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Seznam zkratek 

CbsA - kolagen vázající S-vrstva  

CFU - colony forming unit 

ECM – extracelular matrix 

EFSA - European Food Safety Authority 

EPS – extracelulární polymerní substance 

FA – flotation agents – flotační činidlo  

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations  

FBP - fibronectin binding protein  

FOS - fructo-oligosaccharides 

GOS - galactooligosacharid 

K- - planktonická forma kmene 10B Lactobacillus acidophilus CCM 4833 

K+ - biofilmová forma kmene 10B Lactobacillus acidophilus CCM 4833 

MSCRAMM - microbial surface components recognizing matrix biomolecules 

PBS – phosphate buffer saline- fosfátový pufr 

TK – tkáňová kultura 

TOS – transgalactooligosaccharide 

WHO - World health organization  

7 
 



Ovlivnění adherence probiotik 
 

 

Abstrakt 

Probiotika jsou živé mikroorganismy, které příznivě ovlivňují fyziologické 

funkce hostitele. Ve výživě nepřežvýkavých živočichů se jedná především o symbiózu 

v oblasti tlustého střeva, kde mají probiotika nutriční úlohu při štěpení potravy a též 

zabraňují růstu a uchycení patogenů. Jeden z podstatných rysů probiotik je schopnost 

adheze na střevní stěnu. Tato vlastnost je důležitá nejen pro vlastní kolonizaci střevní 

sliznice probiotickými bakteriemi, pro jejich dlouhodobé přežívání, ale i pro obsazení 

volných míst na povrchu střevního epitelu, která by kolonizována patogenními 

mikroorganismy.  

 V práci byl zaměřen důraz na inovaci metodiky výzkumu adheze 

mikroorganismů, pomocí které by bylo možné identifikovat adherentní vlastnosti u 

velkého množství vzorků a posoudit vliv prebiotik a vliv kultivace ve formě biofilmu. 

Byla také představena nová metoda flotace pro odstranění neadherovaných 

mikroorganismů, která snižuje laboratorní náročnost experimentů a dále byl zhodnocen 

vliv prebiotik a vliv fenotypové formy biofilmu na probiotické vlastnosti se zvláštním 

důrazem na adhezi na epitel střevní stěny. 

 Bylo prokázáno, že pozitivní ovlivnění účinku probiotik lze docílit nejen 

vhodným výběrem kmenů, ale i způsobem kultivace a použitím vhodných prebiotik. 

Naopak, většina z otestovaných, komerčně dostupných prebiotik schopnost adheze 

snižují. Výsledky získané v této práci mají širší platnost i dopad a dají se využít 

všeobecně při výzkumu adherence mikroorganismů a při výzkumu biofilmů. 

V textu jsou průběžně vloženy publikované i doposud nepublikované články autora 

vzniklé na základě této práce a představují tak základní osnovu, která je dále rozvíjí. 

 

Klíčová slova: probiotika, prebiotika, biofilm, adherence 
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Influence of adhesion of probiotics 
 

Abstract 
Probiotics are live microorganisms that beneficially affect the host's 

physiological function. In the nutrition of monogastric animals is it mainly symbiosis in 

the colon, where probiotics have nutrition role in the digestion of food and also prevent 

the growth and attachment of pathogens. One of the essential features of probiotics is 

the ability of adhesion to the intestinal wall. This is not only important for the 

colonization and retention of probiotics in the gut, but also for reduction of pathogen 

colonization by competitive exclusion and displacement. 

 The main focus was on design of new method for description of microorganisms 

adhesion, which would be able to identify the adherent properties of a large number of 

combinations of probiotics, prebiotics and cultivation conditions.  

Also new method of flotation for removing of non-adherent microorganisms was 

introduced, which reduces the demand of laboratory work. Using of this method the 

influence of prebiotics and phenotypic effect of biofilms on probiotic properties with 

special emphasis on the adhesion of the epithelium of the intestinal wall was evaluated. 

 It was shown that the enhancing of the probiotics effect can be achieved not only 

by appropriate selection of strains, but also by the manner of cultivation and selection of 

prebiotics. Conversely, most of the tested commercially available prebiotic decreases 

ability of adhesion. The results obtained in this work have broader impact and can be 

used widely in research and adherence of microorganisms in the biofilm research. 

In the text are inserted published and unpublished articles of the author what presents 

basic outline of the work, which is further developed. 

 

 

 

 

Keywords: probiotics, prebiotics, biofilm, adherence 

9 
 



1 Úvod 

Omezení volného pohybu nebo chování, což je případ u většiny chovů 

hospodářských zvířat, ale i u člověka žijícího podle „hygienických standardů“, může 

mít za následek nedostatečnou pestrost mikrobioty, která není dostatečná pro exkluzi 

potencionálních patogenních mikroorganismů. Byly proto učiněny pokusy uměle 

ovlivnit složení a funkci střevní mikrobioty vybranými mikroorganismy, které jsou 

podávány živé, a které začaly být nazývány probiotiky.  

 Jedna z často používaných definic od Fullera z roku 1989 [1] definuje probiotika 

jako: „živé mikroorganizmy, které příznivě ovlivňují zdraví hostitele pomocí ovlivnění 

složení střevní mikroflóry.  Dnes je tato definice mírně upravena Světovou 

zdravotnickou organizací (WHO) na „Probiotika jsou živé mikroorganizmy, které 

pokud jsou podávány probiotické rody patří Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus 

a Enterococcus. S těmito rody se pojí dlouhodobá zkušenost při zpracování mléka, 

výrobě kysané zeleniny a siláže, nenáročná kultivace a nepatogennost drtivé většiny 

kmenů.  

Probiotikum je také velmi komplexně definováno dle svých vlastností. Musí být 

schopno projít v dostatečném stupni životaschopnosti trávicím traktem, nesmí být pro 

hostitele škodlivé ať už např. nadměrnou produkcí plynů nebo schopní translokace skrze 

střevní stěnu a v neposlední řadě musí být schopno uchytit se v dostatečném množství 

na střevní stěně, aby bylo schopné proliferace.  

Právě schopnost adherence patří k nejméně popsaným vlastnostem probiotik. 

Zčásti to je vinou běžně používaného laboratorního modelu, který neodpovídá 

podmínkám panujícím ve střevním prostředí. Mezi běžně používané modely patří: (i) 

polystyren pokrytý mucinem; (ii) tkáňové kultury izolované z nádorů tlustého střeva 

(hlavně Caco2 nebo HT-29) a (iii) ex vivo explantáty tlustého střeva. Bohužel ani jeden 

z těchto používaných modelů plně nenahrazuje podmínky panující v gastrointestinálním 

traktu. Dalším problémem je také rozdílnost vlastního provedení, které se liší 

v použitém médiu, koncentraci, času adherence i počtu promývacích cyklů při 

odstranění neadherovaných mikroorganismů.  

Probiotické vlastnosti mohou být posíleny použitím tzv. prebiotik, to jest 

sacharidů nestravitelných pro vyšší obratlovce. Tyto sacharidy se dostávají 

v nezměněné formě až do tlustého střeva, kde selektivně podporují růst a aktivitu 
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probiotických kmenů, které je jsou schopny metabolizovat. Typickým testem vhodnosti 

použití prebiotik je schopnost fermentace probiotiky, odolnost vůči lidským 

sacharolytickým enzymům a stanovení adherence probiotik na prebiotikum. 

K dnešnímu dni ale nebylo v dostatečné míře zjištěno, zda a jak mohou prebiotika 

ovlivňovat schopnost adheze probiotik na střevní sliznici. Dalším výrazný vliv na 

probiotické vlastnosti má vlastní fenotyp probiotického kmene bakterií. V přírodě je 

přes více než 90 % všech bakterií přítomno ve formě tzv. biofilmu. Tato fenotypová 

forma se projevuje produkcí extracelulárních polymerních substancí (EPS), které chrání 

mikroorganizmy před negativními vlivy prostředí. Probiotika v biofilmu jsou také velmi 

novou myšlenkou a možnosti jejich aplikace v této formě jsou stále velmi 

neprozkoumané.  

Hlavním cílem této práce je zjistit, do jaké míry lze ovlivnit adhezi probiotik na 

sliznici střeva. Jsou zde použity dva rozdílné přístupy. Prvním z nich je použití 

prebiotik, tedy oligo- a polysacharidů nestravitelných pro hostitele, která mohou být 

metabolizována použitými probiotiky. Dalším cílem je kultivace probiotik za podmínek 

umožňující produkci biofilmu, tedy formy, ve které se bakterie přirozeně vyskytují ve 

střevech.  
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2 Cíle práce 

1. Standardizovat a zjednodušit metody stanovení adheze probiotických 

mikroorganismů. 

 Klasické metody stanovení adherence probiotik jsou velmi různorodé a časově i 

materiálově náročné. Pro splnění hlavního cíle práce: „Zjistit ovlivnění adherence 

probiotik“ je nutné prověřit velký počet kombinací (probiotika + prebiotika + způsoby 

kultivace). S příslušným opakováním se jedná o několik set dílčích pokusů.  

 Pro zjednodušení metodiky bylo též navrženo použítí jednokrokové metody 

flotace pomocí vysokohustotních roztoků, které by měla značně urychlit celý proces 

tím, že eliminuje potřebu opakovaně vymývat neadherované mikroorganismy a umožní 

stanovit počet neadherovaných, i adherovaných mikroorganismů. Metoda bude ověřena 

a srovnána se standardní metodikou. 

  

2. Zjistit zda je adheze probiotik ovlivněna přítomností prebiotik. 

Prebiotika jsou velmi často využívány v preparátu společně s probiotiky jako 

tzv. synbiotika. Standardně u těchto látek je zkoumána pouze schopnost fermentace; 

vliv na další probiotické vlastnosti je však zanedbáván přičemž vliv těchto látek na 

adheze probiotik na střevní sliznici popř. příslušný model, nebyl doposud u těchto 

kombinovaných preparátu popsán. 

   

3. Stanovení adhezivních schopností probiotik kultivovaných v biofilmové formě 

Dalším významným faktorem, ovlivňující adhezi je fenotyp použitého 

bakteriálního kmene. V přírodě a též i ve střevech je mnohem častější růst 

mikroorganizmů v tzv. biofilmu – slizovité struktuře tvořené EPS.  

 Biofilm chrání bakterie před působením fyzikálních i chemických faktorů a měl 

by usnadnit adherenci na střevní sliznici.  
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3 Literární přehled 

3.1 Probiotika 
Výživa hospodářských zvířat je v současné době vystavena novým výzvám 

spočívajících v základních změnách přístupů k nutriční prevenci infekčních onemocnění 

doprovázejících velkovýrobní charakter jejich odchovu. Dosavadní přístup byl 

charakterizovaný přidáváním aditiv vykazujících různé antimikrobiální aktivity. 

Současná doba však ukazuje, že tento přístup k nutriční prevenci infekčních 

onemocnění se již vyčerpal. Svědčí o tom potřeba stálého stupňování těchto komponent, 

v současné době již značně přesahující únosnou mez. Vedle těchto skutečností však 

existují ještě další důvody (epidemiologické, ekologické aj.), které nás nutí vzdát se 

jejich podávání. Týká se to zejména krmných antibiotik, jejichž preventivní a „růstově 

stimulační“ podávání bylo zastaveno, nebo dosud tolerovaného preventivního podávání 

oxidu zinku odstaveným selatům. Uvolněný prostor na trhu a potřeba eliminovat 

případné střevní infekce, jimž jsou novorozená a časně odstavená mláďata v hojné míře 

vystavena, vede výrobce krmiv k zavádění nových výrobků, které by měly vyřazené 

prostředky nahradit [2; 3]. Zcela mimořádné místo mezi uvažovanými náhradami 

krmných aditiv s antibakteriální aktivitou zaujímají probiotika. Nejen tím, že jsou spolu 

s prebiotiky schopna částečně eliminovat infekce vyvolané patogenními bakteriemi, ale 

především tím, že, na rozdíl od přeceňovaných „růstově stimulačních“ aktivit antibiotik, 

skutečně pozitivné ovlivňují využití živin ve střevě svých hostitelů a tím i nepřímo 

jejich vývoj a růst. Při této příležitosti je nutné připomenout, že růst potencující 

vlastnosti krmných antibiotik, popisované před více jak půl stoletím se již dávno 

vyčerpaly a již před několika desetiletími se je v opakovaných pokusech nepodařilo 

znovu prokázat [4]. 

Pro pochopení role probiotik ve fyziologii vyšších obratlovců je třeba si 

uvědomit si několik závažných skutečností, které při běžném pohledu často unikají. 

Vzhledem k tomu, že interakce mikroorganizmů s hostitelem byla, s výjimkou 

laboratorních zvířat, nejvíce studována u člověka, následující skutečnosti týkající se 

jeho fyziologie považujme za relevantní i pro ostatní monogastrické vyšší obratlovce. 

Význam bakteriální mikroflóry střeva vynikne, uvědomíme-li si, že z 1014 buněk, z 

nichž se skládá lidský organismu, pouze 10 % tvoří somatické buňky (jen 1013). 

Zbývajících 90 % je tvořeno bakteriálními mikroorganismy. Co se metabolické aktivity 

týče, úhrn bakteriálního obsahu střeva převyšuje aktivitu jater [5]. Tak veliké množství 
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metabolicky velmi aktivní hmoty by nemělo být přehlíženo. Zatím jen tušíme, jaké 

funkce tento difúzně rozprostřený „orgán“ v těle svých hostitelů vykonává. 

Střevní mikroflóra je neobyčejně komplexní systém tvořený více jak tisícem 

bakteriálních druhů, z nichž však téměř 80 % zatím nedovedeme kultivovat. Mezi nimi 

existuje řada vztahů, jak synergických, tak i antagonistických. Jejich výzkum a 

pochopení je jedním z nejzávažnějších úkolů biomedicinských věd. Mohlo by se zdát, 

že závažnosti právě zmíněné problematiky je snad poněkud přeceňována. Na tuto 

námitku lze odpovědět dalším srovnáním, které může ozřejmit skutečnosti, které často 

unikají běžnému pohledu na uvedenou problematiku. Je důležité si uvědomit si plošné 

relace, na nichž se aktivity střevní mikroflóry uskutečňují; celková plocha střevní 

sliznice dospělého člověka dosahuje téměř 300 m2, zatímco plocha povrchu těla 

dosahuje jen asi dvou čtverečních metrů. Střevní sliznice tedy tvoří významné rozhraní 

mezi vnějším a vnitřním prostředím každého organismu. Pro správnou funkci dějů 

probíhajících na tomto rozhraní hrají zásadní roli právě mikroorganismy, které jsou zde 

shromážděny. Jejich druhové složení a vzájemné proporce vytvářejí prostředí pro děje 

na této ploše uskutečňované. 

Z uvedených skutečností plyne, že použití probiotik k optimalizaci střevních 

funkcí je příkladem moderního přístupu k výživě hospodářských zvířat, tím, že na jedné 

straně chrání jejich střevo před bakteriálními infekcemi, a na druhé straně se podílejí na 

procesech spojených s optimálním využitím živin obsažených v krmivu.  

Z názvoslovného pohledu není zcela jasné, kdo a kdy tento pojem vlastně 

zavedl; ačkoliv jsou uváděni různí autoři; zřejmě prvním, kdo jej použil, byl německý 

bakteriolog Werner Kollath (1892 – 1970), když chtěl, ve srovnání s antibiotiky, 

zdůraznit jejich opačné působení na funkci střevní mikroflóry. Pro definici probiotik 

existuje několik variant. Nejčastěji je používána definice Fullerova [1], která je definuje 

jako živé mikrobiální doplňky potravy, které příznivě ovlivňují mikrobiální rovnováhu 

trávicího traktu a působí ve prospěch hostitele. Definice světových organizací 

FAO/WHO zdůrazňuje zejména zdravotní aspekt probiotik tím, že je definuje jako: 

“Živé mikroorganismy, které podány v přiměřeném množství příznivě ovlivňují zdraví 

hostitele“. 
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Význam probiotik 

Jak již vyplývá z výše uvedených definic, probiotika napomáhají udržovat 

mikrobiální rovnováhu ve střevě a významně tak přispívají ke zlepšení fyziologických 

funkcí střevní sliznice. Mnohem širší využití však mají probiotika v podpoře trávení, 

stejně jako v obraně střeva proti infekci. Starší, převážně empirické, znalosti pozitivního 

působení bakteriálním kvašením natráveného krmiva byly v posledních letech 

nahrazeny cíleným přidáváním vybraných bakteriálních druhů buď přímo do krmné 

dávky, nebo jako konzervanty objemné píce. Jejich použití jako doplňku krmiva 

vychází z pochopení fyziologické funkce střevní mikroflóry, která spolu s trávicími 

šťávami je další složkou procesu trávení. Digestivní účinky probiotik je třeba spatřovat 

zejména v následujících působeních: 

  

• snížení pH střevního obsahu (produkce kyseliny mléčné), 

• produkce proteolytických a sacharolytických enzymů, zvyšujících využitelnost 

živin obsažených v krmivu, 

• regulace střevní motility, 

• pozitivní ovlivnění skladby střevní mikroflóry. 

 

Zatímco o digestivních účincích probiotik nebylo nikdy pochyb, jejich schopnost 

chránit střevo před působením patogenních mikroorganizmů bývá někdy 

zpochybňována. V současné době však již existuje dostatek důkazů o jejich účincích 

nejen preventivních, ale v některých případech i léčebných. Jsou založeny především na 

těchto aktivitách: 

• přednostní kolonizaci střevní sliznice nejen mláďat, ale i zvířat vystavených 

náhlým změnám krmné dávky [6] a životního prostředí. Tento druh 

profylaktického působení probiotických mikroorganismů je spojován s jevem 

nazvaným jako kompetitivní exkluze, kdy jsou na povrchu sliznice volná 

vazebná místa obsazována žádoucími mikroorganismy (hovoříme o tak zvané 

receptorové blokaci). Tímto způsobem je zabraňováno v uchycení a přemnožení 

 patogenních (zástupci rodů Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter, 

Vibrio), potenciálně patogenních (někteří zástupci rodů Helicobacter, 

 Clostridium, Candida) či oportunně patogenních mikroorganismů (zástupci rodů 

Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus, někteří zástupci rodu Streptococcus 

 či některé bakterie z čeledi Enterobacteriaceae). 
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• tvorba kyseliny mléčné, která snižováním acidity střevního obsahu, nevytváří 

 vhodné prostředí pro přemnožení některých patogenních mikroorganizmů. 

 Toho dosahují několika způsoby, z nichž nejvýznamnější jsou konkurenční 

 utilizace stejného substrátu, snížení pH produkovanou kyselinou mléčnou a 

 snížení koncentrace O2 za současného zvýšení koncentrace CO2. 

• produkce látek vykazujících antibakteriální aktivity inhibující množení 

některých bakteriálních druhů [7]. Nejvýznamnější z nich jsou bakteriociny, mezi které 

řadíme například koliciny, bulgaricin, acidolin, laktocidin, acidophilin či reuterin.[8] 

 

Výše popsané účinky probiotik (kompetitivní exkluze a úprava prostředí v 

zažívacím traktu) dosahují u některých mikroorganismů takové míry, že lze hovořit o 

přímém antagonismu vůči některým patogenům či oportunním patogenům (například 

proti salmonelám, vibriím, či enteropatogenním, enterotoxigenním a enteroinvazivním 

E. coli). Zatímco, role střevní mikroflóry ve vývoji novorozených mláďat je známa již 

delší dobu, její neobyčejný význam v modulaci lokální slizniční imunity byl doceněn 

relativně nedávno.[9; 10; 11] Výzkum interakce mezi slizniční mikroflórou a jejím 

imunitním systémem je teprve na samém počátku. Aktivace tohoto systému bakteriemi 

střevní mikroflóry má nesmírný význam zejména v postpartálním období, kdy nastává 

důležitá etapa zrání imunitního systému sliznic. Toto období proto rozhoduje o jeho 

budoucí schopnosti zdolávat infekce pomocí specifických i nespecifických faktorů 

imunity [12]. V poslední době je rovněž věnována značná pozornost studiu 

protizánětlivých účinků některých probiotik (například L. cassei, popřípadě S. 

boulardii). Jejich léčebné a preventivní účinky byly prokázány nejen u lidí při 

idiopatických střevních zánětech snížením produkce prozánětlivých cytokinů, ale i ve 

veterinární medicíně, zejména jako prevence nekrotické enteritidy drůbeže [13; 14]. 

Kromě toho je ještě nutné zmínit, že některé nutričně významné látky (zejména 

biologicky aktivní peptidy vznikající štěpením bílkovin mléka), mohou vzniknout jen za 

přispění metabolické aktivity určitých probiotických bakterií. Tyto látky svými účinky 

na oběhový či imunitní systém dalece přesahují význam ostatních nutričních faktorů. 

