Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroeji

Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky

CESKA ,
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Vliv mlécného proteinu a mlécénych hydrolyzata

na adherenci mikroorganismiu

Bakalarska prace

Autor prace: Dagmar MiSkovska

Vedouci prace: doc. Ing. Jaroslav Havlik, Ph.D.

© 2016 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou bakalafskou praci ,,Vliv mlécného proteinu a mlécnych hydrolyzath
na adherenci mikroorganismi“ jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho
bakalarské prace a s pouZitim odborné literatury a dalSich informacnich zdrojd, které
jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené
bakalarské prace dale prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvorenim neporuSila autorska

prava tretich osob.

V Praze dne




Podékovani

Timto bych rdda podékovala vedoucimu této prace doc. Ing. Jaroslavu Havlikovi, Ph.D.
za poskytnuti moZnosti podilet se na vyzkumné Ccinnosti pod jeho vedenim.
Mé podékovani dale patii Ing. Tereze Volstatové za dilezité pfipominky ke zpracovani

této prace a vedeni v laboratori.



Souhrn

Bakalaiska prace nejprve shrnuje zdkladni poznatky o lidském intestindlnim mikrobiomu,
jeho vyznamu, sloZeni a variabilité. Dale je popsan vyznam bakterii adherujicich na sténu tenkého
a tlustého stfeva a je podan prehled stavu poznani mechanismu mikrobidlni adheze na stfevni epitel
a vlivu mléka a mlécnych vyrobki na lidsky intestindlni mikrobiom. Experimentélni ¢ast je vénovana
méfeni adherence bakteridlnich druhii Lactobacillus gasseri R a Lactobacillus casei FMP na model
intestindlniho epitelu pfi aplikaci hydrolyzatd péti druhi mléka a roztokd tfi mlécnych proteind.
Bunéény model je tvofeny jednoduchou vrstvou smiSené bunécné kultury Caco-2
a mucin - produkujici bunécéné kultury HT29-MTX. Na 5 % hladiné vyznamnosti byl prokazan
pozitivni vliv hydrolyzatu matefského mléka na adherenci L. gasseri R a hydrolyzatu ovéiho mléka
na adherenci L. casei FMP. Naproti tomu sniZeni adherence bylo prokdzano u druhu L. gasseri R
pri osetfeni hydrolyzatem vysokoteplotné upraveného (UHT) mléka a roztoky mlécnych proteint
kaseinu a kaseinomakropeptidu a udruhu L. casei pri oSetfeni roztokem albuminu z hovéziho
fetalniho séra.
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Summary

Theoretical part of this thesis is targeted to basic knowledge about human gut microbiome,
especially its significance, composition and variability of bacterias adhering to the wall of small
and large intestine. Known mechanisms of microbial adhesion to the intestinal epithelium
and the influence of dairy consumption on the human gut microbiome are described in a following
part. Experimental part is dedicated to tests of adherence of two bacterial strains Lactobacillus
gasseri R and Lactobacillus casei FMP to an intestinal epithelium. Experiments were using
amonolayer cell model of human intestinal epithelium consisting of co-culture of Caco-2
and mucus-secreting HT29-MTX cell lines. Five types of hydrolyzed milk with different origin
and three types of milk proteins were applied to the intestinal model with bacterial suspension.
Positive influence of hydrolysate of human maternal milk on the adherence of L. gasseri R and sheep
milk on the adherence of L.casei FMP of 5% significance was proved. Decreased adherence
was observed for the strain L. gasseri R after its exposure to UHT-treated milk and solutions of milk
proteins casein and caseinomacropeptide. The strain L. casei showed decreased ability to adhere

after treatment by solution of albumin of bovine fetal serum.
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1 Uved

Tato bakalafskd prace se zabyva vyzkumem adherence dvou druhl potencidlné
probiotickych bakterii na mucin - produkujici buné¢ny model lidského intestindlniho epitelu
v zavislosti na pritomnosti neutralizovaného hydrolyzatu péti riznych druhGi mléka,
ktery predstavuje model traveného mléka po hydrolyze v Zaludku a nasledné neutralizaci
v dvandcterniku, a dale v zavislosti na pritomnosti tfi druhti mlécnych proteint.

Lactobacillus gasseri R a Lactobacillus casei FMP byly vybrany jako zkoumané
druhy bakterii kvili odliSnym autoagregacnim vlastnostem, které poukazuji na odliSné
pusobici mechanismy adherence.

Dostatecna adheze mikroorganismu je predpokladem pro kolonizaci stfevniho epitelu
a pripadné probiotické ucinky, a proto je jednim ze zakladnich kritérii pfi volbé bakterie
jako probiotického ~ doplitku  stravy.  Castou  metodou  dopraveni  probiotika
do gastrointestindlniho traktu je podéani ve fermentovaném mlécném népoji, a tudiz adheze
probiotickych organismii za pritomnosti hydrolyzovanych mlécnych frakci predstavuje
dilezity pripad.

Experimentalni vyzkum, ktery je predmétem této prace, statisticky prokazal
na 5 % hladiné vyznamnosti pozitivni vliv hydrolyzatu matefského mléka na adherenci
L. gasseri R a hydrolyzatu ov¢iho mléka na adherenci L. casei FMP. Naproti tomu sniZeni
adherence bylo prokazéano pro L. gasseri R po oSetfeni hydrolyzatem vysokoteplotné (UHT)
upraveného mléka a dale roztoky mlécnych proteinti kaseinu a kaseinomakropeptidu
a u druhu L. casei FMP pfi oSetieni roztokem albuminu z hovéziho fetalniho séra.

V teoretické casti se tato prace zabyva lidskym intestindlnim mikrobiomem,
jeho vyznamem, sloZenim a variabilitou v ramci lidské populace. Déale je popsan vyznam
bakterii adherujicich na sténu tenkého a tlustého stfeva a je podan prehled stavu poznani
mechanismu mikrobialni adheze na intestinalni epitel. Ve svém zavéru se teoreticka cast
vénuje dietologickému vyznamu mléka a vlivu mléka a mlécnych vyrobki ve stravé na lidsky
intestinalni mikrobiom.

Experimentalni cast zacina popisem metody méreni mikrobialni adherence na model
intestinalniho  epitelu  tvofeného jednoduchou vrstvou smiSené kultury Caco-2
a mucin - produkujici bunécné kultury HT29-MTX, jsou uvedeny vysledky experimentu,

které jsou nasledné diskutovany v kontextu poznatkd, které byly shrnuty v teoretické casti.



2  Cile prace

Cilem této prace je
1. zjistit a popsat vliv hydrolyzati rtznych druhG mléka a roztokd mlécénych proteind
na adherenci bakterialnich druhti Lactobacillus gasseri R a Lactobacillus casei FMP v in vitro
modelu traviciho traktu tvoreném bunécnymi liniemi Caco-2 a HT29-MTX a
2. statisticky otestovat hypotézu, Ze nékteré frakce mléka sniZuji schopnost probiotik

adherovat na strevni sténu.
2.1 Testované hypotézy

PouZitym statistickym testem je Welchova varianta t-testu na5 % hladiné
vyznamnosti. Ta stanovuje, za jakych podminek lze zamitnout na dané hladiné vyznamnosti
hypotézu, Ze by dvé ndhodné veli¢iny s normalnimi rozdélenimi o riznych rozptylech
meély stejné stfedni hodnoty.

Pokud 1ze dle Welchovy varianty t-testu zamitnout hypotézu, Ze by se rovnaly stfedni
hodnoty adherence daného bakteridlniho druhu v kontrolnim vzorku a ve vzorku oSetfeného
danym zptisobem, je tim statisticky vyznamné na dané hladiné vyznamnosti potvrzena
hypotéza, Ze dané oSetfeni ovlivni stfedni hodnotu adheze daného bakteridlniho druhu
na popsany bunécny model strevniho epitelu.

Testovanych hypotéz je tedy Sestnact a vzniknou dosazenim dvou druht bakterii
a osmi zptlisobii oSetfeni do nasledujici véty:

Adherence daného bakterialniho druhu na bunécny model stfevniho epitelu tvoreny
bunikami Caco-2 a HT29-MTX se po daném zptisobu oSetfeni liSi od adherence kontrolni
neoSetfené populace stejného druhu.

Dané dva druhy bakterii jsou Lactobacillus gasseri R a Lactobacillus casei FMP.
Osm danych druhii oSetfeni sestdva z oSetfeni hydrolyzatem kravského, ovciho, koziho,
matefského a kravského vysokoteplotné upraveného (UHT) mléka a dale z roztoki

nasledujicich mlécnych proteinti: kaseinu, kaseinomakropeptidu a albuminu.



3  Literarni reserse

V této kapitole jsou shrnuty zdkladni poznatky o mikrobiomu lidského
gastrointestinalniho traktu, jeho vyznamu, sloZeni a variabilité v rdmci lidské populace.
Dale je popsan vyznam bakterii adherujicich na sténu tenkého a tlustého stfeva a je podan
prehled stavu poznani mechanismu mikrobialni adheze na intestinalni epitel. Nasledné
se kapitola vénuje vyznamu mléka v lidské stravé a vlivu mléka a mlécnych vyrobki
na organismy mikrobiomu lidského gastrointestinalniho traktu.

