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Summary

Effect of probiotic (PRO) Lactobacillus plantarum and the combination of PRO and prebiotic
(PRE) inulin enriched with oligofructose (2 %) on counts of lactobacilli and coliforms and
enzymatic activities in faeces of rats were studied. The rats (n = 48) were divided into 4
groups of 12 subjects. The animals were fed on a high fat diet (10 %) for 8 weeks of
experiment. Colon cancer was induced by application of 1,2 - dimethylhydrazine (DM H)
twice a week in dose (20 mg.kg's.c.) in groups G2-G4. The rats in group 1 (control 1)
received diet without any supplements. The rats in group 2 (control 2) received DMH without
any supplements. The rats in group 3 received PRO and in group 4 PRO and PRE. Significant
decrease (p < 0.05) of coliforms was found after application of PRO-PRE in comparison to
control group G2. Significantly higher (p < 0.05) counts of lactobacilli were found after
application of PRO-PRE. Significantly lower (p < 0.001) activities of -galactosidase, f-
glucuronidase were found after addition PRO and PRO-PRE.
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UvoD

Kolorektdny karcindm je maligny nédor hrubého ¢reva. V ekonomickych vyspelych
krajin&ch zabera (popri karcinbme koZze, pr'ac, prsnika a prostaty) jedno z poprednych miest
chorobnosti T'udskej populécie. Na vznik kolorektalného karcindmu sa zicastiuje cely rad
faktorov. Jednym znich je & vyZiva astravovacie ndvyky (Mac Farlane a Cummings,
1999). Patri sem nadmerné konzumécia mésa a tepelne upravenych mésovych vyrobkov, ako
aj vysoky prijem tukov obsahujucich nenasytené mastné kyseliny s dlhym retazcom.

Predpoklada sa, Ze dlhodobym prijimanim potravy svysokym obsahom Zivocisnych
bielkovin atukov dochéadza v kol6ne ¢reva k postupnému kvantitativnemu zniZeniu baktérii
mliecneho kvasenia, nggma bifidobaktérii alaktobacilov (Goldin, 1986). Pri tréviacich
procesoch v hrubom ¢éreve sa baktérie osidl'ujlce traviaci trakt zGcastiuju na fermentécii
cukrov, biekovin, xenobiotik ade&rukcii alebo aktivécii mutagénnych metabolitov.

V&sina probiotik pouZivanych v sic¢asnosti patri do skupiny laktobacilov. Nové
probiotické kmene s antimikrobidlnym u¢inkom boli izolované z rastlin, ale g zo Zivocichov
(Marcindkova et al., 2008; Herich et al., 2010).

Obsah hrubého ¢reva sa vyznatuje pomalou mobilitou, ¢o vytvara idedine podmienky
vytv&rania stabilng mikroflory jednak druhového ae & kvantitativneho zastUpenia
mikroorganizmov. Cielenou aplikéciou probiotik, prebiotik, rastlin a polynenasytenych
mastnych kyselin samostatne, alebo v ich kombinéciach m6Zme experimenté ne ovplyviiovat
kvantitativne zastipenie mikroorganizmov. Naturdne 1&ky mdéZeme aplikova samostatne,
alebo vytvorenim ich vhodnych kombinécii s cielom ovplyvnit’ mikrofl6ru kolonu tak, aby
sme vEéo najvétSe] miere zabranili kolonizécii tréviacého traktu vysokymi poctami
mikroorganizmov podporujacich vznik kolorekténého karcinbmu.
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Experimentdlne in vivo metddy na laboratornych zvieratdch (mysi, potkany
akanylované oSpané) predstavuja vhodny model na &udium patogenézy vzniku
kolorektdlného karcinbmu smoZnostou detailngjSie rozpozndvat mechanizmus vzniku
karcinogenézy. Karcinogenéza je mnohostupiovy proces pozostavajlci ziniciatnej,
promoc¢ne aprogresivng fazy uvolnujuce generéciu buniek, ktoré vykazuju kontinudne
poruchy signalnych kask&d na bunkovej a molekulérnej drovni (Vincent a Gatenby, 2008).