Nemalý význam má i schopnost některých bakterií střevní mikroflóry produkovat 

vitamíny skupiny B (thiamin, riboflavin, pyridoxin, cyanokobalamin, niacin, kyselinu 

listovou a pantotenovou), vitamin K či mastné kyseliny s krátkým řetězcem, které pak 

slouží jako substrát pro buňky tlustého střeva (kolonocyty), ovlivňují prokrvení střevní 

sliznice a motilitu střeva [15]. 
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Oblasti vhodné pro podávání probiotik domácím zvířatům 

V oblasti výživy hospodářských zvířat a ve veterinární medicíně, probiotika se 

mohou uplatnit zejména ve dvou oblastech: v podpoře růstu v důsledku zlepšeného 

využití krmiva a v prevenci infekčních i neinfekčních poruch zažívaní. Jejich 

preventivní účinky se projeví zejména ve stavech stresu (jako je například manipulace 

se zvířaty či jejich přeprava, náhlá změna v krmné dávce, prudké změny teploty, 

stísněné podmínky, zhoršená zoohygiena atp.) při střevních poruchách různé etiologie. 

Při nich, vedle již popsaného protiinfekčního působení se rovněž uplatňují i jejich 

protizánětlivé účinky. Zvláštní oblastí použití probiotik je jejich preventivní podávání 

novorozeným mláďatům. Tímto způsobem ošetřená mláďata snáze odolávají 

průjmovým onemocněním, často doprovázejícím první dny jejich života. V tomto směru 

byla nejlepší data získána u selat preventivně suplementovaných probiotiky od narození 

až po odstav [16; 17]. Výsledky jejich terapeutického podávání mláďatům 

hospodářských zvířat neprokázaly významný efekt. 

 

Probiotické mikroorganismy užívané ve výživě hospodářských zvířat 

Bakterie mléčného kvašení. 

laktobacily: L. acidophilus, L. bulgaricus, L. plantarum, L. casei 

bifidobakterie: B. bifidum 

enterokoky: E. faecium, E. durans 

streptokoky: S. lactis, S. thermophilus, S. diacetylactus 

 

Ostatní probiotické mikroorganismy:  

bacily: B. subtilis, B. toyoi 

kvasinky: Sacharomyces cervisiae, Torulopsis spp. 

plísně: Aspergillus oryzae 

 

Úskalí spojená s použitím probiotik ve výživě hospodářských zvířat 

 

Příčiny selhávání očekávaného účinku probiotik jsou různé. Mezi nejčastější 

důvody patří: 

• přeceňování schopností probiotik odolat v konkurenčním soupeření vysokému 

 množství patogenních mikroorganismů, 
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• opomíjení zásadní skutečnosti, že skutečnými původci střevních infekcí 

nemusejí být jen bakterie, ale též viry, [16] případně jiné mikroorganismy, které 

kompetitivně nesoupeří s probiotiky, ani o matrix, ani o povrchové receptory, 

nýbrž invadují přímo do enterocytů, 

• nevhodná kombinace probiotických kmenů podávaných současně, které s 

ohledem na přirozený antagonismus některých z nich, může rušit jejich pozitivní 

efekty vykazované pokud jsou-li aplikovány samostatně, 

• volba probiotika nevykazujícího dostatečnou míru příznivých vlastností. 
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Vlastnosti dobrých probiotik 

Aby mikroorganismus vykazující probiotické účinky mohl zaznamenat příznivý 

efekt v prostředí střeva hostitelského organismu, musí nejprve odolat nepříznivému 

prostředí žaludku a dále baktericidním účinkům žluči v duodenu [4]. Míra rezistence 

žaludečním a žlučovým kyselinám jsou tedy důležité vlastnosti vhodného probiotika. V 

ochraně střeva mohou hrát významnou roli pouze ty bakteriální kmeny, které jsou 

schopny ve větším rozsahu adherovat na povrch střevní sliznici a tímto způsobem jej 

kolonizovat. Účinek probiotických bakterií, které toho nejsou schopny, je pouze 

přechodný, a proto jen velmi omezený. Mimo schopnosti adherovat na povrch 

enterocytů, vhodný probiotický kmen by rovněž měl mít krátký generační čas, a navíc 

by měl produkovat látky, které by inhibovaly růst konkurenční mikroflóry; samozřejmě 

by měly být schopny přežívat a množit se v prostředí zažívacího traktu. Studium 

vzájemných vztahů střevní mikroflóry, a to jak synergických, tak i antagonistických, je 

předmětem intenzivního výzkumu [18]. V souvislosti se studiem interakcí 

mikrobiálních druhů a jejich společenstev na pevných površích byla odhalena existence 

nesmírně zajímavého jevu, později nazvaného biofilmem. Práce věnované tomuto 

problému ukázaly, že některé bakteriální druhy mají tendenci se samoorganizovat a 

vytvářet vzájemně se podporující společenstva, jejichž nezbytnou podmínkou je již 

zmíněná adheze na příslušné povrchy. V rámci takto vzniklého společenství se vytvářejí 

nejen metabolické a nutriční synergie, ale i komplikovaná komunikace prostřednictvím 

secernovaných látek. Vše co již bylo o biofilmech konstatováno obecně, platí i o 

specializovaných biofilmech vznikajících na povrchu střevní sliznice. Dosavadní, jen 

velmi dílčí poznatky o struktuře a funkci biofilmu dovolují pochopit smysl dříve 

uvedených skutečností, týkajících se požadavků na vhodný probiotický kmen. 

Výše uvedené skutečnosti dokládají, že nedávný zákaz podávání antibiotik, 

případně jiných antibakteriálních aditiv, k prevenci nebo jako „růstových stimulátorů“, 

může být plně kompenzován použitím probiotik [4]. Jejich použití kromě toho však 

přináší další pozitivní efekty spojené s fyziologií trávení a vyšším využití krmiva. 

Vzhledem k tomu, že pozornost zaměřená na fyziologickou a obrannou roli střevní 

mikroflóry a její modulaci prostřednictvím cíleného podávání probiotik nemá zatím 

dlouhé trvání, lze očekávat, že intenzivní výzkum v této oblasti teprve v budoucnu 

přinese řadu nových, zásadních poznatků. 

 

 

19 
 



3.2 Prebiotika  
Prospěšné vlastnosti probiotik mohou být posíleny použitím tzv. prebiotik. Jedná 

se polysacharidy, které jsou přijímány současně s probiotiky, ale nejsou štěpitelné 

trávicími enzymy hostitelem. Beze změny tedy projdou trávícím systémem až do 

tlustého střeva, kde mohou sloužit jako selektivní zdroj živin pro probiotické kmeny 

bakterií, které jsou schopny je metabolizovat. Původní definice z roku 1995 od Gibsona 

a Roberfroida [18] popisuje prebiotika jako: „nestravitelné potravní ingredience, které 

příznivě ovlivňují hostitele prostřednictvím selektivní stimulace růstu a/nebo aktivity 

určitých bakterií v tlustém střevě.“ Tato definice byla později v roce 2004 upravena na: 

„prebiotika jsou selektivně fermentované ingredience, které umožňují specifické změny 

ve složení a/nebo aktivitě střevní mikroflóry, což má příznivý vliv na hostitelovo 

prospívání a zdravotní stav.“  

 V roce 2007 Marcel Roberfroid [19] formuloval tři kritéria, která musí splňovat 

prebiotické substance: (i) rezistence vůči žaludečním kyselinám; (ii) fermentovatelnost 

střevními bakteriemi; (iii) selektivní stimulace růstu a/nebo aktivity střevních bakterií, 

které mají příznivý vliv na hostitelův zdravotní stav. Tyto vlastnosti mají pouze některé 

nestravitelné oligosacharidy různého původu.  

 Rezistence vůči žaludečním kyselinám nezbytně neznamená absolutní 

nestravitelnost hostitelem, ale mělo by být zajištěno, že do tlustého střeva se 

prebiotikum dostane v dostatečném množství. Fermentace střevními bakterie je možno 

prokázat velmi jednoduchým testem, avšak schopnost selektivní stimulace růstu 

probiotik je nejhůře prokazatelnou vlastností prebiotik. Pouhé pozorovaní fermentace 

čistými kulturami nebo nárůst jednoho druhu ve směsi omezeného počtu druhů in vitro 

nemůže být považován za bezpečně prokázaný důkaz selektivní stimulace. Pro něj je 

nutno uskutečnit testy in vivo s anaerobním vzorkováním trusu a následnou kvantitivní 

analýzou celého bakteriomu a jeho změn. Molekulární metody mohou tuto analýzu 

velmi zjednodušit a zpřesnit.  

 Prvním zdrojem prebiotik se kterým přichází člověk do styku je mateřské mléko, 

které obsahuje velké množství nestravitelných oligosacharidů (až 15 g v jednom litru 

mléka). Tyto oligosacharidy mají velmi složitou strukturu (dodnes jich bylo popsáno 

130) a jejich umělá příprava je v současné době nemožná. Funkce těchto prebiotik na 

lidské tělo je velmi rozmanitá. Kromě vlastní prebiotické funkce kde selektivně 

podporují rozvoj bifidobacterií ve střevě kojenců mají pozitivní vliv na rozvoj nervové 
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soustavy, vstřebávání vápníku a negativně působí na adherence patogenních bakterií na 

střevní stěnu.  

 Nicméně prakticky používané prebiotické kmeny jsou mnohem jednodušší a 

patří k nim fruktooligosacharidy (FOS) nebo galaktooligosacharidy (GOS). FOS bývají 

často připravovány částečným enzymatickým štěpením inulinu. Naproti tomu je GOS 

připraven z laktózy pomocí glykosylační aktivity β-galaktosidázy, Při přípravě GOS 

velmi záleží také na původu použitého enzymu [20]. Nejlepší výsledky byly 

pozorovány s použitím β-galaktosidázy bakterie Bifidobacterium bifidum.  

 Kromě oligosacharidů mohou mít prebiotické účinky také polysacharidy jako je 

například rezistentní škrob nebo bílkoviny a peptidy, např. laktoferin. Nicméně ani u 

jedné z obou zmíněných látek nebyly prokázány ještě všechny vlastnosti prebiotik [19].  

 Kombinace prebiotik a probiotik je označována jako synbiotika. Od tohoto 

produktu se očekává synergistický účinek obou zmíněných složek.  

 

3.2.1 Inulin  

Chemická struktura inulinu  

Z chemického hlediska je lineární řetězec inulinu možno popsat jako α-D-

glykopyranosyl-[β-D-fruktofuranosyl]n-1-β-D-fruktofuranoside (GpyFn) nebo β-D-

fruktopyranosyl-[β-D-fruktofuranosid] (FpyFn) [19]. Vazba mezi fruktosylem a 

glukózou je vždy β (2↔1) stejně jako u sacharózy. Naproti tomu jsou vazby u 

fruktosyl-fruktózy β (1↔2). Polymerizace inulinu je velmi variabilní, např. inulin 

čekanky obecné je směs oligosacharidů a polymerizace se pohybuje od 2 do přibližně 

60 jednotek s průměrem okolo 12 jednotek. Pro přípravu prebiotika je inulin parciálně 

hydrolyzován endoinulázou (EC 3.2.1.7) a vzniká oligofruktóza, která je tvořena směsí 

obou GpyFn a FpyFn jejich polymerační číslo se pohybuje od 2 do 7. Oligofruktóza může 

být připravena také pomocí enzymatické syntézy, transfruktosylace, pomocí houbového 

enzymu β-fruktosidázy (EC 3.2.1.7) z plísně Aspergillus niger. Produkt se liší délkou 

řetězce s polymeračním číslem od 2 do 4 a všechny oligomery jsou typu GpyFn.  
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Obrázek č. 1: Jedna z možných struktur inulinu. 

 

 Pomocí specifických separačních technik je možné izolovat také dlouhé řetězce 

inulinu označované jako inulin HP (polymerační číslo mezi 10 do 60). Směs těchto 

dlouhých řetězců s oligofruktózou je označovaná jako Oligofruktose Synergy. Všechny 

výše zmíněné produkty se mezi výrobci mohou lišit stupněm polymerace a mohou proto 

mít i odlišné vlastnosti [21]. Inulinem jsou obecně označovány všechny výše zmíněné 

produkty. Při srovnávání produktů lišících se stupněm polymerace, název inulin 

označuje produkty s delším řetězcem, zatímco oligofruktóza označuje hydrolyzační 

produktu štěpení inulinu i syntetické produkty, i když mají lehce rozdílný polymerační 

stupeň (4 a 3,6). Synonymum pro pojem oligofruktóza je fruktooligosacharid, který také 

označuje směs oligomerů inulinu s polymeračním stupněm nižším než 10.  

 

Prebiotické vlastnosti inulinu  

Ohledně stravitelnosti je inulin velmi intenzivně prostudovanou sloučeninou 

širokou paletou in vitro i in vivo testů [22]. Inulin je absolutně nestravitelný 

oligosacharid, který je z hlediska nutričního značení, klasifikován jako rozpustná 

vláknina.  

 In vitro testy prováděné na čistých kulturách nebo na vzorcích lidské stolice 

ukazují na schopnost fermentace inulinu střevními bakteriemi [23]. Tyto poznatky jsou 
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potvrzeny i in vivo zvířecích modelech, kde se jasně projevil bifidogenní efekt fruktanů 

inulinového typu [24; 25; 26]. Souhrnné důkazy in vitro i in vivo testů jasně prokazují 

prebiotické vlastnosti fruktanů inulinového typu.  

 

3.2.2 Trans-galaktooligosacharidy (TOS) 

 

Chemická struktura TOS 

TOS je směs oligosacharidů vzniklá enzymatickou transglykosylací laktózy [27]. 

Výsledný produkt je velmi závislý na typu použitého enzymu a použitých reakčních 

podmínek. Všeobecně se jedná o oligosacharidy s třemi až pěti jednotkami a vazbami 

typu β (1→6), β (1→3) a β (1→4). 

 

Probiotické vlastnosti TOS 

TOS nesplňují stoprocentně kritéria nestravitelnosti, ale existuje předpoklad, že 

významné množství TOS se dostává do střeva nerozštěpena. I když je TOS velmi dobře 

fermentované všemi otestovanými bifidobakteriemi, laktobacily i enterokoky nebyl 

zatím předložen důkaz o jejich selektivní stimulaci růstu probiotik [28].  

 Nicméně velké množství in vivo testů uskutečněných na gnobiotických myších 

[28] i na dospělých [29; 30] a dětských dobrovolnících [31; 32], dokázalo signifikantní 

vzestup bifidobakterií a laktobacilů. Velké množství klinických testů a jejich 

pozitivních výsledky proto umožňují zařadit TOS mezi prebiotika.  

 

3.3 Biofilm 
Biofilm a jeho struktura 

Jedna z nejstarších definic od Costertnona et al. [33] popisuje biofilm jako: 

„strukturalizovanou komunitu bakteriálních buněk v ochranném polymerním matrixu 

produkovaném vlastními buňkami, které jsou adherované na inertním nebo živém 

povrchu.“ Hlavními složkami biofilmu je tedy: mikrob, povrch a EPS. U 

planktonických biofilmů může být povrch tvořen buňkami samotných bakterií nebo 

může jít třeba o rozhraní kapalina - vzduch.  

Biofilm je tedy strukturované společenství mikroorganismů, uložené v EPS [33]. 

Tato matrice funguje jako ochranný obal, který umožňuje přežívání bakterií v biofilmu i 

za nepříznivých podmínek. Byla pozorována také zvýšená odolnost vůči antibiotikům, 

chemickým desinfekčním prostředkům a dalším fyzikálním vlivům jakými jsou 
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například vysychání nebo UV záření [34]. Biofilmy jsou přisedlé k inertním nebo i 

živým povrchům ponořeným ve vodném prostředí nebo alespoň s dostatečným 

přísunem vlhkosti. Tvoří rozmanité makroskopické útvary, které jsou charakterizovány 

genetickou diverzitou a schopností komunikace mezi jejími členy. V důsledku blízkosti 

jednotlivých buněk je umožněna intenzivní interakce jednotlivých členů biofilmu a 

formování synergistických mikrokonsorcií [35]. Mimoto, EPS matrix funguje jako 

určitá forma extracelulárního trávícího systému. V přirozeném prostředí jsou biofilmy 

mnohodruhové, což vyžaduje určitou míru symbiózy a komunikace. Biofilmy 

představují vyšší a složitější způsob života mikrobů a jsou analogií tkání vyšších 

organismů a mohou proto být považovány jako jednu z možných vývojových forem 

mnohobuněčných organismů. 

Nejen bakterie, ale téměř každý druh mikroorganismů jako jsou archea, protozoa 

nebo řasy, mají schopnost adheze a tvorby biofilmu. Biofilmy jsou všudypřítomné; je 

možné je nalézt na poušti i na ledovcích. Biofilmy osidlují půdu; lze je objevit i na tak 

kuriózních místech jako je palivové systémy letadel nebo horké, podmořské prameny. 

Bakterie jsou schopny uvolňovat se z již zformovaných biofilmů a opět kolonizovat 

další povrchy.  

 

Složky EPS 

Nejčastější složkou biofilmu jsou exopolysacharidy [36]. Právě 

exopolysacharidy jsou odpovědné za vlastní slizovitý vzhled; hrají hlavní roli v obraně 

před nepříznivými fyzikálními vlivy okolí. Většina exopolysacharidů jsou dlouhé 

lineární nebo větvené molekula s velikostí pohybující se od 0,5.106 do 2.106 daltonů. 

Bylo také pozorováno, že některé polysacharidy EPS matrix slouží pro přichycení 

k substrátu a jsou součástí kotvící sítě držící biofilm pevně adherovaný k jeho povrchu. 

Z chemického hlediska jsou některé exopolysacharidy homogenní [37], ale většina je 

složena se směsi různých cukerných jednotek [38]. Rozdílná struktura znamená i 

odlišnou elektrostatickou charakteristiku jednotlivých polysacharidu, která je dále 

ovlivněna přítomností různorodých anorganických a organických substituentů. Až 

teprve sloučeniny jakými jsou např. močové kyseliny, alginát nebo glukonová kyselina 

dávají exopolysacharidu polyaniontovou charakteristiku. Příkladem polykationtu je 

intracelulární adhezin chemicky: β- 1,6 N-acetylglukosamin, která podmiňuje některé 

patogenní vlastností kmenů S. aureus a S. epidermidis [39].  
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 Další výraznou složkou jsou extracelulární proteiny [40] a to zejména trávicí 

enzymy spojené s degradací biopolymerů. Jak již bylo zmíněno výše, vysoká 

koncentrace enzymu v matrix vytváří extracelulární trávící systém, který zajišťuje 

rozklad biopolymerů na jednotlivé snadno metabolizovatelné podjednotky [35]. Během 

maturace biofilmu a postupného uvolňování jednotlivých oblastí biofilmu mohou být 

exprimovány i enzymy štěpící jednotlivé složky vlastní matrix.  

 Neméně důležitou složku EPS matrix tvoří i extracelulární DNA, které u 

některých druhů (např. Staphylococcus aureus) tvoří velmi výraznou složku biofilmu a 

překvapivě slouží jako lešení pro další stavební jednotky EPS matrix [36], a rovněž 

hraje výraznou roli v horizontálním přenosu genů mezi jednotlivými členy biofilmové 

kolonie [41].  

Vztah biofilmu k zevnímu vodnímu prostředí je optimalizován vzájemnou 

interakcí surfaktantů a lipidů. Lipidy, běžně se vyskytující v biofilmové matrix, jsou 

jednou z aktivních složek přispívajících k adhezi na hydrofobní povrchy. Naopak 

surfaktanty v biofilmu slouží k usnadnění látkové výměny pomocí snížení povrchového 

napětí rozhraní vody a vzduchu [42]. 

 

Biofilm a zdraví 

Velká část fyziologických i patogenních bakterií v lidském nebo zvířecím těle se 

vyskytuje ve formě biofilmu. Patogenní mikroorganismy ve formě biofilmu hrají 

významnou roli v řetězci infekčního procesu, zvláště u chronických onemocnění [34]. 

Odhaduje se, že až 80 % všech infekcí je spojeno s patogeny tvořící biofilm.  

