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Role probiotickych bakterii v travicim traktu ¢lovéka
Souhrn

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které jsou pii piijmu v pfiméfeném mnozstvi
zdravi prospésné pro hostitele. S jejich pomoci 1ze zmirfiovat projevy celé fady poruch zejména
travicitho traktu souvisejicich se stfevni dysbidzou nebo t€émto onemocnénim piredchazet.
V travicim traktu jsou probiotika vystavena mnoha nepiiznivym vliviim, jez maji dopad
na jejich zivotaschopnost, a tim i probiotickou aktivitu. Velky pocet studii zabyvajicich
se probiotiky se proto vénuje zpisobum, jak zivotaschopnost téchto prospéSnych bakterii
zvysit.

V experimentalni ¢asti prace byla zkoumana Zivotaschopnost vybranych laktobacilii
(Lactobacillus brevis, L. gasseri a L. plantarum) a patogent (Escherichia coli, Salmonella
enterica a Salmonella sp.) vin vitro modelu traviciho traktu. Narist nebo pokles poctu
zivotaschopnych bakterii byl zji§tén porovnanim poctu zivych bunék pted a po procesu in vitro
traveni. PoCty bakterii byly zjistény metodou fluorescence. Pouzité fluorescenéni barvivo
propidium iodid barvi DNA mrtvych bungk, k ziskani celkového poctu bunék proto byla ¢ast
vzorkl pfed a po simulovaném procesu traveni usmrcena. Pocet zivych bunck byl poté ziskan
jako rozdil celkového po¢tu bun€k a poctu mrtvych bunék ve vzorku.

Zjisténé hodnoty zivotaschopnosti laktobacilti byly velmi podobné. U L. brevis bylo
po traveni 14,75 +5,85 % zivych bun€k, u L. gasseri 14,76 + 4,42 % zivych bunék
aulL.plantarum 12,76 + 1,91 % zivych bunék. VSechny patogeny vykazovaly oproti
laktobacilim velmi vysokou schopnost ptezit prichod travicim traktem a zaroven u nich vzrostl
celkovy pocet bun¢k. U E. coli bylo po traveni zivych 98,73 £ 1,23 % bunék a celkovy pocet
buné¢k vzrostl 2,4%. S. enterica vykazovala po traveni dokonce 3,4nasobny nartst po¢tu bun¢k
azivych bylo 98,55 + 1,56 % bunék. U Salmonella sp. byl zaznamenan 2,4nasobny nartst poctu
buné¢k a 98,23 + 1,98 % jich bylo zivych.

Zivotaschopnost vybranych laktobacilti se neligila, mezi Zivotaschopnosti laktobacil{
a patogenu vsak byly zjistény vyrazné rozdily. Tyto rozdily byly pravdépodobné zptisobeny

odli$nou toleranci bakterii vii¢i kyselindm a Zlu¢i.

Klicova slova: probiotika, prebiotika, mikrobiota, travici soustava ¢lovéka, in vitro model

travici soustavy



The role of probiotic bacteria in the human digestive system

Summary

Probiotics are live microorganisms which, when administered in adequate amounts,
confer a health benefit on the host. They can help with alleviation of a whole range of digestive
tract disorders related to intestinal dysbiosis or prevent these diseases. However, probiotics
are exposed to many adverse conditions that affect their viability and thereby probiotic activity.
Therefore, a myriad of studies on probiotics investigate ways to increase the viability of these
beneficial bacteria.

The experimental part of the thesis examined the viability of selected lactobacilli
(Lactobacillus brevis, L. gasseri and L. plantarum) and pathogens (Escherichia coli,
Salmonella enterica and Salmonella sp.) inin vitro model of the human digestive tract.
The increase or decrease in the number of viable bacteria was defined by comparing the number
of living cells before and after the in vitro digestion. The numbers of bacteria were obtained
using a fluorescence method. The selected fluorescent dye propidium iodide stains dead
cell DNA,; to obtain the total number of cells, a part of the samples was killed before and after
the process of simulated digestion. Then, the number of living cells was determined
as the difference in the total number of cells and the number of dead cells in the sample.

The values of viability among lactobacilli were very similar. For L. brevis, there were
1475+ 5.85 % living cells after digestion, for L. gasseri 14.76 = 4.42 % living cells,
and for L. plantarum 12.76 £+ 1.91 % living cells. However, a significant difference was found
between the viability of lactobacilli and pathogens. All pathogens demonstrated an exceedingly
high ability to survive passage through the digestive tract while increasing the total number
of cells at the same time. For E. coli, 98.73 & 1.23 % cells were alive after digestion and the total
number of cells was 2.4 times higher. S. enterica showed even a 3.4-fold increase in the total
number of cells after digestion and 98.55 + 1.56 % cells were alive. For Salmonella sp., there
was a 2.4-fold increase in the number of cells and 98.23 + 1.98 % of them were alive.

Although the results show that the viability of the selected lactobacilli did not differ,
significant differences were found between the viability of lactobacilli and pathogens. These

differences were probably due to different tolerance of bacteria to acids and bile.

Keywords: probiotics, prebiotics, microbiota, human digestive tract, in vitro model

of the human digestive system
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1 Uvod

Travici trakt clovéka je kolonizovan znaénym mnozstvim mikroorganismi. Jejich
vyskyt je v jednotlivych oddilech traviciho traktu rdzny. SloZzeni gastrointestinalniho
mikrobiomu je do zna¢né miry individualni a v pribéhu zivota proménné, coz je dano
jak fyziologicky, tak ptisobenim vné&jSich faktorti. Mezi tyto faktory patii, mimo jiné, naptiklad
zpusob porodu, druh mateiské vyzivy, strava, vek, 1éky, genetické predispozice a stres.

Vyznam mikrobiomu spociva piedev§im v jeho vlivu na spravnou ¢innost traviciho
traktu a celkové zdravi organismu. Zejména stievni mikrobiom hraje zasadni roli ve vytvareni
vrozené i ziskané imunity, a proto byvaji zmény V jeho slozeni spojovany se vznikem
arozvojem mnoha onemocnéni. Dusledkem stfevni dysbidzy je napiiklad zvySeni vyskytu
zanétlivéeho onemocnéni stfev, celiakie, astmatu ¢i alergickych onemocnéni. Déle miize
dysbidza ovliviiovat motilitu stiev, traveni zivin ¢i citlivost na insulin.

Svétova zdravotnickd organizace (WHO, 2006) definuje probiotika jako zivé
mikroorganismy, které pfi podavani v pfiméfeném mnozstvi ptiznivé ovliviiuji zdravi svého
hostitele. Nejéastéji vyuzivanymi probiotickymi bakteriemi jsou rody Lactobacillus spp.
a Bifidobacterium spp., které se bézné vyskytuji v travicim traktu ¢lovéka. Probiotika zmiriuji
alergické reakce, zacpu ¢i prijem a maji imunostimulac¢ni ucinky. Mezi dalsi terapeutické
ucinky patii zvySeni peristaltiky stfev, nasledné zlepSeni traveni, a tim i prevence vzniku
kolorektalniho karcinomu. Casto se také mohou podilet na snizovani hladiny krevniho
cholesterolu, zmirnéni laktézové intolerance, sniZzeni hepatotoxicity latek ¢i regulaci
hypertenze. Hlubsi poznani vlastnosti a funkci probiotickych mikroorganismii je proto

podstatné pro prevenci a zlepSeni 1é€by mnoha onemocnéni.



2 Cil prace

2.1 Hypotéza

Nekteré rody laktobacilii maji vyS$i schopnost ptezit prichod travicim traktem

nez ostatni.

2.2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je v teoretické Céasti zpracovani literdrni reSerSe zaméiené
na mikrobiotu travici soustavy ¢lovéka a probiotika, s dirazem na vliv podminek v travicim
traktu na zivotaschopnost bakterii. Déale bude reSerSe zaméfena na in vitro modely travici
soustavy. V praktické ¢asti budou provedeny testy Zivotaschopnosti laktobacilti po priicchodu

in vitro modelem traviciho traktu.



3 Literarni reSerse

3.1 Travici soustava Clovéka

3.1.1 Funkce travici soustavy

Travici soustava zajistuje v lidském téle fadu funkci. Hlavnimi z nich jsou piijem,
rozmélnéni a traveni potravy a vylu¢ovani odpadnich latek (Parker et Winston, 2007). Travici
soustava se také podili na imunité organismu a dochazi zde k sekreci endokrinn¢ aktivnich latek
(Kittnar, 2011). Termin ,traveni® zahrnuje procesy, pfi kterych dochazi k mechanickému
a chemickému rozloZzeni potravy a nasledné absorpci zivin buiikami. Pfi mechanickém
zpracovani se potrava rozkladd na mensi Casti bez zmény chemického sloZeni, zatimco
pti chemickém rozkladu se Dbiopolymery prfeménuji na nizkomolekularni latky
(Shier et al., 2015). Ty pomoci pasivniho nebo aktivniho transportu prostupuji pres stfevni
sliznici a dostavaji se do krve a lymfy (Ganong, 2005). K tomu je tieba fada travicich enzymd,
které jsou produkovany pfidatnymi organy (Rehfeld et al., 2017).

Samotna cCinnost travici soustavy je regulovana prostiednictvim nervového
a endokrinniho fizeni. Nervové fizeni =zajiStuji vlastni nervovy systém, sympatikus
a parasympatikus. Endokrinni fizeni probiha piisobenim hormonti. Rovnéz ptijatd potrava fidi
¢innost travici soustavy tim, Ze mechanicky i chemicky plisobi na organ. Ten po podrazdéni
vysila nervovy impuls vedouci k vylouc¢eni enzymu (Kittnar, 2011).

Travici soustava (Obr. 1) je tvofena dlouhou trubici a ptidatnymi organy, které
do ni vylucuji latky pottebné K traveni (Parker et Winston 2007; Shier et al., 2015).
Gastrointestinalni trakt (GIT) zafina dutinou Ustni, pokracuje hltanem, jicnem, zaludkem,
tenkym stfevem, tlustym stfevem, kone¢nikem a kon¢i fitnim otvorem. Mezi pfidatné organy,
jejichz vyvody usti do travici trubice, patii slinné Zlazy, jatra, Zlu¢énik a slinivka bfisni

(Shier et al., 2015; Marieb et al., 2017).
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Obrazek 1: Stavba travici soustavy (upraveno podle Verhoeckx et al., 2015)

3.1.2 Gastrointestinalni trakt

Sténa GIT se sklada ze ¢ty vrstev, kterymi jsou sliznice (mukdza), podslizni¢ni vazivo
(submukoza), svalovina a seréza (Obr. 2). Zakladni étyfvrstva struktura je zachovana v celé
trubici, vjejich jednotlivych ¢&astech je vSak specializovana pro danou funkci
(Parker et Winston, 2007).

Nejvnitingjsi ¢asti stény je sliznice, ktera ma ochrannou, vylucovaci (obsahuje Zlazy
vylucujici hlen a travici enzymy) a absorpéni (vstiebava latky z potravy) funkci. V nékterych
Castech travici trubice je sliznice zfasend, ¢imz se zvySuje absorp¢ni povreh (Shier et al., 2015).
Podslizni¢ni vazivo (submuko6za) obsahuje zlazy, krevni a lymfatické cévy a nervy. Cévy
podslizni¢niho vaziva vyzivuji okolni tkan¢ a odvadéji absorbované latky. Pohyb travici trubice
zajist'uje svalovina, ktera se sklada ze dvou vrstev hladké svaloviny. Kdyz se kontrahuje vnitini

cirkularni vrstva, zmenSuje se primér trubice. Pokud dochézi ke kontrakci vné&jsi svalové



vrstvy, jejiz bunky lezi podéln€, trubice se zkracuje. Pohyb potravy travici trubici
je pak umoznén koordinovanymi kontrakcemi obou svalovych vrstev. Serdza, tvofici vnéjsi
stranu trubice, chrani pod ni lezici tkan¢ a vyluéuje tekutinu, diky které mohou organy biisni
dutiny voln¢ klouzat proti sob¢& (Shier et al., 2015). Serdza pokra¢uje na mezenterium,
ve kterém jsou nervy, krevni cévy, které vyzivuji travici trakt, a lymfatické cévy

(Ganong, 2005).

ser6za

cirkularni sval

submukoézni sval
(obvykle
longitudinalni)

submukoza sliznice - stfevni epitel se
subepitelovou pojivovou tkani

mezenterium
(tepny, zily, nervy, lymfatické cévy)

Obrazek 2: Schematické znazornéni vrstev stény GIT (upraveno podle Ganong, 2005)

Ustni dutina se skladd z m&kkého a tvrdého patra, ¢ipku, jazyka, dasni a zubt
(Parker et Winston, 2007). Umoziuje piijem potravy, jeji mechanické rozdrceni zuby
a jazykem asmiseni se slinami. V dutiné ustni se nachdzeji mechanoreceptory
a termoreceptory, na jazyku pak chutové receptory. VSechny receptory spolu s ¢ichem
zprostifedkovavaji vnimani chuti. Informace tykajici se chuti mize jednak zabranit pozieni
potravy nebo pfipravit nasledujici ¢asti travici soustavy na jeji ptijem a traveni (Kittnar, 2011).
V Gstni duting se zacina $tépit Skrob t¢inkem enzymu slinné a-amylazy (ptyalinu) a zacinaji
se zde travit tuky uc¢inkem slinné lipazy. Dale sliny obsahuji hydrogenuhli¢itanovy pufr, ktery
neutralizuje kyseliny produkované bakteriemi v ustech, ¢imz castecné zabranuje vzniku
zubniho kazu. Ve slinach jsou také baktericidni enzymy, antivirové latky a protilatky, které
vSechny nici Skodlivé mikroorganismy V ustni dutiné (Marieb et al., 2017).

Na ustni dutinu navazuje hltan (pharynx), coz je pfiblizn¢ 13 cm dlouha trubice, ze které

se peristaltickou vlnou potrava dostava do jicnu (oesophagu) (Parker et Winston, 2007). Jicen



je svalova trubice, kterou prochazi potrava peristaltickou vinou z hltanu do zaludku. Je tvofen
dvéma svéra¢i. Horni svéra¢ znemoznuje, aby se pii vdechu dostal do jicnu vzduch, dolni
svéra¢ zabranuje refluxu acidniho Zalude¢niho obsahu do jicnu, ¢imz by mohlo dojit
k poskozeni jeho sliznice. Aktivni tonus dolniho jicnového svérace povoli pii polykani
(Kittnar, 2011; Marieb et al., 2017).

,J¢ (Parker et Winston, 2007). V zaludku dochazi denné k sekreci 2-3 litrt zalude¢ni $tavy,
ktera obsahuje travici enzymy (pepsin, lipazu), kyselinu chlorovodikovou, kationty (sodny,
draselny, hofe¢naty, vodikovy), anionty (chloridovy, hydrogenfosfore¢nanovy, siranovy), hlen
a vnitini faktor (glykoprotein nutny pro resorpci cyanokobalaminu, vitaminu B, z tenkého
stteva). Kyselina chlorovodikové likviduje vétSinu bakterii pozienych s potravou, vytvari
vhodné pH pro aktivaci pepsinogenu na pepsin a nasledné traveni proteinti a podnécuje sekreci
zlué¢i a pankreatické $tavy (Ganong, 2005; Parker et Winston, 2007; Marieb et al., 2017).
Hlen, tvofeny glykoproteinem mucinem, pokryva sliznici zaludku, a tim ji chrani pfed jejim
natravenim koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. Potrava se v zaludku promichava
S kyselinou chlorovodikovou, hlenem a pepsinem diky smr§t'ovani hladké svaloviny a vznikly
chymus (travenina) poté fizené¢ odchazi po ¢astech do duodena (Ganong, 2005).