Cielom na%j préce bolo dedovat’ vplyv probiotického kmena Lactobacillus
plantarum na modul&ciu ¢revnej mikrofléry samostatne, debo v kombinécii s bioaktivnymi
substanciami, akym je inulin obohateny o oligofruktézu, po experimentalnej aplikécii
karcinogénnej latky 1,2 - dimetylhydrazin na mikrofl6ru koncovej ¢asti kolénu potkanov
(baktérie mlie¢neho kvasenia a koliformné baktérie), ako a na zmeny aktivity vybranych
enzymov.

Material a metédy

Pokus bol schvéleny etickou komisiou LF UPJS, pri¢om boli dodrzané vietky zésady
uvadzané v zakone NR SR ¢. 289/2003 a ¢. 489/2003 Z. z. o chove laboratornych zvierat.

V experimente boli pouZité potkany plemena Wistar vo veku 6 mesiacov v pocte
48 kusov zmieSaného pohlavia (9 g J). Potkany boli umiestnené v centrdinom zvieratniku
Lekéarskej fakulty UPJS v KoSiciach v plastikovych klietkach, pri priemernej teplote 22 °C,
v &andardnych zoohygienickych podmienkach. Zvieratd boli rozdelené do 4 skupin.
V kaZzdej skupine bolo 12 potkanov, pricom bol realizovany nasledovny plén experimentu:

Plan experimentu

SKUPINA 1| KLASICKA DIETA
SKUPINA 2 | 10% TUKOVA DIETA
SKUPINA 3 | 10% TUKOVA DIETA | L. plantarum

SKUPINA 4 | 10% TUKOVA DIETA | L. plantarum, inulin, oligofrukoza

Potkany boli kfmené klasickou diétou (vyrobca firma Top Dovo, Dobra voda s.r.o.,
SR), tukovou diétou obsahujucu 10 % dne¢nicového oleja (firma Biofer sr.o., SR). ZloZenie
tukovej diéty je uvedenév tab. 1.

Tab.1 ZloZenietukove diéty podavang potkanom

ZloZenie MnoZstvo (g.kg?) Minerdly MnoZstvo (mg.kg™) Vitaminy MnoZstvo (mg.kg™)

Celkovy protein 23451  Vépnik 15,0 A 8,000 IU kg™
Tuk 65,87 Fosfor 8,0 E 65
Popol 107,07 Sodik 20 Bi 4.0
VIé&knina 46,87 B, 4,0
Lyzin 6,0

Okrem tukovej diéty bolo potkanom podéavané krmivo s obsahom prebiotika — inulin,
ktory bol obohateny o oligofruktézu (firma Orafti, Belgicko) v dévke 2 % na kg krmiva
Prijem vody potkanom bol ad libitum. Dizka pokusu bola 8 tyZdiov.
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| zol&cia probiotick éno kmeia

Probioticky kmen L. plantarum sme izolovali z rektalneho vyteru zdravého ¢loveka.
Kmen sme kultivovali za anaerdbnych podmienok v ochrannej atmosfére Gaspak - (patent,
USA) pri 37 °C 48 hodin na selektivhom LS agare (firma Imuna - Pharm as, SR). Po
ofarbeni podl'a Grama sme laktobacily morfologicky stanovili svetelnym mikroskopom, ako
grampozitivne (G+) modrofialovo farbiace sa palicky. Kmen bol ocharakterizovany pomocou
techniky polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) spouZitim Specifickych primerov pre L.
plantarum podl'a Berthiera a Ehrlicha (1998).
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Obr. 1 Lactobacillus plantarurh
Priprava probiotickej kultary

Z porastengj kultary kmena L. plantarum sme ockovacou kl'u¢kou odobrai maé
mnozstvo kultiry apridali do skimavky srastovym médiom (MRS bujén). Inkubéacia
bujénove kultary L. plantarum prebiehala v termogtate pri teplote 37 °C priblizne 16 hodin.
Po inkubécii sme zmerali celkova hustotu (3x10° ml) porastu kmeta v bujénove kultire
pomocou denzitometra (Densila meter, Lachema, CR). Po inkub&cii sme odobrali 4 mi
zmédia apridali 36 ml 0,5 % odstredeného pasterizovaného mlieka do flaSe apodavali
potkanom. Mlieko s probiotickou kultirou sme podavali kazdy den v priebehu 8 tyZdnov
trvania pokusu. 24 hodin pred ukon¢enim pokusu sme potkanom nepodali mlieko
s probiotickou kultdrou.