Pokud pomineme pokus Antona van Leeuwenhoeka, který vlastnoručně 

vyrobeným mikroskopem pozoroval v roce 1676 bakterie v biofilmu seškrábnutý ze 

zubů, biofilm byl v medicíně hlavně spojován s kolonizací implantátů. Biofilm se může 

vytvořit na povrchu téměř jakéhokoliv umělého povrchu implantovaného do těla anebo 

přicházejícího do styku s tělem. Příkladem může být povrch močových i intravenózních 

katetrů, umělých chlopní, implantátů nebo kontaktních čoček. Přítomnost biofilmu 

způsobuje zubní kaz, umožňuje vznik chronických močových infekcí, katetrových 

sepsí, endokarditid, rejekcí implantátů atd. Vlivem biofilmů se prodlužuje čas k hojení 

ran a velmi často dochází k perzistujícím infekcím.  

U zvířat se biofilmy podílejí například na chronické pneumonii prasat, nebo 

skotu, způsobují i aspergilózu drůbeže. Dalším onemocněním, v němž biofilm hraje 

nezanedbatelnou roli, jsou infekční záněty mléčné žlázy skotu – mastitidy, které jsou 
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jedním z největších problémů moderních chovů skotu. Zvláště opakující se infekce a 

rezistence infekcí na antibiotika způsobují nemalé ztráty chovatelům. Ekonomické 

ztráty v důsledku mastitid skotu je jen v USA odhadována na 1,8 miliardy dolarů. To je 

zhruba 10 % celkové hodnoty prodaného mléka a zhruba dvě třetiny této ztráty připadá 

na sníženou produkci mléka u subklinicky infikovaných krav. Biofilmy se též 

významně podílejí na chorobách kulturních plodin. Ve zpracovatelském a 

potravinářském průmyslu biofilmy hrají důležitou roli např. v kontaminaci masa, 

mléčných produktů, vajec a technologického zařízení. Patogeny, jako jsou Escherichia 

coli, Listeria monocytogenes, Mycoplasma bovis, Staphylococcus aureus, Streptococcus 

spp., Bacillus cereus, Salmonela apod. též mohou tvořit biofilm, který je odolný vůči 

obvyklým metodám mytí a sanitace. Biofilmy mohou zvyšovat korozi potrubí, mění 

hydrodynamické vlastnosti toku a dokonce mohou způsobit i úplné mechanické ucpání. 

Vzhledem k minimální náročnosti biofilmů na živiny a jejich zvýšené odolnosti vůči 

běžným dezinfekčním prostředkům mohou být biofilmy neustálou hrozbou kontaminace 

a infekce. Biofilm se tvoří na tepelných výměnících v mlékárnách, kde bakterie mohou 

adherovat přímo na povrch výměníku [43]. Díky stálému přísunu živin a velké odolnosti 

na čistící proces se biofilm v těchto systémech pomnoží a mohou infikovat další 

součásti systému. 

 

Fyziologický biofilm 

Mikroorganismy, se podstatnou měrou podílejí na trávení přijaté potravy v 

trávicím traktu většiny živočichů. V bachoru přežvýkavců vytvářejí mikroorganismy 

populaci tvořící biofilm asociovanou s pevnými částicemi potravy, populaci 

asociovanou s gastrointestinální tekutinou anebo populaci adherovanou na povrch 

sliznic. Adheze těchto bakterií probíhá formou velmi specifické asociace. Dle 

všeobecného principu mikrobiální ekologie se každý organismus snaží umístit do 

nejpříznivějšího prostředí z hlediska výživy a okolních podmínek a rozmnožovat se 

uvnitř fyziologicky integrované komunity. Pozorování růstu bakterií asociovaných s 

částicemi potravy ukazuje, že každý druh adheruje k vlastnímu nerozpustnému 

substrátu, např. celulóza, protein, škrob a produkuje enzymy, které jsou schopny 

degradovat nerozpustný substrát na rozpustné nutriety. Protože většina trávicích procesů 

zahrnuje koordinaci fyziologicky souvisejících aktivit, často vidíme rozvoj 

strukturovaného společenství, kde metabolické produkty primárně trávicích organismů 

se stávají substrátem dalších členů vrstevnatého biofilmu [44]. 
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  Všeobecně, přítomnost dobře adoptovaných mikrobiálních biofilmů na povrchu 

tkání je benefitem v tom, že tyto buňky vedle fyziologické spolupráce zamezují adhezi 

patogenních bakterií, případně některých virů.  

Jak bylo uvedeno, schopnost tvořit biofilm u mikroorganismů představuje jeden 

z důležitých faktorů patogenity. V případě symbiotních bakterií může tedy být 

schopnost tvořit biofilm benefitem, na druhé straně u patogenních mikroorganizmů 

může zvyšovat riziko virulence. Je na dalším zkoumání, aby tyto interakce byly lépe 

popsány.  

 

 

3.4 Adheze mikroorganizmů  
Základním krokem pro úspěšnou kolonizaci povrchů bakteriemi a připadnou 

tvorbu biofilmu je schopnost adherence planktonických bakterií na povrch substrátu. Po 

adherenci je nutné, aby se mikrob dokázal udržet dostatečně dlouhou dobu, po které 

začne produkovat biologickou složky nutné pro dlouhodobé udržení. Adherence je 

rozdělena na tzv. primární a sekundární. Primární adherence je z větší části podmíněna 

fyzikálními vlastnostmi bakterie a je vratná – bakterie se může vrátit do planktonického 

stavu [45]. Sekundární adherence je již biologický proces, v adheze se stává nevratnou 

[46].  

 

3.4.1 Fyzikální popis adheze 

K primární adhezi dochází poté, co se bakterie dostává do kritické vzdálenosti 

od substrátu, to je typicky méně než 1 µm [47]. Do této vzdálenosti se bakterie dostává 

buď náhodně, jako například proudem kapaliny nebo cíleně vlastním pohybem. Po 

dosažení kritické vzdálenosti je výsledek primární adheze založen na součtu fyzikálních 

sil působících mezi bakterií a substrátem. Mezi tyto síly patří hydrofobní interakce, 

elektrostatické interakce, sterické síly, van der Waalsovy síly a hydrodynamické síly. 

Právě hydrofobní síly a elektrostatické interakce mají největší vliv na výsledek primární 

adheze [48]. Přičemž elektrostatické interakce vedou spíše k odpuzování, protože 

naprostá většina bakterií i povrchů je záporně nabitá.  

 

DVLO teorie 

Pro popis adheze bakterie může být využit již známý model chování koloidních 

částic v roztoku tzv. DVLO teorie (podle tvůrců: Derjaguin, Landau, Verwey, 
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Overbeek) [49]. Pomocí klasické DVLO teorie je možné vypočítat sumu Lifshitz-van 

der Waalsových a Coulombických elektrostatických interakcí. Lifshitz-van der 

Waalsovi síly působí mezi makroskopickými objekty (bakteriemi) na velmi malé 

vzdálenosti a jsou vždy přitažlivé. Zatímco Coulombické interakce mohou působit i na 

větší vzdálenosti ať již pozitivně nebo negativně.  

 Tato základní teorie byla rozšířena zahrnutím interakcí kyselin a bází a 

zahrnutím výpočtu přesunu elektronu [50]. Tato rozšířená teorie lépe odpovídá 

fyziologickému prostředí, protože zahrnuje vzájemnou interakci nábojů bakterie a 

substrátu. Výpočet adheze mikrobů tady může vypadat následovně: 

Gcelková = GLW + GEL + GAB  (1) 
kde: 

Gcelková = celková energie adheze 

GLW = van der Waalsova energie 

GES = energie elektrostatických interakcí 

GAB = acidobazická interakce 

 

 Výpočet je závislý na geometrickém tvaru interagující částice (bakterie bývá 

zjednodušena na kouli) a molekulární vlastnosti adherující částice vyjádřené 

Hamakarovou konstantou. Tuto konstantu je možné pro živé bakterie pouze odhadnout 

pomocí mikroskopického nebo makroskopického přístupu. První přístup – 

mikroskopický zanedbává velikost bakterií a počítá s nimi na podobném principu jako 

by se choval pár atomů. Druhý makroskopický přístup počítá s částicemi i substrátem 

jako s rozdílnými kontinuálními fázemi [50; 51]. Tyto dva přístupy umožňují vypočítat 

míru adherence mezi zkoumaným mikrobem a substrátem.  

 

Termodynamický přístup  

Daleko přesnější výpočet energie adheze je možný pomocí tzv. 

termodynamického přístupu. Tento systém je založen na výpočtu volné energie bakterie 

a substrátu – pokud je výsledná energie negativní, je energetický stav bakterie-substrát 

výhodnější a dochází k adhezi.  

ΔGadh = γbs – γbl – γsl    (2) 

kde Gadh je změna Gibbsovy volné energie při adhezi částice a γ představuje 

mezifázovou volnou energii mezi bakterií-substrátem (γbs), bakterií- kapalinou (γbl) a 

substrátem- kapalinou (γsl). 
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 Výpočet volné energie může být proveden z měřeného kontaktního úhlu kapky 

destilované vody na substrátu a na substrátu s vrstvou zkoumaných bakterií [52]. 

Pomocí takto změřených mezifázových energií lze podle rovnice (2) vypočíst 

uvolněnou energii během bakteriální adheze. Nevýhodou této teorie je ale absolutní 

zanedbání elektrostatických interakcí mezi bakteriemi a substrátem nebo mezi 

bakteriemi navzájem [53].  

 

Hydrofobicita mikroorganizmů  

Hydrofobicita bakterie a substrátu velmi výrazně ovlivňuje výsledný efekt 

adherence. Proto byla vyvinuta celá paleta metod zkoumajících tento jev, příkladem 

jsou test bakteriální adheze na uhlovodíky, hydrofobní chromatografie, test agregace se 

siřičitanem amonným a test rozpustnosti v organických rozpouštědlech. Bohužel, 

naprostá většina těchto metod je nepřesná a velice špatně reprodukovatelná. Mohou 

proto sloužit pouze k hrubému odlišení hydrofobních a hydrofilních bakteriálních 

kmenů [54]. 

 

Faktory ovlivňující adhezi 

Jak již bylo řečeno výše, jednou z nejsilnějších sil působících při adhezi jsou 

elektrostatické interakce. Proto všechny jevy ovlivňující náboj povrchů, nebo 

bakteriálních částic, působí velmi výrazně na výslednou adhezi. Patří mezi ně zejména 

změna pH, koncentrace nabitých iontů vzorku a pod.  

 

3.4.2 Biologický popis adheze  

Po primární adherenci začínají bakterie exprimovat povrchové molekuly 

nazývané jako adheziny [46], které jsou důležitou částí procesu adheze. Většinou se 

jedná o proteiny a glykosylované proteiny. Jejich přítomnost je hlavní podmínkou 

nezvratné adheze bakterie na substrát. Jedním z příkladů adhezinů je například i protein 

vázající fibronectin [55].  

 Fibronectiny jsou jednou z hlavních složek struktur zaplňujících mezibuněčné 

prostory vícebuněčných organizmů a povrch buněk. – označovaných jako extracelulární 

matrix (ECM). ECM je tvořena směsí vláknitých proteinů a proteoglykanů, jejichž 

hlavním úkolem je udržovat integritu tkání [56]. Velké množství složek ECM je cílem 

pro vazebnou interakci s bakteriálními adheziny. Pro tuto skupinu adhezinů se vžilo 

označení – MSCRAMM (microbial surface components recognizing matrix 

29 
 



biomolecules). Výskyt MSCRAMM adhezinů je také jedním z ukazatelů virulence 

daného bakteriálního kmene [57]. 

 

 

 

Fibronectin vázající adheziny 

Pokud daný bakteriální kmene nese adhezin: vázající fibronectin – fibronectin 

binding protein (FBP), je to známka schopnosti daného organizmu kolonizovat sliznice 

vyšších organizmů, případně vyvolat infekci. Zdá se, že kromě adherence mají FBP 

ještě i funkci signální, ale výzkum v této oblasti ještě není dostatečný [58]. FPB jsou 

produkovány velkým množstvím bakteriálních zástupců, mezi něž patří např. S. aureus, 

ústní streptokoky a několik dalších rodů [46; 59].  

 FBP se naváže pouze na fibronectin, ale byla pozorována celá řada 

nespecifických interakcí mezi FBP a jinými typy povrchů např. vazba na buňky 

endotelu, epitelu, fibroblastů nebo osteoblastů [60; 61]. Dále může sloužit 

k intracelulární invazi do buněk endotelu, epitelu, keratinocytů a osteoblastů [62; 63]. 

Invaze probíhá pomocí interkace FBP s buněčným integrinem α5β1 [64].  

 

Adheziny vázající kolagen, laminin a elastin  

Mezi další složky ECM kromě fibronectinu patří kolagen, zpevňující materiál 

střevní stěny, laminin a elastin tvořící základní složku vaziva střevní stěny. Bakterie, 

vytvářejí adheziny vázající se k těmto složkám ECM, což je molekulární podstatou 

kolonizace sliznic trávicího traktu.  

Mezi kolagen vázající proteiny patří například Cna – adheziny kmene S. aureus [65]. 

Analogy tohoto adhezinů byly nalezeny i u jiných bakteriálních kmenů například 

Lactobacillus spp. produkuje kolagen vázající S-vrstvu (CbsA) [66]. 

 Laminin je síťující činidlo a na rozdíl od výše zmíněných složek ECM není 

registrována žádná doména vázající pouze laminin [67]. I přesto je známo několik 

laminin adhezinů, například již výše zmíněný CbsA Lactobacillus spp. je schopen také 

velmi efektivně vázat laminin [68]. Dalším příkladem může být jeden 

z transportérových proteinů E. coli – EhaB [69].  

 Adheziny schopné vázat elastin jsou velmi málo prozkoumané. Je znám pouze 

jeden membránový protein S. aureus schopný vázat elastin [70], kromě toho je ještě 
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také pozorovaná zkřížená schopnost vázat elastin u výše zmíněného FBP od S. aureus 

[71]. 

 

Glykosylované proteiny  

Pojem glykosylovaných proteinů zahrnuje rodinu nespecifických adhezinů, které 

jsou schopny se vázat na velmi rozsáhle rozmezí povrchů. [72]. Tyto proteiny obsahují 

velká množství opakování serinů ve své struktuře [73] a jsou typické např. pro gram-

pozitivní streptokoky spojené se zubním kazem [72]. Glykosilované proteiny jsou 

jednou z nejrozšířenějších formou biopolymerních molekul.  

 

 

3.4.3 Modely pro studium bakteriální adheze k povrchu stěny tlustého střeva  

Mukózní povrch je přirozenou bariérou gastrointestinálního traktu, která jej 

chrání před patogenními mikroorganismy. Je komplexním organickým systémem 

tvořeným střevním epitelem, buňkami imunitního systému a rezidentní mikroflórou 

[74]. Střevní epitel je tvořen vrstvou epiteliálních buněk – enterocytů. Mezi nimi se 

vyskytují pohárkové buňky, které secernují vysokomolekulární glykoproteiny nazývané 

mucin, který má silný negativní povrchový náboj a velkou hydratační kapacitu a tvoří 

hlavní strukturální složku hlenové vrstvy. Mucin se nachází na povrchu epiteliálních 

buněk obráceném do střevního lumina. Vrstva mucinu slouží nejen jako sterická bariéra 

bránící patogenním bakteriím v pronikání k povrchu střevního epitelu, ale je 

nejdůležitější složkou v nespecifické ochraně proti infekci. Kromě toho má i řadu 

dalších funkcí, jako je lubrikace lumenu střeva usnadňující pasáž tráveniny, 

zachovávání hydratační vrstvy epitelu a tvoří propustnou gelovou vrstvu pro výměnu 

plynů a živin s intestinálním epitelem [75]. Jeho podstatnou součást tvoří mukoprotein 

mucin. Jeho obrovské molekuly jsou tvořeny proteinovou páteří, z níž vybíhají 

postranní sacharidové řetězce zakončené většinou skupinami cukrů podobných 

cukerným skupinám nacházejícím se na povrchu slizničních buněk. Na tyto cukerné 

řetězce adherují patogenní bakterie a tímto způsobem mohou na povrchu sliznice 

vytvářet kolonie, které jsou podmínkou jejich patogenního působení. Je-li sliznice 

pokryta hlenem obsahujícím mucin, bakterie se zachycují na jeho postranní řetězce a 

jsou s ním odplavovány z těla ven. Podobného principu využívá v poslední době se 

rozšiřující přidávání mannanů do krmiv mláďat ohrožených bakteriálními průjmy. 

Oligosacharidy s obsahem mannanů blokují vzájemnou interakci mezi povrchy 
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slizničních buněk a bakteriemi, jimž tak brání v adhezi, která je podmínkou jejich 

patogenního působení.  

 Ochranná funkce mucinů vychází z jejich vláknité struktury. Jádro mucinového 

vlákna je tvořeno proteinovým řetězcem, na nějž jsou navázány krátké řetězce 

oligosacharidů. Svým tvarem připomíná štětku na vymývání lahví. Podstatné je, že 

zastoupení oligosacharidů na povrchu mucinů odpovídá jejich zastoupení v glykokalix 

buněčných povrchů a je geneticky podmíněno v souvislosti s genetikou krevních skupin 

[76]. Tímto způsobem v prostředí střevního obsahu vytvářejí obrovský nadbytek snadno 

dostupných vazebných cílů, na něž se případné patogenní bakterie navazují přednostně, 

neboť právě vzájemná vazba bakteriálních a buněčných cukerných složek je nejčastější 

interakcí v procesu bakteriální adheze ve střevě [77].  

 Doposud bylo identifikováno na 20 různých typů mucinů. V gastrointestinálním 

traktu, především pak v tlustém střevě, převládá mucin označený MUC2 [78]. 

V nedávných studiích bylo zjištěno, že hlenová vrstva střeva je tvořena dvěma vrstvami. 

Vnitřní přilnavou vrstvu je možné odstranit pouze jemným seškrábnutím, zatímco 

vnější, volně přiléhající vrstva se dá snadno odstranit šetrným odsátím [79]. Ačkoli obě 

vrstvy jsou tvořeny převážně MUC2 mucinem, mají rozdílné vlastnosti a funkce. 

Vnitřní vrstva přiléhá k epitelu a je bez bakterií, protože má ve své struktuře malé póry, 

které brání jejich přímému kontaktu s epiteliálními buňkami. Vnější vrstva je 

pravděpodobně vytvářena z vrstvy vnitřní (mají stejné složení), má menší hustotu a 

obsahuje vysoký počet bakterií, pro které představuje ideální prostředí – je pro ně nejen 

důležitým zdrojem energie, ale rovněž umožňuje vazbu bakterií na četná vazebná místa 

[80].  

 Rezidentní mikroflóra, která trvale sídlí v gastrointestinálním traktu je tvořena 

především bifidobakteriemi, laktobacily, enterokoky a propionibakteriemi, které se 

podílejí na udržování rovnováhy mikrobiálního prostředí, na omezování kolonizace a 

invaze patogenů, na zachovávání epiteliální integrity a na podpoře imunitních funkcí 

[81]. Pro zachování a podporu výše uvedených vlastností rezidentní mikroflóry se ve 

výživě člověka využívají probiotika. Od probiotických kmenů se očekává, že budou mít 

především schopnost kolonizovat, alespoň dočasně, mukózní povrch tlustého střeva a 

chránit sliznici proti patogenním mikroorganismům jako např. patogenní kmeny 

Escherichia coli [82], patogenní Salmonelly, Helicobacter pylori [83], případně další 

alimentární infekční agens [84] Kromě toho se od nich očekává, že budou stimulovat 

střevní imunitní systém [85; 86]. Základním a nezbytným předpokladem pro to, aby se 
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výše uvedené vlastnosti probiotických bakterií mohly uplatnit, je jejich schopnost 

adherovat k intestinálnímu mukóznímu gelu nebo k epiteliálním buňkám [87]. 

Bakteriální adheze ke střevnímu epitelu se uskutečňuje pomocí specifických vazeb mezi 

proteiny bakteriálního povrchu (lektiny) a komplementárními oligosacharidy na 

povrchu tkání [88; 89]. Z toho vyplývá, že schopnost probiotických bakterií adherovat k 

pevným povrchům by měla být považována za jedno ze základních selekčních kritérií 

pro jejich výběr k dalšímu použití. 

