon

Fumonisiny (F) jsou mykotoxiny produkované houbou rodu Fusarium. Tento rod vytvari
vice nez 15 znamych druhl F, mezi jejichz hlavni zastupce patii FA, FB, FC, FP (Kamle et al.
5) (Marroquin-Cardona et al. 2014). F jsou slouceniny odvozené od polyketida (Gerber et al.
2009), produkované predevsim kmeny jako je F. proliferatum, F. verticilliodies (Kamle et al.
sklizni, ale je znamo, ze muze dochéazet k dal$i syntéze toxint také béhem nevhodného
skladovani. Typické jsou pro svou kontaminaci kukufice, jeémene, pSenice a dalSich obilnin.
Diky témto vyhovujicim podminkdm se mohou vyskytovat spolecné s AF (Marroquin-Cardona
et al. 2014).

Kromé F produkuje rod Fusarium také trichotheceny (TC), které patii z chemického
hlediska mezi seskviterpenoidy (de Carvalho et al. 2016). TC jsou produkovany kromé
Fusarium také rody Myrothecium, Spicellum, Stachybotrys, Cephalosporium nebo
Trichoderma. Bézn¢ se TC produkované rodem Fusarium vyskytuji na obilovinach jako je
je¢men, pSenice, zito nebo oves. Klasifikovany jsou do ¢tyt skupin: A, B, C a D. Velice znamy
je TC ze skupiny B zvany deoxynivalenol (DON) (obr. 6) (McCormick et al. 2011). Ten je
produkovany kmeny F. culmorum a F. graminearum (Yazar & Omurtag 2008), a mize se
nachazet v obilkach pSenice a jeémene napadenych pravé témito plisnémi (Lu et al. 2016).

Zearalenon (ZEN) (obr. 7) je produkovan kmeny F. roseum a F. tricinctum nebo
F. sporotrichioides. Jedna se o makrocyklicky lakton B-resorcylové kyseliny (Metzler et al.
2010). Je béznym kontaminantem kukufice, ktery se muze vyskytovat i v dalSich obilovinach
spolu s DON, ale obvykle v nizsich koncentracich (Yazar & Omurtag 2008).

Ucinky a toxicita

Fumonisiny jsou nebezpecné diky své schopnosti inhibovat pfeménu listové kKyseliny pres
receptor folatu a podileni se tak na defektu nervovych trubic u vyvijejiciho se plodu. FB1 je
navic mykotoxin znamy svou nefrotoxicitou a hepatotoxicitou, a proto byl stejné jako OTA
klasifikovan do skupiny 2B jako mozny lidsky karcinogen (Zain 2011). FB1 je totiz spojovan
s vyskytem rakoviny jater a jicnu (Kamle et al. 2019).

DON ze skupiny TC je toxin neklasifikovany jako karcinogen, nicméné je pti¢inou
anorexii, hubnuti, podvyzivy, endokrinnich a imunitnich zmén u lidi (Zain 2011). Obecné jsou
TC velice odolné v neutralnim i kyselém pH, a proto nejsou po poziti hydrolyzovany (Yazar &
Omurtag 2008). Navic jsou v gastrointestinalnim traktu velmi dobie vstiebavany, coz jim
umozni rychly uc¢inek (McCormick et al. 2011). TC byly dokonce pouzivany jako biologické
zbrané. Jednalo se konkrétné o T-2 toxin ze skupiny A trichothecenti (Zain 2011). Tato skupina
je zodpovédna za Siroké spektrum nezadoucich ucinkG jako je anorexie, zvraceni,
imunotoxicita, genotoxicita a hepatototoxicita (Zhang et al. 2018).

Zearalenon je zase znamy svymi estrogennimi G¢inky a negativnim vlivem na vyvoj Zen
(Zain 2011), kdy se vaze se na estrogenni receptory, a tim narusuje plodnost a reprodukéni
schopnosti (Jard et al. 2011).
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Mykotoxiny rodu Alternaria

Rod Alternaria se fadi mezi dalsi dtlezité houby produkujici vice nez 70 sekundarnich
metabolitt (toxint) nékolika riznymi kmeny. Mezi nejdilezitéjsi jsou fazeny A. alternata,
A. tenuissima, A. arborescens, A. radicina, A. brassicae, A. brassicicola a A. infectoria (Escriva
et al. 2017), které jsou oznaCované jako Cerna plisen vyskytujici se v fadé potravinovych
komodit (Puntscher et al. 2019).

Hlavnimi mykotoxiny, které rod Alternaria produkuje jsou alternariol (AOH) (obr. 8),
alternariol monomethyl ether (AME) (obr. 9), altenuen (ALT) (obr. 10) a tenuazonova kyselina
(TeA) (obr. 11) (Fraeyman et al. 2017). Mykotoxin TeA muze byt produkovan kromé
Alternaria také Pyricularia oryzae a Phoma sorghina (Rychlik et al. 2016). Chemickou
strukturou patii mezi derivaty tetramové kyseliny, zatimco AOH, AME a ALT zase mezi tzv.
dibenzo-a-pyrony (Escriva et al. 2017).
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OH (@] OH (@]
Obrazek 8: AOH Obrazek 9: AME
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Pravé tyto mykotoxiny jsou povazovany za hlavni toxické alternariové mykotoxiny,
jelikoZ jsou pomérné znamy svou pritomnosti v potravinovych komoditach (Patriarca 2016),
kde se obvykle vyskytuji v rozmezi pg/kg a za extrémnich podminek i v mg/kg (Lemke et al.
2016).

Optimalni rastovou teplotou pro Alternaria je rozmezi 22 az 30 °C, pfi¢emz své toxiny
dovedou produkovat i za snizenych teplot a nizké vodni aktivity. V piirod¢ je Alternaria velice
rozsifeny rod, ktery kolonizuje pfedev§im na obilovinach, ovoci a zeleniné béhem sklizné,
ptepravy ¢i skladovani (Escriva et al. 2017). Vyskytovat se muze také v pudé nebo na sténach
domu (Gotthardt et al. 2019).

Obecné maji Alternaria dobrou akumulaéni schopnost v jedlych ¢astech rostlin, kde
nasledné zpusobuji rostlinAm onemocnéni majici za nasledek kazivost plodi nebo jader
S projevem jako je napfiklad ¢ernd hniloba na rajcatech a obilovinach, nebo Seda hniloba na
citrusovych plodech (Gotthardt et al. 2019). Pfi¢inou téchto Cernych mist na mnoha ovoci
a zelening je predevsim A. alternata, skryta tzv. latentni plisen (obr. 12), jejiz vyvoj nastava
béhem chladného skladovani (Shu et al. 2019). Z tohoto divodu jsou Alternaria bézné
detekovany Vv potravinach jako jsou ofechy, rajcata a rajcatové produkty, olivy, citrusové plody
a v produktech z téchto surovin vyrobenych (Patriarca 2016).