Obr. 2 Podavanie probiotického kmeiia L. plantarum v mlieku
Aplikacia 1,2 - dimetylhydrazinu a ketaminu
Experimentdlnym skupinam 2, 3 a4 sme na druhy tyzden po zadati experimentu

subkutanne aplikovali prokarcinogén 1,2- dimetylhydrazinu (1,2 - DMH) v davke 20 mg.kg™*
Zivej hmotnosti. Aplikécia bolarealizovana 1-krét tyZdenne v experimente, celkovo 2-krét.
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Po ukon¢eni pokusu, na 8. tyzdei experimentu bol potkanom intraperitonedne
aplikovany ketamin v davke 100 mg.kg" axylazin v dévke 15 mg.kg" Zivej hmotnosti.

Spracovanie ¢érevného obsahu a sanovenie celkového poctu baktérii

Ihned’ po usmrteni potkanov sme odobrali 1g ¢revného obsahu z hrubého ¢reva (Cast’
caecum) avloZili do sterilného plastového vrecka. K ¢revnému obsahu sme pridali
fyziologicky roztok v mnoZzsve 9 ml a néasledne homogenizovany pomocou pristroja
(Stomacher lab blender bags 400, Franciizsko).

Crevny obsah sme riedili desiatkovym riedenim s fyziologickym roztokom v rozsahu
od 10%do 10°. Z jednotlivych riedeni bolo odobraté mnoZstvo 0,1 ml aockované na platne so
selektivnou pédou Mac Conkey (Merck, Nemecko) a Rogosaagar (Merck, Nemecko).

Naockované plaine so selektivnym Mac Conkey agarom, uréené na kultivéciu
koliformnych baktérii sme aerobne inkubovali v termostate pri teplote 37 °C pocas 24 hodin.
Naockované platne so selektivnym Rogosa agarom, uréené na kultivaciu baktérii mliecneho
kvasenia, laktobacilov sme inkubovali za anaerébnych podmienok pri teplote 37 °C pocas
48 hodin. Po inkubacii sme koldnie Zivych baktérii spocitali a celkové hodnoty vyjadrené ako
log™® kolénie tvoriacich jednotiek na 1gram &revného obsahu (colony forming units CFU.g™%).

Obr. 4 Kolonie koliformnych mikroor ganizmov

Stanovenie enzymaticke aktivity bakterialnych enzymov

Aktivity bakteridlnych enzymov, ako su 3-galaktozidéza a -glukuronidéza doleZitych
pri karcinogenéze boli stanovované pomocou kitu Api Zym (Biomereux, Francizsko).

Po usmrteni potkanov a uskutocnenej pitve sme odobrali 0,1g ¢revného obsahu (Cast’
caecum) apridali do skimavky s 2 ml fyziologickym roztokom. Nasledne bolo zo skimavky
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odobraté 0,9 ml obsahu apridané do jamiek Api Zym kitu. Ziskané vysledky, nulova
hodnota, ¢iZe negativna reakcia aktivity apozitivna reakcia aktivity bakteridlnych enzymov
boli vyhodnocované pomocou manudu priloZeného v kite.

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Vysdedky analyz vzoriek potkanov sl udavané ako priemer, smerodajna odchylka zo
ziskanych hodnét. Experiment bol &atisticky vyhodnoteny v programe Microsoft Excel, 2007
s pouzitim &atistického testu ANOVA na hladindch vyznamnosti (P < 0,05; P < 0,01;
P < 0,001).