3.1 Mikrobiom lidského traviciho traktu a interakce se zdravim hostitele

Mikrobiom gastrointestindlniho traktu clovéka je sloZity ekosystém organismi,
které se vzajemné ovliviiuji a maji znacny podil na energetickém prijmu (Bdckhed a kol.,
2005 a The Human Microbiome Project Consortium, 2012). Bylo rozeznano (Eckburg a kol.,
2005) nejméné pét funkci plnénych gastrointestinalnim mikrobiomem:

1. ochrana pted poranénim epitelidlnich bunék,

2. regulace ukladani tuka,

3. stimulace intestinalni angiogeneze (regenerace sité krevnich kapilar),
4. rozklad polysacharidi a

5. stimulace imunitniho systému.

Eckburg a kol. (2005) i Backhed a kol. (2005) nazyvaji mikrobiom lidského
gastrointestinalniho traktu ,,mikrobidlnim organem® a ,,anaerobnim bioreaktorem®. Velikost
populace gastrointestindlniho mikrobiomu je nejvétsi z mikrobialnich systémt ¢lovéka, pocet
jedinci se miZe blizit az k 10" a poCet unikatnich gend pfitomnych v mikrobiomu
je priblizné stokrat vySsi nez pocet genti lidského genomu (Backhed a kol., 2005).

Interakce mezi organismy lidského mikrobiomu gastrointestinalniho traktu a jejich
hostitelem miZe byt povahy symbiotického i parazitického vztahu. V ptipadé symbiotického
vztahu nazyvame organismus probiotikem (napf. mnoho bakterii rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium) a v pripadé parazitického wvztahu patogenem (rody FEscherechia,

Salmonella, Shigella nebo Helicobacter pylori).

3.1.1 Hlavni mikroorganismy traviciho traktu clovéka
Struktura lidského mikrobiomu traviciho traktu clovéka se méni od dutiny ustni
az porektum v souvislosti svice faktory podmifiujicimi vyskyt rdznych druhi

mikroorganismi. Jedna se jak o zmény kvantitativni, tak o zmény kvalitativni. Jsou ovlivnény
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hlavné skladbou a tloustkou povrchového epitelu, sloZenim mukézy, proudénim a skladbou
traveniny, sekreci enzymt a Zluce, pfitomnosti imunitnich bunék, pH a redoxnim potencialem.
Podle pritomnosti kysliku v jednotlivych castech traviciho traktu je miZeme rozdélit
na dvé skupiny. V oralni casti travici trubice prevladaji aerobni a fakultativné anaerobni
bakterie, zatimco v aboralni casti jsou bakterie anaerobni. NaruSeni pfirozené rovnovahy
sttevni mikrobioty je spojovano s obezitou, malnutrici, zanétlivym bfiSnim onemocnénim,

neurologickymi poruchami a rakovinou (Lozupone a kol. 2012).

VétSina zdravych dospélych lidi sdili stejnou zakladni mikrobiotu, jejiZ zastupci
se fadi mezi archae, bakterie, eukaryota i viry, ovSem studie The Human Microbiome Project
Consortium prokazala (2012) znacnou rozmanitost ve sloZzeni mikrobiomu Siroce variujici
i mezi zdravymi jednotlivci zapadni spolecnosti s podobnym Zivotnim stylem. K podobnému
zavéru dochazeji i Eckburg a kol. (2005), ktefi pozorovali zna¢nou variabilitu mezi sloZenim
lidského gastrointestinalniho mikrobiomu riznych jedinct. VétSina bakterii pochazi z kment
Bacteroidetes a Firmicutes, naproti tomu kmeny Actinobacteria, Proteobacteria

a Verrucomicrobia jsou spiSe v minoritnim zastoupeni.

Lozupone (2012) uvadi, Ze v prvnim oddilu traviciho traktu, tedy v dustech,
se vyskytuje na 700 druhti mikroorganismti patficich do deviti kmeni bakterii a jednoho
kmene Archae. Z bakteridlnich rodi je dominantnim grampozitivni rod Streptococcus tadici
se do kmene Firmicutes. Vyskyt jednotlivych druht bakterii zavisi na typu zkoumaného

povrchu, jako je jazyk, zuby, dasné atp. (Aas a kol., 2005)

DalSim segmentem travici trubice je esophagus (jicen), jehoZ muko6zu obyva
asi 95 druhtt z Sesti rtiznych kment bakterii, pfiCemZz vétSina je stejnd nebo podobna
mikrobiotim dutiny ustni (Pei a kol., 2004). Jicen usti do Zaludku, ve kterém prevlada
extrémné kyselé prostfedi, jehoZ pH se pohybuje od extrémné kyselych az po neutralni
hodnoty v zavislosti na sloZeni prijaté potravy. To nejsou podminky, které by byly pro vétSinu
bakterii sluCitelné se Zivotem. Diky tomu Zaludek predstavuje prvni ochrannou linii
proti patogentm, které byly prijaty spolu s potravou. Rezistentnimi rody, které bez problému

projdou pasazi Zaludku, jsou napfiklad patogeny Salmonella, Shigella nebo Helicobacter

pylori.

Mnozstvi Zivotaschopnych bunék se v Zaludku pohybuje mezi 0 az 10> CFU/ml

dle Sartora (2008) a10” az 10* CFU/ml dle Delgada a kol. (2013). Mezi hlavni rody



obyvajici tento segment traviciho traktu patfi Streptococcus, Propionibacterium

a Lactobacillus (Delgado a kol. 2013).

Na Zaludek navazuje tenké stifevo duodenem (dvanactnikem), ve kterém dochazi
k neutralizaci v Zaludku hydrolyzované potravy. Jako ochrannéd bariéra zde ptisobi Zlucové
kyseliny. Jejich pfitomnosti odolavaji bakterie kmenti Bacteroidetes a Firmicutes,
ke kterym fadime rody Bacteroides, Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Listeria a dalsi.
Pocet mikroorganismti \% tenkém strevé se pohybuje od 10* CFU / ml
v duodenu az k 10’ CFU / ml v oblasti jejuna (lacnik, stfedni ¢ast tenkého stfeva). Vzhledem
ke zpomalujici se pasaZi obsahu traviciho traktu a sniZujici se koncentraci kysliku se méni
i kvalitativni zastoupeni bakterii smérem Kk nariistajicimu poctu anaerobnich organismi
(Dethlefsen, 2006). Sartor (2008) uvadi koncentrace bakterii v tenkém stfevu o dva fady nizsi,

viz Obrazek 1.

Stomach 0 - 102
Lactobacillus \
Candida
Steplococcus
Halicobactar pylon
Peplostreplococcus
==
A Colon 10'- 102
), Bacteroides
i Clostrigiurm groups IV and X
o Bifidohacterium
Duodenum 102 -] Enterobacteraceas
Streptococcus
Lactobacilius
i T Tdejunum 102
h Sirepiococous
) Lactobaciius

Distal ileum 107 - 108 /] ’
Clastridium — _~'Proximal ileumn 107
Streptococcus - Strepiococcus
jdes f Lactobacilius
Actinomycinge
Conynebacteria

Obrazek 1: SloZeni a lumindlni koncentrace v CFU / ml dominantnich mikroorganismii
v riiznych cdstech lidského gastrointestindlniho traktu (zdroj Obrdzek: Sartor, 2008).
Jiné zdroje (Dethlefsen a kol., 2006 a Delgado a kol., 2013) uvddéji o dva rddy vyssi hodnoty
pro Zaludek a tenké strevo.

Mistem nejvyssi koncentrace organismt mikrobiomu v lidském téle je tlusté stfevo.
Bakterialni populace zde dosahuje hodnot okolo 10° CFU /ml a az 10" CFU / ml ve stolici.

Riist bakterii v tlustém stfevu, pfedevSim ve vzestupném tracniku, se zvysuje s probihajici
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hydrolyzou polysacharidi a fermentaci sacharidii, v pricném a sestupném trac¢niku
pak koncentrace mikroorganismti klesa vlivem probihajici fermentace aminokyselin

(Dethlefsen, 2006).

Druhové zastoupeni fakultativnich anaerobii klesa z priblizné 25 % az k 1 % (Marteau
a kol., 2004) a je zde pritomno vSech dévét kment bakterii: Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria, Verrucomicrobia, Proteobacteria, Cyanobacteria, TM?7, Fusobacteria
a Spirochaetes, z nichZ opét prevazuji Bacteroidetes a Firmicutes (Ley a kol., 2005). Jednim
z rozhodujicich faktorti ve sloZeni lidské stfevni mikrobioty je vék, dle kterého délime lidskou
populaci do tfi vyvojovych stadii - neonatdlni, dospélé a finalni ,zlaty vék” (dle ruského

imunologa Ilja Iljice Mecnikova, Morelli a Patrone, 2014).