Obrazek 12: A. alternata: A - ¢erné skvrny plisné A. alternata na rajceti; B - vertikalni fez napadenym
rajéetem; C - kolonie plisné A. alternata; D - konidie (Lee et al. 2013)
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Alternariim je vénovana pozornost v riznych potravinach jako jsou nové potraviny, ale
také obilniny, ovocné stavy nebo pivo (Patriarca 2016). Alternaria se v pivu vyskytuji diky
ptenosu ze sladu, a jak uvadi Bauer et al. (2016), u vSech jeho testovanych vzorku piv byl
detekovan AOH, ktery se v8ak vyskytl v nizkych koncentracich pohybujicich se v rozpéti
0,23-1,6 ug/l. Rychlik et al. (2016) ve své studii navic uvadi, ze Alternaria kontaminuji dokonce
i kojeneckou vyzivu. Zde byl prokazan TeA a to u vyziv zaloZzenych na bazi Ciroka/prosa
v primérné koncentraci 380 pg/kg. Nebyly vSak detekovany AOH a AME. Béhem analyzy
bylo nasledné zjisténo, ze ptivodcem kontaminace zrn byl nejvyznamnéjsi kmen A. alternata.
Hojny vyskyt TeA toxinu také zaznamenal Fraeyman et al. (2017), ktery uvadi, Zze TeA je témét
vSudypfitomna v susenych ficich, slune¢nicovych semenech a rajcatovych vyrobcich. Také
vzorky obilnin jsou nejcastéji napadeny timto alternariovym mykotoxinem, a to v miie 15 az
100 %. V mensi mite pak byl nalezen toxin AOH (2,2-3,1 %) nebo AME (3-26 %). Pfitomnost
mykotoxind alternariového rodu zac¢ina byt navic bézné detekovatelna v produktech, které
byvaly k tomuto rodu pouze nachylné (Patriarca 2016).

Ucinky a toxicita

Piesna toxicita Alternaris je stale otazkou vyzkumu (Fraeyman et al. 2017), ovSem diky
n¢kolika provedenym studiim byla vin vitro testech prokéazana jejich rozdilnd toxicita
(Solfrizzo 2017). Obecné Alternaria vykazuji mutagenni, estrogenni a karcinogenni G¢inky,
cytotoxicitu a také schopnosti inhibovat aktivitu enzymu a indukovat prasknuti DNA (Escriva
et al. 2017).

Dostupna toxikologicka data naznacuji, Ze je za toxin s nevy$si akutni toxicitou ze vSech
Alternaria mykotoxinli povazovan mykotoxin TeA. Tento toxin na ribozomech inhibuje
biosyntézu proteinu a prokazuje riznou biologickou aktivitu véetné cytotoxickych ac¢inku (Yun
etal. 2015; Rychlik et al. 2016). U potkanti, mysi a dalSich pokusnych zvifat zptisobil zvracent,
slinéni, tachykardii, krvaceni a hemoragickou gastroenteropatii (Fraeyman etal. 2017). V ramci
pokust na lidech se ukazalo, ze je pomérné rychle a téméf uplné vyluéovan moci (Rychlik et
al. 2016; Puntscher et al. 2019). Bohuzel stale neexistuji dostate¢né udaje k tomu, aby bylo
mozné odvodit jeho tolerovatelny denni piijem (TDI) (Rychlik et al. 2016).

Dalsi mykotoxin AOH je oproti TeA povazovan za toxin s nizkou akutni toxicitou
(Solhaug et al. 2016). Zin vitro testi jsou mu spolu s AME pfisuzovany genotoxické,
mutagenni G¢inky, estrogenni vlastnosti (Puntscher et al. 2019), a také bylo prokazano, ze tvoti
reaktivni formy kysliku s alespon jednim nesparovanym elektronem. Toto dovede interagovat
s DNA topoisomerazou s disledkem jednovlankového ¢i dvouvlaknového zlomu DNA a jejiho
oxidativniho poskozeni (Solhaug et al. 2016). Oba toxiny AOH i AME navic vykazuji vyssi
negativni ¢inky oproti svym metabolitim 4-OH-AOH a 4-OH-AME (Solfrizzo 2017) a jsou
v Cing ¢asto spojovany s vysokou prevalenci rakoviny jicnu (Patriarca 2016). V ramci studie
Puntscher et al. (2019) zabyvajici se metabolismem a vylu¢ovanim Alternaria mykotoxind po
podani 10 riznych mykotoxint tohoto rodu potkantim se dospélo k zavéru, ze AOH je pomérné
stejn€ vylu€ovan moci i stolici, zatimco AME je vice eliminovéan stolici.

Mimo to toxicita mykotoxini Alternaria mize byt zna¢né ovliviiovana kontaktem
S jinymi znamymi druhy mykotoxint. To prokazali ve své studii Vejdovszky et al. (2016), kde
napiiklad TeA toxin v kombinaci s mykotoxiny rodu Fusarium (deoxynivalenon, nivalenon,
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zearalenon a dalsi) na bunécné linii Caco-2 snizil svou toxicitu, zatimco u AOH ve spojeni
s ZEN nebo a-ZEN byly pozorovany zna¢né synergické (vzajemnym pusobenim zesilujici)
ucinky (Vejdovszky et al. 2017).

3.4 Vstup mykotoxini do traviciho traktu

K pfijmu mykotoxini do organismu muze dochéazet jejich stykem s pokozkou, nebo
vdechovanim. Nejcastéji jsou vSak pfijimany jako soucast stravy a absorbovany
Vv gastrointestindlnim traktu, kdy se tak nékteré mykotoxiny dostdvaji do organismu
v maximalnich koncentracich jako je tomu napiiklad u AF. Naopak F jsou pfijimany jen ve
velmi omezené mife (Grenier & Applegate 2013; Ratnaseelan et al. 2018). K absorpci
mykotoxinii dochézi ptes poruSeny stievni epitel pfedevSim v proximalni ¢asti GITu, coz
zpisobi jejich rychly vyskyt v krevnim ob&hu. K poruseni stievniho epitelu dochazi bud’ pred
samotnou absorpci v horni €asti stfeva, nebo v useku celého stieva diky neabsorbovanym
toxinum, které z divodu Spatné vstiebatelnosti ziistavaji v lumen stieva (Grenier & Applegate
patogenu (Pfeiffer et al. 2011), a také mistem, které je nejvice vystaveno vysokym
koncentracim pozitych mykotoxina (Pierron et al. 2016).

Obecné rychlou vstiebatelnost pies GIT v in vivo testech vykazuje véetné AF také OTA.
Absorbovan je zejména pasivnim zplisobem prostfednictvim zaludku a v proximalnim jejunu
(Vettorazzi et al. 2014), s naslednou vysokou vazebnou afinitou k plazmatickému proteinu.
Proto je Casto nejdetekovatelnéj$im mykotoxinem krevniho séra (Salem & Ahmad 2010).
Naopak DON nejprve vstupuje do krevniho ob&hu, kde po vstiebani v horni ¢asti GITu opét
piechazi do stievniho lumen (Grenier & Applegate 2013). Stejné jako u OTA je jeho schopnost
absorpce do GITu rychla a témét kompletni (Diesing et al. 2011).