VYSLEDKY
Stanovenie celkového poétu koliformnych mikroorganizmov

Vydedky hodnét celkového poctu koliformnych baktérii v 1. kontrolnej skupine, kde
boli potkany kfmené klasickou diétou (3,08 + 2,39 x 10% av 2. kontrolnej skupine (4,67 +
1,03 x 10%) poukézali na malé rozdidly, ktoré neboli &atisticky vyznamné. Samotny pridavok
tukove] diéty v 2. kontrolngj skupine len v malej miere ovplyvnil pocty koliformnych
mikroorganizmov oproti skupine potkanov, ktoré dostavali len klasicku diétu.

Statisticky vyznamné znizenie (P < 0,05) koliformnych mikroorganizmov (2,76 +
2,51 x 10%) bolo zistené v 4. pokusnej skupine oproti 1. kontrolnej skupine (3,08 2,39 x
10%), kde okrem tukovej diéty mal vyrazny vplyv pridavok inulinu, oligofruktozy a
probiotickénho kmena L. plantarum.

V 3. pokusngj skupine, kde bola podavana potkanom tukova diéta obohatena len
probiotickym kmeiiom L. plantarum bolo zistené zniZzenie celkového poctu koliformnych
baktérii (3,34 + 2,40 x 10%) oproti 1. kontrolnej skupine, ale v mensej miere ako po pridavku
inulinu aoligofruktozy. Vysledky hodnét celkového poétu koliformnych mikroorganizmov
v jednotlivych pokusnych skupindch si uvedenénaobr. 1 av teb. 2.

Kontrola Tuk PRO PRO-PRE

Obr. 1 Celkovy potet (CFU.g ") koliformnych baktérii v & evnom obsahu

Stanovenie celkového poétu laktobacilov

Vysdedky hodnét celkového poctu laktobacilov v 1. kontrolnej skupine (9,00 + 0,81 x
10%) po podévani Kklasickej diéty av 2. kontrolnej skupine (8,87 + 0,64 x 10%), u ktorej bola
podévana tukové diéta poukazali na malé rozdiely, ktoré neboli Statisticky vyznamné (obr.
2).
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Statisticki vyznamnost nebola zistend ani v 3. pokusngj skupine, kde bolo
zaznamenané len velmi  mierne zvygenie (9,09 + 0,62 x 10°%) poctu laktobacilov oproti
klasickej diéte. V pripade 4. pokusng skupiny potkanov s tukovou diétou obohatenou
o inulin, oligofruktézu aprobioticky kmen L. plantarum bol zisteny signifikantny nérast
(P< 0,05) celkového poctu laktobacilov (9,33 + 0,32 x 10°). Vysledky hodnét celkového
poctu laktobacilov v experimentélnych skupinéch uvadzame v tab. 2.

9,40
9,30
9,20
9,10
9,00
8,90
8,80
8,70

8,60
Kontrola Tuk PRO PRO-PRE

Obr. 2 Celkovy poéet (CFU.g™) laktobacilov v &revnom obsahu

Tab. 2 Celkové potty laktobacilov a koliformnych baktérii (CFU.g™)
po podani L. plantarum a v kombinacii L. plantarum s inulinom a oligofr uk 6zou

Skupina L aktobacily Koliformné
1. 9,00+ 0,81 3,08 + 2,39
2. 8,87 0,64 4,67 £ 1,03
3. 9,09+ 0,62 3,34+ 240
4 9,33+0,32* 2,76 + 251*

* Statisticka vyznamnost na hladine p < 0,05
Stanovenie enzymove aktivity

Vydedky &adii enzymove aktivity ¢revnych baktérii poukézali na zvySené hodnoty
enzymov B-galaktozidazy (3,92 + 0,80) ap-glukuronidazy (4,25 + 0,52) v 2. kontrolnej
skupine spridavkom tukovej diéty oproti 1. kontrolngj skupine len spridavkom klasickej
diéty B-galaktozidazy (2,60 £ 0,25) ap-glukuronidazy (2,92 + 0,20).

Statisticky vyznamné znizené hodnoty (P < 0,01) aktivity uvedenych enzymov oproti
1. kontrolnej skupine boli zistené v 3. skupine v pripade p-galaktozidézy (2,25 + 0,27)
ap-glukuronidazy (2,67 £ 0,28).