3.1.2 Role probiotickych mikroogranismii

Slovo probioticky je sloZeno z feckych pro- (ve prospéch) a -bios (Zivota) a piivodné
bylo pouzivano k pojmenovani latek podporujicich riist mikroorganismt, pro které dnes
pouzivame vyraz prebiotika. Podle definice uznané mezinarodnimi spolecnostmi WHO
a FAO jako probiotikum oznaCujeme Zivy mikrobidlni doplnék stravy, ktery pfi podani

v dostateCném mnoZstvi prospiva zdravi hostitele (Jensen a kol., 2011).

Aby byla podana probiotika icinna, musi byt splnéno nékolik zakladnich pozadavki.
Probiotické bakterie musi byt pfi podani Zivé, aby se mohly rozmnoZit v tlustém strevé
hostitele. Jejich podavané mnoZstvi by mélo byt takové, aby dosahly cilového segmentu
v dostacujicim poctu i pfi relativni prevaze stalého stfevniho mikrobiomu. Probiotika by méla
byt taxonomicky definovatelnad jako mikroby nebo kombinace mikrobli s prokazatelnymi
pozitivnimi uc¢inky a nezjiSténymi negativnimi vlivy pfi vnitfnim uZiti zdravym ¢lovékem.

Nékteré patogeny jako napr. Salmonella nebo Shigella napadaji hostitele proniknutim
do jeho epitelialnich bunék pres neokupované niky lumenu. Konzumace bakterii rodu
Lactobacillus a Bifidobacteria zabranuje priniku patogennim mikroorganismim do bunék

hostitele (Fons a kol., 2000). Jejich rist je podporovan podavanim prebiotickych doplikd.

3.1.3 Role v modulaci imunitniho systému

Charakteristika mikrobioty gastrointestindlniho traktu odpovida fenotypu hostitele
(Delzenne, 2011). Prevazné anaerobni mikrobiota distalniho ilea (posledni sekce tenkého

stfeva ustici do tlustého stfeva) a tracniku predstavuje rozmanity celek metabolicky aktivnich
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bakterii a hub, které reaguji s hostitelskymi epitelidlnimi bufikami a mukozalnim imunitnim
systétmem. Nasledkem neustalé stimulace patogennich reakci imunitniho systému
mikrobioalnimi antigeny mutiZze byt vznik zanétlivych stfevnich onemocnéni jako je Crohnova
choroba, ulcerativni kolitida a pouchitis. Mezi pfiznaky probihajiciho zanétu patii zvySena
stimulace imunitniho systému, zvySena propustnost vrstvy mukozy a epitelialni dysfunkce

(Sartor, 2008).

Rozsahly komplex mikrobioty ilea a tlustého stfeva tvori v téle bohaty zdroj
potencialné Skodlivych organismt, ligandi a antigent, které mohou aktivovat vrozené
patogenni a adaptivni reakce imunitniho systému. Do organismu mohou byt vyluCovany
metabolické produkty ménici vlastnosti epitelu a jeho imunitni funkce (Eckburg, 2005).
Slizni¢ni homeostdza je zavisld na komenzalnich bakteriich, které efektivné wvylucuji
antimikrobialni peptidy a komplexy IgA / IgB. Vznika relativné nepropustna sliznicni bariéra,
ktera se podili na vytlacovani xenotoxinii a opravach epitelidlnich defekti. Usmériuje
vrozené a adaptivni reakce imunitniho systému vyvolané pritomnosti bakterii a sekundarni
fagocytézou, majici za nasledek napadani a niceni bakteridlni populace. Rozpoznavaci funkci
imunitniho systému plni epitelialni buniky mukézy a podslizni¢ni vrstva dendritickych bunék

(Sartor, 2008).

3.1.4 Zmény mikrobiomu v souvislosti s vyzivou a Zivotnim stylem

Finegold a kol. (1974) zkoumali vliv stravy na stfevni mikrobiom v souvislosti
s rakovinou tlustého stfeva, nizkym vyskytem tohoto onemocnéni v Japonsku a naristem
vyskytu stievnich karcinomii u Japoncd, ktefi se prestéhovali do Spojenych statli. Finegold
a kol. analyzovali vzorky stolice a objevili znacné rozdily mezi sloZenim mikrobiomu
obyvatel Spojenych stati a Japonska. Bakterie rodu Clostridium a druhu Streptococcus
faecalis byly pfitomné u Americant v signifikantné nizsich poctech nez u Japoncti. Americané
méli naopak vyssi zastoupeni druhu Fusobacterium nucleatum, ktery u Japonci ¢asto nebyl
vibec detekovan. Clostridium paraputrificum se zda byt podstatnym v kontextu vyskytu
rakoviny, protoZze bylo dokazano, Ze produkuje karcinogeny z ZlucCovych kyselin.

(Finegold a kol., 1974)

Dethlefsen akol. (2006) pozorovali souvislost mezi genetickymi predpoklady
k obezité, vysSi koncentraci bakterii kmene Firmicutes a poklesem v zastoupeni kmene

Bacteriodetes. Duncan a kol. 2008 zkoumali korelaci mezi slozenim mikrobiomu u obéznich
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a neobéznich jedincli a neobjevili Zadnou souvislost mezi sloZzenim mikrobiomu ve stolici
a BMI (body mass index) pres hypotézy spekulujici o vlivu poméru mezi bakteriemi kmene
Firmicutes a Bacteroidetes, ovSem zajimavym pozorovanym faktem byl signifikantni pokles
v zastoupeni butyrat produkujicich bakterii kmene Firmicutes u jedinct snazicich se o sniZeni

télesné hmotnosti pomoci diety zaloZzené na nizkém prisunu sacharidd.

Glick-Bauer a Ming-Chin Yeh (2014) zkoumali rozdil mezi vegany, vegetariany
a béZznou populaci a odhalili plynule prechazejici kontinuum mezi lidmi s velkym
zastoupenim ZivociSnych produktii ve stravé na jedné strané a vegany na strané druhé.
U vegani bylo pozorovano mensi zastoupeni mnoha patobiontti, vCetné nékolika patogenii
Celedi Enterobacteriacea, a dale byl u vegani pozorovan vétsi podil bakterii druhu
Faecalibacterium prausnitzii, jehoZ deficience koreluje s vy$sim vyskytem Crohnovy nemoci,

obezitou a astmatem.

Lopez-Legarrea a kol. (2014) zkoumali vliv tii typt stravy, stredomorské, zalozené
na sacharidech (anglicky carbohydrate diet) a vysoko-proteinové, na sloZeni stfevniho
mikrobiomu ve spojeni s obezitou a s ni souvisejicimi zanétlivymi onemocnénimi. Strava
s vysokym obsahem vlakniny korelovala s narustem zastoupeni bakterii rodt Bifidobacterium
a Clostridium, vysSi tvorbou butyratu a menSi pravdépodobnosti obezity a souvisejicich
zanétlivych onemocnéni. Strava bohatd na maso byla asociovana s vétSim vyskytem
kolorektalniho karcinomu a s toxickymi produkty fermentace, v oblasti sloZeni mikrobiomu
pak s naristem zastoupeni bakterii kmene Bacteroidetes a nizZSim zastoupenim rodu
Bifidobacterium. Stfedomoiskou je oznaCovana strava bohatd na nesaturované mastné
kyseliny. VyznaCuje se ovocem, zeleninou, olivovym olejem, zastoupenim ryb a driibeZe,
nizkym prijmem cerveného masa a mirnou konzumaci cerveného vina. Tento typ stravy
je Siroce uznavany jako zdravi prospésny predevsim diky poméru tukii a obsahu antioxidantd.
Mezi pozorované mikrobiotické jevy patii predevSim pokles vyskytu patogend rodu

Clostridium a vy$si zastoupeni rodu Bifidobacterium.

Lopez-Legarrea a kol. (2014) dale popisuji znacny vliv podavani probiotickych
bakterii druhu Lactobacillus gasseri v 200 g fermentovaného mléka po dobu 3 mésict
na redukci zasob podkoZniho tuku u obéznich jedinct proti kontrolni skupiné, ktera uzivala

samotné fermentované mléko. Dale je v této praci uveden prehled studii, které poukazuji
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na zmirnéni pribéhu zanétlivych onemocnéni souvisejicich s obezitou podavanim probiotik

druhti Lactobacillus a Bifidobacterium.

Pro potieby srovnani vysledkli védecké komunity byl definovan mezinarodni staticky

in vitro model traveni (Minekus a kol. 2014).
3.2 Mechanismy mikrobialni adherence na strevni sténu

Existuje vice mechanismu intestinalni mikrobialni adherence a to jak na slizovitou

vrstvu mukaézy, tak na samotny intestinalni epitel.