V Zzaludku zaciné traveni bilkovin, pfi kterém jsou peptidové vazby §tépeny enzymy
pepsiny. Ty jsou vylu¢ovany jako neaktivni proenzymy pepsinogenu a k jejich aktivaci dochazi
pusobenim nizkého pH v Zaludku, které je zajisténo piitomnosti kyseliny chlorovodikové.
Nejvhodnéjsi pH pro aktivitu pepsind je piiblizné v rozmezi 1,6—-3,2. Pepsiny §tépi vazby mezi
aromatickou aminokyselinou a vedlej$i nearomatickou aminokyselinou, ¢imz vznikaji rizné
dlouhé polypeptidy (Ganong, 2005).

Ackoli je vétsina zivin vstiebana az v tenkém stievé, nékteré latky (jako alkohol, nékteré
1éky, elektrolyty, voda) jsou vstiebany uz v zaludku. Zaludek se vyznaduje znaénou roztaznosti
S moznosti se az 3x roztdhnout na piiblizn¢ 4 litry. Na vnitinim povrchu prazdného zaludku
se nachazeji podélné zahyby sliznice, které se pii jeho zapliovani zplostuji, ¢imz se objem
pfizptisobuje mnozstvi potravy (Marieb et al., 2017). Potrava v zaludku setrvava pfiblizné
4 hodiny, v zavislosti na jejim sloZzeni a mnozstvi. Potrava s prevahou sacharidi je v zaludku
nejkrats$i dobu, del§i dobu v ném je potrava bilkovinnd a nejdéle v zaludku setrvavaji tuky
(Kittnar, 2011; Marieb et al., 2017).

Nasledné se travenina piesouva do tenkého steva, tvoriciho az 75 % celkové délky
travici trubice. Probiha zde dalsi chemicky rozklad potravy a vstfebavani zivin do krve a lymfy.

(Trojan et Schreiber, 2002). Jeho sténa se sklada ze ¢tyt vrstev: sliznice, podslizni¢niho vaziva,



svaloviny a ser6zy. Vnitini vrstva stény je sliznice, ktera je poskladana v fasy s vybézky — klky
(Parker et Winston, 2007). Buriky epitelu klkti maji na svém povrchu mikroklky, které vytvaieji
tzv. kartaCovy lem enterocytti (Slizni¢nich bunék tenkého stieva), jenz zvétSuje absorpéni
plochu sliznice (Ganong, 2005). V kazdém klku je lymfaticka céva a velmi tenké krevni cévy
(Obr. 3), diky ¢emuz prechazeji nékteré ziviny do lymfy a jiné do krve, kterou jsou
transportovany do jater (Parker et Winston, 2007). Podslizni¢ni vazivo obsahuje cévy a nervy.
Svalovina je tvofena vnéjSimi podélnymi a vnitinimi cirkularnimi hladkymi svalovymi vlakny.

Ser6za vytvaii vnéjsi vrstvu stény, ma ochrannou funkci (Parker et Winston, 2007).

jednoduchy sloupcovy epitel

lymfaticka céva

klk -

sit’ krevnich kapilar

poharkové bunky

- sttevni zlaza

E céva
- zilka

Obrazek 3: Struktura stfevniho klku (upraveno podle Shier et al., 2015)

Tenké stievo se déli na téi hlavni ¢asti: dvanactnik (duodenum), laénik (jejunum)
a kycelnik (ileum). Do duodena, nejdtilezitéjsi a zaroven nejkratsi ¢asti tenkého stieva, vstupuje
chymus ze Zaludku, zlu¢ zjater a travici Stavy z pankreatu. Duodenum je dlouhé
asi 25 centimetrtl, jejunum 2 az 2,5 metru a ileum az 3,5 metru. Zahyby tenkého stieva tvoii
zna¢nou ¢ast dutiny bfi$ni. Potrava je ve stfevé misena segmentacnimi pohyby a posunovéana
peristaltickymi pohyby (Parker et Winston, 2007).

V tenkém stievé dochazi k traveni Zivin z potravy. Hydrolyzou a-1,4 vazeb slinnou
a pankreatickou o-amyldzou jsou ve stfevé Stépeny polysacharidy. Vazby ao-1,6, a-1,4
na koncich molekul a a-1,4 vedle mista vétveni viak tyto enzymy §tépit nedokazi. Stépenim
a-amyldzou vznikaji oligosacharidy, konkrétné disacharid maltéza, trisacharid maltotri6za

a a-dextriny. Ty jsou dale Stépeny oligosacharidazami, jez jsou obsaZeny v kartdCovém lemu



enterocyti. Oligosachariddza izomaltaza hydrolyzuje a-1,6 vazby. Izomaltaza, maltaza
a sacharaza $tépi maltozu a maltotriézu na molekuly gluko6zy. Sacharadza hydrolyzuje sachar6zu
na molekulu glukézy a molekulu fruktozy. V kartaCovém lemu enterocyti je také disacharidaza
laktaza, jez Stépi laktozu na glukézu a galaktozu. Pentdzy a hexodzy jsou resorbovany sténou
tenkého stfeva v  kapilarach usticich do vratnicové zily vedouci do jater
(Koolman et Rohm, 2012; McKee et McKee, 2014).

V tenkém stfevé také pokracuje traveni polypeptidi vzniklych Stépenim v zaludku.
Ke stépeni v tenkém stfeveé dochazi ptisobenim proteolytickych enzymi slinivky bfisni a stfevni
sliznice. Trypsin, chymotrypsin a elastdza jsou endopeptidazy, sté€pi tedy vnitini peptidové
vazby. Naproti tomu pankreatické karboxypeptidazy jsou exopeptidazy hydrolyzujici
aminokyseliny z konce polypeptidu. Aminokyseliny uvolnéné z peptida vstupuji do vratnicové
zily. Bilkoviny nestrdvené a nevstiebané v tenkém stievé (pfiblizn€ pouze 2—5 % bilkovin) jsou
rozlozeny Cinnosti bakterii ve stfevé tlustém. Bilkoviny obsazené ve stolici tedy nemaji ptivod
v nestravené potravé, ale jedna se o bakterialni proteiny a proteiny degradovanych bunck
(Ganong, 2005; Koolman et R6hm, 2012).

V tenkém stfevé jsou rovnéz traveny nukleové Kkyseliny, které jsou Stépeny
pankreatickymi nukledzami na nukleotidy. Nukleotidy se dale §té€pi na kyselinu fosfore¢nou
a nukleosidy, které se néasledné rozkladaji na purinové a pyrimidinové baze a cukernou ¢ast.
Nukleové baze jsou vstfebany aktivnim transportem (Koolman et Rohm, 2012,
McKee et McKee, 2014).

Vétsina tuki se zacina travit v duodenu. Hlavnim enzymem je pankreaticka lipaza, ktera
Stépi vazby v triacylglycerolech. Vazby 1 a 3 jsou hydrolyzovany snaze nez vazba 2, a proto
hydrolyzou vznikaji volné mastné kyseliny a 2-monoacylglyceroly. Pankreaticka lipaza ptisobi
jen na emulgované lipidy. K emulgaci dochazi ¢innosti soli Zlucovych kyselin, lecitinu
a monoacylglyceroli. Pokud je ve stfevé vysoky obsah soli Zluovych kyselin, navzajem
se vazi s lipidy, ¢imZ se tvofi micely. Hydrofobni jadra micel obsahuji mastné kyseliny,
monoacylglyceroly a cholesterol. Micely se dostavaji ke kartiCovému lemu bunék sliznice,
kde lipidy pronikaji vné¢ micel. Mastné kyseliny kratS$i nez 10—12 atomu uhliku prostupuji
ze slizni¢nich bun€k rovnou do vratnicové zily. Mastné kyseliny s vice nez 10—12 atomy uhliku
jsou ve slizni¢nich buitkach znovu esterifikovany na triacylglyceroly, stejné jako urcity
dil cholesterolu je esterifikovan na cholesterylestery. Pfipojenim vrstvy proteind, cholesterolu
a fosfolipidii na triacylglyceroly a cholesterylestery vznikaji chylomikrony, jeZ pronikaji
do krevniho ob&hu lymfatickymi cévami (Ganong, 2005; Koolman et R6hm, 2012).
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Posledni ¢asti traviciho traktu je tlusté stievo. Je pfiblizné 1,5 m dlouhé a ve srovnani
se stfevem tenkym ma slabsi sténu. Jeho sliznice tak, na rozdil od tenkého stieva, nevytvari
klky, ma v8ak vyklenuti — haustra. Tlusté stievo za¢ina slepym stievem (caccum), ze kterého
odstupuje Cervovity vybézek (appendix vermiformis). Za slepym stievem nasleduje vzestupny
tracnik (colon ascendens), pfi¢ny tracnik (colon transversum), sestupny tra¢nik (colon
descendens), esovity tra¢nik (colon sigmoideum) a kone¢nik (rectum). Rectum ma dva svérace
— vnitini z hladké svaloviny, ktery je vili neovladatelny, a vnéjsi z pti¢né pruhované svaloviny
(Trojan et Schreiber, 2002).

V tlustém stfeveé nedochdzi k sekreci travicich enzymi, produkuje se zde vsak alkalicky
sekret tvofeny vodou, hlenem a elektrolyty. NejvyznamnéjSim elektrolytem
je hydrogenuhli¢itanovy iont, jehoz funkci je neutralizace acidnich bakterialnich produktt
(Kittnar, 2011).

Zakladnimi funkcemi tlustého stfeva jsou dokonceni resorpce latek a zaroven zahusténi
tekutého chymu, ¢imz vznikd stolice. Resorpce vody, minerdlli a vitamind je podpoiena
pomalym posunem chymu, jehoz pohyb je ulehéen hlenem vzniklym v tubularnich zlazach
traéniku (Trojan et Schreiber, 2002). Motilitu traéniku podporuji vzniklé plyny (Kittnar, 2011).
Chymus je vtra¢niku misen segmenta¢nimi pohyby svaloviny a posunovan k rektu
peristaltickymi kontrakcemi a velkymi posunovacimi pohyby. Stolice je tvoiena ze 75 %
vodou, dale nestravenymi zbytky potravy, nestravitelnymi latkami, anorganickymi latkami,
mrtvymi bakteriemi, zluci, hlenem a odloupanym epitelem (Trojan et Schreiber, 2002;
Parker et Winston, 2007; Kittnar, 2011). Zapach stolice je dan slozenim potravy, mikrobiotou
tlustého stieva a vyskytem latek, jako jsou indol, skatol, sulfan a thioly (Kittnar, 2011).
Ma mirné kyselou reakci, ktera je dana obsahem organickych kyselin vznikajicich ptisobenim
bakterii ze sacharidi (Ganong, 2005).

Tlusté sttevo je hojné obyvano symbiotickymi bakteriemi. Podle jejich plsobeni
je mozné je délit na kvasné a hnilobné bakterie. Kvasné bakterie rozkladaji ¢ast nestravitelnych
slozek potravy, jako celulézu a pektin, a sacharidy nevstfebané v tenkém stievé. Cinnosti
kvasnych bakterii vznikaji mlééna kyselina, alkohol, mastné kyseliny s kratkym fetézcem,
oxid uhli¢ity a metan. Do této skupiny bakterii patii naptiklad Escherichia coli a Enterobacter
aerogenes. Hnilobné bakterie, mezi které patii bakterie rodu Proteus, vytvateji z aminokyselin
indol, skatol, sulfan a thioly (Kittnar, 2011). Stfevni bakterie tak svou ¢innosti sniZzuji objem
stolice. Zaroven svym metabolismem syntetizuji vitamin Kz (menachinon) a vitaminy skupiny
B (Trojan et Schreiber, 2002).
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Denné dochazi v tlustém stievé k vytvoreni pfiblizné 7-10 | stfevnich plynd, z nichz
se majoritni mnoZstvi opét absorbuje do krve. Cast z téchto plynti vytvaii vyse zminéné bakterie
tlustého stfeva, dalsi se do stiev dostavaji prostupovanim z krve (zejména vodik, metan,
oxid uhlicity a ¢astecné kyslik). Spolykany vzduch se z vétSiny vstifeba uz v tenkém streve,
ve stieve tlustém je proto jen minoritné (Kittnar, 2011). Nevstiebané stievni plyny odchazeji
vétsinou spolu se stolici vV objemu okolo 600 ml denné a zplsobuji jeji typicky zépach

(Trojan et Schreiber, 2002).

3.1.3 Pridatné organy
Slinné Zlazy

Sliny jsou tvofeny zejména ttemi pary hlavnich slinnych zlaz (ptiusnimi, podcelistnimi
a podjazykovymi), dale pak menSimi slinnymi Zlazkami ve sliznici ust a jazyka. Vyznam
slin spociva zejména ve zvlhéeni sliznice dutiny ustni, diky kterému se sousto snadnéji vytvaii
a polyka. Sliny téZ napomahaji Cistit tstni dutinu a ¢aste¢né rozpoustéji molekuly potravy, které
nasledn¢ stimuluji chutové poharky. Denné se vytvoii pfiblizné 1,5-2 litry slin, jejichz
pH je zpravidla v rozmezi 7,0-8,0. Produkci slin stimuluji viing a chut’ potravy, mechanické
drézdéni sliznice v tstech ¢i podminéné reflexy. Naproti tomu pii dehydrataci, uzkosti, strachu,
unavé ¢i spanku sekrece slin klesa. (Ganong, 2005; Kittnar, 2011).

Sliny se skladaji prevazné z vody s obsahem iontt (HCOs', I, K*, CI-, Ca®*, fosfaty)
a organickych latek (mucin, lysozym, imunoglobulin A, laktoferrin) (Kittnar, 2011). Sliny
obsahuji také dva travici enzymy, a to slinnou a-amylazu a jazykovou lipdzu. Enzym a-amylaza
hydrolyzuje a-1,4—glykosidové vazby skrobu za vzniku maltozy, maltotridézy a a-dextrinu. Jeji
pusobeni je utlumeno v zaludku, kde je nizké pH. Naopak jazykova lipaza je nejvice aktivni

Vv acidnim zaludeénim prostiedi (Ganong, 2005; Parker et Winston, 2007).