 Stanovit stupeň adheze mikroorganismů metodami in vivo je obtížné, proto byly 

vyvinuty modely pro její studium in vitro, tak aby mohly být prováděny na různých 

površích simulujících prostředí střeva. Nejčastěji jsou používány humánní epiteliální 

buněčné linie např. HT-29 a Caco-2 [90], které jsou obecně považovány za modely 

diferencované střevní sliznice, protože vykazují funkční vlastnosti dospělých enterocytů 

[91]. Jinou linií používanou ke studiu adheze bakterií ke střevní sliznici je stabilní 

buněčná linie HT29-MTX. Jedná se o homogenní populaci humánních pohárkových 

buněk secernujících mucin [92], a umožňující tak studovat vliv mucinové vrstvy na 

interakci bakterií s povrchem střeva [90]. V pokusech in vitro se také využívá 

imobilizovaný střevní hlen [93], ve fermentorech napodobující lumen střeva i mucinové 

agarové hadice, nebo celé fermentační systémy s mucinovými nosiči. Při sledování 

adhezivních schopností probiotických kmenů v pokusech in vitro jsou ke zjišťování 

počtu adherovaných bakteriálních buněk využívány bakterie značené radioaktivními 

izotopy nebo fluorescenčními barvivy. 
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In vitro modely pro studium adherence 
Adherence bakterií k mucinu 

Jedná se o nejjednodušší model vyhodnocení adheze je založen na imobilizaci 

mucinu na povrchu mikrotitračních destiček [94]. Množství adherovaných bakterií je 

stanovováno obvyklým způsobem např. barvením nebo počítáním CFU po odloučení 

bakterií od povrchu. Výsledky adheze však vykazují větší variabilitu, než jaká je 

pozorována při použití buněčných kultur [95]. Pro vyhodnocení adheze je možné také 

využít humánního mucinu získaného ze vzorků výkalů. Při porovnání komerčního a 

fekálního mucinu pro zjišťování adheze probiotických bakterií L. rhamnosus GG a B. 

lactis Bb12 nebyly zjištěny průkazné rozdíly v naměřených hodnotách [96]. Pro 

stanovení rozdílů v adhezi bakterií k mukózní vrstvě vytvořené v různých částech střeva 

se jako model používá intestinální mucin odebraný z různých částí střeva prasat [97]. 

 

Adherence bakterií k buněčným kulturám 

Pro tento typ studií in vitro jsou využívány buněčné kultury humánních 

intestinálních epiteliálních buněčných linií především Caco-2 buněk a HT29-MTX 

buněk, které lépe simulují přirozené prostředí střeva. Caco-2 buňky 

vytvářejí homogenní a polarizovanou jednoduchou vrstvu, která se svým charakterem 

blíží epitelu tenkého střeva [91]. Předchozí studie [98] prokázaly, že fluorescenční 

značení bakterií ve spojení s jednovrstvou kulturou Caco-2 buněk je vhodný model pro 

studie adherence a může být využíván jako alternativa k radioaktivně značeným 

bakteriím. Nicméně, kultury Caco-2 buněk nevytvářejí dostatečnou vrstvu mucinu. 

Hodnoty zjištěné adherence některých bakteriálních kmenů (např. L. rhamnosus GG, B. 

lactis Bb12 nebo B. animalis IATA-A2) k Caco-2 buňkám jsou výrazně nižší než 

k samotnému mucinu. Naopak adherence některých kmenů patogenních bakterií E. coli 

ke Caco-2 buňkám je vyšší než k samotnému mucinu [95]. Z tohoto důvodu je někdy 

dávána přednost buněčné linii HT 29-MTX vzniklé z HT 29 buněk adaptovaných na 

methotrexát (MTX) [92], které se diferencují na pohárkové buňky secernující mucin 

[99]. Při použití samotných buněk HT 29-MTX, jsou, ve srovnání s hodnotami 

získanými u Caco-2 buněk, pozorovány výrazně nižší hodnoty adherence u všech 

testovaných probiotických kmenů [95]. 

 V intestinálním epitelu představují enterocyty a pohárkové buňky dva základní 

typy buněk. Pro zpřesnění in vitro studií bakteriální adherence byly proto vyvinuty 
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modely využívající ko-kultury obou typů buněk. Caco-2 buňky reprezentující 

enterocyty a HT29-MTX zastupují pohárkové buňky secernující mucin [100] v poměru 

90:10, který nejvíce odpovídá přirozeným podmínkám v střevě.  

Od Caco-2 buněčné linie byly odvozeny buněčné linie C2BBe (linie označené 1 a 2), 

které vytvářejí jednoduchou polarizovanou vrstvu buněk s apikální kartáčovou vrstvou 

srovnatelnou s buňkami v humánním intestinu [101]. Ačkoli tyto buněčné linie byly 

používány jako in vitro model pro studiu průniku bakterie Salmonella typhi přes 

intestinální epitel [102], linie C2BBe představuje potenciální alternativní model pro 

studium vztahů mezi probiotickými bakteriemi a střevními epiteliálními buňkami, jak 

již bylo ověřeno např. ve studii [103]. 

 V poslední době jsou používány jako relevantní in vitro systémy pro studium 

intestinálních mezibuněčných interakcí prasečí intestinální epiteliální buněčné linie 

IPEC-J2 [104], které se mohou diferencovat do kultur vykazujících vlastnosti 

enterocytů.  

 

Vyjádření adheze 

Adherence probiotických bakterií je nejčastěji vyjadřována jako procento 

adherovaných bakterií z celkového počtu bakterií přidaných do zvoleného systému 

(např. k Caco-2 buňkám). V případě použití radioaktivně značených bakterií je 

adherence vyjádřena jako procento radioaktivity naměřené po adherenci a následném 

promytí ve srovnání s radioaktivitou mikrobiální suspenze přidané k zvolenému médiu. 

Podobně i v případě využití fluorescenčního značení bakterií. Pro kvalitativní 

vyhodnocení adherence jsou využívány elektronové či fluorescenční mikroskopy. 

Rozdíly v adhezi bakterií k mucinu, kulturám HT 29-MTX a Caco-2:HT 29-

MTX (90:10) mohou být způsobeny rozdílným typem mucinu v uvedených modelech. 

V mnoha studiích bylo prokázáno, že adheze u různých metod in vitro se liší dokonce i 

u stejného kmene, což naznačuje, že bakteriální struktury zahrnuté do procesu vazby na 

epiteliální buňky a mucinovou vrstvu mohou být rozdílné. Kromě toho bylo prokázáno, 

že adheze může být ovlivněná takovými faktory, jako je použité medium, teplota, 

zachování tepelné stability po celou dobu experimentu a pH [105]. Rovněž bivalentní 

ionty, jako třeba Ca2+ mohou ovlivnit bakteriální adhezi [106]. Ačkoli použití 

buněčných kultur místo extrahovaného mucinu lépe odpovídá situaci v živém 

organismu, je nutné rovněž vzít v úvahu typ buněk i strukturu buněčných kultur, protože 

to určuje povahu adhezních míst v systému. Proto využitím různých in vitro metod pro 
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studium adherence získáme komplexnější informace o rozdílech v adherentní 

schopnosti jednotlivých bakteriálních kmenů a můžeme tak odlišit jednotlivé typy 

interakcí a molekul, které zprostředkují interakce mezi hostitelem a mikroorganismem.  

 

Z výše uvedeného vyplývá, že hlavním záměrem předkládané práce bylo zjistit 

jakým způsobem je ovlivňováno působení probiotik současným podáváním prebiotik. 

Obecně se soudí, že jejich společné podávání je prospěšné. Podíváme-li se však blíže na 

mechanismus jejich působení, nemůžeme se vyhnout jisté pochybnosti, zda tomu tak 

vskutku je. Skutečnost, že některá probiotika jsou schopna chránit střevní epitel před 

kolonizací některými bakteriálními druhy je znám zejména u patogenních 

mikroorganismů [120]. Na něm je ostatně založen jeden z příznivých účinků krmných 

oligosacharidů. Vzhledem k tomu, že, kromě výše uvedených případů, vzájemná 

interakce probiotik a prebiotik nebyla soustavně studována, dali jsme si za cíl 

prostudovat ji podrobněji ve větším rozsahu. Pro tuto studii jsme si zvolili model adheze 

probiotický bakteriálních kmenů kultivovaných v přítomnosti prebiotik na tři typy 

substrátů: polystyren, polystyren pokrytý mucinem a tkáňové kultury modelující epitel 

tlustého střeva. Současně jsme se věnovali i optimalizaci metod pro stanovení stupně 

bakteriální adheze a tvorby biofilmů.  
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4 Materiál a metodika  

Ačkoliv hlavním cílem práce bylo studium vzájemné interakce probiotický 

kmenů bakterií s prebiotiky s ohledem na jejich schopnost adherovat na povrch 

střevního epitelu, a posléze na něm vytvářet biofilm, v úvodu vlastní studie jsme byli 

nuceni vyřešit i některé metodické otázky. Hlavní úskalí, s nimiž se výzkumníci 

studující bakteriální adhezi a tvorbu biofilmu, je, jak již ostatně bylo v úvodní části 

práce zmíněno, nízká reprodukovatelnost způsobená malou stadartností vyplachování 

jamek kultivačních mikroploten. Na tuto skutečnost upozorňuje většina prací, která se 

tomuto tématu věnují [113].  

 

4.1 Flotace a její použití pro oddělení adherovaných a planktonických 

bakterií  
Během optimalizačních testů při testech adherence byla pozorována velká 

variabilita při použití klasického promývání. Proto byla vyzkoušena také metoda flotace 

jako využití pro vzájemné oddělení planktonických a adherentních bakterií. Tato 

metoda je založena na využití vysokohustotních roztoků (s hustotou větší než je hustota 

bakterie), které nadnášejí planktonické a slabě adherované bakterie k povrchu ze 

kterého mohou být jednoduše odsány. Výhodou této metody je jednoduchost jejího 

použití a přesně definovaná síla, která působí na adherentní bakterie. Bylo ale nutné 

ověřit možnou toxicitu použitého flotačního činidla a ověřit vlastní funkčnost použité 

metody. Pro ověření efektu flotace byly zvoleny tři metody: fluorescenční detekce 

pomocí readeru (metoda je téměř stejná s metodou využitou při měření změn adherence 

probiotik), kultivace adherovaných bakterií a přímé počítání nabarvených adherentních 

bakterií na fluorescenčním konfokálním mikroskopu.  

 

Fluorescenční stanovení poměru adherujících a planktonických bakterií  

Fluorescenčně značený bakteriální kmen (postup barvení viz níže) o objemu 150 

µl byl inkubován 60 minut v 96 jamkové polystyrenové mikrotitrační destičce (Nunc, 

Německo). Následně byly jamky až sedmkrát promyty PBS, nebo flotovány některým 

z flotačních činidel. Flotace probíhala přidáním 100 µl FA do jamky ke vzorku bakterií. 

Následně byl vršek odsán a vrchní i spodní část byla vyhodnocena měřením 

fluorescence fluorescenčním readerem Synergy (viz. Obr 1). Pokus byl opakován s 
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detekcí vzorku viabilních bakterií pomocí kultivační plotnové metody. Pokus byl měřen 

ve třech opakováních ve třech nezávislých experimentech. 

 

 
Obrázek č. 1: Ilustrace flotace. 1 – roztok volných a adherovaných bakterií; 2 – přidání 
flotačního činidla; 3 – oddělení planktonických a adherovaných bakterií; 4- vrchní 
vrstva je odsáta a změřena její fluorescence; 5 – přidání PBS; 6 – změření fluorescence 
adherovaných bakterií.  
 

Stanovení poměru adherovaných/planktonických bakterií plotnovou metodou  

Metoda detekce pomocí fluorescence byla dále potvrzena pomocí plotnové 

metody, která slouží jako určitý standard. Výsledky mezi fluorescenční a plotnovou 

detekcí by se neměly lišit. Postup, až do kroku vyhodnocení, byl stejný jako v případě 

fluorescenční detekce, s tím rozdílem, že nebyly použité fluorescenčně značené 

bakterie. Vrchní vrstva byla v sériovém ředění rozetřena na M-H agar a spodní 

adherovaná vrstva bakterií byla uvolněna působením ultrazvuku (Ecoson, 2 x 180 W, 8 

min). Pokusy probíhaly ve třech opakováních vždy se třemi vzorky.  

 

Vyhodnocení efektu flotace pomocí laserového skenovacího mikroskopu  

Jako další způsob vyhodnocení účinnosti flotace byla zvolena metoda přímého 

počítání fluorescenčně značených bakterií pomocí laserového skenovacího mikroskopu. 

V poslední sérii pokusů byl efekt flotace vyhodnocen pomocí LSCM (Leica TCS SP5-

X). Fluorescenčně označená suspenze bakterií připravená stejně jako v předchozím 

pokusu byla kultivována v 8-jamkových destičkách se skleněným dnem u-slide 

8x250 µl (Ibidi, Německo) po dobu 24 hodin při 37 °C. Po kultivaci byla směs barvena 

dle standardního protokolu.  

Obarvené kmeny byly pozorované pod LSCM, kde byla stejná oblast jamky až 

desetkrát promyta nebo flotována. Měření probíhalo se všemi flotačními činidly. Změna 
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fluorescence byla vyhodnocena jako změna počtu pixelů po promytí/flotaci oproti 

původnímu stavu. U experimentů, kde byl sledován nárůst biofilmu, byl použit 

elektronový skenovací mikroskop Tescan – VEGA (ČR), pro dokumentaci přítomnosti 

nebo absenci biofilmu.  

 

Testovaná flotační činidla (FA): sacharóza, polyethylen glykol 20 000, dusičnan 

sodný, siřičitan hořečnatý, dextran z Leuconostos spp. (Sigma), chlorid cesnatý (Sigma), 

diatrizoát sodný (Sigma), PERCOLL (Sigma) a etylenglykol (Penta). Všechny výše 

uvedené chemikálie byly použity jako flotační činidla v rozpuštěné formě v PBS. 

Výjimku tvoří PERCOLL, který byl použit tak jak byl dodán od výrobce. Příslušná 

ředění jsou uvedeny níže.  

 

Bakteriální kmeny: v experimentu byly použity typové kmeny Staphylococcus 

epidermidis, které byly dříve charakterizované jako biofilm pozitivní CCM 4418T a 

biofilm negativní CCM 7221T pomocí přítomností ica lokusu a barvení krystalovou 

violetí v mikrotitrační destičce [113]. Před každým experimentem byly oba kmeny 

kultivovány v tryptosójovém bujónu (TSB) (Sigma) při 37 0C za aerobních podmínek. 

Pro vlastní experiment byly oba kmeny převedeny do čerstvého TSB nebo PBS a 

absorbance jejich suspenzí byly upraveny na A600 = 0,5.  

 

Testování toxicity flotačních činidel: toxicita použitých FA byla měřena na kmeni 

Staphylococcus epidermidis CCM 4418T za následujících podmínek. Hustota bakteriální 

suspenze byla upravena na A600 = 0,5 a 500 µl. FA o největší koncentraci bylo přidáno 

ke 100 µl bakteriální suspense. Směs byla inkubována za třepání po dobu 15 a 30 minut 

při teplotě 37 °C. Počet přeživších bakterií byl stanoven plotnovou metodou.  

 

Ovlivnění intenzity fluorescence samotným působením FA: obarvená bakteriální 

suspenze (postup barvení uveden níže) byla inkubována s flotačním činidlem o nejvyšší 

koncentraci, která ještě nepůsobila toxicky v poměru 1:1 po dobu 30 minut. Následně 

byla výsledná fluorescence porovnána se vzorkem inkubovaným v PBS. Pokud došlo 

k více, než 30 % snížení fluorescence bylo dané flotační činidlo označené jako inhibitor 

fluorescence a nebylo použito v dalších experimentech. Měření bylo prováděno v 5 

opakováních ve 3 nezávislých experimentech.  
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4.2 Vliv prebiotik na adhezi probiotických bakterií 

  
Během optimalizačních pokusů byla zvolena metoda detekce adherence pomocí 

fluorescenčně zbarvených bakterií. Tato metoda se od ostatních způsobů detekce (jako 

je například kultivace nebo mikroskopické počítání) vyznačuje velmi dobrou 

opakovatelností a relativně jednoduchým provedením, kdy lze za pomocí 

fluorescenčního readeru provést současně 96 měření v jedné mikrotitrační destičce.  

Klasicky jsou pro testy adherence využity tkáňová linie Caco2 [98]. Nicméně, 

Pontier aj. [100] představili možnost využití směsné kultury Ht-29 a caco-2 v poměru 

1:9. Tato směsná kultura lépe napodobuje vlastnosti epitelu a je může být ještě dále 

vylepšena využitím diferencových buněk HT-29 MXT, které konstantně produkují na 

svém povrchu mucin.  

 

Použitá prebiotika:  

Orafti GR, fy Beneo (Němkecko) - čekankový inulin s polymeračním stupněm 2 až 60 

(průměrný polymerizační stupeň (DP) > 10) 

Chemické složení: inulin( > 90 % v 1 kg suš.), volná glukosa + fruktóza: ( </= 4 %/ v 1 

kg suš.) volná sacharóza: (</= 8 % v 1 kg suš.),  sušina: 97 ± 1,5 % 

 

Orafti P95, fy Beneo (Německo), převážně oligofruktosa vzniklá jako produkt parciální 

enzymové hydrolýzy čekankového inulinu. Polymerační stupeň se pohybuje v rozmezí 

2 až 8. 

Chemické složení: oligofruktosa (>/=93% v 1 kg suš.), volná glukosa + fruktóza + 

sacharóza (</= 6,8% v 1 kg suš.), celková sušina 97 ± 1,5 %. 

 

Orafti Synergy1, fy Beneo (Německo), je kombinací inulinu se selektivní délkou 

řetězců a specifické frakce oligofruktosy. Polymerační stupeň není uveden. 

Chemické složení: inulin + oligofruktosa: (90-94 % v 1 kg suš.), volná glukosa + 

fruktóza + sacharóza: (6-10 % v1 kg suš.), sušina: 97 ± 1,5 % 

 

Vivinal GOS, fy FrieslandFoods DOMO (Nizozemí)  
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Chemické složení: galaktooligosacharidy: (min. 57 % v suš.),  laktóza: (max. 23 % 

v 1 kg suš.), glukosa: max. (22 % v 1 kg suš.),  galaktóza: min. (0,8 % v 1 kg suš.),

 sušina: 74 - 76 % 

 

Testované probiotické kmeny: 

Pro testaci byly vybrány typové probiotické kmeny bakterií mléčného kvašení ze 

sbírky Laktoflora: Lactobacilus rhamnosus CCDM 598T, CCDM 598T, Lactobacillus 

acidophilus CCDM 79T, Lactococcus lactis subs. lactis CCDM 617T, Enterococcus 

durans CCDM 500T a Bifidobacterium animalis subs. lactis 374T. Kromě typových 

kmenů byly také použity další netypové kmeny, které jsou ale standardně používané 

v mlékárenském průmyslu: smetanová kultura CCDM 17, Lactococuss lactis subsp. 

lactis CCDM 731, Enterococcus durans CCDM 922A, Enterococcus faecium CDM 

945, Bifidobacterium animalis subs. lactis CCDM 94, Lactobacillus rhamnosus CCDM 

150, Lactobacillus acidophilus CCDM 151 a Lactobacillus rhamnosus CCDM 289. 

Lactobacillus spp., Enterococcus spp. a smetanová kultura CCDM 17 byly kultivovány 

v M17 bujónu (Sigma). Lactobacillus spp. byly kultivovány v MRS bujónu (Roche). 

Bifidobacterium spp. byl kultivován v MRS s 0,5% L-cysteinu (Roche). Použité kmeny 

byly získány ze sbírky čistých mlékařských kultur Laktoflora (Milcom a.s. Tábor).  

 Všechny kmeny byly před experimentem kultivovány 20 hodin při teplotě 37 0C. 

Po kultivaci byly promyty a resuspendovány v PBS pufru pH 7,4. Koncentrace bakterií 

byla upravena na absorbanci A600 = 0,5  

 

Fluorescenční barvení probiotických bakterií: 

Všechny probiotické kmeny byly před experimentem označeny fluorescenčním 

barvivem. Optimální barvivo bylo vybráno na základě série pokusů se soupravami: 

SYTO red fluorescent kit a SYTO green fluorescent kit (Life Science, Německo), kde 

byla sledována kvalita značení bakterií a stálost barvení v čase. Pro další experiment 

bylo vybráno barvivo SYTO 24, které se váže nespecificky na DNA a RNA. Roztok 

bakterií v PBS byl barven 5 µM roztokem SYTO 24 po dobu 30 minut při 37 0C. 

Excitační maximum SYTA 24 po navázání na DNA je 490 nm a emisní maximum je 

515 nm.  
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Vlastní provedení testů adherence: 

Pro vlastní experiment byly použity tři typy povrchů, na kterých byla zkoumána 

schopnost adherence probiotik za přítomnosti prebiotik: (i) černé polystyrenové 96-

jamkové destičky bez jakékoliv modifikace povrchu (Nunc, USA); (ii) mucinem 

pokryté černé mikrotitrační destičky potažené 0,5 mg.ml-1 mucinu typu II (Sigma, 

Německo), (vazba 4 hod. při 4 0C); (iii) směsná tkáňová kultura HT-29 a Caco-2 

v průhledných 96- jamkových destičkách s modifikovaným povrchem jamek pro 

kultivaci TK (Nunc, USA). U všech těchto variant byl postup následující: přidání 100 µl 

fluorescenčně značených bakterií do mikrotitrační destičky, kultivace 60 m. při teplotě 

37 °C, 5 % CO2, jemné promytí jamek pomocí temperovaného PBS přidání 100 µl PBS 

a měření na fluorescenčním readeru Synergy s nastavenou intenzitou detekce na 100 a  

λex = 490 nm λem = 510 nm. Každý pokud byl zpracován ve 4 variantách ve třech 

nezávislých opakováních.  