Mimo to nékteré mykotoxiny prokazaly schopnost priichodu enterohepatalnim cyklem.
Jedna se o cyklus, ktery zptuisobuje opétovnou resorpci mykotoxinti, a tim prodlouzeni jejich
retenéni doby v GITu (Grenier & Applegate 2013). Tento cyklus je ziejmé zodpovédny za
toxicitu F, které jsou pies stievni epitel monogastrli $patné absorbovany, v pouhém rozmezi 1
az 6 % (Dilkin et al. 2010).

Obecné jsou ovliviiujicimi faktory pfenosu mykotoxind uvnitt GITu zmény hladiny pH
a enzymaticka aktivita, které maji nasledny vliv na biologickou dostupnost mykotoxint
v organismu (Gonzalez-Avrias et al. 2013).

3.5 Interakce probiotik s mykotoxiny

Pro udrZeni zdravi hostitele vykazuje Siroka Skala mikrobidlnich druht schopnosti
inhibovat a degradovat toxiny a toxické slouceniny vcetné¢ mykotoxind (Di Cerbo et al. 2016).
Ty jsou nejcastéji dekontaminovany pomoci plisni, kvasinek a bakterii rizného druhu, véetné
téch probiotickych (tab. 6), které ptisobi jako adsorbenty (Jard et al. 2011). Probiotika obecné
inhibuji patogeny pomoci snizeného pH, soutéZzenim s nimi o mista adheze a Ziviny a také diky
produkci antimikrobialnich latek. Tyto interakce s patogeny v GITu jsou pfitom jednim
z hlavnich kritérii pro vybér novych probiotik k lidskému pouziti a divod, pro¢ jsou zamérné
do potravin pfidavany. Dulezitou podminkou pro dekontaminace mykotoxinli pomoci probiotik
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jsou vsak jejich vzajemné vazebné interakce bakterie-toxin v GITu (Salminen et al. 2010),
a predevsim aktivni vazba mykotoxinti na buné¢nou sténu bakterii. Tyto vazby jsou ovlivnény
adsorp¢ni kapacitou mykotoxint (Perczak et al. 2018), stabilitou a dobou komplexu v GITu
(Shetty & Jespersen 2006). Navic jsou z pohledu probiotik druhové a kmenové specifické.
Rizna je i nasledna ucinnost odstranéni téchto toxint, ktera Se i mezi jednotlivymi
probiotickymi kmeny vyznamné 1isi (Salminen et al. 2010).

Obecné se za nejucinnéjsi probiotické rody, které dekontaminuji mykotoxiny, povazuje
Lactobacillus, Streptococcus a Bifidobacterium. Nejvice v§estrannym se zda byt L. rhamnosus,
ktery G¢inn¢ odstranuje nékolik mykotoxinl najednou (Perczak et al. 2018).

Tabulka 6: Mikroorganismy se schopnosti inhibice mykotoxint

Bakterie Kvasinky Plisné
Lactobacillus spp. Saccharomyces cerevisiae Aspergillus niger
Acinetobacter calcoacetius Kloeckera apiculata A. carbonarius
Bifidobacterium animalis Kluyveromyces marxianus A. fumigatus
Oenococcus oeni Trichoderma

Bacillus subtilis
Streptococcus thermophilus

(Piotrowska 2014; Kumar et al. 2017)

rrrrrr

Vv organismu z raznych potravinovych produkti napomaha predevsim rod Lactobacillus spp.,
rod Bifidobacterium a dalsi BMK (Kabak et al. 2009; Ahlberg et al. 2015). AF nejsou z roztoku
odstraiiovany bakteridlnim metabolismem, jak se dfive domnivalo, ale samotnou vazbou na
buné¢né stény bakterii (Salminen et al. 2010), nejspiSe pomoci peptidoglykanti a polysacharida
umisténych ve sténé bakterie (Kabak et al. 2009). K ucinnosti je vyzadovana piima vazba
v kratkém ¢asovém obdobi, a aby nedochazelo k uvoliiovani toxinu, musi byt afinita probiotika
napt. s AFB1 velmi silna (Liew et al. 2018). Mnohé studie in vitro Peltonen et al. (2000); Kabak
et al. (2009) zjistily, Ze vazba rtiznych druhi AF k probiotikiim je uskute¢néna v rozmezi 5,8
az 38 %, a diky Salminen et al. (2010) bylo zjisténo, ze aby byl AFB1 u¢inng odstranén, je
zapotiebi 10° KTJ/ml, piicemz celkovy pocet AFBI, ktery miZe byt vazin na jednu
zivotaschopnou bakterii ¢ini 107,

Kromé& AF mohou byt odstranovany diky vazbé na probiotika také dalsi méné toxické
mykotoxiny, jako napiiklad OTA (Salminen et al. 2010). Ten spolu s DON a ZEN prokazal
vazbu s BMK napft. s Bifidobacterium, nebo dalsim rodem Propionebacterium (Jard et al.
2011). Nejvyssi vazebna schopnost OTA byla pfitom zjiSténa u enteralnich bakterii
L. acidophilus, L. plantarum a L. brevis (Piotrowska 2014). ZEN a také F vykazuji vazebnou
schopnost k fermenta¢nim bakteriim rodu Streptococcus a Enterococcus, pricemz u ZEN se
predpoklada, ze jeho vazba na BMK je zprostfedkovana diky uhlohydratovym castem
bunécnych stén téchto bakterii pomoci hydrofobnich interakci (Niderkorn et al. 2007).

Veskeré tyto vzajemné vazby mykotoxini s mikrobiotou GITu a jejich nasledna
dekontaminace jsou alesponn caste¢né prozkoumany. Mykotoxiny vSak svou pfitomnosti
a rozmanitosti biologické dostupnosti v GITu mohou naopak také stfevni mikrobiotu
ovliviiovat. Dovedou tak piasobit na probiotika zde umisténa a slouzici spolu s epitelem
a hlenem jako fyzicka, biologicka a chemicka ochrana stfevni bariéry. Prokazano tak naptiklad
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bylo, ze DON napada strevni hlen, konkrétné¢ poharkové bunky, a muze tak dochazet
k ovlivnéni adheze. Obecné se vSak predpoklada, ze predevSim chronicka expozice
mykotoxinim muze ovliviiovat slozeni, hojnost a metabolickou aktivitu skupin kmendg,
a dokonce i rodi (Robert et al. 2017).