3.2.1 Vyznam adherence

Dostatecna adherence bakterii na stfevni epitel je jednim ze zakladnich kritérii
pri volbé bakterialniho druhu pro pouZiti jako probioticky doplnék stravy (Tuomola, 1998).
Naproti tomu selektivni inhibice adherence patogennich organismt predstavuje zptisob 1écby

nékterych patogeny ptisobenych zanétlivych onemocnéni traviciho traktu.

3.2.2 Mechanismy

Coppa a kol. (2006) uvadi mezi moZné mechanismy mikrobialni adherence na buriky
strevniho epitelu Van der Wallsovy sily, vodikové miistky, hydrofobicitu a protein - proteinové
a protein - sacharidové interakce pomoci tzv. adhezinl. Kankainen a kol. (2009) popsali
specifické casti DNA a bilkoviny zodpovédné za tvorbu pilusi, vlaskovitych vyrtstkl
na povrchu bakterii, zodpovédnych za adhezi a autoagregaci nékterych grampozitivnich druhi
bakterii.

Reniero a kol. (1992) pozorovali plasmidem pAMp1 indukované schopnosti adheze
a autoagregace. Plasmid je maly fragment DNA nebo RNA, ktery neni soucasti jaderné DNA
a miZe byt implantovan jako organela do bakterii a umoznit jim expresi a syntézu novych
bilkovin. Plasmidy mohou snadno prechazet mezi buiikami a mohou se stat soucasti

vice druhi organismti.

Backhed a kol. (2005) popisuje, jak Bacteroides thetaiotaomicron, ktery nedisponuje
adheznimi organelami, vyuzZiva nestravenych zbytki jidla (napf. vlakniny) smiSenych

s mukozou k osidleni stfevniho epitelu.
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3.3 In vitro testy mikrobialni adherence

3.3.1 Autoagregace a adherence

Garcia-Cayuela a kol. (2014) studovali korelaci mezi mirou autoagregace a schopnosti
adheze. Autoagregaci oznacCujeme schopnost vytvaret bakterialni kolonie o stejném druhu,
koagregaci pak nazyvame schopnost dvou druhti vytvaret smiSené kolonie. Tyto kolonie
pak mohou snaz kultivovat epitelidlni sliz, ovSem stejny mechanismus, ktery zajistuje

autoagregaci a koagregaci, muze také prispivat k adhezi na epitelialni buriky.

3.3.2 Adherence na mucin a slizni¢ni bunky

Intestindlni  epitel je tvofen diferencovanymi burikami se zastoupenim
tzv. poharkovych bunék, které produkuji glykoprotein mucin o velké hydratacni kapacité.
Mucin plni nékolik funkci: chrani povrch stfevniho epitelu, zvlhcuje jej, usnadiuje priichod
stravy a obsahuje oligosacharidy schopné imobilizovat nékteré patogeny nebo napomoci
kolonizaci probiotické rezidentni mikrofléry. Vyzkum se casto provadi na imobilizovaném
mucinu ziskaném ze stfev prasat nebo na niZe popsanych bunécnych kulturach HT29-MTX

produkujicich mucin (Kadlec a kol., 2011).

3.3.3 Adherence na Caco-2, HT-29 a HT29-MTX kultury

Caco-2 je epitelidlni bunécna kultura pochazejici z lidského kolorektalniho
adenokarcinomu, ktera se pouziva k bunécnym modelim stievniho epitelu, protoze kultivuje
péstebni nadobu ve formé jednoduché vrstvy pripominajici epitelovou tkan enterocytu

(Hidalgo a kol., 1989).

HT29 je dalSi bunécna kultura stfevniho epitelu, ktera vykazuje tvorbu jednoduché
vistvy se zastoupenim poharkovych bunék sekretujicich mucin, HT29-MTX
je pak bunécna kultura odvozena z HT29 aplikaci methotrexatu, ktera se vyznacCuje vyssi
mirou tvorby poharkovych bunék a vyssi sekreci mucinu. HT29-MTX se Casto pouZiva spolu

s Caco-2 v poméru 1:9 jako smiSend kultura, jenZ dobfe in vitro modeluje stievni epitel.

Greene a Klaenhammer (1994) studovali u dvou bakteridlnich druhti Lactobacillus

acidophilus BG2FO4 a NCFM/N2 a druhu Lactobacillus gasseri ADH vliv zmén pH
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a oSetfeni travicimi enzymy trypsinem, pepsinem a dalSimi na adherenci na bunécny model
lidského intestindlniho epitelu tvoreny kulturou Caco-2.

Coppa a kol. (2006) pouZili model stfevniho epitelu zaloZeny na Caco-2 pri zkoumani
vlivu oligosacharidi matefského mléka na adhezi patogennich mikroorganismii.

Jensen a kol. (2011) provedli stanoveni miry adherence na nékolik buné¢nych modelt
sttevniho  epitelu  tvofenych  cistymi  kulturami Caco-2, HT-29 a LS 174T
pro osm bakterialnich druhii rodu Lactobacillus a druhu Pediococcus pentosaceus. Namérené
hodnoty se pohybovaly mezi 1 % a 25 %. NejvysSich hodnot dosahoval bakterialni druh
Lactobacillus reuteri.

Gagnon a kol. (2013) pomoci smiSené kultury Caco-2 a HT-29 studovali schopnost
bakterie Salmonella prochazet vrstvou mucinu, dokonce ji vyuZivat a napadat stfevni epitel.
Coppa a kol. (2006) zkoumali vliv oligosacharidi v lidském matefském mléce na patogenni
mikroorganismy a pozorovali znacnou inhibici adheze patogeni Escherichia coli, Vibrio
cholerae, Salmonella fyris na model intestindlniho epitelu zaloZzeny na Caco-2 bunécnych
liniich.

3.4 Mléko ve vyzivé clovéka

Dle studii z roku 2010 mléko ziskané od krav tvori 83% celkové produkce mléka
ve svété (Weaver a kol., 2013). Dokonce obsahuje vice bilkovin a minerali, zvlasté vapniku
a fosforu, nezZ mléko lidské, patrné je tomu tak z divodu vétSich energetickych néroki

na vyvoj telete nez lidského novorozence.

Konzumace mléka a mlécnych produktt ve svété je rizna (Haug a kol., 2007). VétSina
zemi doporucuje alesponl jednu porci mléka denné a nékteré az tfi. Z Fady vybocuji
El Salvador s tfemi porcemi tydné a Guatemala s dvémi. Ackoliv se velikost porci lisi,
vétSinou se vyZzivova doporuceni pohybuji kolem 500 ml denné. Vyjimku tvori
(mimo doporuceni pro téhotné a kojici Zeny) Kanada (doporuceni adolescentim ve véku
14 - 18 let ¢ini 3 - 4 porce denné — cca 750 - 1000 ml), Spanélsko (dospélé Zeny: 3 - 4 porce
o velikosti 200 az 250 ml); Irsko (adolescenti: alesponn 5 porci, 945 ml; velikost porce
1/3 pinty) a Jihoafricka republika (déti 7-13 let: 500-750 ml, Weaver a kol., 2013). Podle
USDA nutrient database ma kravské mléko 3,15 g proteinu, 3,27 g tuku a 5,05 g cukru
(laktézy) na 100 g, 100 ml kravského mléka ma hmotnost 103 g (Kopf a kol. 2012).
Coppa a kol. (2006) pozorovali u déti kojenych matefskym mlékem vyznamné nizsi vyskyt

zanétlivych onemocnéni.
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3.4.1 Bilkoviny kravského mléka

Kravské mléko tedy obsahuje cca 3,06 g proteini na 100 ml. Jeho bilkoviny
maji vysokou biologickou hodnotu, diky cemuZ je povaZovano za dobry zdroj esencialnich
aminokyselin vcetné lysinu. Velké mnoZstvi téchto aminokyselin navic plni v lidském
organismu dal$i funkce ve smyslu antimikrobialni aktivity, rtstovych faktorl, enzymi,

hormont, protilatek a stimulant imunity (Haug a kol., 2007).

V kravském mléku se nachéazi dvé hlavni skupiny proteinid: kaseiny a syrovatkové
proteiny. Z celkového mnoZstvi bilkovin tvori kaseiny 80 % a syrovatka 17 %. Zbyla 3 %
jsou zastoupena stovkami proteini vyskytujicich se v minoritnim mnozstvi (Haug a kol.,
2007). Kasein se v mléce vyskytuje ve formé micel vazajicich vapnik a fosfat. Pfi pasazi
Zaludkem vytvari sraZeninu. V kravském mléce jsou zastoupeny Ctyfi typy kaseinu:
alfa-s1-kasein (CSN1S1, 39 — 46 % z celkového kaseinu), alfa-s2-kasein (CSN1S2, 8 — 11 %),
beta-kasein (CSN2, 25-35%) a kapa-kasein (CSN3, 8 —15%) (Eigel a kol., 1984;
Roginski, 2003). Degradaci beta-kaseinu vznika gamma-kasein. (Ostersen a kol. 1997; Miller
a kol. 19907). Pri metabolismu beta-kaseinu mohou vznikat také latky nazyvané
beta-kasomorfiny, které fadime mezi aktivni peptidy — opioidy. Jejich pfitomnost v organismu
vyvolava podobné ucinky jako po poziti morfinu. Podle nékterych studii mohou
byt negativnim faktorem hrajicim nejasnou roli ve vyvinu fady onemocnéni jako je diabetes
mellitus (Elliot a kol 1999), ischemicka choroba srde¢ni (McLachlan, 2001) nebo nahly

syndrom umrti u déti (Kaminski a kol. 2007).