Jatra

Jatra jsou nejvétsi Zlazou v téle a maji mnozstvi funkci. Mezi hlavni funkce patii tvorba
a vyluc¢ovani zluci, metabolismus Zivin a vitamind, eliminace toxickych latek, syntéza proteini
plazmy, udrzovani glykemie, recyklace erytrocytt, podil na imunité organismu a termoregulaci.
V jatrech se také syntetizuji koagulacni faktory, plazmatické lipoproteiny a cholesterol; dochazi
zde rovnéz k deaminaci aminokyselin (Ganong, 2005; Parker et Winston, 2007; Kittnar, 2011).
Skladovaci funkce jater spoc¢iva v uchovavani glukézy, vitamina (pfedevsim vitaminy

A, D, B, E a K) a nékterych kovi (zeleza, médi, kobaltu) (Parker et Winston, 2007;
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Kittnar, 2011). V jatrech mize byt rovnéz zadrzovana krev, ¢imz se reguluje mnozstvi krve
v krevnim obé&hu (Trojan et Schreiber, 2002).

Sekre¢ni ¢innosti jater se tvori zluc, kterd ma zna¢ny vyznam pfi traveni lipida v tenkém
stieve¢ a spolu s pankreatickou $t'avou se podili na stabilizaci pH v duodenu (Parker et Winston,
2007; Kittnar, 2011). Denné¢ se ji v jatrech vytvofi asi 0,7-1,2 litru. Sklada se zejména z vody,
iontl a soli zluCovych kyselin. Déle obsahuje cholesterol, fosfatidylcholin, zlu¢ova barviva
bilirubin a biliverdin, ktera vytvaieji jeji zlatoZlutou barvu, steroidni hormony, vitaminy a dalsi
latky rozpusténé v alkalickém roztoku (Ganong, 2005; Kittnar, 2011). Rozkladem cholesterolu
V jatrech ucinkem enzyma 3a-hydroxylazy, 7o-hydroxyldzy a 27a-hydroxylazy se tvofi
jsou cholova a chenodeoxycholova (Kittnar, 2011). Jatra jsou také stézejnim mistem

pro degradaci hormonu (Parker et Winston, 2007).

Zluénik

Zlu¢ vznikla v jatrech je odvadéna do Zlu¢niku, coZ je piidatny svalovy organ
hruskovitého tvaru slouzici k jejimu skladovani a zahu$t'ovani. Zahustovani napoméha velké
absorp¢ni schopnost bunék epitelu zluéniku (Kittnar, 2011; Shier et al., 2015); zIu¢ ve Zlu¢niku
je koncentrovanéj$i nez v jatrech (Murray, 2002). Kromé zahus§téni Zluci, které je zajisténo
resorpci vody, se zde zlu¢ také okyseluje. Sliznice zluéniku je zfasena, coz zvétsuje jeho povrch
(Ganong, 2005).

Kuvolnovani zlu¢i do duodena dochazi kontrakci Zlu¢niku, kterd je stimulovana
hormonem cholecystokininem. Cholecystokinin je vyluovan stfevni sliznici jako reakce

na obsah lipidi a proteinti v tenkém stievé (Shier et al., 2015).

Slinivka b¥iSni

Slinivka bfi$ni (pankreas) je Zlaza s exokrinni i endokrinni funkci. Endokrinni funkce
spociva ve vyluovani dvou hlavnich hormoni, insulinu a glukagonu. Insulin sniZzuje hladinu
glykémie, glukagon ji naopak zvySuje. Exokrinni funkci pankreatu je produkce pankreatické
Stavy, ktera obsahuje enzymy dulezité pro traveni proteini, lipidd i sacharidi v tenkém stieve
(Parker et Winston, 2007; Marieb et al., 2017). Stava ma alkalicky charakter a obsahuje velké
mnozstvi hydrogenuhli¢itanovych ionti, které neutralizuji acidni chymus ze Zaludku. Denné
se ji vylouci okolo 1500 ml (Ganong, 2005; Parker et Winston, 2007).

V pankreatick¢é S$tavé jsou obsazeny enzymy trypsin, chymotrypsin, elastaza,

karboxypeptidaza A a karboxypeptidaza B, které vSechny $tépi proteiny a polypeptidy. Traveni
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lipidd se ucastni pankreatické enzymy kolipaza, kterda pomaha odhalit aktivni misto
pankreatické lipazy, a samotna pankreaticka lipaza S$té€pici triacylglyceroly
na monoacylglyceroly a mastné kyseliny. Cholesterylesterhydrolaza hydrolyzuje estery
cholesterolu. Fosfolipdza pankreatické stavy Stépi fosfolipidy. Pisobenim ribonukledzy
a deoxyribonukleazy se $tépi nukleové kyseliny DNA a RNA na jednotlivé nukleotidy.
Pankreatickd a-amyldza ma jako substrat Skrob, ktery Stépi na maltozu, maltotridzu

a a-dextriny, stejné jako v pripadé slinné a-amylazy v tstech (Murray, 2002; Ganong, 2005).

3.1.4 Onemocnéni travici soustavy

Vzhledem ke komplexnosti travici soustavy zde dochazi k celé fadé onemocnéni.
Nejcastéjsimi onemocnénimi dutiny ustni jsou zubni kazy a gingivitida (zanét dasni),
zptsobené nedostate¢nou oralni hygienou. Ustni dutina mizZe byt také postiZzena karcinomem
¢i roz§tépy rtu a patra (Jin et al., 2016). Jicen muze byt zasazen gastroezofagealnim refluxem,
pfi kterém se do jicnu dostava acidni obsah zaludku. Zjevnym projevem refluxu byvé paleni
zahy. Namahavé polykani, jez znesnadiiuje priichod potravy jicnem do zaludku, je znamkou
svalového onemocnéni jicnu. V neposledni fad€ se v jicnu mlze vyskytnout zhoubny nador,
Casto jako dusledek kouteni nebo pfilisného piijmu alkoholu (Parker et Winston, 2007).

Zalude¢nich potizi je velké mnozstvi. Nejroziifengjsi jsou gastritida (zan&t sliznice
zaludku), zalude¢ni viedy a rakovina zaludku. Chronicka gastritida a zalude¢ni viedy byvaji
zpusobeny hlavné velkym ptijmem alkoholu, uzivanim nékterych 1ékti drazdicich Zzalude¢ni
sliznici (napf. aspirinu) nebo bakterii Helicobacter pylori, ktera poskozuje pfirozenou hlenovou
vrstvu, jez chrani sliznici pfed acidnimi gastrickymi $tavami. Helicobacter pylori mize rovnéz
vyvolavat adenokarcinom Zaludku nebo nadory Zalude¢ni mizni tkané. Vznik Zaludec¢nich
viedd mohou téZ zapfti¢init genetické predispozice a strava (Parker et Winston, 2007; Sugano
etal., 2015).

Onemocnénimi stiev jsou naptiklad ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba, celiakie,
apendicitida, sttevni polypy, kolorektalni karcinom a hemoroidy. Ulcer6zni kolitida a Crohnova
choroba jsou zanétliva autoimunitni onemocnéni stiev, ktera se projevuji prijmem, bolestmi
bficha, nechutenstvim a naslednym uUbytkem na védze a horeckami. Apendicitida, zanét
apendixu neboli cervovitého piivésku slepého stfeva, zplisobuje ostrou bolest a zpravidla
je nutné jeho okamzité odstranéni. Stievni polypy jsou atypické utvary sliznice tlustého stfeva.

Vyskytuji se u starSich pacientl a zpravidla jsou benigni, mohou vSak dat zaklad zhoubnému
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kolorektalnimu naddoru. Kolorektalni karcinom (rakovina tlustého stteva) je casty ve vyspélych
zemich, kde byva problémem nizky obsah vldkniny ve stravé. Jeho incidenci rovnéz zvysuje
pfijem velkého mnozstvi tukd, alkoholu a obezita. Hemoroidy jsou zvétSené zily v rektu
zpusobené nucenym tlaCenim stolice pii zacpé, projevuji se vytokem krve a hlenu z rekta
(Parker et Winston, 2007; Peery et al., 2015).

Rovnéz ptidatné organy travici soustavy mohou byt postizeny riznymi onemocnénimi.
Castou pfi¢inou jaternich onemocnéni byva alkohol, pii jehoZ §tépeni vznika tuk. Pii velkém
piijmu alkoholu tak mize dochéazet ke steatdze (ztu¢néni) jater, ktera je pii omezeni alkoholu
vratnd. Pfi pretrvavajici vysoké konzumaci alkoholu muze jatra postihnout alkoholicka
hepatitida nebo cirh6za, coz je trvala zména, pii které dojde k nahrazeni hepatocytti vazivovou
tkani (Parker et Winston, 2007). Alkoholicka hepatitida je vSak podle Shiera et al. (2015) spise
vzacnd. Hepatitida je zanét jater, ktery je ve vétSin€ ptipadii vyvolany viry. Mize byt akutni
¢i chronicka. Nejbéznéjsimi typy jsou hepatitida A, B a C. Hepatitida A je nejcast&jsi, jeji
pri¢inou je poziti jidla nebo vody kontaminovanych vykaly. Jatra neodbouravaji zlu¢ové
barvivo bilirubin, které se kumuluje v organismu a nésledné se projevuje jako zloutenka.
Hepatitida B je, na rozdil od ostatnich typl, zpisobena DNA virem. Pfenasi se télnimi
tekutinami obsahujicimi virus (krvi, slinami, spermatem), nejcastéji tedy dochdzi k nakaze
pohlavnim stykem ¢i krevni transfuzi. K ptfenosu hepatitidy C dochédzi rovnéz krevnimi
transfazemi ¢i z matky na plod (Shier et al., 2015).

Ve Zluéniku mlZe dojit k vytvofeni zluCovych kamentl, tvofenych zejména
cholesterolem. Zlu¢ovy kdmen umistény ve vyvodu ze Zluéniku omezuje jeho vyprazdnéni,
¢imz mize dojit ke vzniku cholecystitidy (zandtu zluéniku). Zlu¢ové kameny nebo alkohol
mohou byt také pficinou pankreatitidy (zdnétu slinivky bfiSni). Jednd se o autodigestivni
poruchu, nebot enzymy produkované pankreatem travi vlastni tkan. Velmi zavaZnym

onemocnénim s nepiiznivou prognozou je karcinom pankreatu (Parker et Winston, 2007).

15



3.2 Mikrobiom travici soustavy

Uvnitt lidského téla a na jeho povrchu je znaéné mnozstvi prokaryotickych organismi.
Sender et al. (2016) odhaduje, Ze celkovy pocet bakterii je u 70 kg jedince asi 3,8x10% a jejich
hmotnost v téle ¢ini piiblizné 0,2 kg. Tyto prokaryotické organismy zprostiedkovavaji mnoho
biologickych funkci, které zahrnuji roli v metabolismu a imunité (Sonnenburg et al., 2016;
Sordillo et al., 2017). Mikrobiom se v téle ptizpisobuje zménam podminek v prostiedi upravou
druhového sloZeni nebo velikosti jednotlivych populaci (Avila et al., 2009; Walsh et al., 2014).

Avila et al. (2009) uvadi, Ze ackoli je vétSina mikroorganismu kolonizujicich lidské t¢lo
prospésna, nékteré z nich mohou piejit do stavu patogenity. Podle jednoho vysvétleni jsou
bakterie zpUsobujici onemocnéni ve stavu patogenity neustale, ale hojnéji zastoupené
komenzalni bakterie jim zabranuji vytvofit si zdzemi pro dal$i rozvoj. Dal§im vysvétlenim
je stimulace bakterialni aktivity spoustééem =z prostfedi, jez ma za nasledek infekci
¢1 onemocnéni.

Pocet a konkrétni zastoupeni mikroorganismu se V jednotlivych oddilech traviciho traktu
znaéné lisi. Sliny obsahuji velké mnozstvi bakterii, ale pocet bun¢k, které¢ ve slindch tvori
pivodni mikrobiotu, je obtizné uréit. Tato skute¢nost je dana pfedevsim silnym prutokem slin,
ktery znesnadnuje proliferaci bakterii. Do zna¢né miry jsou proto organismy nachazejici
se ve slinach ty, které byly uvolnény z povrchu ustni dutiny, naptiklad z jazyka (Kort et al.,
2014). V zaludku dojde k usmrceni velkého mnozstvi bakterii a nachazi se zde maximalné
10* KTJ/ml. V tenkém stfevu pocet bakterii postupné roste z asi 10°-10° KTJ/ml v duodenu
ajejunu na 10-108 KTJ/ml v ileu. Mistem s velkym osidlenim bakteriemi je tlusté stievo.
Odhaduije se, ze obsahuje 1,5 kilogramu mikroorganismi (104 KTJ/ml), pfiéemz pocet bakterii
je zhruba 10%°-10'! KTJ/mlI (Ohara-Nemoto et al., 2008; Merchant et al., 2016).

3.2.1 Mikrobiom dutiny ustni

Mikroorganismy s nejvétsim zastoupenim v ustni dutiné piedstavuji Streptococcus spp.,
Actinomyces spp., Veillonella spp., Fusobacterium spp., Porphyromonas spp., Prevotella spp.,
Treponema spp., Neisseria spp., Haemophilus spp., Eubacterium spp., Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Capnocytophaga spp., Eikenella spp., Leptotrichia spp.,
Peptostreptococcus spp., Staphylococcus spp. a Propionibacterium (Aas et al.,, 2005;
Avila et al., 2009).

Vétsina mikroorganismi ve zdravé dutin€ Gstni je symbiotickych. Tyto mikroorganismy

se vyznacuji tim, Ze maji se svym hostitelem vzajemné prospéSny vztah. Nékteré komenzalni
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mikroorganismy mohou dokonce zabranovat patogennim druhtim adherovat na povrch sliznice.
(Avila et al., 2009).

Povrch dutiny uGstni je pokryt znacnym mnozstvim shluka bakterii rtiznych druhi,
oznacovanych jako bakteridlni biofilmy. Vhodné podminky pro jejich tvorbu vytvaii bunky
epitelu, zubni sklovina pokrytd slinami, ptipadné rovnatka a jiné faktory (Aas et al., 2005;
Avila et al, 2009). Vriznych castech ustni dutiny se slozeni mikrobioty lisi
(Arweiler et al., 2004). Druhové slozeni biofilmi v Gstni dutiné ovlivituje prostiedi, zahrnujici
pH, teplotu, redoxni potencial, slanost a aktivitu vody ve slinach. Sliny maji pro biofilmy dutiny
ustni zéasadni vyznam, nebot’ jim pfindseji ziviny. Neopomenutelny vliv na mikrobidlni
biofilmy v tGstech ma také zubni hygiena (Avila et al., 2009).
napiiklad chronicky zanét dasni a parodontitidu. Tyto biofilmy jsou obvykle tvofeny zejména
grampozitivnimi fakultativnimi anaeroby (napfi. Streptococcus anginosus), ale pii nedostatecné
ustni hygiené nartstd rovnéz pocet gramnegativnich bakterii (napf. Porphyromonas spp.,
Campylobacter spp., Treponema denticola), které pfispivaji k parodontalnim zan&tim
(Avila et al., 2009). Krom¢& bakterii jsou s parodontitidou spojovany rovnéz kvasinky,
napt. Candida albicans (Williams et al., 2011), nebo viry, napt. herpesviry (Avila et al., 2009).

3.2.2 Mikrobiom zZaludku

V mikrobiomu zaludku ma vysadni postaveni rod Helicobacter, ktery ovlivituje ostatni
zalude¢ni mikrobiotu. Pokud je H. pylori pfitomna jako komenzalni organismus, v mikrobioté
zaludku jsou hojné zastoupeny Streptococcus spp., Prevotella spp., Veillonella spp.
a Rothia spp. V piipadé patogenniho fenotypu H. pylori je diverzita mikrobioty zna¢n¢ nizsi
(Jandhyala et al., 2015).