Existuje ovSem také malo udaju ohledné schopnosti stievni mikrobioty mykotoxiny
metabolizovat. Tento proces piitom muze ovlivnit biologickou dostupnost a nasledny dopad
mykotoxind na lidské zdravi (Lemke et al. 2016). Takto zkoumany byly napiiklad mykotoxiny
rodu Alternaria. Lemke et al. (2016) uvadi, ze mykotoxiny nebyly mikrobiotou GITu
metabolizovany a zustaly chemicky i metabolicky stabilni, a také ze je AOH alespon ¢aste¢né
vazéan na bakterialni buniky nekovalentnim zptsobem.

Z téchto divodu nas zajimalo, jaky vliv maji mykotoxiny rodu Alternaria na adhezi
laktobacilti v in vitro modelu lidského stieva.
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4 Metodika
4.1 Material

Pro testovani byly pouzity modely bunécnych linii lidského kolorektalniho karcinomu
HT29 a Caco-2, které byly zakoupeny od American Type Culture Collection (Manassas,
Virginie, USA).

Pouzité bakterialni druhy L. plantarum a L. gaserri byly ziskany ze sbirky KMVD,
alternariové mykotoxiny alternariol (AOH) a alternariol monomethyl ether (AME) byly laskavé
zaslany prof. Rychlikem z Technické univerzity v Mnichove.

Eagle’'s Minimum Essential Medium (EMEM), hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat
sodny, penicilin a streptomycin, neesencidlni aminokyseliny, fosfatovy pufr (PBS), triton
X-100, trypsin a fetalni bovinni sérum (FBS) byl zakoupen od Sigma-Aldrich (CZ). Kultiva¢ni
lahve, serologické pipety, petriho misky (VWR colection) a 24-jamkové desticky (NUNC cell
culture) byly dodany od Thermo Fisher Scientific (UK). Rogosa agar (Oxoid Ltd., Basingstoke,
UK).

4.2 Metoda

4.2.1 Kultivace bunéénych linii

Pro testovani adheze byly pouzity bunécné linie kolorektdlniho karcinomu HT29
a Caco-2. Tyto linie byly kultivovany v EMEM s 10 % FBS, 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného,
1 % pyruvatu sodného, 1 % neesencialnich aminokyselin, 1 % penicilinu a streptomycinu.

Bunééné linie byly kultivovany v kultivaénich lahvich ptfiblizn€¢ 7 dni, béhem nichz
dochazelo k vyméné média za Cerstvé. Po 6 dnech, kdy byla dosazeno 90% konfluence, byla
bunécna vrstva promyta pomoci PBS. Po odstranéni PBS bylo pfidano 5 ml trypsinu na dobu
3 minut. Po této dobé bylo k suspenzi pfidano 5 ml média. Cely tento obsah byl pfeveden do
centrifugacni zkumavky a tocen po dobu 10 minut pfi 150x g. Neutralizovany trypsin byl
nasledné odstranén a nahrazen cerstvym médiem, ve kterém byly butiky rozfedény. Bunécna
suspenze v poméru 1:10 byla pfidana do nové kultivacni lahve s ¢erstvym mediem a umisténa
do CO: kultiva¢niho boxu s teplotou 37 °C.

Zbytek bunécné linie byl nésledné nafedén na pozadované koncentrace pro zaloZeni
24-jamkovych desticek.

4.2.2 ZaloZeni 24-jamkové desticky

Bunééné linie byly nafedény na findlni koncentraci 4x10* pro samostatné bun&éné linie.
Takto natedénd bunécna suspenze byla pipetovana do 24-jamkové desticky a umisténa do CO2
inkubatoru, kde byla inkubovana minimalné po dobu 14 dni a krmena 2 az 3x tydné.

4.2.3 Priprava bakterialni suspenze

Bakterie byly péstovany ptes noc v MRS bujonu pti 37 °C za anaerobnich podminek.
Nésledné¢ bylo odebrano 5 ml narostlée kultury LAC do zkumavky. Bakterie byly
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zcentrifugovéany pii 1000% g, 3x promyty v PBS a nésledné rozmichany v 5 ml té¢hoz pufru.
Vznikla suspenze obsahovala ptiblizng 10° az 107 bunék v 1 ml, ktera byla dale pouzita
K testovani.

4.2.4 Testovani adheze

Bunééné linie byly 3x promyty v 1 ml PBS, ¢imzZ se bunééné linie oistily a odstranily
se tak od antibiotik a fetalniho séra. Do kazdé jamky bylo nasledné napipetovano 900 ul EMEM
bez suplementd, ale s ptidanymi vzorky AOH v koncentraci 10 pg/ml (38,73 uM) a 5 pg/ml
(19,37 uM) a AME také v koncentraci 10 ug/ml (36,73 uM) a 5 pg/ml (18,37 uM). Dale bylo
pfidano 100 pl pfipravenych probiotik. Desticka byla nésledné inkubovana po dobu 90 minut
v COz2 inkubatoru.

Po inkubaci bylo médium s probiotiky a mykotoxiny odstranéno a monovrstvy
bunécénych linii byly 3x promyty PBS pufrem pro odstranéni nenaadherovanych probiotik.
Nasledné bylo do jamek ptidano 300 pl 1% Triton-X100 na 1 minutu pro uvolnéni
adherovanych buné¢k s naslednou neutralizaci 700 pl PBS.

Pomoci 10x fedéni byly ze vzniklé suspenze nachystany fedéni, které byly pipetovany
v objemu 100 pul na Petriho misky a 2x ptelity ROGOSA agarem (obr. 13).

Petriho misky byly v inkubatoru umistény dnem vzhtru a nechaly se inkubovat pii
37 °C po dobu 72 h. Po inkubaci byl nasledn¢ secten pocet kolonii na jednotlivych miskach.
Z poctu kolonii byl nasledné vypocitan LOG KTJ/ml, odlogovan a z vyslednych hodnot byla
vypocteno % adherence, dle vzorce:

Pocet bakterii ve vzorku

Adheze (%) = x 100
eze (%) Pocet bakterii v kontrole

Obrazek 13: Petriho misky se vzorky pielité agarem

4.2.5 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu Graphpad Prism 6. Pro
vyhodnoceni byl pouzit dvoufaktorovy test vyznamnosti — ANOVA (p < 0,05). Ziskana data
byla vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka a nasledné post-hoc porovnani analyzovano
pomoci Tukeyho testu.
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5 Vysledky

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

5.1 Adheze probiotik s mykotoxiny na HT29 bunéénych liniich

Na bunéénych liniich HT29 obé probiotika L. gasseri i L. plantarum po ptidani
Alternaria mykotoxint adherovaly mén¢, nez tomu bylo u kontroly. Hodnoty adheze L. gasseri
s AOH v koncentraci 10 pg/ml klesly o0 16,72 % a s 5 ug/ml AOH o 19,55 % Vv porovnani
s kontrolou bez AOH. V ptipadé pridanych 10 pg/ml AME hodnoty adheze L. gasseri klesly
013,85 % a s 5 ug/ml AME az 0 24,74 % oproti kontrolnimu vzorku bez AME (obr. 14).
U L. plantarum klesla hodnota adheze s AOH v koncentraci 10 pg/ml 0 19,33 % a 0 20,43 %
s pfidanym mykotoxinem Vv koncentraci 5 pg/ml v porovnani s kontrolou L. plantarum bez
AOH. Hodnoty adheze L. plantarum klesly také s 10 pg/ml AME, ato 0 5,85 % a s 5 pg/ml
AME 0 6,06 % oproti kontrolnimu vzorku probiotika bez mykotoxinu AME (obr. 15).