Podobna tendencia bola pozorovand & Vv 4. pokusng skupine vV pripade
B-galaktoziddzy (2,03 + 0,44) a B-glukuronidézy (1,88 + 0,22). Vydedky enzymatickych
§tadii uvadzamev tab. 3.

Tab. 3 Zmeny aktivity érevnych bakteridlnych enzymov

Skupina B-Galaktozidaza B-Glukuronidaza
1. 2,60 £ 0,25 2,92+ 0,20
2. 3,92 +0,80 4,25 + 0,52
3. 2,25 £ 0,27+ 2,67 £ 0,28+«
4 2,03 £ 0,44+« 1,88 £ 0,22+«

*** Statisticka vyznamnost’ na hladine p < 0,001
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DISKUSIA

Problematika kolorektdlného karcinbmu je intenzivne skimané hlavne pre stdpajucu
incidenciu avysokd mortaitu. Vhodnou aplikéciou probiotik samostatne aebo v kombinacii
s prebiotikami mdZeme modulovat’ gastrointestind nu mikrofléru.

Vydedky préce poukazuju, Ze & krétkodoba aplikéacia probiotického kmena
L. plantarum mdZe zvysit' celkové pocty zdraviu prospednych baktérii mliecneho kvasenia
v koldne traviaceho traktu potkanov. Ak je stimulované & prebiotikom vo vyraznej miere
ovplyviuje tvorbu ako & celkové pocty laktobacilov.

Prijimanie potravy svysokym podilom najméa Zivoc¢isnych tukov vedie k vaznym
zdravotnym porucham traviaceho traktu u l'udi.

Femia et al. (2002) skimali vplyv tukovej diéty zloZenej z komponentov najcastejSie
konzumovanych z&padnou populéciou. Diétu podavali potkanom ana urychlenie tvorby
kolorektalného karcindbmu aplikovali azoxymetan, ktory podobne ako dimetylhydrazin
vyvolaval kolorektalny karcindbm. Na pokus pouZzili probiotické kmene Lactobacillus GG
a Bifidobacterium Bb12. Obidva kmene boli podané do krmiva v davke 5 x 10° CFU.g™.
Laktobacily, ktoré sapred podanim krmiva este nevyskytovali v trdviacom trakte potkanov sa
uz po 7. dinoch po zatiatku experimentu vyskytovali v skupine skombinéciou probiotika
s prebiotikom vo vy&om pocte. V tejto skupine bol v pripade LGG vyskyt (21,1 + 18 x 10°
CFU.g" av pripade Bb12 (8,4+ 12 x 10° CFU.g™") vy&Si ako v skupine s probiotikom
(21,1 + 18 x 10° CFU.g") aBb12 (8,4+ 12 x 10° CFU.g") vo faeces. V naSom experimente
boli ziskané podobné vysedky aké dosiahol v uvedeng préci autor so svojim kolektivom.

Kombinécia probiotik (LGG aBbl2) aprebiotik, inulin obohateny o oligofruktézu
bola vyuZita g v pokuse I'udi s kolorektélnym karcindmom (Rafter et al., 2007).

Ucinok probiotik a prebiotik bol popisany aj u inych druhov zvierat. Nemcova et al.
(1999) pouZili v pokuse na prasiatkach probioticky kmei Lactobacillus paracasei. Uvedeny
mikroorganizmus podavali samostatne, aebo v kombinacii s fruktooligosacharidmi.
Vo svojich vysledkoch dosiahli zniZenie celkového pocétu koliformnych baktérii  nizsi
v skupine s probiotikom as kombinéaciou probiotika s prebiotikom.

V pripade porovnania celkového poctu koliformnych mikroorganizmov neboli v
1. a2. kontrolnej skupine bez pridavku as pridavkom tukove diéty zaznamenané Ziadne
signifikantné zmeny. Vyznamnym prinosom naSgj préce bol vyrazny pokles koliformnych
mikroorganizmov po pridavku kombinéacie probiotik aprebiotik vo faeces oproti skupine
s pridavkom len tukovej diéty.