H. pylori ma dobfe vyvinuté mechanismy, diky kterym dokaze piezit v kyselém
zalude¢nim prostiedi. Mezi né patii napiiklad pfitomnost ureazy, ktera rozkladem mocoviny
produkuje amoniak, jenz neutralizuje kyselost, nebo jeji Sroubovicovy tvar, ktery ji usnadiuje

pronikani do vrstvy zalude¢ni sliznice (Ansari et Yamaoka, 2017).

3.2.3 Stievni mikrobiom

Strevni mikrobiom c¢lovéka je komplexnim ekosystémem, skladajicim se z n€kolika
stovek riznych bakteridlnich druhti. Ma vyznamnou roli pro zdravi a vyzivu, nebot’ zabraiuje
kolonizaci stiev potencialné patogennimi mikroorganismy, produkuje i zpracovava ziviny

a interaguje s vyvijejicim se imunitnim systémem (Fallani et al., 2010). Avila et al. (2009) navic
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zminuje vysokou hustotou bun¢k ve stfevnim mikrobiomu a jejich koevoluci s mnozstvim

druhg, kter¢ zahrnuji naptiklad i ptivodce vieda H. pylori.

3.2.3.1 Sti‘evni mikrobiom novorozenciu a kojenct

Kolonizace stfevnimi bakteriemi zac¢ina jiz béhem nékolika hodin po porodu a v prvnich
dnech novorozence dochazi k rychlému nartistu jejich poctu. Stfevni mikrobiom kojence
je vsak velmi odlisny od mikrobiomu dospélych, nebot’ se vyznacuje nizkou rozmanitosti
a znacnou jednoduchosti. Ve stievech novorozence je vysoky obsah kysliku, ktery zabranuje
rustu anaerobnich bakterii. V prvnim tydnu zivota proto ve stievech dochazi k rozsifovani
aerobnich bakterii, které spotfebovavaji kyslik a vytvareji tim prostredi, jez dale podporuje rtst
anaerobnich bifidobakterii. SloZeni mikrobiomu stev je v détstvi ovlivnéno mnoha faktory,
mezi néz patii zplsob porodu, druh kojenecké vyzivy a pouziti antibiotik
(Merchant et al., 2016).

Pfi porodu je novorozenec vystaven celé fadé mikrobl, znichz mnoho pochézi
Z porodnich cest nebo kiize matky. Pfi vaginalnim porodu ziskd novorozenec mikrobiom
podobny mat¢in€¢ vaginalnimu mikrobiomu, ve kterém dominuji Lactobacillus spp.,
Prevotella spp. a Sneathia spp. U novorozenct rozenych cisaiskym fezem ptevladaji bakterie
nachazejici se nakiazi, tedy zejména rody Staphylococcus spp., Corynebacterium spp.
a Propionibacterium spp. Zpisob porodu tedy muze vést k rozdilim ve vyvoji mikrobiomu,
které mohou nasledné pfispét k predispozicim pro riizna onemocnéni (Dominguez-Bello et al.,
2010).

Dal$im faktorem ovliviiujicim zmény ve stfevnim mikrobiomu je druh kojenecké
vyzivy. Kojeni matefskym mlékem, zejména v prvnich tydnech po narozeni, stimuluje diky
vysokému obsahu oligosacharidi proliferaci bifidobakterii, nebot’ oligosacharidy matetského
mléka plisobi na stfevni bakterie prebioticky. Pfi kojeni matetskym mlékem pievladaji
v mikrobiomu bifidobakterie a laktobacily, naproti tomu mikrobiom nekojenych novorozenct
zahrnuje vyssi pocty enterobakterii a enterokokli (Walker et Shuba Iyengar, 2015). U kojenci
krmenych matefskym mlékem se vyskytuje ve sttevé méné klostridii. Kojenci krmeni umélou
kojeneckou vyzivou maji naopak klostridii ve stievech vyss$i obsah, coz miize byt spojeno
se zvySenym rizikem alergickych onemocnéni (Sordillo et al., 2017).

Vliv na nastoleni stfevniho mikrobiomu a jeho diverzitu ma rovnéZ podavani antibiotik.
Jejich uzivani v perinatdlnim obdobi, zejména u predCasné narozenych déti, negativné piisobi

na rovnovahu mikrobiomu. Kvili naruSeni zastoupeni jednotlivych druhG bakterii

18



se novorozenec stavd nachylnéjsim k infekénim onemocnénim. Kromé zvysen¢ho vyskytu
zanétlivého onemocnéni stfev miize vést dlouhodobé uzivéani antibiotik béhem 1. roku Zivota
k rozvoji astmatu (Walker et Shuba Iyengar, 2015). Vystaveni antibiotikiim v nizkém véku
muze rovnéz ovlivilovat riziko nadvahy az obezity v dospélosti (Ajslev et al., 2011;

Walker et Shuba lyengar, 2015).

3.2.3.2 Stievni mikrobiom dospélych

Stievni mikrobiom ma klicovou roli ve vyvoji imunitniho systému, a to v piipadé
vrozené 1 ziskané imunity (Thum et al., 2012; Sordillo et al., 2017). Stfevni dysbioza
je vyznamnym faktorem ovliviiujicim metabolicka onemocnéni, ktery muze ptsobit napiiklad
na motilitu stfev, traveni polysacharidu, ukladani triglyceridt v adipocytech a citlivost
stres, genetické predispozice ¢i uzivani antibiotik (Boulangé et al., 2016). Naptiklad jedna
Z nejpatrngjSich zmén ve stafi je snizeni poctu a diverzity bifidobakterii. Celkové pocty
anaerobnich bakterii nicméné zlstavaji podobné jako u mikrobiomu dospélych (Merchant et al.,
2016).

Mikrobiom mize na zdravi pisobit také neptimo. Cueva et al. (2017) naptiklad naznacuji,
ze k ptiznivym t€inklim rostlinnych fenolovych sloucenin dochazi pravé diky jejich interakci
se sttevnim mikrobiomem. Ten je totiz pfeméniuje na biologicky dostupné metabolity, které
se vstiebavaji Iépe nez jejich prekursory a mohou pozitivné ovliviiovat zdravi GIT. Nicméné
rozdily ve sloZeni a funk¢nosti stfevni mikrobioty v populaci maji vliv na ¢innost fenolovych
sloucenin, a tim i na jejich odli$né G¢inky na zdravi (Espin et al., 2017; Tomas-Barberan et al.,
2016).

Walsh et al. (2014) a Jandhyala et al. (2015) uvadéji, Ze jsou ve stfevnim mikrobiomu
nejhojnéjsi zastupci kmenti Firmicutes a Bacteroidetes, mensi zastoupeni pak maji mimo jiné
kmeny Actinobacteria, Verrucomicrobia, Proteobacteria, Fusobacteria a Cyanobacteria.
Mikrobiom stfev tvoii pfevazné anaerobi, ktefi fadové dvakrat az tiikrat prevazuji
nad fakultativnimi anaeroby a aerobnimi bakteriemi (Walsh et al., 2014).

Okolo tfi let v€ku se zacina détsky mikrobiom podobat dospélému (Jandhyala et al.,
2015), ktery se vyznacuje relativni vyrovnanosti (Walsh et al., 2014). V duodenu a jejunu
je dominantni  Streptococcus spp. V tlustém stfevé prevladaji  kmeny Firmicutes

a Bacteroidetes. Krom¢ rodu z téchto dvou kmenti obyvaji tlusté stfevo v malém mnozstvi
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rovnéz primarni patogeny. Mezi n¢ 1ze fadit naptiklad druhy Campylobacter jejuni, Salmonella
enteritica, Vibrio cholerae, Escherichia coli a Bacteroides fragilis (Jandhyala et al., 2015).
Zastoupeni mikroorganismu se 1iSi v ramci jednotlivych vrstev stieva. Dominantnimi
vlumen stfeva jsou Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Streptococcus spp.,
Enterobacter spp.,  Enterococcus  spp.,  Clostridium  spp.,  Lactobacillus  spp.
a Ruminococcus spp. Ve stievni mukoéze se vyskytuji Clostridium spp., Lactobacillus spp.,

Enterococcus spp. a Akkermansia spp. (Jandhyala et al., 2015).

3.2.4 Vliv stravy na mikrobiom

Stravovaci navyky jsou jednim z klicovych faktorli podilejicich se na diverzité
mikrobiomu (He et al., 2013). Walker et Shuba lyengar (2015) uvadéji, Zze vyziva Clovéka
vyznamné ovliviluje skladbu bakterii kolonizujicich stievo, nebot jim poskytuje energii
k proliferaci.

Nékteré slozky potravy, tzv. prebiotika, podporuji rlist prospéSnych bakterii
(napt. bifidobakterii a laktobacill) na ukor patogennich (napt. Salmonella spp., H. pylori,
Clostridium perfringens) (Manigandan et al., 2012). Mikrobiom kojenct je vyrazné ovlivnén
tim, zda jsou krmeni matefskym mlékem ¢i umélou vyZzivou, pficemz na slozeni matetského
mléka ma vliv mimo jiné i strava matky. Pokud je strava matky doplnéna o probiotika
a prebiotika, ktera zlepsuji skladbu jejiho mikrobiomu v GIT, pozitivné to ovlivni také vyvoj
mikrobiomu GIT novorozence (Thum et al., 2012).

David et al. (2013) uvadi, ze stfevni mikrobiom dokaze rychle reagovat na zmény
sloZeni stravy. Strava zalozend na zivocCiSnych produktech zvysuje vyskyt mikroorganismu
snasejicich zlu¢ (Alistipes spp., Bilophila spp. a Bacteroides spp.) a zaroven sniZuje vyskyt
zastupct kmene Firmicutes (napiiklad Roseburia spp. a Eubacterium rectale a Ruminococcus
bromii), ktefi metabolizuji rostlinné polysacharidy ve strave.

Problémem ve vyspélych zemich je strava s vysokym zastoupenim tuku a jednoduchych
sacharidii a zarovenl s nizkym obsahem sacharidi, jez jsou metabolicky dostupné stfevnim
mikrobiim a slouzi pro né jako prebiotikum (Mizock, 2015). Tato nevyvazenost stravy vede
ke snizené rozmanitosti stievniho mikrobiomu. K jeho obnoveni je tieba pfijem chybéjicich
taxond mikroorganismti spolu s prebiotiky, ktera jsou substraitem pro jejich vyzivu

(Sonnenburg et al., 2016).
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Strava chuda na prebiotika ma za nésledek nizkou produkci mastnych kyselin s kratkym
fetézcem produkovanych stfevnim mikrobiomem. Tyto mastné kyseliny zmiriiuji zanét, proto

sttevni dysbidza Casto zaptiCiiiuje zanétliva onemocnéni (Sonnenburg et Sonnenburg, 2014).

3.3 Patogeny v travicim traktu ¢lovéka

Patogeny se vV travicim traktu Clovéka vyskytuji bud’ pfirozené, nebo pochazeji
z vngjsiho prostiedi. Patogenni organismy Ize rozd¢€lit na primérni, které vyvolaji onemocnéni
u zdravého jedince, a oportunni (podminéné), které se projevuji jen za urcitych podminek —
napiiklad ptfi poklesu imunity. Oportunni infekce GIT mohou vznikat pfemnoZenim
mikroorganismu, které jsou piirozen¢ zastoupeny v minoritnim mnozstvi. Druhou moznosti
vzniku oportunnich infekci GIT je invaze patogenli z vnéjSiho prostiedi, kterd byva spojena

s produkci toxint (Zbofil et al., 2005).

Escherichia coli

E. coli (Obr. 4) je gramnegativni, fakultativné anaerobni ty¢inkovita nesporulujici
bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae. Jejim ptirozenym prostfedim jsou stieva teplokrevnych
zivoCicht. Slouzi jako indikator fekalniho znecisténi vody a potravin a jako modelovy
organismus pro biochemicky, geneticky i fyziologicky vyzkum. E. coli fermentuje cukry
za vzniku kyselin (zejména mlécné, pyrohroznové, octové a mravenci) a plynu. Nékteré kmeny
jsou podminéné patogenni, coZ znamena, ze jsou piirozenou souéasti mikrobiomu a jejich
patogenita se projevi jen za uréitych okolnosti (Silhankova, 2002; Zbofil et al., 2005;
Forsythe, 2010).

Na zéklad¢ pritomnosti somatickych, flagelarnich a kapsuldrnich antigent se rozliSuje
ptes 700 sérotypu E. coli. Patogenni kmeny zptisobuji stfevni onemocnéni (gastroenteritidy),
infekce mocovych cest a meningitidu u novorozenci. Kmeny vyvolavajici prijmova
onemocnéni jsou v sou€asnosti rozliSovany podle faktorG virulence, které jsou pro kazdy
kmen jedinecné. Mezi determinanty virulence se fadi adheziny, invaziny, toxiny a schopnost
odolat obrannym mechanizmtiim hostitele. E. coli je pfizpisobiva bakterie, ktera se dobie
adaptuje na prostredi, ve kterém zije (Todar, 2012d).

Vramci patogennich kmeni E. coli zpisobujicich prijmova onemocnéni
Forsythe (2010) uvadi nasledujici skupiny:

- ETEC (enterotoxigenni E. coli)

- EIEC (enteroinvazivni E. coli)
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- EHEC (enterohemoragické E. coli)
- EPEC (enteropatogenni E. coli).

Todar (2012d) navic uvadi skupinu EAEC (enteroagrega¢ni E. coli).

Obrazek 4: E. coli.
(zdroj: http://textbookofbacteriology.net/normalflora.html)

Ackoli mnozi zastupci rodu Escherichia patii mezi vyznamné patogeny, je znamy
| probioticky kmen E. coli Nissle 1917. E. coli Nissle 1917 ma vyznam pii 1é¢bé zacpy
a zanétlivych onemocnéni sttev, mize rovnéz zmirnit ulcerdzni kolitidu, Crohnovou chorobu
a kolorektalni karcinom (Gronbach et al., 2010; Fijan, 2014). Je aktivni slozkou 1éku Mutaflor®
(Ardeypharm GmbH, Herdecke, Némecko a EcN, Cadigroup, Italie), ktery je uzivan pii mnoha
gastrointestinalnich potizich (Scaldaferri et al., 2016).

Salmonella spp.