Pro in vitro simulaci střevního epitelu byla připravena směsná kultura dvou 

buněčných linií HT-29 (ATCC HTB-38, 137 až 147 pasáž) a Caco-2 (ATCC HTB-39 

pasáž 20 až 30) v poměru 1:9. HT-29 byly kultivovány v Dulbecco's Modified Eagle 

Medium s 15% fetálního bovinního séra (Lonza, Německo) a 1% směsi 

Penicillin/Streptomycin (Lonza) a 1% Na-pyruvátem (Lonza). Před experimentem byly 

HT-29 buňky diferencovány na buňky produkující mucin podle metody prezentovanou 

Lesuffleurem et al. [92]. Caco-2 buňky byly kultivovány v Eagle's minimálním médiu s 

20% fetálního bovinního séra, 1% penicillinu a streptamycinu a 1% L-glutaminem 

(Lonza). Startovací koncentrace směsné kultury byla 1,106 buněk/cm2 a kultura byla 

kultivována na dně jamky, dokud nebylo dosáhnuto konfluence (typicky během 14 dní).  

 

Statistické vyhodnocení výsledků: 

Data byla zpracována pomocí programů Statistica 10 (StatSoft, CZ), Excel (Microsoft, 

US) a MatlabR2013a (MathWorks, US). Všechna měření jednoho experimentu byla 

standardizována a převedena na % fluorescence pomocí následující rovnice: 

𝑥 (%) =  
(𝑥𝑅𝐹𝑈 − 𝑁𝐶)

𝑃𝐶����
 

kde x (%) = převedené relative fluorescence unit (RFU) na % fluorescence 

 xRFU = fluorescence jednotlivé jamky změřená v RFU jednotkách  
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NC = negativní kontrola, tj. nespecifická fluorescence jamky s fosfátovým 

pufrem 

PC = pozitivní kontrola, tj. fluorescence obarveného vzorku bakterií bez 

promývání  

 

 Rozdíly mezi jednotlivými skupinami prebiotik a sacharidů byly vyhodnoceny 

pomocí One-Way ANOVA. Nulová hypotéza zde byla: adherence s 

prebiotiky/sacharidy je stejná jako adherence kmene bez přítomností těchto aditiv. 

Skupiny prebiotik a sacharidů odlišující se od vzorku bez aditiv byly testovány Tukey-

Kramerovou metodou.  

 Všechny výsledky byly vyhodnoceny na přítomnost interakce mezi jednotlivými 

faktory pomocí Three-Way ANOVA. Zvolené faktory byly: (i) prebiotika; (ii) 

probiotika; (iii) typ povrchu.  

 

4.3 Vliv biofilmového fenotypu bakteriálního kmene Lactobacillus 
acidophilus CCM 4833 na jeho probiotické vlastnosti.  

Zvýšení účinků probiotik lze očekávat od kmenů, jejichž fenotyp vykazuje 

schopnosti tvořit biofilmy. Biofilmové formy vykazují vyšší odolnost vůči chemickým i 

fyzikálním vlivům a déle perzistují ve střevním obsahu. Biofilm tvořící probiotika 

mohou proto zvýšit účinnost vlastních probiotických vlastností. Mezi sledované 

probiotické vlastnosti patří: přežívání v solích žlučových kyselin, přežívání v nízkém 

pH a adherence na polystyren a na tkáňovou kulturu HT-29. Toto předpokládané 

zlepšení probiotických vlastností jsme se pokusili prokázat následující sérií pokusů. 

Pro pokusy porovnávající probiotické vlastnosti biiofilm tvořící a planktonické 

formy téhož bakteriálního druhu byl použit bakteriální kmen Lactobacillus acidophilus 

CCM 4833 (dále označen jako kmen 10B) v planktonické formě (K-) a ve formě 

biofilmu (K+) kultivované na anorganickém křemičitém substrátu Probifix K 

(Pharmaceutical Biotechnology, Česká republika).  
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Stanovení počtu živých bakterií (CFU): 

Počet živých bakterií ve všech vzorcích byl stanoven modifikovanou metodou 

Miles-Misra [107; 108]. Vzorek je sériově (1:9) rozředěn ve PBS (pH 7,4) a rozkapán 

na agar dle de Man, Rogosa a Sharpe (MRS) v objemu 10 µl. Po inkubaci je spočítáno 

množství kolonií v jedné kapce a přepočítáno na celkové množství CFU v 1 ml:  

 

 
kde: 

CFU – počet kolonií v kapce 

zředění – řád zředění ve tvaru 10-x 

 

 

 

Vliv biofilmu na přežívání kmene 10B v roztoku solí o nízkém pH 

Byl připraven roztok solí simulující prostředí žaludku o složení: NaCl (2,05 g.l-

1), KH2PO4 (0,60 g.l-1), CaCl2 (0,11 g.l-1) a KCl (0,37 g.l-1) [109]. V roztoku bylo 

upraveno pH pomocí 1 M HCl na pH 1, 2 a 3. V těchto připravených roztocích byly oba 

dva vzorky inkubovány 2 hodiny na třepačce při teplotě 37 °C. V časech 0,5, 1 a 2 

hodiny byly odebrány vzorky; pH vzorků bylo upravováno pomocí 1 M NaHCO3 na 

hodnotu pH = 7,4. Počet CFU ve vzorku byl určen pomocí modifikované plotnové 

metod Miles-Misra. Každý pokus byl proveden ve třech opakováních.  

 

Vliv biofilmu na přežívání kmene 10B v roztoku žluči 

Vzorek K+ a K- byl inkubován v 0,3% roztoku prasečí žluči (Sigma, Německo) 

po dobu 4 hodin při teplotě 370C [110]. Každou hodinu byl odebrán vzorek. CFU bylo 

stanoveno pomocí modifikované plotnové metody Miles-Misra. Každý pokus byl 

proveden ve třech opakováních.  

 

Vliv biofilmu na schopnost adheze kmene 10B na polystyren a na tkáňovou 

kulturu HT29 
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Kromě klasických probiotických vlastností byla také sledována změna 

schopnosti adherence biofilm pozitivního a biofilm negativního kmene. Vzorky K+ a K- 

byly inkubovány v mikrotitračních destičkách buď na (narostlé, nebo na suspenzi, jak 

staré) tkáňové kultuře nebo přímo na jejich polystyrenových stěnách po dobu 0, 1, 2, a 3 

hodin. Následně byl roztok nad povrchem odsát a jamky byly třikrát promyty 

PBS(pH 7,4) [111]. Ke tkáňové kultuře bylo následně přidáno 0,12 % prasečího 

trypsinu (SAFC Biosciences) a po uvolnění buněk od substrátu byl přidán PBS a pro 

uvolnění bakterií od buněk TK byl použit ultrazvuk (ultrazvukový generátor o výkonu 

2x180 W nastavený na 60 % výkonu s módem SWEEP). U polystyrenové mikrotitrační 

destičky byla destička s adherovanými bakteriemi a PBS pro oddělení adherovaných 

bakterií přímo ultrazvukována. Počet živých bakterií jako CFU byl stanoven 

modifikovanou plotnovou metodou podle Miles-Misra. Každý pokus byl připraven ve 

třech opakováních.  

 

Inhibice růstu vybraných patogenních kmenů pomocí metody inhibice růstu 

Další zkoumanou vlastností biofilmových a nebiofilmových kmenů byla jejich 

schopnost inhibovat růst patogenních bakterií. U některých probiotik jsou prokázány 

přímé inhibice patogenních druhů pomocí produkce různých antimikrobiálních látek. 

Tato produkce je ale také ovlivněna fenotypem a může dojít k změně jejích expresního 

profilu při kultivaci v biofilmu.  

Kultury K+ a K- byly lyzovány pomocí vysokoúčinného ultrazvukového 

homogenizátoru (SONOPULS HD 3400 – 400W amplituda 80% + pulzace 4 sekundy). 

Lyzované vzorky byly následně přefiltrovány přes bakteriální filtr 0,45 µm, 10 ul tohoto 

lyzátu bylo nakápnuto na agarovou plotnu na jejímž povrch byla rovnoměrně rozetřena 

kultura vybraných patogenních mikroorganismů: Listeria monocytogenes HUB-3, 

Clostridium sordelli CCM 4611, Escherichia coli CCM 3988, Shigella flexneri HUB-

9,Pseudomonas aeruginosa CCM 1960, Salmonella ser. enteritidis HUB-

22,Staphylococcus aureus CCM 3953, Proteus vulgaris CCM 1749 a Candida albicans 

CCM 8269. Stejným způsobem bylo na misku nakápnuto také 10 µl živých bakterií 

původních kultur (K+ a K-) [112]. Po inkubaci 24 hodin při 370C (Clostridium sordelli- 

anaerobně) byly odečteny případně vzniklé inhibiční zóny. Test byl opakován dvakrát; 

uveden je průměr těchto výsledků vyjádřený jako rezistence, senzitivita či neurčitelnost.  

 

Statistické vyhodnocení bylo provedeno T-testem 
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Na vyhodnocení byl použit Studentův dvouvýběrový nepárový T-test. Tento test 

dokáže určit, zda dva nezávislé výběry mající normální rozdělení hodnot, mají stejné 

střední hodnoty. Shodnost rozptylů byla ověřena F-testem. Pokud výsledná hodnota je P 

< 0,05, jsou rozptyly obou dat stejné a může být použit T-test. Nulová hypotéza byla, že 

použití prebiotik/cukrů nemá žádný vliv na adherenci a výsledná adherence se 

neodlišuje od kontroly.  

T-test je následně vypočítán podle vzorce: 

 
kde: 

 
sx1 – směrodatná odchylka souboru 1 

sx2 – směrodatná odchylka souboru 2 

 – průměr souboru 1 

 – průměr souboru 2 

n1 – počet hodnot v souboru 1 

n2 – počet hodnot v souboru 2 

 

Vypočítána hodnota byla srovnána jako s tabelovanými hodnotami pro hladinu 

významnosti 0,05 a převedena na P. Pokud P < 0,05, jsou soubory skupin při 95% 

pravděpodobnosti. odlišné  
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5 Výsledky a vyhodnocení  

Všechny čtyři pokusy jsou dále vyhodnoceny zvlášť a následuje tedy přehled pro 

(i) vliv prebiotik na adhezi probiotik; (ii) vliv biofilmového fenotypu na probiotické 

vlastnosti; (iii) možnost využití flotace jako způsobu oddělení adherentních a 

planktonických bakterií a (iv) stanovení adheze bakterií na sliznici tlustého střeva. 

Význam výsledků a jejich propojení je dále uvedeno v diskuzi.  

 
5.1 Vliv prebiotik na adhezi probiotik 

Z výsledků uvedených v Tabulkách 1 až 3 vyplývá, že ve většině případů došlo 

ke statisticky významnému poklesu adheze probiotických kmenů v přítomnosti 

prebiotik. Je zde také graficky znázorněna statisticky výrazná odchylka od skupiny bez 

prebiotik, která byla určena pomocí one-way ANOVA s P = 0,05. Statisticky významné 

rozdíly jsou v tabulce vyznačeny barevně. Červeně označené skupiny vyznačují pokles 

statisticky významný pokles adheze, zatím co zelené skupiny její vzestup.  

Statistické zhodnocení výsledků pomocí three-way ANOVA nepotvrdilo žádnou 

jednoznačně převládající tendenci, která by charakterizovala vliv prebiotika na 

adhezivní schopnosti probiotik. Není tedy možné všeobecně konstatovat, že by nějaké 

prebiotikum nebo sacharid ovlivňovaly adherenci jednoho typu probiotika ke všem 

testovaným substrátům stejným způsobem. Pozorovaná interakce probiotik a prebiotik 

je velmi odlišná i v rámci jednotlivých kmenů téhož bakteriálního druhu. Pokud 

bychom přece jen chtěli vyjádřit obecně převládající tendenci vyjadřující vliv 

testovaných prebiotik na schopnost probiotik adherovat k pevným povrchům, lze říci, že 

prebiotika tuto schopnost spíše tlumí. Útlum adheze je patrný u všech typů zkoumaných 

povrchů.  

 I když hlavní trend poklesu schopnosti adherence bylo po přidání 

prebiotik/sacharidů, u některých párů byl naopak pozorován i její zvýšení. Z tohoto 

pohledu, srovnání poměru poklesu/vzestupu adheze je nejvíce účinné prebiotikum P95, 

Vivinal a Synergy, které mohou zvyšovat adherentní schopnosti některých 

probiotických kmenů. Je však, ale nutné si konstatovat, že tento vzestup je specifický 

jak pro použitý kmen, tak i pro sledovaný substrát. Za pozornost stojí Prebiotikum GR, 

neboť snižovalo adhezi všech sledovaných probiotických kmenů na všech typech 

substrátů.  
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Tabulka 1: Výsledky adherence na polystyren. V tabulce jsou uvedeny hodnoty 
vyjádřeny v % adherovaných bakterií. Pomocí barev jsou odlišeny statisticky významné 
změny oproti blanku (skupina bez prebiotik/sacharidů) na hladině významnosti P = 
0,05. Červeně je znázorněn pokles adheze a zeleně její vzestup.  
 
Polystyrene GR Syn. P95 Vivinal Lactose Gluc. Galac. Blank 
smetanová startovací kultura 
CCDM 17 1,1 ± 0,3 1,5 ± 0,4 4,6 ± 0,5 3,8 ± 0,4 4,1 ± 0,4 8,4 ± 0,4 4,8 ± 0,2 3,7 ± 0,8 

L. lactis subsp. lactis CCDM 
731 16,2 ± 0,7 2,8 ± 1,2 17,5 ± 1,2 31,9 ± 2,8 26,9 ± 3,5 7,5 ± 0,9 7,7 ± 0,7 17,5 ± 2,0 

E. durans CCDM 922A 
 0,9 ± 0,3 0,8 ± 0,2 7,0 ± 1,0 8,3 ± 1,3 1,5 ± 0,5 23,3 ± 2,5 18,6 ± 1,1 32,2 ± 7,2 

E. faecium CCDM 945 
 2,3 ± 0,6 3,4 ± 1,2 7,9 ± 1,2 11,0 ± 0,8 9,2 ± 0,9 20,9 ± 1,7 5,5 ± 0,8 5,3 ± 0,8 

B. lactis CCDM 94 
  0,4 ± 0,2 3,1 ± 0,2 4,4 ± 0,4 7,9 ± 0,7 4,5 ± 0,7 28,1 ± 4,7 25,2 ± 5,1 41,9 ± 4,6 

L. rhamnosus CCDM 150 
 1,9 ± 0,4 2,8 ± 0,4 1,5 ± 0,3 3,0 ± 0,5 1,8 ± 0,3 2,1 ± 0,5 9,2 ± 0,6 24,6 ± 6,7 

L. acidophilus CCDM 151 
 2,6 ± 0,8 2,0 ± 0,3 13,8 ± 1,4 3,5 ± 0,5 5,7 ± 1,0 5,6 ± 0,9 5,7 ± 0,9 24,7 ± 5,9 

L. rhamnosus CCDM 289 
 1,3 ± 0,3 1,6 ± 0,6 8,8 ± 1,3 13,3 ± 1,8 9,4 ± 0,8 4,4 ± 0,8 6,9 ± 1,2 14,3 ± 1,8 

L. rhamnosus CCDM 598T 

 0,3 ± 0,1 0,2 ± 0,1 1,4 ± 0,3 1,4 ± 0,4 1,4 ± 0,4 8,4 ± 0,7 10,2 ± 1,0 6,8 ± 1,9 

L. acidophilus CCDM 79T 

 0,9 ± 0,1 0,8 ± 0,1 7,3 ± 1,0 5,0 ± 0,7 5,7 ± 0,5 22,4 ± 1,0 17,9 ± 2,5 7,6 ± 1,1 

L. lactis subsp. lactis CCDM 
617T 2,8 ± 0,7 3,8 ± 0,7 2,3 ± 0,6 6,4 ± 1,3 3,5 ± 0,7 4,6 ± 0,5 6,3 ± 0,9 8,1 ± 0,4 

E. durans CCDM 500T 

 3,6 ± 0,6 2,5 ± 0,3 5,8 ± 1,5 3,4 ± 0,7 2,9 ± 1,1 11,1 ± 1,9 16,9 ± 2,4 8,2 ± 1,5 

B. animalis ssp. lactis CCDM 
74T 0,4 ± 0,1 0,5 ± 0,2 2,0 ± 0,3 1,8 ± 0,4 1,7 ± 0,2 1,5 ± 0,5 1,6 ± 0,3 5,5 ± 0,5 

Při sledování vlivu prebiotik na adhezi probiotik na polystyren je zřejmý její 

všeobecný negativní efekt. U většiny probiotik došlo k významnému poklesu adheze. 

Výjimku tvoří pouze některé kombinace bakterií a jednoduchých cukrů. Z hlediska 

stanovení probiotických vlastností není tento výsledek až tak překvapivý, protože hlavní 

silou při adhezi na polystyren tvoří nepolární síly mezi povrchem substrátu a povrchem 

bakteriální buňky. Pokles adheze tedy může být vysvětlen interakcí bakterií a nabitého 

prebiotika.  