Podobné vydedky dosiahol vo svojg experimentélnej &udii g Richard et a. (2005),
ktori poukézali naprotektivny G¢inok probiotik a prebiotik vocéi experimentalne vyvolanému
kolorektdlnemu karcindbmu u potkanov. V tejto &tadii bolo zaznamenané zniZenie poctu
koliformnych mikroorganizmov v pokusnej skupine s kombinéciou probiotika s prebiotikom
v porovnani s kontrolnou skupinou.

Koliformné baktérie, ktoré sa vyskytuju v trdviacom trakte produkuju v rdmci svojho
metabolizmu okrem inych a enzymy B-glukuronidazu ap-glukozidazu. Tieto enzymy
spOsobuju svoju zvySenou aktivitou formovanie karcinogénov z prokarcinogénov, produkuju
mutagény ardzne tumor promotori. Takéto zmeny vedd k zvySenej karcinogenéze, ktora
mdZe byt ovplyvnend vhodnou diétou atak zabranit’ vzniku nédorov. K tymto enzymom
patria  p-glukuronidéza, B-glukozidéza, azoreduktdza, nitroreduktéza, 7o-steroid
dehydrogenéza a 7a-hydroxid steroid dehydrogenéza (Goldin, 1986).

V predkladangj préci bola préve této zvySena aktivita enzymov B-glukuronidazy a -
glukozidazy pozorovand po aplikacii 1,2 - DMH v porovnani so skupinami len s pridavkom
diéty. Vyrazné zniZenie enzymovej aktivity B-glukuronidazy boli zaznamenané v skupinéch
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spridavkom probiotik v kombinécii probiotika s prebiotikom v porovnani s pridavkom len
vysoko tukove diéty experimentd nym zvieratam.

Podobné zniZenie bolo pozorované g u enzymu B-glukozidazy. Této skuto¢nost’ je
podporena g vysledkom Le Blanca (2005), ktory zistil G¢inok probiotik, laktobacilovych
kultar podévanych v jogurte na zniZzenie enzymove aktivity c¢revnych enzymov
B-glukuronidazy a nitroreduktazy u pokusnych potkanov po aplikécii 1,2 - DMH.

ZAVER

V predkladanej experimentélnej préaci sme prezentovali postupy s vyuZitim aplikacie
1,2 -DMH, vyuZivané pri experimentélne vyvolane karcinogenéze u laboratérnych potkanov.

Stadia poukézala na moznost’ vyuZitia probiotického kmena Lactobacillus plantarum
samostatne, alebo v kombinécii sinulinom, obohatenym o oligofruktozu na efektivny U¢inok
zvy%enia celkového poctu laktobacilov v érevnom obsahu potkanov ako vyznamnym
faktorom modulécie ekosystému gastrointestina neho traktu.

Vyznamnym poznatkom ziskanym v priebehu experimentov bol pozitivny G¢inok
kmena Lactobacillus plantarum na ovplyvnenie zniZenia celkového poctu koliformnych
baktérii. Najucinngjsi efekt na celkovy pocet koliformnych organizmov sme pozorovali
v kombiné&cii Lactobacillus plantarum s inulinom a oligofruk6zou.

Podévané tukova diéta experimentdlnym potkanom ovplyvnila mikrofloru tréviaceho
traktu zvySenym poétom koliformnych mikroorganizmov, s néslednym zvy3enim enzymovej
aktivity. ZniZenie enzymovej aktivity poukézalo na pozitivny G¢inok kmena Lactobacillus
plantarum samostatne, ktoré bolo potencované s prebiotikom inulinom a oligofrukézou.

Dany modeovy pokus prezentuje podmienky, za ktorych by proces karcinogenézy
mohol  prebiehat” v traviacom trakte, caecum c¢loveka. Experiment  vykonany
na laboratdrnych zvieratach poukézal na moznost’ vyuZitia ziskanych poznatkov pri prevencii
kolorektalneho karcinbmu u ¢loveka. Do popredia sa dostava zdrava vyZiva s vyuZitim
nizkotucnel diéty ako aj pravidelné uZivanie probiotik aich G¢innych komponentov ako si
prebiotika anaturalne substancie, ktoré si vhodnou volbou pre celkové zdravie ¢loveka
aludskej populécie.

Pod’akovanie: Praca bola podporovana projektom AV 4/0028/07.
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