Salmonella spp. (Obr. 5) patii do ¢eledi Enterobacteriaceae. Zastupci tohoto rodu jsou
gramnegativni, fakultativné¢ anaerobni, nesporulujici kratké ty€inky. VétSina druhi
je nepohybliva (Forsythe, 2010). Salmonely ziji ve stfevech lidi a zivocicht. Nekteré druhy
jsou vsudyptitomné, zatimco jiné jsou ptizpusobeny konkrétnimu hostiteli. U lidi salmonely
zpusobuji salmonelézy, které se dé€li na akutni gastroenteritidy, jeZ jsou disledkem poziti
kontaminovanych potravin, a enterické horecky (bfiSni tyfus nebo paratyfus), pti kterych
dochazi k invazi bakterii do krevniho ob&hu. Akutni gastroenteritidy jsou zpravidla zpiisobeny
S. enteritidis a S. typhimurium. Projevuji se silnymi prdjmy, zvracenim, hore¢kou a zimnici.
S. typhi zpusobuje biisni tyfus, S. paratyphi paratyfus. Tyfus se pfenasi vodou a potravinami,

které jsou kontaminované fekdliemi, nebo kontaktem s nemocnym. Vyskyt tyfu je ve vyspélych
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zemich nizky, coz je dano existenci kanalizacnich systému, pasterizaci mléka a mlécnych
vyrobku a celkové vyssi irovni hygieny. Na infekce zptisobené salmonelami jsou nachylné;si
déti a jedinci se sniZenou imunitou nebo onemocnénim krve. Salmonely se dé€li podle antigenti
na sérovary, které se z divodu zjednodusSeni vétSinou v ndzvu uvadéji jako druhy, tedy
naptiklad S. enteritidis, jez je nejCetnéjSim sérovarem. Sérovard salmonel je okolo 2200

(Todar, 2012e).

Obrazek 5: Salmonella

(zdroj: https://www.pasteur.fr/en/research-journal/reports/salmonella-outbreak-institut-pasteur-raises-alarm)

Shigella spp.

Shigella spp. patii do ¢eledi Enterobacteriaceae a zahrnuje gramnegativni, nepohyblivé,
nesporulujici ty€inky. Shigelly zplsobuji bacilarni dysenterii (shigelézu), akutni infekéni
onemocnéni projevujici se silnymi prijmy s krvi a hlenem, bolestmi bficha, zvracenim
a horeckou. Onemocnéni je obvykle pirenaseno fekalné-oralni cestou. Bakterie po poziti
piezivaji v agresivnim prostfedi Zaludku a pronikaji do slizni¢nich bunék tlustého stfeva,
kde se mnozi a dale rozSifuji, coz vede k destrukci tkani a vzniku viedt. Po infekci
S. dysenteriae typu 1 muze nastat tzv. hemolyticky uremicky syndrom, ktery je zpuisoben
produkci Shiga toxinu (také nazyvaného verotoxin). Shiga toxiny produkuji také

enterohemoragické kmeny E. coli (Todar, 2012f).

Helicobacter pylori

H. pylori je spiralni, mikroaerofilni, gramnegativni bakterie kolonizujici zalude¢ni sliznici
piiblizné 50 % svétoveé populace. Jeji vyskyt zvysuje riziko nékterych zaludecnich onemocnéni
(Seifert et Charvatova, 2001; Llorca et al., 2017). Tim, Ze poSkozuje sliznici, zptusobuje
chronickou gastritidu. Dale ovliviiuje vznik viedi v duodenu, zalude¢nich viedu,

adenokarcinomu zaludku nebo nadord zalude¢ni mizni tkané (Sugano et al., 2015). S nejvétsi
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pravdépodobnosti se pienaSi oro-oralni nebo fekalné-ordlni cestou (Seifert et Charvatova,

2001).

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici ty¢inka.
Tato patogenni bakterie zpusobuje listeriozu, coz je zavazna infekce vznikajici konzumaci
potravin kontaminovanych bakteriemi. Listerioza postihuje predevSim téhotné Zeny,

novorozence a jedince s oslabenym imunitnim systémem (Todar, 2012a).

3.4 Probiotika, prebiotika, synbiotika

3.4.1 Probiotika

Svétova zdravotnickd organizace (WHO, 2006) definuje probiotika jako Zivé
mikroorganismy, které pii podavani v pfiméfeném mnozstvi ptiznivé ovliviuji zdravi svého
hostitele. Probiotické organismy proto nesporné predstavuji vyznamny profylakticky
| terapeuticky prostfedek. Probiotika se pouZzivaji zejména pii 1é¢b& mnoha onemocnéni
GIT (Vieiraetal., 2013).

Mezi nejpouzivanéjsi probiotika patii Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Streptococcus spp., Lactococcus spp. a Enterococcus spp. Dalsimi bakteriemi uzivanymi jako
probiotika jsou néktefi zastupci Bacillus spp. (napiiklad Bacillus coagulans),
Bifidobacterium spp. a Propionibacterium spp. a Clostridium butyricum. Mezi probiotika patii
také nékteré kvasinky (napiiklad Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces boulardii)

a plisn¢ (naptiklad Aspergillus oryzae) (Rada, 2010; Pandey et al., 2015).

Laktobacily

Lactobacillus spp. zahrnuje grampozitivni fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni
tyCinkovité bakterie. Jedna se o znacné nestejnorody rod, zahrnujici druhy s velkou rozmanitosti
fenotypovych, biochemickych i fyziologickych vlastnosti. Laktobacily patii mezi bakterie
mlécného kvaSeni, maji tedy schopnost preménovat hexozy obsazené v mléce na kyselinu
mlécnou, ¢imzZ vzniké kyselé prostiedi omezujici riist n€kterych druhti nezadoucich bakterii.
Diky schopnosti kvaseni jsou nékteré laktobacily vyuzivany pii vyrobé fermentovanych
potravin. Napiiklad L. delbrueckii subsp. bulgaricus se pouziva pii vyrobé jogurtu
a L. acidophilus (Obr. 6) pii vyrob¢ acidofilniho mléka (Todar, 2012b; Fijan, 2014).
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Laktobacily jsou ptirozenou soucasti mikrobiomu dutiny tstni, GIT a pochvy. Spolu
s bifidobakteriemi patifi mezi bakterie, které jako prvni kolonizuji stfeva novorozence

(Fijan, 2014).

Obrazek 6: Lactobacillus acidophilus

(zdroj: http://textbookofbacteriology.net/lactics.html)

Bézné pouzivanymi probiotiky jsou L. acidophilus, L. casei, L. paracasei,
L. rhamnosus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. brevis, L. johnsonii, L. plantarum
a L. fermentum (Fijan, 2014). Todar (2012c) vycet dopliuje o L. gasseri, L. helveticus,
L. reuteri, L. jensenii, L. crispatus a L. salivarius.

Laktobacily maji celou fadu pozitivnich ucinkd. Nekteré kmeny pilisobi preventivné
navznik prijmd spojenych s uzivanim antibiotik (Hempel et al., 2012). L. acidophilus
a L. rhamnosus jsou pouzivany proti patogenim zpusobujicim tzv. ,.cestovatelské prajmy*
(Fijan, 2014). Kmen L. rhamnosus GG lze podle Pace et al. (2015) povazovat za prototyp
probiotického kmene, nebot’ je velmi dobfe klinicky prozkouman a vykazuje typické
probiotické ucinky. Podili se na prevenci a zmirnéni prijmi rizného plivodu a ma vyznam
pti 1é¢be relapsujici kolitidy zptisobené Clostridium difficile. Isolauri et al. (2012) uvadi,
Ze pii obohaceni kojenecké mlécné vyzivy o L. rhamnosus GG se zmirnily projevy atopického
ekzému a zaroven doSlo ke snizeni vyskytu alergickych zanétd. Podle Mekkes et al. (2014)
vedlo podani L. gasseri SBT2055 u zdravych pacientd s nadvahou ke snizeni abdominalniho
visceralniho a podkozniho tuku. Laktobacily maji také slibné uplatnéni pii 1é¢bé bakterialnich

vaginoz (Tachedjian et al., 2017).

Bifidobakterie

Bifidobacterium spp. zahrnuje grampozitivni nepohyblivé anaerobni bakterie pfirozené
se vyskytujici v GIT a pochvé. Diky rozmanitym mechanismiim rezistence vicéi zlu¢ovym

solim je fada bifidobakterii pouzivana jako probiotika, vyznamné jsou zejména B. infantis,
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B. adolescentis, B. animalis subsp. animalis, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. longum
(Obr. 7) a B. breve (Fijan, 2014).

Bifidobakterie, stejn¢ jako jind probiotika, plsobi piiznivé pii zacpé, prijmech
a zanétlivych onemocnénich stfev, zmirnuji ulcer6zni kolitidu a snizuji riziko vzniku ekzémut

(Fijan, 2014). Isolauri et al. (2012) také zminuje jejich pozitivni vliv na alergie.

Obrazek 7: Bifidobacterium longum
(zdroj: http://textbookofbacteriology.net/lactics_4.html)

Laktokoky

Lactococcus spp. zahrnuje grampozitivni bakterie mlé¢ného kvaSeni, jez jsou bézné
pouzivany V mlékarenstvi pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobkd. Probiotické
vlastnosti ma Lactococcus lactis subsp. lactis CV56, ktery dokaze adherovat na epitelialni
bunky pochvy. Ve spojeni s dal§imi probiotiky se pouziva pii prijmech vyvolanych uZivanim

antibiotik (Fijan, 2014).

Streptokoky a enterokoky

Ackoli Streptococcus spp. a Enterococcus spp. zahrnuji bakterie zptisobujici zavazné
infekce (naptiklad S. pyogenes, S. pneumoniae a na antibiotikum vankomycin rezistentni
E. faecium), patii do téchto rodt také nepatogenni zastupci. Nékteré kmeny, jako tieba
E. faecium PC4.1, jsou soucasti ptirozeného mikrobiomu lidského téla. Urcité streptokoky
a enterokoky (naptiklad S. thermophilus a E. durans) vykazuji probiotické vlastnosti.
S. thermophilus je také spolu s Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus uzivan pii vyrobé
jogurtt. Z dtivodu oportunni patogenity nékterych kmend E. faecium vsak muze byt uziti

vV humanni medicin€ sporné. Nicméné se jedna o vyznamna veterinarni probiotika (Fijan, 2014).
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Bacily

Bacillus spp. zahrnuje grampozitivni sporulujici aerobni nebo fakultativné aerobni
bakterie. Probiotické ucinky vykazuji B. coagulans a B. cereus NVH 75/95. B. coagulans
se uspésné pouziva pii prijmech souvisejicich s uzivanim antibiotik. B. cereus NVH 75/95
je ucinnym veterinarnim probiotikem. N¢které kmeny B. cereus jsou vysoce toxické a pro lidi
smrtelné, zatimco jiné kmeny maji probiotické vlastnosti (Fijan, 2014). Zhu et al. (2016)

vSak upozornuji na problematiku bezpec¢nosti téchto probiotik.

3.4.2 Vlastnosti probiotik

Probiotické mikroorganismy by mély vykazovat n¢které¢ dilezité vlastnosti, mezi které
patifi odolnost vic¢i kyselému prostfedi v Zaludku a odolnost vic¢i Zlu€ovym kyselinam,
schopnost adheze na epitelialni buiiky, antimikrobidlni aktivita proti potencialnim patogentim
a schopnost omezovat adhezi patogentl. Probiotika by také méla mit schopnost hydrolyzovat
ZluCové soli, ¢imZz se zvySuje jejich Zivotaschopnost. U probiotik pro vaginalni pouziti
je dulezita jejich odolnost vué¢i pusobeni spermicidi (Fijan, 2014; Pace et al., 2015).
Pandey et al. (2015) dale zduraznuje, ze by se mélo jednat o nepatogenni, geneticky stalé
organismy. Podle Isolauri et al. (2012) jsou vlastnosti probiotik ovlivnény vyrobnim procesem

a potravinovou matrici.

nepatogenni

produkujici kyselinu

mlécnou snasejici kyseliny a zlu¢

vlastnosti

idealnih u¢inna adheze na stievni
1¢ealniio sliznici

geneticky stalé probiotika

neni genotoxické kratk4 generacni doba

schopnost pfezit proces zpracovani

Obrazek 8: Charakteristika idealniho probiotického kmene (upraveno podle Pandey et al., 2015)
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Probiotika jsou do potravin (zejména fermentovanych mlécnych vyrobkll) pridavana
bud’ jednotlive, nebo jako kombinace riznych probiotickych organizmii. Vysledny produkt tak
obsahuje jediny kmen nebo smés dvou i vice kmenti, pii¢emz probiotické ucinky jsou pro kazdy
kmen specifické a nelze je zobecnovat. Zaroven mize dany kmen vykazovat rizné ucinky

pfi uziti jednotlivé nebo v kombinaci vice probiotik (Fijan, 2014; Pandey et al., 2015).

3.4.3 Vyznam probiotik

Probiotika maji pozitivni vliv na mnoho onemocnéni. Jejich ptiznivé Gc¢inky zahrnuji
stimulaci imunitniho systému, prevenci prijmu a zacpy, zmény v konjugaci zluCovych soli
¢i protizanétlivé u¢inky (Rada, 2010). Kromé toho piispivaji k syntéze Zivin a zlepsuji jejich
biologickou dostupnost. Probiotika také zmirnuji v nékterych piipadech ptiznaky atopického
ekzému a alergii, AIDS a infekci dychacich a mo¢ovych cest. Prospésné plsobi pii zanétlivych
stfevnich onemocnénich, jako prevence kolorektalniho karcinomu a pii rotavirovych infekcich
kojencu (Pandey et al., 2015). Vyznam maji rovnéz pii 1é¢bé bakterialnich vagindz. V dusledku
vaginalniho podavani probiotik se udrzuje nizké pH a produkuji se antimikrobialni latky, jako
jsou kyseliny a peroxid vodiku. Recidiva bakteridlnich vagindz je proto u pacientek uzivajicich
probiotické laktobacily méné Casta (Lee, 2014).

Konzumace probiotik pozitivné pasobi na prijmy vzniklé z riznych pficin. Pti akutnich
prijmech u déti, zplisobenych rotaviry, plni probiotika pomocnou funkci k pottebné rehydrataci
(Pandey et al., 2015). U prijmu zptisobenych naruSenim piirozeného mikrobiomu v disledku
uzivani antibiotik plsobi probiotika preventivné, jako uU¢inné se zdaji byt napiiklad
L. acidophilus, L. rhamnosus, L. delbrueckii a L. fermentum (McFarland, 2006; Lee, 2014).
Vieira et al. (2013) uvadi v souvislosti se zlepSenim prijmovych stavii spojenych s uzivanim
antibiotik u kojencti jako u¢inné Bifidobacterium lactis a Streptococcus thermophilus. Pouziti
probiotik pfi prijmech vzniklych v disledku uZivani antibiotik shleddvaji jako ucinné také
Hempel et al. (2012). Profylaktické uzivani laktobacild, bifidobakterii, enterokoku
a streptokokt ma vyznam pii tzv. ,,cestovatelskych prijmech®. Ty postihuji zvlasté jedince
cestujici z vyspélych do rozvojovych zemi. Nejcastéjsi pricinou téchto priiymi jsou bakteridlni
patogeny, zejména E. coli, Campylobacter jejuni a zastupci rodd Shigella a Salmonella.
Pravdépodobnymi mechanismy, kterymi probiotika zabraiuji prijmim nebo je zmiriuji, jsou
stimulace imunitniho systému, konkurence o vazebna mista na stfevnim epitelu a produkce

bakteriocinti (Pandey et al., 2015).
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Probiotika rovnéz pfiznivé plisobi na onemocnéni stiev. Vieira et al. (2013) zminuji jako
ucinné pii 1écbeé zanétlivych onemocnéni stiev L. casei, L. plantarum, L. bulgaricus,
L. acidophilus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis
a Streptococcus thermophilus. Piedpoklada se, Ze probiotické bakterie rovnéz omezuji
kolonizaci zaludku bakterii H. pylori. Jako u¢inny se vtomto sméru zda byt napiiklad
L. salivarius, jenz produkuje zna¢né mnozstvi mlécné Kyseliny inhibujici kolonizaci
a rust H. pylori (Amara et Shibl, 2015).