 

 

 

Tabulka 2: Výsledky adheze na polystyren pokrytý mucinem. V tabulce jsou uvedeny 
hodnoty vyjádřeny v % adherovaných bakterií. Pomocí barev jsou odlišeny statisticky 
významné změny oproti blanku (skupina bez prebiotik/sacharidů) na hladině 
významnosti p = 0,05. Červeně je znázorněn pokles adheze a zeleně její vzestup.  
Mucin GR Syn. P95 Vivinal Lactose Gluc. Galac. Blank 
smetanová startovací kultura 
CCDM 17 4,0 ± 0,5 12,6 ± 2,3 6,2 ± 1,7 5,0 ± 1,7 3,4 ± 0,9 10,3 ± 1,1 11,2 ± 1,3 26,4 ± 6,6 
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L. lactis subsp. lactis CCDM 
731 

4,2 ± 0,8 11,6 ± 3,1 6,4 ± 1,9 6,4 ± 1,6 7,1 ± 1,6 10,9 ± 1,8 11,5 ± 1,2 6,7 ± 1,8 

E. durans CCDM 922A 
 

4,3 ± 1,0 14,6 ± 2,1 2,0 ± 0,6 1,9 ± 0,5 1,6 ± 0,5 2,0 ± 1,0 2,0 ± 0,5 3,9 ± 1,1 

E. faecium CCDM 945 
 

0,2 ± 0,2 0,6 ± 0,2 2,1 ± 0,3 1,8 ± 0,4 1,4 ± 0,5 1,5 ± 0,3 1,5 ± 0,5 1,9 ± 0,5 

B. lactis CCDM 94 
  

5,0 ± 1,5 8,0 ± 2,2 3,6 ± 0,6 5,9 ± 1,3 10,7 ± 2,7 3,7 ± 0,7 2,5 ± 0,6 10,2 ± 1,4 

L. rhamnosus CCDM 150 
 

6,2 ± 2,2 8,8 ± 1,1 28,1 ± 5,4 2,2 ± 0,5 2,7 ± 0,9 3,0 ± 0,7 3,2 ± 0,6 4,4 ± 0,6 

L. acidophilus CCDM 151 
 

1,8 ± 0,4 1,4 ± 0,2 3,1 ± 0,8 3,9 ± 0,8 3,4 ± 0,5 6,8 ± 0,8 7,9 ± 0,7 15,4 ± 0,9 

L. rhamnosus CCDM 289 
 

2,0 ± 0,3 2,7 ± 0,6 3,4 ± 0,5 7,5 ± 0,8 3,9 ± 0,8 3,5 ± 0,7 3,7 ± 0,7 8,3 ± 1,1 

L. rhamnosus CCDM 598T 

 
0,3 ± 0,1 0,2 ± 0,1 2,2 ± 0,3 0,6 ± 0,2 0,8 ± 0,1 1,9 ± 0,6 4,0 ± 1,3 5,5 ± 0,5 

L. acidophilus CCDM 79T 

 
1,9 ± 0,4 1,4 ± 0,2 3,0 ± 0,9 4,0 ± 0,8 3,5 ± 0,5 5,6 ± 0,5 4,7 ± 0,4 5,7 ± 0,4 

L. lactis subsp. lactis CCDM 
617T 

0,5 ± 0,1 0,3 ± 0,1 1,2 ± 0,1 0,8 ± 0,1 0,7 ± 0,1 10,4 ± 1,3 15,3 ± 2,4 2,0 ± 0,7 

E. durans CCDM 500T 

 
0,1 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,6 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,6 ± 0,1 0,6 ± 0,1 0,8 ± 0,1 1,4 ± 0,3 

B. animalis ssp. lactis CCDM 
74T 

0,9 ± 0,2 0,9 ± 0,1 7,4 ± 1,2 3,5 ± 0,4 4,2 ± 0,8 3,6 ± 0,7 3,1 ± 0,6 5,6 ± 1,1 

 

Při použití modelu obsahující mucin se již více přibližujeme reálnému prostředí 

ve střevech. Adheze probíhá rozdílným mechanismem a většina bakteriálních kmenů 

dobře adherujících na polystyren špatně adheruje na mucin a naopak. Při použití 

prebiotik/sacharidů zde ale vidíme také převažující negativní efekt a pokles adheze.  
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Tabulka 3: Výsledky adheze na tkáňové kultury. V tabulce jsou uvedeny hodnoty 

vyjádřeny v % adherovaných bakterií. Pomocí barev jsou odlišeny statisticky významné 

změny oproti blanku (skupina bez prebiotik/sacharidů) na hladině významnosti p = 

0,05. Červeně je znázorněn pokles adheze a zeleně její vzestup. 
 Tkáňové kultury GR Syn. P95 Vivinal Lactose Gluc. Galac. Blank 
smetanová startovací kultura 
CCDM 17 2,9 ± 0,4 5,4 ± 0,8 2,8 ± 1,2 7,9 ± 0,9 6,2 ± 1,3 13,8 ± 0,8 10,9 ± 1,1 20,4 ± 1,4 

L. lactis subsp. lactis CCDM 
731 

11,5 ± 1,6 14,0 ± 1,5 32,8 ± 1,6 2,6 ± 1,2 2,4 ± 0,4 9,9 ± 0,6 11,1 ± 0,8 14,1 ± 1,4 

E. durans CCDM 922A 
 

3,5 ± 0,7 4,4 ± 1,9 6,2 ± 1,3 6,1 ± 1,8 7,3 ± 1,4 15,1 ± 1,4 14,7 ± 1,1 9,6 ± 1,2 

E. faecium CCDM 945 
 

26,0 ± 3,2 35,5 ± 4,6 35,6 ± 3,9 31,7 ± 3,7 29,6 ± 2,6 54,8 ± 4,2 80,3 ± 9,5 50,8 ± 3,6 

B. lactis CCDM 94 
  

1,0 ± 1,0 0,4 ± 0,3 1,0 ± 0,5 2,8 ± 0,8 1,2 ± 0,5 35,5 ± 2,4 41,1 ± 4,4 6,9 ± 0,5 

L. rhamnosus CCDM 150 
 

13,0 ± 0,4 13,6 ± 0,6 39,2 ± 1,3 15,1 ± 1,4 13,0 ± 1,0 8,2 ± 0,6 10,3 ± 1,0 15,3 ± 1,6 

L. acidophilus CCDM 151 
 

2,2 ± 0,4 3,9 ± 0,5 3,9 ± 0,7 3,6 ± 0,7 3,8 ± 0,5 8,0 ± 0,7 17,0 ± 1,9 11,8 ± 1,5 

L. rhamnosus CCDM 289 
 

1,0 ± 0,6 0,6 ± 0,1 1,5 ± 0,7 12,5 ± 2,2 4,3 ± 1,8 3,8 ± 0,5 5,6 ± 0,5 7,2 ± 2,7 

L. rhamnosus CCDM 598T 

 
2,8 ± 0,5 1,2 ± 1,0 9,0 ± 0,8 1,2 ± 0,1 1,3 ± 0,1 3,4 ± 0,6 4,1 ± 1,0 11,6 ± 0,3 

L. acidophilus CCDM 79T 

 
2,4 ± 0,6 2,1 ± 0,9 8,6 ± 2,6 8,6 ± 2,3 4,1 ± 1,3 8,9 ± 0,4 9,2 ± 0,5 8,2 ± 1,2 

L. lactis subsp. lactis CCDM 
617T 

1,9 ± 0,7 1,2 ± 0,7 2,2 ± 0,7 1,1 ± 0,7 2,2 ± 0,3 12,7 ± 1,4 17,8 ± 1,3 2,5 ± 0,9 

E. durans CCDM 500T 

 
0,7 ± 0,5 0,7 ± 0,6 5,3 ± 1,2 5,5 ± 0,9 4,0 ± 0,8 1,1 ± 0,5 1,8 ± 0,3 2,4 ± 0,6 

B. animalis ssp. lactis CCDM 
74T 

0,4 ± 0,4 2,5 ± 0,6 9,2 ± 1,4 9,2 ± 0,8 5,5 ± 1,3 3,7 ± 0,6 3,0 ± 0,8 7,9 ± 0,8 

 

Adheze na tkáňové kultury je nejvíce reálný model střevního prostředí. Použití 

buňky simulují epitel tlustého střeva a HT-29 MXT také konstantně produkuje mucin, 

který jej pokrývá. Vlastní adheze na TK je velmi různorodá, ale efekt prebiotik je zde 

také převážně negativní.  

   

Tabulka č. 4: Poměr statisticky významného vzestupu/poklesu adherence 
probiotických kmenů při použití jednotlivých prebiotik z celkového množství 12 
zkoumaných kmenů. 

Prebiotikum  Polystyren Mucin Tkáňové kultury 
GR 0/12 0/10 0/11 

Synergy 0/12 3/9 0/11 
P95 0/8 1/7 4/7 

Vivinal 2/7 0/6 4/7 
 

Z uvedeného je zřejmé, že pokud se soustředíme pouze na adhezi, má většina 

prebiotik výrazný inhibiční účinek. Tento trend byl pozorován také u jednoduchých 
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sacharidů v této souvislosti se nabízí konstatování, že z hlediska adheze, většina 

prebiotik negativně ovlivňuje interakci probiotik s povrchy epiteliálních buněk.  

 

 

Jednou z příčin může být obsazení receptorů na povrchu buňky prebiotiky nebo 

změna nábojového rozložení na povrchu bakterie. Na rozdíl od prebiotik, ale jednotlivé 

sacharidy zvyšovali adhezi u více probiotických kmenů. Toto lze vysvětlit polymerním 

charakterem prebiotik, které blokují více receptorových míst. Dalším možným efektem 

je energetická náročnost samotného metabolismu prebiotik. Buňka nemůže uvolnit 

energii pouze glykolýze, ale nýbrž je nucena produkovat další sacharolytické enzymy. 

To může vést ke snížené produkci adhezinů a celkový posun energetické bilance 

směrem k produkci důležitých metabolických enzymů. 

Jak již bylo uvedeno, použitá prebiotika tvořily GOS, inulin a oligofruktózy. 

GOS byly označeny jako „směs produktů enzymatické úpravy laktózy, které obsahují 2 

až 8 sacharidových jednotek, z čehož jedna je terminální glukóza a zbývající galaktóza a 

disacharidy složené ze dvou jednotek galaktózy [114]. GOS je produkováno 

enzymatickou reakcí s β-glukosidázami a hydrolázami. Výsledné spektrum produktů se 

velmi liší v závislosti od použitých enzymů a reakčních podmínek. Výsledný produkt 

obsahuje směs různě dlouhých polymerů s vazbami β 1→6, β 1→3 nebo β 1→4. Z toho 

důvodu je i fermentace střevní mikroflórou velmi různorodá a hraje v něm svoji roli 

extracelulárně produkované směs enzymů. Právě nutnost sekrece těchto enzymů může 

být jedním ze znaků snížené adherence. Energetická potřeba je přednostně přesunuta na 

produkci těchto enzymů a tím může dojít ke snížení tvorby adhezinů.  

 Jako zástupce GOS zde byl v pokusech použit pouze Vivinal GOS, který je 

vyráběn s využitím enzymů Bacillus circulans, který transglykosyluje laktózu hlavně na 

β 1→4 produkty [115]. Tento produkt obsahuje největší množství polymerů složených 

ze tří a ze dvou sacharidových jednotek (cca. 40 % suché hmoty). Větší polymerní 

řetězce se vyskytují přibližně ve 20 % případů. Bohužel tento produkt obsahuje také 

vysoké množství zbytkových mono a disacharidů (cca 40 %). Z toho důvodu bylo nutné 

provést také experiment na zbytkových jednoduchých sacharidech, konkrétně glukóze, 

galaktóze a sacharóze, v koncentracích běžně se vyskytujících v mléčných produktech. 

Při srovnání výsledků testu Vivinalu a laktózy a jejich vlivu na adherenci, je možné si 

všimnout velmi podobných změn adheze. Prakticky až na tři kmeny Lactobacillus 

rhamnosus CCDM 289, Bifidobacterium lactis CCDM 94 a Lactoccocus lactis subsp. 
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lactis CCDM 617T byl dopad na adherenci Vivinalu i laktózy téměř stejný. Při vyřazení 

těchto tří kmenů byla také nalezena korelace pomocí ANOVA testu. Je zjevné, že právě 

laktóza – měla po přidání Vivinalu velký vliv na výslednou adherenci probiotik. Další 

dva sacharidy – glukóza a galaktóza, které se také vyskytují v roztoku Vivinalu o 

poměrně vysoké koncentraci se odlišují již u vícero kmenů a jsou mnohem podobnější 

mezi sebou, než při srovnání s Vivinalem. Mezi nimi nebyla pozorována korelace ani 

při vynechán výše zmíněných kmenů.  

Zbylá použitá prebiotika byla tzv. inulinového typu, která se mohou dělit na 

inulin, oligofruktózu a FOS. FOS nebyly v tomto experimentu použity. Jako zástupce 

vivinalu bylo použito Orafti GR. Oligofruktózový typ prebiotika představuje Orafti P 

95. Poslední použité prebiotikum Orafti Synergy je směs inulinu a oligofruktózy. Orafti 

GR je velmi mírně zpracovaný inulin izolovaný z čekanky a obsahuje velmi dlouhé 

řetězce s polymeračním stupněm až 60. Orafti P 95 je již částečně enzymaticky 

hydrolyzovaný inulin a maximální polymerační stupeň je okolo 20.  

Vliv těchto tří prebiotik na adhezi je také převážně negativní. Schopnost 

adherence na polystyren byla snížena téměř u všech kmenů. Adherence na mucin byla 

posílena pouze u kmenů Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731 nebo Enterococcus 

durans CCDM 922A v kombinaci s Synergy a Lactobacillus rhamnosus CCDM 150 se 

Synergy nebo P 95. Schopnost adherence na tkáňové kultury byla posílena pouze u čtyř 

kmenů v kombinaci s P 95. Je tedy možné, že pro in vivo použití je vhodnější již 

určitým způsobem zpracovaný inulin. Prebiotikum Orafti GR má totiž vůbec nejhorší 

vliv na adhezi ze všech sledovaných prebiotik i sacharidů. To podporuje teorii o 

nutnosti buňky přesměrovat energii do metabolických procesů a totiž oslabení adheze 

v důsledky snížení proteosyntézy adhezinů. 
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5.2 Vliv biofilmového fenotypu na probiotické vlastnosti 
Vliv biofilmu na přežívání kmene 10 B roztoku solí o nízkém pH. Při sledování 

vlivu fenotypového biofilmu na schopnost přežívání daného kmene v prostředí o 

nízkém pH byl zjištěn výrazný nárůst procenta přeživších bakterií. I po dvou hodinách 

inkubace v pH = 1 byla u biofilm pozitivního kmene pozorována stále více než 90 % 

viabilita, zatímco u biofilm negativního kmene již po této době viabilita klesala na 70 % 

(graf č.: 2 až 4 a tabulka č. 4). Tento rozdíl by potvrzen dvou výběrovým t-testem na 

hladině významnosti p = 0,05.  
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Graf č. 2, 3 a 4: Vliv sníženého pH na procento přeživších bakterií planktonických (K-) 

a biofilmových (K+) bakterií kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833 (10B). Na 

ose y je procento viabilních bakterií po kultivaci ve sníženém pH a na ose x je uvedena 

doba kultivace.  
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Vliv biofilmu na přežívání kmene 10B v roztoku žluči 

U kultivace v 0,3 % roztoku prasečí žluči byla pozorována také zvýšená 

odolnost biofilm pozitivního kmene i během 4-hodinové inkubace (Graf č. 5). Vyšší 

odolnost biofilmového kmene je znatelné a statisticky významné na hladině P =0,05  

 
Graf č. 5: Procento přeživších bakterií kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833 

(10B). Na ose y je procento viabilních bakterií po kultivaci ve 0,3% prasečí žluči a na 

ose x je uvedena doba kultivace. (K+ probiotikum na biofilmu; K- planktonická forma) 

 

Vliv biofilmu na schopnost adherence kmene 10B na polystyren a na tkáňovou 

kulturu HT-29 

Během testů adherence na polystyren a na tkáňovou kulturu HT-29 byl 

pozorován nárůst adherence pouze na polystyrenový substrát. Adherence na buněčnou 

kulturu HT-29 byla shodná s adherencí biofilm negativního kmene (viz. Graf č. 6 a 7)). 
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Graf č. 6 a 7: Procento adherovaných b bakterií kmene Lactobacillus acidophilus CCM 

4833 (10B). Na ose y je procento adherovaných bakterií a na ose x je uvedena doba 

adherence na HT-29 a na polystyren – srovnání při použití biofilmu. 
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Inhibice růstu vybraných patogenních kmenů  

Při sledování inhibice růstu vybraných patogenů a oportunních patogenů byla 

pozorována zvýšená inhibice růstu Escherichia coli CCM 3988 a Staphylococcus 

aureus CCM 3953 viabilními biofilm pozitivní buňkami kmene 10B.  

 

Tabulka č. 10: Výsledky měření inhibice patogenních kmenů (S – senzitivita, R – 

rezistence, I – neurčitelnost). Je uvedena pozorovaná senzitiva nebo rezistence na agaru 

pokrytém patogenním kmenem s jamkami obsahující živé buňky nebo inaktivovaný 

lyzát.  

 

Kmen S/R/I 

Živé buňky Lyzát 

bez 

biofilmu 

s biofilmem bez 

biofilmu 

s biofilmem 

Listeria monocytogenes HUB-3 S I R R 

Clostridium sordelli CCM 4611 S S R R 

Escherichia coli CCM 3988 I S I I 

Shigella flexneri HUB-9 R R R R 

Pseudomonas aeruginosa CCM 

1960 

R R R R 

Salmonella ser. enteritidis HUB-

22 

R R R R 

Staphylococcus aureus CCM 

3953 

R S R R 

Proteus vulgaris CCM 1749 R R R R 

Candida albicans CCM 8269 R R R R 
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Nárůst biofilmu na částicích 

Pro kontrolu kvality nárůstu biofilmu byla provedena elektronová mikroskopie, 

která prokázala nárůst vrstvy bakterií na použitých částicích.  

 

 
Obrázek č. 6: Nárůst biofilmu na anorganických křemičitých částicích (technika SEM, 

zvětšení 10kx)  
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5.3 Flotace a její použití pro oddělení adherovaných a planktonických 

bakterií  
 
Toxicita připravených FA na použité bakteriální kmeny  

Výsledky testu toxicity připravených FA na přežívání kmene Staphylococcus 

epidermidis CCM 4418 i CCM 7221 jsou uvedeny v tabulce č. 12.  

 

Tabulka č. 12: Toxicita využívaných FA na bakteriální kmen Staphylococcus 

epidermidis CCM 4418 a CCM 7221 po 30 minutách expozice. Označení počtu živých 

bakterií: +++> 95%; ++ >70%; - < 10 % 

Flotační činidlo  koncentrace (g/L 

PBS) 

hustota 

(g.ml-1) 

CFU 

Sacharóza 2000 1,23 +++ 

MgSO4 730 1,22 +++ 

CsCl 1000 1,57 +++ 

Polyethylenglycol 440 1,05 +++ 

PERCOLL - 1,13 +++ 

Diatrizoát sodný  500 1,21 +++ 

Dextran 270 1,08 ++ 

NaNO3 740 1,33 ++ 

Ethylenglycol - 1,14 - 

Jak je z této tabulky patrné pouze ethylenglykol má pozorovatelný toxický vliv. 

Další použitá FA jsou netoxická. Pouze Dextran a NaNO3 způsobili pokles 

životaschopných bakterií na 70 %.  
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Kalibrace fluorescence a fluorescenční detekce bakteriální adherence  

Naměřená kalibrační křivka závislosti fluorescence na počtu CFU v jamce je 

znázorněna na grafu číslo 8. Lineární závislost byla pozorována od přibližně log 6 do 

log 8 CFU.  

 
Graf č. 8: Kalibrační křivka závislosti fluorescence na počtu CFU obarveného kmene 

Staphylococcus epidermidis. Na ose y je uvedena relativní fluorescenční jednotka 

(RFU), která odpovídala přítomnému množství obarvených bakterií v jamce (osa x).  

 

Flotační činidla CsCl, Sacharóza a PEG ovlivňovaly fluorescenci vzorku v čase 

a nebyly proto vhodné pro využití v metodě adherence na mikrotitrační destičce, kde se 

fluorescence snímala Synergy 2 readerem. CsCl bylo ale použito v pokusu s laserovým 

skenovacím mikroskopem, kde byla fluorescence měřena bezprostředně po přidání 

vzorku a ovlivnění fluorescence tedy bylo minimální. Kromě CsCl žádné jiné flotační 

činidlo neumožnilo připravit takové široké rozmezí hustot.  

 

Detekce pomocí kultivace a pomocí fluorescence 

Výsledky kultivace adherentních bakterií a z fluorescenční detekce pomocí 

fluorescenčního readeru jsou uvedeny v grafu č. 9. Rozdíl mezi fluorescenční detekcí a 
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detekci kultivační metodou byl vyhodnocen pomocí, stanovení Studentova t-testu jako 

nevýznamný na hladině P =0,05. Směrodatná odchylka ve všech měřených 

fluorescenčních i kultivačních byla nižší než 10 % log CFU a také podíl adherentních a 

uvolněných bakterií vycházel v obou metodách velmi podobně. Bylo tedy potvrzeno, že 

metody kultivace i fluorescenční detekce jsou dostatečně přesné a opakovatelná pro 

další provedení experimentu.  

 
Graf č. 9: Podíl adherentních a uvolněných bakterií kmene Staphylococcus epidermidis. 
Srovnání fluorescenční metody detekce a kultivace. V grafu jsou uvedeny log CFU 
naměřených adherentních bakterií (dole) a bakterií uvolněných (nahoře) po určitém 
počtu promývacích cyklů. Během promývání se počet uvolnění stále zvyšuje, jsou tedy 
odmývány i adherentní a slabě adherentní bakterie. 
 

Srovnání různých flotačních činidel  

Srovnání různých flotačních činidel bylo provedeno pomocí kombinace metod 

fluorescenční detekce a kultivace. V grafu číslo 10 jsou graficky znázorněny výsledky 

obou metod, kdy pro CFU větší než log 6 jsou použita fluorescenční data a pro CFU 

menší než 6 data z kultivační metody. Výjimku tvoří FA CsCl, sacharóza a PEG – tyto 

tři FA byla kvůli inhibici fluorescence vyhodnocena pouze kultivační metodou (viz graf 

10 a 11).  
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Graf č. 10 a 11: Srovnání flotace biofilm pozitivních a biofilm negativních kmenů 

Staphylococcus epidermidis. V grafu jsou uvedeny naměřené počty log CFU 

adherentních bakterií v závislosti na hustotě použitého flotačního činidla. Různá flotační 

činidla jsou uvedena různou barvou. 
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Z grafického vyhodnocení je zřejmé, že dosažené výsledky se značně liší od 

výsledků promývání. Při zvyšování měrné hustoty použitých flotačních činidel nad 1,2 

g.l-1 docházelo k rapidnímu uvolňování adherovaných bakterií do koncentrace přibližně 

1,3g.l-1. Většina FA mají pouze omezenou rozpustnost a pouze CsCl mohlo být 

připraveno v celém rozmezí měrných hustot. Další flotační činidla jsou zde znázorněna 

v takovém rozmezí, jak to dovolila maximální možná rozpustnost daného FA.  

 

Srovnání FA a promývání  

V tabulce č 13 jsou uvedeny srovnání log CFU při trojím promývání a flotaci pomocí 

FA s minimální hustotou 1,130 g.ml-1.  