Na téchto buné&énych liniich byly zjistény statisticky vyznamné rozdily adheze mezi
L. gasseri v kontrolnim vzorku a L. gasseri s 10 pug/ml mykotoxinu AOH a s 10 pg/ml
mykotoxinu AME. U L. plantarum existuje statisticky vyznamny rozdil mezi jeho adhezi
s mykotoxinem AME v koncentraci 5 pg/ml a s mykotoxinem AOH ve stejné koncentraci
5 pg/ml (tab. 7).

L. gasseri
120

100

a b
80 1 I
60 m AOH
AME
40
M Kontrola
20
0
10 5

Koncentrace mykotoxinG v pg/ml

Adheze (%)

Obrazek 14: Adheze L. gasseri s ptidanymi mykotoxiny na HT29 bunéénych
liniich — grafické znazornéni adherence v % a smérodatné odchylky.

Stejné pismeno (a, b) vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil v ramci adheze

L. gasseri s mykotoxiny AME a AOH a kontrolou na hlading vyznamnosti p < 0,05.
AOH — Alternariol, AME — Alternariol monomethyl ether
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L. plantarum
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Obrazek 15: Adheze L. plantarum s pfidanymi mykotoxiny na HT29 bunéénych
liniich — grafické znazornéni adherence v % a smérodatné odchylky.

Stejné pismeno a vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil adheze v rameci
L. plantarum s mykotoxiny AOH a AME ve stejné koncentraci na hlading

vyznamnosti p < 0,05.
AOH — Alternariol, AME — Alternariol monomethyl ether

5.2 Adheze probiotik s mykotoxiny na Caco-2 bunéénych liniich

Na Caco-2 bunécnych liniich adherovala obé& probiotika se vzorky testovanych
mykotoxind vice, neZ tomu bylo u bunééné linie HT29. U L. gasseri hodnoty adheze s 10 pg/ml
AOH stouply 0 1,80 % a s 5 pg/ml AOH o 1,59 % oproti L. gasseri v kontrolnim vzorku bez
AOH. S 10 pg/ml AME hodnoty adheze L. gasseri stouply 0 5,72 % a s 5 pg/ml AME az
0 7,69 % oproti kontrole bez ptitomnosti AME (obr. 16). Také u L. plantarum hodnoty adheze
stouply, po ptidani 10 pg/ml AOH 0 10,41 % a po 5 pg/ml 0 6,74 % v porovnani s kontrolnim
vzorkem bez AOH. Stejné tak po pridani AME v koncentraci 10 pg/ml hodnota adherence
L. plantarum stoupla 0 3,13 % a po pfidani 5 pg/ml AME 0 2,94 % oproti kontrolnimu vzorku
tohoto probiotika bez AME (obr. 17).

Stejné jako na HT29 bunécnych liniich, také na téchto bunécnych liniich byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily adheze, a to u L. gasseri v kontrolnim vzorku bez ptidanych
mykotoxind a L. gasseri s mykotoxinem AME v koncentraci 5 pg/ml (tab. 7).
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Obrazek 16: Adheze L. gasseri s pfidanymi mykotoxiny na Caco-2 buné&nych
liniich — grafické znazornéni adherence v % a smérodatné odchylky.

Stejné pismeno a vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil vramci adheze
L. gasseri s mykotoxinem AME a kontrolou na hlading€ vyznamnosti p < 0,05.
AOH - Alternariol, AME — Alternariol monomethyl ether

L. plantarum

140
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Obrazek 17: Adheze L. plantarum s pfidanymi mykotoxiny na Caco-2 bunéénych
liniich — grafické znazornéni adherence v % a smérodatné odchylky.

Mezi probiotiky s pfidanymi mykotoxiny a kontrolou neexistuje statisticky
vyznamna rozdilnost.

AOH — Alternariol, AME — Alternariol monomethy! ether
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Tabulka 7: Statistické vyhodnoceni adheze - Tukeyho metoda. Hladina vyznamnosti p < 0,05

Tukeytv test pro vyznamné rozdily; proménna adheze

Kmen + mykotoxin

L. gasseri + AOH 0
L. gasseri + AOH 10
L. gasseri + AME 0
L. gasseri + AME 10

L. plantarum + AOH 5
L. plantarum + AME 5

Kmen + mykotoxin

L. gasseri + AME 0
L. gasseri + AME 5

Bunééné linie HT29

L. gasseri L. gasseri
+ AOH 0 + AOH 10
0,0032**
0,0032**
>0,9999
0,9999
L. plantarum L. plantarum
+ AOH 5 + AME 5
0,0205*
0,0205*

Bunééné linie Caco-2

L. gasseri L. gasseri
+AME 0 + AME 5

0,0206*
0,0206*

L. gasseri
+AMEO0
>0,9999

0,0021**

L. gasseri
+ AME 10

0,9999
0,0021**

Jednotlivé kmeny spolu s pfidanymi mykotoxiny V koncentracich 5 pg/ml nebo 10 pg/ml. V piipadé 0
se jedna o kontrolni vzorek probiotika bez pfidanych mykotoxint; * hladina vyznamnosti testu je
<0,05; ** hladina vyznamnosti testu je < 0,01
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6 Diskuze

Mykotoxiny jsou jedny zhlavnich potravinovych kontaminantl pfirozené se
vyskytujicich v riznych plodinach po celém svéte. V disledku toho mohou piechazet do fady
potravin rostlinného ¢i Zivoé¢isného puvodu (mléko, vejce, maso) a piedstavovat tak zna¢na
zdravotni rizika (Alshannag & Yu 2017). Ta mohou byt diky Siroké strukturalni rozmanitosti
mykotoxind rtizné. Muze se ovSem jednat az o karcinogenni, mutagenni nebo genotoxické
ucinky (Pankaj et al. 2018).

Veskeré tyto nebezpecné ucinky mohou byt zprosttedkovany poté, co vstoupi do
organismu vdechnutim, pies ktizi ¢i peroralnim pozitim. V pfipad¢ poziti je jednim z mist, které
s toxickymi kontaminanty z potravin prichazi do styku, sttevni epitel v GITu. Do kontaktu tak
prichdzi také se stfevni mikrobiotou, kterd se zde nachdzi, a mulze tak dochézet
K jejich vzajemnym interakcim aZ k pozménéni mikrobialniho slozeni (Alassane-Kpembi et al.
2019).