Probiotika mohou ptisobit preventivné na vznik zhoubného bujeni v tlustém stievé. Mezi
jejich mozné antikancerogenni mechanismy patii zlepSeni imunity hostitele, inaktivace
karcinogennich sloucenin v lumenu stfeva a antiproliferacni uc¢inek dosazeny regulaci apoptdzy
a diferenciace bun€k. L. reuteri miZze napiiklad regulovat bunéénou proliferaci
tim, Ze podporuje apoptdézu aktivovanych imunitnich bun€k prostiednictvim inhibice
ubikvitinace a zvySenim pro-apoptotické aktivity (Uccello et al., 2012). Probiotika také
produkuji antikancerogenni metabolity (napf. mastné¢ kyseliny s kratkym fetézcem
a konjugovanou kyselinu linolovou). ZvySenou produkci slizu se posili stfevni epitelialni
bariéra, coz ma rovnéz ochranny ucinek. Dal$im moznym mechanismem je inhibice bakterii
produkujicich Skodlivé enzymy, které mohou V tlustém stfevé preméiovat prokarcinogeny
na potencialni karcinogeny. Preventivni ptisobeni probiotik je dosaZeno také jejich schopnosti
upravit  fyzikdlné-chemické  podminky v tlustém  stfevé, napiiklad  sniZenim
pH (Kahouli et al., 2013; dos Reis et al., 2016). Ucinnost probiotik pti prevenci kolorektalniho
karcinomu vS§ak zavisi na konkrétnim probiotickém kmeni (Chong, 2014).

Probiotika rovnéz pomahaji pfi zmirnovani laktéozové intolerance. Ta je zpusobena
nedostatecnym travenim laktozy v disledku nizké aktivity enzymu B-galaktosidazy. Ptiznaky
laktézové intolerance zahrnuji prijem, nadymani, bolest bficha a plynatost. Kromé
suplementace p-galaktosidazy v tabletach intoleranci zlepSuje podavani probiotik, jako
naptiklad L. bulgaricus, Streptococcus thermophilus, L. acidophilus, L. casei, Bifidobacterium
longum a Bifidobacterium breve (Vonk et al., 2012).

Nektera probiotika (napiiklad L. bulgaricus, L. reuteri, Bacillus coagulans) maji
hypocholesterolemicky Uc¢inek. Jednim z mechanismi snizeni cholesterolu v krevnim séru
muze byt dekonjugace Zlucovych kyselin, ktera je zplsobena probiotiky produkovanymi
enzymy. Dekonjugované zlucové kyseliny jsou snadno vstiebany stfevem. Tim se snizi obsah
cholesterolu v krvi, a probiotika tak ptisobi preventivné na vznik nékterych kardiovaskularnich

onemocnéni (Pandey et al., 2015).
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S priznivymi u¢inky probiotik je spojena cela fada mechanism, které zahrnuji produkci
inhibi¢nich latek (naptiklad peroxidu vodiku, bakteriocint, organickych kyselin), blokovani
mist, na ktera adheruji patogenni bakterie, kompetici s patogeny o ziviny, rozklad toxinu,
blokovani receptorti pro toxiny a imunomodula¢ni G¢inky (Pandey et al., 2015).

Utinky daného kmene zavisi na mnoha okolnostech. Segers et Lebeer (2014) zmifuji,
ze urcujicimi faktory je napiiklad pouzitd davka probiotika, doba jeho podani, délka 1écby,
vek a genetické predispozice pacienta, ale také tfeba jeho endogenni mikrobiom.

Pandey et al. (2015) uvadi, ze vyskyt nezddoucich ucinkti probiotik je vzacny, pficemz
se nejcastéji projevuji nadymanim. Komplikace nastavaji pouze ve vyjimecnych piipadech,
zvlasteé u pacienttl s oslabenou imunitou. Podle Fijan (2014) patii mezi nejcastéji pozorované

nezadouci U€inky sepse, fungémie a ischémie GIT.

3.4.4 Prebiotika

Prebiotika jsou pfevazné nestravitelné slozky potravy, které piiznivé ovliviiuji zdravi
hostitele tim, Ze stimuluji rast a/nebo aktivitu nékterych mikroorganismii v tlustém stieve,
obvykle laktobacili a bifidobakterii. Idealni prebiotikum by mélo byt odolné vici plisobeni
kyselin v zaludku a ZluCovych soli a hydrolytickych enzymu ve stievé. Dale by se nemélo
vstiebavat v horni ¢asti GIT a mélo by byt snadno fermentovatelné prospéSnym stfevnim
mikrobiomem (Pandey et al., 2015). Swennen et al. (2007) navic uvadi, Ze prebiotikum by mélo
byt U¢inné 1 v nizkych davkach, nemélo by mit zadné vedlejsi U¢inky a pii skladovani
a zpracovani by mélo byt stalé.

Prebiotika jsou tvofena sacharidy z mnoha rtznych zdrojii, nejvyznamnéj$imi jsou
vSak oligosacharidy. V ramci oligosacharidi je podstatny zejména inulin, produkt jeho
hydrolyzy oligofruktosa a galaktooligosacharidy (Pandey et al., 2015). Prebiotikem je také
napiiklad laktulosa, polydextroza ¢i pSeni¢ny dextrin (Slavin, 2013).

Prebiotika se vyznacuji zdravi prospé$nymi vlastnostmi. Vldknina je nepostradatelna
pro spravnou ¢innost stfev. Svou piitomnosti a schopnosti vazat vodu zvySuje hmotnost stolice
a zvih¢uje ji, coz zkracuje dobu prichodu stfevy a usnadfiuje defekaci. V disledku
tak probiotickda vlaknina pusobi preventivné proti vzniku zacpy, ptipadné ji zmirnuje.
Vyznamna pro ¢innost GIT je pfedevsim rozpustnd vlaknina, kterd je ¢innosti mikroorganismt
ve stievech fermentovana. Pii jejim rozkladu vznikd vodik, metan, oxid uhli¢ity a mastné
kyseliny skratkym uhlikatym fetézcem. Mastné kyseliny snizuji pH, ¢imz se podpofi
rast prospeésnych stfevnich bakterii. Mastné kyseliny také ptizniveé ovliviiuji vstiebavani vody

a elektrolytt, a proto se snizuje riziko prijjmu. Déle prebiotika zmirfiuji zanét pii onemocnénich
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sttev. a pusobi preventivné¢ proti vzniku kolorektalniho karcinomu (Slavin, 2013;
Pandey et al., 2015). Zvysuji biologickou dostupnost a pfijem mineraltt a omezuji nékteré
rizikové faktory vedouci ke vzniku kardiovaskularnich onemocnéni (Vieira et al., 2013).
Tim, Ze podporuji pocit sytosti, zaroven pusobi preventivné proti obezité (Pokusaeva et al.,
2011; Slavin, 2013). Sytost je zplsobena vice mechanismy. Mize k ni pfispivat delsi doba
potiebna ke zvykani potravin bohatych na vlakninu. Del$im zvykanim se totiz podporuje tvorba
slin a zalude¢ni kyseliny, coz miize zvétSit roztazeni zaludku. DalSim mechanismem
ovlivitujicim roztazeni Zzaludku je schopnost rozpustné vlakniny vazat vodu. Piedpoklada
se, ze roztazeni zaludku spousti aferentni signdly vyvolavajici zdani plnosti. Prebioticka
vlaknina mize navic zpomalit vyprazdiovani zaludku a snizit rychlost vstfebavani glukozy

Vv tenkém stfeve, coz byva rovnéZ spojovano s pocitem sytosti (Slavin, 2013).

3.4.5 Synbiotika

Synbiotika jsou kombinaci probiotik s prebiotiky. Nazev "synbiotikum" odkazuje
na skutecnost, ze by v synbiotiku obsazena probiotika a prebiotika mély vykazovat vzajemny
synergicky ucinek, pfic¢emz stimulace rlstu probiotik pfispiva k udrzeni stfevni homeostazy
(Pandey et al., 2015). Typickym piikladem synbiotika je napiiklad jogurt obsahujici
bifidobakterie a oligofruktozu (Rada, 2010).

Probiotika nejCastéji uzivana v synbioticich zahrnuji laktobacily, bifidobakterie,
Bacillus coagulans ¢i kvasinku Saccharomyces boulardii. Hlavni pouzivana prebiotika zahrnuji
oligosacharidy, jako jsou fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, Xxylooligosacharidy
a inulin. Zdravotni ptinosy spojované s konzumaci synbiotik zahrnuji narist poctu laktobacilti
a bifidobakterii, a tim zajisténi vyvazeného stfevniho mikrobiomu, zlepSeni funkce jater
U pacientd s cirh6zou nebo zvyseni obranyschopnosti (Zhang et al., 2010).

Pandey et al. (2015) uvadi, Ze mezi riznymi bakterialnimi kmeny i druhy existuji zna¢né
rozdily ve vyuZiti probiotickych sacharidl, coZz je tfeba brat v ivahu pfi vyvoji novych
synbiotik. Stejné tak je tfeba zohlednit skutecnost, Zze probiotické kmeny mizou mit rizné

vlastnosti a klinické u¢inky, i kdyz jsou stejného druhu (Vieira et al., 2013).
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3.5 Invitro modely travici soustavy

GIT je vystaven riznym slozkam potravy, které jsou zde zpracovany, traveny
a transportovany pies stfevni trakt. Diky jejich pfimému nebo nepiimému plisobeni mohou
mit pozitivni ¢i negativni vliv na zdravi (Verhoeckx et al., 2015). V poslednich letech se proto
zvysil zajem porozumét vice procestm pfi traveni potravin, a tim i podpofit jejich ptipadné
prospésné Ucinky na lidské zdravi. Traveni riznych latek v GIT lze studovat pomoci vice
metod, zahrnujicich statické a dynamické in vitro modely, metody in cellulo, zvitata i lidi.
In vitro modely jsou navzdory jejich relativni jednoduchosti velmi uzite¢né pro predpovidani
vysledku traveni in vivo (Bohn et al., 2017).

In vitro modely simulujici traveni maji velky vyznam v oborech tykajicich se vyzivy.
Naptiklad Shani-Levi et al. (2017) piedpovidaji slibné vyuziti in vitro modelt traveni
pfi usnadnéni vyvoje racionalnich potravin pfizpisobenych specifickym skupinam lidské
populace, jako jsou kojenci, star$i 0soby ¢i pacienti s cystickou fibrozou nebo chirurgickym
zakrokem zaludku. Wickham et al. (2009) zase zminuje in vitro modely traveni vyvinuté
pro posouzeni stability potravinovych alergenti béhem traveni. Krom¢ vyzivy a potravinarstvi
maji také uplatnéni napiiklad ve farmacii a toxikologii, nebot’ s jejich pomoci lze stanovit
zmény ve struktufe, absorpci a stravitelnost latek (Hur et al., 2011; Minekus et al., 2014).

Zkouman¢ latky zahrnuji 1é¢iva, mykotoxiny, proteiny, lipidy, sacharidy, mikronutrienty,
stopové prvky, ale také sekundarni rostlinné metabolity, jako napiiklad karotenoidy
a polyfenolové slouceniny. Simulované modely traveni zpravidla zahrnuji fazi traveni v Ustech,
zaludku a tenkém stfeve, pfipadné fermentaci ve stfevé tlustém. Cilem je napodobeni
ptirozenych fyziologickych in vivo podminek, s ohledem zejména na zastoupeni a koncentraci
travicich enzymu a soli, pH a dobu traveni (Minekus et al., 2014). Vyhodou in vitro modela
je, Ze jsou oproti in vivo experimentim rychlejsi, méné nakladné a nejsou eticky sporné (Ting
et al., 2015). Diky jejich opakovatelnosti, moznosti fizeni podminek pti simulovanych
procesech ajednoduchému vzorkovani jsou invitro modely vhodné pro vytvaieni hypotéz
(Ortega et al., 2009; Minekus et al., 2014).

3.5.1 Statické in vitro modely

Ackoli existuji pocitacové modely, které simuluji dynamicka hlediska traveni, jako
treba zmény pH a koncentrace enzymi v pribéhu traveni, statické modely prevazuji. Statické
in vitro modely, také nékdy nazyvané biochemické modely (Wickham et al., 2009),

se vyznacuji v kazdé fazi traveni stalymi poméry enzymt, soli, zluci a dalSich latek vzhledem
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k mnozstvi matrice. V téchto modelech je traveni v zaludku a v tenkém stfevé simulovano
ve dvou naslednych fazich. V pribéhu kazdé faze je substrat po urcitou dobu inkubovan
se simulovanou zalude¢ni a poté simulovanou stfevni $tavou. Hodnota pH je udrzovana
na stalé hodnoté zpravidla pouzitim pufru. Statické in vitro modely jsou vhodné pro zkoumani
traveni spiSe jednodussich substrati (Minekus et al., 2014) a zpravidla nejsou schopny
napodobovat dynamické in vivo fyziologické stavy, napiiklad peristaltiku GIT (Ting et al.,
2015). Nicméné Bohn et al. (2017) zdiraznuji, Ze v nékterych piipadech mohou byt statické
in vitro modely fyziologicky relevantni, napiiklad pii sledovani reakce na glukozu.

Traveni je souhrn dynamickych procest, pii kterych dochazi kromé pasobeni travicich
stav, enzymu, motility GIT a dalSich Ciniteld také k interakci s epitelem a imunitnim systémem
(Bohn et al., 2017). Tento slozity systém se do ur€ité miry u jedinci 1isi v zavislosti na véku,
celkovém zdravotnim stavu ¢i ndvycich. OdliSnosti mohou byt napiiklad ve Zvykani,
vyprazdiovani zaludku, stfevni motilité, sekreci travicich §tav nebo v dobé traveni. Nevyhodou
in vitro modelt proto mize byt to, ze tuto individualitu nezachycuji (Minekus et al., 2014).
Lo Curto et al. (2011) dale uvadi jako hlavni omezeni statickych in vitro modeli to, ze produkty
traveni se béhem inkubace neodstrani a mohou tak potencialné inhibovat aktivitu enzymu
a zivotaschopnost testovanych probiotik. Na druhou stranu in vitro studie s fizenymi
podminkami zpravidla vykazuji oproti vysledkim in vivo pokust niz$i variabilitu,
atak je zpravidla nutny mensi pocet opakovani pro ziskani dostatecného mnozstvi
dat pro statistické vyhodnoceni (Minekus et al., 2014). Skute¢nost, ze variabilita mezi
testovanymi subjekty ve studiich in vivo ovliviiuje interpretaci udaju, zmifiuje také
Ortega et al. (2009). Aviles et al. (2013) navic vyzdvihuje cenovou dostupnost in vitro modeld
vyuzivajicich simulované gastrointestinalni §t'avy.