 

Tabulka č 13: Srovnání flotace a promývání. * v tabulce jsou uvedeny hodnoty pro 

kmen Staphylococcus epidermidis CCM 4418. 

 

Flotační činidlo minimální měrná hustota 

s pozorovaným flotačním 

účinkem [g.ml-1] 

Koncentrace 

FA [w/v] 

Změna log CFU 

adherentních bakterií 

oproti trojímu 

promývání PBS* 

Sacharóza 1,16 25% +0,65 

MgSO4 1,16-1,19 28 – 34 % +0,90 

CsCl < 1,52 < 45 % -1,57 

Polyethylenglycol nepozorovatelné maximální 

použitá 33 % 

+2,01 

PERCOLL 1,13 - +0,46 

Diatrizoát sodný  1,13-1,18 18 – 25 % +0,65 

Dextran 1,14 23 % +0,90 

NaNO3 <1,18 < 9 % -0,10 

 

Srovnání flotace a promývání pomocí LSCM  

Během promývání byla pozorování signifikantní změna morfologie adherentních 

biofilm pozitivních i negativních kmenů.  
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Obrázky č. 1 a 2: Změna morfologie biofilm pozitivní (první dva řádky) a biofilm 

negativního kmene Staphylococcus epidermidis (spodní dva řádky). Je zde znázorněna 

série promývání 1 až 8 (zleva doprava a shora dolů).  

 

Pomocí výpočtu fluorescenčních pixelů v obraze bylo zjištěno, že promývání i 

flotace biofilm pozitivních i biofilm negativních kmenů je velmi odlišná (viz. Grafy 12 

až 17). Během promývání u biofilm pozitivního kmene dochází uvolnění masivních 

shluků biofilmu v horních strukturách a dochází ke kontinuálnímu uvolňování po 

dalších šest cyklů promývání. Následně je počet odtržených bakterií při každém dalším 

cyklu již přibližně vyrovnaný. U biofilm negativního kmene dochází ke kontinuálnímu 
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uvolňování po dobu prvních čtyř cyklů. Následuje skok v koncentraci bakterií na dně 

jamky a v dalších cyklech je zde přítomno již stálé množství bakterií.  

 
Grafy č. 12 až 17: Změna fluorescence během promývání nebo flotace v různých 
vzdálenostech od dne jamky měřeno pomocí LSCM. Na ose y je intenzita fluorescence 
vyjádřena jako % barevných pixelů a na ose y je uvedena vzdálenost ode dna jamky. 
V horních dvou grafech je uveden výsledek po určitém počtu promývacích cyklů. 
Prostřední dva grafy ukazují výslednou fluorescenci po flotaci FA MgSO4 o různých 
hustotách a spodní dva grafy znázorňují výsledek po flotaci CsCl o různých hustotách.  
 

U flotace při použití flotačního činidla do hustoty 1,15 g.ml-1 je hustota biofilmu 

přibližně stejná. Použitím roztoku o vyšší měrné hustotě než 1,30 g.ml-1 způsobuje 

velmi výrazné odtrhávání buněk adherovaných na dně jamky.  
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6 Diskuze 

6.1. Ovlivnění adhezivních vlastností probiotik přítomností některých prebiotik 

  

Vztah mezi probiotiky a prebiotiky byl již definován v úvodním literárním 

přehledu. Jak vyplývá z obou definic a kritérií jejich funkce, prebiotika by měla 

zvyšovat funkční účinnost probiotik, případně dalších komponent střevní mikroflóry. 

Pokud se týče účinků na adhezi probiotik ke střevní sliznici, žádná z výše uvedených 

definic je neuvádí. Tato skutečnost však neznamená, že by jejich synergie i v tomto 

směru nebyla žádoucí. Pokud by některé s prebiotik podporovalo adhezi některého z 

probiotik ke střevnímu epitelu, tato interakce by významnou měrou přispívala 

k naplňování účinků očekávaných, od daného probiotika. Na druhé straně, pokud by 

některá prebiotika adhezi vybraných probiotických kmenů snižovala, mohla by rovněž 

snižovat jejich výsledné probiotické vlastnosti. Proto také jedním z cílů předkládané 

práce je zjištění do jaké míry běžně používaná prebiotika mohou ovlivňovat adhezivní 

vlastnosti nejčastějších probiotik.  

Podle toho co bylo v literárním přehledu řečeno o charakteru interakce probiotických 

bakterií se strukturami na povrchu epiteliálních buněk, jedná se o vzájemnou vazbu 

hydrofobního typu mezi cukernými složkami obou povrchů [118]. Z tohoto hlediska 

přítomnost další cukerné složky (prebiotika) v místě interakce probiotické bakterie a 

střevního epitelu, by mohla mít rušivý interferující účinek.    

V tomto ohledu prezentované výsledky oprávněnost výše uvedené obavy potvrdily. Ve 

většině vzájemných kombinací probiotika s některým z testovaných probiotik jejich 

vzájemná interakce vedla k útlumu adheze. Pokud hlouběji studujeme dosažené 

výsledky, můžeme pozorovat jisté, byť nevýrazné zákonitosti. Předně je to skutečnost, 

že prebiotikum Oraafti GRv jehož složení výrazně převažuje inulin, v žádné z 

kombinaci adhezi nepodporovalo, ale přibližně ve čtvrtině případů  ji naopak tlumilo, a 

to bez ohledu na povrch, na němž k interakci docházelo. Jen o málo lepší výsledek byl 

zaznamenán v případě prebiotika Orafti Synergy 1, v jehož složení rovněž převládá 

inulin. V případě tohoto prebiotika byl synergický vztah obou reagujících složek 

zaznamenán pouze tehdy, uskutečnil-li se na povrch mucinového substrátu. Nicméně, i 

na něm byla adheze potencována jen ve třech kombinacích. Další prebiotika v nichž 

inulin nebyl přítomen, vykazovala poněkud příznivější výsledky. Oligofruktozové 

prebiotikum Orafti P95 podpořilo adhezi některého z testovaných probiotických bakterií 
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celkem v pěti případech, přičemž se tak dělo nejčastěji na povrchu tkáňové kultury. Pro 

testovaná probiotika se jako nejvhodnější jevila interakce s převážně 

galaktooligosacharidovým prebiotikem Vivinal GOS, které podpořilo jejich adhezi 

nejčastěji a to zejména na povrch buněk tkáňové kultury. Za povšimnutí stojí předně 

skutečnost, že se tak ani jednou nestalo na povrchu pokrytém mucinem. Druhou 

skutečností, která stojí za povšimnutí je fakt, že obě neinulinová prebiotika vykazovala 

výrazně nižší výskyt případů v nichž jejich interakce s daným probiotikem vedla 

k potlačení adheze na některý z testovaných povrchů. 

 

Vysvětlení popsaných výsledků je nutno zřejmě hledat v charakteru interakce mezi 

cukernými strukturami na povrchy bakterií a oligosacharidy glykoproteinů (glykocalix) 

nacházejících se na povrchu epiteliálních buněk. Přítomnost velkého množství dosud 

nenatrávených oligosacharidů prebiotik ve střevním obsahu vytváří nadbytek „falešných 

cílů“ s nimiž mohou probiotické bakterie interagovat, aniž by pronikly k vlastnímu 

povrchu střevního epitelu. Tímto fyziologickým mechanismem chrání oligosacharidy 

mateřského mléka novorozence před infekcí některými patogenními mikroorganismy 

[119]. Tímto směrem je rovněž zaměřena většina prací, které se vzájemné interakce 

střevních bakterií a prebiotik týkají. Jsou většinou záměny právě na inhibici adheze 

patogenních bakterií na povrch střevního epitelu vytvořením nadbytku cukerných složek 

ve střevním obsahu [120; 121]. Pokud se týče opačného případu, kdy jsou hledány 

synergické efekty prebiotik a probiotických bakterií na jejich adhezi k povrchu 

střevních buněk, nejsou nám známy žádné podobné studie. Vzhledem k tomu, že jsou 

prebiotika zcela běžně přidávána k probiotickým kulturám bez ohledu na jejich možné 

interference, jsou podobné studie velmi žádoucí. 

 

Vedle právě popsaného efektu, na inhibici adheze v přítomnosti nadbytku sacharidů, 

může se uplatnit i opačný typ oligosacharidové interakce, a to ten, že cukry prebiotika 

obsadí většinu receptorových míst na povrchu epiteliálních buněk a tak je blokují pro 

vazbu s bakteriemi. V každém případě předkládaná práce otevírá novou oblast výzkumu 

probiotik. Z výše uvedených výsledků rovněž vyplývá, že pro společné podávání 

probiotik a prebiotik neexistuje žádné univerzální pravidlo. Každou jejich kombinaci je 

nutno vyzkoušet na námi navržených modelech. Výslednou kombinaci je nutno ještě 

ověřit v podmínkách in vivo na zvířecím modelu.     
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Z testovaných kombinací prebiotik/probiotik byly pozorovány některé dvojice, u nichž 

došlo ke zvýšení adherence. V některých případech byl dokonce nárůst 

několikanásobný. Těmito dvojice je kombinace probiotik Lactobacillus rhamonosus 

CCDM 150, Enterococcus durans CCDM 500T a Bifidobacterium animalis CCDM 74T 

s prebiotiky P95 a Vivinalu. Tento vzrůst se nezdá být způsoben přítomností 

zbytkových sacharidů v obou preparátech, protože při použití těchto jednotlivých 

sacharidů byla adherence nezměněna nebo snížena. Tyto kmeny tyto tvoří vhodné 

kandidáty na synbiotické preparáty.  

Shrnuto, je možné, že výsledné ovlivnění adheze je odpovědné několik efektů: 

(i) ovlivnění povrchu bakterie (změna náboje; blokace receptorů); (ii) nutnost produkce 

přídavných enzymů pro syntézu polymerů a zvýšená energetická zátěž bakterie; (iii) 

rozdílný osmotický tlak v roztoku o stejné koncentraci prebiotik a sacharidů. 

Kombinace těchto tří jevů má pravděpodobně největší účinek na pozorovanou změnu 

adherence. Dalším efektem by mohla být změna pH intenzivnější metabolickou 

aktivitou u jednoduchých sacharidů. Tento efekt byl ale inhibován použitím PBS. 

 

6.2. Vliv biofilmového fenotypu vybraného bakteriálního kmene na jeho některé 

probiotické vlastnost 

  

  Dalším pokusem bylo zlepšení celkových probiotických vlastností 

pomocí použití biofilmového fenotypu zkoumaného probiotika Lactobacillus 

acidophilus CCDM 151 narostlého na Biofix K substrátu od Pharmaceutical 

biotechnologies, Česká republika. I když jsou již biofilmy velmi dlouho studovanou 

strukturou a bylo vydáno nespočet studií věnováno této problematice, jsou biofilmy 

skupiny probiotik stále přehlíženy. Z hlediska biofilmu jsou u probiotik studovány 

produkované látky, které brání formování biofilmu patogenů a potenciálních patogenů. 

Biofilmový fenotyp byl více odolný vůči působení nízkého pH i vůči solím žlučových 

kyselin. Přirozená odolnost biofilmu vůči rapidnějším podmínkám je již prokázána a 

výsledek tohoto experimentu jej pouze potvrzuje. Bakterie ve vnitřních vrstvách 

biofilmu jsou lépe chráněny před působením bakteriocidních podmínek. Hlavním 

mechanismem ochrany je tvorby EPS – extracelulárních polymerních substancí, které 

tvoří kolem bakterie ochranou „síť“.  Hlavní složkou těchto substancí jsou 

extracelulární polysacharidy, které tvoří hlavní nosnou strukturu biofilmu. Další 
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produkované polymery strukturu zpevňují a dávají biofilmu výslednou „slizovitou“ 

charakteristiku.  

Výsledek adherence na tkáňovou kulturu HT-29 již ale tímto fenotypem nebyl ovlivněn 

a biofilmová i planktonická forma adherovala naprosto stejně. Zvýšená adherence se u 

biofilmové formy projevila pouze na polystyrenu. To je pravděpodobně následkem 

zvýšené produkce adhezinů a dalším složek extracelulárního biofilmového matrix, které 

jsou známé svými schopnosti velmi intenzivně adherovat na polystyren. Z hlediska 

adheze je tedy možné konstatovat, že biofilmová forma probiotika neovlivňuje výrazně 

adhzi zkoumaného probiotika Lactobacillus acidophillus CCDM 151.    

Další doplňkové testy biofilmového probiotika ukázali nezměněnou rezistenci na 

antibiotika a zvýšenou schopnost inhibice růstu potenciálních patogenů Staphylococcus 

auresu CCM 3953 a Escherichia coli CCM 3988. Nezměněná rezistence biofilmového 

fenotypu k antibiotikům se sice odlišuje od pozorované zvýšené rezistence k biofilmům, 

ale je nutné mít na paměti schéma experimentu. Rezistence byla určena klasicky pomocí 

měření inhibičních zón na agarové plotně. Je tedy jisté, že k tvorbě biofilmu nedošlo a 

byla měřena rezistence obnovené planktonické formy biofilmového kmene, které byla 

stejná jako rezistence původního planktonického kmene.  

Schopnost inhibice kmenů Staphylococcus aureus CCM 3953 a Escherichia coli CCM 

3988 byla prokázána pouze u živých buněk a je tedy výsledkem rozdílné kultivace 

biofilmové i fenotypové formy. Lyzát obou forem žádnou inhibici nevykazoval. 

Nejedná se tedy pravděpodobně o kontinuální produkci bakteriocinů daným kmenem.  

 Biofilmová kmene Lactobacillus acidophillus CCDM 151 tedy vykazovala 

zvýšenou schopnost adherence na polystyren a nezměněnou schopnost adherence na 

mucin a použitou tkáňovou kulturu HT-29. I když biofilmová forma probiotika 

vykazovala pouze zvýšenou schopnost inhibice dvou potenciálních kmenů, je vhodné 

doporučit biofilmovou formu pro další užívání i když nijak výrazně neovlivňuje vlastní 

schopnost adherence na polystyren. Kromě totiž již zkoumaných a zmíněných vlastností 

biofilmová forma ve vhodném preparátu (zde například použitý Biofix) slouží jako 

vhodný zásobník, který může kontinuálně uvolňovat volné planktonické formy bakterií 

do prostředí, do kterého byla biofilmová forma umístěna. Probiotický preparát 

v biofilmové formě je také možno připravit v mnohonásobně vyšší koncentraci než 

planktonické volné bakterie.  
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6.3. Metody pro průkaz adheze v polystyrenových mikroplotnách 

Klasické metody sledování adheze u nových potenciálně probiotických kmenů jsou 

prováděny v mikrotitrační destičce potažené mucinem. Tento model je velmi 

jednoduchý a jeho využití dostatečně odpovídá střevnímu prostředí, kde se velmi často 

bakterie střevního prostředí dostávají pouze do kontaktu s mucinem. Další velmi často 

využitá metoda je kultivace tkáňových kultur v mikrotitrační destičce, kde jsou velmi 

často využívány kultury caco-2 a HT-29, které jsou izolovány z karcinomu tlustého 

střeva [105]. Tento model není tak vhodný pro simulaci střevního prostředí, kvůli 

snížené dostupnosti povrchu epitelu ve střevním prostředí, kde je naprostá většina 

střevního epitelu pokryta mucinem. Model tkáňových kultur byl vylepšen použitím 

diferencovaných HT-29 MXT, které jsou schopny produkovat mucin [99]. Směsná 

kultura Caco-2 a HT-29 MXT potom v jamce fyziologicky dostatečně přesně simuluje 

povrch střevního epitelu.  

Při využití všech výše zmíněných modelů, ale existuje velká nevýhoda během 

kvantifikace počtu adherovaných bakterií. Po uplynutí doby adherence je nutné oddělit 

adherované a planktonické bakterie, které je klasicky prováděno promýváním. Způsob 

promytí není přesně definován, je velmi nespecifický a výsledek velmi záleží na pozici 

špičky, síle proudu kapaliny a na celkové manuální zručnosti experimentátora. Dále má 

na výsledek vliv počet promývacích cyklů, protože s každým promytím je uvolněna část 

bakterií ze dna jamky a dochází také k uvolňování buněk tkáňové kultury [105].  

Byla vyzkoušena tedy metoda flotace jako náhrada promývání. Flotace je metoda 

založená na oddělení materiálů v závislosti na jejich hustotě pomocí vhodného 

flotačního roztoku. Tato metoda je velmi využívána v metalurgii. V biologii byla 

doposud využita pro izolaci DNA, virů nebo částí buněk [116; 117]. Ale doposud 

nebyla flotace využita pro izolaci celých buněk. Hlavně protože přesný popis hustota 

mnoha bakteriálních kmenů není dostatečný a metody detekce hustoty vyžadují využití 

velmi nákladné a precizní instrumentace. Princip flotace spočívá ve využitý 

hydrostatického tlaku flotačního činidla. Ten může být prezentován jednoduchou 

rovnicí  

 Fh = Vbac. ρfr.g (1) 

kde Vbac  = objem bakterie, ρfr = je měrná hustota použitého flotačního roztoku a g je 

gravitační zrychlení. Tato hydrostatická síla (Fh) nadnáší bakterie a zvyšuje se s 
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hustotou flotačního činidla. Opačným směrem působí gravitační síla a suma 

adherentních sil, které by se zjednodušeně dali vyjádřit jako: 

 Fg =Vbac.ρbac.g + A (2) 

 

kde ρbac = hustota bakterie a A = suma adherentních sil. Pokud tedy bakterie po použití 

flotačního činidla flotuje k hladině dají se tyto dvě rovnice vyjádřit jako: 

 Fh > Fg (3)  

 Vbac.ρfr.g > Vbac.ρbac.g + A (4)  

 ρfr/ρbac > A (5)  

 

Pokud hustotu bakterie známe nebo ji dokážeme odhadnout z flotace planktonické 

formy je možné využít tuto jednoduchou rovnici pro určení celkové sumy adherentních 

sil působících na bakterii.    

Aby tento pokus byl realizovatelný, bylo nutné najít flotační činidlo, které musí 

splňovat několik kritérií: (i) vysoká molekulární hmotnost, která je nutná ro co nejmenší 

působení osmotického tlaku; (ii) nízká viskozita roztoku, která velmi výrazně ovlivňuje 

čas nutný pro separaci adherentních a planktonických forem bakterií; (iii) dostatečná 

rozpustnost pro možnost přípravy vysoce koncentrovaných roztoků, (iv) nízká toxicita a 

v neposlední řadě (v) dobrá dostupnost. Podle zvoleného postupu je možné vznést další 

požadavky: například neovlivnění fluorescence etc.    

Bylo otestováno tedy 9 různých chemikálií pro detekci vhodného flotačního činidla. 

První série testů proběhla kombinací fluorescenční detekce readerem Synergy 2 a 

kultivační metodou (byla pozorována korelace těchto dvou metod). Z té bylo zjištěno, 

že flotace působí rozdílně než promývání. Zatímco promývání prakticky kontinuálně 

vymývá i adherované bakterie tak flotace vykazuje sinusoidní křivku závislosti hustoty 

na počtu adherovaných bakterií. Při použití nižší koncentrace je nedochází k odstranění 

adherovaných bakterií a až při měrných hustotách 1,2 až 1,4 g.ml-1 dochází k prudkému 

poklesu adherovaných bakterií. Při vyšších hustotách je koncentrace adherovaných 

bakterií zase stálá a již se nemění. Podobné výsledky byly získány i při pozorování 

efektu flotace pomocí LSCM. Flotace, dle zvolené hustoty, odtrhává určitou část 

adherentních bakterií, ale na zbylé působí protektivně a chrání je před dalším stresem. 

Také nebylo pozorováno kontinuální uvolňování z povrchu. Další velkou výhodou je 

jednokrokovost uvedeného postupu.  
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 Z použitých FA se jako nejvhodnější se zdá použití MgSO4, dextranu nebo 

PERCOLLu. Pokud není nutná fluorescenční detekce, nebo pokud je detekce provedena 

bezprostředně po přidání FA je možné využít i CsCl, které má velkou výhodou možnost 

přípravy širokého gradientu hustot. I když je efekt a finální účinek rozdílný od použití 

promývání jsou tyto výsledky opakovatelné a dávají i určitou představu o fyzikální síle 

adherovaných bakterií.  