Syrovatka je tvorena globularnimi bilkovinami rozpustnymi ve vodé, mezi které patii
imunoglobuliny (IgGs), beta-lactoglobuliny (LGB), alpha-lactoalbuminy (LALBA),
glykomakropeptidy (GMP), albuminy hovéziho séra (BSA) a dalSi minoritni bilkoviny
jako laktoperoxidaza, lysozymy a laktoferrin. (Farrel a kol., 2004).

3.4.2 Mastné kyseliny a jejich triglyceridy

Mlécny tuk je dispergovan ve formé tukovych mlécnych kulicek z 95% tvorenych
triacylglyceroly. Ty jsou obklopeny membranou tvorenou minoritnimi mlécnymi proteiny,
enzymy, diacylglyceroly (2%), fosfolipidy (1%), chlolesterolem (0.5%) a volnymi mastnymi
kyselinami (0,5%, Haug, 2007).

Kravské mléko obsahuje mezi 3 az 4 g /100 g tuku. V syrovém mléce byly naméreny

hodnoty dosahujici az 5,5 g / 100 g. Standardizovanym mnoZstvim pro konzumni mléko
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vsak ztistava 3,5 g / 100 g. Kravské mléko obsahuje vyssi mnozstvi nasycenych mastnych
kyselin neZ lidské mléko: 1,85 g / 100 g, z cehoZ je asi 40 % tvoreno kyselinou laurovou
(C12:00), myristovou (C14:00) a palmitovou (C16:00). Pomérné vysoky obsah ma i kyselina
stearova (C18:00). Mononenasycena kyselina v nejvySSim zastoupeni je kyselina olejova
(C18:1) (priblizné 0,8 g / 100 g). Celkové mléko obsahuje priblizné 0,2 g polynenasycenych
mastnych kyselin (PUFA) na 100 g (Haug, 2007 a Hgstmark and Harstad, 2007).

3.4.3 Antioxidacni vlastnosti
Mléko obsahuje mnoho mineralli, vitamini a antioxidantd. Antioxidanty hraji roli

v prevenci oxidace mléka a mohou mit také ochrannou funkci v buiikach produkujicich mléko

vvvvvv

Oxidace lipidi v mléce je zplisobena vzajemnou interakci komplexu
oxidantd a antioxidanti. Nékteré z téchto latek mohou byt duleZitou soucasti lidské stravy
a mit dalsi fyziologické funkce v gastrointestindlnim traktu a tkanich. Antioxidacni enzym
superoxid dismutaza katalyzuje pfeménu radikalu superoxidu na molekularni kyslik a peroxid
vodiku, ktery mtzZe byt dale rozloZen kataldzou nebo glutathion peroxidazou. Druhy
jmenovany enzym je schopen degradace lipidovych peroxidaz. Minoritné obsaZeny protein
laktoferrin vaZe volné ionty Zeleza, které degraduji tkan oxidativnim stresem. Vyskyt a formy
riznych antioxidacnich proteinti v mléce byly v minulosti uz dobfe zmapovany. Predmétem
zkoumani se nyni staly jednotlivé sloZky antioxidantt jako napf. slouceniny selenu. Vitaminy
v mléce prispivaji k dodrZovani dennich vyZivovych doporuceni. Vitamin E a karotenoidy
jsou rozpustné v membranach tukovych globuli a pisobi zde jako antioxidant a vyrazné tak
omezuji autooxidaci mléka. Vitamin C je dileZity ve vodé rozpustny antioxidant reagujici
s Zelezem a s antioxidanty rozpustnymi v tucich. Koncentrace téchto sloZzek v mléce
je ovlivnéna vyZivou krav a podminkami, v kterych je mléko skladovano. Velky obsah
antioxidanti v mléce katalyzuje mnoho reakci a funkce jednotlivych antioxidantt jsou proto

téZko definovany (Lindmark-Maénsson a Akesson, 2000).
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3.5 Moiné interakce mikroorganismu s prostredim

Ouwehand a kol. (2002) ukazali, Ze intestinalni prostfedi dané predevSim sloZenim
potravy znacné ovliviiuje adherenci probiotickych i patogennich bakterii, jak Ouwehand

a kol. (2001) a dale Coppa a kol. (2006) pozorovali v pripadé mléka.

3.5.1 Vytvareni biofilmu

Lebeer a kol. (2007a, 2007b) zkoumali zptsob, jakym probiotické bakterie druhu
Lactobacillus rhamnosus GG kolonizuji rizné povrchy, a objevili funkci luxS proteinu
v komunikaci mezi jedinci tohoto bakterialniho druhu, ktera hraje roli v koordinaci kolonizace
strevniho epitelu formou biofilmu. Populace adherujici k povrchu a k ostatnim jedinciim tvori
biofilm. Tento mechanismus vysvétluyje u nékterych bakteridlnich druh souvislost

mezi schopnostmi adherence a autoagregace.

3.5.2 Vysledky z bunécnych modelu

Tuomola a Salmien (1997) zkoumali adherenci dvanacti bakteridlnich druhii rodu
adherence dosahly fenotypy druhu Lactobacillus casei a to L. casei (Fyos, Nutricia) s 14,4 %
a L. rhamnosus (Lactophilus, Laboratoires Lyocentre) s 2,7 %.

Laparra a Sanz (2009) provedli rozsahlou studii adherence dvou probiotickych druht
Lactobacillus rhamnosus GG a Bifidobacterium animalis poddruh lactis Bb12,
dvou komenzalnich bakterii Bifidobacterium animalis 1ATA-A2 a Bifidobacterium
bifidum IATA-ES2 a patogent Escherichia coli a Listeria monocytogenes na nékolik
testovacich povrchti: na neoSetfenou plastovou (polykarbonatovou) jamku titracni desticky,
na stejnou jamku oSetfenou mucinem MUC2, dale na diferencované kultury Caco-2
a HT29 - MTX, kokulturu Caco-2 / HT29 - MTX a mucinem MUC2 osSetfené kultufe Caco-2.
Namérené hodnoty se pohybovaly od 1 % u patogenti adherujicich na HT29-MTX po 31 %
u B. Lactis kultivujici mucinem oSetfenou jamku.

Jensen a kol. (2011) uskutecnili studii Cctyf fenotypi bakteridlniho rodu
Lactobacillus Plantarum, jednoho fenotypu Lactobacillus pentosus, Ctyt fenotypl
Lactobacillus sakei, po jednom fenotypu Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus farciminis, Pediococcus pentosaceus a c¢tyr fenotypu Lactobacillus reuteri.
Zkoumana byla Zivotaschopnost po simulovaném priichodu Zaludkem a schopnost adheze

na tfi typy bunécnych epitelidlnich kultur (Caco-2, HT-29, LS 174T). Naméfené hodnoty

19



se pohybovaly od pfibliZzné 1 % adherence na HT29 pro L. Plantarum NC8 aZ po 25 %
pro L. Reuteri DSM20016.

Garcia-Cayuela a kol. (2014) zkoumali rtzné fenotypy bakteridlniho druhu
Lactobacillus plantarum a kromé jejich autoagregace a koagregace experimentalné studovali
adherenci na bunécny model intestindlniho epitelu tvoreny bunécnou kulturou Caco-2.
L. Plantarum se vyznacuje velkym mnozstvim odliSnych fenotypt s rozdilnymi vlastnostmi.
Ze zkoumanych fenotypti mél nejmensi adherenci, priblizné 5 %, fenotyp L. Plantarum
IFPL124. Nejvyssi adherenci, priblizné 14 % , vykazoval fenotyp L. Plantarum IFPL162.