Byla poukazano na moznost, Ze mykotoxiny svou vazbou na bunétny povrch bakterii
mohou ovliviiovat adheren¢ni vlastnosti probiotik ve stievech hostitele (Kankaanpaa et al.
2000). Adheze je pfitom jednou zklicovych vlastnosti probiotik pro kolonizaci GITu
a zprostfedkovani jejich imunologickych uc¢inkd. Diky adhezi probiotika stimuluji stievni
bariéru a metabolické funkce a hraji ochrannou roli také proti enteropatogentim prosttednictvim
mechanismi jako je naptiklad produkce antimikrobialnich latek nebo soupefeni s nimi
0 vazebna mista hostitelovych bunék (Kerry et al. 2018).

Ke zjisténi adheze probiotickych mikroorganismt K epitelu jsou vyuzivany in vitro
metody provadéné na buné¢nych liniich odvozenych od adenokarcinomu tlustého stieva jako
jsou napiiklad bunécéné linie typu Caco-2 nebo HT29. Tyto linie se zdaji byt vhodnou
alternativou napodobujici situaci in vivo, nicméné se stale jedna pouze o model nepostihujici
veskeré interakce probihajici v GITu, a navic se tyto bunééné linie standardné nevyskytuji ve
stitevnim epitelu. Caco-2 bunééné linie vytvari homogenni a polarizovanou monovrstvu bunék
a mohou fungovat jako nediferencované bunky tlustého stieva nebo se mohou diferencovat za
ucelem napodobeni zralym lidskym enterocytim tenkého stieva. Nicméné jejich nevyhodou
zistava, ze netvoii dostatenou vrstvu hlenu. Narozdil od Caco-2 bunéénych liniich HT29
obsahuji poharkovité bunky produkujici hlen, a proto jsou Casto vyuzivany ke studiim
imunitnich funkci a interakci bakterie-hostitel (Laparra & Sanz 2009; Pearce et al. 2018).

V nasi praci byly vyuzity obé tyto bunécné linie HT29 i Caco-2 za tcelem zjisténi
adherencnich vlastnosti probiotickych bakterii L. plantarum a L. gasseri po pfidani mykotoxint
rodu Alternaria — AOH a AME ve dvou riiznych koncentracich. Jak je nam znamo, dle studii
odborné literatury do soucasnosti nejsou publikované zadné prace, které by se vénovaly
interakcim téchto alternariovych mykotoxind s probiotiky. Pfesto jsou vSak dostupné jak
in vitro, tak in vivo vysledky studii pro jiné druhy mykotoxind, jako jsou naptiklad nejznamé;jsi
a nejcasteji detekovatelné AF nebo OT.

Samotnd adheze vybranych druhti probiotik, neoSetfenych mykotoxiny, byla pozorovéana
v minulych letech provedenymi in vitro studiemi na riznych bunécnych liniich jako jsou prave
HT29, anebo Caco-2 buiky. Obecné tyto bakterie adheruji na obé bunécné linie velmi dobie,
a proto jsou Casto vyuzivany a porovnavany. Postupné vSak autofi publikuji vyrazné rozdilné
schopnosti adherence pro dané kmeny. Jiz v roce 2011 Duary et al. (2011) ve své studii uvedl,
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ze L. plantarum ma vyssi schopnost adherovat na bunécnou linii HT29 (12,8 + 1,56 %), nez je
tomu na Caco-2 (10,2 + 1,09 %). K témét shodnym vysledkiim dosel také Botes et al. (2008),
ktery zjistil, ze L. plantarum 423 adheroval na buné&cnou linii Caco-2 v procentualnim
zastoupeni pouhych 8 %, coz se li$i o pouha 2 % Vv porovnani s pfedeslou studii. L. plantarum
vSak dovede vykazovat pomérné vyssi miru adheze, jak uvadi Devi et al. (2018) ve své studii,
kde ruzné druhy tohoto kmene izolované z fermentovanych potravin adherovaly na Caco-2
bunééné linie az kolem 62 %. K témér stejnym vysledktim dosla také nedavna studie Garcia-
Gonzalez et al. (2018), ktera zaznamenala, Ze ruzné izolaty L. plantarum adherovaly ze 77 az
98 %. Zde se ovsem jednalo o bunécnou linii typu NCM460 pochazejici z bunék normalni
sttevni sliznice, tedy o nenddorové bunky. Adheze na tuto linii byla druhové specificka
a ukézala se velice dobrd interakce kmene s eukaryotickymi bunikami s naslednou modulaci
sekrece IL-8, jednoho z nejucinnéjsich aktivatord neutrofili. Adhezivni vlastnosti druhého
probiotického kmene L. gasseri byly také zkoumany, a to ve studii zhotovené Jensen et al.
(2012). Ta dosla ke zjisténi, ze L. gasseri adheruje ke Caco-2 buikam ze 4 % a k HT29
bunéénym liniim naopak méné o zhruba 1 %. Vysokou adhezivni kapacitu zde naopak
vykazovaly ptedevsim rizné druhy L. reuteri. Podobné vysledky adheze L. gasseri na Caco-2
bunééné linie zaznamenal také Matijasic et al. (2003), u kterého L. gasseri LF221 adheroval
v rozmezi 0,5 % az 7,8 % a L. gasseri K7 okolo 1 % v zavislosti na pH pufru a poétu bunék.
Adhezivnéjs$i vlastnosti vykazovaly oba kmeny spiSe V kyselejSim prostiedi a pii nizsi
koncentraci ptidanych laktobacilti. Pfi¢inou vyraznych rozdilti schopnosti adherovat mize byt
vyuziti nejen riznych druht probiotik, ale také ruznych bunéénych linii a jejich schopnosti
produkovat pro adhezi nepostradatelny hlen, pfipadné dal§imi slozkami potravy, jak uvadi
Volstatova et al. (2015); Volstatova et al. (2019), tak i Jarosova et al. (2018). Mezi takové
slozky potravy mohou patfit také mykotoxiny.

To, ze po styku probiotik s mykotoxiny muze dochazet k jejich adheren¢nim zménam
poukazal Yang et al. (2017). Uvadi, Ze ke zmé&nam slozeni mikrobioty traviciho traktu mysi
dochazi po jejich dvoumési¢ni expozici krmivu kontaminovaném AFB1. Jeho vysledky
prokazaly, ze AF snizily jak rodové, tak phyla zastoupeni jednotlivych stfevnich bakterii
u mysi, které konzumovaly vysoké davky AFBI1 oproti mySim s ddvkami niz§imi a kontrolni
skupinou. Pomoci sekvenéni analyzy 16S rRNA bylo zjisténo, ze se stupniovitym zvySovanim
davek AFB1 dochazelo ke snizovani rozmanitosti mikrobialnich druht, a dokonce doslo az
K vyCerpani nékterych BMK, coz mize znalit i mozné poSkozeni probiotickych
mikroorganismil po kontaktu s takto toxickymi mykotoxiny (Wang et al. 2016).