 Nevýhodou použití flotace je přítomnost flotačního činidla ve vzorku po 

oddělení planktonických bakterií. Odstranění FA se vzorku je téměř nemožné, protože 

by muselo být použito promývání, které zase nespecificky naruší vrstvu adherovaných 

bakterií. 
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7  Závěr 

Bylo zjištěno, že adherence probiotik je výrazně ovlivněna přítomností prebiotik, a že 

tato změna není způsobena pouze přítomností zbytkových sacharidů v preparátech. Ve 

většině případů převládá účinek inhibiční. Pouze kombinace probiotik (Lactobacillus 

rhamnosus CCDM 150, Enterococcus durans CCDM 500T a Bifidobacterium animalis 

spp. lactis CCDM 74T) se dvěma prebiotiky (P95 nebo Vivinal) vykazují zvýšenou 

schopnost adheze. Tyto kombinace jsou proto potenciálními kandidáty pro využití jako 

synbiotika.  

 

Biofilmový fenotyp zkoumaného kmene Lactobacillus acidophilus CCDM 151 

prokázal zlepšení některých probiotických vlastností jako je přežívání v nízkém pH, 

solích žlučových kyselin a inhibice růstu Staphylococcus aureus CCM 3953 a 

Escherichia coli CCM 3988. Zvýšení adheze bylo pozorováno pouze na polystyrenový 

substrát a nikoliv na tkáňové kultury.  

Probiotikum narostlé na biofilmu je odolnější (α=0,05) než probiotikum 

planktonické při působení roztoku solí o sníženém pH 1 a vůči 0,3% roztoku prasečí 

žluči. Při působení roztoku o pH 2 je probiotikum na biofilmu odolnější při době 

působení delší než je 0,5 hodiny. U roztoku o pH 3 zajištuje biofilm ochranu před 

působením v časech 0,5 a 2 hodiny. Při působení 1 hodinu vykazuje i planktonická 

forma kmene 10B určitou formu adaptace.  

 

Během pokusů byla pozorována velká variabilita v metodikách promývání a byla 

provedena optimalizace experimentů, která eliminovala chyby při odstraňování 

neadherovaných bakterií (pozice špičky, síla proudu kapaliny, odsávání). Proto byla 

navrhnuta metoda flotace, které využívá vysokohustotní roztoky flotačních činidel pro 

oddělení planktonických a adherentních bakterií. Z devíti vyzkoušených flotačních 

činidel se nejlépe osvědčila MgSO4, PERCOLL, diatrizoát sodný a i přes inhibici 

fluorescence – CsCl, Metoda flotace je velmi účinná a pomocí hustoty použitého FA lze 

velmi citlivě oddělit adherentní bakterie od planktonických. Tato metoda by mohla najít 

uplatnění i v jiných oborech, kde je nutné oddělit neadherované bakterie.  
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Za hlavní přínos předkládané práce považuji skutečnost, že, dříve předpokládaná 

synergie mezi prebiotiky a probiotiky není nejen samozřejmá, ale spíše vzácná. Vzniká 

proto potřeba případnou synergii hledat a testovat. Metodická část této práce nabízí 

jednoduchý postup, jak v širokém široké spektru vzájemných kombinací, ji relativně 

snadno a levně nalézat. Na základě této práce byly publikovány čtyři textu, dva z toho 

v impaktovaném zahraničním časopisu.  
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 Příloha č. 4 

 
 Vliv kultivace kmene Lactobacillus acidophilus ve formě biofilmu na 
probiotické vlastnosti  
Kadlec R., Jakubec M., Ryšávka P., 
 
1 Abstrakt 
Probiotika jsou živé mikroorganizmy, která pokud jsou příjímána v dostatečném 
množství působí pozitivním účinkem na hostitele. Mechanismus účinku je různorodý a 
zahrnuje: vylepšení gastrointestinální bariéry, modifikaci střevní mikroflóry pomocí 
indukce produkce antimikrobiálních peptidů hostitelem, uvolňování probiotických 
antimikrobiálních faktorů, kompetice pro adherenci na střevní epitel a imunomodulaci 
hostitele. S mechanizmy účinku a průchodu hostitelským gastrointestinálním systémem 
jsou spojeny i probiotické testy vyžadované po probiotických kmenech. Mezi hlavní 
zkoumané parametry patří schopnost odolání sníženému pH, schopnost odolání žlučí, 
schopnost inhibice růstu patogenních kmenů a adherence na tkáňové kultury simulující 
střevní epitel.  
Zde byly zkoumány vybrané parametry nové formy proboitického preparátu – 
biofilmové probiotikum. To je tvoří probiotický kmen Lactobacillus acidophilus 10B 
narostlý na částicích biofilmu. Vlastnosti biofilmu se značně liší od planktonické formy 
v mnoha ohledech z nichž nejzajímější parametry z hlediska probiotických vlastností je 
odolnosti vůči enviromentálním vlivům, antimikrobiálním látkám a zvýšená schopnost 
kompetice ve vícedruhovém prostředí {Mah, 2001, Mechanisms of biofilm resistance to 
antimicrobial agents}.  
Bylo provedeno srovnání planktonické a biofilmové formy probiotika Lactobacillus 
acidophilus v následujících vlastnostech (i) odolnost proti sníženému pH, (ii) odolnost 
proti působení žlučových solí, (iii) odherence na tkáňové kultury a polystyren, (iv) 
schopnost inhibice růstu patogenních kmenů a (v) rezistence vůči antibiotikům.  
Biofilmový typ probiotika vykázal odlišné parametry než typ planktonický. Mezi 
změněné parametry patří: zvýšená odolnost proti nízkému pH; zvýšená odolnost proti 
působení žlučových solí; zvýšená adherence na polysteren; změna v inhibici 
patogenních kmenů. Nezměněna byla schopnost adherence na tkáňové kultury a 
odolnost vůči antibiotikům.    
  

94 
 



2 Metodika 
2.1 Vzorky 
Na všechny metodiky byly použity následující vzorky: 

• Vzorek lyofilizovaných bakterií kmene 10B adherovaných na biofilmu. Před 
vlastní analýzou byl tento vzorek rozpuštěný v temperovaném MRS bujónu 
(K+) 

• Vzorek planktonických bakterií kmene 10B - připravená 24 hodinová kultura (K-
) 

2.2 Miles-Misra plotnová metoda  
CFU všech vzorků bylo určeno pomocí modifikované metody Miles-Misra {Hedges, 
2002, Estimating the precision of serial dilutions and viable bacterial counts;Miles, 
1979, CITATION CLASSIC - ESTIMATION OF THE BACTERICIDAL POWER OF 
THE BLOOD}. Vzorek je rozředěn ve fosfátovém pufru (NaCl – 8 g/l; KCl - 0,24 g/l; 
Na2HPO4.12H2O - 2,88 g/l, KH2PO4 - 0,24 g/l; všechny chemikálie – p.a. Penta) a 
rozkapán na misku v objemu 10 µl. Po inkubaci je spočítáno množství kolonií v jedné 
kapce a přepočítáno na celkové množství CFU v ml pomocí následujícího vzorce. Po 
inkubaci byly spočítány viditelně oddělené kolonie bakterií a CFU bylo spočítáno podle 
vzorce: 

 
kde: 
CFU – počet spočítaných kolonií v kapce 
zředění – řád zředění ve tvaru 10-x 
 
Po logaritmaci výsledků byla spočítána směrodatná odchylka měření podle vzorce: 

 
kde: 

= aritmetický průměr 
n – počet spočítatelných kapek  
2.3 Statistické vyhodnocení - T-test  
Na vyhodnocení v bodech 2.1 až 2.3 byl použit Studentův dvouvýběrový nepárový T-
test. Tento test dokáže určit, zda dvě normální rozdělení mající stejný rozptyl, z nichž 
pochází dva nezávislé výběry, mají stejné střední hodnot. Tedy že pocházejí z jednoho 
stejného vzorku. Shodnost rozptylů byla ověřena F-testem. Pokud výsledná hodnota p > 
0,05 jsou rozptyly obou dat stejné a může být použit T-test.  
T-test je následně vypočítán podle vzorce: 

 
kde: 

 
sx1 – směrodatná odchylka souboru 1 
sx2 – směrodatná odchylka souboru 2 

 – průměr souboru 1 
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 – průměr souboru 2 
n1 – počet hodnot v souboru 1 
n2 – počet hodnot v souboru 2 
 
Vypočítána hodnota byla srovnána jako s tabelovanými hodnotami pro hladinu 
významnosti 0,05 a převedena na p. Pokud p < 0,05 jsou soubory se skupin s odlišnou 
střední hodnotou – jsou tedy odlišné při 95% pravděpodobnosti.  
2.4 Vliv biofilmu na přežívání kmene 10B roztoku solí o nízkém pH 
Byl připraven roztok solí simulující prostředí žaludku o složení: NaCl (2.05 g.l-1), 
KH2PO4 (0.60 g.l-1), CaCl2 (0.11 g.l-1) a KCl (0.37 g.l-1) {Corcoran, 2005, Survival of 
probiotic lactobacilli in acidic environments is enhanced in the presence of 
metabolizable sugars}. V roztoku bylo upraveno pH pomocí 1 M HCl na pH 1, 2 a 3. V 
těchto připravených roztocích byly oba dva vzorky inkubovány 2 hodiny na třepačce při 
370C. V časech 0,5, 1 a 2 hodiny byl odebrán vzorek a bylo v něm neutralizováno pH 
pomocí 1 M NaHCO3. Počet CFU ve vzorku byl určen pomocí modifikované plotnové 
metod Miles-Misra. Každý pokus byl proveden ve třech opakováních. Všechny uvedené 
chemikálie jsou kvality p.a. NaHCO3, NaCl, HCl – Penta, zbývající chemikálie – 
Sigma.  
2.5 Vliv biofilmu na přežívání kmene 10B v roztoku žluči 
Vzorek K+ a K- byl inkubován v 0,3% roztoku žluči (Bile porcine - Sigma) po dobu 4 
hodin při 370C {Ruas-Madiedo, 2005, Invited review: methods for the screening`, 
isolation`, and characterization of exopolysaccharides produced by lactic acid bacteria}. 
Každou hodinu byl odebrán vzorek a bylo určeno CFU pomocí modifikované plotnové 
metody Miles-Misra. Každý pokus byl proveden ve třech opakováních.  
2.6 Vliv biofilmu na schopnost adherence kmene 10B na polystyren a na 
tkáňovou kulturu HT29 
Vzorek K+ a K- byl inkubován na tkáňové kultuře nebo na polystyrenu po dobu 0, 1, 2, 
a 3 hodin. Následně byl roztok nad povrchem odsán a povrch byl třikrát promyt 
připraveným fosfátovým pufrem (pH 7,4) {Gleinser, 2012, Improved adhesive 
properties of recombinant bifidobacteria expressing the Bifidobacterium bifidum-
specific lipoprotein BopA}. U tkáňové kultury byl následně přidán trypsin (prasečí - 
0,12% SAFC Biosciences) a po uvolnění buněk se substrátu byl přidán fosfátový pufr a 
vzorek byl ultrazvukován (ultrazvukový generátor o síle 2 krát 180 W nastavený - 
60%/SWEEP). U polystyrenu byla mikrozkumavka s adherovanými bakteriemi a 
fosfátovým pufrem přímo ultrazvukována. Následně byla určeno CFU pomocí 
modifikované plotnové metody Miles-Misra. Každý pokus byl připraven ve třech 
opakováních.  
2.7 Inhibice růstu vybraných patogenních kmenů  
Vzorky K+ a K- byly zlyzovány pomocí vysokoúčinného ultrazvukového 
homogenizátoru (SONOPULS HD 3400 – 400W amplituda 80% + pulzace 4 sekundy). 
Následně byly lyzované vzorky přefiltrovány přes bakteriální filtr 0,45 µm. Následně 
byly na misky s agarem a rozetřenými patogeny nakapáno 10 µl takto zlyzovaného 
vzorku a také 10 µl vzorku viabilních bakterií K+ a K- {Yesillik, 2011, Antibacterial 
Effects of Some Fermented Commercial and Homemade Dairy Products and 0.9% 
Lactic Acid against Selected Foodborne Pathogens}. Po inkubaci 24 hodin při 370C 
(Clostridium sordelli- anaerobně) byly odečteny vzniklé inhibiční zóny. Test byl 
opakován dvakrát a uveden je průměr těchto výsledků vyjádřený jako rezistence, 
senzitivita či neurčitelnost.  
2.8 Měření sensitivity + rezistence kmene 10B vůči vybraným antibiotikům  
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Měření rezistence a senzisitivity kmene 10B vůči antibiotikům bylo měřeno klasickou 
diskovou difůzní metodou při použiti papírových antibiotických štítků {Bauer Aw, 
1959, Single-disk antibiotic-sensitivity testing of staphylococci: An analysis of 
technique and results}. Test byl opakován třikrát a uveden je průměr těchto výsledků 
vyjádřený jako rezistence, senzitivita či neurčitelnost. 
 
3.1 Vliv biofilmu na přežívání kmene 10B roztoku solí o nízkém pH 
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Graf č. 1,2 a 3: Vliv sníženého pH na procento přeživších bakterií planktonických (K-) 
a biofilmových (K+) bakterií kmene 10B.  

Tabulka č. 1: Tabulka naměřených hodnot CFU použitých v grafu č. 1, 2 a 3.  
pH doba průměr změny 

CFU bez biofilmu 
[%] 

směrodatná odchylka 
– bez biofilmu [%] 

průměr změny CFU 
s biofilmem [%] 

směrodatná odchylka 
– s biofilmem [%] 

X 0 100 0,10133 100 0,1134 
1 
 

0,5 75,47856 1,84712 95,7039 0,35319 
1 71,93963 3,15767 93,2497 0,24792 
2 71,93963 3,15767 90,48988 0,10651 

2 0,5 85,48085 3,15767 95,6384 2,56939 
1 86,50248 1,45074 91,84896 0,3307 
2 75,47856 1,84712 90,65764 0,41766 

3 0,5 84,76921 2,3271 94,83307 0,33665 
1 88,38672 1,31055 94,82653 0,4451 
2 75,47856 1,84712 93,79761 0,72641 

Tabulka č. 2: Výsledky statistických analýz.  
pH čas p-rozptylu  p – dvouvýběrový t-test Statisticky významný rozdíl  
1 0,5 >0,05 <0,05 ANO 

1 >0,05 <0,05 ANO 
2 >0,05 <0,05 ANO 

2 0,5 0,0076408125 <0,05 NEHODNOTITELNÉ 
1 >0,05 <0,05 ANO 
2 >0,05 <0,05 ANO 

3 0,5 >0,05 <0,05 ANO 
1 0,0088497179 <0,05 NEHODNOTITELNÉ 
2 >0,05 <0,05 ANO 

3.2 Vliv biofilmu na přežívání kmene 10B v roztoku žluči 
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Graf č. 4: Procento přeživších bakterií při působení žluči 0,3% prasečí žluči. (K+ 
probiotikum na biofilmu; K- planktonická forma) 

Tabulka č. 3: Naměřené hodnoty použité v grafu č. 4. 
doba působení 
0,3% žluči [hod] 

průměr změny 
CFU bez biofilmu 
[%] 

směrodatná 
odchylka – bez 
biofilmu [%] 

průměr změny 
CFU s biofilmem 
[%] 

směrodatná 
odchylka – s 
biofilmem [%] 

0 100 1,64875 100 0,73736 
1 78,91281 1,80939 97,47786 0,99634 
2 77,27194 0,74756 95,64432 1,85993 
3 74,23406 1,44467 96,99977 1,16814 
4 68,2458 1,12057 98,15343 0,96784 
Tabulka č. 4: Výsledky statistických analýz.  
doba působení 0,3% žluči [hod] p-rozptylu  p – dvouvýběrový t-test Statisticky významný rozdíl  
1 >0,05 <0,05 ANO 
2 >0,05 <0,05 ANO 
3 >0,05 <0,05 ANO 
4 >0,05 <0,05 ANO 
3.3 Vliv biofilmu na schopnost adherence kmene 10B na polystyren a na 
tkáňovou kulturu HT29 
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Graf č. 5 a 6: Procento adherovaných buněk na HT29 a na polystyren – srovnání při 
použití biofilmu. 

Tabulka č. 5: Naměřené hodnoty použité v grafech č. 4 a 5.  
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Doba 
adherenc
e [hod] 

Adherence na HT29 Adherence na polystyren 
K- K+ K- K+ 

CFU [%] směrodatn
á odchylka 

[%] 

CFU [%] směrodatn
á odchylka 

[%] 

CFU [%] směrodatn
á odchylka 

[%] 

CFU [%] směrodatn
á odchylka 

[%] 

0 68,2046 0,6775
6 

68,6710
9 

0,4421
9 

63,3421
2 

1,2241
5 

77,9209
5 

0,1009
5 

1 78,175 0,8999
6 

81,0026
2 

0,4441
7 

72,4096
4 

1,4009
1 

82,9042
4 

0,7773
6 

2 76,7268
7 

1,3231
2 

81,2393
5 

0,7490
3 

64,2384
1 

1,9125
4 

83,7265
7 

0,6667
3 

3 80,8503
5 

1,0065 81,4730
2 

0,4722
1 

65,0142
2 

0,9379
6 

83,2836
9 

0,6573
7 

 
Tabulka č. 6: Výsledky statistických analýz.  
 čas p-rozptylu  p – dvouvýběrový t-test Statisticky významný 

rozdíl  
HT29 0 >0,05 0,292712367 NE 
 1 >0,05 0,157481809 NE 
 2 0,0485400242 <0,05 NEHODNOTITELNÉ 
 3 >0,05 0,30547547 NE 
Polystyren 0 >0,05 <0,05 ANO 
 1 >0,05 <0,05 ANO 
 2 0,0117093427 <0,05 NEHODNOTITELNÉ 
 3 >0,05 <0,05 ANO 
3.4 Inhibice růstu vybraných patogenních kmenů  
Tabulka č. 4: Výsledky měření inhibice patogenních kmenů (S – senzitivita, R – 
rezistence, I – neurčitelnost).  

Kmen S/R/I 
Živé buňky Lyzát 

bez 
biofilmu 

s 
biofilmem 

bez 
biofilmu 

s 
biofilmem 

Listeria monocytogenes HUB-3 S I R R 
Clostridium sordelli CCM 4611 S S R R 

Escherichia coli CCM 3988 I S I I 
Shigella flexneri HUB-9 R R R R 

Pseudomonas aeruginosa CCM 
1960 

R R R R 

Salmonella ser. enteritidis HUB-
22 

R R R R 

Staphylococcus aureus CCM 
3953 

R S R R 

Proteus vulgaris CCM 1749 R R R R 
Candida albicans CCM 8269 R R R R 
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3.5 Měření sensitivity + rezistence kmene 10B vůči vybraným antibiotikům  
Planktonický kmen bez biofilmu a lyfilizovaný vzorek narostlý na biofilmu mají stejnou 
rezistenci a sensitivitu, která je uvedena v následující tabulce.  
Tabulka č. 5: Výsledky difúzního testu (S – senzitivita, R – rezistence, I – 
neurčitelnost). 

Antibiotikum µg ATB/disk S/R/I 
Amoxycillin/Clavulanic acid 2:1 30 S 

Penicillin G 10 S 
Cephalothin 10 S 

Enrofloxacin Baytril 5 R 
Tetracycline 30 S 
Ampicillin 10 S 
Ceftiofur 30 S 

Amoxycillin 25 S 
Streptomycin 10 R 

Sulphamethoxazol/ Trimethoprim 25 R 
Sulphafurazol 300 R 

 
4 Závěr 

Lyofilizované probiotikum narostlé na biofilmu je odolnější (α=0,05) než 
probiotikum planktonické při působení roztoku solí o sníženém pH 1 a vůči 0,3% 
roztoku prasečí žluči. Při působení roztoku o pH 2 je probiotikum na biofilmu odolnější 
při době působení delší než je 0,5 hodiny. U roztoku o pH 3 zajištuje biofilm ochranu 
před působením v časech 0,5 a 2 hodiny. Při působení 1 hodinu vykazuje i planktonická 
forma kmene 10B určitou formu adaptace.  

Biofilm nezajišťuje lepší schopnost adherence kmene 10B na tkáňové kultury, 
ale umožnuje lepší adherenci na polystyren. To je pravděpodobně způsobeno 
hydrofobní interakci částic biofilmu s povrchem polystyrenu.  

Biofilm také posílil schopnost inhibice Staphylococcus aureus CCM 3953 a 
Escherichia coli CCM 3988. Naproti tomu potlačil schopnost inhibice Listeria 
monocytogenes HUB-3. Schopnost kmene inhibovat Clostridium sordelli CCM 4611 
zůstala nezměněna.  

Růst na biofilmu neměl žádný vliv na rezistenci vůči antibiotikům. Kmen 10B je 
stále stejně senzitivní vůči antibiotikům uvedeným v tabulce č. 5.  
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Příloha č. 6 
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