Vliv hydrolyzatu kravského vysokoteplotné upraveného (UHT) mléka na adherenci
dvou druhti probiotickych bakterii zkoumali Volstatova a kol. (2015) a prokazali statisticky
vyznamné sniZzeni bakterialni adherence Lactobacillus gasseri R a Lactobacillus
plantarum S2 po oSetfeni mlécnym hydrolyzatem na méné neZ polovicni procentualni podil
adherovanych organismti oproti kontrole. Konkrétné u druhu L. gasseri, jehoz zkoumani

je soucasti této prace, doSlo k poklesu adherence ze 7 % na 3 %.
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4  Material a metody

NiZe popsand experimentalni metoda byla vyvinuta Jensenem a kol. (2011)
a modifikovana Volstatovou a kol. (2015). Autorka této bakalafské prace se pod vedenim
doc. Ing. Jaroslava Havlika, Ph.D. a Ing. Terezy VolStatové ucastnila experimentalni aplikace
této metody pro dva vybrané bakterialni druhy, pét druhi mléka a tfi druhy mlécnych
proteinii. Experimentalni prace byla provedena v laboratofich Katedry mikrobiologie, vyZivy
a dietetiky na Fakulté agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji Ceské zemédélské

univerzity v Praze tak, jak je popsano ve zbytku této kapitoly.
4.1 Bakterialni kmeny

Bakterialni populace druhu Lactobacillus gasseri R byla izolovana ze vzorku stolice
jeden mésic starého ditéte. Populace druhu Lactobacillus casei FMP byla ziskana izolaci
vzorku z komercniho probiotického produktu. V pripadé obou bakteridlnich druhi
byl k izolaci bakteridlni populace pouzit Rogosiv agar (Oxoid Ltd., Basingstoke, VB)
mikroaerofilné kultivovavny pfi teploté 37 °C po dobu 72 hodin. Rogostiv agar je standardni
selektivni médium pro izolaci a kultivaci bakterii rodu Lactobacillus s vyjimkou druhu
Lactobacillus carnis. Selektivni kultivace bakterii rodu Lactobacillus je dosaZeno vysokou
koncentraci octanu sodného (1,7 g/ 1) a nizkym pH 5.4 (pfi 25°C), které efektivné potlacuji
rist mnoha jinych béznych bakterii fadu Lactobacillales (Oxoid, 2016).

Bakterialni kmeny byly charakterizovany biochemickymi paskovy API™ 50CHL™
(bioMérieux SA, Marcy l'Etoile, Francie), které slouzi k identifikaci mikroorganismu

na zakladeé reakci jejich metabolickych produktti.

Bakteridlni druhy byly nasledné identifikovany pomoci MALDI - TOF hmotnostni
spektroskopie za pouZiti systému MALDI BioTyper™ (Bruker Daltonik, Brémy, Némecko).
MALDI je zkratkou pro anglicky nazev matrix-assisted laser desorption/ionization,
coZ znamena matrici podporovana laserovd desorpce a ionizace. TOF je zkratka
pro time of fly, tedy cas letu, ktera se pouZiva pro oznaceni metod fyzikalnich méreni
zaloZzenych na méfeni doby letu. MALDI-TOF je metoda hmotnostni spektroskopie
pro méfeni mérného naboje molekularnich fragment velkych molarnich hmotnosti a nasla
proto znacné uplatnéni v mikrobiologii. Vzorek je nejprve smichan s matricovym materialem,

ktery slouZi k absorpci energie laserového pulzu a brani rozpadu zkoumané latky na prilis
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malé fragmenty. Tato smés je na vhodném nosiCi, napf. na nerezové destiCce, umisténa
do silného elektrického pole (25aZ 30 kV) a ozafena laserovym pulzem o délce trvani
neékolika nanosekund. Matricovy material umoZni ionizaci cestou odtrZzeni velkych
molekularnich fragmentti, které okamzité uchopi silné elektrické pole a urychluje
je k detektoru. Méfeny cCas mezi ionizaci a detekci je zavisly vyhradné na podilu naboje
a hmotnosti ionizovaného molekularniho fragmentu a umoZiiuje tak jeho identifikaci
(Havlis, 1999). Bruker MALDI BioTyper™ je mikrobiologicky systém pro identifikaci
mikroorganismii pomoci jejich molekularniho sloZeni sestavajici z MALDI - TOF
hmotnostniho spektrometru a pocitatového softwaru pro rozpoznani bilkovinného sloZeni

a nasledné identifikaci druhu mikroorganismu. (Bruker, 2016)

4.2 Bunécné kultury

K vyhodnoceni schopnosti adheze na lidském stfevnim epitelu u dvou raznych
bakteridlnich kmenii byl pouZit model lidského epitelu sestavajici z bunécnych linii Caco-2
a HT29-MTX. Ke kultivaci bunék doSlo v Dulbeccové modifikovaném Eaglové médiu
(DMEM) doplnéném 20 % fetdlniho hovéziho séra (FBS), 1 % neesencialnich aminokyselin,
100 U/ ml (molekul na mililitr) penicilinu a 100 pg / ml streptomycinu. Bunécné linie byly
udrZovany pfi teploté 37 °C ve zvlhCené atmosféfe obsahujici 5% (v/v tzn. objemové
koncentrace) CO, a95 % vzduchu. Médium bylo ménéno kazdé dva dny a buiky

subkultivovany pfi 80 % konfluenci (pokryti péstebni nadoby) kazdy tyden.

4.3 Priprava bakterialni suspenze

Pred testy adherence byly bakterie péstovany za anaerobnich podminek na Manové,
Rogosové a Sharpové bujonu (MRS, Oxoid Ltd.,, Basingstoke, VB) po dobu 24 hodin
pii teploté 37 °C. Poté bylo médium s populaci bakterii zfedéno v Dulbeccové fosfatem
pufrovaném fyziologickém roztoku (DPBS, Sigma-Aldrich, Praha) a bakterie
byly centrifugovany akceleraci 2000 x g po dobu 10 minut. Ziskana bakterialni peleta
byla dale dvakrat vymyta fosfatem-pufrovanym roztokem (phosphate bufferd saline, PBS)
o pH 7,0. Bakterialni suspenze byla zfedéna pomoci DPBS na koncentraci 2 x 10 CFU / ml
(kolonii na mililitr). Koncentrace jedinct byla urena méfenim optické hustoty bakeridlni
suspenze za pomoci svétla o vinové délce 420 nm destickovym spektrofotometrem (anglicky
plate reader nebo microplate reader) Infinite® M200 (Tecan Group Ltd., Rakousko),

ktery byl predtim kalibrovan dle kultury o znamé koncentraci.
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4.4 Priprava mlécného hydrolyzatu

Cilem tohoto kroku je napodobit traveni mléka v Zaludku ZaludeCni Stavou,
ktera obsahuje 0,5 % aZ 1 % HCI, naslednou neutralizaci v dvanacterniku a enzymatické
traveni v tenkém stfevé. Postupné v jednotlivych experimentech bylo syrové kravské, kozi
a matefské mléko a dale plnotucné pasterované mléko a vysokoteplotné upravené (UHT)
mléko hydrolyzovano nasledujicim zptsobem, jenZ je mezinarodnim standardnim in vitro
statickym modelem traveni (Minekus a kol. 2014). Popis a pivod zkoumanych druhii mléka

je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Popis a ptivod zkoumanych druhti mléka

Nazev Popis Vyrobce / Prodavajici
kravské mléko syrové kravské mléko Farma Hole (Oldrich Polacek)
kozi mléko syrové kozi mléko CzZU

oviimiéko | DiOPInOWCNé pasterované |y 0 e pengin (Josef Pulitek)

ovCi mléko
matefské mléko syrové matefské mléko CzU
UHT mléko phlotucnir}{efle{l\(;ske UHT K-Classic, Mibly, Kaufland CR v.o.s.

Prvni faze, traveni v Zaludku, byla simulovana smiSenim 5 ml vzorku testovaného
mléka s 5 ml simulované Zaludec¢ni stavy (SGF, simulated gastric fluid, sloZeni viz Minekus
a kol., 2014), dale pfidanim enzymu pepsinu pochazejiciho z prasete v mnozZstvi 2000 U / ml
(molekul enzymu na mililitr findlni smési) a Upravou pH na hodnotu 3,0 pomoci HCI

o koncentraci 1 M (tzn. 1 mol / dm?) na dobu 2 hodin pfi teploté 37 °C.

Faze simulovaného traveni v Zaludku je ukoncena pridanim hydrogenuhlicitanu

sodného (NaHCO,) o koncentraci 0,5 M v takovém mnoZzstvi, aby doslo k neutralizaci smési

na pH 7,0. Nasledné je pridano 10 mL simulované duodendlni (dvanacternikové) stavy (SDF,
simulated duodenal fluid, pro sloZeni viz Minekus a kol., 2014) a mnoZstvi Zlucovych soli

odpovidajici koncentraci 10 mM ve finalni smési.

Enzymatické traveni v tenkém stfevé bylo napodobeno pfidanim enzymu trypsinu
pochazejiciho z prasete v koncentraci 100 U/ ml SDF (100 molekul enzymu na mililitr
simulované duodenadlni St'avy), hovéziho chymotrypsinu v koncentraci 25 U / ml SDF, praseci

intestinalni lipazy v koncentraci 2000 U / ml SDF a praseci intestinalni kolipdzy v koncentraci
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4000 U / ml SDF. Smés byla ponechana enzymatickému ptisobeni po dobu 2 hodin pfi teploté
37 °C a nasledné byla tato faze ukoncena zmraZenim smési na teplotu -80 °C. VSechny

pouZité enzymy byly zakoupeny od spolecnosti Sigma - Aldrich (Praha).