Konkrétni adhezivni zmény probiotik byly zaznamenany jiz vroce 2000 v praci
Kankaanpaa et al. (2000), zabyvajici se ovlivnénim adhezivnich vlastnosti laktobacilii poté, co
interagovaly s AFB1. Bylo zjisténo, ze pfi pouziti L. rhamnosus GG na bunécném modelu
Caco-2 doslo ke snizeni jeho adherence ze 30 % az na pouhych 5 % diky pfidanym AFB1
v koncentraci 5 pg/ml. V nasem ptipad¢ byla adheze L. gasseri na Caco-2 zvysena o 7,69 % po
pfidani 5 pg/ml AME vV porovnani s neoSetfenou kontrolou. Zaroven vsak L. gasseri
s pridanymi AOH i AME v koncentracich 10 pg/ml na HT29 bunéénych liniich naopak snizil
svou adhezi oproti kontrole 0 13,85 % s AME a 16,72 % s AOH. Rozdilné zmény v hodnotach
adheze probiotik mohou byt ovSem také zplisobeny druhem mykotoxinu, jelikoz v naSem
ptipad¢ byly pouzity Alternaria mykotoxiny, které nemusi mit na mikrobiotu takovy vliv jako
velmi nebezpecné AF. Kankaanpaa et al. (2000) jesté navic uvadi, ze L. rhamnosus GG je spolu
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sL. rhamnosus LC-705 nejvice adherujicimi probiotickymi kmeny lidského pivodu se
schopnosti odstraiiovat piiblizné¢ 80 % AFBI. Z tohoto divodu mohou byt bakterie se
schopnosti vazat AF a se soucCasnou ztratou svych adhezivnich vlastnosti pro clovéka
prospésné. Zabranuji tim totiz absorpci AF, jejich zvySené expozici v organismu a v neposledni
fad¢ tim zvySuji jejich vyluCovani. Stejny efekt AF na probiotika zaznamenal také Gratz et al.
(2004), ktery uvadi, ze vazbou AFB1 na L. rhamnosus GG doslo ke snizeni jeho adheze
K buné¢nym liniim Caco-2. Béhem studie se navic ukazalo, ze doslo ke snizeni vazby probiotik
na stievni hlen GITu, pokud byly bakterie preinkubovany spolu s AF, a stejn¢ tak ke snizeni
vazby mezi L. rhamnosus GG a AFB1, pokud byly naopak bakterie preinkubovany spolu s
hlenem. Vysledek byl ovSem ovlivnén pouzitim rtiznych koncentraci proteinu hlenu a také
poctem bakterii (KTJ/ml) v pouzité suspenzi.

Navic jak publikoval Dogi et al. (2017) AFB1 mohou ovliviiovat také dalsi potencialni
probioticky kmen a to S. cerevisiae typu RCO16. Studie byla zaméfena kromé vlivu
mykotoxind na ultrastrukturu kvasinek také na efekt téchto kvasinek na stievni klky potkant
vystavenych AFB1l. Vysledky prokéazaly, ze AFB1 vyvolaly zvySeni délky klka, Sitky
a hloubky krypt a snizeni poctu poharkovych buné¢k, které byly zlepSeny po piidani
S. cerevisiae RC016. AFB1 kromé¢ toho zvysily prumér kvasinkovych bunék, coz muze byt
vyhodou a zlepsit tak G¢innost adsorpce mykotoxind a jejich nasledné vylouceni z organismu.
Z tohoto duvodu se tak miize jednat o novy typ probiotik, které mohou slouzit jako aditivum
V potravinach, a pfedev§im v Krmivu.

Dals$im kontaminujicim mykotoxinem, ktery muze stfevni mikrobiotu ovlivnit, je OTA.
Ukézalo, se Zze podavani OTA v riiznych koncentracich potkaniim vyvolalo vyrazné snizeni
diverzity stfevni mikrobioty, a naopak zvyseni relativni hojnosti Lactobacillus, coz naznacuje,
ze prave tento rod hraje klicovou roli pfi detoxikaci téchto mykotoxina v in vivo modelech a je
tak viaci OTA odolny (Guo et al. 2014). Podobné zavéry vyvozuje také studie Ouethrani et al.
(2013), kde byla degradace a zména diverzity mikrobioty tlustého stfeva zpisobena OTA
izolovanym z kontaminované kavy. OTA zpusobil ztratu prospésnych probiotickych druht
L. reuteri a Bifidobacterium, coz naznacuje, Ze i OTA ma negativni vliv na zdravi hostitele
prostfednictvim stfevni mikrobidlni modulace stejné jako AF.

Kromé téchto studii zabyvajicich se vlivem mykotoxint na stfevni mikrobiotu Manda
et al. (2015) uvadi, ze in vitro efekt DON pouzitého Vv koncentracich 0,37 — 1,50 uM,
Vv relevantnich potravinach kontaminovanych timto toxinem, ma vliv na proliferaci
nediferencovanych Caco-2 bunék. Nizké koncentrace DON mohou proliferaci, jak udrZet, tak
I omezit v zavislosti na stavu proliferace a dané koncentraci toxinu. Navic se ukazalo, ze
supernatant smési Lactobacillus zde pomérné putisobil proti inhibici proliferace bunék
zpusobené DON, coZ naznacuje na dal$i mozné interakce probiotik spolu s mykotoxiny. Tyto
dopady byly studovany také u mykotoxini rodu Alternaria. Jelikoz mohou byt potraviny
kontaminovany vice nez jednim mykotoxinem tohoto rodu, byly zde vyhodnocovany také jejich
mozné synergické u¢inky. Na Caco-2 bunécnych liniich bylo zjisténo, Ze AOH spolu s AME
v koncentraénim rozmezi 3,125 az 30 uM apoméru 1:1 snizuji proliferaci, a tim
zivotaschopnost bun¢k lidského karcinomu ve vétsi mife, nez pokud byl pouzit samotny AOH.
Tento synergicky efekt nebyl schopen byt potlacen ani pfidanim kvercetinu — nejcastéjsiho
antioxidantu v potravé (Fernandez-Blanco et al. 2016). V nasem ptipad¢ byly oba mykotoxiny
spole¢né s laktobacily pouzity také na Caco-2 buiikach v podobnych koncentracich — AOH
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(38,73 uM a 19,37 uM) a AME (36,73 uM a 18,37 uM) a lze tedy piedpokladat, ze i u nas by
synergicky efekt mohl mit negativni dopad stejn¢ jako DON, a je otdzkou, zda by pfidana
probiotika mohla interakci zmirnit.