S pouzitim gastrointestindlnich modelli by v budoucnu mohlo byt naptiklad mozné
regulovat hlad, a to diky cilenému zasahu do rychlosti traveni lipidii a do umisténi tohoto traveni
v ramci GIT. In vitro modely traveni vSak piedev§im poskytuji znalosti dilezité pro 1é¢bu
onemocnéni spojenych s vyzivou, jako jsou srde¢ni choroby, diabetes, rakovina a hypertenze
(McClements et Li, 2010).

Simulace gastrointestindlniho trdveni je vyuzivdna v mnoha oblastech vyzkumu.
Existuji proto rizné modely traveni, které se 1iSi zejména zdroji enzymu a jejich aktivitou,
hodnotami pH, mineralnim slozenim, pomérem matrice a travicich tekutin a dobou traveni.
Tyto rozdily vSak znemoziuji srovnavani vysledkd. Z tohoto diivodu byla vroce 2014
zavedena standardizovana staticka InfoGest metoda, ktera ma umoznit srovnatelnost ziskanych

vysledkt. Pouzivané hodnoty pH, iontové sloZeni a enzymové aktivity jsou pevné dané
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od zacatku experimentu. Hlavnimi omezenimi tohoto zjednoduseného modelu jsou pravé pevné
dana hodnota pH v jednotlivych fazich a doba jejich trvani. Z hlediska srovnatelnosti vysledka
se vsak jedna spiSe o vyhodu. Metoda zohlediuje fyziologické podminky a zahrnuje tii faze:
oralni, zalude¢ni a fazi tlustého stfeva. Vzhledem K velmi kratkému setrvani v dutiné 0stni
jemozné oralni fazi u vétSiny tekutych vzorkt vynechat (Minekus et al., 2014,
Verhoeckx et al., 2015). Tato standardizovana metoda byla ovéfovana v rozsahlém
mezilaboratornim pokusu (Egger et al., 2016).

In vitro gastrointestinalni extrakce je cCasto pouzivana k posouzeni uvoliiovani
chemickych latek z matrice a jako rychld screeningovd metoda pro odhad jejich relativni
biologické dostupnosti. Napiiklad Tao et al. (2009) ve své studii zkoumali pomoci statického
in vitro gastrointestinalniho modelu peroralni  biologickou dostupnost pesticidl

Z kontaminované pudy.

34



4 Material a metody

4.1 Material

Bakterie Lactobacillus brevis (CCM 3805), L. gasseri (DSMZ 20243), L. plantarum
(MILCOM 195) a Salmonella enterica (ATCC 13076) (z Ceské sbirky mikroorganismi; CCM)
a Escherichia coli a Salmonella sp. (ze sbirky Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, CZU).

Chlorid draselny, dihydrogenfosforecnan draselny, hydrogenuhli¢itan sodny
(zfiltrovany pies 0,2um nylonovy filtr), chlorid sodny, chlorid hofe¢naty hexahydrat, uhli¢itan
amonny, kyselina chlorovodikova, hydroxid sodny (Lach-Ner, CR), propidium iodid (Thermo
Fischer Scientific, USA), pepsin, pankreatin, Zlu¢ (Sigma-Aldrich, USA), fosfatovy pufr
(DPBS — Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline; Sigma-Aldrich, USA).

Multifunkéni reader infinite M200 (Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria), vodni lazen
sintegrovanou  tfepatkou  (Schoeller Instruments, CR), vodni lazen (Huber
Kiltemnsaschinenbau AG, DE), termostat (Schoeller Instruments, CR), centrifuga (Universal
320, Schoeller Instruments, CR), analytické vahy Practum 213-1S (Sartorius, Némecko),
laboratorni michacka Vortex (IKA®, DE) a souprava na ¢isténi vody (Merck Millipore, USA).

4.2 Metody

4.2.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakterialni inokula byla anaerobné inkubovana pfes noc (max. 20 hodin)
ve Wilkins-Chalgren mediu (Oxoid, UK) v termostatu pii teplot¢ 37 °C. Médium bylo
od bakterii oddéleno centrifugaci (10 minut, 2000 rpm) a bakterie byly nasledné
3 x promyty pufrem.

Na finalni koncentraci 108 KTJ/ml bylo upraveno zmétenim optické denzity pti vinové
délce 600 nm (Infinite M200; Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria).

4.2.2 Invitro model travici soustavy

V experimentu byl pouzit staticky in vitro model travici soustavy podle
Minekus et al. (2014). Tento in vitro model zahrnuje tfi faze: oralni, Zalude¢ni a fazi tenkého
stfeva. Oralni fazi je mozné u tekutych vzorku vynechat, proto byly vzorky v praktické casti

vystaveny pouze fazi traveni v zaludku a v tenkém stieve.
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Priprava roztoku
Zaludecni faze traveni

Pro pfipravu zaludec¢ni faze byl k roztoku simulované Zzalude¢ni $tavy (SGF; viz tab. 1)
ptidan 0,3M roztok CaCl (koncentrace ve vysledném roztoku 0,075 mM). Déle byl ptidan
enzym pepsin (zasobni roztok 6 250 U/ml, koncentrace ve vysledném roztoku 2000 U/ml).
Zaludeéni faze traveni probiha pi pH 3,0, pro sniZzeni pH na tuto hodnotu byla pouzita 1M HCI.
Ptipraveny roztok zalude¢ni faze byl smichan se vzorkem bakteridlni suspenze vV poméru 1:1

a smé&s byla inkubovana pti 37 °C za stalého ttepani (100 rpm) ve vodni lazni po dobu 2 hodin.

Stievni faze traveni

Pro ptipravu stievni faze byl k roztoku simulované sttevni §tavy (SIF; viz tab. 1) pfidan
enzym pankreatin (zasobni roztok 200 U/ml, vysledna koncentrace trypsinu v pankreatinu
100 U/ml). Dale byla piidana 20mM zlu¢ (koncentrace ve vysledném roztoku 10 mM) a roztok
0,3M CaCl, (koncentrace ve vysledném roztoku 0,3 mM). Stievni faze traveni probiha
pfi pH 7,0, pro upravu pH na tuto hodnotu byl pouzit roztok 1M NaOH. Pfipraveny roztok
sttevni faze byl smichan s Zalude¢ni trdveninou v poméru 1:1 a smés byla inkubovéana
pii 37 °C za stalého tiepani (100 rpm) ve vodni 1azni po dobu 2 hodin.

Vsechny pouzité roztoky byly vytemperovany na 37 °C ve vodni lazni, s vyjimkou
pankreatinu, ktery byl uchovavan na ledu. Objemy chemikalii pro piipravu SGF a SIF podle
Tabulky 1 byly doplnény deionizovanou vodou na objem 400 ml. Po ptidani enzymu, zluci

a vody byl objem 500 ml a bylo dosazeno vyslednych koncentraci soli v tomto objemu.

Tabulka 1: Piiprava SGF a SIF, upraveno podle Minekus et al. (2014)

SGF (pH 3) SIF (pH 7)
Koncentrace zr.

Chemikalie 1 SGF 2 SGF 1SIF 2 SIF

g/l mol/l ml mmol/l ml mmol/l
KCI 37,3 0,5 6,9 6,9 6,8 6,8
KH2PO4 68 0,5 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCO; 84 1 12,5 25 42,5 85
NaCl 117 2 11,8 47,2 9,6 38,4
MgCl2(H20)s 30,5 0,15 0,4 0,12 1,1 0,33
(NH4)2CO3 48 0,5 0,5 0,5 - -

zr — zasobni roztok; 1- ml zasobniho roztoku pro p¥ipravu 0,5 |; 2 - vysledna koncentrace soli v 0,5 ;
SGF — simulovana Zalude¢ni $t'ava; SIF — simulovana stfevni §t'ava
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4.2.3 Méreni fluorescence

Pro méfeni fluorescence bylo pouzito fluorescencni barvivo propidium iodid, jez barvi
DNA mrtvych bunék. Z tohoto diivodu byla, pro ziskani informace o celkovém poctu bunék,
¢ast vzorkll pied a po simulovaném procesu traveni usmrcena pii teploté¢ 75 °C (vodni lazen,
Huber Kéltemaschinenbau AG, DE) po dobu 15 minut pro laktobacily a 30 minut pro patogeny.
Pocet zivych bun¢k byl poté ziskan jako rozdil celkového poctu bunék a po¢tu mrtvych bunek
ve vzorku. Narast nebo pokles poctu zivotaschopnych bakterii byl zjiS§tén porovnanim poctu
zivych buné¢k pted a po procesu traveni.

Na mikrotitra¢ni desticku bylo napipetovano 100 pl vzorku a 10 pl propidium iodidu
(10 mM). Vzorek sbarvivem byl fadné¢ protiepan a poté inkubovan v termostatu
ve tmé pii 37 °C po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby byla zmétena fluorescence pii vinové

délce 535 nm/600 nm (Reader infinite M200, Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria).

4.2.4 Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjadieny jako primér vSech méfeni + smérodatnd odchylka. Zaroven
byly podrobeny metodé Studentova rozdéleni se statistickou vyznamnosti na hladiné
p < 0,05. Statistické vyhodnoceni ziskanych dat bylo provedeno v programu Microsoft Excel
a v softwaru IBM SPPS Statistics.
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5 Vysledky

Vsechny testované laktobacily vykazovaly podobnou miru zivotaschopnosti.
U L. brevis dosahovala Zivotaschopnost bun¢k pted in vitro travenim 99,71 + 0,42 %, po traveni
14,75 £ 5,85 %. Podobné tomu bylo i u L. gasseri, kde bylo na zac¢atku 97,55 + 0,78 % zivych
bungk a na konci traveni 14,76 + 4,42 %. U L. plantarum se zivotaschopnost snizila z ptivodnich
98,93 £ 0,59 % na pouhych 12,76 + 1,91 %. Patogeny se vyznacovaly oproti laktobacilim velmi
vysokou Zivotaschopnosti s pouze minimalnim poétem mrtvych bunék. Zivotaschopnost E. coli
se snizila pramérné jen 00,5 %, kdyz pocet zivych bunék poklesl z99,23 + 1,32 %
na 98,73 + 1,23 %. S. enterica vykazovala jesté nizsi pokles Zivotaschopnosti nez E. coli,
pramérné pouze 0,3 %. Pred travenim u ni bylo 98,85 + 1,71 % zivych bunék, po traveni
98,55 + 1,56 %. U Salmonelly sp. se pocet zivych bun€k snizil z99,47 + 0,50 %
na 98,28 + 1,98 %. U patogenli zaroven doSlo k naristu celkového poctu bakterii. Narist
byl srovnavan vzhledem k vychozi koncentraci, ktera byla u vSech testovanych bakterii
1 x 10® KTJ/ml. U E. coli byl zjistén 2,4x narist celkového poétu bunék, u S. enterica
3,4x narast a u Salmonella sp. 2,4x narust. VSechny vysledky Zivotaschopnosti bakterii
PO in vitro traveni jsou statisticky prikazné.

Vysledky jsou znazornéné v Tabulce 2 a Grafu 1. ,MRTVE 1* jsou mrtvé buiiky,
,MRTVE 2“ jsou buiiky, které se pravdépodobné rozpadly, a nebyly proto méfitelné.
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Tabulka 2: Vysledky zivotaschopnosti laktobacild a patogent.

pred in vitro travenim

Zivotaschopnost bakterii v %

po in vitro traveni

L. brevis 99,71 £ 0,42 14,75 + 5,85*
L. gasseri 97,55+0,78 14,76 + 4,42*
L. plantarum 98,93 + 0,59 12,76 £ 1,91*
E. coli 99,23 +1,32 98,73 +£1,23*
S. enterica 98,85+ 1,71 98,55+ 1,56*
Salmonella sp. 99,47 £ 0,50 98,28 +1,98*

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka; hvézdi¢ka * znaé¢i hodnoty statisticky vyznamné
na hladiné p < 0,05
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Graf 1: Znazornéni Zivotaschopnosti laktobacilti a patogenti pied in vitro travenim (v inokulu)
a po in vitro traveni vzhledem k vychozi koncetraci 1 x 108 KTJ/ml. Bil4 barva — zivé butiky; $ed4 barva
—bunky, které simulované traveni neptezily; ¢erna barva — buiiky neméfitelné v disledku jejich rozpadu.
(KTJ — kolonie tvofici jednotka)
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6 Diskuze

Se zménou stfevniho mikrobiomu souvisi mnoho onemocnéni, zahrnujicich napiiklad
hypertenzi, hypercholesterolémii, obezitu, prijmy, zanétlivd onemocnéni stiev, alergie
¢i dokonce karcinomy (Daliri et Lee, 2015; Vandenplas et al., 2015). Zménu mikrobiomu mutize
zpusobovat stres, alkohol, strava s vysokym obsahem tuku nebo cukru, genetické poruchy,
chlor a fluorid v pitné vodg¢, antibiotika, vystaveni toxinim v zivotnim prostiedi a fada dalSich
faktort. Stfevni dysbidzu mohou naopak zlepsovat probiotika (Amara et Shibl, 2015). Do stiev
by se méla dostat ziva a ve vysokém poctu, pii pruichodu GIT jsou vSak vystavena nepiiznivym
podminkam, jako jsou nizké pH v zaludku, zlu¢ové kyseliny a travici enzymy. Z toho divodu
je odolnost a zivotaschopnost probiotik stézejni pro jejich funkci. Buiiky bakterii jsou proto
vybaveny rlznymi obrannymi mechanismy pro pfeziti v nepfiznivém prostiedi GIT
(Bove etal.,, 2013). Vandenplas et al. (2015) nicméné poukazuji na fakt, ze preziti
probiotickych mikroorganismti v GIT neni vzdy nezbytnou podminkou pro probiotické ucinky.
Naptiklad pfi piijmu zZivého Streptococcus thermophilus se do tenkého stieva dostava laktaza,
coz muze byt povazovano za probiotickou aktivitu, ackoliv samotny bakteridlni kmen prichod
GIT neptezije. Dale Vandenplas et al. (2015) zdaraznuji, Ze by probiotika méla byt schopna
proliferace ve stfevech.

Zivotaschopnost je specificka pro kazdy druh a kmen (Papadimitriou et al., 2015).
Interakce mezi ptitomnymi druhy/kmeny je vyznamnym faktorem urcujicim rust,
zivotaschopnost a adhezi probiotik v GIT v disledku synergickych a antagonistickych vztahti
mezi bakteriemi (Ranadheera et al., 2014). Zalezi také na zptsobu uchovani a kultivace bakterii,
na potravinové matrici, ptistupnosti prebiotik a fyziologickém stavu probiotik. V neposledni
fadé souvisi s genetickou a fyziologickou individualitou jedince a s jeho navyky pii konzumaci
potravin (Kun Lee et Salminen, 2009). Z vyse uvedeného tak vyplyva, Ze nevyhodou naseho
experimentu in vitro traveni bylo, Ze kmeny bakterii byly testovany pouze jednotlivé, a nebylo
tak moZzné mezi nimi zjistit pfipadné interakce ovliviiujici Zivotaschopnost. Absence
mikrobiomu, jez je bézné v GIT piitomny, mohla také ovlivnit vysledky.