Pfed samotnym méfenim adheze byla smés modelujici travené mléko rozmrazena
a zfedéna Dulbeccem modifikovanym Eaglovym médiem (DMEM) tak, aby kaZzdy méreny

vzorek mlécného hydrolyzatu obsahoval 1,5 pg bilkovin na mililitr.

4.5 Test adherence

Testy byly provedeny dle metody popsané Jensenem a kol. (2011). Kultivacni desticky
s 24 jamkami byly inokulovany bunécnymi kulturami Caco-2 a HT29-MTX o populacich
3,6 x 10* bunék Caco-2 na jamku a 4 x 10° bunék HT29-MTX na jamku. SmiSend buné¢na
kultura v jamkéach byla ponechéna riistu 14 + 1 dni az do konfluence pri 37 °C ve zvlhCené
atmosfére obsahujici 5 % CO, (v / v) a 95 % vzduchu. Kultivacni médium bylo ménéno kazdé
dva dny. Pfed méfenim adheze byly bunécné vrstvy promyty DPBS, aby byla odstranéna
antibiotika ptivodniho kultivacniho média. Bakteridlni suspenze pripravena dle popisu vyse

o objemu 100 pl byla pridana do kazdé jamky.

Nasledné bylo pfidano 100 pl zfedéného mlécného hydrolyzatu obsahujiciho
5 % ptivodniho vzorku mléka nebo 100 pl roztoku zkoumaného mlécného proteinu v PBS
o koncentraci 10 pg bilkovin na ml do poloviny jamek. Druha polovina jamek tvorici
kontrolni skupinu byla misto mlécného hydrolyzatu nebo roztoku mlécnych bilkovin oSetfena
100 pl PBS. Pro oba bakterialni druhy byly kontrolni jamky i jamky oSetfené kazdym
ze zkoumanych mlécnych hydrolyzatti a kazdym roztokem bilkoviny pfipraveny po trojicich.

Prehled zkoumanych mlécnych proteini spolu s piivodem vzorki je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Prehled zkoumanych mlécnych proteinii spolu s popisem piivodu

Zkratka Zkoumany protein Puavod
BSA Albumin z hovéziho séra Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE
CMP Kaseinomakropeptid Ekomilk, s.r.0., Frydek-Mistek, CZ
CcsN | Praskovykasein z hovezho Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE

Takto kultivované desticky byly jednu hodinu inkubovany pfi teploté 37 °C

v atmosféfe o koncentraci 5 % CO, (v /v). Po inkubaci byl z jamek odstranén kal a bunéc¢né
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kultury byly jemné oplachnuty tfikrat po sobé DPBS tak, aby byly odstranény neadherujici
bakterie. 300 pl 1% Triton-X100 (Sigma-Aldrich, Praha) bylo pouZito k trypsinizaci populace
epitelialnich bunék a bakterii od stén jamky a od sebe navzajem po dobu 3 minut a nasledné
bylo do jamek pridano 700 pl PBS. Takto vznikla suspenze byla inokulovana na De Mantv,
Rogostiv a Sharptiv agar (MRS agar), kultivovana po dobu 48 hodin pri teploté 37 °C
anasledné byl urcen pocet adherovanych bakterii. Mira adheze je nasledné urcena

jako procentualni podil poctu adherovanych a ptivodné dodanych bakterii.
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5 Vysledky

Stanoveni adheze bylo provedeno u dvou bakterialni druhy (Lactobacillus gasseri R

a Lactobacillus casei FMP) pro pét druhti mléka a nasledné pro tfi druhy mlé¢nych bilkovin.

Informace o pivodu jednotlivych zkoumanych typti mlék jsou uvedeny v tabulce 1.
Data z méfeni adheze za pritomnosti mlécného hydrolyzatu obou bakteridlnich druht
jsou uvedeny v tabulce 3. Nasledné byly vypocitany pro kazdy bakteridlni druh primérné
hodnoty a smérodatné odchylky adheze kontrolnich méfeni a méfeni s jednotlivymi druhy
hydrolyzati mléka, které nasleduji v tabulce 4. Primérné hodnoty a smérodatné odchylky
procentualniho podilu adherovanych organismi jsou pak zakresleny pro oba bakteridlni druhy

na obrazku 2.

Nasledné byla statisticky testovana skupina tzv. nulovych hypotéz na hladiné
vyznamnosti 0,05. Nulovou hypotézou je tvrzeni, Ze dany zptisob oSetfeni nezptisobi zménu
adherence oproti kontrolnimu méreni. Vysledkem statistického testu je, Ze bud’ zamitneme
nebo nezamitneme nulovou hypotézu. V prfipadé nezamitnuti nulové hypotézy se jedna
o nepriikazny vysledek, v pripadé zamitnuti nulové hypotézy je prokazana na dané hladiné
vyznamnosti alternativni hypotéza, v tomto pripadé fakt, Ze dany zptisob oSetfeni ovlivni

adherenci zkoumaného mikroorganismu.

Stejnym zplisobem byla zpracovana data z méfeni vlivu pritomnosti mlécnych
proteinti na adherenci mikroorganismu. Data z méfeni obou bakterialnich druhti jsou uvedena
v tabulce 6. Priimérné hodnoty a smérodatné odchylky adheze kontrolnich méfeni i méfeni
s jednotlivymi druhy mlécnych proteini pro oba bakteridlni druhy nésleduji v tabulce 7.

Primérné hodnoty jsou pak zakresleny pro oba bakterialni druhy na obrazku 3.

JelikoZ neni znamo, zda rozptyl procentualniho podilu adherovanych organismt bude
konstantni, je pouZita Welchova varianta t-testu pro testovani shodnosti stfedni hodnoty
dvou ndhodnych veli¢in o riznych rozptylech. Welchtiv t-test byl proveden pomoci
tabulkového procesoru Calc kancelarského baliku LibreOffice, konkrétné pomoci oboustranné
varianty funkce T.TEST pro veli¢iny o rozdilnych rozptylech (reZim 2, typ 3, viz LibreOffice,
2016). Tato funkce ma za vystupni hodnotu pravdépodobnost chyby pfi zamitnuti nulové
hypotézy, tedy shodnosti stfedni hodnoty dvou normalnich rozdéleni o riznych neznamych

rozptylech. Z toho vyplyva, Ze k statisticky vyznamnému prokazani vlivu zkoumaného
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oSetfeni na adhezi zkoumaného bakterialniho druhu ma byt vysledna hodnota pouZité varianty
funkce TTEST na trojici kontrolnich méfeni a trojici méfeni po oSetfeni zkoumanou frakci

daného bakterialniho druhu mensi neZ hladina vyznamnosti, v naSem pripadé 0,05.

Vysledky aplikace Welchova testu na naméfena data jsou uvedeny v tabulce 5
pro oSetfeni mlécnymi hydrolyzaty a v tabulce 8 pro oSetfeni mlécnymi proteiny. Ve sloupci
oznaceném TTEST je pravdépodobnost omylu pri zamitnuti nulové hypotézy. Méreni,
ktera statisticky prokazuji na hladiné vyznamnosti 5 % vliv zkoumané frakce na mikrobialni

adhezi, jsou tucné zvyraznéna.
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Tabulka 3: Procentudlni podil adherovanych organismii ku poctu dodanych
organismil pri méreni vlivu oSetieni mlécnymi hydrolyzaty

Bakterialni v ey s Procentuaini
Osetreni )
druh mira adheze
L. gasseri kontrola 10,76
L. gasseri kontrola 14,64
L. gasseri kontrola 9,64
L. gasseri kravské mléeko 17,21
L. gasseri kravské mléko 24,40
L. gasseri kravské mléko 11,89
L. gasseri ovCi mléko 13,14
L. gasseri ov¢i mléko 8,76
L. gasseri ovCi mléko 15,95
L. gasseri kozi mléko 4,69
L. gasseri kozi mléko 2,50
L. gasseri kozi mléko 9,38
L. gasseri materské mléko 21,90
L. gasseri materské mléko 19,40
L. gasseri materské mléko 16,27
L. gasseri | UHT kravské mléko 5,94
L. gasseri | UHT kravské mléko 6,57
L. gasseri | UHT kravské mléko 3,75
L. casei kontrola 3,90
L. casei kontrola 3,13
L. casei kontrola 2,30
L. casei kravské mléko 3,40
L. casei kravské mléko 4,76
L. casei kravské mléko 1,02
L. casei ovC¢i mléko 8,16
L. casei ovCi mléko 8,84
L. casei ovCi mléko 7,82
L. casei kozi mléko 4,76
L. casei kozi mléko 3,40
L. casei kozi mléko 3,40
L. casei materské mléko 4,76
L. casei materské mléko 5,78
L. casei materské mléko 6,80
L. casei UHT kravské mléko 1,36
L. casei UHT kravské mléko 2,38
L. casei UHT kravské mléko 6,12
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Obrdzek 2: Priimérné hodnoty a smérodatné odchylky bakteridlni adherence dvou
bakteridlnich kmenii na smésné kulture Caco-2 a HT29-MTX po priddni péti riiznych
mlécnych hydrolyzatii v koncentraci 1,5 ug / ml