Veskeré tyto vysledky z ptedlozenych studii tedy poukazuji na to, Ze mykotoxiny, stejné
jako v nasem piipad¢ mykotoxiny AOH a AME rodu Alternaria, mohou ovlivnit adhezi
probiotik, coz je v souladu s nasi hypotézou. Jak navic uvadi Yang et al. (2017), mykotoxiny
jako jsou AFB1 a OTA ovliviuji také dalsi dulezité vlastnosti probiotickych mikroorganismu
a také celkovou stabilitu a diverzitu sttevni mikrobioty, coz dovedou ovSem ovlivnit také dalsi
mykotoxiny jako je napfiklad ZEN nebo FBI1, a to riznymi zpusoby. Jak je navic patrné,
mykotoxiny mohou byt i ve velmi nizkych koncentracich efektivni také na bunééné modely
simulujici prostiedi in vitro a jejich vzajemna interakce s probiotiky tak mohou hrat vyznamnou
ulohu pro lidské zdravi.

Jelikoz se tedy AOH a AME fadi mezi mykotoxiny, které jsou v poslednich letech ¢asto
detekovany ve vyzivé lidi a zvitat, je velice pravdépodobné a miizeme tedy predpokladat, ze
u 0sob vystavenych témto toxintim prostiednictvim potravy mize bézné dochazet ke zménam
sttevniho mikrobiomu, a s nim spojenym poruchdm imunitnich odpovédi a dalSich
metabolickych funkci. Bézné se totiz vyskytuji v Siroké skale krmiv a potravinovych komodit
(obiloviny, zelenina, ovoce), jak prokazaly studie Asam et al. (2011); Scott et al. (2012), kde
se navic ¢asto jednalo o potravinové slozky, které jsou ve velké oblibé konzumovany i détmi,
anebo jsou piimo hlavni soucasti jejich vyzivy. To znamen4, ze ke zménam stfevni mikrobioty
miuze dochazet jiz od raného détstvi, jak je patrné také diky studii provedené Rychlik et al.
(2016), kde se v kojenecké vyzivé na bazi ¢iroka a prosa ¢asto vyskytoval dalsi vyznamny
Alternaria mykotoxin TeA. Autory ov§em nejsou vylucovany ani dalsi toxikologické Gcinky
téchto toxind na celkové zdravi, a to i ptes to, ze byly v téchto studiich nalezeny jejich pomérné
nizké hodnoty (0,1-25 pg/kg). Mnohem vyssi hodnoty (3-250 pg/kg) byly vSak nalezeny
vV krmivu, coZ naznauje na nepiimy vstup mykotoxinli do organismu prostfednictvim potravy
zivocisného ptivodu.

Z ditvodu tak castého vyskytu AOH v béZnych potravinovych komoditach je zéjem takeé
0 pfesné toxické ucinky s ohledem na mozny vliv tohoto mykotoxinu na lidskou DNA. Solhaug
et al. (2015) se timto problémem zabyval a na zakladé¢ vysledki odhalil, ze AOH v koncentraci
30 uM, coz je téméf stejné mnozstvi, jaké bylo pouzito i Vv nasi praci, skutecné dovede
indukovat poSkozeni DNA fetézce, zplisobovat morfologické zmé&ny makrofagh a ovliviiovat
také zangtliveé reakce. Toto zjisténi tak potvrzuje hypotézy o moznych genotoxickych ucincich
tohoto stale jesté netipln€ prozkoumaného mykotoxinu.

Z vesSkerych téchto nebezpetnych dopadl, a také kvuli stile castému vyskytu
alternariovych mykotoxinii v béznych potravinovych komoditach je zapotiebi, aby bylo toto
téma dalSimi studiemi prozkoumavano a zjist'ovan byl spolu se zménou adherencnich vlastnosti
probiotik (v¢etn¢ rodu Lactobacillus) také celkovy vliv riznych mykotoxint (véetné rodu
Alternaria) na veskerou mikrobiotu GITu. Mykotoxiny totiz maji, t€mito prozatim neznamymi
mechanismy, vliv prostiednictvim stievni mikrobioty také na metabolismus a celkové zdravi
svého hostitele, coz je ¢ini velice nebezpecnymi kontaminanty (Liew & Mohd-Redzwan 2018).
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Zavér

Tato diplomova prace zabyvajici se vlivem mykotoxini na adhezi probiotickych
mikroorganismu pfinesla nové poznatky prokazujici dopad nebezpecnych kontaminanti
potravin (mykotoxint) na mikrobiotu gastrointestinalniho traktu (probiotika).

Bylo zjisténo, ze doslo ke statisticky vyznamnému snizeni hodnot adheze L. gasseri
s mykotoxinem AOH v koncentraci 10 pg/ml 0 16,72 % a s mykotoxinem AME ve stejné
koncentraci 10 ug/ml 0 13,85 % oproti kontrole na HT29 bunéénych liniich.

Naopak bylo také prokazano, Zze vzajemnou interakci probiotik s mykotoxiny nastalo
zvySeni hodnot adheze L. gasseri s mykotoxinem AME v koncentraci 5 pg/ml 0 7,69 %
Vv porovnani s kontrolou na Caco-2 bunéénych liniich.

Stanovena hypotéza, ktera fika, Zze po kontaktu s mykotoxiny mtze dochazet ke zméné
vlastnosti probiotickych bakterii v travicim traktu hostitele, byla timto potvrzena.
Vzhledem k ziskanym vysledkim je tedy patrné, ze mykotoxiny ovliviiuji adheren¢ni
vlastnosti probiotik, a proto by se budouci vyzkumy mély touto problematikou nadale
zaobirat. Zjistovano by mélo byt nejen pusobeni mykotoxint rodu Alternaria, ale také
ostatnich mykotoxint, které jsou v riznych potravindch bézn€ detekovany. Zapotiebi je
ovsem také zjistit dopad na dalsi probiotika v¢etné rodu Lactobacillus, a také mozny dopad
mykotoxint na celkovou mikrobiotu GITu, se kterou ptichazi do kontaktu a moznosti
jejich vzajemnych interakci jiz ptimo v potravinach.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

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

AFB1 Aflatoxin B1

ALT Altenuen

AME Alternariol monomethyl ether

AOH Alternariol

BMK Bakterie mlééného kvaseni

DON Deoxynivalenon

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (European Food Safety Authority)
EMEM Eagle's Minimum Essential Medium

F Fumonisiny A, B, C, P

FAO Organizace pro vyzivu a zem&dé€lstvi (Food and Agriculture Organization)
FB1 fumonisin B1

FBS Fetalni bovinni sérum

GIT Gastrointestinalni trakt

HT-2 HT-2 toxin

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

KTJ Kolonie tvotici jednotky

OT Ochratoxiny A, B

OTA Ochratoxin A

PBS Fosfatovy pufr

SCFA Mastné kyseliny s kratkym fetézcem

T-2 T-2 toxin

TeA Tenuazonova kyselina

TC Trichotheceny A, B, C, D

TDI Tolerovatelny denni ptijem

TTC Prah toxikologické obavy

TEN Tentoxin

TLC Tenkovrstvé chromatografie

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
ZEN Zearalenon
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