Vyznamna je odolnost probiotik vii¢i nepfiznivym podminkdm pfi prichodu GIT. Tyto
podminky se li§i v riznych ¢astech traviciho traktu. V Zaludku jsou probiotika vystavena velmi
nizkému pH, solim a enzymlm, jako je naptiklad pepsin a lysozym (Horackova et al., 2011).
Kyselé Zaludecni prostiedi vyvolavd zmény na lipidech a proteinech bakteridlni membrany,
ale také narusuje DNA a peptidoglykany grampozitivnich bakterii. Proto maji bakterie rizné

mechanismy, kterymi opravuji vznikld poskozeni ¢i kterymi méni metabolické procesy
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(Sanhueza et al., 2015). Ve stieve jsou ptitomny soli zZlucovych kyselin, které rovnéz poskozuji
bakterialni membranu. Nékteré bakterie se vSak dokazi vyrovnat s jejich negativnim pisobenim
pomoci hydrolazy soli Zlu¢ovych kyselin, coZ je pro jejich Zivotaschopnost klicové. Stépenim
se totiz konjugované soli  ZluCovych kyselin stavaji méné bakteriostatické
(Papadimitriou et al., 2015; Vandenplas et al., 2015). Vyhoda nami pouzitého in vitro modelu
GIT spociva v tom, ze odolnost vici kyselému prostiedi a zluci nebyla studovana oddélené,
ale obé faze traveni nasledovaly pfirozené za sebou, coz vice odpovida redlnym podminkam
(Papadimitriou et al., 2015). Nevyhodou naopak mize byt pouZiti enzymu, jez nejsou
humanniho pivodu. Enzymy v GIT clovéka se totiz lisi od purifikovanych komercnich
nehumannich enzymi tim, Ze v kombinaci se zlu¢ovymi solemi, bilirubinem, hlenem a dal$imi
latkami existuji v rlznych izoforméch, coz muZe rovnéz ovlivnit pieziti bakterii
(Faye et al., 2012).

Vsechny nami testované laktobacily (L. brevis, L. gasseri a L. plantarum) se bézné
vyskytuji v GIT teplokrevnych zivocCichii vcetné cloveka, coz mohlo pozitivné ovlivnit
vysledky experimentu. Je totiz dobie zndmo, Ze probiotické bakterie, které¢ nejsou stievniho
pivodu, jako jsou napiiklad Lactobacillus bulgaricus a Lactococcus lactis, jsou v porovnani
S pfirozenou gastrointestinalni mikroflorou citlivéjsi na zlu¢ (Ranadheera et al., 2014).
To potvrzuje také de Vries et al. (2006), ktefi uvadi nizkou schopnost pieziti Lactococcus lactis
v in vivo studii.

Vlastnosti probiotik, ktera ovliviiuje jejich pieZiti, je také schopnost kolonizace
GIT. Po prichodu zaludkem s kyselym prosttedim a duodenem se Zzlu¢ovymi solemi
se probioticky kmen dostava do ilea a tlustého stieva, kde jsou ptiznivej$i podminky. Nicméné
je vtéchto &astech GIT vysoka koncentrace bakterii (okolo 107 bun&k/ml chymu v ileu
a 10 bunék/ml chymu v tlustém stfevé). Z toho diivodu probiha kompetice probiotického
kmene s ptuvodnim mikrobiomem o dostupné Ziviny, pokud pro kmen nejsou dodany specifické
substraty (Vandenplas et al., 2015).

Probiotické kmeny cCasto potiebuji pro zajisténi co nejlepSiho pieziti priichodu
GIT specifickou matrici. Touto matrici miize byt tradicné mléko, kefir ¢i jogurty. Méné
konvenc¢nimi jsou tfeba ceredlie, syry, parky nebo ¢okolada (Vandenplas et al., 2015). Vyrazny
ochranny ucinek mléka na Zivotaschopnost laktobacili zminuje napiiklad studie provedena
na Vysoké skole chemicko-technologické v Praze (Horackova et al., 2011). Botes et al. (2008)
ve své praci dokonce uvadi nartist poctu laktobacilii pfi uziti kojenecké détské vyzivy jako
matrice pti simulovaném traveni v tenkém stifevé. Ve studii Silva et al. (2015) testovali jako

matrici pro prichod simulovanym GIT Cerstvy syr, pficemz rezistence vybranych 28 kmeni
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bakterii mlécného kvaseni vici kyselym podminkam, zluéi a pankreatickym enzymim byla
hodnocena in vitro. Tato studie prokazala, ze Cerstvy syr vyrazné zlepsil pieziti probiotickych
bakterii, nebot’ pfi ttthodinové simulaci traveni nebyl pozorovan zadny pokles zivotaschopnosti
ani v kyselych podminkach, ani v prostiedi se Zlu¢i a pankreatinem. Rovnéz Rolim et al. (2015)
dosli ve svém vyzkumu ke stejnému zavéru, kdyz prokazali, ze kozi syr ma béhem
simulovanych gastrointestinalnich podminek ochranny ucinek na zivotaschopnost kmene L.
rhamnosus EM1107. Michida et al. (2006) prokazali pozitivni vliv obilovin (konkrétné extrakti
Z je¢mene) na zivotaschopnost L. plantarum pfi simulovaném gastrointestindlnim traveni.
Valero-Cases et Frutos (2017) uvadéji, ze ptidavek inulinu ve fermentovanych zeleninovych
dzusech zlepsil Zivotaschopnost L. plantarum po in vitro traveni. Pozitivnim ptsobenim
¢okolady jako ochranné matrice se ve své praci vyuzivajici dynamicky in vitro model zaludku
zabyvaji Klindt-Toldam et al. (2016). Ting et al. (2015) uvadi ovlivnéni travicich enzymu
pfitomnymi slozkami potravy, jako jsou lipidy, proteiny a Skrob. Nevyhodou naSeho
experimentu se proto zda byt absence potravinové matrice, a to jednak z diivodu jeji mozné
ochranné funkce a jednak kvili tomu, Ze zvolené hodnoty pH se mohou od skute¢nych lisit.
Nebyla totiz zohlednéna skutecnost, Zze pH se v GIT pted jidlem, béhem jezeni a po ném lisi
(Papadimitriou et al., 2015).

Pfitomnost ¢i absence potravinové matrice vyznamné urcuje hodnoty pH, kterym
je probiotikum vystaveno. Ackoli muze byt kyselé zaludeéni prostiedi zmirnéno prvotnim
pufrovacim G€inkem potravinové matrice, pifi déletrvajicim traveni v Zaludku
je v8ak probiotikum vystaveno kyselym podminkam po delsi dobu (Vandenplas et al., 2015).
Ranadheera et al. (2012) ve své studii prokazali, ze pokud byla probiotika vystavena
podminkam s niz§im pH (pH 2,0), doslo k vyznamnému sniZeni jejich zivotaschopnosti
pfi simulovaném priichodu Zaludkem ve srovnani s hodnotami pH 3,0 a 4,0. Za Gicelem zvySeni
odolnosti probiotickych bakterii viici témto naroénym podminkam jsou vyvijeny metody jejich
zapouzdieni (Vandenplas et al., 2015). Zapouzdieni je proces, pii kterém jsou probiotické
bakterie zabudovany do matrice, ktera je chrani pfed negativnimi vlivy prostfedi GIT a umozni
jim uvolnéni fizenou rychlosti za urcitych podminek. Nejcastéji jsou pro zapouzdieni
pouzivané potravinaiské polymery, jako je alginat, chitosan, karboxymethylceluldza,
xanthanova guma, $krob, karagenan, Zelatina a pektin (Shori, 2017). Uginnost zapouzdfeni
bakterii v alginatové matrici naznacuji vysledky Ding et Shah (2007), rovnéz Silva et al. (2018)
L. acidophilus. Zvyseni odolnosti zapouzdieného L. rhamnosus GG v kyselém prostiedi a vici

proteolytickému Sté€peni uvadi Li et al. (2016). Shori (2017) zmifuje aktualni trend pouziti
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mlécnych proteinli jako zapouzdiovacich matric. Podle Mizock (2015) obecné vykazuji
zapouzdiené probiotické bakterie oproti nezapouzdienym kmeniim az pétkrat vyssi i¢innost
pii kolonizaci stiev. Nicméné ochranny uc¢inek zapouzdieni se 1iSi v zavislosti na kmenu
bakterii a rozdilnych podminkach, kterym jsou vystaveny (Gbassi et al., 2011).

Vsechny testované laktobacily vykazovaly podobnou zivotaschopnost (L. brevis
14,75+ 5,85 %, L. gasseri 14,76 + 4,42 %, L. plantarum 12,76 + 1,91 %). Podle
Lo Curto et al. (2011) obecné pieziva prichod GIT piiblizné 10-30 % probiotickych bunék.
Nase vysledky pro L. plantarum se shoduji s de Vries et al. (2006), ktery uvadi in vitro
zivotaschopnost kmend L. plantarum v GIT v Sirokém rozmezi 0,003-10 %. Dale
de Vries et al. (2006) zminuji vysledky in vivo studie na zdravych dobrovolnicich, ve které byla
tohoto kmene, konkrétné 7 + 2 % v ileu, v porovnani s Lactococcus lactis (1 + 0,8 %)
a L. fermentum (0,5 + 0,5 %). Po 7 dnech podavani L. plantarum NCIMB 8826 byla stanovena
ve stolici dobrovolnikt zivotaschopnost tohoto kmene az 25 %.

Zajimavé vysledky by mohlo pfinést testovani dalSich laktobacili, naptiklad
komeréniho probiotického kmene L. acidophilus LAS, u kterého je v literatufe zminovana
odolnost vici kyselému prostiedi (Bove et al., 2012). Jensen et al. (2012) zase zminuji vybornou
zivotaschopnost L. reuteri v simulovanych podminkach GIT a Vinderola et Reinheimer (2003)
prokazali vysokou rezistenci vuci Zalude¢ni $tave a Zlu¢ovym solim kromé L. acidophilus také
u L. delbrueckii subsp. bulgaricus.

Vysledky Zivotaschopnosti patogenti byly zna¢né€ odlisné od laktobacilii, nebot’ vSechny
patogeny vykazovaly vysokou viabilitu nad 95 % a zaroven se zvysily jejich celkové pocty.
Narust bakterii kmene E. coli O157:H7 v in vitro modelu distalni ¢asti tenkého stieva zmifiuje
napiiklad Pradel et al. (2015). Vysvétlenim, pro¢ patogenni bakterie dosahovaly v nasem

vvvvv

7e patogeny maji schopnost diky produkci amoniaku zvySovat pH v travicim traktu,
coZ pro né vytvari pfiznivéjsi podminky. Mnohé patogeny totiz upfednostiuji zdsadité
¢ineutralni prostfedi (Amara et Shibl, 2015). Nartst E. coli by mohl byt zptisoben tim,
ze jednou z hlavnich slozek zluci je taurin (kyselina 2-aminoethansulfonova), ktery E. coli
vyuziva jako zdroj siry, pokud nema piistup k anorganickym siranim nebo cysteinu. Ackoli
jsou sirany zpravidla pfitomny ve stfevech ve velkém mnoZstvi, v nasem ptipad¢ nebyla
pfi in vitro traveni pouzita potravinova matrice, E. coli proto ziskavala siru prave z taurinu.

Piednostni vyuzivani zdroji siry ovliviuje intracelularni hladinu fosfoadenosin-5"-

fosfosulfatu, ktery produkci adheznich faktorti pozitivné plsobi na utvafeni biofilmu
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(Rossi et al., 2017). Vyznamnou vlastnosti pro pteziti bakterii v GIT je jejich odolnost vici
zlu¢i. Bylo prokazano, ze nékteré komenzalni i patogenni kmeny E. coli i nékteti zastupci rodu
Salmonella tuto odolnost diky rozmanitym mechanismim maji (Sistrunk et al., 2016).
Naptiklad Aviles et al. (2013) ve své studii potvrdili, Ze zvySena Zivotaschopnost Salmonella
enterica korelovala se zvySenou expresi genti rpoS a otsB, které se aktivuji pfi vystaveni
salmonel stresovym podminkam, jako je naptiklad kyselé prostiedi v zaludku ¢i pfitomnost
zluci. Tyto geny tak pravdépodobné maji pro patogeny protektivni Ucinek. Dale
Aviles et al. (2013) uvadi, ze preziti bakterii ve stresovych podminkach mohou ovliviiovat
i genetické¢ rozdily mezi jednotlivymi sérotypy. Dal$im moznym vysvétlenim vysoké
zivotaschopnosti patogent by také mohl byt mozny vliv quorum sensing na jejich preziti
a rast ve stresovych podminkach, jak uvadi Park et al. (2017). Zduraziuji vSak, ze se ucinek
quorum sensing mize mezi jednotlivymi druhy a kmeny liSit. Také potravinovd matrice
a ckosystém hostitele mizou piasobit na quorum sensing zatim neznadmym zpisobem.
Pro ptedvidani ristu a zivotaschopnosti bakterii je proto nezbytné 1épe porozumét vzajemnému
plisobeni mezi quorum sensing a podminkami prostfedi. Nicméné¢ je stale nutné brat v uvahu,
ze v nékterych piipadech bakterie vykazuji navzdory srovnatelnym podminkdm necekané
vysledky (Park et al., 2017).

Pochopeni mechanismii dtlezitych pro preziti patogenti v GIT ma nesporny vyznam,
nebot’” mulze pfispét k zavedeni novych metod prevence a lé€by mnoha onemocnéni

(Alvarez-Ordonez et al., 2011).

44



[ Zaveér

Hypotéza, ze nékteré bakterie maji vySsi schopnost piezit priichod travicim traktem
neZ jiné, se potvrdila. Zivotaschopnost jednotlivych druhii laktobacilt se pfilis neligila, byla
vsak vyrazné odlisnd od zivotaschopnosti patogenti. U patogenti se po traveni zvysil jejich
celkovy pocet, zatimco celkovy pocet laktobacilii po traveni ziistal stejny. Je vSak nutné brat
v uvahu skuteénost, ze vysledky byly ziskany metodou in vitro a v pfipadé in vivo podminek
se mohou odliSovat, nebot’ je obtizné vytvofit piesnou simulaci vysoce komplexnich fyzikaln¢
chemickych a fyziologickych déja probihajicich v travicim traktu.

Vyznam regulace mikrobiomu pomoci probiotik a prebiotik, pfipadné synbiotik, bude
pii prevenci i 1€¢bé mnoha onemocnéni pravdépodobné nabyvat na vyznamu, mimo jiné i kvili
narUstajici rezistenci na antibiotika. Probiotika vykazuji velmi riznorodou §kalu biologickych
uc¢ink, neustale jsou zkoumany jejich nové vlastnosti, a proto vSechny G¢inky a mechanismy

pusobeni probiotickych bakterii ukaze az budoucnost.
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9 Seznam pouzitych zkratek

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DPBS — Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline

GIT — gastrointestinalni trakt

KTJ — kolonie tvofici jednotka, z angl. CFU (colony forming unit)
rpm — pocet otacek za minutu, z angl. revolution per minute

SGF — simulovand Zaludec¢ni Stava (Simulated Gastric Fluid)

SIF — simulovana stievni §t'ava (Simulated Intestinal Fluid)

WHO — Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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