Tabulka 4: Primérné hodnoty a smérodatné odchylky bakteridlni
adherence pri pritomnosti mlécnych hydrolyzatii

o Pramérna Smeérodatna
Bakterialni Y ... odchylka
druh Osetreni prf)centualm procentualni
mira adheze ,

miry adheze
L. gasseri kontrola 11,7 2,6
L. gasseri kravské mléko 17,8 6,3
L. gasseri ovCi mléko 12,6 3,6
L. gasseri kozi mléko 5,5 3,5
L. gasseri materské mléko 19,2 2,8
L. gasseri | UHT kravské mléko 5,4 1,5
L. casei kontrola 3,1 0,8
L. casei kravské mléko 3,1 1,9
L. casei ovCi mléko 8,3 0,5
L. casei kozi mléko 3,9 0,8
L. casei materské mléko 5,8 1,0
L. casei UHT kravské mléko 3.3 2,5
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Tabulka 5: Statistické testovani vlivu mléénych hydrolyzdti
na adherenci mikroorganismii, mérent priikazné na hladiné vyznamnosti
0.05 jsou tucné zvyraznény

Bakterialni druh OsSetreni TTEST Pruikazné
L. gasseri kravské mléko 0,226 NE
L. gasseri ovC¢i mléko 0,737 NE
L. gasseri kozi mléko 0,077 NE

L. gasseri materské miléko 0,028 ANO
L. gasseri UHT kravské mléko | 0,034 ANO
L. casei kravské mléko 0,969 NE
L. casei ovci mléko 0,001 ANO
L. casei kozi mléko 0,315 NE
L. casei materské mléko 0,026 ANO
L. casei UHT kravské mléko 0,916 NE

Tabulka 6: Procentudlni podil adherovanych organismii ku poctu dodanych
organismil pri méreni vlivu oSetreni mlécnymi proteiny v koncentraci 10 pg / ml
(BSA — albumin z hovéziho séra, CMP — kaseinomakropeptid, CSN - kasein)

Bakteridlni | .. .. .| Procentudlni
Osetreni ,
druh mira adheze
L. gasseri kontrola 18,3
L. gasseri kontrola 15,4
L. gasseri kontrola 14,2
L. gasseri BSA 6,5
L. gasseri BSA 11,4
L. gasseri BSA 12,6
L. gasseri CMP 12,4
L. gasseri CMP 7,1
L. gasseri CMP 5,9
L. gasseri CSN 6,9
L. gasseri CSN 3,7
L. gasseri CSN 4,1
L. casei kontrola 4,9
L. casei kontrola 3,8
L. casei kontrola 7,5
L. casei BSA 1,9
L. casei BSA 0,9
L. casei BSA 0,7
L. casei CMP 10,1
L. casei CMP 9,1
L. casei CMP 8,8
L. casei CSN 5,2
L. casei CSN 5,9
L. casei CSN 4,4
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Obrdzek 3: Priimérné hodnoty a smérodatné odchylky bakteridlni adherence pri pritomnosti
mlécnych proteinii v koncentraci 10pug/ml (BSA — albumin z hovéziho séra,
CMP — kaseinomakropeptid, CSN - kasein)

OsSetfeni

Tabulka 7: Priimérné hodnoty a smérodatné odchylky bakteridlni adherence pri pritomnosti
mlécnych proteinii v koncentraci 10 pug/ml (BSA — albumin z hovéziho séra,
CMP — kaseinomakropeptid, CSN - kasein)

ey, Primérna Smeérodatna odchylka
Bakteridlni v v s e, s,
Osetreni | procentualni procentualni miry
druh ,
mira adheze adheze

L. gasseri kontrola 16,0 2,1

L. gasseri BSA 10,2 3,2

L. gasseri CMP 8,5 3,5

L. gasseri CSN 4,9 1,8

L. casei kontrola 5,4 1,9

L. casei BSA 1,2 0,6

L. casei CMP 9,3 0,7

L. casei CSN 5,2 0,7
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Tabulka 8: Statistické testovdni vlivu mlécnych proteintl
na adherenci mikroorganismii, méreni priikazné na hladiné
vyznamnosti 0.05 jsou tucné zvyraznény (BSA — albumin
z hovéziho séra, CMP — kaseinomakropeptid, CSN - kasein)

Bakterialni druh | OSetreni| TTEST |Prukazné
L. gasseri BSA 0,068 NE
L. gasseri cMP 0,043 ANO
L. gasseri CSN 0,002 ANO
L. casei BSA 0,049 ANO
L. casei CMP 0,056 NE
L. casei CSN 0,862 NE
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6 Diskuze

Na 5 % hladiné vyznamnosti byl prokadzan vliv hydrolyzatu matefského mléka,
kravského UHT mléka a roztokii kaseinu a kaseinomakropeptidu na adherenci druhu
Lactobacillus gasseri R. Adherence populace L. gasseri R na zkoumany bunécny model
vzrostla priblizné o 60 % po oSetfeni matefskym mlékem. Naproti tomu adherence poklesla
na 46 % po oSetfeni UHT mlékem. Kasein a kaseinomakropeptid sniZuji adherenci L. gasseri
R na zkoumany bunécny model epitelu na priblizné 53 % kontrolni hodnoty adherence
v pripadé kaseinu a dokonce na 31 % hodnoty adherence neoSetfené populace v pripadé

kaseinomakropeptidu.

Z tohoto se da usuzovat na mechanismy adheze L. gasseri R. inhibované mlécnymi
proteiny kaseinem a kaseinomakropeptidem, které tvoii znaCnou c¢ast kravského UHT mléka,
oproti matefskému mléku, které obsahuje podstatné méné Kkaseinti. To by ovSem
mélo zptisobit stejny pokles adherence u syrového kravského mléka, ktery nebyl pozorovan.
Lze tedy usuzovat na pozitivni vliv na adherenci u syrovatkovych proteini, mlécnych tukt
nebo dalSich latek, které se rozpadaji vlivem UHT a jsou pfitomny v syrovém matefském
a kravském mléce. SniZeni adheze L. gasseri R po oSetfeni UHT mlékem odpovida hodnotam

publikovanym Volstatovou a kol. (2015)

Dale bylo na 5 % hladiné vyznamnosti prokazano zvySeni adherence L. casei FMP
na bunécny model stfevniho epitelu pfi oSetfeni hydrolyzatem matefského mléka,
kdy adherence vzrostla o 87 %, a predevSim pfi oSetfeni hydrolyzatem ovciho mléka,
kdy adherence na zkoumany bunécny model narostla o 167 %. Naproti tomu bylo prokazano

sniZeni adherence na 22 % kontrolni hodnoty po oSetfeni roztokem albuminu.

Zvyseni adheze L. casei FMP na bunécnou kulturu oSetfenou hydrolyzatem lidského
mléka obsahujiciho velky podil albuminu a znacné sniZeni adherence cistym albuminem

poukazuje na znacny vliv dalSich frakci matefského mléka.
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7  Zaver

V teoretické Casti této bakalarské prace byly podany zakladni informace o mikrobiomu
lidského intestindlniho traktu, jeho sloZeni, vyznamu a variabilité a dale byl popsan vyznam
bakterii adherujicich na sténu tenkého a tlustého stieva a nékolik moznych mechanismi

mikrobialni adherence. Byl uveden vyznam mléka v lidské stravé a vliv mléka a mlécnych

vyrobki na organismy mikrobiomu lidského gastrointestinalniho traktu.

Nasledné byla rozvedena metoda méfeni mikrobialni adherence na bunécny model
lidského intestinalniho epitelu schopna kvantifikovat zmény adherence na stfevni sténu
za pritomnosti rtznych latek a pomoci tak s vybérem vhodného probiotického bakteridlniho
kmene nebo s 1écbou zanétlivych onemocnéni stfev. Dale miZe popsana metoda slouZit k
analyze vlivu rtznych sloZek potravy na adhezi probiotickych i patogennich bakteridlnich
kmenti k intestindlnimu epitelu, a tudiZ miZe poskytnout informace pro dietologicka

doporuceni a opatfeni.

Popsana experimentadlni metoda byla pouZita k ovéfeni hypotézy o vlivu
hydrolyzovanych druht mléka a roztoki mlécnych proteinti na adherenci dvou bakteridlnich
druhti. Vysledky ukazuji vliv pfitomnosti kaseinu a kaseinomakropeptidu na sniZeni adheze
bakterialniho druhu L. gasseri R. Matefské mléko naopak zvySilo adherenci L. gasseri R.
Je otazkou, zda se jedna o vliv syrovatkovych proteinti, mléénych tukd nebo jiné frakce
Ci jejich kombinace.

Byl pozorovan znacny pokles adherence druhu L. casei FMP pfi oSetfeni roztokem
mlécného proteinu albuminu, proto je prekvapujici statisticky vyznamny vliv matefského

mléka na zvySeni adherence u L. casei FMP.
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